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» Massenspektrometrie-basierte Immunopeptidomik ist derzeit die einzige Moglichkeit,
tatsachlich présentierte (Neo-)Epitope direkt zu identifizieren.

» Die mittels Immunopeptidomik identifizierten (Neo-)Epitope ermdglichen die rationale Entwick-
lung neuer, Epitop-zentrischer Immuntherapien.
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» Auf HLA-Molekilen an der Zelloberflache prasentierte (Neo-)Epitope aus tumorasso- [ & <
ziierten und tumorspezifischen Antigenen erlauben dem Immunsystem, maligne 2 ~
Zellen zu erkennen und zu eliminieren. SHORT CUT

Aus der translationalen Forschung:

Wie detektiert und validiert man

(Neo-)Epitope?

IVI it der klinischen Einfihrung von
Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICB)

gegen PD-1, PD-L1 und CTLA-4 hat sich
die Immuntherapie neben Operation,
Chemotherapie und Bestrahlung als vier-
te Saule der Krebstherapie etabliert. Die
Grundlage aller Immuntherapien ist die
Fahigkeit des Immunsystems, zwischen
LKOrpereigen“ und ,kdrperfremd” zu un-
terscheiden. Diese Unterscheidung wird
fur T-Zellen durch Peptide erméglicht,
die von humanen Leukozytenantigenen
(HLAs) auf der Oberflache aller Kdrper-
zellen prasentiert werden. Obwohl durch
ICB reaktivierte T-Zellen ,korperfremde”
Peptide erkennen!:2, reicht die endoge-
ne T-Zell-Reaktion in einer Vielzahl der
klinischen Falle nicht aus, um den Krebs
vollsténdig zu kontrollieren. Epitop-zen-
trische Immuntherapien wie therapeuti-
sche Krebsimpfstoffe oder T-Zell-Rezep-
tor-transgene Zelltherapien kdnnen dazu
beitragen, vorhandene T-Zell-Antworten
zu verstarken oder neue T-Zell-Antworten
auszuldsen. Fur die Entwicklung mog-
lichst effektiver Epitop-zentrischer Im-
muntherapien ist es entscheidend, tu-
morspezifische ,korperfremde” Peptide,
sogenannte Neoepitope, zu identifizieren.
Die massenspektrometrische Analyse von
HLA-préasentierten Peptiden, auch als
Immunopeptidomik bezeichnet, ist dabei
derzeit die einzige Methode, um (Neo-)
Epitope direkt zu identifizieren.
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Grundlage: HLA-Prasentation
von Antigenen

HLA:Peptid-Komplexe ermdglichen es
den T-Zellen des Immunsystems sowohl
die intra- als auch die extrazellulare Pro-
teinexpression kontinuierlich zu Uiberwa-
chen. HLA-Klasse-I-Molekile werden von
allen kernhaltigen Zellen exprimiert und
sind Heterodimere, bestehend aus einer
polymorphen a-Kette sowie B3-2-Mikro-
globulin. Strukturell bildet die a-Kette
die Bindestelle fiir kurze Peptide (8-15
Aminosauren) und erlaubt die Prasen-
tation eines breiten Peptidspektrums in-
trazellularer Herkunft, welches von CD8+
T-Zellen Gberwacht wird und so die Iden-
tifizierung und Eliminierung maligner
Zellen ermoglicht. HLA-Klasse-II-Mole-
klle werden hauptsachlich von antigen-
prasentierenden Zellen exprimiert und
sind ebenfalls polymorphe Heterodime-
re, bestehend aus einer a- und einer
B-Kette. Sie prasentieren hauptséachlich
Peptide extrazellularer Herkunft mit einer
Léange von bis zu 25 Aminosauren an
CD4+ T-Zellen. Die Gesamtheit aller von
HLA-Molekllen prasentierten Peptide
wird als Immunopeptidom bezeichnet.
Ein GroBteil dieser Peptide stammt vom
normalen Proteom der Zelle ab und ist
somit ,korpereigen”“. Gegen diese Pep-
tide besteht immunologische Toleranz.
In Tumoren stammt nur ein sehr geringer
Teil der prasentierten Peptide von ver-
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anderten Proteinen und kann somit als
Lkorperfremd" bzw. als Neoepitop klas-
sifiziert werden. Die flr Immuntherapien
relevanten (Neo-)Epitope kdnnen entwe-
der von tumorassoziierten oder tumor-
spezifischen Antigenen abstammen.

