Tecniche immunochimiche

UNITE

Al termine della lezione lo studente sara in grado di:

Comprendere il principio alla base delle tecniche immunochimiche: la capacita
degli anticorpi di legarsi con alta specificita ad antigeni in miscele complesse (plasma,
siero, urine, lisati cellulari, tessuti).

Classificare i principali dosaggi immunologici (RIA, ELISA, FPIA, IRMA, CLIA,
EIA) e distinguere quelli competitivi da quelli non competitivi.

*Descrivere le tecniche di precipitazione e agglutinazione e i loro principi fisici.
lllustrare le metodiche di rivelazione — enzimatica (ELISA, Western Blot),
fluorescente (immunofluorescenza) e radioattiva (RIA) — e spiegare quando e
preferibile usarne una rispetto all'altra.

*Distinguere immunoistochimica e immunofluorescenza nei loro sistemi di
rivelazione e applicazioni.

*Spiegare il funzionamento della citometria a flusso e le sue applicazioni
nell'analisi di popolazioni cellulari.




*SCOPO DELLA METODICA

® Capacita di particolari immunoglobuline, gli ANTICORPI, di
legare con alta specificita composti di varia natura,
permettendone l'identificazione e la quantificazione in miscele
complesse e variabili come plasma, siero, urine oppure lisati

cellulari, cellule intatte e tessuti;

" || legame antigene-anticorpo e evidenziato mediante I'utilizzo
di traccianti fluorescenti, radioattivi o enzimatici oppure
tramite visualizzazione della formazione di immunocomplessi
in grado di precipitare (test di precipitazione e

agglutinazione)
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DOSAGGI IMMUNOLOGICI

Dosaggi competitivi radioimmunologici (RIA) o fluorescenti (FIA)
Saggi di legame a enzimi in fase solida (ELISA a un sito)

Saggi immunologici di polarizzazione a fluorescenza (FPIA)

vV V V VY

Saggi immunometrici di tipo immunoradiometrico (IRMA) e

tramite anticorpi marcati con enzimi (ELISA a due siti o

sandwich)

» Dosaggi immunoenzimatici in chemiluminescenza (CLIA) o in
fluorescenza (ELFIA)

» Dosaggi immunologici a inibizione enzimatica (EIA omogenei o

EMIT)

| test immunologici vengono usati nella ricerca sperimentale, nello
sviluppo di nuovi farmaci (drug discovery) e in diagnostica
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IMMUNOBLOTTING

» Analizzare proteine specifiche in un lisato cellulare o tessuti dopo
separazione eletroforetica della miscela proteica, trasferimento su supporto
solido inerte e misurazione dell’antigene proteico tramite anticorpi specifici
marcati

IMMUNOISTOCHIMICA (IHC)

» Analizzare la presenza e la distribuzione spaziale dell’antigene proteico in
Situ (in cellule e tessuti) mediante miroscopia ottica o a fluorescenza, a
seconda del tipo di marcatura dell’anticorpo di rilevazione (difficolta nel
misurare l’intensita di fluorescenza ovvero nel quantificare [l'antigene di
interesse)

CITOMETRIA A FLUSSO

» L'emissione del segnale di fluorescenza viene raccolta e utilizzata per
ricavare informazioni sulle dimensioni e sul numero delle cellule marcate e

sull'intensita di espressione dell’antigene di interesse
3
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PRINCIPI GENERALI

v' SPECIFICITA E SENSIBILITA nella scelta dell’anticorpo (Ab);
v' Legame Ab-Ag di tipo non covalente e reversibile;

v' AFFINITA’: misura della forza dell'interazione fra Ag e Ab

Ab+Agz——=Ab-Ag

K, [Ab-Ag] 1

+1

S [Ab] [AO] K,

l

per [Ab] si ha:

[Ab] = B, - [Ab-Ag]

max

[Ab-Ag] = K(l (‘BmaV
[Ag] ‘

1 ,
—[Ab-Ag])=—(B__—[Ab-Ag
[Ab-Ag)) =2 (B,.. ~[Ab-Ag)
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PLOT DI SCATCHARD

(a) (b) Figura 10.1
T [_._ # —.—#2 ] [_._ 3 -0 ] Plot di Scatchard di 4 diversi batch di
anticorpi. () #1 e #2 sono anticorpi
monoclonali con diversa affinita e
_ Coefficiente angolare K uguale valenza. (b) #3 e #4 sono
[)) — " s . " " .
< rd 2 anticorpi po!lclonall o miscele di
o = monoclonali.
< e
- <
< 2
- Intercetta sull’asse x — Intercetta sull’asse x
i corrisponde a By ax corrisponde a By ax
T | .

