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Zusammenfassung 

Das nicht-muskelinvasive Harnblasenkarzinom ist ein häufiger Tumor bei Männern und Frauen. Die 

Behandlung besteht aus einer transurethralen Resektion, an die sich eine intravesikale Instillations-

therapie mit einem Chemotherapeutikum oder Bacille-Calmette-Guérin (BCG) anschließt. Bei der 

Behandlung kann es allerdings zu Nebenwirkungen, Resistenzen und Rezidiven kommen. Bei Pati-

enten, die gegen die BCG Behandlung resistent sind, kann statt der erneuten BCG Gabe Gemcitabin 

als Off-Label-Blaseninstillationstherapie eingesetzt werden. Hierbei zeigte Gemcitabin in einigen 

Studien eine bessere Effektivität als BCG sowie ein besseres Nebenwirkungsprofil und höhere Wirk-

samkeit im Vergleich zur konventionellen Therapie mit Mitomycin C. Gemcitabin könnte daher eine 

Alternative zur bisherigen Therapie des nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinomes sein.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit blaues Licht der Wellenlänge 453 nm 

zusammen mit Riboflavin die zellzytotoxische Wirkung von Gemcitabin auf drei hier ausgewählte 

Harnblasenkarzinomzelllinien (BFTC-905, RT-112, SW-1710) erhöhen kann. Blaues Licht (453 nm) 

hat einen zytotoxischen Effekt auf Harnblasenkarzinomzellen, was zuvor durchgeführte Studien 

zeigten. Durch Zugabe von Riboflavin, welches bei 453 nm ein Absorptionsmaximum aufweist, er-

hofften wir uns eine weitere Verstärkung der zytotoxischen Wirkung durch die zusätzliche Generie-

rung reaktiver Sauerstoffspezies. Die gemeinsame Wirkung von Gemcitabin, Riboflavin und blauem 

Licht (453 nm) auf die Zellviabilität sollte näher untersucht werden. Des Weiteren war es von Inte-

resse, die molekularen Wirkmechanismen zu analysieren. Hierzu wurden die für die Steuerung des 

apoptotischen Zelltodes relevanten Proteine Bcl2 und Bax sowie γH2AX, ein Marker für DNA-Schä-

den, untersucht.  

 

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Zellzytotoxizität von Gemcitabin durch die Kombina-

tion mit Riboflavin und blauem Licht innerhalb aller verwendeten Zelllinien signifikant verstärkt wer-

den konnte. Die Zellviabilität war durch die verwendete Kombinationsbehandlung im Vergleich zu 

der allein mit Gemcitabin behandelten Kontrolle signifikant verringert. Zudem zeigen meine Ergeb-

nisse, dass bei Kombination von Gemcitabin mit blauem Licht und Riboflavin die wirksame Gemci-

tabindosis in wesentlichem Maße reduziert werden konnte. Die reduzierte Gemcitabindosis bewirkte 

in der verwendeten Kombination mit Riboflavin und blauem Licht die gleiche oder zum Teil bessere 

zelltoxische Wirkung im Vergleich zur alleinigen Gemcitabingabe in doppelt so hoher Dosierung. Bei 

der Untersuchung der zugrundeliegenden molekularen Wirkmechanismen konnten wir beobachten, 

dass das Maß der DNA-Schädigung, hier detektiert in Form einer erhöhten Expression des Histon-

proteins γH2AX, in den drei Zelllinien durch die Kombinationsbehandlung höher war. Dieser Anstieg 

war begleitet von einer erhöhten Proteinexpression des proapoptotischen Proteins Bax sowie einer 

verminderte Proteinexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl2, was auf eine erhöhte Apoptose-

rate bei Anwendung der Kombinationsbehandlung mit Gemcitabin, Riboflavin und blauem Licht hin-

weist. Im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen wurde zudem deutlich, dass die verwen-

deten Zelllinien unterschiedlich auf die Behandlung reagierten, wobei BFTC-905 und RT-112 sen-

sibler reagierten als SW-1710.  

 

Auf die klinische Praxis übertragen zeigen meine Ergebnisse, dass im Rahmen eines lokalen The-

rapieansatzes durch die kombinierte Anwendung mit Riboflavin und blauem Licht die Wirkungsdosis 

von Gemcitabin stark reduziert werden könnte, was helfen würde, die Nebenwirkungen für den Pa-

tienten drastisch zu verringern. Darüber hinaus kann die Erkenntnis über das unterschiedliche An-

sprechen der verschiedenen Zelllinien auf die Kombinationstherapie ein wichtiger Hinweis für das 

Verwenden dieser im klinischen Alltag sein. In-vivo-Studien sollten durchgeführt werden, um diese 

Behandlungsmethode weiter zu erforschen. Ferner könnte die Erkenntnis über das Bestehen ver-

schiedener Ansatzpunkte dieser Behandlung hilfreich für weitere pharmakologische Forschung sein. 

Es bleibt insgesamt zu hoffen, dass diese Ergebnisse zu einer Verbesserung der Therapie des nicht-

muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms beitragen könnten. 
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Summary 

Non-muscle-invasive bladder cancer is a common tumor in men and women. The treatment is a 

transurethral resection followed by intravesical instillation therapy with a chemotherapeutic agent or 

Bacille-Calmette-Guérin. However, the treatment can lead to side effects, resistance and recurrence. 

In patients who are resistant to the BCG treatment, gemcitabine can be used as an off-label bladder 

instillation therapy, where in some studies gemcitabine showed better efficacy than BCG. Further-

more, gemcitabine has a better side effect profile and a higher efficacy compared to the conventional 

therapy with mitomycin C. Gemcitabine could therefore be an alternative to the current therapy of 

non-muscle invasive bladder carcinoma. 

 

The aim of this work is to investigate if blue light with a wavelength of 453 nm in combination with 

riboflavin increases the cell cytotoxic effect of gemcitabine on the three bladder carcinoma cells lines 

(BFTC-905, RT-112, SW-1710) selected here. Blue light (453 nm) has a cytotoxic effect on bladder 

carcinoma cells, as previously conducted studies have shown. By adding riboflavin, which has an 

absorption maximum at 453 nm, we hoped to further enhance the cytotoxic effect through the addi-

tional generation of reactive oxygen species. The combined effect of gemcitabine, riboflavin and blue 

light (453 nm) on cell viability and metabolism needed to be further investigated. Furthermore, it was 

of interest to analyze the mode of action in more detail. For this purpose, the proteins Bcl2 and Bax 

which are relevant in apoptotic cell death, as well as γH2AX, a marker for DNA damage, were ex-

amined. 

 

This work shows that the cell cytotoxicity of gemcitabine was significantly enhanced by the combi-

nation with riboflavin and blue light within all used cell lines. Cell viability was significantly decreased 

by the used combination treatment compared to the control. In addition, the results underline that if 

gemcitabine was combined with blue light and riboflavin, the effective dose of gemcitabine could be 

reduced to a substantial extent. The reduced gemcitabine dose in combination with riboflavin and 

blue light resulted in the same or in some cases in a better cell toxic effect than the sole administration 

of gemcitabine at a higher dose. Investigating the underlying molecular mechanisms of action, we 

observed that the level of DNA damage, determined by measuring increased expressions of the 

γH2AX protein, was higher in the three cell lines due to the combination treatment. This increase 

was accompanied by increased protein expression of the proapoptotic protein Bax as well as de-

creased protein expression of Bcl2 indicating an increased rate of apoptosis when the combination 

of gemcitabine, riboflavin, and blue light was applied. In the context of the studies presented here, it 

also became clear that the cell lines used responded differently to the treatment whereas BFTC-905 

and RT-112 responded more sensitive than SW-1710.  

 

Applied to clinical practice my results show that in the context of a local therapy approach the com-

bined use of riboflavin and blue light could greatly reduce the effective dose of gemcitabine, which 

would help to drastically reduce the side effects for the patient. In addition, the knowledge about the 

different responses of the different cell lines to the combination therapy may be an important indica-

tion for use in clinical practice. In vivo studies should be performed to further explore this treatment 

opportunity. Furthermore, the knowledge of the existence of different targets of this treatment could 

be helpful for further pharmacological research. Overall, it can be hoped that these results may con-

tribute to an improvement in the treatment of non-muscle invasive bladder cancer. 
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1 Einleitung 

1.1  Anatomie der Harnblase 

Die Harnblase ist ein subperitoneal liegendes Hohlorgan, welches sich hinter dem Os pubis 

im kleinen Becken befindet. Mit ihrer Funktion der Speicherung und Ausscheidung von Urin 

ist sie ein wichtiger Bestandteil des Urogenitalsystems [1-3]. Dabei werden Kontinenz und 

Miktion durch ein komplexes neuronales System gesteuert. Dieser Miktionschaltkreis, wel-

cher sich durch Verbindungen zwischen Frontalhirn, Hirnstamm und Rückenmark zusam-

mensetzt und die Funktion der Blase steuert, ist noch nicht vollständig erforscht [1, 4, 5]. 

Die Harnblase ist im leeren Zustand pyramidenförmig und befindet sich bei Frauen vor dem 

Uterus und bei Männern vor dem Rektum. Der Corpus vesicae, der Fundus vesicae, die 

Cervix vesicae und der Apex vesicae bilden die verschiedenen Bereiche der Harnblase. 

Am Fundus vesicae bzw. an der Cervix vesicae liegt das Trigonum vesicae, ein glattwan-

diger Schleimhautbereich, an dessen oberen Ecken die Ureteren von dorsal-lateral einmün-

den, welche die Verbindungen zu den Nieren herstellen. Im unteren Bereich des Trigonum 

vesicae entspringt die Urethra, welche bei Männern eine Länge von ca. 17-20 cm und bei 

Frauen ca. 3-5 cm aufweist. Die Blasenwand ist in verschiedene Schichten unterteilt. Von 

außen umgibt die Tunica adventitia die Harnblase. Darauf folgen die Tunica muscularis und 

die Tunica mucosa mit der Lamina propria, der Basalmembran und dem Urothel. Der Mus-

culus detrusor vesicae bildet die Tunica muscularis. Er besteht aus dreischichtig angeord-

neten glatten Muskelfasern, welche sehr dehnbar sind. Bei Füllung wird dadurch kein Druck 

auf die Blase ausgeübt. Dieser Muskel kontrahiert außerdem im Rahmen der Blasenent-

leerung. Zum Kontinenzerhalt tragen außerdem zwei Schließmuskel bei, welche im Gegen-

satz zum Musculus detrusor vesicae bei der Miktion entspannen. Den inneren nicht willkür-

lich steuerbaren Schließmuskel bildet der Musculus sphincter vesicae. Er besteht aus Rin-

gen glatter Muskulatur. Der Musculus sphincter urethrae hingegen ist der äußere willkürlich 

steuerbare Schließmuskel, welcher einen Teil des Beckenbodens darstellt und aus glatt-

muskulären sowie quergestreiften Anteilen besteht [1-3]. 

Von innen wird die Harnblase vom mehrschichtigen Urothel ausgekleidet. Dies ist ein Über-

gangsepithel, welches durch seinen speziellen Aufbau mit den Deckzellen (Umbrella cells) 

die Dehnungsfähigkeit der Blase ermöglicht. Das Urothel findet sich in den gesamten ab-

leitenden Harnwegen wieder. Es kleidet das Nierenbecken, die Ureteren, die Harnblase 

und den oberen Teil der Harnröhre aus [1-3].  
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1.2  Das Harnblasenkarzinom 

Das Urothelkarzinom kann sich am Urothel sowohl idiopathisch als auch durch verschie-

dene Risikofaktoren begünstigt entwickeln. In den meisten Fällen ist das Urothelkarzinom 

in der Harnblase lokalisiert. Das Nierenbecken, der Ureter oder die Urethra sind mit 5-10% 

insgesamt sehr viel seltener betroffen. Zu über 90% ist das Harnblasenkarzinom ein 

Urothelkarzinom, jedoch können auch Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome oder 

kleinzellige Tumore auftreten [6]. 

1.2.1 Epidemiologie und Risikofaktoren 

Das Harnblasenkarzinom ist ein häufiger Tumor des Urogenitaltraktes mit rund 550.000 

Neuinfektionen und 200.000 Todesfällen pro Jahr [7]. Die Inzidenz pro 100.000 ist bei Män-

nern ungefähr dreimal so hoch wie bei Frauen. Die höchsten Inzidenzen beider Geschlech-

ter finden sich in Südeuropa, Westeuropa und Nordafrika [7, 8]. Als größter Risikofaktor des 

Harnblasenkarzinoms wird Nikotin beschrieben [9]. 2014 konnten in den USA ungefähr die 

Hälfte der Harnblasenkarzinomfälle mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das Zigarettenrau-

chen zurückgeführt werden [10]. Weiterhin spielen u.a. Übergewicht [11], chronische Bla-

senentzündungen [12], höheres Alter [13] und 2-Naphthylamine (2-NA) Exposition [14, 15] 

eine Rolle. Eine 2-NA Exposition ist über 2-NA-haltige Dämpfe sowie durch den Kontakt mit 

speziellen Farbstoffen und Haarfärbemitteln möglich. Außerdem kann die Exposition ge-

genüber 2-NA durch eine unvollständige Verbrennung von organischen Substanzen ent-

steht. Es wurde beispielsweise in den Dämpfen von Speiseöl beim Erhitzen nachgewiesen 

[16]. 

Frühsymptome des Harnblasenkarzinoms können schmerzlose Makrohämaturie [17], irri-

tative Symptome wie Harndrang, Pollakisurie und Dysurie sowie rezidivierende Urogeni-

talinfekte sein [18, 19]. Im Spätstadium hingegen sind Harnstauungsnieren, Flanken-

schmerzen, Knochenschmerzen und Gewichtsverlust zu beobachten [6, 19]. 

1.2.2 Diagnostik  

Die Diagnostik des Harnblasenkarzinoms beinhaltet eine Urinzytologie sowie eine Zysto-

skopie. Zum Staging sollte eine transurethrale Resektion der Harnblase (TURB) mit, falls 

möglich, Entfernung des Tumors durchgeführt werden. Hierbei ist eine sichere Entnahme 

im Gesunden sowie die Mitentnahme des Musculus detrusor vesicae aus dem betroffenen 

Bereich von besonderer Bedeutung. Zur Beurteilung des oberen Urogenitaltraktes sollten 

außerdem bildgebende Verfahren wie Urographie, Computertomographie oder ein retrogra-

des Urethrogramm durchgeführt werden. Bei fortgeschrittenen Tumoren, wie beispiels-

weise muskelinvasiven oder high grade Tumoren, sollte ein CT oder MRT von Abdomen 
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und Thorax durchgeführt werden um Metastasen und vergrößerte Lymphknoten zu detek-

tieren [6]. 

1.2.3 Entstehung und Staging 

Die Entstehung des Harnblasenkarzinoms geschieht auf zwei unterschiedlichen Wegen die 

entweder zum nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinom (NMIBC) oder zum muskelinva-

siven Harnblasenkarzinom (MIBC) führen. Dabei entsteht das NMIBC durch flache oder 

papilläre urotheliale Hyperplasien und das MIBC über flache Dysplasien oder ein Carci-

noma in Situ (CIS) [20]. 

Der Großteil, ungefähr 75%, sind nicht-muskelinvasive Harnblasenkarzinome [21, 22]. Hier 

wird die Tunica muscularis nicht durchbrochen und der Tumor ist auf die Lamina propria 

begrenzt. Zu den nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen gehören daher Tumore, 

die das subepitheliale Bindegewebe infiltrieren (T1) sowie das nicht-invasive papilläre Kar-

zinom (Ta) und das CIS, bei welchem die Basalmembran noch intakt ist. T1 und CIS sind 

zwar seltener als Ta Tumore, stellen aber high grade Tumore dar. Dies bedeutet, dass sie 

schlecht bis nicht differenzierte Gewebe aufweisen und in einem höheren Ausmaß vom 

Ursprungsgewebe abweichen  [6, 23]. Damit haben das CIS sowie T1 Tumore eine höhere 

Wahrscheinlichkeit in ein muskelinvasives Harnblasenkarzinom überzugehen als Ta Tu-

more [6]. Aus diesem Grund wurden Studien über eine weitere Subeinteilung für die T1 

Klassifikation durchgeführt. Hierbei wurden diese u.a. weiter in T1m (micro invasiv) und T1e 

(extensiv invasiv) eingeteilt. Dies soll zur besseren Prognose und Tumoreinschätzung bei-

tragen sowie das Erstellen individueller Therapiekonzepte besser ermöglichen [24-27]. Ins-

gesamt haben Patienten mit nicht-muskelinvasivem Harnblasenkarzinom aber eine gute 

Prognose mit einem geringen Metastasierungsrisiko sowie einer 5-Jahres Überlebensrate 

von über 90% bei NMIBCs, die nicht über die Basalmembran (CIS) hinaus wachsen [6, 28]. 

 

25% der Harnblasenkarzinome sind muskelinvasiv, sie durchdringen also die Lamina mus-

cularis der Harnblasenwand und gegebenenfalls noch weiteres Gewebe. Dabei dringen T2 

Tumore oberflächlich (T2a) oder tief (T2b) in die Muscularis propria ein. Eine tiefere Inva-

sion in das perivesikale Weichteilgewebe wird als T3 kategorisiert. Hierbei wird nochmals 

in mikroskopisch (T3a) und makroskopisch (T3b) differenziert. Eine transmurale Invasion 

durch die Blasenwand bei der das Prostatastroma, Samenbläschen, der Uterus oder die 

Vagina betroffen sind, bezeichnet man als T4a und bei Beteiligung von Beckenwand oder 

der Abdominalwand als T4b [23, 29]. Eine Ausnahme bei dieser Kategorisierung bildet das 

Urothelkarzinom, welches die prostatische Harnröhre befällt und von dort in die Prostata 

wächst. Hierbei liegt ein primärer Harnröhrentumor vor und kein Harnblasenkarzinom, wel-

ches daher nicht als T4 sondern als T2 niedriger einzustufen ist [30]. Des Weiteren wird 
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nach der TNM-Klassifikation die Anzahl der befallen Lymphknoten und das Vorhandensein 

von Metastasen berücksichtigt. Insgesamt sind die höheren Stadien mit einer schlechten 

Prognose verbunden [23, 29]. Die beschriebenen Tumorstufen sind in Abb. 1 dargestellt. 

 

Um das Progression- und Rezidivrisiko eines Harnblasenkarzinoms abzuschätzen spielen 

verschiedene Faktoren eine Rolle. Hierzu zählen die Größe des Tumors, die Anzahl der 

Tumore, die bisherige Rezidivrate, der Grad der TNM-Klassifikation, der histologische Dif-

ferenzierungsgrad sowie das Vorhandensein eines CIS. Unter Berücksichtigung dieser 

Faktoren kann die individuelle Therapie zusammen mit dem Patienten besser geplant wer-

den [31]. 

 

 

 

Abb. 1: Schematische Darstellung der Invasionstiefe und entsprechende Einteilung des Harnblasenkarzi-

nomes  

Stadieneinteilung des Harnblasenkarzinoms nach Invasionstiefe mit Verbildlichung der einzelnen Schichten 

der Harnblasenwand; die Bezeichnungen CIS, Ta und T1-4 sind im Text ausführlich erläutert; eigene Dar-

stellung 

1.3  Therapie des NMIBC 

1.3.1 TURB 

Diese Promotionsarbeit bezieht sich auf die Optimierung der Therapie des NMIBC, daher 

wird sich im Folgenden nur auf diese bezogen. Die leitliniengerechte Therapie des nicht-

muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms ist die TURB [21, 23]. Hierbei wird standardgemäß 

zunächst eine White Light Cystoscopy (WLC) zur Detektion der auffälligen Bereiche ver-

wendet, wobei eine Hinzunahme von blauem Licht als „hexaminolevulinate blue light cysto-

scopy“ vielversprechende Ergebnisse zeigte und die Detektionsrate des NMIBC erhöhte 

[32]. Die Blaulicht-Fluoreszenz-Zystoskopie wurde in die neuesten Leitlinien 
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miteingeschlossen [21, 23]. Im Anschluss an die Zystoskopie werden, bei der konventionel-

len TURB, neoplastische Bereiche des Urothels mithilfe einer Elektroschlinge durch das 

Zystoskop entfernt. Größere Tumore können zunächst fragmentiert und anschließend ent-

fernt werden [33]. Hierbei ist beim Entfernen des neoplastischen Bereichs auf das Vorhan-

densein von Detrusormuskulatur im histopathologischen Präparat zu achten. Außerdem 

sollte das Präparat im Gesunden entfernt werden. Diese Aspekte sind besonders wichtig 

für eine niedrige Rezidivrate des Krankheitsverlaufes [34]. Die Komplikationsrate der TURB 

ist mit 0,7% als niedrig einzustufen. Meistens handelt es sich bei den Komplikationen um 

Blasenperforationen und Harnröhrenstrikturen [33]. 

Die in den letzten Jahren vermehrt erprobte bipolare En-bloc-Resektion stellt eine mögliche 

Alternative zur konventionellen TURB dar. Einige Studien zeigten hierzu vielversprechende 

Ergebnisse u.a. bei der Verwendung von Elektroschlingen [35-37], einer Kombination aus 

monopolarer Elektrode und dem sogenannten „Hybrid Knife“ [38, 39] oder mit Anwendung 

von Lasern [40, 41]. Durch diese präziseren Tumorentfernungen soll das histologische 

Staging verbessert und die Tumoraussaat minimiert werden [35]. Außerdem wird durch das 

Einsetzen von Lasern eine verbesserte Hämostase sowie verringerte Blutverluste im Ver-

gleich zur konventionellen TURB beschrieben [40]. 

1.3.2 MMC und BCG 

Im Rahmen der konventionellen TURB kann postoperativ eine Chemotherapie-Frühinstilla-

tionstherapie mit Epirubicin, Mitomycin C (MMC), Doxorubicin, Thiotepa oder Pirarubicin 

durchgeführt werden [23, 42]. Bei Tumoren die sich im Anschluss an die TURB als high-

risk Tumore darstellen oder wenn kein Muskel im Primärresektat vorhanden war, wird eine 

Nachresektion mittels TURB nach 6 Wochen empfohlen. Ob im Anschluss auf die TURB 

eine adjuvante Instillationstherapie folgt hängt vom Tumorstadium ab. Bei low-risk Tumoren 

wird im Anschluss keine adjuvante Instillationstherapie vorgenommen. Eine adjuvante In-

stillationstherapie wird hingegen bei intermediate-risk Tumoren durchgeführt. Hierbei wird 

entweder ein Chemotherapeutikum oder Bacille-Calmette-Guérin (BCG) verwendet. Im Un-

terschied hierzu wird bei high-risk Tumoren, bei denen keine Früh-Zystektomie empfohlen 

ist, ausschließlich die adjuvante Instillationstherapie mit BCG empfohlen [6, 23]. Allgemein 

senkt die Instillationstherapie das Rezidiv- und Progressionsrisiko [42-44]. Nennenswert ist 

hier noch, dass beim CIS statt der oben genannten Verfahren auch eine Zystektomie erwo-

gen werden kann. Dies ist dadurch begründet, da es sich beim CIS um eine aggressive 

Neoplasie des Urothels handelt. Daher kann die Zystektomie vor allem beim Vorliegen einer 

BCG Resistenz eine Alternative darstellen [6, 23].  
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In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit BCG geringere Rezidivra-

ten aufweist als die Therapie mit MMC [44-46]. Allerdings zeigt die Therapie mit BCG im 

Vergleich zu der mit MMC mehr Nebenwirkungen [45-47]. Hierbei kann es bei der Instillati-

onstherapie mit dem Chemotherapeutikum MMC zu Zystitis ähnlichen Symptomen wie ver-

stärktem Harndrang, erhöhter Miktionsfrequenz und Dysurie kommen. Außerdem können 

allergische Hautreaktionen und Reaktionen der Harnblasenwand auftreten [47, 48]. Im Ver-

gleich dazu kann es bei der Therapie mit BCG ebenfalls zu Zystitis ähnlichen Symptomen 

aber auch zu hohem Fieber [47], Leukozyturie [49], granulomatöser Prostatitis und Tuber-

kulose-ähnlichen Symptomen [48] kommen. Diese Nebenwirkungen können zu einer ge-

ringeren Compliance führen sowie zum Beenden der Therapie [47, 50]. Hinzukommt, dass 

MMC [51, 52] und BCG [53, 54] nicht bei allen Patienten wirkungsvoll sind und einige Pati-

enten durchaus Resistenzen zeigen. Außerdem sind trotz ausgeschöpfter Therapie Re-

zidive nach einer TURB häufig und Progressionen in ein muskelinvasives Karzinom mit der 

Zeit nicht selten [55, 56]. Aus diesen Gründen ist es wichtig eine alternative Therapie zu 

etablieren. 

1.3.3 Gemcitabin 

Gemcitabin gehört zu der Chemotherapeutika-Gruppe der Antimetaboliten und ist ein Cy-

tosin-Analogon. Es hemmt die DNA Synthese durch seinen Einbau [57]. Gemcitabin wurde 

zuerst von Larry W. Hertel in den Lilly Research Laboratories hergestellt. Das Ziel war es, 

durch die Fluorierung von D-Ribose und Nukleosiden, Verbindungen mit antineoplastischen 

sowie antiviralen Effekten zu erforschen. Durch die Synthese von 2-Desoxy-2,2-difluor-D-

ribose, gefolgt von der Synthese einer Reihe von 1-(2-Desoxy-2,2-difluoribofuranosyl) Py-

rimidinnuekleoside, entstand 2',2'-difluorodeoxycytidine, welches Gemcitabin genannt 

wurde [58-60]. Dieses wurde zunächst als potentielles Virostatikum verwendet und zeigte 

eine gute Wirksamkeit gegen DNA- sowie RNA-Viren in vitro. Dies konnte später auch in 

vivo bestätigt werden [60, 61]. Unter Leitung von Gerald B. Grindey wurde der Effekt von 

Gemcitabin als Krebsmittel erforscht, wobei Gemcitabin in vitro wie auch in vivo als ein 

potentes Mittel gegen Leukämiezellen beschrieben wurde. Es konnte gezeigt werden, dass 

1 ng/ml Gemcitabin das Wachstum der menschlichen Leukämiezelllinie CCRF-CEM um 

50% hemmte [60].  

