VZTAH
ANTIGEN-PROTILATKA



Reakce antigenu s Ab:

v in vivo - reakce prospésna (vznik imunity)
- reakce skodliva (imunopatologicka)
- reakce indiferentni (neodpovida)

v in vitro — zaklad imunochemickych metod



Zakladem reakci v imunochemii
je vznik biospecifické vazby
mezi vazebnymi misty protilatky a determinantnimi

skupinami antigenu za vzniku protilatkove-antigennich
komplext (imunokomplext)

v nekovalentni interakce (podobné enzymy, hormony)
v struktura antigenu se nemeéni irreverzibilné



Sily, které se uplatnuji pri interakci Ag-Ab

v vodikové vazby

v nepolarni hydrofobni interakce

v' Coulombovy sily

v' van der Waassovy sily

v Londonovy disperzni pritazlivé sily
v’ stérické odpudivé sily
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Vodikoveé vazby

interakce elektronove deficitniho
protonu se dvéma atomy
s velkou elektronovou hustotou

V pripadé proteinu se vodikové mustky tvori
mezi hydrofilnimi skupinami (-OH, -NH,, -COOH)
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Hydrofébni interakce

v pri dostatecném priblizeni dvou hydrofébnich povrcht
v €ast aminokyselin (leucin, izoleucin, valin a fenylalanin)
v" molekuly proteinti ve vodném prostredi se snazi zaujmout
takovou polohu, aby jejich hydrofébni skupiny byly co
nejblize sobé, cimz se vylouci nebo omezi kontakt
s molekulami vody.
v' tim dostavaji do energeticky vyhodnéjsiho stavu (entropie)
v hydrofébni interakce patri v reakcich antigenu a
protilatek k nejvyznamnéjsim



Coulombovy sily

v’ vznik na zakladé vzajemného pritahovani opaéné
nabitych funk€énich skupin nebo molekul

v koncové aminokyselinové jednotky
(lysin, arginin, histidin, kyselina asparagova a
kyselina glutamova)

v" maji mensi vliv nez hydrofébni interakce.

Proti kladné nabitym hapténiim vzniknou
zaporné nabité protilatky



VAN DER WAALSOVY SILY

v Naboj na jedné molekule nebo atomové skupiné
muze indukovat vznik dipélu na druhé molekule.
v'Vzajemné ovlivhovani elektronovych
oblakul dvou polarnich skupin atomu.
v'Vysledkem pulisobeni jednoho elektronového oblaku
na druhy je vznik oscilujicich dipoli na
obou skupinach.
v'Vzniklé dipdly se vzajemné pritahuji
na mistech, kde maji opacné nabité naboje.

VAN DER WAALSOVY SILY se uplatiuji hlavné
pri stabilizaci imunokomplexu



LONDONOVY DISPERZNI SILY

v" P¥i interakci elektronovych oblakti dvou nepolarnich
skupin atomu vznikaji podobné pritazlivé sily.

v" Disperzni sily jsou podminéné fluktuacemi
elektronu, uplatiuji bez vzniku permanentnich
dipélu



Sila vazby se zvySuje se zmensovanim vzdalenosti
mezi reagujicimi skupinami:

Coulombovy interakce F = 1/d?

disperzni sily F=1/d"

F... pritazliva sila

d... vzdalenost mezi naboji

coulombovské sily pusobi na vétsi vzdalenost nez
disperzni sily



v'Sila vazby se vyrazné zvysSuje se

zmensovanim vzdalenosti mezi reagujicimi

skupinami.

v Pozadavek na co nejtésnéjsSiho priblizeni

obou reagujicich skupin, aby se mohly

pritazlive sily uplatnit.

v Ale, aby se mohly uplatnit, musi prekonat
stericke odpudive sily



STERICKE (PROSTOROVE) ODPUDIVE SILY

v Vznikaji mezi dvéma atomy, které nejsou spojené
chemickou vazbou na zaklade vzajemného prolinani jejich
elektronovych oblaku.

v' Cim vétsi komplementarnost maji oba typy oblaki,
tim mensi odpudivé sily jsou mezi nimi.

v Zakladni faktor, podle kterého se protilatka vybira
vhodny antigen pro interakci.

v Nespecifické antigenové determinanty nemaji vazebna
mista na molekule protilatky, velke odpudive sily mezi nimi,
brani nebo omezuji tvorbu vazby na minimum
(krizove reakce).

v Elektronové obaly determinantu a vazebného mista Ab
komplementarni, odpudiveé sily jsou malé, mohou
previadnout pritazlive sily, které pak realizuji
Imunospecifickou vazbu.

