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A pcp t i de  c o m p r i s i n g  a m i n o  ac id s  323 339 o f  c h i c k e n  o v a l b u m i n  is k n o w n  to  b i n d  to  t w o  h e t e r o d i m e r i c  ~ o n f o r m a t i o n s  o f  t h e  M H C  m o l e c u l e  I A  ~. 
a n d  to  e a c h  o f  i ts  s e p a r a t e  ~x- a n d  ,B-chains.  W e  r e p o r t  t h a t  m i n o r  C-  a n d  N - t e r m i n a l  t r u n c a t i o n s  oF t he  p a r e n t  p e p t i d e  d o  n o t  a l t e r  t h e  b i n d i n g  
p a t t e r n .  A d e c r e a s e  in b i n d i n g  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  u p o n  d e l e t i o n  o f  t he  h i s t i d i n e  r e s i d u e s  o f  t h e  a h e a d y  t r u n c a t e d  p e p t i d e s .  P e p t i d e s  a s  s h o r t  

a s  4 a m i n o  a c i d s  ass ,~ciate  w e a k l y  w i t h  al l  f o u r  p r o t e i n s .  

A n t i g e n  p r e s e n t a t i o n ;  T - H e l p e r  l y m p h o c  .,re 

1. i N T R O D U C T I O N  

C l a s s  l I  m o l e c u l e s  o f  t h e  m a j o r  h i s t o c o m p a t a b i l i t y  
c o m p l e x  ( M H C )  p r e s e n t  a n t i g e n i c  p e p t i d e s  t o  C D 4  ÷ 
T - c e l l s .  T h e y  c o n s i s t  o f  an  ~o a n d  ] / - c h a i n  o f  a b o u t  30 
k D a  e a c h .  T w o  v a r i a b l e  d o m a i n s  o f  e a c h  c h a i n  s h a p e  
t h e  p e p t i d e  b i n d i n g  s i te .  T h e  p e p t i d e s  a r e  t h o u g h t  t o  
b i n d  in  a c l e f t  b e t w e e n  t w o  p a r a l l e l  ~ - h e l i c e s  o n  t o p  o f  
a f la t  p l a t f o r m  o f f l - s t r a n d s  [l]o I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  
t h e  s e p a r a t e  0t- a n d  f l - c h a i n s  i n d e p e n d e n t l y  b i n d  t h e  
s a m e  p e p t i d e s ,  a l t h o u g h  t h e  t w o  c h a i n s  m a y  o r  m a y  n o t  
b i n d  i d e n t i c a l  a m i n o  a c i d  res idu( :s  in  t h e  p e p t i d e s  ~2,3]. 

O n e  g i v e n  M H C  m o l e c u l e  rrta) b i n d  a v a r i e t y  o f  p e p -  
t ides ,  a n d  o n e  g i v e n  p e p t i d e  m a y  t f ind  t o  d i f f e r e n t  M H C  
m o l e c u l e s  [4]. A wel l  i n v e s t i g a t e d  s y s t e m  c o n c e r n s  t h e  
i n t e r a c t i o n  o f  t h e  m u r i n e  c l a s s  I I  m o l e c u l e  I A  d a n d  t h e  
c h i c k e n  o v a l b u m i n  f r a g m e n t  c o m p r / s i n g  a m i n o  a c i d s  
3 2 3 - 3 3 9  ( O v a ( 3 2 3 - 3 3 9 ) .  A h e x a p e p t i d e  V-~27-H-A-A-H - 
A has  b e e n  i d e n t i f i e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  T - c e l l  r e c o g n i -  
t i o n  [5], a n d  it h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  v a l i n e  327  a n d  
h i s t i d i n e  328 b i n d  t o  I A  d, w h e r e a s  h i s t i d i n e  331 is e s s e n -  
t ia l  f o r  T - c e l l  a c t i v a t i o n  [6]. H e r e  w e  r e p o r t  t h a t  p e p -  
t i d e s  c o m p o s e d  o f  o n l y  f o u r  a m i n o  a c i d s  b i n d  w e a k l y  
t o  b o t h  c h a i n s .  T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  o n e  h i s t i d i n e  r e s i d u e  

,4bt,reviationa, M H C .  major  l a i s tocomptub i ; i*y  c o m p l e x ;  F I T C ,  f luo-  
resce in  i s o t h i o c y a n a t e :  F - O V A ( n - y ) ,  F I T t - l a b ¢ l c d  p e p t i d e  f r a g m e n t s  
o f  c h i c k e n  o v a l b u m i n  c o m p r i s i n g  a m i n o  a c i d s  x t o  y; T F A .  t r i f l u o r o -  
ace t ic  ac id .  
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is s u f f i c i e n t  f o r  s t r o n g  b i n d i n g  t o  e a c h  o f  t h e  t w o  c h a i n s  
o f  I A  d . 

