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Áíïóïáðïôýðùóç

Åõáããåëßá Ðåôñßäïõ

Ç áíïóïáðïôýðùóç åßíáé ìéá áðü ôéò êáëýôåñåò ìåèüäïõò áíß÷íåõóçò
óõãêåêñéìÝíùí ðñùôåúíþí åíüò óýíèåôïõ ìßãìáôïò, ðïõ óõíäõÜæåé ôçí õøçëÞ
áíáëõôéêÞ éêáíüôçôá ôçò çëåêôñïöüñçóçò óå ãÝëç, ôçí åéäéêüôçôá ôùí áíôé-
óùìÜôùí êáé ôçí åõáéóèçóßá ôùí åíæõìáôéêþí ìåèüäùí.1 ÏíïìÜæåôáé êáé
Western Blotting ðáßñíïíôáò ôï 1ï óõíèåôéêü êáôÜ “ãåùãñáöéêÞ” áíáëïãßá
ôïõ Southern Blotting ðïõ áöïñÜ óôçí áíÜëõóç ôïõ DNA, êáé ôï 2ï óõíèåôéêü
áðü ôç ìÝèïäï ìåôáöïñÜò ùò áðïôýðùìá ôïõ çëåêôñïöïñÞìáôïò áðü ôçí
áñ÷éêÞ ãÝëç óôçí ôáéíßá íéôñïêõôôáñßíçò.

Ç áíïóïáðïôýðùóç Ý÷åé ðïëëÝò êëéíéêÝò åöáñìïãÝò êáèþò êáèéóôÜ äõ-
íáôÞ ôçí áíß÷íåõóç ðïéêßëùí áíôéóùìÜôùí Ýíáíôé äéáöüñùí ðñùôåúíéêþí
áíôéãüíùí âáêôçñßùí êáé éþí. ÓõãêñéôéêÜ ìå ôçí ôå÷íéêÞ ôçò Elisa, ç áíïóïá-
ðïôýðùóç åðéôñÝðåé ü÷é ìüíï ôçí áíß÷íåõóç áëëÜ êáé ôïí êáèïñéóìü åíüò
ðñïößë–ðñïôýðïõ áíôéóùìÜôùí, êáé ÷ñçóéìïðïéåßôáé êáôÜ êýñéï ëüãï, óôçí
áíÜëõóç áìößâïëùí áðïôåëåóìÜôùí ðïõ ðñïêýðôïõí áðü ôçí Elisa (HIV,
Çðáôßôéäåò).

Ç åöáñìïãÞ ôçò áíïóïáðïôýðùóçò óôç ìåëÝôç ôïõ Helicobacter pylori
(Hp) ðáñÝ÷åé ôç äõíáôüôçôá ïñïëïãéêÞò áíß÷íåõóçò ìéáò ðïéêéëßáò áíôéóùìÜ-
ôùí anti-Hp ìåôÜ ôçí åðáöÞ ôïõ ðñïò åîÝôáóç ïñïý ìå ôá áíôéãüíá ôïõ Hp
ðïõ Ý÷ïõí äéá÷ùñéóôåß ìå çëåêôñïöüñçóç êáé Ý÷ïõí ìåôáöåñèåß óå ìåìâñÜíç
íéôñïêõôôáñßíçò (ÍÊ). Ç êëéíéêÞ óçìáóßá áõôþí ôùí ðñïôýðùí ôùí áíôéóù-
ìÜôùí öáßíåôáé íá åßíáé ìåãÜëç êáèþò Ý÷åé óõíäõáóôåß ìå ðïéêéëßá éóôéêþí
âëáâþí ðïõ ðñïêáëåß ôï Åëéêïâáêôçñßäéï ôïõ ðõëùñïý üðùò ÷ñüíéá åíåñãü
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ãáóôñßôéäá, áôñïöéêÞ ãáóôñßôéäá, åíôåñéêÞ ìåôáðëáóßá, ðåðôéêü Ýëêïò, êáé
ãáóôñéêü êáñêßíï.2-6

Áñ÷Þ ôçò ìåèüäïõ

Ç ìÝèïäïò ðåñéëáìâÜíåé ôá áêüëïõèá óôÜäéá:
1. Åê÷ýëéóç ðñùôåúíþí áðü êáëëéÝñãåéá ôïõ Åëéêïâáêôçñéäßïõ.
2.  Äéá÷ùñéóìüò ôùí ðñùôåúíþí ìå çëåêôñïöüñçóç óå ãÝëç ðïëõáêñõëá-

ìßäçò ðáñïõóßá SDS êáôÜ Laemmli (SDS PAGE) (Åéêüíá 1).

