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Figura 1. IL DOSAGGIO RADIOIMMUNOLOGICO

Il dosaggio radioimmunologico (RIA) & un metodo analitico che unisce la
specificita di una reazione immunologica (con formazione di un complesso
antigene-anticorpo) con la sensibilita di un metodo radiochimico. Questa
tecnica é stata descritta per la prima volta dai dottori Yalow e Berson nel
1959, che la utilizzarono per la prima volta nel dosaggio dei livelli plasmat-
ici di insulina nell'uomo. Da allora, il dosaggio radioimmunologico si € svi-
luppato ed e diventata la tecnica di routine per dosaggio di ormoni, farmaci,
vitamine, enzimi, virus, markers tumorali, e un’infinita di altre sostanze sia
in campo clinico che nella ricerca.

Il corso sul RIA comprende tre volumi. Questo volume descrive i
principi basilari del legame competitivo e i metodi per la separazione delle
frazioni di antigene libero e legato all’anticorpo. 1l volume successivo
descrivera i metodi di marcatura con isotopi, il loro rilevamento e inoltre la
valutazione della risposta immune e della produzione di anticorpi.

Il volume terzo, infine, illustrera I’analisi dei dati, I’allestimento della
curva, e il controllo di qualita.

Il Caleidoscopio
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Figura2. L’ERA PRE-RADIOIMMUNOLOGICA.

Prima che si affermasse la metodica del RIA, il dosaggio degli ormoni nei liqui-
di biologici si basava sul dosaggio biologico e I'analisi chimica.

L analisi chimica tuttavia, richiedeva una fase di isolamento, purificazione e di
concentrazione elaborata, e non era sufficientemente sensibile da far fronte al
dosaggio di tutti gli ormoni nel sangue. Il dosaggio biologico permetteva la
determinazione dei singoli ormoni in base alla loro attivita biologica. Tuttavia
erano metodi poco sensibili, laboriosi, costosi, e indaginosi. In questa figura
vengono mostrati tre esempi di procedura per il dosaggio biologico in vivo e in
vitro per illustrare la complessita e I'indaginosita del dosaggio biologico.

IIRIA, d’altra parte, € una metodica rapida, capace di incrementare in maniera
impressionante la sensibilita e la precisione della misurazione della concentrazione
dell’ormone.

Nel corso di queste pagine, si dovra tener sempre conto del fatto che, a diffe-
renza del dosaggio biologico, il RIA misura I'attivita immunologica e non quella
biologica. Fortunatamente € stato dimostrato, per la maggior parte dei composti
misurati, un andamento parallelo dell’attivita biologica e di quella immunologica.

Figura3. COMPONENTI BASE DEL RIA
I tre componenti chiave di un dosaggio RIA sono:

1. LANTICORPO (ANTISIERO): L’anticorpo & una proteina sierica, prodotta
dalle cellule linfoidi che appartiene alla famiglia delle immunoglobuline. Questo
ha la capacita di reagire con I’'antigene o con una configurazione antigenica re-
sponsabile della sua produzione. Gli anticorpi utilizzati nel dosaggio radioi-
mmunologico devono essere specifici, sensibili, e avere una costante di affinita
accettabile.

2. LANTIGENE: In immunologia, I’antigene viene definito una sostanza
capace di indurre la produzione di anticorpi. Nel dosaggio RIA, I'antigene cor-
risponde spesso al composto (presente nel campione del paziente) che deve essere
misurato, e al composto che si leghera all’anticorpo.

3. L'ANTIGENE MARCATO: L’antigene marcato puo0 essere identico
all’antigene che deve essere misurato nel campione del paziente (o possedere una
capacita legante simile). Esso, tuttavia, contiene anche uno o pit atomi di un
particolare isotopo radioattivo.

Non & necessaria una identica attivita biologica dell’antigene marcato e non
marcato. La validita di un dosaggio RIA dipende da un identico comportamento
immunologico dell’antigene nel campione in esame con I'antigene degli standards
di riferimento.

Jll Caleidoscopio
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IL DOSAGGIO BIOLOGICO

INSULINA: Invivo: valutazione dell’ipoglicemia indotta nei ratti ipofisecto-
mizzati, adrenectomizzati e resi diabetici con alloxana.

In vitro: Valutazione della captazione di glucosio da parte del
cuscinetto di tessuto adiposo epididimale di ratto.

PTH :Invivo: Valutazione nel cane degli effetti sui livelli dierici di calcio.
In vitro: Valutazione dell’attivazione della adenil-ciclasi della
corteccia renale di ratto.

TSH . Invivo: Accelerazione della metamorfosi dei girini.

In vitro: Riduzione del calo di peso di fettini di tiroide bovina.

Figura2. L’ERA PRE-RADIOIMMUNOLOGICA.

Anticorpo : E’ una proteina sierica appartenente alla famiglia delle immuno-
globuline prodotte dalla serie linfoide, un anticorpo ha la capacita
di reagire con la configurazione antigenica responsabile della sua
produzione.

Antigene : Qualsiasi sostanza capace di provocare la produzione di
anticorpi. Nel RIA e anche composto nel siero del paziente che si
leghera all’anticorpo.

Antigene Un complesso essenzialmente uguale all’antigene nel campione
marcato . del paziente ma che contiene anche uno o piu atomi di un
particolare isotopo radioattivo.

Figura3. COMPONENTI BASE DEL RIA
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Figura4. FORMAZIONE DI ANTICORPI POLICLONALI

Questa figura mostra il modo piu semplice per la produzione di
anticorpi usati nel RIA. Un antigene (I'immunogeno) viene iniettato nel
coniglio per indurre la produzione di anticorpi. L’antigene deve soddisfare
due esigenze basilari per indurre una risposta anticorpale:

1. Deve essere eterologo per il coniglio.
2. Deve avere un peso molecolare superiore a circa 5.000.

Dopo un intervallo adeguato, e in genere dopo iniezioni di richiamo, il
coniglio viene salassato e I'antisiero raccolto. In molti casi, una semplice cen-
trifugazione del sangue del coniglio e sufficiente per la raccolta e il siero o
plasma del coniglio puo essere direttamente utilizzato nel dosaggio. Tra le
procedure di purificazioni dell’antisiero ricordiamo la cromatografia su gel e
per affinita.

Il Caleidoscopio
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Figura5. PRINCIPALI ISOTOPI UTILIZZATI NEL RIA

| radioisotopi utilizzati nel RIA sono lo strumento per la quantificazione
del dosaggio. L’estrema sensibilita degli strumenti di rilevazione della scin-
tillazione permette limiti di rilevazione estremamente bassi per tutte le
sostanze misurate con il RIA.

I principali isotopi utilizzati nel RIA sono mostrati in questa figura.

