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1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist eine der bdsartigsten Krebsarten mit einer auBerst
schlechten Prognose. Dabei handelt es sich in ca. 95 % aller Falle um duktale
Adenokarzinome des exokrinen Pankreas. Im Jahre 2008 gab es knapp 15.000 Neu-
erkrankungen, womit das Pankreaskarzinom zu den zehn haufigsten Krebsarten in
Deutschland gezahlt werden kann. Manner und Frauen sind dabei ungefahr gleich-
haufig betroffen. Das altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterbealter liegt seit
einigen Jahren gleichbleibend far Manner bei 70 und fir Frauen bei 76 Jahren. Die
5-Jahres-Uberlebensrate liegt fiir Manner bei 8 % und fir Frauen bei 7 %. Damit
zahlt der Bauchspeicheldrisenkrebs zur vierthaufigsten Krebstodesursache in
Deutschland und weist die niedrigste Uberlebensrate unter allen Krebserkrankungen
auf (Robert Koch-Institut 2012). Es wird geschétzt, dass in den USA im Jahr 2012
Uber 43.000 Patienten neu erkrankten und knapp 38.000 an einem
Pankreaskarzinom verstarben. Somit steht das Pankreaskarzinom auch hier an 4.
Stelle der Krebserkrankungen (American Cancer Society 2012).

Unabhéngig vom Stadium betragt die mittlere Uberlebenszeit nur ca. 4-6 Monate
(Niederhuber et al. 1995). Damit entspricht die Inzidenz des Pankreaskarzinoms
nahezu der jahrlichen Mortalitdtsrate, und ein Langzeitiberleben ist die Ausnahme
(Robert Koch-Institut 2012). Die schlechte Prognose dieser Tumorerkrankung lasst
sich durch das aggressive Wachstum und das Fehlen von spezifischen Frih-
symptomen erklaren. Dies fUhrt dazu, dass bei bis zu 90 % der Diagnosen ein lokal
fortgeschrittener oder bereits metastasierter Befall vorliegt. AuBerdem gibt es zurzeit
noch keine effektive Screening-Untersuchung, um die Krankheit in einem
asymptomatischen Stadium zu diagnostizieren (Lockhart et al. 2005). Dadurch
bedingt befinden sich nur etwa 20-30 % aller Tumore bei Diagnose in einem
resektablen Stadium (Reissfelder et al. 2007).

Als mdgliche Risikofaktoren fir die Entstehung des Pankreaskarzinoms werden
Ernahrungsfaktoren, Lebensgewohnheiten und berufsbedingte Expositionen
diskutiert. Da die meisten dieser moglichen Risikofaktoren stark vergesellschaftet

sind und es eine groBe Anzahl von klinischen Studien mit teilweise kontroversen



Ergebnissen gibt, ist es bis dato unklar, in welchem Umfang die verschiedenen

Faktoren eine Rolle spielen.

Als weitgehend gesicherte Faktoren flr die Entstehung eines Pankreaskarzinoms
gelten Tabakkonsum, Adipositas, eine an tierischen Fetten reiche Ernahrung, Uber-
maBiger Alkoholkonsum, eine langjahrige chronische Pankreatitis sowie eine positive
Familienanamnese (Lowenfels et al. 1993, Lowenfels und Maisonneuve 20086,
Hassan et al. 2007). Ein gleichzeitig bestehender Diabetes mellitus wird als
Risikofaktor kontrovers diskutiert (Gullo et al. 1994, Everhart und Wright 1995).
Bisher konnte nicht ausreichend geklart werden, welche Umweltfaktoren und
beruflich bedingte Schadstoffbelastungen eine Rolle spielen (Robert Koch-Institut
2012). Der regelmaBige Verzehr von Gemise und Zitrusfriichten scheint eine

protektive Wirkung zu besitzen (Norell et al. 1986).

In neueren Studien zeigt sich auch, dass Angehdérige von Risikofamilien oder
-gruppen mit einer bekannten genetischen Pradisposition ein erhdhtes Risiko fir die
Entstehung eines Pankreaskarzinoms haben (Greer et al. 2009). Zu den genetischen
Defekten, die mit der Entstehung eines familiar vererbten Pankreaskarzinoms in Ver-
bindung gebracht werden, zéhlen unter anderem Keimbahnmutationen in CDKN2A
(familiares atypisches multiples Muttermal- und Melanom-Pankreaskarzinom-
Syndrom), BRCA2 (hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom), STK11/LKB1 (Peutz-
Jeghers-Syndrom) und MLH1 (hereditares nicht polypéses Kolonkarzinom) (Jaffee et
al. 2002).



Signaltransduktions-

Embryologische
Signaltransduktions-
wege

andere Faktoren

Abbildung 1: Relevante Signalwege fiir die Entstehung des Pankreaskarzinoms
Modifiziert nach Wong H und Lemoine 2009, Seite 414

Molekularpathologisch liegen der Tumorentstehung meist eine Vielzahl ver-
schiedener Mutationen zu Grunde, die sich hauptsachlich auf eine Gruppe von zwdlf
verschiedenen Signalwegen auswirken (Jones et al. 2008) (vgl. Abbildung 1). Das
K-Ras-Onkogen aus der Familie der GTP-bindenden Ras-Proteine spielt dabei eine
wichtige Rolle. Eine Punktmutation im Codon 12 des K-Ras-Onkogens l&asst sich in
normalem Pankreasgewebe nur sporadisch nachweisen. Diese Mutation kommt
jedoch in nahezu allen duktalen Adenokarzinomen vor (Almoguera et al. 1988,
Hruban et al. 1993, Rozenblum et al. 1997). AuBerdem kann es zu einer
mutationsbedingten Inaktivierung verschiedener Tumorsuppressorgene wie unter
anderem p53, p16 und SMAD4/MADH4 kommen. Im Vergleich zu gesundem
Pankreasgewebe liegt beim Pankreaskarzinom eine Uberexpression vieler Gene von
Wachstumshormonen und deren Rezeptoren vor. So lassen sich erhéhte Spiegel des
epidermal growth factor receptor (EGFR), des transforming growth factor alpha
(TGF-alpha), des fibroblast growth factor (FGF), des insulin-like growth factor |



(IGF-I), des nerve growth factor (NGF), des hepatocyte growth factor (HGF) und des
vascular endothelial growth factor (VEGF) nachweisen (Sirivatanauksorn et al. 1998,
Hansel et al. 2003).

Auch eine Reihe anderer Signalwege, die in der Embryogenese des normalen
Organismus eine Rolle spielen, kommen neben denen mit Beteiligung des K-Ras-
Genes als Ausléser des Pankreaskarzinoms in Frage. So wird dem Hedgehog-
Signalweg eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese und dem malignen Wachstum
des Bauchspeicheldrisenkrebses zugeschrieben (Berman et al. 2003, Thayer et al.
2003). Ferner konnten in mehr als 65 % der Falle erhdhte Konzentrationen von [3-
Catenin, einem Bestandteil des Wnt/B-Catenin-Signalweges, in Paraffin-Schnitten
aus Tumorgewebe von Patienten mit einem Pankreaskarzinom nachgewiesen
werden (Zeng et al. 2006). Diese Befunde wurden auch durch Genanalyse und am
Mausmodell bestatigt (Pasca di Magliano et al. 2007). Auch der Notch-Signalweg,
welcher eine wichtige Rolle bei der Organentwicklung, Gewebeproliferation,
Differenzierung und Apoptose spielt, konnte in 69 % der Gewebeproben
nachgewiesen werden und zeigte eine positive Korrelation mit dem Tumorgrad (Dang
et al. 2007). Weiterhin sind auch Matrix-Metalloproteasen (MMPs) (Bramhall et al.
1997), Tumorstammzellen (CSC) (Hermann et al. 2007) und eine erhbhte
Telomeraseaktivitat (Hiyama et al. 1997), neben einer Reihe anderer Faktoren als

Grinde far die Tumorentstehung Gegenstand der aktuellen Forschung.

Zu den wichtigsten histologisch unterscheidbaren malignen exokrinen Pankreas-
tumoren gehdéren das duktale Adenokarzinom, das serése Zystadenokarzinom, das
muzindése Zystadenokarzinom, das intraduktale papillar-muzindse Karzinom und das
Azinuszellkarzinom (Hamilton und Aaltonen 2000). Das mit 92 % am haufigsten
vorkommende duktale Adenokarzinom, ein hochmaligner epithelialer Tumor, imitiert
mit seinen atypischen Drisenformationen in Form und Funktion die mittelgroBen und
kleinen Pankreasgange (Kléppel et al. 2004). Pankreaskarzinome sind zu 65 % im
Pankreaskopf, zu 15 % im Pankreaskorpus und zu 10 % im Pankreasschwanz
lokalisiert. Weitere 10 % treten multifokal verteilt auf (Ghaneh et al. 2008).

Obwohl in den letzten Jahren bedeutende Fortschritte in der Erforschung der Tumor-
biologie gemacht werden konnten, haben sich diese neuen Erkenntnisse bisher noch
nicht wesentlich auf die Effizienz der Behandlung und die Heilungs- und Uberlebens-

raten ausgewirkt (Jemal et al. 2008). Die einzige potenziell kurative Behandlung des



Pankreaskarzinoms stellt die operative Resektion dar (Javle und Hsueh 2009). Durch
eine alleinige Chemo- und/oder Strahlentherapie Iasst sich bei einem als resektabel
eingeschatzten Pankreaskarzinom keine Heilung erzielen (Doi et al. 2008). Als
Standardeingriff flir die operative Therapie des Pankreaskopfkarzinoms gilt die
Kausch-Whipple-Operation (Weitz et al. 2004). Unabhangig von der Lokalisation des
Tumors ist das Ziel immer die Resektion im Gesunden (RO0), da hierbei die héchsten
Uberlebensraten erzielt werden kdnnen (Wagner et al. 2004). Als Kontraindikationen
fir eine Operation gelten Gegebenheiten, die eine R0-Resektion nicht méglich
machen. Dazu zdhlen nachgewiesene Fernmetastasen, Infiltrationen der
MesenterialgefaBe und des Truncus coeliacus sowie eine groBflachige, tiefreichende,
retroperitoneale Infiltration (Varadhachary 2011). Zum einen betragt aber auch bei
mit kurativem Ansatz operierten Patienten die 5-Jahres-Uberlebensrate nur 20-30 %
(Yang et al. 2005). Zum anderen haben bei Diagnosestellung nur etwa 15-20 % der
Patienten einen resektablen, also noch nicht in die umliegenden Strukturen
metastasierten Tumorbefall (Yeo et al. 1995).

Eine adjuvante Chemotherapie sollte nach einer R0-Resektion durchgeflihrt werden.
In mehreren Studien konnte ein langeres krankheitsfreies Uberleben und eine
Steigerung der Gesamtlberlebenszeit durch die adjuvante Chemotherapie im
Vergleich zur alleinigen chirurgischen Therapie erreicht werden (Oettle et al. 2007).
Eine adjuvante Radiochemotherapie wird aufgrund der hohen Nebenwirkungen und
des maBigen Benefits nur in Ausnahmefallen durchgefihrt. Auch eine alleinige
Radio- oder Chemotherapie ohne Operation, eine Radiochemotherapie nach R1-
Resektion sowie eine neoadjuvante Strahlen-, Chemo- oder Strahlenchemotherapie
ist auBerhalb von Studien nicht indiziert (Adler et al. 2007). Die adjuvante
Chemotherapie sollte innerhalb von 6 Wochen nach der Operation begonnen und
Uber 6 Monate durchgefthrt werden. Dabei ist die Wirkung der beiden zur Verfigung
stehenden Chemotherapeutika Gemcitabin und 5  Fluorouracil/Folinsaure
vergleichbar (Oettle et al. 2007). Auch in der Palliativsituation ist die Chemotherapie
der rein supportiven Therapie hinsichtlich Lebensqualitait und Uberlebensrate
Uberlegen (Yip et al. 2006).

Als Medikament fir die Standarderstlinientherapie bei palliativer, systemischer
Behandlung des Pankreaskarzinoms eignet sich Gemcitabin (Difluordesoxycytidin)
(Burris et al. 1997). Trotz der verbesserten klinischen Situation durch Reduktion von

Schmerzen und Gewichtsverlust bleibt die Prognose mit einer 5-Jahres-



Uberlebensrate von 3-4 % und einer medianen Uberlebenszeit von 4-6 Monaten
auch unter einer Therapie mit Gemcitabin auBBerst schlecht (Moore M 1996). Auch
eine Kombinationstherapie von Gemcitabin mit anderen Medikamenten konnte in
Studien bisher keine ausreichenden Vorteile aufzeigen (Adler et al. 2007). So ergab
die Kombinationstherapie von Gencitabin mit Oxaliplatin bzw. mit Cisplatin in Studien
den konsistenten Trend zu einem langeren Uberleben. In beiden Féllen konnte je-
doch, bei erhdhten Raten an Nebenwirkungen, kein statistisch signifikanter Unter-
schied festgestellt werden (Burris et al.1997, Louvet et al. 2005). Auch eine Kombi-
nation von Gemcitabin mit Fluorouracil (5-FU) ergab keine verbesserte Therapie-
option (Berlin et al. 2002). Der einzige statistisch signifikant unterschiedliche Effekt
im Uberleben zu Gunsten einer Kombinationstherapie konnte in den letzten Jahren
bei der Kombination mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib aufgezeigt werden,
wobei auch hier verstarkt Nebenwirkungen auftraten (Moore MJ et al. 2007, Welch
und Moore 2007). Nach einer Studie aus dem Jahr 2011, kann bei glnstigem
Risikoprofil auch eine Kombination aus 5-FU/Folins&ure, Irinotecan und Oxaliplatin
nach dem FOLFIRINOX-Protokoll fir metastasierte Pankreaskarzinome angewendet
werden. Dem verlangerten progressionsfreien- und Gesamtiberleben im Vergleich
zu Gemcitabin, steht auch hier wieder eine héhere Toxizitat entgegen (Conroy et al.
2011).

Aufgrund der nach wie vor sehr schlechten Prognose des Pankreaskarzinoms wird
es in Zukunft sehr wichtig sein, die Screening- und Therapiemethoden zu
verbessern. Hoffnung gibt dabei der schnelle Fortschritt im Verstandnis Gber die
molekularen Prozesse wahrend der Entwicklung des Pankreaskarzinoms. Dadurch
sollten sich Substanzen, die spezifisch in die Signalwege eingreifen, welche das
aggressive Wachstum dieses Tumors fordern, besser identifizieren lassen (Li D et al.
2004).

1.2 Der Wnt-Signaltransduktionsweg
Der Wnt-Signalweg gehért zu den wichtigen Signalkaskaden, die bei der physio-

logischen Embryonalentwicklung in Form von Zellwachstum und Differenzierung eine
Rolle spielen (Arce et al. 2006). Der Name des Signalweges leitet sich aus den Be-
zeichnungen der Gene wingless (Drosophila) und Int-1 (Maus) ab. Das wingless-Gen
wurde als Segment-Polaritatsgen fur die Entwicklung der Fligel in der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster in den 1970er Jahren entdeckt (NuUsslein-Volhard und



Wieschaus 1980). Eine Mutation in diesem Gen fihrt zu fligellosen (wingless)
Organismen (Sharma und Chopra 1975). Als murines Homolog des wingless-Gens
wurde Int-1 (integration site) bei Mensch und Maus in den 1980er Jahren identifiziert.
Dieses Protoonkogen fordert bei Mausen als Integrationsstelle fur das mouse
mammary tumor virus (MMTV) die Entwicklung von Brustkrebs (Nusse und Varmus
1982, Rijsewijk et al. 1987, Uzvdlgyi et al. 1988).

Die Wnt-Gene kodieren flur Cystein-reiche Signalpeptide mit einer Proteinlange von
ca. 350-400 Aminosauren. In Vertebraten sind inzwischen 19 verschiedene Wnt-
Signalproteine identifiziert worden (Nusse 2005, Clevers 2006). Neben zahlreichen
Funktionen in der Organentwicklung spielt der Wnt-Signalweg auch in der
Homdostase adulter Gewebe sowie der Krebsentstehung eine Rolle (Logan und
Nusse 2004). Eine aktualisierte Auflistung aller Wnt-Komponenten kann auf der
Homepage http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/ eingesehen werden.

Die von den Wnt-Faktoren aktivierten Signalwege kénnen im Allgemeinen in den ka-
nonischen bzw. Wnt/B-Catenin-Signalweg, den nicht-kanonischen Signalweg und
den Wnt/Ca?*-Signalweg unterteilt werden. Auf diese Signalkaskaden soll im Folgen-
den genauer eingegangen werden. Das Augenmerk liegt dabei auf dem kanonischen
Whnt-Signalweg, da dieser in der vorliegenden Promotionsarbeit von hauptséchlichem

Interesse ist.

Eine zentrale Bedeutung im kanonischen Wnt-Signalweg hat das Protein 3-Catenin.
Fehlt die Aktivierung durch den Wnt-Signalweg, wird dieses von einem
Degenerationskomplex phosphoryliert und damit zum Abbau markiert. Dieser
Multienzymkomplex besteht aus dem Protein Axin oder Conductin/Axin2, dem
Tumorsuppressor adenomatous-polyposis-coli (APC) sowie den Serin/Threonin-
Kinasen Casein-Kinase 1 (CK1) (Amit et al. 2002) und Glykogen-Synthase-Kinase-
3B (GSK-3B) (Yost et al. 1996). APC fungiert dabei als hemmender Regulator fir
B3-Catenin. Die beiden Kinasen phosphorylieren die Serin/Threonin-Reste an den
N-Terminalen von B-Catenin, wodurch dieses der Ubiquitinierung zugefihrt und im
Proteasom abgebaut wird. Axin spielt eine entscheidende Rolle als Bindungsstelle
fir die Ubrigen Bestandteile des Komplexes und verstarkt die Wirkung von GSK-33
(Hart et al. 1998, Logan und Nusse 2004).

In Anwesenheit des Wnt-Signals wird B3-Catenin vor der Phosphorylierung geschitzt,
verbleibt aktiv im Zytoplasma und kann nach Translokation in den Zellkern die Trans-
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kription kanonischer Wnt-Zielgene initiieren. Dies geschieht, indem ein Wnt-Ligand
extrazelluldar an den Cystein-reichen N-terminus eines Frizzled-Rezeptors, ein
Sieben-Transmembrandomanen-Rezeptor und den Korezeptor lipoprotein related
protein 5/6 (LRP 5/6) bindet (Wehrli et al. 2000). Dies fihrt zur Hyperphosphorylie-
rung des intrazellularen Proteins dishevelled (Dvl) (Wallingford und Habas 2005).
Daraufhin bildet Axin ein Heterodimer mit Dvl und bindet an den LRP-Korezeptor.
Durch diese Bindung wird Axin abgebaut und es kommt zu einer Dissoziation des
Degenerationskomplexes (Mao et al. 2001). Das aktivierte 3-Catenin bindet im Zell-
kern an DNA-Bindungsproteine der lymphoid enhancer factor/T-cell factor-(LEF/TCF)
Familie (Behrens et al. 1996). Diese wirken in Abwesenheit von B-Catenin als
Transkriptionsrepressoren. Durch die Assoziation mit phosphoryliertem B-Catenin
hingegen bildet sich ein trindrer Komplex, der nach Verdrangung von Korepressoren
die Transkription der Wnt-Zielgene initiiert (Daniels und Weis 2005) (vgl. Abbildung
2). Dieser Vorgang wird noch durch Co-Aktivatoren wie B-cell-lymphoma-9 (BCL9)
verstarkt (Brembeck et al. 2004).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des kanonischen Wnt-Signhalwegs

(A) In Abwesenheit des Wnt-Signals wird B-Catenin abgebaut und die Zielgenexpression somit ge-
hemmt. (B) Die Anwesenheit des Wnt-Signals flhrt zur Aktivierung des Signalwegs. B-Catenin wird
stabilisiert, akkumuliert und aktiviert die Zielgenexpression im Zellkern.



Neben seiner wichtigen Rolle in der embryonalen Entwicklung flihrt der Wnt-Signal-
weg auch gehauft zur Entstehung von Tumoren (Bienz und Clevers 2000). So finden
sich bei Uber 90 % der kolorektalen Karzinome aktivierende Mutationen der Wnt-
Signalkaskade, die zu einer Stabilisation von B-Catenin fihren (Giles et al. 2003).
Auch beim hepatozellularen Karzinom (HCC), beim Hepatoblastom (HB) (Taniguchi
et al. 2005), bei Adenomen und Adenokarzinomen des Magens (Groves et al. 2002)
und vielen weiteren soliden Tumoren lassen sich vermehrte Aktivitaten des Wnt-

Signalweges beobachten.

Schwerpunkt dieser Promotionsarbeit ist das Pankreaskarzinom. Fir dessen Entste-
hung werden in zahlreichen Studien Mutationen des Wnt-Signalweges aufgeflhrt
(Kornmann et al. 1999, Nawroth et al. 2007, Wang L et al. 2009). So findet sich eine
hochregulierte Transkription des Wnt-Zielgens Axin2 (Jho et al. 2002, Lustig et al.
2002, Pasca di Magliano et al. 2007), des Zellzyklusproteins Cyclin D1 (Kornmann et
al. 1999, Shtutman et al. 1999), und der Matrix-Metalloprotease-7 (MMP7) (Crawford
et al. 2002).

