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Zusammenfassung  

Gastroenteropankreatische neuroendokrine Karzinome (GEP-NEC) gelten als der 

biologisch aggressivste Subtyp der gastrointestinalen neuroendokrinen Neoplasien (GEP-

NEN). Sie zeichnen sich durch schnelles Tumorwachstum, frühe Metastasierung und 

hohe Resistenz gegenüber herkömmlichen Chemotherapien aus. Die Tumorbiologie und 

die klinischen Behandlungsdaten dieser seltenen Malignome sind trotz weltweit 

steigender Prävalenz und Inzidenz noch unzureichend erforscht. Die äußerst ungünstige 

Prognose von GEP-NECs unterstreicht die Dringlichkeit eines besseren biologischen 

Verständnisses und innovativer Therapieansätze für diese Erkrankung. 

Histondeacetylasen (HDACs) sind pleiotrope epigenetische Regulatoren, deren 

Fehlfunktion eine wichtige Rolle bei der Entstehung verschiedener maligner 

Erkrankungen spielt. Sie sind daher ein vielversprechender neuer therapeutischer 

Angriffspunkt für die Tumortherapie. Während mehrere HDAC-Inhibitoren (HDACis) 

bereits in klinischen Studien getestet wurden, ist die Wirkung von HDACis auf GEP-

NEN noch nicht ausreichend untersucht. Ziel dieser Dissertation war es, die Relevanz von 

HDAC5 und -9 als mögliche prognostische Marker und Targets für die Entwicklung von 

therapeutischen Ansätzen bei Patienten mit GEP-NEN zu untersuchen. 

Die Expression von HDAC5 und -9 wurde in verschiedenen Tumorkompartimenten von 

78 Patienten immunhistochemisch auf Tissue Microarrays analysiert und mittels eines 

immunreaktiven Scores quantifiziert. Für HDAC5 und -9 wurde eine Differenzierung 

zwischen nukleären und zytoplasmatischen HDACs vorgenommen. Anschließend wurde 

die Expression mit klinisch-pathologischen Parametern und Überlebensdaten der 

Patienten korreliert. 

Die Ergebnisse zeigten eine Überexpression von zytoplasmatischem HDAC5 und 

nukleärem HDAC9 in GEP-NEN Gewebeproben im Vergleich zu Normalgewebe. Die 

Analyse mit klinisch-pathologischen Parametern erbrachte eine signifikante Assoziation 

von sowohl nukleärem als auch zytoplasmatischem HDAC9 mit dem 

proliferationsbasierten Tumorgrading, wobei die höchste Expression von HDAC9 in 

schlecht differenzierten GEP-NEN (G3) auftrat. Die Expression beider HDACs in allen 

untersuchten Gewebeproben wurde in die Überlebensanalyse einbezogen. Die 

signifikanteste Korrelation bestand zwischen der Expression von HDAC9 und dem 



 

 

Überleben. In der univariaten Analyse korrelierten die Expressionsstärke von nukleärem 

HDAC9, das Patientenalter, der Lymphknotenstatus, das Grading und die 

Tumorlokalisation mit einem ungünstigen Überleben. Die Expressionsstärke von 

nukleärem HDAC9, das Alter der Patienten und der Lymphknotenstatus konnten in der 

multivariaten Überlebenszeitanalyse als unabhängige Prognosefaktoren für das 

kumulative Überleben der Patienten identifiziert werden. 

Die Ergebnisse unserer Studie weisen auf eine mögliche Beteiligung von HDAC9 an der 

Onkogenese von GEP-NEN hin. Die Hochregulation von HDAC9 ist signifikant mit 

Eigenschaften der Tumorzellproliferation und dem klinischen Outcome assoziiert. Die 

molekularbiologische Funktion der HDACs, insbesondere von HDAC9, ist noch nicht im 

Detail untersucht und bleibt unklar. In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass 

HDAC9 ein signifikanter Prädiktor für ein ungünstiges Überleben bei GEP-NEN ist, was 

es zu einem interessanten Prognosefaktor macht und als Bestandteil einer multimodalen 

Therapie weitere detaillierte Untersuchungen rechtfertigt. 

 



 

 

Abstract 

Gastroenteropancreatic neuroendocrine carcinomas (GEP-NEC) are considered the most 

biologically aggressive subtype of gastrointestinal neuroendocrine neoplasms (GEP-

NEN). They are characterized by rapid tumor growth, early metastasis and high resistance 

to conventional chemotherapy. The tumor biology and clinical treatment data of these rare 

malignancies are still insufficiently researched despite increasing prevalence and 

incidence worldwide. The extremely poor prognosis of GEP-NECs underscores the 

urgency of better biological understanding and innovative therapeutic approaches for this 

disease. 

Histone deacetylases (HDACs) are pleiotropic epigenetic regulators whose dysfunction 

plays an important role in the development of various malignancies. They are therefore a 

promising new therapeutic target for cancer therapy. While several HDAC inhibitors 

(HDACis) have already been tested in clinical trials, the effect of HDACis on GEP-NENs 

has not yet been sufficiently investigated. The aim of this dissertation was to investigate 

the relevance of HDAC5 and -9 as potential prognostic markers and targets for the 

development of therapeutic approaches in patients with GEP-NENs. 

The expression of HDAC5 and -9 was analyzed immunohistochemically on tissue 

microarrays in different tumor compartments of 78 patients and quantified using an 

immunoreactive score. For HDAC5 and -9, a differentiation was made between nuclear 

and cytoplasmic HDACs. The expression was then correlated with clinicopathological 

parameters and patient survival data. Subsequently, the expression was correlated with 

clinicopathological parameters and survival data of the patients. 

The expression of HDAC5 and -9 was analyzed immunohistochemically on tissue 

microarrays in different tumor compartments of 78 patients and quantified using an 

immunoreactive score. For HDAC5 and -9, a differentiation was made between nuclear 

and cytoplasmic HDACs. The expression was then correlated with clinicopathological 

parameters and patient survival data. Subsequently, the expression was correlated with 

clinicopathological parameters and survival data of the patients. 

The results showed overexpression of cytoplasmic HDAC5 and nuclear HDAC9 in GEP-

NEN tissue samples compared to normal tissue. Analysis with clinicopathological 

parameters showed a significant association of both nuclear and cytoplasmic HDAC9 



 

 

with proliferation-based tumor grading, with the highest expression of HDAC9 occurring 

in poorly differentiated GEP-NENs (G3). The expression of both HDACs in all tissue 

samples examined was included in the survival analysis. The most significant correlation 

was between HDAC9 expression and survival. In the univariate analysis, the expression 

level of nuclear HDAC9, patient age, lymph node status, grading and tumor location 

correlated with unfavorable survival. The expression level of nuclear HDAC9, the age of 

the patients and the lymph node status were identified in the multivariate survival analysis 

as independent prognostic factors for the cumulative survival of the patients. 

The results of our study suggest a possible involvement of HDAC9 in the oncogenesis of 

GEP-NENs. Upregulation of HDAC9 is significantly associated with tumor cell 

proliferation characteristics and clinical outcome. The molecular biological function of 

HDACs, especially HDAC9, has not yet been studied in detail and remains unclear. In 

our study, HDAC9 war shown to be a significant predictor of poor survival in GEP-NEN, 

making it an interesting prognostic factor and warranting further detailed investigation as 

part of multimodal therapy. 
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M Metastase 
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mTOR mechanistic Target of Rapamycin 
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NEC Neuroendokrines Karzinom  



 

 

NF-1 Neurofibromatose Typ 1 
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panHDACi Panselektiver HDAC-Inhibitor 

PDAC Duktales Adenokarzinom des Pankreas 

pNETs Pankreatische neurodendokrine Tumoren 

pNEN Pankreatische neuroendokrine Neoplasie 

PET Positronen-Emissions-Tomographie 

PP Percentage points 

PPI Protonenpumpeninhibitor 

PRRT Peptid Rezeptor-Radionuklidtherapie 

PT Primärtumor 
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SSTR Somatostatin-Rezeptor 

T Tumor 

TACE Transarterielle Chemoembolisation 

TMAs Tissue Mikro Arrays 

TP53 Tumor Protein p53 
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UICC Union internationale contre le cancer 
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Einleitung 

Gastroenteropankreatische neuroendokrine Neoplasien 

Definition / Klassifikation 

Unter dem Überbegriff gastroenteropankreatische neuroendokrine Neoplasien (GEP-

NEN) wird eine molekular und biologisch sehr heterogene Gruppe von Tumoren des 

Gastrointestinaltraktes und Pankreas zusammengefasst, deren gemeinsames Merkmal der 

Ursprung aus neuroendokrinen Zellen ist [1]. Anatomisch und zellbiologisch betrachtet, 

entstehen diese Tumoren aus Zellverbänden, die embryologische der Neuralleiste 

entstammen und dem neuroendokrinen System zuzuordnen sind [1]. Abgesehen von den 

Eigenschaften anderer Tumoren an vergleichbaren Lokalisationen, die durch 

fortschreitendes Wachstum, Schmerzen und Einschränkungen der Organfunktion 

verursacht werden, lassen sich GEP-NENs bezüglich ihrer Differenzierung und ihres 

Wachstumsverhaltens in zwei Hauptgruppen einteilen: Die erste Gruppe beinhaltet gut 

differenzierte NEN, auch bekannt als neuroendokrine Tumore (NET), während die zweite 

Gruppe schlecht differenzierte neuroendokrine Karzinome (NEC) umfasst [1]. 

Die Unterscheidung zwischen neuroendokrinen Tumoren (NET) und neuroendokrinen 

Karzinomen (NEC) basiert weiterhin auf den histomorphologischen Kriterien einer 

erhaltenen geordneten Architektur in NET im Vergleich zu einer ungeordneten 

Architektur in NEC sowie auf der Kernmorphologie und der Proliferationsrate [1]. 

In der aktuell gültigen WHO-Klassifikation erfolgt eine einheitliche Einteilung der GEP-

NEN in drei Kategorien [2],[3]: 

- Neuroendokrine Tumoren (NET) mit den Unterkategorien G1, G2 und G3 

- neuroendokrine Karzinome (NEC) mit den Unterkategorien klein- und 

großzellig und 

- gemischte neuroendokrine und nicht-neuroendokrine Neoplasien (MiNEN; 

früher gemischtes adenoneuroendokrines Karzinom (MANEC). 

Neben der intakten Architektur bilden funktionelle Unterschiede (häufig noch erhaltene 

Hormonexpression) und genetisch distinkte Alterationen die Grundlage für die WHO-

Klassifikation der NET [1]. Mutationen in den Genen DAXX und ATRX sind 

charakteristisch für gut differenzierte NET, während NEC typischerweise Mutationen in 



 

 

TP53 oder RB1 aufweisen [4]. Genomische Daten haben auch zu einer Änderung der 

Klassifikation von gemischten NEN geführt, die nun unter dem Begriff "gemischte 

neuroendokrine - nicht-neuroendokrine Neoplasien (MiNEN)" zusammengefasst werden. 

Gemischte adenoneuroendokrine Karzinome (MANECs), die nun als MiNEN 

klassifiziert werden, zeigen genomische Veränderungen, die Adenokarzinomen oder 

NECs ähnlicher sind als NETs. Diese Veränderungen sind vermutlich das Ergebnis der 

klonalen Evolution innerhalb der Tumoren und bilden somit ein schnell wachsendes 

Forschungsgebiet (Tabelle 2) [2], [3]. 

 

Tabelle 1: Klassifikations- und Einstufungskriterien für neuroendokrine Neoplasien (NEN) des 
Gastrointestinaltrakts und der hepatopankreatobiliären Organe (Quelle:[2], [3]) 

Terminologie Unterscheidung Klasse Mitoserate * (Mitose
n/2 mm 2 ) 

Ki-67-Index * 

NET, G1 Gut differenziert Niedrig <2 <3% 

NET, G2 Dazwischenliegend 2–20 3–20 % 

NET, G3 Hoch >20 >20% 

NEC, kleinzelliger Typ 

(SCNEC) 

Schlecht differenziert Hoch  >20 >20% 

NEC, großzelliger Typ 

(LCNEC) 

>20 >20% 

MiNEN Gut oder schlecht 

differenziert  

Variabel Variabel Variabel 

G: Grading; LCNEC: großzelliges neuroendokrines Karzinom; MiNEN: gemischtes neuroendokrines-

nicht-neuroendokrines Neoplasie; NEC: neuroendokrines Karzinom; NET: neuroendokriner Tumor; 

SCNEC: kleinzelliges neuroendokrines Karzinom. 

Mitoseraten sind als Anzahl der Mitosen/mm2 auszudrücken, bestimmt durch Zählen 

mitosespezifischer Kernformationen in den histopathologischen Präparaten in 50 Feldern 

von 0,2 mm2 (Gesamtfläche von 10 mm2). Der Ki-67-Proliferationsindexwert wird durch 

Zählen von mindestens 500 Zellen in den Regionen mit der höchsten Markierung (Hot-

Spots), die bei Scan-Vergrößerung identifiziert werden, bestimmt. Die endgültige 

Bewertung basiert darauf, welcher der beiden Proliferationsindizes das Neoplasma in die 

höhergradige Kategorie einordnet. Schlecht differenzierte NECs werden nicht formal 



 

 

bewertet, gelten aber per Definition als hochgradig. In den meisten MiNENs sind sowohl 

die neuroendokrinen als auch die nicht-neuroendokrinen Komponenten schlecht 

differenziert, und die neuroendokrine Komponente hat Proliferationsindizes im gleichen 

Bereich wie andere NECs. Diese konzeptionelle Kategorie lässt allerdings die 

Möglichkeit zu, dass eine oder beide Komponenten gut differenziert sein können. Wenn 

möglich, sollte daher jede Komponente separat bewertet werden [2], [3]. 

 

Epidemiologie 

Epidemiologische Daten zeigen in den letzten Jahrzehnten einen weltweiten Anstieg der 

Prävalenz und Inzidenz von GEP-NEN. Dieser Anstieg ist vermutlich hauptsächlich auf 

verbesserte Erkennungs- und Diagnoseverfahren zurückzuführen [5]. 

In Deutschland hat sich die Anzahl der diagnostizierten GEP-NEN zwischen 1976 und 

2006 etwa um das Fünffache erhöht. In diesem Zeitraum stieg die Gesamtinzidenz bei 

Männern signifikant von 0,31 auf 2,27 (pro 100.000 Einwohner pro Jahr) und bei Frauen 

von 0,57 auf 2,38 an [6]. Im Vergleich zu anderen soliden Tumoren ist die Prognose von 

NET insgesamt relativ günstig. Das Gesamtüberleben der Patienten variierte je nach 

Geschlecht, Tumorlokalisation und Stadium [6]. Die kumulative 5-Jahres-Überlebensrate 

(JÜR) aller Patienten betrug trotz des vergleichsweise hohen Anteils fortgeschrittener 

Erkrankungen 78%. Die 5-JÜR variierte in Abhängigkeit von der Lokalisation des 

Primarius (Vorderdarm 73% vs. Pankreas 70% vs. Jejunum/Ileum 86%) und dem 

Vorliegen von Metastasen bei Erstdiagnose (72% mit Metastasen vs. 92% ohne Nachweis 

von Metastasen) [7]. Aktuelle Studien haben signifikante Überlebensunterschiede 

zwischen verschiedenen Tumormanifestationen gezeigt. NETs im Rektum wiesen die 

günstigste Prognose auf, während Tumore im Pankreas prognostisch ungünstig waren. 

