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Zusammenfassung 

Ziel  des  von  uns  durchgeführten  Forschungsprojektes  war  die  Charakterisierung  des 

immunrelevanten  Mikromilieus  im  Zuge  der  Glioblastomprogression  sowie  die  Identifizierung 

immungener Zielstrukturen, die sich im Rahmen einer Immuntherapie künftig nutzen lassen könnten. 

Hierzu  wurden  u.a.  die  Tumorproben  von  extrem  unterschiedlich  überlebenden 

Glioblastompatienten  genutzt  sowie  ein  Kollektiv  von  gepaarten  Proben  von  primären  und 

rezidivierenden Glioblastomen (pGBM, rGBM).  

Als besonders dominante Immunzellpopulation im Glioblastom und als wichtige Einflussgröße von T‐

Zell‐vermittelten  Immunantworten  wurde  zunächst  Anteil  und  Polarisierung  der  Microglia  in 

Assoziation mit dem Überleben von Glioblastompatienten untersucht. Diese Analysen  zeigten eine 

signifikante Anreicherung von  immunsuppressiver M2 Microglia  in Glioblastompatienten mit einem 

Überleben von weniger als 10 Monaten  im Vergleich zu    länger überlebenden Pateinten (> 3 Jahre, 

Geisenberger  et  al.,  Acta  Neuropathol.  2015).  Der  Vergleich  von  Primärtumor  und  Rezidiv  ergab 

ebenfalls  eine  deutliche  Zunahme  des  Anteils  an M2‐polarisierter Microglia  und  war  sowohl  im 

Primärtumor wie  auch  im  Rezidiv mit  einem  schlechteren  Überleben  assoziiert.  Die  gleichzeitige 

Analyse  einwandernder  T‐Zellen  ergab  einen  signifikanten Anstieg  an  Effektor‐T‐Zellen  im Rezidiv, 

während sich der Anteil an  regulatorischen T‐Zellen nicht veränderte.  Insbesondere der Anstieg an 

zytotoxischen  Effektor‐T‐Zellen  war  überraschenderweise  hoch  korreliert  mit  der  Menge  an 

ungünstiger M2‐polarisierter Microglia. Die  zusätzliche Quantifizierung  von  Immunmodulatoren  in 

denselben  Geweben  zeigten  insbesondere  im  Rezidiv  eine  Abnahme  von  Faktoren,  die  eine 

Tumorabstoßung begünstigen und  legen somit nahe, dass trotz Zunahme  intratumoraler Effektor‐T‐

Zellen diese vermutlich nicht mehr zu einer zytotoxischen Antwort  in der Lage sind. Darüber hinaus 

wurden in denselben Tumorproben massive Transkriptomveränderungen vom Primärtumor hin zum 

Rezidiv  festgestellt,  die  auf  Selektionsprozesse  in  Richtung  eines  ungünstigen  immmunologischen 

Milieus hindeuten und damit ebenfalls zu einer beeinträchtigten T‐Zell‐Aktivität beitragen könnten. 

Die weitere Klärung dieser Frage wird Gegenstand der nächsten Förderperiode sein. 
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Um  in  unseren  weiterführenden  Analysen  therapeutisch  nutzbare,  imunogene  Strukturen  und 

Veränderungen des  immunogenen Repertoires vom Primärtumor hin zum Rezidiv zu  identifizieren, 

wurde  eine  Kombination  aus  Proteomics‐basierter  Proteinauftrennung  (PF2D)  und  einem  T‐Zell‐

Aktivierungsassay  (IFN‐γ  ELISpot  Assay)  genutzt.  Im  Einklang  mit  den  zuvor  durchgeführten 

Transkriptomanalysen  zeigten  sich  in  allen  untersuchten  Patienten  erhebliche  Veränderungen  in 

Form einer Abnahme wie auch einer Zunahme immunogener Tumorproteinfraktionen im Rezidiv bis 

hin zu einem völligen Shift des immunogenen Repertoires. Durch massenspektrometrische Analysen 

der Fraktionen, die eine  signifikante  Immunantwort gezeigt hatten, wurden bislang mehr als 1500 