Tumorassoziierte Antigene (TAAs) sind
in gesundem adultem Gewebe nur schwach
oder gar nicht exprimiert. TAAs umfassen
Entwicklungsantigene, welche norma-
lerweise nur wahrend der Embryonal-
entwicklung exprimiert werden (z.B.
Carcinoembryonales Antigen, CEA), Can-
cer-Testis-Antigene, die in der Regel nur
in Reproduktionsorganen exprimiert wer-
den (z.B. Proteine aus der MAGE-Fami-
lie oder NY-ESO-1), tberexprimierte An-
tigene (z.B. HER2 bei Brustkrebs oder
CD19 bei B-Zell-Malignomen) sowie
aberrant posttranslational modifizierte
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Antigene (z.B. MUC-1)3. Immunantwor-
ten gegen TAAs sind jedoch oft durch
zentrale Toleranzmechanismen einge-
schrankt und es mangelt ihnen an voll-
standiger Spezifitat flr die erkrankten
Zielzellen.

Tumorspezifische Antigene (TSAs) hin-
gegen werden ausschlieBlich auf malig-
nen Zellen prasentiert und unterliegen
nicht den zentralen Toleranzmechanismen
des Immunsystems. Im klassischen Sinn
entstehen TSAs aufgrund von Verénde-
rungen des Genoms, wie z.B. dem Aus-
tausch einzelner Basenpaare (,single
nucleotide variants“, SNVs), der Inser-
tion oder Deletion von Basenpaaren so-
wie Genfusionen® oder auch der Expres-
sion viraler Onkoproteine wie beispiels-
weise derer des humanen Papillomvirus
(HPV)3. Aktuelle Studien des Immunopep-
tidoms beschéftigen sich dartiber hinaus
mit zusatzlichen Quellen von Tumoran-
tigenen, wie z.B. alternativen RNA-SpleiB-
vorgangen und RNA-Editierung sowie
alternativen Startstellen und Ableseras-
tern wahrend der Translation69. Es ist
jedoch unklar, ob diese ,nicht-kanoni-
schen“ Tumorantigene tatsachlich tumor-
spezifisch sind.

Methodik: Direkte Epitop-ldenti-
fizierung mit Imnmunopeptidomik

Die Identifizierung von tumorassoziierten
und tumorspezifischen Antigenen erfolgt
bislang Gberwiegend auf der Basis von
Sequenzierdaten, z.B. aus Genom- und
Transkriptomsequenzierungen oder ribo-
somalem Profiling. AnschlieBend werden
Epitop-Kandidaten durch in silico-Vorher-
sagen zum Bindeverhalten der generier-
ten Peptide an die entsprechenden HLA-
Molekdle priorisiert. Teilweise wird die
Immunogenitat der ausgewéhlten Pepti-
de zusatzlich mit Hilfe von in vitro-Assays
Uberprift. Solche Ansatze haben jedoch
eine hohe Fehlerrate, da keine der ge-
wonnenen Informationen eine Aussage
darlber zulasst, ob die selektierten Pep-
tide tatsachlich auf der Oberflache des
Tumors prasentiert werden und damit ein
valides Therapieziel darstellen.

