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			Κεφάλαιο 8: Τεχνολογία της in vitro Διαγνωστικής Εργαστηριακής Yποστήριξης των ΤΕΠ, των ΜΕΘ και των Χειρουργείων

			Σύνοψη 

			Στο παρόν κεφάλαιο θα καλυφθούν τα ακόλουθα θέματα:

			
					Φασματοφωτομετρία.

					Φθορισμοφασματοφωτομετρία. 

					Φασματοφωτομετρία Ατομικής Εκπομπής και Απορρόφησης.

					Υγρή και Αέριος Χρωματογραφία, HPLC, TLC κλπ.

					Η τεχνολογία της κλασικής, της τριχοειδούς και της δισδιάστατης Ηλεκτρο-φόρησης.

					Αυτόματοι αναλυτές αερίων αίματος 

					Οι Ανoσοπροσδιορισμοί και η Οργανολογία τους.

					Μέθοδοι και εξοπλισμός της Μοριακής Βιολογίας και οι Διεγχειρητικές Ιστοπαθολογικές και Κυτταρολογικές εξετάσεις.

					Αιματολογική Υποστήριξη των Χειρουργείων.

					Η αυτοματοποίηση, η διαδικτύωση και η σμίκρυνση των αναλυτικών διατάξεων του IVD Εργαστηρίου και οι Παρακλίνιες Εξετάσεις (IVD-PoCΤ) σε ΤΕΠ, ΜΕΘ, Χειρουργεία και στην μετεγχειρητική παρακολούθηση ασθενών κατ΄οίκον.

			

			8.1. Φασματοφωτομετρία και Φθορισμοφασματοφωτομετρία

			H Φασματοφωτομετρία: Στην Αναλυτική Χημεία, με τον όρο Φωτομετρία εννοούμε τη μέτρηση της ικανότητας ενός διαλύματος να επιτρέπει τη διέλευση φωτός, με στόχο τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης φωτο – απορροφητικών ουσιών μέσα στο διάλυμα. Η Φωτομετρία προφανώς μπορεί να εφαρμοσθεί για τη μέτρηση της διερχομένης ενέργειας στις ακόλουθες περιοχές του φάσματος των Ηλεκτρομαγνητικών Ακτινοβολιών [1]:

			
					Υπεριώδη (UV): 195 – 380 nm. Η περιοχή αυτή παράγεται από μεταπηδήσεις ηλεκτρονίων σθένους σε διάφορα μόρια. Οι ενώσεις, οι οποίες παρουσιάζουν μέγιστη απορρόφηση, στην περιοχή αυτή, είναι αυτές που διαθέτουν μεμονωμένους διπλούς και τριπλούς δεσμούς, πεπτιδικούς δεσμούς, αρωματικές ενώσεις, καρβονυλικές ομάδες και άλλες ενώσεις με ετερο – άτομα.

					Ορατή (VIS): 390 – 790 nm. Η περιοχή αυτή ορίζεται ως η περιοχή των μηκών κύματος, η οποία είναι ορατή από το ανθρώπινο μάτι, παρουσιάζει συνεχές φάσμα και συγκεκριμένες περιοχές μηκών κύματος, δίδουν την υποκειμενική αίσθηση ενός χρώματος. Το ορατό χρώμα, αντιστοιχεί στα μήκη κύματος του διερχομένου και όχι του απορροφουμένου φωτός.

					Υπέρυθρη (IR): 1 – 300 μm. Η ανάλυση και η ταυτοποίηση, οργανικών, κυρίως, ουσιών βασίζεται στην απορρόφηση ενέργειας ταλαντώσεων, από τους διάφορους τύπους δεσμών, πρωτίστως στην περιοχή ανάμεσα στα 2.5 – 15.0 μm.
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			Πίνακας 8.1 Το Μήκος κύματος λ (nm) και το χρώμα του αντίστοια Απορροφουμένου και Ανακλωμένου Φωτός.

			Το απορροφούμενο φως, είναι το συμπληρωματικό του διερχομένου, δηλαδή ένα κόκκινο διάλυμα απορροφά πράσινο φώς και επιτρέπει τη διέλευση (εκπέμπει) στο ερυθρό. Αντίστοιχα για τα βασικότερα χρώματα διαλυμάτων, ισχύει προσεγγιστικά στην περιοχή του ορατού ο νόμος των Lambert – Beer.

			O Νόμος των Lambert – Beer: Αν υποθέσουμε ότι μια δέσμη μονοχρωματικού φωτός, έντασης Ι0, διέρχεται μέσω μιας κυψελλίδας, η οποία περιέχει ένα διάλυμα μιας ουσίας, ένα μέρος του φωτός απορροφάται από τα μόρια του δείγματος ενώ το υπόλοιπο διέρχεται μέσω του διαλύματος. Η ένταση του διερχομένου φωτός Ι, θα είναι μικρότερη από την Ι0 και τον λόγο:

			[image: ]

			τον καλούμε Διαπερατότητα (Transmittance) της ουσίας στο διάλυμα. Η διαπερατότητα συνήθως παρουσιάζεται ως ποσοστό:
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			Η σχέση μεταξύ %Τ και συγκέντρωσης, δεν είναι γραμμική αλλά αντίστροφη λογαριθμική. Για να μην χρησιμοποιούμε λογαριθμικές μονάδες, στην πράξη, χρησιμοποιούμε το μέγεθος της Απορρόφησης (Absorbance) A, η οποία ορίζεται ως:
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			Η ποσοστιαία Διαπερατότητα %Τ συνδέεται με την Απορρόφηση με τη σχέση:
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			Το πλεονέκτημα της χρήσης των μετρήσεων της απορρόφησης, αντί της διαπερατότητας, βρίσκεται στο ότι η απορρόφηση συνδέεται γραμμικά με τη συγκέντρωση, όπως προκύπτει από τον λεγόμενο νόμο των Lambert – Beer, ο οποίος προέκυψε από μια σειρά εργασιών των Bouguer (1729), Lambert (1760), Bernard και Beer (1852). Οι σχέσεις αυτές, μεταξυ Απορρόφησης, πΌσοστιαίας Διαπερατότητας και Συγκέντρωσης ενός διαλύματος, θα παραχθούν στην συνέχεια [2], [3].
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			Εικόνα 8.1 Διαπερατότητα Τ μονοχρωματικού φωτός Ι,Ι0 μέσω κυψελλίδας και η εξάρτηση της %Τ από τη συγκέντρωση c, σε γραμμικές και ημιλογαριθμικές συντεταγμένες [1].

			Το ποσοστό του προσπίπτοντος φωτός – dI/I, το οποίο απορροφάται από μια κυψελλίδα, εξαρτάται από το μήκος της διαδρομής l και προκαλείται από μια στοιχειώδη αύξηση dc της συγκέντρωσης του διαλύματος, για σταθερό μήκος διαδρομής:
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			Μέσω ολοκληρώσεως προκύπτει:
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			Ισχύει:
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			όπου: 
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			Τελικά:
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			Συγκέντρωση ως συνάρτηση της Απορρόφησης: Όταν η Απορρόφηση Α μιας ουσίας μετρηθεί σε διάφορα μήκη κύματος, προκύπτει μια καμπύλη φασματικής απορρόφησης ή ένα φάσμα απορρόφησης. Κάθε ουσία έχει ένα χαρακτηριστικό φάσμα απορρόφησης, πάνω στο οποίο είναι δυνατόν να προσδιορισθούν τα σημεία στα οποία η απορρόφηση είναι τοπικά μέγιστη. Ένα η περισσότερα από αυτά, είναι κατάλληλα για τον ποσοτικό προσδιορισμό της συγκέντρωσης μιας ουσίας.
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			Εικόνα 8.2 Τυπική καμπύλη φασματικής απορρόφησης. Το μέγιστο C είναι το καταλληλώτερο για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης [1].

			Κριτήρια για την επιλογή του κατάλληλου τοπικού μεγίστου του φάσματος, είναι κυρίως:

			
					Το ύψος (peak) του μεγίστου, από το οποίο εξαρτάται η ευαισθησία της μεθόδου.

					Το εύρος του μεγίστου, διότι πολύ στενές κορυφές είναι δυνατόν να μην εντοπίζονται εύκόλα, λόγω σφάλματος επιλογής του καταλλήλου μήκους κύματος (αξιοπιστία).

					Η σχετική του θέση ως προς τα μέγιστα απορρόφησης άλλων ουσιών, που τυχόν ευρίσκονται στο διάλυμα (ειδικότητα).

			

			Στους φασματοφωτομετρικούς προσδιορισμούς, η Απορρόφηση μιας άγνωστης συγκέντρωσης Cx ουσίας Ax συγκρίνεται με την απορρόφηση As γνωστής συγκέντρωσης Cx της ίδιας ουσίας και κάτω από τις ίδιες συνθήκες μέτρησης. Τότε, σύμφωνα με τον νόμο των Lambert – Beer ισχύει:
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			και
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			Συνεπώς:
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			Η εξίσωση:
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			είναι η βασική σχέση, η οποία χρησιμοποιείται για τον φασματοφωτομετρικό προσδιορισμό αγνώστων συγκεντρώσεων, βάσει γνωστών διαλυμάτων αναφοράς (standard). Με βάση τη γραμμική αυτή εξίσωση, μπορούν να χαραχθούν και καμπύλες (ευθείες) αναφοράς, από τις οποίες θα προκύπτει η άγνωστη συγκέντρωση, με βάση τη μετρουμένη απορρόφηση.
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			Εικόνα 8.3 Εξάρτηση της απορρόφησης ενός διαλύματος από τη συγκέντρωση της ουσίας η οποία απορροφά, σε συγκεκριμένο μήκος κύματος λ του προσπίπτοντος φωτός [1].

			Η καμπύλη αυτή είναι ευθεία, μόνον σε χαμηλές συγκεντρώσεις, μικρότερες από 0.2 Μ. Σε υψηλότερες συγκεντρώσεις, η καμπύλη δεν είναι πια γραμμική, επειδή μέρος της απορροφουμένης ενέργειας, χάνεται στις συγκρούσεις γειτονικών μορίων. Στις περιπτώσεις αυτές, η απλούστερη λύση είναι η ελεγχόμενη αραίωση του διαλύματος, πριν τη φωτομέτρηση και στη συνέχεια, η αναγωγή των αποτελεσμάτων, στην αρχική αραίωση.

			Η έννοια του Αντιδραστηρίου: Στην Κλινική Βιοχημεία, σπανίως τα υπό ανίχνευση Βιομόρια, απορροφούν σε χαρακτηριστικά μήκη κύματος, τα οποία να μην επικαλύπτονται με αντίστοιχα άλλων Βιομορίων (όπως π.χ. η Αιμοσφαιρίνη ή η Χολερυθρίνη). Τα περισσότερα Βιομόρια, θα πρέπει να εμπλακούν σε μία αντίδραση, με τα μόρια ενός Αντιδραστηρίου, του οποίου η παραγωγή ή η κατανάλωση στο διάλυμα, να είναι γραμμική συνάρτηση της συγκέντρωσης του υπό ανίχνευση Βιομορίου. Το αντιδραστήριο αυτό, θα πρέπει να παρουσιάζει ένα σαφώς διακριτό μέγιστο απορρόφησης, το οποίο να είναι δυνατόν να μετράται φωτομετρικά και στην συνέχεια, να επιτρέπει τον κατ’ αναλογία προσδιορισμό της συγκέντρωσης, του υπό ανίχνευση Βιομορίου. Ένα τέτοιο κατάλληλο μόριο είναι π.χ. το συνένζυμο 

			NAD+/NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)

			ή η φωσφορυλλιωμένη μορφή του 

			NADP+/NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate)

			του οποίου η ανηγμένη μορφή παρουσιάζει ένα πρόσθετο χαρακτηριστικό μέγιστο απορρόφησης στα 340 nm, το οποίο δεν παρουσιάζει η οξειδωμένη μορφή.
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			Εικόνα 8.4 Αριστερά:Οξειδωμένη και Ανηγμένη μορφή του NAD+/NADH. Δεξιά: H φασματική απορρόφηση του συνενζύμου NAD+/NADH σε υδατικό διάλυμα [4].

			Αξιοποιώντας την ιδιαιτερότητα αυτή, είναι δυνατόν να προσδιορίσουμε σειρά Βιομορίων, τα οποία εμπλέκονται, αμέσως ή εμμέσως, στην οξειδοαναγωγή του NAD+/NADH ή NADP+/NADPH. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα, αποτελεί η ακόλουθη μέθοδος προσδιορισμού της στάθμης της Γλυκόζης (GLU) του αίματος:

			[image: ]

			Εικόνα 8.5 Μέθοδος προσδιορισμού της στάθμης της Γλυκόζης (GLU) του αίματος.

			Δεδομένου ότι η αντιστοιχία των παραγομένων μορίων NADPH που παράγονται, προς τα υπό ανίχνευση μόρια Γλυκόζης (GLU) είναι 1:1, προσδιορίζοντας φωτομετρικά τη συγκέντρωση του NADPH στο διάλυμα, προσδιορίζεται και η αντίστοιχη συγκέντρωση της Γλυκόζης. Σε ένα δεύτερο παράδειγμα, το υπό ανίχνευση Βιομόριο, είναι το ένζυμο LDH (Lactate Dehydrogenase), το οποίο μεσόλαβεί στην παρακάτω αντίδραση:
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			Εικόνα 8.6 Ανίχνευση μορίου LDH.

			Όσο μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση του LDH, στην κυψελλίδα, στην οποία πραγματοποιείται η αντίδραση, τόσο περισσότερο μετατοπίζεται η ισορροπία προς τα δεξιά, η αντίδραση «επιταχύνεται» και ο ρυθμός κατανάλωσης του NADH θα αυξάνει. Αν μετράται η μεταβολή της Απορρόφησης ΔΑ/Δt συναρτήσει του χρόνου, η οποία είναι προφανώς ανάλογη της μεταβολής της Συγκέντρωσης ΔC/Δt του NADH, τότε, η κλίση της καμπύλης που προκύπτει, είναι μέτρο της συγκέντρωσης του υπό ανίχνευση μορίου LDH. Στη συγκεκριμένη αντίδραση, η κινητική της αντίδρασης είναι αρχικά μηδενικού βαθμού (χρόνος επώασης) και στη συνέχεια πρώτου βαθμού και άρα η καμπύλη θα είναι ευθεία. Συνεπώς απαιτούνται πρακτικά μόνο δύο μετρήσεις, μετά την πάροδο του χρόνου επώασης. 

			Γενικότερα όμως, επειδή η κινητική των αντιδράσεων, μπορεί να επηρεαστεί από σωρεία παραγόντων και να καταστεί μη γραμμική, απαιτείται η λήψη πολλών σημείων - μετρήσεων, κατά τη διάρκεια της φωτομέτρησης (multiple point reaction). Στην περίπτωση αυτή χρησιμοποιούμε μια τυπική (standard) καμπύλη, για να προσδιορίσουμε τη συγκέντρωση ενός αγνώστου διαλύματος. Μια τέτοια καμπύλη προκύπτει με την απεικόνιση των απορροφήσεων στον άξονα των y συναρτήσει των συγκεντρώσεων στον άξονα των x, μιας σειράς τυπικών διαλυμάτων, γνωστής συγκέντρωσης. Εντοπίζεται τότε η απορρόφηση του αγνώστου διαλύματος στον άξονα των y και η αντίστοιχη συγκέντρωση διαβάζεται από την προβολή του σημείου αυτού, στον άξονα των x.

			Οι συνιστώσες του Φασματοφωτομέτρου: Ένα φασματοφωτόμετρο είναι ένα όργανο που χρησιμοποιείται για να μετρήσει το φως που διέρχεται μέσα από ένα διάλυμα σε μια κυψελλίδα. Η ένταση του διερχομένου φωτός, μετατρέπεται σε μονάδες απορρόφησης, ώστε να προσδιορισθεί η συγκέντρωση της ουσίας που απορροφά το φως μέσα στο διάλυμα. Όλα τα φασματοφωτόμετρα έχουν τις ίδιες βασικές συνιστώσες:

			
					Πηγή Φωτός.

					Μονοχρωμάτορα.

					Κυψελλίδα(-ες) δείγματος.

					Ανιχνευτής.

					Διάταξη ανάγνωσης αποτελέσματος.

			

			Η δομή και η διάταξη των συνιστωσών, όμως, διαφέρει σημαντικά, στα διάφορα φασματοφωτόμετρα.

			Πηγές φωτός: Μια πηγή φωτός πρέπει να εκπληρώνει τις ακόλουθες προϋποθέσεις:

			
					Να παράγει δέσμη επαρκούς έντασης.

					Να παράγει ένα συνεχές φάσμα στην περιοχή μηκών κύματος που είναι ενδιαφέρουσα για τη μέτρηση.

					Να είναι σταθερή.

			

			Οι πιο διαδεδομένες πηγές φωτός είναι:

			
					Λυχνίες πυρακτωμένου (3000 °K) νήματος Βολφραμίου (Wo): Για την περιοχή του Ορατού (VIS) με λ > 350 nm.

					Λυχνίες εκκένωσης Υδρογόνου (Η2) ή Δευτερίου (D2): Για τη (συνεχή) περιοχή του Υπεριώδους (UV) με 195 < λ < 380 nm. Το Δευτέριο δίδει τριπλάσια ένταση από το Υδρογόνο. Για πολύ υψηλά επίπεδα Υπεριώδους ακτινοβολίας και υψηλής ενέργειας χαρακτηριστικές φασματικές γραμμές, χρησιμοποιούνται λυχνίες τόξου Ξένον (Xe) ή υψηλής πίεσης λυχνίες Υδραργύρου (Hg).

					Λυχνίες νήματος θερμοκρασίας 800 °C χρησιμοποιούνται, τέλος, ως πηγές υπερύθρου ακτινοβολίας (ΙR). Ενδιαφέρον παρουσιάζει η περιοχή 2.5 - 10 μm για τη μελέτη οργανικών ενώσεων και 10 - 25 μm για τη μελέτη ανόργανων ενώσεων.
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			Εικόνα 8.7 Βασικές συνιστώσες ενός Φασματοφωτομέτρου. Διακρίνονται από αριστερά προς τα δεξιά: Πηγή φωτός, σχισμή εισόδου, Μονοχρωμάτορας, σχισμή εξόδου, Κυψελλίδα, Ανιχνευτής, Διάταξη ανάγνωσης αποτελέσματος [1].

			Μονοχρωμάτορες: Οι μονοχρωμάτορες είναι διατάξεις, οι οποίες χρησιμοποιούνται για την απομόνωση των απαιτουμένων περιοχών μηκών κύματος, ώστε να έχουμε κατά προσέγγιση «μονοχρωματικό» φως, για το οποίο ισχύει ο συνδυασμός των νόμων των Lambert - Beer, που εξετάσαμε προηγουμένως. Οι μονοχρωμάτορες αποτελούνται συνήθως από:

			
					Φίλτρα

					Περιθλαστικά φράγματα 

					Πρίσματα

			

			σε συνδυασμό με σχισμές εισόδου και εξόδου, οι οποίες εμποδίζουν την είσοδο ανεπιθύμητου ή σκεδαζομένου φωτός στον μονοχρωμάτορα και επιτρέπουν τη διέλευση μιας στενής μόνον δέσμης του φάσματος αντίστοιχα. Η αποτελεσματικότητα του μονοχρωμάτορα (efficiency) εξαρτάται από το εύρος των μηκών κύματος τα οποία είναι δυνατό να δώσει. Προφανώς, είναι επιθυμητή η παροχή κατα το δυνατόν μικρότερου εύρους περιοχής μηκών κύματος (bandpasss width).

			Φίλτρα: Διακρίνουμε δύο κατηγορίες φίλτρων (ηθμών):

			
					Φίλτρα απορρόφησης.

					Φίλτρα συμβολής.

			

			Τα φίλτρα απορρόφησης (π.χ. έγχρωμα διαλύματα, έγχρωμα γυαλιά ή ζελατίνες κλπ.) απορροφούν επιλεκτικά τα μη επιθυμητά μήκη κύματος. Τα φίλτρα απορρόφησης παράγουν ευρείες ζώνες μηκών κύματος και τα χαρακτηριστικά τους δεν είναι σταθερά, αλλά μεταβάλλονται με την πάροδο του χρόνου. Γενικά, δεν χρησιμοποιούνται πια στη σύγχρονη Αναλυτική Χημεία. Τα φίλτρα συμβολής αποτελούνται από δύο τεμάχια γυαλιού με επίστρωση αργύρου στη μία επιφάνεια (ημιεπαργυρωμένα), τα οποία διαχωρίζονται από ένα στρώμα διηλεκτρικού, συνήθως φθοριούχο μαγνήσιο (MgF2). Μόνο το φώς για το οποίο το πάχος του MgF2 είναι ακέραιο πολλαπλάσιο τού μήκους κύματός του (συνθήκη συμβολής), διέρχεται από το φίλτρο, ενώ τα υπόλοιπα μήκη κύματος εμποδίζονται. Συνεπώς, η περιοχή διερχομένων μηκών κύματος, εξαρτάται από το πάχος του διηλεκτρικού.
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			Εικόνα 8.8 Διέλευση φωτεινών κυμάτων μέσω ενός φίλτρου συμβολής. Το κύμα Α ενισχυόμενο από το κύμα Β (συνθήκη συμβολής) διέρχεται μέσω του φίλτρου. Το κύμα C δεν ενισχύεται από κάποιο άλλο κύμα και δεν διέρχεται μέσω του φίλτρου, αλλά απορροφάται, μετά από πολλαπλές ανακλάσεις, μέσα στο φίλτρο [1].