Protilatka ma pro antigen vysokou afinitu.



Pri reakci Ab a Ag nevznikaji kovalentni vazby ,
ale jen ty vyse zminéné.



Rovnovazné konstanty

antigenovy determinant + vazebne misto Ab
H + ADb

vznika rovnovazny vztah



AbJ+[H] == [AbH]

Hranaté zavorky: rovnovazné molarni koncentrace
K, asociacni konstanta
Kyg disociacni konstanta

Guldberguv-Waaguv zakon:
rychlost tvorby komplexu je umérna koncentraci obou
reagujicich slozek

rychlost asociace: ka[Ab][H]

rychlost disociace:

kJAbH]



Pri rovnhovaze se rychlost asociace = rychlosti disociace

k[Ab]H|=k|AbH]

k. |AbH]
ko [Ab[H]

Kde K je rovnovazna asociacni konstanta
charakterizuje efektivnost vazby a jeji hodnoty
pri reakci antigenu a protilatky se pohybuji

v rozsahu 10° az 101! mol/l.



Termodynamické stanoveni K:

Zjednoduseni: predpoklad:

-monovalentni haptén

-monoklonalni Ab (nebo konvecni)

Provedeni:

= smichani H a Ab, po ustaleni rovnovahy
se zmeéri konc. H volného a vazaného v komplexu

* hodnoty se dosadi do Scatchardovy nebo
Langmuirovy rovnice a z ni se urci K

* rovnice lze odvodit Guldberwaagova zakona



[AbH]_r_ nK[H]
[Ab]  1+K[H]

r jsou moly haptenu vazaného jednim molem protilatky
[H]  molova koncentrace volného hapténu
n valence protilatky

z toho vztahu vyplyva:

—=nK -rK

[H]



L:nK-rK

[H]

SCATCHARDOVU rovnici Ize graficky znazornit jako:
zavislost ﬁ na r

Ze ziskane primky lze spocitat K a také n

r

[H] SMERNICA =-K

PRIESEGNIK=n

/

r




SCATCHARDOVA a LANGMUIROVA rovnice
= charakterizuje obecné jakoukoliv vazbu ligandu
na specifické vazebné misto (také enzym-substrat atd.)
* enzym-substrat jsou rovnice primky
= protilatky a haptény odchylky od primky

Pricina: heterogenita protilatek nerovnocennost
vazebnych mist
= vSechny molekuly protilatek nemaji stejnou afinitu
k hapténu
» vysledkem je krivka misto primky, ktera nedovoluje urcit K.

Vyreseni problemu pomoci GAUSSOVY nebo SIPSOVY
DISTRIBUCNI FUNKCE



Afinita

intenzita interakce mezi vazebnym mistem

protilatky a determinantem antigenu (haptenem)
Afinita je termodynamickeé vyjadreni primarni vazebné
energie pro jeden determinant antigenu.

Standardni chemicka afinita A° = afinita

(termodynamika) (v imunologické terminologii)
A°= -AG°
(Gibbsova energie)
—AG°= RT InK

R je plynova konstanta
T je teplota
K rovnovazna asociachi konstanta



—-AG°= RTInK

Cim ma protilatka vyssi afinitu, tim zapornéjsi bude
hodnota AG°®.

GIBBSOVA energie ma dve slozky: - ENTALPII (H)

- ENTRORPII (S)
AG=AH - TAS
AH je zména entalpie, teplo absorbované nebo uvolnéné
pri asociaci
zaporné hodnoty AH = exotermicka reakce
(uvolneni tepla)

kladné hodnoty AH = endotermicka reakce
(absorpce tepla)



v Standardni zménu entalpie Ize vypogditat
z tepelné zavislosti asociacni konstanty

dinK  AH°
dl RT?

v zméfFi se kalometricky

Entropie vyjadfuje stupen uspofadanosti systému:
cim je vetsi (neusporadanost systemu)
tim je vetsi je jeji pravdepodobnost




Vznik vodikove vazby -zaporna AH®a AS°

Hydrofobni interakce -slabé kladna AHa
-silné kladna AS®

Coulombovske interakce -kladna AS°(rozruseni
usporadanosti molekul vody)

Pritomnost nepolarnich latek zvysuje silu CI
a snizuje silu hydrofébnich interakci.
Zvyseni iontoveé sily prostredi zvysuje silu
hydrofobnich interakci (snizuje silu Cl).



Avidita

Antigeny obsahuji nékolik determinantu, proto

se zavadi pojem avidita, ktery charakterizuje
vazebnou energii mezi komplexnim antigenem

a protilatkou.