In den letzten Jahren zeigte sich, dass es neben dem klassischen bzw. kanonischen
Whnt-Signalweg auch einen nicht-kanonischen, B3-Catenin unabhangigen Wnt-Signal-
weg gibt. Dieser wird durch die Klasse der Wnt-5a-Proteine aktiviert (Wong G et al.
1994). Das Wnt-Signal wird hierbei nicht durch phosphoryliertes 3-Catenin, sondern
durch Faktoren wie JNK (c-jun N-terminale Kinase), CamKIl (calcium/calmodulin-
dependent kinase I) oder PKC (Proteinkinase C) intrazellular weitergeleitet
(Yamanaka et al. 2002). JNK phosphoryliert daraufhin das Protein c-jun, eine
Komponente des AP-1-Proteins (Transkriptionsfaktor-Aktivator-Protein-1), was zu
einer Initiation der Transkription fihrt (Weber et al. 2000).

Aktuell scheint die strikte Unterscheidung zwischen einem kanonischen und einem
nicht-kanonischen Wnt-Signalweg veraltet. Vielmehr scheint es Hinweise auf zahl-
reiche Interaktionen zwischen den Signalwegen (Pukrop und Binder 2008),
modulierende Einflisse verschiedenster Korezeptoren (Teo und Kahn 2010) sowie
abweichende Studien bezlglich der Zuordnung einzelner Proteine zu einem der

Signalwege zu geben (Mann et al. 1999, Weber et al. 2000).



1.3 Der Hedgehog-Signaltransduktionsweg

Hedgehog-Proteine wurden zunachst in Drosophila melanogaster im Rahmen eines
Mutationsscreenings identifiziert. Dort spielen sie eine wichtige Rolle in der
Segmentausbildung wéhrend der Embryonalentwicklung und regulieren in einge-
schranktem Ausmal3 die Proliferation, Migration und Differenzierung von Zellen.
Wurde das Hedgehog-Gen ausgeschaltet, kam es zu Larvenformen, die im Phanotyp
durch eine gedrungene Form und starkere Behaarung in ihrem Aussehen an einen
Igel (englisch: hedgehog) erinnerten und so zur Namensgebung flhrten (NUsslein-
Volhard und Wieschaus 1980, Ingham und McMahon 2001, Nieuwenhuis und Hui
2005).

Der Hedgehog-Signalweg ist nach seinem jeweiligen Liganden benannt, wobei in
Saugetieren drei dieser Proteine zur Hedgehog-Familie gehéren: sonic hedgehog
(SHH), indian hedgehog (IHH) und desert hedgehog (DHH) (Sasaki et al. 1999). Das
aktive Protein wird von den Hedgehog produzierenden Zellen Uber einen Dispatched-
Rezeptor aus der Zelle sezerniert und bindet an den Zielzellen an patched (Ptch1),
einem 12-Transmembran-Rezeptorprotein (Burke et al. 1999). In Abwesenheit des
Liganden inhibiert Ptch1 die Aktivitdt von smoothened (SMO), einem 7-
Transmembranrezeptorprotein mit Ahnlichkeit zu G-Protein gekoppelten Rezeptoren.
Die in Abwesenheit von SHH inhibitorische Wirkung von Ptch1 auf SMO wird durch
den Liganden aufgehoben, wodurch die Expression und/oder posttranslationale
Prozession der drei Gli-Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren (Gli1 bis Gli3) moduliert
wird. Gli1 fungiert dabei als Transkriptionsaktivator und Gli3 als Repressor, wobei
Gli2 beide Funktionen innehaben kann. Das Gleichgewicht zwischen den
aktivierenden und hemmenden Faktoren bestimmt demnach die Expression der Ziel-
gene (Ruiz i Altaba 1999, Sasaki et al. 1999) (vgl. Abbildung 3).

Dem Hedgehog-Signalweg kommt eine wichtige Funktion in der Embryonal-
entwicklung von Vertebraten und Insekten zu, speziell beim SchlieBen des Neural-
rohres und der Positionierung der Extremitaten bei Anlage des Skeletts (Ingham und
McMahon 2001). In den meisten entwickelten Geweben ist er jedoch inaktiviert. In
einigen Geweben des adulten Organismus, wie Teilen des Nervensystems und der
Lunge jedoch spielt der Hedgehog-Signalweg bei der Erhaltung von Stammzell-
populationen sowie der Gewebereparatur und Geweberegeneration eine Rolle
(Watkins et al. 2003, Ahn und Joyner 2005).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Hedgehog-Signalwegs

(A) In Abwesenheit des Hedgehog-Liganden wird SMO durch Ptch1 gehemmt und die Zielgen-
expression vermindert. (B) In Anwesenheit des Hedgehog-Liganden wird die Hemmung von SMO
aufgehoben. SMO vermittelt die Stabilisierung von Gli, welches in den Kern transloziert und dort die
Transkription der Zielgene katalysiert.

Neben seiner Rolle im Zellwachstum und der Zelldifferenzierung ist der Hedgehog-
Signalweg auch an der Entstehung einer Reihe von Tumoren beteiligt. Ein
Zusammenhang zwischen dem Hedgehog-Signalweg und der Krebsentstehung
wurde erstmals fir das Gorlin-Syndrom (navoides Basalzell-Karzinom) beschrieben.
Dieses geht mit einer erhdhten Pradisposition fir Medulloblastome, Basalzell-
karzinome und Rhabdomyosarkome einher. Zu den genetischen Defekten dieser
Krankheit gehért eine Loss-of-function-Mutation von Ptch1, welche durch eine
mangelnde Inhibierung von SMO zu einem dauerhaften Proliferationssignal fur die
Zellen und damit zur Tumorentstehung beitragt (Hahn et al. 1996, Johnson et al.
1996).

Eine Vielzahl von Tumoren konnte inzwischen mit Veranderungen im Hedgehog-
Signalweg in Verbindung gebracht werden (Merchant und Matsui 2010). So wurden
Ptch1 und SMO Mutationen in sporadisch aufgetretenen Basalzellkarzinomen
(Pietsch et al. 1997, Aszterbaum et al. 1998) und Medulloblastomen (Goodrich et al.
1997) beobachtet. Weiterhin sind Veranderungen im Hedgehog-Signalweg an der
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Entstehung des Brustkrebs (Kubo et al. 2004), des Prostatakarzinoms (Karhadkar et
al. 2004), des kleinzelligen Bronchialkarzinoms (Watkins et al. 2003), des Ovarial-
karzinoms (Bhattacharya et al. 2008), des Melanoms (Stecca et al. 2007) sowie an
Tumoren der Leber (Sicklick et al. 2006) beteiligt. Auch bei der Entstehung des
Pankreaskarzinoms spielt der Hedgehog-Signalweg eine wichtige Rolle (Kayed et al.
2004, Pasca di Magliano et al. 2006, Morton et al. 2007). So konnte in einer Studie in
70 % der humanen Pankreaskarzinom-Gewebeproben eine abweichende SHH Ex-
pression im Vergleich zu normalem Pankreasgewebe beobachtet werden (Thayer et
al. 2003).

Ein bekanntes Arzneimittel, welches auf den Hedgehog-Signalweg wirkt, ist Cyclo-
pamin. Dabei handelt es sich um ein steroidales Alkaloid der Lilienpflanze Veratum
californicum. Es verringert die Aktivitat des Signalweges, indem es direkt an SMO
bindet und dieses inhibiert (Cooper et al. 1998). Beobachtet wurde dieser Effekt
erstmals bei Schafen, die Nachkommen mit nur einem Auge auf die Welt brachten.
Durch den Verzehr der Pflanze und Aufnahme des Cyclopamins wurde SMO wéh-
rend der Embryonalentwicklung selektiv inhibiert und es kam somit zu einem Mittel-
liniendefekt (Binns et al. 1972). Da die gezielte Blockade von SMO ein wichtiger
Ansatz fur die Bekampfung von Tumoren ist, wurde die chemische Struktur von
Cyclopamin modifiziert, um so die Spezifitdt, Pharmakokinetik und Bioverflgbarkeit
zu verbessern (Tremblay et al. 2008). Inzwischen ist eine groBe Anzahl kinstlich
synthetisierter SMO-Antagonisten bekannt und wurde bereits erfolgreich im Rahmen
klinischer Studien, beispielsweise zur Behandlung des Medulloblastoms (GDC-0449)
(Rudin et al. 2009) oder Basalzellkarzinom (GDC-0449) (LoRusso et al. 2011)
eingesetzt.
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1.4 Niclosamid
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Abbildung 4: Strukturformel des Niclosamids

Bei Niclosamid, dessen systemischer Name 5-Chlor-N-(2-chlor-4-nitrophenyl)-2-
hydroxybenzamid ist, handelt es sich um ein Derivat der Salizylsdure und des Anilins,
welche miteinander als Amid verknUpft sind (vgl. Abbildung 4). Das Molekilgewicht
betragt 327,12 g/mol. In Wasser ist Niclosamid quasi unléslich, die Léslichkeit ver-
bessert sich aber mit steigenden pH-Wert (Devarakonda et al. 2005).

Urspringlich wurde Niclosamid als Molluskizid in Form eines Salzes mit 2-Amino-
ethanol verwendet. Dadurch wurde, hauptsachlich in China, die von Wasser-
schnecken Ubertragene Bilharziose bekampft (Dai et al. 2008). AuBerdem konnte
eine Wirkung gegen die parasitaren Ubertrager der Schlafkrankheit, Trypanosoma
brucei brucei und Trypanosoma congolese beobachtet werden (Merschjohann und
Steverding 2008). 1960 wurde Niclosamid unter dem Handelsnamen Yomesan® als
Mittel gegen Bandwlrmer eingefihrt und qilt vor allem gegen Taenia saginata,
Taenia solium, Hymenolopis nana und Diphyllobotrium als wirksam (Barth 2009). Der
genaue Wirkungsmechanismus ist noch nicht aufgeklart; es bestehen jedoch ver-
schiedene Theorien (Imming et al. 2006). Niclosamid soll zum einen die Glukose-
Aufnahme hemmen und in den Kohlenhydratstoffwechsel des Parasiten eingreifen,
indem es die Glykolyse férdert und den Zitronensdurezyklus hemmt, wodurch die
Laktatkonzentration ansteigt (Llllmann et al. 2006, Barth 2009). Ferner wird die oxi-
dative Phosphorylierung entkoppelt und die ATP-Bildung gehemmt, wodurch die
Bandwirmer empfindlicher gegen proteolytische Enzyme des Magen-Darm Traktes
werden (Weinbach und Garbus 1969).

Aufgrund seiner sehr geringen oralen Bioverfligbarkeit hat Niclosamid keine
relevante systemische Wirkung auf Saugetiere und eignet sich somit gut zur
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topischen Bekédmpfung von Parasiten im Magen-Darm-Trakt (Merschjohann und Ste-
verding 2008). Als einzige Nebenwirkungen wurden in seltenen Fallen Ubelkeit,
Brechreiz und Abdominalschmerzen angegeben (Lillmann et al. 2006, Barth 2009).

Infolge der SARS (severe acute respiratory syndrome) -Epidemie von November
2002 bis Juni 2003, deren Ausbruch in Hong Kong stattfand, wurden neue antivirale
Medikamente erforscht. Dabei zeigte sich, dass Niclosamid eine inhibitorische Wir-
kung auf die Replikation der SARS-assoziierten Coronaviren besitzt (Wu CJ et al.
2004, Chang et al. 2006, De Clercg 2006). Zu den neuesten Erkenntnissen gehért
auch der antivirulente Effekt von Niclosamid als Inhibitor des Quorum sensing von
Pseudomonas aeruginosa, einem Bakterium mit ausgepragten Resistenzen gegen
Antibiotika (Imperi et al. 2012). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Niclosamid
die Funktion von dendritischen Zellen beeinflusst. Dies ist weist hin auf ein ganzlich
neues, immunpharmakologisches Wirkungsspektrum und einen méglichen Therapie-

ansatz bei chronisch entzindlichen Erkrankungen (Wu CS et al. 2014).

In den letzten Jahren konnte in zahlreichen Veréffentlichungen nachgewiesen wer-
den, dass Niclosamid auf eine groBe Anzahl von Tumoren wirkt. Dabei wurden ver-
schiedene Wirkungsmechanismen und Effekte auf Signalwege aufgezeigt. So
konnten proliferationshemmende Effekte bei Zellen hamatologischer Krebs-
erkrankungen wie der akuten myelotischen Leukamie (AML) (Jin et al. 2010) und
dem multiplen Myelom (MM) (Khanim et al. 2011) beobachtet werden. Auch auf
solide Tumore wie das kolorektale Karzinom (Ren et al. 2010, Osada et al. 2011,
Sack et al. 2011), das Prostatakarzinom (Ren et al. 2010, Lu et al. 2011, Liu et al.
2014), das Mammakarzinom (Balgi et al. 2009, Lu et al. 2011, Wang Y et al. 2013,
Londono-Joshi et al. 2014), das Cervixkarzinom (Ren et al. 2010), dem Ovarial-
karzinom (Yo et al. 2012, Arend et al. 2014), das Glioblastom (Wieland et al. 2013),
das Leiomyom (Ono et al. 2014) und das Adenokarzinom der Lunge (Ren et al.
2010) zeigte Niclosamid eine wachstumshemmende Wirkung. Neben der Mono-
therapie konnten auch synergistische Effekte mit Chemotherapeutika wie Cytrabin,
Etopsid und Daunorubicin bei der AML (Jin et al. 2010) und Oxaliplatin bei kolo-
rektalen Karzinomzellen beobachtet werden (Osada et al. 2011). Weiterhin gibt es
Anzeichen, dass Niclosamid als Kombinationstherapie die Resistenzen des nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms auf Erlotinib verringert (Li R et al. 2013). Auf nor-
male Korperzellen hingegen scheint Niclosamid keine relevante Wirkung zu haben
(Jin et al. 2010, Osada et al. 2011).
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Niclosamid inhibiert den zuvor beschriebenen Wnt/B-Catenin-Signalweg (vgl. Kapitel
1.2). Verschiedene Komponenten dieses Signalweges dienen dabei als Angriffs-
punkte. So férdert Niclosamid die Internalisierung des Frizzled1-Rezeptors, vermin-
dert die Expression des Dishevelled-2-Proteins und inhibiert die [(-Catenin
Stabilisierung (Chen et al. 2009). AuBerdem unterdriickt es die Expression von
LRP6, einem essentiellen Wnt-Korezeptor (Lu et al. 2011). Der Wirkmechanismus,
der zur Blockade des Wnt-Signalweges fihrt, scheint ein anderer zu sein als der-
jenige, der fur die anthelmintische Aktivitat verantwortlich ist (Mook et al. 2013).

Weiterhin inhibiert Niclosamid den Notch-Signalweg durch eine verringerte Ex-
pression des Notch1-Rezeptors und seiner Zielgene in K562 Leukdmiezellen (Wang
A et al. 2009). Darlber hinaus berichtet Ren et al. 2010 von einer Inhibierung des
STATS3-Signalwegs und einer damit einhergehenden Proliferationshemmung,
Apoptose Steigerung und einem Zellzyklusarrest der STAT3-aktiven Zelllinien.
AuBerdem hemmt es den mTORC1-Signalweg mit einhergehender gesteigerter
Autophagozytose (Balgi et al. 2009, Fonseca et al. 2012) sowie den NF-uB Signal-
weg in AML Zellen (Jin et al. 2010). Das S100A4-Protein spielt eine wichtige Rolle fur
das Metastasierungsverhalten entarteter Zellen (Boye und Mealandsmo 2010).
Niclosamid wirkt auf dieses Protein und flhrt so in der Boyden-Kammer zu einer ver-
ringerten Migrations- und Invasionsrate der behandelten Zellen (Sack et al. 2011).
Far die AML konnte eine Wirkung auf Ebene der Tumorstammzellen gezeigt werden
(Jin et al. 2010, Osada et al. 2011). Diese stellen einen wichtigen prognostischen
Faktor flr die metastatische Aktivitdt des Tumors dar (Hermann et al. 2007). Von
mehreren Arbeitsgruppen wurde eine vermehrte Apoptose der entarteten Zellen
beobachtet (Jin et al. 2010, Khanim et al. 2011, Osada et al. 2011). Eine Reduktion
des Tumorwachstums (Jin et al. 2010, Osada et al. 2011) und Verringerung des
Metastasierungsverhaltens durch Niclosamid (Sack et al. 2011), konnte auch in vivo
nach Xenoimplantation von Leukdmiezellen und Kolonkarzinomzellen in M&use und
nachfolgender Beimpfung mit dem Medikament aufgezeigt werden. Bei Unter-
suchungen an humanen Mitochondrien konnte festgestellt werden, dass Niclosamid
einen Abfall des Membranpotentials bewirkt und die oxidative Phosphorylierung ent-
koppelt sowie eine gesteigerte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies be-
gunstigt. AuBerdem konnte die Produktion von freien Leichtketten gehemmt werden,
welche ein Hauptgrund far Niereninsuffizienz bei Patienten mit MM sind (Jin et al.
2010, Khanim et al. 2011).
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1.5 Zielsetzung und Fragestellung

Die bestehenden, in der Klinik etablierten medikamentdsen Therapien haben einen
nachgewiesenen Effekt auf den Krankheitsverlauf von Patienten mit einem Pankreas-
karzinom. Die Wirksamkeit der eingesetzten Substanzen ist jedoch sehr limitiert und
beschrankt sich auf eine Anwendung im Rahmen einer adjuvanten oder palliativen
Therapie. Die insgesamt sehr schlechte Prognose von Patienten mit Pankreas-
karzinom kann somit bisher nur unwesentlich beeinflusst werden (vgl. Kapitel 1.1).
Die Identifikation weiterer Substanzen flr eine gezielte Chemotherapie kénnte
zukinftig Therapieoptionen moglicherweise verbessern (Jemal et al. 2008). Als
Ansatzpunkt gilt dabei das Verstandnis Uber die fir die Entwicklung des Pankreas-
karzinoms relevanten Signaltransduktionswege sowie die Médglichkeit diese zu
beeinflussen (Mook et al. 2013). Mit Niclosamid haben wir uns fir eine Substanz ent-
schieden, die schon seit langem in ganz unterschiedlichen Therapiebereichen Ver-
wendung findet. In den letzten Jahren wurde vermehrt die chemotherapeutische
Wirkung von Niclosamid auf verschiedene andere maligne Tumore beschrieben.
Auch konnte bereits eine Interaktion von Niclosamid mit den an der Karzinogenese
des Pankreaskarzinoms beteiligten Signaltransduktionswegen Wnt und Hedgehog in

anderen Tumor-Zelllinien nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 1.4).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der In vitro-Wirkung von Niclosamid auf
Pankreaskarzinom-Zelllinien. Dabei richtet sich ein besonderer Fokus auf die Inter-
aktion der Substanz mit dem Wnt- und Hedgehog-Signalweg. Die Relevanz dieses
Forschungsprojektes ergibt sich aus der geringen Wirksamkeit der bestehenden
Therapien mit 5-Jahres-Uberlebensraten von nur 7-8 % (Robert Koch-Institut 2012)
und der damit verbundenen Notwendigkeit, neue chemotherapeutisch wirksame

Substanzen zu identifizieren.

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden folgende 6 Fragestellungen

untersucht:

1. Inhibiert Niclosamid abhangig von der eingesetzten Dosis das Wachstum bzw. die
Proliferation von Pankreaskarzinom-Zellen?

2. Welchen Effekt weist Niclosamid beziglich Frage 1 im Vergleich zum bekannten
Hedgehog-Inhibitor Cyclopamin auf?

3. Hat Niclosamid eine zytotoxische Wirkung als Zelltod-induzierendes Agens

(Apoptose vs. Nekrose)?
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4. Bewirkt Niclosamid einen Zellzyklusarrest und an welchen Punkten des Zellzyklus
greift es ein?

5. Wie wirkt sich Niclosamid auf das Migrationsverhalten und das damit einherge-
hende metastatische Potential der Tumorzellen aus?

