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Subklas antibodi


Pada sekitar tahun 1960 an penelitian difokuskan untuk mendalami spesifik performa dari polyclonal antiserum kelinci terhadap human homogen IgG proteinmyeloma, yang menunjukkan adanya subgrup IgG yaitu IgG1, IgG2, IgG3 dan IgG4. kemudian sejak tahun 1980 an antibodi monoklonal terhadap human IgG dan subklas IgG mudah didapat, dapat diukur dan diproduksi, serta perkembangan penelitian mengenai subklas IgG berkembang dengan cepat (Reimer et al, 1984; Vlug & Van Remortel, 1984; Schur, 1987).


Secara kuantitatif, konsentrasi subklas IgG pada serum manusia berturut-turut adalah IgG1>IgG2>IgG3=IgG4. Empat subklas IgG tersebut sangat berbeda-beda dalam jumlah komposisi asam aminonya dan struktur “hinge region” nya, dimana hal tersebut terdapat pada bagian molekul yang mengandung ikatan disulfid diantara rantai “y-heavy”. Daerah tersebut terkletak diantara Fab (fragmen antibodi binding) dan dua terminal karboksil domain (CH2 dan CH3) keduanya pada rantai heavy (H), yang menunjukkan fleksibilitas dari molekul. Pada skema struktur Ig terlihat molekul yang mengandung “domain-like structure”, dimana dua ikatan kembar Fab fragmen singel (satu) Fc fragmen (fragmen cristalisable), terlihat sedikit mobil (bergerak-gerak).


Hinge bagian atas (kearah terminal amino) adalah sambungan variabel yang dapat bergerak diantara lengan Fab (Fab-Fab flexibility), begitu juga masing-masing lengan bergerak berotasi. Sedangkan fleksibilitas dari hinge bagian bawah (kearah terminal karboksil) adalah bergerak diantara lengan Fab-Fc (Fab-Fc flexibility). Fleksibilitas hinge Fab-Fab dan Fab-Fc adalah sangat penting untuk menstimuli fungsi efektor seperti aktifasi komplement dan pengikatan reseptor Fc.


Panjang dan fleksibilitas dari daerah hinge bervariasi diantara subklas IgG. Daerah hinge dari IgG1 jumlah asam aminonya sekitar 216-231 dan sangat fleksibel, fragmen Fab dapat berotasi simetri pada disulfida. Pada IgG2 hinge-nya lebih pendek dengan 12 residu asam amino dan empat sambungan disulfida. Daerah hinge IgG2 mengandung sedikit residu glycine, relatif pendek dan mengandung poly-proline dobel helix, distabilkan dengan ekstra rantai H sambungan disulfida. Sifat tersebut membatasi fleksibilitas dari molekul IgG2. Pada IgG3 berbeda dengan subklas antibodi lainnya, daerah hinge yang lebih panjang (sekitar 4 kali panjang hinge IgG1), terdiri dari 62 asam amino (termasuk 21 proline dan 11 cystein), dengan bentuk fleksibel poly-proline dobel helix. Pada IgG3 ini fragmen Fab relatif jauh dari fregmen Fc, sehingga fleksibilitas molekulnya sangat besar. Perpanjangan hinge dari IgG3 juga menyebabkan berat molekulnya menjadi lebih besar dibanding dengan subklas lainnya. Daerah hinge dari IgG4 lebih pendek daripada IgG1 dan fleksibilitasnya sedang yaitu diantara IgG1 dan IgG2. Pada Tabel 1, terlihat perbedaan subklas IgG pada jumlah “inter-heavy chain disulfide” yang mengikat daerah hinge. Perbedaan struktur diantara subklas IgG juga menunjukkan suseptibilitas mereka terhadap enzim proteolytik seperti papain, plasmin, trypsin dan pepsin.

