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Ανοσομέθοδοι

Οι ανοσοπροσδιορισμοί (immunoassays) είναι οι
τεχνικές στις οποίες χρησιμοποιούνται αντισώματα, ως
εκλεκτικά αντιδραστήρια δέσμευσης των ουσιών με
αντιγονικές ιδιότητες ως προς αυτά.
Η σύνδεση αντιγόνου – αντισώματος μεταφράζεται με
διάφορες μεθόδους σε μετρήσιμο σήμα, του οποίου η
ένταση σχετίζεται με τη συγκέντρωση του αναλύτη.

Aπό τη στιγμή που μπορούν να αναπτυχθούν
αντισώματα εναντίον όλων των μορίων με ικανότητα
πρόκλησης ανοσοποίησης, οι ανοσοπροσδιορισμοί
έχουν επεκταθεί σε ένα τεράστιο αριθμό ουσιών:
στεροειδή, φάρμακα, πεπτίδια, σάκχαρα, βιταμίνες,
τμήματα ιών, ακόμη και κύτταρα.
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Πλεονεκτήματα ανοσομεθόδων

έναντι άλλων αναλυτικών τεχνικών :

- χαμηλά όρια ανίχνευσης και η μεγάλη ευαισθησία,
- η μικρή ποσότητα βιολογικού υλικού (ορός, πλάσμα,
εγκεφαλονωτιαίο υγρό,  ούρα, σίελος κτλ) που
απαιτείται,
- η υψηλή εκλεκτικότητα (εξειδικευμένη αντίδραση
αντιγόνου-αντισώματος),
- η αποφυγή απομόνωσης του αναλύτη πριν τον
προσδιορισμό (καθόλου ή ελάχιστη προκατεργασία)
- η δυνατότητα αυτοματοποίησης.
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Παρασκευή ανοσογόνων και αντισωμάτων

«Ανοσογόνο» (immunogen) καλείται ένα μεγαλομοριακό
αντιγόνο, που έχει την ικανότητα να προκαλέσει την
ανάπτυξη αντισώματος όταν εισαχθεί σε ένα οργανισμό.
Μικρομοριακά αντιγόνα (antigens, Ag), όπως η συντριπτική
πλειονότητα των φαρμάκων και των ορμονών (ΜΒ < 4000)
που είναι ικανά να αντιδράσουν με ειδικά αντισώματα, αλλά
μη ικανά να προκαλέσουν ανάπτυξη των αντισωμάτων
αυτών, παρά μόνο αν συνδεθούν με μία πρωτεΐνη – φορέα,
καλούνται «απτένια» (haptens).
Ως πρωτεΐνη – φορέας χρησιμοποιείται συνήθως η βόεια
οραλβουμίνη (Bovine Serum Albumin, BSA), η βόεια γ –
σφαιρίνη (Bovine Gamma Globulin, BGG), η αλβουμίνη του
αυγού (ovalbumin), η θυρεοσφαιρίνη και η ΚLH (Keyhole
Limpet Hemocyanin).
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Παρασκευή ανοσογόνων και αντισωμάτων

Η ενσωμάτωση των απτενίων με την πρωτεΐνη γίνεται με
βάση διάφορα πρωτόκολλα που περιλαμβάνουν
σύζευξη του απτενίου με τις αμινομάδες των
πλευρικών αλυσίδων των αμινοξέων ή το αμινοτελικό
άκρο και σπανιότερα με πλευρικές καρβοξυλομάδες της
πρωτεΐνης.

Μετά την παρασκευή του ανοσογόνου απαιτείται
σχολαστικός καθαρισμός του
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Παρασκευή ανοσογόνων και αντισωμάτων

Κατόπιν επιλέγεται το κατάλληλο ζώο στον οργανισμό του
οποίου θα εισαχθεί υποδόρια ή ενδομυικά, διάλυμα του
ανοσογόνου μαζί με κάποιες ουσίες ενισχυτικές στην
πρόκληση ανοσοποίησης (adjuvants). Τα πλέον
χρησιμοποιούμενα ζώα για αυτό τον σκοπό είναι οι
κόνικλοι, τα ποντίκια, τα πρόβατα, οι κατσίκες και οι
γάιδαροι.
Τα ζώα διαβιούν και παρακολουθούνται σύμφωνα με τις
συνθήκες που περιγράφονται από τη δεοντολογία χρήσης
των πειραματοζώων.
Ύστερα από ορισμένο χρονικό διάστημα, διεγείρονται Β -
λεμφοκύτταρα στον οργανισμό του ζώου - ξενιστή και
παράγονται αντισώματα
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Παρασκευή ανοσογόνων και αντισωμάτων

