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Produzione di anticorpi: il sistema immunitario ﬂ

Il sistema immunitario distingue cio che € proprio (self)
da cio che ¢ estraneo all’organismo (non- self).

Qualsiasi molecola capace di indurre una risposta immunitaria e detta antigene.

La risposta immunitaria umorale € mediata dagli anticorpi (immunoglobuline, I1G),
glicoproteine prodotte dai linfociti B in grado di riconoscere antigeni specifici.

| attack -/ lattack
invaders outside, | invaders inside
the cells. the cells.

B-Cells T-Cells 3



Produzione di anticorpi: il sistema immunitario

1.Binding to antigen 3. Becomes plasma cell

o -
B-Cell receptor
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FUNZIONI DEGLI ANTICORPI

Neutralization Complement recruitment by antibodies
Com Iement igen-anti
. oom go o Antigen antlbody.
Virus Antibody complexes activate
® the complement
o0 ® Bacterial ce /\ system (the classical
-

pathway), triggering its
antibacterial activity.

Inactivated virus Opsonization
A
Z X
. N Bacterial cel Phagocytic cells grab
Virus-infected cell J<\ . Fc receptor the antibodies bound
O R . to the surface of
Antibodies bind to and inactivate viruses foreign substances, for
and tOXIﬂS'. . . efficient phagocytosis.
These antibodies are called
neutralizing antibodies. They are ic cell
ready to eat.



STRUTTURA degli ANTICORPI ﬂ

Gli anticorpi sono GLICOPROTEINE
TETRAMERICHE

regione variabile
(legame all’Ag)

regione variabile
(legame all’Ag)

composte da 2 catene leggere e
2 catene pesanti uguali

Sono in grado di riconoscere in modo
estremamente specifico una
determinata molecola (antigene)

La specificita del legame
antigene/anticorpo € determinata dalla
regione VARIABILE dell’anticorpo

La regione COSTANTE svolge funzioni
strutturali

NH;

CATENA
PESANTE

hinge
regions

NH;

CATENA
LEGGERA

regione costante

HOOC  COOH

La regione costante definisce la
CLASSE ANTICORPALE E LA
FUNZIONE EFFETTRICE 6



GLI ANTICORPI HANNO UNA STRUTTURA MODULARE ]J

heavy
chain

Conventional IgG 1



ANTIGENI: macromolecole riconosciute specificamente dall’anticorpo
Il sito di riconoscimento e detto EPITOPO: un antigene normalmente comprende piu di un
epitopo (6-10 AA) e quindi puo essere riconosciuto da piu anticorpi diversi.

Epitopo

Siti di legame
per |’ antigene

Catena
leggera

|l sito di legame per | antigene varia
per ogni anticorpo

Catena pesante

V = variabile
C = costante
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CLASSI ANTICORPALI

Types and characteristics of antibodies

* Highest opsonization and neutralization
activities.

ANY 4
oG \( * Classified into four subclasses
(1gG1, 1gG2, 1gG3, and IgG4).
d
laM 4@(,’\\ ® Produced first upon antigen invasion.
9 =/ \= Increases transiently.
i
N__7
77N e Expressed in mucosal tissues.
IgA or Forms dimers after secretion.
W or \Y,
W =py=
IgD \\(’ * Unknown function.
IgE \W(’ ® Involved in allergy.

Distribution in the body

IgA

IgG

IgE



CLASSI ANTICORPALI ]J

M, prodotte durante la prima risposta, sono le piu
grandi (contengono cingue unita). Sono presenti solo
nel sangue e sono le prime prodotte dal neonato.

G, le piu abbondanti. Possono attraversare le pareti
dei vasi e la barriera placentare

A, presenti nelle secrezioni corporee

E, mediano la risposta allergica

D, si trovano sulla superficie dei linfociti B
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Levels of circulating antibodies to a specific antigen Class switching

MDGEA IgM
+HH+ = \Y
m r:E g ea
2 | Antigen IgG : :
. X X
Eg ;/\/\\; GEA \ //
:5_% 11 »
<< 2 B cell
< £ ‘ ,

' H chain genes = .H_'. gy
> VDI C e
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Tecniche per la produzione

di anticorpi specifici

7
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OTTENIMENTO di ANTICORPI POLICLONALI:

Mediante IMMUNIZZAZIONE
di animali da laboratorio
= iniezione dell’ antigene

Antigen__¢,

"
.

