
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 4: Βιολογικά Υποστρώματα

	 

	Βικτωρία Σαμανίδου

	 

	Σύνοψη

	Τα βιολογικά δείγµατα αποτελούν ενδιαφέροντα υποστρώµατα για τοξικολογικές µελέτες, φαρµακοκινητικές µελέτες, µελέτες µεταβολισµού, κλινική ανάλυση, διαγνωστική κλπ. Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφονται τα προβλήµατα και οι ιδιαιτερότητες των βιολογικών υποστρωμάτων που παρατηρούνται στη βιοανάλυση. ∆ίνονται τα χαρακτηριστικά των κυριότερων βιολογικών δειγµάτων, τόσο των συµβατικών, όπως είναι το αίµα-πλάσµα και τα ούρα, αλλά και µη συµβατικών ή εναλλακτικών δειγµάτων, όπως οι τρίχες, οι όνυχες κλπ. Ακόμη, περιγράφονται τα προβλήµατα ή οι αναλυτικές δυνατότητες που προσφέρονται από τη δέσµευση ενώσεων (π.χ. φαρµάκων) σε πρωτεΐνες ή DNA. 

	 

	Προαπαιτούμενη Γνώση
Πριν την ανάγνωση του κεφαλαίου, χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί σε συγγράμματα Κλινικής Χημείας, Κλινικής Ανάλυσης και Βιοχημείας.

	 

	4.1. Εισαγωγή

	 

	Τα βιολογικά υποστρώματα είναι δείγματα που προέρχονται από ζωντανούς οργανισμούς π.χ. τον άνθρωπο, τα ζώα, τα φυτά, τους μικροοργανισμούς ή παράγονται με βιοτεχνολογικές μεθόδους και έχουν μεγάλο ενδιαφέρον στην: 

	 

	
		Τοξικολογία: σε τοξικολογικές μελέτες, όπως γενοτοξικότητα, οξεία τοξικότητα, χρόνια τοξικότητα, τοξικότητα αναπαραγωγής, ανάπτυξης, καρκινογένεσης.

		Στη φαρμακευτική σε φαρμακοκινητικές μελέτες, σε κλινικές δοκιμές, μελέτες βιοδιαθεσιμότητας και βιοϊσοδυναμίας.

		Στη βιοϊατρική σε μελέτες μεταβολισμού, κλινικές αναλύσεις, μελέτες θεραπευτικού αποτελέσματος με παρακολούθηση συγκέντρωσης φαρμάκου στο αίμα, ώστε να βρεθεί η θεραπευτική δόση, στη διαγνωστική.



	 

	Τα πλέον χρησιμοποιούμενα βιολογικά δείγματα είναι το αίμα-πλάσμα και τα ούρα τα οποία είναι δείκτες έκθεσης σε κάποιο φάρμακο (συνήθως) τις τελευταίες 2 μέρες πρόσληψής του. Τα περισσότερα εργαστήρια προτιμούν τα προαναφερόμενα δείγματα, λόγω της υψηλότερης συγκέντρωσης των ενώσεων και των μεταβολιτών τους, αλλά και της εύκολης λήψης τους. Ωστόσο έχουν, το μειονέκτημα της εύκολης νοθείας και της αντικατάστασής τους. Για το λόγο αυτό και άλλα υποστρώματα μπορούν, επίσης, να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες. Έτσι τα βιολογικά δείγματα ταξινομούνται σε συμβατικά και μη συμβατικά-εναλλακτικά. Στη συνέχεια, θα γίνει σύντομη αναφορά στα διάφορα βιολογικά υποστρώματα και ειδικότερα σε ό,τι αφορά στη σύστασή τους και στη σημασία τους στη βιοανάλυση.

	 

	4.2. Συμβατικά Βιολογικά Υποστρώματα

	 

	4.2.1. Αίμα

	 

	Το αίμα χαρακτηρίζεται ως το βιολογικό υλικό που προσφέρει την καλύτερη συσχέτιση μεταξύ της συγκέντρωσης μίας ουσίας και της ληφθείσας δόσης. Ο όρος ολικό αίμα αναφέρεται στο αίμα εκείνο, το οποίο συνδυάζεται με έναν αντιπηκτικό παράγοντα κατά τη διαδικασία συλλογής και θεωρείται ένα ειδικά τυποποιημένο προϊόν για μετάγγιση ή για περαιτέρω επεξεργασία για αναλυτικούς σκοπούς.

	Το ανθρώπινο αίμα αποτελείται από το πλάσμα, μέσα στο οποίο περιέχονται τρεις τύποι κυττάρων: τα ερυθρά αιμοσφαίρια ή ερυθροκύτταρα, τα λευκά αιμοσφαίρια ή λευκοκύτταρα και τα θραύσματα κυττάρων ή αιμοπετάλια, ή θρομβοκύτταρα. Περιέχει, επίσης, αέρια, όπως το οξυγόνο, το διοξείδιο του άνθρακα και το άζωτο και μεταφέρει σε μικρές ποσότητες μια μεγάλη ποικιλία διαλυμένων χημικών ουσιών, στις οποίες περιλαμβάνονται υδατάνθρακες (γλυκόζη), πρωτεΐνες (λευκώματα), ορμόνες, λίπη, ανόργανοι ηλεκτρολύτες και αζωτούχες ενώσεις. Η σύστασή του αποτελείται κατά 22 % από στερεά και κατά 78 % από νερό (Σχήμα 4.1). 

	Το πλάσμα αίματος είναι υποκίτρινο υγρό το οποίο αποτελεί τη βάση του συνδετικού ιστού του κυκλοφορικού συστήματος, ως άμορφο συστατικό, "υδαρές υπόστρωμα", του αίματος. Το πλάσμα περιλαμβάνει τις πρωτεΐνες πλάσματος, νερό κατά 90% περίπου και διάφορους διαλύτες, αυτά που ονομάζουμε αιμοσφαίρια και τα οποία αποτελούν και το 45% του συνολικού όγκου του αίματος. Στο πλάσμα αίματος περιλαμβάνεται και το ινωδογόνο με προσθήκη αντιπηκτικών παραγόντων, όπως ηπαρίνη, EDTA, οξαλικά άλατα κλπ.