6. Gibt es Veranderungen des Wnt- und Hedgehog-Netzwerkes durch eine
Inkubation mit Niclosamid und auf welcher Ebene der Signaltransduktion sind

diese nachweisbar?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Geratschaften
Tabelle 1:

verwendete Geratschaften

Geratschaft

Hersteller

BD FACS Contro™|| Flow
Cytometer

Begasungsbrutschrank BB
6060, BB6220

C 1000™ Thermal Cycler
CFX96™ Real-Time System

Durchlichtmikroskop
Axinoskop 2 Plus

Durchlichtmikroskop Leica
DFC 350 FX

Durchlichtmikroskop Leica
DM IRBE

Einfach-Pipetten
(10 pl, 100 pl, 1000 pl)
Eismaschine

Farbkamera Leica DC 100

Feinwaage
Heizblock HLC HTM 130

KUhl-/Gefrierschranke
4°C

-20°C
-80°C

NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer

pH Meter, pH S38

Pipettierhilfe accu-jet

BD Bioscience
Heraeus

Bio-Rad Laboratories Inc
Bio-Rad Laboratories Inc

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH

Eppendorf

Ziegra

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH

Sartorius

HCL-Haep-Labor-Consult

Robert Bosch Hausgerate
GmbH

Liebherr
SANYO

Nano Drop Technologies

WTW Wissenschaftlich
Technische Werkstatten

Brand

Heidelberg
Hanau
Munchen
Munchen
Jena
Wetzlar
Wetzlar

Wesseling-Berzdorf

Isernhagen
Wetzlar
Géttingen

Bovenden

Gerlingen

Biberach
Wiesloch

Wilmington, USA

Weilheim

Wertheim
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Geratschaft Hersteller

Sterilbank HERAsafe Heraeus Hanau

Stickstofftank GT 100 Schutt-biotec GmbH Géttingen

T-1 Thermocycler Biometra Gottingen

Thermometer Roth Karlsruhe

Vakuum-Sicherheits- WISA Wuppertal

Absaugsystem

Vortex Mixer REAX 2000 Heidolph Schwabach

Wasserbad 1012 GFL-Gesellschaft fir Burgwedel
Labortechnik mbH

Zahlkammer nach Neubauer LO Laboroptik Ltd Friedrichsdorf

Zentrifuge Biofuge Fresco Heraeus Hanau

Zentrifuge Labofuge 400R Heraeus Hanau

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: verwendete Materialien

Material Hersteller

24-Well Millicell® Hanging Millipore Billerica, USA

Cell Culture Inserts 8,0 um

6-Well-Zellkulturplatten, Greiner bio-one Frickenhausen

Cellstar

Auslaufpipetten (2 ul, 5 pl, Starlab Hamburg

10 pl, 25 pl)

BD Falcon™, 5 ml Poly- BD Bioscience Heidelberg

styrene Round Bottom Tube
BD Microlance™

Deckglaser 24x48 mm
Falcon-Tubes (15 ml, 50 ml)
Filter Tips

Gewebekulturflaschen T-25-
Flask/T-75-Flask

Beckton Dickinson
Menzel-Gléaser

Sarstedt

Biozym Scientific GmbH

Starlab/Cyto-one

Fraga, Spanien
Braunschweig
NUmbrecht
Hessisch Oldendorf

Hamburg
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Material Hersteller

Kryoréhrchen 1,8 ml Nunc Penfield, USA
Multi®-Safe Seal® Tubes, Carl Roth GmbH und Co KG  Karlsruhe
farblos 1,5/1,7 ml

Multiplate™ 96-Well BIORAD Hercules, CA
unskirted PCR Plates

Objekttrager 76x26 mm Menzel-Glaser Braunschweig
Pasteur Pipetten 150 mm Wilhelm Ulbrich GdbR Bamberg
PCR Tube Strip, Flat Cap BIORAD Hercules, CA
Strips

PCR Tubes 0,2 ml, Biozym Hess. Oldendorf

gemischte Farben

Rotilabo® Spitzenfilter, CA, Carl Roth GmbH und Co KG  Karlsruhe
steril, Porengré3e 0,2 pum

Skalpell (Gr. 10) Dahlhausen Kéln
Spritzen, Ecoject® 20 ml, B. Braun Melsungen AG Melsungen
5mi

Wattestabchen, kleiner Kopf ~ Karl Beese Gmbh Barsbuittel
Zellkulturschalen Sarstedt NUmbrecht
2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3: verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller

DMEM Biochroma Berlin

20x TE Puffer, RNAse-frei Invitrogen Paisley, UK
Annexin-V-Fluos- Roche Diagnostics GmbH Mannheim
Markierungslésung

CaCl, Caliumchlorid-2-hydrat Merck Darmstadt
Chloroform Merch-Schuchard Hohenbrunn
Cyclopamine, 5 mg, Purity Selleck Minchen
>99 %

DMEM/F12 Life Technologies GmbH Frankfurt
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Chemikalie Hersteller
DMSO Dimethylsulfoxid Merck Darmstadt
Ethanol 642 Dr. Ing. W. Frohn GmbH Minchen
Ethanol Rotipuran® 299,8 % Roth Karlsruhe
Fibronectin Biochrom AG Berlin
Foetal Bovine Serum Fresenius Biotech GmbH Gréfelfing
Hepes 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-  SIGMA-Aldrich Steinheim
1-piperazinyl)-ethansulfon-
saure
HPC (2-Hydroxypropyl)-B3- SIGMA-Aldrich Steinheim
cyclodextrin
L-Glutamin Biochrom AG Berlin
NaCl Natriumchlorid Roth Karlsruhe
NaOH Natronlauge Merck Darmstadt
Natriumcitrat-2-hydrat Sigma-Aldrich Steinheim
Niclosamid SIGMA Life Science Steinheim
PBS pH 7.4 Invitrogen Paisley, UK
Penicillin Streptomycin Invitrogen Paisley, UK
peqGOLD Trifast™ peqglab Erlangen
Propanol Prophylalkohol SIGMA-Aldrich Ayrshire, UK
Propidiumiodid Applichem GmbH Darmstadt
RNAse-freies Wasser SIGMA-Aldrich Ayrshire, UK
RPMI-1640-Medium SIGMA-Aldrich Ayrshire, UK
Triton X 100 Merck Darmstadt,
Germany
Trypanblau SIGMA Steinheim
Trypsin-EDTA (10x) PAA Laboratories Pasching,
Osterreich
VEGF R&D Systems GmbH Wiesbaden-
Nordenstadt
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2.1.4 Reagenzien-Sets (,,Kits*)

Tabelle 4: verwendete Reagenzien-Sets

Reagenzien-Set Hersteller

Quanti Tect Reverse QIAGEN Gmbh Hilden
Transcription Kit

Diff-Quick Farbeset 130832  Medion Diagnostics Dadingen, Schweiz
IQ™ SYBR® Green Bio-Rad Laboratories Inc. Miinchen
Supermix

iIScript™ cDNA-Synthesis Kit  Bio-Rad Laboratories Inc. Minchen

2.1.5 Primer

Tabelle 5: verwendete Primer

Name Spezies Signalweg Herkunft

ARP human Eurofins MWG Operon,
Ebersberg

Axin2 human Wnt Eurofins MWG Operon,
Ebersberg

BCL9 human Wnt Eurofins MWG Operon,
Ebersberg

c-jun human Wnt AG Pukrop (Universitatsmedizin
Géttingen)

Cyclin D1 human Wnt Eurofins MWG Operon,
Ebersberg

Gli1 human Hedgehog Qiagen

HPRT human Eurofins MWG Operon,
Ebersberg

MMP7 human Wnt Eurofins MWG Operon,
Ebersberg

PDGF human Eurofins MWG Operon,
Ebersberg

Ptch1 human Hedgehog Qiagen

SHH human Hedgehog Qiagen

SMO human Hedgehog Qiagen
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Name Spezies Signalweg Herkunft

Whntba human Wnt AG Pukrop (Universitatsmedizin
Géttingen)

2.1.6 Zelllinien

Tabelle 6: verwendete Zelllinien

Name Spezies Quelle Herkunft Referenz

HEK 293 human AG Hahn Graham und
(Universitatsmedizin van der Eb
Géttingen) 1973

Humane human  Antragsnummer:  AG Schirmer

Fibroblasten 26/9/05 (Universitatsmedizin
Géttingen)

L3.6pl human AG Alves (Universitats- Bruns et al.
medizin Géttingen) 1999

MIA PaCa-2 human  CRL-1420 American Type Culture Yunis et al.
Collection, Manassas, 1977
VA, USA

Panc-1 human  CRL-1469 American Type Culture Lieber et al.
Collection, Manassas, 1975
VA, USA

2.1.6.1 MIA PaCa-2

Die Zelllinie wurde 1977 von A. Yunis et al. an den Departments of Medicine and
Biochemistry, University of Miami School of Medicine und dem Howard Hughes
Medical Institute, Miami, Florida, USA etabliert. Die Zellen wurden aus dem
Pankreastumorgewebe eines 65-jahrigen kaukasischen mannlichen Patienten ge-
wonnen und seitdem fir In vitro-Studien verwendet. Bei der Zelllinie MIA PaCa-2
handelt es sich morphologisch um epithelahnliche Zellen, welche ihren Ursprung in
einem undifferenzierten, duktalen Pankreaskarzinom haben. Sie wachsen adharent
als Monolayer am Boden der Gewebekulturflaschen bis zur Konfluenz, wobei ein
gewisser Anteil der Zellen frei in der Suspension schwimmt. Die Verdopplungszeit
betragt ca. 40 Stunden (Yunis et al. 1977).

2.1.6.2 PANC-1
Die PANC-1-Zelllinie wurde 1975 von Lieber et al. am Viral Leukemia and Lymphoma
Branch, National Cancer Institute, National Institutes of Health, Bethesda, Md. 20014;
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Meloy Laboratories, Inc., 6715 Electronic Drive, Springfield, Va. 22151 etabliert. Die
Zellen stammen aus dem undifferenzierten Pankreaskarzinom eines 56-jahrigen
mannlichen kaukasischen Patienten. Es handelt sich morphologisch dabei um
epitheldhnliche Zellen, die Kolonien bilden. Die Zellen wachsen als Monolayer bis zur

Konfluenz und ihre Verdopplungszeit betragt ca. 56 Stunden (Lieber et al. 1975).

2.1.6.3 L3.6pl

Bei der L3.6pl-Zelllinie handelt es sich um eine metastatische Variante der humanen
Pankreaskarzinom-Zelllinie COLO 357. Diese besteht aus Pankreaskarzinom-Zellen
eines lokal in die zlliakalen Lymphknoten fortgeschrittenen, nicht metastasierten
Pankreaskopfkarzinoms (Morgan et al.1980). Eine schnellwachsende Variante dieser
Zelllinie wurde in die Milz von Nacktmausen injiziert und im Anschluss die aus Leber-
metastasen der Mause gewonnenen und isolierten Zellen als L3.3-Zelllinie deklariert
(Vezeridis et al. 1992). Diese L3.3-Zelllinie wurde nun erneut in die Milz von Nacki-
mausen injiziert und wiederrum aus der Leber metastatische Zellen gewonnen. So
erhielt man die Zelllinie L3.4pl. Dieser Vorgang der Pankreaszellinjektion wurde noch
zwei weitere Male wiederholt und die so gewonnenen Zellen als L3.6pl-Zelllinie in
Kultur gebracht. Dabei steht pl fir ,pancreas-liver’. Im Vergleich zu den COLO 357
Ursprungszellen, zeigen die L3.6pl-Zellen ein starkeres Metastasierungsverhalten,
eine starkere Auspragung der proangiogenetischen Faktoren VEGF, bFGF und IL8
sowie eine verminderte Expression von E-cadherin (Bruns et al. 1999).

2.1.6.4 HEK 293

Bei der HEK 293-Zelllinie handelt es sich um ein Transformationsprodukt einer
menschlichen embryonalen Nierenzelle (Human Embryonic Kidney). Diese wurde mit
DNA-Fragmenten des menschlichen Adenovirus 5 geschaffen. Entwickelt wurde die
Zelllinie von van der Eb 1973 an der Universitat Leiden (Graham und van der Eb
1973, Graham und Smiley 1977). Parallel zu den Pankreaskarzinom-Zellen wurde
diese Zelllinie in den Versuchen verwendet, um eine Positivkontrolle fir die Aktivitat
des Wnt-Signalwegs zu haben (Kim et al. 2008). Die Zellen wurden freundlicherweise
von der Arbeitsgruppe Hahn, Institut fir Humangenetik der Universitdtsmedizin Goét-
tingen, zur Verfigung gestellt.
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2.2 Software

Tabelle 7: verwendete Software
Verwendete Software Hersteller
Microsoft Office 2010 Microsoft Redmond, USA

CFX Manager™

Leica FW 4000

Imaged Launcher 1.4.3.67

Bio-Rad Laboratories Inc

Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH

Wayne Rasband

Minchen

Wetzlar

Bethesda, Maryland, USA

Research Services
Branch, National Institute
of Mental Health

NanoDrop ND-1000 Nano Drop Technologies

V3.5.2

BD FACS Diva, Version
6.1.3

Wilmington, USA

BD Bioscience Heidelberg

2.3 Methoden:

2.3.1 Zellkultur
2.3.1.1 Kultivierung der Zellen

Alle Arbeiten an der Zellkultur wurden unter der Sterilbank durchgefuhrt. Zur Kulti-
vierung der Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2 und PANC-1, der metasta-
tischen Pankreaskarzinom-Zelllinie L3.6pl sowie der transformierten menschlichen
embryonalen Nierenzelllinie HEK 293 wurde das Zellkulturmedium RPMI-1640, fir
die humanen Fibroblasten-Zellen Zellkulturmedium DMEM-F12 benutzt. Dem RPMI-
1640-Medium wurden jeweils 10 % fetales Kélberserum, 1 % L-Glutamin und 1 %
aus gleichen Teilen bestehendes Penicillin-Streptomycin-Gemisch zugefligt. In T-75-
Gewebekulturflaschen wurden jeweils 20 ml dieses Kulturmediums mit den jeweiligen
Zellen aufgenommen. Um optimale Wachstumsbedingungen zu schaffen, wurden die
Gewebekulturflaschen entsprechend der Empfehlungen in einem Brutschrank bei
37°C, wasserdampfgesattigter Atmosphéare und einer konstanten CQO2-Zufuhr von
5 % kultiviert.

Die Zelllinien wurden regelmaBig lichtmikroskopisch auf Anzeichen von Verunreini-
gungen oder Zelluntergang untersucht. Dabei zeigten die Zellen ein konfluierendes

und adharentes Wachstumsverhalten.
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2.3.1.2 Passagieren der Zellen

Nach ca. drei bis vier Tagen erreichten die Pankreaskarzinom-Zellen der drei
verschiedenen Zelllinien nahezu volle Konfluenz am Flaschenboden und wurden da-
raufhin geerntet und gesplittet. Das verbrauchte Kulturmedium wurde abgesaugt und
die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen. Bei MIA PaCa-2 wurden - wegen der
groBBen Anzahl frei im Kulturmedium schwimmender Zellen - jeweils 5 ml des alten
Mediums mit in die neuen Gewebekulturflaschen Uberfihrt. Danach wurden die
Zellen mit 1,5 ml Trypsin/EDTA Uberschichtet und fir 5 min im Brutschrank inkubiert,
bis sich durch leichtes Klopfen auf den Flaschenboden ein GrofBteil der Zellen geldst
hatte. Der Trypsinierungsprozess wurde durch Zugabe von 7 ml Kulturmedium
gestoppt, die Zellen in ein Falcon-Tube Uberflhrt und zentrifugiert (5 min, 102 g, RT).
Danach wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet am Boden erneut
resuspendiert, mehrfach mit einer Pipette durchmischt und in einem Verhéltnis von
1:5 bis 1:10 in 20 ml frischem, vorgewarmtem Kulturmedium wieder in Kultur

gebracht.

2.3.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Nach dem Abtrypsinieren der Zellen wurde die Anzahl der sich in Suspension befin-
denden Zellen mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer ermittelt. HierfGr wurde ein
Aliquot der Zellsuspension im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblau gemischt, ein 10 pl
groBBer Tropfen unter das Deckplattchen der Zahlkammer gegeben und die Zellen in
den vier GroBquadranten lichtmikroskopisch gezahlt. Die Zellzahl der Probe

errechnete sich folgendermafen:

Mittelwert aus der Zellzahl der vier Quadranten x 10.000 x Verdinnungsfaktor
(ml) = Zellzahl pro Milliliter.
Durch Eindringen des blauen Farbstoffes konnten tote Zellen ermittelt und damit die

Vitalitat bestimmt werden.

2.3.1.4 Kryokonservierung der Zellen

Um fOr die verschiedenen Versuchsreihen stets ausreichend Zellen einer niedrigen
Passage aufweisen zu kénnen, wurden zu Beginn der Experimente eine groBe
Anzahl Zellen der gleichen Passage aliquotiert und eingefroren. Dazu wurde die Zell-
suspension in ein Falcon-Tube Gberfihrt und mit 102 g fir 7 min zentrifugiert. Der
Kulturmedium-Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 900 ul FCS und
100 pl DMSO resuspendiert und in ein Kryoréhrchen Uberfihrt. Dieses wurde zum

26



langsamen Abkthlen flir 4 Stunden in einer mit Isopropanolgefillten Kryobox bei -
80°C aufbewahrt und anschlieBend bei -196°C zur dauerhaften Lagerung im

Stickstofftank tiefgefroren.

2.3.1.5 Revitalisierung der Zellen

Um stets gleiche Versuchsbedingungen zu haben, wurden die Zellen hichstens bis
zur 15. Passage verwendet und dann durch neue Zellen aus dem Stickstofftank er-
setzt. Zum Revitalisieren der Zellen wurde das entsprechende Kryoréhrchen kurz im
Wasserbad angetaut und die Zellsuspension zlgig in einem 50 ml Falcon-Tube mit
Kulturmedium gemischt. Dieses wurde mit 102 g fir 7 min zentrifugiert und um das
zytotoxische DMSO zu entfernen der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde
erneut in Kulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche gegeben. Am
nachsten Tag wurde das Kulturmedium noch einmal gewechselt, um nicht an-

geheftete Zellen und mégliche Reste des DMSO zu entfernen.

2.3.1.6 Ausplattieren der Zellen

Der antiproliferative Effekt des Niclosamid wurde nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden untersucht. Nach Bestimmung der Zellzahl pro 1 ml wurden jeweils 2,4x10*
Zellen zusammen mit 3 ml des entsprechenden Kulturmediums in einer 6-Well-
Zellkulturplatte ausgesat. Die Zellkulturplatten wurden fiir 24 Stunden zum Inkubieren
im Brutschrank aufbewahrt. Die Zellen zeigten nach der Inkubation wieder ein adha-
rentes, konfluierendes Wachstum am Boden der Wells. Das Kulturmedium wurde
erneuert, bei MIA PaCa-2 jedoch 1 ml des alten Kulturmediums belassen. An-
schlieBend wurden die Wells nach dem jeweiligen Pipettierschema mit Niclosamid
beimpft. Dieses wurde zuvor mit der Feinwaage abgewogen, in der Tragersubstanz
DMSO durch Vermengung mit dem Vortexmischer gelést und Stammldsungen mit
der Konzentration 0,1 uM, 1 uM und 10 uM erstellt. Diese wurden lichtgeschitzt auf-
bewabhrt.

Je nach Versuch wurden jeweils in 2 Wells der 6-Well-Zellkulturplatten Niclosamid
Konzentrationen von 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM und 30 uM gegeben. Als
Negativkontrolle wurden jeweils 2 Wells mit 0,9 ul, 3 pl und 9 pl DMSO beimpft. Zwei
weitere Wells blieben jeweils unbehandelt und dienten als Zellkontrolle (vgl. Tabelle
8).
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Tabelle 8: Niclosamid-Versuchsansitze

Niclosamid- Zielkonzentrationen Ansatz
Stammlésungen
0,1 mM 0,1 uM 3,0 ul + 2997,0 pl Medium
1,0 mM 0,5 uM 1,5 pl + 2998,5 pl Medium
1,0 mM 1,0 uM 3,0 pl +2997,0 ul Medium
10,0 mM 3,0 uM 0,9 ul + 2999,1 pl Medium
10,0 mM 10,0 uM 3,0 pl + 2997,0 pl Medium
10,0 mM 30,0 uM 9,0 pl + 2991,0 pul Medium

Nach Zugabe von Niclosamid wurden die Zellkulturplatten wiederum fir 24 Stunden
im Brutschrank inkubiert. Fir die Versuche zur Hemmung der Proliferation mit Cyclo-
pamin wurde nach dem gleichen Schema vorgegangen. Um das pulverférmige
Cyclopamin in Lésung zu bringen, wurde eine vorher berechnete Menge eines
45 %-igen HBC/PBS-Gemisches als Tragersubstanz zugegeben (4860 ul HBC/PBS
auf 5 mg Cyclopamin). Das Gemisch wurde fiir 60 min bei 65°C bis zur vollstandigen
Lésung des Pulvers erhitzt. Die 2,5 pumol Cyclopamin-Stammlésung wurde nach fol-

gendem Pipettierschema eingesetzt (vgl. Tabelle 9):

Tabelle 9: Cyclopamin-Versuchsansitze
Cyclopamin- Zielkonzentrationen Ansatz
Stammlésung
2,5mM 1 uM 1,2 pl + 2998,8 pl Medium
10 uM 12,0 pl + 2988,0 pl Medium
25 uM 30,0 pl + 2970,0 pl Medium
50 uM 60,0 pl + 2940,0 pl Medium

Bei der Versuchsreihe mit Cyclopamin wurden nur 4x102 Zellen pro Well ausplattiert,

diese aber flir 48 Stunden mit dem Medikament inkubiert.

2.3.1.7 Auszahlen der Zellen

Das Kulturmedium wurde aus den einzelnen Wells abgesaugt und die adharenten
Zellen zwei Mal mit PBS gespiilt, um die abgestorbenen Zellen auszuwaschen. Da-
nach wurden jeweils 300 ul Trypsin auf die Zellen gegeben und diese fur 5 min im
Brutschrank inkubiert. Diese Reaktion wurde durch Zugabe von 3 ml Kulturmedium
gestoppt und die sich nun in Suspension befindlichen Zellen in Falcon-Tubes Uber-
fihrt. Diese wurden zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen durch Zu-
gabe von 250-400 pl Kulturmedium - je nach PelletgréBe - wieder in Suspension
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gebracht. AnschlieBend wurde die Zellzahl pro Well mit Hilfe der Neubauer-Z&hl-
kammer bestimmt. Direkt vor der Auszahlung wurde jedem Falcon-Tube die ent-
sprechende Menge Trypanblau zugeflgt, so dass ein 1:2 Verhéltnis von Trypanblau
und Kulturmedium entstand. Durch mehrfaches Durchmischen mit der Pipette wurde
eine gleichmaBige Verteilung der Zellen sichergestellt.

