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Einleitung

1 Einleitung

11 Das kolorektale Karzinom des Menschen

Das kolorektale Karzinom hat geschlechtsunabhdngig hinter dem Prostatakarzinom des
Mannes und dem Mammakarzinom der Frau die zweithdufigste Inzidenz unter den
malignen Tumorerkrankungen in Deutschland. Dabei nimmt das Erkrankungsrisiko mit
zunehmendem Alter erheblich zu. Als Risikofaktoren wurden neben dem Alter, wobei
Personen ab 50 Jahre als gefahrdet gelten, ballaststoffarme (< 30 g Ballaststoffe pro Tag)
fettreiche Erndhrung mit iibermafiigem Anteil an rotem beziehungsweise verarbeitetem
Fleisch, korperliche Inaktivitit, Ubergewicht (ab einem BMI von > 25 kg/ m?) sowie
chronischer Tabak- und Alkoholkonsum identifiziert. Aufderdem erkranken Verwandte
ersten Grades eines Patienten mit kolorektalem Karzinom tiberdurchschnittlich haufiger
(Robert KOCH-Institut 2012, American Cancer Society 2011, Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014).

Im Jahr 2008 waren 11,8 respektive 13 % der Krebstodesursachen des Mannes respektive
der Frau auf kolorektale Karzinome zuriickzufiihren. Damit sind beim Mann nur die
Karzinome der Lunge und bei der Frau die Karzinome der Mamma fiir prozentual mehr
Krebstodesfalle verantwortlich (Robert KOCH-Institut 2012). Fiir die Prognose und das
Uberleben der Patienten ist vor allem die himatogene Metastasierung iiber die Pfortader in
die Leber entscheidend. Die Zahl der Patienten, die bei Diagnosestellung synchrone
Metastasen aufweisen, liegt zwischen 15 und 20 %. Innerhalb von 2 Jahren nach
Diagnosestellung entwickeln weitere 25 % hepatische Metastasen (LEPORRIER et al. 2006).
Zusammengenommen werden also etwa 40 % aller Patienten mit einer
Lebermetastasierung konfrontiert. Ist die operative Entfernung der Lebermetastasen
moglich, liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate lediglich zwischen 30 und 45 % (FONG et al. 1997,
LEPORRIER et al. 2006, CUMMINGS et al. 2007, ANDRES et al. 2012, CARDONA et al. 2013).

Zu 85 % entsteht der iiberwiegende Teil der kolorektalen Karzinome sporadisch. Weitere
10 % sind mit vererbbaren Syndromen wie dem hereditdren nicht-polypdsen
Kolorektalkarzinom (HNPCC) oder der familidren adenomatdsen Polyposis coli (FAP)
assoziiert. Schliefdlich entwickeln sich 5 % der Karzinome auf dem Boden chronisch-

entziindlicher Darmerkrankungen wie dem Morbus Crohn oder der Colitis ulcerosa (WEITZ
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et al. 2003). Unabhdngig von der Pathogenese geht das kolorektale Karzinom
annaherungsweise immer aus benignen Adenomen hervor. Aufgrund dieser Beobachtung
pragten JACKMAN und MAYO (1951) den Begriff der Adenom-Karzinom-Sequenz. Der
Entwicklungsprozess vom normalen Epithel tiber dysplastisches Epithel und dem Adenom
zum malignen Karzinom erstreckt sich im Mittel iiber einen Zeitraum von zehn Jahren

(MUTO etal. 1975).
1.2  Genetisches Stufenmodell der kolorektalen Karzinogenese

Im Einklang zur Adenom-Karzinom-Sequenz entwickelten FEARON und VOGELSTEIN ein
genetisches Stufenmodell der kolorektalen Karzinogenese (VOGELSTEIN et al. 1988, FEARON &
VOGELSTEIN 1990, FEARON 2011). Verschiedene Aktivierungen von Protoonkogenen und

Inaktivierungen von Tumorsuppressorgenen sind hierbei obligat (vgl. Abbildung 1).

APC-Mutation

Normales Dysplastisches Frithes Intermediires Spates
Epithel Epithel Adenom Adenom Adenom Karzinom Metastase

Abbildung 1: Genetisches Stufenmodell der kolorektalen Karzinogenese (mod. nach KINZLER &

VOGELSTEIN 1996). Neoplastischer Prozess im Kolon und Rektum durch Kkonstitutiv
aktivierende Mutationen von APC initiiert. Progression von dysplastischem Epithel tiber das

Adenom zum Karzinom ggf. mit Metastasierung durch weitere variable Mutationen.

Mutationen des Tumorsupressorgens APC (adenomatoses-Polyposis-coli-Protein) sind
bereits in 70 bis 85 % der ersten dysplastischen Lasionen des kolorektalen Epithels und
kleinsten Adenomen mit einem Durchmesser von 0,5 cm nachweisbar (POWELL et al. 1992, JEN
etal. 1994, FEARON 2011). Auf Basis dieser Erkenntnis wurde das APC-Gen zum gatekeeper des
Kolonepithels erhoben (KINZLER & VOGELSTEIN 1996). Durch Mutationen dieses gatekeepers
kommt es zur iibermdfiig stimulierten Proliferation des Epithels, wodurch der

neoplastische Entwicklungsprozess initiiert wird. Zumindest sechs weitere variable



Einleitung

Aktivierungen von Protoonkogenen und Inaktivierungen von Tumorsuppressorgenen
tragen dann zur Tumorprogression bei (KINZLER & VOGELSTEIN 1996).

Urspriinglich wurden Mutationen des auf Chromosom 5q21 lokalisierten APC-Gens als
ursachlich fiir die dominant vererbbare FAP identifiziert (KINZLER et al. 1991, NISHISHO et al.
1991). Es konnte gezeigt werden, dass mehr als 85 % der Patienten, die an FAP erkrankt
sind, Keimbahnmutationen im APC-Gen aufweisen (POWELL et al. 1993). Bei Untersuchungen,
die Gemeinsamkeiten zwischen den heriditar-bedingten und den sporadischen kolorektalen
Karzinomen aufdecken sollten, konnte belegt werden, dass somatische Mutationen im
APC-Gen in mehr als 80 % der sporadischen kolorektalen Adenome und Karzinome
nachweisbar sind (SMITH et al. 1992, JEN et al. 1994).

Fir das kolorektale Karzinom ist vor allem die Funktion des APC-Proteins innerhalb des
kanonischen Wnt-Signalweges von zentraler Bedeutung. Posttranslational reguliert APC
hier die Menge des aktiven -Catenins (RUBINFELD et al. 1993, SU et al. 1993, MUNEMITSU et al.
1995, KORINEK et al. 1997). Kolorektale Karzinome, die keine APC-Mutation tragen, weisen zu
iiber 50 % eine aktivierende Mutation des Protoonkogens und Schliisselproteins des
kanonischen Wnt-Signalweges [3-Catenin auf (MORIN etal. 1997). Aufderdem wurden bei etwa
einem Viertel der betroffenen Patienten ohne APC-Mutation eine Mutation des
Tumorsuppressors Axin2 beschrieben (LIU et al. 2000, LAMMI et al. 2004). Der kanonische Wnt-
Signalweg wird durch die beschriebenen Mutationen jeweils konstitutiv aktiviert und
nimmt somit eine exponierte Stellung fiir die kolorektale Karzinogenese ein (CANCER

GENOME ATLAS NETWORK 2012).

1.3 Das Wnt-Netzwerk

Die Wnt-Signalwege sind speziesunabhdngig hochgradig konserviert. Sie sind sowohl in
physiologische Prozesse wie die Embryonalentwicklung und die Gewebe- wund
Stammzellhomdostase als auch in Prozesse der Pathogenese karzinomatdser und
degenerativer Erkrankungen involviert. Mittlerweile sind 19 humane Wnt-Gene
identifiziert worden, die fiir unterschiedliche hydrophobe palmitolierte Cystein-reiche Wnt-

Glykoproteine kodieren (The Wnt Homepage http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-

bin/wnt/human). Uber die 10 humanen Rezeptoren der Frizzled-Familie wird das Wnt-Signal

nach intrazellular weitergeleitet (The Wnt Homepage http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-
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bin/wnt/Frizzled vertebrate). Klassischerweise wird zwischen dem kanonischen [-Catenin-

abhingigen Wnt-Signalweg (Wnt/ [-Catenin-Signalweg) und den nicht-kanonischen
B-Catenin-unabhdngigen Wnt-Signalwegen (Wnt/ JNK-Signalweg und Wnt/ Ca2*-
Signalweg) unterschieden. Sowohl der kanonische Wnt/ (3-Catenin-Signalweg als auch der
nicht-kanonische Wnt/ JNK-Signalweg sind Gegenstand dieser Arbeit. Die beiden

Signalkaskaden werden im Folgenden erlautert.
1.3.1 Der Wnt/ g-Catenin-Signalweg

Das sogenannte kanonische Wnt-Signal schiitzt (-Catenin vor der Phosphorylierung.
Dadurch verbleibt 3-Catenin in seinem aktiven Zustand, entgeht dem proteasomalen Abbau,
wird in den Zellkern transloziert und initiiert dort die Transkription kanonischer Wnt-
Zielgene. Viele molekulare Details der kanonischen Wnt-Signalkaskade sind bislang noch
nicht vollstindig aufgeschliisselt. Die gesicherten Erkenntnisse sind in Abbildung 2
dargestellt und werden im Folgenden zusammengefasst (LOGAN & NUSSE 2004, TOLWINSKI &

WIESCHAUS 2004, NUSSE 2005, CLEVERS 2006).

a) Inaktiver Zustand
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b) Aktiver Zustand Wnt

Abbildung 2:

Wnt

Der kanonische Wnt/ 3-Catenin-Signalweg. a) Inaktiver Zustand: Durch Ausbleiben der
Wnt-Stimulation wird B-Catenin durch den Degradationskomplex phosphoryliert, dadurch
inaktiviert und schlussendlich proteasomal degradiert. b) Aktiver Zustand: Das Wnt-Protein
bindet an seine Rezeptoren und hemmt intrazellulir den zytosolischen
Degradationskomplex. B-Catenin verbleibt in seinem aktiven Zustand und bildet einen
nukledren Triple-Komplex mit LEF/ TCF und Bcl-9. Dadurch wird die Transkription
kanonischer Wnt-Zielgene initiiert. Die rot hervorgehobenen Komponenten sind Gegenstand

der vorliegenden Arbeit.

Im physiologischen Ruhezustand wird durch geringe Spiegel an Wnt-Proteinen das

kontinuierlich translatierte -Catenin umgehend durch Phosphorylierung degradiert und

anschlief3end proteasomal abgebaut. Die Phosphorylierung erfolgt durch den zytosolischen

Degradationskomplex (KIMELMAN & XU 2006, STAMOS & WEIS 2012). Das Protein Axin bildet das

Gerlist des Degradationskomplexes (IKEDA et al. 1998). Genau wie Axin hat auch der

Tumorsuppressor adenomatdses-Polyposis-coli-Protein (APC) Bindungsstellen fir (-

Catenin (EKLOF SPINK et al. 2001). Die exakte Funktion von APC ist bisher nicht geklart.

Bekannt ist aber, dass APC nach Bindung von [3-Catenin an den Degradationskomplex durch

die Casein-Kinase 1€ (CK 1¢) und die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK 33) phosphoryliert
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wird. Hierdurch wird die Affinitat fiir -Catenin gesteigert (HA et al. 2004, XING et al. 2004).
Gebundenes (3-Catenin wird initial durch die Casein-Kinase 1a (CK 1a) an einem Serin-Rest
(Ser45) seines N-terminalen Endes phosphoryliert. Dieser erste Schritt wird als Priming fiir
die GSK 3B angenommen, damit diese [3-Catenin an weiteren N-terminalen Serin- und
Threonin-Resten (Ser22, Ser37 und Thr41) phosphorylieren kann (YOST et al. 1996, AMIT et al.
2002, LIU et al. 2002, YANAGAWA et al. 2002). Axin wiederum hat einen stimulierenden Effekt auf
die GSK 38, wodurch die Phosphorylierung des 3-Catenins um mehr als das 20.000-Fache
gesteigert wird (DAJANI et al. 2003). Durch die sequentielle N-terminale Phosphorylierung
wird die Polyubiquitinierung des [(-Catenins durch die SCF&TrCP1l-Ubiquitin-Ligase
ermoglicht; dadurch kann 3-Catenin in den Proteasomen schlussendlich abgebaut werden
(ABERLE et al. 1997, HART et al. 1999, KITAGAWA et al. 1999, LATRES et al. 1999, WINSTON et al. 1999, WU
etal. 2003).

Verschiedene Wnt-Inhibitoren und -Aktivatoren konnten identifiziert werden, die in die
Feinregulation der Wnt-Aktivitdit eingebunden sind. Durch ihre morphologische
Verwandtschaft zu den Wnt-Rezeptoren komplexieren sowohl die verschiedenen secreted
Frizzled-related proteins (SFRP) als auch die Wnt-inhibitory factors (Wif) freie Wnt-Proteine.
Hierdurch werden die Wnt-Proteine inaktiviert (LIN etal. 1997, RATTNER et al. 1997, HSIEH 1999).
Sowohl wahrend der Embryonalentwicklung als auch waihrend der Entstehung und
Progression von Karzinomen ist der Abbauprozess des [3-Catenins durch eine gesteigerte
Expression der verschiedenen Wnt-Proteine gehemmt (NUSSE 2005, CLEVERS 2006). Die
extrazellular lokalisierten Wnt-Proteine binden an den Cystein-reichen N-Terminus der
verschiedenen 7-Transmembran-Rezeptoren der Frizzled-Familie (Fz) (BHANOT et al. 1996).
Zur Initiierung der intrazellularen Wnt-Signalkaskade ist zusitzlich eine Bindung an den
1-Transmembran-Korezeptor Lipoprotein Related Protein 6/7 (LRP 6/7) notwendig (PINSON
et al. 2000, TAMAI et al. 2000, WEHRLI et al. 2000). Intrazelluldar bindet nachfolgend das Protein
Dishevelled (Dvl) an den C-Terminus des Fz-Rezeptors (UMBAUER et al. 2000, WONG et al. 2003),
wodurch es zur Hyperphosphorylierung von Dvl kommt (YANAGAWA et al. 1995). Parallel
bewirkt das Wnt-Protein eine Aktivierung seines Korezeptors LRP 6/7 durch
Phosphorylierung an dessen intrazellularem Anteil durch die Casein-Kinase 1y (CK 1y) und
die GSK 3f; somit wird eine Bindungsstelle fiir Axin geschaffen (MAO ] etal. 2001, TAMAI et al.

2004, DAVIDSON et al. 2005, ZENG et al. 2005). Die Translokation von Axin an die Zellmembran
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erfolgt im Verbund des gesamten Degradationskomplexes und ist Dvl-abhdngig (CLIFFE et al.
2003) ebenso wie die nachfolgende Internalisierung des Fz-Rezeptors (SATO et al. 2010).
Durch die rdumliche Nahe nach Bindung an den beiden Wnt-Rezeptoren kommt es zur
Heterodimerisierung des Dvl mit dem Axin iiber die sogenannten DIX-Domanen (KISHIDA et
al. 1999, ITOH et al. 2000).

Axin scheint durch die Translokation an die Zellmembran destabilisiert zu werden,
wodurch der Degradationskomplex dissoziiert (MAO B et al. 2001). Dartiiber hinaus gibt es
Hinweise, dass hyperphosphoryliertes aktiviertes Dvl die GSK 3B zu inhibieren vermag
(LEE etal. 2003). Zusammengenommen fiithren diese Vorgange dazu, dass 3-Catenin in seinem
unphosphorylierten (= aktiven) Zustand verbleibt (van NOORT et al. 2002). Aktives [3-Catenin
wird in den Zellkern transloziert, wo es die Endstrecke des kanonischen Wnt-Signalweges
auf DNA-Ebene initiiert.

Im Nukleus interagiert $-Catenin mit dem Transkriptionsfaktor lymphoid enhancer factor/
T-cell-factor (LEF/ TCF), was zur Transkription der Wnt-Zielgene fiihrt (BEHRENS et al. 1996,
HUBER et al. 1996, MOLENAR et al. 1996, van de WETERING et al. 1997). Im physiologischen
Ruhezustand (ohne Aktivierung des Wnt-Signalweges) fungiert LEF/ TCF als Repressor der
Wnt-assoziierten Transkription (BRANNON et al. 1997). Unphosphoryliertes [-Catenin
verdrangt identifizierte Korepressoren aus ihrem Komplex mit LEF/ TCF (CAVALLO et al. 1998,
CHIANNADURAI 2002, DANIELS et al. 2005, ROOSE et al. 1998). Durch die Bindung von 3-Catenin an
LEF/ TCF wird der Transkriptionsfaktor aktiviert. Dies wird durch Bildung eines nukledren
Triple-Komplexes mit dem Koaktivator B-cell-lymphoma-9 (Bcl-9) (KRAMPS et al. 2002,
THOMPSON et al. 2002, BREMBECK et al. 2004, SAMPIETRO et al. 2006) verstarkt.

Durch die beschriebenen Vorgidnge im Nukleus wird die Expression der Wnt-Zielgene
gesteigert. Tabellarisch sind die bisher identifizierten Gene auf der Wnt-
Homepage der Universitit Stanford zusammengestellt (The Wnt Homepage

http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/target genes). Die Gene sind grofdtenteils

zelltypspezifisch und reprasentieren zum Teil verschiedene Komponenten des kanonischen
Wnt-Signalweges im Sinne einer Autoregulation. Beim kolorektalen Karzinom spielen die
Matrixmetalloproteinase Matrilysin (= MMP7) (BRABLETZ et al. 1999, CRAWFORD et al. 1999), das

Zellzyklusprotein Cyclin D1 (SHTUTMAN et al. 1999, TETSU & McCORMICK 1999, SANSOM et al. 2005)
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und die Rezeptor-Tyrosinkinase Met (BOON et al. 2002) als kanonische Wnt-Zielgene eine

besondere Rolle.
1.3.2 Der Wnt/ JNK-Signalweg

Der humane Wnt/ JNK-Signalweg wurde urspriinglich als planar cell polarity-Signalweg in
Drosophilia melanogaster beschrieben (STRUTT 2003). Nach Bindung eines Wnt-Proteins an
einen der Rezeptoren aus der Fz-Familie wird das Signal intrazellular tiber Dvl
weitergeleitet. Im Vordergrund stehen hierbei die Wnt-Proteine Wnt-5A und Wnt-11 sowie
die Fz-Rezeptoren Fz3, Fz5 und Fz6 (SEIFERT & MLODZIK 2007). Intrazellular werden

verschiedene GTPasen aktiviert (vgl. Abbildung 3).

Abbildung 3: Der nicht-kanonische Wnt/ JNK-Signalweg. Nach Bindung von Wnt an seine Rezeptoren
werden intrazelluldre Signalkaskaden aktiviert, die die GTPasen ROCK und JNK aktivieren.
Dies fiihrt nachfolgend zur Organisation des Zytoskeletts und nach Phosphorylierung des
c-jun-Proteins zur gesteigerten Transkription der Zielgene von AP-1. Die rot

hervorgehobenen Komponenten sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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Uber die DEP-Domine des Dvl kommt es einerseits zur Aktivierung der GTPase Rac
(BOUTROS & PARICIO 1998, MORIGUCHI et al. 1999). Das aktivierte Rac-Protein stimuliert
nachfolgend die c-jun N-terminale Kinase (JNK) (LI et al. 1999). Dariiber hinaus kann das
Wnt-Signal die Aktivitat der JNK auch tber die Tyrosinrezeptorkinase Ror2 steigern (OISHI
et al. 2003). Schlussendlich aktiviert die JNK das Protein c-jun durch Phosphorylierung. Der
Transkriptionsfaktor activator protein 1 (AP-1) wird durch aktives c-jun stimuliert (WEBER
et al. 2000). Aufgrund seiner exponierten Funktion ist c-jun - analog zum (-Catenin im
kanonischen Wnt-Signalweg - das Schliisselprotein des nicht-kanonischen Wnt/ JNK-
Signalweges. Die c-jun-Expression stellt somit ein Mafd fiir die Aktivitdit des
nicht-kanonischen Wnt/ JNK-Signalweges dar.

Parallel bindet das DAAM1-Protein (dishevelled associated activator of morphogenesis 1) an
das Dvl-Protein. Nachfolgend aktiviert Dvl die GTPase RhoA (HABAS et al. 2001). Die aktivierte
RhoA aktiviert wiederum die Rho-assoziierte Casein-Kinase (ROCK) (WINTER et al. 2001).
Sowohl die aktivierte JNK als auch die aktivierte ROCK beeinflussen synergistisch die

Organisation des Zytoskeletts (WATANABE et al. 2005, WEHRLE-HALLER & IMHOF 2003).
1.3.3 Interaktionen der Wnt-Signalwege

Lange Zeit wurde zwischen dem kanonischen Wnt-Pfad auf der einen Seite und den nicht-
kanonischen Wnt-Pfaden auf der anderen Seite unterschieden (WONG et al. 1994, DU et al. 1995,
TORRES et al. 1996, OLSON et al. 1998). Durch intensive Forschung auf dem Gebiet der Wnt-
Signaltransduktion konnten in den letzten Jahren jedoch vielseitige Wechselwirkungen
zwischen den Wnt-Pfaden beschrieben werden. Potenzierende und inhibierende Effekte
stehen sich in Abhidngigkeit vom jeweiligen Rezeptorstatus, von nachgeschalteten
Effektoren sowie von extrazellularen regulierenden Proteinen gegeniiber (MIKELS & NUSSE
2006). Die daraus resultierende Vorstellung eines Wnt-Netzwerkes anstatt mehrerer
unabhdngiger Wnt-Signalwege ist Grundlage der vorliegenden Arbeit (KESTLER & KUHL 2008,

PUKROP & BINDER 2008, RAO & KUHL 2011).
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1.4 Therapie des kolorektalen Karzinoms

Das Kolon- und das Rektumkarzinom sind sich aufgrund der gemeinsamen Atiologie und
Pathologie sehr dhnlich (vgl. Kapitel 1.1). Sie werden daher meist unter dem Begriff des
kolorektalen Karzinoms zusammengefasst. Gemafd der Klassifikation der Union
internationale contre le cancer (UICC) wird eine Neoplasie als Rektumkarzinom definiert,
wenn sie maximal 16 cm gemessen von der Anokutanlinie auftritt. Weiter proximal
lokalisierte Karzinome werden bis einschliefllich der Bauhinschen Klappe als
Kolonkarzinome definiert (WITTEKIND 2010). Die Therapieregime der beiden Karzinomtypen
unterscheiden sich jedoch und richten sich jeweils nach dem gemeinsamen durch die UICC

definierten Stadium (vgl. Tabelle 1).

