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CAPITOLO 4

Tecniche immunochimiche

4,1 Introduzione

il sisterus immuaitario degli animali & responsabile dells risposta immunitaria contro le
molecoie ticonosciute come estranee (non-self). L'immunologia 2 la scienza che studia tali
reazioni ¢ il sistema immunitario che le mette in atto.

Il sistema immunitario protegge gli animali dai microrganismi infettivi (virus, batteri, mi-
i @ protorot}; inoltre, aluta I'organismo a eliminare parassiti ¢ tossine, con-
batte tumori ¢ cellule neoplastiche e pud determinare il rigetto di cellule trasfuse o organi tra-
piantati da animali geneticamente non identici, Il suo ruolo fisiologice & quello di mantenere
Parganisino animale esente da forme ¢ sostanze biologiche rischiose perla vita (la parola “im-
munalogia” deriva dal latine inmnunitas = liberta da). Una risposta immunitaria impropria
(pssia indesiderata) pud causare disturbi clinici come allergie, reazioni del trapianto contro
Vaspite e malagtle autoiminuni, La risposta immunitaria pud essere classificata come innata
o acquisita, L'immunitd innata non richiede precedente esposizione aila sostanza estranea ed
& mediata, 1r:?f§:mu"!uogo. da cellule Jlscendenn Ja monociti (per esempxo  macrofagl) e da
lcuwriti panmor!onuc{ean, E rclanvamente aspeaﬁca sebbcne notmatmente distifigha chia-
-‘amcmﬂ tra self e non-self; costituisce una prima linea di dlfesa, otente ¢ rapida, contro inva-
stoni e infezioni indesideratz, Le procedure di laboratorio basate sull' immunith innata hanno
un’utilith limitata perché si prestano ad applicazioni a carattere generale nelle metodologie
biochimiche. '

L'immunita acquisita, mediata principalmente da linfociti, richiede 'esposizione (priming)
allasostanza ho- self pub essere ulteriormente suddmsa in nsposta immunitaria mediata
JallE celiule e umorale. immunitd mediata da]}e ceHule pub essere attribuita prmc:palmente
all'aitivitd def linfociti T -ch?mteragxs"é'éno con le sostanze estranee (amlgem) in modo spe‘
cifico e mediano una serie diversa di processi 1mmunoblologxc:. per ésémpio, le cellule T ¢l
totossiche “uccidono” specificamente cellule o microrganismi indesiderati. Le metodologie
basate sui meccanismi dell’immunitd mediata dalle cellule possono essere utili per lo studio
delf'immunologia cellulare e per alcuni aspetti dell'immunologia clinica, ma di solito la loro
applicazione aila biochimica non & semplice né utile.

L’lmmumté umorale ¢ medlata principalmente da proteme solubﬂl, dette anticorpi, che
circolano nef sangue ¢ permeano 1a maggior parte degli organi corporei. Gli anticorpi posso-
n0 anche essers presenti sutla superficie cellulare, dove fungono da recettori di antigeni e pro-
teine <if legame, Gil anticorpi vengono prodoti e secreti dai linfociti B, anche sotto Iinfluenza
dell'attivita di altri tipi di cellule {soprattutto linfociti T helper). Le cellule B al termine della
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differenziaziope, dette plasmaretlule, sono le pib potenti secretrici ruturali di anpcgtpl Lo
studlo degli antlcorpl (¢ dl altre molecole immunitasic importanti dal’ punto di vista immu-
nologico, come i componenti del complemento) prende il nome di immunochimica, Tali an-
ticorpi possono presentare una spiccata specificitd ¢ sensibilita per gii anugcnl. ‘anche se non
sempre questo avviene; tali propriei vengono sfruttate da molte procedure e metodologic bio-
chimiche. Questi metodi, noti come tecniche immunochimiche, sono ovviamente molto im-
portanti per studiare lo stesso sistema immunologico, ma rappresentano anche un prezioso
strumento per indagini in quasi tutte le discipline biologiche (in particolare la biochimica). La
tabella 4.1 riporta la definizione di alcuni termini immunochimici di comune impiego.
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Gll anticorpi sono un gruppo di proteine globulari, dette immunoglobuline, Tali proteine
sono Costituite da monomeri, o multimeri, di una struttura a simmetria bilaterale composta
da quatiro catene, due leggere e due pesanti (Fig. 4.1), Nei vertebrati superiori si trovano cin-
que tipi di catene pesant] (catene y, ), o Bee e) le quah dcﬁmscono Je cl
buline (le cossddeue 1gG, lgM gA, 1gD ¢ 1gE; Tab. 4.2), Tutte le classi po sono fegare l'anii-
gene, anche se le funzioni immunobiologiche mediate dalle molecole ‘immunoglobuliniche
sono diverse. Nei mammiferi, le classi IgG e ] IgA sono suddivise in sottoclassi, cui corrispon-
dono diverse scquenze di amlhoac:dl delle catene pesanti (mi con maggiori analogie rispetto
alle sequenze delle varie classil; il numero di sottoclassi individuate varia a seconda aelle spe-
cle, Le catene !cggcrc nen mediano una sighificativa attivitd biolegica, ma contribuiscona al
Iegame dell’ anugene € alla stablhté_ della str.}ttura mo]ecoiare superiore dells immunogloby-
line. Le IgG IgE elgDs sono per’opl_t,‘mono' ¢ri dcﬂq §trut§ura di hase 4 quattro ciens; le fgA,

B

invece, almeno nei mammxfen, sono spesso.dimeriche ¢ le IgM pentameriche. Le JgA elelgM
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mulhmenchc contengono una 4 piccola proteina aggiuntiva chiamate catena 1, nccessnm per,
1a polimerizzazigne; inoltre Ie [zA secrete contengono anche una pmf i denormin -
ponente secretoria,

Le molecole immunoglobuliniche possono essere tagliate da alcuni enzimi proteolitici per
ottenere frammenti utilizzabili in procedure biochimiche, che rivelano anche importanit
asperti della struttura ¢ della funzione degli anticorpi. La proteasi vegegi_e:E Lpama taglia le
IgG umane in tre frammenti, aventi all'incirca la stessa dimensione, (approssimativamente
50000 Mr) Due frammenta $0N0 | n?r ntici tra loro, mentre l'altro ¢ dlfferente i possono sepa-
rare { primi due frammenu dal terzo medlante cromatograﬁa a scambio ionico, T due fram-
menti identici hannola’ capacné di legarel antigene in modo monovalente, ma non possone
precipitare Pantigene in soluzione o nel gel; nel gergo immunologico, sono noti come fram-
menti che legano I ant:gene (fragment antigen binding) o Fab, 1l terzo ente non fega
Pantigene, ma i primi studi biochimici hanno dimostrato che cristallizza pit facilmente def
frammenti Fab (fenomeno che denota una maggiore omogeneitd di struttura); per questo in
unmunochlmlca  prende il nome dj frammcnto cristallizzabile o Te. A basslyalod di pli, ia

protema di mammnfero pégsmg,tagha leigG umane, producendo un frammento grande, uno

piu pxcco!o ¢ alcuni plccoh pohpept:d: 1l frammento di maggior! dimiensioni (100000 Mr)
Pud legare I'dntigene in maniera bivalente (purché I'antigene sia relativamente piccolo), pud
instaurare un legame crociato con l'antigene e pud formare con esso complessi che precipita-
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Tabella 4.1 Gloessario di termini usati in immunochimica

Antigene ) )
Sostanza riconosciuta ¢ [egata da un anticorpo,

. Antisiero

Sierc di un animale contenente anticorpi che reagiscono con particolari antigeni. Talvolta prende anche
il nome di siero immune.

Autoanticorpl

Anticorpl che reagiscono con antigenefi seif. Di notma non si trovano nel sangue né nef fluidl corporet,
per questo a loro presenza & spesso indicativa di condizioni patologiche, dette malattic autolmmuni,
per esempio Fartrite reumatoide, il lupus eritematoso sistemico, la cisrosi biliare primitiva, il diabete
meilite insulino-dipendente.

Bivalente ) . ] . )
Molecols in grado di legare due molecole di ligande; ossia, un anticorpo bivalente & in grado dilegare
due molecole di antigene,

Cellule di mieloma . .
Cellule tumorali discendenti da Hnee di piasmacellule; talora sono dette anche cellule plasmocitoma,

Clone
Una popolazione di ceilule In crescita, derivanti da una singola cellula progenitore, 1l clone deriva
da divisioni cellulari continue, asessuali, ¢ tutte le cethule sono geneticamente identiche, 4 meno che

non avveagano mutaxioni dusante la crescita,

Determinante antigenico

Vedi Epitopo.

Epitepo

Sito dell’ amlgcne riconoseiuto e legato dull'anticorpo. In genere ¢ costituilo da circa sel aminoacidi

o da una pari dimensions di residui di carboidrati, GH cpnop: degh antigeni proteici possono non essere
centinui nella struttura, Sono talora detti determinanti antigenici,

lm'uunogeuo
Sostanza o miscela df sostanze utilizzata per indurre una risposta immunitaria,

Linfociti
Cellude associate responsabili dello sviluppo e del mantenimento dell' lmmuni specifica; sono
una suddivisione dei leucociti, nonché i principali costituenti dei tessut linfoldi,

Mez‘nvaiem' .

Molecola capece di lzgare solo una melecoja di Higando.
Muhwalcnle ] .
Molecola capace di legare pili di una molecola di ligando.
Pareproteina

immunoglobulina monoclonale secreta dalle cellule di micloma {vedi sopra). Queste molecole
assomigiiano molto alie immunoglobuline prodotte da “normali” plasmaceliule/linfociti. Sono dette
anche proteine del micloma.

Peptide 4
Moleco]a costituita da alcuni residui aminoacidici uniti da legami peptidici. 1 peptidi pib grandi prendono
anche il nome di polipeptidi ¢fo proteine.

Piastra di microtitolazione

Piastra di plastica contenente molti pozzetti {di solito 96} in cui si possono eseguire malti dosaggi
immunotogici, quindi pib conveniente dei singoli tubl, | poxzett] possono essere a fondo piatto

per dosaggi ELISA, a forma di U per i RIA, 0 a forma di V per i test di emoagglutinazione; inoltre, possona
essere rigidi o flessibili,

Plasima "

uquldo oticnuto dal sanguu fion wagulalo dopo la rimozione delle compenenti cellulari. € diverse

dal slero {vedi oilre) in quanto contiene tutte le componenti del sistema di coagulazione,

La sua preparazione richiede i'uso di un anticoagulante, per esempic eparina o citrato,

Siero L ' . L
Liquido che s ottiene dal sangue coagulato dopo la rimozione dei coaguli ¢ delle componenti cellulari,

SR
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globuline, sono responsabili della maggior parte delle funzioni immunabiologiche, come la
fissazione del 1 complemento, ¢ interaglscono con i recettori per le immunoglobuline, presenti
L molti tipi di cellule; le ¢ regioni variabil, invece, sono responsabili del legame dell'antigene.
Allinterno delle rcgwnl | variabili, ci $0Mo tre sequenze relatwamentc brevi, che dimostrano
ufiz variabifity df sequénza particolarmente alta, deputate alla diretta interazione con Fanti-
gcnc. Esse prendono il pome di regioni xpervanabnh o tegioni che determinano ta comple-
mcntaneta (CDR, Compiementam}'-Dercnnmmg Regrans) ve nie sono tre per ogni catena, sia
pcsamc sia Icggera. Le porzioni piti costanti delle region{ variabili sono importanti per il man:
tenimento ‘dell’appropriata struttura degli anticorpi, soprattutto per un efficiente legame
dell'antigene.

Le immunoglobuline sono un’evidente eccezionr alla regola secondo cui un gene codifica
un unico polipeptide; inoltre, molti geni della linea germinale sona coinvolti nella codifica-
zion€ diogni catena pesante ¢ leggera, Le regioni costanti delle catene pesanti vengono codi-
ficate da singoli geni, uno per ogni classe o sottoclasse, noti come geni Cyy, che nella linca ger-
minale sono distinti dai geni per la regione variabile delle catene pesanti (geni V). Si
formano gruppi costituiti da un numero relativamente alto di geni per le regioni variabili
{nell'vomo ci sono circa 100 geni Vi, per le catene pesanti) e compresi tra questi e i geni per
le regioni costanti ci sono altri brevi geni che codificano per lu regione d'unione (geni J;
nell'uomo ce ne sono sei per le catene pesanti} e sequenze associate alla diversitd (geni D
nell’'uomo, quattro per le catene pesanti). Le catene leggere presentano un'organizzazione ge-
nica simile (segmenti genici Vi, ]y e Cy), tranne la sequenza D che non esiste per le catenc leg-
gere; nell’'uomo vi sono circa 70 geni Vy e 4 J per le cutene leggere x. In una fase precoce della
maturazione delle cellule B si verifica una traslocamme genica, tale da dar luogo a un mszemc
lmeare di ogm gcne Vv con un gene J, con, un gene D (soltanto nelle catene pesanti) e gon un,
gcne C questo codlﬁca per una catena completa dell'immunoglobulina. 11 processo rende
I'animale iﬁ'érado di produrre wna serie di molecole i immunaoglobuline che differiscono so-
prattutto “nella sequenza della regione ipervariabile, ciod nella parte della molecola che lega
I anngene. " Tale dwerslté pud aumentare unhzzandu un pumero variabile di regioni D (nelle
catene pesanu), e medlante mutazioni somatiche durante la maturazione della risposta im-
munitaria. Da tune queste combinazioni, almeno nei vertebrati superiori, dipende la capacith
di produrrc un numero molte elevato di anticorpi diversi (in via teorica, si calcola che gli es-
sere umani possano produrre 10* anticorpi diversi), oltre alla diversa specificita e affinita delle
1mmunoglobuhne per gli antigeni. Inoltre, questo processo consente la produzione di anti-
corpi che in teoria riconoscono gualsiasi antigene estranco di dimensionl appropriate. Tali
proprietd degli anticorpi vengono utilizzate in metodi d’analisi immunochimici.

4.2 Produzione di anticorpi

Tutte le tecniche immunochimiche si basano di fatto sull’uso di amicorpl, quindi la loro
efficacia dipende dalla qualné dell'anticorpo o degli anticorpi utilizzati, La. natura dell’anti-
corpo influenza sia la specificita dei metodi (ossia la capacith di discriminare tra la sostanza
des:derala ¢ altre sostanze presenti), sia la'sensibilita (la capacita di rivelare e misurare basse
concentramom delle sostanze da anahmre). per la quale ¢ importante I avidith dell’ anucorpo
pcr l'antxgene (4.9). Alcuni anticorpi utilizzati nei metodi immunochimici si trovano “natu-

7 ne]l espansmne clonale di. qucste‘ cellule lnmalmente esposte, a produrrc popolazioni di
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ralmente”, per esempio alcuni autoanticorpi, ma di norma & necessario stimolarne la produ-
zione immunizzando alcuni animali (4.2.6 per un’importante eccezione). A tal fine, sono sta-
te messe a punto diverse procedure,

4.2.1 La risposta immunitaria; anticorpi policlonali e menoclonali

Tutti i vertebrati possono produrre anticorpi contro antigeni estranei; tuttavia, nei verte-
brati inferiori le risposte sono malto limitate (sebbene anche gli animali pilt primitivi, come
missinoidi e lamprede, possano instaurare risposte immunitarie contro alcune proteine non-
self) e solitamente gli anticorpi prodott da tali specie non sone utilizzabili nei metodi immu-
nochimici. Nei mammiferi avvengono risposte immunitarie umorali pit utili, ai fini dell'iso-
lamento di anticorpi per le tecniche immunachimiche. In casi particolari, tuttavia, si impie-
gano anche gli anticorpi da uccelli, La maggior parte delle tecniche immunochimiche sfrutta
gli anticorpi IgG, ma in alcunc procedure si possono utilizzare anche IgM ¢ IgA. Le IgE sono
limitate a studi relativi alle allergie e alio shock anafilattico, mentre, di solito, le IgD non sono
usate polché non sono state identificate funzioni specifiche delle IgD secrete.
ognilinfocita B maturo secerne un apticorpo.con un "unica sequenza; la

np ivazione di una popolaz erogenea i cel-
¢lla_risposta.cansiste

. pesso di.di-
r intemo della frazione di anticorpi che lega antigene sono pre-
senti immunoglobuline che mostrano specificita e avidita variabili per Pantigene; di solito
sono presenti numerosi anticorpi diversi, che riconoscono molti differenti epitopi dell’an-
tigene. Questa risposta & definita policlonale, in quanto gli anticorpi derivano da pit: di un
clone di linfociti B, ¢ inoltre si osserva eterogeneitd di sequenze aminoacidiche nelle immu-
noglobuline presenti che legano I'antigene. Nelle tecniche immunochimiche si utilizzano
spesso preparazloni di tali anticorpi policlonali, sia non purificati dal sicro immune sia pu-
rificati'(4.3). Recentemente, tuttavia, sono stati sviluppati metedi che censentono di rica-
vare anticorpi monoctonali, derivanti da un singolo clone di cellule B, dotati della stessa se-
quenza aminoacidica. Le preparazioni di anticorpi monocionali presentano caratteristiche
omogenee (comprese specificith e avidita per I'antigene, per cui essi ricenoscono un singolo
epitopo) e possono rivelarsi vantaggiosi per gh scopi dell'immunochimica, se selezionati e
caratterizzatl accuratamente, La produzione di anticorpl monoclonall 2 discussa nel para-
grafo 4.2.3,

