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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 
 

Αποτελζςματα υψθλισ απόδοςθσ και πολυπλεξίασ είναι απαραίτθτεσ προχπο-

κζςεισ για τθν μοντελοποίθςθ πολφπλοκων βιολογικϊν ςυςτθμάτων. Οι 2 αυτοί 

ςτόχοι ςυνικωσ είναι αντικρουόμενοι και ο ςυνδυαςμόσ του απαιτεί τθν χριςθ 

μοντζλων βελτιςτοποίθςθσ. Τα μοντζλα που αναπτφχκθκαν χρθςιμοποιοφν 

κατάλλθλου τφπου δεδομζνα τα οποία παριχκθςαν ςτο εργαςτιριο, με 

αποτζλεςμα να αναπαριςτοφν τα διάφορα ιδθ κορφβου, ςε ςυνδυαςμό με 

αλγόρικμουσ για τθν επιλογι των βζλτιςτων ςθμάτων, ζτςι ϊςτε να περιορίηεται, 

κατά το δυνατόν, ο πολλαπλαςιαςμόσ του κορφβου. Θ μζκοδοσ που 

αναπτφχκθκε, ςε αντίκεςθ με τισ παραδοςιακζσ προςζγγιςθσ, ελζγχει το ςφνολο 

των πικανϊν ςυνδυαςμϊν και επιλζγει τον ςυνδυαςμό ο οποίοσ ελαχιςτοποιεί 

τα ςφάλματα τφπου Λ. Για τθν δοκιμι τθσ μεκόδου υπολογίςτθκε το καλφτερο 

πείραμα από ζνα ςφνολο 80 ςθμάτων για το οποίο καταφζραμε να μειϊςουμε το 

κόρυβο πάνω από 80% και να υπερδεκαπλαςιάςουμε το λόγο ςιματοσ κορφβου 

περιορίηοντασ τον αρικμό των ςθμάτων ςτα 56. Στόχοσ είναι με τα δεδομζνα τθσ 

ανάλυςθσ να μπορζςουμε να κάνουμε μια μετά-ανάλυςθ, ϊςτε να 

κατθγοριοποιιςουμε τα αντιςϊματα που χρθςιμοποιοφμε βάςθ τθσ ιδιότθτασ 

τουσ να αλλθλεπιδροφν  μεταξφ τουσ και να παράγουν κόρυβο. 
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ΕΙ΢ΑΓΨΓΗ 

΢Τ΢ΣΗΜΙΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ 

Θ ςυςτθμικι βιολογία είναι μια ςχετικά νζα διεπιςτθμονικι προςζγγιςθ ςτο γνωςτικό 

αντικείμενο τθσ βιολογίασ. Συγκεκριμζνα, επιχειρεί τόςο τθν επαναπροςζγγιςθ τθσ 

ερευνθτικισ τακτικισ, όςο και τθσ υπάρχουςασ γνϊςθσ με ςτόχο τθν κατανόθςθ των 

βιολογικϊν φαινομζνων ςε ςυςτθμικό επίπεδο.  

Λςτορικά, θ μοριακι βιολογία, κυρίωσ μετά 

τθν ανακάλυψθ τθσ διπλισ ζλικασ του DNA 

και τθσ διατφπωςθσ του κεντρικοφ δόγμα-

τοσ τθσ βιολογίασ από τουσ Watson και 

Crick, ζριξε φωσ ςτθ δομι του κυττάρου 

μζςω τθσ αναγνϊριςθσ των διαφόρων 

ςυςταςτικϊν του (γονίδια, πρωτεΐνεσ κλπ) 

και των λειτουργιϊν που αυτά επιτελοφν. Θ 

ςυςτθμικι βιολογία προςπακεί να δϊςει 

απάντθςθ ςτθν επόμενθ πρόκλθςθ που 

είναι θ ςφνκεςθ τθσ γνϊςθσ αυτϊν των 

ςυςτατικϊν (αυτόνομων ςυςτθμάτων) ςε 

ζνα βιολογικό ςφςτθμα, είτε αυτό είναι 

κφτταρο είτε ιςτόσ είτε οργανιςμόσ, ϊςτε να 

ςυνδεκεί ο φαινόμενοσ κόςμοσ με το 

βιολογικό του υπόβακρο. Θ αναγκαιότθτα 

αυτοφ του νζου βιματοσ πθγάηει από το 

γεγονόσ ότι γνϊςθ των ιδιοτιτων των 

ςτοιχείων δεν ιςοδυναμεί με γνϊςθ των 

ιδιοτιτων του ςυςτιματοσ, κακϊσ μερικζσ από αυτζσ δεν μποροφν να αποδοκοφν ςε κανζνα 

ςτοιχείο παρά μόνο ςτο ςυνεργαηόμενο ςφνολο τουσ (ολιςτικι προςζγγιςθ).  

Θ κατανόθςθ των βιολογικϊν ςυςτθμάτων πάντα αποτελοφςε απϊτατο ςτόχο τθσ βιολογίασ 

όμωσ τϊρα, χάρθ ςτισ εξελίξεισ τθσ μοριακισ βιολογίασ, υπάρχει πρόςφορο ζδαφοσ για 

ςτθρίξει αυτισ τθσ προςπάκειασ. Το ζδαφοσ αυτό είναι το μοριακό επίπεδο το οποίο παρζχει 

τθν δυνατότθτα να αναπτυχκεί ζνα πλαίςιο γνϊςθσ μζςα το οποίο να εκφράηονται με 

ςαφινεια ςχζςεισ αιτιότθτασ και όχι απλζσ παρατθριςεισ. 

Εικόνα 1: Γραφικι απεικόνιςθ Κεντρικοφ Δόγματοσ Βιολογίασ 
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Σι ςημαίνει «κατανόηςη ςε ςυςτημικό επίπεδο» ςτην πράξη;  

Θ ςυςτθμικι ανάλυςθ, για να μθν είναι κενι ζννοια, κα πρζπει όχι μόνο να επαναπροςεγγίςει 

τθν υπάρχουςα γνϊςθ, αλλά να προςκζςει τα ςυμπεράςματα τθσ ςε αυτι. Οι ςτόχοι ςτουσ 

οποίουσ πρζπει να αποβλζπει μια ςυςτθμικι ανάλυςθ δεν είναι κοινά αποδεκτοί. Ο Kitano, 

ζνασ από τουσ «πατζρεσ» τθσ ςυςτθμικισ βιολογίασ, ςτθν ζκκεςθ του Θεμζλια τησ Συςτημικήσ 

Βιολογίασ (Foundations of System Biology) δίνει τθν προςωπικι του άποψθ για το ποιοι πρζπει 

να είναι οι ςτόχοι μιασ ζρευνασ που επιδιϊκει μια «ςυςτθμικι κατανόθςθ» τθσ βιολογίασ. 

Συγκεκριμζνα θ ζρευνα πρζπει να εςτιάςει: 

1. ςτθ δομι ενόσ ςυςτιματοσ, όπωσ για παράδειγμα είναι τα γονίδια, ο μεταβολιςμόσ, τα 

δίκτυα μεταφοράσ ςιματοσ και οι φυςικζσ δομζσ 

2. ςτθ δυναμικι των ςυςτθμάτων, πϊσ δθλαδι τα διάφορα ςυςτιματα αλλθλεπιδροφν 

μεταξφ τουσ (μζχρι εδϊ είναι το πεδίο τθσ απλισ κατανόθςθσ) 

3. πάνω ςε μεκόδουσ για τον ζλεγχο του ςυςτιματοσ, και τελικϊσ 

4. πάνω ςε μεκόδουσ για ςχεδιαςμό και τροποποίθςθ ςυςτθμάτων με επικυμθτζσ 

ιδιότθτεσ 

ΠΡΨΣΕΪΝΨΜΑΣΙΚΗ 

Ρρωτεϊνωματικι (proteomics) είναι θ μεγάλθσ κλίμακασ ανάλυςθ των πρωτεϊνϊν ενόσ 

κυττάρου ι οργανιςμοφ. Γενικά θ κατάλθξθ «–ωματικι» (-omics) χρθςιμοποιείται για να περι-

γράψει τθν ανάλυςθ μακρομορίων ενόσ ολόκλθρου ςυςτιματοσ. Θ ορολογία προκφπτει ωσ 

επζκταςθ τθσ ζννοιασ του αρχικοφ όρου γονιδιωματικι (genomics), ο οποίοσ αναφζρεται ςτθν 

ανάλυςθ του γονιδιϊματοσ (genome), του ςυνόλου δθλαδι των γονιδίων του οργανιςμοφ.  

Σφμφωνα με το κεντρικό δόγμα, θ διαδρομι τθσ γενετικισ πλθροφορίασ ξεκινά από το 

γονιδίωμα και τερματίηει ςτισ πρωτεΐνεσ. Οι πρωτεΐνεσ (το ςφνολο των πρωτεϊνϊν που 

εκφράηονται ςε ζνα βιολογικό ςφςτθμα) είναι οι τελικοί αποδζκτεσ τθσ γενετικισ πλθροφορίασ 

και ωσ εκ τοφτου αποτελοφν, από βιολογικισ άποψθσ τουλάχιςτον, τον φαινότυπο1 που 

βλζπουμε ςε κάκε ςυςτιματοσ.  

Γιατί είναι αναγκαία η μελέτη ενόσ κυττάρου ςε πρωτεΰνικό επίπεδο; 

Θ απάντθςθ είναι ότι θ μελζτθ ςε γονιδιακό επίπεδο δεν αρκεί. Θ λειτουργία ενόσ κυττάρου 

είναι πολφ πολφπλοκθ και δεν μπορεί να ερμθνευτεί μόνο μζςω τθσ ζκφραςθσ του 

γονιδιϊματοσ. Το κφτταρο βαςίηεται, επιπλζον, ςε διάφορα μονοπάτια (ςειρζσ χθμικϊν 

                                                      
1
 Φαινότυποσ είναι θ ςφνκεςθ των παρατθρίςθμων χαρακτθριςτικϊν και των γνωριςμάτων ενόσ οργανιςμοφ, 

όπωσ θ μορφολογία του, θ βιοχθμικζσ ι φυςιολογικζσ του ιδιότθτεσ, θ ςυμπεριφορά του ι τα αποτελζςματα τθσ 
ςυμπεριφοράσ του (πχ θ φωλιά των πουλιϊν), ςε μια δεδομζνθ χρονικι ςτιγμι. Αποτελεί δθλαδι το μζροσ 
του γονοτύπου του οργανιςμοφ το οποίο μποροφμε (άμεςα ι ζμμεςα) να παρατθριςουμε.  
(Wikipedia) 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%93%CE%BF%CE%BD%CF%8C%CF%84%CF%85%CF%80%CE%BF%CF%82
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αντιδράςεων) για τθ λειτουργία του (μεταβολικά, μετάδοςθσ ςιματοσ κ.ά.). Κατά ςυνζπεια, θ 

τελικι ζκφραςθ του πρωτεϊνϊματοσ2 δεν μπορεί να εξαχκεί από τθν ευκεία γραμμι 

αιτιότθτασ, που υπονοεί το κεντρικό δόγμα, αφοφ υπάρχουν πολλά μετα-μεταφραςτικά (post-

translational) φαινόμενα που το κακορίηουν. 

Σι  προςφέρει μια ςυςτημική προςέγγιςη τησ  πρωτεΰνωματικήσ; 

Θ «παραδοςιακι» πρωτεϊνωματικι ανάλυςθ ςυνίςταται ςτο διαχωριςμό-απομόνωςθ και 

αναγνϊριςθ τθσ δομισ και, κατά ςυνζπεια, τθσ λειτουργίασ των πρωτεϊνϊν. Ο διαχωριςμόσ 

των πρωτεϊνϊν γίνεται ςυνικωσ με τθν τεχνικι τθσ μονοδιάςτατθσ ι διςδιάςτατθσ 

θλεκτροφόρθςθσ ςε τηελ (1 or 2-D Gel Electrophoresis), ενϊ θ ανάλυςθ με τθν τεχνικι τθσ 

φαςματομετρίασ μάηασ (Mass Spectrometry). Οι τεχνικζσ αυτζσ ςυνδυαηόμενεσ επιτρζπουν να 

διαχωριςτοφν και αναλυκοφν μζχρι 1.000 πρωτεΐνεσ, αρικμόσ που δεν κεωρείται ιδιαίτερα 

μεγάλοσ, δεδομζνου ότι ςε κάκε δείγμα ο αρικμόσ των πρωτεϊνϊν μπορεί να είναι τθσ τάξθσ 

του 106. 

Θ ςυςτθμικι ανάλυςθ δεν ξεκινάει από το μθδζν όπωσ θ παραδοςιακι ανάλυςθ. Αντικζτωσ 

χτίηει πάνω ςτθν υπάρχουςα γνϊςθ. Στόχοσ τθσ ςυςτθμικισ ανάλυςθσ είναι θ κατανόθςθ 

ςυγκεκριμζνων φαινοτφπων, γι’ αυτό και δεν ςτοχεφει ςτθν αδιάκριτθ αναγνϊριςθ πρωτεϊνϊν, 

αλλά ςτθν παρακολοφκθςθ ςυγκεκριμζνων πρωτεϊνϊν ςτόχων για τισ οποίεσ εκτιμάται, εκ των 

προτζρων, ότι ςχετίηονται (ι είναι πικανό να ςχετίηονται) με τον υπό ανάλυςθ φαινότυπο.  

 

Εικόνα 2: "Φάςμα" Πρωτεϊνικισ Ανάλυςθσ 

Ωσ εκ τοφτου, πειράματα που εντάςςονται ςε μια ςυςτθμικι ανάλυςθ δεν αποςκοποφν ςτθν 

άκριτθ αναγνϊριςθ πρωτεϊνϊν, αλλά ςτθν ποςοτικοποίθςθ τθσ ζκφραςθσ μερικϊν κρίςιμων εξ 

αυτϊν. Για μια ςυςτθμικι ανάλυςθ, κρίςιμο μζγεκοσ δεν είναι το ποιεσ πρωτεΐνεσ υπάρχουν 

                                                      
2
 Πρωτεΐνωμα (κατά το γονίδιο – γονιδίωμα), είναι το ςφνολο το πρωτεϊνϊν που εκφράηονται από ζνα 

ςυγκεκριμζνο κφτταρο (ι οργανιςμό) ςε κάποιο δεδομζνο χρόνο για δεδομζνεσ ςυνκικεσ 
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ςε ζνα κφτταρο, αλλά ποιεσ είναι ενεργζσ, ποιων θ ζκφραςθ, δθλαδι, διαφοροποιείται ςε μια 

χρονικι περίοδο ωσ απάντθςθ ςε κάποιο ερζκιςμα. Επομζνωσ, ο φαινότυποσ, υπό το πρίςμα 

τθσ πρωτεϊνωματικισ, είναι το αποτζλεςμα «μονοπατιϊν» αλλθλεπίδραςθσ, δθλαδι τθσ 

ςειριακισ ενεργοποίθςθσ διαφόρων πρωτεϊνϊν3.  

 

Εικόνα 3: Υπόδειγμα "μονοπατιϊν" μετάδοςθσ ςιματοσ 

 

Μια από τισ πιο επιτυχθμζνεσ τεχνικζσ γι’ αυτό το ςκοπό είναι θ τεχνικι ELISA. 

 

Η ΣΕΦΝΙΚΗ ELISA 

Η ELISA είναι μια δθμοφιλισ πλατφόρμα για τθν ανίχνευςθ και ποςοτικοποίθςθ διαφόρων 

αναλυτϊν ςε μια βιοχθμικι δοκιμι τρυβλίου. 

Αναλφτεσ (analytes) είναι τα βιομόρια ςτόχοι κάκε δοκιμισ, ο όροσ προκφπτει από τθν 

ςφλλθψθ ότι τα βιομόρια ςτόχοι είναι τα βιομόρια που θα αναλυθοφν. Θ παροφςα εργαςία 

πραγματεφεται μετριςεισ πρωτεϊνϊν, επομζνωσ οι αναλφτεσ είναι πρωτεΐνεσ. 

                                                      
3
 Μια πρωτεΐνθ «ενεργοποιείται» μζςω τθσ διαδικαςίασ τθσ υωσυορυλίωση. 
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Ωσ βιοχθμικι δοκιμι τρυβλίου (plate-based biochemical assay) εννοείται μια τυπικι δοκιμι-

πείραμα (assay) ςτθ βάςθ ενόσ τρυβλίου (plate), ςυνικωσ 96 βοκρίων (wells), ςτο οποίο κάκε 

βοκρίο περιζχει ζνα δείγμα (υγρό διάλυμα/μίγμα) του οποίου τθ βιοχθμικι ςφςταςθ κζλουμε 

να αναλφςουμε.  

Θ ονομαςία ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ςυνοψίηει μόνο τθν αρχικι μορφι 

τθσ τεχνικισ). Ρρακτικϊσ δεν αναφζρεται ςε μια ςυγκεκριμζνθ τεχνικι, κακϊσ υπάρχει  μια 

μεγάλθ ποικιλία τεχνικϊν που χαρακτθρίηονται με αυτό το όνομα, αλλά ςτθν ιδζα που 

βαςίηονται όλεσ αυτζσ οι τεχνικζσ. Γι’ αυτό το λόγο και αφινεται αμετάφραςτο, διότι οφτωσ ι 

άλλωσ αποτελεί αυκαίρετθ ονομαςία μιασ οικογζνειασ τεχνικϊν. 

Θ βαςικι ιδζα τθν οποία όλεσ αυτζσ οι τεχνικζσ υλοποιοφν ωσ ζνα βακμό είναι θ εξισ:  

1. οι αναλφτεσ του δείγματοσ ακινθτοποιοφνται πάνω ςε μία ςτερει επιφάνεια 

2. εν ςυνεχεία προςτίκενται, ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, ζνα ι δφο αντιςϊματα (εξ 

ου και “immunosorbent”) για τθν ανίχνευςθ τον ακινθτοποιθμζνων αναλυτϊν, τα 

οποία δθμιουργοφν ζνα ςφμπλεγμα με τον αναλφτθ. Το αντίςωμα αυτό καλείται 

Αντίςωμα Ανίχνευςθσ ι δευτερεφον  (Detection/Secondary Antibody). Στθν περίπτωςθ 

που χρθςιμοποιοφνται αντιςϊματα, οι αναλφτεσ είναι εξ οριςμοφ αντιγόνα. 

3. Το αντίςωμα αυτό πρζπει με τθ ςειρά του να ςθμανκεί (labeled) μζςω μιασ 

ανιχνεφςιμθσ ουςίασ, θ οποία παραδοςιακά ιταν κάποιο ζνηυμο (εξ ου και το enzyme-

linked), ϊςτε να μπορεί να ανιχνευτεί το ςφμπλεγμα. 

4. Μεταξφ των διαφόρων βθμάτων ςυνικωσ υπάρχει πλφςθ των βοκρίων, ϊςτε να 

απομακρυνκοφν οι διάφορεσ ουςίεσ. Ο αρικμόσ των πλφςεων ποικίλει ανάλογα με τα 

πρωτόκολλα που χρθςιμοποιοφνται. 

5. Θ ποςοτικοποίθςθ γίνεται μζςω τθσ ςυςχζτιςθσ του αρικμοφ των ανιχνευμζνων 

ςυμπλεγμάτων με τθν αρχικι ςυγκζντρωςθ του μίγματοσ. Θ ςχζςθ αυτι δεν είναι 

γνωςτι εκ των προτζρων, οπότε κάκε δοκιμι χρειάηεται και τθν αντίςτοιχθ 

βακμονόμθςθ (calibration). 
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Εικόνα 4: αρχι λειτουργίασ ELISA 

 

ΠΟΛΤΠΛΕΞΙΑ  

Στθν κλαςςικι εκδοχι τθσ, μια μζτρθςθ με τθν τεχνικι ELISA αναγνωρίηει και ποςοτικοποιεί 

μόνο ζναν αναλφτθ ανά δείγμα. Για τισ ανάγκεσ μιασ «ςυςτθμικισ» προςζγγιςθσ, όμωσ, κάτι 

τζτοιο δεν είναι αρκετό, κακϊσ κα ζπρεπε για κάκε μετροφμενο ςε κάκε διαφορετικό υπό 

μελζτθ ερζκιςμα (stimuli να πραγματοποιείται μια ξεχωριςτι μζτρθςθ. Μια τζτοια διαδικαςία 

κα ιταν εξαιρετικά χρονοβόρα και απαιτθτικι γι’ αυτό και χρειάςτθκε να αναπτυχκοφν ειδικζσ 

τεχνολογίεσ για τθν εκτζλεςθ πολυπλεκτικϊν (multiplexed) μετριςεων.  

Ρολυπλεκτικι ονομάηεται μια μζτρθςθ κατά τθν οποία μετροφνται ςτο ίδιο δείγμα και 

ταυτόχρονα πολλοί αναλφτεσ (τυπικά πάνω από ζναν).  

Στο εργαςτιριο θ εξζλιξθσ τθσ κλαςικισ ELISA που χρθςιμοποιοφμε είναι θ Bead-based 

Sandwich ELISA, θ οποία είναι και θ τεχνικι με τθν οποία αςχολείται θ παροφςα εργαςία.  

Φαρακτηριςτικά Bead-based Sandwich ELISA: 

Οι αναλφτεσ, που ςτθν περίπτωςθ μασ είναι κυτταροκίνεσ (cytokines) και φωςφοπρωτεΐνεσ 

(phosphoproteins), ακινθτοποιοφνται πάνω ςτθν επιφάνεια μικροςφαιρίδιων (beads). Σε 

αντίκεςθ με τθ ςυνικθ τεχνικι τθσ πακθτικισ προςρόφθςθσ (adsorption) πάνω ςε ακίνθτθ, 

επίπεδθ επιφάνεια, τα μικροςφαιρίδια (διαμζτρου 5,6μm) ζχουν τθ δυνατότθτα να κινοφνται 
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μζςα ςτο δείγμα κακϊσ και να επθρεάηονται από τα μαγνθτικά πεδία λόγου του ςιδιρου που 

περιζχουν (ςε ποςοςτό 2%-4%).  

Τα μικροςφαιρίδια είναι χρωματιςμζνα με ειδικι φκορίηουςα βαφι, ϊςτε το κάκε ζνα (ι θ 

κάκε ομάδα) να χαρακτθρίηεται από μια ξεχωριςτι χρωματικι ταυτότθτα. Ο διαχωριςμόσ των 

μικροςφαιριδίων αποτελεί αναγκαία προχπόκεςθ για τθν πολυπλεξία τθσ μεκόδου, διότι ζτςι 

μποροφμε να αντιςτοιχίςουμε τα μικροςφαιρίδια ςτουσ διάφορουσ αναλφτεσ που μασ 

ενδιαφζρουν. 

 

Εικόνα 5: ςετ μικροςφαιριδίων 

Θ προςρόφθςθ δεν γίνεται απευκείασ ςτθν επιφάνεια, αλλά από τα αντιςϊματα παγίδευςθσ 

(ι πρωτεφον αντίςωμα – Capture/Primary Antibody) με τα οποία ζχουν προ-επικαλυφκεί τα 

μικροςφαιρίδια.  

Αυτό το είδοσ προςρόφθςθσ λζγεται επιλεκτικι (specific binding), διότι τα αντιςϊματα  ζχουν 

τθν ιδιότθτα να αντιδροφν επιλεκτικά, ωσ ζνα βακμό, με τουσ αναλφτεσ, ενϊ όταν θ 

προςρόφθςθ γίνεται απ’ ευκείασ ςτθν επιφάνεια τότε λζγεται μθ-επιλεκτικι, διότι θ 

επιφάνεια δεν ζχει τθν ιδιότθτα να ξεχωρίηει τουσ αναλφτεσ ι οποιαδιποτε άλλθ βιομοριακι 

ουςία μπορεί να υπάρχει ςτο δείγμα. Λόγω τθσ χριςθσ δφο (2) αντιςωμάτων για τθν 

ανίχνευςθ ενόσ αναλφτθ, θ τεχνικι καλείται Sandwich ELISA. 
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Εικόνα 6: ορολογία ELISA μικροςφαιριδίων 

 

Θ χριςθ μεκόδων επιλεκτικισ προςρόφθςθσ ενδείκνυται για μια ςυςτθμικι ανάλυςθ, γιατί ο 

ερευνθτισ ζχει τθ δυνατότθτα να κατευκφνει το πείραμα, χρθςιμοποιϊντασ τισ a priori γνϊςεισ 

του για το φαινόμενο, ϊςτε να μετριςει μόνο τουσ αναλφτεσ που τον ενδιαφζρουν. Αντίκετα, 

θ χριςθ μθ-επιλεκτικϊν μεκόδων ςυνίςταται για περιπτϊςεισ όπου δεν υπάρχει προγενζςτε-

ρθ γνϊςθ του φαινομζνου και κζλουμε να ξεκινιςουμε μια ανάλυςθ από το μθδζν, βαςιηό-

μενθ μόνο ςτα δεδομζνα μασ. 

Τα αντιςϊματα ανίχνευςθσ ςθμαίνονται με διαφορετικοφ χρϊματοσ βαφι (πράςινθ) από τα 

μικροςφαιρίδια (ςυνδυαςμόσ ερυκρισ και υπζρυκρθσ). 

Για τθν μζτρθςθ, τα μικροςφαιρίδια αφινονται να επωαςτοφν μαηί με το δείγμα και ςτθ 

ςυνζχεια με τα αντιςϊματα ανίχνευςθ και κατόπιν αναγκάηονται να περάςουν μζςα από 2 

ςυςτιματα ανίχνευςθσ φωτεινότθτασ: ζνα για τθν αναγνϊριςθ τθσ χρωματικισ ταυτότθτασ του 

μικροςφαιριδίου, θ οποία γίνεται μζςω τθσ αναγνϊριςθσ ζνταςθσ φωτεινότθτασ κάκε βαφισ 

και του ςυνδυαςμοφ τουσ, και ζνα για τθν αναγνϊριςθ τθσ ζνταςθσ φωτεινότθτασ τθσ βαφισ 

των ςθμαςμζνων αντιςωμάτων ανίχνευςθσ, θ οποία κεωρείται ανάλογθ του πλικουσ τουσ 

(κεωρείται ότι κάκε αντίςωμα εκπζμπει ςτθν ίδια ζνταςθ) 
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Εικόνα 7: υπόδειγμα ςυςτιματοσ ανίχνευςθσ 

Πλεονεκτήματα: 

Τα βαςικά πλεονεκτιματα τθσ μεκόδου είναι δφο (2): 

1. Θ δυνατότθτα κακοδιγθςθσ των μικροςφαιριδίων (είτε μαγνθτικά είτε μθχανικά) και 

άρα αυτοματοποίθςθσ τθσ διαδικαςίασ 

2. Θ εξάλειψθ των προβλθμάτων τθσ αντίδραςθσ υγρισ-ςτερεάσ φάςθσ 

Αντίδραςθ υγρισ-ςτερεάσ φάςθσ παρατθρείται ςε μια τυπικι δοκιμι ELISA, κακϊσ οι αναλφτεσ 

που βρίςκονται ςε υγρι φάςθ πρζπει να αντιδράςουν (ζμμεςα ι άμεςα) με μια ςτερει 

επιφάνεια. Στθν αντίδραςθ υγρισ-ςτερεάσ φάςθσ υπάρχουν οι εξισ περιοριςμοί (αναλυτικό-

τερα βλ. Αντίδραςθ Ρροςρόφθςθσ): 

 Σε αντίκεςθ με τα μικροςφαιρίδια που κινοφνται ελεφκερα ςτο δείγμα, θ αντίδραςθ δε 

λαμβάνει χϊρα ςε όλο τον όγκο του δείγματοσ, αλλά ςε μια περιοριςμζνθ ηϊνθ κοντά 

ςτθ ςτερει επιφάνεια (ηϊνθ αντίδραςθσ). Συνεπϊσ, θ μετροφμενθ ςυγκζντρωςθ δεν 

ανταποκρίνεται ςε όλο το δείγμα, αλλά ςτθ ςυγκζντρωςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ ηϊνθσ. 

