
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 8: Ανοσοχημικές Τεχνικές Ανάλυσης

	 

	Γεώργιος Θεοδωρίδης

	 

	Σύνοψη 

	Αναπτύσσονται οι αρχές της ανοσοχημείας ως αναλυτικής τεχνικής. Περιγράφονται τα αντισώματα και οι μηχανισμοί παραγωγής τους (πολυκλωνικών-μονοκλωνικών) και οι τρόποι παραγωγής αντισωμάτων για μικρά μόρια στόχους, αλλά και οι τεχνικές RIA, ELISA (μοφής sandwich, competitive κ.ά) EMIT, FPIA, τα πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα των ανοσοχημικών τεχνικών και οι εφαρμογές τους στην κλινική διαγνωστική ή την τοξικολογική ανάλυση και άλλα πεδία της βιοαναλυτικής χημείας.

	 

	Προαπαιτούμενη Γνώση

	Πριν την ανάγνωση του κεφαλαίου, χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί σε συγγράμματα Ενόργανης Ανάλυσης, Βιοχημείας και Ανοσολογίας. 

	 

	8.1. Εισαγωγή

	 

	Οι ανοσοχημικές μέθοδοι ανάλυσης χρησιμοποιούν αντισώματα (antibody, Ab) ως αντιδραστήρια μοριακής αναγνώρισης για να επιτύχουν βιοειδική δέσμευση και ανίχνευση των αντιγόνων (antigen, Ag). Ως αντιγόνο θεωρείται κάθε ξένη ουσία που όταν εισέρχεται σε έναν οργανισμό (π.χ. θηλαστικά) αναγνωρίζεται από τα B-λεμφοκύτταρα και/ή Τ-λεμφοκύτταρα και μπορεί να προκαλέσει την ανάπτυξη της ειδικής ή επίκτητης ανοσίας (adaptive ή specific immunity). Τα αντισώματα είναι πρωτεΐνες του αμυντικού μηχανισμού των θηλαστικών, καλούνται ανοσοσφαιρίνες (immunoglobulins) και συμβολίζονται ως Ig. Υπάρχουν διάφορες μορφές ανοσοχημικών τεχνικών ανάλυσης: εν ροή/χρωματογραφικές τεχνικές, ομογενείς/ετερογενείς, ανοσοχημικοί βιο-αισθητήρες. Η αντίδραση αναγνώρισης μπορεί να αφεθεί να φτάσει σε κατάσταση ισορροπίας στις τεχνικές σε ισορροπία, ή μπορεί να γίνει η μέτρηση άμεσα ή ακόμη να γίνει παρακολούθηση της αντίδρασης-δέσμευσης όπως π.χ. γίνεται σε βιοαισθητήρες τύπου SPR. Οι τελευταίοι περιγράφονται στο σχετικό κεφάλαιο (Βιοαισθητήρες, Κεφάλαιο 7) , ενώ η ανοσοχρωματογραφία περιγράφεται στο κεφάλαιο των χρωματογραφικών τεχνικών (Κεφάλαιο 11). Στη συνέχεια του παρόντος κεφαλαίου περιγράφονται: η δομή των αντισωμάτων και η μοριακή αναγνώριση αντισώματος-αντιγόνου και οι βασικές αρχές των κυριότερων μορφών ανοσοχημικής ανάλυσης. 

	 

	8.2. Αντισώματα 

	 

	H τρισδιαστάτη δομή των μορίων της ανοσοσφαιρίνης προσομοιάζει στο γράμμα Υ, και σχηματίζεται από συνδυασμό δύο βαριών πεπτιδικών αλυσίδων (H) και δύο ελαφριών πεπτιδικών αλυσίδων (L). Οι αλυσίδες ενώνονται μεταξύ τους με δισουλφιδικούς δεσμούς σε ορισμένα σημεία. Γενικά υπάρχουν πέντε διαφορετικοί τύποι ανοσοσφαιρινών που συμβολίζονται με τα γράμματα γ, α, μ, δ και ε, τα οποία συμβολίζονται αντίστοιχα ως IgG, IgA, IgM, IgD και IgE. Στις ανοσοχημικές τεχνικές τα αντισώματα που χρησιμοποιούνται, είναι κυρίως τύπου IgG.

	H βασική δομή των αντισωμάτων IgG είναι παρόμοια, και ειδικότερα για τον ίδιο οργανισμό η αλληλουχία είναι ουσιαστικά ταυτόσημη εκτός από μια μικρή περιοχή στα άκρα των πρωτεϊνών η οποία είναι ιδιαίτερα μεταβλητή, και για αυτόν το λόγο ονομάζεται υπερμεταβλητή περιοχή (hypervariable region). Ουσιαστικά λόγω της διαφοροποίησης ορισμένων αμινοξέων δημιουργούνται δυνατότητες έκφρασης εκατομμυρίων αντισωμάτων που αναγνωρίζουν διαφορετικά αντιγόνα. Αυτή η δυνατότητα προσφέρει στο ανοσοποιητικό σύστημα το πιο ειδικό «όπλο» απέναντι στους κινδύνους (ιούς, βακτήρια, ξένα σώματα). Η περιοχή του αντιγόνου που αναγνωρίζεται από το αντίσωμα και συνδέεται στο κέντρο σύνδεσης ονομάζεται επιτοπική περιοχή (epitope). Τα αντισώματα απομονώνονται από τον ορό αίματος πειραματόζωων στα οποία έχει χορηγηθεί το αντιγόνο μαζί με κατάλληλα αντιδραστήρια που βοηθούν την αντίδραση του οργανισμού (π.χ. Freund's adjuvant). Μετά την εισαγωγή του αντιγόνου ή του συμπλέγματός του με τη φέρουσα πρωτεΐνη, απαιτείται χρόνος κάποιων μηνών για την ωρίμανση των ανοσοσφαιρινών από το στάδιο IgA στο στάδιο IgM και τελικά στο στάδιο των IgG, οπότε και συλλέγεται ορός αίματος από τα πειραματόζωα. Μετά από καθαρισμούς που περιλαμβάνουν ειδική καταβύθιση και φυγοκέντρηση πρωτεϊνών, παραλαμβάνονται τελικά τα επιθυμητά αντισώματα.