Die primäre Tumorlokalisation könnte somit ein nützlicher Prädiktor für die Prognose 

von NET-Patienten sein [8]. Betroffene Frauen weisen im Vergleich zu Männern deutlich 

höhere Überlebensraten auf, insbesondere bei Magen-, Lunge- und Hauttumoren. Dieser 

Vorteil ist nicht ausschließlich auf den etwas höheren Anteil prognostisch günstigerer 

NET-Formen bei Frauen zurückzuführen, sondern scheint auch durch die primäre 

Tumorlokalisation bedingt zu sein, welche sich im Geschlechtervergleich zu Gunsten 

weiblicher Patienten unterscheidet [8]. Patienten mit hochgradig malignen 

neuroendokrinen Karzinomen (NEC) haben im Vergleich zu Patienten mit gutartigem 



 

 

NET erwartungsgemäß eine deutlich ungünstigere Prognose [9]. Gründe hierfür sind eine 

geringere Ansprechrate auf neoadjuvante und adjuvante Therapiemodalitäten sowie ein 

höheres Risiko für das Auftreten lymphogener und hämatogener Metastasen [10]. NEC 

des Dünndarms und der Appendix weisen ebenfalls eine vergleichsweise günstige 

Prognose auf, während die relativen 5-JÜR für NEC des Magens, des Kolorektums und 

des Pankreas gegenüber den NET deutlich abfallen [11]. In univariaten Analysen wurden 

diverse Risikofaktoren für Mortalität bei NET identifiziert. Diese beinhalten das 

Vorhandensein von Metastasen, klinischen Symptomen bei Erstdiagnose, einem 

Primärtumor von mehr als 2,5 cm Größe, einer Wachstumsfraktion von über 5% sowie 

dem fehlenden Nachweis von Chromogranin A durch immunhistochemische Analyse. Es 

wurde zudem ermittelt, dass eine fehlende Durchführung chirurgischer Therapie ebenfalls 

ein Risikofaktor darstellt [7]. 

 

Ätiologie 

Die Ursachen für die Entstehung von GEP-NEN sind größtenteils unbekannt und es 

können verschiedene ätiologische Faktoren beteiligt sein [12]. Die genetischen 

Grundlagen von GEP-NEN bleiben abgesehen von erblichen Formen im Rahmen 

familiärer Syndrome unklar. Der Verlust des entsprechenden Tumorsuppressorgens in der 

Keimbahn spielt jedoch eine entscheidende Rolle bei diesen Krankheitsbildern [13]. Bei 

den vorliegenden Fällen handelt es sich um die multiple endokrine Neoplasie Typ 1 

(MEN-1) und das Von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL) [14]. Das vermehrte Auftreten 

von GEP-NEN im Magenkorpus bei chronisch atrophischer Gastritis Typ A (CAG) ohne 

familiäre Vorbelastung ist ein interessantes Phänomen, welches noch nicht vollständig 

erklärt ist [15]. 

 

Pathologie und Pathogenese 

Die meisten GEP-NEN treten sporadisch auf. Hierbei zeigen molekulargenetische und 

pathobiologische genomweite Analysen durch vergleichende genomische Hybridisierung 

(CGH, Comparative Genomic Hybridization), dass Chromosomenverluste etwas häufiger 

auftreten als Chromosomengewinne, während Amplifikationen selten sind [16]. Diese 

können jedoch Teil erbliche Syndrome sein, wie MEN1-Syndrom, Von-Hippel-Lindau-



 

 

Syndrom (VHL), von Recklinghausen-Krankheit oder Neurofibromatose Typ 1 (NF-1) 

und tuberöse Sklerose (TSC). In diesen Fällen spielen die zugrunde liegenden genetischen 

Anomalien eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung von GEP-NEN [16]. 

 

Staging und Grading 

Im Jahr 2017 erschien die neue WHO-Klassifikation endokriner Tumore (Tabelle 1) [2]. 

Im Einstufungssystem der WHO von 2010 gab es Diskrepanzen hinsichtlich der 

Bewertung des Differenzierungsgrades, welche seitdem kontrovers diskutiert wurden 

[17]. Das Klassifikationssystem der WHO wurde 2017 entsprechend überarbeitet, um die 

genannten Probleme anzugehen. Eine weitere Überarbeitung des WHO-

Klassifikationssystems von 2017 ist die Änderung der Nomenklatur für das gemischte 

adenoneuroendokrine Karzinom, eine Neoplasie mit Komponenten eines nicht-

endokrinen Karzinoms (meist duktales Adenokarzinom oder Azinuszellkarzinom) in 

Kombination mit einer NEN, also einer gemischten endokrinen, nicht-endokrinen 

Neoplasie (MiNEN) [17]. Die TNM-Klassifikation und die Stadieneinteilung gelten für 

gut differenzierte NET des Gastrointestinaltraktes und des Pankreas. Schlecht 

differenzierte NEC werden entsprechend den Kriterien für Karzinome der jeweiligen 

Lokalisation klassifiziert [18]. Zugrundliegende Kriterien der WHO-Klassifikation wie 

Differenzierung und Proliferation wurden beibehalten. Lokalisation, Tumorgröße, 

Tumorausbreitung und Angioinvasion wurden dagegen in die TNM-Stadieneinteilung 

verlagert [19]. (Tabelle 3,4,5,6 Quelle:[19] – [22]) 

 

Tabelle 2: TNM-Klassifkation der ENETS des Gastrointesinaltrakts (Quelle: [19] – [22]) 

Magen  

Tx Primärtumor nicht beurteilbar 
T0 Primärtumor nicht nachweisbar 
Tis In-situ-Tumor / Dysplasie (Durchmesser <0,5mm) 
T1 Invasion von Lamina propria oder Submukosa und Durchmesser <1cm 

T2 Invasion der Muscularis propria oder Subserosa oder Durchmesser >1cm 

T4 Invasion von benachbarten Organen 

Duodenum  

Tx Primärtumor nicht beurteilbar 
T0 Primärtumor nicht nachweisbar 
T1 Invasion von Mukosa oder Submukosa und Durchmesser <1cm 

T2 Invasion der Muscularis propria oder Durchmesser >1cm 

T3 Invasion von Pankreas, Retroperitoneum oder Subserosa 

T4 Invasion von Peritoneum oder anderen Organen 

Ileum  



 

 

Tx Primärtumor nicht beurteilbar 
T0 Primärtumor nicht nachweisbar 
T1 Invasion von Mukosa oder Submukosa und Durchmesser f1cm 

T2 Invasion der Muscularis propria oder Durchmesser >1cm 

T3 Invasion von Subserosa 

T4 Invasion von Peritoneum oder umgebender Organe 

Appendix  

Tx Primärtumor nicht beurteilbar 
T0 Primärtumor nicht nachweisbar 
T1 Durchmesser <1cm, Invasion von Submukosa oder Muscularis propria 

T2 Durchmesser <2cm, Invasion von Submukosa oder Musculuaris propria 
und/oder minimale(<3mm), Invasion der Subserosa / Mesoappendix 

T3 Durchmesser >2cm und/oder ausgedehnte(3>mm), Invasion von 
Subserosa/Mesoappendix 

T4 Invasion von Peritoneum oder umgebender Organe 

Kolon und Rektum   

Tx Primärtumor nicht beurteilbar 
T0 Primärtumor nicht nachweisbar 
T1 Invasion von Mukosa oder Submukosa 

- T1a: Durchmesser <1cm 

- T1b: Durchmesser 1-2cm 

T2 Invasion der Muscularis propria oder Durchmesser >2cm 

T3 Invasion von Subserosa, perikolischem oder perirektalem Fettgewebe 

T4 Invasion umgebender Organe oder Perforation der Serosa 

T: Tumor; N: Nodus; M: Metastase, ENETS: European Neuroendocrine Tumor Society; UICC Union for 

International Cancer Control; NEN: neuroendokrine Neoplasien. 

 

Tabelle 3: TNM-Klassifikation der ENETS des Pankreas (Quelle [19]–[22]) 

Pankreas  

Tx Primärtumor nicht beurteilbar 
T0 Primärtumor nicht nachweisbar 
T1 beschränkt auf das Pankreas, Größe < 2cm 

T2 beschränkt auf das Pankreas, Größe 2-4cm 

T3 beschränkt auf das Pankreas, Größe >4cm oder mit Invasion von Duodenum 
oder Gallengang 

T4 Infiltration großer Gefäße (Truncus coeliacus oder A. mesenterica superior) 
oder eines der folgenden Organe: Magen, Milz, Kolon, Nebenniere 

T: Tumor 

 

Tabelle 4: TNM-Klassifikation der ENETS der regionären Lymphknoten (Quelle:[19]–[22]) 

N – Regionäre Lymphknoten  

Nx Regionäre Lymphknoten nicht beurteilbar 
N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 

N1 Regionäre Lymphknotenmetastasen 

N: Regionäre Lymphnoten 

 



 

 

Tabelle 5: Fernmetastase (Quelle:[19] – [22]) 

M0 Keine Fernmetastase 

M1 Fernmetastase 

M: Metastase, 

 

Tabelle 6: UICC – Stadien (Quelle: [19] – [22]) 

UICC-Stadium TNM 

Stadium I - T1 N0 M0 

Stadium II - T2, T3 N0 M0 

Stadium III - T4 N0 M0 

- Jedes T N1 M0 

Stadium IV - Jedes T 

- Jedes N M1 

UICC: Union internationale contre le cancer 

 

Die TNM-Stadieneinteilung für GEP-NEN ermöglicht eine standardisierte onkologische 

Stratifizierung und erlaubt eine detaillierte Prognoseabschätzung. Sie ist die Grundlage 

für eine stadiengerechte onkologische Therapie, die heutzutage jeder Behandlung von 

NEN zugrunde liegen sollte und auch für die Durchführung von Studien mit größeren 

Tumorkollektiven erforderlich ist [4]. 

Für die prognostische Einschätzung von GEP-NEN ist die Bestimmung der Proliferation 

ein entscheidender Faktor, da die Proliferation innerhalb dieser Tumoren unterschiedlich 

sein und sich im Verlauf ändern kann [4]. Die proliferative Aktivität einer GEP-NEN wird 

durch die Bestimmung des Ki-67/MIB-1-Index im Schnittpräparat ermittelt. Alternativ 

können die Mitosen ausgezählt werden. Es werden 3 Gruppen unterschieden [4] (Tabelle 

7). 

 

Tabelle 7: Proliferationsbasiertes Grading neuroendokriner Neoplasien des gastroenteropankreati-
schen Systems (Quelle:[4]) 

Grad Mitosen (10 HPF) a Ki-67/MIB-1-Index (%) b 

G1 <2 f2 

G2 2–20 3–20 

G3 >20 >20 

G: Grading, 

1. ein 10 HPF Hochleistungsfeld = 2 mm 
2
 , mind. 40 Felder (Gebiete mit höchster mitotischer 

Dichte). 



 

 

2. b Ki-67/MIB-1 Antikörper, in % von 500–1000 Tumorzellen in >Hot-Spot-Arealen“. 

Die proliferative Aktivität der GEP-NEN hat in Verbindung mit den klinisch-

bildgebenden Befunden unmittelbare therapeutische Konsequenz, da sich die 

Therapieschemata deutlich an der proliferativen Aktivität und der Differenzierung 

orientieren [19]. 

 

Klinik, Diagnostik und Therapie 

Klinik 

Die klinische Symptomatik endokriner Tumoren hängt wesentlich davon ab, ob die 

Tumoren endokrin aktiv sind, d. h. ob sie unreguliert Hormone sezernieren oder nicht 

[23]. 

GEP-NEN werden nicht selten im asymptomatischen Stadium als Zufallsbefund im 

Rahmen einer z.B. bildgebenden Diagnostik diagnostiziert. Andernfalls häufig aufgrund 

einer lokalen Komplikation des Tumors durch mechanische Einwirkung wie 

Organkompression oder Verdrängung von Leitungsbahnen, die z.B. ein abdominelles 

Druckgefühl oder Schmerzen bis hin zum Ileus auslösen [1]. 

Etwa 30 % der GEP-NEN sind hormonell aktiv und können spezifische klinische 

Symptome hervorrufen. Spezifische Symptome werden durch Hormone wie Insulin 

(Hypoglykämie), Gastrin (rezidivierende Ulzera), Serotonin (Flush, Diarrhoe) und 

Glukagon (Diabetes mellitus, Hautveränderungen) ausgelöst. Diese charakteristische 

Symptomatik tritt häufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium auf, so dass GEP-NEN 

oftmals erst in fortgeschrittenen Stadien entdeckt werden. Die Früherkennung eines 

spezifischen Hormonsyndroms kann die Tumordiagnose und -therapie entscheidend 

beeinflussen [24]. 

Diagnostik 

Je nach Lokalisation und funktioneller Aktivität einer GEP-NEN kommen 

unterschiedliche diagnostische Verfahren und Laboruntersuchungen zum Einsatz. Die 

laborchemische Bestimmung von Chromogranin A (CGA) ist sehr sensitiv, aber relativ 

unspezifisch für NEN. Dies ist darauf zurückzuführen, dass Patienten mit 

Niereninsuffizienz, Herzinsuffizienz, Lebererkrankungen und Patienten, die mit 

Protonenpumpeninhibitoren (PPI) behandelt werden, erhöhte Chromograninspiegel im 

Blut aufweisen [25]. Ein weiterer Parameter ist die Bestimmung von 5-



 

 

Hydroxyindolessigsäure im angesäuerten Urin. Diese ist ein Abbauprodukt von Serotonin 

und sollte bestimmt werden, wenn Patienten über Symptome wie Diarrhoe oder Flush 

berichten [24]. 

Gastroskopie und Koloskopie sind unverzichtbare Untersuchungsmodalitäten in der 

Diagnostik neuroendokriner Tumoren des Magens, des Duodenums, des Kolons und des 

Rektums. Durch den inzwischen weit verbreiteten Einsatz der Gastroskopie und 

Koloskopie im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen werden heute viele GEP-NEN als 

Zufallsbefund diagnostiziert [25]. Zur besseren Beurteilung des Tumorstadiums im 

Magen, Duodenum sowie Rektum sollte die Endosonographie hinsichtlich der 

Infiltrationstiefe eingesetzt werden. Darüber hinaus wird die Endosonographie auch zur 

Lokalisation und Beurteilung von NEN im Pankreas angewendet [25]. 

