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Κεφ. 23B

Ανοσοχηµικές Τεχνικές

Τεχνικές Ανοσοχηµικών Προσδιορισµών µε βάση τη
µέθοδο µέτρησης ελεύθερου ή συνδεδεµένου ιχνηθέτη και

επιλογή επισηµαντή

Νεφελοµετρικός
προσδιορισµός συµπλόκου
αντιγόνου - αντισώµατος

----------NIA4. Νεφελοανοσο-
προσδιορισµός
Nephelometric
Immunoassay

Φθορισµοµετρία (οµογενής
και ετερογενής)

Φθορίζουσα
ουσία

FIA3. Φθορισµοανοσο-
προσδιορισµός
Fluorescence –
Immunoassay

Παρουσία υποστρώµατος µε
κλασικές αναλυτικές
µεθόδους (οµογενής και
ετερογενής)

ΈνζυµοEIA2. Ένζυµοανοσο-
προσδιορισµός
Enzyme –
Immunoassay

Μέτρηση ακτινοβολίας
(ετερογενής)

ΡαδιοϊσότοπαRIA1. Ραδιοανοσο-
προσδιορισµός
(Radioimmunoassay

Μέθοδος µέτρησηςΕπισηµαντήςΣυµβολισµόςΟνοµασία
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Ραδιοανοσοπροσδιορισµοί
Radioimmunoassays RIA (1)

• Παλαιότερη ανοσοχηµική τεχνική
• Τάση να αντικατασταθεί, αλλά βρίσκει
ακόµη ευρεία εφαρµογή

• Ιχνηθέτης προσδιοριζόµενης ουσίας
(φάρµακο, ορµόνη, βιταµίνη, κλπ) 
παρασκευάζεται µε εισαγωγή ενός
ραδιοϊσοτόπου στο µόριο της ουσίας

3Η , 14C , 131I , 75Se , 125I
• Μόνο ετερογενής τεχνική
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Ραδιοανοσοπροσδιορισµοί
Radioimmunoassays RIA (2)

• Μετά την αποκατάσταση ισορροπίας, το
συνδεδεµένο επισηµασµένο αντιγόνο
διαχωρίζεται από το ελεύθερο
επισηµασµένο αντιγόνο

• Μετρείται η ραδιενέργεια σε µια από τις
δύο φάσεις µε µετρητή σπινθηρισµού
(scintillation counter)

Πορεία RIA
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RIA

Gamma Counter
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RIA

Χαρακτηριστικά RIA

• Μεγάλη ευαισθησία, µε όρια ανίχνευσης 10-8 –
10-10 Μ

• Μειονεκτήµατα:
– Χειρισµός ραδιενεργών ιχνηθετών είναι επικίνδυνος
για την υγεία

– Παρασκευή, φύλαξη και διάθεση ιχνηθετών διέπεται
από αυστηρούς κανονισµούς

– Απαιτείται ειδικευµένο προσωπικό και ειδικά όργανα
– Περιορισµένος χρόνος ζωής αντιδραστηρίων
– Ετερογενής (απαιτείται διαχωρισµός φάσεων)
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RIA-Καµπύλη αναφοράς

Τυπικά παραδείγµατα RIA

• Σηµαντικός αριθµός φαρµάκων και αρκετές
ορµόνες προσδιορίζονται σε βιολογικά δείγµατα
µε µεγάλη ευαισθησία
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Ανοσοραδιοµετρικός προσδιορισµός
ImmunoRadioMetric Assay (IRMA)

• Μη ανταγωνιστική τεχνική δύο θέσεων (µέθοδος
sandwich)

• Εφαρµόζεται για προσδιορισµό µεγάλων αντιγόνων µε
δύο τουλάχιστον αντιγονικές θέσεις

• Αντίσωµα Α ακινητοποιηµένο σε στερεή φάση
(σφαιρίδια) συνδέεται µε τη µια θέση του αντιγόνου

• Στη συνέχεια προστίθεται αντίσωµα Β
ραδιοεπισηµασµένο, και συνδέεται µε τη δεύτερη θέση
του αντιγόνου

