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1. Einleitung

1.1 Immunsystem der Haut

Die Schutzmechanismen des Immunsystems lassen gighdsatzlich in eine
angeborene und eine adaptive Immunitat unterteilas angeborene Immunsystem
gewahrleistet eine erste schnelle, jedoch wenigzipehe Abwehrreaktion auf
verschiedenste Krankheitserreger. Im Bereich deut Hi@inhaltet dieses neben dem
Stratum corneum als rein physikalische Barriereharpellulare (dendritische Zellen,
Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und naturlighiéerzellen) und azellulare
(Komplementsystem) Elemente. Das adaptive Immuasydtingegen zeichnet sich
durch eine hohe Spezifitat sowie die Ausbildung eginantigenspezifischen
Gedéachtnisses aus, ist in seiner Initiierung jedeamin dem angeborenen Immunsystem
abhéangig. Diese erworbene Immunitat lasst sich ime ehumorale und zellulare
Komponente unterteilen. Die humorale Immunantwartiwlurch von B-Lymphozyten
sezernierte l6sliche Antikdrper gegen membransg@ndintigene reprasentiert. Der
zellulare Anteil umfasst verschiedene Untergrupmstotoxischer T-Lymphozyten
(CD8 positiv), welche Uber ihre spezifischen T-ZRHzeptoren von
antigenprasentierenden Zellen prozessierte Antigekennen und virusinfizierte Zellen
oder Tumorzellen durch die Ausschittung verschieddinzyme wie z.B. Perforin

lysieren®
1.1.1 Aktivierung zytotoxischer T-Zellen

Bei der Aktivierung von CDBzytotoxischen T-Zellen kommt den dendritischenetel
eine Schlusselrolle zu. Die zunachst unreifen dascnen Zellen nehmen Antigene,
wie z.B. Tumorantigene auf, prozessieren diesepuasgentieren sie an MHC-Molekiile
gebunden auf ihrer Oberflache. Dartberhinaus kome®t zur Expression
charakteristischer kostimulatorischer Oberflachelekide (z.B. CD80, CD86), welche
bei der Initiierung einer T-Zell vermittelten Immamwort entscheidend sind. Die
reifen antigenprasentierenden Zellen wandern inrsg&r lymphatische Organe ein und
aktivieren dort naive CD8T-Zellen uber die Bindung ihres MHC-Klasse-I-Pdpti

Komplexes an die spezifischen T-Zell-Rezeptoren Zgotoxischen T-Zellef.Die



Bedeutung der dendritischen Zellen in der Immundiowgegen Tumorzellen des
malignen Melanoms wurde in Studien bereits belegb konnte bei einigen
Melanompatienten nach Vakzinierung mit tumorantggazifischen reifen
dendritischen Zellen das Auftreten tumorspezifischeytotoxischer T-Zellen
nachgewiesen werden. Dariiberhinaus zeigte siehdsatliche Korrelation zwischen
dem Nachweis dieser zytotoxischen T-Zellen und desgrpssionsfreien Uberleben der

vakzinierten Melanompatientén.

1.1.2 Differenzierung zytotoxischer T-Zellen

Im Rahmen der Aktivierung der naiven CD8&ytotoxischen T-Zellen durch reife
dendritische Zellen kommt es zu einer Proliferatiord Differenzierung in Effektor-
und Gedachtniszellen. Die verschiedenen T-Zell-8phbfationen lassen sich durch die
unterschiedliche Expression der Oberflaichenmolekim®45RA und CCRY
charakterisieren. Die naiven CDB-Lymphozyten exprimieren auf ihrer Zelloberflache
sowohl CD45RA als auch CCR7. Der Chemokinrezept©RT ermoglicht den naiven
zytotoxischen T-Zellen die Einwanderung in die TRRegionen der sekundar
lymphatischen Organe, um dort mit antigenprasesrigen Zellen in Kontakt zu treten.
Nach der Aktivierung erfolgt die Differenzierung rd@aiven zytotoxischen T-
Lymphozyten in Zentral-Gedachtniszellen sowie EffelGedachtniszellen. Die
Effektor-Gedachtniszellen sind durch das Fehlen Vv@8D45RA und CCRY
gekennzeichnet. Sie besitzen die Fahigkeit in iefies oder tumordses Gewebe
einzuwandern und dort durch die Produktion von lFdd Ausschittung von Perforin
eine sehr rasche Abwehrreaktion zu initiieren. Asifigen der CD8 Effektor-
Gedéachtniszellen findet sich jedoch der Oberflaotmeptor CD45RA. Diese CCR7
CD45RA" T-Zellen werden als Effektor-Gedachtnis-RA-Zellen bezeichnet. Sie
zeichnen sich durch die hoéchste Perforinprodukéfyer T-Zell Subpopulationen aus.
Den CCR7 CD45RA Zentral-Gedachtniszellen fehlt die unmittelbarecEforfunktion,
jedoch haben sie durch die Expression des Chenedaptors CCR7 die Moglichkeit,
in die sekundar lymphatischen Organe einzuwandBort gewahrleisten sie eine
schnelle Immunantwort bei erneuter Antigenprasemtaida sie im Vergleich zu den
naiven Zellen deutlich sensitiver gegentber Antsg@mulation sind und weniger
Kostimulation bendtigen’**®® Die Frage, in welchem Zusammenhang die



verschiedenen T-Zell Subpopulationen untereinastidren, wird kontrovers diskutiert.
Longitudinalstudien an Mausen ergaben Hinweisesaufineares Entwicklungsmodell,
in welchem sich aus der Grundform, den naiven Tedeldurch Aktivierung Effektor-
Gedéchtnis-T-Zellen bilden. Ein kleiner Anteil deesEffektor-Gedachtnis-T-Zellen
entwickelt sich dann in lang lebende Zentral-Getl#isHTr-Zellen weiter. Ein
alternatives Modell sieht die direkte Entwicklungnv naiven Zellen in Zentral-
Gedéchtnis-T-Zellen vor. Sallusto et al. vermutetare Differenzierung der naiven T-
Zellen in seine Subpopulationen in Abhangigkeit den Dauer der Antigenstimulation
sowie Typ und Menge an ausgeschitteten Zytokingre &eitere Theorie schlagt eine
Differenzierung der naiven T-Zellen Uber die Zwisoktufe der Zentral- und Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen zu véllig ausdifferenziertenfekfor-Gedachtnis-RAT-Zellen

VOI'.57’59'60

1.2 Immuntherapie des malignen Melanom

Die Identifizierung  definierter =~ Tumorantigene  sowieder  Nachweis
tumorantigenspezifischer Antikdrper und tumorassoar zytotoxischer T-Zellen im
peripheren Blut von Melanompatienten haben zur Eklung neuer
immuntherapeutischer Strategien gefuhrt. Studiemten einen positiven Einfluss von
tumorantigenspezifischen CD8&ytotoxischen T-Zellen und tumorinfiltrierenden €D
T-Zellen auf die Tumorprogression des malignen Nkehas nachweisen. Derzeit
kommen zur Verstarkung der tumorantigenspezifischetell Antwort beim malignen
Melanom drei Hauptansatze zur Anwendung. EinenewrrsAnsatz stellt die
unspezifische Stimulation einer Immunantwort geden Tumor tber die Stimulation
endogener Effektorzellen mittels Zytokinen dar. rH@ kommen vor allem
Therapieversuche mit Interleukin-2 (IL-2) und Iféeon-o (IFN-o) zum Einsatz,
welche bislang jedoch nur geringe Erfolge erziel@asweiteren wird durch die Gabe
von Antikérpern gegen den inhibitorisch wirkendeezBptor CTLA-4 (Cytotoxic T
Lymphocyte-associated antigen-4) versucht, eineotapezifische T-Zell Antwort zu
generieren. Einen zweiten immuntherapeutischen t&nshietet die aktive
Immunisierung mittels Tumorvakzinierung. Zum kliciien Einsatz kommen hierbei
mono- oder polyvalente Impfstoffe auf Basis von |&tezytendifferenzierungs-
antigenen wie Melan-A/MART-1, gp100 und Tyrosina3abei handelt es sich um von



Melanomzellen isolierte Tumorantigene, welche aacii normalen melanozytéren
Zellen zu finden sind. Darliberhinaus gelten Cafiestis-Antigene wie z.B. MAGE-3
und NY-ESO als potenzielle Peptide. In vitro kukite und mit dem spezifischen
Tumorantigen beladene dendritische Zellen stellene eweitere Strategie der
Vakzinierung dar. Einen dritten Ansatz stellt ddoptive T-Zell-Transfer dar. Hierbei
werden periphere mononukledre Zellen aus dem Biat Melanompatienten isoliert,
mit autologen tumorantigenprasentierenden Zellenusiert und nach in vitro Selektion
und Expansion tumorantigenspezifischer Klone dentief&n transferieft*°
Verschiedene Untersuchungen konnten ex vivo disdPEvon Melan-A spezifischen
CD8" T-Zellen im peripheren Blut von Melanompatient@wi& gesunden Personen
nachweisen. Wahrend diese antigenspezifischenazyschen T-Zellen bei Gesunden
meist einen naiven Phanotyp aufwiesen, zeigteiZelien bei Melanompatienten zum
GroRteil einen Effektor-Phanotyp (CD45RE&CR7) mit der Fahigkeit der Interferon-
(IFN-y)  Produktion’*’® Studien, in denen Patienten in fortgeschrittenen
Melanomstadien mit adoptivem T-Zell-Transfer undk¥faierung behandelt wurden,
konnten einen deutlichen Frequenzanstieg der tumtigemspezifischen zytotoxischen
T-Zellen im peripheren Blut sowie eine Ansammlungsdr Zellen im Tumorgewebe
selbst belegen. Desweiteren konnte ein UberlebesediZellen fiir mehrere Wochen
gezeigt werden?*°%>*>>7% |n deutlicher Diskrepanz zu diesen Ergebnisseht st
geringe klinische Ansprechrate der Melanompatientérsache hierflir scheinen
multiple, die T-Zell Funktion inhibierende, negategulatorische Mechanismen in der
Mikroumgebung des Tumors zu sein. So konnte bemeit®ehreren Studien gezeigt
werden, dass tumorantigenspezifische T-Zellen inmdngewebe einen aktivierten
Effektor-Phanotyp (CD45RACCR7 oder CD45RA CCR7) aufweisen. Diese
tumorinfiltrierenden, antigenspezifischen T-Zellegigten jedoch in ex-vivo Analysen
im Gegensatz zu den im peripheren Blut befindliclatigenspezifischen T-Zellen
keine Funktionalitat. So fehlte den Melan-A spexifien CD8 Effektor-T-Zellen der
untersuchten Lymphknoten und Fernmetastasen dieigk&ih einer adaquaten
Produktion von IFNy, Perforin und Granzym B?*""Einige wichtige auf die T-Zell
Funktion negativ regulatorisch wirkende Mechanismdmeim malignen Melanom

wurden bereits identifiziert und sollen im Folgendeiher behandelt werden.



1.3 Immunescape-Mechanismen beim malignen Melanom

Bereits 1995 wurde von Denfeld et al. auf Melandieresine verminderte Expression
von B7-1 (CD 80) und B7-2 (CD 86), welche wichtiestimulatorische Faktoren der
T-Zell Aktivierung darstellen, nachgewies€rJber die Bindung von B7-1 und B7-2
an den CD-28 Rezeptor der T-Zellen werden wichtigstimulatorische Signale
generiert, welche fir eine optimale T-Zell Aktiviei)g von Bedeutung sind. So konnte
gezeigt werden, dass eine Stimulation des T-ZelleRtors ohne B7 Kostimulation
(fehlende Bindung von B7 an den CD28 Rezeptor déellen) mit einer verminderten
bzw. ausbleibenden T-Zell Antwort einhergéft Diese Inaktivitat seitens der T-Zellen
bestétigte sich auch in einem Mausmodell mit B7atiggn Tumorert? Desweiteren
konnte in einem anderen Mausmodell durch direktstikalation der CD8 T-Zellen
mittels B7-transfizierter Melanomzellen eine Absin§ des Tumors erzielt werdéh.
Einen weiteren wichtigen T-Zell Regulationsmechanis stellen die CDZ5FoxP3
CD4" T-regs dar. Bei diesen regulatorischen T-Zellemdeét es sich um eine
Subpopulation von T-Zellen mit verstarkter Expressiles transkriptionalen Regulators
FoxP3, welcher die Aktivierung von T-Zellen hemmtuwnter anderem auch periphere
autoreaktive T-Zellen kontrollielf Bei verschiedenen Tumoren wurde im
fortgeschrittenen Stadium ein Anstieg an zirkulelen CD25 FoxP3 CD4" T-regs
nachgewiesef?. Desweiteren konnte auch in Lymphknotenmetastasen maalignen
Melanomen eine erhdhte Expression von regulatagisch-Zellen gezeigt werden,
welche in vitro die Proliferation und Zytokinproduktion von CD2®4" und CDS§ T-
Zellen inhibiertef* In préklinischen Versuchen mit monoklonalen ari-25
Antikorpern konnte zudem eine verbesserte Tumorkbatn vivo erzielt werderi?