L’isotopo pit comunemente utilizzato e lo lodio 125. Questo ha una
emivita di 60 giorni, ed emette radiazioni gamma. Il trizio (*H) viene
utilizzato tuttora per il dosaggio di numerosi steroidi e farmaci. Esso emette
radiazioni beta (questo richiede un sistema per la rilevazione a scintillazione
liquida), e ha una emivita di 12,26 anni. Il cobalto emette radiazioni gamma,
ha una emivita di 267 giorni e viene utilizzato solo per il dosaggio della
cobalamina (vitamina B12).

(Gi isotopi e la loro misurazione sono discussi dettagliatamente in un
successivo numero: il RIA 1I).

Figura6. PREPARAZIONE DEGLI ANTIGENI RADIOMARCATI

| radioisotopi sono prodotti da un piccolo numero di fabbriche
specializzate attraverso I'irradiazione di un precursore in un reattore
nucleare o ciclotrone.

EMITTENTI RADIAZIONI BETA: Molti farmaci e steroidi che
contengono atomi di idrogeno se vengono esposti (in particolari condizioni)
al gas tritio scambiano il loro idrogeno con il trizio. Talvolta € necessario un
prolungato processo di purificazione per rimuovere il trizio legato
debolmente dal composto marcato.

EMITTENTI RADIAZIONI GAMMA: Sono disponibili numerose
tecniche per la marcatura con lodio 125 (vedi RIA I1). | siti pit comuni di
iodinazione sono gli amino acidi tirosina o istidina. Molecole piu piccole
(apteni) richiedono una modificazione chimica prima della marcatura con
lodio 125.

La cobalamina (vitamina B12) & marcata con cobalto 57.

il Caleidoscopio
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Radioisotopo Emivita Particella/ Energia
T1/2
2510dio 60 giorni gamma /28,35 KEV
Trizio 12,26 anni beta/18 KEV
(CH)
SCobalto 267 giorni gamma/122 KEV

Figura5. PRINCIPALI ISOTOPI UTILIZZATI NEL RIA

EMITTENTI RADIAZIONI BETA
Trizio

Y

Farmaci Farmaci marcati con 3H

Trizio

Yy

Steroidi Steroidi marcati con 3H

EMITTENTI RADIAZIONI GAMMA

12510dio
Proteine »  125]_Proteine
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Figura6. PREPARAZIONE DEGLI ANTIGENI RADIOMARCATI
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Figura7. RELAZIONE STRUTTURA/FUNZIONE DELL’ANTICORPO

Questa figura dimostra la struttura basilare a forma di Y della classe delle
immunoglobuline G (IgG). Questa € composta da due tipi di catene polipep-
tidiche una catena pesante (piu grande con un peso molecolare di 55.000-
90.000) e una catena leggera (piu piccola con un peso molecolare di circa
25.000). La maggior parte degli anticorpi usati nel dosaggio RIA sono della
classe delle 1gG. (Maggior dati sul ruolo degli anticorpi nel dosaggio RIA
verranno fornite in un volume successivo RIA I1).

La molecola delle 1gG é formata da due catene pesanti identiche
(chiamate gamma) e da due identiche catene leggere (chiamate kappa o
lambda) legate insieme da ponti disolfuro.

Ciascuna catena leggera o pesante ha due differenti regioni funzionali.

La porzione amino (N) terminale delle catene leggera o pesante viene de-
finita regione variabile. Nella regione variabile, la sequenza aminoacidica
differisce da anticorpo ad anticorpo, ed e responsabile della differenza dei
siti combinati che legano specificamente antigeni differenti.

La eterogeneita aminoacidica della regione variabile permette la
produzione di un grosso numero di strutture tridimensionali complementari
nella forma ad un vasto numero di antigeni. E’ stato calcolato che i
vertebrati hanno una potenzialita genetica di produrre sino a 100.000.000 di
anticorpi (o siti combinati con antigeni) differenti tra loro.

Il legame dell’anticorpo con I’antigene e estremamente specifico e
sensibile. L’'immunocomplesso che si forma e termodinamicamente piu
stabile della quota libera. La regione costante carbossi (C) terminale delle
catene leggere o pesanti ha la stessa sequenza aminoacidica per tutte le
immunoglobuline di una sottoclasse.

i’ Caleidoscopio
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Figura8. LEGAME ANTIGENE ANTICORPO

Il termine RIA sta a significare che nel dosaggio viene utilizzato un ra-
dioisotopo, e che questo si basa su una reazione immunologica. Nella
maggior parte dei RIA viene marcato I’antigene. La misurazione nel
campione dell’antigene sconosciuto (non marcato) dipende della sua
capacita di spiazzare dal legame con I’anticorpo (AB) I’antigene marcato
(Ag*). A questo scopo, I'anticorpo deve reagire e legarsi allo stesso modo sia
con I'antigene marcato che con quello non marcato.

Questa figura mostra la reazione dell’antigene proteico marcato e non
marcato con I’anticorpo. La sola differenza tra I’'antigene marcato e quello
non marcato € il radioisotopo attaccato al primo. L’anticorpo riconosce un
determinante antigenico specifico su entrambe gli antigeni.

Il composto radiomarcato non deve inibire il legame antigene-anticorpo.

(/i Caleidoscopio
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Figura9. PRINCIPI DEL RIA: SCHEMA GENERALE

Il dosaggio radioimmunologico (RIA) fa parte del pit ampio gruppo dei
dosaggi per competizione di legame. Come dimostrato nella figura 9 in un
dosaggio RIA all’equilibrio, I’'antigene non marcato e una costante quantita
di antigene marcato competono simultaneamente per un limitato e costante
numero di siti leganti su un anticorpo specifico.

Il solo parametro che varia e la concentrazione dell’antigene non
marcato. L’anticorpo non distingue I’antigene marcato da quello non
marcato, e percio si lega ad entrambi con la stessa affinita. Secondo la legge
di azione di massa, I’antigene (marcato e non marcato) presente in maggiori
concentrazioni occupera piu siti leganti anticorporali. | complessi anticorpo-
antigene non marcato e anticorpo-antigene marcato vengono denominati
frazione legata. L’antigene non legato (marcato e non marcato) costituisce la
frazione libera.

Un altro sistema per considerare il principio basilare del RIA ¢ il
seguente: In assenza di antigene non marcato, una certa quantita di antigene
radiomarcato si leghera all’anticorpo. Quindi tanto piu antigene non
marcato viene aggiunto, tanto maggiore sara la quantita di antigene marcato
che verra spiazzato dall’anticorpo o il cui legame verra inibito.