• Τελικό προϊόν AbB – Ag – AbA -στερεή φάση
φυγοκεντρείται και µετρείται η ραδιενέργειά του

• Το αντιγόνο µετατρέπεται ποσοτικά στο σύµπλοκο και η
ραδιενέργεια ανάλογη της ποσότητας του αντιγόνου

Αρχή ανοσοραδιοµετρικού προσδιορισµού (IRMA) 
τύπου sandwich

(Σ.Φ: µαγνητικά σφαιρίδια για διαχωρισµό µε τη
βοήθεια µαγνητικού πεδίου)
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Ενζυµοανοπροσδιορισµοί
(Enzyme ImmunoAssays, EIA) (1)

• Ως ιχνηθέτες χρησιµοποιούνται τα προς
προσδιορισµό
– Αντιγόνα
– Απτένια
– Αντισώµατά τους

• Στα οποία έχει συνδεθεί µε χηµικό δεσµό ένα
ένζυµο

• Αναλυτικό σήµα είναι η ενζυµική ενεργότητα
– Συνήθως δεν επηρεάζεται κατά την παρασκευή του
ιχνηθέτη

– Κατά την ανοσοχηµική αντίδραση, παρατηρείται, είτε
αναστολή, είτε διατήρηση της ενζυµικής ενεργότητας

Ενζυµοανοπροσδιορισµοί
(Enzyme ImmunoAssays, EIA) (2)

• Eίδη ΕΙΑ
– Οµογενείς

• Αναστολή ενζυµικής ενεργότητας κατά την
ανοσοχηµική αντίδραση

– Ετερογενείς
• ∆ιατήρηση ενζυµικής ενεργότητας κατά την
ανοσοχηµική ανρίδραση
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Πλεονεκτήµατα ΕΙΑ έναντι RIA (1)

• Μη ύπαρξη κινδύνων ραδιενέργειας κατά
την παρασκευή, φύλαξη και χρήση
ιχνηθετών, και την απόρριψή τους

• Μεγαλύτερος δυνατός χρόνος
αποθήκευσης ενζυµοεπισηµασµένων
ιχνηθετών
– π.χ. 1 έτος ή περισσότερο
έναντι των ραδιοεπισηµασµένων
– ολίγες ηµέρες

Πλεονεκτήµατα ΕΙΑ έναντι RIA (2)

• ∆υνατότητα χρησιµοποιήσεως πολύ απλών και
φθηνών οργάνων µετρήσεως αναλυτικού
σήµατος
– Η ενζυµική ενεργότητα παρακολουθείται µε ένα απλό
φωτόµετρο ή φθορισµόµετρο ή χηµειοφωταγειόµετρο

• Οµογενείς ΕΙΑ ολοκληρώνονται σε λίγα min και
αυτοµατοποιούνται εύκολα

• Ετερογενείς ΕΙΑ ιδανικοί για ποιοτικές
δοκιµασίες µε το µάτι
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Μειονεκτήµατα ΕΙΑ έναντι RIA
• Τα συστατικά πλάσµατος είναι δυνατόν να
επηρεάσουν την ενζυµική ενεργότητα

• Μέτρηση ενζυµικής ενεργότητας δυνατόν να
είναι περισσότερο πολύπλοκη απ’ ό,τι η µέτρηση
ραδιενέργειας

• Αντιδράσεις µε ενζυµοεπισηµασµένους
ιχνηθέτες επιδέχονται ολιγότερο έλεγχο

• Οµογενείς ΕΙΑ (οι πλέον επιθυµητοί), έχουν
περιορισµένη ευαισθησία, σε σχέση µε RIA και
ετερογενείς ΕΙΑ

Ένζυµα ως αποτελεσµατικοί
επισηµαντές (labels)

• Πολύ δραστικοί ιχνηθέτες
• Ένα µόριο ενζύµου συνήθως µετατρέπει

103 – 104 µόρια υποστρώµατος σε προϊόν
ανά min
– Μερικές φορές και µέχρι 106 – 107 µόρια
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Ιδιότητες ενός ιδανικού ενζύµου –
επισηµαντή (1)