2. M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

1A d w a s  pu r i f i ed  by  a f f in i ty  c h r o m a t o g r a p h y  a s  d e s c r i b e d  [5]. A f t e r  
e l u t i o n  t h e  s a m p l e s  w e r e  d i a l y z e d  36 h in  2 m M  d o d ~ y l o ~ - D - m a l t o -  
s ide ,  10 m M  T r i s / H C I ,  p H  8.3, 150 m l ~  N a f l ,  0 .02% NAN; .  T h i s  
b u f f e r  w a s  u s e d  fo r  a i i  f u r t h e r  s t e p s  u n l e s s  i n d i c a t e d  o t h e r w i s e .  T o  
i n c r e a s e  t h e  p e p t i d e  b i n d i n g  ¢ a ) , a d t y  [7] t h e  d i s u l f i d e  b o n d s  o f  I A  d 
w e r e  r e d u c e d  by  i n c u b a t i n g  | A  ° fo r  1 h a t  3 7 ° C  w i t h  10 m M  d i t h i o -  
t h r e i t o l  t o  r e Iease  c o - p u r i f y i n g  p e p t i d e s .  T h e  s a m p l e s  w e t ~  t h e n  re-  
o x i d i z e d  by  d i a l y s i s  f o r  18 h in a i r - s a t u r a t e d  b u f f e r  u s i n g  9 D C  D i a C e U  
d i a l y s i s  c a p s u l e s  ( I n s t r u m o d .  U n i o n  Br idge ,  M D ) .  T h e  :-educed a n d  
r e - o x i d i z e d  s a m p l e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  50  m M  o f  t h e  d e s i r e d  
p e p t i d e  fo r  2 h a t  37°C.  T h e y  ~ver¢ a p p l i e d  t o  5 D S - P A G E  o m i t t i n g  
b o i l i n g  a n d  r e d u c t i o n  [2]. P r i o r  t o  f i x a t i o n  t h e  g e l s  w e r e  s c a n n e d  fo r  
f luorcsceJat  p e p t i d e s  o n  a f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  as  d e s c r i b e d  [2]. 
G e l s  w e r e  s , a i n e d  w i t h  s i lve r  a n d  s c a n n e d  fo r  p r o t e i n s  o n  an  L K B  
O l t r o S c a n  X L  !aser  s c a n n e r .  T h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  ! . 0 / z g /  
l ane .  

P e p t i d e  C - t e r m i n a l  c a r b o x y l a t ¢  o r  c a r b o x a m i d e  de r iva t iv¢~  w e r e  
s y n t h e s i z e d  o n  a P,~illigen 9 0 5 0  p e p t i d e  s y n t h e s i z e r  u s i n g  P e p s y n  K A  
o r  P e p s y n  K B  s o l i d  s u p p o r t  a n d  F i O C - p r o t e c t e d  a m i n o  acid:~. P e p -  
t i d e s  w e r e  d e - p r o t e c t e d  by  T F A  a n d  rev~rs~ p h a s e  H P L C - p u i  ifiocl 
u s i n g  l i n e a r  g r a d i e n t  e l u t i o n  (Buf f e r  A:  0 .1 t~  T F A ;  BuIT~ B: 0.1q~ 
T F A  in 70% a q u e o u s  a c e t o n i t r i l e ) .  L y o p h i l i z e d  p e p t i d e s  w e r e  l a b e l e d  
w i t h  f luo resce in  o n  the  N - t e r m i n a l  a m i n o  g r o u p  o r  t he  e p s i l o n  a m i n o  
g r o u p  o f  l y s iu  r e s i d u e s  hy  r e a c t i o n  w i t h  a n  exces s  o f  F I T C  in  d i ~ t e t h y l -  
s u l f o x i d e  in  t he  pres¢,xce o f  d i i s o p r o p y l e t h y l a m i n e .  F iuore :~ze ina ted  
p e p t i d e s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  e t h y l  a c e t a t e ,  w a s h e d ,  d r i ed ,  r ed i s so lv -  
ed  in  0. i % T F A  a n d  I - /PLC pur i f i ed ,  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  