[Ag-Ab] [Ag-Ab]

v' Le misurazioni delle concentrazioni all’equilibrio dell’Ag libero e di
quello legato determinano la costante di associazione all’'equilibrio

(affinita) e la valenza din un anticorpo, cioé il numero di siti leganti
I'Ag (Byax/[AD])
(ZANICHELLI
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COME DETERMINARE LA VALENZA PER L’ANTIGENE
(NUMERO DEI SITI DI LEGAME)

(a) L'anticorpo non é presente: L'anticorpo & aggiunto in 1: all’equilibrio Figura 102 7. g 5 3
I'antigene si equilibra in entrambi c’é piu antigene in 1 dovuto Det.ermlnazlone Flell aff!nl.ta? .
i compartimenti al legame con I'anticorpo anticorpale mediante dialisi di
| equilibrio. (a) La camera di dialisi

2 contiene due compartimenti (1 e 2),
separati da una membrana
semipermeabile che lascia passare solo
® la molecola di antigene. L'anticorpo

Py viene aggiunto nel compartimento (1)
® o .o ® 9 L] e I'antigene marcato con un

. N4 g radionuclide in (2). All’equilibrio si

Stato iniziale Equilibrio Stato iniziale Equilibrio milsiira [Seaticantrazioned;

radioattivita in entrambi i
compartimenti. (b) Grafico della
concentrazione di antigene in (1) e (2)
in funzione del tempo. All'equilibrio, la
= 1 differenza fra la concentrazione di
antigene radioattivo in (1) e (2)
rappresenta la quantita di antigene
legato all’anticorpo. Dalle misurazioni
Frazione di antigene  delle concentrazioni all’equilibrio
] legato all'anticorpo  dell'antigene libero e di quello legato,
a varie concentrazioni di antigene
iniziale aggiunto, si pud determinare la
costante di affinita e la valenza
dell’anticorpo (plot di Scatchard).
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IMMUNODOSAGGI

Metodi marcati Metodi non marcati
traccianti radioisotopici, enzimatici, N

fluorimetrici, bioluminescenti,

chemiluminescenti

Agglutinazione Precipitazione

Se avviene in soluzione Se avviene in matrice solida

acquosa

— T

Diretta Indiretta
se I'antigene & corpuscolato se I'antigene, solubile, si fa

(cellule, batteri) adsorbire o legare
covalentemente a carrier insolubili

(sfere di latfice, globuli rossi)
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. TEST DI PRECIPITAZIONE
Elugrce:ad:g;:cipitazionedel complesso " ? =/ ’ \\ﬁ'

antigene-anticorpo \\

(Ag-Ab), in funzione della k ’
//\\ §//=K \ \ ) /

concentrazione di antigene (Ag).

LS b4 = J

> Ag solubile a contatto con un \ ’ l I
siero contenente Ab specifici. rond
La formazione degli equivalenza
Zona di (interessante Zona di

immunocomplessi Si pUO Ieccesso di AbI ?i fini analiticil) eccesso di Ag
osservare con un precipitato - |

» Si distinguono tre zone:
« ECCESSO DI Ab
« ZONA DI EQUIVALENZA

- ECCESSO DI Ag

C mplesso Ag-Ab

» Si pud accoppiare |l compless
Ab-Ag a un substrato solido
(es. proteina A o proteina G
immobilizzata su agarosio o
sferette magnetiche) ’ T —
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IMMUNOPRECIPITAZIONE IN SOLUZIONE - OGGI
AUMENTO DELLA EFFICIENZA

