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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie der malignen Tumorerkrankungen

In den Todesursachenstatistiken industrialisierter Lénder stehen Krebserkrankungen nach den
kardiovaskuldren Erkrankungen seit Jahrzehnten an zweiter Stelle. Die Inzidenz maligner
Tumorerkrankungen wurde anhand von Daten, die bis zum Jahr 2000 durch die
bevolkerungsbezogenen Krebsregister in Deutschland erhoben wurden, auf ca. 200 000 Félle
pro Jahr fiir die ménnliche Bevolkerung und ca. 194 700 Fille pro Jahr fiir die weibliche
Bevolkerung geschitzt (1). In den USA wird von einer geschitzten Gesamtinzidenz von

1 399 790 fiir beide Geschlechter fiir das Jahr 2006 ausgegangen (2). Damit machen die
Krebserkrankungen im Jahr 2005 hier ca. 23% der Gesamttodesfille aus. Wéhrend die
Mortalitdt an kardiovaskuldren Erkrankungen in den letzten Jahrzehnten stetig abnahm, blieb
die Mortalitdt der malignen Tumorerkrankungen trotz aller Anstrengungen in Forschung und
Therapie im gleichen Zeitraum nahezu unverdndert. Dieser Trend wird verdeutlicht durch
Zahlen aus den USA, wo fiir die unter 85 jidhrigen von 1975 bis 2002 von einer Verminderung
der Todesrate an kardiovaskuldren Erkrankungen von ca. 320 Fillen auf ca. 160 Fille pro Jahr
pro 100 000 Einwohner ausgegangen wird, wihrend die Todesrate durch Krebserkrankungen
im gleichen Zeitraum mit ca. 180 Féllen pro Jahr pro 100 000 Einwohner nahezu konstant
blieb. Fiir die iiber 85 jdhrigen sank die Inzidenz der kardivaskuldren Erkrankungen im
entsprechenden Zeitraum von ca. 7500 Féllen auf ca. 6600 Félle pro Jahr pro 100 000
Einwohner. Auch in dieser Altersgruppe blieb im gleichen Zeitraum die Todesrate durch
maligne Tumorerkrankungen mit ca. 1600 Fillen pro Jahr pro 100 000 Einwohner nahezu
konstant (2).

In der Gruppe der malignen Tumorerkrankungen spielen die epithelialen Tumoren, die
Karzinome, in beiden Geschlechtern eine herausragende Rolle. Bis zum Jahr 2000 entfielen
fiir die ménnliche deutsche Bevdlkerung die Mehrzahl der todlichen Krebserkrankungen auf
Malignome der Lunge (26,8%) des Darms (12,5%), der Prostata (10,2%), des Magens (6,3%),
des Pankreas (5,2%) und der Niere (3,6%). Bei Frauen war der Hauptanteil der
Krebstodesfille auf Tumorerkrankungen der Brustdriise (17,8%) des Darms (15,3%), der
Lunge (9,8%), des Pankreas (6,3%), des Magens (6,2%) und der Ovarien (6,1%)
zuriickzufiihren (1). Eine zumindest dhnliche Verteilung der hdufigsten zum Tode fiihrenden
Tumoren wird auch aus den USA berichtet (2), wiahrend sich in einigen industrialisierten
asiatischen Landern zum Teil deutliche Unterschiede in Inzidenz und Mortalitdt in

Abhéngigkeit von der Tumorlokalisation finden. So spielen in Japan beispielsweise nach wie
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vor maligne Tumorerkrankungen des Magens mit einem geschitzten Anteil von 20,7% an der
Gesamtinzidenz maligner Tumorerkrankungen fiir das Jahr 1997 eine deutlich groere Rolle

als in westlichen industrialisierten Landern (3).

1.2. Klassische Behandlungsstrategien maligner Tumoren

Wihrend, wie bereits eingangs erwihnt, alle Forschungs- und Behandlungserfolge der letzten
Jahrzehnte nicht zu einem Riickgang der Gesamtmortalitit von malignen Tumorerkrankungen
gefiihrt haben, so sind doch fiir einige selektierte Tumorentititen erhebliche Fortschritte
erzielt worden.

Prinzipiell fult die Behandlung maligner Tumoren nach wie vor auf drei Sdulen, der
chirurgischen Behandlung, der Strahlentherapie sowie der adjuvanten/neoadjuvanten oder
alleinigen Chemotherapie. Grundsitzlich gilt jedoch das Diktum, dass abgesehen von sehr
wenigen Ausnahmen eine vollstindige Heilung lediglich unter Einbeziehung radikaler
chirurgischer MaBinahmen erreicht werden kann. Dies gilt fiir alle hier im Einzelnen
genannten Krebserkrankungen.

Die in den vorliegenden Studien untersuchten Entititen wurden vornehmlich unter dem
Kriterium der Haufigkeit des Auftretens beziehungsweise der klinischen Relevanz
ausgewdhlt.

Im Folgenden wird der Status quo der Tumorbehandlung der Karzinome, mit denen sich die
vorliegende Arbeit schwerpunktmiBig beschéftigt, kurz vorgestellt.

Das Mammakarzinom gehort zu den Tumorerkrankungen, fiir die gro3e Fortschritte vor allem
in der Fritherkennung, aber auch in der adjuvanten/neoadjuvanten und palliativen
Chemotherapie gemacht wurden, dennoch erbrachte der medizinische Fortschritt auch fiir
diese Entitét lediglich einen moderaten Abfall der Mortalitit in den letzten 10 Jahren. Dariiber
hinaus stellt die Erkrankung an einem Mammakarzinom selbst fiir solche Patientinnen mit
lediglich moderatem Risiko eines Fortschreitens der Erkrankung und mit guter Prognose eine
erhebliche psychische Belastung dar. Chirurgische Therapie, Bestrahlung, hormonelle
Therapie und Chemotherapie bilden die Eckpfeiler der Behandlung dieser Tumorentitét (4),
wobei neben der herausragenden Bedeutung adédquater chirurgischer Maflnahmen vor allem
der neuartigen, so genannten gezielten Chemotherapie (,,targeted therapy*‘) im Sinne einer
Blockade der Tyrosinrezeptorkinase erbB2/Her2- durch Antikorper, eine immer grof3ere
Bedeutung in kurativer Therapie und Palliation zufillt. Eine ndhere Erorterung dieses

Themenkomplexes folgt spéter in dieser Einleitung.
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Anders stellt sich die aktuelle Situation fiir das Ovarialkarzinom dar. Da dieser Tumor in der
Regel erst in fortgeschrittenen, nicht mehr organbegrenzten Tumorstadien erkannt wird, ist
zumeist eine kurative Behandlung nicht mehr méglich (5). Verschiedene, meist zunichst
Platin-basierte Chemotherapieregime in Kombination mit wiederholter tumorreduktiver
Chirurgie fiihren dennoch héufig zu einer deutlichen Lebensverldngerung der jedoch oftmals
leider noch relativ jungen Patientinnen.

Fiir das Prostratakarzinom gilt, dass Strahlentherapie und/oder chirurgische Therapie im
Sinne einer radikalen Prostatovesikuloektomie mit pelviner Lymphadenektomie, teilweise in
Kombination mit hormoneller Therapie bei organbegrenzten Tumoren, zu einer Heilung oder
zumindest zu einer deutlichen Lebensverldngerung bei dem grofBten Teil der zumeist alten
Patienten fiihren (6). Dies gilt nicht fiir solche Patienten mit weit fortgeschrittenem lokalen
Tumorwachstum und/oder Fernmetastasen, fiir die ein kurativer Therapieansatz nicht mehr
moglich ist. Diese Patienten erhalten unterschiedliche Kombinationen aus Bestrahlung
und/oder hormoneller Therapie sowie Chemotherapie zur Einddmmung unkontrollierten,
destruierenden Tumorwachstums vor allem im Bereich von Wirbelkdrpermetastasen.

Fiir die Karzinome des Kolons besteht mittels radikaler Chirurgie in Friihstadien hdufig noch
Aussicht auf eine kurative Behandlung. Die chirurgische Therapie wird in einigen Féllen
begleitet von einer Kombination aus lokaler Bestrahlung (vor allem Rektum) und
adjuvanter/neoadjuvanter Chemotherapie in der Regel mittels 5-Fluorouracil und Levamisol
(7). Auch fiir diese Tumorentitdt gibt es neue Behandlungsansitze aus dem Feld der gezielten
Chemotherapie, gerichtet gegen den EGF-Rezeptor (8). Jedoch gilt auch fiir diese
Tumorentitit, dass Patienten mit fortgeschrittenem lokalen Befund und/oder Fernmetastasen,
trotz aller Erfolge im Bereich der Metastasenchirurgie, nur zu einem sehr kleinen Teil kurativ
behandelt werden kdnnen.

Das Magenkarzinom ist im Frithstadium durch Gastrektomie mit begleitender adjuvanter
Chemotherapie heilbar. Fiir Patienten jedoch, die fortgeschrittene Tumorstadien aufweisen,
erscheinen die zurzeit existierenden Therapieoptionen nur sehr eingeschrénkt erfolgreich, was
auf die relative Ineffektivitdt von Radio-/und Chemotherapie in dieser Tumorentitét
zuriickzufiihren ist, diese Patienten versterben in den allermeisten Féllen innerhalb eines
Jahres (9).

Das Pankreaskarzinom ist in der Gruppe der hier vorgestellten Tumoren das Malignom mit
der schlechtesten Gesamtprognose. Fiir diese Tumorentitit entspricht die Inzidenz anndhernd
der Mortalitét. Alle bis dato bekannten Radio-/Chemotherapieansitze fithren lediglich zu

einer geringen bis moderaten Lebensverlangerung der Patienten (10). Auch radikale



chirurgische Verfahren bei lokal begrenzten Tumorstadien fithren in den wenigsten Féllen zu
einer Heilung. Das Gros der Patienten verstirbt innerhalb des ersten Jahres nach

Diagnosestellung.

1.3. Neue Ansatze im Bereich der Chemotherapie

Durch die sich rasch entwickelnden Methodiken im Bereich der molekularen Tumorforschung
war es in den letzten Jahren moglich, einen tieferen Einblick in die Mechanismen zu
gewinnen, die zu einer malignen Entartung der Zelle und damit zur Tumorentstehung fiihren.
Dartiber hinaus wurden die molekularen Charakteristika einer Krebszelle ndher definiert und
in Gruppen zusammengefasst. Hannahan und Weinberg (11) beschreiben diese molekularen
Tumorzellalterationen in ihrer richtungweisenden Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2000 als:
Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, fehlende Sensitivitit fiir wachstumshemmende
Signale, Vermeidung von Apoptose, Kontrolle der Angiogenese, unendliches replikatives
Potential und Fahigkeit zur Invasion und Metastasenbildung. Zusammengenommen bewirken
diese veridnderten Zelleigenschaften haufig eine ausgeprigte, fiir Tumoren charakteristische
Deregulation der mitotischischen Aktivitét.

Die zunehmend prézise, inhaltlich-funktionelle Definition dieser verdnderten
Zelleigenschaften fiihrte in den letzten Jahren dazu, dass verstirkte Anstrengungen
unternommen wurden, den rein ,,empirischen* Ansatz der Chemotherapieentwicklung zu
verlassen und sich gezielt auf die Hemmung solcher Proteine und Proteingruppen zu
konzentrieren, die in der Signaltransduktion der genannten alterierten Zelleigenschaften eine
herausragende Rolle spielen. Dieser neue Ansatz der Chemotherapie wurde unter dem Namen
»targeted therapy* oder ,,zielgerichtete Chemotherapie* bekannt. Die Hemmung von
speziellen Proteinen und Proteingruppen kann dabei beispielsweise durch kleine chemische
Molekiile (so genannte ,,small molecules*) oder durch Antikorper erfolgen, auch einige RNA-
inhibierende Methodiken befinden sich in Erprobung.