	Τα μονοκλωνικά αντισώματα είναι από τα πιο ειδικά μόρια αναγνώρισης στη φύση. Μονοκλωνικά αντισώματα είναι αυτά που παράγονται από έναν κλώνο των ειδικών λεμφοκυττάρων του αμυντικού μηχανισμού του πειραματοζώου. Τα αντισώματα αυτά παρουσιάζουν πολύ ισχυρή σταθερά δέσμευσης, ομοιόμορφη συμπεριφορά και ικανότητα αναγνώρισης και δέσμευσης των αντιγόνων. Τα μονοκλωνικά αντισώματα παράγονται σε κυτταρική καλλιέργεια με σύντηξη κυττάρων από μυέλωμα και σπληνικών κυττάρων (συνήθως, κύτταρα τρωκτικού στο οποίο εισάγεται πολυκλωνικό αντίσωμα μετά από την απομόνωση και τον καθαρισμό με χρωματογραφία ανοσοσυγγένειας). Για την παραλαβή των αντισωμάτων ακολουθούνται τα στάδια που αναφέρονται στην παραπάνω παράγραφο. Το μίγμα των αντισωμάτων που έχει απομονωθεί από το πειραματόζωο περιέχει θεωρητικά όλες τις ανοσοσφαιρίνες του αίματος του πειραματόζωου, αντισώματα δηλαδή, που έχουν κληρονομηθεί από τη μητέρα του πειραματόζωου και αντισώματα που έχουν αναπτυχθεί στην έως τότε ζωή του. Για την ανάπτυξη μονοκλωνικών αντισωμάτων απομονώνεται με χρωματογραφία ανοσοσυγγένειας το επιθυμητό αντίσωμα με την εξής διαδικασία: το σύνολο των αντισωμάτων περνά μέσα από χρωματογραφική στήλη στο υλικό πλήρωσης της οποίας έχει ακινητοποιηθεί το αντιγόνο. Στην στήλη θα δεσμευτεί μόνο το ειδικό αντίσωμα που θα αναγνωρίσει το ακινητοποιημένο αντιγόνο. Τα υπόλοιπα αντισώματα απομακρύνονται με πλύση. Τελικά, το ειδικό αντίσωμα παραλαμβάνεται απο τη στήλη με έκλουση, με κατάλληλο διαλύτη ο οποίος διασπά το δεσμό αντιγόνο-αντίσωμα. Το τελικό προϊόν είναι σε πολύ καθαρή μορφή αφού έχει παραληφθεί με εκλεκτική απομόνωση. Η σύντηξη γίνεται με γενετική μέθοδο, κατά την οποία γονίδια που κωδικοποιούν την υπερ-μεταβλητή περιοχή των αντισωμάτων εισάγονται στο γενετικό υλικό κολοβακτηριδίου με τη βοήθεια ειδικού ιού. Τα μονοκλωνικά αντισώματα παρουσιάζουν πολύ μεγάλη εξειδίκευση απέναντι στα αντιγόνα και επιτυγχάνουν ισχυρή δέσμευση. Οι σταθερές δέσμευσης των συμπλόκων Ag-Ab είναι από τις πιο μεγάλες που έχουν περιγραφεί φτάνοντας σε τιμές έως 1014. Τα επιτοπικά κέντρα πρωτεϊνών αντιγόνων και τα αντίστοιχα κέντρα δέσμευσης των αντισωμάτων αποτελούνται από 15 περίπου αμινοξέα. Η παραλλαγή αυτών των αμινοξέων είναι που δίνει την εκλεκτικότητα και μεταβλητότητα στα αντισώματα οπότε αυτά αναγνωρίζουν μόνο τα συμπληρωματικά τους αντιγόνα ανάμεσα στην πληθώρα μορίων που μπορεί να έρθουν σε επαφή μαζί τους. Η σταθερή περιοχή (Σχήμα 8.1) των αντισωμάτων προσφέρει τη δυνατότητα αναγνώρισης και δέσμευσης όλων των αντισωμάτων από ειδικές πρωτεΐνες (Α, G πρωτεΐνες). Η δυνατότητα αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την εκλεκτική παραλαβή και καθαρισμό των ανοσοσφαιρινών αλλά και για την προσανατολισμένη ακινητοποίησή τους σε στερεές επιφάνειες. Το τελευταίο έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον σε ετερογενείς ανοσοχημείες αναλυτικές τεχνικές και βιο-αισθητήρες καθώς εξασφαλίζει την έκθεση των ενεργών κέντρων στο αναλυτικό σύστημα και επομένως, τη μεγαλύτερη και ασφαλή ανταπόκριση των αντισωμάτων. 

	Πέραν της βιοαναλυτικής εφαρμογής των αντισωμάτων, σημαντική είναι επίσης η χρήση τους στη φαρμακευτική και θεραπευτική όπου θεωρούνται ειδικά φάρμακα (magic bullet). Μονοκλωνικά αντισώματα χορηγούνται ως αντιοροί (δηλαδή, ως αντισώματα έναντι αντιγόνου π.χ. ιού) για επίτευξη παθητικής ανοσίας. επίσης, χρησιμοποιούνται για ανοσοκατασταλτική θεραπεία (δηλαδή, αντισώματα έναντι παθολογικών αυτο-αντισωμάτων) αλλά και ως βιολογική θεραπεία κακοηθών νεοπλασιών (αντισώματα έναντι υποδοχέων που απαντώνται σε κακοήθεις όγκους).

	Με την πρόοδο της βιοτεχνολογίας υπάρχει, πλέον, η δυνατότητα παρασκευής χιμαιρικών μονοκλωνικών αντισωμάτων μέσω πρωτεϊνικής σύνθεσης. Τέτοια φάρμακα αναπτύσσονται, εφόσον έχει εντοπιστεί μια πρωτεΐνη-στόχος, π.χ. μια πρωτεΐνη που εμπλέκεται σε μηχανισμό φλεγμονής (αυτοάνοσα νοσήματα) ή μια ειδική πρωτεΐνη που χαρακτηρίζει καρκινικά κύτταρα. Αναπτύσσονται μονοκλωνικά αντισώματα εναντίον της πρωτεΐνης και στη συνέχεια αντικαθίσταται η σταθερή περιοχή (Fc) των αντισωμάτων με αντίστοιχη Fc περιοχή αντισωμάτων από ανθρώπινο ορό. Με τον τρόπο αυτό το παραγόμενο αντίσωμα διατηρεί την υπερμεταβλητή του περιοχή και τη λειτουργικότητά της, ενώ η Fc περιοχή του έχει τη μικρότερη δυνατή ανοσογόνο αντίδραση κατά τη χορήγησή της στον άνθρωπο. Στο Σχήμα 8.1 δίνεται σχηματικά η δομή των αντισωμάτων IgG.