Ïé ðñùôåÀíåò ðñéí áðü ôçí çëåêôñïöüñçóç áðïäéáôÜóóïíôáé (dena-
turation) ìå èÝñìáíóç óôïõò 1000C ãéá 5 min ðáñïõóßá ôïõ áíéïíéêïý áðïäéá-
ôáêôéêïý ðáñÜãïíôá SDS, (Sodium Dodecyl Sulfate) ðïõ äéáóðÜ ôïõò äéóïõë-
öéäéêïýò äåóìïýò, áðåëåõèåñþíåé ôéò ðïëõðåðôéäéêÝò áëõóßäåò êáé óõíäÝåôáé
ìå áõôÝò áíÜëïãá ìå ôï Ìïñéáêü ÂÜñïò (ÌÂ) ôïõò, åîïõäåôåñþíïíôáò ôï

Åéêüíá 1. Äéá÷ùñéóìüò ôùí ðñùôåúíþí ìå çëåêôñïöüñçóç óå ãÝëç íéôñïêõôôáñßíçò

ðáñïõóßá SDS êáôÜ Laemmli (SDS PAGE).



ÁÍÏÓÏÁÐÏÔÕÐÙÓÇ

117

öïñôßï ôùí ðñùôåúíþí êáé êáèéóôþíôáò áõôÝò áñíçôéêÝò.
Ïé ðñùôåÀíåò êáôÜ ôçí çëåêôñïöüñçóç ìåôáêéíïýíôáé ðñïò ôçí Üíïäï

ðåñíþíôáò äéáäï÷éêÜ áðü ôïõò ðüñïõò äýï óõíå÷üìåíùí gels: 1) óõìðýêíù-
óçò ìå 4% ðïëõáêñõëáìßäç êáé 2) äéá÷ùñéóìïý ìå 12% ðïëõáêñõëáìßäç, ìå
áðïôÝëåóìá ïé ðñùôåÀíåò ðñþôá íá óõìðõêíþíïíôáé êáé óôç óõíÝ÷åéá íá
äéá÷ùñßæïíôáé áíÜëïãá ìå ôï ÌÂ (ç ôá÷ýôçôá ìåôáêßíçóçò åßíáé áíôéóôñü-
öùò áíÜëïãç ôïõ ìåãÝèïõò ôïõò).

3. ÇëåêôñïöïñçôéêÞ ìåôáöïñÜ ôùí ðñùôåúíþí óå ôáéíßá íéôñïêõôôáñß-
íçò (ÍÊ) (Åéêüíá 2)

Ç ôáéíßá ôçò ÍÊ ôïðïèåôåßôáé ðÜíù óôç ãÝëç óå åéäéêÞ èÞêç ìÝóá óå
äï÷åßï çëåêôñïìåôáöïñÜò, ìå äéÜôáîç: êÜèïäïò (-) / ãÝëç / ÍÊ / Üíïäïò (+).
Ïé ðñùôåÀíåò ìåôáêéíïýíôáé ðñïò ôçí Üíïäï ìå åðßäñáóç óõíå÷ïýò ñåýìá-
ôïò 200 V ãéá 1 h êáé åðéêÜèïíôáé óôç ÍÊ ùò áêñéâÝò áíôßãñáöï – áðïôýðù-
ìá ôçò ãÝëçò.

4. ÁíïóïëïãéêÞ áíôßäñáóç óôç ÍÊ
Ç ôáéíßá ôçò ÍÊ ðïõ öÝñåé óå üëï ôï ðëÜôïò ôçò ôéò ßäéåò ðñùôåúíéêÝò

æþíåò, ôåìá÷ßæåôáé óå åðéìÞêåéò ôáéíßåò ðïõ ôïðïèåôïýíôáé óå åéäéêÝò ìåìïíù-
ìÝíåò èÝóåéò óôï äßóêï åðþáóçò.

Ïé ôáéíßåò åðùÜæïíôáé ãéá 15 min ìå åéäéêü äéÜëõìá (Blocking Buffer-ÂÂ)
ðïõ ðåñéÝ÷åé ðñùôåÀíåò ðïõ ðñïóêïëëþíôáé óôéò ìç åéäéêÝò èÝóåéò óýíäåóçò
ôùí ôáéíéþí ÍÊ. Áêïëïõèåß:

· áðü÷õóç ôïõ ÂÂ êáé åðþáóç ãéá 1 h ìå ôïí ïñü ôïõ áóèåíïýò óå áñáßù-
óç 1:250 ìå TSBB (Tris Saline Blotting Buffer)

Åéêüíá 2. ÇëåêôñïöïñçôéêÞ ìåôáöïñÜ ôùí ðñùôåúíþí óå ôáéíßá íéôñïêõôôáñßíçò

ÍÊ.