In den letzten Jahren feierte dieser neue Zweig der Chemotherapieforschung bereits
tiberzeugende Erfolge. So ist eine gezielte Hemmung der Rezeptortyrosinkinase erbB2/Her2
mittels Antikorpern (Trastuzumab) aus der Behandlung des Mammakarzinoms nicht mehr
wegzudenken (12), auch die Hemmung der Rezeptortyrosinkinase Kit mittels eines kleinen
chemischen Molekiils (Imatinib) eréffnete in der Behandlung von Leukidmien (13) und
gastrointestinalen Stromatumoren (14) neue Perspektiven. Schlieflich sind Antikdrper

(Cetuximab) und kleine chemische Molekiile (Gefitinib) zur Hemmung des EGF-Rezeptors
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seit kurzem zur Kombinationsbehandlung des fortgeschrittenen Kolonkarzinoms (8) und des
fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (15) zugelassen. Das Beispiel der
EGF-Rezeptorhemmer verdeutlicht jedoch auch, dass eine eingehende Analyse der zu
behandelnden Tumoren im Hinblick auf Expression, Mutationsstatus und biologische
Bedeutung des auszuschaltenden Zielproteins vor der klinischen Erprobung neuer
Medikamente dringend notwendig ist (16), um die Kosten der Entwicklung in vertretbarem
Rahmen zu halten und nicht mogliche Behandlungseffekte aufgrund falscher
Patientenauswahl zu {ibersehen und schlieBlich um eine zusétzliche Schadigung der Patienten

durch unnétige und unwirksame Behandlung zu vermeiden.

1.4. Die Familie der Polokinasen

Die ersten Vertreter dieser Familie von Serin/Threoninkinasen wurden in Drosophila
melanogaster (Polo) (17,18) und Saccharomyces cerevisiae (cdc5) (19) Mutanten
beschrieben, die nicht in der Lage waren, eine geordnete mitotische Zellteilung
durchzufiihren. In den Folgejahren schloss sich die Entdeckung einer variablen Anzahl von
Polo-Homologa in unterschiedlichsten Organismen wie Bakterien, Hefen, Méausen und
Menschen an (20,21). Bei den Polokinasen handelt es sich um in Eukaryonten
hochkonservierte Proteine.

Die Familie der humanen Polokinasen besteht zurzeit aus drei klassischen Vertretern, die
zunichst mit den Namen PLK (Polo-like kinase), SNK (serum-inducible kinase) und FNK
(fibroblast-growth-factor-inducible kinase) benannt wurden, jedoch in der aktuellen Literatur
unter den Namen PLK1, PLK2 und PLK3 firmieren (22-28). Die Isoenzyme dieser
Proteinfamilie teilen eine verwandte katalytische Domédne am aminoterminalen Ende der
Proteine sowie charakteristische, repetitive Sequenzmotive, die so genannten Poloboxen, nahe
des carboxyterminalen Endes der Proteine. Die Funktion der Polobox beinhaltet vor allem die
Sicherstellung der subzelluldren Lokalisation der Proteine im Bereich mitotisch relevanter
Strukturen der Zelle (29). Ein vierter Vertreter der Familie der Polokinasen wurde vor einiger
Zeit beschrieben (30,31) und als SAK (Snk actin kinase) bzw. PLK4 benannt (32). Dieses

Protein weist im Gegensatz zu den genannten Isoformen lediglich eine Polobox auf.



1.5. Funktion der Polokinasen

Da sich die funktionelle molekulare ,,Polo “~-Forschung der letzten Jahre vornehmlich auf die
PLK1 konzentrierte, ist deren Funktion gut charakterisiert, wéahrend nur sparliche und
teilweise widerspriichlich Daten zu weiteren PLK-Isoformen vorliegen.

Man weil} heute, dass PLK1 die Rolle eines zentralen essentiellen Zellzyklusregulators
sowohl nicht transformierter als auch maligne transformierter Zellen innehat (33,34,35). Die
Expression von PLK1 in der Zellkultur steigt in der S-Phase an und erreicht ihren Gipfel zur
G2/M Phase. In G2/M erreicht auch die Kinaseaktivitit des Proteins ein Maximum. PLK1
greift mittels seiner Funktion als Kinase regulierend in alle Phasen der Mitose ein (Abbildung
1). So phosphoryliert PLK1 c¢dc25C (36,37,38,39) und cyclinB1 (40), was in Konsequenz zu
einer Translokation des cdc2/cyclinB1-Komplexes in den Nukleus fiihrt, ein Vorgang, der fiir
den Eintritt einer Zelle in die Prophase der Zellteilung zwingend notwendig ist. Weiterhin
spielt PLK1 bei der Reifung von Zentrosomen (41,42,43), der bipolaren Spindelausbildung
(44) und der Zerstorung der so genannten Kohesine (,,cohesins®) eine zentrale Rolle (45).
Spater in der Mitose reguliert PLK1 die Aktivierung von Komponenten des so genannten
Anaphase-induzierenden Komplexes (APC) (46,47) und greift schlielich regulierend in die
Zytokinese der Zelle ein (48,49,50). Weiterhin spielt PLK1 in der Interaktion von DNA-
Schidigung und Mitoseregulation eine wichtige Rolle (51,52).

Daten zur Funktion der PLK3 sind spérlich und teilweise widerspriichlich. Einige Autoren
postulieren analog zur PLK1 eine Akkumulation von Protein und einen Aktivititsgipfel in der
spaten S-Phase und in G2/M (53,54), wéhrend in anderen Arbeiten keine Verdnderung der
Proteinexpression und des Phosphorylierungsstatus im Verlauf des Zellzyklus beobachtet

werden konnte (55).

In Saccharomyces cerevisiae lie3 sich sowohl mittels PLK3 als auch mittels PLK1 eine Cdc5
(das Polo-Homolog dieser Spezies) temperatursensitive Mutation funktionell antagonisieren,
was auf eine Uberlappung der Funktion beider Isoformen hindeutet (53).

Weiterhin zeigt PLK3 dhnlich wie PLK1 eine Assoziation mit dem Spindelapparat (56,57,58).
PLK3 phosphoryliert analog zu PLK1 ebenfalls cdc25C, jedoch scheint die Phosphorylierung
in unterschiedlichen Zellsystemen und moglicherweise abhédngig von der subzelluldren
Lokalisation entweder aktivierende (59) oder inaktivierende (60) Wirkung auf das Protein zu

haben. Die funktionellen Implikationen der weiteren PLK-Isoformen werden hier nicht im



Detail erwéhnt, da die nachfolgende Arbeit sich lediglich mit den Isoformen PLK1 und PLK3

beschéftigt.
bei HFV-Infektion
DNA-Schaden Apoptcn_s e-
Checkpoints regulation
Cytokinese
Inferphase

Telophase

Prophase

Mitose-
regulation

Prometaphase Metaphase Ancaphase

Abbildung 1: Darstellung einiger Funktionen der am besten untersuchten Polokinase-Isoform PLK1 (angelehnt
an 33). Eine detaillierte Beschreibung der dargestellten Funktionen findet sich im Text.

1.6. Polokinasen und Oncogenese

Nachdem die herausragende Rolle der Proteine dieser Familie in der Zellzyklusregulation
erkannt war, fokussierte sich das Forschungsinteresse zunehmend auf die Rolle dieser
Proteine in der Krebsentstehung und Krebsentwicklung (61,62).

In Hefen (44) und Drosophila (63) konnte sowohl durch Ausschaltung als auch durch
Uberexpression der Polo-Homologa der entsprechenden Spezies gezeigt werden, dass die
intakte Ausbildung einer bipolaren, mitotischen Spindel zwingend die Anwesenheit einer
physiologischen Menge an funktionsfahiger Polokinase erfordert. Die entsprechend

behandelten Zellen entwickelten mono- und multipolare, abnorme Mitosespindeln und in
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einigen Zellen kam es zu einem Zellzyklusarrest in einem metaphasenahen Stadium der
Zellteilung. Ahnliche Ergebnisse konnten auch in HeLa-Zellen mittels Injektion von
Antikorpern, gerichtet gegen PLK1, erzielt werden (41). Weiterhin ist bekannt, dass der
intakte zentrosomale Teilungszyklus einer Zelle ebenfalls auf einer intakten Funktion von
PLK1 und wohl auch PLK3 fuf}t (41,58). Diese PLK-Funktionen sind insofern fiir die
Krebsentstehung von Interesse, als bekannt ist, dass eine zentrosomale Dysregulation ebenso
wie Storungen im Bereich der Mitosespindel zu Aneuploidie und genetischer Instabilitét
filhren kdnnen, beides typische Eigenschaften einer Krebszelle.

Dariiber hinaus bewirkt eine ektope Expression von aktiver PLK1 in U20S Osteosarkom-
Zellen eine Authebung des G2-Blocks, der nach DNA-Schiadigung eintritt (51).

Smith und Coautoren konnten in einem wichtigen Experiment zeigen, dass eine
Uberexpression muriner PLK1 in NIH3T3-Zellen zu einem transformierten Phénotyp dieser
Zelllinie fiihrt, dadurch verdeutlicht, dass die behandelten Zellen sowohl in der Lage waren
Kolonien in Soft-Agar als auch Tumoren in Nacktmausen zu bilden (64). Passend zu diesen
Ergebnissen konnten van Vugt und Kollegen anhand von U20S-Zellen nachweisen, dass eine
Depletion der PLK1 in dieser Zelllinie zu einem Verlust der Fahigkeit dieser Zellen fiihrt,
Kolonien auszubilden (65).

Ein weiteres interessantes Funktionsfeld der PLK1 ist die Interaktion der Kinase mit p53.
PLK1 phosphoryliert p53 in vitro (66) und bindet physikalisch im Bereich der DNA-
Bindungsregion des Proteins. Expression von PLK1 und p53 in der p53 defizienten
Lungenkarzinomzelllinie H1299 fiihrt zu einem Verlust der p53 vermittelten Expression von
p2lwaf1, mdm?2 und Bax, wihrend eine Kinase-defiziente Mutante von PLK1 diesen Effekt
nicht vermittelt. Die Autoren schlossen, dass PLK1 die proapoptotische Funktion von p53
inhibieren kann (67). Passend zu diesen Ergebnissen konnten Liu und Erikson zeigen, dass
eine Depletion der PLK1 zu einer Erhdhung der Stabilitét der p53-Aktivitét fiihrt (68). Fiir
PLK3 hingegen wurde eine durch Phosphorylierung vermittelte Erthohung der Stabilitdt von
p53 postuliert (66).

Eine weitere Implikation der PLK1 in der Oncogenese ergab sich aus Studien von Pratel und
Coautoren sowie Incassati und Coautoren, die zeigen konnten, dass die Uberexpression der
E6/E7-Genprodukte des humanen Papillomavirus 16 in humanen Keratinozyten in der Lage
ist einen durch Nocodazol oder Adrianamycin hervorgerufenen Zellzyklusarrest zu umgehen
und dass dieser Effekt einhergeht mit p53-Funktionsverlust, der Ausbildung einer
Tetraploidie und mit einer aberranten Uberexpression von PLK 1. Weiterhin konnten die

Autoren belegen dass die Uberexpression von PLK1 in Konsequenz des p53-Verlustes
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zustande kommt und in der Folge zur Ausbildung der keratinozytdren Tetraploidie fiihrt
(69,70).

Ein weiteres Feld der Interaktion von Polokinasen und Oncogenese betrifft die
Wechselwirkungen von Proteinen dieser Familie mit Tumorsupressorproteinen, die in die
Zykluskontrolle von Tumorzellen nach DNA-Schéddigung involviert sind.

