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Novel antigen-processing pathways for cytotoxic T cell recognition
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ABSTRACT
����<��	7	��.�������	S�7�U	$���	�����	���>��	���������	%	.���8���	�	������+��������)	
���������	�����)��	��������)	8�	���	�����	�	.���>���	�	���	����	�>�%����	?�	8��)���	�	�����	�	
molecules these peptides need to have an appropriate C-terminal anchor residue, which is classi-
�����	��������)	8�	���	������.�	�.���<�	
����	��	�)����%�	��	�������	��)�����)����	����	�.���.���	���	������.��	���)������	
�����8>���	��	���	�	�+���.����	8>�	���	�	�+���.����	���������	%	���	�����	�	��������)	
�����)���	7��.��	��������)���	S7B=U	����	��	�	�+���.����	���..���	��)�����)���	��	�������	
����������	3�	)�X��	�	����	.�������.	8�	�����	�����	�����)����	�����������	��)>��	���	
�+���.��>�	%	�	�>.�+�����X�	�7�	�������	
7��	������	%	���)������	��)	7B=	8��)��	���	���������	�����)�	���������	8�	�������	��+
functional protein degradation products into class I ligands, thereby strengthening the immune 
)�%����	�������	���������>���	��������	��)	�������	
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INTRODUCTION 
"���	�����)��	SC���	��U	��������)	8�	���	
class I molecules, called CTL epitopes when 
������I�)	8�	�;C+ cytotoxic T lymphocytes 
S�7�U!	���	��)>��)	)>����	���	�����>>�	
turnover in the cytosol of full length and 
misfolded proteins into peptides and eventu-
����	%���	�.��	���)�	[�+'\�	7���	)����)����	
process is accomplished by the multicatalytic 
proteasome complex and by cytosolic pepti-
)����	[�!'\�	7�������)��	�����)���	��	S7==��U	[]\!	
7B=	[6!
\	��)	�.�������)����	[�!�\	����	8���	
implicated in degradation, but the contribu-
���	%	����	S��)U�����)����	���	��.����)	
��>�����	�	%��	�����.�)����	������	)����)����	
��)>���	S�	�������	C��
	��U	������	%>�����	
cytosolic destruction through translocation 
���	���	7�=	����������	���	���	��)����.��	
�����>�>.	S5:U!	�����	����	���	8�	���..�)	
�+���.������	8�	5:��=^5:�=�	[�!�\	��)	��-
��.8��	����	���	�����	�	�����)�.���	8�%��	
8����	�>��)	�	���	����	�>�%����
The absence of C-terminal excision of CTL epi-
����	��	������.�+����8���)	�����	[_!C\!	�-
gether with a failure to detect C-terminal trim-
.���	����������	��	���	�����	�	5:!	���	��)	�	
the current notion that solely the proteasome 
��8������	���	�<���	�+���.��>�	[�!�\�	�������	
endopeptidases, however, may also produce 
�����)��	����	�	�+���.��>�	X�	%�	�����	�	8��)-
ing from protein degradation products lack-
���	�>��	��	������	��)��)!	�����	������)	����	
������.�	����8����	�����	�<�����	�����X����	
������	%	�����)�+��)�)	���	�����	�	.���>���	
[`+�'\�	����>��	�����	�.�>�)�	���	$���	
to not inhibit completely, this suggests the ex-
istence of a partially proteasome-independent 
�������	%	�����	�	�����)	����������	"	%��	
���	7==��	������)��	��)>���	���	�+���.��>�	
%	�	)�X��)	�7�	������	S%�.	��,	��%U	[�]\!	
8>�	�	8��)	���	%	7==��	��	���	���������	
%	�����	�	�����)�	��	����)���)	>���$���	[�6\�	

Other peptidases liberating the C-terminus of 
���	�����	�	�����)�	���	��	$����	7	)�X��	
such peptidases, we began an in-depth investi-
gation of the generation of a CTL epitope with 
an unambiguously proteasome-independent 
�+���.��>��

��������
Cleavage C-terminally to a lysine is not readily 
���.������)	8�	������.��	[�
\�	��	����	����	
����!	�<�������	%	���+�'!	�	�����	�	.���>��	
that binds peptides with a C-terminal lysine, 
is particularly insensitive to proteasome in-
��8����	[`!��\�	7����%��!	��	�������)	%�	�	
CTL epitope with a proteasome-independent 
�+���.��>�	��������)	��	���+�'�	7��	�-
��.��	5�?"z��5 	S=:��`{+�`C) from tumor-
��������)	������	=:�(5	[�_\	���	�������)	
by binding prediction and bound with high 
�}����	�	���+�'	S">����	?���	�U�	;�������	
%	�_+.��	=:��C�+�{C	����	�>��X�)	�{"	�����-
somes showed no cleavage after the epitope’s 
�+���.����	���+�`C	�	��	���	�����	~��$���	
���	�+���.��>��	��	�������!	���	�+���.��>�	
���	��8�����)	8�	��	�}�����	������.��	
��������	8�%��	&�>+�`{	S?���	��U�	7��)�.	
.���	������.����	S("^("U	�)����X�)	���	
5�?"z��5 	�����)�	��	�����)��	��>��)	%�.	
���+�'	�	���	�>�%���	%	����	����	 6
�+�'	
S 6
�!	=:�(5+!	�����%����)	����	���+�'U	
S">����	?���	�U�	���!	���	�7�	����	�����)	
�������	���	=:��`{+�`C epitope exogenously 
��)�)	�	���+�'!	�}�������	������I�)	
 6
�+�'	��)	����	�>.�	����	�����	�<��������	
=:�(5	��)	���+�'	S?���	�*U	��X�.���	���-
>���	�����������	%	���	�������	7��	�7�	���	
recognized the exogenously loaded 11-, 12- and 
�'+.����	�+���.������	�<���)�)	��������	%	���	
������	S5�?"z��5 , ^:^ U!	8>�	�����	���-
��)��	�	�����	���������	���+�'	8��)���	�}�-
���	S">����	?���	�U	�	���	��	���>�����	��������)	
S">����	?���	�U�	3�	>��)	����	%���>��	%	���	�7�	
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to monitor the generation of the epitope and 
its C-terminally extended variants in digests 
%	�����	=:�(5	�����)���	7��	������.��	
)������	%	�6+.��	=:�190-214	S5�?"z��5 	��	���	
�+���.��>�U	��)�)	��	=:�(5+��������	
���+�'+ cells were not recognized by the CTL 
S?���	��U!	��X�.���	������.�+��)����-
)����	%	���	��������	�+���.��>��	

	
����������������
������
7����%��!	��	�������)	%�	���	�����)���S�U	
����������	���	�+���.��>�	%	���	5�?"z��5 	
�������	?����!	�7�	���������	���	�������	
����8���)	����	 6
�+�'	�����	����	������)	
with the metallopeptidase inhibitor o-phen-
anthroline, whereas other inhibitors had no 
�����	S?���	��U�	"����	���	7==��	����8���	8>�-

�8��)�)�	���	8�	����������)	8�	���>.	[]\!	��	
further excluded the potential involvement of 
7==��	[�]!�C\	8�	)�������	��������	��)	:��	
�����%������	S:���U	S">����	?���	'U�	
"���)!	��	�)��	�	�)����%�	���	�����)���!	��	
�<���)	���	����������	F>�����)	~>�������	
�6+.��	�>8������	��������
���	��, :�S+?�U
 �	S=:�190-204, epitope in bold) to digestion 
����	�������	%�������	S��������)	8�	����	
�<������	���.��������U	%	 6
�+�'	������	
?������	�'_	������)!	��	�	�������������+
���������	%�����!	8������	���	F>������	)�8-
���	��	���+�`6	��)	���	~>�������	S?�U	��>�	
��	������	�{�!	�����8�	���������	~>��������	
S?���	�*U�	7���	%������	�������)	���)������	��	
���	���	�����)���	�.��	X��	�������	�)����-
X�)	8�	("^("	S?���	�*!	">����	?���	]U�	���)�-
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Figure 1. PRA�!"��!#�������$�%�%&�'������
�(����'��'��)�*�'������+����
�'��
���(�
terminus.  
��	=�����.��	)�������	%	�_+.��	=:��C�+�{C	S5�?"z��5 !	8�)U�	;�������	S�	�	���>8����U	8�	�.-
.>�+	�	������>����	�>.��	�{"	������.��	����	�.����8��	���>����	*�)	����	��)������	���	�%-
X�����	��������	8�%��	&�>+�`{�	?���.����	���������	���+�C`	��	���	�+���.��>�	�	�.���.������	
%���.����	�))�)	>�	�	�_�	%	���	)������)	.�������	S�	�	)�����U	��	)����.���)	8�	.���	������.�������	
���������	;��������	����	�������)	�����	��.��	����	��.����	���>���� 
*�	:��������	8�	�7�	����+5�?"z��5 	%	��������>$�.��	����	����	 6
�+�'	��)	�����	����	������.�	
S:��U	�����	(���6_	��)	`]��6	S���	=:�(5+	��)	���+�'+U�	 6
�+��	S���+��+U	���	��	������I�)�	
��	�8�����	%	���������	%	�6+.��	=:�190-214	S5�?"z��5 , :  �,�:���  � !	������	��	�+
���.��>�U	)������)	%�	�	�	����	�..>�+	�	������>����	������.��	S"5(	%	����������	�����U�	;������	
����	�������)!	��)�)	�	5 :	�����	S���+�'+U	��)	�+���>8���)	����	�7�	����+5�?"z��5 �	*��$-
��>�)	���������	��	�6+.��	�>8������	���>8���)	��	'_��	����>�	��I�.�	S.�$	)�����U!	�������	��-
���	��	���	�F>����	�������)	5�?"z��5 	�����)�	S`+.��U�



��]	 �	 �������	
	�	����	���	�����	�	�������	���������	��������

4

3
2

1

5

Fr. 37

25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47

Fraction number

0

300

600

900

1200 FL-pep.

+ Phen.

