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1 Einleitung

1.1 Das kolor ektale Kar zinom: Epidemiologie und Risikofaktoren

Das kolorektale Karzinom stellt eine der haufigsten malignen Tumorerkrankungen der
westlichen Industrienationen dar (Ferlay et al., 2002). Beim ménnlichen und beim weib-
lichen Geschlecht ist es das Malignom mit der zweithéchsten Inzidenz in Deutschland
(Loss et al., 2006). Ebenso an zweiter Stelle liegt es in der Statistik malignomabhangi-
ger Mortalitét. Nach Angaben des Robert-Koch-Instituts erkrankten im Jahr 2004 ca.
73 000 Menschen am kolorektalen Karzinom. Jahrlich versterben etwa 30 000 Men-
schen an kolorektalen Malignomen. Das Lebenszeitrisiko fur das kolorektale Karzinom
betragt ca. 6 %.

Ca 90 % aller kolorektalen Karzinome entstehen sporadisch, meist Gber Adenom-
vorstufen. Eine genetische familidre Pradisposition liegt in ca. 10 % der Félle vor. Da-
bei handelt es sich u. a. um Mutationen in wichtigen Genen der Zellregulation wie z. B.
dem APC-Gen bei der Familidren Adenomatdsen Polyposis (FAP). Auch DNA-
Reparatur-Enzyme konnen betroffen sein wie beim Hereditéren Nicht-Polyptsen Ko-
lon-Karzinom (HNPCC).

Als Risikofaktoren spielen sowohl exogene als auch endogene Faktoren eine Rolle. So
nimmt das Risko zu erkranken mit dem Alter zu. Ebenso kdnnen chronisch entziindli-
che Darmerkrankungen (z. B. Colitis ulcerosa) das Risiko erh6hen. Besondere Bedeu-
tung kommt exogenen Faktoren wie fettreicher, ballaststoffarmer Erndhrung, sowie Al-
kohol- und Nikotinabusus zu (Hill et al., 2006). Alle diese Faktoren verléngern die
Transitzeit des Chymus. Es wird angenommen, dass dadurch der Kontakt potentiell kar-
zinogener Nahrungsbestandteile mit der Darmschleimhaut intensiviert wird. Die Er-
kenntnis, dass eine faserreiche Kost und sportliche Betétigung und die damit verbunde-
ne Beschleunigung der Transitzeit einen protektiven Einfluss nehmen, bestarkt diese
Vermutung (Scheppach et al., 1991).

1.2 Grundlagen der Karzinogenese und Adenom-Karzinomsequenz nach Vogel-
stein
Die gesunde Zelle der Kolonschleimhaut befindet sich unter der Kontrolle und den Ein-

fllissen vieler verschiedener Gene und Faktoren. Dabei lassen sich grundsétzlich prolife-



rationsfordernde Faktoren, die sogenannten Proto-Onkogene, und limitierende EinflUs-
se, die sogenannten Tumorsuppressorgene und Mutatorgene, unterscheiden. Diese
Genklassen werden auch als ,caretaker”- und ,, gatekeeper” -Gene bezeichnet (Kinzler et
al., 1997). Beide Systeme befinden sich in der gesunden Zelle im Gleichgewicht.
Proto-Onkogene fordern Proliferation und Wachstum in gesunden Zellen. Durch Muta-
tion veranderte Proto-Onkogene werden dann auch als Onkogene bezeichnet. Von Be-
deutung ist, dass bereits die Fehlregulation eines Allels pathol ogisches Ausmall erreicht.
Das erste Proto-Onkogen, das mit der Entstehung des kolorektalen Karzinoms in Ver-
bindung gebracht werden konnte, ist das , k-ras*-Onkogen (Vogelstein et. al., 1988). Es
gehort zur Familie der G-Proteine und ist auf Chromosom 12 lokalisiert. Mutationen
fuhren zu einem standigen Wachstumsreiz und werden sowohl in ca. 50 % der grof3en
polypbsen Adenome als auch in ca. 50 % der kolorektalen Karzinome gefunden.
Protektiven Charakter besitzen hingegen Tumorsuppressorgene, die die Integritat des
Genoms sichern. Diese physiologischen Gegenspieler der Proto-Onkogene greifen regu-
lierend in den Zellzyklus ein. So gehort u. a. die Reparatur von DNA-Schaden bzw. die
Uberfuihrung der dysregulierten Zelle in die Apoptose (programmierter Zelltod) zu den
sehr vielseitigen Aufgaben. Damit es zum Ausfall solcher Tumorsuppressorgene
kommt, bedarf es allerdings des Ausfalls beider Allele. Als ein Beispiel, das beim kolo-
rektalen Karzinom eine Rolle spielt, sei der Transkriptionsfaktor p53 genannt (Soma-
sundaram, 2000). Genauso wie das APC-Gen, welches an der Regulation der Expressi-
on anderer Gene beteiligt ist (Su et al., 1993), bildet p53 sogenannte ,, Checkpoints* im
Zellzyklus. Ein weiteres Tumorsuppressorgen ist das DCC-Gen, dessen Genprodukt ein
membranstandiges Adhasionsmolekill darstellt, das eine Rolle bei der Apoptose-
Induktion spielt (Cho und Fearon, 1995).

Zu den Tumorsuppressorgenen werden haufig auch Mutatorgene gezédhlt. Deren Aufga-
be besteht in der korrekten Vervielfdltigung der Erbinformation. Ausfélle fihren hier
zur fehlerhaften DNA-Reparatur. Dadurch resultieren erhthte Mutationsraten in Form
von z. B. Trandokationen oder Doppelstrangbrtichen, was letztlich in einer fortschrei-
tenden Entartung der Tumorzelle mindet. Beispiele sind hier die Reparaturenzyme
hMSH 2 und hMLH1. Beide spielen eine Rolle beim Hereditaren Nicht-Polypdsen Ko-
lon-Karzinom (HNPCC), wo siein 80 - 90 % der Félle ausgefallen sind.



Die Adenom-Karzinomsequenz nach Fearon und Vogelstein (1990) stellt ein geneti-
sches Mehrschrittmodell der Karzinogenese des sporadischen kolorektalen Karzinoms
dar (Abbildung 1). Dabei wird der Verlauf der malignen Transformation der gesunden
Darmschleimhaut Gber adenomatOse Vorstufen bis zum metastasierungsfahigen Karzi-
nom in Zusammenhang mit der Mutation und der daraus resultierenden Aktivitatsande-
rung von u. a. bereits oben erwadhnten Schitissel genen gesetzt. Entscheidende Bedeutung
besitzt die Akkumulation von vier bis funf genetischen Alterationen, weniger deren
chronologische Abfolge.

Zunéchst geht das normale Schleimhautepithel der Darmmukosa in ein hyperproliferati-
ves Epithel Uber. Mit dieser Wachstumsentgleisung wird der Funktionsverlust (,,10ss of
function*) des APC-Gens assoziiert.

Relativ frih kommt es auch zum Verlust von Methylgruppen und damit zur Hypo-
methylierung der DNA. Fearon postulierte 1990 eine damit verbundene Inhibition der
Chromosomenkondensation. Die daraus resultierende chromosomale Instabilitét stellt
einen pradisponierenden Faktor fur den Verlust von Tumorsuppressorgenallelen dar.
Esfolgt im weiteren Verlauf die dauerhafte Aktivierung des k-ras-Onkogens durch Mu-
tation (,,gain of function“).

Spétere Ereignisse sind der Funktionsverlust der Tumorsuppressorgene DCC (deleted in
colon cancer) sowie des p53. DCC-Mutationen resultieren in einer Schwachung des
Zellzusammenhaltes und sind in ca. 70 % der kolorektalen Karzinome vorzufinden. Der
haufigste (ca. 80 %) gefundene Ausfall ist der des p53-Genprodukts. Bedeutung erlangt
er v. a. durch die vielfdltigen Aufgaben des p53, wie z. B. Hemmung der DNA-
Replikation und des Zellzyklus oder Apoptoseinduktion bel bestimmten Stresssignalen
der Zelle. Daher wird p53 auch al's ,, Wéachter des Genoms* bezeichnet (V ousden, 2000).
Die zunehmende genetische Instabilitéat flhrt zu weiteren genetischen Veranderungen,
wie dem Verlust der Kontaktinhibition der Zellen. Mit Hilfe von Metalloproteinasen
gelingt es schliefdlich dem Tumor invasiv-destruierend zu wachsen und damit Anschluss
an das Lymph- und Blutgefal3system zu erhalten. Dadurch besitzt der Tumor das Poten-
tial Metastasen zu bilden. Dazu bedarf es aber ebenfalls noch der Fahigkeit, selbst Fak-
toren der Angioneogenese zu bilden, um eine unabhéangige Versorgung von Tumor, aber

eben auch der Metastase, zu gewéhrleisten.
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Abbildung 1. Adenom-Karzinom-Sequenz. Modifiziert nach Fearon und V ogelstein 1990.

1.3 Histondeacetylasen (HDAC) als Zielstruktur antineoplastischer Therapie

1.3.1 Histone und ihre Bedeutung fur die Genexpression

Histone sind die haufigsten mit eukaryontischer DNA assoziierten Proteine. Dabei han-
delt es sich um kleine basische Molekile mit vielen positiv geladenen Aminosauren.
Dadurch wird eine sehr gute Interaktion mit den negativ geladenen Phosphatgruppen
der DNA gewéhrleistet. Das Ziel dieser Interaktion besteht darin, die DNA in Form von
Chromatin im Zellkern zu verpacken. Chromatin ist ein makromolekularer Komplex,
der aus DNA, Histonen und Nicht-Histon-Proteinen besteht. Jedoch muss die DNA
nicht nur kondensiert im Zellkern untergebracht werden, sondern es miissen auch essen-
tielle Vorgange wie Transkription oder Replikation ablaufen konnen.

