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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 .ΓΕΝΙΚΑ

Μια γενική εισαγωγή της χήμειο- και βιοφωταύγειας περιγράφεται με στόχο την 

ανίχνευση ενώσεων που χρησιμοποιούνται σαν βιοϊατρικοί δείκτες.

Η Χήμειο- και Βιοφωταύγεια χρησιμοποιήθηκαν ευρύτατα για την ανάλυση των 

πρωτεϊνών, ϋΝΑ, ΚΝΑ, ενζύμων, υποστρωμάτων, παρεμποδιστών, μεταλλοϊόντων, 

βιομάζας και άλλων. Στην ανασκόπηση αυτή αναπτύσσονται διάφορες συμπεριφορές 

σχετικά με την ανίχνευση του μονοξειδίου του αζώτου, του ϋΝΑ, των πρωτεϊνών, της 

εύρεσης της αλληλουχίας του ϋΝΑ και άλλων τεχνικών για περαιτέρω εφαρμογές. Το 

άρθρο αυτό αποτελείται από 4 κεφάλαια.

Το Κεφάλαιο 1 επικεντρούται στις τεχνικές χήμειο- και βιοφωταύγειας. 

τεχνικές της βιοφωταύγειας αναφέρονται κυρίως στο σύστημο(Ριΐοίί6Τ^/Γυοίί6Γί^αι 

την εφαρμογή των στον προσδιορισμό της κρεατινίνο-κινάσης. Οι τεχνικές 

χημειοφωταύγειας βασίζονται κατά κύριο λόγο στα αντιδραστήρια λουμινόλη, εστέρε^  

της ακριδίνης, και στα ένζυμα τηξ^οΓδβΓαάΐδΗ ̂ καρότό) περοξειδάση^) και αλκαλικής 

φωσφατάσης. Ακόμη, ανασκοπούνται οι σχετικές τεχνικές αποτύπωσης φωτογραφίας 

σε φωτογραφικό φιλμ και οι τεχνικές χήμειο- και βιοφωταύγειας.

Το Κεφάλαιο 2 εστιάζεται κατά κύριο λόγο στις τεχνικές ανίχνευσης των 

πρωτεϊνών και του ΌΝΑ. Περιγράφονται μέθοδοι ανίχνευσης πρωτεϊνών και απτενίων 

με διαφορετικούς ανοσοπροσδιορισμούς και κυρίως με τεχνικές χήμειο- και 

βιοφωταύγειας. Ακόμη, αναφέρονται λεπτομέρειες για τις μεθόδους προκατεργασίας 

και μεθόδους ανίχνευσης με όλα τα είδη τεχνικών υβριδισμού. Τέλος, ανασκοπούνται 

οι σχετικές βοηθητικές τεχνικές όπως ο καθαρισμός των ενζύμων, των αντισωμάτων, οι 

μέθοδοι σήμανσης του ϋΝΑ, οι μέθοδοι ακινητοποίησης των πρωτεϊνών και του ΌΝΑ.

Το Κεφάλαιο 3 αναφέρεται στις γενικές γνώσεις για το Μονοξείδιο του Αζώτου 

που είναι ένα είδος πολύ σημαντικό στον ανθρώπινο οργανισμό. Περιγράφονται όλες οι 

ιδιότητες του μονοξειδίου του αζώτου και οι διαφορετικές συμπεριφορές σε διάφορες 

συνθήκες περιλαμβάνοντας τις ίη νίνο και τις ίη νίίχο. Ανασκοπούνται οι διαφορετικές 

μέθοδοι παρασκευής του ΝΟ στο εργαστήριο και στους έμβιους οργανισμούς, ιδιαίτερα 

οι λεπτομέρειες της μεθόδου παρασκευής με χρήση του ενζύμου Ν08 (ηίΐπο οχΜε 

5γηΐΗ&δβ). Τέλος, περιγράφονται οι διάφορες μέθοδοι προσδιορισμού του ΝΟ, 

ειδικότερα με την χρήση χημειοφωταύγειας.
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1.2. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΧΗΜΕΙΟ- ΚΑΙ ΒΙΟΦΩΤΑΥΓΕΙΑΣ

Οι τεχνικές της χήμειο- και βιοφωταύγειας ανεπτύχθησαν πολύ γρήγορα (σε 20 

χρόνια) λόγω των πλεονεκτημάτων τους. Η δυνατότης της εφαρμογής των στα πεδία 

της Κλινικής Χημείας, Βιοχημείας, Αναλυτικής Χημείας, Ανοσολογικής Μοριακής 

Βιολογίας έχει σημαντικά προωθήσει την ανάπτυξη των τεχνικών αυτών. Οι χημείο- 

και βιοφωταυγείς αντιδράσεις έχουν επιτελέσει την μετάβαση της εργαστηριακής 

περιέργειας σε πυρήνα τεχνολογίας. [1]

Στην αντίδραση χημειοφωταύγειας, η παραγόμενη χημική ενέργεια λόγω της 

διάσπασης ασθενούς δεσμού παράγει ενδιάμεσες διεγερμένες καταστάσεις που 

αποδιεγείρονται στην βασική κατάσταση με εκπομπή φωτός. Η βιοφωταύγεια είναι 

ειδική περίπτωση χημειοφωταύγειας που εμφανίζεται στην φύση, κατά την οποία η 

εκπομπή φωτός διευκολύνεται με την δράση ένζυμου (όπως η ΕυείίεΓΟδβ) και μιας 

φωτοπρωτείνης. Για την χημειοφωταύγεια, το ποσοστό εκπομπής (κβαντική 

απόδοση) ποικίλει μεταξύ 1-10 % (π.χ. λουμινόλη 1%, ισολουμινόλη 10%), αλλά 

στην βιοφωταύγεια είναι ψηλότερη από την χημειοφωταύγεια διότι είναι φυσικό 

σύστημα και βρίσκεται στην περιοχή 10-30% (π.χ. Ευοί&Γαδβ/Τιιοίίεπη 30%). 

Πλεονεκτήματα: Τελευταία, οι εφαρμογές της Χήμειο- και Βιοφωταύγειας έγιναν 

πολυπληθείς λόγω των πολλών πλεονεκτημάτων τους.

Α. Υψηλή Ευαισθησία: Οι προσδιορισμοί με Χήμειο- και Βιοφωταύγεια έχουν 

μεγάλη ευαισθησία σε σχέση με άλλες μεθόδους ανίχνευσης όπως αυτής της ΕΓΙδΑ 

(προσδιορισμός ανοσοπροσροφητή με δεμένο ένζυμο, φθορισμομετρικού ή 

χρωματο μετρικού προσδιορισμού). Η ευαισθησία των συγκρίνεται με 

προσδιορισμούς σήμανσης με ραδιοϊσότοπα (όπως της ΚΙΑ ανοσοπροσδιορισμός με 

ραδιενεργά). Για παράδειγμα, στον βιοφωταυγή προσδιορισμό των βοηθητικών 

ενώσεων της χολής στον ορρό του αίματος είναι 0,5 ρπιοί, στον χημειοφωταυγή 

προσδιορισμό του ΌΝΑ με την χρήση των ακριδινεστέρων είναι 1 απιοί, στον 

χημειοφωταυγή προσδιορισμό της αλκαλικής φωσφατάσης με χρήση της διοξετάνης 

είναι 0,001 αίτιοί. Αυτή η ευαισθησία είναι συγκρίσιμη ή υψηλότερη από την μέθοδο 

της ραδιενέργειας. Για την επίτευξη της υψηλής αυτής ευαισθησίας απαιτείται υψηλή 

καθαρότης των αντιδραστηρίων χημείο- και βιοφωταύγειας, διαφορετικά θα υπάρχει 

υψηλό υπόβαθρο. Για τον λόγο αυτό θα πρέπει να επιτευχθεί υψηλού βαθμού 

καθαρότης και πλήρης διαχωρισμός από προσμίξεις στα αντιδραστήρια.
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Η αντίδραση χημείο- και βιοφωταύγειας ακολουθεί τις ακόλουθες στρατηγικές:

(α) Τα αντιδραστήρια Χήμειο- και Βιοφωταύγειας γίνονται στοιχεία σήμανσης και 

ανιχνεύονται με την παρουσία κατάλληλων υποστρωμάτων, όπως η 

λουσιφεράση, οι ακριδινεστέρες, η λουμινόλη, η αεςιιοπη κ.τ.λ.

(β) Η αντίδραση της Χημείο- και Βιοφωταύγειας διεγείρεται με την παρουσία 

κατάλληλου ενζύμου όπως η αλκαλική φωσφατάση (ΑΡ), η 1ΐ0Γδ6Γα(1ΐδ1ι
I

περοξειδάση (ΗΚΡ), η ξανθινοξειδάση κ.τ.λ.

(γ) Ο συνπαράγοντας (οο-&οϊογ) και τα σχετικά (ΐκιρίβώ της Χήμειο- και 

Βιοφωταυγούς αντίδρασης χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση. Τα ΑΤΡ, ΝΑΟ 

χρησιμοποιούνται ευρύτατα στις βιοφωταυγείς αντιδράσεις σαν (οο&οίΟΓδ)

. συνπαράγοντες.

’ Τα Ιι&ρίβηδ όπως η διγοξίνη χρησιμοποιήθηκαν στην ενζυμική (όπως ΑΡ, ΗΚΡ) 

σήμανση που μπορεί να οδηγήσει σε πολύ υψηλές ευαισθησίες στους 

προσδιορισμούς της ανάλυσης του ϋΝΑ. Με την χρήση της υψηλής συγγένειας 

μεταξύ βιοτίνης και αβιδίνης τα αντιδραστήρια Χήμειο- και Βιοφωταύγειας έμμεσα 

μπόρεσαν να γίνουν στοιχεία σήμανσης· Στην περίπτωση αυτή η ευαισθησία ήταν 

πολύ μεγαλύτερη από την απ’ ευθείας σήμανση λόγω της ενισχυτικής δράσης του 

συστήματος βιοτίνης-αβιδίνης. Ακόμη, η μελέτη της σύνθεσης κατάλληλων 

παραγώγων των αντιδραστηρίων Χήμειο- και Βιοφωταύγειας καθώς και 

υποστρωμάτων έδωσε μεγάλη βοήθεια στην επιλογή του συστήματος αντίδρασης για 

πιο εύκολο χειρισμό και υψηλότερη ευαισθησία, όπως τα παράγωγα της λουσιφερίνης 

(Ιιιοί&Γίη), των ακριδινεστέρων, της διοξετάνης και διαφορετικών υποστρωμάτων της 

ΑΡ π.χ. ΑΜΡΡϋ, 08Ρϋ και άλλων.

1.2.1.ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΑΝΑΛΥΤΙΚΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΤΗΣ ΒΙΟΦΩΤΑΥΓΕΙΑΣ

Συστήματα (Λουσιφεράσης-Λουσιφερίνης) ΤιαοίΓβΓ&δε-Γιιοΐίεπηδ [2]. Η αρχική 

έρευνα στο φαινόμενο της εκπομπής φωτός ξεκίνησε από την διερεύνηση της 

αντίδρασης της πυγολαμπίδας. Η αντίδραση της πυγολαμπίδας βασίζεται στην 

ακόλουθο αρχή:

ΓιιοίίεΓ&δβ πυγολαμπίδος Οξυ ΙικπίβΓίη +
ΑΤΡ + ΕαοίίεΓίη ^  πυροφωσφορικό + (1)

ΑΜΡ + φως
Με το σύστημα αυτό, το ΑΤΡ μπορεί να ανιχνευθεί με ευαισθησία και έχει όριο 

ανιχνευσιμότητας το αιηοΐ. Αυτό το είδος της αντίδρασης χρησιμοποιήθηκε ευρέως 

για την ανίχνευση μεγάλου αριθμού παρόμοιων υλικών με χρήση διαφόρων
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δραστικότητας εάν συνακινητοποιηθεί υπερβολικά μεγάλη ποσότης ενζύμου η 

δραστικότης θα διαφοροποιηθεί. Εάν πρόκειται για δύο ένζυμα, πιθανώς να μην 

υπάρχει εμφανής επίδραση αλλά εάν έχουμε τρία ή περισσότερα διαφορετικά ένζυμα, 

θα χάσουν κάποιο μέρος της δραστικότητάς τους.

Περαιτέρω εφαρμογές ανεπτύχθησαν με την χρήση του συστήματος 

1υοι&Γ85€/1υοί&ΓΜΐ [2] ως ακολούθως:

Α. Ταχεία βιοϊατρική παρακολούθηση με βάση τους βιοφωταυγείς ΑΤΡ- 

προσδιορισμούς, στις κάτωθι περιπτώσεις.

(α) Ταχείες μικροβιολογικές δοκιμές: η απελευθέρωση του ΑΤΡ από τα κύτταρα 

και ο προσδιορισμός της με χρήση του συστήματος Ιιιοί&Γαδο-ΙιιοίίεΓίη 

πυγολαμπίδας είναι μια απλή και εύκολη μέθοδος για την ανίχνευση και 

καταμέτρηση κυττάρων. Για παράδειγμα το γονίδιο Ιιιχ που κωδικοποιεί 

πρωτεΐνες αναγκαίες για φωταύγεια στα νίβπο ίϊδοΐιβπ μπορεί να εισαχθεί σε 

βακτηριοφάγους, που μπορούν να προσβάλλουν το κύτταρο και να το κάνουν 

να εκπέμψει φως το είδος αυτό της προσβολής είναι εξειδικευμένο στο 

δεδομένο στίγμα και μετρώντας την εκπομπή φωτός που είναι απ’ ευθείας 

ανάλογη του αριθμού των προσβληθέντων κυττάρων, μπορούμε να έχουμε μια 

άποψη για τον χαρακτήρα των κυττάρων.

(β) Βιοδείκτης ενός ειδικού όγκου, όπως ο καρκίνος των ωοθηκών: η συγκέντρωση 

του ΑΤΡ στον ιστό θα έχει κάποια διαφοροποίηση από τον κανονικό ιστό και 

με την διαπίστωση της διαφοροποίησης της συγκέντρωσης ΑΤΡ, είναι δυνατόν 

να βρεθεί εάν ο οργανισμός είναι επιρρεπής σε εμφάνιση καρκίνου: αυτό είναι 

πολύ χρήσιμο και μια πολύ αποτελεσματική μέθοδος για την πρόληψη ενός 

ειδικού καρκίνου.

(γ) Δείκτης περιβαλλοντικής ρύπανσης. Το σοβαρό πρόβλημα της ρύπανσης ιδίως 

του νερού έχει μεγάλη επίδραση σε κάποια φυτά που είναι ευαίσθητα στην 

ρύπανση του νερού. Εξετάζοντας την διαφοροποίηση της συγκέντρωσης ΑΤΡ 

σε διαφορετικά τμήματα του φυτού, μπορούμε να αντιληφθούμε τον βαθμό της 

ρύπανσης.

(δ) Κλινικά διαγνωστικά κάποιων μυϊκών ασθενειών.

Β. Η 1ιιοίί6Γ38£ πυγολαμπίδος σαν γονίδιο αναφοράς [9]. Το γονίδιο της 

λουσιφεράσης (ΙυοίίείΒδε) της πυγολαμπίδος διερευνήθηκε περαιτέρω· 

κλωνοποιήθηκε και εκφράστηκε στο Εδοΐιεποΐιεα οοΐΐ [4]. Επιπροσθέτως, το
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2-νιτροφαινόλη
(4)

Γ αλάκτοζο-αφυδρογονάση
ϋ-Γαλακτόζη + ΝΑΟ >  0-Γαλακτονο-γ-λακτόνη + 

ΝΑϋΗ + Η*

Οξειδοαναγωγάση/Βακτηριακή
ΝΑΟΗ Φως

Λουσιφεράση

Δ. Προσδιορισμός απτενίων, πρωτεϊνών και ΟΝΑ [10-15, 18]. Η Γιιοϋ€Γ&56 

προσδένεται στα απτένια ή πρωτεΐνες και ανιχνεύουμε τις ενώσεις αυτές και τα 

σχετικά αντισώματα ή αντιγόνα με την χρήση βιοφωταυγούς 

ανοσοπροσδιορισμού. Το σύστημα αυτό χρησιμοποιήθηκε επίσης για την τεχνική 

στουμπίσματος) 61οί1;ίη§ των πρωτεϊνών. Η λουσιφεράση προσδένεται στο ΌΝΑ 

σαν σηματοδότης του ΌΝΑ για την ανάλυση του ΏΝΑ υβριδισμού.

Για την λουσιφερίνη διατίθενται σειρές από σχετικά παράγωγα λουσιφερίνης 

στην 6-θέση με θειικά, φωσφορικά, γαλακτοσίτη, αργινίνη, Γ-φαινυλαλανίνη και 

εστέρες. Αυτό το είδος των παραγώγων δεν μπορεί να αντιδράσει με την 

λουσιφεράση, αλλά παρουσία φωσφατάσης, όπως αλκαλικής φωσφατάσης ο 

υποκαταστάτης στην 6-θέση ελευθερώνεται και η φυσική λουσιφερίνη 

αναγεννάται. Βάσει της ιδιότητας αυτής, το παράγωγο, ϋ-Ιιιοί&Γίη- Ο-ρΙιοδρΜίε 

χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα της αλκαλικής φωσφατάσης και με την χρήση 

της μεθόδου συνακινητοποίησης με λουσιφεράση-οξειδοαναγωγάση, ο 

βιοφωταυγής ενζυμικός ανοσοπροσδιορισμός επιτυγχάνεται και η ευαισθησία 

βελτιώνεται αισθητά.

Αβηιιοηη. Η αοφαοήη είναι βιοφωταυγής πρωτεΐνη και συνίσταται από μια 

πολυπεπτιδική αλυσίδα (απο-αοςυοπη), οοεΙβηίεΓ&ΐ© ΙιιοίίεΓΗΐ και δεμένο 

οξυγόνο. Η αεςιιΟΓίη παράγει μπλε φως κατά την πρόσδεση 0& . Το σχετικό 

γονίδιο κλωνοποιήθηκε και εκφράστηκε με τεχνικές ανασυνδυασμού του ϋΝΑ. 

Το γονίδιο της απο- αεςιιοπη συνενώθηκε με γονίδιο Ι§0 μεγάλης αλυσίδας, και 

το συντηχθέν γονίδιο εκφράζει μια συντηχθείσα πρωτεΐνη που κρατά τις 

ιδιότητες αμφότερων της από- αβςιιοπη και της Ι§0 αλυσίδας. Σαν άλλο 

βιοφωταυγές αντιδραστήριο μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν αντιδραστήριο 

σηματοδότησης με σκοπό τον ανοσοπροσδιορισμό [20].
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της φαγοκύττωσης και ορδοηίζ&ίίοπ, (δ) ποιοτική πιστοποίηση του ορρού για 

ορδοη, (ε) προσδιορισμός των ανοσοσυμπλόκων και μεμβρανοαντιγόνων.

Προσδιορισμός τικ Κοεατίνινοκινάσικ ιιε Βιοφωταύγεια: Οι καρδιακές ασθένειες 

γίνονται όλο και περισσότερο δημοφιλείς στην σύγχρονη εποχή με την βελτίωση της 

οικονομίας και του βιοτικού επιπέδου όχι μόνο στις ανεπτυγμένες χώρες αλλά κυρίως 

στις αναπτυσσόμενες χώρες. Το οξύ μυοκαρδιακό έμφραγμα (ΑΜΙ) είναι ένα είδος 

των πολύ σημαντικών ασθενειών που σχετίζονται με τα καρδιακά προβλήματα. Ένα 

είδος απλής και ταχείας κλινικής διάγνωσης και ανίχνευσης είναι απαραίτητο για το 

είδος αυτών των ασθενειών [25, 26]. Η διάγνωση της ΑΜΙ εθιμοτυπικά βασίζεται στο 

ίπ&ά χαρακτηριστικό πόνο στο στήθος και στις ειδικές ανωμαλίες που εμφανίζονται 

στα ηλεκτροκαρδιογραφήματα (ΕΟΟ). Όμως, οι διαφορές του πόνου στο στήθος δεν 

είναι διακριτές με αποτέλεσμα να περιορίζεται η επιτυχής διάγνωση, ενώ οι 

μεταβολές στο ΕΟΟ έχουν ποικίλους βαθμούς ευαισθησίας και εξειδίκευσης. Η 

διάγνωση της ζημιάς στο μυοκάρδιο σε ασθενείς με πόνο στο στήθος μπορεί να 

βασιστεί σε μετρήσεις βιοδεικτών. Νέοι προσδιορισμοί βιοδεικτών όπως η 

μυογλοβίνη, τροπονίνη Τ [32-35], και ισοένζυμο ΜΒ μάζας της κρεατινινοκινάσης 

(ΟΚ-ΜΒ μάζας) [24, 31, 41] είναι ευαίσθητοι για την διάγνωση της ΑΜΙ, αλλά γι’ 

αυτό το είδος των μεθόδων ανίχνευσης, συχνά χρησιμοποιούν την μέθοδο του 

ενζυμικού ανοσοπροσδιορισμού που είναι πολύπλοκος και απαιτεί πολύ χρόνο για 

την συλλογή του δείγματος και την ανίχνευση. Δεν είναι εύκολο να επιτευχθεί ένα 

είδος απλής και ταχείας μεθόδου ανίχνευσης ίη νίνο. Οι πιο πάνω μέθοδοι έχουν τα 

πλεονεκτήματά τους και τα μειονεκτήματά τους [28].

Η Κρεατινινοκινάση (ΟΚ) συνίσταται από δύο υπομονάδες, τις Μ και Β. 

Εμφανίζεται σε διαφορετικούς ιστούς σαν το ισοένζυμο ΜΜ (τύπου μυός), ΒΒ 

(τύπου εγκεφάλου) και ΜΒ (τύπου υβριδίου) [27]. Η ζημιά στον ιστό του μυός είναι ; 

κυρίαρχα λόγω της αύξησης της ΟΚ-ΜΜ, ενώ το αυξημένο επίπεδο του ισοένζυμου 

ΒΒ εμφανίζεται σε σπάνιες περιπτώσεις. Στον ορρό από ασθενείς που πάσχουν από 

ΑΜΙ, το κλάσμα ΜΒ στην συνολική ΟΚ-δραστικότητα είναι σημαντικό. Η 

κρεατινινοκινάση ΜΒ (ΟΚ-ΜΒ) [29, 30] είναι ένα είδος συμβατικού βιοδείκτη για 

την ΑΜΙ, η δραστικότης της ΟΚ-ΜΒ θα είναι εμφανώς αυξημένη μετά την έναρξη 

του στηθόπονου. Γι’ αυτό ο προσδιορισμός της ΟΚ-ΜΒ είναι υψηλής διαγνωστικής 

αξίας για την ΑΜΙ.
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συνυπάρχει τρίτο συστατικό. Το τρίτο συστατικό δρα είτε σαν καταλύτης ή σαν 

συνοξειδωτικό ή με αμφότερον τους τρόπους [36-40].

Διάφοροι παράγοντες επηρεάζουν την κινητική της αντίδρασης όπως:

Α. Επίδραση του ρΗ: Η εκπομπή φωτός αυξάνεται εμφανώς με την αύξηση του ρΗ 

και είναι μηδαμινή σε ρΗ < 7. Με βάση αυτήν την συμπεριφορά, το σύστημα της 

λουμινόλης μπορεί να εκπέμψει ισχυρό φως σε σχετικά υψηλό ρΗ. Θεμελιώθηκε, 

λοιπόν, ένας μηχανισμός για την χημείο φωταύγεια της λουμινόλης που παρέχεται 

σε υδατικά αλκαλικά διαλύματα κατά την ηλεκτρόλυση για τον προσδιορισμό 

ίχνων Ο ι (II).

Β. Επιλογή του καταλύτη/συνοξειδωτικού είναι κρίσιμος παράμετρος για 

αναλυτικούς σκοπούς. Ο λόγος καταλύτη / συνοξειδωτικού επηρεάζει την δράση 

της χφ-αντίδρασης, της χφ-αποτελεσματικότητας, της τάξης της αντίδρασης και 

της στοιχειομετρίας. Οι χημικοί παράγοντες που χρησιμοποιήθηκαν σαν 

καταλύτες της και σαν συνοξειδωτικά είναι:

(α) Η αιμίνη χρησιμοποιήθηκε σαν καταλύτης / συνοξειδωτικό για τις 

θεμελιώδεις μελέτες της χημειοφωταύγειας της λουμινόλης. Δεν είναι πολύ 

διαλυτή και είναι ακριβή, (β) Τα οξειδωτικά, όπως τα οξειδωμένα μεταλλοϊόντα 

(π.χ. Ρε (III), [Ρε(ΟΝ)6]3\  φεροσίνη, Οο (II)), οι οξειδωτικές ενώσεις (π.χ. Ν3ΙΟ4) 

είναι επίσης αποτελεσματικά αντιδραστήρια για την αντίδραση της λουμινόλης. 

(γ) Τα κατάλληλα ένζυμα όπως η μικροπεροξειδάση, η περοξειδάση καρότου' η 

περοξειδάση καρότου θεωρήθηκε σαν πολύ αποτελεσματικό ένζυμο στην 

αντίδραση της λουμινόλης, ιδιαίτερα επί της παρουσίας κάποιου κατάλληλου 

ενισχυτή όπως της π-ιωδοφαινόλης, π-φαινυλοφαινόλης και π- 

υδροξυκιναμωμικού οξέος. Αυτό το σύστημα χρησιμοποιήθηκε ευρέως για τον 

προσδιορισμό των πρωτεϊνών και του ϋΝΑ.

Γ. Εφαρμογές: Σύμφωνα με την πιο πάνω αντίδραση, το Η2Ο2 είναι ένα είδος 

απαραίτητου συνπαράγοντα για την αντίδραση της λουμινόλης. 

Χρησιμοποιώντας το σύστημα αυτό, η γλυκόζη μπορεί να ανιχνευθεί με την 

ακόλουθη αντίδραση.

γλυκοζο
β-ϋ-Γλυκόζη + 0 2

οξειδάση
(8)

καταλύτης
Η2Ο2 + λουμινόλη φως
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εκπληρωθεί σε 30 λεπτά. Συνοπτικά, οι ΑΕ και τα κατάλληλα παράγωγα, σαν ένα 

είδος χημειοφωταυγών αντιδραστηρίων έχουν σαν πλεονεκτήματα στον 

προσδιορισμό πρωτεϊνών και ϋΝΑ την υψηλή ευαισθησία, την ταχύτατη σήμανση 

ενώ είναι ταχείς και απλές στον χειρισμό της ανάλυσης.

Πρόσφατα, νέα σειρά παραγώγων ΑΕ συνετέθη [48]. Αυτά τα παράγωγα 

δείχνουν σημαντικές διαφορές* επιτρέπουν δύο ή περισσότερα παράγωγα να 

προσδιορισθούν συγχρόνως σε μοναδικό αντιδραστήρα. Πολλά από τα παράγωγα 

αυτά έχουν προσδεθεί με ομοιοπολικό δεσμό σε νουκλεϊνικά οξέα-ιχνηθέτες (ρτοββδ) 

και περαιτέρω έχουν χαρακτηριστεί ως προς τις ιδιότητες χημειοφωταύγειας καθώς 

και ως προς την υδρόλυση του εστερικού δεσμού σε μονής και διπλής κορδέλας 

σχηματισμούς. Επίσης δείχνουν υψηλή ευαισθησία και διακριτικότητα στον 

προσδιορισμό του ϋΝΑ.

Αλκαλική φωσφατάση: Αλκαλική φωσφατάση (ΑΡ) χρησιμοποιήθηκε στον 

προσδιορισμό των πρωτεϊνών και του ΌΝΑ λόγω της υψηλής ευαισθησίας του σε 

μερικά ειδικά υποστρώματα. Το ΑΡ προσδιορίζεται συχνά με χρωματομετρία, με την 

χρήση π-νιτροφαινυλοφωσφορικών εστέρων σε αλκαλικές συνθήκες παρουσία 

ένωσης αποδοχής φωσφορικών όπως της 2-αμινο-2-μέθυλο-1-προπανόλης. 

Μεταγενέστερα, περιγράφηκαν πιο ευαίσθητοι Βιο- και Χημειοφωταυγείς 

προσδιορισμοί για το ένζυμο αυτό [50-54]. Ο ΒΦ προσδιορισμός της αλκαλικής 

φωσφατάσης βασίζεται στην αποσφωσφορυλίωση της ϋ-λουσιφερίνη-Ο-φωσφορική 

της πυγολαμπίδας. Η ΑΡ κόβει την φωσφορική ομάδα για να ελευθερώσει την Ό- 

λουσιφερίνη, η οποία αντίθετα με την φωσφορική, είναι το υπόστρωμα για την 

αντίδραση ΒΦ με λουσιφεράση της πυγολαμπίδας.

Για τον ΧΦ προσδιορισμό, μια σειρά υποστρωμάτων, όπως ΑΜΡΡϋ, ΟδΡϋ, (χημική 

ονομασία) διοξετάνη και τα παράγωγά της ανεπτύχθησαν. Για τον ΧΦ- 

ανοσοπροσδιορισμό (ΟΕΙΑ)τον των απτενίων και πρωτεϊνών, η ΑΡ προσδένεται απ’ 

ευθείας στις ενώσεις αυτές. Για να βελτιώσουμε την ευαισθησία στον προσδιορισμό 

του ΌΝΑ, η ΑΡ προσαρτήθηκε έμμεσα παρουσία βιοτίνης-αβιδίνης ή διγοξίνης- 

διγοξίνη αντίσωμα. Με αυτά τα δύο συστήματα η ευαισθησία αυξήθηκε σημαντικά. 

Η ΑΡ χρησιμοποιήθηκε επίσης στην εύρεση της αλληλουχίας ΏΝΑ, με την τεχνική 

του 30ΐιί1ΐ6πι Μοΐίίη§ και ννεδίεπι β1οΐίίη§. Σήμερα εφαρμόζονται πολλοί ΧΦ- 

προσδιορισμοί μέσω της ΑΡ. Η πιο ευαίσθητη και περισσότερο διερευνηθείσα 

αντίδραση περιλαμβάνει ένα αδαμάντυλο 1,2-διοξέτανο αρυλοφωσφορικό εστέρα
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πολλά ΧΦ και ΒΦ συστήματα. Το ΗΚΡ καταλύει των φωταυγή οξείδωση ενός 

μεγάλου αριθμού υποστρωμάτων συμπεριλαμβανομένου κυκλικών υδραζιδίων, 

παραγώγων φαινόλης και συστατικών συστημάτων βιοφωταύγειας. Ικανοποιητικά 

υποστρώματα περιλαμβάνουν την λουμινόλη και παρεμφερή μόρια, πυρογαλλόλη, 

πουρπουρογαλλίνη ή λουσιφερίνες από τους μικροοργανισμούς του ρΐιοΐβδ (1αοίγ1οιΐδ, 

την πυγολαμπίδα, η θ)φπ<ϋηα. Αυτές οι αντιδράσεις διαφέρουν ευρύτατα στα όρια 

ανιχνευσιμότητας, στην εξειδίκευση, την διαθεσιμότητα αντιδραστηρίου, το μέγεθος 

και την κινητική της εκπομπής φωτός και αυτό περιορίζει την εφαρμογή τους [55-57].

Τα ακόλουθα ΧΦ συστήματα που περιλαμβάνουν ΗΚΡ χρησιμοποιήθηκαν 

παρουσία διαφορετικών ενισχυτών (α) λουμινόλη-περβορικό-περοξειδάση, (6) 

Πουρπουρογαλλίνη-Η2θ 2-περοξειδάση, (ο) Πυρογαλλόλη- Η2θ 2-περοξειδάση, (ά) 

Λουμινόλη-Η2θ 2-περοξειδάση. Το σύστημα Λουμινόλης-Η2θ 2-περοξειδάση 

χρησιμοποιήθηκε ευρύτατα σε όλα τα είδη ανίχνευσης με την παρουσία 

αποτελεσματικών ενισχυτών, όπως της π-ιωδοφαινόλης, π-φαινυλοφαινόλης, π- 

υδροξυκινναμωμικού οξέος, 6-υδροξυβενζοθειαζόλης κ.ο.κ. Σε μια ενισχυμένη ΧΦ 

αντίδραση, αυτές οι ενώσεις αυξάνουν την ένταση της εκπομπής φωτός πολλές τάξεις 

μεγέθους και μειώνουν την εκπομπή φωτός υποβάθρου της λουμινόλης-Η2θ 2 

(τυφλό). Αυτό οδηγεί σε δραματική αύξηση του λόγου σήματος / θορύβου για την 

ανίχνευση του ΗΚΡ που καταλήγει σε ενίσχυση σήματος πολλών χιλιάδων-φορών σε 

σχέση με την απουσία του ενισχυτή.

Προς το παρόν, το ενισχυμενο ΧΦ σύστημα Λουμινόλης-Η2θ 2-περοξειδάσης 

εφαρμόστηκε ευρύτατα για τον προσδιορισμό πρωτεϊνών και ϋΝΑ. Ειδικά όταν το 

ΗΚΡ συζεύγνυται με βιοτίνη-στρεπταβιδίνη ή διγοξίνη-αντιδιγοξίνη σύστημα 

ενίσχυσης, η ευαισθησία βελτιώνεται σημαντικά στον υβριδισμικό προσδιορισμό του 

ϋΝΑ.

Ξανθινοξειδάση: Η ξανθινοξειδάση καταλύει την φωταυγή οξείδωση της λουμινόλης: 

Η αντίδραση ενισχύεται με Ρε-ΕΟΤΑ σύμπλοκο. Η ξανθίνη οξειδώνεται σε 

υποξανθίνη και παράγει Η2Ο2 παρουσία ξανθινοξειδάσης και Ο2. Αυτή η αντίδραση 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να ανιχνεύσει την ξανθινοξειδάση που προσδένεται σε 

ποικιλία αντιγόνων και αντισωμάτων. Για την αντίδραση αυτή, η εκπομπή φωτός 

είναι μακράς διαρκείας, τυπικά διαρκεί μερικές μέρες [58, 59].
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στην χρήση των συσκευών σύζευξης φορτίου (ΟΟΩ) για την αποτύπωση του ειδώλου 

της εκπομπής φωτός από πλάκες μικροτιτλοδότησης, μεμβράνες και άλλες σειρές 

φωτεινών δοχείων αντίδρασης. Ψυχόμενες, χαμηλού θορύβου ΟΟΌ φωτογραφικές 

μηχανές είναι ιδιαίτερα κατάλληλες για χαμηλής έντασης είδωλα λόγω της 

ευαισθησίας τους, της γραμμικής απόκρισης ως προς τα προσπίπτοντα φωτόνια και 

την ευρεία δυναμική περιοχή. Οι ΟΟΌ χρησιμοποιήθηκαν για απ’ ευθείας ψηφιακή 

μεταφορά ειδώλου των τεχνικών δουΐΐιβπι και άοί-ΒΙοίδ, της διαπίστωσης 

αλληλουχίας ΌΝΑ κ.ο.κ. Οι εφαρμογές έχουν γενικά εστιασθεί στην επίτευξη υψηλής 

ευαισθησίας και ποσοτικής πληροφόρησης [71].

1.2.4. Εφαρμογή των τεννικών ΒΦ και ΧΦ

Η ΒΦ και ΧΦ σαν ένα είδος ακολουθώντας την ταχεία ανάπτυξη των νέων μη- 

ισοτοπικών τεχνικών ανίχνευσης χρησιμοποιήθηκε σχεδόν σε όλα τα πεδία 

ανίχνευσης, ειδικά στα πεδία προσδιορισμού των βιοϊατρικών ενώσεων. Εξαίρεση 

αποτελεί η ανάλυση πρωτεϊνών, απτενίων, ΌΝΑ, βιομάζας όπως κρεατινινοκινάσης, 

μονοξειδίου του αζώτου, διαπίστωση της αλληλουχίας ΟΝΑ. Πρόσφατα, αυτές οι 

τεχνικές χρησιμοποιούνται επίσης σ’ ένα μεγάλο αριθμό νέων πεδίων έρευνας [72- 

75] όπως:

(α) Φωταυγούο προσδιορισμού καναλικού οξυγόνου [65-67]. Η αρχή αυτής της 

τεχνικής βασίζεται στους ανοσοπροσδιορισμούς του καναλισμού του ενζύμου.

(β) Τεχνικές ηλεκτροχημειοφωταύγειας για την ανάλυση του ΌΝΑ και 

ανοσοπροσδιορισμό [96-98].

(γ) Χημειοφωταυγείς προσδιορισμούς υβριδισμικής-σύνδεσης [93-95].

(δ) Η σύζευξη των τεχνικών χημειοφωταύγειας και επιτόπου υβριδισμού και 

ανοσοϊστοχημείας [68-70]. (ε) Απ’ ευθείας υπολογιστική ανάλυση της ΧΦ 

αντίδρασης όπως στον ανοσοπροσδιορισμό, και διαπίστωση της αλληλουχίας ΌΝΑ.

19



ειδών μεθόδων μη-ισοτοπικής σήμανσης. Υπάρχουν τάσεις να αντικατασταθεί η ΚΙΑ 

με μη-ισοτοπικές μεθόδους.

Φθορισμοανοσοπροσδιορισμοί ΓΡΙΑ). Κάνοντας χρήση όλων των φθορισμοχρωμικών 

ενώσεων, όπως η ισοθειακυανική φλουορεσκείνη (ΡΙΤΟ) συζευγμένη στο αντίσωμα 

(ή αντιγόνο / απτένιο) σαν σηματοδοτικός ιχνηθέτης, ανιχνεύθηκε το ανάλογο 

αντιγόνο (ή αντιγόνο / απτένιο) χρησιμοποιώντας ανοσοχημικό προσδιορισμό. Εκτός 

του ΡΙΤΟ χρησιμοποιούνται συχνά τα ακόλουθα φθορίζοντα σηματοδοτικά 

αντιδραστήρια: ΗοεοΗδί 33258, Κ- Φυκοερυθρίνη (ΡΕ), Ροδαμίνη (ΤΚΙΤΟ), Κβαντο 

Κόκκινο ™, Κόκκινο του Τέξας, Ογ3, κ,ο.κ. [42-44].

Στον προσδιορισμό με την αναλυτική τεχνική ΡΙΑ συχνά χρησιμοποιούνται οι 

ακόλουθες μέθοδοι ανίχνευσης.

(α) Απ’ ευθείας ανοσοπροσδιορισιιός. Άμεση σήμανση μιας διασποράς ανθρώπινων 

και ζωικών κυττάρων χρησιμοποιώντας φθορισμοχρωμικό συζυγές σαν αρχικό 

αντίσωμα.

(β) Έιιιιεσο Ανοσοφθορισιιό. Έμμεση σήμανση μιας διασποράς ανθρώπινων ή 

ζωικών κυττάρων με χρήση φθορισμοχρωμικών συζυγών σαν δεύτερο 

αντίσωμα.

(γ) ΑΝΑ-έιΐίΐεσο Ανοσοφθοοισιιό. Κατά την άμεσο σήμανση των στερεωμένων 

κυττάρων ήπατος με ακετόνη με την χρήση ανθρώπινων αηΐί-πυρηνικών 

αντισωμάτων (ΑΝΑ) σαν αρχικό αντίσωμα και φθορισμοχρωμικό συζυγές σαν 

δεύτερο αντίσωμα.

(δ) Ανοσοϊστολογία. Έμμεση ανοσοϊστοχημική σήμανση σε τμήματα ιστών 

στερεωμένων με φορμαλίνη, διαστρωμένα σε παραφίνη.

(ε) Ροΐ ανοσοδειιενο προσδιορισμό. Απ’ ευθείας κηλίδωση των σφαιριδίων 

αγαρόζης των <Ιοί Μοΐδ.

(στ) Ανοσοφθοοισιιικό προσδιορισμό τειιανιδίου. Απ’ ευθείας κηλίδωση των 

σφαιριδίων αγαρόζης συζευγμένων στο αντιγόνο.

Η ΡΙΑ είναι ένα είδος απλής συσκευής ροής που παρέχει μεθόδους 

προσδιορισμού αναλυόμενης μεγάλης επαναληψιμότητας. Επί του παρόντος, πολλά 

σχετικά εμπορικά συνδυασμένα αντιδραστήρια (Ιάίδ) προσφέρονται στην αγορά. 

Γενικά, η ευαισθησία είναι αρκετά καλή για κανονική ανίχνευση, αλλά η ευαισθησία 

είναι μικρότερη της ΚΙΑ. Ακόμη, η υψηλή δαπάνη του φθορισμομέτρου περιορίζει 

την ευρεία εφαρμογή της.
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με την χρήση αβιδίνης-καροτοπεροξειδάσης και ΟΡϋ σαν υτιόστρωμα για να 

σιγουρευθεί η ανοσοδραστικότης.

Ο κολλοειδής χρυσός είναι ηλεκτρονικά πυκνή μαρκαδώρος που μπορεί να 

συμπλεχθεί με ανοσογλοβουλίνες με ισχυρή μη-ομοιοπολική αλληλεπίδραση. Συζυγή 

Χρυσόν-αντίσωμα χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση αντιγόνου και δεν απαιτούν 

πρόσθετο αντιδραστήριο εκτός εάν απαιτείται ενίσχυση μέσω αργύρου για να 

αυξήσει την ευαισθησία. Η φερριτίνη, λόγω του υψηλού μοριακού βάρους και της 

περιεκτικότητας σε σίδηρο είναι πυκνός ηλεκτρονικά μαρκαδώρος που μπορεί να 

προσδεθεί ομοιοπολικά στις ανοσογλοβουλίνες. Συζυγή φερριτίνης-αντισώματος 

χρησιμοποιούνται σαν ιχνηθέτες στην ηλεκτρονική μικροσκοπία για να ανιχνεύσουμε 

και να εντοπίσουμε κυτταρικά ή ιστικά αντιγόνα. Τέλος η μέθοδος ΡΙΑ είναι άνετη 

στην ανάλυση των πρωτεϊνών και απτενίων. Ένας μεγάλος αριθμός κατάλληλων 

συνδυασμένων αντιδραστηρίων (ΙαΙδ) κυκλοφορούν στην αγορά, αλλά η ευαισθησία 

είναι μικρότερη της ΚΙΑ [90-92].

Χημειοφωταυγεκ Ανοσοπροσδιορισμοί (XXI Α). Η (ΧΙΑ είναι ένα είδος νέων 

τεχνικών που βασίζεται στις μεθόδους ΕΙΑ και χρησιμοποιούν τα αντίστοιχα 

αντιδραστήρια χημειοφωταύγειας (όπως λουμινόλη, ακριδινεστέρα) για σήμανση σε 

αντικατάσταση του αντίστοιχου ενζύμου (όπως το ΗΚΡ, ΑΡ) στο ΕΙΑ ή 

χρησιμοποιούν το ίδιο ένζυμο (όπως το ΗΚΡ, ΑΡ) με ΕΙΑ, αλλά χρησιμοποιούν 

διαφορετικό σχετικό χημειοφωταυγές υπόστρωμα για την ανίχνευση. Για παράδειγμα, 

χρησιμοποιούν λουμινόλη σαν υπόστρωμα του ΗΚΡ-ενζύμου σήμανσης για την ΧΦ 

ανίχνευση. Με χρήση της (ΧΙΑ, η ευαισθησία βελτιώνεται αισθητά, η συνολική 

αναλυτική μέθοδος τελειώνει γρήγορα και είναι εύκολη και απλή.

Στην (ΧΙΑ ο μεγάλος αριθμός χημειοφωταυγών αντιδραστηρίων που 

χρησιμοποιήθηκε για το είδος αυτής της ανίχνευσης ήταν: (α) τα χημειοφωταυγή 

αντιδραστήρια, όπως η λουμινόλη, η ισολουμινόλη, ο ακριδινικός εστέρας, η 1,2- 

διοξετάνη, η αβςοιιπη πόυ μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν απ’ ευθείας 

αντιδραστήρια σήμανσης, (β) τα σχετικά ένζυμα όπως το ΗΚΡ, το ΑΡ, η 

λουσιφεράση, η ξανθινοξειδάση που χρησιμοποιούνται επίσης για την ανίχνευση, και 

(γ) μερικοί σχετικοί συνπαράγοντες ή απτένια, που επίσης, χρησιμοποιήθηκαν για την 

απ’ ευθείας σήμανση όπως βιοτίνη, ΑΤΡ, ΝΑΟ κ.ο.κ.
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Ανταγωνιστικός Ανοσοπροσδιορισμός: Για την ανίχνευση πρωτεϊνών, η πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενη μέθοδος είναι αυτή του ανοσοπροσδιορισμού τύπου-δ&ηάννΐοϊι. Ο 

ανταγωνιστικός ανοσοπροσδιορισμός χρησιμοποιήθηκε ευρύτατα για τον 

προσδιορισμό των απτενίων όπως οι ορμόνες, τα στεροειδή κ.ο.κ. Επειδή τα απτένια 

έχουν πολύ μικρό μοριακό βάρος ο ανοσοπροσδιορισμός τύπου-δαη(1\νΐς1ι δεν είναι 

χρήσιμος. Για παράδειγμα για να ανιχνεύσουμε το Τ3, μπορούμε να 

χρησιμοποιήσουμε μέθοδο ανταγωνιστικής (ΧΙΑ. Στην μεθοδολογία της σήμανσης, 

εάν χρησιμοποιήσουμε ΗΚΡ σαν αντιδραστήριο σήμανσης, επειδή το Τ3 είναι σχετικά 

πολύ μικρό, το πολύ μεγάλο μόριο ΗΚΡ θα τυλίξει το Τ3 και έτσι το Τ3 θα χάσει την 

δραστικότητά του* γι’ αυτό μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε την μέθοδο της 

γλουταραλδεύδης στην μέθοδο σήμανσης. Με την μέθοδο αυτή τα πέντε άτομα 

άνθρακος της γλουταραλδεύδης παρεμβάλλονται μεταξύ του Τ3 και την ΗΚΡ και το 

Τ3 δεν χάνει την δραστικότητά του.

Ομογενής Ανοσοπροσδιορισμός: Στον ετερογενή ανοσοπροσδιορισμό 

καταναλώνουμε μεγάλο χρόνο για τον διαχωρισμό των συζευγμένων από τα 

ασύζευκτα μέρη, και μας δημιουργεί πολλούς μπελάδες. Για να αποφύγουμε το 

πρόβλημα αυτό μεγάλο μέρος της έρευνας εστιάσθηκε στην ανάπτυξη ομογενούς 

ανοσοπροσδιορισμού. Αυτή η μέθοδος εκμηδενίζει την ανάγκη να διαχωρίσουμε τα 

δεμένα από τα ελεύθερα μέρη της αναλυομένης (και τα στάδια έκπλυσης) και είναι 

ιδιαίτερα χρήσιμη εάν είναι ικανοποιητική για τα απτένια και τις πρωτεΐνες και 

αρκετά ευαίσθητη για να επιτρέπει την ποσοτικοποίηση όλων των γνωστών 

αναλυόμενων.

Α. ΧΐΐαειοοωταύΎεια του οξυγόνου ιιε καναλικό ανοσοπροσδιορισιιό (ΤΓΟ(Χ) 

[65-671.

Με βάση την αρχή του ενζυμικού καναλικού ανοσοπροσδιορισμού, η μέθοδος 

ΓΟΟΓ θεμελιώθηκε για τον ομογενή ανοσοπροσδιορισμό που έχει υψηλή 

ευαισθησία. Με την χρήση δύο διαφορετικών υποκαταστατών - ή δεικτών - 

επιτυγχάνεται κάλυψη τεμαχιδίων πολυστυρενίου σε πολύ χαμηλότερες 

συγκεντρώσεις από τις συνήθεις που χρησιμοποιούνται στην Ιαίεχ α§§1ιιίϊηαίΐοη 

τεχνική. Συνήθως σχηματίζονται ζεύγη τεμαχιδίων αντί μεγάλα συσσωματώματα και 

η φωτοχημικά πυροδοτούμενη χημειοφωταύγεια αντικαθιστά την νεφελομετρική ή 

θολωσιμετρική ανίχνευση. Το ένα σωματίδιο του ζεύγους έχει διαλυτοποιημένο τον
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μαγνητικά ακινητοποιημένα ανοσοτεμαχίδια σε μεταλλάκτη στερεάς φάσης με την 

χρήση μαγνητικού πεδίου [89]. Τέλος, για την ανάλυση πρωτεϊνών και απτενίων, η 

υψηλή ευαισθησία του ομογενούς ανοσοπροσδιορισμού χημειοφωταύγειας είναι η 

καλύτερη επιλογή. Απαιτείται, όμως, περισσότερη έρευνα για την τεχνική αυτή.

1.3.2. Συιιπληοωιιατικές τεχνικές για πρωτεΐνες και ένζυμα

Καθαρισμός ενΕύμου

1. Μέθοδοι προκαταρκτικού καθαρισμού

Η υψηλή καθαρότης του ενζύμου είναι πολύ σημαντική στην αναλυτική 

μεθοδολογία. Ένας προκαταρκτικός καθαρισμός συχνά περιλαμβάνεται στην 

διαδικασία της εκχύλισης του ενζύμου. Κάποιος βαθμός της κλασμάτωσης του 

κυτταρικού περιεχομένου εκτελείται προ της εκχύλισης, ώστε μόνο ένζυμα που 

βρίσκονται στο αυτό υποκυτταρικό διαμέρισμα με το σχετικό ένζυμο, να 

εκχυλίζονται. Επίσης, η σύσταση του εκχυλιστικού μέσου επιλέγεται έτσι ώστε το 

ένζυμο ενδιαφέροντος να είναι διαλυτό ενώ τα άλλα να μην είναι.

Τα εκχυλισθέντα νουκλεϊνικά οξέα μπορούν να καταβυθιστούν δια της 

επεξεργασίας με βασικές ενώσεις όπως στρεπτομυκίνη ή πρωταμίνη ή με Μη012 ή με 

Μ§012. Όλα τα ιζήματα όπως κυτταρικές ακαθαρσίες, τότε, απομακρύνονται με 

φυγοκέντρηση και πετιούνται. Το επόμενο στάδιο καθαρισμού είναι η καταβύθιση 

του ενζύμου που μας ενδιαφέρει από το διάλυμα, διαχωρίζοντάς το από μόνο- και 

ολίγο-σακχαρίτες, νουκλεοτίδια, ελεύθερα αμινοξέα κ.ο.κ., καθώς και από πολλές 

άλλες πρωτεΐνες που παραμένουν στο διάλυμα. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί με αλλαγή 

του ρΗ και της συγκέντρωσης του οργανικού διαλύτη ή του άλατος του μέσου.

2. Μέθοδοι περαιτέρω καθαρισμού. Το ακάθαρτο εκχύλισμα, με το μερικώς 

καθαρισμένο ένζυμο επεξεργάζεται κατά ποικίλους τρόπους για να αυξηθεί η 

καθαρότης του ως ακολούθως:

(α) Με προσροφητικές πηκτές (π.χ. Ζη(ΟΗ)2) για την απομάκρυνση των χρωστικών. 

Ένα μίγμα ενζύμων μπορεί επίσης να προσροφηθεί σε κατάλληλη πηκτή (π.χ. 

υδροξείδιο του αλουμινίου) και κατόπιν να κλασματωθεί εκλουόμενο με
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πολυμερούς-υποκαταστάτη παρασκευασμένο για καθαρισμό ενός ενζύμου 

περιορίζεται αποκλειστικά σ’ αυτήν την ειδική εφαρμογή.

(ζ) Η υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης έδωσε μεγάλη πρόοδο στον καθαρισμό 

των πρωτεϊνών. Η χρήση στηλών ανοξείδωτου χάλυβα και υψηλής ποιότητας, 

καθώς και ανθεκτικών πληρωτικών υλικών μεγέθους τεμαχιδίων 10 μτη, ή 

λιγότερο επέτρεψε να επιτευχθούν διαχωρισμοί παρόμοιοι με αυτούς της 

συνήθους χαμηλής πίεσης χρωματογραφίας αλλά σε χρόνο μερικών λεπτών αντί 

ωρών.

Καθαρισμός αντισωμάτων.

Στην " μεθοδολογία της ανάλυσης πρωτεϊνών, η υψηλή καθαρότης των 

αντισωμάτων είναι αναγκαία για υψηλή ευαισθησία και εξειδίκευση. Η καθαρότης 

των αντισωμάτων επιτυγχάνεται με δύο τρόπους.

(α) Διαχωρισμό του Ι§ κλάσματος από μίγμα πρωτεϊνών

(β) Διαχωρισμός του πλήθους των αντισωμάτων που προσαρτώνται εξειδικευμένα σ’ 

ένα αντιγόνο, από τα άλλα Ι§8 ή άλλες πρωτεΐνες. Ο διαχωρισμός αυτός 

εκτελείται με ανοσοχημική μέθοδο βασισμένη στην χρήση ενός αδιάλυτου 

αντιγόνου (ανοσοπροσροφητή) που προσδένει εξειδικευμένα αντισώματα που 

βρίσκονται στο μέσο (ορρό, ασκίτες, υπερκείμενο καλλιέργειας)

1. Χημικές μέθοδοι

Εξαλάτωση πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες θα καταβυθιστούν όταν η ιονική ισχύς του 

μέσου αυξηθεί με την προσθήκη ορισμένων αλάτων. Το συνήθως χρησιμοποιούμενο 

άλας είναι το θειικό αμμώνιο. Το θειικό νάτριο χρησιμοποιείται επίσης, αλλά έχει το 

μειονέκτημα να κρυσταλλώνεται σε χαμηλές θερμοκρασίες στις συγκεντρώσεις που 

χρησιμοποιούνται και γι’ αυτό πρέπει η εξαλάτωση να γίνει στους 20°0.

Χρήση της χρωματογραφίας ιονανταλλαγής: Ανταλλάκτες όπως ϋΕΑΕ-κυτταρίνη 

χρησιμοποιείται για να καθαρίσουμε τα Όλες οι πρωτεΐνες στον ορό

προσκολούνται στην ΌΕΑΕ-κυτταρίνη, αλλά το Ι§0 κλάσμα θα εκλουσθεί από την 

στήλη με την αύξηση της ιονικής ισχύος του ρυθμιστικού διαλύματος. Στην
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(β) Η παπαίνη παράγει μονοσθενή κλάσματα Ραΐ> (Μ.Β. = 52000) και Ρο 

κλάσματα (Μ.Β. = 50000)

Ί .3.3. ΡΝΑ ΚΑΙ ΚΝΑ ΑΝΑΛΥΣΗ

Παρασκευή και Ανάλυση του ΡΝΑ

Η εφαρμογή των τεχνικών της μοριακής βιολογίας στην ανάλυση των 

πολύπλοκων γονιδιωμάτων (§εηοπΐ6δ) εξαρτάται από την ικανότητα να παράγουμε 

καθαρό, υψηλού-μοριακού βάρους-ΡΝΑ. Για αναλυτικές και παρασκευαστικές 

εργασίες χρησιμοποιήθηκε ο διαχωρισμός με ηλεκτροφόρηση πηκτής [76, 83-85].

Καθαρισμός και Συγκέντρωση (συμπύκνωση) του ΡΝΑ. Η πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενη μέθοδος για καθαρισμό και συγκέντρωση των παρασκευασμάτων 

του ΡΝΑ είναι η εκχύλιση με φαινόλη και η καταβύθιση με αιθανόλη. Η 

ισοπροπανόλη μπορεί επίσης, να χρησιμοποιηθεί για να καταβυθίσει το ΡΝΑ. Για 

την μέθοδο εκχύλισης με φαινόλη, η φαινόλη πρέπει να επαναποσταχθεί πριν την 

χρήση της διότι τα προϊόντα οξείδωσης της φαινόλης μπορούν να προσβάλλουν και 

να δημιουργήσουν διασπάσεις δεσμών στις αλυσίδες των νουκλεϊκών οξέων. 

Χρησιμοποιώντας βουτανόλη, το ΡΝΑ συγκεντρώνεται. Η υπολειματική φαινόλη, 

χλωροφόρμιο ή βουτανόλη απομακρύνεται με εκχύλιση με αιθέρα. Επιπλέον, 

αιώρημα γυάλινων σφαιριδίων μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον ταχύ και 

αποτελεσματικό καθαρισμό του ΡΝΑ από την μόλυνση με πρωτεΐνες, ΚΝΑ, ή 

οργανικούς διαλύτες.

Ηλεκτροφόρηση πηκτής: Η ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης συχνά χρησιμοποιείται 

για την απομόνωση και καθαρισμό μεγάλων τμημάτων απόσπασης ΡΝΑ. Πηκτές 

διήθησης αγαρόζης παρασκευάζονται και χρησιμοποιούνται σαν συνήθεις πηκτές 

αγαρόζης, αλλά διαχωρίζουν τα μικρά ΡΝΑ τμήματα όπως και οι (μη-μετουσίωσης) 

πολυακρυλαμιδικές πηκτές. Η τεχνική πηκτής ηλεκτροφόρησης με χρήση παλμικού 

πεδίου χρησιμοποιείται για να διαχωρισθούν πολύ υψηλού μοριακού βάρους ΡΝΑ. Η 

(μη-μετωσιώνουσα) ηλεκτροφόρηση της πολυακρυλαμιδικής πηκτής συχνά 

χρησιμοποιείται για διαχωρισμούς και καθαρισμό μεγάλων ποσοτήτων, μικρών, 

διπλού κλώνου τμημάτων του ΡΝΑ (< 1000 6ρ) που μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

για κλωνοποίηση, διαπίστωση αλληλουχίας του ΡΝΑ και σήμανση. Ακόμη, οι 

τεχνικές αυτές χρησιμοποιούνται για καθαρισμό των ολιγονουκλεοτιδίων.
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ανοσοφθορισμικές τεχνικές επίσης παρέχουν ευαίσθητες εναλλακτικές μεθόδους για 

πολλές εφαρμογές μοριακής βιολογίας [82, 91, 91].

Προσδτοοισμόο του ΡΝΑ μέσω τημειοφωταυγήα-ανίχνευσης. Με την χρήση 

χημειοφωταυγών αντιδραστηρίων, και παρασκευή των αντίστοιχων ιχνηθετών, το 

ΌΝΑ ανιχνεύεται με μέτρηση της εκπομπής φωτός. Με την μέθοδο αυτή ένα 

μοναδικό-αντίτυπο γονιδίου από 1 μ§ ή ακόμα λιγότερο του ανθρώπινου 

γονιδιώματος του ϋΝΑ είναι αρκετό για να ανιχνευθεί. Προς το παρόν, ένας μεγάλος 

αριθμός σχετικών αντιδραστηρίων σε Ιάίδ κυκλοφορούν στην αγορά [45-47].

1) Χημειοφωταυγήο ανίχνευση των βιοτυνυλιωμένων ιχνηθετών: Το σύστημα 

βιοτίνης/αβιδίνης ή στρεπταβιδίνης είναι πολύ ευαίσθητο. Με χρήση 

διαφορετικού συζευγμένου με αβιδίνη χημειοφωταυγούς ενζύμου, όπως ΑΡ ή 

ΗΚΡ υπό την παρουσία σχετικού χημειοφωταυγούς υποστρώματος, ο υβριδισθείς 

στόχος ΌΝΑ ανιχνεύεται με έντονη ευαισθησία. Για το ΑΡ, χρησιμοποιούνται 

ΟδΡϋ, ΑΜΡΡϋ, 1,2-διοξετάνη σαν υποστρώματα. Για την ΗΚΡ, η λουμινόλη, το 

Η2Ο2 και (ίντίστοιχος ενισχυτής όπως η π-ιωδοφαινόλη χρησιμοποιείται για τον 

ενισχυμένο χημειοφωταυγή υβριδισμικό προσδιορισμό. Ακόμη, η λουσιφεράση 

της πυγολαμπίδας χρησιμοποιείται επίσης για τον βιοφωταυγή υβριδισμικό 

προσδιορισμό.

2) Χημειοφωταυγής ανίτνευση των σημασμένων με διγο£ίνη ιχνηθετών. Το 

σύστημα διγοξίνης χρησιμοποιεί ένα αντιδιγόξινο αντίσωμα συζευγμένο με το 

σχετικό ένζυμο χημειοφωταύγειας (όπως ΑΡ, ΗΚΡ, λουσιφεράση)" το αντίσωμα 

αναγνωρίζει την διγοξίνη-άυΤΡ που έχει ενσωματωθεί στον ιχνηθέτη.

3) Χημειοφωταυγής ανίχνευση μέσω ιχνηθετών σημασμένων με ακριδινεστέρεα. 

Κατ’ αρχήν συντίθενται τα σχετικά ολιγονονουκλεοτίδια. Η χημική σήμανση των 

ΟΝΑ-ιχνηθετών με ακριδινεστέρα επιτυγχάνεται με αντίδραση των αρμών 

σύνδεσης της αλκυλαμίνης που εισήχθη με σύνθεση και ένα Ν-υδροιμιδο 

ηλεκτρικό εστέρα ενός μεθυλο-ακριδινο-φαινυλεστέρα. Με χρήση του 

υβριδισμικού προσδιορισμού (ΗΡΑ) και διαφορική υδρόλυση, επιτυγχάνεται ένα 

είδος απλού, γρήγορου, ομογενούς υβριδισμικού προσδιορισμού με μεγάλη 

ευαισθησία.
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ριβονουκλεάση. Διαλύματα που περιέχουν Τπ8 δεν μπορούν να επεξεργασθούν 

αποτελεσματικά με ΌΕΡΟ διότι το Τηδ αντιδρά με το ΌΕΡΟ και το αδρανοποιεί. Τα 

γυάλινα σκεύη θα πρέπει να θερμανθούν στους 300°0 για 4 ώρες. Τα πλαστικά σκεύη 

πρέπει να Εεπλυθούν με χλωροφόρμιο.

Παρασκευή κυτταροπλασμικού ΚΝΑ από καλλιέργειες κυττάρων ιστού.

Τα κύτταρα καλλιέργειας ιστού λύνονται με άλας νατρίου της Ν- 

λαυρυλοσαρκοσίνη και πωτεϊνάσης Κ. Εκχυλίζονται με χρήση φαινόλης/ 

χλωροφόρμιο/ ισοαμυλικής αλκοόλης. Το διάλυμα ΚΝΑ επεξεργάζεται με 

διαιθυλοπυροκαρβονικό (ϋΕΡΟ). Το ϋΝΑ που μολύνει το παρασκεύασμα 

απομακρύνεται με την χρήση ΌΝάσης (που είναι ελεύθερη ΚΝάση) και με 

παρεμποδιστή της ρΐαοβηίαΐ ριβονουκλεάσης ή με σύμπλοκο 

βαναδυλοριβονουκλεάσης.

Μέθοδοι γουανιδίνηα για παρασκευή συνολικού ΚΝΑ. Το ΚΝΑ καθαρίζεται με 

χρήση διαλύματος γουανιδίνο - ιόντος και χλωριούχου καισίου (ΟδΟΙ). Το 

παραγόμενο ΚΝΑ με την χρήση της μεθόδου αυτής είναι αρκετά καθαρό για 

ηοιΐΐιβπι, 81 ή 8Ρ6 ανάλυση, ενώ η επεξεργασία με διάλυμα ϋΕΡΟ κρίνεται 

απαραίτητη για να παρεμποδίσει την δράση της ΚΝάσης.

Φαινολο/ 8Ρ8 μέθοδος για την παρασκευή φυτικού ΚΝΑ. Στην μέθοδο αυτή τα 

κύτταρα λύονται με φαινόλη και 8ϋ8 που παράγει καθαρό, πλήρους-μήκους ΚΝΑ 

από μεγάλες ποσότητες φυτικών κυττάρων και δίνει καλά αποτελέσματα με πολλά 

κύτταρα θηλαστικών και ιστών. Η μέθοδος μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να παράγει 

ΚΝΑ από ποικιλία ευκαριοτικών ιστών.

Παρασκευή βακτηριακού ΚΝΑ. Με την χρήση χώνευσης με πρωτεάση, ακόλουθη 

οργανική εκχύλιση για την απομάκρυνση πρωτεϊνών και περαιτέρω χώνευση με 

νουκλεάση για να απομακρυνθεί το ϋΝΑ, εκχυλίσθηκε το ΚΝΑ από τα αρνητικά και 

θετικά κατά §Γαιη βακτήρια. Το παραχθέν ΚΝΑ από την μεθοδολογία αυτή έχει 

υψηλή ποιότητα και είναι κατάλληλο για ηοΓίΙιβπι Μοΐΐίη§, 81 χαρτογράφηση και 

επέκταση του ρπιηβΓ.

Παρασκευή του πολύ(ΑΤΕΚΝΑ. Το παραχθέν ΚΝΑ από τα ευκαριοτικά κύτταρα 

περιέχει αρχικά ριβοσομικά-ΚΝΑ και μεταφορικά-ΚΝΑ. Πολλές τεχνικές απαιτούν
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Ηλεκτρογημειοφωταύγεια (ΊΕΟΙΛ Επιδείχθηκε αρχικά σε προσδιορισμούς προϊόντων 

ΡΟΚ με χρήση [4-(Ν-ηλεκτρίφυλο-οξυκαρβονυλπρθ7Γυλο)-4,-μεθυλο-2,2,-διπυρίδινο) 

ρουθίνιο (II) διεξαφθοροφωσφορικό άλας σαν σηματοδότη. Αυτός ο σηματοδότης, 

επιτρέπει την γρήγορη ποσοτικοποίηση και ανίχνευση των ΡΟΚ-ενισχυθέντων 

προϊόντων από ογκογόνα, ιούς και κλωνοποιημένα γονίδια.

Ανίχνευση του ιηΚΝΑ με χρήση ΚΤ-ΡΟΚ και ΕΟΕ, Για την μέτρηση χρησιμοποιείται 

ηλεκτροχημειοφωταυγής μέθοδος ανίχνευσης και βιοτινυλιωμένα μετά-ΡΟΚ οΡΝΑ 

δείγματα υβριδισμένα με ιχνηθέτη ολιγονουκλεοτίδιο μαρκαρισμένο με τρις (2,2'- 

διπυρίδινο) ρουθίνιο (II) (ΤΒΚ) σύμπλοκο που παγιδεύονται στην συνέχεια σε 

άνη&σφαιρίδια καλυμμένα με στρεπταβιδίνη. Με την χρήση διαφορετικού 

συστήματος η φωταύγεια που εκπέμπεται από το ΤΒΚ-χηλικό των παγιδευθέντων 

ειδικών μετά-ΡΟΚ προϊόντων προσδιορίζεται.

Τεχνικές σήμανση ς για τους ιτνηθέτες ΡΝΑ.

1. Τεχνικές ραδιοϊσοτοπική ς ση ματοδότη ση ς του ΡΝ Α.

Ό^α^Ρ]^χρησιμοποιείται συχνά για την ραδιοσήμανσης και ανίχνευση. Επειδή 

η μέθοδος ραδιοσήμανσης και ανίχνευσης έχει το μειονέκτημα της επικινδυνότητας 

στον ανθρώπινο οργανισμό, οι τεχνικές αυτές πρόκειται να αντικατασταθούν από 

μεθόδους μη-ισοτοπικής σήμανσης και μεθόδους ανίχνευσης, και ειδικότερα με 

μεθόδους σήμανσης με χημειοφωταυγή αντιδραστήρια και αντίστοιχης ανίχνευσης.

Παρασκευή ομοιόμορφης σήμανσης δίκλωνων ΡΝΑ-ιγνη θετών. Για το είδος αυτό 

των ιχνηθετών, η μέθοδος σήμανσης μπορεί να εκτελεσθεί με την χρήση της 

“παραπλανητικής” (ηΐοΐί) μετάφρασης και μεθόδου τυχαίας-ρππιβΓ σήμανσης.

Μαρκάρισμα ΡΝΑ στο άκρο του. Τερματικό μαρκάρισμα τμήματος ΡΝΑ διπλού 

κλώνου για την παρασκευή ΡΝΑ ιχνηθετών είναι χρήσιμο σ’ έναν αριθμό 

εφαρμογών. Τα ΡΝΑ μόρια μπορούν να μαρκαρισθούν είτε στο 3' ή στο 5' τέρμα με 

ποικιλία ενζυματικών αντιδράσεων. Για το μαρκάρισμα του 3'-τέρματος μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν τρεις διαφορετικές μέθοδοι που εξαρτώνται από τον ιχνηθέτη και 

την ειδική ραδιοενεργότητα που απαιτείται: (α) Ε, οοΐΐ ΡΝΑ πολυμεράση I (Κΐ6ηο\ν
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2. ΡΝΑ μη-ισοτοπικές τεχνικές σήμανσης.

ΤΙτ5λλές'προ<3£γγίσεις~περιγραφηκαν για την σήμανση των νουκλεονικών οξέων 

με μη-ραδιενεργά υβριδισμικά πρωτόκολα. Τα μόρια “μάρκες” μπορούν να 

προσδεθούν σε διαφορετικές θέσεις του ιχνηθέτη νουκλεϊνικού οξέος, αλλά για να 

επιτευχθεί ειδικός υβριδισμός μεταξύ του τροποποιημένου ιχνηθέτη και του στόχου 

ΌΝΑ / ΚΝΑ είναι σημαντικό η διεργασία της τροποποίησης να μην επηρεάζει την 

δομή του ιχνηθέτη σε βαθμό που η προσκόλληση να μην είναι αποτελεσματική. 

Επιπλέον ο σηματοδότης πρέπει να είναι γερά προοδεμένος στον ιχνηθέτη 

νουκλεϊνικό οξύ ώστε να αντέξει τα διάφορα στάδια σταθεροποίησης και της 

άβη&ίιΐΓ&Ιιοη αφυσικοποίησης. Όταν η ομάδα μάρκα είναι απτένιο, το μόριο θα πρέπει 

να εκτίθεται ικανοποιητικά για να δώσει υψηλή συγγένεια (αντίσωμα) πρόσδεσης που 

είναι αναγκαία για υψηλή ευαισθησία και όπου η ομάδα μάρκα είναι ένζυμο, η 

ενζυματική δραστικότης θα πρέπει να διατηρείται κατά την ζεύξη στον ιχνηθέτη και 

υπό συνθήκας υβριδισμού [45, 55, 61, 63, 91, 99].

Τα διάφορα μη-ισοτοπικά συστήματα δύνανται να ταξινομηθούν σαν άμεσα ή 

έμμεσα. Στα άμεσα συστήματα οι ομάδες πληροφόρησης ζεύγνυνται απ’ ευθείας με 

τους ιχνηθέτες. Συχνά χρησιμοποιούμενες άμεσες ομάδες σηματοδότησης είναι 

φθορισμικές, χρωστικές, όπως η φλουορεσκίνη και ροδαμίνη, και ένζυμα μάρκες, 

όπως η αλκαλική φωσφατάση (ΑΡ) ή η καροτοπεροξειδάση (ΗΚΡ) συνδυασμένη με 

χημειοφωταυγή ανίχνευση ή με ενίσχυση μέσω αργύρου. Σε αντίθεση με τα άμεσα 

συστήματα, οι ομάδες σηματοδότησης στα έμμεσα συστήματα προσδένονται έμμεσα 

μέσω πρόσθετης (μη-ομοιοπολικής) αλληλεπίδρασης μεταξύ μιας ομάδας 

τροποποίησης του ιχνηθέτη και ενός παγκόσμιου ίικϋΓβοΐΟΓ μορίου το οποίο 

αναγνωρίζει εξειδικευμένα και προσδένεται στον τροποποιημένο ιχνηθέτη. Έτσι, ένα 

έμμεσο σύστημα απαιτεί πρώτα αλλαγή του εξειδικευμένου για την αναλυομένη 

ιχνηθέτη, με την εισαγωγή μιας ιδιαίτερης ομάδας τροποποίησης. Δύο κύριες 

προσεγγίσεις της σήμανσης του ιχνηθέτη διακρίνονται:

2.1. Χημική σήμανση των ιχνηθετών νουκλεϊνικών οξέων.

Α. ΚΝΑ σήμανση στο 3' τέρμα. Εκλεκτική οξείδωση με υπεριωδικά στο οΐδ-διολών

3' τέρμα των ΚΝΑδ οδηγεί στον σχηματισμό μιας δραστικής διαλδεύδης, που

αντιδρά με τις νουκλεόφιλες αμινοενώσεις, όπως οι αμίνες, τα σεμικαρβαζίδια, οι
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περοξειδάση και η αλκαλική φωσφατάση έχουν συζευχθεί με μόρια μάρκες απ’ 

ευθείας σε μονής λωρίδας ΏΝΑ ιχνηθέτη.

Η. Χημική τροποποίηση των ογινονουκλεοτιδίων. Τα ολιγονουκλεοτίδια μπορούν 

να σημανθούν εκλεκτικά στο 5'-τέρμα μέσω συνδετικού αρμού με χημική 

δραστική ομάδα. Η τερματική φωσφορική ομάδα φέρεται να αντιδράσει με 

υδατοδιαλυτό καρβοδιιμίδιο σε ρυθμιστικό διάλυμα ιμιδαζολίου για να δώσει ένα 

5/-φωσφορο ιμιδαζολίδιο. Ακόμη, τα βιοτινο-πιοΐβΐίβδ (ήμισυ) μπορούν να 

ζευχθούν επίσης με το 5'-τέρμα των συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων. Αυτό 

συμβαίνει με χημική σύζευξη ενός ουρύδυλο ομάδος ΓΟδΐώαΘ (υπόλοιπου) και 

ακόλουθη στρατηγική παρόμοια της σύζευξης προς τις γειτονικές Ο-Η ομάδες 

στο 3' τέρμα.

Το Γ65ΐάιΐ6 (υπόλοιπο) οξειδώνεται με υπεριωδικά, αντιδρά με βιότινο υδραζίδιο 

και σταθεροποιείται με αναγωγή με νατριοβοριουδρίδιο. Τέλος, η χημική 

τροποποίηση επιτρέπει μεγάλες ποσότητες ιχνηθέτου νουκλεϊνικού οξέος να 

τροποποιηθούν και αυτές οι χημικές αντιδράσεις, όταν προτυποποιηθούν είναι 

πολύ επαναλήψιμες.

2.2. Ενζυματική σήμανση των ίχνη θετών νουκλεϊνικών οξέων.

Α. Τα διάφορα συστήματα σήμανσης. Ανάμεσα στα έμμεσα μη-ισοτοπικά 

συστήματα, τα πιο σημαντικά είναι η διγοξίνη (ϋΙΟ), η βιοτίνη (6ίο) και η 

φλουορεσκείνη (ίΙιιΟΓ).

Το σύστημα ϋΙΟ βασίζεται στην ειδική

οαιχΙβηοΙΜβδ διγοξίνης και Ιαη&ΐοδίάβ 0 που χρησιμοποιείται για να 

τροποποιήσει το προοδεμένο συστατικό και ενός υψηλής συγγένειας 

ΌΙΟ-εξειδικευμένου αντισώματος σαν συστατικό ανίχνευσης. Με το 

ΌΙΟ-σύστημα, η εξειδικευμένη ανίχνευση του ϋΝΑ και ΚΝΑ είναι 

δυνατή σε ποσότητες μικρότερες του ρ§.

ιι ενζυματική σύνθεση των Ιν&ίβηΐζβό

I- μεταξύ ϋΙΟ, ένα χημικό παράγωγο της αγλυκίνης της

ΤΓολυνουκλεΌτιδίων σαν ιχνηθέτες υβριδισμού περιγράφηκαν πρώτα 

χρησιμοποιώντας ανάλογα τις (11ΙΤΡ και υΤΡ που περιέχουν μόριο
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τυχαίο τρόπο διαμέσου ενζυματικής προσθήκης σημανθέντων 

νουκλεοτιδίων. Οι ιχνηθέτες που παράγονται με τυχαία σήμανση 

συνίστανται σε μεγάλο ποσοστό από μικρά κλάσματα συγκρινόμενα με αυτά 

που παρασκευάζονται με την προηγούμενη μέθοδο.

(γ) Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσηο (ΡΟΚ-ί Η τεχνολογία ΡΟΚ εισήχθη για 

τον επιτόπου υβριδισμό με στόχο την επίτευξη ειδικών ανθρώπινων 

ιχνηθετών από τοόβηΐ χ ανθρώπινες υβριδικές γραμμές κυττάρων που 

περιέχουν ένα ανθρώπινο χρωμόσωμα ή τεχνικά χρωμοσώματα σταριού 

(ΥΑΟδ) με ανθρώπινα ένθετα (ίηδΘΓΐδ) μέχρι 800 1ώ.

(δ) ΡηΐΏ6(1 επιτόπου σήμανση (ΊΡΚΙΝ3Υ Η μεθοδολογία ΡΚΙΝδ είναι μια 

γρήγορη και απλή τεχνική βασισμένη στην ενσωμάτωση τροποποιημένων με 

(βιοτίνη, διγοξίνη ϊΤΓΟ) άΝΤΡδ σε ϋΝΑ που συντίθεται επιτόπου με 

ολιγονουκλεοτίδια ή μετουσιωμένα αφυσικοποιημένα τμήματα 

κλωνοποιημένου ϋΝΑ για ρπιτιβι*. Επιτρέπει την εξειδικευμένη αλληλουχίας 

ανίχνευση των επαναλαμβανόμενων ϋΝΑ αλληλουχιών.

(ε) Αντιγραφή στο εργαστήριο. Μονόκλωνοι ΚΝΑ ιχνηθέτες παρασκευάζονται 

με εργαστηριακή αντιγραφή χρησιμοποιώντας πλασμίδια που περιέχουν 

βακτηριοφάγου - ΚΝΑ-πολυμεράσης - εξειδικευμένους ενισχυτές. Οι 

μονόκλωνοι ιχνηθέτες έχουν το πλεονέκτημα ότι δεν μπορούν να 

επανακολληθούν σε διάλυμα.

(στ) Σήμανσή ολιγονουκλεοτιδίου:

ί. 3 "-σήμανση. Πολλές μέθοδοι έχουν περιγράφει για ενζυματική 

σήμανση στο 3'-τέρμα των ολιγονουκλεοτιδίων. Εν γένει, 

περιλαμβάνουν την ενζυματική ενσωμάτωση των τροποποιημένων 

νουκλεοτιδίων.

ϋ. 5'-σηματοδότηση. Ολιγονουκλεοτίδια μπορούν να συντεθούν που να 

περιέχουν μια αλειφατική αμινομάδα στο 5'-τέρμα. Πολλά αμινο- 

τροποποιημένα νουκλεοτίδια παρασκευάσθηκαν για κατάλληλη 

χημική ενσωμάτωση στους ϋΝΑ ιχνηθέτες. Το ένζυμο αλκαλική
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η αλκυλίωση των φαινολικών, σουλφιδρυλικών ή ελεύθερων αμινομάδων με 

δραστικές ομάδες στον φορέα. Μια άλλη ευρέως χρησιμοποιηθείσα μέθοδος για την 

ακινητοποίηση του ενζύμου αναπτύχθηκε που χρησιμοποιεί τα αντιδραστήρια 

βρωμοκυανικό (ΟΝΒγ). Ένα ένζυμο που κατέχει μια προσβάσιμη σουλφιδρυλική 

ομάδα που δεν είναι απαραίτητη για να προσδώσει δραστικότητα μπορεί να συνδεθεί 

σε παρόμοια ομάδα σε φορέα για σχηματισμό δισουλφιδικής γέφυρας.

Παγίδευση ενός ενζύμου επιτυγχάνεται συχνά εντός του σκελετού μιας 

πολυμερεισθείσης πηκτής. Η πηκτή πολυακρυλαμιδίου χρησιμοποιείται πιο συχνά. 

Εναλλακτικά ένα ένζυμο μπορεί να παγιδευτεί εντός της ημιπερατής μεμβράνης μιας 

μικροκάψουλας. Μια άλλη τεχνική καψουλοποίησης που μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

για την ακινητοποίηση του ενζύμου είναι ο σχηματισμός λιποσωμάτων.

Ακινητοποίηση με διασύνδεση μορίων ενζύμου συχνά επέρχεται με την δράση 

της γλουταραλδεύδης όπου οι δύο αλδεϋδικές ομάδες σχηματίζουν βάσεις του δοΗίίΓ 

με τις ελεύθερες αμινομάδες.

Ιδιότητες των ακινητοποιήμενών ενζύμων. Οι ιδιότητες ενός ακινητοποιημένου 

ενζύμου μπορεί να είναι διαφορετικές από εκείνες του ίδιου ενζύμου στο διάλυμα και 

αμφέτερες εξαρτώνται από την μέθοδο ακινητοποίησης και την φύση του αδιάλυτου 

φορέα. Η σταθερότης ενός ενζύμου στην θέρμανση και την αποθήκευση μπορεί να 

μεταβάλλεται. Το βέλτιστο ρΗ μπορεί να μεταβληθεί μέχρι και 2 μονάδες. Το 

φαινόμενο Κιτι μπορεί επίσης να επηρεασθεί από το ηλεκτροστατικό πεδίο του φορέα 

και μπορεί να μειωθεί σημαντικά όταν χρησιμοποιείται φορέας που είναι αντίθετου 

φορτίου αυτού του υποστρώματος.

Ο συνήθως χρησιμοποιούμενος φορέας για την ανάλυση πρωτεϊνών είναι η 

σεφαρόζη, η νάυλον μεμβράνη, ο γυάλινος σωλήνας ή το πορώδες γυαλί.

Ακινητοποίηση Νουκλεϊνικών 0£έων [114-116]

Οι τεχνικές ακινητοποίησης νουκλεϊνικών οξέων σε στερεά στηρικτικά υλικά 

είναι πολύ σημαντικές στην ανάλυση του ϋΝΑ, ΚΝΑ ιδιαίτερα μετά την ταχεία 

ανάπτυξη της έρευνας για βιοαισθητήρες νουκλεϊνικών οξέων.
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σχηματισμό φωσφοραμιδικού δεσμού μεταξύ 5' τέρματος φωσφορικής ομάδας και 

των μικροπηγαδιών. Τα ΌΝΑ μόρια που είναι προοδεμένα ομοιοπολικά μόνο στο 5' 

τέρμα είναι ιδανικά για υβριδισμό.

Ομοιοπολική ακινητοποίηση μονόκλωνου ΡΝΑ σε οπτικές ίνεο με την χρήση 

διάφορων προσδετών.

(α) Συντηγμένης πυριτίας οπτικές ίνες επεξεργάστηκαν με γ- 

αμινοπροπυλοτριαιθοξυσιλάνιο (ΑΡΤΕδ) και περαιτέρω επέκταση με 12- 

νιτροδωδεκανοικό οξύ μέσω σχηματισμού αμιδίου. Το τερματικό νιτροήμισυ 

ανήχθει σε αμίνη για να δώσει τον υδρόφοβο δραοεΓ (αρμό) μόριο που είναι 

κατάλληλο για ομοιοπολική προσάρτηση ενός ολιγονουκλεοτιδίου.

(β) Οι ίνες ενεργοποιούνται με 3-γλυκιδοξυπροπυλοτριμεθυλοσιλάνιο και 

προσδένονται ένας υδρόφιλος $ρ&06Γ (διαχωριστικός) αρμός που συνίσταται από

1 -17-διαμινο-3,6,9,12,15-πενταοξαδεκαεπτάνιο.

Το ολιγονουκλεοτίδιο (άΤ20) προσδένεται μετά σε οιονδήποτε από τους δύο 

τύπους δραοετ (διαχωριστικούς) αρμούς με φωσφοραμιδικό δεσμό μεταξύ της 

τερματικής αμίνης του δρ&06Γ (διαχωριστικού) μορίου και της 5'-φωσφορικης 

ομάδας του ΏΝΑ μέσω της μεσολάβησης της αντίδρασης συμπύκνωσης 

καρβοδιιμιδίου.