% KCl

0

500

1000

1500

2000

2500

m
M

 K
C

l

fl
u

o
re

s
c

e
n

c
e

 (
O

D
)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

ELFSYLIEKVKRKKNVLRLCCKKLK

1 2 3 Western NRD

siRNA

control

siRNA

NRD

 si-Control si-NRD  si-Control si-NRD

K562-A3 HeLa-A3

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

IF
N
γ 

p
ro

d
. 

(p
g

/m
l)

0

300

600

900

BA

C D

200 nM 40 nM 8 nM
0

2000

4000

6000

8000

c-proteas. dig.
i-proteas. dig.
nardilysin dig.

mock dig.

Digest concentration loaded

IF
N
γ

 p
ro

d
. 

(p
g

/m
l)

un
tre

at
ed

+ 
B
re

fe
ld
in
 A

+ 
B
ut

ab
in
di
de

+ 
P
he

na
nt

h.

+ 
Le

up
ep

tin

+ 
C
ap

to
pr

il

+ 
C
al
pe

pt
in

+ 
A
pr

ot
in
in

+ 
In

su
lin

0

25

50

75

100

%
 C

T
L

 r
e

c
o

g
n

it
io

n

Figure 2. Nardilysin produces C-terminal extended precursors of the PRA�!"��!# epitope.
��	 6
�+�'	���	�������)	��)	>�������)	S�{{�	���������U	�	������)	����	��)�����)	����8����	S��-
���������	��)	��������!	���	.���)�	������U	��)	�+���>8���)	����	���	�7�	����	S"5(	%	�����	�<-
����.����U�	 
*�	�������	%�������	��>��)	%�.	��	����	�<������	��>.�	S ��+���)����	��)�����)�	���	(���)�	
%�	)������U	%	 6
�+�'	����	�+���>8���)	%�	'{	.��	����	~>������	�>8������	5�?"z�S+)�8���U
�5 , :�S+?�U �	��	���	�8�����	S�F>���	��.8�U	�	��������	S��������U	%	�������������	S�	.(U�	
7��	��.�	�>8������	����	���	X���	�����	��	8����	;+����	�	8��$	�+���.����	���..���	����)	���	
��������	��)>��)	~>��������	S)���	��	����U�	?������	��	'_	���	��������)	8�	";"+=�&5	��)	���	
8��)�	����	������)�	=������	����	�)����X�)	8�	("^("	���	S8��)	�U	����	.8�����	������!	S�U	$������!	
S'U	�+	�	�+�>8>���!	S]U	�	.������	��)	S6U	���)������	S���	">����	?���	]U�	 
��	;�������	%	�6+.��	=:�190-214	S������!	8�)U	����	�>��X�)	���)������!	�..>�+������.��	�	
������>����	������.��	%�	'{	.���	���)������	���������	���	�����	�}�����	��������	8����)	���	
��+.��	���	�������	��	''�`�	%	)�������+%���.����	S����	�U!	8����)	���	��+.��	��	]����	%	���	%���-
.����	S����	�U	��)	8����)	���	�'+.��	��	�
�`�	%	���	%���.����	S����	'U�	;������	S���)������!	��-
����.�!	.�$U	����	�������)!	��)�)	�	���+�'+ cells and co-incubated with the CTL to assess gen-
������	%	������+����>����� 
;�	�7�	���������	%	 6
�+�'	��)	����+�'	�����	���8��	�����%����)	�	�<�����	��:��	�>���������	
���)������	S�:;U	�	��+���������	�����	��:��	S"5(	%	����������	�����	%	��������������	�<����-
.���U�	�..>�8��	����	���)������	����8)�	%	 6
�+�'	�����%�������	��	�����
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lysin, hitherto not implicated in class I antigen 
processing, is a cytosolic endopeptidase of the 
pitrilysin family of zinc-metalloproteases and 
��	>8�F>���>���	�<������)	S���	��%�	�`	��)	���	
#��&���	)���8���	���	�����^^������8����.�
������^#��&���^5"7=�X��,����������>����� 
����6C]_C�U�	
7���)!	���	)�����	%	�6+.��	=:�190-214	S�����-
�	��, :  �,�:���  � U	����	�>��X�)	
���)������	����)	������	�}�����	��)>����	
%	�+���.������	�<���)�)	��+!	��+	��)	�'+.��	
��������	%	���	������	8�	�}�����	���������	
�%���	���+�{{!	���+�{�	��)	���+�{�	S?���	��U!	
��	����)����	����	���	��������	�����X����	
of nardilysin before or between two basic 
����)>��	[�{!��\	��	�>8�������	>�	�	�'{	��	��	
�������	��)��)!	���	�7�	�}�������	������I�)	
the nardilysin-digest, due to the presence of 
���	5�?"z��5 , ^:^ 	%���.����!	�������	
the proteasomal digest was not recognized 
S?���	��U�	?>���!	���)������	���	��F>���)	��	
cells for epitope generation because small in-
��8����	:��	S��:��U+.�)����)	�>��������	
%	���)������	��	 6
�+�'	��)	����+�'	S����!	
=:�(5+!	����	���+�'U	�������	��)>��)	
�����	���������	8�	���	�7�	S?���	�;U!	��)	
����<�������	%	���)������	��	����+�'	�����	
�������)	�7�	���������	S">����	?���	6U�	
7������!	�����	X�)����	�.�������	���)������	��	
indispensable for the endogenous C-terminal 
���+���������	%	���	=:��`{+�`C epitope by 
producing cleavages after Lys-200, Arg-201 and 
Lys-202, but it does not excise the exact C-
���.��>�	S���+�`CU�	

	
�������������*�+�����,�'�'�
���
��<�	��	�>��>�)	�)����X�����	%	���	�����-
dase that generates the correct C-terminus of 
���	�������	*���>��	%	�����	�������	���-
���!	>8�F>��>�	�<�������	��)	�����X����!	
���.�	���)�)����	����	7B=!	��>������	��)	
���>���+)����)���	��I�.��	B���	���	:���+

.�)����)	�>��������	%	7B=	��	 6
�+�'	
strongly reduced CTL recognition, whereas 
suppression of the other peptidases had no 
�����	S?���	'�U!	��)�������	7B=��	������.���	
��	���	��)���>�	���������	%	5�?z"��5 �	
(�����!	�>��X�)	7B=	������)	�}�������	
directly behind the epitope’s C-terminal Lys-
�`C	��	���	���)������+)����)���	��+	��)	�'+.��	
����>����	S=:�190-201/202�	5�?"z��5 , :^ U�	
7�>�!	7B=	�������)	�����	�	%>�	�+���.����	
residues, in accordance with its cleavage pref-
������	[��!�'\!	�����8�	�}�������	��)>����	
���	�<���	���.����	������	S?���	'*U�	��)��)!	
���	7B=+)�����	%	��+.��	=:�190-201 loaded on 
������	�����	���	������I�)	��.��	��	�}�������	
��	���	.���.��	������	S?���	'�U�	��	����	����	
its preference for peptides 6 to 17 aa in length 
[�]\!	�����	�����)��	����	��	������)	8�	7B=	
S">����	?���	
*!	��)	)���	��	����U!	��)����-
ing that pre-processing by nardilysin into the 
��+.��	��)	�'+.��	��	��F>���)	�	.�$�	������+
����>����	�>������8��	�	7B=�	7���	���	��-
X�.�)	��	���	�+)�������	%	�6+.��	=:�190-214 
����	���)������	��)	7B=!	�����	���>���)	��	���	
��)>����	%	5�?"z��5 	S�)����X�)	8�	.���	
������.����!	)���	��	����U�	����)�����!	
���	)>8��+)�����	���	������I�)	.��	�}-
ciently by the CTL – due to the presence of the 
epitope – than the digest with nardilysin alone 
�����	�������)	���	���	����>����	S">����	
?���	
*U�	7�>�!	���	�+���.��>�	%	���	5�?"z-
��5 	������	��	�������)	���>��	��F>������	
���������	8�	���)������	��)	7B=�	

