54

Mara Mirasoli, Aldo Roda
Universita di Bologna
Reschiglian

Universita di Bologna
mirasoli@alma.unibo.it

Dipartimento di Scienze Farmaceutiche
Dora Melucci, Sonia Casolari, Pierluigi

Dipartimento di Chimica “G. Ciamician”

APPLICAZIONI IN

CAMPO BIOANALITICO

| saggi immunoenzimatici basati sull’FFF offrono vari vantaggi rispetto ai sistemi convenzionali
su piastra microtiter. La cinetica della reazione immunologica che coinvolge
le sfere micrometriche € infatti piu veloce e non é richiestu unu fuse di luvagyio
per sepurare il fracciunte libero du yuello leguto, in yuunto essi sono
yuuntificubili dall’'areu del void-peuk e del picco ritenuto. Inoltre essi si prestuno dllo sviluppo
di metodi per I'undlisi simultanea di piu andliti, obiettivo di particolare interesse. In questo
lavoro viene presentato uno studio di futtibilita per lo sviluppo di sugyi immunoenzimatici busuti
su FFF-CL ed i risultuti preliminari du esso ottenuti.

uundo é richiesto un metodo

selettivo per lu determinuzio-

ne direftu di un andlita in una

matrice complessu di origine
biologicu, dlimentare o umbientdle, sono
poche le techiche in grado di competere
con i sugyi immunometrici (immunodussay),
busati sullu reduzione immunoloyicu tru |'u-
nalita di interesse (An) ed un anticorpo spe-
cifico (Ab) (1). Le cardtteristiche fipiche del
legume anticorpule conferiscono elevata
specificitd u tali sugyi, che se uccoppiuti u
fechiche di riveluzione sensibili consenfono
| gquuntificazione di andliti in fracce. Lu dis-
ponibilitd di anticorpi specifici per humero-
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sissimi composti e lu possibilita di effettuare
determinuzioni su cumpioni complessi
senzu un preventivo trattumento giustificu-
no la vastu applicubilitd degli Immuno-
assay e la loro diffusione nello sviluppo di
test in chimicu clinica, per I'andlisi di farmu-
ci, hel monitoragyio uambientule e neyli
screening su cumpioni dlimenturi (2).

Saggi immunoenzimatici:

EIA e ELISA

In uh sugygio immunometrico il seynhule
undlitico & comunemente yeneruto du
unu specie deftu trucciunte, ottenutu
marcundo 'undlita (An*) o l'anticorpo

(Ab*) con un composto ud elevuta rivela-
bilitd (ud esempio un rudioisotopo, un
enzimu, unu Mmolecolu fluorescente o
chemiluminescente, CL) (3).

Quundo si sintetizza il trucciunte ufilizzando
un enzimuy, si parla di metodi immMunoenzi-
matici (EIA = Ehzyme Immunho Assay). In
questi cusi il vuntagyio principule & legyu-
to dll’effetto di umplificuzione del seynu-
le dovuto dl furnover del substrato, con
conseyguente possibilita di rivelare andliti
in tracce. Tru i sistemi di riveluzione del-
|"attivita enzimaticu, 'uso di substrati CL
permette disviluppure metodi con limiti di
riveluzione puragonubili a quelli ottenuti
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con i radioisotopi, riducendo i problemi di
stubilitd del frucciunte ed elimihundo i
rischi per lu sulute deyli operatori.

| metodi EIA competitivi sono busauti sullu
competizione tru An e An* nei confronti di
un humero limituto di molecole di Ab, in
genhere immobilizzate su un supporto solido
(ELISA = Enzyme-Linked Immonosorbent
Assay) costituito tipicamente dai pozzeftti
di unu piustra di polivinile o polistirene
(piustra microfiter). L'uso di piastre microti-
ter, estremamente diffuso, permette di
guuntificare humerosi cumpioni (unche

Dispositiviimmunometrici
disponibili sul mercato

Attudimente sono commercialmente dis-
ponibili un numero elevatissimo di dispositivi
undlitici basuti su Metodi iMMunometrici.
Essi si possono distinguere in tre cuteyorie
principdli:

u) metodi per upplicuzioni sul cumpo (lute-
ral flow immunoussay), busati sull’'uso di
strip reuttive che forniscono in fempi brevi,
e yenerulmente senzu lu hecessitd di stru-
mentuzione dccessoriy, informazioni semi-
yuuntitiative su undliti di inferesse dlimentu-

co c1 c2
® tracciante
p,wi!_.mg . -t. .:.= .. :t;l$.l|= gt
et Ll | el | e =
oo o J8 l= c1
8 2. ?:::H ’ U Loglcl
rerpasaghdcdgbassy

