


Η ανοσολογία προσφέρει σημαντικές τεχνικές για την 
διερεύνηση των πρωτεϊνών

 Η απομόνωση μιας πρωτεΐνης από το φυσικό της περιβάλλον μέσα στο κύτταρο όπου η 
δραστικότητα της έχει τη μεγαλύτερη φυσιολογική σημασία.

 Πλέον υπάρχει δυνατότητα χρήσης των αντισωμάτων ως κρίσιμων αντιδραστηρίων για την 
εξερεύνηση των λειτουργιών των πρωτεϊνών μέσα στο ίδιο το κυτταρικό περιβάλλον.

 Η εξειδίκευση των αντισωμάτων για τις πρωτεΐνες-στόχους τους μας παρέχουν τα μέσα για να 
σημάνουμε μια πρωτεΐνη ώστε να απομονωθεί, να ποσοτικοποιηθεί ή να εμφανιστεί στην 
κυτταρική της θέση.



Μπορούν να παραχθούν ειδικά  αντισώματα για 
συγκεκριμένες πρωτεΐνες

 Αντίσωµα (ή ανοσοσφαιρίνη, immunoglobulin = Ig): είναι µια πρωτεΐνη που συντίθεται από τα 
σπονδυλωτά ως απόκριση στην παρουσία µιας ξένης ουσίας που λέγεται αντιγόνο. 

 Tα αντισώµατα έχουν μεγάλη και ειδική συγγένεια για τα αντιγόνα που προκάλεσαν τη σύνθεσή 
τους.

 H φυσιολογική λειτουργία των αντισωµάτων αφορά την προστασία του ζώου από λοιµώξεις. 
 Πρωτεΐνες, πολυσακχαρίτες και νουκλεϊκά οξέα ξένων οργανισμών μπορεί να δρουν ως αντιγόνα. 



Μπορούν να παραχθούν ειδικά  αντισώματα για 
συγκεκριμένες πρωτεΐνες

Μικρά ξένα µόρια, όπως π.χ. συνθετικά πεπτίδια, είναι 
επίσης ικανά να προκαλέσουν την σύνθεση αντισωµάτων µε 
την προϋπόθεση να είναι δεσµευµένα σε έναν 
µακροµοριακό φορέα. 
Η εξειδίκευση της αλληλεπίδρασης αντιγόνου αντισώματος 
είναι συνέπεια της συμπληρωματικότητας των 
τρισδιάστατων σχημάτων μεταξύ των δύο επιφανειών.



Αμυντικές Πρωτεΐνες
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 Η ειδική ομάδα ή η συστάδα αμινοξέων του αντιγόνου που αναγνωρίζεται από 
ένα αντίσωμα λέγεται αντιγονικός προσδιοριστής (antigenic determinant) ή 
επίτοπος (epitope) 
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Μπορούν να παραχθούν ειδικά  αντισώματα για 
συγκεκριμένες πρωτεΐνες

 Ο ορός, που λέγεται αντιορός, περιέχει αντισώµατα για όλα τα 
αντιγόνα που έχουν ενεθεί στο κουνέλι/ποντίκι.

 Μόνο ένα µέρος από αυτά θα αναγνωρίζουν την πρωτεΐνη που 
ενέθηκε. 

 Επιπλέον, όλα τα αντισώματα που αναγνωρίζουν ένα συγκεκριμένο 
αντιγόνο δεν αποτελούν ένα και μόνο μόριο σε πολλά αντίγραφα.

 Τα κύτταρα παράγουν πολλά διαφορετικά αντισώµατα, το κάθε ένα 
από τα οποία αναγνωρίζει ένα διαφορετικό στοιχείο στην επιφάνεια 
του ίδιου αντιγόνου. 

 Τα αντισώµατα αυτά ονομάζονται πολυκλωνικά, λόγω του ότι 
προκύπτουν από πολλούς πληθυσμούς κυττάρων. 



Μπορούν να παραχθούν μονοκλωνικά αντισώματα 
οποιασδήποτε επιθυμητής εξειδίκευσης

 H ανακάλυψη ενός τρόπου παραγωγής µονοκλωνικών αντισωµάτων, µε όποια εξειδίκευση 
επιθυµούµε, έφερε επανάσταση στη χρήση των ανοσολογικών τεχνικών. 

 Όπως η χρήση µη καθαρής πρωτεΐνης έτσι και η χρήση µείγµατος αντισωµάτων δυσκολεύει την 
ερµηνεία δεδοµένων και την κατανόηση της λειτουργίας. 

 Θα ήταν ιδανικό να µπορούσαµε να έχουµε έναν κλώνο κυττάρων που παράγουν µόνο έναν τύπο 
αντισώµατος. 