Dank der Fortschritte in der Sensitivitat
und Reproduzierbarkeit der modernen
Massenspektrometrie (MS) ist es nun
moglich, diese Ungewissheit zu tber-
winden, das gesamte Immunopeptidom
zu erforschen und die Prasentation von
(Neo-)Epitopen unmittelbar nachzuwei-
sen. Das Gebiet der Immunopeptidomik
entstand in den friihen 1990er Jahren,
als von HLA-Molekdlen prasentierte Pep-
tide erstmals mittels Edman-Abbaus und
MS sequenziert und charakterisiert wur-
denl0-12, Durch die Einfihrung hoch-
empfindlicher MS-Instrumente und neu-
er Ansatze bei der Datenanalyse sowie
der Erkenntnis, dass durch ICB reakti-
vierte T-Zellen tumorspezifische Neoep-
itope erkennen!:2, hat das Feld in jin-
gerer Vergangenheit erhohte Aufmerk-
samkeit erlangt. Im Gegensatz zum jlings-
ten technologischen Fortschritt hat sich
das Prinzip der Probenvorbereitung nicht
wesentlich verandert. Die Probe, bei-
spielsweise tiefgefrorenes Tumormateri-
al oder kultivierte Zellen, wird dabei zu-
nachst mit einem milden Detergens ly-
siert, um die Integritat der HLA:Peptid-
Komplexe zu schitzen. Im nachsten
Schritt werden die HLA:Peptid-Komple-
xe mittels Immunaffinitdtschromatogra-
phie mit Hilfe eines anti-HLA-Antikorpers
isoliert. AnschlieBend werden die Pep-
tide von den deutlich groBeren HLA-Mo-
lekllen durch Ultrafiltration oder Fest-
phasenextraktion getrennt, bevor sie
massenspektrometrisch analysiert wer-
den!3,

Fir diese Analyse wird in den meisten
Fallen die sogenannte datenabhangige
Akquisition (,data-dependent acquisiti-
on“, DDA) verwendet. Hierbei werden
Peptide abhangig von der Stérke ihres
MS-Signals isoliert und anschlieBend
fragmentiert. Basierend auf der Fragmen-
tierungsinformation kénnen dann Rick-
schlisse auf die Peptidsequenz gezogen
werden. Ein Nachteil dieser Methodik
ist, dass flr niedrig abundante Peptide,
wie z.B. Neoepitope, oft keine Fragmen-
tierungsdaten generiert werden und die-
se somit nicht identifizierbar sind. Alter-
nativ kann die Analyse mit zielgerichte-
ten (,targeted”) Methoden, wie z.B.

S/MRM (,,selective/multiple reaction mo-
nitoring") oder PRM (,parallel reaction
monitoring“), erfolgen. Niedrig abundan-
te Peptide konnen hierbei zuverlassiger
und mit hoherer Sensitivitat detektiert
werden, sofern das Peptid von Interesse
und dessen exakte Masse bekannt sind.
Allerdings erlauben zielgerichtete Metho-
den lediglich die Untersuchung einer
begrenzten Anzahl an Peptiden und er-
moglichen somit keine umfassende Un-
tersuchung des gesamten Immunopep-
tidoms. Daruber hinaus werden zuneh-
mend mehr Immunopeptidom-Datensat-
ze mit datenunabhangiger Akquisition
(,data-independent acquisition“, DIA)
generiert. Hierbei handelt es sich um
eine Methode, bei der alle Peptide aus
einem definierten Massenbereich, un-
abhéangig von ihrer Abundanz, isoliert
und fragmentiert werden. Dieser Prozess
wird Uber den gesamten Massenbereich
wiederholt und generiert so eine digita-
le Karte aus hochkomplexen Fragmen-
tierungsmustern aller messbaren Pepti-
de. Zur Identifizierung werden die gene-
rierten Rohdaten entweder mit Daten-
banken, die zusatzlich zu den Sequenzen
des humanen Proteoms auch Neoanti-
gensequenzen enthalten (DDA), oder mit
sequenzannotierten Bibliotheken von
Fragmentierungsmustern (DIA) verglichen.
Bei zielgerichteten/, targeted“ Methoden
werden die generierten Fragmentierungs-
muster mit denen eines synthetischen
Referenzpeptids verglichen. Diese Me-
thodik gilt als Goldstandard fir die Iden-
tifizierung von Peptiden und wird haufig
auch zur Validierung der durch DDA und
DIA generierten Detektionen verwendet.
Fur die klinische Anwendung von epi-
topbasierten Immuntherapien ist neben
der HLA-Prasentation des Zielepitops auf
der Tumorzelle der Nachweis der Immu-
nogenitat, also der Auslosbarkeit von
T-Zell-Reaktivitat gegen das Zielepitop,
die wichtigste Voraussetzung. Dieser kann
z.B. funktional Uber die Detektion von
Zytokinsekretion in ELISAs oder ELISpot-
Assays erfolgen oder durch die direkte
Detektion der entsprechenden T-Zellen
mit Hilfe von HLA:Peptid-Tetramer-Far-
bungenl4-16,
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Immunopeptidomik in der klini-
schen Anwendung

