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Zusammenfassung

Ziel des von uns durchgefiihrten Forschungsprojektes war die Charakterisierung des
immunrelevanten Mikromilieus im Zuge der Glioblastomprogression sowie die Identifizierung
immungener Zielstrukturen, die sich im Rahmen einer Immuntherapie kiinftig nutzen lassen kénnten.
Hierzu wurden wu.a. die Tumorproben von extrem unterschiedlich Uberlebenden
Glioblastompatienten genutzt sowie ein Kollektiv von gepaarten Proben von primdren und

rezidivierenden Glioblastomen (pGBM, rGBM).

Als besonders dominante Immunzellpopulation im Glioblastom und als wichtige EinflussgroRe von T-
Zell-vermittelten Immunantworten wurde zunachst Anteil und Polarisierung der Microglia in
Assoziation mit dem Uberleben von Glioblastompatienten untersucht. Diese Analysen zeigten eine
signifikante Anreicherung von immunsuppressiver M2 Microglia in Glioblastompatienten mit einem
Uberleben von weniger als 10 Monaten im Vergleich zu ldnger iiberlebenden Pateinten (> 3 Jahre,
Geisenberger et al., Acta Neuropathol. 2015). Der Vergleich von Primartumor und Rezidiv ergab
ebenfalls eine deutliche Zunahme des Anteils an M2-polarisierter Microglia und war sowohl im
Primdrtumor wie auch im Rezidiv mit einem schlechteren Uberleben assoziiert. Die gleichzeitige
Analyse einwandernder T-Zellen ergab einen signifikanten Anstieg an Effektor-T-Zellen im Rezidiv,
wahrend sich der Anteil an regulatorischen T-Zellen nicht veranderte. Insbesondere der Anstieg an
zytotoxischen Effektor-T-Zellen war (berraschenderweise hoch korreliert mit der Menge an
unglinstiger M2-polarisierter Microglia. Die zusatzliche Quantifizierung von Immunmodulatoren in
denselben Geweben zeigten insbesondere im Rezidiv eine Abnahme von Faktoren, die eine
TumorabstoRung begiinstigen und legen somit nahe, dass trotz Zunahme intratumoraler Effektor-T-
Zellen diese vermutlich nicht mehr zu einer zytotoxischen Antwort in der Lage sind. Darliber hinaus
wurden in denselben Tumorproben massive Transkriptomverdnderungen vom Primartumor hin zum
Rezidiv festgestellt, die auf Selektionsprozesse in Richtung eines unglinstigen immmunologischen
Milieus hindeuten und damit ebenfalls zu einer beeintrdchtigten T-Zell-Aktivitat beitragen kdnnten.

Die weitere Klarung dieser Frage wird Gegenstand der nachsten Férderperiode sein.



Um in unseren weiterfihrenden Analysen therapeutisch nutzbare, imunogene Strukturen und
Veranderungen des immunogenen Repertoires vom Primartumor hin zum Rezidiv zu identifizieren,
wurde eine Kombination aus Proteomics-basierter Proteinauftrennung (PF2D) und einem T-Zell-
Aktivierungsassay (IFN-y ELISpot Assay) genutzt. Im Einklang mit den zuvor durchgefiihrten
Transkriptomanalysen zeigten sich in allen untersuchten Patienten erhebliche Verdanderungen in
Form einer Abnahme wie auch einer Zunahme immunogener Tumorproteinfraktionen im Rezidiv bis
hin zu einem vélligen 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 Primartumoren wie auch in Rezidiven nachweisbar waren, hinsichtlich
ihrer Eignung als Impfantigene zunachst 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 fiir drei dieser Proteine
zusatzlich eine massive Uberexpression und fiir zwei Proteine sogar eine inverse

Uberlebensabhingigkeit gezeigt werden.

Um abschlielend einen umfassenderen Eindruck iber die Immunantworten von Glioblastom-
Patienten zu erhalten und die Wirksamkeit von Immuntherapien gegen definierte Antigene testen zu
kénnen, wurde in unserer Gruppe ein diagnostisches Werkzeug entwickelt, mit dessen Hilfe sich
Immunantworten im peripheren Blut Gberprifen lassen (Mock et al., Oncotarget 2015). Sechs GBM-
assoziierte Antigene wurden auf Glas-Arrays gedruckt und eine bestehende Antikorper-vermittelte
Immunantwort im Serum getestet. Dabei konnte fiir das Peptid VCED des Antigens Tenascin C
prognostische Antikdrperantworten nachgewiesen werden und wird nun hinsichtlich seines Einsatzes

als potenzieller Biomarker weiter validiert.

Einleitung

Trotz intensiver Forschung zdhlen Glioblastome auch heute noch zu den aggressivsten und schwer
behandelbaren Tumoren. Ein Grund dafiir liegt in der Fahigkeit 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 Fallen 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
kénnen. Fir die AbstoRung von Tumoren spielen einwandernde Immunzellen und hier insbesondere
in den Tumor einwandernde T-Zellen eine malgebliche Rolle. Allerdings zeigen umfangreiche
Untersuchungen an intra- und extrakraniellen Tumoren, dass sich Tumorzellen bereits bei Auftreten
des Primartumors z.T. dulRerst effektiv gegen antitumorale Immunantworten schiitzen kénnen (3). Es
wird aullerdem vermutet, dass Rezidivtumore moglicherweise iber einen noch besseren Schutz nicht

