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1. Einleitung

1.1. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist mit einer Inzidenz von fast 23.000 im Jahr 2018 in
Deutschland, prognostisch weiter steigend, ein haufiger von Melanozyten
ausgehender Tumor (Erdmann et al., 2021). Das mittlere Erkrankungsalter liegt
fur Frauen bei 62 und bei Mannern bei 68 Jahren (Erdmann et al., 2021). Im Jahr
2019 starben in Deutschland etwa 3.000 Menschen an den Folgen eines

malignen Melanoms (Erdmann et al., 2021).

1.1.1. Krankheitsstadien

Die Klassifizierung des malignen Melanoms erfolgt nach der international
gultigen TNM-Klassifikation. Hierbei werden die Tumorausdehnung (T), der
Lymphknotenbefall (N) und die Metastasierung (M) miteinbezogen, ebenso wie
die Tumordicke nach Breslow und die Ulzeration des Tumors. Die richtige
Stadieneinteilung ist sowohl fur die Diagnostik als auch fur die Wahl einer

geeigneten Therapie unerlasslich.

Tabelle 1: T-Klassifikation des Primartumors beim malignen Melanom (AJCC 2016/UICC
2016)(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2020)

Stadium | Tumordicke Ulzeration
1 < 1,0 mm unbekannt
1a <0,8 mm ohne
1b <0,8 mm mit

0,8-1,0 mm mit/ohne
2 >1,0-2,0 mm unbekannt
a ohne
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b mit

3 >2,0-4,0 mm unbekannt
a ohne

b mit

4 >4 0 mm unbekannt
a ohne

b mit

1.1.2. Diagnostik

1.1.2.1. Allgemeine Diagnostik

Die Diagnose des malignen Melanoms wird, nach Eigen- und
Familienanamnese, durch die Auflichtmikroskopie und eine Biopsie bzw.
Exzision des auffalligen Gewebes gestellt (Krampe-Scheidler and Forschner,
2021).

1.1.2.2. Weiterfiilhrende Diagnostik

Ab 1,0 mm Tumordicke oder bei einem ulzerierten Tumor sollten aufgrund eines
erhdhten Metastasierungsrisiko zusatzliche diagnostische Mallnhahmen, wie eine
Lymphknotensonographie, die Bestimmung des Tumormarkers S100B (Ugurel,
2005) im Blut und eine Sentinel Lymphknoten (SLN) Biopsie durchgefuhrt werden
(Hauswirth, 2016).
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1.1.3. Sentinel Lymphknoten

Der SLN ist der erste Lymphknoten (LK) im Lymphabflussgebiet eines Tumors,
den Tumorzellen beim Vorgang der Metastasierung passieren (Kimmig, 2016).
Der Befall des SLN mit Tumorzellen erwies sich als wichtiger prognostischer
Faktor in Bezug auf das Rezidivrisiko und das Gesamtliberleben der Patienten
(Jansen et al., 2000). Auch fir die weitere Therapieplanung ist eine schnelle
Abklarung des SNL Status essenziell (Ulmer and Kofler, 2019). Ab einer
Tumordicke von 1,0 mm gilt die allgemeine Empfehlung zur Sentinel-
Lymphonodektomie (SLNE) (Leitlinienprogramm  Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020). Dafur wird der SLN mittels eines radioaktiv markierten
Technetium Kolloids (**™Tc) ausfindig gemacht, durch den Farbstoff Patentblau
wird er sichtbar und kann so operativ entfernt werden (Kimmig, 2016). Im

Anschluss folgen unterschiedliche Untersuchungen des SLN.

1.1.3.1. Histopathologie

Der SLN wird auf das Vorhandensein von Tumorzellen untersucht. Eine reine
Betrachtung von histologischen, mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbten
Schnitten, ware aufgrund der hohen Anzahl an Schnitten, die begutachtet werden
mussten, um auch okkulte Metastasen zu entdecken, im klinischen Alltag nicht
praktikabel (van Diest, 1999, van Diest et al., 1999). Deshalb werden meist
verschiedene Verfahren kombiniert. Die histologischen Schnitte werden
zusatzlich immunhistochemisch mittels Human Melanoma Black-45 (HMB-45),
Antikorpern gegen das S100 Protein oder auch gegen Melan A angefarbt
(Cochran, 2000). Das S100 Protein wird von Melanom Zellen, aber auch von
anderen Zellen im Lymphknoten exprimiert (Starz, 2002, van Diest et al., 1999).
Gp100 und Melan A sind zwar spezifischere Marker, allerdings werden sie nicht
von allen Melanom Zellen exprimiert (Starz, 2002, van Diest et al., 1999, Rimoldi
et al., 2003). Die Kombination der histologischen Untersuchung mit

verschiedenen immunhistochemischen Farbungen erhoht die Wahrscheinlichkeit
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auch Mikrometastasen nicht zu ubersehen (Cochran, 2000). Ein weiteres
Verfahren ist die molekulare Analyse der SLN mittels Tyrosinase Reverse
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR). Es wurde erkannt, dass die
Anwendung der RT-PCR die Pradiktion eines Rezidivs und des
Gesamtuberlebens durchaus verbessern kann (Shivers et al., 1998). Dabei
konnen Melanom Zellen und Navuszellen nachgewiesen, aber nicht voneinander
differenziert werden, weswegen auch diese Methode nur in Kombination mit

weiteren verwendet wird (Rimoldi et al., 2003, Starz et al., 2003).

1.1.3.2. Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytologie

Die Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytologie (LDI) oder auch quantitative
Immunzytologie ist ein Verfahren, bei dem die Anzahl disseminierter Tumorzellen
(DCC) pro 1 Millionen Lymphknotenzellen bestimmt wird (Ulmer et al., 2014).
Dafir wird die Halfte eines SLN so mechanisch disaggregiert, dass eine
Einzelzellsuspension entsteht (Ulmer et al., 2014). Es folgt eine Farbung mit
Antikorpern gegen gp100 und Melan A, wodurch Melanom Zellen unter dem
Mikroskop detektiert werden konnen (Ulmer et al., 2014). Wenn mdglich werden
2x10° Zellen pro LK untersucht (Ulmer et al., 2014). Es konnte gezeigt werden,
dass die Anzahl der DCC mit der Prognose des Uberlebens der Patienten
zusammenhangt (Ulmer et al., 2014). Schon das Auffinden von 3 oder weniger
DCCs pro Millionen Lymphknotenzellen reicht aus, um das Risiko in den
nachsten 5 Jahren an einem Melanom zu versterben um 6% zu erhéhen (Ulmer
et al., 2014). In einer Studie wurde diese Methode zum Ausfindigmachen von
Tumorzellen im Vergleich zur Diagnostik nur mittels HE und immunhistochemisch
gefarbten Schnitten bewertet (Ulmer et al., 2022). In 24 Prozent der SLN konnten
Melanom Zellen durch die LDI entdeckt werden, wohingegen dies durch die rein
pathologische Begutachtung nur bei 12 Prozent gelang (Ulmer et al., 2022). In
einigen Fallen, in denen nur die LDI Tumorzellen nachweisen konnte, anderte

sich dadurch der SNL Status von negativ zu positiv (UImer et al., 2022). Das
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verdeutlicht, dass die LDI eine durchaus wichtige Methode in der Diagnostik von
Melanom SLN darstellt.

1.1.4. Therapiemoglichkeiten

Die chirurgische Resektion mit einem definierten Sicherheitsabstand ist der

Goldstandard in der Melanom Therapie (Krieter et al., 2019).

Tabelle 2: Empfehlung Sicherheitsabstand (Garbe et al., 2008)

Tumordicke nach Breslow Sicherheitsabstand

In situ 0,5cm
Bis 2mm 1cm
>2 mm 2cm

Im Tumorstadium |l wurde bis vor kurzem zusatzlich zur operativen Resektion
noch eine adjuvante Therapie mit Interferon alpha (INF-a) durchgefuhrt
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2020). Allerdings
erwies sich eine Therapie mit INF-a nur bei ulzerierten Tumoren als sinnvoll (lves
et al.,, 2017). Systemische Chemotherapeutika wie beispielsweise Dacarbazin
scheinen nahezu keinen Vorteil fur das Gesamtuberleben zu bieten (Wilson and
Schuchter, 2016). Gerade deshalb sind die neuen Therapieoptionen, die in den
letzten Jahren in der Behandlung des Melanoms aufkamen, ein wichtiger
Fortschritt. Bisher konnte vor allem Patienten mit Tumorstadium IlI/IV dartber
hinaus eine adjuvante zielgerichtete Therapie (targeted therapy TT) oder
Immuntherapie (IT) empfohlen werden (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020). Seit Juni 2022 ist der Immuncheckpointinhibitor (ICI)
Pembrolizumab sogar schon ab Tumorstadium Il zugelassen (Schroeder, 2022).
Eine TT mit BRAF- oder MEK-Inhibitoren kann fur Patienten mit einer BRAF V600
Mutation eine Option sein (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020). Sie hemmen den durch die Mutation aktivierten MAPK-
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Signalweg, welcher unter anderem zu unkontrollierter Zellproliferation fuhrt
(Olszanski, 2014). Dabrafenib konnte das progressionsfreie Uberleben fiir
Patienten signifikant verlangern (Hauschild et al., 2012). Auch Vemurafenib
zeigte ein hoheres Gesamtlberleben der Patienten im Vergleich zu einer
Therapie mit Dacarbazin (Chapman et al., 2017). Es werden in der Regel
Kombinationen verschiedener BRAF-/MEK-Inhibitoren angewendet (Tétu et al.,
2020). Ebenso wird der Einsatz von diesen bereits in der neoadjuvanten Situation
in einigen Studien untersucht (Tétu et al., 2020). Allerdings sind nur ca. 50% der
kutanen Melanome Trager einer solchen Mutation, wodurch diese Therapieform
auch nur fur einen Teil der Patienten in Frage kommt (Tétu et al., 2020). Eine
weitere wichtige Saule in der Melanom Behandlung stellen Immuntherapien dar.
Vor allem die ICI, wie Zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein (CTLA)-
4-Inhibitoren oder programmed cell death protein 1/programmed death ligand 1-
Inhibitoren (PD1/PDL1), spielen inzwischen, nicht nur beim Melanom, eine sehr
grolle Rolle (Robert, 2020). Seit 2011 wird Ipilimumab, ein monoklonaler
Antikdrper gegen das Protein CTLA-4, therapeutisch genutzt (Robert, 2020). Es
ist erwiesen, dass Ipilimumab sowohl bei unbehandelten als auch bei bereits
vorbehandelten Patienten das Gesamtuberleben signifikant verbessern kann
(Robert et al., 2011, Hodi et al., 2010). Danach drangten die monoklonalen
Antikorper gegen PD1, wie Pembrolizumab und Nivolumab, und gegen PDLA1,
wie beispielsweise Atezolizumab, auf den Markt (Robert, 2020). Eine Phase Il
Studie konnte zeigen, dass eine Behandlung mit Pembrolizumab im Vergleich zu
Ipilimumab ein verlangertes progressionsfreies und Gesamtuberleben, bei
gleichzeitig geringerem Auftreten schwerer Nebenwirkungen, aufwies (Robert et
al., 2015). Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch eine Studie, in der die Patienten
Nivolumab, Ipilimumab oder eine Kombination aus beiden erhielten. Bei dieser
Uberlebten die Patienten, deren Therapie Nivolumab beinhaltete, insgesamt
langer (Larkin et al., 2019). Allerdings bringen diese neuen Therapien auch
unerwunschte Wirkungen mit sich, die sich von den klassischen Nebenwirkungen
von Zytostatika Therapien unterscheiden. Bei den Patienten kann es unter
anderem zu Entzindungen der Haut, Kolitis, Pneumonitis,

Schilddrisenfunktionsstorungen und noch vielen weiteren Phanomenen, die
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vermutlich mit der Uberaktivierung des Immunsystems durch die IClI
zusammenhangen, kommen (Boutros et al., 2016). Da diese Nebenwirkungen
teilweise sehr gravierend sein konnen, wird bereits in einigen Studien nach
moglichen  Biomarkern geforscht, die voraussagen sollen, welche
Patientengruppe n am  wahrscheinlichsten  ohne  erwartete  schwere
Nebenwirkungen von einer IT mit ICI profitieren konnen (Nufiez et al., 2023). Eine
weitere Therapieoption sind die Peptidvakzinierungen. Es wurde bereits eine
Impfung mit dendritischen Zellen, die zuvor mit melanomspezifischen Peptiden
beladen wurden, untersucht (Nestle et al., 1998). Dabei konnte bei einigen
Patienten eine antigenspezifische Immunantwort nachgewiesen werden (Nestle
et al.,, 1998). Anstelle von dendritischen Zellen wurde auch schon eine
Vakzinierung mit viralen Vektoren, die mit dem Antigen Glykoprotein100 (gp100)
beladen waren, getestet und konnte im Mausmodell eine spezifische T-Zell
Antwort auslésen (Ring et al., 2020). Fur die Nutzung derartiger Therapien ist es
aber unerlasslich, genau zu wissen, der Kontakt zu welchen Antigenen es

ermdglicht, gegen das Melanom gerichtete Immunantworten zu erzeugen.