Repeat

P

Immunization

Immunized animals:

Antibodies are produced.

al termine del ciclo di immunizzazione
gli anticorpi policlonali specifici
contro I’antigene sono presenti nel
SIERO del sangue dell’ animale
(prelevato senza sacrificare

I’animale)

' //4,

— r”

Blood

y

rabbits, guinea pigs, goats, sheep, rats, mice, chickens

3
collection i ,ﬁ? \\\j/’//
V. S
T =fMes
i1
lgG and IgM

SIERO IMMUNE o ANTISIERO
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ANIMALI UTILIZZATI PER COTTENIMENTO di ANTICORPI

POLICLONALI:
Immunoglobulin classes IgG, IgM, IgD, IgA IgM, IgA, IgY
Mice Rabbits Sheep Chlckens](
Y ’
ﬂ ' ‘:"‘,flf'.;r i § R
e - .' "','.“"'O.f) j » “(_x-/
W
Organ in which
immunoglobulin diversity Bone marrow Appendix Peyer's patches Bursa of Fabricius
is generated
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Ciascun
linfocita B
espone e

produce UNO
specifico
anticorpo

J

O Stem cell
— Bone

marrow A
O ©

receptors y _ \6
£ 1O

7 h\ e / M

Final maturation y 3

ofBand Tcellsina = Q
lymphatic organ _F % D m ' lza
A v y nodes,
spleen, and
\‘~> { other
. lymphatic
E' organs

Humoral Cell-mediated
immune response immune response 1 5

A V % Antigen ———
O

>

\7 S 4
Lymph
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Popolazione \
di linfociti B .
che espongono
Ciascuno una ==
diversa Ig J

di membrana

RISPOSTA IMMUNE PRIMARIA:
RICONOSCIMENTO DELL’ ANTIGENE

J

.////

S~

b

N

" (2 ‘l& '\y? Antigene

di membrana
= recettore <
per I’ antigene 7 < v 2

|
(3]

Prima esposizione all ‘antigene:
riconoscimento da parte
di un anticorpo specifico
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© Popolazione
di linfociti B

che espongorro/’

diverse Ig
di membrana

RISPOSTA IMMUNE PRIMARIA:
SELEZIONE CLONALE

J

\ 2 B Y Antigene g Wy
- { : , - W
? J—te 3 Y S 4
di membrana P 8
_» =recettore U F LN y B ~
per I’ antigene )" < v 4 a i

I~ ~

Prima esposizione all ant:gehlv
© riconoscimento da parte

di un anticorpo specifico

*}’ v
T\\“ﬂx#& vi
< <

Rapida divisione del linfocita B selezionato dal legame
all "antigene
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RISPOSTA IMMUNE PRIMARIA: MEMORIA IMMUNITARIA l

0 - V Riconoscimento
‘c& antigene-anticorpo

L%
PLASMACELLULE 44 } Q ' Q

Anticorpi
secreti




RISPOSTA IMMUNE SECONDARIA:
SECONDA ESPOSIZIONE ALLANTIGENE

J

SECONDO INCONTRO CON L’ ANTIGENE

Linfociti B di MEMORIA /\
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RISPOSTA IMMUNE SECONDARIA:
| ESPANSIONE CLONALE PLASMACELLULE

Linfociti B di MEMORIA
%y?\‘ Qg %% LPROLIFERAZIONE
O W\ < g
% ‘ = VIV
s Lo A’Oyi -
e B Linfociti B di MEMORIA

ANTICORPI
SECRETI
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la risposta secondaria e
piu rapida e piu forte

Seconda esposizione

_5‘" antiger\(.e X Risposta secondaria
Prima esposizione all’ antigene X
all’ antigene Y sl
— ~
Prima esposizione
2 all’ antigene X
o
S
£ Risposta primaria Risposta primaria
o all’ antigene X all’ antigene Y
S AL |
=
-
\ 4
|
0 7

Time (days)

© 2012 Pearson Education, Inc.

21



ANTICORPI POLICLONALI:

Antigen used for immunization

Epitope

Poicheé I'immunizzazione con un antigene stimola molti linfociti
diversi, ciascuno dei quali produce un diverso anticorpo,

il siero immune contiene una miscela di anticorpi diversi diretti
contro lo stesso antigene ma contro epitopi diversi di questo

22



PURIFICAZIONE DI ANTICORPI CON PROTEINA A:

Immune evasion by Staphylococcus aureus
-~ \
NP
Protein A“Z
<
Staphylococcus aureus .
g::; Let' s eat!

Macrophage
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PURIFICAZIONE DI ANTICORPI CON PROTEINA A:

Protein A-coated beads

Addition of serum

A: o)‘. T
-*\(\%

0" .lA\\:.

SC

IgG binds to the beads.
Other serum components are eluted.