3. R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O n ,  

T h e  t o p  p a n e l  o f  F i g .  1 s h o w s  a s i l v e r  s t a i n e d  S D S  g e l  
o f  t h e  l A  d p r e p a r a t i o n  u s ~ !  f o r  al l  e x p e r i m e n t s  d e -  
s c r i b e d  h e r e .  T h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  of" t h e  h e t e r o -  
d i m e r i c  c o p i ~ r r n a t i o n s ,  f l o p p y  a n d  c o m p a c t ,  a n d  o f  t h e  
s e p a r a t e  nt- a n d  f l - c h a i n s  w e r e  f l o p p y . c o m p a c t : 0 t -  
c h a i n : p - c h a i n  =- 0.7" 1:0.3:0. '25.  T h e  l o w e r  p a n e l s  o f  F i g .  

~ 4 4  Published b)" k~e~ie - Science Publishers B. 1I. 
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Fig. 1. (Upper panel) a silver stained SDS gel of !~ ~. (Lower panel) 
-cans fo~ fluore~",cmated pcptides bound to the proteins. Sedans are 
",hown for (a) the parent peptide F-Ova(323-339) and (b) the truncated 
~-~ptides F-Ova(323-328). (c) F-Ova(3~g--326). (d) F-GA2HA and (e) 
F-(gA4. Soc Table 1 for detailed scqucng, s of the pcptides. The hetero- 
,dimeric conformations floppy (F TM, ~c.nF~c, (C) and the separate ~- 
and ~-chains are indicated. Th2i7 " ~r..~.~ molecular weights arc 55, 

64. 33 and 27.~ , ~'a. r~,~pectively. 

! s h o w s  s c a n s  o f  t h i s  gel  f o r  m e  f o l l o w i n g  f l u o r e s c e n t  
p c p t i d e s  b o u n d  t o  these  c o n f o r m a t i o n s :  t h e  p a r e n t  pe  F-  
t ide ,  F - O V A ( 3 2 3 - 3 3 9 )  (a)  see T a b l e  I ,  f i rs t  l i ne  f o r  t h e  
s e q u e n c e ) ,  t he  t r u n c a t e d  p e p t i d e s  F - O V A ( 3 2 3 - 3 2 8 )  (b)  
a n d  F - O V A ( 3 2 3 - 3 2 6 )  (c),  a n d  t he  p e p t i d e s  F - G - A - A - H -  
A (dL  a n d  F - G - ( A ) 4  (e). T a b l e  I l i s t s  al l  p e p t i d e s  e m -  
p l o ) e d  a n d  t h e  r e l a t i v e  p e p t i d e  c a p a c i t i e s  o f  f l o p p y ,  
c o m p a c t  a n d  t h e  s e p a r a t e d  c h a i n s .  T h e  re la t i , , e  b i n d i n g  
c a p a c i t y  is d©fincd b y  t h e  q u o t i e n t  o f  the  r e l a t i v e  f luo -  
r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  a p a r t i c u l a r  p e p t i d e  a ~ o c i a t e d  w i t h  
o n e  o f  t h e  c o n f o r m a t i o n s  o f  I A  d. a n d  o f  t h e  r e l a t i v e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  p a r t i c u l a r  c o n f o r m a t i o n .  T h e  
b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  c o m p a c t - t o - F - O v a ( 3 2 3 - 3 3 9 )  w a s  set  
a t  ! .0 .  

i t  is e v i d e n t  t h a t  l o n g  p c p t i d e s  b i n d  b e t t e r  t o  t h e  

