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ABSTRACT 

 
Glycogen synthase kinase 3ß (GSK3ß) regulates many cancer relevant cellular 
processes and represents a potential therapeutic target. GSK3ß overexpression 
has been linked to adverse tumor features in many cancers, but its role in prostate 
cancer remains uncertain. We employed immunohistochemical GSK3ß 
expression analysis on a tissue microarray with 12,427 prostate cancers. 
Cytoplasmic and nuclear GSK3ß staining was separately analyzed. GSK3ß 
staining was absent in normal prostate epithelium, whereas 57% of 9,164 
interpretable cancers showed detectable GSK3ß expression. Cytoplasmic staining 
was considered weak, moderate, and strong in 36%, 19.5% and 1.5% of tumors 
and was accompanied by nuclear GSK3ß staining in 47% of cases. Cytoplasmic 
GSK3ß staining as well as nuclear GSK3ß accumulation was associated with 
advanced tumor stage, high Gleason grade, presence of lymph node metastasis 
and early biochemical recurrence (p < 0.0001 each for cytoplasmic staining and 
nu-clear accumulation). Prognosis of GSK3ß positive cancers became 
particularly poor if nuclear GSK3ß staining was also seen (p < 0.0001). The 
prognostic impact of nuclear GSK3ß accumu-lation was independent of 
established preoperative and postoperative parameters in multivari-ate analyses (p 
< 0.0001). The significant association of GSK3ß expression with deletions of 
PTEN, 3p13 (p < 0.0001 each), 5q21 (p = 0.0014) and 6q15 (p = 0.0026) suggest a 
role of GSK3ß in the development of genomic instability. In summary,the results 
of our study identify GSK3ß as an independent prognostic marker in prostate 
cancer
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INTRODUCTION 
 

Prostate cancer is the 2nd most prevalent cancer in 
men in Western societies [1], but only a small subset is 
highly aggressive and requires extensive treatment [2, 3]. 
Presently Gleason grade, tumor extent on biopsies, 
prostate-specific antigen (PSA), and clinical stage are 
recognized prognostic parameters. These factors are 
statistically powerful, but not always sufficient for 
individual treatment decisions. Thus it is hoped that new 
biomarkers will enable a more reliable prediction of 
prostate cancer aggressiveness. 

Glycogen synthase kinase 3ß (GSK3ß) is a 
ubiquitously expressed multifunctional serine/threonine 
kinase that was originally named after its function as an 
enzyme in glycogen biosynthesis. It also plays a key role  
in regulating a multitude of other pathways affecting 
metabolism,  proliferation,  survival  and   cell   motility  
[4]. GSK3ß shuttles between the cytoplasm and the  
nucleus where it is believed to  exert  distinct  functions  
[5]. Deregulation of GSK3ß has been implicated in the 
development of many human diseases, including diabetes, 
cardiovascular diseases, Alzheimer’s, Parkinson’s, and 
cancer [4]. Overexpression of GSK3ß has been linked to 
adverse tumor phenotype and poor prognosis in several 
cancer types, including breast [6, 7], ovarian [8], oral cavity 
[9], urinary bladder [10], non-small cell lung [11], gastric 
[12], and pancreatic cancers [13]. Based on these findings, 
GSK3ß has gained considerable interest as a target for novel 
therapies. At present, more than 50 GSK3ß inhibitors have 
been described [4] and clinical phase 1/2 trails have been 
initiated in pancreatic cancer (NCT01632306) and leukemia 
(NCT01214603). Accumulating evidence suggests that 
GSK3ß may also be clinically relevant in prostate cancer [14, 
15]. Here, GSK3ß is known to be involved in the regulation 
of androgen receptor (AR) stability, localization, and 
androgen-stimulated gene expression [16–22]. Two studies 
analyzing GSK3ß expression on clinical samples from 79 
and 499 prostate cancer patients suggested associations 
between GSK3ß overexpression and high Gleason score [22] 
and potentially also poor patient prognosis [15]. 

To study the impact of GSK3ß expression on 
prostate cancer phenotype and patient prognosis, we 
analyzed cytoplasmic and nuclear  GSK3ß  expression  
in more than 12,400 prostate cancer specimens using a 
preexisting tissue microarray (TMA). 

 
RESULTS 

 
Technical issues 

A total of 9,164 of 12,427 tumor samples (74%) 
were interpretable in our TMA analysis. Reasons for non- 
informative cases (n = 3,263; 26%) included lack of tissue 
samples or absence of unequivocal cancer tissue in the 
TMA spot. 

GSK3ß expression in normal and cancerous 
prostate tissues 

Normal prostate tissue was negative for GSK3ß.  
In cancers, GSK3ß staining was localized in the 
cytoplasm and/or in the nucleus. Representative images 
of cytoplasmic and nuclear GSK3ß staining are given    
in Figure 1. Cytoplasmic staining (irrespective of  
nuclear staining) was seen in 5,223 of our 9,164 (57%) 
interpretable prostate cancers and was considered weak 
in 36%, moderate in 19.5% and strong in 1.5% of cases. 
Cytoplasmic and nuclear staining was tightly linked: 
Cytoplasmic staining was accompanied by nuclear 
staining in 2,465 (47%) of 5,223 cases and the likelihood 
for nuclear tumor cell staining rose with increasing levels 
of cytoplasmic staining (Figure 2; p < 0.0001). Nuclear 
staining without cytoplasmic staining was seen in only 
95 cases (1%). To better understand the individual impact 
of cytoplasmic and nuclear staining, we re-grouped all 
cancers for the subsequent analyses according to the 
following criteria: no staining at all (negative, n = 3,846), 
cytoplasmic staining without nuclear co-staining 
(cytoplasmic only, n = 2,758), and cytoplasmic staining 
with nuclear co-staining (nuclear accumulation, n = 
2,560, including the 95 cancers with isolated nuclear 
staining). 

 
Association with androgen receptor (AR) 

As GSK3ß is an AR regulated gene, we compared 
data on AR expression from a previous study [23] with 
GSK3ß expression patterns. IHC data on both GSK3ß 
and AR were available from 6,253 cancers. As expected, 
there was a strong positive association between AR 
expression and presence of both cytoplasmic and nuclear 
GSK3ß protein (p < 0.0001 each; Figure 3). Also nuclear 
GSK3β and nuclear AR expression correlated as well 
(Supplementary Figure 1). 

 
Association with TMPRSS2:ERG fusion status 
and ERG protein expression 

Data on TMPRSS2:ERG fusion status obtained by 
FISH were available from 5,556 and by IHC from 8,171 
tumors with evaluable GSK3ß staining. Data on both 
ERG FISH and IHC were available from 5,365 of these 
cancers, and an identical result (ERG IHC positive and 
break by FISH or ERG IHC negative and missing break 
by FISH) was found in 5,137 of 5,365 (95.8%) cancers. 
Both cytoplasmic expression and nuclear accumulation 
GSK3ß were strongly linked to TMPRSS2:ERG 
rearrangement and ERG expression (p < 0,0001 each, 
Figure 4). For example, GSK3ß staining was seen in 
44.5% of ERG-IHC negative but in 78.3% of ERG-IHC 
positive cancers. 
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Figure 1: GSK3ß staining of (A) negative normal prostate tissue, (B) negative prostate cancer, (C) weak cytoplasmic only (D) weak 
cytoplasmic and nuclear accumulation, (E) moderate cytoplasmic only (F) moderate cytoplasmic and nuclear accumulation, (G) strong 
cytoplasmic only and (H) strong cytoplasmic and nuclear accumulation. Spot size is 0.6 mm at 100× (inset 400×) magnification. Nuclear 
accumulation denotes nuclear staining with/without cytoplasmic staining. 
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Associations with tumor phenotype 

Both the intensity of cytoplasmic GSK3ß staining 
and the presence of nuclear GSK3ß accumulation showed 
significant associations with adverse tumor features. This 
was particularly true for nuclear GSK3ß accumulation, 
which  was  associated  with   advanced   tumor   stage  
(p < 0.0001), high Gleason grade (p < 0.0001), lymph 
node metastasis (p <  0.0001), positive surgical margin  
(p < 0.0001) and high preoperative PSA level (p = 0.0002, 
Table 1). Cytoplasmic GSK3ß expression levels showed 
comparable but somewhat weaker associations (Table 1). 
All these associations held true in the subset of ERG 
negative and ERG positive cancers (Supplementary 
Tables 1 and 2). 

