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favorable tumor features and reduced PSA
recurrence in operated prostate cancer
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Abstract

Background: Prostate Stem Cell Anfigen (PSCA) is frequently expressed in prostate cancer but its exact function is undear.
Methods: To clarify contradictory findings on the prognostic rode of PSCA expression, a tissue microaray containing 13665
prostate cancers was analyzed by immunochistochemistry.

Results: PSCA staining was absent in normal epithelial and stromal cells of the prostate. Membwanows and cytoplasmmic
PSCA staining was seen in 53.7% of 9642 interpretable tumors. Staining was weak in 22.4%, moderate in 24.5% and strong in
6.8% of tumnors. PSCA expression was associated with favorable pathological and dinical tumor features: Early pathological
tumor stage (p < 00001), low Gleason grade (p < 0.0001), absence of lymph node metastasis (p < 00001), low pre-operative
PSA level (p=00118), negative surgical margin {p < 00001) and reduced PSA recurrence (p < 0.0001). PSCA expression was
an independent predictor of prognosis in multivariate analysis (hazard ratio 0.84, p < 0.0001).

Conclusions: The absence of statistical relationship to TMPRSS2ZERG fusion status, chromosormal deletion or high tumor cell
proliferation argues against a major role of PSCA for regulation of cell cyde or genomic integrity. PSCA expression is linked
to favorable prognosis. PSCA measurement is a candidate for indusion in multi-parametric prognostic prostate cancer tests.

Keywords: PSCA, ERG, Tissue microaray, Prostate cancer, Immunohistochemmistry

Background

While most prostate cancers have an indolent clinical
course, the disease represents the third most common
cause of cancer related death in men in Western societies
[1]. Gleason grade and tumor extent on biopsies, pre-
operative prostate-specific antigen (PSA), and clinical
stage are the currently established pretreatment prognos-
tic parameters. Although these parameters are linked to
cancer aggressiveness, the distinction between indolent
and aggressive prostate cancer is difficult for the individual
patient. Molecular marker may enable a better prediction

of prostate cancer aggressiveness in the future.

* Comrespondence: rsimaon@uke.de

*Marie-Christine Heirvich and Cosima Gobel contributed equally to this work.
Tinstitute of Pathology, University Madical Center Hamburg-£Eppendorf,

Martinistrasse 52, D-20246 Hambung, Germany
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Prostate stem cell antigen (PSCA) is a protein of unknown
function anchored to the cell surface. It was discovered in an
attempt to identify genes up regulated in human prostate
cancer [2]. Though the name implies specificity for the pros-
tate, PSCA is expressed in several tissues: Placenta, kidney,
pancreas, and bladder [3-5). The function of PSCA has not
been fully elucidated [6-9]. Experiments suggest a possible
role in cell adhesion, proliferation control and cell survival (2,
10]. Evidence is accumulating that — depending on the cell
type involved = PSCA can have a tumor promoting or a
tumor suppressive effect [11-15). For example, loss of PSCA
was associated with poor outcome in cancer of the gallblad-
der and stomach [12, 16], but with improved prognosis in
pancreatic adenocarcinoma, renal cell carcinoma and
non-small lung cancer [17-20]. The part of PSCA in prostate
cancer remains unclear. Even if most available data suggest
that prostate cancer may belong to the tumors with an onco-
genic function of PSCA overexpression [21-24], there are
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also studies that do not support such a condusion [25] er
suggest the opposite that prostate cancer aggressiveness and
metastasis is driven by PSCA down regulation [26—29].

To clarify the prognostic role of PSCA expression in pros-
tate cancer, we analyzed PSCA expression by immunohisto-
chemistry on a large preexisting tissue micro array (TMA).

Methods

Patients

Radical prostatectomy specimens were from 13,660 consecu-
tive patients operated between 1992 and 2014 at the
University Medical Center Hamburg-Eppendorf (Depart-
ment of Urology and Martini Clinic). In addition to the clas-
sical Gleason categories, “quantitative” Gleason grading was
performed as described elsewhere [30). Follow-up was avail-
able for 12,208 patients (Table 1). In Kaplan-Meier analysis
prostate specific antigen (PSA) recurrence was defined as the
time point when postoperative PSA was at least (.2 ng/mL

Immunochemistry

TMAs were manufactured as described [31). Rabbit poly-
clonal antibody specific for PSCA (cat¥PA1-38516,
Thermo scientific, dilution 1:150) was applied at 37 *C for
60 min. Bound antibody was visualized with the EnVision
Kit (Dako, Glostrup, Denmark). Staining was membranous
and cytoplasmic in cancer and negative in normal tissue
(Fig. 1). PSCA staining was typically found in either all
(100%) or none (0%) of the cells in a cancer spot. Staining
intensity was semi-quantitatively assessed by visual exam-
ination of the stained slides under a microscope and
grouped into four categories: Examples of negative, weak,
moderate and strong staining are in Fig. 1.

