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ANTIGENE: molecola che, introdotta in un organismo, è in grado di attivare la

risposta anticorpale. Gli antigeni sono tipicamente macromolecole solubili in acqua

e che possiedono un alto grado di complessità chimica. Maggiore il peso

molecolare, maggiori le probabilità che funzionino come antigeni. Le proteine

eterologhe (cioè, provenienti da organismi diversi dall’animale trattato) di massa
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molecolare >10000 Da sono generalmente degli ottimi antigeni, mentre i piccoli

peptidi non sono di solito antigenici.

Due sono essenzialmente le proprietà di un antigene:

� IMMUNOGENICITÀ: capacità di indurre una risposta immunitaria

� ANTIGENICITÀ: capacità di reagire in maniera specifica con i prodotti finali

delle risposte immuni (anticorpi e/o recettori di membrana)



� Estraneità: il sistema immunitario è in grado di discriminare il “self” dal “non self”, di conseguenza,

le molecole estranee ad un determinato organismo hanno capacità immunogenica;

� Specie animale: le proprietà immunogene di un antigene variano a seconda della specie

animale utilizzata per la produzione di anticorpi;

� Peso molecolare: più è elevato il peso molecolare della molecola in esame e maggiore sarà la

Da che cosa dipende l’immunogenicità di una sostanza?
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possibilità di avere una risposta immunogenica;

� Degradabilità: macromolecole insolubili sono più immunogene di quelle più piccole e solubili,

poiché vengono più facilmente fagocitate ed elaborate dal sistema macrofagico;

� Complessità chimica e strutturale delle molecole: l’eterogeneità chimica apporta

immunogenicità. Ad esempio omopolimeri anche adeguatamente grandi hanno

immunogenicità bassa se confrontata con polimeri, contenenti aminoacidi diversi, dello stesso

peso molecolare. D’altra parte, gli antigeni proteici risultano tanto più immunogeni quanto più

sono complessi i loro livelli di organizzazione molecolare (struttura terziaria e quaternaria).



No, infatti esistono piccole sostanze organiche, dette apteni, monovalenti (con un

unico determinante antigenico), antigeniche, ma non immunogeniche. Possono

venire legate artificialmente in modo covalente ad una proteina che prende il

Tutte le sostanze sono immunogeniche?
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venire legate artificialmente in modo covalente ad una proteina che prende il

nome di carrier (BSA, KLH) e funzionare come epitopi naturali, scatenando la risposta

anticorpale.



Gli anticorpi, prodotti dalle plasmacellule, appartengono al gruppo di proteine note

come immunoglobuline (Ig), classificabili in cinque diverse classi: IgG, IgA, IgM, IgE, e

IgD. Gli anticorpi strutturalmente più semplici sono le IgG, costituite da quattro catene

polipeptidiche: due catene leggere identiche tra di loro e due catene pesanti

anch'esse identiche tra loro; rappresentano circa l’80% delle Ig del siero.

ANTICORPI
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Fab : Fragment antigen binding

Fc : Fragment crystallizable

Fab

Ponti 
disolfuro

Catene leggere

25 kDa, 220 aa

Catene pesanti

50 kDa, 440 aa

Catena leggera

Catena pesanteFc

Zona variabile

Zona costante

Zona costante

Zona variabile
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Interazione antigene-anticorpo

� Sistema chiave-serratura :

� L’unione che si instaura tra un antigene ed il corrispondente anticorpo porta alla

formazione di quello che viene definito IMMUNOCOMPLESSO. Tale unione è

altamente specifica ed è regolata da forze di tipo chimico-fisico (legami di natura

non covalente) che agiscono tra i determinanti dell’antigene e dell’anticorpo

(Forze di Coulomb, Forze di Van der Waals, legami H);

� La formazione degli immunocomplessi determina una serie di eventi finalizzati alla

definitiva distruzione o neutralizzazione dell’antigene.



