
ΜΑΘΗΜΑ : ΑΝΟ΢ΟΠΡΟ΢ΔΙΟΡΙ΢ΜΟΙ 

(immunoassays)





ΥΡΖ΢ΗΜΟΗ ΟΡΗ΢ΜΟΗ

• ΑΝΣΗ΢ΩΜΑ --> Αλνζνζθαηξίλε, ε νπνία ζπλδέεηαη 
εμεηδηθεπκέλα κε κεγάιε πνηθηιία θπζηθώλ θαη 
ζπλζεηηθώλ αληηγόλσλ

• ΑΝΟ΢ΟΓΟΝΟ --> Κάζε ρεκηθή νπζία, ε νπνία είλαη 
ηθαλή λα πξνθαιέζεη αλνζνινγηθή απόθξηζε

• ΑΠΣΗΝΖ---> Μηθξό κόξην, ρεκηθά πξνζδηνξηζκέλν, 
ηθαλό λα πξνθαιέζεη παξαγσγή αληηζσκάησλ κόλν 
όηαλ ζπλδεζεί κε έλα αλνζνγόλν-θνξέα.



ΥΡΖ΢ΗΜΟΗ ΟΡΗ΢ΜΟΗ

• ΔΠΗΣΟΠΟ΢ :πεξηνρή ζην αληηγόλν πνπ 

ζπλδέεηαη κε ην αληίζσκα. (Πνιύ κηθξή 

πεξηνρή, 5-7 ακηλνμέα).΢ηηο πξσηείλεο 

ζπλαληάκε ζπλήζσο 1 επίηνπν αλά 40-80 

ακηλνμέα

• ΠΑΡΑΣΟΠΟ΢ : πεξηνρή ζην αληίζσκα πνπ 

ζπλδέεηαη κε ην αληηγόλν.



΢ρεκαηηθή παξάζηαζε κνξίνπ 

αλνζνζθαηξίλεο G



΢ρεκαηηθή παξάζηαζε κνξίνπ 

αλνζνζθαηξίλεο G



Υαξαθηεξηζηηθέο ηδηόηεηεο ησλ ηάμεσλ 

ησλ αλνζνζθαηξηλώλ



ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΑ

• IgG, IgA, IgM, IgD, IgE

• 2 όκνηεο βαξηέο άιπζνη (H), 
θαη δύν ειαθξείο- (L)

• Κ ή ι ειαθξείο άιπζνη

• H απόζηαζε κεηαμύ ΖVL θαη 
αληηγόλνπ είλαη πεξίπνπ 
0.2nm

• Γνκηθέο εηδηθόηεηεο ηνπ 
ρώξνπ απηνύ-Ηδηνηππία 
(idiotypes)

ΗVL

Affinity constant   Κα = [AgAb] / [Ag].[Ab]



ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΑ

• Antibody affinity

• Antibody cross-reactivity

• Antibody  stability

• Antibody reaction rates

• Antibody titer

• Antibody dilution 

• Antibody incubation



΢ΤΓΓΔΝΔΗΑ  ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΟ΢ ΠΡΟ΢ 

ΣΟ ΑΝΣΗΓΟΝΟ

(Antibody Affinity)

AFFINITY: Δθθξάδεη ηελ ζηαζεξά ζρεκαηηζκνύ 
( Ka )ηνπ ζπκπιόθνπ αληηγόλνπ -αληηζώκαηνο 
ζπκθσλα κε ηελ αληίδξαζε:

K1

Ag  +  Ab   <=====>  Ag : Ab

K-1

[Ag.Ab]

Ka = --------------

[Ag].[Ab]





Γηάθνξνη ηύπνη κε νκνηνπνιηθώλ αιιειεπηδξάζεσλ 

κεηαμύ αληηγόλνπ – αληηζώκαηνο.



΢ΤΝΑΦΔΗΑ ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΟ΢ ΠΡΟ΢ ΣΟ 

ΑΝΣΗΓΟΝΟ (antibody avidity)

AVIDITY---> Δθθξάδεη ηελ νιηθή ζηαζεξόηεηα 
ηνπ ζπκπιόθνπ Ab-Ag

Δμαξηάηαη από: 

α) ΢πγγέλεηα ηνπ αληηζώκαηνο σο πξνο ηνλ 
αληηγνληθό επίηνπν.

β) ΢ζέλνο ηνπ Ab θαη Αg.

γ) Γεσκεηξηθέο δηαηάμεηο ηνπ ζπλόινπ ησλ 
δεζκώλ πνπ ζρεκαηίδνληαη κεηαμύ Ab θαη Ag.



ΔΗΓΗΚΟΣΖΣΑ ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΟ΢ 

(antibody specificity)

ΔΗΓΗΚΟΣΖΣΑ: Δθθξάδεη ηε ζπκπιεξσκαηηθόηεηα ηεο 
ζηεξενδνκήο  κεηαμύ  επηηόπνπ θαη παξαηόπνπ

• Δίλαη δπλαηόλ δύν δηαθνξεηηθά αληηγόλα Α θαη Β λα 
έρνπλ έλα ή πεξηζζόηεξνπο θνηλνύο επηηόπνπο  ζην 
κόξηό ηνπο κε απνηέιεζκα έλαο ππνπιεζπζκόο 
αληηζσκάησλ πνιπθισληθνύ αληηνξνύ λα αληηδξά θαη 
κε ηα δύν αληηγόλα ΢ηελ πεξίπησζε απηή εάλ 
ρξεζηκνπνηεζεί κνλνθισληθό αληίζσκα έλαληη ηνπ 
θνηλνύ επηηόπνπ  δελ είλαη δπλαηή ε δηάθξηζε κεηαμύ 
ησλ δύν αληηγόλσλ. (Shared reactivity).

• Παξάδεηγκα: 

• α) CK-MB θαη CK-MM κε εηδηθό αληίζσκα έλαληη ηεο 
Μ ππνκνλάδαο.

β) LH θαη HCG κε αληηζώκαηα εηδηθά έλαληη ηεο α 
ππνκνλάδαο.



ΓΗΑ΢ΣΑΤΡΟΤΜΔΝΖ ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ 

(cross-reaction)

• Δθθξάδεη ην θαηλόκελν, όπνπ παξαηεξείηαη ζύλδεζε ηνπ εηδηθνύ 
αληηζώκαηνο κε αληηγόλν Ag2 δηαθνξεηηθό ηνπ αλνζνγόλνπ  Ag1  
ιόγσ ύπαξμεο παξόκνηνπ αληηγνληθνύ επηηόπνπ.

• ΢ηελ πεξίπησζε απηή αληηζώκαηα εμεηδηθεπκέλα έλαληη ελόο 
επηηηόπνπ ηνπ νκνιόγνπ αληηγόλνπ (Α) είλαη δπλαηό λα αληηδξνύλ 
θαη κε παξόκνηνπο αιιά δηαθνξεηηθνύο επηηόπνπο άιισλ 
εηεξόινγσλ αληηγόλσλ. 

• ΢ηελ πεξίπησζε απηή έρνπκε κηθξόηεξε ζηαζεξά ζύλδεζεο Ab-
Ag.