Statistics

To study association between PSCA expression and
clinico-pathological variables, contingency tables were cal-
culated and tested with the chi-square (likelihood)
method. Analysis of variance and F-test was applied to
find associations between PSCA expression and tumor cell
proliferation. Kaplan-Meier curves were generated for
PSA recurrence-free survival. Differences were checked by
the log-rank test. Cox proportional hazards regression
analysis was performed to test for independence and sig-
nificance between pathological, molecular, and clinical
variables. All calculations were done with JMP 11 (SAS In-
stitute Inc., NC, USA).

Results

A total of 9642 (70.6%) of TMA spots were interpretable.
Non-informative cases (4023 spots; 29.4%) lacked tissue
samples or unequivocal cancer tissue spots. PSCA staining
was absent in glands, stromal tissue and inflammatory cells
of the normal prostate. In cancers, positive PSCA staining
was seen in 5581 of our 9642 (53.7%) interpretable tumors

Page 2 of 9

Table 1 Pathological and clinical data of the arayed prostate
cancers

Study cohart an Biochemical relapse
ThiA [n =13,660) amang category

Eollenw-up

n 12308 3017 (25%)

Mean / median 588 f 485 months -
Age ly)

=50 352 61 (179%)

51-59 3335 FOT (21%)

G059 7827 1747 (229)

=70 2093 508 (24%)
Pretreatment PSA (ng/ml)

<4 163 252 {15%)

4-10 2195 1464 (12%)

10-20 2763 B4T (31%)

=20 922 447 (43%)
pT stage (AXCC 2002)

p12 aa61 1030 (1296)

pT3a 1984 958 (329)

plib 1696 976 (58%)

pT4 7 53 (75%)
Gleason grade

=3+3 21888 236 (8%)

I+4 TIB5 1269 (1796)

3+ 4 Tertiary 5 573 133 (23%)

443 1301 504 (46%)

443 Tertiary 5 858 380 (44%)

444 733 4D4 (55%)
Modal (ph) stage

pHO T4 1896 (24%)

phis 856 524 (51%)
Surgical margin (F) status

Megative 10942 1939 (13%)

Pasitive 2649 1078 (4196)

NOTE: Numbers do not always add up to 13,660 in the different categories
because of cases with missing data. Abbreviation: ANC American boint
Committee on Cancer

and was considered weak in 22.4%, moderate in 24.5% and
strong in 6.8% of cancers. 4461 tumors (46.3%) showed no
PSCA staining.

PSCA expression and tumor phenotype

Absence of PSCA expression was linked to advanced
pathological tumor stage (p<0.0001), high Gleason
grade (p <0.0001), lymph node metastases (p < 0.0001),
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Fig. 1 Representative images of (a) negative, (b) weak, (c) moderate and (d) strong PCSA staining in prostate cancer and (e) normal prostate at

preoperative PSA level (p=0.0118) and positive surgical
margin (p < 0.0001). Data are summarized in Table 2.

PSCA expression and TMPRSS2:ERG fusion

Because TMPRSS2:ERG fusion is the predominant gen-
etic marker in prostate cancer we analyzed its relation to
PSCA expression [32]. Data on TMPRSS2:ERG fusion
status obtained by FISH were available from 5241 and
by immunohistochemistry (IHC) from 7762 tumors with
evaluable PSCA staining. Data on both ERG FISH and
IHC were available from 5042 cancers, and an identical
result (ERG IHC positive and break by FISH or ERG
IHC negative and missing break by FISH) was found in

95% cancers. PSCA staining did not differ significantly
between ERG positive and ERG negative cancers (Fig. 2).

Association with other key genomic deletion

Earlier studies had provided evidence for distinct
molecular subgroups of prostate cancer defined by
TMPRSS2:ERG fusion and several genomic deletions
[32-37]. Therefore PSCA expression was compared
with preexisting data on 10q23 (PTEN), 3pl13
(FOXP1), 6q15 (MAP3K7), and 5q21 (CHDI1) dele-
tion. PSCA expression did not differ notably between
cancers with and without these deletions with the
exception of marginal association of positive PSCA
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Table 2 Assodation between PSCA staining and prostate cancer phenotype

Evaluable PSCA staining (%)
Parameter (3] MNegative Weak Maderate Strong e
Total 642 463 224 245 a3
Turnor stage
pl2 G003 415 36 B9 BO = 00001
pl3a 2269 511 209 225 55
pl3bpl4 1326 597 195 170 ia
Gleason grade
=343 1713 470 230 228 72 < 00001
3+4 5275 434 228 265 74
3+ 4 Tertiary 5 441 463 236 238 63
443 977 502 212 AN a9
4 43 Tertiary 5 BE6 486 228 137 48
2444 562 616 174 178 32
Lymph node metastasic
MO 5873 4610 224 244 72 = 0.0001
M+ 674 599 11 177 i3
Preaperative PSA level (ng/ml)
<4 1099 484 a7 253 64 00118
4-10 5715 449 234 247 70
10-20 1995 469 218 241 73
=20 724 512 200 236 51
Surgical margin
MNegative 7344 45.1 228 248 73 = 0.0001
Positive 1882 513 208 226 53

expression and 6ql5- (p = 0.0318) respective 3pl3- de-
letion (p = 0.0019, Fig. 3).