 Το πρόβληµα είναι ότι κύτταρα που παράγουν αντισώµατα δεν διατηρούνται έξω από τον 
οργανισµό, διότι πεθαίνουν σε µικρό χρονικό διάστηµα. 

 Ωστόσο, υπάρχουν αθάνατες κυτταρικές σειρές που παράγουν µονοκλωνικά αντισώµατα. 
 Οι σειρές αυτές προέρχονται από µια µορφή καρκίνου, το πολλαπλό µυέλωµα, µια κακοήθη 

διαταραχή των κυττάρων που παράγουν αντισώµατα. 
 Στον καρκίνο αυτόν, ένα µετασχηµατισµένο πλασµατοκύτταρο πολλαπλασιάζεται ανεξέλεγκτα, µε 

αποτέλεσµα την τεράστια παραγωγή ενός µόνον τύπου κυττάρων. 
 Tα κύτταρα αυτά αποτελούν κλώνο διότι προέρχονται από το ίδιο κύτταρο και έχουν τις ίδιες 

ιδιότητες. 
 Αυτά τα απολύτως ίδια κύτταρα του µυελώµατος εκκρίνουν µεγάλες ποσότητες μιας και μόνο 

ανοσοσφαιρίνης από γενεά σε γενεά. 



Μπορούν να παραχθούν μονοκλωνικά αντισώματα 
οποιασδήποτε επιθυμητής εξειδίκευσης

 Οι Cesar Milstein και Georges Köhler ανακάλυψαν ότι αν 
δηµιουργηθεί µια σύντηξη ενός βραχύβιου κυττάρου που 
παράγει ένα αντίσωµα και ενός αθάνατου κυττάρου 
µυελώµατος, τότε µπορούµε να έχουµε µεγάλες ποσότητες 
οµοιογενούς αντισώµατος οποιασδήποτε επιθυµητής
εξειδίκευσης. 

 Η διαδικασία είναι η ακόλουθη:
 Εισάγουµε µε ένεση το αντιγόνο σε έναν ποντικό και 

αρκετές εβδοµάδες αργότερα παίρνουµε τον σπλήνα του. 
 Ένα µείγµα πλασµατοκυττάρων αυτού του σπλήνα και 

κυττάρων µυελώµατος συντήκονται in vitro. 
 Το κάθε ένα από τα υβριδικά κύτταρα που προκύπτουν και 

ονοµάζονται υβριδιωµατικά κύτταρα παράγει το αντίσωµα
που καθορίζεται από το σπληνικό κύτταρο µε το οποίο 
ενώθηκε και µάλιστα η παραγωγή συνεχίζεται επ’ άπειρον 
και σε µεγάλες ποσότητες. 



Μπορούν να παραχθούν μονοκλωνικά αντισώματα 
οποιασδήποτε επιθυμητής εξειδίκευσης

 Τα υβριδιωµατικά κύτταρα ελέγχονται στη συνέχεια µε κάποια 
δοκιµασία αντιγόνου-αντισώµατος για να προσδιοριστούν 
εκείνα που έχουν την επιθυµητή εξειδίκευση. 

 Οι οµάδες των κυττάρων που φαίνονται να παράγουν τα 
επιθυµητά αντισώµατα υποκλωνοποιούνται και ελέγχεται και 
πάλι η παραγωγή ειδικού αντισώµατος. 

 Η ίδια διαδικασία επαναλαµβάνεται µέχρις ότου επιτύχουµε
µια καθαρή καλλιέργεια, δηλαδή έναν κλώνο που παράγει ένα 
µόνο αντίσωµα. 

 Τα θετικά κύτταρα που επιλέχθηκαν µπορούν να αναπτυχθούν 
σε θρεπτικό υλικό, ή να ενεθούν σε ποντικούς και να επάγουν 
τη δηµιουργία µυελώµατος. 

 Εναλλακτικά, τα κύτταρα µπορούν να καταψυχθούν και έτσι να 
διατηρηθούν για µεγάλα χρονικά διαστήµατα.

 Η µέθοδος των υβριδιωµάτων η οποία επιτρέπει την 
παραγωγή µονοκλωνικών αντισωµάτων άνοιξε καινούργιους 
ορίζοντες στη βιολογία και την ιατρική.



Μπορούν να παραχθούν μονοκλωνικά αντισώματα 
οποιασδήποτε επιθυμητής εξειδίκευσης

 Μεγάλες ποσότητες οµοιογενούς αντισώµατος οποιασδήποτε 
επιθυµητής εξειδίκευσης µπορούν να παραχθούν µε τη µέθοδο αυτή. 