• Υψηλή ενζυµική ενεργότητα σε χαµηλές
συγκεντρώσεις υποστρώµατος
– µικρή σταθερά Michaelis Km

σε pH στο οποίο δεν παρεµποδίζεται η σύνδεση
αντιγόνου – υποστρώµατος

• Σταθερότητα ενζύµου στην τιµή pH, που ευνοεί
τη σύνδεση αντιγόνου – αντισώµατος (συνήθως
ουδέτερο pH), και ενεργό στο pH αυτό, 
ειδικότερα για οµογενείς ΕΙΑ

Ιδιότητες ενός ιδανικού ενζύµου –
επισηµαντή (2)

• Αναλυτική µέθοδος µέτρησης ενζυµικής
ενεργότητας φθηνή, ακριβής και
ευαίσθητη, και κατά προτίµηση
φασµατοφωτοµετρική

• Παρουσία δραστικών οµάδων, δια µέσου
των οποίων να είναι δυνατή η οµοιοπολική
σύνδεση µε το αντιγόνο, αντίσωµα ή
απτένιο, µε ελάχιστη απώλεια ενζυµικής
ενεργότητας ή ανοσοδραστικότητας
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Ιδιότητες ενός ιδανικού ενζύµου –
επισηµαντή (3)

• Σταθερότητα ενζυµοεπισηµασµένων προϊόντων
συνδέσεως (ενζυµικοί ιχνηθέτες) σε συνήθεις
συνθήκες φυλάξεως και χρήσεως

• ∆ιαθεσιµότητα διαλυτού ενζύµου υψηλής
καθαρότητας σε χαµηλό κόστος

• Απουσία κινδύνων για την υγεία από το ένζυµο, 
υποστρώµατα και συνένζυµα

• Απουσία ενζυµικής ενεργότητας και παραγόντων
που επιδρούν σε αυτή, από το αναλυόµενο
δείγµα (ιδιαίτερα για τους οµογενείς ΕΙΑ)

Λοιπές απαιτήσεις ΕΙΑ

• Ανάγκη για ένα απλό
φασµατοφωτοµετρικό προσδιορισµό
ενζυµικής ενεργότητας ιδιαίτερα επιτακτική
για ποιοτικές δοκιµασίες και εργαστήρια
ρουτίνας

• Ενζυµικές αντιδράσεις να οδηγούν στην
παραγωγή προϊόντος µε όσο το δυνατόν
µεγαλύτερη µοριακή απορροφητικότητα
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Συνηθέστερα χρησιµοποιούµενα
ένζυµα (1)

• Για οµογενείς ΕΙΑ
– ακετυλοχολινεστεράση
– β-γαλακτοσιδάση
– γλυκοζο-6-φωσφορική δεϋδρογενάση
– λυσοζύµη
– µηλεϊκή δεϋδρογενάση

Συνηθέστερα χρησιµοποιούµενα
ένζυµα (2)

• Για ετερογενείς ΕΙΑ
– ακετυλοχολινεστεράση
– αδενοσινο-απαµινάση
– β-γαλακτοσιδάση
– αλκαλική φωσφατάση
– γλυκοζοξειδάση
– καταλάση
– ουρεάση
– υπεροξειδάση
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Συνηθέστερα χρησιµοποιούµενα ένζυµα (3)

Σύνδεση ενζύµων µε αντισώµατα
(πρωτεϊνες) ή απτένια

• Χρησιµοποιούνται διάφορες αντιδράσεις
συνδέσεως µέσω δραστικών τους οµάδων
– καρβοξυλίων, αµινο-, θειολο-, και φαινολο-
οµάδων

• Μετά την αντίδραση συνδέσεως ακολουθεί
στάδιο αποµάκρυνσης ελεύθερων µορίων
των πρωτεϊνών και των αντιδραστηρίων
µε τη βοήθεια χρωµατογραφίας
συγγενείας ή µοριακών κοσκίνων
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Αντιδράσεις συνδέσεως ενζύµων µε αντισώµατα (πρωτεϊνες) (Α)