� L’equilibrio fra antigene e l’anticorpo viene espresso dalla legge di massa:

� Quando, per una determinata concentrazione di Ag, si ha:
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cioè i siti antigenici dell’anticorpo sono saturati per metà con l’antigene, allora il

valore del reciproco della concentrazione dell’antigene libero sarà uguale alla

costante di affinità:

La costante Ka (anche costante di associazione) è definita dalla concentrazione di

antigene libero necessario perché venga raggiunto il 50% di saturazione dei siti

anticorpali ed una misura dell’affinità intrinseca o della stabilità del legame Ag-Ab.
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� Il valore della costante di affinità di un anticorpo per un dato antigene determina,

negli esperimenti immunochimici, sia il limite di rilevabilità (che migliora con

l’aumentare dell’affinità), sia la specificità (che cresce all’aumentare della

differenza tra il valore della costante di affinità di un Ab verso l’Ag specifico e quello
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relativo ad un Ag meno specifico);

� Le Kaff possono variare da 109 ÷ 1010 M-1 nel caso di anticorpi con elevata affinità per

l’antigene, a 104 ÷ 105 M-1 nel caso, invece, di immunoglobuline con bassa affinità.



� Affinità: forza dell’interazione antigene-anticorpo, misurata dalla costante di equilibrio della

reazione di associazione;

� Reazione antigene-anticorpo: reazione dinamica e reversibile tra un anticorpo e un antigene

per dare origine al complesso antigene-anticorpo. E’ caratterizzata da una costante di

equilibrio definita;

� Immunogeno: sostanza antigenica (antigene, coniugato aptene-proteina) che, in contatto con
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un ospite immunocompetente, è capace di stimolare la produzione di anticorpi specifici;

� Sito legante anticorpale (paratopo): regione della molecola anticorpale capace di combinarsi

con il corrispondente determinante antigenico;

� Determinante antigenico (epitopo): elemento strutturale della molecola antigenica riconosciuto

dall’anticorpo e capace di combinarsi con il corrispondente sito legante anticorpale;

� Marcatore: sostanza (radioisotopo, enzima, fluoroforo ecc) che introdotta nella struttura di un

reagente (antigene, aptene, anticorpo) ne consente la rivelazione.



La specificità delle reazioni antigene-anticorpo e la sensibilità di “marcatori”

(enzimi, isotopi, sostanze fluorescenti, radicali liberi) possono essere

combinate insieme per compiere un “dosaggio immunologico”, ossia
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combinate insieme per compiere un “dosaggio immunologico”, ossia

quantificare con precisione una sostanza antigenica, presente, nel nostro

caso, nei fluidi biologici.



Metodi marcati

IMMUNODOSAGGI

Metodi non marcati
traccianti radioisotopici, enzimatici, 

Agglutinazione
Se avviene in soluzione 

acquosa

Precipitazione
Se avviene in matrice solida

fluorimetrici, bioluminescenti,

chemiluminescenti

Indiretta
se l’antigene, solubile, si fa 

adsorbire o legare 

covalentemente a carrier insolubili 

(sfere di lattice, globuli rossi)

Diretta
se l’antigene è corpuscolato 

(cellule, batteri)



Reazioni di agglutinazione/precipitazione

In adatte condizioni sperimentali (pH, temperatura, forza ionica), e con adatti rapporti

stechiometrici, si può ottenere la precipitazione del complesso antigene-anticorpo,

anche di peso molecolare molto elevato.



REAZIONI REAZIONI DIDI
AGGLUTINAZIONE/PRECIPITAZIONEAGGLUTINAZIONE/PRECIPITAZIONE



Test di precipitazione ad anello, 

Ring Test

REAZIONI REAZIONI DIDI
AGGLUTINAZIONE/PRECIPITAZIONEAGGLUTINAZIONE/PRECIPITAZIONE
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Ricerca di IgM o IgG per 

verificare la infezione in corso o verificare la infezione in corso o 

già avvenuta!!!
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Se l’immunoprecipitazione avviene in un gel, si parla più propriamente di

Immunodiffusione

Metodi di immunodiffusione più comuni per il dosaggio di antigeni:

REAZIONI REAZIONI DIDI PRECIPITAZIONEPRECIPITAZIONE

� Immunodiffusione radiale semplice

� Immunodiffusione doppia

� Immunoelettroforesi



Immunodiffusione radiale semplice

Il diametro dell’anello sarà 
funzione della concentrazione 

dell’antigene
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Immunodiffusione radiale semplice

Il diametro dell’anello sarà 
funzione della concentrazione 

dell’antigene

REAZIONI REAZIONI DIDI PRECIPITAZIONEPRECIPITAZIONE

Costruzione retta di taratura: 



