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Reduced AZGP1 expression is an independent predictor of
early PSA recurrence and associated with ERG-fusion
positive and PTEN deleted prostate cancers
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Zinc-alpha 2-glycoprotein (AZGP1) is involved in lipid metabolism and was suggested as a candidate prognostic biomarker
in prostate cancer. To evaluate the clinical impact and relationship with key genomic alterations in prostate cancer, AZGP1
expression was analyzed by immunohistochemistry on a tissue microarray containing 11,152 prostate cancers. Data on ERG
status and PTEN, 3p13, 5921 and 6q15 deletions were available from earlier studies. AZGP1 expression was strong in
benign prostatic glands but absent in 38.0% of 8,510 interpretable prostate cancers. Reduced AZGP1 expression was
associated with TPMRSS2:ERG fusions, both by FISH and immunohistochemical analysis (p<0.0001 each). For example,
AZGP1 was absent in
54.6% of 2,029 ERG IHC positive but in only 28.1% of 2,398 ERG negative cancers. Irrespective of the ERG status, reduced
AZGP1 expression was tightly linked to high Gleason score, advanced pathological tumor stage, positive nodal status and
early PSA recurrence (p<0.0001 each). Reduced AZGP1 expression was also strongly associated with PTEN deletions.
AZGP1 immunostaining was lacking in 62.7% of 842 PTEN deleted but in only 37.3% of PTEN non-deleted cancers but
retained strong prognostic influence in both subgroups (p<0.0001 each). The prognostic role of AZGP1 expression was also
independent of Gleason score, pT stage, pN stage, surgical margin status and preoperative PSA, irrespective of whether
preoperative or postoperative variables were used for modeling. In conclusion, the results of our study demonstrate that
reduced AZGP1 expression is strongly related to adverse prostate cancer prognosis, independently of established clinic-
pathological variables and PTEN deletions.
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What’s new?

Zinc-binding Alpha-2-Glycoprotein 1 (AZGP1) is a secreted protein involved in lipid degradation and a putative prognostic marker in
prostate cancer. Here the authors analyzed a tissue microarray containing more than 11,000 prostate cancer samples and found

AZGP1 overall downregulated in cancers as compared to benign prostate tissue. Reduced AZGP1 expression was tightly linked to
poor clinical outcome and was found in cancers harboring both fusions of the proto-oncogene ERG and deletions of the PTEN
tumor suppressor gene. These results underscore the clinical potential of AZGP1 analysis in the care of prostate cancer patients.

Prostate cancer is the most prevalent cancer in
men in Western societies.! Although most
prostate cancers are characterized by a rather
indolent clinical course, it represents the third
most common cause of cancer related death in
men. Despite major advances in biomarker
discovery there is still a dramatic lack of
clinically applicable prognostic markers in
prostate cancer. Currently, Gleason score,
tumor extent on biopsies, preoperative
prostate-specific antigen (PSA) and clinical
stage are the only clinically useful prognostic
markers in this disease, however, their
predictive power is not sufficiently strong to
allow for optimal individual treatment
decisions. It is hoped that a better
understanding of disease biology will
eventually lead to the identification of
clinically applicable molecular markers that
enable a more reliable prediction of prostate
cancer aggressiveness.

Zinc-binding  Alpha-2-Glycoprotein 1
(AZGP1) is a soluble protein that is known to
stimulate lipid degradation in adipocytes.”™*
AZGP1 is physiologically expressed in various
normal tissues including several types of
secretory epithelial cells as for example found
in breast, prostate and liver as well as in
salivary, bronchial, gastrointestinal and sweat
glands.” Consistent with its production by
secretory epithelial cells, AZGP1 protein has
been identified in most body fluids.°
Expression of AZGP1 is also found in several
tumor entities such as in carcinomas of
prostate,” breast!* and uterine cervix.!! In
prostate cancer, AZGP1 was first analyzed in
1990."? Since then, several authors have
performed AZGP1 expression analyses in
normal and neoplastic prostate, and some of
them have proposed a clinically relevant

association  between reduced AZGP1
expression and high Gleason grade as well as
advanced pathological tumor stage.”!3!3
Several studies even suggested a link between
low expression levels and poor clinical
outcome based on the analysis of patient
cohorts including up to 228 patients,”'>"!7 and
one study described a three-protein biomarker
panel, including AZGP1, for prediction of
prostate cancer related death.'8

The promising findings of these studies
prompted us for a thorough evaluation of the
clinical impact of AZGP1 in prostate cancer.
We designed this study to further address the
question whether the prognostic role of
AZGP1 expression might be limited to
particular clinical molecularly defined prostate
cancer subgroups. For this purpose, we utilized
our preexisting tissue microarray
containing >11,000 prostate cancer specimens
with clinical follow-up and attached molecular
database. Our data identify reduced AZGP1
protein expression as a strong predictor of PSA
recurrence 1In prostate cancer, which is
independent of established clinic-pathological
features.

Material and Methods

Patients

A consecutive series of radical prostatectomy
specimens were available from 11,152
patients, undergoing surgery between 1992
and 2011 at the Department of Urology and the
Martini Clinics at the University Medical
Center Hamburg-Eppendorf. Follow-up data
were available for a total o' 9,695 patients with
a median follow-up of 31.2 months (range: 0.3
to 228 months; Table 1). Prostate specific
antigen (PSA) values were measured
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following surgery and PSA recurrence was
defined as the time point when postoperative
PSA was at least 0.2 ng/ml and increasing at
subsequent measurements, according to the
guidelines recommended by the European
Association of Urology.!” The fraction of
patients with a PSA recurrence within 3
months after surgery was 2.4% in our cohort.
All prostate specimens were analyzed
according to a standard procedure, including a
complete embedding of the entire prostate for
histological analysis.?’ The usage of archived
diagnostic left-over tissues for manufacturing
of tissue microarrays and their analysis for
research purposes as well as patient data
analysis has been approved by the local ethics
committee (Ethics commission Hamburg, WF-
049/09 and PV3652). All work has been
carried out in compliance with the Helsinki
Declaration. Usage of patient data and
routinely archived formalin fixed left-over
patient tissue samples for research purposes by
the attending physician is approved by local
laws  (HmbKHG, §12,1). The TMA
manufacturing process was described earlier in
detail.*! In short, one 0.6 mm core was taken
from a representative tissue block from each
patient. The tissues were distributed among 24
TMA blocks, each containing 144 to 522
tumor samples. For internal controls, each
TMA block also contained various control
tissues, including normal prostate tissue. The
molecular database attached to this TMA
contained results on ERG expression in 9,619
(expanded from Ref. 22), ERG break apart
FISH analysis in 6,106 (expanded from Ref.
23) and deletion status of CHDI1 (5921) in
7,222 (expanded from Ref. 24), MAP3K7
(6q15) in 3,523 (expanded from Ref. 25),
PTEN (10g23) in 6,109 (expanded from Ref.
26) and FOXP1 (3pl13) in 6,410 (expanded
from Ref. 27) cancers.