	Ο ορός μοιάζει με το πλάσμα στη σύνθεση, αλλά στερείται τους θρομβωτικούς παράγοντες πήξης. Προτιμάται σε πολλές δοκιμές, δεδομένου ότι τα αντιπηκτικά στο πλάσμα, ενδεχομένως, παρεμποδίζουν τα αποτελέσματα. 
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	Σχήμα 4.1. Σύσταση του αίματος

	 

	Το αίμα στη βιοανάλυση έχει τα εξής μειονέκτηματα:

	 

	
	 Οι συγκεντρώσεις των φαρμάκων είναι σε μερικές περιπτώσεις χαμηλές και ανιχνεύσμες για σύντομο χρονικό διάστημα.

	 Δεν υπάρχει πάντα συσχέτιση των κλινικών αποτελεσμάτων με τη συγκέντρωση στο αίμα.

	 Σε περιπτώσεις φαρμάκων με μεγάλο ποσοστό κατανομής, και πιο συγκεκριμένα σε αυτά που έχουν βασικά δραστικά συστατικά, είναι προτιμότερη η ανάλυση άλλων βιολογικών δειγμάτων, όπως τα ούρα.



	 

	4.2.2. Ούρα

	 

	Ο μεταβολισμός των ενώσεων δημιουργεί πολλά υποπροϊόντα τα οποία απομακρύνονται από την κυκλοφορία του αίματος και αποβάλλονται με τα ούρα. Ως «ούρα» ορίζεται το σύνολο των υδατοδιαλυτών ουσιών οι οποίες αποβάλλονται από τους νεφρούς και διαμέσου των υπόλοιπων οργάνων του ουροποιητικού συστήματος αποβάλλονται από το σώμα. Τα ούρα δεν έχουν σταθερή σύσταση, αλλά αποτελούν ένα υδατικό διάλυμα που αποτελείται κατά 95 % από νερό. Στο διάλυμα αυτό περιέχεται ουρία σε συγκέντρωση 9,3 g/L, χλώριο σε συγκέντρωση 1,87 g/L, νάτριο σε συγκέντρωση 1,17 g/L, κάλιο σε συγκέντρωση 0,750 g/L. Το υπόλοιπο ποσοστό είναι διαλυμένα ανόργανα ιόντα και οργανικές ενώσεις, όπως πρωτεΐνες ή ορμόνες, καθώς επίσης και ένα ευρύ φάσμα προϊόντων του μεταβολισμού. Ειδικότερα στα ούρα περιέχονται: ουρία, ουρικό οξύ, κρεατινίνη, αμμωνία, οξαλικό οξύ, διάφορα άλατα (φωσφορικά, θειικά, χλωριούχα κ.ά.), καθώς και άλλες οργανικές ή ανόργανες ουσίες, που αποτελούν παραπροϊόντα του μεταβολισμού.

	Πολλοί παράγοντες επιδρούν στη σύσταση των ούρων, με κυριότερους την πρόσληψη νερού και τη σύσταση της τροφής. Όταν απομακρύνονται από τους νεφρούς, υπό φυσιολογικές συνθήκες, τα ούρα είναι στείρα, ενώ μπορεί να προστεθούν σε αυτά προσμίξεις βλέννας ή βακτηρίων μέχρι την έξοδό τους από τον οργανισμό.

	Τo φυσιολογικό pH των ούρων στον άνθρωπο είναι γύρω στο 6. Το χρώμα και ο όγκος των ούρων αποτελούν αξιόπιστους δείκτες ενυδάτωσης του οργανισμού. Το σκούρο χρώμα των ούρων είναι ενδεικτικό της αφυδάτωσης του οργανισμού. Η χρήση αλκοόλ, καφεΐνης ή άλλων διουρητικών μπορεί να μεταβάλουν το χρώμα, τη σύσταση και τον όγκο των ούρων. 

	Η δειγματοληψία είναι εύκολη και μη παρεμβατική. Οι συγκεντρώσεις των ουσιών είναι υψηλότερες απ' ό,τι στο αίμα. Τα ούρα είναι υδατικό διάλυμα χωρίς πρωτεΐνες. Κατά την ανάλυσή τους ανιχνεύονται τόσο οι μητρικές ουσίες, όσο και οι μεταβολίτες τους.

	Τα ούρα είναι δείκτες έκθεσης σε κάποιο φάρμακο τις τελευταίες 2 μέρες (συνήθως). 

	Την εξέταση ούρων την προτιμούν τα περισσότερα εργαστήρια, λόγω της υψηλότερης συγκέντρωσης των ενώσεων και των μεταβολιτών τους και της εύκολης λήψης τους. 

	Έχουν, όμως, το μειονέκτημα της εύκολης νοθείας και αντικατάστασής τους, καθώς και της βακτηριακής μόλυνσης, εάν δε συντηρηθούν σε χαμηλή θερμοκρασία. Επίσης, σε περίπτωση πρόσφατης λήψης του φαρμάκου, αυτό δεν έχει προλάβει να απεκκριθεί με αποτέλεσμα να μην είναι δυνατή η ανίχνευσή του στα ούρα.

	 

	4.3. Εναλλακτικά ή μη συμβατικά υποστρώματα

	 

	Όταν το αίμα και τα ούρα δεν αναμένεται, πλέον, να περιέχουν την ένωση που αναζητείται και όταν απαιτείται η τεκμηρίωση της χρόνιας λήψης μίας ουσίας, αναζητούνται νέα υποστρώματα, τα οποία έχουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον στην τοξικολογία και γενικότερα στη βιοανάλυση και ονομάζονται «εναλλακτικά». Ως εναλλακτικά θεωρούνται οι τρίχες, οι όνυχες, το εγκεφαλονωτιαίο υγρό, του οποίου η ανάλυση δίνει πληροφορίες για την ποσότητα μίας ουσίας στο κεντρικό νευρικό σύστημα (ΚΝΣ) κατά τη στιγμή του θανάτου, τα στοματικά υγρά, ο ιδρώτας, το μηκώνιο, το περικαρδικό υγρό, το οφθαλμικό υγρό, οι ιστοί από όργανα, αδένες, οστά, γαστρικό περιεχόμενο κλπ.

