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TEIL | Kurzbericht Genlmmune PMCR / IMMUNEO Therapeutics

Projektiibersicht:

Das Entwicklungsprojekt wurde 2022 ins Leben gerufen, um computergestitzte Verfahren zur
Identifizierung potenzieller Epitope innerhalb der Proteinsequenzen von SARS-Cov-2-Proteinen zu
nutzen. Die genaue Vorhersage von T- und B-Zell-Epitopen ist fur die Entwicklung von Impfstoffen
von groBem Wert. Ziel des Prototyps war es, modernste Algorithmen, Datenanalyse und Epitop-Tests
in den Prozess der Epitop-Vorhersage fiir Epitop-Impfstoffe zu integrieren. Wir haben 3 verschiedene
Epitop-Pools erstellt, die an Madusen getestet wurden, und 2 mit PepperPrint getestet.

Wissenschaftlich-technische Ergebnisse

Die Vorhersage von T-Zell-Epitopen und die Synthese, die an Mausen getestet werden sollen, wurden
vom PMCR im Rahmen des vorgestellten Teilprojekts auf ihre tatsachliche Relevanz fiir die T-Zell-
vermittelte Immunantwort hin Gberprift. Der urspriingliche Plan war, zunachst das Modell zur
Vorhersage von T-Zell- und B-Zell-Epitopen in Arbeitspaket 3 zusammen mit der TUM zu entwickeln
und das Arbeitspaket 4 zu leiten, um das in Arbeitspaket 2 und 3 entwickelte Modell zu optimieren,
um ADE- und pMHC-TCR-Reaktionen, Adjuvans-Kombinationen und Toxizitdtseffekte vorherzusagen.
Die Anderungen bestanden darin, den gesamten T-Zell-Workflow mit PMCR und den B-Zell-Workflow
mit TUM durchzufiihren und die endgitiltige Zusammenfiihrung und Epitop-Optimierung mit PMCR
und Synthese durchzufiihren.
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Abbildung 1: Arbeitsablaufdiagramm fiir die Berechnung der Variablen, die im Al-Modell zur
Vorhersage der T-Zell-Immunogenitat verwendet werden.

Epitop-Toxizitdt und Autoimmunreaktion wurden in-silico getestet. Die von TUM vorhergesagten B-
Zellen wurden mit den vorhergesagten T-Zellen-Ergebnissen zusammengefihrt und synthetisiert. 2
verschiedene Adjuvantien wurden im ersten Epitop-Pool im Mausexperiment getestet. Es wurden 2
weitere Peptid-Impfstoff-Pools erstellt, um die HTL- und B-Zell-Antwort zu optimieren. SchlieRlich
zeigten die Mausexperimente eine Verbesserung bei der Auswahl der T-Zell-Epitope hinsichtlich der
CTL- und HTL-Antworten.
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1. Durchfiihrung des Projekts:

Das Entwicklungsprojekt wurde 2022 ins Leben gerufen, um computergestiitzte Verfahren zur
Identifizierung potenzieller Epitope innerhalb der Proteinsequenzen von SARS-Cov-2-Proteinen zu
nutzen. Die genaue Vorhersage von T- und B-Zell-Epitopen ist von grolRem Wert fiir die Entwicklung
von Impfstoffen. Ziel des Prototyps war es, einen neuen Arbeitsablauf fir die Impfstoffentwicklung
zu schaffen, der modernste Algorithmen, Datenanalyse und Epitop-Tests in den Prozess der Epitop-
Vorhersage fir Epitop-Impfstoffe integriert. Die Vorhersage der T-Zell-Epitope und die Synthese, die
in der Maus getestet werden sollen, wurden vom PMCR im Rahmen des vorgestellten Teilprojekts
auf ihre tatsachliche Relevanz fiir die T-Zell-vermittelte Immunantwort hin Gberprift. Die
Vorhersage von B-Zell-Epitopen wurde von der TUM-Frishman durchgefiihrt, und ihre Ergebnisse
wurden in den endgiiltigen Arbeitsablauf zur Epitopvorhersage und Impfstoffoptimierung integriert.
Die Ergebnisse wurden in einem weiteren Teilprojekt mit Micro-Arrays (PEPperPRINT) und
Mausmodellexperimenten (TUM-Protzer) validiert, die als Test fir die weitere Modelloptimierung
dienten.