So ergaben Studien, dass PLK1 BRCA2 (71,72) und Chk2 (73) phosphoryliert. Die
Phosphorylierung von BRCA2 fiihrt zur Dissoziation eines Multiproteinkomplexes, der den
verfrithten Eintritt in die Mitose beispielsweise nach DNA-Schadigung verhindert (71), der
Effekt der Chk2-Phosphorylierung durch PLK1 ist noch nicht ausreichend untersucht. Auch
PLK3 ist in der Lage, Chk2 zu phosporylieren, die Phosphorylierung soll einen
stabilisierenden Effekt auf die Aktivitit der Kinase in Folge eines DNA-Schadens haben (55).
Fiir PLK1 konnte des Weiteren gezeigt werden, dass im Rahmen einer DNA-Schédigung eine
Inhibition von PLK1 durch die Aktivitit der Tumorsupressoren ATM/ATR vermittelt wird
(74), wihrend andere Autoren auch von einer PLK 1-Aktivitdtsinhibition als Folge eines
DNA-Schadens berichten, die unabhéngig von ATM/ATR verlaufen soll (75). Gegensitzliche
Ergebnisse erbrachte eine Studie fiir PLK3, nach der PLK3 von ATM phosphoryliert und
aktiviert wird (66). AbschlieBend sei fiir PLK 1 noch eine Studie von Gunawardena und
Coautoren erwahnt, in der die Autoren berichten, dass die PLK 1-Promotoraktivitét {iber den
Retinoblastoma-Signaltransduktionsweg inhibiert werden kann (76).

Eine weitere interessante, hypothetische Rolle der PLK3-Isoform im Rahmen der Oncogenese
ergab sich aus einer Studie von Holtrich und Coautoren, in der nachgewiesen wurde, dass
PLK3 in adhidrenten, versus nicht-adhdrenten Makrophagen iiberexprimiert wird (27), was auf
eine mogliche Rolle des Proteins bei der Zelladhésion, ebenfalls ein zentrales Feld der

zelluldren oncogenen Transformation, hindeuten konnte.

1.7. Polokinasen und Chemotherapie

Aus den hier vorgestellten funktionellen Ergebnissen der PLK-Forschung wird deutlich, dass
eine Hemmung der PLK-Expression in humanen Tumoren moglicherweise therapeutisch
sinnvoll sein konnte. Diesbeziiglich liegen einige weitere Hinweise vor. So konnte, wie
bereits weiter oben erwéhnt, gezeigt werden, dass eine Hemmung der PLK1 in der
Osteosarkomzelllinie U20S deren Féhigkeit, Kolonien zu bilden, zerstort (65). In der
gleichen Zelllinie konnte unter Verwendung von dominant-negativer (dn)-PLK1 gezeigt

werden, dass eine Ausschaltung der Proteinfunktion zu einem Zellzyklusarrest und zur
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Apoptoseinduktion fiihrt (77). Das Interesse an PLK1 als chemotherapeutisches Target wurde
weiterhin durch Arbeiten mehrerer Arbeitsgruppen geschiirt, die zeigten, dass eine
Ausschaltung von PLK 1-Message mittels kurzer interferierender (si)-RNA sowie mittels
Antisense zu einem Zellzyklusarrest und zur Apoptoseinduktion in einer Reihe von
Tumorzelllinien fiihrt (68, 78,79).

Kiirzlich konnte, iiber diese Ergebnisse hinausgehend, von Guan und Coautoren gezeigt
werden, dass PLK1-siRNA Behandlung der Fibrosarkomzelllinie HT 1080 nicht nur die
Féhigkeit der Zellen vermindert, Kolonien in Softagar zu bilden sondern auch das Wachstum
von Xenografttumoren in immundefizienten Méusen hemmt (80). Die gleichen Autoren
beobachteten interessanterweise in einer Reihe nicht-transformierter, kultivierter Zellen
keinen Zellzyklusarrest als Folge einer PLK1-Ausschaltung.

SchlieBlich konnten Nogawa und Kollegen zeigen, dass eine intravesikale Administration von
PLK1-siRNA in einem orthotopen Maustumormodell nach Implantation von Tumorzellen in
die Harnblasenwand zu einer Verhinderung des Wachstums von Harnblasenkarzinomen
fiihren kann (81).

Kiirzlich wurden die ersten Studienergebnisse zu einem chemischen Inhibitor, ON01910,
welcher die Substratbindungsstelle von PLK 1 besetzen und PLK1 effektiv inhibieren soll,
vorgestellt (82). Bei vertretbarer Toxizitdt wies der Inhibitor zusitzlich zu einer breiten in
vitro Aktivitit gegen zahlreiche Tumorzelllinien eine gute Wirksamkeit in
Xenograftmausmodellen fiir die Zelllinien Bel-7402, MCF-7, MIA und PaCa auf. Allerdings
lassen uns eigene, unverdffentliche Ergebnisse an der PLK1-Spezifitéit des vorgestellten
Molekiils zweifeln. Mehrere Pharmafirmen arbeiten jedoch zurzeit mit Hochdruck an der

Entwicklung neuer spezifischer PLK-Inhibitoren.
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2. Zielstellung

Die Zielstellung der hier vorgestellten Arbeiten bestand darin, verschiedene PLK-Isoformen

in humanen epithelialen Tumoren zu untersuchen. Hierzu sollte

e die Expression der PLK-Isoformen 1 und 3 in Tumorgewebe haufiger
Karzinomentititen (Colon, Magen, Pankreas, Prostata, Brust, Ovar) im Vergleich
zur Expression in korrespondierendem Normalgewebe an Gewebsschnitten mittels

Immunhistologie untersucht werden,

e die Expression einzelner PLK-Isoformen in homogenisierten Gewebsproben von
Tumor- und korrespondierendem Normalgewebe mittels Western Blot untersucht

werden,

e die Expression einzelner PLK-Isoformen in humanen Tumorzelllinien mittels

Immunfluoreszenz/Immunhistochemie, Western Blot und PCR untersucht werden,

e cine Korrelation der immunhistologisch bestimmten PLK-Isoform-Expression mit

Markern proliferativer Aktivitit durchgefiihrt werden,

e cine Korrelation der immunhistologisch bestimmten PLK-Isoform-Expression mit

klinisch-pathologischen Daten durchgefiihrt werden,

e die PLK-Isoform-Expression in Tumorkollektiven hinsichtlich ihrer

prognostischen Relevanz iiberpriift werden,

um, in Zusammenschau mit Daten zur Funktion der PLK-Isoformen, eine Aussage beziiglich
der Eignung dieser Proteine als Zielstrukturen fiir eine gerichtete Chemotherapie in den

untersuchten Tumorentititen zu erlangen.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Uberexpression von PLK-Isoformen in Ovarialkarzinomen hat
prognostische Bedeutung

Literatur: Weichert W, Denkert C, Schmidt M, Gekeler V, Wolf G, Koébel M, Dietel M,
Hauptmann S. Polo like kinase isoform expression is a prognostic factor in ovarian

carcinoma. Br J Cancer. 2004;90:815-21.

3.1.1. Studienkollektiv

Die Gewebsproben dieser Studie stammen von 116 Patientinnen (Alter 28-85 Jahre, medianes
Alter 59,5 Jahre), die zwischen 1990 und 2001 an der Charité, Universitdtsmedizin Berlin,
operiert wurden. Keine der Patientinnen erhielt prdoperative, neoadjuvante Chemotherapie.
Daten zur postoperativen Chemotherapie standen fiir 50 der 77 Patientinnen zur Verfiigung.
Von diesen 50 Patientinnen erhielten 41 (82%) eine primire, Platin-basierte Chemotherapie.
Die librigen Patientinnen erhielten entweder andere primire Chemotherapieregime (3 Fille,

6%) oder keine Chemotherapie (6 Fille, 12%).

Fiir die Verteilung weiterer Patientencharakteristika im Studienkollektiv sei auf die genannte

Publikation verwiesen.

3.1.2. Expression von PLK1 und PLK3 in humanen ovariellen Tumoren und in
normalen Ovarien

PLK1-Expression war in normalem ovariellen Oberflachenepithel nicht nachweisbar. Auch
Inklusionszysten ovariellen Oberflaichenepithels im Stroma zeigten keine Expression von
PLK1. Mittelgradige, zytoplasmatische PLK1-Expression lag in Granulosazellen und Theka
interna-Zellen von Follikelzysten, die in einigen der normalen Ovarien gesehen wurden, vor.

17.6% aller benignen ovariellen Zystadenome (17 Fille) und 26% aller priméren
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Ovarialkarzinome (77 Fille) waren zytoplasmatisch positiv fiir PLK1. Allerdings lie sich in
fast allen untersuchten Tumoren eine schwache Expression von PLK1 nachweisen, die jedoch
nicht ausreichte, um die entsprechenden Tumoren als PLK1-positiv zu werten. In den
untersuchten Borderline-Tumoren (13 Félle) war keine wesentliche Expression von PLK1
detektierbar.

Fiir PLK3 lieB sich ebenfalls keine Expression im ovariellen, nicht-transformierten
Oberfldachenepithel feststellen. Allerdings zeigte sich in einem Fall in den Einféltelungen des
Epithels eine detektierbare, zytoplasmatische PLK3-Expression. Passend zu dieser
Beobachtung wiesen ca. 10% aller auf den Schnitten erfassten Inklusionszysten eine fokale,
starkergradige PLK3-Expression auf. 29,4% aller benignen Zystadenome und 50,6% aller
primédren Ovarialkarzinome waren zytoplasmatisch PLK3-positiv. Wie auch fiir PLK1, liel3
sich nahezu in allen Tumoren eine gewisse, wenngleich schwache, diskontinuierliche
Expression fiir PLK3 nachweisen. Borderline-Tumoren zeigten in 13.4% der Fille eine
relevante PLK3-Expression.

Insgesamt ergab sich somit eine Uberexpression fiir PLK 1 und PLK3 in Ovarialkarzinomen
im Vergleich zu Zystadenomen, Borderlinetumoren und normalem ovariellen

Oberflachenepithel.

3.1.3. Korrelation der PLK-Isoform-Expression mit klinisch-pathologischen
Daten und Indikatoren mitotischer Aktivitat

In der hier vorgestellten Studie ergab sich keine signifikante Korrelation der PLK1-
Expression mit Patientenalter, FIGO-Stadium und Tumorgrad. Auch die PLK3-Expression
korrelierte nicht mit Patientenalter und FIGO-Stadium. Allerdings lieB sich eine signifikante,
positive Korrelation des Tumorgrades mit der PLK3-Expression nachweisen (p=0,025).
Sowohl die PLK1- als auch die PLK3-Expression korrelierte signifikant mit Indikatoren
mitotischer Aktivitdt im Ovarialkarzinom. Der ungruppierte PLK1-Score erreichte in einer
Spearman-Rangfolge-Korrelation mit den ausgezéhlten Mitosen pro zehn
Hochvergroferungsgesichtsfeldern einen Korrelationskoeftizienten von 0,229 und einen p-
Wert von 0,044. Fiir die Korrelation mit dem PLK3-Score betrugen die entsprechenden Werte
0,254 fiir den Korrelationskoeffizienten und 0,026 fiir den p-Wert. In einer Untergruppe der

Ovarialkarzinome (n=54), in der Daten zur Ki-67-Expression verfligbar waren, lie sich
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mittels y* -Test fiir Trends eine signifikante Korrelation der gruppierten PLK Isoform-

Expression mit dem Ki-67 Index nachweisen (p=0,027 fiir PLK1 und p=0,019 fiir PLK3).

