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Editoriale

La seconda parte di questo secondo volume affrontera i problemi legati
alla preparazione degli anticorpi policlonali e monoclonali usati nel
dosaggio radioimmunologico. Esistono in totale cinque importanti classi di
immunoglobuline prodotte dal sistema immune dei mammiferi, le
immunoglobuline G, A, M, D, E (lgG, IgA, IgM, IgD, e IgE). Le piu comuni
immunoglobuline incontrate nei dosaggi RIA sono le 1gG.
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Figura 25. L'ANTIGENE.

Col termine di “antigene ” viene definita “ogni sostanza capace di
provocare una risposta immune” (la produzione di anticorpi). Col termine
di “immunogeno” viene definita in maniera simile “ogni sostanza capace di
indurre una risposta immune . E’ stato suggerito da alcuni di sostituire il
termine “antigene” con quello di “immunogeno” . Il termine “antigene”
potrebbe quindi essere utilizzato per definire una sostanza capace di
combinarsi con un anticorpo.

Gli apteni sono sostanze (generalmente di basso peso molecolare) che,
guando inoculate in un ospite, non inducono la formazione di anticorpi.
Tuttavia I’aptene puo essere reso antigenico se accoppiato ad una volu-
minosa sostanza estranea (per esempio proteina o polipetide) per formare
un antigene. Un determinante antigenico & una regione attiva ed esposta
della molecola antigenica con la quale si combina I’anticorpo.

Il termine “apteni” ed “epitopi” possono essere usati per i determinanti
antigenici.

il Caleidoscopio
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ANTIGENE

Una sostanza capace di stimolare la produzione di anticorpi.
IMMUNOGENO

Una sostanza capace di indurre una risposta immune.
APTENE

Una sostanza di basso peso molecolare che non induce la forma-
zione di anticorpi; viene usata anche per descrivere un
determinante antigenico.

DETERMINANTE ANTIGENICO
Area esposta attiva dell’antigene con la quale si combina
I'anticorpo: conosciuto anche come aptene o epitopo.

Figura25 L’ANTIGENE
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Figura 26. LANTICORPO: DEFINIZIONI E FUNZIONI.

Gli anticorpi sono proteine sieriche e sono prodotti dalle cellule della
serie linfoide. Essi appartengono alla famiglia delle immunoglobuline. Gli
anticorpi hanno la capacita di reagire con la configurazione antigenica
responsabile della loro produzione.

Gli anticorpi combattono le sostanze estranee con:
1. La neutralizzazione - Gli anticorpi bloccano efficacemente le sostan-
ze estranee, impedendo la loro azione dannosa. La sostanza neutralizzata,

insieme con I'anticorpo, viene quindi fagocitata e distrutta dai fagociti.

2. Laformazione di complessi antigene-anticorpo. | complessi causano
la precipitazione e la rimozione dell’antigene dal circolo.

3. L’agglutinazione - Gli anticorpi si attaccano direttamente alla su-
perficie del batterio, collegando numerosi batteri tra loro e formando degli
aggregati batterici relativamente grandi e non invasivi.

4. La batteriolisi - Gli anticorpi, insieme con il complemento, distrug-
gono la parete cellulare batterica, eliminandola.

5. L’opsonizzazione — Gli anticorpi e il complemento aumentano la
suscettibilita batterica alla fagocitosi.

Jll Caleidoscopio
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ANTICORPO:

Una proteina sierica prodotta dalla serie linfoide che appartiene
alla famiglia delle immunoglobuline. Esso ha la capacita di reagire
con la configurazione antigenica responsabile della sua
produzione.

LE PIU’ IMPORTANTI FUNZIONI DELL’ANTICORPO
SONO:

- Neutralizzazione

- Formazione di complessi antigene-anticorpo

- Agglutinazione

- Batteriolisi

- Opsonizzazione

Figura26 L’ANTICORPO: DEFINIZIONI E FUNZIONI
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Figura 27. STRUTTURA DELLE IMMUNOGLOBULINE.

Questa figura dimostra la struttura basilare a forma di Y della classe delle
immunoglobuline G (IgG). Questa € composta da due tipi di catene
polipeptidiche una catena pesante (piu grande con un peso molecolare di
55.000-90.000) e una catena leggera (piu piccola con un peso molecolare di
circa 25.000).

La molecola ¢ formata da due catene pesanti identiche e da due identiche
catene leggere legate insieme da ponti disolfuro. Il numero e I'esatta
posizione dei ponti disolfuro differisce e caratterizzano ciascuna sottoclasse
delle Ig.