Generation of the N-terminus of the 
PRA�!"��!#-epitope
The N-terminus of the epitope is generated by 
��	�}�����	�������+��$�	������.��	�����-
���	8�%��	&�>+�`{	S?���	��U�	7���	��������	���	
�.�������	8��$�)	8�	���	�����X�	����8���	
�����=������>,"B�	[�6\	%	���	�������+��$�	
proteasome activity as shown in a digestion of 
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�_+.��	=:��_�+�`C	S">����	?���	_�!*U�	��)��)!	
CTL recognition of cells treated with this in-
��8���	���	�������	��)>��)	S">����	?���	_�U�	
The general proteasome inhibitor epoxomycin 
only partially inhibited cleavage before the 
�+���.��>�	S">����	?���	_�!*U�	�������������!	
when cells were treated with epoxomycin the 
�����������	%	5�?"z��5 	���	.��$�)��	��-
�����)	S">����	?���	_�U!	��$���	)>�	�	��)>��)	
�.�������	����	��<.����+���������	���+
�'	�����)��	

TAP-dependence of PRA�!"��!#

Thus, together, the proteasome, nardilysin and 
7B=	��)>��	���	.���.��	������	��	���	���-
��	S����.����	��	">����	?���	C�U�	��	�<�����)!	
presentation of the epitope was completely 

)����)���	�	��������	���	���	5:	8�	7�=	
S">����	?���	`�U�	7��	5�?"z��5 	�����)�	���	
�}�������	���������)	8�	7�=	���	���	5:!	
�������	���	��+!	��)	�'+.��	������+����>����	
����	����	�}�������	����������)	S">����	?���	
`*U�	7����%��!	�����	���)������+��)>��)	���-
cursors are available in the cytosol for process-
���	8�	7B=!	�������	���	.���.��	������	�	�%���	
its production – can rapidly escape from cyto-
����	)����>����	8�	�����������	���	���	5:�	

General roles of nardilysin and TOP in 
class I antigen processing
7���	��	���	X���	���)����	�.���������	���)���-
���	��)	7B=	��	�7�	������	��)>�����	;	
these enzymes, either apart or together, have a 
.��	�������	���	��	�����	�	�������	����������	
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Figure 3. TOP produces the C-terminus 
�����!#����*���'��'�/ 
��	��%��	�7� r��������	%	 6
�+�'	����-
siently transfected with pools of siRNA 
)>���<��	�>���������	7B=!	��>������	��)	
���>����	)����)���	��I�.�	S�;5U	�	��+
���������	�����	��:��	S�{{�	��%������	
���������U�	:�����	�7�	���������	%	
 6
�+�'	���8��	�����%����)	�	�<�����	��:��	
�>���������	7B=	�	��+���������	�����	
��:���	"5(	%	�����	�	%>�	�<����.�����	
�..>�8��	����	7B=	����8)�	%	���8��	
�����%����)	 6
�+�'	��������	��	����� 
*�	;�������	%	�'+!	��+	��)	��+.��	�>8�������	
=:�190-202/201/200	S5�?"z��5 , ^:^ !	����-
��	8�)U	����	�>��X�)	7B=�	���	�>8�������	
���	�����	*�)	����	��)������	���	�%-
X�����	��������	8����)	���+�`C�	?�.	����	
�>8������	���	�	%	%���.����	��	���	)�����	
S����>)���	��+)������)	�>8������U	����	
.����	���	5�?"z��5 +������	�%���	'{	.��	
)�������	���	�����)� 
��	�7�	���������	%	��+.��	=:�190-201 
S5�?"z��5 , :U	)������)	8�	7B=	%�	�{	
.��	�	�	��	7��	)������	����	�������)	��)	
��)�)	�	���+�'+	5 :	������	7��	��+)�-
�����)	��+.��	S.�$	)���U	��	��	������I�)	
��	�����	�������������	:��������	%	
�F>����	�������)	5�?"z��5 	�����)�	S`+.��U	
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Nardilysin in principle can support the genera-
tion of both the C-terminus and the N-termi-
�>�	%	�������	S">����	?���	C*U�	�	8���%�-
matics analysis of all 1620 published ligands of 
the most prevalent class I molecules with their 
~��$���	������	�������)	���	)�8����	��������	
.��%	%	���)������	[�{!��\	)�������	��	���	�+���-
.��>�	�	�+���.��>�	��	�6�	%	���	�����)�	S7�-
8��	�U�	7��	.��%	��	����������	%��F>���	)�������	
��	���	S8����U	�+���.��>�	%	�����)�	��������)	
8�	���	���+�'	�>�������	S+�'!	+���!	+�
CU	��)	
��	���	�+���.��>�	%	���+*�_	�����)�	S7�8���	
�	��)	�U�	3�	����	�<�.���)	�������	�>��X�)	
���)������	���>����	�<����)	����������	���+
�'	��)	+*�_	�����)�	��	���	.��%	������	��)��)!	
���	�+���.���	%	��	���+�'+��������)	
overlapping immunodominant epitopes from 
��,+�	&��	��_	[�
\	����	�}�������	��)>��)	
S?���	]�U	�������	���	������.�	%����)	�	)	
�	S)���	��	����U�	�.��������!	���	'6�	%	
���	���+*�_	�����)�	������	�	8����	����)>�	��	
������	�	S=�U	��<�	�	�����	).�����	�����	�	
8��)���	���+�����	��	=�!	�������	������>�-
���	�	���)������	��������+����	S7�8���	�	��)	�U�	
���)������	�}�������	������)	)�������	8�%��	
���	�+���.��>�	%	�����	>�	%	�����	���+*�_	
ligands tested and in three cases produced the 
epitope’s C-terminus; among these are immu-
�).�����	�����	�������	%�.	��,+�	���	��]	
��)	5*��'�	[�_\	S?���	]*!�U�	��������!	%>�	
%	�����	�����)�	����	�)����X�)	�����>���	�	
be proteasome-independent as studied with 
������.�	����8����	S���	�����	����	��	
�����)U	[�'\�	
To demonstrate nardilysin-dependence of 
these epitopes during processing in cells, 
���)������	���	�>�������)	8�	:���	��	5*-
��'�+�������	������	�����	���>�����	��	�������	
��)>��)	���������	8�	�7�	�������	���	���+
*�_{6+��������)	5*��'��6C+�

	S::�z;��5�U	
������	[�_\	S?���	];U�	5�)���>�	���������	
of the minimal epitope with its N-terminal 

~��$���	�����	��X�.�)	���	���)������+)�-
pendence to reside in the N-terminal epitope 
���������	S?���	];U�	7�>�!	����>��	�������	
�.������)����	�<���	��	���	�����	��)	5:!	
���)������	��	��F>���)	%�	���	�+���.����	��8��-
����	%	���	5*��'��6C+�

	�������	B>�	��-
sults help to explain the strong over-represen-
�����	%	���	��)	���	��	=�	��	���+*�_	�����)�!	
residues that contribute at that position only 
modestly to binding capacity but enforce pep-
��)�	���8�����	��	���	�����	[�C\�3���	���)���-
sin cleaves before a basic doublet, it may also 
liberate ligands with a non-basic C-terminus 
��������)	8�	����	���+��!	+��!	+*C	��)	���+
*'6	S">����	?���	C*U�	��	�))����!	���	)�8����	
motif is often present within 4 aa of the N- or 
�+���.��>�	S7�8��	�U!	�>��������	�	.>���+����	
.�������.	%	������+��)>�����	7��	.��%	
is present directly at or within 4 aa of the N- or 
�+���.��>�	��	�
�	%	���	�
�{	�����)�	���-
��I�)	S7�8��	�U�	*���>��	���)������	���	������	
�.���.��	8�%��	.�+8����	�����	[��\	�	��	
��������	�����	S���	����	?���	]��	�"?; � � +
������U!	���	��~>����	.��	�����	8���)	���	
)�8����	.��%�	���)������	.��	���	)�����	
�������	��������	�����	�	8��)���	�����)���	��	
vaccine design, the deliberate insertion of the 
nardilysin cleavage motif between CTL epit-
���	��	���+������	��F>�����	.��	8�	>��%>�	
�	��.��	�������	�}�����

7B=	���	8���	����)���)	�	)�����	�������	
[
\!	�����8�	��.�����	�����	�	�������	��������-
���	[6\	��)	�������	���	F>�����	�������	���	
�<�����	%	5�?"z��5 	8�	7B=	��	��	�<�������	
7��	���%����)	�����	%	7B=	��	���	�������	%	
�����	�	X��	�+���.����	����)>��	[��!�'\	����	
�	8��)	��F>����	�����X����	[�]!�`\	%�.	�>8-
�������	>�	�	�_	��	���	[�]\!	��)����	7B=	
with potential C-terminus generating capac-
����	?>�����.��!	��	>�)�X��)	������+��-
.����	�����	%	7B=	���	8���	������)	['{\�	
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7����%��!	��	�������)	���	~�<�8�����	%	7B=	
��	��)>����	)�������	��������	�������	8�	
�����.��������	�>8����>����	���	�������	S=�	
��)	=��U	�>��>�)���	���	����	%	7B=��	�����-
���	��������	���	�+���.��>�	%	5�?"z��5 �	
=��+�>8����>����	������)	��������	�}������!	
8>�	��	���	�����	�<����	%�	=�	��	=��	�����	���-
vented digestion, production of the epitope 
S5�?"z��5 U	���	�6�	�%���	�{	.��	%	)�������	
S">����	?���	�{�U�	=������	)����>����	8�	�	�>8-
��F>���	��������	��	���	.�))��	%	���	������	
occurred, but did not prevent epitope-produc-
���	S">����	?���	�{�U	��	���	����	8�	�}�����	
�7�	���������	%	�����	)������	S">����	?���	
�{*U�	;��������	%	���		=�+�>8����>��)	��������!	
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antigen processing. 
Digestions b�	�>��X�)	���)������	%	����������	
���+�'!	+���	��)	+*�_	��������)	�����)���	*�)	
����)>��	������>��	���)������+��������	.��%�	
;�������	��.�	���	'{	.���	*�)	����!	��������	
�������	��	�6�	%	���	)�������+%���.�����	����	
����!	��������	�������	��	�	6�	%	%���.�����	
��	;�������	8�	�>��X�)	���)������	%	S>����U	
'{+.��	��,+�	���	��_	��	C+'_	���.�������	��	
����������	���+�'+��������)	�7�	�������	
S����������	)������)!	>�)������)U	��)	S����U	
'{+.��	���.���+�	��	�+'{	���.�������	
	���+���+��������)	�����)	�"?; � � 	S>�)��-
����)U�	7����	�<�.����	����	��$��	%�.	���	"z?-
=5�7��	)���8���	S������%�������)�U�	 
*�	;�������	8�	�>��X�)	���)������	S'{	.��U	%	
long peptides encompassing eight published 
���+*�_{6	��������)	�����)�	S>�)������)U	%�.	
���	"z?=5�7��	)���8���	��	�����	���>���	~��$���	
�������	�����)�	���	S��	�	8��.U�	]{"	��8-
�.��	������	"'{	��	]{+6��	����	)����+���>�����	
������	&:�(�`	��	6_+
_�	:�8�>���������	��	
'��+'���	��;�+>8�F>����	<�)��)>�����	��	
6�+
��	"�'	;��+8��)���	������	*�""	�	��	�{�
+
�{']�	
{"	��8�.��	������	��'	��	�CC+�`
�	;��+
directed RNA polymerases 7 kDa polypeptide 
��	6{+6C�	��)	��,+�	���	��]	��	�
6+�_]!	�����	
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TABLE 1. Proportion of HLA class I ligands potentially excised by nardilysin.

HLA class I Ligands
a 

C-dir.
b
(%) C-ind.

c
(%) N-dir.

d
(%) N-ind.

e
(%) Total

f
(%)

HLA-A1 86 5.8 7.0 0.0 3.5 16.3

HLA-A2 515 1.7 5.0 2.5 4.5 13.7

HLA-A3 121 10.7 5.8 4.1 5.0 25.6

HLA-A11 71 11.3 2.8 1.4 7.0 22.5

HLA-A68 46 21.7 17.4 2.2 0.0 41.3

Cumulative A3-type
g 

(238) 13.0 7.1 2.9 4.6 27.6

HLA-A24 51 2.0 3.9 5.9 9.8 21.6

HLA-B7 68 2.9 7.4 1.5 4.4 16.2

HLA-B8 52 0.0 5.8 0.0 3.8 9.6

HLA-B2701 8 0.0 12.5 37.5 25.0 75.0

HLA-B2702 18 0.0 5.6 61.1 5.6 72.3

HLA-B2703 29 3.4 3.4 62.1 0.0 68.9

HLA-B2704 52 5.8 3.8 38.5 3.8 51.9

HLA-B2705 185 7.6 5.9 31.4 4.3 49.2

HLA-B2706 38 5.3 7.9 26.3 10.5 50.0

HLA-B2707 3 0.0 0.0 66.7 0.0 66.7

HLA-B2709 56 1.8 7.1 26.8 3.6 39.3

Cumulative B27
h 

(389) 5.4 5.9 35.2 4.9 51.4

HLA-B35 11 9.1 9.1 9.1 9.1 36.4

HLA-B3501 20 0.0 5.0 0.0 5.0 10.0

HLA-B44 53 3.8 1.9 1.9 15.1 22.7

HLA-B60 (B4001) 34 2.9 5.9 0.0 8.8 17.6

HLA-B61 (B4002) 7 0.0 14.3 0.0 0.0 14.3

HLA-B62 (B1501) 96 4.2 5.2 5.2 5.2 19.8

Cumulative 1620 4.8 5.7 10.4 5.2 26.1

a
  Number of ligands per class I molecule. For each allele, all ligands in the SYFPEITHI database

     were analysed for presence of NRD-motifs in the ligand and its N-term. and C-term. ~anking regions.
b

  C-dir.; NRD-motif present leading to direct production of the C-terminus.
c

  C-ind.; indirect production of C-terminus: NRD-motif present within 4 aa of the C-terminus.
d

  N-dir.; NRD-motif present leading to direct production of the N-terminus.
c

  N-ind.; indirect production of N-terminus: NRD-motif present within 4 aa of the N-terminus.
f

  Percentage of ligands per allele that may be either N-term. or C-term. dependent on NRD cleavage.
g

  Cumulative percentages of NRD-motif containing ligands for HLA-A3, HLA-A11 and HLA-A68.
h

  Cumulative percentages of NRD-motif containing ligands for HLA-B27 subtypes.

�%5���
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TABLE 2. HLA-B27 ligands and nardilysin-cleavage motifs, exempliXed for HLA-B2703.

Ligands in flanking regions and dibasic-motifs
a 

Source protein and position of ligand

KLQEEERERRDNYVPEVSALDQEIIE 40S ribosomal protein S17 aa.79-87 

VAEVDKVTGRFNGQFKTYAICGAIRR 40S ribosomal protein S21 aa.44-53 

GLIKLVSKHRAQVIYTRNTKGGDAPA 40S ribosomal protein S25 aa.103-111 

KNYDPQKDKRFSGTVRLKSTPRPKFS 60S ribosomal protein L10A (Csa-19) aa.46-54 

NNLKARNSFRYNGLIHRKTVGVEPAA 60S ribosomal protein L28 aa.37-45 

LFESWCTDKRNGVIIAGYCVEGTLAK Cleavage and polyadenylation specif. Fact. 73kDa aa.348-357 

AIRPQIDLKRYAVPSAGLRLFALHAS DNA dep. protein kinase catal. subunit Q13 aa.263-272 

DIPHALREKRTTVVAQLKQLQAETEP EIF-3 protein 6 aa.73-81 

IPDVITYLSRLRNQSVFNFCAIPQVM Farnesyl-diphosphate farneysltransferase 1 aa.278-286 

VDLVRFTEKRYKSIVKYKTAFYSFYL Farnesyl pyrophosphate synthetase aa.191-199 

LEKIIQVGNRIKFVIKRPELLTHSTT General transcription factor II aa.532-540 

GTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQR Histone H3.3 aa.52-60 

EVECATQLRRFGDKLNFRQKLLNLIS Immediate early response protein APR aa.30-38 

VGEKIALSRRVEKHWRLIGWGQIRRG Initiation factor eIF-2 gamma aa.444-452 

VHFKDSQNKRIDIIHNLKLDRTYTGL KIAA1197 aa.399-407 

IWQLSSSLKRFDDKYTLKLTFISGRT Microsomal sign. peptidase 25kDa Su aa.164-172 

HWSLMERDRRISGVDRYYVSKGLENI NADH-ubiquinone oxidoreductase aa.52-60 

SPDDKYSRHRITIKKRFKVLMTQQPR Nop10p aa.44-52 

DFDWNLKHGRVFIIKSYSEDDIHRSI Ny-Ren antigen aa.410-418 

PLLLTEEEKRTLIAEGYPIPTKLPLT OASIS protein aa.267-275 

MLSTILYSRRFFPYYVYNIIGGLDEE Proteasome Su C5 aa.99-107 

VKGPRGTLRRDFNHINVELSLLGKKK Ribosomal protein L9 aa.35-43 

SLVKGGLCRRVLVQVSYAIGVSHPLS S-adenosylmethionine synthetase gamma aa.312-320 

RGDSVIVVLRNPLIAGK ( C-term. protein) Small nuclear ribonucleoprotein SM D2 aa.110-118 

KDSKTDRLKRFGPNVPALLEAIDDAY SMC6 protein aa.478-487 

PRLAILYAKRASVFVKLQKPNAAIRD ST13-like tumor suppressor aa.149-157 

KLEAINELIRFDHIYTKPLVLEIPSE XBP1 aa.281-289 

a
  All HLA-B2703 ligands in the SYFPEITHI database (at: www.syfpeithi.de) are listed and were analysed for the

    presence of dibasic nardilysin cleavage motifs. Ligand is underlined and nardilysin cleavage motifs are printed bold.



�']	 �	 �������	
	�	����	���	�����	�	�������	���������	��������

��66��7�8�%����	9����

200 nM 40 nM 8 nM 1.6 nM
0

5000

10000

15000

20000

25000

12-mer

11-mer

9-mer

13-mer

Peptide concentration loaded

IF
N
�

 p
ro

d
. 