4.2.2 Produzione di anticorpi policlonali (antisieri)

.Epossibile prod
chese e questi ultinil mo:

t]lnta pet.le tecniche mmunach _he.'Per lavori analitic st pub fare ricorso ad aﬂttCDI’pl

contro i carboidrati, che tuttavia possono avere specificith limitata, tranne in alcunt casi par-

ticolari. In generale, la mapgior parte dei metodi immunochimici & stata sviluppata con anti-
corpi che riconoscono proteine ¢ polipeptidi.
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La maggior parte det vertebrati supetiori produce una risposta immunitaria umotale con-
tro una proteina “estranea”, L'ampiezza di tale risposta dipende da diverse variabili: di parti-
colare importanza sono le dimensioni della proteina, o del polipeptide, e 1a distanza ﬁJogene-
tica tra lorigine dell’antigene ¢ I'animale usato per produrre Panticorpo; in genere, maggiore
. la differenza filogenetica, migliore & Ia risposta. Comunque, Ja scelta delle specie per la pro-
duzione dell'anticorpo dipende anche dalla quanuta di antigene d:spombﬂe ¢ dalle quantita
¢ qualita di antisiero richieste, In alcuni casi, si possono avere anticorpi con particolari pro-
prielé/speciﬁcita scegliendo specie strettamente correlate o addirittura ceppl diversi della
stessa specie per la derivazione dell'antigene e la produzione di anticorpi. Il fattore piti impor-
tante da considerare, per I'immunogenicitd, & la differenza della sequenza aminoacidica
(quindi della struttura) dell’antigene usato come immunogeno ¢ di quello equivalente (s¢
presente) nell'animale prescelto per la produzione di antlcorpi. in genere, maggpiore & la dif-
ferenza, plh immunogenico sard 'antigene. In alcuni casi, regioni particolari dell'antigene
producono risposte immuni molto potenti: tali epitopi sono dettl imnunodominanti,

1 peptidi con M, Inferiore a circa 2000, di norma sono poco o per nulla immunogenici,
L'immunogenicitd tende a crescere man mano che aumentano le dimensioni: proteine con
M, superiore a 10000 sono di solito immunogeniche, se nconoscmte come estranee dalle rea-
zioni immunitarie del*animale,

5i possono produrre anticorpi che legano piccoli polipeptidi (e altre piccole molecole non
immunogeniche, come steroidi ¢ farmaci) unendo, o coniugande, queste sostanze a proteine

pitt granch {dette proteine carrier, o trasportatrici). Gli antisieri prodotti conterranno anticor-

pi che riconoscono la proteina catrier, ma anche altn che si legano alla plccola molecola co-
niugata, Alcune proteine sono carrier particolarmente efficaci (come emocianina e tireoglo-
bulina di patella), mentre altri producono una riposta umorale limitata contro il cartier, come
il derivata proteico purificato PPD dal bacillo di Calmette-Guérin (BCG). Le sostanze che non
sono immunogeniche in sé, ma lo diventano solo se coniugate, prendeno l.l nome di aptem.
Per fa produizione di anticorpi potent;, ‘efficaci nelle tecniche immunochimiche, ¢ di solito
necessario usare un adiuvante come parte dell'xmmunogem‘ queste sostanze potenziano la
risposta 1mmunuarla formando un deposito di antigene a fento rilascio, stimolando le cellu]e
T helper o favorendo la presentazione dell antigene. Alcuni adiuvanti supphscono apitt dunc
di questi effetti (Tab. 4.3 per un elenco di aleuni adiuvanti di use comune in immunochirni-
ca). Di solito, una singola immunizzazione con l'antigene di luogo alla produzione di anti-
corpi; tuttavia questi antisieri non sono in genere ottimali, in quanto contengono anticorpi a
bassa aviditd e un’aita proporzlone di IgM, il cui uso in immunaochimica pud essere limitato,
Nelta pratica comune i tipetono vatie Immunizzazioni suecessive {richiami), intervallate in
modo che la tisposta immunitaria sia talmente clevata da produrre un animale iperimmune,
ossia con un’alta concentrazlone ematica di anticorpi ad alta aviditd, specifici per 'antigene,
Questi “eleri iperimmuni” (in realtd antisier! di animali tpenmmum) sono di solito { reagent
policlonali d’elezione per le tecniche immunochimiche. In dettaglic la precisa quantita i an-
tigene usata e Pintervallo tra i richiami sono fattori molto variabill, in base all’antigene ¢ alla
specie utilizzata; per alcuni principi generali si rimanda alla tabella 4.4. In genere, per immu-
nizzare animali pilt grandi si rende necessaria una quantith maggiore di antigene; tuttavia,
poiché essi hanno pili sangue (quindi anche pit siero/plasina), accorre disporre di maggiori
quantitd di immunogeno per la produzione di anticorpi, me il loro organisino produrii pit
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Tabeila 4.3 Alcuni adiuvanti di impiego comune

Composizione ¢ utilizzo

Olio minerale contenente micobatteri inattivati al calore
{Mycobacterium tuberculosis o M. butyricum)

Utilizzato come emulsione con antigeni in soluzione acquosa

Adiuvante

Adiuvante di Freund completo
(FOA, Freund's Complete Adjuvant)

Olio minerale

Utilizzato come emutlsione con antigeni in soluzione
acquosa

Allume Sali complessi di alluminio. Esistono diverse versioni
di adiuvante: alcune sono vendute pronte all'uso (per esempio
Alhydrogel); altre si possone preparare in laboratorio,
mescolando vari sali, per esemplo NaHCO, e solfato
di potassio ¢ alluminio. L'antigene acquoso & adsorbito al gel

Adiuvante di Freund incompleto
(FIA, Freund’s Incomplete Adjuvant)

Bentonite Bentonite di sodio de! Wyoming (montmorillenite) in gel.
L'antigene acquoso si adsorbe alla superficie

Saponina derivata datla Quitlaja saponaria Molina (albero
del Sud America). Miscelato per formare un complesso
con I'antigene acquoso

(it

N-acetilmuramil-L-alanil-b-isoglutamina. Mescolate
con |'antigene acquoso. Si utilizzano anche vari derivati
del MPD come adiuvanti

Muramit dipeptide {(MDP)

Utilizzato in varie formulazioni, spesso come emuisione

Lipide A monofasforitico (MPL)
con oli. L'antigene ¢ incluso nell'emulsione

Baciflus pertussis Organismo ucciso mescolato all’antigene acquoso

Probabilmente I'FCA ¢ Yadiuvanie pib potente, ma pub essere inzdeguato per eleuni scapi.
(Pa: M A, Kerr, R, Thorpe, Immurtocheristry Labfax, Bios Scientific, Oxford 1994,)

antisiero (i topi ne producono solo pochi millilitri mentre le pecore e i cavalli ne possono pro-
durre molti litei).

4.2.3 Anticorpi monoclonali

Gli anticorpi monoclor.ali possono rivelarsi particolarmente utili per le metodiche immu-
nochimiche. Questi anticorpi sono secreti da cloni, cio? da cellule monoclonali. E possibile
clonare i linfociti matun, secememl antlcorpl. dagh anlmah lmmumzzatl. che in genere so-
pravvivono in coltura solo per un breve periodo, quindi non forniscono ‘quantita utili di an-
ticorpi. Sono state comunque messe a punto procedure che consentono di ottenere clevate
quantiti di anticorpi monoclonali, producendo linee cellulari a crescita continua (immortali)
¢he sceernono anticorpi in maniera efficiente. Questo comporta la generazione di cellule ibri-
de, Tz trasformarione dei linfocdti con un viras oppure procedore di DNA ricombinante,

4.2.4 Produzione di ibridomi

Ne ¢l 1975 Kshler ¢ Milstein idearono una procedura per produrre cellule ibride che secer-
nonrx anlicorpi ¢ crescono continuamente in coltura (Fig, 4.2), mediante fusione dei linfociti
di un topo immune con cellule di micloma murino. Tali cellule ibride fuse, inizialmente dette
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no in grado di produrre I'enzima ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi (HGPRT), non
possono usare il percarso metabolico di recupero, quindi muoionoe in terreno contenente ami-
nopterina. Poiché queste cellule possono essere prodotte in coltura con 8-azaguanina, si sono
stabilizzate molte linee cellulari di mieloma murino HGPRT-negative.

Dopo la fusione dei linfociti con cellule di mieloma HGPRT-negative, si aggiunge tetreno
contenente aminopterina, addizionato con ipoxantina e timidina per assicurare un adeguato
supporto di substrati per il percorso di recupero (terreno HAT); questo terreno uccide le cellule
di mieloma, ma consente la sopravvivenza di ibridomi che abblano ereditato Ja HGPRT dal lin-
focita. ] infociti residui che ncn si sono fusi muoiono dopo un breve periodo in coltura, per cui
si ottiene una preparazione pura di ibridomi, che pud essere clonata secondo tre procedure:

L. Clonaggio per diluizione limitata: una singola sospensione cellulare di ibridomi viene dilui-
1a ¢ distribuita in pozzettl di piastre per coltura, circa una ceflula per pozzetto (o quantith
simili). Sl analizzano { pozzett] per determinare la clonalith e, dopo coltura, si procede ad
analizzare il surnatante celfulare per la presenza dell’anticorpo appropriato, Di horma,
questa procedura viene ripetutu (spesso piil d"una volta) per ottenere una linea monoclo-
nale di ibridoma,
Clonagglo in soft agar: una singola sospensione cellulare di ibridomi viene diluita i agar
fuso allo 0.25% circa, distribuito su agar solido 0.3% e lasciato solidificare. 1 cloni crescono
in coltura come focolai che possono essete visualizzati (utilizzando un microscopio inver-
tito), Quando raggiungono le dimensioni opportune, { gruppi di cellule che si formano
vengono prelevati dall’agar usando una sottile pipetta Pasteur, quindi coltivati su terreno;
si analizza cosl il contenuto anticorpale del surnatante,

3, Clonaggio mediante separatori di cellule a fluorescenza: le cellule vengono marcate con fluo-
rocromi per il tipo di anticorpo secreto (per esempio tramite antigeni marcati con fluore-
sceina isotiocianato), quindi isolate individualmente mediante citometria a flusso con sepa-
razione di cellule in base alla fluorescenza (FACS, Fluorescence-Activated Cell Sorter), Una
volta coltivate i vitro le cellule adatte, $i analizza il surnatante per la presenza di anticorpi.

2

Tutti i metodi di clonaggio sono stati Ideati per produrre colture di ibridomi monoclonali,
ma certo non lo garantiscone, Ovviamente la ripetizione delle tecniche di clonaggio aumenta
la probabilita che le cellule tisultantl siano monoclonali, ma accorre eseguire controlli per ac-
certarsi di aver ottenuto la monoclonalita, A questo scopo, si preparano “subcloni” di linee di
ibridomi (seguendo la procedura gia descritta) e si calcola la percentuale di cellule che secer-
nono anticorpi con definita specificita appropriata. Se la linea parentale & monoclonale, tale
percentuale dovrebbe essere prossima al 100%; in caso contrario la linea d'ibridoma non sard
monoclonale, oppure sark instabile rispetto alla secrezione di anticorpi monoclonali.

Per produrre un surnatante contenente anticorpi monaoclonali, si possono crescere tali li-
nee cellulari monoclonali in coltira {da fermentatori industriali o supporti per colture in {i-
bte cave si possono ottenere chilogrammi di anticorpi), oppure nella cavith peritoneale di
topi per produrre un liquido ascitico ad alta concentrazione di anticorpi (circa 5-10 mg
ml-1). Le linee cellulari possono essere crioconservate per assicurarsi una fonte stabile di an-
ticorpl tnonoclonall,

Si pud usare un approccio simile per pradurre anticorpi monoclonali di ratto, con la dif-
ferenza che a volte I'azaserina {o-diazacetil-L-serina) sostituisce l'aminopterina nel mezzo di
coltura selettivo; essa inibisce una serie di reazioni di aminazione, alcune delle quali sono es-
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senziali per la sintesi de nove di purine, Si possono inoltre produtre eteroibridomi di criceto
per fusione di linfociti di criceto con cellule di mieloma murino HGPRT-negative, La tecno-
logia degli ibridomi & in genere mena efficace nei mammiferi superiorl, a causa della mancan-
za di linee cellulari di mieloma adatte alia fusione e dellinstabilita degli eteroibridomi di lin-
fociti di topo e di specie superiori. E stata descritta una linea cellulare di mieloma di coniglio
adatta per la produzione di ibridomi di coniglio.

4.2.5 Trasformazione di linfociti con virus; produzione di anticorpi monoclonali umani

1n alcuni casi, & preferibile o addirittura necessario, impiegare anticorpi monoclonali uma-
o anziché di roditori. Per esempio, & meglio utilizzare anticorpi umani per scopi terapeutici
in vive, poiché sono meno immun’dgcnio.:i ¢ mediano le funzioni immunitarie biologiche,
‘mentré pud essére molto difficile, se non impossibile, produrre anticorpi monoclonali di ro-
ditori contro aleuni antigend, tra cui I'antigene contro il gruppo sanguigno wmano Rh, Sono
stati prodotti pochi anticorpi monocionali umani derivati da ibridomi (quasi sempre eteroi-
bridomi), ma questo approceio & difficoltoso e inefficiente, Tuttavia, l'infezione di linfociti B
umani con virus di Epstein-Barr comporta la trasformazione di una sottopopolazione di cel-
lule, che consente la produzione di una linea cellulare a crescita continua, suscettibile di clo-
nazione. Alcuni di questi cloni secernono anticorpi monocionali, utilizzabili per scopi tera-
peutici ¢ immunochimici. Un numero relativamente alto di tali linee cellulari secerne
anticarpi 1gM, ma si possono produrre linee cellulari che secernono immunoglobuline di tut-
te le classi e sottoclassi, Alcune linee cellular denotano instabilitd ¢ bassi livelli di secrezione
di anticorpi, problemi talvolta risolvibili mediante fusione con eteroibridomi stabili che non
producono anticorpi, o con linee di mieloma.

4.2.6 Anticorpi ingegnerizzati

Anche se si possono produrre anticorpi menoclonali di tope o di ratto, con determinate pto-
prict di legame per Pantigene in dnimali di laboratorio appositamente immunizzati, il loro im-
piego clinico & problematico negli esseri umani, per esempio in pazienti oncologici, in quanto
possono scatenare una risposta immunitaria nel ricevente, essendo riconosciuti come “estra-
nei™. Inoltre, alcune potenziali applicazioni degli anticorpl monoclonali possono richiedere par-
ticotari funzioni effettrici (mediate dalla porzione Fc di determinate sottoclassi) associate a una
particolare specificita {determinata dalla porzione variabile}, che non possono essere prodotte
facilmente mediante la semplice immunizzazione. Per altre applicazioni cliniche potrebbero es-
sere preferibili piccoli frammenti di anticotpi, piuttosto che molecole intere refativamente gean-
di, per esernpio se si desidera penetrare nel tessuto, 5i sono quindi sviluppati metodi di ingegne-
tia genetica nel tentativo di superare queste limitazioni. Mediante la reazione polimerasica a
catena {PCR, Polymerase Chain Reaction) si possono amplificare  geni che codificano per le ca-
tenc pesanti ¢ leggere degli anticorpi, per poi clonarli in vettori adatti per I'espressione e la ma-
nipolazione, per esempio 'unione della regione variabile di un anticorpo con la regione costante
di un altro. Di solito, per I'espressione di anticorpi interi si usano cellule di mammifero {al fine
di consentire la glicosilazione ¢ il corretto ripiegamento e assemblagglo della proteina), mentre
i frammenti di anticorpi possono essere espressi in Escherichia coli. E ora possibile anche ripro-
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durre in vitro la risposta anticorpale che avviene in vivo, esprimendo sulla superficie di batterio-
fagi (esposizione in fagi, phage display) frammenti di anticorpi derivanti dalla collezione genica,
allo scopo di consentire 1z selezione di determinate specificita,

Amplificazione di geni per anticorpi mediante la reazione polimerasica a catena

E possibile amplificare velocemente i geni per gli anticorpi mediante PCR; quest'amplifi-
cazione prevede cicli ripetuti di estensione tra due primer oligonucleotidici che ibridizzano le
sequenze alle estremita 5 ¢ 3’ del gene, Si distinguono tre passaggi:

1. Preparazione di un lisato cellulare ed estrazione dell'RNA (questa frazione conterrd
I'mRNA codificante le catene pesanti e leggere degli anticorpi).

