Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik Il
der Universitat Wiirzburg

Direktor: Prof. Dr. med. Hermann Einsele

Der Einfluss der Wnt-Modulatoren Quercetin und Lithiumchlorid auf die Expression

von Somatostatinrezeptoren und CXCR4 in Zelllinien neuroendokriner Tumoren

Inauguraldissertation

zur Erlangung der Doktorwiirde der

Medizinischen Fakultit

der

Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von

Melissa Edith Renate Peschka

aus Aschaffenburg

Wiirzburg, Januar 2023



Referent: Prof. Dr. med. Michael Scheurlen

Korreferent bzw. Korreferentin: Priv. Doz. Dr. med. Rudolf Werner

Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Prifung:  04.08.2023

Die Promovendin ist Arztin



Inhaltsverzeichnis

1.

2.

BINIEIUNG .. 1
1.1. Neuroendokrine Neoplasien ............coooeiiiiiiiiiiini e 1
111, EpIdemiolOgie .....coooiiiiiiiiiiiieee e 1
1.1.2. KIGSSIfIKAtON .....ceiiiiiiiiiiiee s 1
11,3, DIAGNOSE.....eiiiiiieeeieeeee et 2
1.1.4.  Klinische Prasentation ... 2
S R T I 0T =T o = 3
1.1.6. Rezeptorexpression der GEP NET/NEC .......c.cccccoeiiiiiiiiiiiiiinns 5
1.1.7.  Somatostatinrezeptoren...............eceoiiiiie e 5
1.1.8.  CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4..........ccoeeeeeiieeeeeiiceee e 6
1.2, WNE-SIGNaIWEG....coeiiiiiiiiiiieeeee e 7
1.2.1.  Die Wnt-SignaltransduKtion .............ccccuuviiiiiiiiiiii s 7
1.2.2. Wnt-Aktivierung bei malignen Erkrankungen und GEP-NET......... 8
1.3.  Der Wnt-Inhibitor Quercetin ... 9
1.4. Der Wnt-Aktivator Lithiumchlorid ... 10
1.5.  Zielsetzung der Arbeit...... ..o 10
Material und MethOdEN ..........uuiiiiiiiiiiii e 12
2.0 MAEIIAN e 12
200, GEIAE ... 12
2.1.2.  Verbrauchsmaterialien.............cccooiiiiiiiiiii s 14
213, ChemiKalien ... 15
214, FertigSalZe .....cooiiiiiiiiiiie e 17
2.1.5.  StandardlOSUNGEN........coooi i 18



2.1.6.  ANLKOIPE ... 19

217, ENZYME .. 21
218, ZEllNIEN ..o 21
2.2. Versuchsaufbau............oooiiiii 21
220, ZElKURUL oot 21
222, ZellIZBNIUNG ....eoieieiie e 22
223, ZEllNIEN ..o 22
2.24.  ZellKURUrVersuChe. ... 22
2.3. Real-Time quantitative Polymerase-Kettenreaktion..................cc........ 23
2.3.1. Aussaatund Ernte der Zellen ...........cccuveieiiiis 23
2.3.2. RNA-ISOIAtION....coiiiiiiieieie e 23
2.3.3. RNA-MESSUNG ..cooiiiiiiiiiiiii ittt 23
2.3.4. CDNA-SYNtheSe ......coooiiiiiiii s 23
2.3.5.  Housekeeping-Gen..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 24
2.3.6. Real-TIime-PCR ... 24
2.4. SDS-Page und Western Blot .............ooeeiiiiiiiiiiiiieee 25
24.1. Aussaatund Ernte der Zellen ... 25
2.4.2. Proteinbestimmung mit Bicinchoninsaure (BCA)..........ccccccccee. 26
2.4.3. Vorbereitung der Gele und Gelelektrophorese........................... 26
2.4.4. Elektroblot und BIOCKEN ..ottt 27
2.4.5.  Farbung und Entwicklung ..........cccciiiiiiiiiiis 27
2.4.6. Beta-Actin FArbung.........oooiiiiiiii e 28
2.5,  Immunhistochemie. ... 28
2.51. Aussaatund Erte der Zellen ...........cccoveeiiiiis 28
2.5.2.  ZYLOSPINS oo 28

2.5.3. F AN .o 28



2.5.4. Mikroskopie und Fotografie ...........ccccuuimiiiiiiiis 30

2.6. Statistische AUSWEMUNG........ccuuuiiiiiiiiiiiiei e 30
3. Ergebnisse ... 31
3.1.  Effekt einer Wnt-Modulation auf Somatostatinrezeptoren .................. 31
3.1.1.  Effekt von Quercetin auf die SSTR..........cccoiiiiiiiieiieeeee 31
3.1.2.  Effekt von Lithiumchlorid auf die SSTR ...........ccccoiiiiiiiiee 35

3.2. Effekt einer Wnt-Modulation auf CXCR4 ... 37
3.2.1.  Effekt von Quercetin auf CXCR4 ...........oooiiiiiiiiiie e 37
3.2.2.  Effekt von Lithiumchlorid auf CXCR4 ...........cooiiiiiiiiieeeeee 39

4. DISKUSSION ... 41
4.1, MethodendiSKUSSION .........cccouiiiiiiiiiieiie e 42
4.2. Diskussion der ErgebnisSSe ............ueuieiiiiiiiiiiiiiii 44
4.21. Einfluss der Wnt-Modulation auf die SSTR ...........cccccoeiiiiiiiinns 44
4.2.2. Einfluss der Wnt-Modulation auf CXCR4............ccccceiiiiiiiiiiinns 46
4.2.3. Einordnung des Effekts von Quercetin............cccccciiiiinns 47
4.2.4. Einordnung des Effekts von Lithiumchlorid................ccccoiiiiis 49
4.2.5. Einordnung der Ergebnisse ............cccuuiiiiiiiiiis 51

5. ZUSAMMENTASSUNG......uuiiiiiiiiiiiiiiii i a e e e 53
6. LiteraturverzeiChnis ..............eeeiiiiiiiiii e 54
| ADKUrZUNGSVEIZEICANIS .....ccciiiiiiiieee e 1

[ ADDIlAUNGSVEIrZEICNNIS ..o 1

[l TabelleNVerzeiChNISs ........ooooii i 3

[V DANKS@QUNG ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e 5



1. Einleitung

1.1. Neuroendokrine Neoplasien

Neuroendokrine Neoplasien (NEN) sind eine heterogene Gruppe epithelialer
Neubildungen, die in verschiedenen Organen des menschlichen Koérpers auftreten
kénnen. Sie entwickeln sich aus den Zellen des neuroendokrinen Systems und
unterscheiden sich je nach Lokalisation und Biologie stark in Genese, Pathologie, Klinik,
Dignitat und Prognose (Kim and Hong 2016). Zwei Drittel aller NEN entstehen im
Gastrointestinaltrakt und Pankreas. Dies sind die Gastroenteropankreatischen
Neuroendokrinen Neoplasien (GEP NEN) (Uccella, Sessa, and La Rosa 2015).

1.1.1. Epidemiologie

In den letzten drei Jahrzehnten ist eine standig steigende Pravalenz und Inzidenz der
NEN zu verzeichnen. Durch verbesserte Diagnostik und veranderte Diagnosekriterien
(Uccella, Sessa, and La Rosa 2015) lasst sich die Gesamtpravalenz aller NEN
mittlerweile auf 35/100.000 Einwohner beziffern. Die jahrlichen Inzidenz liegt bei
5,25/100.000 Einwohner. Abhangig von Differenzierungsgrad, Lokalisation und
Ausbreitung des Tumors liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen 14% und 93% (Yao
et al. 2008).

1.1.2. Klassifikation

Die Weltgesundheitsorganisation verdffentlichte 2010 Uberarbeitete Kriterien zur
Klassifikation und Diagnostik von GEP NEN. Danach erfolgt eine Einteilung durch die
Einschatzung des histologischen Differenzierungsgrades der Mitoserate und der
Proliferationsrate anhand des Ki67-Index (Uccella, Sessa, and La Rosa 2015). Dieser
zeigt Uber eine Farbung des Proteins Ki67 die mitosefahigen Zellen ab Mitte der G1-,
der S- und der G2-Phase (Garg et al. 2019).

Man unterscheidet die gut differenzierten G1 Tumoren mit niedrigem Proliferationsgrad
und einem Ki67-Index von unter 2% und den gut differenzierte G2 Tumoren mit einem
héheren Proliferationsgrad und einem Ki67-Index zwischen 2 und 20%. G3 Tumoren
mit einem Proliferationsgrad und einem Ki67-Index von mehr als 20 werden als
neuroendokrinen Karzinomen (NEC) bezeichnet. Bei Letzteren handelt es sich um
hochproliferative (Ki67-Index >20%), schlecht differenzierte, klein- oder grofzellige

Tumoren (Uccella, Sessa, and La Rosa 2015). Der hohe Proliferationsgrad und die



schlechte Differenzierung gehen mit einer schlechten Prognose einher (Rinke and Gress
2017). Allerdings hat diese Klassifikation Schwachen. Es scheint Tumorsubgruppen zu
geben deren Prognose nicht adaquat eingeschatzt werden kann. Es fehlen zusatzliche
molekularbiologische Marker, welche die bessere Charakterisierung der heterogenen

Tumorgruppe von G3-NEN ermdglichen (Uccella, Sessa, and La Rosa 2015).

1.1.3. Diagnose

Die Diagnostik eines Gastroenteropankreatischen Neuroendokrinen Tumors (GEP NET)
umfasst, abhangig von der klinischen Prasentation, spezifische laborchemische
Untersuchungen, die Detektion der Tumorlokalisationen (Staging) und die
histopathologische Aufarbeitung von Biopsie- bzw. Tumormaterial. Lokalisation und
Ausdehnung des Tumors werden durch verschiedene bildgebende Verfahren ermittelt.
Zu nennen ist die Sonographie des Abdomens, die Endoskopie und Endosonographie,
die kontrastmittel-verstarkte Computertomographie und Kernspintomographie (A. Rinke,
2014) sowie bei gut differenzierten Tumoren die Positronenemissionstomographie (PET)
in Form der Gallium 68 markierten DOTA(0)-Phe(1)-Tyr(3)-octreotid ([**Ga]Ga-
DOTATOC) PET. Das Verfahren funktioniert Gber die bildliche Darstellung der Bindung
eines Tracers an die Oberflache der NEN (Kjaer and Knigge 2015).

Die Diagnose eines NET wird histologisch aus einer Gewebeprobe gesichert. Dabei
muss der Differenzierungsgrad des Tumors durch Immunfarbungen der
Proliferationsmarker Ki67 oder M1B1/MIBI bestimmt werden (Grading). Zuséatzlich
erfolgen Farbungen zur Detektion der neuroendokrinen Markerproteine Chromogranin
A, Synaptophysin, CD56, Serotonin (A. Rinke, 2014) und von Lokalisationsmarkern wie
TTF-1, CDX2 und Islet-1 (Srivastava and Hornick 2009).

Weiter wird der SSTR2-Rezeptorstatus bestimmt. Es kénnen auch Untersuchungen zur
Darstellung einer Expression spezifischer Hormone folgen. Bei Diagnosestellung sollte
aulerdem die Bestimmung der Tumormarker Chromogranin A und neuronenspezifische
Enolase (NSE) im Plasma durchgefuhrt werden, da diese Parameter mit der
Tumormasse korrelieren und zur Verlaufsbeurteilung herangezogen werden kdnnen
(Uccella, Sessa, and La Rosa 2015).

1.1.4. Klinische Prasentation

Klinisch kann zwischen endokrin aktiven und inaktiven Tumoren unterschieden werden.

Hormonell inaktive Tumoren sind meist Zufallsbefunde oder fallen durch ihre



raumfordernde Wirkung bzw. durch klinische Allgemeinsymptome auf (Uccella, Sessa,
and La Rosa 2015).

Im Gegensatz dazu stehen die hormonell aktiven Tumoren. Sie kénnen sporadisch oder
im Rahmen hereditarer Erkrankungen, wie dem Multiple Endokrine Neoplasien-1 (MEN-
1) Syndrom, dem von Hippel-Lindau-Syndrom, der Neurofibromatose 1 oder der
Tubertésen Sklerose auftreten und machen durch einen Hormonexzess und dessen
Folgen auf sich aufmerksam. Beispielhaft sind unter anderem das Karzinoidsyndrom,
das Zollinger-Ellison-Syndrom und das Verner-Morrison-Syndrom zu nennen (Belei et
al. 2017) (Uccella, Sessa, and La Rosa 2015).

Ein Karzinoidsyndrom manifestiert sich typischerweise im Rahmen eines intestinalen
NET in Form von Flushing der Haut, abdominellen Krampfen und Diarrhd. Auslésend fur
diese Symptomatik sind vasoaktive Substanzen wie Serotonin, Bradykinin, Histamin,
Prostaglandine oder Polypeptidhormone (Lawrence et al. 2010).