1.2. Tumorinfiltrierende Lymphozyten

Schon vor einiger Zeit fiel auf, dass Melanom Patienten haufig eine Vitiligo
entwickeln. Mehrere Studien wiesen darauf hin nach, dass diese
Patientengruppe ein verlangsamtes Tumorwachstum zeigte, im Vergleich zu der,
die keine Vitiligo bekam (Nordlund et al., 1983, Bystryn et al., 1987). Daraufhin
nahm man an, dass die Hypopigmentierung das Ergebnis einer Immunantwort
sei, die auch fur die Zerstorung von Melanom Tumorzellen verantwortlich sei und
somit das Tumorwachstum verlangsamen kénne (Bystryn et al., 1987). Das
Vorhandensein von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) stellte sich als
prognostisch glinstiger Faktor heraus (Morrison et al., 2022). Aul’erdem wurde
ein Zusammenhang zwischen Melanomen, die ein groReres T-Zellinfiltrat
aufwiesen, und einer erhohten PDL-1-Expression entdeckt, was auf ein besseres
Ansprechen auf eine Therapie mit IC| schliel3en lasst (Kluger et al., 2015, Puig-

Saus et al., 2023). Vor allem CD8+ zytotoxische TILs, die in der Lage sind
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Tumorantigene zu erkennen und durch das Ausschutten zytotoxischer Granula,
Interferon-gamma oder Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) Tumorzellen zu
zerstoren, kdnnen haufig in Melanomen gefunden werden (Braathen et al., 2000).
Aber auch CD4+ T-Zellen, regulatorische T-Zellen, B-Zellen und natirliche
Killerzellen sind Populationen der TlLs (Tietze, 2022). Eine Arbeitsgruppe
untersuchte bereits die Zusammensetzung der T-Zellpopulationen in Blut und
Gewebe aus Barrierestellen des Immunsystems, wie beispielsweise Haut,
Lunge, Jejunum, Lymphknoten und weiteren lymphatischen Organen (Poon et
al., 2023). Dabei stellte sich heraus, dass sich durchaus Unterschiede zwischen
zirkulierenden T-Zellen aus beispielsweise Blut und T-Zellen, die sich in
Geweben aufhielten, finden lieken (Poon et al., 2023). Es wird sich zeigen, ob in
dieser Arbeit ebenfalls Unterschiede in Zellen aus SLN und Blut nachgewiesen

werden konnen.

1.2.1. CD8+ Tumorinfiltrierende T-Lymphozyten

Uber 90 Prozent der primaren und metastasierten Melanome exprimieren laut
einer Studie Humane Leukozyten Antigen(HLA)-I-Klasse Antigene (Taramelli et
al., 1986). Unter Experten herrscht bisher allerdings noch kein Konsens daruber,
ob eine Infiltration mit CD8+ T-Zellen fir Patienten einen Uberlebensvorteil bietet.
Einige Untersuchungen zeigten, dass deren Prasenz durchaus prognostisch
gunstig ist (Maibach et al., 2020, Piras et al., 2005), wohingegen andere
Ergebnisse dies nicht bestatigen konnten (Jensen et al., 2012). Um so wichtiger

ist es, die Auswirkungen dieser Zellpopulation noch genauer zu beobachten.

1.2.2. CD4+ Tumorinfiltrierende T-Lymphozyten

CD4+ T-Zellen erkennen Antigene, die ihnen von Major histocompatibility
complex (MHC)-Il exprimierenden antigenprasentierenden Zellen (APC)

prasentiert werden. Es ist erwiesen, dass sich auf etwa der Halfte der Melanome
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HLA-II-Klasse Antigene finden lassen (Taramelli et al., 1986). Auch die Rolle von
CD4+ T-Zellen in Melanomen wird noch kontrovers diskutiert. In einer Studie
stellte sich die Prasenz von diesen in SNL, in denen Tumorzellen nachgewiesen
wurden, als prognostisch glinstig heraus (Kakavand et al., 2015). Ahnliche
Beobachtungen zeigten auch aktuellere Studien, in denen CD4+ T-Zellen fahig
waren, durch Aktivierung immunologischer Prozesse, Tumorzellen zu bekampfen
(Kruse et al., 2023, Bawden et al., 2024). Im Gegensatz dazu fanden andere
Untersuchungen keinen Zusammenhang von CD4+ T-Zellen und einem langeren
Gesamtuberleben (Erdag et al., 2012). Eine genauere Betrachtung dieser Zellen
ist folglich nétig, um ihren spezifischen Stellenwert in der Tumorbekampfung

besser zu verstehen.

1.3. Melanozyten Differenzierungsantigene

Seit langer Zeit ist bekannt, dass Melanome immunogene Tumore sind und es
bestimmte Antigene gibt, die von Melanom Zellen exprimiert und von T-Zellen
des eigenen Immunsystems erkannt werden kénnen (Becker, 2006, Haen et al.,
2020). Um diese tumorassoziierten Antigene als therapeutisches Ziel sinnvoller
nutzen zu kénnen, muss genauer hinterfragt werden, welche Antigene als

spezifische Ziele von Immuntherapien in Frage kommen.

1.3.1. Glykoprotein 100

Das Glykoprotein 100 (gp100) ist ein Transmembranprotein, das unter anderem
an der Melanogenese und der Reifung von Melanosomen beteiligt ist (Kawakami
and Rosenberg, 1997). Es wird von den meisten Melanom Zellen exprimiert und
gehort damit zu den tumorspezifischen Antigenen des Melanoms (Kawakami and
Rosenberg, 1997). Der Antikbrper HMB-45 gegen das Antigen gp100 spielt
bereits in der Diagnostik des Melanoms eine grof3e Rolle (Burg et al., 1997). Es
ist bekannt, dass gp100 von TIL erkannt werden kann (Bakker et al., 1994). Damit

wird es zu einem mdglichen Ziel neuer Immuntherapien. Es existiert bereits der
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bispezifische T cell engager Tebentafusp, der sich gegen das immunodominante
HLA-A02:01 prasentierte gp100 Epitop richtet und beim Aderhautmelanom
Anwendung findet (Martinez-Perez et al., 2021). Tebentafusp kann allerdings nur
an Zellen binden, die ein Epitop von gp100 mittels eines spezifischen HLA-
Komplexes, namlich HLA-A02:01, prasentieren (Martinez-Perez et al., 2021). Um
den mdglichen therapeutischen Nutzen von gp100 noch besser zu verstehen,
sollte genauer untersucht werden, von welchen Zellen und wie haufig es an

verschiedenen Lokalisationen erkannt wird.

1.3.2. Melan A

Ein weiteres Melanozytendifferenzierungsantigen, das von T-Zellen erkannt
werden kann, ist Melan A, auch bekannt als Melanoma antigen recognized by T-
cells (MART)-1 (Busam and Jungbluth, 1999). Auch Antikdrper gegen Melan A
werden in der immunhistochemischen Diagnostik fur die Identifikation von
Melanom Zellen genutzt und sind sogar sensitiver als HMB-45 (Busam and
Jungbluth, 1999). Es konnte bereits gezeigt werden, dass es in Patienten, die
eine Vakzinierung mit Melan A Antigen beladenen dendritischen Zellen erhielten,
zu einer Immunantwort in Form von INF-y produzierenden reaktiven T-Zellen im
Blut kam (Terheyden et al., 2003). Es gilt zu Uberprifen, ob auch in SLN Melan

A reaktive T-Zellen gefunden werden kdnnen.

1.3.3. Tyrosinase

Auch die Tyrosinase ist ein Enzym, das an der Synthese von Melanin beteiligt ist.
In einer Studie wurde nahegelegt, dass das Vorhandensein von Tyrosinase
messenger-RNA (mRNA) in peripherem Blut von Melanom Patienten mit dem
Tumorstadium korrelieren kdnnte und mittels RT-PCR nachgewiesen werden
kann (Stevens et al.,, 1996). Da weitere Untersuchungen aber zeigten, dass

Tyrosinase mMRNA nur in unter 50% der Patienten mit Melanom im Blut
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nachgewiesen werden konnte, ist es essenziell zu Uberprufen, ob Tyrosinase an
anderen Lokalisationen, wie beispielsweise in den SNL, als Nachweis fur

zirkulierende Melanom Zellen dienen kann (Farthmann et al., 1998).

1.3.4. Dopachrom-Tautomerase

Die Dopachrom-Tautomerase (DCT) oder auch Tyrosinase-related-Protein 2
(TRP-2) ist ebenfalls ein Enzym der Melanogenese. TRP-2 stellte sich als
weiteres Antigen dar, das von TIL erkannt werden kann (Wang et al., 1996). Es
ist bekannt, dass TRP-2 sowohl auf Melanozyten der normalen Haut als auch auf
Melanom Zellen exprimiert werden kann, allerdings seltener als andere MDA
(Avogadri et al., 2016). In einer Studie konnte bereits in Mausen mit Melanomen,
die eine Peptidvakzinierung mit TRP-2 erhielten, eine Immunantwort in Form von
erhdhter IFN-y Produktion von T-Zellen gezeigt werden (Vasievich et al., 2012).
Die Relevanz von TRP-2 als Therapieoption bei Menschen, sollte durch weitere

Studien naher untersucht werden.

1.4. Zielsetzung

In der folgenden Arbeit wurde die Immunmodulation in SLN von Melanom
Patienten untersucht. Dabei sollte die Frequenz von
Melanozytendifferenzierungsantigen-spezifischen  T-Lymphozyten im SNL
bestimmt werden. Aulderdem galt es herauszufinden, ob eines der MDAs gp100,
Melan A, Tyrosinase und TRP-2 besonders haufig eine Immunantwort auslésen
konnte. Im Weiteren sollten die Ergebnisse der Zellen aus den SLN mit PBMCs
der Patienten verglichen werden. Ebenso wurden weitere Faktoren, wie
beispielsweise die Tumordicke und Ulzeration, der LK-Status oder die Viabilitat
der Zellen betrachtet, um mdgliche Zusammenhange offenzulegen. Da SLN von
verschiedenen Lokalisationen zur Verfigung standen, sollten auch diese

bezlglich ihres Reaktionsverhaltens miteinander verglichen werden. Bei
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Patienten, von denen mehr als ein LK zur Verfugung stand, wurde untersucht, ob

die LK ahnliche oder unterschiedliche Reaktionsmuster zeigten.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten allgemeinen Materialien wurden in Tabelle 3

zusammengefasst.