	 

	8.3. Ακινητοποίηση Βιομορίων σε Επιφάνειες 

	 

	Κατά την ακινητοποίηση, δηλαδή, τη σύνδεση βιομορίου σε κάποιο υπόστρωμα στήριξης (στατική φάση), ζητούμενο είναι να διατηρηθεί η λειτουργικότητα του αντισώματος. Υπάρχουν πρωτόκολλα ακινητοποίησης μεσω διαμοριακής σύνδεσης (cross-linking) ή χημικής αντίδρασης με ομοιοπολική σύνδεση. Η διαμοριακή σύνδεση συνδυάζεται, συνήθως, με προσρόφηση των πρωτεϊνικών μορίων. Εκτός από την απευθείας πρόσδεση αντιγόνου ή αντισώματος στην επιφάνεια στερεών φορέων, έχουν αναπτυχθεί διάφορες άλλες πιο αποτελεσματικές διαδικασίες ακινητοποίησης, όπως η πρόσδεση μέσω συστήματος αβιδίνης-βιοτίνης, πρωτεΐνης Α ή G κ.ά. Πλεονεκτήματα των τεχνικών στερεάς φάσης είναι η μείωση των αναλυτικών σταδίων, καθώς δε χρειάζεται φυγοκέντρηση για το διαχωρισμό. Αυτό επιτρέπει τη δυνατότητα χρησιμοποίησής τους για οποιοδήποτε ζεύγος αντιγόνου-αντισώματος, ενώ επιτρέπει αυτοματοποίηση του διαχωρισμού των φάσεων με απλές πλύσεις, επομένως επιτρέπει την αυτοματοποίηση της πειραματικής μέτρησης (όπως περιγράφεται στην παράγραφο της ELISA). Μειονεκτήμα των τεχνικών στερεάς φάσης είναι ότι η πρόσδεση στη στερεά φάση μπορεί να επηρεάσει την ταχύτητα ή και την ικανότητα σύνδεσης μεταξύ αντιγόνων και αντισωμάτων. 

	Στις περισσότερες εφαρμογές ως στερεά φάση στους ανοσοχημικούς πρoσδιoρισμoύς χρησιμοποιούνται διάφοροι πλαστικοί φορείς σε ποικίλες μορφές (σωλήνες, πλάκες μικροτιτλοδότησης), ενώ τελευταία ενδιαφέρον παρουσιάζουν εφαρμογές σε μαγνητικά σωματίδια.
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	Σχήμα 8.1. Δομή των αντισωμάτων IgG

	 

	8.4. Ανοσοχημικές Τεχνικές Ανάλυσης

	 

	Οι ανοσοχημικές τεχνικές ανάλυσης βασίζονται στην επιλεκτική αντίδραση ενός αναλύτη (αντιγόνο (Ag)) με το αντίσωμα (Ab), για να δώσει ένα προϊόν (Ag-Ab) το οποίο μπορεί να μετρηθεί. Η αντίδραση δέσμευσης γίνεται αντιληπτή με τη χρήση ιχνηθέτη, ο οποίος μπορεί να είναι φθορίζουσα ή φωσφορίζουσα ένωση, ραδιενεργός ένωση, ή ένζυμο που καταλύει κάποια αντίδραση η οποία παράγει ακτινοβολία ή φωταύγεια. 

	Οι αναλυτικές μέθοδοι που βασίζονται σε ανοσοχημικές δράσεις, ταξινομούνται ανάλογα με το μηχανισμό και τη διάταξη της αλληλεπίδρασης Ag-Ab. Ανάλογα με το μηχανισμό χωρίζονται σε δύο βασικές ομάδες: τις μεθόδους ανταγωνιστικού τύπου και τις μεθόδους μη-αγωνιστικού τύπου. Οι τύποι αυτοί περιγράφονται στη συνέχεια του κεφαλαίου.

	Οι ανοσοχημικές αναλυτικές μέθοδοι χωρίζονται, επίσης, σε ομογενείς και ετερογενείς. Στις ετερογενείς δράσεις λαμβάνει χώρα διαχωρισμός του δεσμευμένου και μη δεσμευμένου αντιδραστηρίου (αντίσωμα ή αντιγόνο) κατά τη διάρκεια της ανάλυσης. Για το λόγο αυτό το ένα από τα δύο συστατικά ακινητοποιείται σε στερεή επιφάνεια. Ο διαχωρισμός επιτυγχάνεται εύκολα με πλύση της στερεάς φάσης με κατάλληλο διάλυμα και απομάκρυνση του μη δεσμευμένου αντιδραστηρίου. Στις ομογενείς δοκιμές δεν απαιτείται βήμα διαχωρισμού ή πλύσης και ο ιχνηθέτης πρέπει να λειτουργεί ικανοποιητικά στο υπόστρωμα του αναλυόμενου δείγματος. Ως αποτέλεσμα, υπάρχει κίνδυνος παρεμβολής/παρεμπόδισης από τα συστατικά άγνωστων δειγμάτων. 

	Υπάρχουν, επίσης, άλλες κατηγορίες ανοσοχημικών τεχνικών ανάλυσης που συνδυάζονται με τεχνικές διαχωρισμού όπως: 1. Ανοσοχρωματογραφία ή χρωματογραφία ανοσοσυγγένειας, όπου αντίσωμα ή αντιγόνο ακινητοποιείται σε στατική φάση και επιτυγχάνει ειδικό διαχωρισμό και 2. Ανοσο-ηλεκτροφόρηση. Οι τεχνικές αυτές αναπτύσσονται στα σχετικά κεφάλαια.      

	Στον Πίνακα 8.1 δίνονται συνοπτικά οι διαφορετικές βασικές ομάδες ανοσοχημικών τεχνικών και βασικές πληροφορίες ως προς την επιλογή του ιχνηθέτη και του τρόπου μέτρησης.
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	Πίνακας 8.1. Είδη ανοσοχημικών τεχνικών ανάλυσης

	 

	8.4.1. Ράδιο-ανοσοχημική Ανάλυση 

	 

	Η Ραδιο-ανοσοχημική Ανάλυση (Radioimmunoassay, RIA) είναι από τις παλαιότερες τεχνικές Ανοσοχημικής Ανάλυσης. Λόγω των αυξανόμενων περιορισμών, του αυξανόμενου κόστους και αυστηρότερων ελέγχων σε σχέση με τη χρήση ραδιοεπισημασμένων ισοτόπων, η τεχνική αυτή χρησιμοποιείται πλέον λιγότερο, όμως βρίσκει ακόμη εφαρμογή σε αρκετές αναλύσεις. Οι εφαρμογές της RIA είναι, κυρίως, στην ανάλυση ορμονών όπως ινσουλίνη, βαζοπρεσίνη, θυροξίνη, ενδοκρινών διαταρακτών, φαρμάκων (μορφίνη και άλλες ψυχοτρόπες ενώσεις καθώς και ειδικά πεπτίδια φάρμακα), ιών καθώς και αλλεργιογόνων∙ χρησιμοποιείται και για διαγνωστικούς σκοπούς, στη μέτρηση βιοδεικτών καρκίνου. 