Der Wirkmechanismus von Gemcitabin beruht auf dem Einbau von Gemcitabin Nukleotiden 

in die DNA. Dabei konkurriert Gemcitabin mit anderen Nukleotiden, vor allem mit Desoxycy-

tidintriphosphat (dCTP), um den Einbau in die DNA [58]. Der Einbau von Nukleotiden in die 

DNA geschieht durch die DNA-Polymerase. Auf diesem Weg wird u.a. der DNA-Strang ver-

längert und die DNA kann dupliziert werden. Die Verlängerung des DNA-Strangs wird je-

doch nach Einbau des Gemcitabin Nukleotides abgebrochen und die DNA-Duplikation 
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somit verhindert. In einer Studie von Peng Huang et al. mit der T-Zell-Leukämie Zelllinie 

CCRF-CEM konnte allerdings gezeigt werden, dass der Vorgang nicht direkt nach dem 

Einbau von Gemcitabin abgebrochen wird. Es wird noch ein weiteres Desoxynukleotid, wie 

Desoxyadenosin, Desoxyguanosin, Desoxythymidin oder Desoxycytidin, eingebaut und im 

Anschluss daran die DNA-Polymerase gestoppt. Diese ist dann nicht mehr in der Lage wei-

tere Nukleotide einzubauen [62]. Der Einbau von Gemcitabin in die DNA verhindert somit 

die Zellvermehrung und ist der antineoplastische Wirkmechanismus von Gemcitabin. Mess-

bar ist der Einbau von Gemcitabin in die DNA durch die Abnahme der zellulären dCTP-

Konzentration [58, 62]. 

 

Im klinischen Alltag zeigt Gemcitabin, bisher hauptsächlich als intravenöse Therapie, gute 

antineoplastische Wirkung auf verschiedene Tumorzellen [57]. Hierzu gehören das Lun-

genkarzinom, Ovarialkarzinom, Pankreaskarzinom, Mammakarzinom und Harnblasenkar-

zinom [57, 63]. Für Patienten mit BCG Resistenz kann Gemcitabin bereits als off-label In-

stillationstherapie verwendet werden [23, 64, 65]. Außerdem zeigte Gemcitabin in Studien 

bereits vielversprechende Ergebnisse als primäre Instillationstherapie. So wurde eine gute 

Tumor-Ansprechrate sowie eine geringere Toxizität und zugleich bessere Wirksamkeit im 

Vergleich zu MMC beschrieben [66, 67]. Gemcitabin zeigt, ähnlich wie MMC und BCG, bei 

der Anwendung als Instillationstherapie allerdings einige Nebenwirkungen. Zu diesen ge-

hören Dysurie, suprapubischer Schmerz, Hämaturie, Zystitis, und Hautreaktionen [67]. 

Wenngleich diese Nebenwirkungen als schwächer im Vergleich zu denen von MMC oder 

BCG beschrieben wurden, sollten sie minimiert werden [67, 68]. Ferner zeigte Gemcitabin 

im Rahmen von in-vitro- und in-vivo-Studien bereits gute Wirksamkeit als Radiosensibilisa-

tor [69]. Insgesamt könnte Gemcitabin gute Wirkung innerhalb einer Phototherapie des 

Harnblasenkarzinomes zeigen und wurde daher in unserer Studie näher untersucht. Für 

die Photosensibilisierung von Gemcitabin verwendeten wir blaues Licht mit der Wellenlänge 

453 nm in Kombination mit Riboflavin. 

1.4  Blaues Licht 

1.4.1 Eigenschaften und Wirkungsweise 

Blaues Licht hat eine Wellenlänge von 400-500 nm [70] und eine Eindringtiefe ins Gewebe 

von ca. 1 mm [71, 72]. Die Wirkungsstärke von blauem Licht ist dabei wellenlängen- und 

intensitätsabhängig; außerdem spielt die Bestrahlungszeit eine entscheidende Rolle [73-

76]. Der genaue Wirkmechanismus von blauem Licht auf die Zellen konnte noch nicht voll-

ends erforscht werden [70]. Blaues Licht ist aber bekannt als ein Einflussfaktor auf die zir-

kadiane Rhythmik [77, 78]. Dabei konnte in einer Studie von Scott S. Campbell und Patricia 
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J. Murphy aus dem Jahr 1998 gezeigt werden, dass selbst außerhalb der visuellen Auf-

nahme blaues Licht Einfluss auf die zirkadiane Rhythmik hat [79]. 

 

Um absorbiert zu werden und somit einen Effekt zu erzeugen benötigt blaues Licht Photo-

akzeptoren oder Photosensibilisatoren [70, 80]. Als Photoakzeptoren dienen zum Beispiel 

Pigmentzellen wie retinale Ganglienzellen [81]. Hierbei spielt das Melanopsin [82, 83] eine 

große Rolle und ist weitestgehend erforscht. Des Weiteren wurden in nicht-pigmentierten 

Zellen vier verschiedene Photosensibilisatoren erfasst. Diese umfassen die Flavine [84], 

Porphyrine [85, 86], Opsine [87] und nitrosierte Proteine [88].  

1.4.2 Flavine und blaues Licht 

In dieser Studie sind vor allem die Eigenschaften der Flavine von zentraler Bedeutung, 

daher werden diese im folgenden Abschnitt näher erklärt. 

Flavine sind N-heterozyklische Verbindungen. Sie teilen einen gemeinsamen Isoalloxazin-

ring und sind nicht nur bei Menschen sondern auch bei Tieren und Pflanzen von Bedeutung 

[84], da sie an einer Vielzahl biochemischer Prozesse beteiligt sind. Hierbei sind sie Be-

standteil wichtiger Enzyme wie der Succinat- und NADH-Dehydrogenase, der Xanthinoxi-

dase-Dehydrogenase und der Stickstoffoxidmonoxid-Synthase [89]. Flavoproteine finden 

sich außerdem im endoplasmatischen Retikulum als NADPH-Cytochrom P-450-Reduktase 

und NADH-Cytochrom b5-Reduktase, welche eine Ein-Elektronen-Reduktion katalysieren. 

Auch im Zytosol finden sich flavinhaltige Enzyme wie die NADPH-Chinon-Oxidoreduktase, 

welche eine Zwei-Elektronen-Reduktion katalysiert und als zellulärer Protektor gegen den 

oxidativen Stress angesehen wird [90]. Flavine sind außerdem an verschiedenen lichtiniti-

ierten Reaktionen beteiligt. Innerhalb ihrer elektronischen Eigenschaften verändern sich die 

Flavine im Rahmen der Lichtreaktion. Diese Veränderungen finden größtenteils im Isoallo-

xazinring statt [84, 89]. Durch die Bestrahlung mit blauem Licht werden Flavine in einen 

angeregten Zustand überführt, wodurch das Flavin als Oxidationsmittel an Bedeutung ge-

winnt. In diesem durch Bestrahlung mit blauem Licht angeregtem Zustand kann das Flavin 

Moleküle oxidieren, was als Typ-1-Photooxidation bezeichnet wird und zur Bildung von 

Wasserstoffperoxid und Derivaten führt. Ebenfalls besitzen die durch Licht aktivierten Fla-

vine die Fähigkeit Energie auf Sauerstoff zu übertragen, was als Typ-II-Photooxidation be-

zeichnet wird und zu Singulett-Sauerstoffgenerierung (1O2) führt [84, 91]. Bei der Photore-

aktion werden also durch Redoxreaktionen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet. 

ROS spielen allgemein bei einer Vielzahl physiologischer Prozesse eine Rolle und sind bei 

unterschiedlichen Erkrankungen beteiligt, da sie Zellschäden verursachen [92, 93]. Über 

die Bildung dieser ROS innerhalb der Photoreaktion kann in den Mitochondrien die 

Apoptose eingeleitet werden, wobei der verursachte oxidative Stress nicht nur zur Apoptose 
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führt, sondern auch zur Schädigung von Nukleinsäuren und Proteinen führen kann. Des 

Weiteren nimmt auch die Autophagie in den bestrahlten Zellen zu [94].  

1.4.3 Antiinflammatorische Wirkung und klinische Anwendung 

Wenn blaues Licht auf Zellen einwirkt kann dadurch auch eine antiinflammatorische Wir-

kung ausgelöst werden. Dies konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, bei denen 

nach Blaulichtexposition die verminderte Freisetzung verschiedener proinflammatorischer 

Zytokine, wie IL-10 , IL-2, IFN-γ und TNF-α beobachtet wurde [95]. Eine verminderte Akti-

vierung dendritischer Zellen konnte ebenfalls gezeigt werden [95]. Diese antiinflammatori-

schen Effekte scheinen durch Sickstoffmonoxid (NO) und im Speziellen durch S-Nitrosylie-

rung unterschiedlicher Signalproteine gesteuert zu sein. Blaues Licht erhöht also nicht nur 

die Bildung von ROS [85], sondern auch die Bildung von NO [88].  

 

Blaues Licht wird bereits in der Therapie von Icterus neonatosus [96, 97], von Zahnbehand-

lungen [98] sowie von entzündungsbedingten Hauterkrankungen wie Akne [99, 100], aki-

netischer Keratose [99], atrophischer Dermatitis [101] und Plaque Psoriasis [102, 103] ver-

wendet. Ebenfalls konnte die proliferationshemmende und antiinflammatorische Wirkung 

von blauem Licht für die Therapie von Keloiden [74, 104] und Candida Vaginitis [105] in 

Studien nachgewiesen werden. 

Durch die antiinflammatorische und proliferationshemmende Wirkung von blauem Licht ist 

die Behandlung mit solchem bei den genannten Hauterkrankungen besonders von Vorteil. 

Hierbei zeigten sich bis auf leichte Hyperpigmentierungen, welche sich nach der Behand-

lung aber wieder zurück bildeten, keine Nebenwirkungen durch die dermatologische Be-

handlung mit blauem Licht [106]. Um Hautschäden zu vermeiden ist es allerdings wichtig, 

dass die maximale Bestrahlungsstärke nicht über die maximal mögliche Erhitzung der Haut 

hinaus geht [70]. Allgemein gilt als Nebenwirkung von blauem Licht, dass es Schäden an 

der Retina verursacht [107], was beispielsweise als mögliche Ursache für Makuladegene-

ration beschrieben wurde [108, 109].  

 

Die therapeutische Relevanz des proliferationshemmenden Effektes von blauem Licht 

wurde bereits an verschiedenen Tumorarten getestet. Hierzu gehören das Fibrosarkom 

[110], die Leukämie [111], das maligne Melanom [112] und das Colon Karzinom [110, 113]. 

Weiterhin konnte dieser Effekt von blauem Licht auch an unterschiedlichen Gewebearten 

nachgewiesen werden. Hierzu gehören Keratinozyten [75], Endothelzellen [75] und Fib-

roblasten [104, 114]. 
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1.5  Riboflavin 

1.5.1 Eigenschaften 

Um die Produktion von ROS durch blaues Licht zusätzlich zu verstärken, können Photosen-

sibilisierer wie die bereits erwähnten Flavine verwendet werden [80]. Die Interaktion von 

blauem Licht mit Flavinen hat, wie im Vorfeld beschrieben, Auswirkungen auf den Zellme-

tabolismus. Diesen Effekt wollen wir in unserer Studie durch die Hinzunahme von Riboflavin 

nutzen, denn Riboflavin ist bei vielen Redoxreaktionen ein wichtiger Co-Faktor [70, 80, 115]. 

Riboflavin gehört zum Vitamin B Komplex und ist Bestandteil von Flavin-Adenine-Dinucle-

otiden (FAD) der Atmungskette [116]. Außerdem ist es Bestandteil vieler weiterer Flavin-

moleküle [89, 116]. Diese befinden sich in den Mitochondrien [117], Peroxisomen [118] und 

im Zytosol [80]. Somit spielt Riboflavin eine essenzielle Rolle im menschlichen Organismus. 

Weiterhin wurde Riboflavin bereits als effektiver Photosensibilisierer beschrieben [116].  

1.5.2 Interaktion mit blauem Licht und ROS- Bildung 

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Verbindung von blauem Licht mit Rib-

oflavin zur verstärkten Bildung von ROS führt [119-121]. Dieser Effekt könnte einen zentra-

len Einfluss auf die Therapie des Harnblasenkarzinoms haben, denn wie oben angeführt 

führen ROS zu DNA-Schäden, was wiederum zu erhöhten Zelltodraten führt [122, 123]. Die 

Empfindlichkeit gegenüber ROS scheint in Zellen allgemein allerdings unterschiedlich zu 

sein. So beschreibt eine Studie von Daniel B. Lockwood et al., dass die Zellen eines Plat-

tenepithelkarzinoms deutlich höhere ROS Werte zeigen als normale Keratinozyten nach 

Bestrahlung mit blauem Licht [124]. Dies liegt an der Resistenzfähigkeit der Zellen gegen-

über ROS. So ist die Wirkung von ROS abhängig vom Verhältnis der zellulären Radikalfän-

ger wie Thioredoxinen, Peroxiredoxinen und Glutaredoxinen und der Höhe der entstande-

nen ROS. Ist der oxidative Stress höher, steigt die Zelltodrate, da das antioxidative System 

nicht mehr in der Lage ist genügend Radikale abzufangen [122, 125]. 

1.5.3 Toxische Wirkung von Riboflavin auf verschiedene Karzinome und 
Perspektiven für die klinische Anwendung 

Der apoptotische Effekt von Riboflavin in Kombination mit Bestrahlung wurde für verschie-

dene Krebszellen dargelegt. Hierzu gehören Leukämiezellen (HL60) [126, 127], Prosta-

takarzinomzellen (PC3) [128], Melanomzellen (B16F10) [129] und Nierenzellkarzinomzel-

len (786-O). Bei den Nierenzellkarzinomzellen wurde eine verminderte Expression von 

Caveolin-1, LMWPTP und VEGFR-2 beobachtet, welche Nierenkrebs-Aggressivitätsmar-

ker sind. Außerdem beobachtete man einen Caspase-abhängigen Zelltod durch Aktivierung 

von Caspase 3 und Spaltung von Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP) [130]. In vivo 
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Versuche konnten die Wirksamkeit von blauem Licht in Verbindung mit Riboflavin zeigen. 

Hierbei wurde die Wirkung von Flavinmononucleotid (FMN) als wasserlösliche Form von 

Riboflavin in Kombination mit blauem Licht mit einer Intensität von 5 J/cm2 auf Mäuse mit 

malignem Melanom untersucht. Eine Tumorregression von bis zu 90% konnte im Verlauf 

beobachtet werden [131]. Des Weiteren zeigen Krebszellen, im Gegensatz zu gesundem 

Gewebe, eine erhöhte Absorption von Riboflavin und reagieren sehr empfindlich auf ROS 

[123, 132]. Dies würde für eine tumorgezielte Therapie und wenig Kollateralschaden im 

gesunden Gewebe bei der Therapie mit blauem Licht und Riboflavin sprechen. Weiter 

könnte es durch eine gezielte Bestrahlung mithilfe von Lasern gelingen, die Gewebeschä-

den weitestgehend zu minimieren, da der Laser die Lichtquelle direkt auf das Tumorgewebe 

lenkt. Außerdem ist durch diese Art der Anwendung eine effektive Therapie ohne systemi-

sche Wirkungen gewährleistet [133]. 

1.6  Zelltodmechanismen 

Beim Zelltod handelt es sich um einen essentiellen Mechanismus des menschlichen Kör-

pers zum Erhalt des zellulären Gleichgewichtes [134]. Er wird hauptsächlich in die 

Apoptose, Nekrose und Autophagie unterteilt. Daneben gibt es allerdings noch zahlreiche 

weitere Zelltodmechanismen [135, 136].  

1.6.1 Apoptose 

Die Apoptose wurde zunächst von John F. R. Kerr (1971) et al. als „shrinkage necrosis“ 

bezeichnet [137] und wird primär über zwei Signalwege gesteuert. Zum einen über den 

extrinsischen Weg, welcher über einen TNF-Rezeptor, oder auch Todesrezeptor genannt, 

gesteuert wird. Dieser wird durch Interaktion von Liganden wie beispielsweise dem Fas 

Ligand, TRAIL oder dem Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF) aktiviert. Hierdurch werden 

Caspase 8 oder Caspase 10 stimuliert und so die Apoptose eingeleitet [138, 139]. Zum 

anderen wird die Apoptose über einen intrinsischen Weg eingeleitet. Dieser wird über die 

Freisetzung von Cytochrom-C aus der Intermembran der Mitochondrien aktiviert. Über Cy-

tochrom-C wird dann Caspase 9 aktiviert und die Apoptose eingeleitet [140]. In beiden Sig-

nalwegen spielen Caspasen eine wichtige Rolle in der Signalweiterleitung. Nach Aktivie-

rung der Caspase 9 im intrinsischen Weg und nach Aktivierung der Caspasen 8 und 10 im 

extrinsischen Weg verschmelzen diese beiden Wege und die Effektorcaspasen 3, 6 oder 7 

werden daraufhin aktiviert, um die Zelle in den Zelltod zu leiten [141]. Auch kann es v.a. in 

Tumorzellen einen zusätzlichen Weg mit Wachstumsfaktorrezeptoren geben. Hierbei spie-

len Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K), Proteinkinase B und (Akt)-Mammalian Target of 

Rapamycin (mTOR) sowie Signal Transducer und Aktivator der Transkription 3 (STAT3) 

eine wichtige Rolle. Über die B-Zell-Lymphom-Protein 2 (Bcl-2) Familie wird die Apoptose 
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reguliert [139, 142]. Dies dient dazu, ein unkontrolliertes Zellwachstum zu verhindern und 

geschädigte Zellen zu eliminieren [134, 143, 144]. 

1.6.2 Autophagie und Nekrose 

Die Autophagie dient der Energiebereitstellung und wird durch Nährstoffmangel oder Hy-

poxie ausgelöst. Durch diese Mangelzustände werden Autophagie bezogene Gene (ATGs) 

induziert und die Autophagie eingeleitet. So kann die Energiebereitstellung durch den Ab-

bau überflüssiger zytoplasmatischer Komponenten erhöht werden. Hierbei wird das abzu-

bauende Organell vom Endoplasmatischem Retikulum (ER) komplett umschlossen, sodass 

das Autophagosom entsteht. Dieses wird anschließend durch ein Lysosom abgebaut und 

die Energie dem Körper bereit gestellt [145]. Außerdem spielt die Autophagie u.a. eine Rolle 

bei der Tumorsuppression, Langlebigkeit von Zellen und bei der zellulären Clearance [145, 

146]. 

 

Während Apoptose und Autophagie zu den programmierten und somit physiologischen 

Zelltodmechanismen gehören ist die Nekrose pathologisch, nicht programmiert und führt 

nach Ausschüttung des Zellinhaltes in das umliegende Gewebe zu einer inflammatorischen 

Reaktion. Sie wird durch schädigende Einflüsse auf die Zelle, wie Gifte oder Sauerstoff-

mangel, ausgelöst. Bei der Apoptose und Autophagie werden die Zellen mitsamt Zellorga-

nellen und Zellkernen fragmentiert und die Chromosomen kondensiert, sodass deren Funk-

tionen erhalten bleiben können. Durch diesen Prozess entsteht keine Entzündungsreaktion. 

Bei der Nekrose hingegen löst sich die Zelle vollständig auf. Dabei schwillt die Zelle zu-

nächst an und platzt anschließend. Hierbei werden die Zellkomponenten freigesetzt [147, 

148]. Diese Unterschiede sind in Abb. 2 dargestellt. 

 

Der Übergang von Apoptose in Nekrose wird als sekundäre Nekrose oder apoptotische 

Nekrose bezeichnet. Hierbei können zellschädigende Substanzen in niedrigen Dosen zur 

Apoptose führen und in höheren Dosen zur Nekrose. Auch können in derselben Zelle Merk-

male der Apoptose und Nekrose nebeneinander beobachtet werden. Außerdem kann in 

Zellkulturen sekundäre Apoptose stattfinden, da dort die normale Phagozytose nicht exis-

tiert. All diese Gegebenheiten werden als sekundäre Nekrose beziehungsweise apoptoti-

sche Nekrose bezeichnet [148-150].  
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1.6.3 Expression von Bax und Bcl2 

Die Kenntnisse über diese verschiedenen Zelltodmechanismen sind von Bedeutung, um 

den Wirkmechanismus der zellzytotoxischen Therapie mit Gemcitabin, blauem Licht und 

Riboflavin besser nachvollziehen zu können. Das Wissen über die genauen Reaktionen der 

Tumorzellen auf diese Therapie kann ferner auch für mögliche pharmazeutische Therapie-

alternativen von Bedeutung sein. 

 

Bax und Bcl2 gehören beide zur Bcl2-Proteinfamilie und dienen wie bereits erwähnt der 

Regulierung der Apoptose. Dabei gilt Bcl2 als Repressor und Bax als Induktor des program-

mierten Zelltodes. Bcl2, welches sich in der Innenmembran der Mitochondrien befindet, 

führt zu keiner Ausschüttung von Cytochrom-C, was einen anti-apoptotischen Effekt bewirkt 

[151-153]. Bax hingegen führt zu einer Ausschüttung von Cytochrom-C und leitet die 

Apoptose ein. Das Verhältnis der beiden Proteine zueinander ist von entscheidender Be-

deutung. Eine höhere Bax Expression wirkt apoptotisch, während eine höhere Bcl2 

Abb. 2: Schematische Darstellung von Apoptose und Nekrose 

Einzelne Phasen von Apoptose und Nekrose; die einzelnen Zellbestandteile sind in hellblau = Mitochondrien, 

schwarz = Zellkern und Zelle, rot = Golgi-Apparat, gelb = Endoplasmatisches Retikulum, weiß = Zytosol, 

violett = Lysosomen und schwarz = Zellmembran verbildlicht; eigene Darstellung 
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Expression anti-apoptotisch wirkt [144, 154]. Außerdem konnten Wechselwirkungen zwi-

schen Bcl2 und Bax beobachtet werden. Es konnte gezeigt werden, dass bei einer Über-

expression von Bcl-2 dieses mit Bax konkurriert und umgekehrt. Dies führt auch dazu, dass 

bei einer Überexpression von Bax der anti-apoptotischen Wirkung von Bcl-2 entgegenwirkt 

wird [154]. Durch die Messung der Expression von Bax und Bcl2 kann also auf die Apoptose 

als möglicher Zelltodauslöser zurückgeschlossen werden.  

1.7  DNA-Schädigung -γH2AX Expression 

Nicht nur gezielte Zelltodmechanismen, sondern auch direkte Schädigungen der DNA kön-

nen die Vermehrung von Zellen stoppen. Hierbei ist γH2AX ein wichtiger Marker für erhöh-

ten Zellschaden. H2AX gehört zu den Histonen, welche zur Stabilisierung der DNA beitra-

gen, indem sie in Verbindung mit Nukleosomen und weiteren Proteinen die Verpackung der 

DNA bilden [155, 156]. Die DNA-Stabilität kann allerdings u.a. durch Bestrahlung gestört 

werden. Bestrahlung führt u.a. zu Doppelstrangbrüchen (DSB) der DNA, was wiederum zur 

Phosphorylierung von H2AX an Serin139 führt. Durch diese Phosphorylierung entsteht 

γH2AX. Insgesamt kommt es daher bei DSB zur vermehrten Bildung von γH2AX, weshalb 

dieses als Marker für DSB fungiert [156, 157]. Allerdings kann die Phosphorylierung von 

H2AX auch unabhängig von DSB stattfinden, wie zum Beispiel bei der Therapie mit Gemci-

tabin [158]. Hierbei steht diese Phosphorylierung in Verbindung mit der induzierten Hem-

mung der DNA-Synthese, wohingegen bei Bestrahlung die Phosphorylierung im Zusam-

menhang mit DSB steht [156, 158]. Somit steht der Nachweis von γH2AX allgemein für 

DNA-Schäden. Die Messung der Expression von γH2AX kann also weitere Aufschlüsse 

über die Wirkmechanismen der Therapie mit Gemcitabin, blauem Licht und Riboflavin brin-

gen [159].  

1.8  Zellatmung 

Zusätzlich zur Betrachtung der Zelltodmechanismen und der DNA-Schädigung sollte es in 

dieser Arbeit darum gehen, wie die Therapie mit Gemcitabin in Kombination mit blauem 

Licht und Riboflavin Einfluss auf die Zellviabilität der Harnblasenkarzinomzellen nimmt. Für 

die Lebensfähigkeit von Zellen spielt u.a. die Zellatmung eine entscheidende Rolle, denn 

hierbei gewinnen die Zellen Energie in Form von ATP. Zu den Prozessen der Zellatmung 

gehören die Glykolyse, der Citratzyklus und die Atmungskette, auf welche im Folgenden 

näher eingegangen wird. 

 

Die Atmungskette befindet sich an der mitochondrialen Innenmembran und besteht aus vier 

Komplexen sowie u.a. dem Protein Cytochrom-C. Die Atmungskette dient dazu einen Pro-

tonengradienten aufzubauen und aufrecht zu halten. Über diesen Protonengradienten kann 
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dann durch die ATP-Synthase ATP gebildet werden, welches essentiell für die Lebensfä-

higkeit von Zellen ist. 

Die Komplexe I, III und IV fungieren als Protonenpumpen, welche über NADH zur Atmungs-

kette gelangende Elektronen als Energie nutzen. Ein Molekül NADH gibt dabei 2 Elektronen 

an die Atmungskette ab, welche zuvor über den Abbau von Nahrung gewonnen wurden. 

Die Elektronen werden durch den Komplex IV schließlich auf Sauerstoff übertragen. Zu-

sammen mit den aufgenommenen Protonen entstehen am Ende aus jedem Molekül Sau-

erstoff zwei H2O Moleküle. Über den Komplex II, der Succinat-Dehydrogenase des Ci-

tratzyklus, gelangen die Elektronen nicht über NADH, sondern über FADH2 zur Atmungs-

kette. Auch diese Elektronen dienen dazu den Protonengradienten aufrecht zu erhalten, 

um ATP herstellen zu können, wobei der Komplex II selbst nicht als Protonenpumpe fun-

giert. 

