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Antigeno

Sustancias ajenas que producen respuestas
inmunitarias especificas o son reconocidas por
linfocitos o anticuerpos
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Antibody isotype

Usually IgM > IgG

Relative increase in IgG and,
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Antibody affinity Lower average affinity, Higher average affinity
more variable (affinity maturation)
Induced by All immunogens Only protein antigens
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Factores que afectan la inmunogenicidad de
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Desarrollo de anticuerpos

con fines analiticos




Produccion de anticuerpos

r% r
: ey
policlonales de varios epitopos [ de un Unico epitopo monocional

@ |1y )ty

Y Ao 5 @ vt
e S ]+

Seleccion de un
clon especifico




Suero lnmune, Ac) Nlonoclonales

Fawarerre

ANTIGENO
C DETERMINANTE
ANTIGENICO células de
Respuesta A
w
policlonal
U 2

o ° o o celulas de
hibridoma

ln1MDs

.3‘ Q s'lf / u,/-". '."q \\

"é ; clon 1 éﬁ" fﬁ % (()% ¥ clon 4
Anloueno clon 3

antigenc

—§_ EUC

MEZCLA DE ANTICUERPOS

ANTICUERPOS MONOCLONALES



| Producclén de anticuerpos

Anticuerpos
policlonales

\ )

Proceden de
distintos clones
de linfocitos B
estimulados

Derivan de un
solo clon de
linfocitos B

) > > 3

Especificos para Poblacién
un epitope homogénea




Tipo de epitopes
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Produccion de anticuerpos monoclonales

Hybidromas screened for

antibody production

Annbody forming

\Fusmn /

Antibody-producing

hybridomas cloned
Monoclonal antibodies
isolated for cultivation

1) Animales: requerimientos y
esquemas de inmunizacion

2) Ceélulas tumorales:
Caracteristicas
Medios de cultivo y de
seleccion

3) Técnicas de fusion y
seleccioén de hibridos

4) Clonado y conservacion de
las clonas

5) Deteccion y caracterizacion
de Acs. Monoclonales

6) Produccion in vitro e in vivo



Anticuerpos Monoclonales

. Lineas celulares productoras de Ac
guimicamente homogéneos

Cantidad ilimitada

Partidas de calidad reproducible
Especificidad para 1 epitope

T T Constante de afinidad unica

Alta proporcién de Ac especificos (90%)
En general, mas especifico

’
[ ]
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Sueros Policlonales

Mezcla de Ac heterogénea

Cantidad limitada

Partidas de distinta calidad
Especificidad para 1 o mas epitopes
Constante de afinidad promedio

Baja proporcion de Ac especificos (10%)
Puede dar mas inespecifico




Monoclonal vs Policlonal

: Pool de
Policlonal Monoclonal monoclonales
Anticuerpo
Intensidad de ‘ nn dependiente
la senal (mala a
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Alguna
Especificidad T(Background) reactividad
cruzada
Estable,
Estable, . interacciones
Ventajas interacciones Eslplvleclltflc;dad multivalentes
multivalentes imitado Especificidad
llimitado
Desventajas Union especifica | Afinidad variable Disponibilidad
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Crystal structure of secreted IgG




Antigen-binding site

— | Hinge

@ . :IFC receptor and

complement-binding sites
Heavy chain P ]

Immunoglobulin
domains

e=e Disulphide bond )

Dominios

Fab

Fc



Peso molecular

Inmunoglobulina entera: 160 kDa
Cadena liviana: 25 kDa

Cadena pesada: 55 a 70 kDa

pl~8
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Monomeric IgM IgG1 lgG2 IgG3 IgG4
Pentameric IgM IgA1 lgA2 Secretory IgA

Clases o Isotipos de anticuerpos: IgG, IgA, IgE, IgM
Subclases: IgG1, 1gG2, IgG3 y IgG4
IgA1, IgA2



Clases y subclases de IG

IgG 1 Y K6 A
2 Y Ko6A
3 Y Ko6A
4 Y Ko6A
IgA 1 o4 KoM
2 ol KoMl
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Isotipos
de anti-
cuerpos

Subtipos

Cadena
H

Concentr.
sérica
(mg/ml)

Semivida
en suero
(dias)

Forma secretada

Funciones

IgA

IgA1,2

a(102)

3,5

6

IgA
(dimero)

Monoémero, dimero,
trimero

\
Ca2

N
‘ Cadena J

Inmunidad en las
mucosas

IgD

Ninguno

Indicios

Ninguno

Receptor del antigeno
de linfocitos B virgenes

IgE

Ninguno

0,05

\Monomero

Defensa frente

a parasitos helminticos,
hipersensibilidad
inmediata

1gG1-4

v(1,2,3
04)