	Στο Σχήμα 4.2 δίνεται κατά προσέγγιση το διάστημα ανίχνευσης ουσιών συγκριτικά στα διάφορα βιολογικά υποστρώματα.
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	Σχήμα 4.2. Διάστημα ανίχνευσης ουσιών συγκριτικά στα διάφορα βιολογικά υποστρώματα

	 

	4.3.1. Τρίχες

	 

	Οι τρίχες δίνουν τη δυνατότητα για πληροφορίες που αφορούν σχετικά μεγάλο χρονικό διάστημα, π.χ. εβδομάδες ή μήνες. Επειδή δε τα φάρμακα είναι εγκλωβισμένα στο εσωτερικό της τρίχας, δεν απομακρύνονται με τις συνήθεις διαδικασίες υγιεινής και γι’ αυτόν το λόγο θεωρούνται και ως ημερολόγια της έκθεσης σε φάρμακα. Ένα δείγμα τρίχας που θα ληφθεί μετά από μερικές μέρες από το πρώτο δείγμα, θα είναι πανομοιότυπο, οπότε, αν υπάρξει υπόνοια αντικατάστασης του πρώτου, είναι εύκολο να αποδειχθεί.

	Ωστόσο μειονέκτημά τους θεωρούνται τα πιθανά ψευδώς θετικά αποτελέσματα, λόγω επιμόλυνσης από το περιβάλλον. Για το λόγο αυτό συνιστάται η πλύση τους πριν την ανάλυση, καθώς και η χρήση των λόγων αρχικής ένωσης/μεταβολίτες.

	Η εξέταση των δειγμάτων τρίχας είναι μια διαδικασία ρουτίνας σε μια ποικιλία εφαρμογών, ωστόσο, συνδέεται, επίσης, με έναν αριθμό αβεβαιότητας. Σε περιπτώσεις χρήσης προϊόντων και διαδικασιών περιποίησης όπως π.χ. βαφή, λεύκανση, περμανάντ, ίσιωμα, οι ενσωματωμένες ουσίες μπορεί να αποικοδομηθούν ή να απομακρυνθούν. Επιπλέον, λόγω ιατρικών καταστάσεων (π.χ., αλωπεκία) τα μαλλιά μπορεί να έχουν αφαιρεθεί ή να είναι πολύ κοντά. 

	Το κύριο συστατικό της τρίχας είναι η κερατίνη η οποία είναι πρωτεΐνη. Η τρίχα αποτελείται από δύο ευδιάκριτες δομές: 

	 

	
		Το Εξωτερικό ή ορατό τμήμα που ονομάζεται στέλεχος. Πρόκειται για ένα μακρύ, λεπτό κύλινδρο που καλύπτεται από κύτταρα, τα οποία είναι δεμένα μεταξύ τους και αποτελούνται από 3 στοιβάδες: τη μυελώδη, που είναι η εσωτερική στοιβάδα της τρίχας, έχει σπογγώδη πυκνότητα και αποτελείται από έναν αριθμό κυττάρων τα οποία είναι το ένα δίπλα στο άλλο σε σειρές που διαχωρίζονται από κενά αέρα, το φλοιό, που είναι η δεύτερη στοιβάδα και η οποία αποτελείται από κύτταρα που περιέχουν κερατίνη και μελανίνη, τη χρωστική που καθορίζει το χρώμα των μαλλιών και την επιδερμίδα, η οποία είναι η εξωτερική, ορατή στοιβάδα που αποτελείται από κύτταρα τα οποία μοιάζουν με λέπια και περιέχουν κερατίνη, έχει μορφή κεραμιδιών και εσωκλείει τη μυελώδη στοιβάδα και το φλοιό. Η επιδερμίδα είναι η βασική στοιβάδα του στελέχους.

		Το Εσωτερικό τμήμα, που βρίσκεται σε μία κοιλότητα η οποία ονομάζεται τριχοφόρος θύλακας ή σμηγματογόνος θύλακας. Το τμήμα αυτό αποτελείται από: τη ρίζα, που είναι το τμήμα της τρίχας το οποίο είναι “βυθισμένο” στο ανώτερο τμήμα του θύλακα και το βολβό, ο οποίος είναι το κατώτερο τμήμα του τριχοφόρου θύλακα που έχει ένα διεσταλμένο ωοειδές σχήμα. Όλη η διαδικασία της ανάπτυξης που οδηγεί στη σύνθεση της δομής της τρίχας, συμβαίνει στο σημείο αυτό. Στο εσωτερικό υπάρχει, επίσης, ο επιθηλιακός ιστός ή ιστός της ρίζας ο οποίος είναι πλούσιος σε αιμοφόρα αγγεία που οξυγονώνουν, θρέφουν το βολβό και αναπαράγουν τα βλαστικά κύτταρα που ωθούν προς τα επάνω τα νέα κύτταρα της τρίχας. Ο σμηγματογόνος αδένας ο οποίος είναι τοποθετημένος δίπλα στο θύλακα, παράγει σμήγμα, μια λιπαρή ουσία που θρέφει και λιπαίνει τα λέπια, για να δώσει λάμψη και ελαστικότητα στα μαλλιά. Ο ανορθωτήρας μυς της τρίχας, ο οποίος βρίσκεται διαγώνια στο πλάι του σμηγματογόνου αδένα, έχει τη λειτουργία της εκκένωσής του, μέσω συμπίεσης. Επιπλέον, διατηρεί το φυσιολογικό pH (5,5), την ενυδάτωση και την ελαστικότητα του δέρματος.