3.1.4. PLK-Isoform-Expression und Patientinneniberleben

Sowohl die PLK - als auch die PLK3-Expression hatte signifikanten Einfluss auf das
Patientinneniiberleben. Die mediane Uberlebenszeit wurde in beiden PLK-negativen
Patientinnengruppen nicht erreicht, wihrend die mediane Uberlebenszeit der Patientinnen mit
PLK1/PLK3-positiven Tumoren jeweils 37,9 Monate (PLK1: p=0,022, PLK3: p=0,021)
betrug. Die Uberlebensrate der Patientinnen nach 24 Monaten betrug 52,9% fiir PLK1-
positive Félle versus 70,2% fiir PLK1-negative Félle und 59,4% fiir PLK3-positive Fille
versus 72,7% fiir PLK3-negative Félle. In einer multivariaten Analyse unter Einschluss aller
univariat signifikanter Prognosefaktoren (FIGO-Stadium, Tumorgrad, Patientenalter) lie sich
fiir die PLK 1-Expression, nicht jedoch fiir die PLK3-Expression eine unabhéngige

prognostische Signifikanz (p=0,03) mit einem relativen Risiko von RR=2,4 nachweisen.

Weitere Details zum Expressionsmuster, zu klinisch-pathologischen Korrelationen sowie eine

eingehende Diskussion der Ergebnisse sind der entsprechenden Publikation zu entnehmen.
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3.2. Prostatakarzinome mit hohem Malignitéatsgrad zeigen eine erhéhte

PLK1-Expression

Literatur: Weichert W, Schmidt M, Gekeler V, Denkert C, Stephan C, Jung K, Loening K,
Dietel M, Kristiansen G. Polo like kinase 1 is overexpressed in Prostate Cancer and linked to

higher Tumor Grades. Prostate. 2004;60:240-5.

3.2.1. Studienkollektiv

Fiir diese Studie fanden Gewebeproben von 78 Patienten (Alter 47-72 Jahre, medianes Alter
63 Jahre) Verwendung. Die verwendeten Gewebeproben entstammten alle
Prostatovesikuloektomiepriparaten von Patienten, die an der Charité, Universitdtsmedizin
Berlin in den Jahren 1996 bis 2001 operiert wurden. Keiner der Patienten erhielt prdoperative
Radio-, Chemo- oder Hormontherapie. Klinische Daten zur Entwicklung des postoperativen

PSA-Spiegel im Verlauf lagen zu allen Fillen vor.

Weitere Patientencharakteristika und Daten zur Verteilung klinisch-pathologischer Parameter

im Kollektiv sind der genannten Publikation zu entnehmen.

3.2.2. Expression von PLK1 in normalem prostatischen Parenchym und in
Prostatakarzinomen

Normales Prostataparenchym wie auch die Driisen der fibromyoglanduldren
Prostatahyperplasie zeigten keine wesentliche Expression von PLK 1. Das Prostatastroma war
ebenfalls PLK 1-negativ. Vereinzelt lieBen sich PLK1-exprimierende Lymphozyten im Stroma
nachweisen. Autonome neurale Plexuszellen im periprostatischen Weichgewebe wiesen eine
reproduzierbare, starke PLKI-Expression auf und dienten als interne Positivkontrolle.
Adenokarzinome der Prostata zeigten in 41 der untersuchten 78 Fille (52,6%) eine starke
zytoplasmatische PLK1-Expression im Epithel. Die PLK1-Expression schien im Bereich der
Invasionsfront nochmals verstarkt vorzuliegen. In den Féllen, in denen intraepitheliale

Tumoranteile im Sinne einer prostatischen, intraepithelialen Neoplasie (PIN) nachweisbar
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waren, ergab sich in der PIN in der Regel ein gleichartiges PLK-Fiarbemuster wie in den
dazugehorigen invasiven Karzinomanteilen.

Die PLK1-negativen Tumoren zeigten partiell eine schwache inhomogene Fiarbung fiir PLK1.

3.2.3. Korrelation der PLK1-Expression mit klinisch-pathologischen
Parametern

Der PLK1-Expressionsstatus zeigte keine Korrelation mit dem préoperativen PSA-Spiegel,
mit dem Resektionsrandstatus, mit dem Patientenalter, mit dem Tumorstadium sowie mit dem
WHO-Tumor-Grad.

Der ungruppierte PLK1-Score (0-12) korrelierte hingegen signifikant mit dem ungruppierten
Gleason-Grad (2-10). Dieser hochsignifikante Zusammenhang (p=0,001) wies eine moderate
Korrelationsstirke (r=0,362) auf. Auch die Korrelation der PLK1-Expression mit etablierten
Gleason-Risikogruppen (low vs. intermediate vs high) ergab einen statistisch signifikanten

Zusammenhang (p=0,011).

In dem von uns untersuchten Studienkollektiv hatte der Expressionsstatus von PLK1 keinen
pradiktiven Wert hinsichtlich der PSA-rezidivfreien Uberlebenszeit der Patienten. Die
mittlere PSA-rezidivfreie Uberlebenszeit betrug in der Gruppe der Patienten mit PLKI-
negativen Tumoren 48 Monate und in der Gruppe der Patienten mit PLK1-positiven Tumoren

63 Monate.

Hinsichtlich einer eingehenderen Darstellung der Resultate und einer vertiefenden Diskussion

dieser Ergebnisse sei auf die entsprechende Publikation verwiesen.
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3.3. Die Uberexpression von PLK1 ist ein unabhangiger Prognosefaktor im

kolorektalen Karzinom

Literatur: Weichert W, Kristiansen G, Schmidt M, Gekeler V, Noske A, Niesporek S, Dietel
M, Denkert C. Polo-like kinase 1 expression is a prognostic factor in human colon cancer.

World J Gastroenterol. 2005;11:5644-50.

3.3.1. Studienkollektiv

In die Studie wurden 153 Patienten (Alter 31-86 Jahre, Median 65,5 Jahre) mit kolorektalen
Adenokarzinomen sowie 5 Patienten mit kolorektalen Adenomen eingeschlossen, die in der
Charité, Universitdtsmedizin Berlin, zwischen 1996 und 1999 operiert wurden. Fiir alle
Patienten lagen Uberlebensdaten vor. Als Ausschlusskriterien galten das Vorliegen eines

anderen histologischen Subtyps sowie ein bekanntes Zweitkarzinom.

Weitere Details zur Patientenauswahl und zur Verteilung der klinisch-pathologischen

Parameter im Patientenkollektiv sind der genannten Publikation zu entnehmen.

3.3.2. Expression von PLK1 in normalem Kolon und im kolorektalen Karzinom

sowie in Kolonkarzinomzelllinien

Fiir PLK1 zeigte sich eine schwache bis mittelgradige zytoplasmatische Expression am
Kryptengrund normaler Kolonschleimhaut. Weiterhin lieB sich eine zytoplasmatische PLK1-
Expression in einer Subgruppe des schleimhautresidenten, lymphozytiren Infiltrates
nachweisen. Ebenfalls PLK 1-positiv waren die autonomen neuralen Ganglienzellen des
Plexus submucosus sowie des Plexus myentericus des Kolons.

In den fiinf untersuchten Adenomen des Kolons lieB sich keine wesentliche Uberexpression
von PLK1 nachweisen.

102 (66,7%) der insgesamt 153 untersuchten kolorektalen Karzinome wiesen eine starke

Expression von PLK 1 auf. Allerdings zeigten auch solche Tumoren, die aufgrund des
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verwendeten Score-Systems als PLK1-negativ eingestuft wurden, eine diskontinuierliche,
schwache Expression von PLK1. Vollstindig PLK 1-negative Tumoren waren in unserem
Kollektiv nicht vertreten.

In drei von vier gepaarten Gewebeproben aus normaler Kolonmukosa und
Kolonkarzinomgewebe lie3 sich mittels Western Blot ebenfalls eine verstarkte Expression
von PLK1 in den Karzinomen nachweisen. Der vierte Tumor zeigte eine geringere PLK1-
Expression als die korrespondierende normale Kolonschleimhaut.

In allen untersuchten Kolonkarzinomzelllinien lieBen sich starke PLK1 mRNA- und

Proteinexpression nachweisen (HRT-18, HT-29, CX-2, RKO).

3.3.3. Koexpression von PLK1 und Ki-67

In den Doppelimmunhistologien fiir PLK1 und Ki-67 zeigte sich in der
Kolonkarzinomzelllinie RKO eine Koexpression beider Proteine in der Mehrzahl der Zellen,
ohne dass jedoch ein striktes Uberlappen der Expression zu beobachten war.
Interessanterweise lie3 sich eine Reihe von Tumorzellen nachweisen, die zwar
zytoplasmatische PLK 1-Expression, nicht aber nukledre Ki-67-Expression aufwiesen.

Von einigen der hinsichtlich der PLK 1-Expression untersuchten Kolonkarzinome wurden
Konsekutivschnitte fiir Ki-67 gefarbt, um eine mogliche Koexpression von PLK1 und dem
Proliferationsmarker Ki-67 nachzuweisen. Hierbei zeigte sich, dass stark proliferativ aktive
Tumoranteile tendenziell auch eine stirkere PLK1-Expression aufwiesen. Allerdings lief3 sich

auch hier eine strenge Kolokalisation beider Proteine nicht nachvollziehen.

3.3.4. PLK1-Expression und klinisch-pathologische Parameter

In den Korrelationsanalysen der PLK 1-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern
ergab sich eine starke positive Korrelation der Expression mit dem Dukes-Stadium (p<0,001),
mit dem WHO-Tumorstadium (p=0,001) sowie mit dem Nodalstatus (p=0,049). Die stérkste
Tendenz zu einer Uberexpression beider Isoformen zeigten somit lokal fortgeschrittene, nodal
metastasierte Tumoren.

Die PLK1-Expression korrelierte nicht mit dem Patientenalter, dem histopathologischen

Tumorgrad und dem Fernmetastasenstatus.
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3.3.5. PLK1-Expression und Patiententiberleben

Die PLK1-Uberexpression korrelierte negativ mit dem Uberleben der Patienten. Sowohl im
Gesamtkollektiv (n=153, p=0,006) als auch in der Subgruppe von Patienten ohne
Fernmetastasen (n=140, p=0,012) ergab sich fiir die PLK1-Expression univariat prognostische
Signifikanz.

In der multivariaten Uberlebensanalyse, die unter Einschluss aller univariat signifikanter
Prognosefaktoren durchgefiihrt wurde, wies die PLK 1-Expression im Gesamtkollektiv keinen
unabhiingigen statistischen Einfluss auf das Uberleben auf. In der Gruppe der Patienten ohne
Fernmetastasen allerdings ergab die multivariate Uberlebensanalyse einen unabhéngigen
signifikanten Einfluss der PLK 1-Expression auf das Uberleben der Patienten. Patienten mit
starker PLK 1-Expression wiesen verglichen mit der PLK 1-negativen Patientengruppe ein

dreifach erhohtes Risiko (RR=3,3) auf, im gegebenen Zeitintervall zu versterben (p=0,019).

Beziiglich einer eingehenderen Darstellung der Studienergebnisse sowie beziiglich einer

ausfiihrlichen Ergebnisdiskussion sei auf die genannte Publikation verwiesen.
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3.3.6. PLK1-Expression und CGH-Daten

Die nachfolgend vorgestellten Ergebnisse sind nicht in den der Arbeit zugrunde liegenden

Publikationen enthalten, sollen aber dennoch hier in aller Kiirze dargestellt werden.

Gesetzt dem Fall, dass die beobachtete PLK 1-Uberexpression in Tumoren nicht als Folge,
sondern moglicherweise vielmehr als Ausldser einer gesteigerten Proliferation in Tumoren zu
sehen ist, stellt sich die Frage, worin die Ursache der gesteigerten Expression dieser

Proteinfamilie in Tumoren begriindet liegt.

Zwei mogliche Erklirungsansitze fiir die regelmiBig beobachtete Uberexpression des

Proteins in Tumoren kommen diesbeziiglich in Betracht:

1. Alterierte Signaltransduktionswege in entarteten Zellen fiihren zur einer gesteigerten

Transkription oder einem verlangsamten Abbau der Proteine.

