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Zusammenfassung

Die Polo-like-Kinasen sind als zentrale mitotische Regulatoren am fehlerfreien Ablauf
des Zellzyklus' beteiligt, indem sie u. a. die Zentrosomenorganisation, die Bildung
des mitotischen Spindelapparates und die Zytokinese kontrollieren (PLK1), aber auch
durch Mitwirkung an den Kontrollpunkten des Zellzyklus' antiproliferative Funktionen
übernehmen (PLK2 und 3). In verschiedenen Tumorgeweben konnte eine Überexpres-
sion der PLK1 festgestellt werden, wohingegen zur Expression der PLK3 in Tumoren
variierende Daten vorliegen. Weiterhin ließ sich sowohl in vitro als auch in vivo zeigen,
dass eine Inhibition der PLK1 eine Induktion von Apoptose und eine Suppression des
Tumorwachstums bewirkt.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Expressionsmuster der PLK1 und 3 im paraf-

fineingebetteten Tumorgewebe von 135 Patienten mit Magenadenokarzinom sowie in
46 korrespondierenden Lymphknotenmetastasen immunhistochemisch untersucht. Die
Expressionsdaten wurden mit klinisch-pathologischen Parametern und mit dem Pa-
tientenüberleben korreliert. Darüber hinaus erfolgte die Analyse der Expression von
PLK1 in einer humanen Magenkarzinomzelllinie sowie kryokonserviertem Magentu-
morgewebe mit Hilfe von Immunoblot- und Immunfluoreszenztechniken.
Eine Überexpression der PLK1 fand sich, verglichen mit normaler Magenschleim-

haut, in 54,1% der Karzinome. Diese Überexpression korrelierte positiv mit dem Tu-
morstadium, dem Lymphknotenstatus und dem Alter der Patienten bei Diagnosestel-
lung sowie einem diffusen Wachstumsmuster nach Laurén. Die PLK1-Expression im
Primärtumor unterschied sich hierbei nicht wesentlich von der PLK1-Expression in
den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen. 57,3% der Karzinome zeigten eine
PLK3-Überexpression, wobei das Expressionsniveau der PLK3 in den entsprechenden
Lymphknotenmetastasen etwas höher lag. Die PLK3-Expression korrelierte positiv
mit dem Tumorstadium und dem Lymphknotenstatus sowie mit der Expression der
PLK1. Die univariate Überlebensanalyse zeigte eine signifikante negative prognosti-
sche Relevanz verstärkter PLK1- und PLK3-Expression, wohingegen die Expression
beider Isoenzyme in der multivariaten Überlebensanalyse keinen unabhängigen pro-
gnostischen Einfluss hatte. Im Vergleich zu normaler Magenmukosa wiesen sowohl die
untersuchte Magenkarzinomzelllinie als auch die kryokonservierten Magentumorpro-
ben eine gesteigerte PLK1-Expression auf.
Zusammenfassend ließ sich in der vorliegenden Arbeit eine Korrelation der Ex-

pression von PLK1 und 3 im Magenkarzinom mit prognostisch ungünstigen klinisch-
pathologischen Parametern sowie dem Patientenüberleben feststellen, was für eine
Beteiligung dieser Proteine an der Entstehung des Magenkarzinoms spricht und ins-
besondere das PLK1-Molekül als Ziel neuer chemotherapeutischer Ansätze attraktiv
erscheinen lässt.

i



Abstract

Polo-like kinases are important mitotic regulators controlling cell cycle progression
by contributing to centrosome organisation, mitotic spindle formation and cytokine-
sis (PLK1). However, some members of this enzyme family also participate in cell
cycle checkpoint functions (PLK2 and PLK3). Numerous tumours were shown to
overexpress PLK1 whereas PLK3 expression varied in different tumour entities. Fur-
thermore, inhibition of PLK1 in vitro and in vivo leads to apoptosis and suppression
of tumour growth.
In the present study, expression patterns of PLK1 and 3 were investigated in

paraffin-embedded tumour tissue from 135 patients with gastric adenocarcinoma and
in corresponding lymph node metastases using immunohistochemistry. Expression
data were correlated with clinicopathological parameters and with patient survival.
Furthermore, the expression of PLK1 was analysed in a human gastric cancer cell line
and in deep-frozen gastric cancer tissue using immunoblotting and immunofluorescence
techniques.
An overexpression of PLK1 was found in 54.1% of analysed carcinomas compared

to normal gastric mucosa. This overexpression correlated positively with the tumour
stage, the nodal status and patients' age as well as a diffuse growth pattern accord-
ing to Laurén. PLK1 expression in primary tumour tissue did not considerably differ
from PLK1 expression in the corresponding lymph node metastases. 57.3% of carcino-
mas showed an overexpression of PLK3 with slightly higher PLK3 expression levels in
lymph node metastases. PLK3 expression correlated positively with tumour stage and
nodal status as well as with PLK1 expression. Univariate survival analysis revealed
a significant negative prognostic impact of PLK1 and PLK3 overexpression whereas
expression of both isoenzymes had no independent influence on patients' prognosis
in multivariate survival analysis. Compared to normal gastric mucosa the analysed
gastric cancer cell line and the deep-frozen gastric cancer tissue displayed higher ex-
pression levels of PLK1.
In conclusion, the present study established an interrelation between the expression

of PLK1 and 3 in gastric carcinoma and prognostic factors indicating malignancy as
well as patient survival. These results argue for an important role of PLK1 and 3 in
oncogenesis of gastric cancer proposing especially the PLK1 molecule as a target of
novel chemotherapeutic approaches.
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1 Einleitung

1.1 Das Magenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Magenkarzinom gilt weltweit sowohl hinsichtlich Inzidenz als auch Mortalität als
eine der wichtigsten malignen Neoplasien. Mit rund 930 000 Neuerkrankungen und
etwa 700 000 Todesfällen pro Jahr stellt es die vierthäufigste Krebserkrankung und die
nach Lungenkrebs zweithäufigste tumorbedingte Todesursache der Welt dar.1
Fast zwei Drittel aller Magenkrebserkrankungen kommen in den Entwicklungslän-

dern sowie in Japan, China und Osteuropa vor, in denen die höchsten Neuerkran-
kungsraten beobachtet werden.1 Allerdings konnte insbesondere in den westlichen
Industrienationen in den letzten Jahrzehnten eine kontinuierliche Abnahme der In-
zidenz verzeichnet werden. In Deutschland geht man für den Zeitraum vom Anfang
der 1970er Jahre bis zum Ende der 1990er Jahre bei beiden Geschlechtern von einer
Reduktion der Neuerkrankungsrate um die Hälfte aus.2 Die jährliche Inzidenz wur-
de zuletzt auf insgesamt rund 18 800 Fälle geschätzt, davon knapp 11 000 Männer
und etwa 7 800 Frauen. Damit war das Magenkarzinom 2003/2004 in Deutschland bei
Männern die fünfthäufigste maligne Neoplasie (4,8% aller Krebsneuerkrankungen), bei
Frauen stand es mit einem Anteil von 3,8% an siebter Stelle. Für die Zukunft wird
ein weiterer Rückgang der Inzidenz erwartet. Das mittlere Erkrankungsalter liegt für
Männer bei 70 Jahren und für Frauen bei 75 Jahren, vor dem 40. Lebensjahr tritt das
Magenkarzinom nur selten auf.3
Für die Mortalität zeichnet sich ein ähnlicher Trend wie für die Inzidenz ab: Bis 2004

hat die Zahl der an den Folgen eines Magenkarzinoms Verstorbenen auf rund 11 500
im Jahr abgenommen, davon rund 6 300 Männer sowie etwa 5 200 Frauen, bei wei-
ter zurückgehender Sterblichkeit. Dennoch gehört das Magenkarzinom in Deutschland
noch immer zu den häufigsten Ursachen für den Tod aufgrund einer Krebserkrankung.
Mit einem Anteil von 5,7% an der Gesamtheit der tumorbedingten Sterbefälle stand
es 2004 bei Männern an fünfter Stelle der Krebstodesursachen, bei Frauen mit 5,3%
an sechster Stelle.3
Trotz weltweiter Fortschritte in der Diagnostik und Therapie des Magenkarzinoms

beträgt die relative 5-Jahres-Überlebensrate derzeit nur in Japan etwa 70%,4,5 in den
USA werden lediglich 24%,6 in Deutschland 28%7 erreicht. Die deutlich schlechtere
Prognose in den westlichen Industrienationen erklärt sich durch das überwiegende
Vorliegen bereits regional oder fernmetastasierter Erkrankungen zum Zeitpunkt der
Diagnose eines Magenkarzinoms (64% der Patienten). Die 5-Jahres-Überlebensrate
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1 Einleitung

dieser fortgeschrittenen Tumoren ist mit 22% bei einer Metastasierung in regionale
Lymphknoten bzw. 3% beim Vorliegen von Fernmetastasen gegenüber der Rate lokal
beschränkter Karzinome (60%) erheblich reduziert.6
Bei der epidemiologischen Betrachtung des Magenkarzinoms empfiehlt sich die Un-

terscheidung in Adenokarzinome des distalen Magens, deren starker Rückgang für die
generelle Abnahme der Zahl der Magenkrebserkrankungen verantwortlich ist, sowie
in Adenokarzinome des gastroösophagealen Übergangs und der Magenkardia, deren
Anzahl in den letzten 20 Jahren eher zugenommen hat und die sich auch ätiologisch
von ersteren abgrenzen lassen.8,9

1.1.2 Ätiologie und Risikofaktoren

Dem Auftreten eines distalen Magenkarzinoms liegt pathogenetisch die Entwicklung
einer Dysplasie aus einer intestinalen Metaplasie zugrunde. Metaplastisches Gewebe
wiederum kann sich auf dem Boden einer Oberflächengastritis mit multifokaler Atro-
phie der Schleimhaut bilden.
Als Risikofaktoren für die Entstehung eines distalen Magenkarzinoms gelten sowohl

verschiedene Umwelteinflüsse als auch eine genetische Prädisposition. Neben dem Vor-
liegen bestimmter hereditärer Karzinomsyndrome wie z. B. der familiären adenomatö-
sen Polyposis (FAP), dem hereditären non-polypösen Kolonkarzinom (HNPCC) oder
dem Li-Fraumeni-Syndrom besteht für Menschen mit der Blutgruppe A sowie bei ei-
ner Verwandtschaft ersten Grades mit einem Magenkarzinompatienten statistisch ein
erhöhtes Risiko, an einem Magenkarzinom zu erkranken. Betrachtet man die moleku-
lare Karzinogenese des Magenkarzinoms, finden sich u. a. Alterationen der p53-, APC-
und E-Cadherin-Gene sowie eine Mikrosatelliteninstabilität in bis zu 50% der Fälle.
Wichtige Umweltfaktoren bei der Entwicklung eines Magenkarzinoms stellen Nah-

rungs- und Genussmittel dar. Hierbei können insbesondere gepökelte, geräucherte und
stark gesalzene Speisen mit einem hohen Nitratgehalt sowie ein Alkohol- bzw. Niko-
tinabusus die Krebsentstehung begünstigen. Die karzinogene Wirkung der im Magen
gebildeten Nitrosamine konnte bisher allerdings nur im Tierexperiment nachgewiesen
werden. Ein protektiver Effekt wird in diesem Zusammenhang dem regelmäßigen Ver-
zehr von frischem Obst und Gemüse zugesprochen, der vermutlich auf der Hemmung
des Nitrosierungsprozesses durch Vitamin C und Carotinoide beruht.9
Darüber hinaus kommt der Infektion mit Helicobacter pylori (H.p.) eine bedeutende

Rolle in der Magenkarzinogenese zu. Sowohl in epidemiologischen Studien als auch
mit Hilfe von Tiermodellen konnte der Zusammenhang einer H.p.-Infektion mit der
Entstehung eines Magenkarzinoms belegt werden.10 Möglicherweise ist hierbei auch
der Zeitpunkt der Infektion von Bedeutung: Eine im Kindesalter erfolgte Ansteckung
mit H.p. birgt ein höheres Risiko für die spätere Erkrankung an einem Magenkarzinom
als die Erstinfektion im Erwachsenenalter, die eher eine „peptische Ulkuskrankheit“
hervorruft.11 Man geht davon aus, dass Helicobacter pylori die Karzinomentstehung
nicht nur indirekt über die chronische Entzündung der Magenschleimhaut begünstigt,
sondern auch einen direkten karzinogenen Einfluss auf die Mukosa hat.10
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1 Einleitung

Weiterhin konnte beim Vorliegen bestimmter Vorerkrankungen des Magens eine er-
höhte Karzinominzidenz festgestellt werden. Als präkanzeröse Läsionen gelten in die-
sem Zusammenhang Adenome der Magenschleimhaut. Daneben besteht für Patienten
mit einer chronisch atrophischen Gastritis ein erhöhtes Karzinomrisiko, insbesondere,
wenn es sich um eine durch Helicobacter pylori hervorgerufene Pangastritis (Typ B)
handelt. Aber auch für die chronisch atrophische Gastritis Typ A, die Riesenfalten-
gastritis (M. Ménétrier), die intestinale Metaplasie (Subtyp III) sowie den Zustand
nach Magenresektion konnte eine höhere Erkrankungswahrscheinlichkeit für ein Ma-
genkarzinom nachgewiesen werden.9
Die Entstehung der Karzinome des proximalen Magens bzw. des gastroösophagealen

Übergangs führt man, ähnlich wie die der Adenokarzinome des Ösophagus, pathoge-
netisch auf die Entwicklung einer intestinalen Metaplasie (entsprechend der Barrett-
Metaplasie des Ösophagus) zurück, die sich aufgrund einer gastroösophagealen Re-
fluxkrankheit ausbilden kann.
Darüber hinaus konnten Adipositas (BMI>30), Nikotinabusus sowie eine nitratreiche

Ernährung als Risikofaktoren für die Entstehung eines proximalen Magenkarzinoms
identifiziert werden.8

1.1.3 Histologische Einteilung

Zur Beurteilung des histologischen Bildes eines Magenkarzinoms werden die Einteilung
der WHO in verschiedene Subtypen sowie die Klassifikation des Tumorwachstums-
musters nach Laurén herangezogen.
Die WHO-Klassifikation des Jahres 2000 unterscheidet sechs histologisch abgrenz-

bare Formen des Magenkarzinoms. Am häufigsten werden Adenokarzinome diagnos-
tiziert, die wiederum in tubuläre, papilläre und muzinöse Adenokarzinome sowie Sie-
gelringzellkarzinome unterteilt werden können. Als weitere Subtypen werden das ade-
nosquamöse Karzinom, das Plattenepithelkarzinom, das kleinzellige Karzinom, das
undifferenzierte Karzinom sowie sonstige Karzinome des Magens aufgeführt.12

Für epidemiologische Studien hat sich die Einteilung der Magenkarzinome nach
Laurén in den intestinalen sowie den diffusen Typ bewährt. In Tabelle 1.1 sind die
histologischen Merkmale aufgelistet, die eine Zuordung zum jeweiligen Typ ermögli-
chen.13

Magenkarzinome, die weder dem intestinalen noch dem diffusen Typ nach Laurén
entsprechen, bezeichnet man als gemischten Typ (ca. 15-20% der Karzinome). Im
Hinblick auf therapeutische und prognostische Konsequenzen sollten sie der Gruppe
der diffusen Typen zugeordnet werden.9

1.1.4 Diagnose und Therapie

Besteht klinisch der Verdacht auf eine Neoplasie des oberen Gastrointestinaltraktes,
sollte die Indikation zur Ösophagogastroduodenoskopie großzügig gestellt werden. Die
Endoskopie gilt als Methode der Wahl bei der Diagnostik des Magenkarzinoms, da
mit Hilfe einer gezielten Biopsieentnahme aus Tumor und tumorferner Mukosa sowohl
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Tabelle 1.1: Klassifikation der Magenkarzinome nach Laurén

Intestinaler Typ
(ca. 46% der Karzinome)

Diffuser Typ
(ca. 37% der Karzinome)

überwiegend Drüsenbildung ausgedehnte Infiltration der Magenwand

Ähnlichkeit der Tumorzellen mit atypischen
intestinalen Zylinderepithelien, meistens ge-
ringe Schleimbildung

dissoziiert liegende Tumorzellen, meist
ausgeprägte intrazelluläre Schleimbildung
(Siegelringzellen)

expansives Wachstum mit guter Abgren-
zung

unscharfe Tumorbegrenzung

oft ausgeprägte zelluläre Stromareaktion eher geringe, lymphozytäre Stromareaktion

eine histologische Diagnosesicherung als auch eine Beurteilung des Tumortyps, des
Differenzierungsgrades und des Wachstumstyps nach Laurén erfolgen kann.9
An die Diagnosestellung eines Magenkarzinoms schließt sich die prätherapeutische

Evaluation des Tumorstadiums – das klinische Staging – nach dem TNM-System der
UICC14 an. Die Tiefe der Tumorinfiltration in die Magenwand (T-Stadium) und die
Lymphknotenmetastasierung (N-Stadium) sollten mit Hilfe der Endosonographie un-
tersucht werden. In Abhängigkeit vom vorliegenden Tumorstadium wird im Anschluss
eine Oberbauchsonographie (T1/T2-Tumor) bzw. eine Computertomographie von Ab-
domen und Becken sowie nach Möglichkeit eine diagnostische Laparoskopie mit Sono-
graphie und Lavage-Zytologie (T3/T4-Tumor) durchgeführt, um den exakten Lymph-
knotenstatus, die Umgebungsbeziehungen des Tumors sowie eine eventuelle Perito-
nealkarzinose und Fernmetastasierung festzustellen. Das Staging in der M-Kategorie
sollte durch ein Knochenszintigramm und ein Röntgenthoraxbild ergänzt werden.9,15

Basierend auf dem klinischen Stadium der Tumorerkrankung kann nun die Einlei-
tung einer individuell abgestimmten Therapie erfolgen. Im Falle eines Magenfrühkar-
zinoms vom Mukosatyp (Stadium IA) ist eine lokale Exzision der betroffenen Magen-
wand möglich, die als kombinierte endoskopisch-laparoskopische Magenwandresektion
durchgeführt werden sollte. Falls im Rahmen der histopathologischen Aufarbeitung
allerdings ein Frühkarzinom vom Submukosatyp festgestellt wird, muss therapeutisch
wie bei einem lokal fortgeschrittenen Karzinom vorgegangen werden. Daneben beste-
hen die Optionen einer endoskopischen Mukosaresektion sowie einer Lasertherapie,
diese Verfahren von eingeschränkter Radikalität gelten jedoch nicht als Standard.15

Lokalisierte und lokal fortgeschrittene Magenkarzinome (Stadium IB, II und IIIA)
sollten nach Möglichkeit im Rahmen einer subtotalen bzw. totalen Gastrektomie pri-
mär reseziert werden, sofern durch die Operation eine R0-Situation erreicht werden
kann. Das Ziel des operativen Eingriffs, der noch immer als die einzige kurative The-
rapieoption angesehen werden muss, besteht neben der kompletten Entfernung des
Primärtumors mit adäquatem Sicherheitsabstand in der Resektion der Lymphknoten
des perigastralen Abflussgebietes. Hinsichtlich der Radikalität der Lymphknotenent-
fernung wird aktuell eine internationale chirurgische Debatte geführt: die Frage, ob die
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erweiterte Lymphadenektomie (D2-LA) gegenüber der einfachen Resektion (D1-LA)
signifikante prognostische Vorteile erbringt oder ob lediglich die postoperative Mor-
bidität und Mortalität unverhältnismäßig erhöht werden, konnte selbst in großen,
prospektiv randomisierten Studien aus den Niederlanden und Großbritannien16,17 zu-
nächst nicht abschließend geklärt werden. Ein signifikanter Überlebensvorteil nach
einer D2-Resektion ergab sich in diesen Studien nur, wenn ausschließlich methodisch
einwandfrei behandelte Patienten berücksichtigt wurden.15 Ist eine R0-Resektion des
Primärtumors nicht möglich, sollte eine neoadjuvante Chemotherapie im Rahmen ran-
domisierter Studien angestrebt werden, wodurch die Resektabilität und damit die Pro-
gnose der Patienten verbessert werden kann. Eine valide Einschätzung des Stellenwerts
der neoadjuvanten Chemotherapie liegt allerdings noch nicht vor.
Besteht bereits ein fortgeschrittenes bzw. fernmetastasiertes Magenkarzinom, ist

ein palliativer operativer Eingriff lediglich bei drohenden oder eingetretenen Kom-
plikationen (z. B. einer Stenose oder Blutung) indiziert, endoskopisch-interventionelle
Techniken wie die Lasertherapie oder eine Stenteinlage haben in dieser Situation einen
höheren Stellenwert als die chirurgische Therapie. Generell ist in den Stadien IIIB und
IV eine multimodale Behandlung angezeigt, die nach Möglichkeit ebenfalls eine adju-
vante Radiochemotherapie im Rahmen randomisierter Studien einschließen sollte. Für
Magenkarzinome ohne Fernmetastasen in den Stadien II bis IV konnte für die chirurgi-
sche Komplettresektion, gefolgt von einer postoperativen Chemotherapie mit anschlie-
ßender Radiochemotherapie (jeweils mit der Basissubstanz 5-Fluorouracil) gegenüber
der alleinigen chirurgischen Resektion in einer US-amerikanischen Untersuchung ein
signifikanter Überlebensvorteil festgestellt werden, was in den USA zur Etablierung
der adjuvanten Radiochemotherapie unter den genannten Voraussetzungen führte.18

Für die palliative Situation konnte darüber hinaus nicht nur eine Symptomreduktion,
sondern auch eine Lebenszeitverlängerung bei Anwendung einer Chemotherapie ge-
genüber einer alleinigen supportiven Therapie gezeigt werden.9 In diesem Fall sollten
in erster Linie gut verträgliche, auf 5-FU basierende Therapieschemata zum Einsatz
kommen, die ambulant durchgeführt werden können.