• ÔïðïèÝôçóç ôçò ÍÊ ðÜíù óôç ãÝëç óå åéäéêÞ èÞêç ìÝóá óôï äï÷åßï

çëåêôñïìåôáöïñÜò ìå ôçí áêüëïõèç óåéñÜ:

ÌÁÕÑÇ ÐËÁÊÁ (ÊÜèïäïò)
Whatman filter paper

GEL

NK
Whatman filter paper

KOKKINH ÐËÁÊÁ (¢íïäïò)

• 200 , 1 h [ÊÜèïäïò (-) ¢íïäïò (+)]

• ÌåôáöïñÜ ôùí ðñùôåúíþí óôç ÍÊ ùò áêñéâÝò áíôßãñáöï � áðïôýðùìá ôçò ãÝëçò
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· Ýêðëõóç x4 ìå TSBB êáé åðþáóç ãéá 1 h ìå áíôéáíèñþðåéá IgG áíôéóþìá-
ôá óçìáóìÝíá ìå áëêáëéêÞ öùóöáôÜóç, ðïõ áíé÷íåýïõí ôá IgG áíôéóþ-
ìáôá ôïõ ïñïý ðïõ Ý÷ïõí ðñïóêïëëçèåß óôá áíôéãüíá ôïõ Åëéêïâáêôç-
ñéäßïõ.

· Ýêðëõóç x4 ìå TSBB êáé ðñïóèÞêç õðïóôñþìáôïò BCIP (5 bromo 4 chloro
3 indolyphosphate) ìå nitroblue tetrazoliym ùò ÷ñùìïãïíéêü äåßêôç. Ç áíôß-
äñáóç óôáìáôÜ ìåôÜ áðü 15 min ìå Ýêðëõóç ìå áðåóôáãìÝíï H

2
O. Ôá

óõìðëÝãìáôá áíôéãüíïõ – áíôéóþìáôïò åìöáíßæïíôáé ùò ìðëå æþíåò óôçí
ôáéíßá ÍÊ.
Ç üëç äéáäéêáóßá áðëïðïéåßôáé ìå ôç ÷ñÞóç Ýôïéìùí ôáéíéþí ÍÊ êáé

áíôéäñáóôçñßùí Western Blot ðïõ äéáôßèåíôáé óôï åìðüñéï üðùò ôï Helic.
Pylori ôçò DPC Þ ôï Helico blot 2.0 System ôçò Genalabs Diagnostics.

ÁðïôåëÝóìáôá

Ìå ôçí áíïóïáðïôýðùóç ìðïñïýí íá áíé÷íåõèïýí áíôéóþìáôá Ýíáíôé
ôùí áêüëïõèùí áíôéãüíùí ôùí óôåëå÷þí ôïõ Åëéêïâáêôçñéäßïõ ôïõ ðõëù-
ñïý:

· 125 Kda = åßíáé ç ðñùôåÀíç Cag A, ðñïúüí ôïõ cagA (cytotoxin gene A),
õøçëÞò åéäéêüôçôáò ãéá ôï Hp êáé ï ðéï óçìáíôéêüò ðáñÜãïíôáò ëïéìïãü-
íïõ äýíáìçò.

· 87 Kda = åßíáé ç ðñùôåÀíç VacA, ðñïúüí ôïõ vacA (vacuolating cytotoxin
geneA), õøçëÞò åéäéêüôçôáò ãéá ôï Hp êáé Ýíáò åðßóçò óçìáíôéêüò ðáñÜ-
ãïíôáò ëïéìïãüíïõ äýíáìçò ôïõ ìéêñïâßïõ.

· 67 Kda = åßíáé ç ðñùôåÀíç ôùí âëåöáñßäùí ôïõ Hp. Äßíåé äéáóôáõñïýìå-
íåò áíôéäñÜóåéò ìå Üëëá êáìðõëïâáêôçñßäéá.

· 66 êáé 30 Kda = åßíáé õðïïìÜäåò ôïõ åíæýìïõ ôçò ïõñåÜóçò (UreA êáé
UreB), õøçëÞò åéäéêüôçôáò ãéá ôï Hp.