2. Ein vermehrtes Vorliegen genetischen Materials im Bereich des Genlocus der PLK-

Isoformen aufgrund chromosomaler Aberrationen fiihrt zu einer erh6hten Proteinsynthese.

Um die zweite These zu iiberpriifen, wurden Gewebsschnitte von 36
Kolonkarziomgewebeproben, fiir die CGH-Daten vorlagen (83), auf einen Tissue-Microarray
aufgebracht und mittels Immunhistochemie auf ihre Expression von PLK1 iiberpriift. Bei den
untersuchten Tumoren handelte es sich um 20 primire Kolonkarzinome, 5
Lymphknotenmetastasen, 3 peritoneale Metastasen und 8 Fernmetastasen (6x Leber,
2xLunge). AnschlieBend wurden die PLK1-Expressionsdaten mit den CGH-Daten fiir den
PLK1-Genlocus (16p12) verglichen.
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Falle PLK1 PLK1 p-Wert

negativ positiv
36 20 (55.6%) 16 (44.4%)
CGH
Verlust 5 (13.9%) 5 (100%) 0 (0%)
keine Anderung 1 (2.8%) 1 (100%) 0 (0%) 0.021
Zugewinn 30 (83.3%) 14 (46.7%) 16 (53.3%)

Tabelle 1: Korrelation von mittels CGH detektierten Verdnderungen am PLK1-Genlocus 16p12 mit der
Expression des kodierten Proteins (alle Kolonkarzinome). P-Wert: y* Test fiir Trends

Primare PLK1 PLK1 p-Wert
Karzinome negativ positiv
20 8 (40%) 12 (60%)
CGH
Verlust 3 (15%) 3 (100%) 0 (0%) 0.049
Zugewinn 17 (85%) 5(29.4%) 12 (70.6%)

Tabelle 2: Korrelation von mittels CGH detektierten Verdnderungen am PLK1-Genlocus 16p12 mit der
Expression des kodierten Proteins (primdre Kolonkarzinome). P-Wert: Fisher’s exact Test

Die hier dargestellten Korrelationsanalysen zeigen somit, dass in ausnahmslos allen
untersuchten Tumoren im Kollektiv, die einen Verlust an chromosomalem Material oder
keine Verdnderungen auf 16p12 aufwiesen, immunhistochemisch keine wesentliche
Expression von PLK1 nachweisbar war. Im Gegensatz dazu zeigten Tumoren, die eine
Amplifikation im Bereich des Genortes aufwiesen, in 53,3% aller Félle und sogar in 70,6%
der primiren Karzinome eine starke immunhistochemisch detektierbare PLK1-
Uberexpression. Somit liegt der Gedanke nahe, dass dhnlich den Beobachtungen fiir andere
tumorrelevante Proteine (z.B. erbB2/Her2) eine Amplifikation des Genlocus Ursache fiir die
Proteiniiberexpression von PLK1 im Kolonkarzinom sein konnte. Zur Verifizierung des hier
vorgestellten, rein korrelativen Ergebnisses werden zurzeit jedoch weitere Untersuchungen
mittels FISH an den zur Proteinexpressionsanalyse verwendeten Gewebeproben durchgefiihrt.
Es sei einschriankend darauf hingewiesen, dass die vorliegende Untersuchung an einer relativ
kleinen Fallzahl durchgefiihrt wurde und dass die Anwendung des y* Tests fiir Trends
(Tabelle 1) statistisch bei kleinen Fallzahlen dazu tendiert, ungenaue p-Werte zu produzieren.

Eine ausfiihrlichere Diskussion dieser Ergebnisse findet sich in Kapitel 4.
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3.4. PLK-Isoformen im Brustkrebs: Expression und prognostische

Bedeutung

Literatur: Weichert W, Kristiansen G, Winzer KJ, Schmidt M, Gekeler V, Noske A, Muller
BM, Niesporek S, Dietel M, Denkert C. Polo-like kinase isoforms in breast cancer: expression

patterns and prognostic implications. Virchows Arch 2005;446:442-450.

3.4.1. Studienkollektiv

In der Studie wurden 135 Patientinnen (Alter 28,0-88,3 Jahre, medianes Alter 61,8 Jahre)
beriicksichtigt, die in den Jahren 1991 bis 1996 an der Charité, Universititsmedizin Berlin,
operiert wurden. Ausschlusskriterien fiir die Aufnahme in das Kollektiv waren eine R1-
Resektion, der Nachweis von bilateralen Tumoren und das Vorliegen von Fernmetastasen
zum Operationszeitpunkt. Klinisch-pathologische Daten lagen fiir alle Patientinnen vor,
ebenso Daten zum Gesamtiiberleben. Daten zum rezidivfreien Uberleben lagen fiir eine grofe

Untergruppe von Patientinnen (n=101) ebenfalls vor.

Zur weiteren Verteilung klinisch-pathologischer Charakteristika im Kollektiv sei auf die

genannte Publikation verwiesen.

3.4.2. Expression von PLK1 und PLK3 in Mammakarzinomen und in normalem
Brustdrisenparenchym

Fiir PLK1 lieB sich in der iiberwiegenden Anzahl der Félle keine wesentliche Expression in
normalem Brustdriisenparenchym nachweisen. Gelegentlich fand sich in einer kleinen
Minderheit der normalen Brustdriisenlobuli eine schwache bis mikrofokal maximal
mittelgradige zytoplasmatische PLK1-Expression. Dies galt im Besonderen fiir Lobuli in der
Nachbarschaft invasiver Karzinome. Die intraduktale Tumorkomponente (DCIS),wenn
nachweisbar, verhielt sich hinsichtlich der PLK1-Expression analog zu den

korrespondierenden Karzinomen. In der Gruppe der Karzinome lief sich eine
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zytoplasmatische Uberexpression von PLK 1 in 57 (42,2%) der untersuchten 135 Tumoren
nachweisen. Allerdings zeigten auch PLK1-negative Tumoren eine fokale, diskontinuierliche,
schwache Expression des Proteins. Eine Betonung der PLK1-Expression im Bereich der
Invasionsfront war auch in diesem Tumortyp in den meisten Féllen zu beobachten.
Normales Brustdriisenparenchym wies in der Regel eine schwache, inhomogene Expression
fiir PLK3 auf. In DCIS-Komponenten lie sich prinzipiell ein zu den korrespondierenden
Karzinomen analoges Expressionsmuster fiir PLK3 detektieren. 64 (47,4%) der untersuchten
135 invasiven Tumoren zeigten eine prononcierte, zytoplasmatische Uberexpression fiir
PLK3. Auch fiir PLK3 wurde eine verstiarkte Expression im Bereich der Invasionsfront
beobachtet.

Die Expression von PLK1 und PLK3 korrelierte hochsignifikant im Kollektiv. Allerdings
zeigten 16 der 78 PLK 1-negativen Tumoren eine starke PLK3-Expression. Im Gegensatz

dazu waren nur 9 der 71 PLK3-positiven Tumoren PLK 1-negativ.

3.4.3. PLK1/PLK3-Expression und klinisch-pathologische Parameter

Die Korrelationsanalysen der PLK-Isoform-Expression mit klinisch-pathologischen
Parametern ergaben eine signifikante, positive Korrelation der PLK 1-Expression mit dem
Vorliegen einer Gefdllinvasion (p=0,022). Eine Korrelation der PLK-Isoform-Expression mit
dem histologischen Typ, dem Tumorstadium und dem Nodalstatus lie} sich nicht nachweisen.
Es fand sich jedoch ein signifikanter (PLK1, p=0,029) bzw. hochsignifikanter (PLK3,
p=0,001) Zusammenhang der PLK-Isoform-Expression mit dem Tumorgrad. Schlechter
differenzierte ,,malignere* Tumoren zeigten prinzipiell eine stirkere PLK-Isoform-
Expression. Der Tumorgrad wurde mittels des sog. modifizierten Elston-Ellis-Gradings
bestimmt. In dieses Grading-Schema gehen bekanntermallen Punktwerte fiir die Mitoserate,
die nukleédre Pleomorphie und die Architektur des Tumors ein. Somit stellte sich die Frage,
auf welchen Einzelfaktoren die genannten Korrelationen beruhten.

In den Korrelationen der Punktwerte der Einzelparameter des Gradings mit der PLK-Isoform-
Expression zeigten sich im x> Test fiir Trends eine signifikante Korrelation der PLK1-
Expression mit dem Score fiir die nukledre Pleomorphie der Tumorzellen (p=0,01) sowie ein
signifikanter Zusammenhang zwischen PLK3-Expression (p=0,003) und nukledrem

Pleomorphiescore. Weiterhin ergab sich im y*-Test fiir Trends ein signifikanter
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Zusammenhang fiir die Expression beider PLK-Proteine mit dem jeweiligen Score fiir die
Mitoserate (PLK1: p=0,004, PLK3: p<0.001).
Die Hohe des Punktwertes flir die Tumorarchitektur korrelierte nicht mit der PLK-Isoform-

Expression.

3.4.4. PLK1- und PLK3-Expression und Marker mitotischer Aktivitat

Sowohl der ungruppierte PLK1-Score als auch der ungruppierte PLK3-Score zeigte einen
hochsignifikanten, positiven Zusammenhang moderater Stirke (r=0,44, p<0,001 fiir PLK1;
=0,47, p<0,001 fiir PLK3) mit der Mitosezahl (pro zehn Hochvergréerungsgesichtsfelder)
im Tumor. Dieser Zusammenhang lieB3 sich durch eine signifikante, positive Korrelation (p-
Wert flir beide Isoformen kleiner 0,05) geringer Stirke (r=0,27 fiir PLK1 und r=0,28 fiir
PLK3) von PLK-Isoform-Expression und Proliferationsindex (Ki-67) der entsprechenden
Tumoren bestétigen. Die jedoch nur schwache bis moderat starke Korrelation der Expression
beider Proteine mit Markern mitotischer Aktivitét spiegelt sich auch in den Ergebnissen der
Doppelmarkierungen von Tumorgewebeproben fiir PLK-Isoformen und Ki-67 wider. Hier
zeigte sich, dass in Tumoren mit erhdhter mitotischer Aktivitit eine verstarkte PLK-Isoform-
Expression detektierbar war, ohne dass jedoch eine strikte Koexpression beider Proteine auf

zelluldrer Ebene vorlag.

3.4.5. PLK1- und PLK3-Expression und Hormonrezeptorstatus

Im Gegensatz zu von anderen Autoren an kleineren Fallzahlen publizierten Ergebnissen fand
sich in unserem Studienkollektiv eine signifikante, negative Korrelation der PLK1- (p=0,001)
wie auch der PLK3-Expression (p=0,048) mit der Expression des Ostrogenrezeptors. Dariiber
hinaus ergab sich eine positive Korrelation der PLK3-Expression mit dem erbB2/Her2-
Expressionsstatus (p=0,049). Fiir die Expression beider Proteine war keine Korrelation mit

dem Progesteronrezeptorstatus nachweisbar.
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3.4.6. PLK1-/PLK3-Expression und Patientinnentberleben

Die Uberlebensanalysen ergaben, dass eine verstirkte PLK3-Expression, nicht aber eine
verstiarkte PLK1-Expression einen signifikanten Prognosefaktor im Mammakarzinom
darstellt. Patientinnen mit starker PLK3-Expression im Tumor zeigten eine signifikant
kiirzere Gesamtiiberlebenszeit und rezidivfreie Uberlebenszeit als Patientinnen ohne PLK3-
Expression. Die mittlere Gesamtiiberlebenszeit betrug in der PLK3-positiven
Patientinnengruppe 87 Monate und in der PLK3-negativen Patientinnengruppe 117 Monate.
In der Gruppe der Patientinnen mit PLK3-positiven Tumoren betrug das mittlere rezidivfreie
Uberleben 75 Monate, dem gegeniiber stand ein mittleres rezidivfreies Uberleben von 107
Monaten in der Patientinnengruppe mit PLK3-negativen Tumoren. Dieses Ergebnis wurde
untermauert durch die multivariate Uberlebensanalyse unter Einschluss univariat signifikanter
Prognosemarker (Alter, Tumorgréfe, Nodalstatus, Grad), die ergab, dass als unabhéngige
Prognosefaktoren in dem von uns untersuchten Studienkollektiv lediglich der Nodalstatus und
die PLK3-Expression fiir das Gesamt- und auch das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen

von Bedeutung waren.