	 

	4.3.1.1. Οι τρίχες ως υπόστρωμα στον προσδιορισμό ναρκωτικών

	 

	Οι τρίχες αποτελούν ένα σημαντικό υπόστρωμα στην ανάλυση ναρκωτικών ουσιών, δεδομένου ότι συλλέγονται πολύ εύκολα και μπορούν να αποθηκευτούν για χρόνια, χωρίς να υποστούν απώλεια ή κάποια μεταβολή. Η προτίμησή τους στον προσδιορισμό ναρκωτικών ουσιών έγκειται στη δυνατότητα να παρέχουν ένα υψηλό ιστορικό της εκάστοτε έκθεσης/λήψης ουσιών, αν και συνήθως μειονεκτούν όσον αφορά στην ποσοτικοποίηση. Έτσι, είναι δυνατόν να δυσχεραίνεται ο ακριβής προσδιορισμός της συγκέντρωσης της ναρκωτικής ουσίας, ανάλογα το είδος της τρίχας και τη χημική συγγένεια που μπορεί να παρουσιάζει με την ουσία. Ένα επιπρόσθετο πλεονέκτημα που καθιστά τις τρίχες ιδανικό υπόστρωμα προς ανάλυση, είναι το γεγονός ότι πρόκειται για ένα αρκετά μη πολικό υπόστρωμα, που τείνει να προσροφά την αρχική ουσία (μητρική), η οποία είναι κατά κανόνα λιγότερο πολική από τους μεταβολίτες της. Το γεγονός αυτό προσφέρει τη δυνατότητα προσδιορισμού ναρκωτικών ουσιών, οι οποίες είναι σε θέση να μεταβολίζονται, συνεχώς, και να μην είναι δυνατή η ανίχνευσή τους σε άλλα υποστρώματα.

	 

	4.3.2. Όνυχες

	 

	Με τον όρο «όνυχας» εννοείται η ονυχαία πλάκα ή πλάκα του όνυχα ή πέταλο, η οποία είναι το σκληρό, ημιδιαφανές τμήμα του όνυχα. Η πλάκα του όνυχα αποτελείται από νεκρά, συμπιεσμένα κύτταρα, τα οποία έχουν ως βασικό συστατικό τους την κερατίνη, καθώς επίσης και λιπίδια, τα οποία εξασφαλίζουν την απαραίτητη περιεκτικότητα νερού στη δομή του, για τη διασφάλιση της ελαστικότητάς του. Η κοίτη του όνυχα βρίσκεται κάτω από την πλάκα του όνυχα, εκτείνεται από τη μήτρα έως το υπονύχιο (το σημείο κάτω από το ελεύθερο άκρο του όνυχα) και έχει δύο λειτουργίες: αφενός επιτρέπει στην πλάκα να προχωρά καθώς μεγαλώνει και αφετέρου την κρατάει συνδεδεμένη στο δάκτυλο.

	Η μήτρα του όνυχα βρίσκεται κάτω από την κεντρική παρανυχίδα και είναι υπεύθυνη για το σχηματισμό της πλάκας του όνυχα. Τέλος, η πλάκα του όνυχα περιβάλλεται από τις παρανυχίδες, οι οποίες προσφέρουν προστασία στη μήτρα του όνυχα. Οι όνυχες, όπως και οι τρίχες, είναι πολύ καλοί δείκτες μακροχρόνιας χρήσης ουσιών.

	Υπάρχουν διάφορες τεχνικές δειγματοληψίας νυχιών κατάλληλες για τοξικολογική ανάλυση: 

	 

	1. Τεμαχισμός προεξοχής των ονύχων με ειδικά εργαλεία κοπής. 

	2. Απόξεση των ανωτέρων στρωμάτων των νυχιών με τη χρήση μίας αιχμηρής λεπίδας. 

	3. Λήψη ολόκληρου όνυχα σε νεκροτομικά δείγματα.

	 

	4.3.3. Υδατοειδές υγρό

	 

	Το ανθρώπινο μάτι αποτελείται από 3 θαλάμους: τον πρόσθιο, τον οπίσθιο και το υαλοειδές υγρό. Ο βολβός του ματιού αποτελείται από τρία στρώματα: το σκληρό χιτώνα, το χοριοειδή χιτώνα και τον αμφιβληστροειδή χιτώνα. Κάθε οφθαλμικός βολβός είναι περίπου σφαιρικός, με διάμετρο περίπου 2,5 cm και βρίσκεται προφυλαγμένος μέσα στην οφθαλμική κόγχη την οποία σχηματίζουν τα οστά του κρανίου. Ο σκληρός χιτώνας (ή το λευκό του ματιού) είναι ένα ανθεκτικό περίβλημα που περιβάλλει τον οφθαλμικό βολβό και διατηρεί το σχήμα του. Ο χοριοειδής χιτώνας, ο οποίος τροφοδοτεί το μάτι με τις απαραίτητες θρεπτικές ουσίες, καλύπτει εσωτερικά το σκληρό. Ο χιτώνας αυτός περιλαμβάνει τον κερατοειδή χιτώνα, τον κρυσταλλοειδή φακό και την ίριδα. Η σύνδεση του ματιού με τον εγκέφαλο γίνεται με το οπτικό νεύρο, ενώ ο μήνιγγας περιβάλλει το οπτικό νεύρο που ενώνεται με το σκληρό χιτώνα, για να καταλάβει τον οπίσθιο ή ραχιαίο θάλαμο, ο οποίος αποτελεί τα 5/6 του συνόλου του οφθαλμού. Η κόρη του ματιού προστατεύει τον αμφιβληστροειδή χιτώνα, το πιο φωτοευαίσθητο μέρος του ματιού. Ο αμφιβληστροειδής χιτώνας καλύπτει εσωτερικά το χοριοειδή και περιέχει δύο ειδών φωτοευαίσθητα κύτταρα: τα ραβδία, τα οποία είναι υπεύθυνα για την όραση σε αμυδρά φωτιζόμενους χώρους και τα κωνία, τα οποία χρησιμεύουν για την όραση στο φως και την αντίληψη των χρωμάτων. Ο αμφιβληστροειδής και το οπτικό υγρό ‘εσωκλείονται’ από πυκνούς ινώδεις ιστούς: το μήνιγγα και το σκληρό χιτώνα. Το υπόλοιπο 1/6 του οφθαλμού ανήκει στον πρόσθιο θάλαμο που περιέχει τον κερατοειδή χιτώνα, ο οποίος διαθλά το προσπίπτον φως. Το υαλοειδές σώμα βρίσκεται ανάμεσα στον κρυσταλλοειδή φακό και στον αμφιβληστροειδή και καλύπτει το κέντρο του ματιού, αποτελώντας συνολικά το 80% του όγκου του. 