1.2 Die Polo-like-Kinase

1.2.1 Allgemeines

Die Polo-like-Kinasen (PLK) stellen eine Familie von Serin-Threonin-Kinasen dar, die
sich durch hochkonservierte strukturelle Gemeinsamkeiten auszeichnen und von großer
funktioneller Bedeutung für den Ablauf des Zellzyklus’ und besonders der M-Phase
sind, aber auch darüber hinaus eine wichtige Rolle spielen.19,20,21 Benannt wurde diese
Proteinfamilie nach dem polo-Gen von Drosophila melanogaster, das 1988 von Sunkel
und Glover22 entdeckt wurde. Heute kennt man zahlreiche Vertreter dieser Enzymfami-
lie, die in diversen Spezies gefunden wurden. Tabelle 1.2 zeigt eine Übersicht der Polo-
like-Kinasen häufig untersuchter Organismen; die humanen Polo-like-Kinasen werden
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Tabelle 1.2: Polo-like-Kinasen (PLK) in verschiedenen Organismen

Organismus Polo-like-
Kinase

Funktionen

Mammalia PLK1 zahlreiche Funktionen bei Mitose /
Zytokinese

PLK2 (Snk) und
PLK3 (Fnk/Prk)

G1/S-Übergang, Reaktion auf DNA-
Schäden, Regulation synaptischer Plas-
tizität

PLK4 (Sak) Mitoseabschluss
Xenopus laevis Plx1 Beteiligung an Mitoseeintritt und

-ende
Plx2, Plx3 keine spezifische Funktion bekannt

Drosophila melanogaster Polo Regulation von Mitose und Zytokinese
Caenorhabditis elegans Plc1, Plc2, Plc3 Abbau der Zellkernhülle
Schizosaccharomyces pombe Plo1p Regulation von Mitose und Zytokinese
Saccharomyces cerevisiae Cdc5 Regulation von Meiose, Mitose /

Mitoseende

im Allgemeinen als PLK1 bis 4 bezeichnet, wobei einige synonyme Bezeichnungen für
bestimmte Isoformen nach wie vor geläufig sind.19

Alle PLK-Proteine besitzen eine gleichartige katalytische Domäne am N-Terminus
sowie eine C-terminale Region, die neben einer für die proteolytische Degradation der
PLK erforderlichen D-Box eine oder zwei sog. Polo-Boxen mit einer vorgeschalteten
Polo-Box-Capsequenz enthält, die zusammen als Polo-Box-Domäne (PBD) bezeichnet
werden. Funktionell stellt die PBD eine phosphopeptidbindende Einheit dar, die spe-
zifisch phosphorylierte Substrate der PLK erkennen und in die unmittelbare Nachbar-
schaft der katalytischen Domäne bringen kann, aber auch die subzelluläre Lokalisation
und Wirkung der PLK während der M-Phase an den Zentrosomen bzw. Spindelpo-
len durch die Bindung an Dockingproteine begünstigt. Liegt keine Assoziation der
Polo-Box-Domäne mit entsprechenden Liganden vor, wird die basale Kinaseaktivität
der PLK inhibiert. Die Aktivierung der Polo-like-Kinasen erfolgt somit durch die Bin-
dung von Phosphopeptidsequenzen anderer Proteine an die PBD, aber auch durch die
Phosphorylierung der sog. T-Schleife, einem Threoninrest an Position 210 innerhalb
der Kinasedomäne der PLK1.23,24

1.2.2 Funktionen der PLK1

In den letzten Jahren wurden zunehmend mehr in vivo-Substrate der PLK1 identifi-
ziert, die selbst regulatorische Funktionen innerhalb des Zellzyklus' besitzen.25,26

Für die Einleitung der Mitosephase ist der sogenannte MPF (mitosis-promoting
factor), ein Komplex aus der Cyclin-abhängigen Kinase 1 (Cdk1) und Cyclin B, des-
sen Konzentration im Zytoplasma zum Ende der G2-Phase hin stark zunimmt, von

6



1 Einleitung

entscheidender Bedeutung.27 Man nimmt an, dass die initiale Aktivierung des Cdk1-
Cyclin-B-Komplexes am Zentrosom stattfindet, an dem auch PLK1 in dieser Phase
hauptsächlich lokalisiert ist.28 In Abhängigkeit vom erfolgreichen Abschluss der DNA-
Replikation wird die inhibierende Phosphorylierung an zwei ATP-Bindungsstellen der
Cdk1 (Thr14 und Tyr15) durch die Phosphatase Cdc25, initial insbesondere durch
deren Subtyp B,29 aufgehoben und der MPF in den Zellkern transloziert.30 Bei der
Aktivierung der Cdk1 geht man von einer positiven Feedbackschleife aus, in die außer
Cdc25 auch PLK1 integriert ist: mit zunehmender Kinaseaktivität der Cdk1 durch De-
phosphorylierung sowie aktivierender Phosphorylierung eines T-Loops (Thr161) durch
den Cak-Komplex (Cdk7, Cyclin H, MAT1)31 erfolgt eine verstärkte Aktivierung von
Cdc25 mit konsekutiver Aktivitätssteigerung der Cdk1.32 Zu den wichtigsten PLK1-
Substraten am G2/M-Phase-Übergang gehören Cdc25c und Cyclin B, auf die in huma-
nen Zellen zwar wahrscheinlich keine direkt aktivierende Wirkung durch eine Phospho-
rylierung ausgeübt wird, die jedoch über eine Steuerung ihrer subzellulären Lokalisa-
tion, d. h. über eine Hemmung ihrer nukleären Ausschleusung nach Phosphorylierung
einer NES-Sequenz, funktionell gefördert werden.33,34 Für die Wirkung der PLK1 in-
nerhalb dieser Feedbackschleife ist die vorhergehende „Vor“-Phosphorylierung ihrer
Substrate bedeutsam, da die Polo-Box-Domäne speziell phosphorylierte Sequenzen er-
kennen und binden kann, wodurch sich die Kinaseaktivität der PLK1 voll entfalten
kann.23,35 Darüber hinaus werden der PLK1 ein inhibitorischer Einfluss auf die Wee136

und der Plx1 eine hemmende Wirkung auf die Myt137 zugeschrieben, zwei Kinasen,
die vor Mitosebeginn durch Phosphorylierung oben genannter ATP-Bindungsstellen
der Cdk1 die Aktivierung des MPF blockieren.30

Der Eintritt einer Zelle in die Mitosephase hängt aber auch maßgeblich von der
Integrität der replizierten DNA ab. Liegen am Ende der G2-Phase DNA-Schäden,
insbesondere Doppelstrangbrüche vor, kommt es zu einer Hemmung der Cdk1-Cyclin-
B-Aktivierung durch den sog. DNA-Schadenskontrollpunkt38 (siehe hierzu auch Kapi-
tel 1.2.3). Im Rahmen dieser Zellzyklusunterbrechung zu Beginn der Mitosephase wird
auch die PLK1 durch Kontrollpunktmediatoren wie Chk1,39 p5340 und BRCA141 in-
hibiert; nach abgeschlossener DNA-Reparatur ist das Enzym jedoch von essentieller
Bedeutung für die Wiederaufnahme des Zyklusablaufs. Im Anschluss an eine aufgeho-
bene DNA-Schädigung ist die intakte Funktion von PLK1 und Cdc25b eine notwendige
Bedingung für die Fortsetzung der Mitose, wohingegen die Einleitung einer Zelltei-
lung, vor der keine DNA-Schädigung aufgetreten ist, dies nicht zwingend erfordert.42

Vermittelt wird die Wiederaufnahme des Zellzyklus', also die Reaktivierung des Cdk1-
Cyclin-B-Komplexes, über die Degradation der Wee1 nach direkter Phosphorylierung
durch die PLK1, wobei für diesen Vorgang wiederum eine „Vor“-Phosphorylierung der
Wee1 durch die Cdk1 entscheidend ist.36 Die zentrale Rolle der PLK1 als Triggerkina-
se bei der Fortsetzung des Zellzyklus' nach DNA-Reparatur wird deutlich, wenn man
berücksichtigt, dass nur PLK1-exprimierende Zellen den Zyklusablauf nach Kontroll-
punktaktivierung wieder aufnehmen.42,43

Eine weitere Funktion der PLK1 während des Zellzyklus' ist ihre Beteiligung an
der Bildung eines bipolaren Spindelapparates, da das Enzym in der G2-Phase wäh-
rend seiner Lokalisation am Zentrosom erheblich zu dessen Reifung und Teilung sowie
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zur Steuerung der Mikrotubulianordnung beiträgt. In diesem Zusammenhang ist die
PLK1 an der Regulation verschiedener für die Zentrosomenreifung wichtiger Proteine
beteiligt:
Für die Morphologie des Spindelapparates entscheidend ist beispielsweise die Anla-

gerung von γ-Tubulin an die Zentrosomen, da durch diesen Vorgang die Bündelung und
Ausrichtung der mitosespezifischen Mikrotubuli ermöglicht wird.44 Außerdem phos-
phoryliert PLK1 das zentrosomenassoziierte Protein NLP (Ninein-like protein), das in
der Folge vom Zentrosom dissoziiert und Bindungsstellen für Struktur- und Stabilisie-
rungsproteine freigibt, was wiederum die Anreicherung von γ-Tubulin am Zentrosom
begünstigt.45 Ein weiterer negativer Regulator der Mikrotubuliorganisation, der durch
eine Interaktion mit der Plx1 beeinflusst wird, ist das Protein Op18, das an der Desta-
bilisierung der Mikrotubuli beteiligt ist.46 Eine förderliche Funktion für die Spindelent-
wicklung besitzen hingegen die Proteine TCTP,47 Kizuna48 sowie Asp im Zellzyklus
von D. melanogaster.49 Voraussetzung für die durch Kizuna ermöglichte mechanische
Stabilisierung der Zentrosomen gegen die bei der Chromatidentrennung auftretenden
Zugkräfte ist dessen Phosphorylierung durch die PLK1.48 Inwiefern das humane Ho-
mologe ASPM durch die PLK1 reguliert wird, ist nicht geklärt. Darüber hinaus konn-
ten Fin1 (S. pombe) bzw. NEK2 (Mensch) als funktionelle Interaktionspartner der
Plo1 bzw. PLK1 identifiziert werden.50,51 Diese Kinasen phosphorylieren vorbereitend
Proteine am Zentrosom, die dann wiederum leichter als Substrate der entsprechenden
PLK gebunden werden können. Im Gegensatz dazu wurde kürzlich ein inhibitorischer
Einfluss der Phosphatase PP1C in Verbindung mit der regulatorischen Untereinheit
MYPT1 auf die PLK1 am Zentrosom gezeigt.52 Für den regelrechten Ablauf einer Zell-
teilung ist allerdings nicht nur die Assoziation und Wirkung der PLK1 am Zentrosom
essentiell, sondern auch ihre spätere Lokalisation an den Kinetochoren der chromoso-
malen Zentromere während der Prometaphase.53 Die Rekrutierung der PLK1 an diese
Proteinstrukturen wird mit Hilfe verschiedener Interaktionspartner bewerkstelligt, die
wiederum der „Vor“-Phosphorylierung für eine verbesserte Erkennung durch die PBD
bedürfen. Dies geschieht im Falle der Proteine Bub154 und INCENP55 durch die Cdk1,
für das Zentromerenprotein PBIP1 hingegen durch die PLK1 selbst.56 Mit Hilfe des
Spindelbefestigungskontrollpunkts wird die bipolare Anheftung aller Chromosomen
am Spindelapparat sichergestellt, bevor die Schwesterchromatiden getrennt und aus-
einander gezogen werden. Die Akkumulation der PLK1 an den Kinetochoren bewirkt
eine Phosphorylierung von Kontrollpunktmediatoren wie Bub1 und BubR1, was ei-
ne Befestigung der Mikrotubuli des Spindelapparates (der sog. „K-Fasern“) an den
Kinetochoren begünstigt.57,58 Weiterhin ermöglicht die PLK1 durch die Generierung
des spannungsdetektierenden Phosphoepitops 3F3/2 die Anheftung der Mikrotubuli-
Enden an nicht unter Spannung stehende Kinetochoren.59

Nach Aufhebung des Kontrollpunktsignals kann die Aktivierung des Anaphase-
unterstützenden Komplexes bzw. des Cyclosoms (APC/C) erfolgen, einer Multikom-
ponenten-Ubiquitinligase, die im Rahmen des Mitoseabschlusses eine Reihe von Pro-
teinen für die proteasomale Degradation markiert.60 Insbesondere der Proteinkom-
plex Kohäsin, der den physischen Zusammenhalt der Schwesterchromatiden bis zum
Metaphase-Anaphase-Übergang gewährleistet, wird unter dem Einfluss des APC/C
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in Verbindung mit dem Regulationsprotein Cdc20 abgebaut.61,62 In Wirbeltierzellen
erfolgt die Kohäsindissoziation von den Chromosomenarmen zum größten Teil bereits
in der Prometaphase nach Phosphorylierung der Kohäsinuntereinheit SA2 durch die
PLK1.63 Neben der Bindung an Regulationsproteine wird die Ubiquitinligaseaktivität
des APC/C auch durch Phosphorylierung seiner verschiedenen Untereinheiten gesteu-
ert; das Zusammenwirken des Cdk1-Cyclin-B-Komplexes und der PLK1 spielt für die
Aktivierung des Cyclosoms eine wichtige Rolle.64 Während der Cdk1 dabei wahr-
scheinlich eine essentielle Funktion zukommt, fördert die PLK1 über eine Verstärkung
der Bindung von Cdc20 an den APC/C lediglich die Stabilität des Komplexes. Mögli-
cherweise kann auch in diesem Fall das Konzept der „Vor“-Phosphorylierung durch die
Cdk1 als vorbereitender Schritt für die PLK1-Wirkung erklärend herangezogen wer-
den, da für die APC/C-Untereinheiten APC1(Tsg24), APC5 und Cdc23 eine Aktivie-
rung durch die additive Phosphorylierung beider Kinasen nachgewiesen wurde.65 Eine
weitere wichtige Funktion der PLK1 wurde unlängst bei der Untersuchung der Regu-
lation der APC/C-Aktivierung aufgedeckt: während der Interphase wird der APC/C
durch die Bindung von Cdc20 an das Protein Emi1 inaktiv gehalten, damit sich die
mitotischen Cycline A und B zu Beginn der M-Phase anreichern können. Damit Emi1
im Rahmen des Mitoseablaufs zeitgerecht degradiert werden kann, ist neben der Phos-
phorylierung des Proteins durch die Cdk1 die Kinaseaktivität der PLK1 notwendig.66

Als wichtiges mitotisches Enzym unterliegt die PLK1 selbst der Regulation durch
den APC/C mittels einer ubiquitinabhängigen Degradation. Die Verbindung des
APC/C mit dem Regulationsprotein Cdh1, die von der PLK1 besonders gefördert
wird, bewirkt neben der Proteolyse der PLK1 nach Ubiquitinierung ihrer D-Box den
proteasomalen Abbau weiterer mitotischer Enzyme wie z. B. der Aurorakinasen.67

Die Degradation von Cyclin B durch den APC/C mit konsekutiver Inaktivierung der
Cdk1 stellt eine notwendige Bedingung für die Einleitung der Zytokinese, also der phy-
sischen Trennung der beiden Tochterzellen, dar, da Chromosomenteilung und Mito-
seabschluss durch die Cdk1-Aktivität inhibiert werden.68 Eine wichtige Voraussetzung
für die Initiierung der Zytokinese ist die Ausbildung des sogenannten Spindelzentrums
in der Äquatorialebene der Mutterzelle. Hierbei werden an die sich überlappenden
antiparallelen Mikrotubuli-Enden des Spindelapparates regulatorische Proteine wie
Zentralspindelin, ein Komplex aus dem mitotischen Kinesin Mklp1 und dem RhoGAP-
Protein HsCyk-4, angelagert69,70 und die Entstehung eines zellmembranständigen kon-
traktilen Ringes und damit die Einkerbung der zentralen Teilungsfurche stimuliert.68

Die Aktivierung des Netzwerkes aus Aktin und Myosin im kontraktilen Ring durch
die GTPase RhoA erfordert die Bindung des Rho-Guanin-Nukleotid-Austauschfaktors
(RhoGEF) Ect2 an die HsCyk-4-Untereinheit von Zentralspindelin.71 Für die Bildung
dieses Komplexes am peripheren Spindelzentrum ist die Lokalisation und Aktivität der
PLK1 in der Nähe der genannten Strukturen während des Übergangs von der Meta-
zur Anaphase unentbehrlich.72 Die Translokation der PLK1 zum Spindelzentrum be-
ruht wahrscheinlich auf unterschiedlichen molekularen Interaktionen: zum einen spielt
in diesem Zusammenhang offensichtlich das Andocken der PLK1 an das am Spindel-
zentrum befindliche mikrotubulibündelnde Protein Prc1 eine Rolle,73 zum anderen
konnten das Kinesin Mklp274 und NudC,75 eine Komponente des Dynactinkomplexes,
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als Bindungspartner der PLK1 am Spindelapparat identifiziert werden. Die Phospho-
rylierung der genannten Proteine bewirkt die Entstehung von PBD-Bindungsstellen
und ist somit wiederum als „Vor“-Phosphorylierung für eine verbesserte Substrater-
kennung durch die PLK1 zu verstehen, die im Falle von Prc1 und Mklp2 durch die
PLK1 selbst erfolgt.73,74 Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass gerade Mklp2
hinsichtlich seiner Mikrotubulibündelungskapazität erst nach Abbau und damit In-
aktivierung der PLK1 eine deutliche Aktivitätssteigerung erkennen lässt.74 Darüber
hinaus konnte eine Beteiligung der PLK1 an der Fragmentierung des Golgi-Apparates
während der Zellteilung durch Phosphorylierung der Golgi-Apparat-assoziierten Pro-
teine GRASP6576 und Nir277 festgestellt werden. Für die Translokation der PLK1 an
das Spindelzentrum scheint neben den oben genannten Proteininteraktionen auch die
Bindung an Nir2 nach „Vor“-Phosphorylierung durch die Cdk1 eine Rolle zu spielen.77

Weiterhin wurden als Interaktionspartner bzw. Substrate der PLK1 die Peptidyl-
Prolyl-Isomerase Pin1,78 Cep55, eine Komponente des Zentriols,79 sowie das Pro-
teasom80 identifiziert; die endgültige funktionelle Bedeutung dieser Wechselwirkungen
bleibt allerdings zu klären.