Tabel 1. Sifat fisiko-kimia dari subklas IgG pada orang

Parameter
IgG1
IgG2
IgG3
IgG4

- Tipe rantai H
Gamma 1
Gamma 2
Gamma 3
Gamma 4

- Berat molekul (KD)
146
146
170
146

- asam amino pada hinge
15
12
62
12

- Ikatan disulfida rantai inter H pada hinge
2
4
11
2

- Kepekaan terhadap enzim proteolytik
++
+/-
+++
+

- Jumlah allotype
4
1
13
0


IgG3 sangat peka terhadap enzim tersebut (+++), sedangkan IgG2 relatif tahan. IgG1 dan IgG4 bersifat sensitif sedang. Hal tersebut bergantung pada enzim yang digunakan. Selama enzim proteolytik memecah semua molekul IgG didekat atau pada daerah hinge menunjukkan bahwa sensitifitas dari IgG3 terhadap digesti enzim tersebut berhubungan dengan titik kelemahannya. Perbedaan struktur lain diantara subklas IgG adalah hubungannya dengan rantai H dan L, dengan ikatan disulfida. Ikatan antara terminal karboksil dan rantai L dengan residu cystein pada posisi 220 (pada IgG1) atau posisi 131 (pada IgG2, IgG3 dan IgG4) pada sequence CH1 dari rantai H. Karena pada struktur yang berlipat maka posisi tersebut sangat berdekatan, sehingga mereka dapat bertahan pada struktur yang esensial pada molekul.


Perbedaan diantara gen encoding subklass molekul protein IgG adalah pada komposisi asam amino dan sifat derivatnya, terjadinya mutasi dalam gen ini menyebabkan berubahnya variasi komposisi protein subklas IgG dalam satu populasi. Mutasi yang terakhir akan menentukan dasar penanda genetik (disebut Gm allotype) dan merupakan perbedaan yang kecil dari sequence asam amino primernya dianta molekul satu subklas IgG pada semua spesies. Alotipe tersebut adalah alotipe polymorfik epitope yang diturunkan menurut hukum Mendel. Diantara individu terdapat perbedaan bentuk allely yang diekspresikan. Pada saat ini, immunoglobulin 6 dapat di typing, ada 18 perbedaan allotype yang berlokasi pada rantai H. Subklas IgG2 adalah yang paling polymorfik, dengan 13 allotype. Ada empat pada IgG1 dan satu pada allotype IgG2, sedangkan pada IgG4 tidak terdeteksi adanya allotype pada rantai Hnya. Allotype dari immunoglobulin dapat digunakan sebagai diagnostik adanya kelainan genetik pada suatu keluarga.


Gambar 1. Struktur antibodi dan lokasi digesti enzim proteolitik

Aktifitas subklas antibodi IgG


Distribusi respon spesifik subklass antibodi IgG sangat bervariasi bergantung pada struktur antigennya (karier, jumlah epitop, sifat fisikokimia), dosis dan pintu masuknya serta konstitusi genetik dari hospesnya. Pada sel T dependent antigen (Thymus-dependent) memerlukan interaksi dengan helper sel T limposit untuk menstimuli sel B limposit supaya memproduksi antibodi. Yang menarik disini adalah respon antibodi terhadap antigen tertentu menghasilkan subklas antibodi IgG yang tertentu pula (Soderstorm et al, 1985; Burton & Woof, 1992; Bredius 1994). Dimana antibodi terhadap protein antigen bakteri dan virus seperti tetanus toxoid atau komponen membran luarnya, yang merupakan antigen dependent sel T, dapat terdeteksi pada semua subklas IgG, yaitu IgG1 untuk previling isotype, kadang kombinasi dengan IgG3 (Ferante et al, 1990). Anti-protein antibodi dari IgG2 biasanya hanya sebagai kontribusi marginal. Dilain pihak antibodi IgG terhadap antigen polisakarida yang biasanya independent selT, terlihat sangat berperan lebih banyak pada imunisasi bakteri tak berkapsul (seperti: Neisseria meningitis, Haemophylus influenza dan Streptococcus pneumonia), sehingga menyebabkan respon IgG anti-polisakarida sangat besar (Siber et al, 1990). Terdapat kekecualian pada anak umur 2-3 tahun, antibodi antipolisakharida ditemukan pada subklas IgG1 (Morrel et al, 1990). Pengulangan imunisasi dalam waktu yang lama dengan stimulasi antigen dependent sel T menyebabkan peningkatan respon antibodi IgG4 sangat nyata (Aalberse et al, 1983).