Lisato cellulare o Aggiunta Ab-biglia
mistura di proteine di Sefaroso Centrifugazione
4
> 3 > 40 o ° = .
. "o p ‘,N : ‘—“i K ‘J\
o - a ' ’ - - A _< 3 : ’ ‘{
oy J P r:x &
A = E " oo O ‘ﬂg
Z J 2 ‘ > o 2 B

> - ﬁ - ﬁ
‘\/ Coupled Antibody Q . Spnand wash g -

Ab gia coniugato

| v
adh Antigen ey
e — 5 ad una biglia,
s 0 La%9 | facile da separare
2 = __oaeS dalla soluzione.
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IMMUNODIFFUSIONE RADIALE

RADIAL ROAUNQEIFEURION Il diametro dell’anello & funzione
A e TN _-Antigen della concentrazione dell’Ag
/e sidag \\\ s secondo due metodi distinti:
/ % & s | > METODO MANCINI
Incorponrcd] MBS TSany .'__,,_JFANW > METODO DI FAHEY-McKELVEY
magar | ele -&-’0' ..\ (metodo cinetico):d proporzionale al

;-.', .. B

~ log della concentrazione di Ag

-y o8
\‘:! ve ? ‘}XPWM " prima del punto di equivalenza

forms ring

Figura 10.4
Diffusione radiale semplice: il grafico
descrive la relazione fra il diametro
Immunodiffusione radiale semplice dell’anello di precipitazione (d) e la
(metodo di Mancini) concentrazione dell’antigene [Ag].
Viene costruita una curva standard che
/ serve per interpolare il valore d* e
determinare la concentrazione del
campione [Ag], quando la migrazione
[Ag] raggiunge il punto di equivalenza
(metodo di Mancini).

d? del campione
incognito >

Il quadrato del d dell’anello di

precipitazione in
@ @ corrispondenza del punto di
equivalenza e proporzionale

alla concentrazione dell’Ag

Curva standard Campione
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IMMUNODIFFUSIONE DOPPIA O METODO DI OUCHTERLONY

DOUBLE IMMUNODIFFUSION
Antibody : Antigen

Agar matrix Precipitate

Quando si introducono antigene o anticorpo in
pozzetti scavati nell’agar, essi diffondono e
danno origine ad una banda di precipitazione
nel punto d’'incontro.

11
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IMMUNOELETTROFORESI

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

della reazione di immunoprecipitazione:

Immunoelettroforesi

Pozzetto contenente ['anticorpo

( )
000

Si esegue prima una elettroforesi delle proteine del siero
su gel di agar stratificato su lastra di vetro. Ai lati, su dei
solchi viene introdotto I'antisiero che contiene anticorpi
contro le proteine del siero. All'unione tra proteine del
siero separate e i rispettivi anticorpi, si formano degli
archi caratteristici.
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IMMUNOELETTROFORESI

@ Separazione elettroforetica degli Ag

Antgeni
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IMMUNOELETTROFORESI ROCKET

-

[Ab] costante nel gel

\
1l

Concentrazione

. crescente diAg

™

4
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(Anodo)

® © o ¢ .HPozzettlperIAg

(Catodo)

Bande di precipitazione
a forma di razzo, la cui
AREA (o h) e
proporzionale alla [Ag].

Tecnica quantitativa.
(ZANICHELLI
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TEST DI AGGLUTINAZIONE

- Diretta: se I'antigene & corpuscolato (cellule, batteri)

- Indiretta: se I'antigene é solubile si fa adsorbire o legare
covalentemente a carrier insolubili (sfere di lattice, di polistirene, globuli
rossi)

[l
i
T oy o BE
L

15
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TEST DI AGGLUTINAZIONE: metodo indiretto

[
Antigene legato @ Slem
e/ di lattice o
@ @
b e ° o o §
@ Sfera
® Sfera i
di tattice ° laffice
9 o
Q
o : ® o
Slera @ ee o)
¥ di laftice @ Siera @
\\ 5] dn lamce
= ® 6
® @ s
e O g tattice
(=)
@ @ @ Anticorpo igM

——— »r Y

X &l >——’ Siera di
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di lattice x A
0 Y Siera ﬁ E Slera
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- erfdl lattice %
— dilattice @(’ A A

A ¥ V g
> >

-

=Y

Anticorpa
legata

Antgens
battenico

Stera
di latlice

(a) Teslindiretlo per la ricarca di anticorpi posilivo.
Quandeo le particelle sono legate con lantigene,
Fagglutinazions indica la presenza di anticarpi,
come le Igh masirate in quasia figura

Si eseguono quando:

(b) Testindirello per la ncerca di anligen: posstivo. Guando
le particelle scno legale con anticorp moncclonall,
Fagalutinazione indica fa presenza di anfigeni.