Immunodiffusione doppia (metodo di Ouchterlony)

REAZIONI REAZIONI DIDI PRECIPITAZIONEPRECIPITAZIONE

a e b : epitopi sugli antigeni

La posizione della banda dà una

stima semiquantitativa della

concentrazione di antigene
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Immunoelettroforesi

Si unisce la separazione di proteine (antigeni) mediante elettroforesi con la specificità

della reazione di immunoprecipitazione:

REAZIONI REAZIONI DIDI PRECIPITAZIONEPRECIPITAZIONE

Usata per indagini qualitative:

� nell’alterato anabolismo delle IgG (gammapatie mono- e policlonali)

� nello studio delle anomalie della sintesi proteica (analbuminemia, agammaglobulinemia, ecc)
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Quando un clone di plasmacellule produce una proteina M,

si ha una modifica dell'elettroforesi. Una proteina

monoclonale può migrare ovunque nella regione delle

gamma globuline. Le IgM e le IgA tendono a migrare più

velocemente rispetto alle IgG (figure b e c). Per

l'identificazione certa della proteina M si può utilizzare

l'immunoelettroforesi.

L'immunoelettroforesi si avvale dell'applicazione di anticorpiL'immunoelettroforesi si avvale dell'applicazione di anticorpi

contro le proteine sieriche già elettroforeticamente separate:

si generano archi di precipitazione dovuti alla reazione tra

antigene e anticorpo. Se è presente una gammopatia

monoclonale, si produrrà una modifica dell'arco di

precipitazione sulla banda delle IgA o delle IgG o delle IgM,

che permette di riconoscere a quale classe di

immunoglobuline appartiene la proteina M.



Immunoistochimica (IHC)

� Tecnica usata per mostrare la presenza di antigeni (per lo più proteine) nella loro

esatta localizzazione in sezioni istologiche di tessuti, preservandone struttura ed

integrità, usando una specifica reazione antigene-anticorpo, ed in cui l’anticorpo è

marcato da molte e differenti specie chimiche (essenzialmente enzimi, come HRP o

AP, capaci di catalizzare una reazione chimica) o da fluorofori (FITC);AP, capaci di catalizzare una reazione chimica) o da fluorofori (FITC);

� L’immunoistochimica prevede la combinazione dell’immunologia e della

microscopia, in quanto il complesso antigene-anticorpo deve essere visibile al

microscopio;

� Usati anticorpi policlonali e monoclonali.



IMMUNOISTOCHIMICAIMMUNOISTOCHIMICA

Colorazione IHC di una sezione di
rene con il marcatore CD10

IHC di tirosin-idrolasi (TH) in
verde, negli assoni dei
neuroni
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USO di IHC

� Antigeni tissutali o di superficie cellulare per la diagnosi di patologie autoimmuni

� Markers tumorali

� Tipizzazione tumorale
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� Tipizzazione tumorale

� Marcatori di differenziamento

� Marcatori agenti infettivi (virus, batteri)



Immunofluorescenza (IF) Gli Ab sono marcati con molecole fluorescenti



� Le molecole fluorescenti assorbono luce a una determinata lunghezza d’onda

(eccitazione) e la emettono ad un’altra lunghezza d’onda (emissione);

� Se gli Ab sono marcati con i fluorocromi, possono essere rilevati attraverso la

valutazione della luce colorata emessa in seguito all’eccitazione a una

determinata lunghezza d’onda;

IMMUNOFLUORESCENZAIMMUNOFLUORESCENZA

determinata lunghezza d’onda;

� La luce emessa può essere rivelata con un microscopio a fluorescenza;

� I coloranti possono essere coniugati alla regione Fc di una molecola senza

modificarne la specificità;

� Coloranti: fluoresceina, rodamina, ficoeritrina ecc.



Citofluorimetria (CFM)

� E’ una tecnica che permette la misurazione e la caratterizzazione di cellule sospese

in un mezzo fluido;

� Rende possibile la misurazione di proprietà multiple di singole cellule ad una velocità

molto rapida, permettendo una dettagliata analisi qualitativa e quantitativa;molto rapida, permettendo una dettagliata analisi qualitativa e quantitativa;

� Si basa sull’impiego di Ab monoclonali fluorescenti;

� Consente l’analisi (e sorting) delle diverse popolazioni di cellule del sangue, che

esprimono sulla propria superficie markers specifici che le discriminano le une dalle

altre.