Daher kann das Chromatin in zwei unterschiedlichen Formen vorliegen. Einerseits als
eher dicht gepacktes, kondensiertes Heterochromatin, dem man allgemein eine geringe
transkriptionelle Aktivitét zuschreibt, andererseits das eher locker gepackte Euchroma-
tin mit eher hoher transkriptioneller Aktivitét (Jenuwein und Allis, 2001). Entscheiden-
der Faktor scheint dabei die sterische Anordnung des Chromatins zu sein. In der kon-
densierten Form ist der Zugang fur Initiator- und Transkriptionsfaktoren an spezifische
DNA-Sequenzen erschwert und erlaubt daher nicht die Ausfiihrung essentieller Schritte
zum Ablesen der DNA.



Es gibt funf Haupttypen von Histonen: Histon 2A (H2A), Histon 2B (H2B), Histon 3
(H3), Histon 4 (H4) und Histon 1 (H1). Im Organismus existieren sehr viele Histonvari-
anten mit spezialisierten Funktionen, wie z. B. der Detektion von DNA-Strangbriichen
oder Aktivierung/Silencing von Chromatin. H2A und H2B, sowie H3 und H4 bilden
jeweils Dimere. Vier solcher Dimere bilden ein Oktamer, um das sich dann letztlich 146
bp (Basenpaare) DNA winden. Dieses Gebilde wird als Nukleosom bezeichnet. Die
DNA zwischen diesen Nukleosomen wird linker-DNA genannt. Histone besitzen au-
Rerdem immer ein C- und N-terminales Ende, sogenannten Histon-,tails‘. Diese Tails
sowie H1 werden fir die Verpackung in die 30 nm Fber benttigt. An der weiteren Ver-
packung in Ubergeordnete Chromatinstrukturen sind noch zusétzliche Chromatin-
assoziierte Proteine betelligt, z. B. HMG-Proteine oder das HP-1 (Heterochromatin-
Protein 1). Modifikationen der Histontails erlauben es, die Struktur des Chromatins zu
reorganisieren (Abbildung 2). Damit steht der Zelle ein dynamischer Regulationspro-
zess der Transkription zur Verfigung. Diese Modifikationen entstehen posttrand ational
und umfassen Phosphorylierungs-, Methylierungs- und Acetylierungsprozesse, die als
Histon-Code bezeichnet wurden (Wu und Grunstein, 2000; Jenuwein und Allis, 2001).
I ]
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Abbildung 2: Posttranslationale Modifikation an Histonproteinen. Acetylierung (Ac), Methy-
lierung (Me) und Phosphorylierung (P) verandern die Nukleosomstruktur. |: Histondeacetylie-
rung und DNA-Methylierung sind verbunden mit transkriptioneller Repression und kompakter
Chromatinstruktur. I1: Histonacetylierung und DNA-Demethylierung sind verbunden mit tran-
skriptioneller Aktivierung und gelockerter Chromatinstruktur. HDAC (Histondeacetylase), HAT
(Histonacetyltransferase)



Mit dem Ausmal3 der Acetylierung (an Lysinen) kann die Zelle kurzfristig die Expressi-
on spezifischer Gene regulieren und damit auf Signale von bestimmten Botenstoffen
reagieren. Dabel handelt es sich um ein dynamisches Gleichgewicht aus Acetylierung
und Deacetylierung von Histonen durch zwel kompetitive Enzymfamilien: Histonace-
tyltransferasen (HATS) und Histondeacetylasen (HDACSs) (Acharyaet al., 2005). Hypo-
acetylierungen fihren zu einer starken internucleosomalen Interaktion und einer dichten
Chromatinstruktur. Hyperacetylierungen dagegen schwachen diese Bindung und ermog-
lichen damit den Zugang von Transkriptionsfaktoren durch Bildung einer aktiven, offe-
nen Chromatinstruktur.

1.3.2 Gestoérte HDAC-AKktivitat und maligne Transfor mation

Ein fehlerhaftes Acetylierungs-/Deacetylierungsmuster spielt in der malignen Trans-
formation nachweislich eine Rolle. Genmutationen, die zu einer Uberaktivierung von
HDACs, einem Funktionsverlust von HATs oder deren fehlerhaften Aktivierung an
bestimmten Zielstrukturen wie z. B. Promotoren fiihren, kénnen einen entscheidenden
Beitrag zur malignen Entartung leisten (Jacobson und Pillus, 1999; Kouzandes, 1999;
Esteller und Herman, 2002).

Bereits gut untersucht ist dieser Vorgang in der Onkogenese der akuten promyeloischen
Leukamie (APL) (Heet al., 1998; Lin et al., 1998; Grignani et al., 1998). Chromosoma-
le Trandokationen fihren zur Bildung von onkogenen Retinolsdure-Rezeptor-
Fusionsproteinen. Dadurch kommt es zur fehlerhaften Aktivierung von HDAC-
Komplexen, welche die weitere Differenzierung der myeloischen Reihe unterbinden.
Der Zusatz von HDAC-Inhibitoren hilft diese Differenzierungsblockade zu durchbre-
chen.

Dieses Modell 1&sst sich auch auf die Entstehung solider Tumore Ubertragen. Ein gestor-
tes Verhdltnis zwischen HAT- und HDAC-AKktivitét spielt dabei eine Rolle in der ma-
lignen Entartung und der Progression (Minucci und Pelicci, 2006). Beim kolorektalen
Karzinom scheint der Verlust des APC-Tumorsuppressorgens in Zusammenhang mit
einer erhohten HDAC-Aktivitét zu stehen (Zhu et al., 2004).

1.3.3 HDAC-Inhibitoren und der en antineoplastische Aktivitat



HDAC-Inhibitoren sind inzwischen ein vielversprechender Ansatz in der Therapie ma-
ligner Erkrankungen. Dabel zeigt der Zusammenhang von maligner Entartung und einer
Fehlregulation der Genexpression durch fehlerhafte HDACs neue Handlungsmadglich-
keiten und Therapieoptionen auf.

HDAC-Inhibitoren zeichnen sich dadurch aus, dass sie in der Lage sind, an HDACs zu
binden und sie damit in ihrer Aktivitdt der Histondeacetylierung zu hemmen. Dabei
handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe, die biochemisch in folgende Unter-
gruppen unterteilt werden kann: Ketone, Hydroxaminsauren, cyclische Tetrapeptide,
kurzkettige Fettsduren und synthetische Benzamide.

Die antineoplastische Aktivitét der HDAC-Inhibitoren wird auf die Fahigkeit Differen-
zierungsmechanismen in Gang zu setzen, stetige Zellproliferation zu inhibieren, sowie
die Apoptose in maligne transformierten Zellen zu induzieren, zurtickgefuhrt (Marks et
al., 2000, Johnstone, 2002; Zhou et d., 2007). Des Weiteren werden eine Hemmung der
Angiogenese (Kim et al., 2001) und die Aktivierung von Immunantworten (Maeda et
a., 2000; Magner et al., 2000; Armeanu et al., 2005) als weitere Bestandteile der Tu-
morregression durch HDAC-Inhibitoren in vivo diskutiert.

Bereits nachgewiesen ist der Effekt von HDAC-Inhibitoren in Form von Proliferations-
hemmung und Differenzierungsinduktion bei verschiedenen Leukémien und soliden
Tumoren (Marks et al., 2000; Weidle und Grossmann, 2000; Kramer et al., 2001; Marks
et al., 2001), wobel maligne transformierte Zellen viel stérker als normale Zellen auf
HDAC-Inhibitoren anzusprechen scheinen (Rosato und Grant, 2003; Insinga et al.,
2005). Nach erfolgreichen praklinischen Studien in der Behandlung von Leukdmien als
auch solider Tumoren laufen inzwischen klinische Phase-I- und -11- Studien, in denen
HDAC-Inhibitoren als Monosubstanz oder zusammen mit anderen Tumortherapeutika
getestet werden (Acharyaet al., 2005; Minucci und Pelicci, 2006; Rasheed et al., 2007).

1.3.4 HDAC-Inhibitoren in der Anti-Tumortherapie des kolor ektalen Karzinoms

Auch in der Therapie des kolorektalen Karzinoms wurden in den letzten Jahren An-
strengungen unternommen, Fortschritte mit HDAC-Inhibitoren zu erzielen. So wurde in
mehreren Studien das Expressionsprofil von HDACs in normalen Zellen des gesunden
Kolons untersucht (Wilson et al., 2006; Nakagawa et al., 2007; Ishihama et al., 2007,
Zhu et a., 2004). Das Vorkommen von HDACs uberwiegend in den Krypten steht in



Einklang mit der Rolle dieser Enzyme in der Aufrechterhaltung von Proliferation und
dem Uberleben von Zellen, sowie einer Hemmung der Differenzierung. Zusétzlich wur-
de auch das HDAC-Profil in Kolontumoren erforscht (Wilson et al., 2006; Nakagawa et
al., 2007; Ishihama et al., 2007; Zhu et al., 2004; Huang et al., 2005). Dabel wird in den
meisten Untersuchungen von einer verstarkten Expression von HDACs in Tumoren des
Kolons berichtet. Unterstiitzt wird dies u. a. durch die Entdeckung, dass z. B. die Ko-
lonkarzinomzelllinie SW480, die auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, die
HDACS3 sehr stark exprimiert (Spurling et al., 2008). Spurling et a. konnten in diesem
Kontext auch eine Wachstumshemmung der Zellen der Linie SW480 nach Inhibition
der HDAC3 nachweisen.