Gli effetti dell’inibizione o dello spiazzamento del legame dell’antigene
marcato con I’anticorpo da parte dell’antigene non marcato sono paragonati
con quelli che si hanno utilizzando soluzioni a concentrazione nota di an-
tigene non marcato, e quindi si calcolano le concentrazioni dei campioni non
noti.

La costante di affinita (K) per la formazione dei complessi antigene an-
ticorpo € estremamente grande e, benché la reazione sia del tipo reversibile,
I’equilibrio & di gran lunga spostato a destra in altre parole, i complessi anti-
gene-anticorpo sono estremamente stabili. (Ka= costante di associazioni,
Kd= costante di dissociazione).

il;l Caleidoscopio
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Figura dal 10 al 12. PREPARAZIONE DELLA CURVA DI TARATURA

| principi basilari del dosaggio RIA in un dosaggio all’equilibrio sono
mostrati nelle successive figure 10, 11, 12. La preparazione della curva di ta-
ratura viene illustrata utilizzando concentrazioni di standard basse, medie
ed elevate. L’esempio mostra solo alcune molecole di antigene e di
anticorpo, mentre in realta sono coinvolte nella reazione migliaia di
molecole. In tutti i casi, la quantita del tracciante radioattivo e dell’anticorpo
rimane costante, quello che varia é solo la concentrazione dell’antigene non
marcato che viene aggiunto.

Figura 10. STANDARD CON BASSA CONCENTRAZIONE

Gli antigeni radiomarcati e non marcati competono per quattro siti com-
binanti anticorpali. Poiché I'anticorpo riconosce allo stesso modo I'antigene
radiomarcato e non marcato, la legge di azione di massa stabilisce che tre an-
tigeni radiomarcati si legheranno all’anticorpo per ogni antigene non mar-
cato legato. La frazione legata all’anticorpo viene separata dalla frazione li-
bera, e quindi viene misurata la quantita di radioattivita presente. Il bianco
del dosaggio (NBS) viene sottratto e il conteggio per minuto (CPM) registra-
to viene riportato su grafico corredandolo con le concentrazioni di antigene
non marcato. In questo caso, il 75% della frazione legata conteneva I’antige-
ne marcato; percio, i CPM sono elevati. In un RIA all’equilibrio, CPM elevati
sono associati con una concentrazione bassa degli standards o dei campioni
in esame.

il Caleidoscopio
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Figurall STANDARD CON CONCENTRAZIONE MEDIA

Nello standard a concentrazione media & presente una concentrazione
uguale di antigene marcato e non marcato che competono per i quattro siti
combinanti anticorpali. Percio nella frazione legata sono presenti in parti
uguali (1 a 1) i complessi anticorpo-antigene marcato e non marcato. Dopo la
separazione e il conteggio della frazione legata, i CPM sono riportati nella
stessa curva standard come mostrato nella figura 10.

Soltanto il 50% della frazione legata contiene un antigene marcato, cosi i

CPM sono inferiori rispetto a quelli dello standard a bassa concentrazione,
ma € presente una concentrazione di antigene o standard maggiore.
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Figura12. STANDARD CON CONCENTRAZIONE ALTA

Dodici antigeni hon marcati e quattro antigeni marcati competono per
quattro siti combinanti anticorpali. Poiché gli antigeni non marcati superano
in numero quelli marcati, troveremo che la maggior parte dell’antigene
legato all’anticorpo € non marcato (75%). Soltanto il 25% della frazione
legata contiene un antigene marcato. Quando la frazione legata viene
separata, conteggiata, e interpolata sulla curva standard dell’esempio, noi
troveremo dei bassi valori di CPM associati con una concentrazione ancor
maggiore di antigene non marcato (o standard).

La curva standard che si ottiene non € una linea retta, ma curvilinea.

(Le curve standards e il calcolo dei dati vengono descritti nel RIA 111).
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Figura 13. CALCOLO DELLA CONCENTRAZIONE DEI CAMPIONI IN
ESAME

La curva standard del dosaggio RIA si ottiene come illustrato nella figura
13. Numerosi standard sono utilizzati per aumentare la sicurezza della
curva. | campioni in esame sono dosati allo stesso modo degli standards.
Quando viene conteggiata la frazione legata, e viene sottratto I’'NSB, la
concentrazione di campioni viene calcolata sulla curva standard come
mostrato nella figura.

Nell’esempio in figura, il campione non noto ha 5700 CPM - 500 CPM

(NSB)=5200 CPM. Si riportano sulla curva standard i 5200 CPM che cor-
rispondono ad una concentrazione di antigene di 5.5 unita.
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Figura 14. CONTE ASPECIFICHE O “BIANCO” (NSB)

Un metodo di separazione perfetto separa la frazione legata all’anticorpo
da quella libera in due fasi ben distinte. In realta, questa perfezione non
viene mai raggiunta. Una certa quota della frazione libera sara presente con
la frazione legata, anche in assenza di anticorpo.

Questo “bianco” o conte aspecifiche (legame non dovuto cioe ad una spe-
cifica reazione antigene-anticorpo) puo essere causato da diverse ragioni:

1. La frazione libera puo rimanere fisicamente intrappolata nel
precipitato. Questo si puo ovviare, o migliorare, lavando il precipitato.

2. Si puo avere la precipitazione di contaminanti marcati del tracciante.
Questo puo essere ridotto con un’attenta purificazione del tracciante.

3. Si puo verificare I'assorbimento del tracciante alla superficie della pro-
vetta di dosaggio.

4. La tecnica di separazione fisica della frazione libera e legata puo essere
insoddisfacente.

5. Non ¢ possibile raggiungere una separazione completa della frazione
libera e legata poiché le caratteristiche della frazione libera possono essere
simili, ma non identiche, a quelle del complesso legato. Per esempio, un do-
saggio per I'insulina che utilizzi il solfato di ammonio come agente per la se-
parazione puo non distinguere tra I'insulina libera e quella legata all’anticor -
po, e precipitare cosi entrambe le frazioni.

Nel conteggio finale si deve tener conto del bianco (NSB).
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Figura 15e 16. CAPACITA’ LEGANTE MASSIMA (Bo)

Figura 15.

La capacita legante massima (Bo o B subzero) ¢ I’espressione della
guantita di antigene marcato legato all’anticorpo in assenza di antigene non
marcato (cioe la concentrazione “zero” della curva standard meno il NSB).
Bo & anche definito come B/T (bound/total) quella frazione cioé di antigene
marcato legato all’anticorpo.

In generale un RIA viene allestito in modo tale che la quantita di
anticorpo aggiunto leghi circa il 50% dell’antigene marcato aggiunto se per
esempio, I'antigene marcato aggiunto ha 10.000 CPM, ciascuna delle frazioni
libera e legata dovrebbe avere 5.000 CPM. Il range ottimale va dal 25 al 75%
del legame.