Auf die Komplexe I und II wird im Folgenden näher eingegangen, da diese durch die betei-

ligten flavinhaltigen Moleküle Ansatzpunkte für blaues Licht sein könnten. Der Komplex I 

wird auch als NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase bezeichnet. Über NADH werden je 2 Elekt-

ronen aufgenommen und auf das Molekül Ubichinon übertragen. Dabei wird die Übertra-

gung u.a. durch das Molekül FMN vermittelt. Komplex II, die Succinat-Dehydrogenase des 

Citratzyklus, überträgt ebenfalls Elektronen auf Ubichinon, wobei dieser allerdings keine 

Protonenpumpe ist. Die Elektronen werden durch die Umwandlung von Succinat zu Fuma-

rat gewonnen und durch FAD auf Ubichinon übertragen. Vorarbeiten konnten zeigen, dass 

blaues Licht mit flavinhaltigen Molekülen wie FMN und FAD interagiert [121, 136, 160, 161].  

Nicht nur über den indirekten Weg der Atmungskette, sondern auch über den zweiten Ab-

schnitt der Glykolyse gewinnen Zellen ATP. Die Glykolyse läuft im Zytosol der Zelle ab und 

dient dem Abbau von Kohlenhydraten zu Pyruvat, wobei zwei Abschnitte unterschieden 

werden. Im ersten Abschnitt wird zunächst ATP verbraucht, um die Glukose so zu verän-

dern, dass sie für den zweiten Abschnitt verwendet werden kann. In diesem wird dann die 

modifizierte Glukose in Form von Glycerinaldehyd-3-phosphat zu Pyruvat abgebaut, wobei 

doppelt so viel ATP gewonnen wird wie vorab verbraucht wurde. Des Weiteren wird bei 

diesen Vorgängen NAD+ zu NADH/H+ reduziert. Dieses kann dann seine frei aufgenomme-

nen Elektronen im Rahmen der Atmungskette wie oben beschrieben weiter zu ATP verwer-

ten [136, 160, 161].  

Das durch die Glykolyse gewonnene Pyruvat wird im Rahmen des Citratzyklus weiter ver-

wertet. Dabei wird ein Acetylrest auf Oxalacetat übertragen, wodurch Citrat entsteht. Dieses 

wird durch den Zyklus wieder zu Oxalacetat umgewandelt und dieser beginnt erneut. Hier-

bei wird Citrat zu Isocitrat und Isocitrat unter Entstehung von NADH/H+ zu α-Ketoglutarat 

umgewandelt. α-Ketoglutarat wird anschließend zu Succinyl-CoA umgewandelt, welches 
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wiederum zu Succinat umgewandelt wird. Das Succinat reagiert darauf folgend durch die 

Succinatdehydrogenase, dem Komplex II der Atmungskette, zu Fumarat. Hierbei entsteht 

FADH2 wodurch wie bereits beschrieben der Quereinstieg von Elektronen zur Atmungskette 

ermöglicht wird. Fumarat wird dann zu Malat umgewandelt, welches unter Entstehung von 

NADH/H+ zu Oxalacetat umgewandelt wird. Die im Citratzyklus entstandenen Elektronen 

gelangen über NADH und FADH2 zur Atmungskette. Der Citratzyklus dient also der indirek-

ten ATP Gewinnung u.a. durch die Atmungskette und durch die Umwandlung von GTP, 

wobei im Citratzyklus selbst kein ATP gebildet wird [136, 160, 161]. 

1.9  Harnblasenkarzinomzelllinien BFTC-905, RT-112 und SW-1710 

Allgemein wird, wie bereits beschrieben, davon ausgegangen, dass sich das NMIBC u.a. 

durch urotheliale Hyperplasien und das MIBC durch das CIS oder Dysplasien entwickelt 

[20]. Allerdings haben aus biologischer Sicht NMIBCs, bei denen es zu einer Progression 

in muskelinvasive Zellen kommt, ähnliche molekulare Veränderungen wie Zellen des MIBC. 

Beispiele für ähnliche molekulare Veränderungen sind p53 Mutationen [162], RB1 Verlust 

und CDKN2A-Deletion [20]. So zeigt sich beispielweise eine verstärkte Expression des 

MDM2-Gens zu 3% im NMIBC und zu 4-5% im MIBC. Dies führt bei beiden Tumorkatego-

rien zu einer verminderten Aktivität des Tumorsupressorgens p53 [20, 163].  

Es zeigt sich insgesamt ein umfangreicheres Bild verschiedener molekularer Unterklassen 

des Harnblasenkarzinomes, welche über die Einteilung in nicht-muskelinvasiv und muskel-

invasiv hinaus geht. Diese Erkenntnis ist wichtig für die Therapie und den individuellen 

Krankheitsverlauf von Menschen mit Harnblasenkarzinom [20]. Durch die ähnlichen mole-

kularen Veränderungen beim NMIBC und MIBC und dadurch, dass MIBC besser isolierbar 

sind, haben wir in unseren Versuchen primär fortgeschrittene Harnblasenzelllinien verwen-

det. 

 

Die verwendeten Harnblasenkarzinomzelllinien waren BFTC-905, RT-112 und SW-1710, 

welche in Form adhärenter Monolayer wachsen. Die folgenden Informationen bezüglich 

dieser drei Zelllinien wurden, wenn nicht weiter spezifiziert, der Webseite der German Col-

lection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH entnommen1. 

1.9.1 BFTC-905 

Die Zelllinie BFTC-905 geht von einem papillären Übergangszellkarzinom Grad III der Harn-

blase eines Patienten aus Taiwan hervor [164]. Diese Zellen wachsen in Form von Insel-

gruppen und ihre Verdopplungszeit beträgt etwa 60 bis 70 Stunden. Sie wurde bereits in 

 
1 https://www.dsmz.de/collection/catalogue/human-and-animal-cell-lines/catalogue 
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einer Studie verwendet bei der die Wirkung von Gemcitabin in Kombination mit  

Sepantronium Bromide, einem niedermolekularen Survivin-Inhibitor, getestet wurde. Die 

Ergebnisse zeigten, dass diese Kombination eine hohe Toxizität auf die Harnblasenkarzi-

nomzellen hat. BFTC-905 wurde hier allerdings als Gemcitabin resistente Zelllinie beschrie-

ben [164]. 

1.9.2 RT-112 

Die Zelllinie RT-112 wurde aus dem Karzinom einer Frau mit einem unbehandelten pri-

mären Harnblasenkarzinom mit Differenzierungsgrad G2 exzidiert. Diese Zellen haben eine 

Verdopplungszeit von etwa 35 Stunden. In einer Studie, bei der der Energie- und Redox-

Stoffwechsel der Zelllinien RT-112 und 5637 untersucht wurde, stellte sich heraus, dass 

RT-112 Zellen mehr ATP durch Glykolyse und oxidative Phosphorylierung bilden im Ver-

gleich zur Zelllinie 5637. Außerdem sind diese Zellen wenig empfindlich gegenüber ernäh-

rungsbedingten Störungen [165]. In einer Studie über die Mechanismen der Radiosensibi-

lisierung von niedrig dosiertem Gemcitabin (100 mg/kg) in Blasenkrebs-Zelllinien wurden 

die RT-112 Zellen als Gemcitabin resistent beschrieben. Es zeigten sich bei den Gemci-

tabin resistenten Zellen erniedrigte dCK-Expressions Level, wobei die Zellen auf die Gemci-

tabin-Radiotherapie ansprachen [69]. 

1.9.3 SW-1710 

SW-1710 wurde aus einem Blasentumor mit einem histologischen Grad G3 gewonnen. 

Diese Zelllinie hat ein längliches Zellwachstum und ihre Verdopplungszeit liegt bei etwa 25 

bis 32 Stunden. In einer Studie, bei der die Antitumorwirkung von Gemcitabin und dem 

Histon-Deacetylase-Inhibitor Trichostatin A in menschlichen Blasenkrebszellen untersucht 

wurde, stellte sich heraus, dass Trichostatin A die apoptotische Wirkung von Gemcitabin 

auf Harnblasenkarzinomzelllinien wie SW-1710 potenziert. Hierbei zeigte sich die SW-1710 

Zelllinie sensibel und nicht resistent gegenüber Gemcitabin [166].  

1.10  Aufgabenstellung und Ziele der Arbeit 

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit sollte überprüft werden, ob blaues Licht in Kombi-

nation mit Riboflavin die toxische Wirkung von Gemcitabin verstärkt. Dabei sollte die Wir-

kung der einzelnen Substanzen und deren Kombinationen auf die Vitalität bzw. Toxizität 

von drei Harnblasenkarzinomzelllinien analysiert werden. Um die phototherapeutische Wir-

kung der eingesetzten Substanzen zu charakterisieren, haben wir blaues Licht der Wellen-

länge 453 nm in einer nicht toxischen Dosis von 110 J/cm2 verwendet, Gemcitabin in den 

Konzentrationen 10, 25 oder 50 ng/ml eingesetzt und Riboflavin in einer Konzentration von 

10 𝜇M angewendet. Die hierzu verwendeten Zelllinien waren RT-112, BFTC-905 und SW-
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1710. Untersucht wurde die Vitalität bzw. der Grad der induzierten Toxizität der drei Zell-

kulturen, aber auch einige relevante Parameter des apoptotischen Zelltodes.  
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2 Material 

 

2.1  Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 1: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

1,5 ml Reaktionsgefäße (Safe-Lock TubesTM 1,5 
ml) 

Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland 

12-well-Platte (12-well CELLSTAR® Tissue Cul-
ture Plates) 

Greiner Bio-One GmbH; Kremsmünster; Ös-
terreich 

2 ml Reaktionsgefäße (Safe-Lock TubesTM 2,0 ml) Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland 

50 ml Falcons 
Greiner Bio-One GmbH; Kremsmünster; Ös-
terreich 

96-well-Platte (GREINER 96-Well CELLSTAR® 
Tissue Culture Plates) 

Greiner Bio-One GmbH; Kremsmünster; Ös-
terreich 

Handschuhe (Micro-Touch® Nitra-Tex®) Ansell GmbH; München; Deutschland 

Kryogefäße (Cryo.sTM 2 ml) 
Greiner Bio-One GmbH; Kremsmünster; Ös-
terreich 

Nitrocellulose Blotting-Membran Porengröße 
0,2μm 

peqlab Biotechnologie GmbH; Erlangen; 
Deutschland 

Petrischalen 100 x 20 mm 
Greiner Bio-One GmbH; Kremsmünster; Ös-
terreich 

Sterilfilter (Millex®-GS 0,22 μm)  MERCK Millipore; Darmstadt; Deutschland 

Stripetten (10 ml Corning® Costar® Shorty 
Stripette® Serological Pipets) 

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

Stripetten (25 ml Corning® Costar® Shorty 
Stripette® Serological Pipets) 

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

Stripetten (5 ml Corning® Costar® Shorty 
Stripette® Serological Pipets) 

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

T75er Flaschen 
CELLSTAR® Cell Culture Flasks 75 cm2 red 
filter cap 

T175er Flaschen 
CELLSTAR® Cell Culture Flasks 175 cm2 
red filter cap 

Whatman Papier 
Bio-Rad Laboratories GmbH; München; 
Deutschland 

Zellschaber (28 cm) 
Greiner Bio-One GmbH; Kremsmünster; Ös-
terreich 

 

2.2  Labormaterialien 

Tabelle 2: Verwendete Labormaterialien 

Becherglas (50 / 100 / 250 ml) Schott AG; Mainz; Deutschland 

Casting Frames 
Bio-Rad Laboratories GmbH; München; 
Deutschland 

Casting Stands 
Bio-Rad Laboratories GmbH; München; 
Deutschland 

Flaschen (250 / 500 / 1000 ml) Schott AG; Mainz; Deutschland 

Glasplatten (1 mm) mit Spacer 
Bio-Rad Laboratories GmbH; München; 
Deutschland 
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Kämme (10er/ 15er) 
Bio-Rad Laboratories GmbH; München; 
Deutschland 

Neubauer Zählkammer LO Laboroptik; Friedrichsdorf; Deutschland 

Zylinder (500 / 100 / 50 ml) VWR®; Darmstadt; Deutschland 

Zylinder (Kunststoff; 1000 ml) VITLAB GmbH; Grossostheim, Deutschland              

2.3  Geräte 

Tabelle 3: Verwendete Geräte 

Abzug 
Waldner Laboreinrichtungen GmbH & Co. 
KG; Wangen; Deutschland 

Blotter 
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich; 
Deutschland 

Brutschrank 
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich; 
Deutschland 

Eisschrank Revco Ultima 
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich; 
Deutschland 

Eppendorf Research® fix 10 - 100 μl   Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland 

Eppendorf Research® fix 100 - 1000 μl  Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland 

Eppendorf Research® fix 0,5 - 10 μl  Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland 

Geldokumentationsanlage = ChemiDoc™MP Ima-
ging System 

Bio-Rad Laboratories GmbH; München; 
Deutschland 

Heizblock 
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich; 
Deutschland 

Kryo-Einfriergerät 
Schmidt Laborgeräte GJM Handel und Ser-
vice GmbH; Wien; Österreich 

Kühlschrank 
Nalge Nunc International; Rochester (NY); 
Vereinigte Staaten 

LED-Array (453 nm) 
Philips GmbH Innovative Technologies; 
Aachen; Deutschland 

Magnetrührer  
IKA®-Werke GmbH & Co. KG; Staufen; 
Deutschland 

Mikroskop Zeiss Axiovert 40 Carl Zeiss AG; Oberkochen; Deutschland 

Multiplattenlesegerät VICTORTM V Multilabel 
Counter model 1420 

Perkin Elmer; Waltham; Vereinigte Staaten 

Pipettboy accu-jet® pro 
BRAND GmbH & Co. KG; Wertheim; 
Deutschland 

Power supplier Power Pac HC 
Bio-Rad Laboratories GmbH; München; 
Deutschland 

Sonifiziergerät 
Hielscher Ultrasonics GmbH; Berlin; 
Deutschland 

Taumelrollenmischer RM5-V 1750; RM5-V80 1752 
Labortechnik Fröbel GmbH; Lindau; 
Deutschland 

Vortexer Art. No 444-1372 VWR®; Darmstadt; Deutschland 

Waage (Kern 440; ABJ-N) Kern & Sohn GmbH; Balingen; Deutschland 

Wasserbad 
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich; 
Deutschland 

Werkbank HERAsafe® 
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich; 
Deutschland 

Zentrifuge (groß) Heraeus Megafuge 16 R 
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich; 
Deutschland 
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Zentrifuge (klein) Heraeus Pico 17 Microcentrifuge 
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich; 
Deutschland 

 

2.4  Substanzen und Lösungen 

Tabelle 4: Verwendete Substanzen und Lösungen 

1 % Sodium Pyruvate Life Technologies Ltd.; Paisley, UK 

1 g Glucose/L  Life Technologies Ltd.; Paisley, UK 

2-Mercaptoethanol (M7154 for electrophoresis) 
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA) 
PAA Laboratories GmbH; Cölbe; Deutsch-
land 

CellTiter-Blue Reagenz 
Promega Corporation; CellTiter-Blue®; Madi-
son; USA 

DMSO Dimethyl sulfoxide D2650 - Hybri- MaxTM, 
sterile-filtered, BioReagent, suitable for hybridoma, 
≥99.7 % 

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

DPBS (Dulbecco`s phosphate buffered saline with-
out Calcium and Magnesium) 

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

Entwickler-Lösung (ClarityTM Western ECL Sub-
strate #170-5060; LuminataTM Forte Western HRP 
Substrate #WBLUF0100) 

Bio-Rad Laboratories GmbH; München; 
Deutschland 

FCS (Fetal Bovine Serum Gold) 
PAA Laboratories GmbH; Cölbe; Deutsch-
land 

Gemcitabine (40 mg/ml) Hexal AG; Holzkirchen; Deutschland 

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltet-
razoliumbromid) 

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

Milchpulver 
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; 
Deutschland 

PBS Biochrom GmbH; Berlin; Deutschland 

Penicillin/Streptomycin  
PAN-Biotech GmbH; Aidenbach; Deutsch-
land 

Ponceau S 
     SERVA Electrophoresis GmbH; Heidel-
berg; 
 Deutschland 

Riboflavin (376,36 g/Mol) 
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

RIPA-Puffer nach Abcam Abcam plc; Cambridge; Großbritannien 

RPMI 1640 medium Life Technologies Ltd.; Paisley, UK 

Trypanblau 0,4 % 
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

Trypsin/EDTA-Lösung (0,05 % / 0,02 %) in PBS, 
ohne Ca2+, Mg2+ 

Biochrom GmbH; Berlin; Deutschland 

Tween 20 
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 
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2.5  Antikörper  

Tabelle 5: Verwendete Antikörper 

Sekundärantikörper: Polyklonal Ziege anti-Maus 
Immunoglobulins/HRP (#P0447);  

Agilent Technologies; Santa Clara; Verei-
nigte Staaten 

Polyklonal Ziege anti-Kaninchen Immunoglobu-
lins/HRP (#D0487) 

Agilent Technologies; Santa Clara; Verei-
nigte Staaten 

Mouse anti Bcl-2 monoclonal antibody  
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

Mouse anti Bax monoclonal antibody  
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

Rabbit anti γH2AX polyclonal antibody  
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

Mouse anti GAPDH polyclonal antibody  
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; München; 
Deutschland 

 

2.6  Medien, Lösungen und Puffer 

Tabelle 6: Verwendete Medien, Lösungen und Puffer 

Zellkulturmedium RPMI 1640 medium  
1 g Glucose/L 
5 % FCS 

1 % Natriumpyruvat 
1 % Penicillin / Streptomycin 

RIPA-Puffer für die Proteinlysate nach Abcam La-
gerung bei 4 °C 
Gelöst in Aqua dest. 

50 mM Tris pH=8  
150 mM NaCl 
1 % NP-40 
0,5 % Na-deoxycholat 
0,1 % SDS 
Vor Gebrauch werden dem Puffer Phopatas-
einhibitor und Proteinaseinhibitor zugesetzt 

Transferpuffer gelöst in Aqua dest. 25 mM Tris-Base, pH 8,0 - 10,5  
192 mM Glycin  

Elektrophoresepuffer gelöst in Aqua dest. 
=Laufpuffer 

25 mM Tris, pH 8,3 - 8,8 
192 mM Glycin 
0,1 % SDS 

Blotting-Puffer gelöst in Aqua dest. Für 4 Minigele: 
60 ml 10x Transferpuffer 
750 ml H20 
75 ml Methanol 

TBS 7,7 mM Tris, pH 7,5 
150 mM NaCl 

Waschpuffer TBS-T TBS/0,1% Tween 20 
Laemmli-Puffer Lagerung bei 4 °C Gelöst in Aqua 
dest. 

250 mM Tris-HCI, pH 6,8 
40 % Glycerol 
8 % SDS 
0,1 % Bromphenolblau 
Vor Gebrauch 20 % Mercaptoethanol zu-
setzten 

5% BSA- Mischung 5% BSA, TBS-T 
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2.7  Software  

Tabelle 7: Verwendete Software 

ImageLab™6.0 für die Western Blot-Analyse 

GraphPad Prism 5.0 für Datenauswertung und statistische Analyse 

Wallac 1420 Workstation für photometrische Messungen des CTB Assay 

Workout 2.0 für photometrische Messungen für Proteinbestimmung 

Microsoft Office 2021 für die Datenauswertung 

EndNote X9 für das Literaturverzeichnis 
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3 Methoden 

3.1  Zellkultur  

3.1.1 Zelllinien 

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um Harnblasenkarzinomzelllinien, welche aus 

drei verschiedenen Harnblasenkarzinomen gewonnen wurden und über die American Type 

Culture Collection (ATCC) erworben werden konnten. Bei den drei Zelllinien handelt es sich 

um BFTC-905, RT-112 und SW-1710. Ein Ethikvotum war nicht erforderlich. 

3.1.2 Kulturbedingungen 

Das RPMI 1640-Medium, das wir zur Kultivierung der Zelllinien verwendeten, bestand aus 

1 g Glukose/L, ergänzt mit 1% Penicillin/Streptomycin, 5% fetal calf serum (FCS), und 1% 

Natriumpyruvat. Die Zellen wurden als adhärente Monolayer in T175-Kulturflaschen kulti-

viert und in einem Brutschrank bei 37 °C in einer befeuchteten Atmosphäre mit 5% CO2 

herangezüchtet. Die Zellen wurden täglich mit einem Lichtmikroskop inspiziert und etwa 

dreimal pro Woche separiert. Unter Verwendung der Neubauer-Kammer wurden die Zell-

zahlen bestimmt. Das Medium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt und einmal im 

Monat wurde ein Teil der Zellen kryokonserviert. 

3.1.3 Mediumwechsel  

Für eine ausreichende Nährstoffversorgung der Zellen wurde alle zwei bis drei Tage das 

Medium gewechselt. Hierfür wurde zunächst neues Medium zubereitet und anschließend 

im Wasserbad mit 37 °C erwärmt. Die Zellsuspension der Harnblasenkarzinomzellen, wel-

che in T175-Kulturflaschen kultiviert waren, wurde abgesaugt und verworfen. Anschließend 

wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 20 - 30 ml des frischen Mediums in die Kultur-

flaschen gefüllt. 

3.1.4 Zellzahlbestimmung  

Zur Zellzahlbestimmung wurden zunächst die Zellen der T175-Kulturflasche mit PBS ge-

waschen, trypsiniert und zentrifugiert. Anschließend wurde das Zellpellet mit Medium re-

suspendiert. 50 μl der Zellsuspension wurden danach entnommen und auf ein Well einer 

96-Well Platte pipettiert. Anschließend wurde die Zellsuspension mit Trypanblaulösung im 

Verhältnis 1:1 gemischt. Trypanblau gelangt durch die Zellmembran in die Zellen. Vitalen 

Zellen gelingt es den Farbstoff wieder heraus zu transportieren. Sie erscheinen aufgrund 

dessen weiß im Lichtmikroskop. Geschädigten und toten Zellen hingegen gelingt es nicht 

den Farbstoff wieder heraus zu transportieren und sie erscheinen unter dem Lichtmikroskop 
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blau. Mittels Neubauer-Zählkammer konnte anschließend die Zellzahl bestimmt werden. 

Hierfür ist es notwendig ein Deckglas leicht anzufeuchten, um es danach auf die Zählkam-

mer schieben zu können. Bleibt es fest an ihr haften und sind Newton’sche Ringe erkennbar 

kann das vorbereitete Gemisch aus Zellsuspension und Trypanblaulösung unter das Deck-

glas pipettiert werden. Durch Kapillarkräfte gelangt das Gemisch zwischen Deckglas und 

Kammer. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden unter dem Mikroskop alle vier Felder der 

Zählkammer ausgezählt. Gezählt wurden lediglich vitale Zellen. Aus der bestimmten Zell-

zahl wurde anschließend der Mittelwert gebildet. Dieser wurde mit dem Verdünnungsfaktor 

und dem Kammerfaktor multipliziert. Dieser beträgt 104, da eine Kammer ein Volumen von 

0,1 μl fasst. Das Ergebnis ist die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension. 

Berechnung: 

𝐿𝑒𝑏𝑒𝑛𝑑𝑧𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑚𝑙⁄ = 𝑛 ∗ 104 ∗ 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛 

104= Kammerfaktor 

n= Anzahl der gezählten Zellen / 4 = Mittelwert der gezählten Zellen pro Quadranten  

 

3.2  Zell-Splitting 

Die Zellen wurden täglich mit einem Lichtmikroskop inspiziert und beim Erreichen einer 

hohen Konfluenzrate etwa dreimal wöchentlich separiert. Zunächst wurden hierzu die ad-

härenten Zellen trypsiniert, um sie vom Boden zu lösen. Dies erfolgte durch die Zugabe von 

10 ml Trypsinlösung (Trypsin, PBS, 1:10) pro T-175 Kulturflasche, nachdem vorab der 

Überstand abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen wurden. Anschließend wurden 

die Zellen für 5 min inkubiert. Die Reaktion wurde dann mit 15 ml Kulturmedium pro T-175 

Kulturflasche gestoppt. Danach wurden die noch am Boden anhaftenden Zellen mittels Zell-

schaber gelöst. Die Zellsuspension wurde je T-175 Kulturflasche in ein 50 ml Falcon über-

führt und über 5 min bei 300 g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand entfernt 

und die Zellen wurden mit frisch angesetztem und vorgewärmten Kulturmedium resuspen-

diert. Die Zellsuspension wurde danach in neue und mit 20 ml Medium vorgefüllte T175-

Kulturflaschen überführt. In diesen wurden die Zellen in einem Brutschrank bei 37 °C in 

einer befeuchteten Atmosphäre mit 5% CO2 herangezüchtet. Um eine bestimmte Zahl an 

Zellen zu separieren, konnte vorab die Zellzahl bestimmt werden. Dementsprechend wurde 

im Anschluss die benötigte Menge an Medium zur Resuspension sowie die Menge an zu 

überführender Zellsuspension bestimmt. 
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3.3  Kryokonservierung der Harnblasenkarzinomzellen 

Für die Kryokonservierung der Harnblasenkarzinomzellen wurde ein Einfriermedium beste-

hend aus 90% FCS und 10% DMSO benötigt. Dieses wurde vorab frisch angesetzt, indem 

FCS aufgetaut und in einem Verhältnis von 1:10 mit DMSO vermengt wurde. Außerdem 

wurde eine Schale mit Eis vorbereitet, um zellschonend arbeiten zu können, da das Ein-

friermedium bei über 0 °C zytotoxisch ist. Das Medium konnte so auf dem Eis gelagert 

werden. Des Weiteren wurden Einfrierröhrchen mit entsprechender Zelllinie, Zellzahl, Pas-

sagezahl und dem Datum beschriftet. Die Harnblasenkarzinomzellen aus den T175-Kultur-

flaschen wurden zunächst mit PBS gewaschen und anschließend mittels Trypsinierung 

vom Boden der T175-Kulturflaschen gelöst.  Die Zellsuspension wurde entnommen und in 

50 ml Falcons überführt. Um 1 x 106 Zellen/ml Harnblasenkarzinomzellen der jeweiligen 

Zelllinie in 1 ml Einfriermedium einzufrieren, wurde zunächst die Zellzahl bestimmt (s.h. 