	 

	4.3.3.1. Το υδατοειδές υγρό στην ανάλυση 

	 

	Το υδατοειδές υγρό αποτελεί μετά το αίμα και τα ούρα, ένα εναλλακτικό δείγμα για αναλυτικούς σκοπούς, παρόλο που δεν παρουσιάζεται σε μεγάλο εύρος δημοσιευμένων εργασιών. Αυτό μπορεί να οφείλεται στο μικρό όγκο (5 mL) που μπορεί να συγκεντρωθεί σε σχέση με το αίμα και τα ούρα. Έτσι, η χαμηλή βάση δεδομένων έχει ως αποτέλεσμα να αλλοιώνεται εν μέρει η ερμηνευτική αξία των αποτελεσμάτων. 

	Κάθε μέθοδος χρωματογραφίας ή ανοσοχημείας που εφαρμόζεται σε δείγματα ούρων και αίματος, μπορεί να εφαρμοστεί και σε δείγματα υδατοειδούς υγρού με υψηλή ακρίβεια, όμως, το υδατοειδές υγρό φαίνεται να πλεονεκτεί έναντι των άλλων δειγμάτων, κυρίως λόγω της σύστασής του. Καθώς περιέχει ένα πολύ μικρό ποσοστό στερεού υπολείμματος (1%), το υπόστρωμα του υαλοειδούς υγρού χρειάζεται μερική ή καθόλου προκατεργασία, οπότε μειώνεται σημαντικά η ταχύτητα και ο χρόνος ανάλυσης. Επίσης, το υπόστρωμά του, παρουσιάζει σταθερότητα σε ένα μεγάλο αριθμό ναρκωτικών. Ακόμα, είναι σημαντική η συμβολή του υδατοειδούς υγρού σε μεταθανάτιες τοξικολογικές εξετάσεις. Λόγω της απομονωμένης θέσης που κατέχει στον οφθαλμό, προστατεύεται από οποιαδήποτε επιμόλυνση, σήψη ή τραύμα. Τα προϊόντα αποικοδόμησης του σώματος δεν επηρεάζουν σημαντικά τη δομή και τη σύσταση του υδατοειδούς υγρού∙ αν και όσο αυτό αποξηραίνεται με τη σήψη, τόσο δυσκολεύει η συλλογή του.

	 

	4.3.3.2. Μεταφορά ουσιών στο υδατοειδές υγρό

	 

	Το υαλοειδές στρώμα αποτελείται από ένα δίκτυο λεπτών ινιδίων που αποτελούνται από νημάτια πρωτεΐνης, με το υδατοειδές υγρό να γεμίζει τα διάκενα του υαλοειδούς στρώματος. Παρόλο που η δομή της πρωτεΐνης μοιάζει με αυτήν του κολλαγόνου των χόνδρων, παρουσιάζει κάποιες διακριτές διαφορές. Το υδατοειδές υγρό συνίσταται από υαλουρονικό οξύ.

	Το υαλουρονικό οξύ είναι ένα πολυσακχαρίδιο που αποτελείται από επαναλαμβανόμενες μονάδες δισακχαρίτη, με καθεμία ομάδα να φέρει μία εξοζαμίνη ενωμένη με το υαλουρονικό οξύ. Το υδατοειδές υγρό αποτελείται από επαναλαμβανόμενα μόρια υαλουρονικού οξέος και ινιδίων κολλαγόνου. Ωστόσο, η σύνθεση του υδατοειδούς υγρού στον άνθρωπο, αποτελείται και από υπόλοιπες έξι πρωτεΐνες και 2 τύπους γλυκοπρωτεϊνών. Ανάμεσα σε αυτά τα μόρια του υδατοειδούς υγρού υπάρχει ένα μεγάλος αριθμός ιόντων και ουσιών. Τα επίπεδα συγκεντρώσεων του νατρίου, του χλωρίου και του ασβεστίου είναι συγκρίσιμα με αυτά του ορού του αίματος, από υγιείς ενήλικες σε αρχικό στάδιο σε μεταθανάτιες αναλύσεις. Οι συγκεντρώσεις του καλίου αυξάνονται ραγδαία μετά το θάνατο, καθώς το κάλιο μεταναστεύει από τα κύτταρα στα γειτονικά υγρά του σώματος. Δύο αζωτούχες ενώσεις: η ουρία και η κρεατινίνη βρίσκονται σε αναλογία στο υδατοειδές υγρό και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες με τον ορό του αίματος. 

	Η ισορροπία ανάμεσα στο αίμα και το υδατοειδές υγρό είναι αργή σε σχέση με το αίμα και τα άλλα εξωκυτταρικά υγρά. Αυτό προϋποθέτει την παρουσία ενός φράγματος. Η κίνηση και η μεταφορά των μορίων προς και από το υδατοειδές υγρό γίνεται με διάφορους μηχανισμούς, όπως διάχυση, διαφορά υδροστατικής και οσμωτικής πίεσης, μετάδοση θερμότητας κ.ά. Οι υψηλού μοριακού βάρους ουσίες και τα κολλοειδή σωματίδια «ταξιδεύουν» με μεταφορά θερμότητας, ενώ τα μικρού μοριακού βάρους μόρια κινούνται, κυρίως, με διάχυση μέσα και έξω από το υδατοειδές υγρό. Υπάρχει μία ένδειξη για αμφίδρομη πορεία που μετέχει στην κίνηση αυτών των μορίων. 

