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Κεφ. 23A

Ανοσοχηµικές Τεχνικές

Ανοσοχηµικές Τεχνικές
Εισαγωγή (1)

• Ανάλυση βιολογικών δειγµάτων
– Ορός αίµατος
– Πλάσµα αίµατος
– Εγκεφαλονωτιαίο υγρό
– Ούρα
– Πτύελα
– Σίελος, κλπ
παρουσιάζει εξαιρετικές δυσκολίες, λόγω
πολυπλοκότητας

• Περιέχουν µεγάλο αριθµό φυσιολογικών και µη
ουσιών και τους µεταβολίτες τους



2

Ανοσοχηµικές Τεχνικές
Εισαγωγή (2)

• Σύγχρονη θεραπευτική καθιέρωσε σειρά
κλινικών αναλύσεων στα δείγµατα αυτά για:
– ∆ιαγνωστικούς σκοπούς
– Παρακολούθηση θεραπευτικής αγωγής

• Απαιτούνται προσδιορισµοί:
– Ορµονών

• Θυρεοειδούς
• Οιστρογόνων
• Ινσουλίνης, κλπ

Ανοσοχηµικές Τεχνικές
Εισαγωγή (3)

– Προϊόντων µικροβιακών λοιµώξεων για
διαγνωστικούς σκοπούς

– Χορηγούµενων φαρµάκων για τον καθορισµό
θεραπευτικών επιπέδων (Therapeutic Drug 
Monitoring, TDM) και έλεγχο χορηγούµενης δόσης

– ∆ιαφόρων ναρκωτικών, αναβολικών και τοξικών
ουσιών για σκοπούς

• Ιατροδικαστικούς
• Τοξικολογικούς
• Ελέγχους φαρµακοδιέγερσης (doping)
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Αναλυτικό πρόβληµα
βιοαναλύσεων (1)

• Πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις
προσδιοριζόµενων ουσιών (µg/mL (ppm) 
ή ng/mL (ppb)

• Περιορισµένη ποσότητα δείγµατος (µερικά
µL έως 0,5 mL)

• Πολυπλοκότητα βιολογικών δειγµάτων
• Επίλυση προβλήµατος

– Ανάπτυξη αναλυτικών µεθόδων υψηλής
ευαισθησίας και υψηλής ειδικότητας

Αναλυτικό πρόβληµα
βιοαναλύσεων (2)

• Χρωµατογραφικές τεχνικές µειονεκτούν ως
προς:
– Ευαισθησία (GLC, HPLC)
– Κόστος απαιτούµενων οργάνων (GC-MS, LC-

MS, LC-MS/MS, GC-MS/MS)
– Ανάγκη αποµόνωσης προσδιοριζόµενης
ουσίας πριν την εφαρµογή της τεχνικής
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Λύση αναλυτικού προβλήµατος
βιοαναλύσεων

• Ανάπτυξη ανοσοχηµικών προσδιορισµών
ή ανοσοπροσδιορισµών (immunoassays)
– Λέγονται και ανοσοχηµικοί ή ανοσοβιολογικοί
προσδιορισµοί

• Αρχή: Χρησιµοποιούν αντισώµατα ως
εκλεκτικά αντιδραστήρια για τον
προσδιορισµό ουσιών µε αντιγονικές
ιδιότητες που συνδέονται εξειδικευµένα
από αυτά

Ανοσοπροσδιορισµοί
Ιστορία (1)

• Πρώτη ανοσοχηµική µέθοδος προτάθηκε από
τον Berson και Yalow (1959)
– Αφορούσε προσδιορισµό ινσουλίνης

• Έκτοτε οι ανοσοχηµικοί προσδιορισµοί, που
χαρακτηρίζονται από υψηλή ευαισθησία και
εκλεκτικότητα, έτυχαν τεράστιας ανάπτυξης

• Η πρωτοπόρος στον τοµέα Yalow τιµήθηκε µε
Nobel Φυσιολογίας και Ιατρικής (1977)

• Η τεχνική έχει τόση σπουδαιότητα στην Κλινική
Ανάλυση / Βιοανάλυση όση η ανάπτυξη της
χρωµατογραφίας στη χηµική ανάλυση
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Rosalyn Sussman Yalow
Nobel 1977

