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l. Zusammenfassung

MNeuroendokrine Neoplasien des gastroenteropankreatischen Systems (GEP-NEN)
stellen eine seltene Gruppe von Tumoren dar, die prinzipiell in zahlreichen Organen
auftreten kiinnen und durch ein heterogenes klinisches und biologisches Verhalten
gekennzeichnet sind. Entsprechend der WHO-Klassifikation von 2022 werden die
GEP-NEN anhand eines proliferationsbasierten Gradings in gut differenzierte
neuroendokrine Tumore (NET) und schlecht differenzierte neuroendokrine Karzinome
(NEC) unterteilt. Dabei zeichnen sich insbesondere NEC durch eine auBerordentlich
hohe Resistenz gegeniber einer konventionellen Chemotherapie aus.

Ein vielversprechender Angrifispunkt in der medikamentisen Krebstherapie ist die
Hemmung von Histondeacetylasen (HDACs) durch sogenannte Histondeacetylase-
Inhibitoren (HDACIs). HDACs sind eine Gruppe epigenetisch modifizierender Enzyme,
die eine wichtige Rolle bei der Genexpression spielen und deren Fehlregulation mit
der Tumorigenese In Verbindung gebracht wird. In diesem Zusammenhang gibt
esHinweise, dass zahlreiche HDACs in neuroendokrinen Tumoren aberrant exprimiert
werden.

In den durchgefihrten Experimenten wurde die Wirkung der nicht-selektiven
Pan-HDAC-Inhibitoren Vorinostat, Belinostat und Panobinostat sowie der selektiven
HDAC-Inhibitoren Entinostat und Droxinostat auf die Zellinien NEC-DUE1,
NEC-DUEZ2 und NEC-DUES3 untersucht.

Mittels MTS-Assays wurde die Reduktion der Zellviabilitit nach der Behandlung mit
HDAC-Inhibitoren bestimmt. Hierbei zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Zellviabilitat vor allem der Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUE3 durch die HDAC-
Inhibitoren Vorinostat, Entinostat, Belinostat und Panobinostat.

In den anschlieBend durchgefUhrien Zellzyklus-FACS- und Western-Blot-Analysen
wurde die Apoptoseinduktion sowie der Einfluss der HDAC-Inhibition auf die
Expression antiapoptotischer Proteine der Inhibitor-of-Apoptosis-Protein-Familie (1AP)
untersucht. Es konnte eine dosisabhidngige Reduktion der IAPs in den Zelllinien
NEC-DUE1 und NEC-DUES durch Vorinostat, Entinostat, Belinostat und Panobinostat
festgestellt werden.

Diese Erkenntnisse bilden die Grundlage far weitere Untersuchungen zur
Wirkungsweise von HDACIs und bieten einen mdglichen neuen zielgerichteten

Therapieansatz fir NEC.



Il. Summary

Meuroendocrine neoplasms of the gastroenteropancreatic system (GEP MNEN)
represent a rare entity of tumors that can occur in numerous organs and are
characterized by heterogeneous clinical and biological behavior. According to the
WHO classification of 2022, GEP NEN are divided into well differentiated
neuroendocrine tumors (NET) and poorly differentiated neuroendocrine carcinomas
(NEC) using proliferation-based grading. NEC in particular are characterized by an
extraordinarily high resistance to conventional chemotherapy.

A promising target in drug cancer therapy is the inhibition of histone deacetylases
(HDACs) using histone deacetylase inhibitors (HDACIs). HDACs are a group of
epigenetic modifying enzymes that play an important role in gene expression and
whose dysregulation has been linked to tumorigenesis. In this context, there is
evidence that numerous HDACs are aberrantly expressed in neuroendocrine tumors.
In the experiments carried out, the effect of the non-selective pan HDAC inhibitors
vorinostat, belinostat and panobinostat as well as the selective HDAC inhibitors
entinostat and droxinostat on the cell lines NEC DUE1, NEC DUE2 and NEC DUE3
was examined.

The reduction in cell viability after treatment with HDAC inhibitors was determined
using MTS assays. This showed a significant reduction in cell viability, especially in the
cell lines NEC DUE1 and NEC DUES3, due to the HDAC inhibitors vorinostat, entinostat,
belinostat and panobinostat.

In the subsequent cell cycle FACS and Western blot analyses, the induction of
apoptosis and the influence of HDAC inhibition on the expression of antiapoptotic
proteins of the inhibitor of apoptosis protein family (IAP) were examined. A dose-
dependent reduction of IAPs in the cell lines NEC DUE1 and NEC DUE3 was
determined by vorinostat, entinostat, belinostat and panobinostat.

These findings provide the basis for further investigations into the mode of action of

HDACIs and offer a potential new targeted therapeutic approach for NEC.
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1 Einleitung

1.1 Neuroendokrine Neoplasien

MNeuroendokrine Neoplasien haben ihren Urprung im Neuroektoderm. Sie entstehen
aus neuroendokrinen Zellen, die dem diffusen neuroendokrinen System angehdren
und im Oberflichenepithel verschiedener Organe lokalisiert sind. Sie produzieren und
sezernieren Botenstoffe, die z.B. Einfluss auf Verdauungs- und Stoffwechselprozesse
nehmen. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die gastroenteropankreatischen
MNeoplasien (GEP-NEN).

Die Gruppe der GEP-NEN ist duBerst heterogen und umfasst sowohl die gut
differenzierten neuroendokrinen Tumore (NET) als auch die hochgradigen, schlecht
differenzierten neuroendokrinen Karzinome (NEC) (Milione et al., 2017), wobei die
Einteilung nach den Kriterien der WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2022 erfolgt. NETs
werden abhingig von der Mitoserate bzw. dem Ki-67/MIB-1-Index in drei verschiedene
Differenzierungsgrade eingeteilt. NEC hingegen sind per definitionem hochgradige
Neoplasien mit > 20 Mitosen/2 mm? bzw einem Ki-67/MIB-1-Index > 20 % und
unterscheiden sich des Weiteren in einer groBB- oder kleinzelligen Zytomorphologie
(Rindi et al_, 2022).

Meuroendokrine Neoplasie (NEN)

MNeuroendokriner Tumor (NET) Meuroendokrines Karzinom (MEC)
Differenzierung Gut differenziert Schlecht differenziert
Graduierung/Klassifizierung G1 (< 2 Mitosen/2 mm? baw. Ki67 < 3%) per definitionem G3

G2 (2-20 Mitosen,/2 mm? bzw. Ki67 3-20%)
G3 (> 20 Mitosen/2 mm? bzw. Ki67 = 20%) GroBzelliges NEC
Kleinzelliges NEC

Tabelle 1: Einteilung der gastroenteropankreatiachen neuroendokrinen Neoplasien nach der
WHO-Klaz<zifikation von 2022

Alle neuroendokrinen Neoplasien sind potenziell maligne, unterscheiden sich jedoch
in threr Proliferationsrate und in ihrer Wahrscheinlichkeit zu metastasieren (Bosman,
Carneiro, Hruban, & N.D_, 2010; Rindi et al_, 2022).



1.1.1 Inzidenz und Prognose

Mach Auswertungen der Daten des Surveillance, Epidemiology and End Results
Program (SEER) der Vereinigten Staaten von Amerika treten GEP-NEN bei
5,25/100.000 Personen pro Jahr auf (Yao et al., 2008). Die Inzidenz von GEP-NEC
liegt bei 0,5-0,8/100.000 Personen (Dasari, Mehta, Byers, Sorbye, & Yao, 2018).
Insgesamt ist in den letzten Jahren ein Inzidenz zu verzeichnen, der in erster Linie auf
die verbesserten diagnostischen Mdaglichkeiten zurtickgefihrt wird (Korse, Taal, van
Velthuysen, & Visser, 2013). Die hichste Auftretenswahrscheinlichkeit wird zwischen
dem 50. und 70. Lebensjahr beobachtet (Niederle, Hackl, Kaserer, & Niederle, 2010).
Da die meisten NEC anders als die gut differenzierten NEN nicht durch hormonelle
Dysfunktionen in Erscheinung treten, prasentieren sich die Patienten mit
Beschwerden, die von der Lokalisation des Tumors abhangig sind und mit allgemeinen
Symptomen einer fortgeschrittenen Krebserkrankung wie Gewichtsverlust und Fatigue
(Garcia-Carbonero et al., 2016). Zwel Drittel der Patientiinnen mit einem GEP-NEC
haben daher zum Zeitpunkt der Diagnosestellung schon eine fortgeschrittene
Tumorausdehnung und je nach Ursprungsgewebe findet man in 62-67 % der Félle
bereits eine Fernmetastasierung, wobei Lebermetastasen mit einem Anteil von 70 %
am haufigsten sind (Kang et al_, 2007; Sorbye et al_, 2013).

Patientiinnen, bei denen ein NEC diagnostiziert wurde, haben eine mittlere
Uberlebensrate von nur 4-16 Monaten (llett et al., 2015), unter anderem, weil die
Karzinome und Metastasen vieler Patientiinnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
bereits nicht mehr kurativ resezierbar sind (Modlin et al., 2008). Bei multipel
metastasierten GEP-NEC betrigt die mittlere Uberlebenszeit unter best supportive
care ca. einen Monat und unter der besten verfigbaren Therapie bis zu 12-19 Monate
(Garcia-Carbonero et al., 2016). Insgesamt scheint die Uberlebensprognose bei
groBzelligen NEC besser zu sein als bei kleinzelligen NEC (Sorbye et al_, 2023).

Bei Vorliegen eines metastasierten NEC haben Patientinnen mit einem Primarius im
ﬁsnphagus oder Kolon statistisch gesehen eine schlechtere Prognose als

Patientiinnen mit einem Primarius an einer anderen Lokalisation (Sorbye et al_, 2023).



1.1.2 Diagnostik

Im Plasma lassen sich bei Patientinnen mit NEC neuroendokrine Marker wie
Chromogranin A und die neuronenspezifische Enolase messen. Bisher ist die
Aussagekraft dieser zirkulierenden Tumormarker fir NEC jedoch nicht ausreichend
untersucht und nachgewiesen worden (Garcia-Carbonero et al., 2016). Das aktuelle
guidance paperder European Neuroendocrine Tumor Society (ENETS) von 2023 fasst
zusammen, dass aktuell keine im Blut messbaren Biomarker fir die Routinediagnostik
eines NEC etabliert sind (Sorbye et al_, 2023).

Bei GEP-NEC wird eine entsprechende endoskopische oder endosonographische
Untersuchung mit einer Biopsie zur histopathologischen Untersuchung empfohlen.
Obligat ist auBerdem die Durchfihrung einer Computertomographie des Thorax und
des Abdomens zur Evaluation der Tumorausdehnung und der Detektion von
Metastasen (Breitling, Rinke, & Gress, 2019; Garcia-Carbonero et al_, 2016; Sorbye &t
al., 2023).

Das aktuelle guidance paper der ENETS empfiehlt aufgrund des hohen
Metastasierungsrisikos auBerdem die Durchfihrung eines FDG-PET/CTs bel einem
ortlich begrenzten Befund vor einer Operation oder einer adjuvanten Chemotherapie
(V. Ambrosini et al., 2021; Sorbye et al_, 2023).

1.1.3 Histopathologische Besonderheiten

Bei der histopathologischen und der immunhistochemischen Untersuchung von
GEP-NEC sind die neuroendokrinen Marker und der Proliferationsindex
Ki-6//MIB-1-Index obligat (Garcia-Carbonero et al, 2016). Anhand der
Zytomorphologie lassen sich die GEP-NEC in small cell NEC (SC-NEC) und large cell
NEC (LC-NEC) unterscheiden (Sorbye et al_, 2023).

Meuroendokrine Zellen zeichnen sich unter anderem durch die Expression
neuroendokriner Marker wie Chromogranin A, Synaptophysin und
neuronenspezifische Enolase aus. Insbesondere bel SC-NEC kdnnen in seltenen
Fallen (< 5 %) weder Synaptophysin noch Chromogranin A detektiert werden (Sorbye
et al_, 2013). Hier kann der Transkriptionsfaktor INSM1 mit einer Sensitivitat von 85%
bei der Diagnose eines NEC hilfreich sein (McHugh, Mukhopadhyay, Doxtader,

Lanigan, & Allende, 2020). Bei schlecht differenzierten Karzinomen korreliert der



immunhistochemische Nachweis mehrerer neuroendokrinder Marker mit einer

héheren 5-Jahres-Uberlebensrate (Faggiano et al., 2007).

1.1.4 Therapie

Die Europiische Gesellschaft fir NMeuroendokrine Tumoren (ENETS) wurde 2004
gegrindet und hat sich zum Ziel gesetzt, die Diagnostik und Therapie von NET
voranzutreiben. Zu diesem Zweck werden unter anderem regelmabBig aktualisierte
Leitinien zur standardisierten Therapie von NEN herausgegeben. GemalB der
ENETS-Leitlinie von 2016 wird die hchste Uberlebensrate bei einer lokal begrenzten
Tumorausdehnung durch eine Kombination aus einer adjuvanten, Platin-basierten
Chemotherapie mit einer Operation oder Radiotherapie oder einer Kombination aus
allen drei Therapieoptionen erzielt (Garcia-Carbonero et al., 2016). Insbesondere bei
tisophagealen und analen NEC wird im aktuellen guidance paper der ENETS eine
initiale Radiochemotherapie empiohlen (Sorbye et al_, 2023).

Bezlglich der Wirksamkeit einer neoadjuvanten Chemotherapie ist die Datenlage
unzureichend. Die ENETS befUrwortet eine neoadjuvante Chemotherapie, wenn die
Hezidivwahrscheinlichkeit als sehr hoch eingeschatzt wird oder eine
Beobachtungsperiode vor einer Operation gewlnscht wird, um zu sehen, ob unter
Chemotherapie ein Tumorprogress stattfindet (Sorbye et al., 2023).

Abb. 1 zeigt die verschiedenen Therapiearme entsprechend der Tumorausdehnung.
Beim lokal fortgeschrittenen Primartumor oder, wenn eine Operation aufgrund des
Allgemeinzustands und der Komorbiditdten der Patient:innen ausgeschlossen ist, wird
eine Bestrahlung des Tumors in Kombination mit einer Chemotherapie empiohlen
(Garcia-Carbonero et al_, 2016; Strosberg et al_, 2010).

Beil multipel metastasierten GEP-NEC wird die palliative Erstlinien-Chemaotherapie mit
Cisplatin oder Carboplatin in Kombination mit Etoposid durchgetiihrt. Die Ansprechrate
betrdgt jedoch nur ca. 30 % und in ca. 40 % kann ein sfable disease erreicht werden
(Garcia-Carbonero et al., 2016; Sorbye et al., 2013). Vergleichbare Ansprechraten
erzielt die kombinierte Gabe von Innotecan und Cisplatin, sodass dieses Regimen eine
alternative, aber bisher nicht etablierte Erstlinientherapie darstellt (Morizane et al_,
2022; Sorbye et al_, 2023; P. Zhang et al., 2020).
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Abb. 1: Therapicoptionen gastroenteropankreatischer neuroendokriner Karzinome abhangig
vom Befund

Eine standardisierte Zweitlinientherapie existiert derzeit nicht (Garcia-Carbonero et al_,
2016; Okuyama et al., 2020; Sorbye et al_, 2023). Die hichste Evidenz besteht laut
ENETS guidance paper fur die Kombination aus Flouropyrimidinen mit Irinotecan
(Sorbye et al_, 2023).

Von einem Debulking bzw. zytoreduktiver Chirurgie wird abgeraten (Garcia-Carbonero
et al., 2016; Sorbye et al_, 2023).

1.1.5 Neue Therapieansatze

Da Schlisselmutationen bei NEC vorkommen, sollte eine frihzeitige
Panel-Sequenzierung erfolgen und abhangig davon eine Therapie mit
ERAF-Inhibitoren in Betracht gezogen werden (Klempner et al., 2016; Sorbye et al_,
2023).