Proteine  identifiziert. Nach einem  intensiven Selektionsprozess wurden 19 Proteine, die  sowohl  in 

immunogenen Fraktionen von Primärtumoren wie auch in Rezidiven nachweisbar waren, hinsichtlich 

ihrer Eignung als Impfantigene zunächst durch eine Validierung im Ursprungspatienten, in gesunden 

Spendern sowie in weiteren Glioblastom‐Patienten getestet. Als besonders viel versprechend zeigten 

vier Proteine eine hohe  Immunantwort  in mehr als 30% der getesteten Glioblastom‐Patienten und 

keine oder nur geringe  Immunantworten  in gesunden  Spendern. Als weiteren Hinweis hinsichtlich 

der  Eignung  als  Impfantigene  zur  Behandlung  des  Glioblastoms  konnte  für  drei  dieser  Proteine 

zusätzlich  eine  massive  Überexpression  und  für  zwei  Proteine  sogar  eine  inverse 

Überlebensabhängigkeit gezeigt werden. 

Um  abschließend  einen  umfassenderen  Eindruck  über  die  Immunantworten  von  Glioblastom‐

Patienten zu erhalten und die Wirksamkeit von Immuntherapien gegen definierte Antigene testen zu 

können, wurde  in  unserer  Gruppe  ein  diagnostisches Werkzeug  entwickelt, mit  dessen Hilfe  sich 

Immunantworten im peripheren Blut überprüfen lassen (Mock et al., Oncotarget 2015). Sechs GBM‐

assoziierte Antigene wurden auf Glas‐Arrays gedruckt und eine bestehende Antikörper‐vermittelte 

Immunantwort  im  Serum  getestet.  Dabei  konnte  für  das  Peptid  VCED  des  Antigens  Tenascin  C 

prognostische Antikörperantworten nachgewiesen werden und wird nun hinsichtlich seines Einsatzes 

als potenzieller Biomarker weiter validiert. 

 

Einleitung 

Trotz  intensiver Forschung zählen Glioblastome auch heute noch zu den aggressivsten und schwer 

behandelbaren  Tumoren.  Ein  Grund  dafür  liegt  in  der  Fähigkeit  von  Glioblastomzellen  tief  in 

umliegendes  Gehirngewebe  einzuwandern.  Durch  die  Infiltration  von  normalem  Hirngewebe 

entgehen  Tumorzellen  nicht  nur  der  chirurgischen  Entfernung,  sondern  auch  aufgrund  von 
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Resistenzmechanismen anderen Therapien wie Chemo‐ und Strahlentherapie und verursachen in den 

meisten Fällen nach kurzer Zeit ein Rezidiv (1‐2).  

Deshalb gewinnen systemische Therapien wie z.B. die Immuntherapie zunehmend an Bedeutung, da 

sie  im  Falle  einer  Wirksamkeit  gezielt  auch  verstreute  Tumorzellen  erreichen  und  eliminieren 

können. Für die Abstoßung von Tumoren spielen einwandernde Immunzellen und hier insbesondere 

in  den  Tumor  einwandernde  T‐Zellen  eine  maßgebliche  Rolle.  Allerdings  zeigen  umfangreiche 

Untersuchungen an intra‐ und extrakraniellen Tumoren, dass sich Tumorzellen bereits bei Auftreten 

des Primärtumors z.T. äußerst effektiv gegen antitumorale Immunantworten schützen können (3). Es 

wird außerdem vermutet, dass Rezidivtumore möglicherweise über einen noch besseren Schutz nicht 

nur gegen Standardtherapien, sondern auch gegen Immunantworten verfügen (4).  

Von besonderer Bedeutung für die immunologische Tumorabstoßung ist die jeweilige Umgebung des 

Tumors. Unter dem Einfluss von Tumorzellen werden geno‐ und phänotypisch normale Zellen wie 

z.B. Mikrogliazellen dazu veranlasst, Faktoren abzugeben, die das Tumorwachstum fördern können, 

und  zusätzlich dazu angeregt, ein Umgebungsmilieu aufzubauen, das eine effektive  Immunabwehr 

verhindert  (5). Die genauen  immunsuppressiven Vorgänge  in der Tumorumgebung werden bislang 

allerdings nur unzureichend verstanden. Daher war es ein wichtiges Ziel des von uns durchgeführten 

Projektes,  die  Tumorumgebung  von  Glioblastomen  hinsichtlich  ihrer  zellulären  und  molekularen 

Zusammensetzung genauer zu charakterisieren. Besonderes Augenmerk galt hierbei Veränderungen, 

die  im  Zuge  der  Tumorprogression,  d.h.  zwischen  Primärtumor  und  Rezidiv  desselben  Patienten, 

stattfinden.  