Σηµερινή κατάσταση
ανοσοπροσδιορισµών

• Μεγάλος αριθµός ουσιών ανιχνεύεται / προσδιορίζεται σε βιολογικά
δείγµατα µε αυτοµατοποιηµένους αναλυτές σε βάση ρουτίνας
– Ορµόνες
– Φάρµακα
– Βιταµίνες
– Ένζυµα
– Ισοένζυµα
– Ειδικές πρωτεϊνες
– Νουκλεοτίδια
– Αντιγόνα ιών
– Καρκινοεµβρυϊκά αντιγόνα
– Τοξίνες µικροβίων
– Αντισώµατα
– Φυτοφάρµακα, κλπ
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Βασικές έννοιες ανοσοχηµείας (1) 
Αντίσωµα (Antibody, Ab)

• Εξειδικευµένη πρωτεϊνη (ανοσοσφαιρίνη), που
παράγεται από τον οργανισµό (ενός ζώου), όταν
το ανοσοποιητικό του σύστηµα διεγερθεί από
την παρουσία κάποιου εξειδικευµένου ξένου
µορίου, του αντιγόνου

• Έχει την ικανότητα να συνδέεται (δεσµεύει)
εκλεκτικά µε το ειδικό αντιγόνο, που προκάλεσε
τη δηµιουργία του, και να το εξουδετερώνει

• Τα αντισώµατα διατηρούνται για αρκετό χρονικό
διάστηµα στον οργανισµό (ανάπτυξη ανοσίας)

∆οµή Αντισώµατος
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Ειδικότητα Αντισωµάτων

Βασικές έννοιες ανοσοχηµείας (2) 
Αντιγόνο (Antigen, Ag)

• Γενικά είναι κάθε µόριο ικανό να
αντιδράσει (συνδεθεί) µε ένα αντίσωµα, 
αλλά όχι και υποχρεωτικά ικανό να
προκαλέσει την ανάπτυξη αντισώµατος

• Ανοσογόνο (immunogen) είναι
µεγαλοµοριακό αντιγόνο, που έχει την
ικανότητα να προκαλέσει την ανάπτυξη
αντισώµατος, όταν εισαχθεί σε ένα
οργανισµό
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Βασικές έννοιες ανοσοχηµείας (3) 
Απτένιο (hapten)

• Μικροµοριακά αντιγόνα (φάρµακα, ορµόνες, 
φυτοφάρµακα, κλπ) (ΜΒ<4000), που είναι ικανά
να αντιδράσουν µε ειδικά αντισώµατα, αλλά µη
ικανά να προκαλέσουν ανάπτυξη αντισωµάτων

• Για να προκαλέσουν την παραγωγή
αντισωµάτων πρέπει να συνδεθούν µε µια
πρωτεϊνη φορέα, όπως η βόειος οραλβουµίνη
(BSA)

• Αποτελούν την πλειονότητα των
προσδιοριζόµενων µε ανοσοπροσδιορισµούς
ουσιών

Βάση ανοσοχηµικών
προσδιορισµών (1)

• Αντίδραση συνδέσεως αντιγόνου (Ag) µε το
εξειδικευµένο αντίσωµά του (Ab) προς
δηµιουργία του πολύ σταθερού συµπλόκου
(Ag.Ab)

AgAbAbAg ⇔+
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Βάση ανοσοχηµικών
προσδιορισµών (2)

• Η εξαιρετική εξειδίκευση της αντίδρασης
αντιγόνου – αντισώµατος παριστάνεται ως
σχέση κλειδιού - κλειδαριάς

Σχηµατική παράσταση εξειδικευµένης αντίδρασης
αντιγόνου – αντισώµατος

Το αντίσωµα αναγνωρίζει µόνο το αντιγόνο που το
παρήγαγε (κίτρινο)
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Σύνδεση Αg-Ab

Σύνδεση Ag-Ab
Αριστερά υψηλή συγγένεια
∆εξιά χαµηλή συγγένεια
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Αναλυτική εφαρµογή αντίδρασης
αντιγόνου – αντισώµατος (1)

• Βρήκε αναλυτική εφαρµογή µετά από δύο
παρατηρήσεις:
Α) Η µη οµοιοπολική σύνδεση του αντιγόνου µε την
πρωτεϊνη-αντίσωµα είναι εξαιρετικά εξειδικευµένη
(σχέση κλειδιού – κλειδαριάς) και αµφίδροµη, µε πολύ
µεγάλη σταθερά ισορροπίας (k1 >> k-1)