1.4. ΜΟΝΟΞΕΙΔΙΟ ΤΟΥ ΑΖΩΤΟΥ

Το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) παίζει σημαντικό ρόλο σαν ένας σημαντικός 

βιολογικός δευτερεύον διαβιβαστής σε μεγάλο αριθμό λειτουργιών του ανθρώπινου 

οργανισμού. Στο καρδιοαγγειακό σύστημα σαν χαλαρωτικός παράγων που παράγεται 

από ενδοθήλια (ΕϋΚΡ) είναι υπεύθυνος για την χαλάρωση του λείου αγγειακού μυός, 

την πτώση της πίεσης και την αποφυγή της συσπείρωσης των πλάτελετς. Στο κεντρικό 

και περιφερειακό νευρικό σύστημα, σαν νευροδιαβιβαστής είναι υπεύθυνος για την 

κυτταρική επικοινωνία. Στο ανοσοποιητικό σύστημα, δρα σαν το κυρίως μόριο 

αμύνης με ανοσοκύτταρα, ενδοκυτταρικά βακτήρια, κλπ. Ακόμη, παρά την εξαιρετική 

σημασία του ΝΟ στην υγεία των οργανισμών, έχει επίσης συνδεθεί με μεγάλο αριθμό 

παρενεργειών λόγω της δραστικής ελεύθερης ρίζας. Τελευταία, αναφέρθηκε ότι είναι 

συνένοχο για την εμφάνιση ποικίλων ασθενειών όπως σε καρδιακές προσβολές,
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Άμεσες επιδράσεις του ΝΟ: Άμεσες επιδράσεις περιλαμβάνουν τις αλληλεπιδράσεις 

του ΝΟ με τους χημικούς ή βιολογικούς στόχους. Το ΝΟ αντιδρά με τα μέταλλα. Οι 

αντιδράσεις με τα μεταλλικά κέντρα είναι κρίσιμες για την κατανόηση της 

βιορυθμιστικής συμπεριφοράς του ΝΟ και γι’ αυτό το μόριο αυτό μπορεί να είναι 

σηματοδοτικός παράγων. Η αντίδραση του ΝΟ με μερικά σύμπλοκα μεταβατικών 

στοιχείων έχει σαν αποτέλεσμα τον σχηματισμό μετάλλο-νιτροζυλο αάάιιοίδ 

(προϊόντων πρόσθεσης). Η ταχύτης των αντιδράσεων αυτών, καθώς και η σταθερότης 

των σχηματιζόμενων μεταλλο-νιτροζυλο ενώσεων εξαρτάται από την φύση του 

μετάλλου και των υποκατάστατών του στην σφαίρα ένταξής των. Το ΝΟ αντιδρά με 

τον Ρ6(Π) ιόν και σχηματίζει απλό νιτορζυλο-Ρ6(ΙΙ). Οι πρωτεΐνες που περιέχουν 

αιμίνη είναι σημαντικές στην βιολογία του ΝΟ. Για παράδειγμα, η αντίδραση του ΝΟ 

και συνπαραγόντων αιμίνης εντός της πρωτεΐνης είναι σημαντικές στην ρύθμιση της 

δραστικότητας της γονιλατοκυκλάσης. Το ΝΟ έχει δειχθεί να προσδένεται στην 

ιηοίείΥ αιμίνης της πρωτεΐνης αυτής και να ερεθίζει την μετατροπή του ΟΤΡ και του 

οΟΜΡ. Μια άλλη σημαντική άμεση αντίδραση του ΝΟ είναι η αλληλεπίδρασή του με 

κυτόχρωμα Ρ450. Αρκετές μελέτες έδειξαν ότι το ΝΟ παρεμποδίζει την δράση του Ρ450 

των θηλαστικών που θεωρείται ότι ρυθμίζει τον μεταβολισμό των ορμονών και υπό 

μολυσματικές συνθήκες μειώνει τον μεταβολισμό φαρμάκων στο ήπαρ. Ένας κύριος 

ελεγκτικός μηχανισμός των συγκεντρώσεων ΝΟ ίη νίνο είναι η απ’ ευθείας αντίδραση 

το ΝΟ με μεταλλοπρωτείνες. Το ΝΟ αντιδρά με την οξυαιμογλοβίνη (Η6Ο2) ή 

οξυμυογλοβίνη, για να σχηματίσει νιτρικά και την μεθαιμογλοβίνη (ΜβίΗβ) ή την 

μετμυογλοβίνη. Η αντίδραση που προτάθηκε για την τελευταία αποτελεί τον καίριο 

μηχανισμό ελέγχου του ΝΟ ίη νίνο.

Ηύ02 +  ΝΟ —» ΜβίΗό +  0 2.

Η αντίδραση της φερρυλαμινο-πρωτεΐνης με το ΝΟ είναι σημαντική για την 

κατανόηση του μηχανισμού προστασίας μέσω του ΝΟ από τα δραστικά σωματίδια 

του οξυγόνου.

Αντιδράσεις με ρί£ες: Επειδή το ΝΟ έχει το μονήρες ασύζευκτο ηλεκτρόνιο γενικά 

αντιδρά ταχύτατα με άλλες ρίζες.

Το ΝΟ αντιδρά με υδροξυλική ρίζα. ΝΟ + ΟΗ —» ΗΝ02
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Κ3Η + Ν0Χ -> Κ8ΝΟ + Ν02 . Οι πρωτεΐνες που περιέχουν σουλφυδρύλιο όπως η 

γλουταθειόνη έχουν υψηλή συγγένεια για το ενδιάμεσο αυτό και σχηματίζουν δ- 

νιτροδοθείολο πρόσθετα.

Βιοχημικές δράσεις των ΚΝΟδ. Ένας αριθμός διαφορετικών ενζύμων 

παρεμποδίζονται από τα ΝΟ-παραγώμενα ΚΝΟδ. Το ΝΟ μπορεί να παρεμποδίσει 

αντιστρεπτά την δραστικότητα του κυτοχρώματος Ρ450 μέσω της ένταξης ΝΟ στο 

συνένζυμο αιμίνης και με την μορφή του ΝΟχ.

Δυο πρωτεΐνες διόρθωσης του ΌΝΑ απεδείχθη ότι παρεμποδίζονται από 

ενδιάμεσα στην αυτοξείδωση του ΝΟ (ΝΟχ). Η συγγένεια του ΝΟχ να σχηματίσει 3- 

νιτρωδοθειόλης σύμπλοκα προϋποθέτει ότι οι πρωτεΐνες που είναι πλούσιες σε 

θειολικά περιβάλλοντα θα είναι επιδεκτικές μιας τέτοιας αντίδρασης. Μια άλλη τάξη 

αλληλεπιδρώντων με ΌΝΑ πρωτεϊνών που έχουν πλούσια θειολικά περιβάλλοντα 

είναι αυτές με Ζη-δακτυλικά μοτίβα. Έχει δειχθεί ότι υπό αερόβιες συνθήκες το ΝΟ 

προκαλεί αποσύνθεση πρωτεϊνών που περιέχουν Ζη-δακτυλικά μοτίβα.

Η δραστικότης κάποιων ενζύμων παραμένει ανεπηρέαστη από την παρουσία 

ΝΟ και ΝΟχ αλλά τα προϊόντα της δράσης των επηρεάζονται.

Η χημεία νιτρώδωσης της ΝΟ/Ο2 αντίδρασης μπορεί να παρεμποδισθεί από την 

παρουσία του υπεροξειδίου που παράγεται από την ξανθινοξειδάση

ΝΟ + Ο2 —>· ΝΟχ # ΝΟχ + υπόστρωμα —» νιτρόδωση.

Τα σχηματιζόμενα ΚΝΟδ είτε μέσω ΝΟ/Ο2 ή ΝΟ/Ο2" αντίδρασης είναι βασικά 

στην κατανόηση της τοξικολογίας του μονοξειδίου του αζώτου.

Τέλος ο διαχωρισμός των χημικών αντιδράσεων του ΝΟ σε άμεσες και 

έμμεσες παρέχει τον σκελετό για την αξιολόγηση του ρόλου του ΝΟ σε διαφορετικές 

βιολογικές διεργασίες. Η πολυποίκιλη συμπεριφορά προστασίας του ΝΟ έναντι της 

τοξικότητας των ΚΟδ που πάλι δημιουργεί τοξικότητα σε άλλους παράγοντες, 

επιβεβαιώνει την πεποίθηση ότι ο ρόλος του ΝΟ σε κάθε περίπτωση πρέπει να 

αξιολογηθεί προσεκτικά.

Η δράση του Μονοξειδίου του Αζώτου στο ανθρώπινο σώμα. [195, 196, 203-207].

Το^ονοξείδιο του αζώτου απεδείχθη ένας αντιστρεπτός παρεμποδιστής της 

κυτοχρωμο-0 Οξειδάσης (ΟοΟ) στην αλυσίδα της μεταφοράς ηλεκτρονίου. Το 

μονοξείδιο του αζώτου συντίθεται ΐη νίνο με τα ένζυμα ΝΟ συνθάσες που
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συγκόλληση, και χαρακτήρα συσπείρωσης των αιμοπεταλίων [204], Το μονοξείδιο 

του αζώτου μπορεί να ρυθμίσει την μικροαγγειακή διαπερατότητα και να παρέχει 

επιζητούμενες δράσεις εισπνοής σε ασθενείς με οξεία αναπνευστικά σύνδρομα 

κατάθλιψης [205].

Ο παραγόμενος από ενδοθήλια χαλαρωτικός παράγων (ΕϋΚΡ) είναι οξείδιο 

του αζώτου [124], και αποκρίνεται στην χαλάρωση του λείου μυός των αγγείων. 

Παρεμποδίζεται από την αιμογλοβίνη και ενισχύεται από την σουπεροξειδική 

δισμουτάση [125]. Ο μηχανισμός της παρεμποδιστικής δράσης της φαινιδόνης, της

3-αμινο-1-[μ-(τριφθορομεθυλο)φαίνυλο]-2-πυραζολίνης (Β\Υ 755 Ο) [127], της 

διθειοθρεϊτόλης, της υδροκινόνης και της πυρογαλλόλης στην αγγειακή χαλάρωση 

που επάγεται από την ΕΏΚΡ εξετάσθηκε. Η Ν4- μονομέθυλο Ε -  αργινίνη (ΜβΑτ§) 

παρεμποδίζει την έκκριση ΕϋΚΡ από τα ενδοθήλια (ΕΟ) και το σχηματισμό ΝΟ από 

Ε-αργινίνη [126, 128]. Η απελευθέρωση ΝΟ μπορεί να εξαναγκαστεί από 

βραδικινίνη (ΒΚ) και ΑΤΡ, ΟΤΡ [129]. Ο μηχανισμός της ελευθέρωσης μονοξειδίου 

του αζώτου (ΝΟ) που στηρίζει την αγγειοχαλαρωτική και αντισυσσωματική 

επίδραση της 3,4-διυδροδιαζυλο 1,2-διοξείδιο (ϋϋ) μελετήθηκε [130]. 

Υδατοδιαλυτά παράγωγα φουροξανίου (ΡυΐΌχαη) συνετέθησαν σαν προφάρμακα ΝΟ 

[131]. Το προφάρμακο δότου ΝΟ σχεδιάστηκε και βρέθηκε να δρα επιλεκτικά στο 

ήπαρ και να μπορεί να επάγει απόπτωση και τοξικότητα στο ήπαρ [132].

1.4.2. Στηματισμός Μονοξειδίου του Αζώτου καιΝΟ -  Συνθάσης.

Παραγωγή και σχηματισμός μονοξειδίου του αζώτου.

Παραγωγή αερίου μονοξειδίου του αζώτου [158]. Το μόριο του ΝΟ απαιτεί θετική 

ενέργεια σχηματισμού Οΐββδ, και δεν μπορεί να παρασκευασθεί άνετα σε υψηλές 

αποδόσεις με την αντίδραση των μορίων Ν2 και 0 2, γι’ αυτό η βιομηχανική του 

παραγωγή επιτελείται μέσω της καταλυτικής οξείδωσης της αμμωνίας. Η αναγωγή 

του νιτρώδους σε υδατικό διάλυμα από το ιόν ιωδίου επίσης χρησιμοποιείται [133]. 

Το αέριο ΝΟ αντιδρά με 0 2 στην αέρια φάση και σχηματίζει Ν 02, γι’ αυτό 

οιαδήποτε σύνθεση και αν χρησιμοποιηθεί πρέπει να γίνει υπό αναερόβιες συνθήκες 

και το προϊόν να καθαρισθεί προσεκτικά. Το εμπορικό ΝΟ που αποθηκεύεται υπό 

πίεση, περιέχει ακαθαρσίες λόγω της αντίδρασης 3ΝΟ —» Ν20  + Ν02. Για την 

παρασκευή του με στόχο την μελέτη υδατικών ΝΟ συστημάτων είναι σημαντικό ο 

διαλύτης να αποξυγονωθεί εντελώς, επειδή το Ν 02 και, το Ν20 3 που σχηματίζονται
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νιτροδοενώσεις, δ-νιτροδοθειόλες, δγάνονιμίνες, φουροξάνια και ανόργανες ενώσεις 

όπως νιτρώδη και νιτροπρωσικά έχουν διερευνηθεί [134].

Το μονοξείδιο του αζώτου παρασκευάζεται στο κεντρικό νευρικό σύστημα από 

την Γ-αργινίνη και τα αγγειακά ενδοθήλια κύτταρα παρουσία ΝΑΟΡΗ και δισθενή 

κατιόντα, όπως 0&2+, Μ§2+. Περαιτέρω έρευνα έδειξε ότι η όλη ενζυματική πορεία 

επιτελείται από την ΝΟ-συνθάση (ΝΟδ), και η περαιτέρω έρευνα προσανατολίσθηκε 

στην κατανόηση αυτού του είδους του ενζύμου [135-138],

ΝΟ -  Συνθάση Γ ΝΟδ 1.

Η ΝΟδ έχει τρεις διαφορετικές ισομορφές που απομονώθηκαν και 

καθαρίσθηκαν από κύτταρα διαφορετικών οργάνων των ζώντων οργανισμών. Το 

βΝΟδ προέρχεται από τα ενδοθήλια κύτταρα, ενώ τα ηΝΟδ ή 1)ΝΟδ από τα κύτταρα 

του νευρικού συστήματος όπως του μυελού. Το ίΝ08 επάγεται από το ανοσοποιητικό 

σύστημα όπως τα μακροφάγα κύτταρα. Παρ’ όλες τις διαφορές τους στα διαφορετικά 

επίπεδα έκφρασης, όλες οι μορφές του ενζύμου έχουν τις ίδιες τέσσερις προσθετικές 

ομάδες ήτοι το φλαβινο-αδενινο δινουκλεοτίδιο (ΡΑΕ>), φλαβινομονονουκλεοτίδιο 

(ΕΜΝ), σίδηρο πρωτοποροφυρίνη (αιμίνη) και τετραϋδροβιοπτερίνη (Η4ΒΡ). Η 

δραστικότης αυτού του είδους του ενζύμου εξαρτάται από το ΝΑΟΡΗ και το θα , 

ενώ απαιτείται, και η Οα-εξαρτώμενη ρυθμιστική πρωτεΐνη, ονομαζόμενη 

καλμοδουλίνη.

Γενικά χαρακτηριστικά κατάλυσης του ενζύμου ΝΟδ. Ιί^ΝΟδ_είναι ομοδιμερή^ 

πρωτεΐνη που παράγει ΝΟ καταλύοντας την οξείδωση ενός γουανιδινικού

ρόνια) της Γ-αργινίνης (Γ-βγ§). Σημαντική πρόοδος στην δομή και 

δράση της ΝΟδ επετεύχθη με την μέθοδο μοριακής κλωνοποίησης του ηΝΟδ 

ποντικού και την επίλυση της αλληλουχίας των αμινοξέων της [181].

Τα ΝΟδ είναι διμερή ένζυμα που καταλύουν την σταδιακή μετατροπή της Γ - 

αργινίνης σε ΝΟ και κιτρολίνη παρουσία ΝΑΌΡΗ και 0 2 που δρουν σαν 

συνυποστρώματα στην αντίδραση. Οι ακόλουθοι συνπαράγοντες ήταν αναγκαίοι για 

την δραστικότητα του ΝΟδ όπως τετραϋδροβιοπτερίνη, θειόλη [γλουταθειόνη ή 

διθειοθρειτόλη (ΌΤΤ)], ΡΑΕ), ΡΜΝ, και πρωτοπορφυρίνη IX (αιμίνη). Όλες οι 

τέσσερις προσθετικές ομάδες έχουν ρόλους στην μεταφορά ηλεκτρονίου και/ή στα 

στάδια ενεργοποίησης του οξυγόνου που οδηγούν στην σύνθεση του ΝΟ. Έκαστη 

ΝΟδ ισομορφή έχει μία ΟαΜ-πρόσδεσης ομοιότυπη (οοηδβηδίΐδ) αλληλουχία,
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Περιοχή πρόσδεσης ΡΑΡ: Για περίπου 50 αμινοξέα από το τέρμα της ΡΜΝ περιοχής, 

η ομόλογος αλληλουχία διατηρείται η ίδια σ’ όλα τα ΝΟδδ αλλά αυτό δεν ισχύει 

στην κυτόχρωμα Ρ450 αναγωγάση (ΟΡΚ). Η ομόλογος αλληλουχία στην φερρεδοξινο- 

ΝΑΟΡΤ αναγωγάση (ΡΝΚ.: ΡΑΟ-περιέχουσα τετραϋδρογονάση), αρχίζει κατά 

προσέγγιση 40 αμινοξέα από το τέρμα της ΡΜΝ περιοχής της ΟΡΚ και εκτείνεται για 

60 αμινοξέα πριν διακοπεί από ένα 117-υπόλοιπο (Γβδίάυβ) ένθετο. Η θέση 

πρόσδεσης της ΝΑΟΡΗ πυροφωσφορικής στο ΝΟδ αποδίδεται σ’ ένα διατηρηθέν 

ομοτυπίας μοτίβο, ΟΧΟΧΟΧ που έχει θεμελιωθεί ότι συμμετέχει σε δεσμό 

υδρογόνου με το πυροφωσφορικό στην γλουταθειονοαναγωγάση.

Οι διάφορες ισομορφές του ΝΟδ καθαρίσθηκαν και αναλύθηκαν για την 

καλύτερη κατανόηση του είδους αυτών των ενζύμων. Επιπροσθέτως η παρασκευή 

εκλεκτικών και εξειδικευμένων αντισωμάτων για τα ηΝΟδ, βΝΟδ και ίΝΟδ 

διευκολύνει τον χαρακτηρισμό και την μελέτη της δράσης αυτών των πρωτεϊνών. Η 

ταυτοποίηση του ΝΟ σαν βιολογικό παράγοντα και η εύρεση της θέσης του στις 

ΝΟδ-ισομορφές , θα οδηγήσει σε καλύτερη κατανόηση της φυσιολογίας και παθο- 

φυσιολογίας του ΝΟδ [182, 183].

Μελέτες διαφόρων παρεμποδιστών του ΝΟδ. Μονοξείδιο του αζώτου και Γ- 

κιτρουλίνη παράγονται κατά την οξείδωση της Γ-αργινίνης σε διεργασία δύο 

σταδίων από τα τρία ισοένζυμα της συνθετάσης του ΝΟ, δηλαδή το επαγώγιμο ΝΟδ 

(ίΝΟδ), το ενδοθύλιο ΝΟδ (εΝΟδ) και το νευρωνικό ΝΟδ (ηΝΟδ). Επειδή τα τρία 

ισοένζυμα παράγουν ΝΟ σε διαφορετικούς ιστούς για διαφορετικούς λόγους σε 

υγιείς αλλά και άρρωστη μένους οργανισμούς, η εκλεκτική παρεμπόδιση του 

κατάλληλου ισοενζύμου θα μπορούσε να αποφύγει περιπλοκότητες στην θεραπεία 

ενός αρρώστου.

Για την δημιουργία εκλεκτικών παρεμποδιστών του ΝΟδ απαιτείται η 

εύκολη προμήθεια όλων των ανθρώπινων ισοενζύμων ΝΟδ σε αρκετή ποσότητα. Το 

ίΝΟδ απομονώθηκε από την ομάδα κυττάρων ΟΙΌ-1 του καρκινώματος του κόλου 

εντέρου, το οΝΟδ από τον πλακούντα, και το ηΝΟδ από τον μυελό. Με την χρήση 

μεθόδου κινητικού προσδιορισμού καθορισμένης χρονικής στιγμής εξετάσθηκε 

παρουσία διαφόρων παρεμποδιστών η ταχύτητα παραγωγής ισοκιτρουλίνης(ΙΤΟ), 

όπως η ισοθειουρία (ΙΤϋ). [184]
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υδροζινοένωση που περιέχει δύο χημικά ισοδύναμα γουανίδινο-άζωτα. Αρχικά 

ταυτοποιήθηκε σαν παρεμποδιστής του μη-ενζυματικού σχηματισμού τελικών 

προϊόντων προχωρημένης γλύκοσης (ΑΟΕ). Η παρεμπόδιση της δράσης της ίΝΟδ 

εκτιμήθηκε με εξέταση της επίδρασης της αμινογουανιδίνης στην συσσώρευση 

νιτρώδους από την ΚΙΝπι5Ρ ομάδα ινσουλινόματος αρουραίου που ερεθίστηκε με 

ιντερλευκίνη -1 (ΙΕ-1) [187].

Οι μελέτες επικεντρώθηκαν στην επαγωγή του ίΝΟδ που προκαλείται από 

ενδοτοξίνη (όπως τον πολυλιποσακχαρίτη, ΕΡδ), λιποΐβίοΐιοϊο οξύ (ΕΤΑ), ή 

κυτοκίνες εν ζωή οργανισμούς και στο εργαστήριο για την κατανόηση της δράσης. 

Υπάρχουν τώρα αποδεικτικά στοιχεία ότι η ενεργοποίηση των κυττάρων (π. χ. 

μακροφάγων) από το ΕΡδ (μελετώντας την πρόσδεση του ΕΡδ στο 0ϋ14 αποδέκτη 

της επιφάνειας των κυττάρων αυτών) οδηγεί στην δημιουργία πολυάριθμων 

κυτοκινών (π.χ. 1Ε-1, ΤΝΡα, ΙΝΡγ) ή ΡΑΡ (παράγοντα ενεργοποίησης πεταλίων) τα 

οποία από μόνα τους ή σε συνδυασμό προκαλούν την ενεργοποίηση ποικιλίας 

κυττάρων [188],

Οι πρωτεΐνες της ΝΟδ κλωνοποιήθηκαν και εκφράσθηκαν. Αποτελεσματικές 

μέθοδοι έκφρασης των πρωτεϊνών ΝΟδ αναπτύσσονται σε μελέτες της 

υπερέκφρασης και μεταλλαξιογένεσης. Όλες οι ισόμορφες ΝΟδ έχουν επιτυχώς 

μεταφερθεί σε κύτταρα θηλαστικών, όπως ανθρώπινο εμβρυακό νεφρό σε 293 

κύτταρο και ΟΟδ κύτταρα. Χρησιμοποιήθηκε βακυλο ιός για να εκφράσει 

μεγαλύτερες ποσότητες δραστικών ΝΟδ. Η μεταλλαξιγένεση και η ετερόλογος 

έκφραση του ΝΟδ χρησιμοποιούνται για να κόψουν τα ειδικά τμήματα που είναι 

σημαντικά για αλληλεπίδραση παραγόντων και κατάλυση [189, 191],

Οι τεχνικές για μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της ισομορφής ΝΟδ 

ανεπτύχθησαν, και περιλαμβάνουν τις μεθόδους φωσφορυλίωσης, μυριστυλίωσης και 

παλμιτιδίωσης. Περιγράφονται οι περισσότερες λεπτομέρειες των πειραματικών 

πρωτοκόλλων για την μελέτη των τροποποιήσεων θΝΟδ. Οι μέθοδοι αυτοί, μπορούν 

να εφαρμοσθούν σε διερευνήσεις μετα-μεταφραστικών διεργασιών και άλλων ΝΟδ 

ισομορφών [190].

Ιδιότητες των ακινητοποιημένων ΝΟδ. Το ΝΟδ ακινητοποιήθηκε σε ΟΡΟ με 

γλουταραλδεύδη. Το ΝΟ παράγεται από την Ε-αργινίνη παρουσία Το

ακινητοποιηθέν ΝΟδ εμφανίζει μεγάλη διαφορά από ελεύθερο ΝΟδ σ’ όλες τις 

ιδιότητές του, π.χ. η δραστικότης του ακινητοποιμένου ΝΟδ είναι ανεξάρτητη της
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ΝΟ είναι γραμμικά ανάλογο της συγκέντρωσης, το ρεύμα οξείδωσης μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί σαν αναλυτικό σήμα [159]. Διάφοροι αισθητήρες προτάθηκαν για 

τον προσδιορισμό του ΝΟ.

α. Ο πορφυρινικός αισθητήρας βασίζεται στην ηλεκτροχημική οξείδωση του 

ΝΟ πάνω σε αγώγιμο πολυμερική πορφυρίνη. Στον πορφυρινικό αισθητήρα, το ΝΟ 

οξειδώνεται προς πολυμερική μεταλλοπορφυρίνη (η-τύπου ημιαγωγός) επί της 

οποίας η αντίδραση οξείδωσης συμβαίνει στα 630 ηιν (πρότυπο ηλεκτρόδιο 

καλομέλανος (30Ρ)), 270ηιν χαμηλότερα από το δυναμικό που απαιτείται για τα 

μεταλλικά ηλεκτρόδια ή τα ηλεκτρόδια άνθρακος. Η απόδοση σε ρεύμα (αναλυτικό 

σήμα) της αντίδρασης είναι υψηλή, ακόμη και στο φυσιολογικό ρΗ του 7, 4.

β. Ο καθετήρας Οΐατίί βασίζεται σε ηλεκτρόδιο οξυγόνου Ο Λ  και λειτουργεί 

κατά την αμπερομετρική μεθοδολογία. Ο καθετήρας Οΐατίί συνίσταται από σύρμα 

πλατίνας σαν ηλεκτρόδιο εργασίας (άνοδος) και σύρμα αργύρου σαν 

αντισταθμιστικό ηλεκτρόδιο (κάθοδος). Τα ηλεκτρόδια στηρίζονται σε τριχοειδή 

σωλήνα γεμάτο με χλωριούχο νάτριο/ΗΟΙ οξέος που διαχωρίζεται από το διάλυμα 

της αναλυόμενης με διαπερατή σε αέριο μεμβράνη. Ένα σταθερό δυναμικό 0,9ν 

εφαρμόζεται και το ρεύμα (αναλυτικό σήμα) μετρείται από την ηλεκτροχημική 

οξείδωση του ΝΟ στην άνοδο της πλατίνας. Ακόμη, ένα ΝΟ-ευαίσθητο ηλεκτρόδιο 

που καλύπτεται με Νί (ΤΜΡΡ) κατασκευάζεται με ηλεκτροχημική οξείδωση 

(ανοδοποίηση) που ενισχύει την ευαισθησία του ηλεκτροδίου ινός άνθρακος στην 

ανίχνευση του ΝΟ. Περαιτέρω με χρήση του δευτέρου υλικού, Ναίίοη, στο 

ηλεκτρόδιο επετεύχθη μεγαλύτερη εκλεκτικότης για το ΝΟ [160].

Χρωματομετρικοί προσδιορισμοί του ΝΟ. Οι δραματικές μεταβολές που 

προκαλούνται στα διαλύματα ΑΒΤδ (2,2'-αζινο δις-(3-βενζοθειαζόλινο-6- 

σουλφονικό οξύ) ή δυΤΡ (σουλφανιλαμίδιο)/ΝΕϋΟ (Ν-(Ι-ναφθυλο)- 

αιθυλενοδιαμίνη δι -  υδροχλωρική) από το ΝΟ, χρησιμοποιούνται για την εκτίμηση 

εργαστηριακών πειραμάτων που σχετίζονται με χορήγηση ή με λήψη δόσης ΝΟ σε 

ζώντες οργανισμούς. Η μέθοδος της οξείδωσης του σιδηροκυανικού μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί με συγκεντρώσεις ΝΟ ψηλότερες των 25 μΜ, ενώ το ΑΒΤδ μπορεί 

να χρησιμοποιηθεί σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις όπως αυτές των 2 μΜ. Αυτές οι 

οξειδωτικές μέθοδοι είναι χρήσιμες αλλά παρεμποδίσεις από αναγωγικές ενώσεις 

μπορούν να περιορίσουν την χρήση τους. Η μέθοδος δυΕΡ/ΝΕϋΟ δεν υπόκειται στα 

προβλήματα αυτά, και είναι ακριβής σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 5 μΜ ΝΟ. 

Οι τεχνικές αυτές είναι σχετικά απλές και απαιτούν μόνο ένα φασματοφωτόμετρο
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(γ) Μέτρηση των νιτρικών και νιτρωδών με την χρήση νιτρικής αναγωγάσης και 

αντίδρασης Οήθδδ.

Η αντίδραση Οπβδδ απεδείχθη εξαιρετικό αναλυτικό εργαλείο. Οταν για τον 

προσδιορισμό χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με χρήση της νιτρικής αναγωγάσης, 

είναι ευαίσθητος, ακριβής, ανέξοδος, και προσιτός απ’ όλα τα εργαστήρια για την 

μέτρηση νιτρωδών και νιτρικών σε καλλιέργειες ιστών και σε βιολογικά υγρά. Οταν 

παρασκευάζονται και χρησιμοποιούνται σωστά, οι νιτρικές αναγωγάσες είναι πολύ 

αποτελεσματικά αναλυτικά εργαλεία [166].

(δ) Ανάλυση των νιτρικών, νιτρωδών και της δραστικότητας της ΝΟδ με 

αυτοματοποιημένη τεχνική έγχυσης σε ροή (ΡΙΑ).

Μια αυτοποιημένη τεχνική ΡΙΑ για την ανάλυση νιτρικών και νιτρωδών του 

εγκεφάλου και της εφαρμογής του για τον προσδιορισμό της δραστικότητας ΝΟδ 

περιγράφηκε που βασίζεται στην αρχή της αντίδρασης Οπβδδ για το διαζωνιακό ιόν 

[167],

(ε) Μικροτιτλοδοτική ανάλυση για τον προσδιορισμό της κινητικής της ΝΟδ 

αντίδρασης.

Η παραγωγή του ΝΟ συνάγεται από την ταχύτητα της οξείδωσης της σιδηροαίμης 

από το ΝΟ που οδηγεί σε προοδευτική αύξηση στη απορρόφηση, Α450· Ο 

προσδιορισμός ΝΟ με χρήση της ικανότητας της σιδηροαίμης μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για να μετρήσουμε ποσοτικά την παραγωγή ΝΟ από οιανδήποτε 

πηγή. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε στον προσδιορισμό του ΝΟδ σε 

ακατέργαστα και καθαρισμένα παρασκευάσματα ενζύμου [168],

Ανίννευση του ΝΟ με χρήση τεχνικής συντονισμού ηλεκτρονικού σπιν (ΕδΚ)

(α) Το μονοξείδιο του αζώτου αντιδρά με πολλούς ενδοκυτταρικούς στόχους αίμης 

και μη-αίμης και δημιουργεί ΕδΚ-ανιχνευόμενα νιτρωδο-σύμπλοκα. Αυτά τα 

σύμπλοκα έχουν χαρακτηριστικά φάσματα ΕδΚ που μπορούν να ανιχνευθούν σε 

συνήθεις και χαμηλές θερμοκρασίες. Σιδηρο-διθειοκαρβαμιδικά μπορούν να 

προστεθούν σαν εξωγενείς παγίδες για να ανιχνεύσουν ενδοκυτταρικό και 

εξωκυτταρικό σχηματισμό του ΝΟ. Τα νιτρονυλο-νιτροξείδια αντιδρούν με ΝΟ και 

σχηματίζουν ιμινο-νιτροξείδια. Αυτή η μετατροπή μπορεί να παρακολουθείται
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Προσδιορισμός του ΝΟ με μέθοδο χημειοφωταύγειας.

(α) Αντίδραση του ΝΟ με όζον (Οβ) προς σχηματισμό ενεργοποιημένου διοξειδίου 

του αζώτου (ΝΟ2*) που στην συνέχεια εκπέμπει φωτόνιο κατά την αποδιέγερσή του 

σε ΝΟ2 (βασική κατάσταση) με εκπομπή φωτονίου προσδιορίζεται με την ένταση 

χη μειοφωταύγειας

ΝΟ + 0 3 —̂ ΝΟ2 + Ο2 —̂ ΝΟ2 + φ(θζ

Οι μέθοδοι χημειοφωταύγειας που χρησιμοποιήθηκαν για άμεση μέτρηση του 

σχηματισμού ΝΟ είναι γρήγορες και αξιόπιστες. Οι μέθοδοι χημειοφωταύγειας 

χρησιμοποιήθηκαν για την μέτρηση του σχηματιζόμενού ΝΟ και την έκκρισή του 

από ενδοθήλια κύτταρα, για τον προσδιορισμό της δραστικότητας της ΝΟδ, για την 

παραγωγή ΝΟ κατά την διάρκεια της μεταμόρφωσης των νιτροαγγειοδιασταλτικών 

παραγόντων συμπεριλαμβανομένων της τρινιτρογλυκερίνης και του νιτροπρωσικού 

νατρίου καθώς και για την παραγωγή ΝΟ κατά την διάρκεια της φωτοχημικά 

επαγόμενης διάσπασης του νιτροπρωσικού νατρίου και την στρεπτοζοτοκίνης. Ο 

χημειοφωταυγής προσδιορισμός χρησιμοποιείται επίσης για να επιβεβαιώσει ότι 

δίνεται με εισπνοή η επιθυμητή ΝΟ δόσης κατά την θεραπεία επίμονων πνευμονικών 

υπερτάσεων των νεογέννητων, και των ενήλικων λόγω αναπνευστικού καταθλιπτικού 

συνδρόμου [161].

(β) Το ΝΟ αναφέρεται πως αντιδρά με το Η2Ο2 και σχηματίζει περοξυνιτρώδες 

(ΟΝΟΟ') που είναι ισχυρότερο οξειδωτικό από το Η2Ο2 [153]. Η χημειοφωταυγής 

αντίδραση της λουμινόλης με περοξυνιτρώδες χρησιμοποιείται σαν βάση για την 

ανίχνευση της παραγωγής ΝΟ σε βιολογικά δείγματα.

ΝΟ +  Η20 2 —> ΟΝΟΟ~ +  λουμινόλη  —» φώς 

Το σύστημα λουμινόλης - Η2Ο2 είναι ειδικά δραστικό για το ΝΟ και οι άλλες 

αζωτούχες ενώσεις (οργανικά νιτρώδη, οργανικά νιτρικά και θειονιτρωδοενώσεις) ή 

παραγόμενες από τα ενδοθήλια δεν παρεμποδίζουν. Γενικά ο χημειοφωταυγής 

προσδιορισμός θεωρείται πως είναι η πιο χρήσιμη μέθοδος για τον λίαν ευαίσθητο 

και τρέχοντα χρόνου (Γοαΐ Ιΐηιβ) προσδιορισμό ασταθών ριζών χαμηλών 

συγκεντρώσεων σε βιολογικά διαλύματα.

Πρόσφατες μέθοδοι προσδιορισμού του ΝΟ
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1.5. ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ

Η παρούσα διατριβή αφιερώνεται στην προσπάθεια να θεμελιωθεί μια 

μέθοδος για τη εν δυνάμει παρακολούθηση Φιο-ενώσεω^ίη νίνο. Ομως τα βιολογικά 

υγρά ίη νίνο είναι πολυσυστατικά και οι δραστικές ενώσεις σ’ αυτά είναι μεταβατικές 

και ως εκ τούτου σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις.

Οι αναγκαίες απαιτήσεις για μια επιτυχημένη μέθοδο προς την κατεύθυνση 

αυτή θα πρέπει να περιλαμβάνει, κατά κύριο λόγο, τα ακόλουθα χαρακτηριστικά:

• Υψηλή ευαισθησία

• Καλή επαναληψημότητα

• Απαλλαγμένη από παρεμποδίσεις

• Υψηλή εκλεκτικότητα

• Ευκολία σε αυτοματοποίηση

• Ανετη στον χειρισμό

• Χρήση μικρού όγκου δείγματος

Στο χώρο της Αναλυτικής Χημείας, είνάι γενικά αποδεκτό ότι η τεχνική 

ανάλυσης με έγχυση σε ροή (ΓΙΑ) εήμη η πιο ενδεδειγμένη μέθοδος για 

παρακολούθηση συγκεντρώσεω\<αναλυόμε^[5 λόγω της μεγάλης επαναληψιμότητας 

στην δειγματοληψία και της έγκαιρης ανίχνευσης. Από την άλλη πλευρά η ΧΦ- 

ανίχνευση είναι μια από τις πιο ευάισθητες τεχνικές ανίχνευσης που όμως εμφανίζει 

το φαινόμενο της παρεμπόδισης από πολλές ενώσεις. Το πρόβλημα των 

παρεμποδίσεων δεν μπορεί να αντιμετωπισθεί εύκολα.

Στην εργασία αυτή, ένας μεμβρανικός δειγματολήπτης με δυνατότητες < 

διήθησης μορίων αλλά και ενζυματικής αντίδρασης σχεδιάσθηκε για να αποκλείσει 

την δίοδο στις παρεμποδίζουσες ενώσεις από τα βιολογικά υγρά με διήθηση αλλά και 

αντίδραση χωρίς να αποκλείει την διέλευση της αναλυομένης που είτε υπάρχει στο 

βιολογικό υγρό σαν συστατικό του ή παράγεται από την ενζυματική αντίδραση. Η
ι

παραλαβή του ΝΟ από το αίμα με την χρήση δειγματοληπτικού στοιχείου με τέτοια 

μεμβράνη έδωσε καλά αποτελέσματα όταν η συσκευή σαν σύνολο χρησιμοποιήθηκε 

στην ίη νίνο παρακολούθηση της μεταβολής του ΝΟ με πειραματόζωα σε 

πραγματικό χρόνο μετά από κατάλληλη αγωγή.

Η σχεδιασθείσα μέθοδος εκπληρεί όλες τις απαιτήσεις . Για παράδειγμα 

μπορεί εύκολα να αυτοματοποιηθεί με την χρήση ηλεκτρονικού υπολογιστού και
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2. ΣΧΕΔΙΑΣΗ-ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ-ΤΕΧΝΙΚΕΣ-ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1. ΥΛΙΚΑ
Τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν ταξινομούνται ως ακολούθως:

2.1.1. Αντιδραστήρια Χημειοφωταυγών (ΧΦ) Αντιδράσεων

Λουμινόλης: Λουμινόλη από την εταιρεία δί§ηι& στην καθαρότερη μορφή της. Το 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου, Η2Ο2 (30% \ν/ν), της εταιρείας καθώς και το

σιδηρικυανιούχο κάλιο, Κ3[Ρ6(ΟΝ)6], της ίδιας εταιρείας χρησιμοποιήθηκαν σαν 

οξειδωτικά σε αλκαλικό περιβάλλον, ενώ η π-ιωδοφαινόλη της εταιρείας ΑΙάποΗ 

χρησιμοποιήθηκε για ενίσχυση της ΧΦ-εκπομπής

Πυρογαλλόλη ς: Πυρογαλλόλη της εταιρεία Ρ1ιι1<:& χρησιμοποιήθηκε σε ειδικές 

περιπτώσεις. Τα οξειδωτικά Ϊ 6(ΠΙ) , με την μορφή του άλατος (Μβτοΐί), ιώδιο, 

Ι2 (Μθπ±), και υπεριωδικά με την μορφή ΚΙΟ4 (δί^ηια) ενώ η υδροχλωρική 

υδροξυλαμίνη, ΝΗ2ΟΗ.Η€1 (Μβτοΐί) χρησιμποποίηθηκε για την ενίσχυση της ΧΦ- 

εκπομπής

Εστέρων Ακριδίνηο: Λουσιγενίνη της εταιρείας δΐ§ηΐ3. χρησιμοποιήθηκε για την 

σήμανση ΌΝΑ, και πρωτεϊνών καθώς επίσης και για τον προσδιορισμό της 

συνολικής ποσότητας αντιοξειδωτικών. Το Υπεροξείδιο του υδρογόνου, Η2Ο2 (30% 

\ν/ν), της εταιρείας ΜογοΙϊ χρησιμοποιήθηκε σαν οξειδωτικά σε αλκαλικό 

περιβάλλον.

Εστέρων του οξαλικού ο£έο<:: Ο 2,4,6-τριχλωροφαίνυλο οξαλικός εστέρας, ΤΟΡΟ, 

της εταιρείας δΐ^πια χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση του Η2Ο2 που παράγεται 

από ενζυμικές αντιδράσεις. Το Υπεροξείδιο του υδρογόνου, Η2Ο2 (30% \ν/ν), της 

εταιρείας Μογο^ καθώς και τα Ρουβρένιο και Περιλένιο της εταιρείας Αΐάποΐι για την 

ενίσχυση της ΧΦ-εκπομπής

2.1.2. Βιοχημικά αντιδραστήρια

Ενζυμα και πρωτεΐνες χρησιμοποιήθηκαν σε διάφορες φάσεις της παρούσας 

διατριβής και έχουν αγορασθεί από την εταιρεία της δΐ§ηι& εκτός εάν αναφέρεται 

διαφορετικά ως ακολούθως:

Το ένζυμο ΝΟ-συνθάση, ΝΟδ, χρησιμοποιήθηκε για την εργαστηριακή ενζυμική 

παρασκευή του ΝΟ με μετατροπή της Τ-Αργινίνης.

Τα ένζυμα κάροτο-περοξειδάση, ΗΚΡ, καταλάση, ΟΑΤ, καθώς και η πρωτεΐνη 

αιμογλοβίνη, Ηβ, χρησιμοποιήθηκαν για την παγίδευση του παραγόμενου ΝΟ κατά 

την παρασκευή του στο εργαστήριο από ανόργανες ενώσεις. Το ένζυμο ΗΚΡ
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Αυτό το ρυθμιστικό χρησιμοποιήθηκε για την εξέταση του βέλτιστου ρΗ για ΧΦ- 

εκπομπή σε κάθε ΧΦ-αντίδραση.

Τα βιολογικά ρυθμιστικά διαλύματα. ΗΕΡΕδ (Ν-[2-υδρόξυαίθυλο] - πιπεραζίνη-Ν'- 

[2- αίθανοσουλφονικό οξύ] και γλυκίνης αγοράσθηκαν από την εταιρεία δΐ^πια για 

ειδικές περιπτώσεις όπως για παράδειγμα το ΗΕΡΕδ προσετέθη για ρύθμιση του ρΗ 

των διαλυμάτων των πορφυρινικών παγιδευτών του ΝΟ διότι βρέθηκε ότι δεν μείωνε 

το χρόνο ζωής του ΝΟ ενώ σε άλλες περιπτώσεις όπως την δειγματοληψία από 

βιολογικά υγρά ΐη νΐνο δεν διαχέονταν μέσω της μεμβράνης διαπίδυσης στο 

οργανισμό του πειραματόζωου λόγω του σχετικά υψηλότερου μοριακού του βάρους. 

Η γλυκίνη χρησιμοποιήθηκε σαν ρυθμιστικό για την ρύθμιση του ρΗ του διαλύματος 

οξέος για την μετουσίωση των πορφυρινικών ενζύμων και πρωτεϊνών.

Το αλατούχο ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών, ΡΒδ της εταιρείας δΐ§ηι& , 

χρησιμοποιήθηκε ευρύτατα για την παρασκευή ρυθμισμένου ρΗ διαλυμάτων ΧΦ- 

αντιδραστηρίου λόγω της σταθερότητός του και της χημικής του αδράνειας.

Το τρις-(υδρόξυμεθυλο)-αμινομεθάνιο, Τπδ, αγοράσθηκε από την εταιρεία ΡΗαιτηαοΐα 

Βΐοΐοοίι, και χρησιμοποιήθηκε κύρια στην παρασκευή του διαλύματος της 

λουμινόλης επειδή έδειξε την βέλτιστη ΧΦ-εκπομπή.

Τα συμπλεκτικά αντιδραστήρια αιθυλενοδιάμινοτετραοξεικό οξύ, ΕϋΤΑ, και 

αιθυλενογλυκολο-δις (β-αμινοαιθυλαιθέρα) Ν,Ν,Ν',Ν'-τετραοξεικό οξύ, ΕΟΤΑ, 

αγοράσθηκαν από την εταιρεία ΡΊιι1ί& και χρησιμοποιήθηκαν για την 

συμπλοκοποίηση ιόντων βαρέων μετάλλων που περιέχονται σε ίχνη στα διαλύματα 

και παρεμποδίζουν την δράση των ενζύμων.

2.1.4. Χηιιικά Αντιδραστήρια:

Διάφορα ανόργανα και οργανικά αντιδραστήρια χρησιμοποιήθηκαν για διάφορους 

λόγους ως ακολούθως:

Για παρασκευή ενώσεων: Τα ανόργανα αντιδραστήρια νιτρώδες νάτριο, ιωδιούχο 

κάλιο, μεταλλικός υδράργυρος, π. θειικό οξύ, μοριακό ιώδιο, υδροξείδιο του καλίου 

και νιτρικό κάλιο αγοράσθηκαν από την εταιρεία Μθγο̂  και χρησιμοποιήθηκαν για 

την εργαστηριακή παρασκευή ΝΟ και τον καθαρισμό αυτού από τα παραπροϊόντα 

του.

Τα οργανικά αντιδραστήρια Γ-αργινίνη, ακέτυλοχολίνη και χολίνη αγοράσθηκαν από 

την εταιρεία δΐ^ιηα και το μέν πρώτο χρησιμοποιήθηκε για την εργαστηριακή 

ενζυματική παρασκευή του ΝΟ ενώ τα υπόλοιπα για την ενζυματική παρασκευή του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου
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Το Ακρυλαμίδιο, το Διμεθύλενο-ακρυλαμίδιο, το υπερθειικό κάλιο (Κ282Ο8), και η 

Ν,Ν,Ν',Ν'- τετραμεθυλενοδιαμίνη, (ΤΕΜΕϋ) αγοράσθηκαν από την εταιρεία 

ΡΗ&πτίΒοΐα ΒίοίθοΗ και χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή πολυακρυλαμιδικής 

πηκτής.
Ουρία, φορμαλδεύδη και υπεριωδικό νάτριο αγοράσθηκαν από την εταιρεία Ρΐιιΐία 

και χρησιμοποιήθηκαν για ενεργοποίηση την μεμβράνης στήριξης και την διάνοιξη 

της διαμέτρου των πόρων καθώς και την προσθήκη νέων δραστικών ομάδων.

Ναίίοη (5% σε αλειφατικές αλκοόλες) αγοράσθηκε από την εταιρεία ΑΜποΗ και 

χρησιμοποιήθηκε για τον αποκλεισμό των νιτρωδών.

Πολυουρεθάνη (ΡΌ) 88% κατά βάρος αγοράσθηκε από την εταιρεία δί§ιη& και 

χρησιμοποιήθηκε προστατευτική στρώση στο εξωτερικό μέρος της μεμβράνης.

2.1.6. Υλικά ακιντΐτοποίΐΐσιις εν£ύιιων

Διάλυμα 50% γλουταραλδεύδης (ΟΑ) αγοράσθηκε από την ΑΙάποΗ. 1-αίθυλο-3-(3- 

διμεθυλάμινοπρόπυλο)καρβοδιιμίδιο αγοράσθηκε από την δί§ηια, το γ- 

αμινοπρόπυλοαιθόξυσιλάνιο και το ελεγχόμενου πόρων γιαλί αγοράσθηκαν από την 

δΐ§ηΐ3. και χρησιμοποιήθηκαν σαν στηρικτικό υλικό για την ακινητοποίηση ενζύμων.

2.1.7. Αέρια

Τα υψηλής καθαρότητας αέρια Ηε, Αγ, Ν2, ΝΟ αγοράσθηκαν από την Αιγ Γΐςιπάε 

ΙΛ(1, Γαλλίας

2.1.8. Διαλύτες

Οι οργανικοί διαλύτες ακετονιτρίλιο, μεθανόλη, διμέθυλο-φορμαμίδιο (ϋΜΡ), και 

τετράυδροφουράνιο (ΤΗΡ), αγοράσθηκαν από την δί§πια και χρησιμοποιήθηκαν σε 

χρωματογραφικούς διαχωρισμούς με την τεχνική της Υψηλής απόδοσης Υγρής 

Χρωματογραφίας (ΗΡΙΧ). Διπλά απεσταγμένο νερό χρησιμοποιήθηκε σ’ όλες τις 

πειραματικές εργασίες της διατριβής αυτής.

2.1.9. Πειραματόζωα

Αρουραίοι ράτσας λΥίδί&Γ (αρσενικά, 250-300 γρ.) και λευκά κουνέλια ( αρσενικά 

2 ,0  - 2,5 χλγρ.) χρησιμοποιήθηκαν για την παρακολούθηση του ΝΟ ΐη νίνο και για 

την παρασκευή του εκχυλίσματος του νευρικού ιστού. Ολα τα πειραματόζωα έλαβαν 

κανονική τροφή και νερό πριν από τα πειράματα εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά. 

Ολες οι διεργασίες μεταχείρισης των πειραματοζώων ήταν σύμφωνες με τις αρχές 

που έχουν ορισθεί από την Ενωση Φυσιολόγων της Ελλάδας και την Επιτροπή 

Ηθικού Κώδικα των Ζώων του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων.
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Στην Εικόνα 1 τα αντιδραστήρια της ΧΦ-αντίδρασης προωθούνται από την αντλία 

με σταθερή ταχύτητα ροής. Απαέρωση των διαλυμάτων επιτυγχάνεται με διοχέτευση 

λεπτών φυσαλίδων αδρανούς αερίου π.χ στην ανίχνευση του ΝΟ όλα τα διαλύματα 

πρέπει να είναι ελεύθερα ιχνών οξυγόνου και γιαυτό απαερώνονται με την διαβίβαση 

αερίου Αργού.

Το δείγμα μπορεί να διοχετεύεται στην ροή με διαφόρους τρόπους ως ακολούθως:

• Δια μέσου του βρόγχου της εξάπορτης βαλβίδος σε όγκους που καθορίζει ο όγκος 

του βρόγχου

• Το σύστημα μπορεί να εφοδιασθεί με αντιδραστήρα (καταλύτη ή ενζύμου) και η 

αναλυόμενη να παραχθεί στην ροή με μια καταλυτική αντίδραση π.χ. το ΝΟ 

μπορεί να παραχθεί μέσω την ενζυματικής μετατροπής της Ε-αργινίνης με 

ακινητοποιημένο ένζυμο ΝΟ-συνθάση σε ελεγχόμενης διαμέτρου πόρων 

σφαιριδίων γιαλιού (ΟΡΟ).

• Για πολυσυστατικά δείγματα που περιέχουν ενώσεις / συστατικά που δημιουργούν 

παρεμπόδιση στην ΧΦ-αντίδραση, το δειγματοληπτικό σύστημα εφοδιάζεται με 

μεμβράνη που διηθεί ή μεταβάλλει τις χημικές ιδιότητες των παρεμποδιστών ενώ 

επιτρέπει την ελεύθερη διάχυση της αναλυομένης, π.χ. το ΝΟ από τα βιολογικά 

υγρά δειγματοληπτείται εκλεκτικά ενώ το υπεροξείδιο του υδρογόνου που 

παράγεται από την ενζυματική αντίδραση της ακέτυλοχολίνης παρουσία 

συνακινητοποιημένων ενζύμων (ΑοΙιΕ, ΟΗΟϋ) δειγματοληπτείται εκλεκτικά και 

μεταφέρεται στο σύστημα της ΧΦ-αντίδρασης.
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Εικ.2 Απεικόνιση του φωτοπολλαπλασιαστού

2 . 2 . 2 . Συσκευή μικροδιαπίδυσης για την δειγματοληψία και μεταφορά του 

δείγματος σε ανιχνευτή χημειοφωταύγειας

Η συσκευή μικροδιαπίδυσης σαν τεχνική δειγματοληψίας βιολογικών υγρών σε 

προσδιορισμούς ΐη νΐνο διευκολύνει την διερεύνηση των βιοχημικών φαινομένων στα 

εξωκυτταρικά υγρά των ιστών, οργάνων και κάθε άλλου βιολογικού υγρού. Η εξέλιξη 

της τεχνικής από την μορφή της εμφύτευσης σάκκου μέσω της εμβολικής διαπήδύσης 

και τελικά της συνεχούς ροής δειγματοληψίας έγινε στο μεγαλύτερο μέρος από τους 

νευρολόγους ερευνητές [1],

Η δειγματοληψία με την τεχνική της μικροδιαπίδυσης γίνεται με εμφυτευμένο 

ανιχνευτικό στοιχείο που συνίσταται από κοίλη τριχοειδή μεμβράνη διαπίδυσης στο 

όργανο ή στο βιολογικό υγρό που θα αναλυθεί. Η κοντή άκρη του τριχειδούς σωλήνα 

διαπίδυσης συνδέεται με μικρής διαμέτρου σωληνίσκο που χρησιμοποιείται για την
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και ο επιλογέας σύριγγας λύνει το πρόβλημα αυτό. Περισσότερες λεπτομερειες 

σχετικά με το πρόβλημα αυτό παρέχονται στην Εικ.4.

2.3. ΜΕΘΟΔΟΙ

2.3.1. Μέθοδοι ΧΦ-αντίδρασης

Στα πειράματά μας χρησιμοποιήθηκαν κατά κύριο λόγο οι κάτωθι ΧΦ-αντιδράσεις:

• ΧΦ-αντίδραση Λουμινόλης

• ΧΦ-αντίδραση Ακριδινεστέρων και παραγώγων

• ΧΦ-αντίδραση Περοξυοξαλικών εστέρων

2.3.ι.ι. ΧΦ-αντίδραση λουμινόλης και παραγώγων: Η λουμινόλη παράγει 

χημειοφωταύγεια με πολλά οξειδωτικά μόρια, συμπεριλαμβανομένων των οξυγόνου, 

υποχλωριώδους, ιωδίου, υπερμαγγανικών κ.λ.π. (Εικ.5) Σε απροτικούς διαλύτες 

(διμέθυλοσουλφοξείδιο ή διμέθυλοφορμαμίδιο) απαιτείται μόνο το οξυγόνο με μια 

ισχυρή βάση για την ΧΦ-εκπομπή. Στους αμφιπρωτικούς διαλύτες (νερό, υδατικά 

μίγματα διαλυτών, ή μικρού μοριακού βάρους αλκοόλες) οι διάφορες σωματιδιακές 

μορφές του οξυγόνου (μοριακό οξυγόνο, περοξείδια, υπερυπεροξείδικόν ανιόν)
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Εικ.5. Απλοποιημένος μηχανισμός αντίδρασης της λουμινόλης: το ενδιάμεσο κλειδί 

είναι υδροξυπεροξείδιο που επιτυγχάνεται από την οξείδωση του ετεροκυκλικού 

δακτυλίου. Η διάσπασή του οδηγεί στο αμινοφθαλικό ιόν με εκπομπή φωτός
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Μια άλλη τεχνική που έχει προταθεί για διαγνωστικούς σκοπούς είναι η αντλούμενη 

με ακτινοβολία χημειοφωταύγεια. Κατά την τεχνική αυτή μια ακτίνα παλμικής ΙαδΟΓ- 

ακτινοβολίας διεγείρει ένα μόριο βαφής που απορροφά την κόκκινη περιοχή μηκών 

κύματος. Η λουμινόλη μπορεί να οξειδωθεί από το μόριο της διεγερμένης βαφής με ή 

χωρίς την συμμετοχή του οξυγόνου.
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ηλεκτρονιοδέκτες οδηγεί σε απώλεια ΧΦ-εκπομπής. Η σύζευξη της διαζολουμινόλης 

είναι επίσης μη ευνοϊκή καθώς επίσης και αλκυλώση της αμινομάδος της λουμινόλης 

μειώνει δραστικά την απόδοση της ΧΦ-εκπομπής (Φχφ=0,1% ). Αντίθετα, η ίδια 

υποκατάσταση στην ισολουμινόλη είναι τόσο ευνοϊκή ώστε η επιτυγχανόμενη 

απόδοση αυξάνει πάνω απ’αυτήν της φυσικής λουμινόλης. Περαιτέρω διερευνήθηκαν 

μόρια με διαφορετικά μήκη αλυσίδων και παράπλευρων διακλαδώσεων. 

Αντικατάσταση του φαινολικού δακτυλίου από δακτύλιο ναφθαλίνιου ή 

βενζοπερυλένιου οδηγεί σε ενδιαφέρουσες σειρές μορίων. Το 

αμινοβουτυλοαιθυλοναφθαλικό υδραζίδιο (ΑΒΕΝΗ) είναι περίπου 4-φορές πιο 

χημιοφωταυγές από το αντίστοιχο της ισολουμινόλης και εκπέμπει σε μακρύτερα 

μήκη κύματος (515 ηιη αντί 420 ηηι) που μπορεί να εμποδίσει την απόσβεση ή 

παρεμπόδιση από αλλα φθορισμοφόρα, αλλά οξειδώνεται εύκολα από το οξυγόνο του 

αέρα στην επιφάνεια του διαλύματος. Τα βενζοπερυλενικά παράγωγα είναι 2-φορές 

πιο αποδοτικά από τα προηγούμενα με κβαντική απόδοση στην εκπληκτική τιμή 

Φχφ= 50%.

Η λουμινόλη, η ισολουμινόλη και οι ανάλογες ενώσεις των εφαρμόσθηκαν σε πολλά 

πεδία εφαρμογών συμπεριλαμβανομένου και των τεχνικών διάγνωσης και 

παρακολούθησης με ανοσοπροσδιορισμούς και μή-ανοσοπροδιορισμούς καθώς 

επίσης και τους βιοαισθητήρες. Τα παράγωγα της λουμινόλης σπανίως εφαρμόζονται 

σε εφαρμογές βιοαισθητήρων, καθότι εμφανίζουν χαμηλή ΧΦ-εκπομπή στην 

αντίδραση οξείδωσης.

2.3.2. ΧΦ-αντίδραση εστέρων ακριδίνης και παραγώγων (Εικ.7): Η Λουσιγενίνη 

είναι το πιο γνωστό παράδειγμα της τάξης αυτών των ΧΦ-ενώσεων. Στις ΧΦ- 

αντιδράσεις αυτών των ενώσεων δεν παρατηρείται το φαινόμενο της καταλυτικής 

δράσης. Μόνο το υπεροξείδιο του υδρογόνου και μια ισχυρή βάση είναι απαραίτητη 

για την ΧΦ-αντίδραση των παραγώγων της ακριδίνης. Τα παράγωγα της ακριδίνης 

βρίσκονται σε ισορροπία με την μη-ΧΦ-ψευδοβάση που σχηματίζεται από την 

υποκατάσταση της υδροξυλομάδας στην 9-θέση στον ετεροκυκλικό δακτύλιο. Η 

ισορροπία αυτή μετατίθεται προς την πλευρά της ψευδοβάσης σε αλκαλικό μέσο. Τα 

κινητικά δεδομένα ,ήτοι ο χρόνος ημιζωής του ΧΦ-αντιδραστηρίου στην μετατροπή 

προς ψευδοβάση σε διάφορα ρΗ δίνονται από τον ΐΛΐΙί§ ως εξής: ρΗ 9 , ΐι/2 26 8 , ρΗ

11 , ίι/2 8 8 , ρΗ 13 , ίι/2 1 8. Αυτή η γρήγορη μετατροπή των ακριδινεστέρων προς 

ψευδοβάσεις δημιουργεί την ανάγκη της ελαχιστοποίησης του χρόνου ανάμιξης των 

αντιδραστηρίων προ της παρατήρησης της ΧΦ-εκπομπής. Για το λόγο αυτό, είναι
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Κατά την ΧΦ-αντίδραση τα εκπέμποντα σωματίδια ελευθερώνονται από το μόριο και 

γιαυτό τα χαρακτηριστικά της ΧΦ-εκπομπής είναι σχετικά ανεξάρτητα από το 

συζυγές μικροπεριβάλλον. Ακόμη, η υψηλή κβαντική απόδοση και το χαμηλό 

υπόβαθρο-σήμα επιτρέπουν ανίχνευση υψηλής ευαισθησίας. Αυτοί οι λόγοι σε 

συνδυασμό με την εύκολη σύζευξη ακριδινεστέρων ή ιμιδίων με πρωτεΐνες εξηγούν 

γιατί τα ΧΦ-ακρίδινο-παράγωγα προτάθηκαν εξ’ αρχής για τον υπερευαίσθητο 

ανοσοπροσδιορισμό της ορμόνης που ευαισθητοποιεί τον θυροειδή αδένα (ΤδΗ), των 

μορίων επισήμανσης των όγκων (σίδηρο πρωτεΐνη), των ανοσογλοβουλινών και 

συγγενών ενώσεων. Την τελευταία δεκαετία μερικοί ανταγωνιστικοί και πολλοί μη- 

ανταγωνιστικοί ανοσοπροσδιορισμοί επέτρεψαν τον προσδιορισμό διαφόρων 

αναλυόμενων σε επίπεδο μικρότερο του ρίοοΜ.

Οι ενώσεις της ακριδίνης αποδίδουν καλύτερα σαν σημαντές των κλώνων ϋΝΑ και 

παράγουν ΧΦ- ϋΝΑ ανιχνευτικά στοιχεία. Πράγματι, μετά την εισδοχή των στη 

έλικα του ϋΝΑ, τα μόρια της ακριδίνης δείχνουν αυξημένη σταθερότητα έναντι της 

υδρόλυσης και γίνονται ανενεργά έναντι των πυρηνόφιλων θειολών και θειωδών. 

Διάφοροι εκλεκτικοί προσδιορισμοί βασίζονται στις ιδιότητες αυτές που επίσης 

χρησιμοποιήθηκαν για τον ακριβή προσδιορισμό των σταθερών ταχύτητας 

υβριδισμού και της θερμοδυναμικής ενέργειας δεσμού των ολιγονουκλεοτιδικών 

ανιχνευτικών στοιχείων με απλούς συνθετικούς στόχους καθώς και πολύπλοκους 

βιολογικούς. Προσδιορισμοί πολλών αναλυόμενων που βασίζονται στην κινητική 

αποσύνθεσης πολλών ακριδινιο-παραγώγων έχουν γίνει με την χρήση ϋΝΑ- 

ανιχνευτικών στοιχείων αν και οι μέθοδοι αυτοί θα μπορούσαν να εφαρμοσθούν και 

σε αναλύσεις με βάση το μαρκάρισμα αντισωμάτων.

Στην σειρά των ακριδινικών ενώσεων , χρησιμοποιήθηκε μόνο η λουσιγενίνη για μη- 

ανοσοπροσδιορισμούς και ειδικότερα για την ειδική ποσοτικοποίηση της απόκρισης 

του κυτταρικού υπεροξειδικού ανιόντος (02*') μετά από οξειδωτική έκσταση. Αν και 

τα ΧΦ-ισομερή της ακριδίνης και των συγγενών ετεροκυκλικών ενώσεων 

(φαινανθρίνο και ισοκινολέινο) έχουν μελετηθεί προ δεκαετίας δεν 

χρησιμοποιήθηκαν στην ιατρική ανάλυση ακόμη.

2.3.3. ΧΦ-αντίδραση περό£υ-ο£αλικών και παραγώγων (Έικ.8):Πολλά οξαλικά 

παράγωγα οξειδώνονται από το υπεροξείδιο του υδρογόνου με παραγωγή 

διεγερμένων ενδιαμέσων υψηλής ενέργειας. Ενα αέριο ενδιάμεσο απομονώθηκε από 

το μίγμα αντίδρασης των οξαλκών με υπεροξείδιο του υδρογόνου και στην συνέχεια 

χρησιμοποιήθηκε για να παράγει ΧΦ-εκπομπή παρουσία ενός φθορισμο-δεκτικού
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ότι οι κυκλοδεξτρίνες διατηρούν μια κάποια απόδοση σε υδατικά διαλύματα δια 

μέσου της στέγασης των αντιδραστηρίων σε μικροπεριβάλλον χαμηλής πολικότητας. 

Συνήθως απρατηρείται υψηλό υπόβαθρο στην ΧΦ-αντίδραση των περόξυ-οξαλικών. 

Ο σχηματισμός και η διάσπαση των ΧΦ-ενδιαμέσων φαίνεται να ευθύνεται για το 

ΧΦ-υπόβαθρον. Η εκπομπή αυτή διακρίνεται κινητικά από την ΧΦ-εκπομπή που 

επάγεται από τον φθοριστή, και μειώνεται σε υψηλούς λόγους συγκεντρώσεων 

υπεροξειδίου του υδρογόνου έναντι των οξαλικών. Για την μείωση της υπόβαθρης 

εκπομπής προτάθηκε επίσης η συνεχής προσθήκη αντιδραστηρίου.

Τα παράγωγα των οξαλικών δεν είναι σταθερά στο νερό ή σε υγρανθέντες διαλύτες. 

Μετά από μερική υδρόλυση , τα παραγόμενα μονουποκαταστεστημένα παράγωγα 

αποσυντίθενται περαιτέρω με απώλεια δειοξειδίου του άνθρακα και μονοξειδίου του 

άνθρακα. Αυτή η αστάθεια περιορίζει έντονα τις εφαρμογές τους στο διαγνωστικό 

πεδίο της ιατρικής. Ενας άλλος λόγος είναι η μικρή διαλυτότης και των δύο 

συμμετεχόντων ενώσεων της ΧΦ-αντίδρασης στο νερό που την κάνει και 

ακατάλληλο για την σύζευξη με πρωτεΐνες.

Η ΧΦ-περοξυοξαλικών χρησιμοποιήθηκε επίσης για την ανίχνευση του υπεροξειδίου 

του υδρογόνου που παράγεται από ενζυματικές δράσεις όπως της ουρικάσης, της 

χολινοξειδάσης , της χοληστερολοξειδάσης, της ξάνθινοξειδάσης, και της 

γλυκοζοξειδάσης. Ο προσδιορισμός του υπεροξειδίου του υδρογόνου σε βιολογικά 

υγρά ή ομογενήματα είναι ένα άλλο πεδίο εφαρμογής της αντίδρασης αυτής. 

Φάρμακα χαμηλού μοριακού βάρους, ορμόνες, ολιγονουκλεοτίδια, και χημικά έχουν 

αναλυθεί ποσοτικά μετά από εκχύλιση ή χρωματογραφική έκλουση με την χρήση της 

ΧΦ-εκπομπής των περιοξαλικών. Μια μέθοδος παραγωγοποίησης ενός σταδίου 

απαιτείται εξαρτώμένου εκ του εάν η ένωση είναι φθορίζουσα ή όχι. Προσδιορισμοί 

πολλών αναλυόμενων έχουν προταθεί μέχρι σήμερα, αν και πολλές φθορίζουσες 

ενώσεις είναι γνωστό πως εκπέμπουν σε μεγάλη περιοχή μηκών κύματος.

2 4 ΠΑΡΑΣΚΕΥΉ ΠΡΟΤΥΠΩΝ - ΝΟ

Για την επίτευξη πρότυπου ΝΟ-αερίου δείγματος απαιτείται πολύ καλός καθαρισμός 

ώστε οι καμπύλες αναφοράς που θα χαραχθούν να αντιπροσωπεύουν παραγματικές 

ποσότητες και όχι αναλογικές σχέσεις. Ο καθαρισμός δε αυτός πρέπει να γίνεται στην 

διαδικασία της χρήσης του διότι το ΝΟ-αέριο οξειδώνεται εύκολα από το οξυγόνο 

του ατμοσφαιρικού αέρα και έχει μικρό χρόνο ημιζωής. Για την παρασκευή καθαρού 

ΝΟ χρησιμοποιήθηκαν οι ακόλουθοι μέθοδοι:
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αντίδραση. Η σύνθετη μεμβράνη χρησιμοποιήθηκε για την αποφυγή παρεμποδίσεων 

από τέτοιες ενώσεις.

Γενικά, η σύνθετη μεμβράνη που χρησιμοποιήθηκε συνίσταται από τα ακόλουθα 

στρώματα:

• Στρώμα στήριξης ή προστασίας: Αυτό το στρώμα είναι πορώδες με σχετικά 

μεγάλης διαμέτρου πόρους, με μηχανική αντοχή και καλή ευλιγισία

• Στρώμα διήθησης: Αυτό το στρώμα σχεδιάζεται για να απομακρύνει την πιθανή 

παρεμπόδιση και να επιτύχει εκλεκτικότητα και επαναληψιμότητα στην ΧΦ- 

εκπομπή. Γενικά το στρώμα αυτό έχει ανοίγματα που αποκλείουν την δίοδο 

μορίων από ένα δεδομένο μοριακό βάρος και πάνω.

• Στρώμα αντίδρασης: Στο στρώμα αυτό εκτελούνται ενζυμικές αντιδράσεις 

διαφόρων υποστρωμμάτων και παράγουν την αναλυόμενη ή καταστρέφουν την 

παρεμποδίζουσα ένωση.

Γενικά η σύνθετη μεμβράνη πρέπει να επιτρέπει την εκλεκτική ελεύθερη διάχυση της 

αναλυόμενης ενώ να αποκλείει την διάχυση παρεμποδιστικών ενώσεων και 

συγχρόνως να μπορεί να σταθεροποιεί ένζυμα.

Στα πειράματά μας σχετικά με την εκχύλιση του ΝΟ από βιολογικά υγρά, 

χρησιμοποιήθηκε η μεμβράνη της οξεικής κυτταρίνης με επίστρωση από Ναίΐοη σαν 

στρώμα στήριξης/διήθησης για την απομάκρυνση όλων των ενώσεων παρεμπόδισης 

της ΧΦ-αντίδρασης και με πρόνοια την ελεύθερη διάχυση του ΝΟ. Στην περίπτωση 

του προσδιορισμού της ακετυλοχολίνης η μεμβράνη της οξεικής κυτταρίνης 

χρησιμοποιήθηκε σαν στρώμα στήριξης/διήθησης, και το στρώμα αντίδρασης 

αποτελούνταν από πηκτή πολυακρυλαμιδίου με παγιδευμένα ένζυμα.

2.5.2. Παρασκευή

Στην μεθοδολογία της παρασκευής μιας σύνθετης μεμβράνης, είναι πολύ 

σημαντικό να επιτευχθεί σταθερότης και συνεκτικότης σε έκαστο στρώμα αλλά και 

μεταξύ των στρωμάτων για είναι συμπαγής και μη υπάρχουν διαρροές των 

συστατικών της στους διαλύτες των διαφόρων ροών της συσκευής ΓΙΑ. Συχνά, 

υμενικά στρώματα διαφορετικής σύστασης παρασκευάζονται με τις κάτωθι τεχνικές 

προσάρτησης:

2.5.2.1 .Φυσική προσάρηση: Η σταθερότης της επίστρωσης ενός ημιστερεού ή υγρού 

υλικού σε μια στερεή επιφάνεια εξαρτάται από το μέγεθος των πόρων του 

στηρικτικού στρώματος, την επιφανειακή τάση και την χημική συγγένεια των δύο
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προστατευτικό υμενικό στρώμα. Συνήθως χρησιμοποιείται η μεθοδολογία 

πολυμερισμού με Ναίιοη ή πολυουρεθάνη. Επειδή η επίστρωση αυτή συχνά γίνεται 

στο στρώμα αντίδρασης (περιέχει ένζυμα) προτιμάται να γίνεται υπό ήπιες συνθήκες 

(αποφεύγεται η επεξεργασία με ισχυρά όξινα ή αλκαλικά διαλύματα).

2.5.3. Μέθοδος επίστρωσης

Στην παρασκευή των σύνθετων μεμβρανών , απαιτείται ο σχηματισμός στρώματος 

υλικού στην επιφάνεια ενός στερεού μεμβρανοειδούς στρώματος στήριξης. Η 

συνήθης πρακτική είναι η έγχυση του υλικού του στρώματος αντίδρασης στην 

επιφάνεια του στρώματος στήριξης. Σ’ αυτή την μεθοδολογία γίνεται ένα ομοιογενές 

διάλυμα με τα σχετικά συστατικά και εγχίεται στην στερεή φάση για επικάλυψη· στην 

συνέχεια αφίνεται για στερεοποίηση ή πολυμερισμό για την κατασκευή της σύνθετης 

μεμβράνης. Στην μέθοδο αυτή το πιο σημαντικό στάδιο είναι ο έλεγχος του 

πάχουςτου στρώματος. Για τον σκοπό αυτό εφαρμόζονται οι κάτωθι μέθοδοι:

2.5.3.1 Επίστρωση με διασπορά: Στην μέθοδο αυτή, το διάλυμα διασπείρεται φυσικά 

με την βοήθεια εφαρμοστή υγρού υμενίου για τον έλεγχο του πάχους. Μερικές 

φορές ο εφαρμοστής δεν είναι χρήσιμος λόγω περιορισμών του στρώματος 

στήριξης. Ο χειρονακτικός τρόπος διασποράς δεν είναι αποτελεσματικός λόγω του 

ανόμοιου πάχους ή λόγω του υπερβολικού πάχους που παρέχει και οδηγεί σε 

αισθητήρες χαμηλής απόκρισης.

2.5.3.2 Επίστρωση με φυγοκέντρηση: Το διάλυμα εγχίεται και διασπείρεται με την 

βοήθεια φυγοκεντρικού επιστρωτή (Εικ.10). Με την χρήση διάφορων ταχυτήτων 

και χρόνων φυγοκέντρησης επιτυγχάνονται επιστρωτικά υμένια διαφόρου πάχους. 

Συχνά είναι δύσκολο να επιλέξουμε την κατάλληλη ταχύτητα διότι απαιτεί 

μεγάλη εξάσκηση και χρήση μεθόδων για την μέτρηση του επιτυγχανόμενου 

πάχους και χαρακτηρισμού της δραστικότητας της μεμβράνης. Γενικά, όσο 

μεγαλύτερη είναι η ταχύτητα και ο χρόνος φυγοκέντρησης τόσο λεπτότερες 

μεμβρανοειδείς επικαλύψεις επιτυγχάνονται. Ιδιαίτερα, σε περιπτώσεις που η 

μεμβρανοειδής επίστρωση περιλαμβάνει ένζυμα ο αισθητήρας με την λεπτότερη 

επίστρωση θα εμφανίσει μικρότερη ενζυματική δραστικότητα, και η απόκριση του 

αισθητήρα θα είναι πτωχή.

101



• Η στρεπταβιδίνη παγιδεύεται στην επιφάνεια του υμενοειδούς στρώματος 

στήριξης , και κατόπιν επωάζεται το υλικό με τα βιοτινυλιωμένα ένζυμα απ’ 

ευθείας

• Η βιοτίνη σταθεροποιείται στην επιφάνεια του υμενοειδούς στρώματος στήριξης 

,και κατόπιν τα βιοτινυλιωμένα υλικά συνδέονται στην επιφάνεια δια μέσου 

γέφυρας με ελεύθερη στρεπταβιδίνη. Η μέθοδος αυτή απαιτεί δύο στάδια επώασης 

διότι πρέπει πρώτα να γίνει επώασης με στρεπταβιδίνη και έπειτα επώασης με τα 

βιοτινυλιωμένα υλικά.

2.5.4. Προκατεργασία της εμπορικής μεμβράνης στήριξης 

Γενικά, η εμπορική μεμβράνη χρησιμοποιείται για την στήριξη διότι έχει αρκετή 

μηχανική αντοχή και σταθερές φυσικοχημικές ιδιότητες. Από την άλλη πλευρά οι 

ιδιότητές της μπορεί να μη είναι συμβατές με τις απαιτήσεις του πειραματικής 

εργασίας. Γαι παράδειγμα μπορεί να έχουν πολύ μικρό μέγεθος πόρων, ή πολύ 

μεγάλο πάχος, που οδηγεί σε χαμηλή ταχύτητα διάχυσης που αυξάνει τον χρόνο 

απόκρισης. Γενικά οι μεμβράνες που διατίθενται στο εμπόριο έχουν σταθερές 

ιδιότητες, ιδιαίτερα στην επιφάνειά τους* αυτό είναι ευεργετικό στην αποφυγή της 

ρύπανσής των, αλλά στην περίπτωση που απαιτείται η προσάρτηση αντιδραστηρίων 

(ένζυμα), εμφανίζονται δυσκολίες . Σ’ αυτή την περίπτωση η επιφάνεια κατεργάζεται 

με τις παρακάτω μεθόδους:

2.5.4.1. Αλκαλική υδρόλυση: Γενικά τα αλκαλικά διαλύματα μπορούν να υδρολύσουν 

τις πολυμερείς μεμβράνες ( όπως την οξεική κυτταρίνη) , και θα παραχθούν 

μεγαλύτεροι πόροι. Πιο έντονα αλκαλικά διαλύματα δείχνουν πιο ισχυρή δράση και 

τα πολύ ισχυρά αλκαλικά διαλύματα οδηγούν στη πλήρη καταστροφή της μεμβράνης. 

Στην πράξη, υπό ήπιες συνθήκες και παρουσία χλωριούχου ψευδαργύρου ή υδρόλυση 

προχωρεί αργά και με κατάλληλη ρύθμιση του χρόνου υδρόλυσης μπορεί να 

επιτευχθεί ελεγχόμενη διάνοιξη των πόρων.

2.5.4.2. Επεξεργασία με υπεριωδικά: Η μεμβράνη της κυτταρίνης μπορεί να 

επεξεργασθεί διαδοχικά με υπεριωδικό νάτριο και ουρία. Η αλληλεπίδραση των 

παραγώγων της ουρίας με την φορμαλδεύδη οδηγεί σε έντονα δραστικές ομάδες που 

μπορούν προκαλέσουν περαιτέρω συμπύκνωση με αμινοξέα που είναι υπολείμματα 

πρωτεϊνών.

2 6 ΑΚΙΝΗΤΟΠΟΙΗΣΗ ΕΝΖΥΜΩΝ
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παγίδευση σε πηκτές ή μεμβράνες. Πέραν αυτών των συμβατικών μεθοδολογιών 

απεδείχθει σημαντική και η ακινητοποίηση βιομορίων σε ηλεκτροπολυμερισμένα 

υμένια . Γενικά, οι μέθοδοι αυτοί έχουν τους περιορισμούς τους και πολλές φορές 

εμφανίζουν χαμηλή επαναληψιμότητα και πτωχή επιφανειακή διασπορά.. Πρόσφατα 

διερευνήθηκαν οι ακόλουθες μέθοδοι ακινητοποίησης που δείχνουν ότι παρέχουν 

καλή ενζυματική δραστικότητα:

2.6.1. Μέθοδος κολοειδούς-πηκτής (8θΙ-§β1)

Διάφοροι μέθοδοι ακινητοποίηση ς όπως αυτές της ομοιοπολικής πρόσδεσης, της 

φυσικής προσρόφησης και της σταυρωτής διασύνδεσης περιγράφηκαν για την 

ακινητοποίηση των ενζύμων. Πρόσφατα η εφαρμογή της μεθοδολογίας κολοειδούς- 

πηκτής για την παγίδευση των οργανικών μορίων σε ανόργανο υλικό έχει προκαλέσει 

τον ενδιαφέρον των ερευνητών. Ενζυμα όπως η ΑοίιΕ μπορούν να παγιδευθούν στα 

κανάλια των πόρων του κολοειδούς-πηκτής υλικού. Συγκρινόμενη με άλλες μεθόδους 

ακινητοποίησης , η μέθοδος κολοειδούς-πηκτής με χρήση γιαλιού σαν υλικό 

ακινητοποίηση ς ενζύμων έχει πολλά πλεονεκτήματα. Τα πλεονεκτήματα αυτά 

περιλαμβάνουν την ικανότητα να παγιδεύσουν μεγάλες ποσότητες ενζύμων, να 

αποκτήσουν θερμική και χημική σταθερότητα, απλότητα στην παρασκευή χωρίς 

ομοιοπολική πρόσδεση, ευκολία στον έλεγχο του μεγέθους των πόρων και της 

γεωμετρίας, και την ελάχιστη απόσβεση των αντιδραστηρίων φθορισμού. Αυτή η 

τεχνολογία επίσης παρέχει εναλλακτικό τρόπο σχεδίασης ανόργανων στηρικτικών 

υλικών με ευελιξία και ευλιγισία που παραδοσιακά εμφάνιζαν μόνο τα οργανικά 

υλικά.

Οι συνθήκες προετοιμασίας του κολοειδούς-πηκτής υλικού έχουν σημαντική 

επίδραση στην δραστικότητα των παγιδευμένων ενζύμων. Τα τοπικά περιβάλλοντα 

των παγιδευμένων ενζύμων και η ικανότης των αναλυομένων να διαχέονται στο 

ένζυμο είναι οι δύο κύριοι παράγοντες στην παρασκευή κολοειδούς-πηκτής υλικού 

για βιοαισθητήρες.Πολλές μελέτες έχουν αναφερθεί στις ιδιότητες των πορωδών 

κολοειδούς-πηκτής υλικών όπως στην κατανομή μεγέθους των πόρων, την ειδική 

επιφάνεια, την γεωμετρία των πόρων, την μορφολογία, και την πολικότητα. Ακόμη, 

έχουν διερευνηθεί και τα κινητικά φαινόμενα της αλληλεπίδρασης των αναλυόμενων 

ενώσεων με τα παγιδευμένα ένζυμα. Ομως, η σχέση μεταξύ του τύπου και ρΗ των 

ρυθμιστικών διαλυμάτων σε συνάρτηση με τον φθοριμό των φθορισμικών δεικτών 

που χρησιμοποιήθηκαν στην παρασκευή οπτικής ίνας βιοαισθητήρων με βάση 

κολοειδούς-πηκτής υλικά έχει μελετηθεί πολύ λίγο. Η ανίχνευση της ακέτυλο-χολίνης
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χρησιμοποιούνται για συζεύξουν τα νουκλεινικά οξέα στην επιφάνεια, 

συμπεριλαμβανομένων και της παγίδευσης, της προσρόφησης και πρόσδεσης με 

ομοιπολικό χημικό δεσμό. Λόγω του υψηλού υπόβαθρου που είναι αποτέλεσμα της 

μη-εξειδικευμένης προσρόφησης στις ακινητοποιήσεις μη-ομοιοπολικού χημικού 

δεσμού, έχει επιλεγεί η ομοιοπολικού δεσμού ακινητοποίηση για την εκλεκτική 

σύνδεση των ολιγονουκλεοτιδικών-ανιχνευτικών στοιχείων στα στηρικτικά υλικά. 

Μερικές καλά-μελετημένες τροποποιήσεις επιφανειών και μέθοδοι σιλανοποίησης 

συχνά χρησιμοποιούνται για την ακινητοποίηση των ολιγονουλεοτιδίων ή των ΌΝΑ- 

μορίων.