2. Sintesi di DNA complementare (cDNA) a singolo filamento catalizzata dall’enzima tra-
scrittasi inversa; l'ibride RNA/CDNA viene pol utilizzata come stampo per la PCR.

3. Amplificazione specifica del gene, o dei geni, presenti nello stampe di RNA/cDNA con pri-
mer specifici che s Jegano alle sequenze esterne alla regione di cui si cercano informazioni
{di solito Ia regione variabile; Fig. 4.3), Si possono progettare primer per amplificare in
PCR la maggior parte delle famiglie di geni per le regioni variabili, in quanto le sequenze
nucleotidiche fiancheggianti questi geni sono relativamente conservate. L'incorporazione
di un sito di restrizione nel primer consente il successivo clonaggio del gene, o dei geni,
amplificati,
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Figura 4.3 Amplificazione in PCR di un gene della regione variabile per la catena pesante, (a) Posizione dei
primer relativamente alla regione variabile. FR, regione codificanie; CDR, regione che determina la comple-
mentarita. (b) Fotografia dell'analisi elettroforetica, in gel di agarosio, dei prodotti deli'amplificazione in
PCR di un gene della regione varizbile per la catena pesante (corsia 2). In corsia 1 sono mostrati dei marca-
torl di DNA. U gel & stato colorato con bromuro di etidio (colorante fluorescente che si lega agli acidi nuclei-
¢i) e visualizzato con tuce ultravioletta.
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1l materiale di partenza pud essere un ibridoma che produce un anticorpo monoc.lc.male,
per esempio al fine di consentirne la manipolazione genica; in alternativa, si pud utilizzare
RNA dei linfociti del sangue periferica per preparare una collezione di geni per le regioni va-
riabili delle catene pesantl e leggere, allo scopo di creare collezioni geniche di frammenti di
anticorpi ed esposizione in fagi {vedi oltre).

Collezione genica e phage display

Le collezioni di amplificati di geni per le catene pesanti e leggere delle regioni variabili (Vy
e V,, rispettivamente) possono essere unite tramite un tratto di DNA sintetico che codiﬁfa un
peptide di connessione (linker), a formare collezioni geniche di frammenti di anticorpi Fv a
singola catena (sc) {i frammenti Fv sono i pil piccoli frammenti di anticorpi che conservano
un sito di legnme per Pantigene intatto; Fig, 4.4b). L'uso di linker Impedisce la dissociazione
defle porzioni Vy, ¢ Vi, che altrimenti non sarcbbero legate covalentemente, La collezione
scFv viene quindi amplificata nuovamente, con primer centenenti siti di restrizione appro-
priati per la successiva digestione con endonucleasi e ligazione in un vettore fagico adatto per
Pesposizione, per esempio pHEN-1, in seguito espresso in E. colf, Si crea quindi una “libreria'i
fagica di anticorpi. Il vettore fagico per Pesposiziane consente V'espressione dei frammenti
scFv sulla superficie del fago, come prodotto di fusione con una proteina fagica del'involu-
cro. Questo consente di selezionare | fagi codificanti | frammenti desideratl, mediante sepa-
razione su un supporto solido cui & legate Pantigene. In alternativa, si possono esprimere |
frammenti solubili scFv (a seconda del ceppo di E. coli usato come ospite). Un potenziale van-
taggio di questa tecnologia & la produzione di anticorpi da parte di individui non immuniz.-
zati; cio dipende dalla creazione di un numero elevato di collezioni di geni per anticorpi,
dall'esposizione in fagl ¢ dalla selezione con 'antigene di interesse,

Trapianto
diCDR

Anticarpo Anticorpo Anticorpo
dltopo Lmang umanizzalo

Frammanto scFy

{0}

Figura 4.4 Anticorpi ¢ framment] anticorpali geneticamente ingegnerizzat, (a) Trapianto di CDR (regione
che determina 1a complementarita) per produrre anticorpi umanizzati; (b) frammento Fv a singola catena,




216 METODOLOGIA RIOCHIMICA

L'utilizzo di frammenti di anticorpi pud essere vantaggioso in certe applicazioni cliniche:
per esempio, la loro piccola dimensione dovrebbe aumentare la penetrazione nel tumore; tut-
tavia, it loro impiego In laboratorio quali reagenti pud essere problematico, in quanto essi ten-
dono ad avere un'affinitd funzionale relativamente bassa,

Strategie per ridurre l'immunogenicita

Sono state messe a punto molte strategie per rendere gli anticorpi meno immunogenici,
pur facendo in modo che conservino le attivitd di legame dell’antigene, Negli anticorpi chi-
merici, | dotnini costanti degli anticorpi di topo o di ratto sono sostituiti da quelli della se-
quenza umana; questo conferisce anche le proprieta di efficacia mediate da Fe per "utilizzo in
vive in esseri umani e nei metodi in vitro basati sul modello umano. I domini costanti possono
addirittura essere sostituiti con una proteina non anticorpale, per esempio una tossina o un
enzima. Un approccio alternativo consiste nell'umanizzare gli anticorpi di topo o di ratto, in-
serendo 12 CDR di topo nel genl umani per la regione varlabile (Fig. 4.4a); questi anticorpi
devono essere espressi in cellule di mammifero. Inoltre, pud accadere che debbano esscre
cambiati o aggiunti residui aminoacidici per far si che la regione variabile abbia la conforma-
zione corretta,

Sequenziamento di anticorpi monoclonali

1l clonaggio mediante PCR dei geni per la regione variabile degli anticorpi ha resa malto
pib semplice la determinazione delle sequenze aminoacidiche codificate, in quanto & molto
pidt setnplice sequenziare 'acido nucleico codificante 'anticorpo & poi tradurlo in sequenza
proteica, piuttosto che determiriare la sequenza di aminoacidi delle immunoglobuline secon-
do il metodo di degradazione di Edman (cap. 6, 6.4.3). Quest’ultimo metodo di sequenzia-
mento, oltre a richiedere una quantitd abbastanza elevata di preparazione pura di anticorpo,
& limitato a brevi tratti di sequenza, per cui si devono sequenziare molti peptidi sovrapposti
per ottenere la sequenza completa, La determinazione della sequenza aminoacidica degli an-
ticorpi consente di correlarne la struttura alle proprietd immunologiche (per esempio la ca-
pacitd di legare I'antigene) e di predirne la struttura tridimensionale, La sequenza nucleotidi-
ca fornisce Informazioni anche sull'uso dei geni della linea germinale per una determinata
risposta anticorpale {si ricordi che i geni codificanti anticorpi si formano dall'unione di di-
versi segmenti di geni della linea germinale durante la maturazione dei linfociti, 4.1) e sul pro-
cesso di maturazione dell'affinith {mutazione somatica).

[ geni per gli anticorpi amplificati possono essere sequenziati direttamente; in alternativa,
per evitare le sequenze contaminanti presenti nel prodotto di PCR, il materiale amplificato
pud essere clonato in un vettore fagico, con cui si trasformano cellule di E. coli, ottenendo cosi
dati di sequenza pit affidabili e riptoducibili. Il metodo di sequenziamento basato sulla ter-
minazione della catena & descritto nel capitolo 2, 2.14.

4.3 Purificazione e frammentazione di immunogloblﬂine

Molte tecniche immunochimiche, per esempio metodi su gel di agar o di immunoistochi-
tica (4.4 e 4.8), possono essere eseguite utilizzando anticorpt nion purificati presenti neglian-
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tisieri, surnatanti di colture cellulari contenenti anticorpi monoclonali o liquidi asciticl di ro-
dlton. Altrl metodi, invece, nchledono una punﬁcazlone pama!e o totale dcgh antu:or[_n
spemﬁch ‘5 alreno Pisolamento della frazione totale delle immunoglobuline, per esempio se si
vuole marcarle (4.5) 0 immobilizzarle per utilizzarle in cromatografia di meunoat’ﬁmté (4.3. 4,
oppure analizzarle per focalizzazione isoelettrica {isoelectric focusing, cap. 12, 12.3.4) o per croma-
tografia liquida ad alte prestazioni (HPLC, High Performance Liquid Chromatography) (cap. 10,
10.4). Ci sono moiti metedi per punﬁcare le immunoglobuline; il metodo ideale e i dettagli
sperimentali dipendono dalla classe/sottoclasse, dalla specie che ha prodotto P'anticorpe,
dall'uso che s'intende farne e dal tipo di materiale di partenza, per esempio siero per gli anti-
corpi policlonali, surnatante di coltura o liquido ascitico per quelli monoclonali, I metodi per
la purificazione di Immunoglobuline dalia miscela di proteine presenti nel siero, nel surna-
tante o nel liquido ascitico comprendono tecniche di precipitazione che sfruttano le diverse
caratteristiche di solubilits degli anticorpi rispetto alle altre proteine: cromatografia a scam-
bio jonico {che sfrutta le differenze di carica tra immunoglobuline e altre proteine), gel filtra-
zione (che separa le proteine in base alle dimensioni) e cromatografia d'affinit (che sfrutta le
specifiche interazionl tra l'anticorpo e la molecola a cui si lega, detta “ligando”, dal latino Ji-
gare, legare). Pud essere necessario combinare due o piit di queste procedure per ottenere la
purezza desiderata, tuttavia, in genere solo la cromatografia d'affinith con antigeni immobi-
lizzati & In grado di purificare gli anticorpi con una sola specificita, a meno che il materiale di
partenza non contenga anticorpi monoclonali,

4.3.1 Tecniche di precipitazione

Alcuni sali, solventi e polimeri organici provocano la precipitazione di molecole di immu-
noglobulmc in séluzione, contribuendo a formare un aggregato visibile ¢ insolubile che pud
essere recuperato mediante centrifugazione, ¢ successivamente risospeso nel tampone appro-
priato (cap. 6, 6.3.4). Le immunoglobuline in soluzione sono circondate da uno strato d'idra-
tazione strettamente legato, perturbato dalle tecniche di precipitazione. Le immunoglobuline
sono solubxll a determinati valori di concentrazione salina, ma dwentano insolubili a valon
pili s‘in ol bassi, Le alte concentraznom saline allontanano lo strato d1 1drala.zxone dalla pro-
tema, in quanto gh joni diventano soivatau, favorendo l'in teraznone delle parti 1drofob|che
delle 1mmunoglobullne cot regioni simili di altre motccole. causando un “raggruppamento”
d1 molecolc, Questo fenomeno, detto ¥ conscnte la precipitazione reversibile degli
anticorpi; in questa tecnica gli ioni pit efficaci sono anioni & carica multipla insieme a cationi
monovalenti; i pit1 usati sono solfato di ammomo e di sodie. La solublllt& di alcune immuno-
globuline, tuttavia, diminuisce anche all’abbassarsi della concentrazione salina, in quanto gh
ioni che restano sono insufficienti per mantenere P'idratazione delle proteine immunoglobu-
liniche. Questa procedura, detta precipitazione di euglobuline, ¢ particolarmente utile pet ia
purlﬁcazlone preliminare di IgM, sebbene di solito non sia molto efficace per le 1gG, Per pre-
cipitare le immunoglobuline si possono usare anche solventi oxganici miscibili con acqua, che
diminuiscono il potere solvatante dell'acqua. Su scala industriale, si utilizza la precipitazione
comctanblg per frazionare le unmunoglobulme dalle altre] proteme del plasma. A questo sco-
pa si pud anche usare, in maniera analoga ai solventi organici ct 8. un polimero
organico idrosolubile ad alto peso molecolare,
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La precipitazione delle immunoglobuline tende a essere pit efficace al loro punto isoelettrico
(il valore di pH a cui le immunoglobuline non hanno carica netta), in quanto si riduce al mini-
mo la repulsione elettrostatica tra le molecele, Le tecniche di precipitazione sono economiche e
dt facile esecuzione, ma spesso vengono utilizzate solo come passo preliminare in un protocollo
di purificazione a pii passaggl, perché il prodetto di solito non & sufficientemente puro,

4.3.2 Gel filtrazione

La gel filtrazione separa le molecole in base alle dimensioni (cap, 13, 13.8); di solito si usa per
purificare Je TgM, secondo metodi convenzionali o in HPLC, in quanto fe IgM sono considere-’
volmente pit grandi delle altre sottoclassi di immunoglobuline e delle altre proteine del siero.
La sola gel filtrazicne non & molto efficace per la purificazione di {gG, ma pub essere impiegata
& questo scopo in combinazione con altri metodi, come la cromatografia a scambio fonico. '

4.3.3 Cromatografia a scambio ionico

1 sistemi di cromatografia a scambio ionico sia convenzionali che HPLC o FPLC (Fast
Protein Liguid Chromatography, cromatografia liquida rapida di proteine) utilizzano la carica
superficiale delle immunoglobuline per separarte dalle altre componenti (cap, 13, 13.7), ApH
neutrd, la maggior parte delld IFmunoglobuline ha carica negativa, quindi legherd matrici
anioniche con carica positiva, Le immunoglobuline possono poi essere eluite dalla matrice in-
nalzando la concentrazione salina o variando it valore di pH del tampone (Fig. 4.5). '

4.3.4 Cromatografia d'affinita

La crometografia d’affinitd sfrutta P'interazione, specifica ma reversibile, tra I'anticorpo da
purificare e un ligando, attaccato covalentemente a un supporto inerte (cap. 13, 13.9), I ligando
pud essere, per esempio, un untigene per la purificazione di anticorpi con particolare specificita,
i Wit altAynogobtling per purificare gli anticorpi di una particolare specie, classe
o sottoclasse, oppure yna ’rdi):ija che lega anticorpi (molti ceppi batterici producono proteine
che legano immunoglobuline con alta affinita) (Tab. 4.5). Tra le proteine batteriche leganti im-
munoglobuline, quelle pid usate sono la proteina A ¢ la proteina G, che legano la regione co-
stante delle IgG (a seconda dellu specie ¢ della sottoclasse), B stata descritta anche una proteina
che lega catene leggere (proteina L), ma tale legame vale solo per alcuni tipi di catene leggere, La
cromatografia d'affinitd con proteina A o G immobilizzata & spesso il metodo d’elezione per la
purificazione di IgG monoclonali dai surnatanti di colture, ]l supporto inerte pud essere agaro-
sio, Sepharose, poliacrilammide, polistirene o un polimero acrilico stabile ad alta pressione
quando venga usato in HPLC, In alternativa, il ligando pud essere legato a sfere magnetiche, se-
parabili con un magnete. Sono disponibili in commercio molti ligandi immobilizati; in alter-
nativa, i ligandi possono essere accoppiati in laboratorio a supporti attivati, tramite gruppi ami-
nici primari, carbossilici o tiolici (Fig. 4.6), Quando la soluzione contenente un anticorpo &
posta a contatto con il ligando immobilizzato, Panticorpo si lega al ligando € viene, quindi, a sua
volta immobilizzata (Fig, 4.7). Il materiale non legato pud essere eliminato. Per eluire l'anticor,
po, si spezza l'interazione specifica con il ligando (vedi oltre), il quale resta sul supporto inerte.
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Figura 4.5 Cromatografia che mostra la purificazione di IgG di topo da liquido ascitico, utilizzando la croma-
tografia liquida rapida di proteine s scam%iu ionico, In precedenza, & stata eseguita una purificazione delle 1gG
mediante precipitazione con smmonie solfate dal liquido ascltico {4.3.1); Il precipltato ¥ stato risospeso ed
equilibrato in 20 mM di trictanolsmina a pH = 7,7 (tampone A}. Anche la colonna per scamblo lonlco & stala
equilibrata con tampane A. In seguito all'applicazione del campione, per eluire le Immunoglobuline & stato usa-
10 un gradiente saling, formato da quantita crescenti di tampone B (tampone A + 1 M NaCl). Nella figura ¢
indicato il picco corrispondente alle 1gG.

Di solito, le condizioni per dissociare la specifica interazione liganda-anticorpo distruggono le
interazioni elettrostatiche efo i legami idrofobici (dovuti alle interazioni di van der Waals) coin-
volti nel legame anticorpo-ligando {Tab, 4.6},

Le lectine sono glicoproteine di origine non immunitaria, isolate da piante ¢ animali, che
kegano specifici carboidrati, come galattosio e fucosio; per esempio, la proteina legante man-
nosani (MBP) & umj.l_erc_tina:f;he lega mannosio e N-acetilglucosamina presenti nel siero dc!
mammiferi. Accoppiate 2 iih supporto inerte, possono essere utilizzate per purificare IgM di
topo, che presentano dal 12 al 16% di carboldrati contenenti mannosio. $i pud usare iacalina,
una lectina che lega galattosio, per purificare IgAl umane.