· 35,25,19,17,14 Kda = åßíáé ðñùôåÀíåò ìå áäéåõêñßíéóôï áêüìá ñüëï.
Ðáñïõóßá äýï ôïõëÜ÷éóôïí áíôéóùìÜôùí Ýíáíôé ôùí õøçëÞò åéäéêüôçôáò

áíôéãüíùí ôïõ Hp (120-87-66-30) åðéâåâáéþíïõí ôçí ýðáñîç ôïõ ìéêñïâßïõ
(Åéêüíá 3).

ÓõìðåñÜóìáôá

H äïêéìáóßá ôçò áíïóïáðïôýðùóçò åßíáé ìéá Üñéóôç ïñïëïãéêÞ ìÝèïäïò
åëÝã÷ïõ ôïõ ðëçèõóìïý ãéá ëïßìùîç áðü Hp, ìå õøçëÞ åõáéóèçóßá 96-99% êáé
åéäéêüôçôá 93-95%. Ôá øåõäþò èåôéêÜ áðïôåëÝóìáôá, ðïõ åëáôôþíïõí ôçí
åéäéêüôçôá ôçò ìåèüäïõ, ïöåßëïíôáé óôç ìåôáâïëÞ ôùí åðéôüðùí êáôÜ ôçí
áðïäéÜôáîç ôùí ðñùôåúíéêþí áíôéãüíùí ìå ôçí åðåîåñãáóßá ôïõò ìå ôï SDS.
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Åéêüíá 3. Ðáñáäåßãìáôá ôáéíéþí íéôñïêõôôáñßíçò ìå ôç ìÝèïäï ôçò áíïóïáðïôýðùóçò

óôïõò ïñïýò 12 áóèåíþí ôïõ õëéêïý ìáò. ÁñéóôåñÜ öáßíïíôáé ôá ìïñéáêÜ âÜñç ôùí

ðñùôåúíéêþí áíôéãüíùí ôïõ H. pylori. Ïé ïñïß óôéò èÝóåéò 1 Ýùò 6 êáèþò êáé ï 12 åßíáé

H. pylori èåôéêïß ìå èåôéêïýò ôïõò ðáñÜãïíôåò ëïéìïãüíïõ äýíáìçò CagA êáé VacA. Ïé

ïñïß 7 Ýùò 9 åßíáé èåôéêïß ùò ðñïò ôï H. pylori ãéáôß Ý÷ïõí ôïõëÜ÷éóôïí 3 áðü ôá

õøçëÞò åéäéêüôçôáò áíôéãüíá ôïõ H. pylori ìå áñíçôéêïýò üìùò ôïõò ðáñÜãïíôåò

ëïéìïãüíïõ äýíáìçò CagA êáé VacA. Óôéò èÝóåéò 10 êáé 11 âñßóêïíôáé H. pylori áñíç-

ôéêïß áóèåíåßò ãéáôß äåí Ý÷ïõí ôïõëÜ÷éóôïí 3 áðü ôá õøçëÞò åéäéêüôçôáò áðáéôïýìå-

íá áíôéãüíá.

Ç ìÝèïäïò ðáñÝ÷åé óçìáíôéêüôáôåò ðëçñïöïñßåò ãéá ôá óôåëÝ÷ç ôïõ Hp,
åðéôñÝðïíôáò ôçí êáôÜôáîÞ ôïõò óå õøçëÞò êáé ÷áìçëÞò ðáèïãÝíåéáò, áíÜ-
ëïãá ìå ôçí ðáñïõóßá Þ ü÷é áíôéóùìÜôùí antiCagA êáé antiVacA. ÕðÜñ÷åé
ðëçèþñá ìåëåôþí ðïõ äåß÷íïõí üôé ç ëïßìùîç ìå óôåëÝ÷ç Hp ðïõ öÝñïõí ôá
ãïíßäéá cagA/vacA åìöáíßæïõí áõîçìÝíï êßíäõíï åîÝëéîçò åíåñãïý ãáóôñßôé-
äáò êáé äùäåêáäáêôõëéêïý Ýëêïõò êáèþò êáé áôñïöéêÞò ãáóôñßôéäáò êáé ãá-
óôñéêïý êáñêßíïõ.