Im Rahmen der Diagnostik und Beurteilung des Tumorstadiums spielen zudem 

bildgebende Verfahren wie die Computertomographie (CT) und 

Magnetresonanztomographie (MRT) eine zentrale Rolle [26]. Die Somatostatin-

Rezeptor- Szintigraphie (SRS) und die Somatostatin-Rezeptor (SSTR)-Positronen- 

Emissions-Tomographie (PET) haben eine hohen Stellenwert [24, 25]. 70–90 % der 

gastrointestinalen und 50–80 % der pankreatischen GEP-NEN exprimieren den 

Somatostatinrezeptor 2 (SSTR2). Nach radioaktiver Markierung können 

Somatostatinanaloga (SSA) als Tracer verwendet und mit nuklearmedizinischen 

Methoden nachgewiesen werden. Mit diesem molekularen Bildgebungsverfahren können 

Patienten über die Tumormanifestation hinaus als Kandidaten für die Peptid-Rezeptor-

Radionuklid-Therapie (PRRT) identifiziert werden [1]. In der heutigen Zeit stehen 

zahlreiche PET-Tracer zur Verfügung, die auf unterschiedlichen molekularen 

Mechanismen beruhen: Die PET-Tracer, die an SSTR binden, eignen sich besonders zum 

Nachweis gut differenzierter NET mit hoher SSTR-Expression und geringer 

Proliferationsrate [1]. Einer der am besten etablierten Tracer ist 68Gallium (68Ga)-

DOTATATE (DOTA-DPhe1, >Tyr3-octreotate“). 68Ga-DOTA-TOC-PET zeigt eine 

signifikant höhere Detektionsrate im Vergleich zur konventionellen Somatostatin-

Rezeptor-Szintigraphie und diagnostischen CT mit klinischer Relevanz bei einer 

signifikanten Anzahl von Patienten, da sich Ga-DOTATATE als überlegen in der 

Detektion von Skelett-, Lymphknoten- und Lebermetastasen im Subzentimeterbereich 

erwiesen hat [26, 27, 28]. 



 

 

Therapie 

Die Therapie der ersten Wahl ist die chirurgische Resektion des Tumors mit einem primär 

kurativen Ansatz, wenn dies möglich ist [30]. Je nach Lokalisation, Differenzierung und 

Ausdehnung der Erkrankung reicht das Spektrum der Eingriffe von organerhaltenden 

minimalinvasiven Resektionsverfahren bis hin zu ausgedehnten multiviszeralen 

Resektionen [31]. 

Zur chirurgischen Therapie neuroendokriner Metastasen kolorektalen Ursprungs liegen 

keine spezifischen Daten vor. Generell wird jedoch empfohlen, resektable Metastasen von 

gut differenzierten GEP-NETs kurativ chirurgisch zu behandeln, wenn extrahepatische 

Tumormanifestationen, eine diffuse Peritonealkarzinose sowie eine relevante 

Rechtsherzinsuffizienz (durch NET-assoziierte Endokardfibrose) ausgeschlossen werden 

können [32], [33]. Die chirurgische Resektion wird je nach Ausdehnung und Lokalisation 

der Filiae ein- oder zweizeitig durchgeführt. Bei vollständiger Resektion liegen die 5-

Jahres-Überlebensraten zwischen 60 % und 80 % mit einer Mortalität von bis zu 5 % 

[34]. Bei den seltenen schlecht differenzierten Tumoren wird eine Operation von 

neuroendokrinen Metastasen nicht als sinnvoll erachtet [33]. Bei fehlender chirurgischer 

Resektabilität oder nur teilweise resektablen Befunden stellen lokal ablative oder 

zytoreduktive Verfahren wie die transarterielle Chemoembolisation (TACE), die 

Radiofrequenzablation (RFA), die laserinduzierte Thermotherapie (LITT) und in 

Einzelfällen die Organtransplantation therapeutische Alternativen dar. Darüber hinaus 

sollten selektive interne Radiotherapie (SIRT), Biotherapien, Radiopeptidtherapien und 

Chemotherapien als neoadjuvante, adjuvante oder alternative Therapien in Betracht 

gezogen werden [30]–[34]. Bei allen Patienten mit metastasierten NET sollte vor einem 

chirurgischen Eingriff eine interdisziplinäre Beratung erfolgen, um die optimale 

individuelle Therapiestrategie unter Berücksichtigung der medikamentösen 

Therapiealternativen sowie des Alters und Zustands des Patienten festzulegen [25]. 

 

Eine medikamentöse Therapie ist bei gut differenzierten GEP-NEN in metastasierten 

inoperablen Erkrankungsstadien indiziert [1]. Die Unterteilung in nicht-pankreatische vs. 

pankreatische Tumoren ist für die Therapieentscheidung elementar, da nur panNET in 

relevantem Ausmaß chemosensibel sind. Aufgrund der höheren Ansprechraten sollte die 

Chemotherapie gegenüber den molekular zielgerichteten Therapien vorgezogen werden 

[1]. 



 

 

Die genaue Kenntnis der biologischen und molekularen Eigenschaften von NET hat die 

Tür zur Identifizierung neuer pharmakologischer Ansatzpunkte geöffnet. Zu den 

therapeutischen Optionen gehören Somatostatin-Analoga allein oder in Kombination mit 

Interferon-α, Multi-Targeting-Tyrosinkinase-Inhibitoren (z. B. Sunitinib) oder Säugetier-

Target-of-Rapamycin (mTOR)-Inhibitoren (z. B. Everolimus). Antiangiogenetische 

Ansätze und anti-Insulinähnliche Wachstumsfaktor-Rezeptor (IGFR)-Verbindungen 

wurden ebenfalls als Kombinationstherapien mit den oben genannten Substanzen 

vorgeschlagen [35]. 

Die Biotherapie von NEN ist seit Langem etabliert und besteht heutzutage hauptsächlich 

aus der Behandlung mit SSA und Interferon-α [1]. SSA sind zyklische Oktapeptide mit 

hemmender Wirkung auf Somatostatinrezeptoren (SSTR). Sie werden in der 

Erstlinientherapie der G1- und G2 (Ki-67 < 10%) -NEN mit niedriger bis mittlerer 

Tumorlast empfohlen. 

Neuere randomisierte kontrollierte Studien haben das Wissen über die Häufigkeit von 

Nebenwirkungen im Zusammenhang mit der Biotherapie erweitert. Kürzlich wurden 

neue zielgerichtete Medikamente, wie der Rapamycin-Inhibitor Everolimus und der 

multiple Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib, in die Therapie der NET eingeführt [36]. Die 

antiproliferative Therapie der metastasierten, nicht resektablen NEN hat einen 

progressionsverzögernden und stabilisierenden Effekt. Es konnte bisher in keiner Studie 

eine Verlängerung des Überlebens nachgewiesen werden [32]. 

 

Histon-Deacetylasen (HDAC) und Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACi) 

Histon-Deacetylasen (HDAC) 

Histon-Deacetylasen (kurz HDACs) sind Enzyme, die die Modifikation von Histonen 

beeinflussen. Sie entfernen Acetylgruppen von acetylierten Lysinmolekülen am N-

Terminus von Histonen. Dadurch beeinflussen direkt die Transkription der genetischen 

Information und die epigenetische Repression sowie die Kontrolle des Zellzyklus und der 

Entwicklung des Organismus. HDACs werden durch DNA-Methylierung aktiviert und 

bilden einen Repressorkomplex (Abbildung 1). In Tumorzellen findet sich ein besonders 

hoher Anteil an HDACs. Von der Hypermethylierung sind oft bevorzugt Kontrollgene 

wie Tumorsuppressorgene, Gene zur Kontrolle des Zellzyklus und DNA-Reparaturgene 



 

 

betroffen [37]. HDACs werden daher als epigenetische Targets bei Krebs, 

Neurodegeneration, Entzündungen und Stoffwechselstörungen angesehen [38].  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der kovalenten Modifikationen von Histonen und DNA bei 
der epigenetischen Regulation der Genexpression (Quelle: adaptiert von [39], Abbildung erstellt mit 
BioRender Software; https://biorender.com/about). 

Die HDAC-Familie umfasst 18 humane HDAC-Mitglieder, die aufgrund ihrer 

Homologie und Struktur in die Klassen I-IV eingeteilt werden [40]. Klasse I (HDAC1, 2, 

3 und 8), Klasse II (unterteilt in Klasse IIa HDAC4, 5, 7 und 9 und Klasse IIb HDAC6 

und 10), Klasse III, auch Sirtuin genannt (Sirt 1-7) und Klasse IV (HDAC11). Die Klassen 

I, II und IV reagieren empfindlich auf eine Vielzahl von pharmakologischen Breitband-

HDAC-Inhibitoren [41]. Die Existenz von 18 HDACs deutet darauf hin, dass sie unter 

normalen und pathologischen Bedingungen sehr spezifische Rollen im Organismus 

spielen können. Die Deletion der Gene einzelner HDACs in Mäusen hat ihre 

hochspezifischen biologischen Funktionen bestätigt [42]. Dies ist besonders deutlich für 

HDACs der Klasse IIa. Seit ihrer Entdeckung ist bekannt, dass sie Enzyme mit 

erheblicher Bedeutung für die Entwicklung und Differenzierung von Zellen darstellen. 

HDACs der Klasse IIa scheinen daher vielversprechende therapeutische Ziele zu sein. 

Humangenetische Ansätze, einschließlich Ultra-Sequenzierungstechniken der nächsten 

Generation, bieten uns die Möglichkeit, die Expressionsniveaus von HDACs der Klasse 



 

 

IIa zu messen und ihre Mutations- und Deletionsmuster bei menschlichen Krankheiten zu 

verstehen [42]. 

 

Histon-Deacetylase 5 (HDAC5) 

HDAC5 gehört zur HDAC-Klasse IIa (HDAC 4, 5, 6 und 9) und ist sowohl im Zellkern 

als auch im Zytoplasma lokalisiert [43]. Die Effekte einer spezifischen Hemmung von 

HDAC5 in Krebszellen wurden untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung 

von HDAC5 eine eisenabhängige Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 

induziert, die letztlich zum apoptotischen Zelltod und zu Mechanismen der 

mitochondrialen Qualitätskontrolle (Mitophagie und Mitobiogenese) führt [41]. 

Interessanterweise erfolgt die Anpassung von HDAC5-depletierten Zellen an oxidativen 

Stress durch die Umprogrammierung von Stoffwechselwegen in Richtung Glukose und 

Glutamin. Daher bietet sich in vivo ein Einblick in eine wertvolle klinische Strategie, die 

die selektive Hemmung von HDAC5 mit verschiedenen Stoffwechselinhibitoren als neue 

Therapie zur Abtötung von Krebszellen kombiniert [41]. HDAC5 wurde stark in 

Geweben von Mammakarzinom exprimiert und eine erhöhte HDAC5-Expression war mit 

einer ungünstigeren Prognose assoziiert. Ein Knockdown von HDAC5 führte in der 

Zellkultur zu gehemmter Zellproliferation, -migration und -invasion sowie verstärkter 

Apoptose [44]. Der HDAC5-Inhibitor LMK-235 hemmte das Wachstum von 

Brustkrebszellen und löste Apoptose aus. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

HDAC5 ein vielversprechender prognostischer Marker und Wirkstofftarget beim 

Mammakarzinom ist. Darüber hinaus konnte die Wirkung von LMK-235 durch die 

gleichzeitige Gabe von Bortezomib, einem Proteasominhibitor, der bei der Behandlung 

des multiplen Myeloms Anwendung findet, synergistisch verstärkt werden. Die 

Kombination von LMK-235 und Bortezomib stellt somit eine vielversprechende Strategie 

zur Behandlung des Mammakarzinoms dar [44]. 

 

Histon-Deacetylasen 9 (HDAC9) 
HDAC9 ist ein Mitglied der Familie der Histondeacetylasen der Klasse IIa. Dieses Enzym 

kann frei zwischen Zellkern und Zytoplasma hin- und herpendeln und fördert die 

gewebespezifische Transkriptionsregulation durch Interaktion mit Histon- und Nicht-

Histon-Substraten [45]. HDAC9 spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen 



 

 

physiologischen Prozessen wie der Entwicklung des Herzmuskels, der Knochenbildung, 

der Differenzierung von Adipozyten und der angeborenen Immunität [45]. Aktuelle 

Untersuchungen zeigten, dass eine erhöhte Expression von HDAC9 in vielen 

verschiedenen Tumorzellen zu finden ist. In diesen Zellen verändert HDAC9 die 

Expression und Aktivität zahlreicher relevanter Proteine durch Interaktion mit 

Transkriptionsrepressoren und onkogenen Proteinen, die zur Karzinogenese beitragen 

[45]. HDAC9 könnte die Immunantwort gegen den Tumor beeinflussen, indem es die 

Infiltration von zytotoxischen T-Zellen, dendritische Zellen (DC) und T-Helferzellen in 

die Mikroumgebung des Tumors reduziert [45]. Die Beiträge von HDAC9 zu bestimmten 

Malignomen wurden weltweit untersucht. Aktuelle Informationen, die eine abnormale 

Expression von HDAC9 mit verschiedenen Tumoren und verwandten 

Transkriptionsfaktoren in Verbindung bringen, sind in Tabelle 8 zusammengefasst [45]. 

 

Tabelle 8: Rollen von HDAC9, seinen Upstream-Regulatoren und seinen Downstream-Targets bei 
Krebserkrankungen beim Menschen 

Krebstyp Zellen und Gewebe Rollen Ref. 

Glioblastom 

(GBM) 

Gliomgewebe und primäre Gliomzellen und 

menschliche GBM-Zelllinien U87 und 

LN229 

Fördert das GBM-Zellwachstum und die 

Tumorbildung 

[46] 

Medulloblastom 

(MB) 

Primärtumorgewebe von MB-Patienten Erhöht die Rate des Zellwachstums und der 

Überlebensfähigkeit 

[47] 

Brustkrebs (BC) Serum von rezidivierenden BC- und TNBC-

Patienten und TNBC-Zelllinien MDA-MB-

231, MDA-MB-1739 und HCC1395 

Fördert die Invasion und 

Tumorangiogenese 

[48], [49] 

 

Tumorgewebe von BC-Patienten und 

humane BC-Zelllinien MCF-7 und BT474 

Fördert die Proliferation, Migration und 

Invasion von BC-Zellen 

[50] 

Aggressive BC-Zelllinien, einschließlich der 

luminalen Zelllinien ZR75, T47D, SKBR3, 

BT474 und HCC1500 sowie der 

Basalzelllinien HCC1937, SUM149, 

MDA231, MDA436, Hs578T, BT549 und 

HBL100 

Fördert die Proliferation und reduziertt die 

Apoptose von Zielzellen 

[51] 

Paclitaxel-resistentes TNBC MDA-MB-231 

und Tumorgewebe von BC-Patienten 

Erhöht die Paclitaxel-Resistenz bei TNBCs [52] 



 

 

Krebstyp Zellen und Gewebe Rollen Ref. 

