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Lysophosphatidylchaoline acyltransferase 1 (LPCAT1) has been sugpested to playa rolein can-
cer. To assess its mle in prostate cancer, LPCAT] expression was analyzed ona tissue micro-
army containing samples from 11,152 prostate cancer patients. In benign prostate glands,
LPCATI immunostaining was absent or weak. In prostate cancer, LPCAT1 positivity was
found in 73 8% ofE7E6 interpretable tumors including 29 2% with strongexpression. Inaeased
LPCATI expression was assodated with advanced tumor stage (pT3h/T4) [ p < 00001), high
Gleason soore (=4 + 4)( p«< 0.0001), positve nodalinvolvernent | p= 0.0003), positive surgcal
rnargin (p = 0.0008), and early PSA recurrence (p < 0.0001). High LPCAT1 expression was
strongly inked to ERG-fusion type prostate cancer. Strong LPCATI staining was detected in
45 3% of ERG positive but in anly 16. 7% of ERG negative tumors | p < 0.0001). Within ERG nega-
tive cancers, LPCATI staining was strongly inaeased within the subgroup of FTEN deleted
cancers | p < 0L0001). Further subgroup analyses revealed that associatons of high LPCAT1
expression with PSA recurrence and unfavorable tumor phenotype were largely driven by
ERGnegative cancers | p < 000001) while these effects were substantially mitigated in ERG pos-
itive cancers | p = 0.0073). The prognostic impact of IPCAT1 expression was independent of
histological and clinical parameters. [tis concluded, that LPCAT1 measurement, either alone
ar in combination, may be utilized forbetier clinical dedsion-making. These data also high-
light the potentially important role of lipid metabolism in prostate cancer biology.
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L Introduction

Prostate cancer represents & major cause of cancer-related
mortelity and morbidity (Siegel et al, 2013). In consequence
of the clinical and histological heterogeneity of prostate can-
cer, possible trestment options vary from active surveillance
to surgical or radistion therapy. As the common pre-
operative prognostic parameters Glesson grade, tumor extent
an biopsies, preoperative PSA end clinical parameters &re not
satisfactory for optimal individual trestment decimons, the
identification of novel biomarkers reflecting the tumor aggres-
siveness are desperately needed.

Alterations in lipid metzbolism affect numerous cellular
processes that are relevant for mneer biology, including cell
growth, proliferation, differentiation and motlity (Santos
and Schulze, 2012). Lysophosphatidyldholine acyltransferase
1(LPCAT]) is a key enzyme of the Lands cycle that contributes
to the synthesis of diverse individuzal phosphatidylcholine
spedmens, which &re prominent constituents of eukaryotic
membranes and major structural festures of serum lipopro-
tems (Kent, 2005). LPCATI has physiological roles in the lung
where it generates the component dipalmitoyl phosphatidyl-
choline of pulmonary surfactent (Bridges et al., 2010; Chen
et al, 2006; Maksnishi et =l., 2006), in non-inflammeatory
platelet-activation factor remodelng pathway (Harsyamsa
etal, 2008) and in retinal photoreceptor homeostasis (Cheng
etal., 2009)

Omly recently, overexpression of LPCAT] has zlso been
described in human malignancies, such & buman colorectsl
cancer (Menalle etal, 2008). Fundionel anelysesin colon can-
cer cell lines had also demonstrated that overexpressed
LPCATI results in & signifimnt growth advantage Mansills
etal., 2009)

In one recent study elevated LPCAT 1 expression was also
found in prostate cancer and an association of LFCATI expres-
gsion levels with PSA recurrence was suggested in a cohort of
148 patients (Zhou et al., 2013).

To further evaluate the potential of LPCAT1 &5 & clinically
relevant prognostic prostate cencer biomarker, end to search
for possible associations with molecularly defmed cancer sub-
groups, & preexsting tissue microarray (TMA) containing
11,152 prostate cancer specimens with follow-up data and
stteched molemlsr informetion was analyzed for LPCATL
expression. Our dats identify high LPMCATI expression as a
strong and independent prognostic biomarker of early PSA
TeCUITENCE in prostate Camcer.

A Mawrials and methods
2.1 Patients

Radical prostatectomy specimens were available from 11,152
patients, undergoing surgery between 1992 and 2011 &t the
Department of Urclogy, and the Martini Clinics at the Uni-
versity Medical Center Hamburg-Eppendort. Follow-up datz
were available of 9695 patients with & median follow-up of
36.8 months (range: 1-228 months; Table 1). Prostate specific
antigen walues were measured following surgery and

Table 1 — Composition of the prognostic tmue microarmay
unti.ni.n; 11,152 [prvestate camcer ?-ﬂilm:-.

Mo. of patients
Study cohort on Biochemiczl relapse
TMA (n=11,15% among categories (i=1824)
Follow-up {mo)
Mean 534 -
Median 368
L
<50 318 49
5060 2768 460
G0—70 6548 1081
=70 143 232
Pretreatment FSA (ng'ml)
=i 14 142
4—10 6735 8
1020 2159 51
=20 720 309
PT categary (AJOC, 2002)
pT2 7370 570
pT3a 2408 SH7
pTab 13262 618
pT4 63 49
Gleason grade
<3 43 2859 19
344 1565 573
443 6183 248
=4 44 ] 208
PH category
pHO 6117 1126
P4 561 91
Surgleal margin
Negative 2984 1.146
Posithve 1370 642

Wote: Numbers do not always add upto 11,152 inthe different cat-
emries because of cases with missing data Abbreviation: AJCC,
American Joint Committes on Cancer.

recurrence was defined as a postoperative PSA of 0.2 ng'mil
and rising. All prostate specimens were analyzed according
to & standard procedure, including complete embedding of
the entire prostate for histological analysis (Erbersdobler
et al, 2002). The Glesson score had been disgnosed in the
prostetectomy specimens. The TMA manufactunng process
was described esrlier in detail (Mirlacher and Simon, 2010).
In short, one 0.6 mm core was taken from & representative
tissue block from each patient The tissues were distributed
among 24 TMA blocks, each contzining 144 to 537 tumar
samples. Presence ar absence of cancer tissue was validated
by immunchistochemical AMACE and 34BE12 anzlysis on
edjacent TMA sectons. For internzl controls, each TMA
block &lso contained warious control tissues, induding
normal prostate tissue. The maoleculsr datebase attached to
this TMA conteined results on ERG expression in 9,628,
ERG bresk zpart fluorescence m-situ hybridization (FISH)
analysis in 6106 (expanded from Minner et al. (2011a)), and
deletion status of 5q21 in 3037 (Burkhardt et al., 2013}, 6q15
in 3528 (extended from Kluth et al. (2013)), PTEN in 6130
(Erobn et al, 2012), and 3pl? in 1230 (unpublished data)
tumors.
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2.2, Immunohistochemistry

Freshly cut TMA sections were immunostemed in one day and
in one experiment. Primary antibody specific for LPCATL (rab-
bit, ProteinTech; &t 1/1350 dilution) was spplied, slides were
deparaffinized and exposed to hest-induced antigen retrieval
for 5 min in an autoclave & 121°C in pH 78 Tos-EDTA-Citrate
buffer. Bound antibody was then visualized using the EnVision
Kit (Dako). LPCAT1 steining was anelyzed by one person (KG)
experienced in immunchistochemisty. LPCAT1 steining was
eveluated acoording to the follbwing scoring system: The stein-
ing intensity (0, 1+, 2+, and 3+) and the frection of positive t-
mor cells were remorded for esch tissue spot. A finsl score was
built from these two parameters accomding to the following
estehlished soore, &5 previously described (Grupp et al, 2013;
Minner et &l., 2011b.c; Muller et al, 2013) Megative scores had
ahsence of LBCAT steining, weskscores had staining intensity
of 1+ in <7f% of tumor cellsor steining intensity of 2+ in <30%
of tumaor cells; moderate scores had staining intensity of 1+ in
=70 of tumaor cells, staining intensity of 24+ in =30% but in
<7 of umar cells or steinin g intensity of 3+ in <30% of tumaor
cells; strong scores had staining intensity of 2+ in >70% of tu-
mor cells or staining intensity of 3+ in =30% of tumor— cells.

