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Background and scope of the thesis
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���	�����������������
���������������������-
ductory chapter will therefore especially review 
current knowledge regarding T cell immunity 
in cancer, its induction by immunotherapy, the 
identity of TAA, and the generation, prediction 
����������)���������������������������

Because two of the studies in this thesis 
are at the basis of some reports in the 
literature, the outline and scope of each 
chapter is integrated, as boxed intermez-
zo, at its appropriate place in the text.

2. Innate and adaptive immunity 
work together and are linked

�����
�������
��������������%
�����������
��������������������=�����%
����>���������������
��������	�����$�����	�����������	�������	�����
The innate system, composed of primarily 
��������	��+�����������������=,!>+�	���
��-
cytes, natural killer cells and the complement 
system, is evolutionary much older and con-
����
������)������������������������������������
present at the start of the immune response 
and immediately interacts with pathogens, 
foreign antigens, cells sensed as abnormal and 
conserved structures shared by large groups 
��������"��	�������=��"������������	��"
����������������
������������>��?������������
hand, the adaptive response, executed by 
B- and T lymphocytes, before it can exert its 
�@�������
�������+�)���������������)�������
and selection for which it uses clonal receptors 
�����������������)�����	���������$��	��������-
���	��������������������
��������������$�+�
the adaptive response, unlike the innate re-
������+�������������
����	���������������
is only since the last decade that the prescient 
�����������$��!�������D�����������868����������
innate immune system is driving the adaptive 

1. Prologue

More than three decades after the discovery 
���&'!�������������E�F+�����������������������
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���E�F���������
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�������������������
�	������������������H��-
ertheless, trials in cancer patients have not 
shown consistent and high percentages of 
����������
��������E5"8F+��������
�������������
���������+�����������	����G��������E�9F+�����������
���������=��2
����>����������
Although the T cell arm of the immune sys-
��������G%
���������%
���������������������������
infected cells, the similar use of T cells for the 
�����
���������������������������=����>�G������
�
���������)������������������������$���G��������
��������
�����������������������?
������������-
cumulating understanding of the mechanisms 
�������������������%
�������
�������������"
tumor immunity in patients is currently being 
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-
notherapeutic treatments that will likely raise 
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�������������I����������������������
�@����������������������������������������������
crucially important that both an optimal im-
munostimulatory context is realized and that 
�������	�����������!,6+ cytotoxic T lympho-
������=!�7>�����!,�+����������=��>�������-
������������������������������������	������������
�
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The studies in this thesis address the epitopes 
����	��K���$��!�7#������������������	����������
generation and presentation and, based on 
����������������+��������������������������)-
����������������"�����)��������������$��
�������
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adaptive immune response regulation has 
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��������������������������������������)����
at the level of the lymphocyte by the non-self 
���
��������������	���������������	��K���=�����
so-called signal one is the self-nonself dis-
������������������������>��*��������������
���
of accumulating incompatible observations 
������������������������G���������+�����(H(�
����������$���������	�����������������)�����
�������859�+���������������=��������
������$������
�������������>���������	�������������������E��F+�
and later the focus shifted to the stimulator 
�������������
�������������������������������
����
�����������=���������������	����������-
��	�����P�3�!>������������������������+���G��
�����������	��"�����)����	�������+�������������
second costimulatory signal to the lymphocyte 
E��F�����������������+�����860+�������������)�����
������������$��D�����������(������K�E�/F����
�868+�!�������D����������������K������������
������
����������������$������3�!�)����������
to be induced through ligation of so-called pat-
���������	�����������������=�-->��������3�!�$��
conserved pathogen-associated molecular pat-
������=�3&��>����$��������E�0F+������$��������	�
�����������������������
��������
�+������--�
������3�!�����������������$���������������
�"
���������������"��������
�"���������������+������
model has been coined either the infectious-
H������������+��--"���������(����	��"������
E�5+�6F�����885+�����)�����������������������=�7->�
����������)���E�8F��������������������������--�
������������������$���������(�����������
���-
ous TLR that recognize a variety of conserved 
microbial-associated products, like lipopolysa-
��������=7�(>+������$����������)���E�9F+������-

by further unravelling the linkage between 
�����������������������
������&��������+����
�88�+�������&��K��	������������������"�������
,��	����������=������
�������������>�E��F��
This theory, initially purely theoretical, made 
‘danger’ caused to cells and tissues the central 
concept and added still an extra level of cells 
������	������������������������������3�!�����
activation could also be induced by danger/
��������	���������������������2
����=��������>�
cells, thus including endogenous non-foreign 
��	��������3�!"��������������������
����	�����
���������������������
������3��&��K��	���
stated herself, “the danger theory, may seem 
to propose just one more step down the path 
of slowly increasingly complex cellular interac-
�����+�����������������������
���@������@+�������	�

�����������������@���������������+��������������
‘foreignness’ of a pathogen is not the important 
feature that triggers a response, and ‘selfness’ 
������	
��������������������U�E��F������,��	���
�����������$�����������K���$��D���������������
co-worker Medzhitov, because of its “inherent 
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���
����������>#�V����=��������>����
������������
is induced by a danger signal, but the danger 
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���+��������+���������������������W������������
theory, being above all its conceptual empti-
ness and vagueness when the concept ‘danger’ 
������������)���������
�������������������
	�������K��	�����������E��F��!
������������998+�
studies have revealed several endogenous non-
foreign alarm signals, like heat shock proteins, 
����������"X�=IHX>+��������
���"�Y�=7"�Y>�����
!,�9"��	����=!,�/�>�E�/F��I
���������+��7-��
have been found to engage not only pathogenic 
components but also those from endogenous 
���	������
�+�����������	
�����������,��	���
model is the most comprehensive theory be-
��
����������������������������	���
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�����������	������'������+����������������
�-
derestimate the importance of the exogenous 
�����	�������	����������������D���������������
����)��������������+���������	��
������)�������
identify, the important linkage between the in-
nate and adaptive immune responses inducing 
����������
���������	������������3�!��
As the immune system is a diverse collection 
of mechanisms that have come together dur-
ing the course of evolution, it is impossible to 
explain its complexity by a too much restricted 
������	��=����(����	��������>��������������
��
to do so by a too much generalized metaphori-
����������	�+����������,��	��������>�������+�
������&��K��	���E�0+�5F������������E�6F������
�������������������$����������������������+�
together innate and adaptive immune mecha-
nisms can counteract the attack of in principle 
all pathogens ranging from viruses and bacteria 
����
���"����
����������������	�������

3. The T cell response in a nutshell

[�������N�������������
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����
���������
�������$������=���
$���N������
receptors) that recognize pathogen-derived 
native proteins, polysaccharides and lipids, T 
lymphocytes by their cell surface expressed T 
��������������=�!->������)����������	��K��������
�����������������%
�����+��������������+���������
����������������	���
������G�	���
������������
Upon proper activation, B- and T cells divide, 
�G���������
�$���+��G�����������@�������
��-
�����+�������������������������
Two major subsets of T cells collaborate to 
������������@����������
�����������#�!,6+ 
������G�����������������=!�7>�����	��K��
����������������������)�������	���=6L�����>�
����������$��'73�������������
����������������
surface and CD4+����������������������=���
�����>�����	��K�����	����������������������)����
���	���=�/L�9���>��������������������$��'73�

������������
������������������������������
the activation and regulation of B cells, CTL 
����3�!�����
	������������������������������
surface expressed molecules like CD40-ligand 
=!,�/�>������������=���>��������������������-
����������N�������������������������������=���>�
cells accomplish CTL activation via their stim-

��������@�������3�!�����$�������������������-
�������&�������+���	
�������!,�+���������=���	>�
�G�������������"��	
���������������������+���	��
preventing autoimmunity but also suppressing 
����"�
��������������E�8F��!�7����������������
cells that lyse target cells expressing their cog-
nate class I-presented peptide by perforin and/
���I��"���������������������������������������
���������������������������������=)������	���>�
is presented in an appropriate costimulatory 
�����G��$������3�!+����������
��������,!��
This second signal can be provided by any of 
���������
���������������N5"�������E�9F����
�HI����������=�HI->"�������E��F��������������
Crucially important costimulatory molecules 
�������N5"�����������!,69�=N5��>�����!,60�
=N5��>������������������������!,�6�����������
��������E��F��-��������+�!,69q60���	�������������
T cell-expressed counter-regulatory receptor 
CTLA-4, whose expression is upregulated after 
������������������E��F+������
��������������-
��������$������$��������$�������I����
��������
��������@�������
�������+��
������������������
�����������+��������������	�����������%
������
�HI-"����������$����������
����������������-
tial T cell activation to further costimulate and 
�
���������������������������!,�5�E��F+��"�NN�
=!,��5>�E�/F+�?{�9�=!,���>�����.�-+������G-
�����������=���������>��������+�����������	������
!,59+��"�NN"��	���+�?{�9"��	��������.�-"
��	���+��G��������$������3�!�E��F��3��������
molecules like intercellular adhesion molecule 
��=!3&"�>�����������	������7I3"�������������
�����������$
������������������������E�0F��3�����
from cell surface receptors that mediate co-
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stimulation, the cytokine milieu composed of 
�����������7"��=���������$����������>�E�5F+�7"5�
E�6F+�7"���=���������$��,!>�E�8"��F+�����7"�/�
E��+��F�����$�������������$�����������������
���������������+��
�������������������H�G�����
positive signalling, negative regulation of T cell 
���������������������������$����	����������,"��
=�����$����������!,�6"��������G�����������
�����������������>������N5"����������$����,"��
��	����=�,"7�����N5"'�>+��������������������
�����G������������
����������E�9F��N5"�������
���$���!?("��	����=N5�>��������	�	��������
!?(�����������G�����������������������������-
��	����������������E��F������������	
�����
Th1-responses through the induction of IL-10 
E�/F����	�����+������
������������������������
negative signals coming together in the immu-
����	�������������$�������3�!+����������
����
,!+������������E�0F��������������������������+�
�������������+��@�������
������������������-
���������������������������?�������������+�
�����������������������������������%
���������
����������������+����������
����!,0�7�E�5F�
����!!-5�E�6F+�������������	���������	�����
from the lymph node via the blood into the 
���������������
����
Thus, to accomplish Th and CTL activation, 
,!�����������������������������������
��������
�����������
�������������
�������=����������>�
�����7-���	������	�$���3&�(�=��	�������������-
�������P�7�(>+����q���������	���������������
������
�G��������!,�9�$��!,�9"��	����=�G��������
���������������������>�E�8"/�F����>��!,�9�����
be seen as a master switch for T cell costimula-
tion because of its ability to induce B7-family 
��	�������������������������HI����������	��������
,!�E��+/�F��?�������,!����
�������������������
$�������W������������������������
���������-
�����������=�HI>X+������������=IH>Y+�HI~�����
7"�Y�E/�F������
���,!+��������	���������������
tissues – particularly in barrier organs such as 
�������������$�����L�$
��������������$�����E//F+�

are dedicated to capturing antigens, mostly by 
�������������,!����
������������7-�+���	������
���������������
���������������������E/0F+�
���
�����	����������,!����������������E/5+/6F�
�������������%
������������
��������������
specialized at presenting antigens and stimu-
lating T cells through enhanced expression 
���!,69q60������������������7"��+������������
��
���������!�7��@���������������������������
E��+/8F��,!�����$�����������$��������������������
of immunity and tolerance dependent on their 
���
�����������
��E09F��?��������������+����
outlined, when in an immunogenic context DC 
activate naive anti-foreign T cells and on the 
other hand, when DC have an immature phe-
notype, they are capable of tolerizing autoreac-
tive T cells – which have escaped the process of 
������������������L������������������=����������
������������������������K�����>�E0�F��(�������
subsets of DC exist in vivo with distinct roles in 
immunity to infection and maintenance of self 
�������������������������@�������������������-
cation and intrinsic abilities to capture, process 
����������������	����E0�F�

4. Protein degradation pathways and 
the generation of T cell epitopes

'73�������������
��������$����
����������
surface of virtually all nucleated cells, whereas 
'73�������������
����������������G��������
$��3�!+�$
�������$����W�������������������
��
�������������������������������������$��'73�
class I and class II molecules are produced 
through proteolysis in one of the three major 
intracellular protein degradation and antigen 
���������	���������������G���#�=�>�*$�%
�����
=*$>"�������������������	�����������������-
ceeds via the proteasome, which is called the 

$�%
����"������������������=*�(>P�=�>��
-
tophagy, which is an intracellular degradation 
system that delivers cytoplasmic constituents 
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���������
�����	�����������������������������
���������������������@����������������
�����	��
E0�F#����������"����������
�����	�+������-
autophagy, and macroautophagy, the latter 
$���	�$��������������K��P�=�>������������"��-
diated lysosomal degradation of extracellular 
�����������������������$���������������
The classical but outdated doctrine holds that 
class I presented peptides are derived from 
����	���
�����������$��*�("�����������	-
radation, whereas class II presented peptides 
result from degradation of exogenous proteins 
��������������������������'������+����������
in  table 1, current knowledge reveals excep-
tions to these rules and interconnections be-

��������	�����������������������$����������
exception is the cross-presentation pathway 
that enables DC and macrophages to pres-
�����G�	���
������	����$��������������
�����
�������������������$���������	������������	�
for class I presentation by the proteasomal 
pathway because of its relevance for this thesis 
=I�	���>��I����+������
�����	��+���������������
cross-presentation pathways are addressed 
$���W��=I�	���>�

4.1. The autophagic pathway of antigen 
processing
Autophagy is in principle a nonselective 
process involved in removal of damaged or 
surplus organelles, turnover of long lived pro-
teins, production of amino acids in nutrient 
����	����+�����������
�����������������E5�F��
In autophagy part of the cytoplasm becomes 
�
���
�����$��������������������$�������
I
�������������
�������$���������������"�������
autophagosome with a lysosomal vesicle re-
sults in degradation of enclosed cytoplasmic 
���
��
������������������
����������
�����-
	�����������������������������)���$����������
*�(+���������������$
�����������������
����

protein degradation is estimated to be as large 
���������������*�(�E5�F��7�����+��
�����	������
attracted new research and its emerging roles 
in innate and adaptive immune responses are 
$���	�
����������E5/+50F���������������
����-
agy eliminating intracellular pathogens, this 
process has been shown to deliver viral genetic 
material to endosomal TLRs in plasmacytoid 
,!+������$�����
���	�IHX�����������E55F��
����������+��
�����	�����%
�������������������

Table 1. Common and uncommon antigen processing pathways for the generation of MHC 
class I and class II presented peptides.

a�����*�(�������������$�������������$����������������������������	���������������������������
�-
����E0�"00F+�������������������
��������������G�����������������������05�
b The balance between the autophagic and endocytic pathways for class II presentation is not yet fully 

����������E06F�
c Until now this pathway has been reported only twice, in conjunction with proteasomal degradation 
E08+59F�
d�����
��������������"������������������������������������������������
����������������2
������������
����*�(��������+�$
�������������������������3�"���������������"����������������E5�F������������-
�������������3
�����	������$�����������������������"���������������������E5�F�

Class II presentation Class I presentation

UPS pathway exception (cytosolic antigens)
a common (cytosolic and nuclear antigens)

Autophagic pathway common (endogenous, often foreign, antigens)
b 

exception (endogenous foreign antigens)
c 

Endocytic pathway common (exogenous antigens)
b 

cross-presentation (exogenous antigens)
d 
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����������������
���&'!����������������-
tion to CD4+����������E56F�����������
���������
class II presentation is even considered to de-
�������	��)�����������
�����	�����	���������
�����������"�����	��=���"�����	����>����������
E58F��3����
	�������������������������	����-
���������=�
�����	�������$���	��
������������
endosomes where class II loading occurs) it is 
easier to understand the role of autophagy in 
class II peptide-generation, autophagic degra-
dation may also be involved in class I antigen 
processing, for instance by its clearance of 

$�%
������������������������������		��	�����
E69F��-�������+�����)�����������������������-
volvement of autophagy in class I presenta-
tion, intricately linked to the proteasomal 
route, has been demonstrated in macrophages 
for endogenous antigens from herpes simplex 
���
���������E59F���������
����
		�������������-
��������$��������������
���������&'!��������
����������������������

4.2. The endocytic pathway of antigen 
 processing
3�!��������������K�������	������������������-
of, dying virally infected cells and dying tumor 
cells into the endocytic pathway to provide 
a representation of the protein environment 
��������������
����������������������������������
The antigens can be endocytosed by a variety 
�������������������
���,!�������	������-
cient in all forms of endocytosis, being phago-
��������=����$�����������������+�������
���������
phagosome), marcro- and micro-pinocytosis 
and receptor-mediated uptake mechanisms 
E09F��,�	��������������������	������������-
plished in diverse endosomal-lysosomal com-
partments by a large collection of proteases 
������������$������
$������������)���������
�����$����'���%
���������E6�F��&�����������
���������������������������������������������
In a late endosomal, early lysosomal compart-

������������������&'!��������������������
=&!>�����	����������������������
�����
class II molecules and are loaded in the class 
II binding groove through exchange with the 
�������������������������������=��"�������!7�>�
E6�F��*��������������������G�	���
����������+�
DC will be activated and migrate to T cell ar-
�����������������������E6�F����
�+����	������+�
pathogen-derived peptides produced in the 
endocytic pathway will allow the initiation of a 
CD4+�����������������

4.3. Cross-presentation: cross-talk  between 
antigen processing pathways
I��������������������+�������!,6+ T cells must 
$������
������$����	��������=����&'!"����
complex) together with costimulation pro-
������$���������������3�!+��
������,!��3��,!�
are mostly not infected themselves by viruses 
=�����������������������������>+�������
���
��%
������������	����G�	���
������������������
tissues and display it through a process termed 
�����"����������������!,6+ T cells in the 
������������E6�F����
�+������"����������������
������������$������������!,6+ T cell response 
can be initiated towards viral infections or mu-
tations that exclusively occur in parenchymal 
������E6/F��,!���������������������������������
with the capacity to cross-present exogenous 
����	��������������������������+�������������
antigenic material is transferred from the 
endosomal-lysosomal pathway into the cytosol 
�����
���������������	�$������*�("��������
����&'!��������������	���������-���G�	���
��
antigenic material can, therefore, end up stim-
ulating either the CD4+ T cell response and/
�������!,6+ T cell response, dependent on the 
���������
��������	�����������	�������������
to the cross-presentation pathway can occur 
already directly at the moment of endocytosis, 
as has been observed for antigen uptake via the 
�����������������E60F+��������	���������������



�6� O� !���������L�N���	��
��������������������������

�����������������������������������������	����
from extracellular sources in the endocytic 
route to the cytosol may rely on diverse, as yet 
�����������������������+������������E06F��
The delivery of proteins or peptides through a 
���$���������+������������������"��������-"
�������������$��������������7�������+��
�����
��������-���������	�����������$���������-
���������G�������	�����	������������E65+66F��
Alternatively, peptides and/or proteins may 
leak from the phagosomes into the cytosol or 

�������	��������������$����������
��
����
Moreover, evidence exist for loading of class 
I molecules in the endo-lysosomal compart-
�����������������E68F��������	������"������-
tation independent of cytosolic transit and 
�����
��������������������������E5�F��(�������
separation of cross-presentation and endog-
enous class I presentation may have the ad-
vantages of speed and absence of competition 
E89F������������+��������������������
�����	���
pathway has been implicated in cross-presen-

Figure 1. Overview of the common antigen processing pathways for MHC class I and II 
 presentation. A.�����*�(��������������������������������)�������$��
$�%
��������������������������
����
����������������
�������������������������������	���������$��������0(�����������=�������>������)����
��	�������������������������������������$����������������=�>�$
������$�������	������������=�������>��
!�����������������������������������������������������������������	������������	�����=�>+����-
�����	�������������������(������������������������������������������������3������������������������-��
������=�
�����>�H"����������������	��������
�=/>������������������	������������=0>���������������
���������������$�����	"��������������G��������������������
�����I������+��������������
����������G�
���������������
	������.��	���������
�=5>����������������������������������$������I
���������+�����
autophagic pathway (B) and the endocytic pathway (C)+�����G�����������������G��$����������	����&'!�
�������������������+���������������Figure adapted from reference 68.

3 4

5

7

Vesicular
transport

ER

Golgi 

2Ubiquitin

1

Peptide 

Error

Amino-peptidases

Proteasome

TAP

MHC class I 

�
2
m

Peptide - MHC class I
complex

Plasma membrane

Amino-peptidases
& Endo-peptidases

6

Bacterium

Early
phagosome

Late 
phagosome

Endosome Lysosome

MHC class II

Damaged 

organelles, 

macromolecules

and intracellular

pathogens

Peptide - MHC class II
complex

 

Endolysomal
tubule

Phagolysosome

Peptide - class II

complex

Autophagosome

degradation

7

?

C

B

A

Peptide 

?