	Ως ιχνηθέτης της προσδιοριζόμενης ουσίας χρησιμοποιείται το ίδιο το αναλυόμενο μόριο (φάρμακο, ορμόνη, ή άλλο) ή ανάλογης δομής μόριο μετά από ραδιοσοτοπική επισήμανση. Ο ιχνηθέτης παρασκευάζεται με εισαγωγή συγκεκριμένου ραδιοϊσοτόπου στο μόριο. Συνήθως, δεσμεύεται το ισότοπο 125I σε μόριο τυροσίνης. Γνωστή ποσότητα του επισημασμένου αντιγόνου αντιδρά με το αντίσωμα με αποτέλεσμα τη δέσμευση Ag-Ab. Στη συνέχεια προστίθεται το δείγμα και εφόσον το δείγμα περιέχει την αναλυόμενη ένωση (μη επισημασμένο αντιγόνο) ακολουθεί ανταγωνιστική δέσμευση της αναλυόμενης ένωσης στο αντίσωμα. Όσο μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση της αναλυόμενης ένωσης, τόσο μεγαλύτερο είναι το ποσό του επισημασμένου αντιγόνου που θα απελευθερωθεί από το αντίσωμα. Με την αποκατάσταση ισορροπίας, το συνδεδεμένο επισημασμένο αντιγόνο, διαχωρίζεται από το ελεύθερο επισημασμένο αντιγόνο. Αυτό μπορεί να γίνει με προσθήκη δεύτερου αντισώματος, το οποίο δεσμεύει γενικά τα αντισώματα, οπότε το σύμπλοκο των δύο αντισωμάτων μπορεί να απομακρυνθεί με φυγοκέντρηση. Ακολουθεί μέτρηση της ραδιενέργειας των δύο κλασμάτων (ελεύθερο και δεσμευμένο αντιγόνο) σε μετρητή σπινθηρισμού (scintillation counter). Η πορεία της ανάλυσης φαίνεται στο Σχήμα 8.2.

	Πλεονέκτημα της RIA είναι η μεγάλη ευαισθησία καθώς επιτυγχάνει όρια ανίχνευσης της τάξης10-8 –10-10 Μ, ενώ ως μειονεκτήματα θεωρούνται: η χρήση ραδιενεργών ιχνηθετών, οι αυστηροί κανονισμοί για την παρασκευή, φύλαξη και διάθεση ραδιενεργών ιχνηθετών, η ανάγκη ειδικού εργαστηρίου (με ειδική άδεια διαχείρισης ισοτόπων), η ανάγκη για ειδικά όργανα και ειδικευμένο προσωπικό με ειδική εκπαίδευση και άδεια, και ο περιορισμένος χρόνος ζωής των αντιδραστηρίων.

	 

	8.4.2. Ενζυμο-ανοσοχημική Ανάλυση 

	 

	Στην Ενζυμο-ανοσοχημική Ανάλυση (Enzyme ImmunoAssay, EIA) επιλέγεται ένα ένζυμο το οποίο συνδέεται στις αναλυόμενες ενώσεις ή (πιο συχνά) στα αντισώματα, για να παραχθεί ο ιχνηθέτης. Το αναλυτικό σήμα που μετράται, προέρχεται από το προϊόν της αντίδρασης η οποία καταλύεται από το ένζυμο. Η αντίδραση αυτή παράγει χρωματισμένο προϊόν ή φωταύγεια, η οποία μετράται σε κατάλληλη διάταξη. 

	Τα πλεονεκτήματα της ΕΙΑ είναι η αποφυγή περιορισμών και κινδύνων κατά την παρασκευή, φύλαξη, χρήση, και απόρριψη ραδιενεργών ιχνηθετών και η μεγαλύτερη διάρκεια ζωής των ενζυμο-επισημασμένων ιχνηθετών που είναι άνω του έτους σε σχέση π.χ. με τα ραδιοεπισημασμένα αντιδραστήρια (RIA) που έχουν μικρότερη διάρκεια ζωής. Επίσης, χρησιμοποιούνται απλά και φθηνά όργανα μετρήσεως (απλο φωτόμετρο), ενώ υπάρχει δυνατότητα αυτοματοποίησης. Σημαντικό πλεονέκτημα της χρήσης ενζύμων είναι η δυνατότητα πολλαπλασιασμού του σήματος. Ένα μόριο ενζύμου, συνήθως, μετατρέπει 103 – 106 μόρια υποστρώματος σε προϊόν ανά λεπτό. 

	Τα ένζυμα που επιλέγονται για σύνδεση ως ιχνηθέτες πρέπει να πληρούν κάποιες ιδιότητες: 1) Να έχουν υψηλή ενζυμική δραστικότητα και σε χαμηλές συγκεντρώσεις υποστρώματος 2) να είναι λειτουργικά στις συνθήκες του πειράματος, 3) να μη χάνουν τη δραστικότητά τους κατά τη σύνδεση στο αντιγόνο ή το αντίσωμα για την παρασκευή του ιχνηθέτη και 4) να καταλύουν κατά προτίμηση αντιδράσεις με προϊόν που μετράται με φτηνό και απλό τρόπο π.χ. σε απλό φωτόμετρο. 

	Οι τεχνικές Ενζυμο-ανοσοχημικής ανάλυσης χωρίζονται στις ομογενούς τύπου και στις ετερογενούς τύπου. Ομογενής αντίδραση είναι η Enzyme Multiplied Immunoassay Technique (EMIT) και ετερογενής η Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), οι οποίες αναπτύσσονται παρακάτω.
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	Σχήμα 8.2. Πορεία ανάλυσης στη RIA. Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης της αναλυόμενης ένωσης γίνεται μέσω της καμπύλης του λόγου του σήματος δεσμευμένου αντιγόνου προς ελεύθερο αντιγόνο, ως προς τη συγκέντρωση της αναλυόμενης ένωσης.

	 

	8.4.2.1. Ανοσοχημική ανάλυση πολλαπλασιαζόμενου ενζύμου (Enzyme Multiplied Immunoassay Technique, ΕΜΙΤ)

	 

	Στην ΕΜΙΤ το προσδιοριζόμενο μόριο Ag συνδέεται με ένα ένζυμο Ε και σχηματίζει τον ιχνηθέτη AgE. Όταν στο σύστημα προστεθεί το αντίσωμα και ο ιχνηθέτης AgE συνδεθεί με το αντίσωμα Ab, σχηματίζεται σύμπλοκο AgE-Ab, το οποίο παρουσιάζει μειωμένη ενζυμική δραστικότητα. Το ένζυμο είναι ανενεργό γιατί, συνήθως, το ογκώδες αντίσωμα παρεμποδίζει τη σύνδεση του υποστρώματος με το ενεργό κέντρο του ενζύμου. Στη συνέχεια, όταν προστεθεί το δείγμα, εάν αυτό περιέχει την αναλυόμενη ένωση, δηλαδή το αντιγόνο Ag, το αντιγόνο ανταγωνίζεται με τον ιχνηθέτη AgE για τη δέσμευση στο αντίσωμα. Όσο μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση του αντιγόνου στο δείγμα τόσο πιο πολύ μετατοπίζεται η ισορροπία της αντίδρασης προς τα δεξιά, οπότε παράγεται ενεργός ιχνηθέτης:

	AgE.Ab + Ag ↔ AgE + Ag.Ab

	(ανενεργό)     (ενεργό)

	 

	Σε αυτήν την περίπτωση με την προσθήκη του υποστρώματος (Sub) πραγματοποιείται η αντίδραση:

	 

	Sub   AgE        P    (προϊόν) 

	 

	Η συγκέντρωση του προϊόντος μετράται και όσο πιο μεγάλη είναι αυτή, τόσο πιο μεγάλη είναι η συγκέντρωση/ενεργότητα του ιχνηθέτη AgE στο τελικό διάλυμα, άρα τόσο μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση της αναλυόμενης ένωσης στο δείγμα. Στο Σχήμα 8.3 δίνεται σχηματικά η πορεία ανάλυσης της ΕΜΙΤ.

