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Analyse des HLA-Ligandoms zur Identifizierung

tumorassoziierter Peptide

Wissenschaftliche Grundlagen

Praktisch jedes Protein einer Zelle wird auf
der Zelloberfl&che durch ein kurzes Peptid
reprdsentiert. Diese Peptide stammen aus
dem normalen Proteinstoffwechsel und
werden durch sperzielle Rezeptoren, die
HLA-MolekUle, innerhalb der Zelle gebun-
den und anschlieBend auf der Zelloberfl&-
che prasentiert. Solche HLA-Pepftid-
komplexe werden standig von T-Zell-
rezeptoren abgetastet: T-Zellen sind in der
Lage, unerwlnschte Verdnderungen in
der Gesamtheit der HLA-prdsentierten
Peptide - dem HLA-Ligandom - zu erken-
nen und darauf zu reagieren. Im Falle ei-
ner Virusinfektion, aber auch wahrend ei-
ner Tumorerkrankung werden auf der Zel-
loberflache fremde oder abnormale (z.B.
mutierte) Peptide durch HLA prdsentiert,
worauf zytotoxische T-Zellen die befalle-
nen Korperzellen eliminieren.

Daher ist die molekulare Analyse des HLA-
Ligandoms essenziell fUr die Charakterisie-
rung von Peptiden, die spezifisch fur Tu-
morzellen sind und Uber die das T-
Zellsystem effizient gegen Tumor vorge-
hen kann. Drei verschiedene Strategien
wurden erfolgreich etabliert und werden
parallel verfolgt, um HLA-Liganden als
neue Biomarker fUr Tumoren zu etablieren:
Eine Katalogisierung aller HLA-Liganden
des Menschen, eine gezielte Suche be-
sonders interessanter Kandidatenpeptide
durch synthetische Eichsubstanzen sowie
der quantitative Vergleich der HLA-
Liganden zwischen Tumor- und Normal-
gewebe eines einzelnen Patienten.

Ziele

Neben der Identifizierung neuer Zielstruk-
turen auf Tumorzellen zielt das Projekt auf
die Analyse der Individualitat: Welche
Uberlappungen oder Unterschiede be-
stehen zwischen den HLA-Ligandomen
von Primartumoren und Metastasen?2 Kon-
nen tumorassoziierte HLA-Liganden zwi-
schen verschiedenen Patienten oder zwi-
schen Tumoren verschiedenen Ursprungs-
gewebesidentischsein?

Aus den Ergebnissen der Analysen lassen
sich fUr jeden Patienten individuell Peptid-
mischungen zusammenstellen, die Uber
eine Impfung sein Immunsystem gegen
den eigenen Tumor lenken sollen. Primd-
res Ziel des Projekts ist es daher, pro Tumor-
probe einen Satz von 5-10 tumorassoziier-

ten HLA-Liganden zu identifizieren und fur
den Einsatz in klinischen Studien als Impf-
stoff bereitzustellen.

Strategie

Aus Tumorgewebe werden die HLA-
Molekule isoliert und ihre Liganden freige-
setzt. Die molekulare Analyse erfolgt
durch eine Kombination von Chromato-
grafie und Massenspektrometrie, wobei
Peptide in Mengen von wenigen Piko-
gramm charakterisiert werden kénnen.
Umfangreiche Datenbankvergleiche
Uberprifen die Peptide auf ihren tumo-
rassoziierten Charakter, Stimulationen in
vitro ermdéglichen Aussagen Uber die Re-
akfionsmaoglichkeit von T-Zellen gegen die
neu entdeckten Peptide. Die Herstellung
der tumorassoziierten Peptide durch che-
mische Synthese erfolgt nach GMP-
Richtlinien, der fUr die pharmazeutische
Produktion erforderliche Antrag auf Her-
stellungserlaubnis nach dem Arzneimittel-
gesetz durchl@uft derzeit das Prifverfah-
ren.

HLA ligandome analysis for the identifica-
tion of tumor-associated peptides

Essentially all human cells express surface
molecules (HLA) that perform a kind of
“showcase function”: Samples of pep-
fides representing most cellular proteins
are presented by HLA molecules. This al-
lows T cells to sense the integrity of all cells.
Alterations, for example after viral infec-
fions or tumor-specific mutations can thus

calibrating
papide

natural +
peplide wn

s

] Cl &= & & 3 3 & & & & & C3

Abb. 1: Massenspekirometrischer Nachweis des
Epitops ELTLGEFLKL aus dem Tumorantigen Survivin
mit Hilfe eines isotopenmarkierten synthetischen
Eichpeptids (calibrating peptide).
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be sensed by T cells. Eachindividualtumor  tumors and their metastases, between tu-
expresses its own set of tumor antigens mors of different origin and of different
(overexpressed, mutated, derived from hostswillbe provided.

tumor viruses, fusion proteins etc.) some of

which are essential for tumor growth, oth-

ers being passenger alterations of “nor-

mal self”. All categories of tumor antigens Projektleitung

can give rise to immunogenic peptides

recognizable by T cells that can kill the tu- Prof. Dr. Stefan Stevanovi¢
mor cells. Within this project, HLA
ligandomes of tumor and normal tissues of Interfakultéres Institut fUr Zellbiologe

different origin will be analyzed in order to Abteilung Immunologie
identify novel target structures for Auf der Morgenstelle 15
immunotherapy: Immunoprecipitation of 72076 TUbingen

HLA molecules is followed by pepftide ex-

fraction and identification using capillary Tel.: 0049/(0)7071/29 87645
HPLC and mass spectrometry, sensitive Fax: 0049/(0)7071/29 5653
down to low picogram levels. Tumor-

associated peptides will be synthesized stefan.stevanovic@uni-tuebingen.de
under GMP condifions individually for

each patient and provided for vaccina- http://cms.elchtools.de/
fion studies using appropriate adjuvants

and condifions. Two layers of individuality

— the genotype of the HLA system on the

one hand, and the accumulated

genomic and proteomic changes of the

cells within a tumor on the other, are ad-

dressed for an individualized vaccination

against cancer, using only molecularly de-

fined therapeutics. In addition, insight into

molecular differences between primary
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