Επιπλζον, ο ρυκμόσ εξζλιξθσ του φαινομζνου δεν κακορίηεται αυςτθρά από το ρυκμό 

τθσ αντίδραςθσ, αλλά και από το ρυκμό προςζλευςθσ των αντιδρϊντων ςτθ ηϊνθ 

αντίδραςθσ. 

 Ραρατθροφνται ςτερικά φαινόμενα (steric effects), δθλαδι περιοριςμοί λόγω του 

όγκου των αντιδρϊντων και του κατάλλθλου προςανατολιςμοφ που πρζπει να ζχουν 

μεταξφ τουσ (μείωςθ των βακμϊν ελευκερίασ ςτισ κινιςεισ των αντιδρϊντων). Με τθν 
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χριςθ μικροςφαιριδίων μποροφμε να αυξιςουμε τθν ςυνολικι επιφάνεια κρατϊντασ 

τον λόγο επιφάνειασ όγκου ςτακερό και ζτςι να περιορίςουμε ςθμαντικά αυτό το 

πρόβλθμα.  

Ρζραν των βαςικϊν κεωρθτικϊν πλεονεκτθμάτων, ςτθν πράξθ παρατθροφνται και τα εξισ 

πλεονεκτιματα: 

 Ευκολότερθ πολυπλεξία, κακϊσ αρκεί να προςτεκοφν ςτο μίγμα μικροςφαιρίδια 

διαφορετικϊν χρωμάτων, ενϊ ςτθν επίπεδθ επιφάνεια πρζπει να χωριςτεί θ επιφάνεια 

ςε περιοχζσ μειϊνοντασ ζτςι τθν ςυνολικι επιφάνεια αντίδραςθσ. 

 Μεγαλφτερθ οικονομία ςε χρόνο και χριμα για τον ίδιο όγκο δεδομζνων 

ΑΝΣΙΔΡΑ΢Η ΠΡΟ΢ΡΟΥΗ΢Η΢ 

 

Εικόνα 8: προςρόφθςθ ςε επιφάνεια 

Θ αντίδραςθ προςρόφθςθσ αποτελεί μια αμφίδρομθ βιοχθμικι αντίδραςθ κατά τθν οποία 

ελεφκερα αντιςϊματα και αντιγόνα αντιδροφν για να δθμιουργιςουν ζνα ςφμπλεγμα με 

ρυκμό Ron (Rate-on), το οποίο αντίςτοιχα διαςπάται ςτα αρχικά αντιςϊματα και αντιγόνα με 

ρυκμό Roff (Rate-off).  
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Εξίςωςη του Langmuir 

H διαδικαςία εξελίςςεται μζχρι να επζλκει δυναμικι ιςορροπία, όπου οι δφο (2) ρυκμοί 

εξιςϊνονται. H κατάςταςθ ιςορροπίασ ςυνικωσ μοντελοποιείται μζςω τθσ Εξίςωςθσ του 

Langmuir (1916), θ οποία βαςίηεται ςτθν αμφίδρομθ αντίδραςθ που παρουςιάςτθκε και 

ςυςχετίηει τθν προςρόφθςθ μορίων ςτθν επιφάνεια με τθν ςυγκζντρωςθ τουσ ςε ζνα μζςο 

πάνω από αυτι για ςτακερι κερμοκραςία (γι’ αυτό και μερικζσ φορζσ χρθςιμοποιείται ο όροσ 

Ιςόκερμοσ του Langmuir). Το μοντζλο του Langmuir ςτθρίηεται ςε τζςςερισ (4) υποκζςεισ: 

1. Θ επιφάνεια προςρόφθςθσ είναι ομοιόμορφθ (όλεσ οι κζςεισ προςρόφθςθσ είναι 

ιςοδφναμεσ) 

2. Δεν υπάρχουν αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των μορίων που ζχουν προςροφθκεί. 

3. Πλεσ οι αντιδράςεισ γίνονται μζςω του ίδιου μθχανιςμοφ. 

4. Σε περίπτωςθ μζγιςτθσ προςρόφθςθσ ςχθματίηεται ζνα ςτρϊμα «μοναδιαίου πάχουσ» 

(monolayer), δθλαδι δε γίνεται προςρόφθςθ πάνω από ιδθ προςροφθμζνα μόρια. 

Οι υποκζςεισ αυτζσ ςπάνια ικανοποιοφνται ταυτόχρονα. Για παράδειγμα, λόγω των ςτερικϊν 

φαινομζνων, θ προςρόφθςθ ενόσ μορίου επιδρά ςτισ γφρω κζςεισ του και ζτςι το πρϊτο μόριο 

δεν προςροφάτε το ίδιο εφκολα με το τελευταίο. Ραρόλα αυτά, το μοντζλο δίνει ικανοποιθτι-

κά αποτελζςματα και γι’ αυτό τυγχάνει ευρείασ αποδοχισ. 

Σαχύτητα των Αντιδράςεων 

Γενικά ο νόμοσ τθσ ταχφτθτασ μιασ χθμικισ αντίδραςθσ δθλϊνει: 

Η ταχφτθτα μιασ χθμικισ αντίδραςθσ είναι ανάλογθ των ενεργϊν μαηϊν των αντιδρϊντων 

ςωμάτων 

Ωσ ενεργι ι δρϊςα μάηα ορίηεται θ γραμμομοριακι κατ’ όγκο ςυγκζντρωςθ του αντιδρϊντοσ, 

υψωμζνθ ςε εκκζτθ ίςο με τον ςυντελεςτι που υπάρχει μπροςτά από το αντιδρϊν. Πταν μια 

αντίδραςθ ακολουκεί τον παραπάνω κανόνα, χαρακτθρίηεται ωσ "απλι" ι " αντίδραςθ  ενόσ 

μόνο ςταδίου". 

Ζτςι, για μια απλι χθμικι αντίδραςθ:  

             

θ ταχφτθτα (rate) κα υπολογίηεται από τθ ςχζςθ: 

   [ ] [ ]  

όπου *Α+= ςυγκζντρωςθ του Α. 

Θ ςτακερά αναλογίασ k ονομάηεται ςτακερά ταχφτθτασ τθσ αντίδραςθσ (ι ειδική ταχφτητα)  

και εξαρτάται από τθν κερμοκραςία και τθ φφςθ των αντιδρϊντων. Εκφράηει τθν ταχφτθτα τθσ 
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αντίδραςθσ όταν κάκε μια από τισ ςυγκεντρϊςεισ των αντιδρϊντων είναι 1Μ. Οι μονάδεσ 

μζτρθςθσ τθσ εξαρτϊνται από τισ τιμζσ των α, β.  

 Θ τάξθ τθσ αντίδραςθσ ν ιςοφται με το άκροιςμα των ςυντελεςτϊν α, β (ν = α + β). 

Για τθν αμφίδρομθ αντίδραςθ προςρόφθςθσ κα ιςχφει: 

 Ron: Ο ρυκμόσ με τον οποίο προςροφϊνται τα αντιγόνα ςτθν επιφάνεια είναι ανάλογοσ 

τθσ ςυγκζντρωςθσ τουσ ςτο διάλυμα και των ελεφκερων αντιςωμάτων που υπάρχουν 

(αντίδραςθ 2θσ τάξθσ). Δθλαδι:          (      )       

 Roff: Ο ρυκμόσ με τον οποίο διαςπάται το ςφμπλεγμα είναι ανάλογοσ του αρικμοφ των 

ςυμπλεγμάτων (αντίδραςθ 1θσ τάξθσ). Δθλαδι:               

Ππου: 

 Γ  θ επιφανειακι ςυγκζντρωςθ των αντιγόνων (ςυμπλεγμάτων) 

Γ= Αρικμόσ Συμπλεγμάτων / Συνολικι Επιφάνεια (mol/Area) και  

 Γmax θ επιφανειακι ςυγκζντρωςθ των αντιςωμάτων 

Γmax = o Συνολικόσ αρικμόσ κζςεων / Συνολικι Επιφάνεια (mol/Area),  

 cbulk θ ςυγκζντρωςθ των αντιγόνων ςτο διάλυμα (Μ) 

 το kon ωσ ςυντελεςτισ αντίδραςθσ 2θσ τάξθσ ζχει μονάδεσ μζτρθςθσ Μ-1∙s-1 ενϊ το koff 

ωσ 1θσ τάξθσ s-1 

Κατάςταςη Ιςορροπίασ 

Μετά από κάποιο χρονικό διάςτθμα θ αφξθςθ του Γ κα οδθγιςει ςε εξιςορρόπθςθ των 2 

ρυκμϊν και τελικϊσ ςε δυναμικι ιςορροπία για τθν οποία κα ιςχφει: 

         

   (      )              

  
   

    
 

 

(      ) 
    

 
 

(   )     
 

Ππου: κ είναι το ποςοςτό κάλυψθσ τθσ επιφάνειασ        
⁄ ,  

Θ τελευταία εξίςωςθ είναι θ εξίςωςθ του Langmuir και ςυνδζει τθν ςυγκζντρωςθ ςτθν 

επιφάνεια με τθ ςυγκζντρωςθ ςτο διάλυμα. Λφνοντασ ωσ προσ κ προκφπτει θ Συγκζντρωςθ 

Λςορροπίασ: 
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Εικόνα 9: καμπφλθ ποςοςτοφ κάλυψθσ - ςυγκζντρωςθσ επιφανείασ 

Οπότε, τελικϊσ, από τθ μζτρθςθ τθσ επιφανειακισ ςυγκζντρωςθσ ςε κατάςταςθ ιςορροπίασ 

μπορεί να υπολογιςτεί θ ςυγκζντρωςθ του διαλφματοσ, κεωρϊντασ ότι θ προςρόφθςθ δεν τθν 

επθρεάηει ςθμαντικά (μθ-παρεμβατικιι μζτρθςθ). 

Θ ςτακερά Κ ονομάηεται ςτακερά ιςορροπίασ (ι ςτακερά τθσ αντίδραςθσ) και αντιςτοιχεί ςτθν 

αναλογία που πρζπει να ζχει θ ςυγκζντρωςθ τθσ επιφάνειασ με αυτι του διαλφματοσ, ϊςτε θ 

αμφίδρομθ αντίδραςθ να μθν «κλίνει» προσ κάποια από τισ 2 πλευρζσ και να επζλκει θ 

ιςορροπία. Θ αναλογία αυτι εξαρτάται από το είδοσ τθσ αντίδραςθσ (τα k) και τισ ςυνκικεσ 

του περιβάλλοντοσ (κερμοκραςία, πίεςθ, PH). Δε ςυνδζεται με κάποιο από τα αντιδρϊντα, 

κακϊσ αποτελεί χαρακτθριςτικι τιμι τθσ αντίδραςθσ και κακορίηει τθν κατάςταςθ ιςορροπίασ 

για ςτακερό cbulk. Οι μονάδεσ τθσ, ςτθν προκειμζνθ περίπτωςθ, είναι Μ-1. 

Κινηματική τησ Αντίδραςησ 

Θ χρονικι εξζλιξθ του φαινομζνου κακορίηεται και αυτι με τθ ςειρά τθσ από τισ ταχφτθτεσ των 

δφο (2) αντιδράςεων. Συγκεκριμζνα, ο ρυκμόσ δθμιουργίασ ςυμπλεγμάτων προκφπτει ωσ θ 

διαφορά του ρυκμοφ προςρόφθςθσ και του ρυκμοφ διάςπαςθσ: 

  

  
     

    (   )        

Για κατάςταςθ ιςορροπίασ     ⁄   , το κeq προκφπτει ίδιο με πριν. 
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Λφνοντασ τθ διαφορικι εξίςωςθ, κεωρϊντασ ότι όλα τα μεγζκθ, εκτόσ του κ, είναι ανεξάρτθτα 

του χρόνου, δθλαδι οι ςυνκικεσ περιβάλλοντοσ παραμζνουν αμετάβλθτεσ, προκφπτει θ 

ςυνάρτθςθ κ(t). 

  
    

    

             
[     [ (    

         )] ] 

 

Θ οποία μπορεί να γραφεί πιο ςφντομα αν αντικαταςτακεί το αρχικό κλάςμα με κeq κακϊσ: 

    
    

             
 

      

        
      

και ειςάγοντασ τθν χρονικι ςτακερά 

   
 

             
(ζχει μονάδεσ χρόνου) 

‘Άρα τελικά:      [     (   ⁄ )] 

Παρατηρήςεισ: 

 Θ αντίδραςθ προςρόφθςθσ δεν ζχει άπειρθ εμβζλεια, αλλά λαμβάνει χϊρο κάτω από 

μία ςυγκεκριμζνθ απόςταςθ από τθν επιφάνεια προςρόφθςθσ, θ οποία καλείται ηϊνθ 

αντίδραςθσ. 

 Ωσ αποτζλεςμα, ο ρυκμόσ τθσ αντίδραςθσ δεν εξαρτάται μόνο από τθ ςτακερά Κ, αλλά 

και από το ρυκμό με τον οποίο τα αντιδρϊντα προςζρχονται ςε αυτι τθ ηϊνθ, εφόςον 

αναμζνεται να παρατθρθκεί εξάντλθςθ των αντιδρϊντων ςε αυτι τθ ηϊνθ. 

 Άρα, ςτθν ουςία, θ μζτρθςθ αποτελεί ςυνδυαςμό δφο (2) φαινομζνων: τθσ βιοχθμικισ 

προςρόφθςθσ και τθσ μεταφοράσ μάηασ, το πιο αργό εκ των οποίων κακορίηει τον 

ρυκμό εξζλιξθσ τθσ.  

 Αυτό ςυμβαίνει, διότι το πιο γριγορο φαινόμενο κα πρζπει να περιμζνει μζχρισ ότου 

το πιο αργό ολοκλθρϊςει το δικό του μζροσ ςτθ διαδικαςία για να εκκινιςει. Αν, για 

παράδειγμα, θ μεταφορά μάηασ είναι αργι ςε ςχζςθ με τθν προςρόφθςθ, θ 

προςρόφθςθ κα πρζπει να «περιμζνει» μζχρι τα φαινόμενα μεταφοράσ φζρουν τα 

αντίγονα εντόσ τθσ ηϊνθσ αντίδραςθσ για να γίνει θ αντίδραςθ. Το αντίκετο ςυμβαίνει 

αν θ προςρόφθςθ είναι αργι ςε ςχζςθ με τθ μεταφορά μάηασ. 

ΕΡΕΤΝΑ ΜΕΦΡΙ ΣΨΡΑ 

Από βιολογικισ απόψεωσ, θ βάςθ τθσ τεχνικισ ELISA, από τθν αρχι που αναπτφχκθκε μζχρι 

ςιμερα, είναι θ αντίδραςθ του αντιςϊματοσ με το αντιγόνο. Θ αντίδραςθ αντιςϊματοσ-

αντιγόνου κεωρείται από τισ ιςχυρότερεσ και πιο εξειδικευμζνεσ βιολογικζσ αντιδράςεισ,  
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χαρακτθριςτικά που εξαςφαλίηουν τθν απαραίτθτθ ευαιςκθςία ςτισ μεταβολζσ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ και ςτον αρικμό των ςφαλμάτων. Ωσ εκ τοφτου, το μεγαλφτερο μζροσ τθσ 

προςπάκειασ για βελτιςτοποίθςθ τθσ τεχνικισ ςτρζφεται γφρω από τθν ανάπτυξθ καλφτερων 

αντιςωμάτων, κακϊσ μόνο υψθλισ ποιότθτασ αντιςϊματα είναι κατάλλθλα.  

Ραρόλα αυτά, θ ποιότθτα των αντιςωμάτων εξακολουκεί να αποτελεί τον μεγαλφτερο 

περιοριςμό που πρζπει κάποιοσ να λάβει υπόψθ κατά τθν ςχεδίαςθ ενόσ πειράματοσ, ειδικά 

αν πρόκειται για sandwich ELISA, το οποίο απαιτεί δφο (2) διαφορετικά αντιςϊματα για τθν 

μζτρθςθ ενόσ αναλφτθ. Είναι χαρακτθριςτικό, εξάλλου, ότι ςχεδόν όλεσ οι μελζτεσ που 

βαςίηονται ςε μζτρθςθ τφπου Sandwich ζχουν ωσ αντικείμενο τισ κυτταροκίνεσ. Για τθν 

μζτρθςθ κυτταροκινϊν ζχουν αναπτυχκεί, λόγω των παραδοςιακϊν πακζτων ELISA, πολλά 

ηεφγθ εξειδικευμζνων αντιςωμάτων και επιπλζον, επειδι οι κυτταροκίνεσ είναι πρωτεΐνεσ που 

εκκρίνονται από το κφτταρο, το περιβάλλον τουσ είναι ςχετικϊσ πιο «κακαρό» από το 

περιβάλλον άλλων πρωτεϊνϊν. Για παράδειγμα οι P. Sorger και G. MacBeath του Harvard είχαν 

υπολογίςει ότι μόλισ το 5% από τα διακζςιμα πακζτα αντιςωμάτων (του 2004) είναι 

κατάλλθλα για μζτρθςθ ενδοκυτταρικϊν πρωτεϊνϊν. 

Τα αντιςϊματα, που ςυνικωσ προζρχονται από ποντίκια, είναι δφο ειδϊν:   

 μονοκλωνικά, αυτά δθλαδι που προκφπτουν από ίδια λεμφοκφτταρα (κλϊνοι του 

ίδιου μθτρικοφ κυττάρου) και  

 πολυκλωνικά, αυτά δθλαδι που προκφπτουν από διαφορετικά λεμφοκφτταρα (που 

υπάρχουν ςε ζναν οργανιςμό).  

Γενικά οι δεςμοί των πολυκλωνικϊν αντιςωμάτων παρουςιάηουν μεγαλφτερθ ιςχφ, ενϊ των 

μονοκλωνικϊν μεγαλφτερθ εξειδίκευςθ, γι’ αυτό και προτιμϊνται για πολυπλεκτικζσ 

μετριςεισ. 

Ρζραν τθσ ανάπτυξθσ καλφτερων αντιςωμάτων, θ οποία γίνεται με διαλογι κατόπιν 

πολλαπλϊν δοκιμϊν, ςυνικεισ τακτικζσ για τον περιοριςμό του κορφβου των μετριςεων 

αφοροφν τθν καλφτερθ ςχεδίαςθ τθσ διαδικαςίασ. Σχεδόν το ςφνολο αυτϊν των αναλφςεων 

βαςίηεται ςε εμπειρικζσ-πειραματικζσ παρατθριςεισ και ςτοχεφει ςτθν βελτιςτοποίθςθ ενόσ 

εκ των παρακάτω παραγόντων: 

 Αρικμόσ Πλφςεων: πρζπει να είναι τζτοιοσ, ϊςτε να εξαςφαλίηει τθν απομάκρυνςθ 

των ανεπικφμθτων (πλζον) ουςιϊν που μπορεί να ςυμμετζχουν ςε «δευτερεφοντα» 

φαινόμενα. Από τθν άλλθ πλευρά, θ αφξθςθ του αρικμοφ των πλφςεων κακιςτά τθν 

μζτρθςθ πιο απαιτθτικι και χρονοβόρα και επιπλζον, όπωσ ςχεδόν όλοι οι παράγοντεσ 

που εξετάηονται, ζχει επίπτωςθ και ςτο κόςτοσ κακϊσ οδθγεί ςε μεγαλφτερθ 

κατανάλωςθ αναλϊςιμων. 
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  Χρόνοι Επϊαςθσ: ο χρόνοσ επϊαςθσ πρζπει να είναι αρκετόσ, ϊςτε να προλαβαίνει να 

αναπτυχκεί το κφριο φαινόμενο. Από τθν άλλθ, παρατεταμζνοι χρόνοι επϊαςθσ, εκτόσ 

του ότι κακυςτεροφν τθν όλθ διαδικαςία, δίνουν χρόνο και ςε περιςςότερα δευτερεφ-

οντα φαινόμενα να αναπτυχκοφν 

 Συγκζντρωςθ Αντιςωμάτων: θ ςυγκζντρωςθ των αντιςωμάτων ζχει επίδραςθ τόςο ςτο 

πρωτεφον φαινόμενο όςο και ςτα δευτερεφοντα φαινόμενα. Χρθςιμοποιείται για να 

εναρμονίςει (tune) τισ πραγματικζσ ςυγκεντρϊςεισ με τισ μετροφμενεσ4.  

  Παράγοντεσ Παρεμπόδιςθσ: θ χριςθ παρεμποδιςτικϊν παραγόντων (blocking agents), 

όπωσ το ξθρό γάλα5, ζχει ςτόχο τθν προςρόφθςθ τουσ από το υπόβακρο τθσ 

μετρθτικισ διάταξθσ, ϊςτε να παρεμποδιςτεί θ αντίδραςθ των αναλυτϊν ι αντιςωμά-

των με αυτό 

 Άλλοι παράγοντεσ: κεωρθτικά κάκε βιμα τθσ διαδικαςίασ ζχει επίδραςθ ςτθν τελικι 

μζτρθςθ. Οι υπόλοιποι, όμωσ, παράγοντεσ κεωροφνται (ιςτορικά) ιςςονοσ ςθμαςίασ 

ςε ςχζςθ με τουσ προθγοφμενουσ. Επιγραμματικά, μερικοί από αυτοφσ είναι 

κερμοκραςία δείγματοσ, PH, ςυγκζντρωςθ τθσ φκορίηουςασ ουςίασ κ.ά.  

Πλοι πάντωσ οι παράγοντεσ αυτοί επθρεάηονται άμεςα (όπωσ ο χρόνοσ επϊαςθσ) ι ζμμεςα 

(όπωσ ο αρικμόσ των πλφςεων) από τθν ποιότθτα των αντιςωμάτων. 

Οι ανάγκεσ για πολυπλεξία μζχρι πρόςφατα δεν ιταν πολφ μεγάλεσ. Οι περιςςότερεσ μελζτεσ 

που ζχουν γίνει αναφζρονται ςε απλζσ μετριςεισ ι μετριςεισ λίγων αναλυτϊν. Θ διαχείριςθ, 

όμωσ, του κορφβου ςτα πολυπλεκτικά πειράματα είναι πολφ δυςχερζςτερθ των απλϊν 

πειραμάτων λόγω τθσ αφξθςθσ τθσ πολυπλοκότθτασ. Ο ςθμαντικότεροσ παράγοντασ που 

επθρεάηει τθ ςχεδίαςθ μιασ πολυπλεκτικισ δοκιμισ, όςο ο αρικμόσ των αναλυτϊν που 

μετρϊνται ταυτόχρονα μεγαλϊνει, είναι ο κόρυβοσ λόγω «διαςταυροφμενων αντιδράςεων»6, 

για τον οποίο θ ςχετικι ζρευνα είναι πολφ περιοριςμζνθ.  

Ιδθ, πάντωσ, όςοι ερευνθτζσ αςχολοφνται με πολυπλεκτικά πειράματα ζχουν αναγνωρίςει τθν 

ςθμαςία του και ζχουν εκφράςει φόβουσ ότι κα κζςει ζνα όριο ςτο πόςοι αναλφτεσ μποροφν 

να μετρθκοφν ταυτόχρονα ςε ζνα δείγμα. Ο αρικμόσ των παράλλθλων μετριςεων που μπορεί 

να πραγματοποιθκεί αυτι τθ ςτιγμι με ανεκτά επίπεδα κορφβου είναι περίπου 30, ενϊ μια 

εκτίμθςθ για το πικανό όριο είναι οι 50 αναλφτεσ7. Ενδεικτικά αναφζρουμε ότι το μεγαλφτερο 

πείραμα που ζχει δθμοςιευκεί και γνωρίηουμε ζχει πραγματοποιθκεί από τουσ Schweitzer et 

                                                      
4
 βλζπε παρακάτω «Καμπφλεσ Βακμονόμθςθσ» 

5 Για περιςςότερα βλζπε «Quantitative differences among various proteins as blocking agents for ELISA microtiter 

plates» από Robert V. Vogt Jr et al. 
6
 Βλ. Ραρακάτω «Ρθγζσ Βιολογικοφ Κορφβου» 

7
 Βλ. (Review 2004) «Multiplexed sandwich assays in microarray format» από Nielsen & Geierstanger 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0022175987902146
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al. (2002)8, οι οποίοι μζτρθςαν 75 ςυνολικά αναλφτεσ. Για τθν μζτρθςθ χρθςιμοποιικθκαν 

χθμικϊσ επεξεργαςμζνεσ γυάλινεσ διαφάνειεσ υψθλισ χωρικισ ανάλυςθσ και τεχνικζσ 

ενίςχυςθσ ςιματοσ (Rolling-Circle Amplification). Ραρόλα αυτά, και αυτοί αντιμετϊπιςαν 

προβλιματα διαςταυροφμενων αντιδράςεων και αναγκάςτθκαν να ςπάςουν τθν μζτρθςθ ςε 2 

ταυτόχρονεσ μετριςεισ.  

Για τθν ςυςτθμικι ανάλυςθ των βιολογικϊν ςυςτθμάτων, οι πολυπλεκτικζσ μετριςεισ 

αποτελοφν αναντικατάςτατο εργαλείο, οπότε είναι βζβαιο ότι τα προβλιματα που ςχετίηονται 

με αυτζσ δεν κα μποροφν να παραβλεφκοφν για πολφ ακόμα. Ιδθ μερικοί ερευνθτζσ ζχουν 

προςπακιςει να προςεγγίςουν το κζμα. Δφο από τισ πιο ςθμαντικζσ μελζτεσ πάνω ςτο κζμα 

είναι αυτζσ των J.M. Schwenk et al. (2007) «Determination of Binding Specificities in Highly 

Multiplexed Bead-based Assays for Antibody Proteomics» και O.Poetz et al. «Protein 

microarrays for antibody profiling: Specificity and affinity determination on a chip». Και οι δφο 

μελζτεσ εςτιάηουν ςτθν μαηικι αξιολόγθςθ αντιςωμάτων ωσ προσ 2 παράγοντεσ: τθν 

ικανότθτα τουσ να αναγνωρίηουν αποκλειςτικά τθν πρωτεΐνθ ςτόχο τουσ (specificity) και τθν  

ιςχφ με τθν οποία αντιδροφν με αυτι (affinity).  

  

                                                      
8
 «Multiplexed protein profiling on microarrays by rolling-circle amplification» 
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ΑΝΑΛΤ΢Η 

ΠΗΓΕ΢ ΘΟΡΤΒΟΤ 

Θόρυβοσ ςτα πειράματα ELISA εννοείται κυρίωσ τα ςφάλματα τφπου Ι. 

Σφάλμα τφπου Ι αντιςτοιχεί ςε εςφαλμζνθ απόρριψθ τθσ βαςικισ υπόκεςθσ (ότι δεν ζχουμε 

ςιμα), δθλαδι το πείραμα μετράει κάποιο ςιμα, ενϊ ςτθν πραγματικότθτα δεν υπάρχει ςιμα 

(false positive). Σφάλματα τζτοιου είδουσ μπορεί να οφείλονται ςε τεχνικοφσ ι βιολογικοφσ 

λόγουσ9.   

Τεχνικοί λόγοι μπορεί να είναι οι διάφορεσ ατζλειεσ του μθχανιματοσ ι οι δυςκολίεσ ςτθν 

υλοποίθςθ του πειραματικοφ πρωτοκόλλου, ενϊ ωσ βιολογικοί λόγοι εννοοφνται οι διάφορεσ 

παράπλευρεσ αντιδράςεισ που λαμβάνουν μζροσ κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ και δίνουν 

ςιμα το οποίο δεν αντιςτοιχεί ςτθν κφρια αντίδραςθ, οπότε από τεχνικισ απόψεωσ ορκϊσ 

μετριζται ςιμα, αλλά θ μζτρθςθ ερμθνεφεται λανκαςμζνα ωσ κφρια.  