Lysosome



Chapter 1 – Background and scope of the thesis | 19

�����������
��������	����E5�F����
���������
=�����>�
�����	������
����������������%
�����
for cross-presentation by DC in vitro and in 
������3
�����	�������������
		���������$��
��������	����������������������
����3����
	������
��	��)��������������"������������������������-
��	�����������=�����"���������>��������
���	�
���
�������������=�����"������	�E6�F>�����
$��������
����E8�F+���������������	��K��������
major mechanism by which the immune sys-
tem monitors the presence of foreign antigen 
���������������������������������������E8�F�

4.4. The ubiquitin-proteasome pathway for 
MHC class I antigen processing
��������
����������������������������$��&'!�
class I molecules is mainly achieved during the 
continuous turnover of endogenous proteins 
����������������������������
Apart from non-selective lysosome-mediated 
degradation, it has become clear since the 
�859�����������������3��"������������������-
����$������
$�%
����"������������������=*�(�
E8�F>������������������������������������
����
%
�������������+�����
	������������������$���-
mal and damaged proteins, but also in protein 
��	
�������E8�F�������������������	������
substrates that are involved in many cellular 
�����������
����������������������E8/F+������
��������������E80+85F+�������������������������+�
������������������$����������������E86+88F��
(
$�����������������������	�������������)����
���������������)��������
$�%
���������������
���3��"���������������������������$������
��+���+����������K�����E8�F�������������		���
������
���
$�%
������������������������������
$�������0(������������������K����������-
	������������3��"������������������E�99F��
Although the majority of proteasome-mediat-
ed protein degradation is considered to start 
������
$�����������������
$�%
��������+����������
���
�
�����	����������������������
$�%
����"

independent degradation can be accomplished 
$��$���������9(������0(��������������������
�����$����
��������������E�9�+�9�F��

4.4.1. Structure of the proteasome
����������������������G��
���"�
$
�������-
������+�
$�%
���
�����G�������������$
��������
��������$������������������������
���
���(��-
eral types of proteasomes exist which share a 
���������������������������+������9(������������
E�9�F����������������������
���������������������
���
��
��������
�������������	�����������������
���	���������������������������������Y"�
$
�����
=Y�"5>��������������
�������	�����������-
$���������������������	�
��$
����@������
X"�
$
�����=X�"5>���	������������	�����������
��������������������������������������������
��
of each subunit two copies are present in the 
�9(����������������������������������
����-
ranted proteolysis of cellular proteins and its 
access is restricted to unfolded proteins or 
�������������E�9�F��3����
	����������������9(�
�����������������	��������������������3��"
independent manner, which can be used in 
vitro for the assessment of proteasomal cleav-
ages in model polypeptides, it can not actively 

����������������������
�����0(�����������������������������9(������

�����������L�����������$����������L�����������8(�
��	
�������������G�E�9�F�������8(�����E�9/F����-
�	��K����
���"
$�%
�����������������+�
�������
�������
$��������$�����3��"���������������-
����+���������
$�%
�����������+��������������
a passageway for threading unfolded proteins 
����������9(������������G�$��������	�����	����
of the channel that is otherwise blocked by 
H"�����������X"�
$
�������������������������-
�������6�=�3�6>�E�9/+�90F��������������	
�������
������G�����������������������+�����������8(�
cap, can associate with one or both ends of the 
�9(��������������+���������������������$����
������������E�95+�96F��-�������+�������
�����-
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��)����������������������$��������������������
�����������������@������Y/"�
$
����E�98F��������
���
������������	�������)������!����%
�����+�
the class I-presented peptide repertoire in the 
����
������$����	��)���������@������������
could be important for proper positive selec-
��������!,6+���������E��9F�

����������	
	��������������������
 proteasome
The catalytic activities of the proteasome re-
���������������������Y"�
$
����+�����������������
����������������9(�
���������Y�"�
$
���������-
sponsible for the so-called caspase-like activity, 
cleaving after acidic or small hydrophobic resi-
�
��+�Y����������������$����������������������-
$���������������=�����������"�������������>�����
����Y/"�
$
�����
�����������������$��������
���
��������$
�����������=������������"����������-
���>�E���F��!����%
�����+���������������������������
�����	��������
����
��������@�������
$�������+�
���������������������$�����������	�������)�-
ity with the capacity to cut in principle after or 
$�����������������������������E���"���F��'��-
����+���������������=�������>�$����������%
�����
���������$����������$������������������I���
instance the proteasome does not readily cleave 
���������������E��/F��3�������������������
�����-
�������������	������������������$����=����������
�������������������
��>+�����������
����������
H"�������������!"���������W�����	���	����+�
up to eight residues, contribute to the propen-
���������������������������������K���������)��
$�����!����%
�����+����	��������
����@��������
����������"W�����	���	����������������������
viral proteins could lead to abrogation of CTL 
������������
������E��0+��5F��(��������+����$�G�-
terminal liberation of a CTL epitope from hep-
atitis C virus was impaired due to a mutation 
�������W�����	���	����E��6F������$�����������	��
�����)���������������������������������G�����-
�������
���������
�����	������������$������

reliably predict proteasomal cleavages in silico 
=����$����>��������������������������������-
������������E��8F+�������	������������
$�������
leaves the proteasome before the next one en-
����������������	�������������������������������
��������������������
���E���F����
�+�����������
amide bond may be either cleaved or not in dif-
ferent copies of the same protein, mostly lead-
ing to a cleavage pattern with partially overlap-
���	���	������������	�����������	���@������
�$
��������������������
����	������@��������
������%
�������$�������������	�����������	���
of proteasome degradation fragments varies 
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*�������W�������������
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HI"~��������
���+�����������������
����������
cells of lymphoid organs, proteasomes ex-
change the normal, so-called constitutive, 
�����������
$
�����=Y�+�Y������Y/>���������	�����
��@�������
$
����+��������
��=�>"�
$
�����
�Y��=������������7&��>+��Y��=&�!7�>������Y/�
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���������E��9"���F��!�����	�������)����������
�������
��"�
$
���������%
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�����+���@�����������������������
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have been found in cells expressing either of 
�����
$
�����������(����!�7���������������
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��"�
$
�����E���"
��0F��������������������������������	���������
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������
����3�6�������3�6����+���	�����������
the immuno-subunits, is up-regulated in DC 
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�������E��6F+������
	�������@�������
proteasome composition in DC is only very 
moderate due to low turnover of proteasomes 
E��8F����������������������������3�6��
$
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reportedly enhanced the presentation of some 
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on antigen processing is not yet completely 
���������

4.4.3. Substrates for the UPS, rapid protein 
turnover and the DRiP model
In 1996, it was proposed by Yewdell that a sig-
��)��������������������������������
$��������
originate from so-called defective ribosomal 
����
����=,-���>�E���F���������
����G����������
observation that after viral infection, epitopes 
derived from long-lived viral proteins are rap-
����+�������������
�+�����������E���+���F��,-����
include all proteins that fail to achieve a stable 
conformation due to defects in transcription, 
�����������+�����"������������������)��������
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,-�����������������������$�����������������
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production and degradation of viral proteins 
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linkage of translation and antigen presenta-
tion would make perfect sense for immunity 
to acute virus infections, in which speed is of 
extreme importance to minimize viral replica-
�����E��8F��3����$���
�����,-������������������
����$����������)���E��9F+���)���������������
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An alternative model proposes that a subset of 
nascent polypeptides is stochastically delivered 
��������9(����������������	������	�����$������
protein folding machinery, which would also 
�G���������������������������������E��0F����

mature DC, in which antigen processing and 
����������������������K��+�,-�����������
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to be stored rapidly in intracellular aggregates 
����������$�����������,37(�=��������������
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Another special source of polypeptides for 
cytosolic proteolysis are the products of cryp-
����������������E���F+�����������
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encoded by introns, intron/exon junctions, 
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polypeptides with no biological function may 
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eral CTL epitopes have been demonstrated to 
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4.4.4. Generation of class I ligands, 
 overview
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process that can be divided in the three most 
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�-+��������������������������������������������
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In principle all proteins that are tagged for de-
struction are prone to be degraded into single 
�����
����H�G���������)������	��������������$��
the proteasome, cytosol-resident aminopepti-
dases and endopeptidases accomplish further 
protein degradation of proteasome-degrada-
���������
����=���	����L�����+���������	��5"8�
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been implicated are puromycine sensitive 
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on proteasomal products and contributing to 
protein degradation are tripeptidyl peptidase II 
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the cytosol, but their involvement in protein 
��	���������������������$�����������������
The generation of immunogenic peptides pre-
sented by class I molecules can be considered 
as a by-product of protein degradation, because 
upon partial degradation a small proportion 
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is accomplished by the transporter associated 
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anism assisted by the chaperones calnexin, cal-
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peptide function as anchors, of which the side 
chains bind in pockets of the class I binding 
groove, enabling peptides to bind with high 
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position two and the C-terminal position for 
the human class I molecules) and secondary 
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which also allows the in silico prediction of 

peptide binding for any peptide with the ap-
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ecules – each individual expresses up to six 
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overlapping binding motifs, but each molecule 
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4.4.5. Generation of class I ligands, post-
proteasomal processing
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C-terminal excision of model CTL epitopes in 
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with a failure to detect C-terminal trimming 
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led to the current notion that the proteasome 
liberates the exact C-terminus of the vast ma-
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Although some CTL epitopes are directly 
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tion of class I ligands is made as N-terminally 
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eration of the amino-terminus of these class I 
ligands is accomplished by aminopeptidases 
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in the function of these N-terminal trimming 
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results have been reported as to which extent 
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Cytosolic endopeptidases of which the role in 
class I antigen processing has been studied are 
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���	��������/L0�&,�����������	�����
$
��������
���6��,�������������	���K���������������������9�
dimers each that form a twisted, spindle shape 
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tripeptides from the substrate’s N-terminus 
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impaired proteasome function when cells are 
cultured under prolonged periods with protea-
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to exert a relatively low endoproteolytic activity 
of the trypsin-like type next to its amino-pep-
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at its N-terminus and its C-terminus in an 
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epitope of which the C-terminus is known to 
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degradation of the majority of cytosolic poly-
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that this enzyme may be necessary for the post-
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tallopeptidase of which the crystal structure 
revealed a deep substrate-binding channel 
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ity to either destroy or generate class I ligands 
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a minimal epitope or a C-terminal extended 
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overexpression on the presentation of a spe-
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on the production of class I presented peptides 
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fold the physiological level) reduced total class 
I expression, and RNAi-mediated silencing of 
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antigen destruction and antigen generation, 
because, using a biochemical approach, in the 
cytosol both the substrates and products of 
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4.4.6. Major unresolved questions in class I 
antigen processing
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processing of endogenous proteins are still 
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discussed before, the precise origin of class I 
presented peptides has not yet been unrav-
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sentation of epitopes derived from long lived 
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proteins occurs, it has not yet been established 
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account for rapid antigenic presentation by 
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some in antigen processing is undisputed for 
the majority of class I ligands, a vast number 
of studies have indicated that there might 
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that is generated independently – or partially 
independently – of the proteasome by other 
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that proteasome inhibitor insensitivity was 
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ed were not resistant to inhibitor treatment, 
suggesting that a non-proteasomal protease or 
peptidase may preferentially generate peptides 
with basic C-termini binding in the acidic 
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tance to proteasome inhibition of cell surface 
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They also observed relatively high levels of re-
expression of class I molecules accommodat-
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but several other alleles, in particular those 
that bind a broad array of C-termini, displayed 
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ison by mass spectrometry of the cell surface 
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der conditions with and without proteasome 
inhibition revealed that the repertoire was 
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strongly suggest the existence of endoproteo-
lytic activities that complement the protea-
some in the generation of the C-terminus of 
���������	������'������+�$��
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tool proteasome inhibitors that are known 
to be leaky, especially for the tryptic-activity 
������������������E���F+���������
������������
proof the existence of proteasome-indepen-
�����	����������������������	������?��������
��)�����������������'4�H���������
������$��
�������������"�������������������$������
E�60F��'������+��
$��%
������
����������������
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of non-proteasomal processing and the iden-
tity of the alternative endopeptidases that are 
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A third open issue is the extent to which cy-
tosolic peptides are protected by chaperones 
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only one model CTL epitope was studied, the 
prevalence of the association of processing-
intermediates with chaperones is not clear, and 
the nature of the pre-proteasomal intermedi-
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Scope of the thesis, mechanisms of 
 antigen processing: 
In chapter 6, the non-proteasomal process-
ing leading to class I presentation is elabo-
�������3������������������������������������
that liberate the C-terminus of CTL epitopes 
�����������)����H���������������������)����
time implicated in the C- and N-terminal 
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is shown to function as a C-terminal trim-
ming enzyme, generating a CTL epitope by 
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both enzymes in class I antigen processing 
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5. Immunity to cancer and tumor im-
munoediting
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��������������
�����E���F��N�������������	���
observation in a patient that recovered from 
sarcoma after he had developed severe erysip-
elas, at the end of the 19th century, the New 
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cancer patients with bacterial vaccines result-
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much later that the underlying mechanisms, 
inducing innate immunity, were explained at 
the molecular level by the discovery of bacte-
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theory of immunosurveillance of cancer, spec-
ulating that spontaneously arising cancer cells 

are often destroyed or kept in check by the 
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several years later the group of Boon found 
that spontaneous murine leukemia cells pos-
sessed weak antigens that only led to rejec-
tion after the immune system was challenged 
with related more immunogenic tumor cells 
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been adapted to the host immune recognition 
����������+�������������@��������������������
���
�������������������������������
��-
surveillance – which has been doubted for a 
���	�������$���
��������@������������
����
development were found between athymic 
�
��������=������������������
�������������-
pletely lack functional T cells) and syngeneic 
����"����������E���+���F�L�����$�����
$������-
�������������������E���+��/F��I�����������+���
��)����������IH~����������������
������$��-
ity to both chemically induced and spontane-
�
���
�����E��0F��������������
�����
�����
genetic trait was serendipitously found that 
conferred resistance to a highly aggressive 
������������������E��5F���������������������
�������������
�������)��������������
����
killer cells, macrophages, and neutrophils that 
��������������������������
����������E��6F��
Immunosurveillance is now seen as a phase 
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in a broader evolutionary process of the tu-
mor as reaction to immune pressure, called 
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Both innate and adaptive cellular immunity 
takes part in tumor suppression and tumor 
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phase is envisioned in which occult tumors are 
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6. T cell mediated immunotherapy 
for cancer, modalities, and basic 
 requirements