Das Zollinger-Ellison-Syndrom, ausgel6st durch ein Gastrinom, zeichnet sich durch eine
Hypergastrinamie, gastroduodenale Ulzera und Diarrhd aus. Hormonaktive, meist
benigne Insulinome sind durch Hypoglykdmien als Folge einer Hyperinsulindmie
charakterisiert (Lodish et al. 2008).

NEN kénnen in jedem Organ mit neuroendokrinen Zellen auftreten. Fur
Gastroenteropankreatische NEN stellen Magen, Duodenum, Jejunum und lleum,
Appendix, Colon, Rektum und Pankreas mdgliche Lokalisationen dar (Uccella, Sessa,
and La Rosa 2015).

1.1.5. Therapie

Zur Behandlung von NET und NEC gibt es verschiedene pharmakologische,
chirurgische und interventionelle Therapieoptionen.

Die medikamentdsen Therapiemalnamen umfassen die Biotherapie mit
Somatostatinanaloga (SSA), Interferon-a und molekular zielgerichtete Therapien mit
Sunitinib und Everolimus. Dabei nimmt Interferon mittlerweile aufgrund des
ungunstigeren Nebenwirkungsprofils und der zunehmenden Verflugbarkeit besserer
Alternativen eine nachgeordnete Stellung ein.

Weiter kann eine symptomatische Behandlung des Karzinoid-Syndroms mit dem
Serotonin-Synthesehemmer Telotristat Etiprat erfolgen.

Eine wichtige und spezifische Therapieform stellt die Peptidrezeptor-basierte

Radiotherapie (PRRT) dar. Dabei wird ein Radiopharmakon mit einem beta-strahlendem



Isotop und spezifischer Bindungsaffinitat fir die Somtatostatinrezeptoren (SSTR) 2a und
5 eingesetzt (A. Rinke, 2014).

Die Therapie mit den SSA Octreotid und Lanreotid hat in den letzten Jahren an
Bedeutung fur den klinischen Alltag gewonnen und wird bei gut differenzierten NEN
wegen ihrer spezifischen Wirkung und guten Vertraglichkeit primar eingesetzt. Diese
Pharmaka imitieren das Peptidhormon Somatostatin und binden an die
Somatostatinrezeptoren (2a und 5). Die meisten gut differenzierten GEP-NET
exprimieren diese Rezeptoren stark (Kaemmerer et al. 2015). Eine hohe SSTR2a- und
SSTR5- Expression kann als Angriffspunkt fiir eine rezeptorbasierte Therapie dienen.
Dedifferenzierte, hochproliferative NEC exprimieren diese Rezeptoren meist bedeutend

weniger (Rinke and Gress 2017).

SSA besetzen SSTR, welche als G-Protein wirken, eine Reihe von Signalkaskaden in
Gang setzen und schlussendlich eine verminderte Hormonsekretion der NET bewirken
(Alonso-Gordoa, Capdevila, and Grande 2015). So eignen sie sich zur symptomatischen
Therapie von funktionellen Tumoren (Wolin 2012). Ein antiproliferativer Effekt von SSA
ist bekannt (Caplin et al. 2016). Die PROMID und CLARINET Studie konnten zeigen,
dass das Wachstum des Tumor gestoppt und ein verlangertes progressionsfreies
Uberleben erreicht werden kann (Rinke et al. 2009; Rinke et al. 2017; Caplin et al. 2014).
Die gesteigerte Expression von SSTR in NET macht sich auch die PRRT zunutze. Durch
die Verwendung der Radiopharmaka Lutetium 177 markiertes DOTA(0)-Tyr(3)-octreotid
((""Lu]Lu-DOTATATE) und Lutetium 177 markiertes DOTA(0)-Phe(1)-Tyr(3)-octreotid
([""Lu]Lu-DOTATOC), welche die héchste Bindungsaffinitat an SSTR2a haben, kann
eine Radiotherapie erfolgen. Nach Bindung an den SSTR wird das Radiopharmakon
internalisiert und wirkt zytoreduktiv auf die Tumorzellen. Auferdem wird eine
Symptomreduktion bei funktionell aktiven Tumoren und eine Schmerzreduktion bei
Knochenmetastasen erreicht. Die NETTER-1 Studie zeigte, dass PRRT eine
wirkungsvolle Therapiemdglichkeit fur inoperable und metastasierte, gut differenzierte
Tumoren darstellt (Strosberg and Krenning 2017). Allerdings sind auch unerwiinschte
Wirkungen der PRRT wie zB. Nephro- und Myelotoxiztat bekannt. Gelegentlich kann es
unter der Behandlung zu einer Exazerbation der endokrinen Symptomatik kommen
(Severi et al. 2017).



Welches Therapieverfahren zum Einsatz kommt, ist von der Ausbreitung, der
Lokalisation, dem Differenzierungsgrad und der Proliferationsrate des Tumor abhangig
(Uri and Grozinsky-Glasberg 2018).

So wird bei lokalisierten und operativ resezierbaren Tumoren eine chirurgische RO
Resektion angestrebt. Dies stellt die einzige kurative Therapieoption dar. Da bei
Diagnosestellung haufige bereits eine Metastasierung stattgefunden hat, muss dann auf
andere Therapiemdglichkeiten zurlckgegriffen werden (Aristizabal Prada and
Auernhammer 2018) (Uri and Grozinsky-Glasberg 2018).

Eine SSA-Therapie ist, abhangig von der Rezeptorexpression, vor allem bei G1 und G2
Tumoren als primare Behandlungsmethode etabliert. Bei Tumorprogression kann auf
eine PRRT, eine Therapie mit Everolimus oder lokal ablative Verfahren eskaliert werden.
Fir die Therapie mit SSA ist die Expression von SSTR durch den Tumor Voraussetzung.
Ein Verlust der Expression dieser Rezeptoren in den Tumorzellen stellt fur die
Langzeittherapie differenzierter NET ein Problem dar (Alonso-Gordoa, Capdevila, and
Grande 2015).

Bei G3 Tumoren mit hohem Metastasierungspotential stof3t eine Therapie mit SSA
wegen ihrer zu geringen wachstumshemmenden Wirkung und der meist bereits primar
zu geringer SSA-Rezeptorexpression ebenfalls an ihre Grenzen, es muss auf andere
Therapiemalinahmen ausgewichen werden. Hier bieten zytostatische
Chemotherapeutika meist die einzig sinnvolle Moéglichkeit zur Tumorkontrolle (Uri and
Grozinsky-Glasberg 2018).

1.1.6. Rezeptorexpression der GEP NET/NEC

Wie oben bereits ausgeflhrt, stellt die Expression von Somatostatinrezeptoren ein
wichtiges Charakteristikum der GEP-NET dar (Hankus and Tomaszewska 2016).

Aulerdem exprimieren GEP-NET den CXCR4, welcher zur Gruppe der
Chemokinrezeptoren gehdért und beim Menschen vor allem in malignen Tumoren und

physiologisch in Zellen des hamatopoetischen Systems zu finden ist (Peng et al. 2018).

1.1.7. Somatostatinrezeptoren

Somatostatinrezeptoren sind G-Proteine welche die Peptidhormone Somatostatin-14
und Somatostatin-28 binden (de Herder et al. 2003).

Man unterscheidet zwischen den verschieden Subtypen SSTR1, SSTR2, SSTRS,
SSTR4 und SSTR5. Die SSTR1 und SSTR4 sind vor allem im Zytoplasma zu finden.
Von klinisch groRerer Bedeutung sind die SSTR2a und SSTR5. Beide kommen in der



Plasmamembran vor (de Herder et al. 2003) und bieten einen Angriffspunkt fir
Diagnostik und Therapie der GEP NET (Caplin et al. 2016). Im Menschen wird die
Isoform SSTR2a des SSTR2 exprimiert. Diese SSTR bestehen aus 364 bzw. 418
Aminosauren und sind physiologischerweise in verschiedenen Organen und
unterschiedlichen zellularen Kompartimenten zu finden. Sie kommen beispielsweise im
Gehirn, im Hypophysenvorderlappen, auf Inselzellen des Pankreas und im
Gastrointestinaltrakt vor (Gunther et al. 2018).

Sie aktivieren Signalwege welche zu einer reduzierten exokrinen und endokrinen
Sekretion sowie zum Zellzyklusarrest und Proliferationsstopp flihren (Alonso-Gordoa,
Capdevila, and Grande 2015).

Verschiedene Tumoren kénnen SSTR exprimieren. Zu diesen zahlen neben den NET
v.a. Paragangliome, Phaochromozytome, kleinzellige Lungenkarzinome, medullare
Schilddrisenkarzinome und Hypophysenadenome (Hankus and Tomaszewska 2016).
Das Ausmald der SSTR2-Expression korreliert in gut differenzierten GEP-NET mit der
Dauer des Uberlebens der Patienten. Dies konnte fiir andere SSTR nicht bestétigt
werden. Die SSTR2-Expression eines NET gilt aktuell per se nicht als Prognosemarker
(Qian et al. 2016). Allerdings ist eine zunehmende Entdifferenzierung, welche sekundar
mit dem Verlust von SSTR2 einhergeht, mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Yao
et al. 2008) (Kaemmerer et al. 2015).

SSTR sind ein zentraler Angriffspunkt in der Therapie gut differenzierter NET

(Kaemmerer et al. 2015).

In GEP NET koénnen vor allem SSTR1, SSTR2 und SSTR5 nachgewiesen werden.
SSTR2 wird von 80% der pankreatischen und gastrointestinalen NET gebildet und ist

damit der am haufigsten nachgewiesene Rezeptor (Hankus and Tomaszewska 2016).

1.1.8. CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

Beim CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) handelt es sich ebenfalls um ein G-
Protein.

Die CXCL12/ CXCR4- Achse ist am Ablauf verschiedener biologischer Prozesse wie
z.B. der Immunantwort und Inflammation, der Regulation der hamatopoetischen
Stammzellmigration und der Embryonalentwicklung beteiligt. Pathologische Effekte
betreffen die Funktion als essenzieller Co-Rezeptor fir den Eintritt des Human

Immunodeficiency Virus (HIV) in Wirtszellen. AulRerdem findet eine Mitwirkung bei



Tumormigration und Metastasierung sowie in der Pathogenese zerebrovaskularer und
myokardialer Ischamien statt. In vielen dieser Pathologien werden CXCR4-Antagonisten

als potenzieller Therapieansatz diskutiert (Peng et al. 2018).

Der CXCR4 besteht aus 352 Aminosauren, angeordnet in sieben
Transmembrandomanen, mit je drei intra- und drei extrazellularen Verbindungsloops.
Ein kurzer, extrazellular gelegener N-Terminus sorgt fir eine negative Ladung, welche
essenziell fur die Bindung eines Liganden ist. Ein intrazellulares C-terminales Ende sorgt
fur die Aktivierung des G-Proteins.

Durch die Bindung von CXC-Motiv-Chemokin 12 (CXCL12), des einzigen endogenen
Chemokinliganden, an CXCR4, kommt es zu einer Aktivierung zahlreicher intrazellularer

Signalkaskaden (Chatterjee, Behnam Azad, and Nimmagadda 2014).

Wahrend bei neuroendokrinen Tumoren mit zunehmender Entdifferenzierung die
Expression von SSTR2a sinkt, nimmt die Expression von CXCR4 tendenziell zu.
Kaemmerer et al. zeigten, dass die Expression von SSTR2a auf G1 Tumoren zwischen
70 und 100% liegt, von CXCR4 hingegen bei nur etwa 6%. In G3 Tumoren war nur in
23% der Faélle SSTR2a =zu finden. Gegensatzlich dazu wurde CXCR4
immunhistochemisch bei ca. 50% der G3 Tumoren nachgewiesen (Kaemmerer et al.
2015).

1.2. Wnt-Signalweg

1.2.1. Die Wnt-Signaltransduktion

Die auto- und parakrine Wnt-Signaltransduktion spielt im menschlichen Organismus bei
der Embryogenese, bei chronisch entzindlichen Erkrankungen sowie in der
Pathogenese verschiedener Tumoren eine entscheidende Rolle.

Es werden drei verschiedene Wnt-Signalwege unterschieden, zwei Varianten der ,Nicht-
Kanonischen Signaltransduktion® und die ,Kanonische Signaltransduktion®.

Die nicht-kanonische Wnt-Signaltransduktion erfolgt GUber den JNK/API abhangigen
PCP-Signalweg und den PKC/CAMKII/NFAT abhangigen Wnt/Kalzium-Signalweg. Der
kanonische und nicht-kanonische Wnt-Signalweg kdnnen sich gegenseitig regulieren.
In dieser Arbeit wird der 3-Catenin abhangige kanonische Signalweg untersucht.