4.1.4 Zellzahlbestimmung). Anschließend erfolgte die Zentrifugation der Zellsuspension 

über 5 min bei 300 g. Nachdem der Überstand abgesaugt und verworfen wurde, konnte 

das Zellpellet mit 1 ml Einfriermedium pro 1 x 106 Zellen resuspendiert werden. Je 1 ml der 

Zellsuspension wurden möglichst schnell in ein Einfrierröhrchen überführt und auf Eis ge-

lagert, bis alle Röhrchen gefüllt waren. Um anschließend eine lange Lagerung der Zellen 

zu ermöglichen, wurden die Zellen zunächst für 24 h bei -80 °C in einem Kryoeinfriergerät 

mit 100% Isopropanol gelagert, damit ein kontrolliertes Herunterkühlen der Zellen um 1 °C 

pro Minute möglich war. Schließlich wurde die Einfrierröhrchen in einen Behälter überführt 

und in Stickstoff bei -80 °C in einem Kryokühlschrank gelagert. 

3.4  Auftauen der Harnblasenkarzinomzellen 

Die mit Einfriermedium bei -80 °C kryokonservierten Zellen wurden zum Auftauen kurz im 

Wasserbad erhitzt, wobei sie möglichst nicht vollständig auftauen sollten, da das Einfrier-

medium bei über 0 °C zytotoxisch ist. Zur Resuspension wurde anschließend 1 ml erwärm-

tes Zellkulturmedium verwendet. Dieses wurde mittels einer Pipette in das Einfrierröhrchen 

überführt, die Zellen wurden resuspendiert und somit vollständig aufgetaut. Die Zellsuspen-

sion wurde im Anschluss in einen mit 15 ml Zellkulturmedium vorbefüllten 50 ml Falcon 

überführt und für 5 min bei 300 g zentrifugiert. Nachdem der Überstand abgesaugt und 

verworfen wurde konnte das Zellpellet mit einer entsprechenden Menge an frischem Me-

dium resuspendiert und in eine mit 15 ml frisch zubereitetem und vorgeheiztem Zellkultur-

medium befüllte T-75 Zellkulturflasche überführt werden. Die Zellen wurden schließlich in 

einem Brutschrank bei 37 °C und einer befeuchteten Atmosphäre mit 5% CO2 herange-

züchtet. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen, um tote Zellen zu ent-

fernen. 
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3.5  Blaulichtbestrahlung bei 453 nm  

Für unseren Versuchsaufbau verwendeten wir ein LED-Gerät, dessen Bestrahlungsstärke 

im Vorfeld kalibriert wurde. Die Lampe emittiert Licht mit einer Intensität von 453 nm. Die 

verwendeten LED-Arrays der Firma Philips hatten während des Bestrahlungsprozesses ei-

nen 5 cm langen Abstand zur Zelloberfläche. Die Strahlungsleistung betrug 39 mW/cm2 und 

die Dosis mit welcher bestrahlt wurde betrug 110 J/cm2. Vor der Bestrahlung der auf 12 

Well-Platten wachsenden Zellen wurde das Medium abgesaugt und je nach Kondition 1 ml 

PBS (+ Ca2+; + Mg2+) oder 1 ml der Riboflavin/PBS-Lösung hinzugegeben. Die Bestrah-

lungsplatte sowie die Kontrollplatte wurden folgendermaßen behandelt: für die Bestrah-

lungszeit von 47 min wurde die zu bestrahlende Platte mittig unter die LED-Lampe gestellt; 

die Kontrollplatte wurde zeitgleich in einen 30 °C warmen gefensterten Wärmeschrank ge-

legt, um vergleichbare Bedingungen zu schaffen. Sowohl die bestrahlte als auch die nicht 

bestrahlte Platte wurden nur für die Zeit der Bestrahlung mit der Riboflavin-Lösung behan-

delt. Danach wurde die Riboflavin/PBS-Lösung abgesaugt und die Zellen mit PBS gewa-

schen. Die Zellen wurden je nach Kondition mit 1 ml normalem oder Gemcitabin-haltigen 

Medium pro Well für 24 Stunden kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurden Messungen 

mittels CTB Assay oder MTT Assay durchgeführt oder die Zellen wurden für die Western 

Blot Analyse geerntet.  

3.6  Chemotherapie - Gemcitabin 

Gemcitabin wurde von der Apotheke der Heinrich-Heine-Universität in Düsseldorf erwor-

ben, welcher auch das Labor zugehörig ist. Die Konzentration von Gemcitabin in der erwor-

benen Lösung betrug 40 mg/ml bei insgesamt 2000 mg/ 50 ml. Die molare Masse von 

Gemcitabin beträgt 263,198 g/Mol. Gemischt wurden 39 ml des Zellkulturmedium mit 1000 

g Gemcitabin, um 1mg/ml als Anfangskonzentration zu erhalten. Mit Hilfe einer Verdün-

nungsreihe konnten wir unsere Endkonzentrationen von 10, 25 und 50 ng/ml Gemcitabin 

erreichen. 

3.7  Riboflavin 

Riboflavin lag in Pulverform vor. Die molare Masse von Riboflavin beträgt 376,36 g/Mol, 

daher mischten wir 37,64 mg Riboflavin mit 10 ml PBS um 10 mM Riboflavin zu erhalten. 

Mittels manuellen Schüttelns wurde Riboflavin in PBS aufgelöst. Von diesem Gemisch wur-

den 0,5 ml entnommen und mit 24,5 ml PBS mithilfe eines sterilen Filters zu 200 µM Ribof-

lavin als Anfangskonzentration verdünnt. Anschließend wurden über eine Verdünnungs-

reihe die Konzentrationen von 5, 10, 20 und 25 µM Riboflavin erreicht. Allgemein ist darauf 

zu achten, dass Riboflavin mit möglichst wenig Licht exponiert wird. 
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3.8  Experimenteller Aufbau 

Zunächst wurden die Zellen in 12-Well-Kulturplatten mit 3 x104 Zellen pro Well ausplattiert. 

Danach wurden die Zellen für 24h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, um eine adhärente 

Zellschicht zu erhalten. Anschließend wurde, außer der Kontrolle, jedes Well mit einer 

Gemcitabin/Medium-Lösung von 10, 25 oder 50 ng/ml behandelt, die wie zuvor beschrie-

ben, hergestellt wurde. Folgend wurden die Zellen erneut über Nacht bei 37 °C und 5% 

CO2 inkubiert. Im Anschluss folgte die Bestrahlung der Zellen mit gleichzeitiger Riboflavin-

behandlung. Die verwendeten Riboflavindosierungen waren für die Vorexperimente 5, 10, 

20 und 25 µM und für die Hauptexperimente 10 µM. Hergestellt wurde die Riboflavinlösung 

auf die zuvor beschriebene Weise. Wir behandelten die Zellen mit Riboflavin für die Be-

strahlungszeit von 47 min (110 J/cm2 und 453 nm). Nach der Bestrahlung wurden die Zellen 

mit PBS gewaschen und erhielten erneut die Behandlung mit Gemcitabin. Schließlich wur-

den die Zellen über Nacht bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, um am darauffolgenden Tag 

geerntet zu werden oder um die Auswertung mittels CTB Assay oder MTT Assay durchzu-

führen. Der experimentelle Aufbau ist schematisch in Abb. 3 dargestellt. 

 
Abb. 3: Veranschaulichung des experimentellen Aufbaus 

Schematische Darstellung des experimentellen Versuchsaufbaus, 12-Well Platte mit den Konditionen: K = 

Kontrolle; 10,25 oder 50 ng/ml Gemcitabin; +/- 10 µM Riboflavin; jeweils 2 Well-Platten pro Versuch, 1 x 

bestrahlt (453 nm blaues Licht) und 1 x nicht bestrahlt; eigene Darstellung 

3.9  Bestimmung der Vitalität mittels CellTiter-Blue® Assay  

 
Mit dem CTB Assay können Rückschlüsse über die Lebensfähigkeit der Zellen erhoben 

werden. Erfasst wird dabei die Reduktion des blauen Indikatorfarbstoffes Resazurin in den 
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violetten Farbstoff Resorufin durch den Komplex I der Atmungskette lebender Zellen. Toten 

und apoptotischen Zellen hingegen gelingt diese Reduktion nicht, somit werden nur lebens-

fähige Zellen gemessen. Damit ist der CTB Assay ein Maß für die Zellviabilität [167, 168]. 

Für den CTB Assay wurden 3 x 104 Zellen pro Well in einer 12-Wellplatte ausplattiert. Die 

Zellen wurden nach durchgeführter Versuchsreihe 60 min mit dem CTB-Reagenz unter 

standardmäßigen Kulturbedingungen inkubiert. Dabei wurde zunächst das CTB-Reagenz 

1:20 mit Medium verdünnt und jeweils 400 µl pro Well auf die Zellen gegeben, nachdem 

von diesen der Überstand abgesaugt wurde. Hierbei war es wichtig einen Blank pro Well-

platte mitzuführen. Nach der Inkubationszeit von 1h wurde aus jedem Well mittels einer 

Pipette 2 x 100 µl der Medium/CTB-Reagenz - Lösung in eine 96 Mikrotiterplatte mit Dop-

pelbestimmung überführt. Dabei war es wichtig die Suspension möglichst ohne Blasenbil-

dung zu pipettieren. Das Fluoreszenzspektrometer wurde anschließend zur Messung der 

Zellviabilität verwendet, wobei das Fluoreszenzmaximum von Resorufin bei 590 nm liegt. 

Hierdurch konnten Rückschlüsse über die zytotoxische Wirkung der Kombinationsbehand-

lung aus Gemcitabin, blauem Licht und Riboflavin gezogen werden. 

3.10  MTT Assay 

Dieser Assay analysiert die Reduktion vom wasserlöslichen, gelbem 3-(4,5-Dimethylthia-

zol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zum wasserunlöslichem blauen Formazan. 

Dieser Prozess findet durch die Reduktionsäquivalente NADH und NADPH statt und er-

möglicht u.a. Rückschlüsse über die Zellglykolyse und damit über den Stoffwechsel und die 

Lebensfähigkeit der Zelle [169]. Für den MTT Assay wurden 1,5x103 Zellen pro Well in eine 

96-Well-Platte ausplattiert und über 2 Tage kultiviert. Am dritten Tag wurden die Zellen mit 

100 µl MTT-Gebrauchslösung (5 mg/ml Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid in PBS verdünnt 

= MTT-Stammlösung und mit Zellkulturmedium weiter 1:10 verdünnt) behandelt, um eine 

Konzentration von 0,5 mg/ml MTT zu erreichen. Im Anschluss wurden die Zellen für 2 h bei 

37 °C im Dunkeln inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die MTT-Lösung abgesaugt und die 

Zellen wurden mit 100 µl DMSO pro Well behandelt. Die Zellen wurden danach erneut für 

10 min inkubiert. Nach diesem Vorgang wurde aus jedem Well 100 µl der Lösung in eine 

96 Mikrotiterplatte überführt. Mit einem Multilabel-Counter bei einer Wellenlänge von 540 

nm konnte anschließend die Extinktion und damit die Zellviabilität in den Zellen gemessen 

werden. Die Menge an Formazan ist dabei proportional zur Anzahl an vitalen Zellen. 

3.11  Zellen Ernten zur Proteinbestimmung 

Für die Durchführung der Western Blots ist das Ernten der Zellen und die anschließende 

Proteinisolation von Bedeutung. Nach dem beschriebenen Versuchsaufbau wurden die Zel-

len mit PBS gewaschen und danach trypsiniert. Anschließend wurden mithilfe eines 
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Zellschabers die restlichen Zellen vom Boden gelöst. Die Zellsuspension aus jeweils 4 

Wells, in denen für die Zellen die gleiche Behandlung erfolgte, wurde in 2 ml Kryogefäße 

überführt. Diese Mikrozentrifugenröhrchen wurden vorab mit der entsprechenden Zelllinie, 

Kondition (Kontrolle/ +-Gemcitabin/ +- Riboflavin/ +- Bestrahlung) und Datum beschriftet. 

Nach Zentrifugation bei 17.000 g für 30 Sek. wurde der Überstand entfernt. Anschließend 

wurden in jedes Reaktionsgefäß 30 μl RIPA-Puffer pipettiert. Der RIPA-Puffer diente dazu 

eine Auflösung der Proteine zu verhindern. In diesem Zustand können die Proteine bei -80 

°C eingefroren werden, um gegebenenfalls zu einem anderen Zeitpunkt mittels BCA Protein 

Assay Kit die Proteinkonzentration bestimmen zu können.  

3.12  Proteinbestimmung 

Nach dem Auftauen der sich in RIPA befindenden Proben wurden diese jeweils zehnmal 

sonofiziert. Hierdurch wurden die Proteine isoliert. Die Proben wurden auf Eis gestellt, bis 

alle sonofiziert waren. Im nächsten Schritt wurden je 4 μl der Proben in neu beschrifteten 

1,5 ml Reaktionsgefäßen mit je 20 μl PBS verdünnt (1:6 Mischung) und gut vermischt. Diese 

verdünnten Proben wurden in einen Ständer für Reaktionsgefäße (nicht auf Eis) gestellt. In 

eine Mikrotiterplatte mit 96 Well wurden anschließend je 10 μl der Proben in Doppelbestim-

mung pipettiert. Ebenfalls wurden je 10 μl des zuvor nach Protokoll angesetzten Protein-

standards in steigender Konzentration von 0; 0,025; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2 mg/ml 

in die 96-Well Platte pipettiert. Als nächstes wurden je 200 μl der zuvor gemischten Working 

Reagenz auf den Standard und die Proben pipettiert. Die Working Reagenz bestand aus 

Lösung A, der Biocinonsäure, und Lösung B, dem 4%igem Kupfersulfat, welche im Verhält-

nis von 50+1 miteinander vermengt wurden. Nachdem die Mikrotiterplatte mit einer Folie 

abgedeckt wurde und für kurze Zeit auf einem Schüttler platziert war, wurde sie für 30 min 

bei 37 °C inkubiert. Mittels Photospektrometers wurde schließlich bei 562 nm die Absorption 

gemessen und die Proteinkonzentration ermittelt. Schließlich wurde die benötigte H2O 

Menge für 20 ng Proteine bestimmt. Die Proben konnten anschließend wieder bei -80 °C 

eingefroren oder direkt für die Western Blot Analyse verwendet werden. 

3.13  Western Blot Analyse  

Die Western Blot Analyse dient der Expressionsmessung ausgewählter Proteine. Dabei 

werden mittels gelelektrophoretischer Auftrennung und anschließendem Protein-Blotting, 

die in den Proben enthaltenden Proteine aufgetrennt und auf eine Membran überführt. Der 

Nachweis der zu detektierenden Proteine erfolgt anschließend über Immunmarkierung. 

Dieses Verfahren kann Rückschlüsse über verschiedene Prozesse innerhalb der Zellen er-

möglichen. In dieser Arbeit sollten die Expressionen von Bax und Bcl2 Rückschlüsse über 
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die Apoptoseraten der Zellen mit und ohne die Kombinationsbehandlung geben. Außerdem 

sollte die Expression von γH2AX die Zellschädigung näher charakterisieren.  

Für die Western Blot Analyse wurden zunächst die 20 ng Protein enthaltenden Proben mit 

je 5 μl einer 1:5 Mischung aus 2-Mercaptoethanol und Laemmli Puffer versetzt. Folgend 

wurden die Proben für 1 min bei 17.000 g zentrifugiert und danach für 5 min bei 95 °C auf 

einem Heizblock erwärmt. Anschließend wurden die Proben für 1 min bei 17.000 g zentri-

fugiert und danach auf Eis gestellt. Im Anschluss wurden die Gele vorbereitet, indem sie 

eingespannt und anschließend die Kämme entfernt wurden. Darauffolgend wurden jeweils 

15 μl der Proben in die Taschen der Gele gefüllt, wobei in die erste Tasche 5 μl des Markers 

gefüllt wurden und die zweite Tasche ungefüllt blieb. Die von uns verwendeten Gele waren 

ein 12%iges Stapelgel und ein 3%iges Trenngel. Pro Gel wurden 400 ml Elektrophorese-

Puffer angesetzt. Die Kammern wurden mit dem Elektrophorese-Puffer befüllt und mittels 

Gelelektrophorese wurden dann die Proteine aufgetrennt, nachdem sie auf die SDS-PAGE 

geladen wurden. Die Proteine liefen für ca. 20 min mit einer Spannung von 60 V durch das 

Trenngel und für ca. 40 min durch das Stapelgel mit einer höheren Spannung von 130 V. 

In der Zwischenzeit wurde der Transfer der Proteine vorbereitet. Hierzu wurde der Blotting-

Puffer angesetzt (s.h. Kapitel 2.6, Tabelle 6) und in entsprechende Schalen gefüllt. Außer-

dem wurden die Membranen zurechtgeschnitten und mit der jeweiligen Zelllinie beschriftet. 

Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele den Kammern entnommen und mit dem 

Stant-Free Programm der Geldokumentationsanlage (ChemiDoc™MP Imaging System) fo-

tografiert. Anschließend wurden die Gele kurz in Blotting-Puffer äquilibriert. Für den Trans-

fer der Proteine wurden dann das Blotting-Papier, die beschriftete Membran, das Gel und 

das Filterpapier aufeinandergestapelt. Für den anschließenden Transfer der Proteine auf 

eine Nitrocellulosemembran verwendeten wir das Trans-Blot Turbo-Gerät von Bio Rad, das 

den Prozess bei 25 V und 2,5 A innerhalb von 25 min durchführen kann. Danach wurden 

alle Membranen in je einem 50 ml Falcon auf einen Taumelrollenmischer gelegt und für 

eine Stunde bei RT mit 5% BSA blockiert. Über Nacht erfolgte dann die Immunmarkierung. 

Hierzu wurden die Membranen mit den primären Antikörper γH2AX und Bax in 5% BSA- 

Mischung (5% BSA, TBS-T, 1:20), (1:1000 für Bax und 1:3000 für γH2AX) und dem pri-

mären Antikörper Bcl-2 in 5%-Milchpulvermischung (5% Milchpulver, TBS-T, 1:20) (1:1000) 

bei 4 °C auf einem Taumelrollenmischer inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Membra-

nen zunächst dreimal mit je 10 ml TBS-T für je 5 min gewaschen. Anschließend wurden die 

Membranen mit den Zweitantikörpern Goat Anti-Mouse Immunoglobulin und Goat Anti-

Rabbit Immunoglobulin in TBS-T (1:100), im Dunkeln und bei RT, auf einem Taumelrollen-

mischer für eine Stunde inkubiert. Anschließend wurden die Membranen erneut dreimal mit 

je 10 ml TBS-T für je 5 min gewaschen. Danach wurden die Membranen in 3% BSA- Mi-

schung (3% BSA, TBS-T, 1,5:20) mit Anti-GAPDH (1:5000) für 1 Stunde inkubiert und 
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anschließend erneut gewaschen. Schließlich konnten die Membranen für eine eventuelle 

neue Immundetektion in mit TBS gefüllten Behältern lichtgeschützt bei 4 °C gelagert wer-

den. Mittels 2 ml Entwicklerlösung pro Membran konnten die Membranen an der Geldoku-

mentationsanlage (ChemiDoc™MP Imaging System) visualisiert werden, wobei bei 

GAPDH keine Entwicklerlösung verwendet wurde. Die Proteinexpressionen konnte an-

schließend mithilfe der ImageLab™6.0 Software analysiert werden. 

3.14  Statistische Auswertung 

Für die statistische Auswertung der Daten wurden die Programme GraphPad Prism 5.0 und 

Microsoft Excel verwendet. Beim Vergleich mehrerer Gruppen wurde der Two-way ANOVA 

Test mit anschließendem Bonferroni post-Test angewendet, wobei die Ergebnisse unter 

einem p-Wert von 0.05 als signifikant galten. Beim Vergleich von lediglich zwei Datensätzen 

wurde hingegen der One-way ANOVA Test durchgeführt. Vereinzelt wurde auch der t-Test 

angewandt. Dabei wurden die Datensätze der CTB und MTT Versuche auf 1 normiert, wo-

bei 1 die jeweilige Kontrolle darstellt. Die Datensätze der Western Blot Analysen wurden 

nicht auf 1 normiert. 
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4 Ergebnisse 

Die im folgenden Abschnitt dargestellten Grafiken zu den Ergebnissen aus den CTB und 

MTT Assay Versuchen sowie den Western Blot Analysen haben alle einen farblich gleichen 

Aufbau. Die Farbe Blau bedeutet hierbei, dass die Zellen weder mit 453 nm blauem Licht 

bestrahlt noch mit Riboflavin behandelt wurden. Die Farbe Orange hingegen kennzeichnet 

die Behandlung mit Riboflavin. Sind die Balken gestreift, so bedeutet dies die Bestrahlung 

der Zellen mit 453 nm blauem Licht. Somit verweisen die blau-gestreiften Balken auf die 

Bestrahlung mit blauem Licht ohne Riboflavin und die orange-gestreiften Balken auf die 

Bestrahlung mit blauem Licht bei zusätzlicher Riboflavingabe. Die jeweilige Gemcitabindo-

sierung ist bei einem Großteil der Graphen der x-Achsenbeschriftung zu entnehmen. Wei-

terhin sind signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen Datensätzen durch ein Stern-

symbol in den Grafiken visualisiert. Bei fehlender Signifikanz ist diese meist nicht einge-

zeichnet oder mit der Bezeichnung „ns“ (nicht signifikant) beschriftet. 

4.1  Vorversuche  

4.1.1 Dosisfindung von Riboflavin 

Zur Dosisfindung von Riboflavin wurden in 12-Well-Kulturplatten 3 x 104 Zellen pro Well mit 

1 ml Kulturmedium pro Well ausplattiert. Die Zellen wurden über 24 h kultiviert und anschlie-

ßend mit 110 J/cm2 bei 453 nm bestrahlt. Für die Bestrahlungszeit von 47 min wurden die 

Zellen mit Riboflavin der Dosierungen 5, 10, 20 und 25 µM behandelt. Eine Kontrollplatte 

mit denselben Riboflavinbehandlungen wurde nicht bestrahlt, sondern für dieselbe Zeit in 

einen 33 °C warmen gefensterten Wärmeschrank gelegt, um vergleichbare Bedingungen 

zu schaffen. Folgend wurde die Riboflavinlösung beider Platten abgesaugt und die Zellen 

mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen über Nacht mit Zellkulturmedium in-

kubiert und am nächsten Tag der CTB Assay durchgeführt. Der CTB Assay ist ein fluoro-

metrisches Verfahren zur Schätzung der Anzahl lebensfähiger Zellen. Bei diesem Mess-

verfahren wird Resazurin, ein Indikatorfarbstoff zur Messung der Stoffwechselkapazität und 

Lebensfähigkeit von Zellen, verwendet. Lebensfähige Zellen sind in der Lage, Resazurin 

zu Resorufin zu reduzieren. Resorufin ist fluoreszierend und kann mithilfe eines Fluores-

zenzspektrometers detektiert werden. Nicht lebensfähige Zellen sind nicht mehr in der Lage 

Resazurin zu Resorufin zu reduzieren, erzeugen daher kein Signal und können nicht ge-

messen werden [170]. 

Die Abb. 4 a-c zeigen die Vorversuche zur Ermittlung der Riboflavindosierung für die Zellli-

nien RT-112, BFTC-905 und SW-1710. 
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Abb. 4 a-c: Dosisfindung von Riboflavin 

Graphische Darstellung des Effektes von 5, 10, 20 und 25 µM Riboflavin auf die Zellviabilität mit und ohne 

Bestrahlung mit blauem Licht (453 nm), ausgewertet mittels CTB Assay; n = 8 für jede Zelllinie; * = signifi-

kanter Unterschied der relativen Anzahl lebender Zellen; ns = nicht signifikanter Unterschied der relativen 

Anzahl lebender Zellen 
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Innerhalb aller drei Zelllinien wird deutlich, dass für die gewählten Riboflavinkonzentratio-

nen von 5, 10, 20 und 25 µM Riboflavin im Vergleich zur Kontrolle ein nur sehr geringer und 

nicht signifikanter Effekt von Riboflavin auf eine verminderte Zellviabilität beobachtet wer-

den kann. Erst in Kombination der jeweiligen Riboflavindosierungen mit Bestrahlung durch 

blaues Licht kann eine signifikant verminderte Zellviabilität im Vergleich zur jeweiligen Rib-

oflavindosierung ohne die Bestrahlung mit blauem Licht beobachtet werden. Die Ergeb-

nisse zeigen, dass mit steigender Riboflavinkonzentration bei gleichbleibender Bestrah-

lungsintensität die Zellviabilität dosisabhängig abnimmt und somit ein reiner Riboflavineffekt 

zu beobachten ist. Dieser Riboflavineffekt in Form einer dosisabhängigen Verminderung 

der Zellviabilität ist für jede Zelllinie und innerhalb aller Riboflavinkonzentrationen beim Ver-

gleich der bestrahlten gegenüber der unbestrahlten Zellen signifikant. Bei allen Zelllinien ist 

der reine Bestrahlungseffekt in Form einer Abnahme der Anzahl lebender Zellen durch Be-

strahlung mit blauem Licht ohne Zugabe von Riboflavin im Vergleich zur Kontrolle nicht 

signifikant. Die Verstärkung der toxischen Wirkung von blauem Licht durch Riboflavin kann 

somit in unseren Vorversuchen beobachtet werden.  

 

Um die Zunahme des zuvor beschriebenen Riboflavineffektes mit steigender Riboflavindo-

sierung für jede Zelllinie besser zu verdeutlichen, wird in den Abb. 5 a-c die Differenz zwi-

schen der relativen Anzahl lebender Zellen von bestrahlten und unbestrahlten Zellen für die 

Kontrollgruppe und für jede Riboflavinkonzentration dargestellt.   