Ciascuna catena leggera e pesante ha due differenti regioni funzionali. La
porzione amino (N) terminale delle catene leggera e pesante viene definita
regione variabile. La sequenza aminoacida differisce da anticorpo ad
anticorpo, ed é responsabile della differenza dei siti combinanti che legano
specificamente antigeni differenti.

La regione costante carbossi (C) terminale delle catene leggere e pesanti
ha la stessa sequenza aminoacida per tutte le immunoglobuline di una
sottoclasse ed € responsabile di altre e differenti funzioni.

Ciascuna molecola delle IgG ¢ capace di legare due molecole di antigene.

Il Caleidoscopio
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Figura 28. RELAZIONI STRUTTURA/FUNZIONI DELL’ANTICORPO

Come mostrato nella figura 27 (Struttura delle immunoglobuline), la
regione variabile della molecola delle immunoglobuline, contiene la se-
guenza aminoacida eterogenea, cosi come i residui che prendono contatto
con I'antigene. L’eterogeneicita aminoacidica della regione variabile rende
possibile la produzione di un grosso numero di strutture tridimensionali
complementari per forma all’enorme numero di antigeni estranei. E’ stato
calcolato che i vertebrati hanno la capacita, geneticamente determinata di
produrre circa 100.000.000 differenti anticorpi (siti leganti I’'antigene).

La regione costante delle immunoglobuline € responsabile della di-

struzione degli antigeni estranei attraverso la fissazione del complemento, il
legame dei macrofagi, e I'aggregazione e precipitazione dell’antigene.

(il Caleidoscopio
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Figura 29. REAZIONI ANTIGENE-ANTICORPO.

Le forze che tengono legate insieme antigeni e anticorpi sono rappre-
sentate tutte da legami non covalenti. Si possono individuare quattro
fondamentali tipi di legami o forze presenti:

1. Legami di idrogeno-rappresentati dalla attrazione di atomi estrema-
mente elettronegativi.

2. Legami idrofobici-rappresentati dalla aggregazione di gruppi non
polari che allontanano le molecole di acqua.

3. Forze di Coulomb-rappresentate dalla attrazione ionica di due grup-
pi con carica opposta.

4. Le forze di Van der Waal-attrazioni molto deboli che si verificano
guando due molecole si avvicinano I'una all’altra.

| fattori che influenzano la forza dei legami non covalenti comprendono il

pH la molarita e la forza ionica del tampone, la temperatura e la lunghezza
di incubazione della reazione.

i’ Caleidoscopio
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Formazione di legame non covalente

1 Legami di idrogeno

2 Legami idrofobici

3 Forze di Coulomb

4. Forze di Van Der Wall

Dipendente dal pH, molarita e forza ionica del tampone, temperatura e tempi
della reazione di incubazione.

Figura29 REAZIONI ANTIGENE-ANTICORPO
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Figura 30. IL SISTEMA IMMUNE E LA PRODUZIONE
ANTICORPALE.

La popolazione linfocitaria da origine nell’'uomo ai due principali sistemi
immunitari: cellulare e umorale. | linfociti originano da una cellula staminale
nel midollo osseo.

I linfociti possono essere morfologicamente e immunologicamente
suddivisi in linfociti-B (cellule-B, indipendenti dal timo) o linfociti-T (cellule-
T, timo dipendenti). Quando un antigene entra all’interno del corpo,
incontra un macrofago, viene “processato”, e quindi trasportato attraverso i
vasi linfatici sino al lifonodo piu vicino. Qui I'antigene “processato” dal
macrofago interagisce con i:

LINFOCITI-T. I linfociti-T si differenziano in cellule memoria e cellule
che controllano il susseguente riconoscimento dell’antigene e I'ipersen-
sibilita ritardata. Essi sono responsabili della immunita cellulare. La
produzione di anticorpi, benché funzione delle cellule-B, ¢ sotto il controllo
regolatorio delle cellule-T (helpers e soppressori). Le cellule-T a lunga vita
formano I’area corticale dei linfonodi e alcune aree periferiche del sistema
linfoide. Alcune popolazioni delle cellule-T migrano nell’area di
inflammazione, mentre altre costituiscono le cellule della memoria. Le
cellule-T costituiscono circa il 65-75% della popolazione linfocitaria.

LINFOCITI-B. I linfociti-E si trovano principalmente in circolo nel sangue
e nei linfonodi, e costituiscono circa il 35% dei linfociti trovati nel sangue
periferico. In presenza di un antigene “processato ” dai macrofagi, le cellule-
E si differenziano e proliferano in doni di plasmacellule che producono
anticorpi diretti contro I’antigene specifico. Esso puo contenere molti
determinanti antigenici in relazione alla complessita molecolare
dell’antigene. Questi determinanti antigenici stimolano quindi la
replicazione delle cellule-E e la loro differenziazione in doni di plasmacellule
secernenti anticorpi. | singoli determinanti antigenici stimoleranno anticorpi
che variano in specificita e affinita.