Bei NEN ist der Phosphatidylinositol-3-Kinase-AKT-mTOR-Signalweg, der in der
Angiogenese und Ausschittung von Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle spielt,
haufig dysreguliert. Vor allem bei schlecht differenzierten NEC konnte eine deutlich
erhdhte Expression des mTOR festgestellt werden (Auernhammer & Goke, 2011;
Catena et al_, 2011). Das Immunsuppressivum Everolimus inhibiert mTOR spezifisch
und fahrte in der RADIANT-3-Studie bei Patientiinnen mit inoperablem niedrg bis

mittelgradigem NET des Pankreas zu einem mittleren progressionsfreien Uberleben



von 11 Monaten im Vergleich zu 4,6 Monaten in der Placebogruppe (Yao et al., 2011).
Im NECTOR-Tnal konnte allerdings gezeigt werden, dass die Wirksamkeit der
Everolimus-Monotherapie bei schlecht differenzierten NEC mit einem mittleren
progressionsfreien Uberleben von 1,2 Monaten gering war (Okuyama et al., 2020).
Sunitinib, ein Multityrosinkinaseinhibitor, hemmt die Rezeptoren des Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGFR) und greift damit ebenfalls in die Angiogenese und
die Wirkung wvon Wachstumsfaktoren ein. Obwohl die Studienergebnisse
unterschiedlich sind, scheinen Patient:innen unter der Einnahme von Sunitinib vor
allem von einer Stabilisierung der Erkrankung zu profitieren (Auernhammer, Spitzweqg,
Heinemann, & Goke, 2012; Raymond et al_, 2011).

Immuntherapie kann im Falle einer Mikrosatelliteninstabilitit oder einer hohen
Tumormutationslast sinnvoll sein (Sorbye et al., 2023).

Fir zielgerichtete Therapeutika gibt es seitens der ENETS keine Empfehlung zum
Einsatz in der Erstlinientherapie aufgrund einer unzureichenden Datenlage (Sorbye et
al., 2023).

1.2 Apoptose

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods und ein wichtiger
Mechanismus bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung von Zellpopulationen in
menschlichen Geweben (Elmore, 2007). Ein weiterer flr die Gesundheit essentieller
Mechanismus ist die Induktion des programmierien Zellitods bei fehlerhaften oder
beschadigten Zellen Ober verschiedene Signalwege (Elmore, 2007). Wenn die
Apoptose aus bestimmten Grinden in beschidigten Zellen verhindert wird, kann dies
Zu einem Ubermafigen und unkontrollierten Zellwachstum und damit letztendlich zu
einer Krebserkrankung fihren (D'Arcy, 2019).

Die Apoptose kann durch die Zelle selbst induziert werden, aber auch z.B. durch
Immunzellen, die die beschadigte Zelle von auBen detektieren (D'Arcy, 2019). Der
intrinsische und der extrinsische Signalweg fahren beide zur Initierung der
Caspase-Kaskade oder auch Ausfihrungsphase genannt, die dazu fahrt, dass die
Zelle sich in kleine Apoptosevesikel fragmentiert, welche durch umgebende Zellen
phagozytiert werden kénnen (D'Arcy, 2019; Jan & Chaudhry, 2019).



1.2.1 Intrinsischer (mitochondrialer) Signalweg

Die intrinsische Apoptose kann entweder durch das Auftreten oder durch die
Abwesenheit bestimmter Signalmolekile ausgeldst werden (D'Arcy, 2019; Elmore,
2007).

Die Aktivierung proapoptotischer Molekile erfolgt durch das Fehlen bestimmier
Signalmolekile wie Zytokine, Hormone oder Wachstumsfaktoren im Zytoplasma. Ein
weiterer Aktivierungsweg flr proapoptotische Molekile ist die Anwesenheit von
reaktiven Sauerstoffspezies, Toxinen oder ein deutlich erhdhter intrazellularer
Calciumspiegel (Elmore, 2007; Green & Kroemer, 2004). Durch diese positiven oder
negativen Stimuli 6ffnet sich die Mitochondrial Permeability Transition Pore (MPTP)
und die proapoptotischen Proteine Cytochrom C und Smac/DIABLO gelangen aus
dem Mitochrondrium in das Zytoplasma (D'Arcy, 2019). Cytochrom C fahrt zur
Aktivierung der Caspase 9, die wiederum eine Aktivierung der Caspase 3 bewirkt.
Caspase 3 kann schlieBlich die Caspase-Kaskade auslisen. Smac/DIABLO hemmt,
wie unten beschneben, die IAPs und unterstitzt so den Ablauf der Apoptose (D'Arcy,
2019).

1.2.2 Extrinsischer (rezeptorabhangiger) Signalweg

Die extrinsische Apoptose wird ausgeldst durch z.B. natirliche Killerzellen oder
Makrophagen, die Signalmolekille wie Tumornekrosefaktor (TNF), Fas Ligand (Fas-L)
und TNF Related Apoptosis Inducing Ligand (TRHAIL) absondern. Diese
Signalmolekile binden an entsprechende Rezeptoren in der Membran der Zielzelle,
wie z.B. TNF-Rezeptor 1, Fas-Rezeptor oder TRAIL-Rezeptor und aktivieren diese
(D'Arcy, 2019; Jan & Chaudhry, 2019). Durch diese Aktivierung bildet sich auf der
zytoplasmatischen Seite des Rezeptors ein Death-Inducing Signaling Complex
(DISC). Dieser rekrutiert das Fas-Associated Death Domain Protein (FADD), das
wiederum Uber mehrere Schritte Caspase 8 aktiviert. Die aktivierte Caspase 8 kann
sich schlieBlich aus diesem Komplex lisen und die Caspase-Kaskade auslisen
(D'Arcy, 2019; Elmore, 2007; Jan & Chaudhry, 2019).



1.2.3 Exekutionsphase

Die Exekutionsphase ist die gemeinsame Endstrecke des intrinsischen und
extrinsischen Signalwegs der Apoptose. Die Initiatorcaspasen 8 und 9 spalten und
aktivieren damit die Effektorcaspasen 3,6, 7 und 10 sowie die Caspase Activated
DNAse (CAD) und Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP). Die Caspase 3 initiiert die
Abschnirung der Zelle in Apoptosevesikel durch die Zerstdrung des Zytoskeletis und
aktiviet die  zytoplasmatische Endonuklease CAD, die dann  zur
Chromatinkondensation und damit DNA-Fragmentierung im Zellkern fahrt (Elmore,
2007). Die apoptotische Zelle exprimiert spezielle Liganden, die an der Zelloberflache
prasentiert werden, wie z.B. Annexin | and Calreticulin und zu einer frahzeitigen
Phagozytose durch benachbarie Zellen fuhren. Dieser Vorgang resultiert in einem
minimalen Schaden fir das gesamte umliegende Gewebe (D'Arcy, 2019; Elmore,
2007).

1.2.4 Inhibitor of Apoptosis Proteine

In gesunden Zellen halten sich pro- und antiapoptotische Proteine die Waage. So
inhibieren die Inhibitor-of-Apoptosis-Proteine (IAPs) proapoptotische Proteine, indem
sie diese ubiquitinylieren und damit inaktivieren. Die 1APs werden wiederum durch
spezifische |AP-Antagonisten reguliert und in ithrer Funktion gehemmt (Vasudevan &
Ryoo, 2015) .

Allen IAPs ist gemeinsam, dass sie mindestens eine Baculoviral-IAP-Repeat-Doméne
(BIR) und mit Ausnahme von Survivin eine Carboxy-TerminaFRING-Doméne besitzen
(Lalaoui & Vaux, 2018).

Bei der Apoptose einer gesunden Zelle setzen die Mitochondrien unter anderem die
proapoptotischen Proteine Smac/DIABLO und HtrA2/omi frei, welche wiederum an
IAPs binden und diese inhibieren. Zu den IAPs gehdren unter anderem cellular |1AP 1
(clAP1), cellular IAP 2 (clAP2), X-linked |AP (XIAP) und Survivin. Durch die Inhibition
der IAPs werden Caspasen aktiviert und der programmierte Zelltod durchgefiahrt
(Lalaoui & Vaux, 2018; Michie, Kearney, Hawkins, Silke, & Oliaro, 2020). XIAP ist in
der Lage, direkt an Caspase 3 und 9 zu binden und diese zu inaktivieren. clAP1 und 2
flihren zu einer Inhibition des extrinsischen, TNF-induzierten, Zelltods (Lalaoui & Vaux,
2018; Silke & Vucic, 2014).



XIAP und Survivin tragen in einem gemeinsamen Signalweg zur Metastasierung
maligner Zellen unabhdngig von ihrer Wirkung auf die Apoptoseinduktion bei
(Mehrotra et al., 2010).

Bei etwa 3 % der Krebserkrankungen ist die Expression von IAPs erhdht, was zu einer
verminderten Empfindlichkeit der Krebszellen gegenlber Chemotherapeutika fahrt
(Chesi et al., 2016; Rathore, McCallum, Varghese, Florea, & Busselberg, 2017). Daher
ist die Beeinflussung der IAPs ein interessanter Therapieansatz, um Krebszellen fir
Chemotherapeutika zu resensibilisieren (Rathore et al., 2017).

Mach neueren Erkenntnissen scheinen IAPs auch eine Rolle bei der Regulierung des
Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B-Cells (NFKB) zu spielen
und somit die Reaktionen des angeborenen Immunsystems beeinflussen zu kinnen
(Lalaoui & Vaux, 2018). IAP-Inhibitoren befinden sich in der klinischen Erprobung und
sind vielversprechende Kandidaten fir eine zielgerichtete Krebstherapie (Dougan &
Dougan, 2018).

1.2.5 Survivin

1997 entdeckte Ambrosini et al. das antiapoptotische Molekdl Survivin mit der
BIR-Doméne, die die I1APs charakterisiert. Survivin besteht anders als die anderen
IAPs aus nur einer einzigen BIR-Domane. In adulten, gesunden Zellen lasst sich kein
Survivin nachweisen. Man findet es lediglich in fetalem Gewebe, im Thymus in der
Plazenta und in den meisten neoplastischen Zellen, wodurch die Inhibition von Survivin
Zu einem wichtigen Forschungsansatz in der Krebstherapie geworden ist (G.
Ambrosini, Adida, & Altieri, 1997; Wheatley & Altieri, 2019).

Survivin spielt eine entscheidende RHolle in der Mitose, indem es zusammen mit der
Aurora-B-Kinase, Borealin und Inner Centromere Protein (INCENP) den Chromosomal
Passenger Complex (CPC) bildet (Wheatley & Altieri, 2019).

Survivin befindet sich sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern und in den
Mitochrondrien. Bel Stress kann das mitochondriale Survivin ins Zytoplasma
ausgeschittet werden und die antiapoptotische Rekation verstarken (Dohi et al_, 2004;
Wheatley & Altien, 2019).

Dieser Stress, der z.B. wahrend einer Chemotherapie auf die maligne Zelle ausgeibt

wird, fUhrt auch insgesamt zu einer verstarkten Expression von Survivin. AuBerdem



werden vermehrt Exosomen mit Survivin gebildet, die in die extrazellulare Matrix
entsendet werden. Dieses extrazelluldire Survivin kann von den umgebenden
neoplastischen Zellen aufgenommen werden und verstirkt die antiapoptotische
Aktivitat der Tumormasse (5. Khan et al_, 2009).

Survivin interagiert in besonderer Weise mit XIAP, indem ein Heterokomplex gebildet
wird. Das Survivin fuhrt dazu, dass das XIAP stabilisiert wird und schitzt es vor
Polyubiquitinierung und proteasomalem Abbau. Dieser Heterocomplex inhibiert die
Aktivitat der Caspase 9 und kann damit die Caspasenkaskade hemmen (Dohi et al,
2004).

Grabowski et al. wies in einer Studie mit Patientiinnen, bei denen eine GEP-NEN
diagnostiziert wurde, nach, dass das Vorhandensein von nukledrem Survivin mit einer
signifikant verkiirzten Uberlebensdauer assoziiert ist (Grabowski et al., 2005). Survivin
Ist somit sowohl als prognostischer Marker als auch als potentielle Zielstruktur far eine

targeted therapy von Bedeutung.

1.2.6 X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP)

X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) besteht aus drei BIR am Amino-Terminus
sowie einer Ubiguitin-assoziierten Domane (UBA) vor der Really Interesting New Gene
(RING)-Doméne (Takahashi et al_, 1998).

XIAP verhindert die Apoptose vor allem durch die Inhibition der Initiatorcaspase-9 und
der Effektorcaspasen 3 und 7 (Deveraux, Takahashi, Salvesen, & Reed, 1997; Silke
& Vucic, 2014; Tu & Costa, 2020). BIR2 und die Verbindungsregion zwischen BIR1
und BIRZ2 sind far die Interaktion mit den Effekiorcaspasen 3 und 7 zustandig (Y.
Huang et al_, 2001; Takahashi et al_, 1998). BEIR3 bindet die Caspase 9, verhindert die
Dimerisation und damit die Aktivierung der Initiatorcaspase (Jost & Vucic, 2020).
AuBerdem interagiert BIR3 mit Smac/DIABLO und fahrt zu einer Inhibition von XIAP
(Z. Liu et al., 2000).

Tu et al. bezeichnet XIAP als das wirksamste antiapoptotische Protein, das existiert
(Tu & Costa, 2020). XIAP und Survivin kénnen durch eine intermolekulare Verbindung
eine Metastasierung von Tumorzellen tordern (Mehrotra et al., 2010).

In mehreren Krebsarten ist die Uberexpression von XIAP mit einer schlechteren
Prognose verbunden (Fulda & Vucic, 2012). Da XIAP das einzige |AP ist, das



Caspasen direkt inhibieren kann, ist es eine interessante Zielstruktur flr neuartige
Therapeutika (Eckelman, Salvesen, & Scott, 2006).

1.2.7 Cellular inhibitor of apoptosis protein 1 (clAP1) und 2 (clAP2)

Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 1 (clAP1) und 2 (clAP2) bestehen beide analog
Zu XIAP aus drei BIR- sowie einer RING-Domane (Eckelman et al., 2006). Trotz der
strukturellen Ahnlichkeit kénnen clAP1 und clAP2 die Caspasen lediglich binden,
jedoch anders als XIAP nicht direkt inhibieren. Eine Uberexpression von clAP1 und
clAP2 inhibiert die Apoptose (Eckelman et al., 2006).

Die inhibitorische Wirkung von clAP1 und clAP2 auf die Apoptose wird durch eine
Ubiquitylierung von Caspase 3 und 7 mit nachfolgender proteasomaler Degradation
(Choi et al., 2009) sowie von RIPK1 und RIPK3 erzielt. Dies flhrt wiederum zu einer
Aktivierung von NFKB und ausbleibenden Aktivierung von Caspase 8 (Moulin et al,
2012).

MNdubaku et al. untersuchten die Wirkung von spezifischen clAP-Antagonisten auf
Tumorzellen. Obwonhl diese selektiven Antagonisten in der Lage sind, Apoptose zu
induzieren, waren diese Antagonisten deutlich weniger wirksam als
Pan-lAP-Antagonisten. Fir eine effiziente Krebstherapie ist somit der kombinierte
Antagonismus von clAP und XIAP notwendig (Ndubaku et al_, 2009).

1.2.8 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)

Wenn im Rahmen der Apoptose Caspase 3 akfiviert wird, spaltet es diverse
intrazellulare Proteine, wie z.B. Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) (Elmore,
2007). Aus der 116 kDa-Form entstehen ein 85 kDa- und ein 24 kDa-Fragment,
wodurch PARP seine Fahigkeit verliert, DNA-Strangbriiche zu erkennen und zu
reparieren (Kaufmann, Desnoyers, Ottaviano, Davidson, & Poirier, 1993; Soldani et
al_, 2001). Die Spaltung von PARP qilt prinzipiell als Nachweis der Apoptose in allen
menschlichen Zellen mit Ausnahme der Hepatozyten (Decker & Muller, 2002;

Lazebnik, Kautmann, Desnoyers, Poirier, & Earnshaw, 1994; Soldani et al., 2001).