2.3 Statistics

Stetistical mlculations were performed with JPM 9 software
(SAS Imstitute Inc, MC, USA). Contingency tzbles and the
chi*-test were performed to search for associations between
molecular parameters and tumor phenotype. Survival curves
were calculated sccording to Ezplan-—Meier. The Log-Rank
test wes epplied to detect significent survival differences be-
tween groups. COX proportional hazards regression analysis
was performed to test the statistical independence and signif-
icance betw een pathological, moleculsr end clinical varishles.

3. Resules
3.1. Technical issues

A total of 2366 of 11,152 (212%) tissue CoTes Were nan-
informative for LPCAT1 immunohistochemistry due to the
complete ladk of tissue or absence of unequivocal mncer ells
on individuzl TMA spots.

3.2 Immunohistochemistry of LPCAT1

LFCAT1 expression in epithelial cells wes - if present - gener-
ally oytoplasmic and occasionally showed & granular pattern.
In prostate cancers, 6482 of our 8786 interpretzble tumors
(73.8%) showed positive LPCAT1 immunostzining, which
was considered wesk in 17.7%, moderate in 26.9% and strong
in 29 7% of cases. Representative images of LPCATI expres-
sion n benign and cncerous prostate tissue are given in
Figure 1. Increzsed LPCAT1 expression wes significantly
linked to advanced pathological tumor stage (pT3WT4)
(p < 0.0001), high Glesson scare (=4 + 4) [ p < 0.0001), positive
nodal involvement (p = 0.000Z) and positive surgice] margin
[ p = 0.0005) if a1l tumors were analyzed (data not shown).

33. Relationship with fusion type in prostote cancer and
ERG protein expression

To evehiate whether LPCATI expression is linked to fusion
type in prostete cancer, our pre-existing datebase including
dets on ERG-fusion stetus obtained by FISH in 5414 patients
and by [HC in 8526 tumaors with aveilable LPCAT 1 expression
dats was used Strong LPCATI expression wes significantly
essociated with TMPRSSZ-ERG fusion type (p < 0.0001). Strong
LPCATI expression was seen in 1104 of 2454 (44 3%) cancers
with ERG resrrenpgement detected by FISH but in only 471
of 2920 (16.1%) mncers without ERG rearrangement
(p « 0.0001, Figure ¥). Accordingly, strong LPCATI staining
was detected in 1707 of 3765 (45.3%) tumaors with ERG expres-
gion positivity but in only 784 of 4761 (16.7%) cancers with ERG
expression negetivity by IHG ( p < 0.0001, Figure ). The zsso-
dations reteined its significance in subset analysis of tumors
with & Glezson grade <3 + 3,3+ 4,4 + 3, and >4+ 4 Further-
maore, associations with tumor phenotype and clinicel cancer
features were separately analyzed in the subsets of ERG posi-
tive and negative prostate cancers (Tebles2 and 3). In 4761 ERG
negetive cancers, high LPCAT1 expression wes significantly
essociated with edvanced tumor stege, high Gleason grade,
positive nodal involvement | p < 00001 each) and positive sur-
gicel mergin (p = 0.006). LFCAT1 immun osteining was only
gsignifi@ntly linked to advanced Gleason grade (p < 0.0001)
in 3765 ERG positive prostate cancers, however.

34. Relafionship with key genomic deletions associated
with distnct subgroups of prostate cancers

Earlier studies had provided evidence for distinct maolecular
subgroups of prostete cancers defined by TMPRSS2-ERG fu-
sions &nd several genomic deletions. We and others had
described a strong link of FTEN &nd 3pl3 deletion to ERG pos-
itivity and of 5921 and 6q15 deletions to ERG negativity (Berger
et al, 2011; Burkhardt et al, 2013; Kluth et al., 2013; Krohn
etal, 201, Lapointe et al., 2007; Taylor et al, 2010). To study,
whether LPCAT 1 expression might be associated with one of
these genomic deletions, LFCAT1 [HC results were compared
with preexdsting findings on deletons of PTEN, 3pl3, 6q15
and 5qZl. In Bll cencers, deletions at FTEM znd 3q13
were significantly lmked to ncresse LPCAT1 expression
(p < 0.0001, p = 0.0028) while deletions at 6q15 were associ-
ated with slightly reduced LPCAT1 expression (p = 0.0395,
Figure 3} Besed on the strong associations of both LFCAT1
end these deletions with ERG status, such essociztions were
expected in mixed cohorts. It wes thersfore not surprising,
that none of these essociations was reteined within ERG pos-
ttive cancers (Figure 4). However, & stron g positive sssociation
between LPCAT 1 expression and PTEN deletions was retained
in ERG negstive cancers ( p < 0.0001, Figure 5). In the seme
subgroup, stEtstimlly significent associztions were zlso
ohserved between LPCAT] and 6q15 as well as 5921 deletions
(p=0.00052nd p = 0.0065), elthough the differences in sbhso-
lute numbers were small for these deletions. Additonsl anal-
ysis revealed that these associstions mostly retsined its
signifimnce in subset analysis of tumaors with & Glezson grade
“3+3,3+ 4,4+ 3 and >4+ 4 although the absolute number
of analyzshle tumors was rather small.
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3.5 Prognostic role of LPCAT1 expression

Follow-up date were availeble for 7620 patents with informea-
tive LBCATL data. The prognosticrole of Glesson gradeis given
for this patient subset n order to demonstrate the overall val-
idity of our follow-up data (p < 0.0001, Figure 64). LPCAT1 was

=il DO =i 0001
= sirong 100
= moderale ﬁ
S z 80
E.g -
2k 40
3
g =
&
o+ | - , -
ERG non- ERG ERG neg ERG pos
break  break (n=d4, 781} (n=3,TE5)

{=2.520) r=2.404)

