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ANTIGENE: molecola che, infrodotta in un organismo, € in grado di aftivare la
risposta antficorpale. Gli antfigeni sono tipicamente macromolecole solubili in acqua
e che possiedono un alto grado di complessitd chimica. Maggiore il peso
molecolare, maggiori le probabilitd che funzionino come antigeni. Le proteine
eterologhe (cioe, provenienti da organismi diversi dall’animale trattato) di massa
molecolare >10000 Da sono generalmente degli ottimi antigeni, mentre | piccoli
peptidi non sono di solito antigenici.

Due sono essenzialmente le proprieta di un antigene:

v IMMUNOGENICITA: capacitd di indurre una risposta immunitaria

v ANTIGENICITA: capacitd di reagire in maniera specifica con i prodotti finali

delle risposte immuni (anticorpi e/o recettori di membrana)
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Da che cosa dipende I'immunogenicita di una sostanza?

Estraneita: il sistema immunitario € in grado di discriminare il “self” dal “non self”, di conseguenza,

le molecole estranee ad un determinato organismo hanno capacitd immunogenica;

Specie animale: le proprietd immunogene di un anfigene variano a seconda della specie

animale utilizzata per la produzione di anticorpi;

Peso molecolare: piu € elevato il peso molecolare della molecola in esame e maggiore sara la

possibilita di avere una risposta immunogenica;

Degradabilita: macromolecole insolubili sono piU immunogene di quelle piu piccole e solubili,

poiché vengono piu facilmente fagocitate ed elaborate dal sistema macrofagico;

Complessita chimica e strutturale delle  _molecole: I'eterogeneitd chimica apporta

immunogenicitd. Ad esempio omopolimeri anche adeguatamente grandi hanno
immunogenicita bassa se confrontata con polimeri, contenenti aminoacidi diversi, dello stesso
peso molecolare. D'altra parte, gli antigeni proteici risultano tanto pivu iImmunogeni quanto piu

sono complessii loro livelli di organizzazione molecolare (struttura terziaria e quaternaria).
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Tutte le sostanze sono immunogeniche?

No, infatti esistono piccole sostanze organiche, dette apteni, monovalenti (con un
unico determinante antigenico), antigeniche, ma non immunogeniche. Possono
venire legate arfificialmente in modo covalente ad una proteina che prende |l
nome di carrier (BSA, KLH) e funzionare come epitopi naturali, scatenando la risposta

anficorpale.
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ANTICORPI

Gli anticorpi, prodotti dalle plasmacellule, appartengono al gruppo di proteine note
come immunoglobuline (lg), classificabili in cinque diverse classi: IgG, IgA, IgM, IgE, e
lgD. Gli anticorpi strutturalmente piu semplici sono le IgG, costituite da quatiro catene
polipeptidiche: due catene leggere identiche tra di loro e due catene pesanti

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

Fab
| l Catene leggere
Ponfi -
‘ di ‘ Zona costante § 25 kDa, 220 aa

Catena leggera

a - : Catene pesanti F., : Fragment antigen binding
Fe & [ Catenapesante Kl .\ 0 40a0 )

| o F. : Fragment crystallizable

g I &  Zona costante
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Tabella 18.1. Principali caratteristiche chimico-fisiche e biologiche delle classi di immunoglobuline.

IgG IgA IgM IgD IgE
Peso molecolare 160.000 160.000 900.000 160.000 190.000-200.000
o multiplo
Costante di sedimentazio- 7S 7-158 198 75 85
ne
Mobilita elettroforetica Y lente v veloci v veloci Y veloci Y veloci
Tipo di catena pesante ¥ o L 0 €
Tipo eli catena leggera koA koA koA koX koA
Distribuzione primaria Liquidi interstiziali ~ Colostro, saliva, secrezioni  Sangue (80%) Sangue (75%) Sangue (50%)
e sangue (40%) intestinali e dello appa-
rato respiratorio, san-
gue (40%)
Concentrazione nel siero 0,1-04 0,05-0,15 0,003 Estremamente bassa
normale g/dl
% nel siero normale 19% 7% 1% -
Periodo di dimezzamento 25 giomni 6 giorni 5 giorni 2,8 giorni 2,5 giorni
nel siero
Attivita principale Neutralizzazione di tossine ~ Effetto battericida  ? Reazione: ipersensibilita
e di virus ¢ opsonizzatite di tipo immediato
Placenta Passano No No No No
Complemento Fissano No Fissano No No
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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 €
alfamente specifica ed € regolata da forze di fipo chimico-fisico (legami di natura
non covalente) che agiscono fra 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.
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s L'equilibrio fra antigene e I'antficorpo viene espresso dalla legge di massa:

L)

ABFRG = ABAG Ka:[Ab]nﬁAg!] K,

>

L)

¥ Quando, per una determinata concentrazione di Ag, si ha:

[AgAb]=[Ab]

cioé i siti antigenici dell’anticorpo sono saturati per meta con I'antigene, allora il

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

costante di dffinita: K—
L= =
[A g] Ky

La costante K, (anche costante di associazione) € definita dalla concentrazione di
antigene libero necessario perché venga raggiunto il 50% di saturazione dei sifi

anticorpali ed una misura dell’ affinitda intrinseca o della stabilita del legame Ag-Ab.
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% |l valore della costante di affinita di un anticorpo per un dato anfigene determina,
negli esperimenti immunochimici, sia il limite di rilevabilita (che migliora con
I'aumentare dell’affinitd), sia la specificita (che cresce allaumentare della
differenza tra il valore della costante di affinita di un Ab verso I'Ag specifico e quello

relativo ad un Ag meno specifico);