* si vuole ricercare la presenza di anticorpi

nel siero di un paziente per diagnosticare una malattia infettiva;

Siero paziente (siero immune) + antigene corrispondente

* si vuole identificare un microrganismo in base agli antigeni che possiede
Sospensione microbica (antigeni) + amticorpi specifici
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TEST DI GRAVIDANZA: ES. DI INIBIZIONE DIAGGLUTINAZIONE
(Presenza o assenza di gonadotropina)

KI'T DEL REAGENTI

HCG <X;\i‘. e ==

Conlugato aptene-carrier Anricorpo ant-HCG
PROCEDURA : L 3
nacubazonc i . - » e s
Urina + Anti-HCG 2 Coniugalo Osservare se a

HCG-carrier ALEICEAZIONT

REAZIONI POSSIBILL
@ reazione: non gravida

{

om o S ALARET Asgregasi sl
b g S A’} °< Je

(&) reazione: gravida

- ; ®e®
A2 "yt — g Y
o 0®

HCG nelle Aggresgati
urine assenti
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DOSAGGI IMMUNOLOGICI

ﬂImmunodos.aggioﬂ
ﬂeterogeneoﬂ omogeneo

compétitivo non-competitivo

2

sito singolo due siti
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MOLECOLE DI RIVELAZIONE COMUNEMENTE
USATE NEGLI IMMUNODOSAGGI

Radio-isotopi L
Enzimi Perossidasi di rafano, fosfatasi alcalina,
B-galattosidasi
Chemiluminescenza Luminolo, esteri di acridinio
Bioluminescenza Luciferasi/luciferina
Fluorescenza Fluoresceina, rodamina., europium
19
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DOSAGGI RADIOIMMUNOLOGICI

Il metodo e basato sulla competizione tra un Ag non marcato e una quantita fissa
dello stesso Ag marcato (Ag*), per il legame con un numero limitante e costante di
siti anticorpali:

Ka
AB+ AG | FRAZIONE LEGATA
ANTIGENE NON MARCATO (AG) AB+ AG*
ANTIGENE MARCATO (AGY) :
ANTICORPO SPECIFICO (AB) AB
AG FRAZIONE LIBERA
AG*

Kd
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a) La reazione fra anticorpo ed antigene (marcato e non marcato)
possiede una costante di associazione (ka) elevata ovvero la reazione
tende a proseguire verso destra. In altri termini si formano dei complessi
antigene anticorpo molto stabili.

b) | complessi anticorpo+antigene (AB+AG e AB+AG™) vengono chiamati
frazione legata mentre gli anticorpi (AB) e gli antigeni (AG e AG*) non
legati vengono definiti frazione libera.

c) L'anticorpo non distingue tra antigene marcato e non marcato e quindi,
in virtu” della legge di azione di massa, I’antigene piu’ concentrato
occupa piu’ siti anticorpali.

d) Normalmente la variabile, I'incognita della reazione, €' I'antigene non
marcato presente nel siero del paziente.

e) Si utilizzano una serie di soluzioni con antigene non marcato in
concentrazione nota per costruire una curva di calibrazione (uno
standard da usare come riferimento per le misure).
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A concentrazioni basse di antigene non marcato aggiunto sara legato
quasi solo antigene marcato. Quindi se elimino la frazione libera e misuro

otterro alti CPM (conteggi per minuto) dovuti alla grande quota di antigene
marcato legato all’anticorpo.

A concentrazioni intermedie di antigene non marcato
aggiunto ci sara’ una quota paragonabile di antigene marcato
e non marcato legato all’anticorpo. Di conseguenza i CPM
rispetto al caso precedente saranno inferiori.