Schon seit Jahrzehnten als HDAC-Inhibitor bekannt ist die kurzkettige Fettsdure Buty-
rat (Riggs et a., 1977). Butyrat fuhrte dabel zu einer Hyperacetylierung von Histonen
und Nicht-Histon-Proteinen in Zellen des kolorektalen Karzinoms (Luhrs et al., 2002)
und zeigte Anti-Tumoreffekte in Form von Proliferationshemmung sowie Stimulierung
von Differenzierung und Apoptose in Zellen des kolorektalen Karzinoms (Kim et al.,
1980; Hague et al., 1993; Heerdt et al., 1994, Lihrset a., 2002). Dazu verhindert Buty-
rat die Aktivierung von NF-kB (Luhrs et al., 2002) und resultiert in einer veranderten
Genexpression (Menzel et al., 2002). Vidversprechende Ergebnisse ergaben beispiels-
weise auch die Untersuchungen mit Valproat, ebenfalls ein HDAC-Inhibitor, an Zellen
des kolorektalen Karzinoms. Valproat vermochte Kolonkarzinomzellen im Wachstum

zu hemmen und den programmierten Zelltod auszul 6sen. (Mologni et al., 2009).

1.3.5Bisheriger Stellenwert von LBH589 in der Anti-Tumor-Therapie

Der HDAC-Inhibitor LBH589, ein Hydroxaminsaurederivat, ist ein potentieller Inhibi-
tor aller HDAC-Enzyme in Tumoren und hat sein Potenzial in der Anti-Tumor-Therapie
bereits in praklinischen Modellen und in klinischen Studien gezeigt (Atadja P, 2009).
Dabei erhdht LBH589 den Acetylierungsstatus von Histon 3 (H3) und Histon 4 (H4) in
Tumorzellen (Qian et a., 2006; Yu et a., 2007).

Am weitesten fortgeschritten und am haufigsten untersucht ist der Einfluss von LBH589
auf hématologische Zelllinien. In Zellen des Multiplen Myeloms vermochte LBH589
die Apoptose zu induzieren und Einfluss auf Gber tausend Gene der Regulation von
Zellzyklus und Zelltod zu nehmen (Maiso et al., 2006). Dabel verstérkte es zusétzlich



die Wirkung von Therapeutika wie Bortezomib (Catley et al., 2006), Dexamethason
oder Melphalan und wirkt mit diesen synergetisch (Maiso et a., 2006). Im Rahmen ei-
ner Phase-I-Studie wurden bereits die Effekte von LBH589 an Patienten mit akuter my-
eloischer Leukdmie (AML), akuter lymphatischer Leukamie (ALL) und myelo-
dysplastischen Syndrom (MDS) untersucht (Giles et al., 2006).

Auch in Zellen solider Tumore, z. B. beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
(NSCLC) und beim (z. T. Cisplatin-resistenten) Ovarialkarzinom, konnte die Kombina-
tion von LBH589 mit dem multiplen Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Inhibitor AEE788 ver-
stérkt Apoptose auslésen (Yu et al., 2007). LBH589 dlein bewirkte eine Sensibilisie-
rung von NSCLC-Zellen fur die Strahlentherapie (Geng et a., 2006). LBH589 wurde
bereits auch in experimentellen Untersuchungen eingesetzt, um einen Effekt auf Tu-
morzellkulturen mit Ursprung aus dem Gastrointestinaltrakt zu erforschen. Dabel wur-
den die Effekte von LBH589 auf Zellen des Pankreaskarzinoms (Haefner et al., 2008)
und auf Zellen des bilidren Systems mit vielversprechenden Ergebnissen untersucht
(Bluethner et al., 2007).



2 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Basierend auf den in den letzten Jahren gewonnenen Erkenntnissen zum antineoplasti-
schen Potential von HDAC-Inhibitoren beim kolorektalen Karzinom, war es Ziel dieser
Arbeit, die Auswirkungen von LBH589 auf Proliferation und Differenzierung der Zel-
len aus Zellkulturlinien SW480 (kolorektales Karzinom) und SW620 (Metastase eines
kolorektalen Karzinoms) zu untersuchen. Effekte des HDAC-Inhibitors LBH589 auf
hamatol ogische und solide Tumore konnten bereits nachgewiesen werden. Nun galt es
festzustellen, ob LBH589 dhnlich wie Butyrat in der Lage ist, einen Anti-Tumor-Effekt
auf Zellen des kolorektalen Karzinoms durch die Inhibition von HDACs, in Form einer

Abnahme der Zellproliferation bzw. einer Zunahme der Zelldifferenzierung, auszuiiben.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellkulturen, Kultur medien, Ger ate, Softwar e, Chemikalien, Ver brauchsma-

terial

Zellkulturen

In den Versuchen wurden die Effekte von LBH589 auf die Zelllinien SW480 und
SW620 untersucht. Die im Gastroenterologischen Labor der Universitdt Wirzburg ver-
wendete Zelllinie SW480 stammt aus einem humanen kolorektalen Adenokarzinom
eines 50-jdhrigen Kaukasiers. Die Zelllinie SW620 wurde aus einer Metastase dieses

Priméartumorsisoliert.

Zellkultur Hersteller Her stellungsort

SW480 Deutsche Sammlung von | Braunschweig,  Deutsch-
Mikroorganismen und | land
Zellkulturen GmbH,
(#ACC313)

SW620 American Type Culture | Rockville, MD, USA
Collection (ATCO),
(#CCL-227)

Tabele 1: Verwendete Zellkulturen

Kulturmedien

Kulturmedium | Bestandteile Hersteller Her stellungsort
SW480 RPMI 1640 Life Technologies | Karlsruhe,
Penicillin-Streptomycin- Deutschland
L6sung
Foetal Bovine Serum (FBS)
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SW620

DMEM
Penicillin-Streptomycin-
Losung
Foetal Bovine Serum (FBS)

Life Technologies

Karlsruhe,

Deutschland

Tabedle 2: Verwendete Kulturmedien

Gerate
Geréat Typ Hersteller Her stellungsort
Brutschrank Heraeus-HERA - Heraeus Hanau, Deutsch-
Cell land
Wasserbad Ko6ttermann Hanigsen, Deutsch-
land
Zentrifuge Labofuge 400R Kendro Hanau, Deutsch-
land
Ultraschall Sonoplus GM70 Bandelin Berlin, Deutschland
Vortex MS1 Minishaker IKA Wilmington, NC,
USA
Z&hlkammer Neubauer Zell-
Zahlkammer
Mikroskop DM IL Leica Bensheim,
Deutschland
Gefrierschrank -20°C Liebherr Ochsenhausen,
Deutschland
Pipetten diverse Eppendorf Hamburg, Deutsch-
land
Laminar-Air-How | Gelaire BSB 4 Flow Laboratories | Mailand, Italien
Analysegerdt AP | COBAS INTEGRA | Roche Basel, Schweiz
800
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Hanau,  Deutsch-
land

Tabelle 3: Gerétebeschreibungen
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Softwar e

Software Hersteller
Microsoft Office Excel Microsoft

Tabelle 4: Benutzte Software

Chemikalien
Chemikalie Hersteller Herstellungsort
LBH589 Novartis Basel, Schweiz
DMSO (Dimethylsulfo- | Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
xid)
PBS (Phosphatgepufferte | Life Technologies Karlsruhe, Deutschland
Kochsal zI 6sung)
Trypsin-EDTA 0,5% Life Technologies Karlsruhe, Deutschland
NaCl 0,9% Merck Darmstadt, Deutschland

Fllssiger Stickstoff

Trypanblau Trypan Blue
Stain 0,4%

Life Technologies

Karlsruhe, Deutschland

Tabdleb5: Chemikalien

Verbrauchsmaterial

Material Hersteller Her stellungsort
Pipettenspitzen Eppendorf Hamburg, Deutschland
Kulturflaschen T25 Costar Cambridge, MA, USA
Kulturflaschen T75 Costar Cambridge, MA, USA
Eppendorf- Sorenson West Salt Lake City, UT,
Reaktionsgefal3 USA

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien
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3.2 Methoden