 
Association to other key genomic deletions 

Comparison of GSK3ß expression  with  several 
of the most frequent genomic deletions in prostate  
cancer (PTEN, 3p13, 6q15 and 5q21) revealed that 
GSK3ß staining was strikingly linked to PTEN deletions 
(p < 0,0001, Figure 5). Weaker associations were also 
found with deletions of 6q15 (p = 0.0026), 5q21 (p = 
0.0014) and 3p13 (p < 0.0001). However, subset analysis 

of ERG positive and ERG negative cancers revealed that 
the associations, with the exception of PTEN, were solely 
driven by ERG negative cancers (p ≤ 0.002 each). 

 
Association to tumor cell proliferation (Ki67LI) 

Presence of GSK3ß staining was significantly linked 
to increased cell proliferation as measured by Ki67LI. 
This held true for purely cytoplasmatic but all the more 
for combined cytoplasmatic and nuclear staining (nuclear 
accumulation) (p < 0.0001; Table 2). These associations 
were independent from the Gleason grade as they also held 
true in subgroups of tumors with identical Gleason score 
(≤3+3, 3+4, 4+3 p < 0.0001 each and ≥4+4; p = 0.0101). 

 
Association with PSA recurrence 

Follow-up data were available from 8,598 patients 
with interpretable GSK3ß staining on the TMA. The 
intensity of cytoplasmic GSK3ß staining was strongly 
linked to early biochemical recurrence (p = 0.0001, Figure 
6A). Factoring in the staining localization revealed that 
the prognosis of  GSK3ß  positive  cancers  deteriorated 
if the protein accumulated in the nucleus (p < 0.0001, 
Figure 6B). These findings were independent of the ERG 

 
 

 
 

Figure 2: Association between cytoplasmic and nuclear GSK3ß staining. 
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status (Figure 6B, 6C and 6E, 6F). To better understand 
the prognostic impact of nuclear GSK3ß accumulation, 
we performed subset analyses in tumors with comparable 
classical and quantitative Gleason grades. These analyses 
revealed that nuclear GSK3ß expression measurement did 
provide additional prognostic impact in morphologically 
well-characterized tumors with Gleason 3+4 (p < 0.0001) 
and Gleason 4+3 (p = 0.0002, Figure 7A). Expansion of 
the subgroup analysis to the quantitative Gleason grade 
showed  that  nuclear  GSK3ß  accumulation  even  had  
a prognostic impact in several subsets of tumors with 
comparable fractions of Gleason 4 (Figure 7B–7H). 

 
Multivariate analysis 

Four different models of multivariate analyses were 
evaluated  (Table  3,  Supplementary  Table  3).  Scenario 
1 evaluated the postoperatively available parameters 
(pathological tumor stage, pathological lymph node 
status (pN), surgical margin status, preoperative PSA 
value and pathological Gleason grade obtained after the 
evaluation of the entire resected prostate and nuclear 
GSK3ß expression). In scenario 2 pN was excluded.  
This approach can markedly increase case numbers and 
power of the test. Two additional scenarios 3 and 4 model 
the preoperative situation as much as possible. Since 
postoperative determination of a tumor’s Gleason grade is 
“better” than the preoperatively determined Gleason grade 

(subjected to sampling errors and consequently under- 
grading in more than one third of cases [24]), scenario 
3  included  the  postoperative  Gleason  grade  instead  
of the Gleason grade originally obtained at biopsy in 
scenario 4. Nuclear GSK3ß accumulation provided highly 
significant prognostic value beyond the established pre- 
and postoperative parameters in all scenarios irrespective 
of the ERG status (p < 0.0001 for all scenarios). The 
univariate hazard ratio of nuclear GSK3ß accumulation for 
PSA recurrence-free survival was a moderate 2.06 (95% 
CI 1.86-2.29, p ≤ 0.0001). The multivariate hazard ratio 
varied from 1.72 to 1.37 depending on the model used 
(Supplementary Table 3). 

 
DISCUSSION 

 
The results of our study demonstrate that nuclear 

GSK3ß protein accumulation is a moderate and 
independent predictor of poor prognosis in prostate cancer. 

Cytoplasmic GSK3ß staining - with or without 
additional nuclear staining - was seen in 57% of 9,164 

interpretable prostate cancers, while normal prostatic 
epithelial tissue was negative under the selected 

experimental conditions. Our results fit well to earlier 
work. Li et al. described higher cytoplasmic GSK3ß 

expression in 499 cancers as compared to 491 normal 
prostate samples using a customized IHC score [15]. 

Darrington et al. found cytoplasmic and nuclear GSK3ß 
 
 

 
Figure 3: Association between GSK3ß staining pattern and expression of androgen receptor. Nuclear accumulation denotes nuclear 
staining with/without cytoplasmic staining. 
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expression in 30% of 79 cancers but no GSK3ß staining 
in normal prostate epithelium [22]. The somewhat lower 
rate of GSK3ß positivity in the latter study as compared to 
our analysis has most likely technical reasons, including 
different antibodies (our study: Cell Signaling Technology 
#12456 1:900; Darrington et al.: New England Biolabs 
#27C10 1:20) and different IHC protocols (our study: 
autoclave pretreatment in pH7.8 TRIS-EDTA buffer, 
Darrington et al.: microwave pretreatment in pH6 citrate 
buffer). Others and we have demonstrated earlier that 
protocol modifications can dramatically impact the 
fraction of positive tissues in IHC experiments [25–28]. 

The most important finding of our study was a 
massive link between prostate cancer aggressiveness and 
translocation of the GSK3ß protein from the cytoplasm to 
the nucleus. In particular, nuclear GSK3ß accumulation 
was associated with adverse tumor features, including 
advanced pathological tumor stage, high Gleason grade, 
lymph node metastasis, elevated tumor cell proliferation 
and early PSA recurrence. It was not surprising to find 
the same associations (although weaker) for cytoplasmic 
staining, since nuclear accumulation was generally 
paralleled by a higher level of cytoplasmic GSK3ß 
staining. It is, thus, in line with our results that earlier 

studies focusing on cytoplasmic staining reported 
comparable associations with high Gleason score [22], 
advanced clinical stage, lymph node metastasis, extra- 
capsular extension, high Gleason score and an increased 
risk of biochemical recurrence [15]. However, the 
particular strong prognostic impact of nuclear staining 
suggests, that tumor relevant functions of GSK3ß exist 
which are specifically linked to its nuclear localization. 
This is supported by earlier work on the nuclear functions 
of GSK3ß. Several studies showed that GSK3ß forms 
complexes with various cancer-relevant proteins 
specifically in the nucleus, including cyclin D1 [29], 
STAT  [30], GATA-4  [31], c-myc [32], NRF2 [33],  Snail 
[34] and p53 [35]. Schütz et al [17] showed that inhibition 
of GSK3ß induces nuclear export of the AR in prostate 
cancer cells. Thus nuclear GSK3ß  increases  nuclear  
AR even in the absence of androgens supporting the 
growth of prostate cancer cells. Accordingly, data are 
accumulating which suggest a general role of nuclear 
GSK3ß accumulation for cancer aggressiveness. For 
example, a shift from cytoplasmic to nuclear expression 
also paralleled progression of pancreatic cancer [13]. 
Studies describing a relationship between GSK3ß 
overexpression and poor patient outcome in breast [6, 7], 

 
 

 
 

Figure 4: Association between increasing GSK3ß staining and ERG status determined by IHC and FISH. Breakage indicates 
rearrangement of the ERG gene by FISH. 
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Table 1: Association between cytoplasmic and nuclear GSK3ß immunostaining and prostate cancer phenotype 
 

Cytoplasmic GSK3ß (%)   Cytoplasmic and nuclear GSK3ß (%) 

Parameter N Negative Weak Moderate Strong P Cytoplasmic 
only 

Nuclear 
accumulation P 

All cancers 9,164 43.0 36.0 19.5 1.5  29.6 27.4  
Tumor stage          

pT2 5,596 46.8 35.1 16.9 1.2  30.4 22.8  

pT3a 2,121 36.7 37.9 23.4 2.0 < 0.0001 29.0 34.3 < 0.0001 
pT3b-pT4 1,140 34.9 36.9 25.8 2.5  25.4 39.7  