Una singola plasmacellula € capace di secernere una singola classe di
immunoglobuline.

iVl Caleidoscopio



N. P. Kubasik 11 dosaggio radioimmunologico (2)

MIDOLLO CELLULA
0SSEOC asssscesssm—————)» STAMINALE
— [ e
LINFOCITA-T
ANTIGENE E & o o -~

—al T,
Q — MACROFAGO @
LINFOCITA-B

DISTRUZIONE O
INATTIVAZIONE

T
DELL'ANTIGENE 4/

F’UIgM Q PLASMA
CELLULE @
REON PN
<J ﬁIgA Q Q SYCELLULA. DELLA
O MEMORTIA

IgD‘Y!!: ‘\
ﬁIgE @ LINFOCITA-T ATTIVATO
o -l

CELLULA DELLA IMMUNITA'
IMMUNITA' MEMORIA CELLULARE
UMORALE

1 Cellula-T-helper
2 Cellula T suppressor

Figura 30 IL SISTEMA IMMUNE E LA PRODUZIONE ANTICORPALE
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Figura 31. LA RISPOSTA ANTICORPALE CONVENZIONALE
POLICLONALE.

La frazione delle immunoglobuline di un convenzionale antisiero
policlonale é eterogenea. Le plasma cellule producono varie classi di
anticorpi che si legano a specifiche strutture (determinanti antigenici o
epitopi) sulla superficie dell’antigene. Una singola molecola di anticorpo o
un singolo clone plasmacellulare é specifico per un unico tipo di
determinante antigenico. Ma possono esistere molti determinanti su un
singolo voluminoso antigene, che stimolano la sintesi di molte e differenti
popolazioni di anticorpi.

Questa eterogenea risposta policlonale € molto importante in vivo per
proteggere I'individuo contro gli agenti patogeni. Tuttavia per alcune
applicazioni in vitro, I'isolamento del desiderato antigene specifico da una
miscela policlonale pud dimostrarsi un difficile processo. L’isolamento &
generalmente ottenuto con I’'uso della cromatografia per affinita o di
assorbimento.
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Figura 32. GLI ANTIGENI COME IMMUNOGENI.

In termini generali, la immunogenicita, di una molecola dipende da due
requisiti:

1. LA DIMENSIONE: Le piccole molecole con un peso molecolare in-
feriore a 5.000 generalmente non possono indurre la produzione di anticorpi
negli animali da esperimento, a meno che non vengano attaccate
(coniugate), prima della immunizzazione, con legame covalente a grosse
molecole immunogeniche o proteine. Benché il peso molecolare non sia
I’'unico fattore determinante I’antigenicita, esiste in genere una relazione
inversa tra le dimensioni molecolari e la capacita di una sostanza di
stimolare la produzione di anticorpi. E’ ben noto, inoltre, che la
coniugazione di piccole molecole con grosse proteine aumenta I’antigenicita
delle specie piu piccole.

2. DIFFERENZE NELLA STRUTTURA MOLECOLARE: L’antigene im-
munizzante deve essere “estraneo per I'individuo” o differente nella
struttura molecolare rispetto alle molecole presenti per natura nell’animale
in cui viene inoculato.

Percid, grosse molecole proteiche possono essere inoculate direttamente
negli animali ospiti per la produzione di anticorpi. Piccoli apteni (farmaci o
steroidi) necessitano, prima della immunizzazione, della coniugazione con
grosse proteine estranee.

i Caleidoscopio
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Figura32 GLI ANTIGENI COME IMMUNOGENI
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Figura 33 e 34. DERIVATI APTENE-PONTE.

Peptidi di piccolo peso molecolare, steroidi, farmaci, iodotironine, e altri
apteni sono generalmente abbastanza immunogenici nel coniglio dopo la
coniugazione con grosse proteine immunogeniche come I'albumina sierica
bovina (ESA) o la tireglobulina bovina.

La SA viene comunemente utilizzata perché contiene molte unita di lisina
per la coniugazione, poiché la struttura & conosciuta in sufficiente dettaglio,
¢ disponibile in commercio in una forma accettabilmente pura ed & un buon
antigene. Eenché siano descritti in letteratura numerosi metodi di
coniugazione aptene-BSA, solo due comuni metodi verranno discussi in
guesto volume.

Poiché la maggior parte degli apteni non posseggono gruppi funzionali
che permettano il legame diretto alla ESA, bisogha prima ottenere un
derivato dell’aptene, che contenga un acido carbossilico. Questo derivato
puo essere quindi utilizzato per formare un legame peptidico covalente con
I’epsilon amino gruppo della lisina della BSA.

