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Struktura protilatek a jejich reaktivita
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SOUHRN

Edukacni publikace popisuje strukturu protilatek, jednotlivé fragmenty, prostorovou fixaci domeén, panty, tlohu disulfidic-
kych mUstkd, B-vidken a hypervariabilnich smycek, rozdily mezi jednotlivymi imunoglobuliny a jejich izotypy. Reakce anti-
genu a protilatky je vysvétlovana jak z hlediska komplementarity reaktantd, tak réznych vazebnych sil, které se na energii
imunochemické vazby podileji. Jsou uvedeny rozdily mezi vazbou protilatky s imunogenem anebo haptenem a vlastnosti,
které prispivaji k imunogenicité antigenu. Je objasnén vztah mezi afinitou a specifitou imunochemické reakce, jakoz i reak-
tivita zarodecnych a zralych protilatek.
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SUMMARY

Stern P.: Antibody structure and its reactivity.

The educational publication describes the antibody structure, various fragments, three-dimensional fixation of domains, the
function of disulfide bridges, B-strands and hypervariable loops. It also deals with differences between individual immuno-
globulins and their isotypes. The antigen-antibody reaction is interpreted in the aspect of complementarity of reactants, as
well as various binding forces participating in the energy of the immunochemical bond. Differences between the antibody
bond to immunogen or to hapten and characteristics supporting the immunogenicity of antigen are given as well. Both the
relation between the affinity and specifity of immunochemical reaction and the reactivity of naive and mature antibodies are

demonstrated.
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Uvod

Protilatky (Abs) se pouzivaji ve vSech laboratornich
oborech. Chemicka struktura Abs vysvétluje jejich ftfi
funkce: prizplisobivost vazby, specifitu vazby a biologic-
kou aktivitu [1]. Jejich zjednoduSena ypsilonova struk-
tura nam umoznuje pochopit spiSe zplisob detekce pri
vazbé s antigenem (Ag), nez to jak tato vazba vznika,
jakou ma silu a stabilitu. Abs se pfi vytvoreni vazby do
jisté miry ohybaji, ale jsou pfitom pomémé stabilni, tedy
struktura je fixovana a soucasné ma urcitou volnost
pohybu. Podivejme se podrobnéji na jejich prostorovou
konfiguraci. Abs neboliimunoglobuliny (Ig) jsou glykopro-
teiny, které maji v kratkych ramincich Y lidského Ig lehké
Fetézce 211 - 217 AAK (60 %) a A (40 %) [2]. Retézce k
a A se lisi sekvenci aminokyselin (AA) v oblasti konstantni
domény. Variabilni oblast tvofi polovinu lehkého fetézce
na konci raminka v misté vazby s Ag. Tézké fetézce v,
a, ® maji priblizné 450 AA a raminka jsou propojena s Fc
fragmentem pomoci pantu (Fig. 1), ktery umozfiuje ohyb
kratkych ramének (jejich vzajemny Uhel je 60 — 180°)
a usnadniuje spojeni paratopu Ab s epitopem Ag; tézké
fetézce p a € maji asi 550 AA a jejich spojeni s Fc frag-
mentem je rigidni bez pantu — proto je vytvoreni vazby
oblast tvori Ctvrtinu t€zkého fetézce na konci raminka
v misté vazby s Ag. Pro fixaci struktury Ab jsou vel-
mi vyznamné disulfidické mdstky (obvykle po 110 AA),
které stabilizuji domény lehkych i téZkych fetézcd, jakoz
i panty fetézcl y, a, 8, resp. rigidni hrdlo u fetézcl p a €
(které maji jednu doménu navic). Pant obsahuije prolino-
vé zbytky a cystein (pfiblizné 12 AA) [1].

Konce Fab fragmentl umoziiuji imunochemickou
reakci Ig (odtud jejich oznaCeni ab = antibody), zatimco
Fc fragment zajiStuje biologickou aktivitu reakci s povr-
chovymi bunécnymi receptory (oznaCeni ¢ = crystalliza-
ble). Fragment Fc obsahuje uvnitf sacharid, a tim je blo-
kovan vic¢i imunochemickeé reakci [3]. Nicméné fragment
Fc Ize v Ig nahradit fragmentem bez sacharidu, ktery ma
imunochemickou reaktivitu a oznacduje se Fcab [4]. Ten-
to typ bifunk&nich Abs se pouziva jako léCiva.