Αντιδράσεις συνδέσεως ενζύµων µε αντισώµατα (πρωτεϊνες) (Β)
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Τεχνικές ΕΙΑ

• Ανταγωνιστικές
– Ανταγωνισµός µεταξύ ιχνηθέτη και
προσδιοριζόµενου στην αντιγονική αντίδραση

• Κορεσµού (ανοσοµετρικές)
– Το προσδιοριζόµενο µετατρέπεται ποσοτικά
σε µετρούµενο προϊόν

Οµογενείς ΕΙΑ
Enzyme Multiplied Immunoassay Technique 

(EMIT) (1)
• Περισσότερο χρησιµοποιούµενη τεχνική οµογενούς ΕΙΑ
• Εµπορική αξιοποίηση από εταιρεία Syva, κυρίως για
προσδιορισµό φαρµάκων σε ορό

• Το προσδιοριζόµενο αντιγόνο (απτένιο) Ag συνδέεται µε
ένα ένζυµο Ε και σχηµατίζει τον ιχνηθέτη AgE, χωρίς
σηµαντική αλλοίωση της ενεργότητας του Ε προς το
υπόστρωµα S

• Όταν ο ιχνηθέτης AgE ενωθεί µε το αντίσωµα Ab
σχηµατίζεται το ανενεργό σύµπλοκο AgE.Ab, στο οποίο
η ενζυµική ενεργότητα ελαττώνεται
– Το αντίσωµα παρεµποδίζει τη σύνδεση του υποστρώµατος µε το
ενεργό κέντρο του ενζύµου
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Οµογενείς ΕΙΑ
Enzyme Multiplied Immunoassay Technique 

(EMIT) (2)
• Εάν υπάρχει ελεύθερο αντιγόνο Ag (φάρµακο) 
στο δείγµα, αυτό αντικαθιστά ανταγωνιστικά τον
ιχνηθέτη AgE στο ανενεργό σύµπλοκο AgE.Ab

AgE.Ab + Ag ↔ AgE + Ag.Ab
(ανενεργό) (ενεργό)

• Τελικά πραγµατοποείται η αντίδραση
AgE

S              προϊόν
• Η ενεργότητα του ενζύµου ανάλογη της
συκεντρώσεως αντιγόνου στο δείγµα

Αρχή µεθόδου οµογενούς
ενζυµοανοσοπροσδιορισµού (ΕΜΙΤ)
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Χαρακτηριστικά παραδείγµατα
ενζυµικών συστηµάτων ΕΜΙΤ (1)

• Λυσοζύµη
– Υπόστρωµα φυσικό πολυσακχαρίτη
βακτηρίου και µέτρηση της θολερότητας
εναιωρήµατος βακτηρίου

– Η σύνδεση ιχνηθέτη µε το αντίσωµα
αναστέλλει µέχρι 98% την ενζυµική
ενεργότητα

– Χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό
φαρµάκων εξάρτησης (π.χ. αµφεταµίνη)

Χαρακτηριστικά παραδείγµατα
ενζυµικών συστηµάτων ΕΜΙΤ (2)

• Ένζυµα γλυκοζο-6-φωσφορική
δεϋδρογενάση και µηλεϊκή δεϋδρογενάση
– Η ενζυµική ενεργότητα µειώνεται µέχρι 80% 
κατά τη σύνδεση των ιχνηθετών µε τα
αντισώµατα των απτενίων

– Χρησιµοποιούνται για τον προσδιορισµό
θεραπευτικών επιπέδων φαρµάκων και
ναρκωτικών (π.χ. φαινυτοϊνης, µορφίνης) 
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Κύριο πλεονέκτηµα ΕΙΑ