1.3 HDAC-Inhibitoren

1.3.1 Epigenetik und Histonmodifikation

Die Epigenetik ist nach einer Definition von Deans und Maggert .das Studium der
Phanomene und Mechanismen, die zu chromosomal gebundenen, vererbbaren
Verdanderungen der Genexpression fuhren, die nicht von Veridnderungen der DNA-
Sequenz abhingen® (.the study of phenomena and mechanisms that cause
chromosome-bound, heritable changes to gene expression that are not dependent on
changes to DNA sequence” (Deans & Maggert, 2015). Zu den epigenetischen
Modifikationen gehdrt auch die  Histonacetylierung, die durch die
Histonacetylasen (HAT) und -deacetylasen (HDAC) gesteuert wird und Gber eine
Modifikation der Chromatinstruktur zu einer veranderten Genexpression fuhrt (Bolden,
Peart, & Johnstone, 2006).

Histone sind basische Proteine, die an der Bildung der Nucleosomen mabBgeblich
beteiligt sind. Ein Nucleosom besteht aus je zwei Kopien der Histone 2A, H2B, H3
und H4, die Zusammen ein Oktamer bilden, um das die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) auf einer Lange von ca. 146 Basenpaaren gewickelt
ist (Thomas, 1984).

Das Linker-Histon H1 bindet an die Eintritts- und Austrittsstelle der DNA ins
MNucleosom. Dieser Komplex aus Nucleosom und Linker-Histon wird Chromatosom
genannt. Die Linker-Histone sind dafir zustindig, die Nucleosomen zu einer
30 nm-Chromatinfaser zu formatieren (Thomas, 1984; Zhou & Bai, 2019). Es wird
vermutet, dass die 30 nm-Chromatinfaser loops und fopologically associating
domains (TADs) formen. Die MNucleosomen innerhalb einer TAD interagieren
miteinander und haben mehr Kontakt als die Nucleosomen unterschiedlicher TADs
(Zhou & Bai, 2019).

Histone besitzen viele positiv geladene Seitenketien, die mit der negativ geladenen
DNA interagieren. HATs fllhren dazu, dass die Acetylgruppe eines Acetyl-Coenzyms A
an das Lysin eines Histons transfenert wird. Dieser Vorgang hat zur Folge, dass die
positive Ladung des Lysins aufgehoben wird und die elektrostatische Bindung

zwischen der DNA und dem Histon geldst wird. Dies bewirkt wie in Abbildung 2



dargestellt, dass sich der entsprechende Bereich des Chromatins entfaltet und

transkribiert werden kann (Sanaei & Kavoosi, 2019).

HDACs kdnnen die Acetylgruppen von Proteinen - insbesondere von Lysin-
Seitenketten am N-Terminus - wieder entfernen, was zu einer verdichteten
Chromatinstruktur und einer verminderten Transkription des entsprechenden DNA-
Abschnitts fhrt (Hassell, 2019; Sanaeil & Kavoosi, 2019).

Die Uberexpression von HDACs und die damit verbundenen epigenetischen
Verdanderungen scheinen eine wichtige Rolle bei der Proliferation maligner Zellen zu
spielen, indem sie z.B. den Eintritt in die Mitose beeinflussen (Bolden et al., 2006;
Senese et al, 2007). lhnen wurde bereits eine Bedeutung bei verschiedenen
Tumorentitaten wie z.B. Ovarialkarzinom, akute Promyelozytenleukamie, akute

myeloische Leukamie, diffuses groBzelliges B-Zell-Lymphom,

Prostatakarzinom, Magen- und Kolonkarzinom und Brustkrebs zugeschrieben
(Bolden et al_, 2006).
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Abb. 2: Schematizche Darstellung der Hizstonacetylierung mit Entfaltung des Chromatins
Histonacetyltransferasen fugen an die positiv geladensn Seitenketten der Histone, die fur die
Verdichtung der negativ geladenen DNA verantwortlich sind, eine Acetylgruppe an, sodass die
positive Ladung aufgehoben wird. Die DNA entfaltet sich nun und kann transkribiert werden.
Histondeacetylasen entfernen diese Acstylgruppen und fuhren zu einer Verdichtung der DNA.
HDAC-Inhibitoren inhibieren diesen Prozess und fuhren somit zu einer vermehrten Transkription der
betroffenen DNA-Bersiche.

™,




1.3.2 Klassifikation der HDACs

Die 18 bisher identifizierten HDACs werden — wie in Tabelle 2 dargestellt — nach ihrer
Ahnlichkeit zu Hefeproteinen im molekularen Aufbau, nach ihrer enzymatischen
Aktivitat und nach ihrer zelluldren Lokalisation in vier Klassen unterteilt (Hassell, 2019;

Sanaei & Kavoosi, 2019; Zagni, Floresta, Monciino, & Rescifina, 2017).

Klasse Lokalisation HDAC

I HDAC 1

HDAC 2

Nukleus

HDAC 3

HDAC 8

lla HDAC 4

HDAC 5

Zytoplasma & Nukleus

HDAC 7

HDAC 9

llb Zytoplasma & Nukleus HDAC 6
............. ZﬂﬂplasmaH[}AGm

1} SIRT 1

Nukleus SIRT 6

SIRT7
""""""" Zyopasma  SRT2
- sAts

Mitochondrien SIRT 4

SIRT5

v Nukleus HDAC 11

Tabelle 2: Klazsifikation der HDAC=z



Klasse | HDACs haben einen analogen Aufbau zum Rpd3-Hefeprotein und befinden
sich ausschlieBlich im Nukleus (Zagni et al., 2017). HDACs der Klasse Il haben die
Mdéglichkeit zwischen Nukleus und Zytoplasma zu wechseln. Die HDACs, die im
Gegensatz zu den anderen nicht  Zn®+-abhéngig sind, arbeiten
MNicotinamidadenindinukleotid (NAD+)-abhdngig und werden der Klasse lll zugeordnet.
Sie werden auch als Sirtuine bezeichnet. HDAC 11 besitzt Merkmale der
Klasse | und Il (Hassell, 2019).

1.3.3 Wirkweise der HDAC-Inhibitoren

HDAC-Inhibitoren sind zu vielversprechenden Therapeutika in der Krebsforschung
geworden, in der Hoffnung, dass sie den pathogenen epigenetischen Status von
Krebszellen reversieren kiinnen (Bolden et al., 2006).
e DNA-Schaden
HDAC-Inhibitoren kdnnen die DNA (Ober strukturelle Verdnderungen des
Chromatins anfalliger fir UV-5Strahlung, Bestrahlung und zytotoxische
Medikamente machen (Marks, 2010).
= Apoptoseinduktion
Potentiell sind HDAC-Inhibitoren dazu in der Lage, eine Zelle mittels Apoptose,
Autophagie oder Nekrose zu zerstoren. Die meisten Studien haben allerdings
gezeigt, dass die behandelten Zellen vor allem Apoptose-spezifische
Verdanderungen aufweisen (Bolden et al_, 2006). In mehreren Versuchsreihen
konnte beobachtet werden, dass die HDAC-Inhibitoren ihre apoptotische
Wirkung vorallem in malignen Zellen entfalten und in gesunden Zellen keinen
programmierten Zelltod induzieren. Molekularbiologisch lasst sich nach einer
Behandlung mit HDAC-Inhibitoren eine gesteigerte Expression von TRAIL,
death receptor (DR)5 und FasL in malignen Zellen, jedoch nicht in gesunden
Zellen, nachweisen (Insinga et al., 2005; Nebbioso et al., 2005; Wiley et al,
1995).
s Jellzyklusarrest
Viele HDAC-Inhibitoren induzieren einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase
(Johnstone, 2002; Richon, Sandhoff, Rifkind, & Marks, 2000).



Auch der G2/M-Phase-Arrest kann durch HDAC-inhibitoren ausgelist werden.
Dies erfolgt, wie Studien zeigen, durch die Aktivierung eines
G2-Phase-Checkpoints. Es konnte nachgewiesen werden, dass Tumorzellen,
die mit HDAC-Inhibitoren behandelt werden, zunachst in der G2/M-Phase
akkumulieren und anschlieBend Ober den G2-Checkpoint in die Apoptose
Ubergehen (Qiu et al_, 2000).

« Tumorangiogenese
Viele HDAC-Inhibitoren fihren dazu, dass neben anderen proangiogenetischer
Faktoren weniger Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Angiopoietin
exprimiert wird, sodass die Neoangiogenese reprimiert wird (Deroanne et al_,
2002; Ellis, Hammers, & Pili, 2009; Qian et al., 2006).

« Metastasierung
In hepatozelluldren Karzinomzellen konnte ein antimetastatischer Effekt der
HDAC-Inhibitoren nachgewiesen werden (Coradini et al_, 2004).

e Immunmodulatorische Effekte
Verstarkte Prasentation von Major Histocompatibility Complex (MHC)-
Klasse | und ll-Proteinen an der Zelloberfliche und verstarkie Expression von
kostimulatorischen Molekilen (Maeda, Towatari, Kosugi, & Saito, 2000; Magner
et al., 2000).

Ein Teil der Wirkung von HDAC-Inhibitoren ist auf eine veranderte Expressionsrate
bestimmter Gene zurtckzufthren. Peart und Smyth zeigten 2005, dass = 40 % der
Gene des gesamten Genoms von der Wirkung von Vorinostat oder Depsipeptid
betroffen sind. Zusammenfassend werden proapoptotische Gene vermehrt
transkribiert und antiapoptotische Gene herunterreguliert (Peart et al., 2005). Viele
Mechanismen der HDAC-Inhibitoren scheinen auch auf Wirkungen auf andere
Zielproteine als Histone zurtckzufUhren zu sein.(O. Khan & La Thangue, 2012). So
konnte z.B. nachgewiesen werden, dass Transkriptionsfaktoren wie p53 und NF-kB
durch eine Hyperacetylierung in Folge einer Behandlung der Zellen mit einem
HDAC-Inhibitor in ihrer Aktivitidt reguliert werden (Bolden et al_, 2006).



1.3.4 Klassifikation der HDAC-Inhibitoren

Klasse HDAC-Inhibitor Charakteristik
| }
Hydroxamate Vorinostat
Panobinostat
Inhibition der
) HDAC-Klassen I, II, IV
Belinostat
Alipathische Sauren ”Ea'p':’aat‘
] . Inhibition von HDAC 1,
Benzamide Entinostat 9, 11

Benzamid-Gruppe,
Apicidin Inhibition der
HDAC-Klassen | und Il

Bizyklische Peptide,

v Romidepsin Inhibition der
HDAC-Klassen lund Il
V Cambinol Inhibition von SIRT 1
Sirtuin-Inhibitoren Micotinamid und SIRT 2

Tabelle 3: Klazsifikation der HDAC-Inhibitoren

Vorinostat ist eine Hydroxamsaure und war der erste HDAC-Inhibitor, der durch die
U.S. Food and Drug Administration (FDA) 2006 zur Therapie des refraktaren kutanen
T-Zell-Lymphoms zugelassen wurde (Duvic et al., 2007). Das Medikament befindet
sich aufBerdem in mehreren Phase llI-Studien zur Mono- oder Kombinations-Therapie
des Multiplen Myeloms, der akuten myeloischen Leukémie, des Pleuramesotheliom,
des hochgradigen Glioms und des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC von
Non-Small Cell Lung Cancen (clinicaltrials.gov, 2023d)

MNeben einem Zellzyklusarrest bewirkt Vorinostat die Induktion der Apoptose (C.
Zhang, Richon, Ni, Talpur, & Duvic, 2005). Dabei konnte gezeigt werden, dass
Vorinostat eine erhdhte Expression von DRS bewirkt und damit die extrinsische
Apoptose fordert (Nakata et al.,, 2004). AuBerdem sensitiviert Vorinostat maligne
entartete Zellen fir die Apoptoseinduktion durch rekombinantes TRAIL (Nakata et al_,
2004).



Der parenteral applizierbare HDAC-Inhibitor Belinostat wurde 2014 durch die FDA zur
Therapie des refraktaren oder rezidivierten peripheren T-Zell-Lymphoms zugelassen
(Lee et al_, 2015) und gehdrt —wie in Tabelle 3 gezeigt — ebentfalls zur Gruppe der
Hydroxamate. Belinostat ist ein Pan-HDAC-Inhibitor (N. Khan et al_, 2008).

Es befindet sich aktuell in mehreren Phase II-Studien zu adulter T-Zell-Leuk&mie,
akute myeloischde Leukdmie, multiples Myelom, Non-Hodgkin-Lymphom,
fortgeschrittene Thymustumore, Chondrosarkom, Glioblastom, Owvarialkarzinom,
myelodysplastisches Syndrom, primares Perntonealkarzinom, Lymphom, NSCLC,
Peripheres T-Zell-Lymphom, hepatozelluliares Karzinom und Weichteilsarkom

(clinicaltrials.gov, 2023a).

Der oral verfigbare Pan-HDAC-Inhibitor Panobinostat wurde 2015 durch die FDA zur
Therapie des Multiplen Myeloms zugelassen (Raedler, 2016). Die Zulassung basierte
auf den Daten zum progressionsfreien Uberleben und war an die Bedingung gekniipft,
dass weitere klinische Studien zur Bestitigung des Klinischen Nutzens des
Medikaments durchgefihrt werden. Da der Hersteller diese Studienergebnisse nicht
hinreichend vorlegen konnte, verlor Panobinostat im Marz 2022 seine Zulassung der
FDA (US. Food and Drug Administration, 2022). Die European Medicines
Agency (EMA)-Zulassung ist jedoch galtig (European Medicines Agency, 2023).
Aktuell befindet sich Panobinostat in Phase lll-Studien zu akuter myeloischer
Leukdmie, myelodysplastisches Syndrom und Hodgkin-Lymphom (clinicaltrials.gov,
2023c).

Entinostat ist ein synthetischer HDAC-Inhibitor, der eine Benzamid-Struktur aufweist.
Im Gegensatz zu den Pan-HDAC-Inhibitoren inhibiert Entinostat selektiv HDAC1 und
in héherer Konzentration HDAC3 (Hu et al., 2003; N. Khan et al_, 2008). In mehreren
Studien konnte nachgewiesen werden, dass Entinostat bei diversen
Krebserkrankungen, unter anderem Kolonkarzinom (Hu &t al_, 2003), myeloische und
lymphatische Leukdmie (Maggio et al_, 2004; Tsapis et al., 2007) und Brustkrebs (X.
Huang et al., 2009) Apoptose induziert. Lucas et al. wiesen 2004 nach, dass Entinostat
dazu Caspase 3, 8 und 9 aktiviert (Lucas et al_, 2004). AuBerdem fahrt Entinostat zu
erhdhten Leveln von reaktiven Sauerstofispezies (ROS) sowie einer verminderten
Expression von XIAP und somit zu einer Apoptose (ber den intrinsischen Signalweg.

Auch die extrinsische Apoptose wird durch eine erhdhte Sensitivitat far TRAIL durch



Entinostat gefdrdert (Inoue, Mai, Dyer, & Cohen, 2006; Singh, Shankar, & Srivastava,
2005). Dabei steliten Inoue et al. durch ein Knockdown mehrerer HDACs fest, dass
vor allem die Inhibition von HDAC1 und HDACZ2 Tumorzellen far die TRAIL-induzierte
Apoptose sensitiviert (Inoue et al_, 2006).

Aktuell befindet sich Entinostat in einer Phase llI-Studie zur Kombinationstherapie mit
einem Aromatasehemmer des fortgeschrittenen Mammakarzinoms (Yeruva et al.,
2018)

Droxinostat ist ein selektiver Inhibitor hauptsachlich von HDACGE und HDACS und in
héheren Konzentrationen auch von HDAC3. Droxinostat induzierte bel der
Brustkrebszelllinie MCF-7 (Bijangi-Vishehsaraei, Huang, Safa, Saadatzadeh, &
Murphy, 2010) in Zellen eines hepatozellularen Karzinoms (J. Liu et al_, 2016) sowie
in der Kolonkarzinom-Zelllinie HAT-29 Apoptose. In der Prostatakarzinom-Zelllinie
PPC 1 fdhrte die Inkubation mit Droxinostat zu einer Sensitivierung far FAS- und
TRAIL-induzierte Apoptose (Schimmer et al., 2006), wohingegen in der ebenfalls aus
einem Prostatakarzinom stammenden Zelllinie DU145 z B. keine Sensitivierung for
FAS erreicht wurde (Wood et al, 2010). Droxinostat ist nach derzeitigem

Wissensstand nicht Gegenstand klinischer Studien (clinicaltrials.gov, 2023b).