Da  für  effektive  Immuntherapien  nicht  nur  Kenntnisse  über  mögliche  Beeinträchtigungen  einer 

Immunantwort,  sondern  auch  über  geeignete  Zielstrukturen  notwendig  sind,  haben  wir  uns 

zusätzlich  mithilfe  einer  in  unserem  Labor  entwickelten  Methode  der  Identifizierung  solcher 

Strukturen  gewidmet.  Im  Vordergrund  standen  vom  Tumor  gebildete  Proteine,  die  spontan  und 

frequent  durch  das  Immunsystem  von  Glioblastompatienten,  nicht  jedoch  von  dem  gesunder 

Spender erkannt werden.  

Diese  Untersuchungen  waren  mit  der  Hoffnung  verbunden,  die  Wirksamkeit  zukünftiger 

Immuntherapien durch genauere Erkenntnisse zu verbessern, wie i) dem immunsuppressiven Einfluss 

der  Tumorumgebung  entgegen  gewirkt werden  kann  und  ii) welche  immunogenen  Strukturen  in 

primären und rezidivierenden Glioblastomen nachweisbar sind und sich so therapeutisch besonders 

effektiv nutzen lassen.   
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Ergebnisse 

 

Schlechtes  Überleben  bei  Glioblastompatienten  geht  mit  einer  erhöhten  Anzahl  an  M2‐

polarisierten Mikrogliazellen einher 

Um in einem ersten Schritt zu prüfen, ob die Prognose von Glioblastompatienten mit einer besonders 

günstigen  bzw.  ungünstigen  zellulären  Tumorumgebung  verbunden  ist,  haben wir  Auftreten  und 

phänotypische  Ausprägung  von  Mikrogliazellen  in  Tumorgeweben  von  Glioblastompatienten 

analysiert, die besonders kurz bzw. besonders lang überlebten.  

Mikrogliazellen  machen  mit  bis  zu  30  %  zahlenmäßig  den  größten  Anteil  an  den  im  Tumor 

vertretenen  normalen  Zellen  aus  (6).  Als  antigenpräsentierende  Zellen  des  angeborenen 

Immunsystems  im  Gehirn  erfüllen  Mikrogliazellen  unter  normalen  Bedingungen  verschiedene 

Funktionen,  die  durch  unterschiedliche  Phänotypen  gekennzeichnet  sind.  So  genannte  M1‐

polarisierte Mikrogliazellen greifen im Falle eines entzündlichen Geschehens wie einer Virusinfektion 

ein  oder  sind  an  Abstoßungsreaktionen  von  entarteten  Zellen  eines  Tumors  beteiligt.  Hingegen 

haben  M2‐polarisierte  Mikrogliazellen  eine  immunsuppressive  Funktion  und  schützen  so 

beispielsweise  vor  Autoimmunreaktionen  wie  Multipler  Sklerose.  Unter  dem  Einfluss  von 

Tumorzellen  nehmen  Mikrogliazellen  phänotypisch  jedoch  zunehmend  eine  so  genannte  M2‐

Polarisierung an, die mit einem Verlust der beschriebenen anti‐tumoralen Eigenschaften verbunden 

ist und vermutlich eine effektive Immunreaktion gegen den Tumor behindert (7‐8).  