ΑΝΣΗ-ΗΓΗΟΣΤΠΗΚΑ ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΑ

(anti-idiotypic antibodies)

Αληηζώκαηα έλαληη αλνζνζθαηξηλώλ ηα νπνία 
θαηεπζύλνληαη έλαληη αληηγνληθώλ επηηόπσλ πνπ 
βξίζθνληαη ζηελ κεηαβιεηή πεξηνρή ηνπ κνξίνπ ηεο 
αλνζνζθαηξίλεο (πεξηνρή ζύλδεζεο)

* ΢ε κεξηθέο πεξηπηώζεηο ε παξνπζία ησλ αληηζσκάησλ 
απηώλ κπνξεί λα παξεκπνδίζεη ηε ζπλδεζε κηαο 
απηίλεο κε ην εηδηθό πξνο απηήλ αληίζσκα.

* Σα αληη-ηδηνηππηθά αληηζώκαηα είλαη πνιύ ζεκαληηθά 
δηόηη ζε νξηζκέλεο πεξηπηώζεηο ν παξάηνπνο ηνπο έρεη 
ην ίδην ζρήκα κε ην αληηγόλν θαη κπνξεί λα ζπλδεζεί 
θαη κε ηνλ ππνδνρέα ηνπ αληηγόλνπ ζην θύηηαξν κε 
απνηέιεζκα βηνινγηθή δξαζηηθόηεηα παξόκνηα ηνπ 
αληηγόλνπ.



ΠΟΛΤΚΛΩΝΗΚΑ ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΑ

• παξάγνληαη από 

δηαθνξεηηθά θύηηαξα 

θαη θαηά ζπλέπεηα 

είλαη αλνζνρεκηθά  

αλόκνηα. 

• Αληηδξνύλ κε 

πνιιαπινύο επηηόπνπο 

ηνπ αληηγόλνπ.

• πην ζπρλά: rabbit 

polyclonals



ΠΟΛΤΚΛΩΝΗΚΑ ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΑ



ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΚΑ ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΑ

• παράγονηαι από κλώνοσς 

πλαζμαηοκσηηάρων και καηά 

ζσνέπεια είναι ανοζοτημικά  

πανόμοια.

• Ανηιδρούν με ηον ίδιο ειδικό 

επίηοπο ηοσ ανηιγόνοσ. 

• Τα πιο πολλά mouse 

monoclonals



ΠΑΡΑΓΩΓΖ  ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΚΟΤ  ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΟ΢



ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΚΑ ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΑ



ΠΛΔΟΝΔΚΣΖΜΑΣΑ ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΚΩΝ 

ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΩΝ

• Απόδνζε απεξηόξηζηεο πνζόηεηαο αληηζώκαηνο κε
ζηαζεξά ραξαθηεξηζηηθά

• Υεκηθή ζπγγέλεηα θαη εηδηθόηεηα πιήξσο 
θαζνξηζκέλεο κε δπλαηόηεηα επηινγήο σο πξνο ηελ 
εθαξκνγή

• Γπλαηόηεηα παξαγσγήο εμαηξεηηθά εηδηθνύ 
αληηζώκαηνο από κε θαζαξό αλνζνγόλν

• Γηαζεζηκόηεηα αληηζσκάησλ έλαληη πνιιώλ θαη 
δηαθνξεηηθώλ θαη απνκεκαθξπζκέλσλ επηηόπσλ ηνπ 
ηδίνπ αληηγόλνπ

• Γπλαηόηεηα εύθνινπ θαζαξηζκνύ ζε κεγάιεο 
πνζόηεηεο κε κεζόδνπο πνπ δελ θαηαζηξέθνπλ ηελ 
αλνζνδξαζηηθόηεηα

• Καζαξά αληηδξαζηήξηα πνπ δίλνπλ ρακειό ζήκα 
ππνβάζξνπ (background) θαη κε-εηδηθήο ζύλδεζεο(non 
specific binding, NSB)

• ΢πλήζσο δελ παξεκπνδίδνπλ ηε βηνινγηθή 
δξαζηηθόηεηα ηνπ αληηγόλνπ (πρ ελδύκνπ)



ΜΔΗΟΝΔΚΣΖΜΑΣΑ 

ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΚΩΝ ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΩΝ

• ΢πλήζσο ρακειόηεξε ρεκηθή ζπγγέλεηα έλαληη ησλ πνιπθισληθώλ

• Δμάξηεζε από έλα θαη κόλν επίηνπν, ν νπνίνο ζε νξηζκέλεο 
πεξηπηώζεηο κπνξεί λα κελ είλαη αληηπξνζσπεπηηθόο γηα ην 
αληηγόλν σο ζύλνιν (ζε πεξηπηώζεηο πνιπκνξθηθώλ επηηόπσλ)

• Πηζαλόηεηα εκθάληζεο αζπλήζηζησλ θπζηθώλ ηδηνηήησλ πνπ 
εμαξηώληαη από ηνλ ζπγθεθξηκέλν ηδηόηππν

• Γελ εκθαλίδνπλ ηδηόηεηεο θαζίδεζεο ή ζπγθόιιεζεο



΢ΤΓΚΡΗ΢Ζ ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΚΩΝ-

ΠΟΛΤΚΛΩΝΗΚΩΝ Abs

.............................................................................................................................................

Ηδηόηεηα          πνιπθισληθό Ab               κνλνθισληθό Ab

.............................................................................................................................................

επίηνπνο         πνιινί               έλαο

εηδηθόηεηα        κεηαβιεηή          ζηαζεξή 

ζπγγέλεηα         κεηαβιεηή          ζηαζεξή

απόδνζε           1mg/mL             100mg/mL(tissue)       

παξαγσγήο                               20mg/mL          
(αζθηηηθό πγξό)

παξνπζία          100%                 Καζόινπ ζε    

άιισλ IgGs        θπηηαξνθαιιηέξγεηεο 

10% ζε αζθηηηθό πγξό

θαζαξόηεηα      θαζαξό Ag         όρη πιήξσο  

αληηγόλνπ                                  θαζαξό Ag

θόζηνο             < 100$          10.000$

Παξαγσγήο



Καζαξηζκόο αληηζσκάησλ

• Ο θαζαξηζκόο ησλ αληηζσκάησλ πξηλ από ηε 
ρξήζε ηνπο σο αλαιπηηθώλ αληηδξαζηεξίσλ 
είλαη απαξαίηεηνο δηόηη:

• Μεηώλεηαη ην κε-εηδηθό ζήκα ππνβάζξνπ 
(background).

• κπνξεί λα αθηλεηνπνηεζνύλ κεγαιύηεξεο 
πνζόηεηεο εηδηθνύ αληηζώκαηνο ζηηο ζηεξεέο 
επηθάλεηεο.

• Γελ γίλεηαη ζπαηάιε αληηδξαζηεξίσλ θαηά ηε 
ζπμεπμε ησλ αληηζσκάησλ κε καθξνκόξηα.