c o m p a c t  c o n f o r m a t i o n  as  c o m p a r e d  to  t he  f l o p p y  co , l -  
f o r m a t i o n  o r  the  s e p a r a t e  c h a i n s .  C o m p a c t  b i n d s  the  
p a r e n t  p e p t i d e  F - O v a ( 3 2 3  339),  the  N - t e r m i n a l l y  t r u n -  
c a t e d  p c p t i d e  F - O v a ( 3 2 5 - 3 3 9 )  a n d  t he  C - t e r m i n a l l y  
t r u n c a t e d  p e p t i d e  F - O v a ( 3 2 3 - 3 3 3 )  a b o u t  3 - 5 - f o l d  be t -  
te r ,  as  c o m p a r e d  t o  f l o p p y  o r  t h e  s e p a r a t e  c h a i n s .  F u r -  
t h e r  t r u n c a t i o n s  o n  b o t h  t he  C -  a n d  N - t e r m i n u s  led  to  
a l m o s t  e q u a l  b i n d i n g  t o  all  c o n f o r m a t i o n s  (see F -  
O v a ( 3 2 3  330)  a n d  F - O v a ( 3 2 9 - 3 3 9 )  a n d  f u r t h e r  t r u n c a -  
t i ons ) .  O n e  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  is  t h a t  f l o p p y  m i g h t  be  
a c o n f o r m a t i o n  w h e r e  t h e  c o n s e r v e d  tz2 a n d  f12 d o m a i n s  
a r e  s t i l l  a s s e m b l e d ,  b u t  w i t h  d i s a s s e m b l e d  0tt a n d  fll  
d o m a i n s  w h i c h  f o r m  the  b i n d i n g  site.  C o m p a c t  m i g h t  
be  a c o n f o r m a t i o n  w i t h  a s s e m b l e d  n,~ a n d  ~ ,  d o m a i n s ,  
t h u s  t he  t w o  h i s t i d i n e  b i n d i n g  s i tes  o f  t he  cz- a n d  t he  
/ / - c h a i n  w o u l d  be  i n  s u f f i c i e n t l y  c lose  d i s t a n c e  a l l o w i n g  
f o r  b i n d i n g  o f  t w o  h i s t i d i n e  r e s i d u e s  f r o m  o n e  p e p ,  ide.  
T h i s  s h o u l d  y ie ld  s l o w e r  o f f - r a t e s  a n d  c o n s e q u e n t l y  
s h o w  h i g h e r  a m o u n t s  o f  a s s o c i a t e d  p e p t i d e .  F l o p p y .  
w i t h  d i s t a n t  b i n d i n g  s i tes ,  w o u l d  b i n d  t w o  h i s t i d i n e  
r e s i d u e s  f r o m  d i f f e r e n t  p e p t i d e s  i n d e p e n d e n t l y ,  a n d  
t h u s  k i n e t i c a l l y  b e h a v e  l ike  t he  s e p a r a t e  c h a i n s .  

T r u n c a t i o n s  d o w n  t o  t he  p e p t i d e  F - O v a ( 3 3 1 - 3 3 9 )  
a n d  F - O v a { 3 2 3 - 3 2 6 )  d i d  P.ot c o m p l e t e l y  a b r o g a t e  b i n d -  
i n g  to  b o t h  h e t e r o d i m e r i c  c o n f o r m a t i o n s  o r  t o  b o t h  
s e p a r a t e d  c h a i n s  a l t h o u g h  t he se  p e p t i d e s  l a c k  1he a m i n o  
a c i d s  v a l i n e  327  a n d  h i s t i d i n e  328  f o u n d  t o  bc  n e c e s s a r y  
f o r  b i n d i n g  p e p t i d e s  t o  I A  d in  c o m p e t i t i o n  e x p e r i m e n t s  
[6]. H o w e v e r ,  in  c o m p e t i t i o n  e x p e r i m e n t s  a ,  t r o n g  b i n d -  
i n g  p e p t i d e  m a y  d i s p l a c e  a w e a k  b i n d i n g  p c p t i d e  q u a n -  
t i t a t i v e l y  d e p e n d i n g  o n  t he  r a t i o  o f  t h e i r  d i s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t s .  I n  c o n t r a s t ,  in  o u r  e x p e r i m e n t s  atl p e p t i d e s  
a r e  o f f e r e d  e m p t y  M H C  m o l e c u l e s  in  t h e  a b s e n c e  o f  
c o m p e t i t o r s .  T h u s  e v e n  w e a k l y  b i n d i n g  pept~des  m a y  b e  
d e t e c t e d  a s s o c i a t e d  w i t h  I A  d. as  l o n g  as  t h e i r  o f f - r a t e s  
a r e  s l ow  e n o u g h ,  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e i r  d i s s o c i a t i o n  c o n -  
s t a n t .  I t  c o u l d  be  a r g u e d  t h a t  the  f l u o r e s c e i n  g r o u p  is 
r e s p o n s i b l e  fo r  the  o b s e r v e d  b i n d i n g  o f  l a b e l e d  pept~des  
to  I A  a. T h i s  c a n  b e  e x c l u d e d  b e c a u s e  all  p c p t i d c s  e m -  
p l o y e d  h e r e  a re  f l u o r e s c e i n  l a b e l e d  b u t  s h o w  d i s t i n c t  
b i n d i n g  p a t t e r n s .  E v e n  the  s h o r t e s t  l ~ ' p t i de s  e m p l o y e d  
he re  t h e r e f o r e  d i s s o c i a t e  w i t h  s low  o f f - r a t e s  as  t h e y  
c o u l d  be  d e t e c t e d  b y  a t e c h n i q u e  o f  c o n s i d e r a b l e  s l o w  
t i m e  r e s o l u t i o n .  W e  t h e r e f o r e  s u r m i s e  t h a t  t h e y  i n t e r a c t  
s i m i l a r l y  w i t h  I A  d a s  t he  p a r e n t  p e p t i d e .  T h u s ,  i f f l u o r e s -  
ce ln  w o u l d  b i n d ,  o n e  w o u l d  e x p e c t  all  p e p t i d e s  to  ex-  
h i b i t  t he  s a m e  b i n d i n g  p:a t tern .  