Bei Inhibition bzw. Inaktivitat des Signalweges kann der aktivierte Komplex aus GSK-3,

APC (Adenomatous Polyposis Coli) und Axin das Protein 3-Catenin phosphorylieren und



dadurch zur Ubiquitinierung markieren. So kommt es zur Degradierung und Abnahme
der Konzentration von R-Catenin im Zytosol.

Bindet ein Wnt-Ligand an die sieben Transmembrandomanen des Frizzled Rezeptors,
kommt es, zusammen mit dem Co-Rezeptor LRP6, zur Bildung des Wnt-Fz-LRP6-
Komplexes. Dieser phosphoryliert und aktiviert das Dishevelled Protein, welches
wiederum die GSK-3 phosphoryliert und damit inhibiert. Dies hat zur Folge, dass [3-
Catenin nicht mehr durch das Proteasom abgebaut wird, sondern in Zytosol und Nukleus
angehauft wird. Nuklear bildet sich ein Transkriptionskomplex aus R-Catenin, dem T-
Zell-Faktor (TCF) und Lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF 1) welcher fur eine
verstarkte Transkription von MYC, CCDN1 und weiterer Gene sorgt (Pongracz and
Stockley 2006).

1.2.2. Wnt-Aktivierung bei malignen Erkrankungen und GEP-NET

Die Wnt-Signaltransduktion in malignen Tumoren ist haufig aktiviert und begunstigt die
Tumorprogression (Pongracz and Stockley 2006). Ein aktivierter Wnt-Signalweg
ermdglicht durch Entdifferenzierung humaner Zellen zu Tumorstammzellen die
Karzinogenese. Weiteres Wachstum, Invasion und Metastasierung folgen (Kim et al.
2017).

Kim et al zeigten in NEN eine pathologisch aktivierte Wnt-Signallibertragung, welche
durch die Expression verschiedener Zielgene zum Fortschreiten der Tumorerkrankung
beitragt und Auswirkung auf die Prognose der Erkrankung haben durfte (Kim et al. 2013).
Zimmermann et. al. konnten in GEP-NET in 80% der Falle neben zahlreichen anderen

Mutationen auch eine Wnt-Aktivierung nachweisen (Zimmermann et al. 2018).

Neben der Wnt- Signalkaskade existieren in GEP NET noch weitere fur Pathogenese
und Therapie relevante molekulare Signalwege (Aristizabal Prada and Auernhammer
2018).

Von besonderer Bedeutung ist hier der PI3K-Akt-mTOR Signalweg, welcher bei
gesteigerter Aktivitat zZu fehlerhaften Reparaturmechanismen bei
Desoxyribonukleinsdure (DNA) -Doppelstrangbrichen und zur Radio- und
Chemotherapieresistenz fuhrt. Everolimus nutzt diesen Signalweg als Target.
Zahlreiche weitere Signalwege sind in GEP NET erforscht und werden im weiteren

Verlauf dieser Arbeit erlautert (Aristizabal Prada and Auernhammer 2018).



Bisher liegen wenige Daten vor, ob und wie die Wnt-Signalgebung auf die
Rezeptorexpression von SSTR und CXCR4 in GEP-NET Zelllinien wirkt.

Fur eine Reihe von Substanzen ist ein pharmakologisch nutzbarer Effekt auf die Wnt-
Signaltransduktion beschrieben, der auch therapeutisch genutzt werden konnte. In der

vorliegenden Arbeit werden die folgenden Substanzen untersucht.

1.3. Der Wnt-Inhibitor Quercetin

Quercetin ist ein Flavonol aus der Gruppe der Flavonoide. Durch sein natirliches
Vorkommen in pflanzlichen Nahrungsmitteln wie Gemdise und Frlchten ist es mit einer
durchschnittlichen Tageszufuhr von etwa 25 mg ein Bestandteil der menschlichen
Ernadhrung. Nach Ingestion werden Flavonoide biologisch aktiv (Reyes-Farias and
Carrasco-Pozo 2019).

Flavonoide sind fur eine Vielzahl an positiven Effekten auf die menschliche Gesundheit
bekannt. Die zugrundeliegenden Prozesse hierfiir sind momentan nur in Teilen erforscht.
Quercetin gilt als antioxidativ, antimutagen und antikarzinogen. Bei einer Einnahme von
Flavonoiden in hohen Mengen wurde eine zytotoxische Wirkung beschrieben (Panche,
Diwan, and Chandra 2016).

Auf zellularer Ebene wirkt Quercetin Uber die Inhibition der Signalwege PI3K/Akt/mTOR,
MAPK/ERK1/2 und Wnt/B-Catenin (Kumar et al. 2020).

Es bewirkt in Tumorzellen die Induktion von Differenzierung, Apoptose und Autophagie
unter anderem durch die Inhibition des Wnt-Signalwegs (Reyes-Farias and Carrasco-
Pozo 2019).

In Kolonkarzinomzellen wurde gezeigt, dass Quercetin Uber Wnt-Inhibition die nukleare
Konzentration von R-Catenin und TCF senkt. Aul3erdem stort es deren Komplexbildung
und die Bindung an die DNA als Transkriptionsfaktor. Die Transkriptionsaktivitat des
TCF/LEF-Komplexes wird reduziert, und die Expression verschiedener Zielgene wie
TCF, LEF-1, MYC und CCDNT1 sinkt (Park et al. 2005).

Die Untersuchung der Zielgene lasst es zu, die Aktivitdt des Wnt-Wegs zu uberprifen
(Kim et al. 2017). Zwar ist bekannt, dass die Zielgene des Wnt-Wegs auch uber andere
Mechanismen als die Aktivierung des Wnt-Signalweges transkribiert werden kdnnen
(Aristizabal Prada and Auernhammer 2018), jedoch hat sich die Beobachtung der Wnt-
Zielgene als Moglichkeit etabliert, die Wnt-Aktivitat zu bestimmen (Pongracz and
Stockley 2006; Kim et al. 2013; Pai et al. 2017; Aristizabal Prada and Auernhammer
2018).



Auflerdem wird eine Reduktion der VEGF (vaskular endothelial growth factor) -Sekretion
und der Matrix Metalloproteinasen-Konzentration induziert, die bei der malignen
Transformation eine entscheidende Rolle spielen. Durch Inhibition des PI3K/Akt/mTOR-
Signalwegs werden Enzyme der Glykolyse und der Glucose Aufnahme in Tumorzellen
gestort. Zudem wird durch eine direkte Wirkung auf Mitochondrien in Tumorzellen
Apoptose induziert (Reyes-Farias and Carrasco-Pozo 2019).

Es konnten eine antikanzerogene Wirkung von Flavonoiden und Quercetin gezeigt

werden (Reyes-Farias and Carrasco-Pozo 2019).

1.4. Der Wnt-Aktivator Lithiumchlorid

Seit 1949 sind Lithiumsalze integraler Bestandteil der Therapie bipolarer affektiver
Stérungen. Allerdings besitzen sie eine geringe therapeutische Breite und potenziell
relevante Nebenwirkungen. Lithiumchlorid (LiCl) stimuliert den Natrium-Kalium
Membrantransporter. Dieser aktiviert die kanonische Wnt/3-Catenin Signalkaskade Uber
eine Inhibition von GSK3 und des IP/PKC Signalweges (Hart 2016) (Jope 2003).

Durch eine Akkumulation von unphosphoryliertem R-Catenin im Zytoplasma und

Nucleus kommt es zu einer gesteigerten Expression der Wnt-Zielgene (Galli et al. 2013).

1.5. Zielsetzung der Arbeit

In Voruntersuchungen unserer Forschungsgruppe wurde gezeigt, dass durch die
Behandlung von GEP-NET Zelllinien mit dem Whnt-Inhibitor 5-aza-CdR eine gesteigerte
Expression der Somtatostatinrezeptoren in GEP-NET Zelllinien erzielt wird. Ebenso
zeigte sich eine Reduktion der CXCR4 — Expression. (Weich et al. 2023)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Quercetin als ein verglichen
mit 5-aza-CDR weniger nebenwirkungsreicher Wnt-Inhibitor, welcher fir die klinische
Anwendung in Frage kommen kann, ahnliche Effekte erzielen kann. Bei
Reproduzierbarkeit der Daten nach Behandlung mit Quercetin kann die Modulation des
Whnt- Signalwegs als Ursache fur die Effekte auf die neuroendokrinen Tumorzelllinien

angenommen werden.
Ziel der Arbeit war es, die Wirkung des Wnt- Inhibitors Quercetin und des Wnt-Aktivators

Lithiumchlorid auf die Expression von Somatostatinrezeptoren und CXCR4 in den

neuroendokrinen Tumorzelllinien QGP-1 und BON-1 anhand einer Real-time PCR, eines
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Western Blots sowie einer Immunhistochemie auf mRNA- und auf Proteinebene zu

untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Gerate
Gerat Hersteller

Akku-Pipette accu-jet pro

Brand, Wertheim, Deutschland

Autoklav

Fedegari, Pavia, Italien

Blottingkammer MINIPRO-TEAN Il

BioRad Laboratories, Miunchen,
Deutschland

CO2 Brutschrank Hera Cell

Heraeus, Hanau, Deutschland

DeNovix DS-11 FX
Spectrophotometer/Flourometer

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland Logos

Elektrophoresegerat power pac 200

BioRad Laboratories, Miunchen,
Deutschland

Elektrophoresekammer
MINI PROTEAN I

BioRad Laboratories, Miunchen,
Deutschland

Eppendorf Multipipette plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Feuchte Kammer

Spezialanfertigung

Fluoreszenz-Mikroskop HS BZ-9000

Keyence Deutschland GmbH, Neu
Isenburg, Deutschland

Gefrierschrank -20°C

Liebherr, Bulle, Schweiz

Gefrierschrank -70°C Hera freeze

Heraeus, Hanau, Deutschland

Heizblocke

Liebisch, Bielefeld, Deutschland

Heizmagnetruhrer lkamagReo

IKA-Labortechnik, Staufen,
Deutschland
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Imager 600

Amersham Life Science Ltd., Little
Chalfont, UK

Kipprollmischer

Sunlab, Mannheim, Deutschland

Kuhlschrank 7°C glassline

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kuhlzentrifuge Laborfuge 400R

Heraeus, Hanau, Deutschland

Laborfuge 400R

Heraeus, Hanau, Deutschland

Laborabzug

Koéttermann, Uetze/Hanigsen,
Deutschland

Life Touch Thermal Cycler

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Luna FL Dual Flourescence cell
counter

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland Logos

Mikroskop Leica DM IL

Leica, Bensheim, Deutschland

N2-Behalter

Taylor-Wharton, Husum, Deutschland

pH-Meter

InoLab, WTW, Weilheim, Deutschland

Ruttler IKA-Vibrax VXR

Janke & Kunkel GmbH &Co KG,
Staufen,

Deutschland

Sterilwerkbank Hera Safe

Heraeus, Hanau, Deutschland

Synergy™ HT Multi-detection
microplate

reader

BioTek, Bad Friedrichshall,
Deutschland

Tiefkuhlzentrifuge Biofugefresco

Heraeus, Hanau, Deutschland

Ultraschall Sonoplus GM70

Bandelin, Berlin, Deutschland

ViiA 7 Real-Time PCR System

Applied Biosystems®, Life
Technologies,

Darmstadt, Deutschland

Vortexer Genie 2

Bender &Hobein, Zirich, CH
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Waage Sartorius laboratory, Géttingen,
Deutschland

Warmeschrank 70°C Heraeus, Hanau, Deutschland

Wasserbad Koéttermann, Uetze/Haningsen,
Deutschland

Tabelle 1: Geréte

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

384-well Mulitply PCR-Plate

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Objekttrager

Langenbrinck, Berlin, Deutschland

Deckglaser

Marienfeld, Lauda-Kdénigshofen,
Deutschland

Adhasiv PCR-Folie

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Blottingmembran Immobilon Transfer
Membranes

Millipore, Billerica MA, USA

Combitips Plus (5ml, 10ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Filtro Pur S O,s

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Finnpipette (4; 25ul)

Thermo Fisher Scientific, Waltham
MA, USA

Frischhaltefolie

Toppits, Minden, Deutschland

Gelladepipetten 200ul MultiFlex Round

SorensonTM BioSciences, Inc., Salt
Lake

City UT, USA

Glaspasteurpipetten, 225 mM

Brand, Wertheim, Deutschland

Kulturflaschen Cellstar, 25cm2, 75cm?2

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland
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Mikrotiterplatte Cellstar (6-, 12-, 24-
, 96-well)

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Original Perfusor Syringe 50ml

Braun, Melsungen, Deutschland

Pipettenspitzen epT.l.P.S. (0,1-20; 2-
200; 50-1000ul)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Prazisionswischtiicher

Kimberly-Clark Professional, Kimtech
Science, Koblenz-Rheinhafen,
Deutschland

Reaktionsgefalle

50ml

15ml

2ml

1,5ml

0,2ml Micro AmpReaction Tube

Cellstar

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Applied Biosystems®, Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland

Serological Pipette, steril (5ml, 10ml,
25ml,50ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

WhatmanFilterpapier Whatman
Absorbent Protector Sheets

Whatman International Ltd., Maidstone,
UK

Zellschaber

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

2.1.3. Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

30% Acrylamid/Bis Solution 37,5:1

BioRad Laboratories, Miunchen,
Deutschland

APS 10%

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Aqua dest. Ampuwa

Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland

Beta-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
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Butanol Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
BSA Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz,
CA, USA
DAB SERVA Electrophoresis GmbH,

Heidelberg, Deutschland

Dulbecco’s PBS

Gibco®, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol abs.