Tabelle 3: Allgemein verwendete Materialien
Name Hersteller Katalognummer
RPMI 1640 Sigma-Aldrich R8758
Penicillin/ Gibco 15140-122
Streptomycin
Nicht-essenzielle Sigma-Aldrich M7145
Aminosauren
Natriumpyruvat Lonza BE-13-115E
Kanamycin Gibco 15160-054
2R-Mercaptoethanol Gibco 31350-010
Humanserum Biowest S4190
Interleukin-2 Novartis 768050810125
(Proleukin)
24-Well Platte Sarstedt 83.3922500
96-Well Platte Corning Costar 3799
Dulbecco’s Phosphate | Sigma-Aldrich D8537
Buffered Saline (PBS)
Brefeldin A Sigma-Aldrich B7651
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Cyto-Fast Fix/Perm BioLegend 750000133
Solution

Cyto-Fast Perm/Wash | BioLegend 750000135
Solution 10X

EDTA Carl Roth GmbH CNO06.2
Natriumazid Carl Roth GmbH K305.1
BSA Sigma-Aldrich A7906-100G
Pancoll human Pan Biotech P04-60500
Trypan Blue Stain Gibco 15250-061
(0,4%)

CryoStor CS10 Stemcell Technologies | 07930

2.1.2. Peptidpools

In Tabelle 4 sind die zur T-Zell Stimulation verwendeten proteinspannenden

Peptidpools aufgeflihrt. GenScript hat aus der kanonischen Proteinsequenz

15mere mit 11 Aminosaure Uberlappungen hergestellt. Die Peptidpoolréhrchen

wurden je mit 2 ml

In-vitro-Stimulations

anschlieend auf 5 ml IVS-Medium aufgefllt und eingefroren.

Tabelle 4: Proteinspannende Peptidpools von GenScript

(IVS)-Medium aufgeldst und

Name Hersteller
Gp 100 GenScript
Melan A GenScript
Tyrosinase GenScript
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TRP-2

GenScript

CEF-Pool

GenScript

2.1.3. Antikorper

Die Antikorper, die fur die durchflusszytometrische Phanotypisierung

notwendigen Farbungen, genutzt wurden, sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: Antikdrper fur Durchflusszytometrie

Name

Klonalitat

Isotyp

Hersteller

Katalognummer

PerCP anti-
human CD8

Monoklonal

Maus

BioLegend

344708

PE/Cyanine7
anti-human
CD4

Monoklonal

Maus

BioLegend

317414

APC/Cyanine7
anti-human
CD3

Monoklonal

Maus

BioLegend

317342

FITC anti-
human CD154

Monoklonal

Maus

BioLegend

310804

Brilliant Violet
421 anti-
human
CD45RA

Monoklonal

Maus

BioLegend

304130

APC anti-
human TNF- a

Monoklonal

Maus

BioLegend

502912

Human IFN-y
R-PE
Conjugate

Monoklonal

Maus

Invitrogen

MHCIFG04
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Zombie Aqua | Keine
Fixable
Viability Kit

BioLegend 423101

2.1.4. Zusammensetzung IVS Nahrmediums

Tabelle 6: Bestandteile des IVS Nahrmediums

Name Menge fiir 1 Flasche RPMI
RPMI 1640 500 ml
Penicillin/Streptomycin 5ml

Natriumpyruvat 5 mi

Nicht-essenzielle Aminosauren 5ml

Kanamycin 5ml
2-beta-Mercaptoethanol 0,5 ml

Humanserum 40 ml

2.1.5. Zusammensetzung des FACS- Puffers

Zur Herstellung des Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)-Puffers wurde

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS) mit 2mM Ethylendiamintetraessigsaure

(EDTA), 0,1% Natriumazid (NaN3) und 1% bovines Serumalbumin (BSA)

versetzt.

2.2. Methoden

2.2.1. Probengewinnung
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In das Projekt eingeschlossen wurden alle Patienten mit einem Melanom, die im
Zeitraum von 03/2023 bis 08/2023 in der Universitatshautklinik TuUbingen eine
Sentinellymphonodektomie erhielten und ihr Einverstandnis zur Teilnahme an
der Studie erteilten. Die Lymphknoten wurden nach Enthnahme zunachstim Labor
der quantitativen Immunzytologie der Hautklinik, wie vorher bereits beschrieben,
von medizinisch-technischen Laborassistent: innen verarbeitet. Die danach noch
verbliebene Zellsuspension diente Forschungszwecken, sofern sie noch mehr als
2,5 Millionen Zellen enthielt. Im Weiteren erfolgte bei den Patienten eine vendse
Blutentnahme von sechs groRen EDTA-Roéhrchen (9 ml) und zwei Serum-
Monovetten (7,5 ml). Diese war jedoch nicht bei allen Patienten moglich, da
Patienten manchmal schon frihzeitig entlassen wurden oder die Blutentnahme

ablehnten.

2.2.2. Isolation peripherer mononuklearer Blutzellen

Die Isolation der peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs) aus
Patientenblut erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Zuerst wurden je 21
ml Blut auf 50 ml mit PBS aufgefullt und invertiert. Davon wurden vorsichtig je 25
ml auf 15 ml des Separationsmediums Pancoll geschichtet. Im Anschluss wurden
die Proben 40 Minuten mit 900 g bei niedrigster Bremsstufe und 4°C zentrifugiert.
Die durch die Zentrifugation entstandene Schicht mononuklearer Zellen wurde
abpipettiert und erneut mit PBS auf 50 ml aufgefullt. Nach 10-minutiger
Zentrifugation bei 900 g, 4°C und hdchster Bremsstufe, wurde der Uberstand
abgekippt und das am Boden verbleibende Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert.
10 pl dieser Zellsuspension wurden erst in 90 ul PBS, dann in 90 pl Trypanblau
uberfuhrt und anschlieend auf eine Neubauer Zahlkammer aufgetragen. Es
erfolgte eine Ermittlung der Zellzahl unter dem Mikroskop. Im Weiteren wurden
von der Zellsuspension 5 Millionen Zellen abpipettiert. Beide Proben wurden
wieder mit PBS auf 50 ml aufgeflllt und fir 5 Minuten (900g, 4°C) zentrifugiert.
Nach Abkippen des Uberstands wurde das Zellpellet mit den 5 Millionen Zellen

in 12 ml Nahrmedium resuspendiert und auf einer 24-Well Platte ausgesat. Das
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zweite Zellpellet wurde in Cryostor CS10 Medium resuspendiert. Dafur wurde pro
10 Millionen Zellen 1 ml Kryokonservierungsmedium verwendet. Die Zellen
wurden in Kryorohrchen pipettiert und zunachst fur 10 Minuten in den
Klhlschrank gestellt, bevor sie bei -80° C eingefroren wurden. Bei einem Teil
der Proben wurden noch 10 Millionen Zellen als Zellpellet eingefroren. Die
PBMCs wurden einmal in der Woche fir die endgultige Lagerung in einen -150°C

Gefrierschrank gebracht.

2.2.3. Gewinnung von Serum

Die zwei Serumrohrchen mit je 7,5 ml Blut wurden bei 900 g und 4°C mit
niedrigster Bremsstufe fur 40 Minuten zentrifugiert. Danach konnten je 2 ml

Serum abpipettiert werden und in 2 Kryoréhrchen bei -80°C eingefroren werden.

2.2.4. In vitro T-Zell Stimulation

Sowohl mit den Zellen des Sentinel Lymphknotens als auch mit den PBMCs
wurde eine T-Zell Stimulation nach einem etablierten Protokoll durchgefihrt
(Berner et al., 2019). Die Zellsuspension aus dem Lymphknoten wurde am Tag
der Probengewinnung zunachst auf 50 ml mit PBS aufgefullt und far 10 Minuten
bei 900 g zentrifugiert. Das nach Abkippen des Uberstandes verbleibende
Zellpellet wurde in 12 ml Nahmedium resuspendiert und auf einer 24 Well Platte
ausgesat. Mit den PBMCs wurde wie zuvor beschrieben vorgegangen. Die Zellen
wurden wahrend der gesamten Zeit bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Es wurden,
falls die Suspension sehr zellreich war, 12 Millionen Zellen ausgesat, 10 Millionen
Zellen als Zellpellet bei -80°C eingefroren und alle weiteren Zellen in Cryostor
CS10 (10 Millionen Zellen pro ml) erst bei -80°C eingefroren und letztendlich bei
-150°C gelagert.
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2.241. Tag1 - Stimulation

Am nachsten Tag erfolgte die Stimulation mit vier proteinspannenden
Peptidpools (Glykoprotein 100, Melan A, Tyrosinase und TRP-2). Als
Positivkontrolle diente ein CEF-Pool (CMV, EBV, Influenza) und als
Negativkontrolle das Nahrmedium. Fur die Stimulation wurde aus jedem Well 1
ml entfernt, ohne dabei die am Boden des Wells befindliche Zellschicht zu
berthren, und wieder 1ml der Peptidpools, die zuvor in Nahrmedium gelost

wurden, hinzugefugt.

2.24.2. Tag 2-9 — Wechsel des IVS-Mediums

Es erfolgte Uber 10 Tage eine Expansion der reaktiven T-Zellen mittels
Interleukin-2 (IL-2). Dafir fand alle 2 Tage ein Wechsel des IVS-Mediums statt.
Es wurde 1 ml pro Well abpipettiert und erneut 1ml Medium, mit 0,3 ul IL-2

versetzt, hinzugeflugt.

2.24.3. Tag 10— Restimulation

An Tag 10 wurde die Restimulation durchgefuhrt. Daflir wurde eine frische
Flasche RPMI 1640 mit 5 ml Penicillin/Streptomycin (P/S) genutzt. Die Zellen
wurden aus den Wells entfernt und in 15 ml Falcon Tubes transferiert. Im
Anschluss erfolgte eine Waschung mit je 5 ml RPMI+ 1% P/S und eine Inkubation
in 5 ml RPMI+1% P/S fur 20 Minuten bei 37°C, 5% CO2. Danach wurde fur 5
Minuten bei 500 g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand so entfernt, dass maximal
300 pl verblieben und dieses Volumen in eine 96 Well Platte pipettiert. Nach
erneuter Zentrifugation (500 g, 4°C, 5 min) und Abschitten des Uberstandes,
was im Weiteren bei jeder Zentrifugation geschah, wurden 100 ul der Peptidpools
in IVS-Medium geldst hinzugegeben. AuRerdem wurde Brefeldin A in einer
Konzentration von 0,4 pl pro 100 pl IVS-Medium verdinnt und davon 100 ul pro
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Well zugefugt. Im Folgenden wurden die Zellen fur 5 h bei 37°C, 5% CO2
inkubiert. Als Nachstes wurde, nach einer Waschung mit 150 yl PBS und
Zentrifugation (500g, 4°C, 5 min), eine Viabilitatsfarbung mittels Zombie Aqua™,
von welchem 1ul in 999 pl PBS gegeben wurde, durchgefuhrt, worauf sich eine
Inkubation fur 30 Minuten bei 4°C anschloss. Dann wurden 150 yl FACS-Puffer
(PBS+2mM EDTA+0,1% NaN3+1% BSA) pro Well hinzugegeben, gefolgt von

einer weiteren Zentrifugation (500 g, 4°C, 5 min).

2.2.4.4. Oberflachenfarbung

Fur die Oberflachenfarbung wurden die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten
Antikérper CD3-APC/Cy7, CD4-PE/Cy7, CD8-PerCP und CD40L-FITC im
Verhaltnis 1:100 und CD45RA-BV421 im Verhaltnis 1:400 in FACS-Puffer
resuspendiert. Davon wurden 50 pl pro Well hinzugefugt und die Zellen fir 30
Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Es folgte eine Waschung mit 150 ul FACS-
Puffer mit anschlief3iender Zentrifugation (500 g, 4°C, 5 min).

2.2.4.5. Permeabilisation

Der nachste Schritt war die Fixierung der Zellen. Dafur wurden je 100 pl einer
Fixierungslésung hinzugegeben. Nach 20 Minuten Inkubation bei 4°C im
Klhlschrank folgte eine Zentrifugation (500 g, 4°C, 5 min). Fur den Perm-Puffer
wurden 100 ul Cyto-Fast Perm/Wash Solution 10X auf 1 ml vollentsalztes Wasser
aufgefullt. Die Zellen wurden mit je 150 pl dieses Puffers gewaschen und
zentrifugiert (500 g, 4°C, 5 min).