Queste figure dimostrano che esistono una grossa varieta di derivati
(“ponti”) disponibili per gli steroidi. La scelta del ponte dipende dal sito di
attacco, la lunghezza del ponte, I'orientamento del nucleo dello steroide, e
I'immunogenicita desiderata del complesso steroide-ponteproteina.

Inoltre, con la scelta accorta del sito di attacco dell’aptene-ponte alla
proteina di trasporto, € possibile ottenere la formazione di anticorpi con una
aumentata specificita verso parti selezionate della molecola dello steroide.
L’accoppiamento dell’aptene attraverso una posizione lontana dai gruppi
funzionali responsabili della sua specificita ormonale risparmia questi come
determinanti antigenici.

vl Caleidoscopio
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Figura 35. CONIUGAZIONE DELL’APTENE: LA REAZIONE CON
ANIDRIDE MISTA.

La reazione con anidride mista & una utile procedura per coniugare gli
apteni sterodei alla BSA di trasporto. Una volta che il ponte carbossilico
viene sistemato nella molecola steroidea, la reazione con anidride mista pud
essere suddivisa in due parti.

PARTE I: Il derivato aptenico e un clorocarbonato vengono dissolti in un
solvente anidro (per esempio il diossano) la cui temperatura viene
mantenuta da un bagno di ghiaccio, e viene aggiunta una amina terziaria
(per esempio la tri-N-butilamina) per rimuovere I'HCI e formare I'anidride
mista. La reazione si completa in meno di 30 minuti, e le basse temperature
favoriscono la stabilita dell’anidride.

PARTE II: L’anidride mista viene decomposta e accoppiata con I’epsilon
amino gruppo del residuo della lisina nella BSA. La BSA viene aggiunta in
acqua a pii alcalino (circa 8) mescolando. Si continua ad agitare a bassa
temperatura per circa 4 ore. Quindi si purifica I'immunogeno aptene-BSA
con le colonne cromatografiche o dialisi, separandolo dal derivato aptenico
che non ha reagito e dal reagente in eccesso.
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Figura 36. CONIUGAZIONE DELL’APTENE: LA REAZIONE CON
CARBODIIMIDE.

La reazione con carbodiimide induce la formazione di legami peptidici,
ed e estremamente utile per la produzione di immunogeno aptene-BSA.

In questa figura viene mescolato il derivato aptenico in eccesso con la
BSA di trasporto al pH di 7.0. Viene aggiunta la carbodiimide (viene
comunemente usato I'1-etil-3 (3) -dimetilaminopropil carbodiimide HCI), si
lascia incubare a temperatura ambiente per circa un’ora. Quindi si purifica
I'immunogeno aptene-BSA (ad esempio con la dialisi o la cromatografia), e si
isola per liofilizzazione.
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Figura 37. LA DERIVATIZZAZIONE DELL’APTENE PER LA RADIO-
MARCATURA O LA FORMAZIONE DELL'IMMUNOGENGO.

In questa figura, viene illustrata una via comune per la produzione di un
immunogeno e il tracciante ~I marcante usato nel dosaggio RIA della
digitossina.

La digitoxigenina (digossina priva di carboidrato rimosso dalla posizione
3 del carbonio) viene fatta reagire con I'anidride succinica per preparare la 3-
0-succinil digitoxigenina. La reazione con la carbodiimide di questo
intermedio con la ESA produce un immunogeno che puo essere usato nella
produzione di anticorpi contro la digitossina. L’aggiunta della tirosina metil
estere, con la seguente marcatura con w=l. produce la w=l-succinil
digitoxigenina tirosina metil estere che pud essere usata come tracciante
iodinato nel dosaggio RIA.
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Figura 38. LA PRODUZIONE DI ANTICORPI POLICLONALI.

Oggi sono utilizzate numerose procedure e protocolli, da differenti labo-
ratori e ricercatori, di immunizzazione per la produzione di antisieri. In ge-
nere, I'ottenimento di un antisiero utile viene raggiunto riducendo a quanti-
ta di immunogeno iniettata nell’animale ricevente alla minima dose efficace,
e aumentando I'intervallo tra le iniezioni al massimo permesso dall’animale.
La quantita di immunogeno richiesta per produrre una soddisfacente rispo-
sta anticorpale varia da alcuni microgrammi ad alcuni milligrammi.

Un adiuvante potenzia la risposta immune se viene iniettato insieme al-
I'immunogeno. L’adiuvante pit comunemente utilizzato é quello di Freund,
e contiene una sospensione di micobatteri, oltre ad olio minerale e un emul-
sificante. La funzione dell’adiuvante & di prolungare il tempo di ritenzione
nel corpo, permettendo al sistema immune un tempo sufficiente per avere
accesso all’immunogeno.