ERα-negatives Tumorgewebe eines BC-

Patienten und ERα-negative BC-Zelllinien 

MDA-MB231 und MDA-MB436 

Erhöht die Antiöstrogenresistenz in BC-

Zellen 

[53] 

Hepatozelluläres 

Karzinom (HCC) 

Tumorgewebe von HCC-Patienten, 

differenzierte HCC-Zelllinien HepG2 und 

HuH1, HCC-Zelllinien Hep3B, Huh7 und 

PLC, undifferenzierte HCC-Zelllinien HLE 

und HLF und OXA-resistente HCC-Zellen 

Erhöht das Zellwachstum, reduziert die 

Apoptose und erhöht das 

verankerungsunabhängige Zellwachstum 

[54]–[58] 

 

Duktales 

Adenokarzinom 

des Pankreas 

(PDAC) 

PDAC-Gewebe und Zelllinien CFPAC-1, 

HPAC, SW1990 und Capan-2 

Fördert die Proliferation und Migration 

von PDAC-Zellen 

[59] 

 

Osteosarkom Tumorgewebe von Osteosarkom-Patienten 

und Osteosarkom-Zelllinien U2OS und 

MG63 

Fördert die Zellproliferation und -invasion [60] 

Akute 

lymphatische 

Leukämie im 

Kindesalter (ALL) 

Knochenmarkproben von Kindern mit ALL   [61], [62] 

Akute myeloische 

Leukämie (AML) 

AML-Zellinie HL60, induziert mit 

Natriumvalproat 

  [62], [63] 

Lungenkrebs; nich

t-kleinzelliger 

Lungenkrebs 

(NSCLC) 

Tumorgewebe von NSCLC-Patienten und 

NSCLC-Zelllinien SK-MES-1, H522, H460 

und A549 

Fördert die Zellproliferation, reduziert die 

Zellapoptose und verstärkt das 

Fortschreiten von NSCLC 

[64]–[66] 

Blasenkrebs (BCa) BCa-Zelllinien 5637 und T24 und Urin von 

Patienten, bei denen Urothel-BCa 

diagnostiziert wurde 

Fördert die Zellproliferation, -migration 

und -invasion und reduziert die 

Zellapoptose 

[67], [68] 

Ref.: Referenz 

 

Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACi) 

Histon-Deacetylase-Inhibitoren (kurz HDACi) sind eine große Gruppe verschiedener 

Moleküle, die intrinsisch in der Lage sind, die Zellproliferation in verschiedenen 

Krebszelllinien zu hemmen. Die apoptotischen Effekte beruhen auf Veränderungen in der 

Expression von regulierenden Tumorsuppressorgenen, welche in Verbindung mit der 

Modifikation des Histonacetylierungsstatus stehen. Letzterer stellt ein entscheidendes 



 

 

Ereignis im Chromatin-Remodelling dar: Eine lockere Chromatinstruktur ist 

Voraussetzung für die Bindung von Transkriptionsfaktoren und die Bildung von 

Transkriptionskomplexen, während ein kompakt organisiertes Chromatin mit starker 

Affinität zwischen Histonen und DNA jegliche Transkription blockiert (Abbildung 2) 

[69].  

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Einflusses von HATS, HDACs und HDACi auf die 
Chromatinstruktur und die Transkription (Quelle: adpatiert von [40], Abbildung erstellt mit 
BioRender Software; https://biorender.com/about). 

Ein vielversprechender neuer Therapieansatz ist die Beeinflussung des Zellzyklus durch 

Antikörper, die HDACi initiieren können. Unselektive HDAC-Inhibitoren zeigen sowohl 

in vitro als auch in vivo vielversprechende antitumorale Aktivitäten. Aufgrund ihrer 

starken antikanzerogenen Wirkung werden derzeit zahlreiche HDACi in verschiedenen 

klinischen Studien getestet [41]. 

 

  



 

 

Ziel der Arbeit 

NEN-GEP umfassen eine Gruppe von Tumoren mit großer Heterogenität bezüglich ihres 

proliferativen und endokrinen Verhaltens. Ebenso breit ist das Spektrum der klinischen 

Verläufe: Auf der einen Seite stehen asymptomatische Tumoren, die zufällig in 

bildgebenden Verfahren oder bei der histologischen Aufarbeitung von 

Operationspräparaten diagnostiziert werden. Auf der anderen Seite stehen klinisch rasch 

progrediente Verläufe bei Tumoren mit hoher Proliferationsrate und aggressivem 

Metastasierungspotenzial [70]. Aus diesem Grund stellen NEN-GEP nicht nur eine 

diagnostische, sondern auch eine therapeutische Herausforderung dar. Typischerweise 

werden spezifische Laborwerte bestimmt, sogenannte Tumormarker wie Chromogranin 

A und Synaptophysin. Diese sind in der Regel bei funktionellen NET nachweisbar. Es 

handelt sich um sehr sensitive Tumormarker, die jedoch keinen Aufschluss über den 

zugrundeliegenden NET-Typ, die Lokalisation oder die Ausdehnung der Erkrankung 

geben. 

Für die Entwicklung wirksamer Therapien sind Proteine von Interesse, die an der 

Initiierung des Zelltods involviert sind und Tumorzellen zum Absterben bringen, sowie 

Proteine, die die Zellteilung regulieren und damit das Tumorwachstum möglichst 

verlangsamen. Die hier untersuchten Proteine HDAC5 und -9 sind solche 

Zellzyklusmodulatoren. 

Bisher liegen nur wenige Daten zur immunhistochemischen Expression und biologischen 

Funktion von HDACs in GEP-NEN vor. Die Identifizierung der Expressionsmuster dieser 

Proteine, insbesondere gegen HDAC5 und -9, die vermutlich in allen Tumorentitäten 

überexprimiert werden, könnte daher entscheidend zu einer differenzierteren und 

zielgerichteten Therapie und einem besseren Outcome von Patienten mit 

neuroendokrinen Neoplasien (GEP-NEN) beitragen [71].  

Ziel dieser Studie ist es daher, die Expression von HDAC5 und -9 in Tumor- und 

Normalgewebeproben von Patienten mit GEP-NENs immunhistochemisch zu 

analysieren und zu quantifizieren. Insbesondere soll untersucht werden, ob eine 

Assoziation zwischen der Expression von HDAC5 und -9 und klinisch-pathologischen 

Variablen sowie dem Überleben der Patienten besteht. Es soll geprüft werden, ob die 

genannten HDACs als prognostische Marker und neue Zielstrukturen für therapeutische 

Ansätze bei der Behandlung von Patienten mit GEP-NEN dienen können. 



 

 

Material und Methoden 

Laborgeräte 

Tabelle 9: Geräte 

Geräte Hersteller 
Cryoschneider SLEEMainz 

Feinwaage Voyager PRO 

Fettstift DAKO 

Gefrierschrank Termo electron corporation 

Kühlschrank Liebherr 
Mikroskop Leica 

Mikrotom Leica 

Ofen MEMMERT 

Pipettierhilfe Integra Bioscience 

Pipetten Eppendorf 
Reagenzglasmixer VWR 

Schüttelinkubator Eppendorf 
Wärmerschrank Memmert 
Wasserbad Laude 

Zentrifunge Hettich 

 

Reagenzien 

Tabelle 10: Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 
ABC-Kit (ZytoChme-Plus HRP-Kit, HRP008DAB) 
Antibody Diluent 

Zytomed 

Zytomed Systems 

Aqua dest. Gibco 

Corbitlösung Merck 

DAB Substrate Kit High Contrast Zytomed Systems 

DPBS Gibco 

Entellan Merck 

H2O2 Merck 

Mayers Hämalaun Merck 

PBS-Tabletten MBT Brand 

10x Target Retrieval Solution Dako 

Tween 20 Gibco 

Xyclo reinst Merck 

 

 

Verbrauchsmaterial 

Tabelle 11: Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller 
Ethanol 99,5-70% Merck 



 

 

Liquid Blocker Super Pap Pen Min (Pappen) MBT Brand 

Objektträger Eppendorf VWR 

Deckgläschen Eppendorf VWR 

Pipettierspitzen Star Lab 

 

Antikörper 

Tabelle 12: Antikörper 

Antikörper Hersteller 
Anti-HDAC 5 antibody ab 109446 abcam 

Anti-HDAC 9 antibody ab 55403 abcam 

X0903 Dako 

 

Die für die Immunhistochemie verwendeten HDAC5- und -9-Antikörper waren Rabbit-

IgG-Antikörper von abcam (HDAC5 polyklonaler Antikörper; HDAC9 monoklonaler 

Antikörper). Als Sekundärantikörper für die Färbung wurde ein HRP-gekoppelter Anti-

Rabbit-IgG-Sekundärantikörper eingesetzt. Für initiale Testfärbungen wurde außerdem 

der Rabbit-Isotyp-Antikörper Dako X0903 der Firma Dako verwendet. 

 

Einwegartikel und Plastikwaren 

Die verwendeten Einwegartikel und Kunststoffe stammten von den Firmen Costar, 

Eppendorf, Falcon und StarLab. 

 

Patientenmaterial 

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Studie, in der die 

Tumorproben aller Patienten mit GEP-NEN untersucht wurden, die zwischen Januar 1998 

und Dezember 2017 in der Klinik für Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie des 

Universitätsklinikums Düsseldorf (UKD) behandelt wurden. Patienten mit 

unzureichenden Tumorproben oder zu wenig Gewebe wurden ausgeschlossen. 

Von einem Teil des Patientenkollektivs lagen bereits fertige Tumorpräparate in Form von 

Tissue Mikroarrays (TMAs) vor, die nach der gleichen, nachfolgend beschriebenen 

Methode angefertigt worden waren. Sie waren zu einem früheren Zeitpunkt von 

Mitarbeitern des chirurgischen Forschungslabors der Klinik für Allgemein-, Viszeral- und 



 

 

Kinderchirurgie hergestellt und uns für die Untersuchung zur Verfügung gestellt worden. 

Zusätzlich wurden 5 normale Gewebeproben von Patienten mit GEP-NEN aus den Jahren 

2003 bis 2019 als Negativkontrollen untersucht. Insgesamt standen zu Beginn 208 Proben 

von 78 Patienten zur Verfügung. 

Die Angaben zur TNM-Klassifikation (Tumorgröße, Invasion umliegender Arterien, 

Lymphknoten und Fernmetastasen) und zum Stadium wurden den pathologischen 

Originalbefunden entnommen. Die Einteilung der Tumorstadien erfolgte nach der 7. 

Auflage der UICC TNM-Klassifikation für gastrointestinale und pankreatische NEN [72]. 

Für die Entnahme der Gewebeproben zu Forschungszwecken lag eine Genehmigung der 

Ethikkommission des Universitätsklinikums Düsseldorf mit der Studiennummer  3821 

vor. 

 

Klinische Variablen 

Klinisch-pathologische Parameter wie Gesamtüberleben, krankheitsfreies Überleben, 

Alter zum Zeitpunkt der Operation, Geschlecht, Ergebnisse der Nachuntersuchung und 

Zeitpunkt der Diagnose wurden erfasst und in einer Excel-Tabelle zusammengetragen. 

Die erfassten Parameter waren Alter, Geschlecht, TNM-Stadium, Grading, R-Status und 

Tumorlokalisation. 

Tissue Microarrays 

TMAs sind eine Methode, repräsentative Stanzbiopsien von verschiedenen Tumorarealen 

aus einem Paraffinblock zu entnehmen und in einem neuen Paraffinblock 

zusammenzuführen. Auf diese Weise kann das Gewebe mehrerer Patienten oder Blöcke 

auf demselben Objektträger immunhistochemisch untersucht werden. Dies geschieht 

durch die Verwendung einer Nadel zur Biopsie von verschiedenen Patienten aus einem 

histologischen Standardschnitt und die Platzierung dieses Gewebes (des Kerns) auf einem 

Paraffinblock des Empfängers. Diese Technik ermöglicht die Maximierung der 

Gewebsressourcen durch die Analyse kleiner Kernbiopsien von Blöcken anstelle 

kompletter Schnitten [73]. 

Für die Studie wurden formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben vom 

Institut für Pathologie des Universitätsklinikums Düsseldorf zur Verfügung gestellt und 

daraus Gewebe-Microarrays konstruiert. Jeder Microarray enthielt für jeden Patienten 



 

 

zwei repräsentative Gewebestanzen des Primärtumors, der Fernmetastase bzw. der 

befallenen Lymphknoten. Von jedem Patienten wurden Gewebeblöcke mit einem 

Durchmesser von 1,0 mm entnommen und im Abstand von 0,5 mm in neue Paraffinblöcke 

eingebettet. Für die immunhistochemische Untersuchung wurden Gewebeschnitte mit 

einer Dicke von 2 µm angefertigt. 

Immunohistochemie 

Testfärbungen 

Um eine optimale und selektive Antikörperkonzentration auf den Tumorzellen zu 

erreichen, wurden Testfärbungen mit den Primärantikörpern HDAC5 und -9 (Firma 

abcam; ab55403;1mg/ml und ab109446;1,198mg/ml) in drei verschiedenen 

Verdünnungen durchgeführt. Die jeweilige Antikörperkonzentration wurde mit Hilfe 

eines Lösungsmittels (Antibody Diluent ZUC025-100, Firma Zytomed Systems, 

DAB500plus) hergestellt. Es wurden drei verschiedene Verdünnungen getestet (1:400, 

1:200 und 1:100). Die optimale Färbung wurde bei einer Verdünnung von 1:200 erreicht. 

Eine Positivkontrolle wurde durchgeführt, indem eine in Paraffin eingebettete Probe aus 

Tonsille, Duodenum, NEC-DUE1 und NEC-DUE2, von denen bekannt ist, dass sie 

HDAC5 und -9 sicher exprimieren, mit dem zu untersuchenden Antikörper HDAC5 und 

-9 angefärbt wurde. Als Negativkontrolle diente die Färbung mit einem Isotyp-Antikörper 

(Dako X0903, Verdünnung 1:1000). 