Gleason grade          

≤3+3 1,922 58.3 32.8 8.8 0.2  27.7 14.0  

3+4 5,030 41.9 36.7 19.9 1.6  32.1 26.0  

3+4 Tert.5 337 38.3 39.8 20.2 1.8 
< 0.0001 

27.7 34.0 
< 0.0001 

4+3 903 30.8 40.1 26.0 3.1 30.1 39.1 
4+3 Tert.5 500 29.4 33.0 34.8 2.8  22.5 48.1  

≥4+4 466 34.6 33.3 29.6 2.6  21.3 44.1  

Lymph node 
metastasis 

         

N0 5,250 40.1 36.9 21.0 2.0  
< 0.0001 

29.6 30.3  
< 0.0001 

N+ 524 32.8 34.7 30.0 2.5 24.2 43.0 
Preoperative 
PSA level (ng/ml) 
< 4 1,319 41.8 37.9 18.7 1.6  33.1 25.2  

4-10 5,319 42.4 36.2 19.8 1.7 
0.0731 

30.1 27.5 
< 0.0001 

10-20 1,827 45.1 34.7 19.2 1.0 27.1 27.8 
>20 653 45.2 33.4 19.9 1.5  21.2 33.7  

Surgical margin          

Negative 7,253 43.8 36.3 18.4 1.5 
< 0.0001 

30.1 26.1 
< 0.0001 

Positive 1,802 40.3 34.4 23.4 1.9 27.0 32.7 

Nuclear accumulation: nuclear staining with or without cytoplasmic co-staining. 
 

ovarian [8], oral cavity [9], urinary bladder [10], lung [11] 
and gastric cancer [12] also regularly found nuclear GSK3 
localization to be decisive for prognosis. 

To learn more about the molecular events associated 
to GSK3ß up-regulation in prostate cancer,  we  made 
use of the molecular database attached to our TMA. The 
TMPRSS2:ERG gene fusion occurs in 40–60% of prostate 
cancers, and results in deregulation of more than 1,600 
genes [23, 36, 37]. Activation of Wnt signaling belongs 
to the best-known consequences of ERG fusion [36, 38, 
39]. Wnt signaling stabilizes the transcription co-factor 
ß-catenin in the cytoplasm and triggers its translocation 
into the cell nucleus [40]. That GSK3ß controls Wnt 
signaling by inactivation of ß-catenin both in the cytoplasm 
[41, 42] and in the nucleus [43] might, thus, explain the 
predominance of nuclear GSK3ß in ERG positive cancers 
in our study. This assumption is further supported by 
earlier work showing that GSK3ß is up-regulated and 
translocated to the nucleus in response to activation of Wnt 

signaling [44, 45]. Other genes of interest with respect to 
GSK3ß include the AR and the PTEN tumor suppressor. 
The strong association between GSK3ß up-regulation 
and AR expression as well as PTEN loss in our study     
is in line with earlier work. For example, Mulholland     
et al. suggested a promiscuous growth signaling network 
governed by PTEN, AR, and GSK3ß, in which GSK3ß 
and PTEN loss cooperate for the progression to androgen- 
independent prostate cancer [19]. In this network, 
PTEN/GSK3ß signaling is believed to be at least partly 
functionally interchangeable with Wnt/ß-catenin signaling 
[19]. Moreover, GSK3ß has been shown to stabilize the 
AR protein and to enhance AR dependent transcription in 
some studies [46, 47], which fits well to the almost linear 
association between AR expression and both cytoplasmic 
and nuclear levels of GSK3ß in our study. 

Besides deletions of PTEN, loss of certain small and 
large chromosomal regions is another hallmark of prostate 
cancer. Data from next generation sequencing studies 
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Figure 5: Association between GSK3ß localization and 10q23 (PTEN), 5q21 (CHD1), 6q15 (MAP3K7), 3p13 (FOXP1) 
deletion in all cancers, the ERG positive and the ERG negative subset. 
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Table 2: Association between GSK3ß staining and Ki67 labeling index in all cancers and Gleason categories 
 

Gleason GSK3ß N Ki67-LI (Mean ± SEM) P 
 Negative 2,416 2.0 0.05  
All Cytoplasmic only 1,741 3.1 0.06 <0.0001 

 Nuclear accumulation 1,467 3.6 0.07  
 Negative 678 1.8 0.08  

≤3+3 Cytoplasmic only 341 2.6 0.11 <0.0001 
 Nuclear accumulation 175 3.0 0.15  
 Negative 1,297 2.0 0.06  

3+4 Cytoplasmic only 1,039 3.0 0.07 <0.0001 
 Nuclear accumulation 795 3.2 0.08  
 Negative 94 2.3 0.24  

3+4 Tertiary 5 Cytoplasmic only 61 3.5 0.30 <0.0001 
 Nuclear accumulation 73 3.5 0.27  
 Negative 169 2.1 0.23  

4+3 Cytoplasmic only 183 3.5 0.22 <0.0001 
 Nuclear accumulation 185 4.2 0.22  
 Negative 91 2.2 0.39  

4+3 Tertiary 5 Cytoplasmic only 63 3.9 0.47 <0.0001 
 Nuclear accumulation 127 4.7 0.33  
 Negative 86 3.5 0.52  

≥4+4 Cytoplasmic only 53 4.8 0.67 0.0101 
 Nuclear accumulation 109 5.5 0.47  
SEM, standard error of the mean. 

 
demonstrate that such deletions are more prevalent than 
mutations of coding genes and many of these deletions 
have been linked to either ERG positive (i.e. PTEN and 
3p13) or ERG negative cancers (i.e. 6q15 and 5q23) [48–
52]. Finding a link between all of these deletions  and 
GSK3ß up-regulation –  exclusively  in  the  subset of 
ERG negative cancers – suggests that GSK3ß might 
contribute to genomic instability at least in the absence 
of ERG. Several specific functions of GSK3ß and clinical 
observations are compatible with this assumption. 
GSK3ß is critically involved in microtubule remodeling 
[53], and it was shown to localize to the spindle pole     
in mitosis [54]. That many GSK3-inhibitors have been 
shown to cause chromosome misalignment and miss- 
segregation [55] strongly supports a functional link 
between disturbed GSK3ß homeostasis, failure of the 
spindle apparatus, and loss of genome integrity. We can 
only speculate why relevant associations between GSK3ß 
and genomic deletions were absented in ERG fusion 
positive cancers. However, it cannot be excluded that one 
or more target genes of ERG interfere with mechanisms 
linking GSK3ß to microtubule functionality. One example 
is the microtubule-associated protein Tau [56]. We have 
earlier shown that critical components of microtubules  
or their turnover, such as ßIII-tubulin [57] or Tau protein 

 
 

(Schroeder et al., submitted), are strongly up-regulated in 
ERG positive as compared to ERG negative cancers. 

That GSK3ß analysis provided additional prognostic 
information beyond the established preoperative and 
postoperative prognostic parameters in prostate cancer 
makes it a promising candidate for potential routine 
diagnostic applications. Remarkably, the  analysis  of  
the prognostic role of nuclear GSK3ß up-regulation in 
subgroups of prostate cancers that were narrowly defined 
by identical classical and quantitative Gleason grades 
suggest a limitation of the prognostic value of GSK3ß 
measurement to cancers with Gleason grade 3+4 and 4+3. 
This limitation of the prognostic impact to these subgroups 
is not disappointing as these tumors are subject to the most 
difficult therapeutic decision making with options ranging 
from active surveillance to prostatectomy. The Gleason 
grading system is purely based on the simple distinction of 
architectural features, neglects any cytological criteria, but 
is statistically extremely powerful. The prognostic power 
of the Gleason grade is much higher than the histologic 
grading in various other cancer types, such as for example 
kidney cancer [58] or invasive bladder cancer [59]. This 
holds true if the Gleason grading method is limited to 5 
prognostic subgroups [60]. Based on the analysis of a 
cohort of more than 10,000 prostate cancers available at 
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our institution, we had earlier shown that Gleason Grade 
information can be refined by using the percentage of 
Gleason 4 grades as a continuous variable. Both in biopsies 
and in prostatectomy samples, prostate cancer prognosis 
deteriorates gradually with increasing percentage of 
Gleason 4 pattern (quantitative Gleason Grade) [61]. That 
nuclear accumulation of GSK3ß is even prognostically 
relevant in some prostate cancer subgroups defined by a 
comparable Gleason 4 fraction provides further arguments 
for a possible clinical application of GSK3ß analysis for 
assessing prostate cancer aggressiveness. 