A concentrazioni elevate di antigene non marcato
aggiunto si leghera’ all’anticorpo quasi solo antigene non
marcato. Quindi i CPM saranno ulteriormente ridotti rispetto
al caso precedente.

Si noti allora che maggiore e’ la concentrazione di
antigene non marcato minori sono i CPM che misuro
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CPM A = CPM misurati utilizzando un

campione del paziente
B = Concentrazione dell’'antigene
(incognita)

A____

|
|
\ 4
B [AG]

Dopo numerose misurazioni con antigene non marcato in quantita nota con
la procedura illustrata poco sopra ottengo una curva detta di taratura.
Riportando la misura dei CPM ottenuti utilizzando un campione del paziente
(ovvero con la stessa tecnica descrittta ma con antigene non marcato a
concentrazione ignota) sulla curva di taratura posso leggere
“semplicemente” la concentrazione dell'antigene che cerco.

=J
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Vantagqgi del RIA:

% Si dosa qualsiasi composto, disponibile, perd, anche in forma marcata
% Elevata sensibilita (pg/mi)

% Elevata specificita

% Elevata precisione

% Procedura automatizzata, quindi analisi di elevato numero di campioni

Svantaggi del RIA:

% Costo elevato di apparecchiature e reagenti
< Durata deireagenti

% Pericoli radiologici legati all'uso del rodioattivo: operatori frequentemente

conftrollati

< Tempi dirisposta lunghi
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IMMUNODOSAGGI ENZIMATICI (EIA)

ELISA : SAGGI DI LEGAME A ENZIMI IN FASE SOLIDA

PRINCIPIO: Si basa sull'utilizzo di anticorpi marcati con un enzima
(generalmente la perossidassi), in modo che i coniugati risultanti
abbiano una attivita sia immunologica sia enzimatica. Avendo uno dei
componenti (antigene o anticorpo) adeso alla piastra la reazione
antigene-anticorpo € immobilizzata e pertanto potra faciimente essere
evidenziata con I'addizione del substrato, che reagendo con I'enzima
produrra una colorazione osservabile a vista e quantificabile con un
colorimetro.

25
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< METODO ELISA DIRETTO: In guesto mefodo, che consente di titolare un antigene. & un

anticorpo primario che deve essere coniugoto con un enzima indicatore.

+ 3i fa reagire una soluzione di un anticorpo specifico marcato con un enzima con un anfigens
ancorato ad una fase solida

+» Dopo aver lavato, si aggiunge il substrato dell'enzima. In questa tecnica, l'ativitd enzimatica
misurata sard direttamente proporzionale allo quantita di antigene presente.

< METODO ELISA INDIRETTO: serve per fitolare un anficorpe. anziche un antigene. E'

I'anticorpo secondario ad essere coniugato all'enzima.

v |l matenale da dosare [od es., un siero umano contenente I1gG) viene fatto reagire con "'apposito
antigene legato ad una fase solida.

¥ Dopo reazione del siero con 'antigene immaobilizzoto, il materdale che non s & legoto viene nimosso

mediante lavaggio.

¥ 5 agaiunge poi un anficorpo anti-lgG (od 5., se il siero era umano, s pud aggiungere un anficorpao
estratto do un animale di laboratono immunizzato confro le porzioni costanti di IgG vmane) conivgato
con un enzima. §i lava di nuovo e s oggiunge substroto dell'enzima: 'offiviid misurata sard

diretftamente propom@onale alla quantita di anticorpo specifico presente nel siero onginale.