 Είναι οι πηγές οξυδερκούς κατανόησης της σχέσης µεταξύ δοµής
αντισώµατος και εξειδίκευσης. 

 Τα µονοκλωνικά αντισώµατα µπορούν να χρησιµοποιηθούν ακόµη ως 
αναλυτικά και παρασκευαστικά αντιδραστήρια απόλυτης εξειδίκευσης. 

 Παραδείγµατος χάριν, µπορεί να παρασκευαστεί αντίσωµα για 
αντιγόνο που δεν έχει αποµονωθεί ακόµη. 

 Πολλές πρωτεΐνες που καθορίζουν την αναπτυξιακή διεργασία 
αποµονώθηκαν χρησιµοποιώντας µονοκλωνικά αντισώµατα σαν 
ετικέτες. 

 Μονοκλωνικά αντισώµατα συνδεδεµένα σε στερεά υποστρώµατα
µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως στήλες συγγένειας για να 
καθαριστούν σπάνιες πρωτεΐνες. 

 Με τη µεθοδολογία αυτή αποµονώθηκε η ιντερφερόνη (µια αντι-ιική
πρωτεΐνη) µε απόδοση καθαρότητας 5000 φορές σε σχέση µε το αρχικό 
εκχύλισµα. 



Μπορούν να παραχθούν μονοκλωνικά αντισώματα 
οποιασδήποτε επιθυμητής εξειδίκευσης

 Τα κλινικά εργαστήρια χρησιµοποιούν τα µονοκλωνικά αντισώµατα σε πολλές δοκιµασίες.
 Παραδείγµατος χάριν, όταν ισοένζυµα της καρδιάς ανιχνεύονται στο αίµα τότε έχουµε ενδείξεις 

καρδιακής προσβολής. 
 Οι µεταγγίσεις αίµατος έγιναν ασφαλέστερες µε τον έλεγχο του αίµατος του δότη για τους ιούς της 

επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (AIDS), της ηπατίτιδας και άλλων λοιµωδών νοσηµάτων.
 Μονοκλωνικά αντισώµατα δοκιµάζονται μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως θεραπευτικά μέσα.
 Παρδείγματος χάριν, το φάρμακο transtuzumab (Herceptin) είναι ένα μονοκλωνικό αντίσωμα 

χρήσιμο για τη θεραπεία ορισμένων μορφών καρκίνου του μαστού.



Οι πρωτεΐνες μπορούν να ανιχνεύονται και να ποσοτικοποιούνται με 
τη χρήση της ενζυμοσύνδετης ανοσοπροσροφητικής μέτρησης (ELISA)

 Τα αντισώµατα παρέχουν εξαιρετική εξειδίκευση ως αντιδραστήρια καθορισµού της ποσότητας 
µιας πρωτεΐνης ή κάποιου άλλου αντιγόνου. 

 Η τεχνική λέγεται ενζυµοσύνδετη ανοσοπροσροφητική µέτρηση (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA). 
 Με την τεχνική αυτή, ένα ένζυµο που αντιδρά µε ένα άχρωµο υπόστρωµα και παράγει ένα 

έγχρωµο προϊόν συνδέεται οµοιοπολικά µε ένα ειδικό αντίσωµα που αναγνωρίζει ένα αντιγόνο-
στόχο. 

 Αν υπάρχει αντιγόνο τότε το σύµπλοκο αντισώµατος-ενζύµου θα δεσµευθεί σε αυτό και το 
ένζυµο θα καταλύσει την αντίδραση παράγοντας το χρωµοφόρο προϊόν. 

 Εποµένως, η παρουσία του χρωµοφόρου προϊόντος καθορίζει την ύπαρξη του αντιγόνου.
 Mια τέτοια µέτρηση, γρήγορη και ευαίσθητη µπορεί να ανιχνεύσει ποσότητες πρωτεΐνης 

µικρότερες από ένα νανογραµµάριο (10–9g). 
 Η ΕLISA µπορεί να χρησιµοποιηθεί µε πολυκλωνικά ή µονοκλωνικά αντισώµατα, η χρήση όµως

µονοκλωνικών αντισωµάτων παρέχει πιο αξιόπιστα αποτελέσµατα.



 Υπάρχουν αρκετοί διαφορετικοί τύποι ELISA. Θα εξετάσουµε δύο από αυτούς. 
 H έμμεση ELISA χρησιμοποιείται για την ανίχνευση της ύπαρξης αντισώματος και αποτελεί τη 

βάση της δοκιμασίας ανίχνευσης του ιού HIV.
 Οι ιικές πρωτεΐνες προσροφώνται στο πυθμένα του πλαστικού φρεατίου 
 Εάν υπάρχουν αντισώματα στον ασθενή θα προσδεθούν  και θα πάρουμε έγχρωμο προϊόν



H διπλή (sandwich) ELISA χρησιμοποιείται την ανίχνευση και την ποσοτικοποίηση του 
αντιγόνου αντί του αντισώματος.