Der bestehende PMCR-Workflow (BITAP) konnte fiir die T-Zell-Epitop-Vorhersage der konservierten
Regionen fiir einen Pan-Coronavirus-Impfstoff verwendet und optimiert werden (Abbildung 1). Er
wurde als Beispiel fiir die Vorhersage von konservierten Regionen und B-Zellen im Arbeitspaket (AP)
3 verwendet.
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Berechnung der Variablen, die im Al-Modell zur Vorhersage der T-Zell-immunogenitdt verwendet
werden.

2. Arbeitsplan:

Die durchgefiihrten Arbeiten werden in Arbeitspaketen zusammengefasst, deren Meilensteine in
einem Gantt-Diagramm beschrieben sind (Abbildung 2).

Genlmmune timetable

Jan-Apr May-Aug Sep-Dec Jan-Apr May-Aug Sep-Dec

Activities:

WP1: Al information extraction, Q&A

WP3: ML for epitope optimisation

WP4: Al for vaccine optimisation

4.1 Rule-based and ML models to predict vaccine
composition

4.2 Interpretable ML model of immune response
heterogenicity
4.3 Predictive model of efficacy

WPS5: Validation

Figure 2: Gantt chart of the project schedule with the individual WP where PMCR took part.

WP1 Al zur Informationsextraktion und Beantwortung von Fragen:

Die Artikelliste wurde an Biomax gesendet. Sie wurden ausgewahlt, um die Informationen Gber neue
Mutationsvarianten von SARS-CoV-2 und neue epitopgetestete Impfstoffe in die Literatursuche
einzubeziehen. Aus diesem Grund zeigen die Tabellen und Abbildungen der Papiere verschiedene
Mutationspositionen im SARS-CoV-2-Genom und Peptidsequenzen, die immunogen sind und an
spezifische menschliche Allele binden. Dies hilft Biomax, das entwickelte Literatur-Mining auf alle
humanen Coronaviren anzuwenden.

WP3 Maschinelles Lernen (ML) zur Epitopoptimierung:

Im Laufe des Jahres 2022 stellte PMCR sein Fachwissen liber die einzelnen Algorithmen,
Schwellenwerte und Auswahlkriterien zur Verfligung, die bei der vorherigen In-silico-Vorhersage von
SARS-CoV-2-Epitopen angewandt wurden. Die Algorithmen wurden zur Verfligung gestellt, wie die B-



Zell- und T-Zell-Bindungsaffinitdt und Antigenitat vorhergesagt wurden. PMCR implementierte
zusatzliche Kriterien in den Auswahlprozess, Allergenitdt und physikalisch-chemische Eigenschaften.

PMCR stellte der TUM einen Datensatz neuer SARS-CoV-Varianten-Mutationen zur Verfiigung, der
fiir den Filter der konservierten Proteinsequenz verwendet wird.

Auf der Grundlage der Ergebnisse der vergleichenden phylogenetischen Analysen, Abbildung 3.
Neue Mutationsregionen wurden herausgefiltert und die konservativen Proteindaten von Sars-CoV-2
wurden neu erstellt. In Bezug auf die Ergebnisse des WP1-Data-Mining kann dies die Mutationslast
im Laufe der Zeit bei der Epitopvorhersage fir die zukiinftige Analyse bericksichtigen.
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Abbildung 3: COBALT-Ergebnisse von Spike-Alignments zwischen verschiedenen humanen
Coronaviren. Es basiert auf dem relativen Entropieschwellenwert des Restes. Die hochkonservativen
Aminosduren sind rot markiert, die mdfig konservativen blau, wobei blau fiir eine geringere
Konservierung und grau fiir eine Liicke an dieser Stelle steht.

WP4 Kinstliche Intelligenz (KI) zur Optimierung von Impfstoffen:

Ein regelbasiertes ML-Modell wurde entwickelt, um die Immunogenitat von T- und B-Zell-Epitopen
vorherzusagen. Fir das Training des Modells wurden IEDB-Daten von Peptiden und ihren
immunologischen Wirkungen verwendet. Die IEDB-Daten enthalten 3700 T-Zell-MHC Klasse |
validierte Epitope fiir den menschlichen Wirt. Der Datensatz besteht aus 1690 Epitopen und 2010
Nicht-Epitopen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Anzahl der nicht-immunogenen (0) und immunogenen (1) IEDB-Epitope im
Balkendiagramm.



SchlieBlich wurden die Epitope, die den menschlichen Proteomsequenzen dhnlich sind, entfernt. Die
Allergenitat, Antigenitat, Hydrophobizitat, Loslichkeit und Toxizitat wurden berechnet, um das
endgliltige Epitop-Scoring zu erstellen und die Top-Epitope auszuwahlen (Abbildung 1).

