UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Institut fur Pathologie

Direktor: Prof. Dr. Guido Sauter

Diagnostische und prognostische Bedeutung der Expression von
Arginase-1 in menschlichen Tumoren und Normalgeweben:

Eine Tissue-Microarray-Studie an 12 047 Tumoren

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Zahnmedizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

vorgelegt von:

Eva Sophie Gehrig
aus Stuttgart

Hamburg 2021



Angenommen von der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg am: 30.03.2022

Veroffentlicht mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Priifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Stefan Schneider

Priifungsausschuss, zweite/r Gutachter/in: Prof. Dr. Guido Sauter



Inhaltsverzeichnis

1 BINIEIUNG .ottt st b e st et ere b e naeene s 4
ToT AFGINASE ..ottt ettt et e s be b e e ta e beebeereentaenseenaens 4
1.2 AFQINASE-T ...ttt ettt e be b e s sa e se e b e eneenseenseeneens 6

1.2.1 Struktur und FUNKLON ..o 6
1.2.2 Bedeutung in NOrmalgeweben ...........ccooeviriniiinieieeeeeee e 8
1.2.3 Bedeutung in TumMOrgeweben.............cccoviviviniiinieeeeeee e 12
1.3 Klinische Bedeutung in der Tumortherapie ...........ccccceeiviiiieiiecieieeee, 15
1.4 Klinische Bedeutung in der Diagnostik (Pathologie)..........c.cccccvevvevieviinienennnn. 16

2. Material und Methoden ............ccooiiiiiiie s 18
2.1 Tissue-Microarray TeChNIK ............ccoovieiieiiiieieece e 18
2.2 Fir die Studie verwendete TMA-BIOCKE...........ccovveiieiieieieeeeeeeee 22
2.3 IMmMUNhISTOChEMIE.........ooiiii e 28
2.4 Arginase-1 ImmunhiStoChemie ..ot 31
2.5 Auswertung der Immunhistochemie ............cccooevveiieiieciiieeeeee e 33
2.6 SHALISTIK ..ottt sttt 33

3. EFQEDNISSE ...t r et sra e enaens 33
3.1 TechniSChe ASPEKLE ........ooeeiieeeee e 33
3.2 Arginase-1in Normalgeweben ..............ccovveiieiiiieieceeeccee e 34
3.3 Arginase-1 iN TUMOIEN .........cccueiiieieiieieeeeeeee ettt ste e eneens 40
3.4 Arginase-1 Expression und klinisch-pathologische Parameter ...................... 57

4. DISKUSSION ...ttt ettt ettt ettt st et e et ebe e 59

5. ZUSAMMENTASSUNG ......oooviiiieiiiciieieeetee ettt ettt e s e s e sbe e s e sasesseensesseans 69

6. ENGlISN SUMMAAIY ..ot 70

7. ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS .....ouiiiiieiieeeee e 71

8. LiteraturverZeiChNIS. .........c.ooi it 72

9. DANKSAGUNG ....ccuviitieiieie ettt ettt ettt et e e te e be et e e st e teenseesaenseessesssenseensennaans 82

10. LEDENSIAUT.......oeeee e 83

11. Eidesstattliche ErkIarung ...........ccoovieiioiiiiceee s 84



1. Einleitung
1.1 Arginase

Die in eukaryotischen Zellen ubiquitar exprimierte Arginase gehoért zur Enzymfamilie der
Hydrolasen. Sie kommt in humanem Gewebe in zwei Isoformen vor, welche sich
insbesondere bezuglich ihrer intrazellularen Lokalisation sowie ihrer Gewebespezifitat
unterscheiden (Jenkinson et al., 1996). Neben der mitochondrialen Arginase-2, die unter
anderem von Bakterien, Hefen, Pflanzen exprimiert wird, exprimieren Wirbeltiere und
andere hohere Lebensformen zusatzlich auch die Isoform Arginase-1, welche sich im
Zytosol findet (Samson, 2000, Jenkinson et al., 1996). Es wird angenommen, dass es sich
bei der mitochondrialen Arginase-2 um eine rudimentare Form der urspringlichen Arginase
handelt und es nach der Trennung in Wirbeltiere und Wirbellose zur Duplikation des
Enzyms kam (Jenkinson et al., 1996). Aufgrund ihrer mehrheitlichen Expression im
jeweiligen Gewebe wird die Arginase-1 synonym als ,Leberarginase®, die Arginase-2 als
,Nierenarginase“ bezeichnet (Ash, 2004). Obwohl die beiden Isoformen von
unterschiedlichen Genen codiert werden, weisen sie eine 60%ige Homologie der
Primarstrukturen sowie eine 100%ige Homologie des aktiven Zentrums auf (Vockley et al.,
1996b).

Beide Enzyme katalysieren — unter Zuhilfenahme ihres Kofaktors Mangan — die Hydrolyse
von L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff. Diese beiden Produkte, Harnstoff und L-Ornithin,
erfullen unterschiedliche Funktionen im Koérper: Harnstoff ermoglicht die Elimination
stickstoffhaltiger Abbauprodukte des Korpers, die Bereitstellung von L-Ornithin ermdglicht
uber weitere enzymatische Reaktionen den Aufbau von Polyaminen und Prolin (Munder,
2009). Obwohl beide Isoformen dieselbe Reaktion katalysieren, wird der Arginase-1 durch
ihr Uberwiegendes Vorkommen in der Leber primar eine katabole Funktion im Sinne der
Harnstoffbildung, der Arginase-2 durch ihr Vorkommen im Mitochondrium eine anabole
Funktion durch die Bereitstellung von L-Ornithin als wichtigstes Produkt zugeschrieben (lyer
et al., 1998). Eine schematische Darstellung der von der Arginase katalysierten Reaktion

ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Ubersicht der durch die Arginase katalysierten Reaktion sowie mdgliche
weitere Wege der Produkte. Verwendete Abkilrzungen: ODC Ornithindecarboxylase, OTC Ornithin-
Transcarbamylase, OAT Ornithin-Aminotransferase. Zu beachten ist, dass die abgebildeten Reaktionen nicht
alle in ein und derselben Zelle, wie hier zur Vereinfachung dargestellt, ablaufen. Modifiziert nach (Caldwell et
al., 2018, Wu et al., 2009).

Der Harnstoffzyklus lauft in den Hepatozyten ab und wird durch die dort exprimierte
Arginase-1 als eines der Schlisselenzyme in seinem vollen Ablauf erméglicht. In den
Leberzellen wird Arginase-1, nicht aber Arginase-2 exprimiert (Yang und Ming, 2014). Bei
der Verdauung von Proteinen im menschlichen Kérper fallen stickstoffhaltige Verbindungen
wie Ammoniak an, welche in hohen Konzentrationen neurotoxisch sind und deshalb in den
weniger giftigen Harnstoff umgewandelt und letztlich renal ausgeschieden werden (Dimski,
1994). Bei unvollstandigem Ablauf des Harnstoffzyklus, bei dem zwar Arginase vorhanden
ist, aber ein oder mehrere weitere zyklusermdglichende Enzyme oder Transportproteine im
Gewebe fehlen, ist der Uberwiegende physiologische Nutzen der Arginase Reaktion die
Bereitstellung der nicht-proteinogenen Aminosaure L-Ornithin (Wang et al., 2014). Wie in
Abbildung 1 dargestellt wird L-Ornithin von der Ornithindecarboxylase (ODC) sowie der
Ornithin-Aminotransferase (OAT) bendétigt, um Polyamine und Prolin aufzubauen. Im
menschlichen Korper sind Polyamine an der Angiogenese, der Wundheilung, aber auch der
Stimulation des Zellwachstums, sowohl in Normal- als auch in Tumorgewebe, beteiligt
(Pegg, 1986, Lenis et al., 2017). Prolin wird zur Kollagensynthese bendtigt (Durante et al.,
2001). Der Aufbau von Polyaminen und Prolin spielt vor allem bei der extrahepatischen
Arginase Reaktion eine Rolle, da L-Ornithin, welches aus dem Harnstoffzyklus stammt, in
der Regel kein Substrat der OAT oder der ODC wird (Caldwell et al., 2018).



1.2 Arginase-1
1.2.1 Struktur und Funktion

Das fiir Arginase-1 codierende Gen ARG1 ist auf Chromosom 6923 des humanen Genoms
lokalisiert (Sparkes et al., 1986). Es ist zehn bis zwdlf kb lang und beinhaltet acht Exons
sowie sieben Introns (Takiguchi et al., 1988). Das Genprodukt besteht aus 322
Aminosauren und codiert flr je eine Untereinheit von ca. 35 kDa Molekularmasse (Dizikes
et al., 1986, Ash, 2004). Drei identische Untereinheiten, die in ihrer Tertiarstruktur in a -
Helix und R-Faltblattstruktur gefaltet vorliegen, setzen sich zum vollstdndigen Apoenzym
zusammen (Ash, 2004). Das aktive Zentrum befindet sich in der unteren Halfte jeder
Untereinheit und hat jeweils zwei Mangan Molekule, welche fiir die enzymatische Aktivitat
obligat sind, gebunden (Abbildung 3) (Kanyo et al., 1996). Das pH Optimum der Arginase
liegt bei 9 (Beruter et al., 1978).

Transkriptionsfaktoren, welche die Expression der Arginase-1im Mausmodell beeinflussen,
sind STAT3 (signal transducer and activator of transcription3), Foxhead box transcription
factor (FOX) O4, hypoxia inducible factor (HIF)-1, CCAAT/ enhancer binding protein
(C/EBP) R und der activator of transcription factor (ATF)2 (Shatanawi et al., 2015, Sheldon
et al., 2013, Zhu et al., 2015). Ein moglicher Inhibitor der Enzymaktivitat ist neben der
Aminosaure L-Lysin (Beruter et al., 1978) auch das endogene N-omega-hydroxy-L-Arginin,

welches als Intermediat in der Stickstoffmonoxidsynthese entsteht (Boucher et al., 1994).

Abbildung 2: Struktur der Arginase-1. Drei identische Untereinheiten (Homotrimer), die jeweils zwei Mangan
Molekiile gebunden haben, setzen sich zum vollstandigen Holoenzym zusammen. Modifiziert nach
(Kanyo et al., 1996).



Ihre Ubergeordnete Funktion erflllt die Arginase-1 im Harnstoffzyklus, welcher essenziell
fur den Ammoniakstoffwechsel von Saugetieren ist (Dimski, 1994). Ammoniak, welches bei
der Metabolisierung von Proteinen anféllt, ist eine wichtige Stickstoffquelle fur die
Aminosauresynthese im Organismus. Kommt es allerdings zur Akkumulation von
Ammoniak im Blut, wirkt dieses zytotoxisch und I6st geistige Verwirrung, Spasmen bis hin
zu schweren Erscheinungsbildern wie der hepatischen Enzephalopathie oder dem
hyperammonischen Koma aus (Auron und Brophy, 2012). In finf enzymatisch kontrollierten
Reaktionen, von denen die ersten beiden im Mitochondrium und die restlichen drei im
Zytosol der Hepatozyten ablaufen, wird im Katabolismus angefallenes Uberschissiges
Ammoniak zum wasserldslichen Harnstoff metabolisiert, damit dieser Uber die Niere
ausgeschieden werden kann (Abbildung 3). Taglich werden annahernd 30 g Harnstoff mit
dem Urin ausgeschieden (Yang und Bankir, 2005). Bei einer proteinreichen Ernahrung kann
die Harnstoffproduktion, gegenuber einer langeren Nahrungsabstinenz, um 300 %
ansteigen (Schimke, 1962).
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Abbildung 3: Harnstoffzyklus. Vereinfachte Darstellung des Harnstoffzyklus. @ Carbamoylphosphat-
Synthetase1 @Ornithin Carbamoyl-Transferase  ® Argininosuccinat-Synthetase @ Arginonosuccinat-Lyase

®Arginase-1. Der Transport von Citrullin/Ornithin tber die mitochondriale Membran erfolgt via Ornithin/Citrullin
Transporter die der Anschaulichkeit halber nicht abgebildet sind. Modifiziert nach (Wang et al., 2014).

Neben ihrer Funktion im Harnstoffzyklus ist die Arginase-1 auch an immunologischen
Ablaufen beteiligt. Besonders durch ihre Einflussnahme auf den L-Arginin Haushalt wird der
Arginase-1 in immunologischen Ablaufen wie Entzindung, Immunevasion von
Tumorgewebe, Immunsuppression oder Infektionskrankheiten eine zunehmende

Bedeutung zugeschrieben (Bronte und Zanovello, 2005).



1.2.2 Bedeutung in Normalgeweben

Obwohl der Begriff Arginase-1 unter anderem synonym mit dem Begriff Leberarginase
verwendet wird, wird Arginase-1 nicht ausschlief3lich in den Hepatozyten exprimiert (Yang
und Ming, 2014). In polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMNs) wird Arginase-
1 konstitutiv exprimiert, allerdings im Gegensatz zu den Hepatozyten in Granula und nicht
im Zytosol gespeichert (Munder et al., 2005). Zusatzlich gibt der Human Protein Atlas (HPA)
eine Proteinexpression in pre-leptotdnen Spermatozyten sowie den Spermatogonien des
Hodens an (Abbildung 4). Die Bedeutung der Arginase-1 in letzteren Geweben ist bis dato
unklar. Neben ihrer konstitutiven Expression ist die Arginase-1 zusatzlich induzierbar, zum
Beispiel im Endothel, glatten Muskelzellen oder manchen Epithelien (Borregaard et al.,
2007, Munder, 2009).
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Abbildung 4: Protein Expression der Arginase-1 in humanem Gewebe.
Stand 24.09.2021. (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000118520-ARG1/tissue).
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Abbildung 5: mRNA Expression der Arginase-1 in humanem Gewebe.
Stand 24.09.2021.Verwendete Abkirzung: NX Normalized eXpression.
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000118520-ARG1/tissue).




Das Vorliegen von Diskrepanzen zwischen mRNA-Expressionsdaten und Protein-
Expressionsdaten wurde vielfach beschrieben (Maier et al., 2009). Sowohl genetische
Ursachen als auch differente Datenerhebungen flhren zu diesem Phanomen. Viele
posttranskriptionelle Faktoren, wie unter anderem die Stabilitdt der mRNA im Zytoplasma,
koénnen die effiziente Translation transkribierter mRNA beeinflussen (Preiss und Hentze,
1998, Schwartz und Parker, 1999, Lackner et al., 2007). Dies kdénnte eine inadaquate
Translation und somit das Verbleiben des Genproduktes im mRNA Zustand erklaren. Nach
dem zentralen Dogma der molekularen Biologie geht der Bildung eines Proteins die
Transkription einer RNA voraus (Crick, 1970). Das Vorliegen einer alleinigen
Proteinexpression ohne nachgewiesene mRNA Expression kénnte man auf inharente
Ungenauigkeiten der erhobenen Daten zurtickfuhren. Die Erhebung der Proteinexpression
fand mittels Immunhistochemie (IHC) statt. Falsch positive Ergebnisse kdnnen
beispielsweise durch unspezifische Antigenbindungen entstehen (Yaziji und Barry, 2006).
Zu hohe Antikoérperkonzentration, zu dicke Gewebeschnitte oder auch Trockenartefakte
gehdéren zu den haufigsten anwendungsbedingten Ursachen fur falsch positive
Farbeergebnisse. Falsch negative Ergebnisse kénnen auf mangelhafte Gewebefixierung
oder auch eine nicht auf den individuellen Antikérper abgestimmte Antigendemaskierung

zurtckgeflhrt werden (Gown, 2016).

In polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMNs) wird Arginase-1 in Granula
gespeichert, welche bei der Phagozytose von Pathogenen mit dem Phagosom
verschmelzen und dabei Arginase-1 freisetzen. Dem intraphagosomalen Milieu wird dann
durch die katalytische Reaktion der Arginase-1 L-Arginin entzogen, was in der Abwehr,
besonders L-Arginin auxotropher Mikroorganismen wie beispielsweise bestimmte Candida
albicans Stamme, zur deren Untergang beitragt (Munder et al., 2005). Im Rahmen von
Entzindungen kommt es zu einer entzindungsinduzierten Immunsuppression, die
exzessive Gewebedestruktion verhindern soll (Baniyash, 2004). PMNs, die bei
entzindlichen Prozessen zugrunde gehen, geben Arginase-1 in das entziindliche Milieu frei
und kénnten damit an der durch L-Arginin Depletion ausgelésten Stillegung der T-
Lymphozyten beteiligt sein (Munder, 2009). T-Zellen benétigen L-Arginin fur die Synthese
des CD3C (zeta) Komplex, der Teil des T-Zell Rezeptors ist (Rodriguez et al., 2003). Ohne
T-Zell Rezeptor kdnnen T-Zellen keine Antigendiskriminierung durchfihren und folglich
keine T-Zellen aktivieren, die Sekretion von Zytokinen sowie die Differenzierung zu
Effektorzellen bleibt aus (Rodriguez et al., 2003). Die Beteiligung der Arginase-1 bei der
Limitation eitriger Entzindungen durch T-Zell Inhibition wurde bereits 2006 durch Munder
et al. dokumentiert (Munder et al., 2006).



Neben der Bedeutung der Arginase-1 bei regularer Expression im Normalgewebe werden
bei diversen Krankheitsbildern Abweichungen der Normalexpression beobachtet (Caldwell
et al., 2018). Bei Arginase-1 Mangel, einer seltenen autosomal rezessiven Erkrankung,
kommt es durch Mutationen im ARG1 Gen zu Einschrankungen oder Funktionsverlust des
Enzyms (loss of function mutation) (Vockley et al., 1996a). In der Folge leiden betroffenen
Kinder an pathognomischen spastischen Paraparesen, Wachstumshemmung, geistiger
Retardation und anderen primar der Hyperargininamie geschuldeten Symptomen
(Cederbaum et al., 1977, lyer et al., 1998). Erst sekundar kommt es zur Hyperammonamie,
da eine Teilkompensation des Enzymdefekts durch die Arginase-2 stattfindet (lyer et al.,
1998). Betroffene haben unter Proteinrestriktion und medikamentdser Therapie keine
verkirzte Lebenserwartung und zeigen je nach Diagnosezeitpunkt persistierende
individuelle kognitive Einschrankungen (Sun et al., 1993).

Folgen einer Uberexpression der Arginase-1 beziehungsweise einer gesteigerten Arginase
Aktivitat (gain of function mutation) sind seit vielen Jahren Gegenstand der Forschung und
lassen sich bei Betrachtung des L-Arginin Stoffwechsel im Mausmodell naher erklaren.
Auflerhalb des Harnstoffzyklus konkurriert die Arginase unter anderem mit den
Stickstoffsynthasen um ihr Substrat L-Arginin (Modolell et al., 1995).
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Abbildung 6: Vereinfachte Ubersicht des kompetitiven L-Arginin Metabolismus auRerhalb des
Harnstoffzyklus. Verwendete Abkiirzungen: NOS Stickstoffsynthase. Modifiziert nach (G et al., 2020).

Es existieren drei Isoformen der Stickstoffsynthase (NOS), von denen zwei, die neuronale
NOS1 sowie die endotheliale NOS3 konstitutiv exprimiert werden (Rath et al., 2014). Die
dritte Isoform, die induzierbare NOS2, wird unter anderem im Zuge der Immunantwort
aktiviert (Daff, 2010). Die Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) setzen L-Arginin zu
Stickstoffmonoxid (auch EDRF, endothelium derived relaxing factor) um, welches bei

Freisetzung sowohl zum Erschlaffen der glatten Muskulatur flhrt (Wu et al., 2009) als auch
10



die Thrombozytenaggregation im Herz-Kreislauf-System hemmt (G et al., 2020, Liu und
Huang, 2008). Neben seiner Funktion im kardiovaskuldren System erfillt das
Stickstoffmonoxid weitere Funktionen im Rahmen der angeborenen Immunantwort bei der
primaren Pathogenelimination (Robbins und Grisham, 1997). Durch experimentelle
Mausmodelle wurde bereits gezeigt, dass aktivierte Makrophagen L-Arginin Gber ihre NOS2
zu Stickstoffmonoxid (NO) verstoffwechseln, um die Zytotoxitizat des NO im primaren
Angriff gegen Viren, Bakterien, Pilze, Protozoen und Tumorzellen zu nutzen (MacMicking
et al.,, 1997). Besonders bei gleichzeitiger Expression der Stickstoffsynthasen und der
Arginase im selben Kompartiment kommt es durch die Konkurrenz um ihr Substrat L-Arginin

zu Wechselwirkungen (Modolell et al., 1995).

In der Folge wird angenommen, dass eine Uberexpression der Arginase-1 im
Normalgewebe zum einen die Produktion von NO verringert, und damit das Persistieren
von Pathogenen beginstigt, zum anderen zusatzlich auch durch vermehrte Bereitstellung
von L-Ornithin zu Fibrosen und gesteigerter Zellproliferation fuhrt (Minemura et al., 2009,
Berkowitz et al., 2003). Tabelle 1 zeigt eine Auswahl an Pathologien, bei welchen eine

erhohte Arginase-1 Aktivitat festgestellt wurde.

Tabelle 1: Auswahl an mit einem erhéhten Arginase-1 Level assoziierten Pathologien beim Menschen

Pathologie Angenommener Referenz
Zusammenhang
Erektile Dysfunktion Endotheliale Dysfunktion durch L- (Lacchini et al., 2015)

Arginin Entzug

COPD Durch Tabakkonsum induzierte (Henno et al., 2015)

endotheliale Dysfunktion

Zystische Fibrose Herabgesetzte Erschlaffung der (Ingersoll et al., 2015)
glatten Muskulatur,
Bronchodilatation und

Pathogenabwehr

Tuberkulose Kollagenablagerung fiihren zu (Monin et al., 2015)
Entziindung, Inhibition der Typ1
T-Zellen

Chorea Huntington Pathologische Harnstofflevel im (Patassini et al., 2015)

Hirn fihren zu Neurodegeneration

Quelle : (G et al., 2020). Verwendete Abkulrzungen: COPD chronisch obstruktive Lungenerkrankung. Gezeigt
wird lediglich eine Auswahl, kein Anspruch auf Vollstandigkeit.
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1.2.3 Bedeutung in Tumorgeweben

Die Arginase-1 Expression der Leberzellen bleibt auch in hepatozellularen Karzinomen
erhalten und wird bereits seit Uber zehn Jahren in der Immunhistochemie zur
Differenzierung von hepatozellularen Karzinomen und Lebermetastasen als Tumormarker
verwendet (Yan et al., 2010). In der Literatur werden auch andere Arginase-1 positive
Tumorgewebe beschrieben: Neben Cholangiokarzinomen (lida et al., 2011, Zhao et al.,
2018, Yan et al., 2010) und Ampulla Vateri Karzinomen (Lagana et al., 2015a, Lagana et
al., 2015b) werden auch kolorektale Adenokarzinome (Ren et al., 2019, Ma et al., 2019)
sowie Mammakarzinome (Ming et al., 2020) mit teils uneinheitlichen Ergebnissen bezuglich
ihrer Arginase-1 Expression beschrieben. Einzelne Veroffentlichungen geben aul’erdem
eine Expression in oralen Plattenepithel- und Larynxkarzinomen (Srivastava und Ghosh,
2015), Hypophysenadenomen (Zhao et al., 2020), Ovarialkarzinomen (Czystowska-
Kuzmicz et al., 2019) sowie Angiosarkomen und anderen Weichteiltumoren (Yan et al.,
2011) an. Abbildung 6 zeigt eine Ubersicht der mRNA Expression in verschiedenen

Tumorentitaten aus dem Human Protein Atlas.
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Abbildung 7: mRNA Expression der Arginase-1 in verschiedenen Tumorentitaten. Verwendete
Abklrzung: FPKM Fragments per Kilobase of exon per million reads. Generiert aus dem Datensatz des The
Cancer Genome Atlas (TCGA) Research Network (https://www.cancer.gov/tcga). Abbildung enthnommen aus
The Human Protein Atlas, Stand 24.09.2021 (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000118520-

ARG1/pathology).
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Arginase-1 durfte auch eine Rolle im Tumormikroenvironment (TME) spielen, da
granulozytare myeloide Suppressorzellen (MDSC) ebenfalls Arginase-1 exprimieren
(Bronte et al., 2016, Vonwirth et al., 2020). MDSCs stellen eine heterogene Gruppe unreifer
myeloischer Zellen dar (Abbildung 8), die im Kontext von Tumorerkrankungen ins TME
rekrutiert werden und mafigeblich an der Immunevasion von Tumoren beteiligt sind (Dysthe
und Parihar, 2020).

e

Abbildung 8: Myelopose Ubersicht. Normaler Ablauf der Myeolpoese unter Bildung der Zellen des
angeborenen Immunsystems (oben) versus Ablauf der Myeolopoese unter chronischer Inflammation bei
Tumorpatienten unter Einwirkung des I6slichen Tumornekrosefaktors sTNF (unten). Verwendete Abklirzungen:
HSC Hamatopoetische Stammzelle; MPP Multipotente Vorlauferzelle; CMP myeloische Stammzelle; GMP
Granulozyten-Monozyten Vorlaufer; MO Monozyt; GRA Granulozyt; IMP unreife myeloische Vorlauferzelle;
PMN-MDSC polymorphkernige myeloide Suppressorzelle; M-MDSC monozytische myeloide Suppressorzelle;
TAM Tumorassoziierte Makrophage. Modifiziert nach (Tesi, 2019).

Auch wenn die genaue Funktion der Arginase-1 in MDSC bis dato noch nicht vollstandig
geklart ist, gilt die Arginin-Depletion durch das Enzym als wichtiger Weichensteller in der
MDSC vermittelten Immunevasion (Steggerda et al., 2017, Grzywa et al., 2020). Im
Mausmodell sind MDSC essenziell fur die Aufrechterhaltung des TME. Nur in ihrer
Abwesenheit kann eine immunologische Antwort auf das Tumorgewebe stattfinden (Blidner
et al., 2015, Waigel et al., 2016). Eine hohe Frequenz an MDSC im peripheren Blut von
Krebspatienten' wurde bereits mit einer schlechteren Prognose fiir Kopf-Hals-Tumoren
(Lang et al., 2018) sowie bei der Progression von multiplen Myelomen (Romano et al., 2018)
beschrieben.

" zur Vereinfachung des Leseflusses wird im Folgenden das generische Maskulinum bei personenbezogenen Substantiven
und Pronomen verwendet. Dies soll als geschlechterneutral aufgefasst werden und keinesfalls die Benachteiligung eines
anderen Geschlechtes implizieren.
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Fir Patienten mit kolorektalen Tumoren konnten Ma et al. 2019 eine positive Korrelation
der Arginase-1 Expression mit fortgeschrittenen klinischen Stadien (UICC IlI-IV) sowie dem
Auftreten lymphatischer Metastasen feststellen (Ma et al., 2019). Romano et al. postulierten
2016, dass die Immunsuppression bei Hodgkin Lymphomen durch erhéhte Arginase-1
Aktivitat zustande kommt und diese dariiber hinaus als spezifischer Marker verwendet
werden kann, um den Status der T-Zell Suppression und damit die aktuelle Tumoraktivitat
prognostisch einzustufen: Ein hohes Arginase-1 Level wurde hier signifikant mit einem
kiirzeren progressionsfreien Uberleben korreliert (Romano et al., 2016). Auch bei
Ovarialkarzinomen konnte eine hohe Arginase-1 Expression in den Zusammenhang mit
einem vermindertem Gesamtiberleben gestellt werden (Czystowska-Kuzmicz et al., 2019).
In Mammakarzinomzellen hingegen wird eine tumorsuppressive Funktion fir Arginase-1
angenommen, ihre Expression wurde mit einer besseren Prognose verbunden (Ming et al.,
2020).
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1.3 Klinische Bedeutung in der Tumortherapie

Die dargestellte Bedeutung der Arginase-1 in Tumorgeweben legt nahe, diese als
pharmakologischen Ansatzpunkt in der Tumortherapie zu nutzen. Verschiedene Pharmaka
mit Einwirkungen auf den L-Arginin Metabolismus wurden bereits im praklinischen Rahmen
und teilweise auch in klinischen Studien erprobt (Caldwell et al., 2018). Hier zeigt sich, dass
in Abhangigkeit des untersuchten Tumorgewebes sowohl eine Inhibition als auch eine
Forderung der Arginase-1 Aktivitat von therapeutischem Nutzen sein kann (Albaugh et al.,
2017). Eine Auswahl ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Auswahl an Pharmaka zur Beeinflussung der Arginase-1 Aktivitit in Tumorgeweben

A: Reduktion der MDSC und Inhibition der Arginase-1 Aktivitat

e Arginase Inhibitoren
- INCB001158 verhindert die Unterdriickung der T-Zell Proliferation und das
Tumorwachstum im Mausmodell (Steggerda et al., 2017) und befindet sich aktuell in
der klinischen Phase Il einer Studie zu Einzel- sowie auch Kombinationstherapie
mit dem PD-1 Inhibitor (Keytruda) bei fortgeschrittenen soliden Tumoren
(ClinicalTrials.gov, 2021).
e Phosphodiesterase-5 Hemmer
- Sildenafil fordert die intratumorale T-Zell Infiltration und Aktivierung der T-Zellen und
reduziert das Tumorwachstum im Mausmodell (Serafini et al., 2006).
- Tadalafil verbessert die Antitumor Immunitat bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf-

Hals Bereich in einer klinischen Phase Il Studie (Califano et al., 2015).

B : Reduktion der L-Arginin Verfiigbarkeit durch Supplementation von Arginase-1

e  Pegylierte Arginase-1

- humane Adenokarzinomzellen des Ovars, Gabe von pegylierter humaner rekombinanter
Arginase-1 (HuArgl(co)-PEG5000) stimuliert die Autophagie der Tumorzellen in Zelllinien
(El-Mais et al., 2021).

- humane Kolorektalkarzinom Zelllinien, Gabe von pegylierter humaner rekombinanter
Arginase-1 (HuArgl(co)-PEG5000), welche sich zytotoxisch auf die Zellen auswirkte und
deren Autophagie aktiviert (Swayden et al., 2021).

- humane Pankreaszellkarzinom Zelllinien, Gabe von pegylierter humaner rekombinanter
Arginase-1 (HuArgl(co)-PEG5000) fihrt zu Autophagie (Khalil und Abi-Habib, 2020).

Quellen : Modifiziert und erganzt nach (Caldwell et al., 2018),
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02903914?term=NCT02903914&draw=2&rank=1).
Kein Anspruch auf Vollstandigkeit.