• Εύκολη αυτοµατοποίηση
– Συνεπάγεται γρήγορη λήψη αποτελεσµάτων

• Τα συσκευασµένα αντιδραστήρια (kit)
µπορούν να χρησιµοποιηθούν µε
– Φυγοκεντρικούς αναλυτές
– Συστήµατα συνεχούς ροής
– Αυτοµατοποιηµένα συστήµατα κινητικών
αναλύσεων

Ετερογενείς ΕΙΑ
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

• Κυριότερος εκπρόσωπος η τεχνική ELISA σε
διάφορες παραλλαγές

• Η ενεργότητα του ενζυµικού ιχνηθέτη διατηρείται
και µετά τη σύνδεση ιχνηθέτη µε αντίσωµα
(ετερογενής προσδιορισµός, διαφορά από
τεχνική ΕΜΙΤ)

• Βασικό χαρακτηριστικό η χρήση της
προσρόφησης (sorption) σε τοιχώµατα
πλαστικών σωλήνων και σφαιριδίων κατά το
διαχωρισµό των φάσεων

• Εφαρµόζεται για τον προσδιορισµό αντιγόνων
(απτενίων) και αντισωµάτων
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Αρχή Χηµειοφωταυγειο-ενζυµο
ανοσοπροσδιορισµού (ELISA) για Τ4
Χρήση ενζύµου υπεροξειδάσης (HRP)

Προσδιορισµός Ιών µε ELISA
• Ιοί προσροφηµένοι σε
επιφάνεια συνδέονται
ανταγωνιστικά (µε τους
ιούς του δείγµατος) µε
ενζυµοεπισηµασµένο
αντίσωµα

• Προσθήκη
υποστρώµατος παρέχει
χρωµατική αλλαγή προς
ανίχνευση
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Τυπικές εφαρµογές ΕΙΑ προσδιορισµού φαρµάκων

UVΟξαλοξεικό οξύ
+ NADH

Μηλεϊκή
δεϋδρογενάση

4. Μορφίνη

VisΧρωµογόνο + 
H2O2

Υπεροξειδάση3. ∆ιγοξίνη

UVG-6-P, NAD+G-6-P-
δεϋδρογενάση

2. Φαινυτοϊνη

UVΒλενοπολυσακ-
χαρίτης

Λυσοζύµη1. Αµφεταµίνη

ΜέτρησηΥπόστρωµαΈνζυµο –
επισήµανση

Ουσία

Αρχή ανοσοµετρικού ELISA τύπου sandwich
Το προς προσδιορισµό αντιγόνο (κυανή σφαίρα)

συνδέεται µε το προσροφηµένο αντίσωµα Α (στάδιο 2). 
Προστίθεται αντίσωµα Β (στάδιο 3), οπότε δηµιουργείται
sandwich. Στη συνέχεια προστίθεται επισηµασµένο αντι-
αντίσωµα Β (στάδιο 4) και µε προσθήκη υποστρώµατος

(στάδιο 5) παράγεται χρώµα προς ανίχνευση
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Φθορισµοανοσοπροσδιορισµοί
Fluorescence ImmunoAssays, FIA

(1)
• Τεχνική µε αρκετές παραλλαγές
• Χρησιµοποιούνται ως επισηµαντές στο προσδιοριζόµενο
αντιγόνο, και σε ορισµένες περιπτώσεις και στο
αντίσωµα, φθορίζουσες ουσίες, που η εκποµπή
φθορισµού τους επηρεάζεται από τη σύνδεση αντιγόνου
– αντισώµατος

• Επισηµαντές στους FIA:
– Φλουορεσκεϊνη
– Τετραµεθυλοροδαµίνη
– Ουµπελιφερόνη
– Ισολουµινόλη
– Παράγωγα νικοτιναµιδίου

Φθορισµοανοσοπροσδιορισµοί
Fluorescence ImmunoAssays, FIA

(2)
• Οµογενείς FIA

– Η εκποµπή φθορισµού αναστέλλεται σε
σηµαντικό ποσοστό από την αντίδραση
αντιγόνου – αντισώµατος