% Le K4 possono variare da 107 + 100 M1 nel caso di anticorpi con elevata affinita per

I'antigene, a 104+ 10° M-! nel caso, invece, di immunoglobuline con bassa affinita.
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< Affinita: forza dell’interazione antigene-anticorpo, misurata dalla costante di equilibrio della

reazione di associazione;

L)

)

» Reazione antigene-anticorpo: reazione dinamica e reversibile tra un anticorpo € un antigene
per dare origine al complesso antigene-anticorpo. E' caratfterizzata da una costante di

equilibrio definita;

% Immunogeno: sostanza antigenica (antigene, coniugato aptene-proteina) che, in contatto con

un ospite immunocompetente, € capace di stimolare la produzione di anticorpi specifici;

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

con il corrispondente determinante antfigenico;

» 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 infrodotta nella struttura di un

reagente (antigene, aptene, anticorpo) ne consente la rivelazione.
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La specificita delle reazioni antigene-anticorpo e la sensibilita di “marcatori”
(enzimi, isotopi, sostanze fluorescenti, radicali liberi) possono essere
combinate insieme per compiere un “dosaggio immunologico”, ossia
quantificare con precisione una sostanza antigenica, presente, nel nostro

caso, nei fluidi biologici.
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Metodi marcati Metodi non marcati

traccianti radioisotopici, enzimatici,
fluorimetrici, bioluminescenti,

chemiluminescenti

Agglutinazione Precipitazione

Se avviene in soluzione Se avviene in matrice solida

acquosa

— T

Diretta Indiretta
se I'antigene e corpuscolato se I'antigene, solubile, si fa
(cellule, batteri) adsorbire o legare
covalentemente a carrier insolubili
(sfere di lattice, globuli rossi)
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Reazioni di agglutinazione/precipitazione

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

stechiometrici, si puo ottenere la precipitazione del complesso antigene-anticorpo,
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anche di peso molecolare molto elevato.

Anhgen Antibody

i
o

O

O
O
' O 2 i
A
Zone of
A
g Zone of
B equivalence
2
& Zone of
E antigen
F = excess
3
E
<

Antigen added o



STy

TR Universita degl Suudi REAZIONI DI
St della Basilicata AGGLUTINAZIONE/PRECIPITAZIONE

Negative result Positive result

Negative result Positive result

(b)
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Test di precipitazione ad anello,

Ring Test
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Ricerca di IgM o IgG per
verificare la infezione in corso o

gia avvenutalll
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Le reazioni di agglutinazione vengono utilizzate per deteriminare il gruppo sanguigno.

Gruppo A Gruppo B Gruppo AB Gruppo 0
Tipo di
globuli |
rossi
* N \..-"' “u
Anticorpi | Il M NP\ A I
presenti 4 R— /) = /A YA NS
Anti-B Anti-A Nessuno Anti-A e Anti-B
Antigeni ® * ¢
presenti Antigene A Antigene B AntigeniAe B Nessuno
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La procedura consiste nel verificare la reazione del sangue di una persona con due diversi
tipi di siero immune contenente anticorpi anti-A o anti-B. Su un vetrino vengono poste due
gocce di sangue, ad una di esse viene aggiunta una goccia del siero "ANTI-A" e sull'altra una
goccia del siero "ANTI-B".

Campione Siers Campione Stero
disangue | pmi-a Anti-B o sangue Asti-A Anti-B

Gruppo AB Gruppo A

Campione Siere Campione Siero

di sangue di sangue ias g AntiB
Gruppo B Gruppo 0

Se non si verifica alcuna reazione il sangue in esame appartiene al gruppo 0 (zero), se
invece si ha agglutinazione solo con I'anti-A & del gruppo A, se reagisce con I'anti-B & del
gruppo B, e se osserviamo la reazione di agglutinazione con I'anti-B e con l'anti-A il sangue
appartiene al gruppo AB.
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@ : 3 garla di latice Lalletso
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{a) Teslindiretts per 14 ricarca di anlicorpl posilive: {b) Tesiindirlio perla ricerca di anligen posdtivo, Guando
Cuanda le padicelle sond legala con fantigane, leparlicelle seno legale con anlicorpi mancclanall,
lagolutinapone indica |8 presenza di anticarpi, I'agalutinazicne indica [a presenza di anfigeni.

come le1gh mastrate in quesia figura
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INFEZIONE BATTERICA: ricerca della Proteina C reattiva (CRP), prodotta dal fegato

e In vitro lega il polisaccaride C dello Pneumococco
* In vivo puo legare: polisaccaridi batterici, funghi, parassiti unicellulari etc
¢ Aumenta nelle malattie reumatiche di natura infiammatoria, alcuni tumori e in numerose

condizioni patologiche

PROTEINA C REATTIVA (PCR)

Determinazione qualitativa e semiquantitativa mediante agglutinazione al lattice della proteina c reattiva

PRINCIPIO DEL TEST

La Proteina C reattiva, contenuta nel siero, causa
I'agglutinazione di particelle di lattice ricoperte di
anticorpo anti-PCR.

CAMPIONI

Area Area Area Area Area Area

Siero fresco. Stabilitd 7 giorni a 2-8°C. Per periodi pil
lunghi congelare a -20°C, e portare a temperatura
ambiente prima dell'analisi.