V organizmu je 107 az 10° fragment( vézajicich Ag.
Fab fragmenty se mohou odstépit nad pantem papai-
nem (vznikaji jednotlivé Fab), nebo pod pantem pepsi-
nem, kdy vznikaji dimery F(ab), [5]. Pfed imunochemic-
kou reakci se Ab potfebuje ,rozbalit’, aby se obnazily
jeil paratopy. Cim je molekulovéa hmotnost nizsi, tim je
obnazovani, atedy i samotna imunoreakce rychlejsi.
Pokud si fragmenty Fab zachovaji svou imunoreaktivitu
(nazyvaji se fuzni proteiny), je Fc fragment pfi analytické
imunoreakci zbytecny. V modernich soupravach jsou
vyzadovany velmi kratké reakeni Casy (Casto kolem 10
min nebo i méneé) a vyuziti fuznich proteint jako Abs se
stava nutnosti. Pro imunoreakce s markery Ize pouzit
jako Ab fragment Fab, ale pro reakce bez marker(
potfebujeme dimer F(ab),, aby vznikla makrostruktura
a vysledny produkt mohl precipitovat z roztoku (Fig. 2).
Cizi Abs mohou pfi imunoreakci interferovat bud' tak,
ze stericky blokuji pfistup k paratopu sledované Ab,
nebo se mohou na tento paratop navazat, a tim zabra-
nit zadouci vazbé Ab-Ag.

Komplementaritu Ab pfi reakci s Ag urCuiji tfi hyper-
variabilni oblasti CDR (complementary determining
region) pro variabilni ¢ast lenkého fetézce a tfi hyperva-
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Fig. 1. Disulfide bonds and hinge
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Fig. 2. Binding and crosslinking

riabilni oblasti CDR pro variabilni ¢ast tézkého fetézce
[1]. Nejvétsi variabilita je ve treti CDR tézkého retézce.
Plocha paratopu je 7 — 9 nm? a prostorové v ni plisobf
15 — 22 AA, ale kontakt (vazbu) s Ag ma jen 2 — 7 AA
(ien ony prispivaji k vazebné energii). Tyto AA jsou pro-
storoveé vzdy velmi blizko, ale na fetézci Ig mohou byt
od sebe dost daleko, protoze terciarni (kvarterni) struk-
tura Ig byva dosti pokroucena. Prestoze aromatické AA
tvofi jen Ctvrtinu vSech AA, podileji se na vazbach s Ag
polovinou, nebot jejich tr-elektrony se vyznamné podi-
leji na vzniku vazby pfi imunochemickych reakcich.
Konstantni domény lehkych a tézkych retézcl
a variabilni domény lehkych a téZzkych fetézcl maji
podobnou strukturu. Kazda doména obsahuje zdro-

O -OU
- U

jové datové soubory na trojici a pétici platd. Oba
soubory platd jsou spojeny disulfidickym mdstkem
[1] a doména tvofi pevnou a velmi stabilni strukturu.
Variabilni sekvence AA ve variabilni doméné lehkého
fetézce jednotlivych Abs zajiStuje diverzitu struktury
potfebnou pro imunitni odezvu. Rentgenova krystalo-
grafie umoznila odhalit strukturu konstantni a variabilni
domeény lehkého Fetézce [6]. Jednotlivé platy jsou tvo-
feny tzv. B vlakny a jejich usporadani rozhoduje o troj-
rozmérné strukture Ig. Tato viakna také konfiguruji tfi
CDR hypervariabilni oblasti lehkého fetézce. Obdob-
né je tomu iv oblasti t&zkého fetézce, jen variabilita
u téchto tf CDR je jeSté vyssi.
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Imunoglobulin G (IgG)

IgG (m. h. 150000) sestava ze dvou identickych leh-
kych fetézcl (m. h. 25000) a dvou identickych tézkych
fetézcly (m. h. 50000). Lehké a tézké fetézce jsou spo-
jeny kovalentni vazbou disulfidickymi mUstky a neko-
valentnimi interakcemi. Pfi $tépeni papainem vznikaji
dva Fab fragmenty (m. h. 50000) sestavajici z celého
lehkého fetézce a z Casti tézkého fetézce a jeden Fc
fragment (m. h. 50000). Pfi Stépeni pepsinem vznika
dlouhy fragment (m. h. 100000), oznaCovany F(ab),,
a souc¢asné jsou zbytky tézkych fetézcl degradovany
na malé kousky. Disulfidické mdstky v dimeru F(ab),
Ize redukenimi Cinidly rozstépit a vznikaji dva fragmenty
Fab’, které jsou podobné Fab, jen jejich tézky fetézec
je nepatrné delsi [1].