Als weiterer wichtiger negativ regulatorischer Faktder T-Zell Funktion ist die
metabolische Dysregulation im Tumorgewebe durch Tdgptophan katabolisierende
Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) zu nennentdbulie lokale Limitierung von
Tryptophan scheint IDO sowohl die Proliferationoadlaktiver T-Lymphozyten zu
blockieren, als auch Immunantworten durch Beeistlng der T-Zell Proliferation zu
supprimieren. Die Expression von Indalomin-2,3-Bigenase konnte bei zahlreichen
Tumoren nachgewiesen werden, so auch im Tumorgewabeetastasierten malignen
Melanomerf? Neben der direkten Expression auf Tumorzellen kHP® auch auf
Tumor infiltrierenden dendritischen Zellen und Etidszellen exprimiert werdett Das



Oberflachenmolekul CTLA-4 stellt einen weiterenibitorisch fungierenden Rezeptor
der T-Zell Aktivierung dar. CTLA-4 wird auf aktiviken T-Zellen exprimiert und
besitzt, homolog zu CD-28, die Fahigkeit zur Bingwon B7-1 und B7-2, jedoch mit
einer vergleichsweise hdheren Affinitat. Auf dies#&/eise kann CTLA-4
Immunantworten blockieren und unerwiinschte unsisebé Immunantworten gegen
korpereigene Proteine verhindern. Studien mit AfiA-4 Antikérpern und
Vakzinierung bei Patienten in fortgeschrittenen ameimstadien konnten eine direkte
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen sowie eine beagree Tumorregression

nachweiseri®3% "3

1.3.1 Programmed-death-factor 1 (PD-1) und seine ganden

Der Programmed-death-factor 1 (PD-1, CD279) undhesdiiganden Programmed-
death-ligand 1 und 2 (PD-L1, PD-L2) liefern inhdsische Signale, welche die
Balance zwischen T-Zell Aktivierung und T-Zell Tad@z regulieren. PD-1 ist ein 50-
55-kDA transmembraner Rezeptor vom Typ 1 und Meylder Ig-Superfamilie. PD-1
wird auf aktivierten B-und T-Zellen, sowie Monoegt und dendritischen Zellen
exprimiert. Die PD-1 Liganden Programmed-death-ligan(PD-L1, B7-H1, CD274)

und Programmed-death-ligand 2 (PD-L2, B7-DC, CD25t8)len ebenfalls Mitglieder

der Ig-Superfamilie dar, zeigen jedoch deutliche tedsthiede in ihrem

Expressionsspektrum. Wahrend PD-L1 auf ruhendenaktigierten B- und T-Zellen

sowie myeloiden und dendritischen Zellen exprimierrd, findet sich PD-L2

vorzugsweise auf Makrophagen und dendritischenedelDartberhinaus wird PD-L1
auf einer Vielfalt nicht hamatopoetischer Zelltyperprimiert, unter anderem auf
GefalRendothelzellen, Epithelzellen, Muskelzelleep&tozyten sowie auf Inselzellen
des Pankreas und auf Plazentazellen. Die Bindurgy Riezeptors PD-1 an seine
Liganden bewirkt neben einer verminderten T-ZedlliRgration auch eine Abnahme der
Zytokin Produktion, dariiberhinaus kann eine Apoptaer Lymphozyten induziert
werden. Dies lasst eine regulatorische FahigkeitRD-L1 auf autoreaktive T- und B-
Zellen und entziindliche Prozesse sowie eine stdaeRunktion des Liganden im
Rahmen von Abwehrreaktionen vermutdA®*’#"® So konnten Studien eine
Schlusselrolle von PD-1 und seinen Liganden beteakund chronischen Infektionen
nachweisen. Dem PD-1/PD-L Signalweg scheint hiedieeAufgabe der Regulation der



Balance zwischen effektiver antimikrobieller Immeaktion und Immunsystem
vermittelter Gewebezerstérung zuzukommen. Es komszeigt werden, dass mit
Adenovirus infizierte PD-1 Mause zwar rascher eine Elimination des Virusiehen,
jedoch im Vergleich zur Gruppe der Wildtyp Mauseesi deutlichen hepatozellularen
Schaden entwickelff. Dariiberhinaus gibt es Hinweise, dass verschieder@ische
Infektionen verursachende Mikroorganismen den FEDIL Signalweg nutzen, um
sich einer Reaktion des Immunsystems zu entzieheneine persistierende Infektion
etablieren zu konnen. So konnte bei Mausen, weloche dem lymphozytaren
Choriomeningitis Virus (LCMV) infiziert waren, einedeutlich verminderte
Proliferationsfahigkeit und reduzierte Zytokinprétion der CDS8 virusspezifischen T-
Zellen nachgewiesen werden. Weitere Untersuchumggaben eine vergleichsweise
hohe PD-1 Expression der dysfunktionellen T-ZellEme Antikoérper induzierte PD-
L1 Blockade der chronisch infizierten Méause fuhrte einer Wiederherstellung der
Funktionalitat der zuvor dysfunktionellen virussiischen CD8 T-Zellen,
gekennzeichnet durch eine erhdhte H-Nad TNFe Produktion sowie eine reduzierte
Viruslast der Tiere im Vergleich zur unbehandeltdtergleichsgruppé&® Eine
funktionelle Dysregulation virusspezifischer CDg-Zellen in vivo sowie eine
Wiederherstellung der Funktionsfahigkeit dieserledeldurch Blockierung des PD-
1/PD-L1 Signalwegsin vitro konnte auch bei chronischen HIV, HBV und HCV
Infektionen gezeigt werdei®”®*Neben der Bedeutung im Rahmen von Infektionen
scheint die PD-1/PD-L1 Interaktion eine ausschlaggede Rolle in der Regulation von
peripherer T-Zell Toleranz und Autoimmunitdt zu een. Verschiedene
Studienergebnisse weisen daraufhin, dass die Bgduon auf Gewebezellen
exprimiertem PD-L1 an den Rezeptor PD-1 das Gewelbeautoimmunen Angriffen
schiitzen kann. So entwickelten PD-IMause eine autoimmun induzierte dilatative
Kardiomyopathi€” In einem anderen Modell fiihrte ein PD-1 bzw. PDRéfizit der
Mause bei nachgewiesener hoher Expressionsrate WirL1 auf den
Pankreasinselzellen zum akuten Auftreten einesiraatan induzierten Diabetes mit
vermebhrter Infiltration mit IFN-y produzierenden 8DT-Zellen’?Uber die Interaktion
zwischen PD-1 und auf der Plazenta exprimierten LRanden soll durch eine
Unterdrickung des mutterlichen Immunsystems eite-rfeaternale Toleranz erreicht
werden?® Desweiteren konnte in Transplantationsmodellen kiéusen auch eine

regulatorische Funktion des PD-1/PD-L Signalwegs BdstoRungsreaktionen



allogener Transplantate belegt werden. So konmie dbchregulation von PD-L1 auf
transplantiertem Gewebe nach allogener Herztransgilan nachgewiesen werden.
Unter Anwendung von PD-L1 blockierenden Antikdrpeeigte sich eine beschleunigte
AbstoRungsreaktion des transplantierten Gew&hEfie T-Zellfunktion inhibierende
Wirkung des PD-1/PD-L Signalwegs spielt daribertin@ine Schlisselrolle in der
Tumorimmunitat. Die Expression von PD-L1 konnte, Begensatz zu normalem
Gewebe, auf einer Vielzahl solider Tumoren in siachgewiesen werden, so unter
anderem auf Lungen-, Ovarial-, Nierenzell- und dd&hrzinomen sowie malignen
Melanomen'® Retrospektive Studien bei Patienten mit Nierenzeffinomen konnten
eine Korrelation zwischen der PD-L1 Expressionsnatel der Krankheitsprognose
nachweisen. So war eine hohe Expressionsrate venlP2itens des Tumors mit einer
signifikant schlechteren Krankheitsprognose derieRtn assoziiert. Desweiteren
konnte eine PD-1 Expression der tumorinfiltrieremdgymphozyten gezeigt werden.
Auch hier war eine Tumorinfiltration mit PD-1 exgrierenden Lymphozyten mit einer
ungiinstigen Tumorpathologie und einer vermindettterlebensrate der Patienten
vergesellschaftéf:® Ein Zusammenhang zwischen hoher PD-L1 Expressitnsies
Tumors und ungunstiger Prognose der Erkrankung eviadch bei Patienten mit
Ovarial-, Mamma- und Osophaguskarzinom beschriéb&r{®In mehreren Modellen
ist es bereits gelungen durch Blockade der PD-L11Rbteraktion eine Eradikation des
Tumors bzw. eine verbesserte Tumorkontrolle zu emi Im Rahmen einer
antikorperinduzierten PD-1 Blockade humaner melaspanifischer CD8 T-Zellen
zeigte sichin vitro eine vermehrte Proliferation funktionsfahiger Tuardigen
spezifischer T-Zellen mit einer erhdhten Fahigldat Antigenerkennung. In einem
Mausmodell mit Melanom- und Colonkarzinomzellen deudurch den Einsatz eines
murinen blockierenden anti-PD-1 Antikorpers in Kanation mit GM-CSF ein
signifikanter Anstieg von Anzahl, Wirksamkeit und ktAitatsdauer der
tumorspezifischen T-Zellen erzielt. AufRerdem konrdgme deutlich verlangerte
Uberlebenszeit der behandelten Tiere im Vergleich Gruppe der nur mit GM-CSF
behandelten Méause gezeigt werden. Das WachstumMyaiomzellen in Mausen
konnte durch die Applikation eines murinen anti-BDAntikérpersin vivo signifikant
eingedammt werden, in Pcd&ITieren gelang sogar eine komplette Unterdriickuesy d

Tumorwachstumg?29-31:41.74



1.4 Zielsetzung

Die Identifizierung spezifischer Tumorantigene s®wider Nachweis von
tumorantigenspezifischen T-Zellen bei Patienten m#lignem Melanom haben zur
Entwicklung verschiedener immuntherapeutischer &redn gefihrt. Einen wichtigen
immunmodulierenden Therapieansatz stellt hierber dgnsatz von Melan-A
spezifischen CD8T-Zellen dar’t**°

Um die Rolle von Melan-A spezifischen T-Zellen inatinen der Immunantwort bei
Patienten mit malignem Melanom genauer zu definiewaurden in einem ersten Teil
der Arbeit die peripheren mononuklearen Zellen d@® Melanompatienten unter
Beriicksichtigung des Tumorstadiums durchflusszytasol auf den prozentualen
Anteil Melan-A spezifischer CD8T-Zellen untersucht. Ziel dieses Versuchsansatzes
war es, eine mogliche Korrelation zwischen der teeq der Melan-A spezifischen T-
Zellen und dem Tumorstadium nachzuweisen, welcheck&ihlisse auf die
Entwicklung der korpereigenen, tumorspezifischermimabwehr im Rahmen der
Tumorausbreitung liefern konnte.