Immunotherapy of cancer by T cells can be 
divided in passive adoptive T cell transfer and 
active immunostimulatory vaccination strate-
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The only routine immunotherapy for cancer in 
the clinic to date is the infusion of donor lym-
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tion with recombinant tumor proteins them-
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to raise humoral and T cell responses against 
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A key characteristic of both strategies is the 
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enabled recent studies identifying mutational 
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7.2. Selection of TAA for T cell immuno-
therapy
[������
�������������������	�������������
�
���$���������
���������
�������	����3���
how many TAA should be targeted simulta-
���
���������������������%
������������������
$���	���$������I����+������������
��������	���
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����
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(�������+������
�����������������	������33�
in the oncogenic process is highly relevant, 
�����
	���������������33��������������������
phenomenon of immune escape by selection 
of antigen loss variants of the tumor is far 
$�������������������������������������E�9�"
�90F�����������+��33����������������������������
the oncogenic process or promote cancer cell 
�
���������������
��$������	�������������������+�
���������	�������)����@����������������	����
are lower ranked tumor antigens than purely 
����	�����������������������'�4�0����������0�
�����5������������������N!-"3N7��
��������-
�����E�95+�96F��?����G������������"����������
proteins like survivin are interesting because 
down regulation or loss of such TAA would 
severely impede the growth potential of the 
�
���������E�98+��9F��7�������+����������������
�����������
$
����=���-�>��������������������
�����	�������������E���F��������������������
����"���������������E���F��3��������
��������-
gen for which a role in tumorigenesis and me-
�������������$�����������������-3&��E�99+���"
��/F���������
��������	����=�
������+����-��
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tumor types and constitute also for this reason 
������������
��������	�����'������+������������
be excluded that therapy-induced immune 
pressure may give rise to selection of antigen 
loss variants, even of anti-apoptotic or tumor 
promoting proteins, as has been observed 
in patients with melanomas expressing the 
�������������$��������������������������=&7"
3�>�E�//F��3�������������������������������
is the immunogenicity of the targeted tumor 
����	������������������������"�
�����������	��
�����)����@����������������	����=�����	��99+�
tyrosinase and MART-1/Melan-A), which are 
�������������+�������������������������@��-
tive immune response against these antigens 
E��0+��5F��(
������������������������@�����	�����
immunodominant epitopes more than sub-
dominant T cell epitopes, which is a reason 
why the latter category of epitopes in these 
��@����������������	��������������������������-
�$�������������=����$����>���������
������$����
the selection of antigen loss variants and the 
���������������@����������������	���+����	����	�
of multiple antigens by polyvalent vaccines 
=����
���"�����)�������������������>���������-
������3��������������������	���������������
���
potential of the anti-tumor response in the 
�����������$�������G��������������
����������
���
$�#����	����	����������	�������$�������7�����+�
�������$�����������$����+���@������	��
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have made an argument in favour of person-
���K������
�������������	����	�����
��%
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����	������
����$���
��������E�9�F����������
often only present in the tumor of one patient 
E�9�+��6+��8F���������
��������	���������
�����
�
���������)�+�������������������������	����+�
and are believed to be often crucial to the on-
��	�������������E�55+�9�F��I
���������+�����
natural immune response in some patients was 
��
������$�������	����	����������
��%
������-
gens than the response against shared antigens 

E��9F����
�������������	���������"��)����
tumor antigens such as vaccination with DC 
������������������
���"���������-H3�E�0�F�
or tumor-lysate pulsed DC are in fact personal-
ized therapies that target both the shared and 
����
��%
������	���������������������'������+�
�����������������������)�����������"���������
���
�����������������%
����������)����������
����
��%
������	�����������������������������-
rately for each patient and meets with tremen-
��
������������������	����������
������E��6F��
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cell epitopes
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T helper epitopes in shared tumor associated 
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	��������
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cell epitopes seems a reasonable starting point 
������������	�������)�������
���������
����
vaccines, there is strong skewing to epitopes 
derived from antigens expressed primarily 
����������������5/�=���>��������'73�������
���������������������������'73"3�+�������	�
��������������������$��������'73����������-
���������������
�������������������������������
hampers the design and development of de-
)�����������"$�����������������	����	�������
tumors than melanoma, especially in patients 
������	�'73"3���I
���������+�����������)��-
��������'73���������������������	��K���$����
helper cells, which are indispensable as help to 
��
�����������!,6+��@�����������������������
E/�+�05"�08F+�������		���$������=I�	���>��
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The discovery of CTL epitopes has proceeded 
����	�������@�������G����������������#��������
starting with a pre-existing CTL clone with 
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�������������G���������������	�=I�	���>��3�
�������"���������
����	�
���
���"�����)��
CTL clone recognizing an unknown epitope 
was used to screen a tumor derived cDNA 
��$�����=��������������������>����������
�G���������������	��"��	������=�
���>��������
(
$��%
�����+�����	������������
�����������-
ants of the epitope-encoding cDNA and 
mapping of synthetic peptides revealed the 
������������������%
�������������������
��+�
��G���������
�������!�7��������+������%
�����
unknown source tumor antigen was often dis-
����������	�����������������������=�����$���>�
E�6/"�89F��������2�������$��������������$���-
ous strategy is the dependence on autologous 
�
���"�����)��������������������������	���������
�����G���������������
�����
��
����=&7�!>�
����$�����������
������)��������������������
=�7>��(
������������������������	���������
scarce and the induction in MLTC is depen-
dent on the availability of autologous tumor 
cell lines, which have been mainly obtained 
����������������I
���������+�!�7�����������
�����&7�!�����7�����������)����������������
������
�����������������������������������+�
the direct approach has been adapted for the 
������)��������������������������������	����
without the need for autologous tumor cell 
�������3�����$�������$��!��
G�������+��33�����-
)��������G�����������,!������
������������	��-
������������
����	�
��!�7�������������)������
recognizing unknown epitopes derived from 
����������
��������	�����������"������	�

experiments then again revealed the exact 
����������%
�����E���F��N������
������������
-
ral CTL response that is used this method as 
�������������
����������������)�����������������
immunodominant epitopes, and a systematic 
������������������������������������$����
An alternative biochemical approach for 
��)���	�����
������������)���������
���"
reactive CTL, which are either induced against 
�
����������E���+���F������	���	���������������
��
����������
����������E���F+�����������������
���
��"��������
��)��������������'73�������
I – peptide complexes from the relevant tumor 
������������������������
$��%
���������������
�����������������$��=�
���������
������>���	�"
��������������%
�����������	������='�7!>�
������
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����������	�����������������������������������-
itope through recognition by the CTL together 
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searches may identify the unknown source an-
��	���E���"��5F��3�������
�����������	����������
strategy is that it may identify post-transla-
�������������)������������E��6+��8F�=�����������
epitopes generated by protein/peptide splicing 
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application of synthetic peptide libraries to 
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������$��������)���$��
screening recognition of substitution analogs, 
��)���	�������	���������������������$����
��������	�E���F���������$�������������$�����
screening-deduced T cell recognition motifs in 
����������������&(q&(���%
�����	������
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peptides has also been exploited to identify a 
��������
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 reverse immunology
(���������)����)����	����'73������)�����-
�����$�����	����������������������889��E�F+�������
possible to screen known TAA for contained 
peptides that are predicted to be cell surface 
�G�������������������'73����������	���������
be tested for their immunogenicity by raising 
!,6+ T cells against the exogenously loaded 
���������(
$��%
�����+��������"�����)��!�7�
are tested for their recognition of tumor cells 
expressing the relevant TAA and restriction 
element to prove the natural presentation of 
����!�7��������������$����������������������

������	������!�7���������������)������+�������
was coined ‘reverse immunology’, is that an 
initial epitope-prediction-phase is followed by 
����������"����������"������=��W�������������
�������������I�	���>��H�������+������G��������
�9���������!�7���������������������
������-
�������������	����=I�	���>+�����������
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��
CTL epitopes in viral and microbial antigens, 
�����$����������)����������������������
���-

�	��������	��������������	����������������
-
nology is that it is the only strategy that can 
be used to systematically search for novel epi-
topes, including subdominant ones, in known 
������������������������������'73������
���
�������������N�����������������������������
the validation phase of reverse immunology 
�������������������
��������������������+�
�����
	����	��)������������������������������
$�����������������

8.2.1. Prediction phase of reverse 
�����������
The prediction phase of the reverse immunol-

ogy approach takes advantage of our growing 
knowledge concerning the intracellular gen-
������������������������������$��'73��������
�����
��������
�������$�������������	���������
����������������������E���+�5�+���+���F��������-
termination of peptide binding motifs for the 
����������'73�������������
����������������
the in silico screening of TAA by computer 
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algorithms have been developed of which the 
N&3(���	�������E�0/F���������(�I���'�
��	�������E���F�������������������$��������
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������	������������������	�������@���������-
�����$�����	��������������@�����������������
methods, based on either the contribution to 
binding of each aa in a peptide independently 
or the overall peptide structure, but are all 
extremely valuable to select the small percent-
age of peptides with potential binding capacity 
E��5F��.
�����������������������������������-
�����$�������������@��������	�������������
$���������E��5+��6F+�������	��)�������@��-
����������������������������������
��=�G�����-
)��������������5>�����������+������������������
point of view, the combination of two or more 
methods is advisable to reduce the number of 
���"�����������������������$�����	�����������
�G���������������)�������������
���$�����	���-
pacity is preferred, because the ranking of the 
predictions does not perfectly correlate with 
the actual binding measurements and false 
�����������������������$�����	����
���=�G�����-
)��������������5���������������E��8F>��
'73��������$�����	���������G������������
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stable peptides have been shown to be more 
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��	�����E��9F+�$���
�����������������
�-
������������������������������������

Scope of the thesis, development of 
binding assays: 
������������E��8F+���������$�����	��������
��������������������������������'73��������
�����
�����*���	�N"7!7��G�������	�����������
������
���������������������W
����������"
labeled class I ligand with proven high af-
)�����������������������������������������+�
reliable competition-based cellular assay are 
now available for easy measurement of pep-
�����$�����	�

�����������
��������������������������

�����	������������	���	������������	���
TAP translocation
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that numerous CTL that were raised against 
��	���������$�����	����������������������	-
nize tumor cells expressing the relevant TAA 
������������������������E��/"��8F��3���2������-
son for this was the lack of intracellular gen-
eration of predicted peptides by the processing 
�������������
�+�����)���	�������������������-
��������������
���������������

Scope of the thesis, improved prediction 
���&�'�	�
�	�; 
������������E�/9F+������������������������"
mediated excision of class I binding peptides 
�����������W�����	���	����������������������
��������������������������������
���������
allowed the selection of four C-terminally 
��$����������������������8���	���������'73"
3��$�����	��������������33��-3&���������
four peptides were proven to be naturally 
��������������������������������������������
considered to be likely not produced intra-
cellularly, avoiding laborious T cell induc-
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tify CTL epitopes in the fusion regions of the 
BCR-ABL fusion proteins expressed in CML 
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This optimization of the prediction procedure 
=���������>�����	�����������������������
�����
of epitope predictions and has since then been 
applied successfully in studies identifying CTL 
epitopes in various tumor associated antigens 
=������	����������/�E�95F������������/�"�/�>�����
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�������	����E�//"�/5F��
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rently freely available via the internet for the 
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E�09F+������������	��E�0�F�=��$����>��������-
somes cleave abundantly at certain sites and 
cleave much less abundant or do not cleave at 
�������������'������+��
���������$����������)�-
ity of the proteasome, the stochastic nature of 
��������������	�������E���+�09F�=����������	�
fragments are often found in the experimental 
��������E���+�95+�/9F>+�����=������>�
���)����
��W
����������������������
������������	����-
)������+���%
����������������%
����������������
-
rate prediction of proteasomal digestion sites is 
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still result in a high number of improperly pre-
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mental determination of proteasome-mediated 
digestion is needed to reliably select peptides 
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CTL epitopes are preferentially made by immu-
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In Silico predictions Experimental verifications

Predicted HLA class I ligands (CTL epitopes)

* Proteas. proc. predic. * Proteas. digestions

* Binding predic. * Binding assays

* TAP transloc. predic. * TAP transloc. assays

* Cell surface expression

is tested by

‘Predict-calibrate-detect’ method

* Immunogenicity and epitope expression

is tested by T cell inductions

and target recognition assays

Proven HLA class I ligand Proven CTL epitope

Prediction Phase

Validation Phase

Ligand confirmation

by mass spectrometry

Epitope confirmation

with CTL clone
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contain variant catalytic subunits with slightly 
��@�������������������������E���F+��������������-
topes are preferentially made by constitutive 
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cover both categories of epitopes, predictions 
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silico and in vitro, respectively) both types of 
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��	������������������������$�������������)����
E�/�F���������W�����������������	�������������-
tic order and has the advantage that binding of 
only those peptides that are C-terminally liber-
ated by a major cleavage site needs to be veri-
)����G�������������
������������������������������������-������3��
is also an important event in the class I antigen 
����������������������'������+����������)�����
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less selective because peptides meant to bind 
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�������
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����������G����E�09F������3���������������-
��������'73���������������������E�0/F����
��
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silico or in vitro) is the amino-terminal trim-
ming that can occur both in the cytosol and 
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���$������������	������+�
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incorporated in only few reverse immunology 
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-�������+�)�������	����������������!�7���������
prediction tools have been developed that com-
$�������������������������������������	��+��3��
������������������'73��������$�����	�E��/+�08"
�5�F�=������$����������
����������
������������-
����5>������������+������	���������������������
that directly predicts CTL epitopes using large 
datasets of T cell epitopes and non-epitopes as 
�������	����������������	�������=!�7����>�E�5�F�
 