Ο τεχνικόσ κόρυβοσ εκφράηεται μζςω τθσ μεταβλθτότθτασ (variability) που κα εμφανιςτεί αν 

μετρθκεί το ίδιο δείγμα πολλζσ φορζσ, κακϊσ δεδομζνου ότι το δείγμα μζνει αμετάβλθτο (θ 

μζτρθςθ κεωρείται μθ-παρεμβατικι) δεν υπάρχει βιολογικόσ κόρυβοσ (κεωρείται ςτακερόσ) 

και επομζνωσ όλεσ οι μεταβολζσ του ςιματοσ μποροφν να αποδοκοφν ςε τεχνικοφσ λόγουσ. 

Αντίςτοιχα, ο βιολογικόσ κόρυβοσ εμφανίηεται όταν μετρθκοφν με τθν ίδια, κατά το δυνατόν, 

διαδικαςία δείγματα από διαφορετικοφσ δότεσ. 

Σφάλματα τφπου ΙΙ, αντιςτοιχοφν ςε εςφαλμζνθ αποδοχι τθσ βαςικισ υπόκεςθσ, ενϊ υπάρχει 

ςιμα (false negative) εμφανίηεται κυρίωσ ςε περιπτϊςεισ που μετράμε πολλά ςιματα ςε ζνα 

δείγμα ωσ ςυνζπεια μεγάλου κορφβου τφπου Λ. Σε αυτι τθν περίπτωςθ, ο κόρυβοσ 

υποβάκρου είναι τόςο μεγάλοσ που μασ οδθγεί εςφαλμζνα ςτο να κεωριςουμε μερικά 

χαμθλά ςιματα ςαν κόρυβο. 

Εναλλακτικά μποροφμε να ποφμε ότι τα ςφάλματα τφπου ΛΛ δυςχεραίνουν κατά βάςθ τθν 

ποςοτικοποίθςθ ενόσ ςιματοσ, ενϊ τα ςφάλματα τφπου Λ τθν αναγνϊριςθ. 

Παρατηρήςεισ:  

Ο βιολογικόσ κόρυβοσ είναι ςθμαντικά μεγαλφτεροσ από τον τεχνικό και πιο ιδιόμορφοσ (δεν 

ακολουκεί πάντα τθν κανονικι κατανομι) 

                                                      
9
 Συνικωσ τα είδθ κορφβου κεωροφνται 3, ο βιολογικόσ, ο τεχνικόσ και ο κόρυβοσ του μθχανιματοσ. Επειδι 

αντικείμενο αυτισ τθσ μελζτθσ αποτελεί κυρίωσ ο βιολογικόσ κόρυβοσ οι άλλοι 2 ομαδοποιικθκαν και δεν κα μασ 
απαςχολιςουν ιδιαίτερα 
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Είναι γενικά δφςκολο να εξαλθφκεί πλιρωσ ζνα είδοσ κορφβου για να «μετρθκεί» ζνα άλλο, 

οπότε θ μζτρθςθ βαςίηεται ςτθ παραδοχι ότι, υπό τισ ςυνκικεσ που περιγράφθςαν, το 

μετροφμενο είδοσ είναι ςθμαντικά μεγαλφτερο. Ραραδοχι που για τθν μζτρθςθ του τεχνικοφ 

κορφβου απαιτεί όςο δυνατόν μεγαλφτερθ ομοιογζνεια του δείγματοσ, ενϊ για τον βιολογικό 

κόρυβο απαιτεί τθν ταυτόχρονθ και κατά το δυνατόν ίδια επεξεργαςία και μζτρθςθ των 

δειγμάτων.  

Θ δυςκολία ςτον εντοπιςμό του βιολογικοφ κορφβου ζγκειται ςτο πϊσ κα μπορζςουμε να τον 

ξεχωρίςουμε από το ςιμα, δθλαδι κατά πόςο είναι βιολογικϊσ επιτρεπτό να κεωριςουμε δφο 

(2) διαφορετικοφσ δότεσ ίδιουσ και να ψάξουμε για ςτατιςτικζσ διαφορζσ. Θ δυςκολία αυτι 

ςυνικωσ παρακάμπτεται με τθν καλλιζργεια κυττάρων, οπότε από βιολογικισ άποψθσ δεν 

υπάρχει κάποια δυνατότθτα για περαιτζρω ομοιότθτα δφο (2) δειγμάτων, αφοφ ουςιαςτικά 

πρόκειται για κλϊνουσ των ίδιων μθτρικϊν κυττάρων. 

ΠΗΓΕ΢ ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΤ ΘΟΡΤΒΟΤ 

Ο βιολογικόσ κόρυβοσ οφείλεται ςε:  

1. τυχαία γεγονότα με βιολογικζσ ςυνζπειεσ. Σε αυτι τθν περίπτωςθ κα πρζπει να ζχει 

τθν τυπικι μορφι, δθλαδι μια κανονικι κατανομι γφρω από το μθδζν. Με τον 

περιοριςμό ότι ο αρνθτικόσ κόρυβοσ περιορίηεται, κακϊσ θ τιμι του ςιματοσ πλθςιάηει 

ςτο μθδζν, διότι θ μζτρθςθ δεν μπορεί να επιςτρζψει αρνθτικζσ τιμζσ φωτεινότθτασ 

(επομζνωσ ςτο μθδζν κα υπάρχει μόνο κετικόσ κόρυβοσ  -ροη κόρυβοσ-). Τζτοια τυχαία 

γεγονότα μπορεί να είναι και χαλαρζσ βιοχθμικζσ αντιδράςεισ ι ςτερικά φαινόμενα, 

όπωσ, για παράδειγμα, κακϊσ προςανατολιςμόσ των αντιςωμάτων κατά τθν 

επικόλλθςθ τουσ ςτθν επιφάνεια. 

2. ςε (ςχετικά) ιςχυρζσ παράπλευρεσ βιοχθμικζσ αντιδράςεισ που λαμβάνουν χϊρα 

παράλλθλα ςτθν κφρια (μετροφμενθ) αντίδραςθ 

Για να γίνει κατανοθτό τι ςθμαίνει παράπλευρθ αντίδραςθ πρζπει να ζχουμε υπόψθ το πϊσ 

γίνεται θ αντίδραςθ μεταξφ ενόσ αντιςϊματοσ και ενόσ αντιγόνου. 

Αντίδραςη Αντιςώματοσ-Αντιγόνου 

Ωσ αντιγόνο ορίηεται κάκε ουςία (μόριο) που μπορεί να προκαλζςει ειδικι ανοςιακι 

απάντθςθ ι και να αντιδρά με τα προϊόντα αυτισ (αντιςϊματα, ευαιςκθτοποιθμζνα Τ-

λεμφοκφτταρα). Πλεσ ςχεδόν οι πρωτεΐνεσ είναι ανοςογόνα (και άρα αντιγόνα), με 

αποτζλεςμα να διεγείρεται ςυχνότερα θ ανοςιακι απάντθςθ ζναντι των πρωτεϊνϊν. 
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Λόγω τθσ δομισ των πρωτεϊνϊν και των αντιςωμάτων ζνα 

αντίςωμα μπορεί να αντιδράει με περιςςότερεσ από μια 

πρωτεΐνεσ. Θ βαςικι αρχι βάςθ τθσ οποίασ ζνα αντίςωμα 

αντιδράει με ζνα αντιγόνο είναι θ ακόλουκθ:  

Στθν άκρθ του αντιςϊματοσ υπάρχει μία περιοχι (ςειρά 

από 5-7 περίπου αμινοξζα), o παράτοποσ  (paratope), o 

οποίοσ ζχει τθν ιδιότθτα να αναγνωρίηει μια αντίςτοιχθ 

ςυμπλθρωματικι περιοχι πάνω ςτθ πρωτεΐνθ, τον 

επίτοπο ι αντιγονικό κακοριςτι (epitope or antigenic 

determinant). Δυνθτικά, κάκε περιοχι τθσ επιφάνειασ 

ενόσ αντιγόνου μπορεί να λειτουργιςει ωσ επίτοποσ και, 

κατά ςυνζπεια, κάκε αντιγόνο περιζχει μεγάλο αρικμό 

επιτόπων οι οποίοι μπορεί να αναγνωρίηονται από 

διάφορουσ παράτοπουσ αντιςωμάτων.  

Τα αμινοξζα που ςχθματίηουν τον επίτοπο δεν χρειάηεται 

να είναι ςυνεχι ςτθν πολυπεπτιδικι αλυςίδα. Διακρίνονται δφο είδθ επιτόπων: 

1. Ο διαμοπθωηικόρ ή αζςνεσήρ (conformational or discontinuous epitope) επίτοποσ 

αποτελείται από αλλθλουχία αμινοξζων που ζχουν αζςνεσή διάηαξη ςτθν 

πολυπεπτιδικι αλυςίδα, όταν θ πρωτεΐνθ βρίςκεται ςε πρωτοταγι δομι. Αυτι θ 

αςυνεχισ διάταξθ γίνεται ςυνεχισ όταν θ πρωτεΐνθ αποκτά τθν τριςδιάςτατθ δομι τθσ. 

 

2. Ο ζςνεσήρ ή γπαμμικόρ (continuous or linear epitope) επίτοποσ αποτελείται από 

αλλθλουχία αμινοξζων που βρίςκονται ςε ςυνεχι διάταξθ ςτθν πολυπεπτιδικι αλυςίδα 

Εικόνα 10: Αντίςωμα-Αντιγόνα (ςχθματικά) 

Εικόνα 11: επίτοποι ςτθν πολυπεπτιδικι αλυςίδα 
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Γενικά, τα μονοκλωνικά αντιςϊματα αναγνωρίηουν τον ίδιο επίτοπο, ενϊ τα πολυκλωνικά 

διαφορετικοφσ. Ππωσ γίνεται αντιλθπτό αντίδραςθ ενόσ αντιςϊματοσ με ζνα αντιγόνο δεν 

γίνεται «αυςτθρϊσ» επιλεκτικά. Υπάρχουν πολλζσ αντιδράςεισ ςτισ οποίεσ μπορεί να 

ςυμμετζχει ζνα αντίςωμα. Ο «κόρυβοσ» προκφπτει ωσ ζννοια από τθ ςτιγμι που θ αντίδραςθ 

με το μεγαλφτερο ρυκμό οριςτεί «αυκαίρετα» ωσ επικυμθτι και οι άλλεσ ωσ ανεπικφμθτεσ. 

Διαφοροποίηςη των 2 Πηγών 

Το πρϊτο είδοσ κορφβου (τυχαίοσ) οφείλεται, λοιπόν, ςτθν αβεβαιότθτα που προκφπτει από 

κάκε μζτρθςθ και μποροφμε να το αντιμετωπίςουμε μόνο με καλφτερο ζλεγχο τθσ 

πειραματικισ διαδικαςίασ ι με ςτατιςτικό τρόπο.  

Το δεφτερο είδοσ όμωσ (παράπλευρεσ αντιδράςεισ), είναι ςθμαντικά διαφορετικό από το 

πρϊτο γιατί:  

 προκφπτει λόγω αναγνϊριςθσ ενόσ εκ των επιτόπων τθσ πρωτεΐνθσ ςτόχου ι ενόσ 

αντιςϊματοσ από διαφορετικό αντίςωμα λόγω αντιςτοιχίασ με κάποιο παράτοπο 

 αντιςτοιχεί, ωσ εκ τοφτου, ςε υπαρκτό πλθν ανεπικφμθτο ςιμα και άρα ζχει τάξθ 

μεγζκουσ και μορφι ανάλογθσ του ςιματοσ που κζλουμε να μετριςουμε και, κατά 

ςυνζπεια, είναι αδφνατο να διαχωριςτεί από αυτό με ςτατιςτικοφσ τρόπουσ (γιατί 

ακριβϊσ δεν είναι τυχαίο) 

  «ανταγωνίηεται», υπό περιπτϊςεων, το υπαρκτό ςιμα και άρα όχι μόνο οδθγεί ςε 

ςφάλμα τφπου Λ, αλλά και δυςκολεφει ςθμαντικά τθν ποςοτικοποίθςθ του μεγζκουσ 

(ςφάλμα τφπου ΛΛ) 

 ακόμα και ςε ζνα τζλεια ελεγχόμενο πειραματικό περιβάλλον αυτόσ ο κόρυβοσ κα 

υπιρχε γιατί ςυνδζεται με το πείραμα κακ’ εαυτό. 

Τα ίδια τα αντιςϊματα μποροφν να λειτουργιςουν ωσ αντιγόνα, δθλαδι και αυτά ζχουν 

περιοχζσ από αμινοξζα που μποροφν να αναγνωριςτοφν από άλλα αντιςϊματα. Βάςει αυτισ 

τθσ παρατιρθςθσ, αυτό το είδοσ κορφβου μπορεί να αναλυκεί ςε: 
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 Θόρυβο Υποβάκρου (Background Noise): ο οποίοσ είναι ο κόρυβοσ που προκφπτει 

όταν ζνα αντίςωμα ανίχνευςθσ ςυνδεκεί με μια περιοχι ενόσ πρωτεφοντοσ 

αντιςϊματοσ (τα πρωτεφοντα αντιςϊματα αποτελοφν μαηί με το μικροςφαιρίδιο το 

υπόβακρο ςτθν προκειμζνθ περίπτωςθ) 

 

Εικόνα 12: αντίδραςθ υποβάκρου 

 Θόρυβοσ Διαςταυροφμενων Αντιδράςεων (CrossReactivity Noise): ο οποίοσ οφείλεται 

ςτθν αναγνϊριςθ μιασ πρωτεΐνθσ ςτόχου από κάποιο άλλο ςετ αντιςωμάτων 

(ετερόλογο) εκτόσ του προβλεπόμενου (ομόλογο) 

 

Εικόνα 13: διαςταυροφμενθ αντίδραςθ 

 

ΜΕΣΡΗ΢Η ΘΟΡΤΒΟΤ ΢Ε ΠΟΛΤΠΛΕΚΣΙΚΕ΢ ΜΕΣΡΗ΢ΕΙ΢ 

Αρχή Λειτουργίασ xMap 

Το πρϊτο βιμα για ελαχιςτοποίθςθ του κορφβου είναι θ αναγνϊριςθ του. 

Για να μετρθκεί ο κόρυβοσ πρζπει να ςχεδιαςτοφν κατάλλθλα πειράματα, ϊςτε κάκε φορά να 

ξζρουμε ποια μζτρθςθ αντιςτοιχεί ςε κόρυβο και ποια μζτρθςθ αντιςτοιχεί ςε πραγματικό 

ςιμα.  

Σε ζνα «κανονικό» πείραμα κάτι τζτοιο δεν είναι εφικτό λόγω τθσ αδυναμίασ διαχωριςμοφ του  

ςετ αντιςωμάτων που αντιδροφν με κάκε αντιγόνο ςτθν κάκε μζτρθςθ10. Συγκεκριμζνα το 

                                                      
10

 αν υπιρχε τρόποσ τότε θ μζτρθςθ κα ιταν ανοφςια, κα αρκοφςε απλϊσ θ αναγνϊριςθ των αντιγόνων 
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μθχάνθμα xMap τθσ Luminex (με το οποίο πραγματοποιοφνται οι μετριςεισ ςτο εργαςτιριο) 

ζχει δφο (2) ςυςτιματα ανίχνευςθσ φωτεινότθτασ και επιςτρζφει δφο (2) τιμζσ: 

1. μία που αντιςτοιχεί ςτο χρϊμα του μικροςφαιριδίου, και άρα μποροφμε να τθν 

αντιςτοιχίςουμε ςτο πρωτεφον αντίςωμα, διότι για τθ διαδικαςία επικάλυψθσ των 

μικροςφαιριδίων προβλζπεται θ επϊαςθ τουσ με μόνο ζνα είδοσ αντιςϊματοσ, οπότε 

δεν κα μποροφςε να ζχει επικακίςει κάτι άλλο ςτθν επιφάνεια τουσ, και 

2. μια που αντιςτοιχεί ςτθν ζνταςθ φωτεινότθτασ τθν οποία αντιςτοιχίηουμε ςτον αρικμό 

των δευτερευόντων αντιςωμάτων. Τα δευτερεφοντα αντιςϊματα, όμωσ, εκπζμπουν 

όλα το ίδιο χρϊμα και άρα δεν ζχουμε τρόπο να τα ξεχωρίςουμε μεταξφ τουσ, παρά 

μόνο βαςιηόμενοι ςτθν υπόκεςθ ότι ζγινε θ ςωςτι αντίδραςθ11. 

Χρωματική Ταυτότητα Μικροςφαιριδίων 

Θ αναγνϊριςθ του χρϊματοσ ενόσ μικροςφαιριδίου γίνεται μζςω τθσ διζγερςθσ τθσ βαφισ 

του. Κάκε μικροςφαιρίδιο βάφεται με ζνα ςυγκεκριμζνο ςυνδυαςμό ςυγκεντρϊςεων ερυκρισ 

και υπζρυκρθσ βαφισ. Το πρϊτο ςφςτθμα ανίχνευςθσ φωτεινότθτασ αναγνωρίηει τθν ζνταςθ 

φωτεινότθτασ αυτϊν των δφο (2) βαφϊν και τισ «χαρτογραφεί» ςτο χϊρο των διαφόρων 

ςυνδυαςμϊν. Ο χϊροσ αυτόσ χωρίηεται ςε οριςμζνεσ περιοχζσ (γεωμετρικοφσ τόπουσ). Κάκε 

περιοχι διακρίνεται από τισ υπόλοιπεσ μζςω ενόσ αρικμοφ-ταυτότθτα (περιοχι #1, περιοχι #2 

κλπ), ο οποίοσ χαρακτθρίηει-ονοματίηει και κάκε μικροςφαιρίδιο που ανικει ςτθν περιοχι 

αυτι. Ζτςι τελικά κάκε μικροςφαιρίδιο που ανικει ςτθν περιοχι #1 χαρακτθρίηεται ωσ 

μικροςφαιρίδιο #1. 

Παρατιρθςθ: ςτθν παροφςα εργαςία ςυχνά χρθςιμοποιοφμε φυςικοφσ αρικμοφσ για να 

ονοματίςουμε οντότθτεσ (μικροςφαιρίδια και περιοχζσ εν προκειμζνω), όταν ζνασ αρικμόσ X 

χρθςιμοποιείται ςαν όνομα κα γράφεται ςτθν μορφι #Χ, όπου το ςφμβολο # δθλϊνει ότι ο 

αρικμόσ Χ είναι απλά όνομα και διαβάηεται «με αρικμό». Για παράδειγμα θ «περιοχι #1» 

διαβάηεται «περιοχι με αρικμό 1». 

                                                      
11

 υπόκεςθ θ άρνθςθ τθσ οποίασ αποτελεί το λόγο φπαρξθσ τθσ παροφςασ εργαςίασ! 
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Εικόνα 14: χάρτθσ χρωματικϊν ταυτοτιτων 

Ένταςη Φωτεινότητασ 

Θ ζνταςθ φωτεινότθτασ αναφζρεται ςτο ςφνολο των μικροςφαιριδίων μιασ ομάδασ (πχ ςε όλα 

τα μικροςφαιρίδια #1). Τα μικροςφαιρίδια περνάνε από ζνα δεφτερο ςφςτθμα ανίχνευςθσ ςτο 

οποίο «διαβάηεται» θ ζνταςθ φωτεινότθτασ τθσ βαφισ των αντιςωμάτων ανίχνευςθσ, τα 

οποία ζχουν χρωματιςτεί όλα με τον ίδιο τρόπο. Θ τελικι ζνταςθ φωτεινότθτασ για κάκε 

ομάδα μικροςφαιριδίων που δίνει θ μζτρθςθ είναι θ διάμεςοσ τιμι από ςφνολο τουλάχιςτον Ν 

μικροςφαιριδίων τθσ ίδια ομάδασ, όπου το Ν κακορίηεται από τον χριςτθ. Ρου ςθμαίνει ότι ςε 

περίπτωςθ που ο χριςτθσ επιλζξει Ν=100, το μθχάνθμα κα ανιχνεφει μικροςφαιρίδια μζχρι 

όλεσ οι ομάδεσ μικροςφαιριδίων που ζχουν δθλωκεί να ζχουν μετρθμζνα τουλάχιςτον 100 

μικροςφαιρίδια και ςτθ ςυνζχεια κα επιςτρζψει τθ Διάμεςθ ‘Ζνταςθ Φωτεινότθτα (Median 

Fluorescent Intensity-MFI) για κάκε ομάδα.  
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Εικόνα 15: κατανομι εντάςεων φωτεινότθτασ 

Πειράματα Θορύβου 

Πείραμα 1: Δοκιμή Θορύβου Υποβάθρου 

Για να μετρθκεί ο κόρυβοσ υποβάκρου ςχεδιάςτθκε μια δοκιμι κατά τθν οποία ςε κάκε 

βοκρίο χρθςιμοποιοφνται όλα τα μικροςφαιρίδια12 και μόνο ζνα δευτερεφον αντίςωμα, 

ςυμπλθρωματικό ενόσ μόνο μικροςφαιριδίου. Κανζνα αντιγόνο δεν χρθςιμοποιείται ςε αυτι 

τθν δοκιμι, ζτςι ϊςτε να μθν μπορεί να δθμιουργθκεί το sandwich ELISA. Επομζνωσ ό,τι ςιμα 

μετρθκεί κα αντιςτοιχεί αναγκαςτικά ςε κόρυβο υποβάκρου (οι τιμζσ του πίνακα κα πρζπει να 

είναι όλεσ μθδενικζσ ςε μια τζλεια μζτρθςθ). 

 

Εικόνα 16: υπόδειγμα βοκρίου δοκιμισ κορφβου υποβάκρου 

                                                      
12

 δεν υπάρχει πρόβλθμα ςτον διαχωριςμό τουσ 
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Κατά τθν δοκιμι κορφβου υποβάκρου, κάκε δευτερεφον αντίςωμα δρα χωριςτά από τα 

υπόλοιπα, οπότε ο πίνακασ αποτελεςμάτων του πειράματοσ που ονομάηουμε «Noise Assay» 

αναπαριςτά τθν «προτίμθςθ» που ζχει κάκε δευτερεφον αντίςωμα ςε κάκε υπόβακρο 

(μικροςφαιρίδιο + πρωτεφον). 

 

Πείραμα 2: Δοκιμή Διαςταυρούμενων Αντιδράςεων 

Για τθν αναπαράςταςθ του Κορφβου Διαςταυροφμενων Αντιδράςεων απαιτείται ζνα ςχετικά 

πιο πολφπλοκο πείραμα. Ο κόρυβοσ υποβάκρου είναι αρκετά απλόσ και γι’ αυτό πολφ 

δφςκολο να εξαλειφκεί πλιρωσ, ϊςτε να μετριςουμε τα άλλα ιδθ κορφβου.  

Για να μελετιςουμε τισ διαςταυροφμενεσ αντιδράςεισ, δθλαδι ποια άλλα αντιςϊματα μπορεί 

να αναγνωρίηουν ζναν αναλφτθ, χρειάηεται ζνα πείραμα που να ουδετεροποιεί αυτόν τον 

κόρυβο υποβάκρου και να απεικονίηει τθσ διακυμάνςεισ που προκαλεί κάκε αναλφτθσ ςτθ 

μζτρθςθ. 

Σε αυτι τθν κατεφκυνςθ ςχεδιάςτθκε ζνα άλλο πείραμα το οποίο αναπαριςτά τον κόρυβο 

διαςταυροφμενων αντιδράςεων. Θ βαςικι ςφλλθψθ είναι θ εξισ: 

 το νζο πείραμα είναι πάλι βαςιςμζνο ςε μια δοκιμι τρυβλίου 

 ςε κάκε βοκρίο προςτίκενται πάλι όλα τα μικροςφαιρίδια - θ διαφορά από το 

προθγοφμενο πείραμα ζγκειται ςτο ότι:  

 ςε αυτό το πείραμα, ςε κάκε βοκρίο προςτίκεται ζνασ αναλφτθσ, και 

 όλα τα δευτερεφοντα αντιςϊματα 

 

Εικόνα 17: υπόδειγμα βοκρίου δοκιμισ διαςταυροφμενων αντιδράςεων 

Με αυτό το τρόπο, χρθςιμοποιϊντασ για όλα τα βοκρία όλουσ τουσ ςυνδυαςμοφσ 

αντιςωμάτων, εξαςφαλίηουμε ζνα ςτακερό κόρυβο υποβάκρου και άρα μποροφμε να 

παρατθριςουμε τθν επίδραςθ που ζχει ςτουσ ςυνδυαςμοφσ αυτοφσ θ παρουςία του κάκε 
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αναλφτθ. Ζτςι, κάκε αναλφτθσ δρα ξεχωριςτά από τουσ άλλουσ, οπότε μποροφμε να είμαςτε 

ςίγουροι για το ποια είναι θ επίδραςθ του ςε όλα τα ςετ ανίχνευςθσ.  

Σε κάκε βοκρίο αναμζνουμε να αναγνωριςτεί μόνο ζνα ςιμα, ενϊ οι τιμζσ όλων των 

υπόλοιπων μικροςφαιριδίων κα αντιςτοιχοφν ςτον κόρυβο του πειράματοσ. Επομζνωσ, ο 

πίνακασ αποτελεςμάτων που κα προκφψει (CrossReactivity Assay)  κα είναι ανομοιογενισ, 

κακϊσ κα περιζχει τόςο τιμζσ πραγματικοφ ςιματοσ όςο και τιμζσ κορφβου, αλλά κα είναι 

εφικτό ο διαχωριςμόσ του ςε ομοιογενι ςιματα (είτε πραγματικά είτε κορφβου). 

Οι πίνακεσ αποτελεςμάτων και ο ςχολιαςμόσ τουσ είναι ςτθν ενότθτα των αποτελεςμάτων. 

Καμπύλεσ Βαθμονόμηςησ (IC50) 

Ππωσ αναφζρκθκε και ςτθν ειςαγωγι, θ ςχζςθ που ςυνδζει τθν ζνταςθ φωτεινότθτασ ενόσ 

μικροςφαιριδίου με τθν αρχικι ςυγκζντρωςθ δεν είναι γνωςτι εκ των προτζρων και πρζπει να 

υπολογίηεται ξεχωριςτά για κάκε μθχάνθμα ι και κάκε δοκιμι. 

Θ καμπφλθ βακμονόμθςθσ προκφπτει αν εκτελζςουμε ζνα πείραμα βακμονόμθςθσ ςτο οποίο 

μετράμε εκ των προτζρων γνωςτζσ ςυγκεντρϊςεισ αναλφτθ ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ που κα 

εκτελζςουμε (ι εκτελοφμε) το κανονικό πείραμα. Από τα ηεφγθ φωτεινότθτα-ςυγκζντρωςθ 

που προκφπτουν υπολογίηουμε προςεγγιςτικά τθν καμπφλθ βακμονόμθςθσ ςυνικωσ με 

λογιςτικά μοντζλα 4 ι 5 παραμζτρων, ανάλογα με τθ ςυμμετρία που παρουςιάηουν οι 

καμπφλεσ. Συνικωσ, όταν θ βακμονόμθςθ γίνει χωριςτά από το κανονικό πείραμα, 

υπολογίηονται περιςςότερεσ από μια καμπφλεσ, κάκε μια από τισ οποίεσ αντιςτοιχεί ςε μια 

διαφορετικι ςυγκζντρωςθ αντιςϊματοσ ανίχνευςθσ. Με αυτό τον τρόπο μπορεί να 

απεικονιςτεί θ ευαιςκθςία τθσ μζτρθςθσ ςτθ ςυγκζντρωςθ των αντιςωμάτων και να ρυκμιςτεί 

ανάλογα.  

