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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
tibernehmen (PLK2 und 3). In verschiedenen Tumorgeweben konnte eine Uberexpres-
sion der PLK1 festgestellt werden, wohingegen zur Expression der PLK3 in Tumoren
variierende Daten vorliegen. Weiterhin liefs 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-
tienteniiberleben korreliert. Dariiber hinaus erfolgte die Analyse der Expression von
PLK1 in einer humanen Magenkarzinomzelllinie sowie kryokonserviertem Magentu-
morgewebe mit Hilfe von Immunoblot- und Immunfluoreszenztechniken.

Eine Uberexpression der PLK1 fand sich, verglichen mit normaler Magenschleim-
haut, in 54,1% der Karzinome. Diese Uberexpression 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
Priméartumor unterschied sich hierbei nicht wesentlich von der PLK1-Expression in
den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen. 57,3% der Karzinome zeigten eine
PLK3-Uberexpression, wobei das Expressionsniveau der PLK3 in den entsprechenden
Lymphknotenmetastasen etwas hoher lag. Die PLK3-Expression korrelierte positiv
mit dem Tumorstadium und dem Lymphknotenstatus sowie mit der Expression der
PLK1. Die univariate Uberlebensanalyse zeigte eine signifikante negative prognosti-
sche Relevanz verstiarkter PLK1- und PLK3-Expression, wohingegen die Expression
beider Isoenzyme in der multivariaten Uberlebensanalyse keinen unabhingigen 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 lief sich in der vorliegenden Arbeit eine Korrelation der Ex-
pression von PLK1 und 3 im Magenkarzinom mit prognostisch ungiinstigen klinisch-
pathologischen Parametern sowie dem Patienteniiberleben feststellen, was fiir eine
Beteiligung dieser Proteine an der Entstehung des Magenkarzinoms spricht und ins-
besondere das PLK1-Molekiil als Ziel neuer chemotherapeutischer Ansétze attraktiv
erscheinen l&sst.



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 Mortalitat als
eine der wichtigsten malignen Neoplasien. Mit rund 930000 Neuerkrankungen und
etwa 700000 Todesféllen pro Jahr stellt es die vierthaufigste Krebserkrankung und die
nach Lungenkrebs zweithiufigste tumorbedingte Todesursache der Welt dar.?

Fast zwei Drittel aller Magenkrebserkrankungen kommen in den Entwicklungslén-
dern sowie in Japan, China und Osteuropa vor, in denen die hochsten Neuerkran-
kungsraten beobachtet werden.! Allerdings konnte insbesondere in den westlichen
Industrienationen in den letzten Jahrzehnten eine kontinuierliche Abnahme der In-
zidenz verzeichnet werden. In Deutschland geht man fiir den Zeitraum vom Anfang
der 1970er Jahre bis zum Ende der 1990er Jahre bei beiden Geschlechtern von einer
Reduktion der Neuerkrankungsrate um die Hilfte aus.? Die jihrliche Inzidenz wur-
de zuletzt auf insgesamt rund 18800 Félle geschitzt, davon knapp 11000 Ménner
und etwa 7800 Frauen. Damit war das Magenkarzinom 2003/2004 in Deutschland bei
Ménnern die fiinfthaufigste maligne Neoplasie (4,8% aller Krebsneuerkrankungen), bei
Frauen stand es mit einem Anteil von 3,8% an siebter Stelle. Fiir die Zukunft wird
ein weiterer Riickgang der Inzidenz erwartet. Das mittlere Erkrankungsalter liegt fiir
Ménner bei 70 Jahren und fiir Frauen bei 75 Jahren, vor dem 40. Lebensjahr tritt das
Magenkarzinom nur selten auf.?

Fiir die Mortalitat zeichnet sich ein d&hnlicher Trend wie fiir die Inzidenz ab: Bis 2004
hat die Zahl der an den Folgen eines Magenkarzinoms Verstorbenen auf rund 11 500
im Jahr abgenommen, davon rund 6300 Méanner sowie etwa 5200 Frauen, bei wei-
ter zuriickgehender Sterblichkeit. Dennoch gehort das Magenkarzinom in Deutschland
noch immer zu den hiufigsten Ursachen fiir den Tod aufgrund einer Krebserkrankung.
Mit einem Anteil von 5,7% an der Gesamtheit der tumorbedingten Sterbefille stand
es 2004 bei Mannern an fiinfter Stelle der Krebstodesursachen, bei Frauen mit 5,3%
an sechster Stelle.?

Trotz weltweiter Fortschritte in der Diagnostik und Therapie des Magenkarzinoms
betrigt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate derzeit nur in Japan etwa 70%,*° in den
USA werden lediglich 24%,% in Deutschland 28%7 erreicht. Die deutlich schlechtere
Prognose in den westlichen Industrienationen erkléart sich durch das tiberwiegende
Vorliegen bereits regional oder fernmetastasierter Erkrankungen zum Zeitpunkt der
Diagnose eines Magenkarzinoms (64% der Patienten). Die 5-Jahres-Uberlebensrate
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dieser fortgeschrittenen Tumoren ist mit 22% bei einer Metastasierung in regionale
Lymphknoten bzw. 3% beim Vorliegen von Fernmetastasen gegeniiber der Rate lokal
beschriinkter Karzinome (60%) erheblich reduziert.®

Bei der epidemiologischen Betrachtung des Magenkarzinoms empfiehlt sich die Un-
terscheidung in Adenokarzinome des distalen Magens, deren starker Riickgang fiir die
generelle Abnahme der Zahl der Magenkrebserkrankungen verantwortlich ist, sowie
in Adenokarzinome des gastroosophagealen Ubergangs und der Magenkardia, deren
Anzahl in den letzten 20 Jahren eher zugenommen hat und die sich auch &atiologisch
von ersteren abgrenzen lassen.®?

1.1.2 Atiologie 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 Oberflichengastritis mit multifokaler Atro-
phie der Schleimhaut bilden.

Als Risikofaktoren fiir die Entstehung eines distalen Magenkarzinoms gelten sowohl
verschiedene Umwelteinfliisse als auch eine genetische Pradisposition. Neben dem Vor-
liegen bestimmter hereditdrer Karzinomsyndrome wie z. B. der familidren adenomato-
sen Polyposis (FAP), dem hereditdren non-polyposen Kolonkarzinom (HNPCC) oder
dem Li-Fraumeni-Syndrom besteht fiir Menschen mit der Blutgruppe A sowie bei ei-
ner Verwandtschaft ersten Grades mit einem Magenkarzinompatienten statistisch ein
erhohtes 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 Mikrosatelliteninstabilitdt in bis zu 50% der Fille.

Wichtige Umweltfaktoren bei der Entwicklung eines Magenkarzinoms stellen Nah-
rungs- und Genussmittel dar. Hierbei konnen insbesondere gepokelte, gerdaucherte und
stark gesalzene Speisen mit einem hohen Nitratgehalt sowie ein Alkohol- bzw. Niko-
tinabusus die Krebsentstehung begiinstigen. Die karzinogene Wirkung der im Magen
gebildeten Nitrosamine konnte bisher allerdings nur im Tierexperiment nachgewiesen
werden. Ein protektiver Effekt wird in diesem Zusammenhang dem regelméfigen Ver-
zehr von frischem Obst und Gemiise zugesprochen, der vermutlich auf der Hemmung
des Nitrosierungsprozesses durch Vitamin C und Carotinoide beruht.?

Dariiber 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.!® Moglicherweise ist hierbei auch
der Zeitpunkt der Infektion von Bedeutung: Eine im Kindesalter erfolgte Ansteckung
mit H.p. birgt ein héheres Risiko fiir die spatere Erkrankung an einem Magenkarzinom
als die Erstinfektion im Erwachsenenalter, die eher eine , peptische Ulkuskrankheit®
hervorruft.!'* Man geht davon aus, dass Helicobacter pylori die Karzinomentstehung
nicht nur indirekt iiber die chronische Entziindung der Magenschleimhaut begiinstigt,
sondern auch einen direkten karzinogenen Einfluss auf die Mukosa hat.!°
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Weiterhin konnte beim Vorliegen bestimmter Vorerkrankungen des Magens eine er-
hohte Karzinominzidenz festgestellt werden. Als prakanzerdse Lésionen gelten in die-
sem Zusammenhang Adenome der Magenschleimhaut. Daneben besteht fiir Patienten
mit einer chronisch atrophischen Gastritis ein erhéhtes Karzinomrisiko, insbesondere,
wenn es sich um eine durch Helicobacter pylori hervorgerufene Pangastritis (Typ B)
handelt. Aber auch fiir die chronisch atrophische Gastritis Typ A, die Riesenfalten-
gastritis (M. Ménétrier), die intestinale Metaplasie (Subtyp III) sowie den Zustand
nach Magenresektion konnte eine hohere Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir ein Ma-
genkarzinom nachgewiesen werden.?

Die Entstehung der Karzinome des proximalen Magens bzw. des gastroosophagealen
Ubergangs fithrt man, #hnlich wie die der Adenokarzinome des Osophagus, pathoge-
netisch auf die Entwicklung einer intestinalen Metaplasie (entsprechend der Barrett-
Metaplasie des Osophagus) zuriick, die sich aufgrund einer gastrodsophagealen Re-
fluxkrankheit ausbilden kann.

Dariiber hinaus konnten Adipositas (BMI>30), Nikotinabusus sowie eine nitratreiche
Erndhrung als Risikofaktoren fiir die Entstehung eines proximalen Magenkarzinoms
identifiziert werden.®

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 héaufigsten werden Adenokarzinome diagnos-
tiziert, die wiederum in tubulére, papillare und muzinése Adenokarzinome sowie Sie-
gelringzellkarzinome unterteilt werden konnen. Als weitere Subtypen werden das ade-
nosquaméose Karzinom, das Plattenepithelkarzinom, das kleinzellige Karzinom, das
undifferenzierte Karzinom sowie sonstige Karzinome des Magens aufgefiihrt. 2

Fiir epidemiologische Studien hat sich die Einteilung der Magenkarzinome nach
Laurén in den intestinalen sowie den diffusen Typ bewéahrt. In Tabelle 1.1 sind die
histologischen Merkmale aufgelistet, die eine Zuordung zum jeweiligen Typ ermogli-
chen.!?

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.”

1.1.4 Diagnose und Therapie

Besteht klinisch der Verdacht auf eine Neoplasie des oberen Gastrointestinaltraktes,
sollte die Indikation zur Osophagogastroduodenoskopie grokziigig 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)

iiberwiegend Driisenbildung

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

expansives Wachstum mit guter Abgren-
zung
oft ausgepragte zelluldre Stromareaktion

ausgedehnte Infiltration der Magenwand

dissoziiert liegende Tumorzellen, meist
ausgepriagte intrazellulare Schleimbildung
(Siegelringzellen)

unscharfe Tumorbegrenzung

eher geringe, lymphozytare Stromareaktion

eine histologische Diagnosesicherung als auch eine Beurteilung des Tumortyps, des
Differenzierungsgrades und des Wachstumstyps nach Laurén erfolgen kann.®

An die Diagnosestellung eines Magenkarzinoms schliefst sich die pratherapeutische
Evaluation des Tumorstadiums — das klinische Staging — nach dem TNM-System der
UICC™" an. Die Tiefe der Tumorinfiltration in die Magenwand (T-Stadium) und die
Lymphknotenmetastasierung (N-Stadium) sollten mit Hilfe der Endosonographie un-
tersucht werden. In Abhéngigkeit vom vorliegenden Tumorstadium wird im Anschluss
eine Oberbauchsonographie (T1/T2-Tumor) bzw. eine Computertomographie von Ab-
domen und Becken sowie nach Moglichkeit eine diagnostische Laparoskopie mit Sono-
graphie und Lavage-Zytologie (T3/T4-Tumor) durchgefiihrt, 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 Réntgenthoraxbild erginzt werden.%1?

Basierend auf dem klinischen Stadium der Tumorerkrankung kann nun die Einlei-
tung einer individuell abgestimmten Therapie erfolgen. Im Falle eines Magenfriihkar-
zinoms vom Mukosatyp (Stadium IA) ist eine lokale Exzision der betroffenen Magen-
wand moglich, die als kombinierte endoskopisch-laparoskopische Magenwandresektion
durchgefiihrt werden sollte. Falls im Rahmen der histopathologischen Aufarbeitung
allerdings ein Friihkarzinom 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 eingeschrinkter Radikalitit gelten jedoch nicht als Standard.!?

Lokalisierte und lokal fortgeschrittene Magenkarzinome (Stadium IB, II und IITA)
sollten nach Moglichkeit im Rahmen einer subtotalen bzw. totalen Gastrektomie pri-
maér reseziert werden, sofern durch die Operation eine RO-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
Priméartumors mit adédquatem Sicherheitsabstand in der Resektion der Lymphknoten
des perigastralen Abflussgebietes. Hinsichtlich der Radikalitdt der Lymphknotenent-
fernung wird aktuell eine internationale chirurgische Debatte gefiihrt: die Frage, ob die
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erweiterte Lymphadenektomie (D2-LA) gegeniiber der einfachen Resektion (D1-LA)
signifikante prognostische Vorteile erbringt oder ob lediglich die postoperative Mor-
biditdt und Mortalitdt unverhéltnisméafig erhdht werden, konnte selbst in grofien,
prospektiv randomisierten Studien aus den Niederlanden und Grofbritannien!®!'” zu-
néichst nicht abschlieRend geklirt werden. Ein signifikanter Uberlebensvorteil nach
einer D2-Resektion ergab sich in diesen Studien nur, wenn ausschlieflich methodisch
cinwandfrei behandelte Patienten beriicksichtigt wurden.! Ist eine RO-Resektion des
Primértumors nicht méglich, sollte eine neoadjuvante Chemotherapie im Rahmen ran-
domisierter Studien angestrebt werden, wodurch die Resektabilitat und damit die Pro-
gnose der Patienten verbessert werden kann. Eine valide Einschatzung 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
hoheren Stellenwert als die chirurgische Therapie. Generell ist in den Stadien I1IB und
IV eine multimodale Behandlung angezeigt, die nach Mdoglichkeit ebenfalls eine adju-
vante Radiochemotherapie im Rahmen randomisierter Studien einschliefen sollte. Fiir
Magenkarzinome ohne Fernmetastasen in den Stadien II bis IV konnte fiir die chirurgi-
sche Komplettresektion, gefolgt von einer postoperativen Chemotherapie mit anschlie-
fsender Radiochemotherapie (jeweils mit der Basissubstanz 5-Fluorouracil) gegeniiber
der alleinigen chirurgischen Resektion in einer US-amerikanischen Untersuchung ein
signifikanter Uberlebensvorteil festgestellt werden, was in den USA zur Etablierung
der adjuvanten Radiochemotherapie unter den genannten Voraussetzungen fiihrte. !
Fiir die palliative Situation konnte dariiber hinaus nicht nur eine Symptomreduktion,
sondern auch eine Lebenszeitverlangerung bei Anwendung einer Chemotherapie ge-
geniiber einer alleinigen supportiven Therapie gezeigt werden.” In diesem Fall sollten
in erster Linie gut vertrégliche, auf 5-FU basierende Therapieschemata zum Einsatz
kommen, die ambulant durchgefiihrt werden kénnen.