Die Analyse der Genetik sowie die Typisierung von Tumorgeweben in der Tumortherapie
wird immer gebrauchlicher (Albaugh et al., 2017). Das Einwirken auf die Arginase im Zuge
der Tumortherapie scheint eine spezifische, effiziente Therapieoption mit einem
minimierten Nebeneffektprofil darzustellen, welcher jedoch primar ein mRNA
Expressionsprufung im Tumorgewebe auf das entsprechende Enzym vorausgehen sollte
(Kumari und Bansal, 2021).
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1.4 Klinische Bedeutung in der Diagnostik (Pathologie)

Ungefahr zehn Prozent aller malignen Tumoren dufern sich erstmals als Metastasen,
welche in der Regel biopsiert und dann von einem Pathologen untersucht werden (Elsheikh
und Silverman, 2019, Haskell et al., 1988). Die histologischen Charakteristika von Tumoren
erlauben per se nur selten eine eindeutige Organzuordnung, sodass die Pathologen haufig
immunhistochemische Sonderverfahren in Anspruch nehmen zum Nachweis gewebe-
beziehungsweise tumorspezifischer Proteine (Lin und Liu, 2014). Arginase-1 ist in dieser
Hinsicht von Bedeutung, da das Protein ganz uUberwiegend im Lebergewebe exprimiert
wird. Der Nachweis einer Arginase-1 Expression in einem Tumor spricht somit am ehesten
fur ein hepatozellulares Karzinom. Insbesondere bei Lebertumoren, bei welchen
differentialdiagnostisch aufgrund der hohen Haufigkeit immer auch Lebermetastasen zur
Diskussion stehen, hilft die Arginase-1 Immunhistochemie bei der Abgrenzung von
hepatozellularen Karzinomen versus cholangiozellularen Karzinomen oder Metastasen
(Yan et al., 2010). Zahlreiche Untersuchungen haben die Arginase-1 Expression in
verschiedenen Tumortypen immunhistochemisch untersucht. Die Ergebnisse der 29
aussagekraftigsten Studien, welche insgesamt 36 verschiedenen Tumortypen untersucht

haben, sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Ubersicht aktueller Studienergebnisse zur Arginase-1 Inmunhistochemie. Auf der Y-Achse
finden sich Tumorentitaten nach absteigender Positivitat, auf der X-Achse die prozentuale Positivitat von 0-
100%. Rote Punkte zeigen Veroffentlichungen mit unter zehn Fallzahlen, gelbe Punkte 11-25 Fallzahlen und
blaue Punkte Fallzahlen von Uber 25. Bei Entitaten die in mehr als einer Veréffentlichung untersucht wurden
zeigen die Kreuze die durchschnittliche Positivitat aller Ergebnisse an. Verwendete Abkiirzungen: Ca Karzinom;
PeCa Plattenepithelkarzinom; NET neuroendokriner Tumor; NST nicht-spezieller Typ. Literaturverweise zu den

Daten siehe Tabelle 12. Kein Anspruch auf Vollstandigkeit.
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Die Darstellung bestatigt das besonders haufige Auftreten einer Arginase-1 Positivitat bei
Leberzellkarzinomen. Sie zeigt aber auch, dass die Literaturdaten teilweise aulRerordentlich
diskrepant sind. So finden sich beispielsweise fiir invasive Mammakarzinome Positivitaten
von 0 % bis 47 % (Obiorah et al., 2019, Sang et al., 2015, Yan et al., 2010, Ming et al.,
2020), fur cholangiozellulare Karzinome von 0 % bis 67,9 % (Obiorah et al., 2019, Lagana
et al., 2015b, Radwan und Ahmed, 2012, Timek et al., 2012, Yan et al., 2010, lida et al.,
2011), fur kolorektale Adenokarzinomen 0 % bis 100 % (Obiorah et al., 2019, Yan et al.,
2010, Ma et al., 2019, Ren et al., 2019) und selbst fir hepatozellulare Karzinome finden
sich Angaben von 44,9 % bis 100 % (Lu et al., 2021, Obiorah et al., 2019, Labib et al., 2020,
Zhao et al., 2018, Clark et al., 2017, Ye et al., 2013, Yan et al., 2010). Diese Diskrepanzen
sind sehr wahrscheinlich bedingt durch die Verwendung unterschiedlicher Antikorper,
Farbeprotokolle und Auswertekriterien in den verschiedenen zitierten Studien. Zur
besseren Einordnung der diagnostischen Bedeutung einer Arginase-1 Positivitat in
verschiedenen Tumorarten ware es also sinnvoll, eine groRe Zahl von Tumoren aller
madglichen Tumorentitaten unter standardisierten Bedingungen mit einem validierten

Antikdrper zu untersuchen.

Um diese Forderung zu erflllen wurden in der vorliegenden Studie insgesamt 12 047
verschiedene Tumoren von 117 verschiedenen Tumortypen und Subtypen sowie 608
Normalgewebe von 76 verschiedenen Normalgewebekategorien in einem Tissue-

Microarray Format auf die Expression von Arginase-1 untersucht.

2. Material und Methoden

2.1 Tissue-Microarray Technik

Das Tissue-Microarray (TMA) Verfahren erlaubt die gleichzeitige Untersuchung von
hunderten von Gewebeproben auf einem Objekttrager (Kononen et al., 1998). Dies
ermdglicht nicht nur eine massive Beschleunigung von Studien, sondern fuhrt auch zu einer
enormen Kostenreduzierung (Mengel et al.,, 2003). Allein die Reagenzien fur die
immunhistochemische Untersuchung eines Gewebeschnittes kosten mindestens funf Euro.
Kénnen 600 Tumoren auf einem Schnitt immunhistochemisch untersucht werden,
reduzieren sich somit die Reagenzien Kosten von 3 000 Euro (600 ¢ 5) auf funf Euro.
Auch die fur eine Tissue-Microarray Studie notwendige Manpower ist im Vergleich zu
traditionellen Studien deutlich reduziert. Eine Studie, die 15 000 Tumoren umfasst, bendtigt
die Untersuchung von lediglich 30-40 Schnitten. Diese TMA Schnitte kdénnen an einem
Tag hergestellt werden, am anderen Tag gefarbtund danach innerhalb von

zwei Tagen von einem Pathologen ausgewertet werden.

18



Dazu kommt als weiterer Vorteil eine einzigartige Standardisierung, welche weit Uber die
theoretisch auch durch Farbeautomaten zu erreichenden identischen Farbebedingungen
der einzelnen Schnitte hinausgeht (Simon et al., 2004). Standardisiert sind auch Parameter
wie das Schnittalter und die pro Patient untersuchte Tumormenge. Studien haben gezeigt,
dass die Zahl der positiv gefarbten Falle mit dem Schnittalter (Zeit zwischen dem Herstellen
eines Gewebeschnittes und Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbung) oft
deutlich abnimmt (Mirlacher et al., 2004) und mit der Menge des untersuchten Gewebes
zunimmt (Torhorst et al., 2001).

Die Vorteile der Tissue-Microarray Technik werden durch einen erheblichen Aufwand bei
der Herstellung der TMA Blocke ,erkauft (Bubendorf et al., 2001). Die TMA Herstellung
beginnt mit der Identifizierung potenziell geeigneter Falle, was beispielsweise durch eine
Volltextsuche im Pathologie-Informationssystem erfolgt. Die primar identifizierten Falle
eines bestimmten Tumortyps werden dann zunachst handisch vorgescreent, um bereits
eindeutig nicht brauchbare Falle auszuschlielen. Dies sind Falle mit unklarer Diagnose,
eindeutig geringer Tumormenge im Praparat oder ausgedehnten regressiven
Veranderungen beziehungsweise Nekrosen. Von den verbliebenen geeigneten Fallen
werden dann alle vorhandenen Schnitte herausgesucht und von einem Pathologen
beurteilt. Falls die Tumormenge fiir die TMA Herstellung grot genug erscheint (21 cm?)
wird der Tumor am Hamatoxylin-Eosin (HE) Schnitt mit Filzstift markiert und es werden in
der Folge die entsprechenden Paraffinblécke der markierten Schnitte herausgesucht. Auch
die Paraffinblécke werden auf ihre Eignung fur die TMA Herstellung untersucht.
Ausgeschlossen werden beschadigte oder zu ,dunne® Blocke, welche beispielsweise
weniger als zwei Millimeter tief sind. Zu dunne Bldcke sind fur die TMA Herstellung wenig

geeignet, da nur kurze Gewebestanzen aus ihnen entnommen werden kénnen.

Zum Abschluss des Tumor-ldentifikationsprozesses werden alle geeigneten Tumoren in
eine Liste eingetragen, in der gleichzeitig auch die Positionen im herzustellenden TMA
festgelegt werden. Die Organisation der UKE TMAs ist standardisiert. Die TMA Blocke
bestehen aus sechs Sektoren, welche asymmetrisch und ungleich groR sind um immer eine
eindeutige Orientierung der Sektoren zu ermdglichen. Die sechs Sektoren werden mit
Grol3buchstaben (A-F) definiert. In jedem Sektor werden die Zeilen mit Zahlen und die
Spalten mit Kleinbuchstaben von a bis maximal r gekennzeichnet. Eine schematische
Darstellung des TMA Aufbaus ist in Abbildung 10 dargestellit.
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Abbildung 10: TMA Aufbau UKE

Die bisher so nicht dagewesene Konformitat mit Datenschutzrichtlinien ist ein weiterer
Vorteil der TMA Methode. Die bereits einer Pseudonymisierung entsprechenden
Biopsienummern aus dem Pathologie-Informationssystem, welche bei der Herstellung der
TMA Blocke verwendet werden, kénnten, wenn es einem Hacker gelange in das
Pathologie-Informationssystem einzubrechen, theoretisch zur Identifikation von Klarnamen
fihren. Diese Biopsienummern werden nach dem Abschluss des Herstellungsprozesses
entweder ausgeblendet (Pseudonymisierung), oder aber permanent geldscht
(Anonymisierung). In beiden Fallen entsteht ein TMA Datenfile, in dem die einzelnen
Gewebefragmente und die daran erhobenen molekularen Befunde Uber eine definierte
Koordinate einem klinisch pathologischen Datensatz zugeordnet werden. Ein Beispiel eines
TMA Datensatzes ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: TMA Datenfile

LIV-TMA
erraxll(- Koordinate Entitat pT pN Grading L-Status  V-Status R-Status

oC|

B D1a Hepatozelluldares  pT1  pN G2 LO VO RO
Karzinom 0

B D1b Hepatozelluldares  pT1  pN G2 LO VO RO
Karzinom 0

B D1c Hepatozelluldares  pT1  pN G2 LO VO RO
Karzinom 0

B D1d Hepatozelluldares  pT1  pN G2 LO VO RO
Karzinom 0

B D1e Hepatozelluldares  pT1  pN G2 LO VO RO
Karzinom 0

B D1f Hepatozelluldares  pT1  pN G2 LO VO RO
Karzinom 0

B D1g Hepatozellulares  pT1 pN G2 LO VO RO
Karzinom 0

B D1h Hepatozelluldares  pT1  pN G2 LO VO RO
Karzinom 0
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Die Herstellung der TMAs erfolgt mit einem durch Mitarbeiter des Institutes fiir Pathologie
entwickelten semi-automatischen Tissue-Microarrayer, dessen Kernelement eine
mechanische Vorrichtung darstellt, welche es erlaubt, an einer genau definierten Position
wahlweise einen Bohrer oder aber eine Hohlnadel zum Einsatz zu bringen. Zudem verfugt
die Einrichtung Uber speziell entwickelte Blockhalter, die es ermdglichen bis zu sechs
Empfanger-Paraffinblécke einzulegen. Die Vorrichtung erlaubt das Wechseln der Blécke
auf eine Art, die sicherstellt, dass alle Blocke immer in identischer Position unter dem
Hohlnadel/Bohrer System zu liegen kommen. Ein TMA-Herstellungsgeréate ist in Abbildung
11 dargestellt.

Abbildung 11: TMA Arrayer. Oben links ist ein TMA Herstellungsgerat, oben rechts sind Hohlnadel und
Bohrer abgebildet. Das untere Bild zeigt einen leeren Blockhalter, welcher sechs Empfangerblécke
aufnehmen kann.

Der Herstellungsprozess beginnt mit dem Bohren eines Loches mit einem aufleren
Durchmesser von 0,6 mm. Danach wird ein ,Abdeckpodest® Uber den Empfangerblock
gelegt, welches den Zweck hat eine Beschadigung des Blockes beim néachsten
Arbeitsschritt zu verhindern. Auf das Abdeckpodest wird der zu stanzende Spender-
Tumorblock gelegt und unter Abgleich der Blockoberflache und des eingezeichneten HE
Schnittes mit der Hohlnadel ein zylindrisches Gewebefragment aus dem tumorhaltigen
Blockbereich enthommen. Der innere Durchmesser der Hohlnadel betragt 0,6 mm, sodass
das Gewebefragment exakt in das vorgefertigte Loch im Empfanger-Paraffinblock passt.
Nach Entfernung von Block und Podest wird das zylindrische Gewebefragment in das
vorgefertigte Loch eingebracht, wobei das Gewebefragment mit einem Draht aus der Nadel
gestolden wird.
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Der Prozess wird fur alle geplanten Replikatblocke des TMAs wiederholt, wobei immer aus
demselben Tumor eine weitere Stanze entnommen wird und in einen anderen
Empfangerblock eingebracht wird. Sind alle Empfangerbldcke mit einem bestimmten Tumor
befiullt, wird die Position der Hohlnadel-/Bohrvorrichtung durch einen elektrischen
Schrittmotor automatisch auf die nachste Koordinatenposition gebracht und der Prozess
beginnt von vorne. Die einzelnen Prozessschritte der TMA Herstellung sind in Abbildung 12

dargestellt.
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Abbildung 12: Prozessschritte der TMA Herstellung.

2.2 Fur die Studie verwendete TMA-Blocke

Fir das vorliegende Projekt wurden zwei Typen von TMAs verwendet. Der Normalgewebe
TMA  beinhaltet jeweils acht Proben von acht verschiedenen Patienten von 76
verschiedenen Organkategorien. Die Anzahl von acht wurde aus verschiedenen Grinden
gewahlt. 1) Es ist moglich, dass einzelne Gewebe wegen Fixations- oder anderen
Verarbeitungsproblemen geschadigt sind und deswegen eine abnormale Immunreaktivitat
aufweisen. 2) Es gibt Strukturen, die auf einer einzelnen 0,6 mm Stanze nicht immer
abgebildet sind. Dazu gehdéren Langerhans-Inseln im Pankreas oder Glomeruli in der Niere.
3) Es gibt Proteine, welche interindividuelle Expressionsschwankungen aufweisen. Dazu
gehdren beispielsweise Blutgruppenproteine (Jacoby et al., 2012). Die genaue
Zusammensetzung des Normalgewebe-Arrays ist in Tabelle 4 dargestellt.

