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Tecniche immunologiche per lo studio delle proteine
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e Su siero/plasma/urine/CSF: ELISA

« Su fettine di tessuto/cellule: Immunoistochimica (IHC)

« Su omogenati: Western Blotting



Anticorpi
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“Un anticorpo (piu propriamente immunoglobulina) € una proteina con una
peculiare struttura quaternaria che le conferlsce una forma a "Y" GI| antlcorp|
hanno Ia fun2|one nellamblto del_si

legato al corpo come un bersaglio. In maniera schematica e semplificata si puo
dire che cio avviene perche al termine dei bracci_della "Y" vi € una struttura in

Gli anticc
classe di glicoproteine del siero, il cui ruolo nella risposta immugitaria sp

enorme importanza. Hanno la capacita di legarsi in maniera i antigeni
(microorganismi infettivi come batteri, tossine, o qualunque acromolecola
estranea che provochi la formazione di anticorpi). Vengono prodotte dai linfociti B
degli organismi a sangue caldo”.

Wikipedia




Anticorpi
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antigen binding sites




Legame antigene solubile - anticorpo

Antigen




Variabilita aminoacidica negli anticorpi
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Natura dei determinanti antigenici (epitopi)
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Legame antigene di membrana - anticorpo

surface determinants
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Caratteristiche degli anticorpi

- Specificita d'azione
- Attivazione del sistema immunitario

* Biodistribuzione/tempo di permanenza in circolo



Risposta immunitaria
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Tempi di produzione degli anticorpi
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Anticorpo
monoclonale vs policlonale



ANTICORPI PRIMARI
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La molecola di immunoglobulina 6 L d AntICOrpl pOI | CIO na I l.
Sl diretti verso vari siti dell’antigene, si
Ft.anhgere
i

ottengono in vivo da conigli, ratti, etc

« Anticorpi monoclonali:

rottura
dellz
papaina ¢

diretti verso uno stesso sito dell’ antigene

(piu specifici ma meno sensibili), si

rottura
= della
@ pepsin

ottengono in vitro da ibridomi (fusione

catena pesante
[ catena leggera -

di cellule di milza di un topo immunizzato

con una linea cellulare di mieloma di topo)

Tecniche alternative: produzione in cellule o

batteri di anticorpi ingegnerizzati



ANTICORPI SECONDARI
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specie-specifici, diretti contro le regioni C= costanti degli Ab

SISTEMI DI RIVELAZIONE

— Fluorescenti (FITC, TRITC, ALEXA FLUOR 488, 568)

— Leganti enzimi (perossidasi-HRP o fosfatasi alcalina-AP) che producono
da substrati specifici sostanze colorate, fluorescenti o chemiluminescenti

— Biotinilati: reagiscono con complessi avidina-biotina leganti sostanze
fluorescenti o enzimi (perossidasi)

—Radionuclidi: iodio 125, zolfo 35



Enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA)
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e Sviluppato nel 1970

e Sono effettuati su piastre di polistirene a 96 pozzetti
(ora anche 384); Abs sec HRP, AP

e Esistono diversi tipi di ELISA:
ELISA Diretto |* [e| K f
ELISA Indiretto |*! *! | I
® .
ELISA Competitivo

ELISA a Sandwich
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