Immunohistochemistry
Freshly cut TMA  sections  were
immunostained on one day and in one

experiment. Slides were deparaffinized and
exposed to heat-induced antigen retrieval for 5
min in an autoclave at 1218C in pH 7.8 Tris-

EDTA-Citrate buffer. Primary antibody
specific for AZGP1 (rabbit polyclonal
antibody, Proteintech  Group, Chicago;
cat#13399—-1-AP; dilution 1:1,800) was

applied at 378C for 60 min. Bound antibody
was then visualized using the EnVision Kit
(Dako, Glostrup, Denmark) according to the
manufacturers  directions. The staining
intensity (0, 11, 21, 31) and the fraction of
positive tumor cells were recorded for each
tissue spot. A final score was built from these
two variables according to the following
criteria: Tumors with complete absence of
staining were scored as “negative”. Tumors
with a score “weak” had a staining intensity of
11 in 70% of tumor cells or 21 in 30% of tumor
cells. A score “moderate” was given to cancers
with a staining intensity of 11 in >70% of
tumor cells, or 21 in >30% and 70% of tumor
cells, or 31 in 30% of tumor cells. The score
was “strong” if staining intensity was 21
in >70% of tumor cells or 31 in >30% of tumor
cells. This i1s a standardized scoring system
used by our group with the purpose of defining
a group with high expression level, a group
with low or absent expression and two
intermediate groups. In our experience this
works well to define whether molecular
features are associated with tumor phenotype
and clinical outcome.?®%



Table 1. Composition of the prognosis tissue microarray containing
11,152 prostate cancer specimens

No. of patients

Study cohort Biochemical
on tissue relapse among
microarray categories
(n511,152) (n51,824)
Follow-up (mo)
Mean 53.4 =
Median 36.8 -
Age (y)
<50 318 49
50-60 2,768 460
60-70 6,548 1,081
>70 1,439 232
Pretreatment PSA (ng/ml)
<4 1,407 142
4-10 6,735 827
10-20 2,159 521
>20 720 309
pT category (AJCC 2002)
pT2 7,370 570
pT3a 2,409 587
pT3b 1,262 618
pT4 63 49
Gleason grade
<313 2,859 193
314 6,183 849
413 1,565 573
>414 482 208
pN category
pNO 6,117 1,126
pN1 561 291
Surgical margin
negative 8,984 1,146
positive 1,970 642

Statistics

Statistical calculations were performed with
JMP 9 software (SAS Institute, NC).
Contingency tables and the chi’test were
performed to search for associations between
molecular markers and tumor phenotype.
Survival curves were calculated according to
Kaplan—Meier. The LogRank test was applied
to detect significant differences between
groups. Cox proportional hazards regression

analysis was performed to test the statistical
independence and significance between
pathological, molecular and clinical variables.
Separate analyses were performed using
different sets of variables available either
before or after prostatectomy.

Results

Technical aspects

A total of 2,642 (23.7%) tissue samples were
noninformative due to the complete lack of
tissue or absence of unequivocal cancer cells.

Immunohistochemistry of AZGP1 in

prostate cancer
AZGP1 expression was moderate to strong in
benign prostate glands. In prostate cancer,
AZGP1 expression was lost in 38.0% of 8,510
interpretable cases (Fig. 1). The staining was
cytoplasmatic with higher intensities at the
luminal edge of the tumor cells. Detectable
AZGP1 staining was considered weak in
24.7%, moderate in 26.2% and strong in 11.1%
of cases.

Association with ERG status

To evaluate whether AZGP1 expression is
associated with ERG status we made use of our
molecular database attached to the TMA. Data
on both interpretable AZGP1 staining and
ERG status obtained by FISH were available
in 4,427 patients and by IHC in 6,844 tumors.
Loss of AZGPl immunostaining was
markedly more frequent in ERG positive
(54.3%) than in ERG negative tumors (27.5%;
p< 0.0001; Fig. 2). The comparison of AZGP1
staining with FISH-ERG status showed
comparable results: Loss of AZGP1
immunostaining was found in only 28.1% of
ERG-fusion negative cancers but in 54.6%
ERG-fusion positive cancers (p< 0.0001; Fig.
2).
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Figure 1. Representative images of AZGP1 immunostaining in prostate cancer. (a) negative, (b) weak, (c) moderate and (d)

strong staining.

Association with other

alterations

Previous studies have provided evidence for
distinct molecular subgroups of prostate
cancers defined by gene rearrangements and
several genomic deletions. For example,
others and us have described a strong link
between PTEN, 3pl3 deletion and ERG
positivity and between 5q21, 6ql5 deletions
and ERG negativity.?* 293032 To  study,
whether AZGP1 expression might be
particularly linked to these genomic deletions,
AZGP1 data were compared with preexisting
findings on PTEN, 3pl3, 6ql5 and 5q21
deletions. As expected for a feature that is
tightly linked to ERG expression, the analysis
of all cancers revealed a strong association

key genomic

between reduced or lost AZGP1 expression
and PTEN as well as 3p13 deletions (p< 0.0001
each), and between high AZGP1 expression
and 6q15 as well as 5g21 deletions (p< 0.0001,
Fig. 3). Subgroup analyses of ERG positive
and ERG negative cancers revealed a marked
link between reduced AZGP1 expression and
PTEN deletions in both subgroups. For
example, negative AZGP1 immunostaining
was seen in 42.4% of PTEN deleted ERG
positive cancers but in only 25.9% of non-
PTEN deleted ERG positive cancers (p<
0.0001). All other analyzed deletions were
largely unrelated to AZGP1 expression in
cancers stratified according to their ERG status
(Supporting Information Fig. 1).