Figure 2 — Relationship of LPCATI expression with ERG-fusion
prohed by fuorescence n-situ hybridization analysis amd
inmnmhimdluﬁ:urhﬂ.lpmahuum

related to early biochemical recurrence in the analysis of
gll cencers (p < 0.0001, Figure &8). This zssodation wes partic-
ularly evident in 4102 ERG negstive cancers (p = 0.0001,
Figure 6C) but was only marginal in 3283 ERG positive cancers
[ p=0.0073, Figure 6D). Another anzlysis stratifying socording
to the FTEN deletion status revealed that LPCAT 1 expression
was significantly associated with prognosis in the subgroup
of 3627 FTEN non-deleted cancers (p = 0.0045, Figure 6E) but
not in the smaller subset of 846 PTEN deleted cancers
( p = 0.6502, Figurs £F),

36, Multivariate analysis

Four multivariate enelyses were performed evalusting the
clinical relevance of LPFCAT 1 expression in different scenarios
(Tzhle 4) Mo 1 was utilizing zll post-operatively avzilzble pa-
remeters including pT, pM, margin status, pre-operative PSA
velue end Glesson grade obtained on the resected prostate.
Scenario 2 included zll postoperatively availzhle parameters
with the exception of the lymph node status. The rational
for this approach was that lymphadenectomy is not & routine
procedure in the surgical therapy of prostate cancer and that
excluding the nodzl status in multivariate enelysis increzses
case numbers. The next two scenarios tried to better model
the pre-operative situation. Scenario 3 included the LPCATI
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Table 2 — Asociations between LPCATI expression results and ERG negative prostate cancer phenotype.

Parameter n Evaluable LPCAT1 [HC result p value
Negative (%) Weak (%) Moderate (%) Strong (%)

All cancers 4761 B3 183 2466 16.68

Tumor stage

pT2 2% @7 2.12 2341 1374 <0.0001

pT3a 958 %12 18.16 2547 20.25

pT3b 532 556 16.17 3045 27.82

pT4 28 s -] 2143 2857

Gleason grade

<343 1112 52.16 18.15 179 10.79 <0.0001

344 2646 \/7 20.26 24387 16.18

443 7 23 17.4 3122 2

2444 2 2024 15.48 294 313

Lymph node metastasis

NO 2691 654 19.73 512 1821 <0.0001

N+ 26 20.76 17.37 %44 254

Surgical margin

negative 3318 4035 18.46 2438 1582 0.006

positive 856 x5 1857 %582 208

expression, pre-operative PSA, clinicalstage (¢T) and the Glea-
son grade obtained on the prostatectomy specimen. However,
the pre-operative determination of a tumors Gleason grade is
subject to sampling errors and therefore results in under
grading in more than one third of cases (Epstein et al, 2012).
Because the post-operative Gleason grade thus varies from
the pre-operative Gleason grade, another multivariate anal-
ysis was added as scenario 4. In this scenario, the pre-
operative Gleason grade obtained on the original biopsy was
combined with pre-operative PSA, dinical stage and LPCAT1
expression. If all tumors are analyzed, all four scenarios sug-
gestatendency towards LPCAT1 representing an independent
predictor of prognosis, espedally in scenarios 3 and 4 using
preoperative parameters. Subgroup analyses further revealed
that independent prognostic value was found in both ERG

negative and positive cancers if preoperative parameters
were used (Table 4b and c). In multivariate analysis induding
paremeters that are availableaftersurgery, independent prog-
nostic relevance of LPCAT1 was found in ERG positive prostate
cancers only (Table 4c).

4. Discussion

The results of our study identify LPCAT1 immunostaining asa
strong predictor of an increased risk for biochemical recur-
rence in prostate cancer.

Our immunohistochemical analysis showed positive
LPACT1 staining in 738% of the interpretable prostate can-
cers. The intensity of the immunohistochemical signal was

Table 3 — Asociations between LPCATI expression results and ERG positive prostate cancer phenotype.

Parameter n Evaluable LPCAT1 [HC result p value
Negative (%) Weak (%) Moderate (%) Strong (%)

All cancers 1765 90 15.62 3004 45.34

Tumor stage

pT2 2260 .4 1558 2978 4522 Q5767

pT3a 1006 8as 1581 3002 45313

pT3b 460 73 14.78 3152 463

pT4 21 0 9.52 3333 57.14

Gleason grade

<343 a4 154 1827 067 37.12 «<0.0001

344 226 848 15.07 257 46.87

443 51 691 134 286 51.06

2444 116 6.03 129 2759 534

Lymph node metastasis

NO 2092 717 1558 254 47.11 as7

N+ €05 9.76 1415 73 4829

Surgical margin

Negative 2875 93 1573 029 4467 02687

Positive 4 .73 145 256 482
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Figure 3 — LPCAT] expression versus deletions at FTEN, 3pl3, 6q15 amd 521 probed by fluorescence in-situ hvbridization analysis in all

F‘Dﬂue CANOETS.

typilly stronger in malignant than in benign prostate epithe-
lium. These data are generally in line with one earlier stdy
analyzing LFCATL expression on & TMA containing 251 sam-
ples from 148 patients who had undergone prostatectomy,
or trensurethral resection of the prostate Zhou et al, 201).
In this study, LFCAT1 expression wes assessed by & score
defined by intensity and extent of LPCAT1 immunostaining
with & maximum score of 9 (Zhou et al, 2012). In accordance
with our study, the authors found that LPCATI staining was
predominantly loczalized in the cytoplasm of the cells (Zhou
et &l., 2012). Increasing levels of LPCAT1 positivity were then
described from benign prostatic changes (mesn [HC score:
2.68) to high-grade prostatic intreepithelial neoplasia (mean
HC score: 2.72), non-metastatic fmean [HC smre: 4.63) and
metastatic (mesn IHC score: 8.00) prostate cencers (Zhou
etal, 2012)

The most striking finding in our study is the strong sssoci-
gtion of LPCAT1 expression with unfavorzsble histological
phenotype and clinical outcome. The strong and inde pendent
prognostic value of LFCAT 1 overexpression suggests & biolog-
icallyrelevantrole in prostate cancer cells. This assumption is
consistent with numerous previous studies im plicating tumaor

relevant functional consequences of alterations in the lipid
metebolism (Furuta et al., 2010; Menendez, 2010; Menendez
and Lupu, 2007; Sentos and Schulze, 2012; Suburu and Chen,
201%). For example, several studies heve presented data sug-
pesting thatactivation of lipid biosynthesis and lipid remodel-
ing is 8 common festure of mncer cells, and that high
expression of proteins involved in lipid metsbolism, such as
fatty acid-binding protemn [C-FABF) (Morgan et 21, 2008), fatty
arid synthase (FASH) (Flavin et gl, 2010; Sheh et &l, 2006),
Caveolin-1 (Freeman et &l, 2012} or fatty scid elongese 7
(ELOWVLT) (Tamurz et zl, 2009} may be linked to progression
and metastetic growth in prostate cancer. Our dsts, identi-
fying LPCATI asa strong prognostc factor for prostate cancer,
further support the emerging concept of an important role of
lipid metzbolism for the behswior of prostste cancer cells
(Faas et al, 1996, 2001).