APPLICAZIONI

� Permette di analizzare un elevato numero di cellule in breve tempo (50.000 cellule in

pochi secondi), quantificando numerosi parametri per ogni singola cellula.

� Permette ad es. di determinare il contenuto di DNA, di RNA, i diversi sottotipi

cellulari, gli organelli intracellulari, l’attività di alcuni enzimi.
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� Studio della ploidia e della proliferazione cellulare;

� Analisi del ciclo cellulare;

� Analisi immunofenotipica multiparametrica;

� Risposta del sistema immunitario alla somministrazione di vaccini (cellule antigene specifiche,

produzione di citochine, ecc);

� Livelli di apoptosi in patologie associate a deplezione cellulare (es AIDS) o accumulo cellulare

(tumori);

� ecc. ecc. !!!!!



1. Le cellule, marcate, di una popolazione

eterogenea vengono aspirate dalla provetta e

immesse in una camera di flusso dove vengono

separate le une dalla altre.

2. Ogni singola cellula viene poi attraversata da un

fascio di luce che eccita i fluorocromi (anticorpi

fluorescenti) e determina l’emissione di un

Principio di funzionamento del citometro a flusso 
(FACS, fluorescence-activated cell sorter)

CITOFLUORIMETRIACITOFLUORIMETRIA

fluorescenti) e determina l’emissione di un

segnale fluorescente

3. Il segnale passando attraverso un sistema di filtri

e specchi raggiunge un rivelatore; viene quindi

processato elettronicamente, trasformato da

analogico a digitale e inviato all’analizzatore,

che elabora il dato e lo visualizza tramite un

grafico

4. Attraverso piastre di deflessione le cellule

analizzate possono essere raccolte

separatamente tramite un processo definito

“sorting”.



LA CITOFLUORIMETRIA NELLA DIAGNOSTICA DELLE MALATTIE EMATOLOGICHE

Campioni:

� Sangue periferico

� Sangue midollare

� Liquido pleurico, ascitico, pericardico

� Sospensione cellulare da tessuto

CITOFLUORIMETRIACITOFLUORIMETRIA

Marcatori: la nomenclatura CD

Si considera membro di un Cluster of Differentiation un marcatore di superficie che:

� identifica un particolare tipo cellulare o un certo stadio differenziativo

� ha una struttura biochimica definita

� è riconosciuto da un gruppo di Ab monoclonali diversi

CD13 e CD33 → leucemia linfoblastica acuta

CD34 → marker ‘staminale’ in AML (prognosi infausta, terapia più aggressiva)
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Metodi radioimmunologici

RIA: Radio-Immuno-Assay
(1977 premio Nobel per la medicina a Rosalyn Yalow)

Metodo, per la misura di proteine, ormoni ecc. in fluidi biologici, basato sulla

competizione, tra un antigene non marcato ed una quantità nota dello stesso

antigene marcato, per il legame con un numero limitato e costante di siti anticorpali

(DOSAGGI COMPETITIVI ED IN DIFETTO DI REATTIVO)(DOSAGGI COMPETITIVI ED IN DIFETTO DI REATTIVO)

Antigene non marcato, Ag

Antigene marcato (125I), Ag*

Anticorpo, Ab



Ag* + Ab Ag*-Ab

(F)= antigene free

(B)= antigene bounded

concentrazione nota

concentrazione nota

1)

RIARIA

Ag* + Ab Ag*-Ab

(F) (B)

All’equilibrio, dopo aver separato l’immunocomplesso marcato dall’antigene marcato

libero, si procede alla misura della radioattività (dosaggio dei raggi γ) delle due soluzioni:

equilibrioall'    
(F) libera itàradioattiv

(B) legata itàradioattiv



Supponiamo di aggiungere lo stesso tipo di antigene, ma non marcato, in quantità di volta in volta NOTE

(standard necessari per la costruzione della retta)

2) Costruzione retta di taratura:

RIARIA

Aumentando la concentrazione dell’antigene non marcato, favorisco la COMPETIZIONE con

l’antigene marcato per i siti di legame sull’anticorpo

C1
C2

C3

C1 < C2 < C3



ogni volta che si aggiunge una quantità nota di 

antigene non marcato, TALE RAPPORTO CAMBIA 

(diminuisce all’aumentare della quantità di 

antigene non marcato)

Sempre separando l’immunocomplesso dall’antigene libero, si misura la radioattività

delle due soluzioni, monitorando lo spiazzamento dell’antigene marcato:

(F) libera itàradioattiv

(B) legata itàradioattiv

RIARIA

Si può costruire una retta di taratura, che 

riporta in grafico tale rapporto in funzione 

delle concentrazioni note di antigene non 

marcato usate libero



3) Adesso si può analizzare un sistema in cui l’antigene non marcato si trova in un fluido

biologico e ne bisogna determinare la concentrazione (si risale alla concentrazione

incognita dell’antigene per semplice interpolazione sulla retta di taratura); ad essere

note sono la concentrazione di anticorpo, in difetto rispetto alla quantità necessaria

per legare tutto l’antigene presente, e di antigene marcato

RIARIA

La tecnica del dosaggio radioimmunologico è comune in vari ambiti clinici: diagnosi

del diabete (dosaggio insulina), dell’ipertensione, di patologie correlate a disfunzioni

tiroidee e dell'ormone della crescita, dosaggio nel sangue di sostanze stupefacenti o

applicazioni forensi (antidoping).

Anche: Vitamina B-12, Vitamina D3, Tireoglobulina, Testosterone, Renina, Osteocalcina,

Glucagone, Fosfatasi prostatica, Calcitonina, Aldosterone urinario, Aldosterone



RIARIA



Vantaggi del RIA:

� Si dosa qualsiasi composto, disponibile, però, anche in forma marcata

� Elevata sensibilità (pg/ml)

� Elevata specificità

� Elevata precisione

� Procedura automatizzata, quindi analisi di elevato numero di campioni

RIARIA

� Procedura automatizzata, quindi analisi di elevato numero di campioni

Svantaggi del RIA:

� Costo elevato di apparecchiature e reagenti

� Durata dei reagenti

� Pericoli radiologici legati all’uso del radioattivo: operatori frequentemente

controllati

� Tempi di risposta lunghi



� L'ELISA è una tecnica molto utilizzata, basata sulla coniugazione chimica di enzimi

(quali ad es. la fosfatasi alcalina o la perossidasi) con anticorpi o antigeni. L’attività

di questi enzimi è facilmente monitorabile e consente di quantificare la

Metodi Immunoenzimatici

ELISA: Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay

di questi enzimi è facilmente monitorabile e consente di quantificare la

concentrazione di complesso coniugato (‘marcato’) con facilità e precisione. A

seconda del particolare metodo utilizzato, l’ELISA può servire per il dosaggio di

antigeni o anticorpi.

� Antigene riconosciuto dall’anticorpo specifico (Immuno)

� Analita (antigene o anticorpo) adsorbito sulla superficie del sistema (sorbent)

� Antigene/anticorpo riconosciuto da un (secondo) anticorpo marcato con un

enzima (Enzyme linked), capace di dare una reazione il cui prodotto sia colorato



ELISAELISA



TIPI ELISA:

� DIRETTO (Anticorpo primario marcato)

� INDIRETTO (Anticorpo secondario marcato)

� COMPETITIVO DIRETTO

� COMPETITIVO INDIRETTO

� DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich) DIRETTO

ELISAELISA

� DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich) DIRETTO

� DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich) INDIRETTO



ELISAELISA



� METODO ELISA DIRETTO: In questo metodo, che consente di titolare un antigene, è un

anticorpo primario che deve essere coniugato con un enzima indicatore.

� Si fa reagire una soluzione di un anticorpo specifico marcato con un enzima con un antigene

ancorato ad una fase solida

� Dopo aver lavato, si aggiunge il substrato dell'enzima. In questa tecnica, l'attività enzimatica

misurata sarà direttamente proporzionale alla quantità di antigene presente.

ELISAELISA

misurata sarà direttamente proporzionale alla quantità di antigene presente.



� METODO ELISA INDIRETTO: serve per titolare un anticorpo, anziché un antigene. E’

l’anticorpo secondario ad essere coniugato all’enzima.