B) Ελαφρά τροποποιηµένο αντιγόνο µε κάποιο φορέα
αναλυτικού σήµατος (επισηµασµένο αντιγόνο, 
labelled, AgL, ιχνηθέτης) αντικαθιστά ανταγωνιστικά
το µη επισηµασµένο αντιγόνο (Ag) (αναλύτης)

Αναλυτική εφαρµογή αντίδρασης
αντιγόνου – αντισώµατος (2)

AgL + Ag.Ab ↔ AgL.Ab + Ag
• Ο σχηµατισµός του εξειδικευµένου συµπλόκου Ag.Ab µε
εµφάνιση ιζήµατος ή συσσωµατώµατος (ανοσοϊζηµα) 
χρησιµοποιείται για την ταυτοποίηση του αντιγόνου
(ορµόνης, τοξίνης µικροβίου, αντιγόνου ιού, κλπ)

• Η ανταγωνιστική σύνδεση του φυσικού αντιγόνου (Ag) 
και του επισηµασµένου αντιγόνου (ιχνηθέτη) (AgL) 
χρησιµοποιείται για τον ποσοτικό προσδιορισµό του
αντιγόνου

• Το φυσικό αντιγόνο είναι γνωστό και ως ψυχρό αντιγόνο, 
ενώ το επισηµασµένο και ως θερµό αντιγόνο ή ιχνηθέτης



12

Ανταγωνιστικός ανοσοπροσδιορισµός
Ο αναλύτης (πράσινος χωρίς ιχνηθέτη) εκτοπίζει
το επισηµασµένο αντιγόνο που ανιχνεύεται ή

µετρείται

Ανταγωνιστικός
Ανοσοπροσδιορισµός
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Παρασκευή ανοσογόνων και
αντισωµάτων (1)

• Οι περισσότερες ουσίες, των οποίων ενδιαφέρει
ο προσδιορισµός (ορµόνες, φάρµακα, βιταµίνες
κλπ), είναι µικρού ΜΒ (<1000).

• ∆εν είναι ικανά να ενεργοποιήσουν το
ανοσοποιητικό σύστηµα πειραµατοζώων για
παραγωγή εξειδικευµένου αντισώµατος

• Είναι απτένια, πρέπει να γίνει χηµική σύνδεση
µε πρωτεϊνη – φορέα

• Συνήθως αλβουµίνη βόειου ορού (Bovine Serum 
Albumin, BSA).

Παρασκευή ανοσογόνων και αντισωµάτων (2)
Σύνδεση απτενίων - BSA

• Χρησιµοποιούνται διάφορες αντιδράσεις
οργανικής χηµείας, ανάλογα µε χαρακτηριστικές
οµάδες, που διαθέτει το προς σύνδεση απτένιο.
– Με υδροξυλοµάδα συνδέονται µε αµινοµάδα της BSA 

µε ηλεκτρικό ανυδρίτη
– Με µόρια σακχάρου (π.χ. γλυκοζίτης διγοξίνη), 
κατεργάζονται µε υπεριωδικά για το σχηµατισµό
καρβονυλοµάδας που συνδέεται µε αµινοµάδες της
BSA.

– Με καρβοξυλοµάδα συνδέονται µε αµινοµάδα της
BSA µε τη µέθοδο καρβοδιιµιδίου και αντίστροφα.
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Σχηµατισµός εστέρων υδροξυλιωµένων απτενίων
µε ηλεκτρικό ανυδρίτη και αµιδική σύνδεση µε BSA

Σχηµατισµός καρβονυλικής οµάδας µε διάσπαση
υδατανθρακικού τµήµατος απτενίου (ο γλυκοσίδης

διγοξίνη) µε υπεριωδικά (Α)
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Σχηµατισµός καρβονυλικής οµάδας µε διάσπαση
υδατανθρακικού τµήµατος απτενίου (ο γλυκοσίδης

διγοξίνη) µε υπεριωδικά (Β)

Σύνδεση απτενίου (P) µε αµινοµάδα µε τις
αµινοµάδες της BSA µε τη βοήθεια

γλουταραλδεϋδης
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Σύνδεση πεπτιδίου µε οµάδα –SH 
µε την BSA µέσω µαλεϊµιδίου

Σύνδεση πεπτιδίου (P) µε φορέα
καρβοξυλικό οξύ
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Παραγωγή αντισωµάτων απτενίων
(1)

• Μετά την παρασκευή του ανοσογόνου που
περιέχει το προς προσδιορισµό απτένιο γίνεται
καθαρισµός µε χρωµατογραφία συγγένειας

• Το ανοσογόνο ενίεται (υποδερµικά ή
ενδοδερµικά) στο σώµα ζώου – ξενιστή
(προβάτου, αλόγου, κονίκλου, κλπ)

• Ενεργοποιείται το ανοσοποιητικό σύστηµα του
ζώου και παράγει αντίσωµα (Ab) µια σφαιρίνη
ικανή να σχηµατίζει σταθερό σύµπλοκο, τόσο µε
το ανοσογόνο, όσο και το απτένιό του.  