Tumor cell proliferation

No association was found between PSCA staining and
tumor cell proliferation as measured by Ki67 labeling
index (p =02211), neither in all cancers nor in subsets of
ERG negative or ERG positive cancer, or in tumor subsets
with identical Gleason score (p > 0.05; data not shown).

Association with PSA recurrence

Follow-up data were available from 8410 patients with
interpretable PSCA staining. Tumors with negative PSCA
staining showed a  significantly shortened PSA
recurrence-free interval compared with positively stained
cancers (p < 0.0001, Fig. 4). This holds true for the subgroup
of ERG fusion negative and positive cancer (data not shown).
In further analysis weak, moderate and strong stained tu-
maors were grouped as positive. PSCA expression provided
additional prognostic impact in most subsets of cancer with
identical classical Gleason grade group (p =0.0346 for <3 +
3, p=0.0206 for 3 + 4, p=0.0092 for 4 + 3 and p = 0.4423 for
=4 +4, Fig. 5). However, the prognostic impact of PSCA

expression was lost in subgroups with comparable quantita-
tive Gleason scores (Additional file 1: Figure 51).

Multivariate analysis

Four different multivariate scenarios were used to simulate
clinical decisions (Table 3). Scenario 1 evaluated the pre-
operatively available parameters: Preoperative Gleason grade
obtained on the original biopsy, clinical tumor stage (cT
stage) and preoperative PSA together with the postopera-
tively obtained PSCA expression. In scenario 2, the radical
prostatectomy Gleason grade replaced the biopsy Gleason
grade, while in scenario 3 pathological (pT) stage and
surgical margin (R) status replaced cT stage. In scenario 4,
the lymph node (pN) stage is added. Overall, PSCA
expression proved to be an independent favorable
prognostic parameter. The Cox hazard ratio for PSA
recurrence-free survival after radical prostatectomy between
weak and negative PSCA expression varied from 0.84 to
0.93 and was significant in scenario 1 and 2 (Table 3).

Discussion
This study demonstrates that PSCA expression is signifi-
cantly associated with favorable tumor phenotype and a
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reduced risk for PSA recurrence. A total of 54% of prostate
cancers showed detectable PSCA expression in our [HC
study. This is in the range of two other studies reporting in
88% of 126 [2] or 48% of 233 patients [4] IHC positivity.
These IHC findings are not contradictory to further studies
describing at least a low level PSCA expression in all prostate
cancers utilizing polymerase chain reaction [5, 23]. It is well
known that IHC negativity does not reflect the absence of

expression but rather that a certain threshold for detection is
not reached. The threshold of detection is greatly influenced
by the IHC protocol [38]. Although Ross et al. [4] and Reiter
et al. [2] used different antibodies and protocols; they obvi-
ously resulted in a comparable sensitivity as in our study.
We consider our protocol suited for studying the prognostic
impact of PSCA expression as the selected conditions enable
a distinction of cancers with high and low levels of PSCA
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expression. Given that normal prostate epithelial cells usually
did not stain for PSCA, we assume that PSCA up-regulation
had occurred in a fraction of prostate cancers. The link be-
tween cancer specific up-regulation of a protein and better
prognosis is uncommon and argues for a “protective” or
tumor suppressive role. Our outcomes are in concordance
with data from Larkin et al. [27], also reporting a link be-
tween elevated PSCA expression and favorable clinical
course. A tumor suppressive role of high level PSCA expres-
sion is also supported from cell line models. For example,
functional analysis of cell lines from gastric and gallbladder
cancer demonstrated that forced overexpression of PSCA
hampered cell proliferation [12, 16].

It is noteworthy that several investigators reported
contrary results. IHC with various and partly custom
made antibodies to conventional large sections of 40
[22] and 112 (5] prostate cancers revealed associations
with high Gleason score, advanced stage and castration
resistant disease. Also in TMA studies including 114
[23] and 246 [24] prostate cancers the authors reported
associations between strong PSCA expression and high
Gleason score. However, another TMA study on 64
prostate cancers could not confirm these findings [25].
We cannot explain the discrepancy between these stud-
ies and our data obtained on almost 10,000 successfully
analyzed carcinoma.