Για τισ ενδοεργαςτθριακζσ μετριςεισ, πάντωσ, ςπάνια υπολογίηουμε τθ ςυγκζντρωςθ ενόσ 

αναλφτθ. Συνικωσ αναφερόμαςτε κατευκείαν ςτθν τιμι τθσ φωτεινότθτασ κεωρϊντασ ότι θ 

μζτρθςθ ζχει μεγαλφτερθ ςυγκριτικι ςθμαςία παρά ποςοτικι, λόγω τθσ ελλιποφσ 

μοντελοποίθςθσ τθσ μεκόδου. 

Οι καμπφλεσ βακμονόμθςθσ μασ χρθςιμεφουν κυρίωσ για να εντοπίςουμε τθ βζλτιςτθ 

ςυγκζντρωςθ δευτερεφοντοσ αντιςϊματοσ που πρζπει να χρθςιμοποιθκεί για μια μζτρθςθ. 
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Bead # 38 Αναλφτθσ (ng/ml): 

Name CSF3 40 20 10 5 2,5 0 
2

ο
ν 

Α
ντ

ίς
ω

μ
α

 (
μ

g/
m

l)
: 

2 30432 28719 26886 24149 15143 26 

1 28714 26873 23553 18112 9476 18 

0,5 27002 24578 18687 11544 6109 16 

0,25 23377 15501 11674 6465 3542 14 

0,125 12023 9686 6339 3704 1829 11 

0,0625 7418 5738 3729 2187 1112 13 

0,031 4366 3199 1950 1284 692 11 

0 8 11 12 11 11 5 
Πίνακασ 1: πίνακασ βακμονόμθςθσ CSF3 

 

 

Εικόνα 18: καμπφλεσ βακμονόμθςθσ CSF3 
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ΜΟΝΣΕΛΟ ΘΟΡΤΒΟΤ 

Ο κόρυβοσ, όπωσ είδαμε, είναι αναπόφευκτθ ςυνζπεια τθσ μζτρθςθσ κακϊσ προκφπτει από το 

γεγονόσ ότι ορίηουμε «αυκαίρετα» τθν ιςχυρότερθ αντίδραςθ ωσ επικυμθτι και τισ άλλεσ ωσ 

ανεπικφμθτεσ. Αυτό ςθμαίνει, όπωσ παρατθριςαμε, ότι και ο βιολογικόσ κόρυβοσ αποτελεί 

βιοχθμικι αντίδραςθ και άρα μπορεί να μοντελοποιθκεί βάςθ τθσ αντίδραςθσ προςρόφθςθσ 

που περιγράφκθκε ςτθν ειςαγωγι. Κάκε αντίςωμα, λοιπόν, ςυμμετζχει ςε πολλζσ αντιδράςεισ 

προςρόφθςθσ μια εκ των οποίων κεωροφμε ςιμα και τισ υπόλοιπεσ κόρυβο.  

Οι αντιδράςεισ που παράγουν κόρυβο καλοφνται «αντιδράςεισ κορφβου» ι «μθ-επιλεκτικζσ 

αντιδράςεισ» (non-specific binding) και, όπωσ ζχουμε αναφζρει, χωρίηονται ςε αντιδράςεισ 

υποβάκρου και διαςταυροφμενεσ αντιδράςεισ. Στα πλαίςια αυτισ τθσ εργαςίασ γίνεται θ 

παραδοχι ότι ο κόρυβοσ προζρχεται κυρίωσ από αντιδράςεισ μεταξφ των αντιςωμάτων13, 

δθλαδι από τθν προςρόφθςθ ενόσ αντιςϊματοσ ανίχνευςθσ απευκείασ ςτο πρωτεφον 

αντίςωμα. Θ παραδοχι αυτι, αν και δεν είναι ακριβισ, μπορεί να ερμθνεφςει ςε μεγάλο 

βακμό τον παραγόμενο κόρυβο. 

Ωσ προϊόν αντίδραςθσ, λοιπόν, το επίπεδο κορφβου εξαρτάται τόςο από το είδοσ τθσ 

αντίδραςθσ όςο και από τισ ςυγκεντρϊςεισ των αντιδρϊντων . Ζνα μοντζλο κορφβου λοιπόν 

πρζπει να εξθγεί, κατά τον δυνατόν, τθν επίδραςθ των δφο (2) αυτϊν παραγόντων ςτο επίπεδο 

κορφβου. 

΢υγκέντρωςη Αντιδρώντων 

Στθν αντίδραςθ κορφβου που μελετάται ωσ αντιδρϊντα κεωροφνται τα πρωτεφοντα 

αντιςϊματα που καλφπτουν τθν επιφάνεια του μικροςφαιριδίου και τα δευτερεφοντα 

αντιςϊματα που κινοφνται ελεφκερα ςτο υγρό που περιβάλλει τα μικροςφαιρίδια.  

Συγκέντρωςη Αντιςωμάτων Παγίδευςησ 

Ζνα τυπικό πείραμα ELISA με βάςθ μικροςφαιριδίων (bead-based ELISA) γίνεται με χριςθ προ-

επικαλυμμζνων μικροςφαιριδίων (pre-coated beads). Εναλλακτικά ζνα εργαςτιριο μπορεί να 

προμθκευτεί «κακαρά» μικροςφαιρίδια και να τα επικαλφψει (coating) με όποιο αντίςωμα 

χρειάηεται, μζςω ιςχυρϊν ομοιoπολικϊν δεςμϊν, δθμιουργϊντασ ζτςι «προςαρμοςμζνα 

μικροςφαιρίδια» (custom beads). Θ χριςθ προςαρμοςμζνων μικροςφαιριδίων, άμα υπάρχει θ 

τεχνογνωςία, είναι οικονομικά πολφ πιο ςυμφζρουςα και γι’ αυτό ζχει υιοκετθκεί από το 

εργαςτιριο μασ κακϊσ οι αρνθτικζσ επιπτϊςεισ που μπορεί να ζχει, όπωσ επιπλζον χρόνοσ και 

εργαςία για τθν επικάλυψθ και θ διακφμανςθ τθσ ςυμπεριφορά τουσ, είναι αμελθτζεσ. 

                                                      
13

 Αντίδραςθ κορφβου υποβάκρου μπορεί να ζχουμε και μεταξφ ενόσ δευτερεφοντοσ αντιςϊματοσ και τισ 
επιφάνειασ του μικροςφαιρίδιου. Επειδι όμωσ τα μικροςφαιρίδια χρθςιμοποιοφνται πάντα με αντίςτοιχο 
πρωτεφον αντίςωμα επιλζγουμε να καταγράψουμε αυτό το κόρυβο ςτο πρωτεφον 
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Και ςτισ 2 περιπτϊςεισ πάντωσ (εμπορικϊν και προςαρμοςμζνων μικροςφαιριδίων) μπορεί να 

κεωρθκεί ότι θ ςυγκζντρωςθ των αντιςωμάτων ςτθν επιφάνεια ενόσ μικροςφαιριδίου είναι 

ςτακερι, διότι για τα «εμπορικά» μικροςφαιρίδια κακορίηεται από τισ προδιαγραφζσ του 

προϊόντοσ, ενϊ τα «προςαρμοςμζνα» ςυνικωσ εμβαπτίηονται ςε υγρό με περίςςεια αντι-

ςωμάτων κατά τθν επικάλυψθ, ϊςτε να επιτευχκεί πλιρθσ κάλυψθ τθσ επιφάνειασ14. 

Επιπλζον, το εμβαδόν που καταλαμβάνει ζνα προςροφθμζνο αντίςωμα είναι πολφ μικρό ςε 

ςχζςθ με όλθ τθν επιφάνεια του μικροςφαιριδίου και, άρα, οι όποιεσ διακυμάνςεισ κατά τθν 

πλιρθ κάλυψθ μποροφν να κεωρθκοφν αμελθτζεσ. 

Από τα παραπάνω γίνεται φανερό ότι θ ςυγκζντρωςθ των αντιςωμάτων παγίδευςθσ δεν 

αποτελεί μεταβλθτι του προβλιματοσ και μπορεί να κεωρθκεί ςτακερι για κάκε μζτρθςθ. 

Συγκέντρωςη Αντιςωμάτων Ανίχνευςησ 

Αντίκετα, με τθ ςυγκζντρωςθ του πρωτεφοντοσ αντιςϊματοσ θ οποία εντάςςεται ςτισ 

ςτακερζσ του προβλιματοσ (Γmax), κακϊσ ο πειραματιςτισ είτε δεν μπορεί είτε δεν ζχει λόγο 

να τθν μεταβάλλει, θ ςυγκζντρωςθ του δευτερεφοντοσ αντιςϊματοσ ρυκμίηεται άμεςα από 

τον πειραματιςτι, ο οποίοσ τθν προςαρμόηει ςτισ ανάγκεσ τθσ μζτρθςθσ. 

Σε μια αντίδραςθ κορφβου, μεταβολι τθσ ςυγκζντρωςθσ του αντιςϊματοσ ανίχνευςθσ 

αντιςτοιχεί ςε μεταβολι του cbulk μια αντίδραςθσ προςρόφθςθσ. Ωσ αποτζλεςμα ο 

πειραματιςτισ κα ικελε να χρθςιμοποιιςει όςο το δυνατόν μικρότερθ ςυγκζντρωςθ κακϊσ 

ζτςι περιορίηεται ο κόρυβοσ (λιγότερα ελευκζρα αντιςϊματα κα δϊςουν και λιγότερεσ 

προςροφιςεισ για τισ ίδιεσ ςυνκικεσ) και γίνεται καλφτερθ διαχείριςθ των αποκεμάτων ςε 

αντιςϊματα.  

Πμωσ, αν υποκζςουμε ότι μετά το πρϊτο βιμα τθσ τεχνικισ ELISA τα αντιγόνα είναι ςτακερά 

ςυνδεδεμζνα με τα αντίςτοιχα αντιςϊματα ςτθν επιφάνεια των μικροςφαιριδίων τότε τα 

ςυμπλζγματα αντίςωμα-αντιγόνο λειτουργοφν, πλζον, ωσ νζα επιφάνεια θ οποία κα 

προςροφιςει τα αντιςϊματα ανίχνευςθσ. Επομζνωσ, μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του 

αντιςϊματοσ ανίχνευςθσ δε κα οδθγιςει μόνο ςε μείωςθ του κορφβου, αλλά και ςε μείωςθ 

του μετροφμενου ςιματοσ. 

Θόρυβοσ = Θ( c )  

Στόχοσ μασ, λοιπόν, είναι να βροφμε μια ςυνάρτθςθ Θ=Θ(c), θ οποία να ςυνδζει το επίπεδο 

κορφβου ενόσ πειράματοσ με τθν ςυγκζντρωςθ των αντιςωμάτων ανίχνευςθσ που χρθςιμο-

ποιοφνται ςε αυτό το πείραμα. Γνωρίηοντασ αυτιν τθν εξίςωςθ, μπορεί κανείσ ςτθ ςυνζχεια να 

                                                      
14

 πζραν των οικονομικϊν περιοριςμϊν, δεν υπάρχει λόγοσ κάποιοσ να επιδιϊξει μικρότερο ποςοςτό κάλυψθσ 
κακϊσ κάτι τζτοιο κα είχε ςυνζπειεσ ςτθν ευαιςκθςία τθσ μζτρθςθσ 
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υπολογίςει ποια είναι θ βζλτιςτθ ςυγκζντρωςθ με τθν οποία πρζπει να πραγματοποιθκεί ζνα 

πείραμα. 

Το κεωρθτικό μοντζλο τθσ αντίδραςθσ προςρόφθςθσ που περιγράφθκε ςτθν ειςαγωγι είναι 

μια τζτοια ςυνάρτθςθ, όμωσ ζχει μερικά ςθμαντικά μειονεκτιματα, κυρίωσ διότι αποτελεί ζνα 

απλουςτευτικό μοντζλο. Μερικά από τα ςθμαντικότερα μειονεκτιματα είναι ότι: 

 οι ταχφτθτεσ των αντιδράςεων ςυνικωσ υπολογίηονται πειραματικά και όχι από τισ 

ςχζςεισ που δόκθκαν, οι οποίεσ είναι κεωρθτικζσ και ιςχφουν μόνο κάτω από ειδικζσ 

ςυνκικεσ, όπωσ για παράδειγμα θ αντίδραςθ να γίνεται ςε ζνα ςτάδιο  

 θ υπόκεςθ ότι όλεσ οι αντιδράςεισ γίνονται με τον ίδιο μθχανιςμό μπορεί να ιςχφει για 

τθν ειδικι αντίδραςθ-ςτόχο, δεν μποροφμε, όμωσ, να ποφμε με βεβαιότθτα ότι ιςχφει 

για το ςφνολο των μθ-ειδικϊν αντιδράςεων κορφβου 

 τζλοσ, κα κζλαμε θ ανάλυςθ μασ να κακορίηεται από τα δεδομζνα (data-driven) και όχι 

από κάποιο κεωρθτικό μοντζλο, κακϊσ θ εργαςία αυτι ςτοχεφει ςτθν πρακτικι 

εφαρμογι των ποριςμάτων τθσ και όχι ςτθ δθμιουργία ενόσ κεωρθτικοφ μοντζλου του 

κορφβου. 

Γι’ αυτοφσ τουσ λόγουσ θ μοντελοποίθςθ τθσ ςχζςθσ του κορφβου με τθ ςυγκζντρωςθ των 

αντιδρϊντων γίνεται μζςω των καμπυλϊν βακμονόμθςθσ.  

Ζνασ πίνακασ βακμονόμθςθσ, όπωσ είδαμε, περιζχει τισ τιμζσ ζνταςθσ φωτεινότθτασ (Φ) που 

δίνουν διάφοροι ςυνδυαςμοί μεταξφ των ςυγκεντρϊςεων των αντιςωμάτων ανίχνευςθσ (CΑΣ) 

και των αντιγόνων (CΑΓ), κεωρϊντασ τθ ςυγκζντρωςθ του πρωτεφοντοσ αντιςϊματοσ ςτακερι. 

Αποτελεί, δθλαδι, μια απεικόνιςθ τθσ ςυνάρτθςθσ Φ = Φ(CΑΓ, CΑΣ).  

Μία τυπικι καμπφλθ βακμονόμθςθσ είναι τθσ μορφισ CΑΓ =Φ-1(Φ, CΑΣ = ςταθερό) και, ωσ 

γνωςτόν, αντιςτοιχεί τισ τιμζσ φωτεινότθτασ με τθ ςυγκζντρωςθ των αντιγόνων ςτο δείγμα, 

αφοφ ζχει επιλεγεί μια ςτακερι ςυγκζντρωςθ αντιςωμάτων για να εκτελεςτεί το πείραμα. 

Πμωσ, μπορεί κανείσ να ερμθνεφςει διαφορετικά τθν πλθροφορία του πίνακα και κεωρϊντασ 

ςτακερι τθ ςυγκζντρωςθ αντιγόνου να υπολογίςει μια ςυνάρτθςθ φωτεινότθτασ Φ = Φ(CΑΓ 

=ςταθερό, CΑΣ). Θ καμπφλθ κορφβου που ηθτάμε επομζνωσ προκφπτει αν κεωριςουμε τθν 

ςυγκζντρωςθ αντιγόνου ςτακερι και ίςθ με μθδζν, δθλαδι  Θ(c) = Φ (CΑΓ =0, CΑΣ).  

Να ςθμειωκεί ότι, όπωσ φαίνεται και από τθν εξίςωςθ, ο κόρυβοσ παίρνει τιμζσ φωτεινότθτασ 

κακϊσ για τισ ανάγκεσ του εργαςτθρίου δεν μετατρζπουμε τισ τιμζσ αυτζσ ςε ςυγκεντρϊςεισ. 

Για να εκφραςτεί ο κόρυβοσ ςε τιμζσ ςυγκζντρωςθσ αρκεί να χρθςιμοποιθκοφν οι ςχζςεισ για 

τθν μετατροπι τθσ φωτεινότθτασ ςε ςυγκζντρωςθ για κάκε τιμι τθσ ςυγκζντρωςθσ 

αντιςϊματοσ, δθλαδι τθν ςχζςθ: 

Θ(c)|ςυγκζντρωςη = Φ-1(Θ(c)|φωτεινότητα, cΑΣ =ςταθερό). 
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Επιπλζον, πρζπει να τονιςτεί ότι οι καμπφλεσ κορφβου που προκφπτουν δεν απεικονίηουν το 

ςυνολικό κόρυβο ενόσ πειράματοσ, αλλά τον κόρυβο που παράγει θ αντίδραςθ των δφο (2) 

αντιςωμάτων που χρθςιμοποιοφνται ςτο sandwich ELISA. Σε ζνα κανονικό πείραμα, όμωσ, 

κάκε μικροςφαιρίδιο ζρχεται ςε επαφι με όλα τα είδθ αντιςωμάτων ςτο δείγμα και όχι μόνο 

το ςυμπλθρωματικό του. Επομζνωσ, οι καμπφλεσ αυτζσ αποτελοφν ςτθν καλφτερθ περίπτωςθ 

ενδεικτικζσ καμπφλεσ κορφβου. Υπό τθν προχπόκεςθ ότι τα πρωτεφοντα δε δείχνουν κάποια 

ιδιαίτερθ προτίμθςθ ςε κάποιο είδοσ αντιςϊματοσ ανίχνευςθσ15, οι καμπφλεσ αυτζσ μποροφν 

να κεωρθκοφν χαρακτθριςτικζσ των μικροςφαιριδίων. Ο βαςικόσ λόγοσ που αναγκαηόμαςτε 

να περιοριςτοφμε ςε αυτζσ τισ καμπφλεσ είναι ότι οι πίνακεσ βακμονόμθςθσ αποτελοφν μια 

άμεςα προςβάςιμθ πθγι πλθροφορίασ, ενϊ μια πιο ςυςτθματικι προςζγγιςθ δεν είναι εφικτι 

αυτιν τθν ςτιγμι λόγω κόςτουσ (οικονομικοφ και χρονικοφ). 

Οι καμπφλεσ που προκφπτουν από αυτι τθν προςζγγιςθ φαίνονται παρακάτω: 

 

Εικόνα 19: καμπφλεσ κορφβου 

Τα διαγράμματα αυτά είναι όλα ςτθν ίδια (λογαρικμικι) κλίμακα και τα πειράματα 

εκτελζςτθκαν ςτισ ίδιεσ, κατά το δυνατόν, ςυνκικεσ. Είναι εμφανζσ από τισ διαφορζσ τουσ ότι 

γνϊςθ των ςυνκθκϊν περιβάλλοντοσ ενόσ πειράματοσ (ςυγκεντρϊςεισ, κερμοκραςίεσ κλπ) δεν 

αρκεί για να προβλεφκεί το επίπεδο κορφβου ενόσ πειράματοσ. Κάτι τζτοιο ιταν αναμενόμενο 

                                                      
15

 υπόκεςθ που όπωσ κα δοφμε μάλλον δεν ιςχφει 
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κακϊσ όπωσ είδαμε θ αντίδραςθ κορφβου δεν εξαρτάται μόνον από τισ ςυνκικεσ του 

περιβάλλοντοσ, αλλά και από τθ φφςθ των αντιδρϊντων. Επομζνωσ, κα πρζπει ορίςουμε ζνα 

μζγεκοσ που να δείχνει τθν ικανότθτα ενόσ αντιςϊματοσ να παράγει κόρυβο. 

Αναγνωριςιμότητα 

Το μζγεκοσ αυτό το ονομάηουμε αναγνωριςιμότθτα (dirtiness), διότι δείχνει τθν ικανότθτα 

του αντιςϊματοσ να αναγνωρίηει άλλα αντιςϊματα (ι ουςίεσ εν γζνει) εκτόσ αυτοφ που 

κεωροφμε ότι του αντιςτοιχεί (αντίδραςθ ςτόχοσ). 

Ο υπολογιςμόσ ενόσ τζτοιου μεγζκουσ ζχει δυςκολίεσ, γι’ αυτό αρχικά πρζπει να ςκεφτοφμε τι 

ιδιότθτεσ κζλουμε να ζχει αυτό το μζγεκοσ. Κζλουμε θ αναγνωριςιμότθτα να μπορεί να 

χρθςιμοποιθκεί για να προβλζψει το επίπεδο κορφβου ενόσ ςχεδιαηόμενου πειράματοσ και, 

επιπλζον, να υποδείξει ποια αντιςϊματα ευκφνονται, κατά κφριο λόγο, για αυτόν τον κόρυβο, 

ϊςτε να αντικαταςτακοφν ςτο μζλλον με άλλα καλφτερθσ ποιότθτασ (μικρότερθσ αναγνωρι-

ςιμότθτασ). Για να εξυπθρετιςει αυτοφσ τουσ ςτόχουσ κα πρζπει: 

I. να αποτελεί εςωτερικι του ιδιότθτα 

II. ωσ εςωτερικι ιδιότθτα να κατατάςςει τα αντιςϊματα από το λιγότερο ςτο 

περιςςότερο κορυβϊδεσ  

III. τζλοσ, να μπορεί ςυνδυαηόμενθ με τισ άλλεσ παραμζτρουσ του προβλιματοσ να 

προβλζπει το κόρυβο που κα παράγει ζνασ ςυνδυαςμόσ αντιςωμάτων 

Θ αναγνωριςιμότθτα, ςτθν ουςία, είναι ανοιγμζνοσ κόρυβοσ. Θ δυςκολία ςτον υπολογιςμό τθσ 

αναγνωριςιμότθτασ είναι ότι ο κόρυβοσ δεν αποτελεί ιδιότθτα κάποιου εκ των αντιδρϊντων, 

αλλά τθσ ίδιασ τθσ αντίδραςθσ, οπότε δεν μποροφμε να τον αποδϊςουμε αυκαίρετα ςε 

κάποιο αντιδρϊν. Κα ιταν ςαν να λζγαμε ότι τελικό ςφμπλεγμα είναι αποτζλεςμα μόνο ενόσ 

αντιςϊματοσ και όχι ςυνδυαςμόσ δφο (2) αντιδρϊντων. 

Για να εξαλείψουμε τθ βαςικι δυςκολία κεωροφμε ότι κάκε αντίςωμα χαρακτθρίηεται από ζνα 

διάνυςμα ςε κάκε κζςθ του οποίου αντιςτοιχεί μια αντίδραςθ κορφβου και θ τιμι τθσ κάκε 

κζςθσ αντιςτοιχεί ςτθ ςτακερά ιςορροπίασ Κ τθσ ςυγκεκριμζνθσ αντίδραςθσ. Το διάνυςμα 

αυτό καλοφμε αναγνωριςιμότθτα. Ο οριςμόσ αυτόσ δεν είναι ο τελικόσ. 

Ορίηοντασ τθν αναγνωριςιμότθτα ωσ διανυςματικό μζγεκοσ μποροφμε να ςυνοψίςουμε το 

ςφνολο των αντιδράςεων ςε ζνα μζγεκοσ και άρα να «μετατρζψουμε» μια εξωτερικι ιδιότθτα 

ςε εγγενι. Επιπλζον, όπωσ αναφζρκθκε ςτθν ειςαγωγι, θ ςτακερά Κ, μζςω τθσ εξίςωςθσ 

Langmuir, ςυςχετίηει τθ ςυγκζντρωςθ ενόσ διαλφματοσ με τθν επιφανειακι ςυγκζντρωςθ των 

προςροφθμζνων μορίων και, κατά ςυνζπεια, από τθν ςτιγμι που το διάνυςμα περιζχει τα Κ 

των αντιδράςεων κορφβου μπορεί ςυνδυαηόμενο με τισ ςυγκεντρϊςεισ των αντίςτοιχων 

μορίων να υποδείξει το επίπεδο του κορφβου. Τζλοσ, χρθςιμοποιϊντασ κάποιο μζτρο του 
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διανφςματοσ αυτοφ μποροφμε να χαρακτθρίςουμε και να κατατάξουμε τα αντιςϊματα βάςει 

τθσ τάςθσ τουσ να παράγουν κόρυβο. 

Παρατηρήςεισ:  

Θ αναγνωριςιμότθτα όπωσ ορίςτθκε ίςωσ ζχει κάποια φυςικι ςθμαςία, ωσ το διάνυςμα των 

ςυντελεςτϊν αντίδραςθσ ςτισ οποίεσ ςυμμετζχει το ςυγκεκριμζνο αντίςωμα, όμωσ ζχει μικρι 

πρακτικι αξία. 

 Αρχικά, ακόμα και για ςτακερζσ πειραματικζσ ςυνκικεσ, ο υπολογιςμόσ του 

ςυντελεςτι μιασ μόνο αντίδραςθσ είναι μια απαιτθτικι διαδικαςία, πολλϊ δε μάλλω 

για τισ «άπειρεσ» αντιδράςεισ ςτισ οποίεσ ςυμμετζχει ζνα αντίςωμα.  

 Επιπλζον, ο ςυντελεςτισ Κ αναφζρεται μόνο ςε κατάςταςθ ιςορροπίασ, θ οποία μπορεί 

να επζρχεται ςε χρόνουσ πολφ μεγαλφτερουσ από αυτοφσ του πειράματοσ. 

Σκοπόσ μασ είναι να βροφμε ζνα εφχρθςτο «λογιςτικό» μζγεκοσ προςαρμοςμζνο ςτισ ανάγκεσ 

ενόσ εργαςτθρίου το οποίο να υποδεικνφει τα βζλτιςτα πειράματα και ποιά αντιςϊματα 

χρειάηονται αντικατάςταςθ. Γι’ αυτό και τελικά ο όροσ αναγνωριςιμότθτα δεν αναφζρεται ςτο 

κεωρθτικό μζγεκοσ που περιγράφθκε, αλλά ςε μια «εκτίμθςθ» ι ζνα μζτρο τθσ 

αναγνωριςιμότθτασ. Θ εκτίμθςθ αυτι πρζπει να μπορεί, μζςω μιασ κατάλλθλθσ ςχζςθσ, να 

προβλζπει το κόρυβο ενόσ πειράματοσ και να διατάςςει ςωςτά τα δοκζντα αντιςϊματα ωσ 

προσ τθν ικανότθτα τουσ να παράγουν κόρυβο. 

Τα βαςικό μασ εργαλείο για τον υπολογιςμό τθσ αναγνωριςιμότθτασ είναι θ Δοκιμι 

Θορφβου. 

Θ αναγνωριςιμότθτα δεν μετριζται απευκείασ από τθ Δοκιμι Κορφβου. Βάςει του οριςμοφ τθσ 

αποτελεί εγγενζσ μζγεκοσ κάκε αντιςϊματοσ, ενϊ θ Δοκιμι Κορφβου μετράει τον κόρυβο που 

παράγει ζνασ ςυνδυαςμόσ αντιςωμάτων (ζνα πρωτεφον και ζνα δευτερεφον) και άρα 

ςυνδυαςμοφσ αναγνωριςιμοτιτων. Πμωσ, επειδι ο ςκοπόσ μασ τελικϊσ είναι να 

ελαχιςτοποιιςουμε τον κόρυβο και όχι να υπολογίςουμε τισ φυςικζσ ιδιότθτεσ ενόσ 

αντιςϊματοσ, οι φαινομενικζσ αναγνωριςιμότθτεσ που κα προκφψουν από τθν ανάλυςθ τθσ 

Δοκιμισ Κορφβου μασ αρκοφν.  

Ο μετροφμενοσ κόρυβοσ δεν αποτελεί αποτζλεςμα ενόσ μόνο αντιςϊματοσ, αλλά ενόσ 

πλικουσ16 αντιςωμάτων που δρουν ταυτόχρονα.  