Σχηµατική παράσταση ανάπτυξης
αντισωµάτων για τη µορφίνη
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Παραγωγή αντισώµατος του απτενίου
αµινοβενζολοσουλφονικών µετά από σύνδεση

µε BSA

Παραγόµενα αντισώµατα από τα
πειραµατόζωα
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Παραγωγή αντισωµάτων απτενίων
(2)

• Αντισώµατα που αναπτύσσονται σε ζώα-
ξενιστές είναι πολυκλωνικά
– Μπορεί να συνδεθούν σε κάποιο βαθµό µε ουσίες
παρόµοιες µε το απτένιο (διασταυρούµενη
δραστικότητα)

• Μονοκλωνικά αντισώµατα µε υψηλότερη
εξειδίκευση παράγονται από υβρίδια κυττάρων
(υψηλού κόστους)

• Ορός που περιέχει αντίσωµα σε µεγάλη
συγκέντρωση λέγεται αντιορός (antiserum), 
φυλάσσεται σε χαµηλή θερµοκρασία για µεγάλα
χρονικά διαστήµατα. 

Παραγωγή πολυκλωνικών
αντισωµάτων
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Παραγωγή µονοκλωνικών
αντισωµάτων

Καθαρισµός αντισωµάτων
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Τίτλος (titer) αντιορού
• Συγκέντρωση αντισώµατος σε αντιορό
εκφράζεται µε τον τίτλο (titer)

• Τίτλος: Μέγιστη αραίωση αντιορού στο µείγµα
της αντίδρασης, που είναι απαραίτητη και ικανή
να αντιδράσει ο αντιορός µε συγκεκριµένη
ποσότητα επισηµασµένου αντιγόνου

• Εκφράζονται ως κλάσµατα αραίωσης (1/200 έως
1/10000)

• Από 1 mL αντιορού µπορούν να εκτελεσθούν
χιλιάδες ανοσοχηµικοί προσδιορισµοί

Παρασκευή επισηµασµένων
αντιγόνων

• Βασική αρχή των ανταγωνιστικών
ανοσοχηµικών προσδιορισµών είναι η
ανταγωνιστική σύνδεση του προσδιοριζόµενου
φυσικού αντιγόνου και ενός επισηµασµένου
αντιγόνου (ιχνηθέτη) µε το ειδικό αντίσωµα, που
είναι ή µπορεί να γίνει φορέας αναλυτικού
σήµατος

• Η ευαισθησία ενός ανοσοχηµικού
προσδιορισµού εξαρτάται από την ευκολία και
την ακρίβεια µε την οποία µπορεί να µετρηθεί ο
επισηµαντής, που συνδέεται µε το αντιγόνο
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Ιδανικός επισηµαντής
• ∆εν µεταβάλλει τα χαρακτηριστικά συνδέσεως που
παρατηρούνται κατά τη σύνδεση φυσικού αντιγόνου µε
το αντίσωµα

• Το αντίσωµα να συνδέεται εξ ίσου καλά µε το µη
επισηµασµένο προσδιοριζόµενο µόριο (D) και το
επισηµασµένο (DL)

Αρχή Ανταγωνιστικού
Ανοσοπροσδιορισµού
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Αρχή Ανταγωνιστικού
Ανοσοπροσδιορισµού

• Ανταγωνιστική εκτόπιση ιχνηθέτη DL από το
σύµπλοκο µε το αντίσωµα από τη µη
επισηµασµένη προσδιοριζόµενη ουσία D
(φάρµακο)

Ab.DL + D ↔ Ab.D + DL
• Η ποσότητα DL που εκτοπίζεται είναι ανάλογη

µε την ποσότητα της ουσίας D που υπάρχει στο
δείγµα

• Η µέτρηση του αναλυτικού σήµατος, που φέρει ο
ο ιχνηθέτης DL, παρέχει µε τη βοήθεια
καµπύλης αναφοράς, την ποσότητα της D.