Zunächst  wurden  mittels  Kryostat  von  Tumorgeweben  von  kurz  (short‐term  survivors  =  STS, 

Überleben < 10 Monate) und besonders  lang  (long‐term  survivors =  LTS, Überleben > 36 Monate) 

überlebenden Glioblastompatienten histologische Gewebedünnschnitte angefertigt. Die Bestimmung 

von dem  Tumoranteil, dem Anteil  vitaler  Zellen und die Bestätigung der ursprünglichen Diagnose 

wurde  histopathologisch  in  Zusammenarbeit  mit  Prof.  Andreas  von  Deimling  (Neuropathologie 

Heidelberg) durchgeführt. Ausschlusskriterium war ein Nekroseanteil  größer 20%, ein Tumoranteil 

unter 60%  sowie das Vorliegen einer prognostisch besonders günstigen und damit unsere Analyse 

verfälschenden IDH‐1‐Mutation. Diese tritt typischerweise v.a. in niedriggradigen Gliomen und davon 

abstammenden  sekundären  Glioblastomen  auf  und  nur  in  seltensten  Fällen  in  primären 

Glioblastomen  (9).  Der  Ausschluss  erfolgte  entweder  durch  Sequenzierung  oder  diagnostische 

Immunhistochemie‐Färbung.  Gewebe,  die  die  entsprechenden  Kriterien  erfüllten,  wurden 
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Zunehmende ungünstige M2‐Polarisierung von Mikroglia im Rezidiv von Glioblastompatienten 

In  einem  nächsten  Schritt  sollte wieder mithilfe  der  TissueFAXS‐Multifluoreszenz‐Analyse  geprüft 

werden,  ob  sich  im  Zuge  der  Tumorprogression  vom  Primärtumor  hin  zum  Rezidiv  weitere 

Veränderungen der zellulären Zusammensetzung und des Mikromilieus beobachten lassen, die einen 

Einfluss auf  Immunantworten haben könnten. Hierzu wurden gepaarte Gewebe von primären und 

rezidivierenden Glioblastomen (pGBM, rGBM) von insgesamt 42 Patienten untersucht, die die zuvor 

beschriebenen Qualitätskriterien umfänglich erfüllten. Das ursprünglich angestrebte Kollektiv von 40 

Paaren konnte somit erreicht werden. 

Zunächst konnten diese Analysen die bereits aus der Literatur bekannte vergleichsweise hohe Anzahl 

an  Mikrogliazellen  innerhalb  des  Tumors  mit  einem  prozentualen  Anteil  von  im  Mittel  25  % 

bestätigen (Abb. 2a, b). Während sich die Gesamtzahl von Mikrogliazellen zwischen Primärtumor und 

Rezidiv nicht zu verändern schien, konnten wir jedoch eine signifikante Zunahme an M2‐polarisierten 

Mikrogliazellen von  im Durchschnitt 73 % zu 84 % bezogen auf die gesamte Mikrogliapopulation  im 

Rezidiv nachweisen (Abb. 2c). Anhand der Klassifizierung der Tumoren in abfallende, gleichbleibende 

und  ansteigende  Infiltration  der  M2‐polarisierten  Mikrogliazellen  zeigte  sich,  dass  sich  die 

Mikrogliapolarisierung  in der Mehrheit der Patienten  in Richtung M2  verändert  (Abb. 2d). Da das 

Patientenalter beim Glioblastom ein wichtiger prognostischer  Faktor  ist  (11), wurde weiterhin der 

Frage  nachgegangen,  ob  die  beobachtete  zunehmende  M2‐Polarisierung  auf  eine  bestimmte 

Altersgruppe zurückgeführt werden kann. Dafür wurde das Patientenkollektiv Median‐basiert in eine 

jüngere  und  ältere  Patientengruppe  eingeteilt.  Es  zeigte  sich,  dass  der  Anstieg  der 

immunsupprimierenden M2‐Mikrogliazellen in beiden Patientengruppen beobachtet werden konnte 

(Abb. 2e). Tendenziell war dieser Effekt jedoch in jüngeren Patienten ausgeprägter. 
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Insbesondere  im  Glioblastomgewebe  jüngerer  Patienten  nimmt  die  Anzahl  an  zytotoxischen 

Effektor‐T‐Zellen in der Rezidivsituation signifikant zu 

Die Aktivierung von Mikrogliazellen erfolgt durch die Aufnahme von Antigenen aus ihrer Umgebung. 