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

Von besonderer Bedeutung fiir die immunologische TumorabstoRung ist die jeweilige Umgebung des
Tumors. Unter dem Einfluss von Tumorzellen werden geno- und phanotypisch normale Zellen wie
z.B. Mikrogliazellen dazu veranlasst, Faktoren abzugeben, die das Tumorwachstum fordern kénnen,
und zusatzlich dazu angeregt, ein Umgebungsmilieu aufzubauen, das eine effektive Immunabwehr
verhindert (5). Die genauen immunsuppressiven Vorgdnge in der Tumorumgebung werden bislang
allerdings nur unzureichend verstanden. Daher war es ein wichtiges Ziel des von uns durchgefihrten
Projektes, die Tumorumgebung von Glioblastomen hinsichtlich ihrer zellularen und molekularen
Zusammensetzung genauer zu charakterisieren. Besonderes Augenmerk galt hierbei Veranderungen,
die im Zuge der Tumorprogression, d.h. zwischen Primartumor und Rezidiv desselben Patienten,

stattfinden.

Da fir effektive Immuntherapien nicht nur Kenntnisse Uber mogliche Beeintrachtigungen einer
Immunantwort, sondern auch (ber geeignete Zielstrukturen notwendig sind, haben wir uns
zusatzlich 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 zukinftiger
Immuntherapien durch genauere Erkenntnisse zu verbessern, wie i) dem immunsuppressiven Einfluss
der Tumorumgebung entgegen gewirkt werden kann und ii) welche immunogenen Strukturen in
primdren und rezidivierenden Glioblastomen nachweisbar sind und sich so therapeutisch besonders

effektiv nutzen lassen.



Ergebnisse

Schlechtes Uberleben bei Glioblastompatienten geht mit einer erhdhten Anzahl an M2-

polarisierten Mikrogliazellen einher

Um in einem ersten Schritt zu prifen, ob die Prognose von Glioblastompatienten mit einer besonders
glinstigen bzw. unginstigen zelluldaren Tumorumgebung verbunden ist, haben wir Auftreten und
phanotypische Auspragung von Mikrogliazellen in Tumorgeweben von Glioblastompatienten

analysiert, die besonders kurz bzw. besonders lang (iberlebten.

Mikrogliazellen machen mit bis zu 30 % zahlenmaRig den groflten Anteil an den im Tumor
vertretenen normalen Zellen aus (6). Als antigenpradsentierende Zellen des angeborenen
Immunsystems im Gehirn erflllen Mikrogliazellen unter normalen Bedingungen verschiedene
Funktionen, die durch unterschiedliche Phdnotypen gekennzeichnet sind. So genannte M1-
polarisierte Mikrogliazellen greifen im Falle eines entziindlichen Geschehens wie einer Virusinfektion
ein oder sind an AbstoBungsreaktionen von entarteten Zellen eines Tumors beteiligt. Hingegen
haben M2-polarisierte Mikrogliazellen eine immunsuppressive Funktion und schitzen so
beispielsweise vor Autoimmunreaktionen wie Multipler Sklerose. Unter dem Einfluss von
Tumorzellen nehmen Mikrogliazellen phanotypisch 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).

Zunichst wurden mittels Kryostat von Tumorgeweben von kurz (short-term survivors = STS,
Uberleben < 10 Monate) und besonders lang (long-term survivors = LTS, Uberleben > 36 Monate)
liberlebenden Glioblastompatienten histologische Gewebediinnschnitte angefertigt. Die Bestimmung
von dem Tumoranteil, dem Anteil vitaler Zellen und die Bestatigung der urspriinglichen Diagnose
wurde histopathologisch in Zusammenarbeit mit Prof. Andreas von Deimling (Neuropathologie
Heidelberg) durchgefiihrt. Ausschlusskriterium war ein Nekroseanteil groRer 20%, ein Tumoranteil
unter 60% sowie das Vorliegen einer prognostisch besonders giinstigen und damit unsere Analyse
verfalschenden IDH-1-Mutation. Diese tritt typischerweise v.a. in niedriggradigen Gliomen und davon
abstammenden sekunddren Glioblastomen auf und nur in seltensten Féllen in primaren
Glioblastomen (9). Der Ausschluss erfolgte entweder durch Sequenzierung oder diagnostische

Immunhistochemie-Farbung. Gewebe, die die entsprechenden Kriterien erfiillten, wurden
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anschlieRend mithilfe von Mehrfachfluoreszenzfarbungen und darauffolgender quantitativer und

automatisierter TissueFAXS-basierter Auswertung hinsichtlich ihrer Mikrogliazell-Infiltration
analysiert. Ebenso wurde RNA fiir entsprechende Expressionsanalysen von denselben Geweben

extrahiert.

Die mithilfe von M1- und M2-typischen Mikroglia-Gensignaturen durchgefiihrten mRNA-Analysen
sowie die auf Proteinebene durchgefiihrten Multifluoreszenz-Untersuchungen lieferten uns einen
eindriicklichen Hinweis hinsichtlich der Bedeutung des Verhéltnisses von M1- zu M2-polarisierten
Mikrogliazellen. So konnten wir sowohl auf mRNA- (Abb. 1a) wie auf Proteinebene (Abb. 1b, c, d)
eine signifikant hohere unglinstige MZ2-Polarisierung in Tumorgeweben von STS-Patienten
nachweisen, die sich zusatzlich mithilfe von unabhangigen 6ffentlichen Datensatzen bestatigen liel

(10). Insgesamt legen diese Ergebnisse nahe, dass eine Verdanderung des Mikrogliaphanotyps in

Richtung der M1-Polarisierung das Uberleben von GBM-Patienten verbessern kdnnte.
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Abb.1 Mikroglia-Infiltration

und Aktivierungsstatus

in

kurz-

(short-term

survivors

langzeitliberlebenden (long-term survivors = LTS) Glioblastompatienten. (a) Signifikante Anreicherung von
Genen einer M2-Polarisierung in STS-Patienten auf mRNA-Ebene. (b) Signifikant erh6hte Proteinexpression von
M2-Markern in Geweben von STS und von M1 in LTS. (c, d) Exemplarische Mikrogliafarbung im Tumorgewebe
eines LTS- (c) und STS-Patienten (d). Aus Geisenberger et al., Acta Neuropathologica 2015.