Κάθε είδος αντισώματος ανταποκρίνεται σε ένα μόνο τμήμα
του αντιγόνου (επίτοπο). Αν το αντιγόνο έχει πολλά επίτοπα, ο
οργανισμός θα συνθέσει διαφορετικά είδη αντισώματος για το
ίδιο αντιγόνο. Τα αντισώματα αυτά ονομάζονται πολυκλωνικά
και λαμβάνονται από τον ορό του ζώου – ξενιστή με κατάλληλη
κατεργασία. Μονοκλωνικά αντισώματα είναι τα αντισώματα
ενός είδους που απαντώνται σε ειδικές εφαρμογές και
παράγονται από κυτταροκαλλιέργεια των αντίστοιχων Β –
λεμφοκυττάρων (κυρίως ποντικιού).
Ο ορός που περιέχει το αντίσωμα σε μεγάλη συγκέντρωση
καλείται αντιορός και φυλάσσεται στους –20 έως -30 οC για
μεγάλο χρονικό διάστημα. Εξαιτίας της μεγάλης αραίωσης που
υφίσταται ο αντιορός, από 1 mL είναι δυνατόν να εκτελεστούν
χιλιάδες ανοσοπροσδιορισμοί.
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Ιδιότητες των αντισωμάτων

Τα αντισώματα (antibodies, Ab)
είναι εξειδικευμένες
γλυκοπρωτεΐνες με Μ.Β. μερικών
εκατοντάδων χιλιάδων Da.
Διακρίνονται σε 5 τάξεις: τις IgG,
IgM, IgA, IgE και IgD. Οι IgG (και
δευτερευόντως οι IgM) είναι αυτές
που κυρίως χρησιμοποιούνται στις
ανοσοχημικές τεχνικές και
αποτελούνται από 2 βαριές και 2
ελαφριές αλυσίδες οι οποίες
συνδέονται μεταξύ τους με
δισουλφιδικού δεσμούς,
συμβολίζονται δε με το γράμμα
“Υ”.
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Ιδιότητες των αντισωμάτων

Ένα IgG αντίσωμα, υφιστάμενο πρωτεόλυση από
κατάλληλα ένζυμα, εμφανίζει ένα θραύσμα Fc και 2
θραύσματα Fab. Τα τελευταία περιλαμβάνουν το
εξειδικευμένο τμήμα του αντισώματος και
χρησιμοποιούνται συχνά σε διάφορες ανοσομεθόδους
αντί ολοκλήρου του αντισώματος.
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Τα αντισώματα δεσμεύουν το αντιγόνο που
“ευθύνεται” για τη δημιουργία του, σχηματίζοντας
σταθερό σύμπλοκο. Ο δεσμός αντιγόνου-
αντισώματος οφείλεται σε πολύ ισχυρές μη
ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις και συγκεκριμένα σε

Ι) δυνάμεις Coulomb,
II) δεσμούς υδρογόνου,
ΙΙΙ) υδρόφοβους δεσμούς
ΙV) δυνάμεις Van der Waals.
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Η σταθερά ισορροπίας της παραπάνω αντίδρασης είναι
ιδιαίτερα μεγάλη (k1>>k-1). Στην περίπτωση που ένα ελαφρά
τροποποιημένο αντιγόνο με κάποιο φορέα αναλυτικού
σήματος (επισημασμένο αντιγόνο, Ag*) βρεθεί στην ευρύτερη
περιοχή του συμπλόκου, μπορεί να αντικαταστήσει
ανταγωνιστικά το μη επισημασμένο αντιγόνο στο σύμπλοκό του
με το ειδικό αντίσωμα, ως εξής:
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Τεχνικές ανοσοχημικών προσδιορισμών

Όσον αφορά τη μέθοδο της μέτρησης, οι ανοσοχημικές τεχνικές
διακρίνονται σε 2 μεγάλες κατηγορίες :
τις ομογενείς (homogenous) και τις ετερογενείς (heterogenous).

Ως “ομογενείς”, χαρακτηρίζονται οι προσδιορισμοί στους οποίους δεν
απαιτείται διαχωρισμός του ελεύθερου και του συνδεδεμένου
επισημασμένου αντιγόνου. Μετράται μόνο το σήμα του ελεύθερου
επισημασμένου αντιγόνου και αυτό γιατί η σύνδεση οδηγεί σε
σημαντική μείωση ή εξάλειψη του αναλυτικού σήματος.