3.2.1 Untersuchung der Zellproliferation

Alle Experimente wurden unter sterilen Bedingungen in einem Laminar-Air-Flow
durchgefuihrt und alle Werte wurden durch eine Dreifachbestimmung ermittelt. Zu-
néachst wurden je 1 x 10° Zellen der Zelllinien SW480 und SW620 in 25 cm? Kulturfla-
schen ausgesdt und mit 4 ml des entsprechenden Mediums bei 37 °C und 5 % CO,-
Begasung fur 72 Stunden inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen sechs Stunden in
serumfreiem Medium kultiviert, um eine Zellwachstumssynchronisation zu erreichen.
Nach Zugabe von 10 % FBS-Medium zum serumfreien Medium wurden die Zellen wel-
tere 16 Stunden inkubiert. Als Ausgangswert fur die Interpretation des weiteren Ver-
suchs wurden hierbei zunéachst die ersten Zellen (zum Zeitpunkt O Stunden) geerntet,
um den weiteren Verlauf der Zellproliferation vergleichbar einordnen zu kénnen. Die
restlichen Zellkulturen wurden dann mit der Testsubstanz LBH589 in verschiedenen
Konzentrationen bis zu 72 Stunden kultiviert. Der Effekt von LBH589 auf die Prolifera-
tion der Zelllinien SW480 und SW620 wurde in den Konzentrationen 0,1 nM, 1 nM, 10
nM und 100 nM untersucht und nach 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden ermittelt.
Als Lésungsmittel in der Stammlosung diente fir LBH589 DM SO. Als Kontrollsub-
stanz wurde daher eine &guimolare DM SO-L6sung verwendet und deren Auswirkung
auf die Zellproliferation nach 72 Stunden registriert. Zu den Zeitpunkten O Stunden, 24
Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden wurde dann der Medienlberstand jeweils abge-
saugt. Anschlief3end wurden die Zellen mit 3 ml Dulbeccos's PBS abgesptilt und der
Uberstand abgesaugt. Nach erneutem Spiilen und Absaugen mit 2 ml Trypsin-EDTA
wurden noch einmal 1 ml Trypsin-EDTA zugegeben, da durch die Trypsinierung die
adhérent wachsenden Zellen vom Kulturflaschenboden abgel6st werden. Nun wurden
die Zellkulturen fur sieben Minuten bei 37 °C und 5 % CO,-Begasung inkubiert, danach
die Zellkulturflaschen beklopft, um die Zellen vom Flaschenboden abzulsen und die
Trypsinierungsreaktion durch die Zugabe von 4 ml des entsprechenden Mediums ge-
stoppt. Der Inhalt der Kulturflaschen wurde jetzt in ein Réhrchen Gberfihrt und 0,1 ml
der Zellsuspension zusammen mit 0,4 ml Trypanblau in ein Eppendorf-Reaktionsgefal
gegeben und mit dem Vortex durchmischt. Mit einer Eppendorf-Pipette wurde letztlich
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ein Tell der Losung in eine Neubauer-Zellzahlkammer Ubertragen und unter dem Mik-

roskop die lebenden und toten Zellen ausgezahit.

Trypanblau ist ein Vitalfarbstoff, der von toten Zellen mit nicht intakter Plasma-
membran sofort aufgenommen wird, wéahrend er die Zellmembran von lebenden Zellen
erst nach ca. 5 - 10 Minuten durchdringt. Dadurch werden lebende von toten Zellen
lichtmikroskopisch unterscheidbar. Nach folgender Formel ergab sich die Zellzahl pro
Milliliter Zellsuspension:

N x K xV = Zdlzahl/ml

N = Mittelwert der gezéhlten vitalen Zellen aus den 4 Grof3quadranten
K = Kammerfaktor 10
V = Verdinnungsfaktor 25 (zusammengesetzt aus Verdinnung 1 : 4 und dem Inhalt

einer Kulturflasche von 5 ml, entspricht 5 x 5)

3.2.2 Untersuchung der Zelldifferenzierung

Auch hier wurde ein Grof3teil der Versuche unter sterilen Bedingungen im Laminar-Air-
Flow durchgefiihrt und alle Werte in einer Dreifachbestimmung ermittelt. Je 2 x 10°
Zellen der Zelllinien SW480 und SW620 wurden in 75 cm? Kulturflaschen ausgesét und
mit 20 ml entsprechenden Mediums bei 37 °C und 5 % CO,-Begasung inkubiert. Nach
72 Stunden erfolgte die Bestimmung des 0 Stundenwertes der spezifischen Aktivitét der
Intestinalen Alkalischen Phosphatase (AP) als Ausgangswert. Die weiteren Zellkultur-
flaschen wurden mit LBH589 in den Konzentrationen 0,1 nM, 1 nM, 10 nM und 100
NM versetzt und inkubiert, um die Aktivitét nach weiteren 24 Stunden, 48 Stunden und
72 Stunden bestimmen zu kénnen. Analog zum Versuch zur Ermittlung des Einflusses
auf die Zellproliferation wurde auch hier zur Kontrolle wieder jeweils eine Kontrolll6-
sung mit dguimolaren Mengen DMSO angefertigt und nach 72 Stunden verarbeitet.
Nach 0 Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden wurde der Medientberstand
abgesaugt und verworfen und die Zellen mit 3 ml kalter PBS-L6sung gewaschen. Nach
erneutem Absaugen wurden die Zellen mit 3 ml NaCl 0,9 % behandelt und mit Hilfe
eines Zellschabers vom Faschenboden gel 6st, um die Zellsuspension in eine 15 ml Tu-
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be zu Uberfiihren. Nachdem die Suspension 10 Minuten lang bei 4 °C und 3500 rpm
zentrifugiert wurde, wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 1 ml NaCl re-
suspendiert und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt. Um die Zellkernmembran
zu lysieren, wurde die Zellsuspension in flussigen Stickstoff schockgefroren und im 37
°C warmen Wasserbad wieder aufgetaut. Dieser Vorgang des Schockgefrierens und
Auftauens wurde anschlief3end noch einmal wiederholt. Dann wurden die Proben auf
Eis gelagert und zur Proteinextraktion zweimal 20 Sekunden mit dem Ultraschallgerét
(Sonoplus Ultraschall Homogenisator; Sonotrode MS 73; Power Ms 72/D) homogeni-
siert. Jetzt wurden die Proben 10 Minuten lang bei 4 °C und 5000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand abpipettiert und in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfiinrt, sowie
abschlief3end bis zur spdteren Bestimmung der AP- und Proteinkonzentrationen bei -20

°C eingefroren.

Durch Messung der Aktivitét des Enzyms der Intestinalen Alkalischen Phosphatase
(AP) lasst sich die Zelldifferenzierung von Enterozyten quantifizieren. Nur differenzier-
te Enterozyten exprimieren die Blrstensaum-Hydrolase AP, wahrend undifferenzierte
oder andere Zelltypen diese nicht bilden. Daher ist die AP als Differenzierungsmarker
fUr Enterozyten geeignet und kann u. a. fur die Identifizierung von Regulatoren des

Zéelldifferenzierungsprogramms herangezogen werden (Hinnebusch et al., 2003).

Die Aktivitét der AP wurde mit dem Analysegerdt COBAS INTEGRA 800 (Fa. Roche)
photometrisch nach folgender Reaktion bestimmt:

p-Nitrophenylphosphat + H,O S—g;» p-Nitrophenol + Phosphat

Die Berechnung der spezifischen AP-Aktivitéat erfolgte mittels Divison der AP-

Konzentration durch die jeweilige Gesamtprotei nkonzentration.

3.2.3 Statistische Auswertung
Die gewonnenen Daten wurden mit dem Programm Microsoft Office Excel 2003 ge-
sammelt und bearbeitet. Sowohl die Aufbereitung der Daten in Diagrammen als auch

die statistische Analyse erfolgten mit diesem Programm. Zur Berechnung des Signifi-
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kanzniveaus zwischen Mess- und Kontrollwerten bzw. zwischen den einzelnen Mess-
werten wurde der Student t-Test mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 durchge-
fahrt. Als Grundlage fir die statistische Auswertung dienten die Mittelwerte und die
Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. Die dargestellten Graphen

zeigen jeweils den Mittelwert = Standardabweichung.
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4 Ergebnisse
4.1 Einflussvon LBH589 auf die Proliferation

4.1.1 Untersuchungen an der Zelllinie SW480

Nach einer Inkubation mit LBH589 von 72 Stunden konnte eine konzentrationsabhén-
gige Hemmung der Proliferation der Zellen der Zelllinie SW480 gezeigt werden. Aller-
dings zeigte die Auswertung der Kontrollldsungen mit jeweils aquimolaren Mengen
DM SO eine dhnliche oder zum Tell starkere Hemmung der Zellproliferation.

Nach 72 Stunden ergaben die Werte der Kontrolllésung bei einer Konzentration von
LBH589 von 0,1 nM eine leicht niedrigere Zellzahl, wenn auch dieser Unterschied nicht
signifikant (p = 0,68) ausfiel (Abbildung 3).

Zellzahl, SW480, LBH589 0,1 nM
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Abbildung 3: Zdlproliferation von SW480-Zellen unter 0,1 nM LBH589-Inkubation. Darge-
stellt ist der Verlauf von adhérent proliferierenden, vitalen (Trypan negativ) Zellen zu den ver-
schiedenen Zeitpunkten. Bei 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-

molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drel verschiedenen Experimenten.

Auch bel einer Konzentration von LBH589 mit 1 nM erzielte die Kontrollldsung eine
nicht signifikant stérkere Proliferationshemmung (p = 0,76) (Abbildung 4).

18



Zellzahl, SW480, LBH589 1 nM
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Abbildung 4: Zéllproliferation von SW480-Zellen unter 1 nM LBH589-Inkubation. Dargestel It
ist der Verlauf von adhérent proliferierenden, vitalen (Trypan negativ) Zellen zu den verschie-
denen Zeitpunkten. Bei 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (&guimolare

Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardabweichung
aus drei verschiedenen Experimenten.

Bel einer Konzentration von LBH589 von 10 nM wurde keine Kontrolle angefertigt.
Doch zeigte sich bei einer LBH589-K onzentration von 100 nM erneut kein signifikanter
Unterschied in der Hemmung der Proliferation von Zellen der Zelllinie SW480 gegen-
Uber der Kontrolllésung mit DM SO (p = 0,93) (Abbildung 5).

Zellzahl, SW480, LBH589 100 nM
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Abbildung 5: Zdlproliferation von SW480-Zellen unter 100 nM LBH589-Inkubation. Darge-
stellt ist der Verlauf von adhérent proliferierenden, vitalen (Trypan negativ) Zellen zu den ver-
schiedenen Zeitpunkten. Bei 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-

molare Menge DM SO) vermerkt. Die préasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drel verschiedenen Experimenten.

