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논문개요 

 

 

암 면역요법 중 펩타이드 기반 암 치료 백신은 종양 면역 요법의 

효과적인 치료법 중 하나로 주목받고 있다. 이 면역 요법은 세포독성 

CD8+ T 세포 반응을 매개하는 MHC class I에 제시된 펩타이드에 

의존한다. 이때, 사람의 MHC를 HLA라고 한다. HLA가 제시하는 펩타이드 

전체는 세포 또는 조직에서의 HLA ligandome으로 지칭되며, 종양에서는 

immunopeptidome으로 불린다. 이 세포 표면 단백질은 자기 세포와 비 

자기 세포를 구별하고 비 자기 구성요소를 제거하는 면역 체계를 

활성화시킨다. 이러한 T 세포 기반 면역치료 시 암 특이적 항원 중 

개별환자의 암세포에 의해 제시되는 항원을 찾아내는 것이 필요하다. 

따라서 본 연구에서는 LC-MS/MS를 이용해 HLA class I이 제시하는 

펩타이드를 동정했다.  

실험에 사용된 세포는 인체 전이성 유방암세포주인 MDA-MB-231 

세포와, B 림프구 세포주인 Ramos 세포였다.  LC-MS/MS 데이터 처리 시 

PEAKS studio 소프트웨어를 이용해 펩타이드 동정을 진행했다. 분석은 

데이터베이스를 Homo sapiens로 설정한 Database search(DB search)와 

데이터베이스가 없는 상태로 분석한 De novo로 진행했다. 첫 번째로, 분석 

장비에 따른 펩타이드 동정 수를 비교했다. 그 결과, Q-TOF 장비에 비해 

Orbitrap 장비에서 펩타이드가 더 많이 동정되었다. 따라서 이후 실험은 

모두 Orbitrap으로 진행했다. 두 번째로, 세포 수에 따른 동정 수를 

비교했다. 두 가지 세포 모두 세포 수가 증가할수록 DB search 및 De 

novo로 동정한 펩타이드 수가 증가했다. 세 번째로, 실험 시 사용한 비드 

및 항체의 양에 따라 비교했다. Ramos 세포에서는 비드 및 항체의 양이 
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증가함에 따라 펩타이드 동정 수가 증가했으나, MDA-MB-231 

세포에서는 비드 및 항체의 양이 증가했을 때 De novo 동정 수만 더 

증가했다. 각 세포에서 동정된 펩타이드의 길이별 분포를 보면 모두 9 

mer에서 가장 많은 펩타이드가 동정되었고, 뒤이어 8 mer 또는 10 

mer에서 많은 펩타이드가 동정되었다. 상대적으로 11 및 12 mer에서 

동정된 펩타이드 수는 적게 검출되었다. 마지막으로, 두 세포에서 동정된 

펩타이드와 HLA class I과의 결합력을 측정했다. 이때, IEDB에서 동정된 

펩타이드는 제외시켰다. 그 결과 Ramos 세포에 비해 MDA-MB-231 

세포에서 강한 결합을 지닌 펩타이드가 더 많이 검출되었고, Ramos 

세포에서는 HLA-A*03:01에서 결합력이 강한 펩타이드가 가장 많았다. 

반면에 MDA-MB-231 세포에서는 각 아형에 따라 펩타이드 분포가 

비교적 고르게 검출되었다. 이렇게 강한 결합을 가진 펩타이드를 TAA로 

선별했다.  
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I. 서론 

 

암은 전 세계적으로 주요한 공중 보건 문제이며, 세계적인 인구통계학적 

조사에 따르면 향후 수십 년 동안 암 발병률은 증가할 것으로 예측되고, 

2025년에는 매년 약 4억 2천만 건의 새로운 암 발병이 예상된다.1 이러한 

암을 치료하기 위한 다양한 방법 중 암 면역 요법으로는 면역 관문 

차단요법, CAR(Chimeric Antigen Receptor)-T 세포 면역요법, 수지상 

세포 백신, 치료용 암 백신 및 종양 신생항원 활용 등 여러 방법이 

존재한다.2 면역 요법들은 암과 싸우기 위한 T-세포 매개 세포독성을 

높이는 것을 목표로 한다.3 이 중 펩타이드 기반 암 치료 백신은 종양 

면역요법의 효과적인 치료법 중 하나로 최근 많은 주목을 받고 있다.4  이 

면역요법은 주조직적합성복합체(Major Histocompatibility Complex, MHC) 

class I 펩타이드 리간드에 의존하는데, 이는 제시된 펩타이드가 세포독성 

CD8+ T 세포 반응을 매개하기 때문이다. 5 

 

MHC에 의해 암호화되는 펩타이드 항원은 세포 표면에 제시된 분자에 

결합된 형태로 T 림프구의 표적을 형성한다.6 MHC 분자는 α-chain 및 

β2-microglobulin chain으로 구성되며, class I 분자에 의한 펩타이드의 

결합은 heavy chain의 α1, α2 도메인에 의해 생성된 결합 홈과 펩타이드 

아미노산 side chain의 상호작용에 의해 이루어진다.7  MHC Class I 분자에 

의해 제시되는 펩타이드의 길이는 주로 8-10 aa 길이로, 이는 결합 홈의 

양쪽 끝이 보존된 티로신 잔기에 의해 차단되기 때문이나, 종종 더 긴 

펩타이드 길이인 11-14개의 아미노산을 포함하는 펩타이드 결합체가 

확인된다.8,9 
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인간의 MHC 대립유전자 및 상응하는 MHC 동종이형은 특히 인간 

백혈구 항원(Human Leukocyte Antigen, HLA)라고 하며, 이는 이 유전자 

계열의 산물이 백혈구에서 처음으로 발견되었기 때문이다.5,10  HLA가 

제시하는 펩타이드 전체는 세포 또는 조직에서의 HLA ligandome으로 

지칭되며, 종양에서는 면역펩티돔(immunopeptidome)으로 불린다.10 이 

세포 표면 단백질은 자기 세포(self-cells)와 비 자기 세포(non-self-

cells)를 구별하고 비 자기 구성요소를 제거하는 면역체계를 

활성화시킨다.11 HLA class I에는 18,000개 이상의 대립유전자가 있으며, 

각 대립유전자는 세포 내 분해체로부터 생성된 고유한 펩타이드 세트에 

결합하며 동일한 항원이라도 HLA 대립 유전자에 따라 다른 방식으로 면역 

체계에 제시될 수 있다. 따라서 항원성 펩타이드 및 HLA 단백질 사이의 

상호작용을 해독하는 것은 자가면역 질환과 암의 면역 반응을 이해하는 데 

중요하다.12 

 

dT 림프구에 의한 외부 항원 인식은 적응 면역의 초석이다. 항원제시는 

여러 수준에서 조절장애가 발생할 수 있는 복잡한 다단계 과정이다. 