2.2.4.6. Intrazellulare Farbung

Fur die intrazellulare Farbung wurden die Antikérper IFN-y-PE und TNF-a-APC

im Verhaltnis 1:100 in Perm Puffer resuspendiert. Davon wurden 50 pl pro Well
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hinzugefugt und die Platte flr eine Stunde bei 4°C inkubiert. Danach erfolgten 3
Zentrifugationen (500 g, 4°C, 5 min) und dazwischen jeweils eine Waschung, mit
150 pl Perm-Puffer und mit 150 yl FACS-Puffer. Die Zellen wurden als Letztes in
150 ul FACS-Puffer resuspendiert und bis zum nachsten Tag bei 4°C im
Kdhlschrank gelagert.

2.2.5. Phanotypisierung mittels Durchflusszytometrie

Am Tag nach der Restimulation erfolgte die Phanotypisierung der Zellen mittels
Durchflusszytometrie. Daflr wurde das Durchflusszytometer Cytek® Aurora

verwendet.

2.2.6. Gating Strategie der Durchflusszytometrie

Fir das Gating wurden jeweils die Proben, die nur mit Medium stimuliert wurden,
herangezogen. Zuerst wurden durch Betrachtung des Forwards und Sidewards
Scatters die Lymphozyten gegatet, woraufhin aus dieser Population noch die
Zellen, die nicht einzeln durch das Durchflusszytometer flossen, ausgeschlossen
wurden. Als Nachstes wurden die durch Zombie Aqua™ gefarbten toten Zellen
aussortiert. Aus den lebenden Zellen wurden dann die Zellen, die CD3 positiv
und CD45RA negativ waren, als nicht-naive T-Zellen ermittelt. Im Anschluss
wurden diese in CD4 und CD8 positive T-Zellen eingeteilt. Von beiden dieser
Populationen wurden nun die Zellen betrachtet, die TNF-o und INF-y
ausgeschittet haben. Zusatzlich wurde bei den CD4+ T-Zellen noch in CD40-
Ligand positive und negative T-Zellen unterschieden. Es wurde sich vor allem auf
INF-y+CD45RA- und INF-y+TNFa+CD45RA- Zellen als Nachweis einer
stattgefundenen Immunantwort fokussiert. Dabei wurde eine Reaktion als positiv
gewertet, sobald bei >1 Prozent dieser T-Zellen eine Sekretion erfolgte. Im
weiteren Verlauf stellt sich auch der Anteil der naiven T-Zellen als interessant

heraus, weswegen ein weiteres Gate fur CD3+CD45RA+ Zellen gesetzt wurde.
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Diese Zellen wurden dann, wie fur die CD3+CD45RA- T-Zellen bereits
beschrieben, weiter aufgeteilt. Da sich jedes Well etwas in den Werten fir naive
und nicht-naive T-Zellen unterschied, wurde jeweils der durchschnittliche Anteil

fur einen LK beziehungsweise eine PBMC Probe berechnet und zur Auswertung

1 1 7Y
40M = | ymphocyles | 40M = gingle Celis oM = Live bl | Non-naive T Cells
1 8s0 i = { 1 sas 1 855 { 64,6
{ ] ] 1°
St H < 3
2.0M = 7 P | 3.0 = oM = = 1
1 i . 1 J 2w
b 1
< 1 i
on = | % * ]
& s @ g w0t
o 3
3 |
i ] $ o4
ol 0l J ° . 0t
- L L B R T TR RTINS P ey -
o o 1.0M oM oM oM -m‘ o W‘ Il)5 m6 I(‘l7 ‘m. o m' IO’ 106 |0’
FSC-A FSC-A Comp-Zombie Agua-A :: Viability Comp-APC-Cy7-A : CD3
L97-23_ MEDIUM.fcs L97-23 MEDIUM.fcs L97-23_MEDIUM.fcs L97-23_MEDIUM.fos
Ungated Lymphocytes Single Celis Live
a2 81080 79972 68372
| 1 b |
| coaoL- WA az o 201 Qz
Lty 10,048 0,089 0.5 0.18
0’ g w0
2 ] 1
8 E o2 E o2
$ 1.0 = T | o 9
b e < ] < i
w 1 w 1
o a |
g g & w'= a ‘e
& 5 : 5 :
8 1 3 P
500 3 = A | X
03 x o 03 g
3 3 ¥
EL Qs 104 a3
. a0t 5095 0,36 ot S 990 0,64
™y = bl Al RASCL BERAL Ly HES 2, B g | | ghot ARA . RASLIGH BEMELAL Ly BOAAL I BAiton |
0 -10* 0 1ot 0® w0® W -0 0 ' 0° w® w0’
Comp-PE-Cy7-A = CD4 Comp-FITC-A :: CD40L Comp-APC-A :: TNF Comp-APC-A = TNF
L87-23_MEDIUM fcs L87-23_MEDIUM fcs L97-23_MEDIUM fcs L§7-23_MEDIUM.fcs
Nan-naive T Cells CD4+ CDd+ CDé+
44160 30223 30223 11720

Abbildung 1: Beispiel Gating Strategie LK 97-1-23 Medium; von links oben nach rechts unten: Alle Lymphozyten
—>Einzelne Zellen - Lebende Zellen = Nicht- naive T-Zellen 2 CD8+ und CD4+ Zellen »CD40 Ligand +/- Zellen >
INFy/TNF« produzierende CD4+ Zellen = INFy/TNFa CD8+ Zellen

2.2.7. Tumordicke und Ulzeration

Im Weiteren wurde auch die Tumordicke der Melanome miteinbezogen. Gemaf
der AJCC 2016 wurden die Tumore den Tumorstadien 1-4 zugeordnet
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2020). Es wurde

ebenfalls erfasst, ob eine Ulzeration des Tumors vorlag oder nicht.
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3. Ergebnisse

Im Zeitraum von Marz bis August 2023 wurden in der Universitatshautklinik
Tdbingen von 40 Melanom Patienten Zellproben aus SNL gesammelt und
ausgewertet. Bei 28 (70%) dieser Patienten konnte zusatzlich eine vendse
Blutentnahme mit nachfolgender Isolation von PBMCs und Serum erfolgen. Wie
aus Abbildung 2 ersichtlich ist, konnte nicht bei allen der insgesamt 63
gesammelten LK auch eine T-Zell Stimulation durchgefihrt werden. Von 8 LK
(12,7%) gab es nur Proben mit < 2,5 Mio Zellen. Von diesen wurden keine
Zellkulturen angelegt. Im Zeitraum vom 12.04.2023 bis 21.04.20123 mussten 8
(12,7%) kultivierte Proben aufgrund eines praanalytischen Problems verworfen
werden. Im Rahmen der Lymphknotenpraparation kam es dabei zu einer
Pilzkontamination dieser Proben, so dass sie nicht mehr zur Stimulation
verwendet werden konnten. 1 Lymphknoten (1,6%) musste nachtraglich aus der
Wertung entfernt werden, da sich die urspringliche Diagnose eines Melanoms
zu der eines Plattenepithel Karzinoms anderte und der Patient somit nicht mehr
fur diese Studie geeignet war. Ein weiterer Lymphknoten (1,6%) floss aufgrund
von einer sehr geringen Zellzahl nicht mit in die Auswertung ein, da die
Ergebnisse der Stimulation dadurch nicht als reprasentativ anzusehen sind,
sodass von diesem Patienten nur die PBMCs betrachtet wurden. So wurde
letztendlich bei 45 LK Proben (71,4%) und 28 PBMC Proben eine T-Zell
Stimulation durchgefihrt und ausgewertet. In Abbildung 3 wurden die
verschiedenen Patienten-/Lymphknotenkriterien aufgetragen. Dafur wurden
Alter, Geschlecht, Tumorart, Ulzeration, Tumordicke, BRAF-Status und die
Ergebnisse der LDI und Pathologie hinsichtlich des Befalls der SLN von

Tumorzellen ermittelt.

33



Insgesamt gesammelte Lymphknoten
63 (100%)

’

keine Kultur, da < 2,5 Mio Zellen erhalten
8(12,7%)

Insgesamt kultivierte Proben
55 (87,3%)

v

Ausschluss wegen geringer Zellzahl bei
Durchflusszytometrie 1 (1,6%)

Ausschluss wegen Diagnosewechsel
1(1,6%)

Ausschiuss wegen Pilzkontamination
8(12,7%)

Insgesamt analysierte LK
45 (71,4%)

Abbildung 2: Zustandekommen der ausgewerteten Probenanzahl

Kriterium Anzahl
mittleres Alter-Jahre (Spanne) 61,3 (26-86)
Geschlecht (%)

w 14 (35)
m 26 (65)
Tumorart (%)

SSM 24 (60)
ALM 3(7,5)
NM 6 (15)
LMM 0 (0)
DMM 2(5)
andere 4 (10)
unbekannt 1(2,5)
Ulzeration (%)

ja 9(22,5)
nein 31(77,5)
Tumordicke

T1 4(10)

T2 20 (50)
T3 11 (27,5)
T4 5(12,5)
BRAF-Status

mutiert 5(11,1)
Wildtyp 5(11,1)
unbekannt 35(77,8)
LK Patho (%)

pos 1(2,2)
neg 44 (97,8)
LK LDI (%)

pos 5(11)
neg 40 (89) a

Abbildung 3: Patienten-/Lymphknotenkriterien
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3.1. Ergebnisse der Durchflusszytometrie

3.1.1. Haufigkeit der Melanozytendifferenzierungsantigene

In der Durchflusszytometrie wurde das Auftreten einer Immunantwort auf eine
zehntagige T-Zellstimulation mit porteinspannenden Peptidpools von den
Melanozytendifferenzierungsantigenen gp100, Melan A, Tyrosinase und TRP-2,
sowie einem CEF-Pool als Positivkontrolle, gemessen. In den Abbildungen 7 und
8 sind die Ergebnisse der Stimulationen jeweils fur CD4+ und CD8+ T-Zellen
dargestellt. AuRerdem wurde fir jeden LK auch die Tumordicke des Melanoms

und der Befall des LK mit Tumorzellen miteinbezogen.

3.1.1.1. CD4+ T-Lymphozyten

Bei den CD4+ Zellen rief die Positivkontrolle mittels CEF-Pool bei 71,4% der
PBMCs und bei 22,2 % der LK eine Reaktion hervor. Das MDA, auf das die
meisten CD4+ T-Zellen der PBMCs (57,1%) und der LK Zellen (8,9 %) reagierten,
war TRP-2. Die Tyrosinase erzeugte bei 50% der PBMCs und bei 6,7 % der LK
eine Immunantwort. Bei 46,4% der mit gp100 stimulierten PBMCs und bei 2,2 %
der SNL produzierten >1% der Zellen INFy. Durch eine Stimulation mit Melan A
konnte lediglich bei 28,6% der PBMCs eine Reaktion nachgewiesen werden.
Keiner der CD4+ T-Zellen der SNL reagierte auf Melan A. Die CD4+ T-Zellen
zeigten im Vergleich zu den CD8+ insgesamt haufiger eine Immunreaktion. Dabei
waren insbesondere die PBMCs der Patienten deutlich reaktiver, als die Zellen
aus den SNL. Es fiel aullerdem auf, dass bei 53,6% der PBMCs eine Reaktion
auf mehrere Antigene gemessen werden konnte. Bei den Zellen der LK war dies
nur bei 4,4% der Fall. Ein Zusammenhang zwischen den Aktivierungen durch
MDAs im SLN und in den PBMCs konnte nicht erkannt werden.
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3.1.1.2. CD8+ T-Lymphozyten