In einem zweiten Ansatz wurden die Melan-A specifen CD8 T-Zellen mittels der
Oberflachenmolekile CCR7 und CD45RA phanotypisiea.den verschiedenen T-Zell
Phanotypen verschiedene Funktionen des Abwehrsgstaugeordnet werden

n’°%%% solite dieser Versuchsansatz vor allem dazu dietas AusmaR und die

konne
Effektivitat der korpereigenen Tumorabwehr naherbaschreiben. Unterschiede im
Aktivierungsgrad der Melan-A spezifischen T-Zellemter Bertcksichtigung des
Tumorstadiums kénnten wichtige Hinweise auf die K&iom der Melan-A spezifischen
T-Zellen im Hinblick auf die Tumorausbreitung liefer

Ein elementares Problem stellt die, trotz Nachweis erhohten Frequenzen Melan-A
spezifischer T-Zellet?>%® enttauschende klinische Ansprechrate der Melanoerpati
dar?®°**""Dies wird auf verschiedene, die T-Zell Funktionibierende, Mechanismen
zurtckgefuhrt, wobei bei Patienten mit malignem &nelm der PD-1/PD-L1 Signalweg
von entscheidender Bedeutung zu sein sch&fit!"or diesem Hintergrund wurde
in einem dritten Teil dieser Arbeit die prozentuBlB-1 Expressionsrate der Melan-A
spezifischen CD8T-Zellen und deren Phanotypen in Abhangigkeit viumorstadium
analysiert. DarUberhinaus erfolgte eine Gegenudarsg der Ergebnisse mit den

Resultaten fiir die Population der PDADS" T-Zellen und deren Subgruppen. Hierbei



stand die Fragestellung im Vordergrund, ob Unteesteghin der PD-1 Expressionsrate
der untersuchten T-Zellen in Abhangigkeit von Tustadium sowie im Zellvergleich

zu erkennen sind.
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2. Ergebnisse

2.1 Charakterisierung der Melan-A spezifischen CD8 T-Zellen in Abh&ngigkeit

vom Tumorstadium

In der Immunreaktion des Korpers gegen Tumorenisthe zellulare Immunantwort
von entscheidender Bedeutung zu sein. Aus dieseamdGwurden die peripheren
mononukledren Zellen von 100 Melanompatienten zustadurchflusszytometrisch auf
die Expression der T-Zellmarker CD3 und CD8 sowitilare Spezifitat bezuglich des
Melanozytendifferenzierungsantigens Melan-A anafysiAlle Analyseergebnisse sind
im Folgenden graphisch in Form von Saulendiagramdaegestellt. Hierbei entspricht
die Hohe einer Saule dem Mittelwert der Frequenzadalysierten Zellpopulation aller
untersuchten Patientenproben in  dem entsprechendemorstadium. Der
Standardfehler wird Uber den jeweiligen Fehlerbalk@ngegeben. Darlberhinaus
werden die Anzahl der untersuchten Patienten saligeexperimentell ermittelten
zugehdrigen Mittelwerte und Standardfehler der ymatten Zellpopulation fir die
Tumorstadien 1 bis 4 nochmals jeweils tabellaresatyelistet.

2.1.1 Die Frequenz der Melan-A spezifischen CD8T-Zellen steigt signifikant mit

dem Tumorstadium

Die Abbildung 1 sowie Tabelle 1 geben die Ergelmnidsr Analyse der Population der
Melan-A spezifischen CD8T-Zellen wieder. Die Frequenz der Melan-A speghisn
CD8" T-Zellen war im Stadium 1 mit einem Mittelwert vor016% am geringsten. Die
Analyse der Patientenproben der Tumorstadien 2 8ndrgab einen deutlichen
Frequenzanstieg der untersuchten Zellpopulatiorzomtahme des Krankheitsstadiums.
Die hochsten mittleren Frequenzen konnten bei deelahbmpatienten im
Tumorstadium 4 gemessen werden. Hier lag der Migdl der Melan-A spezifischen
CD8 T-Zellen bei 0,057%. Entsprechend dem definiertestatistischen
Signifikanzniveau von p<0,05 konnten beim Vergleich der Ergebnisse statisti
signifikante Unterschiede beziiglich der FrequenzMelan-A spezifischen CD8T-
Zellen in den unterschiedlichen Tumorstadien debgmen Melanoms nachgewiesen

werden. So zeigte sich zwischen Tumorstadium 1 3ir@n, mit einem p-Wert von

11



0,035 statistisch signifikanter Unterschied in dErequenz der untersuchten
Zellpopulation. Der Frequenzunterschied zwischemdnstadium 1 und 4 lasst sich
sogar als statistisch hoch signifikant einstufees\Wieiteren konnten zwischen den
Tumorstadien 2 und 4 (p=0,012), sowie zwischen 8&adien 3 und 4 (p=0,036)
statistisch signifikante Frequenzunterschiede newiesen werden. Somit konnte mit
diesem Versuch sehr deutlich gezeigt werden, dahssFrequenz der Melan-A
spezifischen CD8T-Zellen mit Zunahme des Tumorstadiums statistisigimifikant
ansteigt.

0,08 4
0,07 4
0,06 4
0,05 4
0,04 4
0,03 4

0,02 4

Frequenz Melan-A spezifische CDE+ T-Zellen [%)

0,01 4

p=0,035 | p=0,036
l p=0,012
p=0,000

1 2 3 4 Turmorstadium
|
|
J

Abb. 1: Analyse der Frequenz der Melan-A spezifisatn CD8 T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis
4 Statistisch signifikanter Anstieg der Frequenz kielan-A spezifischen CD8T-Zellen mit Zunahme
des Tumorstadiums; statistisches Signifikanzniyea,05

Untersuchungs- Mittelwert Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1 44 0,016 0,002
Tumorstadium 2 25 0,031 0,007
Tumorstadium 3 19 0,034 0,006
Tumorstadium 4 12 0,057 0,017

Tabelle 1: Analyse der Melan-A spezifischnen CD8T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4
Tabellarische Auflistung von Anzahl der untersuah®atienten, Mittelwert und Standardfehler
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2.1.2 Die Frequenz der Melan-A spezifischen naivel€D8" T-Zellen ist im
Tumorstadium 2 statistisch signifikant erniedrigt

60 -
50
40
30

20 A

Frequenz Melan-4 spezifische CO45RA+ CCRT+ CD8+ T-Zellen [%)

1 9 3 4 Turmorstadiurm

p=0,021

Abb. 2: Analyse der Frequenz der Melan-A spezifisan naiven CD8T-Zellen in den Tumorstadien
1 bis 4 Statistischsignifikanter Unterschied der Frequenz der anafiesieZellpopulation zwischen den
Tumorstadien 1 und 2; statistisches Signifikaneaivp< 0,05

Untersuchungs- Mittelwert Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1 42 44,660 4,427
Tumorstadium 2 24 29,684 4,934
Tumorstadium 3 18 43,614 5,048
Tumorstadium 4 12 29,846 4,208

Tabelle 2: Analyse der Melan-A spezifischen naive@D8" T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4
Tabellarische Auflistung von Anzahl der untersuah®atienten, Mittelwert und Standardfehler

Im Weiteren wurden die Melan-A spezifischen CDd-Zellen mittels der
Aktivierungsmarker CD45RA und CCR7 charakterisiemid deren prozentuale
Verteilung auf die verschiedenen Phénotypen aretysfbbildung 2 und Tabelle 2
zeigen die Ergebnisse dieses Experiments fiir digp&ulation der naiven, CD45RA
CCR7 T-Zellen. Der Vergleich der Mittelwerte der Freqaeler Melan-A spezifischen

naiven CD8 T-Zellen in den unterschiedlichen Tumorstadienabrgrhohte mittlere
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Zellfrequenzen in den Tumorstadien 1 und 3. Dielysnerten Patientenproben der
Tumorstadien 2 und 4 hingegen zeigten vergleichsavaeutlich geringere Mittelwerte.
Im Tumorstadium 1 war der Mittelwert der Frequerz Melan-A spezifischen naiven
CD8" T-Zellen mit 44,66% am hochsten, der geringstaeMitert wurde mit 29,684 %
im Tumorstadium 2 ermittelt. Trotz deutlicher Fregaunterschiede der analysierten
Zellpopulation in den verschiedenen Krankheitsstadreigte sich lediglich zwischen
Tumorstadium 1 und 2 ein mit einem p-Wert von 0,02atistisch signifikanter
Unterschied. Somit konnte eine statistisch sigaiite Frequenzabnahme der Melan-A

spezifischen naiven CDg-Zellen im Tumorstadium 2 nachgewiesen werden.

2.1.3 Die Frequenz der Melan-A spezifischen Zentrabedachtnis CD8 T-Zellen
ist im Tumorstadium 2 statistisch signifikant erhoht

Frequenz Melan-A spezifische CD4ERA- CCRT+ CDE+ T-Zellen [%4)

1 2 3 4 Turnorstadiurm

p=0.005

Abb. 3: Analyse der Frequenz der Melan-A spezifisadn Zentral-Gedachtnis CD8 T-Zellen in den
Tumorstadien 1 bis 4 Statistisch signifikant erhéhte Frequenz der Melamspezifischen Zentral-
Gedachtnis CD8T-Zellen im Tumorstadium 2; statistisches Sigrifikniveau p< 0,05
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Untersuchungs- Mittelwert Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1 42 1,023 0,626
Tumorstadium 2 24 9,276 4,111
Tumorstadium 3 18 3,75 1,293
Tumorstadium 4 12 4,312 2,430

Tabelle 3: Analyse der Melan-A spezifischen ZentraGedachtnis CD8 T-Zellen in den
Tumorstadien 1 bis 4Tabellarische Auflistung von Anzahl der untersuohRatienten, Mittelwert und
Standardfehler

Abbildung 3 und Tabelle 3 zeigen die Ergebnisseddechflusszytometrischen Analyse
fiir die Subpopulation der Zentral-Gedachtnis-T-@@e{CD45RA CCR7). Der héchste
Mittelwert der Melan-A spezifischen Zentral-Gedaitit CD8 T-Zellen wurde mit
9,276 % im Tumorstadium 2 ermittelt. Die Tumorsgadil, 3 und 4 zeigten deutlich
geringere mittlere Zellfrequenzen der untersuch#ilpopulation. Der geringste
Mittelwert zeigte sich mit 1,023 % im TumorstadidmDie statistische Analyse auf
Basis der experimentell ermittelten Daten ergab nerei deutlich signifikanten
Unterschied zwischen den Tumorstadien 1 und 2. ®@fert lag hier bei 0,005.
Zwischen den restlichen Tumorstadien waren Kkeinatisisch signifikanten

Unterschiede nachweisbar.

2.1.4 Die Frequenz der Melan-A spezifischen EffekteGedachtnis CD8 T-Zellen
ist im Tumorstadium 1 statistisch signifikant ernierigt

Die Analyseergebnisse der Subpopulation der Effek@edachtnis CD8 T-Zellen
(CD45RA CCRY7) der 100 Melanompatienten sind der Abbildung 4 tiabelle 4 zu
entnehmen. Die Frequenz der Melan-A spezifischefekEfr-Gedachtnis CD8T-
Zellen war im Tumorstadium 1 mit einem Mittelwedn/9,824 % am geringsten. Die
Tumorstadien 2 bis 4 hingegen zeigten deutlich r@maittlere Zellfrequenzen, der
hdchste Mittelwert wurde mit 25,110 % im Tumorstad 4 ermittelt. Die statistische
Auswertung ergab signifikante Frequenzunterschigele analysierten Zellpopulation
zwischen den Tumorstadien 1 und 2 (p=0,003), Tutadisn 1 und 3 (p=0,035) sowie
Tumorstadien 1 und 4 (p=0,002).
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Abb. 4: Analyse der Frequenz der Melan-A spezifisabn Effektor-Gedachtnis CD8 T-Zellen in den
Tumorstadien 1 bis 4 Statistischsignifikant erniedrigte Frequenz der Melan-A speelien Effektor-
Gedachtnis CD8T-Zellen im Tumorstadium 1; statistisches Sigrifigniveau p< 0,05

Untersuchungs- Mittelwert Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1 42 9,824 2,122
Tumorstadium 2 24 21,370 2,712
Tumorstadium 3 18 18,642 4,515
Tumorstadium 4 12 25,110 3,450

Tabelle 4: Analyse der Melan-A spezifischen EffekteGedachtnis CD8 T-Zellen in den
Tumorstadien 1 bis 4Tabellarische Auflistung von Anzahl der untersuohRatienten, Mittelwert und
Standardfehler

2.1.5 Die Frequenz der Melan-A spezifischen EffekteGedachtnis-RA"™ CD8™ T-
Zellen zeigt keine statistisch signifikante Korrelaton mit dem Tumorstadium

Analog zu oben aufgefiihrten Experimenten wurde almhPhanotyp der Effektor-
Gedachtnis-RA T-Zellen (CD45RA CCR7) durchflusszytometrisch analysiert.
(Abbildung 5 und Tabelle 5). Hierbei zeigten sich allen 4 Tumorstadien
vergleichsweise hohe mittlere Zellfrequenzen derlamté\ spezifischen Effektor-
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Gedéachtnis-RA CD8" T-Zellen. Der hochste Mittelwert wurde mit 39,466 im
Tumorstadium 4 ermittelt, der niedrigste Wert zeigich mit 29,721 % bei den
Melanompatienten im Tumorstadium 3. Die statisescAuswertung flur diese
Subpopulation ergab keine signifikanten Untersahied

50 -
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Frequenz Melan-4& spezfische CO45RA+ CCRT- COB+ T-Zellen [%)