1.0

08

0.6

0.4+

0.24

PSA recurrence-free survival

— negative
— paositive

________ 3+4 (p=0.0206")

4+3 (p=0.0092")

24+4 (p=0.4423)

0.0 T T
0 5 10

Fig. 5 Kaplan-Meier plot of PSA recurrence-free sundval and negative or pasitive (weak + moderate + strong) PSCA expression stratified for
Gleason grade (234 3, n=15353+4 4, n=34304+3, n=984 24 + 4, n=

15 20 25

years

323). *Asterisk denotes significant pvalue
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Table 3 Hazard ratios of established prognostic parameters and
PSCA expression in prostate cancer

Scenario 1 2 3 B

Analyzable (N) 8334 8454 8570 5801

Gleason grade biopsy
3+4vs. 5343
443vs.3+4
24+4vs. 443

T stage
T2avs.Tic
T3awvs. T2c

Preoperative PSA level
4-10vs. <4

1.94%
163

1.53% 147%*
065" 107

123% 1 114
125%*
123*

10-20 vs. 4-10
>20vs. 10-20

1410
147%*

1.16*
122
PSCA expression

084

Positive vs. negative 0356* 093 093

Gleason grade

prostatectomy
3+4vs. 5343
443vs. 344
24+4vs. 443

pT stage
T3aw. T2 194
T3bwvs. T3a 152"
T4vs. T3b 1.20 124

Surgical margin

(R) status
R1 vs. RO
Nodal (pN) stage
N+ vs. NO

291%
2720
175%

230
205
121*

118*

156
Gleason
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control and development of deletion in prostate cancer.
This is in contrast to one experimental study, suggesting
an accelerating effect of PSCA loss on cell proliferation in
a gastric cancer cell line [16]. That PSCA expression was
completely unrelated to TMPRSS2ERG fusion further
demonstrates that PSCA is not significantly affected by
any of the hundreds of genes that are deregulated in ERG
fusion positive prostate cancer [44-47).

PSCA expression was significantly associated with favor-
able patient outcome in our cohort. A possible clinical
relevance of this finding is supported by its statistical inde-
pendence of classical prognostic markers, especially in a
pre-operative disease state. However, in comparison with
established features such as the Gleason score, the impact
of PSCA expression on patient outcome was rather small.
If traditional prognostic Gleason groups were used, a
small prognostic impact was still found in Gleason 3 + 4
(p=0.0206) or Gleason 4+3 (p=0.0092). However, if
these subgroups were further differentiated according to
the fraction of Gleason 4 (quantitative Gleason grading
[30]) these PSCA associated prognostic differences
vanished. This further illustrates the high bar that molecu-
lar characteristics have to overcome if compared with
optimized morphologic analysis.

Conclusions

PSCA expression is a statistically independent predictor
of favorable prognosis in prostate cancer. Although its
prognostic impact per se is not very strong, PSCA ex-
pression analysis could be considered for inclusion in
multi-parametric prognostic tests to distinguish prostate
cancers with need for radical therapy.

Additional file

grade obtained on the original biopsy, clinical tumor (cT) stage, and
preoperative PSA) with the PSCA In
biopsy Gleason is replaced by the Gleason grade obtained on radical
prostatectomy. In scenario 3 ¢T stage s superseded by pathological tumor (pT)
stage and surgical margin (R) status. In scenasio 4 the lymph node (pN) stage
is added. Asterisk indicate significance level: * p £0.05, ** p £0.001, and

44 p£00001

2the

The mechanism for a tumor suppressive function of
PSCA is unknown. In our study, we compared the expres-
sion of PSCA with molecular attributes associated with
genomic instability, chromosomal deletion and tumor cell
proliferation [37]. We found previously that features with
a role in cell cycle control (p16 [39] or APE1 [40]) were
significantly associated with a high Ki67 labeling index.
Molecular attributes linked to genomic instability (MSH6/
PMS2/MLH1 [41], ELAV1 [42], or HOOK3 [43]) were
found to be associated with chromosomal deletion. The
lack of clear-cut association with these features argues
against a relevant impact of PSCA on cell proliferation

Additional file 1: Figure S1. Kaplan-Meier plot of prostate specific
antigen (PSA) recurrence and PSCA jon stratified for quantitatis
Gleason grade. Note the different time scale for Gleason Tertiary 5 grades.
(DOC 2467 kb)
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2 Darstellung der Publikation
2.1 Einleitung

Obwohl Prostatakrebs meist indolent verlauft, ist er weiterhin die dritthdufigste
Krebs-assoziierte Todesursache unter Mannern der westlichen Welt (Torre et al.
2015). Das Gleason Grading, die Tumorausdehnung in Biopsien, der praoperative
Serum-Wert des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) und das klinische Stadium
sind die aktuell etablierten pratherapeutischen Prognoseparameter. Obgleich diese
Parameter statistisch mit aggressivem Krebswachstum verknupft sind, fallt die
Unterscheidung zwischen indolentem und aggressivem Prostatakarzinom bei
einzelnen Patienten schwer. Zukunftig konnten molekulare Marker eine bessere
Einschatzung der Krebsaggressivitat ermoglichen.