Καζαξηζκόο αληηζσκάησλ

• Κπξηώηεξεο κέζνδνη θαζαξηζκνύ αληηζσκάησλ      
από πνιπθισληθνύο αληηνξνύο

• Μέζνδνη εμαιάησζεο - Na2SO4  ή (NH4)2SO4

• Υξσκαηνγξαθία ηνλαληαιιαγήο - DEAE-
Sephadex

• Υξσκαηνγξαθία ζπγγελείαο (Αffinity 
chromatography) - Protein A



Καζαξηζκόο κνλνθισληθώλ αληηζσκάησλ

1) Δθαξκόδνληαη κέζνδνη θαζαξηζκνύ πνιπθισληθώλ ( 
πρ DEAE-Sephadex )

2) Τδξνμπαπαηίηεο. Γηαρσξίδεη ηα κνλνθισληθά 
αληηζώκαηα από ηελ αιβνπκίλε, ηξαλζθεξίλε, 
πξσηεάζεο θαη άιια αληηζώκαηα πνπ δελ έρνπλ ηελ 
ίδηα ζύζηαζε ηεο ειαθξηάο αιπζίδαο.

3) Υξσκαηνγξαθία ζπγγελείαο ( Πξσηείλε Α, πξσηείλε 
G).



Υξσκαηνγξαθία ζπγγελείαο 

( Πξσηείλε Α, πξσηείλε G).

Κύρια ταρακηηριζηικά:

• ΢ηήιεο κε αθηλεηνπνηεκέλν ην ligand.

• ΢ηήιεο κε αλνζνπξνζξνθεηηθά κέζα ( πνιπ-
αθξπιακίδην, αγαξόδε, δεμηξάλε θ.ά.) γηα 
απνκάθξπλζε ησλ κε επηζπκεηώλ αληηζσκάησλ. Σα 
εηδηθά αληηζώκαηα πεξλνύλ δηα κέζνπ ηεο ζηήιεο

• Δθινπζε ησλ εηδηθώλ αληηζσκάησλ κε 
απνδηαηαθηηθνύο παξάγνληεο (πρ νπξία) ή ρακειό pH,  
ή ρανηξνπηθνύο παξάγνληεο (NH4SCN)

* Κίλδπλνο:  Πεξηνξηζκέλε επηηπρία ζηελ έθινπζε 
αληηζσκάησλ πςειήο ζπγγελείαο σο πξνο ην Αg.



Πξσηείλε Α (SpA)

• απνκνλώλεηαη από ην θπηηαξηθό ηνίρσκα ηνπ 
Staphylococcus aureus.

• Δρεη κεγάιε ζηαζεξά ζύλδεζεο κε ην ηκήκα Fc ησλ 
πεξηζζνηέξσλ αλνζνζθαηξηλώλ ( KSpA-IgG=108 M-1).

• Γηαζέζηκε εκπνξηθά ε αλαζπλδπαζκέλε Prot.A (δίλεη 
ειαθξώο θαιύηεξα απνηειέζκαηα)

• Σνπιάρηζηνλ δηζζελήο ζύλδεζε

• Μπνξεί λα ζπλδέζεη δύν κε-ζρεηηθά αληηζώκαηα

• Με θαηάιιειε ηρλεζέηεζε κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί 
σο γεληθό αληηδξαζηήξην αλίρλεπζεο αληηζσκάησλ



Ζκηπνζνηηθόο θαζκαηνθσηνκεηξηθόο 

πξνζδηνξηζκόο αληηζσκάησλ IgG

• Ζ απινύζηεξε κέζνδνο γηα ηνλ εκηπνζνηηθό 
πξνζδηνξηζκό αληηζσκάησλ είλαη ε κέηξεζε ηεο 
απνξξόθεζεο ζηα 278 nm

• Οηαλ b=1cm, ηόηε έλα δηάιπκα IgG 1mg/mL  δίλεη 
απνξξόθεζε Α278nm=1.35

• Με απιή κέζνδν πξνζεγγίδνπκε ηε ζπγθέληξσζε ηνπ 
αληηζώκαηνο ζην δείγκα

• Ζ παξνπζία άιισλ πξσηεηλώλ παξεκπνδίδεη



ΑΝΑΛΤΣΗΚΔ΢ ΔΦΑΡΜΟΓΔ΢ ΣΖ΢ 

ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ΢ ΑΝΣΗΓΟΝΟΤ-ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΟ΢

Α. ΠΟΗΟΣΗΚΔ΢ ΜΔΘΟΓΟΗ

α) δηπιή αλνζνδηάρπζε

β) Αλνζνειεθηξνθόξεζε (Immunoelectrophoresis)

γ) Αληίζεηε αλνζνειεθηξνθόξεζε (Crossover 
immunoelectrophoresis, CIE)

δ) Αλνζνθαζήισζε (Immunofixation)

ε) Western blotting



ΑΝΑΛΤΣΗΚΔ΢ ΔΦΑΡΜΟΓΔ΢ ΣΖ΢ 

ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ΢ ΑΝΣΗΓΟΝΟΤ-ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΟ΢

Β. ΠΟ΢ΟΣΗΚΔ΢ ΜΔΘΟΓΟΗ

1. ΜΖ-ΗΥΝΖΘΔΣΖΜΔΝΔ΢

α) απιή αθηηλσηή αλνζνδηάρπζε (single radial 
immunodiffusion, SRID, Mancini)

β) Αλνζνειεθηξνθόξεζε Rocket

γ) Γηαζηαπξνύκελε αλνζνειεθηξνθόξεζε (Crossed 
immunoelectrophoresis)

δ) Νεθεινκεηξία (Nephelometry), Θνιεξνκεηξία 
(Turbidimetry)

ζη) Μέζνδνη ζπγθόιιεζεο (Agglutination assays)



Απεηθόληζε ηεο δηπιήο αλνζνδηάρπζεο ζε άγαξ



Κακπύιε βαζκνλόκεζεο ηεο IgG κε ηε 

κέζνδν ηεο αθηηληθήο αλνζνδηάρπζεο 

ε ζπγθέληξωζε ηεο IgG παξηζηάλεηαη γξαθηθά ζε 

ζπλάξηεζε κε ηε δηάκεηξν ηνπ δαθηπιίνπ δηάρπζεο 



Γηαγξακκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ 

αλνζνειεθηξνθνξεηηθνύ πξόηππνπ 

ηνπ 

ε ζπγθέληξωζε ηεο IgG παξηζηάλεηαη γξαθηθά ζε 

ζπλάξηεζε κε ηε δηάκεηξν ηνπ δαθηπιίνπ δηάρπζεο 



Όηαλ ειεθηξνκαγλεηηθή αθηηλνβνιία, όπσο ην θσο, πξνζπέζεη ζε έλα

ζσκαηίδην πξνθύπηεη έλα ηαιαληνύκελν δίπνιν.

Σν ηαιαληνύκελν δίπνιν γίλεηαη πεγή ειεθηξνκαγλεηηθήο αθηηλνβνιίαο,

επαλαθηηλνβνιώληαο θσο ίδηνπ κήθνπο θύκαηνο κε ην πξνζπίπηνλ θσο

πξνο όιεο ηηο θαηεπζύλζεηο. Ζ αθηηλνβνιία από ην παιιόκελν δίπνιν

νλνκάδεηαη ζθεδαδόκελν θσο.