Benché siano state descritte numerose vie di somministrazione, quella
che sembra dare i risultati piu soddisfacenti ,senza iniezioni di richiamo, &
I'iniezione intradermica in piu sedi.

Gli animali comunemente utilizzati per la produzione di antisieri sono i
conigli, le pecore, le capre, e i porcellini d’India. La scelta di una particolare
specie animale dipende dal volume dell’antisiero desiderato 1’“estraneita”
delllimmunogeno per I'animale, e le particolari disposizioni del laboratorio
per curare un certo animale.

Le iniezioni di richiamo di immunogeno vengono solitamente fatte ad inter-
valli da sei a otto settimane e la raccolta del sangue (insieme al controllo del
titolo anticorpale, della specificita e della affinita) viene fatta da una a due
settimane dopo le iniezioni di richiamo. Generalmente il titolo aumenta dopo
I'immunizzazione, raggiungendo un valore costante dal settimo all’ottavo mese;
anche I'affinita aumenta (per un periodo di tempo maggiore). La specificita
dell’anticorpo tende a raggiungere il massimo intorno al sesto-ottavo mese.

Numerosi animali devono essere trattati per la produzione di anticorpi,
poiché la risposta del singolo animale a differenti immunogeni varia.

Questa variazione & una funzione, almeno in parte, del differente patri-
monio genetico dell’animale.

Per purificare gli antisieri, si pud procedere ad assorbirli con la BSA per
rimuovere I'anticorpo precipitabile dalla proteina di trasporto, quindi purifi-
carlo ulteriormente con la precipitazione specifica o con la cromatografia per
affinita. La cromatografia per affinita consiste nella precipitazione specifica
dell’anticorpo con I'antigene responsabile della sua produzione. L’antigene
deve quindi essere separato dall’anticorpo senza essere denaturato. | metodi
per ottenere questo comprendono I’'uso di soluzioni di sali o basi forti, con la
formazione di complessi con diazo composti, 0 con la digestione enzimatica
della parte antigenica. Nella maggior parte dei casi € inevitabile la perdita di
materiale specifico.
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Figura 39. VALUTAZIONE DELLA PRODUZIONE DI ANTISIERO:
ILTITOLO.

“Il titolo” viene definito come “la diluizione dell’antisiero utilizzata nella
provetta di dosaggio per esami di routine (per esempio, 50 ml di una
diluizione 1:10.000)”. Maggiore & il titolo, maggiore ¢ il numero di dosaggi
che possono essere fatti dal salasso. Il titolo &€ proporzionale al prodotto della
concentrazione di anticorpo e della costante di affinita dell’antisiero.

La tecnica piu conveniente per testare il titolo di un anticorpo consiste
nell’incubare diluizioni seriali dell’antisiero con piccolissime quantita di
antigene radiomarcato che deve essere usato nel RIA. Dopo I'incubazione, le
frazioni libera e legata all’anticorpo vengono separate e contate. La
diluizione che lega il 50+ del tracciante (range dal 30 al 70%) ¢ la diluizione
che generalmente viene utilizzata per il dosaggio RIA.
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Figura 40. VALUTAZIONE DELLA PRODUZIONE DI ANTISIERO:
LA SPECIFICITA'.

“La specificita” puod essere definita come “il grado al quale un antisiero
reagisce solo con I’ormone o la sostanza in esame nelle condizioni ben
definite di un dosaggio RIA ”. Gli anticorpi possono o no legare gli antigeni
che sono strettamente connessi strutturalmente all’antigene responsabile
della loro produzione.

Quando gli anticorpi legano questi antigeni, si registra una interazione
energetica che & generalmente piu bassa di quella dell’antigene che ha
indotto la produzione anticorpale. Nell’esempio mostrato in questa figura,
un antisiero ottenuto contro la subunita beta della Gonadotropina Corionica
Umana (HCG) viene testato per una possibile reattivita crociata con ormoni
strutturalmente simili (LH, FSH e TSH).

Benché tutti e quattro gli ormoni abbiano una subunita alfa proteica
comune, hanno anche le subunita proteiche beta differenti. Il grafico
dimostra una buona curva RIA con I’'HCG, e nessun legame (o reattivita
crociata) con LH, FSH, o TSH. Questo antisiero dovrebbe essere specifico
per il dosaggio della subunita beta del’lHCG.