Das Prostata-Stammzellantigen (PSCA), ein Protein unklarer Funktion, ist an der
Zelloberflache von Prostata-Epithelzellen verankert. Es wurde urspringlich bei dem
Versuch entdeckt, Gene zu identifizieren, welche im Prostatakarzinom hoch
reguliert werden (Reiter et al. 1998). Trotz der wegen des Namens anzunehmenden
Prostata-Spezifitat wird PSCA in unterschiedlichen extraprostatischen Geweben
exprimiert, darunter Plazenta, Niere, Pankreas und Harnblase (Cunha et al. 2006;
Gu et al. 2000; Ross et al. 2002). Die Funktion von PSCA wurde noch nicht
vollstandig geklart (Esfahani, Ataei, and Panjehpour 2015; Raff, Gray, and Kast
2009; Saeki et al. 2010; Tricoli, Schoenfeldt, and Conley 2004). Experimentelle
Arbeiten deuten auf eine mdgliche Rolle bei Zelladhasion, Proliferationskontrolle
und Zelliberleben hin (Kim et al. 2016; Reiter et al. 1998). Immer mehr Arbeiten
belegen, dass PSCA, je nach involviertem Zelltyp, entweder einen Tumor-
fordernden oder Tumor-supprimierenden Effekt zeigen kann (Ono et al. 2012; Saeki
et al. 2010; Wang et al. 2011; Zhang et al. 2016; Zhigang and Wenlv 2006). Zum
Beispiel wurde der Verlust von PSCA bei Karzinomen der Gallenblase oder des
Magens mit einer unglnstigen Prognose assoziiert (Ono et al. 2012; Study Group
of Millennium Genome Project for et al. 2008), wohingegen das Adenokarzinom des
Pankreas, das Nierenzellkarzinom und das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom bei
Verlust von PSCA eine bessere Prognose zeigten (Amara et al. 2001; Argani et al.
2001; Elsamman et al. 2006; Kawaguchi et al. 2010). Die Rolle von PSCA bei
Prostatakrebs bleibt unklar. Selbst wenn die meisten verdffentlichten Daten
bezogen auf das Prostatakarzinom einer PSCA Uberexpression eine
malignitatssteigernde Wirkung zuschreiben (Gu et al. 2000; Han et al. 2004; Ruan
et al. 2012; Taeb et al. 2014), gibt es ebenso Studien, die diesen Schluss nicht
zulassen (Joung et al. 2007) oder sogar das Gegenteil belegen. Einige Studien
fanden, dass eine PSCA Herunterregulierung mit Prostatakrebs-Aggressivitat und
Metastasen einhergeht (Fuessel et al. 2003; Larkin et al. 2012; Moore et al. 2008;
Schmidt et al. 2006).

Um die prognostische Rolle der PSCA Expression im Prostatakarzinom zu
bestimmen, wurden in unserer Arbeitsgruppe immunhistochemische
Untersuchungen zur PSCA Expression an einem grol3en, vorbestehenden
Prostatakarzinom Tissue Microarray (TMA) durchgefihrt und ausgewertet.
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2.2 Material und Methoden

Die verwendeten Materialien und die angewandten Methoden wurden in der dieser
Doktorarbeit zugrunde liegenden Publikation detailliert beschrieben (Heinrich et al.
2018) und werden nachstehend verklrzt wiedergegeben.

2.2.1 Patienten

Es wurden Operationspraparate radikaler Prostatektomien von 13.660 Patienten
verwendet. Alle wurden zwischen 1992 und 2014 an der Universitatsklinik Hamburg-
Eppendorf (Abteilung fur Urologie und Martini Klinik) gewonnen. Diagnostisch
wurde zusatzlich zum klassischen Gleason Grading das ,quantitative” Gleason
Grading angewendet (Sauter et al. 2016). Follow-up Daten waren von 12.208
Patienten verflugbar. Fir die Kaplan-Meier-Analysen wurde der Zeitpunkt eines PSA
Rezidivs bei einem post-operativen Wert von 0,2 ng/ml definiert. Von jedem
Patienten wurde ein 0,6 mm messendes, zylindrisches Gewebestlck in ein TMA
Format eingebracht (Mirlacher and Simon 2010).

2.2.2 Immunhistochemie

Auf frisch angefertigte Schnittpraparate wurden ein polyklonaler Kaninchen-
Antikorper fur PSCA (cat#PA1-38516 von Thermo scientific in 1:150facher
Verdunnung) aufgetragen und bei 37° Celsius flr 60 Minuten inkubiert. Gebundene
Antikdrper wurden mit dem EnVision™ Kit (Dako, Glostrup, Danemark) visualisiert.
Das Farbemuster war im Tumorgewebe membrands und zytoplasmatisch. In
normalem Prostataepithel fand sich keine Farbung. Eine Anfarbung fur PSCA wurde
entweder in allen (100%) oder keinen (0%) der Tumorzellen eines TMA-Spots
gefunden. Die Farbeintensitat wurde deswegen semiquantitativ am Mikroskop an
gefarbten Schnittpraparaten bestimmt und in vier Kategorien eingeteilt: negativ,
schwach, moderat und stark.