			Φράγματα: Ένα περιθλαστικό φράγμα ανάκλασης αποτελείται από μια εξαιρετικά στιλβωμένη επιφάνεια ανάκλασης, η οποία φέρει μεγάλο αριθμό χαραγών (600-2000 ανά mm), με οξείες γωνίες. Καθώς το φως προσπίπτει πάνω στις χαραγές του ανακλαστικού φράγματος, σχηματίζονται πολλά μικροσκοπικά φάσματα, ένα για κάθε χαραγή. Τα μέτωπα των κυμάτων τα οποία ευρίσκονται κάθε φορά σε φάση, ανάλογα με τη γωνία πρόσπτωσης του λευκού φωτός, η οποία καθορίζεται μέσω της περιστροφής του φράγματος, ενισχύονται (συνθήκη συμβολής), ενώ τα υπόλοιπα αλληλοακυρώνονται, με αποτέλεσμα να προκύπτει μονοχρωματική δέσμη.

			Εκτός από τα ανακλαστικά υπάρχουν και περιθλαστικά φράγματα διέλευσης, κατασκευασμένα από γυαλί, και ανάλογη λειτουργία. Το ανακλώμενο ή διερχόμενο μήκος κύματος, καθορίζεται από τη γωνία πρόσπτωσης (στρεπτό φράγμα) ή είναι σταθερό (φίλτρο) [5].
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			Εικόνα 8.9 Αριστερά: Φυσική αρχή λειτουργίας περιθλαστικού φράγματος ανάκλασης: Η συνθήκη συμβολής είναι: mλ = (AB - CD) = [sin(i) - sin(θ)]. Δεξιά: Φυσική αρχή λειτουργίας περιθλαστικού φράγματος διέλευσης: Η συνθήκη συβολής είναι: mλ = dsin(θ) [5].

			Πρίσματα: Ένα πρίσμα αναλύει την πολυχρωματική ακτινοβολία σε ένα συνεχές φάσμα, λόγω του φαινομένου της διαθλάσεως. Τα μικρότερα μήκη κύματος (ιώδες) διαθλώνται περισσότερο από τα μεγάλα (ερυθρό), παράγοντας συνεχές, μη παράλληλο, φάσμα.
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			Εικόνα 8.10 Αριστερά: Διάθλαση του φωτός από πρίσματα και η τιμή του δείκτη διαθλάσεως n διαφόρων υλικών συναρτήσει του μήκους κύματος. Η απόκλιση των προσπιπτουσών ακτίνων ακολουθεί τη σχέση του Snellius: n1sinθ1 = n2sinθ2. Δεξιά: Εξάρτηση του δείκτη διαθλάσεως από το μήκος κύματος για διάφορα συνήθη υλικά κατασκευής πρισμάτων [5].

			Επιλέγοντας κατάλληλη θέση και εύρος μιας σχισμής εξόδου, μπορεί να απομονωθεί η επιθυμητή περιοχή μηκών κύματος και να οδηγηθεί στην κυψελλίδα. Στην περιοχή του ορατού (VIS) χρησιμοποιούνται γυάλινα πρίσματα, ενώ για την περιοχή του υπεριώδους (UV) χρησιμοποιούνται πρίσματα από χαλαζία (quartz) ή τετηγμένο πυρίτιο. 

			Η φασματική διακριτική ικανότητα ενός πρίσματος, εξαρτάται από τον δείκτη διαθλάσεως του υλικού κατασκευής του και τη γεωμετρία του, δηλαδή το εύρος της βάσης του. Όλοι οι μονοχρωμάτορες επιτρέπουν την διέλευση όχι μονοχρωματικού φωτός, αλλά μιας ζώνης διέλευσης συγκεκριμένου εύρους. 

			Όσο μικρότερο το εύρος της ζώνης διέλευσης (bandpass width), τόσο καλύτερη είναι η ποιότητα του μονοχρωμάτορα, γιατί είναι αντίστοιχα στενότερη η περιοχή μηκών κύματος η οποία διέρχεται μέσω αυτού. Το εύρος της ζώνης διέλευσης καθορίζεται από το μέτρο του επάρματος (peak) της καμπύλης διέλευσης συναρτήσει του μήκους κύματος και είναι αντιστρόφως ανάλογο αυτού.
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			Εικόνα 8.11 Αριστερά: Τυπική αναπαράσταση επάρματος και του αντιστοίχου εύρους ζώνης διέλευσης μέσω φίλτρου. Δεξιά: Σύγκριση των αποτελεσμάτων φασματικής σάρωσης με μονοχρωμάτορα μικρού και μεγάλου εύρους φασματικής διέλευσης [5].

			Τα πρίσματα και τα φράγματα παράγουν μικρού εύρους ζώνες διέλευσης (< 5 nm), τα φίλτρα συμβολής έχουν τυπικό εύρος 10-20 nm, ενώ τα έγχρωμα γυάλινα φίλτρα απορρόφησης παράγουν ακόμα μεγαλύτερο εύρος ζώνης διέλευσης (> 30 nm). Το μεγάλο εύρος ζώνης διέλευσης μπορεί να οδηγήσει στην παράλειψη ή υποτίμηση της απορρόφησης, σε διαλύματα ουσιών, τα οποία επιδεικνύουν πολλά επιμέρους επάρματα, στην καμπύλη απορρόφησης. Τα πρίσματα δεν χρησιμοποιούνται πλέον σε υψηλών απαιτήσεων Μονοχρωμάτορες.

			Οι κυψελλίδες οι οποίες περιέχουν το μείγμα του δείγματος και των αντιδραστηρίων κατασκευάζονται από γυαλί ή διαφανές πλαστικό, για την περιοχή του ορατού (VIS) και από χαλαζία ή τετηγμένο πυρίτιο, για την περιοχή του υπεριώδους (UV). 

			Ανάλογα με την αποστολή τους, έχουν διαφορετικά σχήματα και μεγέθη, είναι μεμονωμένες ή σχηματίζονται σε μεγάλο αριθμό σε δίσκους ή πλάκες (π.χ. σε αυτόματους αναλυτές) και μπορεί να είναι μιας χρήσης ή πολλαπλών χρήσεων, οπότε θα πρέπει να καθαρίζονται επιμελώς, μετά από κάθε χρήση.
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			Εικόνα 8.12 Η δομή ενός ανιχνευτή «συζευγμένου φορτίου» (CCD) [6]-[8].

			Τέλος, ένα σύστημα κατάλληλου Ανιχνευτή ή Ανιχνευτών συμπληρώνουν το Οπτικό τμήμα ενός Αναλυτή ή ενός Φασματοφωτομέτρου. Ιστορικά έχουν χρησιμοποιηθεί Φωτολυχνίες, Φωτοκύτταρα, Φωτοδίοδοι Φωτοκρυσταλλοτρίοδοι, Φωτοπολλαπλασιαστές κλπ. Σήμερα χρησιμοποιούνται κυρίως συστοιχίες φωτοδιόδων σχηματισμένες πάνω σε Ημιαγωγούς και διατάξεις Charge-coupled devices (CCDs). [8].

			Πηγές σφαλμάτων: Τα συνηθέστερα σφάλματα τα οποία επηρεάζουν τις φασματο-φωτομετρικές μετρήσεις είναι [9]:

			
					Ηλεκτρονικός θόρυβος και διολίσθηση του κέρδους των ενισχυτών. Ελέγχεται με standard διαλύματα π.χ. διχρωμικού καλίου.

					Σκεδαζόμενο φως από την παρουσία σκόνης ή χαραγών στις επιφάνειες των οπτικών συνιστωσών ή από τη διάχυση εξωτερικού φωτός. Ελέγχεται με φίλτρα αποκοπής (cutoff points) μικρού εύρους διέλευσης.

					Γραμμικότητα: τα όρια της γραμμικής περιοχής ορίζονται με τη χρήση προτύπων (standard) διαλυμάτων.

					Βαθμονόμηση μήκους κύματος: είναι απαραίτητη για να διαπιστώνεται η αντιστοιχία του επιλεγομένου με το διερχόμενο μήκος κύματος, ιδίως μετά από επισκευές, αλλαγές πηγών κλπ. Ο έλεγχος της γραμμικότητας του μονοχρωμάτορα, επιτυγχάνεται με φίλτρα οξειδίου του Ολμίου που έχει οξέα επάρματα απορρόφησης στα 241, 279, 287, 333, 361, 418, 453 και 637 nm, με φίλτρα Διδυμίου με επάρματα στα 573, 586 και 685 nm ή με χρήση προτύπων διαλυμάτων CoCl2.6H2O σε 1 % HCl με μέγιστο απορρόφησης στα 512 nm.

			

			8.2. Φθορισμοφασματοφωτομετρία

			Το φαινόμενο του Φθορισμού συνίσταται στην διέγερση ηλεκτρονίων σε κάποια μόρια, λόγω της απορρόφησης ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας, συνήθως στην περιοχή του υπεριώδους (UV) και στην εν συνεχεία εκπομπή δευτερογενών φωτονίων, ενεργείας μικρότερης (ή το πολύ ίσης) της ενέργειας των πρωτογενώς διεγειρόντων φωτονίων. Η διαφορά ενέργειας «καταναλώνεται» σε μη ακτινοβολούσες μεταβάσεις σε διαφορετικά επίπεδα ταλαντώσεων [10]. Ο χρόνος επιστροφής στη θεμελειώδη κατάσταση κυμαίνεται από 1 ns - 10 μs [9]. Το φαινόμενο του φθορισμού συμβαίνει κυρίως σε μόρια με συζυγείς διπλούς δεσμούς, με Αμινομάδες κλπ.

			Οργανολογία: Για τη μέτρηση του φθορισμού χρησιμοποιούνται:

			
					Απλά Φθορισμόμετρα στα οποία παράγεται μονοχρωματική ακτινοβολία διέγερσης, μέσω φίλτρων συμβολής ή φίλτρων γυαλιού.

					Φασματοφθορισμόμετρα τα οποία διαθέτουν φράγματα ή πρισματα, για την παραγωγή μονοχρωματικού φωτός (UV).

			

			Οι συνιστώσες του είναι παρόμοιες με αυτές του κοινού φασματοφωτομέτρου, με βασική διαφορά την ύπαρξη δύο μονοχρωματόρων σε ορθή γωνία μεταξύ τους, ώστε να διαχωρίζεται η εκπεμπομένη από την απορροφούμενη (πρωτογενή) ακτινοβολία.

			Επειδή η εκπεμπομένη δευτερογενής ακτινοβολία φθορισμού είναι συνάρτηση της συγκέντρωσης των φθοριζουσών ουσιών στο δείγμα (π.χ. βιομορίων), αλλά και της έντασης της πρωτογενούς ακτινοβολίας, χρησιμοποιούνται πηγές υψηλής φωτοβολίας, όπως:

			
					Λυχνίες Τοξου Xe: παράγει ένα συνεχές φάσμα από 200 -800 nm υψηλής φωτοβολίας, κατλληλο για οργανα με πρίσμα ή φράγμα.

					Λυχνίες Hg: τα γραμμικό φάσμα της λυχνίας αυτής είναι κατάλληλα για φθορισμόμετρα με φίλτρα.
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			Εικόνα 8.13 Αναπαράσταση της φυσικής αρχής του φθορισμού. S0: Θεμελειώδης κατάσταση με τρία επίπεδα ενέργειας λόγω ταλαντώσεων. S1: Διηγερμένη κατάσταση με τρία επίπεδα ενέργειας λόγω ταλαντώσεων. Ε : Διαδικασία διέγερσης. D: Μη ακτινοβολούσα μετάβαση. F : Εκπομπή φθορισμού [1].
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			Εικόνα 8.14 Σχηματικό διάγραμμα ενός φασματοφθορισμομέτρου με τις επί μέρους συνιστώσες [1].

			Επειδή το γυαλί απορροφά την υπεριώδη ακτινοβολία, χρησιμοποιούνται κυψελλίδες από χαλαζία (quartz), σκούρου χρώματος, ώστε να ελαχιστοποιείται η επίδραση του σκεδαζομένου φωτός, το οποίο φθάνει στον ανιχνευτή [11]. Ως ανιχνευτές χρησιμοποιούνται συνήθως φωτοπολλαπλασιαστές, ώστε να επιτυγχάνεται η απαραίτητη ευαισθησία. Το ρεύμα του φωτοπολλαπλασιαστή είναι μέτρο της έντασης του φθορισμού. Η συγκέντρωση Cx ενός αγνώστου δείγματος, υπολογίζεται από τη σχέση:
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			όπου:

			
					Cs: Η συγκέντρωση ενός προτύπου (standard) διαλύματος.

					Fx: Ο φθορισμός του αγνώστου δείγματος.

					Fs: Ο φθορισμός του προτύπου διαλύματος.

					F0: Ο φθορισμός του «κενού» (διαλύτης + κυψελλίδα).

			

			Πηγές σφαλμάτων: Οι συχνότερες πηγές σφαλμάτων στη φθορισμοφασματοφωτομετρία είναι οι ακόλουθες [11], [12]:

			
					Γραμμικότητα: Η γραμμικότητα ισχύει για πολύ αραιά διαλύματα, ενώ σε υψηλότερες συγκεντρώσεις έχουμε απορρόφηση του εκπεμπομένου δευτερογενούς φωτός (quenching) από τα ανιχνευόμενα βιομόρια με αποτέλεσμα μείωση της έντασης του φθορισμού.

					Ευαισθησία: Η φθορισμομετρία δείχνει μια ευαισθησία 10 - 100 φορές μεγαλύτερη από αυτή της φασματοφωτομετρίας απορρόφησης.

					Ειδικότητα: Στο βαθμό που το δευτερογενές φάσμα εκπομπής της υπό ανίχνευση ουσίας δεν έχει αλληλεπικαλύψεις με άλλα συχνά απαντώμενα φθορίζοντα βιομόρια (π.χ. NADP), η μέθοδος παρουσιάζει υψηλή εξειδίκευση.

			

			Σειρά φυσικών παραμέτρων του διαλύματος, όπως η θερμοκρασία, το ιξώδες, το pH κλπ. επηρεάζουν την ένταση του εκπεμπομένου φθορισμού. Επίσης, η ύπαρξη προσμίξεων στο διάλυμα, μπορεί να επηρεάσει το σήμα. Η φθορισμοφασματοφωτομετρία είναι σημαντική μέθοδος της Αναλυτικής Βιοχημείας και εφαρμόζεται συχνά στην ανίχνευση φθοριζόντων βιομορίων, όπως ορμόνες, βιταμίνες, ορισμένα αμινοξέα, οι πορφυρίνες κλπ. [Hallman, 1980], αλλά και στην ανίχνευση φαρμάκων, σε συνδυασμό με άλλες αναλυτικές μεθόδους (π.χ. HPLC, TLC κλπ.).

			8.3. Φασματοφωτομετρία Ατομικής Εκπομπής και Απορρόφησης

			Η Φλογοφωτομετρία: Xρησιμοποιείται για την ανίχνευση του Νατρίου, του Καλίου, του Λιθίου και δευτερευόντως, για την ανίχνευση του Ασβεστίου και του Βαρίου, σε βιολογικά υγρά. Αποτελεί μια ειδική περίπτωση της Φωτομετρίας Εκπομπής, δηλαδή του ποσοτικού προσδιορισμού ουσιών, μέσω του εκπεμπομένου από αυτές φωτός, όταν αυτές διεγείρονται, από ένα τόξο άνθρακα, από ηλεκτρική εκκένωση, φλόγα κλπ. Οι δύο πρώτες μέθοδοι (τόξο άνθρακα, ηλεκτρική εκκένωση) παράγουν θερμοκρασίες μέχρι 6000 °Κ. Έτσι, καθίσταται δυνατή η διέγερση πολλών στοιχείων, τα οποία και εκπέμπουν μεγάλο αριθμό εντόνων φασματικών γραμμών. Η φλογοφωτομετρία περιορίζεται στην ανίχνευση των στοιχείων που αναφέρθηκαν προηγουμένως [13]. Όταν ένα αραιωμένο διάλυμα βιολογικού υγρού στο οποίο περιέχονται άλατα π.χ. Na εμφυσάται μέσα στη φλόγα, συμβαίνουν οι παρακάτω αντιδράσεις:

			
				
					
					
				
				
					
							
							Na+ ---> Na

						
							
							Αναγωγή στη φλόγα

						
					

					
							
							Na ---> Na*

						
							
							Διέγερση στη φλόγα

						
					

					
							
							Na* ---> Na + hν

						
							
							Αποδιέγερση & Εκπομπή

						
					

				
			

			Πίνακας 8.2 Αντιδράσεις που πραγματοποιούνται κατά τη φλογοφωτομετρία.

			Η φλόγα δηλαδή ανάγει τα μεταλλικά ιόντα και παρέχει θερμική ενέργεια για τη μετάβαση των εξωτερικών ηλεκτρονίων από τη βασική κατάσταση (τροχιακά s) σε διηγερμένες καταστάσεις (τροχιακά p ή d). Ανάλογες αντιδράσεις συμβαίνουν και για τα υπόλοιπα μέταλλα και τα λαμβανόμενα φάσματα είναι γραμμικά, αποτελούμενα από μέγιστα εκπομπής, τα οποία αντιστοιχούν στις ενέργειες των φωτονίων hν που εκπέμπονται κατά τις δυνατές μεταβάσεις των ηλεκτρονίων από στάθμη σε στάθμη κατά την αποδιέγερση [14]. Η εντονώτερη γραμμή προκαλείται από τη μετάβαση του ηλεκτρονίου από τη χαμηλότερη διηγερμένη κατάσταση (p τροχιακό) στην θεμελειώδη κατάσταση (s τροχιακό). Για τα συχνότερα ανιχνευόμενα στοιχεία αυτό σημαίνει:
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							2p ---> 2s

						
							
							671 nm
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							3p ---> 3s 

						
							
							589 nm
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							4p ---> 4s

						
							
							767 nm

						
					

				
			

			Πίνακας 8.3 Οι μεταβάσεις των ηλεκτρονίων κατά την φλογοφωτομετρία.

			Το εκπεμπόμενο φως στα αντίστοιχα μήκη κύματος, ανιχνεύεται μέσω κατάλληλης διάταξης, του φλογοφωτομέτρου και αποτελεί μέτρο της συγκέντρωσης των αντιστοίχων ιόντων στα βιολογικά υγρά.

			Η δομή ενός Φλογοφωτομέτρου είναι παρόμοια με αυτή ενός κοινού Φασματοφωτομέτρου, με την διαφορά ότι, στην θέση της φωτεινής πηγής, υπάρχει ένα σύστημα αναρρόφησης και νεφοποίησης του αραιωμένου δείγματος και εισαγωγής του στην φλόγα, δηλαδή ένα ενιαίο σύστημα φωτεινής πηγής - κυψελλίδας δείγματος.
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			Εικόνα 8.15 Συνιστώσες ενός Φλογοφωτομέτρου (ένα κανάλι). Από αριστερά: Φλόγα και εισαγωγέας δείγματος, μονοχρωμάτορας, ανιχνευτής και όργανο ανάγνωσης αποτελέσματος [1].

			Για να εξασφαλισθεί η σταθερότητα της φλόγας και της θερμικής της εξόδου, απαιτείται σταθερή παροχή αέρα ή οξυγόνου και καυσίμου αερίου, η οποία εξασφαλίζεται με τη χρήση βαλβίδων μείωσης και ρυθμιστές ροής (ροόμετρα).

			Τα πιο συνηθισμένα καύσιμα αέρια είναι το προπάνιο, το φωταέριο και για ψηλότερες θερμοκρασίες το ακετυλένιο. Η εξωτερική μορφή, τά χρώματα, η θερμοκρασία και η φωτοβολία βάσης της φλόγας είναι συνάρτηση του λόγου των παροχών αέρα ή οξυγόνου προς το καύσιμο αέριο. Αυξανομένου του λόγου προς όφελος του οξυγόνου, η φλόγα παίρνει μια καθαρή γαλαζωπή απόχρωση, με μια εσωτερική ζώνη αντίδρασης και μια εξωτερική φωτεινή ζώνη.
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			Εικόνα 8.16 Κατανομή θερμοκρασίας σε ζώνες φλόγας (Α) Φωταερίου και (Β) Ακετυλενίου [3].
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			Εικόνα 8.17 Νεφοποιητικό σύστημα από αριστερά βαρυτικού τύπου και τύπου Venturi [3].

			Ένα σημαντικό εξάρτημα του φλογοφωτομέτρου είναι το σύστημα νεφοποίησης του δείγματος και εμφύσησής του μέσα στη φλόγα. Οι δύο βασικοί τύποι τέτοιων εξαρτημάτων είναι:

			
					Τύπου βαρυτικής δράσης, στον οποίο το δείγμα ρέει λόγω βαρύτητος μέσα στο ρεύμα του αέρα και διασπάται σε μικροσταγονίδια.

					Τύπου Ventouri, στον οποίο η νεφοποίηση βασίζεται στο ομώνυμο φαινόμενο, που δημιουργείται με τη ροή ρεύματος αέρα πάνω από ένα τριχοειδές αγγείο, μέσω του οποίου ανέρχεται το δείγμα, λόγω δυναμικής υποπίεσης.

			

			Συχνά το σύστημα εμφύσησης συνδυάζεται με τον καυστήρα, οπότε ολόκληρο το «νέφος» εισάγεται κατευθείαν στην φλόγα, αυξάνοντας την ευαισθησία της μεθόδου. Η μέτρηση επηρεάζεται από:

			
					Την πίεση του αέρα ή του οξυγόνου.