Von den CD8+ T-Zellen der PBMCs reagierten 85,7% und der SNL 57,8% auf
die Positivkontrolle durch Stimulation mit dem CEF-Pool, wobei die Reaktionen
meist deutlicher waren, als die bei den CD4+ Zellen. 28,6% der PBMCs wurden
durch gp100 und 25% durch TRP-2 aktiviert, gefolgt von 14,3% durch Melan A
und 10,7% durch Tyrosinase. Die Zellen der SLN wurden zu 8,9% durch gp100,
zu 6,7% durch TRP-2 und zu jeweils 2,2% durch Tyrosinase und durch Melan A
zur INFy-Produktion angeregt. Auch wenn die Anzahl an gemessenen
Immunreaktionen auf eine Stimulation mit MDAs bei den CD4+ T-Zellen
insgesamt hdher war, zeigte sich bei alleiniger Betrachtung der SLN eine
ahnliche Haufigkeit. Auch bei den CD8+ T-Lymphozyten zeichnete sich bei den
PBMCs in mehr Fallen eine Immunreaktion ab, als bei den LK Zellen. Eine
Aktivierung durch mehrere MDAs wurde lediglich bei 17,9% der PBMCs erreicht.
Auch bei den CD8+ T-Zellen stellte sich kein Zusammenhang zwischen den
Reaktionen im SLN und in den PBMCs heraus.
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Abbildung 6: links Beispiel Reaktion CD8+ T-Zellen der PBMCs von LK 100 auf Melan A; rechts Beispiel
Reaktion von CD8+ T-Zellen des LK 99 auf Tyrosinase
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3.1.2. Status des Sentinel Lymphknotens

Bei jedem Patienten wurde durch Betrachtung der Ergebnisse der LDI und der
pathologischen Untersuchung der SNL Uberpruft, ob in diesen Tumorzellen des
Melanoms gefunden werden konnten oder nicht. Unter den eingeschlossenen
SLN befanden sich, wie auch in den Abbildungen 7 und 8 erkenntlich, 5 (11,1%),
die sich als von Tumorzellen befallen herausstellten. Bei den Ubrigen 40 LK
(88,9%) konnte kein Melanom eindeutig nachgewiesen werden. Bei keinem
dieser positiven SLN konnte eine Aktivierung durch die Stimulation mit den MDAs
hervorgerufen werden. Von drei (60%) der Patienten mit positivem LK Status
konnten PBMCs gewonnen werden. In allen drei Proben reagierten die CD4+ T-
Zellen auf Tyrosinase und in zwei Fallen auf TRP-2. Die CD8+ T-Zellen zeigten

sich nur in einem Fall durch Tyrosinase aktivierbar.
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Abbildung 7: links: CD4 + Infy +/CD45RA- T-Zellen nach T-Zellstimulation mit
proteinspannenden Peptidpools von gp100, Melan A, Tyrosinase, TRP-2 und CEF in
Prozent. Rechts: Positivitat des SNL fiir Tumorzellen und Tumordicke in T-Stadien
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3.1.3. Tumordicke und Ulzeration

In den Abbildungen 7 und 8 wurde zudem die Tumordicke dargestellt. AuRerdem
wurde erfasst, ob eine Ulzeration des Tumors vorlag oder nicht. Bei 10 LK
(22,2%) war der Primartumor ulzeriert, bei 35 LK (77,8%) lag bei dem Melanom
keine Ulzeration vor. Abbildung 9 zeigt, zu welchen Tumorstadien die
Primartumore der SLN zugeordnet wurden. 6 SLN stammten von Patienten mit
T1 Tumoren, 23 SLN von T2 Tumoren, 12 SLN von T3 Tumoren und 4 SLN von
T4 Tumorpatienten.

SLN und T-Stadium der zugehdrigen Melanome

25 23

20

15
12

10

Anzahl der LK

1 2 3 4
T-Stadium des Melanoms

Abbildung 9: Zuordnung der jeweiligen T-Stadien zu den SLN in Prozent

Es gab 6 (75%) Reaktionen der CD4+ T-Zellen auf ein MDA, die CEF Kontrolle
ausgenommen, die in LK passierten, die zu einem Tumor mit T-Stadium 2
zugeordnet wurden. Stadium 1 und 4 folgten mit je 12,5 % der gemessenen
Reaktionen. Im exakten Test nach Fisher ergibt dies einen p-Wert von 0,238 und
somit keinen signifikanten Unterschied zwischen den Reaktionen und den
verschiedenen Tumorstadien. Auch bei den zugehdrigen CD4+ T-Zellen der
PBMCs konnten die meisten Immunreaktionen, namlich 24 (47,1%), in SLN von
Tumoren des T-Stadium 2, gefolgt von Stadium 3 (31,4%), beobachtet werden.
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Bei den CD8+ T-Zellen aus den LK wurden die meisten Aktivierungen (55,6%) in
solchen von T1 Tumoren gemessen, ansonsten zeigte sich eine ausgeglichene
prozentuale Verteilung der Reaktionen (22,2% in LK von T3 und je 11,1 % in LK
von T2 und T4). Im exakten Test nach Fisher zeigte sich im T1 Stadium eine
hohere Anzahl an Reaktionen, als statistisch zu erwarten war. Mit einem
Signifikanzniveau von 0,003 ist dieses Ergebnis statistisch signifikant. Allerdings
kann aufgrund der geringen Probenanzahl und der unterschiedlichen Haufigkeit
der T-Stadien keine statistisch signifikante Korrelation nachgewiesen werden.
81% der Immunantworten bei den CD8+ PBMCs fanden sich in den Stadien 2
und 3, 14,3% in Stadium 4 und 4,8% in T1 LK. Lediglich 1 SLN (10%) eines
Patienten mit ulzeriertem Tumor zeigte eine Immunreaktion der CD8+ T-

Lymphozyten auf eine Stimulation mit gp100.

Reaktion * Tumorstadium Kreuztabelle
Tumaorstadium

T1 T2 T3 T4 Gesamt

Reaktion nein Anzahl 23 86 48 15 172
Erwartete Anzahl 22,9 87,9 45,9 1_5.3_ 172,0

% der Gesamuzahl 12,8% 47 8% 26,7% 8,3% 95,6%

ja Anzahl 1 B 0 1 8

Erwartete Anzahl 1,1 4.1 2,1 7 8.0

% der Gesamrzahl 0,6% 3.3% 0,0% 0,6% 4.4%

Gesamt Anzahl 24 92 48 16 180
Erwartete Anzahl 24,0 92,0 48,0 16,0 180,0

% der Gesamtzahl 13,3% 51,1% 26,7% 8,9% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymprtatische Punkt-
Signifikanz Exakte Sig. Exakte Sig. Wahrscheinlich
Wert df (zweiseitig) (zweiseitig) (einseitig) keit
Pearson-Chi-Quadrat 3,295% 3 348 320
Likelihood-Quotient 5.300 3 ,151 ,185
Exakter Test nach Fisher- 3,704 238
Freeman-Halton
Zusammenhang linear- .433" 1 508 0657 337 148
mit-linear
Anzahl der glitigen Falle 180

a. 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,71.
b. Die standardisierte Statistik ist -,662.

Abbildung 10: Statistischer Vergleich der Reaktionen auf MDAs in LK von T1-T4 Tumoren der
CD4+ T-Zellen
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Reaktion * Tumorstadium Kreuztabelle

Tumeorstadium

Tl T2 T3 T4 Gesamt

Reaktion nein  Anzahl | 19 81| 46 15 | 171
Erwartete Anzahl 228 874 456 152 1710

_ % der Gesamtzahl  10,6%  50,6%  25,6% 8,3%  95,0%
ja Anzahl | 5 [ 1| 2 [ 1| 9
oA 12, 0 45 0 24 LA 7

- % der Gesamezahl 2,8% 0,6% 1,1% 0,6% 5,0%
Gesam Anzah. 24 %2 48 16 180
Erwartete Anzahl 240 920 480 160 1800

% der Gesamtzahl 13.3% 51,1% 26,7% 8,9% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Punkt-
Signifikanz Exakte Sig. Exakte Sig.  Wahrscheinlich
Wert df (zweiseitig) (zweiseitig) (einseitig) keit
Pearson-Chi-Quadrat 15,7552 3 001 003
Likellhood-Quotient 11,760 3 ,008 007
Exakter Test nach Fisher- 11,980 003
Freeman-Halton
Zusammenhang linear- 2,549]’ 1 110 141 079 048
mit-linear
Anzahl| der gliltigen Falle 180

a. 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,80.
b. Die standardisierte Statistik ist -1,597.

Abbildung 11: Statistischer Vergleich der Reaktionen auf MDAs in LK von T1-T4 Tumoren der CD8+ T-
Zellen
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3.2. Viabilitat der Zellen

LK Viabilitatin % FEMCs Viabilitdt in %
L&1
L&2
L92

L100
L104
L105
L1086
L113
L1117
L120
L124
L132
L137
L138
L139
L142
L143
L149
L151
L158
L167
L172
L179
L182
L183
L188

Viabilitét in % %

L1&8
L1891

Abbildung 12: Durchschnittliche Viabilitét der LK Zellen (links) und der PBMCs (rechts) in Prozent
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Die Abbildung 12 zeigt, dass sich die Viabilitat zwischen den LK-Zellen und den
PBMCs teilweise deutlich unterschied, wobei sich bei den PBMCs in den meisten
Fallen eine hohere Viabilitat abzeichnete. Bei alleiniger Betrachtung der Zellen
aus den SLN fiel auf, dass die Anzahl der nach zehntagiger Stimulation noch
lebenden Zellen sehr variabel war. Da selbst unter den mit den verschiedenen
Peptidpools stimulierten Zellen innerhalb eines LK Unterschiede in der Anzahl
der lebenden Zellen aufgewiesen wurden, wurde fur jeden LK die
durchschnittliche Viabilitat berechnet und in Abbildung 12 dargestellt. Es wird
ebenfalls deutlich, dass auch in verschiedenen LK des gleichen Patienten, wie in
Abbildung 12 beispielsweise LK 62-1, 62-2 und 62-4, eine variable Anzahl an
lebenden und toten Zellen befinden kann. Die PBMCs, fur die auch eine
durchschnittliche Viabilitat berechnet wurde, variierten in dieser Hinsicht

insgesamt viel weniger, was in Abbildung 12 ebenfalls deutlich wird.

3.3. Anzahl CD4/CD8+ T-Lymphozyten in Lymphknoten und
PBMCs

In den Abbildungen 13 und 14 wurde die durchschnittiche Anzahl der
CD4+/CD8+ T-Zellen dargestellt.

Verhaltnis CD4/CD8+ T-Zellen der Lymphknoten
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Abbildung 13: Vergleich durchschnittliche Anzahl CD4+/CD8+/CD45RA- T-Lymphozyten in den SLN nach T-Zellstimulation mit
proteinspannenden Peptidpools
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Abbildung 14: Vergleich durchschnittliche Anzahl der CD4+/CD8+/CD45RA- T-Lymphozyten in den PBMCs nach T-
Zellstimulation mit proteinspannenden Peptidpools

Dabei fiel auf, dass sich sowohl in den LK, als auch in den PBMC Proben, nach
10-tagiger T-Zellstimulation mit den MDAs in den meisten Fallen deutlich mehr
CD4+ T-Lymphozyten befanden. Insbesondere unter den SLN variierte die
Anzahl an CD4+ und CD8+ T-Zellen stark, wobei die der CD4+ in allen LK grof3er
war. Bei den PBMCs enthielten 78,6% der Proben mehr CD4+ T-Lymphozyten
und bei 21,4% Uberwog der Anteil der CD8+ T-Zellen.

3.4. Verhaltnis CD3+CD45RA+/CD3+CD45RA- T-Lymphozyten in
Lymphknoten und PBMCs

Die Abbildung 15 =zeigt den durchschnittlichen prozentualen Anteil der
CD3+CD45RA- T-Zellen im Verhaltnis zu den CD3+CD45RA+ T-Zellen in den
Lymphknoten und den PBMCs in. Dabei zeichnete sich, insbesondere unter den
PBMCs, mit Werten zwischen 78% und 99% durchschnittlich ein héherer Anteil

an nicht-naiven T-Zellen ab. Auch in den betrachteten LK Proben fanden sich
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mehr nicht-naive als naive T-Zellen, wobei sich mit Werten von 50% bis 95% eine
etwas weitere Verteilung zeigte, als bei den PBMCs. Bei den Patienten, von
denen mehrere LK ausgewertet wurden, war das Verhaltnis der verglichenen

Zelltypen stets sehr ahnlich in den jeweiligen LK.