Fiir eine ausfiihrlichere Ergebnisdarstellung sowie fiir eine Diskussion der Ergebnisse sei auf

die entsprechende Publikation verwiesen.
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3.5. Expressionsmuster von PLK1 in Magenkarzinomen und deren

Lymphknotenmetastasen

Literatur: Weichert W, Ullrich A, Schmidt M, Gekeler V, Noske A, Niesporek S,
Buckendahl AC, Dietel M, Denkert C. Expression Patterns of Polo-like Kinase 1 in Human
Gastric Cancer. Cancer Sci. 2006;97:271-6.

3.5.1. Studienkollektiv

Bei den eingeschlossenen Féllen handelte es sich um primire Magenkarzinome von Patienten,
die sich zwischen 1995 und 2002 an der Charité, Universitidtsmedizin Berlin, einer totalen
Gastrektomie unterziehen mussten.

Als Ausschlusskriterien galten das Vorliegen eines Rezidivs, das Vorliegen einer zweiten
malignen Tumorerkrankung, das Vorliegen einer anderen Histologie als Adenokarzinom, das
Fehlen von Uberlebensdaten und das Fehlen qualitativ hochwertigen Gewebes. Insgesamt
wurden von uns 207 konsekutive Patienten mit Magenkarzinomen auf diese Kriterien hin
tiberpriift. Aus diesem Gesamtkollektiv gingen schlieBlich 135 Patienten (Alter 25 - 93 Jahre,
medianes Alter 63,4 Jahre) in das endgiiltige Studienkollektiv ein.

Die Verteilung weiterer klinisch-pathologischer Parameter im Patientenkollektiv sind der

genannten Publikation zu entnehmen.

3.5.2. PLK1-Expression im Magenkarzinom und in normaler Magenmukosa

In normaler Magenschleimhaut lie8 sich immunhistologisch eine mittelgradige
zytoplasmatische Expression von PLK1 im Bereich der sdureproduzierenden Belegzellen
nachweisen. Foci mit intestinaler Metaplasie zeigten ebenfalls eine starkergradige
zytoplasmatische Expression von PLK1. In normalem Schleimhautstroma war, abgesehen von
einigen PLK1-exprimierenden Entziindungszellen, keine erhohte PLK1-Expression

detektierbar.
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Die von uns untersuchten Magenkarzinome zeigten in 73 von 135 Fillen (54,1%) eine starke
zytoplasmatische Expression von PLK1. Dabei lieB sich in dieser Tumorentitit, &hnlich den in
anderen Karzinomkollektiven gewonnenen Daten, eine unmittelbare Expressionssteigerung

am Ubergang von normalem zu neoplastischem Epithel darstellen.

3.5.3. PLK1-Expression in Lymphknotenmetastasen

Zusitzlich zu den 135 Primédrtumoren wurden in der Studie in 46 Fillen zu den
Primértumoren korrespondierende Lymphknotenmetastasen hinsichtlich ihrer PLK1-
Expression untersucht. Von den untersuchten 46 Metastasen wurden 30 (65,2%) als PLK1-
positiv klassifiziert. Eine Korrelation moderater bis starker Bindung (r=0,629, p<0,001) war
zwischen der Expression von PLK1 im Priméirtumor und in der dazugehdrigen
Lymphknotenmetastase nachweisbar. Passend zu diesem Ergebnis zeigte der ungruppierte
PLK1-Expressionsscore in Lymphknotenmetastase und Primdrtumor keine statistisch

signifikanten Unterschiede (p=0,895).

3.5.4. PLK1-Expression und klinisch-pathologische Parameter

Die Korrelation der PLK 1-Expression mit klinisch-pathologischen Daten ergab eine
hochsignifikante, positive Korrelation der Expression von PLK1 mit dem Tumorstadium
(p=0,001) und dem Nodalstatus (p=0,003) der Patienten. Dies bedeutet, dass lokal
fortgeschrittene, nodal metastasierte Tumoren eine signifikant stirkere PLK-Isoform-
Expression aufwiesen als lokal beschrinkte, nodal-negative Tumoren. Interessanterweise lie3
sich eine Korrelation der PLK1-Expression mit der Tumorarchitektur, klassifiziert nach
Laurén, nachweisen. Nicht-kohésiv wachsende, diffuse Magenkarzinome waren demnach
signifikant (p=0,02) haufiger PLK1-positiv als glandulédre Strukturen ausbildende, intestinale

Tumoren.
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3.5.5. PLK1 Expression und Uberleben

In der univariaten Uberlebensanalyse zeigte sich fiir die PLK 1-Expression ein
hochsignifikanter Einfluss auf das Patienteniiberleben (p=0,003). Die mediane Uberlebenszeit
betrug fiir PLK1-positive Patienten 11,3 Monate versus 22,2 Monate fiir PLK 1-negative
Patienten. In der durchgefiihrten multivariaten Uberlebensanalyse lieB sich jedoch kein
unabhingiger Einfluss der Expression von PLK 1 auf das Patiententiberleben darstellen. Dies
ist mit der starken Korrelation der PLK1-Expression mit dem Tumorstadium und dem
Nodalstatus erkldrbar. Schichtete man die univariaten Analysen fiir die PLK1-Expression fiir
das Tumorstadium und den Nodalstatus, so verlor die jeweilige Proteinexpression in den

Einzelschichtanalysen ihre Signifikanz.

Fiir eine weitergehende Darstellung der Resultate sowie fiir die Ergebnisdiskussion verweisen

wir auf die entsprechende Publikation.
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3.5.6. PLK-Isoform-Expression in der Magenkarzinomzelllinie EGP 85-257P

Die im Folgenden dargestellten Immunfluoreszenzen sind in den entsprechenden
Publikationen nicht enthalten, sollen hier dennoch in Kiirze dargestellt werden. Die
Immunfluoreszenzdarstellung von PLK1 und PLK3 erfolgte nach Standardprotokoll mit einer
1:100 Verdiinnung der fiir die Immunhistologie verwendeten PLK-Isoform-Antikorper und
mit gleichzeitiger DAPI-Kernfarbung. Die Aufnahmen wurden mittels eines Leica-
Konfokalmikroskops angefertigt. Die Aufnahmen zeigen, dass die Expression von PLK1 (in
1A dargestellt) zwar mit starker Intensitét in sich teilenden Magenkarzinomzellen
nachweisbar ist, dass aber auch Zellen, die keine Teilungsfiguren aufweisen, noch schwache
zytoplasmatische PLK 1-Positivitit zeigen. Fiir PLK3 (in 1B dargestellt) ldsst sich eine starke

zytoplasmatische Expression in der Mehrzahl der Tumorzellen nachweisen.
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Abbildung 6: Fluoreszenzdarstellung von PLK1 (A) und PLK3 (B) in der Magenkarzinomzelllinie EGP 85-257P




3.6. PLK1 wird in Pankreaskarzinomen und deren Vorlauferlasionen
uberexprimiert

Literatur: Weichert W, Schmidt M, Jacob J, Gekeler V, Langrehr J, Neuhaus P, Bahra M,
Denkert C, Dietel M, Kristiansen G. Overexpression of Polo-like kinase 1 is a common and

early event in pancreatic cancer. Pancreatology. 2005;5:259-265.

3.6.1. Studienkollektiv

In diese Studie wurden 86 Patienten (Alter 39-80 Jahre, medianes Alter 66 Jahre) mit
primdren pankreatischen Adenokarzinomen, die zwischen 1991 und 2000 mittels einer
partiellen Pankreaticoduodenektomie an der Charité, Universititsmedizin Berlin, behandelt
wurden, aufgenommen. Zu allen Fillen lagen Uberlebensdaten vor. Zusitzlich wurden fiinf

Fille von chronischer Pankreatitis untersucht.

Zur Verteilung weiterer klinisch-pathologischer Parameter im Kollektiv sei auf die genannte

Publikation verwiesen.

3.6.2. Expression von PLK1 in normalem Pankreasparenchym, chronischer

Pankreatitis und pankreatischen Adenokarzinomen

Normales Pankreasparenchym zeigte lediglich eine diskontinuierliche, schwache,
zytoplasmatische Expression in den Pankreasazini. Pankreasgangepithelien wiesen keine
wesentliche Expression von PLK1 auf. Pankreasstroma exprimierte kein PLK 1, im Stroma
nachweisbares entziindliches Infiltrat farbte sich vereinzelt positiv fiir PLK1.
Degeneratives und regeneratives Pankreasparenchym in chronischer Pankreatitis wies zwar
eine im Vergleich zum normalen Parenchym dezent erhohte Expressionsrate fiir PLK1,
jedoch keine starke PLK1-Uberexpression auf.

Eine zytoplasmatische Uberexpression von PLK1 im Pankreaskarzinom im Vergleich zum
nicht-transformierten Pankreasparenchym war in 41 von 86 (47,7%) der untersuchten Félle

evident. Interessanterweise lieB sich die Uberexpression in der Regel auch in priinvasiven
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Liasionen der pankreatischen, intraepithelialen Neoplasie (PanIN) nachweisen. Eine
Uberexpression fand sich regelhaft jedoch nur in high-grade PanIN (PanIN III) Lisionen,

nicht jedoch in low-grade-Lésionen.

3.6.3. PLK1-Expression und klinisch-pathologische Parameter

In unserem Studienkollektiv fand sich kein korrelativer Zusammenhang der Uberexpression

von PLK1 mit klinisch-pathologischen Parametern und mit dem Patienteniiberleben.

Fiir eine ausfiihrlichere Darstellung der Ergebnisse sowie fiir eine ausfiihrliche Diskussion

verweisen wir auf die entsprechende Publikation.
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4. Diskussion

4.1. Expression der Polokinasen in soliden Tumoren

Seit der ersten Beschreibung der namensgebenden Kinase Polo durch Sunkel und Glover in
Drosophila vor 18 Jahren (17) wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt eine grole Menge an
Informationen zur Familie der Polokinasen zusammengetragen. Auf diesem Feld der
Forschung stand lange und steht noch heute der funktionelle Aspekt der Rolle dieser
Kinasefamilie in der mitotischen und auch meiotischen Zellteilung in unterschiedlichen
Spezies eindeutig im Vordergrund. Die Ergebnisse der bis dato vorliegenden diesbeziiglichen
Forschung sind in mehreren Ubersichtsarbeiten zu diesem Thema dargelegt worden
(20,33,34,35). Erst in den letzten Jahren fokussierte die Forschung an dieser Proteinfamilie
verstéarkt auf die humanen Polokinase-Isoformen und vor allem auf deren Bedeutung in der
Onkogenese (62) und in malignen humanen Tumoren (61). Auch in diesem Forschungsfeld
liegt der Schwerpunkt nach wie vor auf der Aufklarung funktioneller Interaktionen der
Kinasefamilie in Signaltransduktionswegen verschiedenster Tumorzelllinien.