					Το ιξώδες του υπό ανάλυση διαλύματος.

					Την πυκνότητα του υπό ανάλυση διαλύματος.

					Την επιφανειακή τάση του υπό ανάλυση διαλύματος.

			

			Η επίδραση των τελευταίων χαρακτηριστικών ελαχιστοποιείται με τη χρήση αραιών διαλυμάτων των υπό εξέταση βιολογικών υγρών. Τα συστήματα εμφύσησης κατασκευάζονται από γυαλί ή μέταλλο και πρέπει να καθαρίζονται συχνά, με κατάλληλης διαμέτρου σύρματα, ώστε να μην συσσωρεύονται υπολείματα πρωτεϊνών.

			Οι καυστήρες κατασκευάζονται από γυαλί, χαλαζία ή μέταλλο για υψηλότερες θερμοκρασίες. Οι μεταλλικοί καυστήρες, όμως, έχουν το μειονέκτημα ότι οξειδώνονται. Ο μονοχρωμάτορας επιτρέπει τη διέλευση μόνον του γραμμικού φάσματος του υπό ανίχνευση στοιχείου προς τον ανιχνευτή. Είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί οποιοσδήποτε τύπος μονοχρωμάτορα, αλλά συνήθως χρησιμοποιούνται φίλτρα συμβολής.
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			Εικόνα 8.18 Έμμεσο σύστημα νεφοποίησης (atomizer) με θάλαμο μείξης και καυστήρα και δεξιά συνδυασμένο σύστημα νεφοποιητή και καυστήρα [15].

			Πηγές σφαλμάτων: Οι σημαντικότερες πηγές σφαλμάτων στην Φλογοφωτομετρία είναι οι ακόλουθες:

			
					Η διακύμανση της θερμοκρασίας της φλόγας, η οποία επηρεάζεται από τις διακυμάνσεις στις παροχές του αέρα ή οξυγόνου και του καυσίμου αερίου. Η ευαισθησία της μεθόδου είναι αύξουσα συνάρτηση της θερμοκρασίας, μέχρι την κρίσιμη θερμοκρασία στην οποία αρχίζει και επικρατεί το φαινόμενο του ιονισμού.

					Ο ρυθμός εισαγωγής του νεφοποιημένου δείγματος στη φλόγα ο οποίος επίσης επηρεάζει τη θερμοκρασία της.

					Η παρουσία προσμίξεων στο δείγμα, στα standards, στα δοχεία ή στις κρίσιμες συνιστώσες του φλογοφωτομέτρου. Επίσης, η εναπόθεση πρωτεϊνών και η παρουσία προσμίξεων στο κύκλωμα των αερίων.

			

			Η φλογοφωτομετρία αποτελεί υψηλής ακριβείας, ευαισθησίας και ειδικότητας αναλυτική μέθοδο, απαιτεί όμως προσεκτικούς χειρισμούς, τάξη, καθαριότητα και περιοδική συντήρηση, απαιτεί δηλαδή την ύπαρξη εξειδικευμένου προσωπικού. Επειδή η μέθοδος απαιτεί την ύπαρξη εγκατάστασης αερίων, με τους κινδύνους και τις δυσκολίες που περικλείουν, τα τελευταία χρόνια παρατηρείται στροφή στην Κλινική Βιοχημεία, σε απλούστερες και χαμηλότερων απαιτήσεων μεθόδους ανίχνευσης ηλεκτρολυτών, κυρίως στην χρήση Ιοντοεπιλεκτικών Ηλεκτροδίων.

			Φασματοφωτομετρία Ατομικής Απορρόφησης: Όλα τα στοιχεία έχουν την ικανότητα να απορροφούν ιδιαίτερα ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία στα μήκη κύματος στα οποία τα στοιχεία αυτά εκπέμπουν ακτινοβολία, όταν διεγερθούν. Στη φυσική αυτή αρχή στηρίζεται η φασματοφωτομετρία ατομικής απορρόφησης, η οποία χρησιμοποιείται για την ανίχνευση συγκέντρωσης μετάλλων σε βιολογικά και άλλα δείγματα. Η μέθοδος περιλαμβάνει τις ακόλουθες τρεις φάσεις:

			
					Το υπό ανάλυση δείγμα μετατρέπεται σε «ατομικό ατμό», συνήθως μέσω της εισαγωγής του σε μια φλόγα. 

					Τα μέταλλα στο δείγμα, μετατρέπονται από ιόντα (συνήθως τα μέταλλα ευρίσκονται υπό μορφή αλάτων) σε ουδέτερα άτομα:
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					Ο «ατομικός ατμός» ακτινοβολείται με ακτινοβολία ενός χαρακτηριστικού, για το υπό ανίχνευση μέταλλο, μήκους κύματος. Η ακτινοβολία αυτή παράγεται από ειδικές λυχνίες κοίλης καθόδου, κατασκευασμένης από το ίδιο με το υπό ανίχνευση μέταλλο. Τα ουδέτερα Μ0 απορροφούν αυτή την ακτινοβολία και διεγείρονται:
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			Η διερχομένη ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία, η οποία δεν απορροφάται από τα ευρισκόμενα στη θεμελειακή κατάσταση άτομα, διέρχεται μέσω ενός μονοχρωμάτορα και καταλήγει σε έναν ανιχνευτή, ο οποίος ανιχνεύει την ελάττωση της έντασης της δέσμης φωτός από τη λυχνία κοίλης καθόδου. Η μείωση αυτή της έντασης του φωτός είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του μετάλλου στο δείγμα, δεδομένου ότι 99.99% των ατόμων, στη θερμοκρασία της φλόγας που χρησιμοποιείται στη φασματοφωτομετρία ατομικής απορρόφησης, ευρίσκονται στη θεμελειακή κατάσταση. Ενώ η αρχή της ατομικής απορρόφησης θεωρητικά ισχύει για όλα τα στοιχεία, πρακτική εφαρμογή βρίσκει για στοιχεία τα οποία έχουν φασματικές γραμμές στην περιοχή ορατού - υπεριώδους. Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης, γίνεται με την ταυτόχρονη μέτρηση δειγμάτων και προτύπων διαλυμάτων, δεδομένου ότι ο αναλυτικός υπολογισμός της απορρόφησης, εισάγει εκτεταμένη αβεβαιότητα.

			Η Δομή του Φασματοφωτομέτρου Ατομικής Απορρόφησης: Πολλές από τις συνιστώσες ενός ΦΑΑ είναι όμοιες με αυτές ενός φασματοφωτομέτρου UV-VIS, όπως ο μονοχρωμάτορας, ο ανιχνευτής και το μετρητικό όργανο. Τον ρόλο της φωτεινής πηγής, αναλαμβάνει η λυχνία κοίλης καθόδου, ενώ το σύστημα του νεφοποιητή και του καυστήρα, υποκαθιστούν, κατά κάποιο τρόπο, την κυψελλίδα. 

			Η αποστολή της λυχνίας κοίλης καθόδου είναι να παρέχει ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία του χαρακτηριστικού μήκους κύματος, το οποίο αντιστοιχεί στις μεταπηδήσεις των ηλεκτρονίων του υπό ανίχνευση στοιχείου, από τη θεμελειακή σε διηγερμένη κατάσταση ή διηγερμένες καταστάσεις. 

			Η λυχνία κοίλης καθόδου διαθέτει νήμα καθόδου, κατασκευασμένο από το υπό ανίχνευση στοιχείο ή επικαλυμμένο από το στοιχείο αυτό. Η λυχνία περιέχει αέριο Αργόν (Ar), Νέον (Ne) ή Ηλιον (He). Όταν εφαρμοσθεί τάση, το αέριο ιονίζεται και τα ιόντα συγκρούονται με τα άτομα του μετάλλου του θερμαινομένου νήματος.
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			Εικόνα 8.19 Σχηματική δομή και επι μέρους συνιστώσες ενός τυπικού Φασματοφωτομέτρου Ατομικής Απορρόφησης ενός διαύλου. Από αριστερά διακρίνονται η λυχνία κοίλης καθόδου, ο κατατμητής (chopper), το σύστημα παραγωγής «ατομικού ατμού» με τον καυστήρα, ο μονοχρωμάτορας, ο ανιχνευτής και το μετρητικό σύστημα [1].

			Οι συγκρούσεις προκαλούν την εκπομπή διηγερμένων ατόμων του μετάλλου, στο αέριο της λυχνίας. Τα διηγηρμένα αυτά άτομα, αποδιεγείρονται στη συνέχεια, μετά από 10-8 - 10-6 s, εκπέμποντας ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία χαρακτηριστικού μήκους κύματος. Τα φωτόνια αυτά προφανώς αντιστοιχούν στην ενέργεια την οποία απορροφούν κατά τη διέγερσή τους, από τις συγκρούσεις με τα ιόντα του αερίου, τα άτομα του μετάλλου της καθόδου.

			Σε πιο σύγχρονες, βελτιωμένες, υψηλής έντασης παραλλαγές της λυχνίας κοίλης καθόδου, υπάρχουν δύο επιπλέον ηλεκτρόδια, επικαλυμμένα με ένα εύκόλα διεγειρόμενο υλικό. Ανάμεσα σε αυτά τα δύο ηλεκτρόδια ρέει ένα ρεύμα, το οποίο προκαλεί εντονότερο ιονισμό και στη συνέχεια, μεγαλύτερο αριθμό διηγερμένων ατόμων, άρα και τελικά μεγαλύτερη φωτοβολία.

			Στην περίπτωση που το ΦΑΑ χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό αλκάλεων (Na, K, Cs, Rb), χρησιμοποιούνται λυχνίες, οι οποίες περιέχουν με ατμό εν μέρει τουλάχιστον αποτελούμενο από το υπό ανίχνευση στοιχείο [16]. Όλων των τύπων οι λυχνίες διαθέτουν παράθυρο από χαλαζία (quartz) ή κατάλληλο γυαλί, που επιτρέπει την έξοδο με μικρή απορρόφηση του εκπεμπομένου φωτός. Επειδή συμβαίνουν διάφορες διεγέρσεις, είναι συχνά δυνατόν να εκπέμπονται περισσότερες της μιας γραμμές, όπως π.χ. στην περίπτωση του Ca, οπου εκπέμπονται γραμμές στα 422.7 nm, 657 nm και 612 nm. Όμως, μόνο η γραμμή στα 422.7 nm χρησιμοποιείται για την ανίχνευση του Ca, επειδή είναι πιο έντονη από τις άλλες. 

			Η δυσκολότερη και λιγότερο αποτελεσματική συνιστώσα ενός ΦΑΑ είναι το σύστημα εισαγωγής και νεφοποίησης του δείγματος. Χρησιμοποιούνται 4 διαφορετικοί τύποι:

			Ο νεφοποιητής φλόγας ή καυστήρας ολικής κατανάλωσης (total consuption burner) χρησιμοποιείται μόνο για υγρά δείγματα, τα οποία εισάγονται κατ’ ευθείαν στη φλόγα. Είναι απλοί στην κατασκευή, καθαρίζονται εύκόλα και έχουν ταχεία απόκριση. Όμως, το ιξώδες του δείγματος επηρεάζει τον ρυθμό εισαγωγής, ενώ τα παραγόμενα σταγονίδια έχουν πολύ διαφορετικά μεταξύ τους μεγέθη και σκεδάζουν το εκπεμπόμενο φως. Τέλος, το ακροφύσιο συχνά υφίσταται εμπλοκές, ενώ η προκαλούμενη τυρβώδης ροή προκαλεί θορύβους και αστάθειες.
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			Εικόνα 8.20 Αριστερά: Καυστήρας ολικής κατανάλωσης. Δεξιά: Καυστήρας προανάμειξης Lundegardh [5].

			Ο καυστήρας προανάμειξης Lundegardh διαθέτει μια επιμήκη κεφαλή καύσης, στην οποία προαναμειγνύονται το καύσιμο αέριο και το οξυγόνο ή ο αέρας, με αποτέλεσμα να εξαερώνεται μεγάλο μέρος του δείγματος, μαζί με το αέριο μείγμα. Η περίσσεια του μείγματος αποστραγγίζεται. Ο καυστήρας Lundegardh διαθέτει βελτιωμένη ευαισθησία, γιατί ο επιμήκης καυστήρας εισάγει περισσότερα άτομα στη διαδρομή της φωτεινής δέσμης. Επιπλέον, ο καυστήρας δεν φράζει συχνά, δεδομένου ότι οι μεγαλύτερες σταγόνες αποστραγγίζονται ενώ η ροή είναι κανονικότερη, με αποτέλεσμα τη μεγαλύτερη σταθερότητα. Όμως, ο καυστήρας είναι πιο πολύπλοκος και καθαρίζεται δυσκολότερα, ενώ είναι δυνατόν να συμβούν εκρήξεις, από το άκαυστο μείγμα καυσίμου - οξειδωτικού (π.χ. οξυγόνο).

			Εναλλακτικά προς τους καυστήρες φλόγας, χρησιμοποιούνται και εστίες πυράκτωσης (furnace), οι οποίες αυξάνουν τον αριθμό των ατόμων στη θεμελειακή κατάσταση στη διαδρομή του φωτός και συνεπώς και την ευαισθησία. Όμως, ταυτόχρονα επηρεάζεται η ειδικότητα της μεθόδου, γιατί από την μήτρα του δείγματος προκαλείται μη επιλεκτική απορρόφηση φωτός από διάφορα μόρια καθώς και σκέδαση του φωτός. Στις εστίες L’Vov υπάρχει μια κυψελλίδα από γραφίτη καλυμμένη με πυρογραφίτη για να μην οξειδώνεται. Το δείγμα τοποθετείται σε ένα βοηθητικό ηλεκτρόδιο άνθρακα, το οποίο πυρακτώνεται σε ατμόσφαιρα Αζώτου ή Αργού. Στη συνέχεια, το βοηθητικό ηλεκτρόδιο εισάγεται στο κέντρο της κυψελλίδας από γραφίτη, οπου και εξαερώνεται ταχύτατα, ενώ καταγράφεται ένας παλμός απορρόφησης του διερχομένου χαρακτηριστικού φωτός, από το φωτοηλεκτρικό μετατροπέα [17]. Στις εστίες Massman το δείγμα εισάγεται κατευθείαν σε ένα κοίλο κύλινδρο από γραφίτη, όπου και θερμαίνεται σε τρία στάδια, σε ατμόσφαιρα Αζώτου ή Αργού, ώστε το δείγμα να ξηρανθεί, να αποτεφρωθεί και τέλος να εξαερωθεί αντίστοιχα, απορροφώντας το διερχόμενο φως.

			Οι εστίες πλεονεκτούν απέναντι στους καυστήρες, διότι δημιουργείται μεγάλος αριθμός ατόμων στη θεμελειακή κατάσταση και συνεπώς προσφέρουν υψηλότερη ευαισθησία (10-11 - 10-8 g) και απαιτούν μικρότερα δείγματα, χωρίς ιδιαίτερη προεργασία. Η ακρίβεια, όμως, που προσφέρουν οι εστίες δεν είναι εφάμιλλη αυτής των καυστήρων, ενώ έχουν περιορισμένη ειδικότητα και απαιτούν διορθώσεις και απαιτούν περισσότερο χρόνο, για την ολοκλήρωση της εξέτασης, γιατί μετά από καθε δείγμα, η εστία πρέπει να κρυώσει.

			Ανάμεσα στην λυχνία κοίλης καθόδου και τη φλόγα ή την εστία, υπάρχει το σύστημα κατάτμησης της δέσμης (chopper), το οποίο αποτελείται από ένα περιστρεφόμενο δίσκο, με διαδοχικές οπές. Ο περιστρεφόμενος δίσκος, διαμορφώνει τη φωτεινή δέσμη, μετατρέποντας τη συνεχή εκπομπή σε παλμική.
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			Εικόνα 8.21 Αριστερά: Εστία πυράκτωσης γραφίτη κατά L’Vov [3]. Δεξιά: Εστία πυράκτωσης κατά Massman [3].

			Επειδή μερικά από τα άτομα στη φλόγα απορροφούν ενέργεια και διεγείρονται θερμικά, επιστρέφοντας στη θεμελειακή τους κατάσταση, εκπέμπουν φως του ίδιου μήκους κύματος με το εκπεμπόμενο από την λυχνία κοίλης καθόδου. Έτσι, το φως που φθάνει στον ανιχνευτή, αποτελείται από το άθροισμα των δύο αυτών συνιστωσών. Ο κατατμητής (chopper) εμποδίζει περιοδικά το φως της λυχνίας να φθάσει στον ανιχνευτή. Ο ενισχυτής είναι συντονισμένος με τέτοιο τρόπο με τον chopper, ώστε να απορρίπτει το συνεχές σήμα, το οποίο προέρχεται από την ακτινοβολία υποβάθρου, που εκπέμπεται από την φλόγα, από τα θερμικά διεγειρόμενα άτομα. 

			Εναλλακτικά, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ένα κύκλωμα περιοδικής διακοπής της τροφοδοσίας της λυχνίας κοίλης καθόδου με το ίδιο τελικό αποτέλεσμα. Αν η ένταση της επεμπομένης από τη λυχνία κοίλης καθόδου ακτινοβολίας είναι Ι0, η απορρόφηση μέσα στην φλόγα, λόγω της παρουσίας των ατόμων του υπό ανίχνευση στοιχείου, είναι ΔΙ και η παραγόμενη από την ακτινοβολία υποβάθρου της φλόγας, από τα θερμικά διεγειρόμενα άτομα είναι Ιb, τότε στον ανιχνευτή φθάνει η ένταση Ιd:
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			Μέσω του chopper ή ηλεκτρονικά, αφαιρείται η Ib, οπότε:
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			Η ένταση Ι0 μπορεί να μετρηθεί κατευθείαν, χωρίς την παρουσία δείγματος, οπότε προσδιορίζεται το ΔΙ, το οποίο και αποτελεί μέτρο της συγκέντρωσης του υπό ανίχνευση μετάλλου. Η συγκέντρωση προσδιορίζεται μέσω σύγκρισης με πρότυπα δείγματα (standards).

			Επειδή οι λυχνίες κοίλης καθόδου απαιτούν μεγάλο χρόνο σταθεροποίησης της εκπομπής, για την απαλειφή των διακυμάνσεων χρησιμοποιούμε τα ΦΑΑ διπλής δέσμης. Η φωτεινή δέσμη διασπάται σε δύο διαδρομές, μία μέσω του δείγματος και μία αναφοράς. Στον συντονισμένο ανιχνευτή φθάνουν εναλλάξ οι δύο δέσμες, μέσω ενός μονοχρωμάτορα και σχηματίζεται ο λόγος και η διαφορά τους, ώστε τελικά να επιτηρείται η απορρόφηση στη φλόγα.
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			Εικόνα 8.22 Φασματοφωτόμετρο Ατομικής Απορρόφησης διπλής δέσμης [3].

			Για να απαλειφθούν οι μεταβολές της έντασης λόγω των διακυμάνσεων της φλόγας, χρησιμοποιείται συχνά ΦΑΑ δύο διαύλων, με δύο λυχνίες, δύο μονοχρωμάτορες και δύο ανιχνευτές. Συνήθως, η δεύτερη λυχνία είναι δευτερίου (UV), η ακτινοβολία της οποίας απορροφάται ελάχιστα από τα άτομα του υπό ανίχνευση στοιχείου. Όμως, η απορρόφηση υποβάθρου, η οποία προκαλείται από αδιάσπαστα μόρια, από μικροκρυστάλλους αλάτων, καπνό κλπ. είναι πρακτικά ίση και στις δύο δέσμες και συνεπώς είναι δυνατόν να απαλειφθεί. Η διόρθωση υποβάθρου είναι ιδιαίτερα απαραίτητη στα ΦΑΑ στα οποία χρησιμοποιείται εστία (furnace) αντί φλόγας. Προφανώς, είναι δυνατή η αξιοποίηση του δεύτερου διαύλου και για την ταυτόχρονη ανίχνευση δύο στοιχείων στο ίδιο δείγμα, χωρίς βέβαια διόρθωση υποβάθρου.

			Πηγές σφαλμάτων: Στη Φασματοφωτομετρία Ατομικής Απορρόφησης εμφανίζονται κυρίως τρεις πηγές σφαλμάτων:

			
					Σφάλματα από χημικές αντιδράσεις.

					Σφάλματα από το φαινόμενο ιονισμού.

					Σφάλματα από την μήτρα (matrix) του δείγματος.

			

			Τα σφάλματα από χημικές αντιδράσεις αφορούν στην ύπαρξη ή στον σχηματισμό θερμικά εξαιρετικά σταθερών αλάτων, τα οποία δεν διίστανται σε ιόντα για να αναχθούν στη συνέχεια σε ουδέτερα άτομα. Τα σύμπλοκα αυτά, μπορούν να οδηγηθούν σε διάσταση, αν προστεθεί περίσσεια άλλου κατιόντος, το οποίο αντικαθιστά το υπό ανίχνευση στοιχείο, επιτρέποντας την απελευθέρωση των υπό ανίχνευση ιόντων. Ένα παράδειγμα αποτελεί η αντικατάσταση του Ασβεστίου από περίσσεια Στροντίου ή Λανθανίου [18]:
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			Εναλλακτικά, τα σταθερά σύμπλοκα μπορούν να οδηγηθούν σε διάσταση, με την χρήση φλόγας υψηλής θερμοκρασίας π.χ. οξειδίου του αζώτου και ακετυλενίου. Η χρήση, όμως, υψηλότερης θερμοκρασίας φλόγας, επιτείνει την δεύτερη πηγή σφαλμάτων, δηλαδή τον ιονισμό σημαντικού αριθμού ατόμων του υπό ανίχνευση στοιχείου. Αυτό συμβαίνει γιατί περιορίζεται ο αριθμός των διαθέσιμων ουδετέρων ατόμων, ικανών να απορροφήσουν τη χαρακτηριστική ακτινοβολία της λυχνίας κοίλης καθόδου και να παράσχουν πληροφορίες για τη συγκέντρωσή τους.
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			Εικόνα 8.23 Φασματοφωτόμετρο Ατομικής Απορρόφησης με δεύτερο δίαυλο επιτήρησης [3].