Zunehmende ungiinstige M2-Polarisierung von Mikroglia im Rezidiv von Glioblastompatienten

In einem nachsten Schritt sollte wieder mithilfe der TissueFAXS-Multifluoreszenz-Analyse geprift
werden, ob sich im Zuge der Tumorprogression vom Primartumor hin zum Rezidiv weitere
Veranderungen der zelluldaren Zusammensetzung und des Mikromilieus beobachten lassen, die einen
Einfluss auf Immunantworten haben kénnten. Hierzu wurden gepaarte Gewebe von primaren und
rezidivierenden Glioblastomen (pGBM, rGBM) von insgesamt 42 Patienten untersucht, die die zuvor
beschriebenen Qualitatskriterien umfanglich erfillten. Das urspriinglich angestrebte Kollektiv von 40

Paaren konnte somit erreicht werden.

Zunachst 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 %
bestatigen (Abb. 2a, b). Wahrend sich die Gesamtzahl von Mikrogliazellen zwischen Primartumor und
Rezidiv nicht zu verandern 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 Mz2-polarisierten Mikrogliazellen zeigte sich, dass sich die
Mikrogliapolarisierung in der Mehrheit der Patienten in Richtung M2 verandert (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 zuriickgefiihrt werden kann. Dafiir wurde das Patientenkollektiv Median-basiert in eine
jingere und altere 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 jliingeren Patienten ausgepréagter.



o
(1]

Mikrogliazellen allgemein M2-Mikrogliazellen

p=0.872

= =
ks & = |
= —

[-7]
k| \ 5
=9 e =
o : - W
EY =i [ ] :
= =
r - b
2 ~
I=1
9 =

Primédrtumor  Rezidiv Primdrtumor  Rezidiv

o
o

t - ° JUNG : ALT .
0
n & 015 0,49
c o
§ :
il rGeM B A, & _
m
-~ — -
|+ 2 :
i 5 g o R
——— k> —
e s —— L, L,
= 3
pGEM rGBM pGaM GaM E
PGBM  rGBM PGBM  GBM

Abb. 2 Wahrend sich die Gesamtzahl an Mikrogliazellen in primdren und rezidivierten Glioblastomen nicht
verdndert (a und b), nimmt die Anzahl der M2-polarisierten Mikrogliazellen im Rezidiv zu (c). In Uber der Halfte
der Patienten ist eine Zunahme zu verzeichnen (d), wobei diese besonders auf die altere Patientengruppe
zurlickzufiihren ist (e). (a) Reprasentative Mehrfachfarbung, (b, ¢, e) kumulative Daten von 42 Patienten im
Primadrtumor und Rezidiv, (c) M2-Polarisierung, (d) detaillierte Verdnderungen der M2-Polarisierung, (e)
Veranderungen der M2-Polarisierung nach einer medianen Auftrennung des Patientenkollektivs in eine jlingere
und altere Patientengruppe.

Die basierend auf den zuvor erhobenen Daten durchgefiihrten Uberlebensanalysen konnten den von
uns bereits fur kurz und langzeitiiberlebende Glioblastompatienten publizierten Zusammenhang von
erhohter M2-Mikrogliainfiltration und schlechterem Gesamtiiberleben im primaren Glioblastom
bestatigen. Auch fiir das progressionsfreie Intervall konnte ein entsprechender Uberlebenstrend
beobachtet werden. Dariiber hinaus konnten wir mit Hilfe dieses wertvollen Kollektivs gepaarter
Proben auch fiir die M2-Infiltration im Rezidiv erstmals den gleichen Uberlebenszusammenhang

herstellen (Abb. 3).
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Abb. 3 M2-polarisierte Mikrogliazellen und Uberleben. (a) Wihrend eine hohe Anzahl an M2-polarisierten
Mikrogliazellen nur tendenziell einen Einfluss auf das progressionsfreie Intervall zeigte, war (b) eine hohe
Anzahl sowohl im Primartumor als auch (c) in der Rezidivsituation mit einem schlechteren Gesamtiiberleben
verbunden. Die Auftrennung der Gruppen erfolgte Median-basiert. OS = Overall survival (Uberleben); PFS =
progression-free survival (progressionsfreies Intervall).