Beberapa pasien yang menderita haemophilia yang biasanya secara teratur diobati dengan kloting faktor IX, cenderung terjadi perkembangan terbentuknya antibodi terhadap protein obat yang diberikan tersebut, sehingga terjadi peningkatan secara nyata jumlah subklas antibodi IgG4. Pada umumnya anti viral subklas antibodi IgG sangat terbatas pada IgG1 dan IgG3, dimana IgG3 terlihat pada awal infeksi. Sedanngkan distribusi subklas Ig yang merespon anti-bakteri lebih heterogen, selama bakteri tersebut mengandung epitop antigen yang berbeda-beda yang menunjukkan adanya variasi struktur protein dan karbohidratnya. Subklas IgG yang mendeteksi antigen spesifik antibodi masih belum begitu jelas, walaupun banyak penelitian telah dilakukan pada bidang ini. Telah banyak cara pengukuran dilakukan terhadap titer antibodi ini tetapi hasilnya selalu tidak konsistent. Antigen-spesifik antibodi kebanyakan dideteksi dengan ELISA, dimana dilakukan coating pada plate mikrometer yang kemudian dinkubasikan dengan antibodi untuk karakterisasi, akhirnya dilabel dengan enzim antibodi-IgG spesifik.

Fungsi efektor subklas IgG


Yang paling penting dari aktifitas antibodi secara biologik adalah hubungannya dengan fungsi efektor (Table 3), dengan tujuan menginaktifkan agen infeksius dan produknya (bakteri, virus, toksin). Antibodi dari subklas IgG mempunyai dua fungsi efektor utama yaitu aktifasi komplement dan opsonisasi (induksi proses phagositosis). Aktifitas fungsi efektor ini terjadi melalui fragmen Fc (constant) yang diinduksi oleh hasil interaksi antara antibodi- antigen lewat Fab (variable) pada lengan antibodi.


Keempat antibodi ini berbeda-beda antara satu dengan lainnya berdasarkan efektor mereka (Tabel 2). Perbedaan ini ada hubungannya dengan perbedaan struktur, interaksi diantara variabel, fleksibilitas pengikatan antigen fragmen-Fab dan fragmen Fc. Hal tersebut terutama bergantung pada perbedaan panjang dan fleksibilitas dari daerah hinge. Fleksibilitas hinge menurun secara berturut-turut dari IgG3>IgG1>IgG4>IgG2. Hal ini mungkin ada hubungannya dengan tingginya aktifitas IgG3 yang merangsang fungsi efektor bila dibanding dengan subklas lainnya.

Aktifitas komplemen


Aktifitas serum bakterisid dipacu pada saat komplemen yang komplit mencapai puncaknya (C1 sampai C9) telah aktif. “Membran attack complex (MAC)” adalah hasil akhir dari aktifitas tersebut. MAC (C5b-9) dimasukkan dalam membran sel target, kemudian sel tersebut dibunuh dengan mekanisme lytik. Disamping opsonisasi mikroorganisme oleh komponen komplement (C3b, iC3b dan C3dg) juga terjadi pagositosis.

Tabel 2. Sifat biologik human subklas IgG (dewasa)

Parameter
IgG1
IgG2
IgG3
IgG4

Konsentrasi dalam serum (g/l)

(rataan, g/l)
4,9-11,4

(6,98)
1,5-6.4

(3,8)
0,2-1,1

(0,51)
0,08-1,4

(0,56)

Proporsi total dari IgG(%)
43-75
16-48
1,7-7,5
0,8-11,7

Waktu paroh (hari)
21
21
7
21

Transfer melalui plasenta
+
+
+
+

Respon antibodi untuk :





Protein
++
+/-
++
+/-

Polisakharida
+
++
(-)
(-)

Allergen
+
(-)
(-)
++

Aktivasi komplemen





Clq binding
++
+
+++
(-)

Clq binding, high epitope density
++
++
+++
(-)

Enhancement alternative pathway
(-)
+
(-)
+/-

Binding terhadap Fcy reseptor





FcyRI(CD64:monosit, makrofag,neutrophil,eosinophil,dendriksel)
++
(-)
+++
+

FcyRII(CD32:monosit, makrofag,neutrophil,eosinophil, platelet,selBdendriksel,sel endothelial)
++
(a)
+++
(-)

FcyRIIa-H131
++
+++
+++
(-)

FcYRIIa-R131
++
(-)
++
(-)