1.2.3 Funktionen der PLK3 (Fnk/Prk)

Die Funktionen der PLK3 wurden bislang weniger ausgiebig untersucht als die der
PLK1; ihre Rolle innerhalb des Zellzyklus', aber auch in postmitotischen Zellen wird
daher in der gegenwärtigen Forschungsliteratur noch kontrovers diskutiert.
In frühen Studien fanden sich, ähnlich wie für die PLK1, Hinweise auf eine funk-

tionelle Relevanz der PLK3 während der Mitosephase. Beschrieben wurden in diesem
Zusammenhang eine Interaktion mit Cdc25a,81 b und c zu Beginn der Mitose,82,83 eine
Beteiligung an der Fragmentierung des Golgi-Apparates84,85 und am Ablauf der Zyto-
kinese86 sowie eine Regulation der Mikrotubulianordnung und Zentrosomenfunktion87

durch die PLK3. In einer anderen Untersuchung ließ sich allerdings der Nachweis
endogener PLK3 am Zentrosom, an den Mikrotubuli der mitotischen Spindel sowie
am Golgi-Apparat nicht reproduzieren; stattdessen wurde eine nukleoläre Lokalisa-
tion des Enzyms postuliert.88 Weiterhin fand diese Studie im Gegensatz zu früheren
Untersuchungen89,90 eine zellzyklusabhängige Regulation des PLK3-Proteinlevels mit
Höhepunkt der Expression am Ende der G1-Phase, dem Zeitpunkt der höchsten zel-
lulären Konzentration der mitotischen Cycline E und D. Da nach Depletion der PLK3
in Zellen mit synchronisiertem Zyklus eine Unterbrechung des Zellzyklus' am Ende
der G1-Phase auftrat bzw. asynchrone, PLK3-depletierte Zellen nach Teilung größ-
tenteils in die G0-Phase übergingen, nimmt man eine zentrale Rolle des Enzyms bei
der Einleitung der S-Phase nach Zellzyklusunterbrechung und in einem kontinuierli-
chen Zellzyklus an.91 Unterstützt wird diese Überlegung durch die Feststellung einer
herabgesetzten Konzentration des Cyclin-E-Proteins in PLK3-depletierten Zellen, zu-
mal für Cyclin E im Mausmodell eine essentielle Funktion bei der Wiederaufnahme
des Zellzyklus nach Unterbrechung gezeigt werden konnte.92 Da Cdc25a, das eben-
falls ein Substrat der PLK3 darstellt,81 u. a. eine aktivierende Dephosphorylierung
des Cdk2-Cyclin-E-Komplexes bewirkt, geht man von einem gemeinsamen Signalweg
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von PLK3 und Cdc25a bei der Regulation der Cyclin-E-Funktion am Übergang von
der G1- zur S-Phase aus.91

Darüber hinaus konnte eine Beteiligung der PLK3 an der Zellzyklusunterbrechung in
Folge einer DNA-Schädigung bzw. nach genotoxischem Stress nachgewiesen werden.
Als zelluläre Antwort auf Noxen wie ionisierende Strahlung, Methylmethansulfonat
(MMS) oder oxidativen bzw. hypoxischen Stress wird die Fortsetzung des Zyklusab-
laufs bis zum fehlerfreien Abschluss kritischer Prozesse durch spezielle Kontrollme-
chanismen (sog. Kontrollpunkte) blockiert, um die Zelle vor genetischer Instabilität
zu schützen.90,93,94 Im Rahmen der Signaltransduktion aktiviert hierbei ATM (ataxia
telangiectasia mutated) die Kontrollpunktkinasen Chk1 und 2 sowie die PLK3, die wie-
derum durch Phosphorylierung des Tumorsuppressors p53 an Ser-2093 und der Kinasen
Myt1 und Wee1 eine Aktivitätssteigerung dieser Enzyme bewirkt.25 Durch eine zusätz-
liche Inhibition der PLK1 sowie Degradation von Cdc25a bzw. Bindung von Cdc25c
an zytoplasmatische 14-3-3-Proteine nach Phosphorylierung und nukleärem Ausschluss
der Phosphatasen erfolgt die Blockade des Mitoseeintritts der Zelle.25 Allerdings wird
im Falle eines nicht unterbrochenen Zellzyklus' auch eine PLK3-vermittelte Lösung von
Cdc25 von den 14-3-3-Proteinen durch Bindung der Phosphatase an Cyclin B disku-
tiert.81 Weiterhin konnten eine unterstützende „Vor“-Phosphorylierung der Chk2 für
ATM95 und eine Aktivierung des Reparaturenzyms DNA-Polymerase δ nach Phos-
phorylierung seiner Untereinheit p125 durch die PLK393 sowie Interaktionen mit der
Proteinphosphatase 1α, dem aktinbindenden Adhäsionsmolekül Tensin296 und dem
calcium- und integrinbindenden Protein (CIB) gezeigt werden.97

In postmitotischen Neuronen wurde zudem eine regulatorische Funktion der aktivi-
tätsinduzierbaren PLK3 und PLK2 im Rahmen der hippocampalen homöostatischen
Plastizität nach erhöhter synaptischer Aktivität (z. B. Langzeitpotenzierung) nachge-
wiesen.98,99

1.2.4 Rolle der PLK bei der Onkogenese

Im Rahmen der Onkogenese kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen Proliferation
und Differenzierung mit Überwiegen proliferationsstimulierender Signale. Dass eine
Überexpression von PLK1 nicht nur Folge einer gesteigerten Proliferation nach onko-
gener Transformation eines Gewebes ist, sondern ursächlich zur Entstehung bzw. zum
gesteigerten Wachstum von Tumoren beiträgt, konnten Smith et al. 1997 zeigen.100

In dieser Studie ließ sich nach Überexpression muriner Plk1 in NIH3T3-Zellen die
Entstehung onkogener Foci bzw. eine Tumorentwicklung in Nacktmäusen feststellen.
Der proliferationsanregende Effekt der PLK1 beruht auf einer Förderung von Signal-

wegen, die den Eintritt der Zelle in die Mitose und deren Durchführung begünstigen.
Eine Deregulation der PLK1-Aktivität verursacht die Bildung von aberranten Zentro-
somen und Mitosespindelpolen. Da die Zentrosomenreifung für die Zusammenlagerung
mitotischer Mikrotubuli im Rahmen der Spindelformation essentiell ist, kann eine ab-
norme Zentrosomenorganisation mit veränderter Größe und Anzahl der Zentrosomen
zu Aneuploidie und genetischer Instabilität als typischen Merkmalen der Tumorent-
stehung führen.101 Während des Vorgangs der Zytokinese kann die Deregulation der
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1 Einleitung

PLK1, z. B. durch Überexpression102 oder PLK1-Antikörper44 in HeLa-Zellen eine
Mehrkernigkeit hervorrufen. Die abnorme PLK1-Funktion führte in diesen experimen-
tellen Ansätzen zu aneuploiden oder polyploiden Phänotypen.
Von besonderer Bedeutung für die Prävention onkogener Transformationen sind

die molekularen Interaktionen der PLK1 mit den Tumorsuppressoren BRCA1 und
RB, die eine Herunterregulation der PLK1 bewirken, sowie BRCA2, dessen Interak-
tionsmuster mit anderen Proteinen vor dem Mitoseeintritt wahrscheinlich nach Phos-
phorylierung durch die PLK1 verändert wird. In diesem Zusammenhang ist auch
die Wechselwirkung der PLK1 mit dem DNA-Schadenskontrollpunktmediator Chk1
zu nennen, aus der nach Kontrollpunktaktivierung im Regelfall eine Hemmung der
PLK1 resultiert.101 Bei Expression hyperaktiver PLK1 in U2OS-Zellen konnte aller-
dings nach DNA-Schädigung ein Überschreiben des DNA-Schadenskontrollpunkts mit
Aufhebung des G2-Blocks39 und folgender genetischer Instabilität beobachtet werden.
Darüber hinaus wurde in Säugerzellkulturen gezeigt, dass PLK1 an den Tumorsup-
pressor p53 bindet und auf diese Weise dessen Transkriptionsfunktion und proapopto-
tische Aktivität hemmt, während bei vermindertem PLK1-mRNA- und -Proteinlevel
eine Stabilisierung von p53 erfolgt. Für diese Interaktion sind die sequenzspezifische
DNA-Bindungsregion von p53 sowie die Kinaseaktivität der PLK1 erforderlich.103

Wichtig für das Verständnis der Funktionsweise der PLK1 bei der Tumorentstehung
ist überdies die Kenntnis der Promoterregion und der Transkriptionsfaktoren, die die
Expression des plk1 -Gens steuern. Da in Abhängigkeit vom Zellzyklus unterschiedli-
che PLK1-mRNA-Level exprimiert werden, erscheint eine transkriptionale Regulation
der PLK1 plausibler als eine posttranslationale. Bisher konnte gezeigt werden, dass
die für die Aktivierung des humanen plk1 -Promoters verantwortlichen regulatorischen
Regionen eine Sp1-Bindungsstelle und eine CCAAT-Box enthalten, an die der Tran-
skriptionsfaktor NF-Y bindet. Es bleibt allerdings zu klären, ob NF-Y und/oder Sp1
den plk1-Promoter in Tumorzellen transaktivieren.104

Die Rolle der PLK3 bei der Entstehung maligner Tumoren wird derzeit noch kontro-
vers diskutiert. Da bei reduzierter PLK3-Funktion ein durch genotoxischen Stress her-
vorgerufener Proliferationsarrest aufgehoben wird20 und die Expression ektoper PLK3
in humanen Zelllinien eine Zellzyklusunterbrechung mit anschließender Apoptose und
Hemmung des Zellwachstums induziert,86 vermuten einige Autoren, dass plk3 als
Wachstums- bzw. Tumorsuppressorgen fungiert.105 Wie bereits an anderer Stelle aus-
geführt (siehe Kapitel 1.2.3), interagiert PLK3 mit den DNA-Schadenskontrollpunkt-
mediatoren p53, Chk2 und ATM. In diesem Zusammenhang wurden nach Phospho-
rylierung durch PLK3 eine Stabilisierung von p53 und eine partielle Aktivierung von
Chk2 beschrieben.93

Weiterhin ließ sich nach Einwirkung von Doxycyclin-induzierten Superoxiden in
Zellkulturen eine Steigerung der PLK3-Expression nachweisen, die in Abhängigkeit
vom Transkriptionsfaktor NF-κB in Verbindung mit dessen regulatorischer Unterein-
heit RelA (p65) auftrat. Durch die Aktivitätssteigerung der PLK3 konnte sowohl eine
von p53 abhängige und als auch unabhängige proapoptotische Antwort auf erhöhte
Superoxidkonzentrationen beobachtet werden.106
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Aus diesen Beobachtungen ergibt sich eine Beteiligung der PLK3 am Erhalt der
genetischen Stabilität einer Zelle nach DNA-Schädigung bzw. an der proapoptoti-
schen Antwort der Zelle auf irreversible Schädigungen. Bezüglich des funktionellen
Einflusses des Enzyms auf die onkogene Transformation von Geweben kann allerdings
noch keine endgültige Aussage getroffen werden, da zur Expression der PLK3 in ver-
schiedenen Tumorgeweben variierende Forschungsergebnisse vorliegen, die einerseits
eine herunterregulierte mRNA-Expression der PLK3 in Karzinomen von Lunge,107

Uterus und Harnblase103 sowie Plattenepithelkarzinomen von Kopf und Hals,108 aber
auch chemisch induzierten Kolonkarzinomen bei Ratten109 zeigten, wohingegen dies
in humanen Hepatoblastomen und Magenkarzinomen z. T. nicht festgestellt werden
konnte.103 Andererseits ließ sich das PLK3-Protein in Ovarial-110 und Mammakarzi-
nomen111 im Gegensatz zu den entsprechenden Normalgeweben verstärkt detektieren.
Diese Diskrepanz der Expressionsergebnisse könnte auf unterschiedliche zugrundelie-
gende Regulationsmechanismen des Enzyms hinweisen.
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass ein proliferationsstimulierender Effekt

einer verstärkten PLK1-Funktion mehrfach belegt werden konnte, wohingegen der
PLK3 im regelrechten Zellzyklus eine eher antiproliferative Rolle zugesprochen wird.
Zur Beurteilung der funktionellen Hintergründe der PLK3-Expression in Tumoren sind
allerdings weitere klärende Untersuchungen notwendig.
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2 Zielsetzung

Die Ansprechraten fortgeschrittener bzw. fernmetastasierter Magenkarzinome auf eine
Standardchemotherapie bzw. auf eine Radiotherapie sind gering, so dass bei operativ
nicht vollständig resezierbaren Tumoren eine kurative Therapie derzeit kaum mög-
lich ist. Da auch neoadjuvante Radiochemotherapieansätze nur geringe prognostische
Vorteile bringen, ist eine Suche nach neuen Zielmolekülen für moderne chemotherapeu-
tische Ansätze erforderlich. Darüber hinaus lässt sich der zu erwartende Krankheits-
verlauf bei Patienten mit Magenkarzinomen unter Berücksichtigung konventioneller
Prognosemarker häufig nur unpräzise einschätzen, so dass Bedarf nach zusätzlichen
molekularen Prognosefaktoren besteht, die eine weitergehende Stratifizierung der Pa-
tienten nach dem Progressionsrisiko ermöglichen.
Sinnvollerweise konzentrieren sich diesbezügliche Forschungsansätze auf Proteine,

die durch eine zentrale Einbindung in bestimmte Regelkreisläufe mit der malignen
Transformation von Zellen in Verbindung gebracht werden. Besondere Aufmerksamkeit
gilt hierbei Proteinen, die in die Regulation von Proliferation, Apoptose, Adhäsivität,
Migration, Invasion und Chemoresistenz von Tumorzellen eingreifen.
Die Polo-like-Kinasen als zentrale Regulatoren des Zellzyklusablaufs sind in diesem

Zusammenhang von großem Interesse. Zahlreiche funktionelle Arbeiten zeigten bereits
die herausragende Bedeutung dieser Proteine bei der Zellzyklusregulation sowie eine
Wachstumshemmung von Tumorzellen durch das Ausschalten der PLK1 in vitro. Um
jedoch eine Aussage darüber treffen zu können, ob sich diese Proteinkinasen tatsächlich
als Zielstrukturen neuer chemotherapeutischer Ansätze im Magenkarzinom eignen, ist
die Kenntnis der Proteinexpression in vivo zwingende Voraussetzung. Eine derartige
Untersuchung könnte eine partielle Übertragung funktioneller in vitro-Daten auf die
tatsächliche in vivo-Situation ermöglichen.
In der vorliegenden Arbeit sollte die Expression der PLK1 und 3 im paraffineingebet-

teten Tumorgewebe und den zugehörigen Lymphknotenmetastasen einer großen Ko-
horte von Patienten mit primärem Magenadenokarzinom sowie die PLK1-Expression
in einer Magenkarzinomzelllinie und in kryokonservierten Magengewebsproben unter-
sucht werden. Anschließend sollten die gewonnenen Expressionsdaten von PLK1 und
3 auf ihre Übereinstimmung im Primärtumor und in den zugehörigen Lymphknoten-
metastasen hin überprüft werden. Des Weiteren bestand das Ziel der Untersuchung
darin, die Expressionsdaten der PLK1 und der PLK3 mit klinisch-pathologischen Pa-
rametern sowie miteinander zu korrelieren. Darüber hinaus sollte der Zusammenhang
zwischen PLK1- und 3-Expression im Tumorgewebe und der Überlebensdauer der am
Magenkarzinom erkrankten Patienten untersucht werden.

14



2 Zielsetzung

Zusammenfassend bestand das Gesamtziel der vorliegenden Arbeit darin, ein um-
fassendes Bild des Expressionsmusters dieser Isoenzyme im humanen Magenadenokar-
zinom herauszuarbeiten.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv und Verteilung der
klinisch-pathologischen Parameter

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden aus dem Archiv des Instituts für Pa-
thologie der Charité-Universitätsmedizin Berlin zunächst 217 mittels partieller oder
vollständiger Gastrektomie behandelte Patienten ausgewählt, bei denen im Zeitraum
von 1995 bis 2002 die Diagnose eines primären Magenkarzinoms gestellt worden war.
Aus dieser Gruppe wurden alle Patienten ausgeschlossen, die präoperativ vorbehan-

delte oder rezidivierte Magenkarzinome bzw. bekannte Zweitmalignome aufwiesen.
Alle Patienten, deren Tumoren histologisch nicht einem reinen Adenokarzinom ent-
sprachen, wurden ebenfalls nicht berücksichtigt. Weiterhin wurden Patienten, deren
Wohnsitz nicht in Berlin oder dessen Umland lag, nicht einbezogen, da für diese Patien-
ten keine Nachbeobachtungsdaten vorlagen. In die finale Studienkohorte eingeschlossen
werden konnten somit 135 Patienten. Eine postoperative adjuvante chemotherapeuti-
sche Behandlung der Patienten erfolgte stadienabhängig nach den seinerzeit geltenden
Richtlinien.9
Die Verteilung der klinisch-pathologischen Parameter im Patientenkollektiv zeigt

Tabelle 3.1. Die Altersspanne der 135 Patienten erstreckte sich von 25 bis 93 Jahren,
das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung lag bei 63,4 Jahren.
Die Karzinome dieses Patientenkollektivs zeigen hinsichtlich der Verteilung der Tu-

morstadien, der befallenen Lymphknoten, der Differenzierungsgrade sowie der histo-
logischen Subtypen ähnliche Häufigkeiten wie in epidemiologischen Studien deutscher
Krebsregister.

3.2 Methoden

3.2.1 Histopathologische Aufarbeitung und Untersuchung der
Gewebeproben

Die Diagnosesicherung sowie die Festlegung des Tumorstadiums für die vorliegenden
Tumoren erfolgte standardisiert an Hämatoxylin-Eosin-gefärbten Paraffinschnitten.
Hierzu wurden das Magengewebe und die zugehörigen Lymphknoten zunächst im Rah-
men der Routineaufarbeitung pathologischer Präparate in 4%igem Formaldehyd fixiert
und in Paraffin eingebettet.
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Tabelle 3.1: Verteilung der klinisch-pathologischen Parameter im Patientenkollektiv

Parameter Anzahl der Patienten
n %

Gesamtanzahl der Patienten 135 100,0
Alter zum Diagnosezeitpunkt
≤65 Jahre 74 54,8
>65 Jahre 61 45,2

Tumorstadium
pT1 8 5,9
pT2 64 47,4
pT3 49 36,3
pT4 14 10,4

Lymphknotenstatus
pN0 31 23,0
pN1 51 37,8
pN2 37 27,4
pN3 16 11,8

Metastasenstatus
M0 122 90,4
M1 13 9,6

Differenzierungsgrad
G1 3 2,2
G2 36 26,7
G3 96 71,1

Wachstumsmuster nach Laurén
Intestinal 74 54,8
Gemischt 8 5,9
Diffus 53 39,3

Lymphgefäßinvasion
L0 73 54,1
L1 62 45,9

Blutgefäßinvasion
V0 114 84,4
V1 21 15,6
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Anschließend wurden 5 µm dicke Schnitte angefertigt und in der HE-Färbung be-
urteilt. Die Festlegung des Tumorstadiums und -differenzierungsgrades erfolgte nach
Maßgabe der UICC14 bzw. der WHO.12 Bei den als pN0 klassifizierten Karzinomen
wurden in der Regel mindestens 15 Lymphknoten untersucht. Zusätzlich erfolgte für
alle Tumoren in Anlehnung an die Klassifikation nach Laurén eine Einteilung in Karzi-
nome vom intestinalen Typ mit vorwiegend glandulärem und solidem Wachstum, vom
diffusen Typ mit vorwiegend einzelzellig dispersem bzw. siegelringzelligem Wachstum
sowie in Karzinome vom Mischtyp.13 Die Invasion der Tumoren in Lymph- bzw. Blut-
gefäße wurde in konventionellen HE-Präparaten ohne zusätzliche Immunhistochemie
beurteilt.
Nach Auswahl repräsentativer Gewebsblöcke der zur Expressionsanalyse geeigneten

Tumorgewebsproben aus dem Archiv der Charité wurden für die sich anschließen-
de immunhistochemische Untersuchung Leerparaffinschnitte in ausreichender Anzahl
angefertigt.
Darüber hinaus sollten mit Hilfe von Immunoblotanalysen die immunhistochemisch

gewonnenen PLK-Expressionsergebnisse überprüft werden. Hierzu wurden insgesamt
49 Gewebsproben von Magenkarzinomen und Normalgewebe des Magens, die von ei-
nem erfahrenen Pathologen im Schnellschnittlabor unmittelbar postoperativ in flüs-
sigem Stickstoff asserviert worden waren, wie in Kapitel 3.2.5 bis 3.2.7 beschrieben
aufgearbeitet, um die grundsätzliche Eignung von auf diesem Wege gewonnenen Ge-
websproben für molekularbiologische Analysen zu untersuchen.
Zusätzlich wurde von jedem verwendeten Gewebsblock ein HE-Schnittpräparat an-

gefertigt, um die Gewebsqualität und die korrekte pathologisch-anatomische Zuord-
nung von normaler Schleimhaut und Tumor zu gewährleisten. Nach der lichtmikro-
skopischen Gewebsuntersuchung erwiesen sich 40 Fälle (17 Proben normaler Magen-
schleimhaut und 23 Magenkarzinome) als zur primären Analyse geeignet. Davon han-
delte es sich in 9 Fällen um Probenpaare aus normaler Magenschleimhaut und Ma-
genkarzinomgewebe.