Relationship with tumor phenotype and
PSA recurrence

The comparison of AZGP1 expression with
tumor phenotype and PSA recurrence was
separately done for ERG-negative and ERG
positive cancers due to the striking AZGP1
expression differences between these
subgroups. These analyses revealed similar
findings for both subgroups with a strong
association between low AZGP1 expression
and unfavorable features in ERG negative as
well as in ERG positive tumors (Table 2). In
both subgroups, low AZGP1 expression was
linked to advanced stage, high Gleason score,
positive nodal status, high preoperative PSA-
level (p < 0.0001 each), and early PSA
recurrence (p< 0.0001) (Figs. 4a and 4b). A
subgroup analysis with respect to PSA
recurrence was also performed for AZGP1
expression in PTEN-deleted and PTENnon-
deleted cancers because of the strong
relationship of these two molecular markers
and the known strong prognostic role of
PTEN deletions (Figs. 4c and 4d). For this
analysis, tumors with positive (weak,
moderate, strong) AZGP1 expression were
grouped together. The analysis revealed, that
the prognostic impact of AZGP1 loss was
independent of PTEN deletions. A significant
association between lost/ reduced AZGP1
expression and an increased risk for PSA
recurrence was found in all subgroups defined
by PTEN deletion and ERG status with the
only exception of the small group of 244
PTEN deleted ERG negative cancers. If all
cancers were jointly analyzed, there was a
significant relationship between loss of
AZGP1 expression and high tumor stage,
high Gleason score, positive nodal status,
positive surgical margin, preoperative PSA-
level (p< 0.0001 each) and early PSA
recurrence (p< 0.0001) (Supporting
Information Table 1 and Supporting
Information Fig. 2).

Ki67 labeling index and AZGP1 loss
The comparison of AZGP1 expression with

the Ki67-labeling index (LI) revealed a
negative association with AZGP1 expression.
The group of AZGP1 negative cancers (n5
2,008) had a mean Ki67 LI of 3.18 6 0.06%
whereas AZGP1 positive cancers (n5 3,292)
showed 2.60 6 0.07% Ki67 staining (p <
0.0001).

100.0 1 AZGP1
Q0.0 1 IHC result
g 80.0 1 Sstrong
; 70.0 1 Bmoderate
g' 60.0 1 DOweak
? 500 1
k]
e 40.0 1
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T 300 1
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W 200 1
10.0 7
0.0
ERG negative | ERG posmve normal BA(n=2029]
(n=3865) (n=2979) (n=2398)
ERG-IHC p<0.0001 ERG-FISH p<0.0001

Figure 2. Associations between AZGP1 immunostaining and
ERGfusion status by IHC and FISH analysis. BASERG breakage (Break
Apart).
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Figure 3. Associations between positive AZGP1 immunostaining
and deletion of PTEN, 521, 6q15, 3p13 in all cancers.

Multivariate analysis

Multivariate analyses evaluating the clinical
relevance of AZGP1 loss were performed in
four scenarios. We used a pre-defined set of
prognostic variables that are available before
or after surgery (Supporting Information Table
2). No. 1 was utilizing all postoperatively
available variables including pT, pN, margin
status, pre-operative PSA value and Gleason
score obtained on the resected prostate.
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Scenario 2 was utilizing all postoperatively
available variables with the exception of nodal
status. The rational for this approach was that
lymphadenectomy is not a routine procedure in
the surgical therapy of prostate cancer and that
excluding pN in multivariate analysis
increases case numbers. The next two
scenarios tried to better model the preoperative
situation. Scenario 3 included AZGP1 loss,
preoperative PSA, clinical stage (cT) and the
Gleason score obtained on the prostatectomy
specimen. Because the post-operative Gleason
score varies from the preoperative Gleason
score, another multivariate analysis was added
as scenario 4. In this scenario, the preoperative
Gleason score obtained on the original biopsy
was combined with pre-operative PSA,
clinical stage and AZGP1 loss. In summary, all
4 scenarios—especially these modeling the
preoperative situation—suggested an
independent prognostic role of reduced/lost
AZGP1 expression in prostate cancer.

Discussion

The results of our study identify loss of
AZGP1 expression as a strong predictor of
unfavorable clinical course in prostate cancer,
which is independent of established
clinicpathological and molecular prognostic
features.

The fraction of AZGP1 negative (38%) and
weakly positive (25%) cancers in our TMA,
which was made from one single 0.6 mm tissue
spot per cancer, was higher than fraction of
cancers with reduced expression in previous
studies analyzing large sections (27-46%) or
TMAs with 2-3 spots per tumor (7-53%) in
cohorts of 48-826 prostate cancers.”»!%!1416:33
These discrepancies may be due to the limited
sampling (one spot per cancer) in our TMA in
case of a potential AZGP1 heterogeneity, or to
differences in the antibodies, scoring criteria,
or experimental conditions in these studies.
However, we have previously demonstrated
that our “single spot” TMA approach is
optimal for detecting relevant associations
even in cases of heterogeneous markers.>* Our

observation of high-level AZGP1 expression
in benign prostate tissue is also consistent with
earlier data,!>1633

The successful analysis of more than 7,000
prostate cancers with clinical follow-up data
identified reduced AZGP1 expression as a
powerful prognostic biomarker. Considering
the difference of >15% points in the recurrence
free survival 60 month after surgery, the
prognostic impact of AZGP1 is comparable to
the  strongest  established  prognostic
biomarkers in prostate cancer such as PTEN
deletions® and p53 alterations.?’ This strong
link with patient outcome also explains that
multiple studies analyzing cohorts of only
between 48 and 227 patients have
unanimously suggested a worse prognosis in
prostate cancers with lost or reduced AZGP1
expression. 3163335 The exact reason for the
paramount prognostic role of a protein
stimulating lipid degradation in adipocytes
remains unclear. There are, however, an
increasing number of reports identifying a link
between lipid metabolism and cancer
development and progression (reviewed in
Ref. 36).