Η ακινητοποίηση των αντισωμάτων σε στερεές φάσεις κατά τρόπο αποτελεσματικό 

και με διατήρηση της δραστικότητάς των είναι ένα σημαντικό πεδίο για την έρευνα 

και την βιομηχανία. Ανεπτύχθηκαν μέθοδοι κατευθυνόμενης-θέσης προσάρτησης 

αντισωμάτων σε αγαρόζη δια μέσου της οξείδωσης των υδατανθρακικών ημίσεων 

(πιοΐβίΐβδ) στην περιοχή Ρο. Παρόμοια προσάρτηση σε σιλανοποιημένα στηρικτικά 

υλικά δεν επέτυχε. Εχει τελευταία περιγράφει ένα νέο συνδιαστικό πρωτόκολο της 

κατευθυνόμενης θέσης προσάρτησης των οξειδωμένων με υπεριωδικά πολυκλωνικών 

αντισωμάτων γίδας σε ίνες από μαλλί γιαλιού που έχουν ενεργοποιηθεί με 3- 

αμινοπροπυλο-τριαιθόξυ-σιλάνιο. Η μελέτη επιδεικνύει ότι η μέθοδος αυτή οδηγεί 

στην αποτελεσματική ακινητοποίηση των πολυκλωνικών αντισωμάτων που 

διατηρούν την δεσμική ικανότητα για αντιγόνα.

Πολλές χημείες χρησιμοποιήθηκαν για την ακινητοποίηση αντισωμάτων σε στερεές 

επιφάνειες, που συνήθως βασίζονται στην στρατηγική της ενεργοποίησης της του 

στερεού υλικού και κατόπιν της πρόσδεσης του προ-επεξεργασμένου ή φυσικού 

αντισώματος. Οι πιο συνήθεις μέθοδοι περιλαμβάνουν την ενεργοποίηση του στερεού 

υλικού με βρωμιούχο κυάνιον ή εστέρες του Ν-υδροξυ ηλεκτραμιδίου. Οι 

μεθοδολογίες συζεύγνουν τα αντισώματα ομοιοπολικά στην στερεά φάση δια μέσου 

των αμινομάδων των περίπου 70 λυσινικών υπολειμμάτων (Γ68Ϊ<3ιΐ63) στο μόριο, που 

καταλήγουν όχι μόνο σε προσαρτήσεις πολλαπλών θέσεων αλλά επίσης και πολλών 

προσανατολισμών με συνέπεια την μείωση της ικανότητας για πρόσδεση αντιγόνου. 

Για να ξεπερασθούν οι περιορισμοί αυτοί, ανεπτύχθησαν μέθοδοι κατευθυνόμενης- 

θέσης ακινητοποίησης των αντισωμάτων. Μια προσέγγιση είναι να οξειδώσει κανείς 

το υδατανθρακικό ήμισυ του αντισώματος με υπεριωδικά και να παράγει 

αλδευδομάδες που μετά δένονται χημικά σε ενεργοποιημένα με υδραζίδια στηρικτικά 

υλικά όπως η αγαρόζη. Επειδή τα αντισώματα είναι γλυκοζυλιωμένα σε μοναδική
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συζευχθούν σε πρωτεΐνες με γλουταραλδεύδη. Εφαρμόσθηκε στο εσωτερικό ενός 

λεπτού νάυλον σωλήνα και ακινητοποιήθηκαν γλυκοζοξειδάση και ουρεάση για τον 

προσδιορισμό της γλυκόζης και της ουρίας αντίστοιχα σε αυτόματό αναλυτή. Πιο 

πρόσφατη εργασία χρησιμοποίησε τους αλκυλιωτικούς παράγοντες διμέθυλοθειϊκό 

(ΌΜδ) ή τριεθυλοξώνιο τετράφθοροβορικό (ΤΟΤΡΒ) σε διχλωρομεθάνιο και ελέχθη 

ότι επετεύχθησαν υψηλότερες ποσότητες ακινητοποιημένων ενζύμων . Σε αντίθεση 

με την υψηλή τοξικότητα και την πιθανή καρκινογένεση που προέρχεται από την 

χρήση αυτών των αλκυλιωτικών μέσων, εφαρμόσθηκαν ευρύτατα. Για παράδειγμα, 

το ϋΜ δ χρησιμοποιήθηκε για να συνδέσει διάφορα ένζυμα σε νάυλον σωλήνες, 

σφαιρίδια και δίχτυα. Πολύ πρόσφατα χρησιμοποιήθηκαν λιγότερο επικίνδυνες 

μεθοδολογίες. Μερικοί ερευνητές χρησιμοποίησαν την αναρροή με μεθανολικό 

θειικό οξύ, που φαίνεται να επιτυγχάνει και Ο-άλκυλίωση και συγχρόνως μερική 

υδρόλυση στο πρώτο βήμα της ακινητοποίησης ενζύμων σε σφαιρίδια νάυλον. Οσον 

αφορά την άνεση και την ασφάλεια , η μέθοδος που πρέπει να επιλεγεί, είναι η 

αρχική της μερικής όξινης υδρόλυσης που χρησιμοποιήθηκε με νάυλον δίχτια για 

χρήση στα ενζυμικά ηλεκτρόδια και για την ακινητοποίηση της λιπάσης σε νάυλον 

σφαιρίδια.

Με την χρήση νάυλον σφαιριδίων σχεδόν παρόμοιας διαμέτρου, η μέθοδος της 

ΟΜδ-ενεργοποίηση και η μέθοδος της μερικής όξινης υδρόλυσης επέτυχαν 13-18 

χιλιοστογραμμάρια ακινητοποιη θείσης πρωτεΐνης ανά γραμμαριο νάυλον. 

Αναφέρθηκαν ότι ακινητοποιήθηκαν μέχρι και 400 χιλιοστογραμμάρια πρωτεϊνών 

ανά γραμμάριο νάυλον με ενεργοποίηση όξινης υδρόλυσης σε λεπτά νάυλον δίχτια. 

Δεν κερδίζει λοιπόν κανείς να χρησιμοποιήσει την πιο ετακίνδυνη τεχνική του 

αλκυλιωτικού παράγοντα.

2.6.4. Ακινητοποίηση ενζύμων σε μεμβράνη χιτοζάνης

Η μέθοδος χαρακτηρίζεται από την βιοσυμβατότητά της. Ο βιοαισθητήρας που 

χρησιμοποιεί αυτό το υλικό μπορεί να χρησιμοποιηθεί απ’ ευθείας ϊη νίνο χωρίς να 

προκαλέσει καμία βιολογική ζημία. Τα ένζυμα, συνήθως παγιδεύονται απ’ ευθείας ή 

δια μέσου ιχνών γλουταραλδεύδης, αλλά το ακινητοποιηθέν ένζυμο δείχνει μικρή 

δραστικότητα και σταθερότητα. Αυτή η μέθοδος ακινητοποίησης δεν αντέχει τις 

απαιτήσεις της κατασκευής βιοαισθητήρος. Στο εργαστήριό μας χρησιμοποιήθηκε η 

μέθοδος βιοτίνης στρεπταβιδίνης με πολύ καλά αποτελέσματα δραστικότητας και 

σταθερότητας για ίη νίνο παρακολούθηση. Περισσότερες λεπτομέρειες δίνονται στο
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την μελέτη της επιφανειακής συνεκτικότητας μορίων ή στην ακινητοποίηση των 

βιοτινυλιωμένων μεμβρανικών κυστιδίων σε σύζευξη με αβιδίνη εγκατεστημένη σε 

στερεές επιφάνειες. Στην διατριβή αυτή χρησιμοποιήθηκε η τεχνολογία αυτή για την 

παρασκευή σύνθετης μεμβράνης με ακινητοποιημένα ένζυμα την ΑοΗΕ και ΟΙιΟϋ 

2.7. ΑΝΕΧΕΥΤΪΚΟΙ ΚΑΘΕΤΗΡΕΣ (ΡΚΟΒΕδ)

2.7.1. Προετοιμασία του ανιχνευτικού καθετήρα

Οι ανιχνευτικές καθετήρες χρησιμοποιήθηκαν για παρατηρήσεις ίη νίνο. Για να 

επιτύχουμε υψηλή εκλεκτικότητα και ευαισθησία , οι καθετήρες ανίχνευσης θα 

πρέπει να πληρούν τις κάτωθι πρυποθέσεις:

• Καλή μηχανική αντοχή

• Βιο-συμβατότητα και όχι βιολογικά ζημιογόνοι/τα υλικά του καθετήρα να μή 

είναι τοξικά και να μη προκαλούν αλλεργείες

• Ελεύθεροι παρεμποδίσεων: γενικά ο ανιχνευτικός καθετήρας κατασκευάζεται από 

ειδικές υμενοειδείς στρώσεις και η συνολική μεμβράνη θα πρέπει να έχει 

ικανοποιητικό Μ\νθΟ ή σχετικό στρώμα προστασίας όπως ΝαΓιοη υμένιο για να 

απομακρύνει πιθανά μόρια παρεμπόδισης

• Υψηλή ευαισθησία: Ο ανιχνευτικός καθετήρας θα πρέπει να σχεδιασθεί να 

αντιδρά αποδοτικά με την αναλυόμενη και να παρέχει προϊόν που να δίνει σήμα 

ανιχνεύσιμο.

• Υψηλή τχύτητα διάχυσης για την αναλυόμενη. Θα πρέπει να επιλέξουμε 

ικανοποιητικό μέγεθος πόρων για τον έλεγο της ταχύτητας διάχυσης ή της 

ταχύτητας εκχύλισης.

• Ρύθμιση της δομής και μικρότητας του μεγέθους. Για να πληρεί τις απαιτήσεις της 

ίη νίνο παρακολούθησης ο ανιχνευτικός καθετήρας θα πρέπει ελαχιστοποιηθεί σε 

μέγεθος και να είναι άνετος στο χειρισμό.

Στην διατριβή αυτή χρησιμοποιήθηκαν ανιχνευτικοί καθετήρες μικροδιαπήδησης 

που αγοράσθηκαν από την εταιρεία Βίο&ηαΐγΐίοα! δγδίβπι Ιησ (ΒΑ5) (Εικ. 11 και12). 

Σύμφωνα με τον ανιχνευτικό στόχο, οι ανιχνευτικοί καθετήρες τροποποιήθηκαν με 

επίστρωση της μεμβράνης των με στρώματα διήθησης χαμηλού ΜΥΫΟΟ για 

απομάκρυνση παρεμποδιστικών ενώσεων
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2 8 ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΜΕ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΑ

2.8.1. Προετοιμασία των πειραματοζώων για την παρακολούθηση ίη νίνο

Διάφορα είδη ζώων χρησιμοποιούνται σαν πειραματόζωα για μετρήσεις ίη νίνο, 

όπως ποντίκια, αρουραίοι, ινδικά χοιρίδια, κουνέλια, σκύλοι, γουρούνια κ.λ.π.

Τα ποντίκια είναι μικρά , φθηνά και αναπαραγώγιμα, πράγμα που διευκολύνει την 

διερεύνηση της επίδρασης ορισμένων παραγόντων, καθότι σ’ένα τέτοιο πείραμα, θα 

πρέπει να χρησιμοποιηθεί κάποιος αριθμός πειραματοζώων σαν μάρτυρες ελέγχου 

και κάποιος άλλος για το κυρίως πείραμα. Ομως, τα ποντίκια έχουν μικρό σώμα , και 

λίγο αίμα και αυτό φέρνει δυσκολίες στην χειρουργική επέμβαση και στην ανάλυση 

του αίματος διότι η λήψη και λίγου αίματος θα επιφέρει ανωμαλίες στην 

φυσιολογικές λειτουργίες του αργανισμού. Τέλος τα ποντίκια δεν είναι ικανοποιητικά 

για ίη νίνο παρακολούθηση δια μέσου αιμοφόρων αγγείων επειδή οι περιφερειακές 

φλέβες και αρτηρίες είναι πολύ μικρές, αλλά είναι χρήσιμα ίη νίνο παρακολούθηση 

σε ιστούς (όπως υποδερμικούς).

Οι αρουραίοι έχουν ικανοποιητικό βάρος σώματος για κάθε πείραμα, αλλά είναι 

επιθετικοί, και οι ερευνητές θα πρέπει να προσέξουν μήπως δαγκωθούν κατά την 

χειρουργική επέμβαση. Οι αρουραίοι είναι κατάλληλοι για ίη νίνο παρακολούθηση 

μέσω της σφαγίτιδας φλέβας και ιστού και έχουν επίσης ωρισμένη ποσότητα αίματος 

που επιτρέπει την λήψη μικρής ποσότητας αίματος για ανάλυση χωρίς να προκαλεί 

εμφανείς επιδράσεις στην φυσιολογική λειτουργεία του οργανισμού των.

Τα ινδικά χοιρίδια είναι πολύ ήσυχα ζώα με ικανοποιητικό βάρος σώματος , αλλά δεν 

είναι αναπαραγώγιμα και κοστίζουν περισσότερο από τους αρουραίους. 

Χρησιμοποιούνται συνήθως σε κάποιες χειρουργικές επεμβάσεις χωρίς αναισθησία. 

Τα κουνέλια είναι ήρεμα ζώα με μεγαλύτερο βάρος σώματος, και είναι κατάλληλα 

για πιο πολύπλοκες χειρουργικές επεμβάσεις, όπως αυτές της καρδιάς. Εχουν 

ωρισμένη ποσότητα αίματος και είναι κατάλληλα για συνεχή λήψη αίματος προς 

ανάλυση. Είναι δύσκολο να βρεί κανείς την σφαγίτιδα φλέβα, αλλά η φλέβα και 

αρτηρία που περνούν από το αυτί είναι κατάλληλες για ίη νίνο παρακολούθηση μέσω 

αιμοφόρων αγγείων και για λήψη δειγμάτων αίματος. Περαιτέρω, είναι κατάλληλα 

και για ίη νίνο παρατήρηση ιστών.

Στα ίη νίνο πειράματά μας χρησιμοποιήθηκαν αρουραίοι για την ίη νίνο 

παρακολούθηση του ΝΟ δια μέσου της σφαγίτιδας, της μοιραίας φλέβας και 

νευρικού ιστού του εγκεφάλου. Τα κουνέλια χρησιμοποιήθηκαν για την ίη νίνο 

παρακολούθηση του ΝΟ δια μέσου του αυτιού, της σφαγίτιδας, μοιραίας φλέβας και
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Η θερμοκρασία του σώματος σταθεροποιήθηκε στους 37°0 με όργανο ελέγχου της 

θερμοκρασίας ζώων (Βίοαηαΐγΐΐο&ΐ δγδίβηι^ Ιηο.) και παρακολουθείτο δια μέσου 

πρωκτικού ανιχνευτικού στοιχείου (Εικ. 14)
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Το αμινοξύ μπορεί να αντιδράσει με την ο-φθαλαλδεύδη, και τα σχετικά παράγωγα 

μπορούν να ανιχνευθούν με κινητική μέθοδο και ανίχνευση με φασματοφωτομετρία 

απορρόφησης ή φθορισμομετρία. Η φθορισμομετρική μέθοδος θεωρείται ως η πλέον 

ευαίσθητος μέθοδος για τον προσδιορισμό των αμινοξέων, αλλά και η 

φασματοφωτομετρία απορόφησης χρησιμοποιείται όταν η συγκέντρωση του 

αμινοξέος είναι αρκετά υψηλή. Στα πειράματα της διατριβής αυτής, η μέθοδος που 

εφαρμόσθηκε για την εύρεση του λόγου μετατροπής της αργινίνης προς την 

παραγώμενη κιτρουλίνη με την δράση του ενζύμου ΝΟδ. Το φάσμα διέγερσης των Γ- 

αργινίνης ,και Γ-κιτρουλίνης έχει μόνο μια μικρή διαφορά ενώ το αντίστοιχο της 

εκπομπής είναι σχεδόν το ίδιο όπως φαίνεται από τα δεδομένα που δίνονται αμέσως 

πιο κάτω:

• Ε-αργινίνη: το μέγιστο στο φάσμα διέγερσης είναι 346 ηιη και η εκπομπή είναι 

458 ηπι

• Ε-κιτρουλίνης το μέγιστο στο φάσμα διέγερσης είναι 342 ηπι και η εκπομπή είναι 

458 ηιη

Για να εξάγει κανείς τον λόγο των δύο αναλυόμενων στο δείγμα χρησιμοποιήθηκε η 

απορρόφηση στα 350 ηιη* σ’αυτό το μήκος κύματος η Ε-αργινίνη έχει πολύ 

μεγαλύτερη απορρόφηση από την Ε-κιτρουλίνη. Η διαφοροποίηση στην ταχύτητα 

δημιουργίας παραγώγων της ο-φθαλαλδεύδης με τις αναλυόμενες χρησιμοποιήθηκε 

σαν παραμετρος για την εύρεση του λόγου των αναλυόμενων στο προς εξέταση 

δείγμα. Περισσότερες λεπτομέρειες για την μέθοδο δίνονται στο τμήμα της διατριβής 

που αναφέρεται στον προσδιοριμό του ΝΟ που παράγεται από την ενζυματική δράση 

του ΝΟδ στην αργινίνη.

2.9.2. Προσδιορισμός νιτρωδών 

Ο προσδιορισμός των νιτρωδών βασίσθηκε κατά κύριο λόγο στις ακόλουθες 

μεθόδους:

2.9.2.1. Μέθοδο<: ΟιίθΕδ): τα νιτρώδη μπορούν να αντιδράσουν με το χρωμοτροπικό 

οξύ παρουσία σουλφανιλικού οξέος και τα παράγωγα που σχηματίζονται 

προσδιορίζονται δια μέσου της φασματοφωτομετρικής απορρόφησης στα 507 ηπι με 

το φασματοφωτόμετρο αυτόματης σάρωσης (δΕΟΟΜΑΜ)

2.9.2.2. Μέθοδος μαγγανομετρίας: τα νιτρώδη προσδιορίσθηκαν ογκομετρικά με 

μαγγανομετρική μέθοδο σύμφωνα με την ακόλουθη αντίδραση:



υποβάθρου που προέρχεται από την παρουσία των πορφυρινικών βιομορίων. Με την 

χρήση της βελτιστοποιημένης συσκευής και βελτιστοποιημένων συνθηκών ΧΦ- 

ανίχνευσης ΝΟ παρουσία πορφυρινικών βιομορίων έγινε προσπάθεια 

βελτιστοποίησης της παρασκευής μεμβράνης για την απομάκρυνση των 

παρεμποδιστών της ΧΦ-ανίχνευσης του ΝΟ κατά την δειγματοληπτική του 

διαδικασία από βιολογικά υγρά.

Η βελτιστοποίηση της συσκευής μικροδιαπίδυσης έγινε με διατήρηση όλων των 

βέλτιστων συνθηκών ΧΦ-ανίχνευσης του ΝΟ που επετεύχθησαν με την συσκευή 

ΡΙΑ, και βελτιστοποιήθηκε

μόνο η ταχύτης ροής των αντιδραστηρίων, ή η μέθοδος δειγματοληψίας και το μήκος 

των

σωληνώσεων του συστήματος

Οι λεπτομέρειες των πειραμάτων αυτών παρέχονται στα τμήμα των 

αποτελεσμάτων της παρούσας διδακτορικής διατριβής και στα αντίστοιχα κεφάλαια.
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3.1. ΓΕΝΙΚΑ

3.1.1. Παρακολούθηση του ΝΟ σε έμβιους οργανισμούς.

Πρόσφατα γίνεται πολύ ερευνητική προσπάθεια σε διάφορα πεδία όπως την ιατρική, 

την φαρμακολογία, την τοξικολογία, την βιοχημεία, κ.ο.κ. με στόχο το μόριο ΝΟ., 

που είναι ένα πολύ μεγάλης βιολογικής σημασίας μόριο για τους έμβιους 

οργανισμούς. Η έντονη φυσιολογική του δράση αποδίδεται στο μικρό του μέγεθος, 

την ελεύθερη διάχυσή του και την ισχυρή χημική του δραστικότητα, επειδή ανήκει 

στα μόρια-ρίζες. Γενικά στην βιβλιογραφία τα αποτελέσματα των μελετών είναι 

πολύπλοκα και συχνά προκαλούν την σύγχυση. Για παράδειγμα , η φυσιολογική 

δράση του ΝΟ θεωρήθηκε φιλική σε μερικές περιπτώσεις ενώ εχθρική σε άλλες. Η 

δράση του στον οργανισμό φαίνεται να είναι προστατευτική, αλλά σε μερικές 

περιπτώσεις η ίδια δράση καταλήγει σε καταστρεπτικά αποτελέσματα [1-10].

Μεγάλη πρόοδος έχει επιτελεσθεί μέχρι σήμερα στην κατανόηση των δράσεων του 

μορίου του ΝΟ υπό φυσιολογικές συνθήκες, αλλά θα πρέπει να γίνει κατανοητό ότι η 

γνώση μας στο πεδίο αυτό είναι ακόμη πτωχή. Μέχρι σήμερα αντιμετωπίζει κανείς 

πολλά προβλήματα στο είδος αυτό της έρευνας για τους εξής λόγους:

(1). Η συγκέντρωση του ΝΟ είναι αρκετά χαμηλή λόγω του μικρού χρόνου ημιζωής 

του σε

έμβιους οργανισμούς και η παρακολούθησή του ίη νίνο είναι προβληματική άν 

όχι αδύνατη

ακόμη και σήμερα με αποτέλεσμα να μη μπορεί να γίνουν ερευνητικές μελέτες 

της δράσης

του* η πλήρης κατανόησης της επίδρασης του ΝΟ στις φυσιολογικές δράσεις του 

οργανισμού

μπορεί να γίνει μόνο όταν γίνει δυνατή η μέτρηση της διαφοροποίησης του σε 

διάφορες

καταπονήσεις του οργανισμού.

(2). Σαν ελεύθερη ρίζα προκαλεί ζημιά στον οργανισμό που αναστέλλεται από 

δραστικές

βιολογικές ενώσεις όπως:

• Αλλα μόρια ρίζες όπως η υδροξυλο-ρίζα (ΟΗ'), το υπεροξειδικό ανιόν (θ 2*’ 

) που αμφότερα υπάρχουν στον οργανισμό και αντιδρούν με το ΝΟ και 

δίνουν άλλλες δραστικές ομάδες
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άμεση μέθοδος για τον προσδιορισμό του ΝΟ ίη νίνο λόγω των πολλών συστατικών 

που βρίσκονται στα βιολογικά υγρά και παρεμποδίζουν την ανίχνευση καθώς και του 

μικρού χρόνου ημιζωής του. Πολλές μέθοδοι έχουν αναπτυχθεί για την μέτρηση του 

ΝΟ [21-45], παρ’ όλα αυτά καμιά δεν έχει εφαρμοσθεί στην ΝΟ ίη νίνο 

παρακολούθηση. Η ανάπτυξη μιας νέας μεθόδου για την παρακολούθηση του ΝΟ ίη 

νίνο σε πραγματικό χρόνο είναι επείγουσα ανάγκη [46-78].

Από την πολυπλοκότητα των δράσεων και επιδράσεών του σε διάφορες φυσιολογικές 

και παθολογικές λειτουργίες του οργανισμού δεν είναι δυνατόν να προβλεφθεί πότε η 

παραγωγή του είναι φιλική και πότε εχθρική. Πολλά ερευνητικά δεδομένα δίνουν 

διαφορετικά ή και ακόμα αντίθετα αποτελέσματα παρ’ ολο που οι συνθήκες είναι οι 

ίδιες. Το φαινόμενο αυτό δεν είναι παράξενο, αν σκεφθεί κανείς ότι όλα τα φυσικά 

συμβάντα έχουν δύο όψεις που, βέβαια, η μιά είναι η πραγματική, και η πρόοδος που 

έχει γίνει στο πεδίο δεν είναι ακόμη αρκετή για να ξεχωρίσει την αλήθεια. Πρέπει να 

δημιουργηθεί μια νέα μέθοδος για την καλύτερη κατανόηση της δράσης του μορίου 

αυτού και πρώτα απ’ όλα πρέπει να επιτευχθούν μετρήσεις εμπιστοσύνης του ΝΟ με 

μια μέθοδο που θα αποτελέσει εργαλείο για τις περαιτέρω μελέτες.

Στην εργασία αυτή, αναπτύχθηκε μια νέα μέθοδος της παρακολούθησης του ΝΟ σε 

πραγματικό χρόνο ίη νίνο μέσω δειγματοληψίας με συσκευή μικροδιαπίδυσης και 

ΡΙΑ/ΧΦ-ανίχνευσης [9-86].

3.1.2. Προσδιορισμός του Η2Ο2 σε έμβιους οργανισμούς.

Το υπεροξείδιο του υδρογόνου θεωρείται ότι παίζει ρόλο κλειδί στις 

οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις των θαλάσσιων περιβαλλόντων, ιδιαίτερα στα 

επιφανειακά νερά (τα πάνω 10 μέτρα) όπου συγκεντρώσεις των 100-1000 ηΜ έχουν 

αναφερθεί. Το υπεροξείδιο του υδρογόνου είναι λοιπόν πιθανόν να ελέγχει την 

οξειδοαναγωγική σωματιδιακή σύσταση πολλών ειδών μετάλλων και να λαμβάνει 

μέρος σε αντιδράσεις οξείδωσης διαφόρων μορίων, περιλαμβάνοντας τις ευκίνητες 

και υπολειμματικές οργανικές ενώσεις . Κατά κύριο λόγο σχηματίζεται από την 

φωτοχημική παραγωγή δια μέσου ενδιαμέσων ελευθέρων ριζών και διαλυμένων 

οργανικών χρωμοφόρων και βρίσκεται σε όλα τα φυσικά και ένυδρα περιβάλλοντα. 

Η υγρή και στεγνή απόθεση του φωτοπαραγώμενου Η2Ο2 στην ατμόσφαιρα μπορεί 

να είναι σημαντική μεταβατική πηγή στους ωκεανούς ενώ η βιολογική παραγωγή του 

από μερικά φυτοπλαγκτόν είναι πηγή μικρότερης κλίμακας.

Το ενδιαφέρον για την ανίχνευση του υπεροξειδίου του υδρογόνου στους έμβιους 

οργανισμούς είναι ότι έχει αποδειχθεί η συμμετοχή του σε πολλές ασθένειες, όπως
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Τα τελευταία χρόνια, κλιμακώθηκε η σημαντικότης της παρακολούθησης της 

συγκέντρωσης του του υπεροξειδίου του υδρογόνου σε διάφορα πεδία , όπως την 

ιατρική θεραπεία, την βιοχημεία, την υγιεινή τροφίμων, και τον έλεγχο του 

περιβάλλοντος. Πολλές έρευνες έχουν γίνει για την παρασκευή αισθητήρων 

υπεροξειδίου του υδρογόνου ή ηλεκτροδίων που τοποθετούνται σε διαλύματα που 

περιέχουν ένζυμα. Ακόμη, μελέτες για ηλεκτροχημικούς αισθητήρες αέριου Η2Ο2 

έχουν αναφερθεί [97-100]. Βιοαισθητήρες για την ανίχνευση Η2Ο2 είναι πάρα πολύ 

χρήσιμοι διότι η μέτρηση της συγκέντρωσης του Η2Ο2 απαιτείται σε πολλά πεδία 

έρευνας και ο Η2θ 2-ανιχνευτής είναι χρήσιμος για την παρασκευή ποικιλίας 

αισθητήρων με βάση τα ένζυμα των οξειδασών[101-103].

3.1.3. Προσδιορισμός της ακετυλοχολίνης σε έμβιους οργανισμούς

3.1.4. Η ακετυλοχολίνη (Αοίι) είναι ο πιο επαρκής διεγερτικός διαβιβαστής στις 

συνάψεις των νευρικών κυττάρων και συνδέσεις νευρικών με μυϊκά κύτταρα στο 

εντερικό νευρικό σύστημα. Είναι ο νευροδιαβιβαστής του ζωικού βασιλείου που 

περιγράφηκε πρώτος. Είναι ο ο πρωτογενής διαβιβαστής μεταξύ νεύρων και ιστών. 

[104,105].

Η ακετυλοχολίνη ήταν η πρώτη ένωση που ταυτοποιήθηκε σαν νευροδιαβιβαστής 

στο κεντρικό νευρικό σύστημα (ΟΝ8). Φυλογενετικά αυτή η ένωση βρίσκεται σε όλο 

το ζωικό βασίλειο καθώς επίσης και σε μερικά φυτά όπου παρέχει την χημική 

άμυνα.Η ακετυλοχολίνη συνίσταται από την χολίνη (μια ουσία που βρίσκεται στα 

τρόφιμα, που λαμβάνεται από τα χοληνεργικά κύτταρα δια μέσου του συστήματος 

λήψης χολίνης που βοηθείται από το νάτριο) και μια ακέτυλομάδα που παρέχεται από 

το Ακετυλο-συνένζυμο Α (παράγεται ενδοκυτταρικά από την οξειδωτικό 

μεταβολισμό στα μιτοχόνδρια). Η σύνθεση της ακετυλοχολίνης λαμβάνει χώρα στα 

άκρα των αξόνων των νευρικών κυττάρων και καταλύεται από το κυτοσολικό ένζυμο 

την χολινοακέτυλο-μεταφοράσης (ΟΙιΑΤ). Η αποκάλυψη της ακετυλοχολίνης σαν 

νευροδιαβιβαστής έγινε τα 1920. Πρώτα η χολίνη απομονώθηκε από την λεκιθίνη το 

1862 και ανακοινώθηκαν διάφορες φυσιολογικές της δράσεις γύρω στα 1900. 

Μερικοί ερευνητές συνέθεσαν την ακετυλοχολίνη και βρήκαν πως ήταν 10000 φορές 

πιο δραστική φυσιολογικά από την χολίνη. Ο δΐτ Η&ητγ ϋαΐβ έδειξε το 1914 ότι η 

ακετυλοχολίνη εμφάνιζε δράση παρόμοια αυτής που παρατηρείται με τον ερεθισμό 

του παρασυμαπαθητικού νευρικού συστήματος. Στα 1921, τα πειράματα έδειξαν ότι η 

ακετυλοχολίνη είναι χημικός νευροδιαβιβαστής στις απολήξεις του 

πνευμονογαστρικού νεύρου στηνκαρδιά και αργότερα βρέθηκε ότι ήταν κανονικό
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3.2.ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΜΟΝΟΞΕΙΔΙΟΥ ΤΟΥ ΑΖΩΤΟΥ ΠΟΥ ΠΑΡΑΓΕΤΑΙ ΑΠΟ ΤΗΝ 

ΕΝΖΥΜΑΤΙΚΗ ΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΝΟ-ΣΥΝΘΑΣΗΣ ΕΠΙ ΤΗΣ ΑΡΓΙΝΙΝΗΣ ΣΕ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΑ ΡΟΗΣ 

ΠΟΥ ΑΠΟΤΕΛΕΙ ΚΑΝΑΛΙ ΣΥΣΚΕΥΗΣ ΠΟΛΥ ΚΑΝΑΔΙΚΟΥ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ ΡΟΗΣ/ 

ΧΗΜΕΙΟΦΩΤΑΥΤΟΥΣ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ 

3.2.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ
3.2.2.0  ΧΦ-προσδιορισμός θεωρείται ότι είναι η πιο χρήσιμη μέθοδοςγια την 

ανίχνευση του ΝΟ λόγω της υψηλής ευαισθησίας και της ικανότητάς του για 

παρακολούθηση της συγκέντρωσής του σε πραγματικό χρόνο κατά την πορεία 

μιας μεταβολής του. Ακόμη το ΝΟ έχει αναφερθεί πως κατά την αντίδραση με το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου σχηματίζει περοξυνιτρώδες (ΟΝΟΟ') που είναι 

ισχυρότερα οξειδωτικά σωματίδια από το υπεροξείδιο του υδρογόνου και που 

μπορού να δώσουν ΧΦ-εκπομπή. Η ΧΦ-ανίχνευση είναι δυνατόν να ξεπεράσει τις 

δυσκολίες του ίη νίνο προσδιορισμού ΝΟ σε πραγματικό χρόνο παραγωγής του 

από τις αντίδρασεις του οργανισμού σε διαφορετικές περιστάσεις της ζωής έαν 

σχεδιασθεί σωστά [127-133].

3.2.3. Πέραν από τις συμβατικές μεθόδους της παρασκευής του ΝΟ με την χρήση 

ανόργανων αντιδράσεων, το ΝΟ μπορεί να παρασκευασθεί εργαστηριακά δια 

μέσου της ενζυματικής μετατροπής της Γ-αργινίνης με την δράση του ενζύμου 

ΝΟ-συνθάση [131], με βάση την ακόλουθη αντίδραση,

Ζ, -  αργινίνη — — » Μ ?  + £ -  κιτρουλίνη

Αυτό το είδος της παρασκευή\ν ΝΟ είναι προτιμότερο για την αναλύσεις με έγχυση 

δείγματος σε ροή (ΡΙΑ) διότι το σχηματιζόμενο ΝΟ είναι ελεύθερο από άλλα 

σωματίδια οξείδωσης του ΝΟ, που μπορούν να να παρεμποδίσουν την ΧΦ-ανίχνευση 

του ΝΟ.

Στην εργασία αυτή το ΝΟ παράγεται με την πιο πάνω ενζυματική αντίδραση 

και ανιχνεύεται κατ’ ευθείαν σε γραμμή (οη-ΐίηε) στην υδατική φάση με την ΧΦ- 

αντίδραση της λουμινόλης/Η2θ 2 σύμφωνα με την αντίδραση

ΝΟ  +  Λονμινόλη +  Η 202 ->προϊόντα +  φως

Με βάση την συσκευή ΡΙΑ/ΝΟ-ΧΦ-ανίχνευση περιγράφεται μια νέα μέθοδος 

προσδιορισμού αργινίνης που έχει την επαναληψιμότητα της τεχνικής ΡΙΑ και την
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Συσκευή

Τα πειράματα απορρόφησης φωτός πραγματοποιήθηκαν σε ένα υν-ορατού 

φασματοφωτόμέτρο (δΙΟΟΟΡΟ δΕΟΟΜΑΜ)

Τα πειράματα εκπομπής χημειοφωταύγειας έγιναν με μία μέθοδο ανάλυσης με 

έγχυση δείγματος σε ροή αντιδραστηρίου η οποία χρησιμοποιεί μια διάταξη ΡΙΑ 

συνδεδεμένη με έναν φωτοπολλαπλασιαστή ευαίσθητο σε XIV ακτινοβολία. Η 

κυψελίδα είναι ένας ελικοειδής γυάλινος σωλήνας, χειροποίητος και τοποθετείται 

ακριβώς μπροστά από το παράθυρο του φωτοπολλαπλασιαστή. Ο δειγματολήπτης 

είναι μια εξάπορτη βαλβίδα με έναν τριχοειδή σωλήνα που έχει όγκο 0,140μλ. Η 

διάταξη ΡΙΑ/φωτοπολλαπλασιαστή φαίνεται στο Σχήμαΐ.

Προετοιμασία του αντιδραστήρα ακινητοποίησης ενζύμου Το ΝΟδ-ένζυμο

ακινητοποιήθηκε πάνω σε ελεγχόμενων πόρων γυάλινα σφαιρίδια (ΟΡΟ) με την

μέθοδο της γλουταραλδεύδης [134] σε διάφορα στάδια ως ακολούθως

α) Τα ΟΡΟ καθαρίστηκαν με νιτρικό οξύ και με γ-αμινοπροπυλτριαιθοξυσιλάνιο

β) Τα αλκυλαμινο ΟΡΟ ενεργοποιήθηκαν με γλουταραλδεύδη και

γ) Το ΝΟδ ένζυμο συζεύγνυται με το ΟΡΟ και τοποθετείται σε μια γυάλινη στήλη

ώστε να προκύψει ο ενζυμικός αντιδραστήρας.

Σχήμα 1 Διάταξη ΡΙΑ/ανιχνευτή χημειοφωταύγειας ^

Συντομεύσεις: Ρ=περισταλτική αντλία (ΟΙΤδΟΝ Μίηΐ-2), ν=εξάπορτη βαλβίδα 

(ΑΝΑΟΗΕΜ), Κ=Αντιδραστήρας ΝΟδ-ενζύμου 6,0 οιη χ 2,5 πιηι (μήκος χ πλάτος), 

Ο=κοχλιωτή κυψελίδα, \Υ=απόβλητα, ΡΜ=φωτοπολλαπλασιαστής (ΤΗΟΡΝ ΕΜΙ 9789 

Β), Ρδ=τροφοδοτικό (ΤΗΟΡΝ ΕΜΙ ΡΜ 28Β (1200ν), ΚΌ=καταγραφέας (ΕΙΝΕΑΚ 

1200), δ1= γραμμή μεταφοράς (0,76 ιηΐ/πιΐη, ρυθμιστικό διάλυμα), δ2=αντιδραστήρια 

χημειοφωταύγειας (0,76 ηιΐ/ιηίη, σύστημα λουμινόλης-Η2θ 2), δ= σύρριγγα (2,5 ιώΙ) για 

έγχυση δείγματος, Τ=θερμοστατικό (ΙϋΕΑΒΟ ΥΟ Ρ30).
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όπως ο εγκέφαλος. Το ίΝΟΣ προέρχεται από το ανοσοποιητικό σύστημα όπως είναι 

τα μεγάλα φαγοκύτταρα. Παρά τις διαφορές τους στα διάφορα επίπεδα έκφρασής 

τους όλα τα αντισώματα του ένζυμου έχουν ίδιες τέσσερις προσθετικές ομάδες. Το 

φλαβινοαδενινοδινουκλεοτίδιο (ΡΑϋ), το φλαβινονουκλεοτίδιο (ΡΜΝ), την 

σιδηροπρωτοπορφυρίνη (αίμη) και την τετραυδροπτερίνη (Η4ΒΡ). Η δραστικότητα 

αυτού του είδους ενζύμου εξαρτάται από το ΝΑΌΡΗ και την συγκέντρωση του 

ιόντος ασβεστίου. Είναι επίσης απαραίτητη η εξαρτώμενη από ασβέστιο ρυθμιστική 

πρωτεΐνη που καλείται καλμοδουλίνη [137, 138].

Δραστικότητα του ΝΟδ που βασίζεται στο σχηματισμό κιτρουλίνης 

Η ο-φθαλαλδεύδη αντιδρά κάτω από κατάλληλες συνθήκες με αμίνες και αμινοξέα 

και σχηματίζει παράγωγα τα οποία απορροφούν σε 340 -  350 ηπι και εκπέμπουν 

φθορισμό περίπου σε 460 ηηι. Προκειμένου να την παράγουμε ποσοτικά την 

κιτρουλίνη κάναμε τα ακόλουθα:

(α) Πρότυπες καμπύλες: Η ταχύτητα της αντίδρασης της ο-φθαλαλδεύδη ς με την Ε- 

αργινίνη είναι πολύ πιο γρήγορη από την αντίστοιχη με την Ε-κιτρουλίνη. Οι 

πρότυπες καμπύλες για την ταχύτητα αύξησης της απορρόφησης σε 350 ηπι έναντι 

της συγκέντρωσης της Ε-αργινίνης ή της Ε-κιτρουλίνης φαίνονται στο Σχήμα 2. Η 

μεγάλη διαφορά των ταχυτήτων αντίδρασης επιτρέπει τον προσδιορισμό της 

αργινίνης παρουσία της κιτρουλίνης και έτσι βρίσκουμε την μετατροπή της Ε- 

αργινίνης σε Ε-κιτρουλίνη από την δράση του ΝΟδ-ενζύμου. Αυτό ολοκληρώνεται 

από την λήψη των καμπύλών συσχέτισης μεταξύ της ταχύτητας απορρόφησης και του 

μοριακού κλάσματος της Ε-αργινίνης σε μικτά υδατικά διαλύματα αργινίνης και 

κιτρουλίνης σε συγκεκριμένες ολικές συγκεντρώσεις.
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Σχήμα 3 Καμπύλες βαθμονόμησης του μοριακού κλάσματος της ί-αργινίνης για 
0,05 και 0,01 Μ υδατικά διαλύματα μιγμάτων Γ-αργινίνης με Γ-κιτρουλίνη.

Α Γ ς ί η Ι η β  π η ο Ια Γ  ί τ α ο Μ ο η

(γ) Μετρήσεις για μετατροπή της 1-αργινίνης χρησιμοποιώντας τον ΝΟδ- 

αντιδραστήρα.

Η διάταξη ροής που χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση εκπομπής χημεοφωταύγειας 

με τον ΝΟδ-αντιδραστήρα στην κατεύθυνση της ροής, χρησιμοποιήθηκε για να 

περάσουν 30,0 πιΐ από το διάλυμα Ε-αργινίνης 0,05 Μ. Από τα 30 γπΙ του 

εκλούσματος, μια ποσότητα των 5 γπΙ απομακρύνθηκε για να μετρηθεί ο λόγος της 

μεταβολής της απορρόφησης και μέσω της πρότυπης καμπύλης να προσδιοριστεί το 

μοριακό κλάσμα της Γ-αργινίνης. Τα υπόλοιπα 25,0 ιηΐ αποθηκεύτηκαν για να 

χρησιμεύσουν για τροφοδοσία του ΝΟδ-αντιδραστήρα μετά από δέκα λεπτά 

έκπλυση με απεσταγμενο νερό. Η διαδικασία επαναλήφθηκε αρκετές φορές και 

ελήφθησαν τα μοριακά κλάσματα της Γ-αργινίνης από το έκλουσμα. Τα δεδομένα 

φαίνονται στο Σχήμα 4α .

Σε ένα άλλο πείραμα, 5,0 γπΙ διαλύματος 0,05 Μ Γ-αργινίνης πέρασε δια μέσου του 

ΝΟδ-αντιδραστήρα και συλλέχθηκαν με συλλογέα κλασμάτων ποσότητες του 1,0 ιηΐ 

από τα εκλούσματα. Η ταχύτητα αλλαγής της απορρόφησης προσδιορίστηκε όπως 

προηγούμενα. Με την χρήση της πρότυπης καμπύλης του Σχήματος 3, εκτιμήθηκε το 

μοριακό κλάσμα της Ι,-αργινίνης για τα συλλεχθέντα δείγματα. Τα δεδομένα 

φαίνονται στο Σχήμα 4β.
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οφείλεται σε δηλητηρίαση των ενεργών ή συνεργιστικών θέσεων αλλά επίσης αυτό 

μπορεί να οφείλεται σε αλλαγή της διαμόρφωσης του ενζυμικού μορίου οφειλόμενη 

στην αντίδραση. Η δηλητηρίαση των ενεργών θέσεων μπορεί να οφείλεται στα 

προϊόντα της αντίδρασης ή σε παρεμποδίζουσες ενώσεις οι οποίες μολύνουν το 

αντιδραστήριο της αργινίνης.

Δραστικότητα του Ν08 που βασίζεται στην εκπομπή χημειοφωταύγειας 

Όπως φαίνεται στο Σχήμα 1 η συσκευή είναι εξοπλισμένη με έναν Ν08-ενζυματικό 

αντιδραστήρα που παρέχει την πηγή ΝΟ και έναν ανιχνευτή χημειοφωταύγειας που 

χρησιμεύει σαν αισθητήρας. Και τα δύο τμήματα της συσκευής χρειάζονται 

βελτιστοποίηση όσο αφορά τις συνθήκες λειτουργίας, το κάθε ένα χωριστά και το 

σύνολο. Για παράδειγμα το τμήμα ανίχνευσης χημειοφωταύγειας θα μπορούσε να 

έχει όσο το δυνατόν μικρότερο υπόβαθρο για την εκπομπή και να μην επηρεάζεται 

από την παρουσία αντιδραστηρίων ή άλλων προϊόντων της ενζυμικής αντίδρασης 

εκτός από το προϊόν ΝΟ. Από την άλλη πλευρά ο ανιχνευτής πρέπει να δείχνει την 

υψηλότερη δυνατή ευαισθησία για το μόριο του ΝΟ.

Τα πρωταρχικά πειράματα έδειξαν ότι

1. Η τιμή των 900 νοίί ήταν μια λογική ρύθμιση για την παροχή ισχύος για τον 

ευαίσθητο στην υ ν  ακτινοβολία φωτοπολαπλασσιαστή που χρησιμοποιήθηκε σε 

αυτή την εργασία.

2. Τα 0,2 ΐη μήκος του σωλήνα από τεφλόν (0,8 γππι ΐά) μεταξύ του ενζυμικού 

αντιδραστήρα και της κυψελίδας του ανιχνευτή της διάταξης ΓΙΑ ήταν καλή 

επιλογή.

3. Το μέγεθος του αντιδραστήρα του τριχοειδούς γυάλινου αντιδραστήρα μήκους 6 

οπι και εσωτερικής διαμέτρου 2,5 οηι ήταν κατάλληλο για την λήψη μιας 

συμμετρικής και λεπτής κορυφής για το σήμα εκπομπής χημειοφωταύγειας χωρίς 

προβλήματα διασποράς. Γενικά ο αντιδραστήρας δεν θερμάνθηκε εξωτερικά.

4. Το μέγεθος δείγματος των 120 μΐ βρέθηκε ότι ήταν αρκετό για να δώσει ένα καλά 

σχηματισμένο σήμα.

5. Το ρεύμα του αντιδραστηρίου χημειοφωταύγειας είχε σύσταση από 100 μΜ 

λουμινόλη/5 ιηΜ Η2Ο2 σε 0,01 Μ Τπδ (ρΗ=7,3) ρυθμιστικό διάλυμα. Αυτή η 

συγκέντρωση του Η20 2 είναι 5 φορές υψηλή όπως εκείνη που βρέθηκε στην 

βιβλιογραφία [139], για να ισορροπήσει την απώλεια από την αστάθεια του Η2Ο2 

σε διαλύματα αναγωγικών ενώσεων ειδικά σε σχετικά υψηλές θερμοκρασίες που 

είναι συνηθισμένες στις συνθήκες λειτουργίας.

135



βρέθηκε ικανοποιητική για την λήψη ενός καλού σήματος με τις διαστάσεις του 

αντιδραστήρα που επελέγησαν και αναφέρθηκαν παραπάνω. Σύμφωνα με την 

βιβλιογραφία [5], το αντιδραστήριο Οα2+-ΕΟΤΑ χρησιμοποιήθηκε σε συγκέντρωση 1 

ιώΜ ΕΟΤΑ και 1 γϊιΜ 0&€\2. Χρησιμοποιώντας για την γραμμή μεταφοράς την ίδια 

σύσταση, από προκαταρκτικά πειράματα πήραμε ένα μεγάλο σήμα (περίπου 15 πιν) 

σε ρΗ 5,75 από 0,1 Μ Ε-αργινίνη, ύστερα από έκπλυση του αντιδραστήρα με 

απεσταγμένο νερό για μεγάλο χρονικό διάστημα. Αλλά το σήμα γινόταν συνεχώς 

μικρότερο με επιτυχείς εγχύσεις δειγμάτων Ε-αργινίνης. Στο βέλτιστο ρΗ 7,1 ~7,4 για 

την δραστικότητα του ΝΟδ, πήραμε ένα πολύ μικρό σήμα (περίπου 1 πιν). Σε 

μεταγενέστερη πειραματική εργασία , χρησιμοποιώντας στη γραμμή μεταφοράς 

Γλ2+-ΗΓ)ΤΑ σε ρυθμιστικό διάλυμα ΗΕΡΕδ, πήραμε ένα πολύ σταθερό σήμα. 

Περισσότερη έρευνα επικεντρώθηκε στην αλλαγή του ρΗ του ρυθμιστικού 

διαλύματος και στη συγκέντρωση του ελεύθερου (μη συμπλοκοποιημένου) Οα2+ από 

το ΕΟΤΑ του διαλύματος της γραμμής μεταφοράς. Η επίδραση αυτών των 

μεταβολών φαίνεται στον Πίνακα 1.

Από τον Πίνακα 1 βρίσκουμε ότι όταν αυξάνεται η συγκέντρωση του θα2 *-ΕΟΤΑ και 

του ΗΕΡΕδ ρυθμιστικού διαλύματος, το σήμα της αντίδρασης βελτιώνεται, αλλά 

επίσης αυξάνεται το σήμα του υποβάθρου. Το αυξηθέν σήμα του υποβάθρου έχει 

μεγάλη επίδραση στην παράμετρο του ορίου ανιχνευσιμότητας. Η σύσταση του 

διαλύματος της γραμμής μεταφοράς ΗΕΡΕδ 5 πιΜ, 0&012 0,625 ιηΜ, ΕΌΤΑ 0,5 

ιώΜ, βρέθηκε ότι είναι βέλτιστη για αυτό το σύστημα αντίδρασης και με το καλύτερο 

όριο ανιχνευσιμότητας. Περισσότερες λεπτομέρειες για τα πλεονεκτήματα της 

χρήσης αυτής της σύστασης του διαλύματος της γραμμής μεταφοράς δίνονται στο 

Σχήμα 5 το οποίο δείχνει την επίδραση του ρΗ στο σήμα της χημειοφωταύγειας.

Σχήμα 5 Σήμα χημειοφωταύγειας έναντι ρΗ του Οδδ.5.

Τ Ιίθ ρΗ3̂  οατίθΓ δίΓθατι



β) Τα αντιδραστήρια της χημειοφωταύγειας, ειδικά το Η2Ο2 και το προϊόν ΝΟ 

διαφεύγουν από το υδατικό διάλυμα ποσοτικά σε υψηλότερες θερμοκρασίες. (Σχήμα 

6β)

Σχήμα 6 Σήμα χημειοφωταύγειας και εύρος κορυφής έναντι θερμοκρασίας του 
Οδδ.5 (α) και ρεύματος (X  (β).
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Όπως φαίνεται στο σχήμα 6α η εκπομπή χημειοφωταύγειας είναι διαφορετική σε 

διαφορετικές θερμοκρασίες του διαλύματος της γραμμής μεταφοράς και το μέγιστο
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την επίδραση της ταχύτητας ροής του διαλύματος της γραμμής μεταφοράς στην 

εκπομπή χημειοφωταύγειας, χρησιμοποιώντας έναν τριχοειδή σωλήνα για 

αντιδραστήρα με εσωτερική διάμετρο 2,5 πιηι και μήκος 6 οπι. Τα αποτελέσματα 

φαίνονται στο Σχήμα 7.

Σχήμα 7 Σχήμα χημειοφωταύγειας και εύρος κορυφής έναντι της ταχύτητας ροής 
του 053.5ΛΧ-Κ53.
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Όπως φαίνεται από το Σχήμα 7 η ομαλή γραμμή που περνάει δια μέσου των σημείων 

εμφανίζει μια μικρή αύξηση όσο αυξάνει η ταχύτητα ροής μέχρι που για ταχύτητες 

ροής υψηλότερες από 0,8 πιΐ ηιίη*1 εμφανίζεται μια απότομη αύξηση. Το μέγιστο για 

το σήμα της χημειοφωταύγειας βρέθηκε για ταχύτητα ροής 0,76 πιΐ πιΐη'1. Η 

κατάλληλη ταχύτητα ροής πρέπει να παρέχει αρκετό χρόνο επαφής μεταξύ των 

αντιδραστηρίων και του καταλύτη ώστε να λαμβάνουμε την βέλτιστη συγκέντρωση 

ΝΟ.

Όταν η ταχύτητα ροής είναι πολύ μεγάλη τα αντιδραστήρια δεν έχουν αρκετό χρόνο 

επαφής και το ΝΟ παράγεται σε μικρότερες ποσότητες. Έτσι το σήμα εκπομπής 

χημειοφωταύγειας είναι μικρό. Όταν επιλεγεί μικρότερη ταχύτητα ροής το σήμα δεν 

έχει εμφανή ελάττωση, αλλά η διαδικασία ανίχνευσης γίνεται χρονοβόρα επειδή το 

εύρος του σήματος αυξάνει. Έτσι η ταχύτητα ροής 0,76 γπΙ ηιίη'1 επιλέγεται σαν 

βέλτιστη, με ένα εύρος κορυφής του σήματος που αντιστοιχεί σε 120 δεο για κάθε 

έγχυση δείγματος.
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Επαναληπτικότητα του σήμακκ χημειοφωταύγειας

Από τα καταγραφή ματα, η επαναληπτικότητα των αποτελεσμάτων είναι πολύ καλή. 

Περισσότερες λεπτομέρειες φαίνονται στο Σχήμα 9.

Σχήμα 9 Τυπικά καταγραφήματα για το σύστημα χημειοφωταύγειας Λουμινόλη- 
υπεροξείδιο υδρογόνου-μονοξείδιο-αζώτου σε διαφορετικές συγκεντρώσεις Ε- 
αργινίνης χρησιμοποιώντας 085.5.
Δείγμα: σύσταση=μεταβλητή, Συγκεντρώσεις Ε-αργινίνης στο διάλυμα της γραμμής 
μεταφοράς σε καθορισμένη τιμή ρΗ(=7,3) ως ακολούθως: Α=0,5 ιηΜ, Β=1πιΜ, 
0=5πιΜ, ϋ=10ιηΜ, Ε=50ιώΜ, Ρ=100πιΜ.

Τιιτιθ (γπιπ)

Επίδραση των ενώσεων που παρεμποδίζουν

Εξετάστηκε η επίδραση στην εκπομπή χημειοφωταύγειας των συνένζυμων, Η4ΒΡ, 

καλμοδουλίνη και ΝΑΌΡΗ (αναφέρθηκαν σε αρκετές εργασίες) όσον αφορά τη 

δραστικότητα του ΝΟδ. Πρόσθετα εξετάστηκαν μερικές άλλες σχετικές ενώσεις και 

τα αποτελέσματα δίνονται στον Πίνακα 2.

Πίνακας 2 Η διερεύνηση των παρμποδιζουσών ενώσεων

Ιηΐ6Γίβπη§ ςοιηροιιηά
ννίίΜη 11ΐ6 03ΠΊ6Γ 5ΐΓ€3ΙΤ1

(Χ-εΐϊΐίδδΐοη (%) 
η15χ10·3ΜΗ20 2 *

(Χ-6ΐϊΐί5δίοη(%) 
310.1 ΜΗ20 2 *

Νο ίηΙοΓίεήη  ̂οοιηροιπιά 100 100
Κ01 (2 ιηΜ) 95 97

Μ §α2 (0.01 Μ) 35 36
ΝςιΟΙ (0.05 Μ) 27 29

Οαίπκχΐυΐίη (10 υ/ιηΐ) 46 ηοί Ι€5ί6(1
ΝΑΟΡΗ (0.06 ιηΜ) 8 85

Η4ΒΡ (0.1 ξ/1) 0 2.5
ΟΤΤ (0.1 ιηΜ) 0 9

* Η202 ίϊΟΓΠ 11ΐ6 01ν-Γ6ίΙ§6Πΐ 8ΐΓ6ίΙΓΠ.
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3.3 ΠΑΡΑΚΟΛΟΥΘΗΣΗ ΜΟΝΟΞΕΙΔΙΟΥ ΤΟΥ ΑΖΩΤΟΥ 
ΣΥΜΠΛΟΚΟΠΟΙΗΜΕΝΟΥ ΜΕ ΠΟΡΦΥΡΙΝΙΚΑ ΒΙΟΧΗΜΙΚΑ ΥΛΙΚΑ ΠΟΥ 
ΠΑΡΕΧΕΤΑΙ ΑΠΟ ΚΑΝΑΛΙ ΡΟΗΣ ΣΥΣΚΕΥΗΣ ΠΟΛΥ ΚΑΝ ΑΛΙΚΟΥ 
ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ ΡΟΗΣ/ ΧΗΜΕΙΟΦΩΤ ΑΥΤΟΥΣ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ 
3 3 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Οι προταθείσες μέθοδοι ανίχνευσης ΝΟ από τους ερευνητές αντιμετωπίζουν 

διάφορες δυσκολίες στην ανίχνευση ίη νίνο του ΝΟ σε βιολογικά υγρά, λόγω της 

αστάθειας του μορίου σε υδατικά διαλύματα και της πολύ χαμηλής του 

συγκέντρωσης στα δείγματα αυτά. Στο αίμα το ΝΟ σταθεροποιείται υπό την μορφή 

συμπλόκου στην αιμογλοβίνη που είναι βιομόριο με πορφυρινικό δακτύλιο. Με βάση 

την ιδιότητα του ΝΟ να σχηματίζει σχετικά σταθερά σύμπλοκα με βιομόρια που 

έχουν πορφυρινική ομάδα θα μπορούσε να διερευνηθεί η συμπεριφορά των 

συμπλοκών αυτών στην ΧΦ-ανίχνευση του ΝΟ με βάση την ΧΦ-αντίδραση της 

λουμινόλης. Είναι όμως γνωστό πως βιομόρια με πορφυρινικό δακτύλιο στο μόριό 

τους είναι καταλύτες της ΧΦ-αντίδρασης της λουμινόλης με Η2Ο2 με αποτέλεσμα να 

εμφανίζουν ΧΦ-σήμα. Η δυνατότης της μετουσίωσης του ενζύμου και ελευθέρωσης 

του ΝΟ στο κανάλι ροής του δείγματος πριν την ανάμιξή του με τα κανάλια ροής των 

ΧΦ-αντιδραστηρίων θα μπορούσε να εκμηδενίσει την υπόβαθρο ΧΦ-εκπομπή του 

βιομορίου. Με βάση, την στρατηγική αυτή σχεδιάσαμε συσκευή παραγωγής και 

καθαρισμού του ΝΟ· το παραχθέν/καθαρισθέν ΝΟ παγιδεύσαμε σε διάλυμα 

βιομορίου με πορφυρινικό δακτύλιο όπως η αιμογλοβίνη (Η6), η καταλάση (ΟΑΤ), η 

καροτο-περοξειδάση (ΗΚΡ). Το διάλυμα αυτό οδηγήθηκε δια μέσου του καναλιού 

ροής δείγματος της συσκευής ΡΙΑ/ΧΦ-ανίχνευσης προς μετουσίωση με την συμβολή 

του σε άλλο κανάλι ροής με το υγρό μετουσίωσης, και μετά το διοχετεύσαμε στο 

κανάλι ροής της λουμινόλης μπροστά στην είσοδο της κυψελίδας του ανιχνευτή. Οι 

αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα στην πορεία αυτή ανίχνευσης του ΝΟ είναι οι 

ακόλουθες[ 142-144]:

Παγίδευση ΝΟ:
Ν Ο ~  > ^  _ π ο ρ φ ν ρ ι ν ι κ ά  / β ι ο μ ό ρ ι ( χ

ΧΦ-σήμα από ΝΟ:
ΝΟ + Λουμινόλη + Η 101 ->προϊόντα + φως
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Τα πειράματα εκπομπής χημειοφωταύγειας πραγματοποιήθηκαν σε συσκευή 

πολλαπλής έγχυσης δείγματος σε ροή, εφοδιασμένη με ένα φωτοπολλαπλασιαστή 

υπεριώδους. Επιπλέον το σύστημα συνδέονταν με συσκευή παραγωγής ΝΟ, η οποία 

αποτελούνταν από έναν μικρού μεγέθους αντιδραστήρα, μία προαιρετική παγίδα, για 

την απομάκρυνση αέριων παραπροϊόντων και ένα δοχείο που περιείχε το διάλυμα του 

υποκαταστάτη ΡΚΒ, για την παγίδευση του ΝΟ (Σχήμα Ια). Το σύστημα παρασκευής 

ΝΟ ήταν εφοδιασμένο με ροή αερίων, Ηβ ή Αγ, η οποία χρησίμευε ως φορέας του ΝΟ 

κατά τη διάρκεια της αντίδρασης παραγωγής του. Η κυψελίδα ήταν ιδιοκατασκευή, 

κοχλιωτή και βρίσκονταν ακριβώς μπροστά από το παράθυρο του 

φωτοπολλαπλασιαστή.

Η συσκευή παραγωγής ΝΟ, που βασίζονταν στην οξειδοαναγωγική αντίδραση 

ΚΙ/ΚΝΟ2, αποτελούνταν από τρεις δοκιμαστικούς σωλήνες με ελαστικά πώματα. Ο 

πρώτος σωλήνας (Ν1) είναι ο αντιδραστήρας παραγωγής ΝΟ, ο δεύτερος (Α) είναι η 

παγίδα για την απομάκρυνση των αέριων παραπροϊόντων και ο τρίτος (Ρ) είναι το 

δοχείο που περιέχει το υδατικό διάλυμα του υποκαταστάτη ΡΚΒ. Σε κάθε ελαστικό 

πώμα είναι προσαρμοσμένες είσοδοι και έξοδοι αερίων. Επιπροσθέτους στους σωλήνες 

Ν1 και Ρ υπάρχουν είσοδοι για προσαρμογή σύριγγας. Η σύριγγα στο σωλήνα Ν1 

χρησιμοποιείται για την εισαγωγή του διαλύματος νιτρωδών και η σύριγγα στο σωλήνα 

Ρ για την απομάκρυνση αέρα και την δημιουργία διαφοράς πίεσης.. Το διάγραμμα της 

όλης συσκευής, δηλαδή ΡΙΑ, κυψελίδα με το φωτοπολλαπλασιαστή, και η συσκευή 

παραγωγής ΝΟ, παρουσιάζεται στο σχήμα Ια.
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Η συσκευή παραγωγής ΝΟ, που βασίζονταν στην οξειδοαναγωγική αντίδραση 

Η§/ΚΝ02, αποτελούνταν από τρεις δοκιμαστικούς σωλήνες με ελαστικά πώματα. Ο 

πρώτος σωλήνας (Ν2) είναι ο αντιδραστήρας παραγωγής ΝΟ, ο δεύτερος (Ρ1) και ο 

τρίτος (Ρ2), είναι τα δοχεία που περιέχουν το υδατικό διάλυμα του υποκαταστάτη ΡΚΒ. 

Σε κάθε ελαστικό πώμα είναι προσαρμοσμένες είσοδοι και έξοδοι αερίων και είσοδοι 

για προσαρμογή σύριγγας. Η σύριγγα που είναι προσαρμοσμένη στον αντιδραστήρα 

χρησιμοποιείται για την έγχυση θειικού οξέος, ενώ οι σύριγγες στους σωλήνες Ρ1 και 

Ρ2 είναι κλειστές και χρησιμοποιούνται για δειγματοληψία του περιεχομένου τους μετά 

το πέρας της αντίδρασης. Οι είσοδοι και οι έξοδοι των αερίων στους σωλήνες 

χρησιμοποιούνται για ροή Ηβ. Ο δειγματολήπτης είναι μία βαλβίδα με έξι εισόδους- 

εξόδους εφοδιασμένη με τριχοειδή σωλήνα χωρητικότητας 140μ1. Το διάγραμμα της 

όλης συσκευής, παρουσιάζεται στο σχήμα 1β.

Το φασματοφωτόμέτρο υπεριώδους ορατού (δΙΟΟΟΡΟ δΕΟΟΜΑΝ) χρησιμοποιήθηκε 

για τον προσδιορισμό των νιτρωδών και ο δονητής υπερήχων (νίβΓΟ Οβίΐ™ δοπίο αηά 

ιη&ΐβπ&ΐδ Ιης., ϋαη&ιΐΓγ, ΟΤ, υδΑ) για την απαερίωση των διαλυμάτων.

Διαδικασία 
Παρασκευή ΝΟ

Η μέθοδος για την παρασκευή ΝΟ βασίζεται στις ακόλουθες χημικές 

αντιδράσεις [145]:

2 Κ Ν 0 2 + 2ΚΙ + 4Η 25 0 4 ->  2ΝΟ + 12 + 4Κ Η δ04 + 2Η 20  (α)

2ΚΝ02 + 2Η§° + 2Η2504 -> 2ΝΟ + Η§2δ04 + Κ2δ04 + 2Η20  (5)
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διήθημα αραιώνονταν μέχρι όγκου ΙΟΟπιΙ για τον προσδιορισμό των νιτρωδών που δεν 

αντέδρασαν.

Η ποσότητα των νιτρωδών που μετατράπηκαν σε ΝΟ υπολογιζόταν από την ποσότητα 

των νιτρωδών που παρέμειναν στο σωλήνα του αντιδραστήρα μετά το πέρας της 

αντίδρασης. Ο προσδιορισμός των νιτρωδών γίνονταν με τη μέθοδο άΪΆζο [146].

Ανίχνευση ΝΟ με χημειοφωταύγεια
Το υδατικό διάλυμα του συμπλόκου του ΝΟ με τους ΡΚΒ υποκαταστάτες 

διήλθε μέσω των γραμμών μεταφοράς 03 (Σχήμα Ια) ή 04 (Σχήμα 1β) για να 

συναντήσει τη γραμμή μεταφοράς του ρυθμιστικού οξειδωτικού (02) και παρακάτω να 

συναντήσει τη γραμμή μεταφοράς των αντιδραστηρίων χημειοφωταύγειας (01) 

ακριβώς στην είσοδο της οπτικής κυψελίδας. Το σήμα χημειοφωταύγειας που 

δημιουργήθηκε μετρήθηκε και καταγράφηκε από τον καταγραφέα.

3.3.3 Αποτελέσματα και συζήτηση

Είναι γνωστό ότι η εκπομπή χημειοφωταύγειας που παράγεται από την αντίδραση 

λουμινόλης με Η2Ο2 είναι ισχυρή σε ρΗ μεταξύ 10-11, και μειώνεται με τη μείωση του 

ρΗ, έως το ρΗ 7 όπου στην πράξη δεν υπάρχει εκπομπή. Παρόλα αυτά η οξείδωση της 

λουμινόλης από Η20 2 παρουσία ΗΚΡ ή άλλων υποκαταστατών ΡΚΒ δημιουργεί μία 

έντονη εκπομπή χημειοφωταύγειας στην περιοχή ρΗ μεταξύ 6.0 και 7.5. Επιπροσθέτως, 

η ένταση είναι ακόμη μεγαλύτερη όταν το ΝΟ βρίσκεται μαζί με τον υποκαταστάτη 

ΡΚΒ. Ωστόσο η εκπομπή χημειοφωταύγειας που υποβοηθείται από τους υποκαταστάτες 

ΡΚΒ στην περιοχή του ρΗ μεταξύ 6.0 και 7.5 και δίνει το υπόβαθρο της εκπομπής 

χημειοφωταύγειας που παράγεται από την παρουσία του ΝΟ, πρέπει να 

ελαχιστοποιηθεί για να επιτύχουμε ανίχνευση ΝΟ με μεγάλη ευαισθησία.

Προκαταρκτική εργασία για την βελτιστοποίηση της ανίχνευσης χημειοφωταύγειας με 

μειωμένη εκπομπή του υπόβαθρου.

Από προηγούμενη εργασία μας [79], για τον προσδιορισμό του ΝΟ που 

παράγεται από επίδραση ΝΟδ σε Γ-αργινίνη, βρέθηκε ότι η καθαρή εκπομπή 

χημειοφωταύγειας που προέρχεται από την οξείδωση της λουμινόλης από το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου παρουσία ΝΟ, ήταν πιο έντονη: (α) στην περιοχή ρΗ 

μεταξύ 7.0 και 7.4, (β) σε συγκεντρώσεις υπεροξειδίου του υδρογόνου μερικών ηιΜ και
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όπου Υ= απορρόφηση σε μονάδες Α, και χ= συγκέντρωση νιτρωδών σε Μ. Ο 

συντελεστής συσχέτισης ήραν γ= 0.9999 και το όριο ανιχνευσιμότητας Ι.ΟχΙΟ'5 Μ 

βάσει του επιπέδου ταυ θορύβου. Η ποσότητα νιτρωδών που παρέμειναν όπως 

υπολογίστηκε από τη σχέση (1) αφαιρέθηκε από την ολική αρχική ποσότητα νιτρωδών, 

και έτσι υπολογίστηκε η ποσότητα ΝΟ που παρήχθη. Τα δεδομένα παρουσιάζονται στο 

πίνακα 1. Από τα δεδομένα του πίνακα 1 υπολογίζεται ο 1§(ΟΕ-σήμα) και παρίσταται 

γραφικά με τον 1§(ηιοΐ68 ΝΟ). Η γραμμική συμμεταβολή (Γ6£Γ688ΐοη ΐΓβ&ίπιβηΙ) των 

δεδομένων έδωσε τις βέλτιστες τιμές για τις παραμέτρους (6βδί ίίΐ ραΓ&ηιβίβΓδ) και την 

τυπική απόκλιση όπως φαίνεται στην εξίσωση (2)

Υ = 5.42(±0.02) + 1.030(±0.005)Χ (2)

όπου Υ=1§ ((Χ-σήμα) σε ηιν και Χ= 1§(πιοΐ63 ΝΟ) και συντελεστής συσχέτισης γ=  

0.9999

Από την καμπύλη βαθμονόμησης φαίνεται ότι η κλίση είναι ελάχιστα μικρότερη 

του 1.0 και επομένως η εξίσωση (2) μετατρέπεται κατά προσέγγιση στην εξίσωση (3).

Υ =&.Χ (3)

όπου α =105-42, γ = η ιν σήματος χημειοφωταύγειας, χ = ποσότητα ΝΟ (σε ηιοΐβ) σε 

υδατικό διάλυμα Η6 2.0Χ10-4 § Γ1. Επομένως η ευαισθησία της μεθόδου είναι 2.63χ105 

πιν.ΓηοΙβ'1. Η ευαισθησία είναι πολύ υψηλή και έτσι η μέθοδος μπορεί και ανιχνεύει 

πολύ μικρές ποσότητες ΝΟ. Παρόλα αυτά στα πειράματα μας το όριο 

ανιχνευσιμότητας ήταν περιορισμένο εξαιτίας του αντιδραστήρα παραγωγής ΝΟ ο 

οποίος δεν είναι ακριβής για μικρές ποσότητες ΚΝΟ2. Περαιτέρω, το τυπικό σφάλμα 

που λήφθηκε από τη γραμμική συμμεταβολή (Γ6£Γ68δΐοη) των δεδομένων για την 

ευαισθησία δίνει μία πολύ καλή συσχέτιση και αποδεικνύει την ακρίβεια του 

υπολογισμού των παραμέτρων. Η σχετική τυπική απόκλιση (% Γδά) σε κάθε δεδομένο 

σημείο της καμπύλης βαθμονόμησης, όπως λήφθηκε από τα τρείς μετρήσεις, βρέθηκε 

ότι είναι 8.0 για την περιοχή μεταξύ 2χ10'5 και 5x10'4 πιοΐβ ΝΟ και περίπου 1.0 για την 

περιοχή μεταξύ 1.0x10"3 και Ι.ΟχΙΟ'2 ηιοΐβ ΝΟ. Η σχετικά υψηλή τιμή της τυπικής 

απόκλισης που λήφθηκε γα τις μικρές συγκεντρώσεις, οφείλεται κυρίως στην διεργασία 

παραγωγής ΝΟ στον αντιδραστήρα και κατά ένα μικρότερο ποσοστό στη δυνατότητα 

του ΝΟ να παγιδευτεί στο σχετικά μικρό όγκο (4.0 γπΙ) του διαλύματος Η6. Η καμπύλη 

βαθμονόμησης στις συνθήκες που χρησιμοποιήσαμε ισχύει για συγκεντρώσεις μεταξύ
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συγκεντρώσεις. Το σήμα χημειοφωταύγειας γίνεται μέγιστο όταν η συγκέντρωση ΚΝΟ2 

πάρει την τιμή 0.1 Μ. Αυτό μπορεί να σημαίνει ότι: (α) Το ΚΙ δεν βρίσκεται πλέον σε 

περίσσεια, (β) Ο υποκαταστάτης ΡΚΒ έχει κορεστεί με ΝΟ, ή (γ) το σήμα δεν μπορεί 

να αυξηθεί περαιτέρω σε ύψος.

Επίδραση των υπολοίπων αντιδραστηρίων

Στο αέριο ΝΟ είναι πιθανόν να υπάρχουν προσμείξεις, οι οποίες μπορεί να οφείλονται 

είτε στη μέθοδο παρασκευής, είτε στη διαλυτοποίηση σε υδατικά διαλύματα αερίων της 

ατμόσφαιρας. Τέτοιες προσμείξεις μπορεί να είναι Ο2, ΝΟ2, Ι2. Το ΝΟ2 μπορεί να 

εισέλθει στο όξινο υδατικό διάλυμα και με επίδραση Ο2 να δώσει ΝΟ2 , ΝΟβ'. Επίσης 

το 12 μπορεί να αναχθεί σε I".

Επίδραση της ΞΟΌ [147]

Η δΟϋ είναι το ένζυμο που καταλύει την μετατροπή του ·02_ σύμφωνα με την 

αντίδραση (δ): 2 · + 2 Η+ -» Η20 2 + 0 2 (ά )

Η επίδραση της δΟΏ στο σήμα χημειοφωταύγειας που δημιουργείται από την 

αντίδραση Η2θ 2 με ΝΟ μέσω της οξείδωσης της λουμινόλης σε ρΗ=7.10 δίνεται στο 

Σχήμα 4. Είναι φανερό ότι η προσθήκη δΟϋ (500 υηιΓ1) μειώνει το σήμα 

χημειοφωταύγειας, πράγμα που δηλώνει ότι (α) είτε η δΟϋ καταστρέφει τα 

χημειοφωταυγάζοντα ΝΟ στο ρεύμα της ΗΚΡ, είτε (β) η δΟϋ την αντίδραση 

λουμινόλης-Η2θ 2-ΝΟ, απομακρύνοντας το ·02_.



Σχήμα 2 Ίχνος παρακολούθησης σχηματισμού του ΝΟ μέσω της αντίδρασης 

του ΚΝΟ2 με ΚΙ χρησιμοποιώντας την παραπάνω συσκευή.

Τίιηβ (δεοοηάδ)

Σχήμα 3 (X  σήμα σύμπλοκης ένωσης ΝΟ-ΡΚΒ έναντι συγκέντρωσης 

νιτρωδών. Το ΝΟ λαμβάνεται μέσω της αντίδρασης του ΚΝΟ2 με ΙΟ και 

παγίδευσή του σε διάφορα αντιδραστήρια ΡΚΒ.

ο

ΙηίΰΒΐ ηιίηίθ οοηοθηίΓ3ΐοη ίη ΝΟ ΐοπτθίίοη γθ3οϊογ(Μ)

Επίδρσπη του Ο2, Ν0£, ΝΟ/
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• Εκτός από το ΝΟ, ανώτερα αέρια, ΝΟδ, ή άλλα πιθανά προϊόντα (π.χ. νιτρώδη, 

νιτρικά, Ι2 και Γ) τα οποία παράχθηκαν από παράπλευρες αντιδράσεις στο σύστημα 

παραγωγής ΝΟ (Ν1 ή Ν2), απορροφήθηκαν από διάλυμα ΚΟΗ.

Σχήμα 4 Επίδραση του δΟϋ και νιτρωδών επί του (Χ-σήματος του 

συμπλόκου ΝΟ-ΗΚΡ. Το ΝΟ λαμβάνεται μέσω της αντίδρασης του ΚΝΟ2 με 

ΚΙ χρησιμοποιώντας διαφορετικές ποσότητες ΚΝΟ2.

ΙηιΙιοΙ ηιϊπίο οοηοβη&Β&οπ ίπ ΝΟ ίοητΒ&οη ΓΒ3<:ΙοΓίΜ)

Σχήμα 5. Επίδραση της συγκέντρωσης των παρεμποδιστών στο υπόβαθρο 

του συστήματος λουμινόλης (X
Συνθήκες: Γραμμή μεταφοράς 01 ([ΐΛίπώιοΙ] = Ι.ΟχΙΟ'5 Μ σε ΙίηίνεΓδδΙ βιιίϊοΓ 14.30 ιηΜ σε 

ρΗ = 7.10); Γραμμή μεταφοράς 02 ([Η20 2] = 2.0χ10'3 Μ σε υηΐνεΓδβΙ βαίϊεΓ 1.43 ιηΜ σε 

ρΗ = 4.10); Γραμμή μεταφοράς 03 ([Η5] = 2.0x10"* £.14 σε νερό).

0οπςβη(τ3Ϊοπ ο( ίηΙβΓΐβπηβ(3θΙθΓ5 ίη Η6 $οΙιιϊοη (Μ )
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3.4.ΜΕΜΒΡΑΝΟΕΙΔΗΣ ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΠΤΗΣ ΠΑ ΕΛΕΥΘΕΡΟ-ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΣΗΣ 

ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟ ΝΟ ΣΕ ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΜΕ ΣΥΣΚΕΥΉ 

ΠΟΑ ΥΚ ΑΝ ΑΛΙΚΗΣ ΡΟΗΣ/ΧΦ-ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ

3.4 1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ
Τα βιολογικά υγρά έχουν πολλά συστατικά που μπορούν να επιδράσουν είτε θετικά 

είτε αρνητικά στην ΧΦ-εκπομπή της λουμινόλης · τέτοια συστατικά μπορεί να είναι 

σωματίδια που επιδρούν στα ΧΦ-αντιδραστήρια (αναγωγικές οργανικές ενώσεις, 

αναγωγικά ανόργανα συστατικά), ή καταλύουν την ΧΦ-αντίδραση (Η6, ΗΚΡ, Ρ6(ΙΙ)), 

ή παγιδεύουν το ΝΟ, ή δίνουν από μόνα τους ΧΦ-εκπομπή με το σύστημα 

λουμινόλης όπως διάφορες σωματιδιακές μορφές του ΝΟχ, ή παρέχουν διαφόρου 

άλλου τύπου αλληλεπιδράσεις που μεταβάλλουν την ΧΦ-εκπομπή με μεταβολή της 

κβαντικής απόδοσης . Η απομάκρυνσης των ενώσεων αυτών που επιδρούν σημαντικά 

στην ΧΦ-εκπομπή του ΝΟ πρέπει να ληφθεί σοβαρά υπ’ όψιν για τον προσδιορισμό 

του ΝΟ με την συσκευή ΡΙΑ/ ΧΦ-ανίχνευσης σε δείγματα βιολογικών υγρών [148- 

152],

Μια από τις μεθόδους που χρησιμοποιούνται για την εκχύλιση ενώσεων από 

πολυσυστατικά δείγματα είναι και η μοριακή διήθηση των μορίων μέσω μεμβρανών 

διαπήδησης. Πολλοί ερευνητές έχουν χρησιμοποιήσει τέτοιες μεμβράνες για 

διάφορες εφαρμογές όπως την κατασκευή αμπερομετρικών αισθητήρων, την 

κατασκευή εκλεκτικών ηλεκτροδίων, σε χρωματογραφικούς διαχωρισμούς κ.ο.κ.

Στην παρούσα εργασία γίνεται αξιολόγηση της ικανότητας διάφορων τύπων 

μεμβρανών να αποκλείσουν ή να μπλοκάρουν την διέλευση ενώσεων με διαφορετικό 

μοριακό βάρος που βρίσκονται στα βιολογικά υγρά σε φυσιολογικές ή παθολογικές 

καταστάσεις εξετάζοντας την μεταβολή του ΧΦ-σήματος του ΝΟ υπό βέλτιστες 

συνθήκες, στη συσκευή ΡΙΑ/ΧΦ-ανίχνευσης που αναφέρθηκε στην προηγούμενη 

ενότητα. Για τον σκοπό αυτό σχεδιάσθηκε μεμβράνη δειγματοληψίας και 

προσαρτηθηκε στην συσκευή ενώ μεμβράνες διαφορετικής σύστασης, πάχους, και με 

πόρους αποκλεισμού ενώσεων διαφορετικών μοριακών βαρών μελετήθηκαν με 

τεχνητά δείγματα που περιείχαν ενώσεις με ποικίλες χημικές και φυσικές ιδιότητες.

Για να επιτευχθεί εύκολη διάχυσης του ΝΟ και υψηλή εκλεκτικότητα προς διάφορες 

παρεμποδίζουσες ενώσεις που βρίσκονται σε βιολογικά υγρά όπως το αίμα 

παρασκευάσθηκε μια σύνθετη μεμβράνη από οξεική κυτταρίνη επικαλυφθείσα με 

στρώμα από Ναίίοη υλικό [153,154].
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εκπομπή (X  ελήφθη με την βοήθεια μιας ΡΙ-διάταξης, που είναι εξοπλισμένη με έναν 

φωτοπολλαπλασιαστή (ΡΜ) ευαίσθητο σε υ ν  ακτινοβολία και ένα σχετικό 

ηλεκτρονικό σύστημα. Η κυψελίδα είναι ένα χειροποίητος γυάλινος κοχλυωτός 

σωλήνας, που τοποθετείται ακριβώς μπροστά από το παράθυρο του σωλήνα του 

φωτοπολλαπλασιστή. Η λειτουργία της συσκευής προγραμματίστηκε χρονικά όπως 

φαίνεται στο σχήμα 16 με (α) την χρονική περίοδο απαέρωσης όπου όλο το διάλυμα 

απαερώνεται με υπερήψους και έπειτα με φυσαλίδες αργού, (β) μια μικρή χρονική 

περίοδο για να ληφθεί το υπόβαθρο της εκπομπής (X απουσία ΝΟ, (γ) μια χρονική 

περίοδος δειγματοληψίας ΝΟ, όπου 1 ηιπιοίε ΝΟ διοχετεύτηκε διαμέσου του 

υδατικού διαλύματος της παρεμποδίζουσας ένωσης στη συσκευή δειγματοληψίας με 

μεμβράνη. Η ποσότητα που διέφυγε την συμπλοκοποίηση με ΗΚΡ, συλλέχτηκε με 

ένα διάλυμα Η6 στην έξοδο, και (δ) η χρονική περίοδος παρακολούθησης εκπομπής 

(X, όπου το ΝΟ που παγιδεύεται με ΗΚΡ οδηγείται στο σύστημα ΡΙ/(Χ-ανίχνευσης. 

Το ποσοστό ΝΟ που πέρασε μέσω της μεμβράνης μετρήθηκε με την αφαίρεση των 

ηίΓηοΙοδ που διέφυγαν στο Ηβ διάλυμα από 1 ηιηιοΐε.

Σχήμα 1 (α) Διάταξη ΡΙ/ανίχνευσης χημειοφωταύγειας εφοδιασμένη με 

αντιδραστήρα παραγωγής ΝΟ και συσκευή δειγματοληψίας από ροπή- εκλεκτική 

μεμβράνη και (β) τρόπος λειτουργίας

Συντομεύσεις: Α=Σωλήνας απορρόφησης ΝΟ; Ο=κοχλιωτή κυψελίδα; 01=γραμμή 

μεταφοράς (X αντίδρασηρίων; €2 =01γοΐηο-Η01 ρυθμιστικό διάλυμα; 03=ΗΚΡ 

διάλυμα; Μ=μίκτης; Ν=αντιδραστήρας παραγωγής ΝΟ; Ρ=σωλήνας καθαρισμού ΝΟ; 

ΡΜ =φωτοπολλαπλασιαστής (ΤΗΟΚΝ ΕΜΙ 9789 Β); ΡΡ=περισταλτική αντλία; 

ΚΕ)=καταγραφέας; 3=επιλογέας ΝΟ; 51=σύριγγα για έγχυση δείγματος, 52=σύριγγα 

για έγχυση ΚΝΟ2; 53=σύριγγα για δειγματοληψία Η6-ΝΟ; ν=εξάπορτη βαλβίδα; 

\Υ1=απόβλητο διάλυμα; λΥ2 =απόβλητο αέριο.
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Σχήμα 2 Διάγραμμα της συσκευής δειγματοληψίας από ρβπη-εκλεκτική μεμβράνη

|  ϋοΗΐ
ΝΟ Ο ί Γ6890η<5 ρΗ 7.2

| ΗΒΡ άεη8ΐΜΓ3η< ρΗ3.5 || ϋοΙΙυΙοδείΐΙπι

ΗΒΡ-ΝΟ ΝΟ 30ΐηρΙε 
ιηειτ)ΙΐΓ9ηε

ΗΗΡ ν/8δίε

[ ] Ναΐίοη ίίΐιτ» ■· *
|  ΡΤΡΕ ίυ&ε 

Ε -ο  ΗΚΡ-ΝΟ 

[ I  ΗΠΡ

Πο ΝΟ
πιειη&Γβηε^ν^^

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ

Προετοιμασία των περμ-εκλεκτικών μεμβρανών για ΝΟ. Η κατασκευή της περμ- 

εκλεκτικής μεμβράνης για ΝΟ είναι πολύ σημαντική, δεδομένου ότι εγγυάται την 

λήψη της ελεύθερης παρεμποδίσεων ανίχνευσης (X. Εκτός από την περμ- 

εκλεκτικότητα ως προς το ΝΟ, άλλες παράμετροι, όπως μια ικανοποιητική ροή για το 

ΝΟ (υψηλή ευαισθησία) και ο γρήγορος χρόνος απόκρισης λήφθηκαν υπόψη επίσης 

για την επιλογή της επιθυμητής ταινίας. Από την προκαταρκτική ερευνητική εργασία 

διαπιστώθηκε ότι η διπλή ταινία οξικής κυτταρίνης που ενσωματώνει επένδυση 

Ναΐΐοη, ικανοποίησε τα ανωτέρω πρότυπα.