3.2.2 Immunhistochemie

Der immunhistochemische Nachweis der PLK-Isoenzyme in den Paraffinschnitten von
Magentumoren bzw. von entsprechenden Lymphknoten wurde mit Hilfe monoklona-
ler Maus-Antikörper gegen menschliches PLK1- und PLK3-Protein durchgeführt. Zu
diesem Zweck wurden die Schnitte zunächst dreimal für jeweils drei Minuten in Xylol
sowie in absteigender Ethanolreihe (jeweils zweimal fünf Minuten in 100%igem und
in 96%igem sowie jeweils einmal fünf Minuten in 80%igem und in 70%igem Etha-
nol) entparaffinisiert und anschließend in Aqua dest. gewaschen. Um die relevanten
Antigen-Epitope für den jeweiligen Antikörper besser zugänglich zu machen, erfolg-
te nun das Erhitzen der Gewebsschnitte im mäßig sauren Milieu des Citratpuffers
mit einem pH-Wert von 6 während eines fünfminütigen Kochvorganges bei Überdruck
im Schnellkochtopf. Im Anschluss daran wurden die Schnitte in TRIS-Pufferlösung
gewaschen, mit einem Proteinblocker zehn Minuten lang vorbehandelt und mit dem
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Primärantikörper in einer Verdünnung von 1:500 (PLK1 und PLK3) in Antikörper-
Verdünnungslösung über Nacht bei 4 °C inkubiert.
Am nächsten Tag erfolgte nach mehrmaligem Waschen mit TBS und Tween die In-

kubation der Gewebsschnitte mit dem gegen Maus-IgG gerichteten, an Biotin gekop-
pelten Ziegen-Sekundärantikörper sowie der an Streptavidin gekoppelten alkalischen
Phosphatase für jeweils 20 Minuten bei Raumtemperatur zur Detektion des gebunde-
nen Primärantikörpers im Gewebe. Bei der nun folgenden farblichen Markierung der
gebundenen Antikörper kam das „Fast red“-System mit Naphthol zur Anwendung.
Zur besseren Erkennbarkeit der Gewebsstrukturen wurden die Schnitte anschließend
20 Sekunden in einer Hämalaunlösung nach Mayer gegengefärbt. Bis zum endgültigen
Eindecken mit Aquatex verblieben die Proben in Aqua dest.

3.2.3 Evaluation und Quantifizierung der
immunhistochemischen Färbung

Die Evaluation der immunhistochemischen Färbung in den Gewebsschnitten wurde
semiquantitativ unter Anwendung eines Immunreaktivitätsscores (IRS) durchgeführt.
Hierbei wurde zum einen die Intensität der Färbung, zum anderen der prozentuale
Anteil angefärbter Zellen beurteilt (Tabelle 3.2). Die Multiplikation der Punktwerte
dieser beiden Variablen ergab jeweils einen IRS-Wert zwischen 0 und 12. Zur Klassifi-
kation der Färbung für die statistische Analyse erfolgte eine Einteilung der Fälle nach
dem IRS, wobei Werte von 0 bis 6 als „negativ“ und 7 bis 12 als „positiv“ gewertet
wurden.

Tabelle 3.2: Quantifizierung der immunhistochemischen Färbung

Intensität der
Färbung

Punktwert Prozentualer Anteil
angefärbter Zellen

Punktwert

negativ 0 0% 0

schwach 1 <10% 1

mäßig 2 10-50% 2

stark 3 51-80% 3

>80% 4

3.2.4 Kultivierung von Tumorzellen

Die Kultivierung der humanen Magenkarzinomzelllinie EPG85-257112 erfolgte in ste-
rilen Zellkulturflaschen (150 cm3) im Kulturmedium L-15 unter konstanten Bedingun-
gen (37 °C, wassergesättigte Atmosphäre mit einem Volumenanteil von 5% CO2); ein
Austausch des Kulturmediums fand im Abstand von drei bis vier Tagen statt. Die Ar-
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beiten mit der Zelllinie wurden allesamt in steriler Umgebung (Zellkulturwerkbank)
mit Hilfe steriler Materialien und Lösungen durchgeführt.
Wenn die Zellen unter lichtmikroskopischer Beurteilung eine Konfluenz von etwa

80% aufwiesen, erfolgte eine Passagierung mit Trypsin. Hierzu wurde zunächst das
Kulturmedium aus der Zellkulturflasche abgesaugt. Anschließend erfolgte die Zugabe
von 3 ml Trypsin durch einen sterilen Filter zur Spülung der Flasche. Nach erneu-
tem Absaugen und Verteilen weiterer 2 ml Trypsin über die bewachsene Fläche der
Zellkulturflasche fand die Inkubation im Brutschrank bei 37 °C bis zur vollständigen
Ablösung des Zellrasens von der Flaschenwand statt. Der Fortschritt dieses Prozes-
ses wurde unter lichtmikroskopischer Kontrolle verfolgt. Nun wurde die enzymatische
Reaktion durch Zugabe von 3 ml Medium abgestoppt, die entstandene Zellsuspension
zur Vereinzelung der Zellen mehrmals in einer Pipette aufgezogen und bis auf 0,5 ml
aus der Flasche entfernt. Abschließend erfolgte die Zugabe von 10 ml Kulturmedium
zur verbleibenden Suspension.
Sämtliche Versuche wurden innerhalb der ersten zehn Passagen durchgeführt.

3.2.5 Proteinisolierung

Die Isolierung von Proteinen erfolgte sowohl aus den oben genannten kultivierten
menschlichen Magenkarzinomzellen112 als auch aus humanem Normal- und Tumorge-
webe des Magens, das in der Schnellschnittdiagnostik kryokonserviert worden war.
Im ersten Fall wurde die bei der Passagierung gewonnene Zellsuspension je nach

Bedarf mit Medium verdünnt und gleichmäßig in 3 cm durchmessende Petrischalen
ausgesät. Nach der Zugabe von jeweils 1 ml Medium erfolgte die Inkubation im Brut-
schrank für zwei bis drei Tage. Bei Vorliegen ausreichend starker Konfluenz wurde
das Medium abgesaugt und eine Spülung mit je 1 ml PBS durchgeführt. Nun erfolgte
die Behandlung der Zellen mit jeweils 100 µl des Proteinlysispuffers für fünf Minuten
auf Eis. Nach Homogenisierung des Lysats mit einem Zellschaber und Überführung in
ein 1,5 ml-Eppendorfgefäß wurde eine mechanische Degradierung durch mehrmaliges
Aufziehen in einer Insulinspritze vorgenommen. Abschließend erfolgte die Zentrifuga-
tion der Proben bei 4 °C für 15 Minuten mit 14000 U/min. Der Überstand wurde
abpipettiert und bei -20 °C aufbewahrt.
Bei der Proteinisolierung aus tiefgefrorenem Gewebe erfolgte die Zugabe von jeweils

200 µl Proteinlysispuffer in die 2 ml-Eppendorfgefäße mit den entsprechenden Proben.
Anschließend wurde das Gewebe mit Hilfe eines Vortexers in Lösung gebracht und das
Lysat mit einem Mini-Stößel homogenisiert. Die weitere Behandlung (mechanische De-
gradierung, Zentrifugierung, Aufbewahrung) erfolgte analog zum oben beschriebenen
Verfahren. Hierbei wurde ebenfalls durchgängig auf Eis gearbeitet.

3.2.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des BCA-Kits von Pierce.
Hierbei werden Cu²+-Ionen durch Proteine im alkalischen Milieu zu Cu+-Ionen redu-
ziert (Biuret-Prinzip). Diese reagieren mit Bicinchoninsäure (BCA) zu einem farbigen
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Komplex, dessen Extinktion bei 562 nm eine Bestimmung der Proteinkonzentration
mit einem ELISA-Reader möglich macht.
Gemäß den Vorgaben des Herstellers wurde zunächst eine Standardkonzentrations-

reihe aus BSA sowie ein Reagenzgemisch aus BCA-Lösung (Reagenz A) und alkalischer
Kupfersulfatlösung (Reagenz B) im Verhältnis 50:1 in erforderlicher Menge herge-
stellt. Anschließend wurden Proben und Standardreihe mit dem Reagenzgemisch für
60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anhand der den jeweiligen Standardkonzentrationen
entsprechenden Extinktionen ließ sich eine Eichkurve ermitteln, mit deren Hilfe die
Proteinkonzentrationen der Proben berechnet werden konnten.

3.2.7 Western Blot

Die Auftrennung der aus kultivierten Tumorzellen sowie aus tiefgefrorenem Tumor-
bzw. Normalgewebe isolierten Proteine erfolgte mittels Elektrophorese. Vor der Durch-
führung der Western Blots wurde die jeweilige Probenmenge in Abhängigkeit von ihrer
Proteinkonzentration mit gefärbtem Proteinlysispuffer auf 20 µl aufgefüllt, um dann
für zehn Minuten einer heißen Lyse bei 95 °C unterzogen zu werden.
Danach wurden die Proteine gemeinsam mit einem Marker in einem 10% SDS-

Polyacrylamidgel bei 100 V für zwei Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlie-
ßend erfolgte das Blotten, bei dem die Proteine im Semi-Dry-Verfahren mit Hilfe eines
Transferpuffers bei einer Stromstärke von 100 mA für 90 Minuten vom Gel auf eine
Nitrozellulosemembran übertragen wurden. Um unspezifische Bindungsstellen zu blo-
ckieren, wurde Blockingpuffer zugegeben und für 30 Minuten bei Raumtemperatur auf
der Membran belassen.
Nach Verdünnung der monoklonalen Primärantikörper gegen PLK1 bzw. PLK3 mit

Blockingpuffer im Verhältnis 1:500 sowie des anti-β-Aktin-Antikörpers im Verhältnis
1:3000 erfolgte eine Inkubation der Membran mit der Antikörper-Pufferlösung bei
4 °C über Nacht. Der Nachweis von β-Aktin diente hierbei als Positivkontrolle. Am
folgenden Tag wurde der Blot dreimal für 15 Minuten mit Waschpuffer gewaschen und
anschließend mit einem Sekundärantikörper (mit alkalischer Phosphatase konjugierter
Ziege-gegen-Maus-Antikörper) in einer Verdünnung von 1:5000 im Blockingpuffer für
45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde die Membran erneut dreimal
für 15 Minuten mit Waschpuffer sowie zweimal für zwei Minuten mit Assaypuffer
gewaschen.
Die nunmehr auf der Membran gebundenen Antikörper konnten anschließend mit

einem CSPD-Chemolumineszenzsystem detektiert werden, indem die Membran für
fünf Minuten mit 2 ml des CSPD-Reagenz sowie 100 µl Nitro-Block getränkt wurde.
Nach Einschweißen der Membran in Klarsichtfolie und Verschluss in einer Filmkassette
zusammen mit einem Hyperfilm erfolgte die Belichtung über einen Zeitraum von 30
bis 60 Minuten. Abschließend wurde der Film entwickelt und fixiert.
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3.2.8 Immunfluoreszenz

Neben dem semiquantitativen immunhistochemischen Nachweis der PLK-Isoenzyme
in Paraffinschnitten von Magenkarzinomen und Lymphknoten wurde eine indirekte
Immunfluoreszenzfärbung der kultivierten Magenkarzinomzellen am Monolayer zur
qualitativen Darstellung von PLK1- und PLK3-Protein durchgeführt.
Vorbereitend wurde bei der Passagierung gewonnene Zellsuspension je nach Bedarf

mit Medium verdünnt und in die vier Kammern eines Labtek-Objektträgers ausgesät.
Nach der Zugabe von jeweils 1 ml Medium pro Kammer erfolgte die Inkubation im
Brutschrank für ca. 24 Stunden. Sobald sich ein Zellrasen von mäßiger Dichte auf
dem Objektträger gebildet hatte, wurde das Medium abgesaugt und eine Spülung
mit je 1 ml PBS pro Kammer durchgeführt. Anschließend erfolgte die Fixierung der
Zellen mit 500 µl Methanol pro Kammer für 20 Minuten bei -20 °C. Nach Absaugen
des Methanols wurde erneut zweimal mit 1 ml PBS pro Kammer gespült. Vor der
Applikation der entsprechenden Antikörper wurden zunächst in jede Kammer 500 µl
einer Blockierungslösung, bestehend aus PBS mit 5% BSA sowie 1% NSS, eingebracht
und für eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Objektträger belassen.
Im Anschluss an das Absaugen der Blockierungslösung erfolgte die Inkubation bei

Raumtemperatur mit dem Primärantikörper gegen PLK1 bzw. PLK3 in einer Verdün-
nung von 1:500. Hierbei wurden pro Kammer 400 µl PBS mit 1% BSA und entspre-
chender Antikörpermenge appliziert und der Objektträger nach Ablauf einer Stunde
dreimalig mit PBS gewaschen.
Die nächsten Arbeitsschritte erfolgten in abgedunkelter Umgebung. Zunächst wur-

den wiederum 400 µl PBS mit 1% BSA und o. g. Sekundärantikörper im Verhältnis
1:100 sowie DAPI in einer Verdünnung von 1:3000 in jede Kammer gegeben. Die Zu-
gabe von DAPI diente der direkten Anfärbung der Tumorzellkerne. Nach einstündiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Objektträger erneut dreimal mit PBS ge-
waschen. Abschließend wurden die Kammerwände abgelöst und der Objektträger mit
DABCO eingedeckt.

3.2.9 Angaben zur statistischen Analyse

Um die statistische Signifikanz des Zusammenhangs zwischen PLK1- bzw. PLK3-
Expression und klinisch-pathologischen Parametern zu beurteilen, wurden der exakte
Test nach Fisher sowie der χ2-Test und der χ2-Test für Trends eingesetzt. Die jeweils
verwendeten Tests sind in den entsprechenden Tabellen angegeben. Die Korrelation
der PLK-Expression im Primärtumor mit der PLK-Expression in den Lymphkno-
tenmetastasen wurde mit Hilfe des Spearman'schen Korrelationskoeffizienten und des
Wilcoxon-Tests für nicht-parametrische, verbundene Stichproben untersucht. Die Be-
rechnung des Gesamtüberlebens erfolgte mittels univariater Überlebensanalyse nach
Kaplan-Meier, beim Vergleich der verschiedenen Überlebenskurven kam der Log-Rank-
Test zum Einsatz. Für die multivariate Überlebensanalyse wurde das Cox-Regressions-
modell unter Berücksichtigung der mit dem Überleben univariat signifikant korrelie-
renden Variablen verwendet. Als signifikant wurden P -Werte eingestuft, die kleiner als
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0,05 waren. Zur Datenerfassung und Durchführung der statistischen Analyse diente
die SPSS-Software, Version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3.3 Auflistung der verwendeten Materialien

3.3.1 Geräte

Bio Kinetics Reader EL 340 BIO-TEK Instruments, Winooski, USA

Einzelkochtafel Rommelsbacher Elektrohausgeräte GmbH,
Dinkelsbühl

Elektrophoresekammern
Agagel Maxi und Mini

Biometra, Göttingen

Elektrophoresenetzgerät
Savant PS 250

Savant Instruments, Holbrook, USA

Filmentwickler Hyperprocessor Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
UK

Fluoreszenzmikroskop Leica (TCS) Leica Confocal Microscopes, Wetzlar

Glasbehälter Schott, Mainz

Heizblock 100°C Roth, Karlsruhe

Magnetrührer Variomag H + P Labortechnik, München

Messbecher, Messzylinder Vit Lab, Großostheim

Oberschalenwaage OWA Labor, Oschatz

pH-Meter Mettler, Schwerzenbach, Schweiz

Pipetboy Integra Biosciences, Fernwald

Pipetten Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

Schnellkochtopf Steinbach, Kerpen

Schüttler Biometra, Göttingen

Thermomixer Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

Tischzentrifuge Biofuge Pico Heraeus, Hanau

Vakuumabsaugpumpe
CAPEX 2DC

Reichert-Jung, Heidelberg

Vortexer Reax 2000 Heidolph, Schwabach
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Wasserbad GFL Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel

Zellkulturbrutschrank BB 16 Heraeus, Hanau

Zellkulturmikroskop IMT-2 Olympus Optical, Hamburg

Zellkulturwerkbank Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim

3.3.2 Verbrauchsmaterialien

Chromatographiepapier 3MM CHR Whatman, Brentstone, UK

Deckgläser 24×60 mm / 24×40 mm Menzel-Gläser, Braunschweig

Filter Schleicher & Schuell, Dassel

Hyperfilm Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
UK

Insulinspritzen 1 ml Terumo, Leuven, Belgien

Kanülen B. Braun, Melsungen

LabTek Chamber Slide Nunc, Wiesbaden

Microtest Zellkulturplatte, 96 well Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA

Nitrozellulosemembran Whatman, Schleicher & Schuell, Dassel

Objektträger (Super Frost Plus)
25×75×1,0 mm

Menzel-Gläser, Braunschweig

Pap Pen The Binding Site, Birmingham, UK

Parafilm American National Can, Menasha, USA

Petrischalen für Zellkultur Falcon-Becton Dickinson, Le pont de Claix,
Frankreich

Pipettenspitzen ohne Filter Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

Reaktionsgefäße 15 / 50 ml Nunc, Wiesbaden

Reaktionsgefäße 0,5 / 1,5 / 2,0 ml Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

Skalpell Bard-Parker-Becton Dickinson, Hancock, USA

Spritzen 5 / 10 / 20 ml B. Braun, Melsungen

Zellkulturflaschen 150 cm3 Falcon-Becton Dickinson, Le pont de Claix,
Frankreich

Zellschaber Costar, Corning, USA
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Zellstoff Hartmann, Heidenheim

3.3.3 Chemikalien und Enzyme

Acrylamid Appligene oncor, Illkirch Graffenstaden,
Frankreich

Ammoniumperoxiddisulfat (APS) Merck, Darmstadt

Antibody diluent reagent solution Zymed, San Francisco, USA

Aquatex Merck, Darmstadt

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie, München

CDP-Star Ready-to-use Tropix, Bedford, USA

Citronensäure-Monohydrat Merck, Darmstadt

Coomassie Brillantblau Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Diazabicyclooctan (DABCO) Sigma-Aldrich Chemie, München

Diamidinophenylindol (DAPI) Invitrogen, Karlsruhe

Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich Chemie, München

Essigsäure Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

Ethanol Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

Entwickler X-OMAT EX II Kodak, Stuttgart

Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin

Fetuin (aus FCS) Sigma-Aldrich Chemie, München

Fixierer RP X-OMAT LO Kodak, Stuttgart

Glucoselösung (45%) Sigma-Aldrich Chemie, München

Glycerol Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Glycin Boehringer Ingelheim, Heidelberg

Hämalaunlösung Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig

I-Block Tropix, Bedford, USA

Insuman Rapid (Insulin) Sanofi-Aventis, Frankfurt
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Isopropanol Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt

L-15 Leibovitz Medium
cat # 12-700F

BioWhittaker/Cambrex, East Rutherford, USA

Marker für Gele Sigma-Aldrich Chemie, München

MEM-Vitamine (100x) Biochrom AG, Berlin

Methanol Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich Chemie, München

Natriumhydrogencarbonat Biochrom AG, Berlin

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt

Nitro-Block II Tropix, Bedford, USA

Natural sheep serum (NSS) Sigma-Aldrich Chemie, München

Protein Block, serumfrei DAKO, Carpinteria, USA

Salzsäure Merck, Darmstadt

Sigma Fast: Fast red TRI Naphthol
AS-MX tablet sets

Sigma-Aldrich Chemie, München

N,N,N',N'-Tetramethylethylene-
diamine (TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie, München

Transferrin Roche, Basel, Schweiz

Trasylol (Aprotininlösung) Bayer, Leverkusen

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck, Darmstadt

TRIS(Hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS-Base)

Merck, Darmstadt

TRIS(Hydroyxmethyl)aminom-
ethanhydrochlorid (TRIS-HCl)