IgG tvofi tfi Etvrtiny vSech protilatek v séru a vytvari
Styfi podtridy (IgG 1-4), které se vzajemné liSi svymi
opsonizaénimi vlastnostmi, vazbou na komplement
a asem, po ktery jsou aktivni. Zastoupeni je pro IgG1
(y1) 65-66%, 1gG2 (y2) 23-25%, 1gG3 (y3) 5-7%
a lgG4 (y4) 4-5%. Flexibilita Fab ramének je nasledu-
jict: 1IgG3>1gG1 >1gG4 >IgG2. Podtfidy vykazuji 90 %
homologie v sekvenci AA a rozdily jsou jen v oblas-
ti pantu a N-terminaini C_ 2 domeéné. Podtfidy jsou
obecné oznacované jako izotypy. Kazdy izotyp mdze
mit nékolik alelickych determinant (alotypl), které se
vétsinou vyskytuji v konstantnich oblastech tézkych
a lehkych fetézcu.

IgG1 ma konstantni oblast t&€zkého Fetézce vytvo-
fenu ze tfi konstantnich domeén (C 1, C 2 and C3)
a flexibilniho pantu. Lehky fetézec ma také konstant-
ni domeénu (C)). Variabilni oblasti tézkych a lehkych
fetézcl obsahuiji Ctyri Useky zakladni struktury (FR1,
FR2, FR3 a FR4) a mezi nimi tfi oblasti uréujici kom-
plementaritu (CDR1, CDR2 a CDR3) [7]. V oblasti
pantu je 15 AA a spojeni téZkych retézcl zajistuji dva
disulfidické mdstky.

IgG2 ma stejnou m. h. jako IgG1 (tj. 146000), avSak
v oblasti pantu je jen 12 AA, ale spojeni tézkych fetéz-
cl v pantu zajistuji ¢tyri disulfidické mUstky [9], a proto
je flexibilita IgG2 omezena. Vedle previadajici izoformy
se Ctyrmi disulfidickymi méstky (A/A) se vyskytuii i dalsi
izomery se dvéma disulfidickymi mistky (B/B) a tfemi
disulfidickymi mUstky (A/B).

IgG3 je nejvetsi zrodiny IgG (m. h. 170000).
V oblasti pantu mé az 62 AA a 11 disulfidickych mdst-
kd, spojujicich tézké retézce. Biologicky polocas, ktery
je u v8ech ostatnich IgG 21 dnl, miZze byt u IgG3 krat-
8 (7 — 21 dnd).

lgG4 je do jisté miry podobny IgG2, ato jak m.
h. 146000, tak poctem 12 AA v oblasti pantu (i kdyz
sjinou sekvenci). Dva disulfidické mCstky odpovidaji
IgG1. IgG4 také tvori izomery, ale jiného typu nez IgG2.
Disulfidické mUstky zajistujici spojeni tézkych fetézcd,
tzv. inter-vazbu (fixaci pantu) se mohou vazat na AA
jen prvniho a jen druhého tézkého fetézce — vytvori tzv.
intra-vazbu (pant se rozvolni). Tedy silna kovalentni vaz-
ba disulfidickych mdstk( se zrusi a molekula IgG4 drzi
pohromadé jen pomoci slabych nekovalentnich vazeb.
Za téchto okolnosti mize byt polovina molekuly 1gG4

nahrazena jinou polovinou klonu 1gG4, ktery generuijf
B-bunky. Z monospecifiké molekuly IgG4 vznika bispe-
cifickéa IgG4 a mdze byt zafixovana disulfidickymi mUst-
ky (kovalentni inter-vazbou) [8]. Reakce je vratna, takze
mUze opét vznikat monospecifickd molekula IgG4. To
je vyznamné, protoze avidita bispecifického IgG4 vidi
Ag je nizsi.