Η προτεινόμενη ταινία παρέχει έναν μικτό (αποκλεισμό και πολικότητα μεγέθους) 

έλεγχο του μηχανισμού μεταφοράς, εξασφαλίζοντας κατά συνέπεια έναν ευαίσθητο, 

γρήγορο και ελεύθερο από παρεμποδίσεις σύστημα.

Παρασκευή της ταινίας οξικής κυτταρίνης: Αυτή η ταινία έγινε στο εργαστήριό μας με 

την ακόλουθη μέθοδο: 4 % της οξικής κυτταρίνης και 4 πΐ£ ΡνΑ  διαλύθηκαν από ένα 

μίγμα ακετόνης και κυκλοεξανόνης με αναλογία όγκων 3:2. Το μίγμα αναδεύτηκε 

όλη τη νύχτα και 2 γπΙ του καθαρού διαλύματος πολυμερούς επιστρώθηκε στην 

επιφάνεια ενός καθαρού-ομαλού γυαλιού, με την βοήθεια ενός υγρού ίίίπι αρρΙίοαΐοΓ 

(υΚΑΙ, Ιταλία), χρησιμοποιώντας την πλευρά Νο. 8 που αντιστοιχεί σε ένα πάχος 

υγρής ταινίας 200 μηκ. Ο διαλύτης αφέθηκε να στεγνώσει στον αέρα όλη νύχτα και η 

ξηρά μεμβράνη (πάχος 20 ιηηι) απομονώθηκε με τη βύθιση της επιφάνειας του 

γυαλιού σε ένα λουτρό απεσταγμένου νερού. Μετά την ξήρανση η μεμβράνη κόπηκε
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ΝΟ από Ν οδηγήθηκε στο σωλήνα Α, που περιέχει διάλυμα 0,1 ΚΟΗ, προκειμένου 

να αφαιρεθούν τα αέρια παραπροϊόντα και οι ακαθαρσίες. Μετά πέρασε μέσω του 

υδατικού διαλύματος του δείγματος στη συσκευή δειγματοληψίας μεμβράνης.

3. 4.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Βελτιστοποίηση των συνθηκών εργασίας.

Οι ακόλουθες συνθήκες εργασίας προσαρμόστηκαν με μια μικρή τροποποίηση, 

βασισμένη σε προηγούμενη εργασία μας [81]. 01 γραμμή ροής: 1x10'5 Μ και 

Ειιηιίηοΐ και 2x10'3 Μ Η20 2 σε 100 ηιΜ Τήδ-ΗΟΙ, ρΗ= 7,2. 02 γραμμή ροής: 10 ιτιΜ 

γλυκίνη- Η01, ρΗ= 3,5. 03 γραμμή ροής 0,2 πι§ Γ1 ΗΚΡ σε 1 ιηΜ Τπδ ΗΟΙ, ρΗ= 7.2 

(Ρΐ§. 1). Η γραμμή ροής 03 χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να παγιδευτεί το ΝΟ που 

πέρασε μέσω της ΝΟ περμ-εκλεκτικής μεμβράνης. Η γραμμή ροής 02 

χρησιμοποιήθηκε για να μετουσιώσει το ΗΚΡ στο όξινο διάλυμά του προκειμένου να 

απελευθερωθεί το ΝΟ από την σύμπλοκη ένωση ΗΚΡ-ΝΟ. Επιπλέον, μειώνει το 

υπόβαθρο ΟΕ, που παράγεται από το σύστημα ΗΚΡ-Ειιιηΐηο1-Η2θ2. Η γραμμή ροής 

01 περιέχει τα αντιδραστήρια 0Ε. Οι ανωτέρω συνθήκες εργασίας 

βελτιστοποιήθηκαν, προκειμένου να υπάρξουν οι βέλτιστες συνθήκες για το σύστημα 

λουμινόλης-Η2θ 2 ΝΟ και η χαμηλότερη γραμμή βάσης από το σύστημα λουμινόλης- 

Η20 2-ΗΚΡ (3.6 Γην). Δεδομένου ότι το σύστημά μας εμφανίζει μια μέγιστη απόκριση 

εντός της περιοχής κατά δέκα φορές ρΗ= 7,0-7,4 το τελικό ρΗ διευθετήθηκε σε 7,2, 

χρησιμοποιώντας υψηλότερη ρυθμιστική ικανότητα στη γραμμή ροής 01, από αυτή 

της γραμμής ροής 02. Όταν οι γραμμές ροής 01 και 02 αναμίχθηκαν μαζί για την 

αντίδραση ΝΟ-ΟΕ, το τελικό ρΗ διατηρήθηκε σχεδόν σταθερό. Στη γραμμή ροής 03, 

η συγκέντρωση του ρυθμιστικού διαλύματος ΐπδ-ΗΟΙ διατηρήθηκε χαμηλή (1 ιηΜ), 

προκειμένου να διατηρηθεί το ρΗ σταθερό όταν έρχεται σε επαφή με το διάλυμα 

δείγματος μέσω της μεμβράνης.

Προκειμένου να ελαχιστοποιηθεί η οξείδωση του ΝΟ από το οξυγόνο, τα διαλύματα 

στις γραμμές ροής (01, 02 και 03) απαερώθηκαν με επεξεργασία με υπέρηχους για

15 Γηίη σε 4°0 ακολουθούμενη για 30 ιυ ιη  από διαβίβαση καθαρού αργού που περνά 

προηγουμένως μέσω 0,01 Μ ΚΟΗ και 0,1 Μ διάλυμα πυρογαλλόλης για να 

απομακρύνουν τα ίχνη οξυγόνου. Επιπλέον, για να λάβουμε το % ΝΟ που 

παγιδεύεται στην ΗΚΡ από 1 πιπιοΐβ που διοχετεύτηκε διαμέσου του υδατικού
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ταινία Οα-ΝαΓιοη. Τα μοριακά βάρη των δειγμάτων που εξετάστηκαν σε σχέση με το 

Μ\¥(Χ) των πόρων της μεμβράνης, ταξινομούνται σε τρεις κλάσεις.

Ιόντα και μόρια με Μ \¥ < 150 (κλάση Α):

Περνούν μέσω όλων των μεμβρανών που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτήν την εργασία 

εκτός από τα ανιόντα που δεν μπορούν να περάσουν μέσω της μεμβράνης Ν&ίίοη- 

ΟΑ. Από τον πίνακα γίνεται αντιληπτό οι χλωριούχες ενώσεις των αλκαλιμετάλλων 

όπως Ν&01, ΚΟΙ και οι ασθενείς βάσεις ή τα οξέα όπως η ουρία, αμμωνία, (302 είναι 

ενώσεις χωρίς σημαντική επίδραση στην (X  -  εκπομπή του ΝΟ. Τα κατιόντα με 

ανασταλτική δράση όπως Μ§+2, Οά 2 ή με καταλυτική δράση στην (X -  εκπομπή, 

όπως Ρο+3, έχουν μια μικρή επίδραση. Μικρή επίδραση έχουν τα ανιόντα που είναι 

μεταβολίτες του ΝΟ όπως ΝΟ3*, εκείνα που μπορούν να οξειδωθούν από τα (X- 

αντιδραστήρια όπως το Γ. Τέλος, οι μεταβολίτες του ΝΟ με μεγάλη συνεισφορά στη 

ΝΟ (Χ-εκπομπή Ν 02' ή μόρια με αναγωγικές ιδιότητες όπως το ΒΜΕ έχουν μέτρια 

επίδραση στην ΝΟ εκπομπή χημειοφωταύγειας ((Χ-εκπομπή).

Εντούτοις η επίδραση ελαχιστοποιείται με τη μεμβράνη για όλες τις

παρεμποδίζουσες ενώσεις εκτός από τα νιτρώδη και το ΒΜΕ. Η επίδραση σχεδόν 

μηδενίζεται για τα νιτρώδη με τη χρησιμοποίηση της μεμβράνης Οα-Ναίίοη.

Οργανικά μόρια με 3500>Μ\ν>150 (κλάση Β).

Περνούν μέσω της μεμβράνης διαπίδυσης Μ\¥00<3500, αλλά όχι μέσω της 

μεμβράνης ΟΑ με Μ\νθ0<150. Από τον πίνακα 1 φαίνεται ότι η επίδραση των 

ενώσεων με όξινες ή βασικές αναγωγικές ή συμπλεκτικές ιδιότητες γενικά, όπως το 

ουρικό οξύ, η ντοπαμίνη, η κυστεϊνη, η γλυκόζη, το ΗΕΡΕ3 και το ΕΌΤΑ, είναι 

αμελητέα στην ΝΟ (Χ-εκπομπή όταν αυτές εισαχθούν στο (Χ-σύστημα. Η επίδρασή 

τους μηδενίζεται όταν η μεμβράνη εμποδίζει την είσοδό τους στο διάλυμα ΗΚΡ- 

παγίδευσης. Οι ενώσεις με αναγωγικές ιδιότητες που συνήθως ενεργούν ως 

αναστολείς στις ενζυματικές αντιδράσεις, όπως το ασκορβικό οξύ, ΝΑΌΡΗ, 

ΐ6ΐΓ&1ιγ<1ΐΌΪ)ίορΐ:€πη (Η4ΒΤ), (ϋίΗϊοίΗτβίίοΙ (ϋΤΤ) όταν περνούν μέσω της μεμβράνης 

στο ΗΚΡ-διάλυμα έχουν μια μέση ή ισχυρή αρνητική επίδραση στην ΝΟ (Χ- 

εκπομπή. Η παρουσία τους στο (Χ-σύστημα αντίδρασης ενεργοποιεί τις διεργασίες 

αντίδρασης που καταναλώνουν το οξειδωτικό αντιδραστήριο. Η επίδρασή τους 

γίνεται θετική όταν η μεμβράνη παρεμποδίζει την είσοδό τους στο ΗΚΡ-διάλυμα 

παγίδευσης. Ίσως η παρουσία τους στο δείγμα εμποδίζει την οξείδωση του ΝΟ από
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Πίνακας 1. Επίδραση διαφόρων ενώσεων στην εκπομπή χημειοφωταύγειας (<Χ) που 

παράγεται κατά την οξείδωση της Λουμινόλης με Η2Ο2 παρουσία ΗΚΡ-ΝΟ.

Κ.61&ΪΪΥ6  Γ65ΡΟΠ56  Υ β ΐΐΐε  ( % )

Ροπηιιία Οΐα1γδΐδ Ιυβΐηβ ΟΑ βΐιη Ν^Γιοη-ΟΑ ίΐΐχη
ΙηΪ6Γί6Π11£ ^νεΐβΐιΐ ΟοηοεηίΓΗ-• Μ \¥ 0 0  3.500 Μ \ν ε θ  <150 ΜΜΟΟ <150
οοπιρουικί (ΟεΙΙοπ) ίΐοη 60μπι ΐΜςΙαιεδδ 20μπι Ιΐιΐοίαιεδδ <30μπι Ιίιΐοίαιεδδ

ΙηΟΓβΗΠΐο ΪΟΠδ 3ΙΚΙ 83ΐίδ
Να+( α ) 23 0.145Μ 104 ± 3 103 ± 3 102+2
κ +( α ) 39 5.0ιηΜ 95 ± 4 98 ± 3 100+ 2

Μ82+(α ·) 24 0.95ιηΜ 122 ± 6 114 ± 4 108 ± 3
θ32+( α ) 40 2.6ιηΜ 113 ± 4 109 ± 3 10 5 + 3
Κο3+(ΟΓ) 56 28.6μΜ 107 ± 1 104+ 2 103 + 1

(Κ +)Ν 0 3' 62 Ο.ΙιηΜ 116 + 3 113 + 2 101+2
(Κ +)Ν 0 2· 46 Ο.ΙιηΜ 159 + 4 154 ± 4 102 + 1

( Κ+) Γ 127 Ο.ΙιηΜ 82 + 6 89 ± 3 99 ± 2
ΟΓβ&ηΐΟ 8Π1311 ΠΙΟΐεΟΙίΐΒΓ ^νείβΐΐΐ Π13ΐ6ΠΗΐδ

ΙΙΓ63 60 9.4πιΜ 104 + 5 101+ 3 98 + 1
υπ ο  αοΐά 168 0.458ιηΜ 90 ± 4 98 + 2 98 ± 3
Ογ3ΐ61Π6 176 Ο.ΙιηΜ 112 + 5 102 + 1 101 + 1
Οΐυεοδε 180 5.8ηιΜ 110 + 3 101 ± 2 101+2

ϋορΒΓηΐηε 190 Ο.ΙιηΜ 13 6 + 4 104+ 3 1 0 3 + 2
ΗΕΡΕδ 238 Ο.ΙιηΜ, 114 ± 2 102 ± 3 99 ± 2

ΕϋΤΑ 292
ρΗ7.2

Ο.ΙιηΜ,
ΡΗ7.2

89 + 3 98 ± 4 100+ 3

Βδδΐς ηηά αοΐ<ϋο ιηοΐεοιιίεδ
ΝΗ3 17 Ο.ΙιηΜ 104 + 3 103+ 2 103 ± 2
ο ο 2 44 Ο.ΙιηΜ 97 ± 5 9 6 + 3 9 6 + 4

ΡΐΌίείηδ 3η(1 εηζγιηεδ
Η1> >40.000 200§1"' 76 + 5 7 4 + 6 73 ± 5

ΗΚΡ >40,000 0.2ιη§Γ' 89 + 5 87 + 3 87 + 1
ΟΑΤ >40,000 Ο^πίβΓ1 91+4 87 + 2 85 ± 1
δΟϋ >40,000 0.2Π18Γ1 117±6 116±6 116+5
ΒδΑ >40,000 0.2Π18Γ1 98 + 4 98 ± 1 98 + 1

ΚεάυοΙϊοη εοπιρουικίδ
ΒΜΕ 78 Ο.ΙιηΜ 76 + 2 80 ± 2 87 + 3
ϋΤΤ 154 Ο.ΙιηΜ 4 5 + 2 119 + 3 113+3

ΑδοοΛαίε 176 Ο.ΠιηΜ 5 ± 1 134 ± 5 133 ± 2
Η4ΒΡ 314 Ο.ΙιηΜ 3 ±1 152 ± 7 1 5 0 + 7

ΝΑΌΡΗ 833 Ο.ΙπιΜ 4 + 1 189 ± 9 1 8 7 + 6

Παρεμπόδιση από ενώσεις που υπάρχουν στο αίμα.

Εκτός από την ένωση ΒΜΕ όλες οι άλλες ενώσεις της κατηγορίας Α είναι συστατικά 

του αίματος και όπως αναφέρεται ανωτέρω, η επίδραση αυτών των ενώσεων είναι 

ασήμαντη όταν χρησιμοποιείται η μεμβράνη ΟΑ-Ναίίοη (Πίνακας 1). Επομένως η 

συνεισφορά από τις ενώσεις της κατηγορίας Α στη συνολική επίδραση των 

συστατικών του αίματος στην ΟΕ-εκπομπή υποτίθεται ότι είναι αμελητέα. Τα 

συστατικά του αίματος από τις ενώσεις της κατηγορίας Β έχουν αμελητέα επίδραση
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μπορούν να περάσουν δια μέσω αυτής, ανακτώντας κατά συνέπεια την αρχική 

απόκριση του συστήματος. Αυτές οι ενώσεις μπορούν να μειώσουν τα επίπεδα 

συγκέντρωσης οξυγόνου ή άλλων οξειδωτικών εμποδίζοντας την οξείδωση του ΝΟ. 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα έναν μεγαλύτερο χρόνο ημιζωής του ΝΟ και μια 

υψηλότερη απόκριση ΝΟ-ΟΓ. Προκειμένου να βελτιωθεί η απόκριση του (X- 

συστήματος, διαφορετικές συγκεντρώσεις των αναγωγικών ενώσεων, 

συμπεριλαμβανομένων των ΝΑΟΡΗ, Η4ΒΡ, ασκορβικό οξύ, ΟΤΤ χρησιμοποιήθηκαν 

ως πρόσθετες ουσίες στο διάλυμα του δείγματος.

Πίνακας 2. ΝΟ (X  εκπομπή με την παρουσία και την απουσία ΝΑΟΡΗ στο δείγμα.

Βίοοά

δρεοίιπεη

(Νο.)

Κ.68Ρ0Π86 ΙΪΠ16 (δεοοηάδ) ΝΟ-(Χ βΐηΐδδίοη (πιΥ)

\νΐΙίιοιιΐΝΑ

ΟΡΗ

\νΐ11ι

ΝΑΟΡΗ

Ψΐίΐιοιιΐ

ΝΑΟΡΗ

\νί11ι

ΝΑΟΡΗ

1 13 12 220 415

2 15 13 230 434

3 12 11 217 410

4 14 12 209 395

5 11 10 215 406

6 11 9 228 430

Σχήμα 3 ΝΟ (X εκπομπή έναντι συγκέντρωσης αναγωγικών αντιδραστηρίων 

χρησιμοποιώντας τον σωλήνα διαπίδυσης (ΟΤΙ) στην συσκευή δειγματοληψίας με 

μεμβράνη. ΝΑΟΡΗ (ο), Η4ΒΡ (·), ϋΤΤ (■), ΒΜΕ (Δ) και ασορβικό οξύ (□).

Οθηθ6ΠΪΓ3ΐΐΐΐ31 οΓ Γ6(1ΐ1θί3ηί5 (Μ)



Η επιλογή της ΝΟ περμ-εκλεκτικής μεμβράνης

Η συμπεριφορά του συστήματος από την άποψη της ευαισθησίας (ΝΟ-ΟΕ εκπομπή) 

και του χρόνου απόκρισης (το χρονικό διάστημα μέχρι την επίτευξη μέγιστης 

απόκρισης αξιολογήθηκε με τη χρησιμοποίηση μεμβρανών διαπίδυσης με Μ\ΥΟΟ 

100 και 500 άαΐΐοη μη-ενισχυμένα βουλκανισμένα ηιαΐ/πιαΐ φύλλα σιλικόνης με πάχος

30, 50 και όΟηίΓη και ταινία ΟΑ-Ναίίοη με πάχος 30πιπι. Η ταινία ΟΑ-Ναίίοη έδωσε 

την υψηλότερη ΝΟ-(Χ εκπομπή και τον μικρότερο χρόνο απόκρισης. Τα φύλλα 

πυριτίου χρησιμοποιήθηκαν επιτυχώς ως εκλεκτικές μεμβράνες του ΝΟ από άλλους 

ερευνητές. Εντούτοις, σύμφωνα με τα αποτελέσματα του Πίνακα 3, η ταινία ΟΑ- 

Ναίϊοη φαίνεται να είναι καταλληλότερη. Οι γραφικές παραστάσεις ΝΟ-(Χ εκπομπής 

για την περίπτωση της ΟΑ-Ναίίοη μεμβράνης ή του σωλήνα διαπίδυσης 1 (ϋΤΙ, 

Μ\ΥΟΟ 500 άαΐΐοη) φαίνονται στο Σχήμα 5. Η μικρή απόκριση που παρατηρήθηκε 

στην περίπτωση του ΟΤΙ αποδίδεται στη διαπερατότητα της μεμβράνης από μερικά 

αναγωγικά είδη που βρίσκονται στο αίμα και τα οποία προκαλούν την αναγωγή του 

Η2Ο2 στη 0 1 γραμμή ροής.

Πίνακας 3. ΝΟ ΟΕ εκπομπή χρησιμοποιώντας διαφορετικές μεμβράνες.

ΜεηιΙ)Γ3ηε ρΓορεΓίΐεδ Κεδροηδε ΝΟ-(Χ

δείεοΐΐνε ιποιη̂ Γαηοδ Ήιϊοίαιεδδ ΜΥ/ΟΟ Βαδείΐηε Τϊιηο εηιίδδίοη

(μιη) Ο3ΐίοη) (ηιν) (δεοοηάδ) (ιην)

Οΐαίγδΐδ ΐιώίηβ 1 (ΟΤΙ) 65 500 3.2 31 15

ϋΐαίγδΐδ ίιιΙ)ϊη£ 2 (ΟΤ2) 80 100 3.7 23 142

δΐΐΐεοηε δΐιεεΐδ 1 (831) 30 - 5.3 17 192

δϊΐΐοοηε δΐιεείδ 2 (552) 50 - 5.1 21 165

δΐΐΐςοηε δΐιεείδ 3 (553) 60 - 4.9 26 134

ΟΑ-Ναβοη ίϊΐιη (ΟΝ) 30 <150 3.6 13 220
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Σταθερότητα του ΝΟ αισθητήρα

Η σταθερότητα αυτού του αισθητήρα εξαρτάται συνήθως από το λέρωμα της 

εκλεκτικής μεμβράνης. Το σύστημα διατηρεί σχεδόν 85% της αρχικής ενεργότητάς 

του μετά από τουλάχιστον 100 συνεχείς μετρήσεις. Η σταθερότητα αποθήκευσης της 

μεμβράνης Ναίίοη-ΟΑ αυξάνεται εντυπωσιακά όταν φυλάσσεται σε ρυθμιστικό 

διάλυμα Ο,ΟΙΜ ΡΒδ (ρΗ =7.0) σε 4Τ .
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Το Τπδ (τρις-υδροξυμεθυλ) αμινομεθάνιο), (ΜογΙϊ), ΗΕΡΕ5 ν-[2-Υδροξυαιθυλ- 

πιπεραζίνη-Ν-[2-Αιθανοσουλφονικό οξύ] και ΕϋΤΑ αιθυλενο (διάμινοτετραοξικό 

οξύ) (δΙΟΜΑ) χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή ρυθμιστικών διαλυμάτων. Η 

οξική κυτταρίνη (δΙΟΜΑ), το οξικό πολυβινύλιο (ΡνΑ 166.000 ά&ΐίοηδ) και το 

ΝαΓιοπ (5% σε αλειφατική αλκοόλη) και τα δύο από την ΑΙάποΗ, χρησιμοποιήθηκαν 

για την παρασκευή του δειγματοληπτικού αισθητήρα. Σαν ΐη νίνο δότες ΝΟ 

χρησιμοποιήσαμε δ-νιτροζοθειόλες που παρασκευάστηκαν από κυστείνη (3ΝΟ) 

(δΙΟΜΑ) και ΝαΝ02 (ΜβΓοΙί), νιτροπρωσσικό νάτριο (8ΝΡ, 

Να2[Ε2(ΟΝ)5ΝΟ].2Η2θ)(ΜθΓθ1ί), και νΐα§Γα σε φαρμακευτική μορφή (ΡΓιζογ). Η 

ακετυλοχολίνη (Αοίι), η 5,6,7,8-τετραυδροπτερίνη (Η4ΒΡ), η διθειοθειτρόλη (ϋΤΤ), 

το ΑΤΡ, η Γ-αργινίνη (Ατ§) και η κυστεϊνη αγοράστηκαν από τη δΙΟΜΑ. Το 

ασκορβικό οξύ (ΑΑ), το ΝΑΟΡΗ και η πυρογαλλόληΐ (ΡΟ) αγοράστηκαν από την 

ΜβΓοΙί. Το αέριο αργό και το αέριο ΝΟ αγοράστηκαν από την ΑίΓ-Τίςυΐάΰ Εΐά, 

Γαλλία. Το δις-απεσταγμένο νερό χρησιμοποιήθηκε σε όλες τις εργασίες.

Προετοιμασία διαλυμάτων: Δότες ΝΟ: Τα διαλύματα των 8ΝΟ, δΝΡ και νιτρωδών 

(Ν&ΝΟ2) παρασκευάστηκαν σε συγκέντρωση 68ηιΜ με διαλυτοποίηση σε 

απεσταγμένο νερό. Όγκοι (0, 10, 20, 40, 80, 160μ1 των ανωτέρω διαλυμάτων 

αραιώθηκαν μέχρι τελικό όγκο 160μ1 με απεσταγμένο νερό. Περισσότερες 

λεπτομέρειες δείχνονται στο Σχήμα 4. Το αγοράστηκε από την φαρμακευτική

αγορά. Κατόπιν μια ταμπλέτα, που είναι η δόση που χρησιμοποιεί ένα ενήλικο άτομο, 

διαλύθηκε σε 2γπ1 απεσταγμένο νερό και διηθήθηκε αμέσως. Μια άλλη ομάδα, όταν 

εγχέουμε νΐα§Γα, ή 1ιώ§ Ηΐ>, που διαλύθηκε σε 0,1 πιΐ απεσταγμένο νερό εγχύθηκε 

προηγουμένως. Η μεταβολή του ΝΟ που εμφανίζεται μετά από έγχυση των 

φαρμάκων φαίνεται στο Σχήμα 5. Τα διαλύματα Αοίι και ΑΤΡ παρασκευάστηκαν σε 

συγκέντρωση 0.01Μ με απεσταγμένο νερό και εγχύθηκαν σε διαφορετικές 

ποσότητες. Το διάλυμα ΒΚ παρασκευάστηκε σε συγκέντρωση 0.1 ιώΜ και το διάλυμα 

δΟϋ παρασκευάστηκε σε συγκέντρωση ΙΟηι^.ηιΓ1. Περισσότερες λεπτομέρειες 

φαίνονται στο Σχήμα 6. Διαλύματα των συμπαραγόντων του ΝΟ 

συμπεριλαμβανομένων των Αγ§, ΝΑΌΡΗ, Η4ΒΡ και 0&+2(0&0ΐ2), που θεωρούνται 

συμπαράγοντες της συνθάσης του ΝΟ διαλύματα των αναγωγικών αντιδραστηρίων 

όπως το ΏΤΤ, το ΡΟ και το ΑΑ παρασκευάστηκαν σε συγκεντρώσεις 0.01 Μ.
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Σχήμα 1 Διάταξη για ίη νίνο παρακολούθηση του ΝΟ

Συντομεύσεις: Ο=κοχλιωτή κυψελίδα; Μ=μίκτης; Ρ=σωλήνας μικροδιαπίδυσης; 

ΡΜ=φωτοπολλαπλασιαστής; ΚΕ>=καταγραφέας; 81=σύριγγα για τα αντιδραστήρια (X, 

82 =σύριγγα για το όξινο διάλυμα ΕΟΤΑ; 83 =σύριγγα για τη γραμμή μεταφοράς 

ΗΕΡΕ8-ΗΚΡ, \Υ = απόβλητο.

Παρασκευή δειγματοληπτικών αισθητήρων για το ΝΟ και χαρακτηρισμός 

Οι δειγματοληπτικοί αισθητήρες διαπίδυσης (από την ΒΑ8) τροποποιήθηκαν και 

κατασκευάστηκαν στο εργαστήριό μας με τρείς στοιβάδες μεμβρανών, οι οποίες δεν 

παρεμποδίζουν το ΝΟ. Η εσωτερική μεμβράνη αποτελείται από πολυακρυλονιτρίλιο 

με Μ \ν00 30.000 άαΐΐοηδ, ώστε να επιτυγχάνεται αρκετή μηχανική αντοχή. Στη 

συνέχεια καλύφτηκε με μια ταινία οξικής κυτταρίνης πάχους 20μπι. Στο σύστημα 

παρακολούθησής μας το ΝΟ ελήφθη από το αίμα ή τον ιστό εγκεφάλου μέσω ενός 

δειγματοληπτικού αισθητήρα για την ανίχνευση (X. Γενικά, ο δειγματοληπτικός 

αισθητήρας έχει ΜΛΥΟΟ 100 <Μΐοηδ με επικάλυψη συνεχή από την εκλεκτική 

μεμβράνη Ναίίοη. Όλα τα υλικά, των οποίων το Μ\¥ (μοριακό βάρος) είναι 

μεγαλύτερο από 100 παρέμειναν έξω από τη μεμβράνη χωρίς να παρεμποδίζουν 

ειδικά το ασκορβικό οξύ, η κυστείνη, η ντοπαμίνη κ.λ.π. Στο αίμα, οποιαδήποτε 

παρεμπόδιση από ανιόντα, ειδικά από νιτρικά, αίρεται από το Ναίίοη. Η 

σημαντικότερη παρεμπόδιση για το σύστημά μας είναι τα μικρά αέρια, όπως το 0 2, 

το 0 0 2 και το ρΗ.

Η μεταβολή του ρΗ που συμβαίνει από τη διάχυση του 0 0 2 από τις βιολογικές πηγές 

διατηρείται σταθερή από το ρυθμιστικό διάλυμα του ρεύματος 83. Το σήμα ίσως 

επηρεάζεται από το 0 2, δεδομένου ότι αυτό μπορεί επίσης να συζευχθεί με την ΗΚΡ 

ανταγωνιστικά με το ΝΟ. Επιπλέον, το ΝΟ μπορεί ευκολότερα να οξειδωθεί 

παρουσία του 0 2. Σ’αυτήν την περίπτωση, σχεδιάσαμε ένα άλλο πείραμα μέσω του
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κορεσμένο με Ο2. Η αντλία ταχύτητας ροής 2ιη1.ππη-1 τέθηκε σε λειτουργία και 

λήφθηκε μια γραμμή βάσης. Μετά ο δειγματοληπτικός αισθητήρας πρώτα 

εμβαπτίστηκε σε κυστείνη 0.1 Μ για την απόκριση (X. Εάν η απόκριση (X  είναι 

μικρότερη από τη γραμμή βάσης αυτό σημαίνει ότι η κυστείνη έχει περάσει μέσω της 

μεμβράνης και η μεμβράνη με 100 Μ\ΥΟΟ δεν είναι ικανοποιητική. Επιπλέον, ο 

δειγματοληπτικός αισθητήρας εμβαπτίστηκε σε διάλυμα Ν&ΝΟ2 0.1Μ για την 

απόκριση. Εάν η απόκριση (X  είναι υψηλότερη από τη γραμμή βάσης θεωρούμε ότι 

η ταινία Ναίίοη δεν είναι αρκετή. Στις ανωτέρω περιπτώσεις ο δειγματοληπτικός 

αισθητήρας πρέπει να τροποποιηθεί περαιτέρω ή να αντικατασταθεί. Γενικά, μόνο 

δειγματοληπτικοί αισθητήρες που διατηρούν σταθερή απόκριση (X στη γραμμή 

βάσης παρουσία των ανωτέρω δύο διαλυμάτων, χρησιμοποιήθηκαν για την συνεχή 

παρακολούθηση του ΝΟ ΐη νίνο. Τέλος, αυτοί οι δειγματοληπτικοί αισθητήρες 

διαπίδυσης εμβαπτίστηκαν στα αναισθητοποιημένα πειραματόζωα (ποντίκια ή 

κουνέλια) χρησιμοποιώντας πρότυπες χειρουργικές διαδικασίες και έπειτα η αντλία 

τέθηκε σε λειτουργία για την παρακολούθηση του ΝΟ.

Ιυ£ΐι1&Γ εμφύτευση και παρακολούθηση του ΝΟ στα ποντίκια 

Οι αρσενικοί αρουραίοι λνΐδίατ που ζυγίζουν 250-300§ αναισθητοποιήθηκαν 

χρησιμοποιώντας την υδροχλωρική κεταμίνη (10ηΐ£.πι1-1) και Μΐάαζοίαιη (50πι§.ιη1- 

1) με αναλογία όγκων 1:1. Ο αγγειακός δειγματοληπτικός αισθητήρας διαπίδυσης 

παρεμβλήθηκε στην δεξιά ]ιΐ£ΐι1&Γ φλέβα και μια βελόνα παρεμβλήθηκε στην 

αριστερή ]ιι§ιι1&γ φλέβα για την έγχυση των φαρμάκων. Η θερμοκρασία του σώματος 

των αναισθητοποιημένων αρουραίων παρακολουθήθηκε από ένα ζωικό θερμόμετρο 

(από την ΒΑ3) και καταγράφηκε μέσω ενός πρωκτικού αισθητήρα. Το πείραμα 

άρχισε όταν η θερμοκρασία του σώματος επανήλθε στην φυσιολογική περιοχή (37- 

37.6°0) μετά την αναισθησία.

Ενδοεγκεφαλική εμφύτευση και παρακολούθηση του ΝΟ στα ποντίκια.

Οι αρουραίοι αναισθητοποιήθηκαν και τοποθετήθηκαν σε ένα 8ίϋΓ€0ΐαχΪ0 πλαίσιο. 

Χρησιμοποιώντας ένα τρυπάνι υψηλής ταχύτητας ανοίχτηκε μια οπή πέρα από την 

δεξιά ραπβΐαΐ οογΙο. Χρησιμοποιώντας ένα ΓηΐοΐΌΐηαηΐρυΙαίΟΓ τοποθετήθηκε μια 

κάνουλα στην οπή σε ένα επιθυμητό βάθος ΙΟηττη με όσο το δυνατόν μικρότερο 

τραύμα. Κατόπιν ο δειγματοληπτικός αισθητήρας μικροδιαπίδυσης ΝΟ τοποθετήθηκε 

8ΐ6Γ€ο1:&χΐς&11γ στον ραπβί&Ι φλοιό σε βάθος 4πιπι. Μετά από τη σταθεροποίηση του
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Διαπιστώσαμε ότι, στην σταθερή ταχύτητα ροής μικροδιαπίδυσης 2ηι1.Γηΐη'1, η 

απόκριση ΝΟ (X δεν ήταν αρκετά επάνω από τη γραμμή βάσης, υποθέτοντας ότι τα 

επίπεδα του ΝΟ ήταν πολύ χαμηλά στην ]υ§υΐ3Γ φλέβα αρουραίων. Προκειμένου να 

ενισχύσουμε την ανίχνευση, αυξήσαμε το χρόνο δειγματοληψίας από 0 έως 50 

δευτερόλεπτα. Σε αυτήν την περίοδο, περισσότερη ποσότητα ΝΟ μπορεί να διαχυθεί 

στο ρεύμα μεταφοράς 83 μέσω της μεμβράνης του δειγματοληπτικού αισθητήρα. 

Λεπτομέρειες φαίνονται στο Σχήμα 2. Από το Σχήμα 2, η τάση της γραμμής βάσης 

στο σωλήνα του φωτοπολλαπλασιαστή τοποθετήθηκε σε 4.0ιην, και λάβαμε την 

καλύτερη απόκριση ΝΟ (X από έναν χρόνο δειγματοληψίας 35 δευτερολέπτων.

Σχήμα 2 Επίδραση χρόνου δειγματοληψίας του ΝΟ.
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Επίδραση της θερμοκρασίας σώματος

Η θερμοκρασία σώματος ελέγχθηκε και μετεβλήθη από 34 έως 40°0 

χρησιμοποιώντας έναν ρυθμιστή θερμοκρασίας. Παρακολουθήθηκε η μεταβολή του 

ΝΟ μέσω της ]ιι§ιι1&γ φλέβας στους αρουραίους. Περισσότερες λεπτομέρειες 

φαίνονται στο Σχήμα 3. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 3, η χαμηλότερη παραγωγή ΝΟ 

παρατηρήθηκε στην κανονική θερμοκρασία σώματος 37-37.6°0 και η παραγωγή 

αυξήθηκε ειδικά στις χαμηλότερες θερμοκρασίες. Αυτό μπορεί να απεικονίσει και 

μια πραγματική αύξηση παραγωγής ΝΟ από ν&δοιιΙαΐιΐΓβ και, ίσως, μια ενισχυμένη 

σταθερότητα του ΝΟ στις χαμηλότερες θερμοκρασίες. Αυξάνοντας τη θερμοκρασία 

σώματος επάνω από κανονικό, οδηγούμαστε επίσης σε μια μικρή αύξηση παραγωγής,
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Σχήμα 4 Επίδραση των δοτών ΝΟ.
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Η επίδραση του νί3§ι*& ($ί1()εηαί11 οίίΓΗίβ) αναφέρεται ότι αυξάνει την στύση με 

την ενίσχυση των επιβραδυντικών επιδράσεων του ΝΟ. Η χαλάρωση του πεικού 

αρτηριακού μυ και επομένως η διέγερση, είναι υπό έλεγχο του αυτόνομου νευρικού 

συστήματος. Ο κύριος νευρικός διαβιβαστής της χαλάρωσης του πεικού μυ είναι το 

ΝΟ [175]. Γενικά, το νΐα^τα λειτουργεί ως ειδικός αναστολέας της 

φωσφοδιεστεράσης της κυκλικής μονοφωσφορικής γουανοσίνης (οΟΜΡ) και η 

επακόλουθη τονωτική αύξηση (ΟΟΜ) εξηγεί τα υπερστυτικά αποτελέσματα αυτού 

του φαρμάκου. Σε αυτό το πείραμα, τα επίπεδα ΝΟ στο φλεβικό ()υ§υ1&Γ) αίμα των 

αρσενικών αρουραίων παρακολουθήθηκαν μετά από χορήγηση διαφορετικών δόσεων 

νία§Γα. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 5, η έγχυση νΊα§ι*α προκάλεσε μια σαφή αύξηση 

δόσης απόκρισης του ΝΟ που ανιχνεύεται στο φλεβικό αίμα. Από ότι ξέρουμε, το 

νίδ§Γα δεν πρέπει να έχει άμεση επίδραση στην παραγωγή ΝΟ ίη νΐνο. Ο λόγος 

ύπαρξης αυτών των φαινομένων πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω. Τέλος, όπως 

αναμένεται, η ταυτόχρονη έγχυση . και ΗΒ μείωσε την παραγωγή ΝΟ.
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Σχήμα 6 Επίδραση των ενεργοποιητών του ΝΟ.
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Η επίδραση συ μπαραγόντων του ΝΟ. Η παραγωγή του ΝΟ από την ΝΟ συνθάση 

απαιτεί Αγ§, ΝΑΕ)ΡΗ, Η4ΒΡ και 0α2+ (0&012) ως συμπαράγοντες [178]. Η παραγωγή 

ΝΟ επηρεάζεται επίσης από τα αναγωγικά αντιδραστήρια όπως το ΩΤΤ, η 

πυρογαλλόληΐ (ΡΟ) και το ασκορβικό οξύ (ΑΑ), τα οποία τείνουν να εξαφανίσουν τα 

επίπεδα του ΝΟ. Στο σχήμα 7&, οιΝΟδ συμπαράγοντες, 0&2+, Ε-αργινίνη εμφάνισαν 

πολύ ασθενή επίδραση στο σχηματισμού του ΝΟ.

Το ΝΑΌΡΗ και το Η4ΒΡ, που θεωρούνται ως ισχυρά αντιοξειδωτικά αντιδραστήρια, 

δεν παρουσίασαν διαφορά στον σχηματισμό του ΝΟ. Αυτό μπορεί να εξηγηθεί 

θεωρώντας ότι ΝΑΌΡΗ, και το Η4ΒΡ δεν εισέρχονται εύκολα στα κύτταρα ώστε να 

βελτιώσουν δραστικότητα του ΝΟδ. Στην περίπτωση του ασβεστίου, υπάρχει ήδη 

ένα επίπεδο πλάσματος περίπου 1,2 γπΜ , έτσι ώστε το πρόσθετο ποσό που εγχέεται 

θα είχε πολύ μικρή επίδραση. Συνολικά η εξωκυτταρική παρουσία αυτών των 

αντιδραστηρίων που όλα ενεργούν ενδοκυτταρικά δεν θα αναμενόταν να έχει 

οποιαδήποτε επίδραση στην παραγωγή του ΝΟ. Στο Σχήμα 76, όλα τα αναγωγικά 

αντιδραστήρια δεν δείχνουν επίδραση στο σχηματισμό του ΝΟ. Στο Σχήμα 7ο, όλα τα 

πρφυρινικά υλικά παρουσίασαν ισχυρή επίδραση απόσβεσης για το σχηματισμό ΝΟ, 

ίσως λόγω της υψηλής συγγένειάς τους με το ΝΟ.
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Παρακολούθηση του ΝΟ στον εγκέφαλο μέσω ποντικιών. Το ΝΟ ανιχνεύθηκε 

εύκολα στους εγκεφάλους των αρουραίων (Σχήμα 8). Επιπλέον, όπως αναμενόταν 

στο φλεβικό αίμα, τα επίπεδα ανιχνεύσιμου ΝΟ αυξήθηκαν όπως στην περίπτωση του 

νΐα§Γα. Εντούτοις, πρέπει να σημειώσουμε ότι οι αυξήσεις που εμφανίστηκαν με 

χορήγηση νΐ&§Γα ήταν ουσιαστικά μικρότερες από εκείνες που παρατηρήθηκαν στο 

αίμα στην ]υ§ιι1&Γ φλέβα. Επιπλέον, η σύγχρονη έγχυση της Ηβ είχε πολύ μικρή 

επίδραση στο ανιχνεύσιμο ΝΟ στον εγκέφαλο (Σχήμα 8).

Σχήμα 8 Επίδραση του μέσω της παρακολούθησης του εγκεφάλου.
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Βαθμονόμηση αισθητήρων. Βαθμονομήσαμε αρχικά το σύστημα ανίχνευσης ΝΟ 

χρησιμοποιώντας πρότυπα διαλύματα ΝΟ που παρασκευάστηκαν βάσει κάποιος 

τροποποίησης των δημοσιευμένων μεθόδων [179]. Εν συντομία, πρότυπα διαλύματα 

ΝΟ παρασκευάστηκαν πρόσφατα σε ένα λουτρό πάγου. Τρία φιαλίδια §&8ίί§Ηΐ των 

4ιη1, που σφραγίζονται με ένα διάφραγμα σιλικόνης, συνδέθηκαν με ΡΤΡΕ σωλήνες. 

Το πρώτο φιαλίδιο περιείχε την πυρογαλλόλη 0,1 Μ σε κεκορεσμένο διάλυμα ΚΟΗ 

για να παγιδεύσει τα ίχνη οξυγόνου. Το δεύτερο φιαλίδιο περιείχε ΚΟΗ 10% (\ν/ν) 

για να παγιδεύσει τα υψηλότερα οξείδια αζώτου. Το τρίτο φιαλίδιο γέμισε με 3γπ1 

απιονισμένο αποσταγμένο νερό. Στα τρία φιαλίδια, που συνδέονται στη σειρά, 

διαβιβάστηκε πρώτα αργό για 30 ηαίη και έπειτα καθαρό ΝΟ αέριο για άλλο ηιίη. 

Κατόπιν, το φιαλίδιο 3, αποσυνδέθηκε έκλεισε καλά για να μην διαφύγει το αέριο. Η 

συγκέντρωση του διαλύματος ΝΟ σε αυτό το φιαλίδιο εκτιμήθηκε ότι είναι ~ 

2,00γπΜ. Για την παρασκευή των προτύπων ΝΟ στη περιοχή 0.5ηΜ-5μΜ, οι 

διαφορετικοί όγκοι εγχύθηκαν από το παραπάνω διάλυμα σε άλλα καλά κλεισμένα 

φιαλίδια αερίου τα οποία περιείχαν 3γπ1 νερό στο οποίο διαβιβάστηκε αργό 

χρησιμοποιώντας μια στεγανή για το αέριο μικροσύριγγα. Ο δειγματοληπτικός 

αισθητήρας ΝΟ προ-εγκαταστάθηκε σε αυτά τα φιαλίδια. Για τη βαθμονόμηση των 

αισθητήρων της απόκρισης ΝΟ -  (X, ακολουθήθηκε η διαδικασία ανίχνευσης όπως 

περιγράφεται για την ΐη νίνο παρακολούθηση στα ζώα. Όταν η γραμμή βάσης γίνεται 

σταθερή, η αντλία σταμάτησε για 35 δευτερόλεπτα, που είναι ο χρόνος 

δειγματοληψίας η σχετική απόκριση από την κορυφή του καταγραφέα. Η απόκριση 

στη συνέχεια ελήφθη του συστήματος (ηιν) παρουσιάζεται διαγραμματικά εναντίον 

της συγκέντρωση του ΝΟ και δίνει μια ημι-λογαριθμική γραμμική παράσταση δόσης 

απόκρισης. Η γραμμική απόκριση για την περιοχή συγκεντρώσεων 5ηΜ ως 1 μΜ ΝΟ 

επιτεύχθηκε με όριο ανιχνευσιμότητας ΙηΜ. Η εξίσωση της πρότυπης καμπύλης 

αναφοράς (με συντελεστή συσχέτισης ρ=0.9993) είναι η εξής: 

Υ=21664(±3.11)+23.121§Χ(±0.43)

όπου Υ=ΝΟ ΟΕ απόκριση (ηιν), Χ=Συγκέντρωση του ΝΟ (Μ).

Στα ίη νίνο πειράματα βρίσκουμε ότι η συγκέντρωση του ΝΟ στο αίμα ή τον ιστό 

είναι στην περιοχή 8.2-16πιν, μια συγκέντρωση έξω από τη γραμμική περιοχή αλλά 

ουσιαστικά μεγαλύτερη από το όριο ανιχνευσιμότητας. Με βάση τα αποτελέσματα με 

τα πρότυπα διαλύματα εκτιμούμε ότι οι πραγματικές ΝΟ συγκεντρώσεις ίη νίνο 

πρέπει να βρίσκονται στην περιοχή 1-5ηΜ ή σε ακόμα μικρότερη.
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3.6. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΙΑΣ ΝΕΑΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΧΗΜΕΙΟΦΩΤΑΥΓΕΙΑΣ ΓΙΑ ΤΗΝ 

ΠΑΡΑΚΟΛΟΎΘΗΣΗ ΤΗΣ ΑΚΕΤ Υ ΛΟΧΟΛΙΝΗΣ ΚΑΙ ΧΟΛΙΝΗΣ ΣΤΟΝ 

ΝΕΥΡΙΚΟ ΙΣΤΟ ΠΟΥ ΒΑΣΙΖΕΤΑΙ ΣΤΗΝ ΧΡΗΣΗ ΜΕΜΒΡΑΝΗΣ 

ΑΠΟΚΛΕΙΣΜΟΥ ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΣΤΩΝ ΜΕ ΣΥΝ ΑΚΙΝΗΤΟΠΟΙΗΜΕΝΑ 

ΕΝΖΥΜΑ

3 6 1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η ακετυλοχολίνη παίζει σημαντικό ρόλο σαν νευροδιαβιβαστής στο 

περιφεραικό αλλά και στο κεντρικό νευρικό σύστημα. Η καλύτερη κατανόηση της 

χολινεργικής νευρομετάδοσης , που περιλαμβάνει την ακετυλοχολίνη και του 

μεταβολίτη του χολίνη θα δώση περσσότερες πληροφορίες για την κατανόηση του 

ρόλου του στην φυσιολογία ,την παθολογία , την φαρμακολογία και την τοξικολογία. 

Ο ρόλος της ακετυλοχολίνης στο περιφεριακό σύστημα είναι καλά γνωστός , 

περιλαμβάνει την ρύθμιση της μυϊκής σύσπασης , της γαγγλιονικής μετάδοσης , το 

διεγερτική και αναχαιτιστική δράση στις μεμβράνες, και την ανασταλτική δράση στα 

κανάλια ιόντων από τους δέκτες της ακετυλοχολίνη ς.. Η αναγνώριση του ρόλου του 

στο κεντρικό νευρικό σύστημα είναι πολύ λιγότερη , και ακόμη γενικά θεωρείται ότι 

λαμβάνει μέρος στην ρύθμιση της θερμοκρασίας , της πίεσης του αίματος , στον 

συντονισμό των κινήσεων , στην μάθηση την μνήμη κ.λ.π. Ακόμη πολλές από τις 

ασθένειες αποδίδονται σε χολινεργικές δυσλειτουργίες, όπως ασθένεια της 

στεφανιαίας αρτηρίας, γνώση γήρατος, ασθένεια Ρατίάηδοη κ.λ.π. [182-186]. Για τους 

πιο πάνω λόγους και για την καλύτερη κατανόηση των αρχών της δράσης της 

ακετυλοχολίνης και χολίνης είναι αναγκαίο τνα αναπτυχθεί μια απλή και γρήγορη 

μέθοδος ανίχνευσης με υψηλή ευαισθησία .

Για την μέτρηση της ακετυλοχολίνης και χολίνης έχουν αναπτυχθεί ένας 

μεγάλος αριθμός αναλυτικών μεθόδων που περιλαμβάνουν μεθόδους βιοανάλυσης, 

αέριας χρωματογραφίας (ΟΟ) με ανιχνευτή ιονισμού φλόγας , ή με ανιχνευτή 

φασματόμετρο μάζας (ΟΟΜδ), υψηλής απόδοσης υγρή χρωματογραφία (ΗΡΓΟ) με 

ηλεκτροχημικό ανιχνευτή(ΕΌ) ή με ανιχνευτή φασματόμετρο μάζας (ΗΡΓΟΜδ) 

κ.λ.π. Ακόμη και σχετικοί βιοαισθητήρες με βάση τα συνακινητοποιημένα ένζυμα 

κατασκευάσθηκαν. Γενικά, όμως, οι πιο πάνω αναφερθέντες μέθοδοι έχουν τους 

περιορισμούς τους όπως χαμηλή εξειδίκευση και ευαισθησία. Ειδικότερα, οι μέθοδοι 

ΟΟΜδ και ΗΡΙΧ-Μδ χρησιμοποιούν απαιτητικό τρόπο καθαρισμού του δείγματος 

και επίπονο μέθοδο εκχύλισης ενή το όργανο είναι υψηλού κόστους.Η μέθοδος Εϋ με 

τα συνακινητοποιξμένα ένζυμα φαίνεται πιο ελκυστική, αλλά η ευαισθησία της δεν
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αγοράστηκαν από τη δί^ηια. Το ΝαΙ04 (Ρ1ιι1ί&), ΝαΓιοη (5% σε αλειφατική αλκοόλη), 

η Ρ υ  (πολυουρεθάνη) 88 % \ν/\ν και η ΟΑ (γλουταραλδεύδη 50%) αγοράστηκαν από 

την ΑΜποΗ. Τα παραπάνω αντιδραστήρια χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή 

μεμβρανών.

Η Λουμινόλη (δί^πια), το Η202 30% \ν/ν (προτυποποιήθηκαν με τιτλοδότηση με 

ΚΜη04 ) και το Κ3Ρβ(ΟΝ)6 αγοράστηκαν από τη Μογ<± και χρησιμοποιήθηκαν για 

την αντίδραση χημειοφωταύγειας.

Βιοχημικά αντιδραστήρια

ΑοΙιΕ (Ακετυλοχολινεστεράση), ΟΙιΟϋ (οξειδάση της χολίνης), 8Α (στρεπταβιδίνη), 

ΝΗΣ-Βιοτίνη, ΒδΑ (αλβουμίνη του ορού των βοοειδών) αγοράστηκαν από τη δΐ§ιηα. 

Χημικές αντιδραστήρια

Η ΑοΗ (χλωριούχος ακετυλοχολίνη), ΟΗ (χολίνη), Βεταίνη, ΑΑ (ασκορβικό οξύ), 

ντοπαμίνη, δ-γλυκόζη, ουρικό οξύ, Κυστείνη, ΝΗ401 αγοράστηκαν από τη δΐ§ηια. Το 

δϋδ  (Δωδεκυκλικό θειικό άλας νατρίου) αγοράστηκα από τη ΡΙιαπηαοία ΒίοΐβοΗ. 

Μεμβράνη

Η καθαρή νιτροκυτταρινική μεμβράνη αγοράστηκε από την ΜΠΗροκ, η σωλήνωση 

διαπίδυσης (δΡΕΟΤΚΑ/ΡΟΚ) με Μ\ΥΟΟ 100, 500 και 3500 αγοράστηκαν από τη 

δΕΚνΑ. Η μεμβράνη (ΟΑ) του οξικής κυτταρίνης με Μ \¥00 100 παρασκευάστηκε 

στο εργαστήριό μας.

Αέρια

Υψηλού βαθμού καθαρότητας αέριο Ν2 αγοράστηκε από την ΑίΓ-ϋφαΜ, της Γαλλίας 

Ζώα

Το άσπρο κουνέλι της Νέας Ζηλανδίας (41ί§) χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή 

του εκχυλίσματος του νευρικού ιστού.

Συσκευή.

Μια σχηματική παράσταση της πειραματικής διάταξης που χρησιμοποιήθηκε για την 

παρακολούθηση της Αοίι και της ΟΗ φαίνεται στο Σχήμα Ια. Η διάταξη αποτελείται 

από μια συσκευή ΡΙΑ/ανίχνευσης χημειοφωταύγειας συνδεδεμένη με έναν ευαίσθητο 

δειγματολήπτη μεμβράνης με τα συνακινητοποιημένα ένζυμα, τα οποία 

σταθεροποιήθηκαν με δύο κομμάτια ΡΤΡΕ. (Σχήμα 11)). Η εκπομπή 

χημειοφωταύγειας (ΟΕ) λήφθηκε από την ΡΙΑ διάταξη που είναι εξοπλισμένη με 

έναν υν-ευαίσθητο φωτοπολλαπλασιαστή (ΡΜ) και τα σχετικά ηλεκτρονικά. Η
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Διαδικασίες.

Παρασκευή της ευαίσθητης μεμβράνης.

Προκειμένου να προσδιορίσουμε την ΑοΗ στον βιολογικό ιστό, ειδικά στον νευρικό 

ιστό, πρέπει να παρασκευάσουμε μια ευαίσθητη και ελεύθερη παρεμποδίσεων 

μεμβράνη. Αυτό το είδος μεμβράνης πρέπει να έχει πολύ υψηλή ευαισθησία και 

εκλεκτικότητα για την Αοίι ή τη (Ή. Σε αυτή την εργασία, αναπτύξαμε μια νέα 

μέθοδο για την παρασκευή μεμβρανών και την ακινητοποίηση των ενζύμων. Αυτό 

επιτυγχάνεται με τη χρησιμοποίηση της ενεργοποιημένης σωλήνωσης διαπίδυσης ως 

ταινία υποστήριξης, και τα σχετικά ένζυμα (ΑοΗΕ και ΟΗΟϋ) είναι ακινητοποιημένα 

στην επιφάνεια με τη βοήθεια της πηκτής του πολυακριμιδίου που βρίσκεται στο 

σύστημα βιοτίνης-στρεπταβιδίνης. Επιπλέον, η επίστρωση Ν&ίίοη επιλέχτηκε ως 

εξωτερική ταινία για να απομακρύνει τις παρεμποδίσεις.

Ενεργοποίηση της ταινίας υποστήριξης.

Στην εργασία μας, η σωλήνωση διαπίδυσης με ΜΑΟΟ 100 (ΟΤ3) επιλέχτηκε ως 

κατάλληλη ταινία υποστήριξης, η οποία μπορεί να παρέχει ικανοποιητική ταχύτητα 

διάχυσης για το Η2Ο2 και απομάκρυνση των παρεμποδίσεων. Με μερική 

τροποποίηση της σχετικής βιβλιογραφίας [209, 210], η σωλήνωση διαπίδυσης 

ενεργοποιήθηκε με τα ακόλουθα βήματα: α. Η μεμβράνη (20 X 5οιη2) εκπλύθηκε με 

απεσταγμένο νερό και έβρασε σε διάλυμα ΕϋΤΑ ΙγπΜ και ΙιηΜ Ν3Η 0 0 3 , ρΗ 8,0 

για 30 ηαίη. Στη συνέχεια αιωρήθηκε σε 0.01Μ Ν&ΟΗ για 30 πιϊη και εκπλύθηκε 

καλά με απεσταγμένο νερό. β. Η μεμβράνη αιωρήθηκε σε 20γπ1 διαλύματος 0.1Μ 

Ν&Ι04 σε ρΗ 4,0 στο σκοτάδι για 2 Η με συνεχή ανάδευση και ύστερα εκπλύθηκε 

καλά με ύδωρ. γ. Η μεμβράνη αιωρήθηκε σε διάλυμα ουρίας 10% (\ν/ν) για 5Η 

παρουσία θειικού οξέος 0,9% (ν/ν) στους 60 °0 σταθερή ανάδευση και έπειτα 

επλύθηκε καλά με νερό. δ. Η μεμβράνη κατεργάστηκε με 20πι1 12% διαλύματος 

φορμαλδεύδης (ρΗ= 7.2) σε 45 °0 με συνεχή ανάδευση για 2 Η. Η μεμβράνη 

εκπλύθηκε λεπτομερώς με νερό σε σύντομο χρόνο και ήταν έτοιμη για το επόμενο 

βήμα.

Επίστρωμα για τις παγιδευμένες πρωτεΐνες.

Σε αυτό το βήμα, η 5Α παγιδεύτηκε από την πηκτή του ΡΑ παρουσία ιχνών του ΟΑ 

προκειμένου να επιτευχθούν ισχυρότερες δεσμευτικές ιδιότητες. Τα ακόλουθα 

βήματα, τα οποία βασίστηκαν στην τροποποίηση των σχετικών μεθόδων
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Προετοιμασία της εξωτερικής ταινίας.

Δύο είδη εξωτερικής ταινίας χρησιμοποιήθηκαν σε αυτήν την εργασία, α. Ταινία 

Ναίίοη: Η ανωτέρω μεμβράνη βυθίστηκε σε ένα διάλυμα Ναίίοη (5% σε αλειφατική 

αλκοόλη για 10 ηιΐη και το διάλυμα αφέθηκε να στεγνώσει στον αέρα για 2 ώρες. 

Ακολουθώντας την ίδια διαδικασία, διαμορφώθηκαν 5 διαδοχικά στρώματα, β. Ρυ 

μεμβράνη [211]: Η επιθυμητή μεμβράνη εμβαπτίστηκε σε διάλυμα 5% Ρ ϋ  σε 98% 

ΤΗΡ και 2% ϋΐνΕΡ για 10 πιΐη, κατόπιν ξηράνθηκε στον αέρα για 61ι σε θερμοκρασία 

δωματίου. Η ίδια διαδικασία μπορεί να επαναληφθεί για το επιθυμητό πάχος. 

Σύμφωνα με το πείραμά μας η επίστρωση Ν&Γιοη είναι περισσότερο χρήσιμη 

δεδομένου ότι ελαχιστοποιεί την επίδραση του ασκορβικού οξέος.

Η ανωτέρω μεμβράνη εκπλύθηκε πλήρως με απεσταγμένο νερό, διατηρήθηκε στους 

4°0 με διάλυμα ΡΒδ και ήταν έτοιμη να χρησιμοποιηθεί για την κατασκευή του 

αισθητήρα.

Κατασκευή των αισθητήρων και μέτρηση ΟΧ.

Η μεμβράνη τοποθετήθηκε μεταξύ δύο στηριγμάτων ΡΤΕΕ και ο αισθητήρας 

χημειοφωταύγειας κατασκευάστηκε όπως φαίνεται στο Σχήμα 1. Όλες οι γραμμές 

μεταφοράς αντλούνταν συνεχώς με ταχύτητα ροής 0.76ηι1.πιίη-1(για δ ΐ, δ2) και 

0.86πι1. ηιΐη-1 (για δ3, δ4) αντίστοιχα. Όταν γραμμή βάσης σταθεροποιήθηκε, τα 

διαλύματα των προτύπων ή των δειγμάτων εισήχθησαν σε δόσεις όγκου των 120μ1 

μέσω της βαλβίδας εγχύσεων. Το Η2Ο2, που προήλθε από την ενζυματική αντίδραση 

παρουσία των ουσιών της ΑοΗ ή της ΟΗ, διαχύθηκε μέσω της εκλεκτικής μεμβράνης 

στη γραμμή μεταφοράς δ3. Το Η2Ο2 μεταφέρθηκε στο ρυθμιστικό διάλυμα ΗΕΡΕδ 

και συγχωνεύτηκε με το μίγμα από τις γραμμές μεταφοράς δΐ και δ2 ώστε να γίνει η 

αντίδραση χημειοφωταύγειας.

Προετοιμασία του εκχυλίσματος του νευρικού ιστού.

Το αρσενικό άσπρο κουνέλι της Νέας Ζηλανδίας (41ί§) εμβολιάστηκε με επαρίνη και 

αναισθητοποιήθηκε με ενδοπεριτοναϊκό πεντοβαρβιτουρικό. 4γπ1 φρέσκου αίματος 

συλλέχθηκε μέσω της φλέβας του αυτιού και ψύχθηκε αμέσως σε υγρό άζωτο. Ο 

ιστός εγκεφάλου τεμαχίστηκε, συλλέχθηκε και ψύχθηκε σε υγρό άζωτο αμέσως μόλις 

άνοιξε το κρανίο του σε συνθήκες ζωής. Ο κατεψυγμένος ιστός ζυγίστηκε άμεσα 

(ήταν 4.6§) και έπειτα κονιοποιήθηκε χρησιμοποιώντας ιγδίο παρουσία μικρής
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Έχουν δημοσιευτεί διάφορες μέθοδοι για ανίχνευση Η2θ 2, όπως της λουμινόλης- 

ΗΡΚ χημειοφωταυγούς αντίδρασης [213, 214], της υπεροξυοξαλικής 

χημειοφωταυγούς αντίδρασης [215], της λουμινόλης-Ν&ΟΟΙ χημειοφωταυγούς 

αντίδρασης [216] κ.λ.π.. Σύμφωνα με την πρόσφατη βιβλιογραφία, η πιό ευαίσθητη 

μέθοδος που αναφέρεται είχε ευαισθησία 200ίτηο1 (ΙΟηΜ Χ20μ1) [217].

Επιπλέον, αναφέρθηκε ένα σύστημα χημειοφωταύγειας ροής με τη χρήση της 

αντίδρασης λουμινόλης- εξακυανοσιδηρικού με όριο ανιχνευσιμότητας 7Χ10-9Μ. 

Στην εργασία μας, που βασίζεται στην τελευταία αντίδραση, μεταβάλλοντας τις 

συνθήκες τις αντίδρασης, αναπτύξαμε ένα εν ροή σύστημα ανίχνευσης με 

χημειοφωταύγεια για τον προσδιορισμό του Η2Ο2 . Το όριο ανιχνευσιμότητας είναι 

(σήμα:θόρυβος = 3) από 30ίηιο1 Η2θ 2 (0.25ηΜΧ120μ1). Σύμφωνα με την 

προηγούμενη εργασία μας [80], βρέθηκαν οι ακόλουθες βέλτιστες συνθήκες για το 

σύστημά μας. 81 ρεύμα: Λουμινόλη ΙιηΜ διαλυμένη σε ρυθμιστικό διάλυμα Τρις- 

Η01 ΙΟιηΜ σε ρΗ= 9,0, 82 ρεύμα: Κ3Ρ6(ΟΝ)6 20πιΜ διαλυμένη σε ρυθμιστικό 

ΙΟγπΜ Τρις -ΗΓ1 σε ρΗ= 9,0, 83 ρεύμα: ΙιηΜ ρυθμιστικού διαλύματος ΗΕΡΕδ στο 

οποίο προστέθηκε διάλυμα ΝαΟΗ έως ρΗ= 7.2. 84 ρεύμα: Απεσταγμένο νερό για την 

μεταφορά του διαλύματος ή το πλύσιμο της μεμβράνης. Σε αυτήν την εργασία, ο 

τελευταίος στόχος μας ήταν η ανάπτυξη μιας μεθόδου για την περαιτέρω ανίχνευση 

του νευρικού ιστού ΐη νΐνο. Το ρεύμα 83 σχεδιάστηκε ώστε να επικοινωνεί απευθείας 

με τα βιολογικά υγρά μέσω μιας μεμβράνης. Στην περίπτωσή μας, το ρεύμα 83 

ρυθμίστηκε με ΙπιΜ ΗΕΡΕ8. Προηγουμένως, από το ρεύμα 83 είχε διέλθει 

απεσταγμένο νερό ως μεταφορέας του Η2Ο2. Τότε πήραμε ένα υψηλότερο όριο 

ανίχνευσης για το Η2Ο2, αλλά το ρΗ του 83 μεταβαλλόταν εύκολα όταν 

χρησιμοποιήθηκαν βιολογικά δείγματα που είχε σαν αποτέλεσμα μεγάλη 

διακύμανση στην απόκριση του σήματος της χημειοφωταύγειας. Θεωρούμε ότι στα 

βιολογικά δείγματα, κάποιο μικρό μόριο, ειδικά το 0 0 2 , μπορεί να περάσει μέσω της 

μεμβράνης 83 εύκολα. Επίσης, η ενζυμική ουσία, Βεταίνη, που είναι ένα ισχυρό 

αλκάλιο, μπορεί επίσης να μειώσει το ρΗ του 83 ρεύματος. Επιπλέον, μερικά άλλα 

υλικά έχουν χρησιμοποιηθεί για την προετοιμασία των ρυθμιστικών, όπως το Τιΐδ 

ρυθμιστικό, ΡΒ3, ρυθμιστικό βορικών αλάτων κ.λπ.... Δεδομένου ότι έχουν μικρό 

μοριακό βάρος (μικρότερο από 130), ίχνη από τη διάχυσή τους στο ρεύμα 84 θα 

αλλάξει τα συστατικά των βιολογικών υγρών. Στην περίπτωσή μας, το ρυθμιστικό 

ΗΕΡΕ8 δεν εμφανίζει αυτό το πρόβλημα δεδομένου ότι έχει μεγάλο Ρ\Υ της τάξεως 

του 238. Το ρεύμα 83 δεν πρέπει επίσης να περιλαμβάνει Κ+, ή 0&2+ αφού ίχνη
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και η επιφάνεια του ϋΤ3 ενεργοποιήθηκε ώστε να επιτύχει μια υψηλότερη 

πρωτεϊνική δεσμευτική δυνατότητα.

Ενζυμικό στρώμα

Σε αυτήν την εργασία, τα ένζυμα (της ΑοΙιΕ ή ΟΗΟΌ) ακινητοποιήθηκαν στην ταινία 

υποστήριξης ώστε να επιτύχουν μια ευαίσθητη απόκριση για τις Αοίι ή το ΟΗ. Για 

την καλύτερη δραστικότητα των ακινητοποιημένων ενζύμων, έχουν ακολουθηθεί 

διαφορετικές μέθοδοι ακινητοποίησης: Α. Τα ένζυμα (της ΑοΗΕ ή ΟΗΟϋ) με διάλυμα 

Β5Α περιτυλίγονται στην ταινία υποστήριξης απευθείας (Ε+Β5Α). Β. Τα ένζυμα με 

διάλυμα ΒδΑ περιτυλίγονται στην ταινία υποστήριξης παρουσία ΟΑ (Ε+Β8Α+ΟΑ) 

Γ. Τα ένζυμα παγιδεύονται από την πηκτή ΡΑ, και περιτυλίγονται στην ταινία 

υποστήριξης χωρίς το ΟΑ (Ε+ΡΑ) Δ. Τα ένζυμα παγιδεύονται από την πηκτή ΡΑ, και 

έπειτα περιτυλίγονται στην ταινία υποστήριξης παρουσία ιχνών του ΟΑ (Ε+ΡΑ+ΟΑ). 

Ε. Το 5Α παγιδεύεται από την πηκτή ΡΑ παρουσία ΟΑ και κατόπιν συζεύγνυται με 

Βιοτίνης-ΑοΗΕ ή Βιοτίνης-ΟϊιΟϋ (Ε+ΡΑ+3Α+ΟΑ). Περισσότερες λεπτομέρειες 

φαίνονται στον πίνακα 2. Τα αποτελέσματα της απόκρισης των παραπάνω 

αισθητήρων ελήφθησαν από πρότυπο διάλυμα Αοίι συγκέντρωσης 1χ10-5Μ, από τον 

αισθητήρα της Αοίι, με τις υπόλοιπες παραμέτρους στις βέλτιστες συνθήκες. Από τον 

πίνακα 2, λάβαμε καλή απόκριση από τη μέθοδο Α, αλλά η απόκριση των 

αισθητήρων μειώθηκε πολύ γρήγορα με το χρόνο. Θεωρούμε ότι τα ακινητοποιημένα 

ένζυμα έχουν προβλήματα διύλισης. Η μέθοδος β είναι λιγότερο δραστική σε σχέση 

με τη μέθοδο Α, αλλά η δραστικότητα είναι σταθερή με το χρόνο. Η μέθοδος γ έχει 

υψηλότερη απόκριση, αλλά η σταθερότητα είναι μικρή. Η μέθοδος δ έχει υψηλότερη 

απόκριση από τη μέθοδο γ. Από τη μέθοδο ε, πήραμε την υψηλότερη τιμή απόκρισης 

με μεγάλη σταθερότητα αισθητήρα. Ο αισθητήρας διατήρησε το 65% της τιμής 

απόκρισής του μετά από τη συνεχή λειτουργία για έναν μήνα. Με τις μεθόδους γ, δ 

και ε, πήραμε μεγαλύτερο χρόνο απόκρισης. Ο χρόνος απόκρισης υπολογίστηκε από 

το πλάτος της βάσης της κορυφής. Θεωρούμε ότι με ότι η πηκτή ΡΑ αύξησε το πάχος 

του ενζυμικού στρώματος, το οποίο έχει σαν αποτέλεσμα την μεγαλύτερη απόσταση 

για διάχυση του Η2Ο2 που παράγεται. Σχετικά με το πρόβλημα διύλισης, αναφέρεται 

ότι Η ΑοΗΕ είναι μια μεγάλη πρωτεΐνη με Μ\Υ (μοριακό βάρος) περίπου 260.000, 

αλλά η ΟΗΟϋ είναι μια μικρή πρωτεΐνη με Μ\Υ από 83.000 μέχρι 95.000. Το μέγεθος 

πόρων της πηκτής ΡΑ δεν είναι αρκετά ικανό για να κρατήσει τη ΟΗΟΌ και επομένως 

το πρόβλημα διύλισης οφείλεται σχεδόν αποκλειστικά στη διύλιση του ΟΗΟϋ. Στην
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είναι αρνητικά φορτισμένη, με αποτέλεσμα να μην μπορεί να διέλθει το ασκορβικό 

οξύ.

Αισθητήρες για το Η20 2, την ΟΗ και την Αοίι.

Στην εργασία μας, αναπτύχθηκαν τρία συστήματα για την ανίχνευση του Η2Ο2, της 

ΟΗ και της Αοίι. Όταν δεν χρησιμοποιήθηκε η μεμβράνη, το δείγμα Η20 2 εγχύθηκε 

απευθείας στο ρεύμα 83. Η απόκριση του συστήματος (ηιν) παρίσταται γραφικά 

έναντι της συγκέντρωσης του Η20 2 σε μια λογαριθμική γραφική παράσταση. Η 

γραμμική απόκριση του Η20 2 επιτεύχθηκε στην περιοχή 5X10'9 έως 1X10"5 Μ. Τα 

δεδομένα προσαρμόζονται καλύτερα στην εξίσωση ( 1 )  με συντελεστή συσχέτισης, γ 

= 0.9997.

Ε§Υ = 5,96 + 0,49 (±0.01) Ε§Χ (1)

όπου Υ = σήμα χημειοφωταύγειας του Η20 2 σε πιν, X = συγκέντρωση του Η20 2.

Το όριο ανιχνευσιμότητας είναι 0.03ρπιο1 (0.25πΜΧ120μ1) για ένα σήμα προς 

θόρυβο σε αναλογία 3. Επιπλέον, εάν θέλουμε να ανιχνεύσουμε Η20 2 σε πραγματικό 

δείγμα, η εκλεκτική μεμβράνη είναι απαραίτητη. Σε αυτήν την περίπτωση 

χρησιμοποιήθηκε η μεμβράνη ϋΤ3 με την επικάλυψη Ν&ίίοη. Ο αισθητήρας ΟΗ 

κατασκευάστηκε από την ακινητοποίηση της ΟΗΟϋ στη μεμβράνη μέσω της μεθόδου 

Ε. Η απόκριση ήταν χαμηλότερη από εκείνη του αισθητήρα του Η20 2 και 

περιγράφεται από την ακόλουθη εξίσωση (2). 

ί§Υ  = Ε§ 5,71 (±0.05) +0,58 (±0.01) Ε§Χ (2)

Η γραμμική απόκριση ήταν στην περιοχή 4X10'8 έως 1X10'4 Μ. Ο συντελεστής 

συσχέτισης, γ = 0.9995 όπου Υ = σήμα χημειοφωταύγειας της ΟΗ σε ηαν, X = 

συγκέντρωση της ΟΗ. Το όριο ανιχνευσιμότητας είναι 0.6ρπιο1 (5.0ηΜ 120μ1). Ο 

αισθητήρας της ΑοΗ κατασκευάστηκε με την ακινητοποίηση της ΑοΗΕ και της ΟΗΟϋ 

στη μεμβράνη μέσω της μεθόδου Ε. Λάβαμε την χαμηλότερη απόκριση των ανωτέρω 

δύο αισθητήρων σύμφωνα με την ακόλουθη εξίσωση (3).

Η γραμμική απόκριση είναι στην περιοχή 6X10'8 ως 1X10^Μ με συντελεστή 

συσχέτισης, γ = 0.997.

Ε§Υ = 5,26 (±0.13) +0,54 (±0.02) ΕΟ X (3)

όπου Υ = σήμα χημειοφωταύγειας της ΑοΗ σε Γην, X = συγκέντρωση της ΑοΗ. Το 

όριο ανιχνευσιμότητας είναι 1.2ρπιο1 (10ηΜΧ120μ1). Περισσότερες λεπτομέρειες 

σχετικά με τους παραπάνω τρεις αισθητήρες φαίνονται στον πίνακα 3 και η καμπύλη 

βαθμονόμησης φαίνεται στον πίνακα 2.
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ελαχιστοποιήσουμε αυτό το είδος παρεμπόδισης, είναι απαραίτητο ένα εξωτερικό 

στρώμα από Ν&ίίοη. Οι λεπτομέρειες φαίνονται στον πίνακα 4. Η επίστρωση Ρυ και 

η επίστρωση Ν&βοη τοποθετή θηκαν σαν εξωτερική ταινία στον αισθητήρα της ΑοΗ. 

Η απόκριση του αισθητήρα για πρότυπα διαλύματα ΑοΗ 1Χ10'5Μ θεωρήθηκε ως 100. 

Από τον πίνακα 4, η επίστρωση με Ναίίοη έχει καλύτερο αποτέλεσμα από την 

επίστρωση με Ρυ. Επιπλέον, η Βεταίνη, δεν παρεμποδίζει το σύστημά μας.

Πίνακας 4. Επίδραση παρεμποδίσεων για το 3δδαγ της ακετυλοχολίνης

Ι πΙ θγΓθγ-

β η ο β

Ρ ο π π υ ΐ α

ν /6 ΐ§ Η ί

( ϋ α ΐ ί ο η )

Κ β ία ΐίν β  Γβδροηδβ ν α ΐυ β  %

Ρο1γυΓ6ί1ι& η6  

ο υ ΐβ Γ  Ι&γβΓ

Ν α ί ί ο η  

ου ΐβ Γ  1&Υ6Γ

υ η ο  £01(3 1 6 8 9 2 9 9

Ο γ δ ΐβ ίη β 1 2 1 8 8 9 7

Ο ΐυ ο ο δ β 1 8 0 1 0 0 1 0 0

Ο ο ρ α π ιίη © 1 9 0 9 4 1 0 1

Α δ ο ο Λ α ΐβ 1 7 6 3 5 9 7

Β β ΐα ίη ο 1 1 7 1 0 1 1 0 1

Ανίχνευση των βιολογικών δειγμάτων.

Προκειμένου να υπάρξει ένας ακριβής προσδιορισμός της ΑοΗ και της ΟΗ στον 

νευρικό ιστό, δεδομένου ότι η Αοίι μπορεί να υδρολυθεί από τη χολινεστεράση πολύ 

γρήγορα και εύκολα, μια χρήσιμη μέθοδος να απενεργοποιήσει αυτό το είδος ενζύμου 

είναι αρκετά σημαντική. Μερικές πρότυπες μέθοδοι που βασίζονται στη φάση 

οργανικών διαλυτών αποδείχθηκαν επιτυχείς στη διαδικασία διαχωρισμού για το 

ΗΡΙΧ ή την αέρια χρωματογραφία (ΟΟ-Οϋ). Στην εργασία μας, αναπτύξαμε μια 

μέθοδο διαχωρισμού για την απενεργοποίηση της εστεράσης στην υδρόφιλη φάση. 

Δύο μέθοδοι είναι κατάλληλες για να απενεργοποιήσουν την εστεράση. Η μια είναι 

με τη χρησιμοποίηση διαλύματος ΕϋΤΑ σε χαμηλό ρΗ και η άλλη είναι με τη 

χρησιμοποίηση διαλύματος ΕϋΤΑ-δϋδ σε χαμηλό ρΗ.

Με τη χρησιμοποίηση αισθητήρων της Αοίι ή ΟΗ, η μέση τιμή 3 μετρήσεων για κάθε 

δείγμα φαίνεται στον πίνακα 5. Από τον πίνακα 5 φαίνεται ότι δεν λάβαμε καμία 

απόκριση από τον αισθητήρα της ΑοΗ στον σωλήνα Α. Αυτό σημαίνει ότι η ΑοΗ έχει
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Πίνακας 5. Παρασκευή δειγμάτων νευρικού ιστού και ανίχνευση σε αισθητήρες ΑοΗ, 

ΟΗ. ·

δαπιρίε ορείΒΐΐοη ρΓΟοεάυτε Οεη1τΐίυ§ε ΙυΗε
Νο. Α Νο. Β Νο. Ο

ΝεΓνε Ιΐδδυε 83ΐηρΐ6δ ρΓερΒΤΗίΐοη
ΟεηΙτΐίυ§ε Ιυβε \νεΐ§1ιΙ ηΐι (§) 0.89 0.87 0.92
Αάά 0.5ιη1 άΐδδοίνε δοΐυίϊοη ΡΒδ ΙιηΜ ΕϋΤΑ ΙπιΜ ΕϋΤΑ, δϋδ ΙπιΜ

ϋΐδδοίνε δοΐυίίοη ρΗ 7.2 3.5 3.5
ϋΐδδοίνε δοΐιιΐΐοη \νεί§1ιΐ ηι2 (£) 0.5 0.5 0.5

Τοίαΐ \νεϊ§1ι1 ηΐ[ (§) 2.91 3.00 2.89
Νετνε Ιΐδδΐιε ννεΐ§Ηΐ ΐη (§) 1.52 1.63 1.47

ΐη = ιη̂ -ηΐ] -ηΐ2
δοηΐοΗΐΐοη

Αάά \ν3ί6Γ νοίυπιε νι(πιΐ) 0.11 0.15 0.09
Τοΐ&1 δοΐυίίοη νοίυπιε ν (πύ) 0.61 0.65 0.59

ν = νι + 0.5
ΟοηοεηίΐΉΐίοη οί ηεΓνε Ιΐδδυε 0 2.5 2.5 2.5

(β.ιηΓ1) 0 = ΐη: ν
Οεηϋπίυ̂ ε

Αάά 1Μ ΝηΟΗ νοίυπιε (μΐ) 0 2 2
1.3δί δοΐυϋοη ρΗ 7.2 7.2 7.2

Ιηουβαίΐοη δ&πιρίεδ ΐη 37 Γογ 20ηιΐη
δαπιρίεδ άεΐεοΐΐοη Οΐι, Αοίι δβηδΟΓδ

Οΐι δεηδΟΓ τεδροηδε (ΜΙ) 6.3χ10'7 0.7χ10'7 0.5χ10~7
Αοίι δεηδΟΓ Γβδροηδε (Μ2) 6.3χ10'7 6.5χ10'7 6.6χ10"7

Αοίι οοηοεηΙτ&Ιΐοη (Μ=Μ2-Μ1) 0 5.8χ10'7 6.1χ10’7
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σταθερού ρΗ. Το ΝΟ μπορεί να παράγεται μέσω ανόργανων μεθόδων και να 

καθαρίζεται (οη-Ηηβ) συνεχώς. Αυτή η μέθοδος μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν 

πρότυπη μέθοδος παραγωγής αερίου ΝΟ για την βαθμονόμηση.

Σχεδιάστηκε μια ειδική εκλεκτική μεμβράνη για το ΝΟ που βρίσκεται σε βιολογικά 

υγρά. Η μεμβράνη αποτελείται από μια ταινία οξικής κυτταρίνης με Μ\ΥΟΟ 100 και 

μια επίστρωση από ΝαΓιοη. Η μεμβράνη βελτιώθηκε ώστε να είναι ελεύθερη από 

παρεμποδίσεις. Με την χρησιμοποίηση αυτής της ελεύθερης από παρεμποδίσεις 

μεμβράνης που συνδέται με το σύστημα χημειοφωταύγειας, επιτεύχθηκε ανίχνευση 

του ΝΟ από βιολογιά υγρά με υψηλή εαισθησία και εκλεκτικότητα. Επιπλέον, τα 

αναγωγικά αντιδραστήρια όπως το ΝΑΕ)ΡΗ, το ασκορβικό οξύ κ.λ,π. 

χρησιμοποιήθηκαν για να παρατείνουν το χρόνο ημιζωής του ΝΟ που παράγεται 

εργαστηριακά (ΐη νΐΐΓο), (οη-ΙΙηβ) με παγίδευση ιχνών οξυγόνου. Με αυτή τη μέθοδο 

επιτεύχθηκε μεγάλη αύξηση της εαισθησίας του ΝΟ.

Ένας ειδικός δειγματοληπτικός αισθητήρας διαπίδυσης που συνδέθηκε με το 

σύστημα χημειοφωταύγειας, εμφυτεύτηκε στο αγγειακό σύστημα του ιστού του 

εγκεφάλου για την απευθείας παρακολούθηση του ΝΟ εν ζωή (ΐη νίνο). Ο 

αισθητήρας βελτιώθηκε ώστε να είναι ελεύθερος από παρεμποδίσεις και αυτό το 

σύστημα ήταν αρκετά εαίσθητο για να ελέγχει τη διακύμανση του ΝΟ ϊη νίνο με 

αύξηση του χρόνου δειγματοληξίας. Περαιτέρω έρευνα έδειξε ότι ο σχηματισμός του 

ΝΟ ΐη νίνο επηρεάζονταν από την θερμοκρασία σώματος και ότι οι σχετικοί δότες 

ΝΟ, το νΐα§Γα, οι συμπαράγοντες ΝΟ, οι ενεργοποιητές ΝΟ προκαλούν αύξηση του 

ΝΟ ΐη νίνο. Επίσης μελετήθηκε η επίδραση σχετικών αναστολέων όπως η Ηβ και 

ΟΑΤ. Τελικά, περαιτέω έρευνα έδειξε ότι το σύστημά μας δεν επηρεάζονταν από το 

οξυγόνο που θεωρείται σαν η σημαντικότερη παρεμπόδιση.