19



In der Zusammenschau des Verlaufs der Zellzahl der Zelllinie SW480 unter Inkubation
mit LBH589 in den Konzentrationen 0,1 nM, 1 nM, 10 nM und 100 nM zeigte sich nach
72 Stunden ein Rickgang der Zellzahl bei alen Konzentrationen mit Ausnahme von
LBH589 10 nM. Nach 24 Stunden hemmte LBH589 100 nM die Zellproliferation ge-
genlber der 10 nM (p = 0,036) und der 0,1 nM (p = 0,009) Testlésung signifikant. Nicht
signifikant war dieser Effekt nach 48 Stunden. Nach 72 Stunden inhibierte LBH589 100
nM die Proliferation signifikant stérker als LBH589 0,1 nM (p = 0,013). Nicht signifi-
kant verhielt es sich gegentiber der 10 nM (p = 0,102) und der 1 nM (p = 0,227) Testl6-
sung. Allerdings zeigte die Kontrolllésung mit aquimolaren Mengen DM SO nach 72
Stunden jewells kein signifikant anderes Ergebnis als die LBH589-Testlosung. In der
nachfolgenden Abbildung 6 ist der Effekt von LBH589 in den verschiedenen Konzent-
rationen auf die Zelllinie SW480 zusammengefasst.

Zusammenschau SW480 mit LBH589
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Abbildung 6: ZdIproliferation von SW480-Zellen unter LBH589-Inkubation in verschiedenen
Konzentrationen. Dargestellt ist der Verlauf von adhérent proliferierenden, vitalen (Trypan ne-
gativ) Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten. Die présentierten Daten zeigen den Mittelwert
+ Standardabweichung aus drei verschiedenen Experimenten.

Weder LBH589 noch die Kontrolll6sungen mit DM SO Ubten einen Effekt auf den An-
teil toter Zellen (Trypan positiv) im Verlauf der 72 Stunden aus, deren relativer Anteil

an der Gesamtzellzahl bel allen Konzentrationen konstant blieb.
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4.1.2 Unter suchungen an der Zelllinie SW620

Auch hier konnte nach einer Inkubation von 72 Stunden eine konzentrationsabhangige
Hemmung der Proliferation der Zellen der Zelllinie SW620 gezeigt werden. Jedoch
wies, nach Auswertung der Lésungen mit jeweils aguimolaren Mengen DM SO, die
Kontrolllésung dhnliche Auswirkungen auf. Nach 72 Stunden ergaben die Werte der
Kontrolll6sung, mit Ausnahme bei LBH589 100 nM, leicht niedrigere Zellzahlen, die
aber nicht signifikant ausfielen. Lediglich fir LBH589 100 nM konnte eine signifikante
Hemmung der Zellproliferation gegentber der Kontrolllésung gezeigt werden (p =
0,016) (siehe Abbildung 10).

Bei LBH589 0,1 nM zeigte die Kontrolllésung mit DM SO eine nicht signifikant stérke-
re Proliferationshemmung (p = 0,83) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Zellproliferation von SW620-Zellen unter 0,1 nM LBH589-Inkubation. Darge-
stellt ist der Verlauf von adhérent proliferierenden, vitalen (Trypan negativ) Zellen zu den ver-
schiedenen Zeitpunkten. Bel 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-
molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drel verschiedenen Experimenten.

Wenn auch nicht Signifikanz erreichend, wurde die Proliferation durch die DMSO-
Kontrolllosung bel einer Konzentration von LBH589 von 1 nM stérker gehemmt (p =

0,32) (Abbildung 8).
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Zellzahl, SW620, LBH589 1 nM
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Abbildung 8: Zdlproliferation von SW620-Zellen unter 1 nM LBH589-Inkubation. Dargestel It
ist der Verlauf von adhérent proliferierenden, vitalen (Trypan negativ) Zellen zu den verschie-
denen Zeitpunkten. Bei 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrollldsung (&quimolare

Menge DM SO) vermerkt. Die préasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardabweichung
aus drei verschiedenen Experimenten.

Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich beim Versuch mit LBH589 10 nM. Auch hier ergab
sich eine leicht starkere Proliferationshemmung durch die Kontrollldsung, die nicht sig-
nifikant ausfiel (p = 0,50) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Z€lproliferation von SW620-Zellen unter 10 nM LBH589-Inkubation. Darge-
stellt ist der Verlauf von adhérent proliferierenden, vitalen (Trypan negativ) Zellen zu den ver-
schiedenen Zeitpunkten. Bei 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-

molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drel verschiedenen Experimenten.

Wie bereits oben erwahnt, konnte lediglich beim Experiment mit LBH589 100 nM eine
signifikante Hemmung der Proliferation durch LBH589 gegeniiber der Kontrolle ge-
zeigt werden (p = 0,016) (Abbildung 10).
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Zellzahl, SW620, LBH589 100 nM
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Abbildung 10: Zdllproliferation von SW620-Zellen unter 100 nM LBH589-Inkubation. Darge-
stellt ist der Verlauf von adhérent proliferierenden, vitaen (Trypan negativ) Zellen zu den ver-
schiedenen Zeitpunkten. Bel 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolll6sung (&qui-
molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drel verschiedenen Experimenten.

In der Zusammenschau des Verlaufs der Zellzahl der Zelllinie SW620 unter Inkubation
mit LBH589 in den Konzentrationen 0,1 nM, 1 nM, 10 nM und 100 nM zeigte sich nach
72 Stunden ein Ruckgang der Zellzahl bei allen Konzentrationen mit Ausnahme von
LBH589 100 nM. Denn bereits nach 48 Stunden konnte bei LBH589 100 nM ein Riick-
gang der absoluten Zellzahl beobachtet werden. Dabei hemmte LBH589 100 nM nach
24 Stunden die Zellproliferation gegentiber der 1 nM (p = 0,037) signifikant stérker,
wohingegen dieser Effekt gegentber der 0,1 nM (p = 0,062) und der 10 nM (p = 0,19)
Testlésung nicht signifikant ausfiel. Nach 48 Stunden inhibierte LBH589 100 nM nur
im Vergleich zu LBH589 10 nM die Proliferation signifikant (p = 0,013). Nach 72
Stunden zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Proliferationshemmung.
Ahnliche Absolutwerte der Zellzahl erreichten LBH589 100 nM und LBH589 10 nM (p
= 0,32). Wéahrenddessen im Vergleich zwischen LBH589 100 nM bzw. LBH589 10 nM
zu LBH589 1 nM (p = 0,096 bzw. p = 0,097) und zu LBH589 0,1 nM (p = 0,097 bzw. p
= 0,066) die unterschiedliche Hemmung nicht signifikant ausfiel. In der nachfolgenden
Abbildung 11 ist der Effekt von LBH589 in den verschiedenen Konzentrationen auf die
Zéelllinie SW620 zusammengefasst.
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Zusammenschau SW620 mit LBH589
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Abbildung 11: Zdlproliferation von SW620-Zellen unter LBH589-Inkubation in verschiedenen
Konzentrationen. Dargestellt ist der Verlauf von adhérent proliferierenden, vitalen (Trypan ne-
gativ) Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten. Die présentierten Daten zeigen den Mittelwert
+ Standardabweichung aus drei verschiedenen Experimenten.

Weder LBH589 noch die Kontrolll6sung DM SO Ubten einen Effekt auf den Anteil toter
Zéellen (Trypan positiv) im Verlauf der 72 Stunden aus, deren relativer Anteil an der

Gesamtzellzahl bel allen Konzentrationen konstant blieb.

4.2 Einflussvon LBH589 auf die Differenzierung

4.2.1 Untersuchungen an der Zelllinie SW480

Im Verlauf des Experiments konnte wahrend den 72 Stunden ein Anstieg der Aktivitat
des Enzyms Alkalische Phosphatase (AP) nachgewiesen werden. Doch kam es zum
starksten Anstieg der AP bel LBH589 10 nM und nur zu einem geringfugigen Anstieg
mit anschlief3ender Stagnation der Expression der AP bei LBH589 100 nM. Anderer-
seits ergaben auch hier die Auswertungen der Kontrolllésung mit aquimolaren Mengen
DMSO é&hnliche Werte der AP wie bel der entsprechenden LBH589-L6sung bzw. stei-
gerte sich die AP und damit die Differenzierung im Kontrollansatz der Zelllinie SW480
starker alsin den Zellen unter LBH589-Inkubation.
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Im Verlauf der Inkubation der Zellen mit LBH589 0,1 nM stieg die AP um das 9-fache
an, ehe die AP zwischen 48 und 72 Stunden wieder leicht zurtickging. Nach 72 Stunden
zeigte sich jedoch in der DM SO-Kontrolll6sung ein nicht signifikant héherer Wert fur
die AP und damit der Differenzierung (p = 0,057) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Verlauf der AP und damit der Zelldifferenzierung von SW480-Zellen unter 0,1
nM LBH589-Inkubation. Bei 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (&qui-
molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drel verschiedenen Experimenten.

Ein dhnliches Bild ergab sich bei der Untersuchung der Zelllinie SW480 mit LBH589 1
nM. Einer kontinuierlichen Erhéhung der AP um das 8,5-fache des Ausgangswertes
Uber 72 Stunden stand ein nicht signifikant héherer Wert der AP der Zellen unter Ein-

wirkung der Kontrolllésung mit DM SO gegentiber (p = 0,094) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Verlauf der AP und damit der Zelldifferenzierung von SW480-Zellen unter 1
nM LBH589-Inkubation. Bel 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-
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molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drei verschiedenen Experimenten.