Infolge dieser Entwicklung entstanden jedoch auch die ersten Expressionsstudien zu dieser
Proteinfamilie zunichst auf mRNA-Ebene (84), spéter auch auf Proteinebene (85). Dieses
Feld der Polokinase-Forschung gewinnt zunehmend an Relevanz, da sich im Bereich der
Chemotherapieforschung mogliche Perspektiven einer gezielten Ausschaltung dieser
Proteinfamilie entwickeln. Vor einer gezielten chemotherapeutischen Behandlung sollte
natiirlich, soweit moglich, der Expressionsstatus und im Idealfall auch der Mutationsstatus
des auszuschaltenden Zielproteins/Gens sowohl insgesamt fiir die Tumorentitét als auch im
individuellen Tumor eines jeden Patienten bekannt sein.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen belegen eine fast schon als universal zu
bezeichnende, aberrante Uberexpression von Polokinase-Isoformen in definierten Subgruppen
solider Tumoren, wéihrend in nicht transformiertem Gewebe lediglich vereinzelte biologische
Systeme eine stirkergradige Expression der Proteine aufweisen. Diese als ,,physiologisch® zu
bezeichnende, zellzyklusunabhéngige Expression konnte beispielsweise in Parietalzellen der
gastrischen Mukosa und in neuronalen, autonomen Ganglienzellen beobachtet werden. Die
Expression von Polokinasen in postmitotischen, autonomen Ganglienzellen {iberrascht nicht,
da eine mitoseunabhéngige Funktion und Expression von Polokinasen in neuronalen Zellen
seit langerem bekannt ist (86). Zu moglichen Funktionen der Polokinasen in Parietalzellen

fehlen bis dato funktionelle Studien.
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In normalem Weichgewebe konnte in den untersuchten Organsystemen keine wesentliche
Expression der Polokinasen festgestellt werden. Nicht transformiertes Epithel der
untersuchten Organsysteme zeigte lediglich geringe fokal bis mittelgradige Polokinase-
Expression, die jeweils, ebenfalls konsistent mit Ergebnissen funktioneller Studien, im
Bereich der proliferierenden Kompartimente verstarkt nachweisbar war. Ganz im Gegensatz
zu normalem Gewebe lie sich eine starke zytoplasmatische Uberexpression in einem
variablen Prozentsatz der untersuchten Karzinome nachvollziehen. Unter Beriicksichtigung
der in den Studien verwendeten Einordnungsschemata wurden zwischen 26%
(Ovarialkarzinome) und 66,7% (Kolonkarzinome) der Tumoren der jeweiligen Entitdten als
PLK-,,positiv gewertet. Diese Ergebnisse bewegen sich prinzipiell im Bereich der nicht von
unserer Arbeitsgruppe publizierten RNA- und Proteinexpressionsdaten anderer Autoren
(81,84,85,87-99).

So konnten Tokumitsu und Coautoren in einer Arbeit an 6sophagealen (n=49) und gastralen
(n=75) Karzinomen nachweisen, dass sowohl in Karzinomen des Osophagus als auch in
Karzinomen des Magens in der Mehrzahl der Félle erhohte PLK1 mRNA-Level detektierbar
sind (88).

In kolorektalen Karzinomen beobachteten Takahasi und Kollegen (96) eine
Proteintiberexpression von PLK1 in 73,1% der 78 untersuchten Tumoren und Macmillan und
Koautoren (89) fanden in 77,1% der 70 untersuchten Tumoren dieser Lokalisation eine
Uberexpression von mRNA von PLK1, jeweils Zahlen, die sich gut mit unserem Ergebnis
von 66,7% tiberexprimierenden Tumoren decken.

Zu weiteren hier untersuchten Tumorentititen liegen lediglich noch Studien zum
Ovarialkarzinom (94) sowie zum Mammakarzinom (93) vor, beide Arbeiten sind wegen sehr
kleiner Fallzahl (Ovar: n=17, Mamma: n=30) als nicht repridsentativ einzuschitzen, die
gefundenen Ergebnisse decken sich jedoch prinzipiell mit unseren Beobachtungen in grof3eren
Studienkollektiven.

Beziiglich der PLK1-mRNA-Expression in hier nicht vorgestellten Tumorentititen liegen
inzwischen einige Studien anderer Autoren vor.

Wolf und Coautoren konnten mittels Northern blot-Analysen (116 Félle) zeigen, dass PLK1-
mRNA in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen im Vergleich zu normalem
Lungenparenchym iiberexprimiert ist und dass hohe Expressionslevel mit einer schlechteren
Patientenprognose einhergehen (84). Ahnliche Ergebnisse erzielte die gleiche Arbeitsgruppe
fiir die PLK1-mRNA-Expression in Plattenepithelkarzinomen (n=89) der Kopf-Halsregion
(87). In einer RNA-Microarrayexpressionsanalyse fanden Yamada und Kollegen eine PLK1

Uberexpression in Hepatoblastomen im Vergleich zu normalem Leberparenchym (90).
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Auch auf Proteinbasis sind weitere Tumorentititen von anderen Arbeitsgruppen ebenfalls
bereits untersucht worden. So konnten Knecht und Kollegen in Analogie zu ihrer oben
genannten, mittels mRNA-Expressionsanalyse durchgefiihrten Arbeit (87) auch eine
Uberexpression von PLK 1-Protein in einer hohen Anzahl von 157 untersuchten
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Halsregion nachweisen (85). Die gleiche Arbeitsgruppe
fand in weiteren Arbeiten eine erhohte Proteinexpression von PLK1 in einem Teil von 175
untersuchten malignen Melanomen (91,92). Takai und Coautoren berichteten in einer kleinen
Studie (n=20) an Endometriumkarzinomen von einer verstiarkten PLK1-Expression in dieser
Tumorentitit (95).

Dietzmann und Kollegen wiesen in einer Analyse 68 glialer Tumoren ebenfalls eine PLK1
Uberexpression (97) in dieser Tumorentitit nach. Ito und Kollegen fiihrten eine vergleichbare
Analyse zur Proteinexpression von PLK1 an 149 Schilddriisentumoren (follikuldr, papillér,
anaplastisch) (98) sowie an medulldren Karzinomen (99) der Schilddriise (n=67) durch und
konnten fiir diese Tumorentitdten ebenfalls eine verstirkte PLK1-Expression sichern.
SchlieBlich fanden Nogawa und Kollegen in einer Untersuchung an 58
Harnblasenkarzinomen eine Uberexpression von PLK1 (81).

Proteinexpressionsstudien zu anderen Isoformen aufler PLK1 existieren, abgesehen von den
hier vorgestellten Arbeiten, bis dato nicht. Auf mRNA-Basis wurde aufgrund kleiner
Fallzahlen ein Expressionsverlust fiir PLK3 in Lungentumoren (28) und
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Halsregion (100) postuliert, diesbeziiglich fehlen jedoch
systematische, groflere Studien. Auch die Studienlage hinsichtlich funktioneller Implikationen
der PLK3 ist widerspriichlich, so wird zum einen ein tumorsupressorartiger Effekt fiir das
Protein postuliert, der auf der Rolle dieser Kinase in der DNA-Schaden-assoziierten Kontrolle
der Zellteilung fulen soll (55,66), zum anderen gibt es aber auch zweifelsfreie Hinweise auf
Synergien zwischen PLK 1 und PLK3 bei der Zellzykluskontrolle (53).

In der Mehrzahl der im Rahmen der hier vorgelegten Studien untersuchten Tumoren war eine
Assoziation der PLK-Isoform-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern
nachweisbar. So zeigten in der Regel lokal fortgeschrittene, nodal metastasierte Tumoren
niedriger Differenzierung tendenziell eine hohere PLK-Isoform-Expression als lokal
begrenzte, nicht-metastasierte, gut differenzierte Tumoren. Ahnliche Assoziationen wurden
von anderen Autoren ebenfalls beschrieben (81,91,94,96,97), wohingegen vereinzelt auch
iber Entititen mit einer stidrkeren Expression in lokal begrenzten Tumoren berichtet wurde

(98).
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4.2. Prognostische Relevanz der Polokinasen

In einem Teil der von uns untersuchten Entitéten lieB sich ein Zusammenhang zwischen der
PLK-Isoform-Expression, vornehmlich der PLK1-Expression, und der Patientenprognose
nachweisen, partiell zeigte die Expression einzelner Isoformen sogar eine von
konventionellen prognostischen Parametern unabhéngige Signifikanz. Als unabhéngiger
Prognosefaktor konnten wir die Expression von PLK1 im Kolonkarzinom und im
Ovarialkarzinom definieren, wahrend die PLK3-Expression im Mammakarzinom eine
unabhingige prognostische Signifikanz aufwies. Abhdngigen Einfluss auf die Prognose hatten
die Expression von PLK1 im Magenkarzinom und die Expression von PLK3 im
Ovarialkarzinom. Uniform zeigen jeweils solche Patienten mit Uberexpression der Proteine
eine verschlechterte Prognose, gegensinnige Effekte wurden nicht beobachtet. Wéhrend die
Mehrzahl der nicht von uns durchgefiihrten Untersuchungen auf eine Aussage beziiglich der
prognostischen Wertigkeit der PLK-Isoform-Expression verzichtet, ist iber prognostisch
unglinstige Assoziationen der PLK1-Expression mit dem Patienteniiberleben fiir Kopf-
Halstumoren (85, 87), Osophaguskarzinome (88), nicht-kleinzellige Lungenkarzinome (84),
Harnblasenkarzinome (81), Hepatoblastome (90) und fiir maligne Melanome (92) berichtet
worden. Trotz ausreichend grof3er Fallzahl und ausreichend langer Nachbeobachtungszeit
konnten wir fiir das Prostatakarzinom und das Pankreaskarzinom keinen Zusammenhang der
PLK 1-Expression mit Rezidiv-/Uberlebensparametern nachweisen.

Die beobachteten Zusammenhinge zwischen Patientenprognose und Uberexpression von
PLK-Isoformen sind in mehrfacher Hinsicht von Interesse.

So kann die verschlechterte Prognose von Patienten mit verstirkter PLK1/3-Expression im
Tumor als indirekter Hinweis auf eine biologische Relevanz der Uberexpression der Proteine
interpretiert werden, umso mehr als dass in einigen Tumoren eine Unabhéngigkeit der
prognostischen Aussagekraft der verstiarkten Expression von Tumorgrof3e,
Metastasierungssstatus und Tumorgrad evident war. Ein prognostischer Effekt einer
Uberexpression der PLK-Isoformen ist weiterhin zusitzlich als starkes Argument fiir den
Versuch einer selektiven Ausschaltung des entsprechenden Proteins/der entsprechenden
Proteinfamilie zum Zweck der chemotherapeutischen Tumorbekdmpfung zu interpretieren.
SchlieBlich ist aber prinzipiell auch denkbar, die Expression des Proteins/der Proteine als
zusitzlichen molekularen Marker zu nutzen, um tliber die konventionell erhobenen
Tumorparameter hinaus weitere Aussagen zur individuellen Prognose der Patienten machen
zu konnen. Dieser Ansatz unterliegt allerdings Einschrankungen. So hat sich unter der

Vielzahl postulierter prognostischer molekularer Marker in unterschiedlichen Tumorentitéten

39



(101, exemplarisch fiir das Kolonkarzinom) bis dato keiner in der klinischen Routine
durchgesetzt. Weiterhin gélte es selbstverstindlich, vor einer Verwendung der Marker in der
Routinediagnostik deren tatsdchliche prognostische Relevanz anhand einer grof3en,
randomisierten, prospektiven Multicenter-Studie zu validieren. Daher erscheint eine
regelhafte Erhebung des PLK-Expressionsstatus in der Routinediagnostik zunichst nur im
Zusammenhang mit weitergehenden Fragestellungen wie beispielsweise einer Testung der

Eignung eines Patienten fiir eine spezielle Chemotherapie angezeigt.