Για την ανίχνευση Η2Ο2 χρησιμοποιήθηκε ένα σύστημα αντίδρασης με 

χημειοφωταύγεια που στηρίζεται στη λουμινόλη και το Κ ^ί^Ο Ν ^]. Η ευαισθησία 

της ανίχνευσης του Η2Ο2 αυξήθηκε σημαντικά όταν μεταβάλλαμε τις σχετικές 

συνθήκες εργασίας όπως ρΗ, ρυθμιστικά διαλύματα και τις συγκεντρώσεις των 

αντιδραστηρίων. Το σύστημα χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση διάφορων 

σχετικών βιολογικών υλικών τα οποία παράγουν Η2Ο2 μέσω ενζυμικής αντίδρασης, 

όπως η Αοίι. Για την ανίχνευση της ΑοΗ έγινε ακινητοποίηση των σχετικών ενζύμων
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Γίνεται μελέτη της καταλυτικής δράσης της συνθάσης του μονοξειδίου του 

αζώτου (Ν03) στην μετατροπή της αργινίνης σε ΝΟ και κιτρουλίνη. Ο στόχος είναι 

να αναπτυχθεί μία μέθοδος για ταυτόχρονη (οη-Ηηβ) παρακολούθηση της πορείας της 

αντίδρασης χρησιμοποιώντας την χημειοφωταύγεια ((X) που παράγεται από το ΝΟ 

στο σύστημα λουμινόλη-Η2θ 2. Η καταλυτική δραστικότητα βρέθηκε ότι ελαττώνεται 

με τον χρόνο σε έναν ενζυματικό αντιδραστήρα αλλά η δραστικότητα ανακτάται με 

προηγούμενη κατεργασία με ανανέωση του διαλύματος. Όταν η πορεία της 

αντίδρασης παρακολουθείται με ταυτόχρονη (οη-Ηηβ) ανίχνευση του ΝΟ που 

σχηματίζεται ίη δίΐιι, χρησιμοποιώντας ΡΙΑ/ΟΕ ανίχνευση, βρέθηκε ότι η απόκριση 

είναι περισσότερο ευαίσθητη όταν ακολουθείται μια παλμική διαδικασία 

δειγματοληψίας παρά όταν ακολουθείται μια μέθοδος συνεχούς ροής. Το δείγμα στην 

πρώτη περίπτωση είναι μικρό και εγχέεται περιοδικά μεταξύ περιοδικών κύκλων. 

Προσδιορίστηκαν οι συνθήκες βελτιστοποίησης για το ρΗ, την θερμοκρασία και την 

ταχύτητα ροής. Η πρότυπη καμπύλη στις βέλτιστες συνθήκες είναι γραμμική με 

κλίση 0,127 για την συγκέντρωση της αργινίνης και ο σταθερός όρος δεν διαφέρει 

αξιοσημείωτα από το μηδέν. Η ακρίβεια είναι καλύτερη από 1% και η επίδραση από 

τα παρεμποδίζοντα που υπάρχουν στα βιολογικά υγρά βρέθηκε ότι είναι πολύ 

διαφορετική από μελέτες που έγιναν με απλό ένζυμο σε διάλυμα. Επιπλέον ο 

ακινητοποιημένος Ν03-αντιδραστήρας βρέθηκε ότι έχει μεγάλο χρόνο ζωής.

Περιγράφεται μια μέθοδος οη-Ηηβ παρακολούθησης που στηρίζεται σε 

διάταξη έγχυσης δείγματος σε ροή με ανίχνευση χημειοφωταύγειας. Η μέθοδος 

προσαρμόζεται για τον προσδιορισμό του ΝΟ, μέσω των συμπλοκών του με 

βιοχημικά υλικά που φέρουν πορφυρινικό δακτύλιο. Η μέθοδος βελτιστοποιείται για 

μέγιστη δυνατή ευαισθησία και καλύτερο όριο ανίχνευσης. Η μέθοδος είναι ιδιαίτερα 

ευαίσθητη, απλή, γρήγορη και ακριβής. Οι αναλυτικοί παράμετροι της προτεινόμενης 

μεθόδου είναι: ευαισθησία περίπου 2.63x105 οιν.ΓηοΙβ'1 ΝΟ, περιοχή εργασίας 

μεταξύ 2.0x10~5 και Ι.ΟχΙΟ'2 ηιοίε ΝΟ (στις συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν), 

επαναληπτικότητα 1.0% σε περιοχή από Ι.ΟχΙΟ'3 έως Ι.ΟχΙΟ'2 γ π ο Ι θ ΝΟ, συχνότητα 

περίπου πέντε δειγμάτων το λεπτό και όριο ανιχνευσιμότητας 1.0x10"5 ιτιοίε ΝΟ.
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Αναπτύχθηκε επιτυχώς μια μέθοδος ανίχνευσης με χημειοφωταύγεια για την

παρακολούθηση της ακετυλοχολίνης (Αοίι) και της χολίνης (ΟΗ) στο νευρικό ιστό με

ανίχνευση της ποσότητας του Η202 που παράγεται έμμεσα από το σύστημα

αντίδρασης Λουμινόλη- Εξακυανοσιδηρικό. Αναπτύχθηκε μια νέα μέθοδος

ακινητοποίησης ενζύμου και παρασκευάστηκε μια ελεύθερη παρεμποδίσεων

μεμβράνη προκειμένου να επιτευχθεί υψηλότερη απόκριση αισθητήρων με καλή

εκλεκτικότητα και σταθερότητα για την ανίχνευση της Αοίι και της ΟΗ. Σχεδιάστηκε

μία νέα μέθοδος παρασκευής των δειγμάτων στην υδρόφιλη φάση με σκοπό να

εκχυλίσουιιε αποτελεσματικά την Αοίι και τη Ο^ί^από τους νευρικούς ιστούς. Η Αοίι

και η ΟΗανιχνεύθηκαν με αισθητήρες ΑοΗ, και ΟΜ με πολύ υψηλή ευαισθησία. Ο 
*Υ

αισθητήρας της £]Ά έχει όριο ανιχνευσιμότητας 0.03ρπιο1 (0.25ηΜ X 120μ1) με 

γραμμική περιοχή μεταξύ 4 X 10'8 και 1 X ΙΟ-4 Μ. Ο αισθητήρας της ΑοΗ έχει όριο
ο

ανιχνευσιμότητας 1,2ρπιο1 (ΙΟπΜ X 120μ1) με γραμμική περιοχή μεταξύ 6 ΧΙΟ' και

1 X 10'4Μ.
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ΝΟ ίη Ηίο1ο§ίοα1 ίΐυίάδ ίδ άβδθπΙ)6<1 ΗοΓδβΓ&ίΙίδΗ ροΓοχίά&δβ (ΗΚΡ) ν̂αδ ιΐδβ(1 αδ ΝΟ 

ίΓ&ρρίηβ δοΐυίΐοη, ίοπηίηβ ίΗβ δίαΗΙβ οοιηρουηοΐ ΗΚΡ-ΝΟ. ΤΗβ ΗΚΡ \ν&8 άβηαίιΐΓβά 

αη(1 ίΗβ ΐΓ3.ρρβ(1 ΝΟ ν/αδ Γβ1β&δ6<1 ίτοηι ΗΚΡ-ΝΟ οοπιρίβχ & η ά  (Ιβίβοίβοΐ Ηγ ιΐδίη§ ^  

1υηιίηο1-Η2θ2 δγδίβηα. υδίη§ α πήχβίΐ (δίζβ-εχοΐιΐδίοη αηά ροΙατ-Η&δβά) ίΓαηδροΓί 

οοηΐΓοΙ, ίΗβ ΐηίθΓίβΓβηοΘ είίβοί ο ί  ν&ποιίδ οοηιρουηάδ \ν&δ ηιίηίηιίζβοΐ. ΤΗβ ηιβίΗοίΙ 

νναδ υδβά ίοΓ ΝΟ ηιοηίίοηη£ ίη δίηιιιΐ&ίβά δαηφίβδ, Ηγ ιΐδίη§ Ηΐοοά δρβοίιηοη &δ Ί  

δαπιρίβ ηιαίπχ. ΤΗβ άβίβοίΐοη Ηηιίί ίδ 0.9χ ΙΟ*6 πιοί &ηά & ο&ΙίβΓ&ίίοη οιίΓνβ, ΙίηβΒΓ ίη 

ίΗβ Γ&η§β ο ί 1.8χ 10'6 -2.7χ10'3 πιοί ΝΟ \ν&δ οοηδίηιοίβά. ΤΗβ αρρίίβά ιηβίΗοοΙοΙο^γ 

\ν&δ ίίΐΓίΗβΓ ιΐδβά ίο ρΓοΙοη^ ίΗβ ΝΟ Ιίίβίίπιβ ΐη οπΙβΓ ίο ϊηβΓβ&δβ δβηδίίΐνίίγ ίη ίίδ 

(Ιβίβπηίη&ίίοη. ΤΗίδ \ν&δ Ηαδβά οη ίΗβ ίηβΓβ&δβ ο ί ίΗβ Γβδροηδβ ίη ίΗβ ρΓβδβηοβ ο ί 

οβΓί&ίη Γβάυοίίνβ δρβοίβδ, λυΗιοΗ αοί αδ ΝΟ ρΓβδβΓναίίνβδ ίη Ηίο1ο§ίοα1 ίΐιιίίΐ

Α ηβλν η ιε ίΠ ο ά  β η ιρ ίο γ ίη ^  & οοη ιΗ ίη& ίίοη  ο ί  πιίοϊΌ(3ί&1γδίδ 8& ηιρ1ίη§ αη<1 

ο Η εη ιίΙ ιιιη ίη β δ ο β η ο β  ά β ίβ ο ίΐο η  \ν α δ  (Ι β ν β ίο ρ β ά  ί ο  η ιο η ίίο Γ  η ίίπ ο  ο χ ιά ©  (Ν Ο )  ίη  ν ί ν ο .  Α 

δρβοί&Ι ρι*οΗβ τ̂ &δ ά 6 3 ΐ§ η 6 ^  ΛνίίΗ ο,η  ΐη ίβΓ ίβΓ βη οβ-ίτββ  ΐΏ β Γ η β Γ α η ^ ο  αβΗ ίβνβ & νβ Γ γ  Ηί^Η 

δ β ίβ ο ί ίν ί ίγ  ίοΓ Ν Ο .  Η ί§Η  δ β η δ ίί ΐν ί ίγ  ^ α δ  α β Η ίβνβ ά  1>γ ο ρ ΐ ίη ι ί ζ ίη §  ίΗβ \ν ο Γ ΐά η §  δ γ δ ίβ ιη  

α η ά  ίη ιρ Γ ο ν ίη §  ίΗβ Ν Ο  δ& πιρ1ΐη£ ίίη ιβ . Τ ΐιίδ  δγδ ίβ η ι Λν&δ υ δ β ά  ίη  ν ί ν ο  ίο  η ιο η ίίο Γ  Η ΐο ο ά  

&ηά βΓ&ίη ίίδδΐιβ ίη  Γ&ΐδ αη ά  ΓαΗΗίίδ. ΤΗβ δ γδ ίβ η ι ίδ δ β η δ ίίΐν β  β η ο ιι§Η  ί ο  ά β ίβ ο ί ν α π α ίίο η δ  

ο ί  Ν Ο  ίο π τ ι& ίΐο η  υηάβΓ  (ϋ ίίβ Γ β η ί ρΗ γδίο1ο§ίο& 1 δί&ίβδ. ΤΗβ ΙίηβαΓ ν& ΐίά Γ&η§β ο ί  Ν Ο  

ά β ίβ π η ίη α ίίο η  ίδ 5 η Μ - 1 μ Μ , νν ίίΐι & ά β ίβ ο ίΐο η  Ιίιηΐί ο ί  Ι η Μ ;  Γβ&1 Ν Ο  οοηοβηίΓ&ίΐοηδ ίη  

ίβ δ ί αηίηι& ΐδ ιΐδβ ά  ίη  ίΗίδ \νοι*1ς \νβΓ β ί ο υ η ά  ί ο  Ηβ ίη  ίΗβ Γ&η§β ο ί  1 -5  η Μ  ο γ β ν β η  Ιβδδ. 

Ρ ίη α ΐΐγ ,  ίΐιο  β ί ίβ ο ίδ  ο ί  Η ο ά γ  ίβηιρβΓ&ίιΐΓβ, Ν Ο  ά οη οΓ δ, νί& §Γ α, Ν Ο  αοίίν&ίΟΓδ, Ν Ο  

οοίαοίΟ Γ δ, Ν Ο  ίηίβΓίβΓΘηοβ (δ ΐιο ΐι &δ 0 2)  λνεΓθ ίηνβδΐί§αί6<1 ο&ΓβίυΙΙγ ίη  ά ίίίβ Γ β η ί  

ρΗγδίο1ο§ίοα1 δ ίΐυ α ίίο η δ .

Α οΗεηιίΙυηιίηΘδοβηοβ Γηοηίίοπη§ ο ί  ο,οβίγίοΐιοΐίηβ (ΑοΗ) &ηά οΐιοΐίηβ (Οΐι) ίη 

ΐΐιβ ηβΓνΘ ίίδδυβ νν&δ άβνβίορβά δΐιοοβδδίυΐΐγ 6γ άοίβοίίη^ ίΐιβ ςυαηίΐίγ ο ί Η2Ο2 Ι̂ &δεά 

οη ΙυΓηίηοΙ-ΙΐΘχ&ογ&ηοίβιτ&Ιε Γθ^οίίοη δγδίβηι. Α ηβ\ν βηζγηιβ ίηιηιο1)ί1ίζ&ίίοη ηιείΐιοό 

\ν&δ άενΘίορβά &η(1 ο ,η  ίηίβΓίβΓοηοβ ίΓ66 ηιβηιΙϊΓαηε \ν&δ ρΓβρ&Γβά ίο αοΗίβνΘ & 1ιί§Κ6Γ 

δεηδΟΓ Γθδροηδβ \νίίΗ §οοά δβίβοίΐνϊίγ αηά δία&ίΐίίγ ίοΓ ίΐιβ (Ιθίβοίίοη ο ί ΑοΗ αηά ΟΗ. Α 

ηονν δ&ΓηρΙβ ρΓβρ&Γ&ίίοη ΓηβΐΗοοΙδ ίη ΙιγάΓορΗίΠο ρΐιαδβ \ν&δ (Ιβδί^ηδά ίο βχίΓαοί ΑοΗ 

&η(1 ΟΗ β*οηι ηβΓνβ ίίδδαο είϊίοίβηίΐγ, ΑοΗ αηά ΟΗ \νβΓ6 (ΙείοοΙθί! 1)γ τβίαίβά δεηδΟΓδ 

αοουΓαίβΙγ ννίΐΐι νεΓγ Ιιί§Η δβηδίΐίνίΐγ. ΤΗβ ΟΗ δ€ηδθΓ Η&δ (Ιβίβοίΐοη Ιίηιίί ο ί 0.03ρηιο1
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(0.25ηΜχ120μ1) ΛνΐίΗ Ηηβατ πιηββ ο ί  4χ10'8 Ιο ΙχΙΟ-4 Μ. ΤΗβ Αοίι δβηδΟΓ Η&δ 

άβίβσΐίοη Ιίπιΐΐ οί 1.2ρηιο1 (10ηΜχ120μ1) \νίΐΗ ΙΐηεαΓ ταη^β οί*6x10'8 ΐο ΙχΙΟ^Μ.

230



ΑΒδΤΚΑ<:Τ

Α δίυάγ ο ί ίΗβ ο&ί&ΐγίΐο αοίΐνΐίγ ο ί  ^ ΐ ίπ ο  οχΐάθ δγηίΗ&δβ (ΝΟδ) οη ίΐιβ 

οοηνβΓδΐοη ο ί αιρηΐηβ ίο ΝΟ &ηά οΐίηιΐΐΐηβ ίδ ιηαάβ. ΤΗ© ίατ^βί ο ί ίΜδ Γβροιΐ ΐδ ίο 

βδίαβίΐδίι α ιηβΐΐιοά ίοΓ οη-ΐΐηβ πκ>ηΐίοπη§ ίΗβ Γβαοίΐοη ρΐΌΟβδδ υδίη§ ίΐιβ 

οΐιβιηΐΐυιηΐηεδοβηοβ (ΟΙ.) £6ηεΓΒί6(1 ίτοιη ΝΟ ίη ίΗο 1υηιίηο1-Η2θ2 δγδίειη ΤΗε ΝΟδ- 

ο&ίαΐγίΐο αοίΐνΐίγ ΐδ ίοιιικί ίο ββ άβοτε&δβά ΛνϊΐΗ ίΐιηβ οη δίτε&τη ίη & ίΐονν εηζγιη&ίΐο 

τβ&οίοτ βυί ίΗβ αοίϊνΐίγ ίδ τβοονβτεά βγ ρτορβτ ίτβαίιηοηί \νΐί!ι Γ6δΐοήη§ δοΐιιίϊοη. Τΐΐ6 

τβαοίΐοη ρΓοοθδδ ν^ιβη ιηοηΐίοτοά βγ οη-ΐΐηβ άβίεοίΐοη ο ί ΝΟ ίοηηβά ΐη-δΐίυ, υδΐη§ 

ΡΙΑΛΧ-άβίοοίΐοη, ίΐιβ ΐΌδροηδ© ϊδ ίουηά ηιοτε δβηδΐίΐνε ΐ ί  & ριζίδβίΐ δαηιρ1ίη§ 

ρτοοεάυτβ ΐδ οΐϊΐρίογβά τ&ίΐιβτ ίΐιαη α οοηίΐηυοιίδ ίΐον/ οηβ; ΐΗβ δ&ηιρίβ ΐη ίΐιο ίοττηβτ ΐδ 

δΐη&11 & η ά  ΐδ ΐηβοίβά ρβποάΐο&ΙΙγ βοίτνββη τε^εηετ&ίίοη ογοίβδ. Τΐιβ ορίΐτηΐζεά 

οοηάΐίΐοηδ ο ί ρΗ , ο ί ίβιηροτ&ίιιτβ, ο ί ίΐονν ταίβ ννετβ άείβπηΐηβά. ΤΗε ο&ΐΐβτ&ίΐοη οιιτνβ 

ιιηάβΓ ορίΐιηΐζ6(1 οοηάΐίΐοηδ ΐδ Ιΐηβατ ννΐίΗ & δίορβ ο ί 0.127 ιην.ηιΜ '1 ο ί  ατ^ΐηΐηο 

οοηοεηίτ&ίΐοη α η ά  ίΐιβ ΐηίβτοβρί ΐδ ηοί δΐ§ηΐίίοαηί1γ (Ιΐίίετβηί ίτοιη ζβτο; ίΐιβ ρτεοΐδΐοη ΐδ 

βείίετ ίΗαη 1% 3 η ά  ΐΐιβ βίίεοί ο ί ΐηίβτίβτεηίδ ρτβδβηί ΐη βΐοΐο^ΐοαΐ ίΐυΐάδ ΐδ ίουηά ιηυοΗ 

(ΙΐίίβΓβηί ΐΗ&η^/δίυάϊβδ ιη&άε \νΐί!ι η&ίΐνθ θηζγτηβ ΐη δοΐιιίΐοη. ΡιιτίΙιεπηοτΘ ΐΐιβ 

ΐιηιηοβΐΐΐζβίΐ ΝΟδ-τβ&οίοτ λν&δ ίοαηά ίο 1)61οη§ Ηνεά.

Αη οη-ΐΐηβ ΝΟ ιηοηΐίοπη§ ιηβίΗοοΙ ΐδ (Ιβδοπββά βηιρ1ογΐη§ ί1ο\ν ΐη]60ίΐοη 

Γη&ηΐίοΜ \νΐί1ι (Χ-άβίβοίΐοη. ΤΙιο ηιείΗοά ΐδ ίαΐίοτβά ίοΓ ηιοηΐίοπη§ ίίιε ΝΟ ίτοπι ΐίδ 

οοτηρίβχοδ \νΐί1ι ροτρίιγτΐηΐο τΐη§ 1)6απη§ ΜοοΗβηκοαΙ ηι&ΐ6π&1δ. ΤΗβ ιηοίΐιοά ΐδ 

ορΐίηιΐζ6(1 ίοΓ ορίΐτηιιτη δεηδΐίΐνΐίγ αηά ββίίετ άβίβοίΐοη Ιΐιηΐΐ. ΤΗε ηιβΐΐιοά ΐδ ςυΐίβ 

δβηδΐίΐνε, δΐτηρίβ, τ&ρΐά, &η<3 ρτεοΐδβ. Α δβηδΐίΐνΐίγ ο ί &τοιιηο! 2.63x105 ιην.ηιοΐε'1 ΝΟ, 

α ν Ά Ϊ ι ά  τ&η§β ο ί 2.0x10'5 υρ ίο Ι.ΟχΙΟ’2 ηιοΐβ ο ί ΝΟ (υηάβΓ οοηάΐίΐοηδ υδβά), & 

ΓβρΓθ(1υοΐ5ΐ1ΐίγ ο ί 1.0% αί ίΗε Γ&η§6 ο ί Ι.ΟχΙΟ'3 υρ ίο Ι.ΟχΙΟ'2 ηιοίε ο ί  ΝΟ, & 

ίτβςιιβηογ ο ί  αΓουπά ίίνβ δ&ιηρίβδ ρεΓ Γηΐηυίβ αηό α άβίεοίΐοη Ιΐηιΐί ο ί Ι.ΟχΙΟ'5 ηιοΐβ ο ί 

ΝΟ &Γβ ίΗβ &η&1γίΐο&1 ρ&Γ&ηΐ6ΐ6Γδ ίοΓ ίΐιβ ρΓοροδεά ΓηείΗοά.

Τ1ΐ6 (ΙθνβΙορηΊεηί ο ί 3. 0ΐΐ6πιΐ1υΓηΐη6δ06η06 ηΐ6ίΗο<1 6&δ6<1 οη ίΐιβ ρβπη-δβΙβοίΐνΘ 

ρΓορβΓίΐβδ ο ί & Ν&ίιοη-Οβίΐιιΐοδβ αοβίαίβ οοηιροδΐίβ ιηβιηβΓ&ηε ίοΓ ίΐιβ ηιοηΐίοπη§ ο ί
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Περιγράφεται η ανάπτυξη μιας μεθόδου χημειοφωταύγειας που βασίζεται στις 

περμ-εκλεκτικές ιδιότητες μιας σύνθετης μεμβράνης Ναίίοη-οξικής κυτταρικής για 

την παρακολούθηση του ΝΟ στα βιολογικά υγρά. ^Ή υπεροξειάση ^(ίΠΙΡ) 

χρησιμοποιήθηκε ως διάλυμα παγίδευσης του ΝΟ, σχηματίζοντας την σταθερή 

σύνθεση ένωση ΗΚΡ-ΝΟ. Η ΗΚΡ μετουσιώθηκε και το παγιδευμένο ΝΟ 

απελευθερώθηκε από την σύμπλοκη ένωση ΗΚΡ-ΝΟ και ανιχνεύθηκε 

χρησιμοποιώντας το σύστημα λουμινόλη-Η2θ2. Η παρεμποδιστική δράση διαφόρων 

ενώσεων ελαχιστοποιήθηκε, χρησιμοποιώντας έναν μικτό έλεγχο μεταφοράς όσον 

αφορά τον αποκλεισμό μεγέθους και την πολικότητα. Η μέθοδος χρησιμοποιήθηκε 

για την παρακολούθηση του ΝΟ σε προσομοιωμένα δείγματα με δείγμα αίματος ως 

άτων. Το όριο ανιχνευσιμότητας είναι 0.9x1 (X6 γποΙ και κατασκευάστηκε 

καμπύλη βαθμονόμησης που είναι γραμμική στην περιοχή Ι.δχΙΟ^,ΤδχΙΟ'3 γποΙθ 

ΝΟ. Η μεθοδολογία, που εφαρμόστηκε, χρησιμοποιήθηκε περαιτέρω για να 

παρατείνει τη διάρκεια ζωής του ΝΟ, προκειμένου να αυξηθεί η ευαισθησία της 

μεθόδου προσδιορισμού του. Αυτό βασίστηκε στην αύξηση της απόκρισης παρουσία 

ορισμένων αναγωγικών ειδών, τα οποία ενεργούν ως συντηρητικό του ΝΟ στα υγρά 

βιολογικά δείγματα.

Αναπτύχθηκε μια νέα μέθοδος που συνδυάζει δειγματοληψία με 

μικροδιαπίδυση και ανίχνευση με τη μειοφωταύγεια, προκειμένου ν α  προσδιοριστεί 

το οξείδιο του αζώτου (ΝΟ) ΐη νίνο. Σχεδιάστηκε ένας δειγματοληπτικός αισθητήρας 

με μια ελεύθερη παρεμποδίσεων μεμβράνη για να επιτευχθεί πού υψηλή 

εκλεκτικότητα ΝΟ. Η υψηλή ευαισθησία επιτεύχθηκε με τη βελτιστοποίηση του 

συστήματος και την βελτίωση του χρόνου δειγματοληψίας του ΝΟ. Αυτό το σύστημα 

χρησιμοποιήθηκε ίη νίνο για την παρακολούθηση του αίματος και, του ιστού του 

εγκεφάλου στα ποντίκια και τα κουνέλια. Το σύστημα είναι αρκετά ευαίσθητο για να 

ανιχνεύει μεταβολές στην παραγωγή ΝΟ σε διαφορετικές φυσιολογικές καταστάσεις. 

Το σύστημα μπορεί να ανιχνεύσει το ΝΟ στη γραμμική περιοχή 5ηΜ-1μΜ με όριο 

ανιχνευσιμότητας ΙπΜ. Οι πραγματικές συγκεντρώσεις ΝΟ στα__πειραμαιόζωα 

βρέθηκε ότι είναι στην περιοχή 1-5ηΜ ή και μικρότερη. Τέλος μελετήθηκαν 

προσεκτικά σε διαφορετικές φυσιολογικές καταστάσεις, οι επιδράσεις από την 

θερμοκρασία του σώματος, από τους δότες ΝΟ, από το νΐ&£Γ&, από τους 

ενεργοποιητές ΝΟ, από τους συμπαράγοντες ΝΟ, από παρεμποδιστές του ΝΟ (όπως 

το 0 2).
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(ΑοΚΕ και ΟΗΟϋ) σε μια ειδική ελεύθερη παρεμποδίσεων μεμβράνη και τελικά η 

ΑοΗ ανιχνεύτηκε από βιολογικές πηγές (ιστό εγκεφάλου) με μεγάλη εαισθησία και 

εκλεκτικότητα. Επιπλέον, αναπτύχθηκε μια νέα μέθοδος ακινητοποίησης ενζύμου με 

σκοπό να επιτύχουμε την βέλτιστη δραστικότητα του ενζύμου. Επίσης αναπτύχθηκε 

μια νέα μέθοδος παρασκευής μεμβρανών ώστε να έχουμε ανίχνευση μεγάλης 

εκλεκτικότηταςκαι ελεύθερη από παρεμποδίσεις. Τελικά, αναπτύχθηκε επιτυχώς μια 

νέα διαδικασία παρασκευής δείγματος ΑοΗ από τον ιστό εγκεφάλου με εκχύλιση στην 

υδρόφιλη φάση.

Συμπερασματικά, το σχετικό σύστημα για ανίχνευση βιολογικών υλικών ΐη νΐΐΐΌ ή ΐη 

νίνο σε συνδυασμό με τεχνικές χημειοφωταύγειας σχεδιάστηκε επιτυχώς και είχε 

μεγάλη εαισθησία και εκλεκτικότητα.
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4 ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Η αντίδραση χημειωφωταύγειας και οι σχετικές τεχνικές μας προσφέρουν ένα 

χρήσιμο εργαλείο για την ανίχνευση βιολογικών υλικών με υψηλή ευαισθησία, 

εκλεκτικότητα και επαναληπτικότητα.

Η διάταξη έγχυσης δείγματος σε ροή αντιδραστηρίου συνδεδεμένη με σύστημα 

ανίχνευσης χημειοφωταύγειας και σχετικές τεχνικές μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να 

ανιχνεύσει βιολογικά υλικά σε εργαστηριακές εφαρμογές (ίη νίίΓο), με ταυτόχρονη 

(οη-ΐίηο) παρακολούθηση, υψηλή ευαισθησία και επαναληπτικότητα. Οι 

δειγματολήπτες διαπίδυσης που συνδέονται με το σύστημα χημειοφωταύγειας και οι 

σχετικοί αισθητήρες διαπίδυσης μπορούν να χρησιμοποιηθούν απευθείας για την 

ανίχνευση βιολογικών υλικών εν ζωή (ίη νίνο) με πολύ μεγάλη ευαισθησία και 

εκλεκτικότητα. Οι νέοι μέθοδοι ακινητοποίησης ενζύμων και παρασκευής μεμβρανών 

μας προσφέρουν ικανοποιητική δραστικότητα του ενζύμου και ελεύθερο από 

παρεμποδίσεις βιολογικών παραγόντων σύστημα ανίχνευσης.

Η συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου (ΝΟδ) μπορεί να ακινητοποιηθεί σε 

ελεγχόμενων πόρων γυάλινα σφαιρίδια (ΟΡΟ) με υψηλή δραστικότητα και το ΝΟ 

παράγεται μέσω του ΝΟδ από την Γ-αργινίνη παρουσία ΕϋΤΑ-0&2+. Η 

δραστικότητα του ακινητοποιημένου ΝΟδ ήταν ανεξάρτητη από το ΝΑΟΡΗ, την 

καλμοδουλίνη και την Η4ΒΡ που θεωρούνται σαν απαραίτητοι συμπαράγοντες του 

ΝΟδ. Οι χαρακτήρες του ακινητοποιημένου ΝΟδ έδειξαν μεγάλες διαφορές σε σχέση 

με εκείνους του ελεύθερου ΝΟδ. Το ΝΟδ μπορεί να παράγει ικανοποιητικά ΝΟ σε 

εργαστηριακή εφαρμογή (ίη νίίχο) στις βέλτιστες τιμές ρΗ, θερμοκρασίας και 

ρυθμιστικής ικανότητας, και το ΝΟ μπορεί να ανιχνευτεί ταυτόχρονα (οη-1ίηο) με 

υψηλή ευαισθησία, χρησιμοποιώντας την αντίδραση χημειοφωταύγειας. Το παραχθέν 

ΝΟ ποσοτικοποιείται με έλεγχο της διακύμανσης της Γ-αργινίνης με φασματοσκοπία 

υπεριώδους ή φθορισμού.

Το μονοξείδιο του αζώτου παγιδεύεται από πορφυρινικά υλικά (Ηβ, ΗΚΡ, ΟΑΊ) που 

θεωρούνται ότι έχουν υψηλή συγγένεια με το ΝΟ. Οι συζευγμένες με ΝΟ 

πορφυρινικές ενώσεις αποικοδομούνται με όξινο διάλυμα ΕϋΤΑ και το ΝΟ 

απελευθερώνεται. Τελικά, το ΝΟ ανιχνεύτηκε με χημειοφωταύγεια εντός διαλύματος
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υδρολυθεί σε ΟΗ από ίχνη εστεράσης. Αφ' ετέρου, η απόκριση του αισθητήρα της 

ΑοΗ στο σωλήνα β και γ είναι υψηλότερη. Πιθανόν η εστεράση έχει απενεργοποιηθεί 

πλήρως. Η μέθοδος με τη χρησιμοποίηση διαλυμάτων ΕϋΤΑ-δϋδ εμφάνισε 

καλύτερα αποτελέσματα απ’ ότι χρησιμοποιώντας ΕϋΤΑ. Το όξινο διάλυμα ΕϋΤΑ- 

δϋδ είναι αρκετά ικανό ώστε να απενεργοποιήσει το ένζυμο της εστεράσης του 

νευρικού ιστού. Επιπλέον, η ολική συγκέντρωση της ΑοΗ και της ΟΗ σε τρία 

δείγματα δεν εμφάνισε μεγάλη διαφορά. Αυτό δείχνει ότι η μέθοδος ανίχνευσής μας 

είναι αξιόπιστη και ακριβής. Επίσης, στην εργασία μας, το δείγμα αίματος, έχει 

ελεγχθεί επίσης από αισθητήρες ΑοΗ και ΟΗ, αλλά καμία απόκριση δεν λαμβάνεται. 

Αυτό δείχνει ότι η συγκέντρωση στο αίμα για την ΑοΗ και τη ΟΗ είναι πολύ χαμηλή, 

μικρότερη από το όριο ανιχνεσιμότητας των 5ηΜ ΟΗ και ΙΟηΜ Της ΑοΗ.

Σταθερότητα των αισθητήρων.

Η σταθερότητα των αισθητήρων εξαρτάται κυρίως από τη δραστικότητα του 

ακινητοποιημένου ενζύμου και το λέρωμα της εξωτερικής επίστρωσης Ναίΐοη. Τα 

ακινητοποιημένα ένζυμα είναι σταθερά και διατηρούν 65% τη δραστικότητάς τους 

μετά από έναν μήνα. (Βλ.πίνακα 2). Στην πράξη, η μεμβράνη διατήρησε την 

επιθυμητή δραστικότητα και σταθερότητα όταν αποθηκεύτηκε σε ΡΒδ 4°0.
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Πίνακας 3. Ιδιότητες απόκρισης για αισθητήρες Η2Ο2, ΑοΗ και ΟΗ.

δ6Π$ΟΓ 58ΐηρΐ6 άεΐεοΐΐοη (Ιείεοϋοη ΙΐηΟΗΓ Γ3Π§6 ΙΛΠ63Γ Γ6§Γ638Ϊ0η (1§Υ=3+β1§Χ)

νθ1ΐΗΪ16 Ιΐηιΐΐ Ιΐΐϊΐΐΐ (Μ) ΙηίδΓΟφΙ δίορβ ςοιτβίαΐίοη

(μΐ) (Μ) (ριηοΐ) (±δΜ. Εγγ) (+5ΐά. Εγγ) οοείίΐοίεηΐ

Ά 5 (Γ)

η 2ο 2 120 2.5χ10'10 0.03

ΜΊό1—4X1σ\ΟXιη 5.962+0.040 0.494+0.006 0.9997

Ολ 120 5.0χ10'9 0.6
ΤΟX1
ΟΟοXτί· 5.711+0.048 0.579+0.008 0.9995

Αοίι 120 Ι.ΟχΙΟ-8 1.2 όχΙΟ^ - ΙχΙΟ'4 5.260*0.128 0.543+0.022 0.997

Σχήμα 2 Καμπύλες βαθμονόμησης για αισθητήρες Η2Ο2, ΟΗ και Αοίι.

>
£
<υτη«οα.<Λ

-IΟ
Ι-Η
ΟζΛ
<υ(Λ

ΙΟ·8 ΙΟ-7 ΙΟ-6 ΙΟ-5 10^

ΟοηοβηίΓαίΐοη οί ηιαίοπ&ΐδ (Μ)

Μελέτη των παρεμποδίσεων.

Για την ανίχνευση της ΟΗ και της ΑοΗ, το ενδιαφέρον προϊόν μας είναι το Η2Ο2. Η 

επιτυχής διάχυσή του στο ρεύμα 83 μέσω της μεμβράνης μπορεί να επιτυγχάνει 

υψηλότερη απόκριση. Σε αυτήν την εργασία, υπάρχουν δύο δυνατότητες απώλειας 

του Η2θ 2. Η μια είναι ότι το Η2Ο2 μπορεί να εκπλυθεί μέσω του εξωτερικού 

στρώματος Ναίίοη από το ρεύμα 84 πριν από τη επιτυχή διάχυσή του. Δεύτερο είναι 

ότι το Η2Ο2 καταστρέφεται εύκολα από κάποια πιθανή παρεμπόδιση, ειδικά από το 

ασκορβικό οξύ. Σύμφωνα με προηγούμενη εργασία μας [80], προκειμένου να
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εργασία μας, με την προσθήκη ιχνών ΟΑ, το πρόβλημα διύλισης ελαχιστοποιήθηκε. 

Από τη μέθοδο ε, με τη χρησιμοποίηση του συστήματος Βιοτίνης-στρεπταβιδίνης, το 

ένζυμο απέκτησε την υψηλότερη δραστικότητα. Αυτό το είδος μεθόδου 

ακινητοποίησης μπορεί να χρησιμοποιηθεί και σε άλλα ένζυμα για περαιτέρω 

εφαρμογές.

Σαν συμπέρασμα, η μέθοδος ε θεωρήθηκε η καλύτερη μέθοδος ακινητοποίησης με 

την υψηλότερη δραστικότητα και σταθερότητα .

Πίνακας 2. Διάφοροι μέθοδοι ακινητοποίησης με την τιμή απόκρισης του αισθητήρα 

και την σταθερότητα.

ΙιτυηοβΙΐζΗΐίοη

ιηοΐΐιοά

Κοδροηδο

ΐίιη β

(δεοοηάδ)

Κ 65 ρθΠ 5€

νβΐιιε ΐη 

11ι ( η ι ν )

Κ.65Ρ0Π86

ναΐυε ϊη 

51ι(ιην)

Κ.6δροη86 

ναΐυε ΐη 

12 1ι (πιν)

Κεδροηεε 

ναΐυε ΐη 

Ιννεοΐί (ιην)

Κεδροηδβ 

ναΐιιε ΐη 

1 ηιοηίΐι (ηιν)

Μεΐΐιοά Α 

(Ε+Β3Α)

45 310 250 150 100 75

Μείϊιοά Β 

(Ε+Β3Α+ΟΑ)

55 250 245 240 200 150

Μεΐΐιοά 0  

(Ε+ΡΑ)

75 310 280 200 120 80

Μείΐιοά ϋ  

(Ε+ΡΑ+ΟΑ) 

ΜεΙίιοά Ε

75 300 290 260 220 180

(Ε+5Α+

ΡΑ+ΟΑ)

70 320 310 300 260 210

Εξωτερική ταινία προστασίας.

Η εξωτερική ταινία χρησιμοποιήθηκε για να προστατεύσει το ενζυμικό στρώμα και 

για να απομακρυνθούν κάποιες παρεμποδίσεις. Στην εργασία μας, δύο είδη ταινίας 

χρησιμοποιήθηκαν. Η μια είναι ταινία Ναίίοη, και η άλλη είναι ταινία πολυουρεθάνης 

(Ρϋ). Στην πράξη, η τιμή απόκρισης για την ταινία Ρ υ  ήταν μικρή. Αυτό πιθανώς 

συνέβη επειδή αναγωγικά αντιδραστήρια στα βιολογικά ρευστά, ειδικά το ασκορβικό 

οξύ, πέρασαν διαμέσου της ταινίας Ρ υ  και κατέστρεψαν μερικώς το Η2Ο2. Τελικά, 

πήραμε καλή τιμή απόκρισης από την ταινία Ναίίοη, δεδομένου ότι η ταινία Ναίίοη
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διάχυσης τους στο αγγειακό σύστημα του πειραματόζωου, ειδικά το Κ+ είναι 

θανάσιμο για το ζώο. Στην περίπτωσή μας, λίγο Να+ είναι αποδεκτό λόγω της χρήσης 

διάλυματος Ν&ΟΗ για τη ρύθμιση του ρΗ του ΗΕΡΕ8. Επιπλέον, το ρεύμα 83 έχει 

όσο το δυνατόν χαμηλότερη ιονική ισχύ Ν&+. Αυτό θα οδηγήσει σε μια υψηλότερη 

ωσμωτική πίεση μεταξύ 84 και 83 και σε μεγαλύτερη ταχύτητα διάχυσης του Η2Ο2.

Προετοιμασία μεμβρανών.

Η μεμβράνη από από τρία διαφορετικά στρώματα. Αυτά τα τρία διαφορετικά 

στρώματα έχουν διαφορετική λειτουργία, αλλά γενικά, η μεμβράνη πρέπει να 

επιτυγχάνει μεγαλύτερη ταχύτητα διάχυσης για το Η2Ο2, να είναι ελεύθερη από 

παρεμποδίσεις, να έχει υψηλή δραστικότητα για ακινητοποίηση ενζύμων .

Πίνακας 1. Ιδιότητες διαφορετικών ειδών υποστηρικτικών ταινιών.

δ ιιρ ρ ο ιΐ  β ΐ ΐ η Ρ θ Γ 6

81Ζ6

Ιΐιίοίαιεδδ

(μιτι)

Μ\ΥΟΟ

(Όαΐΐοη)

ιη εο ΐια η ΐο  

5ΐΓ6Π§11ΐ πηά 

ί ΐε χ ί β ί ΐ ΐ ί γ

ρ Γ ο Ιε ίη

βϊηάΐη§

ίΛ>ί1ίίγ

ίη ίε Γ & Γ β η ς ε  

ρΓοοί" Η β ΐΐί ΐγ

Ρΐ1Γ6 Ν ϊίΓΟ Ο εΙΙυΙΟ δ ε ( Ν Ο ) 0.22μπι 120μιη >20,000 Οοοά Οοοά ν ε ι γ  ρ ο ο Γ

Ο11ιι1θδ6 αςείαΙε (ΟΑ) 0.6ηπι 20μιη 100-150 Ρ ο ο γ ΡΟΟΓ Οοοά

Ο Ϊ3 ΐγ 8 Ϊδ  1ιώϊη§ 1 (ϋΤΙ) 2.5ηπι 60μπι 3500 Οοοά Ρ ο ο γ ΡΟΟΓ

ΌΐαΐΥδΐδ 1ιώΐη£ 2 (ϋΤ2) Ιηιη 70μηι 500 Οοοά Ρ ο ο γ Ρ ο ο γ

ϋΐΣΐΙγδΐδ ίιΛΐηβ 3 (ϋΤ3) 0.5ηηι 80μπι 100 Οοοά Ρ ο ο γ Οοοά

ΑοΙϊναίεά ϋΤ3 Ο.όηιη 65-70μιη 100-150 Οοοά Οοοά Οοοά

Ταινία υποστήριξης.

Αυτή η επίστρωση επιλέχθηκε για να αυξήσει την μηχανική αντοχή και να επιτρέπει 

ικανοποιητική ταχύτητα διάχυσης για το [Η20 2]. Επιλέχτηκαν διαφορετικά είδη 

ταινιών τα οποία περιλαμβάνουν: Καθαρή Νιτροκυτταρινική μεμβράνη (ΝΟ), 

μεμβράνη οξικής κυτταρίνης (ΟΑ), μεμβράνη διαπίδυσης με ΜλΥΟΟ 3500 (ϋΤΙ) 500 

(ϋΤ2) και 100 (ΌΤ3). Περισσότερες λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον πίνακα. 1. 

Τα καλύτερα αποτελέσματα τα πήραμε από τη ενεργοποιημένη σωλήνωση 

διαπίδυσης με Μ\ΥΟΟ στο 100 (ενεργοποιημένο ΌΤ3) εφαρμόζοντας μερικά 

περαιτέρω βήματα ενεργοποίησης και τροποποίησης. Στο πείραμά μας, το ΌΤ3 

υδρολύθηκε από διάλυμα Ν&ΟΗ ώστε να αποκτήσει ένα μεγαλύτερο μέγεθος πόρων,
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ποσότητας υγρού αζώτου [212], Η σκόνη χωρίστηκε σε τρεις προζυγισμένους 

σωλήνες φυγοκέντρησης (Α, Β, 0) ομοιόμορφα. Άμεσα, στο σωλήνα Α προστέθηκε 

αποσταγμένο νερό 0.5ιώ1, στο σωλήνα β προστέθηκε διάλυμα ΕϋΤΑ. (0.5πι1 ΙιτιΜ 

ΕϋΤΑ, το ρΗ ρυθμίστηκε σε 3,5 με χρήση 0.1Μ Ν&ΟΗ) και στο σωλήνα γ 

προστέθηκε διάλυμα ΕΌΤΑ-δϋδ (0.5ηι1 ΙιηΜ ΕϋΤΑ, 2ηιΜ δϋδ σε ρΗ 3,5). 

Χρησιμοποιήθηκε μια χειροκίνητη φορητή συσκευή υπερήχων με μικροπιπέτα και 

κάθε δείγμα βομβαρδίστηκε για 10 δευτερόλεπτα ώστε συνθλίβει. Η διαδικασία 

επαναλήφθηκε 3 φορές στους 4°0. Μετά από τα βήματα του πίνακα 5, ο νευρικός 

ιστός ρυθμίστηκε ώστε να έχουμε την ίδια συγκέντρωση ακριβώς για κάθε σωλήνα 

προσθέτοντας μικρή ποσότητα απεσταγμένου νερού. Οι ανωτέρω τρεις σωλήνες 

φυγοκεντρήθηκαν σε 20.000 § στους 4°0 για 15 πιίη. Έπειτα το υπερκείμενο νερό 

συλλέχθηκε και το ρΗ ρυθμίστηκε σε ρΗ= 7,2 χρησιμοποιώντας 1Μ ΝαΟΗ. Τρεις 

σωλήνες επωάστηκαν σε 37°0 για 20 πιίη ώστε να καταστρέψουν το Η202, το οποίο 

προέρχεται πιθανώς από την αποικοδόμηση της ΑοΗ και της ΟΗ παρουσία 

εστεράσης, δεδομένου ότι η ΑοΗ και η ΟΗ είναι σταθερές σε αυτή τη θερμοκρασία. 

Έπειτα τα δείγματα ήταν έτοιμα για την ανίχνευση.

3.6.3 Αποτελέσματα και συζήτηση

Σε αυτήν την εργασία, η Αοίι ή ΟΗ ανιχνεύτηκαν έμμεσα με παρακολούθηση της 

ποσότητας Η2Ο2, το οποίο είναι προϊόν της ενζυμικής αντίδρασης των ΑοΗΕ και 

ΟΙιΟΌ. Δεδομένου ότι η συγκέντρωση της Αοίι ή της ΟΗ στον νευρικό ιστό είναι 

πολύ χαμηλή, και στο αίμα ή στον εγκεφαλονωτιαίο (ΚΠΣ) είναι ακόμη χαμηλότερη 

(περίπου <20ηΜ), πρέπει να αναπτυχθεί ένα πολύ ευαίσθητο σύστημα ανίχνευσης για 

το Η2Ο2 προκειμένου να επιτευχθεί η παρακολούθηση της Αοίι ή της ΟΗ στα 

βιολογικά υγρά. Στο σύστημά μας, το όριο ανιχνευσιμότητας επηρεάζεται από τους 

ακόλουθους παράγοντες, α. Η ευαισθησία του συστήματος ανίχνευσης με 

χημειοφωταύγεια για το Η2Ο2. β. Το ποσοστό διάχυσης του Η2θ 2 μέσω της 

μεμβράνης στη γραμμή μεταφοράς δ3. γ. Η δραστικόητα των ακινητοποιημένων 

ενζύμων (ΑοΙιΕ και ΟΙιΟϋ). δ. Οι παρεμποδίσεις.

Βελτιστοποίηση των συνθηκών εργασίας για το σύστημα ανίχνευσης Η2Ο2 με 

χη μειοφωταύγεια.
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αποδείχτηκαν πολύ ετατυχή. 0.2πι1 30% ακρυλαμιδίου και 0.4ιπ1 3% μεθυλεν-Βίδ- 

ακρυλαμιδίου τα οποία διαλυτοποιήθηκαν με 0.1Μ ΡΒδ ρυθμιστικού διαλύματος 

όξινων σε ρΗ 7,2, αναμίχθηκαν σε έναν σωλήνα φυγοκέντρησης υπό συνεχή 

διέλευση αερίου Ν2 για 20 ιηΐη. Προστέθηκαν 3 γπΙ 50% ΟΑ και 1§/1 δΑ (που 

διαλύεται με 0.1 Μ ΡΒδ, ρΗ 7,2) και συνέχισαν να αναδεύονται για άλλα 10 γπιπ. 

Έπειτα προστέθηκαν 10% (\ν/ν) Κ ^Ο β 1 Ιμΐ και 1 μΐ ΤΕΜΕϋ. Το ανωτέρω διάλυμα 

περίπου 0.72ιη1 επικάλυψε τον ενεργοποιημένο σωλήνα διαπίδυσης με γρήγορη 

περιστροφή (250ηριη) για 60 δβο. Η μεμβράνη εξατμίστηκε αργά και πολυμερίστηκε 

στο φώς για τουλάχιστον 10 Η σε 4 °0. Έπειτα εκπλύθηκε με ΤΒ8 (20ιϊιΜΤπ8, 0.5Μ 

ΝαΟΙ, ρΗ 7.5) και ήταν έτοιμη για χρήση.

Η προετοιμασία συζευγμένων ενζύμων με την Βιοτίνη.

Τα ένζυμα της ΑοΙιΕ ή ΟΗΟϋ, 20 μονάδες αντίστοιχα, διαλύθηκαν σε 0,5 ιηΐ, 0.5Μ 

ρυθμιστικού διαλύματος ανθρακικού νατρίου σε ρΗ= 9,0 και 1ιη§ ΝΗδ-Βιοτίνη 

διαλύθηκε σε 0.2πι1 ϋΜΡ. Τα ένζυμα και η ΝΗδ-Βιοτίνη επωάστηκαν σε ένα 

αεροστεγές φιαλίδιο για 2Η σε θερμοκρασία δωματίου. Προστέθηκαν 0.2ιη1 1Μ 

διαλύματος Ν Η ^Ι για να σταματήσει η αντίδραση. Η ελεύθερη Βιοτίνη 

απομακρύνθηκε από το διάλυμα σε ΙηιΜ ρΗ 7,2 ρυθμιστικό διάλυμα ΡΒδ. Τα 

συζευγμένα ένζυμα ΑοΗΕ-Βιοτίνη ΟιΟϋ-Βιοτίνη (περίπου 1.5ιη1) είναι έτοιμα να 

χρη σιμοποιη θούν.

Αντίδραση σύζευξης της στρεπταβιδίνης-βιοτίνης-ενζύμων.

Η πολυμερισμένη μεμβράνη επωάστηκε σε 20πιΙ διαλύματος (ΤΒδ + 3% ΒδΑ, λν/ν) 

για 2Η με μικρή ανατάραξη σε θερμοκρασία δωματίου. Η μεμβράνη εκπλύθηκε σε 

20ιη1 ΤΒδΤ (ΤΒδ + 0.05%Τ\ν€6η-20, \ν/ν) για 10 ιπίη με ήπια ανατάραξη και το 

βήμα επαναλήφθηκε δύο φορές. Τα ανωτέρω ένζυμα (ΑοΗΕ-Βιοτίν ή ΟΗΟϋ-Βιοτίν) 

αραιώθηκαν σε 15γπ1 με τη χρήση ρυθμιστικού διαλύματος (ΤΒδΤ + 1% ΒδΑ, Λν/ν) 

και η μεμβράνη επωάστηκε στο αραιωμένο διάλυμα των ενζύμων με ήπια ανατάραξη 

για τουλάχιστον 10Η. Η μεμβράνη εκπλύθηκε με 20πι1 ρυθμιστικού διαλύματος ΤΒδΤ 

για 10 Γηΐη δύο φορές. Έπειτα εκπλύθηκε καλά με απεσταγμένο νερό.

Η μεμβράνη τοποθετήθηκε σε ένα κομμάτι διηθητικού χαρτιού για 5 πιίη για να 

απομακρυνθεί η περίσσεια του νερού. Έπειτα ξηράνθηκε σε θερμοκρασία δωματίου 

και διατηρήθηκε στους 4 °0 σε υγρές συνθήκες,. Αυτή η μεμβράνη είναι έτοιμη για 

τη χρήση στο επόμενο βήμα.
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κυψελίδα είναι ιδιοκατασκευής, κοχλιωτή και τοποθετείται ακριβώς μπροστά από το 

παράθυρο του φωτοπολλαπλασιαστή.

Σχήμα 1 (α) Διάταξη ΡΙ/(Χ-ανίχνευσης εφοδιασμένη με (β) δειγματολήπτη 

μεμβράνης.
Συντομεύσεις: 0=κοχλιωτή κυψελίδα; Μ=μίκτης; Μ3=δειγματολήπτης μεμβράνης; 

ΡΜ=φωτοπολλαπλασιαστής (ΤΗΟΚΝ ΕΜΙ 9789 Β); ΡΡ=περισταλτική αντλία; 

ΚΟ=καταγραφέας; δ=σύριγγα για έγχυση δείγματος; δ1=διάλυμα λουμινόλης; 82 

^διάλυμα Κ^Ρε^Ν^; δ3=ρυθμιστικό διάλυμα ΗΕΡΕδ; δ4=απεσταγμένο νερό; 

Υ=εξάπορτη βαλβίδα; \¥=απόβλητο.

(Ια)

(16)

54 ^
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αρκετά υψηλή για τον ακριβείς προσδιορισμούς. Οι μέθοδοι αυτοί, ακόμη δεν μπορού 

να χρησιμοποιηθούν γαι την παρακολούθηση της Αοίι και ΟΗ ίη νίνο σε 

πραγματικούς χρόνους, και ιδίως στον νευρικό ιστό [187-190].

Σ’αυτή την εργασία σχεδιάσθηκε μια συσκευή που συνίσταται από σύστημα 

ροής τύπου-ΡΙΑ με ΧΦ-ανίχνευση για ευαισθησία και επαναληψιμότητα και 

εφοδιασμένο με μεμβρανικό δειγματολήπτη με ακινητοποιημένα ένζυμα για διήθηση 

των παρεμποδίσεων απο τα βιολογικά υγρά και μετατροπή της ανάλυομένης σε 

προϊόν που ανιχνεύεται με ΧΦ-αντίδραση με βάση τις πιο κάτω αντιδράσεις:

Ακέτυλο -  X ολίνη + Η 20  —Αο—~> X ολίνη + οξεικό -  οξύ

X ολίνη + 0 2 + Η20  αοΏ > Βεταίνη + Η20 2

Λ ονμινόλη + Κζ[Ρβ(ΟΝ)()] + Η202

Τα ένζυμα ακέτυλοχολινεστεράση (ΑοΚΕ) και χολινο-οξειδάση (ΟΙιΟϋ) 

συνακινητοποιήθηκαν στην επιφάνεια της πολυακρυλαμιδικής πηκτής διαμέσου της 

χρήσης του ζεύγους βιοτίνης αβιδίνης και η παραχθείσα μεμβράνη 

διήθησης/αντίδρασης χρησιμοποιήθηκε σε συσκευή δειγματοληψίας μικροποσοτήτων 

βιολογικών υγρών [197-208], Η συσκευή αυτή βελτιστοποιήθηκε για τον 

προσδιορισμό της ακετυλοχολίνης.

3.6.2 Πειραματικό μέρος

Υλικά

Χημικά αντιδραστήρια

Το Τρις (τρι-(Υδροξυμέθυλ)αμμινομεθάνιο), ΕΌΤΑ (αιθυλενοδιάμινο τετραοξεικό 

οξύ), Ν&2 0 0 3 , ΝοΗ0 0 3 , Ν&2ΗΡΟ4, Ν3Η2ΡΟ4, ΝαΟΗ, Η3ΒΟ3 αγοράστηκαν από τη 

ΜβΓοΙς Τλνβοη 20 (ΡΗαΓπιαοία ΒίοίβοΗ), ΗΕΡΕδ (ν-[2-υδροξυεθυλ]πιπεραζίνη- Ν'-[2- 

αιθανοσουλφονικό οξύ]) αγοράστηκαν από τη δί§ηι&. Τα ανωτέρω αντιδραστήρια 

χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή ρυθμιστικών διαλυμάτων. Το ακρυλαμίδιο, 

μεθυλενεβις-ακρυλαμίδιο, Κ ^Ο δ, ΤΕΜΕΏ (Ν', Ν', Ν', Ν'- 

Τετραμεθυλαιθυλενοδιαμμίνη) αγοράστηκαν από την ΡΗαπη&οία Βίοίεοΐι. Η ουρία, η 

φορμαλδεύδη, το ΌΜΡ (διμεθυλοφορμαμίδιο), το ΤΗΡ (Τετραυδροφουράνιο)

196



Σταθερότητα του αισθητήρα ΝΟ. Η σταθερότητα του ΝΟ αισθητήρα εξαρτάται 

πρώτιστα από τη σταθερότητα των ΝΟ εκλεκτικών δειγματοληπτικών αισθητήρων. 

Οι επιφάνειες των δειγματοληπτικών αισθητήρων είναι καλυμένες με Ναίίοη ένα 

αρνητικά φορτισμένο υλικό και το λέρωμα της επιφάνειας του δειγματοληπτικού 

αισθητήρα επηρεάζει την ΝΟ διάχυση. Εντούτοις, ελέγχθηκε η απόκριση του 

αισθητήρα του 0.1 μΜ πρότυπο διάλυμα ΝΟ, πριν και μετά την εμφύτευση στην 

]υ§ιι1&Γ φλέβα ή τον ιστό του εγκεφάλου ακολουθώντας τουλάχιστον 10 ώρες 

συνεχούς ίη νίνο παρακολούθηση του ΝΟ (Πίνακας 2). Παρατηρήθηκαν μερικές 

μειώσεις στην απόκριση του ΝΟ των αισθητήρων και αυτό πρέπει να οφείλεται 

πρώτιστα στο λέρωμα της επιφάνειας των αισθητήρων επειδή η λεπτομερής πλύση 

των ανακτημένων αισθητήρων αποκατέστησε μερικώς αυτήν την απώλεια 

ευαισθησίας. Από τον Πίνακα 2, διαπιστώσαμε ότι ο αισθητήρας του εγκεφάλου 

έχασε πολύ περισσότερη δραστικότητα απ’ ότι ο αγγειακός μετά από την ίη νίνο 

παρακολούθηση. Επίσης, μετά από την ανάκτηση η δραστικότητα του αγγειακού 

αισθητήρα ήταν ακόμα υψηλότερη απ’ ότι του ασθητήρα του εγκεφάλου. Γενικά 

μερική απώλεια της ευαισθησίας οφείλεται στο επιφανεικό λέρωμα αλλά η 

σταθερότητα είναι αρκετά καλή.

Πίνακας 2. Διερεύνηση της σταθερότητας των ΝΟ δειγματοληπτικών αισθητήρων.

Βείοτο ΐιηρΐ3ηΐ3ΐίοη ΑΓΐεί ΐπιρΐ3ηΐΗΐΐοη ΑίΐεΓ Γεοονειγ

Ριυβε δεηδΟΓ Κείαίΐνε δεηδΟΓ ΙΙεΜΐνε δεηδΟΓ Κείαΐΐνε

ΡΓορεΓίΐεδ Κεδροηδε ΑοίΐνΐΙγ Κεδροηδε ΑεΙϊνίΙγ Κεδροηδε Ας1ϊνΐΐγ

(ηιν) (%) (ιην) (%) (ιην (%)
ν3δουΐ3Γ ρΓθΙ>ε 56 100 46 82 50 89 

τεδροηκε

Βί&ΐηρΓθΙ)ε 56 100 41 73 45 80 

τεδροηδε
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Ιη νίνο παρακολούθηση του ΝΟ στα κουνέλια. Σε αυτό το πείραμα, προσπαθούμε 

να προσδιορίσουμε το σύστημά μας θα μπορούσε να ανιχνεύσει τις αρτηριοφλεβικές 

διαφορές για τις συγκεντρώσεις ΝΟ και περαιτέρω, εάν οι επιδράσεις του νία§τ& -  

παρόμοιες με εκείνες που σημειώνονται ανωτέρω στους αρουραίους, μπορούν να 

ανιχνευθούν σε ένα άλλο είδος. Οι συγκεντρώσεις ΝΟ στο αίμα των κουνελιών 

παρακολουθήθηκαν σε τέσσερις διαφορετικές θέσεις όπως περιγράφεται 

προηγουμένως. Όπως φαίνεται στον Πίνακα 1, η φλεβική συγκέντρωση ΝΟ είναι 

υψηλότερη από την αρτηριακή. Αυτή πιθανώς είτε οφείλεται στη παραγωγή ΝΟ από 

το εηάοίΐιβίϊιιπι στο χαμηλότερο αγγειακό δέντρο, είτε ίσως, στην απελευθέρωση του 

ΝΟ από μια συνδεδεμένη Η6 μορφή όπως έχει υποστηριχτεί από τον 8ΐαπιΐ6Γ και τους 

άλλους συνεργάτες του. Μετά από την έγχυση νΐ&§ι*&, τόσο η φλεβική όσο και η 

αρτηριακή συγκέντρωση ΝΟ αυξήθηκε. Εντούτοις, η αύξηση ήταν πολύ μεγαλύτερη 

στην περίπτωση του αρτηριακού ΝΟ . Αυτό μπορεί να οφείλεται σε μια πνευμονική 

προέλευση που προκλήθηκε από το νΐα§Γ3, κατά τον σχηματισμού του ΝΟ. Επιπλέον, 

το ΝΟ στην αρτηρία παρουσιάσε υψηλότερη συγκέντρωση από ότι στη φλέβα, ακόμη 

και η πίεση οξυγόνου στην αρτηρία είναι υψηλότερη από ότι στη φλέβα. Θεωρούμε 

ότι το σύστημά μας μπορεί να ανιχνεύσει ΝΟ ανεξάρτητα της παρουσίας του Ο2.

Άλλη μια φορά, οι αυξανόμενες ποσότητες ΝΟ που εμφανίζονται στην κυκλοφορία 

ελαχιστοποιήθηκαν με την ταυτόχρονη έγχυση ελεύθερης Ηβ.

Πίνακας 1. Παρακολούθηση του ΝΟ μέσω των κουνελιών και διερεύνηση των 

παρεποδίσεων.

Ρ1ιγδίο1θ£ΐοα1 δΐϋιΐδΙίοη Ιηίίΐαΐ νΪ3£Γ3+Ηβ
& &ηθ1γ5Ϊδ ρ3Γ31Ώ6ΐ6Γδ δίΐυαίίοη ΐηΐεοΐΐοη ΐη]60ΐΪ0η
Τοίαΐ 61οο<3 ρΓ6δδΐΐΓ6 135 125 120

(ίΐτίειγ ιγηπ Η§)
Ρ 02 (9Π6ΓΥ, ΐϊΐιη Η§) 95 90 85

Ρ 0 0 2 (ατίΟΓΥ, ιηιη Η§) 38 41 42
ρΗ (ατΐ6Γγ) 7.36 7.38 7.42

ΝΟ Οί. Γοδροηδδ ΐη 7.4 12.2 10.4
ΟΟΠίΓΗΐ 63Γ 31Ϊ6ΓΥ (ΐην)

ΝΟ Ο ί Γ6δροηδ6 ΐη 8.5 9.2 8.3
ΙΪ13Γ£Ϊη3ΐ 63Γ ν6ΪΠ (ΐηΥ)

ΝΟ Ο ί Γοδροηδο ίη 7.2 13.3 11.3
ΡειηοΓΒΐ &τί€Γγ (ιην)
ΝΟ (X  Γ6δροηδ€ ΐη 8.3 8.7 7.8
Ιυ^υΐατ νεΐη (πιΥ)
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Σε αυτό το πείραμα, η Η6 παρουσίασε ισχυρότερη συγγένεια με το ΝΟ από ότι η 

ΗΚΡ, αλλά στην εργασία μας, επιλέξαμε το ΗΚΡ ως ρεύμα μεταφοράς επειδή το ΗΚΡ 

είναι ευκολότερο μετουσιωθεί και αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την εμφάνιση ενός πολύ 

μικρού υποβάθρου από το (X σύστημα Λουμινόλη -Η 2Ο2.

Σχήμα 7 Επίδραση των συμπαραγόντων του ΝΟ. α. για συμπαράγοντες Ν08. β. για 

αναγωγικά υλικά γ. για πορφυρινικά υλικά.
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Σχήμα 5 Επίδραση του Υί&§τα μέσω της αγγειακής παρακολούθησης.

>
Ε,
α>V)ποο.</>
Φ

Ο
Ο

Ωϋ3ΠίϊΙν οί νΪ39Γ3 (10'6Ι_)

Επίδραση ενεργοποιητών του ΝΟ.

Η ΑοΗ, το ΑΤΡ το ΒΚ (που βοηθούν την παραγωγή ΝΟ) και το δΟϋ (που, με την 

παγίδευση του υπεροξειδίου, αυξάνει το βιοδιαθέσιμο ΝΟ εξετάστηκαν όσο αφορά 

την επίδραση στα επίπεδα του ΝΟ στο αίμα σε αυτό το σύστημα [176]. Όπως 

φαίνεται στο Σχήμα 6, το ΒΚ αύξησε το επίπεδο του ανιχνεύσιμου ΝΟ στο αίμα 

αποτελεσματικότερα. Το ΑΤΡ ήταν σχεδόν αποτελεσματικό. Η ΑοΗ στις 

συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν ήταν αναποτελεσματική, ίσως λόγω της 

γρήγορης ΐη νίνο υδρόλυσης της ΑοΗ από τις ακετυλοχολινεστεράσες. Τελικά, το 

8 0 ϋ  δεν είχε καμία σημαντική επίδραση στα ανιχνεύσιμα επίπεδα του ΝΟ στο αίμα, 

γεγονός που ίσως οφείλεται στη μικρή παγίδευση του ΝΟ σύμφωνα με την αντίδραση 

[177]

ΝΟ + 0 2' -» ΟΝΟΟ'
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του ΝΟ. Αν και ελάχιστη, θα μπορούσε να οφείλεται σε μια μεγαλύτερη 

περιφερειακή αγγειακή διαστολή στις υψηλότερες θερμοκρασίες.

Σχήμα 3 Επίδραση της θερμοκρασίας του σώματος.

>
£
ω
(Λεοο.(/)0)

Ο
Ο

ΒοοΙγ ΙθΓπρθΓθΙϋΓθ (°0)

Επίδραση δότη ΝΟ.

Στους αρουραίους που εξετάστηκαν σε κανονική θερμοκρασία σώματος, 

μελετήθηκαν διαφορετικοί δότες ΝΟ όσο αφορά την επίδρασή τους στην ΐη νΐνο 

παραγωγή ΝΟ και στην ανίχνευση ΐη νίνο. Οι ακόλουθοι δότες ΝΟ: δΝΟ, 3ΝΡ και 

τα νιτρώδη εγχύθηκαν μέσω της ]ιι§υ1&Γ, φλέβας αντίστοιχα. Οι αποκρίσεις ΝΟ-(Χ 

σε αυτά τα αντιδραστήρια παρακολουθήθηκαν. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 4 με 

αυξανόμενες δόσεις των δοτών ΝΟ το δΝΟ είχε μια αρκετά καλή απόκριση δόσης το 

δΝΡ όχι τόσο καλή και τα νιτρώδη ήταν αρκετά ανενεργά. Φαίνεται ότι το δΝΟ είναι 

αποτελεσματικότερο από το δΝΡ και τα νιτρώδη υποστηρίζοντας οι δύοι τελευταίοι 

δότες ΝΟ δεν είναι ιδιαίτερα αποτελεσματικοί δότες ΝΟ για ίη νΐνο παρακολούθηση.
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δειγματοληπτικού αισθητήρα, το ΝΟ παρακολουθήθηκε συνεχώς έως ότου η 

φυσιολογική κατάσταση των αρουραίων σταθεροποιηθεί μετά από 3 ώρες. Ύστερα 

εγχύθηκαν διαφορετικές ποσότητες νί&£Γ& μέσω της Ιυ§ιι1&τ φλέβας παρουσία ή 

απουσία Η6.

Παρακολούθηση το ΝΟ στα κουνέλια

Το αρσενικό άσπρο κουνέλι της Νέας Ζηλανδίας που ζυγίζει 3.5-4.0Κ§ 

αναισθητοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα πειράματα με τα ποντίκια. Η 

θερμοκρασία του σώματος διατηρήθηκε σε 37°0 από έναν ζωικό ρυθμιστή 

θερμοκρασίας (από την ΒΑδ) και παρακολουθήθηκε μέσω ενός πρωκτικού 

αισθητήρα.

Τα δείγματα αίματος (εννιά δείγματα 5ιη1) προήλθαν από την αριστερή κεντρική 

αρτηρία του αυτιού για τις μετρήσεις του 0 2 και του 0 0 2 (Ρ02 και Ρ 002) και ρΗ. 

Ενδοφλέβιες εγχύσεις ορισμένων φαρμάκων έγιναν μέσω μιας κάνουλας που 

τοποθετήθηκε σε μια οριακή φλέβα αυτιού (αριστερά). Η πίεση αίματος και οι κτύποι 

της καρδιάς παρακολουθήθηκαν από έναν αισθητήρα μέσω της αριστερής μηριαίας 

αρτηρίας. Τέλος, ο αγγειακός δειγματοληπτικός αισθητήρας διαπίδυσης εμφυτεύτηκε 

στη δεξιά κεντρική αρτηρία του αφτιού και στην φλέβα του αυτιού στη δεξιά μηριαία 

αρτηρία και στην ]υ§υ1ατ φλέβα αντίστοιχα για την ΐη νίνο παρακολούθηση. Τα 

πειράματα άρχισαν όταν τα ζώα είχαν σταθεροποιηθεί περίπου 4 ώρες μετά από τη 

χειρουργική επέμβαση.

Ύστερα εγχύθηκαν 0.4πι1 νία§Γ& μέσω της φλέβας των αυτιών. Παρακολουθήθηκε η 

μεταβολή του ΝΟ και ελήφθησαν 5πι1 αίματος για την ανάλυση. Στη συνέχεια 

εγχύθηκε η ίδια ποσότητα νϊ&§τ&, αλλά προστέθηκαν και 10ιή§ στη Ηβ, που 

διαλύθηκαν σε Ιιηΐ αποσταγμένο νερό μέσω της φλέβας αυτιών, και 

παρακολουθήθηκε η μεταβολή του ΝΟ. Ελήφθησαν 5γπ1 αίματος για την ανάλυση. 

Περισσότερες λεπτομέρειες φαίνονται στον πίνακα 1.

3.5.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Παρακολούθηση του ΝΟ στο αίμα μέσω των ποντικιών

Στα παρακάτω πειράματα, οι αγγειακοί δειγματοληπτικοί αισθητήρες εμφυτεύθηκαν 

στην ]υ§υ1&Γ φλέβα μέσω των ποντικιών και παρακολουθήθηκε το ΝΟ σε 

διαφορετικές φυσιολογικές καταστάσεις.

Επίδραση του χρόνου δειγματοληψίας.
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κουνελιού προκειμένου να ερευνήσουμε αυτό το πρόβλημα. Περισσότερες 

λεπτομέρειες φαίνονται στον Πίνακα 1.

Βελτιστοποίηση των πειραματικών συνθηκών

Με βάση προηγούμενη εργασία μας [79, 81] οι ακόλουθες τροποποιημένες 

πειραματικές συνθήκες θεωρήθηκαν σαν οι καλύτερες. Ρεύμα 51: 0.2ιηΜ Λουμινόλη, 

2πιΜ Η2Ο2 διαλύθηκαν σε 200πιΜ Τπδ, ρυθμιστικό διάλυμα ρΗ 7,4. Ρεύμα 82: ΙπιΜ 

ΕϋΤΑ το ρΗ ρυθμίστηκε σε 3,5 με διάλυμα ΝαΟΗ 1Μ. Ρεύμα 83: 0 .01 ιώ§1-1 ΗΚΡ 

διαλύθηκε σε ΙπιΜ ΗΕΡΕ8 σε ρΗ 7,2 ρυθμίστηκε με διάλυμα ΙΜ ΝαΟΗ. Σε αυτό το 

σύστημα, όλα τα διαλύματα διηθήθηκαν και απαερώθηκαν πολύ καλά πριν από την 

ανίχνευση. Το ρεύμα 81 χρησιμοποιήθηκε για την αντίδραση ΝΟ 01. Το ρΗ 

ρυθμίστηκε σε 7,4, δεδομένου ότι σε αυτό το ρΗ, το ΝΟ έχει την υψηλότερη 

απόκριση. Προκειμένου να διατηρήσουμε το ρΗ σταθερό, χρησιμοποιήθηκε 

ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟΟιηΜ Τπ8, που είναι 100 φορές υψηλότερης συγκέντρωσης 

από εκείνο του ρεύματος 81 και 82, ώστε να επιτύχει ένα σταθερό ρΗ μετά από 

ανάμιξη των τριών ρευμάτων. Το 82 ρεύμα χρησιμοποιήθηκε για την αποικοδόμηση 

του ΗΚΡ. Με βάση προηγούμενη εργασία μας, βρήκαμε ότι όξινο διάλυμα με 

διάλυμα ΙπιΜ ΕΌΤΑ ήταν αποδοτικότερο για να μετουσιώσει το ένζυμο ΗΚΡ. Σε 

αυτήν την περίπτωση, το υπόβαθρο 01 από το σύστημα λουμινόλη - Η2Ο2 - ΗΚΡ ήταν 

πολύ μικρότερο όταν χρησιμοποιούμε όξινο διάλυμα χωρίς ΕϋΤΑ.

Το 83 ρεύμα χρησιμοποιήθηκε για την μεταφορά του ΝΟ, χρησιμοποιώντας ΗΚΡ, το 

οποίο έχει υψηλή συγγένεια με το ΝΟ. Επίσης χρησιμοποιήθηκε ρυθμιστικό διάλυμα 

ΙπιΜ ΗΕΡΕ8 για να διατηρήσει σταθερό ρΗ, δεδομένου ότι το αέριο 002 από τις 

βιολογικές πηγές επηρεάζει το ρΗ. Επιπλέον, το ρΗ του ρυθμιστικού διαλύματος 

ρυθμίστηκε σε 7,2 με ΝαΟΗ χωρίς Κ7 (το Κ+ είναι τοξικό για το ζώο), η ιονική ισχύς 

όλου του διαλύματος διατηρήθηκε όσο το δυνατόν χαμηλότερη για να επιτευχθεί 

υψηλότερη ωσμωτική πίεση από τις βιολογικές πηγές στο ρεύμα μεταφοράς 83, έτσι 

ώστε το ΝΟ να έχει μεγαλύτερη δυνατότητα να διαχυθεί.

Μέτρηση του ΝΟ που στηρίζεται σε ΟΕ

Ο δειγματοληπτικός αισθητήρας διαπίδυσης συνδέθηκε με το σύστημα ΝΟ-ΟΕ 

αντίδρασης όπως φαίνεται στο Σχήμα 1. Όλα τα διαλύματα στη σύριγγα 81-83 

διηθήθηκαν και απαεριώθηκαν ώστε να βελτιώσουν την ανίχνευση. Πριν από τη 

χρήση, ο δειγματοληπτικός αισθητήρας τοποθετήθηκε σε αποσταγμένο νερό
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Διαλύματα πορφυρινικών πρωτεϊνών και ενζύμων Ηβ, καταλάσης (ΟΑΤ), και ΗΚΡ,

που έχουν υψηλή συγγένεια με το ΝΟ παρασκευάστηκαν σε συγκεντρώσεις 10ιη§.ηιΓ 
ι

Περισσότερες λεπτομέρειες φαίνονται στο Σχήμα 7.

Πειραματόζωα

Οι αρουραίοι λΥΐδίαΓ (αρσενικό, 250-300§) και τα άσπρα κουνέλια της Νέας 

Ζηλανδίας (αρσενικό 2.0-2.5Κ§) χρησιμοποιήθηκαν σαν πειραματόζωα. Όσον αφορά 

τα πειραματόζωα, ακολουθήθηκαν όλες οι διαδικασίες που καθαρίζονται από τη 

Φυσιολογική Ένωση της Ελλάδας και της Ζωικής Επιτροπής Ηθικής του 

Πανεπιστημίου Ιωαννίνων.

Συσκευές

Το σύστημα για ανίχνευση του ΝΟ που αναπτύξαμε φαίνεται στο Σχήμα 1. 

Αποτελείται από ένα σύστημα δειγματοληψίας με διαπίδυση (ΒΑδ, Βίο&ηαΐγΐίοαΐ 

δγ8ί€ΓΠ8 Ιηο., ΧΥβδΐ Τ&ίαγ6ίΐ6 ΙΝ, υδΑ) που συνδέεται με μια συσκευή ανίχνευσης 

(X. Τρείς σύριγγες του Ιπιΐ Βββ δΐίη^βΓ (από ΒΑδ) συμβολίζονταν σαν δΐ,

δ2 και δ3 στο Σχήμα 1). Καθοδηγούνται από ένα Β&βγ Ββο οδηγό συριγγών (από 

ΒΑδ) με σταθερή ταχύτητα ροής 2μ1.ιτπη-1. Χρησιμοποιήθηκε αγγειακός 

δειγματοληπτικός αισθητήρας διαπίδυσης (μεμβράνη ΙΟιηπι από ΒΑδ) που 

τροποποιήθηκε όπως περιγράφεται κατωτέρω, προκειμένου να γίνει ίη νΐνο 

παρακολούθηση στον υποδόριο ιστό ή στον εγκέφαλο.

Τα μέλη αυτού του συστήματος, συμπεριλαμβανομένων των συριγγών, των 

δειγματοληπτικών αισθητήρων διαπίδυσης και της διάταξης αντίδρασης 

χημειοφωταύγειας που συνδέθηκαν με ΡΕΕΚ σωλήνωση (0,65ηιηι ΟΟ, 0,12πιηι Κ> 

από την ΒΑδ) χρησιμοποιώντας συνδετήρες σωληνώσεων (0,65ιηιη Οϋ από την 

ΒΑδ) που εξασφάλισαν στεγανές συνδέσεις αερίου. Η απόσταση, ειδικά από τους 

δειγματοληπτικούς αισθητήρες διαπίδυσης μέχρι την κυψελίδα της αντίδρασης 

χημειοφωταύγειας ήταν όσο το δυνατόν μικρότερη. Το τροφοδοτικό ΤΗΟΚΝ 

ΕΜΙΡΜ 28Β για τον φωτοπολλαπλασιαστή ΤΗΟΚΝ ΕΜΙ 9789Β που ανιχνεύει την 

ΟΤ ρυθμίστηκε σε Ι.ΟΙίΥ.
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3.5.ΜΙΑ ΝΕΑ ΜΕΘΟΔΟΣ ΠΑ ΤΗΝ ΠΑΡΑΚΟΛΟΥΘΗΣΗ ΤΟΥ ΝΟ ΙΝ ν ΐν Ο  ΜΕ 

ΤΗΝ ΧΡΗΣΗΜΙΚΡΟΔΙΑΠΙΔΥΣΗΣ ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ ΚΑΙ ΧΗΜΕΙΟΦΩΤ ΑΥΓΗ 

ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ

3.5.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Λόγω της σπουδαιότητας του ΝΟ στην διάφορες φυσιολογικές και 

παθολογικές λειτουργίες του οργανισμού είναι απαραίτητη η παρακολούθησή της 

εκλυόμενης ποσότητάς του όταν ο οργανισμός βρίσκεται υπό διαφορετικές συνθήκες 

[161-163], Ο μικρές συγκεντρώσεις του στα βιολογικά υγρά και η επίδραση των 

πολλών παραγόντων όπως του περοξειδικού ανιόντος , των μετάλλοιόντων, των 

ενζύμων ή νευροδιαβιβαστών όπως της ακετυλοχολίνης στην βιολογική τους 

δραστικότητα κάνουν αδύνατο τον προσδιορισμό του [164-166],

Διάφοροι άμεσοι και έμμεσοι μέθοδοι έχουν αναφερθεί για τον προσδιορισμό 

του ΝΟ που βασίζονται στις αρχές της φασματοσκοπίας, και ηλεκτροχημείας και 

κατασκευάσθηκαν διάφοροι τύποι αισθητήρωνσε πολλές προσπάθειες να βελτιώσουν 

την αναλυτική απόδοση σε προσδιορισμούς ίη νίνο λόγω των περιορισμών των[173]. 

Παραμένει, λοιπόν, η ανάγκη για την σχεδίαση μιάς νέας αξιόπιστης αναλυτικής 

μεθόδου για την παρακολούθηση τη συγκέντρωσης του ΝΟ ίη νίνο σε πραγματικό 

χρόνο.

Σ’αυτή την εργασία αναπτύξαμε μια νέα μέθοδο ανίχνευση του ΝΟ 

βασισμένη από την προηγούμενη ερευνητική μας εμπειρία, που χρησιμοποιεί τον 

συνδιασμό της δειγματοληπτικής μεμβράνης δια μέσου συστήματος 

μικροδιαπίδυσης[174,181] και ΧΦ-ανίχνευση. Στην αναφορά αυτή η προτεινόμενη 

μέθοδος βελτιστοποιείται και εφαρμόζεται γιατην παρακολούθηση των μεταβολών 

στην συγκέντρωση του ΝΟ ίη νίνο μετά από χορήγηση φαρμάκων δια μέσου έγχυσής 

των στο κυκλοφοριακό σύστημα των πειραματοζώων. Τα αποτελέσματα με αυτό το 

σύστημα δείχνουν πως η μέθοδος είναι αρκετά ευαίσθητη για να καταγράψει της 

μεταβολές του ΝΟ σε διαφορετικές φυσιολογικές και παθολογικές συνθήκες.

3.5.2 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

Υλικά

Λουμινόλη (δΙΟΜΑ) και Η2Ο2 30% \ν/ν (ΜβΓοΙί) χρησιμοποιήθηκαν ως 

αντιδραστήρια ΟΓ. Η ΗθΓδ6Γ&<ϋδ1ι υπεροξειδάση (ΗΚ), η αιμογλοβίνη (Ηβ), η 

υπεροξειδική βισμουτάση από βοοειδή (δΟϋ) και η καταλάση από &δρ6Γ§ί11υδ ηί§6Γ 

(ΟΑΤ) αγοράστηκαν από τη δΙΟΜΑ. Η βραδικινίνη (ΒΚ) αγοράστηκε από την δβΓνα.
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Σχήμα 5 ΝΟ Ο ί προφίλ εκπομπής χρησιμοποιώντας ΟΑ-Ναίίοη ταινία (■) και ϋΤΙ 

(·) μεμβράνη στη συσκευή δειγματοληψίας με μεμβράνη.

Βαθμονόμηση του ΝΟ

Χρησιμοποιώντας τις βέλτιστες συνθήκες κατασκευάστηκε καμπύλη βαθμονόμησης 

χρησιμοποιώντας διαφορετικές συγκεντρώσεις του ΝΟ σε εγγενή δείγματα αίματος, 

προσομοιώνοντας κατά συνέπεια την πραγματική μήτρα όταν το σύστημα πρόκειται 

να χρησιμοποιηθεί για μετρήσεις σε ζώντα οργανισμό.

Η απόκριση του συστήματος (ιην) παραστάθηκε γραφικά έναντι των πιοΐβδ του 

παραχθέντος ΝΟ σε μια ημι-λογαριθμική γραφική παράσταση. Εμφανίστηκε 

γραμμική απόκριση για περιοχή συγκεντρώσεων μεταξύ 1.8 χ 10'6 και 2.7  χ 10-3γπο1 

ΝΟ. Η εξίσωση που περιγράφει την καλύτερη ευθεία είναι η (2) με συντελεστή 

συσχέτισης γ= 0 .9 9 6 2 .

240

0 40 80 120 160 200

Τίιπε (δεοοηάδ)

γ = 42,5 χ  10 (±10) + 69,9 (±2) 1ο§(ηΝο) (2)

όπου Πνο - αριθμός Γηοΐβδ του ΝΟ σήματος προς θόρυβο.

Το όριο ανιχνευσιμότητας είναι 9 χ 10'7 πιοί ΝΟ για λόγο θορύβου προς σήμα 3.
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Σχήμα 4 ΝΟ (X  εκπομπή έναντι συγκέντρωσης αναγωγικών αντιδραστηρίων 

χρησιμοποιώντας ΟΑ-Ναίιοη ταινία μεμβράνης στη συσκευή δειγματοληψίας με 

μεμβράνη. ΝΑΟΡΗ (ο), Η4ΒΡ (·), ΌΎΊ (■) και ασκορβικό οξύ (□).

