
Produzione di proteine terapeutiche
Gli anticorpi monoclonali (mAb)



Struttura degli anticorpi
Le immunoglobuline (Ig) sono formate da 4 
catene polipeptidiche:
• 2 catene pesanti (Heavy)
• 2 catene leggere (Light) 
Ogni catena contiene un dominio variabile V 
nel quale si trova il sito di riconoscimento per 
l’antigene (CDR: complementarity-determining
region) e domini costanti C necessari per le 
funzioni effettrici. 

In base al tipo di catena pesante:
• IgG, IgE, IgD monomeriche
• IgA dimeriche
• IgM pentameriche

Modifiche post-traduzionali:
- ponti disolfuro
- glicosilazione



Struttura degli anticorpi

Una robusta impalcatura a 
-sandwich con anse nelle 
quali è localizzata la CDR



Funzioni effettrici degli anticorpi

• Citotossicità complemento-mediata

proteine del complemento legano la Fc dell’anticorpo che si è legato 
alla cellula bersaglio e la cellula va incontro a lisi

• Citotossicità cellulare anticorpo-dipendente (ADCC)

la Fc dell’anticorpo legato alla cellula bersaglio è riconosciuta da 
recettori su cellule effettrici ed avviene lisi cellulo-mediata



La risposta immunitaria è policlonale!

Come viene generata la diversità anticorpale?



Organizzazione genica delle Ig

I geni per la catena pesante sono localizzati sul cromosoma 14 (14q32.33), i geni per la 
catena leggera si trovano in due loci distinti, kappa e lambda, sul cromosoma 2 (2p11.2) e 
sul cromosoma 22 (22q11.2)



Organizzazione genica delle Ig

La ricombinazione somatica delle regioni V-D-J genera la diversità anticorpale che 
porta alla produzione di anticorpi specifici per l’antigene



1. Come selezionare anticorpi monoclonali specifici? 

• Tecnologia degli ibridomi (1975)
• Kohler e Milstein

• Tecnologia phage display (1990)
• Smith e Winter



Anticorpi monoclonali prodotti in 
linee cellulari stabilizzate (ibridomi)

• immunizzazione di un topo con 
l’antigene

• linfociti B che producono anticorpi + 
cellule di mieloma murino HGPRT- in 
presenza di un agente di fusione

• crescita su terreno selettivo HAT 
(hypoxantina, aminopterina, timina)

• l’aminopterina è un antibiotico che 
inibisce la sintesi de novo degli acidi 
nucleici. Ipoxantina e timina 
permettono di sopravvivere a cellule 
HGPRT+, che possono usare le vie di 
recupero

HGPRT è un enzima della via di 
recupero delle purine.



Saggio ELISA per identificare mAb con 
elevata affinità di legame per l’antigene



Alcuni differenti ‘formati’ di anticorpi



Phage display per ottenere anticorpi 
scFv specifici

scFv: single-chain variable domains

• Display di peptidi o proteine sulla superficie di un 
fago

• Le sequenze codificanti VH e VL sono fuse alla 
sequenza di una proteina di superficie del fago

• Il fago filamentoso M13 e la proteina pIII sono i più 
utilizzati

• Le sequenze VH e VL degli anticorpi sono facilmente 
amplificate per RT-PCR con primer fiancheggianti e 
clonate in vettori per produrre le proteine di fusione 
con pIII



Phage display per ottenere anticorpi scFv specifici:  
procedura di screening della libreria fagica



2. Come produrre anticorpi monoclonali ricombinanti?

• Clonaggio della sequenza codificante nel vettore di 
espressione

• Scelta del ‘formato’ dell’anticorpo

• Scelta del sistema di espressione

• Purificazione



2. Come produrre anticorpi monoclonali ricombinanti?

• Clonaggio della sequenza codificante
• RT-PCR della sequenza codificante delle catene H e L o di VH e VL, 

da cloni identificati nello screening di ibridomi o librerie

• Potrebbe essere necessario utilizzare miscele di primer



2. Come produrre anticorpi monoclonali ricombinanti?

• Scelta del ‘formato’ dell’anticorpo
• Intero, scFv, nanobody, anticorpi bispecifici