Rezidivglioblastome zeigen eine besonders ausgepragte quantitative und qualitative Zunahme M2-

polarisierter Mikroglia im Tumorzentrum

Eine weitere Bestdtigung des unginstigen Einflusses von Tumorzellen auf die Polarisierung von
Mikrogliazellen und der Anreicherung M2-polarisierter Microglia im Tumorbett erhielten wir durch
den direkten Vergleich von im Tumorzentrum und angrenzender Infiltrationszone lokalisierten
Mikrogliazellen. Diese Analyse wurde in jeweils 10 primaren und 10 rezidivierten Glioblastomen und
den daran angrenzenden Infiltrationszonen durchgefiihrt. Das in Abbildung 4a gezeigte
Fluoreszenzbild belegt sehr eindriicklich, in welch hoher Anzahl Mikrogliazellen in den Tumor
einwandern. Wahrend in der Infiltrationszone nur sehr vereinzelt Mikrogliazellen nachweisbar sind,
steigt die Mikrogliazell-Anzahl im Tumor signifikant an (Abb. 4b, c). Diese Zunahme scheint im
Rezidivtumor noch starker ausgepragt zu sein als in primaren Glioblastomen. Ebenfalls konnten wir
zeigen, dass insbesondere im Rezidiv die Zahl der M1-polarisierten Mikrogliazellen im Tumor

signifikant abnimmt bei gleichzeitig signifikanter Zunahme von M2-polarisierten Mikrogliazellen.

Insgesamt legt der direkte Vergleich von Tumorzentrum und angrenzender Invasionszone nahe, dass
der Einfluss des Tumors nicht nur zu einer massiven Einwanderung von Mikrogliazellen in das
Tumorbett fiihrt, sondern dass dies dariiber hinaus eine ausgepragte Umpolarisierung der

Mikrogliazellen in Richtung eines tumorimmunologisch ungilinstigen M2-Phanotyps bewirkt.



Wiederum ist dieser Effekt am starksten in der Rezidivsituation und untermauert somit sehr

eindriicklich die zuvor beschriebenen Beobachtungen.
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Abb. 4 Die Anzahl an Mikrogliazellen nimmt im Tumorzentrum vergleichend zur angrenzenden Infiltrationszone
signifikant zu. Der starke Anstieg von M2-polarisierten Mikrogliazellen im Tumor verdeutlicht den Einfluss der
Tumorzellen auf Mikrogliazellen. (a) Reprasentative Immunfluoreszenzfarbung, (b, c) Anteil von Mikroglia-
zellen in der Infiltrationszone vergleichend zum Tumorzentrum. Analysiert wurden je zehn primare und
rezidivierte Glioblastom-Gewebeschnitte. Im unteren Teil der jeweiligen Abbildung wurde zusatzlich die M1-
und M2-Polarisierung der Mikrogliazellen analysiert. IFZ = Infiltrationszone.



Insbesondere im_ Glioblastomgewebe jiingerer 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 16sen somit
eine komplexe Immunantwort aus. T-Zellen bendtigen auch noch nach der Einwanderung in den
Tumor die Prasentation von Antigenen z.B. auf der Oberflache von Mikrogliazellen, um vollstandig
aktiviert zu werden. Aufgrund dieses Zusammenspiels und der Bedeutung von T-Zellen im Rahmen
einer effektiven Immunantwort, wurde im nachsten Schritt die Infiltration von T-Zellen in denselben

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

Interessanterweise zeigte mehr als die Halfte der untersuchten gepaarten Glioblastomproben dabei
eine Zunahme an intratumoralen T-Zellen (Marker CD3) in der Rezidivsituation im Vergleich zum
Primartumor. Weiter wurden infiltrierende T-Zellen nach ihrem Subtyp unterschieden (CD4 und
CD8). Wahrend dabei die Einwanderung von CD4+ Effektor-T-Helferzellen keine Veranderung
wahrend der Tumorprogression hin zum Rezidiv zeigte, konnte eine signifikante Zunahme von CD8+
zytotoxischen Effektor-T-Zellen beobachtet werden (Abb. 5b). Im nachsten Schritt wurde dieser
Anstieg detailliert hinsichtlich seiner Altersabhangigkeit charakterisiert. Daflir wurde das bestehende
Patientenkollektiv Median-basiert in eine jingere und eine dltere Patientengruppe aufgeteilt. Diese
Analyse ergab, dass dieser Anstieg vor allem in der jlingeren Patientengruppe zu beobachten war

(Abb. 5c).
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Abb. 5 Wihrend sich die Anzahl von infiltrierten T-Zellen im Allgemeinen zwischen primaren und
rezidivierenden Glioblastomen nicht verdndert, konnte eine signifikante Zunahme an zytotoxischen CD8"
T-Zellen im Rezidiv nachgewiesen werden (b). Diese Zunahme war besonders in der jiingeren Patientengruppe
zu verzeichnen (c). (a) reprasentative Mehrfachfarbung, (b) kumulative Daten von 42 Patienten im Primartumor
und Rezidiv, oben in Bezug auf CD3 und unten weiter aufgetrennt in die Subpopulationen CD4 und CD8. (c)
Infiltration von CD4" und CD8" Effektor-T-Zellen nach Auftrennung des Patientenkollektivs in eine jiingere und
adltere Patientengruppe entlang des Medians.
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Aufgrund des zu erwartenden immunsuppressiven Tumormilieus im Glioblastom wurde zuséatzlich die
gleichzeitige Infiltration von regulatorischen T-Zellen in denselben Gewebeproben anhand des
Markers FoxP3 untersucht. In Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen an einem Kollektiv
von ausschlieRlich primdren Glioblastomen (12) lag der Anteil FoxP3* T-Zellen unter 0,2 % aller
eingewanderten T-Zellen (Abb. 6a). Bei einer weiteren Auftrennung in CD4" und CD8" regulatorische
T-Zellen zeigte sich, dass die regulatorischen T-Zellen wie haufig in der Literatur beschrieben (13) fast
ausschlieBlich dem CD4" T-Zellsubtyp angehéren (Abb. 6b, c). Ebenso wurden keine nennenswerten

Unterschiede zwischen pGBM und rGBM beobachtet.
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Abb. 6 Infiltration FoxP3" regulatorischer T-Zellen in primare und rezidivierende Glioblastome (n = 42
Patienten) (a). Dabei wurde zudem zwischen CD4" (b) und CD8" (c) regulatorischen T-Zellen unterschieden.