8.2.3. Validation phase of reverse 
�����������
In the validation phase of the reverse immu-
nology approach, the natural presentation 
and immunogenicity of the putative epitope 
���
���$���������������������������+�����
���������������=I�	���>��I����+�����$�����������
�
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class I molecule – followed by the mass spec-
trometric search for the predicted peptides 
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‘predict-calibrate-detect’ method; see below) 
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fore, in the vast majority of studies the predic-
tion phase is directly followed by the induc-
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cells are then used as tool to test the natural 
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been induced in vitro using human peripheral 
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antigen and restriction element have been 
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ground recognition of target cells that lack 
�
��������	���������������������������H�G�����
tumor cells expressing the relevant TAA and 
'73�������������
��+����	������������
�������-
erably include transfected target pairs with or 
without the tumor antigen and lacking or ex-
�������	��������������'73������
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�$�����G��
��������������)������	��������@�����
by T cell clones that may be cross-reactive to 
���������������	����������������������������!�7�
clone for the peptide should be high, which is 
to be determined with peptide titration, before 
����)�������2
�	����������������
������������-
������������������������$��������[�����!�7�
recognition of properly chosen target cells will 
prove the natural presentation of the predicted 
epitope, it should be noted that, in principle, 
sometimes a length variant of the predicted 
��������=������������$���$�����	���������>�
����$���������
���������	��K��������������
such a case suspected, then tandem mass spec-
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ed T helper epitopes
7����!�7���������������)������+�����������)-
����������'73��������������������������������
epitopes can either start with a CD4+ T cell rec-
ognizing an unknown epitope or may depart 
from T helper cells which are induced against 
either predicted epitopes or a complete set of 
overlapping peptides in a reverse immunology 
������	�=I�	���>��
In vivo sensitized CD4+ T cells that recognize a 
tumor-antigen have been employed to identify 
���������$���G���������������	�E�58+�69F��!��-
���������'73����������	����+����������$�����	�
���'73��������������������������	�������@��-
ent length variants of a T helper epitope are 
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This characteristic has often advantageously 
been exploited to screen the T helper cell re-
activity against a complete set of overlapping 
peptides of a TAA using responder CD4+ T 
cells that were derived from either patients 
�������������������(
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�����+��������"
�����)����������������������������������������
recognition of endogenously processed TAA 
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tion of in silico algorithms for the prediction 
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behind the use of predictions for CTL epitope 
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degree of degeneracy, and prediction of bind-
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processing pathways are only incompletely 
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endosomal-lysosomal pathway of exogenous 
and transmembrane proteins, alternate and 
partially overlapping routes for class II ligand 
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proteasome-dependent and proteasome-inde-
pendent cytosolic generation of class II ligands 
derived from either exogenous or endogenous 
��
����������$�������������E0�"00+�6�+�6/F��
I
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���������������
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antigen presenting cells in which it takes place 
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�����$��������������E���+�60"�66F�=����������
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ing motifs allows the search and prediction of 
promiscuous pan-class II binding peptides, 
which are obviously more widely applicable 
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binding predictions have successfully led to 
����������)�����������������
�
�����������
����������������	��������H�"�(?"��E�68F+�
�-�"��E�89F+��������-��E�8�F+�����&����"3q
&3-�"��E�8�F��
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 spectrometry
As discussed above, starting from pre-existing 
!�7������
���������������������)����+�����
���$������������������������%
�����������	-
raphy coupled to tandem mass spectrometry 
=&(q&(>�������
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epitope databases.

Name
a

URL Possibilities / additional information
b

HLA Peptide Binding Prediction

BIMAS  http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind MHC class I

SYFPEITHI  http://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/ MHC class I and II

NetMHC http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC MHC class I

PREDEP http://margalit.huji.ac.il/ MHC class I

ProPred-I http://www.imtech.res.in/raghava/propred1/index.html MHC class I (with proteasome cleavage filter)

nHLAPred http://www.imtech.res.in/raghava/nhlapred/ MHC class I (two methods)

IEDB (HLA class I) http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mhc_binding.html HLA class I (different methods)

HLA-A2 (No name) http://zlab.bu.edu/SMM/ HLA-A2, 9- and  10-mers only

Multipred http://research.i2r.a-star.edu.sg/multipred/ HLA-A2, -A3 and -DR supertypes

MHCPred http://www.jenner.ac.uk/MHCPred HLA class I and II (and TAP)

IEDB (MHC class II) http://tools.immuneepitope.org/tools/matrix/iedb_input?matrixClass=II MHC class II

MHC-BPS http://bidd.cz3.nus.edu.sg/mhc/ HLA class I and class II (flexible length)

SVMHC http://www-bs.informatik.uni-tuebingen.de/SVMHC/ MHC class I and HLA class II

SVRMHC http://svrmhc.umn.edu/SVRMHCdb/ HLA class I and class II

ProPred (class II) http://www.imtech.res.in/raghava/propred HLA class II

MHC2Pred http://www.imtech.res.in/raghava/mhc2pred/ MHC class II (promiscous binding)

Proteasomal Cleavage sites Prediction

NetChop http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop Based on artificial neural network

PAProC http://paproc.de Based on evolutionary algorithm

MAPPP (FragPredict) http://www.mpiib-berlin.mpg.de/MAPPP/cleavage.html Based on peptide cleavage data 

MAPPP (combined) http://www.mpiib-berlin.mpg.de/MAPPP/expertquery.html Combined with MHC class I binding

Pcleavage http://www.imtech.res.in/raghava/pcleavage/ Based on cleavage data or ligands

TAP translocation Prediction

TAPPred http://www.imtech.res.in/raghava/tappred/ TAP transporter affinity

MHCPred http://www.jenner.ac.uk/MHCPred TAP transporter affinity

PRED
TAP

http://antigen.i2r.a-star.edu.sg/predTAP/ TAP transporter affinity

Integrated Proteasomal cleavage, TAP translocation and Binding prediction

EpiJen http://www.jenner.ac.uk/EpiJen/ Uses MHCPred

WAPP http://www-bs.informatik.uni-tuebingen.de/WAPP Uses SVMHC

NetCTL http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/ Uses NetMHC and NetChop

MHC-Pathway http://70.167.3.42/ Older version of IEDB (combined)

IEDB (combined) http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mhc_processing.html Newer version of MHC-Pathway

CTLPred http://www.imtech.res.in/raghava/ctlpred/ Directly based on epitope databases

Databases of HLA class I and II ligands and tumor T cell epitopes

SYFPEITHI http://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/ HLA ligands and binding motifs, T cell epitopes

T-cell tumor epitopes http://www.cancerimmunity.org/peptidedatabase/Tcellepitopes.htm T cell epitopes derived from TAA

IEDB http://beta.immuneepitope.org/home.do T cell epitopes (among others)

MHCBN http://bioinformatics.uams.edu/mirror/mhcbn/index.html MHC binding and non-binding peptides

a   Full name, institute and references can be found on webpage. Several references are also provided in the text of the current review.
b   Method and additional information to be found on webpage



!���������L�N���	��
��������������������������� O� �8

���������
���"�����)��!�7���������+�������-
�������E���"��6F��
[����
������������$�������������������"�����)��
T cell, tandem mass spectrometry can also be 
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immunology strategy was coined the ‘predict-
����$����"��������=�!,>��������E�50+�56F�����-
dicted ligands are synthesized and used for the 
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system to identify co-eluting natural ligands 
of identical mass of which the precise identity 
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	��������������������"�����)��!�7������������
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immunogenicity of the ligands still needs to be 
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for the patient and can therefore in principle 
$��
������������������K�����������
(
$���������������������������������������
�����$����
�������������������������)����������
��@������������G��������'73������������������
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ly processed the antigen after it was delivered 
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infected cells with stable isotope-labelled 
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are more sensitive and more accurate the iden-
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