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 grofser
funktioneller Bedeutung fiir den Ablauf des Zellzyklus’ und besonders der M-Phase
sind, aber auch dariiber hinaus eine wichtige Rolle spielen.'%2%2! Benannt wurde diese
Proteinfamilie nach dem polo-Gen von Drosophila melanogaster, das 1988 von Sunkel
und Glover? entdeckt wurde. Heute kennt man zahlreiche Vertreter dieser Enzymfami-
lie, die in diversen Spezies gefunden wurden. Tabelle 1.2 zeigt eine Ubersicht der Polo-
like-Kinasen héufig 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- Funktionen
Kinase
Mammalia PLK1 zahlreiche Funktionen bei Mitose /
Zytokinese

PLK2 (Snk) und ~ G1/S-Ubergang, Reaktion auf DNA-
PLK3 (Fnk/Prk)  Schéden, Regulation synaptischer Plas-

tizitat
PLK4 (Sak) Mitoseabschluss
Xenopus laevis Plx1 Beteiligung an Mitoseeintritt und
-ende
Plx2, P1x3 keine spezifische Funktion bekannt
Drosophila melanogaster Polo Regulation von Mitose und Zytokinese
Caenorhabditis elegans Plcl, Plc2, Ple3 Abbau der Zellkernhiille
Schizosaccharomyces pombe Plolp Regulation von Mitose und Zytokinese
Saccharomyces cerevisiae Cdch Regulation von Meiose, Mitose /
Mitoseende

im Allgemeinen als PLK1 bis 4 bezeichnet, wobei einige synonyme Bezeichnungen fiir
bestimmte Isoformen nach wie vor geliufig sind.

Alle PLK-Proteine besitzen eine gleichartige katalytische Doméne am N-Terminus
sowie eine C-terminale Region, die neben einer fiir die proteolytische Degradation der
PLK erforderlichen D-Box eine oder zwei sog. Polo-Boxen mit einer vorgeschalteten
Polo-Box-Capsequenz enthélt, die zusammen als Polo-Box-Doméne (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 Doméne bringen kann, aber auch die subzellulédre Lokalisation
und Wirkung der PLK wéahrend der M-Phase an den Zentrosomen bzw. Spindelpo-
len durch die Bindung an Dockingproteine begiinstigt. Liegt keine Assoziation der
Polo-Box-Doméane mit entsprechenden Liganden vor, wird die basale Kinaseaktivitét
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 Kinasedoméne der PLK1.2324

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. 2526

Fiir die Einleitung der Mitosephase ist der sogenannte MPF (mitosis-promoting
factor), ein Komplex aus der Cyclin-abhéngigen Kinase 1 (Cdkl) und Cyclin B, des-
sen Konzentration im Zytoplasma zum Ende der G2-Phase hin stark zunimmt, von
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entscheidender Bedeutung.?” Man nimmt an, dass die initiale Aktivierung des Cdkl-
Cyclin-B-Komplexes am Zentrosom stattfindet, an dem auch PLK1 in dieser Phase
hauptsichlich lokalisiert ist.?® In Abhéngigkeit vom erfolgreichen Abschluss der DNA-
Replikation wird die inhibierende Phosphorylierung an zwei ATP-Bindungsstellen der
Cdkl (Thrl4 und Tyrl5) durch die Phosphatase Cdc25, initial insbesondere durch
deren Subtyp B,?" aufgehoben und der MPF in den Zellkern transloziert.? Bei der
Aktivierung der Cdk1 geht man von einer positiven Feedbackschleife aus, in die aufer
Cdc25 auch PLK1 integriert ist: mit zunehmender Kinaseaktivitit der Cdk1l durch De-
phosphorylierung sowie aktivierender Phosphorylierung eines T-Loops (Thr161) durch
den Cak-Komplex (Cdk7, Cyclin H, MAT1)3! erfolgt eine verstirkte Aktivierung von
Cdc25 mit konsekutiver Aktivititssteigerung der Cdk1.3? Zu den wichtigsten PLK1-
Substraten am G2/M-Phase-Ubergang gehéren Cde25¢ und Cyclin B, auf die in huma-
nen Zellen zwar wahrscheinlich keine direkt aktivierende Wirkung durch eine Phospho-
rylierung ausgeiibt wird, die jedoch iiber eine Steuerung ihrer subzelluldren Lokalisa-
tion, d. h. iiber eine Hemmung ihrer nukledren Ausschleusung nach Phosphorylierung
einer NES-Sequenz, funktionell geférdert werden.?334 Fiir die Wirkung der PLK1 in-
nerhalb dieser Feedbackschleife ist die vorhergehende ,,Vor“-Phosphorylierung ihrer
Substrate bedeutsam, da die Polo-Box-Doméne speziell phosphorylierte Sequenzen er-
kennen und binden kann, wodurch sich die Kinaseaktivitidt der PLK1 voll entfalten
kann.?33% Dariiber hinaus werden der PLK1 ein inhibitorischer Einfluss auf die Weel 3¢
und der Plx1 eine hemmende Wirkung auf die Myt137 zugeschrieben, zwei Kinasen,
die vor Mitosebeginn durch Phosphorylierung oben genannter ATP-Bindungsstellen
der Cdkl die Aktivierung des MPF blockieren. 3"

Der Eintritt einer Zelle in die Mitosephase hédngt aber auch mafgeblich von der
Integritat der replizierten DNA ab. Liegen am Ende der G2-Phase DNA-Schéiden,
insbesondere Doppelstrangbriiche vor, kommt es zu einer Hemmung der Cdk1-Cyclin-
B-Aktivierung durch den sog. DNA-Schadenskontrollpunkt3® (siehe hierzu auch Kapi-
tel 1.2.3). Im Rahmen dieser Zellzyklusunterbrechung zu Beginn der Mitosephase wird
auch die PLK1 durch Kontrollpunktmediatoren wie Chk1,3? p534° und BRCA1* in-
hibiert; nach abgeschlossener DNA-Reparatur ist das Enzym jedoch von essentieller
Bedeutung fiir die Wiederaufnahme des Zyklusablaufs. Im Anschluss an eine aufgeho-
bene DNA-Schédigung ist die intakte Funktion von PLK1 und Cdc25b eine notwendige
Bedingung fiir die Fortsetzung der Mitose, wohingegen die Einleitung einer Zelltei-
lung, vor der keine DNA-Schidigung aufgetreten ist, dies nicht zwingend erfordert.*2
Vermittelt wird die Wiederaufnahme des Zellzyklus', also die Reaktivierung des Cdk1-
Cyclin-B-Komplexes, iiber die Degradation der Weel nach direkter Phosphorylierung
durch die PLK1, wobei fiir diesen Vorgang wiederum eine ,, Vor“-Phosphorylierung der
Weel durch die Cdk1 entscheidend ist.3® Die zentrale Rolle der PLK1 als Triggerkina-
se bei der Fortsetzung des Zellzyklus' nach DNA-Reparatur wird deutlich, wenn man
beriicksichtigt, dass nur PLK1-exprimierende Zellen den Zyklusablauf nach Kontroll-
punktaktivierung wieder aufnehmen. 4243

Eine weitere Funktion der PLK1 wahrend des Zellzyklus' ist ihre Beteiligung an
der Bildung eines bipolaren Spindelapparates, da das Enzym in der G2-Phase wéh-
rend seiner Lokalisation am Zentrosom erheblich zu dessen Reifung und Teilung sowie
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zur Steuerung der Mikrotubulianordnung beitragt. In diesem Zusammenhang ist die
PLK1 an der Regulation verschiedener fiir die Zentrosomenreifung wichtiger Proteine
beteiligt:

Fiir die Morphologie des Spindelapparates entscheidend ist beispielsweise die Anla-
gerung von y-Tubulin an die Zentrosomen, da durch diesen Vorgang die Biindelung und
Ausrichtung der mitosespezifischen Mikrotubuli erméglicht wird.** AuRerdem phos-
phoryliert PLK1 das zentrosomenassoziierte Protein NLP (Ninein-like protein), das in
der Folge vom Zentrosom dissoziiert und Bindungsstellen fiir Struktur- und Stabilisie-
rungsproteine freigibt, was wiederum die Anreicherung von ~-Tubulin am Zentrosom
begiinstigt.*® 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 forderliche Funktion fiir die Spindelent-
wicklung besitzen hingegen die Proteine TCTP,*” Kizuna*® sowie Asp im Zellzyklus
von D. melanogaster.*® Voraussetzung fiir die durch Kizuna ermdoglichte mechanische
Stabilisierung der Zentrosomen gegen die bei der Chromatidentrennung auftretenden
Zugkrifte ist dessen Phosphorylierung durch die PLK1.%® Inwiefern das humane Ho-
mologe ASPM durch die PLK1 reguliert wird, ist nicht geklért. Dariiber hinaus konn-
ten Finl (S. pombe) bzw. NEK2 (Mensch) als funktionelle Interaktionspartner der
Plol bzw. PLK1 identifiziert werden.®*®! Diese Kinasen phosphorylieren vorbereitend
Proteine am Zentrosom, die dann wiederum leichter als Substrate der entsprechenden
PLK gebunden werden kénnen. Im Gegensatz dazu wurde kiirzlich ein inhibitorischer
Einfluss der Phosphatase PP1C in Verbindung mit der regulatorischen Untereinheit
MYPT1 auf die PLK1 am Zentrosom gezeigt.?? Fiir den regelrechten Ablauf einer Zell-
teilung ist allerdings nicht nur die Assoziation und Wirkung der PLK1 am Zentrosom
essentiell, sondern auch ihre spétere Lokalisation an den Kinetochoren der chromoso-
malen Zentromere wihrend der Prometaphase.® Die Rekrutierung der PLK1 an diese
Proteinstrukturen wird mit Hilfe verschiedener Interaktionspartner bewerkstelligt, die
wiederum der ,,Vor“-Phosphorylierung fiir eine verbesserte Erkennung durch die PBD
bediirfen. Dies geschieht im Falle der Proteine Bub1®* und INCENP® durch die Cdkl1,
fiir das Zentromerenprotein PBIP1 hingegen durch die PLK1 selbst.? 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 Bubl und BubR1, was ei-
ne Befestigung der Mikrotubuli des Spindelapparates (der sog. ,K-Fasern) an den
Kinetochoren begiinstigt.?”%® Weiterhin ermoglicht die PLK1 durch die Generierung
des spannungsdetektierenden Phosphoepitops 3F3/2 die Anheftung der Mikrotubuli-
Enden an nicht unter Spannung stehende Kinetochoren.?®

Nach Aufhebung des Kontrollpunktsignals kann die Aktivierung des Anaphase-
unterstiitzenden Komplexes bzw. des Cyclosoms (APC/C) erfolgen, einer Multikom-
ponenten-Ubiquitinligase, die im Rahmen des Mitoseabschlusses eine Reihe von Pro-
teinen fiir die proteasomale Degradation markiert.®® Insbesondere der Proteinkom-
plex Kohésin, der den physischen Zusammenhalt der Schwesterchromatiden bis zum
Metaphase-Anaphase-Ubergang gewihrleistet, wird unter dem Einfluss des APC/C
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in Verbindung mit dem Regulationsprotein Cdc20 abgebaut.®5? In Wirbeltierzellen
erfolgt die Kohésindissoziation von den Chromosomenarmen zum gréfsten Teil bereits
in der Prometaphase nach Phosphorylierung der Kohésinuntereinheit SA2 durch die
PLK1.% Neben der Bindung an Regulationsproteine wird die Ubiquitinligaseaktivitit
des APC/C auch durch Phosphorylierung seiner verschiedenen Untereinheiten gesteu-
ert; das Zusammenwirken des Cdk1-Cyclin-B-Komplexes und der PLK1 spielt fiir die
Aktivierung des Cyclosoms eine wichtige Rolle.%* Wihrend der Cdkl dabei wahr-
scheinlich eine essentielle Funktion zukommt, férdert die PLK1 {iber eine Verstarkung
der Bindung von Cdc20 an den APC/C lediglich die Stabilitat des Komplexes. Mogli-
cherweise kann auch in diesem Fall das Konzept der ,,Vor“-Phosphorylierung durch die
Cdk1 als vorbereitender Schritt fiir die PLK1-Wirkung erklédrend herangezogen wer-
den, da fiir die APC/C-Untereinheiten APC1(Tsg24), APC5 und Cdc23 eine Aktivie-
rung durch die additive Phosphorylierung beider Kinasen nachgewiesen wurde.% Eine
weitere wichtige Funktion der PLK1 wurde unléngst bei der Untersuchung der Regu-
lation der APC/C-Aktivierung aufgedeckt: wiahrend der Interphase wird der APC/C
durch die Bindung von Cdc20 an das Protein Emil inaktiv gehalten, damit sich die
mitotischen Cycline A und B zu Beginn der M-Phase anreichern kénnen. Damit Emil
im Rahmen des Mitoseablaufs zeitgerecht degradiert werden kann, ist neben der Phos-
phorylierung des Proteins durch die Cdk1 die Kinaseaktivitit der PLK1 notwendig. %
Als wichtiges mitotisches Enzym unterliegt die PLK1 selbst der Regulation durch
den APC/C mittels einer ubiquitinabhéngigen Degradation. Die Verbindung des
APC/C mit dem Regulationsprotein Cdhl, die von der PLK1 besonders gefordert
wird, bewirkt neben der Proteolyse der PLK1 nach Ubiquitinierung ihrer D-Box den
proteasomalen Abbau weiterer mitotischer Enzyme wie z. B. der Aurorakinasen.®”
Die Degradation von Cyclin B durch den APC/C mit konsekutiver Inaktivierung der
Cdk1 stellt eine notwendige Bedingung fiir die Einleitung der Zytokinese, also der phy-
sischen Trennung der beiden Tochterzellen, dar, da Chromosomenteilung und Mito-
seabschluss durch die Cdk1-Aktivitit inhibiert werden.% Eine wichtige Voraussetzung
fiir die Initiierung der Zytokinese ist die Ausbildung des sogenannten Spindelzentrums
in der Aquatorialebene der Mutterzelle. Hierbei werden an die sich iiberlappenden
antiparallelen Mikrotubuli-Enden des Spindelapparates regulatorische Proteine wie
Zentralspindelin, ein Komplex aus dem mitotischen Kinesin Mklp1 und dem RhoGAP-
Protein HsCyk-4, angelagert® ™ und die Entstehung eines zellmembransténdigen kon-
traktilen Ringes und damit die Einkerbung der zentralen Teilungsfurche stimuliert. %
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. ™ Fiir die Bildung
dieses Komplexes am peripheren Spindelzentrum ist die Lokalisation und Aktivitat der
PLK1 in der Nihe der genannten Strukturen wihrend des Ubergangs von der Meta-
zur Anaphase unentbehrlich.” 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 mikrotubulibiindelnde Protein Prcl eine Rolle,” zum anderen
konnten das Kinesin Mklp2™ und NudC,™ 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 fiir eine verbesserte Substrater-
kennung durch die PLK1 zu verstehen, die im Falle von Prcl und Mklp2 durch die
PLK1 selbst erfolgt. ™™ Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass gerade Mklp2
hinsichtlich seiner Mikrotubulibiindelungskapazitit erst nach Abbau und damit In-
aktivierung der PLK1 eine deutliche Aktivitéitssteigerung erkennen lisst.™ Dariiber
hinaus konnte eine Beteiligung der PLK1 an der Fragmentierung des Golgi-Apparates
wahrend der Zellteilung durch Phosphorylierung der Golgi-Apparat-assoziierten Pro-
teine GRASP657° und Nir2™ festgestellt werden. Fiir 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.””