Höhere Differenzen bedeuten hier einen größeren Unterschied zwischen der relativen An-

zahl lebender Zellen bei entsprechender Riboflavingabe mit und ohne Bestrahlung. Signifi-

kant ist bei jeder Zelllinie die Differenz zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen der 

Kontrolle im Gegensatz zur Differenz der Riboflavinkonzentration von 25 µM. Bei den Zell-

linien SW-1710 und BFTC-905 ist diese Differenz zusätzlich im Vergleich der Kontrolle zur 

Riboflavinkonzentration von 20 µM signifikant. Insgesamt zeigt sich allerdings der zuvor 

beschriebene Riboflavineffekt im Bereich der höchsten Riboflavindosis von 25 µM für die 

Zelllinien SW-1710 und RT-112 schwächer als für die Zelllinie BFTC-905. Dies wird auch 

an den Mittelwerten der Differenzen der Dosierung von 25 µM Riboflavin deutlich. So liegen 

diese bei SW-1710 bei ca. 0,47, bei RT-112 bei 0,42 und bei BFTC-905 bei ca. 0,57.  
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Abb. 5 a-c: Differenz von bestrahlten und unbestrahlten Zellen 

Graphische Darstellung der Differenz zwischen der relativen Anzahl lebender Zellen der mit blauem Licht 

(453 nm) bestrahlten und unbestrahlten Zellen in Kombination mit 5, 10, 20 oder 25 µM Riboflavin; unter-

sucht mittels CTB Assay; n = 8 für jede Zelllinie; * = signifikanter Unterschied der relativen Anzahl leben-

der Zellen 
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4.1.2 Dosisfindung von Gemcitabin 

In den Abb. 6 a-c sind die Vorversuche zur Dosisfindung von Gemcitabin dargestellt. Zur 

Bestimmung der Zellviabilität wurde, wie bereits bei den Vorversuchen zur Dosisfindung 

von Riboflavin, der CTB Assay verwendet. Auch hierfür wurden in 12-Well-Kulturplatten 3 

x104 Zellen pro Well ausplattiert. Allerdings wurden die Zellen über 48 h kultiviert. Die 

Gemcitabinbehandlung mit 10, 25, 50, 100 und 250 ng/ml erfolgte an beiden Tagen der 

Kultivierung. 

 

Für die Zelllinie RT-112 zeigen sich signifikante Unterschiede bezüglich der Abnahme der 

Anzahl lebender Zellen für den Vergleich jeder Dosierung zur Kontrolle. Für die Zelllinien 

BFTC-905 und SW-1710 zeigt dieser Vergleich, bis auf die Gemcitabinkonzentration von 

10 ng/ml, bei allen Konzentrationen signifikante Unterschiede in Bezug auf die Abnahme 

der Anzahl lebender Zellen. Werden nun die einzelnen Gemcitabindosierungen miteinander 

verglichen, fallen weiterhin viele Signifikanzen bezüglich der Verminderung der Zellviabilität 

auf (nicht in der Abb. eingetragen). Bei einer Gemcitabinkonzentration von 25 ng/ml ist le-

diglich bei der Zelllinie BFTC-905 die relative Anzahl lebender Zellen signifikant geringer 

als bei einer Gemcitabinkonzentration 10 ng/ml, jedoch nicht bei den anderen beiden Zell-

linien. Die Erhöhung von 50 ng/ml Gemcitabin auf 250 ng/ml Gemcitabin macht bei den 

Zelllinien RT-112 und SW-1710 noch eine signifikante Steigerung der Zytotoxizität durch 

Gemcitabin aus, bei der Zelllinie BFTC-905 allerdings nicht mehr. Die Dosissteigerung von 

100 ng/ml auf 250 ng/ml Gemcitabin hat bei keiner Zelllinie einen signifikanten Effekt auf 

eine gesteigerte Toxizität. Die Dosierungen von 100 und 250 ng/ml Gemcitabin zeigen so-

mit bei allen Zelllinien sehr starke toxische Wirkungen auf die Zellviabilität. Die anderen 

Dosierungen zeigten hingegen eher subtoxische Wirkungen auf die Zellviabilität. Um einen 

Effekt in der späteren Kombination aus Gemcitabin, blauem Licht und Riboflavin beobach-

ten zu können, verwendeten wir für die Hauptversuche nur die insgesamt weniger toxischen 

Dosierungen von 10, 25 und 50 ng/ml Gemcitabin. Höhere Dosierungen könnten einen zu 

starken zytotoxischen Effekt auf die Zellen haben, was keine Effektverstärkung durch 

blaues Licht und Riboflavin ermöglichen würde. 50 ng/ml Gemcitabin zeigen bei der Zelllinie 

BFTC-905 zwar schon eine starke Reduktion der Zellviabilität, bei der Zelllinie SW-1710 ist 

diese Dosierung allerdings noch subtoxisch und wurde daher zunächst in die Hauptexperi-

mente miteingeschlossen. 
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Abb. 6 a-c: Dosisfindung von Gemcitabin 

Graphische Darstellung des Effektes von 10, 25, 50, 100 und 250 ng/ml Gemcitabin auf die Zellviabilität; 

untersucht mittels CTB Assay; n = 7 für alle Zelllinien; * = signifikanter Unterschied der relativen Anzahl 

lebender Zellen 
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4.2  Hauptversuche 

4.2.1 Einflüsse von Gemcitabin, blauem Licht, Riboflavin und der Kombina-
tion aller drei Substanzen auf die Zellviabilität; Messung mittels CTB 
Assay 

Rückschlüsse über die Zellviabilität und die relative Anzahl lebender Zellen im Anschluss 

an die Gabe von Gemcitabin, blauem Licht, Riboflavin und der Kombination dieser drei 

Substanzen gelangen uns u.a. durch Verwendung des CTB Assay. Der Versuchsaufbau 

und die Behandlung der Zellen mit den entsprechenden Substanzen erfolgte dabei wie im 

Methodenteil beschrieben (s.a. Kapitel 3.8). 

In den Abb. 7 a-c sind die Ergebnisse der CTB Assay Auswertungen dargestellt. Durch 

diese Abbildungen und Auszüge dieser werden in den nachfolgenden Unterkapiteln die Ef-

fekte der einzelnen Wirkstoffe und deren Kombination auf die Zellviabilität und die relative 

Anzahl lebender Zellen näher erläutert. 
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Abb. 7 a-c: Effekt von blauem Licht, Riboflavin und Gemcitabin auf die relative Anzahl lebender Zelle; 

gemessen mittels CTB Assay 

Messung der Zellviabilität mittels CTB Assay mit Signifikanzen für den Effekt von blauem Licht, den Effekt 

von Riboflavin sowie dem kombinierten Effekt aus blauem Licht, Riboflavin und Gemcitabin auf die relative 

Anzahl lebender Zellen; n = 7 RT-112, n= 8 BFTC-905+ SW-1710; * = signifikanter Unterschied der relati-

ven Anzahl lebender Zellen 
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4.2.1.1 Effekt von blauem Licht 

In den Abb. 7 a-c wird u.a. der reine Effekt von blauem Licht auf eine verminderte Zellvia-

bilität innerhalb der Kontrollgruppe und der einzelnen Gemcitabinkonzentrationen deutlich. 

Beim Vergleich der bestrahlten Zellen ohne Riboflavin im Gegensatz zur Kontrolle bezie-

hungsweise zur alleinigen Gemcitabingabe wird dieser Effekt sichtbar. Die relative Anzahl 

lebender Zellen nimmt bei Bestrahlung mit blauem Licht innerhalb aller Zelllinien stärker ab 

als ohne. Signifikant ist die Abnahme der Zellviabilität durch den reinen Effekt von blauem 

Licht jedoch lediglich bei den Zelllinien RT-112 und BFTC-905 für die Gemcitabinkonzent-

ration von 10 ng/ml bei Bestrahlung mit blauem Licht im Vergleich zur alleinigen Gabe von 

10 ng/ml Gemcitabin. Innerhalb der Kontrollgruppe ist der Effekt von blauem Licht auf eine 

Reduktion der Anzahl lebender Zellen sichtbar, jedoch nicht signifikant. Innerhalb der 

Gemcitabinkonzentrationen von 25 und 50 ng/ml gibt es für keine Zelllinie signifikante Un-

terschiede bezüglich einer verminderten Zellviabilität zwischen den bestrahlten und den 

nicht bestrahlten Zellen. Bei der Zelllinie SW-1710 ist der toxische Effekt von blauem Licht 

in Kombination mit Gemcitabin auf eine Reduktion der Zellzahl für keine Gemcitabinkon-

zentration signifikant, wobei innerhalb der Konzentration von 25 ng/ml dieser Effekt deutlich 

sichtbar ist.  

 

4.2.1.2 Effekt von Riboflavin 

Die Wirkverstärkung der zytotoxischen Wirkung von blauem Licht durch Riboflavin auf eine 

verminderte Zellviabilität wird in den Abb. 7 a-c verdeutlicht. Sichtbar wird diese Wirkver-

stärkung beim Vergleich der bestrahlten Zellen innerhalb der Kontrollgruppe bzw. innerhalb 

der Gemcitabinkonzentrationen. Hierbei zeigt sich eine verminderte Zellviabilität bei der Zu-

gabe von Riboflavin zur Bestrahlung mit blauem Licht im Gegensatz zur Bestrahlung mit 

blauem Licht ohne Riboflavin. Signifikant wird dieser Effekt einer verstärkten Zytotoxizität 

durch Riboflavin für die Zelllinie RT-112 innerhalb der Kontrollgruppe und innerhalb der 

Gemcitabinkonzentration von 25 ng/ml. Für die Zelllinie BFTC-905 zeigen sich nur inner-

halb der Kontrollgruppe und bei der Zelllinie SW-1710 nur innerhalb der Gemcitabinkon-

zentration von 25 ng/ml signifikante Unterschiede bezüglich einer verminderten Anzahl le-

bender Zellen bei zusätzlicher Riboflavingabe im Vergleich zur Bestrahlung mit blauem 

Licht ohne Riboflavin. Betrachtet man die Abbildungen im Allgemeinen ist die durch Zugabe 

von Riboflavin verstärkte Reduktion der Anzahl lebender Zellen zwar nicht immer signifi-

kant, aber deutlich sichtbar.  

 

4.2.1.3 Effekt von blauem Licht in Kombination mit Riboflavin 

Für die Kombination aus blauem Licht und Riboflavin konnte innerhalb der Kontrollgruppe 

und innerhalb der Gemcitabinkonzentrationen eine geringere Zellviabilität im Vergleich zur 
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Kontrolle beziehungsweise im Vergleich zur alleinigen Gemcitabingabe nachgewiesen wer-

den. Dies ist in den Abb. 7 a-c dargestellt. Signifikanzen hierfür zeigen sich für die Zelllinien 

BFTC-905 und RT-112 innerhalb der Kontrollgruppe und der Gemcitabinkonzentrationen 

von 10 und 25 ng/ml sowie für die Zelllinie SW-1710 innerhalb der Gemcitabinkonzentration 

von 25 ng/ml.  

 

Der Interaktionseffekt von Riboflavin und blauem Licht wird außerdem deutlich, wenn man 

innerhalb der Kontrollgruppe bzw. innerhalb der einzelnen Gemcitabinkonzentrationen die 

Kontrolle oder die alleinigen Gemcitabingaben mit der Gabe von Riboflavin ohne die zu-

sätzliche Bestrahlung mit blauem Licht vergleicht. Hierbei ist kein sichtbarer Unterschied 

der relativen Anzahl lebender Zellen zwischen der Kontrolle oder der alleinigen Gemcitabin-

gabe und der Gabe von Riboflavin sichtbar. Wird Riboflavin allerdings mit blauem Licht 

kombiniert kommt es zu einem verstärkt toxischen Effekt auf die Zellen im Vergleich zur 

alleinigen Gabe von Riboflavin mit oder ohne Gemcitabin. Der Vergleich zwischen der re-

lativen Anzahl lebender Zellen bei alleiniger Riboflavingabe mit oder ohne Gemcitabin im 

Gegensatz zu der zusätzlichen Behandlung mit blauem Licht ist für die Zelllinien BFTC-905 

innerhalb der Kontrollgruppe und der Gemcitabinkonzentrationen von 10 und 25 ng/ml sig-

nifikant. Für die Zelllinie RT-112 ist dieser Vergleich innerhalb der Kontrollgruppe und der 

Gemcitabinkonzentration von 10 ng/ml signifikant und für die Zelllinie SW-1710 innerhalb 

der Gemcitabinkonzentration von 25 ng/ml.  
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Abb. 8 a-c: Effekt von 10, 25 und 50 ng/ml Gemcitabin auf die relative Anzahl lebender Zellen 

Messung der Zellviabilität mittels CTB Assay; Auszug der Abb. 7 a-; n = 7 RT-112, n = 8 BFTC-905 + SW-

1710; * = signifikanter Unterschied der relativen Anzahl lebender Zellen 
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4.2.1.4 Effekt von Gemcitabin 

Der toxische Effekt der alleinigen Gemcitabinbehandlung ohne Bestrahlung mit blauem 

Licht und ohne Gabe von Riboflavin auf die relative Anzahl lebender Zellen wird sichtbar 

beim Vergleich der jeweiligen Gemcitabinkonzentrationen mit der Kontrolle. Dieser Ver-

gleich ist in den Abb. 8 a-c, ein Auszug aus Abb. 7 a-c, für jede Zelllinie dargestellt. 

 
Innerhalb der Zelllinien BFTC-905 und SW-1710 ist der toxische Effekt der alleinigen 

Gemcitabinbehandlung auf eine Reduktion der Zellviabilität im Vergleich zur Kontrolle für 

alle Gemcitabindosierung außer der von 10 ng/ml signifikant. Bei der Zelllinie RT-112 ist 

dieser Vergleich für jede Gemcitabinkonzentration im Vergleich zur Kontrolle signifikant. 

Insgesamt zeigt sich für jede der drei Zelllinien eine sinkende Zellviabilität mit steigender 

Gemcitabindosis. Dies wird deutlich, da für alle Zelllinien bei höheren Gemcitabinkonzent-

rationen signifikant weniger lebensfähige Zellen messbar sind im Vergleich zu den jeweils 

niedrigeren Dosierungen (Signifikanzen nicht eingetragen in den Grafiken aus Abb. 8 a-c). 

Beim Vergleich der jeweiligen Gemcitabinkonzentrationen untereinander fällt auf, dass die 

relative Anzahl lebender Zellen bei 50 ng/ml im Vergleich zu 10 ng/ml Gemcitabin um mehr 

als das Doppelte sinkt. Dieser Effekt ist für alle drei Zelllinien sichtbar und signifikant (Sig-

nifikanzen nicht eingetragen in den Grafiken aus Abb. 8 a-c).  

4.2.1.5 Effekt der Kombination aller drei Substanzen 

In den Abb. 9 a-c ist der Vergleich zwischen der Gabe von blauem Licht und Riboflavin mit 

oder ohne Gemcitabin zur alleinigen Gemcitabingabe für jede Zelllinie abgebildet (1+2+3). 

Diese Abbildungen sind ein Auszug der Abb. 7 a-c. Vergleicht man innerhalb der einzelnen 

Zelllinien die alleinige Gabe von 10 ng/ml Gemcitabin mit der Gabe von Riboflavin und 

blauem Licht ohne Gemcitabin (1) fällt auf, dass die Kombination von Riboflavin und blauem 

Licht einen ähnlich starken Effekt auf eine Reduktion der Zellviabilität hat wie die alleinige 

Gabe von 10 ng/ml Gemcitabin. Beim Vergleich der alleinigen Gabe der nächsthöheren 

Dosis von 25 ng/ml Gemcitabin mit der Kombination aus blauem Licht, Riboflavin und 10 

ng/ml Gemcitabin (2) zeigt sich ein ähnlicher Effekt. Die Kombination von Riboflavin, 

blauem Licht und 10 ng/ml Gemcitabin hat einen ähnlich starken Effekt auf eine verminderte 

Zellviabilität wie die alleinige Gabe von 25 ng/ml Gemcitabin. Eine um 60% geringere 

Gemcitabindosis kann mithilfe der Kombination aus blauem Licht und Riboflavin nahezu 

genauso stark auf eine Reduktion der Zellviabilität wirken wie die alleinige Gabe von Gemci-

tabin. Ebenfalls lässt sich eine ähnlich starke Abnahme der Zellviabilität beim Vergleich der 

alleinigen Gabe von 50 ng/ml Gemcitabin gegenüber der Kombination aus blauem Licht, 

Riboflavin und 25 ng/ml Gemcitabin beobachten. Hierbei beträgt die Reduktion der Gemci-

tabindosis etwa 50% (3).   
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Die Abb. 10 a-c sind ebenfalls ein Auszug der Abb. 7 a-c und veranschaulichen die Kombi-

nationen aus blauem Licht und Riboflavin mit oder ohne Gemcitabin für jede Gemcitabin-

konzentration. Für alle Zelllinien zeigt die Kombination aus blauem Licht, Riboflavin und 25 

ng/ml oder 50 ng/ml Gemcitabin einen signifikant abnehmenden Effekt auf die Zellviabilität 

im Gegensatz zur Konzentration von 10 ng/ml Gemcitabin in der Verbindung mit blauem 

Licht und Riboflavin. Ebenfalls zeigt die Kombination aus blauem Licht, Riboflavin und 25 

ng/ml oder 50 ng/ml Gemcitabin innerhalb jeder Zelllinie eine signifikante Abnahme der 

relativen Anzahl lebender Zellen im Vergleich zur selben Kombination ohne Gemcitabin. 

Lediglich bei der Zelllinie RT-112 zeigt die Gabe von blauem Licht und Riboflavin mit 10 

ng/ml Gemcitabin eine signifikant geringere relative Anzahl lebender Zellen im Kontrast zur 

Gabe von blauem Licht und Riboflavin ohne Gemcitabin. Die Gabe von 25 oder 50 ng/ml 

Gemcitabin jeweils mit Blaulichtbestrahlung und Gabe von Riboflavin zeigen keinen signifi-

kanten Unterschied zueinander.   
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Abb. 9 a-c: Vergleich der relativen Anzahl lebender Zellen bei Gabe von blauem Licht und Riboflavin mit 

oder ohne Gemcitabin gegenüber der alleinigen Gemcitabingabe; gemessen mittels CTB Assay 

Messung der Zellviabilität mittels CTB Assay; Auszug der Abb. 7 a-c; n = 7 RT-112, n = 8 BFTC-905+ SW-

1710; 1 = Ribo. + Bestr. vs. 10 ng/ml Gem.; 2 = Ribo. + Best. + 10 ng/ml Gem. vs. 25 ng/ml Gemcitabin; 

3=Ribo. + Best. + 25 ng/ml Gem. vs. 50 ng/ml Gemcitabin 
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Abb. 10 a-c: Effekt der jeweiligen Kombinationen mit blauem Licht und Riboflavin mit oder ohne Gemci-

tabin auf die relative Anzahl lebender Zellen; gemessen mittels CTB Assay 

 Messung der Zellviabilität mittels CTB Assay; Auszug der Abb.7 a-c; n = 7 RT-112, n = 8 BFTC-905 + 

SW170, * = signifikanter Unterschied der relativen Anzahl lebender Zellen 
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4.2.2 Einflüsse von Gemcitabin, blauem Licht, Riboflavin und der Kombina-
tion aller drei Substanzen auf die Zellviabilität; Messung mittels MTT 
Assay 

Der MTT Assay misst, ebenso wie der CTB Assay, die Zellviabilität. Dabei wird von den 

metabolisch aktiven Zellen der Farbstoff MTT zu Formazan umgewandelt [169]. Um die 

toxische Wirkung der Behandlung mit Gemcitabin, blauem Licht, Riboflavin und der Kom-

bination aller drei Substanzen auf die drei Harnblasenkarzinomzelllinien zu untersuchen, 

wurde der Versuchsaufbau wie im Vorfeld beschrieben durchgeführt (s.h. Kapitel 3.8).  

 

Die Ergebnisse des MTT Assay, zu sehen in den Abb. 11 a-c, zeigen die toxische Wirkung 

der vorgestellten Kombinationsbehandlung auf die Zellviabilität, was zu einer verminderten 

Anzahl lebender Zellen führt. Allerdings wurde hier die Gemcitabindosis von 50 ng/ml nicht 

verwendet, da diese, wie in den CTB Experimenten herausgefunden wurde, einen zu star-

ken zytotoxischen Effekt hat. Somit wäre eine signifikante Verstärkung der zytotoxischen 

Wirkung von 50 ng/ml Gemcitabin durch blaues Licht und Riboflavin nicht möglich. 

https://de.wikipedia.org/wiki/Formazan
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Abb. 11 a-c: Effekt von blauem Licht, Riboflavin und Gemcitabin auf die relative Anzahl lebender Zellen; 

gemessen mittels MTT Assay 

Messung der Zellviabilität mittels MTT Assay mit Signifikanzen für den Effekt von blauem Licht, den Effekt 

von Riboflavin sowie dem kombinierten Effekt aus blauem Licht, Riboflavin und Gemcitabin auf die Zellviabi-

lität; n = 6 für alle Zelllinien; * = signifikanter Unterschied der relativen Anzahl lebender Zellen 
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Die Ergebnisse unterstreichen zum einen die verstärkte zytotoxische Wirkung von blauem 

Licht durch Riboflavin und zum anderen die Potenzierung der zytotoxischen Wirkung von 

Gemcitabin durch blaues Licht und Riboflavin. Im Vergleich zu den Ergebnissen des CTB 

Assay sind insgesamt bei den Ergebnissen des MTT Assay für jede Zelllinie mehr signifi-

kante Effekte bezüglich einer Reduktion der Zellviabilität zu beobachten. Aus diesem Grund 

werden im Folgenden lediglich Effekte in Form einer verminderten Zellviabilität beschrie-

ben, welche im CTB Assay keine Signifikanzen zeigten und somit im MTT Assay neu auf-

traten. Bei der Zelllinie BFTC-905 zeigt die alleinige Bestrahlung mit blauem Licht eine sig-

nifikante Reduktion der relativen Anzahl lebender Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Außer-

dem ist innerhalb der Gemcitabinkonzentration von 10 ng/ml der Vergleich zwischen den 

bestrahlten Zellen, also der Effekt von Riboflavin auf eine Reduktion der Zellviabilität, sig-

nifikant. Bei der Zelllinie RT-112 kommt es zusätzlich zu den signifikanten Verminderungen 

der Zellviabilität, die bereits für den CTB Assay beschrieben wurden, zu einer signifikant 

geringeren Zellviabilität durch Bestrahlung mit blauem Licht innerhalb der Kontrollgruppe 

und für die Gemcitabinkonzentration von 25 ng/ml im Vergleich zur Kontrolle bzw. zur allei-

nigen Gabe von 25 ng/ml Gemcitabin. Für die Zelllinie SW-1710 zeigen sich in den Ergeb-

nissen des MTT Assay die signifikanten Verminderungen der Zellviabilität, welche sich bei 

den Ergebnissen des CTB Assay nur innerhalb der Gemcitabinkonzentration von 25 ng/ml 

zeigten, auch für die Kontrollgruppe und die Gemcitabinkonzentration von 10 ng/ml. Wei-

terhin zeigt die alleinige Bestrahlung mit blauem Licht eine signifikant verringerte Zellviabi-

lität im Vergleich zur Kontrolle. Allerdings ergibt sich für die Zelllinie SW-1710 keine signifi-

kante Reduktion der Zellviabilität beim Vergleich der bestrahlten Zellen innerhalb der 

Gemcitabinkonzentration von 25 ng/ml.  

 

In den Abb. 12 a-c, einem Ausschnitt der Abb. 11 a-c, ist der Vergleich zwischen der relati-

ven Anzahl lebender Zellen bei Gabe von blauem Licht und Riboflavin mit oder ohne Gemci-

tabin gegenüber der alleinigen Gemcitabingabe für jede Zelllinie abgebildet (1+2). Dieser 

Vergleich wurde für die Ergebnisse des CTB Assay bereits in den Abb. 9 a-c beschrieben.  
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Abb. 12 a-c: Vergleich der relativen Anzahl lebender Zellen bei Gabe von blauem Licht und Riboflavin mit 

oder ohne Gemcitabin gegenüber der alleinigen Gemcitabingabe; gemessen mittels MTT Assay 

Messung der Zellviabilität mittels MTT Assay; Auszug der Abb. 11 a-c; n = 6 für alle Zelllinien; 1 = Ribo. + 

Bestr. vs. 10 ng/ml Gem.; 2 = Ribo. + Best. + 10 ng/ml Gem. vs. 25 ng/ml Gemcitabin; * = signifikanter 

Unterschied der relativen Anzahl lebender Zellen 



52 

 

In den Ergebnissen des MTT Assay wird deutlich, dass die Bestrahlung mit blauem Licht 

bei zusätzlicher Gabe von Riboflavin ohne Gemcitabin im Vergleich zur alleinigen Gabe von 

10 ng/ml Gemcitabin die Zellviabilität signifikant vermindert. Dies lässt sich für alle drei Zell-

linien zu beobachten (1). Ein ähnlicher Effekt kann gezeigt werden, wenn man die Gabe 

von 10 ng/ml Gemcitabin, blauem Licht und Riboflavin mit der alleinigen Gabe von 25 ng/ml 

Gemcitabin vergleicht (2). Bei der Zelllinie RT-112 wird die Zellviabilität durch die Applika-

tion von 10 ng/ml Gemcitabin, kombiniert mit Riboflavin und blauem Licht signifikant stärker 

reduziert als bei alleiniger Applikation der mehr als doppelt so hohen Gemcitabindosis von 

25 ng/ml (2). Dieser Effekt ist auch bei den anderen beiden Zelllinien BFTC-905 und SW-

1710 deutlich sichtbar, allerdings nicht signifikant (2). Außerdem verdeutlicht der Vergleich 

des relativen Anteils lebender Zellen innerhalb der Kombinationsbehandlung aus blauem 

Licht, Riboflavin und 10 ng/ml Gemcitabin zwischen der Zelllinie RT-112 und den anderen 

beiden Zelllinien das bessere Ansprechen der RT-112 Zelllinie auf die Kombinationsbe-

handlung. Bei der Zelllinie RT-112 liegt der Anteil lebender Zellen für die Kombinationsbe-

handlung aus blauem Licht, Riboflavin und 10 ng/ml Gemcitabin bei 0.17 und ist damit nied-

riger als bei der Zelllinie BFTC-905 und SW-1710 mit jeweils einem Anteil lebender Zellen 

von 0.29 für BFTC-905 und von 0.22 für SW-1710.  