E v e n  t he  f o u r  a m i n o  a c i d - p e p t i d e  F - O v a ( 3 2 3 - 3 2 6 }  
a n d  F - G A  4 b o u n d  to  al l  f o u r  c o n f o r m a t i o n s .  T h i s  resu l t  
s u g g e s t s  t h a t  e i t h e r  t h e  p o l y p e p t i d e  b a c k b o n e  o f  p e p t i d e  
i n t e r a c t s  w i t h  t h e  M H C  b i n d i n g  s i te  [8]. o r  t h a t  b o t h  
c h a i n s  b e a r  w e a k  a l a n i n e  b i n d i n g  si tes ,  as  all  p e p t i d e s  
i n v e s t i g a t e d  he re  s h a r e  o n l y  o n e  a l a n i n e  r e s idue .  M a j o r  
c o n t r i b u t i o n s  o f  A 332 a n d  v "327 b~-side h i s t i d i n e  in  the  
i n t e r a c t i o n  o f  O v a ( 3 2 3 - 3 3 9 ,  ar id  I A  a h a v e  b e e n  p r o p o s -  
ed [6]. T h e  p r e s e n c e  o f  a h i s t i d i n e  r e s i d u e  i n c r e a s e s  the  
a m o u n t  o f  p e p t i d e  a s s o c i a t e d  w i t h  all  h e t e r o d i m e r i c  

") .<~  
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Table I 
Relative biliding capaci;ies of peptides to different conformations of  1A d 

D e c e m b e r  1991 

F C ~ p 

FITC I S O A V H A A  H A E i ~E A 3[{ - O H  

FITC = I ,~ 0 A V H A A H ~ E :'-?~H 

F!TC- " I S Q .h V H A h " -F2H 
I':T<~-" '= S O k V H --NH. 

FITC ";T S Q A'" -tqH. 

Ac ~ Q A V H A A H , h E  I ~]EAGK" ' {FITC)-OH 

Ae- 'A A H A E I -%" E A <~ K':' (ZITC} -OH 

Ac-'' H A E  I ~ E A G K  ~;" {FITC) -OH 

F!TC-G A A H A-OH 

FITC-G A A H A-OH 

0.22 1.0 0.21 0 .26  
0.I  1 0.31 0.05 0.1)6 
0 .09  0.08 0 .08  0 .08  
0 . t 4  0 .15 0 .14  0.13 
0.03 0.03 0 .06  0 .04  
0 .08  0.51 0.13 0 .14  
0.06 0.08 0 .12  0 .13  
0.13 0.08 0.05 0 .06  
0 .34  0.23 0. "- 9 0. ! 8 
0 .05  0 .04  0 .02  0 .06  

T h e  _sequences o f  the  p a r e n t  p e p t i d e  F - O v a  ( 3 2 3 - 3 3 9 )  a n d  i ts  d e r i v a t i v e s  e m p l o y e d  h e r e  a r e  s h o w n .  L i s t e d  nex t  t o  t he  s e q u e n c e s  is  t h e i r  r e l a t i v e  
b i n d i n g  c a p a c i t y  to  t he  d i f f e r e n t  c o n f o r m a t i o n s  o f  I A  d. 