2. Come produrre anticorpi monoclonali ricombinanti?

• Scelta del ‘formato’ dell’anticorpo
• mAb murini, chimerici, umanizzati e umani

La scelta del ‘formato’ dell’anticorpo dipende dall’applicazione
• Applicazioni terapeutiche

• Applicazioni in diagnostica e ricerca



Gli anticorpi monoclonali sono tipicamente murini!

• Anticorpi chimerici (80% umani): i domini costanti della molecola murina sono 
sostituiti con le loro rispettive controparti umane utilizzando le sequenze geniche 
della catena leggera  e della catena pesante delle IgG1, le Ig più efficienti ad 
attivare il complemento e la citotossicità delle cellule effettrici

• Anticorpi umanizzati (95% umani): le CDR murine sono inserite in anticorpi umani

• Anticorpi umani: topi transgenici in cui i loci genici delle Ig sono sostituiti con quelli 
umani (HuMabMouse e XenoMouse)

• La nomenclatura degli anticorpi monoclonali indica se sono murini (-omab), 
chimerici (-ximab), umanizzati (-zumab) o umani (-umab).

Murino                      Chimerico                    Umanizzato



2. Come produrre anticorpi monoclonali ricombinanti?

• Sistemi di espressione
• Ibridomi

• Linee cellulari di mammifero: CHO e NS0
• Lievito: Pichia pastoris

• Batteri: E. coli



Gli anticorpi sono 
glicoproteine

La glicosilazione avviene su 
Asn297 del dominio CH2 ed è 
necessaria per la funzionalità 
dell’anticorpo.

Le cellule murine e di criceto 
sintetizzano oligosaccaridi con 
strutture leggermente differenti 
da quelle umane.



Sviluppo di linee cellulari: le cellule CHO e NS0



Marcatori di selezione: DHFR e GS



Vettori di espressione

• Plasmidi 
• promotori forti costitutivi (CMV, EF1a)

• marcatori di selezione: DHFR, GS, resistenza ad antibiotici

• Vettori basati su virus
• lentivirus

Espressione di catena leggera e catena pesante utilizzando due vettori oppure 
un solo vettore con due promotori o un promotore solo e una IRES (internal
ribosome entry site)



Vettori per la co-espressione della catena pesante e 
leggera delle IgG

I vettori sono privi delle sequenze dei domini variabili VH e VL che vengono 
aggiunte con la specificità di riconoscimento per l’antigene scelto



Purificazione mAb: 
cromatografia di affinità su protein A, protein G, protein L 
(proteine batteriche che legano la regione Fc degli anticorpi)



Produzione di anticorpi (IgG) nel lievito Pichia pastoris

• Ceppo glicoingegnerizzato
per produrre oligosaccaridi 
del tipo Man5GlcNAc2

• Espressione sotto il controllo 
del promotore AOX1

• Resa 1.26 g/l dopo 146 ore di 
coltura con biomassa circa 
400 g/l peso fresco di cellule 
(8.6 mg/l/ora)



Produzione di anticorpi (IgG) nel lievito Pichia pastoris



Produzione di nanobodies (VHH) in E. coli

• Single-domain (120-140 aa) con un ponte disolfuro, 
sono derivati da Variable Heavy chain Homodimer
IgG di camelidi

• Espressione citoplasmatica
• Ceppo ottimizzato per la formazione di ponti 

disolfuro nel citoplasma

• Espressione periplasmatica

• Sequenza segnale



E. coli SHuffle T7 Express
gor trx cDsbC
Derivato da BL21(DE3)

Nanobody Medium Yield (mg/L)

7C12 LB 13

TB 120

EnPresso 130

EG2 LB 37

TB 175

EnPresso 200



lacUV5 promoter: IPTG induction
pelB leader for expression in the periplasm
His-tag for purification