Verhiéltnis CD3+CD45RA+ und CD3+CD45RA- T- Zellen

100% =
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Anteil CD3+CD45RA- T-Zellen

Abbildung 15: durchschnittlicher Anteil CD3+CD45RA- T-Zellen in LK und PBMCs in Prozent im Verhéltnis
zu den CD3+CD45RA+ T-Zellen

3.5. Unterschiedliche Lokalisation der Lymphknoten

Unter den in die Studie eingeschlossenen Lymphknoten befanden sich 27 axillare
LK (60 %) und 18 LK (40%), die den Patienten aus der Leiste enthommen
wurden. Es sollte Uberprift werden, ob sich die Zellen in den verschieden
lokalisierten LK bezuglich ihres Reaktionsverhaltens unterschieden. Dabei
wurde erst die CEF Kontrolle alleine und dann auch die Reaktion der Zellen eines
LKs auf mindestens eines der MDAs, auler der Positivkontrolle, mit denen
stimuliert wurde, betrachtet. Ein Vergleich der Aktivierungen in den LK durch die

CEF Kontrolle zeigt, dass diese in den axillaren LK bei den CD4+ T-Zellen bei
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17,8% und den CD8+ T-Zellen bei 37,8% erfolgreich war. In den
Leistenlymphknoten reagierten nur 4,4% der LK mit einer INFy Produktion der
CD4+ und 20% der LK mit einer INFy Produktion der CD8+ T-Zellen. Im
statistischen Vergleich mittels exaktem Test nach Fisher ergaben sich fur die
CD4+ ein p-Wert von 0,272 und fur die CD8+ von 0,539. Bei einem
Signifikanzniveau von 0,05 sind somit bei der CEF Kontrolle keine signifikanten
Unterschiede fur die Aktivierung in axillaren und Leisten-LK zu beobachten. Um
die Aktivierungen durch die MDAs an den verschiedenen Lokalisationen genauer
zu untersuchen, wurde ebenfalls ein exakter Test nach Fisher durchgefuhrt. Mit
p-Werten von 1,000 bei den CD4+ T-zellen und 0,215 bei den CD8+ T-Zellen
konnten bei einem Signifikanzniveau von 0,05 ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen den LK aus der Axilla und der Leiste nachgewiesen

werden. Die Ergebnisse wurden auch in den Abbildungen 16-19 dargestellt.
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CD4+ T-Lymphozyten

CEF * LK Kreuztabelle

LK
Le Ax Gesamt
CEF nein  Anzahl 16 19 35
Erwartete Anzahl 14,0 21,0 35,0
% der Gesamtzahl 35,6% 42,2% 77,8%
ja Anzahl 2 8 10
Erwartete Anzahl 4,0 6,0 10,0
% der Gesamtzahl 4,4% 17,8% 22,2%
Gesamt Anzahl 18 27 45
Erwartete Anzahl 18,0 27,0 45,0
% der Gesamtzahl 40,0% 60,0%  100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Punkt-
Signifikanz Exakte Sig. Exakte Sig.  Wahrscheinlich
Wert df (zweiseitig) (zweiseitig) (einseitig) keit
Pearson-Chi-Quadrat 2,143 1 ,143 272 ,136
Kontinuitatskorrektur® 1,205 ¥l 272 '
Likelihood-Quotient 2,300 1 ,129 ,170 ,136
Exakter Test nach Fisher | | | 272 | ,136 |
Zusammenhang linear- 2,095° 1 ,148 272 ,136 ,106
mit-linear
Anzahl der giiltigen Falle 45

a. 1 Zellen (25,0%) haben eine erwartete Haiufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 4,00.
b. Wird nur fur eine 2x2-Tabelle berechnet
¢. Die standardisierte Statistik ist 1,447,

Abbildung 16: Statistischer Vergleich der CEF-Kontrolle in LK der Leiste und Axilla

CD8+ T-Lymphozyten
CEF * LK Kreuztabelle
LK
Le Ax Gesamt
CEF nein Anzahl 9 10 19
Erwartete Anzahl 7.6 11,4 19,0
, % der Gesamtzahl  20,0%  22.2%  42.2%
ja _Anzahl 9 17 26
Erwartete Anzahl 104 156 26,0
% der Gesamtzahl 20,0% 37,8% 57,8%
Gesamt Anzahl 18 27 45
Erwartete Anzahl 18,0 27,0 45,0
% der Gesamrtzahl 40,0% 60,0%  100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Punkt-
Signifikanz Exakte Sig. Exakte Sig.  Wahrscheinlich
Wert df (zweiseitig) (zweiseitig) (einseitig) keit
Pearson-Chi-Quadrat 7447 1 388 539 289
Kontinuitatskorrektur® 307 1 ,579
Likelihood -Quotient 742 1 ,389 ,539 ,289
Exakter Test nach Fisher 1539 289
Zusammenhang linear- 727 1 ,394 ,539 ,289 ,168
_mi-linear !
Anzahl der giiltigen Falle 45

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 7,60.
b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet
. Die standardisierte Statistik ist ,853.

Abbildung 17: Statistischer Vergleich der CEF-Kontrolle in LK der Leiste und Axilla CD8+ T-

Zellen
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CD4+ T-Lymphozyten

Reaktion * LK Kreuztabelle

LK

Le Ax Gesamt

Reaktion nein  Anzahl 16 23 | 39

Erwartete Anzahl 15,6 23,4 39,0

% der Gesamtzahl  35,6% 51,1% 86,7%

ja _Anzahl 2 4 6

_Erwartete Anzahl 2,4 3,6 6,0

% der Gesamtzahl 4,4% 8,9% 13,3%

Gesamt Anzahl 18 27 45
Erwartete Anzahl 18,0 27,0 45,0

% der Gesamuzahl 40,0% 60,0%  100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Punkt-
Signifikanz Exakte Sig. Exakte Sig. Wahrscheinlich
Wert df (zweiseitig) (zweiseitig) (einseitig)

Pearson-Chi-Quadrat 128" 1 720 1,000 544
Kontinuitatskorrekiur® ,000 1 1,000
Uikelihood -Quotient | a3 1] 718 1,000 544
Exakter Test nach Fisher . 1,000 544
Zusammenhang linear- 128¢ 1 723 1,000 ,544 330
mit-linear
Anzahl der gilti Falle 45

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die mini
b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet
. Die standardisierte Statistik ist ,354.

le erwartete Haufigkeit ist 2,40.

Abbildung 18: Statistischer Vergleich der Reaktionen auf mindestens ein MDA
in LK der Leiste und Axilla CD4+ T-Zellen

CD8+ T-Lymphozyten
Reaktion * LK Kreuztabelle
LK
Le Ax Gesamt
Reaktion nein  Anzahl 17 21 38
_Erwartete Anzahl 15,2 22,8 38,0
% der Gesamtzahl 37,8% 46,7% 84,4%
ja Anzahl 1 6 7
Erwartete Anzahl 2,8 4,2 7,0
% der Gesamtzahl 2,2% 13,3% 15,6%
Gesamt Anzahl 18 27 45
Erwartete Anzahl 18,0 27,0 45,0
% der Gesamtzahl 40,0% 60,0%  100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Punkt-
Signifikanz Exakte Sig. Exakte Sig. Wahrscheinlich
Wert df (zweiseitig) (zweiseitig) (einseitig) keit
Pearson-Chi-Quadrat 2,284 1 131 215 137
Kontinuitatskorrektur® 1,191 1 275 '
Likelihood -Quotient 2,572 1 ,109 ,215 137
Exakter Test nach Fisher ,215 137
Zusammenhang linear- 2,233¢ 1 135 215 137 117
mit-linear
" Anzahl der giiltigen Falle 45

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 2,80.
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
<. Die standardisierte Statistik ist 1,494.

Abbildung 19: Statistischer Vergleich der Reaktionen auf mindestens ein MDA in LK
der Leiste und Axilla CD8+ T-Zellen
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3.6. Unterschiede in Lymphknoten desselben Patienten

In 5 Fallen wurden bei einem Patienten mehr als ein LK entfernt und
anschlieRend stimuliert. Bei 4 Patienten gibt es Ergebnisse von 2 und bei einem

sogar von 3 LK. Keine der zusammengehdrigen LK zeigten Reaktionen auf die

gleichen MDAs.
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Abbildung 20: Beispiel LK 64-1 und 64-2 vom gleichen Patienten; links keine Aktivierung durch TRP-2, rechts
Aktivieruna der CD4+ T-Zellen durch TRP-2
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4. Diskussion

Die durchgeflhrte Studie zeigte, dass sich prinzipiell durch eine T-Zell
Stimulation mit den MDAs gp100, Melan A, Tyrosinase und TRP-2 in Zellen aus
SLN von Melanom Patienten und den dazugehdrigen PBMCs Immunreaktionen
nachweisen lassen. Dies bestatigt die in der Literatur bereits haufig beschriebene
Annahme, dass Melanom Zellen Antigene prasentieren, die von den T-
Lymphozyten des Immunsystems erkannt werden kénnen (Haen et al., 2020).
Eine Studie deutete zudem an, dass sich in Barrierestellen des Immunsystems,
wie beispielsweise in LK, sogenannte resident-memory T-Zellen (TRM)
aufhalten, die eine Rolle bei der Immunantwort spielen (Poon et al., 2023). Auch
unsere Ergebnisse zeigen, dass sich T-Zellen, die Antigene wiedererkennen
konnen, in SLN von Melanom Patienten befinden. Es ware sehr interessant diese
Zellen naher zu untersuchen und zu uberprifen, ob es sich hierbei um solche
TRM hielt. Dies kdnnte man zum Beispiel durch eine durchflusszytometrische
Phanotypisierung herausfinden. Denn TRM in menschlichen LK exprimieren in
vielen Fallen den Oberflachenmarker CD69 und sind CD103 negativ (Szabo et
al., 2019). Die Positivkontrolle in Form eines CEF Pools funktionierte haufiger bei
den Proben der PBMCs und insbesondere bei den CD8+ T-Lymphozyten fand
eine erhodhte INFy-Produktion statt. Vor allem die Aktivierung der CD8+
zytotoxischen T-Zellen spielt bekanntlich im Rahmen einer Virusinfektion eine
grolle Rolle (Schuster and Kreth, 2019). Der Hauptgrund fir die geringere
Stimulation der CD4+ T-Zellen ist allerdings, dass der CEF Pool nur Peptide mit
HLA-Oberflachenmolekilen mit den HLA-A- und HLA-B-Antigenen enthalt. Diese
codieren HLA-Klasse | Zelloberflachenrezeptoren und gehoren somit zu den
Peptiden, die von CD8+ T-Lymphozyten erkannt werden. Somit war die haufigere
Aktivierung der CD8+ T-Zellen zu erwarten. Es gab auch Proben, bei denen
weder die SLN Zellen, noch die PBMCs auf die Stimulation mit CEF reagierten.
Eine mdogliche Ursache dafur kénnte sein, dass der CEF Peptidpool, von dem
immer einige Roéhrchen vorratig mit [IVS-Medium gelést wurden, manchmal nicht
richtig funktionierte. Es ware theoretisch auch denkbar, dass der Patient

tatsachlich noch keinen Kontakt mit dem Cytomegalievirus (CMV), dem Epstein-
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Barr-Virus (EBV) oder Influenza hatte und deswegen keine T-Zellen aktiviert
werden konnten. Die Seropravalenz von CMV in der deutschen Bevdlkerung
betragt aber 57% und die von EBV bei Erwachsenen > 90% (Lachmann et al.,
2018, Walther et al., 2005). Mit Influenza infizieren sich in Deutschland pro
Erkrankungswelle 5-20% der Bevolkerung (Bruder, 2021). Aufgrund dieser
hohen Seropravalenzen ist es eher unwahrscheinlich, dass noch nie Kontakt zu
einem dieser Erreger bestand. Aullerdem konnte in manchen Proben eine
Aktivierung des Mediums gemessen werden, zu dem eigentlich keine Antigene
hinzugefugt wurden. Auch hierfur gibt es einige denkbare Ursachen. Da die Wells
der 24-Well Platten sehr dicht nebeneinander liegen, kann es trotz erhdhter
Vorsicht beim Bewegen der Platten und Pipettieren passieren, dass Tropfchen
eines anderen Wells in das mit Medium gelangen und so eine Aktivierung
auslosen. Eine INFy-Produktion in der Negativkontrolle konnte auch durch
andere Antigene, die im Blut oder den LK der Patienten zu dem Zeitpunkt
vorhanden waren und nichts mit dem Melanom zu tun hatten, hervorgerufen
worden sein. Da das Medium wahrend des Gatings immer als Referenz
genommen wurde, sollten aber auch die Ergebnisse in den Proben mit leicht

aktivem Medium als auswertbar angesehen werden.