Per purificare gli antigeni, sono amplamente utilizzate tecniche di cromatografia d'affinitd
con anticorpi immabilizzati.
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Tabella 4.5 Ligandi per cromatografia d’affinith

Tipo diligando Esempi Purificazione dell’anticorpo
Aptene DNP Anticorpf che legano ['aptene
Antigene Emoglobina, fattore VIIE Anticorpi a specificit singola
Proteine batteriche che legano Proteira A, proteina G La mnggxor parte delle sottoclassi
immunoglobuline di 1gG di molte specie

Proteina L Alcune catene & di molte specie
Anticorpi anti-immunoglobuline Anticorpl di capra anti-anticorpl  Prazione di immunoglobuline

urmani specifiche per la classe

efo la specie

Lectine lacalina " IgA umane

Proteina legante mannano 1gM murine

NP, dinitrofenolo.

4.3.5 Framinentazione e dissoclazione delle immunoglobuline

Per alcune applicazioni & necessario utilizzare frammenti di anticorpi anziché molecole in-
tatte (4.11). Per esempio, fa rimozione della porzione Fe lmpedlsce il 1egame degli anticorpi
ai receltord per Ee presenti su leucociti e altre cellule; qu to potrebbe essere necessario se si
devono valutare antigeni di super(icie nconoscmn dall a icorpo, per = enpm rediante mi.
croscopia g lmmunoﬂuorescenza. la pregaramone dei framme‘x}'q duntxcorpl in genere pre-
vede P'uso di enzimi proteol:tlc: per !agl:are i Eegaml peptldu:l Sipossono utilizzare diversi en-
zimi per lagliare la catena pesante in punti specifici, dando origine & frammenti differenti,
Quelli di uso pit comune sono 1 frammenti prodotti con papaina, pepsina e plasmina, i cui
siti di taglio delle 1gG sono illustrati nella figura 4.1, con la relativa nomenclatura def fram-
menti. Questi, enzlmi sono disponibili sut mercato sia, in soluzione sia Jegati covalentemente
a Scpharose (un supporto inerte), che fac;!xt Peliminazione dell’ enz:ma quando Ia digestione

¢ completa (Sepﬁmrose e I’enzima immobxhzzato pos?oﬁc;: essere OS] mediante semplice

& nu

tentrifugazlone). B moltre poss ile dissociare le catene costituenti gli anticorpl 1e catene pe-’

santi e leggere sono unite da ponn dlsolfuro, facﬂmente spezzat}m 'da  agenti ¢ rlducenu come il
ditiotreitolo, in candizioni tall da lasciare intattii legam] dlsolfuro all mterno delle catene. Si

pud anche usare un agente alchxlante, come la, |odloacetam1dc, per assicurarsl ‘che'l legami

non si riformino. Tuttawa, le catene leggere e pesantl si riassoceranna non covalentememc s¢
non $i aggiungerd un agente dissoclante, come I ac:do propianica. Le catene possono essere
separate in base alle dimensioni mediante gel filtrazione (Flg 4.8). Di solito, le catene di im-
munogh sbulina isolate legano 'antigene con aviditd minore delle molecole intatte e dei fram-
menti Fab e F(ab'),.

4.4 Immunoprecipitazione

na proprieté :mportante di molti anticorpn ¢la capaclté di prec pitare gli antigeni in 50-

bl
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Figura 4.6 Accoppiamento di ligandi ai supporti per preparare colonne d'affinita,
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Figura 4.7 Rappresentazione schematica della purificazione dj anticorpi mediante cromatografia d'affinith,

Tabella 4.6 Condizioni per 'eluizione di anticorpi da colonne d'affinita

Condizioni di eluizione Modalitd d'azione
Glicina-HCl, pH 2.2-2.8 Modifice la conformazione e distrugge le interazioni eletteestaiiche
1 M acido propionice

0.05 dietilamina, pH 11.5
| M ammoniaca, pH il

2-8 M urea Fortemente denaturanic

5-6 M guanidina cloridrato

3.5 M sodic tiocianato Agenti caotropici

4 M potassio tiocianato

2-5 M MgCl,, K, Nal

50% etilenglicole, pH 11.5 Distrugge le interazioni idrofobiche

10% (v/v} diossano a pH acido

colare che precipita, essendo troppo Jargo per restare in soluzione. La formazione del complesso
insolubile anticorpo-antigene dipende strettamente dalle concentrazioni di anticorpo e di an-
tigene e avviene all'interno di un ristretto intervallo di concentrazioni, noto come zona di
equivalenza, che rappresenta le condizioni a cui si formano complessi proteici sufficiente-
mente grandi da precipitare. Oltre alla concentrazione di equivalenza, si verifica una condi-
zione denominata eccesso di antigene o di anticorpo, che porta alla formazione di piccoli
complessi solubili (Fig. 4.9). Tuttavia, la precipitazione non avviene mai con alcuni anticorpi
monoclonali che riconoscono un singolo epitopo su un antigene (cio? antigeni monovalenti),
perché non si forma il reticolo molecolare,
Si pud sfruttare Pimmunoprecipitazione sia in tecniche su agar sia in soluzione,
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Figura 4.8 Analisi delle catene pesanti ¢ leggere separate mediante elettroforesi su gel di po&iacrilammide
con sodio dodecilsotfato (SDS-PAGE). Le 1gG sono state ridotte € alchilate, quindi le cotene pesamii e ieggere
sonu state separate mediante gel filtrazione in acido propionico. Le frazioni sono state analizzate mediante
SDS-PAGE in condizieni non riducentl, Nelle corsie 1 e 2 sono evidenti le 1gG ridotte ¢ alchilate prima della
gel filtrazione, analizzate in condizioni riducenti ¢ non riducenti, rispettivamente. 5i noti l'upparente au-
mente delle dimensioni delle catene (corsia 1) quando sono analizzate in condizioni ¢he riducono i legami
disolfuro intracatena. A sinlstra sono caricati marcatori di pesi molecolari,

Eccesso di anticorpl . Equivalenza Eccesso di antigens

Figura 49 Rappresentazione schematica dei complessi immuni che si formano al varlare dei rapporti anti-
gere/anticorpo, L'immunopreciplfazione avviene solo quando si forma un reticolo di antigene-anticorpo
insolubile al punte di equivalenza,
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4.4.1 Immunoprecipitazione in agar e agarosio

Lagar & un polisaccaride ad alto peso molecolare derivato da alghe marine; Pagarosio & un
galattano idrocolloide isolato dalla stessa sostanza. Entcambi si sciolgono in soluzioni acquose
previo siscaldamento'e, in seguito a rafireddamento, formano gel con pori di grandi dimensioni
che consentono alla maggior patte delle proteine, compresi gli anticorpi, di diffondere, Se gii
anticorpi ché figrano in i gel incontrano un antigene, in genere si formaun precipitato in-
solubile al punto di equivalenza. Spesso il precipitato pud essere visualizzato come una lines
opaca ncl gel (banda di précipitazlone; Limpiego di un colorante per proteine, come if Coomassie
Brilliant Bitie, permette di visualizzare le deboli (invisibill) bande di precipitazione, Gli antigeni
proteici insolubili in tamponi fisiologici (per esempio proteine di membrana o del citoschiele-
tra) possono essere solubilizzati in detergenti non ionici per analisi in gel contenenti detergenti,
senza influenzare negativamente la formazione della banda di precipitazione.

Per le tecniche di precipitazione In agar si impiegano tipicamente gel spessi da 2 a 3 mm,
montati su vetrini per microscopia {ci si limita a versare una soluzione di agar tiepida su un
velrino e a lasciarla solidificare). Si tagliano poi i pozzetti nel gel utilizzando, per esempio, uia
pipetta a grosso diametro. Nelle tecniche di diffusione, gli anticorpi o ghi antigeni migrano nel
gel per semplice diffusione, In una doppia diffusione si caricano antigene e anticorpi in poz-
zetti separatl (Fig. 4.10):'entrambl diffondono attraverso e nel gel, formando automaticamen-
te gradienti di concentrazione. Quando si ¢reano le concentrazioni equivalenti, si forma una
banda di precipitazione al punto di equivalenza. Si pud usare questa tecnica per otteiere in-
formazioni sulle somiglianze antigeniche (e quindi strutturali) o sulle differenze tra antigeni
(Fig. 4.11).

Nell'immunodiffusione radiale semplice (SRID, Single Radial ImmunoDiffusion), si cari-
ca Pantigene nei pozzetti incisi in un gel contenente una concentrazione fissa di anticorpo
(Flg. 4.10). Al punto d'equivaieiza si forma un anello di precipitazione attorno al pozzeto, il
cui diametro al punto di equivalenza & in relazione alla concentrazione di antigene. i sono
ricavate due relazionit 1. il quadrato del diametro dell’anetlo ¢ proporzionale alla concentra-
zione di antigeng (metodo di Mancinis Fig, 4.12§7%. il didmero dell'anello & proporzionale al
togaritmo della concentrazione dell’antigene (metodo di Fahey ¢ McKelvey), Questa tecnica
& utile per determinare la concentrazione di antigeni come le proteine del siero, Per esempio,
se Pagar contiene anticorpi specifici contro le [gG umane e nel pozzetti si depongono i cam-
pioni da analizzare, contenenti quantita sconosciute di IgG umane (per esempio campioni di
slero), assieme a campioni di riferimento conterienti quantita note di 1gG umane, si forme-
ranno anelli di precipltazione attorno ai pozzetti al punte di equivalenza, Misutando il dia-
metro dell’anello prodotto dai campioni di riferimento a concentrazione nota di 1gG, si pud
costruire una curva standard riportando in grafico il quadrato del diametro dell'anelio di pre-
cipitazione rispetto alla concentrazione di 1gG. Riportando sulla curva standard il guadrato
del diametro degli anelli dei campioni analizzati, si pud ricavare la concentrazione di IgG nei
campioni analizzati (Fig. 4.12),

Nell'immunaelettroforesi, dapprima si separa una miscela di proteine, contenente I'anti-
gene, mediante elettroforesi su gel di agar, Si lascia poi diffondere Panticorpo nel gel, de un
solco parallelo alla direzione di elettroforesi (Pig. 4.10). Dove gli anticorpl incontrano gii an-
tigeni all’equivalenza, si formano archi di precipitazione, Anche se la risoluzione relativainen-
te bassa delle miscele di antigeni in gel di agar rappresenta uno svantaggio, pud essere utile
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Figura 4,10 Rappresentazione schamatica delle teeniche di immunoprecipitazione in agar, Si rimanda al te-
sto pes witeriori dettagli, Ag, anligens; Ab, anticorpo.
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]S:I'Illl‘ll%:?; 1, ma tutti gli epitopi riconosciuti dall’anticorpa (Ab) presenti sull'antigene | sono anche pre-
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Figura 4.12 Utilizzo della diffusione radiale semplics per determinare la concentrazione di antigeni nei
campioni analizzati. La curva standard & costruita riporntando In grafico il quadrato del diametro dell'anslle
di precipitazione ottenuto du campioni di riferimento contenenti quantitd note di antigene. Per rlcavare la
concentrazione di antigene nel campioni da anallzzare, si pu riportare il quadrato def diametri di precipi-
tazione dei campioni stessi sulla curva standard,
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per rivelare gli anticorpi che precipitano, In ambito clinico, sl esegue questa tecnica su cam-
pioni di siero, di urine concentrate e di liquido spinale dei pazienti per identificare anomalie
nella concentrazione d untigeni e/o la presenza di proteine anomale rispetto al camplond nor-
mali di controllo, analizzati contemporaneamente. ’

La rocket immunoeleitroforesi, un adattamento dell'immunoelettroforesi radiale sempli-
ce, prevede la migrazione elettroforetice deli'antigene dai pozzetti incisi nel gel contenente gli
anticarpi (Fig. 4.10). All'equivalenza, si formano bande di precipitazione a forma di razzo
{rockes), 1a cui area & proporzionale alla concentrazione di antigene, $i pud usare questa tec-
nica per determinare le concentrazioni di antigene in campioni ignoti (per esempio i livelli di
proteine del slero) in riferimento a una curva standard come nella RID, oppure per analizzare
le refazioni immunochimiche tra campioni diversi, posti in pozzetti adiacenti (vedi Fig, 4.11
per Vinterpretazione dei profili delle bande di precipitazione). ’

Nell'immunoelettsoforesi bidimensionale, le proteine vengono dapprima separate me-
diante elettroforesi su gel di agar, poi sottoposte a elettroforesi in un gel contenente l'anticor-
po, in direzione perpendicolare a quella della prima elettroforesi (Fig. 4.10), Questa tecnica @
utile per analizzare le proteine del siero.

La sensibilita delle tecniche di precipitazione in agar varia notevolmente a seconda degli
anticorpi e degli antigeni analizzati,

4.4,.2 Immunoprecipitazione in soluzione

Si pud usare un anticorpo per immunoprecipitare specificamente 'antigene da una misce-
la di proteine in soluzione, per esempio da un lisato cellulare, Se I'immunoprecipitato & inso-
lubile, pud essere analizzato dopo sedimentazione per centrifugazione; | complessi solubili
anticorpo-antigene possono ¢ssere isolati per precipitazione con una proteina legante Iminu-
noglobuline, come la proteina A o G, con un anticorpo anti-immunoglobuline, oppure’'con
reagenti legati covalentemente a ua supporto insolubile, come I'agarosio (4.34). Questo me-
iodo, che costituisce la base dei c]assici'_dosaggi_r.ac:iioimmunologici (RIA, RadiolmmunoAs-
says) {4.7.1), consente anche lisolamento di antigeni ignoti da una miscela di proteine; in
questo ¢aso, pud essere necessario marcare la miscela di proteine, per esempio un lisato cel-
lulare, con 1 prima dellimmunoprecipitazione. Per avere informazioni sull’antigene, si
pud analizzare Vimmunoprecipitato mediante SDS-PAGE (cap. 12,12.3.1) autoradiografia
(cap. 14, 14.2.3). In alternativa, si possono analizzare gli immunoprecipitati non marcati ra-
dioattivamente mediante SDS-PAGE ¢ imumunoblofting con anticorpi a specificita nota (4.6),
che consentono Fidentificazione positiva delle proteine immunoprecipitate, Di norma 1'im-
munoprecipitazione si esegue su cellule radioattive intatte o su membrane cellulari, per otte-
nere informazioni sugli antigeni di superficie (Fig. 4.13).

Anche se st pud utilizzate un anticorpo per analizzare le singole proteine di una miscela,
mediante $DS-PAGE ¢ immuynoblotting (4.6}, 'immunoprecipitazione in soluzione presenta
il vantaggio che 'anticorpo pud reagire con I'antigene nativo, non parzialmente denaturato
coine nel caso degh immunoblotting. Infatti alcuni antigeni, in seguito a elettroforesi ¢ im-
munobiotiing, perdono ks propria immunoreattivitd, o addirittura la solubilith (soprattutto
gli antigeni di superficie). Questo si verifica quando gli epitopi dipendono dalla conformazio-
ne o si formanao dalle interazioni di molte subunitd/componenti della proteina,
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Figura 4.13 Autoradiografia dopo SDS-PAGE elettroforesi di
mmunopncmnan monoclonall anti-Rh derivant da mem-
brane di ezitrociti Rh-positivi e Rh-negativi marcate con M1
Gl eritrociti umani positivi o negativi per Vantigene Rh del
gruppo sanguigno sono stati marcati sulla superficie con 1257,
Le cellule sono state lisate con shock ipotonico ¢ le membrane
incubate con un antlcorpo monoclonale anti-Rh. Dopo lavaggi
per rimuovere Panticorpo non legato, le membrane sono state
solubilizzate, pol sono statl lsolatl | compless anticorpo-antl-
gene mediante proteina A-Sepharose e sono stati analizzati con
SDS-PAGE ¢ autoradiografin, 1] peso molecolare della princi-
palc proteina immunoprecipitata da membrane Rh-positive 2 di
circa 31 000 {corsia 1), cotrispondente al polipeptide Rh. Non &
preclpitata nessuna proteitia dalle membrane Rh-negative {cor-
sia 2}, E indicata la posizione relauva delle proteine di riferi-
menito del peso molecolare (M, x 10*).