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

FBS Superior

Biochrom, Berlin, Deutschland

Glycin Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
Hamalaun Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Lauryl Sulfate (SDS,
Sodiumdodecylsulfat)

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

L-Glutamin (200mM)

Gibco®, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Methanol 100%

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Mineral QOil Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
NaCl Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

Pen-Strep (5000 Units/ml Penicillin;
5000 pg/ml Streptomycin)

Gibco®, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Quick Start BSA Standard

BioRad Laboratories, Miunchen,
Deutschland

TEMED

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
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TrisBase Calbiochem/Merck, Darmstadt,
Deutschland

Trockenmilchpulver Fluka-Biochemika, Buchs, Schweiz
Trypanblau0,4% Gibco®, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland
Tween 20 (Polyoxyethylene-Sorbitan- Sigma-Aldrich, Steinheim,
Monolaurate) Deutschland

Tabelle 3: Chemikalien

2.1.4. Fertigsatze

Fertigsatze Hersteller

ABsolute Q PCR Mix Thermo-Scientific, Hamburg,
Deutschland

Blotting-Grade Blocker Nonfat Dry Milk BioRad Laboratories, Munchen,
Deutschland

Clarity™ Western ECL Blotting BioRad Laboratories, Munchen,
Substrates Deutschland

DNA, RNA and protein purification Machery-Nagel, Diren, Deutschland

Laemmli Sample Buffer 2x BioRad Laboratories, Minchen,

Deutschland

Nuclease free water Qiagen, Hilden, Deutschland
NucleoSpin®RNA, RNA Isolation Kit Machery-Nagel, Duren, Deutschland
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo-Scientific, Hamburg,
Deutschland
Precision Plus Protein™ BioRad Laboratories, Minchen,
Kaleidoscope ™ Prestained Protein Deutschland
Standards
Protease Inhibitor Solution Qiagen, Hilden, Deutschland
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RIPA-Buffer

Thermo-Scientific, Hamburg,
Deutschland

Target Retrieval Solution

Dako, Hamburg, Deutschland

Tabelle 4: Fertigsétze

2.1.5. Standardlésungen

Standardlésung Zusammensetzung
Dry Milk-Blocking Buffer, 25 g Dry Milk
5% Ad50  ml TBS, 1x
PBS, 1x 36 g NaCl
7,4 g Naz HPO,
2,15 g KH2PO4
5 I ddH.O
2,5 g BSA
Reservoir Buffer, 10x 30,2 g TrisBase
145, g Glycin
3
100 ml SDS (10% in H20)
ad 1 | ddH0
Reservoir Buffer, 1x 100 mi Reservoir Buffer, 10x
900 mi ddH20
RIPA Buffer + Zusatze 100 mi RIPA Buffer
1 mi Protease Inhibitor Solution
Running Buffer, 4x, 90,8 g TrisBase
40 mi SDS (10% in H20)
500 mi ddH20

mittels 5N HCI erfolgt die pH
Einstellung auf 8,8

Running Gel (12,5% Gel
far
2 Minigele)

9,0 m Acrylamid (30%)
4.5 ml Running Buffer, 4x
4,5 mi ddH20

110 ul APS

13 ul TEMED
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Stacking Buffer, 4x 30,2 g TrisBase
40 mi SDS (10% in H20)
500 mi ddH20
mittels 5N HCI erfolgt die pH-
Einstellung auf pH 6,8
Stacking Gel 1,0 ml Acrylamid
1,5 ml Stacking Buffer, 4x
3,5 mi ddH20
90 ] APS (10%)
9 ] TEMED
TBS 0,1% Tween 20 1 ml Tween 20
ad 1 I TBS 1x
TBS, 1x 6 g TrisBase
44 g NaCl (150mM)
ad 5 | ddH.O
Transfer Buffer, 10x 30,2 g TrisBase
145, g Glycin
3
ad 1 | ddH0
Transfer Buffer, 1x 100 ml Blotting Buffer, 10x
200 mi Methanol (100%)
700 mi ddH20
Tris-Puffer pH 7,6 7,88 g Tris-Hydrochlorid
1 I ddH.O
Tabelle 5: Standardlésungen
2.1.6. Antikorper
Antikorper Western Nummer Hersteller
Blot
W4021

Anti-Mouse 1gG
Antikorper (H+L),
HRP Conjugate

Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland
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Anti-Rabbit IgG W4011 Promega GmbH, Mannheim,
Antikérper (H+L), Deutschland
HRP Conjugate
Anti-Actin Antikorper Sigma A2066 Sigma-Aldrich, Steinheim,
(produced in Deutschland
rabbit)
Anti-SSTR1 OriGeneTA323285 OriGeneTechnologies,
Rockville, USA
Anti-SSTR2 Sigma HPA007264 Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
Anti-SSTR5 Ab156864 Abcam®, Cambridge, UK
Anti-CXCR4 Ab 13854 Abcam®, Cambridge, UK
Antikorper-Sonden Nummer Hersteller
Real Time PCR
SSTR1 Hs00265617 s1 Applied Biosystems®, Life
Technologies,
Darmstadt, Deutschland
SSTR2 Hs00265624 s1 Applied Biosystems®, Life
Technologies,
Darmstadt, Deutschland
SSTR5 Hs00265647 21 Applied Biosystems®, Life
Technologies,
Darmstadt, Deutschland
CXCR4 Hs00607978 s1 Applied Biosystems®, Life
Technologies,
Darmstadt, Deutschland

Tabelle 7: Antikérper fiir die RT-PCR

Antikorper Nummer Hersteller
Immunhistochemie
Anti-SSTR2 ab134152 Abcam®, Cambridge, UK
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Anti-CXCR4 ab2090

Abcam®, Cambridge, UK

Tabelle 8: Antikérper fiir die Immunhistochemie

2.1.7. Enzyme

Enzym

Hersteller

Trypsin/EDTA 0,05%

Gibco®, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 9: Enzyme

2.1.8. Zelllinien
Zelllinien Verbrauchsmedium
QGP-1 RPMI (Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland)
BON-1 DMEM (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland)

Tabelle 10: Zelllinien

2.2. Versuchsaufbau

2.2.1. Zellkultur

Die Zelllinien QGP-1 und BON-1 wurden in 20 ml (T75) bzw. 4 ml (T25) Flaschen, im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-Begasung, kultiviert. Das Medium, welches abhangig

von der jeweiligen Zelllinie gewahlt wurde (siehe Tabelle 10), wurde alle drei bis vier

Tage gewechselt.

Die Aussaat und Ernte erfolgten entsprechend der nachfolgend angewandten Methodik

(siehe 2.3.1,2.4.1,2.5.1).
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2.2.2. Zellzahlung

Es wurden 10 pyl Aliquot in 10 pl Trypanblau Gberfihrt und gevortext. Die Zellzahlung

erfolgte mit 10-12 pl des Gemisches im Luna FL Daul Flourescence cell counter von

Biozym.

2.2.3. Zelllinien

Es wurden die neuroendokrinen Tumorzelllinien QGP-1 und BON-1 verwendet.

Die QGP-1-Zelllinie wurde aus dem neuroendokrinen Pankreastumor eines 61- jahrigen

Mannes im Jahre 1980 isoliert.

Die BON-1-Zelllinie wurde aus Lymphknotenmetastasen des neuroendokrinen

Pankreastumors eines 28-jahrigen Mannes isoliert. Die Linien wurden freundlicherweise

von der AG Grétzinger (Innere Medizin m.S. Hepatologie-Gastroenterologie, Charité,

Berlin) zur Verfligung gestellt.

2.2.4. Zellkulturversuche

Die Zellen wurden finf Tage nach Aussaat mit Quercetin bzw. Lithiumchlorid,

entsprechend Tabelle 11 und Tabelle 12, behandelt.

Die Aussaat und Ernte erfolgte angepasst an das Versuchsprotokoll der jeweils
angewandten Methode (siehe 2.3.1,2.4.1,2.5.1).

Zellkulturversuche mit Quercetin

Zeit Konzentration Quercetin

Oh 0 uM

6h 25 uM 50 uM 75 uM 100 yM
24 h 25 uM 50 uM 75 uM 100 uM

Tabelle 11: Zellkulturversuche mit Quercetin

Zellkulturversuche mit Lithiumchlorid

Zeit

Konzentration Lithiumchlorid

Oh

0 mM
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4h 2,5mM 5mM

6h 2,5mM 5mM

Tabelle 12: Zellkulturversuche mit Lithiumchlorid

2.3. Real-Time quantitative Polymerase-Kettenreaktion

2.3.1. Aussaat und Ernte der Zellen

Es wurden jeweils 2x10"5 Zellen auf 24-Well-Platten ausgesat und nach funf Tagen mit
Quercetin und Lithiumchlorid, wie im Versuchsprotokoll beschrieben, behandelt (siehe
2.2).

2.3.2. RNA-Isolation

Die RNA wurde unter Anwendung des NucleSpin®RNA Kit von Macherey-Nagel

entsprechend des beiliegenden Handbuchs isoliert.

2.3.3. RNA-Messung

Unter Nutzung des Photometers DeNovix DS-11 FX Spectrophotometer/Flourometer

von Biozym wurde die RNA-Konzentration [ug/ul] der Proben bestimmit.

2.3.4. cDNA-Synthese

Anhand der zuvor bestimmten RNA-Konzentration [ug/ul], wurde die bendtigte Menge
an Reagenzien fir die cDNA-Synthese berechnet (siehe Tabelle 13).
Die Synthese der cDNA erfolgte anhand das ,iScriptcDNA Synthesis Kit‘ von BioRad,

entsprechend des beiliegenden Versuchsprotokolls.

Reaktionsansatz cDNA-Synthese

5x iScript Reaction Mix 4,0 i
iScript Reverse Transkriptase 1,0 i
RNA (100 pg zu 1 pg Total RNA) X 9]
H20 X ul
Gesamtvolumen 20 ]
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Tabelle 13: Reaktionsansatz cDNA-Synthese

Die Reaktionsansatze wurden in 200 pyl PCR-Reaktionsgefale Uberfihrt. Die cDNA-
Synthese lief gemal des Reaktionsprotokolls in Tabelle 14, im Life Touch Thermal
Cycler von Biozym ab.

Die cDNA wurde bei -20°C eingefroren.

PCR-Reaktionsprotokoll

5 min 25 °C
30 min 42 °C
5 min 85 °C
0 4 °C

Tabelle 14: PCR-Reaktionsprotokoll

2.3.5. Housekeeping-Gen

Da die Effizienz der cDNA variiert, ist der Abgleich mit einem Referenzwert in Form eines
Housekeeping-Gens/Haushaltsgens nétig, bei welchem von einer konstanten relativen
Genexpression in allen Proben ausgegangen werden kann. In dieser Arbeit wurde das

Housekeeping-Gen HPRT1 verwendet.

2.3.6. Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR wurde mit dem ABsolute Q PCR Mix von Thermo-Scientific
durchgefihrt.
Fir jede Sonde (siehe Tabelle 15: Verwendete Sonden fir die gPCR) wurde ein eigener

Reaktionsansatz (siehe Tabelle 16: Reaktionsansatz Real Time gPCR) angesetzt.

Sonde Quercetin Quercetin LiCl auf LiCl auf
auf auf BON-1 QGP-1
BON-1 QGP-1

HPRT1 X X X X

SSTRA1 X X X X

SSTR2 X X X X
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SSTR5 X X X X

CXCR4 X X X X

Tabelle 15: Verwendete Sonden fiir die RT-PCR, X = Versuche erfolgt.

Reaktionsansatz Real Time RT-PCR pro Well

Master Mix 5 9]
Sonden 0,5 ]
H20 4,5 ul
Gesamtvolumen 10 ul

Tabelle 16: Reaktionsansatz Real TimeRT-PCR

Auf einer 386-Well-Platte wurde doppelt ein A-, B- und C-Versuch pipettiert. Zusatzlich
wurde ein ntc-Wert, fir jede Sonde, ebenfalls doppelt, pipettiert.