 

 
Im Rahmen der Ergebnisse des MTT Assay lässt sich für keine Zelllinie ein signifikanter 

Unterschied zwischen den verschiedenen Kombinationen mit blauem Licht und Riboflavin 

auf die Zellviabilität feststellen. Dieser Vergleich ist für die drei Zelllinien in den Abb. 13 a-

c, ein Ausschnitt der Abb. 11a-c, dargestellt und wurde für die Ergebnisse des CTB Assay 

in Abb. 10 a-c bereits beschrieben. 
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Abb. 13 a-c: Effekt der jeweiligen Kombinationen mit blauem Licht und Riboflavin mit oder ohne Gemci-

tabin auf die relative Anzahl lebender Zellen; gemessen mittels MTT Assay 

Messung der Zellviabilität mittels MTT Assay; Auszug der Abb. 11 a-c; n = 6 für alle Zelllinien 



54 

 

   
Die Kombination aus blauem Licht und Riboflavin ohne Gemcitabin im Vergleich zur Kom-

bination aus blauem Licht, Riboflavin und 10 ng/ml oder 25 ng/ml Gemcitabin zeigt keinen 

signifikanten Unterschied bezüglich einer Abnahme der relativen Anzahl lebender Zellen 

zueinander. Genauso wenig zeigt die Kombination aus blauem Licht, Riboflavin und 10 

ng/ml eine signifikant geringere Zellviabilität zur gleichen Kombination mit 25 ng/ml. Es 

scheint keine signifikante Effektverstärkung der Zytotoxizität von blauem Licht und Ribofla-

vin durch Gemcitabin mehr möglich zu sein.  

 

4.2.3 Ermittlung der Proteinexpressionen von Bax, Bcl2 und γH2AX mittels 
Western Blot Analyse 

Die im folgendem dargestellten Graphen zeigen die Einflüsse von blauem Licht mit einer 

Wellenlänge von 453 nm, 10 µM Riboflavin und 25 ng/ml Gemcitabin sowie deren Kombi-

nation auf die Expression von γH2AX, Bax und Bcl2. Für die Ermittlung der Expression alle 

drei Proteine wurde dabei die Western Blot Analyse verwendet. Für die Untersuchung der 

γH2AX Expression war für die Zelllinie RT-112 die Versuchsanzahl n = 6, für die Zelllinie 

BFTC-905 n = 4 und für die Zelllinie SW-1710 n = 5. Für die Expression von Bax war bei 

der Zelllinie RT-112 n= 4 und bei den Zelllinien BFTC-905 und SW170 n = 3. Bei der Un-

tersuchung der Bcl2 Expression war für die Zelllinie RT-112 n=5, für die Zelllinie BFTC-905 

n=6 und für die Zelllinie SW-1710 n=4. 

 

In den Abb. 14 a-c sind beispielhaft für die Zelllinie SW-1710 die einzelnen Proteinexpres-

sionen sowie Ausschnitte der zugehörigen Membranen und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase) dargestellt. Sichtbar wird der Anstieg von Bax und γH2AX so-

wie der Abfall von Bcl2 mit steigender Dosis von Gemcitabin sowie mit der Zugabe von 

blauem Licht (453 nm) und Riboflavin. 
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Abb. 14 a-c: Expression von Bcl2, Bax und γH2AX 

Beispielhaft für die Zelllinie SW-1710 sind die Diagramme und jeweiligen Blots zur Bcl2, Bax und γH2AX 

Expression im Vergleich zur GAPDH Expression veranschaulicht; im Diagramm nicht dargestellt ist die je-

weilige Proteinexpression der alleinigen Bestrahlung bzw. Bestrahlung + Gemcitabin von Bcl2, Bax und 

γH2AX; untersucht mittels Western Blot Analyse; für Bcl2 n = 5, für Bax n = 3 und für γH2AX n = 6 
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4.2.4 Einflüsse von Gemcitabin, blauem Licht, Riboflavin und der Kombina-
tion aller drei Substanzen auf die Zellschädigung 

Um zu untersuchen, ob die Kombinationsbehandlung sowie die einzelnen Substanzen al-

leine DNA-Schäden verursachen, wurde die Expression von γH2AX mittels Western Blot 

Analyse untersucht. Hierzu wurde eine Dosis von 25 ng/ml Gemcitabin gewählt, da die Er-

gebnisse der Vorversuche sowie die Ergebnisse der CTB und MTT Assay im Rahmen 

Hauptversuche zeigen konnten, dass diese Dosis für alle Zelllinien eine subtoxische Wirk-

samkeit zeigte, ohne dabei die Zellen zu stark zu schädigen. 

 

In den Abb. 15 a-c ist zu sehen, dass zum einen die Bestrahlung durch blaues Licht in 

Kombination mit der Gabe von Riboflavin im Vergleich zur alleinigen Riboflavingabe die 

Expression von γH2AX in einem nicht signifikanten, aber sichtbaren Maße erhöht. Zum 

anderen wird sichtbar, dass die Bestrahlung durch blaues Licht in Kombination mit der Gabe 

von Riboflavin und 25 ng/ml Gemcitabin im Vergleich zur Gabe von Riboflavin und Gemci-

tabin ohne Bestrahlung die Expression von γH2AX ebenfalls in einem nicht signifikanten, 

aber sichtbaren Maße erhöht. Beides unterstreicht den verstärkenden Effekt von blauem 

Licht auf eine erhöhte Zellschädigung und damit auf ein erhöhtes Zellsterben. Außerdem 

zeigen diese Abbildungen, dass durch Zugabe von Gemcitabin die zellschädigende Wir-

kung von blauem Licht und Riboflavin verstärkt wird. 
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Abb. 15 a-c: Expression von γH2AX im Vergleich von alleiniger Riboflavingabe zur Kombination mit 

blauem Licht mit und ohne Gemcitabin 

Untersucht mittels Western Blot Analyse; n = 6 RT-112, n = 4 BFTC-905 n = 5 SW170 
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Abb. 16 a-c: Expression von γH2AX im Vergleich von alleiniger Riboflavingabe zur Kombination aus 

blauem Licht, Riboflavin und Gemcitabin 

Untersucht mittels Western Blot Analyse; n = 6 RT-112 + SW170, n = 4 BFTC-90; * = signifikanter Unter-

schied des Expressionslevels 
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In den Abb. 16 a-c ist der Vergleich zwischen der γH2AX Expression bei alleiniger Ribofla-

vingabe und bei Gabe aller drei Substanzen zusammen dargestellt. 

Hierbei lässt sich für die Zelllinie RT-112 ein signifikanter Unterschied bezüglich einer er-

höhten γH2AX Expression bei Gabe aller drei Substanzen im Gegensatz zur alleinigen Ri-

boflavingabe bestimmen, nicht jedoch für die anderen beiden Zelllinien. Bei diesen ist die-

ser Unterschied nur sichtbar, jedoch nicht signifikant. Diese Ergebnisse unterstreichen die 

Effektverstärkung von Riboflavin durch die Kombination mit Gemcitabin und blauem Licht. 

 

Die Abb. 17 a -c zeigen den direkten Vergleich der Kontrolle zur kombinierten Gabe aller 

drei Substanzen für die jeweiligen Zelllinien. 

Bei der Zelllinie SW-1710 zeigte sich eine signifikant erhöhte γH2AX Expression bei An-

wendung aller drei Substanzen im Vergleich zur Kontrolle. Für die Zelllinie RT-112 ist die 

erhöhte γH2AX Expression bei Anwendung aller drei Substanzen im Vergleich zur Kontrolle 

auch sichtbar, allerdings schwächer als bei der Zelllinie SW-1710 und im Gegensatz zu 

dieser nicht signifikant. Nichtsdestotrotz ist ein Unterschied sichtbar. Die Zellschädigung 

durch die Kombinationstherapie auf die Zelllinien SW-1710 und RT-112 wird somit unter-

strichen. Bei der Zelllinie BFTC-905 ist die Expression von γH2AX innerhalb der Kontrolle 

allerdings höher als bei der Anwendung der Kombinationstherapie.  
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Abb. 17 a-c: Expression von γH2AX im Vergleich der Kontrolle zur Kombination aus blauem Licht, Ribof-

lavin und Gemcitabin 

Untersucht mittels Western Blot Analyse; n = 6 RT-112 + BFTC-905, n = 5 SW170; * = signifikanter Unter-

schied des Expressionslevels 
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4.2.5 Einflüsse von Gemcitabin, blauem Licht, Riboflavin und der Kombina-
tion aller drei Substanzen auf die Apoptose 

Um zu untersuchen, ob es sich bei dem Tod der Krebszellen durch die Behandlung mit 

blauem Licht, Riboflavin und Gemcitabin um Apoptose handelt, wurde die Expression von 

Bax und Bcl2 mittels Western Blot Analyse untersucht. Die Ergebnisse der Bax Expression 

sind in den Abb. 18 a-c dargestellt. 

 

Die Expression von Bax zeigt innerhalb der BFTC-905 und SW-1710 Zelllinie in Abb. 18 b 

und c einen kontinuierlichen Anstieg mit Zunahme der für die Zellen toxischen Substanzen 

und der Bestrahlung mit 453 nm blauem Licht. Beim Vergleich der alleinigen Gabe von 

Riboflavin im Gegensatz zur Gabe von Riboflavin und blauem Licht fällt kein sichtbarer 

Unterschied bezüglich der Höhe der Bax Expression auf (Abb. 18 b 1 und 18 c 1). Bei der 

zusätzlichen Gabe von 25 ng/ml Gemcitabin wird allerdings die höhere Bax Expression bei 

Behandlung mit Gemcitabin, blauem Licht und Riboflavin im Gegensatz zur Gabe von Rib-

oflavin und Gemcitabin ohne Bestrahlung mit blauem Licht, vor allem für die Zelllinie SW-

1710, deutlich (Abb. 18 b 2 und 18 c 2). Für die Zelllinie RT-112 sind die Western Blot 

Ergebnisse der Bax Expression in Abb. 18 a dargestellt. Die Ergebnisse sind insgesamt 

ähnlich denen der BFTC-905 und SW-1710 Zelllinie. Die Kontrolle zeigt allerdings eine grö-

ßere Bax Expression als die alleinige Riboflavingabe und die Expression von Bax ist in der 

Kontrolle größer als bei der Gabe von Riboflavin kombiniert mit der Bestrahlung mit 453 nm 

blauem Licht. Ohne Gemcitabin zeigt sich bei den Zelllinien RT-112 und SW-1710 kaum 

ein Anstieg der Bax Expression, bei der Zelllinie BFTC-905 hingegen schon.  
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Abb. 18 a-c: Expression von Bax 

Untersucht mittels Western Blot Analyse; 1 = Vergleich zwischen alleiniger Riboflavingabe und der Gabe von 

Riboflavin zusammen mit blauem Licht; 2 = Vergleich zwischen alleiniger Riboflavingabe und der Gabe von 

Riboflavin zusammen mit blauem Licht und 25 ng/ml Gemcitabin; n = 4 RT-112, n = 3 BFTC-905 + SW170 
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Abb. 19 a-c: Expression von Bcl2 

Untersucht mittels Western Blot Analyse; n = 5 RT-112+ SW170, n = 6 BFTC-905 
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In den Abb. 19 a-c sind die Western Blot Ergebnisse zur Bcl2 Expression für jede Zelllinie 

dargestellt.  

 

Vergleicht man die Bcl2 Expression der Kontrolle mit der Kombination aus blauem Licht, 

Riboflavin und 25 ng/ml Gemcitabin ist ein deutlicher Abfall von Bcl2 für alle drei Zelllinien 

sichtbar. Dabei zeigt sich für die Zelllinie SW-1710 der insgesamt deutlichste Abfall der Bcl2 

Expression mit Zunahme der für die Zellen toxischen Substanzen und der Bestrahlung mit 

453 nm blauem Licht. Für diese Zelllinie lassen sich also nicht nur für die Bax Expression, 

sondern auch für die Bcl2 Expression die deutlichsten Ergebnisse hinsichtlich eines An-

stiegs von Bax und eines Abfalles von Bcl2 zeigen. 

Bei den Ergebnissen für die Bcl2 Expression zeigte sich für die Zelllinie BFTC-905 insge-

samt eine Abnahme der Bcl2 Expression mit Zunahme der für die Zellen toxischen Sub-

stanzen und der Bestrahlung mit 453 nm blauem Licht. Allerdings kommt es bei der alleini-

gen Riboflavingabe zu einem stärkeren Abfall der Bcl2 Expression als bei Bestrahlung mit 

blauem Licht und Gabe von Riboflavin.  

 
Um den Effekt der Kombinationsbehandlung auf die Apoptose deutlicher darzustellen und 

besser differenzieren zu können, sind in Abb. 20 a-c die Vergleiche zwischen den jeweiligen 

Kontrollen und der Kombinationsbehandlung in einer direkten Gegenüberstellung für Bax 

und Bcl2 dargestellt. 
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Abb. 20 a-c: Expression von Bax gegenüber Bcl2 

Untersucht mittels Western Blot Analyse; Vergleich zwischen Kontrolle und der Kombination aller drei Sub-

stanzen; für Bax: n = 4 RT-112, n = 3 BFTC-905 + SW170, für Bcl2: n = 5 RT-112+ SW170, n = 6 BFTC-

905; * = signifikanter Unterschied des Expressionslevels 
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Für jede Zelllinie wird der Anstieg von Bax durch die Kombinationstherapie im Vergleich zur 

Kontrolle deutlich, jedoch ist dieser Anstieg für keine Zelllinie signifikant. Der Abfall von Bcl2 

durch die Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Kontrolle ist hingegen bei den Zellli-

nien BFTC-905 und SW-1710 signifikant.  

 
Um den deutlichen Abfall von Bcl2 und den starken Anstieg von Bax innerhalb der SW-

1710 Zelllinie noch besser zu veranschaulichen, wurde der Bax/Bcl2-Index gebildet, wel-

cher in Abb. 21 dargestellt ist. Der Index gibt die Relation von Bax zur Basis von Bcl2 an. 

 

 

Abb. 21: Bax/Bcl2-Index der SW-1710 Zelllinie 

Untersucht mittels Western Blot Analyse mit Signifikanzen für den Vergleich zwischen Kontrolle bzw. alleini-

ger Gemcitabingabe zur Kombinationsbehandlung; n=3; * = signifikanter Unterschied des Expressionslevels 

 
Im Unterschied zu den Abb. 18 a-c und 19 a-c ist hier auch die Bestrahlung mit blauem 

Licht ohne Riboflavin abgebildet. Dies soll verdeutlichen, dass der Index durch die Zugabe 

von Riboflavin ansteigt. Beim Vergleich der Kontrolle zur Bestrahlung mit blauem Licht in 

Kombination mit der Gabe von Gemcitabin und Riboflavin wird die signifikant höhere Ex-

pression von Bax in Relation zu Bcl2 sichtbar. Dies spricht für eine verstärkte Apoptose 

durch die Kombinationstherapie aus blauem Licht, Riboflavin und Gemcitabin im Vergleich 
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zur Kontrolle. Der Index steigt allerdings nur innerhalb der Gemcitabin Kombinationen im 

Gegensatz zu allen Kombinationen ohne Gemcitabin an. Dies deutet auf eine Effektverstär-

kung von blauem Licht und Riboflavin durch Gemcitabin hin. Betrachtet man die Höhe der 

Bax Expression in Relation zu Bcl2 innerhalb der Gemcitabingruppe fällt auf, dass durch 

die Kombination aller drei Substanzen die Apoptoserate im Gegensatz zu den restlichen 

Kombinationen potenziert wird. Dies zeigt eine signifikant höhere Apoptoserate bei der 

Gabe aller drei Substanzen im Vergleich zur alleinigen Gemcitabingabe. Blaues Licht allein 

scheint keine Effektsteigerung von Gemcitabin auf eine erhöhte Apoptoserate zu erzeugen, 

wohingegen die Kombination von Riboflavin mit Gemcitabin, aber ohne blaues Licht, die 

Apoptose steigert. 

 
Insgesamt unterstreicht der Bax/Bcl2-Index für die Zelllinie SW-1710 den verstärkten 

apoptotischen Effekt der gemeinsamen Gabe von Gemcitabin, blauem Licht und Riboflavin, 

da ein deutlicher Anstieg der Bax Expression in Relation zur Bcl2 Expression sichtbar ist. 
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5 Diskussion 

 
Die Behandlung von Krebserkrankungen ist zum aktuellen Stand der Forschung ein Abwä-

gen zwischen Lebensverlängerung und Lebensqualität. Das liegt vor allem an den Neben-

wirkungen der Therapien, welche Komplikationen nach Operationen oder toxische Neben-

wirkungen der Chemotherapie sein können [47, 48, 63, 67]. Dies stellt große Hürden bei 

der Therapieplanung und -durchführung dar. Um diesen Konflikt zu reduzieren ist es wichtig 

Therapieoptionen zu finden, die für den Patienten weniger toxisch sind. Eine Kombinations-

therapie könnte dabei eine Alternative zu den konventionellen Behandlungen sein. Diese 

besteht aus einer Kombination von für den menschlichen Körper toxischen und nicht toxi-

schen Substanzen. Dabei sind jedoch alle Komponenten für die Krebszellen toxisch. Durch 

die Kombinationstherapie könnte die Dosierung der für den menschlichen Körper toxischen 

Substanz reduziert werden. Die unerwünschten Nebenwirkungen für den Patienten würden 

hierdurch verringert werden. 

 

In unserer Studie haben wir daher neben Gemcitabin auch blaues Licht und Riboflavin ein-

gesetzt. Riboflavin ist als Teil des Vitamin B-Komplexes und u.a. als Teil der Atmungskette 

ein natürlicher Bestandteil des Stoffwechsels und damit für den menschlichen Körper es-

senziell. Allerdings wurde im Rahmen einer Studie bei hohen Dosierungen von 200 und 

400 μmol/L Riboflavin nach 72 h der Exposition ein signifikant erhöhtes Wachstum von 

Lungenkrebszellen beobachtet [171]. In der erwähnten in-vitro-Studie wurde der Effekt vie-

rer verschiedener Riboflavindosierungen (50, 100, 200 und 400 µmol/L) auf drei verschie-

dene nicht-kleinzellige Lungenkarzinomzelllinien (NSCLC) (A549, H3255 und Calu-6) so-

wie eine nicht karzinomatöse Lungenzelllinie (humane Lungenfibroblasten) untersucht. Um 

dies näher zu charakterisieren wurden u.a. die Invasions-, Proliferations- und Migrationsra-

ten analysiert sowie die Höhe von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Glutathion be-

stimmt. Auffällig war hierbei, dass Riboflavin in den Dosierungen von 200 und 400 µmol/L 

signifikant die Proliferation, Invasion und Migration in den drei NSCLC-Zelllinien förderte. 

Lediglich auf das Niveau von ROS und Glutathion hatten alle verwendeten Testdosierungen 

keinen Einfluss [171].  

Auch wenn die verwendeten Zellen dieser Arbeit Harnblasenkarzinomzellen waren, wurden 

möglichst niedrige Dosierung von Riboflavin verwendet. In möglichen zukünftigen klini-

schen Studien sollen so jegliche Nebenwirkungen vermieden werden. Allerdings war die 

zytotoxische Wirkung von Riboflavin dosisabhängig; daher galt es in den Vorversuchen 

eine möglichst geringe, aber in Kombination mit den anderen Faktoren dennoch die Toxizi-

tät steigernde, Dosis von Riboflavin zu ermitteln. Hinzukommt, dass die Wirkung von Rib-

oflavin lichtabhängig ist. In niedriger Dosierung oder ohne die Kombination mit blauem Licht 
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hat es dementsprechend keine oder nur eine geringe Wirkung [172]. Dies zeigte sich auch 

in den Ergebnissen unserer Vorversuche, dargestellt in den Abb. 4 a-c.  

Gemcitabin ist als Chemotherapeutikum die dritte Komponente unserer Therapie. Es führt 

durch seinen Einbau in die DNA zu Zellschäden [58, 62, 158]. Hierbei konnten wir in unse-

ren Vorversuchen einen klaren dosisabhängigen zytotoxischen Effekt auf die verwendeten 

Harnblasenkarzinomzelllinien RT-112, BFTC-905 und SW-1710 beobachten, was in den 

Abb. 6 a-c ersichtlich wird.  

Die Therapie mit Gemcitabin wurde jedoch nicht nur gewählt, weil sie insgesamt ein gutes 

Ansprechen der Zelllinien zeigte, sondern auch weil sie Vorteile im Nebenwirkungsprofil 

und eine bessere Wirksamkeit im Vergleich zur Standard-Installationstherapie mit MMC 

aufweist [66, 67]. In einer randomisierten Phase-III-Studie wurde die therapeutische Wirk-

samkeit und Toxizität der intravesikalen Instillationstherapie mit Gemcitabin gegenüber 

MMC bei Patienten mit einem rezidivierten NMIBC untersucht. Bei 109 untersuchten Pati-

enten bekamen 54 Gemcitabin und 55 MMC. Bei den mit Gemcitabin behandelten Patien-

ten blieben 39 von 54 rezidivfrei, was 72 % entspricht. Bei den mit MMC behandelten Pati-

enten blieben 33 von 55 rezidivfrei, was lediglich 61 % entspricht. Die Inzidenz einer Zystitis 

war ebenfalls bei den mit MMC behandelten Patienten statistisch höher als bei solchen, die 

mit Gemcitabin behandelt wurden. Insgesamt konnte diese Studie zeigen, dass Gemcitabin 

eine bessere Wirksamkeit und geringere Toxizität als MMC aufweist [67]. Auch gegenüber 

der intravesikalen Gabe von BCG kann Gemcitabin Vorteile zeigen. Bei Patienten, die re-

sistent gegen die BCG Behandlung sind, wird Gemcitabin bereits als Off-Label-Blasenin-

stillationstherapie eingesetzt [21, 23, 64]. Dies ist darin begründet, dass nach Versagen der 

BCG Therapie Gemcitabin Vorteile in der Wirksamkeit gegenüber der erneuten BCG Gabe 

zeigt. In einer multizentrischen, prospektiven und randomisierten Phase-II-Studie mit 80 

Teilnehmern wurde dies untersucht [64]. Bei dieser Studie von Di Lorenzo et al. wurde nach 

Versagen der BCG Therapie die Effektivität von intravesikalem Gemcitabin im Vergleich 

zur wiederholten Verabreichung von BCG bei high-risk NMIBC untersucht. Bei der Hälfte 

der Teilnehmer wurde intravesikales Gemcitabin in einer Dosis von 2000 mg/50 ml und bei 

der anderen Hälfte wurde intravesikales BCG in einer Dosis von 81mg/50 ml verabreicht. 

Nur 52,5% der Patienten mit intravesikaler Gemcitabintherapie entwickelten ein Krankheits-

rezidiv gegenüber 87,5% der Patienten mit BCG Therapie. Außerdem erlitten 33% der Pa-

tienten nach Gemcitabingabe und 37,5% der Patienten nach BCG Gabe eine Krankheits-

progression und unterzogen sich einer radikalen Zystektomie. Insgesamt sprechen diese 

Daten für Gemcitabin als Zweittherapie nach Versagen der Therapie mit BCG [64]. Dies 

konnte auch in einer Studie von Hurle et al. bestätigt werden, bei welcher nach einem drei-

jährigen Follow-Up die Ergebnisse intravesikaler Gemcitabingabe bei Patienten mit NMIBC 
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untersucht wurden. Die Patienten hatten auf die vorherige BCG Therapie nicht angespro-

chen und sich einer radikalen Zystektomie nicht unterziehen wollen [65]. Darüber hinaus 

zeigen die klinischen Daten, dass Gemcitabin bei mehrfacher Anwendung im Gegensatz 

zur einmaligen Applikation ein besseres Tumoransprechen hat [173].  

Aus diesen Gründen könnte die intravesikale Gemcitabintherapie nach TURB eine gute 

Alternativtherapie des NMIBC darstellen. Der Nachteil ist, dass auch die Instillationsthera-

pie mit Gemcitabin einige Nebenwirkungen wie Dysurie, suprapubische Schmerzen, Hä-

maturie, chemische Zystitis und Hautreaktionen aufweisen kann. Auch wenn diese als we-

niger gravierend als die Nebenwirkungen von MMC und BCG beschrieben werden, sollten 

sie minimiert werden [66-68]. Um dies zu ermöglichen haben wir Gemcitabin mit blauem 

Licht und Riboflavin kombiniert. 

5.1 Wirkung der Behandlung mit Gemcitabin, blauem Licht 
und/oder Riboflavin  

5.1.1 Untersuchung der Zellviabilität mittels CTB Assay 

Die Ergebnisse der CTB Assay unterstreichen die Wirkung der Behandlung der Harnbla-

senkarzinomzellen mit Gemcitabin, blauem Licht und/oder Riboflavin auf eine verminderte 

Zellviabilität. Dies wird in den Abb. 7 a-c bis 10 a-c anhand der relativen Anzahl lebender 

Zellen veranschaulicht.   