Imunoglobulin M (IgM)

IgM je také oznacovan jako makroglobulinova Ab
pro svou vysokou m. h. (900000 — 970000) [1]. Mole-
kula IgM je polymer péti peptidovych subjednotek
[10] a kazda nese vlastni C, domeénu s tézkymi feteézci
y. Polymerace subjednotek do konfigurace pentame-
ru (Fig. 3), pfipadné hexameru, zavisi na pritomnos-
ti fetézce J, jehoz funkci je stabilizovat sulfhydrilové
skupiny fragmentu Fc béhem syntézy Ig tak, aby
zUstaly dostupné pro vznik sité vazeb mezi jednotli-
vymi subjednotkami. Polymerace probiha postupné;
napred vznika dimer a pfipojovanim dalSich mono-
mer( az pentamer. Na glykoproteinovy fetézec J (m.
h. 15000) Ize pripojit jeSté jeden monomer IgM, a tak
vznika hexamer, ale bez fetézce J (patrné ze steric-
kych dGvodd) [11]. Volna molekula IgM v roztoku ma
planarni hvézdicovou konformaci (jako kolo vagonu)
a nereaguje s komplementem, zatimco po navaza-
ni Ag se IgM preklopi do svorkové krabi konforma-
ce a mUze fixovat komplement [12]. | kdyZ je valence
paratopu IgM 10 antigen(, v pfipadé vétsich antigen(
je to ze sterickych divodU jen 5 antigen( nebo i méné
(oblast hrdla IgM neumoznuje flexibilitu jako u IgG)
[6]. IgM Abs maiji nizkou afinitu vici haptendm, ale
vzhledem k tomu, Zze umoznuji vicenasobnou vazbu,
tak maji vysokou afinitu vici Ag s vice epitopy. IgM
se muze vyskytovat také jako monomer, ale pouze na
povrchu B-bunék. IgM ma biologicky polo¢as 5 — 10
dnd. Nejistota poc¢tu antigend, které se vazou na IgM
Ab je patrné dlvodem pro¢ je povolena tolerance
chyby stanoveni IgM tak vysoka (30 %).

Fig. 3. Structure of IgM
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Imunoglobulin A (IgA)

IgA se vyskytuje jako monomer (ale mohou se
vyskytovat i dimery, trimery a tetramery [6], tedy m. h.
150000 — 600000) v séru a jako dimer (Fig. 4), stabi-
lizovany v{ci proteolyze v mukosnich sekretech. IgA
je jednoduchy peptid [10], vytvoreny z jedné variabilni
a tfi konstantnich domén, ale ma vétsi pocet disulfi-
dickych vazeb nez IgG. Dva intra-vazebné disulfidické
mUstky jsou na tézkém fetézci a, ato v doméndch
C,2 aC3. Tyto poskytuji zaklad pro vznik mezimo-
lekularni vazby Fc fragmentd v dimeru pres polypep-
tidovou sekre¢ni slozku (chrani pred Stépenim pro-
teazou) a retézec J [2], ktery usnadfiuje polymeraci.
Polypeptidova sekre¢ni slozka ma m. h. 70000 a pét
domén podobnych Ig; mdze, ale nemusi byt vazana
na dimer IgA pres disulfidicky mUstek [1]. Retézec J
je stejny jako u IgM (m. h. 15000). IgA ma k dispozi-
Ci tfi mista pro glykosylaci. IgA se vyskytuje ve dvou
podtfidach. Monomer IgA1 (biologicky poloCas 5 — 7
dnd) je hlavni podtfidou, kterd se vyskytuje v séru.
Dimery IgA1 a IgA2 (biologicky poloc¢as 4 — 6 dnd) se
vyskytuji v témér rovnomérném zastoupeni (IgA2 leh-
ce prevazuje) v mukosnich sekretech. IgA1 ma delsi
pant nez IgA2, avSak IgA2 obsahuje navic disulfidické
mUstky na C-konci lehkého fetézce [2].