Stadium Tiefeninvasion Lymphknotenmetastasen Fernmetastasen

Ia T1 NO MO

Ib T2 NO MO

I T3, T4 NO MO

III Alle T-Stadien N1,N2 MO

1A% Alle T-Stadien Alle N-Stadien M1

Tabelle 1: Stadieneinteilung kolorektaler Karzinome nach UICC (mod. nach WITTEKIND etal. 2010). T1

Infiltration der Submukosa. T2 Infiltration der Muscularis propria. T3 Infiltration der
Subserosa oder des nicht-peritonealisierten perikolischen oder perirektalen Gewebes. T4
Infiltration von Nachbarorganen/ -strukturen und/ oder Perforation des viszeralen
Peritoneums. NO keine Lymphknotenmetastasen. N1 weniger als 3 Lymphknotenmetastasen.

N2 mehr als 3 Lymphknotenmetastasen. M0 keine Fernmetastasen. M1 Fernmetastasen.
1.4.1 Therapie des Kolonkarzinoms (Stadium I-1II)

In den Stadien I-III wird beim Kolonkarzinom ein primar operatives Therapieregime mit
kurativer Zielsetzung verfolgt. Die Operation umfasst die en-bloc-Resektion des
Primadrtumors samt infiltrierter Nachbarstrukturen und -organe sowie die Entfernung von
mindestens 12 Lymphknoten. Ziel ist die RO0-Resektion, das heifdt, dass auch
histopathologisch kein Tumorgewebe mehr nachweisbar ist. Eine adjuvante
Monochemotherapie nach RO-Resektion mit 5-Fluoruracil (5-FU) wird bereits fiir Patienten

mit erh6htem Rezidivrisiko im Stadium II empfohlen. Ein erhéhtes Risiko liegt vor, wenn
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der Primartumor als T4 klassifiziert wurde, der Tumor bereits perforiert war oder es
wahrend der Operation zu einer Perforation kam, die Operation unter Notfallbedingungen
ablief oder weniger als 12 Lymphknoten analysiert werden konnten. Im Stadium III wird
die adjuvante Chemotherapie bestehend aus 5-FU und Folinsdure kombiniert mit
Oxaliplatin oder Irinotecan allen Patienten angeraten, da die postoperative Chemotherapie
die Prognose signifikant verbessert und einen Uberlebensvorteil im Vergleich zur alleinigen

Operation bietet (Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014, Onkopedia Leitlinie Kolonkarzinom 2012).
1.4.2 Therapie des Rektumkarzinoms (Stadium I-III)

Beim Rektumkarzinom wird im Stadium I auch die primare chirurgische Resektion im Sinne
einer totalen oder partiellen Mesorektumexzision (TME/ PME) empfohlen. In diesem
Stadium schlief3st sich weder eine prda- noch eine postoperative Strahlen- oder
Chemotherapie an. Fiir die Stadien II und III ist in den Therapieregimen eine neoadjuvante
Radiotherapie kombiniert mit einer Chemotherapie (5-FU mit Folinsdure) vorgesehen.
Durch diese prdoperative Therapie treten Lokalrezidive seltener auf und die
Uberlebensrate wird insgesamt signifikant erhéht. Nach erfolgter Operation mit
RO-Resektion und Entfernung von mindestens 12 Lymphknoten schliefst sich in beiden
Stadien eine adjuvante Chemotherapie (5-FU mit oder ohne Folinsdure) an

(Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014, Onkopedia Leitlinie Rektumkarzinom 2012).
1.4.3 Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms (Stadium IV)

In der metastasierten Situation (UICC-Stadium IV) ist das Therapieregime fiir Kolon- und
Rektumkarzinome identisch. Primar resektable Leber- und Lungenmetastasen sollen unter
der Voraussetzung, dass nach der Resektion noch ausreichend Organparenchym vorhanden
ist, operativ entfernt werden. Potentiell resektable Leber- und Lungenmetastasen werden
einer neoadjuvanten Chemotherapie zugefiihrt. Dadurch sollen die Metastasen gezielt
verkleinert und ihre Resektabilitit erreicht werden. An die Operation mit RO-Resektion
schliefdt sich jeweils eine adjuvante Chemotherapie an. In beiden Fallen wird eine kurative
Strategie verfolgt. Bei Inoperabilitit des Primdrtumors und/ oder der Metastasen ist die
Situation palliativ. Sowohl fiir die kurative als auch die palliative Versorgung existieren

verschiedene Chemotherapieprotokolle, liber deren Anwendung individuell beraten wird.
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Neben Chemotherapeutika (5-FU, Folinsdure, Oxaliplatin, Irinotecan) kommen zusatzlich
die monoklonalen Antikérper Cetuximab und Panitumumab, die beide gegen den Rezeptor
des endothelialen Wachstumsfaktors (EGFR) gerichtet sind, oder Bevacizumab, der
antiangiogenetisch iiber den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) wirkt, zum
Einsatz (Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014, Onkopedia Leitlinie Kolonkarzinom 2012, Onkopedia

Leitlinie Rektumkarzinom 2012).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit kolorektalem Karzinom nimmt mit
fortschreitendem UICC-Stadium dramatisch ab. In der metastasierten Situation leben nach
diesem Zeitraum trotz Behandlung noch etwa 10 % der Patienten (O’NEIL & GOLDBERG 2008,
CIDON 2010). Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit, das Wissen iiber die molekularen
Veranderungen beim kolorektalen Karzinom zu nutzen, um neue Therapieansitze zu

entwickeln respektive etablierte Therapieregime zu erweitern.

1.4.4 Experimentelle molekulare Therapieansatze zur Modulation des Wnt-

Netzwerkes im kolorektalen Karzinom

Die Attraktivitit einer gezielten therapeutischen Modulation des Wnt-Netzwerkes ist durch
dessen exponierte Stellung in der kolorektalen Karzinogenese begriindet (vgl. Kapitel 1.2).
Vor allem die erforderliche selektive Wirkung auf neoplastische Zellen mit moglichst
geringer Beeinflussung des Wnt-Netzwerkes im normalen Gewebe birgt Schwierigkeiten
bei der Evaluierung verschiedener Substanzen.

Als potentielle Angriffspunkte werden im Allgemeinen vier Ebenen diskutiert. Zunachst
scheint es sinnvoll, die Interaktion der Wnt-Proteine mit deren Rezeptoren und damit die
Aktivierung der nachgeschalteten intrazelluliren Signaltransduktionskaskade zu
blockieren. Das Peptid Foxy-5 soll den Effekt des Proteins Wnt-5a imitieren. Wnt-5a vermag
den kanonischen Wnt-Signalweg zu blockieren (TOPOL et al. 2003). Mittlerweile wird die
Toxizitait von Foxy-5 als auch von monoklonalen Antikérpern gegen Fz-Rezeptoren
(OMP-18R3, OTSA-101) und Wnt-Proteine (OMP-54F28) in einer klinischen Phase-I-Studie
untersucht (SEBIO et al. 2014). Auch eine Aktivierung des zytosolischen
Degradationskomplexes mit dem Ziel, die Akkumulation von aktivem [(-Catenin zu

verhindern, gilt als vielversprechender Ansatz. So steigert das Phytodstrogen Genistein die

12



Einleitung

Genexpression der GSK 3f, was nachfolgend die Wnt-Aktivitit hemmt (SU & SIMMEN 2009).
Zurzeit wird Genistein in Kombination mit 5-FU, Folinsaure, Oxaliplatin und Bevacizumab
in Phase II klinisch bei Patienten mit kolorektalem Karzinom im metastasierten Zustand
evaluiert (SEBIO et al. 2014). Auf nukledrer Ebene wird ergdnzend eine Blockierung der
aktivierenden Interaktion von (-Catenin mit dem LEF/ TCF-Transkriptionsfaktor als
zielfihrend diskutiert. Einerseits wurde dies beispielsweise fiir die aktive Form von
Vitamin D (1,25(0H)2Ds3) beschrieben, welches B-Catenin durch Komplexierung am Vitamin
D-Rezeptor inaktiviert (PALMER et al. 2001). Ebenso wurde den Vitamin-A-Sauren ein
kompetitiver Antagonismus mit -Catenin um die Bindung an LEF/ TCF zugeschrieben
(XIAO et al. 2003). Schliefdlich gibt es Bemiihungen, Proteine, die durch die aberrante Aktivitit
des Wnt-Netzwerkes gesteigert translatiert werden, therapeutisch zu inaktivieren. Dies ist
sinnvoll, wenn die Proteine mit der Karzinomformation und -progression assoziiert sind.
Das small molecule CWP232291 wird aktuell in Phase I klinisch fiir hdmatologische
Tumoren im Hinblick auf dessen Toxizitdt evaluiert. Es soll das antiapoptotische Wnt-
Zielgen Survivin hemmen und dadurch den Zelltod der Karzinomzellen ermdéglichen (SEBIO
etal. 2014). Neben den jeweils exemplarisch genannten Inhibitoren sind zahlreiche weitere
Substanzen beschrieben worden, die das Wnt-Netzwerk auf den vier genannten Ebenen

beeinflussen; an dieser Stelle sei auf weiterfithrende Reviews verwiesen (van ES & CLEVERS
2005, BARKER & CLEVERS 2006, DAHMANI et al. 2011, McDONALD & SILVER 2011, YAO et al. 2011,
KIESSLICH et al. 2012, SEBIO et al. 2014). Dartiber hinaus werden einigen Wirkstoffen - wie dem

in dieser Arbeit im Fokus stehenden Niclosamid - Wnt-modulierende Effekte zugeschrieben
(vgl. Kapitel 1.5), ohne dass der exakte Wirkmechanismus bisher geklart werden konnte.

Zurzeit werden in der klinischen Anwendung keine Wnt-modulierenden Wirkstoffe
routinemafdig bei der Therapie des kolorektalen Karzinoms eingesetzt (vgl. Kapitel 1.4.1 -
1.4.3). Einigkeit herrscht aber iiber die Sinnhaftigkeit einer selektiven Blockade des Wnt-
Netzwerkes (van ES & CLEVERS 2005, BARKER & CLEVERS 2006, DAHMANI et al. 2011, McDONALD &
SILVER 2011, YAO et al. 2011, KIESSLICH et al. 2012, SEBIO et al. 2014). Insbesondere scheint die
Hemmung der 3-Catenin-abhingigen LEF/ TCF-Transkriptionsrate erfolgsversprechend zu
sein, um eine verhdltnismafdig selektive Wirkung auf Karzinomzellen zu erzielen.
Unerwlnschte Arzneimittelwirkungen - beispielsweise durch Storung der LEF/ TCF-

unabhdngigen -Catenin-vermittelten Zelladhdsion - diirften hierdurch minimiert werden
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(BARKER & CLEVERS 2006). Gerade die Formation des nukledren Triple-Komplexes aus
B-Catenin, Bcl-9 und LEF/ TCF (vgl. Kapitel 1.3.1) ist weitgehend unabhingig von anderen
-Catenin-Proteininteraktionen. Auf dieser Ebene der Wnt-Signaltransduktion besteht ein
hohes Potential fiir eine selektive therapeutische Intervention, ohne die [-Catenin-
vermittelte Zelladhdsion zu stéren (HE & AXELROD 2006, SAMPIETRO et al. 2006). Ein zukinftiges
Ziel konnte darin bestehen, Wirkstoffe zu evaluieren, die das Wnt-Netzwerk genau an

dieser Stelle beeinflussen.

1.5 Die Versuchssubstanz Niclosamid

C]UNOQ
HN

Cl
O

OH

Abbildung 4: Strukturformel des Niclosamids (PAN etal. 2012)

Niclosamid (5-Chlor-N-(2-chlor-4-nitrophenyl)-2-hydroxybenzamid) ist ein halogeniertes
Salicylanilid, bei dem tber eine Amidbindung ein Derivat der Salicylsdure mit einem
Derivat des Anilins konjugiert ist (vgl. Abbildung 4). Urspriinglich wurde der Wirkstoff
unter dem Handelsnamen Yomesan® von Bayer als Molluskizid zur effizienten Eradikation
von Schnecken eingefiihrt. Aufderdem vermag es in Form des 2-Hydroxyethylammonium-
Salzes (Clonitralid) die Parasitenlast von Schistosoma in Gewdassern zu reduzieren. Dadurch
kann nachfolgend die Gefahr gesenkt werden, an Bilharziose zu erkranken (ROMPP

https://roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-14-01132).

Im human- und veterinirmedizinischen Bereich ist Yomesan® bei Infektionen mit
Bandwiirmern (Taenia saginata, Tania solium, Diphyllobothrium, Hymenolepsis, Dipylidium)
indiziert. Nach oraler Anwendung wird der Bandwurm durch koérpereigene Proteasen

aufgelost (GROSS 2009, ROMPP https://roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-14-01132). Der

genaue Wirkmechanismus ist bisher nicht vollstiandig geklart. Die Glucoseaufnahme und

der Zitratzyklus der Wirmer scheinen gehemmt und die Glykolyse getriggert zu werden
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(BARTH 2009). Entscheidend ist aber, dass sich Niclosamid als potenter Entkoppler der
oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien erwiesen hat (WEINBACH & GARBUS 1969).
Dabei ist die systemische Wirkung auf den Wirt des Bandwurmes bei einer oralen
Bioverfligbarkeit von gerade einmal 10 % sehr gering; die Plasmakonzentration ist nach
24 Stunden bereits nicht mehr quantifizierbar (< 0,5 ng/ml) (CHANG et al. 2006). Das
Nebenwirkungsprofil ist aufgrund der geringen oralen Bioverfligbarkeit vor allem auf
gastrointestinale Beschwerden wie Ubelkeit, Erbrechen, abdominelle Schmerzen und
Reizung der Magenschleimhaut beschrankt (BARTH 2009).

Mit dem Ansatz des drug repositioning werden neue Anwendungsgebiete fiir etablierte
Arzneimittelwirkstoffe eruiert (ASHBURN et al. 2004, CHONG & SULLIVAN 2007). In diesem
Kontext mehrten sich die Hinweise, dass Niclosamid auch aufierhalb seiner klassischen
Indikation als Antihelminthikum eingesetzt werden kann. Der Substanz wurden bereits
antivirale, antiparasitiare, antibiotische, immunmodulatorische und chemotherapeutische
Wirksamkeit zugeschrieben: Niclosamid kann die Replikation des SARS (schweres akutes
respiratorisches Syndrom)-assoziierten Coronavirus und des strukturell verwandten
transmissiblen-Gastroenteritis-Virus (TGEV) inhibieren (WU et al. 2004, CHANG et al. 2006). Die
Wachstumsrate und Vitalitdt von Trypanosoma brucei brucei und Trypanosoma congolense,
den Erregern der afrikanischen Schlafkrankheit, konnte in vitro nach Inkubation mit
Niclosamid signifikant gesenkt werden (MERSCHJOHANN et al. 2008). In vivo konnte in einem
Infektionsmodell an Insekten (Galleria mellonella) die Infektion mit dem haufig Antibiotika-
resistenten gramnegativen Erreger Pseudomonas aeruginosa durch Behandlung mit
Niclosamid verhindert werden (IMPERI et al. 2013). Unlangst wurde auch der Einsatz von
Niclosamid bei chronisch-entziindlichen sowie autoimmunen Erkrankungen in Aussicht
gestellt. Nach Inkubation mit Niclosamid wurde eine reduzierte Reifung dendritischer
Zellen sowie eine reduzierte Antwort reaktiver T-Zellen auf Fremdantigene beobachtet
(WU etal. 2014).

Unabhdngig konnten verschiedene Arbeitsgruppen dem Niclosamid chemotherapeutische
Wirksamkeit bei verschiedenen malignen soliden Tumoren wie dem kolorektalen Karzinom
(OSADA et al. 2011, SACK et al. 2011), dem Osteosarkom (CHEN et al. 2009), dem Mamma- und
Prostatakarzinom (LU etal. 2011, KETOLA et al. 2012, WANG et al. 2013, YE et al. 2014, LONDONO-]JOSHI

etal. 2014, LIU et al. 2014), dem Zervixkarzinom und dem Adenokarzinom der Lunge (REN etal.
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2010), dem Ovarialkarzinom (YO et al. 2012, AREND et al. 2014), dem Glioblastoma multiforme
(WIELAND et al. 2013), den Kopf- und Halstumoren (LI et al. 2013a) sowie den nicht-
kleinzelligen bronchialen Karzinomen (LI et al. 2013b, LEE et al. 2014) und anderen
Lungentumoren (YOU et al. 2013) zuschreiben. Flir hamatologische Tumoren wie der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) (JIN etal. 2010), der chronischen myeloischen Leukdmie (CML)
(WANG et al. 2009) und dem Multiplen Myelom (KHANIM et al. 2011) konnte diese
antiproliferative Wirkung bestatigt werden. Zusatzlich konnte die Toxizitat des Niclosamids
sowohl auf Ebene der Tumorstammzellen bei der AML (JIN et al. 2010) als auch bei
Stammzell-dhnlichen Vorlauferzellen des Ovarialkarzinoms (YO et al. 2012) und des
Mammakarzinoms (WANG et al. 2013) nachgewiesen werden. Die mittlere inhibitorische
Konzentration (ICso) des Niclosamids lag dabei fiir verschiedene neoplastische Zelllinien
zwischen 0,05 und 4,17 pM (LI et al. 2014, AREND et al. 2014, LONDONO-JOSHI et al. 2014). Fiir die
verschiedenen Tumorentitaten wurden potenzielle Wirkmechanismen detailliert analysiert.
Bei der CML konnte der erythrozytare Differenzierungsblock liberwunden (WANG et al. 2009)
und beim Multiplen Myelom die prognostisch relevante, zur Niereninsuffizienz fiihrende
Produktion der freien Leichtketten durch Inkubation mit Niclosamid inhibiert werden
(KHANIM et al. 2011). Fir das Multiple Myelom konnte eine dquivalente Sensitivitit der
Myelomzellen gegeniiber Niclosamid im Vergleich zur Standardtherapie, bestehend aus
Melphalan, Prednisolon und Thalidomid oder Cyclophosphamid, Thalidomid und
Dexamethason, dokumentiert werden (KHANIM et al. 2011). In Kombination mit anderen
Chemotherapeutika wie dem Oxaliplatin (OSADA et al. 2011), dem Cytarabin, dem Etoposid
oder dem Daunorubicin (JIN et al. 2010), dem Temozolomid (WIELAND et al. 2013), dem
Erlotinib (LI et al. 2013a) und dem Carboplatin (AREND et al. 2014) wurden augmentierende
Effekte beobachtet. Ein synergistischer Wirkmechanismus konnte auch fiir den
monoklonalen Anitkérper TRA-8 belegt werden, der nach Bindung an den Fas-Rezeptor
Apoptose induziert (LONDONO-JOSHI et al. 2014). Bei dem gegen den EGF-Rezeptor gerichteten
Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib entwickelt sich hdufig nach Einsatz liber 6 bis 12 Monate
eine Resistenz der neoplastischen Zellen. Niclosamid konnte einen ursachlichen
Pathoresistenzmechanismus iliber den STAT3-Signalweg iiberwinden (LI et al. 2013a,
LI et al. 2013b). Zusatzlich konnte durch Behandlung mit Niclosamid die Radiosensitivitat

bronchialer Karzinomzellen gesteigert (LEE et al. 2014) und eine erworbene Radioresistenz
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durch Blockierung des STAT3-Signalweges iiberwunden werden (YOU et al. 2013). Mutierte
Splicevarianten des Androgenrezeptors wurden nach Inkubation mit Niclosamid auf der
Oberflache von Prostatakarzinomzellen weniger stark exprimiert, was zu deren
Sensitivierung fiihrte (LIU etal. 2014).