4.5 Marcatura di anticorpi

La specificitd degli anticorpi li rende potenti strumenti analitici. Sebbene le tecniche di immu-
noprecipitazione in agar (4.4} Jiano un precipitato visibile del complesso anticorpo-antigene,
neta maggior parte dej dosaggi immunochimici il legame dell'anticorpo all’antigene pud es-
sere kuahzzato solo marcando 'antieorpo {a vm:mt:gene) 3:@& comunememe. un an-
ticorpo anti- :mmunngiobulma {4.5.1) con un marcatore che pub essere ilevato qualitativa-
mente e talvolta anche quantitativaments; Pé“r'ci(’)""sf"ﬁflb marcauz un anticorpo con un
isotopo radioattivo, per saggl. radtonmmunologla,"b“c’é’ﬁ Un enzima da cul si ottiene un pro-
dotto colorato in un dosaggio ELISA, oppure con un flugrocromo che emetta fluorescenza
visibile per 1‘1mp1ego in immunoistochimica (Tab. 4.7}, Con queste tecniche non sarebbe
possibile rilevare it legame tra un anticorpo non marcato ¢ un antigene, Spesso gli anticorpi

rmarcati con fluarocromi ¢ enzimi si dicono coniugati,

rocedure immunochimiche dirette e indirerte

genc di interesse (anticorpo “primario”); i anCCG. nel]é procetf‘ g indiretieydi pia comune im-
‘piego, il legame di un anticorpo 1
munogI'Buhne {0, meno ﬁequente
muno

tT
*"Nelle semplici procedure immunochimiche/dirette viene marcato. i’a.rgforpo contro Panti-

ivetato. da- h anticorpo anti-ini-

ety

c_ﬂhgantc lmmunoglobulme
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Tabella 4.7 Marcature di antlcorpi comunemente usate in tecniche immunochimiche

Marcatura Esempi Principale/i utilizzo/i
Fluorocromi Fluaresceina Immunoisto/citochimica; citofluorimetria a flusso;
dosaggi fluorimetricl
Rodamina Immunoisto/citochimica; citoftuorimetria 2 flusso
Ficoeritrina Citofluorimetria a flusso
Rosso Texas Citofluorimetria a flusso

AMCA (7-amino-4- Citoftuorimetria a flusso

metilcoumarin-3-acetato)

Derivati di *BODIPY Citofluorimetria a flusso

*Cascade Blue Citofluorimetria a flusso

Enzimi AP Immunoistochimica; ELA; immunoblotting
f-galattosidasi Come sopra
HRP Come sopra; microscopia immunocletironica

Glucosio ossidasi Immunoistochimica

Ureasi E1A
Radioisotopa H5) REA competitivo e non competitivo
Elettredenso Oro Mieroscopia immunoelettronica

Ferritina Come sopra

BOTHPY, (4,4-difluora-6-bora-3a,4a-diaza-y-indacene); AP, fosfatasi alcalina; ELA, dosaggt immunometrici mediante anticorpi
marcati con enzimi; HRP, perossidasi di rafano,
* Marchio della Molecular Probe inc.

marcata, comela protcma A 0G), Questo anticorpo secondario &, di solito, specifico per immu-
6 da cui sie prodotto l’anncorpo primario, e pud anche ess¢re
:.p!‘cmco per ina classe o sottoclasse. Le procedure dirette ¢ indirette sono schematizzate neila
figura 4. 14, I metodl indiretti, che utilizzano anticorpi ann-nnmunoglobulme marcati, presen-
tano numerosi vantaggl rispetto alle procedure dirette: sono pitt sensibili, perché molte mole-
colc anti- :mmunoglobulma marcate possono legarsl a ogni ant:corpo primario non marcato,
;_.,cncrando un segnale pilt forte; non & necessario che ogni anticorpo primario sia marcato sin-
golarmcme. in quanto, per csemplo, gll anticorpi di comgho anti-1gG di topo riconoscono tutte
lc G monoclonali di topo; moltrc, non ¢'¢ rischio di perdita di reattivita dell'anticorpo prima-
fio conseguente alka marcatura, Tuttavia, in aleune situazioni & necessario utilizzare direttamen-
Le anticorpi marcati (4.8.3 e 4.8.5). Una procedura semidiretta, che sfrutta il vantaggio dell'in-
Lerazione specifica ad alta affinitd tra biotina e avidina/streptavidina (4.5.5), prevede l'uso di
anticorpo primario biotinilato ¢ preparazioni marcate con avidina/streptavidina,

4,52 Marcatura radioattiva

Radioiodinazione

1l radioisotopo pilt comunemente usato per la marcatura di anticorpi & lo 'L, Questa iso-
topa & facilmente disponibiie come Na'?’], abbastanza economico e dotato di alta attivitd spe-
p p p
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Molecola ¢l anligena

por g, el

N *» e Anticorpo spacllico per Ag
con radiclsotopl, * i + b
fuorocromto enziml T {per esemplo prodotio In coniglio)
* y
7 Anil-1gG marcata

ol

L » con radicizolopi,
* s {luorecroml o ¢nzimé
Tecnica {par asampio,
diretta anti-1gG di coniglio}

Jyenicn
Indiretta

Figura 4,14 Rappresentazione schematica di metodologie immunochimiche dirette ¢ indirette, Ag, antigene,

cifica; emette radiazioni vy, di facile rilevazione e quantificazione tramite un contatore di raggi
¥, ed & particolarmente indicato per le radiografie. Tuttavia occerre prendere alcune precau-
zioni, per ridurre al minimeo P'esposizione alle radiazioni sul posto di Javoroe e per prevenire il
contatto, la contaminazione ¢ l'ingestione (la tiroide ¢ particolarmente suscettibile). La mar-
catura covalente di proteine, direttamente con 3], comporta la generazione ossidativa di ca-
tione jodio (I*), oltre alla sua spontanea addizione elettrofila ai residui di tirosina e, in misura
minore, di triptofano e istidina, La principale sostituzione porta alla formazione di un residuc
di mono-jodiotirosing, ma si possono formare anche residui di di-iodiotirosina (Fig. 4.15).
Le concentraziond dei reagenti dovrebbero consentire solo la marcatura con [ di uno o due
residui di tiresina per molecola di anticorpo, perché, altrimenti, si potrebbe verificare perdita
di immuneoreattivit e/o danno da radiazioni.

Ci sono molti metodi ormai sperimentati per la radioiodinazione e differiscono in base
all'agente ossidante prescelto per produrre I*. Poichd i forti agenti ossidanti possone distrug-
gere la reattivitd degli anticorpi, occorre trovare un compromesso tra l'efficiente produzione
di I e la conservazione della capacita di legare 'antigene,

La cloramina T. (N-cloro-p-toluene sulfonamide) & un agente ossidante aromatico usato
comunemente per la iodinazione ad alta attivitd specifica di anticorpi e altre proteine, La io-
dinazione con cloramina T & molto rapida (45 s), ma pud denaturare gli anticorpi e causare
la perdita della capacita di legame all'antigene. La reazione dev'essere bloccata rapidamente
dopo appropriata iodinazione, mediante aggiunta di un agente riducente, come il sodio me-
tabisolfito, 0 un eccesso di tirosina per “raccogliere” o iodio diventando iodiotirosina. In se-
guito alla radiviodinazione, 'anticorpo viene separato dallo ¥**] libero (non legato) mediante

TECNICIEE MM UNOCHLMIGHE i 231

{a) Strutlura del residul di tirosina radioiedinate dell'anticorpo nol metede di marcatura diratia

OH OH
"y By sy

H CH, H CH,
Catena proteica ! Calona proteica Catona protelca | ! Calena proleica
immunr;w,:;lol:lullnlq:.a‘N -CH - CO* Immunoglobuiinica  immunoglobulinlca- N - CH - CO - Irmmunoglobulinica

Aesidup di tirosina monoradiclodinata Residuo di tirosine blrediolodinata

(b} Marcaiura radjosftiva con reagente di Bolton-Hunter & sua coniugaziona con F'anticorpo

OH OH [E Ot
+ Nul" ] 1ui [
ledinaziona
ﬁ' con doramina T ‘? + Anllcorpo-NH,
CH, C-CH, CH, C-CH, CH, H
H-C-C-0-N | H-(I‘-C-O-N< l CH-F-N-Anticorpo
(|
l!l 3 -CH, H O IC| -CH, 0
O o
AN-Succinimidil Proplonate lodinato

3-{4-Idroselfeniproplonate

Figura 4.15 Marcatura diretta e indiretta di anticorpi con '**1.

gel filtrazione, oppure, in caso di marcatura di G, usando uno scambiatore con un anione
fortemente basico che pud essere utilizzato per adsorbire la iodiotirosina. L'impiego di clora-
mina T, immobilizzata su sfere, rappresenta un'alternativa pidi delicata, in quanto la reazione
pud essere interrotta con la semplice rimozione del materiale solido, ‘

Un altro agente ossidante comunemente usato per la radioiadinazione ¢ lo 1odoglcn
(1,3,4,6-tetracloro-3a, - difenilglicolouril), pit blando della cloramina T, Lo iodogen & in-
solubile in solventi acquosi, percid, per poterlo utilizzare, & necessario scioglierlo in clorofor-
mio o benzene, di solito in un tubo di plastica; i solventi organici vengono poi fatti evaporare,
in modo che lo iodogen resti sulle pareti del tubo. Si procede, infine, alla jodinazlone nef tubo
rivestito dallo jodogen; per bloccare In reazione si toglie la soluzione dal tubo.

La radiojodinazione di anticorpi con 'enzima lattoperossidasi & una procedura molto de-
licata che pravoca danni minimi agli anticorpi, ma non produce anticorpi marcati con‘elevlata
attivith specifica, Pertanto la reazione catalizzata dalla lattoperossidasi viene usat‘a, dn‘solno:
solo per marcare componenti della superficie cellulare, in quanto minimi:z?a la d{ffusmne di
reagenti attraverso la membrana cellutare che marcherebbero componenti interni,

Gli anticorpi possono anche essere coniugati a composti fenolici a basso peso molcc.olare,
precedentemente radioiodinati, Di solito, N-succinimidil 3-(4vidrossifenil)pro-plonato (il rea-
gente di Bolton-Hynter) é:i_é_g;lijoiodinato con cloramina Ty il 5-]1%°1) iodofenil che ne dt‘anva,
viene quindi coniugato ai gruppi aminici delf'anticorpo (Fig, 4.15). La marcatura indiretta
degli anticorpi presenta il vantaggio di evitare danni ossidativi, anche se, come per !alma'rca-
tura diretta, si dovrebbero marcare con i derivati dello iodiofenile solo une o due residui per

molecola di anticorpo,
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4.5.3 Marcatura con conmposti fluorescenti

1 fluorocromi emettono luce fluorescente se illuminati con ultravioletti. In soluzione, la fluo-
rescenza degli anticorpi marcati con fluorocromi & quantificabile utilizzando un fluotimetro;
comunaue, | campi in cui gli anticorpi marcati con composti fluorescenti trovano magglote im-
piego sono 'immunoistochimica ¢ la citochimica, dove si pud visualizzare, con un microscopio
a fluorescenza, il loro legame alle sezioni di tessuto o alle cellule (4.8,3). Gli anticorpi marcati
con fluorecromi sono molto usati nelle teeniche di citometria a flusso (4.8.5).

Sono disponibili molti composti fluorescenti con differenti spettri di eccitazione e di emis-
sione, ma quelli piti comunemente impiegati in microscopia sono la fluoresceina, che emette
fluorcscenza verde, ¢ la tetrametilrodamina, che emette fluorescenza rossa, Per 1a conlugazio-
ne, di solito si utilizzano fluoreseeina e tetramelilrodamina lsotiocianato, in quanto essc for-
mano facilmente legami covalent con i gruppi aminicl primari sui residui di lisina delle mo-
lecole di anticorpo (Fig. 4.16), sebbene siano disponibili anche I derivati con iodoacetamide
di Nuorescelna e rodamina, in grado di coniugarsi tramite gruppi sulfidrilici, Altyi Buorocro-
mi, prevalentemente usati in citofluometria a flusso e coniugabili ai gruppi aminici {o sulfi-
drilici), sono Rosso Texas (sulforodamina; Fig. 4.16), 7-amino-4-metilcumarin 3-acetato
(AMCA) e BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene).

Le ficobiliproteine sono un gruppo di proteine intensamente fluorescenti presenti nelle alghe e
nei cianobatteri, di comune impiego nella citofluorimetria di flusso; rientrano in questo gruppo ja

@ [-% 20
! ARticorpo-— i,
NH
" b
8 Amlcorpo
Formaziona dl lagama tlourelco
(b}
Anticomo —ws,

Pl
" Rosso Texas
sutfonll cloruro Anticorpo
Farmazlone 4 legame
sulforamidico

Figura 4,16 Coniugazione di (a) fluoresceina isotiocianato ¢ {b) Rasso Texas {solforodamina) con i gruppi
aminici dell’anticorpo.

TECHICHE IMMUNOCHIMICHE 233

B- ¢ R-ficoeritrina (M. 240000), C-ficocianina (M, 72000) e alloficoclanina (M, 110000). Le fico-
biliproteine possono essere attaccate af gruppi tiolici degli anticorpi mediante il proprio gruppo
aminico, utilizzando agenti chimici eterobifunzionali in grado di formare legami crociati (4.5.4}.

4.5.4 Marcatura con enzinti

Gli anticorpi marcatl con enzimi sono ampiamente utilizzati in dosaggi immunologici
(per esempio BLASA), immunoblotting, immunoistochimica ¢ citochimica. In ognuno di
questi casi il legame, diretto o indiretto {4.5.1), tra 'anticorpe marcato o & Lantigene (che pud
essere nella sezione di tessuto, sulia membrana o nei pozzetti di una piastra da microtitolazio-
ne) viene visualizzato cscgucndo una reazione enzimatica, che converte un substrata ingolote

VA

in un pror]otto colorato, Nt dosaggi Immunoenzimatici, il prodotto deve essere solubile per
“consenlite 14 quantificazione spetirofotometrica; nelle metodiche di immunoblotting e im-
raunoistochimica, il prodotto deve essere Insolubile per consentire la precisa localizzazione
dell'iniziale interazione antigene-anticarpo, visibile a occhio nudo o al microscopio, Limpie-
go di anticorpi marcati con enzimi consente 'amplificazione catalitica del segnale, in quanto
ogiii molecola di enzima pud convertire molte molecole di substrato in prodotti colorati, Le
propriets degii enzimi comunemente usati nella coniugazione sono elencate nella tabella 4.8,
Gii enzimi sono proteine, percid devono essere coniugati agli anticorpi da reagenti chimici in
grado di instaurare legami crociati, dei quali ¢sistono due tipi: reagenti omobifunzionali, che
reagiscono con lo stesso gruppo chimico sia sull’enzima sia sullanticorpo, e reagenti eterobi-
funzionali, che reagiscono con differenti gruppi chimici di ogni proteina.

La glutaraldeide 2 un semplice ¢ reagente om omobifunziopale che instaura legami crogiati tra i
gruppi aminici (della fisina, per esempio; Fig. 4.17) delle Erote ne. La coniugazione pud essere
svolta con una procedura a un singolo passaggio, in cui s aggiunge glutaraldeide a una mi-
scela di enzimi e proteine {perossidasi da rafano [HRP), fosfatasi alcalina ¢ B-galattosidasi) o,
per 1 coniugazione della HRP, con una procedura in due fasi in cui prima viene fatta reagire
con I'enzima, ¢ successivamente Penzima accoppiato alla glutaraldeide viene fatto reagire con
l’anticorpo E disponibile un'ampia gamma di reagenti eterobifunzionali, t'Eicamcme costi-
{uiti da un gruppo che reagisce con amine ¢ uno c}lg_;gnm ge.con tioli, separati da un braccio
mamlon_. essi stabiliscono legami crociati tra § gruppl aminici dcgh anticorpi e i gruppi sul-
fidrilici degli enzimi. Ne & un esempio il succin-imidii-4-(N-maleimidometil)cicloesano
1-carbossilato (SMCCi Fig. 4.17). Un altro metodo di coniugazione comporta I'uso del perio-
data, per generare gruppi aldeidici attivi, mediante taglio delle catene di carboidrati degli en-
zimi glicoproteicl; questi gruppi reagiscono poi con i gruppi aminici primari degli anticorpi,
formando basi di Schiff, in seguito ridotte a produrre legami stabili.

4.5.5 Anticorpi biotinilati

Linterazione ad altissima affinita (costante d*affinitd > 10" M!) tra biotina (vitamina H; M,
244) ¢ avidina (proteina delt'atbume) o streptavidina (proteina del batterio Streptomyces avidi-
nif) pud essere sfruttata nelle lecniche immunochimiche, conjugando la biotina agli anticorpi ¢
utilizzando avidina/streptavidina coniugate a fluorocromi o enzimi, oppure marcate con radio-
attivo {Fig, 4.18). Gli anticorpi possone essere facilmente coniugati con i derivati della biotina,
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che vengono coniugati con gli anticorp

enzimi

Tabella 4.8 Propricta degli

Reazione cetelizzata

H0
0551

Struttura

Fonte

+ substrato ossidabile — prodotte:
to + 2H,0

RO-P+HO —ROH

Glicoproteina monomerica M, 40000

Rafano

Perossidasi

+Pi

Glicoproteina contenente Zn?*

Intestino di vitello (di solito)

Fosfatasi alcalina

fosfato

alcol

monoestere

tnorganico

ortofosforico

Proteina multimerica (4 suhuniﬁ:}‘ﬁ, 540 (016

B-n-Galatteside + H.O — galattosio + zlcol

B

E coli
Aspergillus niger

B-Galattosidasi

4Gy + acido gluconico

,).CO + 3H,0 — CO, + 2NH

-n-Glucosio + Q, - H

Flavoglicoproteina

M, 480000

Glucosio ossidasi

2 OH

(NH

Canavalia ensiformis

Ureasi
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{(a} Le glularaldslde & un reagente omobilunzionale che instaura iegami croclall tra | gruppt aminist

H. H

0=C-(CH),-C=0 Ab-NH, ¥

H H

Ab-N=C-(CH,),-(lJ=N~Enz +  2H0

Bnz - NH,

(b} SMCC & un reapenle eterobilunzionsle che instaura tegal crociall trs grupp! aminicl & gruppl sulfidrict

0
Ab-NH, + _0_8.<:>_cﬁ,-w
o0 SMCC o

Figera 4.17 (a) ¢ (b) Struttura e modalita d'azione dei reagenti che formano legami crociati. Ab, anticorpo;
En, enzima.