	Τα κοινά ναρκωτικά είναι μικρού μοριακού βάρους μόρια και έτσι κινούνται μέσα και έξω από το υδατοειδές υγρό με διάχυση. Μόνον το ναρκωτικό σε ελεύθερη μορφή είναι ικανό να αφήσει το αίμα και να εισέλθει στο υδατοειδές υγρό. Επίσης, ναρκωτικά που δεν είναι δεσμευμένα με πρωτεΐνες, αναμένεται να βρίσκονται σε σημαντικές συγκεντρώσεις στο υδατοειδές υγρό. 

	 

	4.3.4. Εγκεφαλονωτιαίο υγρό

	 

	Το εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ΕΝΥ, cerebrospinal fluid, CSF) είναι ένα διαυγές, άχρωμο υγρό, ελαφρά αλκαλικό που καταλαμβάνει το χώρο μεταξύ του αραχνοειδούς μήνιγγα (το μεσαίο στρώμα της κάλυψης του εγκεφάλου, τις μήνιγγες) και του υπαραχνοειδούς μήνιγγα (το στρώμα των μηνίγγων που βρίσκεται πλησιέστερα προς τον εγκέφαλο). Στην ουσία, ο εγκέφαλος "επιπλέει" σε αυτό. Το ΕΝΥ αποτελεί το περιεχόμενο όλης της ενδοεγκεφαλικής κοιλίας (το εσωτερικό του εγκεφάλου, cerebrum) και το κεντρικό κανάλι του νωτιαίου μυελού. Λειτουργεί ως ένα "μαξιλάρι" ή ρυθμιστικό για το φλοιό, παρέχοντας, κατά κύριο λόγο, μια μηχανική και ανοσολογική προστασία στον εγκέφαλο μέσα στο κρανίο. Σε αυτό περιέχονται, κυρίως, λεμφοκύτταρα, μικρή ποσότητα γλυκόζης, καθώς και ίχνη πρωτεϊνών. Το ΕΝΥ γεμίζει τον υπαραχνοειδή χώρο, τις κοιλίες του εγκεφάλου και τον κεντρικό σωλήνα του νωτιαίου μυελού. Το εγκεφαλονωτιαίο υγρό είναι σημαντικό βιολογικό υλικό που μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην τοξικολογία. Η ανάλυσή του μας δίνει πληροφορίες για την ποσότητα μίας ουσίας στο ΚΝΣ κατά τη στιγμή του θανάτου. Παραλαμβάνεται όλος ο όγκος του ΕΝΥ από το νεκρό, με παρακέντηση της παρεγκεφαλονωτιαίας δεξαμενής ή μέσω οσφυϊκής παρακέντησης.

	Ο ολικός όγκος είναι περίπου 130 mL, αλλά μετά από 72 ώρες από το θάνατο, απορροφάται από τους περιβάλλοντες ιστούς.

	 

	4.3.5. Στοματικά υγρά

	 

	Τα στοματικά υγρά έχουν δύο πλεονεκτήματα: Εύκολη λήψη και όχι εύκολη αντικατάσταση. Αφορούν τις ενώσεις που δεν είναι δεσμευμένες σε πρωτεΐνες, οι οποίες και είναι οι φαρμακολογικά ενεργές. Οι φαρμακοκινητικές μελέτες σε στοματικά υγρά είναι παρόμοιες με αυτές στο πλάσμα.

	Στην κοκαΐνη ο λόγος συγκέντρωσης στοματικού υγρού/πλάσμα είναι 3 και η ένωση και οι μεταβολίτες της ανιχνεύονται μέχρι 17 ώρες από τη χρήση. Παρατηρείται μεγαλύτερη ημιπερίοδος ζωής σε σύγκριση με το πλάσμα.

	Το σάλιο ή σίελος αποτελεί το έκκριμα των μικρών και μεγάλων σιελογόνων αδένων (παρωτίδα, υπογνάθιοι & υπογλώσσιοι αδένες). Το σάλιο αποτελείται από 99,5% περίπου νερό και 0,5% από ανόργανα (κυρίως ηλεκτρολύτες, όπως ιόντα καλίου, νατρίου, χλωρίου και τα όξινα ανθρακικά ιόντα. Σε μικρότερη ποσότητα περιέχει φωσφορικά ιόντα και ιόντα ασβεστίου, μαγνησίου, ιωδίου, και θειοκυανικά) και οργανικά συστατικά (όπως ένζυμα: πτυαλίνη (αμυλάση), λυσοζύμη, καλλικρεΐνη, αλκαλική φωσφατάση κτλ.). Περιέχει επίσηςπρωτεΐνες: φωσφοπρωτεΐνες (σταθερίνη, ιστατίνη κτλ.) και γλυκοπρωτεΐνες (μουκίνες), Αντισώματα, συγκολητινογόνα του συστήματος ΑΒΟ, ορμόνες, αυξητικούς παράγοντες). Το pH του κυμαίνεται 5,2 και 7,8 (μέση τιμή 6,7).

	Ο όγκος του εκκρινόμενου σάλιου κατά τη διάρκεια ενός εικοσιτετραώρου κυμαίνεται μεταξύ 0,75-1,2 L. Το 90% του σάλιου παράγεται κατά τη διάρκεια της ημέρας, ενώ κατά τη διάρκεια του ύπνου η έκκριση είναι ελάχιστη. Διάφορα ερεθίσματα μπορούν να αυξήσουν ή να μειώσουν την έκκριση του σάλιου. 

	Υπάρχουν 2 τρόποι συλλογής δείγματος σιέλου:

	 

	
		Με απόχρεμψη: Έχει το πλεονέκτημα ότι αντιπροσωπεύει καλύτερα τις συγκεντρώσεις του προσδιοριζόμενου φαρμάκου στον απεκκρινόμενο σίελο, αλλά και το μειονέκτημα της δυσάρεστης διαδικασίας συλλογής.