WP5 Validierung:

PEPperPRINT Uberprifte die 1gG-, IgM- und IgA-Aktivierung fiir eine Liste von 300 SARS-CoV-
Peptidsequenzen aus dem zweiten Peptid und 153 Peptidsequenzen fiir den 3-Peptid-Pool gegen
menschliches Blut, unterteilt in 4 Gruppen (nicht geimpft und nicht infiziert (1), nicht geimpft und
genesen (2), nicht infiziert und geimpft (3) und geimpft und genesen (4)). Die PMCR fiihrte die
statistische Analyse der IgG-Aktivierung zwischen den Gruppen durch. Die AusreiRer wurden
entfernt, und es wurde ein paarweiser Vergleich mit PCA und Limma durchgefihrt.

3. Ergebnisse:
Optimierung des Pan-Coronavirus-Peptid-Impfstoffpools und Vorhersage von T-Zell-Epitopen

Im Laufe des Projekts wurden verschiedene regelbasierte und ML-Immunogenitatsmodelle bewertet
und getestet. Aus Tabelle 1 geht hervor, dass Random Forest im Vergleich zu den anderen Modellen
die beste Testgenauigkeit aufweist. Das Random-Forest-Modell wurde bei der weiteren Workflow-
Integration verwendet.

Tabelle 1: Leistungsergebnisse des Testdatensatzes fiir die Modelle Support Vector Machine (SVM),
Multilayer Neural Network und Random Forest.

Model Accuracy (%) Precision (%) Recall (%) F1 Spe(coi/:i)city MCC
SVM 63.67 64 79 0.71 45 0.25
Multilayer-NN 61.32 62 76 0.68 59 0.2
Random 78 83 82 0.83 69 0.52
forest

Weitere wichtige Berechnungen bei der Impfstoffoptimierung waren die Integration der
physikochemischen Eigenschaften, die fir die Synthese dieser Peptide wichtig sind. Im Falle des
Epitops ist es wichtig, das Molekulargewicht, den pl und die Ladung bei einem pH-Wert von 5-6 und
den Grand Average of Hydropathy (GRAVY) zu bericksichtigen, da wir ein mittleres Epitopgewicht
und ein polares Epitop bei einem subkutanen pH-Wert (5-6) bendtigen, um Ausfallungen zu
vermeiden und hydrophile Peptide zu bevorzugen (positive GRAVY-Ergebnisse).

Die Modelloptimierung wurde getestet, wobei drei verschiedene Peptidpools vorhergesagt wurden.
Ein erster Pool wurde mit dem ersten Modell von PMCR vorhergesagt und in der Maus zusammen
mit TUM-Protzer getestet. Ein zweiter Pool wurde mit der zweiten Version des Modells vorhergesagt
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und mit PEPperPRINT in Mausen und Micro-Arrays getestet. Ein dritter Pool wurde zusammen mit
der B-Zell-Vorhersage aus den TUM-Frishman-Ergebnissen im Jahr 2023 vorhergesagt und in Mausen
und Mikroarrays getestet. Die endgliltigen Mausergebnisse zeigten die Verbesserung des
Impfstoffmodells durch die Erzeugung von HTL-Immunantworten in den Mausexperimenten und die
Uberlappung der Ergebnisse zwischen B-Zell-, T-Zell-Vorhersage und PEPperPRINT-Mikroarray-
Ergebnissen im dritten Impfstoffpool wahrend der Validierung (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Venn-Diagramm der T-Zell- und B-Zell-Vorhersage im Zusammenhang mit der
PEPperPRINT-Mikroarray-Validierung zur Erstellung des dritten Impfstoff-Peptidpools.

4. Notwendigkeit und Angemessenheit der durchgefiihrten Projektarbeit

Die Entwicklung neuer Mutationsimpfstoffe ist aufgrund des langen Entwicklungsprozesses und der
hohen Fehlerquote mit enormen Kosten verbunden. KI-Plattformen kénnen die Entwicklung von
Impfstoffen unterstiitzen, um die Ausfallraten zu verringern und somit die Entwicklungszeit zu
verkirzen. Sie kénnen auch helfen, die Reaktion des Immunsystems zu verstehen. Aus diesem Grund
ist die Arbeit im Rahmen des GENimmune-Projekts sehr sinnvoll.

5. Bekannte Fortschritte auf dem Gebiet der Vorhersage von Epitop-Impfstoffen.

Im Gegensatz zu den bestehenden T-Zell-immunogenen Arbeitsablaufen ermdglicht der im
GENimmune-Projekt entwickelte PMCR-Arbeitsablauf die Optimierung der endgiiltigen
Impfstoffkandidaten durch die Einfihrung der Klasse-lI-Bindungsaffinitatsverlangerung, die
Zusammenfihrung der fiir B-Zellen vorhergesagten Epitope und die wichtigen physikochemischen
Eigenschaften im Zusammenhang mit dem Syntheseprozess.