26

M. Maccarrone, Metodologie biochimiche e biomolecolari, Zanichelli editore 2019

<Subslrate
O

Primary
antsbody
conjugate

Direct Assay

Substrato

S
ubstrato DD D D st

incolore D
reazione

OO OO

Anti-lg Enzima

marcato \

w

specifico \

Piastra ELISA

\,




M.C. Bonaccors

ELISA

+ Antigene Lavaggio + Ab primario Lavaggio

ceoee0®
L34 9000000 'O
0000000000 E®O

i di Patti, R. Contestabile, M.L. Di Salvo, Metodologie biochimiche - Seconda edizione, Zanichelli editore 2019 27




<+ METODO ELISA COMPETITIVO DIRETTO:

a) Uso coniugato Antigene-Enzima

v Una quantitd fissa di anfigene marcaoto e dilvizioni decrescenti di anfigene libero (come
standard o nel campione) vengono messe a reagire insieme nei confronti di un anticorpo in
difetto. In questo modo, I'anfigene marcato e quello libero si froveranno a competere per un
numero limitato di siti anticorpali. Dopo aver lavato il complesso, si aggiunge il substrato per
'enzima e s misura "altivitd enzimaftica spettrofotometricamente, fluorimeticamente o
mediante chemiluminescenza. La concentrazione del prodotto enzimatico misurata risultera
inversamente proporzionale alla concentrazione dell'analita [antigene non marcato).

prodolia

il..l]!-tl-alt&\/
°Se .
YYY+oe—-YVYY

X & anligens
nolo @@ antigene conlugato con feneima

anticorpa
noto
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< METODO ELISA COMPETITIVO INDIRETTO:

v La procedura implica 'uvso di un anficorpe secondario marcate. in grado di riconoscere |a
regione costante dell’ anficorpo primario, precedentemente incubato su fase solida.

¥ La reazione di competizione avviene fra ['anfigene immobilzzate e quello libero in soluzione
come standard o proveniente dal compione, nei confronti dell'anficorpo presente in
concenirazione fissa.

¥ La misura del prodotto enzimatico sara direttamente proporzionale nel caso della misura del

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

prodolio
subsiralo

X

Y S

roio Xinoto
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ELISA A DUE SITI (A SANDWICH)

= Rilevamento dell’Ag

Immobilizare I’Ab

Incubare con il campione da
misurare

Aggiungere I’ Ab marcato
con un enzima

La quantita’ di Ab legato e’
proporzionale alla quantita’
di Ag nel campione del
paziente.

» Test Quantitativo
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Ag nel campione
del paziente

Ab
marcato

Immobilizato -
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WESTERN BLOTTING

(a) N Gel
Membrana
e Carta da filtro
b Spugnette
el Griglia di supporto
,,,,, o
\ Sandwich
gel/membrana/carta
«—Serbatoio di tampone

> Elettrodi
m’zione

del trasferimento

(b)
ilE = Incubazione A A A A Incubazione kkk i sﬁgsgtirg?éae
~ Trasferimento Ab primario Ab secondario sviluppo del coIore) s
264 & AAAA ARAA o
SDS-PAGE Filtro poroso

Figura 6.28

Schema di Western blot. (a) Trasferimento delle proteine su filtro. (b) Riconoscimento della
proteina d’interesse con anticorpo primario specifico e rivelazione tramite anticorpo secondario.

M.C. Bonaccorsi di Patti, R. Contestabile, M.L. Di Salvo, Metodologie biochimiche - Seconda edizione, Zanichelli editore 2019 31




RILEVAZIONE IN CHEMILUMINESCENZA

In presenza di HRP e H,0, il luminolo
viene ossidato:

si produce luce, la cui intensita puo ' _
essere aumentata di 1000 volte con NI e S W
un intensificatore (enhancer) chimico. -

/
/
/f
I.O“ s H.O
425 nm ['P.k HRP r :
0.8 | ) 0, +Luminol
2 | [ 1 Camera oscura
= | =
E 06" [ ‘\
S =
U \
E } B
0.4‘ J : l"\
f : \
Monsta et \\___ e o
0.2 . S W— . v . > '
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Wavelength /nm

M. Maccarrone, Metodologie biochimiche e biomolecolari, Zanichelli editore 2019



RILEVAZIONE IN FLUORESCENZA
- Adatti al Western Blot.
- Sistema stabile per settimane.

- Risparmio di tempo e denaro.

- Si ottengono immagini digitalizzate.

- No incubazione con substrati o esposizione di lastre

- Rilevazione di target multipli nello stesso Western Blotting

Proteina 1 — :
—Proteina 2

Fluorescenze diverse consentono
la visualizzazione di piu target

Proteina 1 —

Proteina 2 —
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Sistemi per Imaging

"Scatola nera"

- S

Filtri ottici

Opportune combinazioni di
lampade e filtri permettono di
lavorare nell’UV,

Visibile,

e IR.