Weiterhin wurden als Interaktionspartner bzw. Substrate der PLK1 die Peptidyl-
Prolyl-Isomerase Pinl,”™® Cep55, eine Komponente des Zentriols,”™ sowie das Pro-
teasom® identifiziert; die endgiiltige funktionelle Bedeutung dieser Wechselwirkungen
bleibt allerdings zu klaren.

1.2.3 Funktionen der PLK3 (Fnk/Prk)

Die Funktionen der PLK3 wurden bislang weniger ausgiebig untersucht als die der
PLKT1; ihre Rolle innerhalb des Zellzyklus', aber auch in postmitotischen Zellen wird
daher in der gegenwartigen Forschungsliteratur noch kontrovers diskutiert.

In frithen Studien fanden sich, dhnlich wie fiir die PLK1, Hinweise auf eine funk-
tionelle Relevanz der PLK3 wahrend der Mitosephase. Beschrieben wurden in diesem
Zusammenhang eine Interaktion mit Cdc25a,%' b und ¢ zu Beginn der Mitose, 8283 eine
Beteiligung an der Fragmentierung des Golgi-Apparates®® und am Ablauf der Zyto-
kinese®® sowie eine Regulation der Mikrotubulianordnung und Zentrosomenfunktion®”
durch die PLK3. In einer anderen Untersuchung lieft sich allerdings der Nachweis
endogener PLK3 am Zentrosom, an den Mikrotubuli der mitotischen Spindel sowie
am Golgi-Apparat nicht reproduzieren; stattdessen wurde eine nukleoldre Lokalisa-
tion des Enzyms postuliert.®® Weiterhin fand diese Studie im Gegensatz zu fritheren
Untersuchungen®>?° eine zellzyklusabhéingige Regulation des PLK3-Proteinlevels mit
Hohepunkt der Expression am Ende der G1-Phase, dem Zeitpunkt der héchsten zel-
luldren 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 grof-
tenteils in die GO-Phase iibergingen, nimmt man eine zentrale Rolle des Enzyms bei
der Einleitung der S-Phase nach Zellzyklusunterbrechung und in einem kontinuierli-
chen Zellzyklus an.®' Unterstiitzt wird diese Uberlegung durch die Feststellung einer
herabgesetzten Konzentration des Cyclin-E-Proteins in PLK3-depletierten Zellen, zu-
mal fiir Cyclin E im Mausmodell eine essentielle Funktion bei der Wiederaufnahme
des Zellzyklus nach Unterbrechung gezeigt werden konnte.?? Da Cdc25a, das eben-
falls ein Substrat der PLK3 darstellt,®" 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 Ubergang von
der G1- zur S-Phase aus.”!

Dartiber hinaus konnte eine Beteiligung der PLK3 an der Zellzyklusunterbrechung in
Folge einer DNA-Schiadigung bzw. nach genotoxischem Stress nachgewiesen werden.
Als zelluldre 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 Instabilitét
zu schiitzen. %939 Tm 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-20% und der Kinasen
Myt1 und Weel eine Aktivititssteigerung dieser Enzyme bewirkt.?® Durch eine zusitz-
liche Inhibition der PLK1 sowie Degradation von Cdc25a bzw. Bindung von Cdc25¢
an zytoplasmatische 14-3-3-Proteine nach Phosphorylierung und nukledrem Ausschluss
der Phosphatasen erfolgt die Blockade des Mitoseeintritts der Zelle.?® Allerdings wird
im Falle eines nicht unterbrochenen Zellzyklus' auch eine PLK3-vermittelte Losung von
Cdc25 von den 14-3-3-Proteinen durch Bindung der Phosphatase an Cyclin B disku-
tiert.®" Weiterhin konnten eine unterstiitzende ,,Vor“-Phosphorylierung der Chk?2 fiir
ATM?® und eine Aktivierung des Reparaturenzyms DNA-Polymerase § nach Phos-
phorylierung seiner Untereinheit p125 durch die PLK3% sowie Interaktionen mit der
Proteinphosphatase la, dem aktinbindenden Adhésionsmolekiil Tensin2? und dem
calcium- und integrinbindenden Protein (CIB) gezeigt werden. %’

In postmitotischen Neuronen wurde zudem eine regulatorische Funktion der aktivi-
tatsinduzierbaren PLK3 und PLK2 im Rahmen der hippocampalen homdoostatischen
Plastizitdt nach erhohter synaptischer Aktivitéat (z. B. Langzeitpotenzierung) nachge-
wiesen. 9899

1.2.4 Rolle der PLK bei der Onkogenese

Im Rahmen der Onkogenese kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen Proliferation
und Differenzierung mit Uberwiegen proliferationsstimulierender Signale. Dass eine
Uberexpression von PLK1 nicht nur Folge einer gesteigerten Proliferation nach onko-
gener Transformation eines Gewebes ist, sondern ursichlich zur Entstehung bzw. zum
gesteigerten Wachstum von Tumoren beitréigt, konnten Smith et al. 1997 zeigen.!%°
In dieser Studie liek sich nach Uberexpression muriner Plkl in NIH3T3-Zellen die
Entstehung onkogener Foci bzw. eine Tumorentwicklung in Nacktmé&usen feststellen.
Der proliferationsanregende Effekt der PLK1 beruht auf einer Férderung von Signal-
wegen, die den Eintritt der Zelle in die Mitose und deren Durchfiithrung begiinstigen.
Eine Deregulation der PLK1-Aktivitat verursacht die Bildung von aberranten Zentro-
somen und Mitosespindelpolen. Da die Zentrosomenreifung fiir die Zusammenlagerung
mitotischer Mikrotubuli im Rahmen der Spindelformation essentiell ist, kann eine ab-
norme Zentrosomenorganisation mit verdnderter Grofse und Anzahl der Zentrosomen
zu Aneuploidie und genetischer Instabilitdt als typischen Merkmalen der Tumorent-
stehung fithren.!%! Wihrend des Vorgangs der Zytokinese kann die Deregulation der
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PLK1, z. B. durch Uberexpression'®? oder PLK1-Antikorper** in HeLa-Zellen eine
Mehrkernigkeit hervorrufen. Die abnorme PLK1-Funktion fiihrte in diesen experimen-
tellen Ansétzen zu aneuploiden oder polyploiden Phénotypen.

Von besonderer Bedeutung fiir die Pravention 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 verdndert 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.'®! Bei Expression hyperaktiver PLK1 in U20S-Zellen konnte aller-
dings nach DNA-Schidigung ein Uberschreiben des DNA-Schadenskontrollpunkts mit
Aufhebung des G2-Blocks®® und folgender genetischer Instabilitiit beobachtet werden.
Dariiber hinaus wurde in Séugerzellkulturen gezeigt, dass PLK1 an den Tumorsup-
pressor pH3 bindet und auf diese Weise dessen Transkriptionsfunktion und proapopto-
tische Aktivitdt hemmt, wiahrend bei vermindertem PLK1-mRNA- und -Proteinlevel
eine Stabilisierung von pb3 erfolgt. Fiir diese Interaktion sind die sequenzspezifische
DNA-Bindungsregion von p53 sowie die Kinaseaktivitit der PLK1 erforderlich.!%

Wichtig fiir das Versténdnis der Funktionsweise der PLK1 bei der Tumorentstehung
ist iiberdies die Kenntnis der Promoterregion und der Transkriptionsfaktoren, die die
Expression des plkl-Gens steuern. Da in Abhéngigkeit 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 fiir die Aktivierung des humanen plk-Promoters verantwortlichen regulatorischen
Regionen eine Spl-Bindungsstelle und eine CCAAT-Box enthalten, an die der Tran-
skriptionsfaktor NF-Y bindet. Es bleibt allerdings zu kldren, ob NF-Y und/oder Spl
den plkl-Promoter in Tumorzellen transaktivieren. !4

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 wird?” und die Expression ektoper PLK3
in humanen Zelllinien eine Zellzyklusunterbrechung mit anschliefsender Apoptose und
Hemmung des Zellwachstums induziert,®® vermuten einige Autoren, dass plk3 als
Wachstums- bzw. Tumorsuppressorgen fungiert.'% Wie bereits an anderer Stelle aus-
gefiihrt (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
Chk?2 beschrieben. %

Weiterhin liefs sich nach Einwirkung von Doxycyclin-induzierten Superoxiden in
Zellkulturen eine Steigerung der PLK3-Expression nachweisen, die in Abhéngigkeit
vom Transkriptionsfaktor NF-xB in Verbindung mit dessen regulatorischer Unterein-
heit RelA (p65) auftrat. Durch die Aktivitatssteigerung der PLK3 konnte sowohl eine
von phH3 abhéngige und als auch unabhéngige proapoptotische Antwort auf erhohte
Superoxidkonzentrationen beobachtet werden. %6
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1 Einleitung

Aus diesen Beobachtungen ergibt sich eine Beteiligung der PLK3 am Erhalt der
genetischen Stabilitdt einer Zelle nach DNA-Schédigung bzw. an der proapoptoti-
schen Antwort der Zelle auf irreversible Schiadigungen. Beziiglich des funktionellen
Einflusses des Enzyms auf die onkogene Transformation von Geweben kann allerdings
noch keine endgiiltige 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,!%7
Uterus und Harnblase!*® sowie Plattenepithelkarzinomen von Kopf und Hals,!%® aber
auch chemisch induzierten Kolonkarzinomen bei Ratten'® zeigten, wohingegen dies
in humanen Hepatoblastomen und Magenkarzinomen z. T. nicht festgestellt werden
konnte.!% Andererseits lief sich das PLK3-Protein in Ovarial-11° und Mammakarzi-
nomen ! im Gegensatz zu den entsprechenden Normalgeweben verstirkt detektieren.
Diese Diskrepanz der Expressionsergebnisse konnte auf unterschiedliche zugrundelie-
gende Regulationsmechanismen des Enzyms hinweisen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass ein proliferationsstimulierender Effekt
einer verstarkten PLK1-Funktion mehrfach belegt werden konnte, wohingegen der
PLK3 im regelrechten Zellzyklus eine eher antiproliferative Rolle zugesprochen wird.
Zur Beurteilung der funktionellen Hintergriinde der PLK3-Expression in Tumoren sind
allerdings weitere kldrende 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 vollstdndig resezierbaren Tumoren eine kurative Therapie derzeit kaum mog-
lich ist. Da auch neoadjuvante Radiochemotherapieansétze nur geringe prognostische
Vorteile bringen, ist eine Suche nach neuen Zielmolekiilen fiir moderne chemotherapeu-
tische Ansétze erforderlich. Dariiber hinaus lésst sich der zu erwartende Krankheits-
verlauf bei Patienten mit Magenkarzinomen unter Beriicksichtigung konventioneller
Prognosemarker héufig nur unprézise einschétzen, so dass Bedarf nach zusétzlichen
molekularen Prognosefaktoren besteht, die eine weitergehende Stratifizierung der Pa-
tienten nach dem Progressionsrisiko ermoglichen.

Sinnvollerweise konzentrieren sich diesbeziigliche Forschungsansatze auf Proteine,
die durch eine zentrale Einbindung in bestimmte Regelkreisldufe mit der malignen
Transformation von Zellen in Verbindung gebracht werden. Besondere Aufmerksamkeit
gilt hierbei Proteinen, die in die Regulation von Proliferation, Apoptose, Adhéasivitét,
Migration, Invasion und Chemoresistenz von Tumorzellen eingreifen.

Die Polo-like-Kinasen als zentrale Regulatoren des Zellzyklusablaufs sind in diesem
Zusammenhang von grofsem 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 dariiber treffen zu kénnen, ob sich diese Proteinkinasen tatséachlich
als Zielstrukturen neuer chemotherapeutischer Ansétze im Magenkarzinom eignen, ist
die Kenntnis der Proteinexpression in vivo zwingende Voraussetzung. Eine derartige
Untersuchung kénnte eine partielle Ubertragung funktioneller in witro-Daten auf die
tatséchliche in vivo-Situation ermdglichen.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Expression der PLK1 und 3 im paraffineingebet-
teten Tumorgewebe und den zugehorigen Lymphknotenmetastasen einer grofsen Ko-
horte von Patienten mit primarem Magenadenokarzinom sowie die PLK1-Expression
in einer Magenkarzinomzelllinie und in kryokonservierten Magengewebsproben unter-
sucht werden. Anschliefend sollten die gewonnenen Expressionsdaten von PLK1 und
3 auf ihre Ubereinstimmung im Primértumor und in den zugehérigen Lymphknoten-
metastasen hin iiberpriift 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. Dariiber hinaus sollte der Zusammenhang
zwischen PLK1- und 3-Expression im Tumorgewebe und der Uberlebensdauer der am
Magenkarzinom erkrankten Patienten untersucht werden.
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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 fiir Pa-
thologie der Charité-Universitdtsmedizin Berlin zunéchst 217 mittels partieller oder
vollstandiger Gastrektomie behandelte Patienten ausgewahlt, bei denen im Zeitraum
von 1995 bis 2002 die Diagnose eines primiren Magenkarzinoms gestellt worden war.

Aus dieser Gruppe wurden alle Patienten ausgeschlossen, die préaoperativ vorbehan-
delte oder rezidivierte Magenkarzinome bzw. bekannte Zweitmalignome aufwiesen.
Alle Patienten, deren Tumoren histologisch nicht einem reinen Adenokarzinom ent-
sprachen, wurden ebenfalls nicht beriicksichtigt. Weiterhin wurden Patienten, deren
Wohnsitz nicht in Berlin oder dessen Umland lag, nicht einbezogen, da fiir 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 stadienabhéngig nach den seinerzeit geltenden
Richtlinien.®

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 dhnliche Haufigkeiten 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 fiir die vorliegenden
Tumoren erfolgte standardisiert an Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Paraffinschnitten.
Hierzu wurden das Magengewebe und die zugehorigen Lymphknoten zundchst im Rah-
men der Routineaufarbeitung pathologischer Praparate in 4%igem Formaldehyd fixiert
und in Paraffin eingebettet.
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3 Material und Methoden

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

pNO 31 23,0

pN1 51 37,8

pN2 37 27,4

pN3 16 11,8
Metastasenstatus

MO 122 90,4

M1 13 9,6
Differenzierungsgrad

Gl1 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
Lymphgeféifinvasion

LO 73 54,1

L1 62 45,9
Blutgeféifinvasion

VO 114 84,4

V1 21 15,6
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3 Material und Methoden

Anschliefend wurden 5 pm dicke Schnitte angefertigt und in der HE-Féarbung be-
urteilt. Die Festlegung des Tumorstadiums und -differenzierungsgrades erfolgte nach
Mafgabe der UICC!* bzw. der WHO.!? Bei den als pNO klassifizierten Karzinomen
wurden in der Regel mindestens 15 Lymphknoten untersucht. Zuséatzlich erfolgte fiir
alle Tumoren in Anlehnung an die Klassifikation nach Laurén eine Einteilung in Karzi-
nome vom intestinalen Typ mit vorwiegend glanduldrem und solidem Wachstum, vom
diffusen Typ mit vorwiegend einzelzellig dispersem bzw. siegelringzelligem Wachstum
sowie in Karzinome vom Mischtyp.!? Die Invasion der Tumoren in Lymph- bzw. Blut-
gefake wurde in konventionellen HE-Praparaten ohne zusétzliche Immunhistochemie
beurteilt.