구체적으로, 세포 내로 유입된 내인성 항원은 세포질 프로테아좀의 작용에 

의해 펩타이드로 분해된다. 이후 항원 처리(Transporter associated with 

antigen processing, TAP) 이종이합체와 관련된 운반체에 의해 

소포체(Endoplasmic reticulum, ER)로 운반된다. 펩타이드는 직접 또는 

ER 아미노 펩티다제에 의한 추가 처리 후에 MHC class I에 결합한다. 

미성숙한 MHC class l 분자는 샤페론 단백질인 tapasin, Erp57, 

calreticulin(Crt) 복합체에 의해 안정화된다. 이렇게 펩타이드 항원이 

로딩된 mature MHC class l complex는 골지체를 통해 세포 표면으로 

수송되어 CD8+ T세포에 의해 모니터링된다(그림 1).3,6 
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그림 1. MHC Class I 및 II 항원 제시 경로[6].  

TAP(Transporter associated with antigen processing), 

Crt(Calreticulin), β2m(β2-microglobulin), TCR(T-cell receptor), 

Ii(Invariant chain), CLIP(Class II -associated invariant chain 

peptide), MIIC(MHC class II compartment)를 의미한다. 
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항종양 반응을 유도할 수 있는 두 가지 유형의 항원 중, 종양 특이적 T 

세포 인식을 유도할 수 있는 체세포 돌연변이로 새로 형성된 펩타이드를 

종양 특이적 항원(Tumor specific antigen, TSA) 또는 신생항원 

(neoantigen) 이라고 하며, 이는 단백질로 번역될 때 생성된다.1 반면에, 

내인성 단백질이나 레트로 바이러스에서 유래할 수 있는 종양 관련 

항원(Tumor-associated antigen, TAA)은 종양세포에 의해 선택적으로 

발현되거나 과발현 되지만, 정상세포 집단에서도 발현될 수 있다.13,14 

 

HLA 유전자에는 네 가지 그룹(Class I, II, III, IV)이 있으며, 이들의 α-

chain은 염색체 6번에 위치한다. 반면에 β2-microglobulin 유전자는 

염색체 15번에 암호화되어있다. 각각의 유전자 산물은 구조 및 기능이 다른 

단백질이다. 이 중, HLA I 유전자에는 일반적으로 HLA-A, HLA-B, 

HLA-C가 가장 많이 포함되며, 드물게 HLA-E, HLA-F, HLA-G 

유전자가 포함된다.15,16 HLA-G, HLA-E는 면역억제 인자로 간주된다. 

이들의 발현이 증가되면 종양은 낮은 면역원성과 강한 면역억제성 종양 

미세 환경을 나타내며, 적응성 면역 반응을 유발하지 않는다.17 

 

암 치료에 있어서 강력하고 안전한 접근법은 암 특이적 항원이 탑재된 

항원 제시 세포(Antigen-Presenting Cell, APC)로 자가 T 세포를 

자극하여 환자의 항종양 면역반응을 증폭시키는 것이다. T세포 기반 

면역치료 시 암 특이적 항원 중 개별환자의 암세포에 의해 제시되는 항원을 

찾아내는 것이 필요하다.18 따라서 어떤 펩타이드가 세포 표면의 HLA 

복합체에 결합하여 제시될 가능성이 더 높은지 예측하기 위한 중요한 

노력들이 이어졌다.19 이전에 신생항원을 예측하기 위해선 분자복제 및 

cDNA 라이브러리를 사용한 면역 스크리닝이 사용되었다. 또한, 일반적으로 

정제된 재조합 MHC 분자에 결합된 합성 펩타이드를 활용해 안정성 및 

결합 분석과 같은 생화학적 방법이 많이 사용되었다. 그러나, 이러한 
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접근법은 처리량이 낮고, 펩타이드 선택에 의해 편향되어 있으며, 내인성 

HLA-ligand 처리 및 제시를 제어하는 내재적인 규칙을 포착할 수 없다. 

따라서 LC-MS/MS(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) 접근 

방식이 HLA 제시 펩타이드를 특성화하기 위해 많이 활용되고 있다.20  

 

LC-MS/MS 방식은 생화학적 방식과 대조적으로 처리량이 많고, 표적 

선택에 편향되어 있지 않다.20 또한, Orbitrap 등 질량분석기의 개발 및 

향상된 크로마토그래피 성능을 통한 기술적 진보로 인해 질량 정확도, 감도, 

분해능 및 속도가 크게 향상되었다. 이와 동시에 MS 데이터를 처리하고, 

시퀀싱 결과를 통합하고, 다중 대립 유전자 데이터 세트를 분리하기 위한 

생물정보학 도구가 개발됨에 따라 HLA 제시 펩타이드 레퍼토리 연구에 

대한 높은 잠재력을 가지게 되었다.10 이러한 방식에는 여전히 주요한 

과제가 많이 남아있으나, 질량분석기를 통한 항원 제시 펩타이드 분석은 

HLA 분자의 새로운 특성을 학습하는 능력을 향상시킬 수 있고, 추정 

에피토프의 스크리닝을 촉진할 수 있다.19 

 

따라서 이번 논문에서는 면역친화 포획법을 사용해 HLA class I 을 

얻어내고, acid elution 및 정제를 통해 얻은 펩타이드를 질량분석기로 

분석했다. 또한, PEAK studio 프로그램을 이용해 펩타이드를 동정한 뒤, 

NetMHCpan 4.1 에서 펩타이드와 HLA class I 사이의 결합성을 평가했다. 