Secretory Piece

Fig. 4. Secretory IgA (dimer)

Imunoglobulin D (IgD)

Monomer IgD ma m. h. 175000 — 184000 [6] (obsa-
huje tézke retézce & se tremi C, doménami, které jsou
deldi nez y a a) a biologicky polo¢as 2 — 8 dnl. Mezi
tézkymi fetézci nejsou zadné disulfidické mUstky. IgD
ma nejrozsahlejsi oblast pantu (64 AA) ze vSech Ig, a to
ve dvou strukturné odlisnych segmentech, coz umoz-
fuje maximalni flexibilitu pfi kontaktu s Ag.

Imunoglobulin E (IgE)

Monomer IgE ma m. h. 190000 [6] a biologicky
polo¢as 1 — 5 dnl [12]. Vyskytuje se v séru v extrémné
nizké koncentraci (0,003 %). Obsahuje tézké retézce ¢
se Styfmi C,, doménami a ma jeden disulfidicky mlstek
v hrdle a dalsi dva mUstky spojujici Fab raménka.

Reaktivita Abs

Vazebné sily mezi Ab a Ag jsou Ctyr typd [13].
tazlivosti mezi opacnymi naboji (nabité vedlejsi Fetéz-
ce AA — hraji vyznamnou roli pfi afinité Ab). Van der
Waalsovy sily, zpUsobené vykyvy v elektronovych
oblacich opacné polarizovanych sousednich atom(,
jsou velmi slabé a uplatiuji se az pfi bezprostfednim
priblizeni Ab a Ag. Imunoreakce probihaji vzdy ve
vodném prostredi, a tak se uplatfiuji jesté vodikové
mUstky vytvorené sdilenymi elektronegativnimi ato-
my vodiku mezi atomy kysliku (slabsi vodikové mdst-
Ky se projevuji také vazbou na p-elektrony dusiku)
a také hydrofobni vazby, které vznikaji vzajemnym
proplétanim hydrofobnich skupin (napf. AA leucin,
izoleucin) pfi vytlacovani vody (&im rozsahlejsi plo-
cha je chranéna pred vodou, tim jsou hydrofobni sily
vétsi). Molekuly vody mohou byt zachyceny v kapse
hypervariabilni smycky Ab a mohou pfispivat k vazbé
mezi polarnimi skupinami AA [14]. P¥i vzniku vazby
Ab-Ag se nejvice uplatiuji slabé nekovalentni Van
der Waalsovy sily, takze tato vazba mize byt snadno
rozstépena vlivem nizkého &i vysokého pH, vysokych
koncentraci soli, detergenty nebo chaotropnimi ion-
ty (snizuji strukturovanost vody, napf. jodidy nebo
guanidin). Nékdy k tomu mUze dochézet i pfi vysoké
koncentraci epitopl Ag.

Reakce mezi homologickou Ab a Ag je dvoustup-
nova. Pocatecni, neboli primarni vazebna reakce neni
viditelna. Nasledné zviditelnéni této reakce zavisi na
nékolika faktorech: izotypu Ab, valenci (mocenstvi)
Ag apodobé Ag (Castice nebo rozpusténa latka).
Pri reakci Ab s Ag se uplatnuji dva typy epitopU, a to
konformacni a sekvenc¢ni [2]. Konformaéni epitopy
vyZaduji neporusenou prirozenou (plvodni) trojroz-
meérnou konfiguraci molekuly, aby se mohla uplatnit.
AA, které se uplatfiuiji, jsou blizko sebe v prostoru, ale
jejich umisténi v primami strukture Ig mize byt navza-
jem dosti vzdalené. Denaturace molekuly rozrusi tento
typ epitopl a Ab specificka vici konformacnim epito-
pdm se nevaze na denaturovany Ag. Na druhé strané
Ize pripravit Ab proti epitoplm denaturovaného Ag,
ktera ale nereaguije s epitopy plvodniho neporusené-
ho Ag. Jinym typem epitopl jsou sekvenéni epitopy,
coz jsou kratké Useky 4 — 7 AA, které umozni rozpo-
znévat oblasti kratkych peptidd se spravnou sekvenct
uvnitf velkého Ag. Tyto epitopy jsou oznaCovany také
jako kontinualni nebo linearn.

K imunogenicité latek prispivaji Ctyfi viastnosti: veli-
kost imunogenu (také jeho davkovani a zplisob poda-
ni), chemické slozeni, cizorodost a prfitomnost adju-
vantd (zlepsuiji dispergacni schopnosti imunogenu).