Utilizzo di anticorpi in terapia

• Campi di applicazione clinica
• Malattie cardiovascolari
• Malattie infiammatorie e autoimmuni
• Immunosoppressione
• Neoplasie ematologiche ed epiteliali

• Uso in terapia anticancro: proprietà (ideali) 
dell’antigene bersaglio
• Espressione stabile e omogenea nelle cellule tumorali, 

trascurabile in cellule sane
• Elevata densità di espressione
• Mancanza di forme circolanti
• Capacità di attivare i processi di morte cellulare





Anticorpi: come uccidono le cellule (tumorali)

Azione diretta

• Citotossicità complemento-mediata

proteine del complemento legano la 
Fc dell’anticorpo che si è legato alla 
cellula bersaglio e la cellula va 
incontro a lisi

• Citotossicità cellulare anticorpo-
dipendente

la Fc dell’anticorpo legato alla cellula 
bersaglio è riconosciuta da recettori 
su cellule effettrici ed avviene lisi 
cellulo-mediata o fagocitosi della 
cellula tumorale

• Apoptosi 

Agisce in questo modo Rituximab

Azione indiretta

• Inibizione della crescita

• Alterazioni del ciclo cellulare

L’anticorpo si lega al recettore per un 
fattore di crescita sulla cellula 
tumorale in modo da bloccare il 
legame del ligando endogeno. La 
trasduzione del segnale è inibita.

Sfrutta questo meccanismo Trastuzumab



Rituximab

Anticorpo IgG1 chimerico diretto contro CD20. E’ stato il primo anticorpo 
monoclonale ad avere successo nella terapia per il linfoma non-Hodgkin e ad 
ottenere le licenza dalla FDA nel 1997. 

CD20 è una proteina transmembrana con le seguenti proprietà:
• è espressa a livelli elevati sul 95% delle cellule B affette da linfoma, ma non 

su altre cellule del corpo
• è espressa sui linfociti B sani ma non sui loro precursori immaturi 

(permettendo la ricostituzione di un compartimento di cellule B dopo la 
terapia) e sulle plasmacellule (permettendo una produzione continua di 
immunoglobuline)

• dopo il legame con l’anticorpo non va in circolo nel plasma e non viene 
internalizzata

• è essenziale per il differenziamento e la proliferazione dei linfociti B

L’attivazione del complemento è fondamentale nell’efficacia dell’anticorpo ma 
è molto importante anche l’induzione dell’apoptosi mediante influsso di 
calcio.



Rougé et al., Science 367, 1224–1230 (2020) 



Trastuzumab (Herceptin)

Anticorpo IgG1 umanizzato diretto contro HER2

• HER2 è un proto-oncogene che codifica un recettore tirosin-chinasico della 
famiglia EGFR, il ligando fisiologico di HER2 non è noto

• Il recettore HER2 è una proteina transmembrana che si trova su numerosi 
tessuti epiteliali e che viene iper-espressa nel 20-30% dei casi di tumore al 
seno (>2 milioni di copie contro 20000-50000 nelle cellule epiteliali normali). 
L’iper-espressione di solito è dovuta ad una amplificazione del gene

• Trastuzumab lega con alta affinità HER2 ed induce l’internalizzazione del 
recettore e quindi il blocco della trasduzione del segnale

• I tumori con iper-espressione di HER2 vengono identificati o mediante 
analisi immunoistochimica (positività a HER2-3) o con la FISH (evidenzia la 
presenza di amplificazione genica)

• È stato il primo anticorpo monoclonale contro tumori solidi ad essere 
approvato dalla FDA. E’riconosciuto come agente singolo nella terapia di 
seconda linea nei tumori al seno HER2+ metastatici



Diwanji et al., Nature 600,339-346 (2021) 



Emicizumab: un anticorpo 
bispecifico per il trattamento 
dell’emofilia

Anticorpo bispecifico per FIXa e FX 
mima il ruolo di FVIIIa
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