Merck, Darmstadt

Trypsin Biochrom AG, Berlin

Tween 20 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Ultraglutamin Cambrex, East Rutherford, USA
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Xylol Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

3.3.4 Kits

BCA protein assay kit,
cat # 23225

Pierce Rockford, Illinois, USA

Super sensitive detection kit,
cat # QA 900-9L

Bio Genex, San Ramon, USA

3.3.5 Antikörper

Alkalische-Phosphatase-gebundener
Ziege-gegen-Maus-Antikörper,
cat # AC 32 ML

Tropix, Bedford, USA

Monoklonaler anti-β-Aktin-
Antikörper, cat # 0512018436

Chemicon, Temecula, CA, USA

Monoklonaler anti-PLK1-
Antikörper, cat # 610558

BD Transduction Laboratories, San Diego, USA

Monoklonaler anti-PLK3-
Antikörper, cat # F83520

BD Transduction Laboratories, San Diego, USA

3.3.6 Zelllinie

EPG85-257 (humanes Magenkarzi-
nom)

Etablierung durch Dietel et al., 1990112

3.3.7 Kulturmedien, Puffer und Lösungen

L-15 Kulturmedium: 50 ml FCS

2,5 ml Ultraglutamin

7,5 ml NaHCO3

5 ml MEM-Vitamine

0,5 ml Glucose

1 ml Insuman Rapid®

0,5 ml Trasylol®

2,5 ml Transferrin-Fetuin-Gemisch
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Transferrin-Fetuin-Gemisch: 250 mg Fetuin in 10 ml PBS steril
lösen, ad 100 ml PBS steril
auffüllen

3,36 ml Transferrin ad 100 ml PBS
steril auffüllen

10x Assaypuffer: 12,1 g TRIS-Base in 350,0 ml
Aqua dest. lösen, pH 9,8
einstellen

1,0165 g MgCl2 . 6 H2O

ad 500,0 ml H2O

Blockingpuffer: 0,6 g I-Block

30,0 ml 10× PBS oder TBS, mit
270,0 ml Aqua bidest auf-
füllen, erhitzen (< 100°C),
abkühlen lassen

300,0 µl Tween 20

10× Citratpuffer: 3,78 g Citronensäure-Monohydrat

24,21 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

ad 1000,0 ml H2O, pH 6,0 einstellen

10× Elektrophoresepuffer: 30,3 g TRIS-Base

144,0 g Glycin

2,8 g SDS

ad 1000,0 ml H2O, pH 8,3 – 8,4 einstellen

10× PBS-Puffer: 2,0 g KCl

2,0 g KH2PO4

80,0 g NaCl
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21,6 g Na2HPO4 · 7 H2O

ad 1000,0 ml Aqua bidest, autoklavieren

Proteinlysispuffer: 1,2 ml 0,5 M TRIS-HCl (pH 6,8)

2,0 ml 10% SDS

1,0 ml Glycerol

0,5 ml DTT (1M)

5,3 ml Aqua bidest

10× Transferpuffer: 29,0 g Glycin

58,0 g TRIS-Base

3,7 g SDS

ad 800,0 ml H2O, pH 8,3 einstellen

10× TRIS-Puffer (TBS): 9,0 g TRIS-Base

68,5 g TRIS-HCl

87,8 g NaCl

ad 1000,0 ml H2O, pH 7,4 einstellen

Waschpuffer: 100,0 ml 10x PBS oder TBS

1,0 ml Tween 20

ad 1000,0 ml H2O
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Polyacrylamidgel 10%: 2,5 ml Acrylamid

2,5 ml 1,5 M TRIS-HCl (pH 8,8)

100,0 µl 10% SDS

50,0 µl 10% APS

5,0 µl TEMED

4,8 ml H2O

Sammelgel 4%: 0,5 ml Acrylamid

1,25 ml 0,5 M TRIS-HCl (pH 6,8)

50,0 µl 10% SDS

50,0 µl 10% APS

10,0 µl TEMED

3,2 ml H2O

Coomassie-Färbelösung: 0,6 g Coomassie-Blau

100,0 ml Essigsäure

ad 1000,0 ml H2O

Färbefixierlösung für Coomassie 250,0 ml Isopropanol

100,0 ml Essigsäure

ad 1000,0 ml H2O
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4.1 Immunhistochemische Analyse der
PLK-Expression

4.1.1 Expression der PLK-Isoformen in normaler Magenmukosa

In der normalen Schleimhaut des Magenkorpus' zeigte sich im Zytoplasma der säu-
reproduzierenden Belegzellen immunhistochemisch eine mäßige Expression von PLK1
(Abb. 4.1A). PLK3 wurde in normaler Mukosa hingegen eher im Bereich des mittleren,
d. h. proliferativ aktiven Drüsenkompartiments exprimiert (Abb. 4.2A).
In den Fällen, die im Rahmen einer chronischen Gastritis Foci mit intestinaler Me-

taplasie aufwiesen, fand sich in den metaplastisch veränderten Zellen eine verstärkte
Expression sowohl von PLK1 als auch von PLK3 (Abb. 4.1B und 4.2B)
Darüber hinaus zeigten die Ganglien des autonomen Nervensystems eine deutliche

Positivität für PLK1 und konnten somit als interne Positivkontrolle herangezogen
werden. Normales Schleimhautstroma und regelrechte Muskulatur ließen keine erhöhte
PLK-Isoform-Expression erkennen.

4.1.2 Expression von PLK1 und PLK3 im
Magenadenokarzinom

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte immunhistochemisch gezeigt werden, dass
in einem Teil der untersuchten Magenadenokarzinome sowohl PLK1 als auch PLK3
überexprimiert wurde. Eine starke, zytoplasmatisch betonte Überexpression von PLK1
ließ sich in 73 von 135 Fällen (54,1%) nachweisen, PLK3 wurde in 75 von 131 Fällen
(57,3%) verstärkt exprimiert (Tabelle 4.1).
Im direkten Vergleich von Tumorgewebe und benachbartem Normalgewebe ließ sich

am Übergang von nicht transformiertem in dysplastisches Epithel häufig eine unmit-
telbare Expressionssteigerung darstellen (Abb. 4.1E/F und 4.2E/F).
Die immunhistochemische Färbung beschränkte sich vorwiegend auf das Zytoplasma

der PLK-positiven Zellen und wies strukturell eine feine Granularität auf (Abb. 4.1D
und 4.2D).
Die Werte des aus der Intensität der Färbung und dem Anteil der jeweils angefärbten

Zellen berechneten IRS umfassten die gesamte Spanne möglicher Scores, wobei die
hohen IRS-Werte etwas häufiger auftraten.
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Abbildung 4.1: Expression von PLK1 in normaler Magenmukosa und in Magenadenokar-
zinomen: A) Normale Magenschleimhaut mit mäßiger PLK1-Expression in
den säureproduzierenden Belegzellen des Magenkorpus’. Keine Expression
im übrigen Epithel. B) Foci mit intestinaler Metaplasie sind ebenfalls PLK1-
positiv. C) PLK1-negatives Magenkarzinom (intestinaler Typ). D) PLK1-
positives Magenkarzinom (diffuser Typ). E/F) PLK1-positive Magenkarzi-
nome. Die Pfeile markieren jeweils Tumordrüsen, die Pfeilspitzen zeigen
auf normale Magenschleimhaut. Am Übergang von nicht transformiertem in
dysplastisches Epithel findet sich eine unmittelbare Expressionssteigerung.
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Abbildung 4.2: Expression von PLK3 in normaler Magenmukosa und in Magenadenokar-
zinomen: A) Normale Magenschleimhaut mit mäßiger PLK3-Expression im
mittig gelegenen proliferativ aktiven Schleimhautkompartiment. Keine we-
sentliche Expression im übrigen Epithel. B) Foci mit intestinaler Metaplasie
sind ebenfalls PLK3-positiv. C) PLK3-negatives Magenkarzinom (intestina-
ler Typ). D) PLK3-positives Magenkarzinom (ebenfalls intestinaler Typ).
E/F) PLK3-positive Magenkarzinome. Die Pfeilspitzen markieren jeweils
normale Magenschleimhautdrüsen, die Pfeile zeigen auf neoplastisches Epi-
thel. Am Übergang von nicht transformiertem in dysplastisches Epithel fin-
det sich eine unmittelbare Expressionssteigerung.
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Tabelle 4.1: Expression von PLK1 und PLK3 im Magenadenokarzinom

Parameter Anzahl der Patienten
n %

Gesamtanzahl der Patienten (PLK1) 135 100,0
PLK1-Expression

negativ (IRS 0-6) 62 45,9
positiv (IRS 7-12) 73 54,1

Gesamtanzahl der Patienten (PLK3) 131 100,0
PLK3-Expression

negativ (IRS 0-6) 56 42,7
positiv (IRS 7-12) 75 57,3

4.1.3 Expression von PLK1 und PLK3 in
Lymphknotenmetastasen

Neben den primären Magenkarzinomen wurde metastatisches Gewebe von 46 korre-
spondierenden regionalen Lymphknoten hinsichtlich der Expression der PLK-Isoformen
sowie der Zusammenhang zwischen der PLK-Expression in den Lymphknotenmetasta-
sen und in den zugehörigen Primärtumoren untersucht.
Eine Überexpression konnte für PLK1 in 30 Lymphknotenmetastasen (65,2%), für

PLK3 in 40 Metastasen (83,3%) nachgewiesen werden (Abb. 4.3B). Die statistische
Analyse mit Hilfe des Spearman'schen Korrelationskoeffizienten ergab eine hohe Kor-
relation der Expressionsscores (IRS) beider PLK-Isoformen in den Primärtumoren mit
den Expressionsdaten in den entsprechenden Lymphknotenmetastasen (Tabelle 4.2),
was bedeutet, dass Fälle mit höheren Expressionsscores in den Primärtumoren auch
signifikant höhere Expressionsniveaus in den korrespondierenden Lymphknotenmeta-
stasen aufwiesen. Der Wilcoxon-Test für nicht-parametrische, verbundene Stichproben
allerdings zeigte für die PLK3 in den Lymphknotenmetastasen durchschnittlich eine
statistisch signifikant stärkere Expression als im Primärtumor. Die Expressionsniveaus
der PLK1 in den Lymphknotenmetastasen und den Primärtumoren wiesen hingegen
keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (Tabelle 4.3).

34



4 Ergebnisse

Abbildung 4.3: A) Expression von PLK1 in intralymphatischen Tumorverbänden. B) Ex-
pression von PLK1 in einer Lymphknotenmetastase.

Tabelle 4.2: Zusammenhang zwischen PLK-Isoform-Expressionsscores in Primärtumor
und Lymphknotenmetastase (Spearman'scher Korrelationskoeffizient)

Parameter Fälle
PLK1 - IRS
(Lymphknoten-
metastase)
Korrelation

P-Wert
PLK3 - IRS
(Lymphknoten-
metastase)
Korrelation

P-Wert

PLK1 - IRS
(Primärtumor)

46 0,629
<0,001

PLK3 - IRS
(Primärtumor)

46 0,579 <0,001

Tabelle 4.3: Unterschiede zwischen PLK-Isoform-Expressionsscores in Primärtumor
und Lymphknotenmetastase (Wilcoxon-Test für nicht-parametrische, ver-
bundene Stichproben)

Parameter Median Quartile Wilcoxon-P-Wert
PLK1 - IRS (Primärtumor) 8 4 - 12 0,895PLK1 - IRS (Lymphknotenmetastase) 8 5,5 - 9,75
PLK3 - IRS (Primärtumor) 8 4 - 12 0,013PLK3 - IRS (Lymphknotenmetastase) 9 8 - 12
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4.2 Korrelation der Expression der PLK-Isoformen
miteinander und mit klinisch-pathologischen
Parametern

4.2.1 Korrelation der Expression der PLK1-Isoformen
miteinander

In der immunhistochemischen Analyse der Expression von PLK1 und PLK3 zeigten
sich verhältnismäßig ähnliche Expressionsmuster beider Isoenzyme. Der exakte Test
nach Fisher ergab eine hochsignifikante Beziehung (P < 0,001, Tabelle 4.5) der Ex-
pressionsdaten beider Proteine.
Dies wurde auch bei der Korrelation der PLK-Expression mit klinisch-pathologischen

Daten deutlich. Beide Isoformen korrelierten positiv mit ähnlichen klinisch-patholo-
gischen Parametern, allerdings konnte im Fall von PLK1 für eine größere Anzahl von
Parametern eine Signifikanz der Beziehung nachgewiesen werden als für PLK3.

4.2.2 Korrelation der PLK1-Expression mit
klinisch-pathologischen Parametern

Die statistische Analyse mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher konnte eine positive
Korrelation der PLK1-Expression mit dem Patientenalter zum Zeitpunkt der Diagno-
sestellung aufzeigen (P = 0,016). In diesem Zusammenhang fand sich eine signifikant
häufigere Positivität für PLK1 in den Karzinomen der zum Diagnosezeitpunkt über
65 Jahre alten Patienten.
Im χ2-Test für Trends korrelierte die Expression der PLK1 hochsignifikant positiv

mit dem Tumorstadium (P = 0,001). Lokal weiter fortgeschrittene Karzinome expri-
mierten hierbei bedeutend stärker PLK1 als lokal beschränkte Tumoren.
Darüber hinaus zeigte auch der Nodalstatus der Patienten eine deutlich positive

Korrelation mit der PLK1-Expression (P = 0,003). Während in den Tumoren ohne
regionale Lymphknotenmetastasierung nur zu 38,7% PLK1 exprimiert wurde, fand
sich mit ausgedehnterer nodaler Metastasierung der untersuchten Tumoren auch eine
signifikant stärker ausgeprägte PLK1-Expression: 75% der Karzinome mit pN3-Status
waren PLK1-positiv.
Die Korrelation mit dem Tumorwachstumsmuster nach Laurén mit Hilfe des χ2-

Tests ergab außerdem einen Zusammenhang von Proteinexpression und Tumorwachs-
tumstyp. Diffus wachsende Magenkarzinome ohne kohäsiven Zellverband, die Siegel-
ringzellformationen aufwiesen, zeigten signifikant häufiger eine Positivität für PLK1
als Karzinome des histologisch besser differenzierten intestinalen Wachstumstyps
(P = 0,02).
Bei histologisch vorliegender Lymph- und Blutgefäßinvasion durch die Tumoren fand

sich zwar eher eine PLK1-Positivität als bei Karzinomen ohne Gefäßinvasion, die Kor-
relation mit der PLK1-Expression im exakten Test nach Fisher stellte sich jedoch als
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nicht signifikant heraus (P = 0,165 für Lymphgefäßinvasion; P = 0,483 für Blutge-
fäßinvasion).
Für den histologischen Differenzierungsgrad der Karzinome ließ sich ebenfalls keine

signifikant positive Korrelation zur Expression der PLK1 aufzeigen (P = 0,111), die
geringer differenzierten Magenkarzinome exprimierten allerdings in stärkerem Maße
PLK1 als die höher Differenzierten.
Des Weiteren konnte auch für den Metastasenstatus keine signifikante Korrelation

zur PLK1-Expression nachgewiesen werden (P = 0,381).
Detaillierte Daten zur Korrelation von PLK1-Expression und klinisch-pathologischen

Parametern finden sich in Tabelle 4.4. Die Abbildungen 4.4 bis 4.7 zeigen die graphi-
schen Darstellungen dieser Korrelationsdaten.
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Tabelle 4.4: Expression der PLK1 im Magenadenokarzinom und Korrelation mit ausgewähl-
ten klinisch-pathologischen Parametern

Parameter Anzahl PLK1 negativ PLK1 positiv P-Wert
Patienten n % n %

Alter zum 0,016+

Diagnosezeitpunkt
≤65 Jahre 74 41 55,4 33 44,6
>65 Jahre 61 21 34,4 40 65,6

Tumorstadium 0,001§

pT1 8 4 50,0 4 50,0
pT2 64 40 62,5 24 37,5
pT3 49 15 30,6 34 69,4
pT4 14 3 21,4 11 78,6

Lymphknotenstatus 0,003§

pN0 31 19 61,3 12 38,7
pN1 51 27 52,9 24 47,1
pN2 37 12 32,4 25 67,6
pN3 16 4 25,0 12 75,0

Metastasenstatus 0,381+

M0 122 58 47,5 64 52,5
M1 13 4 30,8 9 69,2

Differenzierungsgrad 0,111§

G1 3 2 66,7 1 33,3
G2 36 20 55,6 16 44,4
G3 96 40 41,7 56 58,3

Wachstumsmuster 0,020∆

nach Laurén
Intestinal 74 42 56,8 32 43,2
Gemischt 8 3 37,5 5 62,5
Diffus 53 17 32,1 36 67,9

Lymphgefäßinvasion 0,165+

L0 73 38 52,1 35 47,9
L1 62 24 38,7 38 61,3

Blutgefäßinvasion 0,483+

V0 114 54 47,4 60 52,6
V1 21 8 38,1 13 61,9
+ Exakter Test nach Fisher; ∆ χ2–Test; § χ2-Test für Trends.

38



4 Ergebnisse

pT1 pT2 pT3 pT4

0

20

40

60

80

100

120

50

37,5

69,4
78,6

50

62,5

30,6
21,4

PLK 1 negativ
PLK 1 positiv

Tumorstadium

P
L

K
 1

-E
xp

re
ss

io
n

 i
n

 %

Abbildung 4.4: Korrelation der PLK1-Expression mit dem Tumorstadium (P = 0,001; χ2-
Test für Trends).
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Abbildung 4.5: Korrelation der PLK1-Expression mit dem Lymphknotenstatus (P = 0,003;
χ2-Test für Trends).
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Abbildung 4.6: Korrelation der PLK1-Expression mit dem histologischen Wachstumsmus-
ter nach Laurén (P = 0,020; χ2-Test).
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Abbildung 4.7: Korrelation der PLK1-Expression mit dem Patientenalter zum Diagnose-
zeitpunkt (P = 0,016; exakter Test nach Fisher).
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4.2.3 Korrelation der PLK3-Expression mit
klinisch-pathologischen Parametern

Die Expression der PLK3 korrelierte positiv mit dem Tumorstadium. Diese Beziehung
zeigte eine deutliche Signifikanz (P = 0,003). Im Stadium pT1 wiesen nur 28,6% der
Tumoren eine Positivität für PLK3 auf, im Stadium pT4 waren es hingegen bereits
76,9%.
Daneben ließ sich eine ähnlich stark ausgeprägte positive Korrelation der PLK3-

Expression mit dem Lymphknotenstatus der Patienten nachweisen (P = 0,005). Mit
zunehmender Metastasierung der Karzinome in regionale Lymphknoten fand sich auch
ein höherer Prozentsatz PLK3-positiver Fälle: Während im Stadium pN0 lediglich
36,7% der Tumoren PLK3 exprimierten, waren es im Stadium pN3 bereits 80%.
Darüber hinaus konnte keine Korrelation der PLK3-Expression mit dem Patien-

tenalter bei Diagnosestellung (P = 0,480), dem Metastasenstatus (P = 0,069), dem
histologischen Differenzierungsgrad (P = 0,720), dem Tumorwachstumsmuster nach
Laurén (P = 0,792) sowie der Lymph- (P = 0,117) und Blutgefäßinvasion (P = 0,810)
nachgewiesen werden (Tabelle 4.5).
In den Abbildungen 4.8 und 4.9 finden sich graphische Darstellungen der Korrelation

der PLK3-Expression mit dem Tumorstadium bzw. mit dem Lymphknotenstatus.