In ein Well wurden jeweils 9,5 pl Reaktionsgemisch und 0,5 pul cDNA oder RNAse-free
H20 eingegeben.

AnschlieRend wurde die Platte mit der beiliegenden Folie abgedeckt und die RT-PCR
mit dem ViiA 7 Real-time PCR System von Applied Biosystems®, Life Technologies
durchgefihrt.

2.4. SDS-Page und Western Blot

2.4.1. Aussaat und Ernte der Zellen

Es wurden jeweils 1x10"6 Zellen auf einer 6-Well-Platte ausgesat und nach fuinf Tagen
entsprechend des Versuchsprotokoll der Zellkulturversuche (siehe Tabelle 11 und
Tabelle 12) mit Quercetin und Lithiumchlorid inkubiert.

Zur Ernte der Zellen wurde der Uberstand abgesaugt. AnschlieRend wurden die Zellen
zwei Mal mit kaltem PBS (Phosphate Buffered Saline) gewaschen. Die Lyse der Zellen
erfolgte durch finfminutige Behandlung mit jeweils 200 pl RIPA Buffer von Thermo-
Scientific auf Eis.

Nach Uberfiihrung in ein Eppendorfgefal folgte eine Ultraschallbehandlung mit dem
Ultraschall Sonoplus GM70 von Bandelin fiir zehn Sekunden, konstant bei 72 D. Zuletzt
wurde fir 15 Minuten bei 13.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. 200 pl des
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gebildeten Uberstandes wurden in ein neues Eppendorf ReaktionsgefaR tberfihrt und
bei -80°C gelagert.

2.4.2. Proteinbestimmung mit Bicinchoninsaure (BCA)

Die Proteinbestimmung wurde mit dem BCA Protein Assay Kit von Thermo Fisher
Scientific, gemal der beiliegenden Gebrauchsanweisung beschrieben, durchgeflhrt.
Far das Erstellen eines BCA-Protein-Assays wurde sowohl eine Standard BSA (Bovines
Serum Albumin) Reihe als auch jeweils 1 ul der Proben zusammen mit der working
solution in eine 96-Well-Platte pipettiert.

AnschlieRend wurde die Platte mit der beiliegenden Folie abgeklebt, fur 30 Sekunden
auf dem Ruttler IKA-Vibrax VXR von Janke & Kunkel GmbH & Co KG gertttelt und bei
37°C fir 30 Minuten inkubiert. Die Proteinkonzentrationen wurden im ELISA-Reader
Synergy™ HT Multi-detection microplate reader von BioTek bestimmt. Anhand von
MSEXxcel wurden die Ladevolumina entsprechend einer Proteinkonzentration von 40 pl

errechnet.

2.4.3. Vorbereitung der Gele und Gelelektrophorese

Die Gele wurden wie in Tabelle 17 und Tabelle 18 beschrieben angefertigt. Die
Gelelektrophoresekammer wurde nach Herstellerangaben zusammengebaut und mit
Reservoir Buffer beflllt. Jeder Probe, bestehend aus 199 ul, wurden 50 ul Laemmli
Sample Buffer 2x von BioRad zugegeben und bei 100 °C fir drei Minuten aufgekocht.
AnschlieRend erfolgte die Ladung der Geltaschen. Die Gelelektrophorese lief fir ein bis
zwei Stunden bei 120 Volt ab.

Sammelgel fir zwei Minigele

30% Acrylamid/Bis Solution 1,0 mi
Stacking Buffer 1,5 ml
ddH20 3,5 ml
APS 10% 90,0 ul
TEMED 9,0 ul

Tabelle 17: Sammelgel

12,5% Polyacrylamidgel fiir zwei Minigele
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ddH20

TEMED

APS 10%

30% Acrylamid/Bis Solution
Running Buffer 4x

7,5
4,5
6,0
110,0
13,0

ml
ml
ml
i
i

Tabelle 18: Trenngel

2.4.4. Elektroblot und Blocken

Fir jedes Gel wurde eine PVDF Membran vorbereitet und 15 Sekunden in Methanol

gewaschen. Die Acrylamidgele wurden aus der Elektrophoresekammer entfernt und das

Sammelgel abgeschnitten.

Der Transfer erfolgt Uber zwei Stunden bei 200 mA, anschlieRend wurde die Membrane

in Dry Milk Blotting Buffer von BioRad, fur eine Stunde, bei Raumtemperatur, abgeblockt.

2.4.5. Farbung und Entwicklung

Die Antikorper wurden entsprechend Tabelle 19 verdiinnt. Die nétigen Mengen wurden

in 10 ml Dry Milk Blotting Buffer von BioRad geldst und fur zwei Stunden bei

Raumtemperatur oder (iber Nacht bei 4° C inkubiert.

Antikorperverdiinnung

I9G

Farbung 1. Antikorper Konzentratio 2. Antikorper Konzentratio
n n
SSTR2 Anti-SSTR2 1:500 Anti-Rabbit 1:2000
I9G
3-Actin Anti-B-Actin 1:2000 Anti-Rabbit 1:2000

Tabelle 19: Antikérperverdiinnung

Nach Behandlung mit dem ersten Antikérper wurde die Membran zweimal fur je 15

Minuten mit TBS gewaschen, bei Raumtemperatur fur eine Stunde mit dem zweiten

Antikorper inkubiert und erneut zweimal fir je 10 Minuten mit TBS gewaschen.

AbschlieRend wurde die Clarity™ Western ECL Lésung von Bio Rad entsprechend den

Herstellerangaben aufgetragen.

Die Membran wurde mit dem Imager 600 von Amersham Life Science Ltd entwickelt.
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2.4.6. Beta-Actin Farbung

Jeder angefertigte Western Blot wurde nach der ersten Farbung erneut mit Beta-Actin
gefarbt. Daflir wurde die Membran mit den Stripping Buffer von Thermo Fisher Scientific
behandelt. Die R-Actin Farbung konnte anschliefend nach dem oben beschriebenen
Verfahren erfolgen (siehe 2.4.5).

2.5. Immunhistochemie

2.5.1. Aussaat und Ernte der Zellen

Es wurden jeweils 1x10”6 Zellen in T25 Flaschen ausgesat und nach funf Tagen mit 75
MM Quercetin fiir 24 h bzw 5 mM Lithiumchlorid flr 4 h inkubiert.

Ebenso wurde je eine Probe ohne Inkubation mit Quercetin bzw Lithiumchlorid
angefertigt.

Nach Inkubation wurde der Uberstand abgesaugt, die adharenten Zellen mittels Trypsin

fur die weiteren Arbeitsschritte geldst und in Eppendorf Reaktionsgefalde tberflihrt.

2.5.2. Zytospins

Es folgte ein Waschschritt mit PBS und eine anschlieBende Verdinnung der
Zellsuspension auf 2 x 1076 Zellen/ml.

Die Zytospins wurden mit der Laborfuge 400R von Haereus angefertigt. Auf jeden
Objekttrager wurden ca. 200.000 Zellen zentrifugiert, fur 24 Stunden bei

Raumtemperatur getrocknet und anschlieRend mit Methanol fixiert.

2.5.3. Farben

Die Zytospins wurden mit der Target Retrieval Solution von Dako fir 30 Minuten im
Wasserbad, bei 90 °C vorbehandelt. Nach 30-minltigem Abkuhlen der Objekttrager bei
Raumtemperatur, erfolgte das zweimalige Waschen mit der PBS/BSA Lésung (siehe
Tabelle 20) fur funf Minuten.

Den nachsten Arbeitsschritt stellte die Behandlung mit 200 ml Methanol, versetzt mit 5
ml Wasserstoffperoxid, fur 30 Minuten dar. Es folgte erneutes zweimaliges Waschen in
PBS/BSA fir je finf Minuten.

AnschlieRend wurde ein Proteinblock mit Power Block von Biogenex flr sieben Minuten

durchgefihrt und zwei Mal fur jeweils eine Minute mir PBS/BSA gewaschen.
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Es folgte die Inkubation mit dem ersten Antikérper in der Verdinnung 1:200. Die weitere
Antikérperbehandlung erfolgte mit dem Super SensitiveTM (SS) Link-Label IHC
Detection System von Biogenex mit anschlieBendem zweimaligen Waschen mit
PBS/BSA flr je drei Minuten und einmaligen Spulen mit ddH20.

AbschlieBend erfolgte die Visualisierung durch die Behandlung mit dem DAB

Reaktionsgemisch (siehe Tabelle 21).

PBS/BSA Loésung

PBS/BSA 1,6 I PBS
400 mg BSA

Tabelle 20: PBS/BSA L6sung

DAB Reaktionsgemisch

DAB fur Farbung 1 I Tris-Puffer
40 mg DAB
35 u| H202

Tabelle 21: DAB Reaktionsgemisch

Die Reaktion mit dem Antikérper Anti-SSTR2 wurden nach acht Minuten mit ddH.O
abgestoppt, die Reaktion mit dem Antikdrper Anti-CXCR4 nach finf Minuten. Die
Entwicklungszeiten wurden am Mikroskop Uberpruft.

Es folgte das vier-sekiindige Gegenfarben der Objekttrager mit Hamalaun und die
aufsteigende Alkoholreihe.

AbschlieRend wurden die Praparate mit Roti-Clear behandelt und mit Roti-Mount von
Roth eingedeckt.

Es erfolgte die Farbung der mit und ohne Quercetin bzw Lithiumchlorid inkubierten
Probe. Die Antikdrperfarbung stellte sich braun dar.

Bei einer Negativprobe wurde auf eine Antikdrperfarbung verzichtet. Hier wurde lediglich

eine Hamalunfarbung vorgenommen.
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2.5.4. Mikroskopie und Fotografie

Die Immunhistochemie wurde mit dem Fluoreszenz-Mikroskop HS BZ-9000 von

Keyence mikroskopiert und fotografiert.

2.6. Statistische Auswertung

Die Auswertung und bildliche Darstellung der gewonnenen Daten erfolgte mit den
Programmen Microsoft Excel 2016 und Microsoft PowerPoint 2016. Die Ergebnisse der
RT-PCR sind als Mittelwert aus je zwei Proben aus einem A, B und C Versuch sowie
der positiven Standardabweichung angegeben. Zur Berechnung der Signifikanz wurde

der T-Test mit den Signifikanz-Niveaus *p < 0,05 und ***p < 0,01 angewandt.

Auf eine Korrektur fur multiple Testung wurde aufgrund des deskriptiven Charakters der

Grafiken verzichtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Effekt einer Wnt-Modulation auf Somatostatinrezeptoren

3.1.1. Effekt von Quercetin auf die SSTR

Nach Behandlung mit dem Whnt-Inhibitor Quercetin zeigte sich in BON-1 Zellen eine
signifikant gesteigerte Expression der mRNA fir SSTR2, jedoch nicht in QGP-1.
Far SSTR1 und SSTRS5 konnte in beiden Zellsystemen keine signifikante Steigerung der

Expression von SSTR nachgewiesen werden.

Im Western Blot konnte in der Antikérperfarbung gegen SSTR2 kein Effekt durch die
Behandlung mit Quercetin in QGP-1 und BON-1 gezeigt werden.

Immunhistochemisch konnte nach Inkubation mit Quercetin eine gesteigerte Anfarbung

fur SSTR2 in den Zellen gezeigt werden.

In beiden Zellsystemen konnte im Nativzustand vor Behandlung mit Quercetin keine
relevante RNA-Expression fur SSTR3 und SSTR4 nachgewiesen werden. Auch nach
Gabe des Whnt-Inhibitors lieR® sich keine messbare mRNA-Expression induzieren. Auf

eine graphische Darstellung wurde verzichtet.
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SSTR-Expression nach Behandlung mit Quercetin
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Abbildung 1: Ergebnisse der Real-time PCR: Die relative Genexpression von SSTR1, SSTR2 und SSTR5
in BON-1 und QGP-1 nach Behandlung mit Quercetin. Signifikanz-Niveau *p < 0,05 und ***p < 0,01
angewandt.
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Abbildung 2: Western Blot fir SSTR2 von QGP-1 nach Behandlung mit Quercetin und der Positivkontrolle
HEK293.
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Abbildung 3: Western Blot fir SSTR2 von BON-1 nach Behandlung mit Quercetin und der Positivkontrolle
HEK293.
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Abbildung 4: Immunhistochemie an QGP-1; a: SSTR2 Farbung nach 24 h Inkubation mit 75 pM Quercetin
von QGP-1; b: Negativkontrolle ohne Farbung mit einem SSTR2 Antikérper mit Quercetin; c: SSTR2
Farbung ohne Inkubation mit Quercetin.