22



Tabelle 4: Normalgewebe-Array

Zusammensetzung des Normalgewebe TMAs: Organ, Gewebe

1. Aorta, Endothel 39. | Rektum, Mukosa
2. Aorta, Media 40. | Gallenblase, Epithel
3. Herz 41. | Leber
4. Quergestreifte Skelettmuskulatur 42. | Pankreas
5. Zunge, Muskulatur 43. | Glandula parotidea
6. Uterus, Myometrium 44. | Glandula submandibularis
7. Appendix, muskulare Wand 45. | Glandula sublingualis
8. Osophagus, muskuldre Wand 46. | Knochenmark
9. Magen, muskulare Wand 47. | Duodenum, Brunnerdrise
10. | lleum, muskulare Wand 48. | Niere, Kortex
11. | Colon descendens, muskulare Wand 49. | Niere, Mark
12. | Nierenbecken, muskulare Wand 50. | Prostata
13. | Harnblase, muskulare Wand 51. | Glandula vesiculosa
14. | Penis, Corpus spongiosum 52. | Nebenhoden
15. | Ovar, Stroma 53. | Hoden
16. | Fettgewebe 54. | Bronchus, Mukosa
17. | Haut 55. | Bronchialdrise
18. | Haut, Haarfollikel, Talgdrise 56. | Sinus paranasales
19. | Lippe, Mundschleimhaut 57. | Lunge
20. | Mundhéhle 58. | Mamma
21. | Tonsille, Oberflachenepithel 59. | Endozervix
22. | Analkanal, Zona cutanea 60. | Endometrium, Proliferationsphase
23. | Analkanal, Zona transitionalis 61. | Endometrium, Sekretionsphase
24. | Ektozervix 62. | Tuba uterina, Mukosa
25. | Osophagus, Plattenepithel 63. | Unreife Plazenta, Dezidua
26. | Nierenbecken, Urothel 64. | Ovar, Corpus luteum
27. | Harnblase, Urothel 65. | Ovar, follikulare Zyste
28. | Ausgereifte Plazenta mit Amnion und 66. | Unreife Plazenta
Chorion
29. | Lymphknoten 67. | Reife Plazenta
30. | Milz 68. | Nebennierenrinde
31. | Thymus 69. | Nebenschilddrise
32. | Tonsille 70. | Schilddrise
33. Magen, Antrum 71. Kleinhirn, Stratum moleculare
34. | Magen, Corpus 72. | Kleinhirn, Stratum neuronorum
35. | Duodenum, Mukosa 73. | Grof3hirn, Rinde
36. | lleum, Mukosa 74. | Grof3hirn, Mark
37. | Appendix, Mukosa 75. | Hypophyse, Hinterlappen und Infundibulum
38. | Colon descendens, Mukosa 76. | Hypophyse, Vorderlappen
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Der Multitumor-TMA besteht aus 14 912 Tumoren von insgesamt 117 verschiedenen
Tumortypen und Subtypen. Die genaue Zusammensetzung des Tumor TMAs ist in Tabelle
5 dargestellt. Von 454 Plattenepithelkarzinomen standen aus friheren Studien Daten zum
Humanen Papillomvirus (HPV) Status zu Verfiigung. Von 594 Plattenepithelkarzinomen
waren Daten zum histologischen Grad, von 469 Plattenepithelkarzinomen zum pN Stadium
und von 635 Plattenepithelkarzinomen zum pT Stadium vorhanden. Die Verwendung von
archiviertem diagnostischem Restgewebe fur die TMA-Herstellung, ihre Analyse fur
Forschungszwecke und die Patientendaten entsprachen den ortlichen Gesetzen
(HmbKHG, §12) und die Analyse wurde von der ortlichen Ethikkommission genehmigt
(Ethikkommission Hamburg, WF-049/09). Alle Arbeiten wurden in Ubereinstimmung mit
der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt.

Tabelle 5: Zusammensetzung Multitumor-Array

Organsystem Entitdten/Subentitdten Fallzahl
Pilomatrixom 35
Basalzellkarzinom 88
Tumoren der Haut Navuszellndvus 29
Plattenepithelkarzinom der Haut 90
Malignes Melanom 48
Merkelzellkarzinom 46
Plattenepithelkarzinom des Larynx 110
Plattenepithelkarzinom des Pharynx 60
Kopf-Hals-Tumoren Orales Plattenepithelkarzinom (Mundboden) 130
Pleomorphes Adenom der Parotis 50
Warthin-Tumor der Parotis 49
Basalzelladenom der Speicheldriisen 15
Adenokarzinom der Lunge 196
Plattenepithelkarzinom der Lunge 80
Tumoren der Lunge, Pleura Kleinzelliges Lungenkarzinom 16
und des Thymus
Epitheloides Mesentheliom 39
Andere Mesentheliome 76
Thymom 29
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Plattenepithelkarzinom der Vagina 78
Plattenepithelkarzinom der Vulva 130
Plattenepithelkarzinom der Zervix 129
Endometrioides Endometriumkarzinom 236
Tumoren des weiblichen Serdses Endometriumkarzinom 82
Genitaltrakts Karzinosarkom des Uterus 48
Endometriumkarzinom, high grade G3 13
Klarzelliges Endometriumkarzinom 8
Endometrioides Ovarialkarzinom 110
Serdses Ovarialkarzinom 559
Muzinéses Ovarialkarzinom 96
Klarzelliges Ovarialkarzinom 50
Karzinosarkom des Ovars 47
Brenner Tumor 9
Mammakarzinom NST 1345
Lobulares Mammakarzinom 293
Tumoren der Mamma Medulldres Mammakarzinom 26
Tubuldres Mammakarzinom 27
Muzindses Mammakarzinom 58
Phylloidestumor 50
Kolonadenom, niedriger Dysplasiegrad 50
Kolonadenom, hoher Dysplasiegrad 50
Adenokarzinom des Kolon 1882
Magenadenokarzinom, diffuser Typ 176
Tumoren des Magenadenokarzinom, intestinaler Typ 174
Verdauungstraktes Magenadenokarzinom, gemischter Typ 62
Adenokarzinom des Osophagus 83
Plattenepithelkarzinom des Osophagus 75
Plattenepithelkarzinom des Analkanals 89
Cholangiozellulares Karzinom 113
Hepatozellulares Karzinom 50
Duktales Pankreas Adenokarzinom 612
Pankreas/Ampulla Vateri Adenokarzinom 89
Azinuszellkarzinom des Pankreas 16
Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) 50

Fortsetzung Tabelle 5: Zusammensetzung Multitumor-Array
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Urothelkarzinom, pT2-4 G3 1206
Kleinzelliges neuroendokrines Blasenkarzinom 20
Sarkomatoides Urothelkarzinom 25
Klarzelliges Nierenkarzinom 857
Tumoren der Harnwege Papillares Nierenzellkarzinom 255
Klarzelliges Nierenzellkarzinom 21
Chromophobes Nierenzellkarzinom 131
Onkozytom 177
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 3+3 83
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 4+4 80
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 5+5 85
Adenokarzinom der Prostata, Rezidiv 258
Kleinzelliges neuroendokrines Pankreaskarzinom 19
Seminom 621
Keimzelltumor des Hodens 50
Dottersacktumor 50
Teratom 50
Plattenepithelkarzinom des Penis 80
Adenom der Schilddriise 114
Papillares Schilddriisenkarzinom 392
Follikulares Schilddriisenkarzinom 154
Medullares Schilddrisenkarzinom 111
Anaplastisches Schilddriisenkarzinom 45
Endokrine Tumoren Nebennierenrindenadenom 50
Nebennierenrindenkarzinom 26
Phaochromozytom 50
Neuroendokriner Tumor des Appendix 22
Kolorektaler Neuroendokriner Tumor 12
Neuroendokriner Tumor des lleum 49
Neuroendokriner Tumor der Lunge 19
Neuroendokriner Tumor des Pankreas 97
Kolorektales Neuroendokrines Karzinom 12
Neuroendokrines Karzinom der Gallenblase 4
Neuroendokrines Karzinom des Pankreas 14

Fortsetzung Tabelle 5: Zusammensetzung Multitumor-Array
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Hodgkin Lymphom 103
Kleinzelliges lymphozytisches B-Zell Lymphom 50
Diffus groR3zelliges B-Zell Lymphom 114
Tumoren des Follikulédres Lymphom 88
.32?;?2?2‘2?2?223:335 T-Zell Non Hodgkin Lymphom 24
Mantelzell-Lymphom 18
Marginalzonenlymphom 16
Diffus grof3zelliges B-Zell Lymphom des Hoden 16
Burkitt Lymphom 5
Tenosynovialer Riesenzelltumor 45
Granularzelltumor 53
Leiomyom 50
Leiomysarkom 87
Liposarkom 132
Maligner peripherer Nervenscheidentumor 13
Myofibrosarkom 26
Angiosarkom 73
Weichteil- und Angiomyolipom 91
Knochentumoren Dermatofibrosarcoma protuberans 21
Ganglioneurom 14
Kaposi Sarkom 8
Neurofibrom 117
Undifferenzierte Sarkome 74
Paragangliom 41
Primitiver neuroektodermaler Tumor 23
Rhabdomyosarkom 6
Schwannom 121
Synovialsarkom 12
Osteosarkom 43
Chondrosarkom 38

Fortsetzung Tabelle 5: Zusammensetzung Multitumor-Array
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2.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren zur Visualisierung von individuellen Proteinen an
Gewebeschnitten. Sie ist ein in allen Pathologie Instituten der westlichen Welt taglich
angewendetes Routineverfahren, welches fir die genaue Klassifizierung von Tumoren und
anderen Erkrankungen einen zentralen Bestandteil darstellt. Etwas vereinfacht beinhaltet
das Verfahren zunachst eine Inkubation des Gewebes mit einem Antikdrper gegen das
Zielprotein, wobei sich der Antikdrper an das Zielprotein bindet. Uberschiissiger, nicht
gebundener Antikérper wird danach weggewaschen. Da der Antikérper an sich farblos ist,
muss fur die Visualisierung der Bindung ein zweiter Schritt angewendet werden. Hierzu
werden in den meisten Fallen Sekundarantikorper verwendet, welche gekoppelt sind an ein
Detektionssystem. Die Sekundarantikdrper richten sich gegen den Fc-Teil der
Primarantikorper. Damit dies mdglich wird, mussen Primar- und Sekundarantikérper in
unterschiedlichen Spezies erzeugt worden sein. Das Prinzip der immunhistochemischen

Darstellung von Proteinen ist in Abbildung 13 schematisch dargestellit.

OO

Abbildung 13: Immunhistochemische Proteindetektion. A Zielantigen, B Primarantikdrper mit spezifischer
Antigenbindungsstelle, C Sekundarantikorper mit gebundenem D Detektionssystem.
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Aus praktischer Sicht bestehen fur die Durchfihrung immunhistochemischer

Untersuchungen mehrere relevante Probleme.

1) Antikdrper. Auch kommerziell erhaltliche und IVD (in vitro Diagnostika) zertifizierte
Antikérper unterliegen einer erheblichen Variabilitdt. Dies hangt mit ihrer Herstellung
zusammen. Die klassische Antikérperherstellung beginnt mit der Beimpfung eines
Labortiers (Maus, Ratte, Kaninchen, Hamster) mit dem entsprechenden Zielprotein oder
eines Teiles davon (Peptid). Das Versuchstier reagiert mit einer Antikdrperbildung, wobei
eine grof3e Zahl von verschiedenen Antikérpern gebildet wird. Die Zahl der zu erwartenden
verschiedenen Antikoérper unterscheidet sich zwischen den Spezies und dem verwendeten
Zielprotein. Sie kann bei Mausen zwischen 30 und 77 (Eyer et al., 2020, Gerard et al.,
2020), bei Kaninchen zwischen 12 und 30 (Wine et al., 2013, Cheung et al., 2012) und beim
Menschen zwischen 50 und 400 liegen (Wine et al., 2015). Bei gro3en Versuchstieren
(Kaninchen) kann in regelmafigen Abstanden Serum gewonnen werden und bezlglich der
gewtunschten Antikérper aufgereinigt werden. Das Produkt ist ein polyklonaler Antikorper.
Nachteil der polyklonalen Antikérper ist die Tierspezifitat des Produktes. Ein bestimmtes
Tier produziert eine bestimmte Mischung polyklonaler Antikérper (Saper, 2009). Wenn das
Tier verloren geht, kann der Antikérper nicht mehr produziert werden. Zudem weifl}
niemand, welche Antikbrper genau von dem Tier gebildet werden und flir die
immunhistochemische Farbereaktion verantwortlich waren. Es ist deswegen prinzipiell
vorteilhaft monoklonale Antikdrper zu verwenden. Diese werden aus Antikérper
produzierenden Zellen des Tiers gewonnen, welche aus dem Tier entnommen und durch
eine Fusion mit einer Tumor Zelllinie immortalisiert werden. Fir die Beschreibung der
Methode zur Herstellung monoklonaler Antikorper erhielt Kéhler et al 1984 den Nobelpreis
fur Medizin (Uhr, 1984). Problematisch ist, dass aus einem Versuchstier in einem
Experiment viele verschiedene monoklonale Antikérper gewonnen werden, welche sich
zumindest geringfligig, haufig aber auch erheblich in ihren Bindungseigenschaften
unterscheiden. Dementsprechend reagieren verschiedene Antikdrper fir ein bestimmtes
Protein grundsatzlich nicht identisch. Auch kommerzielle Antikorper fir ein spezielles
Zielprotein kdnnen sich erheblich in ihrer Sensitivitat, Spezifitdt und Affinitat unterscheiden
(Saper, 2009, Jain und Salunke, 2019).
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2) Fixationsbedingte Proteinveranderungen. Die in der Pathologie ubliche Formalinfixation
von Geweben hat den Zweck, die Autolyse/Nekrose von Geweben zu verhindern, welche
sich unweigerlich einstellen, nachdem ein entnommenes Gewebefragment von der
Blutversorgung abgekoppelt wird. Ein Nebeneffekt der Fixation ist die unweigerlich damit
verbundene Veranderung der Proteinstruktur, wobei die Proteine ein sogenanntes
Crosslinking (Vernetzung) durchlaufen (Helander, 1994). Durch diesen Prozess werden
zahlreiche Epitope entweder direkt oder in ihrer Zuganglichkeit verandert (Werner et al.,
2000). Dies Ubt einen massiven Einfluss auf die Bindungsmdglichkeiten von Antikdrpern
aus. Zwar kann die Gewebereaktivitdt durch die sogenannte hitzeinduzierte Epitop
Demaskierung (Heat induced epitope retrieval, HIER) teilweise reversibel gestaltet werden,
doch muss immer davon ausgegangen werden, dass formalinfixiertes Gewebe anders auf
Antikorper reagiert als unfixiertes Gewebe (Yamashita, 2007). Erschwerend kommt hinzu,
dass im Verarbeitungsprozess der Pathologie das Gewebe auch Alkohol exponiert wird. Bis
zu diesem Schritt nicht ausreichend fixierte Gewebeanteile wirden dann nachtraglich
alkoholfixiert, was eine andersartige Proteinveranderung hervorruft (Koagulation) und
wieder andere Einflisse auf die Antikdrperbindung erzeugt (Werner et al., 1996). Aufgrund
der unterschiedlichen Zusammensetzung von Geweben und der nicht-standardisierbaren
Fixationsdauer ergeben sich signifikante interindividuelle Fixationsunterschiede von

Geweben, welche auch zu interindividuellen Unterschieden der Immunfarbung flhren.