Eine lineare Steigerung der AP bis zum 4,6-fachen des 0-Stundenwertes nach 72 Stun-
den war bei Inkubation mit LBH589 10 nM zu sehen. Doch erreichte auch hier der Kon-
trollansatz mit &guimolaren Mengen DM SO einen signifikant hoheren Wert nach 72
Stunden (p = 0,038) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Verlauf der AP und damit der Zdldifferenzierung von SW480-Zellen unter 10
nM LBH589-Inkubation. Bei 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-
molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drel verschiedenen Experimenten.

Wenig ausgeprégt erschien der Anstieg der AP (1,8-fach) bei dem Experiment mit
LBH589 100 nM. Auch hier war nach 72 Stunden ein signifikant hoherer Wert der AP
und damit der Differenzierung im Ansatz mit der Kontrolll6sung mit DM SO zu ermit-

teln (p = 0,010) (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Verlauf der AP und damit der Zdldifferenzierung von SW480-Zellen unter 100
nM LBH589-Inkubation. Bel 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-
molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drei verschiedenen Experimenten.

In der Zusammenschau der Untersuchungen an der Zelllinie SW480 zur Differenzierung
der Zellen, ausgedrtickt durch die Expression der AP, zeigten sich folgende konzentrati-

onsabhangige Effekte des HDAC-Inhibitors LBH589 (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Verlauf der AP und damit der Zelldifferenzierung von SW480-Zellen unter
LBH589-Inkubation in verschiedenen Konzentrationen. Die prasentierten Daten zeigen den
Mittelwert + Standardabweichung aus drei verschiedenen Experimenten.

4.2.2 Untersuchungen an der Zelllinie SW620

Im Verlauf des Experiments konnte wahrend den 72 Stunden ein Anstieg der Aktivitat
des Enzyms Alkalische Phosphatase (AP) nachgewiesen werden. In den ersten 24 Stun-
den stieg die AP unter Einwirkung der verschiedenen Konzentrationen von LBH589
stark an. Im weiteren Verlauf veranderte sich die AP nur noch geringfligig, wobei sich
die Differenzierung unter LBH589 100 nM, aso in der héchsten Konzentration unter
den getesteten Konzentrationen, am wenigsten entwickelte. Auch hier ergaben die Aus-
wertungen der Kontrolllésung mit &guimolaren Mengen DM SO hdhere Werte der AP
alsbei der entsprechenden LBH589-L 6sung.

Unter Inkubation von Zellen der Linie SW620 mit LBH589 0,1 nM kam es zu einem
Anstieg der AP um das 2,7-fache des Ausgangswertes in den ersten 48 Stunden und
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einem folgenden Abfall bis zur 72. Stunde. Die AP unter Einfluss der Kontrolllsung
mit DM SO lag nach 72 Stunden nicht signifikant héher (p = 0,23) (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Verlauf der AP und damit der Zelldifferenzierung von SW620-Zellen unter 0,1
nM LBH589-Inkubation. Bel 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (&qui-
molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drel verschiedenen Experimenten.

Beim Experiment mit LBH589 1 nM fand sich nach 24 Stunden ein Anstieg (2,2-fach)
der AP und damit der Differenzierung. Doch lag auch hier der AP-Wert nach 72 Stun-

denim Ansatz der DM SO-Kontrolle nicht signifikant hther (p = 0,17) (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Verlauf der AP und damit der Zelldifferenzierung von SW620-Zellen unter 1
nM LBH589-Inkubation. Bel 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-
molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drei verschiedenen Experimenten.

Bel Inkubation mit LBH589 10 nM kam es ebenfalls zum gréfdten Anstieg der Differen-
zierung innerhalb der ersten 24 Stunden. Nur noch gering stieg der Grad der Differen-
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zierung im weliteren Verlauf auf letztlich das 2,6-fache des 0-Stundenwertes. Nach 72
Stunden liegt der AP-Wert der Kontrolllésung mit DMSO ebenfalls nicht signifikant
hoher (p = 0,13) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Verlauf der AP und damit der Zdlldifferenzierung von SW620-Zellen unter 10
nM LBH589-Inkubation. Bel 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-
molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drel verschiedenen Experimenten.

Der geringste Anstieg der Differenzierung und damit der Zunahme der AP (1,9-fach)
zeigte sich beim Versuch mit LBH589 100 nM. Hier lag der Kontrollwert der AP unter
Einwirkung von DM SO sogar signifikant héher as unter LBH589 100 nM (p = 0,034)

(Abbildung 20).
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Abbildung 20: Verlauf der AP und damit der Zelldifferenzierung von SW620-Zellen unter 100
nM LBH589-Inkubation. Bel 72 Stunden ist der entsprechende Wert der Kontrolllésung (aqui-
molare Menge DM SO) vermerkt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert + Standardab-
weichung aus drei verschiedenen Experimenten.
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In der Zusammenschau der Untersuchungen an der Zelllinie SW620 zur Differenzierung
und damit der Expression der AP zeigte sich folgender Effekt des HDAC-Inhibitors
LBH589 abhangig von der Konzentration (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Verlauf der AP und damit der Zelldifferenzierung von SW620-Zellen unter
LBH589-Inkubation in verschiedenen Konzentrationen. Die prasentierten Daten zeigen den
Mittelwert + Standardabweichung aus drei verschiedenen Experimenten.
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5 Diskussion

5.1 LBH589 und Zellproliferation

An beiden Zelllinien zeigte sich eine konzentrationsabhéngige Hemmung der Prolifera-
tion Uber 72 Stunden, die bel einer Konzentration von LBH589 100 nM sowohl bei der
Linie SW480, als auch bel der Linie SW620 am stérksten ausfiel. Es war jedoch nicht
maoglich diesen Effekt eindeutig auf die Wirkung des HDAC-Inhibitors LBH589 zu-
ruckzufthren. Da die Kontrolllésung mit &guimolaren Mengen DM SO nach 72 Stunden
meist keinen signifikanten Unterschied zur LBH589-LOsung aufwies, ist es vorstellbar,
dass der antiproliferative Effekt allein DM SO vermittelt war. In der vorliegenden Arbeit
zeigte sich, dass mit Ausnahme von LBH589 100 nM an der Zelllinie SW620, die
DM SO-Kontrolll6sung in den weiteren sechs Experimenten éhnliche Zellzahlen wie die
entsprechende LBH589-L6sung nach 72 Stunden erzielte. Zum Tell konnte die Kon-
trolll6sung sogar niedrigere Werte der absoluten Zellzahl vorweisen. Daher besteht die
Moglichkeit, dass LBH589 selbst keinen Effekt auf Zellen des kolorektalen Karzinoms
(SW480) und dessen Metastase (SW620) hat. Dies kann grundsétzlich nicht ausge-
schlossen werden, wenngleich auch antiproliferative Wirkungen auf leukamische Zel-

len, Lymphomzellen und Zellen solider Tumoren beschrieben wurden.

Bereits in weiteren experimentellen Untersuchungen an Tumorzellkulturen mit Ur-
sprung aus anderen Teilen des Gastrointestinaltrakts wurden die Effekte von LBH589
erforscht. Dabel ergaben die Ergebnisse einen Effekt von LBH589 auf Zellen des Pank-
reaskarzinoms, wobei die Endpunkte der Zellproliferation nach 3 und 6 Tagen bestimmt
wurden. Dieser bestand aus einer Wachstumsunterdriickung verschiedener Pankreaskar-
zinom-Zelllinien, einer erhthten Apoptoserate, Hyperacetylierung von Histon H4, einer
verstarkten Expression von p21WVAFYCIPL
Checkpoint. Ein synergetischer Effekt lie sich zudem fur LBH589 und Gemcitabine
feststellen (Haefner et al., 2008). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Bluethner et al. be-

reits 2007, as sie den Einfluss von LBH589 auf Zelllinien aus Tumoren des hilidren

sowie einem Zyklusarrest am G2/M-

Systems untersuchten. Auch hier war eine Wachstumshemmung nach 3 bzw. 6 Tagen,

WAF-1/CIP-1
1 uc

verstarkte Induktion von Apoptose, erhéhte Expression von p2 und eine As-

soziation mit Hyperacetylierung von Histon H4 sowie einem vermehrten Zellzyklus-
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stopp am G2/M-Checkpoint in den Tumorzelllinien nachzuweisen. In vivo vermochte
LBH589 nach 28 Tagen die Tumormasse beim Gallengangskarzinom um 66 %, beim
Gallenblasenkarzinom sogar um 87 % im Vergleich zum Placebo zu reduzieren. Dabei
wurde auch hier der Effekt von Gemcitabine potenziert.

Basierend u. a. auf diesen Ergebnissen galt es den Effekt des HDAC-Inhibitors LBH589
auf Zellen des kolorektalen Karzinoms zu untersuchen. Interessant wére es, den genau-
en Verlauf der Zellzahl unter Einwirkung der DM SO-Kontrolll6sung bei den oben er-
wahnten Studien zu kennen. Doch so beschrieben Bluethner et al. bei ihrer Untersu-
chung zur Wirkung von LBH589 auf Tumorzellen des bilidaren Traktes lediglich, dass
DMSO alleine keinen Einfluss auf das Zellwachstum hatte, ohne jedoch die exakten
Daten zu zeigen (Bluethner et al., 2007). Gleiches berichteten auch Haefner et a. bei
ihrem Forschungsprojekt. Auch hier ist ihrer Verdffentlichung lediglich zu entnehmen,
dass DM SO alleine keinen Einfluss auf das Zellwachstum austibte, wobel ebenfalls kei-
ne genauen Daten genannt werden (Haefner et al., 2008).