Weiterfiihrende Experimente zur Evaluation der Interaktion mit multiplen Signalwegen der
Karzinogenese konnten die Inhibition des Wnt-Signalweges (CHEN et al. 2009, LU et al. 2011,
OSADA et al. 2011, SACK et al. 2011, WIELAND et al. 2013, WANG et al. 2013, ONO et al. 2014, LONDONO-
JOSHI et al. 2014), des NF-kB-Signalweges (JIN et al. 2010, KHANIM et al. 2011, WIELAND et al. 2013),
des STAT3-Signalweges (REN et al. 2010, KHANIM et al. 2011, KIM et al. 2013, YOU et al. 2013, YE et al.
2014, LONDONO-JOSHI et al. 2014), des mTOR-Signalweges (BALGI et al. 2009, WIELAND et al. 2013,
YOU et al. 2013), des Notch-Signalweges (WANG et al. 2009, WANG et al. 2013, WIELAND et al. 2013)
sowie des Hedgehog-Signalweges (WANG et al. 2013) nach Exposition von Niclosamid belegen.
Analog zur Vorstellung des Wirkmechanismus bei Wurmerkrankungen wurden auch die
Mitochondrien als Wirkungsort untersucht. Niclosamid entkoppelte die oxidative
Phosphorylierung (KHANIM et al. 2011) und hemmte die Genexpression von
Proteinkomplexen der oxidativen Phosphorylierung (YO et al. 2012). Parallel wurde die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, insbesondere des Superoxids, getriggert (JIN et al.
2010, KHANIM et al. 2011). Aufderdem konnten die Induktion von Apoptose (JIN etal. 2010, 0SADA
etal. 2011, LU et al. 2011, KHANIM et al. 2011, YO et al. 2012, YE et al 2014, LEE et al. 2014, LIU et al. 2014)
und von Autophagozytose (BALGI et al. 2009) sowie die Induktion eines transienten
Gi-Arrestes wahrend des Zellzyklus (WIELAND et al. 2013) durch Inkubation mit Niclosamid
belegt werden. Zudem wurden die Zellmigration und -invasion durch den Wirkstoff effektiv
inhibiert (SACK et al. 2011, WIELAND et. al. 2013, YE et al. 2014). Im Vergleich wurden die
genannten Effekte bei physiologischen Korperzellen und deren Vorlauferzellen im
Knochenmark (JIN et al. 2010, ODSADA et al. 2011, WIELAND et al. 2013) erst bei hoheren
Konzentrationen des Niclosamids beobachtet.

In vivo konnte nach Xenoimplantation von Karzinomzellen in immundefiziente Mause und

nachfolgender Therapie mit Niclosamid reduziertes Tumorwachstum (JIN et al. 2010, ODSADA
etal. 2011, WIELAND et al. 2013, WANG et al. 2013, LI et al 20133, LI et al. 2013b, YE et al. 2014, LONDONO-
JOSHI et al. 2014, LIU et al. 2014) und Metastasierungsverhalten (SACK et al. 2011, YE et al. 2014)

beobachtet werden. Im Mausmodell zum Mammakarzinom reduzierte Niclosamid die Zahl
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immunsuppressiver Zellen (YE et al. 2014). Augmentiernde Effekte konnten in vivo bei einer
kombinierten Applikation von Niclosamid mit dem monoklonalen Antikérper TRA-8
nachgewiesen werden (LONDONO-JOSHI et al. 2014). Aufderdem wurde in immundefizienten
Méausen reduziertes Tumorwachstum festgestellt, wenn Glioblastom-Zellen vor
Implantation mit Niclosamid kultiviert wurden (WIELAND et al. 2013). In den genannten
Untersuchungen zum Einsatz von Niclosamid in vivo wurde die Therapie von den Tieren
ohne limitierende unerwiinschte Arzneimittelwirkungen gut toleriert (LI et al. 2013a, LI et al.
2013b, YOU et al. 2013, YE et al. 2014, LONDONO-JOSHI et al. 2014).

In Zusammenschau der Literatur weist das als Antihelminthikum zugelassene Niclosamid
zusatzlich chemotherapeutische und antiproliferative Eigenschaften auf. Es ist davon
auszugehen, dass die Substanz iiber verschiedene Mechanismen auf neoplastische Zellen

und mikrobielle Erreger wirkt (MOOK Jr. et al. 2013).
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1.6 Zielsetzung und Fragestellung

Dem antihelminthischen Niclosamid, einem Derivat der Salicylsdure, werden zunehmend
chemotherapeutische Eigenschaften bei malignen Tumoren zugeschrieben. Zahlreiche
Studien belegen eine Hemmung multipler, in neoplastischen Erkrankungen (re)aktivierter
Signalwege (vgl. Kapitel 1.5).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Niclosamid auf kolorektale
Karzinomzellen untersucht. Dabei richtete sich der Fokus auf die Interaktion der Substanz
mit dem Wnt-Netzwerk, welches eine exponierte Stellung in der Karzinogenese des
kolorektalen Karzinoms einnimmt (vgl. Kapitel 1.2). Ziel war die Evaluation einer Substanz,
die chemotherapeutische Eigenschaften durch die Beeinflussung des molekular relevanten
Wnt-Netzwerkes ausiibt und damit einen potentiellen therapeutischen Ansatz zur
Behandlung fortgeschrittener kolorektaler Karzinome bietet. Die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit wurden in Zellkultur durchgefiihrt. Dabei wurden folgende

Fragestellungen adressiert:
1. Inhibiert Niclosamid das Wachstum kolorektaler Karzinomzellen in Abhangigkeit
von der eingesetzten Konzentration und dem zelluldren Mutationsstatus?
2. Wirkt Niclosamid zytotoxisch durch Induktion des Zelltodes (Apoptose vs. Nekrose)?

3. Welche Auswirkungen hat eine Inkubation kolorektaler Karzinomzellen mit
Niclosamid auf den kanonischen Wnt-Signalweg und den nicht-kanonischen Wnt/

JNK-Signalweg?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

2030 Multilable Reader VICTOR™

Begasungsbrutschrank BB 6060, BB6220
Block Thermomixer (HLC - HTM 130, 24 Fach)

Dampfsterilisator

Durchlichtmikroskop (DM IRBE)

Einfachpipetten (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Eismaschine
Elektrophoresekammer
FACSCanto II Flow Cytometer
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop DMIRE 2
ImageQuant LAS 400 mini
Kamera IXUS 1000 HS
Kryobox
Kiihl-/ Gefrierschranke:

o 4°C

e -20°C

e -80°C
Kiihlzentrifuge (Fresco 17)
Magnetischer Ruhrer
Mithras Multimode Reader LB 940
Multilable Reader VICTOR ™ X4
Nucleofector® II
pH-Meter

Pipettierhilfe accu-jet

Material und Methoden

PerkinElmer, Waltham (USA)
Heraus, Hanau

Heap Labor Consult, Bovenden
Zirbus Technology GmbH, Bad Grund
(Harz)

Leica, Solms

Eppendorf, Hamburg

Ziegra, Isernhagen

Bio-Rad, Miinchen

BD Biosciences, Heidelberg
Sartorius, Gottingen

Leica, Wetzlar

GE Healthcare, Freiburg
Canon Deutschland, Krefeld

Nalge Company, Rochester (USA)

Robert-Bosch Hausgerate GmbH, Gerlingen

Liebherr, Biberach
Sanyo, Wiesloch

Heraeus, Hanau

Heidolph, Schwabach

Berthold Technologies, Oak Ridge (USA)

PerkinElmer, Waltham (USA)
Lonza, Basel (Schweiz)
Sartorius, Gottingen

Brand, Wertheim



Power Supply

Spectrophotometer (Nano Drop ND 1000)
Steamer Multi Gourmet

Sterilbank HERAsafe

Stickstoff-Tank

Tischzentrifuge (Labofuge 400 R)
Thermal Cycler (CFX 96, Real Time System)
Thermocycler

Thermomixer compact
Vakuum-Sicherheits-Absaugsystem
Vortex Mixer (REAX 2000)

Wasserbad 1012

Zahlkammer nach Neubauer (0,0025 m?)
2.1.2 EDV

BD FACSDiva™ Software Version 6.1.3
CFX-Manager Software Version 1.5

Image Quant LAS 400 Software Version 1.2
Mirko Winn 2000

Nano Drop 1000 Version 3.5.2

Perkin Elmer 2030 Software Version 4.00

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Auslaufpipetten (2 pl, 5 pl, 10 pl, 25 pl)
Einmalinjektionskantilen
Einmalspritzen (1 ml)

Falcon Tubes (15 ml, 50 ml)

Filter Tips

Gewebekulturflachen (25 cm? 75 cm?)

PCR-Platte (96-Well Clear)

Material und Methoden

Bio-Rad, Miinchen
peqlab, Erlangen

Braun, Kronberg/ Taunus
Heraeus, Hanau
Schiitt-biotec, Gottingen
Heraeus, Hanau

Bio-Rad, Miinchen
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
WISA, Wuppertal
Heidolph, Schwabach
GFL - Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Optik Labor, Gorlitz

BD Biosciences, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen

GE Healthcare, Freiburg

Berthold Technologies, Oak Ridge (USA)
peqlab, Erlangen

PerkinElmer, Waltham (USA)

Starlab, Hamburg

Braun, Melsungen

BD Biosciences, Heidelberg
Sarstedt, Niimbrecht
Biozym, Oldenburg
Starlab, Hamburg

Bio-Rad, Miinchen
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PCR Tube Strips
Pipettenspitzen (10 ul, 100 pl, 1000 pl)
PVDF-Membran

Rektionsgefafie:
e 1,5ml
e 0,6ml
Zellkulturplatten:
o 6erWell
e 96 erWell

Whatman-Papier
Zellkulturschalen

Zellschaber
2.1.4 Chemikalien

4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Aceton

Acrylamid Mix

Annexin-V-Fluos

Antibody Diluent

APS

BSA

Chloroform

DMEM (3,7 g/l NaHCOs3, 4,5 g/1 D-Glucose,
L-Glutamin, Na-Pyruvat)

DMSO

DTT

ECL-Advance™ Western blotting detection kit

EDTA
Ethanol
FCS
Fishblock

Material und Methoden

Bio-Rad, Miinchen
Sarstedt, Niimbrecht

Millipore, Schwalbach

Eppendorf, Hamburg
Biozym, Oldenburg

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Nunc, Roskilde (Danemark)
Whatman, Buckinghamshire (UK)
Sarstedt, Niimbrecht

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Roche, Mannheim

Dako Deutschland, Hamburg
Gibco, New York (USA)
AppliChem, Darmstadt
Merck, Hohenbrunn

Biochroma, Berlin

AppliChem, Darmstadt

Qiagen, Hilden

Healthcare, Freiburg

Paesel und Lorei, Duisburg

Frohn GmbH, Miinchen; Roth, Karlsruhe
PAN-Biotech, Aidenbach

SurModics BioFx, Eden Prairie (USA)
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Glycerol

Glycin
Gram-Kristallviolettlosung
Hamatoxylin

Hepes

H20 (DNase-/ RNase-frei)
Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
L-Glutamin (200 mM)

Magermilchpulver

MagicMark™ XF Western Protein Standard

Mayers Himalaunlésung
Magnesiumchlorid

Natriumchlorid
Natriumchloridlésung (isoton 0,9%)
Natriumhydroxid
Natriumdesoxycholat

NP-40

PBS (10x)

Penicillin -Streptomycin

Pierce® BCA Protein Assay Kit
PhosSTOP

PMSF

Propidiumiodid

Protease Inhibitor Cocktail
Rainbow Molecular Weight Markers
Roti®-Load 1

RPMI 1640 (L-Glutamin, NaHCO3)
Salzsaure

SDS

Material und Methoden

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Millipore, Schwalbach
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Hohenbrunn
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Braun, Melsungen
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Paisley (UK)
Therma Scientific, Rockford (USA)
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Steinheim

GE Healthcare Amersham, Freiburg

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt

pulsone, Uppsala (Schweden)



Target Retrieval Solution (TRS)
TEMED

Trypanblau

Trypsin-EDTA (10x)

Tris ultrapure

Tween

Vectashield

2.1.5 Pufferherstellung (Tris)

1,0 1 Aqua bidest.
6,1 g Tris ultrapure
9,0 g Natriumchlorid

Material und Methoden

Dako, Glostrup (Danemark)

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

PAA Laboratories, Pasching (Osterreich)
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Vector, Burlingame (USA)

AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Einstellung des ph-Wertes auf 7,6 mit 5N Salzsaure

2.1.6 Plasmide

FOP-Flash
Renilla-Luciferase (pRL-CMV)
TOP-Flash

2.1.7 Enzyme
DNase
2.1.8 Kits

Cell Line Nucleofector® Kit V
Dual-Luciferase® Reporter Assay System
iQ SYBR Green Supermix

peqGold TriFast

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Millipore, Schwalbach
Promega, Mannheim

Millipore, Schwalbach

Roche, Mannheim

Lonza, Basel (Schweiz)
Promega, Mannheim
Bio-Rad, Miinchen
peqlab, Erlangen
Qiagen, Hilden
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2.1.9 Primer
Gen Primer Annealing Accession Produktgrofie
Temperature Number [BP]
[°Cl

Axin2 Reference Position: 2580 60,0 NM_024355 124
Qiagen, Hilden

Bcl-9 Reference Position: 2375 60,0 NM_001107703 103
Qiagen, Hilden

B2-Microglobulin GGTGACCGTGATCTTTCTGG 55,0 NM_012512 145
TGGGTGGAACTGAGACACG

c-jun Reference Position: 881 60,0 NM_021835.3 186
Qiagen, Hilden

Cyclin D1 GACACCAATCTCCTCAACG 54,5 NM_171992 224
GCTCCAGAGACAAGAAACG

GSK 38 Reference Position: 1209 60,0 NM_032080.1 170
Qiagen, Hilden

HPRT CTGGTGAAAAGGACCTCTCG 58,3 NM_012583 183
ACTTGCCGCTGTCTTTTAGG

Met GGACTTTGTTGGACAGTGACG 60,0 NM_031517 104
GATTCCCTCAGTCAGAAACTGG

MMP7 TCATAATTGGCTTCGCAAGG 60,0 NM_012864 76
GCATGGCCTAGAGTGTTTCC

Wif1l Reference Position: 684 60,0 NM_053738 94
Qiagen, Hilden

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Primer

2.1.10 Antikérper

Primarantikorper

Antigen Spezies Verdiinnung Katalogname Herkunft
Active-[3-Catenin (ABC) Maus 1:2000/ 1:50 05-665 Millipore, Darmstadt
c-jun Kaninchen 1:1000 9165 Cell Signaling,

Danvers (USA)
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Histone Deacetylase 1 Kaninchen 1:10000 2062 Cell Signaling,

(HDAC) Danvers (USA)

Vimentin Ziege 1:100 sc-7557 Santa Cruz (USA)

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Priméirantikérper

Sekundirantikorper

Antigen Spezies Verdiinnung Katalogname Herkunft

Anti-goat hoseradish peroxidase Kaninchen 1:200 P0160 DakoCytomation,
Glostrup (DK)

Anti-mouse Alexa Fluor 568 Ziege 1:400 A21134 Millipore,
Darmstadt

Anti-mouse horseradish peroxidase Ziege 1:6000 Sc-2055 Santa Cruz (USA)

Anti-rabbit horseradish peroxidase Ziege 1:3000 #7074 Cell Signaling,

Danvers (USA)

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Sekundirantikérper

2.1.11Versuchssubstanz Niclosamid

Substanz Stammlésung Herkunft
Niclosamid (327,12 g/mol) 1,0 uM (in DMSO) Sigma, Steinheim
10,0 uM (in DMSO)

Tabelle 5: Versuchssubstanz Niclosamid

Aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit des Niclosamids wurde die Substanz in
Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst. Die Stammlésungen wurden jeweils nach 4 Wochen neu

angesetzt und lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur (RT) gelagert.
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2.1.12 Kolorektale Karzinomzelllinien

Zelllinie Spezies APC-Mutation [3-Catenin-Mutation Referenz
CC531 Ratte X CLS 500387
SW480 Mensch X ATCC®CCL-228
SW620 Mensch X ATCC® CCL-227
Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zellen der Linie CC531 stammen aus einem im Bereich des sigmoidalen Kolons chemisch
induzierten Adenokarzinoms aus WAG/Rij Ratten und weisen eine gain-of-function-
Mutation des Protoonkogens [3-Catenin auf (GERMANN et al. 2003). Die Zelllinie SW620 wurde
aus einer Lymphknotenmetastase der koloreaktalen Adenokarzinomzelllinie SW480 eines
51 jahrigen kaukasischen Mannes isoliert. Bei diesen beiden Zelllinien wurden
loss-of-function-Mutationen des Tumorsuppressorgens APC nachgewiesen (YANG et al. 2006;
DIHLMANN et al. 1999). Damit zeigen die verwendeten Zelllinien bei heterogenen Mutationen
alle einen aberrant aktivierten Wnt-Signalweg.

Fir Kontrollversuche wurden Fibroblasten aus dem subkutanen Fettgewebe einer nicht

behandelten Fischer-Ratte (Charles River, Sulzfeld) isoliert.
2.1.13 Medien fiir die Zellkultur

Die kolorektalen Tumorzelllinien (CC531, SW480, SW620) wurden in RPMI 1640 als
Grundmedium supplementiert mit 5 % hitzeinaktiviertem FCS, 1 % L-Glutamin und
1 % Penicillin / Streptomycin kultiviert. Fiir die Kultivierung der Fibroblasten wurde
DMEM als Medium mit zusatzlich 10 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 % Penicillin/
Streptomycin verwendet.

Das FCS wurde zunichst im Wasserbad bei 56 °C fiir 30 Minuten hitzeinaktiviert und

anschlief3end steril filtriert.
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung der Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden in wasserdampfgesattigter Atmosphare und 5 % CO:2
bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Alle Zellkulturversuche wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefithrt. Die Zellen wurden taglich lichtmikroskopisch auf
Verunreinigungen und Zellwachstum beurteilt und alle 3 Tage mit frischem, vorgewarmtem
Kulturmedium versorgt. Alle Zelllinien wuchsen adharent als Monoschicht in 75 cm2 grof3en
Zellkulturflaschen. Vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen ein- bis zweimal pro
Woche unter der Sterilbank passagiert. Dazu wurden die adhidrenten Zellen nach
Entfernung des Kulturmediums zundchst zweimal mit 5 ml PBS gewaschen, um
FCS-Riickstande zu entfernen. Anschliefiend wurden die Zellen mit 1,5 ml Trypsin-EDTA
(10x) fiir 5 bis 15 Minuten im Brutschrank inkubiert, wodurch sie sich vom Gefdfsboden
ablésten. Durch Zugabe von 7 ml frischem Kulturmedium wurde die Trypsinreaktion
gestoppt. Abschliefdend wurden die Zellen nach Zentrifugation (900 rpm, 7 Min., RT) und
Resuspension in frischem Kulturmedium im Verhdltnis 1:5 in 20 ml Kulturmedium

ausgediinnt.
2.2.2 Kryokonservierung der Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden vor Beginn der Experimente expandiert und in
einheitlichen Passagen aliquotiert eingefroren. Vor Erreichen der Konfluenz wurden die
adhdrenten Zellen hierfiir wie unter 2.2.1 beschrieben abgelost, zentrifugiert, anschlief3end
in Einfriermedium (900 ul FCS, 100 pul DMSO) resuspendiert und in beschriftete
Kryorohrchen gefiillt. Uber Nacht wurden die Zellen zunichst in einer mit Isopropanol
gefiillten Kryobox bei -80 °C schrittweise (-1 °C/ Min.) eingefroren. Am nachsten Morgen
wurden die Aliquots zur dauerhaften Aufbewahrung in Tanks mit fliissigem Stickstoff

uberfihrt.

28



Material und Methoden

2.2.3 Revitalisierung der Zellen

Fir die im Folgenden beschriebenen Zellkulturversuche wurden maximal zehn Passagen
der verschiedenen Zelllinien genutzt. Bei Erreichen der zehnten Passage wurden neue
Zellen aus der urspriinglichen Passage revitalisiert. Zum Entfernen von DMSO-Riickstdnden
des Einfriermediums wurden die Zellen in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und im
Anschluss zentrifugiert (900 rpm, 7 Min., RT). Das entstandene Zellpellet wurde in frischem
Kulturmedium erneut resuspendiert und anschlieflend in eine mit 20 ml Kulturmedium

gefiillte Zellkulturflasche tiberfiihrt.
2.2.4 Isolation von Fibroblasten

Zum Vergleich der Wirkung des Niclosamids auf gesunde Zellen wurden Fibroblasten aus
dem subkutanen Fettgewebe einer unbehandelten Fischer-Ratte isoliert. Sechs
Gewebestiicke wurden aus dem Unterhautfettgewebe herausprapariert und in 25 cm?
grofde Zellkulturflaschen gefiillt mit 10 ml DMEM-Medium in Kultur genommen. Taglich
wurde die Emigration von Zellen aus den Gewebestiicken optisch beurteilt und das
Kulturmedium bei Farbumschlag von rot-violett nach gelb gewechselt, da dies den
Verbrauch der Nahrstoffe im Medium anzeigt. Nach zwei Wochen war eine ausreichende
Menge an Zellen aus dem Gewebeverband ausgewandert, sodass die Fettgewebestiicke

entfernt und die Fibroblasten expandiert werden konnten (vgl. Kapitel 2.2.2).
2.2.5 Immunhistochemischer Nachweis von Fibroblasten
Kultivierung und Fixation auf Chamber Slides

Zum Identitatsnachweis der isolierten Zellen (vgl. Kapitel 2.2.4) wurden 2 x 10% dieser
Zellen auf Chamber Slides in 2 ml DMEM-Medium kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das
Medium verworfen und mogliche FCS-Riickstande durch zweimaliges Waschen mit 3 ml

PBS entfernt. Anschliefdend wurden die Zellen fir 10 Minuten bei 4 °C in Aceton fixiert.
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Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin in primaren Zellen

Das zytoskeletale Intermedidrfilament Vimentin ist hochgradig gewebsspezifisch fiir Zellen
mesenchymaler Herkunft. Daher eignet sich eine immunhistochemische Farbung dieses
Proteins zum Nachweis der Identitit von Fibroblasten. Entsprechend wurde die Expression
von Vimentin in den Zellen auf den Chamber Slides gemaf3 des nachfolgenden Protokolls

(vgl. Tabelle 7) analysiert.