/\ i
NH™ "NH (ﬁ ﬁ

Avidina
t = CHg)y—C — NH — (CHae—NH € —NH—

Anticorpo
blotinilate

Figura 4.8 Interazione tra una IgG coniugata a biotina e Pavidina, 1l legame @ molto forte ¢ ognl malecola
diwvidina ha quatiro siti di legame per la biotina. Nella struttura qul presentata, P'accoppiamento tra biotina
¢ immunoglobulina avviene grazie all’estere N-idrossisuccinimmide biotinamidecaproico,
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il it delle volte N-idrossisuccinimidobiotina o analoghi, con incorporato un braccio spaziato-
te, che riduce 'impedimento sterico aumentando la distanza tra biotina e anticorpo. La maggior
parte di questi derivati dellz biotina reagisce con | gruppi aminici primari, sebbene alcuni di essi
reagiscano con i gruppi tiolici o i resldui di carboidrati delle immunoglobuline,

4.6 Immunoblotting

1n molti casi & importante accertare la specificita degli anticorpi studiando la Jore capacitd
di riconoscere componentl present: in una miscela complessa. Si possono usare anche anticor-
pi specifici per identificare tali componenti e per stabilire la reattivitd crociata che pud mani-
festarsi tra specie molecolar! correlate dal punto di vista immunochimico. Per tali metodi, &
evidentemente necessario separare l¢ componenti antigeniche con un metodo analitico. In te-
oria, a tale scopo pud essete utllizzats quajsiasl tecnica Blochimica, ma lalto potere di risolu-
zione dei metodi elettroforetic st gel di poliacrilamide (soprattutto SDS-PAGE e focalizzazio-
ne lsoclettrica; cap. 12, 12,3.1 ¢ 12.3.4) rende questi ultimi senz’altro preferibili. Le tecniche pitt
comunemente adottate prevedono il trasferimento delle proteing separate in gel di poliacri-
lammide su membrane porose, e la successiva analisidelle membrane con anticorpi (si posso-
no applicare direttamente anticorpi sul gel, ma la metodica & inefficiente e richiede molto tem-
po, a causa della limitata permeabilitd dei gel di poliacrilammide). T complessi antigene-
anticorpo sono poi rivelati sia mediante reagenti anti-immunoglobuline marcati, sia mediante
mnréégura diretta dell’antlcorpo con radioisotopi (di solito si usa 517 0 con enzimi (4.5). Di

conseguenzay gil antigent riconosciuti dall'snticorpo appaiono, come, “bande” sull'autora-
diografia o sui filtri sviluppati con il substrato; {f confronto tra questo profilo ¢ le proteine
totali colorate su gel consente I'identificazione degli antigeni riconosciuti dall'anticorpo
(Fig. 4.19). Questo processo, simile sotto alcuni aspetti al Southern ¢ al Northern blotting uti-
lizzati per gli acidi nucleici, viene detto TRSRIHOPISHHTILIPEHN ISHIAG (cap. 12, 12.3.9),

Di solito, 1a membrana porosa per gli immunoblotting & di nitrocellulosa, ma talvolta si
usano anche altri materiali, $i pud aumentare la sensibilitd degli immunoblotting mediante
sviluppo con amplificazione della chemioluminescenza (ECL, Enhattced Chemiluminescence),
In cui si impiegano anti-immunoglobuline coniugate a perossidasi per individuare i comples-
si antigene-anticorpo {cfr. ELISA; 4.7.3). L'enzima genera un peracido, scindendo if perossi-
do d'idrogeno, il quale a sua volta assida un substrato in modo che emani uce, normaliente
rivelata utilizzando una pellicola a raggi X (come nell'autoradiografia). Di solito, il substrato
& il luminolo; si aggiungono inoltre composti fenolici “intensificanti” per aumentare la pro-
duzione di fotoni. Sono stati messl a punto anche altri sistemi ECL da utilizzare con anticorpi
coniugati con fosfatasi alcalina, La rivelazione ECL & sensibile ¢ velace rispetto all'impiego di-
retto di anticorpi coniugati con enzimi o radioisotopi. Sono inoltre disponibili altri sistemi di
amplificazione della chemioluminescenza, adatti per immunoblotting, che comportane 'uso
di differenti enzimi, substrati e amplificatori,

4.7 Dosaggi immunologici

Molte tecniche itnmunochimiche permettono una determinazione quantitativa della con-
centrazione della sostanza analizZata, sia in soluzioni pure che in una miscela complessa, in par-
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Figura 4.19 Utilizzo dell'immunoblotting per dimostrare co-
me si possano sfruttare anticorpl specifici per Identificare i lo-
ro antigeni in miscele complesse. Le componenti di un omo-
genate di muscolo liscio sono state separate mediante SDS-
PAGE, cseguita in duplicato su due corsie. In wna corsia le
proteine sono state colorate per permettere la vlsualizzazione
di tutte te componenti dell'omogenato (cotsia A}; le compo-
nenti della seconda corsia sono state trasferite mediante elet-
troforesi su nitrocellulosa ¢ incubate con anticorpe monoclo-
nale di topo contro ka o-actina del muscolo fiscio seguita
dall'anticerpo contro le 1gG da topo marcato con 121, Nella
successiva autoradiografia, viene immunocolorata una banda
proteica (corsia B) corrispondente alla o-actina det muscola
liscio, Nedla figura sono indicate le posizioni relative defle pro-
, teine di riferimenta del peso molecolare (x 134,
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ticotare Pitnmunodiffusione radiale semplice o la rocket immunoelettroforesi {4.4.1). Tuttavia,
enorme potenziale di applicazione dell'immunochimica a dosaggi sensibili e specifici per una
vasta gamma di molecole chimiche ¢ biologiche, ha indotto a concentrare gran parte degli sforzi
in quest'area: esistono ora molte versioni dei principi base dei dosaggi immunochimici; queste
metodiche sono chiamate dosaggi immunologici per sottolineare il loro carattere quantitativo.

1 perfezionamento delle metodiche degli immunodosaggi a scopo di ricerca & dovuto
principalmente alla necessith di una crescente specificith e di una particolare sensibilita. I do-
saggi immunologici sono ampiamente usati a scopi diagnostici/prognostici di routine e in al-
tre applicazioni (per esempio nella misurazione dei livelli di contaminanti ambientali, quali
pesticidi e sottoprodotti tossici di processi industriali); si sono sviluppate tecniche che con-
sentono di analizzare parecchi campioni, faciimente automatizzabili (spesso si usa un analiz-
zatore robotizzato), economiche, robuste, precise e accurate, inoltre la ricerca in questo cam-
po continua. Una descrizione esauriente di tutte le possibili tecniche e dei tipi di dosaggio
immunologico richiederebbe parecchi volumi; di seguito sone riportati i principi generali ¢
alcune delle opzioni di pili frequente impiego.

4.7.1 Immunodosaggio competitive

Neltimmunodosaggio competitivo, I'antigene presente nei campioni da analizzare com-
pete con una quantith fissa di antigene marcato, in prese i quantita limitante di an-
antigene libero viene separato da

imaen
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qu_c"ll‘o legato all'anticorpo e la quantita dell'antigene marcato, presente in quest'ultimo, viene
determind(3 mediAnte scintiliazione (emissiosie B0 Coritepgio dei rageiy. Questo valore ¢ in-
-versamente proporzionale alle oneslellantigene presenie nel camploni (Fig. 4.20).
Attraverso una serie di diluizionl dells soluzione standard dell antigenc.fiqto, & possibile co;
struire una curva dose-risposta (spesso chiamata curva standard), che pug essere utjlizzata
per ri¢avare, nediante confronto, la concentrazione di antigene nel campione. I primi dosag-
gi immunologici erano di questo tipo ¢ utilizzavang di solito radicisotopi (°H e "1 questi
dosaggi prendono it nome di dosaggi radicimmunologici (RIA, Radiolm Lnur:oAssay;); anche
se dovrebbero essere chiamati dosaggi radioimmunologici per competizione, per distinguerli
dai dosaggi di legame radioattivi (4.7.3), Il primo RIA ¢ stato descritto per Iinsulina, contem-
poraneamente si sono sviluppati approcci simili per le proteine e non per anticorpi, per esen-
plo per la vitamina B, La sensibilita di questi dosaggi varia notevolmente in relazione a di-
versi fattori, come per esempio il tipo di marcatura adottata, 1 RIA che utilizzano '#1 in teoria
possono raggiungere una sensibilita di 107 M, ma in pratica, di solito, hanno valori < 107
M. Nella messa a punto di un RIA, innanzitutto, & necessario costruire una curva di legame
dellanticorpo rispetto all'antigene marcato, per stabilire le concentrazioni adatte di anticor-
po ¢ antigene marcato da usare nel dosaggio. Di norma per RIA competitivi si selezionano
condizioni nelle quali i 50-70% dell’antigene marcato sia legato all'anticorpo. Sono state
messe 8 punto varie strategie per separare antigene libere da quello legato (vedi Tab. 4.9).
Sono stati messi a punto dosaggi RIA per un'ampia gamma di sostanze, da piccole mole-
cole {per esempio steroidi, ormani peptidici del siero/plasma umano o animale) a grandi pro-
teine {per esempio livelli sierici di o-macroglobulina, immunoglobuline). Tali dosaggi pos-
sono essere precisi, accurati ed economici in guanto richiedono solo piccolissime quantita di
anticorpo. Tuttavia, non si prestano ad essere automatizzale, comportanc un certo dispendio

Equilibrio

Antigene marcato  Anfigene non marcate  Anticorpo Jl

4 ° |\

{quantith fissa)  (quantila varablie} (guantith fisas)

o

Separazions
dellantigena
libero da quslio

" legalo ’_
—
—
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Figura 4.20 Rappresentazione schematica di immunodosaggio competitivo {inibizione}.
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Tabella 4.9 Metodi di separazione del ligando legato da quello libero, nei dosaggi radioim-
munologici ’

Metodo Principio

Carbone vegetale rivestito Adsorbimento della frazione legata o di quella libera
Florisil

Proteina A di S, aureus

Poligtilenglicole Precipitazione frazionata della parte tegata

Etanolo

Solfato di ammonio

Anticorpo secondarlo Precipitazione della frazione [egata
solubile
in fase solida ~ cellulosa
- particelle magnetiche

Anticorpo primario Precipitazione delln frazions legata
in fose solida - pozzeiti e tubi rivestill
- cellulosa
- particelle magnetiche

di tempo ¢, in genere, la curva dose-risposta copre solo un intervallo relativamente ristretto
di concentrazione della sostanza analizzata, Inoltre, possono esscre meno sensibili di aliri im-
munodosaggi. B infine necessario stabilire sistemi per il contenimento ¢ lo smaltimento di
reagenti radioattivi ¢ per l'assistenza medica del personale che li esegue. Queste procedure di
sicurezza hanno compertate una riduzione dell'uso, di tecniche RIA,

Le concentrazioni di anticorpo utilizzate sono limitanti, quindi il legame competitivo a
volte prende il nome di immunodosaggio con eccesso di reagente {antigene) {cfr, dosaggi im-
munometrici; 4.7.2). §i sono sviluppati anche immuncdosaggi competitivi con marcatura
non radioattiva, ma quest'approccio i & rivelato piuttosto deludente; spesso 'impiego di
imarcatura con enzimi rende il dosaggio poco sensibile, mentre altre marcature possono pro-
durre risultatl poco attendibili, imprecisi e non sensibili, La ragione di questo non & sempre
chiara, ma la marcatura dell'antigene con molecole d'enzima relativamente ingombranti (in-
vece dei piccoli stomi usati nej RIA), pud influire negativamente sui riconoscimento tra I'an-
ticorpo e I'antigene marcato rispetto alle specie di antigene non marcato, causando problemi
di dosaggio. Questa limitazione ha portato alla diminuzione dell'impiego della tecnica dell'im-
munodosaggio competitivo.

4.7.2 Dosaggi immunometrici

1 dosaggi immunometrici si differenziano dagli immunodosaggi competitivi per vari
aspetti, sebbene forniscano un'informazione quantitativa simile sulla concentrazione di anti-
gene, Nel primo dosaggio. immunometrico descritto, si consentiva a una quantitd fissa dian-
ticorpo marcato di reagire con una quantitd variabile di antigene. L'anticorpe non legato era
rimosso con livaggi, poi si misurava il rimanente anticorpo marcato per determinare il con-
tenuto di antigene (Fig. 4.21). Quest'approccio & oggi poco usato, ma I'idea di utilizzare un
eccesso di anticorpo mareato (ciod un immunodosaggio con eccesso di anticorpo) invece di
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Figura 4.21 Rappresentazione schematica di un dosaggio immunometrico a due siti (IRMA o ELISA a due
sitf) per determinare il contenuto di antigeni. Questo particolare protocollo sk svolge In plastre da microti-
tolazione a 96 pozzetti.

un eccesso di antigene marcato (immunodosaggio con eccesso di antigene, cioe immunodo-
sagglo competitivo) presenta numerosi vantaggi e pochi svantaggi (vedi oltre).

Nei dosaggi immunometrici sviluppati pit recentemente, si lascia reagire I'antigene con
anticorpo insolubile o immobilizzato, ossia “catturato” rispetto_alla soluzione; l'antigene le-
gato viene pol Tivelato con leccesso di un altro (in casi eccezionalilo stesso) antfcorpo speci-
ficg per I'antigene. L anticorpp catturato pud essere immopbilizzato mediante uniong covalen-
tea miqréﬁmjﬁgg}"’q{nq, o mediante Ie‘gii_g?g elettrostatico a sfere di plastica,o di vetro, alla
superficie di. tubi di plastica g di piastre di microtitolazione {Fig. 4.22). Quest'ultima ¢ la
soluzione adottata pili spesso; infatti sono disponibili piastre speciali trattate in modo da ot-
timizzare il legame con 'antigene. Alcuni metodi utilizzano imm noglobuline anti-Fc im-
mobilizzate, per assicurare che I'anticorpo catturato venga immobilizzato nel corretto orien-
tamento e quindi interagisea in modo ottimale con I'antigene.

L'anticorpg pet Ia rivelazione pud essere marcato direttamente o misurato indirettamente
con reagenti anti-inimunoglobuline marcati o con altri sistemi, per esempio mediante l'inte-
tazione avidina-bloting (4,557 Di solits T'dosagg immunometrici sono relativamente veloci
da eseguire, possono tivelarsi molto sensibili e coprono una gamma plh ampia di concentra-
sioni della sostanza analizzata, rispetto ai dosaggi competitivi. Tuttavia, richiedono maggiori
quantitd di anticorpo di questi ultimi ¢, di norma, sono necessari duc anticorpi che ricono-
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Flgura 4.22 Ra{)prcsemagione schematica dell'immunodosaggio per legame in fase solida su piastra da mi-
crotitolazione: (a) per anticorpl diretti contro antigeni solubili; (bf;er anticorpl direttl contro antigeni della
superficie cellulare,
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scono diversi determinanti sull’antigene. Alcuni protocolli di dosaggi immunometrici (so-
prattutto quelli eseguiti in piastre da microtitolazione; Fig. 4.21) possono essere automatizza-
th, qu.lnd.l eseguitl ¢ controllati da robot, consentendo I'analisi contemporanea di molti
campioni.

Sono stati sviluppati dosaggi immunometrici, con anticorpi marcati radioattivamente, per
una vasta serie di sostanze analizzate; i primi dosaggi, noti come dosaggi immunoradiometri-
¢i (IRMA, ImmuncoRadioMetric Assays), erano del tipo sopra descritto, E stato messo a puntoO Ol .
un numero ancora maggiore di dosaggi immunometrici mediante anticorpi marcati con en- Wil OR A DIORETAE
zimi (EIA o EIMA); sfortunatamente, questi ultimi sono spesso contrassegnati dallasigla ELE- - T OVAA
SA. che genera confusione con | dosuggl di fmmunobinding con enzimi (4.7.3), Nel tentativo

8 pporeoeel TREOAT
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_<ui pareti vengono rivestite da una (piccola) quantitd della pmtema Dapa aver | lavato {'anti-

gene o gli antigeni non Iegatn, si mettono a incubare i camp:om contenenti anticorpo, a con-
centrazione nota ¢ ignota, nei tubn qei pozzetu ton paren rivestite dall'antigene. L’anucorpo
(se presente) si Jega all’anugene o agli antigeni 1mmob|hzzat1 e, dopo lavagg:o, pub essere rive-
lato con anticorpi marcati anti- xmmunogiobulme acon proteme leganti anticorp1 {Fig. 4.22).
Queste analisi, che sfruttano anticorpi marcati o proteine che legano anticorpi, prendono il
nome di dosaggi di legame con radioartivi su fase solida, anche se oggl la maggior parte dei
dosnggi utilizza reagenti di rivelazione marcati con enzimi: in tal caso si parla di dosaggi ELISA
{Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) o, in alternativa, di dosaggi di legame con enzimi in
fase solida, Sfortunatamente, anche i dosaggi immunometrivi con enzimi spesso vengono de-

di distinguerli dai “veri” ELISA, spesso prendono il nome di ELISA sandwich o ELISA a due(2) BOSACON SOt @i nominati ELISA (4.7.2) per non generure confusione, per Indicare l versione immunome-

siti. La maggior parte del dosa_gg: immunometrici utilizza un substrato colorimetrico, misu- 5 CAbTE AMLO0R
rato éllo 0 Spettro fotometro. per detemjmare & concentrazione di antigene; tuttavia, i substrati VAREST ao) BRET
fluorescenti possono essere utilizzati per alcuni enzimi (come la B-galattosidasi) poiché si Ry C@g\ S @
suppone aumentino la sensibilita del dosaggio. Si stanno mettendo a punteo nuovi sistemi di SR
marcatura per i dosaggi immunometrici, alcuni dei quali sono descritti al paragrafo 4.7.4.