Υπολογισµοί σε υποθετικό ανταγωνιστικό
ανοσοχηµικό σύστηµα
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Αρχή Ανταγωνιστικού
Ανοσοπροσδιορισµού

• Το ποσοστό του συνδεδεµένου επισηµασµένου
αντιγόνου µειώνεται καθώς αυξάνεται η
συγκέντρωση της προσδιοριζόµενης ουσίας

• Αυξανοµένης της συγκέντρωσης της D αυξάνεται
η εκτόπιση του DL (έννοια της ανταγωνιστικής
σύνδεσης (competitive binding)

• Για την κατασκευή της καµπύλης αναφοράς
χρησιµοποιείται η σχέση (λόγος σηµάτων)
Υ = (Συνδεδεµένο DL) / (Συνδεδεµένο DL)o

Αρχή Ανταγωνιστικού
Ανοσοπροσδιορισµού
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Μελέτη Ισορροπίας Αντίδρασης Ag - Ab
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Καµπύλη Αναφοράς Ανταγωνιστικού
Ανοσοπροσδιορισµού (1)

• ∆ιάγραµµα logit Y ως προς log [D] δίνει
γραµµική καµπύλη αναφοράς

• Στην πράξη µετρείται το αναλυτικό σήµα
που παρέχει το συνδεδεµένο (Β) ή το
ελεύθερο (F) επισηµασµένο αντιγόνο για
τα διάφορα πρότυπα του αντιγόνου D

• Μετρείται πάντοτε και ένα µηδενικό
πρότυπο (D=0) για το οποίο το αναλυτικό
σήµα θα είναι B0 ή F0

Καµπύλη Αναφοράς Ανταγωνιστικού
Ανοσοπροσδιορισµού (2)

• Κατασκευάζεται καµπύλη αναφοράς
%(Β/Β0) ή %(F/F0) ή %(B/F) ως προς:

– [D] (για στενή περιοχή)
– log [D] για ευρεία περιοχή

• Με χρήση ηλεκτρονικών υπολογιστών δεν
υπάρχει ανάγκη γραµµικοποίησης της καµπύλης
αναφοράς

• Υπολογίζονται τα άγνωστα από τη σιγµοειδή
καµπύλη Υ ως προς D µε διάφορους
αλγόριθµους (spline).
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Καµπύλες αναφοράς ανταγωνιστικού
ανοσοπροσδιορισµού

Καµπύλες αναφοράς ανταγωνιστικού
ανοσοπροσδιορισµού
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Τύποι ανοσοπροσδιορισµών

• Ανταγωνιστικός (competitive)
– Ανταγωνισµός σύνδεσης φυσικού αντιγόνου και
ιχνηθέτη

• Μη ανταγωνιστικός ή κορεσµού ή ανοσοµετρικός
– Το προσδιοριζόµενο αντιγόνο ή αντίσωµα αντιδρά
ποσοτικά µε περίσσεια επισηµασµένου αντισώµατος
ή αντιγόνου, αντίστοιχα

• Τύπου sandwich (χρήση δύο αντισωµάτων)

Τύποι Ανοσοπροσδιορισµών
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Αρχή Ανοσοπροσδιορισµού
Περιλαµβάνει: Αναλύτη (πράσινο), αντίσωµα

(µαύρο) και ένα ανιχνεύσιµο ιχνηθέτη (κίτρινο)

∆ύο πλευρών, µη ανταγωνιστικός
ανοσοπροσδιορισµός αναλύτη, τύπου sandwich 
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Ανοσοπροσδιορισµός διπλού
αντισώµατος τύπου sandwich

Πορεία ανταγωνιστικού
προσδιορισµού
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Τεχνικές Ανοσοχηµικών
Προσδιορισµών (1)

• ∆ιαφοροποιούνται στη µέθοδο µέτρησης
του ελεύθερου ή συνδεδεµένου ιχνηθέτη

• Οµογενής (homogeneous)
– Με τη χρησιµοποιούµενη µέθοδο είναι δυνατή
η µέτρηση µόνο του ελεύθερου ιχνηθέτη
παρουσία του συνδεδεµένου

– Η σύνδεση του DL µε το Ab εξαλείφει το
αναλυτικό σήµα του ιχνηθέτη

Τεχνικές Ανοσοχηµικών
Προσδιορισµών (2)