4.1. Frequenz melanozytendifferenzierungsantigen spezifischer
T-Zellen im Sentinel Lymphknoten und PBMCs

Das MDA, das bei den CD4+ T-Zellen der SLN am haufigsten eine Immunantwort
ausloste, war TRP-2, dicht gefolgt von der Tyrosinase. Die CD8+ T-Zellen
wurden vor allem durch die Stimulation mit gp100 und TRP-2 aktiviert. Bei den
PBMCs riefen vor allem TRP-2, Tyrosinase und gp100 eine Reaktion der CD4+
T-Zellen und gp100 und TRP-2 eine Reaktion der CD8+ T-Zellen hervor.
Insgesamt waren die Immunreaktionen seltener, als vorher erwartet. Da die
MDAs in der Literatur als, von einer Mehrheit der Melanome exprimiert,
beschrieben werden, nahmen wir an, haufiger Immunreaktionen der T-Zellen zu
messen (Benlalam et al., 2001). Vor allem gp100 und Melan A wird nachgesagt,

von den meisten Melanom Zelllinien exprimiert zu werden (Kawakami and
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Rosenberg, 1997). Daher war es irritierend, dass insbesondere auf eine
Stimulation mit Melan A nur wenige Proben reagierten. Die bisher veroffentlichen
Ergebnisse bezuglich der Tyrosinase beziehen sich oft auf Messungen aus dem
Blut. Dabei wird beschrieben, dass bei unter 50% der Patienten Tyrosinase
MRNA gefunden werden konnte (Farthmann et al., 1998). In unserer Studie
konnte bei den CD4+ T-Zellen der PBMCs in 50% der Falle eine Aktivierung
durch die Tyrosinase beobachtet werden, was somit zu den bisherigen
Erkenntnissen passt. Interessanterweise wurde TRP-2 bisher als nicht so haufig
vorkommendes MDA bezeichnet (Avogadri et al., 2016). Bei unseren
Beobachtungen stellte es sich aber sowohl in den SLN, als auch in den PBMCs
als das MDA heraus, auf das die meisten Proben mit einer INFy-Produktion
reagierten. Um noch aussagekraftigere Ergebnisse bezlglich der Frequenz der
verschiedenen MDAs zu erhalten zu erhalten, ist es sinnvoll, mehr SLN zu
analysieren. Insgesamt zeigten sich die CD4+ T-Lymphozyten reaktiver, als die
CD8+ T-Lymphozyten. Aullerdem liellen sich die PBMCs deutlich haufiger
aktivieren, als die Zellen der SLN. Es wurde bereits davon berichtet, dass sich
TRM, die sich in ortsspezifischen Geweben aufhalten, von zirkulierenden
memory T-Zellen unterscheiden (Poon et al., 2023). Dabei sollen die im Blut
zirkulierenden memory T-Zellen disseminierter und differenzierter sein, als die
gewebespezifischen TRM (Poon et al.,, 2023). Vielleicht ist die haufiger
gemessene Aktivierung durch MDAs in den PBMCs darauf zuriickzufihren, dass
die zirkulierenden Zellen im Blut aufgrund ihrer hdheren Expansion mit groRerer
Wahrscheinlichkeit auf Antigene des Tumors treffen, als die T-Zellen, die nur in
den LK bleiben. Auch unsere Beobachtung, dass die PBMCs in einigen Fallen
auf mehr als ein MDA mit einer INFy-Produktion reagierten, kénnte zu der
Annahme passen, dass die zirkulierenden T-Zellen weiter im Korper verbreitet
sind und damit vielleicht auch auf mehrere verschiedenen Antigene treffen
kénnen. Eine Immunantwort auf mehr als ein MDA konnte sowohl bei Fallen der
PBMCs, als auch bei SLN beobachtet werden. Moglicherweise fand in diesen
Fallen eine Epitop Ausweitung statt, was bedeutet, dass T-Zellen im Verlauf
mehrere Epitope eines Antigens oder sogar anderer Antigene erkennen kdnnen,

was auch bei Autoimmunerkrankungen eine grol3e Rolle spielt (Vanderlugt and
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Miller, 1996). Der Mechanismus wurde auch schon bei Melanom Patienten, die

eine Peptidvakzinierung erhielten, beobachtet (Hu et al., 2021).

4.2. Status des Sentinel Lymphknotens

In keinem der SLN, in denen Tumorzellen gefunden werden konnten, reagierten
die T-Lymphozyten auf die Stimulation mit den MDAs. Bezuglich des SLN Status
waren verschiedene Szenarien denkbar. Zunachst kdnnte es sein, dass ein
Melanom mit seinen Antigenen keine Immunreaktion der T-Lymphozyten
auslésen konnte und auch noch keine Tumorzellen Uber das Lymphsystem
verbreitet wurden, was zu einem negativen SLN Status und keiner Reaktion auf
die MDAs in den SLN fuhrte. Ebenso mdglich ware es, dass das Melanom zwar
keine T-Zellantwort hervorrufen konnte, aber im SLN Tumorzellen zu finden sind.
Dadurch ergabe sich ein positiver SLN Status, aber keine Reaktionen auf die
Stimulation mit den MDAs. Eine weitere Option ware die Situation, dass das
Melanom durch seine MDAs bei den T-Lymphozyten eine Immunreaktion
bewirkt. Vor allem die CD8+ zytotoxischen T-Zellen kdénnen daraufhin
erwiesenermallen die Tumorzellen im Primartumor und gegebenenfalls auch
Tumorzellen im SLN zerstéren (Braathen et al., 2000). Dadurch kommt es zu
einem negativen SLN Status, obwohl durch die T-Zellstimulation mit den MDAs
T-Zellen aktiviert werden konnten. Noch eine Alternative ware, dass der Tumor
eine T-Zellantwort erzeugt, aber trotzdem Tumorzellen im SLN nachgewiesen
werden konnen. Moglicherweise konnten in diesen Fallen zwar Antigene erkannt,
aber keine adaquate Tumorbekampfung durch T-Zellen ausgeflhrt werden.
Dafur spricht auch, dass sich in manchen PBMC Proben, die zu Patienten mit
befallenem SLN gehdrten, eine Reaktion auf die Stimulation mit Tyrosinase und
TRP-2 hervorrufen lieR. Das bedeutet, dass T-Zellen im Blut vorhanden waren,
die schon Kontakt mit diesen, vermutlich von den Melanom Zellen exprimierten
Antigenen, hatten. Dabei handelte es sich allerdings grotenteils um CD4+ T-
Lymphozyten, denen zwar auch eine direkt antitumordse Wirkung zugesprochen
wird (Tietze, 2022), aber die groRere Rolle in der direkten Tumortoxizitat spielen

vermutlich die CD8+ T-Zellen (Puig-Saus et al., 2023). Das konnte eine Erklarung
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daflur sein, warum die SLN trotz Immunreaktion nicht frei von Tumorzellen waren.
Es wurde auch schon von LK-Metastasen berichtet, die mittels tumor-
intrinsischem INF Programm, die Kolonisation der LK mit Tumorzellen fordern
(Reticker-Flynn et al., 2022). Sie entwickeln auch Mechanismen, um der T-Zell
vermittelten Zytotoxizitat zu entgehen, wie beispielsweise die Induktion von
antigenspezifischen regulatorischen T-Zellen (Reticker-Flynn et al., 2022). Dies
konnte ebenfalls eine Rolle gespielt haben. Um die Immunmodulation in den SLN
noch besser zu verstehen, sollten noch mehr SLN unter Einbezug des SLN
Status untersucht werden. Es ware auch interessant weiter zu verfolgen, welche
der oben aufgefuhrten Falle eher ein Rezidiv bekommen oder eher zu einer
Metastasierung neigen. Auch dies sollte in weiteren Studien beobachtet werden,

um die Prognose des Patienten besser und friher vorhersagen zu kdnnen.

4.3. Korrelation mit Tumordicke und Ulzeration

Die Tumordicke ist ein wichtiger prognostischer Marker fur den Befall des SLN
mit Tumorzellen (Haddad et al., 1999). Davon ausgehend liegt nahe, dass auch
die Wahrscheinlichkeit, in SLN MDA spezifische T-Zellen zu finden, positiv mit
der Tumordicke des Primartumors korreliert. Bei den SLN waren in T2 die
meisten Reaktionen der CD4+ T-Zellen auf ein MDA und in T1 der CD8+ T-
Zellen. Im Vergleich dazu zeigten sich bei den PBMCs die meisten Aktivierungen
in Proben von T2 und T3 Patienten. Da unter den Proben aber eine sehr
ungleiche Verteilung, mit vielen Proben von T2/T3 Melanomen und nur wenig von
T1/T4 Stadien, bestand, kann aufgrund dieser Ergebnisse keine Korrelation
zwischen Tumordicke und der Anzahl MDA spezifischer T-Zellen in SLN und
PBMCs nachgewiesen werden. Lediglich ein Patient mit ulzeriertem Primartumor
zeigte eine Reaktion auf ein MDA, sodass auch diesbeziglich mit den
vorliegenden Daten keine valide Aussage Uber eine Korrelation getroffen werden
kann. Es ist notwendig, die Korrelation mit der Tumordicke in weiteren
Untersuchungen zu Uberprufen. Denn daraus und aus der Kenntnis der
Immunreaktionen der MDA spezifischen T-Zellen ergeben sich neue

Informationen bezuglich moglicher Therapien. Dazu zahlen beispielsweise

56



Peptidvakzinierungen mit MDAs, die eine Aktivierung und Expansion von
antigenspezifischen zytotoxischen T-zellen auslésen sollen und schon seit
einiger Zeit erforscht werden (Jaeger et al., 1996). Auch die Therapie des
adoptiven T-Zell-Transfers, bei dem antigenspezifische TILs verabreicht werden,
wurde bereits diskutiert (Wu et al., 2012). Zur Weiterentwicklung dieser
Therapien ist ebenfalls ein besseres Verstandnis der Immunreaktionen auf MDAs

erforderlich.

4.4. Viabilitat der Zellen

Wie bereits beschrieben, stellten sich grole Schwankungen der Viabilitat der
untersuchten Zellen heraus. Dabei zeigten sich Unterschiede zwischen LK und
PBMCs, aber auch zwischen den einzelnen LK. Die durchschnittlich hdhere
Anzahl an lebenden Zellen in den Proben der PBMCs, lasst sich durch den
Zeitpunkt der Aussaat erklaren. Die PBMCs wurden unmittelbar nach der
vendsen Blutentnahme isoliert und in IVS-Nahrmedium ausgesat, sodass hier
kein groRRer Zellverlust zu erwarten war. Die SLN kamen erst am Tag nach der
operativen Entfernung in die LDI, wo sie zunachst bearbeitet wurden. Danach
wurden die Ubrigen Zellen direkt abgeholt und in Nahrmedium ausgesat. Obwohl
die LK nach Entnahme stets in geeignetem Medium gelagert wurden, sind durch
die zeitliche Verzogerung und auch durch den mechanischen Prozess der
Disaggregation, der wahrend der LDI durchlaufen wurde, Verluste an lebenden
Zellen unvermeidlich. Die teilweise deutlichen Unterschiede, die bei einem
Vergleich der einzelnen SLN untereinander, auffielen, lassen sich dadurch
allerdings nicht vollstandig erklaren. Die Quantifikation der Zellzahl erfolgte im
Rahmen der Routineaufarbeitung der LK in der LDI. Dort wird die Zellzahl
automatisiert mittels eines Zellzahlers (Countess™ von Invitrogen) durchgeflhrt,
teilweise nach Verdinnung durch die technischen Assistentinnen. Damit
verbundene Messungenauigkeiten konnen eine weitere Fehlerquelle sein.
Daraus lasst sich schliel3en, dass Schwankungen der gesamten Zellzahl in den
einzelnen Proben maoglich sind, die sich dann auch auf die Anzahl an lebenden

Zellen auswirken konnten. Bei weiteren Untersuchungen sollte darauf geachtet
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werden, zeitliche Verzogerungen so kurz wie moglich zu halten, um eine hohe

Viabilitat der Zellen zu generieren.