Ως “ετερογενείς”, καλούνται οι ανοσοχημικές τεχνικές στις οποίες είναι
απαραίτητος ο διαχωρισμός του ελεύθερου από το συνδεδεμένο
αντιγόνο.
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Ομογενείς Ετερογενείς ανοσοπροσδιορισμοί
Ανταγωνιστικοί (Ι-Α, Ι-Β)

Μη Ανταγωνιστικοί (ΙΙ-Α, ΙΙ-Β) - sandwich
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Το σύστημα (στρεπτ)αβιδίνης-βιοτίνης

Το σύστημα αβιδίνης – βιοτίνης έχει βρει ευρεία εφαρμογή σε ένα
μεγάλο αριθμό ανοσομεθόδων. Η χρησιμοποίησή του δεν εξυπηρετεί
την εκλεκτικότητα του ανοσοχημικού συστήματος, αλλά τη σύνδεση
μεταξύ των διαφόρων τμημάτων. Με τη μεσολάβησή τους συχνά
παρατηρείται βελτίωση της λειτουργικότητας του προσδιορισμού, είτε
με ενίσχυση του σήματος και κατά συνέπεια της ευαισθησίας, είτε με
την απλοποίηση των διαδικασιών.

Σύστημα αβιδίνης – βιοτίνης

Αβιδίνη : βασική γλυκοπρωτεΐνη αυγού

(Μ.Β. 67.000)

4 θέσεις σύνδεσης αβιδίνης - βιοτίνηςΚα = 1015 Μ-1

Βιοτινυλίωση συστατικού του προσδιορισμού
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Ραδιοανοσοπροσδιορισμοί (RIA)

Οι ραδιοανοσοπροσδιορισμοί (Radioimmunoassays, RIA) αποτελούν
την παλιότερη ανοσοχημική μέθοδο που έχει χρησιμοποιηθεί. Οι
μέθοδοι RIA είναι ετερογενείς και ανταγωνιστικές, στις οποίες ο
ιχνηθέτης της προσδιοριζόμενης ουσίας (π.χ. φάρμακο, ορμόνη κτλ.)
παρασκευάζεται με εισαγωγή ενός ραδιοϊσοτόπου όπως 3Η, 14C, 131I,
75Se, 125I στο μόριο της ουσίας. Μετά το διαχωρισμό του ελεύθερου
από το συνδεδεμένο ιχνηθέτη, μετράται η ραδιενέργεια σε μία από τις
2 φάσεις με μετρητές σπινθηρισμού (σωματίδια – β και γ –
ακτινοβολία).

-πολύ μεγάλη ευαισθησία.

-η επικινδυνότητα για την υγεία (γι’ αυτό και όλες οι διαδικασίες που
αφορούν την παραγωγή, τη διακίνηση και την απόρριψή τους διέπονται από
αυστηρούς κανόνες.
-κόστος χρήσης τους.
-η παρουσία ενός ραδιοϊσοτόπου αποτελεί παράγοντα
αποσταθεροποίησης του ιχνηθέτη και άλλων συστατικών της μεθόδου, ενώ
και ο χρόνος ημιζωής τους μπορεί να είναι πολύ περιορισμένος
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Ενζυμοανοσοπροσδιορισμοί (ΕΙΑ)

Οι ενζυμοανοσοπροσδιορισμοί (Enzyme Immunoassays, EIA)
είναι οι ανοσομέθοδοι στις οποίες ως ιχνηθέτες
χρησιμοποιούνται τα προς προσδιορισμό αντιγόνα ή και τα
αντισώματά τους, στα οποία έχει συνδεθεί με ομοιοπολικό
δεσμό ένα ένζυμο.
Τα βασικά πλεονεκτήματά τους είναι τα ακόλουθα :
-Ανυπαρξία κινδύνων ραδιενέργειας
-Μεγαλύτερος δυνατός χρόνος αποθήκευσης των
ενζυμοεπισημασμένων ιχνηθετών
-Πολύ απλούστερα και φθηνότερα όργανα (π.χ. ένα απλό
φωτόμετρο).
-Δεν απαιτούνται ειδικοί χώροι, όπως στις RIA.
Οι ετερογενείς ΕΙΑ είναι ιδανικοί για ποιοτικές δοκιμασίες με
το μάτι, καθώς ανάλογα με τη συγκέντρωση του δείγματος
υπάρχει και αντίστοιχο χρώμα.
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Μειονεκτήματα :

-Τα συστατικά του πλάσματος συνήθως επηρεάζουν την
ενζυμική ενεργότητα.
-Οι ΕΙΑ με χρωμογόνο υπόστρωμα έχουν μικρότερη
ευαισθησία σε σχέση με τις RIA. Βέβαια, οι ΕΙΑ με
υπόστρωμα χημειοφωταύγειας έχουν παραπλήσια ή και
καλύτερη ευαισθησία από τις RIA.