Η ανοσοαποτύπωση επιτρέπει την ανίχνευση πρωτεϊνών που έχουν 
διαχωριστεί με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή

 Πολύ μικρές ποσότητες μιας πρωτεΐνης που μας ενδιαφέρει σε ένα κύτταρο ή κυτταρικό υγρό 
μπορούν να ανιχνευθούν με μια τεχνική ανοσομέτρησης που λέγεται ανοσοαποτύπωση ή 
αποτύπωση Western (Western blotting)

https://www.youtube.com/watch?v=QYvJTBktn0o
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Φθορίζοντες δείκτες επιτρέπουν την παρατήρηση συγκεκριμένων 
πρωτεϊνών μέσα στα κύτταρα

 Η ύπαρξη ανιχνευτών που φθορίζουν μας δίνει την ευκαιρία 
να μελετήσουμε τις πρωτεΐνες στο φυσικό τους περιβάλλον, 
στα κύτταρα. 

 Παραδείγματος χάριν, τα κύτταρα μπορούν να χρωματιστούν 
με αντισώματα που φθορίζουν και να αναλυθούν με 
μικροσκόπιο φθορισμού για να αποκαλύψουν τη θέση των 
πρωτεϊνών που μας ενδιαφέρουν. 

 Σειρές από παράλληλες δέσμες εμφανίζονται σε κύτταρα 
που χρωματίζονται με αντίσωμα ειδικό για ακτίνη, μια 
πρωτεΐνη που πολυμερίζεται σε νημάτια. 

 Tα νημάτια της ακτίνης είναι συστατικά του κυτταρικού 
σκελετού που ρυθμίζει το σχήμα και τη μετακίνηση των 
κυττάρων. 

 Παρατηρώντας τη θέση της πρωτεΐνης, οι φθορίζοντες 
δείκτες μας δίνουν και ενδείξεις για τη λειτουργία της 
πρωτεΐνης. 

https://www.youtube.com/watch?v=PCJ13LjncMc

https://www.youtube.com/watch?v=PCJ13LjncMc


Φθορίζοντες δείκτες επιτρέπουν την παρατήρηση συγκεκριμένων 
πρωτεϊνών μέσα στα κύτταρα

 Ο πρωτεϊνικός υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών είναι παράγοντας μεταγραφής και ρυθμίζει τη 
γονιδιακή έκφραση ανταποκρινόμενος στη στεροειδή ορμόνη κορτιζόνη. 

 Ο υποδοχέας συνδέθηκε με την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (green fluorescent protein, GFP) 
που είναι φυσική πρωτεΐνη της μέδουσας Aequorea victoria. 

 Το μικροσκόπιο φθορισμού έδειξε ότι, όταν δεν υπάρχει ορμόνη, ο υποδοχέας εντοπίζεται στο 
κυτταρόπλασμα, ενώ με την προσθήκη του στεροειδούς ο υποδοχέας μετατοπίζεται στον πυρήνα 
όπου και δεσμεύεται στο DNA.



Φθορίζοντες δείκτες επιτρέπουν την παρατήρηση συγκεκριμένων 
πρωτεϊνών μέσα στα κύτταρα

 H καλύτερη διαχωριστική ικανότητα του μικροσκοπίου 
φθορισμού είναι περίπου 0,2 μm (200 nm ή 2.000 Å) λόγω του 
μήκους κύματος του ορατού φωτός. 

 Ακόμη καλύτερη ανάλυση μπορεί να επιτευχθεί με το 
ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, χρησιμοποιώντας αντισώματα 
σημασμένα με δείκτες μεγάλης ηλεκτρονικής πυκνότητας.

 Παραδείγματος χάριν, ο συνδυασμός φερριτίνης με αντίσωμα 
μπορεί να εμφανιστεί εύκολα με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, 
διότι περιέχει έναν πυρήνα υδροξειδίου του σιδήρου που έχει 
μεγάλη πυκνότητα ηλεκτρονίων.

 Συσσωματώματα χρυσού μπορούν επίσης να συζευχθούν με 
αντισώματα και να γίνουν ορατά με το ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο. 

 H ανοσοκυτταροχημεία με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο μπορεί 
να προσδιορίσει τη θέση αντιγόνων με ακρίβεια 10 nm (100 Å) 
ή και μεγαλύτερη.