Avidita je zavisla na afinite, ale bere v uvahu
valenci antigenu a protilatky i nespecificke faktory,
které ovlivinuji vazby mezi antigenem a protilatkou.



Valence protilatky.

pocet vazebnych mist na jeji molekule,
ktera jsou schopna reagovat

s determinantami urcitého antigenu

Valence antigenu:

pocet determinantnich skupin, které se mohou
vazat s protilatkou

Nespecifické faktory:
interakce jinych casti molekul, nez je vazebneé
misto protilatky a antigenovy determinant




Pri reakci kompletniho antigenu s protilatkou

se uskutecnuji multivalencni interakce

(ne jen specificka reakce mezi vazebnym mistem
a determinantni skupinou)

afinita # avidita

IgM vazebna mista maji stejnou afinitu

pro antigen jako IgG, ale pro multivalencni antigen
budou mit vyssi aviditu jak IgG

Protilatky IgM jsou vic avidické

(maji vic vazbovych mist a vetsi molekulu a tim i
vetsi schopnost vazat antigen)



Jak se meri afinita protilatek?

Mirou afinity je rovhnovazna konstanta mezi Ab a Ag
Pri nekolika koncentracich antigenu se zmeri
mnozstvi volného a vazaneho antigenu

po dosazeni rovhovazného stavu.

Komplikace:

sekundarni jevy:

v’ precipitace

v aglutinace

v nespecifické interakce imunoglobulinu
S Fc-receptory a slozkami komplementu




Metody stanoveni afinity:

v rovnovazna dialyza

v’ srazeni siranem amonnym

v membranova filtrace

v spektrofluorimetricka metoda
(zhaseni fluorescence)

v separacni metody (gelova a afinitni
chromatografie, elektroforéza)



Metoda rovnovazné dialyzy

predpoklad:
neprichodné pro Ab
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= samotny hapten: v obou ¢astech stejna koncentrace
= do jedné Casti Ab: Cast H se vaze na Ab, volny H stejny
= jina konc. H, stejné mnozstvi Ab (nekolik konc. H)
= ze ziskanych hodnot se vypocita afinita po dosazeni
do Langmuirovy nebo Sipsovy rovnice.
Nevyhoda: dlouha doba nez dojde k ustaleni rovnovahy
(16-48 hodin)



Metoda srazeni siranem amonnym

cisté protilatky nebo imunitni sérum

pri 50 % nasyceni (NH,),SO, precipitace
protilatek i jejich imunokomplexu s hapténem,
haptén radioaktivné znaCeny

radioaktivita v precipitatu:

mnozstvi vazaného hapténu,

radioaktivita v supernantantu

mnozstvi volného hapténu

Podminka: haptén musi byt rozpustny
v 50 % siranu amonném.




Sekundarni jevy
Sledovani kinetiky reakci antigenu s protilatkou
komplikuji dalsi interakce tzv. sekundarni jevy.

v’ precipitace imunokomplexu

v aglutinace castic

v vazba slozek komplementu

v vazba cytofilnich protilatek a imunokomplexiti
na bunky

v nespecifické interakce protilatek a jejich
komplexu s riuznymi latkami



Imunoprecipitace

Rozpustny antigen + rozpustna protilatka = precipitat
(srazenina)

Precipitat je vysledkem tvorby trojrozmeérné mrizkoveé
struktury. Polyvalentni antigen a polyvalentni protilatka.

Dvé faze precipitace
v Rychla faze: tvori se rozpustné komplexy

(detekce jen specialnimi metodami)

v Pomala faze: agregace rozpustnych imunokomplext
se tvori nerozpustné komplexy
(reakce nekolik hodin az dni)

antigeny. precipitogeny
protilatky: precipitiny



Protilatky, které neprecipituji antigen
monovalentni nebo univalentni

maji jen jedno vazebné misto
konvencni protilatky: existence se nepotvrdila,

jedno misto maji fragmenty Fab,

ale ne celé molekuly imunoglobulinu

PriCina neprecipitace: nizka afinita protilatek
musi se pridat velky nadbytek
antigenu, aby mohl reagovat
aspon s nekterymi vazebnymi
misty, nadbytek brani, aby
probéhla druha faze precipitace:
agregace malych komplexu

monoklonalni protilatky



Neprecipitace monoklonalnich protilatek

Nesouvisi s nizkou afinitou (ta je vysoka)
ale s vysokou specifitou - schopnosti reagovat jen s
jednim determinantem na molekule komplexniho antigenu

VIIv 1zotypu na precipitaci:

IgM obvykle spatné precipituji nebo neprecipituji
vubec.
IgG jsou dobré precipitanty