			Η επίδραση του ιονισμού μπορεί να περιορισθεί και με την ανάμειξη του δείγματος με περίσσεια εύκολα ιονιζομένων στοιχείων, όπως π.χ. το Νάτριο (διαλύματα αλάτων Na). Τα ελεύθερα ηλεκτρόνια που προκύπτουν με τον τρόπο αυτό, ανάγουν τα ιόντα, του υπό ανίχνευση στοιχείου, στην θεμελειακή κατάσταση ουδετέρων ατόμων. Τέλος, τα σφάλματα από τη μήτρα (matrix) του δείγματος, προέρχονται από τις διαφορές ιξώδους, πυκνότητας, συγκέντρωσης αλάτων και επιφανειακής τάσης ανάμεσα στο δείγμα και το πρότυπο διάλυμα (standard). Τα σφάλματα αυτά περιορίζονται με την χρήση προτύπων και δειγμάτων με σχετικά μικρές αποκλίσεις, στις τιμές των παραμέτρων αυτών. Η ΦΑΑ χρησιμοποιείται για την ανίχνευση μετάλλων και κυρίως χρησιμοποιείται ως μέθοδος αναφοράς για ορισμένα στοιχεία, όπως π.χ. το Ασβέστιο και ως μέθοδος ρουτίνας για μια σειρά μέταλλα με βιολογικό ενδιαφέρον [19], όπως π.χ. τα Mg, Cu, Cr, Hg, Pb και Cd. 
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			Εικόνα 8.24 Αριστερά: Τυπικό απλό φασματοφωτόμετρο. Δεξιά: Φλογοφωτόμετρο (Φωτό: Από το Εργαστήριο Βιοϊατρικής Τεχνολογίας του ΤΕΙ Αθήνας).

			8.4. Υγρή και Αέριος Χρωματογραφία, HPLC, TLC κλπ

			Η Υγρή Χρωματογραφία: (Liquid Chromatography, LC) είναι μια τεχνική η οποία επιτρέπει τον διαχωρισμό των συνιστωσών ενός μείγματος, λόγω των διαφορών ρυθμού μεταφοράς τους, διαμέσου μιας στατικής φάσης, κάτω από την επίδραση μιας κινούμενης υγρής φάσης. Διακρίνουμε τις ακόλουθες μορφές LC [2]:
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			Εικόνα 8.25 Οι διάφοροι τύποι Υγρής Χρωματογραφίας.

			Ο διαχωρισμός των συνιστωσών ενός μείγματος επιτυγχάνεται γιατί καθεμία από αυτές αλληλεπιδρά διαφορετικά από την άλλη με το κοινό περιβάλλον τους, κάτω από τις ίδιες συνθήκες. Η διαλυτότητα και η αναμειξιμότητα των ενώσεων, είναι οι πρωτεύοντες παράγοντες οι οποίοι επηρεάζουν τις αλληλεπιδράσεις τους. Η διαλυτότητα και η αναμειξιμότητα καθορίζεται από την πολικότητα των ενώσεων [10]. Οι απλές και συμμετρικές ενώσεις δεν παρουσιάζουν πολικότητα, όπως π.χ. το εξάνιο:
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			Εικόνα 8.26 Η ένωση του εξανίου.

			Αν εισαχθεί μια καρβοξυλομάδα ή ένα υδροξύλιο, η συμμετρία χάνεται και η ένωση που προκύπτει είναι το εξανικό οξύ:
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			Εικόνα 8.27 Η ένωση του εξανικού οξέος.

			ή η εξανόλη:
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			Εικόνα 8.28 Η ένωση της εξανόλης.

			τα οποία αντίστοιχα και γίνονται έντονα ή ήπια πολικά, γιατί η ασυμμετρία δημιουργεί προϋποθέσεις για ανταλλαγές ηλεκτρονίων. Η πολικότητα των μορίων είναι ενδεικτική για τη γενική τους διαλυτότητα. 

			Τα περισσότερα βιομόρια είναι από ελαφρώς πολικά ως πολικά, ενώ ο βασικός βιο-διαλύτης, το νερό, παρουσιάζει λόγω δομής έντονη πολικότητα.
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			Εικόνα 8.29 Η δομή του νερού.

			Πολικά μόρια, διαλύονται κατά προτίμηση σε πολικούς διαλύτες και μη πολικά σε μη πολικούς. Ο διαχωρισμός των διαλελυμένων ουσιών μπορεί να επιτευχθεί αν η στατική και η κινητή φάση επιλεγούν έτσι ώστε ο διαχωρισμός να οφείλεται:

			
					Στη διαφορά διαλυτότητας των διαλελυμένων ουσιών, ανάμεσα στην ακίνητη και κινητή φάση ή

					Στην διαφορά προσρόφησης των διαλελυμένων ουσιών στη στατική φάση.

			

			Καθώς μια διακριτή ζώνη διαλύματος, η οποία περιέχει το υπό διαχωρισμό δείγμα, εξαναγκάζεται να διέλθει μέσω της στήλης, το υψηλής περιεκτικότητας, για μια συγκεκριμένη συνιστώσα, τμήμα του διαλύματος, εξισορροπείται με τη στατική και την κινητή φάση. Το επόμενο τμήμα της κινητής φάσης, το οποίο περιέχει λιγότερη από αυτή την συνιστώσα, θα εξάγει και θα συμπαρασύρει από την στατική φάση, ένα μέρος της προσροφειθείσασ συνιστώσας, στην κινητή φάση. Καθώς κάθε συνιστώσα εμπλέκεται σε μια ανάλογη διαδικασία ανταλλαγής σε διαφορετικούς βαθμούς και ταχύτητες, τελικά επιτυγχάνεται ο διαχωρισμός και στο άκρο της στήλης, εμφανίζονται διαδοχικά, τα διάφορα κλάσματα του μείγματος.

			Χρωματογραφία Στήλης: Η σημαντικότερη εφαρμογή της υγρής χρωματογραφίας, είναι αυτή κατά την οποία, η στατική φάση, υγρή ή στερεά, είναι διαμορφωμένη ως στήλη (columne chromatography), διαφόρων διαστάσεων, μορφών και δομών. Ανάλογα με τη φυσική αρχή με την οποία επιτυγχάνεται ο διαχωρισμός, διακρίνουμε τις ακόλουθες επιμέρους τεχνικές. 

			Η χρωματογραφία προσρόφησης (adsorption chromatography) πραγματοποιείται με μια υγρή κινητή φάση και μια στερεά στατική φάση, οι οποίες προσροφούν αντιστρεπτά τα διαλυμένα συστατικά. Τέτοια υλικά είναι:

			
					Gel πυριτίου.

					Πορώδεις σφαίρες γυαλιού.

					Αλουμίνα.

			

			Ως κινητή φάση χρησιμοποιούνται συνήθως μη πολικοί διαλύτες και στην κλινική πράξη, χρησιμοποιείται κυρίως για τον διαχωρισμό λιπιδίων.

			Η χρωματογραφία κατανομής (partition chromatography) πραγματοποιείται με μια στατική φάση υγρή, η οποία είναι επικαλυμμένη σε ένα αδρανές στερεό και δεν είναι αναμείξιμη με την κιντή φάση. Η σχετική κατανομή των συνιστωσών του δείγματος, ανάμεσα στην κινητή και τη στατική φάση, καθορίζει τον σχετικό διαχωρισμό. Συνήθως η υγρή στατική φάση είναι πολική (π.χ. νερό ή πολυαιθυλενική γλυκόλη) και η κινητή φάση είναι μη πολική (π.χ. εξάνιο ή χλωροφόρμιο) ή αντίστροφα η υγρή στατική φάση είναι μη πολική (π.χ. υδαατάνθρακες συνδεδεμένοι στο αδρανές στερεό) και η κινητή φάση είναι πολική (π.χ. νερό ή μεθανόλη). Η χρωματογραφία κατανομής χρησιμοποιείται συνήθως για τον διαχωρισμό φαρμάκων και την ανίχνευση της στάθμης τους στο αίμα.

			H ιοντοανταλλακτική χρωματογραφία (ion exchange chromatography) πραγματοποιείται με την χρήση μιας ιοντοανταλλακτικής ρητίνης, δηλαδή πολυμερισμένους υδρογονάνθρακες, που περιέχουν θέσεις με ιονισμένες λειτουργικές ομάδες (R+ ή R-) και αντίθετα φορτισμένα ιόντα (Υ+ ή Υ-) αντίστοιχα, ως στατική φάση και ένα υδατικό διάλυμα ως κινητή φάση. Η κινητή φάση περιέχει επίσης το ιόν (Υ+ ή Υ-), το οποίο μπορεί να κινείται μέσω της ρητίνης, καθώς και τα ιόντα του δείγματος (Χ+ ή Χ-). Ο μηχανισμός της ιοντοανταλλαγής είναι ο ακόλουθος [3]:
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			Σε μια διάταξη χρωματογραφίας ανταλλαγής ανιόντων, το ανιόν του δείγματος Χ- ανταγωνίζεται το ανιόν της κινητής φάσης Υ-, για τις ιονικές θέσεις R+, στον ιοντοανταλλάκτη. Σε μια διάταξη χρωματογραφίας ανταλλαγής κατιόντων, το κατιόν του δείγματος Χ+ ανταγωνίζεται το κατιόν της κινητής φάσης Υ+, για τις ιονικές θέσεις R- , στον ιοντοανταλλάκτη. Τα συστατικά του δείγματος, τα οποία αλληλεπιδρούν ασθενώς με τη ρητίνη, παρουσία των ιόντων της κινητής φάσης, εκλούονται γρήγορα. Τα συστατικά του δείγματος τα οποία αλληλεπιδρούν ισχυρά με τη ρητίνη, καθυστερούν πολύ περισσότερο, με τελικό αποτέλεσμα, τον διαχωρισμό των συστατικών και τη διαδοχική έκλουση των συστατικών διαμέσου της στήλης, στο άκρο της οποίας συλλέγονται και ανιχνεύονται. Το pH και η κανονικότητα της κινητής φάσης καθορίζουν την αλληλεπίδραση της ρητίνης με τα ιόντα του δείγματος και κατά συνέπεια, καθορίζουν και τη σχετική ταχύτητα, άρα και τη σειρά διαδοχικής έκλουσης των κλασμάτων. Η μέθοδος βρίσκει εφαρμογές στην Κλινική Βιοχημεία, για τον διαχωρισμό ορμονών, άλλων πρωτεϊνών και αμινοξέων.

			Η χρωματογραφία διαπερατότητας (gel permeation chromatography), η οποία συχνά καλείται και χρωματογραφία ηθμού βασίζεται στον μηχανικό διαχωρισμό των μορίων ενός μείγματος, με βάση το μέγεθός τους. Ο διαχωρισμός με βάση το μοριακό μέγεθος πραγματοποιείται σε μια στήλη από πορώδη ζελατίνη. Τα μικρότερα μόρια του υπό διαχωρισμό δείγματος, διέρχονται μέσω των μικρότερων πόρων της ζελατίνης (μοριακός ηθμός) και εμπλέκονται σε μια διαδρομή μέσω της στήλης, ενώ τα μεγαλύτερα μόρια αποκλείονται από τη ζελατίνη και εκλούονται κατ’ ευθείαν από τη στήλη, εμφανιζόμενα πρώτα στο άκρο της. Η τεχνική αυτή συνήθως χρησιμοποιείται για τον διαχωρισμό ενζύμων και πρωτεϊνών μεγάλου μοριακού βάρους, από τα άλλα συστατικά του ορού. Προφανώς, ο τύπος της στήλης και του υλικού πλήρωσής της, είναι συνάρτηση του τύπου του διαχωρισμού, ο οποίος επιδιώκεται. Γενικά, είναι δυνατή η ακόλουθη κατάταξη του τύπου της χρωματογραφίας, ανάλογα με την πολικότητα των συστατικών του υπό διαχωρισμό δείγματος [3]:

			
					Χρωματογραφία Προσρόφησης: μη πολικές ενώσεις.

					Χρωματογραφία Κατανομής: ελαφρώς πολικές ενώσεις.

					Χρωματογραφία Ιοντοανταλλαγής: πολικές ενώσεις.

					Χρωματογραφία Ηθμού: μεγαλομοριακές ενώσεις.

			

			Σημαντική παράμετρος για όλες τις τεχνικές είναι η θερμοκρασία, η οποία επηρεάζει το ιξώδες του διαλύτη της κινητής φάσης και συνεπώς την όλη διαδικασία διαχωρισμού. Τέλος, σημαντικό ρόλο παίζει ο τρόπος παροχής της υγρής φάσης. Διακρίνουμε δύο τρόπους: 

			
					Ισοσθενής ή Ισοκρατικός (isocratic), δηλαδή, η κινητή φάση, σταθερής σύνθεσης και pH, χορηγείται με σταθερή παροχή στην στήλη, σε ολόκληρη τη διαδικασία χρωματογραφικού διαχωρισμού.

					Βαθμίδος (gradient), δηλαδή, κάποια συνιστώσα της κινητής φάσης μεταβάλλεται συναρτήσει του χρόνου, κατά τη διάρκεια του χρωματογραφικού διαχωρισμού, δημιουργώντας μια βαθμίδα (γραμμική ή όχι) συγκέντρωσης, pH, κανονικότητας κλπ. της κινητής φάσης.

			

			Οργανολογία της Υγρής Χρωματογραφίας Στήλης: Οι βασικές συνιστώσες ενός συστήματος υγρής χρωματογραφίας στήλης, είναι οι ακόλουθες:

			
					Το σύστημα χορήγησης με την αντίστοιχη αντλία.

					Το σύστημα εισαγωγής του δείγματος.

					Η στήλη και ενδεχομένως ο θερμοστατούμενος κλίβανος.

					Ο ανιχνευτής και το καταγραφικό.

			

			Στις παρασκευαστικές διατάξεις περιλαμβάνεται και ένα σύστημα συλλογής κλασμάτων. Οι παρασκευαστικές στήλες διαχωρισμού είναι μεγαλύτερες και λειτουργούν σε διάφορες θερμοκρασιακές συνθήκες (π.χ. θερμοκρασία περιβάλλοντος, σε δωμάτιο ψυγείο κλπ.). Ο διαχωρισμός συνήθως γίνεται σε ατμοσφαιρική πίεση και η διάρκεια της διαδικασίας μπορεί να είναι χρονοβόρα. Αντίθετα, στις διαγνωστικές εφαρμογές, χρησιμοποιείται συνήθως η χρωματογραφία υψηλής πίεσης (HPLC), στην οποία ο συνδυασμός υψηλών πιέσεων και θερμοκρασιών, επιταχύνει τη διαδικασία χρωματογραφικού διαχωρισμού.

			Οι βασικότεροι τύποι χορήγησης είναι τρεις και χαρακτηρίζονται από τον τύπο της αντλίας, τον οποίο διαθέτουν. Οι τρείς τύποι αντλιών είναι [20]:

			
					Αντλία σύριγγος, η οποία ωθεί το διάλυμα με πιστόνι σύριγγος, οδηγούμενο από βηματικό κινητήρα, εξασφαλίζοντας συνεχή ροή.

					Αντλία με παλινδρομικό πιστόνι (ή δύο πιστόνια), η οποία ωθεί το διάλυμα μέσω διαφράγματος, εξασφαλίζοντας παλμική ροή.

					Αντλία σταθερής πίεσης, η οποία χρησιμοποιεί πεπιεσμένο αέρα, ενισχύοντας την πίεσή του, μέσω πιστονιών με λόγο επιφανειών ίσο με την επιθυμητή ενίσχυση της πίεσης (1:30 - 1:50). Εξασφαλίζει συνεχή ροή.
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			Εικόνα 8.30 Σχηματικό διάγραμμα συστήματος υγρής χρωματογραφίας. Διακρίνονται, από πάνω προς τα κάτω, το σύστημα χορήγησης με την αντίστοιχη αντλία, το σύστημα εισαγωγής δείγματος, η στήλη και ο θερμοστατούμενος κλίβανος, ο ανιχνευτής και το καταγραφικό [3].

			Οι αντλίες εξασφαλίζουν πιέσεις μέχρι 200 atm, καλύπτοντας τις απαιτήσεις όλων των τεχνικών και ιδιαίτερα της HPLC. Συνήθεις παροχές 1-2 ml/min εξασφαλίζουν ισοκρατικό τόπο διαχωρισμού, ενώ ο συνδυασμός περισσότερων αντλιών, εξασφαλίζει την τυχόν απαιτούμενη βαθμίδα pH, συγκέντρωσης κλπ. Το ιδανικό σύστημα εισαγωγής θα πρέπει να επιτρέπει την επαναλήψιμη και ευχερή εισαγωγή δειγμάτων, μεγάλου εύρους όγκων. Τα συνηθέστερα συστήματα εισαγωγής είναι:

			
					Σύστημα εισαγωγής απευθείας στη στήλη, μέσω διαφράγματος (septum), προσαρμοσμένου σε έναν λαστιχένιο δίσκο με επικάλυψη σιλικόνης.

					Σύστημα βρόγχου (loop) εισαγωγής σταθερού όγκου, ο οποίος και γεμίζει πλήρως από το δείγμα.

					Σύστημα βρόγχου - ογκομετρικής μικροσύριγγος, η οποία χρησιμεύει για την ογκομέτρηση του δείγματος, πριν αυτό εισαχθεί στον βρόγχο.
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			Εικόνα 8.31 Τρεις τυπικές αντλίες χρωματογραφικών συστημάτων: Από αριστερά: Σύριγγος, με παλινδρομικό πιστόνι και σταθερής πίεσης [20].

			Οι στήλες είναι συνήθως κατασκευασμένες από γυαλί ή ανοξείδωτο χάλυβα, καταλλήλου πάχους, ώστε να αντέχει στην εφαρμοζόμενη από την αντλία πίεση. Η διάμετρος κυμαίνεται από την τάξη των mm, στις κλασικές στήλες HPLC μέχρι μερικά μm, στις σύγχρονες μικροαναλυτικές διατάξεις, για νοσοκομειακή χρήση. Το μήκος της στήλης, κυμαίνεται αντίστοιχα από 10-100 cm. Οι παρασκευαστικές στήλες υγρής χρωματογραφίας, μπορεί να έχουν μήκος από 2-250 cm και διαμέτρους από 0.5-15 cm. Η σταθερότητα της θερμοκρασίας εξασφαλίζεται με αερόλουτρα ή υδροχιτώνια, στον θερμοστατούμενο κλίβανο. Τυπικές θερμοκρασίες για την HPLC είναι 35.0 °C - 140.0 °C ± 0.2 °C.
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			Εικόνα 8.32 Σχηματικό διάγραμμα φασματοφωτομετρικού ανιχνευτή UV/VIS. Διακρίνεται η πηγή D2, το κάτοπτρο και το φράγμα, οι φακοί, ο chopper, η κυψελλίδα ροής και ο φωτοπολλαπλασιαστής [20].
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			Εικόνα 8.33 Αριστερά: Σχηματικό διάγραμμα φθορισμομέτρου με φίλτρο. Από αριστερά πηγή Hg, φορίζον διάφραγμα, φίλτρο διέγερσης, κυψελλίδα ροής δείγματος, φίλτρο δευτερογενούς εκπομπής, φωτοανιχνευτής (Laboratory Data Control, USA) [100]. Δεξιά: Αμπερομετρικός (αγωγιμομετρικός) ανιχνευτής βασιζόμενος στη σύγκριση της αγωγιμότητας των κλασμάτων (Bioanalytical Systems Inc., USA) [100].

			Πολύ σημαντικό ρόλο στο χρωματογραφικό σύστημα, παίζει ο ανιχνευτής, ο οποίος ταυτοποιεί, ποιοτικά και ποσοτικά, τα διαδοχικά εξερχόμενα από τη στήλη κλάσματα. Χρησιμοποιούνται πολλοί τύποι ανιχνευτών, οι οποίοι πρέπει να είναι ευαίσθητοι, να απαιτούν μικρό όγκο δείγματος (από 1 μl μέχρι και 1 nl, ανάλογα με την διάμετρο της στήλης), να μπορούν να διαχωρίσουν τυχόν έντονο υπόβαθρο παρασιτικού σήματος, από άλλα συστατικά του δείγματος και μικρό χρόνο απόκρισης. Οι συνηθέστεροι ανιχνευτές είναι οι ακόλουθοι:

			
					Φασματοφωτομετρικοί ανιχνευτές UV-VIS.

					Ανιχνευτές φθορισμού.

					Ανιχνευτές βασιζόμενοι στον διαφορετικό δείκτη διαθλάσεως των διαδοχικά εξερχόμενων κλασμάτων.

					Ανιχνευτές βασιζόμενοι στη διαφορετική ηλεκτρική αγωγιμότητα των διαδοχικά εξερχόμενων κλασμάτων.