Abbildung 5: Immunhistochemie von BON-1; a: SSTR2 Farbung nach 24 h Inkubation mit 75 uM Quercetin
von BON-1; b: Negativkontrolle ohne Farbung mit einem SSTR 2 Antikdrper mit Quercetin; c: SSTR2
Farbung ohne Inkubation mit Quercetin.
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3.1.2. Effekt von Lithiumchlorid auf die SSTR

Die relative Genexpression von SSTR1 und SSTR5 zeigte keine wesentliche
Veranderung in QGP-1 und BON-1 nach Behandlung mit Lithiumchlorid. Eine signifikant
reduzierte mMRNA-Expression konnte fir SSTR2 in BON-1-Zellen nach 6 Stunden
gezeigt werden.

Immunhistochemisch konnte vor und nach Behandlung mit Lithiumchlorid auf beiden
Zelllinien nur geringe Mengen an SSTR2 nachgewiesen werden. Ein Effekt der
Behandlung zeigte sich nicht.

SSTR-Expression nach Behandlung mit Lithiumchlorid
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Abbildung 6: Ergebnisse der Real-time PCR: relative Genexpression von SSTR1, SSTR2 und SSTR5 in
BON-1 und QGP-1 nach Behandlung mit Lithiumchlorid. Signifikanz-Niveau *p < 0,05 und ***p < 0,01
angewandt.
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Abbildung 7: Immunhistochemie von QGP-1; a: SSTR2 Farbung nach 4 h Inkubation mit 5 mM Lithiumchlorid
von QGP-1; b: Negativkontrolle ohne Farbung mit einem SSTR-Antikoérper; c: SSTR2 Farbung ohne
Inkubation mit Lithiumchlorid.

Abbildung 8: Immunhistochemie von BON-1; a: SSTR2 Farbung nach 4 h Inkubation mit 5 mM Lithiumchlorid
von BON-1; b: Negativkontrolle ohne Farbung mit einem SSTR-Antikorper; c: SSTR2 Farbung ohne
Inkubation mit Lithiumchlorid.
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3.2. Effekt einer Wnt-Modulation auf CXCR4

3.2.1. Effekt von Quercetin auf CXCR4

Die relative CXCR4-Genexpression in BON-1 und QGP-1 sank nach sechs Stunden
Inkubation mit Quercetin hoch signifikant. Auch nach 24 Stunden ist eine Reduktion der

relativen Genexpression von CXCR4 zu sehen, jedoch in geringerer Auspragung.

In der IHC an BON-1 zeigte sich eine leicht reduzierte Anfarbung von CXCR4. In QGP-
1 zeigte sich keine sichtbare Veranderung. Bereits vor Behandlung mit den Wnt-
Modulatoren war eine kraftige Antikorperfarbung fur CXCR4 an beiden Zellreihen

nachweisbar.

CXCR4-Expression nach Behandlung mit Quercetin
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Abbildung 9: Ergebnisse der Real-time PCR an BON-1 und QGP-1: relative Genexpression von CXCR4

nach Behandlung mit Quercetin. Signifikanz-Niveau *p < 0,05 und ***p < 0,01 angewandt.
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Abbildung 10: Immunhistochemie von QGP-1; a: CXCR4 Farbung nach 24 h Inkubation mit 75 yM
Quercetin von QGP-1; b: Negativkontrolle an QGP-1 ohne Inkubation mit einem CXCR4 Antikdrper; c:
CXCR4 Farbung ohne Inkubation mit Quercetin an QGP-1

Abbildung 11: Immunhistochemie von BON-1; a: CXCR4 Farbung nach 24 h Inkubation mit 75 uM
Quercetin von BON-1; b: Negativkontrolle an BON-1 ohne Inkubation mit einem CXCR4 Antikorper; c:
CXCR4 Farbung ohne Inkubation mit Quercetin an BON-1.
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3.2.2. Effekt von Lithiumchlorid auf CXCR4

Es zeigte sich ein geringer Effekt nach Inkubation mit Lithiumchlorid. Bei 5 mM zeigte
sich eine leichte, in BON-1 jedoch nach 6 Stunden signifikante Zunahme der relativen
Genexpression von CXCR4.

Immunhistochemisch zeigte sich auf QGP-1 und BON-1 eine starke Farbung fur CXCR4.

Nach der Behandlung mit Lithiumchlorid stellte sich die Farbung ausgepragter dar.

CXCR4-Expression nach Behandlung mit Lithiumchlorid
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Abbildung 12: Ergebnisse der Real-time PCR an BON-1 und QGP-1: relative Genexpression von CXCR4

nach Behandlung mit Lithiumchlorid. Signifikanz-Niveau *p < 0,05 und ***p < 0,01 angewandt.
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Abbildung 13: Immunhistochemie von QGP-1; a: CXCR4 Farbung nach 4 h Inkubation mit 5 mM
Lithiumchlorid von QGP-1; b: Negativkontrolle ohne Inkubation mit einem CXCR4 Antikorper; c: CXCR4
Farbung ohne Inkubation mit Lithiumchlorid.

Abbildung 14: Immunhistochemie von BON-1; a: SSTR2 Farbung nach 4 h Inkubation mit 5 mM
Lithiumchlorid von BON-1; b: Negativkontrolle ohne Inkubation mit einem CXCR4 Antikorper; c: CXCR4
Farbung ohne Inkubation mit Lithiumchlorid.
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4. Diskussion

Am Modell der neuroendokrinen gastroenteropankreatischen Tumorzelllinien QGP-1
und BON-1 wurde der Effekt der Wnt-Modulatoren Quercetin und Lithiumchlorid auf die

Expression der Somatostatinrezeptoren 1,2 und 5 sowie von CXCR4 untersucht.

Unter Behandlung mit dem Whnt-Inhibitor Quercetin zeigte sich eine Steigerung der
relativen Genexpression des SSTR2 in BON-1, nicht jedoch in QGP-1-Zellen.

In beiden Zelllinien konnte kein wesentlicher Effekt auf die relative Genexpression von
SSTR1 und SSTR5 gezeigt werden.

Auf Proteinebene konnten die Ergebnisse der Real-Time PCR in einer
immunhistochemischen Antikdrperfarbung gegen SSTR2 nach 24 Stunden Inkubation
mit Quercetin bestatigt werden. Die Immunhistochemie wurde nach 24 Stunden
Inkubation durchgefihrt, da auf mMRNA Ebene nach 24 Stunden eine hochsignifikante
Steigerung der relativen Genexpression erzielt werden konnte. Nach Behandlung mit

Quercetin zeigte sich eine gesteigerte Anfarbung von Zytoplasma und Zellkernen.

Die relative Genexpression von CXCR4 war nach Behandlung mit Quercetin nach sechs
Stunden reduziert, dieser Effekt war nach 24 Stunden Inkubation weiterhin nachweisbar.

In der Immunhistochemie zeigte sich dieser Effekt von Quercetin in BON-1 ebenso.

Die Behandlung mit Lithiumchlorid in der gewahlten Konzentration zeigte in beiden
Zelllinien keinen relevanten Effekt auf die relative Genexpression von SSTR1, SSTR2
und SSTR5. Auch in der Immunhistochemie zeigte sich nach Behandlung mit

Lithiumchlorid kein wesentlicher Effekt.
Die relative Genexpression von CXCR4 zeigte nach Behandlung mit Lithiumchlorid in
den untersuchten GEP-NET einen leichten Anstieg in BON-1. Dies konnte in der

Immunhistochemie auf Proteinebene bestatigt werden.

Anteile dieser Dissertationsschrift wurden bereits im Rahmen einer Koautorenschaft in

Nuclear Medicine Communications publiziert. (Weich et al. 2023)
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4.1. Methodendiskussion

Es erfolgte die Auswertung der Versuche durch Real-Time PCR, Western Blot und
Immunhistochemie.

Fir die Real-Time PCR wurde das Housekeeping-Gen HPRT1 verwendet, welches in
Tumorzellen unverandert konstant exprimiert wird und somit fir diesen Versuchsaufbau
geeignet war (de Kok et al. 2005). In Voruntersuchungen wurde GAPDH als
Housekeeping-Gen verwendet. Die Versuche erbrachten vergleichbare Ergebnisse.

Es wurden Antikorper verwendet, die zum Zeitpunkt der Durchfliihrung der Experimente
fur die vorliegende Arbeit verfugbar und bis dato etabliert waren. Nachtraglich wurde der
fur Western Blot und Immunhistochemie genutzte CXCR4-Antikérper von abcam (s.
Material und Methoden) nicht mehr produziert, da sich in weiteren Untersuchungen eine
zu geringe Bindungsspezifitdt dieses Antikorpers zeigte. Spatere Experimente der
Arbeitsgruppe wurden mit einem anderen CXCR4-Antikorper durchgefihrt.

Bereits im Vorfeld dieser Arbeit wurde im Rahmen eines Tagman Array der Effekt der
Whnt-Modulatoren Quercetin und Lithiumchlorid an QGP-1 und BON-1-Zellen untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Quercetin die Expression von Zielgenen des Wnt-
Pfades inhibierte und somit fur die Bearbeitung der Fragestellung der vorliegenden
Arbeit geeignet war. So fand sich eine Reduktion der relativen Genexpression unter
anderem von TCF, MYC, CTNB1 (Gene fur TCF7, MYC sowie [-Catenin) nach
Behandlung mit Quercetin. Es konnte eine Wnt-Aktivierung in BON-1 und QGP-1 durch
Lithiumchlorid gezeigt werden. Lithiumchlorid fluhrte zur gesteigerten relativen
Genexpression von BR-Catenin und zahlreichen weiteren Targetgenen (Weich et al.
2021).

In dieser Arbeit konnte die Veranderung der Expression der SSTR und CXCR4 nach
Behandlung mit einem Wnt-Modulator und damit eine mogliche Assoziation zwischen

der Aktivitat des Wnt-Signalweg und der Rezeptorexpression aufgezeigt werden.

Bei den pankreatischen NET Zelllinien QGP-1 und BON-1 handelt es sich um die
bekanntesten und am weitesten etablierten GEP NET Zelllinien (Aristizabal Prada and
Auernhammer 2018). Fur sie liegen Exom Charakterisierungen vor (Vandamme et al.
2015).

Die Ubertragbarkeit von Versuchen an GEP NET Zelllinien auf die klinischen GEP NET
ist durch deren hohe Mutationsrate begrenzt (Vandamme et al. 2015). Zellkulturversuche

sind gerade im Hinblick darauf kritisch auszuwerten. Vor allem die Vergleichbarkeit mit
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gut differenzierten GEP NET ist beschrankt. Allerdings war eine Etablierung von
Zelllinien aus G1 GEP NET bisher nicht erfolgreich, so dass diese nicht fur Zellversuche
zur Verfugung standen (Boora et al. 2015). Somit musste auf Zelllinien aus weniger
differenzierten Tumoren mit entsprechend geringerer basaler Expression von SSTR

zuruckgegriffen werden.

Die Eigenschaften von BON-1 und QGP-1 lassen darauf schlief3en, dass sie am ehesten
aus GEP NEC gewonnen wurden (Hofving et al. 2018). Die Ergebnisse sind
dementsprechend nur mit Vorbehalt auf NET anwendbar. Die Auswertung der
Zellversuche erfolgte unter dem Wissen um diese Limitierung.

An beiden Zelllinien wurde bereits eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs beschrieben

(Aristizabal Prada and Auernhammer 2018).

Die Fahigkeit der SSTR-Expression von QGP-1 und BON-1 ist strittig. So beschrieben
Krug et al. eine starke Expression von SSTR2 in BON-1 und eine im Vergleich etwas
niedrigere Expression in QGP-1. Auch SSTR1 und SSTRS war in beiden Zelllinien gut
nachweisbar. Lediglich SSTR3 und SSTR4 war schlecht zu detektieren (Krug et al.
2019).

Hofving et al. beschrieben die SSTR2 Expression in BON-1 als gering und in QGP-1 als
kaum nachweisbar (Hofving et al. 2018).

Hier zeigte sich eine Varianz zu den laboreigenen Zelllinien. Um das
Expressionsverhalten der laboreigenen QGP-1 und BON-1 Kulturen besser einordnen
zu kdénnen wurde dieses vor Beginn der Zellkulturversuche an den nativen Zellen
charakterisiert.

In unseren unbehandelten QGP-1 und BON-1 konnte eine Expression von SSTR1,
SSTR2 und SSTRS5 mittels Real-Time PCR und im Western Blot nachgewiesen werden.
SSTR3 und SSTR4 konnte lediglich auf RNA-Ebene nachgewiesen werden.