(p
g

/m
l)

0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25

0

25

50

75

ELFSYLIEK

ELFSYLIEKV

ELFSYLIEKVK

ELFSYLIEKVKR

ELFSYLIEKVKRK

Peptide concentration (μM)

%
 C

o
m

p
e
ti

ti
o

n (9-mer)

(13-mer)

(12-mer)

(11-mer)

(10-mer)

ELFSALIEK

ELFAYLIEK
ELFRYLIEK

ELFSYAIEK
ELFSYL AEK

ELASYLIEK

ELFSYLI AK

ELFSYLIEK
CTL recognition

++

++

++

-

-

+/-

-

++

A

B

C

�0''�/���,0����/�$�%�%&����
��,���
�(�������,���������*��������	����'��'����
����
 C-terminally extended precursors. 
A�	*��)���	�}����	%�	���+�'	%	���	���.����	S=:��`{+�`CU	5�?"z��5 	������	��)	���	�+���.������	
�������)	�{+!	��+!	��+	��)	�'+.����	��������	��	)����.���)	��	�	�.�������+8���)	8��)���	������	��	
����!	���	�{+.��	���	�	8��)���	��������	)>�	�	���	���$	%	�	�+���.����	���+�'	8��)���	������ 
B�	�������+����	�	�)����%�	7	����	�������	S7�:U+������	����)>��	��	���	5�?"z��5 	�����)��	">8����>-
���+��������	%	���	5�?"z��5 	�����)�!	����	����	�	������	�.��	���)	�������)	8�	���!	����	��)�)	�	
*+���	5 :	S���+�'+) and co-incubated with the CTL clone that was raised against the exogenously-
��)�)	5�?"z��5 	�����)��	7	����	���������	%	���	��������	��	��)�����)	��	S��U!	S�^+U	�	S+U	S���	
��������	)�)	8��)	�	���+�'�	)���	��	����U�	7��	���>���	�.���	����	���	192=��+"��+7��194	��F>����	
S��)�����)	��	8<U	��	��F>���)	%�	7�:	���������!	�������	���	���������	%	�+���.������	�<���)�)	
��������	%	5�?"z��5 	8�	���	�7�	����� 
C�	�7�	���������	%	�+���.������	�<���)�)	��������	%	���	5�?"z��5 	�����)��	7��	��+.��!	��+.��	
��)	�'+.��	=:�190-200/201/202	S5�?"z��5 , ^:^ U	����	�������)	��)	����������	��)�)	�	*+���	5 :	
�����	S���+�'+U�	7��	�������	����	�+���>8���)	����	���	�7�	%�	�]	�	��)	���	�?�¤+��)>����	���	
.���>��)�



�������	
	�	����	���	�����	�	�������	���������	��������	 �	 �'6

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

0

25

50

75

100

O
D

 2
1

4
 n

m

P
e

rc
e

n
t 

B

3 6 8
1
1

1
4

1
6

1
9

2
2

2
4

2
7

3
0

3
2

3
5

3
8

4
0

4
3

4
6

4
8

5
1

5
4

5
6

5
90.00

0.25

0.50

0.75

1.00

0

25

50

75

100

9-mer

11-mer

12/13-mer

Fraction number (1-60)

O
D

 2
1

4
 n

m

P
e

rc
e

n
t 

B

y7

y6
y5

y4

y2

*

*

y3

M/Z

s

s
s

s

s

s

s

s*

s

0

200 300 400 500 600 700 800 900 1000

R
e

la
ti

v
e

 i
n

te
n

s
ti

ty

130 243.1 390.2 477.2 640.3 753.4 866.5 955.5

E L F S Y L I E K
bn

1012.6 899.5 752.4 665.4 502.3 389.2 276.1 147.1 yn

-

-

0

500

1000

1500

IF
N
�

 p
ro

d
. 

(p
g

/m
l)

A

B

C

D

�0''�/���,0���:/�	
�������������
 PRA�!"��!#����$�%�%&�'������
�'�'�
�/
A�	�=��+��X��	%	���+�'	��������)	���-
��)��	�>��X�)	%�.	 6
�+�'	�����	S�¥�{10U�	
���+�'	.���>���	����	�..>��}����	
�>��X�)	%�.	���	����	������!	��)	���)+��>��)	
peptides were separated in 60 fractions by 
�������+�����	�=��!	��������	�	���)����	
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of the proteasome. 
A�	=�����.��	���������	��	�_+.��	=:��_�+�`C	S������	��	�+���.��>�U�	;��������	����	���%�.�)	����	
�..>�+	��)	������>����	�>.��	�{"	������.��	%�	�	�	��	���	�8�����	%	����8����	�	��	���	����-
����	%	��<.����	S�{	§(U	�	�����=������>,"B�	S�����	����!	>��)	��	6{	§(U!	�	�����X�	����8���	
%	���	�������+��$�	������.��	���������	����	��)������	���	�8>�)���	��������	8�%��	&�>+�`{	S��8��-
�����	���	������U�	���	�������	������+%���.���	��)	�.���.������	%���.����	S���������	���+�C`	��	
�+���.��>�U	�))�)	>�	�	�6�	%	���	)������)	.�������	�%���	�	��	:��>���	%�	�..>�+	��)	������>����	
������.��	����	�.����8���	7��	�}������	%	������	���������	��	���	��������	%	���	����8����	��	
��)�����)	��	����������	%	���	������	��������)	����>�	����8����	7��	�<����.���	���	�������)	�����	
��.��	����	��.����	���>���� 
B�	�7�	���������	%	���	)������	%	�_+.��	=:��_�+�`C�	7��	�>8������	���	)������)	����	������>����	
������.��	S�	�U	��	���	�8�����	%	����8����	�	��	���	��������	%	��<.����	�	�����=������>-
,"B�	S�����	����U�	;������	����	�������)!	��)�)	�	���+�'+ cells and co-incubated with the CTL 
����+5�?"z��5 �	��������	�����	��	���	�_+.��	���>8���)	��	'_��	����>�	������.�	S.�$	)�����U�	 
C�	:�������	�7�	���������	%	 6
�+�'	�����	������)	����	�������	������.�	����8����	��<.����	
S�	§(U!	="�	S�{	§(U	��)	�)���<'�',"	S���+,"�	6{	§(U	�	���	����8���	%	���	�������	��������	�����-
=������>,"B�	S�����	����!	��	6{	§(U	��	.���>��)	����	���������>���	�?�¤+���������	:�%������	�{{�	
���������	��	 6
�+�'	�������)	S���	.���)�U!	8>�	>�������)�	8��$��>�)	���������	��	 6
�+�'	
�������)	��)	�..�)������	������)	����	8��%��)��	�	�	8��$	�����	�	��+�<��������	"5(	%	�����	�<����-
.����	���	��)�����)�
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Proteasome Suppl. Figure 8. Mechanism of 
epitope generation and role of 
nardilysin in class I process-
ing. 
A: The proteasome, nardilysin 
��)	7B=	�+������	��	���	���-
������	%	���	=:��`{+�`C	�������	
7��	�����	)�����	���	�}�����	
���������	%	S�U	���	������.�	
8�%��	&�>+�`{!	S�U	%	���)������	
behind Lys-200, Arg-201 and Lys-
�{�	��)	S'U	���	��������	%	7B=	
8����)	���+�`C	��	���	���)������+
)����)���	��+	��)	�'+.��	���-
cursors together generating the 
��������	�+���.��>�� 
B:	"����	�����	���)������	���	��)	
��	���	���������	%	���	�����	�	
presented peptides depending on 
the position of the dibasic motif 
��������	�	���	������	S*!	8����	
���	���	�	���U�
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A�	7�=+)����)���	�����������	%	���	5�?"z��5 	�������	 6
�+�'	�����	����	�����)>��)	����	���	
�����	7�=+����8���	��=]_	S 6
�+�'+��=]_U	�	8��$	7�=+.�)����)	�����)�	�����������!	��)	>��)	��	
������	%�	���	�7�	����+5�?"z��5 �	:�%������	 6
�+�'	�����	����	�����)>��)	����	���	�.���	�����>��	
S 6
�+�'+�����U�	"5(	%	����������	�����	%	��������������	�<����.���� 
B:	5}������	%	7�=	�����������	%	`+.��	5�?"z��5 	��)	���	��+.��	��)	�'+.����	�+���.����	�<���)-
�)	������	��������	S5�?"z��5 , :^ U�	7��	�����)��	����	�����)	��	�.�������	��	�	7�=+�����������	
�����	����	�	~>���������	��8���)	��%������	�����)�	����	��	$���	�	8�	����������)	�}��������	=����)�	
&:�; =�� 	���	>��)	��	�������	������	����	�����)�	��	��	���+*_	��������)	�����)	���	$���	�	8�	
�}�������	����������)	8�	7�=�	
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Suppl. Figure 10. The epitope-generating capacity of TOP. 
A�	;�������	8�	7B=	%	��������	%	�'+.��	5�?"z��5 , : 	S=:�190-202), where the residues at the 
=�+	��)	=��+�������	�>��>�)���	���	7B=	��������	����	S5�?"z��5=�+=�� : U	����	�>8����>��)	%�	���	
����8��	����)>���	7��	���)	����	�'+.��	��F>����	��	����>)�)	��	��.��	S��	8��	���	=��+	��)	=�+	�>8���-
�>����U	��)	��	��)�����)	8�	��	����	��)	8�)	������)	����)>��	#����	������	������+��)>����	S5�?-
"z��5 	�	5�?"z��5�	%�	=��+	��)	=�+�>8����>����!	������������U	�%���	�{	.��	��)	'{	.��	��	��)�����)	
��)	F>����X�)	��	���	����������	%	���	����	�>..�)	�����������	.���>��)	8�	.���	������.�����	">8-
����>����	���	�)���)	����)���	�	�}������	%	������+��)>����	��	�{	.���	����	������	������+
)����>����	S����	�����)��	��	���	)�����	������>����	%���.����	%	���	������U	�%���	�{	.��	��)	'{	.��	
��	��)�����)	��	����������	%	����	�>..�)	������������ 
B�	�7�	���������	%	7B=+)������)	�'+.��	��������	%	=:�190-202	����	�>8����>����	��	=��	S5�?"z��5 +
=�� : U�	7��	)������	����	�������)!	��)�)	�	���+�'+	5 :	������	�����!	�+���>8���)	����	���	�7�	
����+5�?"z��5 	��)	�?�¤+�������	���	.���>��)�	:��������	%	���	���)	����	�'+.��	��F>����	��	��)�-
����)	8�	��	����	��)	8�)	������)	����)>�� 
C:	��������	%	�>��X�)	7B=	�	��������	���	�+���.��>�	%	)�������	�7�	�������	%�.	����>����	����	
��	����X����	�+���.����	�<���)�)	�������	5������	�����)	���	"�z"?=5=5�	S=:��]�+�6�U!	,�;&�;,��	
S=:��{{+�{CU	����	~��$���	��F>����	, : 	�	::?,	��)	5�?"z��5 	S=:��`{+�`CU	����	~��$���	��-
F>����	::?,�	5�����	��)>����	�%���	�{!	'{	��)	
{	.��	���>8����	%	���	�>8������	����	7B=	��	��)�-
����)	��)	�<������)	��	����������	%	���	����	�>..�)	�����������	.���>��)	8�	.���	������.�����
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METHODS