600

>  500 
Β,
αο

• τ— <ζ/)
•1 4008

υκ
§  300 

200
ΙΟ·8 ΙΟ·7 ΙΟ"6 10·5 10-4 10·3 10-2 

Οοηοαιΐταΐίοη ο ί  Γεάαοίαηίδ (Μ)

Η δράση αυτών των πρόσθετων ουσιών, εντούτοις, περιορίζεται από την περμ- 

εκλεκτική μεμβράνη στο διαμέρισμα του δείγματος της συσκευής με μεμβράνη που 

διατηρεί έτσι την υψηλή επιλεκτικότητα του συστήματος. Τα αποτελέσματα 

εμφανίζονται στο Σχήμα 4. Το ΝΑΟΡΗ έδωσε τα καλύτερα αποτελέσματα και 

χρησιμοποιήθηκε για τα περαιτέρω πειράματα σε συγκέντρωση 0. ΙιώΜ. Σε αυτήν την 

συγκέντρωση, η επίδραση του ΝΑΟΡΗ ερευνήθηκε περαιτέρω κάτω από 

πραγματικές συνθήκες με τη χρησιμοποίηση δείγματος αίματος ως μήτρα για τα ΝΟ 

δείγματα. Τα αποτελέσματα από έξι, διαφορετικά δείγματα αίματος (με ή χωρίς 

ΝΑΌΡΗ) φαίνονται στον Πίνακα 2. Όπως φαίνεται από την υψηλή απόκριση του 

ΝΟ-ΟΤ, η διάρκεια ζωής του ΝΟ αυξάνεται στα δείγματα που περιέχουν ΝΑΟΡΗ.
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όταν χρησιμοποιείται η μεμβράνη ΟΑ ή ΟΑ-Ναίίοη. Τέτοια συστατικά είναι η 

γλυκόζη, η κυστεϊνη και το ουρικό οξύ (Πίνακας 1). Εντούτοις στην περίπτωση του 

ασκορβικού οξέος η ΝΟ (Χ-εκπομπή ενισχύεται 1,5 φορά (Πίνακας 1). Έτσι η 

συνεισφορά από τις ενώσεις της κατηγορίας Β στη συνολική επίδραση των 

συστατικών του αίματος είναι θετική. Τα συστατικά του αίματος από τις ενώσεις της 

κατηγορίας 0 είναι κυρίως πρωτεΐνες όπως Β3Α, η Η6 και διάφορα ένζυμα. Η Β8 Α 

δεν έχει καμία επίδραση στην απόκριση. Από την άλλη πλευρά η Η5 προκαλεί μια 

μείωση της (Χ-εκπομπής ανεξάρτητα από τη μεμβράνη που χρησιμοποιείται. Αυτή η 

συνεισφορά μπορεί να αποδοθεί στην υψηλή συγγένεια της Η6 με το ΝΟ που αλλάζει 

το συντελεστή κατανομής μεταξύ των δύο ρευστών συστημάτων του στοιχείου της 

μεμβράνης.

Στα πραγματικά δείγματα η Η6 είναι ένας από τους παράγοντες που ελέγχει την 

ποσότητα του ελεύθερου ΝΟ. Η συνεισφορά στη συνολική επίδραση της (Χ- 

εκπομπή ς από την κατηγορία των ενώσεων είναι αρνητική. Εάν υποτεθεί ότι δεν 

υπάρχει καμία αλληλεπίδραση μεταξύ των συστατικών του αίματος που μεταβάλλουν 

την επίδραση των μεμονωμένων ενώσεων στην (Χ-εκπομπή, κάποιος θα υπολόγιζε 

τη συνολική επίδραση των συστατικών του αίματος από την Ες. (1):

Συνολική επίδραση = { Σ (μεμονωμένη επίδραση / συγκέντρωση του συστατικού 

στον Πίνακα 1) X (συγκέντρωση του συστατικού στο αίμα) } / η 

0 )
όπου το η είναι ο αριθμός συστατικών στο δείγμα αίματος. Βάσει των δεδομένων του 

Πίνακα 1, αυτός ο υπολογισμός θα οδηγούσε σε μια τιμή που δίνει αμελητέα ή μικρή 

επίδραση στην ΝΟ (Χ-εκπομπή.

Η επίδραση των αναγωγικών ειδών.

Η επίδραση παρεμπόδισης των διάφορων αναγωγικών ειδών όπως ϋΤΤ [158], ΒΜΕ, 

Η4ΒΡ [159], ασκορβικό οξύ, και ΝΑΟΡΗ [160] ερευνήθηκε σε σχέση με την 

συγκέντρωσή τους στο δείγμα. Ακόμη και στις πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις, η 

παρουσία τους προκάλεσε μια εντυπωσιακή μείωση της απόκρισης του συστήματος 

όταν χρησιμοποιήθηκε η μεμβράνη διαπίδυσης. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 3 το 

σύστημα είναι πολύ ευαίσθητο σε 10-7 ΜΝΑϋΡΗ, Η4ΒΡ και ασκορβικό οξύ. Το 

ΰΤΤ και ΒΜΕ είχαν επίσης κάποια επίδραση, αλλά δεν ήταν τόσο έντονη. Από την 

άλλη πλευρά όταν χρησιμοποιήθηκε η μεμβράνη €Α-ΝαΓιοη ως περμ-εκλεκτική 

μεμβράνη, οι προαναφερθείσες αναγωγικές ενώσεις, (εκτός από το ΒΜΕ), δεν
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ίχνη οξυγόνου που μπορούν να διαπεράσουν το διαμέρισμα του δείγματος ή μπορούν 

να διευκολύνουν τη μεταφορά ΝΟ μέσω της μεμβράνης.

Ενώσεις μεγαλύτερου μοριακού βάρους >4000 (κλάση Γ):

Αυτές δεν μπορούν να περάσουν μέσω της μεμβράνης και είναι συνήθως πρωτεΐνες 

χωρίς ή με κάποια ενζυματική δράση όπως η Ηβ, ΗΚΡ και ΟΑΤ. Αυτά τα μεγάλα 

μόρια εμφανίζουν συνήθως ασήμαντη επίδραση όταν χρησιμοποιούνται μεμβράνες 

με σχετικά υψηλό ΜλΥΟΟ και μέτρια επίδραση, λόγω της μικρότερης ταχύτητας 

μεταφοράς -  ή πιθανού μερικού φραξίματος-στους μικρότερους πόρους των 

μεμβρανών με χαμηλό ΜλΥΟΟ.
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διαλύματος της παρεμποδίζουσας ένωσης, το διάλυμα παγίδευσης Η6 αναλύθηκε για 

ΝΟ, όπως περιγράφεται σε προηγούμενη εργασία μας [81]. Για υδατικά διαλύματα 

κάθε παρεμποδίζουσας ένωσης, υπό τους πειραματικούς όρους που χρησιμοποιούνται 

σ’ αυτήν την εργασία, το % ΝΟ που παγιδεύεται στο διάλυμα Η6 ήταη 40 %. 

Εντούτοις, στην περίπτωση της Ηβ ή ΗΚΡ άλλων διαλυμάτων των ενώσεων- 

παγίδευσης, δεν βρέθηκε ΝΟ που να διαφεύγει στο υδατικό διάλυμα της Η6 .

ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΣΕΙΣ

Η εκπομπή χημειοφωταύγειας μπορεί να επηρεαστεί από ενώσεις που, (α) αντιδρούν 

ή αλληλεπιδρούν με τα ΟΓ-αντιδραστήρια ΗΚΡ ή ΝΟ, (β) μεταβάλλουν τις σταθερές 

ισορροπίας των διεργασιών που λαμβάνουν χώρα, όπως την σταθερά αστάθειας της 

συμπλοκής ένωσης ΗΚΡ-ΝΟ ή την σταθερά κατανομής του ΝΟ μεταξύ της μήτρας 

του δείγματος και του υδατικού διαλύματος ΗΚΡ, (γ) τροποποιούν τις κινητικές των 

διεργασιών που λαμβάνουν χώρα, όπως π.χ. την ταχύτητα διάχυσης του ΝΟ μέσω ης 

μεμβράνης ή σταθερά ταχύτητας της (Χ-αντίδρασης, (δ) μεταβάλλουν την κβαντική 

αποδοτικότητα του (Χ-ανιχνευτικού συστήματος. Ενώσεις αντιπροσωπευτικές των 

κατηγοριών που αναφέρθηκαν παραπάνω και που βρίσκονται συνήθως στα βιολογικά 

υγρά και έχουν διαφορετικό μοριακό βάρος, (Μ\Υ), χρησιμοποιήθηκαν για να βρεθεί 

η επίδρασή τους στην ΟΕ-εκπομπή. Η μεταβολή της επίδρασής τους μελετήθηκε με 

τη χρησιμοποίηση μεμβρανών με ανοίγματα που επιτρέπουν το πέρασμα ενώσεων 

διαφορετικού μοριακού βάρους (ΜλΥΟΟ). Επιπλέον εξετάζεται η επίδραση στη 

χημειοφωταύγεια ενώσεων που είναι συστατικά του αίματος, όπως τα ανόργανα 

άλατα. Η επίδραση της παρεμπόδισης κάθε ένωσης που βρίσκεται σε υδατικό 

διάλυμα ερευνάται με την τοποθέτησή του στο διαμέρισμα του δείγματος της 

συσκευής με μεμβράνη και διοχετεύοντας μέσω αυτού 1 ηιιηοΐ ΝΟ με την βοήθεια Αγ 

από τον αντιδραστήρα ΝΟ. Οι παρεμποδίζουσες ενώσεις εξετάστηκαν στο μέγιστο 

επίπεδο συγκέντρωσης της υγιούς ή θεραπευτικής περιοχής. Η μέση απόκριση 3 

μετρήσεων ΙηίΓηοΙ ΝΟ λήφθηκε ως 100% και όλες οι επόμενες αποκρίσεις 

συγκρίθηκαν σχετικά με αυτήν την τιμή. Στον πίνακα 1 φαίνονται οι ενώσεις που 

δοκιμάστηκαν τα μοριακά βάρη τους, οι συγκεντρώσεις των υδατικών διαλυμάτων 

τους, το % ποσοστό (X- εκπομπής (μέση τιμή από τρεις επαναληπτικές μετρήσεις) 

που ελήφθη με τη χρησιμοποίηση τριών διαφορετικών ειδών μεμβρανών: Μεμβράνη 

διαπίδυσης με ΜλΥΟΟ 3.500 <1α1ίοη, ταινία οξικής κυτταρίνης με ΜΛΥΟΟ <150 και
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στο επιθυμητό μέγεθος, πλύθηκε με 0,01 Μ ΡΒ3, ρΗ 7,0 και μετά υδρολύθηκε σε 

0,01 Μ ΚΟΗ για 10 ιηίη, προκειμένου να επιτευχθεί ένα υψηλότερο ποσοστό 

διάχυσης του ΝΟ. Σ’ αυτόν τον χρόνο υδρόλυσης το ΜΛΥΟΟ είναι περίπου 150 

ϋαΐίοη, διατηρώντας κατά συνέπεια τις ιδιότητες αποκλεισμού μεγέθους ως προς τις 

διάφορες ενώσεις [156, 157].

Επίστρωση Ναβοη: Η ταινία ΟΑ βυθίστηκε σε διάλυμα Ναίίοη (5% σε αλειφατική 

αλκοόλη)για 10  λεπτά και το διάλυμα αφέθηκε να στεγνώσει στον αέρα για 2 ώρες. 

Ακολουθώντας την ίδια διαδικασία διαμορφώθηκαν 5 επιτυχή στρώματα. Σύμφωνα 

με προηγούμενες μελέτες το πάχος της ταινίας είναι περίπου 10 μηι. Η τελική 

επενδυμένη με Ναίίοη ταινία οξικής κυτταρίνης έχει πάχος περίπου 30 μηι και 

προσαρμόστηκε σε έναν σωλήνα ΡΊΤΈ.

Αισθητήρας και μέτρηση ΝΟ-(Χ.

Πρότυπα διαλύματα ΚΝ02 εγχύθηκαν ως μικρές δόσεις των 500 μΐ μέσω της 

ακριβούς σύριγγας εγχύσεων στο σωλήνα παραγωγής ΝΟ. Το παραγόμενο ΝΟ 

παρασύρθηκε με το ΑΚ στη δειγματοληπτική συσκευή μεμβράνης και πέρασε 

εκλεκτικά μέσω της σύνθετης μεμβράνης και παγιδεύτηκε έπειτα από το διάλυμα 

ΗΚΡ (0,2 γπ§ 1-1 ΗΚΡ σε 1 πιΜ Τήδ-ΗΟΙ, ρΗ 7.2) που ήταν ακόμα κατά τη διάρκεια 

του χρόνου δειγματοληψίας. Η γραμμή ροής της ΗΚΡ-ΝΟ ένωσης αντλήθηκε έπειτα 

με ταχύτητα ροής 0,15 ιηΐ ΐϊΐίη' 1 και το ελεύθερο ΝΟ αποδεσμεύτηκε από το ΗΚΡ 

παρουσία από της γραμμής ροής χαμηλού ρΗ 02 (10 γπΜ γλυκίνη- Η01, ρΗ 3.5) στο 

δεύτερο σημείο συγχώνευσης. Η γραμμή ροής του ελεύθερου ΝΟ οδηγήθηκε στον 

ανιχνευτή μετά από ανάμιξη με τα αντιδραστήρια (X (01, 1x10"5 Μ Λουμινόλη και 

2x10 '3 Μ Η20 2 σε 100 γπΜ Τπδ ΗΟ, ρΗ 7.2) και καταγράφηκε η εκπομπή ΝΟ-(Χ 

Το ύψος της κορυφής του σήματος λήφθηκε ως μέτρηση της συγκέντρωσης.

Παρασκευή προτύπου ΝΟ.

Το ΝΟ παρήχθη σύμφωνα με την ακόλουθη χημική αντίδραση:

2ΚΝ02 + 2ΚΙ + 4Η2804 -> 2Ν θ ί + 4ΚΗ804 + ϊ2 + 2Η20

Το σύστημα παραγωγής ΝΟ παράγει ΝΟ με την προσθήκη διαλυμάτων διαφορετικών 

συγκεντρώσεων ΚΝ02 μέσω της σύριγγας 82 στο σωλήνα του αντιδραστήρα Ν, ο 

οποίος περιέχει τετραπλάσια περίσσεια ΚΙ και Η25 θ 4. Οι σωλήνες Ν και Α έγιναν σε 

αέριο και ο αέρας ταπομακρύνθηκε με τη διάβαση αργού για 30 ιηίη. Το παραχθέν
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υΐίΓα

δοηίο

15 πύη.

Α γ

Οη

(Η)

Ριπηρ

Οη

Ρυιηρ

Οίΐ

Ριιιηρ

Οη

30 ηιίη. 2 ιτυη 2 ιηίχι.

(1οα6Γ3ΐΐοη

ϋΙΐΓ»

δοηϊο

15 ηιϊη.

όεαεΓαΙίοη ϋαβείΐηε ΝΟ-βαηιρΙϊηβ €1-. (ΙείεοΙϊοη

Α γ

Οη

ΡΙΑΛΧ ΌΕΤΕΟΤΙΟΝ ΕΙΝΕ 

κ ν ο 2

Ιη,ίεοΐίοη

Ατ

ΟϊΓ

32 ιηΐη. 2 ηιίη.

(ΐ6361ίΐΙΐθη ιΐίϋΐεπιίίοη ϋαεείίηε ΝΟ-8αηιρ1ίη§ (Χ-ίΙείεοίίοη

ΝΟ-ΟΕΝΕΚΑΤΟΚ ΕΙΝΕ
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3.4.2 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

Χρησιμοποιήθηκαν υλικά ΚΝΟ2 και ΚΙ (δΙΟ Μ Α) για παραγωγή του ΝΟ, σύμφωνα 

με τη μέθοδο που περιγράφεται στη βιβλιογραφία [155]. Ως αντιδραστήρια (X  

χρησιμοποιήθηκαν λουμινόλη (δΙΟΜ Α) και Η2Ο2 30% ς/ω (ΜΕΚΟΚ). Η  ΗοΓδβΓαάίδΗ 

υπεροξειδάση (ΗΚΡ), η αιμογλοβίνη (Η5) και η Βονίηβ δεηιιη Αίβυηιΐη (Β5Α) 

αγοράστηκαν από τη 8ΙΟΜΑ. Το Τπ8 (Ηγ(ΐΓθχγιη6ί1ιγ1)&ιηίηοπΐ6ΐ:1ιβη6 (ΜΕΚΟΚ) και 

η γλυκίνη (ΙΟΜΑ) χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή των ρυθμιστικών 

διαλυμάτων. Η  5,6,7,8-ί6ίΓ Ι̂ιγ<ίΓθϊ)ΐορΐ6πη (Η4ΒΡ), η (ϋΐΗΐοίΙΐΓβίίοΙ (ϋΤΤ), η β- 

ιηβΓοαρίοοίΙι&ηοΙ (ΒΜΕ) αγοράστηκαν από τη δΙΟΜΑ. Το ασκορβικό οξύ (Α Α ) και 

το ΝΑΌΡΗ (β-ηΐοοίίη&ιπίάβ Εάβηίηβ (ϋηιιοΐεοΐΐάβ ρΐιοδρίιβΐβ, ανοιγμένη μορφή) 

αγοράστηκε από την ΜΕΚΟΚ. Η οξική κυτταρίνη (δΙΟΜ Α), το ρο1γνίηγ1 αοβίαΐβ 

(Ρ νΑ ), υψηλού μοριακού βάρους, 160000 ϋ&ΐΐοηδ, και το Ναίίοη (5% σε αλειφατική 

αλκοόλη) αγοράστηκαν από την ΑΕϋΚΙΟ Η  και χρησιμοποιήθηκαν για την 

παρασκευή των μεμβρανών. Η  σωλήνωση διαπίδυσης (δΡΕΟΤΚΑ/ΡΟΚ) ήταν από 

την δΕ Κ νΑ . Τα μη-ενισχυμένα βουλκανισμένα Μαίΐ/ΜαίΙ φύλλα σιλικόνης 

αγοράστηκαν από την δρβοία1ΐγ Μαηυ&οίιιήη§ Ιηα Η ντοπαμίνη, η ογ3ΐ6ΪΠ6, το 

ΗΕΡΕ8 και η ουρία αγοράστηκαν από την δΙΟΜΑ. Το ουρικό οξύ, η βΌ-γλυκόζη 

και η πυρογαλόλη αγοράστηκαν από την ΜΕΚΟΚ. Το αργό αγοράστηκε από την Αιγ- 

Γΐηυΐίΐβ Εΐά. Ολα τα άλλα αντιδραστήρια ήταν αναλυτικού βαθμού. 

Χρησιμοποιήθηκε το διπλά απεσταγμένο νερό (ϋϋ\ν).

ΣΥΣΚΕΥΗ.

Η σχηματική παράσταση της πειραματικής διάταξης που χρησιμοποιείται για την 

απευθείας παρακολούθηση του ΝΟ, καθώς επίσης και της διάταξης παραγωγής ΝΟ  

φαίνεται στο Σχήμα 1&. Η διάταξη αποτελείται από μία συσκευή ΡΙΛΧ-ανίχνευσης, 

που συνδέεται με τη συσκευή παραγωγής ΝΟ και χρήση ενός δειγματολήπτη 

μεμβρανών διαπίδυσης. Η δειγματοληπτική συσκευή αποτελείται από δύο τμήματα 

που χωρίζονται από μια μεμβράνη. Το ένα τμήμα χρησιμοποιείται για να φιλοξενήσει 

το διάλυμα παγίδευσης του ΝΟ  και το άλλο δείγμα ΝΟ. Σε αυτή τη εργασία, το 

τμήμα του δείγματος χρησιμοποιήθηκε για να φιλοξενήσει τα υδατικά διαλύματα 

διαφόρων παρεμποδιζουσών ενώσεων, δια μέσου των οποίων διέρχεται το Ηθ και το 

ΝΟ. Το ΝΟ παγιδεύτηκε από το ΗΚΡ (που χρησιμοποιείται ως παγίδα του ΝΟ σε 

αυτή την εργασία) περνώντας μέσω της περμ-εκλεκτικής μεμβράνης (Σχήμα 2) και η
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Επίδραση των Ϊ2 και Γ

Η παρασκευή ΝΟ με την χημική αντίδραση (α), σχηματίζει ιώδιο, το οποίο είναι 

διαλυτό στην περίσσεια ΚΙ, αλλά κατά την διάρκεια της αντίδρασης το ΚΙ 

καταναλώνεται και το ιώδιο γίνεται αδιάλυτο και ένα μέρος του εξατμίζεται. Σε κάποιες 

περιπτώσεις έντονης αντίδρασης, κάποια ποσότητα Γ μπορεί επίσης να διαφύγει από το 

δοχείο της αντίδρασης, αλλά αυτή παγιδεύεται στο διάλυμα ΚΟΗ. Για αυτό το λόγο, 

διερευνήθηκε η επίδραση στο σήμα χημειοφωταύγειας, της παρουσίας Ι2 και Γ στο 

σύστημα. Πραγματοποιήθηκαν δύο τεστ: το πρώτο με προσθήκη 12 μέχρι το σημείο 

κορεσμού στο διάλυμα του υποκαταστάτη ΡΚΒ ή σε καθαρό νερό (τυφλό), και το 

δεύτερο με προσθήκη διαφορετικών ποσοτήτων ΚΙ στο διάλυμα του υποκαταστάτη 

ΡΚΒ, ώστε να επιτευχθούν διαφορετικές, σταθερές συγκεντρώσεις. Τα αποτελέσματα 

της επίδρασης στην ένταση του σήματος χημειοφωταύγειας, διαφόρων συγκεντρώσεων 

ΚΙ στο ρεύμα μεταφοράς Η6 δίνονται στο Σχήμα 5. Από το Σχήμα 5 είναι φανερό ότι το 

ιόν Γ μειώνει σημαντικά την ένταση του σήματος. Αντιθέτως, η παρουσία ιωδίου στο 

υδατικό διάλυμα Η6 ή στο τυφλό αυξάνει κατά πολύ το σήμα χημειοφωταύγειας 

πράγμα που αποκαλύπτει την ισχυρή επίδραση που ασκεί το Ι2 στο σύστημα της 

λουμινόλης εξαιτίας της οξειδωτικής του ικανότητας.
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Στον αέρα το ΝΟ μπορεί να αντιδράσει με το 0 2 και να σχηματίσει καστανού 

χρώματος ατμούς Ν 02. Το Ν 02 με το νερό σχηματίζει Ν 02’ και Μ ν.Ό ταν όμως το ΝΟ 

αναμιγνύεται με νερό παρουσία 0 2 σχηματίζεται σχεδόν αποκλειστικά Ν 02\  Το 0 2 στο 

σύστημα μας μπορεί να επιδράσει στο σήμα της χημειοφωταύγειας με δύο τρόπους.

• Μπορεί να αντιδράσει με το ΝΟ απευθείας, πριν αυτό να φτάσει στη γραμμή 

μεταφοράς 03, και επομένως να μειώσει την ποσότητα ΝΟ με αποτέλεσμα χαμηλής 

έντασης σήμα χημειοφωταύγειας.

• Μπορεί να οξειδώσει το ΝΟ προς Ν 02 που με το νερό (στα υδατικά διαλύματα 

του υποκαταστάτη ΡΚΒ) θα δώσει ανιόντα Ν 02" και ΝΟ3" τα οποία μπορούν να 

επιδράσουν αρνητικά στην ένταση του σήματος χημειοφωταύγειας. Αυτό φαίνεται στα 

Σχήματα 4 και 5.

Η αρνητική επίδραση των δύο αυτών ανιόντων στο σήμα κατά την προσθήκη τους στο 

διάλυμα των υποκαταστατών ΡΚΒ πριν από το ΝΟ είναι φανερή από τα Σχήματα 4 και

5. Στο Σχήμα 4 φαίνεται ότι το ΚΝ02 που προστέθηκε στο διάλυμα των 

υποκαταστατών ΡΚΒ (τελικής συγκέντρωσης 1.0χ10'3Μ) πριν το ΝΟ μπορεί να μειώσει 

την ένταση του σήματος. Η προσθήκη ΚΝΟ3 και ΚΝ02 στο ρεύμα μεταφοράς Ηβ 03 

(τελικής συγκέντρωσης Ι.ΟχΙΟ'3 Μ) απουσία ΝΟ μειώνει επίσης το σήμα, όπως 

φαίνεται στο Σχήμα 5.

Εάν τα 0 2, Ν 02’, ΝΟ3", δεν απομακρυνθούν πλήρως, θα εμφανισθεί αρνητικό σήμα στη 

διαδικασία παρακολούθησης του κινητικού προφίλ του ΝΟ. Στα πειράματά μας 

παρατηρήθηκε ότι το αρνητικό σήμα διαρκεί έως ότου όλη η ποσότητα 0 2 καταναλωθεί 

από το ΝΟ (προς σχηματισμό Ν02' και ΝΟ3 ). Κατόπιν η ένταση του σήματος αρχίζει 

να αυξάνεται εξαιτίας της νέας ποσότητας ΝΟ που εισέρχεται στο διάλυμα του 

υποκαταστάτη ΡΚΒ. Για την εξουδετέρωση του προβλήματος, χρησιμοποιήθηκαν οι 

παρακάτω τεχνικές (όπως περιγράφηκαν στο πειραματικό μέρος), με σκοπό τον 

καθαρισμό του ΝΟ και την απομάκρυνση ιχνών οξυγόνου.

• Σε όλα τα διαλύματα της αντίδρασης έγινε κατεργασία με υπερήχους για 15 ηιΐη 

στους 4 ° Ο και κατόπιν κατεργασία με Ατ για την απομάκρυνση του οξυγόνου.

• Το 0 2 που πιθανόν να υπήρχε στους ελεύθερους χώρους του συστήματος 

παραγωγής ΝΟ (03, Α, Ν1, Ν2), απομακρύνθηκε με διέλευση Αγ για 10 ηιΐη προ της 

έναρξης της αντίδρασης.
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Πίνακας 1 Δεδομένα για την καμπύλη βαθμονόμησης ΝΟ

Α&3ΟΓ&3Π0β Οί 
ΓβπΊβίηβεΙ ηίίπίθ

0 0 0 0 0 0 0 0,009 0,137 0,430 0,689 0,892
ΚβΓηβϊηθοΙ ηίίπίβ 
θΐηουηΐ (πίοΙθ)

0 0 0 0 0 - 0 0 1x10 4 2x1 Ο*4 1.2x10"3 5.2x10'3 0.017
ΤοΐβΙ ηίίΓΪΙθ 

βΓπουηΙ (ιηοΐβ)
1x10'5 2x10'5 5x10'5 1x10'4 2x1ο·4 5x10'4 1x10'3 2x10'3 5x10'3 0,01 0,02 0,05

ΝΟ οοηνθΓδίοη
Γ31ΪΟ ίΐΌΠΊ ΠΪίΠίθ

1 1 1 1 1 1 1 0.95 0.96 0.88 0.74 0.66
ΝΟ ίοπτΊ3ΐίοη 
3ΠΊουηΐ (ιτιοΙβ)

1x10'5 2x1 Ο*5 5x10'5

ΊοX 2x10'4 δχΙΟ-4 X ο ώ 1.9x10"3 4.8x10'3 8.8x103 0.0148 0.0330

ΝΟ 01.8Ϊ9Π3Ι
(ιην)

0.9 3.9 9.9 19.9 40.3 102 206 416 1056 2127 2884 3104



2.0x10'5 και 1 .ΟχΙΟ'2 ιηοΐβ ΝΟ και το δείγμα που χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό
7 * 2είναι 140 μΐ. Έτσι το όριο του προσδιορισμού είναι 7.0x10" ηιοΐβ ή 21 μ§ ή 15.7χ10' 

ογπ3 ΝΟ. Ο προσδιορισμός του ΝΟ είναι αρκετά απλός και μπορούν να αναλυθούν 

πέντε με έξι δείγματα το λεπτό.

Επίδραση των υποκαταστατών ΡΚΒ (ΗΚΡ, Ηδ, ΟΑΤ) στο σήμα χημειοφωταύγειας του 

ΝΟ
Το ΝΟ που παράγεται στον αντιδραστήρα με τη χρήση της χημικής αντίδρασης 

(α) παγιδεύτηκε σε διάλυμα υποκαταστατών ΡΚΒ. Η συγκέντρωση του ΝΟ στο 

διάλυμα των υποκαταστατών ΡΚΒ παρακολουθήθηκε και καταγράφηκε με τη συσκευή 

ΡΙΑ και ανίχνευση με χημειοφωταύγεια του σχήματος Ια, στις βέλτιστες συνθήκες 

ανίχνευσης. Το σχήμα 2 δείχνει ένα αντιπροσωπευτικό δείγμα της συγκέντρωσης του 

ΝΟ στην παγίδα των υποκαταστατών ΡΚΒ. Στην πραγματικότητα είναι το κινητικό 

προφίλ της αντίδρασης παραγωγής ΝΟ. Το μέγιστο της καμπύλης εμφανίζεται στο 

πέρας της αντίδρασης και το σήμα χημειοφωταύγειας που λήφθηκε στο μέγιστο είναι 

αντίστοιχο με το ποσό του ΝΟ που παρήχθη από το ΚΝΟ2. Αυτά τα πειράματα έγιναν 

με διαφορετικές ποσότητες ΚΝΟ2 και με διαφορετικούς υποκαταστάτες.

Τα σήματα χημειοφωταύγειας που λήφθηκαν χρησιμοποιώντας διαφορετικούς 

υποκαταστάτες ΡΚΒ (ΗΚΡ, Η6, ΟΑΤ) και νερό, για την παγίδευση του ΝΟ, 

παρίστανται διαγραμματικά έναντι του ποσοστού ΚΝΟ2 (το ΚΙ ήταν σε περίσσεια) και 

παρουσιάζονται στο Σχήμα 3. Από το Σχήμα 3 είναι εμφανές ότι το τυφλό διάλυμα 

(μόνο νερό χωρίς υποκαταστάτη ΡΚΒ) δίνει σήμα αρκετά χαμηλότερης έντασης από τα 

διαλύματα των υποκαταστατών ΡΚΒ. Κατά τη χρήση ΟΑΤ ως υποκαταστάτη ΡΚΒ, 

βρέθηκε ότι στις χαμηλές συγκεντρώσεις (<0.001§1_1) το σήμα χημειοφωταύγειας είναι 

χαμηλότερης έντασης από ότι το σήμα του τυφλού, αλλά αυξάνεται με πολύ 

μεγαλύτερη ταχύτητα με την αύξηση της συγκέντρωσης ΟΑΤ.

Είναι γνωστό ότι η ΟΑΤ μετατρέπει το Η2Ο2 σε Ο2:

2Η2Θ2 οατ >2Η2Θ + θ 2 (ο)

Επομένως μεγάλη ποσότητα Η2Ο2 στη γραμμή μεταφοράς 02 μετατρέπεται σε Ο2 

πράγμα το οποίο μπορεί να είναι και ο λόγος για το χαμηλότερο σήμα του υποβάθρου 

σε σχετικά χαμηλές συγκεντρώσεις ΟΑΤ. Οι ΗΚΡ και Η5 δίνουν σήμα 

χημειοφωταύγειας παρόμοιο με του τυφλού σε συγκεντρώσεις χαμηλότερες του 0.0005 

§1_1, αλλά το σήμα τους αυξάνει με πολύ μεγαλύτερη ταχύτητα σε υψηλότερες
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(γ) σε αναλογία [Η2θ2]/[λουμινόλη]>50. Λαμβάνοντας ως βάση τις βέλτιστες τιμές για 

την ανίχνευση του ΝΟ, προσπαθήσαμε να μειώσουμε το σήμα χημειοφωταύγειας του 

υποβάθρου, που προέρχονταν από τον υποκαταστάτη ΡΚΒ. Από τα πειράματα 

βελτιστοποίησης που πραγματοποιήθηκαν (βελτιστοποιώντας μία παράμετρο τη φορά) 

απουσία ΝΟ, βρέθηκε ότι το σήμα χημειοφωταύγειας ελαχιστοποιούνταν κάτω από τα 

10 ιην, όταν : (α) το ρΗ ρυθμίζονταν στο 7.10 (14.3 γωΜ ΙΜνβίδ&Ι) και [λουμινόλη]= 

1.0x1 Ο*5 Μ, στη γραμμή μεταφοράς 01, (β) το υδατικό διάλυμα Η2Ο2 ήταν 2.0x10'3 Μ 

στη γραμμή μεταφοράς 02, και (γ) το υδατικό διάλυμα Ηβ ήταν 2.0x10'4 &Γ1 στη 

γραμμή μεταφοράς 03. Τέλος έγινε μια προσπάθεια μείωσης του ελάχιστου του 

σήματος του υποβάθρου μεταβάλλοντας το ρΗ της γραμμής μεταφοράς 02 με 

ρυθμιστικό διάλυμα (1.43 ηιΜ ΙΜνΘΓδ&Ι). Από τη διερεύνηση αυτή προέκυψε ότι μία 

ελάχιστη μείωση του σήματος του υποβάθρου συμβαίνει στο ρΗ=4.10 κατά τη χρήση 

Η6 ως υποκαταστάτη ΡΚΒ. Η μείωση του σήματος του υποβάθρου ήταν ακόμη 

μεγαλύτερη με τη χρήση ως υποκαταστατών ΡΚΒ, ΗΚΡ και 0ΑΤ.

Καμπύλη βαθμονόμησης ΝΟ και αναλυτικοί παράμετροι

Η καμπύλη βαθμονόμησης του ΝΟ κατασκευάσθηκε βάσει της αντίδρασης (β) 

όπως περιγράφηκε στο πειραματικό μέρος. Διαφορετικές ποσότητες ΚΝΟ2 (ίσοι όγκοι

1.0 έως 10.0 Μ υδατικών διαλυμάτων) και περίσσεια Η§ χρησιμοποιήθηκαν για την 

παραγωγή διαφορετικών γώοΙθ ΝΟ. Το ΝΟ κατόπιν παγιδεύτηκε στους δύο σωλήνες 

που περιείχαν διάλυμα Ηβ (ίσους όγκους σταθερής συγκέντρωσης). Μετά το πέρας της 

αντίδρασης λήφθηκαν δείγματα από τους σωλήνες Ρ1 και Ρ2 και μετρήθηκε το σήμα 

χημειοφωταύγειας που έδωσαν. Τα εναπομείναντα νιτρώδη στο σωλήνα της αντίδρασης 

Ν2, προσδιορίστηκαν με τη μέθοδο <ϋ&ζο και χρήση καμπύλης βαθμονόμησης 

νιτρωδών, και η ποσότητα του ΝΟ που παρήχθη υπολογίστηκε υποθέτοντας 100% 

μετατροπή. Τα πειραματικά δεδομένα για την καμπύλη βαθμονόμησης των νιτρωδών, 

έδωσαν ευθεία γραμμή στην περιοχή μεταξύ 1.0x10"5 και Ι.ΟχΙΟ"3 Μ και η γραμμική 

συμμεταβολή (Γ€§Γ6δδΐοη ΐΓβ&ΐΓπβηί) των μέσων τιμών (εις τριπλούν) έδωσε τις 

βέλτιστες τιμές για τις παραμέτρους φΰδΐ ίίΐ ρ&Γ&ιηείεΓδ) και τις τυπικές αποκλίσεις που 

φαίνοναι στην εξίσωση (1)

Υ= 1.987 (±0.01)+ 0.395 (±0.003) 1§χ (1)
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Ο αντιδραστήρας παράγει ΝΟ μέσω της χημικής αντίδρασης (α) με προσθήκη 

διαφορετικών όγκων υδατικού διαλύματος ΚΝ02 με τη βοήθεια της σύριγγας 51 στον 

κλειστό και αναδευόμενο σωλήνα του αντιδραστήρα Ν1, που περιέχει διάλυμα ΚΙ και 

περίσσεια Η28Ο4. Το περιεχόμενο των σωλήνων (Ν1, Α, Ρ) καθώς και των γραμμών 

μεταφοράς 01, 02, 03 απαερώθηκαν, με τη βοήθεια δονητή υπερήχων για 15 ιηίη 

στους 4°0 και έπειτα με διαβίβαση φυσαλίδων Αγ, το οποίο προηγουμένως είχε διέλθει 

από διάλυμα 0.01Μ ΚΟΗ και 0.1Μ πυρογαλλόλης, για την απομάκρυνση ιχνών 

οξυγόνου. Πριν την έναρξη της αντίδρασης παραγωγής ΝΟ, τα περιεχόμενα των 

δοκιμαστικών σωλήνων (Ν1, Α, Ρ) αναδεύτηκαν, σφραγίστηκαν αεροστεγώς και ρεύμα 

Αγ διήλθε από το εσωτερικό τους για 30 ηιΐη με σκοπό την απομάκρυνση του αέρα. Το 

παραγόμενο ΝΟ στο σωλήνα Ν1, με τη βοήθεια της διαφοράς πίεσης, διέρχονταν από 

το σωλήνα Α ο οποίος περιείχε υδατικό διάλυμα 10% ΚΟΗ για την απομάκρυνση 

αέριων παραπροϊόντων και προσμείξεων, και κατόπιν από το διάλυμα του 

υποκαταστάτη ΡΚΒ.

Η χημική αντίδραση (β) παράγει ΝΟ καθαρότητας 99.7% και χρησιμοποιήθηκε για την 

κατασκευή της καμπύλης βαθμονόμησης του σήματος της χημειοφωταύγειας έναντι 

των ιηοίε ΝΟ στα διαλύματα Η6 . Η μεθοδολογία της διεργασίας έχει ως εξής: Στο 

σωλήνα της αντίδρασης Ν2 (5ηι1) προστέθηκαν, σταθεροί όγκοι διαφόρων 

συγκεντρώσεων (1 με 10 Μ) πρόσφατα παρασκευασμένου διαλύματος ΚΝ02, και 

περίσσεια Η§. Το περιεχόμενο του σωλήνα αναδεύτηκε ήπια με μαγνητικό αναδευτήρα. 

Η θερμοκρασία διατηρήθηκε στους 0° Ο με προσθήκη μικρών κομματιών πάγου στο 

σωλήνα Ν2 και ο ολικός όγκος ρυθμίστηκε στα 4 πιΐ. Οι σωλήνες Ρ1 και Ρ2 (5ιώ1) 

περιείχαν από 3 γπΙ διαλύματος Η6 2.0x10-4 §Γ* και αναδεύονταν αργά με μαγνητικό 

αναδευτήρα. Το σύστημα ήταν κλεισμένο αεροστεγώς με τα ελαστικά πώματα και μόνο 

ρεύμα Ηο διέρχονταν μέσω των σωλήνων για 2 0  ιηίη πριν από την έναρξη της 

αντίδρασης. Στο σωλήνα Ν2 (5ιη1) εγχύθηκε ΙιώΙ Η28 0 4 1Μ μέσω της σύριγγας 82 και 

η αντίδραση ξεκίνησε, με ταυτόχρονη διέλευση μικρής ροής Ηβ. Το παραγόμενο ΝΟ 

διαβιβαζόταν με τη βοήθεια του ρεύματος Ηβ στους σωλήνες Ρ1 και Ρ2 που περιείχαν 

τα διαλύματα Ηβ. Μετά από 15 πιίη λαμβάνονταν δείγματα με τη βοήθεια σύριγγας από 

τους σωλήνες Ρ1 και Ρ2 τα οποία εγχύονταν στην βαλβίδα V για την ανίχνευση 

χημειοφωταύγειας. Η ποσότητα ΝΟ που παγιδεύονταν στα διαλύματα Ηβ ήταν η ίδια η 

οποία παράγονταν στον αντιδραστήρα. Μετά το πέρας της διαδικασίας της αντίδρασης 

η περίσσεια Η§ και Η§ 25 0 4  στο σωλήνα του αντιδραστήρα (Ν2) διηθούνταν και το
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Σχήμαί Διάταξη ΡΙΑ-ανιχνευτή χημειοφωταύγειας εφοδιασμένη με 

αντιδραστήρα παραγωγής ΝΟ για την παρακολούθηση της αντίδρασης 

σχηματισμού του ΝΟ (α) και για την κατασκευής της καμπύλης 

βαθμονόμησης (β).

Συντομεύσεις: Α=παγίδα, Ο=κοχλιωτή κυψελίδα, 01=γραμμή μεταφοράς 

αντιδραστηρίων (X, 02=γραμμή μεταφοράς οξειδωτικού για την 

δηλητηρίαση της οξειδωτικής δραστικότητας του αντιδραστηρίου ΡΚΒ, 

03=ηφαμμή μεταφοράς αντιδραστηρίου ΡΚΒ ή του συμπλόκου του με το 

ΝΟ, 04= γραμμή μεταφοράς διαλύματος Η5, Μ= μίκτης, Ν1, Ν2= 

αντιδραστήρας παραγωγής ΝΟ, Ρ= Διάλυμα ανιδραστηρίου ΡΚΒ, Ρ1, 

Ρ2=διάλυμα Ηβ, ΡΜ=φωτοπολλαπλασιαστής (ΊΉΟΚΝ ΕΜΙ 9789 Β), 

ΡΡ=περισταλτική αντλία με σταθερή ταχύτητα 0,15 γπΙ ιηίη'1 (ΟΙΕδΟΝ Μίηί- 

2), ΡΚ= πορφυρινικό διάλυμα με ΝΟ ή σχετικούς συμπαράγοντες, 

Ρ8=τροφοδοτικό (ΤΗΟΚΝ ΕΜΙ ΡΜ 28Β (1200 V), ΚΟ=καταγραφέας 

(ΕΙΝΕΑΚ 1200), δ, 81, δ2=σύριγγες, Τ=θερμοστατικό (ΐυΕΑΒΟ ν θ  Ε30), 

ν=  εξάπορτη βαλβίδα (ΑΝΑΟΗΕΜ), \Υ=απόβλητα.

( 1&)



ΧΦ-σήμα από πορφυρινικό μόριο
Ηΰ(ΗΚΡ,ϋΑ Τ ) +  Λονμινόλη + Η 20 2 -»προϊόντα +  φως

Για την παραγα>γή του ΝΟ εφαρμόσθηκαν εργαστηριακές μέθοδοι με βάση 

την παραγωγή από ανόργανες αντιδράσεις αερίου ΝΟ το οποίο καθαρίσθηκε από 

παραπροιόντα[] αλλά και από οργανικές ενώσεις είτε μέσω ενζυματικών 

αντιδράσεων είτε με χημική μέθοδο ελευθέρωσης του ΝΟ. Στην εργασία 

εφαρμόσθηκαν τεχνικές χρήσης ανόργανων αντιδραστηρίων και προσδιορίσθηκε η 

ποσότης του παραχθέντος ΝΟ από την μετατροπή του αντιδραστηρίου με πρότυπες 

μεθόδους ανάλυσης. Με βάση την ποσότητα του ΝΟ που παγιδεύθηκε στο διάλυμα 

του πορφυρινικού βιομορίου και της ΧΦ-εκπομπής επετεύχθησαν καμπύλες ανφοράς

Σ’αυτή την εργασία, παρέχουμε μέθοδο προσδιορισμού του ΝΟ που βρίσκεται 

συμπλοκοποιημένο με πορφυρινικά βιομόρια κάνοντας χρήση της ΧΦ-αντίδρασης 

της λουμινόλης/Η2θ 2. Η μέθοδος αυτή παρέχει το δεύτερο βήμα στην στρατηγική της 

ανίχνευσης του ΝΟ ίη νΐνο καθότι εκτός της δυνατότητας προσδιορισμού του ΝΟ σε 

πορφυρινικά βιομόρια μας δίνει την δυνατότητα να μελετήσουμε τις συνθήκες υπό τις 

οποίες θα ελαχιστοποιηθεί η ΧΦ-εκπομπή από τα πορφυρινικά βιομόρια στην 

περίπτωση που περιέχονται στο δείγμα ή αποτελούν το μέσο της πρόσληψης και 

συμπύκνωσης από το δείγμα.

3.3.2 Πειραματικό μέρος 

Υλικά

Τα χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία ήταν: ΚΝ02, 

Η§, χρωμοτροπικό οξύ, της εταιρίας Ρΐυ^α, ΚΙ της εταιρίας ΒΟΗ, ΚΟΗ, πυρογαλλόλη, 

ΚΝΟ3, Ρβδ0 4 '7 Η20 , Κ20 20 7 , Η2δ04 και Ι2, της εταιρίας Μειχίί, σουλφανυλικό οξύ, 

της εταιρίας δΐ£ΐηα. Τα αντιδραστήρια για τα ρυθμιστικά διαλύματα ήταν: ΚΗ2ΡΟ4, 

Να2ΗΡ0 4 , Η3ΒΟ3, ΝαΟΗ, διαιθυλοβαρβιτουρικό οξύ, της εταιρίας ΜβΓοΙί και κιτρικό 

οξύ της εταιρίας Οατίο Ειΐ>α. Τα αντιδραστήρια χημειοφωταύγειας, λουμινόλη (δΐ^πια) 

και Η20 2 30% Λν/ν (Μβιχίί) ήταν μέγιστης καθαρότητας και τα βιοχημικά 

αντιδραστήρια, υπεροξειδική δισμουτάση (δΟΟ), ΗοΓδδΓαάίδΗ ρβΓοχίά&δε (ΗΚΡ), 

αιμογλοβίνη (Ηβ), καταλάση (ΟΑΤ), ήταν της εταιρίας δί§ιη&. Τα αέρια Ηβ και Αγ 

ήταν της εταιρίας ΑίΓ-1ΐςυί<ΐ6. Τέλος σε όλη την εργασία χρησιμοποιήθηκε 

απεσταγμένο νερό, εκτός από τα σημεία όπου αναφέρεται κάτι διαφορετικό.

Συσκευή
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Οι παρεμποδίζουσες ενώσεις προστέθηκαν στο διάλυμα της γραμμής μεταφοράς σε 

συγκεντρώσεις που υπάρχουν στο αίμα και η συσκευή ρυθμίστηκε στις βέλτιστες 

συνθήκες λειτουργίας. Τα δεδομένα ελήφθησαν για δείγμα 0,05 Μ Ε-αργινίνης. Τα 

αποτελέσματα στον Πίνακα 2 δείχνουν ότι:

Η επίδραση του περιεχόμενου μεταλλοιόντος μαγνησίου και νατρίου στο σήμα 

εκπομπής χημειοφωταύγειας είναι πολύ μεγάλη για το ιόν του νατρίου και 

μαγνησίου, ενώ είναι ασήμαντη για το ιόν του καλίου. Αυτό πιθανόν οφείλεται 

στο γεγονός της επίδρασης που έχουν τα διάφορα μεταλλοιόντα στις ενεργές 

θέσεις του ΝΟδ.

Η επίδραση της καλμοδουλίνης στο σήμα εκπομπής χημειοφωταύγειας είναι 

αρνητική σε αυτή την μελέτη σε αντίθεση με την βιβλιογραφία για το φυσικό 

ΝΟδ-ένζυμο, ίσως λόγω της διαφορετικής παρασκευής του ενζύμου από την 

εταιρία δΙΟΜΑ ή λόγω της ακινητοποίησης του ενζύμου. Απαιτείται 

περισσότερη μελέτη για να διευκρινιστεί ο λόγος αυτής της επίδρασης.

Τα ΝΟδ-συνένζυμα ΝΑΟΡΗ και Η4ΒΡ και το αναγωγικό μόριο ϋΤΤ, αποσβαίνουν 

το σήμα εκπομπής χημειοφωταύγειας (Πίνακας 2), αλλά όταν αυξάνει η 

συγκέντρωση του Η2Ο2 το σήμα βελτιώνεται ειδικά στην περίπτωση του ΝΑΟΡΗ. 

Αυτό υποστηρίζει την άποψη ότι τα συνένζυμα καταστρέφουν την οξειδωτική 

δραστικότητα του Η2Ο2.

Χρόνος ζωής του αντιδραστήρα

Είναι η πρώτη φορά που ακινητοποιείται ΝΟδ σε ΟΡΟ. Το ακινητοποιημένο ένζυμο 

έδειξε πολύ καλή λειτουργικότητα και αποθηκευτική ικανότητα και η δραστικότητα 

δεν δείχνει ουσιαστική μείωση ύστερα από 2000 εγχύσεις σε τρείς μήνες, όπως 

αναφέρεται στην βιβλιογραφία για τα ΝΟδ-ένζυμα. Όταν ο αντιδραστήρας λειτουργεί 

μερικές φορές σε 37°0, το ΝΟδ χάνει πολύ γρήγορα τουλάχιστον το 50% της 

δραστικότητάς του.

144



Αναλυτικές παράμετροι

Πρότυπη καμπύλη βαθμονόμησης για την Γ-αργινίνη

Η εκπομπή χημειοφωταύγειας παρακολουθήθηκε στις βέλτιστες συνθήκες 

λειτουργίας του συστήματος που προσδιορίστηκαν στα προηγούμενα πειράματα. Για 

μια έγχυση ή ανάλυση ενός δείγματος, αυτό το σύστημα αντίδρασης χρειάζεται 2 

Γϊΐίη. Άλλα 2 πιίη χρειάζονται για την αναγέννηση του συστήματος του καταλύτη. Η 

καμπύλη βαθμονόμησης που λαμβάνεται φαίνεται στο Σχήμα 8, είναι γραμμική με 

μεγάλη κλίση (ευαισθησία) για την Γ-αργινίνη.

Σχήμα 8 Καμπύλη συσχέτισης μεταξύ σήματος χημειοφωταύγειας και συγκέντρωσης 

Γ-αργινίνης χρησιμοποιώντας Οδδ.5

0  2 0  4 0  6 0  8 0  1 0 0

Ο ο η ο θ η ίΓ α ίίο η  ο ί  ί-αΓ9 ίπ ίπ θ  (γπΜ)

Η εξίσωση της καμπύλης βαθμονόμησης ύστερα από γραμμική παλινδρόμιση των 

δεδομένων είναι εξής:

Υ=0.0721 (±0.073 5Η0.1267(±0.0016)Χ

Όπου Υ=σήμα χημειοφωταύγειας σε Γηνοΐΐ και Χ=συγκέντρωση Γ-αργινίνης σε πιΜ 

Ο συντελεστής συσχέτισης, γ=0,9997. Η γραμμική περιοχή είναι 1~100ιϊι Μ Γ- 

αργινίνης και το όριο ανιχνευσιμότητας είναι 0,5 ιήΜ βασισμένο στο επίπεδο 

θορύβου.
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σήμα εκπομπής χημειοφωταύγειας λαμβάνεται σε θερμοκρασία 20°0. Επί πλέον, ο 

αντιδραστήρας έχει διαφορετικό εύρος κορυφής σε διαφορετικές θερμοκρασίες. Το 

εύρος κορυφής είναι μια μέτρηση της ταχύτητας της αντίδρασης και από τα 

αποτελέσματα γίνεται φανερό ότι η ταχύτητα της αντίδρασης αυξάνει όσο αυξάνει η 

θερμοκρασία του διαλύματος της γραμμής μεταφοράς. Η ελάττωση του εύρους της 

κορυφής τείνει προς το επίπεδο μεταξύ 20 και 30 °0 και ύστερα αρχίζει μία νέα 

ελάττωση μέχρι τους 37 °0 (ακραίο άνω όριο της θερμοκρασίας) όπου το ΝΟδ έχει 

την καλύτερη δραστικότητα και η ενζυμική αντίδραση την υψηλότερη ταχύτητα. Η 

ταχύτητα της αντίδρασης γίνεται χαμηλότερη όσο αυξάνει η θερμοκρασία και το 

προφίλ της κορυφής γίνεται ευρύτερο.(Σε θερμοκρασία 20 °0, το εύρος της κορυφής 

είναι 120 56θ). Ωστόσο, αν και η αντίδραση πάνω από 20 °0 προσεγγίζει μία σταθερή 

κατάσταση για την παραγωγή ΝΟ, η εκπομπή χημειοφωταύγειας ελαττώνεται είτε 

γιατί συμβαίνει μεγαλύτερη διασπορά του δείγματος της αργινίνης στο διάλυμα της 

γραμμής μεταφοράς , είτε γιατί ελαττώνεται ο χρόνος ημιζωής των μεταβατικών 

ειδών ΝΟ, είτε λογω της χημείας μεταξύ των αντιδραστηρίων χημειοφωταύγειας και 

των προϊόντων της ενζυμικής αντίδρασης ή ακόμη λόγω της επίδρασης της 

θερμοκρασίας του διαλύματος της γραμμής μεταφοράς στην σταθερότητα των 

αντιδραστηρίων χημειοφωταύγειας. Το τελευταίο είναι περισσότερο πιθανό επειδή 

είναι καλά γνωστό ότι το Η2Ο2 είναι ασταθές, ειδικά σε αναγωγικά περιβάλλοντα με 

υψηλές θερμοκρασίες.

Τέλος, ερευνάται η επίδραση της θερμοκρασίας του διαλύματος του αντιδραστηρίου 

χημειοφωταύγειας στην εκπομπή χημειοφωταύγειας και τα αποτελέσματα φαίνονται 

στο Σχήμα 6β. Όπως φαίνεται από το Σχήμα 6β η θερμοκρασία των αντιδραστηρίων 

χημειοφωταύγειας έχει εμφανή επίδραση στο μέγεθος του σήματος της 

χημειοφωταύγειας. Όταν η θερμοκρασία αυξάνει σε 30-37 °0, το σήμα γίνεται 

σταδιακά μικρότερο μέχρι τους 37 °0 όπου γίνεται πολύ μικρό, πιθανόν επειδή το 

Η2Ο2 μετατρέπεται σε οξυγόνο και διαφεύγει από το υδατικό διάλυμα γρηγορότερα 

σε υψηλότερες θερμοκρασίες. Σε θερμοκρασία 5-20 °0, η οξειδωτική κατάσταση του 

Η2Ο2 είναι σταθερή.

Επίδραση της ταχύτητας ροής

Η ταχύτητα ροής σε συνδυασμό με τον όγκο του αντιδραστήρα είναι υπεύθυνη για 

την σημαντική κινητική παράμετρο που καλείται χρόνος επαφής σε διαδικασίες που ο 

αντιδραστήρας βρίσκεται σε σύστημα ροής. Σε αυτό το πείραμα παρακολουθήσαμε
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Το διάλυμα της γραμμής μεταφοράς ρυθμίστηκε σε ένα σταθερό ρΗ με ένα πρότυπο 

διάλυμα 0,1 Μ ΝαΟΗ και με την βοήθεια πεχαμέτρου για την ανάγνωση της 

ακριβούς τιμής ρΗ. Σε ένα πείραμα το αντιδραστήριο της χημειοφωταύγειας δεν 

βρισκόταν σε ρυθμιστικό διάλυμα και η τιμή του ρΗ ήταν 6,0, ενώ σε ένα άλλο 

πείραμα βρισκόταν σε ρυθμιστικό διάλυμα 10 ιήΜ ίπ8. Τα αποτελέσματα δεν έδειξαν 

αξιοσημείωτες διαφορές. Η εκπομπή χημειοφωταύγειας που δημιουργήθηκε από την 

έγχυση δείγματος Ε-αργινίνης καταγράφηκε σαν η συνολική απόκριση του ανιχνευτή 

χημειοφωταύγειας προς το ΝΟ και το υλικό του δείγματος. Η εκπομπή 

χημειοφωταύγειας από το υλικό του δείγματος καταγράφηκε σαν η γραμμή βάσης της 

εκπομπής χημειοφωταύγειας. Η διαφορά μεταξύ αυτών των δύο τιμών για κάθε τιμή 

ρΗ παρέχει τα δεδομένα της καθαρής απόκρισης ως προς την εκπομπή 

χημειοφωταύγειας του ΝΟ και αυτά σχεδιάζονται στο διάγραμμα του παραθύρου του 

Σχήματος 5.

Από το Σχήμα 5 φαίνεται ότι το συνολικό σήμα χημειοφωταύγειας (σήμα γραμμής 

βάσης + σήμα από το ΝΟ) αυξάνεται με την αύξηση του ρΗ του διαλύματος της 

γραμμής μεταφοράς, αλλά επίσης αυξάνεται και το σήμα της γραμμής βάσης. Από το 

παράθυρο του Σχήματος 5 γίνεται αντιληπτό ότι το μέγιστο της καθαρής εκπομπής 

χημειοφωταύγειας από το ΝΟ έναντι του ρΗ λαμβάνεται σε ρΗ=7,3. Αυτό μπορεί να 

σημαίνει ή ότι το Ν08 έχει την μεγαλύτερη δραστικότητα σε αυτό το ρΗ ή ότι αυτό 

το ρΗ είναι το ευνοϊκότερο για την εκπομπή χημειοφωταύγειας. Τέλος, το 

συμπέρασμα από τον Πίνακα 1 ότι τα αποτελέσματα με μεγαλύτερη ευαισθησία 

ελήφθησαν με σύσταση του διαλύματος μεταφοράς 5,0 γπΜ ΗΕΡΕ3 ρυθμιστικό 

διάλυμα/0,625 ηιΜ 0α0ΐ2/0,5 ιηΜ ΕΌΤΑ σε ρΗ=7,3, υποστηρίζεται από το Σχήμα 1.

Επίδραση της θερμοκρασίας

Σύμφωνα με την βιβλιογραφία , το ΝΟδ έχει την μεγαλύτερη δραστικότητα σε 

θερμοκρασία 37°€. Το σήμα όμως που πήραμε σε αυτή την θερμοκρασία δεν ήταν το 

μεγαλύτερο. Αυτό μπορεί να οφείλεται στους ακόλουθους λόγους: 

α) Ο χρόνος ημιζωής του παραγόμενου ΝΟ ελαττώνεται όταν η θερμοκρασία αυξάνει 

στην υγρή φάση.(Σχήμα 6α)
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Βελτιστοποίηση της εκπομπής χημειοφωταύγειας

Η βελτιστοποίηση επικεντρώθηκε στην ρυθμιστική ικανότητα του ρυθμιστικού 

διαλύματος - για το ρΗ και ρ0&- του διαλύματος της γραμμής μεταφοράς στο ρΗ 

αυτού, στην θερμοκρασία αυτού και στην ταχύτητα ροής. Πρόσθετα ερευνήθηκε η 

επίδραση της θερμοκρασίας του διαλύματος της γραμμής μεταφοράς του 

αντιδραστηρίου χημειοφωταύγειας στο σήμα της χημειοφωταύγειας. Εκτός από εκεί 

που αναφέρεται διαφορετικά, η ταχύτητα ροής του διαλύματος της γραμμής 

μεταφοράς και του διαλύματος της γραμμής μεταφοράς του αντιδραστηρίου 

χημειοφωταύγειας είναι 0,76 ιώΙ ηιΐη'1, η θερμοκρασία είναι 20°0, το ρΗ είναι 7,3 και 

η συγκέντρωση του δείγματος της Ε-αργινίνης είναι 0,05 Μ.

Πίνακας 1 Σήμα χημειοφωταύγειας που λαμβάνεται από δείγμα 0,05 Μ Ε- 
αργινίνης χρησιμοποιώντας διαφορετικά διαλύματα γραμμής μεταφοράς σε ρΗ=7,3 
και θερμοκρασία 20 °0*.

€&ΓΗεΓ-8ίΓε£ΐηι χοΐιιΐϊοη 
οοιηρο§ίϋοη (ρΗ 7.3)

ΟεΗί^ηαίίοη Βίΐΰ §̂Γ0ΐιη(1
δί§ηα1(ηιν)

δίξηαΐ
(ιην)

ϋοίίχίιοη Ιίηιΐί
(ιηΜ)

ΗΕΡΕδ 2 ηιΜ 
0.25 ηιΜ 

ΕϋΤΑ 0.2ηιΜ
Οδδ.2 1.7 2.6 1.0

ΗΕΡΕδ 5 πιΜ 
Οίΐα2 0.625 ηιΜ 
ΕϋΤΑ 0.5 ιώΜ

Οδδ.5 2.1 4.6 0.5

ΗΕΡΕδ ΙΟιηΜ 
ΟαΟϊί 1.25 ηιΜ 
ΕΟΤΑ 1.0 ηιΜ

Οδδ.10 3.4 4.8 10

ΗΕΡΕδ 25 ιηΜ 
ΟαΟϊ 1.25 ιηΜ 
ΕϋΤΑ 1.0 ιηΜ

€δδ.25 8.4 8.6 50

* ΤΠιε οΙΙιβΓ οοηάΐΐίοηδ 3τε αΐ ΐΐιε  δοί νΗΐιιβδ 38 ιηεηΐϊοηεά .

Επίδραση της σύστασης του διαλύματος μεταφοράς και του ρΗ 

Το διάλυμα μεταφοράς αποτελείται από συστατικά τα οποία έχουν ρυθμιστική 

ικανότητα για τα ιόντα υδρογόνου και συμπλεκτική ικανότητα για τα ιόντα ασβεστίου 

Και η ταχύτητα ροής δοκιμάστηκε περίπου έτσι ώστε η διαδικασία της ενζυμικής 

αντίδρασης να είναι βέλτιστη και να παράγει αρκετά μόρια ΝΟ τα οποία να 

βρίσκονται πάνω από το όριο ανιχνευσιμότητας του συστήματος της 

χημειοφωταύγειας. Από προκαταρκτική εργασία η ταχύτητα ροής 0,76 πιΐ πΰη'1
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Σχήμα 4 Ταχύτητα μεταβολής της απορρόφησης έναντι του αριθμού ανακύκλωσης 

(α) και του όγκου αντιδραστηρίου (5).

4α

(?ΘογοΙβ ηυ/τιΙοθΓ

45

Κβαςβηΐ νοίυηηθ ΙΗΐΌυ9ΐΊρυ} (γπΙ)

Από τα δύο πειράματα είναι φανερό ότι η δραστικότητα του ΝΟδ-ενζύμου για 

σχηματισμό του ΝΟ από την μετατροπή της Γ-αργινίνης σε Γ-κιτρουλίνη 

ελαττώνεται με την συνεχή τροφοδοσία του διαλύματος της Γ-αργινίνης στον 

αντιδραστήρα του ΝΟδ-ενζύμου. Ωστόσο, από το Σχήμα 4β σε συνδυασμό με το 

Σχήμα 3 τα δεδομένα δείχνουν ότι στην αρχική λειτουργία του αντιδραστήρα 

(περιοχή μικρότερη του 1 γπΙ) η συνολική ποσότητα της Γ-αργινίνης μετατρέπεται 

πολύ γρήγορα σε κιτρουλίνη. Αυτό υποδηλώνει ότι η αναγέννηση της δραστικότητας 

του ενζύμου είναι μάλλον αργή διαδικασία. Η μείωση της δραστικότητας μπορεί να
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Σχήμα 2 Καμπύλες βαθμονόμησης της Γ-αργινίνης και Γ-κιτρουλίνης που 
βασίζονται στις ταχύτητες αύξησης της απορρόφησης έναντι της συγκέντρωσης.

Ο ο η ο θ η ΐ τ α ΐ ί ο η  ο ί  5α η η ρ Ι θ 5 ( γ π Μ )

(β) Πρότυπη καμπύλη που βασίζεται στα μοριακά κλάσματα της Ι^-αργινίνης σε 

μικτά διαλύματα της Γ-αργινίνης και I,-κιτρουλίνης.

Μίγματα από διαλύματα 0,05 Μ (ή 0,01 Μ) αργινίνης και κιτρουλίνης 

παρασκευάστηκαν σε αναλογίες όγκων που δίνουν μοριακά κλάσματα 0, 0,2, 0,4, 0,6, 

0,8 και 1,0  μεταξύ των αμινοξέων αργινίνη και κιτρουλίνη. Οι κλίσεις αύξησης της 

απορρόφησης μετρήθηκαν όπως περιγράφηκε προηγούμενα στο πειραματικό μέρος 

και τα αποτελέσματα δίνονται σαν συνάρτηση του μοριακού κλάσματος της 

αργινίνης στο Σχήμα 3. Τα δεδομένα που ελήφθησαν με την φθορισμομετρική 

μέθοδο ήταν όμοια με εκείνα που παρατηρήθηκαν με την υν-απορρόφηση. Αν και η 

φθορισμομετρική μέθοδος είναι περισσότερο ευαίσθητη από την υν-απορρόφηση, οι 

συγκεντρώσεις της αργινίνης και κιτρουλίνης στα δείγματά μας δεν ήταν αρκετά 

χαμηλές για να δικαιολογήσουν την χρήση μια τέτοιας ευαίσθητης μεθόδου.
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Διαδικασίες

Μεθοδολογία για τον προσδιορισμό της αργινίνης και κιτρουλίνης

Ποσότητα 0.5 ιηΐ δείγματος από διάλυμα αργινίνης τοποθετείται στην κυψελίδα του 

φασματοφωτομέτρου. Στη συνέχεια προστίθενται 2 γπΙ από μίγμα διαλύματος διαλύτη 

(1 0  μΜ ΚΗ2ΡΟ4 (ρΗ=5,9) υδατικό διάλυμα, ακετονιτρίλιο, μεθανόλη και 

τετραυδροφουράνιο σε αναλογία όγκων 76:11,5:11,5:1 αντίστοιχα), και 0,5 ιηΐ από

1,0 ηΐ£ ηιΓ1 διαλύματος ο-φθαλαλδεύδης σε 0,3 Μ υδατικό διάλυμα β- 

μερκαπτοαιθανόλης. Το σύνολο αναδεύεται ισχυρά για ένα λεπτό και η κυψελίδα 

τοποθετήθηκε στο φασματοφωτόμετρο όπου μετρήθηκε συναρτήσει του χρόνου η 

απορρόφηση στα 350 ηηι (σε θερμοκρασία δωματίου). Η ταχύτητα αύξησης της 

απορρόφησης ελήφθη από την κλίση της καμπύλης αύξησης της απορρόφησης με το 

χρόνο, εντός ενός λεπτού από την έναρξη της αντίδρασης [135, 136]. Μια παρόμοια 

μεθοδολογία χρησιμοποιήθηκε για την φθορισμο μετρική μέθοδο όπου 

παρακολουθήθηκε η εκπομπή φθορισμού στα 460 ηηι.

Μεθοδολογία για την ανίχνευση τημειοφωταύγειας του ΝΟ

Το δείγμα της Ε-αργινίνης εγχύθηκε δια μέσου της βαλβίδας (V) και προωθήθηκε με 

το ρυθμιστικό διάλυμα δια μέσου του αντιδραστήρα στην κυψελίδα του ανιχνευτή. 

Το ΝΟ σχηματίστηκε στον αντιδραστήρα του ΝΟδ-ενζύμου παρουσία Οα2+. Η χημεία 

της αντίδρασης ελέγχθηκε από το ρυθμιστικό διάλυμα ΗΕΡΕ5 και από το 

συμπλεκτικό αντιδραστήριο ΕΰΤΑ. Το σχηματισθέν ΝΟ στην υδατική φάση 

αναμίχθηκε με τα αντιδραστήρια της χημειοφωταύγειας ακριβώς πριν την είσοδο 

στην κυψελίδα του συστήματος ανίχνευσης. Το παραγόμενο φώς μετρήθηκε ως προς 

την ένταση με τον φωτοπολλαπλασιαστή και καταγράφηκε.

3.2.3 Αποτελέσματα και συζήτηση

Προκαταρκτική εργασία για την καταλυτική δραστικότητα του ενζύμου 

Γ ενικές πληροφορίες για το ΝΟδ ένζυμο

Το ΝΟδ -ένζυμο έχει τρία διαφορετικά ισοαντισώματα τα οποία απομονώνονται και 

καθαρίζονται από διάφορα όργανα ζωντανών οργανισμών.. Το 6-ΝΟδ προέρχεται 

από ενδοθηλιακά κύτταρα, το ηΝΟΣ ή 6ΝΟΣ προέρχεται από το νευρωνικό σύστημα
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ευαισθησία της ΧΦ-ανίχνευσης.Περαιτέρω οι πειραματικοί παράμετροι, που 

επηρεάζουν την κινητική του σχηματισμού ΝΟ και τις φασματικές και χημικές 

παρεμποδίσεις εξετάζονται με προσοχή. Για παράδειγμα η επίδραση του ρΗ, 

θερμοκρασίας,ταχότης ροής, μεταλλοιόν (όπως Να+,Μ§2+,Κ+,Οα2+) , οι 

συμπαράγοντες του Ν08, όπως το ΝΑΟΡΗ, η καλμοδουλίνη, η τετραυδροβιοπτερίνη 

(Η4ΒΡ), η διθειοθρεϊτόλη (ϋΤΤ) εξετάσθηκαν για βελτιστοποίηση του ΧΦ-σήματος. 

Πέραν, όμως, από την επίτευξη μιας νέας μεθόδου προσδιορισμού η εργασία αυτή 

συνεισφέρει και στην στρατηγική του προσδιορισμού του ΝΟ ίη νΐνο καθ’ ότι 

αποτελεί το πρώτο βήμα της στρατηγικής αυτής όπου θεμελιώνονται 

βελτιστοποιημένες συνθήκες για την επίτευξη της πλέον ευαίσθητης ΧΦ-εκπομπής 

λουμινόλης παρουσία ΝΟ.

3.2.2 Πειραματικό μέρος 

Αντιδραστήρια

Χημικά αντιδραστήρια: Γ-αργινίνη, Γ-κιτρουλίνη, ο-φθαλαλδεύδη αγοράστηκαν από 

την 8 ί§ιηα.

Χημικά για τα ρυθμιστικά διαλύματα: ΚΗ2ΡΟ4, Ν&2ΗΡΟ4, Ν3Η2ΡΟ4, ΗΕΡΕ8  (Ν-[2- 

Ηγ(ΐΓθχγ6ΐ1ιγ1]ρΐρ6Γ&ζίη6-ΝΓ-[2 -6ΐ;1ιαη6δΐι1ίοηίο&οΐά]),ΤΓί5(ίπ3-(1ιγ(ΐΓθχγηΐ6ί1ιγ1) απιίηο- 

ιηείΐιαηε) αγοράστηκαν από την Μετοΐί.

Συμπλεκτικά αντιδραστήρια: ΕϋΤΑ αγοράστηκε από την Μβτοΐί και ΕΟΤΑ 

αγοράστηκε από την Ρ1ιι1ί&.

Αντιδραστήρια ακινητοποίησης: ΟΡΟ (ελεγχόμενων πόρων γυάλινα σφαιρίδια) 

(8 ί§ηια), γλουταραλδεύδη (ΑΜποΙι), γ-αμινοπροπυλτιεθοξυσιλάνιο (8 ί§ιηα) 

Αντιδραστήρια χημειοφωταύγειας: Λουμινόλη (8 ΐ§ηια), Η2Ο2 30% \ν/ν (Μετοΐί), 4- 

ίοάορΗβηοΙ (ΑΙάτΐοΚ) χρησιμοποιήθηκαν στην 7υιο καθαρή μορφή.

Βιοχημικά αντιδραστήρια: Ν08, Ε-κιτρουλίνη, Η4ΒΡ, ΟΤΤ αγοράστηκαν από την 

8 ΐ£ΐηα και ΝΑΌΡΗ από την Μετοΐί.

Αέρια: Υψηλής καθαρότητας αέριο Ν2 αγοράστηκε ατιό την Αίτ-ϋφΐίά, Γαλλία. 

Διαλύτες: Το νερό που χρησιμοποιήθηκε ήταν απεσταγμενο. Όι οργανικοί διαλύτες 

όπως ακετονιτρίλιο, μεθανόλη, τετραυδροφουράνιο και β-μερκαπτοαιθανόλη 

αγοράστηκαν από την 8 ί§ηι&.
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συστατικό του ζωικού περιφεριακού ιστού. Πολλά χρόνια αργότερα βρέθηκε πως η 

ακέτυλοχολίνη βρίσκεται και στο νευρικά κύτταρα του εγκεφάλου. Εκτοτε , οι 

συστηματικές μελέτες έδειξαν την πορεία σύνθεσης και απελευθέρωσής της στον 

εγκέφαλο, με αποτέλεσμα το χολινεργικό σύστημα να γίνει θέμα συνεχούς 

ενδιαφέροντος. Ακόμη και πρί δειχθεί ότι η ακέτυλοχολίνη είναι διαβιβαστής στο 

κεντρικό νευρικό σύστημα, τα δεδομένα έδειχναν ότι τα αντι-χολινεργικά επιδρούσαν 

στην μάθηση και την μνήμη [126].

Οι περισσότερες αναφορές στον προσδιορισμό της ακετυλοχολίνης είναι σε 

αμπερο μετρικές μεθόδους ανίχνευσης και μερικές σε ποτεντιο μετρικές. 

Ποτεντιομετρικοί βιοαισθητήρες που παρασκευάσθηκαν για τον προσδιορισμό της 

ακετυλοχολίνης συχνά χρησιμοποιούν ρΗ-μετρα , εκλεκτικά ηλεκτρόδια για τον 

προσδιορισμό της χολίνης [106-110]. Θεωρώντας τους ηλεκτροχημικούς 

μεταλλάκτες για την ανίχνευση, η αμπερομετρική μέθοδος προσφέρει καλύτερο όριο 

ανιχνευσιμότητας. Το πρόβλημά του είναι ότι απαιτείται η χρήση δεύτερου ενζύμου 

που οδηγεί στην πολυπλοκότητα των δυενζυμικών συστημάτων. Επί πλέον η 

δραστικότης της χολινοξειδάσης είναι γενικά χαμηλότερη από την δραστικότητα της 

ακέτυλοχολινεστεράσης και γιαυτό το περιοριστικό βήμα είναι η μετατροπή του από 

την χολινοξειδάση [111-119].

Λόγω της βιολογικής σημασίας της εμφανίσθηκε μια μεγάλη ποικιλία από 

διαφορετικές μεθόδους για τον ποσοτικό πεοσδιορισμό τηα ακετυλοχολίνης σε 

διαφορετικά δείγματα.. Για υψηλή εκλεκτικότητα συχνά χρησιμοποιούνται 

ενζυματικές αντιδράσεις. Η υδρόλυση που καταλύεται από το ένζυμο της 

ακέτυλοχολινεστεράσης είναι η εκλεκτική αντίδραση που χρησιμοποιείται στους 

προσδιορισμούς της. Συχνά, όμως απιτείται ένα δεύτερο ενζυματικής δράσης βήμα 

που γίνεται με το ένζυμο χολινοξειδάση για την οξείδωση της χολίνης. Ενα προϊόν 

της δεύτερης ενζυματικής δράσης είναι το ύπεροξείδιο του υδρογόνου που 

ανιχνεύεται με την χρήση αμπερο μετρικής ή χρωματομετρικής τεχνικής [120-125]. 

Γενικά οι πιο πάνω μέθοδοι περιορίζονται από την ευαισθησία της ανίχνευσης του 

υπεροξειδίου του υδρογόνουκαι την μικρή επαναληψιμότητα λόγω της παρεμπόδισης 

από το βιολογικό δυναμικό. Στην διατριβή αυτή αναπτύχθηκε τεχνική που βασίζεται 

στην υψηλής ευαισθησίας χημειοφωταυγή ανίχνευση του υπεροξειδίου του 

υδρογόνου. Το σύστημα ανίχνευσης ζεύγνυται με ενζυμικό αντιδρασστήρα με την 

χρήση των ενζύμων ΑοΙιΕ και ΟΗΟϋ.
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3. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Υπάρχει μεγάλο ενδιαφέρον για την ανάπτυξη χημειοφωταυγών μεθόδων για την 

ανίχνευση βιο-υλικών και ιδιαίτερα αυτών που χρησιμοποιούται σαν βιο-δείκτες 

υγείας και για την πρόβλεψη ασθενειών. Το Μονοξείδιο του Αζώτου (ΝΟ) είναι ο 

πρώτος στόχος μας καθώς επίσης και οι σχετικές βιολογικές διεργασίες που μπορούν 

να παράγουν υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2). Για το μονοξείδιο του αζώτου 

έγιναν προσπάθειες στα πλαίσια της διδακτορικής διατριβής να αναπτυχθεί μια 

μέθοδος άμεσου προσδιορισμού του ίη νίνο ώστε ο ιατρός να μπορεί να 

παρακολουθεί την εξέλιξη της παραγωγής ΝΟ στον έμβιο οργανισμό κατά την 

διάρκεια διαφόρων επεμβάσεων. Αντίστοιχη προσπάθεια έγινε και για το 

προσδιορισμό του υπεροξειδίου του υδρογόνου βάσει του οποίου έγινε δυνατή η 

παρακολούθηση της ακέτυλοχολίνης με χρήση μεμβρανικού ενζυμικού αντιδραστήρα 

με εξειδικευμένες ιδιότητες διήθησης μορίων.
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2Μη04' + 5Ν02" + 6Η* ->2Μη2++5Ν03* +3ΗζΟ

Στα πειράματα της διατριβής αυτής, ο προσδιορισμός των νιτρωδών έγινε για να 

ελεγχθεί το ποσό των νιτρωδών που καταναλίσκεται για την παραγωγή του ΝΟ στις 

μεθόδους παρασκευής του ΝΟ με ανόργανες αντιδράσεις αναγωγής των νιτρωδών 

προς ΝΟ. Από την εφαρμογή των μεθόδων αυτών φάνηκε πως η χρήση της πρώτης 

μεθόδου (Οπεδδ) ήταν πιο ακριβής για τις υπολειμματικές συγκεντρώσεις των 

δειγμάτων που αναλύθηκαν. Περισσότερες λεπτόμερειες παρέχονται στο μέρος των 

αποτελεσμάτων στην αντίστοιχη ενότητα.

2.10. ΒΑΘΜΟΝΟΜΗΣΗ ΟΡΓΑΝΩΝ 

2.10.1 .Φασματοφωτομέτρου

Για να ελεγχθεί κατά πόσο το φασματοφωτό μέτρο υπεριώδους-ορατής 

ακτινοβολίας ( 8ΕΟΟΜΑΜ 31ΘΟΟΡΟ) διατηρεί την αρχική βαθμονόμηση σε μ.κ. και 

ένταση έγινε επανεξέταση αυτού με χρήση διαλύματος πρώτυπης ένωσης διχρωμικού 

καλίου.

2.11. ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ ΣΥΝΘΗΚΩΝ ΕΡΓΑΣΙΑΣ ΣΤΙΣ ΔΙΑΦΟΡΕΣ 

ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ ΕΙΑ/ΧΦ-ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ

Για να επιτευχθεί η βέλτιστη ευαισθησία του ανιχνευτικού συστήματος των βιο- 

υλικών, είναι σημαντικό να βρεθούν οι βέλτιστες συνθήκες , ειδικά για το σύστημα 

ροής και μικροδιαπίδυσης που χρησιμοποιήθηκαν στην εργασία της διατριβής. 

Πολλοί παράγοντες, όπως συγκεντρώσεις στις διάφορες ροές, τα ρΗ των διαλυμάτων 

με τις διάφορες ρυθμιστικές ικανότητές των, η θερμοκρασία , ο χρόνος απόκρισης, η 

ταχύτης άντλησης κ.ο.κ. πρέπει να βελτιστοποιηθούν. Για την βελτιστοποίηση των 

συνθηκών εργασίας, γενικά χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της μεταβολής ενός 

παράγοντα κάθε φορά ενώ οι άλλοι παραμένουν σταθεροί. Με την λογική αυτή 

βελτιστοποιήθηκαν οι παράμετροι της συσκευής στην ΧΦ-αντίδραση της λουμινόλης. 

Η βελτιστοποιημένη συσκευή βελτιστοποιήθηκε στην ΧΦ-ανίχνευση του ΝΟ 

κάνοντας χρήση της παρασκευής αυτού με την ενζυματική δράση του Ν08 επί της 

αργινίνης . Η βελτιστοπιημένη ΧΦ-ανίχνευση του ΝΟ στην βελτιστοποιημένη 

συσκευή ΡΙΑ βελτιστοποιήθηκε στην ΧΦ-ανίχνευση του ΝΟ παρουσία των 

πορφυρινικών βιομορίων που παρέχουν σχετικά υψηλό ΧΦ-υπόβαθρον· στήν 

πραγματικότητα έγινε βελτιστοποίηση των συνθηκών για την μείωση της ΧΦ-
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Εικ. 14 Απεικόνιση του οργάνου ελέγχου θερμοκρασίας του ζώου με το ανιχνευτικό

στοιχείο

16 «βιφα%'κ^(?ηΐΜ^ ρτί-ΥΠ̂  Λ. * 4ΐ5Γπραπιί*ητ
«ΛΓ&ί̂ ιίπ® \  ^  ' *·'̂ ΓηΛ^ *€τΜιΗϊπ -3̂ *43 Γ<ϋ

Τα ανιχνευτικά στοιχεία των αγγείων (Εικ.11) εμφυτεύθηκαν στα ακόλουθα μέρη για 

την παρακολούθηση του ΝΟ αντίστοιχα

• Δεξιά κεντρική αρτηρία του αυτιού

• Δεξιά περιθωριακή φλέβα του αυτιού

• Δεξιά μοιραία αρτηρία

• Δεξιά σφαγίτιδα φλέβα.

2 9 ΠΡΟΤΥΠΟΙ ΜΕΘΟΔΟΙ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ

2.9.1. Φασματοφωτομετρική ανάλυση της Ε-Αργινίνης και Ε-Κιτρουλίνης
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αρτηρίας. Περαιτέρω τα κουνέλια χρησιμοποιήθηκαν για την συνεχή λήψη αίματος 

σε διαφορετικές φυσιολογικές και παθολογικές συνθήκες λειτουργίας του 

οργανισμού.

2.8.2. Μέθοδος αναισθησίας και χειρουργός επέμβασης

Γενικά, η αναισθησία στα ζώα επιτυγχάνεται με την χρήση θειοπεντάλης, κεταμίνης 

ή αλοθάνης. Η ενδοτραχειακή διασωλήνωση επιτυγχάνεται με οίδ-αίχαοιιπυηι, με 

ηλεκτρυλοχολίνη ή νβαίΓοηίυιη. Τα κουνέλια πειραματόζωα διασωληνώθηκαν 

τραχειακά και αερίζονταν με ανεμιστήρα με μίγμα αέρα οξυγόνου και μια 50% 

εισπνεόμενη αναλογία οξυγόνου (Ρ102=0,5) και όγκο τεχνητής εισπνοής (VI) 10 έως 

15 ηιΐνΐ<:£ και ταχύτητα ανεμιστήρα ρυθμισμένη ώστε να διατηρεί το οηά-ίΐά&Ι πίεση 

(εκπνοής) σε διοξείδιο του άνθρακα (ΕΤ002) μεταξύ 35 και 40 πιιϊιΗ §  και 

παρακολουθούνταν συνεχώς με ηλεκτροκαρδιογράφο και ΕΤ002. Η αναισθησία 

διατηρείτο με οΐδ-αΐΓ&οιιπιιιτι και ί€ηΙαηγ1 (1-2 §/̂ §/1ιγ). Μετά την επίδραση του 

αναισθητικού, τα αρσενικά κουνέλια ζυγίσθηκαν και ηπαρινοποιήθηκαν.