3) Validierung von Antikérpern. Die Punkte 1) und 2) machen deutlich, dass es flr die
Anwendung an formalinfixiertem Gewebe nicht ausreicht, Antikorper zu verwenden, welche
in Westernblot, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) oder anderen an
unfixiertem Material durchgefiihrten Validierungsexperimenten eine spezifische Reaktion
gezeigt haben. Vielmehr ist es noétig, Antikérper, welche an formalinfixierten Gewebe
eingesetzt werden sollen, auch an formalinfixierten Geweben zu validieren (Uhlen et al.,
2016). Wegen der genannten interindividuellen Unterschiede zwischen Gewebeproben ist
es hierbei notwendig, eine solche Validierung an einer grolen Zahl von Geweben
durchzufihren (Hoff et al., 2019).
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2.4 Arginase-1 Immunhistochemie

Far die immunhistochemischen Untersuchungen zur Arginase-1 wurde das Gewebe am
Vortag geschnitten und tber Nacht bei 60 °C im Brutschrank verwahrt, um die Schnitte zu
entparaffinieren. Von jedem verwendeten TMA Block wurde ein circa 2,5 uym dicker Schnitt
entnommen und auf einen Glas-Objekttrager aufgebracht. Am Folgetag wurden alle
Schnitte mit ein und demselben Reagenziensatz versetzt und gefarbt. Als erster Schritt
erfolgte die finale Entparaffinierung der Schnitte mittels Xylol, sowie eine anschlieRende
Rehydrierung mit einer absteigenden Alkoholreihe und Spulung in destilliertem Wasser.
Durch die Paraffinfixierung kommt es =zur Vernetzung verschiedener Proteine
(Crosslinking). Um die Proteine wieder freizulegen, folgte die Demaskierung der
Epitope durch 5 Minuten bei 121 °C im Autoklav (HIER) unter Zugabe eines Tris-EDTA-
Citrat Puffers mit einem pH von 7,8 (Target Retrieval Solution Buffer DAKO). Um
unspezifische Antikdrperbindungen zu vermeiden, folgte der essenzielle Zwischenschritt
des Peroxidasenblocks durch Zugabe einer H.O, Lésung. Nach Inkubation und Spulung
mit TBS-T-Puffer, was ebenfalls eine unspezifische Hintergrundfarbung vermindern soll,
waren die Schnitte bestmdglich vorbereitet, um eine Antigen-Antikérperreaktion zu
ermdglichen. Der spezifische Antikdrper gegen Arginase-1 (rabbit recombinant, MSVA-
511R, MS Validated Antibodies, GmbH, Hamburg, Germany) wurde als Primarantikdrper
in einer Verdinnung von 1:450 aufgebracht und die Schnitte anschlieRend bei 37 °C flr
eine Stunde inkubiert. Danach erfolgte eine erneute Spulung mit TBS-T Puffer. Der
Sekundarantikérper (Dako real EnVision Detection System) wurde aufgebracht und die
Schnitte erneut fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Auch nach diesem Schritt folgte eine
Spulung mit TBS-T Puffer, um unspezifische Antigenbindungen zu eliminieren. Schlief3lich
folgte der Chromogenprozess durch Zugabe von DAB-Chromogen (DAKO) und 10 Minuten
Einwirkzeit. Nach einem letzten Spulschritt mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte
mit Hamatoxylin gegengefarbt, in Leitungswasser geblaut, schliellich mit aufsteigender
Alkoholreihe (bis Xylol) dehydriert und dann im Eindeckautomaten mit einer Folie

abgedeckt, um eine Beschadigung der Schnitte zu vermeiden.

Zur Antikorpervalidierung wurde der Normalgewebe TMA ebenfalls mit einem weiteren
Antikorper gegen Arginase-1 (Cell Marque clone SP156, Cat# 380R-18) in einer
Verdinnung von 1: 6,25 im Farbeautomat (DAKO Link48 autostainer) gefarbt. Eine
Ubersicht der Schritte ist in Tabelle 6 dargestelit.
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Tabelle 6: Imnmunhistochemie Farbeprotokoll

Handfarbung

Automatenfarbung (DAKO Link48 autostainer)

1.) Vorbereitung Objekttrager
- 2,5 ym Schnitte Giber Nacht bei 60°C.
- Schnitte in Xylol (3 mal 5 Minuten).
- Absteigende Alkoholreihe bis Aqua Dest.

1.) Vorbehandlung der Schnitte
- ,Kochen® im PT-Link von DAKO bei pH 9 fiir 15
Minuten bei 95 °C.

2.) Vorbehandlung
- Autoklavieren der Schnitte bei 121°C fur 5 Minuten
unter Zugabe von TEC Puffer (pH 7,8).
- Splilung in Aqua Dest, 2 mal.
- Spllung fiir 5 Minuten mit TBST Puffer.

3.) Peroxidase Block
- Auslegen der Schnitte in feuchter Kammer.
- Peroxidase Blocking Solution (#52023) RTU
fur 10 Minuten.

- Splilung mit TBST Puffer (3 mal 5 Minuten).

4.) Antikérper Inkubation
- Inkubation mit 1 : 450 anti-Arginase1
Primarantikérper (MSVA-511R) fiir 1 Stunde
bei 37 °C.

- Spllung mit TBST Puffer (3 mal 5 Minuten).
-Inkubation mit Sekundarantikdrper EnVision
(mouse/rabbit) # K5007 fiir 30 Minuten
bei 37 °C.

- Spllung mit TBST Puffer (3 mal 5 Minuten).

5.) Visualisierung durch Chromogenprozess
- DAB Chromogen #K5007 fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur.
- Spllen in Aqua Dest.
- Hamatoxylin Gegenfarbung (DAKO Hamalun) fir
2 Minuten.
-Blauen in Leitungswasser flr 5 min.
- Aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol.

- Eindecken in Eindeckautomaten.

2.) Férbung der Schnitte im DAKO Stainer
- Unter Verwendung des Primarantikdrper anti-
Arginase-1in 1 : 6,25 Verdiinnung (Cell Marque
clone SP156, Cat.# 380R-18).

Verwendete Abklrzungen: Aqua Dest destilliertes Laborwasser, TEC Tris-EDTA-Citrat, TBST Tris-buffered-saline-with-

Tween, RTU ready-to-use.
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2.5 Auswertung der Immunhistochemie

Alle Gewebeproben wurden von einer Pathologin ausgewertet (Natalia Gorbokon) wobei
der prozentuale Anteil der Arginase-1 positiven Tumorzellen und die Farbeintensitat auf
einer Skala von 0 bis 3 registriert wurden. Anschliefend wurden die Tumoren entsprechend
der Ergebnisse in die Kategorien negativ, schwach, moderat und stark positiv eingeteilt. Die

hierfur verwendeten Kriterien sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Auswertungskriterien

Kategorie Anteil gefarbter Tumorzellen Intensitat der Farbung
Negativ 0% 0
Schwach positiv <70 % 1
<30 % 2
>70 % 1
Moderat positiv 31% bis 70% 2
<30% 3
Stark positiv >70% 2
>30% 3
2.6 Statistik

Statistische Berechnungen wurden mit der Software JMP 14 (SAS Institute Inc., NC, USA)
durchgeflihrt. Der chi>-Test wurde durchgefiihrt, um nach Zusammenhangen zwischen der

Arginase-1 Farbung und dem Tumorphanotyp bei Plattenepithelkarzinomen zu suchen.

3. Ergebnisse

3.1 Technische Aspekte

Von den 14 912 untersuchten Tumoren waren 12 047 (81 %) auf dem Tissue-Microarray
auswertbar. Nicht Auswertbarkeit bei 2 865 (19 %) der Tumorgewebeproben war entweder
durch Fehlen der entsprechenden Proben an den vorgesehenen Koordinatenpunkten oder
dem Fehlen von eindeutigen Tumorzellen im Gewebe bedingt. Von allen Normalgeweben
war immer eine ausreichende Zahl von Proben auswertbar, um eine Einschatzung der

Gewebereaktivitat vorzunehmen.
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3.2 Arginase-1 in Normalgeweben

Die durch Arginase-1 hervorgerufene Farbung zeigte sich in der Regel zytoplasmatisch und
nuklear. Die starkste Farbung zeigte sich im Lebergewebe in den Hepatozyten. Moderate
bis starke Farbungen waren auch in keratinisiertem Plattenepithel der Haut in der
Koérnerzellschicht zu sehen. Granulozyten und Vorlauferzellen im Knochenmark wiesen
eine moderate Farbung, ein Teil der Deziduazellen moderate bis schwache Farbung auf.
Keinerlei Farbung zeigte sich im Gastrointestinaltrakt, Urothel, nicht-verhornenden
Plattenepithelien,  Pankreas,  Speicheldrisen,  Schilddrise, = Nebenschilddrise,
Adenohypophyse, Nebennierenrinde, Prostata, Nebenhoden, Hoden, Samenblase,
Endometrium, Endozervix, Eileiter, Niere, respiratorisches Epithel, Lunge, Plazenta,
Muskelzellen (verschiedene Typen), Myometrium, lymphatischen Organen, Endothel, Hirn
oder Neurohypophyse. Durch die Verwendung eines zweiten unabhangigen Antikérpers
(Cell Marque clone SP156) wurden alle von uns gefundenen positiven Farbungen bestatigt
(Abbildung 14). Eine reprasentative Auswahl an Normalgewebe unserer Studie zeigen
Abbildungen 15-24.

Abbildung 14: Antikorpervergleich. Die Abbildung zeigt Lebergewebe (links), Haut (mitte) und Plattenepithel
des Analkanals (rechts). Die Gewebe in den Abbildungen A und D, B und E sowie C und F wurden jeweils vom
selben Spenderblock entnommen. Abbildungen A—C wurden mit MSVA-511 R gefarbt, Abbildungen D—F mit
Cell Marque clone SP156. Es zeigen sich fir die beiden unabhangigen Antikorper nahezu identische
Farbemuster in den Geweben.
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Abbildung 15:

Abbildung 16: Haut (verhornendes Plattenepithel) Granularzellschicht. Moderate Arginase-1

Farbung.
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Abbildung 17: Haut des Analkanals (verhornendes Plattenepithel), Granularzellschicht. Moderate
Arginase-1 Farbung.

Abbildung 18: Knochenmark. Schwach bis moderate Arginase-1 Farbung in Granulozyten und deren
Vorlauferzellen.
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Abbildung 19: Friihe Plazenta, Deziduazellen. Moderate Arginase-1 Farbung.

Abbildung 20: Osophagus Plattenepithel (nicht-verhornendes Plattenepithel). Negative Arginase-1
Farbung.
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Abbildung 22: Brunner-Driisen (Duodenum

)

. Neg']a-iive Arginase-1 Farbung.
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bbildung 24: Nierenmark. Nezjétive Arginase-1 Farbung.
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3.3 Arginase-1 in Tumoren

Eine charakteristische nukleare und zytoplasmatische Arginase-1 Farbung war vor allem
im hepatozellularen Karzinom zu sehen, wobei von 49 Tumoren 87,8 % eine starke und
95,9 % eine mindestens moderate Arginase-1 Positivitat aufwiesen. Obwohl eine Arginase-
1 Expression in 22 zusatzlichen Tumorkategorien zumindest in Einzelféllen nachweisbar
war, erwies sich diese Farbung haufig als deutlich weniger kraftig als in hepatozellularen
Karzinomen und auch die Zahl der positiven Tumorzellen war typischerweise geringer als
beim hepatozellularen Karzinom. Eine fokale Anfarbung von wenigen Tumorzellen fand sich
besonders haufig in Plattenepithelkarzinomen verschiedener Ursprungsorgane. In Analogie
zur Arginase-1 Expression in normalem Plattenepithel fand sich eine Arginase-1 Positivitat
insbesondere in ausreifenden Plattenepithelzellen, welche sich in einem spezifischen
Reifungsschritt, vergleichbar mit der beginnenden Keratinisierung der Zellen, befanden.
Seltene positive Einzelfélle bei Teratomen, Urothelkarzinomen und pleomorphen
Adenomen zeigten ebenfalls eine Arginase-1 Expression in Arealen mit plattenepithelialer
Differenzierung. Andere Tumorentitdten mit gelegentlicher und meist geringgradiger
Arginase-1 Anfarbung beinhalteten Klarzellkarzinome des Ovar, Neuroendokrine Tumoren
des Pankreas, muzinése und lobuldare Mammakarzinome, Cholangiokarzinome und
kolorektale Adenokarzinome. In den seltenen Fallen Arginase-1 positiver kolorektaler
Karzinome und muzinéser Mammakarzinome war die Arginase-1 Positivitat insbesondere
in intratumoralem Schleim oder muzinproduzierenden Becherzellen zu sehen. Eine
systematische Darstellung der Arginase-1 Farbung nach Organsystemen geordnet ist in
Tabelle 8 dargestellt. Tabelle 9 und Abbildung 25 zeigen eine Rangliste der untersuchten
Tumorentitaten nach dem prozentualen Anteil positiver und stark positiver Tumoren.
Reprasentative Bilder von Arginase-1 positiven und negativen Tumoren unserer Studie
sind in Abbildung 26—47 gezeigt.
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Tabelle 8: Arginase-1 Farbung der analysierbaren Falle auf dem MTA