Διακρίνονται σε :

- Ομογενείς ΕΙΑ (ΕΜΙΤ)

- Ετερογενείς ΕΙΑ (Εnzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

Κυριότερα ένζυμα : HRP, αλκαλική φωσφατάση,
β-D-γαλακτοζιδάση
με υποστρώματα

Χρωμογόνα, φθορισμού, χημειοφωταύγειας & βιοφωταύγειας
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HRP (HorseRadish Peroxidase)

• Αιμοπρωτεΐνη, που χρησιμοποιεί το Η2Ο2 ως δέκτη e-, καταλύοντας
μεγάλο αριθμό οξειδωτικών αντιδράσεων

Armoracia rusticana
Οικ. Cruciferae

• 7 είδη HRP. Δραστικότερα
τα 2 βασικά ισοένζυμα
• Μέσω των 4 ομάδων
λυσίνης συζεύγνυται με άλλα
μόρια (π.χ. στρεπταβιδίνη)
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Η HRP οξειδώνει μία μεγάλη ομάδα υποστρωμάτων που
περιλαμβάνει φαινόλες, αμινοφαινόλες,
ινδοφαινόλες, διάφορες χρωστικές, ασκορβικό οξύ,
ενώ και διάφορα αμινοξέα αντιδρούν με αυτή. Από τις
ενώσεις αυτές μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζουν εκείνα
τα μόρια που χρησιμοποιούνται σε ELISA και σε μελέτες
απεικόνισης ιστών και ανίχνευσης πρωτεϊνών με
τεχνικές κηλίδας (Western blotting).

Τα υποστρώματα της HRP με βιοχημικό – αναλυτικό
ενδιαφέρον διακρίνονται σε :
Χρωμογόνα υποστρώματα
Υποστρώματα φθορισμού
Υποστρώματα χημειοφωταύγειας
ΠΡΟΣΟΧΗ: Άλλο ανοσοπροσδιορισμοί και
άλλο χρωματομετρικοί προσδιορισμοί



21

Φωταύγεια: το φαινόμενο της εκπομπής ακτινοβολίας κατά
τη μετάβαση ενός μορίου από μία διεγερμένη στη

θεμελειώδη ενεργειακά κατάσταση

«Κρύο φως»
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Φωταύγεια (Luminescence)

1. Φωτοφωταύγει
α

UV, Vis, near-IR
Φθορισμός

Φωσφορισμός
Ακτινοβόληση

2. Καθοδοφωταύγεια (σωματίδια β)

3. Ανοδοφωταύγεια (σωματίδια α)

4. Ραδιοφωταύγεια (σωματίδια γ, ακτίνες
Χ)

Θέρμανση

1. Πυρακτοφωταύγεια
2. Θερμοφωταύγεια*
3. Πυροφωταύγεια

Δομικές
επανατακτοποιήσεις

στερεών

1. Τριβοφωταύγεια*
2. Κρυσταλλοφωταύγεια
3. Λυοφωταύγεια

Ηλεκτρικά
Φαινόμενα

1. Ηλεκτροφωταύγεια*
2. Γαλβανοφωταύγεια
3. Ηχοφωταύγεια
4. Πιεζοφωταύγεια
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Φωταύγεια (Luminescence)

Χημική Αντίδραση

-Βιοφωταύγεια
(Bioluminescence)

-Χημειοφωταύγεια
(Chemiluminescence,
CL)

Ηλεκτροχημειοφωταύγεια

Ηλεκτροδιεγερμένη χημειοφωταύγεια

Οξυφωταύγεια
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Ανοσοπροσδιορισμοί Νεφελομετρίας και Θολωσιμετρίας