1.4 Ziele der Arbeit

In den meisten Féllen ist ein NEC zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits weit
fortgeschritten, so dass die bisher einzige erfolgversprechende Option einer
RO-Resektion oder definitiven Radiochemotherapie nicht mehr zur Verfligung steht.
Die verbleibenden Therapieoptionen sind mit einer AuBerst schlechten Prognose und
einer kurzen Uberlebenszeit verbunden.

HDAC-Inhibitoren erzielen nachweislich vergleichsweise hohe Remissionsraten bei
vergleichsweise geringer Toxizitdt in Einzel- oder Kombinationstherapie bei
hamatoonkologischen Erkrankungen und werden fir die Therapie solider Tumoren
intensiv  erforscht. Insbesondere bel Tumorerkrankungen mit ausgeprigten
epigenetischen Veranderungen werden groBe Hoffnungen in die zielgerichtete
Therapie mit HDAC-Inhibitoren gesetzt.



fiel dieser Arbeit ist es, die Wirkung von Pan-HDAC-Inhibitoren und selektiven
HDAC-Inhibitoren auf verschiedene NEC-Zelllinien hinsichtlich Zellproliferation und die
Apoptoseinduktion zu prifen. Dariiber hinaus wird der Einfluss von HDAC-Inhibitoren
insbesondere auf die Expression nachgeschalteter antiapoptotischer Proteine
untersucht.

Damit soll eine Grundlage fir die weitere Erforschung des Einsatzes von
HDAC-Inhibitoren in der Therapie von NEC geschaffen werden, um einen klinische

Anwendung zu ermdglichen.



2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Analog Vortex Mixer

VWR™

BD FACSCanto™ BD Biosciences
Bio-Photometer® Eppendorf
BIOSAFE® MD Cryotherm
Criterion™ Blotter Bio-Rad
EppendorfTM Pipette Thermo Fisher
Fresco™ 17 Microcentrifuge Herasus™
Gefrnierschrank Komfort Liebherr
Heiz-ThermoMixer MHR23 Science Services
Heizblock HLC

HI208 Mini "all in one" pH/C Meter mit Rthrer | Hanna

IKAMAG® RCT Magnetrthrer mit Heizung

IKAE&-Werke GmbH & CO. KG

Infinite® M200

Tecan Group AG

KS 250 Schiitler

IKAE&-Werke GmbH & CO. KG

Kihlzentrifuge Universal 30 RF

Andreas Hettich GmbH & Co KG

Mikroskop Wilovert A

Helmut Hund GmbH

Mikrozentrifuge Galaxy vwR™

Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad
Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad
Mini-PROTEAN® Comb, 10-well Bio-Rad
Neubauer Zahlkammer Brand
PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad
PowerPac™ HC High-Current Power Supply Bio-Rad
Premium MNoFrost -20 °C Liebherr
Quick-Pak Mikrozentrifuge Labnet Int.
Rollenmischer RM5 Hecht Assistent

Spark Free Laboratory Freezer

Thermo Electron

Sterilbank Hersafe KS

Heraesus™

Sunlab® Rollenmischer SU 1400

Sunlab




Taumel-Rollenmischer TRM-50 IDL GmbH & Co KG
Tetra Blotting Module Bio-Rad

Thermo Heraeus HeraCell Inkubator Heraesus™
Thermostatic Wasserbad - WBS Fried Electric
Versadoc 4000 Molecular Imager Bio-Rad

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Laborgerite

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

BD Falcon™ Polystyrene Round-Bottom Tube 5 mi

BD Biosciences

Cellstar® Cell Culture Flasks with Filter Cap, Sterile
(25 cm?, 75 em?, 175 cm?)

Greiner Bio-One

CELLSTAR® Polypropylene Tube 15 ml und 50 ml

Greiner Bio-One,

Costar® 3506 6 Well Cell Culture Plate

Coming Incorporated

Costar® 3596 96 Well Cell Culture Cluster

Coming Incorporated

Cryo.s™ Kryordhrchen 2 ml

Greiner Bio-One

Cuveites

Sarstedt

FACS-Rohrchen

BD Biosciences

Nitrocellulose Membrane ThermoFisher Scientific
Objekttrager und Deckglaser Engelbrecht GmbH
Pasteurpipetten Brand

Safe-Lock Eppendorf Tubes® (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL, Eppendorf AG

5mL)

Stripette® Disposable Serological Pipettes
(25 mL, 10 mL, 5 mL)

Coming Incorporated

Tip One® Filter Tip, Sterile 1-1000 pl

STARLAB GmbH

Whatman™ Chromatography Paper

GE Healthcare

Tabelle 5: Auflizstung der verwendeten Verbrauchematerialien




2.1.3 Chemikalien

100 % Magermilchpulver MNestle
2-Mercaptoethanol Sigma

30 % Acrylamid Mix Biorad
Agarose Sigma
Ammoniumpersulfate for electrophoresis =98 % Sigma
Beta-Mercaptoethanol Merck
Bromphenolblau Sigma
CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay | Promega
Clarity MaxTM Western ECL Blotting Substrates Bio-Rad
c¢Omplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail tablets Roche
Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V FITC and PI, for flow | ThermoFisher
cytometry Scientific
Destilled Water DNase/RNase Free Gibco
DMSO Sigma
DPBS (1x) Dublbeccos’s Phosphate Buffered Saline Gibco
Ethanol absolut VWR Chemicals
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco
Glycerol for molecular biology, = 99 % Sigma
Gilycin Merck
Mayers Hamalaunlisung Merck
Methanol Merck
Natrumchlorid VWR Chemicals
PBS Tabletten Gibco
Penicillin/Streptomycin Biochrom
Ponceau S Sigma
Precision Plus Protein Western C Standard Marker BioRad
Precision Strep Tactin-HRP Conjugate BioRad
Propidium lodide 1,0 mg/ml solution in water Invitrogen
Protein Assay Dye Reagent Concentrate Biorad
Radioimmunprazipitations-Assay (RIPA)-Puffer Sigma
HNase A Qiagen
RPMI 1640 Medium, GlutaMAX Gibco
Sodium dodecyl sulfate = 98,5 % Sigma




Temed (N,N.N’,N"-Tetramethylethylenediamine) for Sigma
electrophoresis ~99 %
Tri-Natriumeitrat-Dihydrat Merck
Tris-Borate-EDTA Puffer Merck
Trizma® base Sigma
Trypanblau 0,4 % Gibco
Trypsin 0,05 % + 0,02 % EDTA Gibco
Tween® 20 Sigma
Wasserstoffperoxid 30 % Merck
Xylol VWR Chemicals
Tabelle 6: Auflizstung der verwendeten Chemikalien
2.1.4 Zytostatika
Vorinostat (SAHA) Cell Signaling
Panobinostat (LBH589) Selleck Chemicals
Droxinostat (NS 41080) Selleck Chemicals
Entinostat (MS-275) Selleck Chemicals

Belinostat (PXD101)

Selleck Chemicals

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Zytostatika

2.1.5 Zusammensetzung der Puffer und Lésungen

Zellkulturmedium RPMI 1640 Glutamax
+10 % FB3

+ 1 % Penicillin&Streptomycin

+ 3 ml Glycerol

1,5MTrispH 8,8 81,65 g Tris auf 1 | Aqua dest.
1MTrispHE.8 60,55 g Tris auf 1 | Aqua dest.
6x Laemmli-Puffer 3. 7/5ml1MTrspH 6.8

+ 1 g Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

+ d ml B-Mercaptoethanol

+ Spatelspitze Bromphenolblau




10x SDS-Laufpuffer

10g SDsS

+d30 g Tris

+ 144 g Glycin
auf 1 | Aqua dest

10x Transferpuffer

30,2 g Tris
+ 144 g Glycine
auf 900 ml Aqua dest.

Blocking-Puffer

2.5 g Magermilchpulver
+ 50 ml Waschpuffer

Ponceau-Rot

0.5 g Ponceau S Pulver
+ 1 ml Eisessig

auf 100 ml Aqua dest., filtrieren

10x Tris buffered saline (TBS)-
Waschpufier

87,6 g NaCl
+121 g Tris

Auf 11 Agqua dest.
pH 7.5

1x TBS-T-Waschpuffer

100 ml 10x Waschpufter
+ 900 ml Aqua dest.

+ 1 ml Tween 20

PBS-1 % FCS

2.673 ml PBS
+ 27 ul FCS

80 %-iges Ethanol

40 ml Ethanol absolut
+ 10 ml Aqua dest.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Puffer und Lsungen

2.1.6 Antikdrper

Histone H3 (D1H2) XP® Rabbit mAb Cell Signaling
Acetyl-Histon H3 (Lys27) (D5E4) XP® Rabbit mAb Cell Signaling
Monoclonal Anti-a-Tubulin Clone DM1A Sigma Aldrich
Acetyl-a-Tubulin (Lys40) (D20G3) XP™ Rabbit mAb Cell Signaling
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody Cell Signaling
Anti Mouse IgG (Fc Specific) Peroxidase Sigma Aldrich




Purified Mouse Anti-XIAP Clone 28 BD Transduction
Laboratories

Survivin Antibody MNovus Bio
Human clAP-1/HIAP-2 Antibody Bio-Techne Lid.
Human/Mouse clAP-2/HIAP-1 Antibody Bio-Techne Lid.
Anti-FLIP (human), mAb (NFG) Adipogen AG
PARP Antibody Cell Signaling
Anti-GAPDH antibody [6C5] abcam

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten AntikSrper

2.1.7 Software
Quantity One Basic Version 4.6 Bio-Rad
GraphPad Prism 5 Graph Pad
FACS Diva Version 8.01 BD
SPSS3-Statistics Version 26 IBM
Microsoft Excel Version 16 Microsoft
i—n:>l::-r|trc:~ITrIIlIIII Microplate Reader Tecan

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Software

2.1.8 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden in unserer Arbeitsgruppe als Priméarzelllinien
etabliert. Die Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUEZ entstammen groBzelligen NEC
und die Zelllinie NEC-DUES3 einem kleinzelligen NEC.

Die Zellen der Zellinie NEC-DUE1 wurden aus einer atypisch resezierten
Lebermetastase eines NEC des gastrodsophagealen Ubergangs im Stadium
pl3 N1 L1 V1 G3 (Ki67-Index: 80 %) gewonnen. Der /1-jdhrige mannliche Patient
kaukasischer Abstammung wurde zuvor chemotherapeutisch behandelt und der
Primartumor wurde mittels erweiterter Gastrektomie entfernt (Krieg et al_, 2014).

Fiar die Zellinie NEC-DUEZ2 wurden Zellen einer Lymphknotenmetastase eines
groBzelligen NEC der rechten Kolonflexur im Stadium
pT4a N2b M1a L1 V1 Pn1 G3 (Ki67-Index: 80 %) verwendet. Der Patient war



ebenfalls 71 Jahre alt, ménnlich und Kaukasier. Vor der ausgedehnten operativen
Hesektion des Primarius sowie der multiplen Metastasen erhielt der Patient eine
neoadjuvante Chemotherapie (Krieg et al., 2014).

NEC-DUES3 wurde aus einer Lymphknotenmetastase eines NEC des Analkanals im
Stadium pT2 pNO pM1 LO V1 PNO R1 G3 (Ki67-Index: 90 %) isoliert. Die 55-jahrige
kaukasische Patientin wies bei Diagnosestellung keine Fernmetastasen auf und erhielt
nach der erweiterten Rektumresektion mit Lymphadenekiomie der Leiste eine

adjuvante Chemotherapie (Dizdar et al., 2018).

Bezeichnung Lokalisation Entnahmestelle | Ki67- | Tumor- Referenz
des Index | stadium
Primartumors
NEC-DUE1 Gastro- Lebermetastase 80% |plT3 N1L1 | (Kriegetal,
dsophagealer V1 G3 2014)
Ubergang
NEC-DUE2 Rechte Lymphknoten- 80% |pT4aN2b | (Kriegetal,
Kolonflexur metastase Mia L1 2014)
V1 Pnt
G3
NEC-DUE3 Analkanal Lymphknoten- 90% | pT2 pNO (Dizdar et al_,
metastase pM1 LO 2018)
V1 PNO
R1 G3

Tabelle 11: Uberzicht iiber die verwendeten Zelllinien mit Angabe der Entnahmestelle, des
KiG7-Index und des Tumorstadiums

Die Patientiinnen haben der Verwendung des Materials zu Studienzwecken schriftlich
zugestimmt und es liegt ein positives Votum der Ethikkommission der Heinrich-Heine-

Universitat Dasseldorf (Studiennummer 3457) vor.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultivierung

Die Arbeiten mit den Zellkulturen wurden unter sterilen Kautelen durchgefihrt. Das
Kulturmedium flr alle drei Zelllinien wurde alle drei Tage gewechselt und bestand aus
RPMI 1640 Glutamax, 10 % Kalberserum (FBS) und 1 % Penicillin/Streptomycin. Vor
der Verwendung wurde das Kulturmedium ca. 20 min erwarmt. Die Zellen wurden in
75 cm2-Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % COsz-Beimischung im Brutschrank



kultiviert. Wenn eine Zelldichte von ungetahr 80 % erreicht wurde, wurden die Zellen
zunichst mit 1x phosphatgepufferter Saline (PBS) gewaschen. Anschliefend wurden
sie mit Trypsin/EDTA gelist. Nach einer Inkubationszeit von ca. 2-3 min bei 37 °C
wurden die abgeldsten Zellen im Kulturmedium aufgenommen und jeweils ein

Sechstel der Zellen in eine neue Kulturflasche ausgesét.

2.2.2 Kryokonservierung der Zellen

Zellen aus frihen Zellkulturpassagen wurden regelmaBig eingefroren. Hierzu wurden
die Zellen wie beschrieben mit Trypsin/EDTA gelist und abzentnfugiert. Der
Uberstand wurde abpipettiert und die Zellen in ein Gefriermedium aus
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) und 90 % FBS in Cryorbhrchen gegeben. Die
beschrifteten Rohrchen wurden zundchst far zwel Stunden bei -20 °C und
anschlieBend Ober Nacht bei -80 °C gelagert. Danach wurden sie in flissigen Stickstoff
Uberfihrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen in den Cryordhrchen ins Wasserbad gegeben. Im
nachsten Schritt wurden sie zu 9 ml Zellkulturmedium hinzugefigt und 10 min bei
15000 rounds per minute (rpm) unter Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand

wurde verworfen und die Zellen in Zellkulturflaschen kultiviert.

2.2.3 Lebendzellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden die Zellen wie oben beschrieben aus den
Kulturflaschen gelist und mit 0,4 %-Trypanblau im Verhaltnis 14 angefarbt. Die
Zellsuspension wurde anschlieBend in die Neubauer-Zidhlkammer gegeben, bei der
jedes Eckquadrat eine Flache von 1 mm? und eine Héhe von 0,1 mm besitzt. Durch

Auszahlen der Eckquadrate wurde die Zelldichte folgendermaBen berechnet:

Zelldichte (Zellen/ml) = (Zellzahl/Anzahl der Quadrate) x 4 x 104



2.2.4 Behandlung der Zellen mit Compounds

Mach der Bestimmung der Lebendzellzahl wurde eine definierte Zellzahl in
25 cm2-Zellkulturflaschen ausgeséat und flr 24 Stunden im Brutschrank bebriitet. Die
entsprechenden Compounds wurden mit einer entsprechenden Menge
Zellkulturmedium gemischt, um eine bestimmte Zielkonzentration zu erreichen.
AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium einschlieBlich Compound nach Entfernung
des alten Kulturmediums in die jeweiligen Zellkulturflaschen gegeben.

Fir die Negativkontrollen wurde eine entsprechende Menge des fir die Compounds

verwendeten Lisungsmittels DMSO in das Zellkulturmedium eingebracht.