Tabelle 4.5: Expression der PLK3 im Magenadenokarzinom und Korrelation mit ausgewähl-
ten klinisch-pathologischen Parametern sowie der PLK1-Expression

Parameter Anzahl PLK3 negativ PLK3 positiv P-Wert
Patienten n % n %

Alter zum 0,480+

Diagnosezeitpunkt
≤65 Jahre 72 33 45,8 39 54,2
>65 Jahre 59 23 39,0 36 61,0

Tumorstadium 0,003§

pT1 7 5 71,4 2 28,6
pT2 63 33 52,4 30 47,6
pT3 48 15 31,2 33 68,8
pT4 13 3 23,1 10 76,9

Lymphknotenstatus 0,005§

pN0 30 19 63,3 11 36,7
pN1 51 21 41,2 30 58,8
pN2 35 13 37,1 22 62,9
pN3 15 3 20,0 12 80,0

Metastasenstatus 0,069+

M0 119 54 45,4 65 54,6
M1 12 2 16,7 10 83,3
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Tabelle 4.5: Expression der PLK3 im Magenadenokarzinom und Korrelation mit ausgewähl-
ten klinisch-pathologischen Parametern sowie der PLK1-Expression

Parameter Anzahl PLK3 negativ PLK3 positiv P-Wert
Patienten n % n %

Differenzierungsgrad 0,720§

G1 3 2 66,7 1 33,3
G2 36 15 41,7 21 58,3
G3 92 39 42,4 53 57,6

Wachstumsmuster 0,792∆

nach Laurén
Intestinal 72 29 40,3 43 59,7
Gemischt 8 4 50,0 4 50,0
Diffus 51 23 45,1 28 54,9

Lymphgefäßinvasion 0,117+

L0 69 34 49,3 35 50,7
L1 62 22 35,5 40 64,5

Blutgefäßinvasion 0,810+

V0 110 48 43,6 62 56,4
V1 21 8 38,1 13 61,9

PLK1-Expression < 0,001+

negativ 61 44 72,1 17 27,9
positiv 70 12 17,1 58 82,9
+ Exakter Test nach Fisher; ∆ χ2-Test; § χ2-Test für Trends.
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Abbildung 4.8: Korrelation der PLK3-Expression mit dem Tumorstadium (P = 0,003; χ2-
Test für Trends).
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Abbildung 4.9: Korrelation der PLK3-Expression mit dem Lymphknotenstatus (P = 0,005;
χ2-Test für Trends).
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4.3 Korrelation der PLK-Expression mit dem
Patientenüberleben

Im folgenden Abschnitt soll der Einfluss verschiedener klinisch-pathologischer Fak-
toren sowie der PLK-Expression auf die Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten
dargelegt werden. Zu diesem Zweck wurden die entsprechenden Parameter zusammen
mit den Überlebensdaten des Patientenkollektivs einer univariaten sowie einer multi-
variaten Überlebensanalyse unterzogen.
Das mittlere Gesamtüberleben der Patienten wurde definiert als Zeitdauer, für die

eine Wahrscheinlichkeit des Überlebens von genau 50% galt. Während des Nachbeob-
achtungszeitraums verstarben 87 der 135 Patienten (64,4%). In dieser Patientengruppe
entsprach das mittlere Gesamtüberleben 9,1 Monaten. Die mittlere Nachbeobachtungs-
zeit der am Endpunkt der Analyse noch lebenden Patienten betrug 32,7 Monate.

4.3.1 Prognostische Relevanz klinisch-pathologischer Faktoren
in der univariaten Überlebensanalyse

Das für diese Arbeit neu zusammengestellte Kollektiv von Patienten mit Magenkar-
zinomen kann als repräsentativ angesehen werden, da die für die Prognose des Ma-
genkarzinoms relevanten klinisch-pathologischen Faktoren auch in der Kohorte der
vorliegenden Studie einen großen Einfluss auf die Überlebenswahrscheinlichkeit der
Patienten zeigten.
In der univariaten Überlebensanalyse (Tabelle 4.6) ließ neben dem Tumorstadium

(P = 0,0001) auch der Lymphknotenstatus (P = 0,0002) einen hochsignifikanten Ein-
fluss auf das Gesamtüberleben der Patienten erkennen.
Patienten mit lokal progredienten sowie nodal metastasierten Karzinomen wiesen

eine deutlich herabgesetzte Überlebensrate gegenüber Patienten ohne fortgeschrittenes
lokales Tumorwachstum und regionale Lymphknotenmetastasen auf. Während sich das
mittlere Gesamtüberleben der Patienten von 22,7 Monaten im Stadium pT2 auf 4,4
Monate im Stadium pT4 verkürzte, nahm die Überlebensdauer für pN0 im Mittel von
36,1 Monaten auf 4,4 Monate für pN3 ab.
Für das Alter der Patienten zum Diagnosezeitpunkt ließ sich kein signifikanter

Einfluss auf die Überlebenswahrscheinlichkeit feststellen (P = 0,055). Ebenso wenig
zeigten der Metastasenstatus (P = 0,087) und der histologische Differenzierungsgrad
(P = 0,304) signifikante Beziehungen zum mittleren Überleben der Patienten.
Darüber hinaus konnte auch für die Parameter Lymphgefäßinvasion, Blutgefäßinva-

sion und Tumorwachstumsmuster nach Laurén kein Einfluss auf die Prognose nachge-
wiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Die Abbildungen 4.10 bis 4.13 zeigen die Überlebenskurven des Patientenkollektivs

jeweils in Abhängigkeit von ausgewählten klinisch-pathologischen Parametern.
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Tabelle 4.6: Univariate Überlebensanalyse des Gesamtüberlebens nach Kaplan-Meier in Ab-
hängigkeit von relevanten klinisch-pathologischen Faktoren sowie von der PLK-
Isoform-Expression

Parameter Anzahl
der
Fälle

Anzahl
der Er-
eignisse

Mittleres
Überleben
(Monate)

Standard-
fehler

P-Wert
(Log-rank-
Test)

PLK1-Expression 0,0026
negativ 62 32 22,27 15,61
positiv 73 55 11,30 2,68

PLK3-Expression 0,0091
negativ 56 30 23,37 8,39
positiv 75 54 12,07 1,55

Alter (Diagnose) 0,0545
≤65 Jahre 74 44 18,77 4,28
>65 Jahre 61 43 12,50 2,61

Tumorstadium 0,0001
pT1 8 3 nicht erreicht —
pT2 64 33 22,73 19,22
pT3 49 39 11,30 1,71
pT4 14 12 4,43 1,59

Lymphknotenstatus 0,0002
pN0 31 16 36,07 17,25
pN1 51 29 19,00 4,06
pN2 37 29 11,77 2,47
pN3 16 13 4,43 1,53

Metastasenstatus 0,0868
M0 122 77 15,97 3,02
M1 13 10 6,73 5,63

Differenzierungsgrad 0,3043
G1 3 1 nicht erreicht —
G2 36 21 13,67 3,45
G3 96 65 15,47 1,81
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Abbildung 4.10: Überlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhängigkeit vom Tumorstadium
(P -Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).

Abbildung 4.11: Überlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhängigkeit vom Lymphknoten-
status (P -Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).
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Abbildung 4.12: Überlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhängigkeit vom Metastasen-
status (P -Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).

Abbildung 4.13: Überlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhängigkeit vom Differenzie-
rungsgrad (P -Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).
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4.3.2 Prognostische Relevanz der PLK1 in der univariaten
Überlebensanalyse

Im Rahmen der univariaten Überlebensanalyse konnte ein hochsignifikanter Einfluss
der PLK1-Expression im Magenkarzinom auf das Gesamtüberleben der Patienten ge-
zeigt werden (P = 0,003, Tabelle 4.6).
Bei Patienten mit PLK1-positiven Magenkarzinomen war eine deutlich herabge-

setzte mittlere Überlebensdauer im Vergleich zu Patienten ohne nachweisbare PLK1-
Expression im Tumor festzustellen. Während PLK1-negative Karzinome mit einem
mittleren Gesamtüberleben von 22,3 Monaten assoziiert waren, bedeutete eine Ex-
pression von PLK1 eine signifikant verkürzte Überlebensdauer von im Mittel 11,3
Monaten. Für die 3-Jahres-Überlebensrate ließ sich in diesem Zusammenhang eine
Reduktion von 47,6% auf 22,9% verzeichnen. Abbildung 4.14 zeigt die Kaplan-Meier-
Überlebenskurve des Patientenkollektivs in Abhängigkeit von der PLK1-Expression.
Im Gegensatz zu den Primärtumoren konnte für die Expression der PLK1 in den

Metastasen der korrespondierenden regionalen Lymphknoten (n = 46) kein signifi-
kanter Einfluss auf die Prognose der Patienten nachgewiesen werden (P = 0,14),
was auf die deutlich geringeren Fallzahlen innerhalb dieser Kohorte zurückzuführen
sein könnte. Die mittlere Überlebensdauer der Patienten mit PLK1-negativen Lymph-
knotenmetastasen betrug 7,0 Monate, während Patienten mit PLK1-exprimierenden
Lymphknotenmetastasen ein mittleres Überleben von 9,4 Monaten zeigten.

Abbildung 4.14: Überlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhängigkeit von der PLK1-
Expression im Magenkarzinom (P -Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).
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4.3.3 Prognostische Relevanz der PLK3 in der univariaten
Überlebensanalyse

Neben der PLK1-Expression erwies sich auch eine Positivität der Magenkarzinome
für PLK3 in der univariaten Überlebensanalyse als prognostisch relevant (P = 0,009,
Tabelle 4.6).
Eine Expression von PLK3 in den Tumoren konnte mit einem signifikant kürzeren

mittleren Gesamtüberleben der betreffenden Patienten in Verbindung gebracht wer-
den. Im Falle der Patienten mit PLK3-exprimierenden Karzinomen war die mittlere
Überlebensdauer gegenüber denjenigen mit PLK3-negativen Tumoren von 23,4 auf
12,1 Monate herabgesetzt. Bezüglich der 3-Jahres-Überlebensrate bedeutete dies eine
Abnahme von 43,6% auf 26,6%. Die Überlebenskurve des Patientenkollektivs nach
Kaplan-Meier in Abhängigkeit von der PLK3-Expression ist in Abbildung 4.15 darge-
stellt.
Ähnlich wie die PLK1-Expression erwies sich auch die Expression von PLK3 in

den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen, anders als im Primärtumor, nicht
als Prognosefaktor für das Überleben der Patienten in dieser Untergruppe (n = 48).
Dieses Ergebnis könnte ebenfalls mit den niedrigeren Fallzahlen in dieser Kohorte
in Verbindung stehen. Die Verkürzung der mittleren Überlebensdauer von Patienten
mit PLK3-positiven Lymphknotenmetastasen von 17,3 auf 9,1 Monate zeigte in der
univariaten Überlebensanalyse keine statistische Signifikanz (P = 0,19).

Abbildung 4.15: Überlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhängigkeit von der PLK3-
Expression im Magenkarzinom (P -Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).
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4.3.4 Multivariate Überlebensanalyse unter Einschluss der
PLK1-Expression

Die anhand der univariaten Überlebensanalyse als prognostisch signifikant identifizier-
ten Parameter wurden mit Hilfe einer multivariaten Überlebensanalyse auf ihre Unab-
hängigkeit als Prognosefaktoren hin untersucht. In die Analyse eingeschlossen werden
konnten somit das Tumorstadium, der Lymphknotenstatus und die Expression der
PLK1. Der histologische Differenzierungsgrad der Karzinome sowie der Metastasen-
status und das Alter der Patienten zum Diagnosezeitpunkt wurden darüber hinaus
ebenfalls berücksichtigt, da diese Faktoren trotz nicht erreichter Signifikanz in unserer
Tumorkohorte bekanntermaßen relevanten Einfluss auf das Patientenüberleben beim
Magenkarzinom haben können.
Als multivariat unabhängige Prognosefaktoren mit signifikantem Einfluss auf das

Patientenüberleben stellten sich das Tumorstadium (P = 0,013) und der Nodalsta-
tus (P <0,001) heraus (Tabelle 4.7). Bei einem 95%-Konfidenzintervall von 1,14 bis
2,93 war das Relative Risiko für die Tumorstadien pT3 und pT4 gegenüber den Sta-
dien pT1 und pT2 auf 1,82 erhöht. Bezüglich des Lymphknotenstatus' konnte eine
Zunahme des Relativen Risikos um 1,05 pro befallenem Lymphknoten bei einem 95%
Konfidenzintervall von 1,02 bis 1,07 konstatiert werden. Das Alter der Patienten zum
Diagnosezeitpunkt wies lediglich eine grenzwertige Signifikanz als unabhängiger Pro-
gnosefaktor auf (P = 0,043).
Für die Expression der PLK1 konnte in der multivariaten Überlebensanalyse hinge-

gen kein signifikanter unabhängiger Einfluss auf das Gesamtüberleben der Patienten
festgestellt werden. In der Gegenüberstellung von vorhandener und fehlender PLK1-
Expression wurde lediglich ein P -Wert von 0,362 errechnet.
Ähnliche Ergebnisse lieferten der histologische Differenzierungsgrad und der Meta-

stasenstatus bei Einbeziehung in die multivariate Analyse. Für den Differenzierungs-
grad fand sich ein P -Wert von 0,384 für G3 gegenüber G1/G2, der Metastasenstatus
zeigte einen P -Wert von 0,947 für die Gegenüberstellung von vorhandener und fehlen-
der Fernmetastasierung.

4.3.5 Multivariate Überlebensanalyse unter Einschluss der
PLK3-Expression

Die Überprüfung der prognostischen Signifikanz der PLK3-Expression in der multiva-
riaten Überlebensanalyse erfolgte unter Einschluss derselben klinisch-pathologischen
Parameter wie zuvor bei der PLK1 (Tabelle 4.8).
Auch diese Analyse wies das Tumorstadium (P = 0,016) und den Lymphknoten-

status (P < 0,001) als eindeutig signifikante unabhängige Prognosefaktoren aus. Das
Patientenalter zum Diagnosezeitpunkt zeigte wiederum grenzwertige (P = 0,041), der
histologische Differenzierungsgrad und der Metastasenstatus hingegen erneut keinerlei
Signifikanz für das Patientenüberleben.
Weiterhin konnte in der multivariaten Überlebensanalyse kein signifikanter Einfluss

der PLK3-Expression auf die Patientenprognose festgestellt werden (P = 0,332).
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Tabelle 4.7: Multivariate Überlebensanalyse des Gesamtüberlebens unter Einschluss
univariat signifikanter klinisch-pathologischer Parameter und der PLK1-
Expression sowie des Patientenalters, des Metastasenstatus und des his-
tologischen Differenzierungsgrades

Parameter RR 95% CI P-Wert
(Cox-Regres-
sionsmodell)

PLK1-Expression
negativ 1,000
positiv 1,245 0,777 - 1,996 0,362

Alter zum Diagnosezeitpunkt
pro Jahr 1,017 1,001 - 1,034 0,043

Tumorstadium
pT1/pT2 1,000
pT3/pT4 1,823 1,135 - 2,929 0,013

Lymphknotenstatus
pro positiver Lymphknoten 1,047 1,021 - 1,073 < 0,001

Metastasenstatus
M0 1,000
M1 1,026 0,479 - 2,198 0,947

Differenzierungsgrad
G1/G2 1,000
G3 1,249 0,757 - 2,063 0,384

Beide PLK-Isoenzyme ließen also in der vorliegenden Studie hinsichtlich ihrer Ex-
pression keinen vom Tumorstadium und Nodalstatus eindeutig unabhängigen progno-
stischen Wert erkennen.

4.4 Expression von PLK1 in kryokonservierten
Magengewebeproben sowie in der
Magenkarzinomzelllinie EPG85-257

Die aufgrund der immunhistochemischen Analyse gewonnenen Expressionsergebnisse
für die PLK-Proteine wurden mit Hilfe der Immunoblottechnik insbesondere für die
PLK1 überprüft. Durch die Anwendung des Western Blots konnte die Expression der
PLK1 sowohl in der untersuchten Magenkarzinomzelllinie als auch in den kryokonser-
vierten Proben von Normal- und Tumorgewebe des Magens detektiert werden. Von
den 40 für die primäre Expressionsanalyse geeigneten tiefgefrorenen Gewebsproben
wurden neun Fälle ausgewählt, in denen Autolyse bzw. Degradation am geringsten
ausgeprägt waren. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.
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Tabelle 4.8: Multivariate Überlebensanalyse des Gesamtüberlebens unter Einschluss
univariat signifikanter klinisch-pathologischer Parameter und der PLK3-
Expression sowie des Patientenalters, des Metastasenstatus und des his-
tologischen Differenzierungsgrades

Parameter RR 95% CI P-Wert
(Cox-Regres-
sionsmodell)

PLK3-Expression
negativ 1,000
positiv 1,269 0,784 - 2,052 0,332

Alter zum Diagnosezeitpunkt
pro Jahr 1,017 1,001 - 1,034 0,041

Tumorstadium
pT1/pT2 1,000
pT3/pT4 1,801 1,114 - 2,912 0,016

Lymphknotenstatus
pro positiver Lymphknoten 1,049 1,023 - 1,075 < 0,001

Metastasenstatus
M0 1,000
M1 0,916 0,414 - 2,031 0,830

Differenzierungsgrad
G1/G2 1,000
G3 1,269 0,766 - 2,103 0,354

4.4.1 Expression von PLK1 in normaler Magenmukosa

Die aus dem tiefgefrorenen, homogenisierten Gewebe der normalen Magenschleimhaut
isolierten Proteinextrakte ließen lediglich in einem von drei repräsentativen Fällen
eine sehr schwache Expression von PLK1 erkennen. Im Western Blot zeigte sich in
diesem Zusammenhang eine schwach ausgeprägte Bande bei 68 kDa (Abb. 4.16). Darü-
ber hinaus konnte im untersuchten kryokonservierten Normalgewebe keine eindeutige
PLK1-Expression nachgewiesen werden.
Dieser Befund korrespondiert mit dem in der immunhistochemischen Analyse ge-

fundenen niedrigen Expressionsniveau der PLK1 in normaler Schleimhaut bzw. der
Beschränkung ihres Vorkommens auf einzelne Zellen in der normalen Magenmukosa.

4.4.2 Expression von PLK1 im Magenadenokarzinom

Im vorliegenden tiefgefrorenen Tumorgewebe konnten bei Untersuchung der isolierten
Proteinextrakte folgende Expressionsmuster der PLK1 beobachtet werden: Von sechs
repräsentativen Fällen wiesen im Western Blot drei Proben eine stark ausgeprägte
68-kDa-Bande als Zeichen eines hohen PLK1-Proteinlevels auf, zwei weitere zeigten
eine schwache PLK1-Expression und einer der Tumoren ließ keine PLK1-Bande erken-
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nen (Abb. 4.16). Dieses Ergebnis passt sehr gut zu den immunhistochemisch gefunde-
nen Prozentzahlen PLK1-positiver Tumoren.

Abbildung 4.16: Expression von PLK1 (68 kDa) in kryokonservierten Proben von Normal-
und Tumorgewebe des Magens (Linke Bahn = Kontrolle, T = Tumor,
N = normale Magenmukosa).

4.4.3 Expression von PLK1 in der Magenkarzinomzelllinie

Neben dem kryokonservierten Magentumorgewebe zeigte auch die Zelllinie EPG85-
257 eine Überexpression des PLK1-Proteins. Der Western Blot des aus der Zellkultur
gewonnenen Proteinextrakts wies in diesem Fall ebenfalls eine deutliche Bande bei
68 kDa auf (Abb. 4.17).