Reagenti 1 2 3 4 5 5
Fisiologica | S0 ul 50 wl 50w S0 50wl 50w
Campione | S0ul | SO | SOw | SO | SOW | 50w

da 1 da2 da 3 da 4 da s

Seartare 50 pl dall'ultima area

Interferenze
MNon si sono verificate interferenze in presenza di:

emoglobina = 1000 mg/dl
bilirubina = 20 mg/dl
lipidi = 1000 mg/d

Il fattere reumatico pud interferire a concentrazioni =
100 Ulfml.

Sien torbidi o lipemici possono dare false positivita.

CONSIDERAZIONI SULLO SMALTIMENTO

Campioni torbidi devono essere centrifugati. Lattice S0ul | SO | SOw | SO | SOw | SO

Titolo 12 24 43 96 192 384
REAGENTI ma/l mag/l magfl mg/l mgil mgil
Lattice

Particelle di lattice ricoperte di anticorpo anti-PCR;
conservanti e stabilizzanti.

Controllo Positivo
Soluzione stabilizzata, di origine
concentrazione PCR di 30 - 50 mg/L.

umana, avente

Controllo Negativo
Soluzione proteica non reattiva con il lattice.

Tutti | Reattivi contengono sodio azide 0.095%.

PREPARAZIONE DEI REAGENTI

VALORI DI RIFERIMENTO

| reattivi sono pronti all'uso.

La sospensione di Lattice va risospesa con molta cura.
Dopo averla resa omogensa per dolce inversione,
riempire e svuotare pid volte la pompetta dosatrice.
Stabilits: fino alla scadenza indicata in efichetta
conservati a 2-8°C. Non congelare.

MATERIALI NECESSARI NON FORNITI

Generalmente la concentrazione di proteina C
Reattiva in adulti sani non raggiunge 5 mg/l, in stato di
malattia da 4 a 8 ore dopo un evento acuto possono
raggiungere livelli fino a 500 mg/l.

Il valore medio di proteina C reattiva su 143 individui
sani & risultato 0.64 mg/l con un intervallo da 0.08 mg/l
a 3.11 mg/l. (Clinal Chemistry 43:1; 52-58: 1997)

Ogni laboratorio dovrebbe stabilire dei propri intervalli
di nferimento in relazione alla propria popolazicne.

SIGNIFICATO CLINICO

Il prodotto & destinato all'utilizzo allinterno di laboratori
di analisi professionali. Per un corretto smalfimento dei
rifiuti fare rferimente alla normativa vigente e alle
schede informative in matena di sicurezza.

Soluzione Fisiologica.
COD. AKDO110 Slide e bastoncini a perdere.

La Proteina C Reattiva € una proteina presente
normalmente nel siero, la  quale incrementa
significativamente dopo diverse forme di danni
tessutali, infezioni batteriche e virali, inflammazioni, e
neoplasia maligna. La PCR contribuisce alla difesa
non specifica dellattivazione dei complementi e
all'accelerazione della fagocitosi.

I PCR test ha un alto valore diagnostico su prove
diagnostiche fatte sulla base di casi storici e scoperte
cliniche.

CONFEZIONI

CODICE AK00110 (100 TESTS)

Lattice 1x5ml
CODICE AK00111 (100 TESTS)

Lattice 1x5ml
Controllo Positivo 1x05ml
Caontrolle Negativo 1x05ml
Slide bollo nero 3
Bastoncini 50

CODICE AK00105 (Controlli PCR)
Controllo Positivo 1x05ml
Controllo Negativo 1x05ml

BIBLIOGRAFIA

Lars-Olof Hanson et al Current Opinion in Infectious
diseases 1997; 10: 196-201.

M.M. Pepsv. The Lancet 1981: March 21 : 653 —-656.
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REAZIONI DI PRECIPITAZIONE
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Se I'immunoyprecipitazione avviene in un gel, si parla piu propriamente di
Immunodiffusione

Metodi di immunodiffusione piu comuni per il dosaggio di antigeni

% Immunodiffusione radiale semplice
“ Immunodiffusione doppia

< Immunoeletftroforesi
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Immunodiffusione radiale semplice

Immunodiffusione radiale semplice

Gel contenente |'anticorpo Il diameitro dell’anello sara
funzione della concentrazione

Q O O dell’antigene

IMMUNODIFFUSIONE RADIALE

Diffusione
dell’antigenc

Anticorpo
incCorporato
nell’agar

Antigene

Anelli di
precipitazione
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Immunodiffusione radiale semplice

Immunodiffusione radiale semplice

Gel contenente I'anticorpo

O O O

Costruzione retta di taratura:

Il diameitro dell’anello sara
funzione della concentrazione

Glass slide coated

with agar containing
specific antibody

Diameter of
preciptin ring (nm)2

(@3]
(=3
|

™~
(o1}
|

N
o
L

a1

dell’antigene

Std 1 Std 2 Std 3 Unknown

std 3
std 2

1 std1 2

[ CESEES
¥

I T I I L s I
c 10 20 30 40 B0 60

Concentration of test reactant (mg/dL)
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Immunodiffusione doppia (metodo di Ouchterlony)