					Ανιχνευτές βασιζόμενοι στη διαφορετική αγωγιμότητα των διαδοχικά εξερχόμενων κλασμάτων.
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			Εικόνα 8.34 Επίδραση της θερμοκρασίας (αριστερά) και της σύνθεσης της κινητής φάσης (δεξιά) στη μορφή διαδοχικών χρωματογραφημάτων δύο μειγμάτων [20].

			Οι ηλεκτρικοί παλμοί εξόδου (peaks) των διαφόρων τύπων ανιχνευτών, ενισχύονται και οδηγούνται σε καταγραφικά χάρτου, μαγνητικά μέσα ή monitors. Η σχετική θέση των παλμών (χρόνος κατακράτησης) είναι μέτρο της φύσης του ανιχνευόμενου συστατικού, ενώ το εμβαδόν του παλμού, αποτελεί μέτρο της σχετικής του συγκέντρωσης.

			Η υγρή χρωματογραφία στήλης (LC) και ειδικότερα η HPLC, προσφέρει απλή σχετικά προετοιμασία του δείγματος, χαμηλές σχετικά θερμοκρασίες και σχετικά απλή και αξιόπιστη οργανολογία, συγκρινόμενη π.χ. με την αέρια χρωματογραφία (GC). Για τους λόγους αυτούς, πολλαπλασιάζονται οι εφαρμογές της στην κλινική πράξη.

			Άλλοι τύποι Χρωματογραφίας: Μια φθηνή και εύχρηστη χρωματογραφική μέθοδος είναι η Xρωματογραφία σε χαρτί, η οποία αποτελεί ιδιάτερη περίπτωση της χρωματογραφίας κατανομής. Βασίζεται στη διαφορετική κατανομή των συνιστωσών ενός μείγματος, στον προσροφημένο σε χαρτί νερό (στατική φάση) και μείγμα οργανικών διαλυτών (κινητή φάση).Το ειδικό χρωματογραφικό χαρτί από ενυδατωμένη κυτταρίνη 15%, εμβαπτίζεται σε δοχείο, που περιέχει την κινητή φάση. Πάνω στο χαρτί και πάνω από την επιφάνεια της κινητής φάσης, τοποθετείται το υπό διαχωρισμό δείγμα, ως κηλίδα διαμέτρου λίγων χιλιοστών. Λόγω των τριχοειδών φαινομένων, ο διαλύτης προχωρεί και παρασύρει τα συστατικά του μείγματος. Ανάλογα με τη φύση των συστατικών, αυτά διανύουν διαφορετικές αποστάσεις, σε δεδομένο χρόνο, με πιο ευκίνητα τα λιπόφιλα και λιγότερο ευκίνητα τα υδρόφιλα. Μετά τον επαρκή διαχωρισμό, το χαρτί ξηραίνεται και συνήθως υφίσταται χρώση, με κατάλληλα αντιδραστήρια που εξετάζονται σε ορατό ή υπεριώδες φώς.

			Η ταυτοποίηση των επιμέρους συνιστωσών γίνεται με τη σύγκριση της σχετικής θέσης των δευτερευουσών κηλίδων, με τις αντίστοιχες θέσεις γνωστών μειγμάτων - μαρτύρων. 

			Μια άλλη ενδιαφέρουσα, απλή και φθηνή (επειδή δεν απαιτεί ακριβό εξοπλισμό) χρωματογραφική μέθοδος, είναι η Χρωματογραφία Λεπτής Στιβάδος (Thin-Layer Chromatography, TLC). Η διαφορά της από τη χρωματογραφία σε χαρτί έγκειται στη χρήση γυάλινης πλάκας, φύλλου αλουμινίου ή πλαστικού με επίστρωση λεπτής στιβάδας (100 - 500 μm) προσροφητικού υλικού (π.χ. silica gel, οξειδίου του αργιλίου, κυτταρίνης κλπ.). Το μείγμα τοποθετείται με μικροπιπέτα στην πλάκα, η οποία τοποθετείται σε θάλαμο χρωματογραφίας, που περιέχει την κινητή φάση και εμβαπτίζεται σε αυτόν. Ο διαλύτης προσροφάται και ανέρχεται, ανάλογα με τη χρωματογραφία χάρτου. Το χρωματογράφημα εμφανίζεται και αναλύεται επίσης με ανάλογο τρόπο. Η χρωματογραφία λεπτής στιβάδας υπερέχει αυτής επί χάρτου σε διακριτική ικανότητα, ταχύτητα και ευαισθησία. Χρησιμοποιείται στην κλινική πράξη, κυρίως για την ανίχνευση στάθμης φαρμάκων στο αίμα [1].
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			Εικόνα 8.35 Χρωματογράφημα Λεπτής Στιβάδος μετά τόν διαχωρισμό και την εμφάνιση των συστατικών, με χρώση. Το δείγμα 1 είναι ένα standard που περιέχει τα φάρμακα A, B και C. Το δείγμα 2 είναι άγνωστο και περιέχει μια κηλίδα συμβατή με το φάρμακο C. To δείγμα 3 είναι άγνωστο και περιέχει μια κηλίδα συμβατή με το φάρμακο C και μια δεύτερη κηλίδα D, η οποία δεν εμφανίζεται στο standard [1].

			Η Αέριος Χρωματογραφία είναι μια αναλυτική τεχνική μέσω της οποίας γίνεται δυνατός ο διαχωρισμός ενώσεων παρόμοιας χημικής δομής και (υψηλού) σημείου ζέσεως με βάση ακριβώς αυτές τις χημικές και φυσικές τους ιδιότητες. Το υπό διαχωρισμό δείγμα, υφίσταται κατάλληλη προεργασία, εισάγεται στη διάταξη, εξατμίζεται και παρασύρεται από ένα φέρον αέριο (Αζωτο ή Ηλιο), το οποίο αποτελεί την κινητή φάση, μέσω μιας στήλης. Η στήλη συνιστά τη στατική φάση και μπορεί να αποτελείται εναλλακτικά:

			
					Aπό ένα στερεό υλικό με κατάλληλες προσροφητικές ικανότητες, οπότε έχουμε την αέρια - στερεά χρωματογραφία (Gas - Solid Chromatography, GSC).

					Aπό ένα αδρανές στερεό, εμποτισμένο ή επικαλυμμένο με ένα ενεργό υγρό, με διαχωριστικές ιδιότητες, οπότε έχουμε την αεριο - υγρή χρωματογραφία (Gas - Liquid Chromatography, GLC).

			

			Το μέγεθος, η δομή, η πολικότητα, το σημείο ζέσεως και άλλα χαρακτηριστικά των υπό διαχωρισμό ενώσεων, οδηγούν στην έκλουσή τους μέσω της στήλης, με διαφορετικές ταχύτητες.
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			Εικόνα 8.36 Σχηματικό διάγραμμα αεριοχρωματογράφου. Από αριστερά, φιάλη φέροντος αερίου και σύστημα ελέγχου, θερμοστατούμενος κλίβανος με τις στήλες, εισαγωγέας, ανιχνευτής και καταγραφικό [3], [32].

			Καθώς οι εκλουόμενες ενώσεις εξέρχονται διαδοχικά από τη στήλη, ανιχνεύονται από έναν από τους διάφορους τύπους ανιχνευτών που χρησιμοποιούνται στην αεριοχρωματογραφία. Οι παραγόμενοι από τους ανιχνευτές ηλεκτρικοί παλμοί, ενισχύονται, υφίστανται κατάλληλη επεξεργασία και καταγράφονται ως γραφήματα σε χαρτί ή σε μαγνητικά μέσα, δίδοντας έτσι πληροφορίες για τη φύση και τη συγκέντρωση των επιμέρους συνιστωσών του υπό ανίχνευση δείγματος. Τα βιολογικά δείγματα (συνήθως ούρα, αίμα και ενίοτε αέρια) σπανίως είναι δυνατόν να εισαχθούν κατευθείαν στον αεριοχρωματογράφο. Απαιτείται προηγούμενη επεξεργασία όπως καθαρισμός με διαλύτες, μετατροπή σε παράγωγα και τελικά διάλυση σε κατάλληλο πτητικό οργανικό διαλύτη, για να εισαχθεί στον Αέριο Χρωματογράφο. Συνήθως, με τον Αέριο Χρωματογράφο ανιχνεύουμε μη πρωτεϊνικές ορμόνες, φάρμακα, λιπαρά οξέα, αλκοόλες καθώς και διάφορες τοξικές ουσίες. Η αέρια χρωματογραφία εφαρμόζεται ιδιαίτερα στην Ιατροδικαστική και Τοξικολογία, την Αθλητιατρική (αντι - dopping) και στην Φαρμακολογία [10].
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			Εικόνα 8.37 Αριστερά: Τομή τυπικού συστήματος εισαγωγής δείγματος κατάλληλου για την χρήση μικροσύριγγας και βαλβίδα εισαγωγής με βρόγχο (a) απομονωμένο δείγμα (b) εισαχθέν δείγμα [21].

			Η Δομή του Αεριοχρωματογράφου: Τα δείγματα εισάγονται στη συσκευή με δύο βασικά τρόπους:

			
					Μέσω μικροσύριγγας (υγρού ή αερίου), σε ένα στόμιο εισόδου σφραγισμένο με ένα λαστιχένιο διάφραγμα (septum).

					Μέσω βρόγχου εισαγωγής, ελεγχομένου όγκου, για τα αέρια δείγματα.

			

			Τα δείγματα εισάγονται σε ένα θερμοστατούμενο θάλαμο (με σταθερή ή προγραμματιζόμενα μεταβαλλόμενη θερμοκρασία) εισαγωγής και εξαέρωσης και στη συνέχεια, παρασυρόμενο από το φέρον αέριο εισέρχεται στην στήλη. Η θερμοκρασία του συστήματος εισαγωγής (injection block) είναι συνήθως 50 - 100 °C υψηλότερη από αυτή της στήλης, ώστε να διευκολύνεται η τυχόν απαιτούμενη εξάτμιση (για τα σπανιότερα στερεά δείγματα εξάχνωση) του δείγματος και η εισροή του στη στήλη [21]. Ο όγκος των εισαγομένων δειγμάτων είναι μικρότερος των 10 μl για υγρά δείγματα και μέχρι 5 ml για τα αέρια δείγματα. Οι αεριοχρωματογραφικές στήλες κατασκευάζονται από μέταλλο, γυαλί ή άπό τριχοειδές nylon. Έχουν διάφορες μορφές, όπως ευθεία, σπειροειδή, υοειδή κλπ. και το μήκος τους μπορεί να φθάνει μέχρι τα 100 m για τις γυάλινες και μεταλλικές και μέχρι τα 1500 m οι τριχοειδής στήλες από nylon.
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			Εικόνα 8.38 Δομή και τυπική συνδεσμολογία γέφυρας ενός τυπικού ανιχνευτή θερμικής αγωγιμότητας [3]. Δεξιά: 6-θυρος εισαγωγέας αερίων δειγμάτων [33]. Joanna Kośmider, https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Gas_Sampling_Valve.svg
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			Εικόνα 8.39 Αριστερά: Τυπικός ανιχνευτής ιονισμού φλόγας. Δεξιά: Ανιχνευτής σύλληψης ηλεκτρονίων με β - ραδιενεργό πηγή 63Ni [21].
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			Εικόνα 8.40 Αριστερά: Τυπικά χρωματογραφήματα διαχωρισμένου δείγματος με (a) προγραμματισμό της θερμοκρασίας και (b) ισοθερμικά, ώστε να δίδουν περίπου την ίδια διάρκεια της ανάλυσης. Δεξιά: Σύστημα εισαγωγής σταθερής ροής αερίου/δείγματος 1 ml/min στη Στήλη [34].

			Διακρίνουμε τους εξής βασικούς τύπους ανιχνευτών, οι οποίοι χρησιμοποιούνται στην αεριοχρωματογραφία [20]:

			
					Οι ανιχνευτές θερμικής αγωγιμότητας (TCD), οι οποίοι ανιχνεύουν τα διερχόμενα κλάσματα, με βάση τη διαφορετική θερμική αγωγιμότητα, των υπό ανίχνευση επί μέρους συνιστωσών του δείγματος.

					Οι ανιχνευτές ιονισμού φλόγας (FID), στους οποίους η καύση των οργανικών μορίων του δείγματος οδηγεί στην παραγωγή ιονισμένων κλασμάτων τους, τα οποία ανιχνεύονται από ένα συλλεκτικό ηλεκτρόδιο υπό τάση (300 V) ως προς το άκρο του καυστήρα.

					Οι ανιχνευτές φωτοϊονισμού (PID), στους οποίους ο ιονισμός προκαλείται στα μόρια από ειδικές λυχνίες υπεριωδών (UV), υψηλής ενέργειας.

					Οι ανιχνευτές σύλληψης ηλεκτρονίων (ECD), στους οποίους μια β ραδιενεργή πηγή 63Ni, ιονίζει το φέρον αέριο (π.χ. Ν2), παρουσία ενός συλλεκτικού συστήματος Ανόδου - Καθόδου υπό τάση (300 V), δημιουργώντας έτσι ένα ρεύμα ανάμεσά τους. Η διαταραχή του ρεύματος αυτού, από τον διαφορετικό βαθμό ιονισμού, των διαδοχικά διερχομένων συνιστωσών του δείγματος, αποτελεί μέτρο της συγκέντρωσής τους σε αυτό.

			

			Η ποιοτική ταυτοποίηση των αγνώστων ουσιών, πραγματοποιείται μέσω της μέτρησης της σχετικής καθυστέρησης (χρόνος κατακράτησης) αυτών στη στήλη και ο ποσοτικός προσδιορισμός τους, από το εμβαδόν των καταγραφόμενων παλμών (peaks). 

			Τα πλεονεκτήματα της αεριοχρωματογραφίας είναι η ταχύτητά της (5 - 60 min για 8 - 10 συνιστώσες), η μεγάλη περιοχή θερμοκρασιών στις οποίες μπορεί να εφαρμοσθεί (από -200 °C μέχρι 1000 °C), η ευαισθησία , που φθάνει την περιοχή των ng, ο μικρός όγκος του απαιτουμένου δείγματος (< 1 μl) και η δυνατότητα αυτοματοποίησης της μεθόδου. Ως μειονεκτήματα θεωρούνται η δύσκολη και χρονοβόρα διαδικασία προετοιμασίας των δειγμάτων και ο κίνδυνος ρύπανσης του ανιχνευτή από τυχόν μη καθαρό δείγμα.

			8.5. Η Τεχνολογία της κλασικής, της τριχοειδούς και της δισδιάστατης Ηλεκτροφόρησης

			Οι Αρχές της Ηλεκτροφόρησης: Η Ηλεκτροφόρηση βασίζεται στο ότι οι επιμέρους συνιστώσες των κολλοειδών διαλύματων κινούνται με διαφορετικές ταχύτητες μέσα σε ένα υγρό, όταν εφαρμοσθεί ένα ηλεκτρικό πεδίο. Ο διαχωρισμός των επιμέρους συνιστωσών, καθίσταται δυνατός, επειδή σωματίδια παρόμοιας γεωμετρίας ή/και μάζας αλλά με διαφορετικά φορτία και σωματίδια με παρόμοια φορτία, αλλά διαφορετική γεωμετρία ή/και μάζα, κινούνται με διαφορετικές ταχύτητες, προς τα ηλεκτρόδια αντιθέτου φορτίου. Όταν μέσα από ένα τέτοιο διάλυμα, περάσει για αρκετό χρόνο ένα ρεύμα, οι συνιστώσες θα διανύσουν διαφορετικές αποστάσεις και θα χωρισθούν σε μέτωπα, κατά μήκος της διαδρομής την οποία θα υποχρεωθούν να διανύσουν. Ο προσδιορισμός των συγκεντρώσεων κατά πλάτος των μετώπων αυτών, επιτρέπει την ποσοτική ανάλυση του μείγματος. Και επειδή το σχήμα είναι επαναλήψιμο, κάτω από όμοιες συνθήκες (ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, διάρκεια κλπ.), η μέθοδος επιτρέπει και την ανίχνευση συγκεκριμένων ουσιών στο μείγμα, μέσω της σύνδεσης της σχετικής θέσης ενός μετώπου, με μία συγκεκριμένη ουσία ή ομάδα ουσιών, μέσω μιάς ή διαδοχικών ηλεκτροφορήσεων.

			Τεχνικές Ηλεκτροφορήσεων: Υπάρχουν διάφορες τεχνικές ηλεκτροφορήσεων, με διαφορετικό τρόπο υλοποίησης, της βασικής αρχής η οποία περιγράφτηκε προηγουμένως. Οι βασικότερες τεχνικές ηλεκτροφορήσεων, είναι οι ακόλουθες [3]:

			
					Ηλεκτροφόρηση Χάρτου: O διαχωρισμός των σωματιδίων πραγματοποιείται σε ένα κομμάτι διηθητικό χαρτί, κεκορεσμένο με ηλεκτρολύτη.

					Ηλεκτροφόρηση Οξικής Κυτταρίνης: Χρησιμοποιείται αντί του χαρτιού, οξική κυτταρίνη, η οποία πλεονεκτεί ως προς τη σαφήνεια και την ταχύτητα διαχωρισμού.

					Ηλεκτροφόρηση Ζελατίνης (Gel): Χρησιμοποιείται ζελατίνη από άγαρ για ανοσοτεχνικές, καθώς και ζελατίνη από άμυλο και πολυακρυλαμίδια, που παρουσιάζουν ιδιότητες «μοριακού ηθμού», εξασφαλίζοντας καλή διακριτική ικανότητα.

					Μικρο - ανοσο - ηλεκτροφόρηση: Συνδυάζει την τεχνική της ηλεκτροφόρησης με αυτή της ανοσοδιάχυσης. Αναπτύχθηκε για να ξεπεραστεί η δυσκολία στον διαχωρισμό και την ταυτοποίηση σύνθετων μειγμάτων πρωτεϊνών, με άλλες μεθόδους.

					Ηλεκτροφόρηση Λεπτής Στιβάδας: Χρησιμοποιούνται υλικά πυριτικά, αργιλικά και ζελατίνες, προσφέροντας πολλά πλεονεκτήματα, σε πολλούς τύπους διαχωρισμών, όπως αμίνες, αμινοξέα, φενόλες κλπ.

					Ηλεκτροφόρηση Ψυχομένων Πλακών: Η τεχνική εφαρμόζεται σε περιπτώσεις, στις οποίες είναι απαραίτητο, να διατηρείται η θερμοκρασία χαμηλή, ώστε να μην καταστρέφονται οι υπό διαχωρισμό ουσίες (π.χ. ένζυμα). Το περίβλημα κατασκευάζεται από αλουμίνιο και περιλαμβάνει σύστημα ψύξης με νερό.

			

			Επιπλέον, ανάλογα με τη μορφή, την οποία παίρνουν τα διαχωριζόμενα συστατικά του αναλυόμενου δείγματος, διακρίνουμε τους ακόλουθους τύπους ηλεκτροφορήσεων:

			
					Ηλεκτροφόρηση Κινουμένου Μετώπου: Η τεχνική αυτή είναι η παλαιότερη, εφαρμόσθηκε από τον Tiselius το 1937 και χρησιμοποιεί έναν υοειδή σωλήνα, με τετραγωνική διατομή, όγκου από 2 - 100 ml. Ο σωλήνας γεμίζεται με ρυθμιστικό διάλυμα και τοποθετείται ως ξεχωριστό στρώμα η προς διαχωρισμό ουσία. Διαρρέεται από ένα σταθερό ρεύμα και διατηρείται σε σταθερή θερμοκρασία, μέσω υδατόλουτρου. Η μετακίνηση των συνιστωσών, πραγματοποιείται κατά μήκος του υοειδούς σωλήνα και γίνονται ορατές με ένα σύστημα ανίχνευσης, το οποίο βασίζεται στον διαφορετικό δείκτη διάθλασης των συνιστωσών (Schlieren - Optik). Η μέθοδος είναι σχετικά δύσχρηστη και χρονοβόρος, αλλά έχει το πλεονέκτημα του να επιτρέπει τον έλεγχο της προόδου της ηλεκτροφόρησης.

					Ηλεκτροφόρηση Ζώνης: Χρησιμοποιεί στερεό υπόστρωμα (π.χ. χαρτί, οξική κυτταρίνη, ζελατίνη κλπ.) και από μία αρχική κηλίδα του μείγματος, προκύπτουν διακριτές ζώνες των συνιστωσών. Η μέθοδος είναι εύχρηστη, απαιτεί λίγο υλικό και είναι κατάλληλη για τον διαχωρισμό συνθέτων μειγμάτων. Μειονεκτεί επειδή τα επιμέρους κλάσματα, δεν καθίστανται ορατά και επειδή υπάρχει αλληλεπίδραση με το φέρον υλικό. Αποτελεί την πλέον διαδεδομένη μέθοδο ρουτίνας.

					Ηλεκτροφόρηση παραπετάσματος: Πραγματοποιείται σε κατακόρυφο διηθητικό χαρτί, το οποίο εκλούεται με ρυθμιστικό διάλυμα, παρασύροντας και την αρχική ποσότητα του υπό διαχωρισμόν υλικού. Το ηλεκτρικό πεδίο εφαρμόζεται οριζόντια, διαχωρίζει τις συνιστώσες, οι οποίες ρέουν στις επιμέρος πτυχές του διηθητικού χάρτου και συλλέγονται, παρασυρόμενες από το ρυθμιστικό διάλυμα, σε φιαλίδια συλλογής κλασμάτων, στο κάτω μέρος του συστήματος. Η μέθοδος εφαρμόζεται και για διαχωρισμούς σχετικά μεγάλων ποσοτήτων συνιστωσών ενός μείγματος, παρασκευαστικά και όχι μόνον αναλυτικά.
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			Εικόνα 8.41 Δύο ιστορικές μέθοδοι (απο αριστερά): Ηλεκτροφόρηση κινητού μετώπου και Ηλεκτροφόρηση χάρτου [3].