Durchführung der Immunhistochemie 

Die Gewebepräparate wurden zweimal für jeweils 10 Minuten in Xylol entparaffiniert 

und dann zweimal für jeweils 2 Minuten in Alkohol (99,5 %, 96 %, 80 % und 70 % 

Ethanol) in absteigender Reihenfolge rehydriert. Anschließend wurden die Proben 

mindestens 5 Minuten in Aqua dest. gegeben. Zur Demaskierung wurden die Schnitte in 

Retrieval Solution 30 Minuten bei maximaler Leistung in der Mikrowelle erhitzt und 

anschließend 20 Minuten bei Raumtemperatur abgekühlt. Nach 5-minütigem Waschen 

mit PBS und 0,1 % Tween 20 wurden die Objektträger getrocknet und die Schnitte mit 

einem Super Pap Pen Mini umrandet. Die endogene Peroxidase wurde durch Inkubation 

der Schnitte mit 3,0 % H2O2-PBS für 10 Minuten inhibiert, um eine unspezifische 

Reaktion zu vermeiden. Die Schnitte wurden dreimal für je 2 Minuten mit PBS und 0,1% 

Tween 20 gewaschen und für 10 Minuten in der Blocking-Lösung des ZytoChem-Plus 



 

 

HRP Kits inkubiert. Nach erneutem Waschen für 2 Minuten mit PBS und 0,1% Tween 20 

wurden die Schnitte für 60 Minuten bei Raumtemperatur mit dem Primärantikörper 

inkubiert. Die 1:200-Verdünnung des Primärantikörpers erfolgte mit 3,75 µl Antikörper 

und 746,25 µl Antibody Diluent. Nach dreimaligem Waschen für jeweils 2 Minuten 

erfolgte die Inkubation mit dem Sekundärantikörper (biotinylierter Antikörper) für 15 

Minuten. Die Schnitte wurden dreimal gewaschen und 30 Minuten bei Raumtemperatur 

mit dem Enzymkonjugat inkubiert. Nach fünfminütigem Waschen mit destilliertem 

Wasser wurden zur Visualisierung zwei Tropfen DAB-Substrat auf die Schnitte gegeben 

und bei Raumtemperatur im Dunkeln bis zur gewünschten Farbintensität (5 bis 15 

Minuten) inkubiert. Die Kernfärbung mit Mayer's Haemalaun erfolgte nach einem 

weiteren Waschschritt von 5 Minuten für 15 Sekunden und einem anschließenden 

Waschschritt von 5 Minuten. Die Schnitte wurden dann jeweils eine Minute lang in einer 

aufsteigenden Reihe von Alkoholen (70 %, 80 % und 90 % Ethanol) inkubiert, dann für 

mindestens zwei Minuten in Xylol getaucht und mit Entellan eingedeckt. 

Auswertung der Färbungen 

Die Bilder wurden mit der Mikroskopsoftware Leica Application Suite (Version, Leica, 

Deutschland) aufgenommen. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen 

wurden mit einer leicht modifizierten Version des Immunreaktiven Scores (IRS) nach 

Remmele und Stegner ausgewertet [74]. Bei der mikroskopischen Untersuchung wurde 

der Prozentsatz der positiv gefärbten Zellen (PP-Score = percentage points) und zur 

Abschätzung der Färbeintensität der SI-Sore (SI = staining intensity) bestimmt. Der PP-

Sore konnte Werte von 0 bis 4 annehmen, die sich aus dem jeweiligen Prozentsatz des 

gefärbten Tumorgewebes ergaben (Tabelle 13). 

Tabelle 13: Einteilung PP-Score 

0 keine positiv gefärbten Zellen 

1 1-10 % positiv gefärbten Zellen 

2 11-50 % positiv gefärbten Zellen 

3 51-80 % positiv gefärbten Zellen 

4 81-100% positive gefärbten Zellen 

PP: Percentage points 

Die SI-Werte konnten zwischen 0 und 3 liegen. Sie wurden zur Skalierung der 

Farbintensität verwendet. Die Werte definierten vom Untersucher erhobene Intensitäten, 

die in Tabelle 14 dargestellt sind. 

Tabelle 14: Einteilung SI-Score 



 

 

0 Keine Färbung (-) 
1 Schwache Färbung (+) 
2 Mäßige Färbung (++) 
3 Starke Färbung (+++) 
SI-Score: Staining intensity 

Der IRS ergab sich schließlich aus der Multiplikation des PP-Scores mit dem 

entsprechenden SI-Score (IRS=PP x SI). Dieser konnte Werte zwischen 0 und 12 

annehmen (Tabelle 15). 

Tabelle 15: Schema zur Auswertung der HRP-Immunhistochemie anhand des IRS; Quelle [74] 

Farbintensität Keine positive 
Färbung(0) 

<10% positive 
Färbung (1) 

10-50% positive 
Färbung(2) 

51-80% positive 
Färbung(3) 

>80% positive 
Färbung(4) 

Keine 
Farbreaktion (0) 

IRS = 0 IRS = 0 IRS = 0 IRS = 0 IRS = 0 

Schwache 
Farbereaktion(1) 

IRS = 0 IRS = 1 IRS =2 IRS =3 IRS = 4 

Mäßige 
Farbreaktion(2) 

IRS = 0 IRS = 2 IRS = 4 IRS = 6 IRS = 8 

Starke 
Farbreaktion(3) 

IRS = 0 IRS =3 IRS = 6 IRS = 9 IRS = 12 

IRS: Immunreaktiver Score 

 

Wenn Gewebeproben eines Tumorkompartiments, von Primärtumoren, Lymphknoten 

und Fernmetastasen sowie von Normalgewebe vorlagen und vollständig ausgewertet 

werden konnten, wurden die Mittelwerte der IRS-Expression von HDAC5 und -9 für das 

Tumorzentrum berechnet. War dies nicht der Fall, wurde nur der Wert der vorhandenen 

Gewebeprobe für die Berechnung verwendet. Die Bewertung der HDAC5- und HDAC9-

Expression bzw. deren optimaler Cut-off-Wert wurde mit der Software X-tile Version 

3.6.1 (Yale University School of Medicine, New Haven, CT, USA) bestimmt (Zitat: X-

tile: a new bio-informatics tool for biomarker assessment and outcome-based cut-point 

optimization. Camp RL, Dolled-Filhart M, Rimm DL. Clin Cancer Res. 2004 Nov 

1;10(21):7252-9. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-04-0713. X-tile-Plots wurden erstellt, 

indem die Markerdaten (HDAC5- bzw. HDAC9-IRS) in zwei Populationen unterteilt 

wurden: niedrige und hohe Expression. Die Assoziationen wurden für jede Unterteilung 

mit dem Log-Rank-Test für Überleben berechnet. Die Daten wurden grafisch in einem 

rechteckigen Raster dargestellt, wobei jeder Punkt (Pixel) die Daten einer bestimmten 

Gruppe von Unterteilungen repräsentiert. Die vertikale Achse stellt alle möglichen 

"hohen" Populationen dar, wobei die Größe der hohen Population von oben nach unten 

zunimmt. Entsprechend stellt die horizontale Achse alle möglichen "niedrigen" 

Populationen dar, wobei die Größe der niedrigen Population von links nach rechts 



 

 

zunimmt. Die Daten entlang der Hypotenuse stellen die Ergebnisse eines einzigen 

Schnittpunktes dar, der die Daten in hohe und niedrige Untergruppen teilt.  Für jede 

mögliche Unterteilung der Grundgesamtheit wird ein χ2-Wert berechnet, der in der 

Tabelle durch einen Farbcode dargestellt wird. Die Färbung des Diagramms stellt die 

Stärke der Assoziation für jede Unterteilung dar und reicht von schwach (dunkel, 

schwarz) bis stark (hell, grün oder rot). Umgekehrte Assoziationen zwischen 

Markerexpression und Überleben (z. B. eine hohe Expression bedeutet ein geringeres 

Überleben) sind rot gefärbt, während direkte Assoziationen grün gefärbt sind. Der Cursor 

kann manuell über jeden Schnittpunkt bewegt werden, um die Überlebenskurven 

anzuzeigen. Die optimale Unterteilung der Daten wurde anhand des höchsten χ2-Wertes 

gewählt. Die statistische Signifikanz wird anhand des aus dem Datensatz abgeleiteten 

Cut-Points mit Hilfe eines standardmäßigen Log-Rank-Tests bewertet, wobei die P-Werte 

aus einer Lookup-Tabelle ermittelt werden. 

Statistische Datenanalyse 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit IBM SPSS Statistics für Windows 

(Version 29.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und der Software R (Version 4.1.3) unter 

Verwendung der Pakete mice und survival. 

Die Expression der HDAC-Varianten in Tumor- und Normalgewebe wurde mit dem 

Wilcoxon Test (auch "Wilcoxon rank-sum test", kurz: WRS) verglichen. Die Korrelation 

zwischen den Expressionsniveaus von HDAC-Varianten und klinisch-pathologischen 

Variablen wurde mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-Test (Whitney 1947) 

untersucht. Ein zweiseitiger P-Wert unter 0,05 zeigte statische Signifikanz an. 

Der optimale Cut-off-Wert für TNM-Stadium, Grading, Geschlecht und Alter zur 

Unterscheidung der HDAC-Varianten wurde mit der Software X-tile ermittelt [75]. 

Die Auswertung des Überlebens umfasste das Gesamtüberleben, definiert als g die Zeit 

zwischen Operation und letztem Follow-up oder Tod (unabhängig von der Ursache), 

sowie das krankheitsfreie Überleben. Für die univariaten Überlebenszeitanalysen wurde 

der Median berechnet und die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt (g Median und < 

Median). Die Überlebenskurven wurden mit der Kaplan-Meier-Analyse geschätzt und die 

Überlebensunterschiede mit dem Log-Rank-Test verglichen. Eine multiple proportionale 

Hazard-Cox-Regressionsanalyse wurde durchgeführt, um den prognostischen Wert von 



 

 

HDAC-Varianten und klinisch-pathologischen Variablen zu untersuchen.  Dazu wurden 

Hazard Ratios mit einem 95% Konfidenzintervall berechnet. 

Für jeden Patienten wurde das TNM-Stadium anhand der TNM-Klassifikation der 7. 

Auflage des UICC-Klassifikationssystems bestimmt, Kaplan-Meier-Überlebenskurven 

für jedes TNM-Stadium für das krebsspezifische Überleben (CSS) erstellt und mit dem 

Log-Rank-Test statistisch ausgewertet. Schließlich wurde der prognostische Wert des 

UICC-Staging-Systems (7. Auflage) mit der Cox-Proportional-Hazard-

Regressionsanalyse getestet. Das Paket generiert mehrere Imputationen (Ersatzwerte) für 

multivariate fehlende Daten. 

Für komplexe unvollständige Daten wurde die multivariate Imputation durch verkettete 

Gleichungen (MICE) verwendet [76]. Unser multivariates Cox-Regressionsmodell wurde 

für TNM-Stadium, Alter, Geschlecht und Tumorlokalisation angewendet. Statistische 

Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen. 

 



 

 

Ergebnisse 

Patientenselektion und klinisch-pathologische Parameter 

Die Auswertung der deskriptiven Statistik des Kollektivs ergab ein medianes Alter von 

65 Jahren. Der jüngste Patient war zum Zeitpunkt der Diagnose 29 Jahre alt, der älteste 

90 Jahre. An der Studie nahmen 37 männliche (47,4%) und 41 weibliche (52,6%) 

Patienten teil. Die Ausbreitung des Primärtumors (T-Stadium), der positive oder negative 

Lymphknotenstatus (N-Stadium), das Vorhandensein von Fernmetastasen (M-Stadium), 

der Differenzierungsgrad (Grading) und der Resektionsstatus (R-Status) wurden den 

pathologischen Befunden und klinischen Berichten entnommen. Für die nachfolgenden 

Untersuchungen zur Ausbreitung des Primärtumors wurden die Stadien T1 und T2 (33; 

42,3%) als niedriges Stadium, die Stadien T3 und T4 (39; 50%) als fortgeschrittenes 

Stadium und das unklare T-Stadium (6; 7,7%) zusammengefasst. Bei 34 Patienten 

(43,6%) wurden keine Lymphknotenmetastasen (N0), bei 39 Patienten (50%) 

Lymphknotenmetastasen (N+) nachgewiesen. 5 Patienten (6,4%) hatten einen unklaren 

N-Status. 50 (64,1%) Patienten hatten keine Fernmetastasen und 27 (34,6%) hatten 

Fernmetastasen. 1 Patient (1,3%) hatte einen unklaren M-Status. 

Für die statistische Auswertung wurden die Differenzierungsgrade G1 und G2 (57; 

73,1%) zusammengefasst und G3 (21; 26,9%) gegenübergestellt. Durch die chirurgische 

Resektion konnte bei 65 (83,3%) Patienten eine R0-Situation erreicht werden. Bei 

10(12,8%) Patienten war eine mikroskopisch komplette Resektion (R1) und bei 2(2,6%) 

Patienten eine makroskopisch komplette Resektion (R2) nicht möglich. 1 Patient (1,3%) 

hatte einen unklaren R-Status. Die häufigste Tumorentität in der untersuchten Population 

waren NET des Pankreas (pNET) (42,3%), gefolgt von Tumoren des Dünndarms (23,1%) 

und des Kolons (21,8%). Tumoren des Magens waren mit 12,8% am seltensten vertreten. 

Tabelle 16 fasst die deskriptiven Statistiken des Patientenkollektivs zusammen. 

Tabelle 16: Patientenkollektiv wie für die Auswertung der Daten verwendet: n=78. Aufgeschlüsselt 
nach Alter, Geschlecht, Tumorstadium, Lokalisation 

Variabel Patienten in (%) 

Total 78 (100.00) 

Alter 

Median 

 65 

 65 

 

65 (29-90) 

43 (55,1) 

35 (44,9) 



 

 

Geschlecht 
Männlich 

Weiblich 

 

37 (47,4) 

41 (52,6) 

Tcomb 

T 1+2 

T 3+4 

Unbekannt 

 

33 (42,3) 

39 (50) 

6 (7,7) 

Ncomb 

N negativ 

N positiv 

Unbekannt 

 

34 (43,6) 

39 (50) 

5 (6,4) 

Fernmetastase 

Negativ 

Positiv 

Unbekannt 

 

50 (64,1) 

27 (34,6) 

1 (1,3) 

Gcomb 

G1 + 2 

G3 

 

57 (73,1) 

21 (26,9) 

Resektionsstatus 

R0 

R1 

R2 

Unbekannt 

 

65 (83,3) 

10 (12,8) 

2 (2,6) 

1 (1,3) 

 

Lokalisation 
Pankreas 

Colon 

Dünndarm 

Magen 

 

33 (42,3) 
17 (21,8) 
18 (23,1) 
10 (12,8) 

T: Tumor, Tcomb: kombinierte T-Stadien, N:Nodus, Ncomb: kombinierte N-Stadien, G: Grading, Gcomb: 

kombinierte G-Stadien, R: Resektionsstatus 

Die mittlere Nachbeobachtungszeit betrug 46,64 Monate (Spanne: 0 - 174 Monate). 

Während dieser Zeit verstarben 26 Patienten. Bei 8 Patienten war eine Nachbeobachtung 

nicht möglich. 