In den Abb. 7 a-c ist zum einen der Effekt von blauem Licht in Form einer Abnahme der 

Zellviabilität sichtbar. Eine signifikant verminderte Zellviabilität durch die Bestrahlung mit 

blauem Licht zeigte sich allerdings nur für die Zelllinien BFTC-905 und RT112 im Vergleich 

zur alleinigen Gabe von 10 ng/ml Gemcitabin. Zum anderen ist der gemeinsame Effekt von 

Riboflavin und blauem Licht mit oder ohne Gemcitabin in Form einer Abnahme der Zellvia-

bilität im Vergleich zur Kontrolle bzw. der alleinigen Gabe von Gemcitabin den Abb. 7 a-c 

zu entnehmen. Eine signifikante Abnahme der relativen Anzahl lebender Zellen durch die 

Bestrahlung der Zellen mit blauem Licht bei zusätzlicher Riboflavingabe mit oder ohne 

Gemcitabin im Vergleich zur Kontrolle bzw. alleinigen Gemcitabinbehandlung zeigte sich 

für die Zelllinien BFTC-905 und RT-112 innerhalb der Kontrollgruppe sowie innerhalb der 

Gemcitabinkonzentrationen von 10 und 25 ng/ml und für die Zelllinie SW-1710 innerhalb 

der Gemcitabinkonzentration von 25 ng/ml. Die zusätzliche Gabe von Riboflavin zur Be-

strahlung mit blauem Licht führte dementsprechend zu einer stärkeren Abnahme der rela-

tiven Anzahl lebender Zellen und unterstreicht somit die Verstärkung der Wirkung von 

blauem Licht auf einer Reduktion der Zellviabilität durch Riboflavin. Besonders deutlich 

wurde dies für alle Zelllinien bei der Gemcitabinkonzentration von 25 ng/ml. Diese Dosis an 

Gemcitabin hat bereits bei alleiniger Gabe eine starke zytotoxische Wirkung, was eine 
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signifikante Verminderung der Zellviabilität durch blaues Licht und Riboflavin im Vergleich 

zur alleinigen Gemcitabingabe erschwerte. Durch blaues Licht allein ist dies nicht möglich, 

aber in Kombination mit Riboflavin ließ sich eine signifikant verminderte relative Anzahl le-

bender Zellen nach Zugabe von Riboflavin zur Bestrahlung mit blauem Licht im Vergleich 

zur alleinigen Gemcitabingabe beobachten.  Diese Erkenntnisse unterstreichen die Ergeb-

nisse früherer Studien die zeigen, dass Riboflavin mit blauem Licht interagiert und dessen 

zytotoxische Wirkung verstärkt [119-121, 131]. Allerdings war in unseren CTB Ergebnissen 

der Effekt von Riboflavin in Form einer stärkeren Reduktion der Zellviabilität im Vergleich 

zur Bestrahlung mit blauem Licht mit oder ohne Gemcitabin, welcher sich für jede Zelllinie 

innerhalb der Kontrollgruppen und der einzelnen Gemcitabinkonzentrationen beobachten 

ließ, nicht immer signifikant. Dies könnte zum einen durch eine unterschiedlich starke toxi-

sche Wirkung von Riboflavin auf die verschiedenen Zelllinien bedingt sein und zum anderen 

mit der gewählten Lichtintensität und Riboflavinkonzentration zusammenhängen. Eventuell 

wäre bei einer geringeren Lichtintensität und einer höheren Riboflavinkonzentration der ver-

stärkende Effekt von Riboflavin auf eine stärkere Abnahme der relativen Anzahl lebender 

Zellen im Vergleich zur Bestrahlung mit blauem Licht ohne Zugabe von Riboflavin deutlicher 

geworden.  

 

In den Abb. 9 a-c wird der Vergleich der Anzahl lebender Zellen bei alleiniger Gemcitabin-

gabe gegenüber der Bestrahlung mit blauem Licht und zusätzlicher Riboflavingabe mit oder 

ohne Gemcitabin veranschaulicht. Durch diese Ergebnisse wird deutlich, dass die Kombi-

nation von 10 ng/ml oder 25 ng/ml Gemcitabin mit Riboflavin und der Bestrahlung mit 453 

nm blauem Licht zu einer geringeren benötigten Dosis von Gemcitabin führte, um densel-

ben Effekt auf eine Abnahme der Zellviabilität zu erzielen wie die alleinige Gabe der nächst-

höheren Dosis von 25 ng/ml oder 50 ng/ml Gemcitabin. Dies verdeutlicht die Verstärkung 

der zytotoxischen Wirkung von Gemcitabin durch blaues Licht und Riboflavin. Für den kli-

nischen Alltag könnte durch die beschriebene Kombination eine deutliche Reduktion der 

Toxizität von Gemcitabin und der damit verbundenen Nebenwirkungen für den Patienten 

erzielt werden. Des Weiteren zeigen diese Ergebnisse, dass die Gabe von blauem Licht mit 

Riboflavin ohne Gemcitabin einen ähnlich zytotoxischen Effekt auf die Zellen ausübte, wie 

die alleinige Gabe von 10 ng/ml Gemcitabin. Dies bedeutet, dass durch die Gabe zweier 

für den menschlichen Körper nicht toxischen Substanzen eine nahezu gleiche Zellzytotoxi-

zität erreicht werden kann wie bei der Applikation von 10 ng/ml Gemcitabin. Für den klini-

schen Alltag könnte somit, bei gelungener Übertragbarkeit, eine Therapie ohne systemi-

sche Nebenwirkungen auf den menschlichen Körper ermöglicht werden. Hierzu wären ge-

nauere Studien nötig, welche speziell diesen Effekt untersuchen. 
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5.1.2 Untersuchung der Zellviabilität mittels MTT Assay 

Die Ergebnisse des MTT Assay unterstreichen ebenfalls die Wirkung der Behandlung der 

Harnblasenkarzinomzellen mit Gemcitabin, blauem Licht, Riboflavin und aller Substanzen 

zusammen auf eine Reduktion der Zellviabilität im Vergleich zur Kontrolle. Allgemein zeigen 

die Ergebnisse des MTT Assay sehr ähnliche Effekte auf die Anzahl lebender Zellen wie 

die des CTB Assay, was die Hypothese der verstärkten zellzytotoxischen Wirkung von 

Gemcitabin auf Harnblasenkarzinomzellen durch blaues Licht und Riboflavin unterstreicht. 

Allerdings zeigen sich ein paar Unterschiede, auf die im Folgenden eingegangen wird. 

 

Insgesamt unterschieden sich die Ergebnisse der MTT Assay von denen der CTB Assay 

darin, dass die Wirkung der Behandlung mit Gemcitabin, blauem Licht, Riboflavin und allen 

Substanzen zusammen in Form einer verminderten Zellviabilität im Rahmen der Ergeb-

nisse der MTT Assay stärker erschien als im Rahmen der der CTB Assay. Dies unterstrich 

der insgesamt stärkere Abfall lebensfähiger Zellen innerhalb der Ergebnisse der MTT As-

say im Vergleich zu denen der CTB Assay. Dieser Unterschied wird vor allem beim Ver-

gleich der Abb. 7 a-c mit den Abb. 11 a-c deutlich.  

 

Weiterhin kann dieser Aspekt beim Vergleich zwischen den jeweiligen Kombinationen mit 

blauem Licht und Riboflavin verdeutlicht werden, da es hier für die Ergebnisse der CTB 

Assay im Gegensatz zu denen der MTT Assay zu einer signifikanten Abnahme der relativen 

Anzahl lebender Zellen beim Vergleich der jeweiligen Gemcitabinkonzentrationen mit der 

Kontrolle bzw. teilweise auch mit der jeweils höheren Gemcitabinkonzentration kam. Dies 

wird in den Abb. 10 a-c und 13 a-c dargestellt. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der MTT 

Assay sprachen die der CTB Assay für die benötigte zusätzliche Gabe von 25 oder 50 ng/ml 

Gemcitabin zu blauem Licht und Riboflavin, um den zytotoxischen Effekt noch weiter signi-

fikant steigern zu können. Beim Betrachten der Ergebnisse der MTT Assay hingegen lässt 

sich die Hypothese aufstellen, dass die Gabe von blauem Licht und Riboflavin ohne zusätz-

liche Gabe von Gemcitabin ausreicht, um eine zytotoxische Wirkung zu erzielen, die durch 

Gemcitabin nicht weiter signifikant gesteigert werden kann. Für die klinische Praxis würde 

dies eine Möglichkeit darstellen, Patienten mit NMIBC zu therapieren ohne dabei Substan-

zen mit systemischer Toxizität verwenden zu müssen. Diese Beobachtung sollte allerdings 

in weiteren Studien näher untersucht werden, da sie in dieser Studie lediglich aus den Er-

gebnissen der MTT Assay hervor geht. 

 

Ferner zeigen sich deutliche Unterschiede innerhalb der Ergebnisse der CTB und MTT As-

say beim Vergleich zwischen der Gabe von blauem Licht und Riboflavin mit oder ohne 

Gemcitabin gegenüber der alleinigen Gabe der nächsthöheren Gemcitabinkonzentration. 
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Dieser Vergleich ist für die Messungen mittels CTB Assay in den Abb. 9 a-c und für die 

Messungen mittels MTT Assay in den Abb. 12 a-c dargestellt. Im Rahmen der Ergebnisse 

der MTT Assay war mithilfe der Kombinationsbehandlung bei allen Zelllinien die Anzahl 

lebender Zellen deutlich geringer als bei der alleinigen Gemcitabingabe einer nächsthöhe-

ren Dosis. Dies war bei den Ergebnissen des CTB Assay nicht der Fall, da hier bei diesem 

Vergleich die relative Anzahl lebender Zellen lediglich gleich hoch war. Die Kombination 

aus der für den menschlichen Körper nicht toxischen Substanz Riboflavin und blauem Licht 

hatte dementsprechend eine höhere zytotoxische Wirkung mit einer stärkeren Abnahme 

der Zellviabilität zufolge der Ergebnisse der MTT Versuche.  

 

Die beschriebenen Unterschiede zwischen den Ergebnissen der CTB und MTT Assay er-

scheinen paradox, da beide Assay die Zellviabilität messen und daher identische Ergeb-

nisse zeigen sollten. Der MTT Assay lässt generell Rückschlüsse über die Glykolyserate 

[169] und der CTB Assay über die Aktivität der Atmungskette innerhalb der Zellen zu, aller-

dings kam es im Falle der gewählten zytotoxischen Substanzen und blauem Licht zum Ab-

sterben der Zellen und somit zum Erliegen von Atmungskette und Glykolyse. Dies konnten 

Untersuchungen mittels Fluoreszenzmikroskopie nahelegen. Die Abb. 22 a und b zeigen 

plakativ die deutliche Reduktion der Anzahl von Harnblasenkarzinomzellen durch die Kom-

binationsbehandlung anhand von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Die durch 

Hoechst blau gefärbten Zellen zeigen alle vorhandenen Zellen. Die mit Propidiumjodid (PJ) 

angefärbten, rot erscheinenden Zellen zeigen die nekrotischen Zellen und die mit Flu-

oresceindiacetat (FDA), grün gefärbten Zellen zeigen die vitalen Zellen. Die Aufnahmen 

veranschaulichen eine klare Reduktion der Anzahl vitaler Zellen durch die Kombinations-

behandlung (Abb. 22 b) im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung (Abb. 22a). Dies ließe 

schlussfolgern, dass es nicht zu einer reduzierten Aktivität von Atmungskette und Glykolyse 

bei noch lebenden Zellen kam, sondern zum Absterben der Zellen und damit zum Erliegen 

von Atmungskette und Glykolyse. Die Wirkung der Kombinationstherapie mit blauem Licht, 

Riboflavin und Gemcitabin wäre somit zytotoxisch. Diesen Beobachtungen zufolge müssten 

die Ergebnisse aus CTB und MTT Assay allerdings annähernd gleich sein.  
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Abb. 22: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung  

Gesamtzahl an Zellen (blau), tote Zellen (rot), lebende Zellen (grün) und überlappende Darstellung (bunt); 

alleinige Bestrahlung (a) und Behandlung mit Riboflavin und Gemcitabin sowie Bestrahlung mit blauem Licht 

(b); Vergrößerung: 10x 
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Die insgesamt stärkere zytotoxische Wirkung durch die Bestrahlung mit blauem Licht und 

durch die Behandlung mit Gemcitabin oder Riboflavin sowie der gemeinsamen Kombinati-

onsbehandlung auf eine verminderte Zellviabilität innerhalb der Ergebnisse der MTT Ver-

suche im Vergleich zu denen der CTB Versuche konnten durch eine rein zytotoxische Wir-

kung der Kombinationstherapie allerdings nicht vollständig nachvollzogen werden. Die un-

terschiedlichen Ergebnisse könnten daher auch auf eine Interaktion von blauem Licht mit 

Enzymen der Atmungskette zurückzuführen sein. Durch flavinhaltige Moleküle der 

Atmungskette kann es mit blauem Licht zu Wechselwirkungen kommen. Diese Interaktio-

nen wurden bereits in Vorstudien untersucht [174-176]. Die untersuchten Interaktionsme-

chanismen aus Vorarbeiten [121, 131, 174, 177] sind in der Abb. 23 dargestellt. Die Abbil-

dung zeigt außerdem, dass die Glykolyse in diesem Prozess nur indirekt involviert war. 

Durch die Wechselwirkungen von blauem Licht mit flavinhaltigen Molekülen der Atmungs-

kette könnte es zu einer unterschiedlichen toxischen Wirkung der Kombinationstherapie 

und vor allem der Behandlung mit blauem Licht auf die Atmungskette im Gegensatz zur 

Glykolyse kommen. In der Zusammenschau aus meinen Ergebnissen wäre es denkbar, 

dass es durch die Behandlung der Zellen mit Riboflavin und Gemcitabin sowie der Bestrah-

lung mit blauem Licht auf der einen Seite zum Absterben der Zellen und auf der anderen 

Seite zur unterschiedlich stark verminderten Aktivität von Atmungskette und Glykolyse 

durch Zellschäden in den noch lebenden Zellen gekommen ist. Dies würde bedeuten, dass 

die Kombinationsbehandlung einen sowohl zytostatischen als auch zytotoxischen Effekt auf 

die Zellen hatte, was die unterschiedlichen Ergebnisse erklären könnte. Allerdings konnten 

vorherige Studien zeigen, dass die Interaktion von blauem Licht mit flavinhaltigen Molekü-

len der Atmungskette lediglich direkt nach der Bestrahlung bestanden und bereits 12 h nach 

der Bestrahlung nicht mehr nachweisbar waren [174]. Demnach wären solche Interaktions-

effekte in meinen Versuchen nicht gemessen worden, da die Auswertung mittels MTT und 

CTB Assay erst nach 48 h erfolgte. Es wurde jedoch im Rahmen der Vorstudien eine 

Lichtintensität von 80 J verwendet, wohingegen in meiner Studie mit 110 J gearbeitet 

wurde. Ein länger anhaltender Effekt durch die Interaktion zwischen blauem Licht und den 

flavinhaltigen Molekülen der Atmungskette wäre daher denkbar. Dies ließe die Annahme 

zu, dass es durch die Interaktion von blauem Licht mit flavinhaltigen Molekülen in der 

Atmungskette zu „verfälschten“ Ergebnissen im Rahmen des CTB Assay kam, womit die 

aussagekräftigeren Ergebnisse dem MTT Assay zu entnehmen wären. Demnach hätte die 

Kombinationsbehandlung einen stärkeren toxischen Effekt auf die Zellviabilität als den Er-

gebnissen des CTB Assay zu entnehmen war. 

Dies ist eine Hypothese, welche die unterschiedlichen Ergebnisse des CTB und MTT Assay 

erklären könnte, allerdings Gegenstand weiterer Forschung ist, da einige Zusammenhänge 

sich nicht plausibel erklären lassen.  
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Abb. 23: Vereinfachte Darstellung des Interaktionsmechanismus von blauem Licht im Rahmen der Zellat-

mung 

Schematische Darstellung der Glykolyse, des Citratzyklus und der Atmungskette mit denkbaren Ansatzpunk-

ten von blauem Licht; Interaktion von blauem Licht und flavinhaltigen Molekülen; eigene Darstellung 
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5.2 Zellschädigende Wirkung von Gemcitabin, blauem Licht und 
Riboflavin auf Harnblasenkarzinomzellen 

Die Verstärkung der zytotoxischen Wirkung von Gemcitabin durch blaues Licht und Ribof-

lavin geschieht wahrscheinlich über eine vermehrte ROS Produktion in den Zellen, was zu 

einer höheren Zellschädigung als die alleinige Gabe von Gemcitabin führte.  

Eine Studie von Ming-Yeh Yang et al. publiziert im Jahr 2017 zeigte, dass die Bestrahlung 

von HeLa Zellen (Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) mit blauem Licht (462 nm) bei zu-

sätzlicher Gabe von 12,5 µM FMN/FAD u.a. die Produktion von ROS innerhalb der Zellen 

signifikant steigert im Vergleich zur Kontrolle. Ebenfalls zeigte diese Arbeit einen Anstieg 

der aktivierten Caspase 9 sowie der p53 Expression bei Bestrahlung mit blauem Licht in 

Kombination mit der Gabe von FMN. In diesem Zusammenhang wurde angenommen, dass 

durch die Bestrahlung mit blauem Licht und die Behandlung der Zellen mit FMN der intrin-

sische Weg der Apoptose und somit der Zelltod eingeleitet wird [121]. Weiterhin zeigte die 

Arbeitsgruppe von Godley et al. die vermehrte ROS Produktion in Form von Singulett-Sau-

erstoff, Superoxidanion und Hydroxylradikalen bei Bestrahlung von nicht pigmentierten re-

tinalen Epithelzellen mit 390 – 550 nm blauem Licht. Zusätzlich konnten im Zusammenhang 

mit der Blaulichtbestrahlung erhöhte DNA- Schäden nachgewiesen werden, was neben der 

Induktion der Apoptose einen weiteren Mechanismus darstellt, über welchen blaues Licht 

die Zellen schädigt [178]. Des Weiteren konnten Studien von Opländer et al., Krassovka et 

al. sowie Mamalis et al. die vermehrte ROS Produktion bei Bestrahlung von Fibroblasten 

mit blauem Licht belegen [74, 114, 177]. Dabei publizierte Opländer et al. im Jahr 2011, 

dass vor allem blaues Licht mit einer Wellenlänge von 410 und 420 nm zu einer gesteiger-

ten ROS Produktion und damit zu einer Abnahme der Zellviabilität führt. Allerdings führte 

die Bestrahlung mit 453 nm blauem Licht in der Studie von Opländer et al. zu keiner erhöh-

ten Zelltodrate der Fibroblasten [114]. In meiner Arbeit führte die Bestrahlung mit 453 nm 

blauem Licht jedoch zu einer deutlichen Reduktion der Zellviabilität. Dieser Unterschied 

könnte darin begründet sein, dass in meiner Arbeit mit Tumorzellen gearbeitet wurde. Wei-

terhin zeigte die Arbeitsgruppe von Taflinski et al. im Jahr 2014 die vermehrte Bildung von 

ROS bei mit blauem Licht der Wellenlänge 420 nm bestrahlten Fibroblasten. Im Rahmen 

dieser Studie konnte gezeigt werden, dass bei Bestrahlung dermaler Fibroblasten mit 

blauem Licht die Differenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten dosisabhängig ge-

hemmt werden konnte. Diese Ergebnisse könnten damit für die Therapie von hypertrophen 

Wunden von Bedeutung sein [73].  

 

Die zellschädigende Wirkung durch Gemcitabin über dessen Einbau in die DNA der Zellen 

auf der einen Seite und die Zellschädigung durch blaues Licht in Kombination mit Riboflavin 

über die Bildung von ROS auf der anderen Seite, führten in den Zellen zu einer 
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Phosphorylierung von H2AX zu γH2AX und zu Doppelstrangbrüchen bzw. zu Schäden in 

der DNA. Aus diesem Grund fungierte eine hohe Expression von γH2AX als Marker für 

DNA-Schäden [156-158]. 

 

Vergleicht man die Zelllinien in den Abb. 15 a-c scheint die Kombinationsbehandlung bei 

der Zelllinie RT-112 im Gegensatz zu den anderen beiden Zelllinien zur höheren Expres-

sion von γH2AX geführt zu haben. Dies unterstreicht die signifikant höhere Expression von 

γH2AX bei der Gabe aller Substanzen im Gegensatz zur alleinigen Riboflavingabe bei die-

ser Zelllinie, dargestellt in Abb. 16 a. Dies könnte für eine vermehrte DNA-Schädigung 

durch die Kombinationsbehandlung innerhalb der RT-112 Zelllinie im Vergleich zu den an-

deren Zelllinien sprechen. 

 

Ein auffälliger Aspekt in Abb. 17 b ist, dass bei der Zelllinie BFTC-905 die Expression von 

γH2AX innerhalb der Kontrolle höher war als bei der Anwendung der Kombinationstherapie. 

Dies würde für eine geringere Zellschädigung sprechen, also eine Protektion der Zellen 

durch die Therapie mit Gemcitabin, blauem Licht und Riboflavin. Durch hohe Standardab-

weichungen innerhalb der Kontrolle war dieses Ergebnis allerdings schwer zu verifizieren. 

Allgemein könnten die Ergebnisse aller drei Zelllinien auf eine unterschiedlich starke DNA-

Schädigung durch die Kombinationstherapie hindeuten. Dies weist auf unterschiedliche 

Wirkmechanismen der Kombinationstherapie bei den unterschiedlichen Zelllinien hin.  

 

Zusammengenommen unterstreicht die beobachtete Erhöhung von γH2AX in unseren 

Western Blot Analysen jedoch die Wirksamkeit unserer Therapie für alle drei Zelllinien, da 

hierdurch der vermehrte Zellschaden durch die Kombination aller drei Substanzen unter-

strichen wird. 

5.3  Wirkung der Kombinationsbehandlung auf die Apoptose 

Bax und Bcl2 dienen der Regulation der Apoptose, dabei inhibiert Bcl2 die Apoptose wo-

hingegen Bax diese induziert [151, 152, 154]. Die Relation und die Interaktion dieser beiden 

Proteine haben eine entscheidende Bedeutung [144, 154]. In einer Studie, welche den Me-

chanismus der Wirkung von Bcl2 untersuchte, wurde die Interaktionen zwischen Bcl2 und 

Bax beobachtet. Eine Erkenntnis dieser Studie ist, dass Bax Heterodimere mit Bcl2 bildet. 

Beobachtet wurde, dass überexprimiertes Bax den apoptotischen Tod der untersuchten 

Zelllinie beschleunigte. Des Weiteren fand man im Rahmen dieser Studie heraus, dass 

überexprimiertes Bax der anti-apoptotischen Wirkung von Bcl2 entgegenwirkt. Diese Daten 

legen also ein Modell nahe, in dem das Verhältnis von Bcl2 zu Bax nach einem apoptoti-

schen Stimulus den Tod oder das Überleben der Zelle bestimmt [154]. 
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Die Ergebnisse der Abb. 18 a-c und 19 a-c unterstreichen die Verstärkung der Apoptose 

durch blaues Licht, Riboflavin und Gemcitabin, sowie deren Kombination. Bei den Zelllinien 

RT-112 und SW-1710 wurde eine erhöhte Apoptose im Vergleich zur Kontrolle allerdings 

erst bei Zugabe von Gemcitabin sichtbar. Die zusätzliche Gabe von blauem Licht und Rib-

oflavin potenzierte dann diesen Effekt. Bei der Zelllinie BFTC-905 hingegen konnte bereits 

ohne die Gabe von Gemcitabin, also allein durch die Bestrahlung mit blauem Licht in Kom-

bination mit der Gabe von Riboflavin, die Apoptose in den Zellen erhöht werden. Insgesamt 

unterstreichen diese Ergebnisse unsere Hypothese, dass blaues Licht und Riboflavin die 

Wirkung von Gemcitabin in Form einer gesteigerte Apoptoserate verstärken.  

 

Der Mechanismus durch das blaue Licht die Apoptose induziert wurde von Huang et al. 

untersucht. Im Rahmen dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die vermehrte ROS Pro-

duktion durch Bestrahlung mit blauem Licht in retinalen Ganglionzellen eine erhöhte Ex-

pression von Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) zufolge hatte, wodurch es zur 

Aktivierung der JNK- und p38-MAPK-Signalwege und somit zur vermehrten Apoptose kam. 

Zusätzlich wurde in dieser Studie ein Anstieg des proapoptotischen Proteins Bax und ein 

Abfall des antiapoptostischen Proteins Bcl2 beobachtet, was ebenfalls eine vermehrte 

Apoptose zur Folge hatte [107]. 

Interessanterweise zeigten die Ergebnisse aller drei Zelllinien auch einen Anstieg der Bax 

Expression bei der Applikation von Riboflavin und Gemcitabin ohne blaues Licht im Ver-

gleich zur alleinigen Gemcitabingabe (Abb. 18 a-c). Hier konnte also auch ein Effekt von 

Riboflavin ohne Bestrahlung mit blauem Licht auf eine Erhöhung der Apoptose beobachtet 

werden. Die Ergebnisse aus CTB und MTT Assay (Abb. 7 a-c und 11 a-c) waren jedoch 

konträr, denn hier zeigte blaues Licht allein bereits einen Effekt in Form einer Reduktion 

der Zellviabilität, wohingegen Riboflavin allein keinen Effekt auf die Zellviabilität im Ver-

gleich zur Kontrolle hatte. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Kombina-

tion aus Gemcitabin und Riboflavin zwar die Abnahme der Zellviabilität im Vergleich zur 

alleinigen Gemcitabingabe nicht verstärkte, aber die Apoptoserate erhöhte. Die Western 

Blot Ergebnisse zeigten allerdings nur wenige Signifikanzen für den Anstieg der Apoptose-

rate durch die Kombinationsbehandlung, weshalb weitere Studien zur Überprüfung dieser 

Hypothese durchgeführt werden sollten. 

 

In den Abb. 20 a-c wird deutlich, dass der Anstieg von Bax durch die Kombinationstherapie 

im Vergleich zur Kontrolle für keine Zelllinie signifikant war. Der Abfall von Bcl2 durch die 

Kombinationstherapie im Vergleich zur Kontrolle hingegen war bei den Zelllinien BFTC-905 

und SW-1710 signifikant. Dies lässt Rückschlüsse darauf zu, dass der Effekt einer 
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verstärkten Apoptose durch die Kombinationstherapie aus blauem Licht, Riboflavin und 

Gemcitabin vermehrt durch die Inhibition von Bcl2, statt durch die Induktion von Bax verur-

sacht wird.  

 

Durch die Darstellung des Bax/Bcl2-Index für die Zelllinie SW-1710 in Abb. 21 wird deutlich, 

dass die Expressionen von Bax und Bcl2 stark miteinander verbunden sind. Dadurch kann 

beispielsweise ein nur geringer Bax Anstieg aber ein starker Abfall von Bcl2 einen Anstieg 

der Apoptose verursachen. Beim Vergleich der Kontrolle zur gemeinsamen Gabe von 

Gemcitabin, blauem Licht und Riboflavin wird ein klarer und signifikanter Unterschied sicht-

bar. Diese Beobachtung lässt schlussfolgern, dass die Höhe der Bax Expression in Relation 

zu der von Bcl2 größer ist bzw. die Expression von Bcl2 kleiner ist. Die Wirkung der Kom-

binationstherapie auf einen Anstieg der Apoptose wird somit unterstrichen. 

 

Zusammengenommen verstärkt die Kombinationstherapie die Apoptose auf unterschiedli-

che Art innerhalb der Zelllinien. Die verstärkte Apoptoserate führt zu einer Verringerung der 

Zellzahl. Die Effektivität der Therapie wird somit durch die Western Blot Analysen unterstri-

chen. 