Tuiti i dosaggl immunometrici richiedono calibrazione con diluizieni di una soluzione stan-{.% COSAGOT TR WINTS
dard dellz sostanza da analizzare a concentrazione nota (cfr. immunodosaggi campetitivi). La Sa6acs Gow cnainth bud
necessit teorica di disporre di due anticorpi specifici per due diversi epitopi dell'antigene ha ve 5 Solion

limitato 'applicazione di tali dosaggi, almeno finché non & stata messa a punto la tecnologia ECXR (rﬂ 302
degli anticorpi monoclonali (4.2), Si possono usare anticorpi policlonali per i dosaggiimmu- , ’ \\:O
nometrici, ma, a meno che I'antigene non sia polimerico, questo approccio ha un'applicazio- Ay {%T wrenl

ne limitata, dovuta all’occupazione, in seguito alla cattura dell’anticorpo, dei siti di legame Q'QC'MA'Q@ o ‘%U“LLQ;
dell’anticorpo che sono riconosciuti dall’anticorpo usato per la rivelazione. I dosaggi immu- Bl AT

nometrici sono perfezionati dall"utilizzo di due anticorpi monoclonali che riconoscano diver- Tidon o parpelt=

si epitopi antigenici, in quanto eliminano I'impedimento sterico per il legame di entrambi gli (‘\'\ﬂ:»_,ie L oa

anticorpi. La combinazione di anticorpi monoclonali {per la cattura) e anticorpi policlonali g3

(per il riconoscimento) consente dosaggi immunologic sensibili e specifici. Per il successodei ¥+ <[ ceicne)
dosaggl immunometrici sono fondamentali la selezione degli anticorpi pit adatti e la produ- \

zione di preparazioni anticorpall di adeguata qualita, !

4.7.3 Dosaggi mediante legame su fase solida (per la determinazione del contenuro
di anticorpi)

1 dosaggi di 1mmunobmdmg 5000 dosaggi in fase solida che si eseguono con antigeni im-
mob zzati per delermmare e contenuto di antxcorpl diun campione; sono spesso conside-
rati immunodosaggi, anche se 1l 1676 Valoge nellaccurata quantificazione della concentrazio-
ne di anticorpi ¢ discutibile {quando & importante la precisione del risultato, & preferibile
eseguire dosaggi immunometrici o di legame competitivo; 4.7.1 e 4.7.2). I dosaggi immuno-
logici di legame, tuttavia, sono di facile esecuzione, veloci, economici ¢ semplici, ideali per
controllare il contenuto relativo di anticorpi del siero ¢ di altri fluidi biologici, e soprattutto
per analizzare il siero di animali immunizzati, il surnatante di cotture di ibridomi, i fluidi asci-
tici ¢ i campioni patologici. La soluzione contenente I'antigene & semplicemente incubata in
un tubo di plastica o0, pid spesso, pel pozzetti di una piastra da microtitolazione in plastnca, le

i

trica si usa 'espressione “ELISA u due siti”, mentre il dosaggio di Jegame & note come ELISA
a un sito. L’antigene viene semplicemente catturato sulla superficie del tubo o del pozzetio,
con legame aspecifico, pertanto questi dosaggi a volte prendono il nome di dosaggi su piastre
appiccicose o tecniche su piastre sporche (sopratiutte quando s utilizza una soluzione non
pura di antigene),

Unu valutazione quantitativa & possibile attraverso il confronto con una soluzione standard
avontenute noto di anticorpo, anche se questa procedura & resa difficollosa soprattutto dall’ete-
rogeneitd delle molecole di immunoglobulina presenti, E molto comune esprimere | risultati
comparativi sotto forma di titelo derivato dallz curve dose-risposta, ricavate dall'analisi di di-
versi campioni. Di solito per calcalare il titolo si utilizzano i valori di mezza-titolazione, ciog la
diluizione a cui si ottiene il 50% del massimo legame, ma questo richiede che il valore massimo
della curva dose-risposta sia identico per tutti i campioni. L'utilizzo dei valori di titolo al limite
inferiore, ciot la diluizione minima alla quale non si ha il segnale, non & affidabile e molto spesso
si rivela non valido.

Occasionalmente si incontra una variante dei convenzionali dosaggi di immunobinding in
fase solida, di solito nota come dosaggio dot blot. In questa tecnica, una piccola quantitd di
suluzione contenente antigene viene applicata su filtri di nitrocellulosa, essiccata e quindi in-
cubata con campioni a contenuto ignoto di anticorpi, Ogni anticorpo specifico per Pantigene
viene individuato attraverso le immunoglobuline o le proteine leganti anticorpi, marcate ra-
dioattivamente o con enzimi. I vantaggi di questo metodo sono costitulti dalla possibilita di
concentrare |'antigene, mediante ripetute applicazioni in un singolo punte del filtro, e dal fat-
to che sl possono incubare molti campioni di antigeni con un unico campione di anticorpo.
I} principale svantaggio & che, nella pratica, & impossibile quantficare validamente il risultato.
1t nome della tecnica e fuorviante, in quanto in realtd non si eseguono trasferimenti (blotting)
in nessuna fase del dosaggio; probabilmente, la dicitura si riferisce alle molte somiglianze tec-
niche con Fimmunocblotting {4.6}; un'espressione pill adeguata potrebbe essere dosaggio dot
di immunobinding, che perd non & usata spesso,

4.7.4 Immunodosaggi amplificati

La richiesta di dosaggi immunologici sempre pit sensibili ha portato allo sviluppo di
sistemi di amplificazione del segnale derivante dal dosaggio (<fr. immunoblotting; 4.6).
La maggior parte di questi sistemi si basa sui protocolli di dosaggi immunoenzimatici
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(ELISA a due siti) e si pud eseguire in piastre da microtitolazione, Sono stati messl a punto
molti sistemi di amplificazione diversi, ma quello pid comunemente utilizzato prevede
enzimi coniugati, aggiunti in blocco a un classico dosaggio immunometrico a due siti ba-
sato sulla fosfatasi alcalina, In questo caso, la fosfatasi alcalina defosforila il NADP* pro-
ducendo NAD*, Quest'ultimo costitulsce Il reagente limitante di un ciclo catalizzato da
una alcol deidrogenasi, che riduce il NAD* a NADH, il quale a sua volta produce forma-
zan colorato mediante riduzione di leucoformazan ossidato (Fig. 4.23). L'ulteriore ciclo
catalizzato dagli enzimi amplifica considerevolmente il segnale originale rispetto a quello
prodotto dalla sola coniugazione con fosfatasi alcalina, Un altro diffuso sistema di ampli-
ficazione, noto come sistema di amplificazione ELISA (o BELAST; Fig. 4.24), utilizza un
comune dosaggio immunometrico, basato su perossidasi, ma prevede I'incorporazione
come reagente di tiramina biotinilata, la quale, in seguito a ossidazione {da parte della pe-
rossidasi conlugata), lega covalentemente residui di tirosina o triptofano presenti nell’ec-
cesso di proteine bloccanti utilizzate per ricoprire i siti non occupati da antigene, sulla su-
perficie dei pozzetti della piastra di microtitolazione. La biotina immobilizzata viene
quindi rivelata con streptavidina marcata (4.5.5). Il sistema di amplificazione produce un
numero di molecole di biotina mollo pill elevato, rispetto al semplice impiego di anticor-
pl mareati con biotina,

1 sisterni di amplificazione producone quasi sempre un segnale aumentata, che perd spes-
so influenza sia i} “reale” risultato dato dalla sostanza analizzata, sia il segnale di fondo del do-
saggio. Nella peggiore delle ipotesi, 'amplificazione del segnale si limita ad aumentare il se-
gnale totale senza migliorare la sensibilith; a meno che non si proceda con estrema cura,
Putilizzo dei sistemi di amplificazione pud rendere | dosaggi meno attendibili, aumentando
la probabilita di artefatti,

Incolore

5;',’:;0""'“9"@“ NADH Acotaldaide
.\ Stadio dI
“ampiificazione™

Aleol
Diaforast daldrogenast

Hosso porpora | Formazan / \A NAD*+ / \ Etanclo

*Stadlo di produzions del aubatrato”

o=@

Fosfatas]
alcalina

MADP+

: . "~ Antigone

Figura 4,23 Sistema di amplificazione del substrato per Ia rivelazione con fosfatasi alcalina,
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Tiramina biotinllata  Amplificazione sa lenzima
(BT) ugato & una perossidasl

H:0;
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Parossidast dal colore

Proloina bloccante f
con aminoacldi aromatict ET\ BT\ BT\ BT\ Tiraming blotinilata
~oA hoA ‘ hoA immobillzzata
[ ]
Piastra o nilrocallulosa
Figura 4.24 Principi del sistema di amplificazione ELAST,

4.7.5 Dosaggi immunologici mediante peptidi (mappatura del peptide o dell'epitopo)

1 peptidi sintetici possono sostituire gli antigeni in dosaggi immunologici di legame su fase
solida; questo consente di individuare gli anticorpi con specificiti nota per gli epitopi e di deter-
minare la specificitd antigenica di nuovi anticorpi (mappatura di peptidi o mappatura di epito-
pi). Nella marcatura di epitopi, si costruisce una serie di sequenze peptidiche sovrapposte, che
copra intera struttura primaria dell’antigene, e la si utilizza per rivestire in sequenza i pozzetti
di una piastra di micvotitolazione. L'incubazione con anticorpi marcati 0 con anticorpi succes-
sivamente riconosciuti da anti-immunoglobuline marcate, permette l'individuazione dei pepti-
di riconosciuti dalf'anticorpo ¢ quindi anche Pidentificazione dell’epitopo, o degli epitopi, rico-
nosciuti dall’anticorpo o dagli anticorpi. Questo approccio & particolarmente utile per gli
anticorpi monoclonali. Di selito si usano peptidi lunghi 10-18 aminoacidi, con una sovrappo-
sizione di circa 5-8 residui. Questa procedura & semplice ¢ molto utile, ma limitata all'individua-
zione di determinanti antigenici “lineari”; inoftre, va eseguita accuratarnente per essere certi che
tutti i peptidi si leghino in modo efficiente alla superficie dei pozzetti della piastra da microtito-
lazione. Si pud migliorare il legame dei peptidi rivestendo i pozzetti con polilisina {che produce
una superficie a carica positiva relativamente forte), oppure sintetizzando peptidi con un resi-
duo finale di biotina, catturato poi da piastre rivestite da streptavidina (questo inoltre ottimizza
I'orientamento per il legante). E possibile anche sintetizzare peptidi su “spilli” formati nei poz-
7etti di spectali plastre da utilizzare poi per la mappatura (procedura pepscan). Le teste degli
“spilli” sono chimicamente attivate per assicurare il legame dei residui aminoacidici attivati, ag-
giunti in sequenza a costruire la sequenza peptidica richiesta.

4,7.6 Dosaggi immunologici mediante fluorescenza e fotoluminescenza

Nel tentativo di aumentare la sensibilita dei dosaggi e di renderli pil: agevoli, si sono svi-
luppati molteplici adattamenti dei dosaggi competitivi di base, soprattutto di quelli immuno-
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metrici, che prevedono una rivelazione in fluorescenza o luminescenza, Nei casi piti semplici,
substrati fluorescenti o Juminescenti sostituiscono quelli colorimetrici normalmente utilizza-
ti nei dosaggi ELISA a due siti. Essi prendono it nome rispettivamente di EIA fluorimetrici o
dosaggi immuncenzimatici in fluorescenza (ELFIA, Enzyme-Linked Fluorescence ImmunoAs-
say) e immunodosaggi in luminescenza (LIA, LuminolmmunoAssay) o dosaggl immunoenzi-
matici in chemioluminescenza (ECLIA, Enzyme-Linked Chemiluminescence Assay), Tuttavia,
alcuni dosaggi si basano su metodi talmente differenti da dover essere considerati separata-
mente (vedi oltre),

4.7.7 Dosaggio immunologico per aumento della fluorescenza ritardata dei lantanidi

La maggior parte degli immunodosaggi basati sull’aumento della fluorescenza ritardata dei
lantanidi (DELFIA, Delayed Enhanced Lanthanide Fluorescence Immuneassay) utilizza il prin-
cipio dei comuni desaggi immunometrici a due siti, e viene eseguita in piastre da microtito-
lazione, L'anticorpo di rivelazione (Fig. 4.25) ¢ marcato direttamente con un lantanide (me-
tallo di transizione 4f - di solito nei DELFIA si utilizza europlo) accoppiate non covalentemente
tramite un agente alchilante, come anidride dietilentriaminopenta-acetica (DTPA, Diethylene-
TriaminePenta-acetic Anhydride) o anidride dietilentriaminotetra-acetica (DTTA, Diethylene-
TriamineTetra-acetic Anhydride). Dopo l'esecuzione del dosaggio immunometrico, il lantani-
de viene separato dall'anticorpo mediante abbassamento del pH a circa 3.2 (a questo valore
di pH i chelati sono instabili) e successivamente il lantanide libero viene catturato con un di-
chetone solubile. Quest’ultimo & complessato in micelle, per impedire il successivo quenching
della fluorescenza (cosiddetta fase di amplificazione}. I Jantanidi chelati ad anticorpi non sono
fluorescenti, mentre sono tali gli ioni lantanidi catturati, legati in micelle, che quindi sono rile-
vabili. Il picco d'emissione di fluorescenza dei lantanidi complessati in micelle & relativamente
lento, quindi & possibile misurare il ritardo dell’emissione luminosa dopo aggiunta di reagenti

aiT.
u 340 nm 7 613 nm
(w0 t=04100.8ms
1 2 3 4
Immunodosaggio | Immunoreagente | Amplificazione Dosagglo
su {ase margato della lluorescenza|  fluprimetrice
solida con Eu a segulto della nel tampo
dissociazions

Figura 4,25 Principio di amplificazione della fluorescenza a seguito della dissociazione, esemplificato in un
dosaggio sandwich a due siti. exc., eccitazione; em., emissione,

Juke,
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amplificanti. In questo modo, gli artefatti dovuti ad autofluorescenza delle componenti del
campione sono distinguibili dal “reale” segnale ritardato del lantanide. Per questo motivo,
questi metodi sono spesso chiamati immunodosaggi fluorimetrici nel tempo (TRIFMA, Time-
Resolved ImmunoFluoriMetric Assay). In questi dosaggi, la fluorescenza @ proporzionale alla
quantith di entigene presente nei campioni, 1 DELFIA possono essere sensibill, accurati, robusti
e coprono una gamma relativamente ampia di concentrazioni delle sostanze da analizzare; inol-
tre possono essere automatizzati per consentire Panalisi contemporanea di molti campioni.

4.7.8 Immunodosaggio mediante substrati fluorescenti omogenes

Gli immunodosaggi mediante substrati fluorcscenti (SLFIA, Substrate-Labelled Fluorescency
ImmunoAssay) utilizzano principi simili a quelli dei dosaggi competitivi, ma non richiedono
separazione dell’antigene libero da quello legato. Essi richiedono la sintesi di antigeni coniugati
contenenti una stryttura chimica non fluorescente, ma in grade di dar Juogo a un composto in-
tensamente fluorescente se tagliata con un enzima; inoltre, & necessario un anticorpo che leghi
Fantigene coniugato, in modo da impedire all’enzima di tagliare ¢ liberare il fluorocromo. Nei
dosaggl SLFIA, i campioni contenenti antigene in quantitd note ¢ ignote sono Incubati con una
quantit costante di antigene coniugato, in presenza di una concentrazione lmitante dianticor-
po. In tali condizioni, 'antigene dei campioni compete con 'antigene coniugato per 'anticorpo.
Una volta ragglunto Pequilibrio, si aggiunge Venzima per liberare it fluorocroma dail'antigenc
coniugato che non lega 'anticorpo, La fluorescenza misurata & quindi proporzionale alla quan-
tita dell’antigene presente nel campione. Spesso, per le tecniche SLFIA, si utilizza una combi-
nazione dell’enzima B-galattosidas] e di composti coniugati preparati accopplando l'antigene
a un residuo galattosil 4-metilumbelliferll, La §-galattosidasi idrolizza il coniugato liberando
4-metilumbelliferone, facilmente misurabile in fluorimetria. Nell'applicazione generale di que-
sto tipo di dosaggio & problematico I'ottenimento dell'anticorpo appropriato, ciot un anticorpo
che effettivamente inibisca la reazione catalizzata dall’enzima. In genere & possibile solo per so-
stanze relativamente piccole, per esempio morfine e altri oppiacei.