IgG is eluted with
an acidic solution.
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PURIFICAZIONE DI ANTICORPI SPECIFICI MEDIANTE

CROMATOGRAFIA DI AFFINITA’

b

Sono utilizzate resine funzionalizzate
con antigeni ricombinanti

®..0 «—|— Antigen
il
® .--q—_mltibodyspeciﬂc
for the antigen
af %
. ...__Antibodyof
different
- e specificity
-
-1  Inert
‘ ® matrix
.. Nonantibody
protein
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ANTICORPI POLICLONALI:

Vantaggi:
v'Segnale forte (piu anticorpi riconoscono uno stesso antigene)
v'Basso rischio che I’epitopo sia nascosto / mascherato

Polyclonal antibodies

i
7\
Antigen

Svantaggi:
* Cci puo essere crossreattivita con antigeni diversi
» presenza di altri anticorpi (risposte immuni) nel siero dell’animale
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ANTICORPI MONOCLONALI:

Anticorpi prodotti da un singolo clone di linfociti B

Riconoscono un solo epitopo dell’antigene utilizzato per I’'immunizzazione

Monoclonal antibodies Polyclonal antibodies
,/6 0‘\ !
R A A
Antigen Antigen
Vantaggi:

massima specificita di riconoscimento
(posso eliminare Ab che mostrano crossreattivita)
Svantaggi:

Segnale piu debole (riconosce un solo epitopo dell’antigene)
Rischio che I’epitopo sia nascosto/mascherato 27




ANTICORPI MONOCLONALI:

Prodotti mediante isolamento e immortalizzazione di singoli linfociti
per ottenere CLONI di cellule che producono e secernono anticorpi in vitro

Proteina di interesse

Isolamento
ed immortalizzazione
dei linfociti B

OO e

Immunizzazione

Vvy
di animali da laboratorio \ vy
o =

Anticorpi monoclonali diretti contro singoli epitopi dell’antigene di interesse



Produzione di anticorpi monoclonali

La proteina purificata
viene inoculata

Py
nel topo Jala s

A
.

1

2

Nella milza i linfociti B
contro I’Ag

si attivano ed iniziano a
proliferare

3  La milza viene

prelevata
e si isolano
i linfociti
5 Sieffettua una FUSIONE
ELLULARE:
(‘_{)@5@5 @;@ &F C ULAR
& @ © S i linfociti B fusi alle cellule
4 @@ ® ® ® © di mieloma si dicono
| linfocitivengono ® 5 ® . ®® IBERIDOMI:
mescolati a cellule  rermrmyeromo cens .L“ @@; @ = linee cellulari immortali
immortali (cellule tumorali . yoritomes / che producono anticorpi
di MIELOMA)
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Formazione di ibridomi attraverso fusione cellulare

Chromosomes

©® ®

Normal T or B cell Cancerous T or B el

(hes after 7-10 (grows comtinuwously
days in culture) n culture)
l!”
Polyethylene glycol
Nucleus Nucleus of
of normal cancer cell
hymphocyte
Heterokaryon

I

Random chromosomal loss

Hybridoma
(expresses some normal B-cedl or T-cell genes but
grows indeflinitely like a cancer cell)

Monoclonal
antibody

B-cell wbridoma
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Selezione degli ibridomi in terreno HAT

(Hypoxantine Aminopterine Timidine)

Cellule di mieloma: immortali ma HGPRT- - muoiono
Il terreno HAT blocca e

la via biosintetica “de ,—1—

novo” dei nucleotidi @ @

purinici: le cellule
possono crescere

solo se hanno '
I’enzima HGPRT della Sy
via biosintetica “di
salvataggio” Linfociti: HGPRT + ma non crescono in coltura

Ibridomi: immortali e HGPRT +: possono crescere in terreno HAT

t‘5 @@;@5"
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Il terreno HAT (Aminopterina, Hypoxantina, Timidina) blocca la via biosintetica “de novo”
dei nucleotidi purinici: le cellule possono crescere solo se hanno I’enzima HGPRT della
via biosintetica “di salvataggio”

Biosintesi delle purine

De novo

ynthesis of

purine nuclieolides

PRPP (5~PI16§bhoribosyl~1<pyrophosphate) Ammopterma = inibitore della

dihydrofolate reductase
v Blocked by antifolates De novo
;—4 = CHO from tetrahydrofolate synthesis of
-.f\"r‘
Deoxyuridylate (DUMP)
fBIocked by antifolates fBIockcd by antifolates
;—‘ = CHO from tetrahydrofolate = CH, from
- : tetrahydrofolate
NUCIeIC ™ Guanylate (GMP) = Inosinate (IMP) == Adenylate (AMP) s "\"5°'® — Thymidylate (TMP)
A A A A
HGPRT APRT
(hypoxanthine- HGERT (a}dem:e . TK
PRPP = Quanine ~ PRPP phosphornbosy {thymidine kinase)
phosphoribosyl transferase) Y
transferase) [~ PRPP
Guanine Hypoxanthine Adenine Thymidine