Θ ςυςχζτιςθ του κορφβου με το πλικοσ των αντιςωμάτων μελετικθκε ςτθν προθγοφμενθ 

ενότθτα και εκφράηεται από το γεγονόσ ότι οι καμπφλεσ κορφβου δεν είναι παράλλθλεσ ςτον 

άξονα ςυγκεντρϊςεων του δευτερεφοντοσ αντιςϊματοσ. Στον οριςμό τθσ αναγνωριςιμότθτασ, 

                                                      
16

 Πταν λζμε πλικοσ αναφερόμαςτε ςτθ ςυγκζντρωςθ 
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όμωσ, χρθςιμοποιείται θ ςτακερά Κ που είναι ανεξάρτθτθ των ςυγκεντρϊςεων των 

αντιδρϊντων. Ο τελικόσ κόρυβοσ, λοιπόν, είναι το αποτζλεςμα του ςυνδυαςμοφ διαφόρων 

αντιςωμάτων (αναγνωριςιμοτιτων) διαφόρων ςυγκεντρϊςεων. 

Το πϊσ, εν τζλει, κα οριςτεί θ αναγνωριςιμότθτα ζχει ςθμαςία για το ποια μορφι κα ζχει 

τελικϊσ θ Συνάρτθςθ του Κορφβου ενόσ πειράματοσ. Ππωσ αναφζρκθκε, ο κόρυβοσ αποτελεί 

ςυνάρτθςθ τόςο του είδουσ όςο και του πλικουσ των αντιςωμάτων, άρα τελικά κα κζλαμε για 

κάκε αντίςωμα να προκφψει μια ςυνάρτθςθ τθσ αναγνωριςιμότθτασ ( ⃗) και τθσ ςυγκζντρωςθσ 

( ⃗) των διαφόρων ουςιϊν ςτο περιβάλλον του αντιςϊματοσ *     ( ⃗  ⃗ ) ], θ οποία να 

υπολογίηει τον κόρυβο που κα παράξει το ςυγκεκριμζνο αντίςωμα ςτο ςυγκεκριμζνο 

περιβάλλον.  

Θ αναγνωριςιμότθτα αποτελεί «λογιςτικό» μζγεκοσ και επιδζχεται διάφορουσ οριςμοφσ, γιατί 

ακριβϊσ δεν μπορεί να οριςτεί χωρίσ τθ ςυνάρτθςθ (μοντζλο) κορφβου. Το μόνο φυςικό 

μζγεκοσ που μπορεί να μετρθκεί είναι ο κόρυβοσ και ο μόνοσ τρόποσ να υπολογιςτεί θ 

αναγνωριςιμότθτα είναι μζςω τθσ ςυνάρτθςθσ αυτισ. Θ αναγνωριςιμότθτα είναι θ επιπλζον 

παράμετροσ που πρζπει να υπολογιςτεί για να καλφψει τθν αδυναμία τον «φυςικϊν» μεγεκϊν 

να ερμθνεφςουν τισ διαφοροποιιςεισ του κορφβου που παράγουν διαφορετικά αντιςϊματα 

ςε ίδια φαινομενικά περιβάλλοντα. 

Εναλλακτικά, λοιπόν, κα μποροφμε να ερμθνεφςουμε το Κ ωσ τθν πικανότθτα να ςυμβεί μια 

αντίδραςθ κορφβου, αν τα αντιδρϊντα βρεκοφν ςτθ ςωςτι αναλογία. Σε αυτι τθν περίπτωςθ, 

θ αναγνωριςιμότθτα ενόσ αντιςϊματοσ κα οριηόταν ωσ το διάνυςμα κάκε κζςθ του οποίου 

αντιςτοιχεί ςτθν πικανότθτα να ςυμβεί θ αντίδραςθ που αντιςτοιχεί θ κζςθ, όπου θ πικανό-

τθτα αυτι ορίηεται ςτο *0,1+. Τότε κα ίςχυε: 

∑(                  )                                           

Θ τελευταία ςχζςθ διαφωτίηει ζνα άλλο ςθμαντικό ςτοιχείο τθσ αναγνωριςιμότθτασ. Θ 

αναγνωριςιμότθτα είναι θ ικανότθτα και όχι θ δυνατότθτα ενόσ αντιςϊματοσ να αναγνωρίηει 

τα άλλα, γι’ αυτό υπάρχει και θ πικανότθτα να μθ ςυμβεί καμία αντίδραςθ. Υπάρχουν πολλοί 

λόγοι που μια αντίδραςθ μπορεί να είναι δυνατι, αλλά όχι εφικτι, όπωσ είναι θ ςχετικι 

απόςταςθ και κζςθ των αντιςωμάτων. Για να μπορεί να ςυμβεί μια αντίδραςθ πρζπει τα 

αντιςϊματα που ςυμμετζχουν να βρεκοφν κοντά και με κατάλλθλο προςανατολιςμό και όχι 

απλϊσ να ςυνυπάρχουν ςε ζνα μίγμα με τισ ςωςτζσ αναλογίεσ. 

Θ αντίδραςθ ςτόχοσ πρζπει προφανϊσ να είναι θ αντίδραςθ με τθ μεγαλφτερθ πικανότθτα να 

ςυμβεί (εξαιρουμζνθσ, ίςωσ, τθσ πικανότθτασ να μθ ςυμβεί καμία αντίδραςθ), αλλιϊσ θ 

μζτρθςθ δεν κα είχε νόθμα, αφοφ ο κόρυβοσ κα ιταν κατά βάςθ μεγαλφτεροσ. 
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Οι διάφοροι οριςμοί κακορίηουν ςτθν ουςία τθ μορφι τθσ ςυνάρτθςθσ κορφβου. Δθλαδι: 

 Ο αρχικόσ αυςτθρόσ οριςμόσ προερχόμενοσ από τθ χθμικι κινθματικι χρθςιμοποιεί 

τθν ζννοια τθσ δυναμικισ ιςορροπίασ (το Κ αναφζρεται ςε κατάςταςθ ιςορροπίασ). Θ 

ζννοια τθσ δυναμικισ ιςορροπίασ προχποκζτει το χρόνο και γενικά ζνα εξελιςςόμενο 

πολυπαραγοντικό φαινόμενο περιπλζκοντασ τθ ςυνάρτθςθ του κορφβου που, τελικϊσ, 

μασ ενδιαφζρει.  

 Ηθτοφμενο όπωσ είπαμε είναι θ απλότθτα. Γι’ αυτό και παρακάμπτεται θ αναηιτθςθ 

για το «πραγματικό» Κ για να υπολογιςτεί ζνα φαινομενικό Κ το οποίο μαηί με τισ 

ςυγκεντρϊςεισ των υπολοίπων αντιςωμάτων να δίνει μζςω τθσ εξίςωςθσ του Langmuir  

      
    

      
 των ςυνολικό κόρυβο. Θ απλοφςτευςθ αυτι εκμεταλλεφεται το 

γεγονόσ ότι οι πειραματικζσ ςυνκικεσ είναι κατά κανόνα ςτακερζσ, οπότε τα 

φαινομενικά Κ είναι ςτενά ςυνδεδεμζνα με τα πραγματικά. 

 Τζλοσ, ο οριςμόσ του Κ ωσ πικανότθτα απλοποιεί ακόμα περιςςότερο τθ ςυνάρτθςθ 

του κορφβου ςε ζνα απλό πολλαπλαςιαςμό του πλικουσ των αντιςωμάτων με τθν 

αντιςτοιχεί πικανότθτα:         

Ο οριςμόσ του Κ ωσ πικανότθτα δίνει μια ςυνεχϊσ αφξουςα εξίςωςθ κορφβου (δεν υπάρχει 

ςθμείο κορεςμοφ). Από φυςικισ άποψθσ αυτό ςθμαίνει ότι ο κόρυβοσ μπορεί να γίνει άπειροσ 

για άπειρθ ςυγκζντρωςθ αντιςωμάτων, πράγμα αδφνατο διότι τουλάχιςτον θ πλιρθσ κάλυψθ 

του μικροςφαιριδίου αποτελεί ζναν περιοριςμό ςτθν αφξθςθ του κορφβου. Ραρόλα αυτά, για 

τισ ςυνικεισ τιμζσ του κορφβου (αυτζσ που ζχει νόθμα να αποδεχτεί κάποιοσ) δεν υπάρχουν 

αυτοί οι περιοριςμοί και επιπλζον οι δφο (2) οριςμοί για μικρζσ τιμζσ του Kc (<<1) είναι 

ιςοδφναμοι.  

Επομζνωσ, λαμβάνοντασ υπόψθ τόςο τθν ανάγκθ για ακρίβεια όςο και για απλότθτα, 

καταλιγουμε ότι ο οριςμόσ τθσ αναγνωριςιμότθτασ μζςω τθσ πικανότθτασ είναι καταλλθλό-

τεροσ για τισ ανάγκεσ τθσ μοντελοποίθςθσ μασ. Άρα τελικϊσ: 

Αναγνωριςιμότθτα ενόσ αντιςϊματοσ είναι το διάνυςμα κάκε τιμι του οποίου αντιςτοιχεί 

ςτθν πικανότθτα αυτό το αντίςωμα να ςυμμετζχει ςε μια αντίδραςθ κορφβου, εφόςον  όλεσ 

οι άλλεσ προχποκζςεισ τθσ αντίδραςθσ (όπωσ πχ ςυγκεντρϊςεισ των αντιδρϊντων, 

κερμοκραςία κλπ) πλθροφνται. 

Η αναγνωριςιμότθτα δεν ορίηεται για τουσ αναλφτεσ γιατί αυτοί αποτελοφν εξ οριςμοφ το 

μετροφμενο ςιμα.  

Αν ορίηαμε τθν αναγνωριςιμότθτα ενόσ αναλφτθ ωσ τθν ιδιότθτα του να αναγνωρίηεται από 

διάφορα αντιςϊματα τότε κα διπλομετροφςαμε τον κόρυβο που παράγεται, μια φορά ωσ 

προερχόμενο από τον αναλφτθ και μία φορά προερχόμενο από το αντίςωμα. 
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Τζλοσ ςθμαντικό ςτοιχείο τθσ αναγνωριςθμότθτασ είναι ότι δεν ακροίηεται. 

Ζνα ςφνολο αντιςωμάτων δεν ζχει αναγνωριςθμότθτα ίςθ με το άκροιςμα των επιμζρουσ 

αναγνωριςιμοτιτων. Θ αναγνωριςθμότθτα ενόσ ςυνόλου προκφπτει από κατάλλθλο ςυνδυα-

ςμό των διανυςμάτων αναγνωριςιμοτιτων, ζτςι ϊςτε να λαμβάνονται υπόψθ μόνο οι τιμζσ 

που ςυμμετζχουν ςε αυτό το ςφνολο. Με αυτό το τρόπο, ο κόρυβοσ που παράγει ζνα 

πολυπλεκτικό πείραμα είναι τελικϊσ ςυνάρτθςθ τθσ αναγνωριςιμότθτασ του ςυνόλου και των 

ςυγκεντρϊςεων των επιμζρουσ ςτοιχείων του ςυνόλου. 

Για παράδειγμα, άμα θ αναγνωριςιμότθτα ζχει οριςτεί βάςει τθσ πικανότθτασ και 

κεωριςουμε ότι ο ςυνολικόσ κόρυβοσ μπορεί να προκφψει από άκροιςθ των επιμζρουσ 

κορφβων τότε προκφπτει: 

    ∑   
 

 

   ∑   
 
 ∑ (    )

 
     

∑ (    ) 

∑    
 ∑   

 
 

Αυτι θ ιδιαιτερότθτα περιπλζκει ςθμαντικά το πρόβλθμα τθσ κατάταξθσ των αντιςωμάτων 

ενόσ ςυνόλου. 

ΘΟΡΤΒΟ΢ ΢ΤΝΟΛΟΤ ΑΝΑΛΤΣΨΝ 

Σε ζνα πολυπλεκτικό πείραμα ορίηουμε ωσ Μζςο Κόρυβο (Average Noise) το κόρυβο που 

παράγει κατά μζςο όρο κάκε μζτρθςθ, και ωσ ςυνάρτθςθ μζςου κορφβου τθν ςυνάρτθςθ  

 

  ( )    ⁄  

όπου  

 Θ ο ςυνολικόσ κόρυβοσ του πειράματοσ, ο κόρυβοσ δθλαδι που παράγουν όλεσ οι 

μετριςεισ μαηί   ∑    , όπου i=1,2,..n ο αρικμόσ τθσ κάκε μζτρθςθσ και 

 n ο αρικμόσ των μετριςεων.  

Σφμφωνα λοιπόν με όςα ζχουν αναφερκεί κάνουμε τθν εξισ υπόκεςθ: 

ο Μζςοσ Θόρυβοσ ενόσ πειράματοσ αποτελεί αφξουςα ςυνάρτθςθ του αρικμοφ των 

αναλυτϊν που μετρϊνται ςε κάκε πείραμα, με τθν προχπόκεςθ ότι κάκε κάκε πείραμα 

παράγει τον ελάχιςτο δυνατό κόρυβο για το ςυγκεκριμζνο ςφνολο αναλυτϊν. 
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Παρατηρήςεισ: 

Αφξθςθ του ςυνόλου των αναλυτϊν δε ςυνεπάγεται αναγκαςτικά πρόςκεςθ αναλυτϊν, αλλά 

απλι αφξθςθ του πλθκυςμοφ του (cardinality). Μπορεί, δθλαδι, το νζο ςφνολο να μθν ζχει 

κανζνα κοινό ςτοιχείο με το προθγοφμενο, αρκεί απλά να ζχει ζνα τουλάχιςτον ςτοιχείο 

παραπάνω και να παράγει τον ελάχιςτο κόρυβο από όλα τα πειράματα ίςου πλθκυςμοφ.  

Αν δφο (2) πειράματα διαφορετικοφ πλικουσ αναλυτϊν δεν είναι βζλτιςτα δεν μποροφμε εκ 

των προτζρων να γνωρίηουμε ποιο από τα δφο (2) κα παράγει το λιγότερο κόρυβο. Πμωσ, αν 

ξζρουμε ότι τα δφο πειράματα είναι ςχεδιαςμζνα ζτςι ϊςτε να παράγεται ο μικρότεροσ 

δυνατόσ κόρυβοσ για το κακζνα, τότε ο κόρυβοσ του πειράματοσ με τουσ περιςςότερουσ 

αναλφτεσ ςίγουρα δεν είναι μικρότεροσ από αυτόν με τουσ λιγότερουσ, κακϊσ αυτό κα 

ςιμαινε ότι τα επιπλζον αντιςϊματα που προςτίκενται αφαιροφν και δεν προςκζτουν κόρυβο 

και, άρα, ζχουν αρνθτικζσ τιμζσ αναγνωριςιμότθτασ, πράγμα που είναι αδφνατον εξ οριςμοφ 

(δεν υπάρχει αρνθτικι πικανότθτα).  

Ρϊσ ερμθνεφεται, όμωσ, μια αφξθςθ του μζςου κορφβου και πϊσ μπορεί αυτι θ υπόκεςθ να 

μασ βοθκιςει ςτον καλφτερο ςχεδιαςμό του πειράματοσ; 

Υπό ιδανικζσ ςυνκικεσ ο μζςοσ κόρυβοσ ενόσ πειράματοσ κα ζπρεπε να παραμζνει 

ανεπθρζαςτοσ από τθν αφξθςθ του αρικμοφ των αναλυτϊν κακϊσ, κεωρθτικά, τα αντιςϊματα 

είναι πλιρωσ εξειδικευμζνα και θ μια μζτρθςθ δεν επθρεάηει τισ άλλεσ παρά μόνο κατά τυχαίο 

τρόπο. Σε αυτι τθν περίπτωςθ αναμζνεται ο πίνακασ τθσ Δοκιμισ Κορφβου να παρουςιάηει 

πλιρθ ιςοτροπία (ζνασ ενιαίοσ κόρυβοσ για όλο το πείραμα) και δεν τίκεται πρόβλθμα 

βελτιςτοποίθςθσ, κακϊσ κανζνα πείραμα δε κα διζφερε από τα άλλα. 

Μια μικρι αφξθςθ του μζςου κορφβου ίςωσ να μπορεί να ερμθνευτεί μζςω τθσ αφξθςθσ των 

βακμϊν ελευκερίασ που ζχουν τα πειράματα με περιςςότερουσ αναλφτεσ, αφοφ περιςςότεροι 

αναλφτεσ ςθμαίνει και περιςςότερεσ πικανζσ (τυχαίεσ) αλλθλεπιδράςεισ και μεγαλφτερθ 

ςυγκζντρωςθ αντιςωμάτων ςτο διάλυμα. Επιπλζον, ακόμα και αν μια μζτρθςθ δεν επθρεάηει 

τισ άλλεσ, αυτό δεν ςθμαίνει ότι όλεσ οι μετριςεισ παράγουν ομοιόμορφο κόρυβο κακϊσ 

κάποιεσ μπορεί να είναι πιο κορυβϊδεισ από τισ άλλεσ. Πμωσ, τότε θ αφξθςθ κα πρζπει να 

ιταν ςχεδόν γραμμικι με τθν αφξθςθ των αναλυτϊν, τουλάχιςτον για τισ μετρθτικζσ διατάξεισ 

που ζχει νόθμα να ςυηθτάμε, και άρα κάκε προςπάκεια για μείωςθ του κορφβου κα 

ςυνοδευόταν από μια αντίςτοιχθ μείωςθ του αρικμοφ των αναλυτϊν που κα μποροφςαμε να 

μετριςουμε. Τζλοσ, όςο καλφτερθ είναι μια μετρθτικι τεχνικι και μεγαλφτερθ θ ποικιλία των 

αντιςωμάτων που μπορεί να διαλζξει κάποιοσ, τόςο μικρότερθ κα είναι και θ κλίςθ τθσ 

ςυνάρτθςθσ κορφβου και άρα μικρι μείωςθ του κορφβου κα ςυνεπαγόταν μεγάλθ μείωςθ του 

αρικμοφ των ςθμάτων που μετράμε. Οπότε, ςε αυτι τθν περίπτωςθ, τθσ μερικισ ιςοτροπίασ, 

το πρόβλθμα τθσ βελτιςτοποίθςθσ αν και υπαρκτό οδθγεί ςε τετριμμζνεσ λφςεισ λόγω τθσ 
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μεγάλθσ ευαιςκθςίασ τθσ ςυνάρτθςθσ κορφβου και ζτςι πρακτικά ο μόνοσ τρόποσ να 

βελτιωκοφν οι μετριςεισ κα ιταν με καλφτερο ζλεγχο των ςυνκθκϊν του πειράματοσ. 

Πμωσ, αν θ πρόςκεςθ νζων αναλυτϊν ςτο πείραμα δεν αφινει ανεπθρζαςτεσ τισ υπόλοιπεσ 

μετριςεισ τότε κα προκφψει μια ςυνάρτθςθ κορφβου αφξουςασ κλίςθσ (περίπτωςθ 

ανιςοτροπίασ). Ωσ εκ τοφτου, υπάρχει χϊροσ για βελτιςτοποίθςθ όχι μζςω του ελζγχου των 

ςυνκθκϊν του πειράματοσ, ο οποίοσ για κάκε καλά ςχεδιαςμζνθ τεχνικι είναι αρκετά 

δφςκολοσ, αλλά μζςω κατάλλθλου ςχεδιαςμοφ του πειράματοσ, ϊςτε να επιτυγχάνεται θ 

μικρότερθ δυνατι αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των μετριςεων των αναλυτϊν (ιςοδφναμα 

μεγαλφτερθ δυνατι ιςοτροπία). 
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ΒΕΛΣΙ΢ΣΟΠΟΙΗ΢Η 

ΜΟΝΣΕΛΟ ΒΕΛΣΙ΢ΣΟΠΟΙΗ΢Η΢ 

Το μοντζλο βελτιςτοποίθςθσ μασ κα βαςιςτεί ςτθν εξάλειψθ τθσ ανιςοτροπίασ του Noise Assay 

ςε ςυνδυαςμό με τθν εφρεςθ τθσ βζλτιςτθσ ςυγκζντρωςθσ αντιςωμάτων για τθν ανίχνευςθ 

ενόσ ςιματοσ.  

Στόχοσ μασ είναι να ςχεδιάςουμε ζνα πολυπλεκτικό πείραμα ςτο οποίο θ μζτρθςθ κάκε 

αναλφτθ κα επθρεάηει όςο το δυνατόν λιγότερο τισ μετριςεισ των υπολοίπων. 

Ο κόρυβοσ υποβάκρου είναι ο πιο «απλόσ» κόρυβοσ που μποροφμε να ςυναντιςουμε και δεν 

υπάρχει τρόποσ ςχεδιαςμοφ του πειράματοσ που να τον εξαλείφει, κα υπάρχει ακόμα και ςτθν 

απλι ELISA. Επιπλζον, λόγω του ότι θ αναγνωριςιμότθτα αποτελεί εςωτερικό μζγεκοσ που 

ςυνοψίηει κάκε αντίδραςθ κορφβου, αναμζνουμε μείωςθ του κορφβου υποβάκρου κα 

οδθγιςει και ςε μείωςθ του κορφβου παράπλευρων αντιδράςεων. Με άλλα λόγια ο κόρυβοσ 

υποβάκρου αποτελεί μια καλι εκτίμθςθ του ςυνολικοφ κορφβου ειδικά για μεγάλα πειράματα 

που ιδιαιτερότθτεσ λίγων αντιςωμάτων δεν επθρεάηουν πολφ το ςφνολο. 

Βαςικό εργαλείο ςε αυτι τθν προςπάκεια είναι θ Δοκιμι Κορφβου Υποβάκρου. Στόχοσ είναι 

να χρθςιμοποιθκεί θ πλθροφορία που περιζχει θ Δοκιμι Κορφβου Υποβάκρου, ςχετικά με τισ 

αλλθλεπιδράςεισ των αντιςωμάτων, για να ςχεδιαςτεί ζνα βζλτιςτο πείραμα.  

Θ χριςθ μόνο του Noise Assay, ζχει κάποια μειονεκτιματα, όπωσ θ μθ-προφανισ ςυςχζτιςθ 

του με τον πίνακα CrossReactivity ι ζνα πραγματικό πείραμα, όμωσ προςφζρει μερικά 

ςθμαντικά πλεονεκτιματα ςτθν ανάλυςθ. Τα ςθμαντικότερα από αυτά είναι: 

1. ο πίνακασ Noise Assay είναι το μοναδικό, μζχρι ςτιγμισ, εργαλείο που επιτρζπει τθν 

αποςφμπλεξθ του κορφβου μιασ μζτρθςθσ και τθν αξιολόγθςθ τθσ ςυμπεριφοράσ 

ενόσ μόνο δευτερεφοντοσ αντιςϊματοσ.  

2. ςε ςχζςθ με τον CrossReactivity ο Noise Assay παρζχει μια ομοιογενι πλθροφορία 

(κάκε τιμι του είναι κόρυβοσ) και, επομζνωσ, θ βελτιςτοποίθςθ είναι πολφ 

ευκολότερθ κακϊσ μπορεί να αντιμετωπιςτεί ωσ ενιαίο ςφνολο 

3. τζλοσ, ακόμα και για μια ςυνολικά βζλτιςτθ λφςθ, ο κόρυβοσ υποβάκρου κα 

πρζπει να λθφκεί υπόψθ αν και δεν είναι ανάγκθ να ελαχιςτοποιείται 
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ΤΠΟΛΟΓΙ΢ΜΟ΢ ΒΕΛΣΙ΢ΣΟΤ ΠΕΙΡΑΜΑΣΟ΢ 

Οριςμόσ «Βέλτιςτου» Πειράματοσ 

Γενικά κάκε ςε κάκε βιολογικό πείραμα κα πρζπει να λαμβάνονται υπόψθ οι εξισ 

παράμετροι17: 

1. Ειδίκευςθ (specificity): τα αντιςϊματα πρζπει να αντιδροφν ειδικά με το αντιγόνο, 

ϊςτε να εξαςφαλίηεται ότι το μετροφμενο ςιμα αντιςτοιχεί όντωσ ςτθ ςυγκζντρωςθ 

του ςυγκεκριμζνου αντιγόνου. 

2. Ευαιςκθςία (sensitivity): μια μζτρθςθ πρζπει να μπορεί να αναγνωρίηει όςο το 

δυνατόν μικρότερεσ ποςότθτεσ πρωτεϊνϊν, ϊςτε να είναι εφικτι και θ μείωςθ του 

δείγματοσ. 

3. Απλότθτα: όςο πιο απλι είναι θ διαδικαςία τόςο λιγότερα πράγματα μποροφν να πάνε 

ςτραβά 

4. Αξιοπιςτία-Επαναλθψιμότθτα: ϊςτε να μποροφν να ςυγκρικοφν μετριςεισ που ζχουν 

γίνει ςε διαφορετικοφσ χρόνουσ ι και από διαφορετικά εργαςτιρια 

5. Κόςτοσ  

6. Χρόνοσ  

7. Δυνατότθτεσ Πολυπλεξίασ (multiplexing capabilities): θ παράμετροσ με τθν οποία 

αςχολοφμαςτε  

Στθν παροφςα φάςθ, ςτόχοσ είναι να ςχεδιαςτεί ζνα πολυπλεκτικό πείραμα που να ζχει το 

βζλτιςτο δυνατό κόρυβο υποβάκρου. 

Σχεδιαςμόσ του πειράματοσ ςυνικωσ αναφζρεται τόςο ςτον αρχικό ςχεδιαςμό, τί κζλουμε να 

υπολογίςουμε με το πείραμα, όςο και ςτο ςχεδιαςμό τθσ πειραματικισ διαδικαςίασ, πϊσ κα 

το υπολογίςουμε. Στθν παρουςία εργαςία ο όροσ χρθςιμοποιείται με τθν ςτενι ζννοια του 

αρχικοφ ςχεδιαςμοφ, δθλαδι τι κζλουμε να υπολογίςουμε με το πείραμα. 

Σε ζνα βζλτιςτα ςχεδιαςμζνο πείραμα κζλουμε, λοιπόν, να αποφφγουμε τον περιττό κόρυβο 

που ζχουν οι «κρίςιμεσ» μετριςεισ μασ από τισ «περιττζσ» μετριςεισ που μπορεί να υπάρχουν 

ςε ζνα μθ-βζλτιςτα ςχεδιαςμζνο πείραμα.  

Βάςει τθσ υπόκεςθσ για τθ ςυνάρτθςθ μζςου κορφβου είναι φανερό ότι όςο λιγότερουσ 

αναλφτεσ περιλαμβάνει το πείραμα τόςο λιγότερο κόρυβο υποβάκρου κα ζχουμε. Γι’ αυτό το 

λόγο, ο βζλτιςτοσ κόρυβοσ δεν ταυτίηεται με τον ελάχιςτο, διότι τότε το βζλτιςτο πείραμα κα 

προζκυπτε ωσ θ τετριμμζνθ λφςθ του να μθν γίνει το πείραμα, αφοφ τότε δεν κα υπάρχει και 

κόρυβοσ. 

                                                      
17

 Ππωσ του παρακζτει ο Vignali ςτο «Multiplexed particle-based flow cytometric assays» (Review) 
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Το πϊσ ορίηεται ο βζλτιςτοσ κόρυβοσ εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τουσ ςτόχουσ του 

πειράματοσ. Γενικά, βζλτιςτοσ κόρυβοσ είναι ο ελάχιςτοσ δυνατόσ κόρυβοσ δεδομζνθσ τθσ 

πλιρουσ επίτευξθσ των ςτόχων του πειράματοσ. Αν, για παράδειγμα, ςτόχοσ είναι θ μζτρθςθ Ν 

αρικμοφ πρωτεϊνϊν, τότε ο ελάχιςτοσ δυνατόσ κόρυβοσ για ζνα πείραμα Ν αναλυτϊν είναι και 

ο βζλτιςτοσ. Οι ςτόχοι (ςυνκικεσ) του πειράματοσ με τθ ςειρά τουσ κακορίηονται, εν πολλοίσ, 

από τισ ανάγκεσ του μοντζλου ςτο οποίο εντάςςεται. 