Figura 1 - EIA competitivi: curva dose-risposta

centindia) in una solu andalisi. In seguito dl
processo di competizione, lu frazione di
An* legutu dlle molecole di unticorpo €
inversumente proporzionule dlla quuntita
di An presente nel campione, yuindi mMisu-
rando |'uttivitd enzimuticu sulla fuse solidu
e possibile quantificare I'andlita, previa
costruzione di unu curva di cdlibruzione,
deftu curva dose-rispostu, avente |u
forma di unu sigmoide (Figura 1).

re, clinico o umbientale;

b) metodi immunhometrici in formato piustre
microfiter (yeneralmente u 96 pozzetti), nei
qudli I'andlita viene yuuntificato prevalen-
temente mediunte sistemi di riveluzione
colorimetrici, o fluorescenti, o CL. Tuli meto-
di possono essere utilizzati in laborutorio in
modulitd yuusi esclusivumente manudle (in
yuesto cuso richiedono uhu strumentauzio-
ne relutivamente semplice e poco costosy,

FFF-CL: Applications in Bioanalysis
FFF-based immunoassays offer various advantages with respect to the conventional systems on microtiter plate format: the kinetics of the
immunological reaction that involves micrometer-sized beads is much faster, and cumbersome washing steps are not required to separate
free and bound tracer, which can be respectively quantified by the void-peak and retained-peak areas. Moreover they are suited to

simultaneous, multi-analyte detection, an interesting target to hit.
In this work, we present a feasibility study on FFF-CL-based immunoassays, and the preliminary results thereby obtained.
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sopruttutto se si utilizza |u riveluzione colori-
metricu) o automutizzata; sono disponibili
kit commercidli per numerosissimi unaliti
che coprono pruticamente tutti i settori
applicdtivi della chimicu undliticy;

C) sistemi automutizzati per andlisi immuno-
metriche in ambito clinico, caratterizzati du
elevutu produttivitd. | piu diffusi sono il siste-
mu TDx (Abboftt), che utilizza metodi immu-
nometrici omoyenei busati su misure di uni-
sofropiu di fluorescenza, ed il sistemu
Elecsys (Roche), che impiegu metodi ete-
rogenei su supporto mugnetico e riveluzio-
ne mediunte CL elettrogeneruta,

ELISA multianalita: nuove
strategie

L'interesse di molti ricercutori & oyyi rivolto
verso lo sviluppo di metodi ELISA multianali-
tu, in yrudo, cioé di yuuntificure pid di unu
specie in unu singolu andlisi e su un’unicu
dliquota di campione. Unu delle possibili
strateyie prevede I'imMmobilizzazione di unti-
corpi diversi sulla medesima superficie e la
distinzione di seyhuli specifici originuti du dif-
ferenti trucciunti. Cid é stuto offenuto ud
esempio redlizzundo specidli piustre prototi-
PO in cui ogni pozzetto & suddiviso in diversi
soffo-pozzetti, nei yudli € possibile immobiliz-
zdre unticorpi per undliti diversi (4). Sono stuti
inoltre svilupputi vari sistemi di tipo microar-
ray che prevedono lu deposizione di nume-
rosi microspot, ciuscuno cohtenente un unti-
corpo specifico, su unu superficie (per
esempio i pozzetti di unu piastra Microfiter,
sistema Seaurchlight commercidlizzato du
Pierce Endogen) e la riveluzione di ciuscun
andlitu mediunte substrati CL ed undilisi
d’'immayine mMmediante cumera CCD.
Questu metodicu soffre futtavia di fenome-
ni di cross-tulk del segnule CL tru i diversi
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Figura 2 - EIA in fase microdispersa separata in flusso: strategia a) iniezione e rilassamento; b) separazione

del tracciante libero dal legato e frazionamento delle diverse popolazioni di sfere