\ Piano regolabile/

Ab fluorescenti
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IMMUNOISTOCHIMICA

» Limmunoistochimica e una tecnica che riveste un ruolo molto
importante nella routine del laboratorio di anatomia patologica; e in
grado infatti di individuare specifiche molecole o strutture del
compartimento intra ed extracellulare.

» La tecnica immunoistochimica si basa sul principio di coniugazione
antigene anticorpo in addizione poi con sistemi di rivelazione
(enzimatici,fluorescenti) che ne rendono visibile I'avvenuta reazione al
mIicroscopio.
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IMMUNOFLUORESCENZA

 Analis1 di Tessuti * Analisi d1 Singole Cellule
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IMMUNOFLUORESCENZA

* | fluorocromi sono molecole utilizzate come coloranti
fluorescenti:

-Assorbono I’energia della luce — Eccitazione
-Emettono fluorescenza nel visibile — Emissione

Fluorocromo Eccitazione (nm) Emissione (nm)

495
565

589
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IMMUNOISTOCHIMICA: Usa un sistema di rivelazione
basato su reazioni chimiche (perossidasi, fosfatasi,
ecc..), tramite enzimi coniugati con l'anticorpo

IMMUNOFLUORESCENZA: Usa un sistema di
rivelazione basato su molecole (fluorocromi) che
assorbono onde luminose ad alta frequenza (UV)
emettendo onde luminose nel visibile
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CITOMETRIA A FLUSSO
» CITOFLUORIMETRO: E’ uno strumento di laboratorio che permette

un’analisi veloce ed automatica di popolazioni cellulari in sospensione
misurandone le caratteristiche fisiche e/o biochimiche (volume, granulosita,
fluorescenza);
» Consente di:
- quantificare e memorizzare contemporaneamente piu
parametri per ogni cellula che compone la popolazione;
- analizzare i dati ottenuti anche dopo I'acquisizione

APPLICAZIONE: Determinazione dei marcatori di differenziamento cellulare,

di superficie, intracitoplasmatici e intranucleari;
Valutazione del contenuto cellulare di DNA;
Discriminazione tra cellule vive, cellule apoptotiche e necrotiche;

Predisposizione per la separazione cellulare.

39

M. Maccarrone, Metodologie biochimiche e biomolecolari, Zanichelli editore 2019




CITOFLUORIMETRO

Campione di cellule
in sospensione

Fluido laminare » La popolazione cellulare in
S sospensione viene spinta
all'interno di una camera a
flusso dove le singole
cellule si dispongono in fila
e, venendo colpite dalla
Focalizzazione luce di un raggio laser,
idrodinamica ) )
riflettono/rifrattono la luce
ed emettono fluorescenza;

» Si generano cosi dei
Fluorescenza segnali che vengono
emessa raccolti e trasformati in
SE— segnali digitali e inviati ad
FSC + SSC un computer.

Sorgente laser

|

QQT:O 000 ORI
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» Analisi del campione al FACS

Istogramma con 1 Parametro Istogramma con 2 Parametri

Cellule non marcate

Cellule fluorescenti

Numero di Cellule
Intensita’ Fluorescenza Verde

Intensita’ Fluorescenza Verde Intensita’ Fluorescenza Rossa

41

M. Maccarrone, Metodologie biochimiche e biomolecolari, Zanichelli editore 2019



NEFELOMETRIA

La nefelometria € una metodica ottica di analisi che permette di ricavare la
quantita di sostanza oggetto di analisi misurando la radiazione diffusa per
effetto Tyndall.

“L'effetto Tyndall consiste essenzialmente nella diffusione di un'onda
elettromagnetica a seguito di fenomeni di riflessione e rifrazione  generati
per interazione con sistemi colloidali costituiti da particelle aventi dimensione
dell'ordine della lunghezza d'onda del raggio incidente”.