Per valutare la specificita, tutte le sostanze o ormoni che sono biochi-
micamente simili alla sostanza che deve essere dosata devono essere
esaminati per valutare la reattivita crociata. Con un sistema, i dati sulla
specificita vengono ottenuti da studi sullo spiazzamento e viene calcolata in
base alla massa della sostanza immunogenica | che & necessaria per
spiazzare il 50% della sostanza radiomarcata |. Questo valore viene diviso
per la massa della sostanza X che ha una reazione crociata necessaria per
spiazzare la stessa percentuale dell’'immunogeno marcato |I.

Massa dell’immunogene | richiesto per spianare il 50% di |

X
Massa della sostanza X che cross — reagisce richiesta per spiazzare il 50% di |
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Figura 41. VALUTAZIONE DELLA PRODUZIONE DI ANTISIERO
L’AFFINITA’.

Una elevata affinita causa un legame relativamente irreversibile dell’an-
tigene all’anticorpo, cosi che piccole variazioni della quantita di antigene
sconosciuto causera una ben distinta e percettibile modificazione, dopo la
separazione, nel rapporto dell’antigene libero e legato. Un legame debole
non permette la individuazione di piccole variazioni, rendendo cosi I’esame
poco sensibile. Percio, la sensibilita varia direttamente con la costante di
affinita dell’anticorpo. La costante di affinitd deve essere circa 100 volte piu
elevata della corrispondente costante di affinita di una qualsiasi proteina
legante specifica nel siero (come la transcortina o la sex hormone binding
globulin).
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Figura42. LA RISPOSTA ANTICORPALE MONOCLONALE.

Gli anticorpi monoclonali sono anticorpi omogenei uniformi diretti con-
tro un singolo determinante antigenico o epitopo presente sulla molecola
antigenica. La produzione in vitro di anticorpi monoclonali consiste nella
selezione di un anticorpo omogeneo con le caratteristiche desiderate tra i
molti anticorpi prodotti in una risposta convenzionale policlonale.

La produzione in vitro di anticorpi monoclonali con I'uso di ibridomi
viene discussa nelle figure 43-45.

Brevemente, ibridoma € il nome dato al prodotto della fusione di una
cellula producente anticorpi (linfocita-E) e una forma tumorale di un
particolare tipo di cellula del midollo osseo (mieloma). L’ibrido formato
dalla fusione di queste due cellule ha le proprieta di entrambe le cellule. I
prodotto € un singolo anticorpo specifico la cui produzione & teoricamente
immortale.
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Figura 43. GLI IBRIDOMI E LA PRODUZIONE DEGLI ANTICORPI
MONOCLONALI: SCHEMA GENERALE.

Gli anticorpi policlonali sono prodotti con I'immunizzazione di un ani-
male ospite (in genere un coniglio), raccogliendo, dopo un periodo di tempo
appropriato (da settimane a mesi), i sieri dell’animale. Gli anticorpi
policlonali presenti nei sieri sono capaci di reagire con molti antigeni e/o
determinanti antigenici sulla loro superficie. Come gia accennato, puo
essere necessaria una prolungata fase di purificazione per poter utilizzare
nella diagnostica alcuni di questi anticorpi.

La tecnica degli anticorpi monoclonali e stata sviluppata nel 1975 da
Milstein e Kohler [Nature, 256, 495 (1975)]. In breve, lo schema generale
della produzione degli anticorpi monoclonali comprende dapprima I’'im-
munizzazione di un topo con I'antigene contro il quale devono essere
prodotti gli anticorpi. I linfociti del topo producenti anticorpi (le cellule
della milza - sono la fonte piu elementare di un grosso numero di cellule-E)
vengono “fusi” con i linfociti maligni che originano da un ceppo di cellula
mielomatosa di topo, cresciuta in cultura (cellula di mieloma). Il mieloma di
topo & un ceppo cellulare mutato che ha perduto la capacita di produrre le
immunoglobuline del mieloma. Se non si verificasse cio, I'ibride risultante
potrebbe produrre anticorpi fatti di varie combinazioni di immunoglobuline
di entrambe le cellule di origine una risposta del tutto imprevedibile.

L’ “ibridoma” che ne risulta contiene il patrimonio genetico di ciascuna
cellula- i geni che controllano la produzione di anticorpi specifici dalle
cellule della milza e i geni che permettono una indefinita proliferazione
cellulare dalle cellule del mieloma.

Le cellule dell’ibridoma devono quindi essere separate e conservate in
cultura. Ciascun ibridoma donato (separato e messo in cultura indi-
vidualmente) produce quindi uno specifico anticorpo (monoclonale), capace
di reagire con il determinante antigenico specifico che ha causato la sua
formazione.
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Figura 44. LA PRODUZIONE DELL’'IBRIDOMA (1).