Τπάξρνπλ πνιινί παξάγνληεο ηνπο νπνίνπο πξέπεη λα ζεσξήζνπκε θαη λα

θαηαλνήζνπκε γύξσ από ηε ζθέδαζε ηνπ θσηόο, όπσο:

• ηηο επηδξάζεηο ηνπ κεγέζνπο ηνπ ζσκαηηδίνπ 
•ηελ εμάξηεζε ηνπ κήθνπο θύκαηνο  
•ηελ απόζηαζε ηεο παξαηήξεζεο 
•ηελ επίδξαζε ηεο πόισζεο ηνπ πξνζπίπηνληνο θσηόο 
•ηελ ζπγθέληξσζε ησλ ζσκαηηδίσλ  
•ην κνξηαθό ηνπο βάξνο.

Νεθεινκεηξία – Θνισζηκεηξία
Βαζηθέο έλλνηεο θαη νξηζκνί



α) Μέγεζνο ζσκαηηδίσλ

Γσληαθή εμάξηεζε ηεο ζθεδαδόκελεο αθηηλνβνιίαο κε ην

κέγεζνο ησλ ζσκαηηδίσλ



β) Δμάξηεζε ηεο ζθέδαζεο αθηηλνβνιίαο από ην κήθνο θύκαηνο ,

Is/Ηo = 16π2α sin2ζ / ι4r2

γ) Δμάξηεζε ηεο ζθέδαζεο αθηηλνβνιίαο από ηε ζπγθέληξσζε θαη ην 
κνξηαθό βάξνο 

4    2

Is/Io = 4π(dn/dc)2Mc sin2ζ /Ν ι r 

όπνπ

Is=έληαζε ζθεδαδόκελνπ θσηόο

Η0=έληαζε ηνπ πξνζπίπηνληνο θσηόο

α = πνισζηκόηεηα ηνπ κηθξνύ ζσκαηηδίνπ

ζ= γσλία παξαηήξεζεο

ι= κήθνο θύκαηνο πξνζπίπηνληνο θσηόο

r = απόζηαζε ηνπ αληρλεπηή από ην ζεκείν ζθέδαζεο 

dn/dc = αιιαγή ζην δείθηε δηάζιαζεο ηνπ δηαιύηε κε γλώζε ηεο αιιαγήο ηεο

ζπγθέλησζεο.



Θνισζηκεηξία

 Ζ ζνιεξόηεηα πξνθαιεί κείσζε ηεο έληαζεο ηεο πξνζπίπηνπζαο

δέζκεο αθηηλνβνιίαο θαζώο απηή πεξλά δηακέζνπ ελόο δηαιύκαηνο

ζσκαηηδίσλ.

Ζ κέηξεζε απηήο ηεο κείσζεο ζηελ έληαζε ηεο πξνζπίπηνπζαο

δέζκεο αθηηλνβνιίαο πνπ πξνθαιείηαη από ηε ζθέδαζε, αλάθιαζε

θαη απνξξόθεζε ηεο αθηηλνβνιίαο νλνκάδεηαη ζνισζηκεηξία.

Ζ ζνιεξόηεηα κπνξεί λα νξηζζεί σο 

Η=ΗΟexp(-bt) ή t=(1/b)ln(IΟ/I)

όπνπ Η = έληαζε ηεο ζθεδαδόκελεο αθηηλνβνιίαο

Η0 = έληαζε ηεο πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο

t = ζνιεξόηεηα

b = δηαδξνκή ηεο πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο δηακέζνπ ηνπ

δηαιύκαηνο ησλ ζσκαηηδίσλ πνπ πξνθαινύλ ζθέδαζε αθηηλνβνιίαο.

 Ζ ζνιεξόηεηα κεηξάηαη ππό γσλία 1800 σο πξνο ηελ

πξνζπίπηνπζα δέζκε αθηηλνβνιίαο.



Νεθεινκεηξία

 H λεθεινκεηξία νξίδεηαη σο ε αλίρλεπζε ηεο αθηηλνβνιίαο, ε νπνία 

ζθεδάδεηαη ή αλαθιάηαη πξνο ηνλ αληρλεπηή, ν νπνίνο δελ είλαη ζηελ 

ίδηα δηεύζπλζε κε ηελ πξνζπίπηνπζα αθηηλνβνιία.

 Σα ζπλήζε λεθειόκεηξα κεηξνύλ ηε ζθεδαδόκελε αθηηλνβνιία ζε 

δεμηέο γσλίεο ηεο πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο. 

Κάπνηα λεθειόκεηξα είλαη ζρεδηαζκέλα λα κεηξνύλ ζθεδαδόκελε 

αθηηλνβνιία ζε γσλία δηαθνξεηηθή ησλ 90 κνηξώλ, ώζηε λα 

εθκεηαιιεπηνύλ ην πιενλέθηεκα ηεο απμεκέλεο έληαζεο ηεο πξόζζηαο 

ζθέδαζεο, ε νπνία πξνθαιείηαη από κεγάια ζσκαηίδηα (π.ρ. 

αλνζνρεκηθά ζπζηήκαηα). Απηά ηα όξγαλα ρξεζηκνπνηνύλ ηελ αξρή 

πνπ παξνπζηάδεηαη ζην ζρήκα 



Οξγαλνινγία κέηξεζεο ζθέδαζεο 

αθηηλνβνιίαο 

Στημαηικό διάγραμμα οργανολογίας για ηη μέηρηζης ηης ζκέδαζης ακηινοβολίας ποσ δείτνει ηη θέζη 

ηων οπηικών οργάνων για θολωζίμεηρο (Α), για νεθελόμεηρο πρόζθιας ζκέδαζης  (Β), νεθελόμεηρο 

ορθής γωνίας (C) 



Οπηηθό ζύζηεκα λεθεινκέηξνπ

Ζ δίνδνο laser εθπέκπεη αθηηλνβνιία κήθνπο θύκαηνο 830 nm.

Σν θσο ζθεδάδεηαη από ηα ζσκαηίδηα ζηελ θπςειίδα αληίδξαζεο θαη 

κεηξάηαη ππό γσλία 130-240 κε αληρλεπηή πβξηδηθήο δηόδνπ. 

Ζ θύξηα αθηηλνβνιία θηιηξάξεηαη, εθείλε ε νπνία δελ ζθεδάζηεθε από 

ηα ζύκπινθα αληηγόλνπ-αληηζώκαηνο.



