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INTRODUCCIO

El radioimmunoassaig (RIA) fou utilitzat per primera vegada en endo-
crinologia per al dosatge quantitatiu d’hormones en els liquids biologics.

YaLow i BERSON ¢ publicaren un RIA per al dosatge de la insulina,
el 1960; el mateix any, Exins? independentment, desenrotlla un RIA
per a la tiroxina.

Entre el 1960 i 1970 es va estendre a un gran nombre d’hormones,
merces a dues adquisicions de base: a) la introduccié, el 1963, d’una
marcada facil i efica¢ de proteines amb **'I mitjancant la cloramina T
com a oxidant* i b) I'aparicid, el 1967, d'esteroides tritiats d’activitat es-
especific en condicions de saturacié de l'anticos.

A partir de 1970 T'evolucié del RIA ha estat una veritable explosio,
i actualment és el métode de dosatge basic per a la major part de mo-
lecules d’interés bioldgic en medi hospitalari. L'inic inconvenient del
RIA és el preu elevat de I'equip de base necessari per a la utilitzacié i la
mesura d’isotops radioactius, perd un cop equipat un laboratori, 1’ana-
lisi de series importants i la facilitat d’introduccié de sistemes automa-
tics de compte i de tractament i emmagatzematge de la informacié per
calculadores electroniques fan del RIA el millor meétode d'analisi
quantitatiu.

Principi del RIA

Es una reaccié basada en la competicié entre un antigen marcat i el
mateix antigen fred (no radioactiu) per a combinar-se amb un anticos
especific en condicions de saturacié de I'anticos.
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La reaccié antigen-anticos, és reversible i, per tant, en podem estudiar
aq . - - P
I'equilibri en funcié de la llei d’accié de masses.

5 ,. _ [Ag] [Ad]
g+ Ac 2 Ag-Ac ; Ke=———"
[Ag- Aq]

Si considerem [Ac] com la concentracié de locus anticods, la compe-
tici6 entre el Ag* marcat i el Ag fred donard dos tipus de complexos
a l'equilibri:

Ag* Ag* - Ac

+ Ac /
Ag % Ag-Ac

Treballant amb una quantitat d’anticossos constant, n’hi ha prou amb
determinar la quantitat de radioactivitat lliure [Ag*] i combinada
[Ag* . Ac] per a poder calcular la quantitat d’antigen fred i la constant
d’equilibri (Ke) del sistema per la llei d’accié de masses.

Les condicions de base per a fer un RIA soén:

1) Antigen pur radioactiu d’activitat especifica elevada per a
emprar-lo com a «standard».

2) Anticos especific d’afinitat elevada.

3) Antigen fred a dosar present en qualsevol liquid biologic.

Si no hi ha d’altres interaccions moleculars, la pres¢ncia d’altres subs-
tancies en el medi a estudiar, en teoria, no interfereix amb el dosatge.
Tenint en compte que el RIA ha esdevingut una técnica practicament
universal, i que pot ésser aplicada, en principi, a qualsevol molécula, ens
limitarem a analitzar tres exemples de problemes de RIA del nostre
laboratori i suggerim als lectors interessats dues monografies, la primera?,
clemental perd clara, descriu el principi del RIA; la segona? més espe-
cialitzada, déna tota la bibliografia del RIA i les seves diverses apli-
cacions.

1. Interaccions moleculars diferents de les desitjades

Es tracta d'un problema general que cal estudiar en detall abans de

comencar qualsevol RIA.
L’aplicacié del RIA a l'estudi dels antigens de les secrecions externes
del gos fou desenrotilada en tres etapes:
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1. Preparacié d’anticossos especifics; reaccié de l'antigen pur i
radioactiu amb 1’anticos.

2. Separacié de la radioactivitat combinada de la lliure per pre-
cipitaci6 dels complexos Ag-Ac en preséncia de sulfat
d’amoni. '

3. Una vegada ben estandarditzada la reaccié, introduccié de les
substancies problemes contenint l'antigen fred.
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Els controls necessaris eren correctes, l'antigen sol no precipitava amb
el sulfat d'amoni i el complex anticos-antigen precipitava a 100 %, (fig. 1).
L'estudi de diferents antisérums demostra que existeixen, en el sérum
normal, molécules que reaccionen de forma no especifica amb I'antigen
i formen complexos que precipiten amb el sulfat d’amoni. El RIA és,
doncs, possible, perdo només ¢és valid en la regi6 entre la primera i la
segona corba (fig. 1).
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1I.  Dosatge quantitatiu per RIA

Una vegada ben estandarditzat el RIA dels grups secretoris, per a
obtenir un dosatge quantitatiu hom pot tractar la informacié de diverses
maneres. La corba d’inhibicié competitiva directa passa, per definicio,
de 09, d’'inhibicié (concentracions massa febles d’antigen fred) a 100 %,
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(concentracions massa fortes d’antigen fred) i la regié de sensibilitat ma-
xima se situa entorn del 5o 9, d’inhibicié.

La forma més facil i més precisa d’interpretar la inhibicié es basa en
la comparaci6é de les diferents substancies problema a un percentatge fix
d’'inhibicié (50 9,). La quantitat d’antigen fred a 509, d’inhibicié és
directament proporcional a la dilucié (fig. 2).

III. Unes altres informacions obtingudes per RIA

El dosatge quantitatiu de la figura 2 només és possible si I'antigen
pur i radioactiu reacciona amb l'anticos de manera idéntica a l'anti-
gen fred. La figura § ¢és un exemple d’una reaccié qualitativament dife-
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rent. La corba d'inhibici6 donada per I'antigen AY no correspon a cap
de les corbes donades per les diferents barreges de A+Y. Hem de con-
cloure, doncs, que, tot i que l'antigen AY és capa¢ d'inhibir la reaccio,
la seva interaccié amb l'anticos és més feble en termes termodinamics
que la interaccié de 'antigen A* amb I'anticos. Aquest tipus de corba no
pot ésser interpretat en termes de quantitat d’A present dins d’AY, perd
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Fic. 3

ens déna, en canvi, una informacié sobre l'estructura esterospacial de
I'antigen. En el cas particular de la figura g3, A i Y sén dos determinants
antigénics que es troben sobre la mateixa molecula, i la preséncia de 1'un
déna una inhibicié estérica de la reaccié del segon.
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