=
L

1 2 3 4 Tumorstadium

Abb. 5: Analyse der Frequenz der Melan-A spezifisan Effektor-Gedachtnis-RA" CD8" T-Zellen
in den Tumorstadien 1 bis 4 Keine statistisch nachweisbare Korrelation zwischmiitleren
Zellfrequenzen und Tumorstadium; statistisches ikgmzniveau p< 0,05

Untersuchungs- Mittelwert Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1 42 34,889 4,150
Tumorstadium 2 24 34,312 4,703
Tumorstadium 3 18 29,712 5,328
Tumorstadium 4 12 39,466 6,586

Tabelle 5: Analyse der Melan-A spezifischen EffekteGedéchtnis-RA™ CD8" T-Zellen in den
Tumorstadien 1 bis 4Tabellarische Auflistung von Anzahl der untersuohRatienten, Mittelwert und
Standardfehler
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2.2 Charakterisierung der PD-I Melan-A spezifischen CD8 T-Zellen in

Abhangigkeit vom Tumorstadium

Der Rezeptor Programmed-death-factor 1 (PD-1) stheds negativ regulatorischer
Mechanismus der T-Zellfunktion in der Immunreaktaes Korpers gegen das maligne
Melanom von entscheidender Bedeutung zu sein. Aaseioh Grund wurden sowohl die
CD8" als auch die Melan-A spezifischen CDJ-Zellen und deren jeweilige

Subpopulationen auf die Expression von PD-1 untértsu

2.2.1 Die Frequenz der PD-1 Melan-A spezifischen CD8 T-Zellen ist in den

Tumorstadien 3 und 4 statistisch signifikant erhoht

Die Abbildung 6 und Tabelle 6 zeigen die ErgebniseAnalyse der PD-1 Expression
fiir die Zellpopulation der Melan-A spezifischen CDBZellen.Da diese zytotoxischen
T-Zellen  spezifisch gegen das von den  Tumorzellenxprimierte
Melanozytendifferenzierungsantigen Melan-A geritht®nd, konnte eine PD-1
Expression dieser Zellen eine bedeutende Rolle iahnien der koérpereigenen
Immunabwehr des Tumors spielen. Wie den folgendedildungen zu entnehmen ist,
zeigte sich ein deutlicher Frequenzunterschied RIBrl exprimierenden Melan-A
spezifischen CD8 T-Zellen zwischen den frihen Tumorstadien 1 undin2 den
fortgeschrittenen Krankheitsstadien 3 und 4. Saaleeg sich im Stadienvergleich
niedrige mittlere Zellfrequenzen Melan-A spezifisctPD-1 CD8" T-Zellen in den
Tumorstadien 1 und 2. Der niedrigste Mittelwert detipopulation wurde mit 18,88 %
im Tumorstadium 2 ermittelt. Die Tumorstadien 3 uAdzeichneten sich durch
vergleichsweise hohere Mittelwerte aus. So waPdlel Expressionsrate mit 36,702 %
aller Melan-A spezifischen CD8T-Zellen im Tumorstadium 4 am hochsten. Als
statistisch signifikant konnten die Unterschiede pi®zentualen PD-1 Expression der
analysierten Zellpopulation zwischen den Tumorstad und 3 (p=0,054) sowie 2 und
4 (p=0,029) gewertet werden. Desweiteren erwied sier Frequenzunterschied

zwischen Tumorstadium 1 und 4 mit einem p-Wert @9 als statistisch signifikant.
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Abb. 6: Analyse der Frequenz der PD-1Melan-A spezifischen CD8 T-Zellen in den Tumorstadien
1 bis 4 Statistisch signifikant erhéhte Frequenz der PIMElan-A spezifischen CD8-Zellen in den
Tumorstadien 3 und 4; statistisches Signifikanzaivp< 0,05

Untersuchungs- Mittelwert Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1 41 21,952 3,953
Tumorstadium 2 23 18,880 2,278
Tumorstadium 3 18 32,763 6,102
Tumorstadium 4 12 36,702 6,864

Tabelle 6: Analyse der PD-1 Melan-A spezifischen CD8 T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4
Tabellarische Auflistung von Anzahl der untersuah®atienten, Mittelwert und Standardfehler

2.3 Gegeniiberstellung der Analyseergebnisse der PD-CD8" T-Zellen und der
PD-1" Melan-A spezifischen CD8T-Zellen

Um mogliche Unterschiede der PD-1 Expression zveschllen CD8 T-Zellen und
den Melan-A spezifischen CD8T-Zellen ermitteln zu konnen, wurden die
Analyseergebnisse dieser beiden Populationen sovderen  Subgruppen
gegenubergestellt und statistisch ausgewertet.
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2.3.1 Der prozentuale Anteil der PD-1 T-Zellen ist in der Population der Melan-A
spezifischen CD8 T-Zellen im Vergleich zu der Population der

CD8" T-Zellen in den Tumorstadien 1, 3 und 4 statistidt signifikant erhoht

In einem ersten Ansatz wurde der prozentuale AMEi1 exprimierender CD8T-
Zellen mit dem prozentualen Anteil PD-1 exprimieten Melan-A spezifischer CD8
T-Zellen verglichen. Unterschiede in dem prozemmahnteil PD-1 T-Zellen dieser
Populationen kdnnten Erklarungen fir eine mangelmaeunantwort des Korper gegen
das maligne Melanom liefern.

Wie in Abbildung 7 und Tabelle 7 dargestellt, war dnteil an PD-1 CD8" T-Zellen
mit einem Mittelwert von 18,306% im Tumorstadiumath hochsten. Der geringste
prozentuale Anteil PD-1 exprimierender CDB-Zellen wurde im Stadium 4 ermittelt
(Mittelwert 12,134 %). Wie in Abschnitt 2.2.1 beeeausfihrlich beschrieben, zeigte
sich unter den Melan-A spezifischen CD8-Zellen eine geringe prozentuale PD-1
Expression in den Tumorstadien 1 und 2, wahrendsthdien 3 und 4 deutlich hohere

Frequenzen an PD-1 exprimierenden Zellen aufwiesen.
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Abb. 7: Vergleich der Frequenz der PD-1 CD8" T-Zellen und PD-1" Melan-A spezifischen CD8 T-
Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4Statistisch signifikant erhéhter Anteil PD-T-Zellen unter den
Melan-A spezifischen CD8-Zellen im Vergleich mit allen CO8T-Zellen in den Tumorstadien 1,3 und
4; statistisches Signifikanzniveau®,05
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Untersuchungs- Mittelwert | Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1
*PD-1' CD8' 44 14,022 1,129
*PD-1" MelA* CD§&' 41 21,951 3,953
Tumorstadium 2
-PD-1"CD8" 25 18,306 1,944
*PD-1" MelA* CD8' 23 18,880 2,278
Tumorstadium 3
+ PD-1" CD§' 19 13,712 2,021
« PD-I' MelA* CD8' 18 32,763 6,102
Tumorstadium 4
*PD-1' CD8" 12 12,134 1,844
*PD-1" MelA* CD8' 12 36,702 6,864

Tabelle 7: Gegeniiberstellung der Analyseergebnissger PD-1" CD8" T-Zellen und der PD-T'
Melan-A spezifischen CD8T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4Tabellarische Auflistung von
Anzahl der untersuchten Patienten, Mittelwert utah8ardfehler

In der Gegeniiberstellung der Zellpopulationen eeigtie Melan-A spezifischen CD8
T-Zellen in allen Tumorstadien einen deutlich h@meprozentualen Anteil an PD-1
Zellen im Vergleich mit allen CD8 T-Zellen. Die statistische Auswertung der
Ergebnisse ergab diesbezlglich signifikante Fregueterschiede fur die Tumorstadien
1 (p=0,028), 3 (p=0,015) und 4 (p=0,003).

2.3.2 Der prozentuale Anteil der PD-1 T-Zellen ist in der Population der naiven
CD8" T-Zellen im Vergleich zu der Population der MelanA spezifischen
naiven CD8 T-Zellen in den Tumorstadien 1 und 4 statistisch ignifikant

erniedrigt

Abbildung 8 und Tabelle 8 sind die Ergebnisse degehiiberstellung der PD-haiven
CD8" T-Zellen und der PD-1 Melan-A spezifischen naiven CDS8T-Zellen zu
entnehmen. Die Population der naiven T-Zellen istrcd die Expression der
Oberflachenmarker CCR7 und CD45RA charakteriskit. die Population der PD-1
naiven CD8 T-Zellen ergaben sich ahnliche Mittelwerte in alléumorstadien, es
zeigte sich eine Tendenz erhéhter mittlerer Fregerenin den Tumorstadien 1 und 2
(Mittelwerte 5,076 % und 4,125 %) im Vergleich zend Tumorstadien 3 und 4
(Mittelwerte 2,679 % und 2,485 %). Die Analyse d&D-1" Melan-A spezifischen
naiven CD8 T-Zellen ergab erhohte Zellfrequenzen in den Ttamlien 1 (Mittelwert
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21,138 %) und 4 (Mittelwert 27,775 %), die Tumods:m 2 und 3 wiesen
vergleichsweise geringe mittlere T-Zellfrequenzeh @Mittelwerte 10,75 % und 9,0
%). In der Gegenuberstellung der beiden Populatiogergaben sich signifikante p-
Werte fur die Tumorstadien 1 (p=0,001) und 4 (p4a).
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Abb. 8: Vergleich der Frequenz der PD-1 naiven CD8 T-Zellen und der PD-T Melan-A
spezifischen naiven CDB8 T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4Statistisch signifikant erhohte
Frequenz der PD1T-Zellen unter den Melan-A spezifischen naiven CD&ellen im Vergleich mit
allen naiven CD8T-Zellen in den Tumorstadien 1 und 4; statistisc8ggnifikanzniveau g 0,05

Untersuchungs- Mittelwert | Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1
*PD-1' CD45RA" CCRT 44 5,076 0,512
*PD-1" MelA* CD45RA" CCR7 39 21,138 4,652
Tumorstadium 2
*PD-1" CD45RA" CCR7 25 4,125 0,740
*PD-1"MelA" CD45RA' CCR7 20 10.75 3.361
Tumorstadium 3
*PD-1" CD45RA" CCR7 19 2,679 0,472
*PD-1" MelA* CD45RA" CCR7 18 9.0 6,0
Tumorstadium 4
*PD-1' CD45RA" CCR7 12 2,485 0,404
*PD-1" MelA+ CD45RA" CCR7 12 27 775 11.027

Tabelle 8: Gegeniiberstellung Analyseergebnisse PD-haive CD8 T-Zellen und PD-1" Melan-A
spezifische naive CDBT-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4Tabellarische Auflistung von Anzahl der
untersuchten Patienten, Mittelwert und Standaréfehl
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2.3.3 In der Gegeniiberstellung dePD-1" Zentral-Ged&chtnis CD8 T-Zellen und
der PD-1" Melan-A spezifischen Zentral-Gedachtnis CD8 T-Zellen zeigten sich
keine statistisch signifikanten Unterschiede in deffumorstadien 1 bis 4

In Abbildung 9 und Tabelle 9 sind die Resultate d&egeniuberstellung der
Subpopulation der PD=1Zentral-Gedachtnis CD8T-Zellen (CD45RA CCR7) sowie

der PD-T Melan-A spezifischen Zentral-Gedachtnis CO8Zellen (CD45RACCR7)
aufgefihrt.
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Abb. 9: Vergleich der Frequenz der PD-1 Zentral-Gedachtnis CD8 T-Zellen und der PD-T
Melan-A spezifischen Zentral-Gedachtnis CD8 T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4keine
statistisch signifikanten Frequenzunterschiede waidbar, statistisches Signifikanznivead 0,05

Untersuchungs- Mittelwert | Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1
*PD-1" CD45RA CCR7 44 18,269 1,358
*PD-1" MelA" CD45RA CCR7 3 0 0
Tumorstadium 2
*PD-1' CD45RA CCR7 25 13,014 1,356
*PD-1" MelA" CD45RA CCRT 14 21,429 10,102
Tumorstadium 3
*PD-1" CD45RA CCR7 19 13,701 1,440
*PD-1" MelA" CD45RA CCR7 7 20.557 7.723
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Tumorstadium 4
*PD-1" CD45RA CCR7 12 11,910 1,633
*PD-1" MelA* CD45RA CCR7 5 20 12.250

Tabelle 9: Gegenuiberstellung der Analyseergebnisser PD-1" Zentral-Gedachtnis CD8 T-Zellen
und der PD-1" Melan-A spezifische Zentral-Gedachtnis CD8T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4
Tabellarische Auflistung von Anzahl der untersuah®atienten, Mittelwert und Standardfehler

Die Frequenz der PD:1Zentral-Gedachtnis CD8T-Zellen war im Stadium 1 mit
einem Mittelwert von 18,269 % am hochsten. Die Tistamlien 2 bis 4 zeigten
vergleichsweise niedrigere mittlere Zellfrequenzergbei die Mittelwerte alle im
Bereich von 11 % bis 14 % lagen. Die Analyse derIPMelan-A spezifischen
Zentral-Gedachtnis CD8T-Zellen ergab ein unterschiedliches Verteilungstar. So
fanden sich keine PD-1Melan-A spezifischen Zentral-Gedachtnis CDBZellen im
Tumorstadium 1. Die Tumorstadien 2 bis 4 wiesenMiitelwerten um 20% deutlich
hohere Frequenzen der PDMelan-A spezifischen Zentral-Gedachtnis CO8Zellen
auf. Trotz deutlicher Frequenzunterschiede zwisadenbeiden Populationen waren in

der statistischen Auswertung keine signifikantengelbnisse nachweisbar.