The therapeutic potential of GSK3ß inhibition has 
become an important area of investigation. More than 50 
compounds targeting GSK3ß have been described as to 

yet [4]. Evidence for a possible therapeutic application of 
some of these drugs in cancer comes from in-vitro and 
in-vivo xenograft models. For example, GSK3ß inhibition 
reduces cell proliferation, increases apoptosis, and 
sensitizes to gemcitabine in pancreatic cancer cells [62], 
reduces viability of ovarian cancer cells [8], increases 
apoptosis in colon cancer cells [63], and reduces cell 
proliferation and survival in lung cancer cells [11]. Clinical 
phase I/II trials have been completed in patients with acute 
leukemia (NCT01214603) and advanced or metastatic 
solid cancers (NCT01287520) using the GSK3ß inhibitor 
LY2090314, and another phase II study on metastatic 
pancreatic cancer (NCT01632306) is currently recruiting 
participants. Should these studies provide evidence for a 

 
 

 
Figure 6: Kaplan–Meier analysis of PSA recurrence-free survival after radical prostatectomy and (A–C) cytoplasmic GSK3ß expression, and 
(D–F) nuclear GSK3ß accumulation in all cancers and the ERG negative and positive subset; m/s: moderate or strong cytoplasmic GSK3ß 
staining. 
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Figure 7: Prognostic impact of GSK3ß expression in subsets of cancers defined by the Gleason score. (A) Impact of negative 
(red line) and nuclear positive (blue line) GSK3ß expression as compared to the classical Gleason score categories (indicated by black dotted 
lines). (B–H) Impact of negative (red line) and nuclear positive (blue line) GSK3ß expression in the quantitative Gleason score categories (black 
dotted lines) defined by the percentage of (B) ≤5%, (C) 6–10%, (D) 11–20%, (E) 21–30%, (F) 31–49 %, (G) 50–60%, 

(H) ≥61% Gleason 4 patterns. (I–J) Impact of Gleason score categories (I) 3+4 and (J) 4+3 with tertiary (tert.) Gleason 5 patterns. 
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Table 3: Multivariate analysis with established prognostic parameters and the GSK3ß localization in all cancers, the 
ERG negative and positive subset 

 

      P     

Subset Scenario N 
Preoperative 
PSA-Level 

pT 
stage 

cT 
stage 

Gleason 
grade 

prostatectomy 

Gleason 
grade biopsy 

pN 
stage 

R 
status 

GSK3ß- 
localisation 

All 
cancers 1 5,057 <0.0001 <0.0001 - <0.0001 - <0.0001 0.0026 <0.0001 

 2 8,086 <0.0001 <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001 <0.0001 

 3 7,987 <0.0001 - <0.0001 <0.0001 - - - <0.0001 

 4 7,884 <0.0001 - <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001 

 
ERG- 
negative 

 

1 

 

2,575 

 

0.0003 

 

<0.0001 

 

- 

 

<0.0001 

 

- 

 

0.0131 

 

0.1651 

 

<0.0001 

 2 4,020 <0.0001 <0.0001 - <0.0001 - - 0.0005 <0.0001 

 3 3,988 <0.0001 - <0.0001 <0.0001 - - - <0.0001 

 4 3,934 <0.0001 - <0.0001 - < 0.0001 - - <0.0001 

 
ERG- 
positive 

 
1 

 
2,037 

 
0.0001 

 
<0.0001 

 
- 

 
<0.0001 

 
- 

 
0.0164 

 
0.0075 

 
<0.0001 

 2 3,199 <0.0001 <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001 0.0001 

 3 3,138 <0.0001 - <0.0001 <0.0001 - - - 0.0002 

 4 3,099 <0.0001 - <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001 

Scenario 1 includes all postoperatively available parameters (pathological tumor (pT) stage, lymph node status (pN), 
surgical margin (R) status, preoperative PSA value and Gleason grade obtained after the morphological evaluation of the 
entire resected prostate. Scenario 2 excluded the nodal status from analysis. Scenario 3 included preoperative PSA, clinical 
tumor (cT) stage and Gleason grade obtained on the prostatectomy specimen. In scenario 4, the preoperative Gleason grade 
obtained on the original biopsy was combined with preoperative PSA, and cT stage. 

 

clinical benefit of GSK3ß inhibition in cancer therapy, 
the results of our study would justify evaluating prostate 
cancer in future GSK3ß inhibition trials. 

In summary, the results of our study identify nuclear 
GSK3ß accumulation as a moderate and independent 
prognosticator in prostate cancer. GSK3ß expression 
analysis has the potential for a clinical routine application 
– either alone, or more likely, in combination with other 
biomarkers. 

 
MATERIALS AND METHODS 

 
Patients 

Radical prostatectomy specimens were used from 
12,427 patients, who had surgery between 1992 and  
2012 (Department of Urology and the Martini Clinic at 
the University Medical Center Hamburg-Eppendorf). 
Specimens were analyzed by a standard procedure with 
embedding of the entire prostate for histological analysis 
[25]. In addition to the classical Gleason categories, 
“quantitative” Gleason grading was performed as 

described before [61]. Median follow-up was 48.9 months 
(range: 1 to 275 months; Table 4). PSA recurrence was 
defined as the time point when the postoperative PSA 
level was at least 0.2 ng/ml and increasing at subsequent 
measurements. Tissue microarrays (TMA) were produced 
as described earlier in detail [64]. Each TMA block 
contained various control tissues and normal prostate. The 
TMA was annotated with results on ERG expression, ERG 
break apart FISH analysis [65] and deletion status of 5q21 
(CHD1) [48], 6q15 (MAP3K7) [48], PTEN (10q23) [49], 
3p13 (FOXP1) [50], KI67 labeling Index (Ki67LI) [66] 
and androgen receptor (AR) expression [23]. The usage 
of archived diagnostic leftover tissues for TMAs and 
their analysis for research purposes has been approved  
by local laws (HmbKHG, §12a) and by the Ärztekammer 
Hamburg (WF-049/09). The work has been carried out in 
compliance with the Helsinki Declaration. 

 
Immunohistochemistry (IHC) 

Freshly cut TMA sections were  immunostained  
on the same day and in one experiment. Slides were 
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Table 4: Composition of the prognosis tissue microarray containing 12 427 prostate cancer specimens 
 

No. of patients 
 Study cohort on tissue microarray Biochemical relapse among categories 

Follow-up   
n 11 665 2 769 (23.7%) 
Mean/Median (month) 56.3/48.9  
Age (y)   
≤50 334 81 (24.3%) 
51–59 3 061 705 (23%) 
60–69 7 188 1 610 (22.4%) 
≥70 1 761 370 (21%) 
Pretreatment PSA (ng/ml)   

<4 1 585 242 (15.3%) 
4–10 7 480 1 355 (18.1%) 
10–20 2 412 737 (30.6%) 
>20 812 397 (48.9%) 
pT stage (AJCC 2002)   

pT2 8 187 1 095 (13.4%) 
pT3a 2,660 817 (30.7%) 
pT3b 1 465 796 (54.3%) 
pT4 63 51 (81%) 
Gleason grade   
≤3+3 2 848 234 (8.2%) 
3+4 6 679 1 240 (18.6%) 
3+4 Tertiary 5 433 115 (26.6%) 
4+3 1 210 576 (47.6%) 
4+3 Tertiary 5 646 317 (49.1%) 
≥4+4 596 348 (58.4%) 
pN stage   

pN0 6 970 1 636 (23.5%) 
pN+ 693 393 (56.7%) 
Surgical margin   

Negative 9 990 1 848 (18.5%) 
Positive 2 211 853 (38.6%) 

In the column “Study cohort on tissue microarray” numbers do not always add up to 12 427 in different categories because 
of cases with missing data. Percent in column “Biochemical relapse among categories” refers to the fraction of samples 
with biochemical relapse within each parameter in the different categories. Abbreviation: AJCC, American Joint Committee 
on Cancer. 