Θνισζίκεηξν Dimension AR ηεο Dade Behring



Νεθειόκεηξν ΒΝProSpec ηεο Dade Behring



ΗΥΝΖΘΔΣΖΜΔΝΟΗ ΑΝΟ΢ΟΥΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΗ

(labelled immunoassays)

Γεληθή θαηάηαμε σο πξνο :

1) ηύπο ηης ανηίδραζης

α) αληαγσληζηηθνύ ηύπνπ (competitive type immunoassays)

β) κε-αληαγσληζηηθνύ ηύπνπ (non-competitive type immunoassays)

2) διατωριζμό ιτνηθέηη 

α) νκνγελείο αλνζνρεκηθνί πξνζδηνξηζκνί (homogeneous 
immunoassays)

* ζηα ζπζηήκαηα απηά δελ απαηηείηαη δηαρσξηζκόο ηνπ κε-
αληηδξώληνο ηρλεζεηεκέλνπ Αb* ή Ag* από ην κίγκα ηεο 
αληίδξαζεο θαηά ηε κέηξεζε ηνπ αλαιπηηθνύ ζήκαηνο. 

β) εηεξνγελείο αλνζνρεκηθνί πξνζδηνξηζκνί

(heterogeneous immunoassays)

* ζηα ζπζηήκαηα απηά ν δηαρσξηζκόο ηνπ κε-αληηδξώληνο 
ηρλεζεηεκέλνπ Ab* ή  Ag* από ην κίγκα ηεο αληίδξαζεο είλαη 
απαξαίηεηνο θαηά ηε κέηξεζε ηνπ αλαιπηηθνύ ζήκαηνο.



΢ΥΖΜΑΣΗΚΖ ΠΑΡΑ΢ΣΑ΢Ζ ΗΥΝΖΘΔΣΖΜΔΝΟΤ 

ΑΝΟ΢ΟΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΤ ΑΝΣΑΓΩΝΗ΢ΣΗΚΟΤ ΣΤΠΟΤ 

(COMPETITIVE)

Ag + Ag* + Ab  <======> Ag:Ab + Ag*:Ab



Υαξαθηεξηζηηθή θακπύιε αλαθνξάο



΢ΥΖΜΑΣΗΚΖ ΠΑΡΑ΢ΣΑ΢Ζ ΗΥΝΖΘΔΣΖΜΔΝΟΤ 

ΑΝΟ΢ΟΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΤ ΜΖ ΑΝΣΑΓΩΝΗ΢ΣΗΚΟΤ ΣΤΠΟΤ 

(NON-COMPETITIVE, SANDIWCH)



ΑΝΟ΢ΟΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟ΢ ΜΖ ΑΝΣΑΓΩΝΗ΢ΣΗΚΟΤ ΣΤΠΟΤ 

(NON-COMPETITIVE, SANDIWCH)

Υαξαθηεξηζηηθή θακπύιε αλαθνξάο



Ραδηναλνζνπξνζδηνξηζκνί 

(Radioimmunoassays, RIA)

• Yallow & Berson (1959), ΒΡΑΒΔΗΟ NOBEL 1977

• ΔΡΓΑ΢ΗΑ ΢ΣΑΘΜΟ΢ γηα ηελ αλάπηπμε ησλ ηρλεζεηεκέλσλ 
αλνζνρεκηθώλ πξνζδηνξηζκώλ.

• Πξνζδηνξηζκόο ηλζνπιίλεο ζην πιάζκα κε ηε βνήζεηα Ab θαη 
ηλζνπιίλεο επηζεκαζκέλεο κε 131 J

• Αληαγσληζηηθνύ ηύπνπ πξνζδηνξηζκόο

• Ζ πξνο πξνζδηνξηζκό νπζία αληαγσλίδεηαη ηελ αληίζηνηρε 
επηζεκαζκέλε γηα θαηάιεςε πεξηνξηζκέλνπ αξηζκνύ ζέζεσλ ζην 
αληίζσκα

• Ζ πνζόηεηα ηεο επηζεκαζκέλεο νπζίαο είλαη αληηζηξόθσο 
αλάινγε ηεο ζπγθεληξώζεσο ηεο πξνο πξνζδηνξηζκό νπζίαο



Ραδηναλνζνπξνζδηνξηζκνί 

(Radioimmunoassays, RIA)

• Ζ επηηπρία ησλ RIA νθείιεηαη:

• Δμαηξεηηθή επαηζζεζία

• Δμαηξεηηθή εηδηθόηεηα

• Δπθνιία ζηελ εθηέιεζε

• Γπλαηόηεηα εθαξκνγήο πξνζδηνξηζκνύ ζε ηεξάζηηα 
πνηθηιία νπζηώλ όπσο νξκνλώλ, θαξκάθσλ,ελδύκσλ, 
θ.ά.



ΡΑΓΗΟΗΥΝΖΘΔΣΔ΢

• Ραδηνηζόηνπν επηινγήο----> 125J 

• εθπνκπή γ-αθηηλνβνιίαο (20-80 KeV)

• ζρεηηθά κηθξόο ρξόλνο εκηδσήο , Σ1/2=60 κέξεο

• ηθαλόηεηα ζρεκαηηζκνύ πιήζνπο ελώζεσλ ιόγσ 
επξέσο θάζκαηνο θαηαζηάζεσλ νμείδσζεο ηνπ J

• εηζαγσγή αηόκνπ J δελ επηθέξεη δξακαηηθέο αιιαγέο 
ζηε ζηεξενδηάηαμε ηεο πξσηεηλεο

• ν δεζκόο J-C έρεη αλάινγε πνιηθόηεηα ηνπ  δεζκνύ C-
C 



ΡΑΓΗΟΗΥΝΖΘΔΣΔ΢



ΜΔΘΟΓΟΗ ΡΑΓΗΟΗΩΓΗΩ΢Ζ΢ 

ΠΡΩΣΔΗΝΩΝ

• Πξνζβνιή ησλ ηόλησλ θαηλνμεηδίνπ ηεο ηπξνζίλεο, 
ελζσκάησζε ηνπ 125J ζε ν-ζέζε, κέζσ 
ειεθηξνληόθηιεο ππνθαηάζηαζεο.

• α) κέζνδνο ρισξακίλεο Σ

• β) κέζνδνο ησδνγόλνπ

• γ) ελδπκηθή κέζνδνο

• δ) ξαδηνησδίσζε κε πξνζζεηηθή νκάδα



΢ΥΗΜΑΣΙΚΗ ΠΑΡΑ΢ΣΑ΢Η ΠΡΟ΢ΓΙΟΡΙ΢ΜΟΤ RIA

ξαδηναλνζνινγηθή κέζνδνο (εηεξνγελήο)



Πξόηππε θακπύιε γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο 

απμεηηθήο νξκόλεο κε ξαδηναλνζνινγηθή κέζνδν



΢ΥΖΜΑΣΗΚΖ ΠΑΡΑ΢ΣΑ΢Ζ ΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΤ RIA

Ag + Ag* + Ab  <======> Ag:Ab + Ag*:Ab

Υαξαθηεξηζηηθή θακπύιε αλαθνξάο



ΑΝΟ΢ΟΡΑΓΗΟΜΔΣΡΗΚΟΗ ΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΗ

(Immunoradiometric assays, IRMA)

• Miles & Hales (1968)