Nach Auswahl reprisentativer Gewebsblocke der zur Expressionsanalyse geeigneten
Tumorgewebsproben aus dem Archiv der Charité wurden fiir die sich anschliefsen-
de immunhistochemische Untersuchung Leerparaffinschnitte in ausreichender Anzahl
angefertigt.

Dariiber hinaus sollten mit Hilfe von Immunoblotanalysen die immunhistochemisch
gewonnenen PLK-Expressionsergebnisse iiberpriift werden. Hierzu wurden insgesamt
49 Gewebsproben von Magenkarzinomen und Normalgewebe des Magens, die von ei-
nem erfahrenen Pathologen im Schnellschnittlabor unmittelbar postoperativ in fliis-
sigem Stickstoff asserviert worden waren, wie in Kapitel 3.2.5 bis 3.2.7 beschrieben
aufgearbeitet, um die grundsétzliche Eignung von auf diesem Wege gewonnenen Ge-
websproben fiir molekularbiologische Analysen zu untersuchen.

Zusétzlich wurde von jedem verwendeten Gewebsblock ein HE-Schnittpraparat an-
gefertigt, um die Gewebsqualitdt und die korrekte pathologisch-anatomische Zuord-
nung von normaler Schleimhaut und Tumor zu gewéhrleisten. Nach der lichtmikro-
skopischen Gewebsuntersuchung erwiesen sich 40 Félle (17 Proben normaler Magen-
schleimhaut und 23 Magenkarzinome) als zur priméren Analyse geeignet. Davon han-
delte es sich in 9 Fillen 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-Antikérper gegen menschliches PLK1- und PLK3-Protein durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurden die Schnitte zunédchst dreimal fiir jeweils drei Minuten in Xylol
sowie in absteigender Ethanolreihe (jeweils zweimal fiinf Minuten in 100%igem und
in 96%igem sowie jeweils einmal fiinf Minuten in 80%igem und in 70%igem Etha-
nol) entparaffinisiert und anschliefend in Aqua dest. gewaschen. Um die relevanten
Antigen-Epitope fiir den jeweiligen Antikorper besser zugénglich zu machen, erfolg-
te nun das Erhitzen der Gewebsschnitte im méfig sauren Milieu des Citratpuffers
mit einem pH-Wert von 6 wihrend eines fiinfminiitigen Kochvorganges bei Uberdruck
im Schnellkochtopf. Im Anschluss daran wurden die Schnitte in TRIS-Pufferlésung
gewaschen, mit einem Proteinblocker zehn Minuten lang vorbehandelt und mit dem
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Primérantikorper in einer Verdiinnung von 1:500 (PLK1 und PLK3) in Antikorper-
Verdiinnungslosung tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am néchsten 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-Sekundarantikorper sowie der an Streptavidin gekoppelten alkalischen
Phosphatase fiir jeweils 20 Minuten bei Raumtemperatur zur Detektion des gebunde-
nen Primérantikorpers im Gewebe. Bei der nun folgenden farblichen Markierung der
gebundenen Antikorper kam das ,,Fast red“-System mit Naphthol zur Anwendung.
Zur besseren Erkennbarkeit der Gewebsstrukturen wurden die Schnitte anschliefsend
20 Sekunden in einer Hidmalaunlésung nach Mayer gegengefarbt. Bis zum endgiiltigen
Eindecken mit Aquatex verblieben die Proben in Aqua dest.

3.2.3 Evaluation und Quantifizierung der
immunhistochemischen Farbung

Die Evaluation der immunhistochemischen Férbung in den Gewebsschnitten wurde
semiquantitativ unter Anwendung eines Immunreaktivitétsscores (IRS) durchgefiihrt.
Hierbei wurde zum einen die Intensitdt der Féarbung, zum anderen der prozentuale
Anteil angefirbter 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 Farbung fiir die statistische Analyse erfolgte eine Einteilung der Fille 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 Farbung

Intensitit der Punktwert Prozentualer Anteil Punktwert
Farbung angefarbter Zellen
negativ 0 0% 0
schwach 1 <10% 1
méRig 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 cm?®) im Kulturmedium L-15 unter konstanten Bedingun-
gen (37 °C, wassergeséttigte Atmosphére mit einem Volumenanteil von 5% CO,); 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 Losungen durchgefiihrt.

Wenn die Zellen unter lichtmikroskopischer Beurteilung eine Konfluenz von etwa
80% aufwiesen, erfolgte eine Passagierung mit Trypsin. Hierzu wurde zunéchst das
Kulturmedium aus der Zellkulturflasche abgesaugt. Anschlieffend erfolgte die Zugabe
von 3 ml Trypsin durch einen sterilen Filter zur Spiilung der Flasche. Nach erneu-
tem Absaugen und Verteilen weiterer 2 ml Trypsin iiber die bewachsene Flache der
Zellkulturflasche fand die Inkubation im Brutschrank bei 37 °C bis zur vollstdndigen
Ablosung 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. Abschliefsend erfolgte die Zugabe von 10 ml Kulturmedium
zur verbleibenden Suspension.

Samtliche Versuche wurden innerhalb der ersten zehn Passagen durchgefiihrt.

3.2.5 Proteinisolierung

Die Isolierung von Proteinen erfolgte sowohl aus den oben genannten kultivierten
menschlichen Magenkarzinomzellen!!? 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 verdiinnt und gleichméfig in 3 cm durchmessende Petrischalen
ausgesit. Nach der Zugabe von jeweils 1 ml Medium erfolgte die Inkubation im Brut-
schrank fiir zwei bis drei Tage. Bei Vorliegen ausreichend starker Konfluenz wurde
das Medium abgesaugt und eine Spiilung mit je 1 ml PBS durchgefiihrt. Nun erfolgte
die Behandlung der Zellen mit jeweils 100 pl des Proteinlysispuffers fiir fiinf Minuten
auf Eis. Nach Homogenisierung des Lysats mit einem Zellschaber und Uberfithrung in
ein 1,5 ml-Eppendorfgeféfs wurde eine mechanische Degradierung durch mehrmaliges
Aufziehen in einer Insulinspritze vorgenommen. Abschliefsend erfolgte die Zentrifuga-
tion der Proben bei 4 °C fiir 15 Minuten mit 14000 U/min. Der Uberstand wurde
abpipettiert und bei -20 °C aufbewahrt.

Bei der Proteinisolierung aus tiefgefrorenem Gewebe erfolgte die Zugabe von jeweils
200 pl Proteinlysispuffer in die 2 ml-Eppendorfgefifie mit den entsprechenden Proben.
Anschliefsend wurde das Gewebe mit Hilfe eines Vortexers in Losung gebracht und das
Lysat mit einem Mini-St6fel homogenisiert. Die weitere Behandlung (mechanische De-
gradierung, Zentrifugierung, Aufbewahrung) erfolgte analog zum oben beschriebenen
Verfahren. Hierbei wurde ebenfalls durchgéingig auf Eis gearbeitet.

3.2.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des BCA-Kits von Pierce.
Hierbei werden Cu?"-Tonen durch Proteine im alkalischen Milieu zu Cu™-Tonen redu-
ziert (Biuret-Prinzip). Diese reagieren mit Bicinchoninséure (BCA) zu einem farbigen
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Komplex, dessen Extinktion bei 562 nm eine Bestimmung der Proteinkonzentration
mit einem ELISA-Reader moglich macht.

Geméfs den Vorgaben des Herstellers wurde zunéchst eine Standardkonzentrations-
reihe aus BSA sowie ein Reagenzgemisch aus BCA-Losung (Reagenz A) und alkalischer
Kupfersulfatlosung (Reagenz B) im Verhéltnis 50:1 in erforderlicher Menge herge-
stellt. Anschlieffend wurden Proben und Standardreihe mit dem Reagenzgemisch fiir
60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anhand der den jeweiligen Standardkonzentrationen
entsprechenden Extinktionen liefs 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-
fithrung der Western Blots wurde die jeweilige Probenmenge in Abhéngigkeit von ihrer
Proteinkonzentration mit gefarbtem Proteinlysispuffer auf 20 pl aufgefiillt, um dann
fiir zehn Minuten einer heiften Lyse bei 95 °C unterzogen zu werden.

Danach wurden die Proteine gemeinsam mit einem Marker in einem 10% SDS-
Polyacrylamidgel bei 100 V fiir zwei Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlie-
fsend erfolgte das Blotten, bei dem die Proteine im Semi-Dry-Verfahren mit Hilfe eines
Transferpuffers bei einer Stromstédrke von 100 mA fiir 90 Minuten vom Gel auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen wurden. Um unspezifische Bindungsstellen zu blo-
ckieren, wurde Blockingpuffer zugegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf
der Membran belassen.

Nach Verdiinnung der monoklonalen Primérantikérper gegen PLK1 bzw. PLK3 mit
Blockingpuffer im Verhéltnis 1:500 sowie des anti-(3-Aktin-Antikérpers im Verhéltnis
1:3000 erfolgte eine Inkubation der Membran mit der Antikérper-Pufferlosung bei
4 °C iiber Nacht. Der Nachweis von [3-Aktin diente hierbei als Positivkontrolle. Am
folgenden Tag wurde der Blot dreimal fiir 15 Minuten mit Waschpuffer gewaschen und
anschliefend mit einem Sekundérantikorper (mit alkalischer Phosphatase konjugierter
Ziege-gegen-Maus-Antikorper) in einer Verdiinnung von 1:5000 im Blockingpuffer fiir
45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde die Membran erneut dreimal
fiir 15 Minuten mit Waschpuffer sowie zweimal fiir zwei Minuten mit Assaypuffer
gewaschen.

Die nunmehr auf der Membran gebundenen Antikorper konnten anschlieffend mit
einem CSPD-Chemolumineszenzsystem detektiert werden, indem die Membran fiir
fiinf Minuten mit 2 ml des CSPD-Reagenz sowie 100 pl Nitro-Block getrankt wurde.
Nach Einschweifsen der Membran in Klarsichtfolie und Verschluss in einer Filmkassette
zusammen mit einem Hyperfilm erfolgte die Belichtung tiber einen Zeitraum von 30
bis 60 Minuten. Abschliefend 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
Immunfluoreszenzfarbung der kultivierten Magenkarzinomzellen am Monolayer zur
qualitativen Darstellung von PLK1- und PLK3-Protein durchgefiihrt.

Vorbereitend wurde bei der Passagierung gewonnene Zellsuspension je nach Bedarf
mit Medium verdiinnt und in die vier Kammern eines Labtek-Objekttrégers ausgesit.
Nach der Zugabe von jeweils 1 ml Medium pro Kammer erfolgte die Inkubation im
Brutschrank fiir ca. 24 Stunden. Sobald sich ein Zellrasen von méfiger Dichte auf
dem Objekttrager gebildet hatte, wurde das Medium abgesaugt und eine Spiilung
mit je 1 ml PBS pro Kammer durchgefiihrt. Anschliefend erfolgte die Fixierung der
Zellen mit 500 pl Methanol pro Kammer fiir 20 Minuten bei -20 °C. Nach Absaugen
des Methanols wurde erneut zweimal mit 1 ml PBS pro Kammer gespiilt. Vor der
Applikation der entsprechenden Antikérper wurden zunéchst in jede Kammer 500 pul
einer Blockierungslosung, bestehend aus PBS mit 5% BSA sowie 1% NSS, eingebracht
und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Objekttrager belassen.

Im Anschluss an das Absaugen der Blockierungslosung erfolgte die Inkubation bei
Raumtemperatur mit dem Priméarantikérper gegen PLK1 bzw. PLK3 in einer Verdiin-
nung von 1:500. Hierbei wurden pro Kammer 400 pl PBS mit 1% BSA und entspre-
chender Antikérpermenge appliziert und der Objekttrager nach Ablauf einer Stunde
dreimalig mit PBS gewaschen.

Die néchsten Arbeitsschritte erfolgten in abgedunkelter Umgebung. Zunéachst wur-
den wiederum 400 pl PBS mit 1% BSA und o. g. Sekundarantikorper im Verhéltnis
1:100 sowie DAPI in einer Verdiinnung von 1:3000 in jede Kammer gegeben. Die Zu-
gabe von DAPI diente der direkten Anfarbung der Tumorzellkerne. Nach einstiindiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Objekttrager erneut dreimal mit PBS ge-
waschen. Abschliefsend wurden die Kammerwéande abgelost und der Objekttrager 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 y2-Test und der y2-Test fiir Trends eingesetzt. Die jeweils
verwendeten Tests sind in den entsprechenden Tabellen angegeben. Die Korrelation
der PLK-Expression im Priméartumor mit der PLK-Expression in den Lymphkno-
tenmetastasen wurde mit Hilfe des Spearman'schen Korrelationskoeffizienten und des
Wilcoxon-Tests fiir nicht-parametrische, verbundene Stichproben untersucht. Die Be-
rechnung des Gesamtiiberlebens erfolgte mittels univariater Uberlebensanalyse nach
Kaplan-Meier, beim Vergleich der verschiedenen Uberlebenskurven kam der Log-Rank-
Test zum Einsatz. Fiir die multivariate Uberlebensanalyse wurde das Cox-Regressions-
modell unter Beriicksichtigung der mit dem Uberleben 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 Durchfithrung der statistischen Analyse diente
die SPSS-Software, Version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3.3 Auflistung der verwendeten Materialien

3.3.1 Gerate

Bio Kinetics Reader EL 340

Einzelkochtafel

Elektrophoresekammern
Agagel Maxi und Mini

Elektrophoresenetzgerit
Savant PS 250

Filmentwickler Hyperprocessor

Fluoreszenzmikroskop Leica (TCS)

Glasbehélter

Heizblock 100°C
Magnetriihrer Variomag
Messbecher, Messzylinder
Oberschalenwaage
pH-Meter

Pipetboy

Pipetten

Schnellkochtopf

Schiittler

Thermomixer
Tischzentrifuge Biofuge Pico

Vakuumabsaugpumpe

CAPEX 2DC
Vortexer Reax 2000

BIO-TEK Instruments, Winooski, USA

Rommelsbacher Elektrohausgerdte GmbH,
Dinkelsbiihl

Biometra, Gottingen

Savant Instruments, Holbrook, USA
Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
UK

Leica Confocal Microscopes, Wetzlar
Schott, Mainz

Roth, Karlsruhe

H + P Labortechnik, Miinchen

Vit Lab, Grofostheim

OWA Labor, Oschatz

Mettler, Schwerzenbach, Schweiz
Integra Biosciences, Fernwald
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Steinbach, Kerpen

Biometra, Gottingen
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Heraeus, Hanau

Reichert-Jung, Heidelberg

Heidolph, Schwabach
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Wasserbad
Zellkulturbrutschrank BB 16
Zellkulturmikroskop IMT-2

Zellkulturwerkbank

3.3.2 Verbrauchsmaterialien

Chromatographiepapier SMM CHR
Deckgléser 24x60 mm / 24x40 mm
Filter

Hyperfilm

Insulinspritzen 1 ml

Kaniilen

LabTek Chamber Slide

Microtest Zellkulturplatte, 96 well
Nitrozellulosemembran

Objekttrager (Super Frost Plus)
25x75x1,0 mm

Pap Pen
Parafilm

Petrischalen fiir Zellkultur

Pipettenspitzen ohne Filter
Reaktionsgefafe 15 / 50 ml
Reaktionsgefife 0,5 / 1,5 / 2,0 ml
Skalpell

Spritzen 5 / 10 / 20 ml

Zellkulturflaschen 150 c¢m?