	Η ΕΜΙΤ χρησιμοποιείται για διάφορες αναλύσεις σε τοξικολογικά εργαστήρια με αναλυόμενες ενώσεις: φάρμακα, ναρκωτικά κλπ. ενώ στα κλινικά εργαστήρια οι εφαρμογές είναι στην ανάλυση ιών, πρωτεϊνών κλπ. 
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	Σχήμα 8.3. Αρχή της ΕΜΙΤ. Στην αριστερή πλευρά ο ιχνηθέτης (αναλυόμενη ένωση/φάρμακο δεσμευμένο στο ένζυμο) δεσμεύεται από το αντίσωμα, οπότε το ένζυμο δεν είναι ενεργό (δεν παράγεται φώς ή άλλο σήμα). Στη δεξιά πλευρά η αναλυόμενη ένωση ανταγωνίζεται τον ιχνηθέτη και δεσμεύεται αυτή στο αντίσωμα. Ο ελεύθερος ιχνηθέτης είναι ενεργός και παράγεται μετρούμενο σήμα [Pieper, 1989; p. 40, fig 12].

	 

	Ενζυμική ανοσοπροσρόφηση (ELISA)

	 

	Η τεχνική ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) είναι ο κυριότερος εκπρόσωπος γενικά των ανοσοχημικών τεχνικών, γιατί χρησιμοποιείται, ευρέως ,σε διάφορες παραλλαγές. Η γενική αρχή της πορείας είναι: γίνεται προσρόφηση (sorption) των αντισωμάτων ή αντιγόνων σε τοιχώματα πλαστικών σωλήνων, πλακών 96 θέσεων ή σφαιριδίων. Μετά την αναγνώριση του αντιγόνου και σύνδεση Ag-Ab, ακολουθεί διαχωρισμός φάσεων. Στη συνέχεια ανάλογα με τις παραλλαγές προστίθεται δεύτερο αντίσωμα και ακολουθεί ενζυμική αντίδραση για τη μέτρηση. Μεταξύ των διάφορων σταδίων, το υγρό το οποίο βρίσκεται στην πλάκα 96 θέσεων ή στο σωλήνα, απορρίπτεται και ο σωλήνας πλένεται, ώστε να απομακρυνθούν τα αντιδραστήρια που δεν είναι δεσμευμένα με δεσμό Ag-Ab.

	Στο Σχήμα 8.4 δίνεται η πορεία κατά την οποία η προς ανάλυση ένωση προστίθεται σε σωλήνα και ακινητοποιείται. Στη συνέχεια το ειδικό αντίσωμα αναγνωρίζει την ένωση-στόχο, οπότε και δεσμεύεται πάνω της. Το υγρό αφαιρείται και μετά από πλύσεις προστίθεται δεύτερο αντίσωμα, ειδικό εναντίον του πρώτου αντισώματος. Για παράδειγμα εάν το πρώτο αντίσωμα αναπτύχθηκε σε κουνέλι προστίθεται ανοσοσφαιρίνη από αντι-ορό αίγας (κατσίκας) εναντίον κουνελιού (goat anti-rabbit). 

	 

	Χρωματομετρική ELISA 

	 

	Το δεύτερο αντίσωμα είναι ενζυμικά επισημασμένο και με την προσθήκη υποστρώματος παράγεται χρώμα. Στην ανάλυση δειγμάτων το 2ο αντίσωμα θα δεσμευθεί μόνον εφόσον βρει στο σωλήνα το πρώτο αντίσωμα, το οποίο θα βρίσκεται εκεί μόνο σε περίπτωση που υπήρχε η αναλυόμενη ένωση στο αναλυόμενο δείγμα. Έτσι η ένταση του σήματος σχετίζεται με τη συγκέντρωση της αναλυόμενης ένωσης. Η τεχνική αυτή εφαρμόζεται, κυρίως, για ανάλυση πρωτεϊνών καθώς αυτές μπορούν να δεσμευθούν στα πλαστικά τοιχώματα, πλακών ή σωλήνων.
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	Σχήμα 8.4. Πορεία ELISA. Από αριστερά προς δεξιά: Προσθήκη του δείγματος και ακινητοποίηση αντιγόνου, εφόσον αυτό υπάρχει στο δείγμα. Προσθήκη 1ου αντισώματος και εκλεκτική δέσμευση στο αντιγόνο. Προσθήκη και δέσμευση 2ου αντισώματος. Το 2ο αντίσωμα θα δεσμευθεί μόνο εφόσον βρει το 1ο αντίσωμα στο σωλήνα. Προσθήκη υποστρώματος, ανίχνευση και μέτρηση σήματος.

	 

	Sandwich ELISA 

	 

	Στη Sandwich ELISA (Σχήμα 8.5) αρχικά ακινητοποιείται το 1ο αντίσωμα στην πλάκα ή το σωλήνα. Στη συνέχεια προστίθεται το αντιγόνο και γίνεται δέσμευση στο αντίσωμα. Μετά από πλύσεις για απομάκρυνση των μη-δεσμευμένων αντιδραστηρίων προστίθεται 2ο ειδικό αντίσωμα, το οποίο αναγνωρίζει άλλο επιτοπικό κέντρο στην αναλυόμενη ένωση και δεσμεύεται πάνω από το ακινητοποιημένο σύμπλοκο. Το 2ο αντίσωμα είναι ενζυμικά επισημασμένο και με την προσθήκη υποστρώματος παράγεται χρωματισμένο προϊόν. Στην ανάλυση πραγματικών δειγμάτων το 2ο αντίσωμα θα δεσμευθεί μόνο εφόσον βρει στο σωλήνα το αντιγόνο του, έτσι η ένταση του σήματος σχετίζεται με τη συγκέντρωση της αναλυόμενης ένωσης στο δείγμα. Αυτή η τεχνική είναι κατάλληλη μόνο για μεγάλα μόρια π.χ. πρωτεΐνες, καθώς απαιτείται το αναλυόμενο μόριο να έχει μεγάλο όγκο. Επίσης, απαιτείται ικανή απόσταση μεταξύ των δύο επιτοπικών κέντρων, ώστε να μπορεί γίνει ταυτόχρονη δέσμευση σε δύο αντισώματα. Η πορεία της ανάλυσης δίνεται στο Σχήμα 8.5.
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	Σχήμα 8.5. Πορεία ανάλυσης σε Sandwich ELISA. Από αριστερά προς τα δεξιά: Ακινητοποίηση 1ου αντισώματος. Δέσμευση αντιγόνου. Δέσμευση 2ου αντισώματος. Προσθήκη υποστρώματος και ανίχνευση. Η ένταση σήματος είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της αναλυόμενης ένωσης.