Πρόκειται για ανοσοχημικές τεχνικές στις οποίες δε χρησιμοποιείται
κάποιος ιχνηθέτης, αλλά εκμεταλλευόμαστε το γεγονός ότι τα
σύμπλοκα των αντιγόνων με τα αντισώματά τους είναι δυσδιάλυτα
συσσωματώματα, τα οποία αφού δημιουργηθούν καθιζάνουν ως
ανοσοϊζήματα. Ο σχηματισμός των συσσωματωμάτων αυτών, στο
αρχικό στάδιο, παρακολουθείται νεφελομετρικώς και θολοσιμετρικώς.
Και οι δύο τεχνικές βασίζονται στο φαινόμενο σκέδασης του φωτός,
κατά το οποίο το φως αλληλεπιδρά με τα σωματίδια που βρίσκονται
σε ένα διάλυμα, ανάλογα με το μήκος κύματος της ακτινοβολίας και το
μέγεθος των σωματιδίων. Η νεφελομετρία αναφέρεται στην
ανίχνευση του σκεδαζόμενου φωτός υπό γωνία σε σχέση με τη
διεύθυνση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Η θολωσιμετρία
μετράει τη θολερότητα ενός διαλύματος, με ανίχνευση της
προσπίπτουσας ακτινοβολίας στην ίδια διεύθυνση. Η χρήση των 2
αυτών τεχνικών εμφανίζει τα πλεονεκτήματα της υψηλής
αυτοματοποίησης, του μικρού χρόνου ανάλυσης, της απλότητας και
της υψηλής ευαισθησίας.
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Λιποσωμιακές ανοσομέθοδοι (LIA)

Τα τελευταία χρόνια ένας νέος τύπος ανοσοχημικών τεχνικών έχει
αναπτυχθεί, βασιζόμενος στην εισαγωγή των λιποσωμάτων, ως
φορέων του σήματος. Τα λιποσώματα είναι υπερμοριακές δομές που
έχουν σφαιρική συνήθως μορφολογία και αποτελούνται από μια
λιπιδική διπλοστοιβάδα εξωτερικά, ενώ στο εσωτερικό τους
περικλείουν μια υδρόφιλη κοιλότητα. Κατά την παρασκευή των
λιποσωμάτων μπορούν να εγκλεισθούν λιπόφιλα μόρια στην
εξωτερική λιπιδική μεμβράνη και υδρόφιλα μόρια στην
εσωτερική υδατική κοιλότητα. Με την ίδια φιλοσοφία, μπορεί να
επιτευχθεί και ο εγκλωβισμός των διαφόρων σημαντών στα
λιποσώματα και αυτός ο λιποσωμιακός σημαντής να συνδέεται με το
αντιγόνο ή το αντίσωμα.
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Ανάπτυξη νέας ενζυμοανοσομεθόδου με χρωμογόνο υπόστρωμα

 Εύρεση βέλτιστων αραιώσεων των διαφόρων συστατικών και συνθηκών
του προσδιορισμού με λήψη mini καμπυλών αναφοράς 6 προτύπων

ΤΜΒ
χρώμα

ΤΜΒ

χρώμα

Αb   (1 : 2000) όλη νύχτα
100 μL / βοθρίο, 4 oC

 1 % ΒSA / PBS

200 μL / βοθρίο, 1 h RT

 50 μL / βοθρίο πρότυπο
50 μL / βοθρίο βιοτινιλ. (1:700)

1 h RT 0,1 % BSA/PBS, tween
20 0,05 %

 Στρεπταβιδίνη – HRP (1 : 1000)
100 μL / βοθρίο, 30 min RT,

assay buffer

 TMB 30 min RT

100 μL / βοθρίο
 2M  H2SO4, 450 nm

6πλές εκπλύσεις με PBS-

tween 20 0,05 % (v/v)
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Διασταυρούμενη δραστικότητα (Cross Reactivity)

Χρησιμοποιείται για τον χαρακτηρισμό της εκλεκτικότητας της
μεθόδου ως προς την προσδιοριζόμενη ουσία. Για το λόγο αυτό
η μέθοδος εξετάστηκε για την εκλεκτικότητά της ως προς
δομικά ανάλογα μόρια του αναλύτη (π.χ. Στεροειδή)
εφαρμόζοντας συνεχώς αυξανόμενες δόσεις των μορίων και
μετρώντας την απορρόφηση. Η διασταυρούμενη δραστικότητα
προσδιορίστηκε με τη μέθοδο της 50% εκτόπισης, δηλαδή της
συγκέντρωσης που προκαλεί 50% ελάττωση του σήματος του
μηδενικού προτύπου. Ο προσδιορισμός αυτής της
συγκέντρωσης έγινε με το μοντέλο των 4 παραμέτρων.