 

 

Expression der HDAC-Variablen im GEP-NEN 

Histologische Untersuchung der HDAC-Expression 

Mit Hilfe der immunhistochemischen Färbung konnte die Expression des nukleären und 

zytoplasmatischen HDAC5 und 9 für 67 bzw. 63 Patienten verifiziert werden. Sowohl das 

nukleäre HDAC9 als auch das zytoplasmatische HDAC5 konnten immunhistochemisch 

im Primärtumor, in Lymphknotenmetastasen und in Fernmetastasen im Vergleich zum 

Normalgewebe signifikant vermehrt nachgewiesen werden. Dagegen wurden das 

nukleäre HDAC5 und das zytoplasmatische HDAC9 vergleichsweise schwächer 

angefärbt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Repräsentative Bilder der Färbung von HDAC5 (links) und HDAC9 (rechts) in gut 
differenzierten G1 (oben), G2 (Mitte) und schlecht differenzierten G3 (unten) in GEP-NEN. Die 
Bilder wurden mit 400-facher Vergrößerung aufgenommen und der Maßstabsbalken zeigt 25 m an. 
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Abbildung 4: Repräsentative Bilder der HDAC5(links) und HDAC9(rechts)-Färbung in 
Normalgewebe. Die Bilder wurden mit 400-facher Vergrößerung aufgenommen und der 
Maßstabsbalken zeigt 25m an.. 

 

 

Quantitative Expressionsanalyse der HDAC-Varianten 

Die IRS-Analyse zur Quantifizierung der Immunhistochemie zeigte eine signifikant 

erhöhte Expression sowohl des nukleären HDAC9 als auch des zytoplasmatischen 

HDAC5 im Primärtumor und in Lymphknoten und Fernmetastasen im Vergleich zum 

Normalgewebe. Anhand der vorliegenden Gewebeproben konnte die Expressionsstärke 

der HDAC-Variablen als Median des IRS in Abhängigkeit von der Tumorlokalisation 

ermittelt werden (Tabelle 17). Der IRS-Wert für die zytoplasmatische HDAC9-

Expression lag im Median bei 9,0 und zeigte somit den stärksten Effekt, gefolgt von dem 

für die zytoplasmatische HDAC5-Expression im Primärtumor und in der Fernmetastase. 

Der IRS-Wert für die nukleäre HDAC5-Expression lag im Median bei 1,5 und war am 

niedrigsten. 

Tabelle 17: Mediane Expressionswerte der HDAC-Variablen nach IRS-Analyse 

Expression Median (IRS) 
Primärtumor der nukleären HDAC5 2,0 

Primärtumor der zytoplasmatischen 
HDAC 5 

8,0 

Primärtumor der nukleären HDAC9 7,5 

Primärtumor der zytoplasmatischen 
HDAC9 

3,0 

Lymphknoten der nukleären HDAC5 1,5 

Lymphknoten der zytoplasmatischen 
HDAC5 

7,0 



 

 

Lymphkonten der nukleären HDAC9 9,0 

Lymphknoten der zytoplasmatischen 
HDAC9 

4,0 

Normalgewebe der nukleären HDAC 5 0 

Normalgewebe der nukleären HDAC9 2,0 

Normalgewebe der zytoplasmatischen 
HDAC9 

0 

Fernmetastase der nukleären HDAC5 2,0 

Fernmetastase der zytoplasmatischen 
HDAC5 

8,0 

Fernmetastase der zytoplasmatischen 
HDAC9 

4,0 

Klinisch-pathologische Parameter der untersuchten Patienten mit GEP-NEN 

Die ermittelten Werte wurden hinsichtlich Geschlechts, Tumorstadium, 

Lymphknotenstatus und Fernmetastasierung verglichen. Es zeigten sich keine 

signifikanten Unterschiede in der HDAC5-Expression, weder nukleär noch 

zytoplasmatisch (Tabelle 18, 19). 

Tabelle 18: Korrelation der nukleären HDAC5-Expression der primären Tumoren mit klinisch 
pathologischen Faktoren wie Geschlecht, Tumorstadium nach TNM sowie Lokalisation 

HDAC5-Expression 
(nukleär) 

 

Variable Median (IRS) p-Wert 
Geschlecht 
Männlich 

Weiblich 

 

2 

2 

 

0,6691 

Tumorstadium 

T1+T2 

T3+T4 

 

2,75 

2,5 

 

0,6569 

 

Lymphknoten 

Negativ 

Positiv 

 

3 

2 

 

0,3825 

Grading 

G1+G2 

G3 

 

2 

2 

 

0,7106 

Fernmetastase 

Negativ 

Positiv 

 

2 

2,5 

 

0,6898 

 

G:Grading 

Tabelle 19: Korrelation der zytoplasmatischen HDAC5-Expression der primären Tumoren mit 
klinisch pathologischen Faktoren wie Geschlecht, Tumorstadium nach TNM sowie Lokalisation 

HDAC5-Expression 
(zytoplasmatisch) 

 

Variable Median (IRS) p-Wert 
Geschlecht   



 

 

Männlich 

Weiblich 

8 

7,5 

0,2199 

Tumorstadium 

T1+T2 

T3+T4 

 

7,75 

8 

 

0,4558 

Lymphknotenmetastase 

Negativ 

Positiv 

 

8 

6 

 

0,07377 

Grading 

G1+G2 

G3 

 

8 

8 

 

0,2884 

Fernmetastase 

Negativ 

Positiv 

 

8 

7,75 

 

0,5518 

IRS: Immunreaktiver Score 

Die ermittelten Werte wurden hinsichtlich Geschlechts, Tumorstadium, 

Lymphknotenstatus und Fernmetastasierung verglichen. Es zeigte sich ein signifikanter 

Unterschied in der HDAC-9-Expression bezüglich des Gradings sowohl nukleär 

(p=0,04647) als auch zytoplasmatisch (p=0,0358) (Tabelle 20, 21). 

Tabelle 20: Korrelation der nukleären HDAC9-Expression der primären Tumoren mit klinisch 
pathologischen Faktoren wie Geschlecht, Tumorstadium nach TNM sowie Lokalisation 

HDAC9-Expression 
(nukleär) 

 

Variable Median (IRS) p-Wert 
Geschlecht 
Männlich 

Weiblich 

 

7,75 

7,5 

 

0,9554 

Tumorstadium 

T1+T2 

T3+T4 

 

7,5 

7,5 

 

0,591 

 

Lymphknotenmetastase 

Negativ 

Positiv 

 

7,5 

8,75 

 

0,3628 

Grading 

G1+G2 

G3 

 

7,5 

8,75 

 

0,04647* 

Fernmetastase 

Negativ 

Positiv 

 

7,5 

7,5 

 

0,5778 

T: Tumor, G: Grading, 

*=p<0,05 

Tabelle 21: Korrelation der zytoplasmatischen HDAC9-Expression der primären Tumoren mit 
klinisch pathologischen Faktoren wie Geschlecht, Tumorstadium nach TNM sowie Lokalisation 



 

 

HDAC9-Expression 
(zytoplasmatisch) 

 

Variable Median (IRS) p-Wert 
Geschlecht 
Männlich 

Weiblich 

 

4 

2 

 

0,5282 

Tumorstadium 

T1+T2 

T3+T4 

 

4 

2 

 

0,09467 

Lymphknotenmetastase 

Negativ 

Positiv 

 

3 

4 

 

0,7949 

Grading 

G1+G2 

G3 

 

4 

0,5 

 

0,0358* 

Fernmetastase 

Negativ 

Positiv 

 

3,5 

1,5 

 

0,2803 

T: Tumor, G: Grading, 

*=p<0,05 

Die paarweise Analyse mittels Wilcoxon Tests ergaben signifikante Unterschiede in der 

nukleären HDAC-5-Expression im Vergleich zwischen Primärtumorgewebe und 

Normalgewebe (p=0,023) (Tabelle 22). 

Tabelle 22: Paarweise Vergleiche der nukleären HDAC5-Expression mittels Wilcoxon Test zwischen 
verschiedenen Geweben 

 DM LK No 

LK 0,896   

No 0,229 0,128  

PT 0,407 0,360 0,023* 

PT: Primärtumor, LK: Lymphknotenmetastase, No: Normalgewebe, DM: Fernmetastase 

*=p<0,05 

Die paarweise Analyse mittels Wilcoxon Tests ergaben signifikante Unterschiede in der 

zytoplasmatischen HDAC5-Expression beim Vergleich von Primärtumorgewebe mit 

Normalgewebe (p=0,00075), Lymphknotenmetastasen und Normalgewebe (p=0,00284) 

sowie Fernmetastasen und Normalgewebe (p=0,00366) (Tabelle 23). 

Tabelle 23: Paarweise Vergleiche der zytoplasmatischen HDAC5-Expression mittels Wilcoxon Test 
zwischen verschiedenen Geweben 

 DM LK No 

LK 0,53161   

No 0,00366* 0,00284*  

PT 0,57598 0,59347 0,00075* 



 

 

PT: Primärtumor, LK: Lymphknotenmetastase, No: Normalgewebe, DM: Fernmetastase 

*=p<0,05 

Die paarweise Analyse mittels Wicoxon-Tests ergaben signifikante Unterschiede in der 

nukleären HDAC9-Expression beim Vergleich von Primärtumorgewebe und 

Normalgewebe (p=0,0017), Lymphknotenmetastase und Normalgewebe (p=0,0024) 

sowie Fernmetastase und Normalgewebe (p=0,0058) (Tabelle 24). 

Tabelle 24: Paarweise Vergleiche der nukleären HDAC9-Expression mittels Wilcoxon Test zwischen 
verschiedenen Geweben 

 DM LK No 

LK 0,7938   

No 0,0058* 0,0024*  

PT 0,1786 0,0352 0,0017* 

PT: Primärtumor, LK: Lymphknotenmetastase, No: Normalgewebe, DM: Fernmetastase 

*=p<0,05 

Die paarweise Analyse mittels Wilcoxon Tests ergaben signifikante Unterschiede in der 

zytoplasmatischen HDAC9-Expression im Vergleich von Primärtumorgewebe und 

Normalgewebe (p=0,028), Lymphknotenmetastase und Normalgewebe (p=0,027) sowie 

Fernmetastase und Normalgewebe (p=0,028) (Tabelle 25). 

Tabelle 25: Paarweise Vergleiche der zytoplasmatischen HDAC9-Expression mittels Wilcoxon Test 
zwischen verschiedenen Geweben 

 DM LK No 

LK 0,645   

No 0,028* 0,027*  

PT 0,248 0,270 0,028* 

PT: Primärtumor, LK: Lymphknotenmetastase, No: Normalgewebe, DM: Fernmetastase 

*=p<0,05 

 

Korrelation der nukleären HDAC 9 in GEP-NEN mit Überlebensdaten 

Mit Hilfe der X-tile-Software wurde für das nukleäre HDAC9 der optimale Cut-off 

anhand der Daten von 56 Patienten, von denen sowohl die IRS als auch die 

Überlebensdaten zur Verfügung standen, bei einem IRS von 8 mit dem größten χ2-Wert 



 

 

von 4,4732 (p = 0,03389) ermittelt (Abbildung 13). 

 

 

Abbildung 5: X-Tile-Diagramme des prognostischen Markers HDAC9 im GEP-NEN. Dargestellt ist 
das X-Tile-Diagramm des Gesamtüberlebens (links). Das mittlere Diagramm zeigt die Verteilung der 
IRS-Werte. X-Tile findet den optimalen Cut-off IRS bei 8 (umrandeter Kreis, links).  Dieser Cut-off-
Wert wurde auf das Gesamtkollektiv angewendet und als statistisch signifikant (P = 0,03389, rechts) 
befunden. 

 

Für die zytoplasmatischen HDAC9 und HDAC5 konnte hingegen kein optimaler Cut-off-

Wert gefunden werden, der signifikant mit der Prognose assoziiert war. 

Der nächste Schritt bestand in der Imputation der fehlenden Variablen mit Hilfe des 

MICE-Algorithmus. Mit diesem vervollständigten Datensatz, der uns eine 

Überlebenszeitanalyse von 78 Patienten ermöglichte, erstellten wir zunächst Kaplan-

Meier-Kurven (Abbildung 14) für Patientenalter (<Median versus g Median), Geschlecht, 

Grading (G1+G2 versus G3), Tumorlokalisation (Pan = Pankreas,  CR = Colorektal, Si = 

Dünndarm, Sto = Magen), Ausdehnung des Primärtumors (T1+T2 versus T3+T4), 

Fernmetastasierung (M0 versus M1), Lymphknotenmetastasierung (N negativ versus N 

positiv) und Expression des nukleären HDAC9 mit einem IRS von 8 als Schwellenwert 

für niedrige Expression (IRS bis 8) und hohe Expression (IRS >8). Lediglich zwischen 

dem Geschlecht und dem Gesamtüberleben konnte in dieser Analyse kein prognostischer 

Zusammenhang festgestellt werden. 



 

 

 

 

Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurven für das Gesamtüberleben (OS) in Abhängigkeit von der 
Ausprägung der verschiedenen klinischpathologischen Variablen. 

 

Sodann wurden univariate und multivariate Cox-Regressionsanalysen durchgeführt, um 

Faktoren zu identifizieren, die das Outcome von Patienten mit GEP-NEN vorhersagen 

können. Zunächst wurden alle klinisch-pathologischen Variablen einer univariaten 

Analyse unterzogen.  

In der univariaten Überlebenszeitanalyse war eine erhöhte Expression von nukleärem 

HDAC9 mit einem signifikant schlechteren Gesamtüberleben der Patienten assoziiert 

(p=0,00212). Darüber hinaus waren ein höheres Alter (p=0,000335), das Vorhandensein 

von Lymphknotenmetastasen (p=0,00108) und die Tumorlokalisation insbesondere im 

Kolon (p=0,000286) und Magen (p=0,004292) signifikant mit dem ungünstigen 

Gesamtüberleben korreliert. Bei Betrachtung des Tumorgradings zeigte sich ein 



 

 

signifikanter Überlebensvorteil der Patienten mit besser differenzierten Gewebeproben 

(G1/2) gegenüber derer mit G3-Tumoren (p=0,000144) (Tabelle 26). 

In der multivariaten Analyse bestätigten sich die HDAC9-Expression (p=0,00000157), 

das Alter (p=0,0000104) und der N-Status (p=0,0000104) als negative Prädiktoren für das 

Überleben (Tabelle 26). 

 

Tabelle 26: Univariate und multivariate Analyse des Gesamtüberlebens zur Identifikation 
prädikativer Faktoren für das Outcome von Patienten mit GEP-NEN 

 Univariate Analyse Multivariate Analyse  

Variabel HR 95% CI p-Wert HR 95% CI p-Wert 
PT-
NucHDAC9 

3,192 1,522-
6,693 

0,00212* 10,013 3,910-
25,64 

0,00000157
* 

Geschlecht 0,9983 1,002-
0,4788 

0,996 - - - 

Alter 4,436 1,965-
10,01 

0,000335* 8,363 3,252-
21,50 

0,0000104* 

T1/2 vs. 
T3/4 

3,0227 1,289-
7,088 

0,011 - - - 

N0 vs. N1 5,001 1,905-
13,13 

0,00108* 9,867 3,433-
28,36 

0,0000104* 

M0 vs. M1 2,594 1,227-
5,483 

0,0126 - - - 

G1/2 vs. G3 4,684 2,113-
10,38 

0,000144* - - - 

Colon 6,577 2,377-
18,196 

0,000286* - - - 

Dünndarm 2,290 0,737-
7,117 

0,152006 - - - 

Magen 5,363 1,694-
16,981 

0,004292* - - - 

PT-NucHDAC9: nukleäres HDAC9 im Primärtumor, T: Tumor, N: Nodus, M: Metastase, G: Grading 

*=p<0,05 

 



 

 

Diskussion 

GEP-NENs stellen keinen homogenen Tumortyp dar, sondern weisen ein hohes Maß an 

biochemischer, molekularer und genetischer Heterogenität auf, sodass die 

Behandlungsentscheidungen für jeden Patienten höchst individuell getroffen werden 

müssen [1].  Mehr als ein Fünftel der GEP-NEN-Patienten haben zum Zeitpunkt der 

Diagnose eine metastasierte Erkrankung. Sie haben im Allgemeinen eine ungünstigere 

Prognose [10], [77], [78]. Eine wesentliche Aufgabe zukünftiger Forschungs- und 

Behandlungsansätze besteht darin, einerseits valide prädiktive Tumormarker zu 

identifizieren und andererseits personalisierte Behandlungskonzepte sowohl 

medikamentös als auch chirurgisch zu entwickeln [1]. 