The prognostic utility of AZGP1 protein
analysis is also underscored by the results of
our multivariate analysis. That strong
independent association of reduced AZGP1
expression with early PSA recurrence in
prostate cancers was found in all analyzed
scenarios including various combinations of
preoperatively and postoperatively available
variables strongly supports the concept of
AZGP1 expression scoring representing a
biomarker with clinical relevance in prostate
cancers. A limitation of our study is that the
fraction of patients who developed distant
metastases, or died from their cancers, was too
small for meaningful statistical analysis.

If AZGPl is considered for clinical
application before treatment decisions are
taken, molecular analyses of cancer tissues
must by default be limited to biopsy material.
It is thus of note, that our approach of
analyzing molecular features on one minute
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Table 2. Association between AZGP1 immunostaining results and prostate cancer phenotype in ERG-fusion negative and positive prostate
cancers

AZGP1 IHC result in ERG negative cancers AZGP1 IHC result in ERG positive cancers
o Negative Weak Moderate Strong p n Negative Weak Moderate Strong p
evaluable (%) (%) (%) (%)  values  evaluable (%) (o) (%) N
>
%‘0 All cancers 3,865 27.5 29.8 30.2 12.5 2,979 54.3 18.8 18.2 8.7
©
. —
m
% Tumor stage <0.0001 <0.0001
@)
5y
8 pT2 2,568 20.5 31.7 338 14.1 1,759 44.7 225 2238 9.9
<
@)
pT3a 818 35.9 28 254 10.6 814 63.8 144 135 8.4
pT3b 447 50.3 22,6 19.7 7.4 377 76.7 114 7.7 4.2
pT4 17 64.7 11.8 17.6 59 18 88.9 111 O 0
Gleason grade <0.0001 <0.0001
<313 840 15.8 34.8 34.2 15.2 658 39.7 26.3 237 10.3
314 2,164 24.7 30.7 321 12.5 1,762 515 19.4 19.8 9.3
413 633 42.5 235 234 10.6 442 81 7.7 6.3 5
>414 209 56.5 18.7 17.2 7.7 100 81 9 6 4
Lymph node <0.0001 <0.0001
metastasis
NO 2,186 29.2 28.9 29.6 12.3 1,637 58.6 173 159 8.2
N1 191 57.6 16.8 17.8 7.9 171 80.7 11.7 4.7 2.9
Preop. PSA <0.0001 <0.0001
level
(ng/ml)
<4 391 26.3 29.7 31.2 12.8 403 47.6 213 194 11.7
4-10 2,308 234 30 32.9 13.7 1,829 51.7 19.3 20.1 8.9
11-20 830 32.9 30.4 26.6 10.1 533 62.1 16.5 133 8.1
>20 303 45.5 26.7 18.2 9.6 178 73 14 10.7 2.2
Surgical <0.0001 0.0043
margin
Negative 3,089 253 30.3 31.7 12.7 2,339 52.7 188 194 9.1

Positive 704 36.6 28 24 11.4 588 60.4 17.7 146 7.3
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Figure 4. Association between AZGP1 expression and biochemical recurrence in (a) ERG-fusion negative cancers, (b) ERG-fusion positive

cancers, (c) PTEN normal cancers and (d) PTEN deleted cancers.

TMA tissue specimen, measuring 0.6 mm in
diameter, closely models the molecular
analyses of core needle biopsies where
comparable amounts of tissues are evaluated.
As our samples were not exactly taken from
the “worst” area of each tumor but randomly
from within a representative cancer area, it
appears possible, that our TMA spot is
similarly representative of a “donor cancer”
as a selected tumor containing ‘“real-live”
biopsy would be.

The large number of cancers analyzed in this
study enabled us to separately analyze the role
of AZGP1 in tumors of different molecular
subtypes, the most common of which is the
TMPRSS2:ERG gene fusion. Gene fusions
involving the androgen-regulated gene
TMPRSS2 and ERG, a member of the ETS
family of transcription factors, occur in about
50% of prostate cancers and result in strong

ERG protein overexpression.’” Our data
demonstrate for the first time, that reduced
AZGP1 expression was markedly more
frequent in ERG positive than in ERG negative
cancers. Finding such an inverse association
by two independent approaches for ERG
fusion detection
(immunohistochemistry/FISH) provides
strong support for the wvalidity of our
measurements. It is of note that inverse
associations cannot be caused by technical
issues leading to non-reactivity of a subset of
tissue samples to all analyzed biomarkers. This
finding is also in line with the study by
Massoner et al. who analyzed 92 prostate
cancers and described that AZGP1 appeared
downregulated in ERG positive cancers.®

Certain chromosomal deletions are tightly
linked to either positive or negative ERG
status. In particular, deletions at 3p13 and
10923 (PTEN) were found to be associated
with ERG positive cancers, while 5921 and



6ql5 were linked to ERG negative
cancers.”®**32 In earlier studies, we had
identified biomarkers that were significantly
linked to some of these genomic defined
subgroups. For  example, CRISP3
overexpression is strongly associated with
PTEN deleted ERG positive prostate
cancer.’® SPINK 1 expression is tightly linked
to 6ql5- and 5g21-deleted ERG negative
prostate cancers.** A strong link between
reduced AZGP1 expression and presence of
PTEN deletions was found in this study,
which was independent from the known
association between PTEN deletions and
ERG fusions. These findings are well in line
with recent analyses linking PTEN deletion
and function to AZGP1 expression.*! PTEN
is a multifunctional lipid phosphatase that
negatively regulates the phosphatidylinositol
(P1)23 kinase/AKT pathway. Reduced PTEN
function leads to increased AKT levels,
which — as recently shown — induces
increased GATA-2 expression.*
Furthermore, GATA-2 has been shown to
repress androgen  induced AZGPI1
expression.** Hence, our data provide strong
in vivo validation for a functional
relationship earlier identified in vitro. These
data further demonstrate the power of large-
scale TMAs for identification of functional
interrelations of molecular pathways. That
AZGP1 expression remained a strong
prognostic factor in cancer subgroups of
identical PTEN status further underscores the
prognostic potential of AZGP1 expression
analysis.