2.2.5 Bestimmung der Zellviabilitidt mittels MTS-Assay

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurden 1x103 Zellen pro Well in 96-Well-Platten
ausgesét. Am nachsten Tag wurde das Medium entfernt und der in Zellkulturmedium
verdinnte HDAC-Inhibitor in den Endkonzentrationen 0,01 gM, 0,03 uM, 0.1 uM,
03pM, 1 pM, 3 pM, 10 pM, 30 pM und 100 pM auf die Zellen gegeben. Als Kontrolle
diente DMSO in den gleichen Endkonzentrationen. Nach 72 Stunden Inkubation
wurden in jedes Well 20 pL CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay dem Medium hinzugefigt. Die Zellen wurden far 1,5 bis 2,5 Stunden inkubiert.
Halbstindlich wurde die Absorption bei 490 nm Wellenlange mit dem Infinite M200

(Tecan) gemessen, welche sich proportional zur Zellviabilitat verhilt.

2.2.6 Proteinisolation und Proteinmengenbestimmung

Fir die Isolierung der zu untersuchenden Proteine wurden die Zellen in Kulturflaschen
der GréBe von 25 cm? ausgesiat. Nach 24 Stunden Inkubation wurde das Medium
entfernt und der in Zellkulturmedium verdiinnte HDAC-Inhibitor in den entsprechenden
Endkonzentrationen hinzugegeben. Nach 72 Stunden Inkubation wurde der Uberstand
entnommen, die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, anschlieBend mit
Trypsin geldst und gemeinsam mit dem Uberstand in einem Falcon bei 800 rpm und
HRaumtemperatur 4 min zentrifugiert. Darauthin wurden die Zellen mit PBS gewaschen,

unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und das PBS wurde abgeschiittet. Dieser



Waschvorgang wurde insgesamt zweimal durchgefihrt. AnschlieBend wurde das
Uberstehende PBS abgeschiittet und abpipettiert. Die Falcons mit den Zellpellets
wurden fir den weiteren Vorgang auf Eis gelagert.

Die Zellen wurden dann mit 200 gl eines 1:25-Gemischs aus RIPA-Puffer und
Protease-Inhibitor aufgenommen und in Eppendori-Tubes gegeben, die fir 15 min auf
Eis inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die Proben 30 min bei 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Tube tberfihrt, das Zellpellet wurde
verworfen. Die Proteinmengenbestimmung erfolgte mittels Photometrie als
Bradford-Assay durch Hinzugabe wvon  Bio-Rad Dye Reagent Concentrate.
Entsprechend der Messdaten wurde den jeweiligen Proben Aquadest. und
Laemmli-Puffer in der Menge hinzugefigt, sodass 20 pyg Protein in 20 pl geldst waren.
Der fertige Proteinmix wurde anschlieBend 5 min bei 95 °C gekocht und wurde

entweder sofort weiterverarbeitet oder bei -20 °C gelagert.

Compound Konzentrationen Lé&sungsmittel
Vorinostat 03 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM DMSO
Entinostat 03 uM, 1 uM, 3 pM, 10 uM DMSO
Droxinostat 03 uM, 1 uM, 3 pM, 10 uM DMSO
Belinostat 03 uM, 1 uM, 3 pM, 10 uM DMSO
Panobinostat 3nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM | DMSO

Tabelle 12: Konzentrationen der Compoundsz fiir die Inkubation der Zellen zur Proteinanalyze

2.2.6 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroBe fir das anschlieBende
Wet-Blot-Verfahren erfolgte mittels Gelelektrophorese.

Die SDS-haltigen Polyacrylamidgele wurden aus einem Trenn- und einem Sammelgel
zusammengesetzt. Die Trenngele wurden in Abhdngigkeit von der GriBe des zu

detektierenden Proteins mit unterschiedlichen Acrylamidmengen hergestelit.



Substanz Sammelgel (5 %) Trenngel (10 %) | Trenngel (15 %)
Aqua dest. 27 ml 4.0 ml 23 ml
30 % Acrylamid-Mix 0,67 mi 3.2 ml 50ml
1.5MTris 0.5 ml (pH 6.8) 25ml 25ml
10 % SDS 0,04 ml 0,1 ml 0,1 mil
10 % Ammoniumpersulfat 0,04 mi 0.1 ml 0.1 ml
TEMED 0,004 ml 0,004 ml 0,004 ml

Tabelle 13: Zusammensetzung der Elektrophoresegele

6 ml der jeweiligen Trenngel-Mischung wurden zwischen die beiden Glasplatten der
GelgieBvorrichtung gegossen und bis zur vollstdndigen Aushartung mit Isopropanolol
abgedeckt. AnschlieBend wurde das Isopropanoclol abgegossen und 3 ml der
Sammelgel-Mischung Gber das Trenngel gegeben. Durch Einsetzen eines Kamms von
oben in das Sammelgel wurden zehn Kammern fir die Proteinproben gebildet.

Mach Fertigstellung des Gels wurde es in die Gellaufkammer gegeben, die mit
1x SDS-Laufpuffer geflllt wurde. Im Anschluss wurden 20 yl der vorbereiteten
Proteinproben in die Kammern des Sammelgels CUbertragen. AuBerdem wurde als
Lautmarker 3 pl Precision Plus Protein Western C Standard in eine duBere Kammer
hinzugefigt.

Die Elektrophorese wurde bel 4 °C mit einer Spannung von 90V far 30 min und
danach mit 115 V far 45-60 min, bis sich der Marker Precision Plus Protein Western C

Standard bis an das untere Ende des Gels verteilt hatte.

2.2.7 Western Blot und Detektion

Zum Nachweis der Proteine erfolgte die Ubertragung auf eine Nitrocellulosemembran
mittels Nass-Blot-Verfahren. Dazu wurde das Gel nach der Elektrophorese aus den
GieBplatten entnommen wund zusammen mit der Nitrocellulosemembran,

Filterpapieren und Schwammen in folgender Reihenfolge als Bloteinheit angeordnet:



Anode

- Schwamm

- 2x Filterpapier (Whatman)
- Nitrocellulosemembran

- SDS-Gel

- 2x Filterpapier (Whatman)
- Schwamm

Kathode

Die zusammengesetzte Bloteinheit wurde anschlieBend in die Blotkammer eingesetzt,
die mit Transferpuffer gefiillt wurde. Zur Verhinderung einer Uberwirmung wurde die
gesammte Blotkammer von auBBen mit Eis gekihlt. Der Transfer der aufgetrennten
Proteine auf die Nitrocellulosemembran fand bei 90 V far 90 min und einer
AuBentemperatur von 4 °C statt. Zur Kontrolle eines erfolgreichen Proteintransfers
erfolgte die unspezifische Anfiarbung der Proteine mit Panceau-S-Ldsung, die im
Anschluss mittels Waschpuffer wieder entfernt wurde.

Die Nitrocellulosemembran wurde in einem 50 ml-Falcon mit 5 %-Milchlosung far
60 min bel Raumtemperatur auf einem Rollmischer abgeblockt. Darauf folgte die
Inkubation Gber 16 Stunden bei 4 °C auf dem Rollmischer mit dem jeweiligen
Primarantikdrper, der in einer entsprechenden Konzentration in 3 ml der
5 %-Milchldosung auf die Membranen gegeben wurde. Nach dem zweimaligen
Waschen der Membranen mit 1x TBS-T wurden sie mit 3 ml 5 %-Milchlésung mit dem
entsprechenden Sekundérantikbrper und 1,3 pl Precision Protein™ StrepTactin-HRP
fir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Rollmischer inkubiert. AnschlieBend
wurden die Membranen emeut zweimal mit TBS-T gewaschen.

Fir die Auswertung mit dem VersaDoc wurde die Membran mit 1 ml einer 1:1-Ldsung
aus Luminol/Enhancer Solution und Peroxide Solution (Immun-Star WesternC Kit) fir
3-2 min im Dunkeln inkubiert.

Die Housekeeping-Kontrolle erfolgte mit dem Nachweis von Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Primér- und Sekundarantikdrper wurden dafr
im Verhdltnis 1:5000 in der 5 %-Milchldsung verdinnt.



- Molekulargewicht 'C'O Milchlés SDS-G Sekundr-Antikér
Antikérper lnnu
(kDa) ng ung el per
. 1:100 .
Histon H3 17 0 5% 15% Rabbit IgG HRP
Acety-Histon H3 17 1:1}{][} 5% 15% Rabbit IgG HRP
. 1:500 o o Mouse
a-Tubulin 52 0 5% 15 % lgG-Peroxidase
Acetyl-a-Tubulin 52 1:1}{][} 5% 15% Rabbit IgG HRP
Survivin 16 1:1}{][} 5% 15% Rabbit IgG HRP
1:100 o Mouse
XIAP >3 0 250 % 15% lgG-Peroxidase
clAP1 67 1:1}{][} 5% 10 % Rabbit IgG HRP
clAP2 68 1:1}{][} 5% 10 % Rabbit IgG HRP
PARP 89 1:1}{][} 5% 15% Rabbit IgG HRP

Tabelle 14: Ubersicht iiber die Antikdrper mit Angabe der verwendeten Verdiinnung,
Blockierldzung, SDS-Gel und SekundarantikGrper zowie GroBe des Proteins

2.2.8 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Die Zellen wurden auf 6-Well-Platten mit 5x10° Zellen pro Well ausgeséit. Am Folgetag
wurde das Medium ausgetauscht mit Medium, das in jeweils drei verschiedenen
Konzentrationen einen HDAC-Inhibitor oder zur Kontrolle nur das Ldsungsmittel

DMSO in denselben Konzentrationen enthielt.

Vornnostat 0.3 uM 0.1uM 0,03 uM

Entinostat 3 uM 1uM 0.3 uM
Droxinostat 10 uM 3 uM 1uM
Belinostat 3 uM 1uM 0,1 uM

Panobinostat | 30 nM 10 nM 3nM

Tabelle 15: Konzentrationen der Compoundsz fiir die Inkubation der Zellen zur FACS-Analyse

Nach 24 Stunden wurden die Zellen pro Well mit jeweils 2 ml PBS gewaschen und mit
1 ml Trypsin gelést. Nach dem Resuspendieren der Zellen mit 1 ml Medium wurde das
Gemisch in 5 ml-Réhrchen gegeben. Die Rdhrchen wurden bei 800 rpm und

Raumtemperatur fir 4 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgegossen



und die Zellen wurden mit jeweils 4 ml PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Tubes
erneut zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. AnschlieBend wurde das Tube auf
den Vortex-Schiittler gehalten und 1 ml 80 %-iges Ethanol wurde auf das Zellpellet
getropft. Die Tubes wurden fir 1 Stunde gestellt. Dann wurden die Tubes zentrifugiert,
der Uberstand abgeschiittet und die Zellen wurden mit je 4 ml PBS gewaschen. Far
20 min wurden die Tubes bei Raumtemperatur stehen gelassen, bis sie erneut
zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde erneut abgegossen, die Zellen mit 4 ml
PBS gewaschen und wiederum zentrifugiert. Nach dem AbgieBen des Uberstands
wurden die Zellen mit je 87,5 pl PBS-1%FCS, 10 ul Rnase (1 mg/ml) und
2.5 pl Propidiumiodid (Pl) (1 mg/ml) resuspendiert. Ab diesem Zeitpunkt wurden die
Tubes mit Alufolie umwickelt, um sie vor Licht zu schitzen. AnschlieBend wurden die
Tubes bei 37 °C 30 min inkubiert. Daraufhin wurden 200 gL PBS pro Tube hinzugefugt
und die Zellen mittels Durchflusszytometrie hinsichtlich thres Zellzyklus analysiert.

Das Propidiumiodid farbt spezifisch die DNA der Zellen an. Die Fluoreszenz einer Zelle
ist dabei proportional zu ihrem DNA-Gehalt, sodass mittels Durchflusszytometrie die
Zellen nach ihrem DNA-Gehalt sortiert werden kénnen. Uber den DNA-Gehalt lassen

sich die Zellen wiederum den jeweiligen Zellzyklusphasen zuordnen.

2.2.9 Statistische Auswertung

Alle Versuche wurden jeweils dreimal unabhdngig voneinander durchgefihrt. Die
Uberpriffung auf Signifikanz erfolgte mittels T-Test fiir abhdngige Stichproben und
Mann-Withney-U-Test fir unabhingige Stichproben. Die Varianzanalyse erfolgte
durch den Kruskal-Wallis-Test. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Der
Post-hoec-Test wurde mittels Dunn-Bonferroni-Korrektur durchgefihrt. Die Auswertung
erfolgte mit GraphPadPrism und SPS5S Statistics.

Die mittlere Hemmkonzentration IC50 der HDAC-Inhibitoren bei den MTS-Assays

wurde mittels logistischer Regressionsanalyse berechnet.



3 Ergebnisse

Die drei Zelllinien NEC-DUE1, NEC-DUE2 und NEC-DUE3 wurden jeweils mit den
HDAC-Inhibitoren Vorinostat, Entinostat, Droxinostat, Belinostat und Panobinostat in
steigenden Konzentrationen inkubiert.

Alle Zelllinien zeigten eine dosisabhingige, signifikante Reduktion der Zellviabilitat im
MTS-Assay (n=3) nach einer Inkubationszeit von 3 Tagen mit den HDAC-Inhibitoren
Vorinostat, Entinostat, Belinostat und Panobinostat. Lediglich bei der Inkubation mit
Droxinostat konnte eine Reduktion der Zellviabilitat lediglich mit einer AuBerst hohen
Konzentration des HDAC-Inhibitors erreicht werden.

Es folgten Western-Blot-Versuche zur Analyse der Proteinexpression der drei
Zelllinien nach Inkubation mit den HDAC-Inhibitoren sowie FACS-Analysen des

Zellzyklus.

3.1 Reduktion der Zellviabilitat und Acetylierung von Histon H3 und
a-Tubulin durch die HDAC-Inhibitoren

Zunéchst wurde die Wirksamkeit der HDAC-Inhibitoren auf die verwendeten Zelllinien
NEC-DUE1-3 in Form einer Reduktion der Zellviabilitdt untersucht. Dafar wurden
MTS-Assays durchgefihrt und die Viabilitdt der Zellen, die mit unterschiedlichen
Konzentrationen des jeweiligen HDAC-Inhibitors inkubiert wurden, mit der Viabilitat der
Zellen verglichen, die mit der dguimolaren Konzentration von DMSO zur Kontrolle
inkubiert wurden. Die Ergebisse wurden in einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve
gegeneinander aufgetragen. AnschlieBend wurde die mittlere Hemmkonzentration
berechnet.

Ein Vergleich der Mittelwerte mittels T-Test fir abhingige Stichproben ergab die
Signifikanzniveaus der konzentrationsabhangigen Reduktion der Zellviabilitat.
HDAC-Inhibitoren fihren tber eine Inhibition der HDACs zu einem erhihten Vorliegen
von acetylierten Proteinen, zu denen unter anderem Histon H3 und a-Tubulin gehdéren.
Zur Untersuchung, ob die Inkubation mit verschiedenen Konzenirationen der
HDAC-Inhibitoren zu einer vermehrten Acetylierung von Histon H3 und a-Tubulin in
den Zellen der Zelllinien NEC-DUE1, NEC-DUEZ und NEC-DUES3 fahrt, wurden

Analysen der Proteinexpression mittels Western-Blot-Verfahren durchgetihrt.



Die Zellviabilitdt der Zellen der Zellinien NEC-DUE1 nach Inkubation mit den
verschiedenen HDAC-Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen ist in Abb. 3
dargestellt. Die Werte wurden logarithmisch aufgetragen und zeigen far die
HDAC-Inhibitoren Vorinostat, Belinostat, Panobinostat und Entinostat den typischen
sigmoidalen  Kurvenverlauf einer Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Die
konzentrationsabhangige Reduktion der Zellviabilitit durch die jeweiligen
HDAC-Inhibitoren ist bei jedem der funf HDAC-Inhibitoren signifikant. Die Potenz von
Droxinostat war aufgrund des fehlenden sigmoidalen Verlaufs der Kurve und einem

hohen IC50-Wert in Bezug auf die untersuchten Zelllinien jedoch niedrig.