			Παράγοντες επιδρώντες στον Διαχωρισμό: Οι βασικότεροι παράγοντες, οι οποίοι επιδρούν στην κίνηση των συνιστωσών του υπό διαχωρισμό δείγματος, είναι οι ακόλουθοι:

			Το Φορτίο των Σωματιδίων: Η κίνηση ενός σωματιδίου, επάνω στην ηλεκτροφορητική επιφάνεια, εξαρτάται αρχικά από το φορτίου του. Οι πρωτεΐνες π.χ. αποτελούνται από μεγάλο αριθμό αμινοξέων, τα οποία διαθέτουν αρνητικά φορτισμένες καρβοξυλομάδες (COO-) θετικά φορτισμένες αμινομάδες (NH4+), ανάλογα με το pH του περιβάλλοντος διαλύματος [4]:

			Όξινο pH:
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			Αλκαλικό pH:
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			Προφανώς, σε όξινο ρυθμιστικό διάλυμα (Buffer), οι πρωτεΐνες θα οδεύουν προς την καθοδο και σε αλκαλικό προς την άνοδο. Ανάλογα με τον αριθμό και την διάταξη των αμινο - και καρβοξυλο - ομάδων, υπάρχει κάποια τιμή pH, στην οποία η συγκεκριμένη πρωτεΐνη, έχει συνολικά φορτίο μηδέν και δεν μετακινείται (ισοηλεκτρικό σημείο).

			Το Ισοηλεκτρικό Σημείο:
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			Κάθε pH < pH (ισοηλεκτρ.) δρα ως όξινο και κάθε pH > pH (ισοηλεκτρ.) δρα ως αλκαλικό, για την συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Το καθαρό ηλεκτρικό φορτίο των πρωτεϊνών, εξαρτάται από τον συνολικό αριθμό καρβοξυλο - και αμινομάδων και, προφανώς, καθορίζει την ευκινισία της συγκεκριμένης πρωτεϊνης.

			Η Κανονικότητα του Ρυθμιστικού Διαλύματος (Buffer): Η βέλτιστη κανονικότητα (ionic strength) του ρυθμιστικού διαλύματος, εξαρτάται από τις χημικές ιδιότητες της οδεύουσας ουσίας (συνήθως πρωτεϊνης ή συμπλόκου με πρωτεινικά μόρια) και ο μόνος τρόπος προσδιορισμού του, είναι η μέθοδος των διαδοχικών δοκιμών. Παράγοντες οι οποίοι πρέπει να λαμβάνονται υπόψη, είναι η διαλυτότητα της ουσίας σε διαφορετικής συγκέντρωσης ρυθμιστικά διαλύματα, και η δυνατότητα των ρυθμιστικών διαλυμάτων, να διατηρούν ένα σταθερό pH, παρά την αλλαγή της κανονικότητας. Τα αραιά διαλύματα παράγουν μεγαλύτερες απομακρύνσεις, αλλά τα περιθώρια των σχηματιζομένων ζωνών, είναι σχετικά ακαθόριστα. Αντίθετα, στα πυκνά διαλύματα, παράγονται εντονότερες γραμμές διαχωρισμού, αλλά οι σχετικές απομακρύνσεις είναι μικρότερες και μερικές από τις πρωτείνες, μπορεί να καθιζάνουν. 

			Προφανώς, και η συγκέντρωση του ρυθμιστικού διαλυματος, επηρεάζει την ηλεκτροφόρηση. Η κανονικότητα και η συγκέντρωση συνδέονται μέσω του σθένους της διϊσταμένης ουσίας.
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			Εικόνα 8.42 Αριστερά: Συνδυασμός ηλεκτροφορητικού πεδίου και βαρύτητας. Δεξιά: Ηλεκτροφόρηση παραπετάσματος [3].

			Θερμοκρασία: Μεταβολές της θερμοκρασίας αυξάνουν την ευκινησία των σωματιδίων, επηρεάζουν το pΗ του ρυθμιστικού διαλύματος και τη συνολική διάρκεια της ηλεκτροφόρησης. Η διατήρηση σταθερής θερμοκρασίας είναι εξαιρετικά δύσκολη, λόγω του ρεύματος, το οποίο διέρχεται από την ηλεκτροφορητική επιφάνεια.

			Δυναμικό: Υπάρχουν τροφοδoτικά, τα οποία παρέχουν σταθερή τάση (V), σταθερό ρεύμα (I) ή και τα δύο. Αν η θερμοκρασία, η συγκέντρωση και η κανονικότητα παραμένουν σταθερά, τότε η αντίσταση της ηλεκτροφορητικής επιφάνειας, παραμένει σταθερά και ισχύει:
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			Ε: η ένταση του δημιουργούμενου ηλεκτρικού πεδίου και l η απόσταση των δύο ηλεκτροδίων.

			Αύξηση της τάσης ή του ρεύματος προκαλούν αύξηση της απομάκρυνσης. Αν δεν υπάρχει σύστημα ανάδρασης και ελέγχου της αύξησης της θερμοκρασίας, τότε η αντίσταση της ηλεκτροφορητικής επιφάνειας αυξάνει και το διερχόμενο ρεύμα μειώνεται. Για τον λόγο αυτό, είναι απαραίτητο, για καλή επαναληψιμότητα, να υπάρχει τροφοδoτικό σταθερού ρεύματος.

			Χρόνος και Διάχυση: Η απομάκρυνση των συνιστωσών του υπό διαχωρισμό διαλύματος, είναι αύξουσα συνάρτηση του χρόνου ηλεκτροφόρησης. Όμως, επειδή κατά την μετατακίνηση, παρατηρείται και διάχυση, όσο μεγαλύτερος είναι ο χρόνος της ηλεκτροφόρησης, τόσο λιγώτερο διακριτές είναι οι σχηματιζόμενες ζώνες.

			Η διάχυση είναι αύξουσα συνάρτηση της θερμοκρασίας και του πάχους του ηλεκτροφορητικού μέσου, καθώς και του χρόνου, όπως αναφέρθηκε ήδη.

			Γεωμετρία των Σωματιδίων: Η γεωμετρία των σωματιδίων, επηρεάζει την ταχύτητα απομάκρυνσης. Τα μεγαλύτερα και πιο ακανόνιστα μόρια, κινούνται βραδύτερα, ενώ το μέγεθος των πόρων του ηλεκτροφορητικού υλικού, επηρεάζει τη διάχυση αλλά και την δυνατότητα κίνησης των σωματιδίων, γενικώτερα.

			Φέροντα Υλικά Ηλεκτροφόρησης: Όπως αναφέρθηκε ήδη, η χρήση διαφορετικών φερόντων υλικών για την ηλεκτροφόρηση καθορίζει σε μεγάλο βαθμό την τεχνική της ηλεκτροφόρησης. Στη συνέχεια, θα εξετασθούν οι ιδιότητες των πιο συνηθισμένων τέτοιων υλικών.

			
					Χαρτί: Το χαρτί είναι φθηνό και εύχρηστο. Θα πρέπει να έχει υψηλή περιεκτικότητα σε κυτταρίνη, η οποία στις συνήθως χρησιμοποιούμενες περιοχές τιμών pH (περί το 8.5), φορτίζεται αρνητικά, με αποτέλεσμα τη δημιουργία ηλεκτρενδόσμωσης, με κατεύθυνση προς την κάθοδο. Η δομή και το φορτίο του χαρτιού, προκαλεί προσρόφηση ουσιών, ιδίως πρωτεϊνών και απαιτούνται γενικά μακρόχρονοι διαχωρισμοί (12 -14 h), λόγω της ηλεκτροενδόσμωσης. Στεγνώνει και βάφεται εύκόλα.

					Ζελατίνη Αμύλου: Παρουσιάζει μεγάλες δυσκολίες στην παρασκευή και τη χρήση (καθαρισμός, υδρόλυση κλπ.). Παρουσιάζει, όμως, εξαιρετικές διαχωριστικές ιδιότητες, λόγω των μικρών πόρων του, οι οποίοι δρουν ως μοριακός ηθμός, επιτρέποντας ηλεκτρικό διαχωρισμό ταυτόχρονα με τον διαχωρισμό με βάση το μέγεθος των μορίων.

					Ζελατίνη Άγαρ: Παρασκευάζεται ευκολώτερα από τα άμυλο, μέσω επίστρωσης θερμών διαλυμάτων σε πλαστικούς ή γυάλινους φορείς. Το άγαρ φορτίζεται αρνητικά και επιτρέπει διαχωρισμούς σε σύντομα χρονικά διαστήματα (30 - 60 min). Στεγνώνει και βάφεται εύκόλα.

					Ζελατίνη Ακρυλαμίδης: Η ακρυλαμίδη πολυμερίζεται και σχηματίζει ένα δίκτυο μεταβαλλόμενης διαμέτρου πόρων, ανάλογα με τις ποσότητες ακρυλαμίδης και παράγοντα πολυμερισμού, οι οποίες χρησιμοποιούνται για την παρασκευή της ζελατίνης. Επιπλέον, η πλαστική αυτή ζελατίνη, είναι ηλεκτρικά ουδέτερη και χημικά αδρανής, δίνοντας πολλές ζώνες διαχωρισμού, οι οποίες, ωστόσο, αποτελούν συχνά μειονέκτημα, στις εργαστηριακές χρήσης ρουτίνας. Βασικό μειονέκτημα της μεθόδου, είναι η τοξικότητα των μονομερών της ακρυλαμίδης και του ακρυλικού οξέος.

					Οξική Κυτταρίνη: Το πιο διαδεδομένο υλικό στη ρουτίνα της ηλεκτροφόρησης, είναι η αδιαφανής οξική κυτταρίνη, με την οποία επιτυγχάνεται διαχωρισμός (π.χ. πρωτεΐνες του ορού, αιμοσφαιρίνη, ισοένζυμα κλπ.), σε περίπου 20 min. Μετά την ηλεκτροφόρηση, απαιτείται επεξεργασία της οξικής κυτταρίνης με διαλύτες, ώστε να καταστεί διαφανής και να μετρηθούν οι επιμέρους συγκεντρώσεις των ζωνών.

					Σακχαρόζη: Η πρώτη μέθοδος, η οποία χρησιμοποιήθηκε από τον Tiselius το 1937 και η οποία εξακολουθεί να χρησιμοποιείται (δηλαδή, ο εντοπισμός κινητών μετώπων, μέσα σε υοειδείς σωλήνες), μπορεί να βελτιωθεί σημαντικά, αν προστεθεί στο διάλυμα ένα αδρανές και ηλεκτρικά αδρανές, όπως η σακχαρόζη. Η σακχαρόζη δημιουργεί μία βαθμίδα συγκέντρωσης, η οποία αντισταθμίζει φαινόμενα οφειλόμενα σε θερμικές κινήσεις των σωματιδίων (convection), βελτιώνοντας την επαναληψιμότητα της μεθόδου.

			

			Μέθοδοι ταυτοποίησης των κλασμάτων: Μετά το ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό, απαιτείται η ποιοτική και ποσοτική ταυτοποίηση των κλασμάτων. Οι βασικότερες από τις μεθόδους αυτές, είναι οι ακόλουθες:

			
					Βαφή: Τα κλάσματα σταθεροποιούνται πάνω στον φορέα (χαρτί, οξική κυτταρίνη, ζελατίνη) με θέρμανση, με ξήρανση, με χημικό τρόπο κλπ. και στη συνέχεια, βάφονται με διάφορες κατάλληλες χρωστικές (π.χ. Αμιδομελανόν, Ponceau S, Νιγροσίνη, Ερυθρόν του Ελαίου (Ο - Chroma), Χρώματα της Φενόλης (Διάλυμα Kunkel), Μελανόν του Σουδάν κλπ.) [19]. Κατά τη βαφή, και την εν συνεχεία σύγκριση των ηλεκτροφορητικών μορφών (patterns), με αντίστοιχες αναφορές, θα πρέπει να λαμβάνεται υπόψη, ότι η απορρόφηση της βαφής είναι διαφορετική για κάθε ουσία, ότι η ποσότητα του απορροφουμένου χρώματος, δεν είναι κατ’ ανάγκην ανάλογη της μάζας του κλάσματος και ότι η επαναληψιμότητα παρουσίαζει διακυμάνσεις.

					Χημικές Αντιδράσεις: Τα κλάσματα είναι δυνατόν να ταυτοποιηθούν, μέσω βιοχημικών αντιδράσεων, οι οποίες αξιοποιούν κάποιες ιδιότητες των κλασμάτων, όπως π.χ. η ενζυμική δραστηριότητα (π.χ. ταυτοποίηση κλάσματος το οποίο περιέχει ισοένζυμα της LDH, μέσω της επίδρασης του κλάσματος, επί υποστρώματος DPN - DPNH), ή άλλων ιστοχημικών αντιδράσεων. 

					Ταυτοποίηση με Υπεριώδες Φως: Μερικά κλάσματα είναι δυνατόν να ταυτοποιηθούν, μέσω έκθεσής τους σε υπεριώδες φως, το οποίο απορροφούν ή από το οποίο προκαλείται σε αυτά δευτερογενώς φθορισμός, καθιστώντας τα ορατά και ταυτοποιήσιμα.

					Αυτοραδιογραφία: Κλάσματα τα οποία περιέχουν ουσίες (π.χ. πρωτεΐνες, πυρηνικά οξέα κλπ.), ιχνηθετημένες με κάποιο ραδιοϊσότοπο, είναι δυνατόν να ταυτοποιηθούν, μετά την ηλεκτροφόρηση, μέσω έκθεσης των σχηματισθεισών ζωνών, πάνω στο φέρον υλικό, σε ευαίσθητο ακτινογραφικό film, για μεγάλα χρονικά διαστήματα (μέχρι 30 d).

					Ανοσοχημικός Προσδιορισμός (Ανοσοηλεκτροφόρηση): Μια σημαντική μέθοδος είναι η ταυτοποίηση των κλασμάτων, μέσω της αντίδρασής τους, απέναντι σε ειδικά αντισώματα. Ένα γνωστό αντίσωμα, τοποθετείται σε ένα μικρό «λάκκο», πάνω σε ένα φέρον υλικό, συνήθως ζελατίνη άγαρ, ενώ η άγνωστη ουσία και ένα γνωστό, αντίστοιχο του αντισώματος, αντιγόνο, τοποθετούνται σε μικρές, ίσες αποστάσεις, από το αντίσωμα. Οι ουσίες διαχέονται ισότροπα και έρχονται σε επαφή, σχηματίζοντας γραμμές (μέτωπα) καθίζησης. Από τις μορφές των μετώπων, ταυτοποιείται η ύπαρξη ή όχι στην άγνωστη ουσία, ταυτόσημου ή παρόμοιου αντιγόνου, με το αντιγόνο αναφοράς.

			

			Η μέθοδος αυτή γενικεύεται, με τη χρήση κλασικής ηλεκτροφόρησης μείγματος ουσιών (π.χ. ανθρώπινος ορός), σε ζελατίνη άγαρ, η οποία φέρει και μία ζώνη, κατα μήκος της ηλεκτροφορητικής επιφάνειας, η οποία περιέχει αντιγόνο, απέναντι στις υπό ταυτοποίηση πρωτεΐνες (π.χ. βόειος αντιορός απέναντι σε ανθρώπινο ορό). Το δείγμα διαχωρίζεται ηλεκτροφορητικά και τα παραγόμενα κλάσματα, διαχέονται και σχηματίζουν μέτωπα καθίζησης. Οι σχηματιζόμενες χαρακτηριστικές μορφές (patterns) της Ανοσοηλεκτροφόρησης, αποτελούν μια ημιποσοτική μέθοδο ταυτοποίησης ανοσοπρωτεϊνών.
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			Εικόνα 8.43 Αριστερά: Ανοσοχημική ταυτοποίηση: Πλήρης Ταυτότητα (Α), Σαφής μη Σύμπτωση (B), Μη πλήρης Ταυτότητα (C). Δεξιά: Ανοσοηλεκτροφόρηση: Ηλεκτροφόρηση (Α), Διάχυση (Β), Γραμμές καθίζησης συμπλόκων (C) [3].

			Η Οργανολογία της Ηλεκτροφόρησης: Δύο είναι οι βασικές συσκευές, οι οποίες απαρτίζουν μία θέση εργασίας Ηλεκτροφόρησης: Τα ρυθμιζόμενα Τροφοδοτικά και τα συστήματα Φωτομετρικού Ποσοτικού Προσδιορισμού των Κλασμάτων της Ηλεκτροφόρησης, γνωστών και ως Φασματο - Πυκνομέτρων (Densitometer, Spectro-desintometer).

			Ρυθμιζόμενα Τροφοδοτικά: Οι βασικότεροι τύποι ρυθμιζόμενων τροφοδοτικών είναι οι ακόλουθοι [2]:

			
					Τροφοδοτικά Σταθερής Τάσης: Αποτελούνται από ένα σύστημα ανόρθωσης ac/dc, με χωρητικό φίλτρο και ένα ρυθμιστή με transistors. Ένα κύκλωμα αναφοράς (συγκριτής τάσης) εξασφαλίζει τη σταθερότητα της τάσης στα ηλεκτρόδια της ηλεκτροφόρησης, μεταβάλλοντας το ρεύμα της αντίστασης φόρτου.

					Τροφοδοτικά Σταθερού Ρεύματος: Αποτελούνται από ένα σύστημα ανόρθωσης ac/dc, με χωρητικό φίλτρο και ένα ρυθμιστή με transistors. Ένα κύκλωμα αναφοράς (συγκριτής ρεύματος, δηλαδή συγκριτής τάσης, με τάση αναφοράς το ΙR, R σταθεροποιούμενη (fixed) αντίσταση) εξασφαλίζει τη σταθερότητα του ρεύματος, το οποίο ρέει μέσω της λεκάνης της ηλεκτροφόρησης, μεταβάλλοντας την τάση στα άκρα της αντίστασης φόρτου.

					Τροφοδοτικά Σταθερής Τάσης/Σταθερού Ρεύματος: Αποτελούν συνδυασμό των δύο προηγουμένων περιπτώσεων και λειτουργούν ως τροφοδοτικό σταθερής τάσης ή σταθερού ρεύματος, ανάλογα με τη σχέση ανάμεσα στην αντίσταση φόρτου και τον λόγο των προεπιλεγομένων τιμών τάσης προς ρεύμα. Αν η αντίσταση φόρτου είναι μεγαλύτερη από τον λόγο, η συσκευή λειτουργεί ως τροφοδοτικό σταθερής τάσης και στην αντίστροφη περίπτωση, ως τροφοδοτικό σταθερού ρεύματος. Αυτή η κατηγορία τροφοδοτικών, είναι και η πιο κατάλληλη και ευέλικτη για τις εφαρμογές ρουτίνας. Οι πιο συνηθισμένες περιοχές τάσεων είναι 0 - 250 V ή 0 - 1000 V και ρεύματος 0 - 20 mA ή 0 - 100 mA. Σε ειδικές περιπτώσεις, κυρίως διαχωρισμού ουσιών μικρού μοριακού βάρους, χρησιμοποιούνται υψηλές τάσεις και ρεύματα, της τάξης των 10000 V/100 mA ή 5000 V/200 mA.
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			Εικόνα 8.44 Τυπικά τροφοδότικά: Σταθερής Τάσης (αριστερά), Σταθερού Ρεύματος (μέσον) και Σταθερής Τάσης/Σταθερού Ρεύματος (δεξιά) [2].

			Οπτικά Πυκνόμετρα: Η πιο διαδεδομένη, για κλινικές εφαρμογές, μορφή πυκνομέτρων είναι τα πυκνόμετρα διπλής δέσμης, για την αποτίμηση των ηλεκτροφορητικών ταινιών, οι οποίες υφίστανται προηγουμένως επεξεργασία, ώστε να γίνουν (αν δεν είναι ήδη) διαφανείς (π.χ. για χαρτί, με μείγμα 1:1 παραφφινελαίου και α - βρωμοναφθαλενίου). Φως από μία πηγή ορατού, διέρχεται από μία σταθερή και μία μεταβλητή σχισμή και από δύο όμοια συστήματα φακών. Οι δύο δέσμες, οι οποίες προκύπτουν, οδηγούνται σε δύο φωτοκύτταρα, αφού προηγουμένως, η δέσμη η οποία αντιστοιχεί στη σταθερή σχισμή, διέλθει και μέσω της υπό εξέταση ηλεκτροφορητική ταινία. 