Daher ist es schwierig die Ergebnisse der Zellproliferation der vorliegenden Arbeit ein-
zuordnen, da die Hemmung der Zellproliferation nicht eindeutig der Wirkung von
LBH589 zugeordnet werden kann. Die Daten zu den DM SO-Kontrolll6sungen der oben
genannten Studien konnten die Interpretation der Ergebnisse zur Zellproliferation unter
LBH589-Einfluss erleichtern. Auch muss beachtet werden, dass die Endpunkte bei
Bluethner et al. und Haefner et al. nach 3 bzw. 6 Tagen bestimmt wurden. Im Rahmen
der Aufgabenstellung dieser Arbeit wurden die Bestimmungen nach 24 Stunden, 48
Stunden und 72 Stunden durchgefihrt.

5.2 LBH589 und Zelldifferenzierung

Bel den Untersuchungen zur Zelldifferenzierung blieb LBH589 ohne konzentrati onsab-
hangigen Einfluss auf Zellen der Linien SW480 und SW620. Nach Auswertung der
Kontrolllésung mit jeweils aquimolaren Mengen DMSO schien es sogar so, als ob
LBH589 in hoheren Konzentrationen im zeitlichen Verlauf einen leicht hemmenden
Einfluss auf die Differenzierung der Zellen nahm.

HDAC-Inhibitoren sollen in der Lage sein, Differenzierung in Tumorzellen zu induzie-
ren (Kim et al., 1980; Heerdt et a., 1994). Tumorzellen, die einen differenzierteren
Phanotyp exprimieren, verlieren zunehmend ihre Fahigkeit zu proliferieren. Anderer-
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seits fuhren Defekte in den terminalen Differenzierungswegen zu autonomer Prolifera-
tion und Inhibition der Apoptose (Schroder et al., 2002). Fortgeschrittene Differenzie-
rung erkennt man morphologisch unter anderem an einer charakteristisch gesteigerten
Wasserabsorption (Mariadason et al., 2000) und einer besseren Funktion von Tight
Junctions (Mariadason et al., 1997). Biochemisch manifestiert sich eine gesteigerte Dif-
ferenzierung vor allem in der Expression des Markers Intestinale Alkalische Phosphata-
se (AP), der eine Rolle bel der Fettaufnahme spielt (Kim et a., 1980; Heerdt et al.,
1994).

In dieser Arbeit wurde der Verlauf der AP as Marker fur Differenzierung untersucht.
Bei der Zelllinie SW480 kam es wahrend der 72 Stunden zu einem Anstieg der AP und
somit der Differenzierung, wobei jedoch der Verlauf der einzelnen Konzentrationen und
deren Zusammenschau keine eindeutigen RickschlUsse zulief3en. Auch bel der Zelllinie
SW620 zeigte sich ein dhnliches Bild. Hier kam esinnerhab der ersten 24 Stunden zum
groften Anstieg der AP und nur noch leichten Verénderungen im weiteren Verlauf.
Doch auch hier war kein eindeutiger Effekt von LBH589 auf die Konzentration der AP
und damit der Zelldifferenzierung abzuleiten. Somit ist festzuhalten, dass der HDAC-
Inhibitor LBH589 in den Untersuchungen dieser Arbeit keinen oder sogar in hoheren
Konzentrationen einen leicht inhibitorischen Einfluss auf die Differenzierung der Zellen
der Linien SW480 und SW620 hat.

Daher ware es sinnvoll in weiteren Arbeiten beispielsweise den genauen Verlauf von
anderen, z. B. molekularen Differenzierungsmarkern wie p21"A7Y“"** unter LBH589-
Einfluss zu ermitteln. Differenzierung und Zellproliferation sind direkt mit den Cyclin-
abhangigen Kinasen (CDK) verknipft, die fur den Durchlauf durch die G;-Phase und
den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus notwendig sind. In einer Kolonkrypte nimmt
der Gehalt von CDK-2 von der Kryptenbasis zur Spitze hin ab (Chandrasekaran et al.,
1996), wahrend der Differenzierungsgrad umgekehrt zunimmt. Der HDAC-Inhibitor
Butyrat ist beispielsweise in der Lage, CDK-2 in HT-29-Zellen zu hemmen, in niedri-
gen Konzentrationen indirekt tiber Aktivierung von p21VAFY<P! ynd Differenzierung
(Barnard und Warwick, 1993; Harper et a., 1995), in hohen Konzentrationen auch di-
rekt (Siavoshian et a., 1997).

Neben seiner Funktion in Zellzykluskontrolle und Apoptose hat der CDK-Inhibitor

p21WAFVCIPL gine komplexe Rolle in der Zelldifferenzierung (Dotto, 2000). In sich dif-
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ferenzierenden Zellen ist der Spiegel von p21VAFYCP L erhoht (Evers et al., 1996; Gartel
et a., 1996). Zellen des kolorektalen Karzinoms weisen hingegen eine verminderte
p21WAFYCIPL By nression auf (Polyak et al., 1996). Dabei korreliert die Suppression von
p21WAFVCEIPL mit einem niedrigen Zelldifferenzierungsgrad (Doglioni et al., 1996) und
mit Mutationen von p53 (Viale et a., 1999). Allerdings lasst sich auch in der spéten
Differenzierungsphase eine p21"/AFY“'"1.gyppression nachweisen (Sherr und Roberts,
1999). Zudem konnte gezeigt werden, dass die p21"/AFY“'"1.Expression in kolorektalen
Tumoren mit einer verlangerten Uberlebenszeit der Patienten einhergeht (Holland et al.
2001). Die Bestimmung von p21VAFY"P1 konnte z. B. dazu beitragen, besser zu ver-
stehen, welche Auswirkungen der HDAC-Inhibitor LBH589 auf die Differenzierung der
Zelllinien des kolorektalen Karzinoms besitzt. Dadurch kénnte man Einblick erhalten,
warum sich keine Steigerung der Differenzierung im Rahmen dieser Arbeit zeigte bzw.
ob es sogar Anhaltspunkte daftr gabe, dass LBH589 hemmend auf die Zelldifferenzie-
rung einwirkt. Eine weitere Aufschlisselung von molekularen Differenzierungsvorgan-
gen in den Tumorzelllinien unter LBH589-Einwirkung wére daher nétig, um die Ergeb-
nisse dieser Arbeit beztiglich der Differenzierung weiter zu sichern und besser einord-

nen zu kdnnen.

5.3 HDAC-Inhibitoren und LBH589 in der Anti-Tumortherapie und speziell in der
Behandlung des kol or ektalen Karzinoms
Histondeacetylasen sind eine der Zielstrukturen gegen die erfol gversprechende Substan-
zen in der molekularen Tumortherapie entwickelt wurden. Sie spielen eine wichtige
Rolle in der Regulation der Gentranskription durch posttrand ationale Modifikation von
Histonen. Wie sich zunehmend herauskristallisiert, verursacht die Dysregulation von
epigenetischen Prozessen eine verminderte transkriptionelle Aktivitdt von Genen, die
mit molekularer Carcinogenese in Zusammenhang stehen (Johnstone und Licht, 2003;
Lin et a., 2006). Die Verknupfung zwischen aberranten epigenetischen Veranderungen
und der Entstehung von Tumoren konnte vor allem in den letzten Jahren aufgezeigt
werden (Marks et al., 2003; Miller et al., 2003; Marks et d., 2004). Histondeacetylasen
(HDACSs) und Histonacetyltransferasen (HATS) gehdren neben anderen zu den wich-
tigsten epigenetischen Regulatoren, indem sie den Acetylierungszustand der Histone
mit ihrer enzymatischen Aktivitdt bestimmen (Acharya et al., 2005; Lin et al., 2006).



Eine Dysregulation des Zustandes aus Acetylierung und Deacetylierung spielt eine gro-
3e Ralle fur die Entstehung, aber auch fir die Suppression von Malignomen.
HDAC-Inhibitoren sind inzwischen ein vielversprechender Ansatz in der Therapie ma-
ligner Erkrankungen und zeichnen sich dadurch aus, dass sie in der Lage sind, an
HDACSs zu binden und sie in ihrer Aktivitdt der Histondeacetylierung zu hemmen und
damit die transkriptionelle Regulation von Genen zu veréndern. Dadurch kénnen Diffe-
renzierungsmechanismen in Gang gesetzt werden, stetige Zellproliferation inhibiert
werden, sowie die Apoptose in maligne transformierten Zellen induziert werden (Marks
et a., 2000, Johnstone, 2002; Zhou et al., 2007). Diskutiert werden zudem eine Hem-
mung der Angiogenese (Kim et al., 2001) und die Aktivierung von Immunantworten
(Maedaet a., 2000; Magner et a., 2000; Armeanu et al., 2005).