It was one major sim of this project to investigate for
possible interactions of LFCAT1 with key genomic zlterstions
in prostate cencer. About 50% of prostete cancers are charac-
terized by gene fusions linking the androgen-regulated gene
TMPRSS2 with the transcription factor ERG of the ETS family
(Tomlins et al., 2005). In consequence of this rearrangement,
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Figure 4 — LPCAT] sxpression versus deletions at FTEN, 3pl3, 6q15 amd 5421 probed by fluorescence in-sitw hvbridization analysis in ERG
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the ERG expression becomes massively overexpressed. Our
date demonstrate that high level LPCATI expression is signif-
icantly essociated with ERG fusion type prostate cancer. As
this link was found by [HC and FISH, two independent ap-
proeches for ERG fusion detection, & false positive essocistion
due to inefficientimmunostaining for both LPCATI and ERG in
& subset of damsged non-resctive tissues can be largely
excluded. Our fmding of high LPCAT1 expression in fusion
positive prostste cancers is coherent with esrlier datas
showing that ERG dependent pathways terget the lipid meta-
baolism of cancer cells ([jin et &l., 2006, Vainio et al, 2011a).
For example, ERG induces phospholipase FLAZGT, an impor-
tant enzyme for cell growth, signaling and maintenance of
membrane phospholipids (Dong et al, 2006, ljin et al., 2005,
Scott et al., 2010, Vainio et al., 201 1a,b) required for the growth
of ERG positive, but not of ERG negative prostate cancer wells
(Vainio et al., 2011s). PLAZGT releases lysophosphatidylcho-
line from the cell membrane, which in turn is & substrate for
LPACTL. Upregulation of LFCATI in ERG positive cancer ells
may thus be a result of FLAIGT activation in these cells. It re-
mains to be shown whether ERG is zlso directly involved in
LPCAT1 regulation. Of note, ETS1, another member of the
ETS family of transcription factors, induces LPCATZ, &n iso-
form of LPCATI, in ovanan cancer cells (Verschoor et &l
2010). Based on these data, it could be possible, that ERG in-
creases the cellular phosphatidylcholine content by & duzl ac-
tion on both PLAZGT and LPCATL.

While LFCAT1 was generzlly high in ERG positive prostate
cencer end independent of any of the key chromosomal dele-
tions (5q, 69, 3p, FTEN ) in this subgroup, 2 com parshle level of
LPCAT1 expression could be ohserved in the FTEN deleted sub-
set of ERG negetive cancers. This observation may possibly be
explained by the known role of FTEN to upregulate the
LPCAT1-antzgoists phospholipese D and C (Horie et al,
2004). FTEN inactivetion may thus — through reduced activity
of LPFCAT1 antaponists - nduce increesed LPCATI expression
to & similar level as achieved by ERG activation. At the same
time our findings also demonstrate, that such & FTEN induced
effect on LPCATL expression is no longer operationzl in ERG
positive cancers where other mechenisms are obviously in

place to induce high LPCATI expression. Alternatively, it
@nnot be completely excluded, that the striking association
of FTEN deletions with LPCAT1 overexpression in ERG nega-
tive cancers is caused by the known link of both zlterations
to fusion type prostete cancer. As our classifier for fusion
type prostete mncer only inchides the most frequent ETS fam-
iy member (ERG), it must be essumed that & small fracton of
fusion type positive prostate cemcers are missed by our
approach. [tis estimated, that about 5—10% of all fusion type
prostate cancers do not have ERG ectivetion (Rubin et al,
2011).

The large number of cencers =analyzed in this study
enshled us to determine, that essociations of LPCAT1 expres-
gion with unfavorable tumor phenotype and PSA recurrence
were lergely driven by the subset of ERG negstive cancers,
while the impact of LFCAT1 expression on tumor phenotype
and PSA recurrence was substantially less obvious in ERG pos-
itive cancers. These ohservetions agein, suggest & markedly
different role of LPCATI in fusion type and non-fusion type
prostate cancer. It is remarkshle, that the prognostic effect
of LPCAT1 expression predominantly occurs in the subset of
ERG negative cencers with @ markedly lower basic LFCAT1
expression than in ERG positive cancers. Itis tempting to spec-
ulate, thatthe marked attenuation of the prognostic relevance
of LFCAT1 in ERG positive cancers mould be due to interference
of ERG with other molecules involved in LPFCAT1 action, thus
rendering effects of LFCATI expression on tumor aggressive-
ness inactive. Candidate genes for such & role include the lip-
oxypenese ALOX1S, the lipid trensporter SORL1, the
lipoprotein receptor VLDLE, and the phospholipases PLALA
and FLAZGZA, all of which have been reparted to be differen-
tielly expressed in ERG negative znd ERG positive prostate
mncers (Brase et al., 2011; Thavar et al., 2009) and all of which
may have s potentizl impact on LPCAT function by either
mvolvement in lipoprotein upteke (Klinger et al, 2011; Shen
et &l., 201Z), production of lipid signaling mediztors (Il Lee
et al, 2011), glycerophospholipids and lysophosholipids
(udo end Murskemi, 200Z). The mechenism by which
LPCATL exerts & direct impact on cancer cell aggressiveness
remains unclear. It appears possible that IPCATI-medisted
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Figure 6 — Relationship of Glesson grade with biochemical recurrence (A). Association of LPCAT] imom st aining intensity with biochemical
recurrence (PSA)in the analyss of (B) all prostate cancers {r = 7620}, (C) in the subset of ERG negative cancers (n = 4102) and (D) in the ashset
of ERG positive cancers {n = 3283). Figure E and F include the FTEM deletions status amd demonstrate the relatiomship of LPCAT1
mmmunestaining intensity with biochemical recurrence m (E) prostate cancers lacking FTEN deletions {r = 3627), and (F) prostate camcers

harbuoring PTEM deletions (r = 846).

phospholipid accumulation incresses the membrane poten-
tial and membrane fluidity, important factors for cell prolifer-
ation, adhesion and motility that have been linked to tumor
progression end metastasis before (Dobrzynsks et al, 2005
Kohno et &l., 1998; Monet et al, 2008; Zeisig et al,, 2007).

Cur TMA containing more than 10,000 prostate cancer
specimens represents a suitable system for assessing poten-
tial prognostic markers. In earlier studies we had suoressfully
velidated zll established prognostic biomarkers in prostate
cancer such as nuclear p53 accumulstion (Schlomm et al,
2008), FTEN inactivation (Erohn et al, 201%), and Ki67 labeling
index (Zellweger et al., 2008) on even smaller prostate cancer

TMAs, and identfied several other prognostic biomarkers
such as CRISP3 overexpression (Grupp et al., 2013) and dele-
tions at Bp (El Gammal et al., 2010}, 6q15 (Kluth et al., 2013),
5q21 (Burkhazrdt et =zl, 2013). It is noteworthy, that our
spproech of analyzing molecular festures on one-minute tis-
sue specimen per patient on & TMA messuring 0.6 mm in
diameter represents a close model of molecularly analyzing
core needle biopsies. Core needle hiopsies enable the molecu-
lar analysisof comparsble emounts of tissue ason a TMA The
optimal biomarker evaluation strategy would indude the mo-
lecular enslysis of the originzl needle hiopsy of 2 patient and
compare its progrostic value with preoperative Gleason grade

11
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Table 4 — Multivarate analyss incdoding LPCAT] expresion status in a) all cancers, b) ERG negative, and ) ERG positive prostate cancers.