Korrelation von M2-polarisierten Mikrogliazellen und CD8' T-Effektorzellen deutet auf eine

beeintrachtigte Funktionalitat von zytotoxischen T-Zellen

Fiir die paradoxe Zunahme an zytotoxischen T-Zellen im Glioblastomrezidiv bei gleichzeitiger
Zunahme an immunsuppressiv wirkenden M2 Mikrogliazellen sind folgende Erklarungsansatze
denkbar: Es gibt zunehmende Evidenz, dass Strahlentherapie, wie sie Glioblastompatienten
typischerweise nach der Entfernung des Primartumors erhalten, zu einer verstarkten Einwanderung
von zytotoxischen T-Zellen fiihrt (14). Es kann jedoch vermutet werden, dass diese aufgrund des
immunsuppressiven Einflusses und der ungiinstigen Uberlebensassoziation von M2-polarisierter
Mikrogliazellen in ihrer Funktionalitat erheblich beeintrachtigt sind und so nicht in der Lage sind, ihre
zytotoxische Wirkung zu entfalten. Deshalb war es von besonderem Interesse, einen moglichen
Zusammenhang zwischen  Mikrogliazellen und infiltrierenden T-Zellen anhand von
Korrelationsanalysen weiter zu priifen. Dabei zeigte sich, dass das Auftreten von CD163* M2-
polarisierten Mikrogliazellen in der Tat signifikant mit einer erhdéhten Anzahl an intratumoralen
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CD8" T-Effektorzellen verbunden ist (Abb. 7). Insbesondere die erhobenen Daten hinsichtlich einer
ungiinstigen Uberlebensassoziation legen deshalb nahe, dass v.a. im Rezidiv CD8" T-Effektorzellen
ihre zytotoxische Immunreaktion aufgrund immunsupprimierender M2-Mikrogliazellen nicht
ausiiben kénnen und vorzeitig ausgeschaltet werden. Diese Hypothese wollen wir in zukiinftigen
Analysen lberprifen unter Hinzunahme von zusatzlichen Erschépfungsmarkern wie CTLA-4 und PD-1

in Kombination mit den bekannten T-Zellmarkern.

Ve 4 1 -. O p-Wert =0.00011***
’ - rho =0.41
/|
[ 4
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Abb. 7 CD163" M2-polarisierte Mikrogliazellen korrelieren mit der Infiltration von CD8" T-Effektorzellen
(p-Wert =0.00011***, rho = 0.41). (a) reprasentative Mehrfachfarbung, (b) Korrelationsanalysen der
Immunzellinfiltrationsdaten.

Primartumore und Rezidive zeigen erhebliche Unterschiede in ihren Genexpressionsprofilen

Um mehr Gber die zugrunde liegenden Mechanismen zu lernen, die mit einer erhéhten oder
erniedrigten Einwanderung verschiedener Immunzellen und deren Funktionalitdt einhergehen,
wurden von allen verfligbaren primaren und rezidivierten Glioblastomproben Microarray-Analysen
durchgefiihrt. Darlber hinaus dienten diese Analysen als wichtiger Datensatz, um das
Expressionsniveau der in den nachfolgenden Analysen identifizierten immunogenen Strukturen mit
der ermittelten Immunogenitat vergleichen zu kénnen. Vor der hierzu notwendigen RNA-Extraktion
wurde die eingangs bereits beschriebene Qualitatssicherung durchgefiihrt. Die gleichzeitige
Nukleinsduren- und Proteinextraktion erfolgte mithilfe des im Labor etablierten AllPrep-Kits. Fir die

Microarray-Untersuchungen wurde ein lllumina HumanHT-12 v4 Expressions BeadChip Kit verwendet
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und durch die Core Facility Genomics und Proteomics am DKFZ in Heidelberg analysiert. Auch hierbei
konnte das angestrebte Kollektiv von 40 Paaren erreicht werden. Die Analysen ermoglichten die
Untersuchung der Expression von mehr als 20.000 Genen und entsprechenden Signalwegen (Abb. 8).
Dabei konnten wir erhebliche patientenunabhangige Unterschiede zwischen primaren und
rezidivierten Glioblastomen feststellen (Abb. 8a). Interessanterweise beobachteten wir groRere
Ahnlichkeiten innerhalb der Gruppe der primiren Glioblastome als zwischen Primartumor und
rezidiviertem Glioblastom desselben Patienten. Dies resultierte in der differenziellen Expression von
278 Genen, die Primartumore von Rezidiven trennten (Abb. 8b). Interessanterweise waren unter
diesen 16 Gene mit dem Auftreten von Immunantworten assoziiert. Weiterfiihrende Analysen dieser
Gene sollen nun klaren, inwieweit diese einen Einfluss auf anti-Tumor-Immunantworten haben und
ob sie eine Vorhersage erlauben, welcher Patient im Primartumor oder im Rezidiv von einer

Immuntherapie profitieren kdnnte.
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Abb. 8 Ahnlichkeitsanalyse des Transkriptoms von primiren und rezidivierten Glioblastomen (a) und Volcano
Plot Analyse zur Identifizierung von differenziell exprimierten Genen (b). FDR = false discovery rate.

