METODI BIOCHIMICI 17 APRILE
METODI BIOCHIMICI CHE UTILIZZANO ANTICORPI

Il sistema immunitario è responsabile della risposta immunitaria contro le molecole riconosciute come non-self. La risposta immunitaria che si innesca quando l’organismo riconosce una di queste molecole estranee (antigene) può essere di due tipi.

L’immunità innata è aspecifica e non richiede precedente esposizione alla sostanza estranea mentre l’immunità acquisita  mediata da linfociti e richiede una precedente esposizione all’antigene. La risposta immunitaria acquisita si suddivide a sua volta in risposta umorale e risposta cellulo-mediata. L’immunità cellulo-mediata agisce in modo specifico ed è attribuita a linfociti T principalmente. L’immunità umorale è mediata dagli anticorpi, proteine solubili, che possono essere presenti sulla superficie cellulare dove fungono da recettori degli antigeni. Gli anticorpi vengono secreti da linfociti B. Gli anticorpi sono una classe di proteine globulari chiamate immunoglobuline. Le immunoglobuline sono formate da quattro catene, due leggere e due pesanti. Le catene pesanti a loro volta sono costituite da tre o quattro domini costanti e da uno variabile, mentre le catene leggere hanno un dominio costante e uno variabile. Le regioni costanti sono responsabili della maggior parte delle funzioni immunologiche, mentre le catene leggere sono responsabili del legame con l’antigene. 
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In particolare il sito dell’antigene riconosciuto e legato dall’anticorpo è chiamato epitopo. Un singolo epitopo viene riconosciuto solo da un tipo di anticorpo. Gli anticorpi si suddividono in due classi: monoclonali e policlonali. Gli anticorpi monoclonali derivano da un clone di linfociti, che fanno parte della stessa famiglia genica e legano tutti lo stesso tipo di epitopo. Gli anticorpi policlonali, invece, provengono da una famiglia eterogenea di cellule B che producono immunoglobuline diverse. Queste cellule B vanno incontro ad espansione clonale, cosa che comporta la produzione di immunoglobuline leganti l’antigene di diverse classi e che quindi riconoscono epitopi diversi.

PRODUZIONE DI IBRIDOMI
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Un tipico esperimento a cui si ricorre per produrre cellule che secernono anticorpi e crescono in coltura quello attraverso cui si producono ibridomi. La procedura consiste nell’ immunizzazione dell’animale (topo), ovvero si fa in modo di scatenare nell’animale una risposta immunitaria. Nel plasma del topo ci sarà una certa quantità di anticorpi rivolti verso i diversi antigeni. Si  procede con l’estrazione dei linfociti dalla milza dove ci saranno delle classi di anticorpi monoclonali. A questo punto si fondono i linfociti isolati dalla milza del topo immune con cellule del mieloma murino. Tali cellule sono dette ibridomi ed ereditano dalle cellule del mieloma la capacità di crescere in vitro,mentre dal linfocita ereditano la capacità di produrre anticorpi. Le cellule che non si fondono vanno incontro a morte. Le singole cellule di ibridomi invece si replicano e producono una popolazione clonale di anticorpi. 

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
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È un tipo di applicazione che prevede l’utilizzo di anticorpi marcati con enzimi. In particolare è un sistema fluorimetrico per determinare la quantità di un antigene all’interno di un estratto. Per il test ELISA si utilizza un supporto solido di cellulosa su cui è adsorbito un anticorpo,così che otteniamo uno strato di cellulosacon una serie di anticorpi pronti a ricevere l’antigene. Facciamo fluire il nostro estratto in modo da permettere all’antigene di legarsi all’anticorpo. Otteniamo quindi una situazione in cui l’antigene è solidamente legato all’anticorpo e l’anticorpo legato al substrato di cellulosa. A questo punto facciamo reagire il complesso antigene-anticorpo con un secondo anticorpo che porta legato un enzima, il quale assumerà una colorazione specifica nel caso in cui il secondo anticorpo si leghi al complesso antigene-anticorpo. 
Quando si opera in eccesso di antigene si parla di test ELISA diretto o immunodosaggio competitivo.

Nel caso in cui invece si operi in eccesso di anticorpo si parla di test ELISA indiretto o dosaggio immunometrico. In questo caso è l’antigene ad essere legato alla superficie di un pozzetto,non più l’anticorpo. dopodiché si procede per aggiunta di anticorpo, permettendo la formazione del complesso antigene-anticorpo.