Scenario (n) p value
Preoperative pTstege cTstepe  Glesson grade  Biopsy Glesson  Mstetus  Rstetus  LPCATL
PSA-level prostatectomy grade
a)
1(n = 44949 «< (00 Eiliidinl - « (00K - <0000 <0000 01493
2 (n = 7445 « 000 E=i N il - «= 0000 - - <1000 0u0eE3
3 (n = 7308 < (00 - « QUL « (00000 - - - 0.0324
4 (n = 7185 « W - o= (UL - « I O0A. - - 0u000r)
bj
1(n = 2437 0UND02 E=i N il - «= 0000 - <10 D0 091 OA807
2 (n = 4008 o (00 <0001 - « (0L 000 - - 00003 0214
3{!1.- HGAS:I « UL - o= (LML «= 000 - - - Xk yl
4 (n = 3912) o (00 - o (UL - « (0000 - - 00001
¢
1(n = 1934) [1Xir. 100 <0001 - « (0L 000 - n0a3 0.0004 [ Xiral:]
2 (n = 1205 0.0009 <0001 - « (00 - - <0000 QuOIs7
3 (n = 3120 o (L0001 = o (NI o (0L 00 = = = 0.052
4 [n = 3068 « (O - « (R - « i 00 - - i Xiral:]
obtained on the same biopsy as well as the preoperative PSA
velue. For practicel purposes, this approach is not feasible
beczuse precperztive biopsies are typizlly distributed over Supplementary data

meny different centers and not available for studies. More-
over, even if aveilable, these precious core needle biopsies
would be exhsusted after only few studies. A conwoluted
approach eveluating multiple different scenarios was thus
utilized in this study and scenario 4 including the pre-
operative Cleason grade obtzined on the originz] biopsy, the
pre-operative PSA, clinicel stage and LPCAT]1 expression was
used, Owerall, these data suggest & strong independent prog-
nostic relevance of LPCAT1 expression in the subset of ERG
positive prostate cancer. The statistical significence becomes
particularly high m scenario 4 where the biopsy Gleason grade
is considered instead of the more representstive Glesson
grade obtzined from the radicsl prostatectomy specimen.
Although this scenario is somewhat bissed since it overesti-
mates the true prognostic value of LPCATI, it strongly sug-
gests that LPCAT1 might be a powerful marker in this
clinically relevant scenario.

In summary, our data dentify LPCATL expression &5 & po-
tentizl biomarker with clinical utility in prostate cancer. It ap-
pears well possible, that LPCAT1 messurement, either alone
of in combination, may be utilized for better clinical
decision-making. The indings also highlight the potentially
important role of lipid metabolism in prostate cancer biology.
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2 Darstellung der Publikation

2.1 Einleitung

Das Prostatakarzinom ist der hdufigste bosartige Tumor, der bei Ménnern diagnostiziert
wird. Es gehort mit dem Bronchial - und dem Kolorektalkarzinom zu den hiufigsten
krebsassoziierten Todesfdllen (Siegel et al., 2013). Die Inzidenz des Prostatakarzinoms
hat aufgrund des demographischen Wandels in den letzten Jahren immer weiter
zugenommen, sodass der Diagnostik und Therapie immer mehr Aufmerksamkeit
geschenkt werden muss. Im frilhen Stadium der Erkrankung bleiben die meisten
Patienten asymptomatisch. Heutzutage werden auch im Rahmen der empfohlenen
Vorsorgeuntersuchungen hdufiger Zufallsdiagnosen durch klinische Untersuchungen
und/oder suspekte laborchemische Werte des prostata-spezifischen Antigens (PSA)
gestellt. Treten bereits Symptome wie Miktionsstérungen auf, muss man bereits von
einem ausgedehnteren Tumorwachstum ausgehen, auch die
Metastasierungswahrscheinlichkeit erhoht sich. Zu den héufigsten Lokalisationen von
Tochtergeschwiilsten zédhlen zunéchst die regionalen Lymphknoten, danach vorallem

Skelett, Leber und Lunge.

Die meisten Karzinome werden allerdings in frithen, behandelbaren Tumorstadien
entdeckt. Die Therapieoptionen variieren insbesondere bei ,,Jlow risk* Situationen vom
aktiven Zuwarten {liber die operative Sanierung bis hin zur Strahlentherapie. Kenntnisse
iiber das zu erwartende biologische Verhalten des individuellen Prostatakarzinoms
wiéren bei der Therapiewahl &uBerst hilfreich. Zu den wichtigsten prioperativen
prognostischen Parametern zdhlen der Gleason Score, die Tumorausdehnung, der

Differenzierungsgrad in Biopsien und die Héhe des PSA-Werts. Diese sind statistisch
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aussagekriftig, im Einzelfall aber leider nicht immer hinreichend fiir eine individuelle
Therapieentscheidung. Es wird deswegen gehofft, dass die Bestimmung von
molekularen Tumormarkern zusétzlich zu den beschriebenen konventionell
angewandten Prognosekriterien eine bessere individuelle Therapieplanung und eine

genauere Verlaufseinschitzung ermoglichen konnte.

Die Identifikation von neuen potentiellen Biomarkern ist aktuell Gegenstand intensiver

Forschung. Die Technologie der Mikroarray-Methoden spielt auf dem

Forschungsgebiet der Karzinogenese eine wesentliche Rolle. Verdnderungen im

Lipidstoffwechsel sind in der Karzinogenese ein bereits bekannter beeinflussender

Faktor des Zellwachstums und des Differenzierungsgrades (Santos und Schulze,

2012).

Die Lysophosphatidylcholin-Acyltransferase 1 (LPCAT1) ist ein wesentlicher
Bestandteil des ,Lands Zyklus’, der bei der Synthese von unterschiedlichen
Phosphatidylcholinen eine Rolle spielt. In der Lunge kommt es unter Einfluss der
LPCAT] zur Bildung und Regulation des Surfactant-Faktors (Goss et al., 2013; Bridges
et al., 2010; Cheng et al., 2006; Nakanishi et al., 2006). Eine Uberexpression von
LPCAT1 in Malignomen wie dem Kolorektalkarzinom wurde 2009 bereits durch
Mansilla et al. beschrieben. Hier wurde dadurch bereits eine signifikante Steigerung der
Wachstumstendenz der LPCAT1 exprimierenden Tumoren bestétigt. Zhou et al. haben
2012 darauthin Untersuchungen an 148 Patienten vorgenommen, die an einem
Prostatakarzinom litten und eine Assoziation zwischen postoperativem Wiederauftreten

von erhohten PSA-Werten und einer erhohten Expression von LPCAT]1 beschrieben.

In unserer Studie untersuchten wir nun die Prdvalenz der LPCATI1-Expression in

Prostatakarzinomen und die klinische Signifikanz auch in Verbindung mit bereits
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bekannten molekular definierten Subtypen des Prostatakarzinoms. Dieses wurde
mithilfe eines Tissue Microarray (TMA), der 11 152 Priparate von Prostatakarzinomen
der Jahre 1992 -2011 umfasste, umgesetzt.