IMMUNODIFFUSIONE DOPPLA

Anticorpo

Matrice di agar

Precipitato

Immunodiffusione doppia

Antigene
a a a b a+b a
LR .. = - .
Anticorpo  ® . »
per. anti-a anti-a + anti-b anti-a + anti-b
|dentita Non identita |dentita parziale

a e b : epitopi sugli antigeni

La posizione della banda dd una

stima semiquantitativa della

concentrazione di anfigene
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G i
Antigeni con epitopi A
Precipitato Diffusione
anti-A-A dell’antigenc
Diffusione
Antisiero anti-A clefldnticorno
IDENTITA
(2]
Anti-B-B AnNti-A-A
Antigene Antigene
con con
epitopi A epitopi B
Precipitato
i Precipitato
ANEEAZA anti-B-B
NON IDENTITA
) 1 - ;
Sperone di precipitato anti-A-A
Antigene
Ccon epitop B Sl Antigene
AeB e con
epitopi B
Precipitato
anti-B-B
Precipitato - ~ % % 15 e e, -
anti-A-AB/ —* o S
anti-B-AB ' \\n[/
ANti-B w AntiA

1. identity

anti-1

2, non-identity

anti-1,2,4

3. partial identity

anti-1,2

spur

@
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Immunoeletiroforesi

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

della reazione di immunoprecipitazione:

Immunoelettroforesi

Pozzetto contenente I'anticorpo

~0=0>0

Usata per indagini qualitative:

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

v' 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 dellelettroforesi. Una proteina

monoclonale pud migrare ovunque nella regione delle

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

velocemente rispetto alle IgG (figure b e «c). Per a normale
lidentificazione certa della proteina M si puo utilizzare

l'immunoelettroforesi.

L'immunoeletiroforesi si avvale dellapplicazione di anticorpi

contro le proteine sieriche gia eletiroforeticamente separate: b picco monoclonale {IgA o IgM)
si generano archi di precipitazione dovuti alla reazione tra

antigene e anticorpo. Se e presente una gammopatia

monoclonale, si produrrd una modifica dellarco di

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

che permette di riconoscere a quale classe di ¢ pitco mokotlonale (IgG)

immunoglobuline appartiene la proteina M. albumina B o, ta gammaglobuline
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Immunoistochimica (IHC)

% Tecnica usata per mostrare la presenza di anfigeni (per lo piu proteine) nella loro
esatta localizzazione in sezioni istologiche di tessuti, preservandone struttura ed
intfegritd, usando una specifica reazione antigene-anticorpo, ed in cui I'anticorpo e
marcato da molte e differenti specie chimiche (essenzialmente enzimi, come HRP o

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

% L'immunoistochimica prevede la combinazione dell'limmunologia e della

microscopia, in quanto il complesso anfigene-anticorpo deve essere visibile Al

MICroscopio;

% Usati anticorpi policlonali e monoclonaili.
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Colorazione IHC di una sezione di
rene con il marcatore CDI10

IHC di tirosin-idrolasi (TH)

verde, negli assoni dei

neuroni
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IMMUNOISTOCHIMICA

Prodotto
olorato

Dia mminoénziﬂina
Perossidasi

X

Prodotto

{ul«u rato
Diamminobenzidina

Perossidasi

METODO DIRETTO

METODO INDIRETTO

Streptavidin-peroxidase
complex ~ .

&

Antigen of interest A

Peroxidase enzyme

& oxidises DAB,

Q turning it into a
brown pigment.

This pigment precipitates
out of solutionas a
brown solid, located at
the site of our antigen.

Tissue
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USO di IHC

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

» Markers tumorali

s Tipizzazione tumorale

< Marcatori di differenziocmento

¥ Marcatori agenti infettivi (virus, batteri)
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Gli Ab sono marcati con molecole fluorescenti

Immunofluorescenza (IF)

7 i
; f Anticorpo primario

Cellule con antigeni i
di membrana (mAg) 7‘ 4 / /- // diretto contro mAg
2 | |
<y v*y vi:v (‘\-
( _J

Proteina A

g
Anticorpo T Anticorpo
umanoc %) b ; i
(.J:‘ &£ secondario &, ,\‘
anti-isotipo
G = PR ) :

(b) Metodo indiretto con anticorpo (c) Metodo indiretto con proteina A
marcata con fluorocromo

(a) Metodo diretto con anticorpo anti-mAg
marcato con fluorocromo anti-isotipo marcato con fluorocromo
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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 |a
valutazione della luce colorata emessa in seguito all’eccitazione a una

determinata lunghezza d’'onda;
La luce emessa puo essere rivelata con un microscopio a fluorescenza;

| coloranti possono essere coniugati alla regione Fc di una molecola senza

modificarne la specificitd;

Coloranti: fluoresceina, rodamina, ficoeritrina ecc.
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Citofluorimetria (CFM)

*

L)

¥ E' una tecnica che permette la misurazione e la caratterizzazione di cellule sospese

in un Mmezzo fluido;

% Rende possibile la misurazione di proprieta multiple di singole cellule ad una velocita

molto rapida, permettendo una dettagliata analisi qualitativa e quantitativa;

*

L)

» Si basa sull'impiego di Ab monoclonali fluorescenti;

L)

*

L)

¥ Consente I'analisi (e sorfing) delle diverse popolazioni di cellule del sangue, che
esprimono sulla propria superficie markers specifici che le discriminano le une dalle

altre.
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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

L)

cellulari, gli organelli intracellulari, I'attivita di alcuni enzimi.