Aufgrund der nur geringen basalen SSTR-Expression in den Zellkulturmodellen geschah
die Veranderung der Genexpression nach Behandlung mit den Wnt Modulatoren auf
einem niedrigen Niveau, welches fir den Nachweis von Veranderungen auf

Proteinebene am Western Blot nicht sensitiv genug ist.

Immunhistochemisch war SSTR2 dementsprechend auf den nativen Zellen nicht

nachweisbar.
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Aufgrund der fortgeschrittenen Entdifferenzierung der Zellen zu am ehesten
Karzinomzellen lag nur eine niedrige basale SSTR-Expressionsrate vor. Darum kdnnten
maogliche klinisch relevante Effekte unterschatzt werden. Deutlichere Effekte kdnnten

sich bei NET mit héherer SSTR-Expressionsrate zeigen.

CXCR4 wird in beiden Zelllinien deutlich exprimiert (Cives et al. 2017). Dies wurde an

den laboreigenen Zellen bestatigt.

Die gewahlten Dosierungen der Wnt-Modulatoren Quercetin und Lithiumchlorid wurden
gemal den Protokollen der Forschungsgruppe gewahlt. Bei hdher gewahlten
Dosierungen von Quercetin konnten eventuell starkere Effekte erzielt werden. Auch eine
Toxizitat ist moglich (Panche, Diwan, and Chandra 2016). Lithiumchlorid wirkt bei
héheren Dosierungen zytotoxisch (Jope 2003; Hart 2016).

4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Einfluss der Wnt-Modulation auf die SSTR

Die Somatostatinrezeptoren stellen fir die Therapie mit SSA sowie die PPRT ein
wichtiges Therapietarget bei GEP NET dar (Strosberg and Krenning 2017; Rinke et al.
2009) .

Nach Aktivierung des G-Protein SSTR werden abhangig vom Rezeptor-Subtyp
verschiedene Signalkaskaden gestartet. So reguliert SSTR2 p21 und Rb auf und fiihrt
damit zum Zellzyklusarrest. SSTR3 vermittelt Apoptose durch p53 und BAX und inhibiert
vascular endothelial growth factor (VEGF). SSTR5 aktiviert PTP wie SHP1 und 2 sowie
PTPy. Gegensatzlich dazu steht die Aktivierung der SSTR1 und SSTR4. Diese
regulieren den MAPK/ERK1/2- Signalweg hoch und vermitteln so eine gesteigerte
proliferative Aktivitat. Weiterhin sind Effekte der SSTR auf die Adenylatzyklase, auf die
Proteinkinase A, auf Kaliumkanéle, auf spannungsabhangige Kalzium-Kanale, auf
Natrium-Protonen-Antiporter und auf Glutamat-Kanale bekannt (Alonso-Gordoa,
Capdevila, and Grande 2015).

In der Tumortherapie mit SSA werden diese Funktionen der SSTR genutzt. Man

unterscheidet zwischen direkt und indirekt GUber SSA vermittelten Effekten, welche zum

Zellzyklusarrest fihren und die Proliferation inhibieren (Wang et al. 2013).
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Die Nutzung des SSTR als Therapietarget kommt nur dann infrage, wenn ein GEP-NET
SSTR exprimiert. Kaemmerer et al. konnten zeigen, dass eine zunehmende
Entdifferenzierung mit einem Verlust von SSTR einhergeht (Kaemmerer et al. 2015).

Eine Aktivierung sowie Steigerung der Expression von SSTR koénnten einen mdglichen

Ansatz flr die Optimierung der bisherigen Therapiestrategien darstellen.

In den Versuchen zu dieser Arbeit, ebenso wie in friheren Experimenten mit 5-aza-CdR,
konnte eine Steigerung der Genexpression von SSTR2 in GEP NET-Zelllinien nach
Behandlung mit dem Whnt-Inhibitor Quercetin gezeigt werden.

Durch Real-Time PCR und Immunhistochemie konnte dies auf RNA- und Proteinebene
bestatigt werden.

Auch in spater durchgefiihrten Reuptake Versuchen mit radioaktiv markiertem Octreotid

konnten die Ergebnisse auf Proteinebene veranschaulicht werden. (Weich et al. 2023)

Quercetin entfaltet seine Wirkung uber die Inhibiton des Wnt-Signalweg sowie
PIBK/AkYmTOR  und MAPK/ERK1/2 in  Tumorzellen. So  kdnnen
Regulationsmechanismen des Zellzyklus wieder wirksam werden und eine Apoptose

dedifferenzierter Zellen induzieren. (Reyes-Farias and Carrasco-Pozo 2019)

Eine relevante Beeinflussung des Expressionsverhaltens der Rezeptoren SSTR1 und
SSTRS durch Quercetin fand in der verwendeten Konzentration und Inkubationszeit

nicht statt.

Nach Behandlung mit dem Wnt-Aktivator Lithiumchlorid zeigte sich in beiden Zelllinien
kein relevanter Effekt auf die relative Genexpression von SSTR1, SSTR2 und SSTR5.
Jedoch konnten Weich et al. nach Behandlung mit Lithiumchlorid bei &hnlichen
Ergebnissen der Real-Time PCR, ein deutlich reduziertes Uptake von radioaktiv
markiertem Octreotid nachweisen und konnten somit einen Effekt des Wnt-Aktivators im
Sinne einer reduzierten SSTR Aktivitat auf SSTR1, SSTR2 und SSTR5 auf Proteinebene
zeigen. (Weich et al. 2023)
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4.2.2. Einfluss der Wnt-Modulation auf CXCR4

Uber diverse Signalkaskaden fordert das G-Protein CXCR4 die Karzinogenese, die
Angiogenese und die Invasivitat von Tumorzellen. Die Adenylatcyclase wird inhibiert.
Das Zelllberleben, die Proliferation und die Chemotaxis werden geférdert. Dies wird
uber die NF-kB-, JAK-STAT- und PI3-Akt-Signalwege sowie mTOR und das JNK/p38
MAPKSs vermittelt (Scala 2015).

Neben CXCL12 binden an den CXCR4 auch non-Chemokin-Liganden wie
beispielsweise extrazellulares Ubiquitin und der MIF- (Macrophage migration inhibitory
factor) Ligand (Cives et al. 2017).

Eine Uberexpression des CXCR4 wurde bereits in mehr als 20 verschiedenen
Tumorarten nachgewiesen (Chatterjee, Behnam Azad, and Nimmagadda 2014). Auch
bei GEP NET/NEC ist er mit Entdifferenzierung und einer schlechteren Prognose
assoziiert (Kaemmerer et al. 2015). Verschiedene Studien haben bestatigt, dass
CXCR4-vermittelte Effekte zu Tumorwachstum, Angiogenese, Metastasierung und der
therapeutischen Resistenz von Tumoren beitragen (Chatterjee, Behnam Azad, and
Nimmagadda 2014).

Eine erhohte CXCR4-Expression in NET des Pankreas, des lleum und der Lunge
korreliert (gegenlaufig zur SSTR-Expression) mit einem héheren Malignitatsgrad sowie
einem schlechterem Patienten-Outcome (Kaemmerer et al. 2015).

Werner et al. konnten anhand einer Kohorte mittels PET/CT und dem Tracer Gallium 68
markiertes PentixaFor ([?®Ga] Ga-PentixaFor) erstmalig in vivo zeigen, dass CXCR4 vor
allem in hochproliferativen G3 Tumoren der GEP-NET nachweisbar, in gut
differenzierten Tumoren jedoch nicht in relevanter Menge nachweisbar war.
Gegensatzlich dazu prasentierten sich SSTR (Werner et al. 2017).

Als therapeutisches Aquivalent firr [®*Ga] Ga-PentixaFor ist Lutetium 177 gebundenes
PentixaTher (['Lu]Lu-PentixaTher) als interessante, mogliche Therapieoption fir NEN
zu betrachten. ["’Lu]Lu-PentixaTher wurde bereits bei austherapierten,
hamatoonkologischen Neoplasien mit CXCR4 Expression erfolgreich eingesetzt. Jedoch
muss im Hinblick auf einen Therapieeinsatz der Effekt der Myeloablation Erwahnung
finden. Diese kann bei hamatoonkologischen Erkrankungen der Therapie zur
Vorbereitung auf eine Stammzelltransplantation dienlich sein, bei soliden Tumoren wie

den NEN stellt sie jedoch eine relevante Nebenwirkung dar. (Buck et al. 2022)

Eine Uberexpression von CXCR4 im Primartumor gilt als Pradiktor fiir eine

Knochenmetastasierung (Cives et al. 2017). Cives et al. konnten am Modell
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neuroendokriner Tumorzelllinien, unter anderem von BON-1 und QGP-1, zeigen, dass
durch die CXCL12/CXCR4-Achse vermittelte Signale die epithelial-mesenchymale
Transition férdern und schlief3lich zu einem gesteigerten Osteotropismus von NET-
Zellen fuhren.

Song et al. zeigten in Zellkulturversuchen an Kolonkarzinomzellen, dass durch Inhibition
der CXCL12/CXCR4-Achse eine Reduktion der Aktivitat des Wnt-Signalweges und
gleichzeitig eine Reduktion der Zellproliferation erreicht werden kann (Song et al. 2015).
Die Reduktion der CXCR4-Expression bzw. -Aktivitat in NET ist darum mdglicherweise

ein interessanter therapeutischer Angriffspunkt (Cives et al. 2017).

In dieser Arbeit wurde durch den Wnt- Inhibitor Quercetin auf Genebene eine Reduktion
der CXCR4 — Genexpression in QGP-1 und BON-1 nach sechs Stunden gezeigt.

Auf Proteinebene konnte der Effekt an BON-1 anhand eines reduzierten Uptakes des
radioaktiv markierten CXCR4-Ligand [®*Ga] Ga-PentixaFor gezeigt werden (Weich et al.
2021).

Nach Behandlung mit Lithiumchlorid zeigte sich ein geringer Effekt auf CXCR4 in BON-
1. In QGP-1 zeigte sich kein Effekt. Jedoch konnte auf Proteinebene in beiden Zelllinien
ein gesteigertes [®®Ga] Ga-PentixaFor Uptake fiir beide Zelllinien verzeichnet werden,
was fur einen Effekt im Sinne einer gesteigerten Aktivitat von CXCR4 auf Proteinebene
nach Inkubation der Zellen mit Lithiumchlorid spricht (Weich et al. 2021).

Letztlich ist der Effekt von Lithiumchlorid auf CXCR4 unter den Versuchsbedingungen
dieser Arbeit eher als gering einzustufen.

In der Immunhistochemie mit Antikérperfarbung gegen CXCR4 zeigte sich kein Effekt
durch die Behandlung mit Lithiumchlorid. Es zeigte sich in nativen und mit Lithiumchlorid
inkubierten Zellen eine starke Antikérperfarbung. Diese spricht fir eine hohe CXCR4
Expression der QGP-1 und BON-1 Zellen. Es ist fraglich ob eine Steigerung der CXCR4
Expression bei entsprechender Behandlung, insbesondere im Hinblick auf die Toxizitat
hoherer Lithiumchlorid-Konzentrationen, moglich ware oder ob bereits ein Maximum

erreicht wurde.

4.2.3. Einordnung des Effekts von Quercetin

Durch Behandlung mit dem Wnt-Inhibitor Quercetin zeigte sich eine Aufregulation der

SSTR2 Expression sowie eine Abregulation der CXCR4 Expression.
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Quercetin inhibiert neben dem Wnt-Weg auch den PI3K/Akt/mTOR Signalweg (Reyes-
Farias and Carrasco-Pozo 2019).

Daher ist die Hypothese, dass die Regulation der Rezeptoren ausschlie3lich Uber die
Quercetin vermittelte Wnt-Inhibition tber den LEF/TCF-Komplex bewirkt wurde, im
Rahmen dieses Versuches nicht sicher zu bestatigen.

Vielmehr muss beachtet werden, dass eine gegenseitige Regulation des
PIBK/Akt/mTOR und des Wnt-Wegs stattfindet.

Bei aktiviertem PI3K/Akt/mTOR-Weg, inaktiviert Akt GSK3 und sorgt so fir eine Wnt-
Aktivierung. Bei PI3K/Akt/mTOR-Inhibition, bleibt GSK3 aktiv, R-Catenin wird degradiert
und es werden keine Wnt-Zielgene exprimiert.

Zusatzlich zu Wnt-Aktivierung vermittelt der PISBK/Akt/mTOR-Weg eine Transkription
weiterer Onkogene und tragt so zur Karzinogenese bei (Reyes-Farias and Carrasco-
Pozo 2019).