• Ετερογενείς FIA
– Το αναλυτικό σήµα δεν επηρεάζεται από τη
σύνδεση αντιγόνου – αντισώµατος

– Μέθοδοι διαχωρισµού φάσεων όπως RIA
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Μηχανισµοί φθορισµού επηρεαζόµενοι από
ανοσοχηµική αντίδραση µε αναλυτικές εφαρµογές

• Μεταφορά διέγερσης (ενέργειας φθορισµού), 
Fluorescence Excitation Transfer Immunoassays 
(FETI)

• Πόλωση ακτινοβολίας φθορισµού, Fluorescence 
Polarization ImmunoAssay (FPIA)

• Παραγωγή φθορισµού µε ενζυµατική δράση, 
Enzyme Fluorescence ImmunoAssay (EPIA)

• Ενίσχυση ή απόσβεση φθορισµού

Τεχνικές FIA
Fluorescence Energy Transfer Immunoassay (FETI) (1)

• Χρησιµοποιούνται δύο επισηµαντές
– Το επισηµασµένο αντιγόνο παρασκευάζεται µε
σύνδεση του µορίου προσδιοριζόµενης ουσίας µε µια
φθορίζουσα ουσία – δότη φθορισµού (π.χ. 
φλουορεσκείνη)

– Το αντίσωµα της προσδιοριζόµενης ουσίας
επισηµαίνεται µε µια δεύτερη ουσία – δέκτη
φθορισµού (π.χ. ροδαµίνη)

– Το φάσµα εκποµπής φθορισµού φλουορεσκεϊνης
συµπίπτει µε φάσµα απορροφήσεως (διέγερσης) της
ροδαµίνης
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Τεχνικές FIA
Fluorescence Energy Transfer Immunoassay (FETI) (2)

• Κατά την αντίδραση συνδέσεως αντιγόνου –
αντισώµατος, τα δύο επισηµασµένα µόρια θα
βρεθούν πολύ κοντά
– Μεταφορά ενέργειας φθορισµού από το δότη στο
δέκτη (απόσβεση φθορισµού)

• Εάν στο µείγµα προστεθεί το δείγµα που
περιέχει το προσδιοριζόµενο, λόγω
ανταγωνισµού, θα ελευθερωθεί ανάλογη
ποσότητα επισηµασµένου αντιγόνου
– Το ελεύθερο επισηµασµένο αντιγόνο φθορίζει

Αρχή FETI
F: φθορίζουσα ουσία (δότης), Q: 

φθορίζουσα ουσία (δέκτης, αποσβέστης)
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Τεχνικές FIA
Fluorescence Energy Transfer Immunoassay (FETI) (3)

• Η µετρούµενη ένταση φθορισµού είναι ανάλογη
της συγκέντρωσης της προσδιοριζόµενης ουσίας

• Απουσία αναλύτη, ο φθορισµός της
φλουορεσκείνης είναι ελάχιστος
– Η τεχνική FETI είναι οµογενής

• Χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό
φαρµάκων και ορµονών σε ορό

• Αυτοµατοποιήθηκε από εταιρεία Syva, µε το
όργανο Advance

Τεχνική FPIA (1)

• Ανταγωνιστική και οµογενής
• Ιχνηθέτης: αντιγόνο επισηµασµένο µε
φθορίζουσα ουσία (φλουορεσκεϊνη)

• Σύµπλοκο ιχνηθέτη – αντισώµατος
µεγάλου µεγέθους
– Μικρή ταχύτητα περιστροφής

• Ελεύθερος ιχνηθέτης µικρού µεγέθους
– Μεγάλη ταχύτητα περιστροφής
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Τεχνική FPIA (2)
• ∆ιέγερση µείγµατος µε πολωµένη ακτινοβολία σε
ένα ειδικό φθορισµόµετρο µε
– Ο δεσµευµένος ιχνηθέτης εκπέµπει ακτινοβολία
φθορισµού πολωµένη (λόγω ακαµψίας)

– Ο ελεύθερος ιχνηθέτης εκπέµπει µη πολωµένη
ακτινοβολία φθορισµού (λόγω περιστροφής)

• Ένταση πολωµένου φθορισµού αντιστρόφως
ανάλογη συγκέντρωσης απτενίου

• Εµπορική διάθεση από εταιρεία Abbot (αναλυτής
TDx) για προσδιορισµό φαρµάκων σε βιολογικά
υγρά.