Abnahme von Immunmodulatoren im Glioblastomrezidiv

Wie bereits zuvor erwahnt spielen Cytokine und Chemokine eine bedeutende Rolle in der anti-
tumoralen Immunabwehr. Um die beobachteten Verdanderungen hinsichtlich der Infiltration von
Immunzellen besser zu verstehen und um zusatzlich gezielte Informationen Uber Veranderungen von
immunrelevanten Chemokinen bzw. Cytokinen in Tumorlysaten von pGBM und rGBM auf
Proteinebene zu erhalten, wurden in Zusammenarbeit mit unserem Kooperationspartner Prof.
Philipp Beckhove (Translationale Immunologie, DKFZ) quantitative Luminex-Analysen durchgefihrt.

Diese Analysen erlauben die simultane Quantifizierung von 27 immunrelevanten Chemokinen und
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Cytokinen auf Proteinebene. Insgesamt konnten 38 Primadrtumor-Rezidiv-Paare sowie 14

Einzelgewebe untersucht werden.
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Abb. 9 Cytokinanalysen von primaren und korrespondierenden Rezidiv-Glioblastomgeweben. (a) Deutliche
Abnahme der Expression von positiven Immunmodulatoren wie IFN-y, TNF-a und G-CSF im Rezidivgewebe. (b)
Niedrige Expression des Cytokins G-CSF ist mit schlechterem Uberleben verbunden. (b) Sekretion von GM-CSF
und des Chemokins MIP-1R steigt im Rezidiv an.

Dabei konnte gezeigt werden, dass immunstimulierende Cytokine wie IFN-y und TNF-a in
Rezidivgeweben deutlich schwéacher sekretiert werden (Abb. 9a). Diese Cytokine werden von
Immunzellen wie T-Zellen und Makrophagen nach Aktivierung ausgeschittet und haben einen
bedeutenden Einfluss auf eine effektiv ablaufende anti-tumorale Immunreaktion. Dies bestatigt die

Annahme, dass wichtige Immunmodulatoren in Rezidivgeweben schwacher exprimiert werden und
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sich daher der Tumor in der Rezidivsituation noch besser gegen Immunantworten schiitzen kann. Bei
der Analyse des Cytokins G-CSF, welches eine wichtige Rolle in Entziindungen beziglich spielt,
konnten wir zeigen, dass die Sekretion tendenziell im Rezidiv ebenfalls abnimmt und dass eine
niedrigere Expression mit einem Trend zu einem schlechteren Uberleben 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-1R8, welches u.a. von Mikrogliazellen sekretiert wird (15), zu beobachten (Abb. 9c).
Die mittels Luminex-Analyse beobachteten Veradnderungen 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 ungiinstig auf anti-

Tumor-Immunantworten auswirken konnte.

Identifizierung immunogener Zielstrukturen in primaren und rezidivierten Glioblastomen

Neben einem besseren Verstindnis der immunologisch relevanten Tumorumgebung bestand ein
weiteres Ziel des durchgefiihrten Projektes darin, immunogene Antigene im pGBM und rGBM zu
identifizieren und zugleich Veranderungen der Antigenexpression wahrend der Tumorprogression
aufzuzeigen. Daflir wurden die Gewebelysate von funf 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 ermdglicht eine HLA-Typ-unabhangige ldentifizierung von potentiell
immunogenen Antigenen. Die Immunogenitat der fraktionierten Tumorproteine wurde dabei nach
jeder Dimension mittels autologer T-Zell-spezifischer Immunantwort im IFN-y ELISpot Assay
analysiert und anschlieBend mittels massenspektrometrischer Protein-Fingerprint Analyse in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. Schnélzer identifiziert (Core Facility Genomics
und Proteomics, DKFZ Heidelberg). Zur Vorhersage natlrlich prasentierter 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 Primartumor und Rezidiv von insgesamt fiinf Patienten zeigte bereits in der 1.

Dimension z.T. erhebliche Unterschiede hinsichtlich des Nachweises immunogener Fraktionen (Abb.
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10). Wahrend die Anzahl an immunogenen Fraktionen z.B. im Falle von Patient 1 und 5 zunahm, kam
es bei Patient 2 und 4 zu einem ausgepragten Verlust an immunogenen Fraktionen. Im Falle von
Patient 5 blieb zwar die Anzahl an immunogenen Fraktionen im Rezidiv gleich, aber es kam zu einer
Verschiebung, was die Vermutung nahelegt, dass nicht dieselben Proteine in der jeweiligen

Tumorsituation erkannt wurden.