 

deparaffinized  and  exposed  to  antigen  retrieval  for    
5 minutes at 121° C in pH 7.8 Tris-EDTA buffer. Primary 
antibody specific for total GSK3ß (rabbit monoclonal 
antibody, Cell Signaling Technology, USA; cat#12456; 
dilution 1:900) was applied at 37° C for 60 minutes. 
Bound antibody was then visualized using the EnVision 
Kit (Dako, Glostrup, Denmark) according to the 
manufacturer’s directions. GSK3ß staining of variable 

intensity was seen in the cytoplasm, which was often 
accompanied by nuclear co-staining of similar intensity. 
Since GSK3ß positive cancers typically showed staining 
of all (100%) tumor cells, we recorded the cytoplasmic 
staining intensity (0 (negative), 1+(weak), 2+ (moderate), 
and 3+ (strong) as well as the presence or absence of 
nuclear co-staining for each tissue spot, but not the 
percentage of stained tumor cells. 



16 
 

Statistics 

Statistical calculations were done with JMP® 10 (SAS Institute Inc., NC, USA). Contingency tables 
and chi²-test were performed to look for associations between molecular parameters and tumor phenotype. 
Kaplan– Meier survival curves were calculated and tested with the log-rank test for significant differences 
between groups. Cox proportional  hazards  regression  analysis  tested the statistical independence and 
significance between pathological, molecular and clinical variables in various clinical models. 
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2. Darstellung der Publikation 

 

2.1 Einleitung  

Das Prostatakarzinom ist mit circa 26% die häufigste maligne Tumorerkrankung des Mannes 
in Deutschland. Pro Jahr werden bundesweit etwa 63.400 Neuerkrankungen diagnostiziert. 
Zusätzlich dazu steht das Prostatakarzinom mit etwa 11 Prozent nach Lungen- und 
Darmkrebs an dritter Stelle der insgesamt tödlich verlaufenden Tumorerkrankung (1). In 
Deutschland sterben pro Jahr etwa 12.000 Patienten an den Folgen eines Prostatakarzinoms 
(1). Das mittlere Diagnosealter liegt bei circa 69 Jahren (2). Demographischen Schätzungen 
nach, wird sich der Anteil der über 60-jährigen Männer in der Bevölkerung bis zum Jahr 
2050 voraussichtlich auf circa 28 Millionen (37 %) verdoppeln (1; 3). Dementsprechend ist 
mit einer Verdopplung der Prävalenz des Prostatakarzinoms zu rechnen. Die demographische 
Entwicklung ist einer der Gründe warum eine Verbesserung der Diagnostik und Therapie des 
Prostatakarzinoms zwingend notwendig ist. Die Ursachen eines Prostatakarzinoms sind 
weitgehend unbekannt. Neben dem Alter, als wichtigster Risikofaktor, werden weitere 
Faktoren wie zum Beispiel die familiäre Veranlagung, die Androgenexpression, 
Umwelteinflüsse, Ernährung und Lebensbedingungen diskutiert (2). Die diagnostischen 
Methoden zur Früherkennung von Prostatakarzinomen beinhalten die Bestimmung des 
Prostata-spezifischen Antigens (PSA) im Serum und eine digitale rektale Untersuchung 
(DRU). Bei einem auffälligen Tastbefund und/oder PSA-Werten ≥4ng/ml wird zur 
Überprüfung des Karzinomverdachtes eine Stanzbiopsie durchgeführt (2). Dieses Screening 
hat dazu geführt, dass heute vermehrt Tumoren in sehr frühen Stadien entdeckt werden, in 
denen eine kurative Behandlung möglich ist. Allerdings werden durch das Screening auch 
zahlreiche Karzinome entdeckt, die keiner Behandlung bedürfen, da sie zu Lebzeiten 
vermutlich keinerlei Symptomatik entwickeln würden (2). Grund dafür ist, dass die Mehrheit 
der Prostatakarzinome sehr langsam wachsen und daher ein asymptomatisches Verhalten 
aufweisen. Ein kleiner Anteil der Karzinome ist jedoch sehr aggressiv und erfordert eine 
umfangreiche in der Regel invasive Behandlung. Für Tumoren, deren Wachstum auf die 
Prostata beschränkt ist, stehen als Therapieoptionen die aktive Überwachung („Active 
Surveillance“) bis zur Progression des Tumors, die Bestrahlung oder die Ektomie zur 
Verfügung. Um die optimale Therapie für den Patienten zu finden werden heute die 
etablierten präoperativen prognostischen Parameter, wie der Gleason Grad in der Biopsie, 
der Tumorgehalt in den Biopsien, der PSA-Wert und das klinische Stadium herangezogen 
(2). Anhand dieser Parameter können die deutlich hoch aggressiven (Gleason ≥4+4) von den 
deutlich „gutartigen“ Karzinomen (≤3+3) unterschieden werden. Es verbleibt allerdings eine 
große Gruppe von Tumoren (Gleason 3+4 und 4+3), deren Aggressivität nicht sicher 
eingeschätzt werden kann. Darum entscheiden sich die Patienten häufig für eine invasive 
Therapie und damit häufig für eine Übertherapie des Karzinoms, obwohl die 
Wahrscheinlichkeit eines tatsächlich lebensbedrohlichen Karzinoms eher gering ist.  

Ein weiteres Problem stellen die bei Diagnose bereits fortgeschrittenen Karzinome dar. Hier 
bleibt als Therapieoption nur die Prostatektomie oder Bestrahlung plus Hormontherapie (2). 
Wünschenswert wären zielgerichtete Therapien, wie sie bei anderen Tumorentitäten bereits 
möglich sind. Ein klassisches Beispiel ist hier die Anti-Gen-Therapie des HER2 
Thyrosinrezeptors an der Zellmembran von HER2-positiven Mammakarzinomen (4). Diese 
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Karzinome zählten früher zu den aggressivsten Formen der Mammakarzinome mit einer sehr 
schlechten Prognose. Heute sind diese Karzinome jedoch auf Grund der Anti-HER2-
Therapie sehr gut therapierbar (4). Es besteht die begründete Hoffnung, dass ein besseres 
Verständnis der Biologie von Prostatakarzinomen schließlich zur Bestimmung klinisch-
relevanter molekularer Marker führt, die gemeinsam mit den etablierten Prognoseparametern 
eine zuverlässigere Vorhersage der Aggressivität der Prostatakarzinome ermöglichen und / 
oder als Therapieziele für eine gezielte Therapie geeignet sind. 

 

Glykogensynthase-Kinase 3 beta (GSK3ß) ist eine ubiquitär vorkommende, multifunktionale 
Serin/Threonin-Protein-Kinase. Sie wurde ursprünglich nach ihrer zentralen Rolle als Enzym 
in der Glykogenbiosynthese benannt. Mittlerweile ist bekannt, dass GSK3ß ebenso eine 
wichtige Schlüsselrolle in der Regulation und Beeinflussung anderer zellulärer Prozesse 
spielt, wie beispielsweise der Proliferation, dem Zelltod und der Zellmotilität (5). GSK3ß 
pendelt zwischen dem Zytoplasma und dem Zellkern und übernimmt in den beiden 
Kompartimenten vermutlich unterschiedliche Funktionen (6). Die Deregulierung von GSK3ß 
wird mit der Entstehung vieler Erkrankungen in Verbindung gebracht, wie beispielsweise 
von Diabetes mellitus, Gefäßerkrankungen, Alzheimer, Parkinson, sowie Karzinomen (5). 
Eine Überexpression von GSK3ß konnte assoziiert werden mit adversen Tumoreigenschaften 
und einer ungünstigen Prognose bei Karzinomen der Brust (7;8), der Ovarien (9), der 
Mundhöhle (10), der Harnblase (11), der Lunge (12), des Magens (13) und der Pankreas 
(14). Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse, hat die Bedeutung von GSK3ß als möglicher 
Therapieansatz an Relevanz gewonnen. Bis jetzt wurden mehr als 50 GSK3ß-Inhibitoren 
beschrieben und die klinische Phase der Medikamentenentwicklung wurde für einige von 
ihnen beim Pankreaskarzinom (NCT01632306) und Leukämien (NCT01214603) initiiert. Es 
gibt außerdem erste Hinweise, dass GSK3ß auch beim Prostatakarzinom klinisch relevant 
sein könnte (15;16). Hier scheint GSK3ß an der Regulation der Androgenrezeptorstabilität 
und -lokalisation sowie der Androgen-stimulierten Genexpresssion beteiligt zu sein (17-23). 
In zwei Studien, in denen 79 und 499 Prostatakarzinome untersucht wurden, konnte eine 
Assoziation zwischen der GSK3ß Überexpression und einem hohen Gleason Score (23) 
sowie einer schlechten Prognose für den Patienten nachgewiesen werden (16). 