Il Caleidoscopio
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B, rappresenta il risultato del calcolo della quantita di Antigene radiomarcato legato
all’Anticorpo in assenza di Antigene non marcato (la concentrazione “zero” delle
provette della curva di taratura). B, puo essere anche espresso come legato/totale
(B/T).

Concentrazione zero
dell’Ag non marcato

+ Ag*-AB Ag*
Ag*-AB Ag*
+
Ag* Ag* Ag* Ag* - Ag*-AB Ag*
Ag* Ag* Ag* Ag* Legame Ag*-AB Ag*
radiomarcato Competitivo
— > Frazione Frazione
+ legata libera
(~50%) (~50%)
AB AB
AB AB

Anticorpo specifico

Figura 15. CAPACITA’ LEGANTE MASSIMA (Bo)
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Figura 16. CAPACITA’ LEGANTE MASSIMA (Bo)

La ragione per la scelta del 50% come capacita legante massima viene
mostrata in questa figura.

Bo aumentato: Se I’'anticorpo lega tutto I’antigene marcato che viene
(messo), I'aggiunta di piccole quantita di antigene non marcato potrebbe non
essere notata, e il dosaggio potrebbe essere insensibile nel range basso della
curva standard.

Bo diminuito: Se I'anticorpo lega soltanto il 5-15% dell’antigene marcato
(aggiunto), si potrebbe avere una curva standard piatta e insensibile.

I modelli di rappresentazione della curva oggi utilizzati non considerano
come parametri la capacita legante massima relazionata alla concentrazione,
ma piuttosto fissano la capacita legante massima al 100% e calcolano i rima-
nenti standards come frazione di Bo. Questo metodo minimizza alcuni degli
effetti negativi osservati nella curva presentata.
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Figura 17. DIFFERENTI TIPI DI RIA

Esistono tre tipi generali di RIA che utilizzano nella reazione I'antigene
marcato.

1. DOSAGGIO ALL’EQUILIBRIO: La incubazione simultanea di
antigene, antigene marcato, e anticorpo. Questa & la forma piu comune del
RIA.

2. DOSAGGIO PER COMPETIZIONE DI LEGAME: Con questa tecnica,
I’antigene marcato (Ag*) forma i complessi con I'anticorpo (Ab).

Quindi viene aggiunto I’'antigene non marcato (Ag) ai complessi Ag*-Ab,
che spiazza I’antigene marcato (Ag*) dai complessi formati.

3. DOSAGGIO SEQUENZIALE: In questo sistema, si mette a reagire I’an-
tigene non marcato o il campione in esame con I’anticorpo. Poiché questa
reazione avviene in eccesso di anticorpo saranno disponibili ancora siti le-
ganti anticorpali. Si aggiunge quindi I’antigene marcato, che andra a sa-
turare i restanti siti anticorpali liberi. Per alcuni composti questo metodo of-
fre una maggiore sensibilita, ma risente della riduzione del range di con-
centrazione che puo essere misurato.
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Agc - AB
Ag s
+ AB
Ag* >
N
Ag - AB
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Ag* + AB <> Ag* - AB <5 Ag - AB + Ag

Ag*

+ Ag <> AB + Ag - AB < Ag* - AB + Ag - AB

Figura 17. DIFFERENTI TIPI DI RIA
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Figura 18. METODO DI SEPARAZIONE IDEALE

Una fondamentale esigenza di qualsiasi dosaggio RIA & un metodo per la
separazione dell’antigene libero marcato e non marcato dall’antigene legato
all’anticorpo specifico. Idealmente, questa procedura dovrebbe essere netta
(fornire una completa separazione delle frazioni libera e legata), non influen-
zata dal siero o altre sostanze non specifiche, riproducibile, tecnicamente
semplice, rapida, poco costosa, e non dovrebbe interferire con la reazione an-
tigene-anticorpo. Come vedremo, questo metodo ideale non esiste. Ciascun
metodo di separazione ha i suoi vantaggi e svantaggi.

Figura19. 1 PIU" IMPORTANTI METODI DI SEPARAZIONE

In questo volume discuteremo dei quattro maggiori metodi di
separazione.

1. La precipitazione non specifica dei complessi antigene-anticorpo con
sali e solventi (solfato di ammonio, etanolo, polietileneglicol-PEG).

2. L’'immunoprecipitazione dei complessi solubili antigene-anticorpo
(tecnica del doppio anticorpo).

3. L’adsorbimento dell’antigene su fase solida (come piu importante
esempio verranno discusse le provette sensibilizzate con I’anticorpo).

4. L’adsorbimento non specifico dell’antigene (verranno discussi come
pit importanti esempi il carbone e il carbone-destrano).

Verranno anche illustrati la filtrazione su gel, la proteina A, e il metodo
del doppio anticorpo con PEG.

<YMl Caleidoscopio
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Dosaggio RIA
Ag* + Ag AB ™ Ag* - AB + Ag - AB + Ag* + Ag
Frazione legata Frazione libera

1l metodo di separazione ideale dovrebbe:
* Fornire una separazione completa delle frazioni libera e legata.
* Non essere influenzato da sostanze presenti nel siero o altre non specifiche
* Non interferire con la reazione antigene-anticorpo.

Figura 18. METODO DI SEPARAZIONE IDEALE

*  Precipitazione non specifica dei complessi antigene-anticorpo.
(Ammonio solfato, etanolo, PEG)

*  Immuno precipitazione dei complessi solubili antigene-anticorpo.
(Doppio anticorpo)

*  Adsorbimento non specifico dell’antigene.

*  Adsorbimento dell’antigene in fase solida.
(Provette sensibilizzate con I’anticorpo, grani, vetro, etc.).

Figura19. 1 PIU’ IMPORTANTI METODI DI SEPARAZIONE
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Figura 20. FILTRAZIONE SU GEL

Poiché i complessi antigene anticorpo sono molecole molto piu
voluminose degli antigeni liberi, & possibile separarli con I’'uso della
filtrazione su gel con I'uso di appropriate resine o destrani polimerizzati (per
esempio il Sephadex).

La cromatografia su colonna puo separare miscele di molecole in base
alle loro dimensioni molecolari. | composti con un volume molecolare
maggiore (la frazione legata) passa rapidamente attraverso la colonna.
Invece, sostanze con un peso molecolare inferiore (la frazione libera) entrano
all’interno di pori microscopici del gel e il loro flusso viene inibito. Le
molecole piu piccole vengono quindi eluite in un secondo tempo.