이후 결합력이 높은 데이터 중 IED(Immune Epitope Database)에서 

동정된 펩타이드를 제외한 나머지 펩타이드를 TAA(Tumor-associated 

Antigen) 항원으로 예측했다.  
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Ⅱ. 재료 및 실험방법 

 

1. 세포주 및 세포 배양 

 

인체 전이성 유방암세포인 MDA-MB-231은 오송첨단의료산업 진흥

재단으로부터 제공받았다. B 림프구 세포주인 Ramos는 고려대학교 의

과대학 정상택교수님 연구실로부터 제공받았다. MDA-MB-231 세포는 

10% FBS (Gibco, Cat. No. 12483020), 1% penicillin/streptomycin 

(Gibco, Cat. No. 15070063), 1% Glutamax (Gibco, Cat. No. 35050-

061), 1% Pyruvate (Welgene, Cat. No. LS013-01)가 포함된 DMEM 

(Welgene, Cat. No. LM001-01) 배지를 사용하여 T225 flask (SPL, 

Cat. No.700225)에서 배양했고, Ramos 세포는 10% FBS, 1% 

Glutamax, 1% Pyruvate, 1% Anti-Anti (Gibco, Cat. No. 15240062)

가 포함된 RPMI 1640 (Welgene, Cat. No. LM011-05)를 사용하여 

T75 flask (SPL, Cat. No. 70075)에서 배양했다. 각 세포는 5% CO2, 

37°C로 유지되는 세포배양기에서 배양되었다. 
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2. HLA ClassⅠ확인 

 

(1)세포 회수 

 

MDA-MB-231 세포 회수 시 DMEM 배지를 모두 빨아들인 후, 

DPBS (Welgene, Cat. No. LB 001-02) 12 mL로 세척했다. 이후 0.05% 

Trypsin-EDTA (Gibco, Cat. No. 25300062) 6 mL를 첨가해 세포를 

떼어냈다. 다음으로 18 mL의 DMEM 배지를 넣은 뒤 50 mL conical 

tube에 모아 125g로 5분 동안 원심분리 했다. 세포 펠렛을 제외한 상

층액은 모두 빨아들이고 DPBS 10 mL로 세척했다. 필요에 따라 세척 

단계는 2번 반복했다. 상층액을 모두 제거한 뒤 다음 실험을 위해 -80°

C 초저온 냉동고에 보관했다. Ramos 세포 회수 시 T75 내의 세포 및 

배지를 모두 회수해 50 mL conical tube에 모은 뒤 125g로 5분간 원

심분리했다. 펠렛을 제외한 상층액은 모두 빨아들이고, DPBS 6 mL로 

세척했다. 잘 풀어준 세포를 다시 125g로 5분간 원심분리하고 상층액

을 제거했다. 회수한 세포는 사용 전까지 -80°C 초저온 냉동고에 보

관했다. 각 세포의 세척 단계에서, DPBS에 현탁 된 세포들 중 10 μL

를 취해 Trypan blue Stain 0.4% (Gibco, Cat. No. 15250061) 10 μL

와 섞은 뒤, Countess cell counting chamber slide(Invitrogen, Cat. 

No. C10283)에 10 μL를 넣어 Cell countess (Invirtogen, SN. 

2185A17061389)로 cell counting을 진행했다.  
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(2) 세포 용해 

 

초저온 냉동고에 보관되어 있던 세포에 용해버퍼 (8 mM CHAPS, 150 

mM NaCl supplement with protease inhibitors, 50 mM Tris-HCl pH 

8.0,) 3 mL를 넣고, 4°C에서 3시간 반응시켜 세포를 용해했다. 이후 

13,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 가라앉은 펠렛은 제거하고, 상층

액만 취해 단백질을 얻었다. 

 

(3)BCA assay 

 

MDA-MB-231 세포 용해 후 얻은 상층액에 존재하는 단백질의 농도

를 파악하기 위해 BCA assay를 진행했다. 먼저, BSA(Bovine serum 

albumin, Sigma, A7030)를 0, 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 

mg/mL로 희석하여 표준용액을 만든 뒤, 세포용해 후 얻은 상층액을 

1/4 -1/10로 희석했다. 표준용액 및 시료를 96 well plate에 각각 10 

μL씩 넣고, BCA assay reagent A:B=49:1로 희석하여 각 well에 200 

μL씩 넣은 뒤 37°C에서 30분간 반응시켰다. 이때 96 well plate는 

호일로 감싸 어두운 상태에서 반응시켰다. 이후 Microplate reader 

(Molecular Devices, SpectraMax M5)를 사용해 562 nm에서 흡광도

를 측정하고, 계산값을 통해 각 세포의 농도를 측정했다.  

 

(4) Bradford assay 

 

Ramos 세포 용해 후 얻은 상층액에 존재하는 단백질의 농도를 파악

하기 위해 Bradford assay를 진행했다. 먼저, BSA를 0.01, 0.025, 

0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 mg/mL로 희석하여 표준용액을 만들고, 
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세포 용해물을 1/2로 희석했다. 이후 96-well plate에 BSA 표준용액 

및 시료 10 μL를 넣고, Bradford assay reagent를 1:5로 희석하여 각 

well당 200 μL씩 넣어 상온에서 약 10분간 반응시켰다. 이후 

Microplate reader로 shake 한 뒤, 595 nm에서 흡광도를 측정했다.  

 

(4) Western blot 

 

각 세포에서의 HLA class I 발현 여부를 확인하기 위해 western blot

을 실시했다. 세포 용해 후 얻은 cell lysate 6 μg과 4x sample buffer

를 희석하여 SDS-PAGE를 실시했다. 이때 running gel과 stacking 

gel의 조성은 각각 12.5%, 4.3%였다. 이후 PVDF membrane으로 

transfer했다. 먼저 막을 100% methanol에 3분간 담가 활성화시킨 뒤, 

1X Transfer buffer에 담갔다. 다음으로 casette 조립을 하며, 이때 겔

과 막이 잘 겹쳐지게 두고 기포를 제거해 줬다. 이는 PowerPac 

HC(Bio-rad, SN. 043BR67783)으로 110V에서 1시간 40분간 전기영

동 시켰다. Transfer가 끝난 막은 5% skim milk로 4°C에서 

overnight 시켜 blocking 했다. 이후 1X TBST로 2번 간단히 세척하고, 

5분, 10분간 shaker에서 교반 하여 blocking 용액을 세척했다. 다음으

로 HLA class Ⅰ에 대한 1차 항체인 w6/32를 1:2000으로 희석하여 

상온에서 1시간 동안 반응시킨 뒤, 1X TBST로 간단히 2번 세척 및 5

분, 10분, 15분 세척시켰다. 그 뒤 2차 항체인 Goat-anti-mouse 

antibody with HRP를 1:20000으로 희석한 뒤 상온에서 1시간 반응시

켰다. 2차 항체까지 결합한 막을 1X TBST로 15분씩 총 2번 세척하고, 

ECL solution을 A:B=1:1로 총 2 mL를 제작해 막에 뿌려 상온에서 1

분간 반응시켰다. 모든 과정이 끝난 막을 ImageQuant 500 (Cytiva, 

SN. 26610029)을 통해 단백질 검출 이미지를 촬영했다.  
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3. HLA classⅠ펩타이드 분석 