MNeben den Konzentration-Wirkungs-Kurven ist in Abb. 3 die mittels Western Blot
untersuchte Acetylierung von Histon H3 und a-Tubulin dargestellt. Hier zeigt sich
analog zu den MTS-Assays bel den HDAC-Inhibitoren Worinostat, Belinostat,
Panobinostat und Entinostat eine konzentrationsabhingige Acetylierung der beiden
Proteine. Lediglich bei dem selektiven HDAC-Inhibitor Droxinostat konnte fir die

untersuchten Konzentrationen keine vermehrte Acetylierung gezeigt werden.
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Abb. 3: Zellviabilitit und Proteinacetylierung der Zelllinie NEC-DUE1 nach Behandlung mit
HDAC-Inhbitoren

A-E Reprasentatives Ergebnis der MTS5-Assays aus n=3 in halbalgonthmischer Darstellung der am
Stoffwechsel teilnehmenden Zellen nach 72 Stunden Inkubation mit dem jewsiligen HDAC-Inhibitor in
Prozentangabe in Bezug auf DMSO-Kontrollen. Angabe der IG50 Werte in pM.

F-J Reprasentative Westem-Blot-Ergebnisse der Expression von Histon H3 und o-Tubulin sowie
acetyliertes Histon H3 und acstyliertes a-Tubulin nach 72 Stunden Inkubation mit dem jewsiligen
HDAC-Inhibitor sowie DMSO.



Tabelle 16 zeigt die Signifikanzniveaus der Unterschiede in der Viabilitat far die
einzelnen Konzentrationen mit griBtenteils hochsignifikanten Ergebnissen mit einem

p<0.5undin vielen Fallen p<0,01.

Vorinostat | Belinostat | Panobinostat Entinostat Droxinostat
HM Signifikanznivean

0,01 vs. 1 ns ns ns ns ns
001vs. 3 p<0,01 p<0,05 ns p<0,01 ns
0,01 vs. 10 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 ns
0,01 vs. 30 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,05
0,01 vs. 100 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
0,03 vs. 100 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,05
0,1 wvs. 100 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 ns
03 wvs. 100 p<0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,05 ns

1wvs. 100 ns ns p<0,01 ns ns

Jvs. 100 ns ns p<0,05 ns p<0,01

Tabelle 16: Statistiache Auswertung der Viabilititsunterschiede zwischen den einzelnen
Compound-Konzentrationen nach Behandlung der Zelllinie NEC-DUE1
Signifikanzniveaus der Viabilitatsunterschiede zwischen den Konzentrationen des jewsiligen
HDAC-Inhibitors im Vergleich der Mittelwerte mittels Krnuskal-Wallis-Test und post-hoc
Dunn-Bonferroni-Korrektur

Die konzentrationsabhdngige Acetylierung von Histon H3 und a-Tubulin lieB sich bei
der Zelllinie NEC-DUEZ nach Inkubation mit Vorinostat, Panobinostat und Entinostat
mittels Western-Blot-Verfahren zeigen. Die Inkubation mit den vier unterscheidlichen
Konzentrationen an Belinostat fuhrte zu einer Acetylierung von o-Tubulin. Die
Acetylierung von Histon H3 war jedoch durch die untersuchten Konzentrationen nicht

nachzuweisen.
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Abb. 4: Zellviabilitit und Proteinacetylierung der Zelllinie NEC-DUE2 Behandlung mit
HDAC-Inhibitoren

A-E Reprasentatives Ergebnis der MTS5-Assays aus n=3 in halbalgonthmischer Darstellung der am
Stoffwechsel teilnehmenden Zellen nach 72 Stunden Inkubation mit dem jewsiligen HDAC-Inhibitor in
Prozentangabe in Bezug auf DMSO-Kontrollen. Angabe der IG50 Werte in pM.

F-J Reprasentative Westem-Blot-Ergebnisse der Expression von Histon H3 und o-Tubulin sowie
acetyliertes Histon H3 und acstyliertes a-Tubulin nach 72 Stunden Inkubation mit dem jewsiligen
HDAC-Inhibitor sowie DMSO.



Auch die Zellen der Zelllinie NEC-DUEZ wurden durch alle finf HDAC-Inhibitoren in
ithrer Viabilitdt deutlich reduziert. Wie in Abb.4 gezeigt, waren hierfir bei den
HDAC-Inhibitoren Vorinostat, Belinostat, Entinostat und Droxinostat jedoch hdhere
Konzentrationen nétig, um die halbmaximale Inhibition zu erreichen. Lediglich
Panobinostat unterschied sich nur geringfiigig in seiner IC50 bei den Zelllinien
NEC-DUE1und NEC-DUE2.

Vorinostat | Belinostat Panobinostat | Entinostat Droxinostat
KM Signifikanzniveau

0,01 vs. 1 p<0,05 ns ns ns ns

0,01vs. 3 ns p<0,01 ns ns ns
0,01 vs. 10 p=001 p=001 p=<00 p<0,01 ns
0,01 wvs. 30 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p < 0,01 p < 0,01
0,01 vs. 100 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p < 0,01 p < 0,01
0,03 vs. 100 p=001 p=001 ns p<0,01 ns
01 wvs. 100 p<0,01 p<0,01 ns ns ns
03 vs. 100 ns p<0,01 p<0,01 ns ns

1vs. 100 ns ns p<0,01 ns ns

3vs. 100 ns ns p<0,01 ns p < 0,01

Tabelle 17: Statistiache Auswertung der Viabilititsunterschiede zwischen den einzelnen
Compound-Konzentrationen nach Behandlung der Zelllinie NEC-DUE2
Signifikanzniveaus der Viabilitatsunterschiede zwischen den Konzentrationen des jewsiligen
HDAC-Inhibitors im Vergleich der Mittelwerte mittels Krnuskal-Wallis-Test und post-hoc
Dunn-Bonferroni-Korrektur

Wie in Tabelle 17 gezeigt wurde far alle finf HDAC-Inhibitoren eine hochsignifikante
Reduktion der Zellviabilitdt durch eine Konzentration von 30 pyM und 100 pM

HDAC-Inhibitor im Vergleich zu einer Konzentration von 0,01 uM nachgewiesen.

Fiar die Zellinie NEC-DUE3 konnten sowohl eine hochsignifikante Reduktion der
Zellviabilitdt durch ansteigende Konzentrationen des HDAC-Inhibitors im MTS-Assay
als auch eine Acetylierung der Proteine Histon H3 und o-Tubulin durch die
Pan-HDAC-Inhibitoren Vorinostat, Belinostat, Panobinostat und den selektiven
HDAC-Inhibitor Entinostat im Western Blot gezeigt werden. Abb. 5 veranschaulicht,
dass insgesamt die mittlere Hemmkonzentration der HDAC-Inhibitoren unter den

Werten der Inkubation der beiden anderen Zelllinien liegt.
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Abb. 5: Zellviabilitit und Proteinacetlyierung der Zelllinie NEC-DUE3 nach Behandlung mit
HDAC-Inhibitoren

A-E Reprasentatives Ergebnis der MTS-Assays aus n=3 in halbalgonthmischer Darstellung der am
Stoffwechsel teilnehmenden Zellen nach 72 Stunden Inkubation mit dem jewsiligen HDAC-Inhibitor in
Prozentangabe in Bezug auf DMSO-Kontrollen. Angabe der IC50 Werte in pM.

F-J Westem-Blot-Ergebnisse der Expression von Histon H3 und a-Tubulin sowie acetyliertes Histon
H3 und acstyliertes a-Tubulin nach 72 Stunden Inkubation mit dem jewsiligen HDAC-Inhibitor sowie
DMSO.



Wie in Tabelle 18 zu sehen, wurde auch bei dieser Zelllinie mittels Kruskal-Wallis-Test
und post-hoc Dunn-Bonferroni-Korrektur eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat

abhingig von der Konzentration des HDAC-Inhibitors festgestelit.

Vorinostat | Belinostat | Panobinostat | Entinostat | Droxinostat
KM Signifikanzniveau

0,01 ws. 1 ns ns ns ns p<0,01

0,01vs.3 p <0,05 p <0,05 ns p <0,01 ns
0,01 vs. 10 p=0,01 p=0,01 ns p<0,01 p<0,05
0,01 vs. 30 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,05 p <0,01 p <0,01
0,01 vs. 100 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p <0,01 p <0,01
0,03 vs. 100 p=0,01 p=0,01 p=<001 p<0,01 p<0,01
0,1 vs. 100 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p <0,01 ns
0,3 vs. 100 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,05 ns

1vs. 100 ns ns p < 0,01 ns ns

3wvs. 100 ns ns p<0,05 ns ns

Tabelle 18: Statistiache Auswertung der Viabilititsunterschiede zwischen den einzelnen
Compound-Konzentrationen nach Behandlung der Zelllinie NEC-DUE3
Signifikanzniveaus der Viabilitatsunterschiede zwischen den Konzentrationen des jewsiligen
HDAC-Inhibitors im Vergleich der Mittelwerte mittels Krnuskal-Wallis-Test und post-hoc
Dunn-Bonferroni-Korrektur

3.2 Apoptoseinduktion und Expression der IAP nach Behandlung mit
HDAC-Inhibitoren

Um zu untersuchen, ob die HDAC-Inhibitoren bei den Zellen der Zelllinien NEC-DUE1,
NEC-DUEZ2 und NEC-DUE3 Apoptose auslosen, wurde durch eine
FACS-Untersuchung der Anteil der Zellen in der subG1-Phase an der Gesamtzellzahl
nach Inkubation mit dem jeweiligen HDAC-Inhibitor untersucht. Des Weiteren wurde
mittels Western-Blot-Techniken Uberpriit, ob eine PARP-Spaltung statigefunden hat,
die im letzten Schritt der Apoptose durch die Caspasenkaskade induziert wird.
Machfolgend wurden Western-Blot-Analysen zu den |APs clAP1, clAP2, XIAP und
Survivin nach Inkubation mit den jeweiligen HDAC-Inhibitoren in unterschiedlichen
Konzentrationen durchgefihrt, um festzustellen, ob die Apoptoseinduktion der

HDAC-Inhibitoren auf einer veranderten Expression der IAPs beruht.



3.2.1 Apoptoseinduktion und Expression der IAP nach Behandlung mit
Pan-HDAC-Inhibitoren

Zur Uberpriifung, ob die von Vorinostat bedingte Abnahme der Zellviabilitdt auf der
Induktion wvon Apoptose beruht, wurde durch Western-Blot-Verfahren die
PARP-Spaltung detektiet sowie durch eine  Durchflusszytometrie eine
Zellzyklusanalyse durchgefuhrt, die den Anteil der Zellen in der subG1-Phase und
damit den Anteil an apoptotischen Zellen bestimmt. Abb. 6 zeigt, dass Vorinostat bei
den Zellinien NEC-DUE1 und NEC-DUEZ eine PARP-Spaltung, die durch die
Caspasenkaskade Im Signalweg der Apoptose ausgelost wird, bewirkte. Die
PARP-Spaltung lie3 sich bei der Zelllinien NEC-DUE3 durch die Immunbanden nicht
eindeutig erkennen, allerdings wies das Verhaltnis von gespaltenem PARP (cleaved
PARP) zu PARP in voller LAnge (full length PARP), das sich durch eine Densitometrie

der Immunbanden darstellen lieB, auf eine vermehrte PARP-Spaltung hin.
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Abb. 6: Apoptoseraten und PARP-Spaltung nach Behandlung mit Vorinostat

A-C FACS-Analyse nach Behandlung mit Vorinostat uber 24 h. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten

D-F Reprasentatives Western-Blot-Ergebnis der Expression von PARP und cleaved PARP sowie
GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandlung mit Vorinostat Uber 72 h

G-l Verhaltnis der Densitometne von cleaved/PARP zu PARP mit Mittelwerten und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten

In weiteren Western-Blot-Verfahren wurde anschlieBend die Expression mehrerer
IAPs in den mit Vorinostat behandelten Zellen untersucht, um genauer zu beurteilen,

auf welche Weise der HDAC-Inhibitor zu einer Apoptose in den untersuchten Zelllinien



fihrte. In Abb. 7 ist dargestellt, dass Vorinostat in allen drei Zelllinien eine Reduktion
von XIAP erzielte. Analog dazu wurde in der Zelllinis NEC-DUES3 eine Reduktion von
Survivin, clAP1 und clAP2 nach der Inkubation mit Vorinostat festgestelit. clAP1 wurde

auch bei der Zelllinie NEC-DUE1 nach Inkubation mit 10 gM Vorinostat vermindert

exprimien.
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Abb. 7: Expression der |APs nach Behandlung mit Vorinostat
Reprasentative Westerm-Blot-Ergebnisse der Expression von clAP1, clAP2, Survivin und XIAP sowis
von GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandlung mit Vorinostat uber 72 h

Die Inkubation mit dem pan-HDAC-Inhibitor Belinostat fihrte —wie in Abb. 8
dargestellt — in den Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUEZ2 ebenfalls zu einer
PARP-Spaltung sowie zu einer Verschiebung des Verhiltnisses von cleaved PARP zu
full length PARP zu Gunsten des cleaved PARPs in der Zelllinie NEC-DUE3. Durch
die Densitometrie konnte fir die Zelllinie NEC-DUE1 ein signifikanter Anstieg der ratio
von cleaved PARP zu full length PARP mit einem p < 0,5 festgestellt werden. Die
Durchflusszytometrie ergab auBerdem far die Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUE3
einen signifikanten Anstieg der apoptotischen Zellen in der subG1-Phase. Auch

Belinostat flhrte somit durch die Apoptose zu einer Reduktion der Zellviabilitat.
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Abb. 8: Apoptoseraten und PARP-Spaltung nach Behandlung mit Belinostat

A-C FACS-Analyse nach Behandlung mit Belinostat Uber 24 h. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten

D-F Reprasentatives Western-Blot-Ergebnis der Expression von PARP und cleaved PARP sowie
GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandlung mit Belinostat uber 72 h

G-l Verhaltnis der Densitometne von cleaved/PARP zu PARP mit Mittelwerten und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten

Dies spiegelte sich ebenfalls in einer Reduktion mehrerer 1APs nach Inkubation mit
Belinostat wider. Abb. 9 stellt die Western-Blot-Ergebnisse beziglich der |AP-
Expression nach Behandlung der Zellen mit Belinostat dar. Belinostat fihrte in den
Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUE3 zu einer dosisabhidngigen verminderten
Expression von XIAP. In der Zellinie NEC-DUEZ2, deren Zellen lediglich nach
Inkubation mit 10 yM Belinostat eine PARP-Spaltung aufwiesen, wurde keine
Heduktion von XIAP oder clAP1 nachgewiesen. Allerdings war clAP2 nach Inkubation
mit 10 pM Belinostat verringert. Im Gegensatz dazu war Survivin nach Inkubation der

Zellen der Zelllinie NEC-DUEZ mit 10 gM Belinostat vermehrt exprimiert.
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Abb. 9: Expression der APz nach Behandlung mit Belinostat
Reprasentative Westerm-Blot-Ergebnisse der Expression von clAP1, clAP2, Survivin und XIAP sowis
von GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandlung mit Belinostat uber 72 h

In den Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUE3 wurde hingegen eine Reduktion von
Survivin festgestellt. In beiden Zelllinien wurden auch clAP1 und clAP2 durch die
Inkubation mit Belinostat konzentrationsabhingig vermindert exprimiert.