Benché interessante, la filtrazione su gel si & dimostrata poco pratica. La
preparazione delle singole colonne per il dosaggio di numerosi campioni e
richiede molto tempo e spazio. La raccolta degli eluati delle colonne richiede
particolare perizia. Si pud verificare I'adsorbimento dell’antigene libero su
gel, e i complessi antigene-anticorpo possono venir separati.

Benché la filtrazione su gel sia poco pratica nelle tecniche RIA manuali,
tuttavia ha avuto un limitato successo se impiegata con strumenti
commerciali automatizzati di RIA che utilizzano la forza centrifuga. Uno dei
vantaggi delle colonne di gel ¢ la possibilita di un riutilizzo.
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Figura 20. FILTRAZIONE SU GEL

Caleidoscopio ey



N. P. Kubasik Il Dosaggio Radioimmunologico (1)

Figura21. PRECIPITAZIONE NON SPECIFICA DElI COMPLESSI AN-
TIGENE-ANTICORPO PER MEZZO DI SALI E SOLVENTI

Un certo numero di dosaggi RIA si basano sulla precipitazione non
specifica dei complessi antigene-anticorpo utilizzando sali neutri o solventi
organici. | sali e i solventi comunemente utilizzati sono I’etanolo, il polietilen
glicole (PEG), e il solfato d’ammonio. Il meccanismo attraverso il quale i sali
e i solventi precipitano la frazione legata sembra essere il legame con I'acqua
che normalmente forma un guscio intorno alle molecole per mantenerle in
soluzione. L’avidita per I'acqua (idrofilia) del solfato d’ammonio o del PEG
determina la rimozione dapprima dell’acqua che forma il guscio di grosse
molecole proteiche solubili (la frazione legata), rendendole insolubili e pre-
cipitandole.

La frazione libera (generalmente uno steroide idrofobico o un farmaco)
rimane solubile anche ad alte concentrazioni dell’agente separante.

Tipiche concentrazioni di questi agenti sono il 40-50% per il solfato d’am-
monio, il 12-20% per il PEG, e il 30-50% per I’etanolo.
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PRINCIPIO: I SALI O I SOLVENTI RIMUOVONO IL
GUSCTO DI ACQUA DALLE PROTEINE, CAUSANDO
COST' LA LORO INSOLUBILITA'
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Figura 21. PRECIPITAZIONE NON SPECIFICA DEI COMPLESSI AN-
TIGENE-ANTICORPO PER MEZZO DI SALI E SOLVENTI
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Figura22. PRECIPITAZIONE NON SPECIFICA DEI COMPLESSI ANTI-
GENE-ANTICORPO: DETERMINAZIONE DELLA CONCEN-
TRAZIONE OTTIMALE DEL SOLVENTE

Nell’esempio mostrato in questa figura, vengono aggiunte varie concen-
trazioni di PEG ad una serie di identiche reazioni RIA con o senza anticorpo.
La percentuale della iniziale radioattivita aggiunta alla miscela di reazione
viene misurata nel precipitato finale con PEG. In questo esempio, la con-
centrazione ottimale del PEG come precipitante e del 15% circa. Questo rap-
presenta il punto dove si verifica la massima separazione delle frazioni li-
bere e legate. Non e importante solamente che il PEG precipiti la frazione le-
gata, ma e anche importante che la frazione libera rimanga in soluzione.
Questo esempio rappresenta solo un sistema acquoso; quando si dosano so-
luzioni proteiche (come il plasma/siero), deve essere fatta una valutazione
anche di questo.
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Figura 22. PRECIPITAZIONE NON SPECIFICA DEI COMPLESSI ANTI-
GENE-ANTICORPO: DETERMINAZIONE DELLA CONCEN-
TRAZIONE OTTIMALE DEL SOLVENTE
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Figura 23. PRECIPITAZIONE NON SPECIFICA DEI COMPLESSI ANTI-
GENE-ANTICORPO PER MEZZO DI SALI E SOLVENTI:
VANTAGGI E SVANTAGGI

La precipitazione frazionata della parte legata con sali o solventi & un
mezzo semplice (un singolo pipettamento), economico (per il basso costo di
sali e solventi), e rapido (i campioni in genere sono pronti per la
centrifugazione nel giro di cinque minuti). Questo metodo & applicabile a un
grosso numero di dosaggi, ed & riproducibile.

Tuttavia, questa tecnica ha importanti svantaggi.

Uno di questi € la non specificita (per la co-precipitazione della frazione
libera con quella legata), insieme ad una incompleta separazione della fra-
zione legata. Il metodo risente anche del pH, del tempo, della temperatura,
della concentrazione proteica del campione, e della concentrazione del sale o
del solvente.

Si osservano inoltre piu elevati valori del bianco (NSB) con alte concen-
trazioni dei sali o dei solventi.
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VANTAGGI
* Rapido
* Semplice
* Economico
* Applicabile a numerosi dosaggi
* Riproducibile

SVANTAGGI
* Co-precipitazione della frazione libera con quella legata (non specifica)
* Incompleta separazione della frazione legata
* Dipendente dalla concentrazione proteica, dal pH, dal tempo, dalla
temperatura, e dalla concentrazione del sale/solvente
* Valori elevati dei bianchi

Figura 23. PRECIPITAZIONE NON SPECIFICA DEI COMPLESSI ANTI-
GENE-ANTICORPO PER MEZZO DI SALI E SOLVENTI:
VANTAGGI E SVANTAGGI
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Figura24. IMMUNOPRECIPITAZIONE DEI COMPLESSI SOLUBILI
ANTIGENE-ANTICORPO: LA TECNICA DEL DOPPIO ANTI-
CORPO

La tecnica di separazione del doppio anticorpo ha ottenuto un notevole
successo nel RIA. Il metodo si propone di precipitare il prodotto solubile
della prima reazione (Antigene-Anticorpo 1) con I’aggiunta di un secondo
anticorpo diretto contro I’Anticorpo 1. Questo causa la formazione di un im-
munocomplesso insolubile (Antigene-Anticorpo 1-Anticorpo 2).

| ricercatori hanno generalmente utilizzato la pecora o le capre per la pro-
duzione del secondo anticorpo diretto contro le immunoglobuline purificate
dei conigli o dei porcellini d’India. Gli antisieri di pecora o capra devono es-
sere concentrati prima dell’uso su cromatografia o con sali precipitanti. Le
diluizioni o le concentrazioni del primo anticorpo usato nel RIA sono in ge-
nere basse. Il precipitato formato col secondo anticorpo puo essere cosi trop-
po piccolo per un lavoro accurato e per la separazione. Per questa ragione,
vengono aggiunte alla miscela di reazione siero normale di coniglio, siero
normale di porcellino d’India, o gamma globuline, alla diluizione finale da
1:50 a 1:3600, per aumentare la massa del precipitato. Il precipitato formato
(in genere dopo un periodo di incubazione di 24-48 ore) puo essere quindi
raccolto per centrifugazione. Un’unica provetta &€ necessaria per I'incuba-
zione della reazione, la separazione del precipitato, e il conteggio finale della
radioattivita.
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Figura24. IMMUNOPRECIPITAZIONE DEI COMPLESSI SOLUBILI