1. Inkubation in 0,3 % H202-haltigem Methanol fiir 20 Min. bei RT zur Eliminierung der endogenen

Peroxidaseaktivitét
2. Entfernen von H202- und Methanol-Riickstdnden durch zweimaliges Waschen in Tris-Puffer fiir 5 Min.

3. Inkubation mit polyklonalem Vimentin-Antikérper, verdiinnt in Antikérperdiluent im Verhéltnis 1:50

bei 4 °C iiber Nacht
4. Entfernen von Antikdrper-Riickstinden durch zweimaliges Waschen in Tris-Puffer fiir 5 Min.

5. Inkubation mit einem polyklonalen Rabbit-Anti-Goat-Antikdrper gekoppelt an eine HRP, verdiinnt in
Tris-Puffer im Verhaltnis 1:200 fiir 30 Min. bei RT

6. Entfernen von Antikorper-Riickstinden durch zweimaliges Waschen in Tris-Puffer fiir 5 Min.

7. Nachweis der HRP-Aktivitdt durch Inkubation mit H202-haltigem AEC-Substrat fiir 30 Min. bei RT

unter Bildung eines rotbraunen Farbproduktes
8. Entfernen von H202- und AEC-Riickstdnden durch zweimaliges Waschen in Aqua bidest. fiir 5 Min.

9. Kernfarbung mit Himatoxylin fiir 30 Min.
Tabelle 7: Farbeprotokoll zum Nachweis von Vimentin

2.2.6 Wachstum und Zytotoxizitat nach Inkubation mit Niclosamid
Kultivierung fiir 24 Stunden und 12 Stunden

Der wachtumsinhibitorische Effekt des Niclosamids wurde zunichst in Zellkultur nach
einer Inkubationszeit von 24 und 12 Stunden untersucht. 240.000 (CC531, SW480, SW620)
respektive 100.000 (Fibroblasten) Zellen wurden pro Schale einer 6er Well Platte in 3 ml

des entsprechenden Kulturmediums ausplattiert. Nach 24 Stunden initialer Inkubationszeit
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wurden aufsteigende Konzentrationen des Niclosamids (1 uM, 3 uM, 10 uM, 50 uM) oder
Volumina der Tragersubstanz DMSO als Kontrolle (0,9 pl, 3 pl, 15 pl) in frisches
Kulturmedium hinzugefiigt (vgl. Tabelle 8). DMSO wurde somit in einer maximalen
Konzentration von 0,5 % eingesetzt. Auferdem wurden Zellen im Sinne einer
Mediumkontrolle unbehandelt belassen. Nach weiteren 24 respektive 12 Stunden wurde
die Zellzahl der adhdrent am Boden angewachsenen Zellen nach Ablésung durch Trypsin-

EDTA in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Zielkonzentration des Niclosamids =~ Stammlésung Ansatz

[uM] [nM]

1 1 3 pl Stammlésung + 3 ml Medium

3 10 0,9 pl Stammlésung + 3 ml Medium

10 10 3 ul Stammlosung + 3000 ml Medium
50 10 15 pl Stammlésung + 3000 ml Medium
Tabelle 8: Pipettierschema fiir Niclosamid-Inkubation

Zellzahlbestimmung mit Neubauer-Zahlkammer

Die Zellen wurden in 100 bis 1000 pl Medium in Abhdngigkeit von der eingesetzten
Niclosamid-Konzentration resuspendiert und mit Trypan-Blau im Verhaltnis 1:100 versetzt.
Trypan-Blau reichert sich ausschliefdlich in avitalen Zellen an, sodass diese
lichtmikroskopisch identifiziert werden kénnen. Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen
in den vier Grofdquadranten einer Neubauer-Ziahlkammer ausgezdhlt. Der Suspension
wurde jeweils 1 % DNase hinzugefiigt zur effektiven Vereinzelung der Zellen. Die

Gesamtzellzahl wurde mit der nachstehenden Formel berechnet:

Zellzahl/ ml = (Mittelwert der vier Grofdquadranten) x 104 x Verdiinnungsfaktor x Ausgangsvolumen

Farbung der Zellen mit Gram-Kristallviolett-Losung

Die Zellen wurden nach 12 Stunden Inkubation mit Niclosamid mit einer Kristallviolett-
Losung (Merck, Darmstadt) gefirbt, um Verdnderungen der Zelldichte sowie
morphologische Verdnderungen der Zellen lichtmikroskopisch zu dokumentieren. Dabei

wurde nach dem Protokoll in Tabelle 9 vorgegangen. Die 6 Well Zellkulturplatten wurden

31



Material und Methoden

nach Fixierung und Farbung bei 4 °C dunkel gelagert. AbschliefRend erfolgte die

lichtmikroskopische Beurteilung.

1. Entfernung des Mediumiiberstandes und von FCS-Riickstinden durch zweimaliges Waschen mit 3 ml
PBS

2. Fixierung in 70 % Ethanol bei RT fiir 30 Min.

3. Entfernung von Ethanol-Uberstinden durch dreimaliges Waschen mit Aqua bidest.
4. Inkubation in Gram-Kristallviolett-Losung bei RT fiir 45 Min.

5. Entfernung von Farberiickstinden durch viermaliges Waschen mit Aqua bidest.

6. Weitere Kontrastierung durch Entfarbung unter laufendem Leitungswasser

7. Uber Nacht trocknen

Tabelle 9: Farbeprotokoll nativer Zellen mit Kristallviolett-Losung

Durchflusszytometrische Analyse nach Annexin-V-Fluos - / Propidiumiodid -
Doppelfirbung

Inkubationspuffer 10 mM Hepes/ NaOH, pH 7,4
140 mM NacCl
5 mM CaClz
Propidiumiodid-Lésung 50 pg/ ml PBS
Markierungsléosung 1000 pl Inkubationspuffer

20 ul Annexin-V-Fluos
20 pl Propidiumiodid

Tabelle 10: Pipettierschema zur Herstellung der Annexin-V-Fluos-Markierungslosung

Wahrend der Apoptose eukaryotischer Zellen wird die asymmetrische Verteilung der
Phospholipide innerhalb der Zellmembran aufgehoben. Dabei wird Phosphatidylserin
charakteristischerweise auf die Auf3enseite der Lipiddoppelmembran transloziert (FADOK et
al. 1992a, FADOK et al. 1992b). Das Fluorescein-konjugierte Antikoagulans Annexin-V-Fluos hat
eine spezifische, Ca2*-abhadngige Affinitdt fiir Phosphatidylserin. Eine Doppelfiarbung mit
Propidiumiodid zur weiteren Unterscheidung von apoptotischen und nekrotischen Zellen

ist notwendig, da auch nekrotische Membraniiberreste Phosphatidylserin exprimieren.
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Propidiumiodid penetriert nur die permeabilisierte Membran nekrotischer Zellen, nicht
aber die intakte Membran apoptotischer Zellen (VERMES et al. 1995).

Nach 24 Stunden Inkubation mit aufsteigenden Niclosamid-Konzentrationen (1 uM, 3 puM,
10 uM, 50 uM) oder 15 pl des Losungsmittels DMSO wurden pro Bedingung 106 Zellen der
Linie CC531 mit PBS gewaschen, durch Zugabe von Trypsin-EDTA vereinzelt, in Medium
resuspendiert und zentrifugiert. In der Suspension wurden die am Boden angehefteten
Zellen und die Zellen des Uberstandes vereinigt. Zur Kontrolle wurden unbehandelte Zellen
mitgefiihrt. Das Zellpellet wurde in 100 pl Markierungslésung (vgl. Tabelle 10)
resuspendiert und in einem FACS-Roéhrchen fiir 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Im
Anschluss erfolgte die Analyse im Durchflusszytometer. Separat wurde nach 12 Stunden
Inkubation der Zustand der nur am Boden angewachsenen Zellen unter sonst
unveranderten Bedingungen analysiert.

Durchflusszytophotometrisch  wurden die Annexin-V-Fluos-Signale im  griinen
Wellenlangenbereich und die Propidiumiodid-Signale im roten Wellenlangenbereich
detektiert. Um ein Uberlappen beider Emissionsspektren ausschliefRen zu kénnen, wurden
pro Bedingung ungefarbte Zellen, nur mit Annexin-V-Fluos gefirbte Zellen, nur mit
Propidiumiodid gefarbte Zellen und mit Annexin-V-Fluos und Propidiumiodid
doppelgefarbte Zellen separat analysiert. Die Analyse erfolgte mit einem FACSCanto und
der passenden FACSDiva™ Software Version 6.1.3 (BD Biosciences, Heidelberg), wobei

jeweils 20.000 Zellen erfasst wurden.
2.2.7 TOPflash/ FOPflash Dual-Luciferase® Reporter Assay

Nukleofektion adharenter Zellen

5x 106 Zellen

100 ul Nukleofektion-Kit V

100 ng TOPflash Plasmid oder FOPflash Plasmid
10 ng Renilla Luciferase Plasmid

Tabelle 11: Pipettierschema zur Nukleofektion

Zur Untersuchung des Einflusses von Niclosamid auf die Aktivitit des Wnt-Signalweges

wurden 5 x 106 Zellen der Linie CC531 mit 100 ng des Plasmids TOPflash
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(Millipore, Schwalbach) transfiziert, das sechs Bindungsstellen fiir den Transkriptions-
faktor LEF/ TCF enthalt. Dieses Konstrukt stellt die Expression einer Luciferase unter die
Kontrolle von LEF/ TCF, also der Endstrecke des kanonischen Wnt-Signalweges. Als
dazugehorige Negativkontrolle wurden parallel Zellen mit der gleichen Menge des Plasmids
FOPflash (Millipore, Schwalbach) transfiziert. FOPflash enthalt aufgrund gezielter
Mutationen keine Bindungsstellen fiir LEF/ TCF. Die Zellen wurden jeweils mit 10 ng eines
Plasmids mit der konstitutiv aktiven Renilla-Luciferase aus der Koralle Renilla reniformis
(Promega, Mannheim) kotransfiziert, um experimentelle Variabilitaten wie ungleichmafdige
Transfektionseffizienzen oder Zellvitalitit zu minimieren.

1 Million CC531 Zellen wurden in der speziellen Nukleofektionslosung (vgl. Tabelle 11)
suspendiert und mit der in Vorexperimenten ermittelten, optimalen DNA-Menge der
Plasmide supplementiert. Die Transfektion erfolgte mithilfe des Nucleofector® II (Lonza,
Basel, Schweiz). Im Anschluss wurden die Zellen in 1 ml des Kulturmediums aufgenommen
und gleichmafdig auf die Schalen einer 6er Well Platte verteilt. Die Zellen wurden
24 Stunden unter optimalen Bedingungen im Brutschrank kultiviert. Anschliefdend wurden
das Kulturmedium gewechselt und die Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen des
Niclosamids (3 uM, 10 uM, 50 uM) oder des hdchsten eingesetzten Volumens von DMSO
(15 pl) fir 12 Stunden inkubiert. Aufserdem wurden Zellen als Mediumkontrolle in reinem
Kulturmedium belassen. Die relative Aktivitit des Wnt-Signalweges wurde anschlief3end

ermittelt.

Dual-Luciferase® Reporter Assay

500 ul Passive Lysis Buffer (PLB)

100 pl Luciferase Assay Reagenz II (LAR II)

100 ul Stop & Glo® Reagenz

Tabelle 12: Pipettierschema zum Dual-Luciferase® Reporter Assay

Der Dual-Luciferase® Reporter Assay ermoglicht es, die Aktivititen von zwei aus
unterschiedlichen Spezies isolierten Luciferasen bioluminometrisch sequentiell zu
ermitteln. Das verwendete Plasmid TOPflash enthdlt eine Firefly-Luciferase aus dem

Leuchtkafer Photinus pyralis, deren Expression von der Aktivitat des Transkriptionsfaktors
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LEF/ TCF und damit des kanonischen Wnt-Signalweges kontrolliert wird. Wenn die
Aktivitat des Wnt-Signalweges beispielsweise durch die Zugabe eines Inhibitors sinkt,
werden die Expression dieser Luciferase und damit deren absolute Aktivitat reduziert,
sodass auch das bioluminometrische Signal abnimmt. Auch das Kontrollplasmid FOPflash
enthalt die Firefly-Luciferase.

Nach 12 Stunden Inkubation mit Niclosamid in einer 6 Well Zellkulturplatte wurde das
Kulturmedium verworfen und moégliche FCS-Riickstande durch Inkubation mit 3 ml PBS fiir
5 Minuten entfernt. Nachfolgend wurden die adhdarent gewachsenen Zellen mit 250 ul PLB
bedeckt, fiir 15 Minuten inkubiert und hierdurch lysiert. 20 ul des Lysates wurden pro
Bedingung als Triplikat in die Schalen einer 96 Well Zellkulturplatte pipettiert. Zur
Kontrolle wurde eine Schale mit 20 pul reinem PLB befiillt. Mithilfe eines Luminometers
(Berthold Technologies, Oak Ridge, USA) wurden zundchst 100 pl LAR II, welches Luciferin
im Uberschuss enthilt, in die Schalen einer 96 Well Zellkulturplatte gegeben und dann der
Umsatz der Firefly-Luciferase gemessen. Im Anschluss wurden 100 ul des Stop & Glo
Reagenz hinzugefiigt, welches Coelenterazin im Uberschuss enthélt. Dadurch wurde sowohl
die Reaktion der Firefly-Luciferase gestoppt als auch die der Renilla-Luciferase initiiert. Die
Enzymumsatze wurden jeweils in RLU (relative light units) angegeben.

Nach Abzug der im reinen PLB ermittelten Autolumineszenzwerte der Substrate wurden
die Werte der TOPflash Firefly zunachst durch die Werte der Renilla-Luciferase dividiert.
Die relative Promotoraktivitat konnte als Quotient der TOPflash Firefly-Luciferase und der

FOPflash Firefly-Luciferase angegeben werden.
2.2.8 Real-time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
Extraktion von RNA fiir die RT-PCR

Nach 12 Stunden Inkubation mit 1 uM, 3 uM, 10 uM und 50 puM Niclosamid wurden die
adhdrent am Boden haftenden Zellen mit peqGOLD TriFast bestehend aus Phenol und
Guanidinisothiocyanat (peqlab, Erlangen) entsprechend des Protokolls des Herstellers
lysiert (vgl. Tabelle 13). Zur Kontrolle wurden unbehandelte Zellen (Mediumkontrolle) und
mit der hochsten eingesetzten Menge des Losungsmittels DMSO (15 pl) inkubierte Zellen
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lysiert. Im Anschluss wurde die RNA aus dem Lysat extrahiert, gelost und dann bei -80 °C

gelagert.

1. Entfernen des Mediums und moglicher FCS-Riickstdnde durch dreimaliges Waschen mit 3 ml PBS fiir

jeweils 5 Min.

2. Lyse der Zellen durch Zugabe von 1 ml peqGOLD TriFast pro Schale einer 6er Well Platte; Inkubation

fiir 5 Min. bei RT zur Dissoziation von Nukleotidkomplexen
3. Zugabe von 0,2 ml Chloroform und Inkubation fiir 10 Min.

4. Zentrifugation fiir 15 Min. bei 12.000 x g und 4° C; Bildung von drei Phasen (rote Phenol-Chloroform-

Phase, durchsichtige wassrige Phase, Interphase); RNA ausschlief3lich in wassriger Phase enthalten

5. Uberfithrung der wissrigen Phase in frisches Réhrchen und Zugabe von 0,5 ml Isopropanol zur

Prézipitation der RNA; Inkubation fiir 15 Min. auf Eis
6. Zentrifugation fiir 10 Min. bei 12.000 x g und 4 ° C; Verwerfen des Isopropanoliiberstandes

7. Waschen des RNA-Pellets durch Zugabe von 1 ml 75 % Ethanol und anschliefiender Zentrifugation fiir
10 Min. bei 12.000 xgund 4 ° C

8. Wiederholung von Schritt 7
9. Trocknen des RNA-Pellets bei 57° C in einem Block Thermomixer

10. Losen der RNA durch Zugabe von 20 pl RNase freiem Wasser; Erhitzen der Losung auf 57° C in einem

Block Thermomixer fiir 10 Min. zur effizienteren Losung der RNA

11. Messung der RNA-Menge (ng/ pl) im Spectrophotometer

Tabelle 13: Protokoll zur Extraktion von RNA

Reverse Transkription

Mithilfe einer Reversen Transkriptase wird aus RNA sogenannte cDNA (complementary
DNA) synthetisiert. Hierfir wird die Hybrid-abhdngige Exoribonuklease-Aktivitat
(RNase H) der Reversen Transkriptase genutzt, die die RNA aus RNA-DNA-Hybriden
entfernt. Mithilfe der verwendeten QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden)
wird vor der Synthese der cDNA die genomische DNA aus RNA Losungen eliminiert, sodass

die spatere cDNA keine Introns mehr enthalt. Da die Sequenz der cDNA dann der Sequenz
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der mRNA (messenger RNA) entspricht, ist es moglich, Aussagen liber die Transkription
eines spezifischen Genabschnittes zu treffen. Entsprechend den Angaben des Herstellers
wurden von jedem RNA-Template 3 pg in cDNA umgeschrieben (vgl. Tabelle 14). Die
Aliquots mit der hergestellten cDNA, die in der real-time PCR eingesetzt wurde, wurden bei

-20 °C gelagert.

1. Losung von 3 pg des RNA-Templates mit 6 ul gDNA Wipeout Buffer (7x) und Auffiillen mit RNAse

freiem Wasser auf 14 pl
2. Inkubation fiir 2 Min. bei 42 ° C im Thermocycler; sofortige Lagerung auf Eis

3. Herstellung des Reverse-Transkriptase Master Mixes aus 3 pl Quantiscript Reverse Transcriptase,

12 pl Quantiscript RT Buffer (5x) und 3 pl RT Primer Mix
4. Zugabe der unter 2 von genomischer DNA eliminierten RNA
5. Inkubation fiir 15 Min. bei 42 ° C im Thermocycler zur Synthese der cDONA

6. Inkubation fiir 3 Min. bei 42° C im Thermocycler zur Terminierung der reversen Transkription

Tabelle 14: Protokoll zur Synthese von cDNA
Prinzip der real-time PCR

Die real-time PCR ermoglicht die Quantifizierung der Expression von Genabschnitten. Somit
kann indirekt auf die Hohe einer spezifischen Genexpression geschlossen werden (WONG &
MEDRANO 2005). Dabei ist es moglich, Unterschiede in der Expression eines Genes in
verschiedenen Proben ab 23 % zu erfassen (GENTLE et al. 2001).

Die Methode gliedert sich in drei Abschnitte: Zundchst kommt es durch Erhéhung der
Temperatur auf 95 °C zur Denaturierung, also zur Trennung der Doppelstrang cDNA.
Anschlief3end wird die Temperatur auf variable Werte, die dem Temperaturoptimum der
eingesetzten Primer entsprechen, gesenkt. Primer sind Oligonukleotidsequenzen, die bei
ihrem Temperaturoptimum an ihrer komplementdren Einzelstrang-DNA-Sequenz binden
(Annealing). Sie markieren den Beginn und das Ende der zu amplifizierenden mRNA-
Sequenz und sind die Bindestelle der Tag-Polymerase. Diese aus dem Bakterium Thermus
aquaticus stammende thermostabile Polymerase terminiert einen Zyklus mit der

Elongation, also der Synthese des komplementdren Zweitstranges. Dieser Zyklus aus
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Denaturierung, Anlagerung (Annealing) und Elongation wird 40-mal wiederholt, wobei es
nach jedem Zyklus zur Verdopplung der DNA- Menge gekommen ist.

Die Quantifizierung der DNA wird durch Zugabe von iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad,
Miinchen) ermoglicht. Dieser interkaliert mit der synthetisierten Doppelstrang-DNA und
emittiert nach Laseranregung Licht der Wellenlidnge 520 nm. Mithilfe eines Thermal-
Cyclers (Bio-Rad, Miinchen) kann das emittierte Licht detektiert werden. Als threshold
(Schwellenwert) bezeichnet man die Zykluszahl, bei der die Fluoreszenzemission das
Hintergrundrauschen signifikant tibersteigt (Ct-Wert). Die Zykluszahl, an dem der Ci-Wert
liegt, richtet sich nach der Menge der urspriinglich in der Probe enthaltenen mRNA. Je mehr
mRNA eine Probe enthalt, desto weniger PCR Zyklen sind notwendig, um die Menge an DNA
zu amplifizieren, deren Fluoreszenzsignal das Grundrauschen iibersteigt (TICHOPAD et al.
2003).

Die ermittelten Ci-Werte werden relativ quantifiziert, indem man die Expression des
Zielgenes in der betrachteten Probe in Relation zu einer Referenzgruppe (unbehandelte
Mediumkontrolle) setzt. Diese relative Quantifizierung hat den Vorteil, dass eine Steigerung
oder Reduzierung einer Genexpression durch eine spezielle Behandlung, wie in der
vorliegenden Arbeit mit Niclosamid, erfasst werden kann (LIVAK et al. 2001). Zusatzlich wird
die Expression mit zwei sogenannten housekeeping oder Referenzgenen normalisiert, deren
Expression nach Moglichkeit unabhdngig vom Experimentaufbau in den verschiedenen

Proben konstant sein sollte (SCHMITTGEN et al. 2000).
Real-time PCR

Zur Durchfiihrung der PCR wurde der iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Miinchen)
verwendet. Dieser Mix enthdlt zum einen eine thermostabile Tag-Polymerase und zum
anderen den Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein. Auf einer 96er PCR-Platte wurden Triplikate
jeder Probe als 25 pl Reaktionen nach nachfolgendem Schema (vgl. Tabelle 15) pipettiert,
anschlief3end zur vollstindigen Vereinigung der einzelnen Komponenten zentrifugiert und

bei -20 °C gelagert.
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Komponente Volumen pro Reaktion Konzentration
iQ SYBR Green Super Mix 12,5 ul 1x

forward Primer 0,5 ul 200 nM
reverse Primer 0,5 ul 200 nM

H20 10,5 pl

cDNA-Template 1 pl (enthalt 50 ng DNA)

Tabelle 15: Pipettierschema fiir die real-time PCR

Nach Auftauen der Platten und nochmaliger Zentrifugation wurden die Proben anhand
eines vorgegebenen Temperaturprogrammes (vgl. Tabelle 16) im LightCycler (Bio-Rad,
Miinchen) analysiert. Als Reinheitskontrolle wurde fiir jeden Primer ein Triplikat ohne
Zugabe von cDNA mitgefiihrt. Die Schmelzkurve wurde zum Nachweis der Genspezifitat
anhand von Einzelpeaks erstellt. Die Auswertung in Relation zur Mediumkontrolle erfolgte

mit der CFX Manager™ Software Version 1.5 (Bio-Rad, Miinchen).