 

Ziel der vorliegenden Studie war es daher, die klinische Relevanz der GSK3ß-Expression 
beim Prostatakarzinom zu klären. Dazu wurde in einer immunhistochemischen Analyse der 
zytoplasmatische und nukleäre GSK3ß-Expressionsstatus an mehr als 12.000 
Prostatakarzinomen im Gewebemikroarray-Format (tissue microarray, TMA) bestimmt.  
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2.2 Material und Methoden 

Patientenkollektiv 

Für unsere Studie untersuchten wir Prostatakarzinomproben von 12.427 Patienten, welche 
sich im Zeitraum zwischen 1992 und 2012 am Institut für Urologie und in der Martiniklinik 
am Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf einer radikalen Prostatektomie unterzogen 
haben. 

Klinische Verlaufsdaten waren für 12.344 Patienten vorhanden. Ein PSA-Rezidiv war 
definiert als der Zeitpunkt zu dem ein kontinuierlicher Anstieg des PSA-Wertes auf 
≥0,2ng/ml in wiederholten Messungen nachweisbar war. Neben dem pathologischen 
Tumorstadium, dem klassischen Gleason Score, dem Lymphknotenstadium und Stadium des 
Resektionsrandes stand außerdem die "quantitative" Gleason-Einstufung zur Verfügung.  

Alle Proben lagen in Form eines Gewebemikroarray (tissue microarray, TMA) für die 
Untersuchung vor. Für die Herstellung der TMAs wurde pro Patienten ein 
Tumorgewebeblock ausgewählt und eine 0,6 mm durchmessende Stanze entnommen. Die 
Gewebsstanzen wurden auf 27 TMA-Blöcke verteilt. Sodass jeder TMA-Block 144 bis 522 
Tumorgewebestanzen enthielt. In der zum TMA zugehörigen molekularen Datenbank waren 
Ergebnisse zum Status der ERG-Expression (24; 25), der ERG-Translokation (24; 25),  der 
Deletionen von 5q21 (26), 6q15 (27), PTEN (28) und 3p13 (29) sowie der Kl67LI (30)  und 
der Status der Expression des Androgenrezeptors (AR) (25) aus früheren Studien vorhanden. 

 

Immunhistochemie 

Die Immunohistochemie ist eine molekularbiologische Methode die es ermöglicht ein 
Protein mit Hilfe eines Antikörpers spezifisch direkt im Gewebe nachzuweisen (31). Für die 
GSK3ß-Analyse wurde ein monoklonaler Antikörper (rabbit monoclonal antibody, Cell 
Signaling Technology) in einer 1:900 Verdünnung verwendet. Die frisch angefertigten 
TMA-Schnitte wurden an einem Tag in einer Analyse immunhistochemisch gefärbt. Eine 
GSK3ß Färbung war typischerweise im Zytoplasma aller Tumorzellen eines Gewebespots 
sichtbar und wurde teilweise von einer nukleären Färbung begleitet. Da in der Regel 100 % 
der Tumorzellen eine GSK3ß-Färbung zeigten, wurde die zytoplasmatische Färbung 
ausschließlich nach ihrer Intensität in negativ (keine Färbung), schwach, moderat und stark 
beurteilt. Zusätzlich wurde das Vorhandensein bzw. das Fehlen einer begleitenden nukleären 
Färbung für jeden Gewebespot bestimmt. Für die Analysen wurde 1. nur die 
zytoplasmatische GSK3ß-Färbung ohne Berücksichtigung der nukleären Färbung verwendet 
und 2. Eine Unterscheidung in zytoplasmatische Färbung ohne begleitende nukleäre Färbung 
(nur zytoplasmatisch) und eine zytoplasmatische Färbung mit begleitender nukleärer 
Färbung (nukleäre Akkumulation) durchgeführt.    
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2.3 Ergebnisse 

Insgesamt waren in unserer TMA-Analyse 9.164 (74.0%) der 12.427 Tumorproben mittels 
IHC analysierbar. Im normalen Prostatagewebe konnte keine GSK3ß Färbung nachgewiesen 
werden. In den Prostatakarzinomen zeigte sich eine GSK3ß-Färbung im Zytoplasma und / 
oder Nukleus. Von den 9.164 auswertbaren Tumoren waren 3.846 (42%) GSK3ß negativ, 
2.758 (30%) nur im Zyt   oplasma positiv (zytoplasmatische Färbung) und 2.560 (28%) 
sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus positiv (nukleäre Akkumulation). Eine 
detaillierte Beschreibung aller Studienergebnisse ist in der beigefügten Originalpublikation 
zu finden.   

Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung sind: 

1. Die GSK3ß-Expression ist mit allen untersuchten Deletionen (3p13, 10q23, 6q und 5q) 
assoziiert (jeweils p≤0,002). Dies deutet auf eine generelle Rolle von GSK3ß bei der 
Entstehung einer genomischer Instabilität hin. 

2. Die GSK3ß-Färbung war zweifach höher in den ERG-positiven als in den ERG-
negativen Tumoren (p<0,0001).  

3. Die GSK3ß-Färbung nahm mit zunehmender Expression des Androgenrezeptors (AR) zu 
(von 20% in den AR-negativen bis 80% in den stark AR-positiven Tumoren, p<0,0001).  

4. Der Eintritt von GSK3ß in den Zellkern ist mit einem aggressiven Tumorphenotyp 
assoziiert. Die nukleäre GSK3ß-Akkumulation ist mit einem fortgeschrittenem 
Tumorstadium (pT2: 23%, pT4: 40%), einem hohen Gleason Score (≤3+3: 14%, 
≥4+4:44%), dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen (N0: 30%, N+:43%) und einer 
schlechten Prognose (≈15% der GSK3ß-negativen und ≈40% der GSK3ß positiven 
erlitten 5 Jahre postoperativ ein PSA-Rezidiv) assoziiert. 

5. Die prognostische Aussagekraft der nukleären GSK3ß-Akkumulation ist unabhängig von 
den prä- und postoperativen etablierten Prognosemarkern, wie dem Gleason Score in der 
Biopsie und der Ektomie und dem klinischen bzw. pathologischen Tumorstadium 
(p≤0.0002)  

 

 
2.4 Diskussion 

 

Die Resultate unserer Studie demonstrieren, dass die nukleäre GSK3ß Akkumulation ein 
starker und unabhängiger Prädiktor einer schlechten Prognose des Prostatakarzinoms ist. 

Eine zytoplasmatische GSK3ß Färbung – mit und ohne nukleärer Färbung – wurde in 57% 
der 9.164 interpretierbaren Prostatakarzinome nachgewiesen, während das normale 
Prostatagewebe unter den gewählten experimentellen Bedingungen negativ war. Unsere 
Ergebnisse stehen in Einklang mit zwei früheren Studien. Li et al. beschrieben eine höhere 
zytoplasmatische GSK3ß Expression in 499 Karzinomen im Vergleich zu 491 normalen 
Prostataproben unter Benutzung eines eigens angepassten IHC Scores (16). Darrington et al. 
konnten eine zytoplasmatische und nukleäre GSK3ß Expression in 30% von 79 untersuchten 
Karzinomen finden, aber keine GSK3ß Färbung im normalen Prostataepithel nachweisen 
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(33). Die etwas niedrigere Rate der GSK3ß Positivität in der letzteren Studie im Vergleich zu 
unserer Arbeit hat vermutlich vor allem technische Gründe, wie die Verwendung 
verschiedener Antikörper (unsere Studie: Cell Signaling Technology #12456 1:900; 
Darrington et al.: New England Biolabs #27C10 1:20) und unterschiedlicher IHC 
Färbungskonditionen (34). 