Zellschaber

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
Heraeus, Hanau
Olympus Optical, Hamburg

Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim

Whatman, Brentstone, UK
Menzel-Glaser, Braunschweig
Schleicher & Schuell, Dassel

Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
UK

Terumo, Leuven, Belgien

B. Braun, Melsungen

Nunc, Wiesbaden

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA
Whatman, Schleicher & Schuell, Dassel

Menzel-Glaser, Braunschweig

The Binding Site, Birmingham, UK
American National Can, Menasha, USA

Falcon-Becton Dickinson, Le pont de Claix,
Frankreich

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Bard-Parker-Becton Dickinson, Hancock, USA
B. Braun, Melsungen

Falcon-Becton Dickinson,
Frankreich

Le pont de Claix,

Costar, Corning, USA
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Zellstoff

Hartmann, Heidenheim

3.3.3 Chemikalien und Enzyme

Acrylamid

Ammoniumperoxiddisulfat (APS)
Antibody diluent reagent solution
Aquatex

Bovines Serumalbumin (BSA)
CDP-Star Ready-to-use
Citronensadure-Monohydrat
Coomassie Brillantblau
Diazabicyclooctan (DABCO)
Diamidinophenylindol (DAPT)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)
Essigséure

Ethanol

Entwickler X-OMAT EX II
Fetales Kélberserum (FCS)
Fetuin (aus FCS)

Fixierer RP X-OMAT LO
Glucoselosung (45%)

Glycerol

Glycin

Héamalaunlosung

[-Block

Insuman Rapid (Insulin)

Appligene oncor, Illkirch Graffenstaden,
Frankreich

Merck, Darmstadt

Zymed, San Francisco, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Tropix, Bedford, USA

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

Kodak, Stuttgart

Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Kodak, Stuttgart

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig
Tropix, Bedford, USA

Sanofi-Aventis, Frankfurt
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Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

L-15 Leibovitz Medium
cat # 12-700F

Marker fiir Gele
MEM-Vitamine (100x)
Methanol
Magnesiumchlorid
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Nitro-Block II

Natural sheep serum (NSS)
Protein Block, serumfrei

Salzsaure

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

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

Transferrin
Trasylol (Aprotininlésung)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

TRIS(Hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS-Base)

TRIS(Hydroyxmethyl)aminom-
ethanhydrochlorid (TRIS-HCI)

Trypsin
Tween 20

Ultraglutamin

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

BioWhittaker/Cambrex, East Rutherford, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Biochrom AG, Berlin
Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt

Tropix, Bedford, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
DAKO, Carpinteria, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Roche, Basel, Schweiz
Bayer, Leverkusen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Cambrex, Fast Rutherford, USA
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Xylol Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande
3.3.4 Kits

BCA protein assay kit, Pierce Rockford, Illinois, USA

cat # 23225

Super sensitive detection kit, Bio Genex, San Ramon, USA

cat # QA 900-9L

3.3.5 Antikorper

Alkalische-Phosphatase-gebundener ~ Tropix, Bedford, USA
Ziege-gegen-Maus-Antikorper,
cat # AC 32 ML

Monoklonaler anti-3-Aktin- Chemicon, Temecula, CA, USA

Antikorper, cat # 0512018436

Monoklonaler anti-PLK1- BD Transduction Laboratories, San Diego, USA
Antikorper, cat # 610558

Monoklonaler anti-PLK3- BD Transduction Laboratories, San Diego, USA

Antikorper, cat # F83520

3.3.6 Zelllinie

EPG85-257 (humanes Magenkarzi- Etablierung durch Dietel et al., 1990112
nom)

3.3.7 Kulturmedien, Puffer und Lésungen

L-15 Kulturmedium: 50 ml FCS
2,5 ml Ultraglutamin
7,5 ml NaHCOs3
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

3,36 ml

10x Assaypuffer: 12,1 ¢

1,0165 g

ad 500,0 ml

Blockingpuffer: 0,6 g
30,0 ml

300,0 pl

10x Citratpuffer: 3,78 g
2421 g

ad 1000,0 ml

10x Elektrophoresepuffer: 30,3 g
1440 g
288

ad 1000,0 ml

10x PBS-Puffer: 20g

20¢g

80,0 g

28

Fetuin in 10 ml PBS steril
16sen, ad 100 ml PBS steril

auffillen

Transferrin ad 100 ml PBS
steril auffiillen

TRIS-Base in 350,0 ml
Aqua dest. losen, pH 9,8
einstellen

MgC].Q 6 HQO
HyO

I-Block

10x PBS oder TBS, mit
270,0 ml Aqua bidest auf-
filllen, erhitzen (< 100°C),
abkiihlen lassen

Tween 20

Citronensadure-Monohydrat
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

H>O, pH 6,0 einstellen

TRIS-Base
Glycin
SDS

H>O, pH 8,3 — 8,4 einstellen

KCl
KHyPO4
NaCl



Proteinlysispuffer:

10x Transferpuffer:

10x TRIS-Puffer (TBS):

Waschpuffer:

3 Material und Methoden

216 g

ad 1000,0 ml

1,2 ml
2,0 ml
1,0 ml
0,5 ml
5,3 ml

29,0 g

58,0 g
3,7g

ad 800,0 ml

9,0 ¢
68,5 g
87,8 g

ad 1000,0 ml

100,0 ml

1,0 ml

ad 1000,0 ml

29

NaHPOy4 - 7 HyO

Aqua bidest, autoklavieren

0,5 M TRIS-HCI (pH 6,8)

10% SDS
Glycerol
DTT (1M)

Aqua bidest

Glycin
TRIS-Base
SDS

H>O, pH 8,3 einstellen

TRIS-Base
TRIS-HC1
NaCl

H>O, pH 7.4 einstellen

10x PBS oder TBS
Tween 20

HyO
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Polyacrylamidgel 10%:

Sammelgel 4%:

Coomassie-Férbelosung:

Férbefixierlosung fiir Coomassie

2,5 ml
2,5 ml
100,0 pl
50,0 pl
5,0 pnl

4,8 ml

0,5 ml

1,25 ml
50,0 pl
50,0 pl
10,0 nl

3,2 ml

0,6 g
100,0 ml

ad 1000,0 ml

9250,0 ml

100,0 ml

ad 1000,0 ml
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Acrylamid

1,5 M TRIS-HCI (pH 8.8)
10% SDS

10% APS

TEMED

HyO

Acrylamid

0,5 M TRIS-HCI (pH 6,8)
10% SDS

10% APS

TEMED

H»O

Coomassie-Blau
Essigsdure

HyO

Isopropanol
Essigsaure

HyO
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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 sdu-
reproduzierenden Belegzellen immunhistochemisch eine méafige Expression von PLK1
(Abb. 4.1A). PLK3 wurde in normaler Mukosa hingegen eher im Bereich des mittleren,
d. h. proliferativ aktiven Driisenkompartiments exprimiert (Abb. 4.2A).

In den Fallen, die im Rahmen einer chronischen Gastritis Foci mit intestinaler Me-
taplasie aufwiesen, fand sich in den metaplastisch veranderten Zellen eine verstarkte
Expression sowohl von PLK1 als auch von PLK3 (Abb. 4.1B und 4.2B)

Dariiber hinaus zeigten die Ganglien des autonomen Nervensystems eine deutliche
Positivitat fiir PLK1 und konnten somit als interne Positivkontrolle herangezogen
werden. Normales Schleimhautstroma und regelrechte Muskulatur liefen keine erhohte
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
iiberexprimiert wurde. Eine starke, zytoplasmatisch betonte Uberexpression von PLK1
liefs sich in 73 von 135 Féllen (54,1%) nachweisen, PLK3 wurde in 75 von 131 Fallen
(57,3%) verstarkt exprimiert (Tabelle 4.1).

Im direkten Vergleich von Tumorgewebe und benachbartem Normalgewebe liefs sich
am Ubergang von nicht transformiertem in dysplastisches Epithel hiufig eine unmit-
telbare Expressionssteigerung darstellen (Abb. 4.1E/F und 4.2E/F).

Die immunhistochemische Farbung beschriankte sich vorwiegend auf das Zytoplasma
der PLK-positiven Zellen und wies strukturell eine feine Granularitat auf (Abb. 4.1D
und 4.2D).

Die Werte des aus der Intensitdt der Farbung und dem Anteil der jeweils angeférbten
Zellen berechneten IRS umfassten die gesamte Spanne moglicher Scores, wobei die
hohen IRS-Werte etwas haufiger auftraten.
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Abbildung 4.1: Expression von PLK1 in normaler Magenmukosa und in Magenadenokar-
zinomen: A) Normale Magenschleimhaut mit méafiger PLK1-Expression in
den saureproduzierenden Belegzellen des Magenkorpus’. Keine Expression
im tibrigen Epithel. B) Foci mit intestinaler Metaplasie sind ebenfalls PLK1-
positiv. C) PLKI1-negatives Magenkarzinom (intestinaler Typ). D) PLK1-
positives Magenkarzinom (diffuser Typ). E/F) PLK1-positive Magenkarzi-
nome. Die Pfeile markieren jeweils Tumordriisen, die Pfeilspitzen zeigen
auf normale Magenschleimhaut. Am Ubergang 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 méafiger PLK3-Expression im
mittig gelegenen proliferativ aktiven Schleimhautkompartiment. Keine we-
sentliche Expression im iibrigen 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 Magenschleimhautdriisen, die Pfeile zeigen auf neoplastisches Epi-
thel. Am Ubergang 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 priméren 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 zugehdrigen Priméartumoren untersucht.

Eine Uberexpression konnte fiir PLK1 in 30 Lymphknotenmetastasen (65,2%), fiir
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 Primértumoren mit
den Expressionsdaten in den entsprechenden Lymphknotenmetastasen (Tabelle 4.2),
was bedeutet, dass Fille mit hoheren Expressionsscores in den Priméartumoren auch
signifikant hohere Expressionsniveaus in den korrespondierenden Lymphknotenmeta-
stasen aufwiesen. Der Wilcoxon-Test fiir nicht-parametrische, verbundene Stichproben
allerdings zeigte fiir die PLK3 in den Lymphknotenmetastasen durchschnittlich eine
statistisch signifikant stérkere Expression als im Priméartumor. Die Expressionsniveaus
der PLK1 in den Lymphknotenmetastasen und den Primértumoren wiesen hingegen
keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (Tabelle 4.3).
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Abbildung 4.3: A) Expression von PLK1 in intralymphatischen Tumorverbénden. B) Ex-
pression von PLK1 in einer Lymphknotenmetastase.

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

PLK1 - IRS PLK3 - IRS
Parameter Falle (Lymphknoten- P-Wert (Lymphknoten- P-Wert
metastase) metastase)
Korrelation Korrelation
PLK1 - IRS 46 0,629
(Primértumor) <0,001
PLK3 - IRS 46 0,579 <0,001
(Primértumor)

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

Parameter Median Quartile Wilcoxon-P-Wert
PLK1 - IRS (Primértumor) 8 4-12 0.895

PLKI1 - IRS (Lymphknotenmetastase) 8 5,5 -9,75 ’

PLK3 - IRS (Primértumor) 8 4-12 0.013

PLK3 - 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-lsoformen
miteinander

In der immunhistochemischen Analyse der Expression von PLK1 und PLK3 zeigten
sich verhaltnismafig dhnliche 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 dhnlichen klinisch-patholo-
gischen Parametern, allerdings konnte im Fall von PLK1 fiir eine grofsere Anzahl von
Parametern eine Signifikanz der Beziehung nachgewiesen werden als fiir 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
héufigere Positivitat fiir PLK1 in den Karzinomen der zum Diagnosezeitpunkt iiber
65 Jahre alten Patienten.

Im y2-Test fiir Trends korrelierte die Expression der PLK1 hochsignifikant positiv
mit dem Tumorstadium (P = 0,001). Lokal weiter fortgeschrittene Karzinome expri-
mierten hierbei bedeutend starker PLK1 als lokal beschrankte Tumoren.

Dariiber hinaus zeigte auch der Nodalstatus der Patienten eine deutlich positive
Korrelation mit der PLK1-Expression (P = 0,003). Wéhrend 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 stiarker ausgepriagte PLK1-Expression: 75% der Karzinome mit pN3-Status
waren PLK1-positiv.

Die Korrelation mit dem Tumorwachstumsmuster nach Laurén mit Hilfe des y?-
Tests ergab auferdem einen Zusammenhang von Proteinexpression und Tumorwachs-
tumstyp. Diffus wachsende Magenkarzinome ohne kohésiven Zellverband, die Siegel-
ringzellformationen aufwiesen, zeigten signifikant héufiger eine Positivitat fiir PLK1
als Karzinome des histologisch besser differenzierten intestinalen Wachstumstyps
(P = 0,02).

Bei histologisch vorliegender Lymph- und Blutgefafsinvasion durch die Tumoren fand
sich zwar eher eine PLK1-Positivitéit als bei Karzinomen ohne Geféfsinvasion, die Kor-
relation mit der PLK1-Expression im exakten Test nach Fisher stellte sich jedoch als

36



4 Ergebnisse

nicht signifikant heraus (P = 0,165 fiir Lymphgefafinvasion; P = 0,483 fiir Blutge-
fakinvasion).

Fiir den histologischen Differenzierungsgrad der Karzinome liefs sich ebenfalls keine
signifikant positive Korrelation zur Expression der PLK1 aufzeigen (P = 0,111), die
geringer differenzierten Magenkarzinome exprimierten allerdings in starkerem Mafse
PLK1 als die hoher Differenzierten.

Des Weiteren konnte auch fiir 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 ausgewahl-

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 21 344 40 65,6
Tumorstadium 0,0018

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 3 214 11 78,6
Lymphknotenstatus 0,0038

pNO 31 19 61,3 12 38,7

pN1 51 27 529 24 47,1

pN2 37 12 324 25 67,6

pN3 16 4 250 12 75,0
Metastasenstatus 0,381

MO 122 58 475 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 16 444

G3 96 40 41,7 56 58,3
Wachstumsmuster 0,0202
nach Laurén

Intestinal 74 42 56,8 32 43,2

Gemischt 8 3 37,5 5 62,5

Diffus 53 17 321 36 67,9
Lymphgeféifsinvasion 0,165

LO 73 38 52,1 35 479

L1 62 24 38,7 38 61,3
Blutgeféfsinvasion 0,483"

Vo 114 54 474 60 52,6

V1 21 8 38,1 13 61,9

+ Exakter Test nach Fisher; A y2-Test; § x2-Test fiir Trends.
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Abbildung 4.4: Korrelation der PLK1-Expression mit dem Tumorstadium (P = 0,001; >3-
Test fiir Trends).
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Abbildung 4.5: Korrelation der PLK1-Expression mit dem Lymphknotenstatus (P = 0,003;
x2-Test fiir Trends).
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Wachstumsmuster nach Laurén

Abbildung 4.6: Korrelation der PLK1-Expression mit dem histologischen Wachstumsmus-
ter nach Laurén (P = 0,020; y2-Test).

120 4

100 +

80 1

60 -|
[J PLK 1 negativ

B PLK 1 positiv

40 +

PLK 1-Expression in %

20

<65 Jahre > 65 Jahre

Patientenalter zum Diagnosezeitpunkt

Abbildung 4.7: Korrelation der PLK1-Expression mit dem Patientenalter zum Diagnose-
zeitpunkt (P = 0,016; exakter Test nach Fisher).