FcyRIII(CD16:neutrophil,eosinophil, makrofag,Nksel,subset sel T
++
<FON
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Gambar 2. Membrane attack komplek (MAC)
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Gambar 3. Reaksi komplement


Struktur diversiti dalam daerah hinge dari subklas IgG, mempunyai perbedaan kemampuan untuk mengaktifkan komplement. Kejadian awal dari proses pengikatan komplemen melalui cara yang sederhana yaitu pengikatan Clq pada lokasi yang tersedia pada domain CH2 dari IgG. Pengikatan ini terjadi waktu terbentuk agregat, biasanya melalui formasi antigen-antibodi komplek. Komponen lain terjadi melalui aktifasi komplement termasuk ikatan disulfida pada akhir terminal amino dari CH2 (daerah hinge normal), dengan hadirnya karbohidrat dan sepasang domain C(H)3. Kapasitas subklas IgG (bentuk monomer) yang mengikat Clq menurun berturut-turut IgG3>IgG1>IgG2>IgG4 (Flanagan &Rabbits, 1982;VanLoghem,1986). IgG4 tidak dapat mengaktifkan komplement. Hinge dependent fleksibilitas Fab-Fab dan Fab-Fc menentukan aksesibilitas dari komplement. Binding site untuk Clq-IgG3 dari subklas IgG manusia yang mempunyai hinge terpanjang, adalah paling efektif sebagai aktifator. Ketidak mampuan IgG4 untuk mengaktifkan komplement karena struktur fragmen Fc adalah sterik hidran dari lokasi pengikatan komplemen oleh lengan Fab.


Walaupun IgG2 adalah aktifator yang lemah dari komplemen yang sederhana, efektifitasnya  unruk opsonisasi dan membunuh strain bakteri tertentu dan proteksinya  dnegnan menggunakan IgG murni telah dilaporkan. Epitop densiti dan aksesibilitas dari antigen determinant pada bakteri mungkin dapat diketahui dengan pengaktifkan komplement oleh IgG2. Alternatifnya, IgG2 dapat digunakan pada aktifasi komplement dalam Fc dependen, melalui pengikatan Clq. Aktifasi komplement melalui rute alternatif adalah sangat penting dalam proses opsonisasi dan membunuh bakteri

Opsonisasi dan pemacu proses membunuh bakteri


Hampir semua mikro-organisme tidak mampu mengaktifkan komplemen atau berikatan dengan mkrofag secara otomatis. Dalam hal ini bentuk antibodi bertindak sebagai media adaptor yang fleksibel untuk melekatkan agen infeksi ke sel fagosit. Antibodi adalah merupakan jembatan untuk menyerang mikroba pada reseptor Fc pada membran fagosit

Interaksi dengan reseptor Fc


Fagositosis adalah merupakan titik awal terjadinya interaksi diantara fragmen Fc dari imunoglobulin dan reseptor. Reseptor Fc adalah IgG(FcyR) yang diekspresikan pertama kali pada sel efektor dari sistem imun, terutama makrofag, monosit, sel myeloid dan sel dendrik.


Empat jenis subklas human IgG terlihat berbeda dalam interaksinya dengan FcyR’s. Pengikatan dengan bagian Fc dari IgG pada Fcy adalah alat untuk memacu fungsi sel efektor (Van de Winkel & Capel, 1993;1996). Dalam hal ini FcR’s berperan sangat penting sebagai jembatan untuk aktifitas antibodi dengan peran mekanisme efektor seluler. Yaitu proses fagositosis, endositosis, antibodi mediated seluler toksisitas, pembebasan beberapa mediator inflamasi (radang), presentasi antigen dan komplek imun. Selama beberap Fcy’R-produksi tipe sel seperti makrofag, monosit dan dendrik sel, mereka mempunyai kapasitas untuk menghadirkan antigen terhadap limposit T, Fcy’R-induce fagositosis dan juga berperan penting dalam proses antigen presentation dan amplifikasi respon imun. Sehingga, interaksi antara FcyR dan IgG adalah sangat penting dalam respon imun terhadap agen infeksi antigen. Selama subklas IgG berbeda afinitasnya dengan FcyR, gejala klinis yang terlihat dari defisiensi subklas IgG bergantung pada sifat dari FcyR.