 

(1) HLA classⅠ면역침강법 

 

Protein A Sepharose fast flow(Cytiva, 17127902) 80 μL(또는 40 

μL)를 5 mL tube에 담은 후, 1X PBS pH 7.4 1 mL로 세척했다. 이후 

3,500 rpm으로 2분간 원심분리해서 상층액을 버린 뒤, 1회 더 반복했

다. 다음으로 W6/32 항체 1 mg(또는 500 μg)에 해당하는 양을 넣고 

4°C에서 3시간 동안 Bio RS-24, Mini rotator(Biosan, BS-010133-

AAG)에 반응시켰다. 반응이 끝나면 1X PBS 1 mL를 넣고 tapping 해

준 뒤 4,000 rpm에서 3분간 원심분리하고 상층액을 제거했다. 이 과정

을 총 3회 반복했다. 항체-비드 복합체에 앞서 세포 용해 후 얻은 상

층액의 세포 용해물을 넣어 4°C에서 16시간 반응시켰다(그림 2). 

 

(2) HLA class I 용출 

 

세포 용해물에서 원하는 HLA class I만을 얻기 위해 비드-항체와 결

합된 HLA class I 용출 과정을 거쳤다. 앞서 16시간 반응시킨 비드-항

체-HLA class I 반응물을 원심분리(4,000 rpm, 3분) 시킨 후 상층액

을 버린 뒤, MS grade water 1 mL로 세척했다. 이후 상층액을 제거한 

뒤, MS grade water 500 μL를 넣어 약하게 pipetting 후 비드-항체-

세포 용해물 복합체를 미리 MS grade water 500 μL로 세척한 

Costar spin-X column(Corning, PN. 8160)에 넣고 4,000 rpm에서 3

분 동안 원심분리 했다. 이 과정을 총 5회 반복하여 column 아래로 빠

져나온 용액을 폐기했다. 마지막으로, 10% acetic acid를 컬럼 내 비드

에 가깝게 200 μL 넣어준 뒤, 4°C에서 10분간 반응시킨 후, 4,000 

rpm에서 5분동안 원심분리하여 원하는 HLA class I을 얻었다(그림 2). 
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(3) HLA class I 펩타이드 정제 

 

앞서 얻은 HLA class I에 결합된 HLA class I 펩타이드를 얻기 위해 

정제를 진행했다. 먼저, Sep-pak tc18 cartridge에 100% MS grade 

ACN(Thermo fisher, A995-1) 1 mL를 넣어 activation 시켜줬다. 다

음으로 solution A(95% ms grade water+5% ms grade ACN+0.1% 

FA) 1 mL를 넣어 Equilibration 시켜줬으며, 이 과정을 3번 반복했다. 

이후 앞서 용출해서 얻은 시료에 800 μL의 solution A를 넣어 잘 섞

어준 후 cartridge에 모두 로딩했다. 빠져나온 용액을 한 번 더 

cartridge에 로딩하여 recycling 해줬다. 시료 로딩이 끝난 후 다시 

solution A를 1 mL씩 총 3번 로딩하여 세척 과정을 거쳤다. 마지막으

로 30% ACN, 65% ACN을 각각 150 μL씩 총 2번 로딩하여 용출을 

진행했다. 얻은 HLA class I 펩타이드를 진공농축기를 사용해 buffer를 

제거한 뒤, 분석 시까지 -20°C에서 보관했다(그림 2). 
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그림 2. 면역침강법을 이용한 HLA class I 펩타이드 분리 

Protein A 비드에 anti-HLA class I 항체인 W6/32를 4˚C에서 3시간 반응시켜 비드-항체 복합체를 얻었다.  

이후 세포 용해를 거친 세포 용해물과 16시간동안 4˚C에서 반응시켜 비드-항체-세포 용해물 복합체를 얻었다. 

10% Acetic acid로 elution해서 복합체를 분리한 뒤, C18 SPE 컬럼으로 HLA class I 펩타이드만 분리했다.  
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(4) HLA class I 펩타이드 LC-MS/MS 분석 

 

앞선 과정을 거쳐 얻은 HLA Class I 펩타이드를 Xevo G2-XS Q-

TOF (Waters, SN. YFB1960K) 및 QE Orbitrap (Thermoscientific) 

장비를 이용해 분석했다. 먼저, Q-TOF 기기(표 1)를 이용한 분석 방

법은 다음과 같다. 이동상 A는 0.1% FA in Water, 이동상 B는 0.1% 

FA in ACN(Acetonitrile)으로 연결하여 각각 5분씩 prime을 진행했다. 

Seal wash는 80% ACN, Needle wash는 10% ACN으로 연결하여 

prime을 15초로 20 cycle, Needle wash를 99초로 진행했다. 이후 

200 pg/μL의 Leucine enkephalin (Waters, PN. 186007091-1)을 제

조 및 sonication 후 3회 purge했다. 또한, Sodium Iodidie(Alfa aesar, 

PN. 04347)을 제조 및 sonication 후 3회 purge했다. 분석에 앞서 

MS tune page를 설정한 뒤(표 2), 보정물질인 leucine enkephalin을 

주입하여 positive mode에서 556.2771 m/z의 beam을 확인했다. 다음

으로 m/z 400-1800에 해당하는 범위를 Sodium Iodide로 calibration

했다. LC 및 MS 안정화가 끝난 후 앞선 실험을 통해 얻은 HLA class 

I 펩타이드를 ACQUITY UPLC Peptide BEH C18 Column, 300Å, 1.7 

μm, 2.1 × 100 mm column(Waters, SN. 01403635115845)에 주입

했다. 주입된 샘플은 0.2 mL/min의 유속으로 이동상 A 97%, 이동상 B 

3%의 조성으로 시작해 ACN의 비율을 43%까지 올려 분석을 실시했다

(표 3). 분석 동안 컬럼 온도는 65°C, 샘플 온도는 4°C로 유지되었

다(표 4). 

이후 질량분석기인 Q-TOF로 주입해서 분석을 실시했다. MS 분석은 

Data dependent acquistion(DDA) 방식으로 실시했고,28 상위 10개의 

m/z intensity에 해당하는 것만 ms/ms로 분석했다. 이때 m/z range는 

400-2000, Collision energy는 ramping으로 설정했다(표 5). 