Τα δείγματα αίματος (5 πιΐ μια φορά) ελήφθησαν από την κεντρική αρτηρία του 

αυτιού (αριστερό) για ανάλυση αίματος για τις ακόλουθες παραμέτρους: πίεση 

οξυγόνου, και διοξειδίου του άνθρακα (Ρ02 , Ροο2), ρΗ, γλυκόζη, ουρικό οξύ, Οα2+, 

και Κ+. Η πίεση του αίματος και η καρδιακή συχνότητα της καρδιάς 

παρακολουθούνταν με ανιχνευτικό στοιχείο διαμέσου της αριστερής μοιραίας 

αρτηρίας (Εικ.13)
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Εικ. 11 Απεικόνιση των αγγειακών ανιχνευτικών καθετήρων και της μεθοδολογίας 

εμφύτευσής των
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πειραματικό μέρος της επόμενης παραγράφου που περιγράφεται η κατασκευή της 

σύνθετης μεμβράνης.

2.6.5. Ακινητοποίηση ένζυμων με παγίδευση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου

Η χρήση της πηκτής του πολυακρυλαμιδίου για την ακινητοποίηση των ενζύμων 

ξεκίνησε από το 1960. Η πηκτές κατέχουν μερικά ειδικά χαρακτηριστικά επειδή 

μπορούν να παραχθούν φορτία στο εσωτερικό τους. Οι ακρυλαμιδικές αιωρούμενες 

αλυσίδες μπορούν να αντιδρούν με τα συστατικά του μακροπεριβάλλοντος και να 

δημιουργούν ομάδες ακρυλικού οξέος. Υπό τις συνθήκες αυτές, τα ένζυμα 

ενστρωματούνται σ’ένα τριδιάστατο έντονα αρνητικά φορτισμένο πλέγμα που 

σχηματίζεται από τις πολλές ιονισμένες καρβοξυλομάδες του συνθετικού φορέα. Το 

ένζυμο λοιπόν εκτίθεται σε ισχυρό ηλεκτροστατικό πεδίο που μπορεί καθοριστικά να 

επηρεάσει το τρόπο της δράσης του. Η πηκτή πολυακρυλαμιδίου μπορεί να 

παγιδεύσει τα ένζυμα με φυσικές δυνάμεις, και η μέθοδος αυτή διατηρεί την υψηλή 

δραστικότητα των ενζύμων, αλλά η διαφυγή των ενζύμων από το στηρικτικό υλικό 

οδηγεί σε χαμηλές αποδόσεις, γιαυτό συνήθως προστίθενται ίχνη γλουταραλδεύδης 

που μπορεί να τα συγκροτήσει. Από την άλλη πλευρά, τα ίχνη γλουταραλδεύδης θα 

μειώσουν την δραστικότητα των ενζύμων σε κάποιο βαθμό. Για να ξεπερασθεί και 

αυτό το εμπόδιο στο εργαστήριό μας αναπτύχθη νέα μέθοδος με χρήση του 

συστήματος βιοτίνης-στρεπταβιδίνης όπου αρχικά ή στρεπταβιδίνη παγιδεύεται στην 

πηκτή και τα ένζυμα συζεύγνυνται με την βιοτίνη. Με την μέθοδο αυτή τα ένζυμα 

απέκτησαν 10-φορές μεγαλύτερη δραστικότητα από την απ’ευθείας μέθοδο 

παγίδευσης.

2.6.6. Συνακινοτοποίηση περισσότερων ενζύμων στο ίδιο στηρικτικό υλικό

Κατά την κατασκευή βιοαισθητήρων, συχνά , η ενζυματική αντίδραση θα πρέπει να 

περάσει περισσότερα από ένα ένζυμα. Σε τέτοιες περιπτώσεις, δύο ή και τρία ένζυμα 

απαιτούνται να αντιδράσουν μαζί ή χωριστά για να πάρουμε κάποιο ανιχνεύσιμο 

σήμα. Γιαυτό η συνακινητοποίηση των ενζύμων είναι απαραίτητη. Γενικά, όσο 

περισσότερα ένζυμα συνακινητοποιούνται, τόσο πτωχότερες δραστικότητες 

επιτυγχάνονται , πιθανώς λόγω στερεοχημικών παρεμποδίσεων, ενώ, ακόμη οι 

ενεργές θέσεις στον φορέα είναι περιορισμένες. Το πρόβλημα αυτό μπορεί να 

ξεπερασθεί με την χρήση του συστήματος βιοτίνης/στρεπταβιδίνης.

2.6.7. Ακινητοποίηση με το σύστημα Βιοτίνης/στρεπταβιδίνης

Η πρόσδεση με το σύστημα βιοτίνης/στρεπταβιδίνης χρησιμοποιήθηκε για να 

παράγει υπερμοριακά συσσωματώματα με μια διεργασία αυτο-συναρμολόγησης για
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θέση στην 0Η2-περιοχή κάθε βαρειάς αλυσίδας , η προσέγγισης αυτή αφήνει τις δύο 

Ραβ (πρόσδεση αντιγόνου) περιοχές του αντισώματος ελεύθερες να αλληλεπιδρούν με 

την κινητή φάση. Τα ενεργοποιημένα με υδραζίδιο στηρικτικά πυριτικά-τεμάχια 

χρησιμοποιήθηκαν επίσης για κατευθυνόμενης θέσης προσάρτησης αντισωμάτων· 

όμως, μόνο χαμηλής δραστικότητας ακινητοποιημένα αντισώματα επετεύχθησαν. Για 

την βελτίωση της μεθόδου αυτής , προσαρτήθηκαν διυδραζίδια σε οξειδωθείσα 

διολο-δεμένη πυριτία. Το προκύπτων ενεργοποιημένο στηρικτικό υλικό 

χρησιμοποιήθηκε με επιτυχία στην ακινητοποίηση οξειδωμένων πρωτεϊνών όπως το 

Ι§0  γίδας και κουνελιού, την κάροτο-περοξειδάση και το ΙΚΝΑ. Ενα πλεονέκτημα 

αυτής της προσέγγισης είναι ότι επιτρέπει την ακινητοποίηση δια μέσου 

κατευθυνόμενης-θέσης προσάρτηση.

Η χρήση των στηρικτικών υλικών με βάση την πυριτία καθώς και των ελεγχόμενων 

πόρων σφαιριδίων γιαλιού για την ακινητοποίηση των ενζύμων, αντισωμάτων και 

άλλων πρωτεϊνών ήταν γνωστή για αρκετό καιρό. Η σιλανοποίηση με 3- 

αμινοπροπυλο τριαιθόξυσιλάνιο(ΑΤΕδ) για την ακινητοποίηση αντισωμάτων είχε 

επίσης αναπτυχθεί. Για παράδειγμα, η ΑΤΕδ χρησιμοποιήθηκε για την 

προκατεργασία γιάλινων επιφανειών ή χαλαζιακών κρυστάλλων και υπήρξε η γέφυρα 

για την πρόσδεση της γλουταραλδεύδης επιτρέποντας την χημική πρόσδεση της 

τερματικής αλδεύδης στην αμινομάδα αντισωμάτων. Παρ’ όλο που η μέθοδος αυτή 

είναι αποτελεσματική για την ενεργοποίηση της πυριτίας και θα μπορούσε να μειώσει 

την μη-εξειδικευμένη προσάρτηση στην στερεά φάση, δεν επιτυγχάνεται 

κατευθυνόμενης-θέσης προσάρτηση του αντισώματος. Περαιτέρω, με την χρήση 

ενεργοποιημένου γιαλιού ελεγχόμενων πόρων σαν φορέα, τα ένζυμα 

ακινητοποιήθηκαν δια μέσου της μεθόδου της γλουταραλδεύδης. Η μέθοδος 

χρησιμοποιήθηκε ευρύτατα στο εργαστήριο σε γραμμή με ενζυματική αντίδραση σε 

συσκυή- ΡΙΑ για τον προσδιορισμό διαφόρων αναλυόμενων με διαφορετικούς 

αισθητήρες.

2.6.3. Ακινητοποίηση ενζύμων σε νάυλον

Το νάυλον, λόγω το χαμηλού του κόστους, τις εξαιρετικές χημικές (αδρανές, μη- 

τοξικό) και μηχανικές ιδιότητες και την προσιτότητά του σε μεγάλο αριθμό 

διαφορετικών μορφών (π.Χ. σκόνες, σφαιρίδια, δίχτια, σωλήνες, υμένια, φύλλα, 

κ.λ.π., είναι ελκυστικό υλικό για την ακινητοποίηση ενζύμων . Η παλαιότερη 

πρακτική μεθοδολογία περιελάμβανε μερική όξινη υδρόλυση της επιφανείας του 

νάυλον ώστε να παράγει αμινομάδες (και καρβοξυλικές ομάδες) που μπορούσαν να
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και άλλων αντι-ακέτυλο-χολίνης ενώσεων με φθορισμική μέθοδο οπτικής ίνας 

βασίζεται στην παρεμπόδιση της δράσης της ΑοΗΕ. Μετά την υδρόλυση της 

ακετοχολίνης από την ΑοΗΕ παράγονται οξεικό οξύ και χολίνη, και έτσι μειώνεται το 

ρΗ του διαλύματος προκαλώντας την μεταβολή φθορισμού του ευαίσθητου στο ρΗ 

φθορισμικού δείκτη του συστήματος.

Η μέθοδος έχει ευρύτατα χρησιμοποιηθεί για την κατασκευή αισθητήρων οπτικής 

ίνας λόγω των πλεονεκτημάτων που έχουν. Πρώτα, τα υλικά γιαλιού και τα ανόργανα 

κεραμεικά που παρασκευάζονται με την τεχνική κολοειδούς-πηκτής είναι διαφανή, 

και τα πλέον κατάλληλα για ποσοτικούς φασματοφωτομετρικούς προσδιορισμούς.. 

Ακόμη, το γιαλί είναι χημικά αδρανές υλικό, φωτο- και θέρμο-σταθερό, που 

ενδείκνυται για εφαρμογές σε επικίνδυνα περιβάλλοντα. Τέλος, η συνολική 

μεθοδολογία ακινητοποίησης είναι απλή και τα ακινητοποιημένα ένζυμα διατηρούν 

υψηλή δραστικότητα και γενικά τα αντιδραστήρια δεν διαρρέουν από το στηρικτικό 

υλικό.

2.6.2. Ακινητοποίηση σε γιάλινα σφαιρίδια

Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε ευρύτατα για την ακινητοποίηση ενζύμων, και 

ιδιαίτερα για το ϋΝΑ. Λόγω της εξαιρετικής ευαισθησίας και εκλεκτικότητας στην 

ανίχνευση ειδικών γονιδίων και τις δυνατότητας να χρησιμοποιηθεί σε εφαρμογές 

στην ιατρική, τα τρόφιμα, την γεωργία,και το περιβάλλον, η ανάπτυξη ϋΝΑ- 

βιοαισθητήρων προοδεύει. Με την πρόσφατη δημιουργία της τεχνολογίας των ΌΝΑ- 

ανιχνευτικών στοιχείων έχουν ταυτοποιηθεί ένας μεγάλος αριθμός εκλεκτικών 

ολιγονουκλεοτιδικών-ανιχνευτικών στοιχείων που αλληλεπιδρούν με ειδικές ϋΝΑ- 

αλληλουχίες σε βιολογικά είδη με αποτέλεσμα τα εξειδικευμένου είδους ϋΝΑ- 

ανιχνευτικά στοιχεία να χρησιμοποιούνται για την ανάπτυξη βιοαισθητήρων. Οι 

ΏΝΑ-βιοαισθητήρες δεν διατίθενται ευρέως στην αγορά λόγω προβλημάτων που 

σχετίζονται με την ευαισθησία, την επαναληψιμότητα, την μακρόχρονη σταθερότητα, 

και του μη-εξειδικευμένου χαρακτήρα της πρόσδεσής των ϋΝΑ-ανιχνευτικών 

στοιχείων σε επιφάνειες. Για να λυθούν τα προβλήματα αυτά έγιναν μερικές 

προσπάθειες για να παράγουν ΌΝΑ-αισθητήρες με υψηλή χημική σταθερότητα, 

επαναληψιμότητα και περισσότερη εξειδικευμένη προσρόφηση στην επιφάνεια. 

Προσάρτηση του ϋΝΑ σε στερεά στηρικτικά υλικά είναι χρήσιμη σε πολλές 

βιοτεχνολογικές και μοριακής βιολογίας εφαρμογές. Διάφορα στηρικτικά υλικά, 

όπως γιαλί, κεραμεικά, όστια πυριτίου, μαγνητικά σφαιρίδια,νάυλον, πολυμερή, και 

μεμβράνες είναι χρήσιμα για τις εφαρμογές. Διαφορετικές τεχνικές ακινητοποίησης
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Τα ακινητοποιημένα ένζυμα έχουν ευρύτατες εφαρμογές μεταξύ των οποίων οι 

κυριότερες είναι στην επεξεργασία τροφίμων και στην βιομηχανική χημεία. Η χρήση 

ακινητοποιηθέντων ενζύμων για την χημική ανάλυση έχει δημιουργήσει σημαντικό 

ενδιαφέρον τα τελευταία χρόνια. Αισθητήρες και βιοαισθητήρες σε αναλύσεις με 

συ σκευή-ΡΙΑ έχουν προταθεί στις τελευταίες δύο δεκαετίες για τον προσδιορισμό 

πολλών αναλυόμενων ενώσεων. Ολες οι διεργασίες και τεχνικές που χρησιμοποιούν 

ακινητοποιημένα ένζυμα επιβάλλουν την επιλογή του είδους του στηρικτικού υλικού 

και την μέθοδο ακινητοποίηση ς, μαζί με την περιγραφή της μεθόδου βελτιστοποίησης 

των μεταβλητών της συσκευής και των συνθηκών αντίδρασης.

Τα στηρικτικά υλικά που συχνά χρησιμοποιούνται είναι πολυμερικού χαρακτήρα, 

που έχουν πλέγματα μορίων υψηλού μοριακού βάρους που προσροφούν διαλύτες, 

κυρίως νερό, αλλά είναι αδιάλυτα. Οι αλληλεπιδράσεις που ευθύνονται για την 

ρόφηση των διαλυτών είναι μεταξύ άλλων , τριχοειδείς δυνάμεις , οσμωτική πίεση 

και μοριακές αλληλεπιδράσεις πολυμερούς/διαλύτη . Η ρόφηση του διαλύτη στους 

πόρους του πολυμερούς οδηγεί τα ένζυμα σε θέσεις που αυτά μπορούν να 

εγκατασταθούν. Τα ένζυμα στους πόρους του πολυμερούς βρίσκονται σε διαφορετικό 

περιβάλλον όπου οι ιδιότητές των επηρεάζονται κατά κύριο λόγο από ένα αριθμό 

παραγόντων , και ιδιαίτερα από τους παράγοντες που σχετίζονται με την χημική και 

φυσική φύση του στηρικτικού υίκού. Η ακινητοποίηση μπορεί να αλλάξει την 

κατανομή του υποστρώματος , τα προϊόντα αντίδρασης ή την συγκέντρωση ιόντων 

υδρογόνου μεταξύ του μικροπεριβάλλοντος και μακροπεριβάλλοντος του ενζύμου, 

και όλα αυτά σαν συνέπεια των ηλεκτροστατικών ή υδροφιλικών/υδροφοβικών 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ της βάσης και των συστατικών του περιβάλλοντος. 

Περιορισμοί διάχυσης μπορεί να εμφανισθούν, ιδιαίτερα στην διάχυση του 

υποστρώματος και των προϊόντων μεταξύ του εσωτερικού του στηρικτικού υλικού 

και του μακροπεριβάλλοντος. Τέλος, η ακινητοποίηση μπορεί να προκαλέσει αλλαγές 

στην δομή του ενζύμου και ακόμη στερεοχημική παρεμπόδιση εξαρτώμένου στο πως 

το ένχυμο συνδέεται με το στηρικτικό υλικό. Αυτές οι επιδράσεις αντικατοπτρίζονται 

στην δραστικότητα και τα κινητικά φαινόμενα της αντίδρασης καθώς και στην 

σταθερότητα των και κατά κύριο λόγο επηρεάζουν τις αλληλεπιδράσεις των με το 

υπόστρωμα και ως εκ τούτου τα χαρακτηριστικά της ενζυματικής δράσης.

Η ακινητοποίηση των ενζύμων είναι ένα σημαντικό βήμα για την ανάλυση των 

βιομορίων. Οι πιο συμβατικές μεθοδολογίες για την ακινητοποίηση βιομορίων 

περιλαμβάνουν την σταυρωτή διασύνδεση, την ομοιοπολική πρόσδεση, και την
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Εικ. 10. Απεικόνιση της συσκευής επικάλυψης με φυγοκέντρηση

2.5.3.3 Επίστρωση με εμβάπτιση: Σ’αυτή την μέθοδο, το μεμβρανοειδές στερεό 

στρώμα στήριξης εμβαπτίζεται στο διάλυμα επίστρωσης για κάποιο χρονικό 

διάστημα , και στην συνέχεια αποσύρεται από το διάλυμα και αφίνεται στον αέρα 

να εξατμισθεί ο διαλύτης. Γενικά το πάχος εξαρτάται από το ιξώδες του 

διαλύματος και τον χρόνο εμβάπτισης. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε 

ευρύτατα λόγω της άνεσης, της προσιτότητας, και της εύκολης εκτέλεσής της.

2.5.3.4 Επίστρωση με επωαστική σύνδεση: Αυτή η μέθοδος χρησιμοποιείται για την 

σύζευξη του ζεύγους βιοτίνης-αβιδίνης (ή στρεπταβιδίνης). Το διάλυμα 

επικάλυψης (διάλυμα αντιδραστηρίων) μπορεί να συζευχθεί με το μεμβρανοειδές 

στρώμα στήριξης δια μέσου βιοτίνης ή αβιδίνης που προηγούμενα έχει στερεωθεί 

στο στρώμα στήριξης. Η ισχύς πρόσδεσης εξαρτάται κατά κύριο λόγο από τον 

χρόνο επώασης και την συκέντρωση των αντιδραστηρίων στο διάλυμα. Γενικά, 

σύμφωνα με τις ιδιότητες της στηρικτικής μεμβράνης η επικάλυψη με επωαστική 

σύνδεση μπορεί να γίνει με δύο μεθόδους ήτοι:
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φάσεων και συνήθως οδηγεί στον εμποτισμό, ή στην παγίδευση ή στην προσρόφηση. 

Για παράδειγμα, τα ένζυμα συχνά παγιδεύονται από οιανδήποτε πηκτή (πηκτή 

χιτοζάνης, ή πηκτή πολυακρυλαμιδίου). Αυτό το είδος της προσάρησης των ενζύμων 

δεν είναι ισχυρό και εύκολα μπορεί να καταστραφεί. Για παράδειγμα εάν 

χρησιμοποιηθεί παγίδα πηκτής πολυακρυλαμιδίου για τα ένζυμα ΟιΟϋ και ΑοΙιΕ για 

την κατασκευή αισθητήρα ΑοΗ, το ένζυμο ΟΗΟϋ διαφεύγει γρήγορα λόγω του 

μικρού μοριακού του βάρους και αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την χαμηλή ευαισθησία 

του αισθητήρα.

2.5.2.2.Προσάρτηση με σταυρωτή διασύνδεση: Συχνά, τα μειονεκτήματα της φυσικής 

προσρόφησης μπορούν να ξεπερασθούν μέσω περαιτέρω στυρωτής διασύνδεσης με 

την προσθήκη δραστικών ενώσεων (π.χ. γλουταραλδεύδης ή ΕϋΑΟ), οι διάφορες 

ομάδες ενώσεις μπορούν να συζευχθούν με ομοιοπολικούς δεσμούς. Στην πράξη, η 

μέθοδος γλουταραλδεύδης φάνηκε πιο αποτελεσματική.

2.5.2.3.Προσάρτηση με ομοιοπολικό δεσμό: Η μέθοδος είναι παρόμοια με την μέθοδο 

της ομοιοπολικής διασύνδεσης . Στην μεθοδολογία αυτή, κάποια ειδική μέθοδος 

χρησιμοποιείται για να ενεργοποιήσει την μία ή και τις δύο όψεις του στρώματος 

στήριξης, ώστε να δημιουργηθούν ενεργές θέσεις στην επιφάνεια που μπορούν να 

συζευχθούν δια μέσου ομοιοπολικού δεσμού με τα ένζυμα. Για παράδειγμα η 

μεμβράνη της οξεικής κυτταρίνης μπορεί να ενεργοποιηθεί με την μέθοδο 

επεξεργασίας Υπεριωδικών-Ουρίας-Φορμαλδεύδης και μετά να συζευχθεί με ένζυμα 

παγιδευμένα σε πολυακρυλαμιδική πηκτή.

2.5.2.4.Προσάρτηση με χρήση του Ζεύγους Βιοτίνηοαβιδίνηο: Η αβιδίνη ( ή 

Στρεπταβιδίνη) εμφανίζει πολύ ισχυρή συγγένεια με την βιοτίνη. Δύο φάσεις 

διαφορετικής χημικής σύστασης μπορούν να προσκολληθούν εύκολα εάν η αβιδίνη 

ενσωματωθεί στην μια φάση και βιοτίνη στην άλλη. Επί πλέον το σύστημα αυτό της 

σύνδεσης προσδίδει ενίσχυση δραστικότητας εφ’ όσον ένα μόριο αβιδίνης μπορεί να 

συζευχθεί με 4-μόρια βιοτίνης μαρκαρισμένα με ένζυμο. Το σύστημα αυτό είναι πολύ 

χρήσιμο για την ακινητοποίηση ενζύμων, την παρασκευή σύνθετων μεμβρανών, την 

σήμανση με μόρια-δείκτες, και την ανίχνευση· ακόμη είναι χρήσιμη και στο πεδίο της 

φαρμακευτικής στην τεχνολογία χορήγησης φαρμάκων.

2.5.2.5.Προσάρτηση με πολυμερισμό: Γενικά η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για 

την κατασκευή προστατευτικού υμενιακού στρώματος. Σ’ αυτή την μεθοδολογία, 

μερικά ειδικά μονομερή διασπείρωνται ή εμποτίζουν την επιφάνεια του στρώματος 

στήριξης ή αντίδρασης οπότε ο εν συνεχεία πολυμερισμός των δημιουργεί ένα
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• ΝΟ-άέριο καθαρής μορφής από οβίδα διαβιβάσθηκε διαδοχικά δια μέσου παγίδων 

με υδατικά διαλύματα υδροξειδίου του καλίου και πυρογαλλόλης για την 

απομάκρυνση ιχνών οξυγόνου και σωματιδίων ΝΟχ

• Το ΝΟ παρασκευάσθηκε εργαστηριακά από την ενζυματική μετατροπή της Γ- 

αργινίνη σε Γ-κιτρουλίνη και ΝΟ με την δράση του ενζύμου ΝΟδ 

ακινητοποιημένου σε αντιδραστήρα ροής της συσκευής ΡΙΑ/ΧΦ-ανίχνευσης

• Το ΝΟ παρασκευάσθηκε εργαστηριακά με την αναγωγή νιτρωδών αλάτων με 

ιωδιούχο κάλιο ή υδράργυρο και καθαρισμό του παραγόμενου ΝΟ-αέριου με 

χρήση παγίδων με διαλύματα ΚΟΗ και πυρογαλλόλης (Εικ.9)

Εικ.9. Συσκευή παρασκευής ΝΟ-αερίου με την βοήθεια ανόργανων αντιδράσεων και 

περαιτέρω καθαρισμού: Ν= αντιδραστήρας, Ρ1= παγίδα ΚΟΗ,Ρ2=παγίδα 

πυρογαλλόλης ,8=σύριγγα προσθήκης αντιδραστηρίου, Αγ= Αργόν αέριο για τον 

παρασυρμό του παραγόμενου από την αντίδραση ΝΟ-αερίου. Περισσότερες 

λεπτομέρειες για τις παρασκευαστικές μεθόδους που χρησιμοποιήθηκαν 

αναφέρονται στα επί μέρους πειραματικά μέρη που παρατίθενται στις κατά 

περίπτωση ερευνητικές εργασίες.
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2.5. ΓΥΝΘΕΤΕΣ ΜΕΜΒΡΑΝΕΣ

2.5.1. Περιγραφή των σύνθετων μεμβρανών

Σύνθετες μεμβράνες χρησιμοποιήθηκαν για την ανίχνευση μερικών αναλυόμενων 

από πολυ-συστατικά δείγματα, όπως αυτά των βιολογικών υγρών. Τα δείγματα αυτά 

περιέχουν διάφορα συστατικά αρκετά από τα οποία παρεμποδίζουν την ΧΦ-
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μορίου. Το προταθέν ενδιάμεσο είναι η διοξετανοδιόνη. Σε αντίθεση με τις ΧΦ- 

ενώσεις που αναφέρθηκαν πιο πάνω, το παραχθέν υψηλής ενέργειας ενδιάμεσο δεν 

φθορίζει και γιαυτό δεν μπορεί να εκπέμψει φώς μόνο του. Η ΧΦ-εκπομπή 

επιτυγχάνεται με μεταφορά ενέργειας σε φθορίζων μόριο, που διεγείρεται στην 31 

κατάσταση.

Εικ.8. Η πορεία της ΧΦ-αντίδρασης του περοξυ-οξαλικού εστέρα ΤΡϋΟ με

υπεροξείδιο του υδρογόνου
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Από τον μηχανισμό της αντίδρασης φαίνεται ότι το οξαλικό αντιδραστήριο και ο 

φθορισμικός ευαισθητοποιητής μπορούν να επιλεγούν ανεξάρτητα. Αυτό προσφέρει 

ευελιξία καθότι κάθε παράγοντας που συμμετέχει στην ΧΦ-αντίδραση μπορεί να 

επιλεγεί για να μεγιστοποιήσει το Φ0 (οξαλικό-παράγωγο) ή να αυξήσει το Φ6 και Φγ 

(φθοριστής) ή να πληρεί τις απαιτήσεις της μεθόδου προσδιορισμού (υδατικό ή μη- 

υδατικό μέσο, σύσταση ρυθμιστικού διαλύματος, ρΗ, μήκος κύματος της ΧΦ- 

εκπομπής, σύνθεση συζυγούς). Η μεταφορά ενέργειας μπορεί να γίνει ακόμη και σε 

φθορισμοδεκτικά μόρια της εγγύς υπερύθρου περιοχής μήκους κύματος.

Με την ζεύξη των πιο αποδοτικών ενώσεων επιτυγχάνονται συνολικές αποδόσεις 

μέχρι και 34%. Δυστυχώς, τα αποτελέσματα αυτά επιτυγχάνονται σε μη-υδατικά 

διαλύματα ενώ η απόδοση πέφτει στα υδατικά ή τα υδατικά μίγματα διαλυτών στις 

τυπικές αποδόσεις των ακριδινεστέρων και της ενισχυμένης ΧΦ-λουμινόλης.

Η αντίδραση μπορεί να εκτελεσθεί ακόμη και σε όξινα μέσα αλλά το βέλτιστο ρΗ 

είναι κοντά στο 7. Τα οργανικά οξέα παρεμποδίζουν την αντίδραση σε αντίθεση με 

τις ασθενείς βάσεις και ιδίως το ιμιδαζόλιο, που έχει αναφερθεί να έχει καταλυτική 

επίδραση δια μέσου σχηματισμού του Ι,Γ-οξάλυλο-δι-ιμιδαζολίου. Εχει αναφερθεί
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κοινή πρακτική να πυροδοτείται η ΧΦ-εκπομπή των ακριδινεστέρων με διαδοχική 

προσθήκη διαλύματος υπεροξειδίου του υδρογόνου σε όξινο μέσο και στην συνέχεια 

να αλκαλοποιείται ταχύτατα με την προσθήκη ισχυρής βάσης.

Εικ.7 Οι πιο πιθανοί μηχανισμοί της μετατροπής των ακριδινεστέρων για τις 

εναλλακτικές πορείες αντίδρασης
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Η κβαντική απόδοση της αντίδρασης της λουσιγενίνης είναι χαμηλή και δεν 

χρησιμοποιούνται ΧΦ-ενισχυτές άν και η επινεφρίνη σε κατιονικά τασενεργά μικύλια 

με υπεριωδικά ιόντα έχει αναφερθεί ότι αυξάνει το ΧΦ-σήμα της λουσιγενίνης. Παρ’ 

όλα αυτά, ανάλογα με το είδος της πρωτεΐνης που μαρκάρεται με λουσιγενίνη και τα 

χαρακτηριστικά του μητρικού υγρού, το ΧΦ-σήμα των ακριδινικών εστέρων 

αυξάνεται από τις τασενεργές ενώσεις όταν χρησιμοποιούνται σε συγκεντρώσεις 

μεγαλύτερες από την κρίσιμο μικυλλιακή συγκέντρωση. Η τασενεργός ένωση 

φερόμενη με το εμπορικό όνομα Τρίτον Χ-100 (χλωριούχο άλας του δεκαέξυλ- 

τριμέθυλ- αμμωνίου) είναι η πιό αποδοτική στην ενίσχυση.
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Εικ.6. 0  μηχανισμός της καταλυομένης από την(καροτοπεροξειδάστ|| ΧΦ-αντίδρασης:

Το ΗΚΡ αντιδρά με το υπεροξείδιο του υδρογόνου καΓ^χημχχτίζει το προϊόν

οξείδωσης ΗΚΡ I που στην συνέχεια αντιδρά με το ανιόν της λουμινόλης για να

σχηματίσει το ημιαναχθέν προϊόν ΗΚΡ Π και ένα προϊόν ρίζας της λουμινόλης. Το

ένζυμο στην συνέχεια επιστρέφει στην ανηγμένη μορφή του ΗΚΡ, κατά την

αντίδραση με ένα δεύτερο μόριο λουμινόλης.
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Η κβαντική απόδοση της λουμινόλης δεν υπερβαίνει το 5% στον διαλύτη του 

διμέθυλοσουλφοξειδίου και 1-1,5%  στα υδατικά συστήματα ενώ η ισολουμινόλη 

είναι κατά πολύ λιγώτερο αποδοτική (Φχφ=0,1% ). Εγιναν προσπάθειες για να 

βελτιώωσουν την απόδοση με διάφορους τρόπους . Η πιο ελκυστική μέθοδος για να 

αυξηθεί η ευαισθησία είναι βέβαια η χρήση χημικών ενισχυτών που προτάθηκε για 

την ΧΦ-αντίδραση που καταλύεται από την καροτο περοξειδάση ή την 

ξανθινοοξειδάση καθώς και από το €ο(Π)· ακόμη αναφέρθηκε πως οι πενικελίνες 

ενισχύουν την ΧΦ-αντίδραση του συστήματος λουμινόλης-υπεροξείδιο του 

υδρογόνου- Οο(ΙΙ).

Από πολύ νωρίς είχε αποδειχθεί πως οι δομικές τροποποιήσεις του ετεροκυκλικού 

δακτυλίου οδηγούν σε πλήρη απώλεια των ΧΦ-ιδιοτήτων αμφοτέρων των ενώσεων. 

Αντίθετα, ανάλογες ενώσεις με υποκατάσταση στον μη-ετεροκυκλικό δακτύλιο είναι 

φωταυγάζουσες. Υποκαταστάτες με ιδιότητες ηλεκτρονιοδότου αποδίδουν 

περισσότερο στην θέση 5 ή 8 απ’ότι στη θέση 6 ή 7 ενώ η υποκατάσταση με μόρια
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μπορούν να οξειδώσουν την λουμινόλη και τα παράγωγά της παρουσία μόνο 

καταλυτών. Πολλοί καταλύτες έχουν προταθεί π.χ. ένζυμα (μικροπεροξειδάση, 

μυελοπεροξειδάση, καροτοπεροξειδάση (Εικ.6), καταλάση, ξανθινοξειδάση) οι 

μεταλλοπρωτείνες (κυτόχρωμα ο, αιμογλοβίνη, και κυρίως απτογλοβίνη, 

δευτεριοαιμίνη), ανόργανοι καταλύτες (Ρ6(ΙΠ), 0ο(Π), €υ(Π) κατιόντα καθώς και 

σύμπλοκα αυτών), καθώς και άλλα οξειδωτικά μόρια όπως το όζον, τα αλογόνα ή τα 

υπερθειικά ανιόντα. Πιο πρόσφατα, η βακτηριακή περοξειδάση από τον μύκητα 

ΑγϊΗγοπιγ068 Γ&ιηοδυδ χαρακτηρίσθηκε από μεγάλη απόδοση στην αντίδραση με μια 

περίπου 100-φορές αύξηση στην ευαισθησία. Ακόμη πολλά ένζυμα ή μίγματα 

ενζύμων που παράγουν παράγωγα οξυγόνου σαν παραπροϊόντα έχουν 

χρησιμοποιηθεί στην ΧΦ-ανίχνευση. Η αλκαλική φωσφατάση, η γαλακτοσιδάση και 

η γλυκοσιδάση παρουσία συζυγών ινδοξυλίου για υπόστρωμα, η γαλακτική οξειδάση, 

η οξειδάση του ακυλο-συνένζυμοΑ ή η διάμινο οξειδάση παράγουν υπεροξείδιο του 

υδρογόνου* η 3-υδρόξυστεροειδική αφυδρογονάση ή η γλυκοζο-6-φωσφορική 

αφυδρογενάση ελευθερώνουν ΝΑΌΗ που ανάγει παρουσία του 1-μεθόξυ-5-μεθυλο- 

φαινάζινο μεθυλοθειικού άλατος το μοριακό οξυγόνο προς υπεροξείδιο του 

υδρογόνου που παράγει φώς στο σύστημα λουμινόλης/μικροπεροξειδάσης.
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στερέωση των σωλήνων εισόδου και εξόδου. Το διάλυμα διαπίδυσης που καλείται

υγρό του δείγματος και αντλείται αργά μέσα από το ανιχνευτικό στοιχείο.

Η μικροδιαπίδυση είναι διεργασία που ελέγχεται από την διάχυση και η δυνατότης 

μεταφοράς του υγρού διαπίδυσης στο ανιχνευτικό στοιχεί παρέχεται με την χρήση 

προγραμματιζόμενου βηματικού κινητήρα που κινεί τα έμβολα μικροσυρίγγων. Στο 

εργαστήριό μας το σύστημα δειγματοληψίας μικροδιαπίδυσης συνδέθηκε με τον 

ανιχνευτή χημειοφωταύγειας του ΝΟ και εφοδιάσθηκε με ειδική μεμβράνη που 

εμποδίζει την παραλαβή από το δείγμα ενώσεων που παρεμποδίζουν την ΧΦ- 

αντίδραση με στόχο την επίτευξη υψηλής ευαισθησίας και επαναληπτικότητας. 

Περισσότερες λεπτομέρειες φαίνονται στην Εικ.3.

Σύστημα Μικροδιαπίδυσης για αναισθητοποιημένα πειραματόζωα

Εικ.3. Η διαγραμματική διάταξη για την δειγματοληψία μικρόδιαπήδησης

Για την διαδικασία της δειγματοληψίας με την τεχνική της μικροδιαπήδησης και 

ιδιαίτερα για την ανίχνευση του ΝΟ, είναι σημαντικό να απομακρυνθούν τα ίχνη 

αέρα, διαφορετικά το διαπιδυόμενο ΝΟ θα οξειδωθεί από το οξυγόνο. Περαιτέρω, η 

παρουσία του αέρα θα φέρει φυσαλίδες στο ανιχνευτικό στοιχείο, που είναι 

επικίνδυνο να διαχυθούν στο κυκλοφοριακό σύστημα του πειραματόζωου, ή να 

παράγουν διακοπές ή παραμορφώσεις στα ΧΦ-σήματα. Ο διακόπτης παροχής υγρού

ρθΓίυδ&ΐο” είναι υδατικό διάλυμα με ιονική σύσταση και ρΗ που προσομοιάζει το
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Στην συνέχεια το δείγμα αναμιγνύεται με το φέρον ρυθμιστικό διάλυμα στον στοιχείο 

ανάμιξης και τελικά με το αντιδραστήριο που συνήθως είναι είτε το οξειδωτικό ή το 

ΧΦ-αντιδραστήριο μπροστά στο φωταπολλαπλασιαστή στην είσοδο της κυψελίδας. 

Η κυψελίδα είναι φτιαγμένη στο εργαστήριο, και έχει σχήμα κέλυφους σαλιγκαριού 

και δύναται να φτιαχτεί σε διαφορετικά μεγέθη ανάλογα με τις απαιτήσεις της 

δεδομένης εφαρμογής π.χ. εάν ο ανιχνευτής συνδεθεί με σύστημα μικροδιαπίδυσης, 

όπου ο όγκος του δείγματος είναι συχνά πολύ μικρός και η ταχύτης ροής πολύ αργή α 

απαιτούμενος όγκος κυψελίδας πρέπει να είναι μικρός για να επιτύχουμε την 

βέλτιστη εκπομπή όταν το ΧΦ-δείγμα βρίσκεται συνολικά στην κυψελίδα την στιγμή 

της παρατήρησης.

Ο ανιχνευτής χημειοφωταύγειας είναι ένας φωτοπολλαπλασιατής (Εικ.2) με μεγάλη 

ευαισθησία στην περιοχή μηκών κύματος που η ΧΦ-αντίδραση εκπέμπει. Τέλος το 

ΧΦ-σήμα καταγράφεται στο χαρτί του καταγραφέα ή ψηφιοποιείται και μεταφέρεται 

στην μνήμη του υπολογιστή

86



2.2 ΣΥΣΚΕΥΕΣ 

2.2.1. Αναλυτική συσκευή ένχυσης σε ροή με χημειφωταυγή ανιχνευτή (ΡΊΑ/ΧΦ- 

ανίχνευση)

Επειδή συχνά οι περιεκτικότητες του βιοιατρικού δείκτη στα δείγματα βιολογικών 

υγρών είναι πολύ χαμηλές, είναι σημαντικό να εφαρμόσουμε μέθοδο υψηλής 

ευαισθησίας για την παρακολούθηση και τον προσδιορισμό αυτών ΐη νΐνο. Από την 

άλλη πλευρά τα αποτελέσματα των προσδιορισμών θα πρέπει να είναι όσο το 

δυνατόν πιο επαναλήψιμα καθ’ότι στις πολύ ευαίσθητες μεθόδους μειώνεται η 

επαναληψιμότης αισθητά λόγω σφαλμάτων της μέτρησης του όγκου του δείγματος, 

του χρόνου ανάμιξης των αντιδραστηρίων κ.ο.κ. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκε 

η συσκευή έγχυσης σε ροή που είναι γνωστή για την επαναλήψιμη πορεία των 

διαφόρων σταδίων της ανάλυσης και την συνδυάσθηκε με ανιχνευτή 

Χημειοφωταύγειας . Σ’ αυτή την συσκευή, το δείγμα εισάγεται στη ροή δια μέσου 

εξάπορτης βαλβίδος με βρόγχο δεδομένου όγκου. Τα διαλύματα αντλούνται από τις 

φιάλες αποθήκευσης των αντιδραστηρίων με περισταλτική αντλία που ρυθμίζεται σε 

δεδομένη σταθερή ροή, και φέρονται προς ανάμιξη στην είσοδο της κυψελίδας που 

βρίσκεται μπροστά από τον ευαίσθητο φωτοπολλαπλασιαστή. Το μέγεθος του 

δείγματος ρυθμίζεται από το μέγεθος του βρόγχου της βαλβίδας έγχυσης. Η ανάμιξης 

των διαλυμάτων των ΧΦ-αντιδραστηρίων στην είσοδο της κυψελίδας είναι πλήρης 

λόγω της ταυτόσιμης ταχύτητας και αντιμέτωπης ροής των. Με την διάταξη αυτή και 

τις συνθήκες λειτουργίας της, ελαχιστοποιούνται τα σφάλματα επαναληψιμότητας 

όγκου δείγματος, χρόνου ανάμιξης, χρόνου παρακολούθησης εκπομπής κ.λ.π.

Η εικόνα 1 δείχνει τα μέρη μιας τέτοιας συσκευής που συμπληρώθηκαν σύμφωνα με 

τις ανάγκες της αναλυτικής μεθοδολογίας για την κάθε εφαρμογή και για την 

πειραματική ερευνητική πορεία που απαιτούνταν.
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Τα ανόργανα αναλυτικά αντιδραστήρια όπως τα χλωριούχο νάτριο, χλωριούχο 

κάλιο, χλωριούχο μαγνήσιο, χλωριούχο ασβέστιο, χλωριούχος τρισθενής σίδηρος, 

θειικός δισθενής σίδηρος, νιτρώδες κάλιο(δί§ηι&), νιτρικό κάλιο, ιωδιούχο 

κάλιο(δί§πια), χλωριούχο αμμωνιο, διοξείδιο του άνθρακα και αμμωνία αγοράσθηκαν 

από την εταιρεία Μβτοΐί εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά και χρησιμοποιήθηκαν για 

την εξέταση της παρεμπόδισης που επιφέρουν στη ΧΦ-αντιδραση της λουμινόλης.

Τα οργανικά αντιδραστήρια ουρία(δί§Γηα), ουρικό οξύ, κυστείνη(δί§ηι&), β-Ο- 

γλυκόζη, ντοπαμίνη (δί§ηια), βοδινός ορός αλβουμίνης (δΐ§πια), μερκαπτοαιθανόλη, 

και το ασκορβικό οξύ (ΑΑ) αγοράσθηκαν από την εταιρεία ΜβΓοΙς εκτός αν 

αναφέρεται διαφορετικά, και χρησιμοποιήθηκαν για την εξέταση της παρεμπόδισης 

που επιφέρουν στη ΧΦ-αντίδραση της λουμινόλης με την δειγματοληπτική μέθοδο 

δείγματος μέσω εκλεκτικής μεμβράνης.

Τα οργανικά αντιδραστήριαΧ-αργινίνη. Γ-κιτρουλίνη χρησιμοποιήθηκε στην 

παραγωγή δεδομένων για την χάραξη καμπύλών αναφοράς , στους ποσοτικούς 

προσδιορισμούς των, και αγοράσθηκαν από την εταιρεία δΐ§πι&

Σουλφανιλικό οξύ, χρωμοτροπικό οξύ χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιοριμό των 

νιτρωδών με την μέθοδο Οποδδ και αγοράσθηκαν από την εταιρεία Μειχίί.

Η ο-φθαλαλδεύδη χρησιμοποιήθηκε στην δημιουργία παραγώγων για 

φθορισμομετρική κινητική ανάλυση των Ε-αργινίνη, Ε-κιτρουλίνη και αγοράσθηκε 

από την εταιρεία δί§πι&

Τα επιφανειοτασενεργά υλικά (βιολογικά απορρυπαντικά): δοδέκυλο θειικό άλας του 

νατρίου, δϋδ, και ο μονο λαυρικός εστέρας της πολυοξυαιθύλενο σορβιτόλης, Τν/66η 

20 αγοράσθηκαν από την εταιρείας ΡΗαπιι&οϊα Βΐοίβοΐι.

Το αναλυτικό αντιδραστήριο, διχρωμικό κάλιο (ΜβΓοΙί) χρησιμοποιήθηκε για την 

ρύθμιση του φασματοφωτομέτρου.

2.1.5. Υλικά παρασκευής και προετοιμασίας μεμβρανών

Σωλήνες διαπίδυσης φασματικής καθαρότητας με ιδιότητες αποκλεισμού ενώσεων 

μοριακών βαρών (ΜΛΥΟΟ) 100,500 και 3500 αγοράσθηκαν από την εταιρεία 

δΕΚνΑ.

Φύλλα μη-ενισχυμένης βουλκανισμένης Ματ/Ματ σιλικόνης αγοράσθηκαν από την 

εταιρεία δρ€θίαΙίγ Μ&ηυίαοΐυπη^ Ιηο.

Καθαρή μεμβράνη νιτροκυτταρίνης αγοράσθηκε από την εταιρεία ΜίΠϊροΓβ 

Μεμβράνες οξεικής κυτταρίνης (ΟΑ) , με Μ \¥00 100 παρασκευάσθηκαν στο 

εργαστήριο μας

82



χρησιμοποιήθηκε, επίσης, σαν καταλύτης στην ΧΦ-αντίδραση οξείδωσης της 

λουμινόλης με υπεροξείδιο του υδρογόνου και το ένζυμο, ΟΑΤ, σαν ιχνηλάτης του 

Η2Ο2, ενώ το ένζυμο Σουπεροξειδική Δισμουτάση, δΟϋ, χρησιμοποιήθηκε σαν 

ιχνηλάτης του σουπεροξειδικής ρίζας, Ο2 '

Το ένζυμο Ακέτυλο-χολινεστεράση, ΑοΗΕ, και το ένζυμο Χολινο-οξειδάση, ΟΚΟΟ, 

σε συνδυασμό , χρησιμοποιήθηκαν για την ενζυματική παραγωγή του Η20 2 και 

προσδιορισμό της ακέτυλοχολίνης με ΧΦ-αντίδραση.

Τα αντιδραστήρια Καλμοδουλίνη, η 5,6,7,8- τετράυδροβιοπτερίνη, Η4ΒΡ, το β- 

Νικοταμίδιο του φωσφορικού εστέρα του αδένινο νουκλειτιδίου στην ανηγμένη του 

μορφή, ΝΑΟΡΗ, και η διθειοθρειτόλη (ΜεΓοΙς), ϋΤΤ, χρησιμοποιήθηκαν σαν 

συμπαράγοντες του ενζύμου ΝΟδ.

Το ζεύγος συζυγών αντιδραστηρίων βιοτίνης/αβιδίνης χρησιμοποιήθηκε στην 

ακινητοποίηση ενζύμων σε σύνθετες μεμβράνες. Ειδικότερα χρησιμοποιήθηκε το 

βιοτίνυλο-Ν-υδρόξιμίδιο του ηλεκτρικού οξέος, ΝΗδ-βΐοίΐη, και η στρεπταβιδίνη, 

δΑ.

Το νουκλεοτίδιο Αδένινο-5’-τριφωσφορικό, ΑΤΡ, και το πεπτίδιο Βραδικινίνη 

(δΕΚνΑ), ΒΚ, χρησιμοποιήθηκαν για την ενεργοποίηση του έμβιου οργανισμού για 

την παραγωγή ΝΟ ΐη νΐνο.

Για την παραγωγή ενώσεων με την ιδιότητα του ΝΟ-δότου παρασκευάσθηκαν δ- 

νιτροδοθειόλες με χρήση κυστείνης, δΝΟ, καθώς και το φαρμακευτικό προϊόν της 

εταιρείας ΡΓιζογ , νία§Γ&. Για τον ίδιο σκοπό χρησιμοποιήθηκαν και τα ανόργανα 

αντιδραστήρια Ν3ΝΟ2, Να2[Ρ6(€Ν)5(Ν0 )].2Η2 0  που αμφότερα αγοράσθηκαν από 

την εταιρεία ΜβΓοΙί.

2.1.3. Ρυθμιστικά διαλύματα:

Τα κάτωθι ανόργανα οξέα, βάσεις και άλατα, εκτός εάν αναφέρεται διαφορετικά 

αγοράσθηκαν από την εταιρεία ΜβΓοΙί και χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή 

ρυθμιστικών διαλυμάτων ως ακολούθως:

• Ρυθμιστικό φωσφορικών: ΚΗ2ΡΟ4, Ν&2ΗΡΟ4, Ν&Η2ΡΟ4, ΝαΟΗ

• Ρυθμιστικό βορικών: Ν&2Β4 0 7 .10 Η2Ο, ΝηΟΗ

• Ρυθμιστικό οξεικών: ΟΉβΟΟΟΗ, €Η3ΟΟΟΝ&

• Ρυθμιστικό μεγάλης περιοχής ρΗ (ϋηίνβΓδαΙ, ρΗ 2,6-12): βορικό οξύ, Η3ΒΟ3, 

δισόξινο φωσφορικό κάλιο, ΚΗ2ΡΟ4, διαίθυλο βαρβιτουρικό οξύ, και κιτρικό οξύ.
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ανάλογου ̂ /ογισμικού προγράμματος, ενώ είναι άνετη στην χρήση της σε νοσοκομεία 

καθώς και σε ιατρικά κέντρα υγείας για την παρακολούθηση ιατρικών δεικτών κατά 

την διάρκεια θεραπευτικών αγωγών ή χειρουργικών επεμβάσεων. Στην εργασία αυτή 

η μέθοδος χρησιμοποιήθηκε για την παρακολούθηση του ΝΟ ίη νίνο που είναι ένα 

μοριο που ρυθμίζει πολλές λειτουργίες του οργανισμού σαν αγγελιοφόρος και 

νευροδιαβιβαστής .

Η συνολική μελέτη για την επίτευξη της εν δυνάμει παρακολούθηση του ΝΟ 

ίη νίνο ακολούθησε τα ακόλουθα στάδια:

• Το ΝΟ που παρασκευάσθηκε από την ενζυματική δράση της ΝΟ-συνθάσης εν 

σειρά στην συσκευή ΡΙΑ/ΧΦ-ανίχνευσης χρησιμοποιήθηκε για την 

βελτιστοποίηση των συνθηκών παραγωγής ΧΦ-εκπομπής λουμινόλης κατά την 

οξείδωσή της από το Η2Ο2. ✓

• Χρήση πορφυρινικών ενώσεωνγια την παγίδευση του ΝΟ που παράγεται από 

ανόργανη αντιδραστήρια και ακόλουθη ανίχνευση της ΧΦ-εκπομπής με 

απελευθέρωση του ΝΟ με'τά από καταστροφή του συμπλόκου πορφυρινικής 

ένωσης-ΝΟ και εύρεση συνθηκών μείωσης της υπόβαθρης ΧΦ-εκπομπής από την 

παρουσία της πορφυρινικής ένωσης.

• Κατασκευή δειγματοληπτικής μεμβράνης για την απομάκρυνση των 

παρεμποδιζόντων από βιολογικά υγρά

• Εφαρμογή της μεθόδου για την εν δυνάμει παρακολούθηση του ΝΟ ίη νίνο σε 

πειραματόζωα.

Τροποποίηση της_μεμβράνης με ένζυμα για τον ευαίσθητο προσδιορισμό της

ακετυλοχολίνης υποδείγματα βιολογικών υγρών.
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(α) Το ΝΟ μπορεί να αναχθεί ηλεκτροκαταλυτικά σε ηλεκτρόδια τροποποιημένα με 

ηλεκτροπολυμερισμένα υμένια [0(ν-1ργ)2]3+. Με 7ΐεραιτέρω τροποποίηση με λεπτό 

υμένιο από Ναίίοη (για αποφυγή παρεμποδίσεων ανιόντων, ιδιαίτερα των νιτρωδών) 

αυτά τα ηλεκτρόδια μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν ΝΟ-αισθητήρες σε διάλυμα 

και εμφανίζουν υπομΜ όρια ανιχνευσιμότητας και γρήγορη απόκριση. Οι 

προκαταρκτικές μελέτες της έκλυσης κυτταρικού ΝΟ από βακτηριο-κύτταρα 

Κΐιοάοβακτήριο-σφαιρίδες έδωσαν πολύ καλά αποτελέσματα [154],

(β) Ένας νέος αισθητήρας οπτικής ίνας για το ΝΟ κατασκευάσθηκε με τοποθέτηση 

μικρής ποσότητας διαλύματος αντιδραστηρίου στον εσωτερικό χώρο στην μύτη μιας 

δέσμης οπτικών ινών κλεισμένης με μεμβράνη διαπερατής σε αέριο. Το ΝΟ διαχέεται 

δια της μεμβράνης στο εσωτερικό χώρο που περιέχει το διάλυμα του αντιδραστηρίου 

και λαμβάνει χώρα αντίδραση μεταξύ ΝΟ, λουμινόλης και Η2Ο2. Το παραγόμενο φως 

σχετίζεται με την συγκέντρωση του ΝΟ στο δείγμα [155].

(γ) Ένας ευαίσθητος φασματοσκοπικός προσδιορισμός ανεπτύχθη για τον 

ταυτόχρονο ποσοτικό προσδιορισμό του ΝΟ και του 0 2 σε υδατικό διάλυμα που 

βασίζεται στην επαγωγική μέσω ΝΟ οξείδωση της οξυαιμογλοβίνης (ΟχγΗ6) σε 

μεταιμογλοβίνη και με την μεσολάβηση 0~ αναγωγή του σιδηρικυτοχρώματος ο. Με 

την χρήση φωτόμετρου συστοιχίας διόδων, οι φασματικές μεταβολές εκάστης 

αντίδρασης αναλύθηκαν και τα κατάλληλα μ.κ. ταυτοποιήθηκαν για ταυτόχρονη 

παρακολούθηση των μεταβολών απορρόφησης εκάστης αντίδρασης [156].
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συνεχώς με ΕδΚ. Τα νιτρονυλο-νιτροξείδια μπορούν, λοιπόν, να χρησιμοποιηθούν 

για να ανταγωνισθούν τον ΝΟ σχηματισμό σε βιολογικά συστήματα. Οι 

χηλικοτροπικές παγίδες αντιδρούν με ΝΟ και ΝΟ2 και σχηματίζουν σταθερά 

νιτροξείδια που μπορούν να χρησιμοποιηθούν προς ανίχνευση του ΝΟ στα υδρόφιλα 

και υδρόφοβα μέρη των κυττάρων. Το μονοξείδιο του αζώτου προκαλεί φυσική 

διεύρυνση των σταθερών λιποδιαλυτών νιτροξειδίων και το ΕδΚ μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για να υπολογισθούν οι σταθερές διάχυσης του ΝΟ σε βιολογικές 

μεμβράνες. Η τεχνική ΕδΚ μπορεί να δώσει ποσοτικές μετρήσεις της παραγωγής ΝΟ

[169].

(β) Η σιδηριαιμογλοβίνη (ίβιτγΙΗβ) και η σιδηριμυογλοβίνη (&ιτγ1Μβ) που είναι οι 

καταστάσεις υψηλής οξείδωσης των αιμοπρωτεϊνών και ανάλογων (ενώσεων) 

περοξειδασών σχηματίζονται κατά την αλληλεπίδραση μεθαιμοπρωτεϊνών με 

υδρογονοπεροξείδια και είναι γνωστό πως προάγουν αντιδράσεις περοξείδωσης. Το 

ΝΟ παρεμποδίζει τις οξειδώσεις με αναγωγή των σιδηριαιμοπρωτεϊνών. Οι 

αλληλεπιδράσεις του ΝΟ με σιδηριαιμοπρωτείνες ανιχνεύονται με την χρήση Ε3Κ

[170].

(γ) 3,5-διβρωμο-4-νιτρωδοβενζολοσουλφονικό οξύ (ϋΒΝΒδ) μπορεί να παγιδεύσει 

ρίζες προερχόμενες από αντιδράσεις που δίνουν μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ). Η 

μέθοδος προσδιορισμού του σχηματισμού ριζών εξαρτώμενων από το ΝΟ με ϋΒΝΒδ 

στο σύστημα ανθρώπινων πεταλίων (ρΐαίείθίδ) και η παράθεση βασικών αντιδράσεων 

μεταξύ ϋΒΝΒδ και διαφόρων ΝΟ-συγγενών ενώσεων για την ταυτοποίηση των 

ΌΒΝΒ3 σπιν προϊόντων προσθήκης αάώαοίδ πρόσθετων περιγράφονται με την χρήση 

ΕδΚ [171].

(δ) Σταθερές οργανικές ρίζες νιτρωδονιτροξείδιο-παραγώγων, ονομαστικά, το 2- 

φαινυλο-4,4,5,5-τετραμεθυλο ιμιδαζολίνη-1-οξυλ-3-οξείδιο (ΡΤΙΟ) καιπαράγωγα της 

(ΡΤΙΟδ) κατέχουν μια εξειδικευμένη δράση σύλληψης ελευθέρου ΝΟ σε 

εργαστηριακή κλίμακα και σε έμβια συστήματα. Η αντίδραση των ΡΤΙΟδ με το ΝΟ 

δίνει μια καθαρή μεταβολή στα ΕδΚ-σήματα και ως εκ τούτου το ΝΟ προσδιορίζεται 

μετρώντας την μεταβολή του ΕδΚ-σήματος [172]. Επιπρόσθετα πολλά διακριτά 

διθειοκαρβαμιδικά ιόντα όπως το Ν-μεθυλο-Ο-γλυκυλαμινο-διθειοκαρβαμιδικό 

(ΜΟϋ), το Ν,Ν-διαιθυλο διθειοκαρβαμιδικό (ϋΕΤΟ) χρησιμοποιήθηκαν σαν 

υποκαταστάτες για την παγίδευση του σπιν του σιδηροσυμπλόκου. Αυτές οι αλλαγές 

στο ΕδΚ-σήμα μπορούν να ανιχνευθούν με χρήση ΕδΚ-οργάνου.
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υπεριώδους-ορατού [162]. Επί προσθέτως, μια ποικιλία, διαφορετικών 

φασματοφωτομετρικών μεθόδων αναπτύχθηκε για την άμεση μέτρηση του ΝΟ όπως 

στην αντίδραση του ΝΟ με την αιμογλοβίνη προς παραγωγή μεθαιμογλοβίνης ή 

έμμεσα μέσω της αντίδρασης Οποδδ. Σαν αποτέλεσμα των προσπαθειών για αύξηση 

της ευαισθησίας μέτρησης του ΝΟ που παράγεται υπό φυσιολογικές συνθήκες ή 

ΝΟ2 υπό όξινες συνθήκες ανεπτύχθησαν πολλές διαφορετικές φθορισμομετρικές 

μέθοδοι που κάνουν χρήση της ικανότητας του ΝΟ να παράγει Ν-νιτροδοποιούντες 

παράγοντες. Ένας αριθμός τέτοιων μεθόδων κάνει χρήση της αρωματικής 

διαμινοένωσης. 2,3-διαμινοναφθαλινίου (ΟΑΝ) σαν δείκτη της ανίχνευσης του ΝΟ. 

Το σχετικό μη-φθορίζον ϋΑΝ αντιδρά γρήγορα με το ΝΟ που προέρχεται από τον 

παράγοντα νιτρωποίησης και δίνει το έντονα φθορίζον προϊόν 2,3-ναφθοτριαζόλιο 

(ΝΑΤ) [163].

Έμμεσοο Προσδιορισμόο του ΝΟ με την μέτρηση σχετικών υποστρωμάτων

(α) Προσδιορισμός εκλεκτικότητος των δραστικών σωματιδίων μονοξειδίου του 

αζώτου για διάφορα υποστρώματα: Μια μέθοδος προσδιορισμού της 

αποτελεσματικότητας των διαφόρων ενώσεων στην παγίδευση των ενδιαμέσων της 

αντίδρασης ΝΟ/Ο2 περιγράφηκε [164].

(β) Ποσοτικοποίηση των νιτρικών, νιτρωδών και παραγόντων νιτρώδοσης.

Ο ποσοτικός προσδιορισμός των νιτρικών και νιτρωδών βασίζεται στην αντίδραση 

Οπ68δ όπου ένα χρωμοφόρο με ισχυρή απορρόφηση στα 540ηηι σχηματίζεται με 

αντίδραση των νιτρωδών με μίγμα ναφθαλαιθυλενοδιαμίνης και σουλφανιλαμίδιο. 

Νιτρωδόσεις προκύπτουν είτε από το Ν2Ο3 είτε από Ν2Ο4 αν και κυριαρχεί το Ν2Ο3 

στα φυσιλογικά συστήματα. Αμφότερα Ν2Ο3 και Ν2Ο4 αντιδρούν γρήγορα με το 

νερό, αμίνες, και άλλα πυρηνόφιλα που βρίσκονται στο σύστημα, και οι σταθερού 

ρυθμού μετατροπής συγκεντρώσεις των ενδιαμέσων αυτών είναι χαμηλές. Η απόδοση 

της καθαρής νιτρώδοσης, όμως, μπορεί να εκτιμηθεί εύκολα με προσδιορισμό των 

προϊόντων της νιτρώδοσης. Η μορφολίνη συχνά χρησιμοποιείται σαν νιτροσταθερή 

αμίνη καθότι το ρΚα επιβεβαιώνει το σημαντικό ποσοστό της ελεύθερης αμίνης σε 

φυσιολογικά ρΗ. Ο ποσοτικός προσδιορισμός γίνεται με ΟΟ-ΤΕΑ (αέρια 

χρωματογραφικά -αναλυτή θερμικής ενέργειας ή με 00-Μ8 (αέρια χρωματογραφία- 

φασματοσκοπία μάζας) [165].
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ΝΑΟΡΗ και καλμοδουλίνη με τη διαφορά ότι απαιτείται 0&2+' δείχνει επίσης, 

μεγαλύτερη σταθερότητα στην χρήση του καθώς και την αποθήκευσή της από το 

ελεύθερο ΝΟδ. Η δραστικότης του ακινητοποιημένου ενζύμου δεν δείχνει εμφανή 

μείωση σε έξη μήνες. Αντίθετα το ελεύθερο ΝΟδ που αποθηκεύεται υπό τις συνθήκες 

χάνει το 60% της δραστικότητας του μετά από τρείς μήνες.

1.4.3. Προδιορισμός του Μονο£ειδίου του Αζώτου

Γρήγορες και ακριβείς μετρήσεις του ΝΟ σε πολύπλοκα βιολογικά μέσα 

απαιτούνται για να ξεμπλέξουν την δράση της σημαντικής αυτής ένωσης. Προς το 

παρόν, οι ακόλουθοι τρείς μέθοδοι χρησιμοποιήθηκαν για να ανιχνεύσουν το ΝΟ. Η 

πρώτη βασίζεται στη χημειοφωταυγή αντίδραση του ΝΟ με το όζον ή το σύστημα 

Λουμινόλης-Η2θ 2. Η δεύτερη εξαρτάται από την μετατροπή της οξυαιμογλοβίνης σε 

μεθαιμογλοβίνη κατά την αντίδρασή της με ΝΟ, και μέτρηση της απορρόφησης με 

ΕδΚ ή με φασματοσκοπικό προσδιορισμό. Η τρίτη μέθοδος είναι ένα είδος 

αισθητήρα (οπτική ίνα ή αμπερόμετρο) που εξαρτάται στην πιο πάνω αντίδραση. 

Επιπροσθέτως, προτάθηκαν βιοχημικές και ηλεκτροχημικές μέθοδοι που ανιχνεύουν, 

τα υποστρώματα του ΝΟ στην πορεία μεταβολισμού, καθώς και έμμεσες μέθοδοι, 

όπως προσδιορισμοί του ΝΟδ, οΟΜΡ, και των σχετικών υποστρωμάτων όπως το 

νιτρώδες ανιόν (ΝΟ~\ το περοξυνιτρώδες (ΟΝΟΟ'). Όλες αυτές οι μέθοδοι δεν 

μπορούν να ανιχνεύσουν το ΝΟ απ’ ευθείας σε εμβίους οργανισμούς. Η ευαισθησία 

των μεθόδων αυτών δεν είναι καλή και επηρεάζεται από πολλούς παρεμποδίζοντες 

παράγοντες. Η δυναμική μέθοδος ανίχνευσης του ΝΟ στον εν ζωή οργανισμό μπορεί 

να παρέχει αποδεικτικά στοιχεία για την βιολογική δράση του ΝΟ. Το ΝΟ στην 

αέρια φάση είναι σταθερό όχι όμως στην υγρή φάση. Η ημιπερίοδος ζωής του είναι 

μικρότερη των 3-5 δευτερολέπτων γι’ αυτό είναι δύσκολη η ανίχνευσή του. Τέλος, 

μέχρι τώρα δεν βρέθηκε μια καλή μέθοδος για τον προσδιορισμό του ΝΟ σε ζώντες 

οργανισμούς απ’ ευθείας λόγω των πολλών παρεμποδιστών στα βιολογικά υγρά και 

της σύντομης ημιζωής του. Περισσότερες λεπτομέρειες δίνονται πιο κάτω επιλεκτικά 

για ορισμένες μεθόδους [147-156, 159-176].

Ηλεκτροχημική Μέθοδοο ανίχνευσης του ΝΟ. Οι ηλεκτροχημικοί μέθοδοι που 

διατίθενται για την ανίχνευση του ΝΟ βασίζονται στην ηλεκτροχημική οξείδωση του 

ΝΟ σε στερεά ηλεκτρόδια. Εάν το ρεύμα που δημιουργείται κατά την οξείδωση του
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Ένας έντονα εκλεκτικός παρεμποδιστής ανθρωπίνου ίΝΟδ συνετέθη, που είναι 

παράγωγο της ακεταμιδινο - λυσίνης δηλ. το Ν-(5(δ)-αμινο-6,7-διυδροξυεπτυλο)- 

αιθαναμίδιον διυδροχλωρικό άλας [142], Η Ν^-προπυλ-Τ-αργινίνη θεωρήθηκε, 

επίσης, σαν πιθανός και εκλεκτικός παρεμποδιστής της ηΝΟδ [143].

Μια σειρά αναλογών της 2-ιμινοπιπεριδίνης παρασκευάσθηκαν και 

απεδείχθηκαν εν δυνάμει παρεμποδιστές των ισόμορφων ανθρωπίνου ΝΟδ. 

Μεθυλικές υποκαταστάσεις στην 4-θέση ή 4-και 6-θέση δίνουν τα πιο 

αποτελεσματικά ανάλογα [144].

Μια σειρά από Ν^-νιτροαργινίνης ( Ατ£Ν°2 ) και φαινυλαλανίνη περιέχονται 

διπεπτιδικοί εστέρες σενετέθησαν σαν εκλεκτικοί παρεμποδιστές της ηΝΟδ. Όλοι οι 

διπεπτιδικοί εστέρες είναι ανταγωνίσιμοι παρεμποδιστές του ηΝΟδ, της ίΝΟδ 

μακροφάγου, και εΝΟδ εκτός αυτών που περιέχουν ϋ - Αγ£ ΝΟϊ που είναι μη 

ανταγωνίσιμοι παρεμποδιστές του ηΝΟδ και ©ΝΟδ [146].

Τα αμινοξέα που παρεμποδίζουν τη δράση της ΝΟδ και αναφέρονται εδώ 

χαρακτηρίζονται από την ιδιότητα να προσκολλώνται στην σε ενεργή θέση 

πρόσδεσης Τ-αργινίνης. Γι’ αυτό χρησιμοποιήθηκαν για τη διερεύνηση του 

μηχανισμού της δράσης της ΝΟδ καθώς και σαν ιχνηθέτες για το πρόσιμο των 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ της θέσης της Τ-αργινίνης και των θέσεων πρόσδεσης της 

αίμης και της τετραϋδροβιοπτερίνης, που είναι συνπαράγοντες (οοίαοΐοΓδ) της 

περιοχής ΝΟδ-οξυγονάσης. Τα αμινοξέα παρεμπόδισης της ΝΟδ χρησιμοποιήθηκαν 

εκτεταμένα ίη νΐνο για να ελέγχουν τον σχηματισμό του φυσιολογικού αλλά και του 

παθολογικού ΝΟ. Διάφορα αμινοξέα παρεμπόδισης χρησιμοποιήθηκαν, όπως η Ν^- 

μεθυλο-Γ-αργινίνη (Γ-Νμα), η Ν^-νιτρο-Ι-αργινίνη, η Νδ-(ιμινοαιθυλ)-ί-αρνιθίνη, η 

Νδ-(ιμινοαιθυλ)-Τ-αργινίνη, η Ν^-αμινο-Τ-αργινίνη, η Τ-θειοκιτρουλίνη, και η δ- 

μεθυλ-Γ-κιτρουλίνη [185].

Το 7-νιτροινδαζόλιο εμφανίζει νέα βιοχημική και φαρμακολογική χρήση σαν 

παρεμποδιστής της ΝΟδ. Αν και το 7-νιτροινδαζόλιο είναι ένας ισόμορφος μη- 

εκλεκτικός παρεμποδιστής σε εργαστηριακά πειράματα, η χορήγηση του 7- 

νιτροινδαζολίου σε παρθένους οργανισμούς ζώων οδηγεί σε ποικιλία βιολογικών 

φαινομένων που οφείλονται σε παρεμπίδιση του ΝΟδ στο κεντρικό νευρικό σύστημα 

χωρίς την εμφάνιση αναμενομένων φαινομένων λόγω παρεμπόδισης του βΝΟδ [186], 

Η αμινογονανιδίνη (Η2ΝΝΗ-0 (-0 ΝΗ)-ΝΗ2) χρησιμποιήθηκε για την 

εκλεκτική παρεμπόδιση του ίΝΟδ. Η αμινογοναδίνη είναι μια πυρηνόφιλος
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εγκατεστημένη πλησίον του κέντρου της πολυπεπτιδικής της αλυσίδας. Όπως 

αναφέρθηκε η πρόσδεση της ΟαΜ στο ΝΟδ ενεργοποιεί την σύνθεση του ΝΟ [182],

^υντροφίν λ- ομόλογος περιοχή . Ευθυγράμμιση των τριών προϊόντων των ΝΟδ 

γονιδίων αποκαλύπτει ότι η ΝΟδ από ποντίκια και ανθρώπους περιέχει Ν -  

τερματική αρχική αλληλουχία 290 αμινοξέων που είναι απούσα στο ίΝΟδ και οΝΟδ. 

Αυτό αντικατοπτρίζεται σ’ ένα αρχικό τμήμα τριών αξόνων που είναι παρόν στα 

ανθρώπινα ηΝΟδ γονίδια αλλά που λείπει από τα ανθρώπινα ίΝΟδ και βΝΟδ 

γονίδια.

Αίμη -θέση προσάρτησης υποκαταστατών. Στοιχειομετρικές ποσότητες του 

συνπαράγοντα αίμης είναι παρούσες στο ηΝΟδ και απαιτούνται για πλήρη 

καταλυτική δραστικότητα. Επιπλέον, η δραστικότης ΝΟδ διακόπτεται με 

προσάρτησης υποκαταστατών στην αίμη όπως το 0 0  παρουσία ΝΑΟΡΗ, ιμιδαζόλια 

και ορισμένα ανάλογα της αργινίνης που επιπρόσθετα είναι υποκατάστατες της 

αίμης.

Περιοχές πρόσδεσης αργινίνης και τετραϋδροβιοπτερίνης. Έχει υποτεθεί ότι η 

αργινίνη και η τετραϋδροβιοπτερίνη ( ΒΠ» ) η καθεμιά προσδένεται σε θέσεις της 

περιοχής της οξυγενάσης των ΝΟδδ που αυτό αρχικά είχε διευκρινισθεί με μελέτες 

απομόνωσης περιοχών. Μελέτες διευκρινήσεις πρόσδεσης με ράδιο υποκαταστάτη, 

3Η -  σημασμένη Ν^ -  νίτρο -  Ε -  αργινίνη (ΝΝΑ) που είναι εκλεκτικός 

παρεμποδιστής έγιναν για να ιχνηλατήσουν τη θέση της προσάρτησης της αργινίνης 

στο ηΝΟδ -  ποντικού για απόδειξη.

Θέση πρόσδεση ο Καλμοδουλίνης: Η διαπίστωση πως η ηΝΟδ απαιτεί καλμοδουλίνη 

(ΟαΜ) για να ενεργοποιηθεί, έκανε εφικτό τον καθαρισμό της ΝΟδ ισομορφής. Η 

πρόσδεση της ΟαΜ επιτρέπει την ροή των ηλεκτρονίων μεταξύ των περιοχών 

αναγωγάσης και οξυγενάσης των ΝΟδδ που είναι ο κυρίαρχος τρόπος της ρύθμισης 

της δράσης στα ©ΝΟδ και ηΝΟδ.

Περιοχή πρόσδεσης ΡΜΝ: Με βάση την αρχή της αναλογίας με τις προγονικές 

φλαβοπρωτείνες όπως φλαβοτοξίνες που περιέχουν μόνο ΡΜΝ, η ΡΜΝ περιοχή του 

ΝΟδ δύναται να θεωρηθεί ότι εκτείνεται από την θέση πρόσδεσης της Ο&Μ πρίν το 

0 -τέρμα και περιλαμβάνει περίπου 20 0  αμινοξέα.

56



από την αντίδραση του ΝΟ με το ΝΟ2 και τα νιτρώδη που σχηματίζονται από την 

αλληλεπίδραση με το νερό μπορεί να προκαλέσουν παράλληλες αντιδράσεις που 

μερικές να είναι καθοριστικές.

Παραγωγή μονοξειδίου του αζώτου από φαρμακεντικές ΝΟ δότες ενώσεις Γ177].

Ο μηχανισμός της ελευθέρωσης ΝΟ από ΝΟ-δότες ενώσεις μπορεί να είναι 

είτε χημική είτε ενζυματική. Τα πυρηνόφιλα-ΝΟ προϊόντα προσθήκης ελευθερώνουν 

πρωταρχικά ΝΟ μέσω χημικής αντίδρασης, ενώ τα οργανικά νιτρικά βασίζονται κατά 

κύριο λόγο στην ενζυματική διάσπαση προς σχηματισμό ΝΟ. Άλλοι ΝΟ-δότες 

ενώσεις όπως, οργανικά νιτρώδη, 8 -νιτροζοθειόλες, νιτροπρωσικό νάτριο, και 

σιδνονυμίνες χρησιμοποιούν είτε χημικούς είτε ενζυματικούς μηχανισμούς για να 

παράγουν ΝΟ ΐη νΐνο.

Φωτοΐαβίΐβ δότεο ΝΟ Γ178 ]. Τα νιτροζυλο χλωρίδια του Κιι σαν αντιδραστήρια 

εγκλωβισμένου ΝΟ. Τα παράγωγα του νιτροζυλορουθηνίου απεδείχθησαν ότι είναι 

θερμικά σταθερά αλλά φωτοΙ&ΜΙβ κινητά, και ελευθερώνουν ΝΟ κατά την έκθεσή 

του στο εγγύς-υπεριώδες φως, που είναι η χαρακτηριστική ιδιότης των 

εγκλωβισμένων ενώσεων.

ΝΟΝΟικά σαν ΝΟ-δότες Γ179]. ΝΟΝΟικάή 1-υποκατεστημένα διαζενο-1-ιόν 1,2— 

διολικά είναι ενώσεις που περιέχουν την δραστική ομάδα [Ν (Ο) ΝΟ] “ που έχει 

αποδειχθεί χρήσιμη για την σίγουρη παραγωγή μονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) 

εργαστηριακά και βιολογικά.

8 -  Νιτροδοθειόλες και ο ρόλος των μεταλλοϊόντων στην αποσύνθεση του 

μονοξειδίου του αζώτου 1801. Οι 3-νιτροδοθειόλες (Κ8ΝΟ), ονομαζόμενες μερικές 

φορές και θειονιτρώδεις ενώσεις είναι τα θειούχα ανάλογα των αλκυλονιτρωδών 

ΚΟΝΟ. Οι νιτροδοθειόλες ήλθαν στο προσκήνιο λόγω της σημασίας του μονοξειδίου 

του αζώτου επειδή πιστεύεται ότι διασπώνται χωρίς την παρουσία ενζύμου και 

δίνουν μονοξείδιο του αζώτου που κατ’ αρχήν θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 

θεραπευτικά σαν ΝΟ-παράγοντα φάρμακα.

Έγιναν πολλές μελέτες όπου ΝΟ-αγγειοσταλτικές (ναδοάϋ&ΐοΓ) ενώσεις 

εφαρμόσθηκαν σαν ΝΟ-δότες. Οι διαφορετικές πορείες αντίδρασης και βιοχημικοί 

μηχανισμοί που τελικά οδηγούν στην έκλυση του ΝΟ από οργανικές νίτρο και
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βρίσκονται σε όλους τους ιστούς και δίνουν ΝΟ συγκεντρώσεις μέχρι 1 μΜ μόνο 

υπό μη παθολογικές συνθήκες.

Το μονοξείδιο του αζώτου μπορεί να μεταβολισθεί στο διπυρηνικό κέντρο της 

0 00  για να σχηματίσει ενώσεις (π.χ. περο£υνιτρίδια) που μπορούν να παρεμποδίσουν 

την μεταφορά ηλεκτρονίων στα μιτοχόνδρια και μπορούν να νιτρωδώσουν 

σουλφυδρυλικές ομάδες [192]. Το μονοξείδιο του αζώτου εκτός των άλλων 

ενεργοποιεί την γουανυλική κυκλάση, σχηματίζει περοξυνιτρίλια, προκαλεί 

απόπτωση, και ρυθμίζει την κυκλο-οξυγενάση (ΟΟΧ) (193). Η αντίδραση του ΝΟ 

με τα [Ρε-δ] κέντρα της πι-ακονιτάσης και ο-ακονιτάσης έχει σημαντικές δραστικές 

συνέπειες. Παρεμπόδιση της πι-ακονιτάσης διακόπτει την πορεία αντίδρασης των 

κιτρικών του κύκλου Κτβΰδ. Η παρεμπόδιση της ο-ακονιτάσης οδηγεί στον μείωση 

της καταλυτικής δραστικότητας της κυτοσολικής κιτράσης καθώς και στην 

τροποποίηση της μετάφρασης του γπΚΝΑ σε πρωτεΐνες κλειδιά που εμπλέκονται σε 

ενδοκυτταρική σίδηρο -  ΗοηιεοδΙαδίδ αιμόσταση [194 ].

ΝΟ και ΝΟ-δότες μπορούν να παράγουν πιθανή χαλάρωση απομονωθέντων 

κονικών 03.ΠΪ116 στεφανιαίων (οαηΐηβ οοΓοη&Γγ) αρτηριών όπως και άλλων αιμοφόρων 

αγγείων. Τα φαινόμενα αγγειοχαλάρωσης μπορούν να ενισχυθούν με χαμηλή τάση 

οξυγόνου και με σουπεροξειδική δισμουτάση ενώ μπορούν να παρεμποδισθούν με 

αιμογλοβίνη [198]. Φυσιολογικοί ρόλοι του ΝΟ στο κεντρικό νευρικό σύστημα 

(ΟΝδ) νοούνται, μόνο από διακριτές και σταθερές κατανομές του ΝΟδ σε 

υποπληθυσμούς του κεντρικού νευρώνα όλων των μυελών των θηλαστικών που 

έχουν μέχρι τώρα εξετασθεί. Το ΝΟ μεσολαβεί στην υποβάθμιση του νευρικού 

συστήματος σε μερικές παθολογικές καταστάσεις. Το ΝΟ φαίνεται να αντιτίθεται 

στην δύναμη σύσφιξης στους μύεςτων ενηλίκων [199].

Το ΝΟ είναι γνωστό ότι ενεργοποιεί την διαλυτή γουανιλική κυκλάση. Ο 

μεταλλάκτης ΝΟ^/ουανιλική κυκλάση -ο ΟΜΡ εκπροσωπεί ένα αξιόλογο 

παράδειγμα του πόσο μια πολλαπλότης κυτταρικών αποκρίσεων σε μια πολλαπλή 

σειρά βιολογικών διαβιβαστών μπορεί να περάσει μέσω μοναδικού συστήματος 

σηματοδότησης. Το ΝΟ μπορεί να τροποποιήσει την ενεργοποίηση της κυκλικής 

πρωτεϊνοκινάσης (ΡΚΟ) που εξαρτάται από την ΟΜΡ [200, 201].

Το μονοξείδιο του αζώτου εμπλέκεται στον μηχανισμό της εγκεφαλικής 

ισχαιμικής ζημιάς [202], Το μονοξείδιο του αζώτου σαν αντιφλεγμονώδης παράγων 

μπορεί να παρεμποδίσει την συγκόλληση του λευκοκυτταρικού ενδοθηλίου, να 

ρυθμίσει την λειτουργία των αιμοπεταλίων [197], και να προκαλέσει αλλαγές στην
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Το ΝΟ αντιδρά με ΝΟ2 και σχηματίζει Ν2Ο3: ΝΟ + Ν 02 —> Ν20 3

Το ΝΟ αντιδρά με αλκύλιο, αλκοξυ και αλκυλοπεροξειδικές ρίζες. 

ΚΟΟ + ΝΟ^ΚΟΟΝΟ.

Η αντίδραση μεταξύ ΝΟ και σουπεροξειδίου με σχηματισμό περοξυνιτριλίου έτυχε 

ιδιαίτερης προσοχής στην βιβλιογραφία και σαν αντίδραση δηλητηρίασης και σαν 

μηχανισμός αποτοξίνωσης για τα δραστικά σωματίδια οξυγόνου (ΚΟδ).

ΝΟ + Ο- -» ΟΟΝΟ~

Πράγματι, η αντίδραση του Ο2 με το ΝΟ είναι πέντε φορές γρηγορότερη της 

διάσπασης του υπεροξειδίου από την σουπεροξειδοδισμουτάση. Το περοξυνιτρίλιο 

ΚΟΟΝΟ είναι σχετικά αδρανές σε διαλύματα βάσεων και αργά μετατρέπεται 

σε νιτρυλοένωση και οξυγόνο. Αντιδρά με σουλφύδρυλο ενώσεις και 

σχηματίζει δισουλφίδια με κινητική σταθερά ΙΟ3 Μ4 5©ο'\ Με πρωτονίωση του 

περοξυνιτριλίου παίρνουμε το ουδέτερο οξύ ΗΟΟΝΟ που οξειδώνει τα διάφορα 

βιολογικά υποστρώματα ανταγωνιζόμενη τον ισομερισμό προς νιτρικά.

ΟΟΝΟ' <=> ΗΟΟΝΟ#ΗΟΟΝΟ -> οξειδώνει#ΗΟΟΝΟ -> ΝΟ;

Παρ’ όλη την ευκολία να αντιδρά με ρίζες, το ΝΟ δεν αντιδρά με όλες τις ρίζες.

Έμμεσεο δράσεις του ΝΟ: Αν και το μονοξείδιο του αζώτου δεν αντιδρά άμεσα με τα 

περισσότερα βιολογικά μόρια, τα δραστικά σωματίδια του ΝΟ (ΚΝΟδ) που 

σχηματίζονται σ’ ένα αερόβιο περιβάλλον μπορεί να οδηγήσουν στην τροποποίηση 

σημαντικών βιομακρομορίων, που οδηγούν σε πιθανά φαινόμενα δηλητηρίασης στα 

βιολογικά συστήματα. Αυτά τα ΚΝΟδ προσβάλλουν χημικά τις πρωτεΐνες και το 

ϋΝΑ, και έχουν τοξικές συνέπειες. Όπως αναφέρεται πιο κάτω, οι κινητικές σχέσεις 

για τον σχηματισμό των ΚΝΟδ από Ο2 απαιτούν για το ΝΟ συγκεντρώσεις 

υψηλότερες από τις αναμενόμενες για άμεσες επιδράσεις. Τα ΝΟΧ, υδρολύονται 

γρήγορα σε υδατικά μέσα προς νιτρώδη. Αυτό το ενδιάμεσο είναι ικανό να οξειδώσει 

τα οξειδοαναγωγικά σύμπλοκα και να νιτροδώσει τα υποστρώματα που περιέχουν 

αμινο- ή θείολο ομάδες. Η υδρόλυση σε νιτρώδες καθώς και η νιτρόδωση των 

υποστρωμάτων με ΝΟΧ φαίνεται να είναι ανταγωνιστική, δίνοντας την ευκαιρία να 

επιβεβαιωθεί η σχετική εκλεκτικότης των διάφορων βιολογικά σημαντικά ενώσεων.
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συπτικού δΗοοΙς δβίζυΓβδ (κατάσχεση), φλεγμονές, φθορές ιστών, αρθρίτιδος, 

κολίτιδος, κλπ.