Αρχή FPIA



29

Αρχή FPIA

Αρχή FPIA
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Αρχή FPIA

Τεχνική EFIA
• Οµογενής τεχνική
• Ιχνηθέτης: αντιγόνο επισηµασµένο µε µη
φθορίζον παράγωγο φθορίζουσας ουσίας (π.χ. 
γαλακτοζυλο – ουµπελιφερόνη)

• Το ένζυµο β-γαλακτοσιδάση ελευθερώνει τη
φθορίζουσα ουσία στον ελεύθερο ιχνηθέτη, όχι
όµως στο συνδεδεµένο (λόγω στερεοχηµικής
παρεµπόδισης)

• Ένταση φθορισµού ανάλογη συγκέντρωσης
αντιγόνου / απτενίου στο δείγµα
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Αρχή EFIA

EFIA
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Νέες τεχνικές FIA

• Χρήση ιχνηθετών χηµειοφωταύγειας
(παραγωγή φθορισµού από χηµική
αντίδραση)
– Με αυξηµένη ευαισθησία)

• Τεχνική χρονικά διαχωριζόµενου
φθορισµού (time – resolved fluorescence)
– Χρησιµοποιούνται σύµπλοκα Eu τα οποία
εκπέµπουν φθορισµό µακράς διάρκειας όταν
διεγείρονται µε παλµική ακτινοβολία

Οµογενής τεχνική FIA χρονικά
διαχωριζόµενου φθορισµού
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Πλεονεκτήµατα FIA - Εφαρµογές

• Οι προσδιορισµοί FIA έχουν υψηλή ευαισθησία
(χαµηλά όρια ανίχνευσης)

• Παραδείγµατα εφαρµογών (µε όρια ανίχνευσης)
– Αντιβιοτικό γενταµυκίνη (2 µg/ml)
– Ορµόνη ινσουλίνη (10-8 mol)
– Πρωτεϊνη αντιθρυψίνη (0,1 µονάδα / ml)
– Ορµόνη θυροξίνη (10-9 Μ)
– Ναρκωτικά αλκαλοειδή κωδεϊνη (10-9 Μ) και µορφίνη

(10-10 Μ)
– Βιταµίνη βιοτίνη (10-11 Μ)

Σύνδεση φθορισµοεπισηµασµένου Ab µε το
αντιγόνο ιστού (αριστερά) και FIA sandwich 
Ag-AbA-anti-AbA µε φθορισµοεπισηµασµένο

anti-AbA (δεξιά)
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Νεφελοανοσοπροσδιορισµοί
Nephelometric ImmunoAssays, NIA (1)
• Η τεχνική NIA δεν χρησιµοποιεί ιχνηθέτη
• Εκµεταλεύεται το γεγονός ότι τα σύµπλοκα

µεγαλοµοριακών αντιγόνων (πρωτεϊνες) µε τα
αντισώµατά τους είναι δυσδιάλυτα
συσσωµατώµατα, που µετά τη δηµιουργία τους
καθιζάνουν ως ανοσοϊζήµατα

• Το αρχικό στάδιο σχηµατισµού
συσσωµατωµάτων παρακολουθείται
νεφελοµετρικά
– Μέτρηση ισχύος σκεδαζόµενης ή ανακλώµενης
ακτινοβολίας µε ανιχνευτή ευρισκόµενο κάθετα προς
προσπίπτουσα αντινοβολία (340 nm)

Νεφελοανοσοπροσδιορισµοί
Nephelometric ImmunoAssays, NIA (2)
• Αναλυτικό σήµα είναι η παρακολούθηση
σχηµατισµού των «κέντρων σκέδασης», που
είναι ανάλογο της συγκέντρωσης του
προσδιοριζόµενου αντιγόνου