Eine Aktivierung beider Signalwege ist in GEP-NET, BON-1 und QGP-1 beschrieben.
Bisher dient vor allem der PI3K/Akt/mTOR-Weg und dessen Inhibition mit Everolimus
als Ansatz fir eine Therapie von GEP NET (Aristizabal Prada and Auernhammer 2018).
Auch durch Inhibition des MAPK/ERK1/2-Signalwegs und durch Modulation weiterer,
regulatorisch auf den Zellzyklus und die Zellproliferation einwirkenden, Proteine wirkt

Quercetin antikanzerogen (Reyes-Farias and Carrasco-Pozo 2019).

Fir die These, dass der Effekt auf SSTR und CXCR4 durch die Quercetin induzierte
Whnt- Inhibition erreicht wird, sprechen die Ergebnisse weiterer Versuche mit anderen
Whnt-Inhibitoren. In frGheren Experimenten der Arbeitsgruppe konnte unter Behandlung
mit den Wnt- Inhibitoren 5-aza-CdR und Niclosamid, ebenso wie in den vorliegenden
Experimenten mit Quercetin, eine Steigerung auf die Expression der SSTR sowie die
Reduktion von CXCR4 in NET-Zelllinien erreicht werden. Da Quercetin, 5-aza-CdR und
Niclosamid Uber verschiedene Mechanismen wirken, jedoch alle auch als Wnt-
Inhibitoren, wird die Hypothese gestitzt, dass die in dieser Arbeit beobachteten Effekte

tatsachlich Gber eine Wnt-Inhibition vermittelt wurden (Weich et al. 2021).
Die durch Quercetin vermittelte Wnt-Inhibition fuhrte zur Steigerung der SSTR2-

Expression auf Gen- und Proteinebene und Reduktion der CXCR4-Rezeptorexpression

auf Genebene.
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Quercetin kénnte Uber die Wnt-Inhibition sowie den Effekt auf die Rezeptorexpression
und die geringe Toxizitat eine fiir die Therapie von GEP NET interessante Substanz sein.
Weitere Untersuchungen zu Quercetin an spezifischeren Zellsystemen konnten dies

genauer evaluieren.

4.2.4. Einordnung des Effekts von Lithiumchlorid

Far Lithiumchlorid sind antiproliferative und toxische Eigenschaften beschrieben
(Greenblatt et al. 2010) (Hart 2016). Lithiumchlorid ist ein GSK3-Inhibitor und Wnt-
Aktivator (Jope 2003). Die Aktivierung des Wnt-Wegs birgt ein kanzerogenes Potential.
Jedoch st fur Lithiumchlorid auch eine proapoptotischen Wirkung und ein
antikanzerogener Effekt auf Zellebene bei Versuchen mit BON-1 beschrieben worden
(Jope 2003).

In den Zellkulturversuchen von Greenblatt et al. wurde bei 10-30 mM Lithiumchlorid eine
proapoptotischen Wirkung in BON-1 erzielt (Greenblatt et al. 2010) .

In vorherigen Experimenten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass

Lithiumchlorid an unseren Zellkulturen ab 7,5 mM zytotoxisch wirkt.

Die in dieser Arbeit gewahlte Konzentration von 5 mM Lithiumchlorid hatte keinen
zytotoxischen Effekt. Vielmehr kam es durch die Behandlung mit Lithiumchlorid in
weiteren Versuchen sogar zu einem Anstieg der relativen Genexpression von CXCR4,
was fur ein Fortschreiten des malignen Potentials der Tumorzellen spricht. Ein

proapoptotischer Effekt wurde nicht beobachtet.

Der von Greenblatt et al. an Zellkulturen beobachtete Effekt konnte an GEP-NET
Patienten im Rahmen einer Phase 2 Studie nicht bestatigt werden (Aristizabal Prada and
Auernhammer 2018).

Als Ursache dafir wurde angenommen, dass der erreichte Serumspiegel von
Lithiumchlorid nicht hoch genug war, um GSK3 zu inhibieren (Greenblatt et al. 2010)
(Lubner et al. 2011).

Trotz multipler Mechanismen, Uber welche Lithiumchlorid die Karzinogenese und
Proliferation potenziell fordern kénnte, liegen bislang keine Daten vor, welche einen
solchen Effekt in vivo tatsachlich bestatigen wirden (McCubrey et al. 2014).

Bisher konnte anhand von Daten aus der Langzeit-Lithiumtherapie an Patienten mit
bipolarer affektiver Stérung kein kanzerogenes Potenzial festgestellt werden (Jope
2003).
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Daraus ergibt sich, dass Lithiumchlorid zwar in Zellkulturversuchen geeignet ist, als Wnt-
Aktivator zu fungieren, in vivo dieser Effekt jedoch im klinischen Einsatz des

Medikamentes bisher nicht nachgewiesen wurde.

In dieser Arbeit wurde Lithiumchlorid gewahlt um mit der gegenlaufigen Wirkung zu
Quercetin auf den Wnt-Weg eine Wnt-Aktivierung bzw. -Inhibition bezuglich ihrer

Auswirkungen auf die Expression der SSTR sowie CXCR4 zu vergleichen.

Lithiumchlorid wirkt dabei nicht nur Uber eine Wnt-Aktivierung, sondern auch Uber
andere zellulare Mechanismen wie die Inhibition der Inositol-Monophosphatase (Jope
2003; Alda 2015). Dies fuhrt zu einer Reduktion der Umwandlung von
Inositolmonophosphat zu Inositol. Unter einer Langzeittherapie mit Lithium, wird so
Diacylglycerol (DAG) angehauft und die DAG-abhangigen Proteinkinase C (PKC)
aktiviert (Lenox and Wang 2003).

Die PKC ist in vielen Karzinomen aktiviert. Unter anderem konnten unter PKC Einfluss
eine Uberexpression von Cyclin D1 und eine NF-kB- Aktivierung gezeigt werden (Lenox
and Wang 2003). Eine Interaktion des IP/PKC- Wegs mit dem Wnt/3-Catenin-Weg ist
bekannt. So bewirken diverse Isoformen der PKC eine Inhibition der GSK3, wohingegen
andere, atypische PKC eine Degradierung von R-Catenin auslésen. Aulderdem wird eine
aktivierende Wirkung des Dishevelled-Proteins auf die PKC angenommen (Lenox and
Wang 2003).

Ein zusatzlicher Effekt ist die reduzierte Expression und Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors CREB durch Lithiumchlorid. Eine Suppression von CREB, unter
anderem durch GSK3-Suppression, hat eine erhohte p53- und BAX- sowie eine

erniedrigte bcl-2-Aktivitat zur Folge und wirkt damit proapoptotisch. (Alda 2015)

Auch der IP/PKC- Weg konnte Effekte in GEP-NET vermitteln. Allerdings beschreiben
Jope et al. erst nach Langzeittherapie mit Lithiumchlorid eine Aktivierung des IP/ PKC-
Wegs, welcher einen Einfluss auf die Genexpression verschiedener potenziell
kanzerogen wirkender Proteine, wie beispielsweise Cyclin D1, hat (Jope 2003).

Da in dieser Arbeit kurze Inkubationszeiten von vier und sechs Stunden gewahlt wurden,
ist es unwahrscheinlich, dass eine Aktivierung des IP/PKC-Wegs bewirkt wurde.
Vielmehr ist anzunehmen, dass vor allem die Wirkung des Lithiumchlorid auf den Wnt-

Signalweg zu Veranderungen fiihrte.
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In vorherigen Versuchen konnten an den untersuchten Zelllinien BON-1 und QGP-1
mittels Tagman Array nach Behandlung mit Lithiumchlorid ein Anstieg der Wnt-Zielgene
TCF7, MYC und Cyclin D1 nachgewiesen werden (Weich et al. 2021).

Die Behandlung mit Lithiumchlorid hatte unter den Versuchsbedingungen der
Experimente der vorliegenden Arbeit keinen relevanten Effekt auf die SSTR-Expression.
Es zeigte sich fir CXCR4 bei einer Konzentration von 5 mM jedoch ein leichter Anstieg
der relativen Genexpression in BON-1.

An dieser Zelllinie konnte so schlieRlich die formulierte Hypothese einer Wnt-Aktivierung
durch Lithiumchlorid und der damit einhergehenden Modulation des CXCR4 gestitzt

werden. An QGP-1 wurde dieser Effekt nicht nachgewiesen.

Die in der Immunhistochemie gezeigte starke Farbung fir CXCR4 und die geringe
SSTR2 Anfarbung der in dieser Arbeit verwendeten Zellen spricht fiir deren

fortgeschrittene Entdifferenzierung (Kaemmerer et al. 2015).

4.2.5. Einordnung der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch die Behandlung von QGP-1 und BON-1 mit den
Wht-Inhibitor Quercetin eine Steigerung der SSTR2 Expression erzielt werden. Eine
gesteigerte SSTR2-Expression durch Whnt-Inhibitoren kénnte eine therapeutische
Perspektive bei GEP NET bieten. Eine hdhere Rezeptorexpression kann fir die SSTR-

abhangige Therapien genutzt werden.

Somit ist Quercetin als ein Vertreter dieser Pharmaka eine interessante Substanz fiir die
Tumortherapie von GEP NET.

Die Diskrepanz der Ergebnisse der Untersuchungen an QGP-1 und BON-1 durfte in
unterschiedlichen zellbiologischen Eigenschaften bzw. unterschiedlicher Wnt-Aktivitat
der beiden Zelllinien begrundet liegen.

Im Tagman Array zur Beurteilung der Wnt-Aktivitdt in BON-1 zeigte sich ein starkeres
Ansprechen auf die Wnt-Inhibition durch Quercetin. Die Zielgene wurden starker als bei
QGP-1 supprimiert. Auch auf QGP-1 konnte eine Wnt-Inhibition mit Suppression der

Whnt-Zielgene beschrieben werden, jedoch weniger stark ausgepragt. Im Gegenzug dazu
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waren die Effekte auf die Wnt-Zielgene nach Behandlung mit dem Wnt-Aktivator
Lithiumchlorid in QGP-1 ausgepragter als in BON-1. (Weich et al. 2021)

Denkbar ware, dass aufgrund der fortgeschrittenen Entdifferenzierung der Tumorzellen
der Wnt-Weg bereits vor Behandlung mit Lithiumchlorid aktiviert war.

Durch den Wnt-Aktivator Lithiumchlorid konnte so nur noch ein geringer Effekt, erzielt
werden.

Gegensatzlich dazu war durch Wnt- Inhibition in BON-1, der Zelllinie mit dem mutmaglich
aktiveren Wnt-Weg, der Effekt durch die Wnt Inhibition deutlich starker ausgepragt. In
BON-1 konnte damit eine starkere Suppression der Wnt-Zielgene erzielt werden.

Somit scheint der Wnt-Weg in den beiden Zelllinien in unterschiedlichem Mafl

konstitutionell aktiv zu sein.

Die Wnt-Inhibition gilt als vielversprechendes Target der Therapie von GEP NET. Aktuell
werden bereits erste klinische Studien zur Therapie von GEP NET mit Wnt-Inhibitoren
durchgefihrt. Die Ergebnisse stehen noch aus (Aristizabal Prada and Auernhammer
2018).
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5. Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten haben Inzidenz und Pravalenz von GEP NET deutlich
zugenommen (Yao et al. 2008). Den SSTR kommt eine entscheidende Rolle bei
zahlreichen etablierten Therapieverfahren zu. Allerdings sto3en die meisten Therapien
bei G3 Tumoren oder bei langfristigem Einsatz an ihre Grenzen, was die Etablierung
neuer, molekular zielgerichteter Therapien notwendig macht. Die Inhibition des Wnt-
Signalweges stellt einen moglichen Ansatzpunkt fir Therapien dar.

Ziel dieser Arbeit war es die Wirkung der Wnt-Modulatoren Quercetin und Lithiumchlorid
auf die Wnt-Aktivitat sowie die Expression von Somatostatinrezeptoren und CXCR4 in
den neuroendokrinen Tumorzelllinien QGP-1 und BON-1 zu untersuchen.

Durch Real-Time PCR, Western Blots und Immunhistochemie wurden die Effekte auf
RNA-, und Proteinebene sowie morphologisch analysiert und ausgewertet.

An den verwendeten Zelllinien konnte gezeigt werden, dass Quercetin die Wnt-
Signalgebung inhibierte, die SSTR-Expression steigerte und die CXCR4-Expression
senkte. Lithiumchlorid bewirkte eine Wnt-Aktivierung und konnte Uber diesen Weg eine
gesteigerte Expression von CXCR4 erzielen.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der Aktivitat des Wnt-
Signalwegs und der Befahigung der GEP-NET Zelllinien zur SSTR- und CXCR4-
Expression bestand.

Die Wnt-Inhibierung kann Uber den Effekt der Steigerung von SSTR Teil neuer
Therapiestrategien sein. So ist z.B. eine ,add-on“ Therapie von Wnt-Inhibitoren wie

Quercetin zusammen mit der PRRT denkbar.
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