Die  daraufhin  freigesetzten  zahlreichen  Cytokine  und  Chemokine  greifen  die  Tumorzellen  jedoch 

nicht direkt an, sondern  locken vielmehr weitere  Immunzellen an, aktivieren diese und  lösen somit 

eine  komplexe  Immunantwort  aus.  T‐Zellen  benötigen  auch  noch  nach  der  Einwanderung  in  den 

Tumor die Präsentation von Antigenen z.B. auf der Oberfläche von Mikrogliazellen, um vollständig 

aktiviert zu werden. Aufgrund dieses Zusammenspiels und der Bedeutung von T‐Zellen  im Rahmen 

einer effektiven Immunantwort, wurde im nächsten Schritt die Infiltration von T‐Zellen in denselben 

primären und den jeweils korrespondierenden rezidivierten Glioblastomen untersucht (Abb. 5).  

Interessanterweise zeigte mehr als die Hälfte der untersuchten gepaarten Glioblastomproben dabei 

eine  Zunahme  an  intratumoralen  T‐Zellen  (Marker  CD3)  in  der  Rezidivsituation  im  Vergleich  zum 

Primärtumor. Weiter  wurden  infiltrierende  T‐Zellen  nach  ihrem  Subtyp  unterschieden  (CD4  und 

CD8).  Während  dabei  die  Einwanderung  von  CD4+  Effektor‐T‐Helferzellen  keine  Veränderung 

während der Tumorprogression hin zum Rezidiv zeigte, konnte eine signifikante Zunahme von CD8+ 

zytotoxischen  Effektor‐T‐Zellen  beobachtet  werden  (Abb.  5b).  Im  nächsten  Schritt  wurde  dieser 

Anstieg detailliert hinsichtlich seiner Altersabhängigkeit charakterisiert. Dafür wurde das bestehende 

Patientenkollektiv Median‐basiert  in eine  jüngere und eine ältere Patientengruppe aufgeteilt. Diese 

Analyse ergab, dass dieser Anstieg  vor allem  in der  jüngeren Patientengruppe  zu beobachten war 

(Abb. 5c). 
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sich daher der Tumor in der Rezidivsituation noch besser gegen Immunantworten schützen kann. Bei 

der  Analyse  des  Cytokins  G‐CSF,  welches  eine  wichtige  Rolle  in  Entzündungen  bezüglich  spielt, 

konnten  wir  zeigen,  dass  die  Sekretion  tendenziell  im  Rezidiv  ebenfalls  abnimmt  und  dass  eine 

niedrigere Expression mit einem Trend zu einem schlechteren Überleben assoziiert ist (Abb. 9b).  

Ein umgekehrtes Bild  zeigte  sich bei der Betrachtung  immunsupprimierender  Faktoren:  im Rezidiv 

war  tendenziell eine Zunahme  im Falle des Cytokins GM‐CSF  sowie eine  signifikante Zunahme des 

Chemokins MIP‐1ß, welches u.a. von Mikrogliazellen sekretiert wird (15), zu beobachten (Abb. 9c).  

Die  mittels  Luminex‐Analyse  beobachteten  Veränderungen  in  der  Bildung  wichtiger 

Immunmodulatoren sind ein weiteres wichtiges  Indiz, dass  im Zuge der Glioblastomprogression hin 

zum Rezidiv eine Verschlechterung des immunologischen Millieus eintritt, die sich ungünstig auf anti‐

Tumor‐Immunantworten auswirken könnte. 

 

Identifizierung immunogener Zielstrukturen in primären und rezidivierten Glioblastomen 

Neben  einem  besseren  Verständnis  der  immunologisch  relevanten  Tumorumgebung  bestand  ein 

weiteres  Ziel  des  durchgeführten  Projektes  darin,  immunogene Antigene  im  pGBM  und  rGBM  zu 

identifizieren  und  zugleich  Veränderungen  der  Antigenexpression während  der  Tumorprogression 

aufzuzeigen. Dafür wurden die Gewebelysate von  fünf Patienten  (jeweils pGBM und rGBM) mittels 

einer in unserem Labor entwickelten Technologie analysiert (16). Dabei werden die in einem Tumor 

enthaltenen Proteine mithilfe des Protein Fractionation System 2D  (PF2D) aufgetrennt und mittels 