� Il materiale da dosare (ad es., un siero umano contenente IgG) viene fatto reagire con l’apposito

antigene legato ad una fase solida.

� Dopo reazione del siero con l’antigene immobilizzato, il materiale che non si è legato viene rimosso

mediante lavaggio.

ELISAELISA

� Si aggiunge poi un anticorpo anti-IgG (ad es., se il siero era umano, si può aggiungere un anticorpo

estratto da un animale di laboratorio immunizzato contro le porzioni costanti di IgG umane) coniugato

con un enzima. Si lava di nuovo e si aggiunge substrato dell’enzima: l’attività misurata sarà

direttamente proporzionale alla quantità di anticorpo specifico presente nel siero originale.



� METODO ELISA COMPETITIVO DIRETTO:

a) Uso coniugato Antigene-Enzima

� Una quantità fissa di antigene marcato e diluizioni decrescenti di antigene libero (come

standard o nel campione) vengono messe a reagire insieme nei confronti di un anticorpo in

difetto. In questo modo, l’antigene marcato e quello libero si troveranno a competere per un

numero limitato di siti anticorpali. Dopo aver lavato il complesso, si aggiunge il substrato per

l’enzima e si misura l’attività enzimatica spettrofotometricamente, fluorimetricamente o

ELISAELISA

l’enzima e si misura l’attività enzimatica spettrofotometricamente, fluorimetricamente o

mediante chemiluminescenza. La concentrazione del prodotto enzimatico misurata risulterà

inversamente proporzionale alla concentrazione dell’analita (antigene non marcato).

noto

noto

X



� METODO ELISA COMPETITIVO DIRETTO:

b) Uso coniugato Anticorpo-Enzima

� Questo tipo di saggio competitivo coinvolge l’uso del coniugato anticorpo-enzima, con

l’antigene immobilizzato sulla fase solida. La reazione di competizione avviene fra l’antigene

immobilizzato e quello libero in soluzione (come standard o proveniente dal campione), nei

confronti dell’anticorpo marcato presente in concentrazione fissa e in difetto. La misura del

ELISAELISA

prodotto della reazione enzimatica sarà inversamente proporzionale alla concentrazione di

antigene presente nel campione.

notonoto X



� METODO ELISA COMPETITIVO INDIRETTO:

� La procedura implica l’uso di un anticorpo secondario marcato, in grado di riconoscere la

regione costante dell’anticorpo primario, precedentemente incubato su fase solida.

� La reazione di competizione avviene fra l’antigene immobilizzato e quello libero in soluzione

come standard o proveniente dal campione, nei confronti dell’anticorpo presente in

concentrazione fissa.

ELISAELISA

concentrazione fissa.

� La misura del prodotto enzimatico sarà direttamente proporzionale nel caso della misura del

titolo dell’anticorpo da determinare, mentre inversamente proporzionale per l’analita.

X/notonoto

X



� METODO DAS-ELISA DIRETTO: Questa metodica può essere utilizzata esclusivamente

quando l’analita possiede almeno due epitopi.

� Un eccesso di anticorpo verso il primo sito antigenico viene immobilizzato sulla fase solida e

incubato con diluizioni successive di antigene presente nel campione (incognito) o in

soluzioni standard (per costruire la retta di taratura). Dopo il lavaggio, il complesso Ag-Ab

immobilizzato viene incubato con una concentrazione fissa di anticorpo marcato che andrà

ELISAELISA

a legarsi al secondo sito antigenico dell’immunocomplesso. La misura del prodotto della

reazione enzimatica risulterà direttamente proporzionale alla concentrazione dell’antigene

(analita) da stimare.

notonoto X



� METODO DAS-ELISA INDIRETTO: In questo metodo, è un anticorpo secondario che

deve essere coniugato con un enzima indicatore.

� Si fa reagire una soluzione ignota di antigene con un anticorpo specifico legato ad una fase

solida, si lava e si aggiunge un secondo anticorpo (che dovrà essere policlonale oppure

dovrà essere un anticorpo monoclonale diverso da quello immobilizzato, capace di

riconoscere un diverso epitopo dell'antigene).