ZyKlusschritt Temperatur [° C] Zeit [Min.] Wiederholungen
Aktivierung der Tag-Polymerase 95 5 0

Denaturierung 95 0,3 40

Annealing Primer spezifisch 0,3 40

Schmelzkurve 55-95 13,3 0

(Steigerung um 0,5° C alle 0,1 Min.)

Tabelle 16: PCR-Temperaturprogramm

2.2.9 Immunfluoreszenznachweis von aktivem p-Catenin

Zur Klarung der Frage, ob Niclosamid den Anteil der nukledren aktiven Form des (-
Catenins verandert, wurde aktives -Catenin immunfluoreszenzmikroskopisch analysiert.
20.000 Zellen der Linie CC531 wurden fiir 24 Stunden auf Chamber Slides kultiviert.
Anschlieffend wurden die Zellen mit frischem Medium versorgt und aufsteigende
Niclosamid-Konzentrationen hinzugefiigt (0 pM, 3 puM, 10 pM, 50 uM). Zur Kontrolle
wurden Zellen zusatzlich mit 15 pl des Losungsmittels DMSO inkubiert. Nach weiteren
24 Stunden wurde das Medium verworfen und mogliche FCS-Rickstidnde durch

zweimaliges Waschen mit 3 ml PBS entfernt. Die Fixation der Zellen auf den Chamber Slides
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erfolgte anschliefdend fiir 2 Minuten bei -20 °C in Methanol. Der Nachweis von aktivem f3-

Catenin erfolgte nach dem Protokoll in Tabelle 17.

1.

Zweimaliges Waschen der Chamber Slides fiir 5 Min. in Tris-Puffer

20 mintitiges Kochen der Chamber Slides in Target Retrieval Solution im Steamer

Abkiihlen der Chamber Slides auf 37 °C

Zweimaliges Waschen der Chamber Slides fiir 5 Min. in Tris-Puffer

Blockierung kreuzreaktiver Proteine durch Inkubation mit einem Fishblock fiir 20 Min.

Zweimaliges Waschen der Chamber Slides fiir 5 Min. in Tris-Puffer

Inkubation mit monoklonalem Antikorper gegen aktives (3-Catenin, verdiinnt in Antikérperdiluent im
Verhaltnis 1:50 bei 4 °C tiber Nacht

Zweimaliges Waschen der Chamber Slides fiir 5 Min. in Tris-Puffer

Inkubation mit einem polyklonalen Goat-Anti-Mouse-Fluoreszenzantikérper verdiinnt in Tris-Puffer

im Verhaltnis 1:400 fiir 60 Min. bei RT

10. Darstellung der Zellkerne mit DAPI

11. Eindeckeln der Chamber Slides mit Vectashield

Tabelle 17: Farbeprotokoll zum Nachweis von aktivem 3-Catenin
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2.2.10 Western Blot

Zellauftrennung

Puffer A: 100 mM Hepes-KOH pH 7,9
1,5 mM MgCl2
10 mM KCl

Puffer B: 20 mM Hepes-KOH pH 7,9
420 mM NacCl
15 mM MgCl2
0,2 mM EDTA/ NaOH
25 % Glycerol
1 % NP-40 (IgPAL)
0,5 % Na-Doc

Vor Gebrauch jeweils Zugabe von: 5ul DTT
10 pl PMSF
100 pl Phospho-Stop
10 pl Protease-Inhibitor-Cocktail

Tabelle 18: Pipettierschema zur Zellauftrennung fiir Western Blot

Nach 12 Stunden Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen des Niclosamids (0 puM,
1 pM, 3 uM, 10 pM und 50 uM) oder den entsprechenden Volumina der Tragersubstanz
DMSO als Kontrolle (3 pul und 15 pl) wurden die Zellen nach dem Protokoll in Tabelle 19
lysiert und in eine Zytosol- und eine Kernfraktion aufgetrennt. Zur Kontrolle wurden
unbehandelte Zellen analog mitgefiihrt. Anschliefiend erfolgte die Bestimmung der
Proteinkonzentration im Multilable Reader VICTOR ™ X4 (PerkinElmer, Waltham, USA)
und der zugehorigen Software in der Version 4.00 mit dem Pierce® BCA Protein Assay Kit

entsprechend den Angaben des Herstellers (Thermo Scientific, Waltham, USA).

1. Waschen der Zellen mit 5 ml PBS; Losung der Zellen durch Zugabe von 0,3 ml Trypsin-EDTA (10x);
Resuspension in 3 ml Zellkulturmedium; Zentrifugation (750 rpm, 5 Min.)

2. Entfernen des Uberstandes und Resuspension in 1 ml PBS
Zentrifugation (200 x g, 10 Min.)

4. Verwerfen des Uberstandes und Resuspension des Zellpellets in 100 pl eisgekiihltem Puffer A (vgl.
Tabelle 18)

5. Inkubation auf Eis (10 Min.); Zellen schwellen an
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Zugabe von NP-40 (10 %ig) mit Endkonzentration von 0,5 % und Zentrifugation (750 x g, 1 Min.)
Im Uberstand befindet sich die Zytosolfraktion.

6
7
8. Resuspension des Pellets in 20 pl eisgekiihltem Puffer B (vgl. Tabelle 18)
9. Inkubation im Kithlraum auf dem Vortex (30 Min.)

10. Zentrifugation (7700 rpm, 5 Min.)

11. Im Uberstand befindet sich die Kernfraktion.

Tabelle 19: Protokoll zur Zelllyse fiir Western Blot

SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Sammelgel: (4 %ig, 5 ml)
3,4 ml H20
0,83 ml Acrylamid Mix (30 %)
0,63 ml Tris (1 mM, pH 8,8)
0,05 ml SDS (10 %)
0,05 ml APS (10 %)
0,005 ml TEMED

Trenngel: (10 %ig, 20 ml)
7,9 ml H20
6,7 ml Acrylamid Mix (30 %)
5 ml Tris (1 mM, pH 8,8)
0,2 ml SDS (10 %)
0,2 ml APS (10 %)
0,008 ml TEMED

Laufpuffer: (10x, 100ml)
25 mM Tris
192 mM Glycin
0,025 % SDS
+ 700 ml H20
+ 200 ml Methanol

Tabelle 20: Pipettierschema zur Herstellung der Western Blot-Gele

Aufgrund ihrer Nettoladung wandern Proteine im elektrischen Feld, sodass sie mithilfe der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese entsprechend ihrer Ladung und Grof3e aufgetrennt
werden konnen. Kleine Proteine wandern dabei schneller durch die Polyacrylamidgele als
grofde. Folglich befinden sich die kleinsten negativ geladenen Proteine am Ende am
nachsten an der Anode und vice versa.

Jeweils 40 pg der verschiedenen Proteinproben wurden entsprechend den Angaben des

Herstellers mit Roti®-Load 1 (Carl Roth GmbH+Co. KG, Karslruhe) im Verhaltnis 4:1
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verdiinnt und anschlieffend im Warmeblock fiir 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Nach
Einbringung der Gele in die Elektrophoresekammern und Auffiillung der Kammern mit dem
Laufpuffer (1x) wurden die Proben in die Geltaschen pipettiert. Zusatzlich wurde in die
erste Tasche der sogenannten Rainbow-Marker (GE Healthcare Amersham, Freiburg) zur
Orientierung und in die letzte Tasche der sogenannte MagicMark™ XF Western Protein
Standard (Invitrogen, Darmstadt) zur spateren Visualisierung einer Proteinstandardbande
pipettiert. Nach Anschluss an das Power-Supply (Bio-Rad, Miinchen) sind die Proteine
zunachst bei 130 V in das Sammelgel (vgl. Tabelle 20) eingelaufen (30 Min.). Abschlief3end
folgte der Lauf im Trenngel (vgl. Tabelle 20) bei 200 V fiir 2 Stunden.

Proteintransfer
Blotpuffer (10x, pH 8,3): 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,025 % SDS
Tabelle 21: Pipettierschema zur Pufferherstellung fiir Western Blot

Zur spateren Visualisierung der Proteine mithilfe spezifischer Antikérper wurden die
Proteine im néachsten Schritt vom Trenngel auf eine in Methanol vorinkubierte
PVDF-Membran transferiert (= geblottet). Dazu wurde das sogenannte Tank-Blotting-
Verfahren angewandt.

Nach Entfernung des Sammelgels wurde das Trenngel zusammen mit der PVDF-Membran
und 6 Filterpapieren in die Blotkammer (Bio-Rad, Miinchen) eingebracht. Nach
Verdiinnung des Blotpuffers (1x) und Zugabe von 200 ml Methanol wurde die Blotkammer
mit dem Puffer aufgefiillt. Anschliefend erfolgte der Transfer der Proteine auf die PVDF-
Membran durch Anschluss an den Power Supply (Bio-Rad, Miinchen) bei 0,26 A fiir 3

Stunden.
Visualisierung der Proteine

Nach erfolgtem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde diese zunachst in
TBS-T supplementiert mit 5 % Magermilchpulver zur Blockierung unspezifischer
Bindestellen der Membran gewaschen. Uber Nacht wurden die Membranen nachfolgend mit
den jeweiligen Primdrantikérpern verdinnt in TBS-T supplementiert mit 5 %
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Magermilchpulver respektive 5 % BSA inkubiert. Vor Inkubation mit den
Sekundarantikérpern (1 h bei RT) wurden die Membranen dreimal fiir 5 Minuten in TBS-T
gewaschen, um iiberschiissige Primarantikorper zu entfernen. Die Sekundarantikorper
waren ebenfalls in TBS-T mit 5 % Magermilchpulver respektive BSA zugesetzt verdinnt
und jeweils an eine horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) gekoppelt.
Abschlieffend  wurden  die @ Membranen nach  Entfernung  iiberschiissiger
Sekundarantikérper nach den Angaben des Herstellers mit dem ECL-Advance™ Western
blotting detection kit (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) inkubiert. Durch die Reaktion
dieses chemilumineszenten Substrates mit der Horesradish-Peroxidase konnten die
Proteine schlussendlich mithilfe des ImageQuant LAS 400 mini (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK) und der zugehorigen Software in der Version 1.2 detektiert werden. Initial
wurde jeweils die Histon Deacetylase (HDAC) nachgewiesen. Da dieses Enzym pradominant
in den Zellkernen eukaryoter Zellen exprimiert wird, wurde es zur Kontrolle der Trennung

von zytosolischer und nukledrer Proteinfraktion herangezogen.
2.2.11 Statistik

Alle Versuche wurden jeweils mindestens dreimal unabhingig voneinander wiederholt.
Anschlieffend wurden die ermittelten Daten als Mittelwert zusammengefasst. Die
berechnete positive Standardabweichung wurde in allen Darstellungen erfasst. Signifikante
Veranderungen nach Niclosamid-Inkubation verglichen mit der Mediumkontrolle
(unbehandelte Zellen) wurden mithilfe des t-Testes ermittelt. Anhand der p-Werte wurden
zwei Signifikanzniveaus definiert: p-Werte kleiner als 0,05 wurden in den Darstellungen

mit einem Sternchen (*) und p-Werte kleiner als 0,01 mit zwei Sternchen (**) markiert.

44



Ergebnisse

3 Ergebnisse
3.1 Wachstum und Zytotoxizitat nach Inkubation mit Niclosamid
3.1.1 Zellzahlreduktion

Kolorektale Tumorzelllinien verschiedener Spezies (Mensch, Ratte) und Fibroblasten aus
Ratten wurden fiir 24 und 12 Stunden mit Niclosamid in Konzentrationen zwischen
1 und 50 pM inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen mit Zellkulturmedium ohne jeden
Zusatz und mit Zusatz der Tragersubstanz DMSO inkubiert. Anschliefiend wurde die
Zellzahl in der Neubauer-Ziahlkammer bestimmt (vgl. Kapitel 2.2.6). Der therapeutische
Bereich sollte ermittelt werden, in dem der zytotoxische Effekt auf neoplastische Zellen mit

konstitutiv erhohter Wnt-Aktivitiat nachweisbar war.

Erforderliche Parameter fehlen oder sind falsch.

a) Wachstum unter 24 Stunden Inkubation mit Niclosamid

120

100
__ 80

£ «#-CC531
S 60

s 5480

N SW620
40

“»Fibroblasten
20
0
0 1 3 10 50 Niclosamid
[uM]

45



Ergebnisse

b) Wachstum unter 12 Stunden Inkubation mit Niclosamid
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Abbildung 5:

Relative Zellzahlreduktion nach Inkubation mit Niclosamid. Kolorektale Tumorzellen
(CC531, SW480, SW620) sowie Fibroblasten wurden mit Niclosamid (1 uM, 3 pM, 10 uM,
50 uM) inkubiert und die relative Zellzahl nach a) 24 respektive b) 12 Stunden normiert an
der Mediumkontrolle (unbehandelte Zellen) ermittelt. Zusatzlich wurden die Zellen fiir c) 24
respektive d) 12 Stunden mit der Tagersubstanz DMSO (3 pl, 15 pl) zur Kontrolle inkubiert.
Signifikante Unterschiede (p < 0,01) sind mit Sternchen (**) markiert. Unter Inkubation mit
Niclosamid ergab sich fiir alle Zelllinien eine dosisabhidngige Reduktion der Zellzahl, wobei
der Effekt auf Fibroblasten erst bei hoheren Konzentrationen des Niclosamids einsetzte. Eine

Inkubation mit DMSO (c und d) beeinflusste die Zellzahl nach beiden Inkubationszeiten nicht.
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Als Grundvoraussetzung wurde die Vitalitat der Zellen bestimmt. Hierfiir wurden die Zellen
mit Trypan-Blau gefarbt, wobei der Anteil der vitalen Zellen sowohl nach 24 als auch nach
12 Stunden Inkubation jeweils zwischen 90 und 100 % lag.

Die relative Zellzahl aller betrachteten Zelllinien sank nach einer Inkubationszeit von
24 Stunden deutlich dosisabhingig ab. Verglichen mit der Mediumkontrolle konnte die
Zellzahl bei den humanen Zelllinien SW480 und SW620 bei Einsatz von 1 uM Niclosamid
signifikant auf 50 respektive 42 % gesenkt werden. Bei der Rattenzelllinie CC531 waren
3 uM des Niclosamids ausreichend, um die Zellzahl zu halbieren. Bei derselben
Konzentration wurde die Zahl der gesunden Fibroblasten nur um 10 % gesenkt. In hoheren
Konzentrationen (= 10 uM) waren antiproliferative Effekte auch auf die Fibroblasten
festzustellen (vgl. Abbildung 5a).

Nachfolgend wurde die Zellzahl der Karzinomzelllinie CC531 und der Fibroblasten
zusatzlich nach einer verkiirzten Inkubationszeit von 12 Stunden bestimmt. Bereits 1 uM
Niclosamid reduzierte die Proliferation von Zellen der Linie CC531 signifikant um mehr als
ein Drittel. Im Gegensatz dazu blieb die Zahl der Fibroblasten zundchst bis einschliefilich
einer Konzentration von 10 pM Niclosamid relativ konstant. Erst 50 uM Niclosamid
vermochten die Zahl der Fibroblasten auf etwa zwei Drittel (67,2 %) der urspriinglich
eingesetzten Zellzahl signifikant zu senken. 50 puM Niclosamid reduzierten die Zahl der
CC531 Zellen auf 21,7 % (vgl. Abbildung 5b).

Zusatzlich wurden die Zelllinien mit den eingesetzten Volumina der Tragersubstanz DMSO
(3 ul, 15 pl) fir 24 und 12 Stunden inkubiert, um einen antiproliferativen Effekt
auszuschliefden. Dosisunabhangig blieb die Zellzahl verglichen mit der unbehandelten
Mediumkontrolle konstant (vgl. Abbildung 5c und d).

Kolorektale Karzinomzellen wurden nach 24 und 12 Stunden bereits durch geringe
Konzentrationen des Niclosamids (1 und 3 pM) in ihrem Wachstum gehemmt. Im Vergleich
blieb das Wachstum der Fibroblasten in diesem Dosierungsbereich unbeeinflusst. Nach 12
Stunden vermochten erst 50 uM Niclosamid das Wachstum der Fibroblasten signifikant zu
hemmen. Dabei fiel der Effekt auf CC531 Zellen anndherungsweise dreifach so hoch aus wie
auf die Fibroblasten (Reduktion der Zellzahl auf 21,7 % vs. 67,2 %). Das hierdurch

ermittelte therapeutische Fenster zwischen 1 und 50 pM Niclosamid nach 12-stiindiger
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Inkubation erachteten wir als hinreichend fiir weiterfithrende Versuche an Zellen der

Linie CC531.

3.1.2 Effektivitat des Niclosamids unter Betrachtung des APC- respektive B-Catenin-

Mutationsstatus

Die Effektivitat der unter 3.1.1 beschriebenen Wachstumsinhibition des Niclosamids wurde
im nachsten Schritt in Abhdngigkeit vom Mutationsstatus der kolorektalen Tumorzellen
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden betrachtet. In Tabelle 22 sind die verwendeten
Zelllinien und deren Mutationsstatus (APC vs. -Catenin) gegen die Zellzahl in Prozent

bezogen auf die Mediumkontrolle dargestellt.

Zelllinie APC- B-Catenin- Zellzahl [%] bezogen auf Mediumkontrolle (= 100 %)
Mutation Mutation 1 3 10 50 Niclosamid [pM]

CC531 x1 88 50 36 15

Sw480 X2 50 47 38 30

SW620 x3 42 27 26 11

Tabelle 22: Vergleich des Mutationsstatus mit der Proliferationshemmung durch Niclosamid.

Kolorektale Tumorzellen (CC531, SW480, SW620) wurden mit Niclosamid (1 puM, 3 uM,
10 pM, 50 puM) inkubiert und die relative Zellzahl nach 24 Stunden normiert an der
Mediumkontrolle (unbehandelte Zellen) ermittelt. Darstellung des Mutationsstatus gegen die

ermittelten Zellzahlen. : GERMANN et al. 2003, 2 YANG et al. 2006, 3 DIHLMANN et al. 1999

Die Zellzahl der Zelllinien mit einer loss-of-function-Mutation des Tumorsuppressorgens
APC (SW480 und SW620) wurde durch die kleinste eingesetzte Konzentration (1 uM
Niclosamid) bereits signifikant reduziert. Bei derselben Konzentration blieb die Zellzahl der
Linie CC531 konstant. In dieser Zelllinie wurde eine gain-of-function-Mutation des
Protoonkogens [3-Catenin nachgewiesen. 10 uM Niclosamid reduzierten die Zellzahl aller
betrachteten kolorektalen Karzinomzellen dann unabhingig vom Mutationsstatus mit etwa
gleicher Effektivitat auf durchschnittlich 30 % der Mediumkontrolle (unbehandelte Zellen).
Schliefdlich war der Effekt nach Inkubation mit einer Konzentration von 50 uM Niclosamid
bei der Zelllinie CC531 im Vergleich zur Zelllinie SW480 ausgepragter (15 vs. 30 %).

Somit konnte Niclosamid insgesamt wachstumsinhibierende Wirksamkeit auf kolorektale
Karzinomzellen zugeschrieben werden. Der Effekt war unabhdngig von verschiedenen

Mutationen innerhalb des kanonischen Wnt-Signalweges.
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3.1.3 Morphologische Verinderungen der Zellen

Nach Inkubation mit 10 und 50 uM Niclosamid iiber 12 Stunden wurden die
morphologischen Verdanderungen von CC531 Zellen lichtmikroskopisch analysiert. Dafiir
wurden die Zellen nach Fixierung wie unter 2.2.6 beschrieben mit einer Gram-Kristall-
violettlosung zur praziseren Beurteilung der Morphologie gefarbt. Hierdurch sollten

makroskopische und mikroskopische Riickschliisse auf die potentiell zytotoxische

Wirksamkeit des Niclosamids gezogen werden.