Al fine di produrre un ibridoma, si procede alla immunizzazione di un
topo con un antigene specifico. | protocolli di immunizzazione variano, ma
al topo viene solitamente somministrata una iniezione di richiamo da3 a5
giorni prima della fusione. Le milze di quegli animali che producono i piu
elevati titoli anticorpali vengono rimosse, e una sospensione di linfociti
anticorpali vengono rimosse, e una sospensione di linfociti splenici (circa 10s
cellule) viene mischiata con le cellule di topo ottenute da un mieloma (circa
10" cellule). La miscela viene incubata con polietlilenglicole (PEG) per circa 8
minuti per favorire la fusione delle membrane cellulari. Dopo la fusione, le
cellule possono essere sospese in un tessuto di cultura di crescita HAT
contenuto in piastre con micropozzetti. Poiché di circa 200.000 cellule
spleniche soltanto una forma un ibrido vitale con una cellula di mieloma, si
devono eliminare le cellule di mieloma non fuse e gli ibridi mieloma-
mieloma. Questo & possibile usando la cultura selettiva HAT. Come cellule
di origine vengono utilizzate le cellule di mieloma di topo che non
posseggono I'enzima ipoxantina fosforibosil transferasi, e il tessuto di
crescita contiene ipoxantina (H), aminopteridina (A), e timidina (T) (HAT).
Poiché le cellule mielomatose non hanno I’enzima transferasi, esse non
possono utilizzare I'ipoxantina aggiunta per sintetizzare le purine.
L’aminopteridina blocca la sintesi endogena di purine e pirimidine. Le
cellule di mieloma non fuse e gli ibridi mieloma-mieloma, a causa del blocco
della sintesi delle purine e pirimidine muoiono. D’altra parte, un ibrido tra
una cellula splenica e di mieloma contiene I'enzima transferasi fornito dalle
cellule spleniche, utilizza I'ipoxantina e la timidina aggiunta per la sintesi
della purina e della pirimidina, e sopravvive.

Le cellule spleniche non fuse, e gli ibridi milza-milza muoiono
spontaneamente dopo alcune replicazioni.
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Figura 45. LA PRODUZIONE DELL’'IBRIDOMA (2).

I cloni ibridi diventano visibili in circa il 30</0 dei pozzetti, da due a
guattro settimane dopo la fusione. Gli ibridi hanno la stessa morfologia
delle cellule di mieloma di origine. Il surnatante dei pozzetti contenenti
questi doni in moltiplicazione viene analizzato e si procede alla titolazione
degli anticorpi diretti contro I’antigene immunizzante. Gli ibridi positivi per
gli anticorpi vengono fatti crescere e donati, quanto prima possibile, su un
appropriato terreno di crescita. Dopo un adeguato periodo di tempo si
procede ad una rivalutazione della produzione di anticorpi, e gli ibridi
vengono riclonati. La tecnica per diluizione al limite (di meno di una cellula
per coltura) o I'uso di medium semisolidi come I'agar, permette agli ibridi
di crescere con una densita talmente basba che ogni crescita si puo
considerare derivante da un singolo clone.

La procedura della riclonazione permette I’eliminazione della contami-
nazione di varianti, dei doni che non producono anticorpi, e le cellule che
hanno perduto la capacita di produrre anticorpi a causa della perdita di
cromosomi. Se si permette che la crescita continui, le varianti degli ibridi
possono sovracrescere gli ibridomi desiderati.

A questo punto, le scorte di ibridomi possono essere congelate e im-
magazzinate, fatte crescere in cultura, o iniettate in topolini immuno-
soppressi. | topi producono una ascite da tumore con grosse quantita di
anticorpi monoclonali. Gli ibridomi congelati possono essere accumulati per
un periodo di tempo illimitato (sinora). Quando vengono sgelati e inniettati
nei topolini o vengono fatti crescere in terreno di cultura, gli ibridomi
produrranno anticorpi identici a quelli prodotti per la prima volta. La
cromatografia per affinita si € dimostrata un utile mezzo di purificazione
degli anticorpi monoclonali ottenuti.
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Figura 46. ALCUNE PROTEINE DI TRASPORTO SIERICHE UTILIZ
ZATE NELLA TECNICA DELLA CPB.