13,5

23

Opsonizacién,
activacion del
complemento,
citotoxicidad mediada
por células dependiente
de anticuerpos,
inmunidad neonatal,
inhibicién por
retroalimentacion de
linfocitos B

IgM

Ninguno

1,5

Pentameros,
. hexameros
| -~

N

Cadena K

Receptor del antigeno
de linfocitos B
virgenes, activacion
del complemento
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Interaccién primaria

Fenomenos dependientes exclusivamente de la interaccion Ag-Ac.
Ejemplos:

Enzimoinmunoensayo

Radioinmunoensayos

Fluoroinmunoensayos

FRET

Interaccion secundaria

Fendmenos dependientes de una reaccion primaria entre el Ag y
Ac acompainada de una reaccion secundaria que permite su
visualizacion
Ejemplos:
Antigeno soluble
Inmunoprecipitacion
Outcherlony
Contrainmunoelectroforesis
Antigeno insoluble
Aglutinacion directa
Hemoaglutinacion



Afinidad del anticuerpo



Definicion de afinidad
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Factores que afectan la afinidad del

anticuerpo

1. Temperatura | Aminoscidos

2. Fuerza ionica | involucrados
3. pH Estabilidad del

4. Tiempo ) antigeno

3. Inmovilizacion del Ag
Aumento de afinidad aparente por
proximidad entre epitopes




Incremento en la afinidad aparente
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Efecto de alta
concentracion
local




Curva de Scatchard
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Pendiente=-Kaf

Monoclonal: Sistema inmunoquimico homogéneo
Policlonal: Sistema inmunoquimico heterogéneo




Determinacion de Parametros de Interaccion Primaria

de un Anticuerpo
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Modelo monoclonal

Homogeéneo Itulo o potencia
Unica K, qx K,
Modelo policlonal

%ggigsg@égi@;@@ IMtulo o potencia
distintas afinidacles i
K, = T K 2 g; X Ki

2 q;




Titulacion de Ac

=

Respuesta

. Log diIuciénY
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Curva dosis-respuesta para deteccion

de antigeno
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Curva dosis-respuesta

Max
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Kaf1 > Kaf2> Kaf3> KafA

MaxX koo oo .




CUANTIFICACION DEL Ag

Rango lineal
(linealidad)

v A

Log -



Titulacion de Ac

== 150%




Matrices plasticas

Activacion

L. A. Cantarero et al. Analytical Biochemistry
105, 375-382 (1980)



CARACTERISTICAS GENERALES DE LA INTERACCION

SOLUTO (PROTEINA)- MATRIZ
(ADSORCION DE ANTIGENOS Y DE ANTICUERPOS)

» La adsorcion no sigue leyes de equilibrio quimico:
a. El soluto se fija segun su concentracién en la solucion \
b. El porcentaje de fijacion a la matriz depende de:
el propio soluto
la matriz
el area
el solvente (pH, fuerza iénica)
temperatura
tiempo
c. La fijacion es irreversible y estable
d. En sistemas mixtos no hay competencia
a bajas concentracion
hay bloqueo en altas concentraciones
e. No hay “polarizacion” (orientacion preferencial) del soluto

» Segun se fije el antigeno o el anticuerpo, las interacciones ulteriores

entre ellos pueden alterarse por:
- La interaccion monogamica
- El efecto de la alta concentracion local



CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS
PROTEINAS MODELO ADSORBIDAS

/ Proteina

Peso molecular

1) IgM bovina 1.000.000
2) IgAs bovina 560.000
3) IgG1 bovina 160.000
4) IgG2 bovina 160.000
5) Seroalbumina bovina 66.000
6) Ovoalbumina 45.000
/) Lactalbumina 14.000

(.
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SENSIBILIDAD-ESPECIFICIDAD,

VPPY VPN DE INMUNOENSAYOS




Sensibilidad y Especificidad de un Ensayo

[Verdaderos +]
Sensibilidad =

[Verdaderos +] + [Falsos -]

[Verdaderos -]
Especificidad =

[Verdaderos -] + [Falsos +]




La confiabilidad de un resultado (+ o -) depende de la
prevalencia del marcador en la poblacién analizada

[+ en el ensayo]
C (+) o VPP =
[+ en el ensayo] + [falsos +]

[- en el ensayo]
C (-) o VPN =

[- en el ensayo] + [falsos -]



Resultados del

ensayo

Positivo

(+)

Negativo

(-)

Poblacion

Marcador
(+)

Verdaderos
positivos

(a)

Falsos
negativos

(c)

Marcador
(-)
Falsos
positivos

(b)

Verdaderos
negativos

(d)

VPP (+)
a/ (a+b)

VPN (-)
d/ (c+d)

Sensibilidad| Especificidad| Prevalencia

a/ (a+c)

d / (b+d)

(a+c)/ (atb+tc
+d)

>| Ejemplos numeéricos