Cell lines
Cell lines used were erythroleukemia cell line 
 6
�	S���>�����	�<��������	=:�(5U!	��������	
������.�	����	����	����	S=:�(5+), renal cell 
������.�	S:��U	�����	(���6_!	��+`]��6	S8��	
�����!	=:�(5+	��)	���+�'+U	��)	(��C6�	
S���+�'+!	=:�(5+��������U	S:��	�����	��-
��)�)	8�	;��	5�	,��)�����!	�#(�!	7��	������-
���)�U	��)	*+���	5 :	S���+�'+	��)	=:�(5+
��������U�	=:�(5+�<�������	���	�������)	8�	
��=�:�	 6
�!	�����	��	���>�����	�����	�	����-
����!	��)	����	����	�����	����	�����)>��)	���-
��������	�	�<�����	���+�'!	���+��	�	���+
*�_{6	S)��������)	 6
�+�'!	 6
�+��!	 6
�+
*�_	��)	����+�'U	>����	���+��	��)	+�'	��-
�)���	���������	��:"	����.�)�	['�\	S����)�)	
8�	)��	(�	���.�$��$!	)����	5<����.�����	
��.�����!	���)��	#���������	(�)����	���-
���U	�	��	���+*�_{6	���)���	����.�)�	����	
�>�%���	�<�������	%	���+�'!	+��	��)	+*�_{6	
���	.���>��)	8�	~�	���.����	>����	.�-
�����	����8)���	&�=+�'!	**_��	��)	3
�'�	
������������	S)���	��	����U�	����+�'	�����	
overexpressing nardilysin were made by trans-
%�����	����	���	��:5"�+5&?=	�����	������-
���	���	�:;�	�;��	S��:5"�+�:;�+5&?=U	S���	
�:;�	���	��.����	��������	�����X����	��	�>.��	
�:;�U�	�%���	�����%�����	�����	����	����)	��	
5&?=+��	��)	5&?=+����	��>������!	���	
������	��>�����	���+�<��������	���)�������	
 6
�+�'	�����	�<��������	�����	7�=	����8���	
��=]_	��)	�����	�����	S 6
�+�'+��=]_	��)	
 6
�+�'+�����U	����	.�)�	8�	���������	�����-
)>����	>����	���	���:"+�:5"+�&?=	����.�)	
����	�	����>�	���	��=]_	�������	 6
�+*�_{6	
was stably transfected with a plasmid encoding 
���	.�������	(?�:& 3�::z��	�V�	���
S5*��'�	��	�]_+�

!	����	��	�<���	�+���.����	
methionine; CTL epitope in bold), transfected 
�����	����	�������)	����	����.������	���	����	

lines were cultured in complete culture me-
)�>.	���������	%	�(;(	S*������$��!	,��-
�����!	*����>.U	�>����.����)	����	C�	%����	
���%	���>.	S?�"�	=��!	���I!	�>�����U!	�{{	�#^
.�	����������	��)	�	.(	�+��>��.����

��������	
�������
=����)��	����	��������I�)	8�	���)+�����	
strategies on an automated multiple peptide 
��������I��	S"��	��!	(>���"������!	3��-
���!	&��.���U	>����	?.�+���.������	?�	
~>�������	�����)��!	~>�������	���	���-
lently coupled to the cysteine residue using 
	6+S�)�����.�)U~>�������	S?�>$�	���.��	
�&!	*>���!	"���I�����)U�	7��	F>������	����-
)>�!	?.�+�+���S;�8���U+B�	���	8�����)	
%�.	�������.�	S?�����U�	?�	8��$���	%	�+
terminal trimming in digestion experiments, 
the N-terminus of the peptide was blocked 
����	�	�+�������>�%���	��>��	���	�����)��	
����	�=��+�>��X�)	��)	����)���)	8�	.���	
������.�����

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

��
	������	
���	����
 6
�+�'	�����	S6¥�{9) were homogenized in 
�����	8>���	S�{	.(	7���+���!	�	.(	;77!	�	.(	
NaN'!	�6	.(	����!	�{	.(	(���2!	{��	.(	
5;7�!	�{� �������!	�	.(	�7=!	6{	.(	��?!	
{��	.(	��C,B4!	��	_�6U	>���� a Dounce glass 
�.����I���	7��	�.������	���	������-
fuged %�	�{	.��	��	�{!{{{	¥	g, and the super-
������	���	������%>��)	%�	
	�	��	�{{!{{{	¥	
g	�����8�	��.����	������.��	��)	7==���	
7��	�����X�)	������ ���	X�����)	���	�	{��	§.	
X�����	7��	�������	��	���	������	����	��������)	
S
{	%�������	%	{�6	.�U	8�	����	�<�����	
���.��������	>����	�	.�	�	��>.�	
S�:	6^6!	�.�����.U	����	�	������	���)���� 

S�{	.�U	%�.	{	�	6{{	.(	 ��	��	�����	8>���	
��	�	~�	���� %	�	.�^.���	"����X�	�����)���	
activity in the fractions was assessed with in-
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��������	F>�����)	~>������	�6+.��	�>8������	
5�?"z�S+)�8U�5 , :�S+?�U �	S=:�190-204U�	
?�	���������	������	���	~>�������	S?�U+
group was attached to a cysteine in stead of the 
���>���	������	��	����	�������	7��	�����	���	
���%�.�)	����	�>8������	��	�	X���	�����-
������	%	{�6	¨(	��	�>8������	8>���	S'{	.(	
7���!	�{	.(	 ��!	6	.(	(���2!	�	.(	;77!	��	
_�6U	������	��	���	�8�����	�	��������	%	�	.(	
�������������	����������	%	~>��������!	
)>�	�	�������	���������	%	���	F>������	%�.	
���	~>�����!	���	.���>��)	>����	'
{	�.	
�<�������	��)	]
{	�.	�.�����	���������	
?�������	S�{	§�U	���������	���$	���������	
��������	S%������	�'
	�	]{U	����	�>�	�	���	
";"	���������.�)�	���	��)	������)	����	�-
massie Brilliant Blue according to standard 
����)>���	"������)	������	8��)�	����	��-
����)	%�.	%������	�'_!	�>8J����)	�	)�������	
����	�������	��	)�����8�)	[''\	��)	�������)	
>����	.���	������.�����

������
�������
�������
���
�}����	%	�����)��	%�	���+�'	���	.���>��)	
with a competition-based cellular peptide 
8��)���	������	��	)�����8�)	�����>���	[']\�	
In this assay the capacity of test peptides to 
�.����	����	���	����	�>�%���	�<������)	���	
�����	�	8��)���	%	�	~>�������	S?�U+��8���)	
reference peptide that is known to bind with 
����	�}����	��	���	���	.���>��	%	�����-
���	���	�����)�	7��	����������	����8����	%	
~>��������	��8���)	��%������	�����)�	8��)���	
by the competitor test peptide was calculated 
>����	���	%������	%�.>���	S�+S(?reference and 

competitor peptide	�	(?no reference peptideU	^	S(?reference 

peptide	�	(?no reference peptideUU	¥	�{{��	7��	8��)-
���	�}����	%	���	����	�����)�	��	�<������)	
��	���	�����������	���)�)	�	����8��	6{�	
8��)���	%	���	?�+��8���)	��%������	�����)�	
S��6{U�	��	��6{	�	6	.(	���	����)���)	����	
�}����	8��)���	��)	6	.(	©	��6{	�	�6	.(	���	

����)���)	�����.�)����	�}����	8��)����	7��	
?�+��8���)	��%������	�����)�	>��)	%�	���+�'	
���	 ,?=�S?�U���� 	[']\�

RNA interference mediated suppression of 
peptidases
RNA interference mediated suppression of 
�����)���	�<�������	��	 6
�+�'!	 6
�+*�_	
��)	����+�'	���	����8�����)	8�	���������	
transfection with pools of four interfer-
ing oligonucleotide RNA duplexes for each 
�����)���	S��&5�B(5	"(�:7��	%�.	
Dharmacon) and/or by stable transfection 
%	���	�"#=5:+�>�	�����	S�	��%�	%�.	)��	
:�	*�����)�!	���������)�	������	������>��U	
���)���	��:��	��F>������	7����%�����	%	
�"#=5:+�>�	����.�)�	��	 6
�+�'	��)	 6
�+
B27 was performed by electroporation, and 
��	����+�'	����	�������	?>&5�5	S:���	
Molecular Biochemicals, Indianapolis) accord-
���	�	���	�����>�����	%	���	.��>%���>����	
Cells stably expressing siRNA were obtained 
by culturing in the presence of puromycine 
S�	§�^.�	%�	 6
�+�'	��)	�*�_	��)	{��	§�^
.�	%�	����+�'U�	7��������	�����%�����	%	
��:��	)>���<��	��	 6
�+�'	���	���%�.�)	
����	��=��?���	S������U	��)	�����%�����	��	
����+�'	����	;���.�?5�7	�	S;���.���U!	
according to instructions of the manufactur-
����	"��8��	�>��������	%	7==��	���	�������)	
��	&��&7�77����7�&����	S%�.	��%�	�]U�	
7��	������	��F>����	�����	%�	���8��	�>�-
�������	%	���)������	���	�&��&����77-
&&&7����	S���>�����	��	���	8���	�>��������	
%�.	X��	�����	)������)	��F>�����	�����)U�	
">��������	%	7B=	8�	���8��	�<�������	
���	�������)	��	��7����&�&&��������	
S%�.	��%�	'6U	��)	���	�����������	�����%����)	
��	%	)>���<��	���	)������)	���	S�U	7�&�7-
&�&�7&&�&��&��77!	S�U	7�����&��7-
���&��&��77!	S'U	&���&&77&&��7&-
&�77�77!	��)	S]U	�&�����&�&�&7&7�7-
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&�77	S��	��������	�>.8��	�(ª{{'�]`U�	
">��������	%	��>������	8�	���	��	%	
)>���<��	���	�������)	���	S�U	&&�7���&�-
7���&&�&��!	S�U	&�7��7&��7���&�&-
&77!	S'U	���77&�&&7&&7���7&�!	��)	
S]U	&���7���&7�77���7�&	S��	��������	
�>.8��	�(ª{�{_�
U�	">��������	%	���>���	
degrading enzyme by the pool of duplexes 
���	)������)	���	S�U	7����&&&�7&&&7-
7��7�!	S�U	����7&�&&77&��7�777!	S'U	
&������&���7����7��!	��)	S]U	&7&-
&�&�&��7�����77�	S��	��������	�>.8��	
�(ª{{]`
`U�	��	��+���������	�����	%�	���	
"(�:7��	)>���<��	��	>��)	���	��CONTROL 
��+7��������	��:��	��	S;���.���U�	
7��	��+���������	�����	%�	���	�"#=5:+
puro expressed siRNA’s was a non-targeting 
����.8��)	��F>�����	7��	�����	%	�>��������	
%	���	�����)����	���	�������)	8�	F>����������	
:7+=�:	��)	�������	8�������	?�	)�������	
%	7B=	8�	�..>�8������!	��	>��)	.�-
�����	����8)�	�,;
	S#������U!	��)	3������	
blotting of nardilysin was performed with an 
�}����+�>��X�)	��88��	�������>.�

Peptide translocation
7�=	�����������	%	=:�(5	�����)�	���	
tested using microsomes that were prepared 
from a B-LCL cell line as described previously 
['
\�	(����.��	����	�����)	%�.	%�I��	
���F>��	��)	���>����)�)	��	��������	8>%-
%��	S6	.(	�����+��	_�'!	�'{	.(	 ��!	�{	.(	
NaCl, 1 mM CaCl2!	�	.(	5&7�!	�	.(	(���2U�	
7����������	�}������	%	����	�����)��	���	
measured by competition for translocation 
����	�	~>�������	S?�U+��8���)	��%������	���-
tide that contains a consensus site for N-linked 
�����������	��	���	5:�	*���~�!	��.����	S
{	
§�U	����	������)	���������	�������)	�.>���	
%	���	�.������	����	�����)�	S6{!	�6!	�{	��)	�	
§(	�	X���	������������U!	{�6	§(	?�+��8���)	
��%������	�����)�	�S+?�U,� 75:�z	['_\	��)	

�{	.(	�7=	��	��������	8>����	=��	��.���!	
]{	§�	%	.����.��	S���������	��'¥�{6 cell 
�F>��������U	���	�))�)	��)	��.����	����	
���>8���)	%�	�{	.��	��	'_���	=����)�	�����-
location was stopped by adding 1 ml ice cold 
��������	8>���	����	�{	.(	5;7�!	��.����	
were washed, pellets resuspended in lysis buf-
%��	S6{	.(	7���+��	_�6!	6{{	.(	����!	6	.(	
MgCl2!	��	7����	�+�{{U	��)	�����)	%�	'{	.��	
��	]���	;�8���	���	��.��)	8�	������%>�����	
S�{	.��!	�'{{{	��.	��	]��U	��)	���	�������-
���)	?�+��%������	�����)�	���	�������)	8�	
���>8����	%�	�	�	��	]��	����	�{{	§�	���$�)	
�����������	�+"�������	]*	S&5	����������!	
#������!	"��)��U�	��	�+"�������	���	����	
�����)	�����	��.��	��	�����	8>���	��)	�������-
���)	?�+��%������	�����)�	���	�������)	��	���	
supernatant by incubation for 1 h at RT on a 
���$��	��	�{{	>�	��>���	8>���	S6{	.(	7���+
���	��	C�{!	6{{	.(	.����������)�!	�{	
.(	5;7�U�	?�>��������	��	���	�>���������	
���	.���>��)	>����	�<�������	]C6	�.	��)	
�.�����	6'6	�.	���������	(�<�.��	~>���-
cence was obtained from a sample containing 
�	�.������	�����)�!	.���.��	~>��������	
%�.	�	��.���	����>�	�7=	��)	���������	
{�6	(	5;7��	7��	&:�; =�� 	�������	�����	
�.������	�����)�	��	�	������)	�}�������	
����������)	�����)�	['C\�	
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the cell surface in HLA-A3 
 6
�+�'	�����	S'{¥�{9) were lysed in lysis buf-
%��!	�{	.(	7���^��	C!	6	.(	(���2 containing 
{�6�	�����������+��	S���8����.U�	(�.8����	
fragments were removed by ultracentrifuga-
tion and the supernatant was precleared with 
��������	��+]*	S�.�����.	*���������U�	
�..>��}����	�>��X�����	%	���+�'	.�-
��>���	���	���%�.�)	����	���+���	�����	�	
����8)�	3
�'�	�>���)	�	������	�	8��)��	
=����)��	����	��>��)	����	�{�	���!	X�����)	
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{	%�������	S�{{	§�U	>����	�������+�����	.���	
����C	�=��	S".���	"����.!	�.�����.U�	*>%-
%��	�	���	{���	�����~>�8>�����	���)	S�?*�U	
��	�����!	8>���	*	{���	�?*�	��	�����������	
��)	�	���)����	%	'��	�	]{�	8>���	*	��	'
	