2.3.4 In der Gegenuberstellung der PD-1Effektor-Gedachtnis CD8" T-Zellen und
der PD-1" Melan-A spezifischen Effektor-Gedéchtnis CD8T-Zellen zeigten sich

keine statistisch signifikanten Unterschiede in deffumorstadien 1 bis 4

Die Analyse der Subpopulation der PD-Effekor-Gedachtnis CD8 T-Zellen
(CD45RA CCRY7) ergab folgende Ergebnisse (Abbildung 10 und Tali)):

Die Frequenz der PD-1Effektor-Gedachtnis CD8T-Zellen war mit Mittelwerten
zwischen 32% und 33% in den Tumorstadien 1 bishB &kenlich. Im Tumorstadium 4
zeigte sich mit einem Mittelwert von 28,446 % eimergleichsweise geringerer
prozentualer Anteil von PD=>IEffektor-Ged&chtnis CD8T-Zellen. Der Anteil dePD-

1" Melan-A spezifischen Effektor-Gedachtnis CDJ-Zellen war hingegen im
Tumorstadium 2 am hochsten (Mittelwert 46,314 %ie Deringste Frequenz dieser
Subpopulation wurde im Tumorstadium 3 ermittelt Blivert 24,155 %). Die
statistische Auswertung zeigte keine signifikankeaquenzunterschiede im Vergleich
der Population der PD=1Effektor-Gedachtnis CO8T-Zellen und der PD-1Melan-A
spezifischen Effektor-Gedachtnis CDB-Zellen in allen Tumorstadien.
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Abb. 10: Vergleich der Frequenz der PD-1 Effektor-Gedachtnis CD8 T-Zellen und der PD-T'
Melan-A spezifischen Effektor-Gedachtnis CD8 T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4keine
statistisch signifikanten Frequenzunterschiede waidbar, statistisches Signifikanznivead 0,05

Untersuchungs- Mittelwert Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1
*PD-1" CD45RA CCRY 44 32,61 1,88
*PD-1" MelA” CD45RA CCR7 20 33,03 10,264
Tumorstadium 2
*PD-1' CD45RA CCR7 25 32,993 3,056
*PD-1" MelA* CD45RA CCR7 21 46,314 7,115
Tumorstadium 3
*PD-1" CD45RA CCRY 19 33,111 2,655
*PD-1" MelA” CD45RA CCR7 11 24,155 9,541
Tumorstadium 4
*PD-1" CD45RA CCRY 12 28,446 4,613
*PD-1" MelA* CD45RA CCR7 11 34,064 10,260

Tabelle 10: Gegeniiberstellung der Analyseergebnissger PD-1" Effektor-Gedachtnis CD8 T-
Zellen und der PD-T Melan-A spezifische Effektor-Gedachtnis CD8 T-Zellen in den
Tumorstadien 1 bis 4Tabellarische Auflistung von Anzahl der untersuohBatienten, Mittelwert und
Standardfehler
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2.3.5 In der Gegeniiberstellung der PD-1Effektor-Ged&chtnis-RA" CD8' T-Zellen
und der PD-1" Melan-A spezifischen Effektor-Gedachtnis-RA CD8" T-Zellen

zeigten sich keine statistisch signifikanten Untechiede in den Tumorstadien 1 bis

4

Abbildung 11 und Tabelle 11 geben die Ergebnissefdmlyse der PD-1Effektor-
Gedachtnis-RA CD8" T-Zellen und der PD-1 Melan-A spezifischen Effektor-
Gedéachtnis-RACDS' T-Zellen wieder.
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Abb. 11: Vergleich der Frequenz der PD-1 Effektor-Gedachtnis-RA® CD8" T-Zellen und der
PD-1" Melan-A spezifischen Effektor-Gedachtnis-RA CD8" T-Zellen in den Tumorstadien 1 bis 4
keine statistisch signifikanten Frequenzuntersahigathweisbar, statistisches Signifikanzniveau0p05

Untersuchungs- Mittelwert | Standardfehler
kollektiv (n) (%)
Tumorstadium 1
*PD-1" CD45RA’ CCR7 44 17,603 1,915
*PD-1" MelA" CD45RA’ CCR7 34 18,626 5,806
Tumorstadium 2
*PD-1' CD45RA’ CCR7 25 14,462 1,219
*PD-1" MelA* CD45RA" CCR7 21 24234 6,484
Tumorstadium 3
*PD-1" CD45RA’ CCR7 19 17,249 2,821
*PD-1" MelA* CD45RA" CCR7 16 20,653 8,858
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Tumorstadium 4
*PD-1" CD45RA CCR7 12 13,866 4,060
*PD-1" MelA* CD45RA" CCR7 11 20.809 8.630

Tabelle 11: Gegeniiberstellung der Analyseergebnisser PD-1" Effektor-Gedachtnis-RA" CD8' T-
Zellen und der PD-T Melan-A spezifischen Effektor-Gedachtnis-RA CD8" T-Zellen in den
Tumorstadien 1 bis 4Tabellarische Auflistung von Anzahl der untersuohRatienten, Mittelwert und
Standardfehler

Die Frequenz PD-1Effektor-Gedachtnis-RACDS" T-Zellen war im Tumorstadien 1
mit einem Mittelwert von 17,603 % am hochsten. Ddieimum an PD-1 Effektor-
Gedachtnis-RACDS' T-Zellen wurde im Tumorstadium 4 ermittelt (Mittedrt 13,866
%). Die Analyse der Population der PD#Mlelan-A spezifischen Effektor-Gedachtnis-
RA™ CD8 T-Zellen zeigte folgende Resultate: Die niedrigstequenz der PD-1
Melan-A spezifischen Effektor-Gedachtnis-RACD8" T-Zellen wurde im
Tumorstadium 1 ermittelt (Mittelwert 18,626 %), digaximale mittlere Zellfrequenz
der Population mit einem Mittelwert von 24,234 %gee sich im Tumorstadium 2. Die
statistische Auswertung zeigte keine signifikankeaquenzunterschiede im Vergleich
der Population der PD:1Effektor-Gedachtnis-RA CD8™ T-Zellen und der PD-1
Melan-A spezifischen Effektor-Gedachtnis-RBD8" T-Zellen in allen Tumorstadien.
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3. Diskussion

3.1 Analyse der peripheren Melan-A spezifischen CD8 T-Zellen von

Melanompatienten in Abhéngigkeit vom Tumorstadium

Die Identifizierung von tumorassoziierten Antigertiagim malignen Melanom hat zur
Entwicklung verschiedener immuntherapeutischer Behamgsstrategien gefuhrt, deren
Ziel es ist, die korpereigene Antigen spezifisclkeduire Immunreaktion gegen den
Tumor zu verstarken und somit eine Tumorregressionerreichen. Eines dieser
humanen Melanomantigene stellt das HLA-A2 bindende
Melanozytendifferenzierungsantigen Melan-A/MART-Ardwelches hauptsachlich auf
Melanomzellen exprimiert wird, dartberhinaus jedodwuch auf normalen
melanozytaren Zellen zu finden {83 Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bereits
die Prasenz von Melan-A spezifischen CDB-Zellen im peripheren Blut von
Melanompatienten nachweisen. Hierbei konzentrisitdh die Analyse bislang auf
Patienten in den fortgeschrittenen Tumorstadien B8d u4 des malignen
Melanoms®?>33°283|n dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt nun erssmalf die
Analyse der peripheren Melan-A spezifischen CO8Zellen in Abhangigkeit vom
Tumorstadium gelegt. Hierbei wurden durchflusszygtmche Analysen an einem
Patientenkollektiv von 100 HLA-A2Melanompatienten in den Tumorstadien 1 bis 4
durchgefuhrt. Hier zeigte sich eine statistiscm#ikante Zunahme der Frequenz der
Melan-A spezifischen CO8T-Zellen in den Tumorstadien 3 und 4 im Vergleichden
Tumorstadien 1 und 2. Dieses Ergebnis weist aué apezifische, Tumorantigen
vermittelte Aktivierung des Immunsystems beim Uleg von den lokalen
Tumorstadien 1 und 2 zu den metastasierten Stadied 3 hin. Ursache hierfir konnte
die steigende Dichte an prasentierten Tumorantiyeng zunehmender Ausbreitung
des Tumors sein, welche zu einer verstarkten Riekamg der spezifischen T-Zellen
fuhrt. Der Nachweis von Melan-A spezifischen CDg-Zellen in den frithen
Krankheitsstadien 1 und 2 spricht fur eine Aktivieg des Immunsystems gegen den
Tumor bereits von Krankheitsbeginn an. Es musedglederucksichtigt werden, dass
auch bei gesunden HLA-A2Personen teilweise Frequenzen Melan-A spezifischer
CD8" T-Zellen gemessen wurd€n*>?und somit moglicherweise nicht der gesamte

Anteil der detektierten Melan-A spezifischen T-2Zellder Melanompatienten auf eine
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Tumorantigen assoziierte Induktion zuriickzufuhin Wrsache fur eine Tumorantigen
unabhangige Aktivierung der spezifischen T-Zellégmite, neben der Anreicherung
Melan-A spezifischer T-Zellen im Rahmen von subiklihen Hautverletzung&h auch
die Aktivierung Melan-A kreuzreaktiver T-Zellen dbrvirale, bakterielle oder humane
Proteine seif? Die ausgepragten, statistisch signifikanten Fregueterschiede
zwischen den Tumorstadien sprechen jedoch fur @ridtenteils Tumorantigen

assoziierte Rekrutierung der detektierten MelaspAzifischen T-Zellen.

3.2 Phanotypische Charakterisierung der Melan-A spafischen CD8 T-Zellen in

Abhangigkeit vom Tumorstadium

Nachdem ein Tumorstadien assoziierter Frequeneanster Melan-A spezifischen
CD8" T-Zellen gezeigt werden konnte, sollte nun gekiéetden, ob Unterschiede im
Differenzierungs- und Aktivitatsgrad der Antigeneggischen zytotoxischen T-Zellen
in Abhé&ngigkeit vom Tumorstadium zu erkennen si@fundsatzlich lassen sich
zytotoxische T-Zellen in vier Subpopulationen utdiéen, welche durch die
unterschiedliche Expression der OberflachenmolekiT&R7 und CD45RA
charakterisiert werden konnen. Infolge eines Amtgmtaktes der primér naiven,
CD45RA" CCR7 CDS8' T-Zellen kommt es zu einer Anderung der Expressien
Oberflachenmolekille  verbunden mit Anderungen der grions- und
Proliferationseigenschaften der zytotoxischen Tefel Auf diesem Weg erfolgt die
Entwicklung in Effektor- und Gedachtnis T-Zell&r’

In friheren Studien wurden bereits unterschiedliohe Frequenzen naiver Melan-A
spezifischer T-Zellen bei Melanompatienten in fedghrittenen Tumorstadien
nachgewiesef?*!In dieser Arbeit konnte nun erstmals der prozeetdateil dieser T-
Zellsubpopulation im Stadienvergleich gezeigt warde

So war der hichste prozentuale Anteil Melan-A disetier naiver CD8T-Zellen im
Tumorstadium 1 nachweisbar, mit einem signifikantérequenzunterschied zum
Stadium 2. Eine mdgliche Erklarung der hohen Fregudelan-A spezifischer naiver
CD8" T-Zellen im Stadium 1 wére, dass im Anfangsstadiden Erkrankung aufgrund
der rein lokalen Ausbreitung des Tumors eine véhtveise niedrige Antigendichte
herrscht und somit nur ein geringer Anteil der paivflumorantigen spezifischen T-
Zellen in einen Effektor- oder Gedachtnisphanotgprgeht. Im Tumorstadium 2 kann
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aufgrund der langeren Krankheitsperiode sowie dareits fortgeschrittenen
TumorgréRe eine erhohte Antigenexposition Uber reingingeren Zeitraum
angenommen werden, welche zu einer zunehmendeagéeung der naiven T-Zellen
zu Effektor- und Gedachtnis T-Zellen fuhren kéni&allusto und Lanzavecchia stellten
bereits die Hypothese auf, dass die Dauer und &tgk Antigenstimulation sowie Art
und Menge der wahrend dieser Phase zur Verfliguahestlen Zytokine einen
wichtigen Einfluss auf die Differenzierung der remv T-Zellen in Effektor- und
Gedachtnis-T-Zellen habéhAuch in den Tumorstadien 3 und 4 waren vergleicssve
hohe Frequenzen der Melan-A spezifischen naiven ‘CD&ellen nachweisbar.
Untersuchungen an Mausen haben gezeigt, dass haledlen teilweise nicht effizient
auf die Stimulation mit Tumorantigenen reagieren sowhit nicht aktiviert werden, was
eine mogliche Erklarung der vergleichsweise hohaivem T-Zellfrequenzen liefern
konnte®® Dariiberhinaus wurde nach verlangerter in vitro Kidtung eine
Reexpression von CD45RA auf zuvor CD45R&déchtnis- T-Zellen beobachtét.