6. Vergleich der Projektrealisierung mit der urspriinglichen Arbeits-, Zeit- und Kostenplanung

Entgegen der eingereichten Projektbeschreibung wurde die dritte Peptidvorhersage von PMCR zu
einem friheren Zeitpunkt fertiggestellt (Q2/2023 statt Q4/2022), nachdem die Auswahl der
konservativen Regionen abgeschlossen war. Der urspriingliche Plan sah vor, eine weitere Peptidpool-
Vorhersage durchzufiihren.



Im WP4 konnten die Vorhersage der ADE und der Adjuvansdosis nicht durchgefiihrt werden, da nicht
geniligend Daten zum Trainieren eines Modells zur Verfligung standen. Das in WP2 entwickelte
Modell konnte in WP4 fiir die endgiiltige Peptidvorhersage nicht implementiert werden, da es nicht
moglich war, eine Schnittstelle zur Verbindung verschiedener Themen zu schaffen. WP2 fokussiert
auf das Verstandnis der Signalwege und MOA wéahrend der humanen Infektion, die Analysen in WP4
konzentrierten sich auf die Virus-Peptide flr eine Immunisierung. Die Homologie-Mappings konnte
keine ausreichende Verbindung finden, um die Peptiden und Gene (Sars-CoV2) auf die involvierten
humanen Signalwege (insbesondere Immunglobulin-Aktivierung) zu projizieren. Im Gegensatz zum
Plan wurden der 1. und 2. Impfstoff-Pool jedoch in-vitro ELISpot mit menschlichem Blut getestet.

Das Projekt wurde innerhalb des zugewiesenen Budgets abgeschlossen und alle kritischen Fristen
wurden eingehalten. Bei einigen Meilensteinen wurden Anpassungen vorgenommen, um
unerwarteten technischen Herausforderungen sowie der Isolierung von Biomax und der Ubernahme
durch labvantage Rechnung zu tragen, doch insgesamt wurde der geplante Zeitplan und die
finanziellen Vorgaben eingehalten.

7. Fortfiihrung des Realisierungsplans

Wirtschaftliche Aussichten: Es kann von einem groRen und wachsenden Markt ausgegangen werden.
Fir viele Infektionskrankheiten kann von einem wachsenden Markt ausgegangen werden. Die
Technologien haben ein grolRes Marktpotenzial.

PMCR wird neues Fachwissen und ein entwickeltes Netzwerk auf dem Gebiet der
Peptidimpfstoffentwicklung bereitstellen, wobei die in diesem Projekt erzielten Ergebnisse als
Konzeptnachweis fiir die Verbesserung der Kl auf dem Gebiet der Impfstoffentwicklung dienen.
GENimmne bietet PMCR die Moglichkeit, den Arbeitsablauf zu optimieren und die Vorhersage in-vivo
und in-vitro zu validieren.

Wissenschaftliche Aussichten: Die Ergebnisse konnen fiir die Entwicklung von Epitop-Impfstoffen fur
verschiedene Infektionskrankheiten genutzt werden. Die Partner wollen die 6ffentlich zugénglichen
Ergebnisse auf Konferenzen und durch wissenschaftliche Publikationen und ein Konsortialpapier
verbreiten. Das Manuskript fiir eine gemeinsame Veroéffentlichung wird derzeit verfasst. Ein Poster,
das fiir das CompLS-Statusseminar erstellt wurde, ist bereits verfiigbar.

8. Verwertung der Ergebnisse.

Die im Projekt gewonnenen Erfahrungen, Daten und Ergebnisse konnen auch auf andere
Indikationsgebiete lGbertragen werden. GroRRes Potenzial bietet hier die Inmunonkologie, in der neue
Behandlungsansatze, wie z.B. die Entwicklung von wirksamen Impfstoffen fir die Tumortherapie,
entwickelt werden. Das PMCR arbeitet bereits auf diesem Gebiet der personalisierten
Krebsimmuntherapie. Die Arbeit am GENimmune-Projekt hat und wird es PMCR ermdoglichen, die
Arbeitsabldufe zur Epitopvorhersage zu optimieren und die Pipeline auf verschiedene Bereiche
auszuweiten. Das Projekt hat ein sehr hohes Mal} an kommerzieller Durchfiihrbarkeit und sozialer
Wirkung auf dem Gebiet der innovativen Impfstoffentwicklung.
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