Óå ìéá äéêÞ ìáò åñãáóßá7 ìå 66 Hp(+) áóèåíåßò åê ôùí ïðïßùí ïé 42
(63,6%) åß÷áí Äùäåêáäáêôõëéêü ¸ëêïò (ÄÅ) êáé ïé 24 (36,4%) Äõóðåøßá ×ùñßò
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¸ëêïò (Ä×Å), ç äïêéìáóßá ôçò áíïóïáðïôýðùóçò êáôÝäåéîå üôé óôïõò ìåí
áóèåíåßò ìå ÄÅ ôï 95,2% Þôáí anti CagA êáé anti VacA(+), åíþ óôïõò áóèåíåßò
ìå Ä×Å ôï 66,7% Þôáí anti CagA (+) êáé ôï 41,7% anti VacA(+). Ç äéáðßóôùóç
ôçò ðáñïõóßáò CagA/VacA óå óôáôéóôéêþò óçìáíôéêüôåñï ðïóïóôü óôïõò
áóèåíåßò ìå ÄÅ óå ó÷Ýóç ìå ôïõò áóèåíåßò ìå Ä×Å óå Ýíá ìéêñü äåßãìá ôïõ
Åëëçíéêïý ðëçèõóìïý, Ýñ÷åôáé óå óõìöùíßá ìå áíôßóôïé÷á åõñÞìáôá óôï
äéåèíÞ ÷þñï.

ÓõãêñéôéêÜ ìå ôçí ôå÷íéêÞ ôçò ELISA, ç áíïóïáðïôýðùóç åðéôñÝðåé ü÷é
ìüíï ôçí áíß÷íåõóç áíôéóùìÜôùí áëëÜ êáé ôïí êáèïñéóìü åíüò ðñïößë-
ðñïôýðïõ áíôéóùìÜôùí.8-13 Ìå ôçí áíïóïáðïôýðùóç áðïêáëýðôåôáé ç ýðáñîç
åíüò ìåãÜëïõ ðïëõìïñöéóìïý ôçò áíïóïëïãéêÞò áðÜíôçóçò óôç ëïßìùîç áðü
Hp áðü Üôïìï óå Üôïìï. Ïé ïñïß äéáöïñåôéêþí áóèåíþí áíáãíùñßæïõí äéÜ-
öïñá ôìÞìáôá ôïõ ßäéïõ áíôéãïíéêïý ðáñáóêåõÜóìáôïò êáé êÜèå áóèåíÞò
öáßíåôáé íá Ý÷åé ôï äéêü ôïõ ðñïößë áíôéóùìÜôùí.9 Ôá áßôéá áõôïý ôïõ ðïëõ-
ìïñöéóìïý äåí Ý÷ïõí áêüìá äéåõêñéíéóôåß êáèþò ç êëéíéêÞ Ýñåõíá ðñïò ôçí
êáôåýèõíóç áõôÞ åßíáé åîáéñåôéêÜ ðïëýðëïêç. Óçìáíôéêü ñüëï ðéèáíüí íá
ðáßæïõí ðáñÜìåôñïé üðùò ç êáôáãùãÞ, ç çëéêßá ôïõ áóèåíÞ, ç âáñýôçôá êáé
ç ðáëáéüôçôá ôçò ëïßìùîçò.14,15

ÓõãêñéôéêÜ ìå ôéò ìïñéáêÝò ôå÷íéêÝò, Ý÷åé ðáñáôçñçèåß üôé ç áíß÷íåõóç
áíôéóùìÜôùí anti CagA ìå ôçí áíïóïáðïôýðùóç åßíáé ðéï åõáßóèçôç áðü
ôçí áíáæÞôçóç ìå ìïñéáêü õâñéäéóìü ôïõ ãïíéäßïõ cagA áðü óôåëÝ÷ç ðïõ
ðÜñèçêáí ìå âéïøßá.16,17 Áõôü ðéèáíüí íá ïöåßëåôáé óôï üôé óôïõò áóèåíåßò
ðïõ öÝñïõí óõã÷ñüíùò óôåëÝ÷ç cagA(+) êáé cagA(-), ç Üìåóç áíß÷íåõóç ôïõ
Hp áðü ãáóôñéêÞ âéïøßá ìðïñåß íá áíé÷íåýóåé ìüíï Ýíáí ôýðï óôåëÝ÷ïõò
ëüãù ôçò åôåñïãåíïýò êáôáíïìÞò ôùí óôåëå÷þí óôï ãáóôñéêü âëåííïãüíï.

ÓõìðåñáóìáôéêÜ, ç áíïóïáðïôýðùóç åßíáé ìéá ôá÷åßá êáé áîéüðéóôç ìÝ-
èïäïò äéÜãíùóçò ôçò ëïßìùîçò áðü ôï Helicobacter pylori êáèþò êáé áíß÷íåõ-
óçò ôùí õøçëÞò ëïéìïãüíïõ äýíáìçò óôåëå÷þí ôïõ ìéêñïâßïõ.
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