Die Inkubation mit Panobinostat flhrte in der Zellinie NEC-DUE1 zu einer
PARP-Spaltung, die einen signifikanten Anstieg von cleaved PARP im Verhéilinis zu
full length PARP in der Densitometrie ergab. Bei der Zelllinie NEC-DUE3 wurde ein
signifikanter Anstieg der Zellen in der subG1-Phase festgestellt, wie in Abb 10
dargestellt. In beiden Zelllinien konnte somit eine Induktion der Apoptose durch
Panobinostat nachgewiesen werden. Die Zellinie NEC-DUEZ wies weder eine
PARP-Spaltung noch einen Anstieg der apoptotischen Zellen auf. Da Panobinostat in
den MTS-Assays eine verhaltnismaBig niedrige IC50 hatte, wurden die Zellen aller drei
Zelllinien flr die Western-Blot-Analysen der IAPs mit niedrigeren Konzentrationen von

Panobinostat (3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM) inkubiert.
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Abb. 10: Apoptoseraten und PARP-Spaltung nach Behandlung mit Panobinostat

A-C FACS-Analyse nach Behandlung mit Panobinostat uber 24 h. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten

D-F Reprasentatives Western-Blot-Ergebnis der Expression von PARP und cleaved PARP sowie
GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandlung mit Panobinostat Uber 72 h

G-l Verhaltnis der Densitometne von cleaved/PARP zu PARP mit Mittelwerten und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten

Aus Abb. 11 ist ersichtlich, dass nur in der Zelllinie NEC DUE3 eine Verminderung der
Expression von XIAP vorlag. Panobinostat fohrte zu keiner nachgewiesenen
verdnderten Expression von clAP1. Allerdings wurde clAP2 konzentrationsabhéngig
in allen drei Zelllinien reduziert exprimiert. Bel Survivin kam es durch die Inkubation
mit dem  Pan-HDAC-Inhibitor in allen drei Zellinien zu einem

konzentrationsabhdngigen Anstieg.
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Abb. 11: Expression der |APz nach Behandlung mit Panobinostat

Reprasentative Westerm-Blot-Ergebnisse der Expression von clAP1, clAP2, Survivin und XIAP sowie

von GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandlung mit Panobinostat uber 72 h

3.2.2 Apoptoseinduktion und Expression der |AP nach Behandlung mit

selektiven HDAC-Inhibitoren

Entinostat fihrte in den Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUEZ zu einem signifikanten
Anstieg von cleaved PARP im Verhaltnis zu full length PARP in der Densitometrie
sowie zu einer sichtbaren Bande von cleaved PARP im Western Blot, wie in Abb. 12
dargestellt. Auch in den Zelllinien NEC-DUES3 kam es zu einem Anstieg der ratio von
cleaved PARP zu PARP. Die Zelllinie NEC-DUE1 wies auBerdem einen signifikanten
Anstieg der apoptotischen Zellen in der subG1-Phase in der Durchflusszytometrie auf.

Folglich fuhrte auch der selektive HDAC-Inhibitor zu einer Apoptoseinduktion bei den

Zelllinien NEC-DUE1 und 2 und vermutlich NEC-DUE3.
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Abb. 12: Apoptoseraten und PARP-Spaltung nach Behandlung mit Entinostat

A-C FACS-Analyse nach Behandlung mit Entinostat Uber 24 h. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten

D-F Reprasentatives Western-Blot-Ergebnis der Expression von PARP und cleaved PARP sowie
GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandlung mit Entinostat uber 72 h

G-l Verhaltnis der Densitometne von cleaved/PARP zu PARP mit Mittelwerten und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten

Entinostat bewirkte — wie in Abb. 13 zu sehen — eine reduzierte Expression von XIAP
sowie von Survivin und clAP1 in allen drei Zelllinien. clAP2 jedoch zeigte eine

unverdnderte Expression nach Inkubation mit Entinostat.
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Abb. 13: Expression der lAPz nach Behandlung mit Entinoztat

Reprasentative Westerm-Blot-Ergebnisse der Expression von clAP1, clAP2, Survivin und XIAP sowis

von GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandlung mit Entinostat Uber 72 h

Im Zusammenhang mit der vergleichsweise geringen Reduktion der Zellviabilitat durch
Droxinostat konnten durch die Durchflusszytometrie sowie durch die PARP-Spaltung
keine Hinweise auf eine Apoptoseinduktion festgestellt werden, wie am unveridnderten

Anteil an Zellen in der subG1-Phase sowie einem ausbleibenden Anstieg von cleaved

PARP im Verhdltnis zu full length PARP in Abb. 14 zu sehen ist.
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Abb. 14: Apoptoseraten und PARP-Spaltung nach Behandlung mit Droxinostat
A-C FACS-Analyse nach Behandlung mit Droxinostat Uber 24 h. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten
D-F Reprasentatives Western-Blot-Ergebnis der Expression von PARP und cleaved PARP sowie
GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandlung mit Droxinostat uber 72

G-l Verhaltnis der Densitometne von cleaved/PARP zu PARP mit Mittelwerten und
Standardabweichungen aus mind. 3 unabhangigen Expenmenten

Analog dazu zeigt Abb. 15, dass keine verinderte Expression der IAP nach

Behandlung der Zellen mit Droxinostat vorlag.
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Abb. 15: Expression der lAPz nach Behandlung mit Droxinostat
Reprasentative Westerm-Blot-Ergebnisse der Expression von clAP1, clAP2, Survivin und XIAP sowie
von GAPDH zur Ladungskontrolle nach Behandliung mit Droxinostat Uber 72 h



3.2.3 Zusammenfassung der veranderten IAP-Expression nach Behandlung
mit HDAC-Inhibitoren

Anhand der Western-Blot-Ergebnisse ist in Tabelle 19 eine Ubersicht zu allen
verwendeten HDAC-Inhibitoren und den festgesteliten Verdnderungen in der
Expression der einzelnen IAPs in den verschiedenen Zellinien dargestellt.
Zusammenfassend wies die Zelllinie NEC-DUEZ analog zu der geringeren Reduktion
der Zellviabilitit durch die HDAC-Inhibitoren in den MTS-Assays weniger
Verdanderungen der |IAP-Expression auf. Nichtsdestotrotz ergaben sich durch eine
PARP-Spaltung oder einen erhdhten Anteil von Zellen in der subG1-Phase nach der
Inkubation mit Vorinostat, Belinostat und Entinostat Anzeichen einer

Apoptoseinduktion durch diese Therapeutika.

Vorinostat | Belinostat | Panobinostat| Entinostat | Droxinostat
1 2 3|11 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3
clAP1 Yy ov(\vogvY\Io o go|ly vy Yoo o
clAP2 oo Y|y ¥y Y| Y VY Y| OO@OQlo o o
XIAP vy vyvv|\YyYOovVv\ oo v\ vy vy Yoo o
Survivin |[O O (Y ¢+ Y11 1t 1t1|1¥vy Y ¥Y|\O O O

Tabelle 19: Ubersicht iiber verinderte Expression der IAP2 nach Behandlung mit den einzelnen
HDAC-Inhibitoren

Auswertung der Western-Blot-Ergebnisse nach vermehrter (1), verminderter (V) oder

unveranderter (1) Expression von clAP1, clAP2, XIAP und Survivin im Vergleich zur DMSO-Kontrolle

ErwartungsgemdaB fahrte Droxinostat weder zu Verdnderungen der IAP-Expression
noch zu einer PARP-5Spaltung oder einem erhéhten Prozentsatz von apoptotischen
Zellen in der Durchflusszytometrie.

Der selektive HDAC-Inhibitor Entinostat induzierte in allen drei Zelllinien eine
PARP-Spaltung oder einen hdéheren Antell apoptotischer Zellen in  der
Durchflusszytometrie. Aufierdem kam es durch Inkubation mit Entinostat in allen drei
Zelllinien zu einer konzentrationsabhangigen verminderten Expression von clAP1,
XIAP und Survivin.



4 Diskussion

Nach Diagnosestellung eines GEP NEC liegt die mittlere Uberlebenszeit je nach
Literatur zwischen 4 und 16 Monaten. Durch eine Chemotherapie in neoadjuvanter
oder adjuvanter Durchfihrung kann das Uberleben um wenige Monate verldngert
werden. Insgesamt sind die Therapieoptionen sehr begrenzt und die Prognose flr die
betroffenen Patientinnen dramatisch. Neue Therapieoptionen, die zu einer lAngeren
Hemission oder gar zu einem kurativen Therapieansatz fuhren, werden dringend
bendtigt und sind aktuell Gegenstand intensiver Forschung. Eine targeted therapy der
GEP-NEC ist aufgrund bisher nicht identifizierter Ziel-Onkogene nicht etabliert.

Urspranglich ging man davon aus, dass die Entstehung von Krebs in genetischen
Veranderungen begrundet ist. Mittlerweile konnte die Forschung jedoch nachweisen,
dass viele unterschiedliche Mechanismen zur malignen Entartung von Zellen fihren
kinnen. Dazu gehdren unter anderem die epigenetischen Verdnderungen (Virani,
Colacino, Kim, & Rozek, 2012).

MNET weisen im Vergleich zu anderen bdsartigen Tumoren eine relativ geringe Rate an
genetischen Mutationen auf, sodass die maligne Potenz auf anderen zellularen
Mechanismen zu beruhen scheint. Dazu gehdren die epigenetische Modifikation durch
DNA-Methylierung und Histonacetylierung.

MNachgewiesen werden konnte in mehreren Studien bereits eine Hypermethylierung
diverser Promotor und Enhancer, die zu einer verminderten Translation wvon
Tumorsuppressorgenen in pankreatischen und intestinalen NET fahrt (Fotouhi et al.,
2014; House et al., 2003; Tirosh & Kebebew, 2020). Klieser et al. wiesen nach, dass
die Expressionlevel bestimmter HDACs in pankreatischen NET im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich erhéht sind und die Expressionslevel mit einer héheren
Malignitat der Tumore korrelieren (Klieser et al_, 2017).

Darauf basierend ergibt sich ein neuer hoffnungsvoller Therapieansatz fir NEC mit
Substanzen, die spezifisch die epigenetische Modifikationen, wvor allem die

Histonacetylierung, beeinflussen.

HDAC-Inhibitoren setzen genau an dieser Stelle an und bewirken durch eine

Acetylierung der Histone unterschiedliche epigenetische Verdnderungen.



HDAC-Inhibitoren sind bereits fir die Therapie des kutanen T-Zell-Lymphoms sowie
des peripheren T-Zell-Lymphoms und des multiplen Myeloms zugelassen. In den
Einsatz in der Therapie weiterer Krebserkrankungen insbesondere in der Therapie
solider Tumore wird intensive wissenschafltliche Arbeit investiert (Bolden et al., 2006).
Die grofie Hoffnung, die in diese zielgerichteten Therapeutika gesetzt wird, besteht
darin, dass sie ihre Wirkung hauptséchlich in den maligne entarteten Zellen entfalten
und damit zu deutlich weniger Nebenwirkungen als herkimmliche Chemotherapeutika
sowie Zu einem besseren Therapieergebnis fihren. AuBerdem kdnnen sie durch die
epigenetischen Modifikationen zu einer Sensibilisierung der malignen Zellen far eine
herkdmmliche Chemotherapie fihren.

Bei der Proliferation und bei der Chemoresistenz von Krebszellen spielen unter
anderem die IAP eine wichtige Rolle (Michie et al., 2020; Rathore et al_, 2017). Survivin
ist bei G3-GEP-NEC mit einer schlechteren Prognose und XIAP mit einer vermehrten
Proliferation und erhéhtem Tumorwachstum in vitro assoziiert (Dizdar et al., 2017;
Grabowski et al_, 2005).

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirksamkeit von HDAC-Inhibitoren auf G3-GEP-NEC zu
untersuchen und die Beeinflussung von IAP sowie die Induktion von Apoptose durch

die untersuchen HDAC-Inhibitoren aufzuklaren.

41 Chemosensitivitat der GEP-NEC gegenuber HDAC-Inhibitoren

Die Ansprechrate von GEP-NEC auf die Erstlinien-Chemotherapie mit Cisplatin und
Etoposid liegt bei ungefahr 30 % und die mittlere Uberlebensdauer bei lediglich
ungefahr einem Jahr (Garcia-Carbonero et al., 2016). Die Kombination von Cisplatin
mit Irinotecan flhrte bei japanischen Patientiinnen mit 6sophagealem NEC zu einer
Ansprechrate von 50 % mit einer mittleren Uberlebensdauer von ebenfalls ungefihr
einem Jahr (Okuma et al., 2014). Dieses schlechte Anprechen von GEP-NEC auf
herkdmmliche Chemotherapuetika unterstreicht den dringenden Bedarf an einer

wirksamen, zielgerichteten Therapie (Venizelos et al_, 2021).



4.1.1 HDAC-Inhibitoren reduzieren Zellviabilitdt von GEP-NEC

Die Zellinien NEC-DUE1, NEC-DUEZ2 und NEC-DUE3 wurden hinsichtlich ihrer
Sensitivitit auf Etoposid und Cisplatin durch unsere Arbeiisgruppe mittels
MTS-Assays getestet. NEC-DUE1 zeigte eine dosisabhingige Reduktion der
Zellviabilitat nach Inkubation mit Etoposid (IC30:0,6 uM), jedoch Kkeine
Chemosensitat far Cisplatin. Die Inkubation der Zelllinie NEC-DUEZ2 mit Cisplatin und
Etoposid fihrte in beiden Fallen nicht zu einer typischen S-Form der Kurve mit Abfall
der Zellviabilitit, sodass eine Resistenz der Zellen gegentber der beiden etablierten
Chemotherapeutika anzunehmen ist. NEC-DUES wies keine adaquate Reduktion der
Zellviabilitdt nach Inkubation mit Etoposid auf, aber eine Sensitivitit gegeniber
Cisplatin (IC50: 1,04 pM).

Zum Nachweis einer Chemosensitivitat der drei untersuchten Zelllinien gegentber den
verwendeten HDAC-Inhibitoren wurden ebenfalls MTS-Assays durchgefihrt. Die
Inkubation aller drei Zelllinien mit den Pan-HDAC-Inhibitoren Vorinostat, Belinostat
und Panobinostat und mit den selektiven HDAC-Inhibitoren Entinostat und Droxinostat
fihrte mit steigender Konzentration des Wirkstoffes zu einer signifikanten Reduktion
der Zellviabilitat aller drei Zelllinien. Bei Droxinostat waren jedoch vergleichsweise
hohe Wirkstoffkonzentrationen nétig, sodass ein klinischer Nutzen der Wirkung
unwahrscheinlich ist. Die Zellinie NEC-DUEZ2, die sich resistenter gegeniber Cisplatin
und Etoposid zeigte, wies im Vergleich zu den anderen Zelllinien in der Behandlung

mit den HDAC-Inhibitoren ebenfalls hiihere mittlere Hemmkonzentrationen auf.

4.1.2 HDAC-Inhibitoren fihren zur Proteinacetylierung in GEP-NEC

Wenn die HDAC-Aktivitat durch die HDAC-Inhibitoren gehemmt wird, kommt es zu
einem vermehrten Auftreten acetylierter Histone und anderer acetylierter Proteine
(Mehnert & Kelly, 2007; Richon et al., 2000; Sanaei & Kavoosi, 2019). In Korrelation
Zur signifikanten und konzentrationsabhangigen Reduktion der Zellviabilitit, die durch
die MTS-Assays gezeigt werden konnte, wurde durch die Western-Blot-Assays eine
konzentrationsabhingige Zunahme von acetyliertem Histon H3 und acetyliertem
a-Tubulin nachgewiesen. Dies belegt, dass die Reduktion der Zellviabilitat mit der

typischen Wirkungsweise der HDAC-Inhibitoren assoziiert ist.



4.2 HDAC-Inhibitoren induzieren Apoptose in GEP-NEC-Zellen in vitro

Die Acetylierung von Histonen und Nicht-Histon-Proteinen durch HDAC-Inhibitoren ist
weitreichend belegt, wohingegen die dadurch ausgeldsten Effekte in den Zellen
aufgrund ihrer Vielfaltigkeit bisher noch nicht vollkommen verstanden und untersucht
sind. Diverse Versuche und Studien belegen jedoch eine Induktion der Apoptose durch
HDAC-Inhibitoren (Al-Yacoub et al_, 2012; Mehnert & Kelly, 2007; Perez-Perarnau &t
al_, 2011; Sanaei & Kavoosi, 2019).

Die Inkubation der Zellen der Zelllinie NEC-DUE1 mit den Pan-HDAC-Inhibitoren
Vorinostat, Belinostat und Panobinostat fihrte abhingig von der Konzentration des
HDAC-Inhibitors zu einer PARP-Spaltung, die in der Exekutionsphase der Apoptose
stattfindet und damit Anzeichen einer erhdhten Apoptoserate ist. Auch der selektive
HDAC-Inhibitor Entinostat bewirkte eine Spaltung von PARP in den Zellen der Zelllinie
NEC-DUE1. Fdr Entinostat und Belinostat konnte auBerdem durch eine
Durchflusszytometrie nach Pl-Farbung eine signifikant erhdhte Zellzahl der Zelllinie
NEC-DUE1 in der subG1-Phase festgestellt werden, die aus fragmentierten,
apoptotischen Zellen besteht. Die Inkubation der Zelllinie NEC-DUE1 mit Droxinostat
fihrte zu keiner PARP-Spaltung und zu keinem erhdhten Anteil der Zellen in der
subG1-Phase.