In summary, our study pinpoints AZGP1 as
a major prognosticator in prostate cancer,
which is largely independent of known
prognostic factors. We thus anticipate, that
AZGP1 expression analysis has the potential

for clinical routine application — either alone,
or more likely, in combination with other
biomarkers. On the RNA level, AZGP1 is
already part of a 68 gene signature.** that has
been recently brought to the market as a
commercial prostate cancer prognosticator.
Our large-scale tissue microarray approach
will continue to proof highly instrumental for
continuously identifying better combination
of prognostic biomarkers in the future.
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2. Darstellung der Publikation

2.1 Einleitung

Das Prostatakarzinom ist die bei Ménnern am hdufigsten auftretende Krebsart der westlichen
Gesellschaft. In Nord- und Westeuropa liegt die Inzidenz bei iiber 200/100.000 Méanner, doch
auch andere Regionen zeigen eine zunehmende Privalenz der Erkrankung. Das
Prostatakarzinom stellt die insgesamt dritthdufigste tumorassoziierte Todesursache bei
Minnern dar, verlduft aber dennoch klinisch meist indolent. Die verschiedenen
Therapieansitze reichen von aktiver und abwartender Uberwachung bis hin zu Einzel- und
Kombinationstherapien aus operativen Therapien, Strahlentherapien, Chemotherapien sowie
weiterer Verfahren einschlieBlich HIFU (Hochintensiver Fokussierter Ultraschall),
hormoneller und thermischer Behandlungen. Gerade im Hinblick auf die Vielzahl von
Therapiemoéglichkeiten sind eine genaue Diagnostik und zuverldssige Verlaufsprognose
essenziell [Jemal A et al, 2005, EAU 2016]. Doch obwohl die Erforschung von Biomarkern
zunehmend voranschreitet, besteht insbesondere in Anbetracht der hohen Pridvalenz der
Tumorerkrankung noch ein erheblicher Mangel an klinisch anwendbaren Prognosefaktoren.
Aktuell erfolgt die Klassifikation und Einteilung der Karzinome durch den Gleason-Score,
den prozentualen Tumoranteil in Biopsien und Gewebeproben, das Prostataspezifische
Antigen (PSA) und das klinische Stadium. Diese Kriterien reichen jedoch nicht aus, um eine
optimale individualisierte Therapie festzulegen und so eine Ubertherapie bzw. Untertherapie
zu vermeiden. Aus diesem Grund ist es notwendig, weiter nach klinisch anwendbaren
relevanten molekularen Markern zu forschen, welche eine noch zuverlédssigere Aussage iiber
die Aggressivitit von Prostatakarzinomen erlauben.

Bei dem Zink-bindenden Alpha-2-Glykoprotein (AZGP1) handelt es sich um ein 16sliches
Protein, welches den Fettabbau in Adipozyten anregt [Burgi et al. 1961, Frenette et al. 1987,
Bing et al. 2004]. Es wird physiologisch in verschiedenen Geweben exprimiert, hierunter
verschiedene Arten von sekretorischen Epithelzellen. Diese zeigen sich beispielsweise im
Gewebe der Brust, der Leber und der Prostata sowie in Speichel-, Bronchial-,
Gastrointestinal- und Schweilldriisen [Tada et al. 1991]. Dementsprechend findet sich
AZGP1 in den meisten Korperfliissigkeiten [Ohkubo et al. 1990]. Die Ausbildung von
AZGP1 zeigt sich auch in verschiedenen Tumoren wie beispielsweise Prostatakarzinomen,
Mammakarzinomen und Cervixkarzinomen [Henshall et al. 2006, Diez-Itza et al. 1993,
Dubois et al. 2010, Freije et al. 1991, Abdul-Rahman et al. 2007]. Im Zusammenhang mit
Prostatakarzinomen war AZGP1 erstmalig 1990 analysiert worden [Gagnon et al. 1990].
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Seitdem haben einige Autoren die Expression von AZGP1 in normalem und tumordsem
Prostatagewebe erforscht und einen mdglichen Zusammenhang zwischen reduzierter
AZGP1 Expression und hohem Gleason-Score sowie fortgeschrittenem pathologischen
Tumorstadium hergestellt [Henshall et al. 2006, Yip et al. 2011, Lapointe et al. 2004,
Descazeaud et al. 2006]. In mehreren Studien wurde zudem ein Zusammenhang zwischen
niedriger Expression und ungiinstigem klinischen Verlauf vermutet. Die Ergebnisse dieser
Studien beruhten auf der Auswertung von Patientengruppen mit bis zu 228 Patienten
[Henshall et al. 2006, Gagnon et al. 1990, Yip et al. 2011, Lapointe et al. 2004, Descazeaud
et al. 2006, O’Hurley et al. 2010, Mills et al. 2012]. Eine der Studien verwendete ein Panel
aus drei Proteinbiomarkern, einschlieBlich AZGP1, zur Prognose von Prostatakarzinom
assoziierten Todesursachen [Severi et al. 2014].

Diese vielversprechenden Analysen waren der ausschlaggebende Grund dafiir, eine
ausgiebigere Analyse der klinischen Auswirkung von AZGP1 auf Prostatakarzinome
durchzufiihren. Die folgende Studie soll die bestehenden Erkenntnisse ergéinzen und des
Weiteren feststellen, ob die Rolle der AZGP1-Expression als Prognosefaktor auf spezielle
klinische oder molekulare Untergruppen von Prostatakarzinomen begrenzt ist. Zu diesem
Zweck wurde ein bereits bestehender Tissue Microarray (TMA) verwendet. Dieser enthilt
iiber 11.000 Gewebsproben von Prostatakarzinomen sowie klinische Verlaufsdaten und eine
zugehorige molekularer Datenbank. Basierend auf unseren Daten war die reduzierte
Expression von AZGP1, unabhéingig von bestehenden klinisch-pathologischen Faktoren, ein

bedeutsamer Prognosefaktor von PSA-Rezidiven in Prostatakarzinomen.
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Patienten

Fiir die vorliegende Arbeit standen Priparate von 11.152 Patienten zur Verfiigung, bei denen
zwischen 1992 und 2011 in der Urologischen Klinik und der Martiniklinik im
Universitdtsklinikkum  Hamburg-Eppendorf (UKE) eine radikale Prostatektomie
durchgefiihrt wurde. Klinische Verlaufsdaten lagen nach einer medianen Verlaufskontrolle
nach 31,2 Monaten fiir insgesamt 9.695 Patienten vor. Die Gewebsproben wurden nach
einem Standardverfahren analysiert, in welchem die gesamte Prostata zur histologischen
Begutachtung aufgearbeitet wurde [Schlomm et al. 2008, Kononen et al. 1998].
Représentative Gewebsproben eines jeden Patienten lagen auf insgesamt 24 TMA Blocken
mit jeweils 144 bis 522 Gewebszylindern von 0,6 mm Durchmesser vor.