5.4 Unterschiedliches Ansprechen der Zelllinien auf die Kombi-
nationsbehandlung und verschiedene Wirkmechanismen die-
ser  

Bereits in den Vorversuchen (s.a. Kapitel 5.1) wurde eine unterschiedlich starke Abnahme 

der Zellviabilität zwischen den einzelnen Zelllinien durch die Behandlung mit Gemcitabin 

bzw. mit blauem Licht und Riboflavin deutlich.  

Für die Behandlung der Zellen mit blauem Licht und Riboflavin sind in den Abb. 5 a-c die 

Differenzen zwischen der mit blauem Licht (453 nm) bestrahlten und unbestrahlten Zellen 

in Kombination mit 5, 10, 20 und 25 µM Riboflavin dargestellt. Bei den Zelllinien BFTC-905 

und SW-1710 zeigten sich für die Riboflavinkonzentration von 20 und 25 µM signifikant 

höhere Differenzen zwischen der mit blauem Licht (453 nm) bestrahlten und unbestrahlten 

Zellen bezüglich der relativen Anzahl lebender Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Diese 

könnten darauf hindeuten, dass bei diesen beiden Zelllinien eine Riboflavindosierung von 

20 µM zu einer stärkeren Abnahme der relativen Zahl lebender Zellen führt als bei der Zell-

linie RT-112 und diese somit weniger sensibel auf die Behandlung mit blauem Licht und 

Riboflavin reagiert. Bei der Zelllinie BFTC-905 war außerdem bei einer Gabe von 20 und 

25 µM Riboflavin eine größere Differenz, zwischen der mit blauem Licht bestrahlten und 

unbestrahlten Zellen zu beobachten als bei den Zelllinien SW-1710 und RT-112. Die Zellli-

nie BFTC-905 reagierte also insgesamt am sensibelsten auf die Behandlung mit blauem 
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Licht und Riboflavin, da die Differenz der relativen Anzahl lebender Zellen zwischen be-

strahlten und unbestrahlten Zellen am stärksten zunahm. Die verwendeten Riboflavindo-

sierungen hatten daher unterschiedlich stark vermindernde Effekte auf die Zellviabilität zwi-

schen den Ziellinien. Dementsprechend könnten im Rahmen weiterer Studien eventuell 

verschiedene Riboflavindosierung für verschiedene Zellarten verwendet werden.  

Die Behandlung mit blauem Licht und Riboflavin schien auf die Zelllinie BFTC-905 toxischer 

zu wirken als auf die anderen beiden Zelllinien. Dies zeigte sich ebenfalls im Rahmen der 

Western Blot Analysen zur Expression von Bax und Bcl2. Dies ist in den Abb. 18 a-c und 

19 a-c veranschaulicht. Hier zeigten die Ergebnisse für die Zelllinie BFTC-905 bei Bestrah-

lung mit blauem Licht und Gabe von Riboflavin ohne Gemcitabin einen stärkeren Anstieg 

von Bax sowie einen stärkeren Abfall von Bcl2 und somit eine stärkere Apoptoserate im 

Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien. Dies könnte darauf hinweisen, dass innerhalb 

dieser Zelllinie blaues Licht und Riboflavin auch ohne Gemcitabin die Apoptose erhöhte. 

Für die Zelllinien RT-112 und SW-1710 war eine verstärkte Apoptoserate erst bei zusätzli-

cher Gemcitabingabe sichtbar. Die BFTC-905 Zelllinie schien also besonders sensibel auf 

die Behandlung von blauem Licht und Riboflavin zu reagieren, was sich in einer stärker 

abnehmenden Zellviabilität und einer höheren Apoptoserate im Vergleich zu den anderen 

beiden Zelllinien darstellt. Es wäre auch möglich, dass die anderen beiden Zelllinien ebenso 

sensibel auf die Behandlung mit blauem Licht und Riboflavin reagieren, dabei allerdings 

andere Zelltodmechanismen, wie beispielsweise die Nekrose, ausgelöst wurden.  

 
Auf die alleinige Behandlung mit Gemcitabin zeigten alle Zelllinien eine Reduktion der rela-

tiven Anzahl lebender Zellen im Vergleich zur Kontrolle, wie in den Abb. 6 a-c veranschau-

licht wird. Die Abnahme der Zellzahl im Rahmen der in Abb. 6 a-c dargestellten CTB Assay 

Vorversuche zur Dosisfindung von Gemcitabin ließen auf eine dosisabhängige Abnahme 

der Zellviabilität der einzelnen Zelllinien mit steigender Gemcitabindosierung schließen. Al-

lerdings zeigte die Zelllinie BFTC-905 im Dosisbereich ab 25 ng/ml einen stärkeren Abfall 

der Zellviabilität im Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien. Dementsprechend lässt sich 

die Hypothese aufstellen, dass nicht nur blaues Licht und Riboflavin, sondern auch Gemci-

tabin die jeweils stärkste zytotoxische Wirkung auf die Zelllinie BFTC-905 im Gegensatz zu 

den anderen beiden Zelllinien hatte.  

Ein Wirkmechanismus der Kombinationsbehandlung ist also die Abnahme der Zellviabilität, 

was eine Reduktion der Anzahl lebensfähiger Zellen zufolge hat. 

 

Neben der in dieser Studie vorgestellten photodynamischen Therapie mit blauem Licht 

(453nm), Riboflavin und Gemcitabin können ebenso andere Wellenlängen, Lichtintensitä-

ten sowie unterschiedliche Photosensibilisatoren verwendet werden. Dementsprechend 
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können unterschiedliche Formen der photodynamischen Therapie verschiedene Effekte auf 

die Tumorzellen ausüben. In einer Studie von Moghissi et al. konnte gezeigt werden, dass 

die bronchoskopische photodynamische Therapie bei inoperablem zentral gelegenem frü-

hem Lungenkrebs das rezidivfreie Intervall verlängern kann. Im Rahmen dieser Studie 

wurde als Photosensibilisator intravenös verabreichtes Porfimer-Natrium sowie Licht mit 

einer Wellenlänge von 630 nm verwendet. Die bronchoskopische Beleuchtung erfolgte da-

bei 24-72 h nach der Behandlung mit Porfimer-Natrium [179]. 

Außerhalb der photodynamischen Therapie konnten auch additive Effekte von Kombinati-

onsbehandlungen mit Chemotherapeutika beobachtet werden. In einer Arbeit von Jeon et 

al. konnte beobachtet werden, dass der Histon-Deacetylase-Inhibitor Trichostatin A die to-

xische Wirkung von Gemcitabin auf Harnblasenkarzinomzellen erhöht [166]. Weiterhin 

konnte in einer klinischen Phase-II-Studie von Kerr et al. aus dem Jahr 2015 im Rahmen 

einer Radiosensibilisierung durch Gemcitabin mittels ionisierender Strahlung das verzö-

gerte Tumorwachstum auch in Gemcitabin resistenten Harnblasenkarzinomzellen beo-

bachtet werden [69].  

 

Innerhalb der Hauptversuche (s.a. Kapitel 5.2) zeigte sich ebenso ein unterschiedliches 

Ansprechen der Zelllinien auf die Kombinationsbehandlung.  

Anhand der Expressionshöhe von Bax und Bcl2 konnten, wie in den Abb. 18 a-c und 19 a-

c dargestellt, Rückschlüsse auf die Apoptose innerhalb der Zellen gezogen werden, welche 

mit Zunahme der für die Zellen toxischen Substanzen und der Bestrahlung mit blauem Licht 

zunahm. Bei der BFTC-905 Zelllinie zeigte sich ein signifikanter Abfall der Bcl2 Expression 

durch die Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Kontrolle. Der Anstieg von Bax ist hin-

gegen weniger deutlich im Vergleich zum Abfall von Bcl2. Dies könnte dafürsprechen, dass 

innerhalb der BFTC-905 Zelllinie die Apoptose durch die Kombinationsbehandlung ver-

mehrt über eine Bcl2 Inhibition statt über eine Bax Induktion ausgelöst wurde. Für die Zell-

linie RT-112 war der Bcl2 Abfall schwächer im Vergleich zur BFTC-905 Zelllinie, dafür aber 

der Bax Anstieg stärker. Dies könnte dafürsprechen, dass innerhalb der RT-112 Zelllinie 

die Apoptose durch die Kombinationstherapie vermehrt über eine Bax Induktion statt über 

eine Bcl2 Inhibition ausgelöst wurde. Bei der SW-1710 Zelllinie hingegen zeigten sich so-

wohl der Bax Anstieg als auch der Bcl2 Abfall deutlich. Hier könnte die Kombinationsthera-

pie in ähnlichem Maße Einfluss auf die Bax Induktion und Bcl2 Inhibition nehmen.  

Bei Betrachtung der Abb. 18 a-c und 19 a-c ließ sich außerdem für alle drei Zelllinien be-

obachten, dass die Apoptoserate durch die Bestrahlung mit blauem Licht in Kombination 

mit der Gabe von Riboflavin und Gemcitabin im Gegensatz zur Kontrolle deutlich anstieg. 

Sichtbar wurde dies durch eine deutlich erhöhte Bax Expression und die Abnahme der Bcl2 

Expression bei Kombination von Gemcitabin mit blauem Licht und Riboflavin. Ohne 
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Gemcitabin zeigten blaues Licht und Riboflavin, wie bereits beschrieben, lediglich für die 

Zelllinie BFTC-905 eine verstärkte apoptotische Wirkung auf die Zellen im Vergleich zur 

Kontrolle. Erst die Kombination aus Bestrahlung der Zellen mit blauem Licht und Behand-

lung mit Riboflavin und Gemcitabin führte bei allen drei Zelllinien zu einer deutlichen Erhö-

hung der Apoptose. Dementsprechend ist die Apoptose ein weiterer wichtiger Wirkmecha-

nismus der Kombinationsbehandlung.  

 

Weiterhin ist die Schädigung der DNA ein Ansatzpunkt der Kombinationsbehandlung. Die-

ser Aspekt wurde, wie in den Abb. 15 a-c bis 17 a-c dargestellt, durch die erhöhten Expres-

sionen von γH2AX durch die Bestrahlung mit blauem Licht bei zusätzlicher Gabe von Rib-

oflavin und Gemcitabin im Vergleich zu den restlichen Kombinationen deutlich. Die höchste 

Expression von γH2AX zeigte sich bei der Zelllinie RT-112 im Vergleich zu den anderen 

beiden Zelllinien, was auf die stärkste DNA-Schädigung durch die Kombinationstherapie 

bei der Zelllinie RT-112 hindeutete (Abb. 15 a -c bis 17 a - c). 

 

Insgesamt sind diese Beobachtungen ein wichtiger Hinweis darauf, dass die Kombinations-

therapie verschiedene Ansatzpunkte hat und je nach Harnblasenkarzinomzelllinie unter-

schiedlich stark auf eine Reduktion der Zellviabilität, auf eine Zunahme der Apoptoserate 

und auf die Schädigung der DNA wirken könnte.  

5.5   Riboflavin und Gemcitabin als Photosensibilisatoren 

Photosensibilisatoren werden im Rahmen der photodynamischen Therapie (PDT) einge-

setzt und dienen dazu die Wirkung der Therapie zu verstärken [120, 131, 180, 181].  

 

Die Wirkung von Riboflavin als Photosensibilisator wurde vor allem in den Ergebnissen der 

CTB und MTT Versuche deutlich (Abb. 7 a-c und Abb. 11 a-c), denn blaues Licht zeigte in 

Kombination mit Riboflavin eine stärkere Abnahme der Zellviabilität im Unterschied zur al-

leinigen Anwendung von blauem Licht (s.a. Abb. 7 a-c und Abb. 11 a-c; blaue vs. blau-

gestreifte Balken im Gegensatz zu blau vs. orange-gestreifte Balken). 

 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass auch Gemcitabin als Photosensibilisator fungiert 

[69]. Dies unterstreichen auch die Western Blot Analysen zur Bax Expression im Rahmen 

dieser Arbeit. In den Abb. 18 a-c zeigte die Behandlung mit blauem Licht und Riboflavin für 

die Zelllinien RT-112 und SW-1710 erst in Kombination mit Gemcitabin einen verstärken-

den Effekt auf die Apoptose. Dies unterstreicht die Annahme, dass Gemcitabin als Pho-

tosensibilisator wirkt und so den Effekt von blauem Licht in Kombination mit Riboflavin po-

tenziert. 
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Gemcitabin schien ebenfalls in Bezug auf die Zellviabilität als Photosensibilisator zu wirken. 

Ein Beispiel hierfür ist der Abb. 7 a-c zu entnehmen. Wie bereits im Vorfeld erläutert, nahm 

die Anzahl lebender Zellen bei Bestrahlung mit blauem Licht innerhalb aller Zelllinien stär-

ker ab als ohne Bestrahlung mit blauem Licht. Innerhalb der Kontrollgruppe war der Effekt 

von blauem Licht auf eine verminderte Zellviabilität im Vergleich zur Kontrolle lediglich sicht-

bar, nicht aber signifikant. Für die Gemcitabinkonzentration von 10 ng/ml zeigte sich in 

Kombination mit blauem Licht allerdings eine signifikante Reduktion der relativen Anzahl 

lebender Zellen im Vergleich zur alleinigen Anwendung von Gemcitabin. Gemcitabin be-

wirkte also eine Verstärkung des Blaulichteffektes auf die Zellviabilität, sodass dieser sig-

nifikant wurde. Dies unterstreicht die Hypothese, dass Gemcitabin als Photosensibilisator 

fungiert und somit den Effekt von blauem Licht verstärkt.  

5.6   Resistenzen innerhalb der Zelllinien  

Die Zelllinien BFTC-905 [164] und RT-112 [69] wurden bereits als Gemcitabin resistent be-

schrieben, wohingegen die Zelllinie SW-1710 [166] eine gute Empfindlichkeit gegenüber 

Gemcitabin zeigt und noch nicht als resistent gegenüber Gemcitabin beschrieben wurde.  

 

In einer Studie von Huang et al. bei der das Ansprechen verschiedener Harnblasenkarzi-

nomzelllinien auf den Survivin-Inhibitor Sepantroniumbromid (YM155) in Verbindung mit 

Gemcitabin oder Cisplatin untersucht wurde, konnte gezeigt werden, dass bei der Zelllinie 

BFTC-905 keine erhöhte Toxizität durch die Zugabe von Gemcitabin erzielt werden konnte. 

Dabei wurde nachgewiesen, dass bei einer Gabe von bis zu 500 nM Gemcitabin nach 48-

stündiger Behandlung kein signifikanter zytotoxischer Effekt auf die BFTC-905-Zelllinie aus-

geübt werden konnte [164].  

Eine weitere Studie von Kerr et al. beschrieb die Zelllinie RT-112 als Gemcitabin resistent. 

In dieser klinischen Phase-II-Studie wurde der Mechanismus der Radiosensibilisierung bei 

einer niedrigen Dosierung von 100 mg/kg Gemcitabin an vier verschiedenen Harnbla-

senkarzinomzelllinien untersucht. RT-112 zeigte dabei eine Gemcitabinresistenz, welche 

mit einer verminderten dCK-Expression assoziiert war. Beobachtet wurde allerdings, dass 

die Gemcitabin resistente Zelllinie RT-112 auf die Kombination von niedrig dosiertem 

Gemcitabin und Radiosensibilisierung ansprach [69]. 

Die Zelllinie SW-1710 wurde bereits in einer Studie verwendet, bei der die synergistische 

Interaktion zwischen Trichostatin A und Gemcitabin untersucht wurde. Die Ergebnisse zeig-

ten, dass Trichostatin A zur Verstärkung der Anti-Tumor-Wirkung von Gemcitabin bei fort-

geschrittenem Blasenkrebs führt. Die Zelllinie zeigte im Vergleich zu den anderen verwen-

deten Harnblasenkarzinomzellen eine gute Sensibilität gegenüber Gemcitabin [166]. 
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Im Gegensatz zu diesen Studien legen unsere Ergebnisse jedoch nahe, dass für keine 

dieser Zelllinien deutliche Hinweise für eine Gemcitabinresistenz innerhalb der Gemcitabin-

dosierungen von 10, 25 und 50 ng/ml vorlagen. Interessanterweise war unseren Ergebnis-

sen aus den CTB Vor- und Hauptversuchen (Abb. 6 c, 7 c und 8 c) zufolge am ehesten bei 

der Zelllinie SW-1710 von einer schwächeren Sensibilität gegenüber der zytotoxischen Wir-

kung von Gemcitabin auszugehen. Auffällig war allerdings, dass es bei der Zelllinie SW-

1710 im Rahmen der Ergebnisse zur Bax und Bcl2 Expression zu einer deutlichen Ab-

nahme der Bcl2 Expression sowie zu einer Zunahme der Bax Expression bei alleiniger 

Gabe von Gemcitabin im Vergleich zur Kontrolle kam. Dies wird in den Abb. 18 c und 19 c 

veranschaulicht und unterstreicht die Sensibilität der Zelllinien gegenüber Gemcitabin. 

Insgesamt konnten wir also in allen unseren Experimenten und für alle Zelllinien zeigen, 

dass blaues Licht in Kombination mit Riboflavin die zellzytotoxische Wirkung von Gemci-

tabin verstärkt ohne, dass es signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien 

gab.  

5.7   Kritische Betrachtung der eigenen Ergebnisse 

Die Ergebnisse der Western Blot Versuche weisen allgemein hohe Standardabweichungen 

auf (Abb. 14 a-c bis 21), was zu teilweise nicht eindeutigen Ergebnissen führte. In Abb. 17 

b ist bei der Zelllinie BFTC-905 die Expression von γH2AX innerhalb der Kontrolle höher 

als bei der Anwendung der Kombinationsbehandlung. Demnach hätten blaues Licht und 

Riboflavin einen protektiven, also einen der Zellschädigung entgegenwirkenden Effekt. Die-

ses Ergebnis ist allerdings konträr zu den bisherigen Erkenntnissen dieser Arbeit, die da-

fürsprechen, dass Riboflavin und blaues Licht zytotoxisch wirken. Ein ähnlicher Effekt wird 

für die Zelllinie RT-112 in der Abb. 18 a verdeutlicht. Hier zeigt sich eine sinkende Bax 

Expression bei Bestrahlung in Kombination mit Riboflavin und auch bei alleiniger Ribofla-

vingabe im Vergleich zur Kontrolle. Dem Großteil unserer Erkenntnisse zufolge sollte die 

Bax Expression im Vergleich zur Kontrolle allerdings gleich hoch bzw. höher bei Bestrah-

lung und Riboflavinbehandlung sein. Auch für die Bcl2 Expression zeigt sich in Abb. 19 b 

ein widersprüchliches Ergebnis für die Zelllinie BFTC-905.  Bei der alleinigen Riboflavin-

gabe zeigt sich eine stärkere Abnahme der Bcl2 Expression als bei der kombinierten Gabe 

aus blauem Licht und Riboflavin im Gegensatz zur Kontrolle. In den Ergebnissen der ande-

ren Zelllinien und auch in den Ergebnissen des MTT und CTB Assay wurde allerdings der 

verstärkende Effekt von Riboflavin auf die Apoptose bzw. auf eine Abnahme der Zellviabi-

lität durch blaues Licht verstärkt. Demnach müsste Bcl2 bei Kombination mit blauem Licht 

stärker abfallen als bei der alleinigen Riboflavingabe.  

Diese gegenläufigen Ergebnisse könnten durch die großen Standardabweichungen und 

damit statistische Ungenauigkeit erklärt werden. Die hohen Standardabweichungen 
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könnten durch die teilweise voneinander abweichenden Resultate der einzelnen Versuchs-

reihen bedingt sein, da die Messungen der Proteinexpressionen zum Teil sehr unterschied-

lich waren. Eine mögliche Ursache für die variierenden Ergebnisse könnten entstandene 

Resistenzmechanismen einzelner Tumorzellen sein.  

Eine weitere mögliche Ursache für die teils paradoxen und uneinheitlichen Ergebnisse ist 

die Anwendung der jeweils gleichen Konzentrationen von Riboflavin und Gemcitabin und 

die gleiche Bestrahlungsintensität für jede der drei Zelllinien. Es wäre jedoch möglich ge-

wesen diese mithilfe der CTB und MTT Assay Ergebnisse für jede Zelllinie speziell anzu-

passen. Dies hätte allerdings den Rahmen dieser Arbeit überschritten und sollte daher in 

zukünftigen Studien nachgeholt werden. Des Weiteren hätte eine höhere Riboflavinkon-

zentration und eine etwas geringere Bestrahlungsintensität den Effekt von Riboflavin in 

Form einer verminderten Zellviabilität, auf eine verstärkte Apoptose sowie einen erhöhten 

DNA-Schaden besser hervorgehoben. 

Ebenfalls wäre es denkbar, dass die Zellen auch innerhalb einer Zelllinie durch verschie-

dene Mechanismen sterben oder die Zelltodmechanismen zu unterschiedlichen Anteilen 

ausgeprägt sind. Durch die Analyse von Bax, Bcl2 und γH2AX konnten lediglich Rück-

schlüsse über das apoptotische Zellsterben, nicht aber über Zelltodmechanismen wie Nek-

rose oder Autophagie, gewonnen werden. Wenn die vorgestellte Kombinationstherapie un-

terschiedliche Zelltodmechanismen innerhalb jeder Zelle auslöst, wäre dies eine mögliche 

Erklärung für statistische Abweichungen in der Auswertung. Diese Hypothese unterstützt, 

dass durch die Kontrolle der Western Blot Analysen mittels CTB Assay valide Ergebnisse 

gewonnen werden konnten.  

 

Nähere Untersuchungen weiterer Wirkmechanismen der Kombinationsbehandlung sollten 

daher ein weiterer Aspekt dieser Arbeit werden. Die Fluorescence Activated Cell Sorting 

(FACS) Analyse und die Fluoreszenzmikroskopie sollten hierbei Rückschlüsse über die Dif-

ferenzierung zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod geben. Die zu Beginn 

durchgeführten FACS Analysen konnten jedoch keine repräsentativen Ergebnisse hervor-

bringen, da mit bereits abgelaufener Chemotherapie gearbeitet wurde. Mit der im Anschluss 

verwendeten neuen Chemotherapie ließen sich die vorliegenden repräsentativen Ergeb-

nisse zeigen, sodass erneut FACS Untersuchungen durchgeführt werden sollten. Allerdings 

waren diese Versuche durch eine nicht behebbare Störung am FACS Gerät limitiert, sodass 

auch der zweite Versuch dieser Experimentreihe eingestellt wurde.  

Im Rahmen dieser Überlegungen wäre es für zukünftige Forschung gegebenenfalls von 

Interesse, den Caspase induzierten Zelltod über den Caspase 3 Assay näher zu analysie-

ren, sowie erneute FACS Analysen und den ROS Assay durchzuführen, um die Wirkme-

chanismen dieser Behandlung besser nachvollziehen zu können. 
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Die Fluoreszenzmikroskopie konnte die Annahme, dass ein Teil des Zelltodes der Harnbla-

senkarzinomzellen durch Nekrose induziert wird, unterstreichen, da mit zunehmender toxi-

scher Substanz die Anzahl mit PJ gefärbter Zellen zunahm. Dieser Aspekt wird in den Abb. 

22 a und b deutlich. Allerdings führte die Behandlung der Zellen mit Gemcitabin aufgrund 

der starken Zytotoxizität zum Lösen der Zellen von den Well-Platten, was die quantitative 

und qualitative Auswertung dieses Verfahren limitierte. Das nähere Analysieren der Wirk-

mechanismen der Kombinationsbehandlung von Gemcitabin, Riboflavin und blauem Licht 

bleibt ein Aspekt weiterer Forschung. 

5.8   Umsetzung in die klinische Praxis 

Eine Methode zur zeitgleichen Anwendung von blauem Licht, Riboflavin und Gemcitabin in 

der Blase könnte die Verwendung einer sogenannten homogenen Bestrahlungsfasersonde 

(HIFiP) sein, welche in einer 2012 publizierten Studie von Miyazaki et al. getestet wurde 

[182]. Diese Sonde wurde für eine homogene Ausleuchtung der Harnblasenhöhle entwi-

ckelt. Speziell für die PDT von Blasenkrebs, der in multifokalen Bereichen auftritt und sich 

diffus in der Blasenschleimhaut ausbreitet, ist diese Sonde von Bedeutung. Um dies zu 

ermöglichen wurde die Fasersonde so geformt, dass die Fluenzverteilung des Lichtes sich 

der dreidimensionalen Form der Harnblasenhöhle annähert. Diese homogenen Bestrah-

lungsfasersonde wurde anhand eines Blasenkrebsmodells der Ratte mit einer Kontrollfa-

sersonde (KF) verglichen. Der prozentuale Anteil der bestrahlten Fläche an der Gesamtflä-

che der Blasenschleimhaut betrug im Fall der HIFiP 69 % und im Fall der Kontrollfaser-

sonde 36 %. Weiterhin war das Volumen der Tumore nach HIFiP-PDT halb so groß wie 

nach KF-PDT [182].  Eine Fasersonde mit ähnlicher Effektivität und der Möglichkeit blaues 

Licht mit einer Wellenlänge von 453 nm zu strahlen, bei zusätzlicher Gemcitabin und Rib-

oflavin Injektion in die Harnblase, könnte eine lokale und präzise Kombinationstherapie des 

NMIBC ermöglichen. In-vivo-Studien sollten durchgeführt werden, um diese Behandlungs-

methode der klinischen Praxis näher zu bringen.  

5.9  Schlussfolgerung 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der MTT und CTB Assay innerhalb aller Zellli-

nien einen signifikanten Anstieg der Gemcitabin induzierten Toxizität auf die Tumorzellen 

durch eine zusätzliche Behandlung mit blauem Licht und Riboflavin. Der dieser erhöhten 

Toxizität zugrundeliegende molekulare Mechanismus beinhaltet einen signifikanten Anstieg 

in der Expression proapototischer Proteine sowie DNA-Schäden, beides klare Anzeichen 

auf eine gestiegene Apoptose. Weiterhin zeigen die Daten, dass die Gemcitabindosis re-

duziert werden kann, wenn diese mit blauem Licht und Riboflavin kombiniert wird. Bei 
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erfolgreicher Übertragung auf die klinische Praxis könnte dies eine Verbesserung für die 

Therapie des NMIBC darstellen, indem die Gemcitabindosis und damit die Nebenwirkungen 

für die Patienten reduziert werden könnte. 
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