 



 

- 14 - 

 

 

표 1. Q-TOF 분석장비 정보 

 

 

표 2. Xevo G2-XS Q-TOF MS tune 조건 

 

 

 



 

- 15 - 

 

표 3. Q-TOF UPLC Gradient 조건 

 

 

 

 

 

 

 

 

표 4. Q-TOF UPLC condition 
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표 5. Q-TOF MS method 
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 다음으로, Orbitrap을 사용한 분석 조건은 표 6과 같다. 이동상 A는 

DW with 2% ACN and 0.1% FA이고, 이동상 B는 0.1% FA in ACN이었

다. 분석 시 0.3 μL/min의 유속으로 이동상 A 94%, B 6%의 조성으로 

시작해 이동상 B의 조성을 50%까지 올려서 분석했다(표 6). Full MS에

서의 Resolution은 70,000이며, AGC는 106, m/z range는 300-2000이

었다. DDA mode에서 TOP12에 해당하는 부분을 ms/ms로 분석했고, 

Resolution은 17,500이었다. 또한, AGC는 105이었다. Ionization energy

는 2.0 kV였으며, capillary temperature은 275°C였다(표 7). 
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표 6. Orbitrap UHPLC gradient 조건 
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표 7. QE Orbitrap 분석 조건 
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(5) 소프트웨어를 활용한 HLA class I 펩타이드 동정 

 

분석이 완료된 HLA Class I 펩타이드를 PEAKS studio를 이용해 동

정했다. 이때 사용된 database는 Uniprot (https://www.uniprot.org/) 

사이트에서 Homo sapiens fasta 파일을 다운받아 사용했다. PEAKS 분

석은 Database search(DB search) 및 de novo sequencing을 수행했

으며, 분석 조건은 표 8과 같다.  

 

 

표 8. PEAKS Studio Search parameter 
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(6) HLA 펩타이드 결합 친화도 예측 

 

각 세포에서 얻은 HLA class I 펩타이드에 대한 MHC 결합 친화도를 

예측하고자 NetMHCpan 4.1 프로그램을 사용했다. 이 소프트웨어는 

인공 신경망을 사용해 알려진 서열의 MHC 분자에 대한 펩타이드의 

결합력을 예측한다. MDA-MB-231 세포의 경우 HLA-A*02:01, 

02;17, HLA-B*40:02, 41:01, HLA-C*02:02, 17:01 의 HLA 아형을 

갖는 것으로 알려져 있으며,21 Ramos 세포의 경우 HLA-A*03:01, 

HLA-B*44:03, 51:01, HLA-C*16:01 의 아형을 갖는 것으로 알려져 

있다.22 따라서 각 아형에 따라 strong bind(SB)를 갖는 수를 

정리했으며, 이때 여러 번의 반복 실험 중 PEAKS 로 분석 시 가장 

많은 수가 동정된 세포 수 2 가지로 각각 비교했다. 또한, 모든 결과의 

펩타이드 fasta 파일은 9mer 을 기준으로 사용했다. SB 를 갖는 

펩타이드 중 IEDB(The Immune Epitope Database)에 존재하는 

펩타이드는 제외하고, 식별되지 않는 펩타이드 중 상위 10 개에 

해당하는 펩타이드를 선별하여 TAA 로 예측했다. 
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Ⅲ. 결과 

 

1. 항-HLA classⅠ항체(W6/32) 확인 

 

Abclon에서 구매한 mouse Hybridoma cell에서 분비한 W6/32 항체

에 DTT(Sigma, Cat. No. D9779, Dithiothreitol)와 4X sample buffer 

(Bio-RAD, Cat. No. 1610747)를 혼합해 환원시킨 후, SDS-PAGE를 

실시했다. 그 결과, Heavy chain은 약 50 kDa, Light chain은 약 25 

kDa으로 밴드가 검출되었다(그림 3). 

 

그림 3. W6/32 항체의 SDS-PAGE 결과. S.M 은 Size marker 를 의미하며, 

단위는 kDa 이다. 재조합 단백질의 밴드 크기와 검출하려는 시료의 크기를 

비교하여 원하는 물질이 검출됐는지 파악할 수 있다. 
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2. HLA classⅠ분자의 확인 

 

앞선 실험에서 세포용해 후 얻은 세포 용해물 상의 단백질 확인을 위

해 Bradford assay 및 BCA assay를 수행했고, HLA class I의 유무를 

확인하기 위해 western blot을 수행했다. 먼저, Bradford assay를 위한 

BSA 표준용액의 흡광도를 측정하고, 그래프를 그린 결과 R2값이 0.99 

이상으로 측정되었다(표 9, 그림 4). 이를 토대로 계산 시 세포 수에 

따라 1.0-2.2 mg/mL 범위로 농도가 측정됐다(표 10). 이때 1*10^9 

cell은 BCA assay를 시행했으며, 농도는 1.98 mg/mL로 측정됐다. 다

음으로 MDA-MB-231 세포의 BCA assay를 위한 BSA 표준용액 흡

광도 측정 및 그래프를 그리고, R2값이 0.99 이상이 되도록 했다(표 

11, 그림 5). 그 결과 세포 수에 따라 2.7-7.5 mg/mL 범위로 농도가 

달라졌다(표 12). Ramos cell 1×10^9, MDA-MB-231 cell 1*10^7 

및 5*10^7 cells로 western blot을 수행했다.  

 

실험 결과, Ramos cell의 수가 약 100배 많음에도 불구하고 western 

blot 결과에서는 밴드가 비슷하거나 더 얇게 관찰되고, MDA-MB-231 

세포의 경우 cell 수가 더 적음에도 불구하고 더 많은 HLA class I 발

현량이 관찰되었다. 또한, 세가지 밴드 모두 약 40 kDa에서 검출되어 

HLA Class I 세포의 존재를 확인할 수 있었다(그림 6). 
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표 9. Bradford assay standard(STD) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 4. Bradford assay용 BSA Standard curve 
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표 10. Ramos 세포 용해물 농도 측정 
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표 11. BCA assay STD 

 

 

그림 5. BCA assay용 BSA Standard curve 
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표 12. MDA-MB-231 세포 용해물 농도 측정 
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그림 6. 각 세포 별 western blot을 통한 HLA class I 발현 확인  

(1) Ramos 1.0 × 109 cells, (2) MDA-MB-231 1.0 × 107 cells,  

(3) MDA-MB-231 5.0 × 107 cells를 나타낸다. 가장 왼쪽 밴드는  

사이즈마커를 나타내며, 단위는 kDa을 의미한다. Ramos 세포는 

MDA-MB-231 세포에 비해 약 100배 이상 세포 수가 많으나, 밴드

는 비슷하거나 더 얇은 형태로 검출되었다.  
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3. HLA 펩타이드의 LC-MS/MS를 통한 동정 