• Με-αληαγσληζηηθνύ ηύπνπ 

• Σν αληίζσκα βξίζθεηαη ζε πεξίζζεηα θαη κεηαθέξεη ηνλ 
ηρλεζέηε-ηζόηνπν 

• Ζ πνζόηεηα ηνπ ηρλεζεηεκέλνπ αληηζώκαηνο είλαη 
επζέσο αλάινγε ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο πξνο 
πξνζδηνξηζκό νπζίαο

Κύξηα πιενλεθηήκαηα έλαληη ησλ RIA:

• α) θαιύηεξε επαηζζεζία

• β) Σαρύηεξεο αληηδξάζεηο (πςειώηεξε ζπγθέληξσζε 
αληηζώκαηνο)

• γ) θαιύηεξε αμηνπνίεζε ησλ κνλνθισληθώλ 
αληηζσκάησλ



΢ΥΖΜΑΣΗΚΖ ΠΑΡΑ΢ΣΑ΢Ζ ΑΝΟ΢ΟΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΤ 
IRMA ΣΤΠΟΤ Sandwich

απαξαίηεηε πξνϋπόζεζε ε ύπαξμε ζην 
κόξην δύν απνκεκαθξπζκέλσλ επηηόπσλ



Υαξαθηεξηζηηθή θακπύιε αλαθνξάο



ΑΝΟ΢ΟΔΝΕΤΜΗΚΟΗ ΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΗ

(enzyme immunoassays, EIA)

• Ιζηορική αναδρομή

• Avrameas & Uriel, 1966, Ηλζηηηνύην Pasteur

• Nakane & Pierce, 1966, USA

• ΢ήκαλζε αληηζσκάησλ κε ππεξνμεηδάζε γηα 
αλίρλεπζε αλνζνζπκπιεγκάησλ θαη 
θπηηαξηθώλ ζπζηαηηθώλ



Aξηζκόο δεκνζηεπκέλσλ άξζξσλ αλά πεληαεηή πεξίνδν γηα 

ηηο ELISA θαη RIA από ην 1960 έσο ην 2005 

♦: EIA/ELISA, ■: RIA



Μέζνδνο ελδπκηθήο αλνζνπξνζξόθεζεο (ELISA) 

κε δνθηκαζηηθό ζωιελάξην κε εζωηεξηθή 

επίζηξωζε αληηζώκαηνο



΢ρεκαηηθή παξάζηαζε ησλ ζηαδίσλ κηαο ηππηθήο ELISA



Σύπνη ELISA

α) ΢πλαγσληζηηθή ELISA κε έλα αληίζσκα,

β) sandwich ELISA, 

γ) έκκεζε (indirect) ELISA.



SA

Βηνηηλπιηωκέλν 

κνλνθιωληθό Ab anti- TSH

TSH

κνλνθιωληθό Ab anti- TSH, 

επηζεκαζκέλν κε HRP

HRP

TMB

A, 450 nm

΢ΥΖΜΑΣΗΚΖ ΠΑΡΑ΢ΣΑ΢Ζ ΑΝΟ΢ΟΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΤ 
IRMA ΣΤΠΟΤ Sandwich

απαξαίηεηε πξνϋπόζεζε ε ύπαξμε ζην 
κόξην δύν απνκεκαθξπζκέλσλ επηηόπσλ



΢ρεκαηηθή παξάζηαζε ησλ ζηαδίσλ ηεο 

έκκεζεο ELISA



΢ρεκαηηθή 

παξάζηαζε ησλ 

ζηαδίσλ ELISA 

ηύπνπ sandwich





EΠΗΘΤΜΖΣΔ΢ ΗΓΗΟΣΖΣΔ΢ ΔΝΕΤΜΟΤ-

ΗΥΝΖΘΔΣΖ

• Τςειή εηδηθή ελεξγόηεηα (specific activity) 

• Μεγάιε ζηαζεξόηεηα ζε ζπλζήθεο θύιαμεο αιιά θαη 
αλάιπζεο

• Γηαζέζηκν θαζαξό έλδπκν ζε ρακειό θόζηνο θαη 
αλαπαξαγώγηκε πνηόηεηα

• Φζελά θαη ζηαζεξά κε-ηνμηθά ππνζηξώκαηα ηθαλά λα 
ζρεκαηίδνπλ ζηαζεξά θαη αληρλεύζηκα πξνηόληα

•

• απνπζία ελδνγελνύο ελδύκνπ ζην κίγκα ηεο αληίδξαζεο

• Υακειή ηηκή Κm γηα ην ππόζηξσκα



ΚΤΡΗΩΣΔΡΑ ΔΝΕΤΜΑ-ΗΥΝΖΘΔΣΔ΢ ΢ΣΟΤ΢ 

ΑΝΟ΢ΟΔΝΕΤΜΗΚΟΤ΢ ΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΤ΢

• ΔΣΔΡΟΓΔΝΔΗ΢                                ΟΜΟΓΔΝΔΗ΢           

• ........................................................................

• ππεξνμεηδάζε                   β-γαιαθηνζηδάζε

• β-γαιαθηνζηδάζε                 ιπζνδύκε

• αιθαιηθή θσζθαηάζε      αθπδξνγνλάζε ηεο 6-
θσζθν-γιπθόδεο

• νπξεάζε                              ξηβνλνπθιεάζε

• νμεηδάζε ηεο γιπθόδεο

• γιπθνακπιάζε

• αθεηπινρνιηλεζηεξάζε



ΚΤΡΗΩΣΔΡΑ ΔΝΕΤΜΑ-ΗΥΝΖΘΔΣΔ΢ 

΢ΣΟΤ΢ ΑΝΟ΢ΟΔΝΕΤΜΗΚΟΤ΢ 

ΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΤ΢



1) Τπεξνμεηδάζε ηνπ ξεπαληνύ

(horse radish peroxidase, HRP)

Oμεηδάζε, ΔC 1.11.1.7

* βέιηηζην pH 5-7

* Μνξηαθό βάξνο  .... 44000 Da

* Δηδηθή ελεξγόηεηα ...  4500 U/mg

* Δηδηθή αληίδξαζε

HRP

Ζ2Ο2 + 2 DH ----------------> 2 H2O + 2 D

όπνπ DH ππόζηξσκα δόηεο πδξνγόλσλ

θπξηώηεξα ππνζηξώκαηα

 o-methoxyphenol (guaiacol)

 o-phenylenediamine (o-PD) ΚΑΡΚΗΝΟΓΟΝΟ!

 3,3’5,5’-tetramethyl-benzidine (TMB)

 2,2’-azino-di-(3-ethyl-benzthiazoline sulfonate-6) (ABTS)

 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone (MBTS)

 p-hydroxyphenylacetic acid (HPAA), θ.ά.



2)Αιθαιηθή θσζθαηάζε

(alkaline phosphatase, ALP)
• * Τδξνιάζε, EC 3.1.3.1

• * Βέιηηζην pH 9-10

• * Μνξηαθό βάξνο .... 85000 Da

• * Δηδηθή ελεξγόηεηα .... 1000-2000  U/mg

• * Δηδηθή αληίδξαζε: Τδξόιπζε θσζθνξηθώλ εζηέξσλ π.ρ.