v Studio della ploidia e della proliferazione cellulare;

v Analisi del ciclo cellulare;

v Analisiimmunofenotipica multiparametrica;

v Risposta del sistema immunitario alla somministrazione di vaccini (cellule anfigene specifiche,
produzione di citochine, ecc);

v' Livelli di apoptosi in patologie associate a deplezione cellulare (es AIDS) o accumulo cellulare
(tumori);

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

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. Ognisingola cellula viene poi attraversata da un
fascio di luce che eccita i fluorocromi (anticorpi
fluorescenti) e determina |'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 visuadlizza framite un
grafico

|
4. Attraverso piastre di deflessione le cellule s [Me| [0 ) |
: A | ;‘-’ .
analizzate POSSONO essere raccolte :, boo| | ; -
separatamente tramite un processo definito 3 ':i :‘: s % ;
1 1A .
“sorting”. e (N LS | e —
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LA CITOFLUORIMETRIA NELLA DIAGNOSTICA DELLE MALATTIE EMATOLOGICHE
Campioni:
v' Sangue periferico
v' Sangue midollare
v Ligquido pleurico, ascitico, pericardico
v

Sospensione cellulare da tessuto

Marcatori: la nomenclatura CD
Si considera membro di un Cluster of Differentiation un marcatore di superficie che:
v identifica un particolare tipo cellulare o un certo stadio differenziativo
v" ha una struttura biochimica definita

v' ericonosciuto da un gruppo di Ab monoclonali diversi

CD13 e CD33 — leucemia linfoblastica acuta

CD34 — marker ‘staminale’ in AML (prognosi infausta, terapia piu aggressiva)
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b——— cAll ———pm-8 ALl — B-ALL — B-CLL — HCL— LnH/Cb -LnH/Ce-LnHAb—MW——MM—
PRO-B cnumuﬂ B I'HE-B E PRECOCE Hmuuﬂu J PLASMACELLULA
TdT HLA-DA HLA-DR IHHI.IHUBLAETD
HLA-DR HLﬁ. DR HLA DR (win) [} Cong HLA DR {HLA-DR)
CD34 cD34 COs4 cD22 CO79u CENTROCITO =019 clg
CO790 €019 co19 CD7% coez At Co22 {EMA)
coD19 COT9m COT9a GO10 S-lgM+D+(G.A) HLA-DR Slg CD3a
ooz coDeR S-IgM CENTROBLASTO g CD10 COo1ar
CD10 el La) cD10 HLA-DR ooz Sig
o4 ch1g Sig kgl
© ______ [%;m;E CD1D
cD10
[ i
cﬁu.uu.\\ e
STAMIMALE gg;g
LINFOIDE (GDST)
PLURIPOTENTE Tmnw
Tdi Profferazions LGL
HLA-DR coT
coas HLA-DR
cDa4 © “I"'" coes
ke ERY o CD4 co38
(Co28) i
(CO4 SR i
[COu 5RA)
PRO-T TIMOCITO TIMOCITO nmcrro\ @
TdT IMMATURD CORTICALE  COMUNE
HLA-DA TdT TdT TdT
CO34 {CD34) cov cov
co7 cor CDG cha TIMOCITD CELLULE T
TeR D3 che coz MIDOLLARE MATURD MATURE ATTIVATE
cCD3 L & ] CD1 coz o3
CD5 (oo ] cha ch3 HLA-DR
CD4 CD& coT? Cho2s
CDé cDa Chas
(CDao
I T-ALL CTCL ATL{HTLVIH

Figura 12.1 Schema dalla linfopoiesi. Per ogni singolo stadio maturativo sono state elencate ke principali forme linfoprofiferative a esso corrslate.
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Type of cell
stem cells

all leukocyte groups
Granulocyte
Monocyte

T lymphocyte

T helper cell

T regulatory cell
Cytotoxic T cell
B lymphocyte
Thrombocyte

Matural killer cell

CD markers

CD34+,
CD45+
CD45+, CD11b, CD15+, CD24+, CD114+, CD182+

cD31-, cDNy

CD45+, CD14+, CD114+, CD11a, CD11b, CD91+ ! cD16+!"

CD45+, CO3+

CD45+, CD3+, CD4+

CD4, CD25, and Foxp3

CD45+, CD3+, CD8+

CD45+, CO19+ or CD45+, CD20+, CD24+, CD38, CD22
CD45+, CDG1+

CD16+, CDa6+, CD3-, CD31, CD30, CD38

CL34
,-*"._':L“\
C
-

aStem cell

Chd5

2
Ty
L

CO15
Granulocyte

CD45 D45 Ch45 CD45
o e
e \ II(../"L"*-\) ,.a-""_""-\\ Ir/.-'_%\
| : ( | | )
A ./ I\'"\.'/ \-'-/J "\H,
- e
CD14 CD3 CD1g D61
Monocyte  T-lymphocyte B-lymphocyte Thrombocyte

R

CD45 Ch45
A A
[ Dpeos { \)cna
L '/ “\,_'_/
CD3 CD3
Helper Cytoloxic

T-lymphocyte T-lymphocyte

CD45

r'/ﬂ o

k\‘/l-'GDzﬁ
[ )

Activated
T-lymphooyte
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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 quantitd nota dello stesso
antigene marcato, per il legame con un numero limitato e costante di siti anticorpali
(DOSAGGI COMPETITIVI ED IN DIFETTO DI REATTIVO)

® Antigene non marcato, Ag

* Antigene marcato ('21), Ag"