T‐Zell‐Aktivierungsanalyse  (ELISpot)  auf  T‐Zell‐Antworten  gegen  die  so  aufgetrennten  Proteine 

untersucht.  Diese  Methodik  ermöglicht  eine  HLA‐Typ‐unabhängige  Identifizierung  von  potentiell 

immunogenen Antigenen. Die  Immunogenität der  fraktionierten Tumorproteine wurde dabei nach 

jeder  Dimension  mittels  autologer  T‐Zell‐spezifischer  Immunantwort  im  IFN‐γ  ELISpot  Assay 

analysiert  und  anschließend  mittels  massenspektrometrischer  Protein‐Fingerprint  Analyse  in 

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. Schnölzer  identifiziert  (Core Facility Genomics 

und Proteomics, DKFZ Heidelberg).  Zur Vorhersage natürlich präsentierter Antigene wurde mittels 

SYFPEITHI‐  (www.syfpeithi.de)  und  Immune  Epitope  Datenbank‐Algorithmus  (www.iedb.org)  die 

TAP‐Prozessierung  und  die HLA‐Epitopdichte  untersucht.  Kandidatenproteine wurden  durch  lange 

synthetische Peptide mittels ELISpot Assay validiert (hergestellt durch die Core Facility Translational 

Immunology, DKFZ Heidelberg).  

Die  Analyse  von  Primärtumor  und  Rezidiv  von  insgesamt  fünf  Patienten  zeigte  bereits  in  der  1. 

Dimension z.T. erhebliche Unterschiede hinsichtlich des Nachweises  immunogener Fraktionen (Abb. 
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Diese  Beobachtungen  deuten  darauf  hin,  dass  es  im  Zuge  der  fortschreitenden 

Glioblastomerkrankung  nicht  nur  zu  Veränderungen  in  der  Genexpression,  sondern  auch  zu 

Veränderungen  in der Expression  immunogener Zielstrukturen kommt. Letzteres  legt nahe, dies  im 

Rahmen  einer  immuntherapeutischen  Behandlung  insofern  zu  berücksichtigen,  als  dass 

beispielsweise geprüft werden muss inwieweit in der Rezidivsituation verwendete Impfantigene auch 

in relevanter Menge vom Rezidivtumor exprimiert werden. 

Zur  Identifizierung der Zielstrukturen der  in Abb. 10  identifizierten  immunogenen Fraktionen  (rote 

Säulen)  wurden  diese  weiter  fraktioniert  (2.  Dimension),  erneut  hinsichtlich  signifikanter 

Immunantworten getestet und daraufhin mittels Massenspektrometrie analysiert. Insgesamt wurden 

mehr  als  1500  Proteine  identifiziert,  die  letztlich  potentielle  Kandidaten  für  neue  immunogene 

Zielstrukturen  darstellen.  Um  aussichtsreiche  Kandidaten  besser  eingrenzen  zu  können,  wurde 

zunächst ein Abgleich mit Datenbanken wie  ‚The Human Protein Atlas‘, ‚The Cancer Genome Atlas‘, 

‚Uniprot‘ und ‚Genecards‘ und eine gleichzeitige intensive Literaturrecherche durchgeführt, die in der 

Auswahl  von  45  besonders  vielversprechenden  Proteinen  resultierte.  Analog  wurden  gleichzeitig 

Lysate  von  Tumorstammzellen  und  differenzierten  Tumorstammzellen  derselben  Patienten 

analysiert,  um  die  Heterogenität  in  Glioblastomgeweben  noch  besser  abbilden  zu  können.  Diese 

Daten  wurden  genutzt,  um  überlappende  Proteine  zu  identifizieren,  die  sowohl  auf 

Tumorstammzellen  und  differenzierten  Tumorzellen  als  auch  in  primären  und  rezidivierten  GBM 

exprimiert werden. 19 der vorerst 45 ausgewählten Proteine konnten in allen Proben nachgewiesen 

werden  (Abb  11).  Um  die  Immunogenität  der  ausgewählten  Antigene  zu  überprüfen,  wurden 

zunächst die Glioblastompatienten,  in denen die Antigene ursprünglich  identifiziert worden waren, 

auf  Immunantworten  gegen  die  entsprechenden  Peptide  getestet.  Dabei  zeigten  die 

Ursprungspatienten  gegen  acht  Antigene  eine  signifikante  Immunantwort,  deren  Eignung  als 

Impfantigen daraufhin weiter validiert wurde (Abb. 11). 
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