Histon-Deacetylasen(HDACs) sind Enzyme, die für die Deacetylierung der 

aminoterminalen Enden von Histonen verantwortlich sind. Die hierdurch vermittelten 

Chromatin-Modifikationen regulieren die Transkription und viele andere Prozesse im 

Zellkern [79]. Durch HDAC-vermittelte Hypoacetylierung kann auch die Aktivität von 

Nicht-Histon-Proteinen reguliert werden [80]. Es ist bekannt, dass HDACs eine wichtige 

Rolle bei der Entstehung von Krebs beim Menschen spielen, und zwar über verschiedene 

Wirkmechanismen, die für die Förderung von Krebsmerkmalen verantwortlich sind. [81]. 

Mehrere Studien konnten belegen, dass HDACi das Wachstum verschiedener Tumore 

sowohl in vitro als auch in vivo hemmen, was zu vielversprechenden Ergebnissen als 

neue Therapieoptionen führte [82]–[85]. HDACi sind für nicht transformierte Zellen oder 

Gewebe relativ ungiftig, haben aber selektive zytotoxische Wirkungen gegen eine 

Vielzahl von Krebszellen [83], [86]. Daher gelten HDACi als vielversprechende neue 

Krebsmedikamente. Mehrere HDACi werden bereits als neue Klasse zielgerichteter 

Krebsmedikamente zur Behandlung von soliden und hämatologischen Malignomen 

entwickelt und, von der Food and Drug Administration (FDA) zugelassen, eingesetzt 

[87]–[89]. Vorinostat[87], Belinostat[90] und Panobinostat[89] zusammen mit 

Romidepsin[88], einem selektiven HDAC1- und -2-Hemmer, gehören zu den 

zugelassenen Pan-HDACi, die alle HDAC inhibieren. Mehrere weitere HDAC-

Inhibitoren befinden sich derzeit in verschiedenen Phasen der klinischen Prüfung und 

werden möglicherweise in den nächsten Jahren von der FDA zugelassen [91]. 

Die immunhistochemische Analyse humaner GEP-NEN-Proben zeigte eine hohe 

Expression verschiedener HDAC-Subtypen im Vergleich zu gesundem endokrinen 



 

 

Gewebe [71]. Die spezielle Rolle der HDACs in GEP-NEN ist derzeit kaum untersucht 

und nicht eindeutig geklärt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von HDAC5 und -9 in Geweben von 

Patienten mit GEP-NEN immunhistochemisch analysiert, quantifiziert und mit klinisch-

pathologischen Faktoren sowie Überlebensdaten der Patienten korreliert. 

Die Studienlage zur HDAC-Expression in GEP-NEN ist noch sehr begrenzt. Es gibt 

jedoch vereinzelte Publikationen, die auf eine mögliche Bedeutung von HDACs bei der 

Entstehung von GEP-NEN hinweisen. Daher konnten nur wenige Studien zum Vergleich 

mit den von uns erhobenen Daten herangezogen werden. 

Eine der erwähnenswerten Studien ist die von Klieser et al. In dieser Studie wurde die 

Expression von HDACs immunhistochemisch untersucht und mit klinisch-

pathologischen Faktoren und Überlebensdaten von Patienten verglichen, die zwischen 

1997 und 2015 chirurgisch reseziert und am Institut für Pathologie der Paracelsus 

Medizinischen Universität Salzburg, Österreich, archiviert wurden. Allerdings 

differenzierten Klieser et al. nicht zwischen zytoplasmatischem und nukleärem HDAC9 

und die Studie bezog sich ausschließlich auf neuroendokrine Tumoren des Pankreas 

(pNET).  Klieser et al. stellten in ihrer Arbeit eine signifikante Assoziation zwischen der 

Hochregulation einzelner HDACs und Eigenschaften der Tumorproliferation sowie dem 

klinischen Outcome dar [71]. Eine Limitation dieser Studie war allerdings eine geringe 

Anzahl von 57 Patienten. 

In unserer Studie wurde erstmals die Expression von HDAC5 und -9 in Primärtumoren, 

Lymphnoten- und Fernmetastasen in GEP-NEN untersucht. 

Der erste Befund unserer Studie war eine hochsignifikant erhöhte Expression zwischen 

Primärtumor, Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen im Vergleich zu 

Normalgewebe für fast alle HDAC-Varianten mit Ausnahme von nukleärem HDAC5. Die 

Expression von nukleärem HDAC5 unterschied sich nur signifikant zwischen 

Primärtumor und Normalgewebe, nicht aber zwischen Lymphknotenmetastasen und 

Normalgewebe sowie Fernmetastasen und Normalgewebe. Diese Beobachtungen 

stimmen mit denen von Klieser et al. überein, die eine erhöhte Expression von HDAC5 

und -9 in pNET festgestellt haben [71]. 

In Analogie zu unseren Ergebnissen beobachteten Milde et al. einen ähnlichen Trend 

hinsichtlich der erhöhten Expression sowohl von HDAC5 als auch von HDAC9 in einer 



 

 

anderen Tumorentität, dem Medulloblastom. Die Studie von Milde et al. zeigte, dass eine 

hohe Expression von HDAC 5 und -9 mit einer schlechteren Prognose und mit einem 

schlechteren Überleben assoziiert ist.  Zusätzlich wurde eine funktionelle Analyse durch 

Small Interfering RNA (siRNA)-vermittelten Knockdown der beiden HDACs der Klasse 

IIa (HDAC 5 und -9) durchgeführt, um die Rolle der beiden HDACs zu untersuchen. Es 

wurde eine Reduktion des Zellwachstums und der Lebensfähigkeit von 

Medulloblastomzellen in vitro beobachtet, die mit der Induktion von Apoptose 

einherging. Milde et al. stellten daher HDAC5 und -9 als wertvolle Prognosemarker für 

die Risikostratifizierung und als potentielle neue Targets für die medikamentöse Therapie 

vor [47]. 

Die Rolle von HDAC5 als Schlüsselregulator in der Karzinogenese wird durch unsere 

Ergebnisse einer erhöhten HDAC5-Expression in GEP-NEN unterstützt [92]. Mehrere 

Studien haben bereits gezeigt, dass HDAC5 während der Myoblastendifferenzierung vom 

Zellkern ins Zytoplasma transloziert und die Expression des Zellzyklusaktivators Cyclin 

D3 unterdrückt, was seine Beteiligung an der Zelldifferenzierung und -proliferation 

bestätigt [93], [94]. He et al. untersuchten die Expression von HDAC5 in 

Darmkrebszellen und stellten fest, dass die HDAC5-Expression auf mRNA- und 

Proteinebene signifikant erhöht war. Darüber hinaus förderte die verstärkte Expression 

von HDA5 in Darmkrebszellen die Proliferationsrate erheblich, während das Wachstum 

der Krebszellen durch HDAC5-Knockdown unterdrückt wurde [95]. Eine andere Studie 

ergab, dass HDAC 5 in Osteosarkomgeweben und -zelllinien verstärkt exprimiert wird. 

HDAC 5 fördert die Progression des Osteosarkoms, indem es die Expression von Twist 1 

hochreguliert [96]. In Gliomzellen fördert HDAC5 die Proliferation von Gliomzellen 

durch Hochregulierung der Notch-1-Expression, was neue therapeutische Ansatzpunkte 

für die Behandlung von Gliomen bieten könnte [97]. Die oben genannten Ergebnisse 

bestätigen die entscheidende Rolle von HDAC5 bei der Karzinogenese. 

Unsere Ergebnisse zeigten eine signifikant erhöhte HDAC9-Expression zwischen 

Primärtumor, Lymphknotenmetastase und Fernmetastase im Vergleich mit 

Normalgewebe. Die Beteiligung von HDAC9 an der Krebsentstehung wurde bereits in 

frühen Studien beobachtet. Die Auswirkungen und Mechanismen von HDAC9 auf 

zellulärer Ebene bei der Krebsentstehung werden jedoch noch kontrovers diskutiert. 

Das humane HDAC9-Gen befindet sich auf Chromosom 7p21, einer Region, die bei 

verschiedenen malignen Erkrankungen eine Rolle spielt, darunter Darmkrebs, akute 



 

 

lymphatische Leukämie im Kindesalter, Tumoren der peripheren Nervenscheide und 

gynäkologische Tumoren [61], [98]–[101]. Über eine abweichende Expression von 

HDAC9 im Rahmen von Tumorerkrankungen wurde berichtet und es besteht der 

Verdacht, dass HDAC 9 eine Rolle bei der Karzinogenese beim Menschen spielen könnte. 

Bei einigen Tumoren wie der lymphatischen Leukämie und dem Medulloblastom ist eine 

höhere Expression von HDAC9 mit einem schlechteren Outcome assoziiert [47], [99]. 

Huang et al. wiesen eine signifikant erhöhte Expression von HDAC9 sowohl im 

Brustkrebsgewebe als auch in den Brustkrebszellen im Vergleich zur normalen Kontrolle 

nach. Es wurde festgestellt, dass eine HDAC9-Überexpression positiv mit 

Lymphknotenmetastasen und dem TNM-Stadium korreliert. Patienten mit hoher 

HDAC9-Expression zeigten ein schlechteres Gesamtüberüberleben als Patienten mit 

niedriger HDAC9-Expression. Eine erhöhte HDAC9-Expression erwies sich als 

unabhängiger prognostischer Faktor für die Patienten. Zellexperimente haben gezeigt, 

dass durch einen HDAC9-Knockdown die Proliferation, Migration und Invasion von 

Tumorzellen unterdrückt werden kann. Die Ergebnisse von Huang et al. lassen darauf 

schließen, dass eine erhöhte HDAC9-Expression als prädiktiver Biomarker fungieren 

kann und möglicherweise an der Progression von Brustkrebs beteiligt ist [50]. Im 

Gegensatz dazu wurde kürzlich eine negative Korrelation zwischen der Expression von 

HDAC9 und dem Tumorwachstum bei Gliomen beobachtet. Darüber hinaus wurde 

gezeigt, dass eine erhöhte Expression von HDAC9 die Malignitätsaktivität von 

Glioblastom reduzierte [102]. Die negative Korrelation zwischen der Expressionsstärke 

von HDAC9 und pathologischen Faktoren wurde auch in der Studie von Okudela et al. 

gezeigt. Die Studienergebnisse zeigten eine signifikant reduzierte HDAC9-Expression in 

Lungenkarzinomen im Vergleich zu gesunden, nicht-tumorösen Epithelzellen. Innerhalb 

der histologischen Typen waren Adenokarzinome besonders betroffen. In 

Adenokarzinomen mit Lymphknotenmetastase war die Expression von HDAC9 ebenfalls 

signifikant reduziert. Die Expression von HDAC 9 führte in vitro zu einer Hemmung der 

Wachstumsaktivität von Lungenkarzinomzellen. Dies deutet darauf hin, dass HDAC9 ein 

Suppressor sein könnte und seine Herunterregulierung den Progressionsprozess bei 

Lungenadenokarzinomen fördern könnte [103]. Des Weiteren wurde in einer aktuellen 

Studie gezeigt, dass HDAC9 die transkriptionelle Aktivität des Tumorsuppressors p53 

positiv reguliert. Es wird daher vermutet, dass der Verlust von HDAC9 die 

tumorsuppressive Funktion von p53 beeinträchtigt und unter bestimmen Bedingungen die 

Tumorprogression fördert [98], [104]. Diese Diskrepanz in den Auswirkungen von 



 

 

HDAC9 auf die Karzinogenese lässt vermuten, dass HDAC9 in verschiedenen Tumoren 

eine deutlich unterschiedliche Rolle spielt [98]. 

Die zweite wichtige Beobachtung unserer Studie war das Fehlen der in früheren Studien 

beschriebenen Rangfolge der immunhistochemischen Expressionsstärke in GEP-NEN: 

das nukleäre HDAC5 war am stärksten, gefolgt von zytoplasmatischem HDAC5; 

HDAC9 war am schwächsten ausgeprägt [71]. Die Expression von HDACs in 

Lymphknoten- und Fernmetastasen wurde in unserer Studie erstmals untersucht. Der 

Vergleich der HDAC-Expression zwischen Primärtumor, Lymphknotenmetastasen und 

Fernmetastasen im Vergleich zu Normalgewebe ergab signifikante Unterschiede für fast 

alle HDAC-Varianten mit Ausnahme des nukleären HDAC5. Die nukleäre HDAC5-

Expression wies lediglich signifikante Unterschiede zwischen Primärtumor und 

Normalgewebe auf, nicht aber zwischen Lymphknotenmetastasen und Normalgewebe 

sowie Fernmetastasen und Normalgewebe. Eine positive Korrelation weder der nukleären 

noch der zytoplasmatischen HDAC5-Expression in Primärtumoren mit klinisch-

pathologischen Faktoren konnte in unserer Studie nachgewiesen werden. Auch die in 

früheren Studien beobachteten signifikanten Unterschiede in der Expression von HDAC5 

und -9 zwischen den T-Stadien, in der Expression von HDAC5 zwischen niedrigen G1/2- 

und hohen G3-Stadien sowie die Zunahme der nukleären HDAC 5-Expression von G1 zu 

G3 konnten in unserer Studie nicht bestätigt werden [71]. 

Die Diskrepanz in der Expressionsstärke von HDAC5 und -9 zwischen dieser Studie und 

früheren Studien, insbesondere der von Klieser et al., könnte möglicherweise aufgrund 

der Sensitivität der verwendeten Antikörper bedingt sein (diese Studie: abcam; Klieser et 

al.: Dako, Wien, Österreich). Außerdem kann die verwendete Konzentration der 

Antikörper bei der Färbung zu unterschiedlichen Ergebnissen führen. Darüber hinaus gibt 

es Aspekte in der Auswertung, die schwer zu objektivieren sind. So liegt z. B. die Wahl 

des Cut-off-Wertes im Ermessen des Testers. Die Definition einer starken oder schwachen 

Expression kann daher ebenfalls zu unterschiedlichen Ergebnissen führen. Die oben 

genannten Aspekte sind nur eine Auswahl möglicher Ursachen für Abweichungen, die 

sich aus der wissenschaftlichen Untersuchungsmethodik ergeben. Eine weitere Erklärung 

könnte in der untersuchten Tumorlokalisation liegen. Unsere Studie analysierte die 

Expression von HDAC5 und -9 in neuroendokrinen Tumoren des Gastrointestinaltraktes 

und des Pankreas, während sich die Studie von Klieser et al. auf neuroendokrine Tumoren 

des Pankreas beschränkte. 