Agregace rozpustnych imunokomplexu na nerozpustné

v'Nespecifické hydrofébni vazby mezi jinymi ¢astmi
protilatkove a antigenové molekuly (také ucast Fc) —_
X F(ab), nema schopnost precipitovat ol

v'"Nasledkem hydrofébnich zmén se snizuje
rozpustnost molekuly a tim i celého komplexu. Fleb);

VIiv teploty na precipitaci

v rychlost precipitace je pfimo umérna teploté

v rychlost precipitace stoupa v rozsahu 0 az 56°C
v mnozstvi precipitatu se stoupajici teplotou klesa

Vliv pH na precipitaci
rozsah 6,5 az 8,2




Pomeér mnozstvi Ag:Ab
Ma vliv na mnozstvi vznikajiciho precipitatu

Sledovani mnozstvi precipitatu
v kapalné prostredi serologické metody
v gelové prostredi imunodifizni metody

Kapalné prostredi:

v méreni mnozstvi precipitatu (vazeni, stanoveni
proteint)

v' zména optickych viastnosti
(turbidimetrie, nefelometrie,
spektrofluorimetrie)

v antigen radioaktivné znaceni
(mnozstvi volného a vazaného v komplexu)

Gelové prostredi:

Mnozstvi precipitatu (velikost plochy)
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POLYCLONAL ANTISERUM

excess Ab

Supernatants excess Ag

MONOCLONAL ANTIBODY

ﬁ) Antibody precipitated

Antigen added



Kvantitativni precipitace

Precipitacni krivka
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Makrometoda (0,5 ml)
Iylikrometoda (1-10 pl)
Rada zkumavek:

stejné mnozstvi Ab
rizné mnozstvi Ag
1-2 h stat pri 37°C
2-10 dni v lednicce
Cas precipitace

zkratit v prostredi 2% polyethylenglykolu (M. = 6000)

Precipitat odstredit, promyt PBS, rozpustit v 0,2 M NaOH

a analyzovat mnozstvi bilkovin metodou LOWRYHO
nebo mérit absorbanci pri 280 nm
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Ags & Abs combine

large aggregates form
at approximately equimolar concentrations
of Ag & Ab
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Tvar precipitacni krivky
v' Zavisly na druhu antigenu
v Proteinové Ag s M. = 40 az 160 tisic davaji
precipitacni krivky s ostrymi vrcholy v zéné ekvivalence
v Denaturované proteiny a polysacharidy davaji krivku
s Sirokymi vrcholy.
v Nékteré antigeny a protilatky tézko precipituji a metodu
kvantitativni precipitace u nich neni mozné proveést.

Vazebnou schopnost Ab

vyjadruje se jako mnozstvi antigenu, které se

muze v zoné ekvivalence vazat na 1 mg protilatky

nebo 1 ml antiséra.

Nekteré iontove detergenty (dodecylsiran sodny) mohou
pri nizkych koncentracich inhibovat precipitacni reakci
neionogenni detergenty (Triton X 100) neovliviuiji.




Imunoaglutinace

Protilatka reaguje s antigennimi determinantami,
které se nachazeji na povrchu castice
(erytrocyty, bakterie nebo jiné bunky)
t]. nerozpustny korpuskularni antigen

Vysledek: shlukovani téechto ¢astic aglutinace

nerozpustny antigen aglutinogen
protilatky aglutininy
komplex ¢astic aglutinat

Aktivni pFrima aglutinace
Aglutinogen je integralni soucéasti povrchu ¢astice



Imunoaglutinace
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pozitivni negativni Agglutination on carriers

Treponema pallidum haemagglutination
test (TPHA) for syphilis diagnostics,
erytrocytes carry the T.pallidum antigen




PASIVNI (NEPRIMA) AGLUTINACE

Inertni castice (latex), bunky, erytrocyty se mohou
urcitym antigenem obalit pasivné. Pak se prida
protilatka proti tomuto antigenu a Castice se
budou aglutinovat.

v’ propojovani polyvalentni antigenové
castice molekulami protilatek, ktere musi byt
alespon dvojvalentni.

v’ jednovalentni fragmenty protilatek Fab
neaglutinuji, ale mohou inhibovat

vfragment F (ab), je pfi aglutinaci stejné ucinny
jako cela IgG (neuplatnuje se Fc konec)



“ inhibice aglutinace nadbytkem protilatky
nebo nadbytkem korpuskularniho antigenu.

% castice s malym poctem determinantu aglutinuji
hire, nez ¢astice s vétSim pocétem

* podle poctu vazebnych mist protilatky IgM jsou
pri aglutinaci ucinnejsi nez IgG.