 

(1) 분석 장비에 의한 비교 

 

Ramos 세포의 HLA class I 펩타이드 동정을 위해 Q-TOF 및 QE 

Orbitrap 장비를 통해 분석을 실시하고, PEAKS studio 소프트웨어로 

값을 비교했다. 그 결과, Q-TOF 장비로 분석한 Ramos 세포를 

PEAKS로 분석 시 Database search로 3개의 펩타이드가 검출되었고, 

de novo로 12개의 펩타이드가 검출되었다. QE Orbitrap 장비로 분석한 

경우 DB search로 151개, de novo로 379개의 펩타이드가 검출되어 이

후 데이터 분석 및 비교시에는 QE Orbitrap 장비로만 진행했다(그림 7, 

표 13). 
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그림 7. 서로 다른 기기로 분석한 Ramos HLA 펩타이드 크로마토그램 

(a)Q-TOF, Ramos 9.75×107 cells (b) Orbitrap, Ramos 9.75×107 

cells 
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표 13. 장비 별 PEAKS 분석 결과 

 

 

(2) 세포 수에 따른 비교 

Ramos 및 MDA-MB-231 세포수에 따른 QE 분석결과를 PEAKS로 

분석하여 펩타이드 동정 수를 비교했다. 이때 Ramos 세포의 beads 양

은 40 μL, 항체 양은 500 μg으로 실험했고, MDA-MB-231 세포의 

beads 양은 80 μL, 항체 양은 1 mg으로 실험했다. Ramos 세포 수는 

4.0 × 107, 1.2 × 108으로 총 2가지였으며 MDA-MB-231 세포 수

는 1.22 × 107, 5.0 × 107으로 총 2가지였다. 각 분석결과의 MS 크

로마토그램은 그림 8에, PEAKS 분석 결과는 표 14에 나와있다. 분석 

결과, Ramos 및 MDA-MB-231 각각 세포 수가 증가할수록 PEAKS 

DB 및 de novo 값이 증가했으며, HLA 펩타이드로 유력한 8-12mer 

길이의 펩타이드 수 역시 증가했다. 또한, de novo 결과에서 신뢰할만

한 펩타이드의 평균 서열의 정확도를 의미하는 ALC(Average Local 

Confidence)≥90% 값 역시 증가했다. 각 세포의 PEAKS DB search

에 해당하는 펩타이드의 MS/MS 데이터는 그림 9에 나와있으며, 모두 

9mer에 해당하는 결과를 나타냈다. 
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(a)  

 

(b)  

 

그림 8. Orbitrap장비로 분석한 세포수 별 HLA 펩타이드 크로마토그램 

(a) Ramos 4.0×107 cells, (b) Ramos 1.2×108 cells. (a)-(c)는 m/z 

범위를 300-2000으로, (d)의 경우 m/z 범위를 400-1800으로 분석

했다. x축은 Retention time(min), y축은 relative abundance를 나타낸

다. 
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(c)  

 

(d)  

 

 

 

 

 

 

 

그림 8. Continued 

(c) MDA-MB-231 1.22 × 107, (d) MDA-MB-231 5.0× 107. 
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(a)  

 

(b) 

 

그림 9. HLA class I 펩타이드의 세포수 별 MS/MS 데이터 

Ramos (a)4.0×107, (b)1.2×108, b계열 이온은 전하가 펩타이드의 

N-말단측에 머무르고 있는 조각이온에 대해서 개열하는 부위이며, 카

르보닐기(C=O)와 아미노기(NH)사이의 펩타이드 사이에서 절단된다. y

계열 이온은 전하가 펩타이드의 C말단측에 머무르고 있는 조각이온에 

대해 개열하는 부위이며, b이온과 동일하게 카르보닐기 및 아미노기 사

이에서 절단된다. 
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(c)  

 

(d)  

 

그림 9. Continued. MDA-MB-231 (c)1.22×107, (d)5.0×107. 
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표 14. 세포 종류 및 세포 수 별 PEAKS 분석 결과 

 

 

(3) 항체 및 비드 양에 따른 비교 

Ramos 및 MDA-MB-231 세포에 대한 항체 및 beads 양을 달리하

여 동정되는 수를 비교했다. Ramos 세포 4.11×107 및 MDA-MB-

231 세포 1.19×107은 항체 500 μg, beads 40 μL로 IP를 진행했으

며 Ramos 세포 4.74×107 및 MDA-MB-231 세포 1.0×107은 항체 

1 mg, beads 80 μL로 IP를 진행했다. 각 실험에 따른 MS 크로마토그

램은 그림 10에 나와있다. 그 결과, Ramos 세포의 경우 항체 및 

beads의 양이 증가함에 따라 PEAKS DB 및 de novo로 동정되는 수가 

많아졌다. 그러나, MDA-MB-231 세포의 경우 항체 및 beads의 양이 

증가함에 따라 de novo 데이터만 증가했고, PEAKS DB 데이터는 소량 

감소했다(표 15.). 각 세포에 관한 MS/MS 데이터는 그림 11에 나와있

으며, 모두 9mer의 결과를 나타냈다.  
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(a) 

 

(b)  

 

그림 10. 항체 및 비드 수에 따른 세포 별 MS 크로마토그램 

항체 500 μg, beads 40 μL (a) Ramos 4.1×107 cells, (c) MDA- 

MB-231 1.0×107 cells, 항체 1 mg, beads 80 μL (b) Ramos 4.74×

107 cells, (d) MDA-MB-231 1.19×107 cells. 
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(c) 

 

(d)  

 

그림 10. Continued. 