1. Patient 5. Patient

pGBM pGBM

4, Patient
pGBM pGBM

Abb. 10 Dargestellt sind die IFN-y ELISpot Assay Ergebnisse von finf Patienten. Jeweils oben sind die
Ergebnisse der 1. Fraktionen dargestellt, jeweils unten dagegen die Ergebnisse der 2. Dimension. Rote S&dulen
entsprechen Fraktionen, die immunogene Strukturen enthalten. Deutlich wird, dass in manchen Patienten
(Patient 2+4) die Immunantwort im Rezidiv schwéacher wird, wohingegen andere Patienten eine starkere
Immunantwort entwickeln (Patient 1+5).
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Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass es im Zuge der fortschreitenden
Glioblastomerkrankung nicht nur zu Verdanderungen in der Genexpression, sondern auch zu
Veranderungen in der Expression immunogener Zielstrukturen kommt. Letzteres legt nahe, dies im
Rahmen einer immuntherapeutischen Behandlung insofern zu berlicksichtigen, als dass
beispielsweise geprift 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
Saulen) 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 fiir neue immunogene
Zielstrukturen darstellen. Um aussichtsreiche Kandidaten besser eingrenzen zu koénnen, wurde
zunachst ein Abgleich mit Datenbanken wie ,The Human Protein Atlas’, ,The Cancer Genome Atlas’,
,Uniprot‘ und ,Genecards’ und eine gleichzeitige intensive Literaturrecherche durchgefiihrt, die in der
Auswahl von 45 besonders vielversprechenden Proteinen resultierte. Analog wurden gleichzeitig
Lysate von Tumorstammzellen und differenzierten Tumorstammzellen derselben Patienten
analysiert, um die Heterogenitdt in Glioblastomgeweben noch besser abbilden zu kdnnen. Diese
Daten wurden genutzt, um Uberlappende Proteine zu identifizieren, die sowohl auf
Tumorstammzellen und differenzierten Tumorzellen als auch in primaren und rezidivierten GBM
exprimiert werden. 19 der vorerst 45 ausgewdahlten Proteine konnten in allen Proben nachgewiesen
werden (Abb 11). Um die Immunogenitit der ausgewdhlten Antigene zu Uberprifen, wurden
zunachst die Glioblastompatienten, in denen die Antigene urspriinglich 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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Abb. 11 19 der Antigene, die in Gewebelysaten von primaren und rezidivierenden Glioblastomgeweben
identifiziert wurden, konnten in allen untersuchten Patientenproben nachgewiesen werden (oben). Im
Ursprungspatienten zeigten acht dieser Antigene im IFN-y ELISpot Assay eine signifikante Immunantwort
(unten, dunkelblau dargestellt).

Um unspezifische Immunantworten ausschlieffen zu kdnnen, wurde die Immunogenitat der Peptide
mit T-Zellen von gesunden Spendern (n = 16) getestet. Ebenfalls erfolgte eine Analyse mit Blut von
Glioblastompatienten, um sicherzustellen, dass es sich bei den ausgewahlten Antigenen nicht um
patientenspezifische Immunantworten handelt (n=15). Dabei zeigten Glioblastompatienten im
Allgemeinen eine deutlich hoéhere Immunantwort gegen die identifizierten Antigene als die
getesteten gesunden Spender (Abb. 12). Drei der acht Antigene erzeugten keinerlei Immunantwort in
gesunden Spendern, jedoch eine hohe Immunantwort in 20-33 % der untersuchten
Glioblastompatienten (Antigen 3, 16, 19). Zwei weitere Antigene (Antigen 4 und 9) zeigten zwar eine
schwache Immunantwort in gesunden Spendern (6-13 %), aber eine starke Immunantwort in nahezu

der Halfte aller Glioblastompatienten (40-53 %).
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Abb. 12 Validierung der Immunogenitdt ausgewdhlter Antigene in gesunden Spendern (grin) und
Glioblastompatienten (rot). Links ist die Gesamtheit der Immunantworten gegen alle Antigene aufgetragen. Auf
der rechten Seite ist der Anteil an gesunden Spendern und Glioblastompatienten aufgefiihrt, die eine
signifikante Immunantwort gegen die identifizierten Antigene gezeigt hatten.

Weiter wurde die Expressionsstarke der Antigene auf RNA-Ebene charakterisiert. Daflir wurden die
zuvor beschriebenen Microarraydatensdtze von 40 primaren und korrespondierenden Rezidiv-
Glioblastomen genutzt und die relative Expression aller 45 ausgewahlten Antigene miteinander
verglichen (Abb. 13a). Die flinf interessantesten Antigene, die besonders hohe Immunantworten in
Glioblastompatienten hervorgerufen hatten, waren dabei sehr unterschiedlich stark exprimiert
(markiert mit einem roten Kreis). Dies zeigt, dass mittels der angewandten Methode ebenfalls
schwacher exprimierte Antigene nachgewiesen werden konnen, die dennoch eine hohe
Immunogenitat aufweisen. Wahrend drei der Antigene in Rezidivgeweben geringer exprimiert waren
als in Primartumoren (markiert mit Sternchen), waren zwei Antigene auf RNA-Ebene ebenfalls im

Rezidiv stark exprimiert.

Zur weiteren Absicherung wurde das RNA-Expressionslevel mittels qPCR an 56 weiteren primaren
Glioblastomen untersucht, wobei die Expressionsstarke in Bezug zu einer Normalhirnkontrolle
analysiert wurde (Abb. 13b). Zwei der vielversprechenden Antigene waren dabei in

Glioblastomgeweben starker exprimiert als in gesundem Hirngewebe (rotes Kastchen).
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Abb. 13 RNA-Expressionslevel der ausgewahlten Antigene. (a) Relative Expressionsstarke der 45 ausgewdhlten
Antigene in Bezug zueinander. Daflir wurden Microarraydaten von 40 korrespondierenden primaren und
rezidivierenden Glioblastomen genutzt. Rot umkreist sind diejenigen Antigene, die hohe Immunantworten in
Glioblastompatienten hervorgerufen hatten. Mit einem Sternchen markiert sind Antigene, die in Rezidiv-
Glioblastomen signifikant schwicher exprimiert waren als in den Primartumoren. (b) Uberpriifung der RNA-
Expressionsstarke mittels qPCR. Die Expressionsstarke ist in Relation zur Expression in Normalhirngewebe
gezeigt. Mit einem Kasten versehen sind wiederum die fiinf interessantesten Antigene basierend auf
Immunogenitdtsanalysen mittels IFN-y ELISpot Assay (rot: starker exprimiert im GBM-Gewebe, grau: kein
Unterschied oder niedrigere Expression im GBM-Gewebe).