A: MIA Paca-2

B: Panc-1

D: HEK 293

Abbildung 5: Lichtmikroskopische Bilder der verwendeten Zellkulturen
Die Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2 (A), Panc-1 (B) und L3.6pl (C) sowie die transformierte
menschliche embryonale Nierenzellinie HEK 293 (D) wurden in RPMI-1640 Kulturmedium
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angezilchtet und kurz vor Erreichen der vollen Konfluenz nach 3-4 Tagen gesplittet. Die Zelllinien
wurden regelmaBig lichtmikroskopisch auf Anzeichen von Verunreinigungen oder Zelluntergang unter-

sucht. OriginalvergréBerung 10x, MaBstabsskala= 500 uM

Die verschiedenen Zellinien wurden nach dem Auftauen in 75 ml-
Gewebekulturflaschen mit 20 ml RPMI-1640-Medium ausgeséat. Dabei wurde eine
Menge von ca. 1-2x10° Zellen pro 1 ml Kulturmedium verwendet. Die Zellkulturen
wurden bei 37°C, wasserdampfgesattigter Atmosphéare und einer konstanten CO2-
Zufuhr von 5 % im Brutschrank kultiviert und nach 1, 3 und 4 Tagen unter dem
Durchlichtmikroskop fotografiert (vgl. Abbildung 5). Die optimale Zelldichte fUr die
Versuche ergab sich kurz vor Erreichen der vollstandigen Konfluenz, also ca. 3-4
Tage nach Aussaat.

2.3.2 Durchflusszytophotometrische Untersuchungen

2.3.2.1 Annexin-V/Propidiumiodid-Doppelfarbung zur Bestimmung der
Apoptose- und Nekroserate

Die Apoptosen und Nekrosen der mit Niclosamid behandelten Zellen wurden durch
die Farbung mit Annexin und Propidiumiodid ermittelt. In frihen Stadien der
Apoptose kommt es zu Verédnderungen an der AuBBenseite der Plasmamembran eu-
karyotischer Zellen. Dabei wird das Phospholipid Phosphatidylserin, welches bei
vitalen Zellen nur an der zytoplasmatischen Seite der Membran vorkommt auf die
auBere Seite transloziert (Vermes et al. 1995). Makrophagen erkennen auf der
AuBenseite der Zelle exponiertes Phosphatidylserin und phagozytieren diese Zellen.
So werden im Organismus durch lysierte Zellen verursachte Entziindungsreaktionen
verhindert (Fadok et al. 1998).

Annexin-V-Fluos ist ein Ca?*-abhangiges Phospholipid-bindendes-Protein, welches
eine starke Affinitdt zu Phosphatidylserin hat und sich somit als Marker zur Differen-
zierung zwischen apoptotischen und vitalen Zellen in Zellkulturen eignet (Koopman
et al. 1994, Homburg et al. 1995). Da auch nekrotische Zellen Phosphatidylserin in
ihren MembranUberresten exprimieren, wurde zur Unterscheidung zwischen
nekrotischen und apoptotischen Zellen eine Doppelféarbung mit Propidiumiodid vorge-
nommen. Dabei handelt es sich um einen DNA-bindenden, rot fluoreszierenden
Farbstoff. Dieser kann die permeable Membran nekrotischer Zellen Gberwinden und
an die DNA binden, nicht aber die intakie Zellmembran wé&hrend des frihen
Stadiums der Apoptose (Cevik und Dalkara 2003).
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Die Zellen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen Niclosamid behandelt, nach 24
Stunden mit Trypsin-EDTA abgelést und zentrifugiert. Zuvor wurden die am Boden
adharent gewachsenen Zellen in Suspension mit den Zellen des Uberstandes ver-
einigt. Das Zellpellet wurde in 200 ul Markierungslésung resuspendiert und in einem
FACS-Roéhrchen far 15 min inkubiert (vgl. Tabelle 10). Im Anschluss erfolgte die
durchflusszytophotometrische Analyse.

Tabelle 10: Lésungen fiir die Apoptose- und Nekrosemessungen
Inkubationspuffer 10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4
140 mM NacCl
5 mM CaClz
Propidiumiodid-L&sung 50 pg/ml PBS
Markierungslésung 1000 pl Inkubationspuffer

20 pl Annexin-V-Fluos
20 pl Propidiumiodid

2.3.2.2 Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid-Farbung

Die Zellen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen Niclosamid behandelt, nach 24
Stunden mit Trypsin-EDTA abgeldst und zentrifugiert. Der Kulturmedium-Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 200 pl der zuvor angesetzten Nicoletti-LOsung
(Nicoletti et al. 1991) resuspendiert, mit dem Vortexer durchmischt und in einem
FACS-R&éhrchen far 15 min im Brutschrank inkubiert (vgl. Tabelle 11). Im Anschluss

erfolgte die durchflusszytophotometrische Analyse.

Tabelle 11: Nicoletti-L6sung

Natriumcitrat-2-hydrat 0,1 %
Triton x100 0,1 %
destilliertes Wasser 99,8 %
Propidiumiodid 50 pg/ml

2.3.2.3 Durchflusszytophotometrie (FACS)

Die Durchflusszytophotometrie ermdéglicht es, neben GréBe und Granularitat der
Zellen auch unterschiedliche Fluoreszenzsignale zu quantifizieren. Mit Hilfe der
Durchflusszytophotometrie wurde die Anzahl apoptotischer und nekrotischer Zellen
nach Behandlung mit Niclosamid anhand der Doppelfarbung mit Annexin-V-Fluos
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und Propidiumiodid quantifiziert. Die Annexin-V-Fluos-Signale wurden im griinen
Wellenlangenbereich, die Propidiumiodid-Signale im roten Wellenlangenbereich auf
einem BD FACS Contro™Il Flow Cytometer der Firma BD Bioscience detektiert. Um
bei der Auswertung Uberlappende Emissionsspektren ausschlie3en zu kdnnen, wur-
den neben mit Annexin-V-Fluos und Propidiumiodid doppelt gefarbten Zellen auch
mit jeweils nur einem der Marker gefarbte sowie ungefarbte Zellen gemessen.

Parallel dazu wurde die fur die Zellzyklusanalyse mit dem Nicoletti-Puffer behan-
delten Zellen durchflusszytophotometrisch analysiert. Durch das in der Pufferlésung
enthaltene Triton X-100 wurde erreicht, dass die Zellmembran, nicht aber die Kern-
membran lysiert wird. Durch die stéchiometrische Bindung von Pl an doppelstréangige
DNA konnte entsprechend der detektierten Fluoreszenzsignale der DNA-Gehalt der
einzelnen Zellen gemessen werden. Anhand dieser gemessenen DNA-Mengen
konnten die Zellen den verschiedenen Zellzyklus-Phasen (subG1, G1/G0, S) zu-
geordnet werden. Die Messergebnisse wurden mit dem BD FACS Diva, Version
6.1.3-Programm ausgewertet und die apoptotischen und nekrotischen Zellen zur
Gesamtzellzahl ins Verhaltnis gesetzt.

2.3.3 Transwell-Migrationsassay

Fir den Migrationsassay wurden 8x10* Zellen (MIA PaCa-2) bzw. 4x10* Zellen
(Panc-1) in 500 yl RPMI-1640-Medium mit 1 % FCS resuspendiert und im oberen
Teil einer modifizierten Boyden-Kammer (24-Well Millicel® Hanging Cell Culture
Inserts 8,0 um PET, Millipore) aufgebracht. Die obere Kammer wurde in eine 24-
Well-Zellkulturplatte platziert, welche mit 500 ml RPMI-1640-Medium und 10 % FCS
geflllt war. Das Prinzip dieses Assays beruht darauf, dass die Zellen durch den
Serumgradienten aktiviert werden durch die Membran zu migrieren. Nach 3 Stunden
wurden die entsprechenden Mengen Niclosamid (0,1 pM, 0,5 uM, 1 uM, 10 pM) bzw.
5 pl DMSO als Kontrolle fir die maximal verwendete Menge der Tragersubstanz
dazugegeben. Eine weitere Probe blieb jeweils unbehandelt, um einen Referenzwert
zu bekommen. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden bei 37°C wurden die
transmigrierten Zellen ausgezahlt. Dazu wurden diese in der Membran fixiert,
eingefarbt und jeweils 4 Felder pro Membran unter dem Lichtmikroskop ausgezahilt.
Jeder Versuch wurde insgesamt drei Mal durchgefihrt und die Ergebnisse gemittelt.
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2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.3.4.1 RNA-Isolierung

Die Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2, Panc-1, L3.6pl sowie die trans-
formierte menschliche embryonale Nierenzellline HEK 293 als Wnt-positive Kontroll-
zellen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen Niclosamid flir 24 Stunden behan-
delt. Die Kultivierung der Zellen und Zugabe von Niclosamid erfolgte nach der in
Kapitel 2.4.1 beschriebenen Methode. Die Extraktion der DNA aus den zuvor mit
Niclosamid behandelten Zellen erfolgte mit peqGOLD TriFast™ nach dem Protokoll
des Herstellers. Zunachst wurden die Zellen direkt in der 6-Well-Zellkulturplatte durch
Zugabe von 1 ml peqGOLD TriFast™ pro Schale durch mehrfaches Aufziehen mit
der Pipette lysiert. Die Zellen wurden in ein Eppendorf-Réhrchen Uberflihrt, sofort auf
Eis gelagert und einheitlich fur die spatere Verwendung bei -80°C weggefroren.

Nach dem erneuten Auftauen wurden die Proben fir 5 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen, um die vollstandige Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu
gewabhrleisten. Danach wurden die Proben mit 0,2 ml Chloroform pro ml peqGOLD
TriFast™ versetzt, durch kraftiges Schuitteln vermischt und erneut fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch anschlieBende Zentrifugation (15 min, 12.000 g,
4°C) erfolgte die Phasentrennung in eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase, eine
obere farblose wassrige Phase und eine dazwischenliegende Interphase. Die
wassrige Phase, in der sich die DNA ausschlieBlich anreichert, wurde mit der Pipette
in ein neues Eppendorf-Réhrchen Gberflhrt. Die Prazipitation der RNA erfolgte durch
Zugabe von 0,5 ml Isopropanol pro eingesetztem ml peqgGOLD TriFast™. Die Proben
wurden erneut mit der Pipette durchmischt, fir ca. 15 min auf Eis gelagert und im
Anschluss fur 10 min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert. Die RNA befand sich nun
als gelartige Substanz an der unteren Seite des Rdhrchens, so dass der Isopropanol-
Uberstand vorsichtig abgesaugt werden konnte. Das RNA-Pellet wurde nun durch
zweimalige Zugabe von 1 ml 75 %-Ethanol, Vortexen und anschlieBender
Zentrifugation (10 min, 12.000 g, 4°C) gewaschen. Zum Trocknen der RNA wurde
das Réhrchen gedéffnet und das Pellet fir 10 min bei 60°C im Heizblock erwéarmt, bis
nur noch eine gelartige Substanz Ubrig blieb. Nach Zugabe von 20 ul RNAse-freiem
Wasser wurde die Probe erneut fiir 5 min bei 60°C erwarmt, mit dem Vortexmischer
durchmengt und bei -80°C eingefroren.
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2.3.4.2 Photometrische RNA-Konzentrationsbestimmung
Nukleinsauren weisen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm auf. Deshalb wurde zur
Konzentrationsbestimmung die Extinktion der Lésung bei dieser Wellenlange im

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer gemessen. Dafiir wurde jeweils 1 pl jeder
Probe gegentber einem Leerwert (ddH20) gemessen. Dabei entspricht ein Wert von
1 einer Konzentration von 40 ng/ml einzelstrangiger RNA. Da das Absorptions-
maximum von Proteinen bei 280 nm liegt, gibt das Verhaltnis der Extinktionen bei
260 nm zu 280 nm die Verunreinigung der Nukleinsduren mit Proteinen wieder. Um
die Reinheit der Nukleinsauren zu gewabhrleisten, sollte dieses idealerweise, bei in
Wasser geléster RNA, zwischen 1,9-2,1 liegen. Um beim Umschreiben der RNA in
cDNA eine Amplifikation genetischer DNA mit einem Extinktionsmaximum bei
230 nm ausschlieBen zu kénnen, wurde darauf geachtet, dass auch das Verhaltnis
der Extinktionen bei 260 nm zu 230 nm in Bereich zwischen 1,9-2,1 lag.

2.3.4.3 cDNA-Synthese

Fir die Synthese komplementérer, einzelstrangiger cDNA wurde das QuantiTect®
Reverse Transcription Kit der Firma Qiagen verwendet. Um Verunreinigungen durch
genomische DNA zu vermeiden, wurde zundchst ein Verdau durchgefihrt. Dadurch
wurde genomische DNA zerstdért und konnte somit nicht amplifiziert werden. Dafir
wurden 3 ug RNA und 6 pl Puffer mit DNAse-freiem H20 auf 40 pl aufgeflllt. Dieser
Ansatz wurde fiir 2 min bei 42°C erhitzt. Als Reaktionsansatz wurde zu der 3 pg ent-
haltenden Menge gereinigter RNA-L&sung 3 ul reverse Transkriptase und 12 pl Puf-
fer gegeben und mit DNAse-freiem H20 auf 60 pl aufgeflllt. Dieser Reaktionsmix
wurde nun fir 15 min bei 42°C und 3 min bei 95°C im T-1-Thermocycler inkubiert.
Danach wurden die Proben zur spateren Verwendung bei -80°C eingefroren.
Abweichend dazu wurde fir die PCR Versuche mit Hedgehog-Zielgenen das
iScript™ cDNA-Synthese-Kid der Firma BioRad verwendet.

2.3.4.4 Quantitative real-time PCR

Der Einfluss von Niclosamid auf die Expression der kanonischen Wnt-Zielgene
MMP7, Axin2 und c-jun, den Wnt-Co-Aktivator BCL9, die nicht-kanonischen Wnt-
Zielgene Cyclin D1 und Wnt5a sowie die Hedgehog-Zielgene SHH, SMO, Ptch1 und
Gli1 wurde durch eine quantitative-Real-Time-PCR (gqRT-PCR) gemessen. Daftr
wurden die Zellen in aufsteigender Konzentration fiir 24 Stunden mit Niclosamid und

der héchsten Konzentration an Tragersubstanz (DMSO) inkubiert. Normiert wurden
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die Werte auf die unbehandelte Zellkontrolle. Als Referenz-Gene wurden ARP und
HPRT verwendet. Mit Hilfe der gRT-PCR wurde die RNA-Menge in den verschie-
denen Zellproben quantitativ bestimmt. Von einer normalen PCR unterscheidet sich
die gRT-PCR dadurch, dass die Produktmenge nach jeder einzelnen Amplifikations-
runde bestimmt wird. In dieser Arbeit wurde dafir das ,QuantiTect™ SYBR® Green
PCR Kit* (Qiagen) mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green | nach Hersteller-
angaben verwendet. Die Primerpaare wurden so gewahlt, dass sie jeweils eine
ahnliche Anlagerungstemperatur aufwiesen, welche um die 60°C lag. Fir jede Probe
wurde pro Gen eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt mit jeweils einem Ansatz
ohne Template (Wasserprobe) als Kontrolle (vgl. Tabelle 12).

Tabelle 12: Reaktionsansatz fiir die qRT-PCR

H20 8,0 ul
QuantiTect™ SYBR® Green 10,0 pl
forward Primer 0,5 pl
reward Primer 0,5 pl

Jeweils 19 ul dieses Reagenzien-Mixes wurden in eine 96-Loch-Platte (BioRad)
pipettiert und nach Zugabe von 1 pl der jeweiligen cDNA-Probe verschlossen. Die mit
den Proben gefillten Platten wurden, um gleiche Bedingungen zu gewahrleisten,
einheitlich Gber Nacht bei -20°C gelagert. Initial wurde der Reaktionsansatz fir 3 min
bei 95°C inkubiert. So konnte eine vollstandige Denaturierung der DNA-Doppel-
strange garantiert werden. Danach wurden 40 Zyklen der folgenden Inkubations-
phasen wiederholt:

1. Denaturierung der DNA-Doppelstrange 95°C fiir 15 s 40x

2. Anheftung der Oligonukleotide (annealing) 60°C fiir 45 s 40x

Zusatzlich fand eine Schmelzkurvenbestimmung von 55°C bis 95°C in 0,5°C/10 s
Schritten statt. Ausgewertet wurden die Ergebnisse mit dem CFX Manager™:-
Programm der Firma BioRad.

Folgende genspezifische Primersequenzen wurden verwendet:

Tabelle 13: Whnt-Primersequenzen (Eurofins MWG Operon)

Name Sequenz

MMP7 fw 5’ACTTCGATGAGGATGAACGY
rev 5TTTGGGGATCTCCATTTCCS’
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Axin2

fw ’GCTAGCTGAGGTGTCGAAGCY
rev 5ACACCTGCCAGTTTCTTTGG3’

BCL9 fw 5’AGCTCGTTCTCCCAACTTGC3’
rev 5GGGTTTGGACCTGAAATTCG3’

Cyclin D1 fw 5GCATCTACACCGACAACTCCAZ’
rev 5TGAAATCGTGCGGGGTCATT3’

Wnt5a fw 5AGGGCTCCTACGAGAGTGCTY
rev 5GACACCCCATGGCACTTGS3’

c-jun fw 5CCTTGAAAGCTCAGAACTC3’
rev 5CTTTCTGTTTAAGCTGTGCC3’

Tabelle 14: Hedgehog-Primersequenzen (Qiagen)

Name Sequenz

SHH fw 5’AACTCACCCCCAATTACAACCS3'
rw 5’CCAAAGCGTTCAACTTGTCCS

SMO fw 55GGGAGGCTACTTCCTCATCC3'
rw 5’CATGGTCTCGTTGATCTTGC3'

Patch1 fw 5’ACCTGGAACGAGGACAAAGCS'
rw 5’GGAAAGCACCTTTTGAGTGG3'

Gli1 fw 5’ATATGTCCAGCCCCAACTCC3
rw 5’CACGCTTCTCCTCTCTCTCG3'

Tabelle 15: Housekeeping-Primersequenzen (Eurofins MWG Operon)

Name Sequenz

ARP fw 5CGACCTGGAAGTCCAACTACS'
rev 5’ATCTGCTGCATCTGCTTG3

HPRT fw 5’ATGCTGAGGATTTGGAAAGG3’
rev 5CAGAGGGCTACAATGTGATGGS’

2.4 Statistik

Far die Ermittlung der Messdaten wurden, falls nicht anders angegeben, jeweils drei

voneinander unabhangige Versuche durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden demnach

als Mittelwert (Mean) mit positiver einfacher Standardabweichung (SD) dargestellt.

Zur Beurteilung der Signifikanzen wurde der t-Test verwendet. Die Ergebnisse

wurden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Hemmung der Zellproliferation durch Niclosamid und
Cyclopamin
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Abbildung 6: Hemmung der Zellproliferation nach Inkubation in aufsteigenden
Niclosamidkonzentrationen

Jeweils 2,4x10* Zellen pro Well wurden auf einer 6-Well-Zellkulturplatte angeziichtet und flr 24 Stun-
den mit Niclosamid inkubiert. Danach wurden die Zellen abgeldst und in der Neubauer-Zahlkammer
die Anzahl vitaler Zellen ermittelt. Normiert an der unbehandelten Kontrolle (O uM Niclosamid) wurde
der relative Anteil vitaler Zellen konzentrationsabhangig durch die Gabe von Niclosamid reduziert.
Bereits ab Konzentrationen von 0,1-3 pM Niclosamid zeigte sich eine signifikant niedrigere Zellzahl
der Pankreaskarzinom-Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Fir humane Fibroblas-
ten trat dieser Effekt erst ab einer Konzentration von 10 uM Niclosamid auf. Die Daten sind als Mittel-

wert £SD von drei unabhangigen Experimenten dargestellt (*p<0,05).

Far alle eingesetzten Tumor-Zelllinien (MIA PaCa-2, Panc-1 und L3.6pl) trat ein deut-
licher konzentrationsabhangiger antiproliferativer Effekt durch Niclosamid auf. MIA
PaCa-2- und Panc-1-Zellen zeigten bereits ab einer Konzentration von 0,1 uM
Niclosamid einen signifikanten Abfall der Proliferation. So fanden sich bei MIA PaCa-
2 nur noch 48 % und bei Panc-1 55 % der Zellen, im Vergleich zur jeweiligen unbe-
handelten Kontrolle, nach 24-stindiger Inkubation. Dieser Effekt verstarkte sich noch
deutlich, je weiter die eingesetzte Niclosamidkonzentration erhéht wurde. Unter Ein-
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satz von 30 uM Niclosamid fand sich ein Rickgang der Proliferation auf 12 % bei
MIA PaCa-2 und 36 % bei Panc-1.

Betrachtet man die L3.6pl-Zellen, so sprachen diese erst bei hoheren
Konzentrationen im gleichen MalBe auf das Medikament an. Mit einem Rickgang auf
59 % konnte erst ab 1 puM eingesetztem Niclosamid ein ahnliches Ergebnis erzielt
werden wie flr die anderen Zelllinien schon bei 0,1 puM. Ab einer Konzentration von
3 uM lieB sich ein signifikanter Rickgang der Proliferationsrate auf 41 % des
Kontrollwertes dokumentieren. Ab dieser Konzentration lieBen sich vergleichbare

Ergebnisse wie bei den beiden anderen Zelllinien ermitteln.