• Εφαρµόζεται για τον προσδιορισµό πρωτεϊνών
για τις οποίες υπάρχουν διαθέσιµα αντισώµατα
– Π.χ. Προσδιορισµός αλβουµίνης σε ορό και ούρα

• Χαρακτηρίζεται από πολύ καλή εκλεκτικότητα
• Απαιτεί απλά και φθηνά όργανα (νεφελόµετρα)
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Αρχή ΝΙΑ

Νεφελοµετρικοί ανοσοπροσδιορισµοί αναστολής
Nephelometric Inhibition ImmunoAssays, NIIA (1)

• Οι ΝΙΙΑ αναπτύχθηκαν για να
αξιοποιηθούν τα πλεονεκτήµατα της
τεχνικής και στον προσδιορισµό ενώσεων
µικρού µοριακού βάρους (απτενίων) (ΜΒ
< 4000)
– Σχηµατίζουν διαλυτά σύµπλοκα µε το
αντίσωµά τους
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Νεφελοµετρικοί ανοσοπροσδιορισµοί αναστολής
Nephelometric Inhibition ImmunoAssays, NIIA (2)

• Αρχή τεχνικής ΝΙΙΑ
– Για κάθε προσδιοριζόµενο απτένιο
παρασκευάζεται:

• Ένα µεγαλοµοριακό σύµπλεγµα ενός απτενίου µε
µια πρωτεϊνη φορέα (όπως αυτό που
χρησιµοποιείται για την ανάπτυξη αντισωµάτων
απτενίων)

• ή Ένα πολυαπτενικό σύµπλεγµα
– Το σύµπλεγµα αυτό είναι ικανό να σχηµατίζει
ανοσοϊζηµα µε το αντίσωµα του απτενίου

Νεφελοµετρικοί ανοσοπροσδιορισµοί αναστολής
Nephelometric Inhibition ImmunoAssays, NIIA (3)

• Αρχή τεχνικής ΝΙΙΑ
– Στο δείγµα που περιέχει το προς
προσδιορισµό απτένιο προστίθεται ποσότητα
αντισώµατος και ακολούθως το
µεγαλοµοριακό σύµπλεγµα του απτενίου

– Το απτένιο δεσµεύοντας το αντίσωµα
αναστέλλει το σχηµατισµό συσσωµατώµατος
του αντισώµατος µε το µεγαλοµοριακό
σύµπλεγµα και µειώνει την ισχύ της
ακτινοβολίας που µετρείται µε το νεφελόµετρο
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Νεφελοµετρικοί ανοσοπροσδιορισµοί αναστολής
Nephelometric Inhibition ImmunoAssays, NIIA (4)

• Η τεχνική ΝΙΙΑ αυτοµατοποιήθηκε από εταιρεία Beckman 
µε το όργανο ICS (Immunochemistry System)
– Εκτός από στοιχειοµετρικές µετρήσεις (έχει περατωθεί η
αντίδραση)

– Εκτελεί και κινητικές νεφελοµετρικές µετρήσεις
• Οι προσδιορισµοί φαρµάκων (π.χ. φαινυτοϊνης, 
φαινοβαρβιτάλης, θεοφυλλίνης)
– Έχουν τα πλεονεκτήµατα των οµογενών προσδιορισµών

(αυξηµένη ακρίβεια και επαναληψιµότητα, απλότητα και
αυτοµατισµό)

– Τα αντιδραστήρια έχουν πολύ µακρά διάρκεια ζωής
• Περιορισµός η σχετικά µικρή ευασισθησία (περιοχή 0,1 –

1 µmol/L) και στο ότι απαιτεί σχετικά µεγάλο όγκο
δείγµατος

Επίδραση συγκεντρώσεων Ag-Ab
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Σχηµατισµός ανοσοϊζηµάτων

Λιποσωµικοί ανοσοπροσδιορισµοί



39

Λιποσωµικός ανοσοπροσδιορισµός