}K Anticorpo, Ab
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*  *
1) n * ¥ x (F)= antigene free
N\ (B)= antigene bounded
v T "

ﬁ( %% - # concentrazione nota

\K %Z }K concentrazione nota

(F) (B)

All'equilibrio, dopo aver separato I'immunocomplesso marcato dall’antigene marcato

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

. — - all'equilibrio
radioattiv ita libera (F)
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2) Costruzione retta di taratura:

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

(standard necessari per la costruzione della retta)
*® o

f\: ’: * :.o
hd
Y
g

.C1

Aumentando la concentrazione dell’antigene non marcato, favorisco la COMPETIZIONE con
I'’antigene marcato per i siti di legame sull’anticorpo
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Sempre separando I'immunocomplesso dall’antigene libero, si misura la radioattivitd

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

ogni volta che si aggiunge una quantita nota di

‘ m antigene non marcato, TALE RAPPORTO CAMBIA

radioattiv ita libera (F) (diminuisce all'aumentare della quantitd di
antigene non marcato)

cpm B B/T  B/B, B/F
14.000 o 0.8 . by . .
0.4 Si puo costruire una retta di taratura, che
riporta in grafico tale rapporto in funzione
70001 5 af © 0-4-\ delle concentrazioni note di antigene non
\\ marcato usate libero
0’10'0“0’00 100 20095 1bo 200
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3) Adesso si puo analizzare un sistema in cui I'antigene non marcato si frova in un fluido
biologico € 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 quantitd necessaria

per legare tutto I'antigene presente, e di antigene marcato

La tecnica del dosaggio radioimmunologico € comune in vari ambifi clinici: diagnosi
del diabete (dosaggio insulina), dell’'ipertensione, di patologie correlate a disfunzioni
tiroidee e dellormone della crescita, dosaggio nel sangue di sostanze stupefacenti o

applicazioni forensi (antidoping).

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

Glucagone, Fosfatasi prostatica, Calcitonina, Aldosterone urinario, Aldosterone
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Composte ricercato Metado analitico Applicazione clinkca

ALCTH Ala Diagnostica ormonala
TeH AlA Dagnostica omonals
Prainsulina RlA Degnoatice ormenals
Insuling Rl Dingnoaticn ormonala
Glucagune RlA Diagnostics ormonals
Crmaone lutsiniczanis (LH) A Diagnostica omenale
Ormaene folico'oatimalante (FEH) 34 Dagnostics amonals
Somatotrop na corionica (HCS) SlA Diagnostice ormonals
Gonadotroping corionies (HOG) =11 Dlagnostica omonals
Aoido folico 314 Dagnosica armonalz
Renira EIE Diagnostice amanals
Angirtensira 21A Diagnostice ormanalz
Aldosterome AlA Diagnostice ormanals
Estriclo AlA Diagnostice ormonals
Estradiclo Al Diagnostica ormanals
Estrone LA Diagnostice ormanals
Testasterans RlA Diagnostice ormanals
Epitestostamone RlA Diagnostice ormanale
Progesterone RilA Diagnostica ormanals

T. RiA Diagnastica ormeanale

T: Protein bnding Diagnostica ormonale

T. Pratein bnding Ciagnastica ormanale

B Frotein bnding Diegnastica ormonaks
Anido folioe Proteln bnding Dragnestica onmcnale
Cortisol Frotein bnding D agaostica omonale
Gastrina RiA D agaestica immunclogicn
a-felopoteing ALA D agnostiea immunologca
Anligene Al mla Dy agnoetica immunologics
g AlA D agtestica immunologica
KE RIA D agaoetica alergalagica
Farrilina RlA Dyagnnstica binchimea
Antigens carcino-embriogena (CEA) RIA Dapnostica immunclogica
Digossina RIA Diagnostica tarmacdonica
Digitossina RIA Diagnostica farmacdogica
Morfina Ri4 Diagnostica tessicologica
ebME . eGMP, cIMP, cUMP RlIA - Diagnogtica biochimica

—
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Vantaqggi del RIA:

» Elevata sensibilita (pg/ml)
% Elevata specificita

% Elevata precisione

Svantaggi del RIA:

% Durata dei reagenti

controllati

% Tempi dirisposta lunghi

% Pericoli radiologici legatfi

all'uso del

% Costo elevato di apparecchiature e reagenti

radioattivo: operatori

RIA

» Si dosa qualsiasi composto, disponibile, pero, anche in forma marcata

s Procedura automatizzata, quindi analisi di elevato numero di campioni

frequentemente
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Metodi Immunoenzimatici

ELISA: Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay

% L'ELISA € una tecnica molto utilizzata, basata sulla coniugazione chimica di enzimi
(quali ad es. la fosfatasi alcalina o la perossidasi) con anticorpi o antigeni. L'attivita
di questi enzimi € facimente monitorabile e consente di quantificare la
concentrazione di complesso coniugato (‘marcato’) con facilitd e precisione. A
seconda del parficolare metodo utilizzato, I'ELISA puo servire per | dosaggio di

antigeni o anticorpi.
% Antigene riconosciuto dall’anticorpo specifico (Immuno)
% Analita (antigene o anficorpo) 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
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TIPI ELISA:

% DIRETTO (Anticorpo primario marcato)

¥ INDIRETTO (Anticorpo secondario marcato)