		Με εξειδικευμένη συσκευή: έχει το πλεονέκτημα ότι είναι ευκολότερη και ταχύτερη η συλλογή, με ελάχιστη παρέμβαση από το χειριστή. Επιπλέον, διατηρείται η ιδιωτικότητα του εθελοντή. Ως μειονέκτημα μπορεί να θεωρηθεί η μεταβλητότητα της ποσότητας του δείγματος που συλλέγεται από συσκευή σε συσκευή, καθώς και το γεγονός ότι η προσρόφηση φαρμάκων στην ίδια τη συσκευή μπορεί να οδηγήσει σε ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα δοκιμής.



	 

	Σχετικά με την ανάλυση των στοματικών υγρών μπορούμε να πούμε ότι:

	 

	
		Η ανάλυση επηρεάζεται από την παρουσία πρωτεϊνών σε ευρεία περιοχή συγκεντρώσεων. 

		Η δειγματοληψία του είναι εύκολη και μη επεμβατική, εξαλείφοντας έτσι οποιαδήποτε ταλαιπωρία και πιθανό πόνο που συνδέεται με τη συλλογή του αίματος. Σε σύγκριση με το αίμα, το σάλιο περιέχει μικρότερη ποσότητα πρωτεϊνών.

		Αποφεύγονται, επίσης, θέματα προστασίας της ιδιωτικής ζωής που σχετίζονται με τη συλλογή των ούρων.

		Η σύνθεση του σάλιου αντικατοπτρίζει με μεγαλύτερη ακρίβεια την πρόσφατη κατάσταση του σώματος σε κάθε δεδομένη στιγμή. 



	 

	Στον Πίνακα 4.1 δίνονται συγκριτικά τα χαρακτηριστικά σιέλου και ούρων στη βιοανάλυση.
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	Πίνακας 4.1. Σύγκριση των χαρακτηριστικών των δύο βιολογικών δειγμάτων: σιέλου και ούρων

	 

	4.3.6. Ιδρώτας

	 

	Ο ιδρώτας ως βιολογικό υπόστρωμα δε συνηθίζεται σε ανάλυση ρουτίνας, καθώς είναι δύσκολη η συλλογή δείγματος, ενώ γίνεται συνήθως με επιδερμικά αυτοκόλλητα (patches) και επηρεάζεται εύκολα από περιβαλλοντική επιμόλυνση. Στα δείγματα αυτά οι αρχικές ενώσεις είναι σε μεγαλύτερη συγκέντρωση από τους μεταβολίτες.

	 

	4.3.7. Αμνιακό υγρό και μηκώνιο

	 

	Το αμνιακό υγρό είναι διάφανο, υπόλευκο και άοσμο υγρό και αποτελείται σε ποσοστό 97% από νερό. Η δημιουργία του οφείλεται στις εκκρίσεις από το σώμα του εμβρύου αλλά και του οργανισμού της μητέρας. Ανανεώνεται συνέχεια και η ποσότητά του ποικίλλει ανάλογα με το στάδιο της εγκυμοσύνης. Κατά την έβδομη εβδομάδα, για παράδειγμα, φτάνει τα 300 με 400 mL, στην εικοστή είναι ένα λίτρο περίπου, ενώ αργότερα αυξάνεται στα δύο λίτρα. Το αμνιακό υγρό περιέχει όλες τις ουσίες που υπάρχουν μέσα στο αίμα αλλά και νεκρά κύτταρα, τα οποία αποβάλλονται από το έμβρυο. Εκκρίνεται και ανανεώνεται διαρκώς, κάθε τρεις ώρες προς το τέλος της εγκυμοσύνης, γιατί το μωρό απορροφά καθημερινά μεγάλες ποσότητες. 

	Το μηκώνιο είναι το αποτέλεσμα των πρώτων εντερικών κενώσεων του νεογέννητου. Το μεταβολικό προφίλ στο μηκώνιο είναι διαφορετικό από των ούρων.

	 

	4.4. Συλλογή δειγμάτων-Δειγματοληψία

	 

	Το πρώτο στάδιο της προκατεργασίας είναι η δειγματοληψία, η οποία πρέπει να είναι αντιπροσωπευτική για το δείγμα και να μην αλλοιώνει τη σύστασή του.

	Μετά τη συλλογή τους τα βιολογικά δείγματα πρέπει να αποθηκεύονται και να συντηρούνται με ειδικούς τρόπους μέχρι την ανάλυσή τους, ανάλογα με την περίπτωση. Πρέπει να λαμβάνονται τα απαραίτητα μέτρα προστασίας κατά τη μεταφορά και φύλαξη των βιολογικών υλικών και πειστηρίων (δειγματοληψία, σωστή συσκευασία, σωστή συντήρηση, επισήμανση κάθε περιέκτη και ασφαλής μεταφορά δειγμάτων στο εργαστήριο).

	Η συλλογή των δειγμάτων γίνεται, συνήθως, σε πλαστικούς περιέκτες. Στην περίπτωση, όμως, που οι ενώσεις οι οποίες πρόκειται να ανιχνευθούν και να προσδιορισθούν είναι πτητικές, απαιτείται αεροστεγής πωματισμός, σε φιαλίδια με τον ελάχιστο δυνατό υπερκείμενο χώρο (head-space). Χρήση συντηρητικών δεν απαιτείται στα ούρα ή π.χ. στο γαστρικό περιεχόμενο, όμως στο αίμα προστίθεται ηπαρίνη, ως αντιπηκτικό και φθοριούχο νάτριο (2 mg/dL) ως συντηρητικό.