• Ετερογενής (heterogeneous)
– Το αναλυτικό σήµα του συνδεδεµένου
ιχνηθέτη δεν εξαλείφεται

– Για τη µέτρηση του ελεύθερου ιχνηθέτη
πρέπει να προηγηθεί διαχωρισµός των
φάσεων
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∆ιαχωρισµός φάσεων ετερογενών
ανοσοπροσδιορισµών

• Μετά την αποκατάσταση ισορροπίας µεταξύ αναλύτη και
ιχνηθέτη µε το αντίσωµα ακολουθεί διαχωρισµός
φάσεων (ενωµένη – ελεύθερη)

• Ο διαχωρισµός πρέπει να είναι:
– Ποσοτικός
– Ταχύς
– Απλός
– Χαµηλού κόστους
– Να µη διαταράσσει την ισορροπία σύνδεσης αντιγόνου –
αντισώµατος

• Οι τεχνικές διαχωρισµού βασίζονται στις διαφορετικές
ιδιότητες ελεύθερου αντιγόνου και συµπλόκου Ag-Ab
(φάσεις)

Τεχνικές ∆ιαχωρισµού Φάσεων
Ετερογενών Ανοσοπροσδιορισµών (1)

• Χρωµατογραφία και ηλεκτροφόρηση
– Μειονέκτηµα µεγάλος χρόνος
– Μη εφαρµόσιµες στα εργαστήρια ρουτίνας

• ∆ιήθηση υδροπηκτής (gel filtration)
– Βασίζεται στο διαφορετικό µέγεθος φάσεων
– Μειονέκτηµα ο µεγάλος χρόνος
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Τεχνικές ∆ιαχωρισµού Φάσεων
Ετερογενών Ανοσοπροσδιορισµών (2)

• Χηµική καταβύθιση συµπλόκου Ag.Ab
– Βασίζεται στη διαφορετική διαλυτότητα των
δύο φάσεων

– Χρησιµοποιούνται αντιδραστήρια
καταβύθισης (Na2SO4 , αιθανόλη, 
πολυαιθυλενογλυκόλη)

– Καταβυθίζεται το σύµπλοκο Ag.Ab και
AgL.Ab, το οποίο µετρείται.

– Παραµένουν στο διάλυµα το ελεύθερο Ag και
AgL

Τεχνικές ∆ιαχωρισµού Φάσεων
Ετερογενών Ανοσοπροσδιορισµών (3)

• Φυσική προσρόφηση. Χρησιµοποιείται:
– Ενεργός άνθρακας (προσροφά µικροµόρια, 
άρα και τα ελεύθερα απτένια, όχι όµως
πρωτεϊνες

– Κυτταρίνη
– Τάλκης
– ∆ιοξείδιο πυριτίου
– Μπετονίτης
– Τοιχώµατα πλαστικών σωλήνων µέσα στους
οποίους γίνεται η αντίδραση
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Τεχνικές ∆ιαχωρισµού Φάσεων
Ετερογενών Ανοσοπροσδιορισµών (4)

• Τεχνική διπλού αντισώµατος
– Χρησιµοποιείται δεύτερο αντίσωµα AbB για να
συνδεθεί µε το σύµπλοκο Ag.AbA

– Σχηµατίζεται µεγάλο συσσωµάτωµα (Ag.AbA.AbB) 
που διαχωρίζεται µε φυγοκέντρηση παρουσία
αιθυλενογλυκόλης

– Για την παραγωγή AbΒ το αντίσωµα AbA (που
παρήχθηκε σε ένα ζώο, π.χ κόνικλο) εισάγεται ως
αντιγόνο σε ένα άλλο ζώο, π.χ. πρόβατο. 

– Παράγεται αντιορός του αντιορού (π.χ. Anti-rabbit 
antiserum) που προκαλεί καθίζηση του Ag.AbA
(ανοσοκαθίζηση)

Τεχνικές ∆ιαχωρισµού Φάσεων
Ετερογενών Ανοσοπροσδιορισµών (5)

• Τεχνική αντισώµατος στερεής φάσης (solid-
phase antibody technique)
– Ευρείας εφαρµογής τεχνική
– Αντίσωµα ακινητοποιηµένο µε χηµικό δεσµό σε
στερεό υπόστρωµα (πλαστικό πολυµερές, ύαλος, 
αγαρόζη, µαγνητικά σφαιρίδια, τοίχωµα πλαστικών
σωλήνων αντίδρασης)