Abbildung 6: Zelldichte und -morphologie nach Inkubation mit Niclosamid. Lichtmikroskopische
Aufnahme von Zellen der Linie CC531 nach 12 Stunden Inkubation mit a) reinem
Zellkulturmedium, b) 15 pl DMSO, c) 10 pM Niclosamid und d) 50 uM Niclosamid. Die Zellen
wurden mit einer Gram-Kristallviolettlosung gefarbt. Die Zelldichte nahm in Abhangigkeit

von der Niclosamid-Konzentration ab.
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CC531 Zellen wurden nach 12 Stunden Kultivierung unter Einfluss von reinem
Zellkulturmedium (vgl. Abbildung 6a) im Vergleich zu Zellen betrachtet, die zur Kontrolle
mit 15 ul DMSO (vgl. Abbildung 6b) respektive 10 und 50 uM Niclosamid (vgl. Abbildung 6¢
und d) inkubiert wurden. Die Zelldichte nahm in der Ubersichtsdarstellung in Abhédngigkeit
von der Konzentration des Niclosamids deutlich ab (vgl. Abbildung 6a bis d). In 20facher
Vergroflerung wurde die verdnderte Zellmorphologie unter Niclosamid-Einfluss deutlich.
Die in reinem Zellkulturmedium gewachsenen Zellen bildeten einen geordneten Verband
rundlicher bis ellipsoider Zellen. Mit zunehmender Konzentration des Niclosamids wuchsen
die Zellen einzeln isoliert oder bildeten abgegrenzte Zellaggregate. Die Zellen bildeten
multiple Ausldufer aus, iiber die sie weiterhin Kontaktflichen aufrecht erhielten. Unter
Inkubation mit DMSO kam es nicht zu morphologischen Veranderungen der CC531 Zellen.
Zusammenfassend betrachtet bewirkte Niclosamid eine Schrumpfung und vermehrte
Ablosung der adhdrenten CC531 Zellen vom Untergrund. Inwieweit Niclosamid
Zytotoxizitat zugeschrieben werden musste, wurde nachfolgend durch Bestimmung der
Zelltodrate nach Inkubation von CC531 Zellen mit der Substanz evaluiert (vgl. Kapitel
3.1.4).

3.1.4 Rate und Art des Zelltodes

Durch Doppelfairbung mit Annexin-V-Fluos und Propidiumiodid und anschliefender
durchflusszytophotometrischer Analyse (vgl. Kapitel 2.2.6) konnte zwischen vitalen,
apoptotischen und nekrotischen Zellen der Linie CC531 unterschieden werden. Dadurch
sollte die Frage geklart werden, ob Niclosamid in kolorektalen Karzinomzellen Zelltod
induziert. Im Folgenden sind jeweils exemplarische Dotplot-Darstellungen und
anschlieffend die aus drei unabhdngigen Versuchen zusammengefassten Daten als

Liniendiagramme dargestellt.
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a) Durchflusszytophotometrie nach 24 Stunden Inkubation mit Niclosamid

“ad ] %] 5]
"3 Qo o o | @ E a | @ 3 o | @
= 5 o 4
< 3 3
Lo
Ex
=
£ ]
. 5 1800 S o’ o s
AnnexinV ' Anngxin ¥ Annexin¥ AnnexinV Annexin V . )
0 1 3 10 50 Niclosamid [pM]

b) Zellvitalitat nach 24 Stunden Inkubation mit Niclosamid

70
60
“P=vital

£ 50
= “Wapoptotisch
+ 40
c
T
E 30 “nekrotisch

20

10

0
0 1 3 10 50 Niclosamid

[um]

c) Durchflusszytophotometrie nach 12 Stunden Inkubation mit Niclosamid

© " a e ] o
g a | 7l a || a e .| ® o e | ] a | @
'91 T T QS" gy 04 '91 gl gs_- R ot 'E'!
i < < b
in, ] % 2% L%
3 4&&-9’ ¢
; T K -y e % | . - :
. g 2 o § T & ety
- TTm Trm TTm T & m o LLALLL RRBLLLL Rt i 4 | o ol RRLILL FRALLL | ¥ TTTm Ll e T
e T T e e S A R S F e
Annexin Y » Annedin¥ Annexin ¥ AnnexinV AnnexinV
0 1 3 10 50 Niclosamid [uM]
d) Zellvitalitat nach 12 Stunden Inkubation mit Niclosamid
120
100 1 m
— 80
&
'g 60 “®-vital
';: “apoptotisch
~N
40 - “‘"nekrotisch
20
0 T T ‘ T 1
0 1 3 10 50 Niclosamid
Tumi

51



Ergebnisse

e) Zellvitalitat nach 24 Stunden Inkubation mit DMSO f) Zellvitalitdt nach 12 Stunden Inkubation mit DMSQO
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Abbildung 7: Apoptose- und Nekroseraten nach Inkubation mit Niclosamid. Zellen der Linie CC531
wurden mit aufsteigenden Konzentrationen von Niclosamid inkubiert (0 uM, 1 pM, 3 uM,
10 uM, 50 pM) und anschlief3end mit Annexin-V-Fluos und Propidiumiodid doppelgefarbt. In
den Dotplots ist Annexin (Abszisse) gegen Propidiumiodid (Ordinate) dargestellt. In Feld Q3
kommem die vitalen, in Feld Q4 die apoptotischen und in Feld Q2 die nekrotischen Zellen zur
Darstellung. a) und b) Inkubationszeit von 24 Stunden. Dosisabhingige Zunahme avitaler
Zellen. ¢) und d) Inkubationszeit von 12 Stunden. Dosisunabhidngig sind die Zellen
mehrheitlich vital. Eine Inkubation mit 15 pl DMSO hatte nach beiden Inkubationszeiten

keinen Einfluss auf die Zellvitalitit (e und f).

In den Dotplots nach 24 Stunden Inkubation mit Niclosamid (vgl. Abbildung 7a) zeigte sich
eine Abnahme des Signals in Feld Q3, in dem vitale Zellen detektiert wurden. Gleichzeitig
nahm das Signal fiir nekrotische Zellbestandteile (Feld Q2) deutlich zu. Nach Auswertung
von drei unabhdngigen Versuchen wurde beobachtet, dass die Verteilung vitaler und
avitaler Zellen bis zu einer Konzentration von 3 uM Niclosamid zundchst konstant blieb
(vgl. Abbildung 7b). Demgegeniiber sank die Vitalitat der Zellen ab einer Konzentration von
10 uM Niclosamid. Gleichzeitig stieg zunachst der Anteil apoptotischer Zellen auf 60 % an.
Bei Inkubation mit 50 uM Niclosamid nahm die Zahl der apoptotischen Ereignisse (37 %)
wieder ab, wohingegen vermehrt nekrotische Zellen (31 %) auftraten.

Zusatzlich wurden Zellen nach 12 Stunden Inkubation mit Niclosamid
durchflusszytophotometrisch analysiert. Die Dotplots eines exemplarischen Versuches in
Abbildung 7c belegen, dass es nach Verkiirzung der Inkubationszeit auf 12 Stunden zu
keiner Umverteilung der Zellen auf die apoptotische (Feld Q4) oder nekrotische (Feld Q2)
Fraktion kam. Stattdessen blieb das Signal des vitalen Zellanteils (Feld Q3) unverandert,

was dosisunabhangig fiir eine grofdtenteils vitale Zellpopulation sprach. Tatsachlich war die
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Vitalitat der Zellen konstant (> 85 % aller Zellen nach Inkubation mit 50 pM Niclosamid).
Entsprechend gering war die Rate apoptotischer (10 %) respektive nekrotischer Zellen
(2 %) trotz steigender Konzentration des Niclosamids (vgl. Abbildung 7d).

Sowohl nach 12 als auch nach 24 Stunden zeigte sich nach Inkubation mit 15 pl der
Tragersubstanz DMSO keine Zunahme avitaler Zellen und ein zytotoxischer Effekt konnte
ausgeschlossen werden (vgl. Abbildung 7e und f).

Somit war festzustellen, dass es nach 24-stiindiger Inkubation mit Niclosamid
dosisabhangig zu einer ausgepragten Zunahme avitaler Zellen kam. 50 puM Niclosamid
reduzierten den Anteil vitaler Zellen auf 32 %. Durch Halbierung der Inkubationsdauer auf
12 Stunden wurde der Anteil vitaler Zellen bei derselben Konzentration auf iiber 85 %
stabilisiert. Alle weiteren Versuche wurden daher nach einer Zeitspanne von 12 Stunden

terminiert, um einen ausreichenden Anteil vitaler Zellen zu gewahrleisten.

53



Ergebnisse
3.2  Wirkung von Niclosamid auf das Wnt-Netzwerk

3.2.1 Effekt des Niclosamids auf den kanonischen Wnt-Signalweg
Aktivitit des kanonischen Wnt-Signalweges (TOPflash/ FOPflash)

Zellen der Linie CC531 wurden mit dem LEF/ TCF-responsiven TOPflash/ FOPflash
Luciferase-Plasmid zur Bestimmung der Wnt-Aktivitit transfiziert (vgl. 2.2.7).
Aktivitatsanderungen des kanonischen Wnt-Signales konnten dadurch in Abhangigkeit von

der eingesetzten Niclosamid-Konzentration nach 12 Stunden Inkubation gemessen werden.
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Abbildung 8: Relative Wnt-Aktivitiat nach Inkubation mit Niclosamid. Die Wnt-Aktivitit in Zellen der
Linie CC531 wurde nach Transfektion der Zellen mit dem Wnt-responsiven Plasmid TOPflash
und nachfolgender Inkubation mit Niclosamid (3 pM, 10 puM, 50 puM) fiir 12 Stunden
bioluminometrisch gemessen. Als Vergleich diente jeweils die Mediumkontrolle. Signifikante
Unterschiede mit p < 0,01 wurden mit Sternchen (**) markiert. Es ergab sich eine signifikante
Reduktion der relativen kanonischen Wnt-Aktivitit ab einer Konzentration von 10 puM

Niclosamid.

Dosisabhidngig wurde die kanonische Wnt-Aktivitat deutlich reduziert (vgl. Abbildung 8).
Als Kontrollen dienten die unbehandelte Mediumkontrolle (unbehandelte Zellen) und die
Inkubation mit 15 pl der Tragersubstanz DMSO. Die niedrigste Konzentration des

Niclosamids (3 pM) bewirkte zundchst einen geringen Anstieg der Wnt-Aktivitit im
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Vergleich zur Mediumkontrolle. Ab einer Konzentration von 10 uM Niclosamid konnte dann
eine deutlich signifikante Inhibierung des kanonischen Wnt-Signalweges gemessen werden.
Bei Einsatz von 10 uM Niclosamid wurde die Wnt-Aktivitiat auf ein Drittel, bei 50 uM auf
10 % der urspriinglichen Aktivitit reduziert. Die Trigersubstanz DMSO zeigte keinen
signifikanten Effekt auf die Aktivitiat des kanonischen Wnt-Signalweges.

Zusammenfassend betrachtet konnte im TOPflash/ FOPflash eine Inhibierung des
kanonischen Wnt-Signales durch Niclosamid nachgewiesen werden. Nachfolgend galt es,

dieses Ergebnis zu verifizieren und den genauen Wirkmechanismus zu entschliisseln.
Analyse kanonischer Wnt-Komponenten auf Transkriptionsebene

Die Transkriptionsraten kanonischer Wnt-Komponenten auf verschiedenen Ebenen
innerhalb dieses Signalweges wurden mittels real-time RT-PCR analysiert (vgl.
Kapitel 2.2.8). Hierflir wurde die relative Expression der Gene in Abhdngigkeit von der
Niclosamid-Konzentration nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden bestimmt. Zur

Normierung wurden als Referenzgene [32-Microglobulin sowie HPRT herangezogen.

55



Ergebnisse

a) Wif1
6
5
=
Sa
N
s
3 3
L4
>
s
T2
e
N ] i '
0
15 pl 0 1 3 10 50 Niclosamid
DMSO [um]
b) Axin2
1,8
1,6
1,4
s
z 1,2
-
a 1
&
20,38
=
< 0,6
(-
0,4
0,2
0
15 pl 0 1 3 10 50 Niclosamid
DMSO [uM]
c) GSK 3B
2,5
2
c
o
b
v15
o
>
[*¥)
g
e 1
8
&
0,5
0 -
15 ul 0 1 3 10 50 Niclosamid
DMSO [uMm]

56



Ergebnisse

Erforderliche Parameter fehlen oder sind falsch.
Erforderliche Parameter fehlen oder sind falsch.

Erforderliche Parameter fehlen oder sind falsch.
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Erforderliche Parameter fehlen oder sind falsch.
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Abbildung 9: Relative transkriptionelle Expression kanonischer Wnt-Komponenten nach
Inkubation mit Niclosamid. RT-PCR mit Zelllysaten der Linie CC531 nach Inkubation mit
aufsteigenden Konzentrationen des Niclosamids (0 puM, 1 puM, 3 uM, 10 puM, 50 puM) fir
12 Stunden. Die relative Expression der Mediumkontrolle (unbehandelte Zellen) wurde als 1
definiert. Signifikante Unterschiede mit p < 0,01 wurden mit Sternchen (**) markiert.
a) Statistisch unverdnderte Expression des Wnt-Inhibitors Wifl. b) und c) Statistisch
unverdnderte Expression von Bestandteilen des -Catenin-Degradationskomplexes (Axin2,
GSK 3). d) Signifikant gesteigerte Expression des kanonischen Wnt-Koaktivators Bcl-9 nach
Inkubation mit 10 und 50 pM Niclosamid. e), f) und g) Signifkant reduzierte Expression
ausgewahlter Wnt-Zielgene nach Inkubation mit 10 uM (MMP7) respektive 50 uM (MMP?7,
Cyclin D1, Met) Niclosamid.

Der Wnt-Inhibitor Wifl wurde nach Inkubation mit Niclosamid vermehrt transkribiert,
ohne dass statistisch ein signifikanter Effekt berechnet werden konnte. 3 und 50 pM
Niclosamid vermochten die Transkription anndherungsweise zu verdoppeln, 10 pM
Niclosamid fiihrten zu einer Verdreifachung der Expression (vgl. Abbildung 9a).

Als exemplarische Bestandteile des [3-Catenin-Degradationskomplexes wurden nachfolgend
das Protein Axin2 sowie die GSK 33 betrachtet. Die Transkriptionsraten blieben
dosisunabhangig jeweils relativ unverandert. Mit einer Zunahme der Transkription um

50 % nach Inkubation mit 10 pM Niclosamid war der Effekt fiir die GSK 33 am
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ausgepragtesten. Jedoch war auch diese Steigerung als nicht-signifikant zu bewerten (vgl.
Abbildung 9b und c).

Auf Ebene der Transkriptionsfaktoren bewirkte Niclosamid hingegen eine signifikante
Inhibierung des kanonischen Koaktivators Bcl-9. Nach 12 Stunden Inkubation mit 10 pM
Niclosamid waren noch 27 % des Ausgangswertes zu messen. Dieser Effekt wurde auf 12 %
bei einer Konzentration von 50 pM gesteigert (vgl. Abbildung 9d).

Die Transkription ausgewahlter Wnt-Zielgene im kolorektalen Karzinom wurde ebenfalls
durch Inkubation mit Niclosamid signifikant gehemmt. 10 pM Niclosamid waren
ausreichend, um die Transkription des Proteins MMP7 auf ein Viertel zu reduzieren; bei
einer Steigerung der Konzentration auf 50 pM waren weniger als 10 % des Ausgangswertes
nachweisbar. Auch die Transkriptionsraten von Cyclin D1 und der Rezeptor-Tyrosinkinase
Met wurden nach Inkubation mit 50 uM Niclosamid jeweils auf nahezu ein Viertel reduziert
(vgl. Abbildung 9e, f und g).

In Zusammenschau vermochten 50 pM Niclosamid die Transkription ausgewahlter
kanonischer Wnt-Zielgene (MMP7, Cyclin D1, Met) signifikant zu inhibieren. 10 puM
Niclosamid waren bereits ausreichend, um die Transkriptionsrate des kanonischen
Koaktivators Bcl-9 auf etwa ein Viertel zu reduzieren. Demgegeniiber wurde die Expression
des Wnt-Inhibitors Wif-1 tendenziell gesteigert. Dosisunabhdngig blieb die Transkription
von exemplarischen Komponenten des [-Catenin-Degradationskomplexes (Axin2 und

GSK 3f3) unbeeinflusst.
Analyse von aktivem -Catenin fluoreszenzmikroskopisch und auf Proteinebene

Niclosamid konnte die Aktivitit des kanonischen Wnt-Signalweges in kolorektalen
Tumorzellen dosisabhangig inhibieren. Zur Kliarung des Wirkmechanismus wurde
nachfolgend aktives unphosphoryliertes (-Catenin immunhistochemisch (vgl. Kapitel 2.2.9)
und auf Proteinebene (vgl. Kapitel 2.2.10) in CC531 Zellen untersucht. Unphosphoryliertes
B-Catenin ist das Schliisselprotein des kanonischen Wnt-Signalweges. Fiir die Beurteilung
ist vorrangig der nukledare Anteil entscheidend, der die Transkription der Wnt-Zielgene
initiiert (vgl. Kapitel 1.3.1). Daher wurde sowohl die Menge als auch die Verteilung des

Proteins auf Zytosol und Kern analysiert.
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Abbildung 10: Analyse der Expression von aktivem f3-Catenin (ABC) nach Inkubation mit Niclosamid.
a) bis d) Fluoreszenzmikroskopische Dokumentation nach 12 Stunden Inkubation mit a)
reinem Zellkulturmedium, b) 15 pl DMSO, ¢) 3 uM Niclosamid und d) 10 uM Niclosamid.
Unabhingig von einer Inkubation mit Niclosamid respektive DMSO blieb das
Expressionsmuster unverdndert. e) Translationale Expression des ABC nach 12 Stunden
Inkubation mit Niclosamid. Western Blot mit Zelllysat der Linie CC531 nach Inkubation mit
aufsteigenden Konzentrationen des Niclosamids (0 pM, 1 pM, 3 pM, 10 pM, 50 puM) fir 12
Stunden. Z reprasentiert die zytosolische Fraktion und K die Kernfraktion. Die Relation

zwischen den beiden Fraktionen blieb unverandert.
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In unbehandelten, auf Chamber Slides fixierten CC531 Zellen wurde aktives (3-Catenin
immunhistochemisch vorwiegend im Zytosol nachgewiesen. Das Signal im Kern war
insgesamt eher schwach ausgepragt. Dies liefd die Schlussfolgerung zu, dass der kanonische
Wnt-Signalweg in CC531 Zellen konstitutiv aktiv war (vgl. Abbildung 10a). Weder 3 noch
10 puM Niclosamid fiihrten zu einem reduzierten Signal in den Zellen. Vor allem blieb auch
die Verteilung des Proteins auf die beiden zelluldiren Kompartimente (Zytosol und Kern)
unverandert (vgl. Abbildung 10c und d). 50 pM Niclosamid fiithrten zu ausgepragter
Ablosung der adhdrenten CC531 Zellen von den Chamber Slides. Ein
immunhistochemischer Nachweis von aktivem (-Catenin war daher aus technischen
Griinden nicht moglich. Die Tragersubstanz DMSO fiihrte zu keiner immunhistochemisch
nachweisbaren Veranderung der Expression von aktivem 3-Catenin (vgl. Abbildung 10b).
Zur Verifizierung des Ergebnisses wurde aktives 3-Catenin (MW 94 kD) in CC531 Zellen
mittels Western Blot untersucht (vgl. Kapitel 2.2.10). Zusatzlich wurden die Membranen
mit einem Antikorper gegen HDAC (MW 62 kD) inkubiert, um die korrekte Auftrennung des
Lysates in die Kern- und Zytosolfraktion zu belegen. In der Kernfraktion blieb das Signal fiir
aktives [-Catenin unabhdngig von der eingesetzten Konzentration des Niclosamids
(1 bis 50 pM) im Vergleich zur Mediumkontrolle (unbehandelte Zellen) konstant.
Insbesondere kam es nicht zu einer Umverteilung des Proteins zwischen Kern und Zytosol.
In den Kontrollen mit 3 und 15 pl DMSO blieb das Signal im Vergleich zur Mediumkontrolle
(unbehandelte Zellen) unverandert (vgl. Abbildung 10e).

Zusammenfassend betrachtet blieben sowohl die Signalintensitat als auch die nukleo-
zytoplasmatische Verteilung von aktivem [-Catenin trotz Niclosamid-Inkubation

unverandert.

3.2.2 Effekt des Niclosamids auf den nicht-kanonischen Wnt/ JNK-Signalweg

Die Tyrosinkinase c-jun ist das Schliisselprotein des nicht-kanonischen Wnt/ JNK-
Signalweges und diente orientierend als Marker flir dessen Aktivitdt. Ihre Expression
wurde sowohl auf Transkriptions- (vgl. Kapitel 2.2.8) als auch auf Proteinebene (vgl. Kapitel
2.2.10) unter Einfluss steigender Niclosamid-Konzentrationen (0 bis 50 uM) untersucht.
Dabei wurde jeweils sowohl der inaktive als auch der aktive phosphorylierte Anteil von c-

jun erfasst.
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Abbildung 11: Analyse der Expression von c-jun nach Inkubation mit Niclosamid. a) Relative
transkriptionelle Expression von c-jun nach 12 Stunden Inkubation mit Niclosamid. RT-PCR
mit Zelllysat der Linie CC531 nach Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen des
Niclosamids (0 uM, 1 pM, 3 uM, 10 pM, 50 uM). Signifikante Unterschiede mit p < 0,05 sind
mit Sternchen (*) markiert. Es zeigte sich eine dosisabhdngige Zunahme der Expression von
c-jun. b) Translationale Expression nach 12 Stunden Inkubation mit Niclosamid. Western Blot
mit Zelllysat der Linie CC531 nach Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen des
Niclosamids (0 uM, 1 uM, 3 pM, 10 uM, 50 puM). Z reprasentiert die zytosolische und K die
Kernfraktion. Es zeigte sich eine dosisabhdngige Zunahme der Expression von c-jun in der

Kernfraktion.