Organsystem Entitaten/Subentititen Analysierbare | negativ’% | schwach% | moderat% | stark%
Fallzahl (n)
Pilomatrixom 33 97,0 3,0 0,0 0,0
Basalzellkarzinom 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren der Haut Navuszellnavus 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom der 77 85,7 13,0 1,3 0,0
Haut
Malignes Melanom 43 100,0 0,0 0,0 0,0
Merkelzellkarzinom 41 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom des 93 90,3 54 4,3 0,0
Larynx
Kopf Hals Plattenepithelkarzinom des 44 90,9 9,1 0,0 0,0
Tumoren Pharynx
Orales 115 92,2 7,0 0,9 0,0
Plattenepithelkarzinom
(Mundboden)
Pleomorphes Adenom der 45 97,8 2,2 0,0 0,0
Parotis
Warthin-Tumor der Parotis 49 100,0 0,0 0,0 0,0
Basalzelladenom der 14 100,0 0,0 0,0 0,0
Speicheldriisen
Adenokarzinom der Lunge 169 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom der 68 98,5 1,5 0,0 0,0
Tumoren der Lunge
Lunge, Pleura und Kleinzelliges 16 100,0 0,0 0,0 0,0
des Thymus Lungenkarzinom
Epitheloides Mesentheliom 33 100,0 0,0 0,0 0,0
Andere Mesentheliome 63 100,0 0,0 0,0 0,0
Thymom 29 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom der 63 95,2 4.8 0,0 0,0
Vagina
Plattenepithelkarzinom der 114 86,0 13,2 0,9 0,0
Vulva
Plattenepithelkarzinom der 119 99,2 0,8 0,0 0,0
Zervix
Tumoren des
weiblichen Endometrioides 222 100,0 0,0 0,0 0,0
Genitaltrakts Endometriumkarzinom
Seroses 73 100,0 0,0 0,0 0,0
Endometriumkarzinom
Karzinosarkom des Uterus 41 100,0 0,0 0,0 0,0
Endometriumkarzinom, 13 100,0 0,0 0,0 0,
high grade G3
Klarzelliges 7 100,0 0,0 0,0 0,0
Endometriumkarzinom
Endometrioides 90 100,0 0,0 0,0 0,0
Ovarialkarzinom
Serdses Ovarialkarzinom 455 100,0 0,0 0,0 0,0
MuzinGses 74 100,0 0,0 0,0 0,0
Ovarialkarzinom
Klarzelliges 40 92,5 7,5 0,0 0,0
Ovarialkarzinom
Karzinosarkom des Ovars 39 100,0 0,0 0,0 0,0
Brenner Tumor 9 100,0 0,0 0,0 0,0
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Mammakarzinom NST 1208 100,0 0,0 0,0 0,0
Lobulares 252 99,6 0,4 0,0 0,0
Tumoren der Mammakarzinom
Mamma Medullares 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Mammakarzinom
Tubulares 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Mammakarzinom
Muzindses 49 98,0 2,0 0,0 0,0
Mammakarzinom
Phylloidestumor 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Kolonadenom, niedriger 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Dysplasiegrad
Kolonadenom, hoher 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Dysplasiegrad
Adenokarzinom des Kolon 1610 99,5 0,3 0,1 0,1
Tumoren des Magenadenokarzinom, 142 100,0 0,0 0,0 0,0
Verdauungstraktes diffuser Typ
Magenadenokarzinom, 132 100,0 0,0 0,0 0,0
intestinaler Typ
Magenadenokarzinom, 52 100,0 0,0 0,0 0,0
gemischter Typ
Adenokarzinom des 61 100,0 0,0 0,0 0,0
Osophagus
Plattenepithelkarzinom des 38 97,4 2,6 0,0 0,0
Osophagus
Plattenepithelkarzinom des 73 94,5 41 1,4 0,0
Analkanals
Cholangiozellulares 103 99,0 1,0 0,0 0,0
Karzinom
Hepatozelluldres Karzinom 49 4.1 0,0 8,2 87,8
Duktales Pankreas 470 100,0 0,0 0,0 0,0
Adenokarzinom
Pankreas/Ampulla Vateri 77 100,0 0,0 0,0 0,0
Adenokarzinom
Azinuszellkarzinom des 14 100,0 0,0 0,0 0,0
Pankreas
Gastrointestinale 49 100,0 0,0 0,0 0,0
Stromatumoren (GIST)
Urothelkarzinom, pT2-4 588 99,8 0,2 0,0 0,0
G3
Kleinzelliges 19 100,0 0,0 0,0 0,0
neuroendokrines
Blasenkarzinom
Sarkomatoides 24 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren der Urothelkarzinom
Harnwege
Klarzelliges 644 100,0 0,0 0,0 0,0
Nierenkarzinom
Papillares 185 100,0 0,0 0,0 0,0
Nierenzellkarzinom
Klarzelliges 16 100,0 0,0 0,0 0,0
Nierenzellkarzinom
Chromophobes 107 100,0 0,0 0,0 0,0
Nierenzellkarzinom
Onkozytom 130 100,0 0,0 0,0 0,0
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Adenokarzinom der 80 100,0 0,0 0,0 0,0
Prostata, Gleason 3+3
Adenokarzinom der 72 100,0 0,0 0,0 0,0
Prostata, Gleason 4+4
Adenokarzinom der 78 100,0 0,0 0,0 0,0
Prostata, Gleason 5+5
Adenokarzinom der 211 98,1 1,4 0,5 0,0
Prostata, Rezidiv
Kleinzelliges 17 100,0 0,0 0,0 0,0
neuroendokrines
Pankreaskarzinom
Seminom 446 100,0 0,0 0,0 0,0
Keimzelltumor des Hodens 35 100,0 0,0 0,0 0,0
Dottersacktumor 31 100,0 0,0 0,0 0,0
Teratom 46 95,7 4,3 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom des 63 92,1 7,9 0,0 0,0
Penis
Adenom der Schilddrise 104 100,0 0,0 0,0 0,0
Papillares 351 100,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom
Follikulares 136 100,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom
Medullares 100 100,0 0,0 0,0 0,0
Endokrine Schilddriisenkarzinom
Tumoren
Anaplastisches 43 100,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom
Nebennierenrinden 21 100,0 0,0 0,0 0,0
Adenom
Nebennierenrinden 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Karzinom
Phaochromozytom 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Neuroendokriner Tumor 13 100,0 0,0 0,0 0,0
des Appendix
Kolorektaler 1 100,0 0,0 0,0 0,0
Neuroendokriner Tumor
Neuroendokriner Tumor 45 100,0 0,0 0,0 0,0
des lleum
Neuroendokriner Tumor 17 100,0 0,0 0,0 0,0
der Lunge
Neuroendokriner Tumor 93 95,7 2,2 2,2 0,0
des Pankreas
Kolorektales 10 100,0 0,0 0,0 0,0
Neuroendokrines
Karzinom
Neuroendokrines 4 100,0 0,0 0,0 0,0
Karzinom der Gallenblase
Neuroendokrines 14 100,0 0,0 0,0 0,0

Karzinom des Pankreas

Fortsetzung Tabelle 8: Arginase-1 Farbung der analysierbaren Falle auf dem MTA.
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Hodgkin Lymphom 72 100,0 0,0 0,0 0,0
Kleinzelliges 29 100,0 0,0 0,0 0,0
lymphozytisches B-Zell
Lymphom
_Tumoren des Diffus groRzelliges B-Zell 95 100,0 0,0 0,0 0,0
hd@matopoetischen Lymphom
und
lymphatischen Follikulares Lymphom 63 100,0 0,0 0,0 0,0
Gewebes ;
T-Zell Non Hodgkin 14 100,0 0,0 0,0 0,0
Lymphom
Mantelzell-Lymphom 14 100,0 0,0 0,0 0,0
Marginalzonenlymphom 10 100,0 0,0 0,0 0,0
Diffus groRzelliges B-Zell 13 100,0 0,0 0,0 0,0
Lymphom des Hoden
Burkitt Lymphom 1 100,0 0,0 0,0 0,0
Tendosynovialer 43 100,0 0,0 0,0 0,0
Riesenzelltumor
Granularzelltumor 42 100,0 0,0 0,0 0,0
Leiomyom 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Meiomysarkom 81 100,0 0,0 0,0 0,0
Liposarkom 123 100,0 0,0 0,0 0,0
Maligner peripherer 12 100,0 0,0 0,0 0,0
Nervenscheidentumor
Myofibrosarkom 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Weichteil- und
Knochentumoren Angiosarkom 61 100,0 0,0 0,0 0,0
Angiomyolipom 91 100,0 0,0 0,0 0,0
Dermatofibrosarcoma 18 100,0 0,0 0,0 0,0
protuberans
Ganglioneurom 13 100,0 0,0 0,0 0,0
Kaposi Sarkom 6 100,0 0,0 0,0 0,0
Neurofibrom 93 100,0 0,0 0,0 0,0
Undifferenzierte Sarkome 71 100,0 0,0 0,0 0,0
Paragangliom 37 100,0 0,0 0,0 0,0
Primitiver 18 100,0 0,0 0,0 0,0
neuroektodermaler Tumor
Rhabdomyosarkom 6 100,0 0,0 0,0 0,0
Schwannom 103 100,0 0,0 0,0 0,0
Synovialsarkom 1" 100,0 0,0 0,0 0,0
Osteosarkom 35 100,0 0,0 0,0 0,0
Chondrosarkom 24 100,0 0,0 0,0 0,0

Fortsetzung Tabelle 8: Arginase-1 Farbung der analysierbaren Falle auf dem MTA.
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Tabelle 9: Rangliste der positiv gefarbten Tumorgewebe nach absteigender Positivitat

Tumortyp 2 schwach (%) 2 moderat(%) stark (%)
Hepatozellulares Karzinom 95,9 95,9 87,8
Plattenepithelkarzinom der Haut 14,3 1,3 0,0
Plattenepithelkarzinom der Vulva 14,0 0,9 0,0
Plattenepithelkarzinom des Larynx 9,7 4,3 0,0
Plattenepithelkarzinom des Pharynx 9,1 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom des Penis 7,9 0,0 0,0
Orales Plattenepithelkarzinom (Mundboden) 7,8 0,9 0,0
Klarzelliges Ovarialkarzinom 7,5 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom des Analkanals 5,5 1,4 0,0
Plattenepithelkarzinom der Vagina 4,8 0,0 0,0
Teratom 4,3 0,0 0,0
Neuroendokriner Tumor des Pankreas 4,3 2,2 0,0
Pilomatrixom 3,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom des Osophagus 2,6 0,0 0,0
Pleomorphes Adenom der Parotis 2,2 0,0 0,0
Muzinéses Mammakarzinom 2,0 0,0 0,0
Adenokarzinom der Prostata (Rezidiv) 1,9 0,5 0,0
Plattenepithelkarzinom der Lunge 1,5 0,0 0,0
Cholangiozellulares Karzinom 1,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom der Zervix 0,8 0,0 0,0
Adenokarzinom des Kolon 0,5 0,2 0,1
Lobuldres Mammakarzinom 0,4 0,0 0,0
Urothelkarzinom, pT2-4 G3 0,2 0,0 0,0
Hepatozellulires Karzinom ° x
Plattenepithelkarzinom der Haut @ *
Plattenepithelkarzinom der Vulva =& > S
Plattenepithelkarzinom des Larynx e >
Plattenepithelkarzinom des Pharynx X
Plattenepithelkarzinom des Penis X
Orales Plattenepithelkarzinom (Mundboden) @ b4
Klarzelliges Ovarialkarzinom *
des Analkanals | &
Plattenepithelkarzinom der Vagina X
Teratom *
Pankreas, neuroendokriner Tumor (NET) o X
Pilomatrixoma x
Plat i inom des O: —
Pleamorphes Adenom der Parotis X
Muzindses Mammakarzinom X X > schwache F'a'rbung
Adenckarzinom der Prostata (Rezidiv) @
Plattenepithelkarzinom der Lunge | @ 2 moderate Farbung
Cholangiozelluldres Karzinom | < [ Farbung
Plattenepithelkarzinom der Zervix ;)(
Adenokarzinom des Kolon K
Lobuldres Mammakarzinom X
Urothelkarzinom, pT2-4 63 X
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B80% 50% 100%

Abbildung 25: Positivitaten der gefarbten Tumortypen und Subtypen in unserer Studie. Dargestellt in

absteigender Reihenfolge, alle nicht aufgefihrten Tumortypen und Subtypen zeigten keine Positivitat.
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Abbildung 26: Hepatozelluldres Karzinom. Starke zytoplasmatische und nukleare Arginase-1 Farbung im
gesamten Gewebe.

Abbildung 27: Plattenepithelkarzinom der Haut. Fokal moderate zytoplasmatische Arginase-1 Farbung.
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Abbildung 28: Plattenepithelkarzinom der Vulva. Moderate Arginase-1 Farbung, vor allem um
Verhornungszonen.

Abbildung 29: Plattenepithelkarzinom des Larynx Moderate Arginase-1 Farbung im Bereich von
Verhornung.
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Fokal moderate Arginase-1 Farbung.

Abbildung 30: Plattenepithelkarzinom des Pharynx.

Abbildung 31: Plattenepithelkar'zino'm des Penis. Fokal moderate Arginase-1 Farbung im Bereich von

Verhornung.
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Abbildung 32: Orales Plattenepithelkarzinom des Mundboden. Kleinherdig moderate Arginase-1 Farbung
um Verhornungszonen.

Abbildung 33: Plattenepithelkarzinom des Analkanals. Vereinzelt schwache Arginase-1 Farbung in
Verhornungszonen.
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Abbildung 35: Teratom, Stratum granulosum und Stratum corneum des Plattenepithels. Moderate
Arginase-1 Farbung.
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Abbildung 37: Pilomatrixom. Vereinzelt schwach positive Arginase-1 Zellen, fokal moderat positiv in
Verhornungszonen.
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Abbildung 38: Plattenepithelkarzinom des 6sophégus. Fokal moderat positive Arginase-1 Farbung in
Verhornungszonen.

Abbildung 39: Pleomorphes Adenom der Parotis. Vereinzelt moderat positive Arginase-1 Zellen in
Bereichen plattenepithelialer Differenzierung.
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Abbildung 40: Adenokarzinom der Prostata, Rezidiv. Fokal schwach bis moderate Arginase-1 Farbung in
wenigen Zellen.
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Abbildung 42: Cholangiozelluldares Karzinom. Starke zytoplasmatische und nukleare Arginase-1 Farbung im
Rest der normalen Hepatozyten, weitgehend negative Farbung im Tumor.

se-1 Farbung von Einzelzellen (wahrscheinlich
Granulozyten).
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Abbildung 44: Plaﬂenepithelkarzinom der Zervix. Schwache Arginase-1 Farbung in Bereichen von
Verhornung.

=

Abbildung 45: Urbthelkarzino}n bT2-4 G3. Fokale Arginase-1 . Farbung in Bereichén plattenepithelialer
Differenzierung.
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Abbildung 47: Kdlbhadenom, Ibw grade. Négétive Arg'inase-1 Farbung.
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3.4 Arginase-1 Expression und klinisch-pathologische Parameter

Zu insgesamt 635 Plattenepithelkarzinomen waren zusatzlich histopathologische
Parameter, zu 454 Plattenepithelkarzinomen Daten zum HPV Status verfugbar. Tabelle 10
zeigt die prozentuale Arginase-1 Immunfarbung in 635 Plattenepithelkarzinomen
verschiedener Ursprungsorgane. Darunter waren oropharyngeale Plattenepithelkarzinome,
pharyngeale Plattenepithelkarzinome, Plattenepithelkarzinome des Larynx,
Plattenepithelkarzinome der Zervix, Plattenepithelkarzinome der Vagina,
Plattenepithelkarzinome der Vulva, Plattenepithelkarzinome des Penis,
Plattenepithelkarzinome der Haut und Plattenepithelkarzinome des Analkanals. Die
Untersuchungen ergaben eine signifikante (p = 0,0025) Assoziation zwischen
hochdifferenzierten  Plattenepithelkarzinomen und einer positiven  Arginase-1
Immunfarbung. Fir die Parameter Tumorgréf3e sowie dem Fehlen oder Vorhandensein
regionarer Lymphknotenmetastasen fand sich kein signifikanter Zusammenhang mit einer
Arginase-1 Expression. Auch eine mogliche Beziehung zwischen der Arginase-1
Expression und dem HPV Status in Plattenepithelkarzinomen wurde untersucht. Hierbei

zeigte sich keine signifikante Assoziation (Tabelle 11).