	 

	4.4.1. Δειγματοληψία ξηρής κηλίδας αίματος (Dried blood spot sampling)

	 

	Η δειγματοληψία ξηρών ή αποξηραμένων κηλίδων αίματος (Dried Blood Spot, DBS) χρησιμοποιείται για πάνω από 40 χρόνια, κυρίως στα νεογνά, κατά τον έλεγχο για συγγενή μεταβολικά νοσήματα. Η τεχνική αυτή γνώρισε πρόσφατα απότομη αύξηση του ενδιαφέροντος, στο πλαίσιο της ανάπτυξης φαρμάκων και εφαρμόζεται όλο και περισσότερο για τη στήριξη τοξικοκινητικών (ΤΚ) και φαρμακοκινητικών (PK) μελετών, καθώς το κόστος της ανάπτυξης φαρμάκων έχει αυξηθεί δραματικά τα τελευταία χρόνια και οι φαρμακευτικές εταιρίες βρίσκονται υπό μεγάλη πίεση να αναζητήσουν έξυπνες και αποτελεσματικές λύσεις που θα επιφέρουν μείωση του συνολικού κόστους.

	Ένα μειονέκτημα των μέχρι σήμερα διαθέσιμων μεθόδων DBS, είναι η μείωση της σταθερότητας των αποξηραμένων δειγμάτων, όταν αυτά εκτεθούν σε υγρασία. Επιπλέον, η έκθεση του διηθητικού χαρτιού στον αέρα και τις επιφάνειες κατά τη διάρκεια της ξήρανσης ή αποστολής μπορεί να οδηγήσει σε επιμόλυνση του δείγματος. Τα επιμέρους εξαρτήματα που απαιτούνται για τη δειγματοληψία με τις τρέχουσες τεχνικές, περιλαμβάνουν νυστέρι, διηθητικό χαρτί, ένα στήριγμα για την ξήρανση και δοχεία για τη μεταφορά. 

	Τα πλεονεκτήματα της δειγματοληψίας DBS είναι ότι απαιτούνται ελάχιστοι όγκοι δειγμάτων (περίπου 30 - 100 μL, ανά κηλίδα), η ευκολία παραλαβής του δείγματος από το δάχτυλο ή με μεταλλική μικροράβδο από το πέλμα με ελάχιστη εκπαίδευση, η ευκολία μεταφοράς και η σταθερότητα του δείγματος. Μόλις στεγνώσει το δείγμα, είναι σταθερό για εβδομάδες ή και μήνες σε θερμοκρασία περιβάλλοντος και μήνες ή και χρόνια υπό ψύξη.

	Πρόσθετο πλεονέκτημα είναι, επίσης, το γεγονός ότι οι ιοί (HIV, HCV) και τα βακτήρια είναι αδρανοποιημένα, όταν είναι τοποθετημένα στο διηθητικό χαρτί, βελτιώνοντας σημαντικά την ασφάλεια για τους αναλυτικούς χημικούς, αλλά και για τους μεταφορείς των δειγμάτων και τους τεχνικούς των εργαστηρίων. Ακόμη δεν απαιτείται φυγοκέντρηση ή κατάψυξη των δειγμάτων και είναι η διαδικασία είναι ιδιαίτερα οικονομική. Δεδομένου δε ότι οι αποστολές δειγμάτων που πραγματοποιούνται σε ξηρό πάγο, χρήζουν ιδιαίτερης προσοχής, σημαντική μείωση του συνολικού κόστους μπορεί να γίνει με τη χρήση της τεχνολογίας DBS, που θα απλουστεύσει σημαντικά τη διοικητική μέριμνα, ενώ τα αποξηραμένα δείγματα σε διηθητικό χαρτί μπορούν να αποστέλλονται σε έναν απλό φάκελο, σε συνθήκες περιβάλλοντος. Αυτά τα σημαντικά χαρακτηριστικά έχουν κάνει πρόσφατα τη DBS ως την πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδο δειγματοληψίας για τους γενετικούς ελέγχους και μακροχρόνια δείγματα bio-banking. Μέσα στα τελευταία χρόνια, έχει γίνει χρήση δειγματοληψίας DBS για κλινικές και προκλινικές φαρμακοκινητικές μελέτες, ενώ έχει, επίσης, χρησιμοποιηθεί και για την παρακολούθηση των ασθενειών. Σε προκλινικές μελέτες, η δειγματοληψία DBS επιτρέπει μια πιο αποτελεσματική χρήση των δειγμάτων αίματος που οδηγεί στη μείωση του αριθμού των πειραματόζωων. Αυτό μεταφράζεται ταυτόχρονα σε αύξηση της οικονομικής απόδοσης και βελτιωμένη ηθική. 
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	Σχήμα 4.3. Δειγματοληψία ξηρής κηλίδας αίματος DBS

	 

	4.4.2. Στάδια δειγματοληψίας- προκατεργασίας

	 

	Η τεχνική DBS περιλαμβάνει τη δειγματοληψία αίματος, κατά την οποία μικρές ποσότητες αίματος 20-50 μL είτε από το σημείο του δακτύλου είτε από το πέλμα ενσταλάζονται σε ειδικό, προτυπωμένο διηθητικό χαρτί-κάρτα (σχήμα 4.3). Το δείγμα στη συνέχεια αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου είτε 2 ώρες, είτε 3 ώρες, είτε κατά τη διάρκεια όλης της νύχτας. Έπειτα με ειδικό για την περίπτωση των κηλίδων, εργαλείο διακόρευσης, αποσπώνται κυκλικοί δίσκοι, οι διάμετροι των οποίων μπορεί να κυμαίνονται μεταξύ των τιμών 3 mm, 6 mm και 8 mm. Ακολουθεί η εκχύλιση του δίσκου με κατάλληλο διαλύτη και η προσθήκη του εκάστοτε εσωτερικού προτύπου, όπου αυτό προβλέπεται. Η διευκόλυνση της εκχύλισης γίνεται είτε με ανάδευση με vortex, είτε με φυγοκέντρηση και ακολουθεί η ανάλυση του δείγματος.

	Παρόμοια τεχνική εφαρμόζεται και στη δειγματοληψία ούρων (Dried urine spot (DUS), π.χ. στον προσδιορισμό οπιούχων και κοκαΐνης σε δείγματα ούρων, αλλά και στην ανάλυση σιέλου και αμνιακού υγρού (dried amniotic fluid on filter paper).
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