 

 

Der bedeutendste Unterschied zu bisherigen Studien besteht in der signifikant erhöhten 

Expression von nukleärem HDAC9 in GEP-NEN sowie einer positiven 

Korrelationsanalyse zwischen HDAC9-Expression und klinisch-pathologischen 

Parametern. Ein weiteres wichtiges Ergebnis ergab sich aus der Korrelation zwischen der 

nukleären HDAC9-Expression und dem histologischen Grading, wobei die höchsten 

Expressionslevel in schlecht differenzierten GEP-NEN(G3) gefunden wurden. 

Umgekehrt deutet eine hohe Expression von nukleärem HDAC9 wahrscheinlich auf eine 

schlechtere Differenzierung von GEP-NEN hin, was mit einer schlechteren Prognose 

verbunden sein könnte. 

Ein Hauptziel dieser Arbeit war es, den Wert von HDAC5 und -9 als Prognosefaktor für 

das Überleben von Patienten mit GEP-NEN zu evaluieren. Bisher wird Chromogranin A 

als unspezifischer Marker im Rahmen von GEP-NEN bestimmt. Sein Einsatz ist für die 

Verlaufskontrolle und Nachsorge von histologisch gesicherten GEP-NEN etabliert [105]–

[110]. Er ist jedoch nicht geeignet, um als prognostischer Prädiktor zu fungieren. 

Hintergrund dieser Analyse ist der trotz intensiver Forschung bestehende Mangel an 

zuverlässigen prognostischen Markern, die eine abschätzende Vorhersage über das 

Überleben von Patienten mit diesen Tumoren erlauben. Zahlreiche Studien haben sich 

bisher mit der Analyse potenzieller Tumormarker befasst, insbesondere mit dem 

neuroendokrinen Neoplasmentest (NETest) [111]–[114]. Die Zuverlässigkeit solcher 

Marker ist jedoch umstritten. 

Um die prognostische Relevanz der HDAC-Varianten in unserem GEP-NEN-

Patientenkollektiv zu analysieren, führten wir eine detaillierte Überlebensanalyse durch. 

In der univariaten Analyse korrelierten eine hohe HDAC 9-Expression, ein hohes Alter, 

der Lymphknotenstatus pN+ der Patienten, das proliferationsbasierte Grading G3 sowie 

die Tumorlokalisation vor allem in Kolon und Magen negativ mit dem Gesamtüberleben.  

In der multivariaten Analyse blieb dieser Zusammenhang mit der HDAC 9-Expression, 

dem Alter und dem Lymphknotenstatus erhalten. Erstmals konnte gezeigt werden, dass 

die Expression von HDAC 9 mit einem schlechteren Gesamtüberleben korreliert. Die von 

Klieser et al. beobachtete signifikante Korrelation zwischen der Expression von HDAC5 

und dem Gesamtüberleben konnte in unserer Studie nicht nachgewiesen werden. Unsere 

Ergebnisse stehen der Beobachtung von Klieser et al. entgegen, dass eine höhere 

Expression von HDAC9 mit einem günstigeren Überleben assoziiert sei, während 

HDAC5 als stärkster Faktor das Überleben negativ beeinflusse [71]. 



 

 

Der Überlebensnachteil des höheren Alters könnte als allgemeines Gesundheitsrisiko 

interpretiert werden. Die hier beobachtete Korrelation zwischen positivem 

Lymphknotenstatus und kürzerem Gesamtüberleben könnte für eine Assoziation mit 

fortgeschrittenen Tumoren sprechen, die ohnehin mit einer schlechten Prognose assoziiert 

sind. 

Wie bereits erwähnt, wurde in mehreren Studien eine mögliche Beteiligung von HDAC9 

mit unterschiedlichen Auswirkungen auf die Karzinogenese postuliert. Die Assoziation 

einer erhöhten HDAC9-Expression mit einer verminderten Überlebensrate wurde z.B. 

beim Mammakarzinom [49]–[53], der lymphatischen Leukämie[99] und dem 

Medulloblastom [47] beobachtet, während die HDAC9-Expression beim 

Lungenkarzinom[103] als prognostisch günstiger Faktor angesehen wurde. Alle Studien 

stimmen jedoch darin überein, dass eine Anomalie mit sehr hoher oder sehr niedriger 

HDAC9-Expression die physiologische Transkriptionsregulation beeinträchtigt, was die 

Karzinogenese begünstigen kann [98], [104]. 

Die widersprüchlichen Ergebnisse, insbesondere mit Klieser et al, bei denen eine hohe 

Expression von HDAC9 in pNEN als günstiger Prognosefaktor für das Überleben 

postuliert wurde, bergen ein gewisses Konfliktpotential. Es ist darauf hinzuweisen, dass 

bis heute keine Metaanalyse vorliegt und es sich bei den bisher durchgeführten 

Einzelstudien um retrospektive Analysen einer einzelnen Institution mit einer relativ 

kleinen Patientenkohorte handelt, was als weniger aussagekräftig einzustufen ist. Die 

divergierenden Ergebnisse zeigen, dass noch viel Forschungsbedarf besteht, um das 

Potenzial von HDAC9 als prognostische und therapeutische Zielstruktur weiter zu 

erforschen, zu erweitern und entsprechend zu evaluieren. 

Unser Ergebnis kann somit als Bestätigung und weiterer Ansatzpunkt für die gezielte 

Tumortherapie gelten. Erst das erhöhte Auftreten eines charakteristischen Proteins im 

Tumorgewebe und damit dieses Proteins als Target erlaubt die gezielte Entfernung oder 

Beeinflussung. 

In den letzten Jahrzehnten wurden dank moderner molekularer Analyseverfahren 

zahlreiche tumorspezifische Zellveränderungen identifiziert, die einer gezielten 

medikamentösen Therapie zugänglich sind. Einige dieser gezielten Therapien sind bereits 

in der klinischen Anwendung etabliert und verbessern die Prognose von Tumorpatienten 



 

 

teilweise erheblich. Für die Behandlung von GEP-NEN stehen derzeit jedoch noch keine 

solchen zielgerichteten Therapiestrategien zur Verfügung. 

Der größte Teil unseres bisherigen Wissens über die Wirkung von HDACi bei GEP-NEN 

basiert auf in vitro-Daten. Derzeit fehlt die klinische Anwendung der HDACi-basierten 

Mono- und Kombinationstherapie bei GEP-NEN [115]–[118]. Auf der Grundlage von In-

vitro-Studien wurde sie als neue, wirksame und gut verträgliche Behandlungsstrategie 

diskutiert. Jin et al. führte eine Phase-II-Studie durch und untersuchten den panselektiven 

HDACi-Wirkstoff Panobinostat bei niedriggradigen neuroendokrinen Tumoren. Diese 

Phase-II-Studie ergab, dass der panselektive HDACi-Wirkstoff Panobinostat bei 

niedriggradigen GEP-NEN eine hohe Krankheitsstabilität und längere progressionsfreie 

Überlebensraten, jedoch eine niedrige Ansprechrate aufweist [119]. Baradari et al. 

untersuchten die antineoplastische Wirkung von drei weiteren HDACi: Trichostatin A 

(TSA), Natriumbutyrat (NaB) und MS-275. Es konnte gezeigt werden, dass HDACi die 

Proliferation von GEP-NEN-Zellen in vitro effektiv hemmen und dadurch sowohl 

Apoptose als auch eine Blockade des Zellzyklus in GEP-NEN induzieren [115]. Darüber 

hinaus wurde in dieser Studie von Baradari et al. eine Kombinationstherapie mit MS-275 

und Somatostatin oder dem synthetischen Somatostatin-Analogen Octreotid evaluiert. 

Eine Potenzierung der antiproliferativen Wirkung durch Kombinationstherapie von 

Somatostatin oder Octreotid mit HDACi MS-275 wurde nicht beobachtet [115], [120]. 

Die Kombination von MS-275 mit Octreotid könnte jedoch einen möglichen Ansatz zur 

Behandlung von GEP-NEN darstellen, da durch die starke antiproliferative Wirkung von 

MS-275 eine Kontrolle des Tumorwachstums erreicht werden kann, während gleichzeitig 

Hypersekretionssyndrome durch den Einsatz von Somatostatinanaloga unterdrückt 

werden [115]. Es sollte jedoch beachtet werden, dass die derzeit klinisch getesteten 

Substanzen überwiegend sogenannte Pan-HDACi sind, die im Wesentlichen alle oder 

beinahe alle HDACs hemmen [115], [116], [119], [121]. Eine unspezifische Hemmung 

mehrerer HDACs im Gegensatz zur gezielten Blockade einzelner spezifischer HDACs 

könnte zu klassenspezifischen Nebenwirkungen von Pan-HDACis führen, was die 

Notwendigkeit einer selektiven Inhibitorentwicklung unterstreicht [122]. Die Funktionen 

der einzelnen HDAC-Isoformen, insbesondere HDAC 9 bei GEP-NEN sind noch 

unzureichend erforscht. Um die bisher verfügbaren HDACi weiterzuentwickeln, werden 

zunehmend neue Substanzen untersucht, die gezielt einzelne HDAC-Enzyme hemmen. 



 

 

Der Einsatz von selektiven HDACis zur spezifischen Tumortherapie bestimmter 

Tumorentitäten, die auf die Behandlung ansprechen, könnte die Prognose der Patienten 

und die Wirksamkeit der Therapie insgesamt verbessern, indem mögliche 

Nebenwirkungen begrenzt und deutlich reduziert werden. Je nach Tumorentitäten 

unterscheiden sich die Expressionsprofile der HDACs und ihre Funktion als Onkogen. 

Dies erschwert eine allgemeine Hypothese und erfordert wahrscheinlich in jedem 

klinischen Fall eine in-situ Analyse des HDAC-Profils. Daher müssen für jede maligne 

Erkrankung spezifische HDACis auf ihre Wirksamkeit getestet werden, um ihre mögliche 

klinische Wirksamkeit abschätzen zu können [121]. Eine kürzlich publizierte 

Zusammenstellung der veröffentlichten Daten deutet darauf hin, dass HDACi  die 

Wirksamkeit von Standard-Chemotherapie in einer Kombinationsbehandlung für GEP-

NEN verbessern kann [123], [124] In einer Phase-II-Studie von Bitzer et al. konnte bei 

Patienten mit fortgeschrittenem hepatozellulärem Karzinom(HCC) gezeigt werden, dass 

eine Resistenz gegen Sorafenib durch die zusätzliche Gabe des HDACi Resminostat 

durchbrochen werden kann, d.h. eine Therapieresistenz könnte durch den Einsatz eines 

HDACi überwunden werden[125]. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Hemmung der HDAC-Expression das 

Ansprechen auf konservative Therapien wie Radio- und Chemotherapie verbessern 

könnte. Der Einsatz von HDACi als multimodale Therapie spricht für einen 

vielversprechenden Ansatz zur Verbesserung der Prognose von Patienten mit GEP-NEN. 

HDAC9 könnte ein wichtiges therapeutisches Ziel im Rahmen einer solchen Therapie 

sein. Ob ein HDAC9-Inhibitor einzeln oder als Kombinationstherapeutikum mit gängigen 

Chemotherapeutika zur Behandlung von GEP-NEN zukünftig klinische Bedeutung 

erlangt, kann bisher noch nicht abschließend beurteilt werden. Weitere Studien sind 

erforderlich um den Einfluss von HDAC9 auf die Karzinogenese auch bei GEP-NEN 

genauer zu untersuchen. Hier bieten sich vielversprechende wissenschaftliche 

Ansatzpunkte. 

 

 

 



 

 

Schlussfolgerung 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von HDAC5 und -9 in Gewebeproben 

von 78 Patienten mit GEP-NEN immunhistochemisch untersucht. Die Expression wurde 

quantitativ kategorisiert und mit klinisch-pathologischen Parametern und dem Überleben 

korreliert. 

Eine Überexpression von HDAC5 und -9 im Tumorgewebe von GEP-NEN wurde bereits 

in früheren Studien postuliert. Dabei handelte es sich jedoch überwiegend um 

Einzelpublikationen einer Institution mit relativ kleinen Patientenkohorten oder sie 

bezogen sich meist ausschließlich auf neuroendokrine Tumoren des Pankreas (pNET). 

Mit Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen konnten wir zeigen, dass in 

Gewebeproben von Patienten mit GEP-NEN vor allem das zytoplasmatische HDAC5 und 

das nukleäre HDAC9 hochreguliert sind. 

In der Analyse mit klinisch-pathologischen Parametern zeigten sich sowohl für nukleäre 

als auch zytoplasmatische HDAC9 signifikante Unterschiede zwischen G1 und G2 im 

Vergleich zu G3, wobei die höchste Expression im schlecht differenzierten GEP-NEN 

(G3) beobachtet wurde. 

Die Expression von HDAC5 und -9 in allen Gewebeproben wurde in die 

Überlebenszeitanalyse einbezogen. Die stärkste negative Korrelation ergab sich zwischen 

nukleärem HDAC9 und dem Überleben.   

Unabhängige Prognosefaktoren für das kumulative Überleben waren in der univariaten 

Analyse die Expressionsstärke von nukleärem HDAC9, das Alter der Patienten, der 

Lymphknotenstatus, das proliferationsbasierte Grading und die Lokalisation des Tumors, 

insbesondere in Kolon und Magen. In der multivariaten Analyse konnten die 

Expressionsstärke von nukleärem HDAC9, das Alter der Patienten und der 

Lymphknotenstatus als Einflussfaktoren identifiziert werden. 

Zusammenfassend zeigt unsere Studie, dass nukleäres HDAC9 in GEP-NEN im 

Vergleich zu Kontrollgewebe hochreguliert ist, am stärksten mit klinisch-pathologischen 

Parametern assoziiert ist und mit einem kürzeren Überleben einhergeht. Zum ersten Mal 

liefern wir Hinweise, dass nukleäres HDAC9 ein signifikanter Prädiktor für ein 

ungünstiges Überleben ist, was es zu einem interessanten prognostischen Faktor und Ziel 

für funktionelle und therapeutische Studien macht. Einige unserer Ergebnisse 



 

 

widersprechen früheren Beobachtungen aus anderen Studien. Die divergierenden 

Ergebnisse zeigen, dass noch viel Forschung nötig ist, um das Potenzial von HDAC9 als 

therapeutisches Ziel weiter zu erforschen. 
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