	 

	Ανταγωνιστική ELISA

	 

	Στην Ανταγωνιστική ELISA (Σχήμα 8.6) αρχικά ακινητοποιείται το 1ο αντίσωμα στην πλάκα ή το σωλήνα. Προστίθεται το αντιγόνο και ο ιχνηθέτης (ο οποίος είναι το ίδιο αντιγόνο, συνήθως, επισημασμένο φθορισμοτεμετρικά) και γίνεται δέσμευση. Μετά από πλύσεις για απομάκρυνση μη-δεσμευμένων αντιδραστηρίων μετράται φθορισμός ή απορρόφηση. Στην ανάλυση δειγμάτων όσο πιο μεγάλη η συγκέντρωση της ένωσης στο δείγμα τόσο πιο μικρή η δέσμευση του ιχνηθέτη στο αντίσωμα και άρα τοσο μικρότερο το τελικό σήμα.
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	Σχήμα 8.6. Ανταγωνιστική ELISA. Από αριστερά προς τα δεξιά: Ακινητοποίηση 1ου αντισώματος. Προσθήκη αντιγόνου/δείγματος ιχνηθέτη και ανταγωνισμός για δέσμευση στο αντίσωμα. Μέτρηση με φθορισμό ή άλλη τεχνική. Όσο πιο μεγάλη η συγκέντρωση της ένωσης στο δείγμα τόσο πιο μικρή η δέσμευση του ιχνηθέτη στο αντίσωμα και άρα τόσο μικρότερο το τελικό σήμα.

	 

	Οι τεχνικές ELISA εφαρμόζονται πολύ ικανοποιητικά στην ανάλυση ιών, αλλεργιογόνων πρωτεϊνών σε τρόφιμα ή βιολογικά δείγματα, ορμονών και άλλων βιομορίων σε βιολογικά δείγματα, για διαγνωστικούς σκοπούς. Στον Πίνακα 2 αναφέρονται ενδεικτικά μερικά μόνο παραδείγματα φαρμακευτικών ενώσεων και βιοδεικτών, τα οποία αναλύονται με ELISA και ανίχνευση με χημειοφωταύγεια.

	 

	
		
				Αναλυόμενη ένωση

				Δείγμα

				Όριο Ανίχνευσης

		

		
				 

				καρβαμαζεπίνη 

				Ορός

				0.13 µg/ml

		

		
				Αντιεπιληπτικά

				φαινοβαρβιτάλη

				Ορός

				0.3 µg/ml

		

		
				 

				φαινυτοΐνη

				Ορός

				0.45 µg/ml

		

		
				 

				βαλπροικό οξύ

				Ορός 

				0.68 µg/ml

		

		
				Βρογχοδιασταλτικά

				σαλβουταμόλη, κλενβουτερόλη

				Ιστός

				2 pg/well

		

		
				Βιταμίνες

				βιταμίνη B12

				Τρόφιμα

				0.1 ng/ml

		

		
				Ορμόνες:

				ινσουλίνη

				Ορός

				2 µU/ml

		

		
				θυροξίνη

				Ορός

				5.5 pmol

		

		
				οιστραδιόλη

				Σίελος

				3.8 pmol

		

		
				οιστρόνη

				Ορός

				55 pmol

		

		
				τεστοστερόνη

				Ορός

				0.13 nmol

		

		
				19-Noρ- Τεστοστερόνη

				Ορός

				0.03 ng/ml

		

		
				Oξική Μεδροξυπρογεστερόνη

				Ορός

				0.83 pg

		

		
				Φυτο-Οιστρογόνα:

				δαïδζεΐνη

				Ορός

				10 pg

		

		
				Βιοδείκτες:

				ειδικό αντιγόνο προστάτη (PSA)

				Ορός

				1.7 pg/ml

		

	

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	Πίνακας 8.2. Χαρακτηριστικές φαρμακευτικές ενώσεις και βιοδείκτες που αναλύονται με ELISA και ανίχνευση με χημειοφωταύγεια

	 

	Οι τεχνικές ELISA εφαρμόζονται πολύ ικανοποιητικά σε πλάκες 96 θέσεων (96-well microtiter plate). Για την αποδοτική χρήση τέτοιων πλακών έχουν αναπτυχθεί ειδικές πολλαπλές πιπέτες και όργανα για πλύση και μέτρηση των πλακών (microplate reader) όπως φαίνονται στο Σχήμα 8.7. Η πλάκα ELISA μορφής 96- θέσεων αποτελείται από πλέγμα 12 × 8 θέσεων. Η ετοιμασία των πλακών γίνεται ως εξής: Μία σταθερή ποσότητα πρωτεΐνης δεσμεύεται στην επιφάνεια των θέσεων/φρεατίων/πηγαδιών της πλάκας με παθητική προσρόφηση. Μετά από προκαθορισμένο χρόνο επώασης, η πλάκα πλένεται για να απομακρυνθεί η δεσμευμένη πρωτεΐνη. Γενικά στα στάδια της ανάλυσης υπάρχει μεγάλη ανάγκη μείωσης της πιθανότητας εμφάνισης μη-εκλεκτικών δεσμών. Για να αποφευχθεί η μη-εκλεκτική δέσμευση αντισωμάτων ή άλλων πρωτεϊνών στην πλάκα, προστίθεται πρωτεΐνη μπλοκαρίσματος της πλάκας μετά την ακινητοποίηση των αντισωμάτων. Με τον τρόπο αυτό καλύπτονται τυχόν ελεύθερα κέντρα δέσμευσης των πλαστικών τοιχωμάτων με χρήση οικονομικών και διαδεδομένων πρωτεϊνών, όπως η πρωτεΐνη του ορού αίματος βοδινού (BSA), πρωτεΐνη αυγού (OVA) κ.ά. Επιπλέον, συχνά προστίθεται τασενεργός ένωση στα ρυθμιστικά διαλύματα τα οποία χρησιμοποιούνται στα διάφορα βήματα. Για παράδειγμα χρησιμοποιείται τασενεργό Tween και το ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (Phosphate buffer saline, PBS) μετατρέπεται σε Phosphate buffer saline Tween (PBST).
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	Σχήμα 8.7. (α):χρήση αυτόματης πιπέτας 8 θέσεων επαναλαμβανόνενης έγχυσης για προσθήκη αντιδραστηρίων ELISA σε πλάκα 96 θέσεων. (β): συσκευή πλύσης της πλάκας 96 θέσεων. Η πλάκα πλένεται αυτόματα με παροχή και αναρόφηση υγρών σε 8 θέσεις ταυτόχρονα και στη συνέχεια μετακίνηση στην επόμενη γραμμή (συστοιχία 8 θέσων). (γ). Μετά την επώαση οι θέσεις της πλάκας, δηλαδή, τα διαφορετικά δείγματα έχουν ένταση χρώματος, σχετιζόμενης με τη συγκέντρωση της αναλυόμενης ένωσης. (δ): η πλάκα μετράται αυτόματα (ανά συστοιχία 8 θέσεων) σε ειδικό όργανο.  