Unsere Daten belegen, dass die erhohte Expression von LPCATI1 in
Prostatakarzinomen einen unabhdngigen prognostischen Faktor fiir das Rezidiv-

Risiko darstellt.

17



2.2 Material und Methoden

2.2.1 Patienten und Tissue Microarray (TMA)

Es wurden 11 125 Proben von Priparaten aus radikalen Prostatektomien der Jahre 1992
-2011 standardisiert untersucht. Zunéchst erfolgte die Einbettung des Gesamtpriparates.
Der Gleason-Score wurde aus den Préparaten bestimmt. Der Prozess der Untersuchung
mittels Tissue Microarray (TMA) wurde bereits detailliert im zugrundeliegenden Paper

(Seite 5 und 6) beschrieben.

2.2.2  Immunhistochemie und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Das Verfahren der Immunhistochemie (ICH) beschreibt einen Prozess der gezielten
Kenntlichmachung von im Tumor enthaltenen Proteinen. Dieser Nachweis wird durch
das Prinzip der Antigen-Antikorper-Bindung ermoglicht. Der zum Gewebe
hinzugefiigte Antikorper ist aufgrund der Koppelung an ein bestimmtes
Detektionssystem nach Bindung an das im Gewebe enthaltene Antigen nachweisbar.
Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) macht es moglich
Chromosomenstrukturen zu markieren. Hierzu werden markierte einstringige
Nukleinsduren (DNA oder RNA), die sogenannten Sonden, mit einer doppelstringigen
zu untersuchenden Patienten-DNA zusammengebracht. Nach Denaturierung kommt es
zu dem Prinzip der Hybridisierung, bei dem sich die Sonde an die komplementédren
Sequenzen der Patienten-DNA anlagert. Die Chromosomenstrukturen werden dann

durch Fluoreszenz-Signale der Sonden sichtbar.
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223 Statistik

Die verwendeten statischen Verfahren sind im zugrundeliegenden Paper (Seite

6) ausfiihrlich aufgefiihrt.
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2.3 Resultate

LPCATI1 wurde in Epithelzellen generell zytoplasmatisch nachgewiesen und zeigte ein
granulidres Muster. In gutartigem Prostatagewebe war LPCAT]1 nicht detektierbar bzw.
die Expression vernachldssigbar klein. In 73,8% Féllen unserer auswertbaren
Karzinome konnte LPCATI nachgewiesen werden. Eine genauere Auswertung der
Ergebnisse kann im Paper (Seite 6) nachgelesen werden. Es zeigte sich eine signifikant
erhohte LPCATI1-Expression in sowohl ERG-positiven- als auch TMPRSS2-ERG-
positiven Fusionskarzinomen (siehe Seite 7, Figure 2). ERG-negatives Tumorgewebe
ging nur in 16,7% mit stark erhohter Expression von LPCATI1 einher. In
Untersuchungen von ERG-positivem und -negativem Tumorgewebe konnte in ERG-
negativen Karzinomen ein Zusammenhang zwischen erhdhter LPCAT1-Expression und
fortgeschrittenem Tumorstadium (p<0,0001), hohem Gleason-Score (p<0,0001),
postoperativem R1-Resektionsstatus (p=0,0002) und positivem Lymphknotenstatus

(p=0,0005) nachgewiesen werden.

Da bereits ein bekannter Zusammenhang zwischen ERG-positiven Prostatakarzinomen
und PTEN- sowie 3p13-Gendeletionen bzw. zwischen ERG-negativen und 5q21- oder
6q15-Deletionen bestand (Berger et al., 2011; Burkhardt et al., 2013; Kluth et al., 2013;
Krohn et al.,, 2012; Lapointe et al., 2007; Taylor et al., 2010), untersuchten wir
vergleichend die LPCAT1-Expression in diesen Subgruppen. Diese Ergebnisse konnen
auf Seite 9 (Figures 3 und 4) nachgelesen werden. Deutlich wurde eine Assoziation von
erhohter LPCAT1-Expression in ERG-negativen Karzinomen mit PTEN-Deletionen

(p< 0,001, siehe Seite 10, Figure 5).
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Wichtig waren vor allem auch die Ergebnisse beziiglich der prognostischen Relevanz
von LPCATI. Hier konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen frithem
Wiederauftreten von erhohten PSA-Werten und {berexprimierter LPCATI
nachgewiesen werden (p<0,001, siehe Seite 11, Figure 6B). In der Durchfiihrung
multivarianter Verfahren inkl. 4 Szenarien, die im Paper (sieche Seite 7) beschrieben
sind, wurde deutlich, dass LPCAT1 ein unabhéngiger prognostischer Faktor zu sein
scheint. Im Vergleich mit postoperativ zu Verfiigung stehenden Parametern, ergab sich

dieser Zusammenhang allerdings nur in ERG-positiven Karzinomen (sieche Seite 12,

Table 4c).
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2.4 Diskussion

Die Resultate unserer Studie belegen, dass LPCAT] ein attraktiver Prognose-Faktor fiir

ein erhohtes Rezidivrisiko des Prostatakarzinoms darstellen konnte.

LPCATI1 konnte in 73,8% der interpretierbaren Tumoren in immunhistochemischen
Untersuchungen nachgewiesen werden. Die Intensitit des Férbesignals war
typischerweise in malignen Epithelzellen stirker als in benignen. Diese Daten sind
generell im Einklang mit einer fritheren Studie, die die Expression von LPCATI1 auf
einem TMA, der 251 Proben von 148 prostatektomierten Patienten bzw. Patienten nach
transurethraler Prostataresektion, untersucht hat (Zhou et al., 2012). Die Autoren
konnten LPCAT1 ebenso vornehmlich im Zytoplasma der neoplastischen Zellen
nachweisen (Zhou et al., 2012). In benignem Prostataepithel fand sich mit dem in dieser
Studie verwendeten Auswertungsverfahren ein IHC Score von 2,68. Der gleiche Score
war in nicht-metastasierten Karzinomen 4,63. Ein Score von IHC 8 fand sich in

metastasierten Karzinomen (Zhou et al., 2012).

Die starke Assoziation der LPCAT1-Expression mit einem histologisch ungiinstigen
Phinotyp und einem prognostisch ungiinstigen klinischen Verlauf, war ein zentrales
Ergebnis unserer Studie. Aufgrund des unabhingigen prognostischen Wertes einer
Uberexpression von LPCAT]1, kdnnen wir von einer relevanten biologischen Rolle der
LPCAT1 in Prostatakarzinomen ausgehen. Diese Annahme stimmt mit diversen
vorrangegangenen Studien liberein, die Verdnderungen im Lipidstoffwechsel als einen
wichtigen Faktor in der Tumorgenese beschrieben (Furuta et al., 2010; Menendez,
2010; Menendez and Lupu, 2007; Santos and Schulze, 2012; Suburu and Chen, 2012).