< COMPETITIVO DIRETTO

< COMPETITIVO INDIRETTO

¥ DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich) DIRETTO

s DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich) INDIRETTO

ENZ Enz
ENZ

Direct Indirect

ENZ
ENZ
ENZ



&5 ﬂll'gq,

'.P_.rA!b

‘a\"m'

E[JI]]VCI sita degl Studi
q,,.,ﬁ della Basilicata

ELISA

* I9EL "

STEP 4
ADD SUBSTRATE

0.5-1h1.
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% METODO ELISA DIRETTO: In questo metodo, che consente di titolare un antigene, € un

anticorpo primario che deve essere coniugato con un enzima indicatore.

v' Si fa reagire una soluzione di un anticorpo specifico marcato con un enzima con un anfigene
ancorato ad una fase solida

v' Dopo aver lavato, si aggiunge il substrato dell'enzima. In questa tecnica, I'attivitd enzimatica

misurata sard direitamente proporzionale alla quantitd di antigene presente.

Substrate
[
'|:I

Frimary
antibody
con Jugate

Direct Assay



ERSIT,
\~‘ R Wit 0{,‘

-t - Universita degh Studi

B '+ della Basilicata ELISA

% METODO ELISA INDIRETTO: serve per titolare un anticorpo, anziché un anfigene. FE’

I'anticorpo secondario ad essere coniugato all’enzima.

v Il materiale da dosare (ad es., un siero umano contenente IgG) viene fatto reagire con I'apposito

antigene legato ad una fase solida.

v" Dopo reazione del siero con I'antigene immobilizzato, il materiale che non si € legato viene rimosso

mediante lavaggio.

v Si aggiunge poi un antficorpo anti-lgG (ad es., se il siero era umano, si puo aggiungere un anficorpo
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: I'attivitd misurata sard

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

prodotto Subswate)

- Secondary
antibody
Aﬂnngugnw
Primary
anhhe%
Ml Indirect Assay

substrato
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% METODO ELISA COMPETITIVO DIRETTO:

a) Uso coniugato Antigene-Enzima

v Una quantita fissa di anfigene 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, I'antigene marcato e quello libero si troveranno a competere per un
numero limitato di siti antficorpali. Dopo aver lavato il complesso, si aggiunge il substrato per
I'enzima e si misura |'attivitd enzimatica spettrofotometricamente, fluorimetricamente o
mediante chemiluminescenza. La concentrazione del prodotto enzimatico misurata risulterd

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

prodotto
substrato

YY Y YYY

X ¢ antigene
e,
noto €@ antigene coniugato con I'enzima

anticorpo
noto
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% METODO ELISA COMPETITIVO DIRETTO:

b) Uso coniugato Anticorpo-Enzima

v Questo tipo di saggio competitivo coinvolge I'uso del coniugato anticorpo-enzima, con
I'antigene immobilizzato sulla fase solida. La reazione di competizione avviene fra I'anfigene
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
prodotto della reazione enzimatica sard inversamente proporzionale alla concentfrazione di

anfigene presente nel campione.

prodotto
substrato

ccco +::+111—-

noto X noto
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% METODO ELISA COMPETITIVO INDIRETTO:

v' La procedura implica I'uso di un anticorpo secondario marcato, in grado di riconoscere la

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

v La reazione di competizione avviene fra I'antigene immobilizzato e quello libero in soluzione
come standard o proveniente dal campione, nei confronti dell’anficorpo presente in

concenfrazione fissa.

v' La misura del prodotfto enzimatico sard direttamente proporzionale nel caso della misura del

titolo dell’anficorpo da determinare, mentre inversamente proporzionale per I'analita.

prodotto
substrato

X

,._._._.,+A*+11—-

noto X/noto
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< METODO DAS-ELISA DIRETTO: Questa metodica puo essere utilizzata esclusivamente

quando I'analita possiede almeno due epitopi.

v 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 andrd
a legarsi al secondo sito antigenico dell'immunocomplesso. La misura del prodotto della
reazione enzimatica risulterd direttamente proporzionale alla concentrazione dell’antigene

(analita) da stimare.

prodotto
substrato

Y Y r+.-+11—-‘§"¢*'é'

noto noto
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* METODO DAS-ELISA INDIRETTO: In questo metodo, € un anticorpo secondario che

deve essere coniugato con un enzima indicatore.

v 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 dovra essere policlonale oppure
dovrd essere un anticorpo monoclonale diverso da quello immobilizzato, capace di

riconoscere un diverso epitopo dell'antigene).

v Dopo un secondo lavaggio si aggiunge un terzo anticorpo, capace di legarsi al secondo e
conftenente I'enzima; dopo lavaggi opportuni, viene aggiunto il substrato dell'enzima. In
questa tecnica, l'aftivitd enzimatica misurata sard direttamente proporzionale alla quantita

Subs,tmu-)

di antigene presente.

Capture
antibody

Capture Assay
“Sandwich”
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Gli enzimi piu comunemente usati sono la perossidasi di rafano, HRP, o la fosfatasi

alcalina, AP.

| substrati enzimatici dovrebbero essere idealmente stabili, non tossici e poco
costosi: substrati non colorati sono convertiti in prodotti coloratfi (OPD,arancio e
TMB, blu).