2.2.3 Statistik

Um die Assoziation von PSCA und verschiedenen klinisch-pathologischen Variablen
zu untersuchen, wurden Kontingenztabellen angefertigt und mittels Chi-Quadrat-
Test ausgewertet. Um eine mdgliche Assoziation zwischen PSCA Expression und
Tumorproliferation zu finden, wurden Varianzanalysen durchgefiuhrt und der F-Test
angewendet. Fir das PSA Rezidiv-freie Uberleben wurden Kaplan-Meier Kurven
angefertigt. Unterschiede hierin wurden mittels Log-Rank-Test untersucht. Mittels
Cox-Regressionsanalysen wurde auf Unabhangigkeit und Signifikanz zwischen
pathologischen, molekularen und klinischen Variablen untersucht.
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2.3 Ergebnisse

Die erzielten Ergebnisse wurden in der dieser Doktorarbeit zugrunde liegenden
Publikation unter Verwendung von Abbildungen und Tabellen detailliert beschrieben
(Heinrich et al. 2018). Die wichtigsten Ergebnisse sind:

1.

Insgesamt waren von 13.660 (100%) , TMA Spots® 9642 (70,6%) auswertbar.
In den restlichen 4023 (29,4%) Fallen befand sich entweder kein oder nicht
eindeutig als Tumor zu identifizierendes Gewebe.

In Drisen, Stroma und Entzindungszellen des normalen Prostatagewebes
lie sich kein PSCA nachweisen. Im Tumorgewebe konnte eine positive
Reaktion fur PSCA in 5581 (53,7%) von 9642 auswertbaren, Tumor-
enthaltenden ,TMA Spots” beobachtet werden. Diese setzen sich zusammen
aus 22,4% schwach , 24,5% moderat und 6,8% stark gefarbten ,TMA Spots®.
Eine fehlende PSCA Expression ist mit fortgeschrittenem pathologischem
Tumorstadium, hohem Gleasongrad, Lymphknotenmetastasen, hohem
praoperativem Gleasongrad und positivem chirurgischem Resektionsrand
assoziiert.

Zwischen ERG-positiven und ERG-negativen Tumoren unterscheidet sich
die PSCA Anfarbbarkeit nicht signifikant.

Zwischen Tumoren mit oder ohne eine der untersuchten Deletionen (10923,
6915, 5921 und 3p13) unterscheidet sich die PSCA Expression nicht merklich.
Ein schwacher statistischer Zusammenhang fand sich lediglich fur die 6q15
(MAP3K7) und 3p13 (FOXP1) Deletion.

Es ergab sich keine Assoziation zwischen der PSCA Anfarbbarkeit und dem
Proliferationsindex, weder bezogen auf alle Tumoren noch in Subgruppen
von ERG-positiven und ERG-negativen oder Gruppen mit identischem
Gleasonscore. Die Bewertung erfolgte mittels Ki67-Labeling Index.
PSCA-negative Tumoren zeigten ein signifikant kirzeres Intervall bis zum
PSA Rezidiv als PSCA-positive Tumoren. Dieses Ergebnis wurde auch in den
Subgrupppen von ERG-Fusions-positiven bzw. -negativen Karzinomen
gefunden.

Wenn nur praoperativ verfligbare Prognoseparameter flr eine multivariate
Analyse herangezogen wurden, erwies sich die PSCA Expression als
unabhangiger prognostischer Marker.

Die PSCA Expression erwies sich in Tumoren mit identischem
.Klassischem® Gleason Grading signifikant prognoserelevant, auller in der
Gleason Gruppe 24+4.

10.Unter Verwendung des ,quantitativen“ Gleasongrades zeigte die PSCA

Expression keine weitere Prognoserelevanz.
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2.4 Diskussion

Diese Arbeit zeigt, dass eine nachweisbare PSCA Expression signifikant mit einem
gunstigen Tumorphanotyp und einem reduzierten Risiko eines PSA Rezidivs
assoziiert ist. Insgesamt wiesen 54% der Prostatakarzinome unserer Studie eine
nachweisbare PSCA Expression via Immunhistochemie auf. Dieser Wert ist
vergleichbar mit Ergebnissen friherer Studien, in denen bei 126 Patienten 88%
PSCA positive Karzinome gefunden wurden (Reiter et al. 1998) bzw. bei 233
Patienten 48% (Ross et al. 2002). Diese immunhistochemischen Studien lassen
sich nur bedingt mit anderen Publikationen vergleichen, welche die PSCA
Expression via Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) untersuchten und geringere
Werte nachwiesen (Gu et al. 2000; Taeb et al. 2014).