� Dopo un secondo lavaggio si aggiunge un terzo anticorpo, capace di legarsi al secondo e

ELISAELISA

� Dopo un secondo lavaggio si aggiunge un terzo anticorpo, capace di legarsi al secondo e

contenente l’enzima; dopo lavaggi opportuni, viene aggiunto il substrato dell'enzima. In

questa tecnica, l'attività enzimatica misurata sarà direttamente proporzionale alla quantità

di antigene presente.



• Gli enzimi più comunemente usati sono la perossidasi di rafano, HRP, o la fosfatasi

alcalina, AP.

• I substrati enzimatici dovrebbero essere idealmente stabili, non tossici e poco

costosi: substrati non colorati sono convertiti in prodotti colorati (OPD,arancio e

TMB, blu).

ELISAELISA

TMB, blu).

• ELISA IN CHIMICA CLINICA: ricerca di proteine nel plasma, a concentrazioni così

basse da non poter essere rilevate ad es. con metodi nefelometrici (basati sulla

torbidità) (proteina C, proteina S, ecc.); dosaggio del ferro nel siero; ricerca di

anticorpi (anti-HIV); ricerca di ormoni come l’insulina, di estrogeni, di

gonadotropina corionica umana, di antigeni di superficie delle epatiti, ecc ecc.



ELISAELISA

α-hCG, anticorpo primario libero

Enzima

MOVIMENTO PER CAPILLARITÀ

hCG, Antigene

α-hCG, anticorpo primario immobilizzato

α-IgG, anticorpo secondario immobilizzato

Substrato dell’enzima

Substrato dell’enzima

Enzima

Enzima



� Questa tecnica combina la risoluzione dell’elettroforesi con la sensibilità della

rivelazione immunochimica.

� Permette di rivelare e quantificare proteine che reagiscono con un anticorpo

specifico.

� Le proteine, dopo esser state frazionate in SDS-PAGE, vengono trasferite su

WESTERN BLOTTING

� Le proteine, dopo esser state frazionate in SDS-PAGE, vengono trasferite su

membrana (nitrocellulosa, PVDF), grazie ad un campo elettrico trasversale che le

forza a migrare dal gel sulla membrana a cui aderiscono. Dopo il trasferimento, si

procede in maniera identica a quella delle tecniche ELISA o RIA (lavaggio,

saturazione dei siti, incubazione con anticorpo primario, incubazione anticorpo

secondario, rivelazione).



WESTERNWESTERN BLOTTINGBLOTTING
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Luminol

WESTERNWESTERN BLOTTINGBLOTTING
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Chemiluminescenza

Diverse reazioni biologiche (che si avvalgono di ossidasi) comportano la produzione di acqua

ossigenata (H2O2); quest’ultima, reagendo con composti come il LUMINOL, in condizioni alcaline

ed in presenza di catalizzatori a base di ferro, dà luogo alla emissione di fotoni :

LuminescenzaLuminescenza

anche catalizzata da

Sostanze come il luminol possono essere usate nella sintesi di coniugati da usare poi come

traccianti biologici, ad es. in alternativa a quelli radioattivi



LuminescenzaLuminescenza
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Larga applicazione delle tecniche immunochimiche in campo chimico-clinico 

per ricerche qualitative e quantitative di antigeni, anticorpi, apteni

APPLICAZIONI CLINICHEAPPLICAZIONI CLINICHE



� Ormoni nel sangue, nella saliva, nelle urine (ipofisari, tiroidei, corticosurrenalici,

ecc.);

� Immunoglobuline del liquor, IgE e allergeni vari e IgD nel siero, proteine di

derivazione tubulare e glomerulare nelle urine;

� Isoenzimi nel siero e nelle urine;

� Farmaci nel siero e nelle urine (antiepilettici, antidepressivi, cardioattivi,

APPLICAZIONI CLINICHEAPPLICAZIONI CLINICHE

� Farmaci nel siero e nelle urine (antiepilettici, antidepressivi, cardioattivi,

immunosoppressivi ecc.);

� Droghe d’abuso nei fluidi biologici (oppiacei, allucinogeni, cannabinoidi, cocaine;

� Interleuchine

� Diagnosi di H.Pylori, Herpes, Toxoplasma ecc.;

� Marcatori di formazione e di riassorbimento del tessuto osseo (osteocalcina,

fosfatasi alcalina, peptidi del collagene, ecc.)