40



4 Ergebnisse

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 Positivitat fir PLK3 auf, im Stadium pT4 waren es hingegen bereits
76,9%.

Daneben liefs sich eine &hnlich stark ausgeprigte 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 hoherer Prozentsatz PLK3-positiver Falle: Wéahrend im Stadium pNO lediglich
36,7% der Tumoren PLK3 exprimierten, waren es im Stadium pN3 bereits 80%.

Dariiber 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 Blutgeféfinvasion (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 ausgewahl-
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 0,0038

pT1 7 5 71,4 2 28,6

pT2 63 33 524 30 47,6

pT3 48 15 31,2 33 68,8

pT4 13 3 23,1 10 76,9
Lymphknotenstatus 0,005%

pNO 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"

MO 119 54 454 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 ausgewahl-

ten klinisch-pathologischen Parametern sowie der PLK1-Expression

Parameter Anzahl PLK3 negativ PLKS3 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 39 424 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
Lymphgeféfinvasion 0,117

LO 69 34 49,3 35 50,7

L1 62 22 35,5 40 64,5
Blutgefafsinvasion 0,810"

Vo 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; A y2-Test; § x2-Test fiir Trends.
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Abbildung 4.8: Korrelation der PLK3-Expression mit dem Tumorstadium (P = 0,003; x2-
Test fiir Trends).
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Abbildung 4.9: Korrelation der PLK3-Expression mit dem Lymphknotenstatus (P = 0,005;
x2-Test fiir Trends).
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4.3 Korrelation der PLK-Expression mit dem
Patienteniiberleben

Im folgenden Abschnitt soll der Einfluss verschiedener klinisch-pathologischer Fak-
toren sowie der PLK-Expression auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten
dargelegt werden. Zu diesem Zweck wurden die entsprechenden Parameter zusammen
mit den Uberlebensdaten des Patientenkollektivs einer univariaten sowie einer multi-
variaten Uberlebensanalyse unterzogen.

Das mittlere Gesamtiiberleben der Patienten wurde definiert als Zeitdauer, fiir die
eine Wahrscheinlichkeit des Uberlebens von genau 50% galt. Wihrend des Nachbeob-
achtungszeitraums verstarben 87 der 135 Patienten (64,4%). In dieser Patientengruppe
entsprach das mittlere Gesamtiiberleben 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 Uberlebensanalyse

Das fiir diese Arbeit neu zusammengestellte Kollektiv von Patienten mit Magenkar-
zinomen kann als reprisentativ angesehen werden, da die fiir die Prognose des Ma-
genkarzinoms relevanten klinisch-pathologischen Faktoren auch in der Kohorte der
vorliegenden Studie einen grofen Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patienten zeigten.

In der univariaten Uberlebensanalyse (Tabelle 4.6) lief neben dem Tumorstadium
(P = 0,0001) auch der Lymphknotenstatus (P = 0,0002) einen hochsignifikanten Ein-
fluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten erkennen.

Patienten mit lokal progredienten sowie nodal metastasierten Karzinomen wiesen
eine deutlich herabgesetzte Uberlebensrate gegeniiber Patienten ohne fortgeschrittenes
lokales Tumorwachstum und regionale Lymphknotenmetastasen auf. Wahrend sich das
mittlere Gesamtiiberleben der Patienten von 22,7 Monaten im Stadium pT2 auf 4,4
Monate im Stadium pT4 verkiirzte, nahm die Uberlebensdauer fiir pNO im Mittel von
36,1 Monaten auf 4,4 Monate fiir pN3 ab.

Fir das Alter der Patienten zum Diagnosezeitpunkt liefs sich kein signifikanter
Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit feststellen (P = 0,055). Ebenso wenig
zeigten der Metastasenstatus (P = 0,087) und der histologische Differenzierungsgrad
(P = 0,304) signifikante Beziehungen zum mittleren Uberleben der Patienten.

Dariiber hinaus konnte auch fiir die Parameter Lymphgeféfinvasion, Blutgefaftinva-
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 Uberlebenskurven des Patientenkollektivs
jeweils in Abhéngigkeit von ausgewéhlten klinisch-pathologischen Parametern.

44



4 Ergebnisse

Tabelle 4.6: Univariate Uberlebensanalyse des Gesamtiiberlebens nach Kaplan-Meier in Ab-
héngigkeit von relevanten klinisch-pathologischen Faktoren sowie von der PLK-
Isoform-Expression

Parameter Anzahl Anzahl Mittleres Standard- P-Wert
der der Er- Uberleben  fehler (Log-rank-
Falle eignisse (Monate) Test)
PLK1-Expression 0,0026
negativ 62 32 2227 15,61
positiv 73 59 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
pNO 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
MO 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: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhéngigkeit vom Tumorstadium
(P-Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).
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Abbildung 4.11: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhéingigkeit vom Lymphknoten-
status (P-Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).
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Abbildung 4.12: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit vom Metastasen-
status (P-Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).
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Abbildung 4.13: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhéngigkeit vom Differenzie-
rungsgrad (P-Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).
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4.3.2 Prognostische Relevanz der PLK1 in der univariaten
Uberlebensanalyse

Im Rahmen der univariaten Uberlebensanalyse konnte ein hochsignifikanter Einfluss
der PLK1-Expression im Magenkarzinom auf das Gesamtiiberleben der Patienten ge-
zeigt werden (P = 0,003, Tabelle 4.6).

Bei Patienten mit PLK1-positiven Magenkarzinomen war eine deutlich herabge-
setzte mittlere Uberlebensdauer im Vergleich zu Patienten ohne nachweisbare PLK1-
Expression im Tumor festzustellen. Wahrend PLK1-negative Karzinome mit einem
mittleren Gesamtiiberleben von 22,3 Monaten assoziiert waren, bedeutete eine Ex-
pression von PLK1 eine signifikant verkiirzte Uberlebensdauer von im Mittel 11,3
Monaten. Fiir die 3-Jahres-Uberlebensrate liek sich in diesem Zusammenhang eine
Reduktion von 47,6% auf 22,9% verzeichnen. Abbildung 4.14 zeigt die Kaplan-Meier-
Uberlebenskurve des Patientenkollektivs in Abhéngigkeit von der PLK1-Expression.

Im Gegensatz zu den Primértumoren konnte fiir 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 zuriickzufiihren
sein kénnte. Die mittlere Uberlebensdauer der Patienten mit PLK1-negativen Lymph-
knotenmetastasen betrug 7,0 Monate, wiahrend Patienten mit PLK1-exprimierenden
Lymphknotenmetastasen ein mittleres Uberleben von 9,4 Monaten zeigten.
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Abbildung 4.14: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abhéngigkeit von der PLKI-
Expression im Magenkarzinom (P-Wert mittels Log-rank-Test bestimmt).
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4.3.3 Prognostische Relevanz der PLK3 in der univariaten
Uberlebensanalyse

Neben der PLKI1-Expression erwies sich auch eine Positivitdt der Magenkarzinome
fiir PLK3 in der univariaten Uberlebensanalyse als prognostisch relevant (P = 0,009,
Tabelle 4.6).

Eine Expression von PLK3 in den Tumoren konnte mit einem signifikant kiirzeren
mittleren Gesamtiiberleben der betreffenden Patienten in Verbindung gebracht wer-
den. Im Falle der Patienten mit PLK3-exprimierenden Karzinomen war die mittlere
Uberlebensdauer gegeniiber denjenigen mit PLK3-negativen Tumoren von 23,4 auf
12,1 Monate herabgesetzt. Beziiglich der 3-Jahres-Uberlebensrate bedeutete dies eine
Abnahme von 43,6% auf 26,6%. Die Uberlebenskurve des Patientenkollektivs nach
Kaplan-Meier in Abhéngigkeit von der PLK3-Expression ist in Abbildung 4.15 darge-
stellt.

Ahnlich wie die PLK1-Expression erwies sich auch die Expression von PLK3 in
den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen, anders als im Priméartumor, nicht
als Prognosefaktor fiir das Uberleben der Patienten in dieser Untergruppe (n = 48).
Dieses Ergebnis konnte ebenfalls mit den niedrigeren Fallzahlen in dieser Kohorte
in Verbindung stehen. Die Verkiirzung der mittleren Uberlebensdauer von Patienten
mit PLK3-positiven Lymphknotenmetastasen von 17,3 auf 9,1 Monate zeigte in der
univariaten Uberlebensanalyse keine statistische Signifikanz (P = 0,19).

1,0 p = 0,0091
0,8

0,6

PLK3-negativ
0,4

PLK3-positiv

Gesamtiiberleben

0,2

0,0

| | | | | |
0 20 40 60 80 100

Zeit nach Operation (Monate)

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

Die anhand der univariaten Uberlebensanalyse als prognostisch signifikant identifizier-
ten Parameter wurden mit Hilfe einer multivariaten Uberlebensanalyse auf ihre Unab-
héngigkeit 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 dariiber hinaus
ebenfalls berticksichtigt, da diese Faktoren trotz nicht erreichter Signifikanz in unserer
Tumorkohorte bekanntermafsen relevanten Einfluss auf das Patienteniiberleben beim
Magenkarzinom haben koénnen.

Als multivariat unabhingige Prognosefaktoren mit signifikantem Einfluss auf das
Patiententiberleben 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 fiir die Tumorstadien pT3 und pT4 gegeniiber den Sta-
dien pT1 und pT2 auf 1,82 erhéht. Beziiglich 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 unabhingiger Pro-
gnosefaktor auf (P = 0,043).

Fiir die Expression der PLK1 konnte in der multivariaten Uberlebensanalyse hinge-
gen kein signifikanter unabhéngiger Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten
festgestellt werden. In der Gegeniiberstellung von vorhandener und fehlender PLK1-
Expression wurde lediglich ein P-Wert von 0,362 errechnet.

Ahnliche Ergebnisse lieferten der histologische Differenzierungsgrad und der Meta-
stasenstatus bei Einbeziehung in die multivariate Analyse. Fiir den Differenzierungs-
grad fand sich ein P-Wert von 0,384 fiir G3 gegeniiber G1/G2, der Metastasenstatus
zeigte einen P-Wert von 0,947 fiir die Gegeniiberstellung von vorhandener und fehlen-
der Fernmetastasierung.

4.3.5 Multivariate Uberlebensanalyse unter Einschluss der
PLK3-Expression

Die Uberpriifung der prognostischen Signifikanz der PLK3-Expression in der multiva-
riaten Uberlebensanalyse 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 unabhéngige Prognosefaktoren aus. Das
Patientenalter zum Diagnosezeitpunkt zeigte wiederum grenzwertige (P = 0,041), der
histologische Differenzierungsgrad und der Metastasenstatus hingegen erneut keinerlei
Signifikanz fiir das Patienteniiberleben.

Weiterhin konnte in der multivariaten Uberlebensanalyse kein signifikanter Einfluss
der PLK3-Expression auf die Patientenprognose festgestellt werden (P = 0,332).
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Tabelle 4.7: Multivariate Uberlebensanalyse des Gesamtiiberlebens 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

MO 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 lieften also in der vorliegenden Studie hinsichtlich ihrer Ex-
pression keinen vom Tumorstadium und Nodalstatus eindeutig unabhéngigen 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
fiir die PLK-Proteine wurden mit Hilfe der Immunoblottechnik insbesondere fiir die
PLK1 iiberpriift. 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 fiir die primére Expressionsanalyse geeigneten tiefgefrorenen Gewebsproben
wurden neun Félle ausgewéhlt, in denen Autolyse bzw. Degradation am geringsten
ausgepragt waren. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.
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Tabelle 4.8: Multivariate Uberlebensanalyse des Gesamtiiberlebens 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

MO 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 lieffen lediglich in einem von drei représentativen Fallen
eine sehr schwache Expression von PLK1 erkennen. Im Western Blot zeigte sich in
diesem Zusammenhang eine schwach ausgepréagte Bande bei 68 kDa (Abb. 4.16). Darti-
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
Beschréankung 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
reprasentativen Féllen wiesen im Western Blot drei Proben eine stark ausgeprigte
68-kDa-Bande als Zeichen eines hohen PLK1-Proteinlevels auf, zwei weitere zeigten
eine schwache PLK1-Expression und einer der Tumoren liefl 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.
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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 Uberexpression 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).
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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 Immunfluoreszenzfarbung der kultivierten Magenkarzinomzellen am Monolayer
diente dem qualitativen Nachweis der PLK-Proteine sowie der Uberpriifung eventueller
Unterschiede in der PLK-Expression wahrend verschiedener Stadien des Zellzyklus’.

Abbildung 4.18A zeigt die Darstellung des PLK1-Proteins mittels indirekter Im-
munfluoreszenz im Konfokalmikroskop. Eine hohe Intensitdt der Fluoreszenzfarbung
weisen hierbei insbesondere in der Teilung befindliche Magenkarzinomzellen auf, was
einen Zusammenhang zwischen Mitoseaktivitat und verstarkter PLK1-Expression na-
helegt. Dariiber hinaus findet sich jedoch auch im Zytoplasma von Tumorzellen ohne
nachweisbare Teilungsfiguren eine feingranulédr strukturierte Farbung fiir PLK1, die
auf eine basale PLK1-Expression in der Magenkarzinomzelllinie hindeutet.

Beziiglich des PLK3-Proteins konnte in der indirekten Immunfluoreszenzdarstellung
eine ausgeprégtere generelle Expression festgestellt werden. Nahezu alle Karzinomzel-
len zeigten eine starke, ebenfalls feingranuldre Fluoreszenzfarbung des Zytoplasmas
(Abb. 4.18B). Dieser Befund lisst sich mit einer allgemeinen Uberexpression der PLK3
in der untersuchten Magenkarzinomzelllinie vereinbaren.

Die direkte Anfdarbung 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 nukledren DNA.

In Abbildung 4.18E und 4.18F ist schlieflich eine Uberlagerung der beiden Fluores-
zenzdarstellungen gezeigt, die den Abgleich von PLK-Expression und Mitoseaktivitéat
erleichtern soll.
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Abbildung 4.18: Indirekte Immunfluoreszenzdarstellung von PLK1 (A) und PLK3 (B) in
der Magenkarzinomzelllinie EPG85-257, direkte Fluoreszenzfarbung der
Zellkerne jeweils mit DAPI (C und D) sowie Uberlagerung beider Fluo-
reszenzen (E und F).
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5 Diskussion

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 Mafse, eine Expression der
PLK3 war hierbei hauptséachlich in den proliferationsaktiven Gewebskompartimenten
der Mukosa detektierbar.