Die Transkriptionsrate der Tyrosinkinase c-jun wurde nach 12 Stunden Inkubation mit
10 und 50 pM Niclosamid anndherungsweise vervierfacht (p < 0,05). Durch Kultivierung
mit Zugabe von 15 pl DMSO blieb die Transkription unverandert (vgl. Abbildung 11a).
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Zusatzlich wurde die Expresssion von c-jun mittels Western Blot (MW 48 kD) in CC531
Zellen bestimmt. Verglichen mit der Mediumkontrolle (unbehandelte Zellen) nahm das
Signal dosisabhadngig deutlich zu. Insbesondere kam es nach Inkubation mit aufsteigenden
Niclosamid-Konzentrationen zu einer Intensivierung der nukledren Bande; nuklear ist das
c-jun-Protein in seiner aktiven phosphorylierten Form zu erwarten. Das Signal blieb durch
Zugabe der Tragersubstanz DMSO unbeeinflusst (vgl. Abbildung 11b).

Sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinebene nahm die Expression des nicht-
kanonischen Schliisselproteins c-jun unter Niclosamid-Einwirkung zu. Dies ist mit einer

gesteigerten Aktivitit des Wnt/ JNK-Signalweges vereinbar.
3.3 Immunhistochemischer Nachweis von Fibroblasten

Vor Beginn der Experimente wurden aus dem subkutanen Fettgewebe einer gesunden
Fischer-Ratte Zellen isoliert. Zur Kontrolle wurde das mesenchymale Intermedidrfilament
Vimentin mittels immunhistochemischer Farbung nachgewiesen (vgl. Kapitel 2.2.5).

Hierdurch sollte belegt werden, dass es sich bei diesen Zellen um Fibroblasten handelte.

o

A

x 10 P B ' x 20
Abbildung 12: Vimentin-Expression in primiren Fibroblasten. Immunhistochemischer Nachweis des
Intermediarfilamentes Vimentin in primadren Zellen (Ursprung: Fischer-Ratte). Hierdurch

konnte deren mesenchymale Herkunft belegt werden.

Die lichtmikroskopischen Bilder in Abbildung 12 belegen, dass die kultivierten Zellen
Vimentin exprimierten. Somit konnte deren mesenchymale Identitit bewiesen werden.
Diese Zellen konnten nachfolgend in den Versuchen im Sinne nicht-neoplastisch

veranderter Zellen als Kontrolle eingesetzt werden.
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4 Diskussion

Aberrationen innerhalb des Wnt-Netzwerkes nehmen eine exponierte Stellung in der
kolorektalen Karzinogenese ein. Molekulare Therpieansiatze zu dessen Modulation sind
bisher aber rein experimenteller Natur. Eine Fokussierung auf das Wnt-Netzwerk als
Angriffspunkt in der Therapie des kolorektalen Karzinoms ist jedoch notwendig: 40 % aller
betroffenen Patienten sind mit einer hdmatogenen Metastasierung in die Leber
konfrontiert, wodurch die 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten drastisch sinkt
(vgl. Kapitel 1).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des als Wnt-Inhibitor charakterisierten
Antihelminthikums Niclosamid auf kolorektale Karzinomzelllinien untersucht. Dabei
wurden neue Erkenntnisse zum genauen Wirkmechanismus der Substanz innerhalb des

Wnt-Netzwerkes gewonnen.
4.1 Therapeutischer Bereich des Niclosamids nach 24 und 12 Stunden Inkubation

Zunachst sollte der therapeutische Bereich von Niclosamid evaluiert werden. Dafiir wurde
das Wachstum von kolorektalen Karzinomzellen (CC531, SW480 und SW620) mit dem
Wachstum von Ratten-Fibroblasten nach Inkubation mit Niclosamid verglichen
(vgl. Kapitel 3.1.1). Fir verschiedene solide und hdmatologische Tumoren wurden im
Vorfeld Konzentrationen bis 11,7 + 2,3 uM bei Inkubationszeiten zwischen 24 und 72
Stunden in vitro als antiproliferativ wirksam beschrieben (PAN et al. 2012). Deshalb wurden
fiir die vorliegende Arbeit Konzentrationen des Niclosamids zwischen 1 und 50 uM gewahlt.
Die Inkubationszeiten wurden auf 24 und 12 Stunden begrenzt; dadurch sollte
gewahrleistet werden, dass molekulare Verdanderungen moglichst friihzeitig erfasst
wurden. Aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaften musste Niclosamid in DMSO gelost
werden (DEVARAKONDA et al. 2005). Dabei wurde DMSO mit einer maximalen Konzentration
von 0,5 % eingesetzt, sodass von einem zytotoxischen Effekt nicht auszugehen war (DA
VIOLANTE et al. 2002).

Niclosamid inhibierte nach 12 und 24 Stunden dosisabhdngig das Wachstum der

kolorektalen Karzinomzelllinien. Dieser antiproliferative Effekt war dabei in niedriger
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Konzentration des Niclosamids zunéchst selektiv auf die neoplastischen Zellen begrenzt. So
wurde das Wachstum kolorektaler Tumorzellen nach beiden Inkubationszeiten bereits
durch 1 und 3 pM Niclosamid signifikant gehemmt. Fiir eine signifikant reduzierte Zellzahl
der Fibroblasten war hingegen nach 24 Stunden der Einsatz von 10 puM und nach
12 Stunden sogar von 50 pM Niclosamid notwendig (vgl. Kapitel 3.1.1, Abbildung 5a und b).
Dieser antiproliferative Effekt ging lichtmikroskopisch mit einer erheblich reduzierten
Zelldichte einher. Der geordnete Zellverband unbehandelter Zellen l6ste sich auf, die Zellen
schrumpften und verloren ihre Adhdrenz. Zusammengenommen belegten diese
morphologischen Veranderungen eine Storung der zelluldren Integritadt, die bereits nach
12-stiindiger Inkubation mit Niclosamid einsetzte (vgl. Kapitel 3.1.3, Abbildung 6).

In zahlreichen Studien wurden Niclosamid sowohl fiir solide als auch fiir hamatologische
Tumoren chemotherapeutische Eigenschaften zugeschrieben (vgl. Kapitel 1.5). Die Wirkung
der Substanz setzte in vitro bereits bei einer Dosierung im niedrigen nano- bis
mikromolaren Bereich (0,25 * 0,07 pM beim Cervixkarzinom bis 11,7 * 2,3 pM beim
Prostatakarzinom) ein (PAN et al. 2012). Dies wird durch die Daten der vorliegenden Arbeit
gestiitzt. Auch die hier ermittelte verzogerte Wirkung auf gesunde Fibroblasten deckt sich
mit Beobachtungen verschiedener Publikationen zum Einsatz von Niclosamid bei
Neoplasien. So blieb die Zahl von Monozyten, B-Lymphozyten sowie CD4*- und
CD8*-T-Zellen im Bereich bis 1 uM nach 7 Tagen Inkubation im Gegensatz zur Zellzahl
multipler Myelomzellen konstant (KHANIM et al. 2011). Dartliber hinaus wurde die Viabilitat
humaner neuronaler Zellen im Vergleich zu Glioblastomzellen im Bereich bis 1,2 uM nach 5
Tagen Inkubation mit Niclosamid nicht reduziert (WIELAND et al. 2013). Auch die Viabilitat
embryonaler Fibroblasten einer Maus, humaner Fibroblasten und gesunder
Knochenmarkszellen blieb im Vergleich zu AML-Zellen bis 95 nM nach 72 Stunden
unverandert (JIN etal. 2010).

Flr weiterfiihrende Versuche wurde eine Inkubationszeit von 12 Stunden gewdahlt, um
einen angemessenen therapeutischen Bereich des Niclosamids zwischen 1 und 50 puM
betrachten zu konnen. In diesem Bereich wurde das Wachstum der kolorektalen CC531
Karzinomzellen mit aberrant aktiviertem Wnt-Netzwerk sensitiver gehemmt als das

Wachstum physiologischer Fibroblasten.

66



Diskussion

4.2 Unabhingigkeit der Niclosamid-Effektivitit vom Mutationsstatus kolorektaler

Karzinomzellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Niclosamid selektiv antiproliferativ auf die
kolorektalen Karzinomzelllinien CC531, SW480 und SW620 wirkte, stellte sich die Frage
nach einem Zusammenhang zwischen der effektiven Wirksamkeit der Substanz und den
zugrundeliegenden Mutationen der Zellen (vgl. Kapitel 3.1.2). Die humanen
Karzinomzelllinien SW480 und SW620 wiesen beide eine loss-of-function-Mutation des
Tumorsuppressorgenes APC auf (DIHLMANN et al. 1999, YANG et al. 2006), wahrend fur die
Zelllinie CC531 aus der Ratte eine gain-of-function-Mutation des Protoonkogenes 3-Catenin
vorbekannt war (GERMANN et al. 2003). Diese Verdanderungen der ausgewahlten Zelllinien
reprasentierten exemplarisch die charakteristischen genetischen Veranderungen der
kolorektalen Karzinogenese innerhalb des Wnt-Netzwerkes (vgl. Kapitel 1.2).

Durch eine Inkubationszeit von 24 Stunden mit Niclosamid wurde das Wachstum der
humanen Zelllinien (SW480, SW620) bereits mit 1 uM Niclosamid signifikant inhibiert.
3 uM Niclosamid wirkten dann auch signifikant antiproliferativ auf die Rattenzelllinie
CC531. Das Ausmafd der Zellzahlreduktion glich sich mit steigender Konzentration des
Niclosamids in allen drei Zelllinien an (vgl. Kapitel 3.1.2, Tabelle 22).

Die = wachstumsinhibierende  Eigenschaft des  Niclosamids auf kolorektale
Karzinomzelllinien erfolgte also unabhingig von einem speziellen Mutationsstatus
innerhalb des Wnt-Netzwerkes (APC vs. -Catenin). Auch OSADA et al. (2011) konnten nach
einer Inkubationszeit von 72 Stunden belegen, dass Niclosamid trotz unterschiedlicher
Mutationen im APC-Protein vergleichbare chemotherapeutische Effizienz auf die
verwendeten kolorektalen Karzinomzelllinien bei einer Konzentrierung bis 10 pM aufwies.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefen in Zusammenschau mit der Literatur den
Schluss zu, dass Niclosamid sowohl unabhidngig vom Schliisselprotein des kanonischen
Wnt-Signalweges 3-Catenin als auch von dessen Degradationskomplex, der unter anderem

von APC gebildet wird, seine Wirkung entfaltet.
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4.3 Apoptose- und Nekroseinduktion in kolorektalen Karzinomzellen nach

Inkubation mit Niclosamid

In einem nachsten Schritt wurde die potentiell zytotoxische Wirkung des Niclosamids
untersucht. Hierfiir wurde analysiert, in welchem Ausmaf3 eine Inkubation mit Niclosamid
fir 24 und 12 Stunden Zelltod in CC531 Zellen induzierte (vgl. Kapitel 3.1.4). In der
Literatur wurde die Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien
als moglicher Angriffspunkt bei der antihelminthischen Wirkungsentfaltung der Substanz
diskutiert (WEINBACH & GARBUS 1969). Entsprechend wurden die Mitochondrien auch in
neoplastischen Zellen bereits zuvor als Wirkungsort betrachtet, wobei der Schwerpunkt auf
den Nachweis einer Zelltodinduktion durch Niclosamid gelegt wurde. In verschiedenen
neoplastischen Zelllinien (AML-Zellen und AML-Stammzellen, Karzinomzellen der Prostata
und der Mamma, multiple Myelomzellen, kolorektale Karzinomzellen, ovarielle
Karzinomzellen und NSCLC-Zellen) konnte hierbei eine gesteigerte Zelltodrate nach
Behandlung mit Niclosamid dokumentiert werden (JIN et al. 2010, LU et al. 2011, KHANIM et al.
2011, OSADA et al. 2011, YO et al. 2012, YE et al. 2014, LEE et al. 2014, LIU et al. 2014).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der Anteil avitaler Zellen nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden in héheren Konzentrationen des Niclosamids (> 10 pM)
konstant auf mehr als 60 % anstieg. Wahrend bis zu einer Konzentration von 10 uM
Niclosamid vorwiegend Apoptose in den Zellen induziert wurde, stieg bei 50 pM auch der
Anteil nekrotischer Zellen deutlich auf anndherungsweise 30 % an. Im Gegensatz dazu
konnte nach Reduktion der Inkubationszeit auf 12 Stunden eine konstant hohe Zellvitalitat
(> 85 %) nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.1.4, Abbildung 7).

Demnach wirkte Niclosamid nach 12 Stunden Inkubation liberwiegend zytostatisch im
ermittelten therapeutischen Bereich (vgl. Kapitel 4.1). Durch Verdopplung der
Inkubationszeit auf 24 Stunden wurden aufierhalb des therapeutischen Bereiches (> 10 pM
Niclosamid) zytotoxische Effekte im Sinne einer Apoptose- und in hoheren Konzentrationen
(50 uM Niclosamid) auch einer Nekroseinduktion festgestellt. Diese Beobachtung stimmt
mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen iiberein (JIN et al. 2010, KHANIM et al. 2011, LU et al.
2011, OSADA et al. 2011, YO et al. 2012, WANG et al. 2013, YE et al. 2014, LEE et al. 2014, LIU et al. 2014). Fir

das kolorektale Karzinom konnten OSADA et al. (2011) nach 72 Stunden Inkubation mit
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20 pM Niclosamid durchflusszytophotometrisch zeigen, dass der Anteil apoptotischer
Zellen auf 80 % anstieg. Analog zu 0SADAs Daten wurden bei ebenfalls deutlich langeren
Inkubationszeiten zwischen 48 und 72 Stunden Zelltodraten bis 80 % in leukdmischen
Zellen, Multiplen-Myelomzellen, Mamma-Karzinomzellen und Prostatakarzinomzellen nach
Inkubation mit Niclosamid beschrieben (JIN etal. 2010, KHANIM et al. 2011, LU et al. 2011, LIU et al.
2014, YE et al. 2014). Als ursdchlich fiir die gesteigerten Zelltodraten wurden die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies, der Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials und eine
Aktivierung des p38 MAPK-c-jun-Signalweges diskutiert (JIN et al. 2010, KHANIM et al. 2011, YO
2012, LEE et al. 2014). Ergdnzend konnte im Gegensatz zu kolorektalen Tumorzellen nach
72 Stunden Inkubation keine gesteigerte Zelltodrate bis zu einer Konzentration von
20 puM Niclosamid bei Fibroblasten, epithelialen Mammazellen oder mononukledaren
peripheren Blutzellen ermittelt werden (OSADA et al. 2011). Ebenso blieb die Vitalitat
epithelialer Prostatazellen im Vergleich zu Prostatakarzinomzellen nach Inkubation mit
0,5 pM Niclosamid fiir 24 Stunden unverandert (LIU et al. 2014).

Sowohl die eigenen erhobenen Daten als auch die anderer Arbeitsgruppen legen nahe, dass
Niclosamid dosis- und zeitabhdngig selektiv zytotoxisch wirkt. Angesichts der hohen
Zelltodrate ab einer Konzentration von 10 uM Niclosamid bei einer Inkubationszeit von
24 Stunden wurden alle weiterfithrenden Versuche lediglich nach einer Inkubationszeit von
12 Stunden durchgefiihrt. Entsprechend den Daten der vorliegenden Arbeit ist Niclosamid
in diesem Zeitfenster bereits als wachstumsinhibierend (vgl. Kapitel 4.1), jedoch noch nicht
als zytotoxisch zu charakterisieren. Somit war eine ausreichende Vitalitat der kolorektalen
Karzinomzelllinie CC531 gewahrleistet, um den molekularen Wirkmechanismus von

Niclosamid aufzuklaren.
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4.4 Interaktion von Niclosamid mit dem Wnt-Netzwerk

Als grundlegende Frage der vorliegenden Arbeit galt es, die modulierende Wirkung von
Niclosamid auf das Wnt-Netzwerk zu entschliisseln. Dabei standen verschiedene Ebenen
innerhalb des Wnt-Netzwerkes im Fokus der Untersuchungen (vgl. Kapitel 1.4.4). Zuvor
konnte bereits belegt werden, dass Niclosamid den kanonischen Wnt-Pfad beeinflusst
(CHEN etal. 2009, LU et al. 2011, OSADA et al. 2011, SACK et al. 2011, WIELAND et al. 2013, WANG et al. 2013,

ONO et al. 2014, LONDONO-JOSHI et al. 2014).

4.4.1 Inhibierung des kanonischen Wnt-Signalweges durch Niclosamid
Reduktion der relativen Wnt-Aktivitit nach Inkubation mit Niclosamid

CC531 Zellen wurden mit dem Wnt-responsiven TOPflash/ FOPflash Luciferase Plasmid
transfiziert, um die relative kanonische Wnt-Aktivitit kolorektaler Karzinomzellen unter
Einfluss von Niclosamid zu ermitteln. Es zeigte sich eine deutliche Blockierung der
kanonischen Wnt-Aktivitit durch Niclosamid. Die urspriingliche Aktivitit der
unbehandelten Zellen konnte nach 12 Stunden durch 10 uM Niclosamid signifikant auf ein
Drittel reduziert werden (vgl. Kapitel 3.2.1, Abbildung 8).

Nach 24 Stunden waren bei kolorektalen Karzinomzellen 1 uM (SACK et al. 2011, OSADA et al.
2011), bei ovariellen Karzinomezellen 8 pM (AREND et al 2014) und bei
Mammakarzinomzellen 0,25 uM Niclosamid (LONDONO-JOSHI et al. 2014) ausreichend, um das
TOPflash/ FOPflash-Signal signifikant zu reduzieren. Aufderdem konnte der stimulierende
Effekt von Wnt3A sowie von Lithiumchlorid auf die kanonische Wnt-Aktivitit durch
Niclosamid antagonisiert werden (CHEN et al. 2009, LU et al. 2011, LONDONO-JOSHI et al. 2014, ONO
etal. 2014).

Zusammengenommen kann Niclosamid innerhalb des ermittelten therapeutischen
Bereiches (vgl. Kapitel 4.1) schon im niedrigen mikromolaren Bereich als potenter Inhibitor

des kanonischen Wnt-Signalweges bezeichnet werden.
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Reduzierte Transkription kanonischer Wnt-Zielgene nach Inkubation mit Niclosamid

Die transkriptionelle Expression verschiedener kanonischer Wnt-Zielgene wurde in der
RT-PCR betrachtet. Nach Niclosamid-Inkubation wurde eine dosisabhdngige Reduktion der
Genexpression ausgewahlter Proteine (MMP7, Cyclin D1 und Met) beobachtet. Fiir MMP7
konnte eine signifikante Abnahme der Transkription auf 20 % des Ausgangswertes
innerhalb des therapeutischen Bereiches nach Inkubation mit 10 uM Niclosamid gezeigt
werden. Dartiiber hinaus wurden MMP7, Cyclin D1 und Met aufierhalb des therapeutischen
Bereiches nach Inkubation mit 50 uM Niclosamid signifikant gehemmt (vgl. Kapitel 3.2.1,
Abbildung 9e, f und g).

Folglich konnte auf Transkriptionsebene nach einer 12-stiindigen Inkubationszeit ein
dosisabhangiger Riickgang der Expression kanonischer Wnt-Zielgene nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit Daten, die an leukdmischen Zellen,
kolorektalen Karzinomzellen, Glioblastom-Zellen und Stammzell-ahnlichen Vorlauferzellen
des Mammakarzinoms erhoben wurden. Nach deutlich ldngeren Inkubationszeiten
(> 24 Stunden) konnte die Expression zahlreicher kanonischer Wnt-Zielgene (Cyclin D1,
c-myc, S100A4, Protein Patched Homolog, Hairy and Enhancer of Split 1) nach Inkubation
mit Niclosamid signifikant reduziert werden (WANG et al. 2009, SACK et al. 2011, WIELAND et al.
2013, WANG et al. 2013). Dartiiber hinaus konnten ONO et al. (2014) einen stimulierenden Effekt
von Lithiumchlorid auf die transkriptionelle Expression von Axin2 durch Inkubation mit
10 puM Niclosamid fiir 24 Stunden aufheben. Die in der Literatur vorbeschriebene
reduzierte Transkription exemplarischer kanonischer Zielgene nach Inkubation mit
Niclosamid wurde in dieser Arbeit fiir die Zielgene Cyclin D1, MMP7 und Met bestatigt.
Erganzend war auch auf Proteinebene dosisabhingig ein inhibierender Effekt auf die
Expression der Zielgene Cyclin D1, Axin2, S100A4 und Survivin vorbeschrieben (SACK et al.
2011, Lu etal. 2011, WIELAND et al. 2013, AREND et al. 2014, LONDONO-JOSHI et al. 2014).

In Zusammenschau mit den dargestellten Literaturdaten lassen unsere PCR-Ergebnisse zu
kanonischen Wnt-Zielgenen nach Inkubation mit Niclosamid den Schluss zu, dass
Niclosamid den kanonischen Wnt-Signalweg inhibiert. Dadurch wird das oben analysierte

Ergebnis des TOPflash/ FOPflash Dual-Luciferase® Reporter Assays bestatigt. Nachfolgend
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galt es, den genauen Wirkmechanismus zu eruieren, liber den Niclosamid diesen Effekt

bewirkt.

Unabhingigkeit des Niclosamid-Wirkmechanismus vom zytosolischen 3-Catenin-

Degradationskomplex

Zunachst wurde tberpriift, ob Niclosamid die kanonische Wnt-Aktivitit in Abhangigkeit
vom zytosolischen -Catenin-Degradationskomplex inhibierte. Dafiir wurde exemplarisch
mittels RT-PCR die Transkriptionsrate der GSK 3 und des Proteins Axin2, die beide
Bestandteile des -Catenin-Degradationskomplexes sind, nach 12 Stunden Inkubation mit
Niclosamid analysiert. Dosisunabhdngig wurde keine statistisch-relevante Verdnderung in
der Genexpression beider Komponenten gefunden (vgl. Kapitel 3.2.1, Abbildung 9b und c).