Δείγμα της δράσης του σαν δευτερογενής διαβιβαστής είναι ο σημαντικός ρόλος 

που παίζει στην διαβίβαση σημάτων και τον έλεγχο της φυσιολογικής δράσης του 

αγγειακού συστήματος, νευρικού συστήματος, ανοσοποιητικού συστήματος, κλπ. Από 

τους δευτερογενείς διαβιβαστές που έχουν ανακαλυφθεί μέχρι σήμερα το ΝΟ 

αποτελεί τον διαβιβαστή που εξουσιάζει και ελέγχει το βιολογικό περιβάλλον που τον 

παράγει. Οι φυσιολογικές του δράσεις αποδίδονται στην πολύ μικρή ποσότητα, που 

διαχέεται ελεύθερη και είναι έντονα δραστική ελεύθερη ρίζα.

Το ΝΟ συναντάται ευρέως στα θηλαστικά' η ύπαρξή του ερμηνεύει πολλά 

φυσιολογικά φαινόμενα που δεν ήταν κατανοητά στο παρελθόν και η μελέτη των 

ιδιοτήτων και της δράσης του υπόσχεται νέες μεθόδους και ιδέες για την πρόβλεψη 

και υγεία.

1.4.1. Επίδραση του ΝΟ σε βιονημικές αντιδράσεκ; [157. 158]

Οι φυσικές ιδιότητες του ΝΟ είναι σημαντικές για την κατανόηση της τύχης του 

ΝΟ και την επίδραση στα βιολογικά συστήματα. Η διαλυτότης του ΝΟ είναι 1,9 

ιώΜ/εΙπι στο υδατικό διάλυμα και έχει αναφερθεί ότι διαχέεται με ταχύτητα 50 μπι/δβο 

κατά μια κατεύθυνση στα βιολογικά συστήματα. Ένας απλός κανόνας είναι ότι οι 

ιδιότητες της διαλυτότητας και μεταφοράς του ΝΟ είναι παρόμοιες του Ο2.

Χημικέο ιδιότητε€ του μονο£ειδίου του αζώτου. Ένας από τους κύριους λόγους που η 

χημική βιολογία χωρίζεται σε άμεσες και έμμεσες επιδράσεις οφείλεται στις 

θεμελιώδεις χημικές ιδιότητες του ΝΟ. Το ΝΟ έχει περιττό αριθμό ηλεκτρονίων με το 

μονήρες ηλεκτρόνιο σε ένα π-αντιδεσμικό τροχιακό’ γι’ αυτό και είναι σταθερή ρίζα. 

Σε αντίθεση με πολλές ρίζες, το ΝΟ δεν αντιδρά με μεγάλη ταχύτητα με τις 

βιολογικές ενώσεις όπως λόγου χάριν ρίζες με βάση το οξυγόνο π.χ. ΟΗ. Επειδή ο 

χρόνος ζωής του ΝΟ ίη νΐνο είναι σχετικά βραχύς, < 10 8βο, μόνο η ταχύτερη άμεση 

αντίδραση του ΝΟ π.χ. με μεταλλοϊόντα ή άλλες ρίζες μπορεί να είναι σημαντική.
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Η πρώτη μέθοδος ακινητοποίησης είναι η ανάπτυξη της ακινητοποίησης του 

ΟΝΑ σε χαρτί νιτροκυτταρίνης (ΝΟ). Ο μηχανισμός προσάρτησης των νουκλεϊνικών 

οξέων στην ΝΟ είναι άγνωστος αλλά έχει υποτεθεί ότι είναι μη ομοιοπολικός. Η 

υπόθεση αυτή οδήγησε στην πεποίθηση ότι τα ακινητοποιημένα νουκλεϊνικά οξέα 

μπορούν να εκλούονται από το ΝΟ κατά τις σχολαστικές εκπλύσεις, αλλά σε 

πολυάριθμα ανεξάρτητα πειράματα με ΚΝΑ ή ϋΝΑ προσαρτημένων στο ΝΟ, 

βρέθηκε πως ήταν δυνατόν να απομακρύνεται η πλειονότητα των υβριδισμένων 

μορίων ιχνηθέτησης χωρίς να εκλούονται σημαντικές ποσότητες προσαρτημένων 

νουκλεϊνικών οξέων. Το σήμα υβριδισμού δεν μεταβάλλεται σημαντικά μετά από 

τουλάχιστον έξι εκπλύσεις απομάκρυνσης του ιχνηθέτου. Η έρευνα επικεντρώθηκε σε 

ακινητοποίηση σε άλλου είδους μεμβράνες. Η νάυλον μεμβράνη χρησιμοποιήθηκε 

επίσης για την ακινητοποίηση του ϋΝΑ και ΚΝΑ παρουσία υν-φωτεινής 

ακτινοβολίας. Οι ιδιότητες των ακινητοποιημένων νουκλεϊνικών οξέων φαίνονται 

καλύτερες από αυτές με την χρήση ΝΟ σαν στερεό στηρικτικό υλικό. Μια νεότερη 

τεχνική περιγράφηκε πρόσφατα για την μεταφορά του ΚΝΑ που κλασματοποιήθηκε 

σε πηκτή αγαρόζης σε χαρτί Εοίβοΐα. Η προσάρτηση του ΚΝΑ σε Εοίβοΐα χαρτί είναι 

μη-ομοιοπολική και μπορεί να αναστραφεί, επιτρέποντας την περαιτέρω μετάβασή 

του σε εργαστήριο. ΚΝΑ προσωρινά δεμένο σε ϋΕΑΕ μεμβράνες κυκλοφορεί στην 

αγορά και εκλούεται σε βιολογικά δραστική μορφή με την χρήση ισχυρών 

αντιδραστηρίων μετουσίωσης αφυσικοποίησης (π.χ. θειοκυανική γουανιδίνη). 

Ακόμη, τα μικρότερα των 200 με 300 6ρ κλάσματα προσαρτώνται ασθενώς στο ΝΟ 

αλλά μπορούν να προσδεθούν ομοιοπολικά σε διαζωτοθέντα χαρτιά.

Ομοιοπολική πρόσδεση αναφέρθηκε με ακινητοποίηση πολυνουκλεοτιδίων σε 

κυτταρίνη μέσω φωσφοδιεστερική σύνδεση μεταξύ υδροξυλο-Γηοΐ6ίγ (ήμισυ) της 

κυτταρινικής μεμβράνης και του 5' τέρματος του νουκλεϊνικού οξέος. Ακινητοποίηση 

σε αγαρόζη ακολούθησε αμέσως μετά, και έγινε με ενεργοποίηση της επιφάνειας με 

ΟΝΒγ και πρόσδεση μονόκλωνου ϋΝΑ μέσω της αρωματικής αμινομάδας των 

βάσεων. Το καρβοδιιμίδιο χρησιμοποιήθηκε πολύ για ομοιοπολική τερματική- 

πρόσδεση του ΌΝΑ στην κυτταρίνη, στο σεφαντέξ και στο σεφακρύλ.

Ομοιοπολική ακινητοποίηση του ΟΝΑ σε πολυστυρολιο - δίσησης με 

μικροπηγαδάκια: Η συμπύκνωση του ϋΝΑ στα μικροπηγαδάκια με την μεσολάβηση 

του καρβοδιιμιδίου διερευνήθηκε. Το ΟΝΑ προσδένεται σε μικροπηγαδάκια με
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φωσφατάση μπορεί να συζευχθεί άμεσα σε κοντά συνθετικά 

ολιγονουκλεοτίδια.

1.3,4 Τεχνικές Ακινητοποίηση ο ενϋύμων και ΡΝΑ 

Ακινητοποίηση ενζύμου [100-113].

Φυσική προσρόφηση σε αδρανή φορέα είναι μια απλή μεθοδολογία για 

ακινητοποίηση ενός ενζύμου και απαιτεί μόνο την ανάμιξη του διαλύματος του 

ενζύμου με τον φορέα. Αλλά οι δεσμοί είναι ασθενείς και το ένζυμο μπορεί εύκολα να 

εκροφηθεί από τον φορέα. Αυτό μπορεί να γίνει με αλλαγή του ρΗ,της ιονικής ισχύος 

ή της συγκέντρωσης του υποστρώματος. Η διεργασία προσρόφησης δεν είναι 

εξειδικευμένη και γι’ αυτό πολλές άλλες ενώσεις προσαρτούνται στον φορέα όσο το 

ακινητοποιημένο ένζυμο χρησιμοποιείται.

Ο ιονικός δεσμός παρέχει ελαφρά πιο εξειδικευμένο τρόπο προσάρτησης ενός 

ενζύμου στον φορέα του και προς αυτή την κατεύθυνση χρησιμοποιήθηκαν κάποιες 

ιονανταλλακτικές ρητίνες όπως η ϋΕΑΕ-σεφαντεξ και η ΟΜ-κυτταρίνης.

Ο ομοιοπολικός δεσμός μπορεί να προσδώσει ακόμη πιο σταθερή πρόσδεση 

μεταξύ ενζύμου και φορέα. Οι ενζυμικές δραστικές μονάδες που συνήθως 

προσδένονται με ομοιοπολικούς δεσμούς σ’ ένα φορέα είναι οι ελεύθερες αμινομάδες 

αλλά μπορεί να μετέχουν οι σουλφιδρυλικές, οι υδροξυλικές, οι ιμιδαζολικές ή οι 

ελεύθερες καρβοξυλικές ομάδες, επίσης. Πολλές μεθοδολογίες εξαρτώνται από την 

σύνδεση της φαινολικής, της ιμιδαζολικής ή των ελεύθερων αμινομάδων του ενζύμου 

με διαζωνιακό παράγωγον του φορέα.

Ο πεπτιδικός δεσμός μπορεί να σχηματισθεί μεταξύ μιας ελεύθερης αμινομάδας 

σ’ ένα ένζυμο και μιας καρβοξυλικής ομάδας σ’ ένα αδιάλυτο φορέα, ή εάν υπάρχει 

τέτοια ομάδα σαν ισοκυανικό, οξυαζίδιο ή άλλο δραστικό παράγωγο. Πολλά ένζυμα 

έχουν ακινητοποιηθεί με αζιδοπαράγωγα στον φορέα των οποίων ο σχηματισμός 

μπορεί να απαιτεί επεξεργασία με υδραζίνη. Πεπτιδικοί δεσμοί μεταξύ ενζύμου και 

φορέα μπορούν να σχηματισθούν επίσης με την χρήση αντιδραστηρίων συμπύκνωσης 

όπως καρβοδιιμιδίων. Μια άλλη κατηγορία σχηματισμού ομοιοπολικού δεσμού είναι
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βιοτίνης δεμένο ομοιοπολικά στην 0 5  θέση του πυριμιδινικού δακτυλίου 

μέσω αρυλαμινικού συνδετικού αρμού. Τα νουκλεοτίδια της βιοτίνης με 

μακρύτερης απόστασης αρμούς συνετέθηκαν για να βελτιώσουν την 

αποτελεσματικότητα της αλληλεπίδρασης με την αβιδίνη.

(γ) Φθορισμογρωμικά συστήματα. Τα πρώτα διαθέσιμα φθορισμο- 

χρωμοποιημένα νουκλεοτίδια ήταν τα φλουροσκεινο-τροποποιημένα 

διδεοξυ-νουκλεοτίδια που παρήχθησαν για μη-ισοτοπική ϋΝΑ διαπίστωση 

αλληλουχίας βάσεων. Σύντομα μετά απ’ αυτό, συνετέθηκαν 

τροποποιημένα (ΙΙΤΓΡδ φλουορεσκείνης, ροδαμίνης και κουμαρίνης. 

Φθορισμοχρωμικά-σημανθέντα νουκλεοτίδια μπορούν ενζυματικά να 

ενσωματωθούν στους ιχνηθέτες και να ανιχνευθούν άμεσα ή έμμεσα με 

ειδικά αντισώματα, αυξάνοντας την ευαισθησία της αντίδρασης.

(δ^ ^ ά τ ρ ο φαίνυλο σύστημαΓ^ινιτροφαίνυλο ανάλογα της 8-αμινοέξυλο 

αδενοσίνης 5' τριφωσφορικής έχουν συντεθεί. Αυτά τα παράγωγα μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν σαν υποστρώματα για την αντίδραση της 

μεταφοράσης και πολυμεράσης, καθιστώντας ικανή την ενζυματική 

σύνθεση των ϋΝΑ ιχνηθετών που περιέχουν την δινιτροφαινυλομάδα. Τα 

ϋΝΑ υβρίδια του ιχνηθέτη ανιχνεύονται με την χρήση αντί-δινιτροφαίνυλο 

αντισώματα.

(ε) Αμινο-ομάδα. Πολλά 0 5  υποκατεστημένα πυριμίδινο υποκατεστημένα 

νουκλεοτίδια τριφωσφορικά περιγράφηκαν σαν υποστρώματα για την 

ϋΝΑ-πολυμεράση. Παρασκευάζεται ϋΝΑ υποκατεστημένο στην 

αμινομάδα με χρήση αμινο-(αρμό)-(ΐυΤΡ σαν υπόστρωμα.

Β. Επιλογή της μεθόδου σήμανσης.

(α) Ψευδικ ιιετάφραση ΟποΙΟ. Η μέθοδος αυτή είναι η πιο ευρέως 

χρησιμοποιούμενη για την μη-ραδιενεργή σήμανση του ιχνηθέτη ϋΝΑ. 

Πολλά σημασμένα νουκλεοτίδια καθώς και πολλά συνδυασμένα 

αντιδραστήρια (σε Ιάίδ) κυκλοφορούν στο εμπόριο για την μέθοδο αυτή.

(β) Τυγαία σιίίΐανσυ »ε ρπιηβ. Η μέθοδος αυτή εκτελείται σε ευθυγραμμισμένο 

μονόκλωνο ϋΝΑ-οδηγό ρπηιβΓ. Τα ολιγονουκλεοτίδια συγκολλούνται κατά
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υδραζίνες και τα υδραζίδια. Τροποποιήσεις στα τερματικά άκρα της 

πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας, εν γένει, οδηγεί σε μη διαστρεβλωμένη 

επανακόλληση.

Β. Δινιτροφαινυλική σήμανση. Δινιτροφαινυλομάδες μπορούν να δεθούν σε 

αλληλουχίες νουκλεϊνικού οξέος με αντίδραση της 2,4- 

δινιτροφαινυλοβενζαλδεύδης με ένα ϋΝΑ ιχνηθέτη σε ρΗ 12.

Γ. Ακετυλαμινοφλουορενική σήμανση. Πολλοί ερευνητές περιέγραψαν την χημική 

τροποποίηση των γουανίνο Γβδίάιιοδ στους ΚΝΑ και ΌΝΑ ιχνηθέτες 

χρησιμοποιώντας την καρκινογενή ένωση Ν-ακετοξυ-Ν-2 - 

ακετυλαμινοφλουορένιο (ΑΑΡ). Το παράγωγο του φλουορενίου δένεται 

ομοιοπολικά, κυρίως στην 0-8 θέση των γουανίνο Γβδίώαβδ.

Δ. Φωτοενεργοποίηση για σήμανση. Ένα συνθετικό φωτοενεργοποιημένο ανάλογο 

της βιοτίνης μπορεί τυχαία να εισαχθεί σε αλληλουχίες νουκλεϊνικών οξέων. Το 

μόριο βιοτίνης συνδέεται σε αρυλαμίδιο που μπορεί να φωτοενεργοποιηθεί για 

να παράγει έντονο δραστικό αρυλονιτρένιο που δένεται στις αρωματικές βάσεις 

των νουκλεϊνικών οξέων.

Ε. Υδραργύρωση των νουκλεϊνικών οξέων. Ομοιοπολική υδραργύρωση των 

νουκλεϊνικών οξέων (τροποποίηση της θέσης της κυτιδίνης, ουριδίνης) κάνει 

εφικτή την εισαγωγή ατόμων υδραργύρου στους ιχνηθέτες. Αυτά μπορούν να 

γίνουν σημεία αγκυροβόλησης για μερκαπτάνες που μεταφέρουν απτένια μετά 

από υβριδισμό στον ϋΝΑ στόχο.

ΣΤ. Θειώδεις τροποποιήσεις: Τα ΐΌδίάυβδ της κυτιδίνης μπορούν να τροποποιηθούν 

με χρήση θειώδους που οδηγούν στην προσθήκη θειώδους νατρίου στο 5,6-διπλό 

δεσμό της πυριμιδινικής βάσης. Η προσθήκη διευκολύνει την υποκατάσταση της 

εξωκυκλικής αμινομάδας μέσω τρανσαμίνωσης με την κατάλληλη αμίνη.

Ζ. Ένζυμα. Διάφορες χημικές προσεγγίσεις δημοσιεύθηκαν που περιγράφουν 

σημάνσεις των ιχνηθετών με ένζυμα. Μερικά πρωτόκολα βασίζονται στη ιονική 

αλληλεπίδραση των θετικά φορτισμένων μακρομορίων με τις φωσφορικές 

ομάδες του ιχνηθέτου νουκλεϊνικού οξέος, ακολουθούμενου από σταυρωτή 

διασύνδεση στα άζωτα των βάσεων γ65Ϊ(3ιι68 (υπόλοιπων βάσεων). Η
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τμήμα) χρησιμοποιείται για να μαρκαρισθούν αποκομμένα (Γβοβδ8βά) 3 '-τέρματα 

δίκλωνου ϋΝΑ μόρια που παράγουν χαμηλούς ραδιοδραστικούς ιχνηθέτες. (β) 

Βακτηριοφάγων Τ4 ϋΝΑ πολυμεράση μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να μαρκάρει 

αμβλυμένα ή αποκομμένα (Μυηί ή Γ60€55€(3) 3'-τέρματα διπλόκλωνα ϋΝΑ. (γ) 

Τερματικό δεοξυνουκλεοτίδυλο μεταφοράση μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

μαρκάρισμα είτε μονό- είτε δίκλωνα μόρια ΏΝΑ στο 3 '-τέρμα. Για το μαρκάρισμα 

του 5'-τέρματος, η πολυνουκλεοτιδική κινάση των βακτηριοφάγων Τ4 

χρησιμοποιείται κατά δύο τρόπους* την “προς τα μπρος αντίδραση” ώστε να 

σηματοδοτηθεί το ϋΝΑ με 5 '-υδρόξυλο τέρματα και την “αντίδραση ανταλλαγής” με 

σηματοδότηση του ϋΝΑ με 5'-τερματικά φωσφορικά τέρματα.

Παρασκευή μονόκλωνων ΡΝΑ ιγνηθετών.

(α) Κλωνοποίηση σε Μ13 φαγε σαν μέθοδο παραγωγή ο “ρππΐ6-κο μμένων” πρωτο- 

κομμένων ακρογωνιαίων ιχνηθετών. Με την μέθοδο αυτή, ο ΌΝΑ ιχνηθέτης 

αρχικά υπό-κλωνοποιείται στον βακτηριοφάγο Μ 13, και ο ΜΙ3 ιιηίνβΓδ&Ι 

(-παγκόσμιος) ρηηΐ6Γ (=γεμιστής) χρησιμοποιείται για να ξεκινήσει την σύνθεση 

του συμπληρωματικού κλώνου, ενσωματώνοντας ραδιοσημασμένανουκλεοτίδια.

(β) Εξειδικευμένου κλώνου σήμανση. Με την μέθοδο αυτή, η βακτηριοφάγος Τ4 

ϋΝΑ πολυμεράση ή εξωνουκλεάση III και το κλάσμα Κίβηολν της ΌΝΑ 

πολυμεράσης χρησιμοποιήθηκε.

Απομάκρυνση των μη-ενσωματωθέντων νουκλεοτιδίων από τους σημασμένους 

ιχνηθέτες. Για την μεθοδολογία αυτή χρησιμοποιήθηκαν η χρωματογραφία σε στήλες 

σεφαντέξ και η μέθοδος της καταβύθισης.

Προσδιορισμός της αποτελεσματικότηταο ενσωμάτωσης και ειδική ο 

ραδιοδραστικότητας. Για τον προσδιορισμό της ενσωμάτωσης των ραδιοσημασμένων 

(ΙΝΤΡδ σε μια δεδομένη αντίδραση, είναι απαραίτητο να ξεχωρίσουμε τα μη 

ενσωματοθέντα ραδιονουκλεοτίδια από τον ιχνηθέτη και να μετρήσουμε την διαφορά 

ραδιοδραστικότητας μεταξύ δείγματος που έχει πλήρως αντιδράσει και δείγματος που 

περιέχει μόνο τον ραδιοσημανθέντα ιχνηθέτη. Δύο μέθοδοι χρησιμοποιούνται: η 

μέθοδος καταβύθισης με τριχλωροξεικό οξύ (ΤΟΑ) και η μέθοδος πρόσδεσης του 

ϋΝΑ σε ϋΕ81 δίσκους ηθμού.
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αγγελιοφόρο-ΚΝΑ που ως επί το πλείστον είναι ελεύθερο από μολύνσεις με γΚΝΑ 

και ίΚΝΑ. Με την χρήση πρωτόκολου παρασκευής ρο1γ(Α)+ΚΝΑ, χρήση ολίγο (άΤ) 

κυτταρίνης στην μέθοδο καθαρισμού, μπορούμε να πάρουμε πολύ εμπλουτισμένο 

αγγελιοφόρο- ΚΝΑ.

ΚΝΑ ανάλυση. Για να διευκρινιστούν οι ρυθμιστικές ιδιότητες ενός γονιδίου, είναι 

αναγκαίο να γίνει γνωστή η δομή, η ποσότης, το επίπεδο, το μέγεθος και η ταχύτης 

σύνθεσης του ΚΝΑ που παράγεται από το γονίδιο αυτό. Θα πρέπει να γίνει 81 

ανάλυση, προσδιορισμός προστασίας της ριβονουκλεάσης και επέκτασης ρπιηβΓ για 

να προσδιορισθούν αμφότερα το τελικό σημείο και η ποσότης του ειδικού ΚΝΑ. Για 

την 81 ανάλυση και τον προσδιορισμό προστασίας της ριβονουκλεάσης 

χρησιμοποιείται μονόκλωνος απλού κλώνου ιχνηθέτης που έχει συμπληρωματική 

αλληλουχία από το προς μέτρηση ΚΝΑ. Η τεχνική 81 χρησιμοποιεί τερματικό 

μαρκαρισμένο μονόκλωνο ΌΝΑ ιχνηθέτη, που επιτρέπει αδιαμφισβήτητο 

προσδιορισμό του 5’ τέρματος του μηνύματος, με χαμηλό υπόβαθρο στην τελική 

πηκτή. Ο προσδιορισμός προστασίας ριβονουκλεάσης είναι πιο ευαίσθητη τεχνική 

από την 81 ανάλυση διότι χρησιμοποιεί έναν ιχνηθέτη σωματικά μαρκαρισμένο. Η 

μέθοδος ανάπτυξης του ρπτηοΓ χρησιμοποιείται για να χαρτογραφηθεί το 5' τέρμα 

του ΚΝΑ και να ποσοτικοποιηθεί η ποσότης ενός δεδομένου ΚΝΑ με την χρήση 

αντίστροφης τρανσκριπτάσης που θα αναπτύξει ένα ρτίπιεΓ που είναι 

συμπληρωματικός στο τμήμα του ΚΝΑ που μας ενδιαφέρει.

ΝογΙΗοπι- και σγισμοειδές-Μοί (μάκτρου αποτύπωμα) υβριδισμικός προσδιορισμός. 

Το ΚΝΑ διαχωρίζεται με πηκτή αγαρόζης, μεταφέρεται σε νιτροκυτταρίνη και 

υβριδοποιείται με μαρκαρισμένο ειδικό ιχνηθέτη. Η μέθοδος είναι πολύ ευαίσθητη 

για ανίχνευση της τάξης μεγέθους του ειδικού ΚΝΑ και της ειδικής αλληλουχίας στα 

παρασκευάσματα ΚΝΑ αλλά δεν επιτρέπει προσδιορισμό της ειδικής δομής του 

ΚΝΑ.

Χημειοφωταυγής υβριδισμικός προσδιορισμός. Οι τεχνικές σήμανσης με 

χημειοφωταυγή αντιδραστήρια και περαιτέρω ανίχνευσης έχουν περιγράφει στο 

κεφάλαιο της ϋΝΑ ανάλυσης. Η όλη μεθοδολογία είναι παρόμοια αυτής στην ΌΝΑ 

ανάλυση. Για την ανάλυση του ΚΝΑ, η ηλεκτροχημειοφωταύγεια και η ανάστροφη 

αντιγραφή (ΚΤ-ΡΟΚ) συνδυάσθηκαν [96-98].
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4) Χημειοφωταυγής υβρώισιιικής-διασύνδεσης προσδιορισμός [93-95]. Ο 

προσδιορισμός μέσω διασύνδεσης βασίζεται στην ικανότητα δύο 

ολιγονουκλεοτιδίων να ενωθούν απ’ ευθείας γειτονικά το ένα προς το άλλο σε 

συμπληρωματικό μόριο στόχο ϋΝΑ. Τα δύο ολιγονουκλεοτίδια τότε ενώνονται 

ομοιοπολικά με την δράση της ϋΝΑ-λιγκάσης υπό την προϋπόθεση ότι τα 

νουκλεοτίδια στην σύνδεση έχουν ορθώς ζευχθεί με βάσεις. Έτσι μπορούν να 

γίνουν διακριτές οι αντικαταστάσεις μονόκλωνων νουκλεοτιδίων. Μαρκάροντας 

ένα από τα ολιγομερή με χημειοφωταυγές αντιδραστήριο όπως ακριδινεστέρα 

(ΑΕ) ο χημειοφωταυγής προσδιορισμός μέσω υβριδισμικής διασύνδεσης 

σχεδιάζεται. Ο χημειοφωταυγής προσδιορισμός μέσω υβριδισμικής διασύνδεσης 

παρέχει εύκολο και γρήγορο τρόπο διάκρισης των ϋΝΑ αλληλουχιών που 

διαφέρουν κατά ένα νουκλεοτίδιο.

Πολλές εργασίες δημοσιεύτηκαν με χημειοφωταυγή προσδιορισμό του ϋΝΑ. Οι 

τεχνικές αυτές θα αντικαταστήσουν στο μέλλον τις τεχνικές ισοτοπικού 

προσδιορισμού. Η ποσότης των εμπορικών σχετικών αντιδραστηρίων σε Ιάίδ 

κυκλοφορούν στην αγορά. Η περαιτέρω πρόοδος και η πρόσφατη ερευνητική εργασία 

δείχνει ότι υπάρχει μέλλον.

Παρασκευή και Ανάλυση του ΚΝΑ

Η απομόνωση καθαρού, αμιγούς ΚΝΑ είναι σημαντική για πειράματα 

κλωνοποίησης και είναι βασική για την ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου. Το 

ΚΝΑ οιουδήποτε κυττάρου μπορεί να τυπωθεί σε ϋΝΑ διπλού κλώνου με 

αποτέλεσμα τον σχηματισμό μιας οΟΝΑ βιβλιοθήκης εξειδικευμένης στον τύπο του 

κυττάρου. Η ανάλυση της ΚΝΑ-δομής και η σύνθεση είναι χρήσιμη σε μελέτες 

έκφρασης γονιδίων. Ο κρίσιμος παράγοντας σε όλα τα ΚΝΑ πειράματα είναι η 

απομόνωση του πλήρους-μήκους ΚΝΑ. Ο σπουδαιότερος λόγος αποτυχίας στην 

μεθοδολογία παραγωγής ΚΝΑ είναι η μόλυνση με ριβονουκλεάση, ένζυμο που είναι 

πολύ σταθερό και εν γένει δεν απαιτεί συνπαράγοντες (οοίαοΐοΓδ). Για να αποφύγουμε 

προβλήματα μόλυνσης, θα πρέπει να χειρισθούμε με ειδικό τρόπο όλα τα διαλύματα, 

τα γυαλικά και τα πλαστικά σκεύη. Τα χέρια είναι η βασική πηγή μόλυνσης με 

ΚΝάση, γι’ αυτό θα πρέπει να φορούνται γάντια σ’ όλες τις παρασκευές ΚΝΑ. Το 

διάλυμα που χρησιμοποιείται στο παρασκεύασμα ΚΝΑ θα πρέπει να έχει 

επεξεργαστεί με διαιθυλοπυροκαρβονικό (ΌΕΡΟ) που αδρανοποιεί την
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8 οιιίί6Γπ Β1οΚίη£. Τα διαχωρισθέντα κλάσματα του ΡΝΑ στην 7τηκτή 

ηλεκτροίρόρησης μεταφέρονται σε στηρικτική μεμβράνη και ακινητοποιούνται και 

έτσι η μεμβράνη φέρει μια η μιμόνιμη αναπαραγωγή των ιχνών των ταινιών της 

πηκτής. Αφόρτιστες ή θετικά φορτισμένες νάυλον και νιτροκυτταρίνης μεμβράνες 

συχνά χρησιμοποιήθηκαν για στηρικτικά υλικά.

ΡοΙ και δίοί (Σημειακή και σγισμοειδής) Μοίίίηβ του ΡΝΑ. Η σημειακό και 

σχισμοειδής 1)1οΐί;ίη§ είναι απλές τεχνικές για την ακινητοποίηση του κύριου σώματος 

των μη-μετουσιωθέντων ΡΝΑ σε μεμβράνες νάυλον ή νιτροκυτταρίνης ώστε με την 

ανάλυση υβριδισμού να προσδιορισθεί η σχετική περίσσεια των στοχευόμενων 

αλληλουχιών στα παρασκευάσματα του ΡΝΑ. Σημειακά και σχισμοειδή 61οίδ συχνά 

παρασκευάζονται με την βοήθεια μιας συσκευής πολλών καναλιών ροής με αντλία 

αναρρόφησης.

Υβριδιακή Ανάλυση του ΡΝΑ. Η αρχή της υβριδιακής ανάλυσης είναι ότι ένα 

μονόκλωνο ΡΝΑ ή ΚΝΑ μόριο καθορισμένης αλληλουχίας (ιχνηθέτης, που συχνά 

είναι σημασμένος) μπορεί να ταιριάζει τις βάσεις του σ’ ένα δεύτερο ΡΝΑ ή ΚΝΑ 

μόριο που είναι ακινητοποιημένο και περιέχει συμπληρωματική αλληλουχία (στόχος)' 

η σταθερότητα αυτού εξαρτάται από την έκταση του ζευγαρώματος των βάσεων που 

συμβαίνει. Η τεχνική επιτρέπει ανίχνευση γονιδίων ενός ανάτυπου σε πολύπλοκα 

γοντδιώματα (§6ηοπΐ6δ).

Ισοτοπικήοσήμανσης υβριδιακός προσδιορισμός. Με την χρήση του ραδιοσήμανσης 

για τον υβριδιακό προσδιορισμό, μπορούμε να επιτύχουμε υψηλή ευαισθησία αλλά 

το μειονέκτημα είναι η επικινδυνότης για τον ανθρώπινο οργανισμό των 

αντιδραστηρίων αυτών που περιορίζει την χρήση των τεχνικών του είδους αυτού.

Προσδιορισμός του ΡΝΑ μέσω μη-ισοτοπικής ανίχνευσης. Η Βιοτίνη και διγοξίνη 

είναι μη-ισοτοπικοί σηματοφορείς που χρησιμοποιούνται συχνά και κυκλοφορούν 

στο εμπόριο. Αμφότερα, μπορούν εύκολα να ενσωματωθούν σε ιχνηθέτες ΡΝΑ και 

να ανιχνευθούν χρωματομετρικά* ένας αριθμός από φθορισμοχρωμικές ενώσεις, όπως 

επίσης και η αλκαλική φωσφατάση και η καροτοπεροξειδάση (που σχηματίζουν 

έγχρωμα ιζήματα) παρέχονται απ’ ευθείας συζευγμένα με αντί-διγόξινο αντισώματα 

και με αβιδίνη. Μέθοδοι ανίχνευσης Χημειοφωταύγειας και έμμεσες
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μεθοδολογία αυτή, χρησιμοποιήθηκε για γρήγορους διαχωρισμούς η στήλη 

ιονανταλλαγής υψηλής απόδοσης.

2. Ανοσοχημικές μέθοδοι.

Παρασκευή ανοσοπροσροφητού. Τα στηρικτικά υλικά που συνήθως 

χρησιμοποιούνται είναι σφαιρίδια αγαρόζης ή πολυακρυλαμιδίου, αρχικά 

παρασκευασθέντα και χρησιμοποιηθέντα για μοριακή διήθηση. Η μεθοδολογία της 

ακινητοποίησης των πρωτεϊνών σε σφαιρίδια πολυακρυλαμιδίου-αγαρόζης εκτελείται 

με την μέθοδο της γλουταραλδεύδης. Η ζεύξη των πρωτεϊνών στα σφαιρίδια της 

Σεφαρόζης εκτελείται με βρωμοκυανικό (ΟΝΒγ). Με την χρήση του 

φασματοφωτομετρικού προσδιορισμού, η ποσότης των πρωτεϊνών που προσαρτάται 

στα σφαιρίδια προσδιορίζεται από την απορρόφηση στα 280 ητπ.

Απομόνωση των αντισωμάτων στους ανοσοπροσροφητές. Η απομόνωση των 

αντισωμάτων μπορεί να εκτελεσθεί σε στήλη ή με φυγοκέντρηση. Η απομόνωση σε 

στήλη είναι πιο γρήγορη. Με τον διαχωρισμό σε στήλη μέσω της αλλαγής του ρΗ του 

εκλουστικού ρυθμιστικού διαλύματος, τα αντισώματα που μας ενδιαφέρουν θα 

εκλουσθούν από την στήλη.

3. Χρήση της πρωτεΐνης Α.

Η βιολογική ιδιότης της πρωτεΐνης Α είναι η υψηλή συγγένεια για την τάξη των 

ΙβΟ ανοσογλοβουλινών με τις οποίες αντιδρά και μπορεί να σχηματίσει ακόμα, και 

αδιάλυτα σύμπλοκα. Η πρωτεΐνη Α ζευγμένη σε Σεφαρόζη διατίθεται εμπορικά. Η 

προσάρτηση των ανοσογλοβουλινών στην πρωτεΐνη Α συμβαίνει σε φυσιολογικές 

τιμές ρΗ- αλλά ποικίλει με τα σωματίδια και τις τάξεις του Ι§0. Ρυθμιστικά 

αυξανόμενης οξύτητας χρησιμοποιούνται για να εκλουσθεί το προσαρτημένο Ι§.

4. Παρασκευή των Ρ(αΙ>')2 και Ραβ τμημάτων αντισωμάτων.

Χρησιμοποιώντας διάφορα πρωτεολυτικά ένζυμα, μπορούμε να παράγουμε 

τμήματα αντισωμάτων με διαφορετικές ιδιότητες:

(α) Η πεψίνη παράγει δισθενή Ρ(ίώ') 2 τμήματα (Μ.Β. = 92000)
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ρυθμιστικό αυξανόμενης ιονικής ισχύος. Η χρωματογραφία κατανομής, 

παρόμοια, χρησιμοποιήθηκε για τον διαχωρισμό μιγμάτων ενζύμων.

(β) Η ηλεκτροφόρηση κατά βάση είναι αναλυτική τεχνική καθ’ ότι διαχωρίζει τέλεια 

μικρές ποσότητες της ουσίας, αλλά έχει χρησιμοποιηθεί και για τον καθαρισμό 

των πρωτεϊνών, για να διερευνηθούν οι υπομονάδες και να επαληθευτεί η 

ομοιογένεια των δειγμάτων πρωτεΐνης. Μπορεί επίσης να καθαρίσει πρωτεΐνες 

για να χρησιμοποιηθούν σε άλλες εφαρμογές. Η ηλεκτροφόρηση ζώνης, η 

ισοταχοφόρηση, η ισοηλεκτρική εστίαση, η μιας ή διπλής διάστασης 8ϋ 8  πηκτής 

ηλεκτροφόρηση συχνά χρησιμοποιούνται για τον σκοπό αυτό.

(γ) Η κατιονανταλλακτική χρωματογραφία σε πακεταρισμένες στήλες με 

καρβοξυλιωμένο πολυστυρόλιο χρησιμοποιήθηκε στον επιτυχή καθαρισμό 

σταθερών, χαμηλού μοριακού βάρους βασικών πρωτεϊνών όπως λυσοζύμης και 

ριβονουκλεάσης. Η κατιονανταλλακτική χρωματογραφία με στήλη 

πακεταρισμένη με κυτταρινούχο υλικό απεδείχθηκε σαν μέθοδος γενικότερων 

εφαρμογών στο διαχωρισμό των πρωτεϊνών. Η ιονανταλλακτική χρωματογραφία 

χρησιμοποιήθηκε στον καθαρισμό των μεμβρανικών πρωτεϊνών σε μη-ιονικά ή 

αμφί-ιονικά απορρυπαντικά καθώς και για τον καθαρισμό των διαλυτών 

ενζύμων.

(δ) Η πηκτή διήθησης (ή χρωματογραφία μοριακού ηθμού ή απόρριψης μεγέθους) 

είναι μια άλλη σημαντική τεχνική στον καθαρισμό του ενζύμου, και εκτελείται 

σε στήλες, γεμάτες με διογκωμένες πηκτές που διαχωρίζουν τα συστατικά του 

δείγματος επί της βάσης του μοριακού μεγέθους.

(ε) Η χρωματογραφία συγγένειας είναι βιο-ειδική διεργασία και γι’ αυτό είναι 

ιδιαίτερα κατάλληλη για τον διαχωρισμό της μιας πρωτεΐνης από όλες τις άλλες, 

συμπεριλαμβανομένων και αυτών που είναι τόσο παρόμοιες στα φυσικά 

χαρακτηριστικά τους που ο διαχωρισμός τους με οποιαδήποτε άλλη τεχνική είναι 

εξαιρετικά δύσκολος.

(στ) Μια πιο σχετική μεθοδολογία είναι η χρωματογραφία ανοσοσυγγένειας, όπου ο 

ακινητοποιημένος υποκαταστάτης είναι ένα αντίσωμα ειδικό για το ένζυμο που 

θα καθαρισθεί. Η βιο-ειδική φύση των τεχνικών αυτών οδηγεί στην επίτευξη 

ενός πολύ καλού διαχωρισμού* από την άλλη πλευρά, ένα σύμπλοκο
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φωτοευαισθητοποιητή που παράγει δίηβίβΐ οξυγόνο, ιΟι, όταν εκτίθεται στο φως ενώ 

το δεύτερο έχει διαλυτοποιημένη την ολεφίνη που θα αντιδράσει με το δίη^ΐβΐ 

οξυγόνο και θα δώσει εκπομπή φωτός. Η αντίδραση με το δίη^ΐεΐ οξυγόνο και η 

επακόλουθη εκπομπή εξαρτάται έντονα από τον σχηματισμό των ζευγών των 

τεμαχιδίων. Αμφότερα τα τεμαχίδια έχουν κάλυψη υδροπηκτής που τα προστατεύει 

από μη εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις με τα συστατικά του διαλύματος και παρέχει 

μια επιφάνεια δραστικών ομάδων στην οποία τα αντισώματα και οι αναλυόμενες 

μπορούν να προσαρτηθούν ομοιοπολικά.

Β. Ομονενιίς Αμπερο μετρικός προσδιορισμός με την μεσολάβηση της 

Φερροσίνης [871.

Ένα αμπερομετρικό ανοσοηλεκτρόδιο που βασίζεται στην οξείδωση της 

γλυκόζης με γλυκοζοξειδάση και στην μεσολάβηση του φερροσινιο-ιόντος στην 

μεταφορά ηλεκτρονίου περιγράφεται. Ένα σύμπλοκο αντιγόνου-φερρισινιο ιόντος 

δρα σαν δέκτης ηλεκτρονίου για την γλυκοζοοξειδάση. Το ρεύμα που παράγεται κατά 

την ενζυμική οξείδωση της γλυκόζης παρεμποδίζεται εξειδικευμένα με την 

αντικάτάσταση του αντιγόνου με αντίσωμα στο σύμπλοκο αντιγόνου-φερροσίνης. Η 

παρεμπόδιση θα μπορούσε να αναστραφεί με την προσθήκη ελεύθερου αντιγόνου. 

Τοιουτοτρόπως, ένας ομογενής ανταγωνιστικός ανοσοπροσδιορισμός σχεδιάζεται.

Γ. Ομογενής Ηλεκτροενζυιιικός Ανοσοπροσδιορισμός [861,

Ένας ομογενής ηλεκτροενζυμικός ανοσοπροσδιορισμός αναπτύχθηκε για να 

προσδιορίσει την συγκέντρωση του αντισώματος με την χρήση της γλυκοζοξειδάσης 

και φερροσίνης σαν ενζυμικό και ηλεκτροχημικό ενισχυτή, αντίστοιχα. 

Γλυκοζοξειδάση (Οοχ) συζευγμένη με διγοξίνη (Όί§) τροποποιήθηκε με φερροσίνη 

(ΡβΟ) για να σχηματίσει το συζυγές ΡβΟ-Οοχ-Οί§ και το αντί-διγόξινο αντίσωμα, και 

το σύμπλοκο αντέδρασε σε μικρότερο βαθμό λόγω της στερεοχημικής παρεμπόδισης 

του αντισώματος. Το πολυσημασμενο συζυγές της φερροσίνης προσφέρεται για τον 

προσδιορισμό του αντί-διγόξινο αντισώματος.

Εκτός από τον πιο πάνω ανοσοπροσδιορισμό, η ηλεκτροχημειοφωταυγής 

ανίχνευση χρησιμοποιήθηκε για τον ανοσοπροσδιορισμό και για προσδιορισμούς με 

ιχνηθέτη ΟΝΑ [8 8]. Πρόσφατα, ένα είδος ανοσοπροσδιορισμού με έγχυση σε ροή 

(Ρ.Ι.) βασισμένη σε μαγνητο-ανοσοπροσδιορισμό, επετεύχθη. Βασίζεται σε
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Για την μεθοδολογία σήμανσης με χημειοφωταυγή αντιδραστήρια, η μέθοδος 

σύζευξης είναι ίδια με αιτήσεθς ΕΙΑ. Οι ακόλουθοι μέθοδοι συχνά χρησιμοποιούνται 

για σήμανση: μέθοδος υπεριωδικών, μέθοδος ΝΗ8 , μέθοδος διαζωνιακού άλατος, 

μέθοδος ΕϋΟ, μέθοδος γλουταραλδεύδης, μέθοδος π-βενζοκινόνης. Στην 

μεθοδολογία σήμανσης οι σχετικές αντιδράσεις σύζευξης έχουν κάποια επίδραση 

στην δραστικότητα των ανάλογων χημειοφωταυγών αντιδράσεων. Για παράδειγμα, η 

λουμινόλη συζευγμένη με το αντίσωμα, χάνει τουλάχιστον 10% χημειοφωταυγούς 

δραστικότητας. Εάν όμως χρησιμοποιηθεί ισολουμινόλη, η δραστικότης δεν” έχει 

εμφανή μείωση. Μετά την εφαρμογή της μεθοδολογίας σήμανσης, απαιτείται και 

μέθοδος διαχωρισμού για τον καθαρισμό του σημανθέντος ιχνηθέτου από τα 

ελεύθερα χημειοφωταυγή αντιδραστήρια ή ελεύθερα αντισώματα (αντιγόνα/απτένια). 

Οι ακόλουθες μέθοδοι χρησιμοποιούνται:

(α) Διαπίδυση. Με χρήση της μεμβράνης διαπίδυσης, τα υλικά μικρού Μοριακού 

Βάρους όπως τα ιόντα Να απομακρύνονται.

(β) Χρωματογραφία πηκτής. Με την χρήση στήλης δβρίι&άεχ μπορούμε να 

διαχωρίσουμε διαφορετικά μόρια που έχουν μεγάλη διαφορά στο μοριακό βάρος 

δβρίι&άβχ 0-10, 15, 25, 50 χρησιμοποιήθηκαν για την αφαλάτωση. Το δβρίιαάβχ 

0 -10 0 , 150, 200  χρησιμοποιήθηκαν συχνά για τον διαχωρισμό υψηλού μοριακού 

βάρους πρωτεϊνών.

(γ) Χρωματογραφία συγγένειας. Η χρωματογραφία συγγένειας χρησιμοποιήθηκε για 

τον διαχωρισμό διαφορετικών ενώσεων που έχουν παρόμοιο μοριακό βάρος. Για 

παράδειγμα, για να ξεχωρίσουμε την ελεύθερη ΗΚΡ από το προϊόν σήμανσης 

ΗΚΡ-Τ3 (τριιωδοθυροξίνη) η δβρίιαάβχ χρωματογραφία πηκτής δεν αποδίδει 

στον διαχωρισμό αυτό επειδή το μοριακό βάρος των δύο αυτών υλικών δεν έχει 

εμφανή διαφορά,. Σ’ αυτήν την περίπτωση η χρωματογραφία συγγένειας είναι 

πολύ χρήσιμη. Η αγαρόζη, η σεφαρόζη, το σεφαντεξ 0-75 συχνά 

χρησιμοποιούνται για στερεό στηρικτικό υλικό στην παρασκευή 

ανοσοπροσροφητικών αντιδραστηρίων.

(δ) Η ηλεκτροφόρηση και η υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης (ΗΡΓΟ) 

χρησιμοποιήθηκε για τον διαχωρισμό των πρωτεϊνών και αμινοξέων.
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ΕνΕυμικχχ Ανοσοπροσδιορισμόο ΓΕΙΑ). Η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη μέθοδος 

ανίχνευσης είναι η ΕΕΙ8Α (προσδεμένου ενζύμου, ανοσοπροσροφητικός 

προσδιορισμός). Σ’ αυτό το είδος του προσδιορισμού, τα συζυγή αντίσωμα-ένζυμο 

χρησιμοποιούνται ποσοτικά ή ποιοτικά μέσω αντιδράσεων ενζύμου-υποστρώματος 

που δίνουν μετρήσιμη ένταση χρώματος. Η ποικιλία των συστημάτων και ενζύμων 

που διατίθενται επιτρέπει ποικίλες εφαρμογές στην ΕΕΙ8Α καθώς και στην 

ανοσοϊστοχημική κηλίδωση και την ανοσοΜοίίίη§ μεθοδολογία.

Τα ακόλουθα τρία ένζυμα συχνά χρησιμοποιήθηκαν για την σήμανση όπως: (α) 

Αλκαλική φωσφατάση (ΑΡ), (β) ΚαροτοπεροξειΜση (ΚΚΡ), και (γ) η ουρεάση. 

Χρησιμοποιώντας την μέθοδο υπεριωδικού ή την μέθοδο δύο σταδίων με 

γλουταραλεύδη το ένζυμο συζεύγνυται με το κατάλληλο αντίσωμα ή αντιγόνο 

απτένιο. Για την ΑΡ, τα π-νιτροφαινυλοφωσφορικά (ρΝΡΡ), 5-βρωμο-4-χλωρο-3- 

ινδολυλοφωσφορικό/νίτρο μπλε τετραζόλιο (ΒΟΙΡ/ΝΒΤ) χρησιμοποιήθηκαν σαν 

υποστρώματα. Για το ΗΚΡ χρησιμοποιήθηκαν σαν υποστρώματα ο-φαινυλενοδιαμίνη 

(ΟΡΟ), η 3,3 ’, 5,5 ’ -τετρ αμεθυλο βενζιδίνη (ΤΜΒ), η ο-διανισιδίνη, το 5- 

αμινοσαλυκιλικό (3Α8), το 2,2’-αζινο-δις(3-αιθυλοβενζυθειαζολίνο)-6-σουλφονικό 

οξύ (ΑΒΤ8). Η αντίδραση της ουρεάσης παρακολουθείται με την προσθήκη ενός 

χρωματομετρικού δείκτη ρΗ (πορφυρού της βρωμοκρεσόλης) στο υπόστρωμα και τα 

τελικά σημεία μπορούν να προσδιορισθούν οπτικά ή φασματοσκοπικά σαν μεταβολές 

χρώματος από κίτρινο σε πορφυρούν. Ηλεκτροδιακοί αισθητήρες αέριας αμμωνίας 

χρησιμοποιούνται επίσης για την εκτίμηση της δραστικότητας της συζυγούς 

ουρεάσης στην ΕΕΙ8Α.

Για τον ανοσοπροσδιορισμό, χρησιμοποιούνται επίσης σαν αντιδραστήρια 

σήμανσης η βιοτίνη, ο κολλοειδής χρυσός και η φεριττίνη. Το σύστημα σήμανσης 

αβιδίνης/βιοτίνης βασίζεται στην υψηλή συγγένεια της αβιδίνης του αβγού για 

βιοτίνη. Ένα μόριο αβιδίνης θα προσαρτήσει 4 μόρια βιοτίνης χωρίς ομοιοπολικό 

δεσμό που βασικά είναι μη-αντιστρεπτή. Η υψηλή συγγένεια της αβιδίνης για βιοτίνη 

χρησιμοποιείται σε ανοσοπροσδιορισμούς με την σύζευξη παραδοσιακού μορίου 

δείκτη όπως φθορισμοχρωμικό και ένζυμο με αβιδίνη. Για παράδειγμα, τα 

αντισώματα συζεύγνυνται σε βιοτινοαμιδοκαπροικό Ν-υδροξυιμιδοηλεκτρικό εστέρα
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1.3. ΌΝΑ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

Οι πρωτεΐνες, μερικά παρεμφερή απτένια και το ϋΝΑ παίζουν σημαντικό ρόλο 

στον ανθρώπινο οργανισμό. Με την ανάπτυξη της επιστήμης και την μεγάλη 

βελτίωση του επιπέδου ζωής των ανθρώπων, οι κοινωνίες δίνουν μεγαλύτερη 

σημασία στην υγεία. Προς το παρών, περίπου 70% της έρευνας είναι 

προσανατολισμένη στον ανθρώπινο οργανισμό. Η ανάπτυξη μιας ανιχνευτικής 

μεθοδολογίας για το ϋΝΑ και τις πρωτεΐνες είναι πολύ σημαντική στα πεδία της 

Ιατρικής, της Κλινικής Χημείας, Βιοχημείας, Μοριακής Βιολογίας, Αναλυτικής 

Βιοχημείας κ.ο.κ. Η ανάλυση με Χημείο- και Βιοφωταύγεια είναι η πιο ευαίσθητη 

διαθέσιμη μέθοδος σε πολλούς τύπους προσδιορισμών που χρησιμοποιούν τεχνικές 

σήμανσης με ενώσεις φθορισμού, ισότοπα και ένζυμα. Έχει πολλά πλεονεκτήματα 

όπως υψηλή ευαισθησία, υψηλή εξειδίκευση, είναι εύκολη στον χειρισμό, ταχεία και 

δεν έχει ραδιενεργή επικινδυνότητα.

1.3.1. Ανοσοπροσδιορισμός για πρωτεΐνες και απτένια

Ποσοτικές αναλυτικές μέθοδοι με αντισώματα ή αντιγόνα σαν αρχικά 

αντιδραστήρια έχουν τώρα καθιερωθεί σε πολλές κλινικές, φαρμακευτικές και 

βασικές επιστημονικές έρευνες. Για την ανάλυση των πρωτεϊνών ή πεπτιδίων 

(συμπεριλαμβάνοντας πολλές ορμόνες, λιποπρωτείνες, ογκοπρωτείνες, παθογόνα 

αντιγόνα και εξειδικευμένα αντισώματα) χρησιμοποιούνται η χρωματογραφία, η 

χρωματομετρία ή άλλες πρότυπες μέθοδοι* ιδιαίτερα, ο ανοσοπροσδιορισμός συχνά 

χρησιμοποιείται λόγω της ταχύτητάς του, της απλότητας και του σχετικού χαμηλού 

κόστους του. Αυτές οι τάσεις ενθαρρύνθηκαν τα μέγιστα από την ευκολία και την 

εμπιστοσύνη που παρέχουν τα εμπορικά πακέτα αντιδραστηρίων. Για την ανάλυση 

των πρωτεϊνών και απτενίων, συχνά χρησιμοποιούνται όλα τα είδη 

ανοσοπροσδιορισμών [77-81, 90,91] ’

Ραδιοϊσοτοπικός Ανοσοπροσδιορισμός (ΚΙΑ). Χρησιμοποιώντας ισοτοπική μέθοδο 

σήμανσης για την ανάλυση των πρωτεϊνών και των απτενίων, δυνάμεθα να πάρουμε 

αποτελέσματα υψηλής ευαισθησίας, αλλά αυτές οι τεχνικές περιορίζονται από την 

ραδιοϊσοτοπική τους επικινδυνότητα. Τώρα, είναι δημοφιλής η διερεύνηση όλων των

20



Σύστημα Βιοτίνης-Αβιδίνης: Η μεγάλη συγγένεια της αβιδίνης για βιοτίνη παρέχει 

ένα ισχυρό εργαλείο για μελέτες σε πολλές περιοχές όπως:

(α) Απομόνωσης υλικών που σχηματίζουν παράγωγα με βιοτίνη με χρωματογραφία 

συγγένειας.

(β) Εντοπισμού και φανέρωσης πολλών αντιγόνων.

(γ) Παροχής φαρμάκου.

(δ) Ερεθισμού λεμφοκυττάρων.

Με την χρήση των τεχνικών αυτών, η ευαισθησία αυξήθηκε στο μέγιστο. 

Χρησιμοποιήθηκε ευρύτατα στην (ΧΙΑ, στον προσδιορισμό-ΌΝΑ, και στην 

διαπίστωση αλληλουχίας ΌΝΑ [60-63].

Ακόμη, το πυρένιο, η φλουορεσκεΐνη [42-44], η γλυκοζο-αφυδρογονάση, η 

γλυκοζο-6-φωσφορική αφυδρογονάση, η γλυκοζοξειδάση, συνένζυμα όπως ΑΤΡ και 

ΝΑΟ, απτένια όπως η διγοξίνη, αναστροφάση, ουρεάση, σύμπλοκα μετάλλων όπως 

σύμπλοκο Ρο (ΙΙΙ)-φθαλοκυανίνης, οξαλικό, ΤΟΡΟ χρησιμοποιήθηκαν στην τεχνική 

της Χημείο- και Βιοφωταύγειας [1,64].

1.2.3 Φωτογραφική ανίχνευση μέσω ΧΦ και ΒΦ αντίδρασης

Στον ΧΦ και ΒΦ προσδιορισμό, η εκπομπή φωτός συνήθως μετρείται με 

φωτοπολλαπλασιαστή ή με φωτοδίοδο πυριτίου. Ένας λιγότερο δαπανηρός και 

απλούστερος ανιχνευτής είναι το φωτογραφικό φιλμ. Ο συνδυασμός της ΧΦ ή ΒΦ 

και του φωτογραφικού φιλμ έχει πολλά πλεονεκτήματα:

(α) Μπορούν να σχεδιαστούν πλήρως χημικοί προσδιορισμοί στους οποίους το φως 

που παράγεται με μια χημική αντίδραση ανιχνεύεται μέσω χημικών αντιδράσεων 

που συμβαίνουν στο γαλάκτωμα του φιλμ.

(β) Πολλαπλοί προσδιορισμοί μπορούν να επιτευχθούν αμέσως χρησιμοποιώντας 

χαμηλού κόστους, φορητό όργανο που δεν απαιτεί τροφοδοτικό.

(γ) Μόνιμος οπτική καταγραφή επιτυγχάνεται 

(δ) Γρήγοροι προσδιορισμοί είναι δυνατοί.

Μια ευρεία ποικιλία λουμινομέτρων διατίθενται προς χρήση για την ΧΦ και 

ΒΦ αντίδραση όπως όλα τα είδη λουμινομέτρων φωτογραφικής μηχανής, 

φωτοκασσέτας, και τροποποιημένης πολαροειδούς (ροΐατοκΐ) φωτογραφικής 

μηχανής. Αυτά τα όργανα περιλαμβάνουν χειροκίνητα όργανα ενός ανιχνευτή, και 

αυτόματα λουμινόμετρα βασισμένα σε ανιχνευτές ή μικροτιτλοδοτικές λωρίδες ή 

πλάκες σαν δοχεία αντίδρασης. Πρόσφατα, η περαιτέρω ανάπτυξη επικεντρούται
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που αποφωσφορυλιώνεται σε φαινόξειδο-ενδιάμεσο που αποσυντίθεται για να 

σχηματίσει αδαμαντανόνη και αρυλεστέρα. Η εκπομπή φωτός ενισχύεται παρουσία 

διαφόρων ενώσεων συμπεριλαμβανομένου και του πολυμερούς (π.χ. πολύ- 

βινυλβενζυλο (βενζυλοδιμέθυλο αμμώνιο χ^ωρίδιο). Η ΑΡ μτιορεί επίσης να 

προσδιορισθεί με χρήση ασκορβικού οξέος 2-Ο-φωσφορικό εστέρα. Αυτό το 

υπόστρωμα αποφωσφοριλιώνεται για να σχηματίσει ασκορβικό οξύ, που ανιχνεύεται 

με την χρήση της ΧΦ αντίδρασης λουσιγενίνης. Στον προσδιορισμό αυτό, ένα 

συνηθισμένο υπόστρωμα αλκαλικής φωσφατάσης π.χ. π-νιτροφαίνυλο φωσφορικό 

αποφωσφορυλιώνεται και η μεταβολή του ρΗ του μίγματος αντίδρασης 

προκαλούμενη από την ελευθέρωση του φωσφορικού, ανιχνεύεται χημειοφωταυγώς 

με μίγμα διαλύματος λουσιγενίνης σε αιθανόλη και αναγωγικό (μαννόζη)’ η εκπομπή 

φωτός από την αντίδραση αυτή είναι μεγάλης διάρκειας > 50 λεπτών. Ακόμη, για την 

ανίχνευση αλκαλικής φωσφατάσης χρησιμοποιείται ο ενισχυμένος ΧΦ- 

προσδιορισμός του ΗΚΡ με τις ακόλουθες μεθόδους: (α) μέθοδος ενίσχρσης 

χημειοφωταύγειας, όπου το π-ιωδοφαινυλοφωσφορικό υπόστρωμα 

αποφωσφορυλιούται για να σχηματίσει π-ιωδοφαινόλη, που αυξάνει την ΧΦ του 

συστήματος λουμινόλη-περοξείδιο-περοξειδάση (6) μέθοδος μείωσης 

χημειοφωταύγειας κατά την οποία ένα π-νιτροφαινυλοφωσφορικό υπόστρωμα 

αποφωσφορυλιούται για να σχηματίσει π-νιτροφαινόλη που παρεμποδίζει την 

χημειοφωταύγεια του ενισχυμένου προσδιορισμού με π-ιωδοφαινόλη της αντίδρασης 

λουμινόλης-Η2θ 2-περοξειδάσης. Σαν Χημειοφωταυγές υπόστρωμα για την αλκαλική 

φωσφατάση, η 1,2-διοξετάνη συνετέθη με χημική και φωτοχημική μέθοδο, αλλά η 

θερμική αστάθεια των πλείστων διοξετανών και η αδυναμία του άνετου ελέγχου της 

φωταύγειας έχει τα μέγιστα περιορίσει την περαιτέρω εφαρμογή. Πρόσφατα, νέες 

σειρές διοξετανών που είναι θερμικά σταθερές παρασκευάσθηκαν και μπορούν με 

χημικά ή με ένζυμα να πυροδοτηθούν για να παράγουν χημειοφωταύγεια κατά 

παραγγελίαν. Χημική ή ενζυματική απομάκρυνση μιας ομάδας προστασίας από την 

σταθερή διοξετάνη παράγει την ασταθή αρυλοξειδική διοξετάνη, που διασπάται και 

παρέχει την παρατηρούμενη χημειοφωταύγεια. Αυτό το είδος των νέων παραγώγων 

διοξετάνης χρησιμοποιήθηκαν ευρύτατα στο πεδίο του ϋΝΑ-ανάλυσης και 

διαπίστωσης της αλληλουχίας του ϋΝΑ κ.ο.κ.

Περο£ειδάση Καρότου: Ένας ταχύς και ευαίσθητος προσδιορισμός του ευρύτατα 

χρησιμοποιούμενου ενζύμου της περοξειδάσης καρότου (ΗΚΡ) είναι δυνατός με
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Για χημειοφωταυγή αντίδραση, η λουμινόλη μπορεί να προσδεθεί σαν 

σηματοδότης σε πρωτεΐνες με στόχο τον βιοφωταυγή προσδιορισμό. Η 

αρυλοαμινοομάδα παρέχει εύκολη θέση πρόσδεσης στα αντιγόνα και αντισώματα. 

Αλλά, η χημειοφωταυγής κβαντική απόδοση της λουμινόλης μειώνεται κατά 10- 

φορές όταν η αμινομάδα υποκαθίσταται και μειούται η ειδική δραστικότης. Η 

ισολουμινόλη έχει μια ΧΦ-κβαντική απόδοση 1/10 αυτής της λουμινόλης, αλλά με 

υποκατάσταση της αρυλικής αμινομάδας αυξάνεται η κβαντική απόδοση 10-φορές. 

Για τον λόγο αυτό η ισολουμινόλη ή τα παράγωγα της ισολουμινόλης 

χρησιμοποιούνται σαν σηματοδότες στους περισσότερους ανοσοπροσδιορισμούς. 

Ακόμη, τα κατάλληλα ένζυμα όπως το ΗΚΡ, η μικροπεροξειδάση μπορούν ακόμη να 

ανιχνευθούν σύμφωνα με την πιο πάνω αντίδραση.

Εστέρες ακριδίνης και παράγωγα. Οι εστέρες της ακριδίνης (ΑΕ) [46] και τα 

παράγωγά της παράγουν φως παρουσία βάσης και Η2Ο2, που είναι έντονο λόγω της 

υψηλής χημειοφωταυγούς κβαντικής απόδοσης και της γρήγορης κινητικής της ΧΦ- 

αντίδρασης' για τον λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκε στον ανοσοπροσδιορισμό για τον 

προσδιορισμό των πρωτεϊνών και μερικών απτενίων. Με την χρήση ΑΕ σαν 

αντιδραστήρια σήμανσης μπορούμε να εκτελέσουμε προσδιορισμούς με μεγάλη 

ευαισθησία και υψηλή ταχύτητα. Οι ΑΕ χρησιμοποιήθηκαν για να παρασκευάσουν 

μονόκλωνα αντισώματα και παρείχαν πολύ υψηλή ευαισθησία σε 

ανοσοπροσδιορισμούς με όριο ανιχνευσιμότητας του 3ΐηο1 [47, 49]. Στην 

μεθοδολογία σήμανσης, το Ν-υδρο£υ-σουκινιμίδιο (ΝΗ8) Ν-υδροξυαμιδίου του 

ηλεκτρικού οξέος χρησιμοποιήθηκε για σύζευξη με το ΑΕ που είναι μια πολύ 

επιτυχής μέθοδος σήμανσης. Από το 1989, οι ΑΕ χρησιμοποιήθηκαν ευρέως στον 

ομογενή υβριδικό προσδιορισμό [45]. Χρησιμοποιώντας προσδιορισμό υβριδικής 

προστασίας [ΗΡΑ) επετεύχθη μέθοδος ακριβούς διάκρισης μεταξύ υβριδισμένου και 

μη-υβριδισμένου ϋΝΑ-ιχνηθετών σηματοδοτηθένων με ακριδινεστέρες χωρίς την 

χρήση σταδίου διαχωρισμού. Αυτή η μέθοδος βασίζεται στην εκλεκτική χημική 

σύζευξη της ακριδινεστερικής σήμανσης, έτσι ώστε η ΧΦ του μη-υβριδισμένου 

ιχνηθέτη χάνεται γρήγορα ενώ αυτή που προέρχεται από τον υβριδισμένο ιχνηθέτη 

ελάχιστα μεταβάλλεται. Αιτία αυτής της εκλεκτικής διεργασίας αποσύζευξης είναι 

μια έντονα εξειδικευμένη αντίδραση χημικής υδρόλυσης που ελέγχεται από το τοπικό 

περιβάλλον του ΑΕ. Συνδυάζοντας την ομογενή υβριδική διάκριση με τον στερεάς- 

φάσης διαχωρισμό, η ευαισθησία αυξήθηκε πολύ με όριο ανίχνευσης του αιηοΐ. Η 

συνολική μεθοδολογία προσδιορισμού απαιτεί μόνον τρία στάδια και μπορεί να
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Πολλές μέθοδοι προσδιορισμού ανεπτύχθησαν γι’ αυτό το είδος βιοδεικτών. Το 

ισοένζυμο μπορεί να διαχωριστεί χρησιμοποιώντας διάφορες μεθόδους 

ηλεκτροφόρησης και να προσδιορισθεί απ’ ευθείας στην πηκτή. Μπορεί επίσης να 

διαχωριστεί με την χρήση χρωματογραφίας ιονανταλλαγής και ο προσδιορισμός 

γίνεται συχνά με την χρήση φασματοφωτομετρίας ή φθορισμομετρίας. Η εκλεκτική 

αποδιέγερση του ισοένζυμου ΟΚ με αντισωματική καταβύθιση ή χρησιμοποιώντας 

παρεμποδιστή-αντίσωμα γίνεται απ’ ευθείας προβολή στην υπομονάδα Μ. Η ΜΒ 

δραστικότης μπορεί τότε να υπολογισθεί απ’ ευθείας από την εναπομένουσα Β 

δραστικότητα. Ο προσδιορισμός της ΟΚ-ΜΒ με την χρήση ΙαοίίβΓαδε της 

πυγολαμπίδος που βασίζεται στην βιοφωταύγεια ανεπτύχθηκε τελευταία [21, 23]. 

Αυτό το είδος της μεθόδου είναι τόσο γρήγορο, τόσο εύκολο και επαναλήψιμο όσο 

και η φασματοφωτομετρική μέθοδος αλλά πιο ευαίσθητο. Η αντίδραση ανίχνευσης 

είναι η ακόλουθος.

Κρεατινινοκινάση
ΑΕ>Ρ + φωσφορική κρεατινίνη -------------------------► ΑΤΡ + κρεατινίνη

(6)
Αουσιφεράση

ΑΤΡ + λουσιφερίνη + Ο2 ------------------- ^  Οξυλουσιφερίνη+ΑΜΡ+Ρρί+002+φως

Η ειδική ανίχνευση της ΟΚ-ΜΒ μπορεί να επιτευχθεί με ανοσοπαρεμποδιστή της 

δραστικότητας της Μ-υπομονάδας.

1.2.2. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΑΝΑΛΥΤΙΚΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΤΗΣ ΧΗΜΕΙΟΦΩΤ ΑΥΓΕΙΑΣ 

Σύστημα Λουμινόλης και Ισολουμινόλης: Η Λουμινόλη παράγει φως με την 

αντίδραση

ΟΗ', καταλύτης
Λουμινόλη + Η2Ο2 ______________________ ^  Φως (7)

Συνοξειδωτικό
Η χημειοφωταυγής αντίδραση της λουμινόλης υπήρξε αντικείμενο πολλών 

μηχανιστικών και αναλυτικών μελετών. Το ανιόν της λουμινόλης αρχικά 

οξειδώνεται, πιθανότατα σε ρίζα που αντιδρά γρήγορα με οξυγόνο ή Η2Ο2 και δίνει 

περοξειδικό ενδιάμεσο που εξαρτάται από τις συνθήκες. Αυτό στην συνέχεια 

διασπάται και δίνει διηγερμένο μόριο 3-αμινοφθαλικό ανιόν, που επιστρέφει στην 

βασική του κατάσταση, με εκπομπή φωτός. Στο σύστημα αυτό της οξείδωσης της 

λουμινόλης με το Η2Ο2, η λουμινόλη πρακτικά δεν αντιδρά με το Η2Ο2 εκτός όταν
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Σε μια βιοφωταυγή εφαρμογή, τα φωταυγή βακτήρια χρησιμοποιήθηκαν για τον 

προσδιορισμό της δραστικότητας των αντιβιοτικών. Επιπλέον, τα φαινόμενα της 

φωταύγειας μπορούν να έχουν μεγάλη αξία για την περαιτέρω κατανόηση της 

κυτταρικής κατάστασης [16, 17]. Κυτταρική χημειοφωταύγεια παράγεται από 

μοναδικά κύτταρα όπως ουδετερόφιλα, μονοκύτταρα ή μακροφάγα (αΐνεοΐατ ή 

ρβπίοηεαΐ). Αυτά τα κύτταρα είναι φαγοκυτταρικά, δηλαδή μπορούν να 

εγκολπώσουν τεμάχια. Εάν τα τεμάχια είναι ζωντανές βιολογικές οντότητες όπως 

βακτήρια, ζύμες ή ιοί μπορούν να θανατωθούν με διάφορες χημικές διεργασίες 

που παρέχονται από τα φαγοσιτικά κύτταρα. Εάν ο μηχανισμός αυτός φυσικής 

άμυνας είναι ελαττωματικός ή έχει ενισχυθεί ή εξασθενίσει από ασθένειες, αυτές 

οι μεταβολές μπορούν να ανιχνευθούν με μέτρηση της κυτταρικής φωταύγειας. Η 

κυτταρική χημειοφωταύγεια χρησιμοποιείται ευρέως για την διευκρίνιση πολλών 

διαφορετικών ασθενειών όπως

(α) Γενετικών ανωμαλιών π.χ. χρόνιες εξανθηματικές Οτοηιιίοιηαίιΐδ ασθένειες 

(ΟΟϋ), μυελοπεροξειδάσης, (β) φλεγμονές, όπως αρθρίτιδα, άσθμα επαγώμενο 

από άσκηση, κυτταρική χημειοφωταύγεια επαγώμενη από γύρη (ροΐΐβη), (γ) 

προσβολές, όπως από βακτήρια, ιούς (π.χ. γρίπη, 8βη<ΐΕγ(ιαπωνικό)-ιό, κ,τ.λ.), (δ) 

καρκίνο, (ε) ποικίλες ασθένειες με κίνδυνο μετάδοσης, όπως χρόνια 

αιμοδιάλυση, ρινική μεταμόσχευση, ασθένειες διαβήτη, δευτερογενή 

υποθυρεοδισμό. (στ) σαρκοείδωση. Για να ανιχνεύσουμε την εκπομπή φωτός 

χρησιμοποιούμε διαφορετικά συστήματα φωταυγών προσδιορισμών.

Μερικά ανήκουν στην φυσική κυτταρική χημειοφωταύγεια, μερικά μπορούν να 

ανιχνευθούν με την βοήθεια λουμινόλης, λουσιγενίνης ή ΌΜΝΗ(υδραζίδιο του 

7-διμεθυλαμινοναφθαλινο-1,2-δικαρβοξυλικού οξέος). Διερευνήθηκε, ακόμη, και 

το σύστημα φωταυγούς ανοσοπροσδιορισμού που βασίζεται σε μακροφάγα 

κύτταρα. Το κυτταρικό σύστημα βιοπροσδιορισμού που περιγράφεται εδώ 

στηρίζεται στην ακόλουθη μεταβολή.

Με βάση την πιο πάνω μεταβολή, το σύστημα αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

στα ακόλουθα πεδία έρευνας, (α) Ανίχνευση των παραγόντων διέγερσης των 

μακροφάγων, (β) χημειοφωταυγή ανάλυση της αλληλεπίδρασης μεταξύ ΙΡΝ-γ 

και ΙΡ δ  (λιποπολυσακχαριτών) στην διέγερση των μακροφάγων, (γ) διαπίστωση

παράγων
Μακροφάγα -̂ (σκανδάλης)____^  διηγερμένο μακροφάγο + παράγων

(5)
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γονίδιο της χλωραμφαινικόλ-ακετυλοτρανσφεράσης (ΟΑΤ) χρησιμοποιείται 

ευρέως σε ανασυνδυαστικά παρασκευάσματα που χρησιμοποιήθηκαν για να 

μελετήσουν τον έλεγχο προώθησης και ενίσχυσης της έκφρασης του γονιδίου. 

Για την δοκιμή τοξικότητας και μετάλλαξης (ιηιιίβηί), παρήχθη μέσω 

μεταλλαξογέννεσης (ΐϊΐυί&ββηθδΐδ) με μεθυλοσουλφονικό μεθάνιο το σκοτεινό 

προϊόν μετάλλαξης του φωτοβακτηρίου ίϊδοΐιβπ (ρί-13). Χρησιμοποιώντας 

μερικά μεταλλαξιγόνα, αυτό το είδος του προϊόντος μετάλλαξης μπορεί να 

αποκαταστήσει την ικανότητα της εκπομπής φωτός. Αυτό το έργο μπορεί να γίνει 

με παρεμποδιστές ΌΝΑ σύνθεσης, με παράγοντες που προκαλούν ζημιές στο 

ϋΝΑ, και ϋΝΑ ίηΐ6Γ0&1αΐίη§ παρεμβατικούς παράγοντες. Με μέτρηση της 

μεταβολής της έντασης της εκπομπής φωτός, είναι δυνατόν να αντιληφθούμε την 

τοξικότητα και την ικανότητα μεταλλαξογέννεσης (ιηυί&ββηεδίδ) (μετάλλαξης) 

μερικών μεταλλικών ενώσεων ή οτιδήποτε άλλο. Μπορεί ακόμη να εφαρμοστεί 

μια βιοφωταυγής δοκιμή σαν αναλυτικό στοιχείο σε διάφορα επίπεδα 

τοξικολογίας, φαρμακολογίας και χημείο θεραπείας καθώς επίσης και σαν ισχυρό 

εργαλείο έρευνας [19]. Στην μικροβιολογία πάλι, έχει όλα τα πλεονεκτήματα της 

δοκιμής Αηιεδ και επιπλέον είναι γρήγορη και απλή στο χειρισμό για τους 

γονοτοξικούς παράγοντες. Η βιοφωταυγής δοκιμή είναι εν δυνάμει χρήσιμο 

εργαλείο για την μελέτη της δραστικότητας διάφορων φυσικοχημικών 

παραγόντων που αλληλεπιδρούν με το ϋΝΑ. Η ικανότης να παρακολουθήσουμε 

την κινητική των γενετικών συμβάντων σε συνεχή βάση και χωρίς καταστροφή 

του δείγματος δεν προσφέρεται από άλλα συστήματα.

Γ. Προσδιορισμός ενζύμων, υποστρωμάτων, παραγόντων. Το σύστημα Ιιιοί&Γ&ΒΕ 

/ Ιυοΐ&Γίη χρησιμοποιήθηκε ευρέως για προσδιορισμό διαφόρων ενζύμων όπως 

αλκοολ-αφυδρογονάση, ΑΤΡάση, ενολάση, β-ϋ-Γαλακτοσιδάση κ,ο.κ. Για τα 

υποστρώματα και τους συμπαράγοντες, πέραν της δυνατότητας προσδιορισμού 

των (όπως αναφέρθηκε) μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον προσδιορισμό των 

ανδρογόνων, της φωσφορικής κρεατίνης, της κρεατινίνης [21, 22, 23], της θειική 

διυδρο επιανδροστερόνης. του ΡΑΕ), των ελευθέρων λιπαρών οξέων, της 

γλουταθειόνης, της μυο-ινοσιτόλης, του ΝΑΙ), του ΝΑϋΗ, των οξαλικών, των 

φερορμονών, κ,ο.κ. Για παράδειγμα, για τον προσδιορισμό της β-Ό- 

Γαλακτοσιδάσης, μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε την ακόλουθο αντίδραση [2].
Β-Ι>γαλακτοσιδάση

2-Νιτροφαινυλο-β-Ο-γαλακτοπυρανοσίδη ^  ϋ-Γ αλακτόζη +



συστημάτων αντίδρασης που παράγουν ΑΤΡ. Ακόμη, οι πρόσφατες έρευνες που 

στηρίζουν στην βιοφωταύγεια τοα^Μ^ϊηο^ακτηρίων, διεύρυναν το πεδίο της 

βιοφωταυγούς ανάλυσης. Η φωταύγεια μ^&η^-Β&οΙδπα βασίζεται στην αντίδραση
ΝΑϋ (Η): ΡΜΝ 0χί<ΐ0Γβ<1υϋΙα5β 

(οξειδοαναγωγής)
ΡΜΝ + ΝΑΟ (Ρ)Η -------------------------------- ► ΡΜΝΗ2 + ΝΑΟ (Ρ)

(2)
Βακτηριακή

ΡΜΝΗ2 + ΚΟΗΟ + 0 2 -------------------------------- ► ΡΜΝ + ΚΟΟΟΗ + Η20
Λουσιφεράση + φως

Σύμφωνα με την πιο πάνω αντίδραση, τα διάφορα συστήματα που παράγουν την 

ΝΑΟ (Ρ)Η με την χρήση διαφορετικών αφυδρογονασών, καθώς και διάφορα 

αναγωγικά υποστρώματα όπως χολή [8], οιστρογόνα [7], αιθανόλη, γλυκερίνη [3], 

αλδεύδη μπορούν να ανιχνευθούν χρησιμοποιώντας στην αντίδραση [100].

Αφυδρογονάση
Ανηγμένο Υπόστρωμα + ► Οξειδωμένο υπόστρωμα +

ΝΑΟ (Ρ)+
Ν Α Ο ^Η  + ΐΤ  (3)

Για τον σκοπό αυτό, τα διάφορα ένζυμα συνακινητοποιούνται στο ίδιο σύστημα για 

την παρασκευή του Βιοφωταυγούς συστήματος. Περισσότερες πληροφορίες για την 

συνακινητοποίηση της λουσιφεράσης (Ιιΐδί&ΐΉδβ) και των άλλων ένζυμων 

παρατίθενται στην εργασία [101]. Βιοφωταυγείς προσδιορισμοί με συσκευές 

συνεχούς ροής που χρησιμοποιούν διαφορετικά ένζυμα ακινητοποιημένα σε 

στηρικτικά υλικά χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό πολλών ανάλογων 

ενώσεων όπως ιη^Με, γλυκόζης, γαλακτικών, Γ-αλανίνης, Γ-γλουταμινικού, ΝΑΟ, 

ΝΑΟΡ κ.τ.λ. [104, 106]. Ακόμη, ανιχνεύθηκε με βιοφωταύγεια ή βακτηρο-ουρία ενώ  

η Ιυοί&Γ&δ© προσαρτάτο σε υπό ανάλυση ενώσεις. Η τεχνική σήμανσης για 

βιοφωταυγείς προσδιορισμούς όπως η ανάλυση της &-ί)υη£3Το-το£ίνης [6]. Για την 

ακινητοποίηση της Γιιοί&ΓΟδβ αρχικά ακινητοποιήθηκε σε αρυλάμινο γυάλινα  

σφαιρίδια αλλά στην συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν και άλλα στηρικτικά υλικά με 

επιτυχία όπως η δερΗατοδε, η κυτταρίνη, το νάυλον. Κυριάρχησαν οι μέθοδοι χημικής 

ακινητοποίησης (π.χ. βρωμοκυανικά-ενεργοποιημένη 8€ρίΐ3Γ036, γλουταραλδεύδη- 

ενεργοποιημένο νάυλον), αλλά και οι μέθοδοι φυσικής προσρόφησης 

χρησιμοποιήθηκαν σαν μια εναλλακτική τεχνική για την βακτηριακή Ιυοί&ΓΟδβ. Για 

την περίπτωση της συνακινητοποίησης, όμως, παρατηρείται διαφοροποίηση της
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Β. Γρήγορος και απλός προσδιορισμός: Οι πλείστοι προσδιορισμοί είναι ενός σταδίου 

και περιλαμβάνουν απλά την προσθήκη ενός αντιδραστηρίου ή συνδυασμό 

αντιδραστηρίων και το δείγμα. Δεν απαιτείται παρατεταμένος χρόνος επώασης ή 

προσθήκη αντιδραστηρίων για τον τερματισμό της αντίδρασης όπως στις περιπτώσεις 

των χρωματομετρικών προσδιορισμών. Σε μια μελέτη αντικατάστασης ενός 

χρωματομετρικού προσδιορισμού ΕΠ5Α με ενισχυμένη χημειοφωταυγή μέθοδο 

μέσω σήμανσης με ΙιΟΓδβΓαάίδΙι περοξειδάσης διαπιστώθηκε ένα κέρδος χρόνου κατά 

40% κάνοντας χρήση της μεθόδου προσδιορισμού του τελικού σημείου. 

Επιπρόσθετός, μερικοί ομογενείς προσδιορισμοί στην ανάλυση του ϋΝΑ με 

ακριδινεστέρες που κάνουν χρήση προσδιορισμού υβριδοπροστασίας (ΗΡΑ), η 

συνολική διαδικασία τελείωσε πολύ γρήγορα χωρίς να γίνει διαχωρισμός.

Γ. Παρατεταμένο και σταθερό σήμα: Μερικά Χήμειο- και Βιοφωταυγή συστήματα 

μπορούν να έχουν παρατεταμενη και σταθερή εκπομπή φωτός. Για παράδειγμα στο 

σύστημα ενισχυμένης φωταύγειας ΗΚΡ-λουμινόλη-ιωδοφαινόλη η εκπομπή φωτός 

είναι σταθερή τουλάχιστον για 30 λεπτά. Ακόμη, στον χημειοφωταυγή προσδιορισμό 

με ξανθινοξειδάση, το παραγόμενο φως διαρκεί για πολλές μέρες.

Δ. Ασφάλεια: Ο πιο σπουδαίος λόγος που οι τεχνικές της χήμειο- και βιοφωταύγειας 

έγιναν προσφιλείς στην έρευνα είναι η έντονη ανάγκη για αντικατάσταση των 

επικίνδυνων ραδιοϊσοτοπικών προσδιορισμών. Τα τελευταία 20 χρόνια, η πιο 

σημαντική μέθοδος για προσδιορισμούς ενώσεων βιοϊατρικών δεικτών είναι η 

ραδιοϊσοτοπική λόγω της υψηλής ευαισθησίας της. Με την βελτίωση του επιπέδου 

ζωής και την οικονομική ανάπτυξη των χωρών, οι άνθρωποι δίνουν μεγαλύτερη 

σημασία στην προστασία της υγείας των. Ο ραδιοϊσοτοπικός προσδιορισμός έχει 

πολλά μειονεκτήματα: (α) επικινδυνότητα για τον ανθρώπινο οργανισμό, (β) ρύπανση 

του περιβάλλοντος, (γ) πολύπλοκα και υψηλής προστασίας όργανα, (δ) μικρό χρόνο 

ημιζωής των ισοτοπικών αντιδραστηρίων και (ε) μη εύκολη μεταφορά και 

αποθήκευση. Συγκρίνοντάς την με τις άλλες μη-ραδιοϊσοτοπικές μεθόδους 

ανίχνευσης, οι Χήμειο- και Βιοφωταυγείς μέθοδοι έχουν υψηλή ευαισθησία. Υπάρχει 

τάση να αντικατασταθούν οι μέθοδοι ραδιοϊσοτοπικής ανίχνευσης πλήρως από μη- 

ραδιοϊσοτοπικές και ειδικότερα με τις Χήμειο- και Βιοφωταυγείς.

Το σύστημα Χήμειο- και Βιοφωταύγειας. Πρόσφατα επιτεύγματα στις τεχνικές 

Χήμειο- και Βιοφωταύγειας μας έδωσαν διάφορα συστήματα ανίχνευσης.
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/
Στο Κεφάλαιο 4 δίνεται μια γενικήγνώση γύρω από το πεδίο της διαπίστωσης της

διάταξης ακολουθίας βάσεων του ΡΝΑ, περιλαμβάνοντας την κλασσική μέθοδο, την
/’

μοντέρνα μέθοδο και τις σχετικές προηγμένες τεχνικές. Ακόμη, περιγράφεται η 

εφαρμογή της (^ιαπίσ^σης~της δ^άταξης~ακολουθία^ βάσεων του ΟΝΑ στα πεδία της 

μεταμόσχευσης μυελού, και στην ταυτοποίηση πατρότητας. Ανασκοπούνται επίσης οι 

σχετικές τεχνικές ΗΓΑ τύπωσης

2