Slouceniny s m. h. < 1000 nejsou obvykle imuno-
geny. Latky v rozmezi m. h. 1000 — 6000 mohou, ale
nemusi byt imunogeny. To zdlezi zpravidla na jejich
strukture. Linearni molekuly vétSinou imunogeny jsou,
zatimco kulovité obvykle nikoliv, protoze vétSina epito-
pl neni pristupna pro imunoreakci s Ab, nebot je uza-
viena uvnitf koule. Molekuly s m. h. > 6000 jsou obvyk-
le imunogenni.
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Fyzikdlné-chemicka rliznorodost latek je zpravidia
potfebna, aby se chovaly jako imunogeny. Homopo-
lymery AA obvykle nejsou imunogeny (napf. poly-y-D-
glutamova kyselina s m. h. 50000).

Cizorodost byla dfive uvazovana jako bezpodmi-
necny pozadavek pro imunogenicitu. Nyni je zfejmé, ze
urcité vlastni slozky mohou byt imunogenni vici viastni-
mu individuu. RozStépené nebo denaturované antigeny
mohou mit vy33i imunogenicitu nez cizorodé antigeny.

Adjuvanty nejsou samy o0 sobé imunogenni, ale zvy-
Suji imunitni odezvu tim, Ze zpdsobuji uvolnéni cytokin(
nebo transformaci Ag. T-dependentni imunogen musi
byt degradovan enzymem, aby se stal imunogenni.
Peptidy D-aminokyselin nejsou imunogenni, zatimco
jejich L-izomery obvykle imunogenni jsou.

Hapteny jsou nizkomolekularni slouCeniny, které
jsou samy o sobé neimunogenni, ale po konjugaci
na vysokomolekulari nosi¢ se stavaji imunogenni.
Koncepce haptent je vyuzivana u nékterych vakcin.
Pouziti vhodnych epitopl navazanych na vysokomo-
imunogend.

Makromolekuly obvykle maji vice jedineénych ane-
bo opakujicich se epitopll. Pokud dochazi k imunore-
akci mezi mnoha epitopy Ag a mnoha paratopy Ab,
oznacCuje se vysledna vazebna sila jako avidita, tedy
suma vsech afinit. Protoze se pfi imunoreakci méri
avidita, mdze byt Ab s vice paratopy a nizsi afinitou
(IgM) citlivéjsi nez Ab s méné paratopy a vysSi afinitou
(Ig@). Imunogeny s rozdilnymi epitopy vyvolavaji hete-
rogenni imunitni odezvu, tj. reakci riznych Abs. Oba
typy imunogen’ mohou tvorit rozsahlé komplexy, kde
je na imunogen navazano mnoho molekul Abs (rozdil-
nych nebo stejnych) a tyto se mohou ukladat, napf.
v ledvinach.

Specifita Ab pfi rozpoznavani epitopli Ag je vyso-
kd, ale nikoliv absolutni. Takze na Ab se mohou vazat
antigeny, které jsou strukturné velmi podobné (napr.
a- a B-glukosid); ale strukturné podobné antigeny
se vazi na Ab s nizsi afinitou, nez Ag specificky vUCi
Ab. Obecné plati, ze Ab s nizkou afinitou je vysoce
specificka, protoze mize vazat pouze Ag s optimal-
ni komplementaritou [15]. Rozhoduijici pro vznik vaz-
by Ag-Ab jsou Van der Waalsovy sily, které zavisi na
komplementarité epitopu Ag a paratopu Ab. Ke kfizo-
vé reaktivité dochdzi, maji-li dva rlizné antigeny iden-
ticky epitop (nebo dokonce vice identickych epitopd).
V tomto pripadé mdze byt kfizova reaktivita velmi
vysoka. Nebo jsou u rozdilnych imunogent podobné
epitopy (bud v sekvenci, nebo tvarem) a pak je kfizo-
va imunoreakce nizsi. Jestlize je v imunoreakci kfizova
reaktivita > 10%, je pro analytické ucely nepfijatelna.
Na druhé strané mize dochézet k tomu, ze dvé Abs
maji rozdilné paratopy s odliSnou sekvenci AA (avSak
jsou z hlediska tfirozmeérné struktury velmi podobné)
a mohou vazat identicky Ag [15].