Tabelle 10: Ergebnisse der Arginase-1 Immunhistochemie fiir Plattenepithelkarzinome verschiedener Phinotypen

Anzahl (n) neg. (%) schwach (%) mod. (%) stark (%) p-Wert

pT1 220 93.2 6.4 0.5 0.0 0.0761
pT2 221 94.6 5.4 0.0 0.0
pT3 81 88.9 7.4 3.7 0.0
pT4 113 91.2 6.2 2.7 0.0

pNO 236 91.9 6.4 1.7 0.0 0.6054
pNO+ 233 94.0 5.2 0.9 0.0

G1 28 85.7 10.7 3.6 0.0 0.0025
G2 340 90.3 8.5 1.2 0.0
G3 226 97.8 1.8 0.4 0.0
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Tabelle 11: Ergebnisse der Arginase-1 Immunhistochemie fiir HPV positive und negative Plattenepithelkarzinome

HPV Status Anzahl (n)  neg. (%) schwach (%) mod.(%) strong (%) p-Wert
weecs TENOROORE W B % o
omemecs WY % EDp g g oo
Pharynx PleCa ’:)%%f‘t‘l'\)’ ;2 2‘71:‘51 152-§5 88 88 0.4354
Larynx PleCa negativ 39 89.7 5.1 5.1 0.0 0.5278
positiv 7 85.7 14.3 0.0 0.0

T~ T A T
vnapecs  femlo meense oo o2
LI~ S A
enspeca T2 w2 ss oo 00 oxe
Haut PleCa "‘;gs?ttl'\)’ 314 18056.30 1 01.68 gg 83 0.8551
Analkanal PleCa r“)i%?ttl'\)’ 254 gg:g 20%0 2:2 8:3 0.1347

Verwendete Abkurzung: PleCa = Plattenepithelkarzinom.
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4. Diskussion

In dieser Studie waren von 14 912 untersuchten Tumoren 12 047 auswertbar. Die
Erfolgsrate entspricht dem fur Tissue-Microarrays in etwa Ublichen Anteil auswertbarer
Tumoren. Dass in einigen aus dem Tumorgewebe entnommenen 0,6 mm messenden
Gewebeproben keine Tumorzellen enthalten waren, passt zu der biologischen Tatsache,
dass es in sehr vielen Tumoren Areale gibt, in denen Stromaanteile oder
Entzindungsinfiltrate dominieren, beispielsweise in Zonen, in welchen friher nekrotische
Veranderungen aufgetreten sind (Szebeni et al., 2017). Auch das Fehlen von Gewebespots
an einigen Koordinatenpositionen spiegelt eine nicht vermeidbare Variabilitdt in den
verwendeten Tumormaterialien wider. Hauptgrund hierflr ist die unterschiedliche
Dicke/Tiefe der fir den Stanzprozess verwendeten Gewebeblécke. Die Dicke der
Gewebeblocke definiert die maximale Lange eines aus einem Tumorgewebeblock
entnommen Stanzzylinders. Wegen der unterschiedlichen Lange dieser Zylinder kommt es
mit zunehmendem Gebrauch des TMAs zu einer immer grofieren Zahl von Schnitten, bei
denen einzelne Stanzen ,aufgebraucht” sind. Die Zahl der fehlenden Spots auf einem TMA
ist somit Ausdruck der Zahl der vorher bereits angefertigten Schnitte des entsprechenden
Blocks. Allerdings kann es auch auf den ersten Schnitten eines TMA Blocks zu fehlenden
Gewebespots kommen, weil es in der Praxis schwierig ist, alle Stanzen so in die
vorgefertigten Locher zu deponieren, dass ihre Oberkante exakt auf dem Niveau der
Blockoberflache liegt. Wird die Stanze zu tief eingedrickt, kann es sein, dass die ersten
Schnitte durch den TMA Block an der entsprechenden Position noch kein Gewebe zeigen.
Hervorzuheben ist allerdings, dass trotz des Ausfalls von 19 % unserer Tumoren die hier
vorgestellte Studie mit 12 047 erfolgreich untersuchten Tumoren die mit Abstand groite
bisher durchgeflihrte Studie zur Arginase-1 Expression bei Tumoren darstellt. Die in Tabelle
12 dargestellten wichtigsten 29 friiheren Publikationen zur Arginase-1 Immunhistochemie

hatten zusammengenommen nur 6 501 Tumoren analysiert.
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Tabelle 12: Ubersicht bisheriger Studien zur Arginase-1 Immunhistochemie

Studie

Untersuchte Tumorentitaten und Fallzahl (n)

(Yan et al., 2010)

- Hepatozellulares Karzinom (193)
- Cholangiozellulares Karzinom (6)
- Mammakarzinom NST (23)

- Adenokarzinom der Lunge (15)
- Adenokarzinom der Prostata (15)
- Kolorektales Adenokarzinom (99)
- Onkozytom (11)

- Nierenzellkarzinom (163)

- Malignes Melanom (16)

- Urothelkarzinom (47)

- Nebennierenrindenkarzinom (6)

- Adenokarzinom des Magen (19)

(Obiorah et al., 2019)

- Hepatozellulares Karzinom (40)
- Cholangiozellulares Karzinom (12)
- Kolonadenom (8)
- Neuroendokriner Tumor des Pankreas ( 2)
- Adenokarzinom des Pankreas (1)
- Nierenzellkarzinom (1)
- Kleinzelliges Lungenkarzinom (100)
- nicht kleinzelliges Adenokarzinom der Lunge (3)
- Mammakarzinom NST (5)
- Schilddriisenkarzinom (3)
- Thymom (50)
- Magen Adenokarzinom (3)
- Kolorektales Adenokarzinom (10)
- Adenokarzinom des Pankreas (7)

. - Non Hodgkin Lymphom (3)

(Ma et al., 2019)

- Kolorektales Adenokarzinom (189)

- Kolorektales Karzinom, muzinéser und gemischter

Typ (47)

(Ren et al., 2019)

- Kolorektales Adenokarzinom (20)

(Clark et al., 2017)

- Hepatozellulares Karzinom (68)

(Labib et al., 2020)

- Hepatozellulares Karzinom (30)

(Zhao et al., 2018)

- Hepatozellulares Karzinom (139)

- Cholangiozellulares Karzinom (29)
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(Yan etal., 2011)

- Leiomyosarkom (12)
- Synovialsarkom (10)
- Maligner peripherer Nervenscheidentumor (16)
-Angiosarkom (7)
- Liposarkom (1)

- Dermatofibrosarcoma protuberans (18)

(Fujikura et al., 2016)

- Hepatozellulares Karzinom (54)

- Cholangiozellulares Karzinom (34)

(Ye et al., 2013)

- Hepatozellulares Karzinom (167)

(Lagana et al., 2015a)

- Adenokarzinom der Ampulla vateri (32)

- Kolorektales Adenokarzinom (22)

(Salleng et al., 2015)

- Hepatozellulares Karzinom (5)

(Fatima et al., 2014)

- Adenokarzinom des Pankreas (33)

- Hepatozellulares Karzinom (85)

(Srivastava und Ghosh, 2015)

- Orales Plattenepithelkarzinom (33)

- Plattenepithelkarzinom des Larynx (17)

(Sang et al., 2015)

Anmerkung : alle nicht-hepatozellularen Tumoren (n= 228)
wurden als eine Gruppe ausgewertet (0,4% positiv). Da
nicht aus der Studie entnehmbar war, welches der 228

nicht hepatozellularen Tumoren Positivitat zeigte,

erscheinen diese nicht in Abbildung 9.

- Hepatozellulares Karzinom (78)
- Kolorektales Adenokarzinom (28)
- Mammakarzinom NST (22)
- Adenokarzinom des Endometriums (16)
- Cholangiozellulares Karzinom (17)
- Adenokarzinom des Pankreas (6)
- Nierenzellkarzinom (16)
- Urothelkarzinom (16)
- nicht kleinzelliges Adenokarzinom der Lunge (12)
- Adenokarzinom des Osophagus (10)

- Adenokarzinom des Magens (22)

(Krings et al., 2013)

- Hepatozellulares Karzinom (zirrh6s) (20)
- Hepatozellulares Karzinom (169)

- Cholangiozellulares Karzinom (16)

(Geramizadeh und Seirfar, 2015)

- Hepatozellulares Karzinom (43)

- Cholangiozellulares Karzinom (19)

(Gied et al., 2016)

- Adenokarzinom der Prostata (557)

(Shahid et al., 2015)

- Hepatozellulares Karzinom (87)

- Cholangiozellulares Karzinom (59)

Fortsetzung Tabelle 12: Ubersicht bisheriger Studien zur Arginase-1 Immunhistochemie.
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(Timek et al., 2012) - Hepatozellulares Karzinom (18)
- Dottersacktumor (10)
- Neuroendokriner Tumor der Lunge (61)
- nicht kleinzelliges Adenokarzinom der Lunge (110)
- Plattenepithelkarzinom der Lunge (49)
- Schilddriisenkarzinom (99)
- Nierenzellkarzinom (130)
- Kolorektales Adenokarzinom (71)
- Adenokarzinom des Osophagus (30)
- Adenokarzinom des Magen (21)
- Urothelkarzinom (72)
- Adenokarzinom der Prostata (136)
- Cholangiozellulares Karzinom (11)
- Mammakarzinom NST (99)
- Lobulares Mammakarzinom (48)
- Endometrioides Endometriumkarzinom (38)
- Sertses Ovarialkarzinom (46)

- Malignes Melanom (100)

(Radwan und Ahmed, 2012) - Hepatozellulares Karzinom (50)

- Cholangiozellulares Karzinom (12)

(Lu et al., 2021) Drei Kohorten (welche getrennte ausgewertet
wurden) mit insgesamt:
- Hepatozellulares Karzinom (1 381)

- Cholangiozellulares Karzinom (261)

(Nguyen et al., 2015) - Hepatozellulares Karzinom (79)
(lida et al., 2011) - Cholangiozellulares Karzinom (28)
(Ming et al., 2020) - Mammakarzinom NST (79)
(Askan et al., 2016) - Azinuszellkarzinom des Pankreas (23)
(Lagana et al., 2015b) - Hepatozellulares Karzinom (48)

- Cholangiozellulares Karzinom (41)

- Adenokarzinom der Ampulla vateri (34)

(You et al., 2018) - Hepatozellulares Karzinom (90)

(Czystowska-Kuzmicz et al., 2019) - Epitheliales Ovarialkarzinom (84)

——————— |
29 Studien = 6 501 untersuchte Tumoren

Fortsetzung Tabelle 12: Ubersicht bisheriger Studien zur Arginase-1 Immunhistochemie.
Studien die nicht nachvollziehbar waren oder Entitaten, die sich nicht in unserem Multitumor-Array fanden sind nicht

aufgefuhrt.
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Angesichts der groRen Dimension unserer Studie wurde ein besonderes Augenmerk auf
die sorgfaltige Validierung unseres Assays gelegt. Die internationale Arbeitsgruppe flr
Antikérpervalidierung (International Working Group for Antibody Validation, IWGAV) hat
gefordert, dass alle Antikorper fir ihre individuelle Anwendung validiert werden mussen
(Uhlen et al., 2016). Fur die Immunhistochemie wurde festgelegt, dass es zwei akzeptable
Verfahren gibt. Namlich den Vergleich von immunhistochemisch gewonnenen
Expressionsdaten mit Expressionsdaten, welche mit einer anderen unabhangigen Methode
gewonnen worden sind oder aber den Vergleich mit immunhistochemischen Befunden,
welche mit einem zweiten unabhangigen Antikérper erhoben wurden (Sivertsson et al.,
2020). Beide Verfahren kamen in unserer Studie zur Anwendung. Dartber hinaus wurde
mit der Untersuchung von 76 verschiedenen Normalgewebekategorien sichergestellt, dass
unser Antikdrper mit einer moglichst grolRen Zahl verschiedener Proteine in Kontakt kommt,
sodass die Chance maximiert wurde, unerwiinschte Kreuzreaktivitdten des Antikorpers zu
erkennen. FiUr den Vergleich der Expressionsanalyse mit einer unabhangigen zweiten
Methode wurden RNA Expressionsdaten herangezogen, welche in 6ffentlich verfugbaren
Datenbanken zu verschiedenen Normalgeweben verfugbar sind. Die drei RNA
Datenbanken waren der RNA-seq Gewebedatensatz aus dem Human Protein Atlas (HPA)
(Fagerberg et al., 2014), das FANTOMS Projekt (Noguchi et al., 2017) und das Genotype
Tissue Expression Projekt (GTEx)(Consortium, 2015). Ein wesentliches Argument fur die
Spezifitat unseres Antikdrpers ist der immunhistochemische Nachweis einer Arginase-1
Expression in allen Geweben, bei denen in der RNA Datenbank eine Arginase-1 Expression
beschrieben worden war (Leber, Haut, Knochenmark, Granulozyten). Der zusatzliche,
ausschliellich immunhistochemisch erbrachte Nachweis einer Arginase-1 Expression in
Deziduazellen spricht nicht gegen die Qualitat unseres Antikdrpers, da Deziduazellen in
den untersuchten Geweben (Plazenta, Uterus) einen so seltenen Zelltyp ausmachen, dass
bei der RNA Untersuchung des Gesamtorgans diese so unterreprasentiert seien dirften,
dass einen Arginase-1 RNA Expression insgesamt nicht nachweisbar wirde. Der Vergleich
mit einem zweiten, unabhangigen Antikorper belegt schliellich eindeutig, dass eine

Arginase-1 Expression in Deziduazellen tatsachlich vorkommt (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Reife Plazenta. Links: Arginase-1 Farbung der Deziduazellen mit anti-Arginase-1 Antikorper
MSVA-511R, MS Validated Antibodies GmbH Hamburg. Rechts: Arginase-1 Farbung der Deziduazellen mit
anti-Arginase-1 Antikorper Cell Marque clone SP156, Cat.#380R-18. Beide Antikdrper fihren zu eine Farbung
der Deziduazellen.

Die erfolgreiche Untersuchung von 12 047 Tumoren von 117 verschiedenen
Tumorentitaten zeigte ein Expressionsmuster flr Arginase-1, welches eng mit der Arginase-
1 Expression in Normalgeweben korrelierte. Eine zytoplasmatische und nukleare Arginase-
1 Expression fand sich ganz Uberwiegend in hepatozellularen Karzinomen, in der
Ausreifungszone von Plattenepithelkarzinomen und in tumorinfiltrierenden Granulozyten.
Insgesamt unterstitzen die Befunde die hohe Nutzlichkeit der Arginase-1
Immunhistochemie  zur Bestatigung einer morphologischen oder klinischen
Verdachtsdiagnose auf ein primares Leberzellkarzinom. Dass 87,8 % von 49 erfolgreich
untersuchten Leberzellkarzinomen eine starke Arginase-1 Immunfarbung und 95,9 % eine
mindestens moderate Arginase-1 Positivitat zeigten, passt gut zu friiheren Daten. Neun von
21 Studien, welche die Arginase-1 Expression in hepatozellularen Karzinomen untersucht
hatten, hatten Positivitatsraten von > 90 % beschrieben (Timek et al., 2012, Krings et al.,
2013, Geramizadeh und Seirfar, 2015, Lagana et al., 2015b, Fujikura et al., 2016, Sang et
al., 2015, Nguyen et al., 2015, You et al., 2018, Yan et al., 2010). Dass einigen Studien
allerdings auch Arginase-1 Positivitaten von lediglich 83,0 % (Shahid et al., 2015), 61,0 %
(Luetal., 2021) oder 44,9 % (Ye et al., 2013) gefunden haben ist durch inharente Probleme
der Immunhistochemie zu erklaren. Es ist bekannt, dass unterschiedliche Farbeprotokolle,
Antikdrper und Auswertekriterien zu signifikanten Unterschieden in den Positivitatsraten in
fast allen immunhistochemischen Markern flhren. Einige frihere Studien hatten dartber
hinaus gezeigt, dass Arginase-1 negative hepatozellulare Karzinome meistens besonders
wenig differenziert sind (Shahid et al., 2015, Yan et al., 2010).
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Im Zusammenhang mit den variablen Befunden in der Literatur muss ein in dieser Studie
aufgetauchter technischer Aspekt hervorgehoben werden. In zahlreichen Fallen kam es in
der Umgebung von stark positiven normalen oder neoplastischen Leberzellen zu einer
gering- bis maRiggradigen manchmal auch starken Arginase-1 Positivitat des Stroma oder
benachbarter Zellen. Diese Farbung stellt hdchstwahrscheinlich ein Kontaminationsartefakt
dar, hervorgerufen durch die sehr grole Menge an Arginase-1 in vielen normalen und
neoplastischen Leberzellen. Ein kleiner Anteil dieser sehr gro3en Arginasemenge durfte in
Proben mit Kontaminationsartefakten in das umliegende Gewebe diffundiert sein. Diese
Diffusion kdnnte ein physiologisches Phanomen darstellen, wird aber sehr wahrscheinlich
durch autolytische Vorgange oder intravitale Gewebenekrosen beginstigt. Minimale
autolytische Vorgange durften in groReren Operationspraparaten wie beispielsweise
Tumorektomien aus der Leber regelmafig vorkommen, da der autolytische Prozess bereits
intraoperativ nach temporarer Abkoppelung eines Organs vom Blutkreislauf beginnen und
auch nach Einbringen des Gewebes in einen formalingefillten Topf nicht automatische
sistieren, denn das Formalin durchdringt groRere Gewebeknoten nicht unverziglich (Start
et al., 1992). Ahnliche Kontaminationsartfakte ereignen sich auch in anderen Organen,
wenn Proteine immunhistochemisch untersucht werden, welche in groRer Menge
vorkommen. Beispielsweise fand sich in einer frlheren Studie zur Thyreoglobulin
Expression in Tumoren eine Thyreoglobulin Anfarbung fir alle in der Schilddrise
vorkommenden Tumorarten, einschlie8lich medullarer Karzinome (Steurer et al., 2021).
Auch Carboxypeptidase A1 (CPA1), ein in Azinuszellen des Pankreas hoch exprimiertes
Protein, fuhrt bei immunhistochemischer Darstellung zu Kontaminationsartefakten in der
Umgebung von stark positiven normalen Pankreasepithel (Uhlig et al., 2021). Alle in
unserer Studie als Arginase-1 positiv identifizierten cholangiozellularen Karzinome zeigten
eine schwache bis moderate, ausschlief3lich zytoplasmatische Arginase-1 Positivitat von
meist weniger als 25 % der Tumorzellen. Hatten wir Zellen mit einer schwachen bis
mafRiggradigen, rein zytoplasmatischen Arginase-1 Positivitat nicht als Arginase-1 positiv
gewertet, hatten wir in unserer Studie kein einziges Arginase-1 positives
cholangiozellulares Karzinom identifiziert. Wir erachten es daher als mdoglich, dass
Kontaminationsartefakte flir zumindest einen signifikanten Teil der Arginase-1 positiven
cholangiozellularen Karzinome verantwortlich sind und dementsprechend auch zu der
hohen Variabilitat der in der Literatur berichteten Positivitdtsdaten beim cholangiozellularen
Karzinom von 0 % bis 67,9 % beigetragen haben. Die Art und Weise der Arginase-1
Immunfarbung in Plattenepithelkarzinomen spiegelte in ihrem Verteilungsmuster die
Befunde in normalem verhornenden Plattenepithel wider. Eine Arginase-1 Positivitat fand
sich in Plattenepithelkarzinomen immer nur fokal und eng verbunden mit umschriebenen