4.8 Immunoisto/citochimica

Al fine di comprendere la struttura, 'organizzazione la funzione cellulare, nonché lo svi-
luppo e il differenziamento dei tessuti normali ¢ patologici, & sprsso necessario essere in grado
di determinare la distribuzione in situ dell’antigene. Le tecniche di immunoistochimica ¢ im-
munocitachimica sfruttano Iinterazioné specifica di un snticorpo con il suo antigene per lo-
calizzare o determinare I g’iftribLEWWgﬂtginﬁg@ﬁgel-

Tn alternativa, 5] possano.applicare queste tecniche a tessuti o cellule che contengane.un

particolare antigene, per esaminare la spegificita degli anticorpi o degli antisieri. Il principio

“dell '1mmunmstq{;%(€qhqplgaéan ogo allimmunobinding in fase solida {4.7.5) e all immuno-
la

blotting (4.6), con' differénza che Panticorpo & incubato  su sezioni sottili.di tessuto.solido
montate su vetrino ioni di ceflule contenenti 'antigene, invece che su an-

titolazione o membrane di nitrocellulosa, Nellim-
nica, 'anti nticorpo_anti-immunoglobuline;.4.5.1)..dev'essere
coniugato con un flucrocromo o un enzima che dia un intenso segnale, in modo da consen-

tigeni immobiliz;
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l‘-—-_ﬁ_
, _tite,Ja visualizzazione quando le sezioni o le.cellule vengono esaminate con microscopia im-
i fon-

_munoenzimatica. La localizzazione del segnale rivela la posizione dell interaztone anticorpo-

antigene, per esempio aﬂ'mtemo dl pamcolan tlpl ceilulan o organula cellulari (la Fig, 4.26
ne riporta un esempio),

Tutte le metodiche di immunoisto/citochimica necessitano ggjglgggntl anticorpi di con- « ¢ ATTR, eu_é , La tecnica perossidasi-antiperossidasi (PAP) & una modificazione della metodica enzima-

UOHO POSl“"l ¢.negativi, per un confromo con l’antu:orpo In gsame al fine di accertare la spe- tica indiretta di immunoisto/citochimica per 'amplificazione del segnale (Fig. 4.27). In que-

sto metodo, immunoglobuline non marcate anti-anticorpi di coniglio o di topo formano un

in ponte tra 'anticorpo primario, rispettivamente di coniglio o di topo, € un complesso peros-

cc nfuso con Ia colorazlone d:fferenmale del costltuenn cellulan medlante le coloraztom . sidasi-(di coniglio o di topo)-antiperossidasi. Sono inoltre disponibili complessi fosfatasi al-

Chm“Chc di routine, come quelle con-ematossilina ed cosina per Listologia ¢ la patologia. calina-antifosfatasi alcalina, Un vantaggio di questa metodica 2 che durante I'accoppiamento

4.8.2 La tecnica perossidasi-antiperossidasi

ey

4.8.1 Microscopia immunoenzimatica
[ ] Antigena

+ J l Aaticorpo primario di coriglio

1 principale vantagglo della marcatura con enzimi nelle tecniche di immunoisto/citochi-
mica (prlnctpalmente perosmdgst da rafano [HRP, HorseRaa'tsh Perox!dase] o fosfatasi aleali-

+

Jl Eccosso di Iga di capra anli-anlicorpi di conigio

@] % Complasso parossidasi-antlperossidasl di coniglio
: * o
L - 5 N
— o] -

. “
% ] %o 51 usa la reaziona dalla parossidasl
i
4 %_‘ \ \ per localizzarae Finizlale evento immunalegico

Figura 4.26 Microfotografie di immunofluorescenza che mostrano la colorazione degli organuli cellulari; ® \.

(A) filamenti intermedi; (B} mitocondri; (C) microspike; (D} fibre allungate; (E} granuli; (F) componenti

i citoplasmatiche. 5i sona incubati monostrati di una linea cellulare di glioma di ratto C6 con anticorpl mo- Figura 4.27 Rappresentazione schematica della tecnica perossidasi-antiperossidasi, @ antigene; o perossidasi,

i ! noctonali umani IgM, e poi con 1gM anti-anticorpi umani marcati con fluoresceina.
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250 6 verificarsi distruzione di anticorpi e/o enzimi. Sul mercato si trovano anche
_+mi di amplificazione che sfruttano le reazioni anti-immunoglobuline o biotina-
chimolte volte pli sensibili delle procedure indirette siandard,

4.8.3 Tecniche di immunofluorescenza  fL Lf:) { L0 7y

L'immunoistochimica ¢ stata originariamente sviluppata con antlcorpl marcati con fluo-
recromi (4.5.3), Il loro uso & notevolmente aumentato negli ultimi anni grazie alla diffusione
di tecniche di citoﬂuorimetria a ﬂusso, che consentono Panalisi dLsingole,ccllulathoﬁpcn-

ntuasce la normale fonte lurmnosa, con-
d:té atquyerao la seuone tlssutale al la ce!lula,

per costrulre
cazione peculiare deg]l antlcorpl marcatl con fluoracromi i in CLH, ponché i diversi ﬂuorocronn

cmettono luce

croscopio

pione dl ce[lule, calerati con due.,l[g 0 anche quatiro.a antivor

¢ ore romo, Queste metodiche di doppia o tripla colorazione nchledono, a vo]tc,
“J'utitizzo di anticorpi ]q[_gmg[mqmuggﬂﬁ_u’ﬂ&%r_udnlu, per esem p:oﬂ, anncor i di co-

globuline di

anncorpi pnmarl pkoAcon diversa rsa specificitd,

Ta scelta del Auorocromo deende dalla sorgente luminosa, dal sistema di rilevazione di-/ E
sponibile e dalle preferenze personali; tra le sorgenti luminose vi sono lampade al tungsteno{ i
lampade alogene al quarzo o ad arco di mercurio per i microscopi a fluorescenza, laser a ioné '
argo o 4 cripton-argo per la citometria a flusso.

L’uu’lizzo di anticorpi marcati con 'ﬂuorocromi tnapido‘e_sg_mplicg, inoltre offre una buona

Si pénsa che questi agenti impediscano
una reaztone dLstrumva della fluoresceina. alsuo, stato ) eccitato con la protema. Pud essere pro-
blematica Pautofluorescenza, ciod la fluorescenza intrinseca, ¢

li alcune componenti tissutali.

4.8.4 Capping

Un'importante caratteristica dell' immunocolorazione di cellule vitali, in particolare i linfociti,
& 'aggregazione degli antigeni di superficie dovuta ai legami crociati da parte degli anticorpi intatti.
Quest! aggregati formano infine un cappuccio (cap) a un polo della cellula, che successivamente
viene perso 0 assunto per endocitosi. Il capping, che pud essere visualizzato con anticorpi marcati
con fluorocrom, fornisce informazioni sulPassociazione di molecole con differenti marcatori an-
tigenici, se si fa ricorso a una doppia o tripla marcatura immunofluorescente. 5i pud impedire la
formazione di questo aggregato eseguendo Fimmunocolorazione a 4 °Cin presenza di sodio azide,
che impedisce la modulazione delle molecole di superficie, o utilizzando frammenti Fab monova-
lenti, allo scopo di studiare Piniziale legame degli anticorpi aghi antigeni di superficie.
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4.8.5 Citometria a flusso

Uno svantaggio della valutazione della colorazione immunocitochimica con fa microsco-
pia convenzionale ¢ la difficolta di misurare I'intensita dell'immunocolorazione. Sebbene sia
possibile determinare fa porzZione di cellule calorate in una popolaz:one, ggegudiido conleggio
manuale delle cellule, 'accuratezza della valutazione dipende dal numero totale di cellue
coitate e dalla quantita di cellule positive.

Questi limiti si possone superare mediante analisi in citofluorimetriaa | flusso. Con questa tec-
nics, le cellule marcate con anticorpi comugan a ﬂuorocronu in sospenstone s0M0 uurodone m un

Trad28 sononponau alcuni esempi di dati ottenuti mcuuﬂuoramem'\ ln quesmmodo si possono

qnahu,are vclocemente varie migliaia di cellule, allo scopo di determinare, pex esempio, Ja propor-
unocolor; intensit della fluozescenza. In citometriaa Busso @ anche pos-
; arametri specificati, come lintensita di fluorescenza ¢ la di-
mcnslone ccllu are {di solito, le cellule si mantengono vitali dopo immunocolorazione con
amicorpi marcati con fluorocromi). Sono.disponibili molti fluorocromi per Lanadisi-incitometria
2 flusso, che consentono di analizzare simultaneamente vari colorx, urché gh spettn d| emissione

monoclonah comugan
anngem CcD (gruppo di differenziazione}, caratteristici di una pa

486 Microscopiq‘i,r{;.r_r_mn.a.elettrom'ca

I dettagli subceltulari non individuabili dalla microscopia convenzionale possono essere ri-
solti dalla microscopia elettronica, poiché gli elettroni hanno una lunghezza d’onda pilt breve
della luce bianca o ultravioletta, In immunoelettromicroscopia si utilizzano anticorpi marcati
con reagenti elettrodensi, come oro e ferritina (proteina contenente ferro), o con HRP, che

T

_del sangue, Cid consentedi anah.uare gruppi e sottogruppi di cel!ule comvoiu nen s1stenu blO]OglCl.g
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Figura 4.28 Esempi dei risultati ottenuti in citometria a flusso. (a) Graficia punti di eritrociti (globull rossi)
colorali con anticorpo monaclonale di topo antiemoglobina, marcato con fluorescenza (2}, o con anticorpo
monoclonale di topo irrilevante, marcato con fluorescenza (1), Ogni punto rappresenta un eritrocita, L'in-
tensith della fluorescenza @ riportata suil'asse delle ordinate, la luce dispersa frontalmente (ciok Ia dimensio-
ne) sult'asse delle ascisse. Gli eritrociti nan sono colorati con 'anticorpo irrilevante {1}, ma quasi tutte le cel-
lule sano colorate con Panticorpo antiemoglobina (2). (b) Gli stessi dati sono mostrati In un istogramma,
dove il numero di celiule & sull’asse delle ordinate e l'intensia di fluorescenza sull’asse delle ascisse.

produce una sostanza elettrodensa in presenza dell’appropriato substrato, per colorare con
essi seziond ultrasottili di tessuti o di cellule,

4,9 Adfinita e avidita

La determinazione dell'affiniti di un anticorpo pud essere importante per predire efo spicgare
le sue caratteristiche immunoct imiche. L’affinitd si definisce come la costante di equilibrio quan-
do “un anticorpo monovalente reagisce con {lega) un antigene monovalente, ossia un determi-
nante antigenico”. Di solito gli anticorpi sone divalenti o multivalenti e gli antigeni hanno pits di
un determinante antigenico, percid questa situazione & di raro riscontro, Di norma si usa if termi-
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ne “aviditd” per descrivere la costante di equilibrio applicabile alle interazioni totali tra anticorpo
¢ antigene, compresa la componente di affinit tra pit: fattori additivi dovuti alla multivalenza del
tegamne e ad altre consideraziond, Talvolta, al posto det termin “affinitd” e “aviditd” si usano rispet-
tivarnente Je espressioni “affinita intrinseca” e “affinitd funzionale”, sicuramente piti descrittive.

4.9.1 Misurazione di affinitd e aviditd

L’affinitd di un anticorpo monavalente per il suo epitopo pud essere espressa matematica-
mente come la costante di associazione all'equilibrio, con la seguente formula:

_ 1AgAb]

K= 1Ra1ADT

dove &, & la costante di associazione all'equilibrio, [Ag] & la concentrazione di antigene, [Ab] &
la cor:centrazione di anticorpo e {AgADb] & la concentrazione del complesso antigene-anticorpo.

In pratica, & necessario che tutte le componenti siano assolutamente pure; inoltre, la for-
mula si riferisce all'equilibrio in soluzione omogenea. Queste condizioni si riscontrano rara-
mente nella maggior parte delle teeniche immunochimiche applicate alle metodiche biologi-
che, Tuttavia, il calcolo dell’affinitd relativa degli anticorpi pud essere utile per predire il loro
uso nelle tecniche immunochimiche {cap. 8, 8.2),

4.10 Utilizzo immunochimico della risonanza plasmatica superficiale

La risonanza plasmatica superficiale (cap. 8, 8.2.3) utilizza le proprieta ottiche sulla superficie
di un “chip” di vetro, rivestito di uno strato sottile di oro, per studiare il fenomeno di legame. 1
principi fisici del metodo sono 1 seguentl, Un fascio di luce polarizzata si riflette all'interno del
chip {(montato st un pristna di vetro). L'angolo di riflessione cambia se si lega del materiale sulla
superficie del chip; 'alterazione di tale angolo é proporzionale alla tnassa di sostanza legata sulla
superficie del chip. Sono disponibili in commercio strumenti per applicare la tecnologia di riso-
nanza plasmatica superficiale all'immunochimica: il sistema di biosensori Biacore™, probabil-
mente il pil adatto per un utilizzo generale in campo immunochimico, pud essere programma-
to per molte operazioni diverse ed & automatizzato. Con questo sistema, il chip & rivestito da una
matrice al destrano, alla quale si possono accoppiare chimicamente, e quindl immobilizzare,
Pantigene o "anticorpo. I campioni da analizzare per 'antigene (se 'anticorpo & state immobi-
lizzato) o I'anticorpo (se a essere immabilizzato & stato I'antigene) possono cosl scorrere sul chip
¢ il legame viene continuaimente rilevato misurando 'alterazione dell'angolo di riftessione della
luce incidente sul lato a prisma del chip. Le misure sono direttamente proporzionali alla massa
di sostanza legata e possono essere usate per confrontare il contenuto di antigene, o anticorpo,
del campioni e per caleolare | parametri cinetict relativi all’interazione antigene-anticorpo, per
esempio le costanti di affinitd di associazione ¢ di dissociazione.

La risonanza plasmatica superficiale & una procedura rapida (le misurazionti si effettuanc
in pochi minuti), che non richiede la marcatura degli anticorpi o degll antigeni e neppure
I'uso di reagenti anti-immunoglobuline; inoltre, pud prestarsi a varie applicazioni. Di solito
non & particolarmente sensibile, per esempio rispetto agli immunodosaggi, ma pud essere uti-
lizzata per individuare interazioni a bassissima affinita.
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4,11 Parole chiave

affinitd

anticorpl chimeriel monoclonali
anticorpi umanizzati

inticorpo

antigene

apiene
-avidith

capping

chemioluminescenze amplificata
citometria a flusso

coniugato

cromatografia d'immuncaffinith
doppia diffusione

dosaggi di legame competitivi
dosaggi immunoenzimatici
dossggi immunologici

dosaggl immunologlci di legame
dosaggio ELISA

4.12 Problemi

DOMANDA }

dosaggio immunofluorimetrico
nel tempo

dosaggio radieimmunologico

epitopo

Fab

Fe¢

frammento anticorpale a singola
catena

ibridoma

immunita acquisita

immunid innata

immunoblotting

immunocitochimica

immunodiffusione radiate semplice

immunodominante

immunodosaggio con substrato
fluorescente

immunoelettroforesi

Si calcola ia concentrazione di antigene mediante diffusione radiale semplice; { diametri degli
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immunogeno

immunoglobulina

immunoistochimica

immunoprecipitazione

iperimmune

mappatura di epitopi

microscopia immunocenzimatica

plasmacellula

regione costante

regione ipervariabile

regione variabile

risposta policlonale

sensibilitk

specificitd

tecnichie di citofluorimetria
a flusso

anelli di precipitazione dell'antigene per la calibrazione a tre diverse concentrazioni sono:

Quadrato del diametro
Concentrazione (Jig cm™) Diametro dellanello (mm) dell'anello {mm?)
10 4 16
60 7 49
100 8.7 76

Usare la carta millimetrata per esprimere in un grafico la concentrazione del composto per
la calibrazione, contro il quadrato del diametro dell’anello in modo da costruire la curva di
calibrazione. Il diametro dell’anello di un campione di concentrazione antigenica ignota & 6
mm. Usando il grafico di calibrazione, determinare la concentrazione antigenica nell’antige-
ne sconosciuto,

RISPOSTA

40 pg cm™,
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