Einige klinische Studien, welche Immu-
nopeptidomik zur Epitopidentifizierung
verwenden, wurden bereits oder werden
derzeit durchgeflihrt. Drei Studien, wel-
che den sogenannten ,Tubinger Ansatz*
verfolgen, fokussierten sich hierbei auf
tumorassoziierte Antigene. In der IMA901-
Studie flihrten Vakzinierungen von 96
HLA-A*02-positiven Nierenzellkarzinom-
Patient:innen mit je zehn tumorassozi-
ierten Epitopen zu Antitumor-T-Zellant-
worten und einer erhéhten Uberlebens-
rate in Phase-I- und Phase-II-Studien
(NCT00523159)17. In einer offenen,
randomisierten und multizentrischen
Phase-IlI-Studie (NCT01265901) mit
339 Patient:innen, welche das Vakzin
in Kombination mit Sunitinib testete,
konnte jedoch kein Vorteil im Vergleich
zur Standardmonotherapie erkannt wer-
den!8. Die GAPVAC-Studie (NCT02149225)
testete zwei Vakzinformulierungen bei
insgesamt 15 Patient:innen mit Glio-
blastom19. Alle Patient:innen erhielten
einen Impfstoff mit sieben tumorasso-
ziierten Epitopen basierend auf ihrem
HLA-Allotyp und der Immunopeptidom-
und Transkriptomanalyse ihres jeweili-
gen Tumors. 11 Patient:innen erhielten
zusatzlich eine Vakzinierung, welche
zwei in silico vorhergesagte, tumorspe-
zifische Epitope enthielt. Flir beide An-
satze konnten CD4* und CD8* T-Zell-
immunantworten gegen die geimpften
Epitope nachgewiesen werden. Eine
weitere Studie (NCT04688385) zur
Impfung mit tumorassoziierten Epitopen
fur Patient:innen mit chronisch lympha-
tischer Leukamie befindet sich aktuell
in der Rekrutierungsphase2°. Wahrend
Therapieansatze, welche sich gegen
tumorassoziierte Antigene richten, be-
sonders attraktiv sind, da sie potenziell
auf ein breiteres Spektrum von Patient:
innen angewendet werden konnen
(,Warenhaus"“-Prinzip), bergen sie auch
immer die Gefahr von schweren Ne-
benwirkungen durch fehlende absolu-
te Tumorspezifitat. Dies hat z.B. im Fall
einer Studie mit transgenen T-Zellre-
zeptoren  gegen  tumorassoziierte
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Identifizierung tatsachlich prasentierter (Neo-)Epitope
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tumorassoziiertes