– Το σύµπλοκο Ag.Ab γίνεται τµήµα στερεής φάσης
– Το ελεύθερο αντιγόνο (φυσικό και επισηµασµένο) 
παραµένει στην υγρή φάση και παραλαµβάνεται µε
φυγοκέντρηση ή απόχυση
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Τεχνικές Ανοσοπροσδιορισµών στερεής φάσης
Αριστερά για τον προσδιορισµό αντισωµάτων και

δεξιά για τον προσδιορισµό αντιγόνων.
Αµφότερες είναι τύπου sandwich

Αρχή ανταγωνιστικού
ανοσοπροσδιορισµού µε αντίσωµα σε

στερεή φάση
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Χαρακτηριστικά ποιότητας ανοσοχηµικών
προσδιορισµών (1)

Εξειδίκευση
• Εξαρτάται από την ικανότητα του αντισώµατος
να αναγνωρίζει και να συνδέει µόνο την
προσδιοριζόµενη ουσία

• Παρόλο που τα αντισώµατα χαρακτηρίζονται
από ειδικότητα, είναι δυνατόν να συνδεθούν και
ουσίες παρόµοιες µε το απτένιο
– Συνηθέστερο στα πολυκλωνικά αντισώµατα
– Τα µονοκλωνικά αντισώµατα εµφανίζουν σχεδόν
ιδανική ειδικότητα (είναι όµως υψηλού κόστους)

• Προκαλείται παρεµπόδιση γνωστή ως
διασταυρούµενη δραστικότητα (cross-reactivity)

Χαρακτηριστικά ποιότητας ανοσοχηµικών
προσδιορισµών (2)

Εξειδίκευση
• ∆ιασταυρούµενη δραστικότητα

– Εκφράζεται ως ο λόγος της συγκέντρωσης
του αναλύτη προς τη συγκέντρωση του
παρεµποδιστή για τις οποίες προκαλείται
ανταγωνιστική εκτόπιση ιχνηθέτη 50%

• Όσο µεγαλύτερη η εξειδίκευση, τόσο
µικρότερη η διασταυρούµενη δραστικότητα
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∆ιαγράµµατα καµπυλών απόκρισης για τον υπολογισµό
διασταυρούµενης δραστικότητας (∆∆).

(α): προς προσδιορισµό ουσία, (β): παρεµποδιστής
∆∆ = (10 / 100) x 100 = 10%

∆ιαγράµµατα καµπυλών απόκρισης για τον υπολογισµό
διασταυρούµενης δραστικότητας (∆∆) για Τ2.

∆∆ Τ2 = (2,5 /588) x 100 = 0,42%
∆∆ Triac = (2,5 / 3,3) x 100 = 76%
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Παραδείγµατα ∆ιασταυρούµενης
Αντίδρασης

Παρεµποδίσεις σε Ποσοτικό
Ανοσοπροσδιορισµό
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Χαρακτηριστικά ποιότητας
ανοσοπροσδιορισµών

Ευαισθησία
• Εκφράζεται από την κλίση της καµπύλης
αναφοράς και έχει µονάδες αντίστροφης
συγκέντρωσης

• Εξαρτάται από τη χρησιµοποιούµενη
συγκέντρωση αντισώµατος
– Είναι τόσο µεγαλύτερη, όσο µικρότερος είναι ο τίτλος

(µεγαλύτερη αραίωση) του αντισώµατος
– Πολύ µεγάλη αραίωση περιορίζει την περιοχή
συγκεντρώσεων του προσδιορισµού

• Μεγιστοποιείται όταν επιλέγονται συνθήκες που
µεγιστοποιούν την κλίση

Χαρακτηριστικά ποιότητας
ανοσοπροσδιορισµών

• Επαναληψιµότητα
– Εκφράζεται από την τυπική απόκλιση SD ή

%σχετική απόκλιση %RSD ή CV
• Όριο ανίχνευσης (detection limit)

– Προσδιορίζεται από διάγραµµα SD (µονάδες
συγκέντρωσης) συναρτήσει συγκέντρωσης
της ουσίας D

– Η τοµή στον άξονα των τεταγµένων είναι το
SDo µηδενικού προτύπου και LOD = SDo x 
3,3
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∆ιάγραµµα SD συναρτήσει C για τον
υπολογισµό ορίου ανίχνευσης
LOD = 0,16 x 3,3 = 0,55 ng/mL