Βάςει αυτϊν των παρατθριςεων προκφπτει ότι ο βζλτιςτοσ κόρυβοσ ταυτίηεται με το κόρυβο 

που παράγει ζνα βζλτιςτα ςχεδιαςμζνο πείραμα. Ζνα πείραμα, δθλαδι, που καλφπτει πλιρωσ 

και μόνο τισ ανάγκεσ του μοντζλου που κα το χρθςιμοποιιςει και δε δίνει καμία επιπλζον 

πλθροφορία, αφοφ επιπλζον πλθροφορία ςυνεπάγεται και επιπλζον κόρυβο για όλο το 

πείραμα. 

Θ παροφςα εργαςία, επειδι δεν εντάςςεται άμεςα ςε κάποιο βιολογικό μοντζλο δεν ζχει 

εξειδικευμζνουσ ςτόχουσ. Γι’ αυτό θ βελτιςτοποίθςθ γίνεται ςτθ βάςθ μιασ «ςυνολικά 

βζλτιςτθσ λφςθσ», που δεν υπάγεται δθλαδι ςε ςυγκεκριμζνουσ περιοριςμοφσ-ςυνκικεσ. Εν 

τοφτοισ, θ λογικι τθσ βελτιςτοποίθςθσ μπορεί εφκολα να τροποποιθκεί για να καλφψει όλο 

ςχεδόν το εφροσ των απαιτιςεων που κα μποροφςε κάποιοσ να ζχει από ζνα πείραμα. 

Το πρϊτο λοιπόν βιμα για να βροφμε ποιο πείραμα αντιςτοιχεί ςτο βζλτιςτο κόρυβο είναι να 

υπολογίςουμε τθ ςχζςθ κορφβου με τον αρικμό των αναλυτϊν, τθ ςυνάρτθςθ μζςου κορφβου 

όπωσ αυτι ορίςτθκε προθγουμζνωσ δθλαδι. Θ ςυνάρτθςθ αυτι κα προκφψει αν υπολογίςου-

με για όλα τα πικανά πλικθ αναλυτϊν τον ελάχιςτο κόρυβο. Το πρόβλθμα μασ, άρα, είναι να 

βροφμε από τθ ςυνολικι λίςτα των 80 διακζςιμων αναλυτϊν που ςυμμετείχαν ςτθ Δοκιμι 

Κορφβου Υποβάκρου, ποιοι είναι αυτοί οι αναλφτεσ που ςυνκζτουν το καλφτερο δυνατό 

πείραμα #n αναλυτϊν, όπου n=1,2,..80 το πλικοσ των αναλυτϊν και ο αρικμόσ-όνομα του 

κάκε πειράματοσ. 

Αλγόριθμοσ Βελτιςτοποίηςησ 

Ππωσ κάκε αλγόρικμοσ βελτιςτοποίθςθσ χρειάηεται μια ςυνάρτθςθ ςτόχο, τθν οποία κα 

προςπακεί να ελαχιςτοποιιςει ι μεγιςτοποιιςει, και κάποιουσ περιοριςμοφσ. Ζςτω, λοιπόν, 

ότι κζλουμε να βελτιςτοποιιςουμε το πείραμα #n. 

Μιασ και το πρόβλθμα είναι κατ’ ουςία πρόβλθμα επιλογισ, ειςάγουμε για τθ λφςθ του ζνα 

διάνυςμα επιλογισ x με 80 τιμζσ, όπου κάκε τιμι i αντιςτοιχεί ςε ζναν αναλφτθ από 1 ζωσ 80, 

για το οποίο ιςχφει xi=1, αν το αντίςωμα που αντιςτοιχεί ςτθν κζςθ i επιλεγεί για τον πείραμα 

#n και xi=0 αν δεν επιλζγει.  

Επειδι για τθν ανίχνευςθ κάκε αναλφτθ χρειάηονται δφο (2) αντιςϊματα, πρωτεφον και 

δευτερεφον, χρειάηονται κεωρθτικά και δφο (2) διανφςματα επιλογισ, όμωσ, επειδι δεν ζχει 
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νόθμα να χρθςιμοποιθκεί ζνα αντίςωμα χωρίσ το ςυμπλθρωματικό του, κακϊσ αυτό κα 

προςζκετε κεωρθτικά μόνο κόρυβο και όχι ςιμα, τα δφο (2) διανφςματα ταυτίηονται.  

Το διάνυςμα x αντιςτοιχεί απεικονίηει ποιεσ ςειρζσ (2ον αντίςωμα) και ςτιλεσ (1ον αντίςωμα) 

του πίνακα Noise Assay πρζπει να επιλεγοφν για το νζο πείραμα και οι οποίεσ κα ςυνκζτουν 

ζναν νζο μικρότερο πίνακα κορφβου. 

Επομζνωσ, θ ςυνάρτθςθ ςτόχοσ είναι να ελαχιςτοποιθκεί ο Μζςοσ Κόρυβοσ καινοφργιου 

πειράματοσ, δθλαδι ο νζοσ πίνακασ που κα προκφψει από τα τελικϊσ επιλεγμζνουσ αναλφτεσ 

(και άρα ςετ αντιςωμάτων) να ζχει το μικρότερο δυνατό άκροιςμα ςτοιχείων18.  Δθλαδι αν Ci,j 

ςυμβολίηει το ςτοιχείο τθσ i ςειράσ και j ςτιλθσ του πίνακασ Noise Assay θ ςυνάρτθςθ ςτόχοσ 

που πρζπει να ελαχιςτοποιθκεί είναι θ:  

 

∑∑        

  

   

  

   

 

Και ο περιοριςμόσ που πρζπει να ικανοποιεί είναι ο ςυνολικόσ αρικμόσ των επιλεγμζνων ςετ 

να είναι ίςο με τον αρικμό του πειράματοσ n ςτο οποίο αντιςτοιχεί. Δθλαδι: 

  

∑    

  

   

 

Θ ςυνάρτθςθ ςτόχοσ με τον περιοριςμό τθσ μποροφν να επιλυκοφν μζςω τθσ πλατφόρμασ 

GAMS χρθςιμοποιϊντασ τον επιλυτι BARON ωσ πρόβλθμα μεικτϊν ακεραίων διονυμικά 

περιοριςμζνο (MIQCP – Mixed Integer Quadratic Constrained Problem).  

Ραρόλα αυτά, θ επίλυςθ του ςυγκεκριμζνου προβλιματοσ μπορεί να γίνει υπολογιςτικά πολφ 

απαιτθτικι, όταν οι πικανοί ςυνδυαςμοί αντιςωμάτων αυξθκοφν. Ο αρικμόσ ςυνδυαςμϊν 

προκφπτει από τθ γνωςτι ςχζςθ (  
 
) και γίνεται μζγιςτοσ για το πείραμα #40, όμωσ ςτθν 

πράξθ οι μζγιςτοι χρόνοι υπολογιςμοφ εμφανίςτθκαν για τα πειράματα #11 ζωσ #35 λόγω των 

ιδιομορφιϊν του πίνακα19. 

 

                                                      
18

 για κάκε (ξεχωριςτό) πρόβλθμα βελτιςτοποίθςθσ #n ο παρονομαςτισ είναι ςτακερόσ (=n) επομζνωσ αρκεί να 
ελαχιςτοποιθκεί μόνο το άκροιςμα του αρικμθτι  
19

 Αν ςκεφτοφμε το πρόβλθμα ςαν πρόβλθμα πίςω διαγραφισ (κάκε φορά αφαιρείται ο χείριςτοσ αναλφτθσ) τότε 
όςο πιο ομοιόμορφοσ είναι ο πίνακασ που αντιμετωπίηουμε τόςο δυςκολότερα μποροφμε να τον εντοπίςουμε. 
Επομζνωσ ςε αυτό το διάςτθμα οι πικανοί χείριςτοι αναλφτεσ ιταν εν πολισ ίδιοι οπότε ο αλγόρικμοσ ζπρεπε να 
κάνει πολλζσ δοκιμζσ για να τουσ εντοπίςει. 
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Εικόνα 20: γραφικι αναπαράςταςθ αλγορίκμου 

Γραμμικοποίηςη 

Για να επιταχυνκεί θ διαδικαςία αποφαςίςτθκε να γραμμικοποιθκεί το πρόβλθμα, ϊςτε να 

μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν πιο γριγοροι επιλυτζσ. Θ γραμμικοποίθςθ γίνεται προ-

υπολογίηοντασ το γινόμενο xi∙xj.  

Το πρόβλθμα κα γινόταν γραμμικό αν μποροφςαμε να χρθςιμοποιιςουμε, αντί για τον 

γινόμενο xi∙xj, ζνα πίνακα xi,j ο οποίοσ να ταυτιηόταν με το εξωτερικό γινόμενο του διανφςματοσ 

x με τον ανάςτροφο του, ζτςι ϊςτε κάκε ςτοιχείο του αρχικοφ πίνακα να ςυμμετζχει ςτον 

καινοφργιο αν και μόνο αν και θ ςειρά του και θ ςτιλθ του ζχουν επιλεγεί. Θ αλλαγι αυτι 

γίνεται με χριςθ κατάλλθλων περιοριςμϊν, ϊςτε ο πίνακασ να αποκτιςει τισ κατάλλθλεσ 

ιδιότθτεσ, δθλαδι για κάκε γραμμι που επιλζγεται, να επιλζγεται και θ αντίςτοιχθ ςτιλθ και θ 

κφρια διαγϊνιοσ να ζχει άκροιςμα ίςο με τον αρικμό του πειράματοσ #n.  

Οι περιοριςμοί που ικανοποιοφν αυτζσ τισ απαιτιςεισ είναι οι εξισ 

1. ∑        , το ίχνοσ τθσ διαγωνίου ιςοφται με τον αρικμό του πείραματοσ και ζτςι 

εξαςφαλίηεται ότι κα επιλεγεί ο ςωςτόσ αρικμόσ αναλυτϊν 

2. ∑             , το άκροιςμα των ςτοιχείων μιασ ςτιλθσ πρζπει να είναι ίςο με τον 

αρικμό των αναλυτϊν   αν θ ςειρά ζχει επιλεγεί, αλλιϊσ πρζπει να είναι μθδζν. Ζτςι 

εξαςφαλίηεται ότι κάκε μικροςφαιρίδιο που επιλζγεται, επιλζγεται για όλουσ τουσ 

ςυνδυαςμοφσ του πειράματοσ 
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3. ∑             , ομοίωσ για κάκε δευτερεφον αντίςωμα. 

Τελική Μορφή 

Πποτε το πρόβλθμα μπορεί να γραφεί ςτθ γραμμικι του μορφι: 

Να υπολογιςτεί πίνακασ x τζτοιοσ ϊςτε να ελαχιςτοποιεί τθ ςυνάρτθςθ: 

∑ ∑         

    

   

    

   

 

Υπόψθ των περιοριςμϊν: 

∑      

 

 

∑           
 

 

∑           
 

 

τθν οποία και επιλφουμε ωσ πρόβλθμα μικτϊν ακεραίων (Mixed Integer Problem-MIP) πάλι 

μζςω τθσ πλατφόρμασ GAMS χρθςιμοποιϊντασ τον επιλυτι CPLEX. Θ διαγϊνιοσ του πίνακα xi,j 

ιςοφται με το διάνυςμα xi τθσ αρχικισ μορφισ. 

ΒΕΛΣΙ΢ΣΗ ΢ΤΓΚΕΝΣΡΨ΢Η 

Σε αντίκεςθ με τον ςχεδιαςμό του πειράματοσ, ςτον υπολογιςμό τθσ βζλτιςτθσ ςυγκζντρωςθσ 

αντιςωμάτων ανίχνευςθσ μπορεί να γίνει χριςθ μιασ ςυνάρτθςθσ κακαροφ κζρδουσ. Αυτι τθ 

δυνατότθτα υπάρχει επειδι οι πίνακεσ βακμονόμθςθσ, που χρθςιμοποιοφνται ςτον 

υπολογιςμό, εκτόσ από τον κόρυβο περιζχουν και μετριςεισ πραγματικοφ ςιματοσ.  

Και ςε αυτι τθν περίπτωςθ, βζβαια, δεν μποροφμε να μιλιςουμε για «αντικειμενικά» κριτιρια 

κακϊσ οι ανάγκεσ του πειράματοσ πάντα πρζπει να λαμβάνονται υπόψθ, όμωσ οι επιλογζσ 

είναι πολφ λιγότερεσ και ςαφϊσ κακοριςμζνεσ ςε ςχζςθ με το ςχεδιαςμό του πειράματοσ ο 

οποίοσ εξαρτάται κυρίωσ από τισ ανάγκεσ τθσ μοντελοποίθςθσ και όχι τθσ μζτρθςθσ. Θ επιλογι 

μιασ «ςυνάρτθςθσ κζρδουσ» πρζπει να ζχει ςτόχο να περιορίςει τα πικανά ςφάλματα μιασ 

μζτρθςθσ και όχι απλά να ελαχιςτοποιιςει το κόρυβο ι να μεγιςτοποιιςει το ςιμα. Για 

παράδειγμα, θ μεγιςτοποίθςθ τθσ διαφοράσ ςιματοσ-κορφβου δεν εξαςφαλίηει ότι κατά τθν 

μζτρθςθ κα αποφφγουμε να κεωριςουμε κάποιο κόρυβο ςαν υπαρκτό ςιμα, και αυτό διότι 

επιτρζπει ςτον κόρυβο να πάρει αρκετά μεγάλεσ τιμζσ, αν θ διαφορά μζνει μεγάλθ.  
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Στο δικό μασ μοντζλο, θ βζλτιςτθ ςυγκζντρωςθ υπολογίηεται με βάςθ τον λόγο Σιματοσ προσ 

Κόρυβο (SNR- Signal to Noise Ratio). Θ μεγιςτοποίθςθ του λόγου αυτοφ εξαςφαλίηει ότι το 

ςιμα κα είναι πάντα πολλαπλάςια μεγαλφτερο του κορφβου. Εναλλακτικά κα μποροφςαμε να 

χρθςιμοποιιςουμε ζνα πιο ςφνκετο κριτιριο το οποίο να εξαςφαλίηει πάντα πολφ μικρζσ τιμζσ 

του κορφβου, όπωσ για παράδειγμα τθ μεγιςτοποίθςθ του λόγου ι τθσ διαφοράσ, αλλά με τθν 

επιπλζον ςυνκικθ ότι ο κόρυβοσ πρζπει να είναι κάτω από μια τιμι. Ο λόγοσ που δεν 

επιλζγεται ζνα ςφνκετο κριτιριο είναι ότι κάτι τζτοιο κα οδθγοφςε και ςε μικρότερα ςιματα 

και άρα μικρότερθ ευαιςκθςίασ ςτισ διαφοροποιιςεισ τθσ ςυγκζντρωςθσ. Ράντωσ, πολλά 

βιολογικά μοντζλα βαςίηονται ςε Boolean λογικι, ςτθν οποία δε χρειάηεται θ μζτρθςθ να 

διαχωρίηει ανάμεςα ςτισ διάφορεσ ςυγκεντρϊςεισ, απλά να απαντά ςτο ερϊτθμα αν υπάρχει ι 

όχι ο ςυγκεκριμζνοσ αναλφτθσ ςτο δείγμα.  

Θ διαδικαςία επιλογισ τθσ βζλτιςτθσ ςυγκζντρωςθσ είναι θ εξισ: 

1. Διαιροφμε κάκε ςτιλθ του πίνακα βακμονόμθςθσ με τθ ςτιλθ κορφβου (μθδενικι 

ςυγκζντρωςθ αντιγόνου) και ζτςι προκφπτει ο πίνακασ των SNR. 

2. Για κάκε ςειρά του πίνακα SNR, υπολογίηουμε τον μζςο όρο. Ζτςι προκφπτει το μζςο 

SNR για κάκε ςυγκζντρωςθ δευτερεφοντοσ αντιςϊματοσ. 

3. Τζλοσ επιλζγουμε τθ ςυγκζντρωςθ (ςειρά) που δίνει τον μεγαλφτερο μζςο όρο 

προςζχοντασ, όμωσ, αυτόσ να μθν οφείλεται ςε εμφανϊσ λάκοσ μετριςεισ 

Θ λογικι τθσ βελτιςτοποίθςθσ είναι ότι, εφόςον ςτθν πραγματικι μζτρθςθ δε κα είναι γνωςτι 

εκ των προτζρων θ ςυγκζντρωςθ του αντιγόνου, ςτο δείγμα επιλζγεται θ ςυγκζντρωςθ 

αντιςϊματοσ που δίνει για όλεσ τισ πικανζσ ςυγκεντρϊςεισ τον καλφτερο μζςο όρο. Και εδϊ κα 

είναι δυνατι θ χριςθ πιο ςφνκετων κριτθρίων, για παράδειγμα περιοριςμοφσ ςτο ελάχιςτο 

SNR ι επιλογι με βάςθ κάποια εκ των προτζρων εκτίμθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ, όμωσ και πάλι 

κρίκθκε ότι θ αποτελεςματικότθτα αυτϊν των κριτθρίων δε δικαιολογεί τθ «κυςία» ςε 

απλότθτα που απαιτοφν από το μοντζλο.  
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Εικόνα 21: γραφικι αναπαράςταςθ αλγορίκμου 
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ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ – ΜΕΣΑ-ΑΝΑΛΤ΢Η 

ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ ΠΕΙΡΑΜΑΣΨΝ 

Θ βάςθ του αλγορίκμου είναι τα δφο (2) πειράματα που περιγράφθκαν, θ Δοκιμι Κορφβου και 

θ Δοκιμι Διαςταυροφμενων Αντιδράςεων. Τα δφο (2) αυτά πειράματα ςχεδιάςτθκαν για να 

μετριςουν κάποια ιδθ κορφβου, ςε ζνα κανονικό πείραμα όμωσ τα διάφορα ιδθ κορφβου 

ςυνδυάηονται με άγνωςτο τρόπο, ϊςτε να δϊςουν τον τελικό κόρυβο ενόσ πειράματοσ. 

Κρίςιμο, επομζνωσ, ςθμείο τθσ μοντελοποίθςθσ μασ είναι να δοφμε πϊσ ςυνδζονται αυτά τα 

πειράματα και πϊσ, τελικά, από αυτά μποροφμε να προβλζψουμε και, εν τζλει, να 

βελτιςτοποιιςουμε τον ςυνολικό κόρυβο ενόσ πειράματοσ 

 

Εικόνα 22: Πειράματα 

Παρατηρήςεισ για τα 2 Πειράματα Θορύβου 

Επειδι το τελικό πείραμα κα πραγματοποιθκεί ςτισ βζλτιςτεσ ςυγκεντρϊςεισ αντιςωμάτων 

πρζπει και τα αντίςτοιχα πειράματα κορφβου που το ερμθνεφουν να είναι ςτισ βζλτιςτεσ 

ςυγκεντρϊςεισ. Ζτςι, οι ςυγκεντρϊςεισ των αντιςωμάτων για τα δφο (2) πειράματα κορφβου 

είναι οι βζλτιςτεσ, βάςει τθσ ανάλυςθσ που προθγικθκε (κριτιριο SNR). Θ λίςτα με τισ 

βζλτιςτεσ ςυγκεντρϊςεισ αντιςωμάτων για κάκε αναλφτθ παρατίκεται ςτο παράρτθμα. 

Πίνακασ Noise Assay 

Θ Δοκιμι Υποβάκρου επιςτρζφει, τελικά, ωσ αποτζλεςμα ζνα πίνακα 80x80, τον «Noise 

Assay». Κάκε ςτιλθ του Noise Assay αντιςτοιχεί ςε ζνα μικροςφαιρίδιο και κάκε ςειρά του ςε 

ζνα αντίςωμα ανίχνευςθσ. Επομζνωσ, κάκε ςτοιχείο του Noise Assay Ci,j απεικονίηει τθν ζνταςθ 

κορφβου που δίνει ο ςυνδυαςμόσ του i αντιςϊματοσ με το j μικροςφαιρίδιο.  

Για να είναι πιο άμεςα προςβάςιμθ θ πλθροφορία που εμπεριζχεται ςτον πίνακα και επειδι 

ςτόχοσ είναι να γίνει μια ςυγκριτικι μελζτθ των αντιςωμάτων, ο Noise Assay χρωματίηεται. Ο 

χρωματιςμόσ γίνεται ςτθ βάςθ μιασ τρι-χρωματικισ κλίμακασ κατά τθν οποία θ διάμεςοσ τιμι 

του πίνακα χρωματίηεται «κίτρινθ», ενϊ οι 640 μεγαλφτερεσ τιμζσ (10% του ςυνόλου) 
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χρωματίηονται «κόκκινεσ» και οι 640 μικρότερεσ χρωματίηονται «πράςινεσ». Κάκε τιμι μεταξφ 

τθσ διάμεςθ τιμισ και του 90ου εκατοςτθμορίου χρωματίηεται με ζνα ςυνδυαςμό κίτρινου και 

κόκκινου. Θ αναλογία των δφο (2) χρωμάτων κακορίηεται από το λόγο των αποςτάςεων των 2 

ακραίων περιπτϊςεων (μζςθ και και 90θ τιμι) από τθν ςυγκεκριμζνθ τιμι . Για παράδειγμα, το 

θμιάκροιςμα τθσ διαμζςου τιμισ και του 90ου εκατοςτθμορίου κα χρωματιςτεί κακαρά 

πορτοκαλί, διότι κα πρζπει να περιζχει ίςθ ποςότθτα κόκκινου και κίτρινου χρϊματοσ. 

Αντίςτοιχα χρωματίηονται και οι τιμζσ που βρίςκονται μεταξφ του 10ου εκατοςτθμορίου και τθσ 

διάμεςου τιμισ (50ου εκατοςτθμορίου). Το αποτζλεςμα φαίνεται παρακάτω: 

 

Εικόνα 23: Πίνακασ Noise Assay 
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Ππωσ αναφζρκθκε, κάκε ςτιλθ του πίνακα αντιςτοιχεί ςε ζνα αντίςωμα παγίδευςθσ και κάκε 

ςειρά ςε ζνα αντίςωμα ανίχνευςθσ τα οποία αντιςτοιχοφν ςε κάποιο αναλφτθ. Οι αναλφτεσ 

που παρατίκενται με τθν αντίςτοιχθ ςειρά παράκεςθσ και τουσ αρικμοφσ μικροςφαιριδίων 

που τουσ χαρακτθρίηουν είναι οι εξισ: 

Πίνακασ 2: Αναλφτεσ 

1 #7 IL2 21 #35 IFNG 41 #58 ICAM1 61 #80 IL31 

2 #8 CCL20 22 #36 LYAM1 42 #59 IL22 62 #81 NRG1 

3 #9 PDGFB 23 #37 CXL16 43 #61 TNF10 63 #82 FGF2 

4 #12 CXCL7 24 #38 CSF3 44 #62 IL10 64 #83 TNF12 

5 #13 PLGF 25 #39 SCF 45 #63 FST 65 #84 BD3 

6 #14 CSF2 26 #42 BMP2 46 #64 NGF 66 #85 IL1RA 

7 #15 CRP 27 #43 MIA2 47 #65 IL21 67 #86 CXCL2 

8 #18 CXL11 28 #44 IL8 48 #66 CCL3 68 #87 LEP 

9 #19 IL13 29 #45 NGAL 49 #67 IL17 69 #88 IL7 

10 #20 BTC 30 #46 IL17F 50 #68 TIMP1 70 #89 CXL9 

11 #21 HAVR1 31 #47 IL12A 51 #69 CXL10 71 #90 CCL2 

12 #22 PERT 32 #48 IL3 52 #70 PROK1 72 #91 NEUS 

13 #25 CTGF 33 #49 RAGE 53 #72 CCL5 73 #93 IL33 

14 #26 IL4 34 #51 TNFA 54 #73 IL9 74 #94 NOV 

15 #27 MK 35 #52 TNR11 55 #74 IL5 75 #95 IL25 

16 #28 IL1B 36 #53 IL1A 56 #75 D104A 76 #96 CCL11 

17 #29 GROA 37 #54 X3CL1 57 #76 DEFB1 77 #97 DFB4A 

18 #30 EGF 38 #55 TNF15 58 #77 RETN 78 #98 PAI1 

19 #33 CCL26 39 #56 TNR9 59 #78 IL20 79 #99 VEGFB 

20 #34 TSLP 40 #57 IL6 60 #79 CNTF 80 #100 CD40L 

 

Επομζνωσ θ 1θ ςτιλθ και θ 1θ ςειρά του πίνακα αντιςτοιχοφν ςτα αντιςϊματα παγίδευςθσ και 

ανίχνευςθσ του αναλφτθ IL2 τον οποίο αναγνωρίηει το μικροςφαιρίδιο #7, ενϊ για παράδειγμα 

το ςτοιχείο τθσ 2θσ ςτιλθσ και 15θσ ςειράσ αντιςτοιχεί ςτο ςυνδυαςμό του αντιςϊματοσ 

παγίδευςθσ του CCL20 (#8) και του αντιςϊματοσ ανίχνευςθσ του MK (που κανονικά 

αναγνωρίηεται από το μικροςφαιρίδιο #27). 

 

Πίνακασ CrossReactivity 

Θ δοκιμι Διαςταυροφμενων Αντιδράςεων επιςτρζφει και αυτι ζναν πίνακα 80x80 τον 

«CrossReactivity». Ππωσ και ςτον Noise Assay, κάκε ςτιλθ του CrossReactivity αντιςτοιχεί ςε 

ζνα μικροςφαιρίδιο, όμωσ κάκε ςειρά δεν αντιςτοιχεί ζνα αντίςωμα ανίχνευςθσ (ςε κάκε 

βοκρίο υπάρχουν όλα τα αντιςϊματα ανίχνευςθσ), αλλά ζνασ αναλφτθσ.  
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Θ αναμενόμενθ μορφι του πίνακα, ςε ιδανικζσ ςυνκικεσ, είναι διαγϊνια (μεγάλεσ τιμζσ ςτθν 

διαγϊνιο και ςχεδόν μθδενικζσ τιμζσ ςτα μθ-διαγϊνια ςτοιχεία), διότι μόνο τα ςθμεία τθσ 

διαγωνίου αντιςτοιχοφν ςε υπαρκτό ςιμα, αφοφ βάςει τθσ δομισ του πίνακα ςε αυτά 

αναμζνεται να ςχθματιςτεί το sandwich ELISA20.  

Θ τελικι μορφι του πίνακα CrossReactivity φαίνεται παρακάτω χρωματιςμζνθ με βάςθ τθν 

ίδια τρι-χρωματικισ κλίμακασ που χρθςιμοποιικθκε για τον Noise Assay. 

 

 

Εικόνα 24: Πίνακασ CrossReactivity 

Σχολιαςμόσ-Σύγκριςη Πινάκων 

Ο Noise Assay δεν παρουςιάηει ενιαία (ομοιόμορφθ) ςυμπεριφορά, όπωσ κα όφειλε αν ιταν 

αποτζλεςμα τυχαίων αντιδράςεων, οφτε κάποια ευδιάκριτθ «χρωματικι πατζντα», ςε 

αντίκεςθ με τον CrossReactiviy για τον οποίο εφκολα γίνεται αντιλθπτό ότι ο κόρυβοσ 

διαφοροποιείται κυρίωσ κατά ςτιλεσ.  

Οι μζςεσ τιμζσ κάκε ςτιλθσ και ςειράσ του Noise Assay φαίνονται ςτο παρακάτω διάγραμμα με 

μπλε και κόκκινο χρϊμα αντίςτοιχα.  