Die mit diesem TMA verkniipfte molekulare Datenbank erhdlt Ergebnisse iiber die ERG-
Expression, die Break Apart ERG FISH Analyse sowie den Deletionsstatus von CHD1
(5921), MAP3K7 (6q15), PTEN (10923) und FOXP1 (3p13) Tumoren [ Weischenfeldt et al.
2013, Minner et al. 2011, Burkhardt et al. 2013, Kluth et al. 2013, Krohn et al. 2012, Krohn
et al. 2013].

2.2.2 Immunhistochemie

Die frisch bearbeiteten TM A Abschnitte wurden in einem Experiment innerhalb eines Tages
immungefarbt. Eine ausfuhrlichere Beschreibung des IHC-Protokolls ist in der beigefiigten
Originalpublikation dargestellt. Der primdre AZGPI1-spezifische Antikorper (rabbit
polyclonal antibody, Proteintech Group, Chigaco, USA; cat#13399-1-AP) wurde in einer
Verdiinnung von 1:1800 verwendet. Der gebundene Antikdrper wurde anschlieBend mit dem
EnVision Kit (Dako, Glortrup, Denmark) nach den Anweisungen des Herstellers sichtbar
gemacht.

Die endgultige Auswertung erfolgte nach einem standardisierten System. Dieses hat sich in
der Vergangenheit bewahrt, um zu prufen, ob Zusammenhange zwischen molekularen
Markern und Tumor Ph&notyp oder klinischem Outcome bestehen. Hiernach wurden
folgenden Kriterien verwendet: Tumore ohne Farbung wurden als ,,negativ* eingestuft. Als
,schwach® wurden Gewebszylinder mit einer Farbintensitdt von 1+ in < 70% der
Tumorzellen oder 2+ in < 30% der Tumorzellen bezeichnet. Als ,,moderat* wurden

Karzinome mit einer Anfarbung von 1+ in > 70% der Tumorzellen gewertet, einer Farbung
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von 2+ in >30% und < 70% der Tumorzellen oder 3+ in < 30% der Tumorzellen. Das
Ergebnis wurde als ,,stark® eingestuft sofern eine Farbintensitdt von 2+ in >70% der
Tumorzellen oder von 3+ in > 30% der Tumorzellen vorlag [Dancau et al. 2010, Simon et
al. 2010].
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2.3 Ergebnisse

Ein auswertbarer AZGP1 Befund lag in insgesamt 8.510 (76,3%) der mittels
immunhistochemischem Verfahren untersuchten Gewebeproben vor. 2.642 (23,7%) Fille
wurden aufgrund von mangelndem Gewebe oder nicht eindeutig als Karzinom
klassifizierbarer Zellen von der Auswertung ausgeschlossen. Die Férbung zeigte sich im

Zytoplasma mit einer verstarkten Intensitdt am luminalen Rand der Karzinomzellen.

In gutartigem Prostatagewebe fand sich eine méBige bis starke Expression von AZGP1. Im
Gegensatz dazu zeigte sich in 38,0% aller verwertbaren Prostatakarzinomproben ein AZGP1
Verlust.  Eine ausfiihrlichere Darstellung der Ergebnisse ist in der beigefiigten
Originalpublikation zu finden. Im Wesentlichen lagen die folgenden Ergebnisse vor:

1. Ineinem Subset von Prostatakarzinomen besteht ein Expressionsverlust von AZGP1.

2. Der Verlust der AZGP1-Expression ist assoziiert mit ERG-positiven Tumoren.

3. Unabhéngig vom ERG Status zeigt sich ein Zusammenhang zwischen niedriger
AZGP1-Expression und fortgeschrittenem Tumorstadium, hohem Gleason Score,
positivem Lymphknotenbefall, hohen prioperativen PSA-Werten und frithzeitigen
PSA-Rezidiven.

4. Es besteht ein Zusammenhang zwischen verminderter AZGP1 Expression und PTEN
Deletionen.

5. Die prognostische Aussagekraft des Expressionsverlustes von AZGP1 bleibt auch
unabhéngig von etablierten klinisch-pathologischen Variablen und PTEN Status

bestehen und geht mit einer schlechten Prognose einher.
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2.4 Diskussion

In der von uns durchgefiihrten Studie erwies sich der Verlust der AZGP1 Expression als ein
aussagekriftiger Prognosefaktor von ungiinstigen klinischen Verldufen beim
Prostatakarzinom, unabhingig von etablierten klinisch-pathologischen Faktoren und
molekularen Markern.