Im Weiteren wurde die prozentuale Verteilung déekbr- und Gedachtnis T-Zellen in
Abhangigkeit vom Tumorstadium untersucht. Man kamvei Gruppen von CD8
Gedéachtnis T-Zellen unterscheiden: Effektor-GedéshT-Zellen (CD45RA CCR7)
und Zentral-Gedachtnis T-Zellen (CD45RECR7). Effektor-Gedachtnis T-Zellen
besitzen die Fahigkeit in peripheres Gewebe einadesan und dort, durch die
Produktion von Zytokinen wie IFN-und die Ausschuittung von Perforin, eine rasche
Immunreaktion auszulésen. Ein gewisser Anteil dékEor-Gedachtnis CDBT-Zellen
exprimiert das Oberflachenmolekiil CD45RA. DiesecEfifr-Gedachtnis-RAT-Zellen
(CD45RA" CCRY7) zeigen die hochste Perforinproduktion. Zentrati&@shtnis T-Zellen
besitzen durch die Expression des Oberflachenmidek@CCR7 die Fahigkeit in
Lymphknoten einzuwandern. Im Vergleich zu naiveZellen gewahrleisten sie eine
schnellere Immunantwort bei erneuter Antigenprasent, da sie sensitiver gegenuber
einer Antigenstimulation und unabhangiger von kostatorischen Faktoren sint>

Die durchflusszytometrische Analyse der Zentral#ddnis CD8 T-Zellen ergab
einen relativ geringen Prozentsatz dieser Subptipnlen allen Tumorstadien. Dieses
Ergebnis wére mit der Annahme eines linearen Ehktungs- und
Differenzierungsweges der CD8&ytotoxischen T-Zellen vereinbar. Nach diesem

Ansatz entwickeln sich aus naiven T-Zellen infodgeer Antigenexposition Effektor T-
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Zellen, welche erst nach erfolgter Abwehrreaktionit mRickgang der
Antigenprasentation in lang lebende Gedachtniszéitergehed®

Die Analyse der Population der Melan-A spezifisckiB45RA CCR7 CD8' T-Zellen
zeigte vergleichsweise hohe Frequenzen in den Tstadien 2, 3 und 4. Die Frequenz
der Population war im Tumorstadium 1 gegentubema#iaderen Stadien statistisch
signifikant erniedrigt. Hier konnte als mdglichesdche wiederum angefuhrt werden,
dass im Tumorstadium 1 aufgrund einer ineffektigerAntigenstimulation und
geringeren Expositionsdauer gegentber dem Tumgentin Verbindung mit einer
defizitaren Zytokinstimulation erst ein geringeanteil der naiven T-Zellen in einen
Effektorphanotyp ibergegangen ¥bie Detektion vergleichsweise hoher Frequenzen
Melan-A spezifischer Effektor-Gedéachtnis T-Zellem iden fortgeschrittenen
Tumorstadien stimmt mit den Ergebnissen andereeifgtpruppen Uberein, welche bei
Melanompatienten im Tumorstadium 3 und 4 einen hokateil Melan-A spezifischer
Effektor-Gedachtnis T-Zellen nachgewiesen hatiéf.

Die FACS-Analyse der Effektor Gedachtnis RE-Zellen ergab in allen Tumorstadien
vergleichswiese sehr hohe Zellfrequenzen, ohne Weisheines statistisch signifikanten
Unterschieds im Bezug auf die Tumorstadien. Di&sggbnis spricht fur ein effektives
Priming durch das Tumorantigen mit dem Ziel einérplereigenen Tumorabwehr von
Beginn der Erkrankung an. Die Detektion hoher Feegen Melan-A spezifischer
CD45RA" CCR7 CD§' T-Zellen bei Melanompatienten deckt sich mit degebnissen
einer anderen Arbeitsgruppe, welche bei der Untérsog von Melanompatienten in
den fortgeschrittenen Tumorstadien 3 und 4 eindrehdAnteil Melan-A spezifischer
CD45RA" CCR7 CDS8' T-Zellen nachgewiesen haben. Diese Zellen zeigkevivoals
Reaktion auf Antigen prasentierende Tumorzeller® @unsgepragte IFN-Produktion,
welche im Sinne einer tumorspezifischen Immunreaktizu werten ist® Ein
interessanter Aspekt ware es, die Fahigkeit der-yFRroduktion der Effektor-
Gedéachtnis-RA T-Zellen tumorstadienassoziiert zu untersuchen,fesizustellen, ob
bei vergleichbarer Frequenz in den Tumorstadierstidienabhéngiger Unterschied in
der Aktivitat und Effektivitat der Effektorzelleruzrkennen ist.
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3.3 Charakterisierung der peripheren PD-1 Melan-A spezifischen CD8 T-Zellen

von Melanompatienten in Abhangigkeit vom Tumorstadum

Die Diskrepanz zwischen nachweisbar erhdohten Frempre Melan-A spezifischer T-
Zellen bei Patienten mit malignem Melarftfm®® und der geringen klinischen

r"’" wird auf verschiedene, die T-Zell Funktion

Ansprechrate der Tumorpatient&
inhibierende Mechanismen zurickgefuhrt. Von besmrdeBedeutung fir die
Entstehung einer Tumorimmunitat bei Patienten naiignem Melanom scheint hierbei
der PD-1/PD-L1 Signalweg zu séi?***"“Aus diesem Grund wurde der prozentuale
Anteil PD-1 exprimierender Melan-A spezifischer COBZellen und deren Subtypen
tumorstadienabhangig bestimmt und mit dem prozémuanteil PD-1 exprimierender
CD8 " T-Zellen und deren Subtypen korreliert. In diesegeéniiberstellung zeigte die
Population der tumorantigenspezifischen CDO8Zellen in allen Tumorstadien eine
deutlich hdhere, teilweise statistisch signifikanpeozentuale PD-1 Expressionsrate.
Auch die Korrelation der Phénotypen ergab fast llwegs hohere PD-1
Expressionsraten der Melan-A spezifischen CD&ellen im Vergleich zu den CD8
T-Zellen. Von besonderer Bedeutung ist, dass edatisisch signifikant héherer
prozentualer Anteil PD-1 exprimierender Melan-A zfischer CD8 T-Zellen in den
fortgeschrittenen Tumorstadien 3 und 4 im Verglezchden Tumorstadien 1 und 2
nachgewiesen wurde. Unter Bericksichtigung des itberenachgewiesenen
Frequenzanstiegs von Melan-A spezifischen zytotbda T-Zellen in den
fortgeschrittenen Tumorstadien deutet dieses Eigatarauf hin, dass eine verstarkte
tumorspezifische Immunreaktion auch zu einer vektsdd Rekrutierung des T-Zell
inhibierenden Rezeptors PD-1 der tumorantigensigebén T-Zellen fihrt. Die These
wird dadurch gestitzt, dass im Gegenteil zur Pdioumlader tumorantigenspezifischen
PD-1" CD8" T-Zellen die Population aller CDg-Zellen keine tumorstadienabhéngige
Veranderung der PD-1 Expressionsrate zeigte.

Ahmdamazeh et al. haben ebenfalls bei Patientemetiastasiertem Melanom ex vivo
PD-1I" Melan-A spezifische CD8T-Zellen nachgewiesen, der Mittelwert lag hier
jedoch deutlich unter dem in dieser Arbeit ermi¢el Mittelwert fur diese
Zellpopulation? Es gilt hierbei zu beachten, dass sich deren Eigsbnauf ein
Patientenkollektiv von lediglich 3 Patienten stitzevahrend in dieser Arbeit periphere

Zellen von 31 Patienten mit malignem Melanom im ams&sierten Stadium analysiert
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wurden. Dartberhinaus hat diese Arbeitsgruppe @ewtlich héhere prozentuale PD-1
Expression der tumorinfiltrierenden Melan-A spesdfien CD8 T-Zellen im Vergleich
zu den peripheren Melan-A spezifischen CD8-Zellen nachgewiesen. Beide
Zellpopulationen zeigten starke Einschrdnkungen dier Fahigkeit der IFN-y
Produktion, wobei das Funktionsdefizit der tumalinérenden Zellen
korrespondierend zu der hoheren PD-1 Expressionkestdausgepragt warln
Ubertragung auf die Ergebnisse dieser Arbeit wéee) AusmaR der PD-1 Expression
folgend, in den fortgeschrittenen Tumorstadien 8 dnsomit eine deutlich starkere
Funktionseinschrankung der PD-Melan-A spezifischen CDO8T-Zellen als in den
frihen Tumorstadien 1 und 2 zu erwarten. Dies vaéieh mit der schlechten Prognose
in den metastasierten Tumorstadien des malignerarMeis vereinbar. Desweiteren
haben Ahmdamazeh et al., analog zu dieser Arbeitld Patienten mit metastasiertem
Melanom vergleichbar niedrige Frequenzen PDEDS8" T-Zellen nachgewiesen, was
nochmals die These unterstitzt, dass es gezieldemftumorantigenspezifischen T-

Zellen zu einer PD-1 Hochregulierung konfmt.
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4. Zusammenfassung

Die Diskrepanz zwischen nachweisbar erhdohten Frempre Melan-A spezifischer T-
Zellen bei Patienten mit malignem Melarftm® und der geringen klinischen

Ansprechrate der Tumorpatienté&n’’

wird auf verschiedene, die T-Zell Funktion
inhibierende Mechanismen zuriickgefihrt. Von besmrdeBedeutung fir die
Entstehung einer Tumorimmunitat bei Patienten naiignem Melanom scheint hierbei
der PD-1/PD-L1 Signalweg zu séi?®3"

Vor diesem Hintergrund wurden in dieser Arbeit, pggipheren mononukledren Zellen
von 100 HLA-AZ Melanompatienten in allen 4 Tumorstadiex vivo
durchflusszytometrisch auf die Expression von Mélaantersucht und mit Hilfe der
Oberflachenmarker CCR7 und CD45RA phanotypisiedriiberhinaus erfolgte eine
durchflusszytometrische Analyse der Melan-A spseifen CD8 T-Zellen und deren
Subtypen hinsichtlich ihrer prozentualen PD-1 Egpien. Alle Ergebnisse wurden mit
den ermittelten Frequenzen fiir die Population d2r1lPCD8" T-Zellen verglichen und
mit dem Tumorstadium korreliert.