Die Expression des plk1-Gens in verschiedenen Zelllinien variiert wéahrend des Zellzy-
klus', wobei der Hohepunkt der mRNA-Transkription innerhalb der Mitosephase liegt
und die Proteinexpression und -aktivitdt in der G1- und S-Phase niedrige, in der G2-
Phase ansteigende und in der M-Phase maximale Werte zeigen.'% In Normalgeweben
mit sehr teilungsaktiven Zellpopulationen wie Plazenta, Milz, Ovar und Testis finden
sich die hochsten mRNA-Levels der PLK1,!? wohingegen die PLKI1-Transkription
in den adulten Geweben von Leber, Niere, Thymus, Lunge, Darm, Pankreas, Magen,
Herz, Haut und Gehirn zumeist niedrig bis nicht detektierbar ist.!%® Interessanterweise
liefs sich anders als in gesundem Hirngewebe im Gehirn von Alzheimer-Patienten eine
erhohte Expression des PLK1-Proteins nachweisen. !4

Hinsichtlich der PLK3-Expression in Abhéngigkeit vom Zellzyklusablauf liegen wi-
derspriichliche Forschungsergebnisse vor: Wahrend frithere Untersuchungen z. T. eine
erhohte Proteinexpression zu Beginn der Mitosephase,® z. T. aber auch konstan-
te Proteinlevel wihrend des Zellzyklus'? festgestellt hatten, fand eine neuere Studie
eine zellzyklusabhingige Regulation der PLK3-Expression mit maximalen Protein-
konzentrationen am Ende der G1-Phase,® was mit der Beobachtung einer erhohten
PLK3-Transkription in der frithen G1-Phase!°"!1® kongruiert. Insgesamt wird PLK3-
mRNA in den meisten adulten Geweben eher gering exprimiert. Eine Untersuchung
an murinen Normalgeweben zeigte die hochsten mRNA-Level in Haut, Lunge und Ge-
hirn, % in humanen Geweben konnte eine verstirkte mRNA-Expression in Plazenta,
Ovar und Lunge festgestellt werden. 07
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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 Uberexpression der PLK1
festgestellt werden, wobei nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome,'!” Plattenepithelkar-
zinome von Kopf und Hals,''® Endometrium-!*® und Pankreaskarzinome!?® sowie
Hepatoblastome 912! und Melanome!?? deutlich erhohte mRNA-Level zeigten und
oropharyngeale Karzinome, 23 papillire Schilddriisenkarzinome,'?* Kolon-,?® Pankre-
as-,'?° Prostata-,'?® Ovarial-,''° Endometrium-,'' und Mammakarzinome!'!! sowie
maligne Gliome!?" eine verstirkte Expression des PLK1-Proteins aufwiesen.

In bestimmten Tumorzelllinien liefs sich allerdings eine herabgesetzte Konzentration
des PLK1-Proteins nachweisen, was auf eine gestorte Interaktion der PLK1 mit dem
Hitzeschockprotein Hsp90 zuriickgefiihrt werden konnte. Zugrundeliegend sind in die-
sen Fillen Mutationen derjenigen plkl-Genregionen, die fiir die C-terminale Region
des PLK1-Proteins kodieren, in der sich u. a. die Polo-Box-Domaéne befindet, wodurch
die Bindung der PLK1 an das Chaperon verhindert und das PLK1-Protein destabili-
siert wird. 28

Fiir Magen- bzw. Osophaguskarzinome gelang Tokumitsu et al. der Nachweis einer
erhohten Expression von PLK1 bereits auf RNA-Ebene,?® Kanaji et al. nachtrig-
lich zusitzlich auf Proteinebene.® In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine
Uberexpression sowohl von PLK1- als auch PLK3-Protein in Magenkarzinomen gezeigt
werden. Diese Beobachtung korrespondiert mit dem bereits beschriebenen Zusammen-
hang zwischen der proliferativen Aktivitat eines Gewebes und seiner PLK1-Expression,
wobei die postulierten Funktionen der PLK1 im Zellzyklus eine Assoziation von Ex-
pressionsintensitit des Enzyms und Proliferationsausmafs des entsprechenden Gewebes
plausibel erscheinen lassen. Allerdings scheint die verstirkte Enzymexpression in den
untersuchten Tumoren nicht ausschliefslich Folge einer gesteigerten Proliferation zu
sein, da in einigen Tumoren nahezu 100% der Zellen PLK exprimierten und derart ho-
he Proliferationsraten fiir das Magenkarzinom nicht beschrieben sind. Vielmehr bleibt
zu diskutieren, ob hier eine aberrante Uberexpression der PLK1 mit zu der erheblich
gesteigerten Proliferation in einigen Tumoren beigetragen hat.

Die Expression der PLK3 wurde in starker proliferierenden Geweben, d. h. in ver-
schiedenen Tumoren sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene z. T. als herabgesetzt
beschrieben, andere Tumorentititen wiesen allerdings eher eine PLK3-Uberexpression
auf. Karzinome von Lunge,°” Uterus und Harnblase!?® sowie Plattenepithelkarzino-
me von Kopf und Hals,'®® aber auch chemisch induzierte Kolonkarzinome bei Rat-
ten!% zeigten beispielsweise eine herunterregulierte mRNA-Expression, wohingegen
dies in humanen Hepatoblastomen und Magenkarzinomen z. T. nicht festgestellt wer-
den konnte.!%® Auf der anderen Seite lieR sich das PLK3-Protein in Ovarial-1° und
Mammakarzinomen ! im Gegensatz zu den entsprechenden Normalgeweben verstirkt
detektieren.
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Fiir die im Magenkarzinomkollektiv der vorliegenden Studie festgestellte Uberex-
pression des PLK3-Proteins sind mehrere Erklérungen moglich: Geht man von einer
tumorsuppressiven Funktion der PLK3 aus, ist eine Aktivierung des plk3-Gens mit
verstarkter Expression und pathologischer Akkumulation des Enzyms wéhrend der
Onkogenese, dhnlich dem p53-Protein, 3! denkbar. Nimmt man allerdings eher eine
proliferationsfordernde als eine tumorsuppressive Rolle der PLK3 im Zellzyklus an,
ist die beobachtete Uberexpression der Kinase im Tumorgewebe zwanglos zu erklé-
ren. Hinweise auf eine funktionelle Relevanz der PLK3 wahrend der Mitosephase lie-
fern die Ergebnisse verschiedener Arbeiten, die z. B. eine Interaktion des Enzyms mit
Cdc25a,8 b und ¢ zu Beginn der Mitose, %% eine Beteiligung an der Fragmentierung
des Golgi-Apparates®® und am Ablauf der Zytokinese®® sowie eine Regulation der
Mikrotubulianordnung und Zentrosomenfunktion®” 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, verstiarkt PLK1 und 3 exprimiert. Es ist vorstellbar, dass innerhalb
der Mukosazellen vom intestinalen Typ, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit Vorlau-
fer von Magenkarzinomzellen darstellen, verdnderte Signaltranduktionswege auftreten,
die zu einer PLK-Akkumulation und damit zu einem abnormen Wachstumsverhalten
fithren kdnnen. Andererseits konnte die verstirkte Detektierbarkeit der PLK-Isoformen
im Magengewebe mit intestinaler Metaplasie auch auf eine sekundére Akkumulation
der Enzyme in den intestinal differenzierten Zellen zuriickzufiihren sein, die im Rah-
men einer erhohten Proliferationsaktivitdat des metaplastischen Gewebes auftritt. Un-
terstiitzende funktionelle Forschungsergebnisse liegen allerdings fiir beide Theorien
nicht vor, so dass weiterfithrende Untersuchungen erforderlich sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin erstmalig eine immunhistochemische
Analyse der Expression von PLK1 und 3 in den zum Primértumor gehorigen Lymph-
knotenmetastasen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung korrespondieren
weitgehend mit den Expressionsdaten der PLK1 und 3 in den priméren Magenkar-
zinomen, was zundchst prinzipiell nicht iiberrascht, da es sich bei Primértumor und
Metastase grundséatzlich um das gleiche Tumorgewebe handelt. Im Wilcoxon-Test fand
sich allerdings in den untersuchten Lymphknotenmetastasen eine signifikant stérke-
re PLK3-Expression als im entsprechenden priméaren Magentumor. Dieses Phanomen
konnte zum einen mit dem Neuauftreten oder dem Verlust bestimmter Differenzie-
rungsmerkmale der Tumorzellen im metastatischen Gewebe erkldart werden, die in der
Konsequenz eine verstarkte Proliferation in der Metastase und damit eine erhohte
PLK3-Expression bedingen konnten. Zum anderen ist die bereits beschriebene PLK3-
Beteiligung an bestimmten Adhésionsvorgéngen der (Tumor)zellen durch Interaktion
mit dem aktinbindenden Adhisionsmolekiil Tensin2% bzw. F-Aktin®" als Mechanis-
mus fiir die Beeinflussung des Invasions- und Migrationsverhalten der Tumorzellen
denkbar.

Dartiber hinaus konnte in der vorliegenden Studie eine hochsignifikante Beziehung
der Expressionsdaten von PLK1 und 3 festgestellt werden. Die hohe Ahnlichkeit der
Expressionsmuster beider Isoenzyme suggeriert dhnliche oder sogar redundante Funk-
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tionen im Zyklus normal bzw. pathologisch proliferierender Zellen sowie eine gemein-
same iibergeordnete 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 Tumorentitdt korreliert, die eine etablierte prognostische Relevanz
besitzen.

5.2.1 Korrelation der PLK1-Expression mit
klinisch-pathologischen Parametern

Eine signifikant hiiufigere (Uber)expression der PLK1 fand sich in Karzinomen von
Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung élter 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 Lymphgefifinvasion zeigten und die histologisch
gering differenziert waren, liefen ebenfalls hiufiger eine PLK1-(Uber)expression er-
kennen, ohne dass dieser Zusammenhang jedoch eine statistische Signifikanz aufwies.
Eine Korrelation von PLK1-Expression und Blutgefafsinvasion bzw. Fernmetastasie-
rung der Karzinome lief sich nicht feststellen.

Zusammenfassend zeigte sich also in der vorliegenden Studie eine positive, teils si-
gnifikante Korrelation der Uberexpression von PLK1 mit Parametern, die eine lokale
Progression, Invasion und Migration, eine regionale Metastasierung sowie eine histo-
logische Entdifferenzierung der entsprechenden Tumoren anzeigen.

Da fiir Magenkarzinome vom intestinalen und vom diffusen Typ nach Laurén Un-
terschiede im biologischen Verhalten und beziiglich des genetischen Hintergrundes an-
genommen werden, ist die beobachtete Beziehung zwischen PLK1-Expression und Tu-
morwachstumsmuster sehr interessant. Eine signifikant stdrkere PLK1-Positivitat fand
sich vor allem in Magenkarzinomen mit nicht-kohérentem, diffusem Wachstum; von
einem Verlust der Zell-Zell-Adhésion ist demnach eher in PLK1-iiberexprimierenden
Tumoren auszugehen. Dieser Veranderung der zelluldren Interaktion liegt moglicher-
weise die Beteiligung der PLK-Isoenzyme an der Reorganisation des Zytoskeletts zu
Grunde.** 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 verstiarkte Bildung invasions- und
migrationsrelevanter Enzyme durch das Tumorgewebe als Folge einer Uberexpression
der PLK-Isoformen mdglich, die ein diffuses Wachstumsmuster férdern konnte.

Dieser Zusammenhang zwischen einem diffusen Tumorwachstum bzw. einer gerin-
geren Gewebsdifferenzierung und einer Uberexpression von PLK1 deutet auf ein ver-
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starktes Potenzial der entsprechenden Tumoren zur Invasion und Metastasierung sowie
zu einer erhohten Proliferationsaktivitdat hin, was eine kausale Beziehung zwischen der
PLK1-Expression und der Tumorgewebsproliferation nahelegt.

Andere Expressionsstudien konnten ebenfalls Korrelationen einer PLK1-Uberex-
pression mit klinisch-pathologischen Parametern aufdecken, die mit einer lokalen Pro-
gression und Invasion sowie einer Metastasierung und histologischen Entdifferenzie-
rung der jeweiligen Tumorentitaten assoziiert sind. In Kolonkarzinomen beispielswei-
se korrelierte eine verstiarkte Expression des PLK1-Proteins signifikant positiv mit
dem Dukes-Stadium, dem WHO-Tumorstadium und dem Nodalstatus,'?® in Prosta-
takarzinomen mit dem Gleason-Score.?® Weiterhin fand sich eine signifikant posi-
tive Korrelation einer regionalen Metastasierung von Plattenepithelkarzinomen des
Kopfes und Halses!'® sowie des metastatischen Potenzials von Melanomen!?? mit
einer PLK1-Uberexpression der entsprechenden Tumoren. Dariiber hinaus lief sich
ein signifikanter Zusammenhang zwischen verstarkter PLK1-Expression und histologi-
scher Entdifferenzierung von Mammakarzinomen ! und Endometriumkarzinomen !’
feststellen. Mamma-'*! und Ovarialkarzinome!'? exprimierten iiberdies auch signifi-
kant haufiger Ki67 als Marker einer erhéhten Proliferationsaktivitiat bei gleichzeitiger
PLK1-Uberexpression.

5.2.2 Korrelation der PLK3-Expression mit
klinisch-pathologischen Parametern

Eine (Uber)expression des PLK3-Proteins fand sich signifikant hiufiger in lokal weiter
fortgeschrittenen Magenkarzinomen und in Karzinomen mit ausgedehnterer regiona-
ler Lymphknotenmetastasierung. Tumoren, die eine Lymphgefifsinvasion aufwiesen,
exprimierten ebenfalls hdufiger PLK3, allerdings ohne statistisch signifikanten Zusam-
menhang. Die PLK3-Expression zeigte keinerlei Korrelation mit der Blutgefafinvasion
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 ungewohnlich. Geht man von einer regulatorischen Rolle der PLK3 bei der Zy-
toskelettorganisation®” bzw. einer Beeinflussung von zelluldiren Adhésionsmolekiilen®”
durch die PLK3 aus, wére eine verstarkte PLK3-Expression eher in diffus wachsenden
Magenkarzinomen zu erwarten gewesen, da aus einer Veranderung zelluldrer Struk-
turproteine auch ein Verlust der Zell-Zell-Adhésion resultieren kénnte. Der fehlende
Zusammenhang dieser Parameter konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass die PLK3
gegeniiber 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 verstirkten PLK3-Proteinexpression mit
einer hoheren Proliferationsaktivitit (Ki67-Expression) von Ovarial-''% und Mamma-
karzinomen ! sowie einer Blutgefifinvasion und histologischen Entdifferenzierung von
Mammakarzinomen ! 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 Uberlebenswahr-
scheinlichkeit von am Magenkarzinom erkrankten Patienten untersucht.

Konventionelle, bereits etablierte Marker einer ungiinstigen Prognose beim Ma-
genkarzinom wie das Tumorstadium und der Lymphknotenstatus zeigten auch im
Kollektiv der vorliegenden Studie einen hochsignifikanten, unabhéangigen Einfluss auf
das mittlere Uberleben der Patienten in der univariaten sowie der multivariaten Uber-
lebensanalyse, was die Prognoserelevanz dieser Parameter bestatigt und die Repréasen-
tativitdt des neu zusammengestellten Kollektivs belegt.

5.3.1 Univariate Uberlebensanalyse

Tokumitsu et al. beschrieben in der zuvor erwihnten Studie'?® zwar eine Uberex-
pression von PLK1-mRNA in Magen- und Osophaguskarzinomen, ein Zusammenhang
zwischen der PLK1-Uberexpression und der Prognose der erkrankten Patienten konnte
in dieser Arbeit allerdings nur fiir Karzinome des Osophagus', nicht jedoch des Magens
festgestellt werden.

In der vorliegenden Studie hingegen korrelierte die (Uber)expression des PLKI-
und 3-Proteins in Magenkarzinomen mit einer signifikant schlechteren Prognose der
erkrankten Patienten. Dariiber hinaus war auch die (Uber)expression von PLK1- und
3-Protein in den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen der Magenkarzinome
mit einer verminderten Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten assoziiert, dieser
Zusammenhang wies allerdings keine Signifikanz auf.