Perbedaan tipe FcyR pada orang


Telah diketahui bahwa pada leukosit manusia dibedakan menjadi tiga tipe FcyR-reseptor, yang masing-masing berbeda pada struktur dan fungsinya, begitu pula struktur antigennya yang dideteksi dengan CD monoklonal antibodi. Mereka didesign sebagai FcyRI; FcyRII dan FcyRIII, yang masing-masing dibedakan dengan ekspresi subset (overlap) aktifitas dari subklas IgG. Subklas IgG1 dan IgG3 berikatan dengan ketiga reseptor FcyR tersebut; IgG2 dan IgG4 berikatan dengan satu reseptor. Sedangkan IgG2 hanya berikatan dengan satu varian FcRII, dan IgG4 hanya berikatan dengan FcyRI.


FcyRI (CD64) terdiri dari bentuk isoform Ia dan Ib, adalah reseptor yang mempunyai afinitas tinggi yang diekspresikan pada monosit, makrofag, neutrofil, precursor myeloid dan sel dendrik. FcyRI juga mempunyai afinitas terhadap IgG1 dan IgG3 monomer. Tetapi afinitasny untuk IgG4 sepuluh kali lebih rendah dn juga tidak dapat mengikat IgG2. FcyRI tidak menunjukkan genetik polimorfisme.


FcyRII (CD32) terdiri dari bentuk isoform IIa, IIb1, IIb2 dan IIc, tersebar luar dari tipe FcyR, yang diekspresikan pada semua bentuk leukosit, begitu juga pada sel langerhans, sel dendrik dan platelet. FcyRII adalah reseptor yang afinitasnya rendah, hanya berikatan dengan agregat IgG dan hanya satu-satunya FcyR yang dapat berikatan dengan IgG2. FcyRIIa menunjukkan genetik polimorfisme, sehingga dia mempunyai dua bentuk ikatan allotipe, yaitu Fcy RIIa-H131 dan Fcy RIIa-R131. Fungsi dari polimorfisme adalah perbedaan asam amino tunggal: satu histidin (H) atau satu arginin (R), residu pada posisi 131 yang merupakan titik kritik untuk ikatan IgG. FcyRIIa siap untuk berikatan dengan IgG2 dan IgG3. Fcy RIIa-H131 mempunyai afinitas tinggi pada  komplek IgG2 daripada Fcy RIIa R131 allotipe.


FcRIII (CD16) mempunyai dua bentuk isoform yang keduanya dapat mengikat IgG1 dan IgG3. Fcy RIIIa, yang mempunyai afinitas antara untuk IgG, diekspresikan pada makrofag, monosit, sel natural killer (NK) dan subset sel T. Fcy RIIIb adalah reseptor yang afinitasnya rendah untuk IgG, diekspresikan untuk neutrophyl. Reseptor tersebut adalah mempunyai mobilitas yang tinggi dan bekerja sama efisien dengan reseptor membran lainnya. Pada IgG myeloma dimer terlihat bahwa hanya IgG1 dan IgG3 yang berikatan dengan Fcy RIIIb (dengan daya afinitas rendah), tetapi tidak mengikat IgG2 dan IgG4. Fcy RIIIb adalah co-dominant, bi-allelic polimorfisme adalah allotipe yang didesign sebagai neutrifil antigen (NA1 dan NA2.


FcyR genetik polimorfime adalah subklas IgG dan merupakan penyakit pada manusia. Antibodi IgG2 berperan penting sebagai imunitas terahadap infeksi bakteri berkapsul. Pertahanan tubuh tersebut tidak hanya bergantung pada aktifasi komplement selama IgG2 mempunyai aktifitas komplemen yang rendah untuk mengaktifkan komplemen, bila epitope densitinya rendah. Fcy RIIa polimorfisme adalah sangat penting bagi neutrofil. Disamping itu reseptor FcyRIIa-H131 individual homozigot fagositosis adalah lebih baik darpada Fcy RIIa-R131. Polimorfisme tersebut akan menjadi kritis bilamana IgGRIIa-R131 ditemukan lebih banyak dua kali daripada donor normal. Tetapi pada anak dengan Fcy RIIa-R131 phenotipe lebih banyak menimbulkan permasalahan untuk melawan infeksi bakteri meningococci, dibanding dengan anak yang mempunyai phenotipe Fcy RIIa-H131 homozigote.