항체 500 μg, beads 40 μL (a) Ramos 4.1×107 cells, (c) MDA- 

MB-231 1.0×107 cells, 항체 1 mg, beads 80 μL (b) Ramos 4.74×

107 cells, (d) MDA-MB-231 1.19×107 cells. 
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(a) 

 
 

(b)  

 
 

그림 11. 항체 및 비드 수에 따른 세포 별 MS/MS 데이터  

항체 500 μg, beads 40 μL (a) Ramos 4.1×107 cells, (c) MDA- 

MB-231 1.0×107 cells, 항체 1 mg, beads 80 μL (b) Ramos 4.74×

107 cells, (d) MDA-MB-231 1.19×107 cells. 
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(c) 

 
 

(d) 

 
 

그림 11. Continued. 
항체 500 μg, beads 40 μL (a) Ramos 4.1×107 cells, (c) MDA- 

MB-231 1.0×107 cells, 항체 1 mg, beads 80 μL (b) Ramos 4.74×

107 cells, (d) MDA-MB-231 1.19×107 cells. 
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표 15. 항체 및 비드 양에 따른 세포 별 PEAKS 분석 결과 

 

 

 
(4) HLA 펩타이드의 길이별 분포 

 Ramos 및 MDA-MB-231 세포 각각에서 실험으로 얻어낸 HLA 

펩타이드의 분석 결과를 길이별로 비교했다. 이때, PEAKS DB 및 de 

novo 결과를 따로 도출했으며, 각 세포 별 반복 실험 후 PEAKS 

studio 로 가장 많은 펩타이드 동정 수를 가진 상위 5 개 세포의 길이 

별 서열을 취합했다. 이때 각 세포 별 길이에 따라 중복된 서열은 한 

번만 계산하여 포함시켰다. 그 결과, MDA-MB-231 세포 및 Ramos 

세포 PEAKS DB 와 de novo 결과 중 9mer 에서 가장 많은 펩타이드가 

동정되었다. MDA-MB-231 de novo 결과를 제외하고 8mer 와 

10mer 의 분포는 비슷하게 나타났으며, 11mer 와 12mer 는 모든 

결과에서 낮게 동정되었다(그림 12). 
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(a)                             (b)  

 

(c)                              (d) 

  

 

 

 

그림 12. 세포 별 펩타이드 길이 분포. MDA-MB-231 (a) PEAKS DB, 

(b) De novo, Ramos (c) PEAKS DB, (d) De novo. 가로축은 펩타이드 

서열 길이, 세로축은 동정 된 펩타이드 수를 의미한다. 두 세포 모두 

9mer 에서 가장 많은 펩타이드 수가 검출되었다.  
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(5) HLA class I 펩타이드의 MHC 결합 친화도 예측 

세포 별 HLA 의 각 아형에 따른 면역원성 및 결합친화도를 확인하고, 

SB(Strong binder)의 개수를 정리했다(표 16). 그 결과, Ramos 

세포에서는 HLA-A*03:01 에서 대부분 강하게 결합하고 있었으며, 

나머지 아형에서는 강한 결합을 많이 보이지 않았다. 반면, MDA-MB-

231 세포에서는 Ramos 세포에 비해 각 아형별로 비교적 고른 분포를 

보였으나, HLA-B*40:02 에서 가장 많은 강한 결합을 나타냈다. 또한, 

상대적으로 Ramos 에 비해 MDA-MB-231 세포에서 강한 결합을 

가진 펩타이드 수가 많이 동정되었다. 이때, 모두 9mer 에 해당하는 

결과만을 나타냈으며, 상위 10 개에 해당하는 SB score 를 가진 

펩타이드를 표 x 에 나타냈다. Ramos 세포의 경우 상위 10 개의 아형 

모두 HLA-A*03:01 에 해당했고, MDA-MB-231 세포의 경우 HLA-

A*02:01 에서 3 개, HLA-B*40:02 에서 5 개, HLA-A*02:17 에서 

1 개, HLA-B*41:01 에서 1 개로 검출되었다(표 17). 따라서 이들을 

종양 관련 항원(TAA)으로 예측했다. 
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표 16. 세포 별 각 아형에 따른 강한 결합력을 가진 펩타이드 수 

 

(a) 

 

 

(b) 

*각 세포 별 결과는 여러 번의 실험 중 가장 많은 펩타이드 수가 

동정된 두 번의 실험 결과 데이터를 합하여 도출한 값임.  
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표 17. SB 상위 10 개 펩타이드 서열 및 점수 

 

(a) 

 
(b) 

 
*a 는 Ramos 세포, b 는 MDA-MB-231 세포의 결과를 나타냄. 

*Score 가 높을수록 강한 결합력을 지님. 
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Ⅳ. 결론 

 
 세포 매개 면역을 담당하는 T 세포의 활성화를 위해서 주요 

조직적합성 복합체(MHC) 분자에 결합된 작은 조각(펩타이드)으로 

제시된 항원의 인식이 매우 중요하다.23 특히 종양 면역학에서는 인간 

백혈구 항원인 HLA 리간드가 다양한 방식으로 사용되는데, 이는 악성 

형질전환과 같은 세포 내 이상을 나타내는 바이오마커 및 암 특이적 T 

세포를 활성화하는 용도로 사용될 수 있다.24 이때 질량분석기는 암 

특이적 항원의 표적화 및 식별을 향상시키는 도구로 사용될 수 있다.25 

따라서, 본 연구에서는 면역 침강법 및 질량분석기를 이용하여 HLA 

class I 에 제시된 펩타이드를 동정하고, 결합력을 측정하여 종양 관련 

항원(TAA) 후보군으로 도출하고자 하였다.  

 먼저, HLA class I 발현 여부 파악을 위해 western blot 을 수행한 

결과, Ramos 세포가 MDA-MB-231 세포에 비해 약 100 배 이상 

많은 수를 가질 때 밴드가 비슷하게 검출되었다. 이전 실험에서 Ramos 

세포와 MDA-MB-231 세포의 수를 비슷하게 수확하여 세포 용해를 

진행한 뒤, western blot 을 측정했을 때 Ramos 세포에서는 밴드가 

검출되지 않았다. 즉, 세포별로 HLA 분자의 발현량에 차이가 있음을 

나타낸다. 이는 암이 진행되면서 면역 기작을 회피하고, 면역 억제성 

종양 미세환경(Tumor microenvironment, TME)를 확립하고자 하는 

성질에 기인한다. 즉 이러한 면역 회피 기작이 MHC class I 의 발현 

감소로 이어지며, 이는 항원 손실로 이어진다.17 이 특성에 기반하여, 

Ramos 세포는 passage 가 75 이상인 세포를 사용했고, MDA-MB-

231 세포는 passage 가 10 이하인 세포를 사용한 것도 HLA class I 

제시 펩타이드 발현량에 영향을 끼쳤을 것으로 생각된다. 다음으로 

분석 장비에 따라 동정되는 펩타이드 수를 비교했다. 그 결과, Q-TOF 

장비에 비해 QE Orbitrap 을 이용해 분석했을 때 PEAKS studio 에서 
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동정되는 펩타이드 수가 더 많았다. Q-TOF 장비는 전분자량 측정에 

더 특화된 장비로 생각되며, 더 많은 펩타이드 수를 얻기 위해선 스캔 

속도가 빠른 Orbitrap 장비를 이용하는 것이 효율적이라고 생각된다. 