Abbildung 4.17: Expression von PLK1 (68 kDa) in der Magenkarzinomzelllinie EPG85-257
(Linke Bahn = Kontrolle, EPG = EPG85-257).
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4.5 Immunfluoreszenzuntersuchung der Expression
von PLK1 und PLK3 in EPG85-257

Die Immunfluoreszenzfärbung der kultivierten Magenkarzinomzellen am Monolayer
diente dem qualitativen Nachweis der PLK-Proteine sowie der Überprüfung eventueller
Unterschiede in der PLK-Expression während verschiedener Stadien des Zellzyklus’.
Abbildung 4.18A zeigt die Darstellung des PLK1-Proteins mittels indirekter Im-

munfluoreszenz im Konfokalmikroskop. Eine hohe Intensität der Fluoreszenzfärbung
weisen hierbei insbesondere in der Teilung befindliche Magenkarzinomzellen auf, was
einen Zusammenhang zwischen Mitoseaktivität und verstärkter PLK1-Expression na-
helegt. Darüber hinaus findet sich jedoch auch im Zytoplasma von Tumorzellen ohne
nachweisbare Teilungsfiguren eine feingranulär strukturierte Färbung für PLK1, die
auf eine basale PLK1-Expression in der Magenkarzinomzelllinie hindeutet.
Bezüglich des PLK3-Proteins konnte in der indirekten Immunfluoreszenzdarstellung

eine ausgeprägtere generelle Expression festgestellt werden. Nahezu alle Karzinomzel-
len zeigten eine starke, ebenfalls feingranuläre Fluoreszenzfärbung des Zytoplasmas
(Abb. 4.18B). Dieser Befund lässt sich mit einer allgemeinen Überexpression der PLK3
in der untersuchten Magenkarzinomzelllinie vereinbaren.
Die direkte Anfärbung der kultivierten Tumorzellen mit dem Fluorochrom DAPI

(Abb. 4.18C und 4.18D) diente der Darstellung der Zellkerne bzw. des jeweils vorlie-
genden Mitosestadiums der nukleären DNA.
In Abbildung 4.18E und 4.18F ist schließlich eine Überlagerung der beiden Fluores-

zenzdarstellungen gezeigt, die den Abgleich von PLK-Expression und Mitoseaktivität
erleichtern soll.
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4 Ergebnisse

Abbildung 4.18: Indirekte Immunfluoreszenzdarstellung von PLK1 (A) und PLK3 (B) in
der Magenkarzinomzelllinie EPG85-257, direkte Fluoreszenzfärbung der
Zellkerne jeweils mit DAPI (C und D) sowie Überlagerung beider Fluo-
reszenzen (E und F).
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5.1 Expression der PLK1 und PLK3 in Normal- und
Tumorgewebe des Magens

5.1.1 Expression der PLK1 und PLK3 in Normalgeweben

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten immunhistochemisch unterschiedliche
Expressionsmuster der PLK1 und 3 in Normal- und Tumorgewebe des Magens sowie
in korrespondierenden Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden: Normale Ma-
genschleimhaut exprimierte PLK1 und 3 nur in geringem Maße, eine Expression der
PLK3 war hierbei hauptsächlich in den proliferationsaktiven Gewebskompartimenten
der Mukosa detektierbar.
Die Expression des plk1 -Gens in verschiedenen Zelllinien variiert während des Zellzy-

klus', wobei der Höhepunkt der mRNA-Transkription innerhalb der Mitosephase liegt
und die Proteinexpression und -aktivität in der G1- und S-Phase niedrige, in der G2-
Phase ansteigende und in der M-Phase maximale Werte zeigen.105 In Normalgeweben
mit sehr teilungsaktiven Zellpopulationen wie Plazenta, Milz, Ovar und Testis finden
sich die höchsten mRNA-Levels der PLK1,113 wohingegen die PLK1-Transkription
in den adulten Geweben von Leber, Niere, Thymus, Lunge, Darm, Pankreas, Magen,
Herz, Haut und Gehirn zumeist niedrig bis nicht detektierbar ist.105 Interessanterweise
ließ sich anders als in gesundem Hirngewebe im Gehirn von Alzheimer-Patienten eine
erhöhte Expression des PLK1-Proteins nachweisen.114

Hinsichtlich der PLK3-Expression in Abhängigkeit vom Zellzyklusablauf liegen wi-
dersprüchliche Forschungsergebnisse vor: Während frühere Untersuchungen z. T. eine
erhöhte Proteinexpression zu Beginn der Mitosephase,89 z. T. aber auch konstan-
te Proteinlevel während des Zellzyklus'90 festgestellt hatten, fand eine neuere Studie
eine zellzyklusabhängige Regulation der PLK3-Expression mit maximalen Protein-
konzentrationen am Ende der G1-Phase,88 was mit der Beobachtung einer erhöhten
PLK3-Transkription in der frühen G1-Phase107,115 kongruiert. Insgesamt wird PLK3-
mRNA in den meisten adulten Geweben eher gering exprimiert. Eine Untersuchung
an murinen Normalgeweben zeigte die höchsten mRNA-Level in Haut, Lunge und Ge-
hirn,116 in humanen Geweben konnte eine verstärkte mRNA-Expression in Plazenta,
Ovar und Lunge festgestellt werden.107
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5.1.2 Expression der PLK1 und PLK3 im Magenkarzinom und
anderen malignen Tumoren

In zahlreichen Tumoren wurde von anderen Autoren teils auf RNA-, teils auf Protein-
ebene eine deutliche Expression der PLK1 beschrieben. Im Gegensatz zu den meisten
Normalgeweben konnte in etlichen soliden Tumoren eine Überexpression der PLK1
festgestellt werden, wobei nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome,117 Plattenepithelkar-
zinome von Kopf und Hals,118 Endometrium-119 und Pankreaskarzinome120 sowie
Hepatoblastome103,121 und Melanome122 deutlich erhöhte mRNA-Level zeigten und
oropharyngeale Karzinome,123 papilläre Schilddrüsenkarzinome,124 Kolon-,125 Pankre-
as-,120 Prostata-,126 Ovarial-,110 Endometrium-,119 und Mammakarzinome111 sowie
maligne Gliome127 eine verstärkte Expression des PLK1-Proteins aufwiesen.
In bestimmten Tumorzelllinien ließ sich allerdings eine herabgesetzte Konzentration

des PLK1-Proteins nachweisen, was auf eine gestörte Interaktion der PLK1 mit dem
Hitzeschockprotein Hsp90 zurückgeführt werden konnte. Zugrundeliegend sind in die-
sen Fällen Mutationen derjenigen plk1 -Genregionen, die für die C-terminale Region
des PLK1-Proteins kodieren, in der sich u. a. die Polo-Box-Domäne befindet, wodurch
die Bindung der PLK1 an das Chaperon verhindert und das PLK1-Protein destabili-
siert wird.128

Für Magen- bzw. Ösophaguskarzinome gelang Tokumitsu et al. der Nachweis einer
erhöhten Expression von PLK1 bereits auf RNA-Ebene,129 Kanaji et al. nachträg-
lich zusätzlich auf Proteinebene.130 In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine
Überexpression sowohl von PLK1- als auch PLK3-Protein in Magenkarzinomen gezeigt
werden. Diese Beobachtung korrespondiert mit dem bereits beschriebenen Zusammen-
hang zwischen der proliferativen Aktivität eines Gewebes und seiner PLK1-Expression,
wobei die postulierten Funktionen der PLK1 im Zellzyklus eine Assoziation von Ex-
pressionsintensität des Enzyms und Proliferationsausmaß des entsprechenden Gewebes
plausibel erscheinen lassen. Allerdings scheint die verstärkte Enzymexpression in den
untersuchten Tumoren nicht ausschließlich Folge einer gesteigerten Proliferation zu
sein, da in einigen Tumoren nahezu 100% der Zellen PLK exprimierten und derart ho-
he Proliferationsraten für das Magenkarzinom nicht beschrieben sind. Vielmehr bleibt
zu diskutieren, ob hier eine aberrante Überexpression der PLK1 mit zu der erheblich
gesteigerten Proliferation in einigen Tumoren beigetragen hat.
Die Expression der PLK3 wurde in stärker proliferierenden Geweben, d. h. in ver-

schiedenen Tumoren sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene z. T. als herabgesetzt
beschrieben, andere Tumorentitäten wiesen allerdings eher eine PLK3-Überexpression
auf. Karzinome von Lunge,107 Uterus und Harnblase103 sowie Plattenepithelkarzino-
me von Kopf und Hals,108 aber auch chemisch induzierte Kolonkarzinome bei Rat-
ten109 zeigten beispielsweise eine herunterregulierte mRNA-Expression, wohingegen
dies in humanen Hepatoblastomen und Magenkarzinomen z. T. nicht festgestellt wer-
den konnte.103 Auf der anderen Seite ließ sich das PLK3-Protein in Ovarial-110 und
Mammakarzinomen111 im Gegensatz zu den entsprechenden Normalgeweben verstärkt
detektieren.
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Für die im Magenkarzinomkollektiv der vorliegenden Studie festgestellte Überex-
pression des PLK3-Proteins sind mehrere Erklärungen möglich: Geht man von einer
tumorsuppressiven Funktion der PLK3 aus, ist eine Aktivierung des plk3 -Gens mit
verstärkter Expression und pathologischer Akkumulation des Enzyms während der
Onkogenese, ähnlich dem p53-Protein,131 denkbar. Nimmt man allerdings eher eine
proliferationsfördernde als eine tumorsuppressive Rolle der PLK3 im Zellzyklus an,
ist die beobachtete Überexpression der Kinase im Tumorgewebe zwanglos zu erklä-
ren. Hinweise auf eine funktionelle Relevanz der PLK3 während der Mitosephase lie-
fern die Ergebnisse verschiedener Arbeiten, die z. B. eine Interaktion des Enzyms mit
Cdc25a,81 b und c zu Beginn der Mitose,82,83 eine Beteiligung an der Fragmentierung
des Golgi-Apparates84,85 und am Ablauf der Zytokinese86 sowie eine Regulation der
Mikrotubulianordnung und Zentrosomenfunktion87 feststellen konnten.
Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Magenschleim-

haut, in der sich im Rahmen einer chronischen Gastritis eine intestinale Metaplasie
entwickelt hat, verstärkt PLK1 und 3 exprimiert. Es ist vorstellbar, dass innerhalb
der Mukosazellen vom intestinalen Typ, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit Vorläu-
fer von Magenkarzinomzellen darstellen, veränderte Signaltranduktionswege auftreten,
die zu einer PLK-Akkumulation und damit zu einem abnormen Wachstumsverhalten
führen können. Andererseits könnte die verstärkte Detektierbarkeit der PLK-Isoformen
im Magengewebe mit intestinaler Metaplasie auch auf eine sekundäre Akkumulation
der Enzyme in den intestinal differenzierten Zellen zurückzuführen sein, die im Rah-
men einer erhöhten Proliferationsaktivität des metaplastischen Gewebes auftritt. Un-
terstützende funktionelle Forschungsergebnisse liegen allerdings für beide Theorien
nicht vor, so dass weiterführende Untersuchungen erforderlich sind.
In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin erstmalig eine immunhistochemische

Analyse der Expression von PLK1 und 3 in den zum Primärtumor gehörigen Lymph-
knotenmetastasen durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung korrespondieren
weitgehend mit den Expressionsdaten der PLK1 und 3 in den primären Magenkar-
zinomen, was zunächst prinzipiell nicht überrascht, da es sich bei Primärtumor und
Metastase grundsätzlich um das gleiche Tumorgewebe handelt. Im Wilcoxon-Test fand
sich allerdings in den untersuchten Lymphknotenmetastasen eine signifikant stärke-
re PLK3-Expression als im entsprechenden primären Magentumor. Dieses Phänomen
könnte zum einen mit dem Neuauftreten oder dem Verlust bestimmter Differenzie-
rungsmerkmale der Tumorzellen im metastatischen Gewebe erklärt werden, die in der
Konsequenz eine verstärkte Proliferation in der Metastase und damit eine erhöhte
PLK3-Expression bedingen könnten. Zum anderen ist die bereits beschriebene PLK3-
Beteiligung an bestimmten Adhäsionsvorgängen der (Tumor)zellen durch Interaktion
mit dem aktinbindenden Adhäsionsmolekül Tensin296 bzw. F-Aktin97 als Mechanis-
mus für die Beeinflussung des Invasions- und Migrationsverhalten der Tumorzellen
denkbar.
Darüber hinaus konnte in der vorliegenden Studie eine hochsignifikante Beziehung

der Expressionsdaten von PLK1 und 3 festgestellt werden. Die hohe Ähnlichkeit der
Expressionsmuster beider Isoenzyme suggeriert ähnliche oder sogar redundante Funk-
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tionen im Zyklus normal bzw. pathologisch proliferierender Zellen sowie eine gemein-
same übergeordnete Regulation.

5.2 Korrelation der PLK-Expression mit
klinisch-pathologischen Parametern

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals immunhistochemisch gewonnene Expres-
sionsdaten von PLK1 und 3 im Magenadenokarzinom mit klinisch-pathologischen Pa-
rametern dieser Tumorentität korreliert, die eine etablierte prognostische Relevanz
besitzen.

5.2.1 Korrelation der PLK1-Expression mit
klinisch-pathologischen Parametern

Eine signifikant häufigere (Über)expression der PLK1 fand sich in Karzinomen von
Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung älter als 65 Jahre waren, in lokal
weiter fortgeschrittenen Magenkarzinomen, in Karzinomen mit ausgedehnterer regio-
naler Lymphknotenmetastasierung und in Tumoren mit diffusem Wachstumsmuster
nach Laurén. Karzinome, die eine Lymphgefäßinvasion zeigten und die histologisch
gering differenziert waren, ließen ebenfalls häufiger eine PLK1-(Über)expression er-
kennen, ohne dass dieser Zusammenhang jedoch eine statistische Signifikanz aufwies.
Eine Korrelation von PLK1-Expression und Blutgefäßinvasion bzw. Fernmetastasie-
rung der Karzinome ließ sich nicht feststellen.
Zusammenfassend zeigte sich also in der vorliegenden Studie eine positive, teils si-

gnifikante Korrelation der Überexpression von PLK1 mit Parametern, die eine lokale
Progression, Invasion und Migration, eine regionale Metastasierung sowie eine histo-
logische Entdifferenzierung der entsprechenden Tumoren anzeigen.
Da für Magenkarzinome vom intestinalen und vom diffusen Typ nach Laurén Un-

terschiede im biologischen Verhalten und bezüglich des genetischen Hintergrundes an-
genommen werden, ist die beobachtete Beziehung zwischen PLK1-Expression und Tu-
morwachstumsmuster sehr interessant. Eine signifikant stärkere PLK1-Positivität fand
sich vor allem in Magenkarzinomen mit nicht-kohärentem, diffusem Wachstum; von
einem Verlust der Zell-Zell-Adhäsion ist demnach eher in PLK1-überexprimierenden
Tumoren auszugehen. Dieser Veränderung der zellulären Interaktion liegt möglicher-
weise die Beteiligung der PLK-Isoenzyme an der Reorganisation des Zytoskeletts zu
Grunde.44 Insbesondere die postulierte Rolle der Polo-like-Kinasen bei der Umstruk-
turierung der Mikrotubulianordnung in proliferierenden Zellen erscheint in diesem Zu-
sammenhang relevant. Daneben ist aber auch eine verstärkte Bildung invasions- und
migrationsrelevanter Enzyme durch das Tumorgewebe als Folge einer Überexpression
der PLK-Isoformen möglich, die ein diffuses Wachstumsmuster fördern könnte.
Dieser Zusammenhang zwischen einem diffusen Tumorwachstum bzw. einer gerin-

geren Gewebsdifferenzierung und einer Überexpression von PLK1 deutet auf ein ver-
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stärktes Potenzial der entsprechenden Tumoren zur Invasion und Metastasierung sowie
zu einer erhöhten Proliferationsaktivität hin, was eine kausale Beziehung zwischen der
PLK1-Expression und der Tumorgewebsproliferation nahelegt.
Andere Expressionsstudien konnten ebenfalls Korrelationen einer PLK1-Überex-

pression mit klinisch-pathologischen Parametern aufdecken, die mit einer lokalen Pro-
gression und Invasion sowie einer Metastasierung und histologischen Entdifferenzie-
rung der jeweiligen Tumorentitäten assoziiert sind. In Kolonkarzinomen beispielswei-
se korrelierte eine verstärkte Expression des PLK1-Proteins signifikant positiv mit
dem Dukes-Stadium, dem WHO-Tumorstadium und dem Nodalstatus,125 in Prosta-
takarzinomen mit dem Gleason-Score.126 Weiterhin fand sich eine signifikant posi-
tive Korrelation einer regionalen Metastasierung von Plattenepithelkarzinomen des
Kopfes und Halses118 sowie des metastatischen Potenzials von Melanomen122 mit
einer PLK1-Überexpression der entsprechenden Tumoren. Darüber hinaus ließ sich
ein signifikanter Zusammenhang zwischen verstärkter PLK1-Expression und histologi-
scher Entdifferenzierung von Mammakarzinomen111 und Endometriumkarzinomen119

feststellen. Mamma-111 und Ovarialkarzinome110 exprimierten überdies auch signifi-
kant häufiger Ki67 als Marker einer erhöhten Proliferationsaktivität bei gleichzeitiger
PLK1-Überexpression.

5.2.2 Korrelation der PLK3-Expression mit
klinisch-pathologischen Parametern

Eine (Über)expression des PLK3-Proteins fand sich signifikant häufiger in lokal weiter
fortgeschrittenen Magenkarzinomen und in Karzinomen mit ausgedehnterer regiona-
ler Lymphknotenmetastasierung. Tumoren, die eine Lymphgefäßinvasion aufwiesen,
exprimierten ebenfalls häufiger PLK3, allerdings ohne statistisch signifikanten Zusam-
menhang. Die PLK3-Expression zeigte keinerlei Korrelation mit der Blutgefäßinvasion
und dem Fernmetastasierungsstatus der Karzinome sowie deren Wachstumsmuster
nach Laurén und ihrem histologischen Differenzierungsgrad.
Die fehlende Korrelation der PLK3-Expression mit dem Wachstumsmuster nach

Laurén sowie dem histologischen Differenzierungsgrad der Tumoren erscheint hierbei
etwas ungewöhnlich. Geht man von einer regulatorischen Rolle der PLK3 bei der Zy-
toskelettorganisation87 bzw. einer Beeinflussung von zellulären Adhäsionsmolekülen97

durch die PLK3 aus, wäre eine verstärkte PLK3-Expression eher in diffus wachsenden
Magenkarzinomen zu erwarten gewesen, da aus einer Veränderung zellulärer Struk-
turproteine auch ein Verlust der Zell-Zell-Adhäsion resultieren könnte. Der fehlende
Zusammenhang dieser Parameter könnte darauf zurückgeführt werden, dass die PLK3
gegenüber der PLK1 innerhalb der Zytoskelettorganisation in proliferierenden Zellen
eine eher untergeordnete Rolle spielt.
Insgesamt korrelierte die PLK3-Expression zwar mit einer geringeren Anzahl pro-

gnostisch relevanter Parameter, eine Verbindung zwischen der Proteinexpression und
der lokalen Progression sowie der regionalen Metastasierung des Tumorgewebes scheint
jedoch auch hier zu bestehen, auch wenn eine kausale Beziehung zur Proliferation des
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Tumorgewebes nicht sicher zu belegen ist. Andere Expressionsanalysen konnten hinge-
gen bereits eine signifikante Korrelation einer verstärkten PLK3-Proteinexpression mit
einer höheren Proliferationsaktivität (Ki67-Expression) von Ovarial-110 und Mamma-
karzinomen111 sowie einer Blutgefäßinvasion und histologischen Entdifferenzierung von
Mammakarzinomen111 zeigen.

5.3 PLK1 und PLK3 als Prognosemarker

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin erstmals der Einfluss der im-
munhistochemisch bestimmten Expression von PLK1 und 3 auf die Überlebenswahr-
scheinlichkeit von am Magenkarzinom erkrankten Patienten untersucht.
Konventionelle, bereits etablierte Marker einer ungünstigen Prognose beim Ma-

genkarzinom wie das Tumorstadium und der Lymphknotenstatus zeigten auch im
Kollektiv der vorliegenden Studie einen hochsignifikanten, unabhängigen Einfluss auf
das mittlere Überleben der Patienten in der univariaten sowie der multivariaten Über-
lebensanalyse, was die Prognoserelevanz dieser Parameter bestätigt und die Repräsen-
tativität des neu zusammengestellten Kollektivs belegt.

5.3.1 Univariate Überlebensanalyse

Tokumitsu et al. beschrieben in der zuvor erwähnten Studie129 zwar eine Überex-
pression von PLK1-mRNA in Magen- und Ösophaguskarzinomen, ein Zusammenhang
zwischen der PLK1-Überexpression und der Prognose der erkrankten Patienten konnte
in dieser Arbeit allerdings nur für Karzinome des Ösophagus', nicht jedoch des Magens
festgestellt werden.
In der vorliegenden Studie hingegen korrelierte die (Über)expression des PLK1-

und 3-Proteins in Magenkarzinomen mit einer signifikant schlechteren Prognose der
erkrankten Patienten. Darüber hinaus war auch die (Über)expression von PLK1- und
3-Protein in den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen der Magenkarzinome
mit einer verminderten Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten assoziiert, dieser
Zusammenhang wies allerdings keine Signifikanz auf.
Die Bestimmung der PLK1- und 3-Expression auf Proteinebene ermöglicht also in

gewisser Hinsicht eine Aussage bezüglich des mittleren Überlebens von Patienten, die
an einem Magenkarzinom erkrankt sind.