Unsere Ergebnisse zeigten einen Anteil an AZGP1-negativen (38%) und schwach-positiven
Gewebeproben (25%). Dies ist ein insgesamt hoherer Anteil, als er sich in vorangegangenen
Studien gezeigt hatte, die mit Fallzahlen zwischen 24 und 826 Prostatakarzinomen arbeiteten
und in denen entweder GroBschnitte (27-46%) oder TMAs mit mehreren Stanzen pro Tumor
verwendet wurden (7-53%) [Henshall et al. 2006, Gagnon et al. 1990, Lapointe et al. 2004,
O’Hurley et al. 2010, Hale et al. 2001]. Diese Abweichungen lassen sich moglicherweise
darauf zuriickfithren, dass eine AZGP1 Heterogenitit vorliegen konnte, fiir unsere
Auswertung jeweils aber nur eine Probe pro Tumor entnommen wurde. Eine andere
mogliche Erkldrung liegt darin, dass Unterschiede in den verwendeten Antikdrpern, dem
Scoring-System oder den experimentellen Bedingungen der Studie vorliegen. Das
angewendete Verfahren mit der Auswahl einer représentativen Probe pro Tumor zum
Nachweis von signifikanten Assoziationen auch im Falle von heterogenen Markern hat sich
jedoch bereits in zahlreichen Studien bewéhrt [Tennstedt et al. 2012]. Des Weiteren passt
unsere Héiufigkeit von Fillen mit starker AZGP1 Expression in gutartigem Prostatagewebe
zu den Ergebnissen fritherer Analysen [Gagnon et al. 1990, O’Hurley et al. 2010, Hale et al.
2001].

Die erfolgreiche Auswertung von iiber 7000 Prostatakarzinomen mit klinischen
Verlaufsdaten identifiziert AZGP1 als hochwertigen prognostischen Biomarker. Bedenkt
man die signifikanten Unterschiede in der Expression von AZGP1, welche einen
Zusammenhang mit dem PSA-basierten rezidivfreien Uberleben iiber 60 Monate
postoperativ zeigen, so muss AZGP1 als einer der stirksten vorhandenen Biomarker des
Prostatakarzinoms betrachtet werden, vergleichbar mit PTEN Deletionen [Krohn et al. 2012]
und p53 Verdnderungen [Schlomm et al. 2008]. Dies wird auch dadurch bestétigt, dass
bereits mehrere Studien mit niedrigeren Fallzahlen zwischen 48 und 227 Patienten
gleichfalls eine Assoziation zwischen einer ungiinstigen Prognose und einem Verlust bzw.
Reduktion der AZGP1 Expression hergestellt haben [Yip et al. 2011, Lapointe et al. 2004,
Descazeaud et al. 2006, O’Hurley et al. 2010, Hale et al. 2001, Byrne et al. 2009]. Generell
werden zunehmend Zusammenhénge zwischen dem Lipidstoffwechsel und der Entwicklung

von Krebszellen gefunden. Die genaue Ursache fiir die Beziehung zwischen dem Verhalten

18



von Tumorzellen und einem Protein, das den Lipidabbau in Adipozyten fordert, ist hierbei
jedoch noch unbekannt [Zadra et al. 2013].

Der prognostische Wert von AZGP1 als klinischer Marker wird auch durch unsere
multivariate Analyse bestdtigt. In sémtlichen Analysen der verschiedenen Kombinationen
von pra- und postoperativ verfligbaren Variablen zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang
zwischen einer verminderten AZGP1 Expression und friih auftretenden PSA Rezidiven.
Sollte AZGP1 als klinischer Marker kiinftig standardméBig zur Festlegung der Therapie von
Prostatakarzinomen herangezogen werden sollen, so wird die Festlegung des AZGP1 Status
anhand von Biopsiegewebe erfolgen miissen. Der von uns angewandte TMA ist mit den
Gegebenheiten einer gezielten Biopsie vergleichbar, da die ausgewerteten Proben aus
randomisierten Karzinomregionen entnommen wurden und nicht speziell aus den Arealen
mit dem signifikantesten Karzinomanteil.

Die grofle Anzahl an Karzinomen, welche im Rahmen dieser Studie ausgewertet wurden,
ermoglichte es uns zu analysieren welche Rolle AZGP1 in Tumoren mit verschiedenen
molekularen Untergruppen spielt. Eine der Bekanntesten ist hierbei die Fusion des androgen
gesteuerten Gens TMPRSS2 mit ERG, einem Mitglied der Familie der ETS
Transkriptionsfaktoren. Diese Genfusionen tauchen in etwa 50 % der Prostatakarzinomen
auf und verursachen eine ausgeprigte Uberexpression des ERG Proteins [Tomlins et al.
2005]. Die Ergebnisse unserer Studie zeigten, dass die reduzierte AZGP1 Expression
deutlich héufiger in ERG-positiven als ERG-negativen Karzinomen auftritt. Die
Stichhaltigkeit unserer Auswertungen wird auch dadurch bekriftigt, dass sich dieses
Ergebnis in zwei voneinander unabhidngigen Methoden zum Nachweis einer ERG Fusion
darstellen liel (Immunhistochemie/FISH). Unsere Erkenntnisse deckten sich auch mit einer
Studie von Massoner et al. (2013), in der 92 Prostatakarzinome analysiert wurden. Darin
zeigte sich, dass AZGP1 in ERG-positiven Karzinomen verringert vorzukommen scheint.
Einige chromosomale Deletionen sind eng mit entweder positivem oder negativem ERG
Status verkniipft. Insbesondere Deletionen auf 3p13 und 10923 (PTEN) konnten mit ERG
positiven Karzinomen assoziiert werden, 5q21 und 6gl5 zeigten hingegen eine Verbindung
mit ERG negativen Karzinomen [Krohn et al. 2012, Berger et al. 2011, Taylor et al. 2010,
Lapointe et al. 2007]. In einigen vorangegangenen Studien aus der UKE Pathologie waren
auch Biomarker gefunden worden, welche in enger Verbindung mit einigen der genannten
Untergruppen stehen. So ist beispielsweise die Uberexpression von CRISP2 stark mit ERG
positiven Karzinomen assoziiert, in denen PTEN Deletionen bestehen [Grupp et al. 2013a].