Die Bestimmung der PLK1- und 3-Expression auf Proteinebene ermdoglicht also in
gewisser Hinsicht eine Aussage beziiglich des mittleren Uberlebens von Patienten, die
an einem Magenkarzinom erkrankt sind.

5.3.2 Multivariate Uberlebensanalyse

In der multivariaten Uberlebensanalyse ergab sich eine unabhingige 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 bestétigt werden.
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Die Expression von PLK1 bzw. PLK3 lief sich im Kollektiv der vorliegenden Studie
allerdings nicht als unabhéangiger Prognosemarker fiir Patienten mit Magenkarzinomen
etablieren, im Gegensatz zu den Ergebnissen der spéater durchgefiihrten Untersuchung
von Kanaji et al.,'* die eine PLK1-Uberexpression im Magenkarzinom als unabhéngi-
gen Prognosefaktor herausstellte. Eine mogliche Erklarung fiir die fehlende Signifikanz
des Ergebnisses der multivariaten Uberlebensanalyse kénnte die zuvor festgestellte
hochsignifikante statistische Korrelation der PLK1- und PLK3-Expression mit dem
Tumorstadium und dem Lymphknotenstatus darstellen, d. h. es diirfte eine statis-
tische Abhéngigkeit der PLK1- und 3-Expression von diesen unabhéngigen Progno-
sefaktoren bestehen. Insgesamt ist festzuhalten, dass eine Uberexpression von PLK1
und 3 im Magenkarzinom zwar eine prognostische Aussage fiir die daran erkrankten
Patienten zulésst, der Expressionsstatus dieser Enzyme jedoch auf Grundlage der hier
vorliegenden Untersuchung nicht als unabhéngiger Prognosemarker fungieren kann.

In fritheren Studien korrelierte eine Uberexpression von PLK1 in nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen, '!” Plattenepithelkarzinomen von Kopf und Hals,!® oropharyn-
gealen Karzinomen,!?* Ovarialkarzinomen!!® und nicht fernmetastasierten Kolonkar-
zinomen ' sowohl in der univariaten als auch der multivariaten Uberlebensanalyse si-
gnifikant mit einer ungiinstigeren Prognose der Patienten, so dass die PLK1-Expression
fiir diese Tumoren als unabhéngiger prognostischer Marker betrachtet werden kann.
Fiir Pankreas-,'%? Prostata-12® und Mammakarzinome!!! lie sich hingegen kein pro-
gnostischer Einfluss einer PLK1-Uberexpression im Tumorgewebe nachweisen.

Eine Uberexpression des PLK3-Proteins wies allerdings in der zuletzt genannten
Arbeit sowohl in der univariaten als auch in der multivariaten Uberlebensanalyse
einen signifikanten negativen prognostischen Einfluss bei Mammakarzinompatientin-
nen auf. ! In Ovarialkarzinomen korrelierte eine PLK3-Uberexpression hingegen nur
in der univariaten Uberlebensanalyse signifikant negativ mit der Prognose der Patien-
tinnen. 119

5.4 Unterstiitzende Ergebnisse aus Immunoblot-
und Immunfluoreszenzuntersuchungen

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

Diese Ergebnisse korrespondieren mit den Befunden der PLK1-Expression aus der
immunhistochemischen Analyse, die eine Beschrinkung der Proteinexpression auf be-
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stimmte Gewebskompartimente in der normalen Magenmukosa bzw. eine Uberexpres-
sion in einem Teil der Tumoren zeigten. Die immunhistochemischen Untersuchungser-
gebnisse des PLK1-Expressionsmusters konnten somit validiert werden.

Daneben wurden in der bereits erwahnten Magenkarzinomzelllinie die Expressions-
muster des PLK1- und des PLK3-Proteins mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz
untersucht. Die Beobachtung einer intensiven Anfarbung des PLK1-Proteins im Zyto-
plasma sich teilender Magenkarzinomzellen bestétigt den postulierten Zusammenhang
zwischen einer erh6hten Teilungsaktivitat im Rahmen einer stirkeren Gewebsprolifera-
tion und der PLK1-Uberexpression in Tumoren. Allerdings fanden sich auch Hinweise
auf eine basal erhéhte PLK1-Expression in der untersuchten Zelllinie, da sich auch in
mitotisch nicht aktiven Karzinomzellen eine schwache PLK1-Expression detektieren
liefs.

Fiir die PLK3 konnte in der Zelllinie eine insgesamt ausgepragtere zytoplasmati-
sche Proteinexpression festgestellt werden. Die in nahezu allen Magenkarzinomzel-
len kriftig detektierbare Immunfluoreszenzfarbung von PLK3 korrespondiert mit der
immunhistochemisch nachgewiesenen allgemeinen Uberexpression des PLK3-Proteins
im Magenkarzinomgewebe. Somit lasst sich das FErgebnis der immunhistochemischen
Analyse einer Uberexpression von PLK1- und 3 auch mit Hilfe der Immunfluoreszenz-
untersuchung bestéatigen.

Die in anderen Studien!®?® im Verlauf einer Mitosephase beschriebene Lokalisation
der PLK1 an den Zentrosomen, den Spindelpolen und spéter dem Spindelzentrum
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden. Dieses abweichende Ergebnis
diirfte 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 durchgefiihrten orientierenden Expressionsanalyse die subzelluldre
Lokalisation der Farbesignale nicht dezidiert bestimmt wurde.

5.5 Therapeutische Ansatze und therapeutischer
Ausblick

Wie bereits beschrieben, geht man aufgrund der PLK1-Uberexpression in vielen Tu-
moren und der in vielen Entitdten nachweisbaren prognostischen Relevanz fiir die
Erkrankten von einer Beteiligung des Proteins an der Karzinogenese bzw. der Tumor-
progression aus. Da die PLK1 zu einer Familie krankheitsrelevanter Proteinkinasen
gehort und ihre Aktivitdt durch verschiedene Substanzen gezielt beeinflusst werden
kann, stellt die Inhibition dieses Enzyms einen vielversprechenden therapeutischen
Ansatz fiir neue Krebstherapien dar. Die PLK1 besitzt zwei funktionell wichtige Zielse-
quenzen: die konservierte Kinasedoméne und die fiir Polo-like-Kinasen typische PBD.
Durch gezieltes therapeutisches Ausschalten der entsprechenden Doménen ist eine
PLK1-Inhibition unterschiedlicher Spezifitdt moglich.
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Um die Wirkung auf den Zellzyklus zu untersuchen, wurden bereits friith Ansétze
zur Inhibition der PLK1-Funktion in Saugerzellen entwickelt.'3* Man beobachtete zu-
néchst die Verdinderungen in verschiedenen Zelllinien nach Injektion PLK1-spezifischer
Antikorper. 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
fithrte. Eine Injektion von PLKI1-Antikérpern 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 HelLa-Zellen
begriindet. 4*

Mit Hilfe der viralen Expression dominant-negativer PLK1 konnte eine funktionelle
PLK1-Inhibition erzielt werden, die in zwei von zehn Tumorzelllinien den Phéanotyp
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 lieffen den Begriff einer , tu-
morspezifischen Apoptose* aufkommen und implizieren eine variierende Abhéangigkeit
verschiedener Zelltypen von der PLK1-Funktion.

Unterstiitzende Ergebnisse hierfiir erbrachten Untersuchungen an hERT-RPE1- und
MCF10A-Zellen, die sich weniger empfindlich gegeniiber einer PLK1-Depletion zeigten
als HeLa-Zellen: In PLK1-depletierten normalen Zellen konnte keine Verdnderung des
Proliferationsverhaltens bzw. kein Mitosearrest festgestellt werden, wahrend das Aus-
mak der mitotischen Defekte in Tumorzellen vom Grad der PLK1-Hemmung abhéngig
war. Dartiber hinaus wiesen p53-defiziente Krebszellen eine hohere Empfindlichkeit ge-
geniiber einer plk1-Depletion auf als Krebszellen mit intaktem p53-Genprodukt.

Weiterhin wurden Versuche unter Verwendung spezifischer Phosporothioat-Anti-
sense-Oligonukleotide (ASOs) durchgefithrt, um die Translation des PLK1-Proteins
zu blockieren. Hierbei erfolgte die Suppression der PLK1-Expression in verschiedenen
Tumorzelllinien dosisabhéngig und sequenzspezifisch. In den jeweiligen Zellkulturen
fand sich eine reduzierte Kinaseaktivitdt 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 Erhchung 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 fiihrt auch in vivo nachweislich
zu einer Suppression des Tumorwachstums, problematisch ist hierbei allerdings, dass
siRNA-Molekiile aufgrund der Empfindlichkeit gegeniiber 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 Nacktmé&u-
sen eine deutliche Hemmung des Tumorwachstums gezeigt werden. 34
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5 Diskussion

Eine Inaktivierung krankheitsrelevanter Proteinkinasen wird in vivo oft durch ATP-
kompetitive Kleinmolekiil-Inhibitoren erreicht, die die enzymatische Aktivitdt durch
Blockierung der ATP-Bindungsstelle der Kinase hemmen. Ein erhebliches Problem
stellen hierbei Resistenzen dar, die durch Mutationen der Kinasedoméne 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
Ahnlichkeit der ATP-bindenden Doménen 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-Aktivitat «n wvitro beobachtet werden konnte. Dabei diirften
iiberwiegend ATP-kompetitive, im Falle von Scytonemin auch nicht-kompetitive Me-
chanismen aktiv sein. Eine Unterdriickung der PLK1-Funktion lief 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 starkere inhibitorische Wirkung auf PLK1 als auf PI3K. Generell sind die
genannten Substanzen aufgrund ihrer geringen Spezifitéit fiir die PLK1 jedoch nicht
als therapeutische Inhibitoren geeignet. 34135

Weitere Hemmstoffe der PLK1 mit geringer bis méfiger Spezifitdt in wvitro stel-
len DAP-81, das reversible Verdnderungen der Mitosespindel verursacht, und das
Benzothiazol-N-Oxid BTO1/Cyclaporinl dar, das in HeLa- und Drosophila-S2-Zellen
zum Teil Zusammenbriiche der Mitosespindeln hervorruft. !3°

Eine hohe Potenz als PLK1-Inhibitor in vitro besitzt das Dihydropteridinon BI2536,
das zwar in geringerem Mafie auch die Aktivitat 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 anschlieffender Apoptosereaktion zeigen. In Xenograftmodellen mensch-
licher Karzinome in immundefizienten Mausen konnte dariiber 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
gepriift wird. Als wichtigste Nebenwirkung konnte hierbei eine dosisabhéngige rever-
sible Neutropenie beobachtet werden.'3* Weitere hochspezifische PLK1-Inhibitoren in
vitro sind das Thiazolidinon TAL und das Thiophen-Benzimidazol ,,Compound1.13°

Neben Untersuchungen, die ATP-kompetitive Kleinmolekiile zur PLK1-Inhibition
verwenden, existiert auch ein sogenannter chemisch-genetischer Ansatz: Die geneti-
sche Substitution einer einzelnen Aminosaure 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 Spezifitdat des
verwendeten Inhibitors. 13°
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5 Diskussion

Daneben bieten aber auch nicht-ATP-kompetitive Inhibitoren der PLK1 vielver-
sprechende Moglichkeiten, insbesondere wenn die PBD durch Kleinmolekiile blockiert
werden konnte. Hinter diesem Ansatz verbirgt sich das Prinzip einer gezielten Kom-
petition mit PLK1-Substraten und nicht mit ATP, was wiederum eine hohe Spezifitat
der Inhibition garantieren wiirde. 34

Als weiterer PLK1-Inhibitor mit nicht-ATP-kompetitivem Wirkungsprinzip wurde
vor einigen Jahren die Substanz ON01910 beschrieben, in spateren Studien fand sich
allerdings eine nur sehr geringe Hemmung der PLK1 in vitro, wobei die beobachteten
Verédnderungen nicht mit den Wirkungen anderer PLK1-Inhibitoren korrelierten, je-
doch fiir eine Beeinflussung der Mikrotubulidynamik durch ON01910 sprechen. 3% Da
diese Substanz eine Substrat-kompetitive Hemmung bestimmter Proteinkinasen be-
wirkt, geht man von einer Blockierung der Kinasedoméne durch Bindung von ON01910
an die Peptidbindungsstelle der entsprechenden Kinase aus.!3* Eine Anwendung der
Substanz als therapeutischer PLK1-Inhibitor erscheint aufgrund der nicht ausreichen-
den Sperzifitat flir PLK1 nicht sinnvoll. Um beim therapeutischen Einsatz von PLK1-
Inhibitoren eine zusédtzliche Hemmung anderer Mitglieder der humanen Polo-Familie
weitgehend auszuschlieffen, deren Funktionen bisher nicht vollstandig geklart sind, soll-
te diese hohe PLK1-Sperzifitat gewéhrleistet sein. Die Folge einer Inhibition von PLK2
und 3 konnte u. a. eine Storung der Kontrollpunktfunktionen im Zellzyklus sein.

Weiterhin ist eine genaue Charakterisierung der Toxizitatsprofile von PLK1-Inhibi-
toren von grofter Wichtigkeit; zu erwarten sind &hnliche Nebenwirkungen wie bei der
Anwendung anderer Mikrotubuli-Inhibitoren wie z. B. den Taxanen und den Vinca-
Alkaloiden. Bei diesen Substanzen werden in erster Linie Uberempfindlichkeitsreak-
tionen sowie neuro- und hdmatotoxische Verdnderungen beobachtet, deren Ausmafs es
auch bei den PLK1-Inhibitoren zu bestimmen gilt. Dariiber 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 verstiarkten Toxizitdt als auch positive Ergénzungen der Wirkprofile sind vor-
stellbar. 134
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Abkurzungsverzeichnis

o>-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

Bubl 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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Emil
FAP
FCS
Fnk
GRASP65
HNPCC
H.p.
Hsp
INCENP
IRS
MAT1
Mklp
MMS
MPF
MYPT1
NEK2
NES
NLP
NSS
NudC
Op18
PBD
PBIP1
PBS
PI3K
PLK
PP1C

Early mitotic inhibitor 1

Familidre adenomatdse Polyposis

Fetales Kalbsserum

Fibroblast growth factor (FGF)-inducible kinase
Golgi reassembly and stacking protein of 65 kD
Hereditares non-polyposes Kolonkarzinom
Helicobacter pylori

Hitzeschockprotein

Inner centromer protein
Immunreaktivitatsscore

Ménage a trois 1 (Protein)

Mitotic kinesin-like protein
Methylmethansulfonat

Mitosis-promoting factor

Myosin phosphatase, targeting subunit 1
NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 2
Nuclear export signal

Ninein-like protein

Natural sheep serum

Nuclear distribution gene C

Oncoprotein 18

Polo-Box-Doméne

PBD-binding protein 1

Phosphate-buffered saline
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Polo-like-Kinase

Proteinphosphatase 1C
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Prk

RB
RhoGAP
RhoGEF
RR

Sak

SDS

Snk

TBS
TEMED
TCTP
TRIS
UICC
VEGF-A
WHO

Polo/Proliferation-related kinase
Retinoblastom (Protein)

Rho GTPase-activating protein

Rho guanine nucleotide exchange factor
Relatives Risiko

Snk/Plk-akin kinase

Sodium dodecylsulfate

Serum-inducible kinase

TRIS-buffered saline
Tetramethylethylenediamine
Translationally controlled tumor protein
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Union internationale contre le cancer
Vascular endothelial growth factor A

World Health Organization
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