Finige Studien konnten zeigen, dass Aktivierung und Remodelling, ebenso wie eine
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vermehrte Expression von Proteinen, die am Lipidstoffwechsel beteiligt sind, typische
Eigenschaften von Tumorzellen darstellen. Diese wurden z.B. fiir das fettsdurebindende
Protein C-oder E-FABP (Morgan et al., 2008), die Fettsduresynthase FASN (Flavin et
al., 2010; Shah et al., 2006), Caveolin-a (Freeman et al., 2012) oder die Fettsdure-
Elongase 7 (ELOVL7) (Tamura et al., 2009) gezeigt. Unsere Ergebnisse unterstiitzen
die These, dass dem Lipidstoffwechsel in Prostatakarzinomzellen eine wichtige
Funktion zukommt (Faas et al., 1996, 2001).

Es war ein Ziel unseres Projektes mogliche Interaktionen von LPCAT1 mit anderen
wichtigen Verdnderungen in Prostatatumoren zu untersuchen. Etwa 50% der
Prostatakarzinome sind durch Genfusionen des androgen-regulierten TMPRSS2-Gens
mit dem Transkriptionsfaktor ERG (aus der ETS-Familie) charakterisiert (Tomlins et
al., 2005). Diese Fusion ist offenbar signifikant mit einer massiven Uberexpression von
LPCAT1  assoziiert. Da diese Assoziation durch zwei unabhingige
molekularbiologische Verfahren bestétigt werden konnte, also sowohl durch IHC als
auch durch FISH-Untersuchungen, kann eine falsch-positive Verkniipfung durch

ineffiziente Farbungen in beschidigtem, unreaktivem Gewebe ausgeschlossen werden.

Die in unseren Ergebnissen gefundene hohe Expression von LPCATI in ERG-
positiven Tumoren unterstiitzt die bereits vorhandenen Daten, die einen Einfluss der
ERG-abhdngigen Pathways auf den Lipidstoffwechsel von Karzinomzellen
beschrieben haben (Iljin et al., 2006; Vainio et al., 2011a). Beispielsweise induziert
ERG die Phospholipase PLA2G7, die ein wichtiges Enzym fiir Zellwachstum,
Signaliibertragung und Aufrechterhaltung von Phospholipidmembranen in ERG-
positiven, nicht aber in ERG-negativen Prostatakarzinomzellen darstellt (Dong et al.,

20006, Iljin et al., 2006; Scott et al., 2010; Vainio et al., 2011a,b).
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PLA2G?7 setzt Phophatidylcholin, ein Substrat des LPCAT1, aus der Zellmembran frei.
Eine Hochregulation von LPCAT1 in ERG-positiven Karzinomen konnte also aus der
Aktivierung von PLA2G7 in diesen Zellen resultieren. Es verbleibt zu untersuchen ob
ERG direkt in die LPCATI1-Regulation involviert ist. ETSI1, ein weiterer
Transkriptionsfaktor und Mitglied der ETS-Familie induziert in Ovarialkarzinomzellen
LPCAT?2, eine Isoform des LPCATI1 (Verschoor et al., 2010). Basierend auf diesen
Daten ist es moglich, dass ERG sowohl durch Interaktion mit PLA2G7 als auch mit

LPCAT] zu einer Erh6hung des zelluldren Gehalts an Phosphatidylcholin fiihrt.

Wiéhrend LPCATI1 in ERG-positiven Karzinomen unabhidngig von jeglichen
Chromosomendeletionen (5q, 6q, 3p oder PTEN) erhoht war, konnte eine erhohte
LPCATI1-Expression in PTEN-deletierten ERG-negativen Prostatakarzinomen
nachgewiesen werden. Diese Beobachtung kann moglicherweise durch die Rolle von
PTEN als Stimulator der LPCAT1-Antagonist- Phospholipase D und C erklidrt werden
(Horie et al., 2004). Eine PTEN-Deletion oder -inaktivierung kann demnach, aufgrund
einer reduzierten Expression von LPCATI-Antagonisten, zu einer &hnlichen

Aktivierung der LPCAT]1 Expression fiihren, wie bei einer ERG-Aktivierung.

Es ist bemerkenswert, dass der prognostische Effekt der LPCAT1-Expression in der
Teilmenge der ERG-negativen Karzinome wesentlich geringer ausfiel als in ERG-
positiven Prostatatumoren. Diese Beobachtung unterstiitzt unsere Annahme, dass
LPCAT1 in ERG-positiven und -negativen Geweben unterschiedliche Funktionen
einnimmt. Es bleibt zu spekulieren, ob diese ausgeprigte verminderte prognostische
Relevanz von LPCAT1 in ERG-positiven Karzinomzellen aus Interferenzen zwischen
ERG wund anderen Regulations-Molekiilen der LPCATI resultiert und die

Tumoraggressivitit dadurch einschrinken kann.
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Mogliche Gene fiir solch eine Rolle beinhalten die Lipoxygenase ALOXI15, den
Lipidtransporter SORL1, den Lipoproteinrezeptor VLDLR und die Phospholipasen
PLA1A und PLA2G2A, welche alle in ERG-positiven und -negativen Prostatatumoren
unterschiedlich exprimiert werden (Brase et al., 2011; Jhavar et al., 2009). Jeder dieser
Faktoren kann potenziell Einfluss auf die Funktion von LPCAT1 ausiiben, da alle an
der Lipoproteinaufnahme der Zellen (Klinger et al., 2011; Shen et al., 2012), der
Produktion von Signalmediatoren (Il Lee et al., 2011) und Glycerophospholipiden
sowie Lysophospholipiden (Kudo and Murakami, 2002) beteiligt zu sein scheinen.
Durch welchen Mechanismus LPCAT]1 direkten Einfluss auf die Aggressivitit von
Karzinomzellen ausiiben kann, bleibt unklar. Es erscheint mdglich, dass eine durch
LPCAT vermittelte Akkumulation von Phospholipiden das Mempranpotential und die
-fluiditit erhohen kann. Diese sind bekannte Einflussfaktoren auf die Zellproliferation,
-adhdsion und -motilitit und wurden bereits zuvor mit Tumorprogress und
Metastasierung assoziiert (Dobrzynska et al., 2005; Kohno et al., 1998; Monet et al.,

2009; Ziesig et al., 2007).

Unser TMA, der mehr als 10 000 Prostatagewebsproben umfasste, représentiert ein
angemessenes System um mogliche Biomarker auch in Zukunft beurteilen zu konnen.
In fritheren Studien konnte unsere Arbeitsgruppe alle etablierten prognostischen
Biomarker in Prostatakarzinomen wie z.B. die nukledre Akkumulation von p53
(Schlomm et al., 2008), die PTEN-Inaktivierung (Krohn et al., 2012) und den Ki67-
Labeling-Index (Zellweger et al., 2009) auf unseren TMAs erfolgreich bestitigen und
zusitzlich weitere prognostisch relevante Biomarker wie die Uberexpression von
CRISP3 (Grupp et al., 2013), 8p-Deletionen (El Gammal et al., 2010) und 6ql5-