5.3.2 Multivariate Überlebensanalyse

In der multivariaten Überlebensanalyse ergab sich eine unabhängige prognostische Re-
levanz des Tumorstadiums und des Lymphknotenstatus', wenn diese beiden Parameter
sowie das Patientenalter, der Fernmetastasenstatus, der histologische Differenzierungs-
grad und die Expression von PLK1 bzw. PLK3 in die Analyse eingeschlossen wurden.
Die Relevanz wichtiger konventioneller Prognosefaktoren konnte somit in unserem Pa-
tientenkollektiv bestätigt werden.
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Die Expression von PLK1 bzw. PLK3 ließ sich im Kollektiv der vorliegenden Studie
allerdings nicht als unabhängiger Prognosemarker für Patienten mit Magenkarzinomen
etablieren, im Gegensatz zu den Ergebnissen der später durchgeführten Untersuchung
von Kanaji et al.,130 die eine PLK1-Überexpression im Magenkarzinom als unabhängi-
gen Prognosefaktor herausstellte. Eine mögliche Erklärung für die fehlende Signifikanz
des Ergebnisses der multivariaten Überlebensanalyse könnte die zuvor festgestellte
hochsignifikante statistische Korrelation der PLK1- und PLK3-Expression mit dem
Tumorstadium und dem Lymphknotenstatus darstellen, d. h. es dürfte eine statis-
tische Abhängigkeit der PLK1- und 3-Expression von diesen unabhängigen Progno-
sefaktoren bestehen. Insgesamt ist festzuhalten, dass eine Überexpression von PLK1
und 3 im Magenkarzinom zwar eine prognostische Aussage für die daran erkrankten
Patienten zulässt, der Expressionsstatus dieser Enzyme jedoch auf Grundlage der hier
vorliegenden Untersuchung nicht als unabhängiger Prognosemarker fungieren kann.
In früheren Studien korrelierte eine Überexpression von PLK1 in nicht-kleinzelligen

Bronchialkarzinomen,117 Plattenepithelkarzinomen von Kopf und Hals,118 oropharyn-
gealen Karzinomen,123 Ovarialkarzinomen110 und nicht fernmetastasierten Kolonkar-
zinomen125 sowohl in der univariaten als auch der multivariaten Überlebensanalyse si-
gnifikant mit einer ungünstigeren Prognose der Patienten, so dass die PLK1-Expression
für diese Tumoren als unabhängiger prognostischer Marker betrachtet werden kann.
Für Pankreas-,132 Prostata-126 und Mammakarzinome111 ließ sich hingegen kein pro-
gnostischer Einfluss einer PLK1-Überexpression im Tumorgewebe nachweisen.
Eine Überexpression des PLK3-Proteins wies allerdings in der zuletzt genannten

Arbeit sowohl in der univariaten als auch in der multivariaten Überlebensanalyse
einen signifikanten negativen prognostischen Einfluss bei Mammakarzinompatientin-
nen auf.111 In Ovarialkarzinomen korrelierte eine PLK3-Überexpression hingegen nur
in der univariaten Überlebensanalyse signifikant negativ mit der Prognose der Patien-
tinnen.110

5.4 Unterstützende Ergebnisse aus Immunoblot-
und Immunfluoreszenzuntersuchungen

Zur Überprüfung der immunhistochemisch gewonnenen Expressionsdaten wurden für
das PLK1-Protein an kryokonservierten Proben von Normal- und Tumorgewebe des
Magens aus der Schnellschnittdiagnostik sowie an einer Magenkarzinomzelllinie Wes-
tern-Blot-Untersuchungen durchgeführt. Eine starke Expression des PLK1-Proteins
konnte sowohl im Tumorgewebe der tiefgefrorenen Proben als auch in den Magenkar-
zinomzellen bestätigt werden. Im Vergleich zur normalen Magenmukosa der kryokon-
servierten Gewebsproben, die nur ein sehr niedriges Expressionsniveau des PLK1-
Proteins aufwiesen, fand sich eine deutlich stärker detektierbare Proteinexpression im
Tumorgewebe und in den Magenkarzinomzellen.
Diese Ergebnisse korrespondieren mit den Befunden der PLK1-Expression aus der

immunhistochemischen Analyse, die eine Beschränkung der Proteinexpression auf be-
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stimmte Gewebskompartimente in der normalen Magenmukosa bzw. eine Überexpres-
sion in einem Teil der Tumoren zeigten. Die immunhistochemischen Untersuchungser-
gebnisse des PLK1-Expressionsmusters konnten somit validiert werden.
Daneben wurden in der bereits erwähnten Magenkarzinomzelllinie die Expressions-

muster des PLK1- und des PLK3-Proteins mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz
untersucht. Die Beobachtung einer intensiven Anfärbung des PLK1-Proteins im Zyto-
plasma sich teilender Magenkarzinomzellen bestätigt den postulierten Zusammenhang
zwischen einer erhöhten Teilungsaktivität im Rahmen einer stärkeren Gewebsprolifera-
tion und der PLK1-Überexpression in Tumoren. Allerdings fanden sich auch Hinweise
auf eine basal erhöhte PLK1-Expression in der untersuchten Zelllinie, da sich auch in
mitotisch nicht aktiven Karzinomzellen eine schwache PLK1-Expression detektieren
ließ.
Für die PLK3 konnte in der Zelllinie eine insgesamt ausgeprägtere zytoplasmati-

sche Proteinexpression festgestellt werden. Die in nahezu allen Magenkarzinomzel-
len kräftig detektierbare Immunfluoreszenzfärbung von PLK3 korrespondiert mit der
immunhistochemisch nachgewiesenen allgemeinen Überexpression des PLK3-Proteins
im Magenkarzinomgewebe. Somit lässt sich das Ergebnis der immunhistochemischen
Analyse einer Überexpression von PLK1- und 3 auch mit Hilfe der Immunfluoreszenz-
untersuchung bestätigen.
Die in anderen Studien133 im Verlauf einer Mitosephase beschriebene Lokalisation

der PLK1 an den Zentrosomen, den Spindelpolen und später dem Spindelzentrum
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden. Dieses abweichende Ergebnis
dürfte methodisch bedingt sein, da keine Synchronisierung des Zellzyklus' der proli-
ferierenden Magenkarzinomzellen erfolgte und sich deshalb immer nur einzelne Zellen
in Teilung befanden, was die Zuordnung zum jeweiligen Zyklusstadium erschwerte,
zumal in der hier durchgeführten orientierenden Expressionsanalyse die subzelluläre
Lokalisation der Färbesignale nicht dezidiert bestimmt wurde.

5.5 Therapeutische Ansätze und therapeutischer
Ausblick

Wie bereits beschrieben, geht man aufgrund der PLK1-Überexpression in vielen Tu-
moren und der in vielen Entitäten nachweisbaren prognostischen Relevanz für die
Erkrankten von einer Beteiligung des Proteins an der Karzinogenese bzw. der Tumor-
progression aus. Da die PLK1 zu einer Familie krankheitsrelevanter Proteinkinasen
gehört und ihre Aktivität durch verschiedene Substanzen gezielt beeinflusst werden
kann, stellt die Inhibition dieses Enzyms einen vielversprechenden therapeutischen
Ansatz für neue Krebstherapien dar. Die PLK1 besitzt zwei funktionell wichtige Zielse-
quenzen: die konservierte Kinasedomäne und die für Polo-like-Kinasen typische PBD.
Durch gezieltes therapeutisches Ausschalten der entsprechenden Domänen ist eine
PLK1-Inhibition unterschiedlicher Spezifität möglich.
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Um die Wirkung auf den Zellzyklus zu untersuchen, wurden bereits früh Ansätze
zur Inhibition der PLK1-Funktion in Säugerzellen entwickelt.134 Man beobachtete zu-
nächst die Veränderungen in verschiedenen Zelllinien nach Injektion PLK1-spezifischer
Antikörper. In HeLa-Zellen fanden sich hierbei vermehrt morphologisch aberrante Zel-
len sowie eine Hemmung der Proliferation. Die Zellen zeigten monoastrale Mikrotubuli-
anordnungen mit einem einzelnen Organisationszentrum und kleine, ungeteilte Zen-
trosomen sowie kondensierte Chromosomen, was zur Annahme einer Beteiligung der
PLK1 an der Zentrosomenreifung und dem akkuraten Aufbau der bipolaren Spindel
führte. Eine Injektion von PLK1-Antikörpern in Hs68-Fibroblasten zeigte anderer-
seits, dass vorhandene Interphasezellen nicht in die Mitose eintraten. Der beobachtete
G2-Arrest in diesen normalen Zellen wurde mit einer intakten Kontrollpunktfunktion
der Fibroblasten im Gegensatz zu den karyotypisch bereits abnormen HeLa-Zellen
begründet.44

Mit Hilfe der viralen Expression dominant-negativer PLK1 konnte eine funktionelle
PLK1-Inhibition erzielt werden, die in zwei von zehn Tumorzelllinien den Phänotyp
einer mitotischen Katastrophe mit Einleitung einer Apoptosereaktion hervorrief. In
normalen epithelialen Zellen bewirkte die Expression dominant-negativer PLK1 zwar
eine herabgesetzte Proliferation, die Zentrosomenreifung lief jedoch normal ab bei
minimaler apoptotischer Reaktion. Diese Beobachtungen ließen den Begriff einer „tu-
morspezifischen Apoptose“ aufkommen und implizieren eine variierende Abhängigkeit
verschiedener Zelltypen von der PLK1-Funktion.
Unterstützende Ergebnisse hierfür erbrachten Untersuchungen an hERT-RPE1- und

MCF10A-Zellen, die sich weniger empfindlich gegenüber einer PLK1-Depletion zeigten
als HeLa-Zellen: In PLK1-depletierten normalen Zellen konnte keine Veränderung des
Proliferationsverhaltens bzw. kein Mitosearrest festgestellt werden, während das Aus-
maß der mitotischen Defekte in Tumorzellen vom Grad der PLK1-Hemmung abhängig
war. Darüber hinaus wiesen p53-defiziente Krebszellen eine höhere Empfindlichkeit ge-
genüber einer plk1 -Depletion auf als Krebszellen mit intaktem p53-Genprodukt.
Weiterhin wurden Versuche unter Verwendung spezifischer Phosporothioat-Anti-

sense-Oligonukleotide (ASOs) durchgeführt, um die Translation des PLK1-Proteins
zu blockieren. Hierbei erfolgte die Suppression der PLK1-Expression in verschiedenen
Tumorzelllinien dosisabhängig und sequenzspezifisch. In den jeweiligen Zellkulturen
fand sich eine reduzierte Kinaseaktivität der PLK1 mit antiproliferativem Effekt.
In einer anderen Untersuchung wurden short-interfering-RNAs (siRNAs) zur Aus-

schaltung der PLK1-Funktion eingesetzt. Auf diese Weise konnte in zahlreichen Tu-
morzelllinien eine dramatische Reduktion der Proliferation sowie eine Erhöhung der
Apoptoserate beobachtet werden; der Einsatz von PLK1-siRNA in normalen humanen
Zelllinien verminderte zwar auch die Zellteilungsrate, Apoptosen traten jedoch nicht
vermehrt auf. Das Ausschalten der PLK1 durch siRNA führt auch in vivo nachweislich
zu einer Suppression des Tumorwachstums, problematisch ist hierbei allerdings, dass
siRNA-Moleküle aufgrund der Empfindlichkeit gegenüber den entsprechenden Nuklea-
sen oft kaum in die Zielzellen hinein gelangen. In diesem Zusammenhang konnte durch
ein effizientes Einbringen siRNA-exprimierender Vektoren gegen PLK1 in Nacktmäu-
sen eine deutliche Hemmung des Tumorwachstums gezeigt werden.134
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Eine Inaktivierung krankheitsrelevanter Proteinkinasen wird in vivo oft durch ATP-
kompetitive Kleinmolekül-Inhibitoren erreicht, die die enzymatische Aktivität durch
Blockierung der ATP-Bindungsstelle der Kinase hemmen. Ein erhebliches Problem
stellen hierbei Resistenzen dar, die durch Mutationen der Kinasedomäne entstehen,
weshalb inzwischen eher eine Kompetition der Inhibitoren mit den Substraten der
Kinasen und nicht mit ATP angestrebt wird. Im Hinblick auf die hohe strukturelle
Ähnlichkeit der ATP-bindenden Domänen von Proteinkinasen stellt die Identifikation
PLK1-spezifischer ATP-kompetitiver Inhibitoren eine Herausforderung dar:
Substanzen wie Scytonemin, Staurosporin und Purvalanol A besitzen eine hemmen-

de Wirkung auf ein breites Spektrum unterschiedlicher Proteinkinasen, wobei auch
eine Inhibition der PLK1-Aktivität in vitro beobachtet werden konnte. Dabei dürften
überwiegend ATP-kompetitive, im Falle von Scytonemin auch nicht-kompetitive Me-
chanismen aktiv sein. Eine Unterdrückung der PLK1-Funktion ließ sich auch durch
Anwendung des Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitors Wortmannin erzielen, ande-
re Hemmstoffe der PI3K wie die Flavonoide Morin und Quercetin zeigten in vitro
sogar eine stärkere inhibitorische Wirkung auf PLK1 als auf PI3K. Generell sind die
genannten Substanzen aufgrund ihrer geringen Spezifität für die PLK1 jedoch nicht
als therapeutische Inhibitoren geeignet.134,135

Weitere Hemmstoffe der PLK1 mit geringer bis mäßiger Spezifität in vitro stel-
len DAP-81, das reversible Veränderungen der Mitosespindel verursacht, und das
Benzothiazol-N-Oxid BTO1/Cyclaporin1 dar, das in HeLa- und Drosophila-S2-Zellen
zum Teil Zusammenbrüche der Mitosespindeln hervorruft.135

Eine hohe Potenz als PLK1-Inhibitor in vitro besitzt das Dihydropteridinon BI2536,
das zwar in geringerem Maße auch die Aktivität der Polo-like-Kinasen 2 und 3 hemmt,
im Vergleich mit 63 anderen Proteinkinasen jedoch hochspezifisch auf die PLK1 wirkt.
BI2536 hemmt die Proliferation in zahlreichen humanen Tumorzelllinien, wobei die Tu-
morzellen im Stadium der Pro-Metaphase verbleiben und oftmals eine aberrante An-
zahl von Mitosespindeln ohne klare Polarisierung sowie eine Fehlanordnung ihrer Chro-
mosomen mit anschließender Apoptosereaktion zeigen. In Xenograftmodellen mensch-
licher Karzinome in immundefizienten Mäusen konnte darüber hinaus nach BI2536-
Gabe eine starke Hemmung des Tumorwachstums oder sogar ein Tumorregress bei
massiver Apoptosereaktion der Tumorzellen festgestellt werden, so dass BI2536 inzwi-
schen mit dem Ziel einer Etablierung als Chemotherapeutikum in klinischen Studien
geprüft wird. Als wichtigste Nebenwirkung konnte hierbei eine dosisabhängige rever-
sible Neutropenie beobachtet werden.134 Weitere hochspezifische PLK1-Inhibitoren in
vitro sind das Thiazolidinon TAL und das Thiophen-Benzimidazol „Compound1“.135

Neben Untersuchungen, die ATP-kompetitive Kleinmoleküle zur PLK1-Inhibition
verwenden, existiert auch ein sogenannter chemisch-genetischer Ansatz: Die geneti-
sche Substitution einer einzelnen Aminosäure innnerhalb der ATP-Bindungsstelle der
PLK1 bewirkt, dass nur noch ein bestimmtes ATP-Analogon als Bindungspartner und
somit als ATP-kompetitiver Inhibitor fungieren kann. Da so nur die jeweils mutierte
Kinase beeinflusst wird, erreicht man mit dieser Methode eine sehr hohe Spezifität des
verwendeten Inhibitors.135
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Daneben bieten aber auch nicht-ATP-kompetitive Inhibitoren der PLK1 vielver-
sprechende Möglichkeiten, insbesondere wenn die PBD durch Kleinmoleküle blockiert
werden könnte. Hinter diesem Ansatz verbirgt sich das Prinzip einer gezielten Kom-
petition mit PLK1-Substraten und nicht mit ATP, was wiederum eine hohe Spezifität
der Inhibition garantieren würde.134

Als weiterer PLK1-Inhibitor mit nicht-ATP-kompetitivem Wirkungsprinzip wurde
vor einigen Jahren die Substanz ON01910 beschrieben, in späteren Studien fand sich
allerdings eine nur sehr geringe Hemmung der PLK1 in vitro, wobei die beobachteten
Veränderungen nicht mit den Wirkungen anderer PLK1-Inhibitoren korrelierten, je-
doch für eine Beeinflussung der Mikrotubulidynamik durch ON01910 sprechen.135 Da
diese Substanz eine Substrat-kompetitive Hemmung bestimmter Proteinkinasen be-
wirkt, geht man von einer Blockierung der Kinasedomäne durch Bindung von ON01910
an die Peptidbindungsstelle der entsprechenden Kinase aus.134 Eine Anwendung der
Substanz als therapeutischer PLK1-Inhibitor erscheint aufgrund der nicht ausreichen-
den Spezifität für PLK1 nicht sinnvoll. Um beim therapeutischen Einsatz von PLK1-
Inhibitoren eine zusätzliche Hemmung anderer Mitglieder der humanen Polo-Familie
weitgehend auszuschließen, deren Funktionen bisher nicht vollständig geklärt sind, soll-
te diese hohe PLK1-Spezifität gewährleistet sein. Die Folge einer Inhibition von PLK2
und 3 könnte u. a. eine Störung der Kontrollpunktfunktionen im Zellzyklus sein.
Weiterhin ist eine genaue Charakterisierung der Toxizitätsprofile von PLK1-Inhibi-

toren von großer Wichtigkeit; zu erwarten sind ähnliche Nebenwirkungen wie bei der
Anwendung anderer Mikrotubuli-Inhibitoren wie z. B. den Taxanen und den Vinca-
Alkaloiden. Bei diesen Substanzen werden in erster Linie Überempfindlichkeitsreak-
tionen sowie neuro- und hämatotoxische Veränderungen beobachtet, deren Ausmaß es
auch bei den PLK1-Inhibitoren zu bestimmen gilt. Darüber hinaus sollte auch even-
tuellen Wechselwirkungen der PLK1-Inhibitoren mit Spindelgiften wie den Taxanen
Beachtung geschenkt werden; sowohl ein Auftreten negativer Effekte mit der Folge
einer verstärkten Toxizität als auch positive Ergänzungen der Wirkprofile sind vor-
stellbar.134
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Abkürzungsverzeichnis

5-FU 5-Fluorouracil

95% CI 95% Konfidenzintervall

APC Adenomatosis polyposis coli

APC/C Anaphase-promoting complex / Cyclosom

APS Ammoniumperoxiddisulfat

ASO Antisense-Oligonukleotid

ATM Ataxia telangiectasia mutated

BCA Bicinchoninic acid

BMI Body Mass Index

BRCA Breast cancer (Protein)

BSA Bovines Serumalbumin

Bub1 Budding uninhibited by benzimidazoles 1

Cak-Komplex Cdk-activating-kinase-Komplex

Cdc Cell division cycle

Cdk Cyclin-dependent kinase

Cep 55 Centrosomal protein of 55 kDa

Chk Checkpointkinase

CIB Calcium- und integrinbindendes Protein

CSPD Chloro-5-substituted adamantyl-1,2-dioxetane phosphate

DABCO Diazabicyclooctan

DAPI Diamidinophenylindol

DTT Dithiothreitol
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Emi1 Early mitotic inhibitor 1

FAP Familiäre adenomatöse Polyposis

FCS Fetales Kalbsserum

Fnk Fibroblast growth factor (FGF)-inducible kinase

GRASP65 Golgi reassembly and stacking protein of 65 kD

HNPCC Hereditäres non-polypöses Kolonkarzinom

H.p. Helicobacter pylori

Hsp Hitzeschockprotein

INCENP Inner centromer protein

IRS Immunreaktivitätsscore

MAT1 Ménage à trois 1 (Protein)

Mklp Mitotic kinesin-like protein

MMS Methylmethansulfonat

MPF Mitosis-promoting factor

MYPT1 Myosin phosphatase, targeting subunit 1

NEK2 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 2

NES Nuclear export signal

NLP Ninein-like protein

NSS Natural sheep serum

NudC Nuclear distribution gene C

Op18 Oncoprotein 18

PBD Polo-Box-Domäne

PBIP1 PBD-binding protein 1

PBS Phosphate-buffered saline

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PLK Polo-like-Kinase

PP1C Proteinphosphatase 1C
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Prk Polo/Proliferation-related kinase

RB Retinoblastom (Protein)

RhoGAP Rho GTPase-activating protein

RhoGEF Rho guanine nucleotide exchange factor

RR Relatives Risiko

Sak Snk/Plk-akin kinase

SDS Sodium dodecylsulfate

Snk Serum-inducible kinase

TBS TRIS-buffered saline

TEMED Tetramethylethylenediamine

TCTP Translationally controlled tumor protein

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

UICC Union internationale contre le cancer

VEGF-A Vascular endothelial growth factor A

WHO World Health Organization
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