Die Analysen zeigten einen statistisch signifikantérequenzanstieg der Melan-A
spezifischen CD8T-Zellen in den Tumorstadien 3 und 4 im Vergleich den
Tumorstadien 1 und 2, was flir eine verstarkte ansigezifische Immunantwort bei
Ubergang von den lokalen zu den metastasierten Mtathen spricht. Ein sehr groRer
Anteil der Melan-A spezifischen CDg-Zellen war hierbei in allen Tumorstadien dem
Phanotyp der aktivierten Effektor-Gedachtnis'RAZellen zuzuordnen. Dariiberhinaus
wurde bei den Melan-A spezifischen CDS8T-Zellen in den metastasierten
Tumorstadien 3 und 4 im Vergleich zu den lokalead®&n 1 und 2 eine statistisch
signifikant héhere prozentuale PD-1 Expressionsnaehgewiesen. Von besonderem
Interesse ist in diesem Zusammenhang, dass dield®iopualler CD8 T-Zellen im
Vergleich zur Population der tumorantigenspezifisthCD8 T-Zellen keine
tumorstadienabhangige Veranderung der PD-1 Expressite zeigte. Diese Ergebnisse
sprechen dafir, dass eine verstarkte tumorspdzismmunreaktion auch zu einer
verstarkten Rekrutierung des T-Zell inhibierendenezéptors PD-1 der
tumorantigenspezifischen T-Zellen fiuhrt, was eime Wrsachen fiur die Diskrepanz
zwischen nachweisbar erhéhten Frequenzen MelaneXifsgcher T-Zellen und der

geringen klinischen Ansprechrate bei Patienten malignem Melanomdarstellen
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,25,28,54,63,77

konnté und somit einen wichtigen Hinweis flr zuklnftige

immuntherapeutische Strategien liefert.
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5. Material und Methoden

5.1. Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden PBMCs éppheral_lbbod mononuclear_ells) von insgesamt
100 HLA-A2 * Patienten mit unterschiedlichen histopathologisciSrmbtypen des
malignen Melanoms der Haut in unterschiedlichen drstadien untersucht, die sich im
Zeitraum von 2001 bis 2007 an der Klinik fur Derolagie und Allergologie am
Biederstein und der lll. Medizinischen Klinik desirdkum rechts der Isar Munchen in
Behandlung befanderMit Einwilligung der Patienten wurde diesen jewel® ml
peripheres Blut entnommen. Aus diesem Blut wurdén rdononukledren Zellen
isoliert, eingefroren und spéater analysiert.

Die histopathologische Klassifizierung der Melanodee 100 Patienten basiert auf den
von Clark et al. sowie Arrington et al. etabliert&abtypen des kutanen malignen
Melanoms’*® Die Zuteilung der Patienten zu den Tumorstadiemlgié nach der
Tabelle 12 und 13 zu entnehmenden TNM-Klassifikatiod Stadieneinteilung fur das

maligne Melanom des American Joint Committee onc8afAJCC)"®

T- Tumordicke Ul zerationsstatus
Klassifikation
T1 <1,0 mm a: Ohne Ulzeration und Level I/l
b: Mit Ulzeration oder Level IV/
T2 1,01-2,0 mm a: Ohne Ulzeration
b: Mit Ulzeratior
T3 2,01-4,0 mm a: Ohne Ulzeration
b: Mit Ulzeratior
T4 > 4,0 mm a: Ohne Ulzeration

b: Mit Ulzeration

N- Anzahl metastasierter Art der LK-Metastasen
Klassifikation Lymphknoten
N1 1 Knoten a: Mikrometasatse(n)*

b: Makrometastase(n)

N2 2-3 Knoten a: Mikrometasatse(n)*
b: Makrometastase(n)**

c:In-transit-Metasatse(n)/Satelliter

metastase(n) ohne metastasiert

1%

Knoten
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N3 4 oder mehrere Knoten oder zusammen-
gewachsene Knoten oder In-transit-
Metastase(n)/Satellitenmetastase(n) mit

metastasierten Knoten

M- Lokalisation Serum L aktatdehydrogenase
Klassifikation
Mila Entfernte Hautlokalisation, subkutan oder Normal
knotige Metastase(r
M1b Lungenmetastase(n) Normal
Milc Alle anderen viszeralen Metastasen Normal
Jede Fernmetaste Erhéh

* Mikrometastasen: nach elektiver oder SentinelBi¢psie
** Makrometastasen: klinisch festgestellte LK-Meteen durch therapeutische Lymphadenektomie tstéier LK-Metastasen
mit groRer extrakapsulérer Ausdehnung

Tabelle 12: TNM-Klassifikation des malignen Melanms [AJCC 2002]

Stadium Klinische Stadieneinteilung Pathol ogische Stadieneinteilung
T N M T N M
0 Tis NO MO Tis NO MO
IA Tla NO MO Tla NO MO
IB Tib NO MO Tib NO MO
T2z NO MO T2¢ NO MO
A T2b NO MO T2b NO MO
T3¢ NO MO T3¢ NO MO
1B T3b NO MO T3b NO MO
T4z NO MO T4e NO MO
lc T4b NO MO T4b NO MO
1* Jedes T N1 MO
N2
N3
A T1l-4a Nla MO
T1-4¢ N2e MO
B T1-4b Nla MO
T1-4b N2a MO
T1l-4a N1b MO
T1l-4a N2b MO
T1-4a/b N2c MO
lnc T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO
Jedes T N3 MO
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v Jedes T Jedes N Jedes M1 Jedes|T Jedes N Jades M

* bei der klinischen Stadieneinteilung gibt es keBubgruppen fiir das Stadium Il|

Tabelle 13: Stadieneinteilung beim malignen MelanorfAJCC 2002]

Die Anzahl der Patientenproben in den einzelnendrstadien verteilte sich wie folgt:

Tumorstadium Anzahl der untersuchten Patienten
Stadium 1 44
Stadium 2 25
Stadium 3 19
Stadium 4 12
Gesamt 100

Tabelle 14: Verteilung der untersuchten Patienten af die verschiedenen Tumorstadien

5.2 Material

5.2.1 Chemikalien und biogene Substanzen

AB-Serum
Ammoniumchlorid
BSA, Fraktion V

Valley Biomedical, WinchesVA,
Fluka, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-AldrichChemie, Benhofen
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Fluka, Deisdai
Ficoll Biochrom GmbH, Berlin

Glucose 40%

Heparin, Liquemim®

Braun, Maria Enzersdorf, Ostéreic

Roche, Grenzach-Whylen

Humanalbumin, 20% octalbin Octapharma, Langenfeld

Kaliumbicarbonat

Sigma-AldrichChemie, Deiserdrof

Phosphat buffered saline (PBS), 10-fach, steril  itlogen GmbH, Karlsruhe

Propidiumiodid
Trypanblau

Sigma-AldrichChemie, Deisenhofen

Invitrogen GmbH, Karlsuhe
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5.2.2 Standardlésungen und -puffer

Erythrozyten-Lyse-Puffer

Einfrier-Medium

FACS-Puffer

Phosphat buffered saline (PBS), 10-fach, steril

RPMI 1640, Zellkulturmedium

5.2.3 Antikorper

Anti-human CD3 Pacific Blue (CD3-PB)

Anti-human CD8 APC
Anti-human CD8 PE A610
Anti-human CD8 PE
Anti-human CD8 PerCP
Anti-human CD45RA PE Cy7
Anti-human CCR7(CD197) Fitc
Anti-human PD-1 APC
MelanAp26-35-Tetramer-PE

5.2.4 Standardgerate

Durchflusszytometer (CyAn ADP)
Kahlzentrifuge J2-HS
Kihlzentrifugen 5417R, 5810R
Lichtmikroskop Axiovert 25
Neubauer-Zahlkammer

Sterile Werkbank, Hera safe KS15

8,3 g Ammoniumchlorid
1,0 g Kaliumbicarbonat
37 mg EDTA
20% DMSO
6% Glucose
20% HSA
1% BSA in PBS
itlagen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Ksilihe

Dako, Glogtribdnemark

Dako, Glostrup, Danemark
Caltag/Invitrogen GmbKiarlsruhe
Caltag/Invitrogen GmbH, Keulse
BDPharmingen,Franklin Lak&AU
BDPharmingen,Franklin €sjJSA
&D Systems, Minneapolis, USA
eBioscience, San Diego, USA
Prof. Dirk Busch, Mikialogie

Klinikum rechts der Isar, Minchen

Dako, Glostrup,neénark
Beckman, Fullerton, USA
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Jena
Reichert, New York, USA
Kendro, Langbos®
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Titertubes BioRad, Minchen

Vortex REAX-Top Heidolph, Nurnberg
Wasserbad 1083 GFL, Burgwedel
Zentrifuge 5819R Eppendorf AG, Hamburg
96-well-platten TPP, St. Louis

5.3 Methoden

5.3.1 Isolierung von mononuklearen Zellen des perigeren Blutes (PBMCs)

Mononukleare Zellen aus peripherem Blut wurden etstteiner Zwei-Phasen-
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Hypaqueon den dichteren Granulozyten,
Erythrozyten und toten Zellen getrennt.

15 ml heparinisiertes Spenderblut wurden hierfieimem 50 ml Rohrchen 1:1 mit 1x
PBS verdinnt und mit 15 ml Ficoll unterschichtetnsghlielend folgte eine
Zentrifugation bei 887 x g (15 min, RT), die ubgemst auslief. Die Monozyten
befanden sich mit den Lymphozyten in einem Intesphag zwischen den
sedimentierten dichteren Zellen und einem Gemisgh Rlasma und PBS. Diese
wurden vorsichtig mittels einer Pipette abgenommad daraufhin zweimal mit 1x
PBS gewaschen. Zum Entfernen eventuell noch vodraerderythrozyten erfolgte eine
Inkubation in 5-10 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer &imin. Zuletzt wurden die Zellen

nochmals in 1x PBS gewaschen.

5.3.1.1 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer NewdaZahlkammer (Reichert, New
York, USA). Dazu wurden 5@l einer Zellsuspension im Verhéaltnis 1:2 mit einer
0,5%-igen Trypanlosung versetzt und im Mikroskop won der Zahlkammer
vorgegebenen Raster gezahlt. Da Trypanblau nurZeiten und Zelltrimmer anfarbt,
konnen diese von intakten, vitalen Zellen unteresdéin werden. Die Zellen in den vier
vorgegebenen Quadranten wurden ausgezahlt undetll@@zentration pro Millimeter
ermittelt, indem die durchschnittliche Zellzahl gpoiadrat mit dem Verdinnungsfaktor

2 und dem Faktor fonultipliziert wurde.
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5.3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden diese abzewfieft. AnschlieRend wurden bis
zu 1x 10 Zellen in 1 ml Einfriermedium aufgenommen und iryét6hrchen tiberfiihrt.
Die Kryoroéhrchen wurden sofort in eine stufenwedddkiihlende Einfrierbox gestellt
und bei -80C Uber Nacht eingefroren. Am nachsten Tag wurdenirsiflissigen
Stickstoff Uberfihrt. Aufgetaut wurden die Zellem i37C Wasserbad. Nach dem
Auftauen wurden die Zellen in 20 ml RPMI Medium $li0% Serum aufgenommen

und vor der durchflusszytometrischen Analyse nodemgewaschen.

5.3.2 Durchflusszytometrische Zellanalysen (,FACS-Aalysen®)

Die FACS (,fluorescencesivated _ell sorting“)—Analyse bzw. Durchflusszytometrie
ermoglicht die Analyse von Einzelzellen auf Grurer Fluoreszenzeigenschaften
bzw. ihrer Eigenschaft, Licht auf bestimmte Artstteuen. Dabei passieren die in einer
Lésung befindlichen, mit fluoreszenzkonjugierten tikdrpern gefarbten Zellen
hydrodynamisch fokussiert nacheinander bzw. einzalneiner lichtdurchlassigen
Messzelle verschiedene analysierende Laserstrabériiir die Analysen dieser Arbeit
verwendete Durchflusszytometer CyAn ADP (Dako, &aark) verfugt tber 3
unterschiedliche Laser, welche Laserstrahlen iml&kkEngenbereich von 405 nm,
488 nm sowie 635 nm erzeugen. Die Streuung desrlicddes und das von den
Fluoreszenzmolekilen emittierte Licht wird von pis#nsitiven Detektoren, sog.
Photomultipliern, empfangen und somit Grél3e, Gramiat und Fluoreszenz der Zellen
quantifiziert und analysiertdierbei wird das in geringerem Winkel gestreutehti¢3-
10°) als Vorwartsstreulicht (FCS) bezeichnet, das 20° reflektierte Licht wird als
Seitwartsstreulicht gemessen. Wahrend das Vorvétdsht mit der ZellgréRe
korreliert, lassen sich mittels des Seitwartssicbtgs Rickschlisse auf die Granularitat
und Membranfaltung der Zelle ziehen. Durch Messdeg Fluoreszenzlichtes konnen
die Zellen auf eine Vielzahl von Merkmalen untets werden. Auf diese Weise
konnen innerhalb kirzester Zeit Tausende von Zedlewer Zellpopulation auf die
Expression bestimmter Oberflachenmolekile untetswehden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durchflusszytomeftiisMessungen auf verschiedene

T-Zell-Oberflachenmolekile sowie Analysen mit Moigrfarbungen (,Tetramere*) zur
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Bestimmung der Spezifitait von CDg-Zellen durchgefiihrt. Die zu untersuchenden
Oberflachenantigene wurden direkt mit an entspredbeAntikbrper gebundenen
Durch die Verwergluvon
Farbstoffen

Fluoreszenzfarbstoffen markiert. in verschiedenen

Wellenlangen fluoreszierenden konntenehnmere  verschiedene

Oberflachenmarker gleichzeitig analysiert werdea.die erfasste Fluoreszenzintensitat
der analysierten Zelle mit der Menge des gebundé&hgorochroms korreliert, lassen

sich auch Ruckschlisse auf die relative Expressiarie des zu untersuchenden
Antigens ziehen.