Un dosaggio radiochimico con competizione per il legame che utilizza
come legante specifico un anticorpo viene definito dosaggio RIA. Quando si
utilizza come legante specifico una proteina sierica, il dosaggio viene in
genere definito per competizione proteica (CPE). Questi leganti sono in
genere proteine specifiche di trasporto plasmatico che funzionano
biologicamente aumentando I’emivita e la solubilita di un composto nel
sangue, mentre riducono la loro escrezione renale. Questo fornisce una
costante riserva di un composto biologicamente attivo per I’organo
bersaglio. Le proteine di trasporto plasmatiche come la TEG (globulina
legante la tiroxina), la CEG (globulina legante il cortisolo, la SHEG
(globulina legante gli ormoni sessuali) si possono ottenere facilmente dal
siero, sono abbastanza stabili, e possono essere utilizzate nella tecnica della
CPE. Ci sono degli aspetti negativi legati all’uso di queste proteine. Alcune
mancano di specificita, e necessitano di una fase di separazione pre-
dosaggio della sostanza che deve essere dosata (per esempio gli ormoni
steroidei). Sebbene la sensibilita sia soddisfacente, & inferiore a quella degli
anticorpi usati nel RIA.
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LEGANTE
DOSATA

ORIGINE DEL LEGANTE

SOSTANZA

TBG (Globulina legante
la tiroxina)

CBG (Transcortina)
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gli ormoni sessuali)

Transcobalamina
FI (Fattore intrinseco)
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Figura46 ALCUNE PROTEINE DI TRASPORTO SIERICHE UTILIZZA-
TE NELLA TECNICA DELLA CPB
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Figura47. ALCUNI RECETTORI TISSUTALI UTILIZZATI NEL RRA

Parecchi ormoni proteici esercitano i loro effetti accoppiandosi prima ad
un recettore di membrana specifico che, in rapporto con I’adenil ciclasi,
stimola la formazione intracellulare di APM ciclico. L’AMP ciclico quindi
completa il messaggio ormonale originale. Questi siti recettoriali della
membrana cellulare sono stati isolati ed utilizzati come composti leganti
specifici nel dosaggio radiorecettoriale (RRA).

Il principale vantaggio dato dall’'uso delle proteine recettoriali nel RRA
consiste nel fatto che il recettore misura I'attivita biologica. Deve essere
sempre ricordato, e sottolineato, che il dosaggio RIA misura soltanto la
attivita immunologica. Tuttavia le proteine del recettore presentano
problemi tecnici considerevoli. | recettori si ottengono da tessuti differenti e
non vengono completamente solubilizzati. Sono presenti in piccole
concentrazioni, sono instabili, e possono essere danneggiati facilmente nelle
procedure di omogenizzazione e ultracentrifugazione necessarie per la loro
preparazione. In questa figura vengono presentati alcuni dei RRA in uso.
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ORIGINE DEL RECETTORE SOSTANZA DOSATA

Proteina del tubulo FSH
del testicolo di ratto
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Membrane di cellule tiroidee Immunoglobuline stimolanti la
tiroide
Membrane di corpo luteo ovarico, HCG

cellule testicolari

Figura47 ALCUNI RECETTORI TISSUTALI UTILIZZATI NEL RRA
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Figura 48. RAFFRONTO TRA CPB, RRA, E RIA.

In questa figura vengono paragonati i vantaggi e gli svantaggi del CPBA,
del RRA, e del dosaggio RIA utilizzando anticorpi policlonali e
monoclonali.

SPECIFICITA’: Potenzialmente la maggiore specificita puo essere rag-
giunta utilizzando in un dosaggio RIA gli anticorpi monoclonali.

RAPPORTO CON L’ATTIVITA’ EIOLOGICA: Il RRA ha il valore piu
elevato per questa variabile.

FONTE RIPRODUCIBILE DELL’AGENTE LEGANTE: Il RIA, utilizzan-
do gli anticorpi monoclonali, ha la possibilita di avere una origine pressoché
eterna di anticorpi.

STABILITA’ NELLO STOCCAGGIO: Gli anticorpi liofilizzati sono stabili
per anni alla temperatura di frigorifero.

TITOLO: Il titolo e I'affinita degli anticorpi sono superiori ai recettori di
membrana e alle proteine di trasporto plasmatiche.

Allo stato attuale delle conoscenze, sembra che il RIA, utilizzando gli

anticorpi monoclonali, sia teoricamente il migliore tra i dosaggi radiochimici
rispetto al CPE e/0 al RRA.
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PROPRIETA’ CPB RRA RIA
Anticorpo Anticorpo
policlonale monoclonale
SPECIFICITA’ Alta Molto alta Molto alta Potenzial-
mente altiss.
RELAZIONE CON L’AT- Alta Molto alta Variabile

TIVITA’ BIOLOGICA

ORIGINE RIPRODUCI- Alta Alta Variabile Molto alta
BILE DEL LEGANTE

STABILITA’ Stabile Variabile Molto stabile
NELLO STOCCAGGIO

TITOLO Basso Basso Molto alto

PREPARAZIONE Semplice  Frazionam. Immunizza- Produzione
diluizione cellula zione di ibridoma
del plasma

Figura 48 RAFFRONTO TRA CPB, RRA, ERIA
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