Deletionen (Kluth et al., 2013) identifizieren.
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Es ist erwédhnenswert, dass unsere Methode zur Analyse von molekularen
Eigenschaften an 0,6 mm durchmessenden Gewebsproben, mengenmifig in etwa dem
Tumormaterial von Stanzbiopsien aus Tumorgewebe entspricht. Die optimale Strategie
fiir eine Evaluation von klinisch relevanten Biomarkern wire eine Untersuchung an
echten Stanzbiopsien von Patienten mit bekanntem fortgeschrittenem klinischem
Verlauf. Leider ist diese Vorgehensweise in der Realitdt nicht praktikabel, da die
pridoperativen Biopsien typischerweise durch viele verschiedenen Pathologen
interpretiert werden, deshalb im ganzen Land verteilt sind und damit fiir Studien kaum
verfligbar. Weiterhin wire eine solche Sammlung an Stanzbiopsien bereits nach nur
wenigen Studien aufgebraucht. Mit den multivariaten Analysen in dieser Untersuchung
haben wir versucht, die prdoperative Situation zu imitieren. Hierbei wurde der an
préoperativen Stanzen ermittelte Gleason Grad zusammen mit dem pridoperativen PSA-
Wert, dem klinischen Stadium und der LPCATI1-Expression vergleichend evaluiert.
Insgesamt deuten all diese Ergebnisse auf eine starke unabhingige prognostische
Relevanz von LPCAT1- Expressionen in ERG-positiven Prostatakarzinomen hin und
bestdtigen zugleich die potentiell wichtige Rolle des Lipidstoffwechsels in der

Prostatakarzinogenese.

Zusammenfassend konnte unsere Studie die Expression von LPCATI1 als einen
potentiellen Biomarker mit klinisch hohem Nutzen identifizieren. Es ist gut mdglich,
dass die Bestimmung von LPCATI allein oder in Kombination zu einer besseren

klinischen Therapieempfehlung verhelfen kann.
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2.5 Zusammenfassung

Dass die Lysophosphatidylcholin-Acyltransferase 1 (LPCAT1) eine wichtige Rolle in
Karzinomen einnimmt, wurde bereits zuvor in einigen Studien postuliert. Um die Rolle
von LPCAT1 beim Prostatakarzinom zu bestimmen, wurden in unserer Studie 11152
Priparate von Prostatakarzinomen auf einem Tissue Microarray (TMA) auf die
Expression von LPCAT1 untersucht. In benignen Prostatadriisen ergab sich keine oder
eine nur geringe Expression von LPCATI. In Malignomen fand sich hingegen ein
positives Ergebnis bei 73,8% der 8786 untersuchten Prostatakarzinom-Proben. Eine
vermehrte Expression von LPCAT1 war mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium
(pT3b/pT4), einem hohen Gleason-Score, positivem Lymphknotenstatus, positiven
Resektionsrdndern und mit einem frithen Wiederauftreten von PSA verbunden (p
jeweils <0,0001). Eine LPCAT1-Uberexpression war zudem mit einem positiven ERG-

Status assoziiert.

Eine starke Expression von LPCAT1 wurde in 45,3% der ERG-positiven Karzinome
und nur in 16,7% der ERG negativen Karzinompréiparate gemessen. In ERG-
negativen Karzinomen war das Auftreten von LPCAT]1 bei Prostatakarzinomen in
der Subgruppe mit PTEN-Deletion allerdings ebenso deutlich erhdht. Weitere
Subgruppen-Analysen deckten auf, dass in ERG-negativen Karzinomen eine hohe
LPCATI1-Expression mit einem Wiederauftreten von PSA und einem ungiinstigen
histologischen Grading (Gleason Score) einherging. Diese Effekte waren in ERG-
positiven Prostatakarzinomen abgeschwicht. Der prognostische Wert von LPCAT]1

war jeweils unabhingig vom histologischen Bild und klinischen Parametern.
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Als Schlussfolgerung kann allein die Bestimmung von LPCATI1 fiir eine
individualisierte Therapieempfehlung und eine genauere Verlaufseinschitzung von
Nutzen sein. Unsere Ergebnisse bestitigen weiterhin die relevante Rolle des

Lipidstoffwechsels in der Prostatakarzinogenese.

2.5.1  Summary

Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 (LPCATI1) has already been suggested to
play a role in cancer. To assess its role in prostate cancer, LPCAT1 expression was
analyzed on a tissue microarray containing samples from 11.152 prostate cancer
patients. In benign prostate glands, LPCAT] immunostaining was absent or weak. In
prostate cancer, LPCAT] positivity was found in 73.8% of 8786 interpretable tumors
including 29.2% with strong expression. Increased LPCAT1 expression was associated
with advanced tumor stage (pT3b/T4) (p<0.0001), high Gleason score (4.4) (p<
0.0001), positive nodal involvement (p=0.0002), positive surgical margin ( p=0.0005)
and early PSA recurrence (p<0.0001). High LPCAT]1 expression was strongly linked to
ERG-fusion type prostate cancer. Strong LPCAT]1 staining was detected in 45.3% of
ERG positive but in only 16.7% of ERG negative tumors (p< 0.0001). Within ERG
negative cancers, LPCATI staining was strongly increased within the subgroup of
PTEN deleted cancers (p<0.0001). Further subgroup analyses revealed that associations
of high LPCATI expression with PSA recurrence and unfavorable tumor phenotype
were largely driven by ERG negative cancers (p<0.0001) while these effects were
substantially mitigated in ERG positive cancers (p=0.0073). The prognostic impact of
LPCATI1 expression was independent of histological and clinical parameters. It is

concluded, that LPCAT1 measurement, either alone or in combination, may be utilized
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for better clinical decision-making. These data also highlight the potentially important

role of lipid metabolism in prostate cancer biology.
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3  Eigenanteil

Die Ergebnisse der Publikation gehen aus einer experimentellen Versuchsreiche hervor,
die ich mithilfe der am Pathologischen Institut angestellten medizinisch-technischen
Assistent-/innen und  Arzt-/innen  durchfiihrte. Die Projektskizze mit der
Vorgehensweise erfolgte zuvor in gemeinsamer Besprechung mit Herrn Prof. Dr.
Sauter. In meinem Aufgabenbereich lag es zunéchst die Patientendaten zu sichten, diese
beziiglich der unterschiedlichen klinischen Parameter zu selektieren und daraufhin die
groBe Menge an Préparaten fiir die Versuchsreihe aus den Archiven herauszusuchen um
die Objektschnitte mit dem entsprechendem paraffinierten Gewebe bereitzustellen. Auf
den Objekttrigern habe ich nach Einweisung der Pathologen mikroskopisch die Flache
der hochsten Tumorkonzentration und hdchstem Gleason Score eingezeichnet. Ich habe
pro Fall alle Schnitte mikroskopiert und am Ende selektiert. Weitere Doktoranden
waren am Heraussuchen der Schnitte beteiligt.

Damit war gewdhrleistet, dass die daraufthin durchgefiihrten Stanzen ausschlieBlich
Tumorgewebe eines moglichen hohen klinischen Tumorstadiums enthalten.

Mithilfe der medizinisch-technischen Assistent/innen konnte solch ein groBBer TMA aus
11 152 Préparaten entstehen und die experimentellen Versuche durchgefiihrt werden.
Die Ergebnisse wurden nach Eigenerarbeitung von Hintergrundwissen mit
umfangreicher Fachlektiire gedeutet und mithilfe eines wissenschaftlichen Mitarbeiters

statistisch analysiert. Wir konnten die Ergebnisse darauthin publizieren.
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