In den Zellen der Zelllinie NEC-DUE1 konnte folglich durch die HAC-Inhibitoren

Vorinostat, Belinostat, Panonbinostat und Entinostat Apoptose induziert werden.

Der Nachweis der HDAC-Inhibitor-induzierten PARP-Spaltung in der Zelllinie
NEC-DUES3 gelang nicht, weil die Zellen nach Inkubation mit DMSO als Kontrolle
bereits eine relevante Spaltung von PARP aufwiesen. Allerdings flhrte die Inkubation
mit Belinostat und Panobinostat zu einem signifikant erhéhten Anteil der Zellen in der

subG1-Phase als Korrelat einer erhihten Apoptoserate.

Obwohl die Zelllinie NEC-DUEZ2 im Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien
resistenter gegentber den untersuchten HDAC-Inhibitoren ist, bewirkte die Inkubation
mit Vorinostat, Belinostat uund Entinostat eine PARP- Spaltung. Folglich ist von einer

Apoptoseinduktion durch diese HDAC-Inhibitoren auszugehen.



Alle untersuchten Pan-HDAC-Inhibitoren und der selektive HDAC-Inhibitor Entinostat
fihren zu einer Apoptoseinduktion, die sich durch PARP-Spaltung oder einen
signifikant erhdhten Anteil der Zellen in der subG1-Phase zeigte, allerdings nicht jeder
HDAC-Inhibitor in jeder Zelllinie. Belinostat ist der einzige untersuchte HDAC-Inhibitor,
der in allen drei Zellinien Apoptose induzierte. Vorinostat und Entinostat fihrten
lediglich in den Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUEZ und Panobinostat in den
Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUES3 zu einer nachweisbaren Apoptoseinduktion.

Nach Inkubation mit dem selektiven HDAC-Inhibitor Droxinostat wiesen die Zellen aller

drei Zelllinien keine Anzeichen einer statigehabten Apotoseinduktion auf.

4.3 Bedeutung der IAP in der Therapie der GEP-NEC

Viele Krebsarten weisen eine erhdhte Aktivitdt von |IAPs auf, die dazu fahrt, dass der
programmierte Zelltod verringert auftritt und die Resistenz gegeniber herkdmmlicher
Chemotherapie erhdht wird (Michie et al_, 2020). Eine zielgerichtete Krebstherapie, die
die IAPs in ihrer Aktivitit hemmt, kann Apoptose auslisen oder die Zellen far eine
herkdmmliche Chemotherapie sensibilisieren (Hassan, Watari, AbuAlmaaty, Ohba, &
Sakuragi, 2014). HDAC-Inhibitoren wirken gezielt in maligne entarteten Zellen und
gehdren somit zur zielgerichteten Krebstherapie. Zudem konnte beil diversen
Krebserkrankungen durch die Behandlung mit HDAC-Inhibitoren bereits eine
Sensibilisierung flr Chemotherapeutika nachgewiesen werden (Eckschlager, Plch,
Stiborova, & Hrabeta, 2017; Hassan et al_, 2014).

Die |1APs sind in maligne entarteten Zellen daran beteiligt, dass die Zelle den
programmierten Zelltod umgeht und resistenter gegeniber konventionellen
Chemotherapeutika ist (Michie et al_, 2020). Rosato et al. konnten bereits zeigen, dass
XIAP durch die in-vitro-Inkubation wvon leukdmischen Zellen mit Vorinostat
herunterreguliert wird (Rosato et al., 2007). Al Yacoub et al. wiesen eine signifikant
geringere Expression von XIAP und Survivin nach Inkubation von Zellen eines kutanen
T-Zell-Lymphoms mit Vorinostat nach (Al-Yacoub et al_, 2012).

Dizdar et al. stellten fest, dass in 60 % der untersuchten GEP-NENs copy number

gains fir Survivin und in 26.7% fir XIAP vorlagen (Dizdar et al_, 2017).



MNach unserem Kenntnisstand gibt es derzeit keine Forschungsarbeiten zur Hemmung
der IAP-Expression durch HDAC-Inhibitoren in GEP-NEC und der davon abhangigen
Apoptoseinduktion. In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob die Apoptoseinduktion

durch die HDAC-Inhibitoren mit einer verminderten Expression von IAPs korreliert.

4.3.1 Survivin als therapeutisches Ziel in GEP-NEC

Survivin scheint in der Proliferation von GEP-MEN eine wichtige Rolle zu spielen.
Grabowski et al. stellten fest, dass das Vorhandensein von nukledrem Survivin mit
einer signifikant verkirzien Lebensdauer assoziiert ist (Grabowski et al., 2005) und
auch in unserer Arbeitsgruppe konnte in einer multivariaten Analyse Survivin als
potentiell wichtige Zielstruktur in GEP-NEC herausgestellt werden. G3 GEP-NEC
wiesen in der Analyse hohe Level an zytoplasmatischem und nukledarem Survivin auf
(Dizdar et al., 2017). Ein knockdown von Survivin fihrte in den Zelllinien NEC-DUE1

und NEC-DUEZ zu einer Inhibition der Zellproliferation und des Tumorwachstums.

Mehrere Studien belegen auBerdem, dass Survivin in maligne entarteten Zellen durch
diverse epigenetische Modifikationen vermehrt exprimiert wird (Dizdar et al., 2017;
Lyu, Huang, He, & Liu, 2018; Nabilsi, Broaddus, & Loose, 2009). Therapeutika, die
tber epigenetische Modifikationen wirken, wie z.B. HDAC-Inhibitoren sind daher
madglicherweise eine sinnvolle Therapieoption. Einzelne Forschungen bestitigen
bereits die Suppression von Survivin durch Vorinostat (Fiskus et al_, 2012; J. S_ Jin,
Tsao, Sun, Yu, & Tzao, 2012), Belinostat (Chowdhury et al., 2011), Panobinostat
(Jeon, Ko, Cho, Chae, & Shim, 2013; Wirries et al_, 2018) und Entinostat (Luo, Zhou,
Lv, Sun, & Tang, 2019; Wang et al., 2016) in unterschiedlichen maligne entarteten

Zellen.

In den Zelllinien NEC-DUE1-3 fihrten die HDAC-Inhibitoren zu unterschiedlichen
Verdanderungen der Survivinexpression. Der selektive HDAC-Inhibitor Entinostat
induzierte in allen drei Zelllinien eine Suppression von Survivin.

Auffallig war, dass der Pan-HDAC-Inhibitor Panobinostat in allen drei Zelllinien und
Belinostat in der Zellinie NEC-DUEZ2 trotz einer signifikanten Reduktion der

Zellviabilitdt zu einer erhéhten Expression von Survivin fahrte. Unabhangig von der



erhdhten Survivin-Expression konnten jedoch auch in diesen Fallen Anzeichen einer
Apoptose-Induktion beobachtet werden, sodass die Wirkung der Pan-HDAC-
Inhibitoren auf die untersuchten Zelllinien nicht notwendigerweise von der verinderten

Survivin-Expression abhdngig zu sein scheint.

4.3.2 XIAP als therapeutisches Ziel in GEP-NEC

Auch XIAP spielt bel der Zellproliferation und dem Tumorwachstum von GEP-NEC
eine Rolle. Ein Knockdown von XIAP in Zellen der Zelllinien NEC-DUE1 und
NEC-DUE2 flhrte zu einer Reduktion der Zellviabilitdt in vitro sowie der
Zellproliferation und des Tumorwachstums in vivo im Mausmodell (Dizdar et al., 2017).
Die Herunterregulierung von XIAP durch die HDAC-Inhibitoren konnte bereits in
einzelnen Versuchsreihen far Vonnostat (J. S. Jin et al_, 2012; K. L. Jin et al_, 2010),
Belinostat (Kim et al_, 2018; Ong et al_, 2016), Panobinostat (Rosato, Almenara, Dai,
& Grant, 2003; Symanowski et al., 2009) sowie fir Entinostat (Rosato et al., 2003)

bestatigt werden.

In unseren Versuchen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine reduzierte
Expression von XIAP nach Inkubation der Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUEZ mit
Vorinostat und Entinostat mit einer verminderten Zellviabilitit sowie einer
Apoptoseinduktion einhergeht. Beide HDAC-Inhibitoren fUhrten auch in der Zelllinie
NEC-DUES dosisabhidngig zu einer verminderten Konzentration von XIAP und einer
signifikanten Reduktion der Zellviabilitat, allerdings gelang in diesen Fallen nicht der
MNachweis einer stattgehabten Apoptoseinduktion.

Auch nach Inkubation der Zelllinien NEC-DUE1 und NEC-DUES3 mit Belinostat konnte
konzentrationsabhingig weniger XIAP nachgewiesen werden in Korrelation mit einer
Apoptoseinduktion.

Es traten jedoch auch Falle auf, in denen Apoptose induziert wurde und die Expression
von XIAP unverandert blieb. Dies war nach Inkubation der Zelllinie NEC-DUEZ2 mit
Belinostat und der Zelllinie NEC-DUE1 mit Panobinostat der Fall.

Die verminderte Expression von XIAP ist folglich vermutlich nicht essentiell fir die
Apoptose-induzierende und Zellviabilitits-hemmende Wirkung der
Pan-HDAC-Inhibitoren. Nichtsdestotrotz flhrten die untersuchten HDAC-Inhibitoren



abgesehen von Droxinostat in den meisten Fallen zu einer verminderten Expression
von XIAP und kénnten die malignen Zellen auf diesem Weg far weitere
Chemotherapeutika oder zielgerichtete Therapien sensibilisieren. Herauszustellen
sind hierbei vor allem der Pan-HDAC-Inhibitor Vorinostat und der selektive
HDAC-Inhibitor Entinostat, die in allen drei Zelllinien zu einer verminderten Expression
von XIAP flhrten.

4 3.3 Einfluss von Pan-HDAC-Inhibitoren auf IAP in GEP-NEC in vitro

HDAC-Inhibitoren konnen sowohl den extrinsischen als auch den intrinsischen
Apoptose-Signalweg induzieren. Bisher deutet viel darauf hin, dass die einzelnen,
strukturell unterschiedlichen HDAC-Inhibitoren eine Zelltyp-spezifische Wirkweise und
vermutlich keinen Obergreifenden einheitlichen Wirkmechanismus haben (Bolden et
al., 2006; Chun, 2015).

Zusammenfassend fuhren die Pan-HDAC-Inhibitoren in den untersuchten
GEP-NEC-Zellen zur Induktion von Apoptose und zu einer veranderten Expression der
IAPs, insbesondere einer verminderten Expression von XIAP. XIAP wird als das
potenteste IAP angesehen (Tu & Costa, 2020) und da XIAP zudem das einzige IAP
iIst, das Caspasen direkt inhibieren kann, gilt es als interessante Zielstruktur fir
neuartige Therapeutika (Eckelman et al_, 2006). Die Pan-HDAC-Inhibitoren Vorinostat,
Belinostat und Panobinostat und der selektive HDAC-Inhibitor Entinostat kdnnten
durch die Reduktion der XIAP-Expression eine essentielle Rolle in  der
Apoptose-induzierenden Therapie der NEC in Kombination mit Chemotherapeutika
oder zielgerichteter Therapie spielen.

Die unterschiedlichen Auswirkungen der Pan-HDAC-Inhibitoren auf die IAP Survivin,
clAP 1 und clAP 2 belegen hingegen die multiplen Effekte von HDAC-Inhibitoren (O.
Khan & La Thangue, 2012). Peart et al. untersuchte die Wirkung der HDAC-Inhibitoren
Vorinostat und Depsipeptid auf diverse pro- und antiapoptotische Proteine und kam zu
dem Schluss, dass unter anderem auch proapoptotische Proteine herunterreguliert
und antiapoptotische Proteine aktiviert werden, aber insgesamt gesehen
proapoptotische Gene vermehrt transkribiert und antiapoptotische Gene

herunterreguliert werden (Peart et al_, 2005).



4. 3.4 Einfluss von selektiven HDAC-Inhibitoren auf AP in GEP-NEC in vitro

In maligne entarteten Zellen sind nicht alle HDACs, sondern meistens nur einzelne
HDACs Uberexprimiert, sodass die selektive Inhibition dieser HDACs sinnvoll und
effizient erscheint (N. Khan et al_, 2008).

Entinostat inhibiert hauptsichlich HDAC1 und HDAC3 und fahrt in maligne entarteten
fellen zur Induktion wvon Apoptose. Einer der Wirkmechanismen, der zur
Apoptoseinduktion durch Entinostat fahrt, ist unter anderem die Herunterregulierung
von XIAP (Knipstein & Gore, 2011). Diese Herunterregulierung von XIAP durch
Entinostat konnte bereits in leukdmischen Zellen (Dai, Rahmani, Dent, & Grant, 2005;
Hosato et al., 2003) belegt werden. AuBerdem konnte eine Herunterregulierung von
Survivin durch Entinostat in NSCLC-Zellen gezeigt werden (Luo et al_, 2019).

Der selektive HDAC-Inhibitor Entinostat fUhrte in den Zellen der ZelllinieNEC-DUE1
und NEC-DUEZ2 zu einer nachgewiesenen Apoptoseinduktion. Im Gegensatz zu den
Pan-HDAC-Inhibitoren  konnte in allen drei Zellinien eine simultane
Herunterregulierung von clAP1, XIAP und Survivin festgestellt werden. clAP2 wurde
in allen drei Zelllinien unveridndert exprimiert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Apoptose-induzierende Wirkung von Entinostat unter anderem auf einer

Herunterregulierung der genannten IAP beruht.

Der selektive HDAC-Inhibitor Droxinostat fohrte in den verwendeten
Wirkstoffkonzentrationen bis 10 gM in den Zellinien NEC-DUE1-3 zu Kkeiner
verdnderten Expression von XIAP, Survivin, clAP1 und clAP2. Wood et al
bezeichneten Droxinostat bereits als ndtzliche chemische Probe in vitro mit
eingeschranktem klinischen Nutzen aufgrund der hohen mittleren letalen Dosis (Wood
et al., 2010). Allerdings ist Droxinostat in der Lage, manche Tumorzellarten fur die
Todesrezeptorliganden FAS und TRAIL zu sensitivieren, sodass die Substanz im
Rahmen einer Kombinationstherapie wirksam sein kdnnte (Bijangi-Vishehsaraei et al,
2010; J. Liu et al_, 2016; Schimmer et al_, 2006; Wood et al_, 2010).



4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend liefert diese Arbeit wichtige Erkenntnisse Uber HDAC-Inhibitoren
als zukinftige Therapieoption fir Patient:nnen mit GEP-NEC, die unter den aktuell
durchgefiihrten Therapien mit einer hohen Letalitdt und einer kurzen Uberlebensdauer

nach Diagnosestellung einhergehen.

Fur diese Arbeit wurden Zellen aus drei Zelllinien, die unterschiedlichen GEP-NEC
entstammen, mit den drei Pan-HDAC-Inhibitoren Vornostat, Belinostat und
Panobinostat sowie den selektiven HDAC-Inhibioren Entinostat und Droxinostat
inkubiert. Nachfolgend zeigte eine MTS-Analyse eine Reduktion der Zellviabilitat aller
drei Zelllinien durch die HDAC-Inhibitoren Vorinostat, Belinostat, Panobinostat und
Entinostat.

Weitere Analysen des Wirkmechanismus der HDAC-Inhibitoren auf die untersuchten
GEP-NEC wiesen nach, dass IAPs supprimiert werden und Apoptoseinduktion
stattfindet. Insbesondere der selektive HDAC-Inhibitor Entinostat fuhrte zu einer

einheitlichen Suppression von XIAP, Survivin und clAP1 in allen drei Zelllinien.

Diese Ergebnisse liefern erste Hinweise darauf, dass HDAC-Inhibitoren eine wirksame
Therapieoption fir GEP-NEC darstellen. Die Suppression von IAPs insbesondere
durch den selektiven HDAC-Inhibitor Entinostat kdnnte die GEP-NEC far
herkdmmliche Chemotherapeutika oder zielgerichtete Krebstherapeutika wie z.B.
TRAIL sensitivieren. Die ndchsten Schritte wédren somit in vitro Versuche mit

Kombinationstherapien und in vivo Versuche.
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