	 

	8.4.2. Φθόρο-ανοσοχημική ανάλυση (FIA)

	 

	H τεχνική FIA (fluorosecence Immonoassay) είναι ανάλογη της RIA με τη διαφορά ότι ο ιχνηθέτης είναι φθορίζουσα ένωση αντί για ραδιοισότοπο. Περιλαμβάνει παραλλαγές ομογενών και ετερογενών τεχνικών με πιο συνηθισμένο τύπο την τεχνική FPIA. 

	 

	8.4.3.1. Φθόρο-ανοσοχημική ανάλυση πολωμένης ακτινοβολίας (Fluorescent Polarisation Immunoassay, FPIA)

	 

	Η τεχνική αυτή είναι ανταγωνιστική, ομογενούς μορφής. Ως ιχνηθέτης χρησιμοποείται η ένωση-στόχος μετά την επισήμανσή της με φθορίζουσα ουσία (π.χ. φλουορεσκεΐνη). Ο Ιχνηθέτης ανταγωνίζεται στα δείγματα τη μη-επισημασμένη ουσία. Το δείγμα ακτινοβολείται σε μήκος κύματος πολωμένου φωτός (490 nm) και η φλουορεσκεΐνη εκπέμπει στα 520 nm. Η αναλυόμενη ένωση με τη σύνδεσή της στο αντίσωμα, αυξάνει κατά πολύ ως προς το μέγεθος/όγκος του μορίου. Πολλοί ιχνηθέτες έχουν μοριακό βάρος κάτω των 1000 amu (Da) και συνδέονται με ανοσοσφαιρίνες των 150 kDa, δηλαδή με μόρια τουλάχιστον 150 φορές μεγαλύτερα. Το μικρό μόριο ιχνηθέτης παρουσιάζει μεγάλη ταχύτητα περιστροφής στην πολωμένη ακτινοβολία και δίνει χαμηλό σήμα εκπομπής. Το ογκώδες σύμπλοκο αντισώματος του ιχνηθέτη παρουσιάζει μικρή ταχύτητα περιστροφής και παράγει περισσότερη ακτινοβολία. Κατά την ανάλυση πραγματικών δειγμάτων, η προσδιορισμένη ουσία και ο ιχνηθέτης ανταγωνίζονται για τη θέση δέσμευσης στο αντίσωμα. Όσο μεγαλύτερη η συγκέντρωση της ένωσης τόσο λιγότερος ιχνηθέτης θα δεσμευθεί στο αντίσωμα, άρα και μικρότερη η τιμή του σήματος. Η πορεία της ανάλυσης FPIA δίνεται στο Σχήμα 8.8.

	Η FPIA προσφέρει ταχεία ανάλυση για διάφορες κατηγορίες μορίων στόχων, όπως τοξίνες (μυκοτοξίνη, αφλατοξίνη, οχρατοξίνη), ορμόνες, μεταβολίτες ψυχοτρόπων ενώσεων κ.α. Στον Πίνακα 8.3 δίνονται χαρακτηριστικά παραδείγματα εφαρμογής της. 

	Πλεονεκτήματα της τεχνικής είναι η ταχύτητα, η δυνατότητα αυτοματοποίησης, και η ευκολία στο χειρισμό.

	 

	[image: Image]

	 

	Σχήμα 8.8. Αρχή μεθόδου FPIA. Απουσία αναλυόμενης ένωσης, ο ιχνηθέτης δεσμεύεται από το αντίσωμα και παράγεται υψηλό σήμα. Παρουσία αναλυόμενης ένωσης, ο ιχνηθέτης δε δεσμεύεται από το αντίσωμα και παράγεται χαμηλό σήμα [Maragos, 2009].
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	Πίνακας 8.3. Χαρακτηριστικές εφαρμογές-ενώσεις-στόχοι που αναλύονται με FPIA

	 

	8.5. Πλεονεκτήματα και Μειονεκτήματα Ανοσοχημικών Τεχνικών

	 

	Οι ανοσοχημικές τεχνικές πλεονεκτούν σε σχέση με άλλες αναλυτικές τεχνικές ως προς τα εξής: Παρέχουν μεγάλη ευαισθησία και χαμηλά όρια ανίχνευσης καθώς είναι δυνατή η ενίσχυση σήματος, έχουν μεγάλη ειδικότητα, μειωμένη ανάγκη για προετοιμασία του δείγματος και χαμηλό λόγο κόστους/ανάλυσης που μπορεί να επιτευχθεί όταν η ανάλυση εφαρμόζεται σε μεγάλο αριθμό δειγμάτων. Υπάρχει δυνατότητα αυτοματοποίησης αλλά ακόμα και προσαρμογής σε μικρό, φορητό κιτ, το οποίο μπορεί να χρησιμοποιηθεί ακόμη και εκτός εργαστηρίου. Το πιο γνωστό παράδειγμα αυτού είναι το τεστ κυήσεως με το οποίο μετράται η ορμόνη χοριακή γοναδοτροπίνη σε ούρα.

	Ως μειονεκτήματα των ανοσοχημικών τεχνικών μπορούν να θεωρηθούν οι πιθανές θετικές παρεμποδίσεις από ενώσεις οι οποίες μπορεί να προσδεθούν στο αντίσωμα, στο κέντρο δέσμευσης (διασταυρούμενες αντιδράσεις από συγγενικής δομής ενώσεις) ή με άλλο μη-εκλεκτικό τρόπο. Ένα παράδειγμα αυτών είναι π.χ. στην τοξικολογική ανάλυση για έλεγχο χρήσης ηρωΐνης. Το αντίσωμα που χρησιμοποιείται στην ανάλυση αυτή, αναγνωρίζει την 6 μονο-ακετυλο-μορφίνη (βασικό μεταβολίτη της ηρωΐνης). Στο αντίσωμα, όμως, αυτό δεσμεύονται και άλλα οπιούχα, όπως κωδεΐνη, η οποία είναι συνταγογραφούμενο φάρμακο, οπότε υπάρχει  κίνδυνος για ψευδώς θετικά αποτελέσματα (false positive). Άλλα μειονεκτήματα είναι οι περιορισμοί στην προμήθεια αντιδραστηρίων και ο μεγάλος χρόνος και το κόστος για δοκιμασία και ανάπτυξη μεθοδου. Αν τα αντισώματα εναντίον της ενώσεως-στόχου δεν είναι εμπορικά διαθέσιμα, απαιτούνται τουλάχιστον 6 μήνες για συλλογή, καθαρισμό και έλεγχο αυτών, πριν την πρώτη δοκιμή για ανάπτυξη της αναλυτικής μεθόδου. Επίσης, συνήθως, η γραμμικότητα της απόκρισης είναι περιορισμένη και η ποσοτικοποίηση όχι ιδιαίτερα ικανοποιητική, ειδικά στις μεθόδους ανταγωνισμού, όπου μπορεί να υπάρξει κορεσμός των κέντρων δέσμευσης. 