ANTIGENE-ANTICORPO: LA TECNICA DEL DOPPIO ANTI-
CORPO
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Figura25. LA TECNICA DEL DOPPIO ANTICORPO: METODICHE DI
PRE E POST-PRECIPITAZIONE

In questa figura, la fase di post-precipitazione con doppio anticorpo de-
scritta precedentemente viene raffrontata al metodo di pre-precipitazione
con doppio anticorpo. Nella tecnica di pre-precipitazione, la fase di im-
munoprecipitazione si verifica prima della reazione competitiva all’equili-
brio. Il vantaggio di questa tecnica ¢ che gli effetti non specifici del siero dif-
ficilmente interferiscono nella fase di immuno precipitazione con il secondo
anticorpo. Tuttavia viene richiesta una quantita di anticorpo maggiore, ri-
spetto alla tecnica di post-precipitazione, per legare la stessa quantita di an-
tigene. La sensibilita della pre-precipitazione ¢ inferiore rispetto a quella
raggiunta con il metodo della post-precipitazione, verosimilmente questo di-
pende dal fatto che I'affinita del primo anticorpo viene alterata nel legare un
anticorpo precipitato.
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Figura26. LA TECNICA DEL DOPPIO ANTICORPO: VANTAGGI E
SVANTAGGI

VANTAGGI

Il metodo di separazione con il doppio anticorpo, in condizioni ottimali,
soddisfa la maggior parte delle esigenze per un metodo di separazione idea-
le elencate nella figura 18. Esso permette una separazione netta e specifica
delle separazioni libera e legata, ed é facilmente applicabile a molti e diffe-
renti dosaggi radioimmunologici. Generalmente puo essere utilizzato un an-
tisiero di capra contro le gammaglobuline di coniglio in numerosi dosaggi
RIA che utilizzano una immunoglobulina di coniglio come primo anticorpo.
Il secondo anticorpo ha scarsi effetti sulla prima reazione antigene anticor-
po, e, dopo un periodo di incubazione minimo, é relativamente indipenden-
te dal tempo e la temperatura.

SVANTAGGI

Il metodo di separazione con il doppio anticorpo richiede I'introduzione
di un altro reagente e di un altro passaggio (il pipettamento del secondo an-
ticorpo), insieme ad una seconda reazione immunologica.

Tutti questi sono potenziali cause di errore analitico. Perizia e attenzione
sono richiesti nella aspirazione o decantazione della soluzione surnatante. Il
periodo di incubazione di 24-48 ore & una perdita di tempo. Questo puo es-
sere ridotto ad alcuni minuti usando una procedura di separazione come col
PEG descritta nella figura 21, in combinazione con i due anticorpi (vedi la
figura 27). Inoltre, alcuni campioni di siero possono interferire con la reazio-
ne del secondo anticorpo (per la cross reazione con le gammaglobuline uma-
ne). La realizzazione ottimale della tecnica di separazione del doppio anti-
corpo richiede I’esatta concentrazione del secondo anticorpo per indurre la
massima precipitazione del complesso immune, e richiede la presenza di
una pressoché costante concentrazione di siero umano in tutte le provette
degli standards, controlli e campioni in esame.
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VANTAGGI

* Specifico

* Netta separazione della frazione libera e legata

* Facilmente applicabile a molti e differenti RIA

* Effetti minimi sulla reazione primaria antigene-anticorpo

* Indipendente dal tempo e dalla temperatura (dopo una minima
incubazione)

SVANTAGGI
* Richiede un altro reagente e un ulteriore passaggio
* Viene introdotta una seconda reazione immunologica
* Richiede tempo (si usa il PEG per accelerare)
* Si possono incontrare gamma globuline umane che cros-reagiscono con
I’anticorpo o con la reazione del secondo anticorpo (raro)

Figura26. LA TECNICA DEL DOPPIO ANTICORPO: VANTAGGI E
SVANTAGGI
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Figura27. COMBINAZIONE DI PIU’ METODI DI SEPARAZIONE: LA
TECNICA DEL DOPPIO ANTICORPO ASSOCIATA AL PEG

Una delle procedure piu comunemente utilizzate nel processo di separa-
zione di un dosaggio RIA é la combinazione dei due metodi preceden-
temente descritti: la tecnica del doppio anticorpo e la precipitazione con sali.

L’immunospecificita del metodo del doppio anticorpo viene modificata
con I’aggiunta di una soluzione di PEG dal 4 al 6 per cento. Il PEG riduce la
fase di precipitazione a pochi minuti, e viene aggiunto ad una bassa concen-
trazione sufficiente ad evitare i problemi del NSB che vengono osservati a
concentrazioni di PEG piu elevate.

Questa figura illustra la tecnica del doppio anticorpo e PEG utilizzato nel
dosaggio radioimmunologico della fosfatasi acida prostatica (PAP).

Viene utilizzato un dosaggio RIA sequenziale (con ritardata aggiunta del
tracciante) per aumentare la sensibilita. 11 dosaggio RIA col doppio anticor-
po della PAP necessita di tre reagenti fondamentali: la PAP radiomarcata
con iodio (1251-PAP), un anticorpo di coniglio diretto contro la PAP (AB-1),
e un anticorpo di capra diretto contro le immunoglobuline del coniglio (AB-
2). Nel nostro esempio, il PEG accelera la precipitazione del complesso del
doppio anticorpo.

Le tappe basilari del dosaggio radioimmunologico della PAP sierica
sono:

1: Pipettamento del siero del paziente, dello standard o controllo, e
dell’AB-1.

2. Pipettamento della 1251-PAP dopo appropriato periodo di
incubazione.

3: Pipettamento dell’AB-2 dopo il raggiungimento dell’equilibrio. 1l PEG
viene quindi aggiunto per precipitare il complesso del doppio anticorpo. La
centrifugazione compatta il precipitato.