Um einen Vergleich der Wirkung von Niclosamid auf gesunde Zellen zu ermitteln,
wurden die Versuche ebenfalls mit humanen Fibroblasten durchgeflhrt. Hierbei
zeigte sich eine deutlich geringere Auswirkung auf die Proliferationsraten. Erst ab
einer Konzentration von 10 uM Niclosamid konnte ein signifikanter Effekt im
Vergleich zu unbehandelten Fibroblasten beobachtet werden. Bei allen Konzen-
trationen jedoch lagen die Effekte weit unter denen der behandelten
Pankreaskarzinom-Zelllinien. Somit schien es ein therapeutisches Fenster zwischen
1-10 uM zu geben, in dem Niclosamid eine Wirkung auf Pankreaskarzinom-Zellen

ausubt, ohne dabei toxisch fur normale Kdrperzellen zu sein (vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 7: Hemmung der Zellproliferation nach Inkubation in aufsteigenden
Cyclopaminkonzentrationen

Jeweils 4x10°2 Zellen pro Well wurden auf einer 6-Well-Zellkulturplatte angeziichtet und flir 48 Stunden
mit Cyclopamin inkubiert. Danach wurden die Zellen abgelést und in der Neubauer-Zéahlkammer die
Anzahl vitaler Zellen ermittelt. Cyclopamin hemmt konzentrationsabhangig die Proliferation der
Pankreaskarzinom-Zellen. Die Ergebnisse wurden jeweils prozentual an der Kontrolle normiert. Die
Daten sind als Mittelwert +SD von drei unabhangigen Experimenten dargestellt (*p<0,05).

Mit dem Hedgehog-Inhibitor Cyclopamin wurden die gleichen Versuche wie zuvor mit
Niclosamid durchgefuhrt, um die Wirkung von Niclosamid auf die Proliferationsrate
der Pankreaskarzinom-Zellen vergleichen zu kénnen. Dafir wurde das Cyclopamin in
einem 45 %-igen HBC/PBS-Gemisch in Lésung gebracht und auf die Zellen ge-
geben.

Nach 24 Stunden zeigten sich keine Unterschiede in der Zellzahl zwischen den be-
handelten Zellen und der unbehandelten Kontrolle. Erst nach einer Verlangerung der
Inkubationszeit auf 48 Stunden und einer Reduktion der Zellzahl auf 4x10* pro Well
konnten eine signifikante Hemmung bzw. Reduktion der Zellzahl beobachtet werden.

Cyclopamin wirkt sich auf die Proliferation aller drei Pankreaskarzinom-Zelllinien aus.
Der gréBte Effekt zeigte sich bei MIA PaCa-2 unter Einsatz von 10 uM Cyclopamin

mit einer verringerten Proliferation auf 56 % im Vergleich zur Kontrolle. Die anderen
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beiden Zelllinien zeigten signifikante Verdnderungen erst bei 50 uM mit einer Ver-
ringerung auf 53 % (Panc-1) bzw. 25 uM mit einer Verringerung auf 23 % (L3.6pl). Im
Vergleich zu Niclosamid konnten mit Cyclopamin erst bei Verdopplung der
Inkubationszeit auf 48 Stunden und héheren Konzentrationen von eingesetzter Sub-
stanz signifikante Veranderungen bezlglich der Proliferationsraten beobachtet

werden (vgl. Abbildung 7).
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3.2 Detektion der Apoptosen und Nekrosen

A: Zellkontrolle (unbehandelte Tumorzellen)
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Abbildung 8: FACS-Analysen zum Nachweis der Induktion von Apoptose und Nekrose

Die Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2, Panc-1 und L3.6pl wurden 24 Stunden ohne Behand-
lung (A) sowie 24 Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen von 0,1 (B), 1 (C) und 10 uM (D)
Niclosamid inkubiert und nach Annexin-V/Propidiumiodid-Doppelfarbung mittels FACS-Analyse unter-
sucht. Im Gate Q3 kommen die vitalen, in Q4 die apoptotischen und in Q2 die nekrotischen Zellen zur
Darstellung. Mit aufsteigenden Konzentrationen von Niclosamid lieB sich eine Verschiebung der Po-
pulationen zu mehr apoptotischen und nekrotischen Zellen erkennen. Die Gates zwischen den einzel-
nen Populationen wurden anhand der Kontrollmessungen gesetzt.
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Abbildung 9: Darstellung der dosisabhéngigen, prozentualen Anteile der vitalen, apoptoti-
schen und nekrotischen Populationen nach Inkubation mit Niclosamid

Die drei Zelllinien MIA PaCa-2 (A), Panc-1 (B) und L3.6pl (C) wurden fiir 24 Stunden mit aufsteigen-
den Niclosamidkonzentrationen wie angegeben inkubiert. Die Apoptose- und Nekroseraten wurden an
den unbehandelten Kontrollzellen normiert. Die Daten sind als Mittelwert £SD von drei unabhéangigen
Experimenten dargestellt (*p<0,05). Mit steigenden Konzentrationen lieR3 sich eine Verschiebung der
Anteile vitaler Zellen zu vermehrt apoptotischen und nekrotischen Zellen beobachten. MIA PaCa-2
reagierte hierbei am sensibelsten auf Niclosamid, gefolgt von L3.6pl und Panc-1.

Die nachgewiesene Proliferationshemmung (siehe Proliferationsassay Kapitel 3.1)
der Pankreaskarzinom-Zelllinien durch Niclosamid fihrte zur Frage, welche Art des
Zelluntergangs mdoglicherweise durch die Inkubation mit Niclosamid ausgeldst wird.
Zur Klarung wurden die mit Niclosamid behandelten Tumorzellen mit der Annexin-V/
Propidiumiodid-Doppelfarbung inkubiert, um apoptotische und nekrotische sowie
vitale Zellsubpopulationen zu unterscheiden. Bei allen drei Zelllinien lie3 sich unter
der Behandlung mit Niclosamid eine Verschiebung der Populationsanteile von vitalen
zu apoptotischen und nekrotischen Zellen dokumentieren.

Bei den MIA PaCa-2-Zellen konnten im Vergleich zu den anderen Zelllinien die
groBten Effekte bei gleicher Konzentration erzielt werden. Es zeigte sich ein
deutlicher Abfall des Anteils vitaler Zellen an der Gesamtpopulation von 93 % bei den
unbehandelten Kontrollzellen (0 pM Niclosamid) auf 75 % bei 1 uM
Niclosamidkonzentration und 24 % bei 10 uM. Die Apoptoserate stieg parallel dazu
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von 2% (0 uM) auf 15 % (1 uM) und 46 % (10 pM) an. Die relative Anzahl der
nekrotischen Zellen stieg entsprechend von 3 % (0 uM) auf 6 % (1 puM) und 28 %
(10 uM). Stellt man die fir MIA PaCa-2 gemessenen Ergebnisse den anderen
Zelllinien gegenuber, zeigt sich hier die hochste Empfindlichkeit auf die Inkubation
mit Niclosamid (vgl. Abbildung 9 A).

Die Panc-1-Zelllinie zeigte im Gegensatz zu MIA PaCa-2 einen sehr viel geringeren
Effekt auf die Behandlung. So verringerte sich der Anteil der vitalen Zellen von 96 %
ohne Niclosamid-Einwirkung auf 90 % (1 pM) und 58 % (10 uM). Die Apoptoserate
nahm von 1 % (0 uM) auf 4 % (1 uM) und 19 % (10 uM) und die Nekroserate parallel
dazu von 1 % (0 uM) auf 5 % (1 uM) und 21 % (10 uM) zu. Die Effekte nach Zugabe
von 1 und 10 pM Niclosamid waren jedoch im Vergleich deutlich geringer als bei den
MIA PaCa-2-Zellen (vgl. Abbildung 9 B). Bei L3.6pl wiederum sank die Vitalitat von
93 % (0 uM) auf 90 % (1 uM) und 56 % (10 uM). Komplementar dazu stieg der Anteil
apoptotischer Zellen an der Gesamtpopulation von 2 % (0 uM) auf 4 % (1 uM) und
16 % (10 uM). Die Nekroserate stieg von 4 % (0 uM) auf 5 % (1 pM) und 25 %
(10 uM) (vgl. Abbildung 9 C). Somit konnte durch Inkubation mit Niclosamid bei MIA
PaCa-2 der gréBte Effekt dokumentiert werden, gefolgt von L3.6pl im Mittelfeld und

den nur wenig beeinflussten Panc-1-Zellen (vgl. Abbildung 8 und 9).
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3.3 Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid
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Abbildung 10: Prozentuale Verteilung der Zellen geordnet nach den jeweiligen Zellzyklus-
Phasen

Die Zelllinien MIA PaCa-2 (A), Panc-1 (B) und L3.6pl (C) wurden mit aufsteigenden Konzentrationen
Niclosamid behandelt und die prozentualen Anteile der Zellpopulation in den jeweiligen Zellzyklus-
phasen ermittelt. Die Zellpopulation in der G1-Phase wuchs bei allen Zellreihen mit aufsteigenden
Konzentrationen. Bei Panc-1 jedoch zeigte sich ab 3 uM wieder ein signifikanter Abfall. Der Anteil
gemessener Zellen in der S-Phase nahm bei allen Zelllinien mit steigenden Konzentrationen ab. Fir
die G2/M-Phase lieB3 sich nur bei Panc-1 eine Steigerung erkennen. Die Daten sind als Mittelwert £SD
von drei unabhangigen Experimenten dargestellt (*p<0,05).

Far alle drei Zelllinien konnten signifikante Effekte erzielt werden. Bei MIA PaCa-2
zeigte sich ab 1 uM eingesetztem Niclosamid eine signifikante Zunahme der Anteils
der Zellen in der G1-Phase (75 %) im Vergleich zu den Kontrollzellen (51 %). Bei
einer Konzentration von 10 uM fiel dieser Anteil wieder leicht ab (61 %). Der Anteil an
der Zellpopulation, der sich in der S und G2/M-Phase befand, nahm jeweils ab. Von
21 % der Kontrolle auf maximal 5 % bei einer Menge von 10 uM Niclosamid in der S-
Phase sowie von 27 % auf maximal 18 % bei Einsatz von 1 uM und 3 pM Niclosamid
in der G2/M-Phase. Bei einer Konzentration von 10 pM zeigte sich in der G2/M-
Phase wieder ein Anstieg der Populationsanteile auf 32 %. Dieser Wert war jedoch
immer noch signifikant niedriger als der jeweilige Wert der unbehandelten
Kontrollzellen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Anteil der
Zellpopulation in der S und G2/M-Phase bei héheren Konzentrationen abnahm und
der Anteil an der G1-Phase bei 1 uM zuerst stieg und danach auch einen
signifikanten Abfall zeigte (vgl. Abbildung 10 A).
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Die Zelllinie Panc-1 reagierte unter Inkubation von 3 pM Niclosamid mit einem
signifikanten Abfall in der G1-Phase von 66 % auf 53 % und bei 10 uM auf minimal
48 %. Auch der Anteil der Zellen in der S-Phase wurde geringer und sank von 11 %
auf minimal 5 % (1 pM), um dann wieder leicht anzusteigen (vgl. Abbildung 10 B).
Bei L3.6pl zeigte sich die groBte Zunahme der G1 Population von 68 % auf 74 % bei
10 uM Niclosamid sowie eine signifikante Abnahme der S Population von 15 % auf
10 % ebenfalls bei 10 uM Niclosamid. In der G2/M-Phase lieB3 sich keine Tendenz
hinsichtlich einer Zu- oder Abnahme der Anteile beobachten (vgl. Abbildung 10 C).

Der Anteil der Zellen, die sich in der subG1-Phase befanden, lag bei allen drei Zell-
linien bei ca. 1 %. Bei den MIA PaCa-2-Zellen lieBen sich in Ubereinstimmung mit
den Versuchen zur Proliferationshemmung und Apoptose signifikante Anstiege
dieser Zellpopulationsanteile bei aufsteigenden Niclosamidkonzentrationen

erkennen.

3.4 Beeinflussung der Transmigrationskapazitat durch

Niclosamid
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e o e ookt
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Abbildung 11: Lichtmikroskopische Abbildungen der migrierten Zellen nach Inkubation mit
Niclosamid

Die Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2 (A) und Panc-1 (B) wurden fir 24 Stunden mit
Niclosamid in der Boyden-Kammer inkubiert. Mit steigenden Konzentrationen zeigte sich in der licht-
mikroskopischen Dokumentation bei beiden Zelllinien eine geringere Anzahl der durch die Membran
migrierten Zellen. OriginalvergrdBerung 25x, MaBstabsskala = 100 uM

49



A % ps 0,021
— MIA PaCa-2

o 120 i i

©°

=3

£ | I I |
xo 100

= * p20,012

T

< 80

£

c

2 60 -

@

N

1Y

£

8 40

e

L=

E T

e 20

[

c -

< 0 I T T T ﬁ_\

Sul DMSO 0,1 0,5 1 10
Niclosamid (pM)
B Panc-1
<

® 120 * ps 0,002

5]

=

: T

S 100

)

[+]

T

= 80 -

£

c

2

= 60

N

1™y

[

5 40 -

e

=

E

= 20 -

m

N

< l

0 - T T T
5ul DMSO 0,1 0,5 1 10
Niclosamid (pM)

Abbildung 12: Quantitative Auswertung der Inhibition der Migration von MIA PaCa-2 und
Panc-1 in Abhangigkeit von der Niclosamidkonzentration

Jeweils 1,2x10* (MIA PaCa-2) (A) bzw. 4x10° (Panc-1) (B) Zellen wurden in den oberen Teil der
Boyden-Kammer mit serumfreien Kulturmedium gegeben und mit steigenden Konzentrationen
Niclosamid inkubiert. Nach 24 stiindiger Inkubation wurden die Zellen angeféarbt, bei 25-facher
VergréBerung fotografiert und ausgezahlt. Bereits ab Konzentrationen von 0,1 pM migrierte ein
signifikant geringerer Anteil Zellen, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle durch die Membran. Die
Daten sind als Mittelwert £SD von drei unabhangigen Experimenten dargestellt (*p<0,05).
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Tumorzellen wachsen infiltrativ und migrieren dabei in die umliegenden Gewebe. Der
Einfluss von Niclosamid auf die Funktion der Migrationsfahigkeit der einzelnen Zell-
linien durch eine porése Membran (8 um) wurde mit Hilfe einer modifizierten Boyden-
Kammer untersucht. Dafiir wurden die Zellen fir 24 Stunden mit aufsteigenden
Niclosamidkonzentrationen behandelt. In mehreren Vorversuchen wurde die jeweils
ideale Anzahl zu plattierender Zellen ermittelt, um auswertbare Migrationsraten zu
erreichen (MIA PaCa-2: 1,2x10%, Panc-1: 4x103).

Bei beiden Zelllinien konnte ein konzentrationsabhangiger Effekt von Niclosamid auf
das Migrationsverhalten beobachtet werden (vgl. Abbildung 11 und 12). Bei den MIA
PaCa-2-Zellen zeigte sich ab 0,1 uM eingesetztem Niclosamid ein signifikanter
Unterschied zu den unbehandelten Kontrollzellen. Die Migrationsrate betrug im Ver-
gleich zur Kontrolle nur noch 61 % (vgl. Abbildung 12 A). Ein weitaus starkerer Effekt
konnte bei den Panc-1-Zellen beobachtet werden. Hier bewirkie eine Konzentration
von 0,1 uM Niclosamid einen signifikanten Abfall der Migrationsrate von 100 % auf
44 % im Vergleich zur Kontrolle (vgl. Abbildung 12 B).

Bei gleichem Versuchsaufbau migrierten bei L3.6pl keine Zellen durch die Membra-
nen. Auch eine schrittweise Steigerung der ausplattierten Zellzahl von 2x10* bis
2,56x10% und eine Verlangerung der Migrationsdauer von 24 Stunden bis hin zu 6
Tagen brachten keinen Erfolg. Um den Zellen einen weiteren Anreiz zur Migration zu
geben wurden Fibronectin (100 ng/ml) und VEGF (50 ng/ml) als Chemokine einge-
setzt. Des Weiteren wurden die Zellen 24 Stunden vor dem Aussahen in ein Kultur-
medium mit nur 1 % FCS umgesetzt, um einen verstarkten Effekt des Serum-
gradienten zu bewirken. Bei keinem dieser Versuche konnten jedoch Zellen

beobachtet werden, welche die Poren in der Membran passierten.
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3.5 Nachweis spezifischer Genexpression mittels qRT-PCR

3.5.1 Komponenten des kanonischen Wnt-Signalweges
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C: Cyclin D1
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Abbildung 13: RNA-Expression der Zielgene des kanonischen Wnt-Signalweges.

Dargestellt sind Axin2 (A), MMP7 (B), Cyclin D1 (C) und der Co-Aktivator BCL9 (D). Die angegebenen
Zelllinien wurden mit aufsteigenden Konzentrationen Niclosamid fir 24 Stunden inkubiert und jeweils
an der unbehandelten Zollkontrolle normiert. Steigende Konzentrationen von Niclosamid fihrten bei
allen Zelllinien zu einer Expressionsabnahme der Wnt-Komponenten. Die Daten sind als Mittelwert

+SD von drei unabhangigen Experimenten dargestellt.
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In den folgenden Tabellen sind die Signifikanzen der behandelten Pankreas-
karzinom-Zelllinien und der Wnt-positiven Kontroll-Zelllinie HEK293 fur die unter-
suchten Komponenten des kanonischen Wnt-Signalweges aufgezeigt. Festgelegt
wurden die Signifikanzen zwischen den Expressionsniveaus der behandelten Zellen
und der unbehandelten Zellkontrolle (0 pM) (*) bzw. zwischen der Zellkontrolle und
der DMSO-Kontrolle, in der sich nur die Tragersubstanz und kein Medikament befand
(**) (p=0,05).

Tabelle 16: Axin 2, Signifikanzen der behandelten Zellen zur jeweiligen Kontrolle

MIA

PaCa-2 Panc-1 L3.6pl HEK 293
DMSOQO vs. 0 uM 0,274 0,317 0,268 0,982
DMSO vs. 0,1 mM 0,595 0,914 0,086 * 0,641
DMSOvs.1 mM 0,941 0,473 0,031 * 0,176
DMSO vs. 10 MM 0,022 * 0,214 0,002 * 0,35
OpuMvs. 0,1 mM 0,744 0,008 * 0,18 0,274
OuMvs. 1 mM 0,659 0,006 * 0,001 * 0,011 *
OpMvs. 10 mM 0,028 * 0,323 0 * 0,115

Tabelle 17: MMP?7, Signifikanzen der behandelten Zellen zur jeweiligen Kontrolle

MIA

PaCa-2 Panc-1 L3.6pl HEK 293
DMSO vs. 0 uM 0,048 * 0,121 0,685 0,008 **
DMSO vs. 0,1 mM 0,123 0,767 0,424 0,861
DMSOvs.1 mM 0,302 0,489 0,947 0,822
DMSO vs. 10 mM 0,315 0,839 0,099 0,009 *
OpuMvs. 0,1 mM 0,394 0,052 0,481 0,054
0 uM vs. 1 mM 0,54 0,033 * 0,016 * 0,032 *
OpuMvs. 10 mM 0,344 0,128 0,466 0,084
Tabelle 18: Cyclin D1, Signifikanzen der behandelten Zellen zur jeweiligen Kontrolle

MIA

PaCa-2 Panc-1 L3.6pl HEK 293
DMSO vs. 0 uM 0,692 0,486 0,161 0,661
DMSO vs. 0,1 mM 0,9 0,723 0,295 0,53
DMSOvs.1 mM 0,259 0,298 0,284 0,068 *
DMSO vs. 10 mM 0,003 * 0,543 0,382 0,026 *
OpuMvs. 0,1 mM 0,983 0,056 0,004 * 0,635
0 uM vs. 1 mM 0,281 0,017 * 0,084 0,023 *
OpuMvs. 10 mM 0,001 * 0,948 0,621 0,001 *
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Tabelle 19: BCL9, Signifikanzen der behandelten Zellen zur jeweiligen Kontrolle

MIA

PaCa-2 Panc-1 L3.6pl HEK 293
DMSOvs.OuM 0,429 0,632 0,923 0,442
DMSQO vs. 0,1 mM 0,364 0,414 0,599 0,336
DMSOvs.1 mM 0,98 0,41 0,952 0,099 *
DMSO vs. 10 MM 0,035 * 0,413 0,456 0,089 *
OpMvs.0,1 mM 0,513 0,482 0,452 0,524
OpuMvs. 1 mM 0,687 0,481 0,875 0,025 *
OpMvs.10mM 0 * 0,492 0,36 0,015 *

Der Einfluss von Niclosamid auf den kanonischen Wnt-Signalweg wurde mittels qRT-
PCR nachgewiesen. Dazu wurden die Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2,
Panc-1, L3.6pl sowie die transformierte menschliche embryonale Nieren-Zelllinie
HEK 293 als Positivkontrolle fir die Aktivitat des Wnt-Signalwegs mit aufsteigenden
Konzentrationen Niclosamid flir 24 Stunden behandelt. Als Housekeeping-Gene
wurden ARP und HPRT verwendet.

Uber alle Zelllinien und ausgewéhlten Gene hinweg lieB sich ein genereller Trend zur
Hemmung des kanonischen Wnt-Signalweges in Abhangigkeit von der Niclosamid-
konzentration erkennen. So fanden sich bei L3.6pl und HEK 293 ab 1 uM Niclosamid
und bei Panc-1 bereits ab 0,1 uM Niclosamid signifikante Rlickgange der Expression
von Axin2. Auch MMP?7 zeigte auBer bei MIA PaCa-2 in allen Zelllinien einen signifi-
kanten Rickgang ab 1 uM des eingesetzten Medikamentes. Flr Cyclin D1 lie3 sich
sogar bei allen vier Zelllinien ein signifikanter Effekt erkennen. Dieser trat bei L3.6pl
schon ab 0,1 uM, bei Panc-1 und HEK 293 bei 1 uM und bei MIA PaCa-2 bei einer
Konzentration von 10 pM des applizierten Medikaments auf. Der Co-Aktivator des
kanonischen Wnt-Signalweges BCL9 zeigte bei MIA PaCa-2 und HEK 293 eine
signifikant herabgesetzte Expression. Bei Panc-1 und L3.6pl lie sich kein

eindeutiger Trend erkennen (vgl. Abbildung 13).