Ausreifungsstadien des Epithels in unmittelbarer Umgebung von Verhornung.
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Diese spezifische Ausreifungszone entspricht der Granularzellschicht des normalen
Plattenepithels. Da die Verhornung in Plattenepithelien ein Differenzierungsphanomen ist,
verwundert es nicht, dass sich eine signifikante Beziehung zwischen einer Arginase-1
Positivitat und einem hohen Differenzierungsgrad von Plattenepithelkarzinomen fand.
Das Fehlen einer statistischen Beziehung zwischen Arginase-1 Anfarbung und dem
HPV Status in der vorliegenden Studie war nicht zu erwarten, da andere Studien fur
bestimmte Tumortypen eine signifikante Beziehung zwischen HPV Infektion und der
Verhornung in HPV assoziierten Karzinomen angeben (Fujimaki et al., 2013, Rakislova et
al., 2017, Broccolo et al., 2018).

Eine Arginase-1 Positivitat fand sich nur sehr selten in nicht-hepatozellularen,
nicht-plattenepithelialen Karzinomen. In einigen dieser Tumortypen war die Arginase-1
Positivitat teilweise mit einer fokalen plattenepithelialen Differenzierung assoziiert, wie
beispielsweise in pleomorphen Adenomen oder Urothelkarzinomen. Des Weiteren fand
sich eine Arginase-1 Positivitat in einem plattenepithelialen Abschnitt eines reifen
testikuldren Teratoms. Seltene Falle einer Arginase-1 Positivitat in mukusproduzierenden
kolorektalen Adenokarzinomen, Klarzellkarzinomen des Ovars, muziosen und lobularen
Mammakarzinomen lassen sich am ehesten dadurch erklaren, dass letztlich alle Gene
sporadisch in Tumoren aktiviert werden kdnnen, auch wenn diese im Tumor keine spezielle
Funktion ausuben (Esteller, 2008, Pon und Marra, 2015). Es erscheint wahrscheinlich, dass
die seltene Arginase-1 Positivitat in derartigen Tumoren sogenannte ,passenger” darstellen

ohne tumorbiologische Bedeutung.
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Abbildung 49: Vergleich der Positivitaten der Arginase-1 Farbung unserer Studie mit friiheren Studien.
Die Kreuze geben unsere Ergebnisse an, jeder Punkt kennzeichnet eine Studie in der der Tumortyp zuvor
untersucht wurde. Rote Punkte geben die Untersuchung von 1-10 Fallen, gelbe von 11-25 und blaue von Uber
25 Fallen pro Studie an. Die Literaturdaten zu den abgebildeten Studien finden sich in Tabelle 12. Verwendete
Abklirzungen: Ca Karzinom, NET neuroendokriner Tumor, MPNST maligner peripherer Nervenscheiden Tumor,
NST nicht-spezieller Typ.
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Die von uns erhobenen Daten leisten einen wesentlichen Beitrag zum Wissen um die
Arginase-1 Expression in humanen Tumoren. Die Bedeutung dieser Arbeit I&sst sich am
besten aus Abbildung 49 ablesen, in der die Ergebnisse friheren Studien zur Arginase-1
Expression zusammen mit unseren eigenen Daten graphisch in Form einer Rangliste der
Tumoren nach ihrer Positivitatsrate in unserer Studie dargestellt sind. Unser wichtigster
Befund ist, die Bestatigung der sehr haufigen Arginase-1 Expression in hepatozellularen
Karzinomen, was gut mit den in der Literatur aufgeflihrten Daten Ubereinstimmt. Die
Tumortypen, die nach hepatozellularen Karzinomen am haufigsten Arginase-1 Positivitat
zeigten, sind im wesentlichen Plattenepithelkarzinome, von denen viele Subtypen zuvor
nicht untersucht worden sind. Unsere Arbeit identifiziert somit 14 verschiedene
Tumorentitaten, welche bisher noch nicht auf eine Arginase-1 Expression untersucht
worden waren, als gelegentlich Arginase-1 positiv. Von besonderer Bedeutung ist allerdings
auch der fehlende Nachweis einer Arginase-1 Expression in mehreren Tumorarten, bei
denen Arginase-1 in friiheren Studien in bis zu 100 % als positiv beschrieben worden war.
Dazu gehéren insbesondere Adenokarzinome des Kolon, Synovialsarkome,
Angiosarkome, Maligne periphere Nervenscheidentumoren, Liposarkome,
Leiomyosarkome, Ovarialkarzinome, Mammakarzinome vom nicht-speziellen Typ und auch
cholangiozellulare Karzinome. Diese Tumorarten fallen aufgrund unserer Befunde unter
Anwendung hoch validierter Testverfahren bei Arginase-1  Positivitdat als

differentialdiagnostische Optionen aus.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Studie, dass eine starke nukleare und
zytoplasmatische Arginase-1 Immunfarbung weitgehend spezifisch flr hepatozellulare
Tumoren ist. Aus diagnostischer Sicht muss beim Einsatz der Arginase-1
Immunhistochemie in Leberbiopsien allerdings immer die Madglichkeit eines
Kontaminationsartefaktes, bedingt durch freigesetzte Arginase-1 aus nicht-neoplastischen
Leberzellen, bertcksichtigt werden. Eine fokale Arginase-1 Positivitat ist ein haufiges
Phanomen in Plattenepithelkarzinomen, welches topografisch eng assoziiert ist mit dem

Prozess der Keratinisierung.
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5. Zusammenfassung

Arginase-1 ist ein zytosolisches Enzym, das die Umwandlung von Arginin in Ornithin und
Harnstoff im letzten Schritt des Harnstoffzyklus katalysiert. Aufgrund seiner Gberwiegenden
Expression in Hepatozyten wird der immunhistochemische Nachweis der Arginase-1-
Expression als Marker flr hepatozellulare Karzinome verwendet. Auch bei anderen
Tumorentitaten wurde die Expression von Arginase-1 beschrieben. Um die Expression von
Arginase-1 in normalem und neoplastischem Gewebe umfassend zu bestimmen, wurde ein
Gewebe-Mikroarray mit 14 912 Proben von 117 verschiedenen Tumortypen und -subtypen
sowie 608 Proben von 76 verschiedenen normalen Gewebetypen immunhistochemisch
analysiert. In normalem Gewebe wurde die Expression von Arginase-1 in der Leber, in der
Granularzellschicht der Epidermis und in Granulozyten festgestellt. Bei den Tumoren wurde
eine nukledre und zytoplasmatische Arginase-1-Immunfarbung vor allem beim
hepatozellularen Karzinom festgestellt, wobei 88 % der 49 Karzinome eine starke und 96
% eine zumindest moderate Positivitat aufwiesen. Obwohl 22 weitere Tumorkategorien in
einem viel geringeren Anteil der Félle eine Arginase-1 Immunfarbung aufwiesen, war eine
starke Farbung bei diesen Entitaten dulerst selten. Eine fokale Anfarbung von wenigen
Tumorzellen wurde haufig bei Plattenepithelkarzinomen verschiedener Lokalisationen
beobachtet. In Analogie zur Arginase-1 Expression des normalen Plattenepithels betraf die
Arginase-1 Positivitat bei diesen Tumoren typischerweise reifende Zellen mit beginnender
Keratinisierung.  Dementsprechend war die  Arginase-1-Positivitat bei 635
Plattenepithelkarzinomen verschiedener Herkunftsorte signifikant mit einem hohen
Differenzierungsgrad assoziiert (p=0,0025). Seltene positive Tumoren wie Teratome,
Urothelkarzinome und pleomorphe Adenome zeigten meist eine Arginase-1-Expression in
Bereichen mit plattenepithelialer Differenzierung. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
die Arginase-1-Immunhistochemie hoch sensitiv und spezifisch fir hepatozellulare

Karzinome ist, wenn schwache und fokale Farbungen aul3er Acht gelassen werden.
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6. English Summary

Arginase-1 is a cytosolic enzyme that catalyzes the conversion of arginine to ornithine and
urea in the final step of the urea cycle. Because of its predominant expression in
hepatocytes, immunohistochemical detection of arginase-1 expression is used as a marker
for hepatocellular carcinoma. Other tumor entities were also described to express arginase-
1. To comprehensively determine arginase-1 expression in normal and neoplastic tissues,
a tissue microarray containing 14 912 samples from 117 different tumor types and subtypes
as well as 608 samples of 76 different normal tissue types was analyzed by using
immunohistochemistry. In normal tissues, arginase-1 expression was seen in the liver, the
granular layer of the epidermis and in granulocytes. Among tumors, a nuclear and
cytoplasmic arginase-1 immunostaining was predominantly seen in hepatocellular
carcinoma where 88 % of 49 tumors showed strong and 96 % at least moderate positivity.
Although 22 additional tumor categories showed arginase immunostaining in a much
smaller fraction of cases, strong staining was exceedingly rare in these entities. A focal
staining of few tumor cells was often seen in squamous cell carcinomas of various sites. In
analogy to arginase expression of normal squamous epithelium, arginase positivity typically
involved maturing cells with beginning keratinization in these tumors. Accordingly, arginase-
1 positivity was significantly associated with low grade in 635 squamous cell carcinomas of
various sites of origin (p=0,0025). Rare positive tumors of teratoma, urothelial carcinoma
and pleomorphic adenomas also showed arginase expression in areas with squamous
differentiation. In summary, arginase-1 immunohistochemistry is highly sensitive and

specific for hepatocellular carcinoma if weak and focal staining is disregarded.
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7. Abkurzungsverzeichnis

AQUA DESE ... ———— destilliertes Laborwasser
AT e a e e e e e e e activator of transcription factor
CIEBP ...t CCAAT/ enhancer binding protein
7 PP Karzinom
L0 1V | USSR myeloische Stammzelle
COPD ..t chronisch obstruktive Lungenerkrankung
DA et e e e e e e et et e e e e e e e e e e e nnneneeees 3’3-Diaminobenzidin
E D R .. endothelium derived relaxing factor
ELISA . e e Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
[ ) PSR SRRRN Foxhead box transcription factor
FPKM ... Fragments per Kilobase of exon per million reads
L€ SR Gastrointestinale Stromatumoren
GIMP....ce et Granulozyten-Monozyten Vorlaufer
BR A e ettt et e e h e e e ea b e e et e e e e bt e e e aeeeenbe e e aheeeabeeeaneeeeneeas Granulozyt
L = SRR UUUR TSR Genotype Tissue Expression Projekt
o RSP Hamatoxylin-Eosin
HIER L.ttt Heat induced epitope retrieval
o PRI hypoxia inducible factor
o | USSR Human Protein Atlas
HPV ettt aaaaaas Humanen Papillomvirus
[ 5 OO Hamatopoetische Stammzelle
] R Immunhistochemie
IVIP e e e e unreife myeloische Vorlauferzelle
Y 0 USSP PPRPERR in vitro Diagnostika
IWGAV ...t International Working Group for Antibody Validation
4 J PR Kilobase
S 7 O PPRRRRR kiloDalton
MDSC ...ttt granulozytare myeloide Suppressorzellen
M-MDSC .. monozytische myeloide Suppressorzelle
1YL RSP ER Monozyt
MPP .. Multipotente Vorlauferzelle, Multipotente Vorlauferzelle
1o USSR messenger RNA
M A e Multi Tumor Array, Multi Tumor Array, Multi Tumor Array
N SRR neuroendokriner Tumor
RS Stickstoffmonoxid
N[ 1 SRR Stickstoffsynthase
N[ 1 R RRR Stickstoffsynthase1 (neuronale)
N OS2 ..ttt e e e e e e e araeea e Stickstoffsynthase2 (induzierbare)
N O S 3 et e e e e e et e e e e araeeeaean Stickstoffsynthase3 (endotheliale)
N IS ISP U RPN nicht-spezieller Typ
K ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e et et e e —————————————————— Normalized eXpression
L SRR Ornithin-Aminotransferase
L L RSP Ornithindecarboxylase
L I SRR Ornithin-Transcarbamylase
PO . ... e e e aas Plattenepithelkarzinom
PMN-MDSC ...t polymorphkernige myeloide Suppressorzelle
PMNS e polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
R ettt e e ekt e e e e e e e b b e e e e e b e e e e e e e nareeas ready-to-use
ST AT 3 signal transducer and activator of transcription3
SN L et e e e e e e e e e e I8slicher Tumornekrosefaktor
T A ettt e e e e e e Tumorassoziierte Makrophage
B I = 1 T SRR Tris-buffered-saline-with-Tween
I = 1 SRR Tris-buffered-saline-with-Tween
L1 SRS The Cancer Genome Atlas
I = Tris-EDTA-Citrat Puffers, Tris-EDTA-Citrat
T A ettt e e e e oo e e e e et et e e e e e e e e e e nnnreeeeeaaaaaeaeaaaann Tissue-Microarray
T E ettt e e oot e e e e e e e e e e neneeaaaeens Tumormikroenvironment
LU ] SRR Union for international cancer control
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