c o n f o r m a t i o n s  a n d  s e p a r a t e  c h a i n s  o f  I A  d b y  a n  a v e r a g e  
f a c t o r  o f  5 ( T a b l e  I). T h e  t w o  h i s t i d i n e  r e s i d u e s  328  a n d  
331 h a v e  a l r e a d y  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  c r u c i a l  r o l e s  in 
p e p t i d e  b i n d i n g  t o  I A  ~ m o l e c u l e s  a n d  in t r i g g e r i n g  T - c e l l  
a c t i v a t i o n  [5,6]. H e r e  w e  f o u n d  e n h a n c e d  b i n d i n g  o f  t h e  
h i s t i d i n e - c o n t a i n i n g  p e p t i d e s  t o  b o t h  h e t e r o d i m e r i c  
c o n f o r m a t i o n s  a n d  t o  e a c h  o f  t h e  s e p a r a t e  c h a i n s .  T h i s  
s u g g e s t s  t h a t  e a c h  o f  t h e  s e p a r a t e  c h a i n s  c o n t a i n s  a 
h i s t i d i n e  b i n d i n g  s i te .  T h e  p e p t i d e  F - O v a ( 3 3 1 - 3 3 9 )  
s h o v ' e d  a b i n d i n g  p a t t e r n  c o m p a r a b l e  t o  s u c h  p e p t i d e s  
lackinl~ h i s t i d i n e ,  b u t  h a s  a h i s t i d i n e  r e s i d u e  a s  i ts  N -  
t e r m i n a l  e n d .  T h e r e f o r e  w e  s u p p o s e  t h a t  h i s t i d i n e  w i t h  
a f r ee  o r  a c e t y l a t e d  a m i n o  t e r m i n u s  m a y  n o t  b e  suf f i -  
c i e n t  f o r  s t r o n g  b i n d i n g ,  b u t  a s e q u e n c e  " X - H i s "  is n e c e s -  
sa ry .  

In s u m m a r y ,  w e  t e n t a t i v e l y  s u g g e s t  a t h r e e - s t a g e  
m o d e l  f o r  t h e  b i n d i n g  o f  p e p t i d e s  t o  M H C  m o l e c u l e s .  
T h e  f i rs t  s t a g e  is t h e  r e c o g n i t i o n  o f  e i t h e r  t h e  p o l y p e p -  
t i d e  b a c k b o n e  e r  o f  n o t  v e r y  p r o m i n e n t  a m i n o  a c i d  s i d e  
c h a i n s ,  s u c h  a s  t h e  m e t h y l  g r o u p  o f  a l a n i n e .  I n  a d d i t i o n  
t h e r e  a r e  s p e c i f i c  b i t t d i n g  s i t e s  f o r  s i d e  c h a i n s  w h i c h  a r e  
m o r e  c , .  " r a c t e r i s t i c ,  s u c h  as  X - H i s  in  o u r  c a s e  o r  t y r o -  
s ine  f o r  H L A - D R I  [8]. S u c h  d i s t i n c t  b i n d i n g  s i t es  m a y  
c o n t r i b u t e  c o n s i d e r a b l y  t o  s p e c i f i c i t y  a n d  t o  t h e  b i n d i n g  
e n e r g y ,  a n d  l o w e r  t h e  o f f - r a t e s .  S p e c i f i c i t y  is f u r t h e r  
e n h a n c e d  by  b i n d i n g  o f  l o n g  p e p t i d e s  t o  t h e  c o m p a c t  
c o n f o r m a t i o n .  "l 'his t y p e  o f  b i n d i n g  m a y  r e s u l t  f r o m  a 
s u m m a t i o n  o v a r  m - n y  s t r o n g  a n d  w e a k  c o n t r i b u t i o n s  

t o  t h e  b i n d i n g  f r e e  e n e r g y .  T h i s  i n t e r p r e t a t i o n  m a y  e x -  
p l a i n  t h e  w e l l - d o c u m e n t e d  c r o s s - r e a c t i v i t y  o f  p e p t i d e s  
b i n d i n g  t o  M H C  m o l e c u l e s  [4] b y  a s s u m i n g  t h a t  n o t  a l l  
p o s s i b l e  i n t e r a c t i o n  s i t e s  o f  y e p t i d e  a n d  M H C  h a v e  t o  
b e  o c c u p i e d  f o r  o b s e r v i n g  b i n d i n g  o r  c o m p e t i t i o n .  T h e  
c o m p l e x  b i n d i n g  p a t t e r n  a l l o w s  b i n d i t J g  o f  m e r e l y  r e l a t -  
e d  p e p t i d e s  w h i c h  m a y  o r  m a y  n o t  i n d u c e  s t { m u l a t i o n  
o f  T - c e l l s .  
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