Bei Betrachtung der Ergebnisse féllt insgesamt auf, dass die Expression der einzel-
nen Zielgene insbesondere bei der héchsten Konzentration von 10 pM Niclosamid
haufig vom generellen Trend abwich und eine deutliche Zunahme zeigte. Dieser Ef-
fekt lieB sich mit MIA PaCa-2 (Axin2, MMP7), Panc-1 (Axin2, Cyclin D1, BCL9),
L3.6pl (MMP7, Cyclin D1, BCL9) und HEK 293 (MMP7) bei allen eingesetzten Zell-
linien beobachten. Dies kénnte durch den hohen Anteil nekrotischer und apoptoti-
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scher Zellen erklart werden, der méglicherweise durch unspezifische Degradations-
produkte die Ergebnisse als Stérvariable beeinflusst (vgl. Kapitel 3.2).

3.5.2 Komponenten des nicht-kanonischen Wnt-Signalweges
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Abbildung 14: RNA-Expression der Komponenten des nicht-kanonischen Wnt-Sighalweges.

Dargestellt sind c-jun (A) und Wnt5a (B). Die angegebenen Zelllinien wurden mit aufsteigenden
Konzentrationen Niclosamid fiir 24 Stunden inkubiert und jeweils an der unbehandelten Zellkontrolle
normiert. Die Daten sind als Mittelwert £SD von drei unabhangigen Experimenten dargestellt. Bei allen
Zelllinien zeigt sich grundséatzlich eine Expressionssteigerung bei héheren Konzentrationen.
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Signifikanzen der behandelten Pankreaskarzinom-Zelllinien und der Wnt-positiven
Kontroll-Zelllinie HEK 293 flr die untersuchten Komponenten des nicht-kanonischen
Whnt-Signalweges. Festgelegt wurden die Signifikanzen zwischen den Expressions-
niveaus der behandelten Zellen und der unbehandelten Zellkontrolle (0 pM) (*) bzw.
zwischen der Zellkontrolle und der DMSO-Kontrolle (**) (p<0,05).

Tabelle 20: c-jun, Signifikanzen der behandelten Zellen zur jeweiligen Kontrolle

MIA

PaCa-2 Panc-1 L3.6pl HEK 293
DMSO vs. 0 uM 0,069 0,022 ** 0,626 0,005 **
DMSO vs. 0,1 mM 0,274 0,276 0,208 0,512
DMSOvs.1 mM 0,053 0,004 * 0,25 0,152
DMSO vs. 10 mM 0,066 0 * 0,029 * 0,152
OpMvs. 0,1 mM 0,571 0,187 0,105 0,237
OpuMvs. 1 mM 0,092 0,01 * 0,232 0,881
OpuMvs. 10mM 0,09 0 * 0,028 * 0,314
Tabelle 21: Whnt-5a, Signifikanzen der behandelten Zellen zur jeweiligen Kontrolle

MIA

PaCa-2 Panc-1 L3.6pl HEK 293
DMSO vs. 0 uM 0,12 0,973 0,417 0,234
DMSO vs. 0,1 mM 0,715 0,134 0,466 0,464
DMSOvs.1 mM 0,842 0,767 0,45 0,023 *
DMSOvs. 10 mM 0,481 0,638 0,24 0,012 *
OpMvs. 0,1 mM 0,401 0,631 0,281 0,883
OpuMvs. 1 mM 0,001 * 0,58 0,499 0,022 *
OpMvs. 10 mM 0,206 0,017 * 0,344 0,007 *

Um eine Beeinflussung des nicht-kanonischen Wnt-Signalweges durch Niclosamid
aufzuzeigen, wurden die beiden Marker c-jun und Wnt5a als wichtige Komponenten
dieses Signalweges untersucht (vgl. Kapitel 1.3). Dabei konnte fiir c-jun eine gene-
relle Expressionssteigerung unter aufsteigenden Konzentrationen von Niclosamid fir
alle untersuchten Zelllinien festgestellt werden (vgl. Abbildung 14 A). Flur Panc-1
ergaben sich ab einer Niclosamidkonzentration von 1 pM und fir L3.6pl bei einer
Konzentration von 10 pM sogar signifikante Unterschiede im Vergleich zu den un-
behandelten Kontrollzellen. Fir Wnt5a, einen nicht-kanonischen Wnt-Liganden, liel3
sich generell keine eindeutige Beeinflussung durch die Behandlung mit Niclosamid
beobachten (vgl. Abbildung 14 B). MIA PaCa-2 und Panc-1 zeigten eine Steigerung
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der Expression unter Inkubation mit Niclosamid, wohingegen bei HEK 293 eine deut-
liche Abnahme des Expressionslevels zu verzeichnen war. Bei L3.6pl lieBen sich
keine eindeutigen Verdnderungen der Expression durch die Behandlung mit
Niclosamid erkennen.
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3.5.3 Komponenten des Hedgehog-Signalweges
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Abbildung 15: RNA-Expression der Zielgene des Hedgehog-Signalweges.

Dargestellt sind SHH (A), SMO (B), Ptch1 (C) und Gli1 (D). Die angegebenen Zelllinien wurden mit
aufsteigenden Konzentrationen Niclosamid fir 24 Stunden inkubiert. Die Expressionen der einzelnen
Zielgene wurden jeweils an der unbehandelten Zellkontrolle normiert (*p<0,05 % vs. Kontrolle).

Im nachsten Schritt sollte der Einfluss von Niclosamid auf den Hedgehog-Signalweg
aufgezeigt werden. Hierbei handelt es sich um einen weiteren, an der Entstehung
des Pankreaskarzinoms beteiligten Signalweg (vgl. Kapitel 1.3). Daftr wurden die
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Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2 und Panc-1 fir 24 Stunden mit aufsteigen-
den Konzentrationen Niclosamid behandelt. AnschlieBend wurden in der gRT-PCR
die Expressionslevel ausgewahlter Gene des Hedgehog-Signalweges (SHH, SMO,
Ptch1 und Gli1) gemessen. Als Housekeeping-Gene wurden wiederum ARP und
HPRT verwendet. Fir MIA PaCa-2 konnte nach Inkubation mit 10 pM Niclosamid
eine Expressionssteigerung des Liganden SHH beobachtet werden. Die Expression
des 7-Transmembranrezeptorproteins SMO hingegen stieg bei 0,1 uM eingesetztem
Niclosamid, um dann bei 10 uM wieder einen Abfall gegenlber der Kontrolle aufzu-
zeigen. Das 12-Transmembran-Rezeptorprotein Pich1 zeigte eine von 0,1 uM bis
10 uM Niclosamid gleichbleibende Expressionssteigerung. Fir den Transkriptions-
aktivator Gli1 lie3 sich diese erst bei Konzentrationen von 10 uM erkennen. Die mit
Niclosamid behandelten Panc-1-Zellen zeigten eine verminderte Expression von
SMO bei 1uM und 10 uM. Die anderen Komponenten des Hedgehog-Signalweges
ergaben unter Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen keine eindeutige Ver-
anderung im Sinne einer Zu- oder Abnahme der Expression (vgl. Abbildung 15).

Im Gegensatz zu den anderen Versuchsreihen handelt es sich bei den hier darge-
stellten Ergebnissen nicht um Triplikate. Da bereits in orientierenden Unter-
suchungen keine Eindeutigkeit erhoben werden konnte, wurden die Versuche mit
den Zelllinien MIA PaCa-2 nach zwei Ansatzen und mit Panc-1 nach nur einem

Ansatz vorzeitig beendet.
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4 Diskussion

Das Pankreaskarzinom gehért zu den aggressivsten Krebsarten und geht mit einer
auBerst schlechten Prognose einher. Nach wie vor gilt die chirurgische Therapie als
einziges potenziell kuratives Verfahren (Doi et al. 2008). Jedoch kénnen nur etwa
20-30 % aller Tumore aufgrund der fehlenden Frihsymptomatik in einem resektablen
Stadium diagnostiziert werden (Reissfelder et al. 2007). Keine der momentan vor-
handenen Chemotherapien flhrt zu einer ausgepragten Verlangerung des Gesamt-
Uberlebens. Die Heilungs- und Uberlebensraten kénnen, bei teilweise sehr starken
Nebenwirkungen, nur in einem auB3erst geringen Ausmaf gesteigert werden (Jemal
et al. 2008). Eine ausschlieBliche Radio- oder Chemotherapie sollte bei Patienten mit
resektabel eingeschétztem Pankreaskarzinom demnach nicht durchgefiihrt werden.
Diese kommt nur im Rahmen einer adjuvanten oder palliativen Behandlung in Be-
tracht (Doi et al. 2008). Aufgrund der unzureichenden therapeutischen Mdglichkeiten
fir das Pankreaskarzinom wird der Entwicklung neuer Wirkstoffe bzw. der Auswei-
tung der Wirkspektiren bekannter Substanzen ein groBer Stellenwert in der Krebs-
forschung zugesprochen. Diese sollten gezielt an den Bestandteilen der an der
Tumorentwicklung beteiligten Signalwege angreifen, um eine selektive neben-

wirkungsarme Zytotoxizitat zu bewirken (Li D et al. 2004).

Die von uns untersuchte anthelmintische Substanz Niclosamid wird schon seit lan-
gem far unterschiedlichste therapeutische Zwecke eingesetzt. Unter anderem konn-
ten proliferationshemmende Effekte auf verschieden solide Tumore nachgewiesen
werden (vlg. Kapitel 1.4). Bezogen auf Pankreaskarzinom-Zellen gab es bereits erste
Hinweise, dass Niclosamid auch Gber den Wnt-Signalweg einen modulierenden Ein-
fluss ausubt (Giles et al. 2003, Zeng et al. 2006, Pasca di Magliano et al. 2007, Lu et
al. 2011, Li Y et al. 2014).

Es zeigt sich, dass die Hemmung des Tumorwachstums beim Pankreaskarzinom und
die Beeinflussung Uber verschiedene Signalwege durch Niclosamid ein noch un-
zureichend erforschtes Gebiet ist. Dieses hat vor dem Hintergrund der momentan
sehr unbefriedigenden therapeutischen Modglichkeiten beim Pankreaskarzinom eine

hohe medizinische Relevanz.

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse eine inhibitori-
sche Wirkung des Anthelmintikums Niclosamid auf die humanen Pankreaskarzinom-
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Zelllinien MIA PaCa-2, Panc-1 und L3.6pl. Neben dem Einfluss auf die fir das
Tumorwachstum wichtige Proliferation konnte eine Steigerung der Anzahl
apoptotischer und nekrotischer Zellen, eine Beeinflussung des Zellzyklus sowie eine
Verringerung der Migrationskapazitat eruiert werden.

In einem zweiten Schritt wurde der Einfluss von Niclosamid auf zwei der fir die Ent-
wicklung von Pankreaskarzinomen bedeutsamen Signalwege Wnt und Hedgehog
untersucht. Hierbei zeigte sich ein dosisabhangiger inhibitorischer Effekt von
Niclosamid auf die Expressionsraten von Komponenten des kanonischen Wnt-
Signalwegs. In der exemplarischen Uberpriifung von Markern des nicht-kanonischen
Wnt-Signalweges und des Hedgehog-Signalweges konnten keine eindeutigen Aus-
sagen bezuglich einer Modulation durch Niclosamid getroffen werden.

4.1 Versuchsbedingungen

4.1.1 Auswahl der Zelllinien

Die in den Versuchen eingesetzten Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2 und
Panc-1 entstammen urspringlich einem Primartumor. Es handelt sich dabei um seit
langem etablierte und in vielen Forschungsprojekten verwendete Zelllinien. Bei den
Zellen zeigt sich eine hohe Proliferationskapazitat sowie niedrige Aneuploidie und
Zelldifferenzierung. Sie weisen zusammengenommen hohe Malignitatskriterien auf.
Durch ihre unkomplizierte Kultivierbarkeit und eine sehr kurze Verdopplungszeit von
40 Stunden (MIA PaCa-2) bzw. 52 Stunden (Panc-1), eignen sich diese Zelllinien
sehr gut flr die in dieser Forschungsarbeit durchgefihrten Versuche (Yunis et al.
1977) (vgl. Kapitel 2.1.6.1 und 2.1.6.2) . AuBerdem wurde fur die Versuchsreihen die
L3.6pl-Zelllinie, eine metastatische Variante der humanen Pankreaskarzinom-Zelllinie
COLO 357, verwendet. Da Pankreaskarzinome bei Diagnosestellung haufig bereits
metastasiert sind, schien es sinnvoll, die Wirkung von Niclosamid auch in einer

solchen metastatischen Zelllinie zu testen (Bruns et al. 1999) (vgl. Kapitel 2.1.6.3).

Als Kontrolle fir die PCR-Versuche wurde neben den eben genannten Tumorzell-
linien die HEK 293-Zelllinie als Wnt-aktive Kontrolle eingesetzt (vgl. Kapitel 2.1.6.4).
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4.1.2 Auswahl der Inkubationszeiten und Konzentrationen

In mehreren Vorversuchen wurden verschiedene flir die Niclosamid-Wirkung ge-
eignete Inkubationszeiten (24, 48 und 72 Stunden) getestet (Osada et al. 2011, Sack
et al. 2011). Da die Zellen bereits nach 24 Stunden deutlich auf Niclosamid
ansprachen, wurde dieser Zeitraum fir alle Versuche ausgewahlt. Der Dosisbereich
zwischen 0,1-30 uM orientierte sich an dem in der Literatur fir die Behandlung
anderer Tumorzellen beschriebenen Konzentrationen mit Niclosamid (Ren et al.
2010, Sack et al. 2011, Ono et al. 2014).

4.2 Einfluss von Niclosamid auf Pankreaskarzinom-
Zelllinien

Als grundlegende erste Frage der Dissertationsarbeit galt es zu Uberprifen, ob
Niclosamid eine Wirkung auf die Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2, Panc-1
und L3.6pl auslbt. Daftr wurden die Zellen jeweils flr 24 Stunden mit Niclosamid
behandelt und im Anschluss die Zellzahl sowie die Apoptose- und Nekroseraten be-
stimmt. Weiterhin wurde eine Zellzyklusanalyse durchgefihrt und das Migrations-
verhalten untersucht.

4.2.1 Proliferationshemmung

In einem ersten Schritt wurde der Einfluss von Niclosamid auf die Proliferation der
Zellen untersucht. Daftr wurden die drei verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien
fir 24 Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen Niclosamid inkubiert und in der
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Um eine selektive Inhibition rasch
proliferierender Krebszellen nachzuweisen, wurden die gleichen Versuche mit
humanen Fibroblasten als Kontrollzellen durchgefthrt (vgl. Kapitel 3.1). Zudem
wurde in parallelen Versuchen das Vergleichsmedikament Cyclopamin als bekannter
Proliferations-hemmer bei Pankreaskarzinom-Zellen verwendet (Feldmann et al.
2008 a, Feldmann et al. 2008 b) (vgl. Kapitel 1.3).

Bei allen drei Pankreaskarzinom-Zelllinien konnte eine dosisabhangige Inhibition des
Zellwachstums durch Niclosamid beobachtet werden. So zeigte sich eine signifikant
verringerte Proliferationsrate bereits ab 0,1 uM (MIA PaCa-2 und Panc-1) bzw. 3 uM
(L3.6pl) eingesetztem Niclosamid im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen
(vgl. Kapitel 3.1). Dies deckt sich mit den Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen,

welche die antiproliferative Wirkung von Niclosamid auf solide Tumore untersuchten,
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wie zum Beispiel das kolorektale Karzinom (Ren et al. 2010, Osada et al. 2011, Sack
et al. 2011), das Mammakarzinom (Balgi et al. 2009, Lu et al. 2011, Wang Y et al.
2013, Londono-Joshi et al. 2014), das Prostatakarzinom (Ren et al. 2010, Lu et al.
2011, Liu et al. 2014), das Ovarialkarzinom (Yo et al. 2012, Arend et al. 2014), das
Cervixkarzinom (Ren et al. 2010), das Glioblastom (Wieland et al. 2013), das nicht-
kleinzellige Bronchialkarzinom (Li R et al. 2013), das Leiomyom (Ono et al. 2014)
oder das Adenokarzinom der Lunge (Ren et al. 2010). Auch auf hamatologische
Tumore wie der AML (Jin et al. 2010) und dem MM (Khanim et al. 2011) scheint

Niclosamid eine vergleichbare Wirkung zu besitzen.

Auch die bereits gezeigte Abhangigkeit der Wirkung von der eingesetzten
Konzentration l&sst sich mit den vorliegenden Versuchen vergleichen. Fur
Prostatakarzinom-Zellen konnte eine mittlere inhibitorische Konzentration (ICso)
zwischen 0,1-0,7 puM Niclosamid ermittelt werden (Ren et al. 2010, Lu et al. 2011).
Fir Mammakarzinom-Zellen zeigten sich 1Cso-Werte zwischen 0,1-1 uM (Lu et al.
2011) und far AML-Zellen konnten diese Werte bereits mit Dosierungen unter 0,1 uM
erreicht werden (Jin et al. 2010). Entsprechend zeigte sich in den vorliegenden
Versuchen bei gleichen Inkubationszeiten ein Abfall der Proliferation auf 48 % (MIA
PaCa-2) und 55 % (Panc-1) unter Einsatz von 0,1 pM Niclosamid. L3.6pl erreichte
eine 1Cso bei Dosierungen zwischen 1-3 uM Niclosamid.

Auch auf humane Fibroblasten wirkte Niclosamid mit einem Rickgang der
Proliferationsrate, jedoch in einem weitaus geringeren Ausmaf. Signifikante Werte
konnten in der Dissertationsarbeit erst ab Konzentrationen von 10 uM Niclosamid
beobachtet werden. Die Pankreaskarzinom-Zelllinien hingegen zeigten schon ab
0,1 uM Niclosamid eine signifikante Abnahme der Proliferation. Bei den Fibroblasten
ergab sich bei Konzentrationen von 0,1-3 uM weiterhin ein relativer Anteil vitaler
Zellen von Uber 80 % im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen. Auch unter
Einsatz von 10 uM Niclosamid war der Rickgang der vitalen Zellzahl auf 67 % des
Ausgangswertes im Vergleich zu MIA PaCa-2 (19 %), Panc-1 (33 %), und L3.6pl
(43 %) noch deutlich geringer (vgl. Kapitel 3.1). Dieses selektive Ansprechen von
Niclosamid auf Krebszellen unter weitgehender Aussparung normaler Kérperzellen
(therapeutisches Fenster im Bereich von 1-10 uM) deckt sich mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen. So setzt Niclosamid die Lebendzellzahl von AML-Zellen
herab, ohne dabei gesunde Knochenmarkszellen zu beeinflussen (Jin et al. 2010).

Das gleiche gilt fir die Viabilitdt humaner neuronaler Zellen im Vergleich zu
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Glioblastomzellen (Wieland et al. 2013). Darlber hinaus wurde die Anzahl vitaler
Monozyten, B-Lymphozyten, CD4+- und CD8+-T-Zellen nach 7 Tagen Inkubation mit
Niclosamid im Gegensatz zu MM-Zellen nur geringfliigig beeinflusst (Khanim et al.
2011). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass auch fur die
antitumorale Wirkung von Niclosamid beim Pankreaskarzinom ein therapeutisches
Fenster besteht. In einem Bereich zwischen 1-10 uM hemmt Niclosamid, ohne
gréBere Beeinflussung normaler Koérperzellen die Proliferation von Pankreas-
karzinom-Zellen (vgl. Kapitel 3.1).

Parallel wurden die Versuche auch mit dem Hedgehog-Inhibitor Cyclopamin durch-
gefihrt. Ein identischer Versuchsaufbau konnte keine Effekte im Sinne einer
Proliferationshemmung bewirken. Erst nach einer Verlangerung der Inkubationszeit
auf 48 Stunden und einer Erh6hung der Konzentrationen auf 25 uM und 50 uM lief3
sich eine signifikante Verringerung der Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle erkennen
(vgl. Kapitel 3.1). Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien, bei denen
ebenfalls l1angere Inkubationszeiten flr die Versuche verwendet wurden. So konnte
eine signifikante Reduktion der Zellzahl nach 4 Tagen Inkubation mit 6 puM
Cyclopamin bei Zellen eines neuroendokrinen Tumors (Fendrich et al. 2007) und
nach 6 Tagen mit nur 1,5uM Cyclopamin bei Pankreaskarzinom-Zellen erreicht
werden (Feldmann et al. 2008 b). Auch auf die von uns verwendeten Zelllinien MIA
PaCa-2 und L3.6pl hatte Cyclopamin in den von anderen Arbeitsgruppen
durchgefihrten Versuchen (6 uM, 4 Tage) einen signifikanten Effekt, nicht jedoch auf
die Panc-1-Zellen (Feldmann et al. 2007). Niclosamid schien demnach bereits nach
sehr viel kirzeren Inkubationszeiten eine proliferationshemmende Wirkung auf
Pankreaskarzinom-Zelllinien zu haben als Cyclopamin.