Die wichtigste Erkenntnis unserer Studie war, dass es einen starken Zusammenhang zwischen 
aggressiven Prostatakarzinomen und dem Shift zwischen der zytoplasmatischen und 
nukleären GSK3ß-Lokalisation gibt. Insbesondere die nukleäre GSK3ß Akkumulation war 
assoziiert mit adversen Tumormerkmalen, wie einem fortgeschrittenen pathologischen 
Tumorstadium, einem hohen Gleason Grad, Lymphknotenmetastasen, gesteigerter 
Tumorproliferation und einem PSA-Rezidiv. Da die nukleäre GSK3ß Akkumulation im 
Allgemeinen mit höheren GSK3ß Konzentrationen im Zytoplasma einherging, war es nicht 
überraschend, die gleiche Assoziation (wenn auch schwächer) für die zytoplasmatische 
Färbung zu finden. Die Resultate stehen im Einklang mit vorherigen Arbeiten, die über eine 
Assoziationen zwischen der zytoplasmatischen Überexpressionen und einem hohen Gleason 
Grad (33; 16), fortgeschrittenem klinischen Stadium, Lymphknotenmetastasen, 
extrakapsulärer Extension und einem erhöhten Risiko eines biochemischem Rezidivs 
berichteten (16). Der besonders starke prognostische Einfluss der Zellkernfärbung legt nahe, 
dass tumorrelevante GSK3ß Funktionen existieren, die spezifisch mit seiner nukleären 
Lokalisation verbunden sind. Dies wird durch frühere Studien unterstützt, welche die GSK3ß 
Funktion im Zellkern untersuchten. Mehrere Studien zeigten, dass GSK3ß Komplexe mit 
verschiedenen Karzinom-relevanten Proteinen, wie Cyclin D1 (35), STAT (36), GATA-4 
(37), c-myc (38), NRF2 (39), Schnecke (40) und p53 (41) im Zellkern bildet. Schutz et al. 
zeigten außerdem, dass eine GSK3ß-Inhibierung einen nukleären AR-Export induziert und 
dass die Anwesenheit von GSK3ß im Zellkern zu einer Androgen-unabhängigen Erhöhung 
der nukleären AR-Konzentration und damit zum Wachstum von Prostatakarzinomzellen führt 
(18). Dementsprechend ist es wahrscheinlich, dass die nukleäre GSK3ß-Akkumulation eine 
generelle Rolle bei der Aggressivität von Tumoren hat. So geht zum Beispiel der Shift vom 
Zytoplasma in den Zellkern ebenfalls mit der Progression von Pankreaskarzinomen einher 
(14). Studien, die eine Beziehung zwischen der GSK3ß Überexpression und einem 
ungünstigen klinischen Verlauf bei Karzinomen der Brust (7;8), der Ovarien (9), der 
Mundhöhle (10), des Urothels (11), der Lunge (12) und des Magens (13) beschreiben, fanden 
außerdem heraus, dass die nukleäre GSK3ß Lokalisation entscheidend für die Prognose war. 

Um ein besseres Verständnis über die mit einer GSK3ß Hochregulierung assoziierten 
molekularen Mechanismen zu erlangen, machten wir uns die unserem TMA zugehörige 
molekulare Datenbank zu nutze. Die TMPRSS2:ERG Fusion kommt in 40%-60% aller 
Prostatakarzinome vor (24;25) und führt in den betroffenen Zellen zu einer Deregulierung 
von über 1.600 Genen (24;25;42). Die Aktivierung des Wnt-Signals gehört zu den 
bekanntesten Folgen der ERG-Fusion (42,43,44). Der Wnt-Signalweg stabilisiert 
beispielsweise den Transkriptions-Co-Faktor ß-Catenin im Zytoplasma und löst dessen 
Translokation in den Zellkern aus (45). Das GSK3ß die Wnt-Signaltransduktion kontrolliert, 
indem es ß-Catenin sowohl im Zytoplasma (46, 47) als auch im Nukleus (48) inaktiviert, 
könnte somit die gesteigerte Häufigkeit der nuklären GSK3ß Akkumulation in den ERG-
positiven Karzinomen in unserer Studie erklären. Diese Annahme ist außerdem vereinbar mit 
bisherigen Arbeiten, die aufzeigen konnten, dass GSK3ß als Reaktion auf eine Wnt-
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Aktivierung in den Zellkern transloziert (49, 50). Andere Gene, die in Bezug auf GSK3ß von 
Interesse sind, umfassen den AR und den PTEN-Tumorsuppressor. Die starke Assoziation 
zwischen der GSK3ß-Hochregulierung und der AR-Expression sowie dem PTEN-Verlust in 
unserer Studie steht im Einklang mit früheren Arbeiten. So konnten Mulholland et al. 
beispielsweise nachweisen, dass ein Signalnetzwerk aus PTEN, AR und GSK3ß existiert, in 
dem ein gemeinsamer GSK3ß- und PTEN-Verlust zur Entstehung von  
androgenunabhängigen Prostatakarzinomen führt (20). Die Autoren vermuten außerdem, dass 
der PTEN / GSK3ß Signalweg zumindest teilweise funktionell gegen den Wnt / ß-Catenin 
Signalweg ausgetauscht werden kann (20). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass GSK3ß das 
AR-Protein stabilisiert und die AR-abhängige Transkription verstärkt (51, 52). Dies ist gut 
mit unserer Studie vereinbar, da wir einen Zusammenhang zwischen der AR-Expression und 
der zytoplasmatischen als auch nuklären GSK3ß-Färbung zeigen konnten. 

 

Neben der PTEN Deletion sind zahlreiche Verluste von bestimmten kleinen und größeren 
chromosomalen Regionen ein weiteres Charakteristikum von Prostatakarzinomen. Daten von 
“Next Generation Sequencing”-Studien zeigten, dass solche Deletionen häufiger vorkommen 
als Mutationen von codierenden Genen und dass viele dieser Deletionen entweder mit ERG 
positiven (z.B. PTEN und 3p13) oder ERG negativen Karzinomen (z.B. 6q15 und 5q21) 
assoziiert sind (26-29,53,54). Die Entdeckung, dass eine starke Assoziation zwischen all 
diesen Deletionen und der GSK3ß Hochregulierung zumindest in der Gruppe der ERG 
negativen Tumoren besteht, suggeriert eine Beziehung zwischen der GSK3ß Expression und 
der Entwicklung einer genomischen Instabilität zumindest in der Untergruppe von ERG 
negativen Tumoren.  Einige spezifische GSK3ß Funktionen und klinische Untersuchungen 
sind mit dieser Annahme vereinbar. Beispielsweise ist GSK3ß maßgeblich an der 
Remodellierung der Mikrotubuli beteiligt (55) und während der Mitose ist GSK3ß am 
Spindelpol lokalisiert (56). Eine weitere Studie zeigte, dass viele GSK3ß-Inhibitoren 
Chromosomenfehlstellungen und Fehlsegregationen verursachen (57). Diese Studie 
unterstützt damit eine funktionelle Verbindung zwischen einer gestörten GSK3ß-
Homöostase, und dem Versagen des Spindelapparates sowie dem Verlust der 
Genomintegrität. Wir können nur spekulieren, warum kein relevanter Zusammenhang 
zwischen der GSK3ß-Expression und den genomischen Deletionen bei ERG-Fusions-
positiven Tumoren vorhanden war. Es kann zum Beispiel nicht ausgeschlossen werden, dass 
ein oder mehrere Zielgene von ERG an den gleichen Mechanismen zur Mikrotubuli-Funktion 
beteiligt sind wie GSK3ß. Eine Beispiel wäre hier das Mikrotubuli-assoziirte Protein Tau 
(58). In vorherigen Studien zeigten wir, dass wichtige Komponenten der Mikrotubuli, wie 
ßIII-Tubulin (59) oder Tau-Protein (Schroeder et al. submitted) in den ERG-positiven im 
Vergleich zu den ERG-negativen Tumoren stark hochreguliert sind.  