Folglich ist eine Aktivierung des Degradationskomplexes durch Niclosamid als
Wirkmechanismus zur Hemmung der kanonischen Wnt-Aktivitit unwahrscheinlich. An
dieser Stelle wird die bereits in Kapitel 4.2 formulierte These bestdtigt, dass Niclosamid
seine Wirkung unabhdngig vom Degradationskomplex und damit auch unabhdngig vom

klassischen APC-Mutationsstatus kolorektaler Tumorzellen entfaltet.

Unabhingigkeit des Niclosamid-Wirkmechanismus vom aktiven unphosphorylierten

B-Catenin

Nachfolgend wurde aktives [(-Catenin als Schliisselprotein des kanonischen Wnt-
Signalweges nach 12 Stunden Inkubation mit Niclosamid untersucht. Immunhistochemisch
blieb sowohl die Intensitit des Signals als auch das Verteilungsmuster des Proteins
zwischen Zytosol und Nukleus in CC531 Zellen nach Inkubation mit 3 und 10 puM
Niclosamid im Vergleich zur Mediumkontrolle (unbehandelte Zellen) unverandert.
50 uM Niclosamid schadigten die zelluldre Integritit bereits in einem Ausmaf3, dass eine
Fixierung und nachfolgende immunhistochemische Analyse technisch nicht mehr moglich
waren. Im Western Blot konnte die unveranderte Verteilung in den subzellularen
Kompartimenten bestatigt werden. Es zeichnete sich eine konstante Proteinmenge in der
Kernfraktion ab, in der der Grofiteil des unphosphorylierten 3-Catenins lokalisiert ist. Von

besonderer Bedeutung war, dass es zu keiner Umverteilung des aktiven [-Catenins
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zwischen der nukledren und der zytosolischen Fraktion kam (vgl. Kapitel 3.2.1, Abbildung
10).

Folgerichtig konnte eine aktivitdtsinhibierende Wirkung des Niclosamids auf den
kanonischen Wnt-Signalweg iiber die Regulation der Proteinmenge an aktivem [(3-Catenin
ausgeschlossen werden. In der Literatur wurden bisher lediglich Daten zur Gesamtmenge
an B-Catenin erhoben und keine Differenzierung der aktiven und inaktiven Form
vorgenommen. Initial wurde bei einer Untersuchung an Osteosarkomzellen eine stabile
Expression von zytosolischem und Membran-gebundenem (-Catenin im Western Blot nach
Inkubation mit 7,5 pM Niclosamid beschrieben (CHEN et al. 2009). Auch SACK et al. (2011)
konnten im Western Blot eine konstante Proteinexpression von nukledrem totalem
B-Catenin nach einer Inkubation mit 1 uM Niclosamid iiber eine Zeitspanne von 18 Stunden
in kolorektalen Karzinomzellen nachweisen. Im Gegensatz dazu wurde nach Inkubation mit
Niclosamid in kolorektalen Karzinomzellen, ovariellen Karzinomzellen und
Mammakarzinomzellen totales [3-Catenin vermindert nachgewiesen; die Inkubationszeiten
von jeweils 24 Stunden waren in diesen Studien jedoch doppelt so lang (LU etal. 2011, 0SADA
et al. 2011, ONO et al. 2014, AREND et al. 2014, LONDONO-JOSHI et al. 2014). Durch die vorliegende
Arbeit werden die Ergebnisse der Literatur prazisiert. Statt der gesamten Proteinmenge, die
auch die inaktiven Formen des -Catenins erfasst, wurde erstmals die aktive Fraktion des
B-Catenins gesondert analysiert. Demnach inhibiert Niclosamid den kanonischen Wnt-
Signalweg nicht tiber eine Aktivitiatsainderung des Proteins 3-Catenin. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit der anfanglichen Beobachtung, dass Niclosamid unabhangig von einer
speziellen (-Catenin-Mutation in verschiedenen Zelllinien wachstumsinhibierend wirkte
(vgl. Kapitel 4.2). Es konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass die Effektivitat des
Niclosamids ebenfalls unabhiangig vom zytosolischen 3-Catenin-Degradationskomplex war.
Niclosamid muss seine inhibierende Wirkung auf die kanonische Wnt-Aktivitat also
entweder auf nukledrer Ebene iiber Hemmung des LEF/ TCF-Transkriptionsfaktors oder

aber aufderhalb der kanonischen Wnt-Signalkaskade entfalten.
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Blockierung kanonischer Wnt-Koaktivatoren und Aktivierung kanonischer Wnt-

Inihibitoren durch Niclosamid

Abbildung 13: Inhibierung des kanonischen Wnt-Signalweges durch Niclosamid. Niclosamid hemmt die
Expression des Wnt-Koaktivators Bcl-9. Hierdurch kann die reduzierte Aktivitit des
Transkriptionsfaktors LEF/ TCF und die dadurch verminderte Transkription kanonischer
Wnt-Zielgene erklirt werden. Die in der vorliegenden Arbeit herausgefundenen

Modulationen sind in rot dargestellt.

Mit Bcl-9 und Wifl wurden schliefilich die Transkriptionsraten von Proteinen analysiert,
die in die Feinregulation der kanonischen Wnt-Aktivitit involviert sind. Nach einer
Inkubationszeit von 12 Stunden mit aufsteigenden Niclosamid-Konzentrationen zeichnete
sich innerhalb des therapeutischen Bereiches (10 pM) eine signifikant reduzierte
transkriptionelle Expression des Koaktivators Bcl-9 auf ein Viertel des Ausgangswertes
(unbehandelte Zellen) ab. Die Transkription des Inhibitors Wif1 wurde nach Inkubation mit

Niclosamid hingegen tendenziell gesteigert (vgl. Kapitel 3.2.1, Abbildung 9a und b).
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Abbildung 13 fasst zusammen, wie diese transkriptionellen Veranderungen ursachlich fiir
die zuvor beschriebene reduzierte kanonische Wnt-Aktivitat sein konnten. SACK et al. (2011)
haben eine konstante Proteinmenge von aktivem [(-Catenin nach Inkubation mit 1 pM
Niclosamid iiber 18 Stunden nachgewiesen und eine gestorte Komplexbildung von
B-Catenin mit dem LEF/ TCF-Transkriptionsfaktor diskutiert. Die reduzierte Expression
von Bcl-9 prazisiert diese These nun. Die verminderte kanonische Wnt-Aktivitdt ware durch
den fehlenden Stimulus von Bcl-9 auf den Komplex von aktivem [3-Catenin mit LEF/ TCF zu
erklaren. Erstmals stellt dieses Ergebnis die verdnderte Expression Wnt-regulierender
Proteine als potentiellen Wirkmechanismus des Niclosamids in Bezug auf die Blockierung
des kanonischen Wnt-Signalweges zur Diskussion. Gerade die Inhibierung des nukledren
Triple-Komplexes aus Bcl-9 mit aktivem [-Catenin und LEF/ TCF gilt als
vielversprechender Ansatz im Hinblick auf ein moglichst geringes Ausmafl an
unerwinschten Arzneimittelwirkungen. Diese Annahme ist dadurch begriindet, dass die
Formation  dieses  Triple-Komplexes  unabhdngig von anderen  [(-Catenin-
Proteininteraktionen ist. Von einer gestorten (-Catenin-vermittelten Zelladhdsion nach
Inkubation mit Niclosamid ware somit nicht auszugehen (HE & AXELROD 2006, SAMPIETRO et al.

2006).

75



Diskussion

4.4.2 Aktivierung des nicht-kanonischen Wnt/ JNK-Signalweges
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Abbildung 14: Aktivierung des nicht-kanonischen Wnt/ JNK-Signalweges durch Niclosamid.
Niclosamid steigert die Expression des nicht-kanonischen Wnt-Schliisselproteins c-jun. Dies
lasst auf eine insgesamt gesteigerte Aktivitdt des nicht-kanonischen WNT/ JNK-Signalweges
schlieflen. Die in der vorliegenden Arbeit herausgefundenen Modulationen sind in rot

dargestellt.

Abschliefiend wurde die Aktivitit des nicht-kanonischen Wnt/ JNK-Signalweges nach
Inkubation von CC531 Zellen mit Niclosamid untersucht. Dafiir wurden die Transkriptions-
und Translationsraten des Schliisselproteins c-jun evaluiert. Es zeichnete sich eine
signifikante Zunahme der transkriptionellen Expression von c-jun um den Faktor 4 nach
Inkubation mit 10 pM Niclosamid innerhalb des therapeutischen Bereiches ab
(vgl. Kapitel 3.2.2, Abbildung 11a). Bestitigt wurde diese Beobachtung durch eine
dosisabhadngige Zunahme der Proteinmenge der c-jun-Tyrosinkinase. Entscheidend war,
dass das Signal vor allem in der Kernfraktion deutlich zunahm, die den aktivierten

phosphorylierten Anteil von c-jun reprasentiert (vgl. Kapitel 3.2.2, Abbildung 11b).
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Die zunehmende Expression des Schliisselproteins c-jun - insbesondere im Nukleus -
spricht flir eine gesteigerte Aktivitit des nicht-kanonischen Wnt/ JNK-Pfades durch
Inkubation mit Niclosamid (vgl. Abbildung 14). LEE etal. (2014) konnten auf Proteinebene fiir
nicht-kleinzellige Lungenkarzinomzellen und fiir kolorektale Karzinomzellen zeigen, dass
die Gesamtmenge von c-jun nach Inkubation mit 2 uM Niclosamid iiber 2 Stunden anstieg.
Bedeutend war, dass der gesondert betrachtete Anteil der aktiven phosphorylierten Form
von c-jun zunahm. Die Autoren begriindeten dadurch die zuvor beobachtete gesteigerte
Apoptoserate (vgl. Kapitel 4.3), ohne Riickschliisse auf eine gesteigerte Aktivitat des nicht-
kanonischen Wnt-Signalweges zu ziehen.

Inhibitorische Effekte des nicht-kanonischen Wnt/ JNK-Signalweges auf das kanonische
Wnt/ B-Catenin-Signal wurden in der Literatur bereits beschrieben. Die in dieser Arbeit
nachgewiesene reduzierte kanonische LEF/ TCF-Aktivitit konnte also auch auf die
Aktivierung des nicht-kanonischen Wnt/ JNK-Signalweges nach Inkubation mit Niclosamid
zuriickzufiihren sein. Unldngst wurde gezeigt, dass die klassischerweise nicht-kanonisch
assoziierte Gruppe der Wnt-5A-Proteine die Aktivitit des kanonischen Wnt-Signalweges
nach Bindung an einen der Fz-Rezeptoren hemmen kann (TOPOL et al. 2003). Dartiber hinaus
kann das kanonische Signal nach Bindung von Wnt-5A an den Ror2-Rezeptor liber den
Wnt/ JNK- Signalweg destabilisiert werden (MIKELS & NUSSE 2006). Auch JNK wird ein
direkter antagonisierender Effekt auf die kanonische Wnt-Aktivitit zugeschrieben
(LIAO etal. 2006). Allerdings stehen diesen Daten zu inhibierenden Interaktionen kontrovers
Daten gegentiber, die auf stimulierende Wechselwirkungen zwischen den Wnt-Signalwegen
hindeuten (vgl. Kapitel 1.3.3). Auch wird in der Literatur Wnt-5A strittig teils als
Tumorsuppressor, teils als Tumorpromotor charakterisiert (McDONALD & SILVER 2009, PUKROP
& BINDER 2008). Weitere Untersuchungen sind somit notwendig, um die beschriebenen

Veranderungen nach Inkubation mit Niclosamid im Kontext bewerten zu konnen.
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4.5 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsarbeit belegen, dass der antihelminthischen
Substanz Niclosamid chemotherapeutische Wirkungen auf kolorektale Karzinomzellen
zugeschrieben werden konnen. Die erhobenen Daten bestitigen damit Ergebnisse anderer
Forschungsgruppen, die Niclosamid in zahlreichen soliden und hamatologischen Tumoren
als insgesamt hemmend und antiproliferativ charakterisierten. Im Fokus dieser Arbeit
stand vorrangig die Untersuchung der Modulation des Wnt-Netzwerkes durch die Substanz.
Niclosamid inhibierte die Aktivitat des kanonischen Wnt/ (-Catenin-Signalweges. Auf der
einen Seite wurde der Koaktivator Bcl-9 nach Inkubation mit Niclosamid reduziert
transkribiert. Nachfolgend wird hierdurch die Formation des Triple-Komplexes aus Bcl-9
mit aktivem (-Catenin und dem Transkriptionsfaktor LEF/ TCF gestort. Auf der anderen
Seite wurde sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinebene c-jun vermehrt
nachgewiesen. C-jun ist das Schliisselprotein fiir den nicht-kanonischen Wnt/ JNK-
Signalweg. Eine gesteigerte Aktivitidt dieses Wnt-Pfades liefd sich somit herleiten. Sowohl
die reduzierte Expression von Bcl-9 als auch die Stimulation von c-jun kénnen die
reduzierte kanonische Wnt-Aktivitit bedingen.

Die neuen Erkenntnisse zum Wirkmechanismus des Niclosamids innerhalb des Wnt-
Netzwerkes sollen nun in vivo verifiziert werden. Bisher sind lediglich Daten in
immundefizienten Mausmodellen erhoben worden. Niclosamid verminderte das heterotope
Tumorwachstum in vivo bei der AML, dem kolorektalen Karzinom, dem Bronchialkarzinom,
dem Ovarialkarzinom, dem Mammakarzinom, dem Prostatakarzinom sowie dem
Glioblastoma multiforme (vgl. Kapitel 1.5). Die Behandlung mit Niclosamid wurde durch
regelmafdige Kontrolle des Korpergewichtes sowie hepatischer, renaler und
hamatologischer Organfunktionstests (ALT, AST, BUN, Leukozytenzahl, Hb und
Thrombozytenzahl) liberwacht. Es zeichnete sich insgesamt eine gute Vertraglichkeit ab
(LI etal. 2013a, LI etal. 2013b, YOU et al. 2013, YE et al. 2014, LONDONO-]JOSHI et al. 2014).

Im Anschluss an die hier beschriebenen in vitro-Experimente ist eine praklinische
Evaluierung von Niclosamid in einem syngenen Tiermodell geplant. Die Daten der
vorliegenden Arbeit wurden bereits an der Rattenzelllinie CC531 erhoben, um die

Ergebnisse perspektivisch auch im passenden Tiermodell bestdtigen zu konnen. In dem
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anvisierten Modell werden syngene CC531 Zellen subkapsuldr in die Leber von
immunkompetenten WAG/ Rij-Ratten implantiert. Dadurch kann das hepatische
Metastasierungsverhalten kolorektaler Karzinome imitiert und eine mutmafilich
anzunehmende Hemmung des Metastasenwachstums durch die Therapie mit Niclosamid
untersucht werden. Aus Voruntersuchungen ist bekannt, dass 85 bis 90 % der Tiere in dem
gewahlten Modell innerhalb von 3 Tagen nach Implantation hepatische Mikrometastasen
entwickeln; diese imponieren nach einer Zeitspanne von 2 Wochen bereits makroskopisch
(KRAUSE et al. 2013). Geplant ist, die Tiere ab Tag 3 mit Niclosamid in einer Konzentration von
20 mg/ kg Korpergewicht zu behandeln. Diese Konzentration hat sich bei verschiedenen

Tumorentititen in vivo bereits als progessionshemmend erwiesen (JIN etal. 2010, ODSADA et al.
2011, SACK et al. 2011, WIELAND et al. 2013, WANG et al. 2013, LI et al 20134, LI et al. 2013b, YOU et al. 2013,
YE et al. 2014, LONDONO-JOSHI et al. 2014, LIU et al. 2014). Aufgrund der hydrophilen Eigenschaften

der Substanz (DEVARAKONDA et al. 2005) muss Niclosamid fiir die in vivo-Versuche in der
gangigen Arzneimitteltragersubstanz Polyethylenglycol (PEG) in Losung gebracht und
anschlief3end appliziert werden. Am Tag 14 wird das Metastasenwachstum evaluiert. Die
Daten der vorliegenden Arbeit lassen in Zusammenschau mit der Literatur ein reduziertes

oder stagnierendes Wachstum der induzierten Metastasen erwarten.
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5 Zusammenfassung

Die Wnt/ 3-Catenin-Signaltransduktion nimmt eine exponierte Stellung in der kolorektalen
Karzinogenese ein. Niclosamid ist ein Derivat der Salicylsdure, das bei Bandwurm-
infektionen eingesetzt wird. Es konnte gezeigt werden, dass Niclosamid den
Wnt/ [(-Catenin-Signalweg moduliert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den
therapeutischen Einsatz des Niclosamids beim kolorektalen Karzinom zu evaluieren.

Die Zellproliferation von kolorektalen Karzinomzelllinien (humane SW480 und
SW620 Zellen sowie CC531 Zellen einer Ratte) und von Rattenfibroblasten wurde nach
12 und 24 Stunden Inkubation mit Niclosamid durch lichtmikroskopische
Zellzahlbestimmungen beurteilt. Die Apoptoseraten wurden mit einem Zelltod-Assay
ermittelt. Eine Immunfluoreszenzfarbung gab Aufschluss iiber das Expressionsmuster von
aktivem {3-Catenin. Die Promotoraktivitdt des LEF/ TCF-Transkriptionsfaktors wurde nach
Transfektion mit TOPflash mithilfe eines Luciferase Assays analysiert. Die Genexpression
von Wnt-modulierenden Faktoren (Bcl-9 und Wifl), von Komponenten des f3-Catenin-
Degradationskomplexes (Axin2 und GSK 3f), von kanonischen Zielgenen (Met, MMP7 und
Cyclin D1) und von c-jun als Schliisselprotein des nicht-kanonischen Wnt/ JNK-Signalweges
wurde in der RT-PCR untersucht. Auf Proteinebene wurden zur Bestdtigung zusatzlich
Western Blots mit Antikérpern gegen aktives 3-Catenin und c-jun durchgefiihrt.

Die Zellproliferation kolorektaler Karzinomzelllinien wurde dosisabhidngig inhibiert, und
Niclosamid fiihrte zu Apoptose. Nach Inkubation mit Niclosamid kam es nicht zur
Umverteilung von aktivem (-Catenin von der nukledren in die zytosolische Fraktion. Die
Wnt-Promotor-Aktivitait von LEF/ TCF wurde nach 12 Stunden Inkubation mit 10 und
50 uM Niclosamid jedoch signifikant gesenkt. Kanonische Wnt-Zielgene (Met, MMP7 und
Cyclin D1) sowie der Koaktivator Bcl-9 wurden auf Transkriptionsebene gehemmt,
wahrend das nicht-kanonische Schliisselprotein c-jun aktiviert wurde.

Fasst man zusammen, so fiihrt die Inkubation mit Niclosamid zu inhibitorischen Effekten
auf kolorektale Karzinomzelllinien und zu einer reduzierten kanonischen Wnt-Aktivitat.
Diese Effekte konnen durch eine gestorte Formation des Triple-Komplexes aus Bcl-9, -
Catenin und LEF/ TCF und einer Aktivierung von c-jun und damit des nicht-kanonischen

Wnt/ JNK-Signalweges bedingt sein. In in vivo-Untersuchungen beabsichtigen wir, in einem
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Tiermodell die Daten zu verifizieren und so den Einsatz des Niclosamids als Option fiir

Patienten mit metastasiertem kolorektalem Karzinom weiterfithrend zu beurteilen.
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6 Summary

Wnt/ [B-catenin-signalling is known to play an important role in colorectal cancer.
Niclosamide, a salicylamide derivative used for the treatment of tapeworm infections,
targets the Wnt/ [-catenin-pathway. The objective of this study was to investigate
niclosamide as a therapeutic drug for colorectal cancer.

Direct cell count determined the effects of niclosamide on cell proliferation of human
(SW480 and SW620) and rodent (CC531) colorectal cancer cell lines as well as rodent
fibroblasts following 12 and 24 hours of incubation. Cell death assay was used to detect
apoptosis. Immunofluorescence staining demonstrated the expression pattern of active (3-
catenin. The promoter activity of the LEF/ TCF-transcription factor was analysed by
luciferase assay after transfection of TOPflash. Gene expression of Wnt-modulating factors
(Bcl-9 and Wif1), destruction complex interacts (axinZ and GSK3[), target genes (met,
MMP7 and cyclin D1) and c-jun as the key player of the non-canonical Wnt/ JNK-pathway
were analysed by RT-PCR. Western blot analysis was performed with antibodies detecting
active [3-catenin and c-jun.

Cell proliferation in colorectal cancer cell lines was blocked dose-dependently and
apoptosis contributed to niclosamide’s inhibitory potency. Following treatment on CC531,
there was no shifting of active B-catenin protein from the nuclear to cytosolic pool.
However, the Wnt promoter activity of LEF/ TCF significantly decreased with niclosamide
at 10 und 50 pM after 12 hours of incubation. Canonical target genes (met, MMP7 and
cyclin D1) as well as the co-activator Bcl-9 were down-regulated on the transcriptional
level, whereas the non-canonical key player c-jun was clearly activated.

Therefore, Niclosamide treatment was associated with inhibitory effects on colorectal
cancer and reduced Wnt activity. [t may exert its effects by interfering with the nuclear -
catenin-Bcl-9-LEF/ TCF triple-complex and by up-regulation of c-jun representing the non-
canonical Wnt/ JNK-signalling. Thus, our findings warrant further research of this drug as a

treatment option for patients with advanced-stage colorectal cancer.
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