• θπξηώηεξα ππνζηξώκαηα: 

• p-nitrophenyl- phosphate (pNP)

• 4-methyl-umbelliferone phosphate (MUP)



3) β- Γαιαθηνζηδάζε (β-galactosidase)

• Τδξνιάζε, EC 3.2.1.23

• βέιηηζην pH 6-8

• Δηδηθή ελεξγόηεηα ...600 U/mg

• Μνξηαθό βάξνο ..... 465000 Da

• Δηδηθή αληίδξαζε: πδξόιπζε γαιαθηνζηδώλ

• θπξηώηεξα ππνζηξώκαηα:

• o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (o-NPG)

• chlorophenolic red- β-D-galactopyranoside (CRPG)

• 4-methyl-umbelliferyl β-D-galactopyranoside (MUG)



ΣΡΟΠΟΗ ΢ΤΕΔΤΞΖ΢ ΔΝΕΤΜΟΤ - ΑΝΣΗ΢ΩΜΑΣΟ΢

Α) Με νκνηνπνιηθό δεζκό

• Κπξηώηεξα αληηδξαζηήξηα ζύδεπμεο

• Τπεξησδηθό λάηξην

• Γινπηαξαιδεύδε

• π-βελδνθηλόλε

• Μαιεηκίδηα (maleimides)

• Ν-πδξνμπ-ειεθηξνηκηδηθνί εζηέξεο

• (N-hydroxy-succinimide esters, NHS esters)

Β) Μέζσ γέθπξαο βηνηίλεο - ζηξεπηαβηδίλεο



΢ύζηεκα βηνηίλεο – ζηξεπηαβηδίλεο



΢ύζηεκα βηνηίλεο – ζηξεπηαβηδίλεο

αξηζηεξά: Αλαπαξάζηαζε δνκήο ζπκπιόθσλ ζηξεπηαβηδίλεο-

βηνηίλεο θαη αβηδίλεο βηνηίλεο 

δεμηά:  Αληίζηνηρα κνληέια ζέζεσλ ζύλδεζεο.



΢ύζηεκα βηνηίλεο – ζηξεπηαβηδίλεο



ΥΡΖ΢ΗΜΟΗ ΟΡΗ΢ΜΟΗ ΢ΣΟΤ΢ 

ΑΝΟ΢ΟΥΖΜΗΚΟΤ΢ ΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟΤ΢

• ΔΤΑΗ΢ΘΖ΢ΗΑ ( sensitivity)----> Δθθξάδεη ηελ ειάρηζηε πνζόηεηα 
νπζίαο (αληηγόλνπ) πνπ κπνξεί λα κεηξεζεί κε αμηνπηζηία ζε έλα 
δείγκα. 

• Οξίδεηαη σο ε ζπγθέληξσζε ηεο πξνο πξνζδηνξηζκό νπζίαο πνπ 
αληηζηνηρεί ζην κέζν όξν ηνπ ζήκαηνο ηνπ ηπθινύ δείγκαηνο + 2.5 
SD, όπσο απηή ππνινγίδεηαη κέζσ ηεο θακπύιεο αλαθνξάο

• Πξέπεη λα αλαθέξεηαη πάληνηε ζηελ αξρηθή ζπγθέληξσζε ηεο 
νπζίαο ζην βηνινγηθό δείγκα θαη όρη ζε πδαηηθό δηάιπκα.

•

• Δμαξηάηαη θπξίσο από :

• α) πεηξακαηηθό ζθάικα (επαλαιεςηκόηεηα)

• β) ρεκηθή ζπγγέλεηα ηεο πξνο πξνζδηνξηζκό έλσζεο κε ην 
ρξεζηκνπνηνύκελν αληίζσκα

• γ) ηξόπνο δηαρσξηζκνύ δεζκεπκέλνπ από ειεύζεξν αληίζσκα 

• δ) επαηζζεζία αλίρλεπζεο ηνπ ηρλεζέηε

• ε) ζήκα κε εηδηθήο πξόζδεζεο (non-specific binding signal, NSB)  

• ζη) ρξόλνο επώαζεο



Πξόηππεο νπζίεο ζηνπο αλνζoρεκηθνύο 

πξνζδηνξηζκνύο
Επιθσμηηά ταρακηηριζηικά πρόησπης οσζίας

* Πξέπεη λα είλαη δηαζέζηκε ζε κεγάιεο πνζόηεηεο, αξθεηέο γηα λα 
ηξνθνδνηεί πνιιά εξγαζηήξηα γηα πνιιά ρξόληα

* Πξέπεη λα είλαη ζηαζεξή θαη λα έρεη ειεγρζεί πξνζεθηηθά ε 
επίδξαζε ηεο απνζήθεπζεο γηα πνιινύο κήλεο ζε δηαθνξεηηθέο 
ζεξκνθξαζίεο

* Γελ πξέπεη λα πεξηέρεη νπζίεο πνπ λα παξεκπνδίδνπλ ζηνπο 
αλνζνπξνζδηνξηζκνύο 

* ΢ηελ ηδαληθή πεξίπησζε ζα πξέπεη λα πεξηέρεη πςεειήο 
θαζαξόηεηαο νπζία ( πρ έλα κόλν είδνο κνξίνπ)

* Θα πξέπεη λα ρνξεγείηαη ζε έλα ζύλεζεο πξσηεηληθό πεξηβάιινλ πνπ 
λα κηκείηαη ηα βηνινγηθά δείγκαηα

* Θα πξέπεη λα νξίδεηαη κε βάζε ηε βηνινγηθή δξαζηηθόηεηα (Units), 
ή κε βάζε ρεκηθέο κνλάδεο (g/L ή mole/L)   

* Οηαλ δελ είλαη γλσζηή ε αθξηβήο ζπγθέληξσζε κηαο πξόηππεο 
νπζίαο ζε κνλάδεο κάδαο ή ζε κνλάδεο βηνινγηθήο δξαζηηθόηεηαο 
ρξεζηκνπνηνύληαη απζαίξεηεο κνλάδεο (arbitrary units) όπσο νη 
δηεζλείο κνλάδεο (International Units)



Δπίδξαζε παξνπζίαο Ρεπκαηνεηδώλ 

Παξαγόλησλ ζηνπο αλνζνρεκηθνύο 

πξνζδηνξηζκνύο

• Οη ξεπκαηνεηδείο παξάγνληεο είλαη θπξίσο 
κόξηα IgM ηα νπνία θαηεπζύλνληαη έλαληη 
αλζξώπηλεο IgG

• Αληηδξνύλ κε ηελ Fc πεξηνρή ησλ IgG

• ΢πρλά παξαηεξνύληαη θαη δηαζηαξνύκελεο 
αληηδξάζεηο κε αληηζώκαηα άιισλ εηδώλ, πρ 
πνληίθη, θνπλέιη θ.ά.



