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Introduction

• Peptide‐MHC Class I interaction has primarily 
been investigated in terms of affinity.

• >100.000 peptide‐MHC class I affinity binding 
data

• netMHCPan: Prediction of peptide binding to 
MHC Class I
“NetMHCpan, a method for quantitative predictions of peptide binding to any 
HLA‐A and ‐B locus protein of known sequence”

‐Nielsen, M. et al. PLoS One, 2007

• Only 10‐20% turns out to be immunogenic…
• Something is missing.
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Stability and immunogenicity
Has been shown to correlate for:
• MHC‐I:

“Immunogenicity of peptides bound to MHC class I molecules depends on the MHC‐peptide 
complex stability”

‐ van der Burg, S. H. et al. J Immunol, 1996
“MHC class I/peptide stability: implications for immunodominance, in vitro proliferation, 
and diversity of responding CTL”

‐ Busch, D. H. et al. J Immunol, 1998

• And MHC‐II:
“The kinetic stability of MHC class II:peptide complexes is a key parameter that dictates 
immunodominance”

‐ Lazarski, C. A. et al. Immunity 2005

• But only investigated small scale



U N I V E R S I T Y   O F   C O P E N H A G E N

Measuring Peptide‐MHC‐I stability

• Requires either:
– labeling peptides
– cumbersome separation steps

Observation made by KC Parker:
“The beta 2‐microglobulin dissociation rate is an accurate measure of the stability of 
MHC class I heterotrimers and depends on which peptide is bound”

‐ Parker, K. C. et al. J Immunol 1992

• Radiolabeling of β2m.
• Scintillation proximity assay



U N I V E R S I T Y   O F   C O P E N H A G E N

Scintillation proximity assay
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High-throughput dissociation assay 
(I)

July 11th, 2011

Harndahl, M, et al., J. Immunol. Methods, 2010.
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High-throughput dissociation assay 
(II)

July 11th, 2011

Harndahl, M, et al., J. Immunol. Methods, 2010.
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High-throughput dissociation assay 
(III)

July 11th, 2011

Harndahl, M, et al., J. Immunol. Methods, 2010.
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High-throughput dissociation assay 
(IV)

July 11th, 2011

Harndahl, M, et al., J. Immunol. Methods, 2010.
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Dissociation curves

0 20 40 60
100

1000

10000

Stable
Unstable

T½ = 1 hours

T½ = 25 hours

Δt, hours @ 37°C

C
PM



U N I V E R S I T Y   O F   C O P E N H A G E N

Correlation between labeled peptide 
and labeled β2m
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Same affinity. Different stability
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Same affinity. Different stability
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Harndahl, M, et al., European J. of Immunology. Paper accepted
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• Using radiolabeled peptide (4 immunogenic and 3 negative)
• Correlation between immunogenicity and stability, but not significant
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• Using radiolabeled β2m more peptides can be analyzed
• Affinity matched pairs
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Harndahl, M, et al., European J. of Immunology. Paper accepted
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Predicting stability

Harndahl, M, et al., European J. of Immunology. Paper accepted

Predictor based on 740 A*02:01 stability or affinity measurements
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Predicting stability

• Affinity‐balanced analysis (e.g. neutralizing affinity and 
isolating the effect of stability) – highly significant correlation 
between stability and immunogenicity

• Stability‐balanced analysis (e.g. neutralizing stability and 
isolating the effect of affinity) – no correlation between 
affinity and immunogenicity
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Outlook

• Large scale stability data for more MHC‐I 
alleles

• Incorporate pMHC‐I stability into 
bioinformatic predictors

• MHC‐II
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