Antigene-Immunogeno

* Antigene: qualsiasi sostanza in grado di
legare un anticorpo specifico o ad un
recettore per I'antigene della cellula T

* Immunogeno: antigene che induce una
risposta iImmunitaria e viene definita
Immunogenica gualsiasi sostanza che
provoca una risposta immunitaria
adattativa

Non tutti gli antigeni sono immunogeni:
ex apteni



APTENI: ANTIGENI INCOMPLETI

Composti chimici di piccole dimensioni

Per essere immunogeni devono essere coniugati con macromolecole
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EPITOPO

« L’epitopo o determinante antigenico e la
regione specifica dell’antigene
macromolecolare riconosciuta dall’anticorpo o

dal TCR

 Ag multivalenti o polivalenti hanno lo stesso
epitopo ripetuto per es. acidi nucleici, zuccheri



L’interazione Ag-Ab

*Peptidi
eZuccheri
Lipidi

*Acidi nucleici

Ciascun anticorpo si lega solo ad una porzione delle
macromolecole definita determinante antigenico o epitopo

Nel caso delle proteine I'epitopo puo dipendere dalla sua struttura
terziaria o conformazionale
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Ag > Ab

Affinita = forza di interazione tra un singolo sito di
legame di una molecola con un particolare ligando

EX. Interazione tra un anticorpo ed il suo
determinante antigenico
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AFFINITA’

1 angstrom (1x107mm)
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Legge di azione di massa

Kd=[Ag][Ab]/[Ag-Ab]
K, 107 10

Costante di dissociazione/ associazione = misura di affinita

Minore é la Kd maggiore e I'affinita dell’anticorpo per I’antigene




DIALISI ALL’EQUILIBRIO

ANTIGENE ANTIGENE + ANTICORPO
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Per valutare I'affinita di un Ab per un Ag DIFFUSIBILE si usa il metodo della DIALISI
ALLEQUILIBRIO



MISURAZIONE DELL'AFFINITA' E ASSOCIAZIONE/DISSOCIAZIONE
TRA RECETTORI E LIGANDI (PLASMON RESONANCE)
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Ag > Ab

Avidita = forza complessiva di interazione tra un
Ab multivalente e 'Ag polivalente, tiene conto delle
affinita dei singoli siti di interazione e della quantita
di siti di interazione presenti sull’Ab per 'Ag
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Reazione Ag-ADb

* in vitro e una reazione di tipo visibile che si
distingue In
— reazione di precipitazione quando l'antigene e
solubile

— reazione di agglutinazione quando I'antigene
e corpuscolato.



Reazione di Precipitazione:

*Se in soluzione si aggiungono Ag e Ab specifici per quell’Ag, le due molecole si
associano formando un precipitato=immunocomplesso
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© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 5e www.studentconsult.com

-Se la reazione avviene in gel di agarosio si vedranno gli aloni di precipitazione



Immunodiffusione radiale singola

gel contenente !'anticorpo anello di precipitazione Serve per misurare la
concentrazione di un Ag
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Immunoelettroforesi  Ex applicazione: diagnosi mieloma multiplo
(IgG, IgA, IgD o IgE) o Macroglobulinemia di
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I campioni di siero sono caricati
su un vetrino da immunoelettroforesi

Le componenti del siero sono
separate per elettroforesi

L'antisiero, prodotto in coniglio contro

il siero umano, posto nella scanalatura

centrale del vetrino, diffonde formando
degli archi di precipitazione

Siero di un paziente con infezioni ricorrenti

Siero di un individuo normale
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Fig. 11.10 Con I'immunoelettrofore-
si, si pud vedere che nel siero di un
paziente con agammaglobulinemia
legata all’X (XLA) mancano molti iso-
tipi di immunoglobuline. Su un vetri-
no rivestito di agar si fanno separare
per elettroforesi le proteine del siero di
un controllo e di un paziente con ricor-
renti infezioni batteriche, dovute all’as-
senza di anticorpi, che si traduce in
un’assenza di gamma globuline. Suc-
cessivamente 'antisiero, prodotto con-
tro I'intero siero umano normale e con-
tenente anticorpi contro molte delle sue
differenti proteine, € posto in una sca-
nalatura centrale; ciascun anticorpo for-

ma un arco di precipitazione con la pro-
teina che riconosce. La posizione del-
I'arco & determinata dalla mobilita elet-
troforetica delle proteine del siero; le
immunoglobuline migrano con le gam-
ma globuline. Nella fotografia in basso
é riportata I'immunoelettroforesi di un
paziente che ha agammaglobulinemia
legata all’X, dove mancano parecchi
archi di immunoprecipitazione (set su-
periore). Nel siero del paziente manca-
no IgA, IgM e parecchie sottoclassi di
lgG, ognuna riconosciuta nel siero nor-
male di controllo (set inferiore) dagli
anticorpi contenuti. Fotografia dalla rac-
colta dell'ultimo C.A. Janeway Snr.
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Nefelometria e turbidimetria

La presenza di IC in una soluzione forma una soluzione
torbida che puo essere misurata con delle metodiche
ottiche: la turbidimetria e la nefelometria
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Figure 6.16. Rate nephelometry. (a) On addition of antiserum, small form (3) is determined from the scatter signal. (¢) The software in the insfru-
antigen-antibody aggregates form (cf. figure 6.2) which scatter incident light ment then computes the maximum rate of light scatter which is related fo the
fiered fo give a wavelength band of 450-550 nm. For nephelometry, the antigen concentration as shown in (d). (Copied from the operating manual
light scattered at a forward angle of 70° or so is measured. (b) After addition for the ‘Array’ rate reaction automated immunonephelometer with permission
ofthe sample (1) and then the antibody (2), the rate at which the aggregates from Beckman Instruments.)

|'assorbimento/diffusione

Possono essere misurati campioni molto piccoli 1-10ml

Ex Immunoglobuline, C3, C4, aptoglobina, ceruloplasmina, CRP




Reazione di agglutinazione:

quando |'Ag e corpuscolato: 1- GLOBULI ROSSI
2- BATTERI
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