Anhand der o6ffentlichen Datenbank TCGA (The Cancer Genome Atlas), die Expressionsdaten von
mehr als 400 Glioblastompatienten zur Verfligung stellt, wurde nun untersucht, inwiefern die
Expression der identifizierten Antigene einen Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten ausiibt
(Abb. 14). Bei vier der acht weiter charakterisierten Antigene konnte ein Bezug zum Uberleben
aufgezeigt werden. Dabei war eine hohe Expression bei allen Antigenen mit einem schlechteren
Uberleben verbunden (Antigen 2, 3, 4). Diese Daten bestitigen die Bedeutung der identifizierten

Antigene flr die Aggressivitait von Glioblastomen. Besonders vielversprechend zeigten sich die
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Antigene 3 und 4, die zuvor bereits eine hohe Immunogenitat gezeigt hatten und sich demnach nach

weiterer Validierung und Charakterisierung fiir zuklinftige Immuntherapien eignen kénnten.
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Abb. 14 Uberlebensanalysen der identifizierten Antigene. Genutzt wurden dafiir TCGA-Datensitze, die die
RNA-Expressionsdaten von 419 Glioblastompatienten beinhalten. In griin dargestellt sind Glioblastompatienten
mit einer niedrigen Expression des Antigens, wobei eine hohe Expression in rot dargestellt wurde.

Einsatz und Optimierung von Peptidarrays als Monitoringwerkzeug fiir _ kiinftige

Immuntherapiestudien

Im letzten Teil unseres Projektes haben wir uns mit der Optimierung von Verlaufskontrollen von
Immunantworten gegen Tumorantigene zu Monitoringzwecken kinftiger Immuntherapiestudien
beschéaftigt. Als experimentelle Plattform wurden mafigeschneiderte Peptidarrays verwendet, deren
Aussagekraft zunachst mittels Antigenen (berprift wurde, deren Immunogenitdt im Glioblastom
bereits aus der Literatur bekannt war. Es handelte sich um EGFR, FABP5, Tenascin-C, MAGEA3, GLEA2
und PFH3, die mit einem Versatz von 9 Aminosaduren als 13mere auf Glasobjekttrager gedruckt

wurden (17). Immunantworten wurden in 3 verschiedenen Patientenkollektiven analysiert (Abb. 15).
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EGFR, FABPS5, TNC, MAGEA3, GLEA2, PFH3
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Abb. 15 Malgeschneiderte Peptidarrays und Studiendesign zur Prifung von Antikdrperantworten im Serum
von Glioblastompatienten gegen die aufgebrachten Peptide.

Gegen 30 Peptide konnten signifikante Immunantworten im Serum von Glioblastompatienten
nachgewiesen werden (Abb. 16). Diese zeigten in mindestens einem Studienkollektiv eine hoch
signifikante  Uberlebensabhidngigkeit (Abb. 17 oben). Die Uberlebensabhingigkeit von
Immunantworten gegen ein Tenascin-C gerichtetes Peptid konnte in allen Patientenkollektiven
bestatigt werden (Abb. 17 unten) und soll nun in weiterfihrenden Studien hinsichtlich seiner Eignung

als neuer Biomarker fiir einen besseren klinischen Verlauf beim Glioblastom getestet werden.
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Table 15 | Top30 differential peptides between LTS and STS patients
Peptides are assigned to their corresponding antigen and ordered according to their p-value. A positive log2
Fold-Change (log2 FC) and difference in signal intensity (intensity diff) equals a higher titer in LTS patients.

peptide antigen  pvalue intensity diff _log2 FC
VCEDGFTGPDCAE TNC 0.000633244 1570.269 0.8745
KLICSEKGKVSEK GLEA2 0.00065385  -611.7965 -0.578
KETVKLSHEDDHI PHF3 0.001009832 692.643 0.5615
VSGNTVEYALTDL  TNC 0.001521112 1303.234 0.7635
QAHSVLKKTLQDQ  PHF3 0.003270692 566.2445 0.4935
TGFLLIQAWPENR  EGFR 0.003687734 -713.4405 -0.6515
KKLFGTSGQKTKI ~ EGFR 0.004568125 -1066.191 -0.9985
KVVDCLKFFRKAK  GLEA2 0.004801176 -1280.414 -0.8375
EGKYSFGATCVKK  EGFR 0.00611762  -1535.3945 -1.0485
KLSHEDDHILEDA  PHF3 0.006157174 1806.9675 0.8915
KDKEKNKEKKFKE  GLEA2 0.006621059 -1308.243 -0.9535

Abb. 16 Top30 differenziell erkannte Peptide.
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Abb. 17 Uberlebensanalysen von Antikdrperantworten gegen ein Tenascin-C spezifisches Peptid unter
Verwendung verschiedener technologischer Plattformen und Patientenkollektiven.

Insgesamt zeigt dieser erfolgreiche Proof of Principle die Anwendungsfahigkeit von Peptidarrays zur
Uberpriifung von Immunantworten gegen definierte Antigene, wie sie im Rahmen von
Peptidvakzinen verwendet werden, und legt die Prifung ihres Einsatzes in Rahmen von
Immuntherapiestudien nahe. Sie bieten den Vorteil, dass nur geringe Mengen an Blutserum benétigt

werden und ermoglichen so problemlos wiederholte Kontrollen.
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