4: L’ultima tappa comprende la decantazione del surnatante, il conteggio
della frazione legata all’anticorpo nel precipitato, e il calcolo della concen-
trazione della PAP non nota riferendosi alla serie di standard a concen-
trazione nota. La quantita di radioattivita presente nel precipitato legato al-
I’'anticorpo € inversamente proporzionale alla concentrazione del PAP pre-
sente nel campione non noto.
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Figura 28. ADSORBIMENTO DELL’ANTICORPO SU FASE SOLIDA: LE
PROVETTE SENSIBILIZZATE CON L’ANTICORPO

Benché esistano numerosi metodi per I’'adsorbimento dell’anticorpo su
fase solida, come esempio principale di questa tecnica verranno utilizzate le
provette sensibilizzate con I’anticorpo. In questa figura, le provette di poli-
propilene vengono lasciate a contatto di una appropriata diluizione dell’an-
ticorpo principale per numerose ore, quindi lavate, e utilizzate per il RIA.
Gli anticorpi aderiscono alla superficie di plastica con un legame non
covalente, non specifico, idrofobico. Ovviamente, il sito di attacco
dell’anticorpo con la superficie di plastica non deve interferire con la
reazione principale antigene-anticorpo.

Il resto della reazione consiste nella competizione dell’antigene marcato e
non marcato per i siti leganti dell’anticorpo. Dopo I'incubazione, le provette
vengono semplicemente decantate (e lavate, se necessario) e viene effettuato
il conteggio dell’antigene marcato legato all’anticorpo.
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Figura29. PROVETTE ADSORBITE CON L’ANTICORPO: ADSORBI-
MENTO DELLE PROTEINE SULLA FASE SOLIDA

L’adsorbimento passivo di proteine sulla superficie si verifica principal-
mente attraverso legami idrofobici. Percio, devono essere soddisfatte le se-
guenti condizioni ottimali.

1. pH: Le interazioni idrofobiche sono favorite quando lo scambio netto
della molecola ¢ zero. Per le IgG, I’'adsorbimento € massimo a pH da 8,5 a 10.

2. Forza ionica: Le concentrazioni dei sali capaci di neutralizzare le
cariche proteiche localizzate promuovono le interazioni idrofobiche.

3. Temperatura: L’aumento della temperatura stimola la velocita di diffu-
sione e percido aumentano le probabilita che le molecole proteiche vengano
in contatto con la superficie della fase solida. In pratica € sufficiente la tem-
peratura ambientale.

4. Tempo: Se viene usata una concentrazione di proteine saturante,
guesto & generalmente un processo rapido. Sono sufficienti in genere due
ore.

5. Concentrazione proteica: Se la proteina & una IgG, deve essere lasciato
uno spazio sufficiente sulla fase solida per il successivo legame dell’antige-
ne. Se la proteina che deve essere adsorbita € un antigene, tanto piu antigene
viene adsorbito alla fase solida tanto meglio é.

La conservazione delle proteine legate alla fase solida dovrebbe avvenire
a 4° C, piuttosto che a temperatura ambiente.

I tubi di plastica devono inoltre essere trattati con glutaraldeide per
cercare di legare I'anticorpo al tubo con un legame covalente. Benché questa
procedura sia tecnicamente piu difficile e non € possibile utilizzarla con tutti
gli anticorpi, in alcuni casi fornisce la possibilita di un processo di adsorbi-
mento migliore e piu controllabile rispetto a quello che si ottiene con il piu
semplice adsorbimento non covalente.
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Figura 30. PROVETTE ADSORBITE CON L’ANTICORPO: VANTAGGI
E SVANTAGGI

VANTAGGI

Il pit importante vantaggio delle provette adsorbite con I'anticorpo é la
semplicita della separazione delle frazioni libera e legata. Questa puo essere
ottenuta con una semplice decantazione della provetta dopo I'incubazione
0, se necessario, lavando la fase solida. Viene cosi eliminata la centrifugazio-
ne. Tutti i componenti del dosaggio vengono messi in un’unica provetta, il
legame con I'antigene é rapido e irreversibile, e comporta minimi problemi
di legame non specifico.

SVANTAGGI

Molti degli svantaggi della tecnica dei tubi adsorbiti sta nella
preparazione e realizzazione degli stessi tubi adsorbiti con I'anticorpo. Sono
generalmente necessarie grosse quantita di anticorpo per il processo di
adsorbimento, e la preparazione dei tubi € complessa. La quantita di
anticorpo che puo essere adsorbita € anche soggetta a limiti fisici.

Questo metodo, finora non é stato ben adattato a grossi ormoni
polipeptidici (sono necessarie in genere piu elevate concentrazioni di
antisiero), e le velocita di reazione (cinetiche) sono piu lente. La diminuita
velocita di reazione (cinetiche) sono piu lente. La diminuita velocita di
reazione puo essere spiegata dalle cinetiche della soluzione, nel senso che
solo un reagente (I’antigene) é libero in soluzione e I'altro reagente
('anticorpo) é fisso. L’antigene deve spostarsi sulla parete della provetta per
poter reagire con I’anticorpo.
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VANTAGGI
* Separazione della frazione libera e legata semplice
* Tutti i componenti del dosaggio in un’unica provetta
* |1l legame dell’antigene é rapido e irreversibile
* minimi problemi di conte specifiche
* [Viene eliminata la centrifugazione
SVANTAGGI
* Sono necesarie maggiori quantita di anticorpo nel processo di adsorbimento
* La preparazione delle provette adsorbite & completssa
* La quantita di anticorpo che pud essere adsorbita ha un limite fisico
* || metodo non é stato ben adattato per gli ormoni polipeptidici
* Cinetiche piu lente rispetto a quelle in fase liquida

Figura 30. PROVETTE ADSORBITE CON L’ANTICORPO: VANTAGGI
E SVANTAGGI
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Figura 31. ADSORBIMENTO DELL’ANTICORPO SU FASE SOLIDA:
ALTRI METODI

Sono disponibili, oltre le provette sensibilizzate con I’anticorpo, numerosi
altri materiali solidi per legare I’anticorpo.

E’ possibile preparare particelle (come i polimeri di polisaccaridi e grani
(Sephadex e Sepharosio), dischi di carta, di vetro, e cellulosa attivata dal
trattamento con bromuro di cianogeno che reagiscono con gruppi
aminoacidi di antisieri specifici. Con queste procedure é spesso necessaria la
centrifugazione. La tecnica del doppio anticorpo in fase solida (DASP)
sfrutta il legame del secondo anticorpo con la particella attivata. Come nelle
tecniche in fase liquida, il secondo anticorpo in fase solida viene aggiunto al
fine di legare e precipitare gli immunocomplessi che si sono formati dopo la
reazione tra I’antigene e il primo anticorpo. Il secondo anticorpo immuno-
adsorbente viene aggiunto in eccesso rispetto al primo anticorpo.

Una tecnica recente che utilizza particelle magnetizzabili di ossido di fer-
ro/cellulosa consta di un anticorpo attaccato ad una matrice di cellulosa
contenente Fe;O.. Con I'applicazione di un campo magnetico viene realizzata
una rapida separazione delle frazioni libera e legata.