Si effettua un lavaggio per eliminare l’eccesso di anticorpo, quindi si procede con l’aggiunta alla soluzione di un anticorpo secondario a cui è legato l’enzima. Gli enzimi utilizzati sono principalmente per ossidasi e quando si legano al complesso antigene-anticorpo si colorano specificamente. La percentuale di colore prodotto è proporzionale alla quantità di anticorpi specifici.

Un terzo tipo di test ELISA viene chiamato Sandwich ELISA o ELISA a due siti, in cui si utilizzano anticorpi monoclonali fissati ad un supporto. Dopodiché si procede come negli altri tipi di test. Questa volta però si misura la percentuale di colore formato che è proporzionale alla quantità di antigene presente. Il Sandwich ELISA permette di amplificare il segnale derivante dal dosaggio.
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RIA ( radio-immuno assay)

La RIA è un test in cui vengono utilizzati anticorpi come in un ELISA diretto ma in questo caso il secondo anticorpo non è legato ad un enzima bensì ad un radioisotopo. Nel test RIA viene utilizzato lo iodio 125 legato al secondo anticorpo. Quando il  secondo anticorpo si lega al complesso antigene-anticorpo lo iodio radioattivo emette delle radiazioni che vengono registrate dal contatore gamma che traduce l’emissione luminosa e quantizza l’anticorpo legato. Questi tipi di dosaggi vengono chiamati dosaggi radioimmunologici per competizione. I RIA che utilizzano iodio 125 possono arrivare a misurazioni abbastanza sensibili.  

IMMUNOISTOCHIMICA

Le tecniche di immunoistichimica sfruttano l’interazione specifica di un anticorpo con il suo antigene per localizzare o determinare la distribuzione di un antigene in situ. L’anticorpo è incubato su sezioni sottili di tessuto solido montate su  vetrino, o su preparazioni di cellule contenenti l’antigene. L’anticorpo viene coniugato con un fluoroforo o un enzima, che ne consentono la visualizzazione quando si legano all’antigene.

L’immunoistochimica è una tecnica semi-quantitativa in quanto fornisce informazioni non solo sulla quantità di antigene distribuito, ma anche informazioni qualitative poiché può illustrare anche la modalità di distribuzione dell’antigene stesso. Limmunoistochimica consente anche co-localizzazioni attraverso l’utilizzo di una doppia o tripla colorazione. È possibile infatti osservare la stessa sezione tissutale con più uno, due e fino a quattro anticorpi diversi, ognuno coniugato ad un diverso fluorocromo. I diversi fluorocromi emettono luce a diverse lunghezze d’onda pertanto è possibile rilevare la presenza di più di un anticorpo in uno stesso campione. 

Nella figura in basso osserviamo la localizzazione del cyt c nella prima colonna, la localizzazione di AIF (fattore che induce l’apoptosi) nella seconda colonna e nella terza colonna osserviamo il merge,ovvero la sovrapposizione delle prime due colonne. Sia il cyt c che AIF inducono l’apoptosi se rilasciate perché attivano una cascata caspasica che porta la cellula alla morte. Sfruttando la colorazione con due fluorocromi differenti si può capire se la cellula sta andando incontro a morte oppure no,in quanto se il cyt c e AIF sono diffuse nel citoplasma vuol dire che hanno innescato la cascata caspasica.
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WESTERN BLOTTING
Il western blotting è un metodo per esaminare delle proteine precedentemente separate. Prima di tutto avviene il trasferimento (blotting) delle proteine dal gel su un foglio di nitrocellulosa. Il blotting si può ottenere per capillarità o mediante elettroblottig. Nel primo caso il foglio di nitrocellulosa viene posto sopra il gel. Degli strati di carta assorbente vengono posti sotto al foglio di nitrocellulosa. La carta assorbirà il tampone e per capillarità trasferirà sulla nitrocellulosa le proteine,che risulteranno ancorate per interazione idrofobia. L’elettroblotting consiste invece nell’applicazione di un campo magnetico ad un sandwich di gel-nitrocellulosa compresso tra due piastre di plastica. Ultimato il trasferimento su nitrocellulosa le proteine vengono incubate in una diluizione antisiero con anticorpi diretti contro la proteina di interesse (antigene che ci interessa isolare). Per localizzare l’antigene il blot viene ulteriormente incubato con un anticorpo secondario che riconosce l’anticorpo primario legato all’antigene. L’anticorpo secondario viene precedentemente coniugato ad un enzima che permette la visualizzazione dell’antigene grazie alla conversione del substrato in un prodotto colorato ad opera dell’enzima. Viene visualizzata una banda che corrisponde all’antigene di interesse.
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