			Τα σήματα από τα φωτοκύτταρα (αναφοράς και μέτρησης), οδηγούνται μετά από μία πρώτη βαθμίδα ενίχυσης, σε ένα διαφορικό ενισχυτή, η έξοδος του οποίου οδηγείται σε ένα καταγραφικό, συνήθως συνδεδεμένο παράλληλα με έναν ολοκληρωτή. Ως μηδενική οπτική πυκνότητα, θεωρείται η εκάστοτε οπτική πυκνότητα του διαφανούς μέρους της ηλεκτροφορητικής ταινίας. Ο ποσοτικός προσδιορισμός των κλασμάτων στον ολοκληρωτή, γίνεται από το εμβαδόν, κάτω από τις καμπύλες οπτικής απορρόφησης, οι οποίες αντιστοιχούν στις παραχθείσες ηλεκτροφορητικές ζώνες, αφού πρηγουμένως αυτές προεκταθούν κατάλληλα, ώστε να αποτελέσουν αυτοτελείς κώδωνες Gauss. Ως καμπύλες αναφορές, λαμβάνονται οι αντίστοιχες καμπύλες, προτύπων (standard) μειγμάτων (π.χ. ορών αναφοράς).
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			Εικόνα 8.45 Άνω. Σχηματικό διάγραμμα οπτικού πυκνομέτρου διπλής δέσμης [2]. Κάτω. Αριστερά: Παραδείγματα ηλεκτ/μάτων. Η πρώτη και η προτελευταία στήλη περιέχουν μείγμα πρωτεϊνών γνωστού μοριακού βάρους που χρησιμοποιούνται ως δείκτες. Η ένταση του χρώματος είναι ενδεικτική της συγκέντρωσης της κάθε Πρωτεϊνης. Δεξιά: Οι βοηθητικές καμπύλες Gauss, για την αποτίμηση [19].

			Η Τριχοειδική Ηλεκτροφόρηση: (Capillary Electrophoresis, CE) είναι μία αναλυτική τεχνική όπου φορτισμένα μόρια διαχωρίζονται σε ένα τριχοειδικό σωλήνα (capillary tube). Υψηλή τάση χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό μορίων με διαφορετικό μέγεθος, φορτίο και υδροφοβικότητα. Η ανίχνευση λαμβάνει χώρα κατευθείαν πάνω στο τριχοειδικό σωλήνα.

			Υπάρχει συνεχής ροή ρυθμιστικού διαλύματος (buffer) μέσα από τον τριχοειδικό σωλήνα. Τα μόρια «μεταναστεύουν» μέσα στο ρυθμιστικό διάλυμα εξ αιτίας του ηλεκτρικού πεδίου, λόγω διαφοράς δυναμικού (~5000 V), ανάμεσα στα δύο φιαλίδια του ρυθμιστικού διαλύματος. Τα Μεγαλομοριακά Ιόντα, διαχωρίζονται με βάση τον λόγο του Φορτίου τους (z = n x e) προς τη Mάζα τους (m) σε Dalton (z/m).

			Πλησίον του τοιχώματος του τριχοειδικού σωλήνα, δημιουργείται ένα σθεναρό (ισχυρά δεσμευμένο) στρώμα S και ένα στρώμα διάδοσης D, που μετακινείται με τη ροή μέσα στο σωλήνα.
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			Εικόνα 8.46 Πάνω: Διαστάσεις του τριχοειδικού σωλήνα. Κάτω: Η συνεχής ροή ρυθμιστικού διαλύματος (buffer) μέσα από τον τριχοειδικό σωλήνα.
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			Εικόνα 8.47 Ηλεκτρο-οσμωτική Ροή (ΕΟF) μέσα στον τριχοειδικό σωλήνα.
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			Εικόνα 8.48 Σε αντίθεση με την μέθοδο HPLC, όπου η ροή καθορίζεται μόνο από την βαθμίδα της Πίεσης (στρωματοποιημένη ροή), στην Τριχοειδική Ηλεκτροφόρηση έχουμε Ηλεκτροοσμωτική ροή (συνδυασμός ηλεκτρικού πεδίου και όσμωσης), που έχει ως αποτέλεσμα Ροή τύπου «πώματος».

			Η Κινητικότητα (μ) είναι ένας απλοποιημένος παράγων για να περιγραφεί το φαινόμενο της Ηλεκτροοσμωτική ροής. Πολύ μικρές αλλαγές στις συνθήκες μπορούν να προκαλέσουν σημαντικές αλλαγές στο χρόνο μετανάστευσης. Η κινητικότητα είναι σταθερή κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες και ορίζεται ως η ταχύτητα του υπό ανάλυση δείγματος, ανά μονάδα έντασης πεδίου, σε ορισμένη τιμή pH του ρυθμιστικού διαλύματος. Ισχύει:
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			όπου:

			q: Το φορτίο. Αυτό είναι σταθερό για ισχυρά οξέα και βάσεις και εξαρτάται από το pH για ασθενή οξέα και βάσεις.

			6πr: Ο ενεργός όγκος των υποδιαχωρισμό Ιόντων.

			η: Το ιξώδες.

			H σημασία του Ελέγχου της Θερμοκρασίας αφορά στην υπερβολική θέρμανση από την εκλυόμενη θερμότητα: 

			
					Αυξάνει την κινητικότητα του δείγματος περίπου ~ 2 % / οC.

					Αυξάνει το εύρος των κορυφών

					Μπορεί να δημιουργήσει μικροφυσαλίδες οι οποίες εμφανίζονται σαν ψευδείς κορυφές.

					Μπορεί να αυξηθεί η θερμοκρασία του ρυθμιστικού διαλύματος μέχρι και βρασμού. 

			

			Για τους λόγους αυτούς, συνιστάται η χρήση υγρόψυξης του όλου συστήματος, που να μπορεί να διατηρεί την θερμοκρασία στα εκάστοτε βέλτιστα επίπεδα.
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			Εικόνα 8.50 Αριστερά: Σχηματική αναπαράσταση μιας τυπικής διάταξης Τριχοειδικής Ηλεκτροφόρησης [35]. Δεξιά: Χρήση συστοιχίας πολλών Τριχοειδικών Ηλεκτροφορήσεων για την αλληλούχιση Βάσεων Πυρηνικών Οξέων [36], [37].
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			Εικόνα 8.49 Α: Εισαγωγή δείγματος λόγω της διαφοράς Ατμοσφαιρικής Πίεσης και κενού. Β: Φθορισμός προκαλούμενος από π.χ. ορατό LASER (LASER Induced Fluorescence). Γ: Ανίχνευση σε ένα μήκος κύματος (UV).
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			Εικόνα 8.51 Αριστερά: Δισδιάστατη Ηλεκτροφόρηση [38]. Δεξιά: Διαχωρισμός ζωνών DNA μετά από Ηλεκτροφόρηση Γέλης [39].

			8.6. Αυτόματοι αναλυτές αερίων αίματος

			Οι αναλυτές αερίων αίματος χρησιμοποιούνται για τη μέτρηση του pH, της μερικής πίεσης του οξυγόνου pO2 και του διοξειδίου του άνθρακα pCO2,στο αρτηριακό, κυρίως, αίμα, παραμέτρων μέσω των οποίων προσδιορίζεται η οξεοβασική ισορροπία στο σώμα. Η φυσιολογική τιμή του pH στο εξωκυτταρικό υγρό κυμαίνεται από 7.35 - 7.45, ενώ τιμές ανώτερες ή κατώτερες είναι ενδεικτικές κατάστασης αλκάλωσης ή οξέωσης για το σώμα, αντίστοιχα. Το αίμα και τα υγρά των ιστών περιέχουν χημικά ρυθμιστικά διαλύματα τα οποία αντιδρούν με τα προστιθέμενα οξέα και βάσεις και ελαχιστοποιούν την αλλαγή συγκέντρωσης των ιόντων υδρογόνου. Το αναπνευστικό σύστημα μπορεί να ρυθμίζει αιφνίδιες μεταβολές της μερικής πίεσης του διοξειδίου του άνθρακα και για τον λόγο αυτό, μπορεί να τροποποιείται άμεσα η συγκέντρωση ιόντων υδρογόνου. Οι νεφροί χρειάζονται πολλές ώρες για να ξαναρυθμίσουν το pH, μέσω της έκκρισης ούρων με το αναγκαίο pH. Οι τυπικά αναμενόμενες τιμές των παραγόντων της οξεοβασικής ισορροπίας [19], στους 37 °C είναι:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							Παράμετρος

						
							
							Αρτηριακό αίμα

						
							
							Φλεβικό πλάσμα

						
					

					
							
							pH

						
							
							7.37 - 7.44

						
							
							7.35 - 7.45

						
					

					
							
							pCO2 (A) 

						
							
							34 - 35 mm Hg

						
							
							36 - 50 mm Hg

						
					

					
							
							pCO2 (Θ) 

						
							
							31 - 42 mm Hg

						
							
							34 - 50 mm Hg

						
					

					
							
							pO2 

						
							
							80 - 90 mm Hg

						
							
							25 - 40 mm Hg

						
					

					
							
							Δισσανθρακικά (A) 

						
							
							23 - 29 mmol/l

						
							
							25 - 29 mmol/

						
					

					
							
							Δισσανθρακικά (Θ) 

						
							
							20 - 29 mmol/l

						
							
							23 - 28 mmol/l

						
					

					
							
							Ολικό CO2 (A) 

						
							
							23 - 30 mmol/l

						
							
							26 - 31 mmol/l

						
					

					
							
							Ολικό CO2 (Θ) 

						
							
							21 - 30 mmol/l

						
							
							24 - 29 mmol/l

						
					

					
							
							Αλκαλική Περίσσεια (A) 

						
							
							-2.4 - 2.3 mmol/l

						
							
							0.0 - 5.0 mmol/l

						
					

					
							
							Αλκαλική Περίσσεια (Θ) 

						
							
							-3.3 - 1.2 mmol/l

						
							
							-1.0 - 3.5 mmol/l

						
					

				
			

			Πίνακας 8.4 Τυπικές φυσιολογικές τιμές σημαντικών παραμέτρων της Οξεοβασικής Ισορροπίας στο Αρτηριακό Αίμα και στο Φλεβικό Πλάσμα [22].

			Μέτρηση του pH του αίματος: Η όξινη ή η αλκαλική αντίδραση ενός διαλύματος, εξαρτάται από την συγκέντρωση των (ενύδρων) ιόντων υδρογόνου και μέτρο της συγκέντρωσης αυτής είναι το pH:
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			Για τον ηλεκτροχημικό προσδιορισμό του pH, χρησιμοποιούμε τη διαφορά δυναμικού, η οποία προκύπτει μεταξύ διαλυμάτων διαφορετικού pH, διαχωρισμένων με ειδική μεμβράνη υάλου. Aν το pH του ενός διαλύματος κρατηθεί σταθερό, το ηλεκτροχημικό δυναμικό μεταβάλλεται συναρτήσει του pH του άλλου διαλύματος. Το δυναμικό του με τον τρόπο αυτό σχηματιζόμενου ηλεκτροδίου, δίνεται από την εξίσωση του Nernst:
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			όπου: 

			Ε0: Standard δυναμικό.

			R: Σταθερά των αερίων.

			Τ: Απόλυτη θερμοκρασία.

			F: Σταθερά Faraday.

			ΔpH: Απόκλιση της τιμής του pH από το 7.

			Ο πλέον διαδεδομένος τύπος είναι το ηλεκτρόδιο «σύριγγος», το οποίο εξασφαλίζει εύκολη αναερόβιο αιμοληψία και παράγει ακριβή αποτελέσματα. Το ηλεκτρόδιο περιέχει και ηπαρίνη στο νεκρό χώρο, ανάμεσα στο εσωτερικό της σύριγγας και του άκρου της μεμβράνης, για την αποφυγή πήξης του αίματος.
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			Εικόνα 8.52 Αριστερά: Τριχοειδές ηλεκτρόδιο για την μέτρηση του pH του αίματος [23]. Δεξιά: Σχηματική αναπαράστασή του [24].

			Ευρεία χρήση έχουν τα μικρο - ηλεκτρόδια [25], τα οποία απαιτούν μόνον 20 - 25 μl αίματος από τριχοειδή αγγεία, για τον προσδιορισμό του pH. To ηλεκτρόδιο περιβάλλεται από συνεχούς κυκλοφορίας (μανδύα) υδατικό διάλυμα NaCl 1%, για προστασία απέναντι σε στατικές επιδράσεις, σταθεράς θερμοκρασίας 38 °C. Το τριχοειδές αγγείο προστατεύεται από σωλήνα πολυαιθυλενίου. Υπάρχει ένα εσωτερικό ηλεκτρόδιο Ag/AgCl, και ένα ηλεκτρόδιο αναφοράς καλομέλανος, συνδεδεμένο με μία μικρή δεξαμενή κεκορεσμένου KCl. Η επιτυγχανόμενη ακρίβεια φθανει τις 0.001 μονάδες pH. Στα διατιθέμενα στο εμπόριο συστήματα, τα δύο ηλεκτρόδια συνδυάζονται σε ένα ενιαίο, ενώ συχνά υπάρχει ένας ενσωματωμένος τελεστικός ενισχυτής εισόδου FET. Επειδή τα ηλεκτρόδια υάλου αποσυντίθενται, όταν έρχονται σε επαφή για μακρό χρονικό διάστημα με τις πρωτεΐνες του αίματος, απαιτείται επιμελής καθαρισμός τους σε ρυθμιστικά διαλύματα Πεψίνης και NaCl 0.1 N. 
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			Εικόνα 8.53 Τυπικές τιμές της ηλεκτρεγερτικής δύναμης ηλεκτροδίου υάλου, συναρτήσει του pH του υπό μέτρηση διαλύματος [24].

			Ο συντελεστής θερμοκρασίας για το pH του αίματος είναι 0.0147 pH/°C και για τον λόγο αυτό απαιτείται διατήρηση της θερμοκρασίας μέτρησης των δειγμάτων, μέσω υδατόλουτρου, στους 37 ± 0.01 °C.

			Μέτρηση της pCO2 του αίματος: Η μερική πίεση του διοξειδίου του άνθρακος στο αίμα pCO2, συνδέεται με την ποσοστιαία συγκέντρωση του CO2, με την ακόλουθη σχέση:
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			Στους 37 °C, η πίεση των υδρατμών είναι 47 mm Hg, ώστε σε ατμοσφαιρική πίεση 750 mm Hg, συγκέντρωση CO2 5.7%, αντιστοιχεί σε pCO2 40 mm Hg. 

			Τα ηλεκτρόδια μέτρησης pCO2 αποτελούνται από ένα ηλεκτρόδιο pH υάλου, το οποίο περιβάλλεται από μία τεταμένη μεμβράνη από ένα υλικό (π.χ. λάστιχο, teflon, πολυαθυλάνιο, υαλοβάμβακα κλπ.) ή συνδυασμό τους, ενώ στον ενδιάμεσο χώρο ευρίσκεται αποσταγμένο νερό ή συνήθως διάλυμα NaHCO3, 0.001Ν [26], [27]. To CO2 από το δείγμα αίματος, διαχέεται μέσω της μεμβράνης και σχηματίζει H2CO3, το οποίο διΐσταται σε ιόντα Η+ και -HCO3, με αποτέλεσμα τη μείωση της τιμής του pH του ενδιάμεσου διαλύματος. Η αλλαγή του pH είναι λογαριθμική συνάρτηση της αλλαγής της pCO2 , ενώ ο χρόνος απόκρισης σήμερα είναι της τάξης μερικών δευτερολέπτων. Συνδυάζοντας ένα μικρο pH-μετρο με την κατάλληλη μεμβράνη, προκύπτει ένα μικροηλεκτρόδιο pCO2 [28].

			Σε όλα τα μικροηλεκτρόδια pCO2, ενσωματώνεται ένα ηλεκτρόδιο αναφοράς Ag/AgCl ή συνηθέστερα καλομέλανος και η τελικά λαμβανόμενη έξοδος:
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			είναι της τάξης των 60μV/0.1 mm Hg. Κατά συνέπεια, απαιτείται υψηλής σταθερότητας ενισχυτής, με σύνθετη αντίσταση εισόδου της τάξης των 1012 Ω.
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			Εικόνα 8.54 Τυπική κατασκευή ενός ηλεκτροδίου pCO2 (αριστερά) και pO2 (δεξιά) [23].

			Μέτρηση της pO2: Το Ηλεκτρόδιο pO2 αποτελείται από μία κάθοδο Λευκοχρύσου και μία άνοδο Ag/AgCl, εμβαπτισμένες σε ηλεκτρολυτικό. 

			Το βασικά χρησιμοποιούμενο ηλεκτρόδιο pO2 [29], αποτελείται από μία κάθοδο Λευκοχρύσου και μία άνοδο Ag/AgCl, εμβαπτισμένες σε ηλεκτρολυτικό διάλυμα και περιβαλλόμενες από μία μεμβράνη πολυπροπυλενίου. Το ηλεκτρόδιο συνδυάζεται με ένα ηλεκτρόδιο αναφοράς. Το οξυγόνο από το αίμα, διαχέεται μέσω της μεμβράνης στο ηλεκτρολυτικό διάλυμα και ανάγεται στην κάθοδο, ενώ στην άνοδο οξειδώνεται ο άργυρος:
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			Το παραγόμενο ρεύμα είναι ανάλογο της μερικής πίεσης οξυγόνου και ο χρόνος απόκρισης είναι πολύ μικρός (<1 s). Για μηδενική pO2, διέρχεται ένα μικρό ρεύμα, της τάξης του 0.5 μΑ, χαρακτηριστική σταθερά του συγκεκριμένου ηλεκτροδίου. Το λαμβανόμενο ρεύμα, είναι της τάξης των 20 pA/mm Hg και, κατά συνέπεια, απαιτούνται ενισχυτές χαμηλού θορύβου, χαμηλού ρεύματος υψηλής σύνθετης αντίστασης εισόδου ενισχυτές, οι οποίοι βασίζονται σε τελεστικούς ενισχυτές με FET. Τα ηλεκτρόδια Clark, αναγεννώνται με καθαρισμό τους με σπόγγο, εμβαπτισμένο σε διάλυμα 10% ΝΗ4ΟΗ.
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			Εικόνα 8.55 Από αριστερά: Ηλεκτρόδιο pO2, τυπικός Ενισχυτής Ρεύματος, χρησιμοποιούμενος σε συνδυασμό με το ηλεκτρόδιο pO2 και η χαρακτηριστική καμπύλη ενισχυτή ρεύματος ηλεκτροδίου pO2 [2], [24].

			Συνδυασμένη μέτρηση pO2 και pCO2: Για τη διαδερμική in vivo μέτρηση των pO2 και pCO2, χρησιμοποιούνται συνδυασμένα μικροηλεκτρόδια, μέσα σε καθετήρα 5F, δηλαδή διαμέτρου 1.65 mm. Το συνδυασμένο ηλεκτρόδιο περιλαμβάνει ένα ηλεκτρόδιο pH υάλου, με εσωτερικό ηλεκτρόδιο αναφοράς Ag/AgCl και με ζελατινοποιημένο ηλεκτρολύτη (NaHCO3 & NaCl) καλυμμένο με μία μεμβράνη διάχυσης πολυστυρενίου στην κορυφή, μέσω του οποίου μετράται η pCO2. 
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			Εικόνα 8.56 Συνδυασμένο ηλεκτρόδιο pO2 και pCO2 . Τομή επιδερμικού ανιχνευτή οξυγόνου και ο συσχετισμός τηριακής και «επιδερμικής» μερικής πίεσης οξυγόνου, σε 500 νεογνά, στους 44 °C [30].

			Ένα ηλεκτρόδιο αργύρου, διαμέτρου περίπου 0.2 mm αποτελεί την κάθοδο του ηλεκτροδίου pO2 και pCO2, ενώ ένα ηλεκτρόδιο Ag/AgCl αποτελεί το κοινό ηλεκτρόδιο αναφοράς. Όταν η διάταξη αυτή έρχεται σε επαφή με το αίμα, υδρατμοί, O2 και CO2 διαχέονται μέσω της μεμβράνης. 

			Η τάση του ηλεκτροδίου υάλου ως προς το εσωτερικό ηλεκτρόδιο αναφοράς (δηλαδή του pH-μετρου), είναι μέτρο της pCO2, ενώ το ρεύμα ανάμεσα στην κάθοδο Αg και του κοινού ηλεκτροδίου Αg/AgCl, είναι μέτρο της pO2 και pO2. H διάταξη έχει σχετικά μεγάλους χρόνους απόκρισης (> 2 min).

			Διαδερμική μέθοδος μέτρησης της pO2: Η μέτρηση της pO2 είναι δυνατόν να πραγματοποιηθεί έμμεσα, μετρώντας το διαχεόμενο, μέσω των ιστών και του δέρματος, οξυγόνου, το οποίο προέρχεται από τα αρτηρίδια. Η μέτρηση γίνεται με ένα ηλεκτρόδιο τύπου Clark, θερμαινόμενο με ενσωματωμένη αντίσταση, στους 44 °C. 

			Το ηλεκτρόδιο έχει διάμετρο 14 - 15 mm, διαθέτει κάθοδο χρυσού διαμέτρου 4-5 mm και άνοδο Ag/AgCl, εμβαπτισμένα σε διάλυμα KCl (pH 10) και καλυπτόμενα από μεμβράνη Mylar. Η αντιστοιχία της αρτηριακής paO2 και της διαδερμικής pcO2 μερικής πίεσης στούς 44 °C, είναι 1:1, όμως, μόνον για ασθενής με καλή περιφερική κυκλοφορία και υπόκειται σε επιδράσεις αλλαγών άλλων φυσιολογικών παραμέτρων. Συνεπώς, η μέθοδος είναι δυνατόν να υποκαταστήσει τη δειγματοληψία αρτηριακού αίματος, μόνον υπό όρους [Eberhardt & Mindt, 1976].