따라서 이후 실험은 모두 QE Orbitrap 으로 분석 후 결과를 도출했다. 

다음으로, 세포 수에 따른 동정 결과를 비교했다. 두 세포 모두 

세포수가 증가할수록 Database search 및 de novo 로 동정되는 

펩타이드 수가 증가했다. 따라서 펩타이드 수를 많이 얻기 위해선 세포 

수를 늘려서 실험하는 것이 좋으나, 다른 조직세포 등에서 실험할 경우 

매우 많은 세포 수를 확보하기 어렵기 때문에 본 연구에서는 약 천 

만개 이상의 세포 수로 실험을 진행했다. 실험 시 사용되는 항체 및 

비드의 양도 달리하여 비교했다. 그 결과, Ramos 세포에서는 DB 

search 및 de novo 결과 모두 펩타이드 동정 수가 소폭 증가했다. 

그러나 MDA-MB-231 세포에서는 de novo 데이터만 증가했고 DB 

search 데이터는 소량 감소했다. 즉, 항체와 비드 양을 2 배가 아닌 그 

이상으로 많이 증가시켰을 때의 결과를 비교해보고 각 세포마다 최적의 

항체 및 비드의 양을 파악해야 할 것으로 보인다. 분석 후 PEAKS 

studio 로 펩타이드 동정을 한 뒤 길이에 따라 분포를 비교해본 결과, 

두 세포 모두 9mer 에서 가장 많은 펩타이드가 검출되었다. 일반적으로 

MHC class I 이 제시하는 펩타이드의 대표적인 길이는 9mer 로 알려져 

있다.26 따라서 실험을 통해 HLA 제시 펩타이드 동정이 잘 

이루어졌음을 1 차적으로 확인할 수 있었다. 마지막으로, 동정한 

펩타이드의 HLA class I 과의 결합력을 확인했다. 이때, IEDB 에서 

동정된 펩타이드 서열은 제외시켰다. 두 세포 유형 중, 유방암 세포에서 

강한 결합을 하는 펩타이드가 더 많았고, Ramos 세포에서는 상위 

10 개의 강한 결합을 가진 펩타이드가 HLA-A*03:01 에서 모두 

동정되었다. 반면 MDA-MB-231 세포에서는 HLA 아형 별로 비교적 

고른 분포를 보였다. 그러나 이 결과는 반복 실험 횟수가 많지 않을 때 
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도출한 결과이기 때문에, 이후 반복 실험을 거쳐 더 많은 데이터를 

축적해서 비교하면 뚜렷한 결과를 볼 수 있을 것으로 예상한다. 이렇게 

강한 결합력을 가진 펩타이드들을 정상세포에도 존재하면서 암세포에도 

존재할 수 있는 종양 관련 항원(TAA)으로 선별했다. 프로그램상의 

예측을 토대로 동정된 펩타이드와 T 세포간의 결합력을 분석하기 위한 

후속 실험을 통해 실험적으로 검증하는 과정이 필요할 것으로 보인다. 

또한 종양 특이적 항원인 TSA 선별을 위해서 본 연구에서 실시한 

실험을 토대로 얻은 de novo 로 검출된 펩타이드 데이터를 축적해 

새로운 fasta 파일을 생성하고, 이를 토대로 펩타이드를 동정하여 정상 

세포의 서열과 비교하여 암세포 특이적인 펩타이드 서열을 얻을 수 

있을 것이라 기대한다. 
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ABSTRACT 

 

 

Development of Immunopeptidome Profiling  

Using Mass Spectrometry 

-Peptide analysis presented on cancer cells- 

 

                              Hye Joo Jang 

                              Department of Next Generation 

                              Applied Science 

                              Graduate School of 

                              Sungshin University 

 

Peptide-based cancer vaccines are gaining attention as an 

effective treatment method in tumor immunotherapy. This 

immunotherapy relies on peptides presented on the Major 

Histocompatibility Complex (MHC) class I, mediating cytotoxic CD8 

T cell responses. In humans, the MHC is referred to as Human 

Leukocyte Antigen (HLA). In T cell-based immunotherapy, it is 

essential to identify antigens presented by individual cancer cells 

for effective treatment. In this study, peptides presented by HLA 

class I were characterized through the utilization of LC-MS/MS. 

 

There were two types of cells used in the experiment; MDA-

MB-231 cells which originated from the metastatic human breast 

cancer, and Ramos cells that is from a B lymphocyte cell line. 
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Peptide identification during LC-MS/MS data processing was 

conducted using PEAKS studio software. The analysis involved 

both Database search (DB search) with the database set to Homo 

sapiens and de novo analysis without a database. Firstly, we 

compared the number of identified peptides based on the analysis 

equipment. The results showed that more peptides were identified 

using the Orbitrap instrument compared to Q-TOF. Consequently, 

all subsequent experiments were conducted using the Orbitrap. 

Secondly, we compared the number of identifications based on cell 

quantity. In both cell types, as the cell quantity increased, the 

number of peptides identified through both DB search and de novo 

analysis also increased. Thirdly, we explored the impact of altering 

the amount of beads and antibodies to examine how these 

alterations influenced the results. In the case of Ramos cells, when 

elevating the quantity of beads and antibodies, the amount of 

identified peptides increased also. In contrast, when experimenting 

with the MDA-MB-231 cells, the surge in the amount of beads and 

antibodies resulted only in the increase of de novo searched 

peptides. Looking at the distribution of identified peptides based on 

their length in each cell, the majority of peptides were identified as 

9-mers, followed by 8-mers or 10-mers. Peptides of lengths 11 

and 12 demonstrated relatively fewer detections in the 

identification process. Lastly, the binding affinity between the 

identified peptides and HLA class I was measured for both cell 

types. Through this analysis, peptides identified from the Immune 

Epitope Database (IEDB) were excluded. The results indicated that, 

compared to Ramos cells, MDA-MB-231 cells exhibited a higher 
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abundance of peptides with strong binding affinity. In Ramos cells, 

peptides with strong binding affinity to HLA-A*03:01 were the 

most prevalent. Conversely, in MDA-MB-231 cells, peptides were 

relatively evenly distributed among different HLA alleles. These 

peptides with strong binding affinity were selected as Tumor-

associated Antigen(TAA), associated with the tumor. 
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