.��	���	������)�	?�������	����	�������I�)	
�	��.��	�����������!	)������)	��	�����	S�{{	
§�	��)	��>.�U	��)	�{	§�	���	>��)	%�	�������	
�7�	����������	��)	`{	§�	%�	.���	������.����	
S���	.���	������.����U�	?�	�7�	������!	���	
%�������	����	��)�)	�	5 :	�����	S�{{{{^
well, 96 well plate) and co-incubated with CTL 
S�6{{{^����U�	5 :	�����	����	���+������)	����	
.��)	���)	8>���	�	��.��	����	�>�%���	�<-
pressed peptides, and resuspended in IMDM 
���������	�	§�^.�	�>.��	�2-microglublin 
S"��.�U�	�7�	����������	���	.���>��)	����	
�?�¤	5��"��
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hibitor studies
CTL recognition was measured by the 6�Cr-
release assay according to standard procedures 
[�_\	�	8�	�?�¤	5��"�	S"��F>��	:�������!	
Amsterdam, The Netherlands) according to 
.��>%���>�����	�����>�����	��	����	%	���-
��)���	����8���	��>)���!	���������>����	�?�¤+
��������	%	�;C+	7	�����	���	>��)	��	���)>��	
*���~�!	������	 6
�+�'	�����	����	X���	������)	
����	���	��)�����)	����8����	%�	��6	�	��	'_��	
����	�������)	8�	.��)	���)	�����.���	S'{{	.(	
�������!	��	��`!	��	*"�U	%�	`{	���	�	��.��	
cell surface class I presented peptides, washed, 
��)	������)	����	���	��.�	����8���	%�	6	�	
��	'_���	*��$��>�)	������	�<�������	���	
measured by treating a sample with brefeldin 
�	S�{	§�^.�U	�..�)������	�%���	���������!	��)	
the maximal epitope expression sample was 
stripped but left untreated to allow full recon-
����>���	%	�����	�	.���>����	�%���	����8���	
�����.���!	���	��.����	����	�����)	��	=*"!	

plated as target cells in triplicate wells of a 
`
+����	�����	S'{{{{^����U	��)	�+���>8���)	
����	���	�7�	����	S'{{{{^����U	%�	
	��	�%���	
'{	.��	�+���>8����	8��%��)��	�	S"��.�U	
���	�))�)	��	6	§�^.��	7��	�+�>��>���	����	
��������)!	�����)!	X<�)	��)	���.��8���I�)	
����	���X<^������.	S*;	=���.�����!	"��	
Diego, CA) according the manufacturer’s in-
structions and T cells were stained intracellu-
�����	����	�;C+�=�	S;�$U	��)	�?�¤+=5	S*;	
=���.�����U	�	.���>��	7	����	���������	8�	
~�	���.�����	����8����	>��)	�����	*��%��)��	
�	S"��.�U!	>��)	��	�{	§�^.��	=������������	
S"��.�U!	����8���	%	.����������)����	>��)	
��	]{{	§(	S��	����>���	������U�	���>���	S"��.�U!	
competitive inhibitor of insulin degrading 
��I�.�	>��)	��	6{	§(�	��������	S"��.�U!	��-
hibitor of angiotensin converting enzyme used 
��	6{	§(�	��>������	S���8����.U	����8���	
of trypsin-like proteases and cysteine protein-
����	>��)	��	�{{	§(�	���������	S���8����.U	
����8���	%	��������	>��)	��	'{	§(�	��������	
S���8����.U	�	������	��������	����8���	>��)	
��	6	§(�	��)	*>��8��)�)�	S7����U!	����8���	
%	7==��	>��)	��	�{{	§(�	?�	����8����	%	���	
������.�	��	>��)	="�!	��<.�����	S8��	
���8����.U!	�)���<'�',"	['`\	��)	�����-
=������>,"B�	[�6\�

In vitro induction of CTL
7��	��	����	�;C+ T cell induction against the 
�<���>���	��)�)	���������	=:��`{+�`C pep-
��)�	S5�?"z��5 U	���	���%�.�)	��	)�����8�)	
�����>���	[�_\�	*���~�!	=*(�	%	��	���+�'	
positive healthy donor were used for the gen-
������	%	�������	����������	�����	S;���	��)	
��������)	*	�����U	��)	�>���>�	�;C+	7	������	
T cells were stimulated with peptide-pulsed 
DC’s and restimulated three times with pep-
��)�+�>���)	��������)	*	������	=����)�	�����X�-
���	%	���	8>�$	�7�	�>��>��	���	�����)	��	)��	�C	
and the culture was cloned by limiting dilution 



�]
	 �	 �������	
	�	����	���	�����	�	�������	���������	��������

��	)��	�`	�	8����	�7�	�����	�����X�����	���-
���I���	���	5�?"z��5 	�����)��	B��	�����X�	
CTL clone was selected for functional CTL 
assays based on T cell sensitivity and growth 
����������������	7��	�7�	����	�����X�	%�	���	
���+*�_{6	��������)	�..>�).�����	�7�	
������	::�z;��5�	%�.	5*��+'�	S��	�6C+
�

U	���	��������)	��	������)	�����>���	[�_\�

Digestions with proteasomes, TPPII, 
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=�����.��	S�{"U	����	�>��X�)	��	)�����8�)	
[]{\	%�.	����	�����!	�����	������	.�����	
������>����	������.��!	��)	*+���	����	�z	
����	�<�������	.�����	�..>�������.���	
=�����.�	�.������	���	��X�.�)	8�	
3������	8������	S)���	��	����U�	7==��	���	
�>��X�)	�	�.�������	%�.	����������	��-
���������	��	)�����8�)	[]�\	����	.���	.)�-
X������	[]�\�	=>��X�)	7==��	S{�{6	.�^.�U	��	
�{{	.(	������>.	��������	8>���!	��	_�6!	
���������	'{�	�������	��)	�	.(	;77	���	
����)	��	�C{��	8�%��	>�����	:��.8�����	
mouse nardilysin was prepared as previously 
)�����8�)	[��\	>����	���	*��+�+*��	�����.	
S���������!	�����8�)!	����%�U	��)	�>��X�)	>�-
���	��+�����	S������U	�}����	���.���������	
The nardilysin preparation was homogeneous 
��	J>)��)	8�	";"+=�&5	[��\�	���	�����)�	)�-
�������	����	���%�.�)	����	�>��X�)	.>��	
���)������	��)	����	�������	%������	�'_	%	
 6
�	�����	���������	�>.��	���)������	��	��-
I�.�	S���	%�	)������	���	������ ‘Isolation and 
��������	��
��
���	��������������
�
�����	�-
tions’U	����	��.����	���>����	(>��	��)	�>.��	
���)������	����	�)�������	��������	�����X������	
[]'\�	7B=	���	��)>��)	8�	����<�������	��	
5����������	���	��)	�>��X�)	>����	��+�����	
S������U	�}����	���.��������	��	�����-
>���	)�����8�)	[]]\�

;��������	����	���%�.�)	��	�	��>.�	%	'{{	
§�	����	.����	�{	§(	�����)�	��)	]�'	�(	��-
I�.�	��	'_���	7==��	)��������	����	���%�.�)	
����	�	§�	��I�.�	S(3	��{6) and 2 nmol 
�����)�	��	�{{	§��	�	.�$	)�������	%	���	
�>8������	��	'_�� without enzyme was always 
����>)�)�	?�	������.�	��)	���)������!	���	
)�������	8>���	���	'{	.(	7���	S��	_�6U!	�{	
.(	 ��!	6	.(	(���2	��)	�	.(	;77�	?�	7B=	
)��������	���	8>���	���	6{	.(	�����	S��	
_�
U!	�	.(	(���2!	{��	.(	;77�	7==��	)����-
����	����	���%�.�)	��	�	8>���	%	�{	.(	
�����!	�	.(	(�S��U2, 2 mM DTT, containing 
6�	��������	��	)�������	��.�	�����	S)����-
)���	�	���	)�����	��	�{	.��!	'{	.��!	�	�!	�	�!	
��)	]	�U	��.����	%	6{	§�	�	_6	§�	����	)����	
and the enzymatic reaction was stopped by 
�))����	%	6�	S�^�U	������	���)!	�	����	)�����	
were used for CTL recognition assays by addi-
���	%	�	.(	��������������	"�.����	����	
diluted four times before measuring with mass 
������.�����	?�	%>�������	���������	��-
����	���	)�����+��.����	����	X���	�������)	��)	
����	�{	§�	)�����	���	��)�)	��	`{	§�	*+���	
5 :	�����	S���+�'+!	=:�(5+��������U	��	����-
������	�����	%	�	`
+����	�����	S�_{{{	�����^����U	
for 2 h at 4���	"��������	��%������	=:�(5	���-
��)��	����	�������)	��	�F>��	������������	��)	
��)�)	��.�������	=���	�	��)���!	�	�.����	
��)���+�}������!	5 :	�����	����	�������)	
from naturally expressed peptides by acid 
treatment and resuspended in IMDM contain-
���	�	§�^.�	�>.��	�2+.�����>8���	S"��.�U�	
�%���	��)���!	�7�	S�6{{{U	����	�))�)	��	6{	
§�^����!	�+���>8���)	%�	��	�!	��)	�?�¤	��	���	
�>���������	���	.���>��)	8�	5��"��

&�
��	���'����
5����������	���I����	.���	������.����	
���	���%�.�)	�	�	�+7B?�	S(���.���U!	
�F>����)	����	��	�+����	��������������	
�����%���!	����<�	~�	����	%	�6{	��^.���	
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���)����	�����.!	>����	��	��>����	~�	�����-
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