Salvage pathways
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Produzione di anticorpi monoclonali

7 Gli IBRIDOMI ottenuti vengono diluiti | CLONI crescono e cominciano a
e piastrati in piastre multiwell, in 8 produrre anticorpi.
modo da avere in media una singola
cellula per pozzetto

Ogni clone produrra un anticorpo
con diversa specificita di antigene

g Con un saggio immunochimico
(ELISA) si pud determinare

quale clone riconosce 10 Si ottiene una popolazione
s . pura di ANTICORPI
I’antigene di partenza . MONOCLONALI

( ®®  (derivati da un singolo clone)

che riconoscono lo specifico
antigene X
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Tecnica utilizzata per selezionare cloni di linfociti B

nella produzione di anticorpi monoclonali

Antigen ¢ \ medlur?\. that re«a,ctg to the antigen (monodgr:zneumdes)
— = &1 | e o o YrYyyyyy
J_Q/_Eb ‘) (’ LEET I ‘ﬁﬁ‘:ﬂ' —~ 5y%y —a — 55
Immunization Immortalized fused cells "3 Cultured hybridoma clones
Immunized animals: F O (hybridomas) [\ Production of monocional
mice, rats, rabbits, etc. Myeloma (cancer cells) ‘.' "‘. antibodies
/H?”'i°°m° cuture 1 Screening for specific antibodies
@@@@ Antigen-coated plate + Culture supernatants Washing Detection
BOO®OG| /23 45| (L Z i —
®OOEO eeelee O@®O®® OOO00| [FOOO0O
®EO®®®| [FOOOOO OO |-["FOO000 | —FO0000
®OO®G| |COO000| [fTMEEO®| [fO®OOO| |cOO000
®OOO®| |"OO000 HO®®®| [POO000| [POO000O
®®EO®| [FOOOOO ®OO®O| [FOOO00| [FOOOOO
"OOOOO HEOO®| [FOO000| [FOOO0O
oo ool cQOOOO| |[WEOO®| CEOO®O| [cOO0000
Screen for antibodies in culture supernatants
Select hybridomas C2 and G3
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Animal species
Form

Class, subclass

Epitope

Specificity

Reproducibility

Stability

Polyclonal antibodies Monoclonal Antibodies

Rabbit, guinea pig, goat, sheep, rat,

. Rat, mouse, chicken, rabbit, human, etc.
mouse, chicken, etc.

Antiserum Hybridoma
Mixed classes Single class
React to multiple epitopes React to a single epitope

Lower than monoclonal antibodies
because multiple types of antibodies are High if good quality antibodies are selected.
present.

) The same antibodies are produced
Variable among lots . ..
indefinitely.
Binding ability tends to be unaffected by
fixation/denaturation of the antigen,
because multiple different antibody
molecules are present.
Tolerate modifications, such as labeling
and removal of the Fc region.

Binding ability may be lost if the epitope is
lost by fixation/denaturation of the antigen,
because monoclonal antibodies are
homogeneous.

Tend to be sensitive to modifications, such as
labeling and removal of the Fc region.
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Anticorpi camelidi, nanobodies, single chain Fv,
sono prodotti in vitro con tecniche di biologia molecolare

heavy
chain

Single domain antibodies

V,Hor
nanobody

CH2

CH3

Conventional IgG Camelid Heavy chain-only Chromobody
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1gG, scFv, VHH

Heavy chain

Light chain
\ e

VHH VHH

VHH

VHH single
domain antibody

> 15kD

Linker

&

SChy ~ 80 kD
Fab Single chain Fv fragment  Human IgG Immunoglobulin
~ 50 kD ~ 25 kD ~ 150 kD

Llama Immunoglobulin
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Produzione e selezione di anticorpi in vitro: Phage display

o_.,

M13
phagemid

Vi

}

Vi

MRNA
cDNA
V, R

i

__ C (ﬂl

E. CO)'I \\\

_’ |
.-//
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Produzione e selezione di anticorpi in vitro: Phage display

. , Preparation of an antibody Isolate antibodies by screening
MRNA extraction phage library through appropriate methods for use of

' - . Amm“gﬁon of the  (diversity: 10%7 ). the planned application.

Sn";'ggdy gc :éé immunoglobulin gene . . y . Infect E. coli

. . . o8 : ' v & ° to amplify
Displaying the variable Rg _ " e g ~4 —_ _ — Washing — Elution — the phages
regions of the H and L chains . e, o) ) l l

10"* B cells Antigen Phage stocks
Determination of
* The conventional cell fusion method the immunoglobulin

generates only about 500 hybridoma. gene sequence
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