spoft dll'interno di uno stesso pozzetto, ridu-
cendo I'uffidubilitd del duto wunulitico.
Recentemente & stuto commerciulizzuto
unh sistemu immunometrico multianalita
(LUbMAP, Luminex Corp., Austin, TX) busato
sull'uso di vauri fluorofori per ottenere popo-
lazioni di microsfere con cuaratteristiche di
fluorescenzu distinguibili, e fracciunti fluore-
scenti per yuuntificure I'andlity, Il dosugyio
immunometrico avviene sullu superficie
delle sfere. Successivumente le sfere sono
sepurute mediunte un sistemu con un prin-
cipio simile u yuello dei citometri u flusso:
durunte il pussuygyio di ciuscunu sferu dl
rivelatore, |'andlita viene identificato in
buse dlle curutteristiche di fluorescenzu
dellu sfera e quuntificato in buse dl segnu-
le fluorescente del fracciunte immobilizzuto
sullu sfera stessu (5). Questi metodi sono tut-
tavia molto costosi e richiedono strumenta-

ziohe complessu.

ELISA multianalita: la strategia
proposta

In uesto lavoro propohiamo una diversu
strateyiu per lu redlizzazione di un metodo
ELISA competitivo multiandlita, Essu preve-
de il legume di unticorpi diversi 4 huno o
micropuarticelle, distinguibili per il diumetro
differente, e lu sepuruzione delle vurie
popoluzioni mediunte unu techicu sepuru-
tiva u flusso (fruzionumento in campo di
flusso-flusso, FIFFF) cupuce di eseyguire un
frazionamento in buse dlle dimensioni. Oyni
anulitu eluito dul fruzionatore surd poi
yuuntificuto indipendentemente mediunte
la misura dell’uftivitd enzimaticu su ciuscu-
nu popoluzione di purticelle, impiegundo
la CL come metodo di riveluzione ultrusen-
sibile (Figuru 2).

La novitd dello studio, evidenziutu dui duti

preliminuri riportati, consiste nellu sepuru-
zione in flusso dellu fuse Microdispersu U cui
& leyuto I'unticorpo unti-undlita e nell’im-
piego del seynule di ureu di picco fratto-
grdfico per lu costruzione di unu curva
dose-rispostu. Rispetto di sistemi convenzio-
nuli su piustra microftiter I'uso di purticelle
come supporto favorisce la cinetica della
reduzione imMmunoloyicu, ygrazie dlla may-
giore estensione dellu superficie di interfuc-
ciu solido-soluzione. Inoltre il metodo che
infendiumo Mmettere u punto permette |l
lavaggio dell’eccesso di tracciunte durun-
te lu sepuruzione.

Tra le techiche sepurdtive di tipo liquido
cromutogrdfico il meccunismo di fruzionu-
mento in cumpo-flusso (FFF) & puarticolar-
mente udutto ud upplicuzioni in cumpo
biounulitico in yuunto purticolurmente soff.
La sepurazione si redlizza infatti in un canu-
le in ussenzu di fuse stuzionuriu per I'uzione
combinutu del flusso luminure di unu fuse
mobile bio-computibile e del cumpo ester-
no upplicato perpendicolurmente ud esso
(6). L'impieyo di unu techicu di riveluzione
come lu CL ugyiunyge yudlitd ul sistema in
termini di rivelubilitd, intervallo dinamico e
seleftivitd,

L'uccoppiumento FFF-CL & stuto recente-
mente presentato dugli autori per la quunti-
ficazione e lu riveluzione di micropurticelle
di polistirene (PS) legyute dll’enzimu perossi-
dusi di rafano (HRP), in grado di cutdlizzare
la reuzione di ossiduzione del luminolo du
purte dell’'H,O,, uno dei sistemi CL pid
comunemente impieydti (7, 8). Tule sistema
costituisce un modello per ELISA su micro-
purticelle disperse in FFF ed i risultuti ottenu-

Bibliografia

(1) C.P. Price, Principles und Pructice of Immunoussuy, 2@ Ed., D.J.  (5)

Newman (Eds.), New York, 1997.
(2) D.S. Huge, Anal.Chem., 1999, 71, 294R.

(3) P.Tijssen, Laboratory Technigues in Biochemistry and Molecular — (7)
Bioloyy: Practice und Theory of Enzime Immunoussay, Elsevier,  (8)

1985,Vol. 15.