4.3. Ursachen und Folgen der veranderten PLK-Isoform-Expression

In den hier vorgestellten Untersuchungen konnte eine Assoziation der PLK-Isoform-
Expression mit der proliferativen Aktivitdt im Mammakarzinom und im Ovarialkarzinom
nachgewiesen werden. Gleichartige Ergebnisse liegen von anderen Autoren fiir
Mammakarzinome (93) sowie fiir Kolonkarzinome (96) vor. Diese Ergebnisse passen gut zu
der in funktionellen Studien herausgearbeiteten Rolle der Polokinase-Isoformen in der
Zellteilung und zu Ergebnissen aus Zellkulturversuchen (33-52), in denen eine kurzzeitige
temporédre Akkumulation von PLK1 Protein wéihrend der Mitose gesehen wird. Prinzipiell
wiire somit die PLK-Isoform-Uberexpression auch als Folge und Epiphinomen einer
gesteigerten Mitoserate in Tumoren zu erkldren. Interessant sind in diesem Zusammenhang
jedoch einige zusitzliche Aspekte. So zeigen die hier vorgestellten Untersuchungen sowie die
Untersuchungen anderer Autoren zwar eine Assoziation von Mitoserate und PLK-Isoform-
Expression, jedoch besteht zwischen beiden Faktoren in allen durchgefiihrten Untersuchungen
lediglich ein schwacher bis maximal moderat starker korrelativer Zusammenhang, was
bedeutet,dass statistisch nur ein Teil der Variabilitit beider Faktoren gleichgerichtet ist.
Weiterhin konnte in den hier vorgestellten Untersuchungen durch Doppelfarbungen fiir PLK-
Isoformen und Ki-67 sowohl in Zellkulturen wie auch auf Gewebsschnitten gezeigt werden,
dass zumindest in den untersuchten Tumoren keine strikte Assoziation der Expression von
PLK-Isoformen und proliferativer Aktivitét bestand. In den Untersuchungen waren
abschnittsweise sowohl Tumorzellen mit starker zytoplasmatischer PLK-Isoform-Expression,
aber ohne Expression des Zellzyklusmarkers Ki-67, wie aber auch Zellen mit Ki-67-
Positivitét, jedoch nur schwacher punktférmiger PLK-Isoform-Expression nachweisbar.
Weiterhin lielen sich in allen untersuchten Entitdten Tumoren nachweisen, in denen nahezu
100% der Tumorzellen eine starke, zytoplasmatische Expression der Proteine aufwiesen, eine

Rate an Zellen, die bei weitem auch das hochste proliferative Niveau eines epithelialen
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Tumors tlibersteigt. Eine mogliche Losung fiir die genannten Unklarheiten wire, die PLK-
Isoform-Expression und hier vor allem die PLK1-Expression nicht als Folge sondern als
mogliche Ursache einer gesteigerten prolifertiven Aktivitdt in Tumoren zu sehen. So wire
denkbar, dass eine aberrante Uberexpression der Proteine im Konzert mit anderen
tumorspezifischen Signaltransduktionsalterationen die Zellen in eine gesteigerte
Mitosefrequenz zwingt. Diesbeziiglich fehlen jedoch zurzeit noch experimentelle Hinweise.
Als Ursache fiir die verstdrkte Expression der Proteine kommen mehrere Erklarungsansétze in
Betracht. So kdnnte sowohl eine vermehrte Synthese wie auch eine verminderte
Proteindegradation fiir die Proteinakkumulation verantwortlich sein. Eindeutig fiir das
Vorliegen einer erhohten Syntheserate spricht hier, zumindest fiir die PLK1, die Beobachtung
regelhaft erhohter mRNA-Konzentrationen in einigen malignen Tumoren (84,87-90).

Zur Beantwortung der Frage nach den Griinden der erhohten mRNA-Expression gibt es nun
erneut einige unterschiedliche Erkldarungsansétze. Eine mogliche Erkldrung wire, dass
alterierte Signaltransduktionen in verschiedenen Signalketten in Tumorzellen zu einer
erhohten Transkription der Proteine fithren, diesbeziiglich gibt es jedoch keine
experimentellen Hinweise. Ein weiterer attraktiver Erklarungsansatz ist die Moglichkeit einer
chromosomalen Amplifikation des Genlocus der PLK-Isoformen als Ursache fiir eine
verstirkte Transkription und Proteinsynthese. Diese Theorie wird gestiitzt durch CGH-
Analysen anderer Autoren, nach denen chromosomale Amplifikationen im Bereich des
Genlocus der PLK1 (16p12) in einer Reihe von Tumorentititen vorliegen. Eine hohe Rate
von Tumoren mit 16p12 Amplifikation lieB sich beispielsweise im Mammakarzinom (102),
Magenkarzinom (103) und Kolonkarzinom (83) nachweisen.

Zusitzlich konnten wir durch immunhistologische Untersuchung der Kolonkarzinome der
letztgenannten Studie nachweisen, dass Tumoren ohne Amplifikation im entsprechenden
chromosomalen Abschnitt immunhistochemisch keine detektierbare PLK1-Expression
aufwiesen, wihrend bis zu 71% der Fille mit chromosomaler Amplifikation im Bereich des
Genlocus der PLK1 auch eine mittels Immunhistologie detektierbare Uberexpression von

PLK1-Protein zeigten.

4.4. Implikationen ftr eine zielgerichtete Chemotherapie

Basierend auf der bereits ausfiihrlich dargelegten zentralen Rolle der PLK-Isoformen in der
Zellteilung, entwickelten mehrere Autoren die Idee, dass eine Hemmung der PLK-Isoformen

und hier insbesondere der PLK1 prinzipiell zu einer Wachstumshemmung von
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proliferierendem Gewebe fiihren miisste. /n vitro konnte diese Theorie in zahlreichen
Tumorzelllinien mittels unterschiedlichster molekularbiologischer Verfahren wie
Verwendung von dominant-negativ Mutanten (77), Antisense (78) und siRNA (68,79,80) fiir
die PLK1 belegt werden. Eine Ausschaltung der Genfunktion fiihrte nicht nur zu einer
Arretierung vieler Tumorzellen in einem metaphasedhnlichen Zustand sondern zwang die
entsprechenden Zellen anschlieBend in die Apoptose. Eine Koloniebildung in Softagar wurde
in einigen Zelllinien ebenfalls durch Ausschaltung des Proteins zuverldssig verhindert. Diese
in vitro-Wirkung konnte schlieBlich zusétzlich auf in vivo Versuchsansétze iibertragen
werden, indem gezeigt wurde, dass sich mittels vorangehender PLK 1-siRNA-Transfektion
von Tumorzellen das Xenograftwachstum in Nacktmédusen hemmen lésst (80). Eine weitere
Gruppe konnte zeigen, dass eine intravesikale Administration von PLK1-siRNA zu einer
Unterdriickung des Wachstums von Harnblasentumoren in einem orthotopen
Maustumormodell fiihrt (81). SchlieBlich wurde kiirzlich der erste chemische Hemmstoft der
PLK1 vorgestellt (82), der eine vergleichbare Antitumorwirkung sowohl in vitro als auch in
vivo zeigt. Obwohl fiir diesen Hemmstoff einige Zweifel an der PLK-Spezifitit bestehen, sind
in ndherer Zukunft weitere spezifische PLK-Inhibitoren zu erwarten, da eine Reihe von
Pharmafirmen unter Hochdruck an der Entwicklung von PLK-Hemmstoffen arbeitet. Zur
Umsetzung dieses angedachten Therapieansatzes in klinischen Studien ist das zum GroBteil in
den hier vorgelegten Studien erarbeitete Wissen um die Expression der entsprechenden
Zielmolekiile im Gewebe aus mehreren Griinden zwingend notwendig. Zum ersten unterstiitzt
es die Ergebnisse funktioneller Studien durch weitere, wenn auch indirekte Hinweise auf die
biologische Bedeutung der auszuschaltenden Proteine. Zum zweiten spricht die
entitiitsiibergreifende, selektive Uberexpression von PLK-Isoformen in Malignomen im
Vergleich zu nicht-transformiertem Gewebe dafiir, dass bei Ausschaltung der Proteine
priddominant Effekte im Tumorgewebe zu erwarten sind. Zum dritten bieten die Ergebnisse
eine Rationale bei der Auswahl der zunichst probatorisch zu behandelnden Tumorentitét(en).
Und zum vierten bietet das erworbene Wissen die Moglichkeit, begleitend im Rahmen von
Studien den individuellen Expressionsstatus der Zielproteine im Gewebe einzelner Patienten
zu bestimmen, eine rationelle Einordnung der beobachteten Expression als stark/schwach
vorzunehmen und so schlieBlich sicherzustellen, dass eine optimale Auswertung friither
klinischer Studien hinsichtlich des Ansprechens/nicht Ansprechens auf eine probatorische

gegen PLK-Isoformen gerichtete Therapie gewihrleistet wird.
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5. Zusammenfassung

Maligne Tumorerkrankungen nehmen in den Mortalitétsstatistiken industrialisierter Lander
seit Jahrzehnten den zweiten Rang ein. Trotz Fortschritten in der Behandlung einiger dieser
Erkrankungen hat sich die Gesamttumormortalitit in den letzten Jahrzehnten nicht wesentlich
verdndert, so dass nach wie vor dringender Bedarf nach neuen Behandlungsstrategien besteht.
Als neue, nicht interventionelle Therapieoption riickte in den letzten Jahren die Behandlung
maligner Tumoren durch eine gezielte Ausschaltung einzelner Proteine und Proteingruppen,
die so genannte ,,zielgerichtete Chemotherapie®, in den Fokus des medizinischen Interesses.
Als mogliche Zielproteine kommen vor allem solche Proteine in Frage, die eine Rolle in der
Regulation malignitédtsdefinierender Zelleigenschaften spielen.

Die Familie der Polokinase (PLK) Isoformen spielt eine zentrale Rolle in der
Mitoseregulation normaler und maligner Zellen. Weiterhin ist bekannt, dass eine Hemmung
einzelner PLK-Isoformen in vitro und in vivo zu einer Arretierung von Tumorzellen in der
Mitose, zur Apoptoseinduktion und zu einer Verminderung des Tumorwachstums fiihrt.

In den vorliegenden Studien wurde der Expressionsstatus von Polokinase-Isoformen in
verschiedenen Kohorten von Karzinompatienten erhoben und mit klinisch-pathologischen und
zytogenetischen Daten sowie mit dem Patienteniiberleben korreliert. Zusétzlich wurde die
Assoziation der PLK-Isoform-Expression mit der proliferativen Aktivitit von Tumoren und
Tumorzelllinien untersucht.

Zwischen 26% und 67% der untersuchten Karzinome der Brust, des Magens, des
Kolorektums, der Ovarien, des Pankreas und der Prostata zeigten eine verstdrkte PLK1-
Expression im Vergleich zum jeweils korrespondierenden, nicht-transformierten
Ausgangsgewebe. Zusétzlich konnte eine verstirkte Expression der PLK3-Isoform in
malignen Tumoren des Ovars und der Brust nachgewiesen werden.

In einigen Tumoren lieB sich eine Assoziation von proliferativer Aktivitit und PLK-Isoform-
Uberexpression darstellen, eine strikte Begrenzung der PLK-Expression auf proliferierende
Tumorzellen lag nicht vor. Die Expression beider PLK-Isoformen korrelierte regelmifBig mit
klinisch-pathologischen Parametern, die die Ausdehnung des Tumors und die
Tumoraggressivitit beschreiben. Zusétzlich ergab sich fiir die PLK-Isoform-Expression in
einigen, aber nicht allen untersuchten Tumoren eine teilweise unabhéngige, prognostische
Relevanz.

Die erhobenen Daten legen unter Beriicksichtigung von Daten aus funktionellen Studien nahe,
dass die Inhibition von PLK-Isoformen als ein interessanter neuer Ansatz fiir eine gezielte

Chemotherapie in einer Vielzahl von humanen Karzinomen in Frage kommt.
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Hiermit erklére ich, dass
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weder frither noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt oder
angemeldet wird bzw. wurde,

welchen Ausgang ein durchgefiihrtes Habilitationsverfahren hatte,

die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die Zusammenarbeit
mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskréften
sowie die verwendete Literatur vollstindig in der Habilitationsschrift angegeben
wurden.

mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.
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