Afinita Ab se zjiStuje rovnovaznou dialyzou [6], kdy
se sleduje ustaveni difuzni rovnovahy mezi Ab a radio-
aktivné znaCenym Ag. Oba reaktanty jsou pred dialyzou
v separatnich komUrkach, oddélenych polopropustnou
membranou. Zrald Ab mize mit 30000krat vyssi afini-

tu k epitopu Ag (haptenu) nez zarodecna Ab. Zrald Ab
ma pomerne rigidni strukturu a epitop Ag zapada do
paratopu Ab jako kli¢ do zamku, tedy s vysokou spe-
cifitou. ZarodeCna Ab ma sice nizkou afinitu, ale vyssi
flexibilitu ve vazebné oblasti, ktera se mize prizplso-
bit rlznym antigendm [15]. Nékteré purifikované Abs
(obvykle IgM) jsou polyreaktivni (nékdy se oznaduji jako
prirozené nebo plivodni) a jejich vyskyt je maly i pfi sti-
mulaci Ag.

Hypervariabilni oblasti

Tyto oblasti, nazyvané také CDR, na konci ramének
Fab tvofi vazebné misto Ab-Ag. Smycky oblasti CDR
jsou spojeny pomoci B-vidken s variabilnimi doménami
lehkych a tézkych fetézcl. Zbyvajici Ctyii Casti lehkych
a Gtyri ¢asti tézkych fetézcl vykazuji mnohem mensi
variabilitu a tyto Casti Ig se oznacCuji jako skelet (fra-
mework), ktery je nosnou konstrukci Sesti hypervariabil-
nich smycek a tvofi 85 % segmentu. Trirozméma struk-
tura skeletu je pro vSechny Abs prakticky stejna. Skelet
tvoli kompaktni B-vlaknovy valcovy sendvi¢ s hydro-
fobnim jadrem [12]. Pfipojené hypervariabilni smycky
(Fig. 5) jsou mnohem flexibilngjsi nez B-viakna. Hyper-
variabilni smyc¢ka [1] je velmi ovlivnitelna poradim AA
a sekvence (tzv. idiotypy) jejich variaci urCuje specifitu
Ab vici Ag. Monoklonélni Ab je vzdy jen jednoho idioty-
pu. Variabilita sekvence AA ovliviiuje tvar paratopu, jeho
hydrofobicitu a naboj [12]. Pro specifitu Ab-Ag reakce
jsou vétSinou dominantni tézké fetézce [6]. Kontakt
Ag-Ab v pripadé velkého proteinového Ag tvori zvinény
plochy tvar s komplementarnimi depresemi a vystup-
ky [14]. Malé hapteny jsou obvykle ulozené v kapse Ab
nebo drazkach mezi tézkymi a lehkymi fetézci variabil-
nich domén Ab. Lehké a tézké fetézce vytvareji 3 CDR
v kazdém Fetézci a tvoli stény s drazkou pro vazbu Ag
[16]. P¥i vzniku vazby Ag-Ab se uplatiuji konformacni
zmény u epitopl Ag, nebo paratopl Ab, nebo u obou
reaktantl, tak aby byly oba reaktanty co nejblize
(obvykle 0,1 nm) a vznikla vazba byla pevngjsi. Vazeb-
na sila Van der Waalsovych sil klesa s Sestou mocni-
nou vzdalenosti. Na Ab se obvykle navazi dva antigeny.
Rozlehly kontaktni povrch umoznuje pevné a vysoce
specifické spojeni Ag-Ab [16]. Bylo zjisténo, ze funkeni
paratopy prirozenych Abs obsahuji pfedevsim aroma-
tické vedlejsi fetézce (jsou hlavnim donorem vazebné
energie) a funkéni skupinou byva nejcastéji tyrosyl [17],
mensi Cast paratopu tvori kratké fetézce s hydrofilnimi
skupinami (napf. glycin, serin). Tyto hydrofilni skupiny

Fig. 5. Hypervariable loops
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epitopu Ab zajistuji elektrostatickou interakci s odpovi-
dajici polarni skupinou epitopu Ag. Ag se pfipojuje pres
polarni kontakt z 80 % elektrostatickou vazbou a 40 %
z toho tvori vodikové mUstky, které prispivaji ke speci-
fité vazby Ag-Ab.
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