ELISA IN CHIMICA CLINICA: ricerca di proteine nel plasma, a concentrazioni cosi
basse da non poter essere rilevate ad es. con metodi nefelometrici (basati sulla
torbidita) (proteina C, proteina S, ecc.); dosaggio del ferro nel siero; ricerca di
anticorpi  (anfi-HIV); ricerca di ormoni come l'insulina, di estrogeni, di

gonadotropina corionica umana, di antigeni di superficie delle epatiti, ecc ecc.
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MOVIMENTO PER CAPILLARITA

Pregnant

Not pregnant

hCG, Antigene

o-hCG, anticorpo primario libero
® Enzima

e Substrato dell’enzima
® Enzima

a-1gG, anticorpo secondario immobilizzato

e Subsirato dell’enzima
® Enzima
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WESTERN BLOTTING
% Questa tecnica combina la risoluzione dell’elettroforesi con la sensibilitad 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 ftrasferite 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 identfica a quella delle tecniche ELISA o RIA (lavaggio,

saturazione dei siti, incubazione con anticorpo primario, incubazione anticorpo

secondario, rivelazione).
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WESTERN BLOTTING

Western Blotting Procedure

A 1. Load and separate protein

samﬂ&son SDS-PAGE

S

®

6. Incubate the blot with
chemiluminescent HRP
substrate and expose to film

3. Block the membrane
with neutral protein

2. Electrophoretically transfer
fractionated proteins onto PVDF

b BSA ilk i
mem rgue . _@ { or milk casein)
S— A MEMBRANE
GEL
g

4. Incubate the membrane
with primary antibody
specificto target protein

5. Incubate the membrane
with HRP-labeled secondary
antibody specificto primary

WESTERN BLOT

— e > —

SDS PAGE

AR

kDa
48
98

64
52
45
38

22

antibody
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Positive Plate Wet Transfer

= Sponge
J Filter Papers

Blotting Membrane

Gl —

3 Filter Papers
" . Sponge
Negative Plate

Buffer tank fid

| !
>

Blue coaling unit

Gel holder cassatie
and foam pads

Mini Trans-Blot cell.
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Detection in Western Blots

Detection Signal
ﬂ (colorimetric ar chemiluminescent)

| A

Enzyme-conjugated —— Enzyme Substrate
Secondary Antibody
Primary Antibody

Target Protein

Membrane Containing Transferred Protain
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9 g \\ 1,
o) 0
I':EH HRP 0 (0] L!LHT
NH H,0, % % ﬂci"Enm
NH, O NH, O NH, O // ‘ \\
excited state ground state
Luminol
(& ]
/ 1. Antibody Lumingl/H.0;
Antigen Enhancer

Fllr!ﬁlll
T:z' Imaging System

v Light
A Membrane
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TMB 4-CN DAB
MW, 240.4 MW. 1786 MW 2141
DAB 4CN
HRP + H,0, o1
i
N
[ e W,
/ W,
H:N - NH, al
HRP + H,0,
HeN NH; il
. =18 Quinone iminium cation radical o]
Hﬂf;Q=<;>:m Polymerization
to complex
Sl it Insoluble purple
HN NH, n ! ﬂpn:-duct
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Chemiluminescenza

Diverse reazioni biologiche (che si avvalgono di ossidasi) comportano la produzione di acqua
ossigenata (H,0O,); quest’'ultima, reagendo con composti come il LUMINOL, in condizioni alcaline

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

Undtable Inlgrmddato

anche catalizzata da ‘ % H’
}}9}4’ Haem

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

traccianti biologici, ad es. in alternativa a quelli radioattivi
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Classical Fast Western Blot

2 ) _
R

GAPOH e

B o o
kDa 1 = 5

- "
2 3 4

95—
72~
55 --
43 -

12 3 4% 12 3 45

\— < pvdQ beta-chain D

(~ 60kDa)
Cilk?
1 & 3 4 5 1 2 3 4 5
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APPLICAZIONI CLINICHE

Larga applicazione delle tecniche immunochimiche in campo chimico-clinico

per ricerche qualitative e quantitative di antigeni, anticorpi, apteni

Risultati  Risultati

Tecnica qualitativi quantitativi Principali applicazioni
Immunodiffusione radiale Scarsi Otimi  Dosaggi di singoli antigeni o anticorpi
Immunoelettroforesi (Laurell) Scarsi Ottimi Idem
Immunodiffusione bidimensio-  Ottimi Scarsi  Identificazione antigeni o anticorpi

nale (Outcherlony)
Controimmunoelettroforesi Buoni Buoni  Identificazione di antigeni a basse

concentrazioni

Immunoelettroforesi (Grabar) Ottimi Scarsi
Immunoelettroforesi crociata Ottimi Buoni [dentificazione antigeni

(Clarke-Freeman)

Identificazione antigeni

Immunochimica con marcatori ~ Scarsi Ottimi ~ Dosaggio antigeni,anticorpi, apteni

(RIA etal.)

COLORIMETRIA
mg - . SPETTROFOTOMETRIA-TURBIDIMETRIA

FLUORIMETRIA-NEFELOMETRIA
- CROMATOGRAFIA GL
12
he . IMMUNOCHIMICA

QUANTITA (g/ml)
=)

ANALITICA

102 pg]

Figura 18.10. Livelli di sensibilita di alcune teeniche di misura comunemente impiegate in
chimica-clinica; i metodi immunochimici (con vari marcatori) presentano i livelli di sensibilita
nettamente piu elevati.
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% 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 (antfiepilettici, antfidepressivi, 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 (osteocalcing,

fosfatasi alcalina, peptidi del collagene, ecc.)