Δπίδξαζε παξνπζίαο εηεξνθηιηθώλ 

αληηζσκάησλ ζηνπο αλνζνρεκηθνύο 

πξνζδηνξηζκνύο

• Σν πξόβιεκα κπνξεί λα απνθεπρζεί θαη ζηηο 

δύν πεξηπηώζεηο κε πξνζζήθε πεξίζζεηαο κε 

εηδηθώλ αληηζσκάησλ πνληηθνύ ζην κίγκα ηεο 

αληίδξαζεο



ΓΤΝΑΜΗΚΖ ΠΔΡΗΟΥΖ ΚΑΜΠΤΛΖ΢ 

ΑΝΑΦΟΡΑ΢

• Οξίδεηαη σο ε πεξηνρή ηεο θακπύιεο αλαθνξάο 
όπνπ ν ζπληειεζηήο κεηαβιεηόηεηαο ηεο κεζόδνπ 
(CV) είλαη κηθξόηεξνο ηνπ 10%

• * RIA---> ζρεηηθά κηθξή δπλακηθή πεξηνρή, δύν 
έσο ηξείο ηάμεηο κεγέζνπο 

• * IRMA---> Μεγάιε δπλακηθή πεξηνρή, ηξείο έσο 
ηέζζεξεηο ηάμεηο κεγέζνπο.

• Precision profile, J. Imm. Methods, 45, 225-273, 
1981



ΑΝΘΔΚΣΗΚΟΣΖΣΑ (ROBUSTNESS)

• Ο όξνο απηόο εθθξάδεη ηελ ζηαζεξόηεηα ελόο 
ζπζηήκαηνο έλαληη κηθξνκεηαβνιώλ ζην πξσηόθνιιν 
θαη ζην ηνπηθό πεξηβάιινλ ( δηαθνξεηηθά εξγαζηήξηα, 
ρεηξηζηέο, θιπ)

• Δμαξηάηαη θπξίσο από:

• α) ζεξκνθξαζία

• β) ηνληθή ηζρύ θαη pH

• γ) αθξίβεηα ρεηξηζκνύ πηπεηηώλ

• δ) ελδνγελείο παξάγνληεο, νθεηιόκελνπο ζην ίδην ην 
βηνινγηθό δείγκα (matrix effects)

•

• * Οη IRMA ηύπνπ πξνζδηνξηζκνί ραξαθηεξίδνληαη από 
πνιύ πςειό robustness έλαληη ησλ πξνζδηνξηζκώλ 
ηύπνπ RIA



ΦΑΗΝΟΜΔΝΟ HOOK

( high dose hook effect)
• Ζ ηάζε αλαζηξνθήο ηεο θακπύιεο αλαθνξάο ζε πνιύ 

πςειέο ζπγθεληξώζεηο ηεο πξνο πξνζδηνξηζκό νπζίαο

• παξαηεξείηαη κόλν ζε πξνζδηνξηζκνύο ηύπνπ IRMA 
θαη όρη ηύπνπ RIA

• ΢πκβαίλεη δηόηη ε πνζόηεηα ηνπ αληηζώκαηνο ζηεξεάο 
θάζεο (αθηλεηνπνηεκέλνπ) είλαη πεξηνξηζκέλε ζε 
πεξηπηώζεηο όπνπ ε ζπγθέληξσζε ηεο πξνο 
πξνζδηνξηζκό νπζίαο είλαη πνιύ πςειή, κε απνηέιεζκα 
λα αληαγσλίδνληαη ην Ag  κε ην Ag:Ab* γηα ηελ 
ζύλδεζε κε ηελ ζηεξεά επηθάλεηα 



΢ύζηεκα Microparticle Enzyme 

Immunoassay (MEIA)



Αλνζναλαιπηήο IMx, Abbot

Microparticle Enzyme immunoassay (MEIA)



Αλνζναλαιπηήο Axcym Abbot

Microparticle Enzyme immunoassay (MEIA)



΢ύζηεκα Fluorescence Polarization Immunoassay 
(FPIA)



΢ύζηεκα Fluorescence Polarization Immunoassay 
(FPIA)



΢ύζηεκα Fluorescence Polarization Immunoassay 
(FPIA)

Αλνζναλαιπηήο: TDx, (Abbott)



Δλδπκηθή πνιιαπιαζηαζηηθή αλνζνινγηθή ηερληθή 

(ΔΜΙΣ) (νκνηνγελήο αλνζνινγηθή κέζνδνο)



Αξρή ιεηηνπξγίαο ζπζηήκαηνο Luminex-100



Αξρή ιεηηνπξγίαο ζπζηήκαηνο Luminex-100



Αλαπαξάζηαζε ησλ ζπζηεκάησλ LASER, 

PMT θαη θσηνδηόδσλ ζην Luminex-100.

•Σα ζθαηξίδηα ξένπλ κέζσ ηνπ 
ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο ζηηο 
αθηίλεο ησλ δπν LASER.

•Με δηέγεξζε ζηα 635 nm ηνπ 
LASER ηαμηλόκεζεο, νη δπν 
θζνξίδνπζεο νπζίεο εθπέκπνληαη 
ζε δηαθνξεηηθά κήθε θύκαηνο: 
657 nm θαη 730 nm. 

•Μηα ηξίηε θζνξίδνπζα νπζία, ε 
θπθνεξπζξίλε δηεγείξεηαη ζηα 
532 nm από ην LASER αλαθνξάο 
(green reporter laser) πνπ 
εθπέκπεη ζηα 580 nm. 

•Σν όξγαλν θαηαγξάθεη ηε κέζε 
ηηκή έληαζεο θζνξηζκνύ (MFI) 
ησλ 50-80 ζθαηξηδίσλ θάζε.ζεη 
θαη ππνινγίδεη ηελ.ζπγθέληξσζε 
θάζε νπζίαο-ζηόρνπ ζην δείγκα.



ΑΝΟ΢ΟΪ΢ΣΟΥΖΜΔΗΑ

• Αληίζσκα-Αληηγνληθόο επίηνπνο

• Παξαγσγή αληηζώκαηνο

• Μεζνδνινγία



ΑΛΚΑΛΙΚΗ  ΦΩ΢ΦΑΣΑ΢Η-ΑΝΣΙΑΛΚΑΛΙΚΗ  ΦΩ΢ΦΑΣΑ΢Η





LSAB (Biotinylated link antibody followed 

by streptavidin)



΢Δ  ΣΗ  Η΢ΣΟΤ΢  ΔΦΑΡΜΟΕΔΣΑΗ;

• Σνκέο  παξαθίλεο

• Σνκέο θξπνζηάηε

• Κύηηαξα από ζπιινγέο πγξώλ

• Κπηηαξηθέο  ζεηξέο

• Σνκέο ειεθηξνληθνύ κηθξνζθνπίνπ



ΣΗ ΠΡΟ΢ΦΔΡΔΗ Ζ ΑΝΟ΢ΟΪ΢ΣΟΥΖΜΔΗΑ;

• Σππνπνίεζε  ησλ όγθσλ

• Σαπηνπνίεζε αγλώζηνπ πξνειεύζεσο 

όγθσλ

• Αλίρλεπζε νγθνγνληδίσλ

• Αλάδεημε πξνγλσζηηθώλ, πξνβιεπηηθώλ 

δεηθηώλ

• Αλίρλεπζε εηδηθώλ ππνδνρέσλ
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