Auch besteht ein enger Zusammenhang zwischen der Expression von SPINKI und
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Deletionen von 6g15 und 5921 in ERG negativen Prostatakarzinomen [Grupp et al. 2013b].
Wir hatten in unserer Studie einen Zusammenhang zwischen verminderter AZGP1
Expression und PTEN Deletionen gezeigt. Dieser war unabhéngig von der bekannten
Korrelation zwischen ERG Fusionen und PTEN Deletionen. Damit passen unsere
Ergebnisse gut zu anderen bestehenden Analysen, in denen die Deletionen und Funktionen
von PTEN mit der AZGP1 Expression assoziiert werden [Choucair et al. 2012]. PTEN ist
eine multifunktionale lipide Phosphatase welche eine Rolle in der Regulation des
Phosphatidylinositol(PI)23 Kinase/AKT Signalweges spielt. Eine Einschrinkung der PTEN
Funktion fiihrt zu erhohten Mengen von AKT, was wiederum eine erhohte GATA-2
Expression bewirkt [Wang et al. 2012]. GATA-2 kann nachweislich die Expression von
androgen induziertem AZGP1 hemmen [Bohm et al. 2009]. Unsere Daten bekréftigen in vivo
den in vitro bereits hergestellten Zusammenhang zwischen den genannten Markern. Diese
Ergebnisse demonstrieren erneut die Eignung groB3 angelegter TMAs zum Aufzeigen der
funktionellen Beziehung zwischen molekularen Signalwegen.

In unserer Studie hat sich AZGP1 als vielversprechender Prognosefaktor fiir
Prostatakarzinome erwiesen. Auch in Untergruppen mit identischem PTEN Status bestand
eine starke Aussagekraft. AZGP1 war weitestgehend unabhéngig von bisher etablierten
klinischen Faktoren. Potenziell konnte AZGP1 in Zukunft daher Teil von klinischen
Routineanwendungen werden, entweder allein oder zusammen mit anderen Biomarkern. Auf
der RNA Ebene wird AZGP1 bereits als Teil eines kommerziellen Prostatakarzinom
Prognosekits mit 68 Gensignaturen angewendet [Nakagawa et al. 2008]. Durch die
Anwendung des UKE Prostatakarzinom Tissue Microarrays werden auch in Zukunft

zunehmend verbesserte Kombinationen von Biomarkern identifiziert werden.
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2.5 Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist die hdufigste Tumorerkrankung bei Mannern in der westlichen
Gesellschaft und die insgesamt dritthdufigste Todesursache bei krebsassoziierten
Erkrankungen des Mannes. Dennoch besteht weiterhin ein Mangel an klinisch anwendbaren
prognostischen molekularen Markern. Als moglicher Prognosemarker bietet sich das am
Fettstoffwechsel beteiligte Zink-Alpha 2-Glykoprotein (AZGP1) an. Ziel der Studie war es,
die klinische Relevanz der AZGP1-Expression in Korrelation mit Prostatakrebszellen und
bekannten genetischen Schliisselmarkern zu erforschen. Dazu wurde die AZGP1-Expression
immunhistochemisch an einem Gewebemikroarray aus 11.152 Prostatatumoren untersucht.
Die Ergebnisse wurden auch mit verfligbaren Daten aus vorigen Studien zum ERG-Status
sowie PTEN, 3p13, 5921 und 6q15 Deletionen verglichen. Die AZGP1-Expression war in
benignen Prostatadriisenzellen stark ausgeprégt, jedoch in 38,0% von 8.510 auswertbaren
Prostatakarzinomen nicht vorhanden. Die Verminderung der AZGP1-Expression war in
FISH und immunhistochemischen Analysen mit der TMPRSS2-ERG Fusion assoziiert
(jeweils p<0,0001). So war AZGP1 in 54,6% von 2.029 ERG immunhistochemisch positiven
Karzinomen, jedoch nur in 28,1% von 2398 ERG negativen Tumoren nicht nachweisbar.
Unabhingig des ERG Status war die verminderte AZGP1-Expression auch eng mit einem
hohen Gleason-Score, fortgeschrittenem histologischem Tumorstadium,
Lymphknotenmetastasierung und frithzeitigem PSA-Wiederanstieg verkniipft. Die
verminderte AZGP1-Expression ging zudem signifikant mit PTEN Deletionen einher. Die
AZGP1-Farbung fehlte in 62,7% der 842 Karzinome mit PTEN Deletionen, jedoch nur in
37,3% der Karzinome ohne PTEN Deletion. Die AZGP1-Expression hatte jedoch auch
unabhingig vom Status der PTEN Deletion eine starke prognostische Aussagekraft.
Ebenfalls war die AZGP1-Expression als prognostischer Marker unabhingig von Gleason-
Score, pT Stadium, pN Stadium, chirurgischem Absetzungsrand und préoperativem PSA
Wert. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Studie, dass eine verminderte AZGP1-
Expression, unabhédngig von etablierten klinisch-pathologischen Parametern und PTEN

Deletionen, mit einer ungiinstigen Prognose von Prostatakarzinomen verkniipft ist.
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2.6 Abstract

Zinc-alpha 2-glycoprotein (AZGP1) is involved in lipid metabolism and was suggested as a
candidate prognostic biomarker in prostate cancer. To evaluate the clinical impact and
relationship with key genomic alterations in prostate cancer, AZGP1 expression was
analyzed by immunohistochemistry on a tissue microarray containing 11,152 prostate
cancers. Data on ERG status and PTEN, 3p13, 5921 and 6q15 deletions were available from
earlier studies. AZGP1 expression was strong in benign prostatic glands but absent in 38.0%
of 8,510 interpretable prostate cancers. Reduced AZGP1 expression was associated with
TPMRSS2:ERG fusions, both by FISH and immunohistochemical analysis (p<0.0001 each).
For example, AZGP1 was absent in 54.6% of 2,029 ERG IHC positive but in only 28.1% of
2,398 ERG negative cancers. Irrespective of the ERG status, reduced AZGP1 expression was
tightly linked to high Gleason score, advanced pathological tumor stage, positive nodal
status and early PSA recurrence (p<0.0001 each). Reduced AZGP1 expression was also
strongly associated with PTEN deletions. AZGP1 immunostaining was lacking in 62.7% of
842 PTEN deleted but in only 37.3% of PTEN non-deleted cancers but retained strong
prognostic influence in both subgroups (p<0.0001 each). The prognostic role of AZGP1
expression was also independent of Gleason score, pT stage, pN stage, surgical margin status
and preoperative PSA, irrespective of whether preoperative or postoperative variables were
used for modeling. In conclusion, the results of our study demonstrate that reduced AZGP1
expression is strongly related to adverse prostate cancer prognosis, independently of

established clinic-pathological variables and PTEN deletions.
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