Es ist anzumerken, dass sich die Applikation des in Pulverform gelieferten Cyclo-
pamins auf die Zellen als auBerst schwierig erwies. Wie im Kapitel 2.4.1.6 beschrie-
ben, wurde dem Pulver eine vorher berechnete Menge eines 45 %-igen HBC/PBS-
Gemisches als Tragersubstanz zugegeben. Diese Mischung wurde erhitzt, um das
darin enthaltene Pulver in Lésung zu bringen. Aufgrund der elektrostatischen Anzie-
hung konnte das Pulver mdglicherweise nicht adaquat aus dem braunen und damit
schwer einsehbaren Glasbehalter entfernt werden, in dem es geliefert worden war.
Nach Zugabe der Tragersubstanz konnte die vollstdndige L6sung des Pulvers in die-
sem Gefal3 nur schwer beurteilt werden. Daraus ergibt sich die Konsequenz, dass

die applizierten Mengen Cyclopamin mdglicherweise geringer als die in den
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Versuchsansatzen kalkulierten Mengen waren. Die nach Inkubation mit Cyclopamin
erhobenen Messergebnisse sind demnach kritisch zu betrachten.

4.2.2 Steigerung der Apoptose- und Nekroseraten

Als zweiten Aspekt galt es zu klaren, ob die proliferationshemmende Eigenschaft von
Niclosamid bei aufsteigenden Konzentrationen und die im Vergleich zur unbehan-
delten Kontrolle verringerten Zellzahlen durch Apoptose und Nekrose bedingt waren.
Ein zytotoxischer Effekt mit vermehrten Apoptose- und Nekroseinduktionen nach
Behandlung mit Niclosamid konnte bereits fir andere Tumor-Zelllinien aufgezeigt
werden (Ren et al. 2010, Jin et al. 2010, Lu et al. 2011, Osada et al. 2011, Khanim et
al. 2011, Londono-Joshi et al. 2014, Ye et al. 2014).

Die in der FACS-Analyse mithilfe einer Annexin-/Propidiumiodid-Doppelfarbung
ermittelten Versuchsergebnisse zeigten einen dosisabhéangigen Anstieg des Anteils
apoptotischer und nekrotischer Zellen fur alle drei untersuchten Zelllinien (vgl. Kapitel
3.2). Bei Konzentrationen unterhalb des von uns ermittelten, zwischen 1-10 uM
liegenden therapeutischen Fensters schien Niclosamid eine rein zytostatische
Wirkung zu haben. So befanden sich bei 0,1 uM eingesetztem Medikament bei allen
Zelllinien noch Utber 90 % der Zellen in einem vitalen Stadium. Ab 1 uM Niclosamid
nahm der Anteil der vitalen Zellen jedoch ab. So waren bei MIA PaCa-2 hier bereits
15 % der Zellen in Apoptose und 6 % nekrotisch. Bei Panc-1 (4 % Apoptose, 5 %
Nekrose) und L3.6pl (4 % Apoptose und 5 % Nekrose) war dieser Effekt jedoch
deutlich schwacher. Am oberen Ende des therapeutischen Fensters bei 10 uM
befanden sich bei den drei Zelllinien 16-46 % der Zellen in Apoptose sowie 21-28 %
in Nekrose.

Andere Studien stlitzen diese Ergebnisse. So konnte auch an Prostatakarzinom-Zel-
len eine dosisabhangige Induktion der Apoptose und Nekrose durch Niclosamid mit
ahnlichen Werten ermittelt werden. Nach 24 Stunden Inkubation mit 1 uM Niclosamid
zeigten sich 5 % apoptotische und 9 % nekrotische Zellen, mit 10 uM Niclosamid
15 % Apoptose und 39 % Nekrose (Ren et al. 2010). Fir Mammakarzinom-Zellen
konnten nach 24 Stunden Inkubation 15 % (1,25 uM Niclosamid) bzw. 30 % (10 uM
Niclosamid) apoptotische Zellen gemessen werden (Ye et al. 2014). Zu einem
ahnlichen Ergebnis kam auch eine andere Studie bei der nach 24 Stunden
Inkubation mit 1,2 uM Niclosamid signifikant und 2,4 uM Niclosamid hochsignifikant
gesteigerte Apoptoseraten bei Prostata- und Mammakarzinom-Zellen erreicht wurden
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(Lu et al. 2011). Auch AML-Zellen zeigten nach 48 Stunden Inkubation mit
Niclosamid bei Konzentrationen von 1 uM eine Zunahme der Apoptoseraten auf
20 % und nach 72 Stunden Inkubation mit 1,5 pM Niclosamid eine Zunahme auf
80 % (Jin et al. 2010). Fir Zellen des MM konnte nach 48 Stunden Inkubation mit
3,5 UM Niclosamid eine Steigerung der Apoptoserate auf 40-80 % gemessen werden
(Khanim et al. 2011). Fur Zellen des kolorektalen Karzinoms im Vergleich zu
Fibroblasten aus dem menschlichen Tumorgewebe, Brustepithelgewebe und
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes konnte bereits gezeigt werden, dass
auch bei der Apoptoseinduktion Niclosamid selektiv auf Tumorzellen wirkt und dabei
normale Korperzellen ausspart. Auch nach 72 Stunden Inkubation zeigten die
gesunden Korperzellen erst ab hdheren Konzentrationen von 5-20 pM eine
vermehrte Apoptose von 1-30 %, wohingegen die kolorektalen Karzinomzellen bei
diesen Konzentrationen und Zeiten bereits zwischen 60-80 % in Apoptose waren
(Osada et al. 2011). Als Ursache fiir die Apoptoseinduktion wurde die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (Jin et al. 2010, Khanim et al. 2011) sowie ein Verlust
des mitochondrialen Membranpotentials und eine Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung diskutiert (Khanim et al. 2011).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Niclosamid sowohl zeit- als auch dosisab-
héngig zytotoxisch wirkt, indem es durch Apoptose und Nekrose den Zelltod bewirkt.
Die zytotoxische Wirkung tritt in der vorliegenden Dissertationsarbeit erst am oberen
Ende des therapeutischen Fensters (1-10 pM) auf. Eine Verlangerung der
Inkubationszeiten wirde jedoch wahrscheinlich auch bei geringeren Konzentrationen
zu einem solchen Effekt fuhren.

4.2.3 Zellzyklusarrest

Die antiproliferative und apoptoseinduzierende Wirkung von Niclosamid auf
Pankreaskarzinom-Zellen legte eine Zellzyklusanalyse unter Exposition von
Niclosamid nahe (vgl. Kapitel 4.1.1 und 4.1.2). Der Zellzyklus besteht aus der
M-Phase (Phase der mitotischen Teilung) und der Interphase, die sich wiederum in
die GO/G1-, S-, und G2-Phase gliedert. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann
anhand des unterschiedlichen DNA-Gehalts der Zellpopulationen eine Zuordnung zu
den verschiedenen Zyklusphasen vorgenommen werden. In der GO/G1-Phase
beginnen die Zellen zu wachsen und es liegt ein einfacher Chromosomensatz vor. In

der S-Phase wird durch die Replikation der Chromosomensatz verdoppelt. Danach
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folgt die G2-Phase als Vorbereitung auf die Mitose, an deren Ende wieder ein
einfacher Chromosomensatz vorliegt. Zusatzlich zu diesen Phasen gibt es noch Teile
der Zellpopulation, die sich in der subG1-Phase befinden. Diese Fraktion beinhaltet
Zellen, die sich in einem mittleren bis spaten Stadium der Apoptose befinden und
einen geringeren DNA-Gehalt aufweisen als die diploiden Zellen der GO/G1-Phase
(Lenz et al. 2007).

Der Anteil der Zellpopulation der subG1-Phase nahm bei MIA PaCa-2 mit steigenden
Konzentrationen signifikant zu. Bei Panc-1 lie3 sich eine Abnahme und bei L3.6pl
kein eindeutiger Trend erkennen. Im Vergleich zur Gesamtzellzahl nahm der Anteil
der subG1-Fraktion bei allen drei Zellinien auch bei  hdheren
Niclosamidkonzentrationen nur einen sehr geringen Anteil im niedrigen einstelligen
Prozent Bereich ein. Die Fraktionen der tbrigen Zellzyklusphasen verschoben sich
jedoch bei héheren Niclosamidkonzentrationen deutlich. So lie3 sich bei allen drei
Zelllinien ein signifikanter Abfall des Anteils der sich replizierenden Zellen in der
S-Phase beobachten. Der Anteil der Zellen in der G1-Phase stieg bei allen Zelllinien
zunachst an, was eine dosisabhangige Induktion des Zellzyklusarrestes bei geringen
Mengen von Niclosamid (0,1 puM bis 1 uM) vermuten lasst. Diese These wird von
anderen Studien gestlitzt. So konnten der Anteil von Prostatakarzinom-Zellen in der
G1-Phase nach 24 Stunden Inkubation von 47 % (DMSO-Kontrolle) auf 75 % (1 uM
Niclosamid) gesteigert werden (Ren et al. 2010) und bei Glioblastomzellen von 48 %
(DMSO-Kontrolle) auf 77 % (1 uM Niclosamid) (Wieland et al. 2013). Bei Zellen der
AML konnte kein Effekt von Niclosamid auf den Zellzyklus gemessen werden (Jin et
al. 2010). Bei héheren Dosen von 3 uM (MIA Paca-2) sowie 3 uM und 10 uM  (Panc-
1) Niclosamid kam es jedoch wieder zu einem signifikanten Abfall der
Populationsanteile an der G1-Phase im Vergleich zu den Kontrollzellen. Im
Gegensatz dazu stiegen diese bei L3.6pl weiter an. Die Anzahl der Zellen mit
einfachem Chromatin Gehalt in der G2/M-Phase zeigte bei MIA PaCa-2 fir
Konzentrationen bis 3 uM eine Ab-, bei Panc-1 eine Zunahme und bei L3.6pl keinen
eindeutigen Trend (vgl. Kapitel 3.3).

Die durchflusszytometrische Analyse deutet darauf hin, dass Niclosamid dosis-
abhangig einen GO0/G1-Zellzyklusarrest in Pankreaskarzinom-Zellen induziert. Die
Spitze dieses Arrestes lag bei Konzentrationen zwischen 0,1-3 uM. Diese Ergebnisse
decken sich mit einer verminderten Expression von Cyclin D1 bei gleichen Konzent-

rationen (vgl. Kapitel 3.5.1). Cyclin D1 reguliert im Zellzyklus den Ubergang von der
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G1-in die S-Phase (Wieland et al. 2013). Die Induktion von Apoptose war in der Zell-
zyklusanalyse durch die sich in der subG1-Phase befindlichen Zellfraktionen nach-
weisbar. Dieser Effekt war aber sehr viel geringer ausgepragt, als die vorstehenden
Versuche der FACS-Analysen hatten vermuten lassen.

4.2.4 Einfluss auf das Migrationsverhalten

Initial entwickelt sich und wéachst das Pankreaskarzinom als umschriebener Tumor.
Dieser beginnt dann jedoch relativ rasch, sich metastatisch in die umliegenden Ge-
webe und systemisch auszubreiten. Dieser Prozess ist in 90 % der Falle fir den Tod
des Patienten verantwortlich (DiMagno et al. 1999). Dabei korreliert die Beweglichkeit
und das Migrationsverhalten der Zellen mit der Befahigung Metastasen auszubilden
(Partin et al. 1989).

Mit Hilfe eines Transwell-Migrationsassays mit modifizierter Boyden-Kammer wurde
die Wirkung von Niclosamid auf die Migrationskapazitat der Pankreaskarzinom-Zell-
linien und damit den Einfluss auf deren metastatisches Potential untersucht. Die
migrierenden Zellen bendtigen in diesem In vitro-Ansatz einen chemotaktischen Gra-
dienten, um die Poren der Membran zu tberwinden. Daflr wurden die Zellen in Kul-
turmedium ohne FCS gehalten und in den unteren Teil der Boyden-Kammer Kultur-
medium mit 10 % FCS gegeben. Die Ergebnisse der Zellmigration durch die Poren
der Boyden-Kammer zeigten einen inhibitorischen Effekt von Niclosamid auf die
Metastasierung. Bereits eine Konzentration von 0,1 pM Niclosamid fihrte bei MIA
PaCa-2 zu einer signifikanten Verringerung der Anzahl migrierter Zellen auf 61 %
und bei Panc-1 auf 44 % im Vergleich zu unbehandelten Zellen, deren Migrationsrate
als Kontrolle auf 100 % gesetzt wurde. Bei Steigerung der applizierten Menge
Niclosamid zeigte sich eine weitere kontinuierliche Abnahme der Zellmigration. Bei
Einsatz von 10 uM Niclosamid migrierten so gut wie keine Zellen mehr durch die
Membran (MIA PaCa-2 3 %, Panc-1 17 %) (vgl. Kapitel 3.4). Zusammengenommen
lieBen diese Ergebnisse vermuten, dass Niclosamid bereits in sehr niedrigen Kon-
zentrationen die Migration von Pankreaskarzinom-Zellen inhibiert. Im Bereich des
therapeutischen Fensters zwischen 1-10 uM (vgl. Kapitel 3.1) war die Migrations-
fahigkeit bereits nahezu vollstdndig aufgehoben. Einen vergleichbaren Effekt hatte
Niclosamid auch auf Mammakarzinom-Zellen mit einer Abnahme der Migrationsrate
auf 65 % (1,25 uM) bzw. 20 % (5 uM) nach 24 Stunden Inkubation (Ye et al. 2014).
Weiterhin konnten Zellen des kolorektalen Karzinoms um mehr als 50 % in ihrer
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Migrationsrate nach 24 Stunden Inkubation mit 1 uM Niclosamid herabgesetzt wer-
den (Sack et al. 2011).

Die L3.6pl-Zelllinie konnte, obwohl in der Literatur als hoch metastatisch beschrieben
(Bruns et al. 1999), auch unter Einsatz verschiedenster Chemokine und Veranderung
aller Parameter (vgl. Kapitel 3.4) nicht zur Migration gebracht werden. So wurde die
Anzahl der ausplattierten Zellen von 2x10* schrittweise bis 2,5x10° gesteigert. Auch
eine Verlangerung der Inkubationsdauer von 24 Stunden bis hin zu 6 Tagen brachte
keinen Erfolg. Sogar unter Einsatz der chemotaktisch wirkenden Substanzen Fibro-
nectin (100 ng/ml) und VEGF (50 ng/ml) konnten keine Migrationsbewegungen
beobachtet werden. Weiterhin wurden die Zellen 24 Stunden vor dem Aussahen in
ein Kulturmedium mit nur 1 % FCS umgesetzt, um einen verstarkten Effekt des
Serumgradienten zu bewirken. Um weitere Fehlerquellen ausschieBen zu kénnen,
wurden verschiedene Nahrmedien (RPMI-1640, DMEM-F12) und verschiedene
Passagen der Zelllinie verwendet. Da die Migrationsrate der Zellen nicht nur ver-
ringert war, sondern Uberhaupt keine Zellen die Membran passierten, muss auch ein
Missverhaltnis zwischen der GréBe der Zellen zu dem der Poren in Betracht gezogen
werden. Hierbei ist anzumerken, dass die verwendete Porengré3e von 8 uM aus-
reichend fUr die Migration der Zellen sein sollte. Dies wurde von anderen Arbeits-

gruppen mit &hnlichem Versuchsaufbau bereits gezeigt (Bruns et al. 1999).

Insgesamt konnte ein umgekehrt proportionaler Zusammenhang zwischen Niclo-
samidkonzentration und Migration der Pankreaskarzinom-Zelllinien MIA PaCa-2 und
Panc-1 beobachtet werden. Eine Minderung der Migrationsfahigkeit zeigte sich be-
reits in relativ geringen Konzentrationen und schien somit ein sensitiver Marker fir

die Wirkung des Medikaments auf das metastatische Wachstum des Tumors zu sein.

4.3 Einfluss von Niclosamid auf den Wnt-Signalweg

Ein zentraler Fokus der vorliegenden Arbeit richtete sich auf die Frage, ob es durch
die Inkubation mit Niclosamid zu Veranderungen des Wnt-Netzwerkes in Pankreas-
karzinom-Zellen kommt. Hierfir wurden veradnderte Expressionen einiger ausge-
wahlter Wnt-Komponenten unter Niclosamid-Einwirkung in der gRT-PCR nach-
gewiesen. Die Pankreaskarzinom-Zelllinien wurden entsprechend den vorherigen
Versuche mit Niclosamid behandelt und die konzentrationsabhangige
transkriptionelle Expression der Zielgene des kanonischen Wnt-Signalweges Axin2,
MMP7 und Cyclin D1 sowie des Wnt-Co-Aktivators BCL9 in der gRT-PCR aufge-
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zeigt. Es wurde bereits mehrfach beschrieben, dass der Wnt-Signalweg eine
bedeutende Rolle bei der Entstehung des Pankreaskarzinoms spielt (Giles et al.
2003, Li Y-J et al. 2005, Zeng et al. 2006, Pasca di Magliano et al. 2007, Lu et al.
2011). Auch gibt es Hinweise, dass eine gezielte Blockade des Wnt-Signalweges
eine Verringerung der Proliferation sowie Induktion der Apoptose bei Pankreas-
karzinom-Zellen zur Folge hat (Pasca di Magliano et al. 2007). Weiterhin konnte
bereits gezeigt werden, dass Niclosamid eine zytotoxische Wirkung auf Pankreas-
karzinom-Zellen hat (vgl. Kapitel 3.2). Moglicherweise hat Niclosamid auch einen
inhibitorischen Effekt auf die Komponenten des Wnt-Signalweges im Pankreas-
karzinom. Diese These wird durch die bereits aufgezeigte Beeinflussung des Wnt-
Signalweges durch Niclosamid in anderen soliden Tumoren gestitzt (Chen et al.
2009, Lu et al. 2011, Osada et al. 2011, Sack et al. 2011, Londono-Joshi et al. 2013,
Wang Y et al. 2013, Wieland et al. 2013, Arend et al. 2014, Londono-Joshi et al.
2014 Ono et al. 2014).

Wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben, zeigte sich bei allen drei Zelllinien eine dosis-
abhangige Expressionsabnahme der kanonischen Wnt-Komponenten unter Einsatz
von 0,1 pM bzw. 1 pM Niclosamid. Besonders die Inhibierung des Wnt-Zielgens
Cyclin D1 scheint interessant, da hierdurch neben der Unterdriickung des Zell-
wachstums auch ein verbessertes Ansprechen vieler Chemotherapeutika auf das
Pankreaskarzinom vermutet wird (Kornmann et al. 1999). AuBBerdem korreliert eine
verminderte Expression von Cyclin D1 mit den in der Zellzyklusanalyse gemachten
Beobachtungen (vgl. Kapitel 3.3). Als Zellzyklusprotein vermittelt Cyclin D1 den
Ubergang von der GO/G1-Phase in die S-Phase. Eine Blockade von Cyclin D1
kénnte also einen konzentrationsabhéangigen Eintritt der Zellen in den Zellzyklus-
arrest erklaren (Sherr 1996, Wieland et al. 2013). Nach 24 Stunden Inkubation mit
Niclosamid konnte fiir MIA PaCa-2 eine signifikante Expressionsminderung ab einer
Konzentration von 10 uM erreicht werden. Bei Panc-1 war diese bei einer Dosis von
1 uM und bei L3.6.pl bereits bei einer Dosis von 0,1 yM nachweisbar. Bei beiden
Zelllinien stieg die Expression von Cyclin D1 bei 10 uM Niclosamid jedoch wieder an.
Ahnliche Effekte von Niclosamid konnten auch bei Mammakarzinom-Zellen
beobachtet werden (Wang Y et al. 2013). Auch auf Proteinebene konnte dieser
Effekt bereits bestatigt werden (Lu et al. 2011, Wieland et al. 2013). Diese
Ergebnisse kdnnten hinweisend auf einen antiproliferativen Effekt von Niclosamid auf

Pankreaskarzinom-Zellen durch die Blockade von Cyclin D1 sein.
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Eine vermehrte Expression von Axin2 gilt als Indiz fir einen aktivierten Wnt/3-
Catenin-Signalweg in Zellen. Obwohl Axin2 als Teil des Degenerationskomplexes
inhibitorisch auf B-Catenin wirkt, korreliert die Expression positiv mit der Aktivitat des
kanonischen Wnt-Signalweges (Yan et al. 2001). Auf Proteinebene konnte eine
hemmende Wirkung auf die Axin2-Expression unter Niclosamidinkubation mit Kon-
zentrationen von 0,3-2,4 uM fir 24 Stunden beobachtet werden (Lu et al. 2011). In
der vorliegenden Arbeit konnte mit Konzentrationen in diesem Bereich ein &hnlicher
Effekt erzielt werden. Fir Panc-1 lie3 sich dabei eine signifikante Reduktion der
Expression bei 0,1 uM und 1 pM Niclosamid und flur L3.6pl bei 1 uM und 10 pM
sehen. MIA PaCa-2 allerdings zeigte keine augenfélligen Verénderungen (vgl.
Kapitel 3.5.1). Niclosamid hat demnach eine Uberwiegend hemmende Wirkung auf
diese Komponente des kanonischen Wnt-Signalweges in Pankreaskarzinom-Zellen.

Ein Expressionsriickgang von MMP7 lie3e sich mit den in den Versuchen beobach-
teten, durch Niclosamid gesteigerten Apoptoseraten korrelieren. MMP7 beeinflusst
die Tumorformation, indem es selektiv die Expansion eines gegen apoptotische Sti-
muli resistenten gangartigen Epithels im Pankreaskarzinom férdert (Crawford et al.
2002). Ein signifikanter Expressionsrickgang konnte auch hier nur bei Panc-1 und
L3.6pl bei einer Konzentration von 1 pM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
erreicht werden (vgl. Kapitel 3.5.1). Die verminderte Expression von MMP-7 trat
demnach parallel zum Anstieg der Apoptoseraten bei Konzentrationen von bis zu
1 uM Niclosamid auf.