Viene applicata per fasi disperse estremamente fini, di diametro dell'ordine di

decine o centinaia di nanometri e presenta elevati livelli di sensibilita e,
opportunamente standardizzata, pud essere anche molto precisa.
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Surface Plasmon Resonance (SPR)

Principio:

Alla base vi €'l
riconoscimento specifico tra
due macromolecole (es. Ab-

AQ).

Il legame tra le due molecole
provoca un cambiamento
dell'indice di rifrazione del
mezzo su cui e’ legato
I'elemento sensibile.

Questo cambiamento e’
valutabile dalla variazione
dell'indice di rifrazione del

mezzo
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CONCETTI CHIAVE

1. Principi generali

*ll legame antigene-anticorpo € non covalente e reversibile.

Le proprieta fondamentali sono specificita (solo il bersaglio giusto), sensibilita (rilevazione di
quantita minime) e affinita (forza del legame).

L'affinita si misura con il Plot di Scatchard, che fornisce la costante di associazione e la valenza
dell'anticorpo (Bmax/[Ab]).

2. Test di precipitazione e agglutinazione

*Nella precipitazione si distinguono tre zone: eccesso di Ab — zona di equivalenza — eccesso
di Ag.

L'immunodiffusione radiale (metodo Mancini o Fahey-McKelvey) quantifica I'Ag tramite il
diametro dell'anello di precipitazione.

Il metodo di Ouchterlony (doppia diffusione) visualizza la banda di precipitazione nel punto di
incontro di due reagenti in agar.

*|l| test di agglutinazione pu0 essere diretto (Ag corpuscolato) o indiretto (Ag solubile adsorbito
su carrier come sfere di lattice o globuli rossi).

3. Dosaggi immunologici

RIA (dosaggio radioimmunologico): competizione tra Ag marcato (Ag*) e Ag non marcato per
un numero limitante di siti anticorpali.

ELISA a un sito: anticorpo marcato con enzima (es. perossidasi) in fase solida; la reazione con |l
substrato produce un segnale colorimetrico.

ELISA sandwich (2 siti): maggiore specificita grazie all'utilizzo di due anticorpi distinti contro I'Ag.
Western Blotting / Inmunoblotting: separazione elettroforetica delle proteine + trasferimento su

membrana + rilevazione con anticorpi specifici.
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4. Sistemi di rivelazione

Tipo Molecola usata Strumento

Enzimatica Perossidasi, fosfatasi Colorimetro

Fluorescente Fluorocromi (UV - visibile) Microscopio a fluorescenza
Radioattiva Isotopi radioattivi Contatore gamma
Chemiluminescente Substrati luminescenti Luminometro

5. Immunoistochimica (IHC) vs Immunofluorescenza

*I[HC: usa enzimi (perossidasi, fosfatasi) per produrre un precipitato colorato visibile al
microscopio ottico — utile in anatomia patologica per localizzare proteine nei tessuti.
‘Immunofluorescenza: usa fluorocromi che emettono luce nel visibile dopo eccitazione UV
— visualizzazione al microscopio a fluorescenza.

6. Citometria a flusso

*ll citofluorimetro analizza in modo automatico cellule in sospensione, colpite da un raggio
laser che misura dimensioni, granulosita e fluorescenza.

*Applicazioni: marcatori di differenziamento cellulare, contenuto di DNA, distinzione tra
cellule vive/apoptotiche/necrotiche, separazione cellulare.
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1. Qual ¢ il principio fondamentale su cui si basano tutte le tecniche immunochimiche? Che
tipo di legame si forma tra antigene e anticorpo?

2. Qual ¢€ la differenza tra il metodo di Mancini e il metodo di Fahey-McKelvey
nell'immunodiffusione radiale?

3. In un dosaggio RIA, cosa compete con I'antigene non marcato? Come viene calcolata la
concentrazione dell'antigene nel campione?

4. Descrivi il principio di un ELISA a sandwich e spiega perché & piu specifico dell'ELISA a un
sito.

5. Qual ¢ la differenza tra immunoistochimica e immunofluorescenza in termini di sistema
di rivelazione e applicazione pratica?

6. Quali informazioni fornisce il citofluorimetro e quali sono le sue principali applicazioni
cliniche?

*DOMANDE DI RIPASSO
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