FUr das Verstandnis der Daten unserer Arbeitsgruppe ist es wichtig zu verstehen,
dass immunhistochemische Negativitat nicht die Abwesenheit eines Proteins
widerspiegelt, sondern aufzeigt, dass ein bendtigter Grenzwert zur optischen
Detektion nicht erreicht wurde. Dieser Grenzwert hangt stark vom verwendeten
Immunhistochemie (IHC) Protokoll ab (Schlomm et al. 2008). Obwohl andere
Arbeitsgruppen (Reiter et al. 1998; Ross et al. 2002) andere Antikorper und
Protokolle verwendet haben, erreichten sie eine vergleichbare Sensitivitat wie bei
unserem Ansatz. Das von unserer Arbeitsgruppe verwendete Protokoll ist darauf
ausgelegt, den prognostischen Einfluss der ,Hohe“ der PSCA Expression zu
bestimmen. Es wurden Bedingungen gewahlt, die eine Unterscheidung zwischen
Tumoren mit hoher und niedriger PSCA Expression zulassen. Da nicht-
neoplastisches Prostataepithel typischerweise PSCA negativ ist, wurde davon
ausgegangen, dass eine PSCA Hochregulierung in einem Teil der
Prostatakarzinome  stattfindet. Die  Verbindung von tumorspezifischer
Hochregulierung eines Proteins und einer verbesserten Prognose ist ungewohnlich
und spricht fur eine protektive bzw. Tumor-supprimierende Rolle von PSCA. Die
Daten sind dahingehend konkordant mit den Ergebnissen einer britischen
Arbeitsgruppe (Larkin et al. 2012), welche ebenso von einer Verbindung zwischen
erhdéhter PSCA Expression und einem gulnstigen klinischen Verlauf berichtete. Die
Annahme eines Tumor-supprimierenden Effektes hoher PSCA Expressionswerte
wird durch Zelllinien Modelle unterstlitzt. Zum Beispiel zeigen funktionelle Analysen
von Gallenblasen- und Magenkrebs-Zelllinien, dass eine experimentelle
Uberexpression von PSCA die Zellen am Wachstum hindert (Ono et al. 2012; Study
Group of Millennium Genome Project for et al. 2008).

Andere Arbeitsgruppen erzielten Resultate, die unseren Befunden widersprechen.
Immunhistochemische  Untersuchungen  mit  verschiedenen und teils
selbstproduzierten Antikérpern an Kohorten von 40 (Ruan et al. 2012) und 112 (Gu
et al. 2000) Prostatakarzinomen berichten von Assoziationen einer erhéhten PSCA
Expression mit einem hohen Gleason Grad, fortgeschrittenen Tumorstadium und
Kastrations-resistenten Tumorleiden. Zudem wurde in vorangegangenen TMA
Studien an 114 (Taeb et al. 2014) und 246 (Han et al. 2004) eingeschlossenen
Patienten eine Assoziation zwischen hoher PSCA Expression und hohem Gleason
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Grad beschrieben. Die in unserem Institut an fast 10.000 analysierten
Prostatakarzinomen ermittelten Werte, konnten die Ergebnisse der oben genannten
kleineren Studien nicht bestatigen. Konkordant dazu kam eine weitere TMA Studie
aus Korea (Joung et al. 2007) mit 64 untersuchten Prostatakarzinomen zu
vergleichbaren Schlussfolgerungen.

Der genaue Mechanismus fur eine Tumor-supprimierende Funktion von PSCA ist
unbekannt. In unserem Studiendesign wurde die Expression von PCSA mit
molekularen Attributen verglichen, welche mit Genominstabilitdt, chromosomaler
Deletion und Tumorzellproliferation assoziiert sind (Minner et al. 2010). Anhand von
Zusammenhangen mit besser verstandenen molekularen Veranderungen, konnen
Ruckschlisse auf die Funktion eines Proteins gezogen werden. Zuvor wurde in
unserem Institutan der gleichen Kohorte von Prostatakarzinomen gezeigt, dass
Marker mit einer bekannten Rolle in der Zellzykluskontrolle wie p16 (Burdelski et al.
2016) und APE1 (Juhnke et al. 2017) signifikant mit einem hohen Ki-67-Labeling
Index verknupft waren. Weiterhin konnte an den untersuchten Tumoren gezeigt
werden, dass molekulare Attribute, die mit Genominstabilitdt verbunden sind, wie
MSH6/PMS2/MLH1 (Wilczak et al. 2017), ELAVI (Melling et al. 2016) oder HOOK3
(Melling et al. 2015) signifikant mit dem generellen Vorkommen von chromosomalen
Deletionen assoziiert sind. Die weitgehend fehlende Assoziation der PSCA
Expression zum Ki67-Labeling Index und zu Deletionen legt nahe, dass die PSCA
Expression beim Prostatakrebs keinen relevanten Einfluss auf
Zellproliferationskontrolle oder die genomische Integritat hat. Diese Aussage
widerspricht einer experimentellen Studie, die einem PSCA Verlust eine
beschleunigte Zellproliferation in einer Magenkrebs-Zelllinie zuschreibt (Study
Group of Millennium Genome Project for et al. 2008). Dass die PSCA Expression in
der vorliegenden Studie unabhangig von der TMPRSS2:ERG Fusion war, lasst
schlussfolgern, dass PSCA nicht durch eines der Gene verandert wird, welche in
ERG Fusions-positiven Prostatakarzinomen dereguliert werden (Brase et al. 2011;
Gupta et al. 2010; Jhavar et al. 2009; Taylor et al. 2010).