                                                      
20

 ο κάκε αναλφτθσ, που αντιςτοιχεί ςε μια ςειρά Ri, ανιχνεφεται από το πρωτεφον αντίςωμα, τθσ ςτιλθσ Ci, και το 
αντίςτοιχο δευτερεφον, το οποίο είναι παρόν ςε όλα τα κελιά. Επομζνωσ, κάκε ςτοιχείο που ανικει ταυτόχρονα 
ςε μια ςειράσ Ri και τθν αντίςτοιχθ ςτιλθ Ci (ανικει δθλαδι ςτθ διαγϊνιο) αντιςτοιχεί ςε υπαρκτό ςιμα, ενϊ τα 
υπόλοιπα ςτοιχεία αντιςτοιχοφν ςε κόρυβο 
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Εικόνα 25: Διάγραμμα μζςων τιμϊν Noise Assay 

Θ δοκιμι Κορφβου Υποβάκρου δείχνει ότι τα αντιςϊματα (πρωτεφοντα ι δευτερεφοντα) δεν 

ζχουν όλα κοινι ςυμπεριφορά. Για παράδειγμα, από τον πίνακα και το διάγραμμα γίνεται 

αντιλθπτό ότι μερικζσ γραμμζσ και ςτιλεσ ζχουν ςαφϊσ ανεβαςμζνεσ τιμζσ ςε ςχζςθ με τισ 

υπόλοιπεσ πράγμα που δθλϊνει γενικϊσ κορυβϊδθ ςυμπεριφορά ενόσ αντιςϊματοσ. 

Επιπλζον, φαίνεται ότι οριςμζνα κελιά ξεχωρίηουν από ςτθ ςτιλθ ι τθ γραμμι τουσ, γεγονόσ 

που μπορεί να υποδεικνφει κάποια ιδιαίτερθ αλλθλεπίδραςθ. Οι ςυμπεριφορζσ αυτζσ μπορεί 

να οφείλονται, βάςει των όςων ζχουμε αναφζρει, ςτο ότι τα ςυγκεκριμζνα αντιςϊματα ζχουν 

επιτόπουσ οι οποίοι είναι γενικά ι ειδικά εφκολα αναγνωρίςιμοι από άλλα αντιςϊματα. Πλα 

αυτά οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα ότι ο κόρυβοσ δεν οφείλεται ςε τυχαία γεγονότα, αλλά ότι 

υπάρχουν λόγοι πίςω από αυτι τθν ανιςοτροπία του πίνακα (θ οποία με τθ ςειρά τθσ αποτελεί 

τθ βάςθ του μοντζλου βελτιςτοποίθςθσ) . 

Αντίςτοιχα με το διάγραμμα μζςων τιμϊν του Noise Assay, οι μζςεσ τιμζσ των μθ-διαγϊνιων 

ςτοιχείων του CrossReactiviy, διατεταγμζνεσ από τθν ςτιλθ με τθν μικρότερθ μζςθ τιμι ςτθ 

ςτιλθ με τθν μεγαλφτερθ, φαίνονται ςτο παρακάτω διάγραμμα: 



 56 

 

Εικόνα 26: Διάγραμμα μζςων τιμϊν μθ-διαγϊνιων ςτοιχείων CrossReactivity 

Από το διάγραμμα προκφπτει ότι ο κόρυβοσ κάκε ςειράσ είναι εν πολλοίσ ςτακερόσ και ζτςι οι 

όποιεσ διαφοροποιιςεισ υπάρχουν είναι κατά ςτιλθ. Θ ςυμπεριφορά αυτι του CrossReactiviy 

είναι αναμενόμενθ, από μιαν άποψθ, κακϊσ όλα τα κελιά μιασ ςτιλθσ ζχουν ενιαία ςφςταςθ 

και το μόνο που διαφοροποιείται από γραμμι ςε γραμμι είναι το αντιγόνο. Εναλλακτικά 

μποροφμε να ποφμε ότι κάκε βοκρίο ζχει κατά βάςθ ίδια ςφςταςθ με τα υπόλοιπα και γι’ αυτό 

δεν περιμζνουμε να υπάρχει ςθμαντικι διαφοροποίθςθ του κορφβου από βοκρίο ςε βοκρίο.  

Θ παρατιρθςθ αυτι δε δείχνει αναγκαςτικά ότι το αντιγόνο (αναλφτθσ) δεν ζχει τθ δυναμικι 

να διαφοροποιιςει το κόρυβο μιασ μζτρθςθσ, αλλά ότι το αντιγόνο ςτη ςυγκεκριμζνη 

αναλογία (χονδρικά θ ςυγκζντρωςθ του είναι 1/80 ςε ςχζςθ με όλα τα δευτερεφοντα 

αντιςϊματα) δεν ζχει τθ δυνατότθτα να διαφοροποιιςει ςθμαντικά το κόρυβο μιασ 

μζτρθςθσ21. Σε αντίκεςθ με τθν αντίδραςθ ςτόχο, όπου το αντιγόνο αντιδρά ειδικά με το 

αντίςωμα, οι αντιδράςεισ κορφβου είναι μθ-ειδικζσ αντιδράςεισ, επομζνωσ, δεν υπάρχει 

κάποιοσ λόγοσ διαφοροποίθςθσ των αντιγόνων από τα αντιςϊματα. Αυτι θ παρατιρθςθ 

οδιγθςε και ςτο ςχθματιςμό τθσ αρχικισ υπόκεςθσ ότι ο κόρυβοσ προζρχεται κυρίωσ από τισ 

αλλθλεπιδράςεισ των αντιςωμάτων. 

                                                      
21

 Γενικά, θ ςυγκζντρωςθ ενόσ αναλφτθ δεν είναι εκ των προτζρων γνωςτι, όμωσ, όπωσ είδαμε και ςτα πειράματα 
βακμονόμθςθσ, οι μετροφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ αναλυτϊν είναι τθσ τάξθσ των ng/ml ενϊ των αντιςωμάτων 
ανίχνευςθσ είναι τθσ τάξθσ των μg/ml 
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Σύνδεςη Πειραμάτων 

Σε κάκε κελί του CrossReactivity ςυνυπάρχουν όλοι οι πικανοί ςυνδυαςμοί αντιςωμάτων με το 

μικροςφαιρίδιο ςτο οποίο αντιςτοιχεί, είναι επί τθσ ουςίασ μια ςυμπφκνωςθ τθσ αντίςτοιχθσ 

ςτιλθσ του Noise Assay. Αυτόσ είναι και ο λόγοσ που οι τιμζσ του CrossReactiviy είναι τόςο 

μεγαλφτερεσ από τισ τιμζσ του Noise Assay, αφοφ ο τελευταίοσ αποτελεί ςτθν ουςία 

«απλοποίθςθ» του πρϊτου. Στόχοσ, επομζνωσ, είναι να βρεκεί ζνασ τρόποσ ϊςτε από τισ τιμζσ 

μιασ ςτιλθσ του Noise Assay να μπορεί να προβλεφκεί θ μζςθ τιμι των μθ-διαγϊνιων 

ςτοιχείων τθσ ςτιλθσ του πίνακα CrossReactivity.  

Λόγω του ότι θ ο CrossReactivity εμφανίηει ςτακερι ςυμπεριφορά ανά ςτιλθ, θ μζςθ τιμι των 

μθ-διαγϊνιων ςτοιχείων είναι μια καλι αντιπροςωπευτικι τιμι για τθ ςτιλθ. 

Αυτό φαίνεται ενδεικτικά και από το παρακάτω διάγραμμα το οποίο απεικονίηει τθν 

διακφμανςθ των τιμϊν μιασ ςτιλθσ του CrossReactivity ςαν ποςοςτό τθσ μζςθσ τιμισ τθσ. 

Επειδι ηθτοφμενο ςε αυτι τθ φάςθ είναι να εντοπιςτοφν «γενικζσ» ςυμπεριφορζσ, ςτον 

υπολογιςμό των μζςων τιμϊν και των τυπικϊν αποκλίςεων που χρειάηονται για το παρακάτω 

διάγραμμα οι 4 πιο απομακρυςμζνεσ τιμζσ μιασ ςτιλθσ δε λιφκθκαν υπόψθ22. Με αυτι τθν 

«ομαλοποίθςθ» εξαλείφκθκαν μερικζσ ακραίεσ εκτιμιςεισ που οφείλονται ςτα ακρότατα μιασ 

ςτιλθσ χωρίσ να επθρεαςτεί ςθμαντικά θ ςυνολικι ςυμπεριφορά τθσ ςτιλθσ, αφοφ από κάκε 

ςτιλθ αφαιρζκθκε μόνο το 5% των τιμϊν τθσ.  

 

Εικόνα 27: διακφμανςθ ςτθλϊν CrossReactivity 

Από το διάγραμμα γίνεται εμφανζσ ότι ςτθν πλειονότθτα τουσ οι τιμζσ μιασ ςτιλθσ 

αντιπροςωπεφονται πολφ καλά από τθ μζςθ τιμι τθσ ςτιλθσ, κακϊσ παρουςιάηουν 
                                                      
22
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ποςοςτιαία απόκλιςθ από αυτι μικρότερθ ι ίςθ με 10% (μζςοσ όροσ είναι 9%), τιμι που για 

βιολογικζσ μετριςεισ δε κεωρείται ςθμαντικι. Το ίδιο ιςχφει και για τισ ςειρζσ του 

CrossReactivity, δθλαδι για τον μζςο κόρυβο του κάκε βοκρίου τθσ δοκιμισ (βλζπε επόμενο 

διάγραμμα – τυπικι απόκλιςθ =10% τθσ μζςθσ τιμισ). 

Για τθ ςφνδεςθ των δφο (2) πειραμάτων, θ πιο απλι υπόκεςθ που μπορεί να γίνει είναι αυτι 

τθσ «ςειριακισ άκροιςθσ». Δθλαδι θ μζςθ τιμι μιασ ςτιλθσ του CrossReactivity προκφπτει ωσ 

άκροιςμα των τιμϊν τθσ αντίςτοιχθσ ςτιλθσ του Noise Assay23. Θ «ςειριακι άκροιςθ» των 

τιμϊν του κορφβου βαςίηεται ςτισ παραδοχζσ ότι οι διάφορεσ αντιδράςεισ κορφβου είναι 

ανεξάρτθτεσ μεταξφ τουσ (δεν ανταγωνίηονται για κοινζσ κζςεισ) και ότι για μικρζσ τιμζσ 

κορφβου δεν υπάρχουν προβλιματα χωρικοφ κορεςμοφ (ςτερικά φαινόμενα). Το μοντζλο 

αυτό αν και απλοϊκό δίνει ικανοποιθτικά αποτελζςματα, κυρίωσ ωσ προσ τθν πρόβλεψθ του 

μζςου κορφβου ενόσ πειράματοσ (ςειράσ). Τζλοσ, πρζπει να ζχουμε υπόψθ ότι το επίπεδο 

κορφβου του CrossReactivity είναι προςαυξθμζνο ςε ςχζςθ με αυτό του Noise Assay με τον 

κόρυβο που προκαλοφν οι διαςταυροφμενεσ αντιδράςεισ. Ωσ εκ τοφτου, κανζνα μοντζλο που 

βαςίηεται αποκλειςτικά ςτθν πλθροφορία που παρζχει ο Noise Assay δεν μπορεί να προβλζψει 

επακριβϊσ το επίπεδο κορφβου ενόσ πειράματοσ, αλλά μπορεί να αποτελζςει μια οριακι 

εκτίμθςθ, κάτω από τθν οποία δεν κα ιταν λογικό να πζςει ο πραγματικόσ κόρυβοσ. 

 

Εικόνα 28: Μζςοσ κόρυβοσ βοκρίου 

                                                      
23

 Σαν να είναι αντιςτάςεισ εν ςειρά 
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Το επίπεδο του μζςου κορφβου είναι μια πολφ ςθμαντικι πλθροφορία, κακϊσ μζςω αυτοφ 

μπορεί να προςδιοριςτεί θ ευαιςκθςία του πειράματοσ. Ευαιςκθςία ενόσ πειράματοσ είναι θ 

δυνατότθτα του να αναγνωρίηει τουσ αναλφτεσ. Ππωσ φαίνεται από τον πίνακα 

CrossReactivity, ζνασ αναλφτθσ αναγνωρίηεται μζςω τθσ ςφγκριςθσ του με το μζςο κόρυβο τθσ 

μζτρθςθσ. Πςο χαμθλότεροσ είναι ο μζςοσ κόρυβοσ μιασ μζτρθςθσ τόςο περιςςότερεσ 

ςυγκεντρϊςεισ δφνανται να αναγνωριςκοφν. Ρεριςςότερα για τθ ςχζςθ ςιματοσ κορφβου 

αναφζρονται ςτθν ενότθτα «Επικφρωςθ». 

Βάςει αυτϊν των παρατθριςεων μποροφν να ςυνδεκοφν τα διάφορα πειράματα και ζτςι με 

κατάλλθλθ επεξεργαςία των δεδομζνων του πειράματοσ Κορφβου Υποβάκρου να ελεγχκεί το 

επίπεδο κορφβου του «κανονικοφ πειράματοσ». Να ςθμειωκεί ότι ςτθν παροφςα εργαςία το 

τελικό ςτάδιο ταυτίηεται με το πείραμα Διαςταυροφμενων Αντιδράςεων. Δεν υπάρχει, δθλαδι, 

κάποιο «κανονικό πείραμα» με περιςςότερουσ αναλφτεσ για να επιβεβαιϊςει το μοντζλο. 

 

ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ ΑΛΓΟΡΙΘΜΟΤ 

Άμεςο αποτζλεςμα του αλγορίκμου, αν τον τρζξουμε επαναλθπτικά για κάκε βζλτιςτο 

πείραμα #n, είναι ζνασ «χάρτθσ» που υποδεικνφει για κάκε πείραμα #n ποιοι αναλφτεσ δίνουν 

τον ελάχιςτο πίνακα κορφβου υποβάκρου. Ο χάρτθσ αυτόσ φαίνεται παρακάτω ςτθν 

ταξινομθμζνθ του μορφι, από τον αναλφτθ που ςυμμετζχει ςτα περιςςότερα πειράματα ζωσ 

αυτόν που ςυμμετζχει ςτα λιγότερα. Αυτό το κριτιριο ταξινόμθςθσ, δθλαδι ςε πόςα βζλτιςτα 

πειράματα ςυμμετζχει κάκε αναλφτθσ αποτελεί μζχρι ςτιγμισ και το καλφτερο μζτρο για τθν 

κατάταξθ των ςθμάτων ςε κακαρά και κορυβϊδθ. Ο χάρτθσ αυτόσ ζχει ςε κάκε ςειρά ζναν 

αναλφτθ (αρικμό μικροςφαιριδίου και όνομα) και ςε κάκε ςτιλθ το μζγεκοσ του πλζγματοσ 

(n). Για κάκε πείραμα που επιλζγεται ζνασ αναλφτθσ το αντίςτοιχο κελί παίρνει τθν 1 

(πράςινο), ενϊ όταν δεν επιλζγεται παίρνει τθν τιμι 0 (κόκκινο). Κάκε ςτιλθ, επομζνωσ, του 

χάρτθ αντιςτοιχεί ςτο διάνυςμα επιλογισ x που περιγράφθκε προθγουμζνωσ, αν οι τιμζσ του x 

ζχουν διαταχκεί με τον αντίςτοιχο τρόπο, ϊςτε θ πρϊτθ κζςθ να αντιςτοιχεί ςτον αναλφτθ που 

ςυμμετζχει ςτα περιςςότερα πειράματα και θ τελευταία ςε αυτόν με τα λιγότερα. 
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Εικόνα 29: Χάρτθσ Βζλτιςτων Πειραμάτων 

Για μερικζσ τιμζσ του n ο αλγόρικμοσ δεν τερμάτιςε ςτο χρονικό όριο που δόκθκε (4000s). 

Πμωσ επειδι: 

1. ο επιλυτισ CPLEX λειτουργεί με τζτοιο τρόπο, ϊςτε να πλθςιάηει ςταδιακά τθ βζλτιςτθ 

λφςθ (υπολογίηει μία λφςθ και μετά το μεγαλφτερο κομμάτι αφιερϊνεται ςτο να 

αποδείξει ότι αποτελεί ολικό ελάχιςτο τθσ ςυνάρτθςθσ), ακόμα και αν δεν τερματίςει θ 

λφςθ που επιςτρζφει είναι κοντά ςτθ βζλτιςτθ,  

2. επιπλζον το πιο ςθμαντικό κριτιριο για να παρακάμψουμε το πρόβλθμα τερματιςμοφ 

είναι ότι θ αδυναμία τερματιςμοφ εμφανίηεται ςε μια περιοχι των n (11-26) πολφ 

μακριά από τθν περιοχι ενδιαφζροντοσ, κακϊσ κανζνασ αναλυτισ δε κα αποδεχόταν 

ζνα πείραμα με μόνο 20 αναλφτεσ για τθν τάξθ κορφβου που μιλάμε (μζςοσ κόρυβοσ 

<20, πρακτικά μθδενικόσ για τισ ςυνικθσ τιμζσ ςιματοσ),  

και γι’ αυτό το λόγο κρίναμε ότι το υπολογιςτικό κόςτοσ υπολογιςμοφ μιασ ακριβισ λφςθσ δεν 

είναι αποδεκτό και αποδεχτικαμε τισ πικανά μθ-βζλτιςτεσ τιμζσ24. 

 

 

                                                      
24

 Αρκεί να ςκεφτεί κανείσ ότι το χρονικό όριο των 4000sec επιλζχκθκε αρχικά ωσ εξαιρετικά χαλαρό κακϊσ κα 
μποροφςε να οδθγιςει ςε διάρκεια τρεξίματοσ 3,7 θμερϊν! 
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Διάγραμμα Μέςου Θορύβου 

Χρθςιμοποιϊντασ αυτόν τον χάρτθ μποροφμε να υπολογίςουμε κεωρθτικά τον κόρυβο για 

όλα τα βζλτιςτα πειράματα. Υπολογίηοντασ το μζςο κόρυβο που παράγει κάκε πείραμα #n 

μποροφμε να ςχεδιάςουμε τθν καμπφλθ τθσ ςυνάρτθςθσ μζςου κορφβου ΜΚ(n) 

 

Εικόνα 30: Διάγραμμα Μζςου κορφβου πειραμάτων 

 

Ραρατθροφμε ότι θ μορφι τθσ καμπφλθσ επαλθκεφει τισ κεωρθτικζσ παρατθριςεισ που είχαν 

γίνει, ότι δθλαδι θ αφξθςθ των αναλυτϊν οδθγεί ςε μια αρχικά γραμμικι αφξθςθ του μζςου 

κορφβου, περίπτωςθ (μερικισ) ιςοτροπίασ, και από ζνα ςθμείο και μετά (μετά τουσ 60 

αναλφτεσ περίπου) θ κλίςθ τθσ καμπφλθσ μεγαλϊνει με αφξοντα ρυκμό, περίπτωςθ 

ανιςοτροπίασ. 

Γραφικά θ παρατιρθςθ αυτι μπορεί να αναπαραςτακεί με τα εξισ διαγράμματα: 
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Διάγραμμα Οριακού Θορύβου 

Ο οριακόσ (μζςοσ) κόρυβοσ προκφπτει αν υπολογίςουμε τθν παράγωγο τθσ καμπφλθσ μζςου 

κορφβου με τθν μζκοδο των πεπεραςμζνων διαφορϊν από τα δοςμζνα ςθμεία25. Από το 

διάγραμμα αυτό αναμζνουμε ζνα αρχικά ςτακερό τμιμα (παράλλθλο ςτον άξονα x) και, εν 

ςυνεχεία, μετά τθν τιμι θ κλίςθ του να γίνεται κετικι.  

 

Εικόνα 31: Διάγραμμα Οριακοφ κορφβου πειραμάτων 

 

 

Διάγραμμα Γραμμικών/Κινούμενων Κλίςεων Μέςου Θορύβου 

Ζνα άλλο ενδιαφζρον διάγραμμα που μπορεί να εξαχκεί είναι το Διάγραμμα Γραμμικϊν 

Κλίςεων του Μζςου Θορφβου. Αυτό προκφπτει αν για κάκε πείραμα #n υπολογιςτεί θ κλίςθ 

τθσ ευκείασ που προςεγγίηει καλφτερα όλα τα πειράματα μζχρι αυτό το ςθμείο (από 1 μζχρι 

n). Δθλαδι, αν θ υπόκεςθ τθσ γραμμικισ αφξθςθσ του μζςου κορφβου (μερικι ιςοτροπία) 

γίνει εκ των προτζρων αποδεκτι, τότε από το πείραμα n=2 και μετά, μπορεί να υπολογιςτεί θ 

                                                      
25

      
  

  
, το οποίο καταλιγει τελικϊσ επειδι το Δx=1 κάκε φορά ςτο ΟΜΚ=Δy 
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κλίςθ τθσ ευκείασ με τθν μζκοδο των ελαχίςτων τετραγϊνων26. Κάκε επιπλζον ςθμείο που 

υπολογίηουμε (κάκε επιπλζον πείραμα n) κα μασ επιτρζπει κάνουμε μια καλφτερθ εκτίμθςθ 

αυτισ τθσ κλίςθσ και ζτςι για κάκε πείραμα #n κα ζχουμε μια εκτίμθςθ τθσ κλίςθσ.  

Το διάγραμμα γραμμικϊν κλίςεων μαηί με το διάγραμμα των R2 τθσ κάκε παρεμβολισ 

φαίνονται παρακάτω: 

 

Εικόνα 32: Γραμμικι Κλίςθ Μζςου Θορφβου πειραμάτων 

 

                                                      
26

 απαιτοφνται 2 ςθμεία για να υπολογιςτεί 1 ευκεία και το (0,0) δεν κεωρείται ςθμείο 
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Εικόνα 33: Ποιότθτα Γραμμικισ Παρεμβολισ 

Το ςθμαντικότερο μειονζκτθμα αυτοφ του διαγράμματοσ είναι ότι θ ευαιςκθςία του ςτα 

καινοφργια ςθμεία κα φκίνει με τθν αφξθςθ του αρικμοφ των πειραμάτων-ςθμείων. Κάκε νζο 

ςθμείο κα προςτίκεται ςε ζνα όλο και αυξανόμενο ςφνολο ςθμείων και, κατά ςυνζπεια, 

αναλογικά κα ζχει πολφ μικρότερθ επίδραςθ από τα προθγοφμενα ςθμεία. 

Αυτό το πρόβλθμα, μπορεί να παρακαμφκεί με το διάγραμμα «Κινοφμενων Κλίςεων»27, ςτο 

οποίο κάκε νζο ςθμείο προςτίκεται ςε ζνα ςταθεροφ πλήθουσ, αλλά κινοφμενο ςφνολο 

ςημείων.  

Για παράδειγμα, ζςτω ότι επιλζγεται για πλικοσ ςυνόλου (περίοδοσ), τα 20 ςθμεία τότε για το 

1ο ςθμείο του διαγράμματοσ θ κλίςθ υπολογίηεται από τα 20 πρϊτα ςθμεία (από 1 ζωσ 20) του 

διαγράμματοσ Μζςου κορφβου, για το 2ο ςθμείο το ςφνολο των ςθμείων που ςυμμετζχει ςτον 

υπολογιςμό τθσ κλίςθσ μετακινείται μια κζςθ δεξιά και ενϊ εξακολουκεί να ζχει πλθκυςμό 20 

ςθμείων αυτά τα ςθμεία πλζον είναι τα ςθμεία 2 ζωσ 21 του διαγράμματοσ μζςου κορφβου 

κοκ. Το τελικό διάγραμμα φαίνεται παρακάτω: 

 

                                                      
27
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Εικόνα 34: Διάγραμμα Κινοφμενων Κλίςεων 

 

 

Θ μζκοδοσ απαιτεί να «κυςιαςτοφν» 20 ςθμεία από τθν αρχι ι το τζλοσ του ςυνόλου των 

διακζςιμων ςθμείων για να εξαςφαλιςτεί θ πλιρθσ ομοιομορφία τθσ ευαιςκθςίασ. Στθ 

παροφςα περίπτωςθ θ κλίςθ υπολογίςτθκε κεντρικά, οπότε χρειάςτθκε να κυςιαςτοφν τα 10 

πρϊτα και τα 10 τελευταία ςθμεία. Θ επιλογι του 20 ωσ κατάλλθλου πλικουσ ςθμείων 

(περιόδου) ζγινε παρατθρϊντασ τθν καμπφλθ μζςου κορφβου. Θ γραμμικότθτα τθσ καμπφλθσ 

φαίνεται να χαλάει ςτθν περιοχι των 60 αναλυτϊν, οπότε κεωρϊντασ ότι για ςθμεία κάτω των 

10 αναλυτϊν θ υπόκεςθ τθσ ιςοτροπίασ ιςχφει ςίγουρα και αντίςτοιχα για τα ςθμεία πζραν 

των 70 αναλυτϊν και τθν υπόκεςθ ανιςοτροπία, κρίκθκε ότι ςτο εφροσ 50-70 αναλυτϊν κα 

φανεί θ αδυναμία τθσ υπόκεςθ γραμμικότθτασ.  

Κριτιριο για τθν ιςχφ τθσ υπόκεςθσ είναι το διάγραμμα των R2, που δείχνει τθν ποιότθτα τθσ 

παρεμβολισ. Το διάγραμμα αυτό ζχει τθν ακόλουκθ μορφι: 
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Εικόνα 35: Ποιότθτα Παρεμβολισ Κινοφμενων Κλίςεων 

 

 

Θ κόκκινθ γραμμι δείχνει τθν τιμι 0,9 ςτθν οποία κεωροφμε ότι θ υπόκεςθ τθσ γραμμικότθτασ 

καταρρζει. Από το διάγραμμα προκφπτει ότι θ περιοχι γφρω από το πείραμα #60 είναι θ 

περιοχι μεγαλφτερθσ επικινδυνότθτασ ωσ προσ τθν ιςχφ τθσ υπόκεςθσ. 

Θ μζκοδοσ των Κινοφμενων Κλίςεων αποτελεί παραλλαγι τθσ μεκόδου πεπεραςμζνων 

διαφορϊν για τον υπολογιςμό τθσ παραγϊγου. Συγκεκριμζνα, θ μζκοδοσ των κινοφμενων 

κλίςεων χρθςιμοποιεί τα διακριτά ςθμεία μιασ ςυνάρτθςθσ για να περάςει από αυτά μιαν 

ευκεία βάςει τθσ μεκόδου των ελάχιςτων τετραγϊνων, ενϊ θ μζκοδοσ των πεπεραςμζνων 

διαφορϊν υπολογίηει για τα ηεφγθ των διακριτϊν ςθμείων τισ κλίςεισ, ο μζςοσ όροσ των 

οποίων αποτελεί τθν εκτίμθςθ τθσ κλίςθσ. Για περίοδο δφο (2) ςθμείων, οι δφο (2) μζκοδοι 

είναι ιςοδφναμεσ. 

Θ διαφορά των δφο (2) διαγραμμάτων (γραμμικϊν και κινοφμενων κλίςεων) οφείλεται ςτο ότι 

ο οριακόσ κόρυβοσ προκφπτει μόνο βάςει τθσ τελευταίασ τιμισ, οπότε είναι πιο ευαίςκθτοσ 

ςτισ αλλαγζσ τθσ κλίςθσ από το διάγραμμα κλίςεων, το οποίο λαμβάνει υπόψθ του το ςφνολο 

των ςθμείων πριν υπολογίςει τθν κλίςθ. 
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ΒΕΛΣΙ΢ΣΟ ΠΕΙΡΑΜΑ 

Ππωσ αναφζρκθκε και ςτο κεωρικό κομμάτι, είναι πολφ δφςκολο να υπολογιςτεί με ςαφι 

τρόπο το βζλτιςτο πείραμα. Αυτό ςυμβαίνει διότι μζχρι τϊρα δεν ζχει υπολογιςτεί καμία 

ςυνάρτθςθ ςιματοσ, οπότε δεν μπορεί να γραφεί ζνασ αλγόρικμοσ βελτιςτοποίθςθσ, διότι δεν 

υπάρχει μια ςυνάρτθςθ κακαροφ κζρδουσ τθν οποία ο αλγόρικμοσ να μεγιςτοποιεί. Θ 

ανάλυςθ ωσ τϊρα βαςίηεται μόνο ςτο κόρυβο και ωσ εκ τοφτου θ βζλτιςτθ λφςθ εξαρτάται 

κυρίωσ από τθ «διάκεςθ» του πειραματιςτι.  