	Θα πρέπει να τονιστεί ότι οι ανοσοχημικές τεχνικές δεν είναι λύση για όλα τα προβλήματα. Πέρα από τους περιορισμούς που αναφέρονται παραπάνω, πρέπει να γίνει κατανοτητό ότι υπάρχουν πολλά μόρια- στόχοι (κυρίως πολύ μικρά μόρια) τα οποία είναι ακατάλληλα για τη δημιουργία αντισωμάτων, διότι δε διαθέτουν επιτοπικά κέντρα και επομένως δεν μπορούν να μετρηθούν με ανοσοχημικές τεχνικές.

	Κατάλληλα αντιγόνα είναι γενικά τα μεγάλα μόρια που έχουν ανοσογόνο δράση και περιέχουν δεκάδες ενεργά κέντρα όπως αμινομάδες, καρβοξυλομάδες κλπ. Η διάταξη αυτών των ομάδων στο χώρο μπορεί να προσφέρει χαρακτηριστικές τρισδιάστατες δομές οι οποίες θα αναγνωριστούν από το αντίσωμα με ειδικότητα και μεγάλη συνάφεια (σταθερά δέσμευσης). Αντίθετα τα μικρά μόρια (<1000 amu) μπορεί να έχουν αντιγονική δράση, αλλά δεν έχουν ανοσογονική δράση, γιατί είναι πολύ μικρά σε μέγεθος. Αυτό σημαίνει ότι ένα μικρό μόριο, ακόμη και εάν έχει επαρκείς ενεργές ομάδες (επιτοπικά κέντρα), όταν εισαχθεί σε πειραματόζωο, δε θα προκαλέσει δημιουργία αντισωμάτων. Τέτοια μικρά μόρια πρέπει να δεσμευθούν σε φέρουσα πρωτεΐνη με κατάλληλες χημικές αντιδράσεις. Το προϊόν της αντίδρασης πρέπει να ελεγχθεί στη συνέχεια με φασματοσκοπικές τεχνικές (NMR, MS) ώστε να επιβεβαιωθεί η επιτυχής δέσμευση. Στη συνέχεια το καθαρισμένο σύμπλοκο πρωτεΐνης-αντιγόνου πρέπει να εισαχθεί, συνήθως, με υποδόρια ένεση σε πειραματόζωα και ακολουθεί η διαδικασία που αναφέρθηκε σε προηγούμενη παράγραφο.

	Για την ανάπτυξη ανοσοχημικής τεχνικής απαιτούνται αρκετά πειράματα για τη βελτιστοποίηση των τεχνικών και την επιλογή συνθηκών, αντιδραστηρίων και συγκεντρώσεων αυτών. Είναι, λοιπόν, προφανές ότι οι μέθοδοι ανοσοχημικής ανάλυσης δεν αναπτύσσονται γρήγορα, εύκολα και οικονομικά και η ανάπτυξη μεθόδου προϋποθέτει την εφαρμογή σε μεγάλο αριθμό δειγμάτων. 

	 

	8.6. Εφαρμογές Ανοσοχημικών Τεχνικών

	 

	Από τη στιγμή που θα αναπτυχθεί μια ανοσοχημική τεχνική, εφόσον υπάρχει ανάγκη των προσδιορισμών που προσφέρει, η χρήση της είναι ευρεία σε αναλύσεις ρουτίνας για ορµόνες, φάρµακα, βιταµίνες, ένζυµα, πρωτεΐνες–βιοδείκτες, αντιγόνα, ιούς, νουκλεοτίδια, τοξίνες, αντισώµατα, φυτοφάρµακα, αναβολικά, κλπ. καθώς υπάρχει δυνατότητα πλήρους αυτοματοποίησης, με ρομποτικούς αναλυτές που διατίθενται από εμπορικές εταιρίες. Στο Σχήμα 8.9 φαίνεται ένα αυτοματοποιημένο σύστημα ανοσοχημικής ανάλυσης το οποίο εφαρμόζεται σε αναλύσεις ρουτίνας.

	Έτσι, οι ανοσοχημικές τεχνικές εφαρμόζονται, κυρίως, στην κλινική ανάλυση σε μικροβιολογικά/ βιοχημικά εργαστήρια, σε νοσοκομεία, για διαγνωστικούς σκοπούς (μέτρηση βιοδεικτών), για την παρακολούθηση θεραπευτικής δόσης φαρμάκου, για τον έλεγχο φαρμακοδιέγερσης (antidoping control) καθώς και για τοξικολογικές αναλύσεις στην ιατροδικαστική, σε βάση ρουτίνας. 

	 

	
		
				[image: Automatic immunoassay analyzer / chemiluminescence ARCHITECT i1000SR® Abbott Diagnostics]

				[image: Automatic immunoassay analyzer / chemiluminescence ABBOTT PRISM® Abbott Diagnostics]

		

	

	 

	Σχήμα 8.9. Αυτόματοι ανοσοχημικοί αναλυτές. Οι αναλυτές μπορούν να δεχτούν δεκάδες δείγματα σε ψυχόμενο χώρο, ενώ τα αντιδραστήρια και οι διαλύτες πλύσης βρίσκονται σε ειδικές φιάλες. Συνοδεύονται από υπολογιστή με λογισμικό, το οποίο δίνει αυτόματα τα τελικά αποτελέσματα. (Πηγή: www.abbottdiagnostics.com/)

	 

	Αυτό είναι εφικτό γιατί οι ανοσοχημικές τεχνικές δεν απαιτούν ιδιαίτερα εξειδικευμένο προσωπικό. Πολλές τέτοιες αναλύσεις έχουν οργανωθεί σε kits τα οποία περιέχουν όλα τα αντιδραστήρια αλλά και σαφείς οδηγίες χρήσης τύπου SOP (standard operating protocol) που μπορεί εύκολα να χειριστεί το παραιατρικό προσωπικό. Η χρήση των έτοιμων kit μπορεί σε κάποιες περιπτώσεις να έχει υψηλότερο κόστος, αλλά εξασφαλίζει την ποιότητα των αποτελεσμάτων και σε περιπτώσεις πολλών διαφορετικών χειριστών/αναλυτών. 

	Επίσης είναι σημαντικό να τονιστεί ότι εφαρμόζονται ιδανικά σε μορφή πλακών πολλαπλών θέσεων πχ. 96 θέσεων. Έτσι, ενώ απαιτείται χρόνος 3-5 ωρών για την ολοκλήρωση μιας ανάλυσης, η ανάλυση αυτή πραγματοποιείται για πολλά δείγματα ταυτόχρονα.

	Επιπλέον, δεν απαιτείται επίπονη και απαιτητική κατεργασία δείγματος. Τα kits έχουν αναπτυχθεί και επικυρωθεί για απευθείας εφαρμογή βιολογικών δειγμάτων π.χ. αίματος ή ούρων. Αυτή η άμεση εφαρμογή στην ανάλυση προσφέρει σημαντικό κέρδος τόσο οικονομικό όσο και χρόνου, στην περίπτωση μεγάλου αριθμού αναλύσεων σε καθημερινή βάση.
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