Immunangriff

Zerstorung des Tumors

Zur |dentifizierung von (Neo-)Epitopen fiir die Entwicklung von Epitop-zentrischen Immuntherapien werden zunachst Tumorgewebe und
Blut von Patient:innen entnommen. Beide Proben werden sequenziert und die im Tumorgewebe durch DNA-Mutationen entstandenen,
verdnderten Proteinsequenzen bestimmt. Aus diesen wird eine Epitop-Datenbank erstellt. Zusétzlich wird das Immunopeptidom des
Tumorgewebes mit Hilfe von Massenspektrometrie-basierter Inmunopeptidomik untersucht. Die generierten Daten werden mit der
Epitop-Datenbank verglichen um tatséchlich prasentierte (Neo-)Epitope zu identifizieren. AnschlieBend werden die identifizierten Kan-
didaten funktionell validiert, indem {iberpriift wird, ob Immunantworten gegen das Zielepitop ausldsbar sind. Nur tatséchlich prasen-
tierte und immunogene Epitope kdnnen zur Zerstorung des Tumors durch CD8* T-Zellen beitragen. Basierend auf tatsachlich prasen-
tierten und funktionell validierten Epitopen kinnen dann personalisierte Immuntherapien wie therapeutische Krebsimpfstoffe oder

T-Zell-Rezeptor-transgene Zellprodukte generiert werden.
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Abb.: Wie detektiert und validiert man (Neo-)Epitope?

MAGE-A3-Epitope zu schwerer Neuro-
toxizitat gefuhrt2l. Fir Therapieansat-
ze, welche sich gegen tumorspezifische
Ziele richten, ist diese Gefahr hingegen
wesentlich geringer. Drei Studien, wel-
che das Potential von vollstandig per-
sonalisierten Therapieansatzen ergrin-
den, befinden sich aktuell in der Rek-
rutierungsphase. Davon verwenden zwei
Studien autologe dendritische Zellen,
welche mit Peptiden von tumorspezifi-
schen Antigenen beladen werden, als
Vakzinierungsplattform fiir Patient:innen
mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzi-
nom (NCT05195619) oder Pankreas-
karzinom (NCT04627246)22. Die drit-
te Studie (NCTO4643574) testet den
adoptiven Transfer von Neoantigen-
spezifisch angereicherten, autologen

T-Zellen bei Patient:innen mit fortge-
schrittenen, soliden Tumoren23. Bemer-
kenswert bei diesen Studien ist die au-
Bergewodhnlich kurze Zeit von nur zwei
Wochen zwischen Eingang des Tumor-
materials und der Identifizierung der
Neoepitope. Die Identifizierung von tu-
morspezifischen Zielen ist typischer-
weise mit einem deutlich hdheren zeit-
lichen und monetaren Aufwand pro
Patient verbunden. Eine Ausnahme bil-
den HPV-assoziierte Krebserkrankungen,
fur die aufgrund der tumorspezifischen
Expression viraler Onkoproteine Thera-
pien nach dem ,Warenhaus“-Prinzip
entwickelt werden kénnen. So konnte
z.B. in einer Phase-|-Studie (NCT02858310)
mit einem transgenen T-Zellprodukt ge-
gen ein zuvor per Immunopeptidomik




validiertes virales Epitop® robuste Tu-
morregression bei sechs von zwdlf
Patient:innen gezeigt werden24,

Ausblick

Das Gebiet der Immunopeptidomik konn-
te in der letzten Dekade erhebliche Fort-
schritte erzielen und erlaubt heutzutage

nicht nur die Erforschung grundlegender
Prozesse der Antigenprozessierung und
-présentation, sondern ermdglicht auch
die Identifizierung von Zielstrukturen fir
die rationale Entwicklung personalisier-
ter Immuntherapieanséatze. Durch neue
Entwicklungen im Bereich der Massen-
spektrometrie, insbesondere im Hinblick
auf die Sensitivitat der Messgerate, sowie

neue, Kl-gestitzte Ansatze bei der bio-
informatischen Datenanalyse und die
Tatsache, dass der unmittelbare Nach-
weis tatséachlicher Epitop-Présentation
weiterhin der Immunopeptidomik vor-
behalten ist, ist zu erwarten, dass diese
fur die Entwicklung Epitop-spezifischer
Immuntherapien zunehmend an Bedeu-
tung gewinnen wird. |
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