4.5. Gemessene Zellzahlen

4.5.1. Verhiltnis CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten

Eine frihere Untersuchung zeigte, dass sich die Gesamtzahl der T-Zellen in SLN,
bei melanozytarem Befall, reduziert (Berger, 2015). Bei Betrachtung der
Verteilung der T-Zellen stellte sich in unserer Studie heraus, dass die Anzahl der
CD4+ T-Zellen in allen LK und in den meisten PBMCs hoher war, als die der
CD8+ T-Zellen, was einer physiologischen Verteilung dieser Zellpopulationen
entspricht. In der Literatur wurde ebenfalls beschrieben, dass sich die Verteilung
der CD4+ und CD8+ T-Zellen in SLN auch bei melanozytarem Befall nicht andert
(Berger, 2015). Dazu passen die Ergebnisse, die hier in den SLN gemessen
wurden. Auch in den SLN, die sich als von Tumorzellen eines Melanoms befallen
herausstellten, war die Verteilung der CD4+ und CD8+ T-Zellen nicht verandert.
Bei den PBMCs waren die 6 Falle, die ein umgekehrtes Verhaltnis, also mehr
CD8+ T-Zellen, aufwiesen, mit einer Ausnahme alles Proben, in denen eine
Aktivierung durch mindestens eines der, zur Stimulation verwendeten, MDAs
stattfand. Es handelte sich dabei in 5 dieser Falle um eine gemessene Reaktion
der CD4+ T-Zellen und nur in einem Fall auch um eine gemessene Reaktion der
CD8+ T-Zellen. Es ware eher zu erwarten gewesen, dass eine hohe Anzahl an
CD8+ T-Zellen in Proben auftritt, in denen diese Zellen ein MDA erkannt und
deshalb stark expandiert haben. Da in den Fallen aber vor allem eine Reaktion
der CD4+ auf ein MDA gemessen wurden, ware es denkbar, dass die CD4+ T-
Zellen ein Antigen erkannt und daraufhin vermehrt auch CD8+ aktiviert haben.
Das konnte die hohere Anzahl dieser Zellpopulation erklaren. Das
Vorhandensein von CD8+ TIL wird als prognostisch glinstiger Faktor angesehen
(Piras et al., 2005, Morrison et al., 2022). Daher ware es sicherlich interessant,
in weiteren Studien zu untersuchen, ob die Patienten, die besonders hohe

Zellzahlen an CD8+ T-Zellen in LK und PBMCs allgemein und vor allem auch
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die, die mehr CD8+ als CD4+ T-Zellen in den PBMCs hatten, ein besseres

Gesamtiuberleben aufweisen.

4.5.2. Verhaltnis CD3+ CD45RA+ und CD3+ CD45RA- T-Lymphozyten

Nicht nur das Verhaltnis von CD4+ und CD8+ T-Zellen ist von Interesse, sondern
auch das Verhaltnis von naiven (CD3+CD45RA+) und nicht naiven
(CD3+CD45RA-) T-Lymphozyten. In einigen bisherigen Untersuchungen stellte
sich in SLN, die von Tumorzellen befallen waren, eine Zunahme der naiven T-
Zellen bei Abnahme der Gesamtzahl der T-Zellen dar (Mortarini et al., 2003,
Berger, 2015). Des Weiteren beschreibt eine Studie, dass viele der
zirkulierenden Melan-A spezifische T-Zellen einen naiven (CD45RA+) Phanotyp
aufweisen (Romero et al.,, 2007). Es ware daher denkbar, dass sich in den
Proben, die eine hohe Anzahl an naiven T-Zellen enthielten, auch Melan A
spezifische T-Zellen befanden. Dies kdnnte auch eine Erklarung dafiir sein, dass
in unseren Ergebnissen verhaltnismalig wenig Reaktionen auf Melan A
gemessen wurden. Bei unseren Messungen zeigte sich bei jedem der 5 SLN, die
nachweislich von Tumorzellen befallen waren, eine Anzahl nicht-naiver T-Zellen,
die die der naiven T-Zellen deutlich Uberstieg. Da es aber nur 5 dieser positiven
SLN gab, kann mit den Daten keine valide Aussage bezlglich einer Steigerung
der naiven T-Zellzahl getroffen werden. Wenn man sich aber die Zahlen des
prozentualen Verhaltnisses der naiven und nicht-naiven T-Zellen der SLN im
Vergleich zu den PBMCs vor Augen halt, fallt durchaus auf, dass in den SLN ein
durchschnittlich hdherer prozentualer Anteil der naiven T-Zellen zu finden ist. Um
noch aussagekraftigere Ergebnisse zu erhalten, sollten noch mehr SLN auf ihr
Verhaltnis an naiven und nicht-naiven T-Zellen untersucht werden. Vor allem far

SLN, die von Tumorzellen befallen sind, ware das sehr interessant.

4.6. Unterschiede der axillairen und inguinalen Sentinel
Lymphknoten
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Bezlglich der, an unterschiedlichen Lokalisationen enthommenen, SLN konnte,
zumindest fur die CEF Kontrolle, eine etwas héhere Anzahl an Aktivierungen in
den axillaren LK, als in den Leisten LK beobachtet werden. Die CD4+ T-Zellen
der axillaren LK reagierten in 17,8% und die CD8+ in 37,8% der Falle. In den
Leisten LK lielRen sich 4,4% der CD4+ und 20% der CD8+ T-Zellen mittels CEF
aktivieren. Dies konnte eventuell daran liegen, dass zumindest EBV und
Influenza, Viren sind, die vor allem den Nasen-Rachen-Raum als Eintrittspforte
nutzen. Es liegt nahe, dass die axillaren LK, schon wegen ihrer Lokalisation, eher
in Kontakt mit diesen Erregern kommen und die T-Zellen dort so auch haufiger
auf den CEF Pool mit einer INFy Produktion reagieren. Dass Erreger von CMV,
EBV und Influenza aber trotzdem auch von T-Lymphozyten in Leisten LK erkannt
werden, zeigen unsere Ergebnisse ebenfalls. Bezlglich der MDAs ergab sich

kein Unterschied.

4.7. Mehrere Lymphknoten des gleichen Patienten

Wenn mehrere LK eines Patienten zur Verfugung standen, waren diese stets LK
der gleichen Lokalisation. Aufgrund der moéglichen Ausbreitung von Tumorzellen
Uber das Lymphsystem lag die Vermutung nahe, dass in den LK, die einem
Patienten entfernt wurden, auch ein ahnliches Muster an Immunreaktionen zu
finden sei. Unsere Ergebnisse zeigten allerdings, dass bei keinem dieser
Patienten LK durch die gleichen MDAs aktiviert wurden. Als Erklarung dafur ware
denkbar, dass die Tumorzellen des Melanoms sich noch nicht so weit
ausgebreitet hatten, dass alle der entfernten LK bereits in Kontakt mit diesen
kommen konnten und sich deswegen dort keine MDA spezifischen T-Zellen
finden lieRen. Des Weiteren wurde beschrieben, dass jedes Gewebe sehr
unterschiedliche, spezifische T-Zellen enthalt und jeder drainierende LK deshalb
auch eine Mischung dieser T-Lymphozyten enthalten kann, was zu
unterschiedlichen Immunreaktionen fihren kann (Ataide et al., 2022). Aulderdem
muss bedacht werden, dass es nur von 5 Patienten Ergebnisse mehrerer LK gab,

was natlrlich eine zu kleine StichprobengréfRe ist, um eine valide Aussage zu
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tatigen. Die Ergebnisse sollten bei einer groReren Patientengruppe und weiteren

LK Gberprtft werden.

4.8. Limitationen

In dieser Studie wurde die Immunmodulation in SLN von Melanom Patienten
untersucht. Im Zeitraum von Marz-August 2023 konnten insgesamt 45 LK
ausgewertet werden. Wie schon zuvor beschrieben, ware eine gréliere Anzahl
an LK notig, um die Ergebnisse generalisieren zu konnen. Es sollte bei jedem
Patienten zusatzlich eine vendse Blutentnahme erfolgen. Da dies von einigen
Patienten abgelehnt wurde oder Patienten bereits frihzeitig entlassen worden
waren, konnte dies nur bei 70% der Falle durchgefuhrt werden. In weiteren
Studien sollte versucht werden, bei mehr Patienten PBMCs zum Vergleich mit
den SLN Zellen zu gewinnen. Die Zeit von der Information der LDI, dass eine
Probe zur Verfigung stand, bis zur Aussaat der Zellen war nicht immer vdllig
identisch. Je langer sich diese Zeitspanne gestaltet, desto geringer ist die
Viabilitat der Zellen. Deshalb sollte die Verzogerung so gering wie maoglich
gehalten werden. Eine weitere Einschrankung stellt die geringe Anzahl an SLN,
die von Tumorzellen befallen waren, dar. Dies waren lediglich 5 Falle, was zu
wenig ist, um allgemein glltige Aussagen Uber das Verhalten von MDA
spezifischen T-Zellen in positiven SLN zu treffen. Dasselbe trifft auf Angaben zum
Verhalten von mehreren LK eines Patienten zu. Auch hier lasst die geringe
Anzahl an verfugbaren Proben nur Vermutungen zu. Weitere Untersuchungen
mit einer grof3eren Probenzahl waren auch bezuglich der Reaktionsmuster der
MDAs in SLN und PBMCs ndétig, um genauere Aussagen treffen zu kénnen.
Aullerdem kann man mit den aktuellen Daten noch keine Erkenntnisse im
Hinblick auf das Gesamtlberleben und das Risiko flur Rezidive oder eine
Metastasierung ziehen. Die Falle sollten in weiteren Studien zu einem spateren
Zeitpunkt erneut betrachtet werden, um besser zu verstehen, welche
Konsequenzen das Vorkommen von MDA spezifischen T-Zellen in SLN und
PBMCs fur die Patienten haben.
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5. Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist ein haufiger von Melanozyten ausgehender Tumor der
Haut. In den letzten Jahren gab es bereits groe Fortschritte in der
Melanomtherapie. So drangen vor allem Immuntherapeutika immer mehr auf den
Markt. Infolgedessen ist es wichtiger denn je, die Zusammenhange zwischen
Melanom und Immunsystem noch besser zu verstehen. In dieser Studie wurde
die Immunmodulation in SLN untersucht. Dafur wurde die Haufigkeit von MDA
spezifischen T-Zellen in SLN und in PBMCs von Melanom Patienten gemessen
und verglichen. Es wurden aulRerdem Faktoren wie beispielsweise die
Tumordicke und der LK Status miteinbezogen. Die Zellen wurden im Rahmen
einer T-Zellstimulation mit den MDAs gp100, Melan A, Tyrosinase und TRP-2
stimuliert. Die aktivierten T-Zellen wurden mittels IL-2 zur Expansion angeregt.
Nach 10 Tagen erfolgte eine durchflusszytometrische Phanotypisierung der
Zellen. Es konnten MDA spezifische T-Zellantworten in SLN und PBMCs
nachgewiesen werden, am haufigsten auf eine Stimulation mit TRP-2 und gp100.
Die PBMCs zeigten sich insgesamt reaktiver als die T-Zellen der SLN. Sowohl
die Reaktionsmuster von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten als auch von
mehreren SLN desselben Patienten wiesen einige Unterschiede auf. Unsere
Ergebnisse bestatigen, dass sowohl in SLN als auch in PBMCs
Immunmodulation stattfindet, die sich aber teilweise unterschiedlich darstellt. Um
herauszufinden, welche MDAs in Zukunft als therapeutische Mdglichkeit genutzt
werden konnen, sollte deren Interaktion mit dem Immunsystem und

insbesondere den T-Zellen weiter erforscht werden.
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