 

Dass die GSK3ß Analyse zusätzliche prognostische Informationen über die etablierten prä- 
und postoperativen Prognosemarkern hinaus zur Verfügung stellen kann, macht GSK3ß zu 
einem vielversprechenden Kandidaten für die Routinediagnostik. Es ist allerdings 
anzumerken, dass die Analyse der prognostischen Relevanz der nukleären GSK3ß 
Akkumulation in den Untergruppen von Prostatakarzinomen mit einem identischen 
klassischen bzw. quantitativen Gleason Grading gezeigt hat, dass die prognostische 
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Aussagekraft der GSK3ß Messungen auf Karzinome mit einem Gleason Score von 3+4 und 
4+3 limitiert ist. Diese Limitierung der Prognosebedeutung in diesen Subgruppen ist jedoch 
nicht enttäuschend, da gerade diese Tumoren in dem Therapieentscheidungsprozess am 
schwierigsten sind und theoretisch sowohl das Aktive Survaillance als auch die 
Prostatektomie in Frage kämen. Das Gleason Gradingsystem basiert nur auf der simplen 
Unterscheidung von histologisch-architektonischen Merkmalen. Zytologische Kriterien 
werden nicht berücksichtigt. Die Prognoseeinschätzung mittels Gleason Grading ist jedoch 
viel genauer als es durch die histologischen Bewertungen in vielen anderen Karzinomtypen, 
wie zum Beispiel bei Nierenkarzinomen (60) oder invasiven Harnblasenkarzinomen möglich 
ist (61). Dies trifft bereits zu, wenn das Gleason Grading auf 5 prognostische Subgruppen 
limitiert ist (62). Basierend auf der Analyse einer Kohorte von mehr als 10.000 
Prostatakarzinomen konnten die Prostataforscher des UKE´s kürzlich zeigen, dass die 
Information aus dem Gleason Grad präzisiert werden kann, wenn der Prozentsatz des 
Gleason 4 Grades als kontinuierliche Variable genutzt wird. In beiden, den Biopsien als auch 
den Prostatektomieproben, verschlechtert sich die Prognose schrittweise mit der Erhöhung 
des Prozentsatzes an Gleason 4 Mustern (quantitatives Gleason Grading) (63). Dass die 
nukläre GSK3ß Akkumulation selbst in einigen Untergruppen von Prostatakarzinomen mit 
einem ähnlichen Prozentanteil an Gleason 4 relevant ist, spricht ebenfalls für eine mögliche 
Verwendung der GSK3ß Expression in der Routinediagnostik zur Bestimmung der 
Aggressivität von Prostatakarzinomen. 

Desweiteren ist das therapeutische Potential von GSK3ß Inhibitoren ein wichtiges Feld der 
Untersuchungen geworden. Über 50 Komponenten, die gegen GSK3ß gerichtet sind, wurden 
bis jetzt beschrieben (5). In vitro sowie in vivo Xenograft Modelle zeigen eine klare Evidenz 
für eine mögliche therapeutische Applikation mancher dieser Medikamente bei Tumoren. 
Beispielsweise führt eine GSK3ß Inhibition in Pankreaskarzinomzellen zu reduzierter 
Zellproliferation, verstärkter Apoptose und Sensibilisierung gegenüber Gemcitabin, in 
ovarialen Tumorzellen zu reduzierter Lebensfähigkeit (9), in Kolonkarzinomzellen zu 
verstärkter Apoptose (64) und in Lungenkarzinomzellen zu reduzierter Zellproliferation und 
verkürztem Zellüberleben (12). Der GSK3ß Inhibitor LY2090314 wird bereits in klinischen 
Phase I/II Studien an Patienten mit akuter Leukämie (NCT01214603) und fortgeschrittenen 
bzw. metastasierenden soliden Tumoren (NCT01287520) getestet. Eine weitere Phase II 
Studie zur Wirkung bei metastasierten Pankreaskarzinomen (NCT01632306) ist im Aufbau. 
Sollten diese Studien Evidenzen für einen klinischen Nutzen der GSK3ß Inhibition bei der 
Behandlung von Karzinomen zeigen, würden die Resultate unserer Studie die Evaluation der 
GSK3ß Inhibierung beim Prostatakarzinom rechtfertigen. 

 

Zusammengefasst zeigen die Resultate unserer Studie, dass die nukleäre GSK3ß 
Akkumulation ein starker unabhängiger Prognosefaktor beim Prostatakarzinom ist. Die 
GSK3ß Expressionsanalyse hat das Potential für eine klinische Routineapplikation – 
entweder alleine oder in Kombination mit anderen Biomarkern. 
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2.5 Zusammenfassung 

Glycogensynthase-Kinase 3ß (GSK3ß) reguliert mehrere tumorrelevante zelluläre Prozesse 
und ist ein wichtiges potenziell therapeutisches Ziel in der Tumortherapie. Eine 
Überexpression von GSK3ß konnte mit adversen Tumoreigenschaften in verschiedenen 
Karzinomentitäten assoziiert werden, allerdings bleibt ihre Rolle beim Prostatakarzinom 
unklar. Wir haben die GSK3ß Expression mittels Immunhistochemie an 12.427 
Prostatakarzinomproben im Gewebemikroarray-Format untersucht. Die zytoplasmatische 
und nukleäre GSK3ß-Immunfärbung wurde getrennt analysiert.  

Im normalen Prostataepithel fehlte die GSK3ß-Färbung, wohingegen eine GSK3ß-Färbung 
in 5.224 von 9.164 (57%) unserer interpretierbaren Prostatatumoren gesehen wurde. Die 
zytplasmatische GSK3ß-Färbung war in 36,0% der Tumoren schwach, in 19,5% moderat 
und in 1,5% stark und in 47% zeigte sich außerdem eine begleitende Kernfärbung. Die 
zytoplasmatische GSK3ß-Färbung sowie die nukleäre GSK3ß-Akkumulation waren mit 
einem fortgeschrittenen Tumorstadium, einem hohen Gleason-Grad, dem Vorhandensein von 
Lymphknotenmetastasen und einem frühen biochemischen Rezidiv assoziiert (jeweils 
p<0,0001 für zytoplasmatische Färbung und Kernakkumulation). Die Prognose von GSK3ß 
positiven Karzinomen war besonders schlecht, wenn zusätzlich eine nukleäre Färbung 
gesehen wurde (p<0,0001). Der prognostische Einfluss der nukleären GSK3ß-Akkumulation 
war in den multivariaten Analysen unabhängig von den etablierten präoperativen und 
postoperativen Parametern vorhanden (p<0,0001). Die signifikante Assoziation der GSK3ß 
Expression mit den Deletionen von PTEN (p<0,0001), 6q15 (p=0,0026), 5q21 (p=0,0014) 
und 3p13 (p<0,0001) deutet auf eine Rolle von GSK3ß bei der Entwicklung einer 
genomischen Instabilität hin.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Resultate unserer Studie GSK3ß als einen 
starken unabhängigen Prognosefaktor beim Prostatakarzinom identifizieren. 
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2.6 Abstract 

 

Glycogen synthase kinase 3 ß (GSK3ß) regulates many cancer relevant cellular processes 
and represents a potential therapeutic target. GSK3ß overexpression has been linked to 
adverse tumor features in many cancers, but its role in prostate cancer remains uncertain. 
We employed immunohistochemical GSK3ß expression analysis on a tissue microarray with 
12,427 prostate cancers. Cytoplasmic and nuclear GSK3ß staining was separately analyzed. 
GSK3ß staining was absent in normal prostate epithelium, whereas 57% of 9,165 
interpretable cancers showed detectable GSK3ß expression. Cytoplasmic staining was 
considered weak, moderate, and strong in 36.0%, 19.5% and 1.5% of tumors and was 
accompanied by nuclear GSK3ß staining in 47% of cases. Cytoplasmic GSK3ß staining as 
well as nuclear GSK3ß accumulation was associated with advanced tumor stage, high 
Gleason grade, presence of lymph node metastasis and early biochemical recurrence 
(p<0.0001 each for cytoplasmic staining and nuclear accumulation). Prognosis of GSK3ß 
positive cancers became particularly poor if nuclear GSK3ß staining was also seen 
(p<0.0001). The prognostic impact of nuclear GSK3ß accumulation was independent of 
established preoperative and postoperative parameters in multivariate analyses (p<0.0001). 
The significant association of GSK3ß expression with deletions of PTEN, 3p13 (p<0.0001 
each), 5q21 (p=0.0014) and 6q15 (p=0.0026) suggest a role of GSK3ß in the development 
of genomic instability. In summary, the results of our study identify GSK3ß as an 
independent prognostic marker in prostate cancer.  
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