Weiterhin wurde die transkriptionelle Expression des Wnt-Co-Aktivators BCL9 unter-
sucht. Dieser ist in manchen Fallen der akuten lymphatischen Leukamie Uber-
exprimiert. Seine Funktion in soliden Tumoren bleibt jedoch weiterhin unklar (Brem-
beck et al. 2004). Er scheint jedoch eine Rolle fiir die Aktivierung von B-Catenin zu
spielen (Kramps et al. 2002). In den Versuchsreihen konnte lediglich fir MIA PaCa-2
eine signifikante Expressionsminderung unter Einsatz von 10 uM Niclosamid eruiert
werden. Die anderen beiden Zelllinien zeigten keinen eindeutigen Trend. Ruick-
schlisse auf die Wirkung von Niclosamid auf BCL9 lassen sich demnach nur fir MIA

PaCa-2 ziehen.

Generell konnte ein Expressionsriickgang der Komponenten des kanonischen Wnt-
Signalweges beobachtet werden. Dieser Effekt trat auf bei Konzentrationen von
0,1 uM und 1 uM appliziertem Niclosamid. Die Blockade dieses Signalweges kdme
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demnach als madglicher Ansatzpunkt fir die selektive inhibitorische Wirkung von
Niclosamid auf Pankreaskarzinom-Zellen in Betracht. Bei allen drei eingesetzten
Pankreaskarzinom-Zelllinien zeigte sich mit steigenden Applikationsmengen von
Niclosamid eine Expressionsminderung. Bei einer Dosis von 10 uM stieg die ge-
messene RNA-Expression jedoch wieder deutlich an. Wie zuvor gezeigt, befand sich
bei dieser Applikationsmenge von Niclosamid ein groBer Teil der Zellen bereits in
Apoptose und Nekrose (vgl. Kapitel 3.2). Dadurch vermehrt vorhandene unspezi-
fische Degradationsprodukte kénnten méglicherweise die Ergebnisse als Stérvariable

beeinflusst haben.

Ein Einfluss von Niclosamid auf den nicht-kanonischen Wnt-Signalweg wurde
anhand der beiden Marker c-jun und Wnt5a analysiert. Bei Wnt5a handelt es sich um
einen klassischen nicht-kanonischen Wnt-Liganden, dessen Expression im
Pankreaskarzinom dblicherweise gestért ist (Schwartz et al. 2009). Unklarheit
herrscht darlber, ob es zu einer vermehrten oder verminderten Expression im Ver-
gleich zu normalem Pankreas-Gewebe kommt (Crnogorac-Jurcevic et al. 2001,
Ripka et al. 2007). Seine exakte Rolle im Wnt-Signalweg, wie auch seine exklusive
Zuordnung zum nicht-kanonischen Wnt-Signalweg werden momentan noch
kontrovers diskutiert. Wahrscheinlich spielt Wnt5a weniger bei der Tumorentstehung,
sondern eher bei der Tumorentwicklung eine Rolle (Pukrop und Binder 2008).

Fir die Mia PaCa-2-Zellen zeigte sich eine signifikante Expressionserh6hung von
Whntb5a bei 1 pM Niclosamid und fur Panc-1 bei 10 uM. Fir beide Zelllinien lieB3 sich
jedoch kein konzentrationsabhangiger Effekt Gber alle Messwerte hinweg erkennen.
Bei L3.6pl konnten keine augenscheinlichen Expressionsverédnderungen von Wnt5a
ermittelt werden (vgl. Kapitel 3.5.2). C-jun, ein weiterer Marker flr den nicht-
kanonischen  Wnt-Signalweg, zeigte bei allen drei Zelllinien einen
konzentrationsabhdngigen Anstieg der Expression. Signifikante Werte wurden hier
jedoch hauptsachlich bei einer Konzentration von 10 uM erreicht. Diese Ergebnisse
mussen aufgrund der hohen Apoptoseraten bei dieser Niclosamid-Konzentration wie
zuvor erlautert, kritisch gesehen werden (vgl. Kapitel 3.5.2).

Neben den drei Pankreaskarzinom-Zelllinien wurden die Versuche auch mit HEK 293
durchgefihrt. Diese Zellen wurden bereits als Wnt-aktive Positivkontrolle far Wnt-
Gen-Nachweise in der PCR verwendet (vgl. Kapitel 2.1.6.4). In den durchgefihrten
Versuchen deckten sich die Ergebnisse der HEK 293-Zelllinie gréitenteils mit denen
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der Pankreaskarzinom-Zelllinien. Dies bestatigt die These, dass Niclosamid mutmalf3-
lich eine inhibitorische Wirkung Gber die Beeinflussung des Wnt-Signalwegs austibt.

4.4 Einfluss von Niclosamid auf den Hedgehog-Signalweg

Es ist bekannt, dass bei der Entstehung von Tumoren beteiligte Signalwege nicht fur
sich alleine stehen, sondern immer mit anderen Signalwegen verbunden sind und
sich gegenseitig beeinflussen (vgl. Kapitel 1.1). Somit wirken auch Inhibitoren wie
Niclosamid nicht exklusiv auf einen Signalweg. Ein Einfluss von Niclosamid auf den
Notch-Signalweg (Wang A et al. 2009) und den Wnt-Signalweg (Osada et al. 2011),
welche beide eine Rolle in der Entwicklung des Pankreaskarzinoms in soliden
Tumoren spielen, gilt als sehr wahrscheinlich (vgl. Kapitel 1.4). Letzteres konnte auch
durch die in dieser Arbeit durchgeflhrten Versuche bestatigt werden (vgl. Kapitel
3.5.1).

Aus der Literatur ist bekannt, dass neben diesen beiden Signalwegen auch der
Hedgehog-Signalweg eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Pankreas-
karzinoms spielt (Berman et al. 2003, Thayer et al. 2003, Kayed et al. 2004, Pasca di
Magliano et al. 2006, Morton et al. 2007). Die Expression der Hedgehog-
Komponenten SHH, SMO und Ptch1 ist im normalen Pankreasgewebe nicht nach-
weisbar. Im Gegensatz dazu kommt es wahrend der Tumorgenese des Pankreas-
karzinoms zu einem relativen Anstieg der Expression dieser Proteine (Pasca di
Magliano et al. 2006). Durch Einsatz von Cyclopamin, einem etablierten Inhibitor des
Hedgehog-Signalwegs, konnte bereits eine signifikante Expressionsabnahme der
Hedgehog-Zielgene Gli1, Gli2 und Ptch1 in Pankreaskarzinom-Zellen beobachtet
werden (Feldmann et al. 2007, Feldmann et al. 2008 b). Eine Reduktion der Expres-
sion von Ptch1 durch Niclosamid konnte fir Mammakarzinom-Zellen gezeigt werden
(Wang Y et al. 2013). Die fur die verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien beschrie-
bene Beeinflussung des Proliferationsverhaltens durch den Hedgehog-Inhibitor
Cyclopamin konnten in den zuvor beschriebenen Versuchen bestéatigt werden (vgl.
Kapitel 3.1). Ziel dieser Arbeit war es demnach aufzuzeigen, ob durch eine
Inkubation der Pankreaskarzinom-Zellen mit Niclosamid auch der Hedgehog-
Signalweg beeinflusst wird.

Flar die gRT-PCR-Versuche wurden in der vorliegenden Arbeit die Transkripte des
Liganden SHH, der Membranproteine Ptch1 und SMO sowie des Gli-Zinkfinger-
Transkriptionsfaktors Gli1 nachgewiesen. Der Ligand SHH schien bei MIA PaCa-2
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von Niclosamid unbeeinflusst, bis es unter Einsatz von 10 uM zu einem starken An-
stieg der Expression kam. Bei dieser héchsten eingesetzten Konzentration befand
sich jedoch ein groBer Anteil der Zellen bereits in Apoptose (vgl. Kapitel 3.2). Die
Expressionsaktivitdit von SMO ging mit Steigerung der Konzentrationen zuriick. Bei
den Transkripten von Pich1 und Gli1 hingegen konnte ein Anstieg der Aktivitat
beobachtet werden. Die mit Niclosamid behandelten Panc-1-Zellen zeigten eine
verminderte Expression von SMO bei 1 pM und 10 pM. Es lie3 sich jedoch kein
eindeutiger Effekt im Hinblick auf die mRNA-Expression fur SHH, Ptch1 oder Gli1
erkennen (vgl. Kapitel 3.5.3).

Die unabhangig voneinander durchgefihrten Experimente zeigten teilweise sehr
hohe Standardabweichungen, und es lie3en sich keine eindeutigen Trends hinsicht-
lich eines modulierenden Effektes von Niclosamid auf die Zielgene des Hedgehog-
Signalweges erkennen (vgl. Kapitel 3.5.3). Eine groBe Variabilitdt im Ansprechen
verschiedener Pankreaskarzinom-Zellen auf eine Therapie mit Cyclopamin wurde
auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet (Thayer at al. 2003, Feldmann et al.
2007). Auch das Vorhandensein von Subklonen mit abweichend starker Hedgehog-
Aktivitat und damit unterschiedlicher Beeinflussung durch Cyclopamin wird vermutet
(Feldmann et al. 2007). Mdglicherweise treten ahnliche Effekte auch bei der Be-

handlung mit Niclosamid auf und erklaren damit die beobachteten Ergebnisse.

4.5 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte dargelegt werden, dass Niclosamid eine
konzentrations- und zeitabhangige inhibitorische Wirkung auf Pankreaskarzinom-
Zelllinien hat. Dabei stellte sich heraus, dass ein therapeutisches Fenster in einem
Bereich von 1-10 uM besteht. In diesem werden Tumorzellen, aber kaum normale
Korperzellen beeinflusst. Die verminderte Proliferation konnte zum einen auf den
induzierten Zellzyklusarrest und zum anderen auf eine Steigerung von Apoptose und
Nekrose in den behandelten Zellen bei Dosierungen von 10 pM zurlckgefihrt
werden. Darlber hinaus wurde bereits in geringen Konzentrationen die Migration der

Zellen signifikant gehemmt.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Niclosamid ein potentieller Inhibitor des
kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweges in Pankreaskarzinom-Zellen ist. Dies
konnte in der PCR anhand der konzentrationsabhangigen Expressionsminderung der
Gene fir die Signalkaskade wichtiger Proteine aufgezeigt werden. Diese Blockade

75



kénnte unter anderem ursachlich fur die oben beschriebenen wachstums-
hemmenden Effekte von Niclosamid sein. Hierbei ist anzumerken, dass Niclosamid
auch auf andere Signalwege Einfluss nimmt. Somit kann die Wnt-Blockade nur als
Bestandteil, nicht aber als exklusiver Ausléser der inhibitorischen Wirkung
angesehen werden. Eine hemmende Wirkung auf den nicht-kanonischen Wnt-
Signalweg konnte indes nicht nachgewiesen werden, da es im Bereich des
therapeutischen Fensters (1-10 uM) zu keiner eindeutigen Zu- oder Abnahme der
Expression kam. Auch ein Effekt von Niclosamid auf den Hedgehog-Signalweg

konnte nicht eindeutig bestatigt werden.

Mit der hier vorliegenden Arbeit konnte demnach die These bestétigt werden, dass
Niclosamid das Wnt-Netzwerk in Pankreaskarzinom-Zellen beeinflusst. Die Blockade
dieser Signalkaskade geht einher mit einer Proliferationshemmung, Zellzyklus-
blockade, vermehrter Apoptose und Nekrose sowie einer verminderten Migrations-
rate. Diese Ergebnisse suggerieren, dass Niclosamid ein vielversprechender
Therapieansatz zur Behandlung von Pankreaskarzinomen mit UbermaBiger
Aktivierung des Wnt-Signalweges sein kdnnte. Hierbei reihen sich die erhobenen
Daten in die Ergebnisse anderer Forschungsgruppen ein. So konnten flr eine
Vielzahl anderer Tumore bereits &hnliche inhibitorische Effekte unter Inkubation mit
Niclosamid erreicht werden (vgl. Kapitel 1.4). Auch konnten neben dem Wnt-
Signalweg andere Signalkaskaden wie der Notch- (Wang A et al. 2009), der STAT3-
(Ren et al. 2010), der mTOR1- (Balgi et al. 2009, Fonseca et al. 2012) sowie der NF-
uB-Signalweg (Jin et al. 2010) als mdgliche Angriffspunkte von Niclosamid
aufgezeigt werden. Eine Untersuchung der Niclosamid-Wirkung auf weitere, fir die
Entstehung des Pankreaskarzinoms wichtige Signalwege, diirfte ein interessanter
Ansatz zukinftiger Forschungsaktivitaten sein.

Um die In vitro-Ergebnisse dieser Forschungsarbeit zu bestatigen, bedarf es zudem
im n&chsten Schritt einer Untersuchung der hemmenden Wirkung von Niclosamid auf
das Tumorwachstum im Tiermodell. Ein Effekt von Niclosamid in Tiermodellen mit
xenotransplantierten Mausen konnte bereits fur die AML (Jin et al. 2010), das kolo-
rektale Karzinom (Osada et al. 2011), das Bronchialkarzinom (Li R et al. 2013), das
Glioblastom (Wieland et al. 2013), das Ovarialkarzinom (Yo et al. 2012) sowie das
Mammakarzinom (Londono-Joshi et al. 2014) gezeigt werden.
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Um als Anthelmintikum bei Caestodenbefall zu wirken, wird eine einmalige orale
Dosis von 2 g verabreicht. Dies fuhrt zu einem Serumplasmaspiegel von 0,76-
18,35 uM. Dieser befindet sich im Bereich der fur die In vitro-Versuche verwendeten
Konzentrationen. Die groBe Spanne des Serumplasmaspiegels ist der individuell
sehr unterschiedlichen Absorptionsrate von Niclosamid geschuldet (Andrews et al.
1982). Dies kdnnte zu uneinheitlichen Effekten auf Tumore in klinischen Studien
fihren (Li Y et al. 2014). Die niedrige orale Bioverflgbarkeit fiihrt zwar zu einer guten
Vertraglichkeit (Andrews et al. 1982), gleichzeitig mussten aber Versuche mit einer
gut absorbierbaren Form von Niclosamid vorangestellt werden, um verlassliche

Schlisse in Bezug auf eine Krebstherapie ziehen zu kénnen (Li Y et al. 2014).

Niclosamid scheint demnach ein vielversprechender Ansatz fir die Behandlung von
Tumorerkrankungen zu sein. Ein Effekt auf Tumorzellen in vivo und in vitro konnte in
zahlreichen Studien nachgewiesen werden. Es bedarf jedoch weiterer Analysen, um

die genauen molekularen Wirkungsmechanismen besser zu verstehen.
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5 Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom ist eine der aggressivsten Krebsarten mit einer extrem
schlechten Prognose fir die Patienten (Robert Koch-Institut 2012). Der Entwicklung
neuer Substanzen fir die Therapie wird eine groBe Bedeutung zur Verbesserung der

Behandlungsergebnisse zugesprochen (Li D et al. 2004).

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war, die Wirkung des fir die Behandlung von
Bandwurminfektionen eingesetzten Anthelmintikums Niclosamid auf verschiedene

Pankreaskarzinom-Zelllinien zu untersuchen.

Die humanen Pankreaskarzinom-Zelllinien (MIA PaCa-2, Panc-1 und L3.6pl) wurden
mit aufsteigenden Konzentrationen des Medikaments Niclosamid flr 24 Stunden be-
handelt (0,1; 1; 3; 10; 30 uM, Inkubation in RPMI-1640-Medium). Nachfolgend
wurden die vitalen Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Mit Hilfe einer
modifizierten Boyden-Kammer wurde die Migration der Zellen durch eine pordse
Membran (PorengréBe 8 um) untersucht. FACS-Analysen nach Farbung mit Annexin
und Propidiumiodid dienten zur Bestimmung der Apoptose- und Nekroserate sowie
zum Nachweis der Veranderungen im Zellzyklus. Um Effekte von Niclosamid auf die
Signaltransduktion aufzuzeigen, wurden gRT-PCR-Analysen ausgewahlter Wnt- und

Hedgehog-Zielgene durchgeflhrt.

Bereits eine Konzentration von 3 pM Niclosamid flhrte zu einer signifikanten
Reduktion der vitalen Zellen in allen drei Zelllinien. Bei MIA PaCa-2 und Panc-1
konnte sogar ab 0,1 uM Niclosamid eine signifikante Abnahme der Zellzahl
beobachtet werden (MIA PaCa-2 auf 48 % und Panc-1 auf 55 %); p<0,05. AuBBerdem
konnte bei einer Konzentration von 0,5 uM eine Inhibition der Zellmigration in MIA
PaCa-2 auf 28 % und Panc-1 auf 27 % des Ausgangswertes gezeigt werden.

In der FACS-Analyse zeigte sich bei Konzentrationen von 1 uM (Panc-1) und 10 pM
(MIA PaCa-2 und L3.6pl) Niclosamid eine signifikante Zunahme der apoptotischen
und nekrotischen Populationsanteile. Weiterhin konnte eine dosisabhangige Induk-
tion des Zellzyklusarrestes bei Konzentrationen zwischen 0,1-1 uM beobachtet wer-
den. Signifikante Effekte auf die Expression der Wnt-Zielgene fanden sich bei allen
drei Zelllinien. So kam es bei mit Niclosamid behandelten Zellen zu einem Riickgang
der Expression der kanonischen Wnt-Komponenten Axin2 und MMP7 (Panc-1,
L3.6pl), Cyclin D1 (MIA PaCa-2, Panc-1, L3.6pl) und BCL9 (MIA PaCa-2). Eine ein-
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deutige Beeinflussung der Komponenten des nicht-kanonischen Wnt-Signalweges
(c-jun, Wnt5a) und des Hedgehog-Signalweges (SHH, SMO, Ptch1, Gli1) konnte

nicht ermittelt werden.

Niclosamid hatte demnach mindestens drei verschiedene Wirkmechanismen: Es
hemmte die Zellproliferation und Migration, férderte die Apoptose und Nekrose und
bewirkte einen Zellzyklusarrest der Pankreaskarzinom-Zellen. AuBerdem konnte mit
der PCR der hemmende Einfluss von Niclosamid auf den kanonischen Wnt-
Signalweg, einen der wichtigsten Signalwege in der Entwicklung des
Pankreaskarzinoms, aufgezeigt werden. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in
Niclosamid ein neuer Inhibitor des Wnt-Signalweges in Pankreaskarzinom-Zelllinien

identifiziert werden konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation berechtigen mdoglicherweise zur
Annahme, dass Niclosamid zukinftig eine aussichtsreiche chemotherapeutische
Substanz zur Behandlung des Pankreaskarzinoms darstellen kénnte.
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6 Summary

Pancreatic cancer is one of the most aggressive malignancies, carrying an extremely
poor prognosis for patients (Robert Koch-Institut 2012). The development of new
therapeutic agents is considered highly significant in improving clinical outcomes (Li
D et al. 2004).

Here we evaluate the inhibitory effects of niclosamide, an anthelmintic drug used for

the treatment of tapeworm infections, on various pancreatic cancer cell lines.

Human pancreatic cancer cell lines (MIA PaCa-2, Panc-1 and L3.6pl) were treated
for 24 hours with various concentrations of niclosamide (0.1, 1, 3, 10, 30 uM,
incubation in RPMI-1640-Medium) and vital cells were counted afterwards. A
modified Boyden chamber was used to assess migration of the different cells across
the porous membranes (pore size 8 um). Following annexin and propidium iodide
staining, FACS analysis was used to determine apoptotic and necrotic cell death and
effects on the cell cycle. We then used gRT-PCR analyses of specific Wnt and
Hedgehog target genes to elucidate possible effects of niclosamide on the signal

transduction.

Incubation in niclosamide concentrations as low as 3 uM resulted in significant
reduction in the number of vital cells in all three pancreatic cancer cell lines. In
human MIA PaCa-2 and Panc-1 even the lowest concentration (0.1 uM) had a
significant inhibitory effect on the relative cell number (MIA PaCa-2 to 48 % and
Panc-1 to 55 %); p<0.05. We were also able to demonstrate that niclosamide
inhibited cell migration in MIA PaCa-2 to 28 % and Panc-1 to 27 % at a concentration

of 0.5 uM when compared to the untreated control.

FACS analysis showed that 1 uM (Panc-1) and 10 uM (MIA PaCa-2 and L3.6pl) of
niclosamide significantly increased necrotic and apoptotic cell populations. Flow
cytometric analysis also revealed a dose dependent G0O/G1 phase arrest at concen-
trations between 0.1-1 uM. Significant effects on the gene expression of Wnt-
signaling targets were found in all three cell lines. Treated cells showed decreased
expression for components of the canonical Wnt-pathway Axin2 and MMP7 (Panc-1,
L3.6pl), Cyclin D1 (MIA PaCa-2, Panc-1, L3.6pl) and BCL9 (MIA PaCa-2). A distinct
impact on the non-canonical Wnt- (c-jun, Wnt5a) and Hedgehog- (SHH, SMO, Ptch1,

Gli1) members could not be identified.
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Niclosamide worked in at least three ways: it inhibited pancreatic cancer cell
proliferation and migration, it promoted cell necrosis and apoptosis, and it caused a
GO0/G1 cell cycle arrest. Using real time PCR, we also showed the ability of
niclosamide to modulate the canonical Wnt-pathway, which is known to be one major
signaling pathway involved in pancreatic tumorgenesis. In summary, niclosamide
could be identified as an inhibitor of the Wnt-pathway in human pancreatic cancer

cells.

The results of this dissertation may possibly justify the assumption that niclosamide
may have the potential as a promising chemotherapeutical agent for the treatment of

human pancreatic cancer in near future.
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