Vengono anche utilizzati numerosi sistemi di sfere e grani sensibilizzati
con anticorpo, simile al sistema delle provette adsorbite con I'anticorpo.
Questi dosaggi in genere comprendono una fase di lavaggio o aspirazione
per separare I’antigene libero da quello legato. Vengono anche utilizzate
provette adsorbite col doppio anticorpo nelle quali il primo anticorpo viene
attaccato al secondo anticorpo (precedentemente adsorbito alla parete della
provetta). Il numero dei siti combinati disponibili per I’antigene viene
incrementato con I'uso di questa tecnica.

Figura 32. Adsorbimento non specifico dell’antigene: il carbone.
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* PARTICELLE ATTIVATE

(Sephadex, Sepharosio, dischi di carta, cellulosa, vetro).

(Doppio anticorpo in fase solida-DASP-)
* PARTICELLE MAGNETIZZABILI DI OSSIDO DI FERRO/CELLULOSA
*GRANI E SFERE SENSIBILIZZATI

*PROVETTE ADSORBITE CON IL DOPPIO ANTICORPO

Figura31. ADSORBIMENTO DELL’ANTICORPO SU FASE SOLIDA:
ALTRI METODI
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Figura32. ADSORBIMENTO NON SPECIFICO DELL’ANTIGENE: IL
CARBONE

Il carbone, e in particolare il carbone attivato-destrano (DCC), & un
diffuso metodo di separazione dell’antigene libero e legato con
I’adsorbimento della frazione libera. Questo metodo puo essere utilizzato
dove esistano grosse differenze dimensione/carica tra le frazioni libera e
legata. Il carbone ha una superficie irregolare che adsorbe le molecole
cariche, e le dimensioni dell’area disponibile del carbone per una data
proteina varia in relazione alla dimensione, la forma, e la carica della
proteina. Percio se le differenze dimensioni/carica tra la frazione legata
all’anticorpo e quella libera sono grosse, il carbone puo essere usato con
successo, ad esempio i complessi digossina-anticorpo rispetto alla digossina
non legata o i complessi estradiolo-anticorpo rispetto all’estradiolo non
legato. Tuttavia non & utile per le grosse molecole proteiche come i
complessi virus-anticorpo rispetto ai virus. Questa figura illustra
I’'adsorbimento da parte del carbone della frazione libera di una reazione. La
centrifugazione permette la precipitazione al fondo della provetta. Il
surnatante (contenente la frazione legata) puo essere quindi decantato e
contato.

Le proteine, il talco, la silice, I’idrossiapatite, e il florisil sono
adsorbimenti simili che non saranno discussi in questo corso. Anche i
sistemi a scambio ionico che utilizzano le resine sono adsorbenti. Le resine
possono essere attivate su carta e possono quindi adsorbire la frazione libera
guando vengono messe in una miscela di reazione.
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Figura 32. ADSORBIMENTO NON SPECIFICO DELL’ANTIGENE: IL
CARBONE
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Figura 33. VALUTAZIONE DEL CARBONE COME METODO DI SEPA-
RAZIONE

In questa figura, vengono aggiunte crescenti quantita di carbone alla rea-
zione per un’ipotetica sostanza “X”. In assenza di anticorpo diretto contro la
sostanza “X”, tutta la frazione libera viene precipitata quando la quantita di
carbone aggiunta rappresenta I'1.0% o piu. In ogni caso si puo notare che a
concentrazioni di carbone piu elevate si verifica il “distacco” dall’anticorpo
della sostanza legata “X” (aumento dei CPM nella frazione libera).

La concentrazione di carbone da utilizzare in questo dosaggio € rappre-

sentata dal punto dove viene osservata la differenza massima nella precipi-
tazione della frazione libera rispetto al quella legata.
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Figura 34. CARBONE E CARBONE-DESTRANO: VANTAGGI E SVAN-
TAGGI

VANTAGGI

La tecnica di separazione con il carbone e riproducibile, rapida, richiede
un unico passaggio, & poco costosa, e sono disponibili numerosi adsorbenti.
Il suo piu importante uso nel RIA ¢ stato nel dosaggio delle molecole piu
piccole o di apteni (farmaci, steroidi, e vitamine).

SVANTAGGI

La tecnica di separazione con il carbone puo essere influenzata significa-
tivamente dal variare delle concentrazioni proteiche. Percio, &€ estremamente
importante che gli standards, i controlli, e i campioni abbiano una concentra-
zione proteica simile. Inoltre, alcuni degli antigeni legati possono essere
“staccati” dagli anticorpi, alterando il rapporto dell’antigene libero e legato.
Questo fenomeno € piu evidente con anticorpi che hanno un’affinita inferio-
re.

La fase di incubazione con il carbone richiede un rispetto preciso dei
tempi per tutti i campioni, puo richiedere una temperatura di 4° C, e puo
essere influenzata dal pH e dalla forza ionica.

Nonostante i numerosi svantaggi che si incontrano con I’'uso del carbone

come mezzo di separazione, questo € tuttavia estremamente efficace per
alcuni ben individuati dosaggi.
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VANTAGGI

* Riproducibile

* Rapido

* Semplice

* Economico

* Disponibili molti adsorbenti
SVANTAGGI

* Sensibile e differenti concentrazioni proteiche

* Disturba i complessi antigene-anticorpi (separandoli)
* Sensibile all’affinita dell’anticorpo

*Necessita di un rigoroso rispetto dei tempi

* Puo essere sensibile alla temperatura

* Dipende dal pH e dalla forza ionica

Figura 34. CARBONE E CARBONE-DESTRANO: VANTAGGI E SVAN-
TAGGI
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Figura 35. PROTEINA A

La Proteina A & un costituente della parete cellulare del batterio Sta-
phylococcus aureus, che é stato dimostrato lega il frammento Fc (frammenti
cristallizzabili) della maggior parte delle immunoglobuline G (IgG) dei
mammiferi. Essa lega le 1gG in un sito lontano da quello che lega I’antigene,
e non influenza la reazione immune. La Proteina A € un metodo sensibile
come il doppio anticorpo per numerosi dosaggi RIA.

Come & possibile vedere in questa figura, la Proteina A agisce come
secondo anticorpo (come quello mostrato nella figura 24). Le preparazioni di
Stafilococcus aureus uccisi sono generalmente conservate in una soluzione
salina con tampone di fosfati a una concentrazione del 10% (W/V). Gli stafi-
lococchi vengono diluiti 1 a 10 con il tampone fornito, e in ciascuna provetta
vengono aggiunti circa 100 microlitri.

Non & necessario alcun periodo di incubazione, e la provetta puo essere

subito passata al vortex e centrifugata. 1l surnatante viene eliminato, e la fra-
zione legata puo essere contata.
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