Eine Proliferationshemmung und Differenzierungsinduktion durch HDAC-Inhibitoren
wurde bereits bei verschiedenen Leukdmien und soliden Tumoren nachgewiesen (Marks
et al., 2000; Weidle und Grossmann, 2000; Kramer et al., 2001; Marks et al., 2001).
Auch bei Kolontumoren zeigte sich eine verstarkte HDAC-Expression, insbesondere
eine verstarkte HDAC3-Expression in der Kolonkarzinomzelllinie SW480, die im
Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde (Spurling et al., 2008). Diese Uberexpression
fahrt zu einem Fortschritt des Tumorwachstums durch einerseits epigenetische Repres-
sion von Tumorsuppressorgenen und andererseits durch Hypoacetylierung und damit
Funktionsmodulierung von Nicht-Histon-Substraten von HDACSs. Aus der Umkehr die-
ser Effekte lasst sich auch der Wirkmechanismus von HDAC-Inhibitoren ableiten. Z. B.
kann es durch HDAC-Hemmung zur Hyperacetylierung und damit einer transkriptionel -
len De-Repression von Tumorsuppressorgenen kommen. Eine durch die Hyperacetylie-
rung ausgel 6ste Aktivitétsanderung von Transkriptionsfaktoren kann die Genexpression
zu Gunsten von Wachstumsstopp und Apoptose beeinflussen. Neben Transkriptionsfak-
toren kdnnen auch Substrate im Zytoplasma hyperacetyliert werden und damit einen
potentiell hemmenden, transkriptionsunabhéngigen Einfluss auf den Tumor ausiben
(Mariadason, 2008).

Die Veroffentlichungen zum HDAC-Inhibitor Butyrat zeigten eine veranderte Ge-
nexpression (Menzel et al., 2002), eine Proliferationshemmung, Stimulierung der Diffe-
renzierung sowie Stimulierung der Apoptose durch Erhéhung des pro-apoptotischen

Faktors Bak, Erniedrigung des anti-apoptotischen Bcl-X, und fehlender Aktivierung
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von NF-xB auf (Luhrs et al., 2002). Auch der HDAC-Inhibitor Valproat vermochte
Kolonkarzinomzellen im Wachstum zu hemmen und den programmierten Zelltod aus-
zulésen. Beide Effekte korrelierten dabei mit dem Hyperacetylierungsstatus von Histo-
nen. Hinzu kommt, dass Valproat die Expression mehrerer Faktoren der Zellzykluskon-
trolle, der Apoptose sowie die Caspasenaktivierung modulieren konnte. Zudem kam es
zu einer Herunterregulierung von c-Src (einer Tyrosinkinase) durch Valproat und damit
einer verstérkten Zytotoxizitéat des c-Src-Inhibitors Bosutinib als additiven Effekt (Mo-
logni et al., 2009). Die Auswirkungen der HDAC-Inhibitoren Valproat und Butyrat ha-
ben gezeigt, welches Potentia diese Anti-Tumor-Therapeutika beim kolorektalen Kar-
zinom haben. Ahnliche Effekte auf Wachstumshemmung und Apoptoseinduzierung
beim kolorektalen Karzinom konnten fir die Hydroxaminsaure Trichostatin A (TSA),
Suberoylanilide Hydroxaminsdure (SAHA) (Bordonaro et al., 1999; Mariadason et al.,
2000) und das Benzamid MS-275 demonstriert werden (Hu et al., 2003).

Wie bereits erwahnt, ist der HDAC-Inhibitor LBH589, ein Hydroxaminsaurederivat, ein
potentieller Inhibitor aller HDAC-Enzyme in Tumoren und hat sein Potenzial in der
Anti-Tumor-Therapie bereits in préklinischen Modellen und in vielversprechenden kli-
nischen Studien gezeigt (Atadja P, 2009).

LBH589 wurde bereits in experimentellen Untersuchungen eingesetzt, um einen Effekt
auf Tumorzellkulturen mit Ursprung aus dem Gastrointestinaltrakt zu erforschen. Dabei
zeigte sich als Effekt von LBH589 auf Zellen des Pankreaskarzinoms (Haefner et al.,
2008) und auf Zellen des biliaren Systems (Bluethner et al., 2007) eine Wachstums-
1WAF-1/CIP—1

hemmung, eine erhthte Apoptoserate, eine verstarkte Expression von p2

sowie ein Zyklusarrest am G2/M-Checkpoint.

5.4 Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der HDAC-Inhibitor LBH589 in den
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit keinen eindeutig zuordenbaren Einfluss auf
die Proliferation bzw. nachweisbaren Einfluss auf die Differenzierung der Zellen der
Linien SW480 und SW620 ausiiben konnte. Damit konnten bisherige Ergebnisse, die
mit LBH589 al's auch mit anderen HDAC-Inhibitoren an Zellen des kolorektalen Karzi-
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noms und Zelllinien anderer gastrointestinaler Tumore erzielt wurden, nicht bestétigt
oder erweitert werden.

Da es aber bereits vielversprechende Ergebnisse in der Therapie des kolorektalen Kar-
zinoms mit HDAC-Inhibitoren und besonders auch mit dem HDAC-Inhibitor LBH589
bel anderen Tumoren gab, ist es schwierig, dieses Ergebnis einzuordnen. Es besteht die
Moglichkeit, dass die Hydroxaminsdure LBH589 lediglich bei diesen beiden Zelllinien
keinen eindeutig nachweisbaren Effekt auf Proliferation und Differenzierung zeigte.
Deshalb wére es interessant, Auswirkungen von LBH589 auf andere Zelllinien kolorek-
taler Tumore zu kennen. Zudem waére der Verlauf von weiteren molekularen Differen-
zierungsmarkern wichtig, um weitere Informationen Uber Differenzierungsvorgange in
diesen beiden Zelllinien unter LBH589-Einfluss zu erhalten. Ein weiterer Ansatz konnte
darin bestehen, den Einfluss anderer HDAC-Inhibitoren auf die beiden Zelllinien
SW480 und SW620 zu erforschen.

Auch Untersuchungen von LBH589 in Kombination mit etablierten Substanzen in der
Behandlung kolorektaler Tumore sind denkbar. Fazzone et al. konnten bereits eine
Wirkverstérkung von 5-FU (5-Fuorouracil) durch LBH589 nachweisen. Dies zeigt sich
durch vermehrten Zellzyklusarrest und verstarkte Wachstumsinhibition. Eine Uberex-
pression der Thymidylatsynthase (TS) spielt eine SchlUsselrolle in der Resistenzent-
wicklung kolorektaler Tumore gegentiber der auf 5-FU basierenden Chemotherapie.
LBH589 ist in der Lage die Expression der TS signifikant herunter zu regulieren (Faz-
zone et al., 2009). Ahnlich dem Acetylierungsstatus von Histonen spielt auch deren
Methylierungsstatus eine Rolle in der Transkription von Genen. In den letzten Jahren
wurden daher auch DNA-Methyltransferase-Inhibitoren (DNMT-Inhibitoren) erforscht.
Beispielsweise zeigten HDAC-Inhibitoren gemeinsam mit DNMT-Inhibitoren synerge-
tische Effekte in Untersuchungen an Kolontumoren. Durch diese Kombination kam es
zu Zellwachstumshemmung, gesteigerter Differenzierung und verstérkter Apoptosein-
duzierung (Zhu und Otterson, 2003).
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6 Zusammenfassung

Zahlreiche Studien schreiben Histondeacetylase-Inhibitoren einen Anti-Tumor-Effekt
auf verschiedene hamatologische und solide Tumoren durch Apoptoseinduktion, ver-
mehrte Zelldifferenzierung und verminderte Zellproliferation zu. Als Mechanismus
wird eine Einflussnahme auf die Genexpression durch Modulation von Histondeacetyla-
sen und deren Auswirkung auf den Acetylierungsstatus von Histonen und Nicht-Histon-
Proteinen angenommen. Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen des Histondeace-
tylase-Inhibitors LBH589 auf Proliferation und Differenzierung von Kolonkarzinomzel-
len und dessen Metastasenzellen in Zellkulturexperimenten zu untersuchen.

Die Untersuchungen wurden an Zellen der Zellkulturlinien SW480 (kolorektales Karzi-
nom) und SW620 (Metastase des kolorektalen Karzinoms) durchgefihrt. Fur die Zell-
proliferation wurden die Zellen nach entsprechender Vorbehandlung in einer Neubauer-
Zellzéhlkammer ausgezahlt. Zur Feststellung des Verlaufs der Zelldifferenzierung dien-
te die Bestimmung der Intestinalen Alkalischen Phosphatase as Marker. Unter
LBH589-Inkubation kam es zu einer Hemmung der Zellproliferation sowohl bei
SW480-Zellen a's auch bei SW620-Zellen. Allerdings ergab sich kein signifikanter Un-
terschied bel der Auswertung der Kontrollldsungen mit jeweils dguimolaren Mengen
DMSO. Daher konnte dem HDAC-Inhibitor LBH589 im Rahmen dieser Arbeit kein
sicherer Effekt auf die Inhibition der Zellproliferation zugeschrieben werden. LBH589
hatte keinen nachweisbaren relevanten Einfluss auf die Differenzierung von Zellen der
beiden Zelllinien. Allenfalls konnte ein leicht hemmender Einfluss auf die Zelldifferen-
zZierung gezeigt werden, der jedoch nicht signifikant ausfidl.

Weitere Untersuchungen sind anzustreben, um den Verlauf der Zellproliferation und
weiterer Differenzierungsmarker unter dem Einfluss von LBH589 sowie &quimolaren
Mengen DM SO detaillierter zu charakterisieren. Zukunftige Arbeiten zu Histondeacety-
lase-Inhibitoren und deren Effekt auf Zellen des kolorektalen Karzinoms, sowie Histon-
deacetylase-Inhibitoren in der Kombinationstherapie von kolorektalen Tumoren sind

sicher sinnvoll.
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