(4) A.Rodu et dl., Clin. Chem., 2002, 48(10), 1654.
U. Prabhakar et dl., J. Immunol, Methods, 2002, 260(1-2), 207.
(6) J. Giddings et dl., FFF Hundbook, M. Shimpf Eds. Inc.,

New York, 2000.

A. Rodu et dl., Talanta, 2003, 60, 303.
A. Rodu et dl., J. Sep. Sci., 2003, 26, 1417.
(9) P. Reschiglian et dl., Ahal, Chem., 2000, 72, 5945.

La Chimica e I'industria - Dicembre ‘04

n. 10 - ANNO 86



fi sono stuti lu buse di purtenza per studiare
lu futtibilit di tali sugyi. Lo studio condotto
ha portuto u mettere u punto uno schemu
stfrumentule che prevede I'uccoppiumento
di fipo on-line con introduzione del substra-
to CL in flusso post-colonnu (FIFFF-FIA-CL).
Tale ussetto (Figura 3) ha permesso di risol-
vere in modo indipendente i problemi cor-
relati dllu fuse di frazionumento e u yuellu di
riveluzione per lu yuudle é stuto scelto un
substrato carutterizzato du elevata sensibili-
14 ed in grado di produrre un segnale stabi-
le nel tempo. Impieyundo lu techicu FIFFF
soho stute sperimentate condizioni tali du
oftenere: risoluzione u lineu di buse tru void
peuk e picco ritenuto nel frattogramma CL;
recupero dlto e riproducibile; frazionumen-
to delle sfere senzu perturbure lu stubilitc
del legume unticorpo-tracciunte.

Per sempilificure lo studio di futtibilitd in que-
stione, si &€ esuminuto il cuso di un imMu-
houssdy per un singolo andlita, il cloramfe-
nicolo (CAF), un untibiotico ad umpio spet-
fro d’azione. L'importunzu dellu determina-
zionhe in tfracce di yuesto furmuco risiede
nel futto che esso presentu, unche ulle dosi
terupeutiche, unu notevole tossicita per
I'uomo e per yuesto lu UE hu bundito il suo
impieyo neyli unimali destinati dlla produ-
zione di dlimenti per I'uomo.

Lu proceduru sperimentule udotftutu hu
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Figura 4 - Curva dose-risposta cloramfenicolo

previsto lu sintesi di “immunosfere” (IS)
oftenute legundo un unticorpo unti-CAF
a particelle di polistirene di 6 um. Le IS
soho state disperse in una soluzione con-
tfenente unu guuntitd notu di tracciunte
(CAF-HRP), poi suddivise in varie frazioni
ed uddizionute di yuuntita diverse di unu-
lita (CAF). Dopo un tempo di incubuzione
necessdrio U ruggiungere le condizioni di
equilibrio, yli stundurd cosi oftenuti sono
stati iniefttati nel sistemu FIFFF-FIA-CL.
L'ureu del picco ritenuto (Acp reyistrutu
sul frattogramma CL e riportutu in funzio-

M
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Figura 3 - FIFFF-FIA-CL: assetto strumentale
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ne del logaritmo della concentrazione di
CAF ha permesso di oftenere unu curva
dose risposta (Figura 4).

Possibili applicazioni

Lo studio proposto pone le busi ud una pos-
sibile brevettabilitd del metodo hella pro-
spettiva di redlizzare un kit commercidle
per I'undlisi in tracce mediunte ELISA su
fuse solidu microdispersu sepurata in flusso
con riveluzione CL.

Lu cupucita del fruzionutore FIFFF di sepu-
rare huho e micropuarticelle di polistirene di
var diumetri, con elevatu selettivitd ed in
tempi brevi, dimostrata in precedenti lavori
(8, 9), evidenziu il potenzidle impiego del
sistemu FIFFF-FIA-CL per |u redlizzazione di
uh suygyio immunoenzimutico mulfiunalita,
con risvolti upplicutivi di evidente interesse.
L'ussetto strumentule proposto presentu
un’elevuta flessibilitd in quunto I'iniezione in
flusso post-colonnu del substruto CL per-
mette di variare lu composizione del cock-
tail CL in corrispondenzu dell’uscitu di ciu-
scuh picco frattoygrdfico.

Poiché lu reuzione immunoloyicu su fuse
microdispersu & molto rupidy, in prospetti-
vu prevediamo di poter sviluppdare un siste-
ma automutizzato per undlisi ud dlta pro-
duttivita (high throughput screening, HTS)
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