Die verwendeten Fluorochrome sowie deren Emissjmaidren sind Tabelle 15 zu

entnehmen. Bei jeder Analyse wurden so 3x201x10 Zellen auf 7 fluoreszente

Parameter und 2 Streulichtparameter vermessen.

Fluorochrome Anregungsmaximum Emissionsmaximum

(nm) (nm)

FITC (Fluoreszein Isothiocyanat) 495 520

PE (Phycoerythrin) 565 578

PE-A610 (Phycoerythrin Alexa 610) 565 627

PI (Propidiumjodid) 536 617

PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein) 490 675

PE-Cy7 (Phycoerythrin-Cy7) 565 767

APC (Allophycocyanin) 650 660

PB (Pacific Blue) 400 447

Tabelle 15: Fluorochrome und deren Anregungs- und Eissionsmaxima

5.3.2.1 Durchflusszytometrischer Nachweis von Obd#chenmolekilen und MHC:

Peptid-Multimerkomplexen

Fur die FACS-Analysen wurden die zu analysierendellen aufgetaut, zweimal mit
FACS-Puffer gewaschen, gezahlt und in einer Meraye 3Qul FACS-Puffer pro 2 x
10° Zellen aufgenommen. Zur Tetramerfarbung wurdenZaigen mit dem relevanten
Phycoerythrin(PE)-markierten MHC:Peptid-Tetramer iderhéltnis 1:25 in 50l

FACS-Puffer 20 min in einer 96-Loch-Rundbodenplaiié Eis im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wurden nochmalsBGFACS-Puffer pro 2x19zellen hinzugefiigt und
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die  Fluorochrom-gekoppelten  Antikdrper  hinzugegebefAntikérper  und
Konzentrationen siehe Tabelle 16). Nach einer natigen Inkubationszeit von 25 min
bei £C im Dunkeln, wurden die Zellen einmal mit J0G-ACS-Puffer gewaschen und
hierauf in 10@ FACS-Puffer plus gg/ml Propidiumjodid aufgenommen. Die Farbung
mit dem rotfluoreszierenden Propidiumjodid dient Barkierung der toten Zellen. Der
Farbstoff dringt durch die defekte Zellmembran tden Zellen ein und lagert sich in
der DNA ein. Dadurch koénnen in der darauffolgenddurchflusszytometrischen
Messung die lebenden von den toten Zellen diffeegnzwerden. Nach einer
Inkubationszeit von 5 min auf Eis im Dunkeln wurd#ie Zellen nochmals zweimal
mit FACS-Puffer gewaschen, in 30Ql FACS-Puffer aufgenommen und im
Durchflusszytometer analysiert. Der eingesetzte timate MHC:Peptid-Komplex
(MelanAp26-35-Tetramer-PE) besteht aus je vier &iem von I6slichen,
Fluorochrom-gekoppelten MHC-Komplexen, an die jésveiin immunogenes Peptid
gebunden ist. T-Zellen lassen sich mit solchen ihaten anfarben, wenn deren T-

Zellrezeptor spezifisch gegen die Multimer-gebureteReptide gerichtet ist.

Antikorper Konzentrationen

CD3 Pacific Blue 1:20
CDS8 APC 1:50
CDS8 PE A610 1: 50

CD8 PE 1:200
CD8 PerCP 1:20
CD45RA PE Cy7 1:50
CCRY FITC 1:10
PD-1 APC 1:5
MelanAp26-35-Tetramer-PE 1:50

Tabelle 16: Verwendete Antikbrper und eingesetzte Bnzentration

5.3.2.2 Untersuchungsablauf und Kontrollen

Die durchflusszytometrischen Analysen der PBMC dPdtinproben wurden alle nach

einem festen Untersuchungsprotokoll durchgefuhrt.
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5.3.2.2.1 Einzelfarbungen und Kompensation

Die Emissionsspektren der verschiedenen Fluoretadastoffe zeigen zum Teil starke
Uberschneidungen. Die Farbung von PBMCs mit jewsilseinem der fiir die Analyse
des Patientenmaterials verwendeten fluoreszenterbsteffe ermdglichte eine
Determinierung der spektralen Uberlappungen undits@ime Kompensation der
Uberschneidungen. Mit Hilfe einer ungefarbten Proerden die Detektoren
entsprechend der Eigenfluoreszenz der Zellen asgepalle Einzelfarbungen wurden
mit PBMCs eines gesunden Spenders vor jeder Analyse Patientenmaterial
durchgefuhrt. Die verwendeten Einzelfarben sind€llabl7 zu entnehmen. Um eine
exakte Kompensation der Uberlappungen gewahrleigienkonnen, miissen die
fluoreszenten Antikorper eine ausreichend groR3gpdellation markieren. Aus diesem
Grund wurden als Kompensationskontrolle bei derez&féarbungen im Vergleich zu
der Patientenanalyse zum Teil unterschiedliche k&nper, jedoch identische

Fluorochrome eingesetzt.

ungefarbt CCR7| CD8 CD8 CD8 CD3 | CD45RAP CD8
Fitc PE PE A610 | PerCP PB ECy7 APC

Tabelle 17: Einzelfarbungen: Fluorochrome und Antilrper

5.3.2.2.2 FMO-Kontrollen

Um die Grenze zwischen Positivitdt und Negativaidtes bestimmten fluoreszenten
Antikorpers genau festlegen zu konnen, wurden vede Analyse von

Patientenmaterial mittels PBMCs des gesunden Donors FMO (Fluoresceniceis

one) Kontrollen durchgefuhrt. Bei dieser Spezi§kdntrolle werden die Zellen mit
allen aul3er einem der fur die Patientenanalyseasten Antikdrper angefarbt. Durch
den Vergleich der Farbung mit dem bzw. ohne demveglten Antikorper kdnnen
unspezifische Hintergrundfarbungen erkannt werdend udie Analysefenster
dementsprechend angepasst werden. In Tabelle 18 ale eingesetzten FMO-

Kontrollen aufgefiihrt.
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Aufgrund der begrenzten Menge an zur Verfigungestden Patienten PBMCs, wurde
bei der Analyse des Patientenmaterials nur eine fdftrolle mit bzw. ohne Melan-A
durchgefuhrt (Tabelle 19).

alle* aulRer alle* auler alle* aulRer alle* aulRer
CCRY7 Fitc | MelanAp26-35- CD45RA PE Cy7 PD-1 APC
Tetramer-PE

*alle = CCRY Fitc, MelanAp26-35-Tetramer PE, CD8®, CD3 PB,
CD45RA PE Cy7, PD-1 APC

Tabelle 18: FMO-Kontrollen gesunder Donor

Alle alle* auf3er
MelanAp26-35-
Tetramer-PE

*alle = CCRY7 Fitc, MelanAp26-35-Tetramer PE, CD8®, CD3 PB,
CD45RA PE Cy7, PD-1 APC

Tabelle 19: FMO-Kontrollen Patientenmaterial

5.3.2.2.4 Kontrolle Melan-A Tetramer

Um die Funktionsfahigkeit des verwendeten PE gek&tipp MelanAp26-35-Tetramer
sicherzustellen, wurde vor jeder Analyse von Pé&tiematerial eine Melan-A
Testfarbung mit Hilfe eines Melan-A spezifischerZz@lklons durchgefuhrt. Dieser
Klon wurde zuvor mit Melan-A negativen PBMCs deswgalen Donors gemischt, so
dass er eine Melan-A Spezifitdt von 5% aufwies. Aigse Weise konnte jeglicher
Funktionsverlust des MelanAp26-35-Tetramer-PE ankarerden und falsch negativen

Ergebnissen der Melan-A Spezifitat der Patientdéezelorgebeugt werden.
5.3.3 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten
Die Messergebnisse der Durchflusszytometrie wurdeittels des Flowjo 6.4.7

Programmes ausgewertet. Hierbei wurden die Megsesse der einzelnen Proben in

zweidimensionalen Punktfeld-Analyse-Graphen, soddotPlots“, gegeneinander
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aufgetragen und die Frequenzen der einzelnen Zrllpbonen einer Probe mit Hilfe
von Analysefenstern bestimmt.

Abbildung 12 zeigt schematisch die fir diese Arlegdtblierte Auswertungsstrategie der
durchflusszytometrischen Daten.

CD3positiv
CD8positiv

Melan-A positiv

| | 1 1
CD45RA CD45RA CD45RA CD45RA
positiv negativ negativ positiv
CCR7 positiv CCR7 positiv CCRY7 negativ CCRY7 negativ

——
PD-1 PD-1 PD-1 PD-1 PD-1 PD-1 PD-1 PD-1
negativ positiv negativ positiv negativ positiv negativ positiv

Abb. 12: Schematische Darstellung der Analyse dernuchflusszytometrischen Daten

Analog zu der Auswertung der Melan-A spezifischeD8E€ T-Zellen wurde die
Analyse auch auf Ebene aller CDB-Zellen durchgefiihrt. Grundsétzlich wurden auf
jeder Analyseebene alle Patienten eines Tumorstedianalysiert und ausgewertet.
Patienten, die auf einer Analyseebene das unteestbditkmal jedoch nicht aufwiesen,
wurden in der darauffolgenden Ebene nicht mehriensthtistische Datenauswertung
mit einbezogen, um eine Verfalschung der Ergebrisseermeiden. Dadurch kénnen
zwischen den verschiedenen Zellpopulationen Diffee@ in der Anzahl der
analysierten Patienten in den einzelnen Tumorstagigultieren.

In Abbildung 13 wird das entwickelte Auswertundgssma nochmals an den

Ergebnissen eines analysierten Patienten im Tuatbtsh 4 verdeutlicht.
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Abb. 13: Graphische Darstellung der Analyse der duhflusszytometrischen Daten.
a Lymphozyten (38,3%). b lebende Lymphozyten (73,1€4CD3 Lymphozyten (69%). d Melan —A
spezifiscne CD8 T-Zellen (0.17%). e Phanotypen der Melan-A spseifen CD8 T-Zellen: naive
(21,9%), Zentral-Gedachtnis (1,25%), Effektor-Gédiis (23,1%) und Effektor Gedéachtnis-RA
(52,8%). f PD-1 Positivitat der Melan-A spezifistch CD8 T-Zellen: PD-1 positiv (55,9%), PD-1
negativ (44,1%).
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Nachdem anhand von GroRe- und Granularititseipaften der Zellen die
Lymphozyten markiert wurden (Abb. 13 a), konntent iilfe der Propidiumjodid

Farbung die lebenden von den toten Lymphozytenegetr werden (Abb. 13 b).
AnschlielRend wurden die zytotoxischen T-Zellen rhatb der Lymphozytenpopulation
durch ihre Expression von CD3 und CDS8 identifiziehbb. 13 c). Innerhalb dieser
Subpopulation wurden die Melan-A spezifischen aytiichen T-Zellen ausgewahlt
(Abb. 13 d) und darauffolgend beziglich der Expmssyon CCR7, CD45RA sowie
PD-1 analysiert (Abb. 13 e und f). Somit konnte pliezentuale Verteilung der Melan-
A spezifischen zytotoxischen T-Zellen auf die varedenen T-Zell Subpopulationen
gezeigt werden: naive T-Zellen (CCRTCDA45RA), Zentral-Gedachtnis-T-Zellen
(CCR7 CD45RA), Effektor- Gedachtnis-T-Zellen (CCRZD45RA) sowie Effektor-

Gedachtnis-RA T-Zellen (CCR7 CD45RA). Desweiteren wurden sowohl die
Population der Melan-A spezifischen CD3CD8 T-Zellen als auch deren
Untergruppen auf PD- Expression hin bestimmt.

Das Auswertungsschema wurde analog auf Ebene d&r Gellen angewandt.

5.3.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mitféedvon SPSS 15.0 fur Windows
Hierbei wurde mit dem Kolmogorow-Smirnow Test miilliefors-Korrektur auf
Normalverteilung getestet. Da die Daten gro3tenteileine Abweichung der
Normalverteilung zeigten, wurde eine einfaktorieWlarianzanalyse durchgefuhrt. P-
Werte unter 5% wurden als statistisch signifikeedibeilt. Als Post-hoc Test wurde der
Fisher's LSD-Test angewendet. Die Abbildungen wurdeittels Mittelwert + 1
Standardfehler erstellt.
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