Για παράδειγμα από τα διαγράμματα κρίκθκε ότι θ τιμι 60 είναι θ βζλτιςτθ λφςθ, γιατί εκεί 

ξεκινάει θ αφξθςθ τθσ κλίςθσ και ςτα δφο (2) διαγράμματα περίπου ι το R2 πζφτει κάτω από 

τθν τιμι 0,9. Πμωσ, θ τιμι 60 αποτελεί προςωπικι εκτίμθςθ, ζνασ πιο «ριψοκίνδυνοσ» 

πειραματιςτισ μπορεί να επζλεγε μια μεγαλφτερθ τιμι, γιατί γι’ αυτόν το κζρδοσ που του 

προςφζρουν τα επιπλζον ςιματα είναι πιο ςθμαντικόσ από τον επιπρόςκετο κόρυβο, ενϊ το 

αντίςτροφο κα ίςχυε για ζναν πιο «επιφυλακτικό» πειραματιςτι. Συνεπϊσ, δεν μπορεί να 

υπάρξει ςαφισ λφςθ ςτο πρόβλθμα του βζλτιςτου πειράματοσ χωρίσ κάποια ςυνάρτθςθ 

κζρδουσ (και άρα κακαροφ κζρδουσ). Ακόμα και αν υπιρχε ςαφισ λφςθ αυτό δεν κα 

ςυνεπαγόταν αναγκαςτικά ότι αυτι είναι κακολικά θ βζλτιςτθ λφςθ, διότι θ ςυνάρτθςθ 

κζρδουσ που επιλζχκθκε εξαρτάται με τθ ςειρά τθσ από τισ ανάγκεσ του πειραματιςτι ι τθσ 

μοντελοποίθςθσ (άρα μια κακολικά βζλτιςτθ λφςθ κα απαιτοφςε ζνα κακολικά αποδεκτό 

μοντζλο). 

Ραρόλα αυτά, για τουσ 60 αναλφτεσ του πειράματοσ #60 προκφπτει ζνασ αρκετά ιςότροποσ 

πίνακασ, πράγμα που ςυνεπάγεται μικρι ευαιςκθςία ςτθ μεταβολι του αρικμοφ των 

αναλυτϊν, οπότε ακόμα και αν δεν είναι θ βζλτιςτθ λφςθ είναι ςτθν περιοχι τθσ. Ακόμα, ο 

μζςοσ κόρυβοσ του πειράματοσ είναι ςε ςχετικά αποδεκτό επίπεδο μζςου κορφβου (≈2000), 

πράγμα που ςθμαίνει ότι θ ευαιςκθςία του πειράματοσ είναι ςε αποδεκτά επίπεδα. Τζλοσ, αν 

για μια πραγματικά ςυςτθμικι προςζγγιςθ, 60 αναλφτεσ ίςωσ δεν αρκοφν για να 

παραμετροποιιςουν ζνα βιολογικό ςφςτθμα, όμωσ αυτι τθ ςτιγμι ζνα τυπικό πείραμα ELISA, 

που γίνεται ςτα πλαίςια τθσ ςυςτθμικισ ανάλυςθσ, αποτελείται περίπου από 20-30 αναλφτεσ. 

Ωσ εκ τοφτου, θ τιμι 60 που επιλζχκθκε δφςκολα μπορεί να κεωρθκεί «ςυμβιβαςμόσ» για το 

παρόν επίπεδο τεχνογνωςίασ. 
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ΕΠΙΚΤΡΨ΢Η 

Σελικό Πείραμα 

Για τθ δοκιμι-επικφρωςθ τθσ μεκόδου, εκτελζςτθκε θ δοκιμι Διαςταυροφμενων Αντιδράςεων 

για το προβλεπόμενο βζλτιςτο πείραμα των 60 αναλυτϊν. Το πείραμα, τελικά, περιορίςτθκε 

ςτουσ 56 αναλφτεσ είτε για τεχνικοφσ λόγουσ - το μθχάνθμα δεν μπόρεςε να εντοπίςει τα 100 

απαιτοφμενα μικροςφαιρίδια για ζναν αναλφτθ, είτε για λόγουσ «αςφαλείασ», κακϊσ 3 από 

τουσ αναλφτεσ που ανικαν ςτο βζλτιςτο ςφνολο εμφάνιςαν καμπφλεσ κορφβου μεγάλθσ 

κλίςθσ κατά τθ διαδικαςία τθσ βακμονόμθςθσ. Οι αναλφτεσ που χρθςιμοποιικθκαν φαίνονται 

ςτον παρακάτω πίνακα με πράςινο και με τθ ςειρά που χρθςιμοποιικθκαν (κόκκινοι είναι οι 

αναλφτεσ που κόπθκαν). 

Πίνακασ 3: Χάρτθσ Βζλτιςτου Πειράματοσ #56 

1 #7 IL2 21 #35 IFNG 41 #58 ICAM1 61 #80 IL31 

2 #8 CCL20 22 #36 LYAM1 42 #59 IL22 62 #81 NRG1 

3 #9 PDGFB 23 #37 CXL16 43 #61 TNF10 63 #82 FGF2 

4 #12 CXCL7 24 #38 CSF3 44 #62 IL10 64 #83 TNF12 

5 #13 PLGF 25 #39 SCF 45 #63 FST 65 #84 BD3 

6 #14 CSF2 26 #42 BMP2 46 #64 NGF 66 #85 IL1RA 

7 #15 CRP 27 #43 MIA2 47 #65 IL21 67 #86 CXCL2 

8 #18 CXL11 28 #44 IL8 48 #66 CCL3 68 #87 LEP 

9 #19 IL13 29 #45 NGAL 49 #67 IL17 69 #88 IL7 

10 #20 BTC 30 #46 IL17F 50 #68 TIMP1 70 #89 CXL9 

11 #21 HAVR1 31 #47 IL12A 51 #69 CXL10 71 #90 CCL2 

12 #22 PERT 32 #48 IL3 52 #70 PROK1 72 #91 NEUS 

13 #25 CTGF 33 #49 RAGE 53 #72 CCL5 73 #93 IL33 

14 #26 IL4 34 #51 TNFA 54 #73 IL9 74 #94 NOV 

15 #27 MK 35 #52 TNR11 55 #74 IL5 75 #95 IL25 

16 #28 IL1B 36 #53 IL1A 56 #75 D104A 76 #96 CCL11 

17 #29 GROA 37 #54 X3CL1 57 #76 DEFB1 77 #97 DFB4A 

18 #30 EGF 38 #55 TNF15 58 #77 RETN 78 #98 PAI1 

19 #33 CCL26 39 #56 TNR9 59 #78 IL20 79 #99 VEGFB 

20 #34 TSLP 40 #57 IL6 60 #79 CNTF 80 #100 CD40L 

 

Θ δοκιμι Διαςταυροφμενων Αντιδράςεων, όπωσ αναφζρκθκε, χρθςιμοποιείται ωσ απλο-

ποίθςθ ενόσ πραγματικοφ πειράματοσ. Ο ςθμαντικότεροσ, όμωσ, λόγοσ για τον οποίο 
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επιλζγουμε αυτιν τθ δοκιμι ωσ κριτιριο για τθν απόδοςθ τθσ μεκόδου είναι ότι μπορεί να 

δϊςει μια εκτίμθςθ τθσ ευαιςκθςίασ τθσ κάκε μζτρθςθσ.  

SNR Πολυπλεκτικήσ Μέτρηςησ 

Ππωσ είδαμε, ο CrossReactivity αποτελείται από δφο (2) ειδϊν ςιματα, το κανονικό ςιμα που 

μετράται από τουσ ςυνδυαςμοφσ που αντιςτοιχοφν ςτθν κφρια διαγϊνιο και τον κόρυβο που 

μετράται ςτον υπόλοιπο πίνακα. Αυτι θ ιδιαιτερότθτα μασ επιτρζπει να υπολογίςουμε τον 

λόγο ςιματοσ προσ κόρυβο (Signal to Noise Ratio-SNR) μιασ μζτρθςθσ ωσ τον λόγο του 

ςτοιχείου τθσ κφριασ διαγωνίου προσ τον μζςο όρο των μθ-διαγϊνιων ςτοιχείων μιασ ςτιλθσ. 

Επομζνωσ, ο λόγοσ SNR τθσ μζτρθςθσ κάκε αναλφτθ προκφπτει από τθ ςχζςθ: 

     
(   )    

∑ [    (      )]
 
   

 

όπου Ri,j το ςτοιχείο του πίνακα CrossReactivity και δi,j το δζλτα του Kronecker. 

Αυτόσ ο λόγοσ SNR διαφζρει από το λόγο που υπολογίςτθκε κατά τθ διαδικαςία τθσ 

βελτιςτοποίθςθσ τθσ ςυγκζντρωςθσ (από τουσ πίνακεσ βακμονόμθςθσ), διότι ο κόρυβοσ που 

χρθςιμοποιικθκε εκεί ιταν ο κόρυβοσ που παραγόταν από τθν αντίδραςθ του αντιςϊματοσ 

ανίχνευςθσ με το αντίςτοιχο του μικροςφαιρίδιο (αντίςωμα παγίδευςθσ), ενϊ κατά τθ δοκιμι 

διαςταυροφμενων αντιδράςεων ο κόρυβοσ παράγεται από το ςφνολο των πικανϊν παράπλευ-

ρων αντιδράςεων. Για να ξεχωρίηουν:  

 ονομάηουμε τον λόγο SNR που υπολογίηεται από τθ δοκιμι βακμονόμθςθσ iSNR 

(intrinsic-SNR, ιδιο-SNR), γιατί αποτελεί τθν αναλογία ςιματοσ και κορφβου τθν οποία 

κα είχαμε αν αποφαςίηαμε πραγματοποιιςουμε μόνο μια μζτρθςθ, ενϊ 

 ονομάηουμε τον λόγο SNR που υπολογίηεται από τθ δοκιμι διαςταυροφμενων 

αντιδράςεων aSNR (actual-SNR, πραγματικό-SNR), διότι αποτελεί τθν αναλογία 

ςιματοσ και κορφβου με τθν οποία μετράμε ζναν αναλφτθ ςε ζνα δεδομζνο 

πολυπλεκτικό πείραμα 

O iSNR χρθςιμοποιικθκε μόνο κατά τθν βελτιςτοποίθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των αντιςωμάτων 

ανίχνευςθσ. Από εδϊ και ςτο εξισ (για τθν επικφρωςθ), όταν γίνεται αναφορά ςτο SNR 

εννοείται μόνο το aSNR.  

Ο SNR, λοιπόν, αποτελεί το ηθτοφμενο μζτρο ευαιςκθςίασ τθσ μζτρθςθσ. Ππωσ αναφζρκθκε, 

κάκε ςτιλθ του CrossReactivity χαρακτθρίηεται από μια μζςθ τιμι, με άλλα λόγια, κάκε ςιμα 

χαρακτθρίηεται από ζνα μζςο κόρυβο. Ρρακτικά αυτό ςθμαίνει ότι, όταν ςε ζνα πραγματικό 

πείραμα 80 αναλυτϊν θ μετροφμενθ τιμι φωτεινότθτασ ενόσ αναλφτθ είναι μικρότερθ ι ίςθ 

τθσ μζςθσ τιμισ τθσ αντίςτοιχθσ ςτιλθσ του CrossReactivity, τότε δε γίνεται να αποφανκεί αν 

αυτι θ μζτρθςθ αντιςτοιχεί ςε πραγματικό ςιμα ι απλά ςε κόρυβο. Αν κζλουμε να κάνουμε 
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μια ςφνδεςθ με τθν ςυνικθ ζννοια τθσ ευαιςκθςίασ του οργάνου, αρκεί να αντιςτοιχίςουμε 

τον μζςο κόρυβο ενόσ αναλφτθ ςε κάποια ςυγκζντρωςθ μζςω τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ 

του. Θ ςυγκζντρωςθ αυτι είναι θ μικρότερθ δυνατι ςυγκζντρωςθ που μπορεί να μετρθκεί για 

αυτόν τον αναλφτθ ςτο ςυγκεκριμζνο πολυπλεκτικό πείραμα. 

Επομζνωσ, ο SNR για κάκε αναλφτθ να είναι οριακά μεγαλφτεροσ του 1. Ρρακτικά ο SNR 

πρζπει να είναι αρκετά μεγαλφτεροσ του 1 διότι  

 ο κόρυβοσ υπολογίηεται ωσ μζςθ τιμι, επομζνωσ, χρειάηεται να λθφκεί υπόψθ και θ 

διακφμανςθ του 

 επιπλζον, μικροί λόγοι SNR μπορεί να οφείλονται ςε περιοριςμό του δυναμικοφ εφρουσ 

τθσ μζτρθςθσ.  

Το ςιμα εξόδου μιασ μζτρθςθσ δεν μπορεί να πάρει αυκαίρετα μεγάλεσ τιμζσ, κακϊσ 

φράςςεται είτε από τθ γραμμι κορεςμοφ (κeq) τθσ αντίδραςθσ προςρόφθςθσ είτε από το 

μζγεκοσ τθσ επιφάνειασ του μικροςφαιριδίου. Επομζνωσ, ακόμα και αν μποροφμε να 

αποφανκοφμε ότι ζνασ αναλφτθσ όντωσ υπάρχει, μικροί λόγοι SNR κα δυςκολζψουν τθν 

ποςοτικοποίθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του, κακϊσ κα αφιςουν ζνα πολφ μικρό αξιοποιιςιμο 

εφροσ τιμϊν. 

΢ύγκριςη Αρχικού και Σελικού Πειράματοσ 

Για τθν επικφρωςθ τθσ μεκόδου, κατά ςυνζπεια, πρζπει να αξιολογθκεί πϊσ θ νζα μζτρθςθ 

των 56 αναλυτϊν επθρζαςε τουσ παράγοντεσ αυτοφσ. Οι πίνακεσ με τα αποτελζςματα τθσ 

δοκιμισ πριν και μετά τθ βελτιςτοποίθςθ φαίνονται παρακάτω: 
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Εικόνα 36: "Εικόνα" 56 αναλυτϊν πριν και μετά 

Ο πρϊτοσ πίνακασ (πάνω) αποτελεί κομμάτι του αρχικοφ πειράματοσ με όλουσ τουσ αναλφτεσ 

και δείχνει τθν εικόνα που υπιρχε για τουσ ςυγκεκριμζνουσ αναλφτεσ ςτο αρχικό πείραμα. Ο 

δεφτεροσ πίνακασ (κάτω) αποτελεί τθν εικόνα του νζου πειράματοσ (των 56 αναλυτϊν).  

Οι πίνακεσ είναι χρωματιςμζνοι κατά ςτιλεσ, δθλαδι οι μετριςεισ ενόσ μικροςφαιριδίου και 

ςτουσ δφο (2) πίνακεσ (οι 2 αντίςτοιχεσ ςτιλεσ) αντιςτοιχίηονται ςε μια τρι-χρωματικι κλίμακα, 

όπου θ μζγιςτθ τιμι αντιςτοιχεί ςε κόκκινθ ζνδειξθ, θ ελάχιςτθ ςε πράςινθ και θ διάμεςθ ςε 

κίτρινθ όπωσ εξθγικθκε προθγουμζνωσ. 

Είναι φανερό, εκ πρϊτθσ όψεωσ, ότι ςτο καινοφργιο πείραμα ο κόρυβοσ υποβάκρου (μθ-

διαγϊνια ςτοιχεία) είναι ςθμαντικά χαμθλότεροσ από το αρχικό (με εξαίρεςθ τισ μετριςεισ 2 

αναλυτϊν), ενϊ οι τιμζσ των πραγματικϊν ςθμάτων (διαγϊνια ςτοιχεία) ζχουν μείνει, εν 

πολλοίσ, ανεπθρζαςτεσ.  

Πμωσ, ακόμα και χωρίσ καμία ανάλυςθ, μείωςθ των μετροφμενων ςθμάτων κα οδθγοφςε ςε 

παρόμοια αποτελζςματα. Θ ςθμαςία τθσ ανάλυςθσ, επομζνωσ, δεν ζγκειται ςτο είδοσ των 
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μεταβολϊν, αλλά ςτθν ζνταςθ τουσ ςε ςχζςθ με τον αρικμό των ςθμάτων που χρειάςτθκε να 

κυςιαςτοφν.  

Το καινοφργιο πείραμα προζκυψε με κόςτοσ το 30% των μετροφμενων ςθμάτων (από 80 

μειϊκθκαν ςτα 56). Μερικά ενδεικτικά μεγζκθ που απεικονίηουν τθν βελτίωςθ τθσ ποιότθτασ 

των μετριςεων είναι: 

 θ μζςθ τιμι ενόσ μθ-διαγϊνιου ςτοιχείου: ςτον αρχικό πίνακα ιταν 11.426, ενϊ ςτο 

νζο πίνακα είναι 2.627 (14,4% του αρχικοφ), ενϊ 

 θ μζςθ τιμι ενόσ διαγϊνιου ςτοιχείου: ιταν 47.038 ςτον αρχικό πίνακα, ενϊ ςτον 

τελικό είναι 50.442 (αφξθςθ 7% ).  

 

Εικόνα 37: Αποτελζςματα Βελτιςτοποίθςθσ (1) 

 οι μεταβολζσ αυτζσ οδθγοφν ςε αφξθςθ του λόγου μζςου ςιματοσ προσ μζςου 

κορφβου κατά 3,5 φορζσ (από 4,1 ςε 18,9)  

 ενϊ για κάκε μζτρθςθ ξεχωριςτά ο λόγοσ ςιματοσ προσ κορφβου (SNR) αυξικθκε 16,6 

φορζσ κατά μζςο όρο. Ραρακάτω φαίνεται το διάγραμμα (ςε λογαρικμικι κλίμακα) με 

τουσ πολλαπλαςιαςτζσ του SNR28 διατεταγμζνουσ από τον μικρότερο ςτον μεγαλφτερο.  

 

                                                      
28

 ο αρικμόσ με τον οποίο αν πολλαπλαςιάςουμε το SNR του αρχικοφ πίνακα κα προκφψει το SNR του τελικοφ 
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Εικόνα 38: Αποτελζςματα Βελτιςτοποίθςθσ (2) 

Ππωσ φαίνεται, μόνο ςε 4 ςιματα παρατθρικθκε πτϊςθ του SNR θ οποία, όμωσ, δεν ιταν 

ιδιαίτερα ςθμαντικι. Τα ςιματα αυτά ιταν τα: 

Πίνακασ 4: Μεταβολι SNR (1) 

# Αναλφτθσ Από Σε 

56 TNR9 2,4 1,1 

12 CXCL7 45,5 23,9 

69 CXL10 448,2 361,0 

44 IL8 34,5 29,3 

76 DEFB1 2,4 2,2 
 

Ενϊ, επιπλζον, μόνο ζνα ςιμα ζχει πλζον SNR μικρότερο του 1, ενϊ πριν ιταν εφτά. 

Πίνακασ 5: Μεταβολι SNR (2) 

# Αναλφτθσ Από Σε 

52 TNR11 0,10 42,41 

79 CNTF 0,78 26,99 

93 IL33 0,83 0,91 

57 IL6 0,95 23,44 

46 IL17F 0,96 90,40 

20 BTC 0,98 9,35 

37 CXL16 0,99 80,50 
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Τα αποτελζςματα αυτά κρίνονται ιδιαιτζρωσ ενκαρρυντικά κακϊσ, δεχόμενοι ότι όλα τα 

ςιματα είναι τθσ ίδιασ ςθμαςίασ, το ποςοςτιαίο κζρδοσ ςε κάκε παράγοντα από τθ μείωςθ 

του αρικμοφ των ςθμάτων είναι πολλαπλάςιο τθσ ποςοςτιαίασ μείωςθσ των ςθμάτων.  
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΢ΤΝΟΧΗ - ΕΠΕΚΣΑ΢Η 
 

Συνολικά, ςε αυτι τθν εργαςία: 

Ρεριγράφθκαν τα δφο (2) ιδθ κορφβου, τεχνικόσ και βιολογικόσ, που παρατθροφνται ςε ζνα 

βιοχθμικό πείραμα. Στθ ςυνζχεια ο βιολογικόσ κόρυβοσ χωρίςτθκε ςε «τυχαίο» και «μθ-

τυχαίο», ανάλογα με τον «βακμό τυχαιότθτασ» που εμφανίηει. Ο βιολογικόσ κόρυβοσ που 

είναι (ςχετικά) μεγάλθσ ιςχφοσ και ςυνζπειασ, κεωρικθκε ότι προζρχεται από κάποια 

αντίδραςθ κορφβου και άρα δεν αποτελεί τυχαίο γεγονόσ. Τζλοσ, ο βιολογικόσ κόρυβοσ 

διαχωρίςτθκε περαιτζρω βάςει τθσ αντίδραςθσ κορφβου που τον προκαλεί ςε Κόρυβο 

Υποβάκρου, όταν θ αντίδραςθ είναι μεταξφ των αντιςωμάτων ι/και τθσ επιφάνειασ του 

μικροςφαιριδίου, και ςε Κόρυβο Διαςταυροφμενων Αντιδράςεων, αν ςτα αντιδρϊντα 

περιλαμβάνονται και τα αντιγόνα-αναλφτεσ. 

Για τθν κατανόθςθ του μθχανιςμοφ που παράγει τον βιολογικό κόρυβο αναπτφχκθκε ζνα 

μοντζλο κορφβου. Το μοντζλο βαςίηεται ςε δφο (2) παράγοντεσ, α) τθ ςυγκζντρωςθ των 

αντιςωμάτων ςε ζνα δείγμα και β) τθν τάςθ τουσ να παράγουν κόρυβο (θ οποία ονομάςτθκε 

αναγνωριςιμότθτα). Αν και αρχικά κεωρικθκε ότι ο κόρυβοσ είναι το αποτζλεςμα μιασ 

αντίδραςθσ κορφβου, ο μθχανιςμόσ που χρθςιμοποιικθκε για να περιγραφεί αυτι θ αντί-

δραςθ βαςίςτθκε ςτθ κεωρία πικανοτιτων και όχι ςε κάποιο βιοχθμικό μοντζλο. Θ επιλογι 

αυτι περιόριςε το εφροσ εφαρμογισ του μοντζλου, διατθρϊντασ όμωσ το κρίςιμο εφροσ ςτο 

οποίο πραγματοποιοφνται τα πειράματα. 

Θ βαςικι λειτουργία του μοντζλου κορφβου δεν ιταν να περιγράψει τον μθχανιςμό παρα-

γωγισ κορφβου, αλλά να προβλζψει το επίπεδο κορφβου ενόσ πειράματοσ αν υπάρχουν τα 

κατάλλθλα δεδομζνα. Θ ικανότθτα πρόβλεψθσ του κορφβου ενόσ πειράματοσ βάςει άλλων 

πειραμάτων επιτρζπει τθν ανάπτυξθ ενόσ μοντζλου βελτιςτοποίθςθσ για τθν εφρεςθ του 

βζλτιςτου πειράματοσ.  

Θ βελτιςτοποίθςθ γίνεται ςε δφο (2) ξεχωριςτά βιματα (ζνα για κάκε παράγοντα του 

μοντζλου). Στο 1ο βιμα υπολογίηονται οι βζλτιςτεσ ςυγκεντρϊςεισ αντιςωμάτων μζςω των 

καμπυλϊν βακμονόμθςθσ με κριτιριο το λόγο ςιματοσ προσ κόρυβο. Στο 2ο βιμα, υπολογί-

ςτθκε ποιο είναι το βζλτιςτο πείραμα με βάςθ τον μζςο κόρυβο που αυτό παράγει.  

Κριτιρια για τθν επιτυχία τθσ ανάλυςθσ ιταν ο μζςοσ κόρυβοσ και θ μζςθ τιμι του λόγου 

ςιματοσ προσ κορφβου του «βζλτιςτου πειράματοσ». Αν και το βζλτιςτο πείραμα εκτελζςτθκε 

ςε απλζσ ςυνκικεσ (1ασ αναλφτθσ ιταν παρϊν ςε κάκε βοκρίο), τα δφο (2) κριτιρια δείξανε 

ότι θ ανάλυςθ δίνει πολφ ικανοποιθτικά αποτελζςματα, γεγονόσ που δικαιολογεί τθν 

αιςιοδοξία ότι κα ζχει ικανοποιθτικά αποτελζςματα και ςε πιο «ρεαλιςτικά» πειράματα. 
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Αν και θ ανάλυςθ είναι ακόμα ςε αρχικό ςτάδιο, τα πρϊτα αποτελζςματα δείχνουν ότι 

υπάρχουν ακόμα μεγάλεσ προοπτικζσ τόςο ςτον τομζα τθσ βελτιςτοποίθςθσ όςο και ςτον 

τομζα τθσ κατανόθςθσ των πειραμάτων ELISA. Σθμαντικά επόμενα βιματα κατά τθν άποψθ 

μασ πρζπει να είναι: 

 Ρρϊτον θ «ςφμπλεξθ» των 2 βθμάτων τθσ βελτιςτοποίθςθσ. Αυτιν τθ ςτιγμι τα βιματα 

λογίηονται ωσ τελείωσ διαφορετικά. Πμωσ, μια πιο ολοκλθρωμζνθ ανάλυςθ πρζπει να 

λαμβάνει υπόψθ και τισ καμπφλεσ βακμονόμθςθσ ςτο ςχεδιαςμό ενόσ βζλτιςτου 

πειράματοσ, εξαλείφοντασ ζτςι το βαςικό μειονζκτθμα τθσ παροφςασ ανάλυςθσ που 

είναι θ ομοιόμορφθ αντιμετϊπιςθ όλων των ςθμάτων. 

 Στθν ίδια λογικι, ζνα ολοκλθρωμζνο ςφςτθμα βελτιςτοποίθςθσ πρζπει να λαμβάνει 

υπόψθ τουσ ςτόχουσ τθσ ςυνολικισ ανάλυςθσ. Σε αυτι τθν κατεφκυνςθ, θ ανάλυςθ 

πρζπει να ςτοχεφει ςε μια ςυνολικά βζλτιςτθ-εξατομικευμζνθ λφςθ, μια λφςθ δθλαδι 

θ οποία κα καλφπτει με βζλτιςτο τρόπο όλουσ τουσ ςτόχουσ που μπορεί να ζχει 

κάποιοσ πειραματιςτισ. Για κάτι τζτοιο, όπωσ αναφζρκθκε, χρειάηεται να οριςτοφν 

ςυναρτιςεισ κζρδουσ και οι αντίςτοιχοι ςυντελεςτζσ βαρφτθτασ τουσ ωσ προσ τθν 

ςυνολικι λφςθ. 

 Τζλοσ, ςτόχοσ μιασ τζτοιασ ανάλυςθσ κα πρζπει να είναι ο εντοπιςμόσ των 

προβλθματικϊν ςτοιχείων που δυςκολεφουν ζνα πείραμα. Με αυτό το τρόπο κα 

μποροφμε να βελτιϊνουμε ςυνεχϊσ τον πειραματικό εξοπλιςμό είτε πρόκειται για 

μθχανιματα είτε κυρίωσ αναλϊςιμα όπωσ αντιςϊματα. Με άλλα λόγια, κα πρζπει να 

προχωριςει ςτο βιμα που φανερά λείπει από το παρόν ςτάδιο που είναι ο 

υπολογιςμόσ τθσ αναγνωριςιμότθτασ των αντιςωμάτων. 
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