In der hier untersuchten Kohorte war die PSCA Expression signifikant mit einer
gunstigen Patientenprognose assoziiert. Eine mogliche klinische Konsequenz aus
diesem Ergebnis wird vor allem durch eine statistische Unabhangigkeit von anderen
klassischen Prognosemarkern deutlich, besonders im praoperativen Setting.
Jedoch ist der Einfluss auf die Prognose im Vergleich zu etablierten Prognose
Markern wie dem Gleason Grad eher klein. Wenn man den traditionellen Gleason
Grad verwendet, lasst sich ein zusatzlicher, statistisch signifikanter Einfluss auf die
Prognose attestieren. Dieser fallt unter die Signifikanzschwelle, wenn das an
unserem Institut entwickelte ,quantitative“ Gleason Grading zum Einsatz kommt
(Sauter et al. 2016). Diese Feststellung verdeutlicht, welche hohe Hiirde molekulare
Attribute Uberwinden muissen, um einen diagnostischen und/oder prognostischen
Zugewinn zu erbringen, wenn optimale morphologische Analysen zur Verfligung
stehen.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass der PSCA Expression beim
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Prostatakarzinom eine signifikante, in multivariaten Analysen unabhangige,
Prognoserelevanz zukommt. Diese Prognoserelevanz ist zu gering um aktuell eine
EinfUhrung der PSCA Farbung in die Routinediagnostik von Prostatakarzinomen zu
rechtfertigen. Fur die Zukunft ist es aber denkbar, dass die PSCA Analyse in
Kombination mit anderen Prognose-relevanten Proteinen fur einen Kklinisch
nutzbaren ,Mulitiparameter-Immunhistochemie-Cocktail“ verwendet werden kdnnte.
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2.5 Zusammenfassung

Bei meist indolentem Verlauf, bleibt das Prostatakarzinom eines der fuhrenden
Krebs-assoziierten Todesursachen der entwickelten Welt. Trotz intensiver
Forschung sind die Moglichkeiten zur Differenzierung einer indolenten von einer
potentiell lebensbedrohlichen  Neoplasie eingeschrankt und neben unserer
Arbeitsgruppe in  Hamburg richten sich internationale wissenschaftliche
BemuUhungen auf die Entdeckung und Einordnung molekularer prognostischer
Marker flr eine praoperative Einschatzung des individuellen Tumorleidens,
zusatzlich zu den klinisch bekannten Parametern wie PSA-Wert, Bildgebung und
Gleason Grad der Biopsie. Ein solcher potentieller Marker ist PSCA, dessen Verlust
in anderen Tumorentitaten (Magen, Gallenblase) mit einer verbesserten Prognose
einhergeht. Sein genauer Wirkmechanismus im Prostatakarzinom ist trotz des
naheliegenden Namens nicht vollends geklart. Ziel der Studie war es, die klinische
Relevanz der PSCA Expression mit den Verlaufsdaten von Patienten zu analysieren
und mit bekannten prognostischen Markern ins Verhaltnis zu setzen. Dazu wurden
mehr als 10.000 Patienten zwischen 1992 und 2014 radikal prostatektomiert und
in unserem Institut diagnostiziert. Mithilfe der TMA Technik war es mdglich alle
Tumoren zur selben Zeit und unter gleichen Bedingungen immunhistochemisch zu
bearbeiten und anschlieRend auszuwerten.

2.6 Abstract

Prostate Stem Cell Antigen (PSCA) is frequently expressed in prostate cancer but
its exact function is unclear. To clarify contradictionary findings on the prognostic
role of PSCA expression, a tissue microarray containing 13,665 prostate cancers
was analyzed by immunohistochemistry. PSCA staining was absent in normal
epithelial and stromal cells of the prostate. Membranous and cytoplasmatic PSCA
staining was seen in 53.7% of 9,642 interpretable tumors. Staining was weak in
22.4%, moderate in 24.5% and strong in 6.8% of tumors. PSCA expression was
associated with favorable pathological and clinical tumor features: Early
pathological tumor stage (p< 0.0001), low Gleason grade (p<0.0001), absence of
lymph node metastasis (p<0.0001), low pre-operative PSA level (p=0.0118),
negative surgical margin (p<0.0001) and reduced PSA recurrence (p<0.0001).
PSCA expression was an independent predictor of prognosis in multivariate analysis
(hazard ratio 0.84, p<0.0001). The absence of statistical relationship to
TMPRSS2:ERG fusion status, chromosomal deletion or high tumor cell proliferation
argues against a major role of PSCA for regulation of cell cycle or genomic integrity.
PSCA expression is linked to favorable prognosis. PSCA measurement is a
candidate for inclusion in multi-parametric prognostic prostate cancer tests.
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