			Οι Αυτόματοι αναλυτές αερίων αίματος: Οι αναλυτές αερίων αίματος (blood gas analyser), σχεδιάζονται ώστε να μετρούν pH, pO2 και pCO2 από ένα μόνο δείγμα πλήρους αίματος, όγκου 25 - 250 μl, σε χρόνο της τάξης του 1 min. Συνήθως οι μετρήσεις γίνονται μέσω τριών διαφορετικών ανιχνευτών, συνδεδεμένων σε ξεχωριστούς ενισχυτές υψηλής σύνθετης αντίστασης, σχεδιασμένους κατάλληλα, ώστε να λειτουργούν ικανοποιητικά στην καθεμία περιοχή μετρήσεων. Τα ηλεκτρόδια ελέγχονται θερμοστατικά, μέσω ιδιαίτερου κυκλώματος, το οποίο επίσης ελέγχει και την υγρασία των αερίων βαθμονόμησης. Μία αντλία κενού παρέχει δυνατότητες αναρρόφησης και έκπλυσης για τα ηλεκτρόδια, ενώ για τη βαθμονόμηση χρησιμοποιούνται αέρια γννωστής μερικής πίεσης O2 και CO2 και ρυθμιστικά διαλύματα γνωστού pH. Οι αναλυτές αερίων αίματος, υπολογίζουν επιπλέον τις τιμές του ολικού CO2, του -HCO3 και της αλκαλικής περίσσειας (base excess, BE):
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			και
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			με σταθερά ισορροπίας k:

			[image: ]

			Επειδή [-HCO3] = 0.03 pCO2 (αριθμητικά) και pH = -log[H+], συνεπάγεται ότι:
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			όπου pK = 6.11 στούς 37 °C.

			Το συνολικό CO2 υπολογίζεται από τη σχέση:
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			όπου TCO2 το ολικό CO2 σε mmol/l.

			H αλκαλική περίσεια (ΒΕ) υπολογίζεται από τον ακόλουθο τύπο [Siggaard - Andersen, 1963]:
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			όπου Hb είναι η συγκέντρωση της αιμοσφαιρίνης στο υπό εξέταση δείγμα. Η αλκαλική περίσσεια αντιπροσωπεύει τα χιλιοστο-γραμμοϊσοδύναμα (mVal) οξέος ή βάσης, τα οποία απαιτούνται ανά λίτρο αίματος, ώστε να αποκατασταθεί pH = 7.400, στoυς 37 °C, με pCO2 = 40 mm Hg.
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			Εικόνα 8.57 Διάγραμμα κυκλωμάτων για τον υπολογισμό των: a) συγκέντρωση -HCO3 b) συγκέντρωση ολικού CO2 c) αλκαλική περίσσεια (base excess) [2].
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			Εικόνα 8.58 Σχηματικό διάγραμμα πλήρους αναλυτή αερίων αίματος [23].

			Ο ηλεκτρονικός υπολογισμός της συγκέντρωσης του -HCO3, γίνεται ως ακολούθως: Οι έξοδοι των ενισχυτών των ανιχνευτών pH και pCO2, πολλαπλασιάζονται με κατάλληλες σταθερές και οδηγούνται στην είσοδο ενός αθροιστή, η έξοδος του οποίου οδηγείται σε αντιλογαριθμική γεννήτρια, σε μετατροπέα Α/D και τελικά σε display της συγκέντρωσης του -HCO3. Με ανάλογο τρόπο υπολογίζεται η συγκέντρωση ολικού CO2, με την άθροιση των σημάτων συγκέντρωση του -HCO3 και pCO2. Τέλος, για τον υπολογισμό της αλκαλικής περίσσειας, η έξοδος του pH αντιστρέφεται ενισχυόμενη συναρτήσει της τιμής της αιμοσφαιρίνης (Hb) του δείγματος. Επίσης, αντιστρέφεται το σήμα της συγκέντρωσης του -HCO3 και τα δύο σήματα οδηγούνται σε αθροιστή με μετατροπέα A/D και σε κατάλληλο display. Οι εμπορικά διατιθέμενοι αυτόματοι αναλυτές αερίων αίματος, χρησιμοποιούν τα ίδια βασικά αισθητήρια και κυκλώματα και οι διαφορές τους περιορίζονται στο βαθμό αυτοματοποίησης και την τεχνική προσαγωγής του δείγματος στα ηλεκτρόδια. Όλοι οι σύγχρονοι αναλυτές, ελέγχονται από μικροεπεξεργαστές.
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			Εικόνα 8.59 Κύκλωμα ελέγχου θερμοκρασίας για τον θερμοστατούμενο θάλαμο των ηλεκτροδίων αναλυτή αερίων αίματος [23].
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			Εικόνα 8.60 Σχηματικό διάγραμμα του τμήματος ελέγχου ενός από τους πρώτους σύγχρονους αναλυτές αερίων αίματος [31].
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			Εικόνα 8.61 Σχηματικό διάγραμμα ενός σύγχρονου φορητού Αναλυτή Αερίων Aίματος [40] κατάλληλου για παρακλίνιες εξετάσεις (PoCT).

			8.7. Οι Ανοσοπροσδιορισμοί και η Οργανολογία τους

			Αναλύσεις Ανταγωνιστικής Σύνδεσης: Οι αναλύσεις ανταγωνιστικής σύνδεσης, βασίζονται:

			
					Στον μερικό κορεσμό ενός ειδικού παράγοντα σύνδεσης π.χ. αντισώματος, συνδεομένης πρωτεΐνης, πρωτεΐνης υποδοχέα ιστού κλπ., από την ουσία την οποία επιχειρούμε να ανιχνεύσουμε.

					Στον ανταγωνισμό της υπό ανίχνευση ουσίας, με μία «σημασμένη» με κάποιο τρόπο, χημικά όμοια ή ταυτόσημη ουσία, για τη κατάληψη των διαθέσιμων θέσεων της «συνδέουσας» ουσίας.

			

			Η διαφορά στον βαθμό κορεσμού, από την υπό ανίχνευση ουσία ή η διαφορά στην έκταση του ανταγωνισμού, με τη σημασμένη ουσία, για την κατάληψη των διαθέσιμων θέσεων, αποτελεί τη βάση για τον ποσοτικό προσδιορισμό της υπό ανίχνευση ουσίας.

			Αν ο ανταγωνισμός ανάμεσα σε σημασμένη και μη σημασμένη ουσία, γίνεται ταυτόχρονα, μέχρι την επίτευξη ισορροπίας μαζών, η τεχνική ονομάζεται κορεσμός ισορροπίας. Όμως, η διαδικασία είναι δυνατόν να γίνει σε δύο διαδοχικές φάσεις, η πρώτη εκ των οποίων περιλαμβάνει τη σύνδεση της μη σημασμένης και η δεύτερη της σημασμένης ουσίας. Σε αυτή την περίπτωση, για να εξαλειφθεί ή να ελαχιστοποιηθεί ο ταυτόχρονος ανταγωνισμός, η αντίδραση τερματίζεται πριν επιτευχθεί ισορροπία ανάμεσα στη σημασμένη και μη σημασμένη ουσία και η τεχνική ονομάζεται ανάλυση ανισορροπίας ή διαδοχικός κορεσμός [41], [42].

			Στη πράξη, οι περισσότερες αναλύσεις ανταγωνιστικής σύνδεσης, είναι του τύπου κορεσμού ισορροπίας. Ο διαδοχικός κορεσμός χρησιμοποιείται όταν υπάρχουν σοβαρά προβλήματα ευαισθησίας ή μεγάλες διαφορές στη συγγένεια της σημασμένης και μη σημασμένης ουσίας.

			Κορεσμός Ισορροπίας: Οι αναλύσεις ανταγωνιστικής σύνδεσης, περιλαμβάνουν τέσσερις συνιστώσες:

			
					Την υπό ανίχνευση ουσία (Ρ).

					Τη σημασμένη ουσία (Ρ*).

					Τον ειδικά συνδέοντα παράγοντα (Q).

					Το υλικό το οποίο θα διαχωρίσει το Ρ* σε ελεύθερο και πρσδεδεμένο.

			

			Το κρίσιμο αναλυτικό βήμα, είναι η επικράτηση ισορροπίας ανάμεσα στα P, P* και Q. Η αντίδραση υπόκειται στον γενικό νόμο δράσης των μαζών. Στην απλούστερη περίπτωση, όπου όλα τα σημεία σύνδεσης του Q έχουν την ίδια συγγένεια για τα Ρ και Ρ*, η αντίδραση σχηματισμού του συμπλόκου, μπορεί να εκφρασθεί με τον τύπο:
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			[P + P*]: η συνδυασμένη μοριακή συγκέντρωση (μοριακότητα) του μείγματος ιχνηθετημένης και μη υπό ανίχνευση ουσίας.

			[Q]: η μοριακότητα του ειδικού παράγοντα σύνδεσης.

			[PQ + P*Q]: η συνδυασμένη μοριακότητα των συμπλόκων του παράγοντα σύδεσης και της ιχνηθετημένης και μή υπό ανίχνευση ουσίας.

			k1: σταθερά σύνδεσης.

			k2: σταθερά διάστασης.

			Για να επιτύχουμε μία ευαίσθητη μέθοδο ανίχνευσης, η ταχύτητα σύνδεσης πρέπει να είναι σημαντικά μεγαλύτερη από την ταχύτητα διάστασης, εφόσον η χρησιμότητα της μεθόδου εξαρτάται από την έκταση του σχηματισμού του συμπλόκου, με βάση τις μοριακότητες των αντιδραστηρίων στο μείγμα αντίδρασης.

			Εφόσον η μοναδική μεταβλητή στη μέθοδο είναι η Ρ (δηλαδή, η μη ιχνηθετημένη υπό ανίχνευση ουσία), η ποσότητα του συμπλόκου Ρ*Q θα είναι αντιστρόφως ανάλογη προς την αρχική μοριακή συγκέντρωση του Ρ και θα αντανακλά τη μείωση του λόγου Ρ*/Ρ, αυξανομένου του [Ρ]. Οι υπό μέτρηση ποσότητες είναι, είτε η Ρ*Q, είτε η Ρ*, είτε και οι δύο, ώστε να προσδιορισθούν τα ποσά συνδεδεμένης (Β) και ελεύθερης (F) και τα ποσοστά τους (Β/F), όπως π.χ. φαίνεται παρακάτω:
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			Η Ευαισθησία της Μεθόδου: Υπάρχουν διάφοροι τύποι τεχνικών εξισορρόπησης, οι οποίες διακρίνονται μεταξύ τους από διαφορές στις συγκεντρώσεις των συνδετικων παραγόντων, οι οποίοι χρησιμοποιούνται στο μείγμα. Όταν αυτοί οι παράγοντες εξετασθούν κάτω από το πρίσμα της βελτιστοποίησης της ευαισθησίας, διακρίνονται τρεις διαφορετικές μέθοδοι, μολονότι υπάρχουν και κάποιες ενδιάμεσες εναλλακτικές δυνατότητες:

			
					Η πρώτη δυνατότητα είναι, να τείνει η συγκέντρωση της ιχνηθετημένης ουσίας προς το μηδέν και να μπορεί κατά συνέπεια να θεωρηθεί ως ασήμαντη για την κινητική της αντίδρασης. Η συγκέντρωση της συνδέουσας ουσίας επιλέγεται έτσι, ώστε να προσδένεται το 33% της ιχνηθετημένης ουσίας, όταν η δόση της μη ιχνηθετημένης ουσίας είναι μηδέν (δηλαδή για δείγμα αρνητικό) και συνεπώς, ο λόγος συνδεδεμένης (Β) προς ελεύθερη (F) προς σύνδεση ουσίας, να είναι 1:2.

					Η δεύτερη δυνατότητα είναι, να καθορίζεται ο λόγος της συγκέντρωσης της ιχνηθετημένης ουσίας προς την αραίωση της συνδέουσας ουσίας, σε 4:3. Σε αυτή την περίπτωση, ανεξάρτητα από την αντίδραση, λόγω των γενικών νόμων δράσης των μαζών, ο λόγος Β/F θα είναι πάντα 1:1, δηλαδή το ποσοστό της συνδεμένης ουσίας θα είναι 50%. Η διαφορά με την προηγούμενη περίπτωση είναι ότι η συγκέντρωση της ιχνηθετημένης ουσίας είναι σημαντική.

					Η τρίτη δυνατότητα χαρακτηρίζεται από μεγάλη συγκέντρωση της συνδέουσας ουσίας και μέτρια περίσσεια της ιχνηθετημένης ουσίας, ώστε η μέθοδος να υφίσταται κορεσμός της συνδέουσας ουσίας, ακόμη και για μηδενική δόση της μη ιχνηθετημένης (υπό ανίχνευση) ουσίας.

			

			Οι πρώτες δύο μέθοδοι είναι κατάλληλοι για την ανίχνευση εξαιρετικά χαμηλών συγκεντρώσεων, απαιτούν, όμως, υψηλή ειδική ραδιενέργεια του ιχνηθέτη. Η τρίτη μέθοδος χρησιμοποιείται, όταν αναμένονται σχετικά υψηλές συγκεντρώσεις της υπό ανίχνευση ουσίας ή όταν η ειδική ραδιενέργεια του ιχνηθέτη είναι μικρή, π.χ. όταν χρησιμοποιείται το ισότοπο Τρίτιον.

			Μία άλλη διαφορά ανάμεσα στις τρεις αυτές μεθόδους, είναι ο βαθμός κορεσμού των θέσεων σύνδεσης της συνδέουσας ουσίας, οι οποίες υπάρχουν σε μηδενική δόση της υπό ανίχνευση ουσίας. Ο βαθμός κορεσμού της συνδέουσας ουσίας μεταβάλλεται διαφορετικά σε κάθε μία από τις περιγραφείσες μεθόδους, αυξανομένης της δόσης (συγκέντρωσης) της υπό ανίχνευση ουσίας, επηρεάζοντας τη μορφή της καμπύλης απόκρισης:

			
					Στην πρώτη: από 0 μέχρι σχεδόν 100%

					Στην δεύτερη: από 67% μέχρι σχεδόν 100%

					Στην τρίτη: από 95% μέχρι σχεδόν 100%

			

			Ραδιοανοσολογικοί Προσδιορισμοί: Όλες οι μέθοδοι Ραδιοανοσολογικού Προσδιορισμού (Radioimmunoassay/Immuno Radiometric Assay, RIA/ΙRΜΑ) βασίζονται στην παρατήρηση, ότι χαμηλές συγκεντρώσεις αντισωμάτων απέναντι στην (αντιγενική) ορμόνη ινσουλίνη, είναι δυνατόν να ανιχνευτoύν, από την ικανότητά τους να προσδένουν ιχνηθετημένη με Ι131 ινσουλίνη [43]. 

			Άγνωστες συγκεντρώσεις αντιγόνου, είναι δυνατόν να προσδιορισθούν, αξιοποιώντας την παρατήρηση, ότι τα ιχνηθετημένα μόρια ορμόνης (Ag*I) ανταγωνίζονται χημικά με τα μη ιχνηθετημένα μόρια ορμόνης (AgII) (είτε standards (S) είτε υπό ανίχνευση δείγματα (U)), για τις θέσεις σύνδεσης επί των αντισωμάτων (AbIII) [44].
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			Εικόνα 8.62 Ραδιοανοσολογικός Προσδιορισμός

			Περαιτέρω, η μέθοδος απαιτεί ταυτόσημη βιοχημική συμπεριφορά του standard και του αγνώστου, όσον αφορά στην ικανότητά τους να απομακρύνουν ιχνηθετημένα αντιγόνα, από ένα ανοσο - σύμπλoκό τους με το αντίσωμα (Ag*AbIV), αλλά διαφορετική συμπεριφορά του ιχνηθέτη και του αγνώστου ή standard αντιγόνου. 

			Όταν προστίθενται αυξανόμενες ποσότητες του μη ιχνηθετημένου αντιγόνου (AgII), οι περιορισμένες θέσεις σύνδεσης του αντισώματος (AbIII) υφίστανται προοδευτικά κορεσμό και το αντίσωμα μπορεί να προσδένει λιγότερο από το ιχνηθετημένο αντιγόνο (Ag*I). Το διάλυμα αντισώματος (αντιορός) αραιώνεται, ώστε να επιτρέψει περίπου στο 50% της δόσης του ιχνηθετημένου Ag*I, να προσδεθεί, όταν απουσιάζει μη ιχνηθετημένο standard ή άγνωστο αντιγόνο. Μετά από μία επώαση των τριών ουσιωδών συνιστωσών (Ag*I, AgII και AbIII), τα σύμπλοκα αντιγόνου - αντισώματος, ή τα συνδεδεμένα αντιγόνα (Ag*AbIV και AgAbVI) διαχωρίζονται από τα ελεύθερα αντιγόνα (AgV και Ag*VII) και μετράται η ραδιενέργεια της μιας ή και των δύο φάσεων.

			Βασική Κινητική της RIA: Είναι γενικά αποδεκτό, ότι η αντίδραση, η οποία περιγράφτηκε, φθάνει σε κατάσταση ισορροπίας, κατά τη διάρκεια της διαδικασίας επώασης, σύμφωνα με τον τύπο:
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			όπου k1 είναι η σταθερά σύνδεσης και k2 η σταθερά διάστασης. Σύμφωνα με τον νόμο δράσης των μαζών:
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			Σε κατάσταση ισορροπίας, ο λόγος του συνδεδεμένου αντιγόνου (Β), προς το ελεύθερο αντιγόνο (F) είναι:
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			όπου οι αγκύλες συμβολίζουν μοριακότητες (συγκεντρώσεις).

			Κάτω από τις συνθήκες ενός πειράματος RIA, οι συνιστώσες [Ag] και [Ab], συνδέονται με την σταθερά ισορροπίας K, γιατί:
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			όπου Agi είναι η αρχική συγκέντρωση του αντιγόνου, και
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			όπου Abi είναι η αρχική συγκέντρωση του αντισώματος. Έτσι, ο λόγος συνδεδεμένου προς ελεύθερο αντιγόνο, μπορεί να αναδιαταχθεί, ώστε:
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			Συνδυάζοντας, καταλήγουμε στην παρακάτω εξίσωση:
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			Η εξίσωση αυτή παριστά μία υπερβολή, καθώς η σχέση μεταξύ B/F και της συγκέντρωσης του αντιγόνου, περιγράφεται από την καμπύλη PQR η οποία προσεγγίζει, στο άνω άκρο, μια ασύμπτωτο STU, η κλίση της οποίας είναι -Κ. Οι αλλαγές στον λόγο B/F, είναι ανάλογες σε αλλαγές της συγκέντρωσης του συνδεδεμένου αντιγόνου, με σταθερά αναλογίας την -Κ. 

			Ο λόγος του συνδεδεμένου αντισώματος (Β) προς το ελεύθερο ιχνηθετημένο αντιγόνο (F), δηλαδή το Β/F μειώνεται, καθώς η συγκέντρωση του μη ιχνηθετημένου αντιγόνου (AgII) αυξάνεται. Για τον λόγο αυτό, μια αλλαγή στο B/F μεγιστοποιείται, όταν η συγκέντρωση του αντιγόνου είναι μικρή, συγκρινόμενη με τη συγκέντρωση του αντισώματος. Στο Q, B/F = K[Abi] και στo Τ, B/F = K[Abi] - 1.
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			Εικόνα 8.63 Αριστερά: Σχέση μεταξύ του λόγου B/F και της συγκεντρώσεως του μη ιχνηθετημένου αντιγόνου Δεξιά: Επίδραση της σταθεράς ισορροπίας αντιγόνου, στην ευαισθησία της RIA (θεωρητική καμπύλη) [45].

			Αλλαγές στη σταθερά ισορροπίας του αντισώματος Κ, επηρεάζει την ευαισθησία της μεθόδου [45], στην οποία έχουν χαραχτεί καμπύλες, με διαφορετικές, αυθαίρετες, τιμές του Κ. Σύμπλοκα τα οποία αντιδρούν με την ίδια θέση αντισώματος, αλλά σε διαφορετικά ενεργειακά επίπεδα, θα δώσουν διαφορετικές καμπύλες αραίωσης, οι οποίες δεν είναι ούτε όμοιες, ούτε παράλληλες, σε λογαριθμική κλίμακα. 

			Το φαινόμενο της αυξανομένης κλίσης των καμπυλών B/F, στις χαμηλές συγκεντρώσεις, αποδίδεται στις αμφισθενείς ιδιότητες των αντισωμάτων. Είναι δυνατόν να αυξηθεί η ευαισθησία σε μία RIA, αν χρησιμοποιηθεί αυτό το τμήμα της καμπύλης. Υπάρχουν τέσσερες διαδεδομένες γραφικές μέθοδοι, για την ανάλυση δεδομένων RIA [46]. 
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			Εικόνα 8.64 Αριστερά: Μεταβολή της κλίσης καμπυλών με διάφορους αντιορούς, απέναντι στο ίδιο αντιγόνο [60]. Δεξιά: Τέσσερες δυνατές γραφικές μέθοδοι ανάλυσης δεδομένων RIA. Παρουσιάζονται θεωρητικές καμπύλες για ένα standard (S) και ένα άγνωστο (U), το 1/4 της ανοσοβιολογικής ενεργότητας του standard, χρησιμοποιώντας μια σειρά παραμέτρους, οι οποίες ορίσθηκαν προηγουμένως. a) B*/F* συναρτήσει του Ht, b) Bo*/B* συναρτήσει του Ht. c) B*/Bo* = Y συναρτήσει του X, d) ln[Y/1-Y] συναρτήσει του X [46].

			Εκτίμηση της Αξιοπιστίας της Μεθόδου: Η Ακρίβεια της μεθόδου ορίζεται ως η έκταση κατά την οποία μία δεδομένη ομάδα μετρήσεων του ιδίου δείγματος συμφωνούν με τον μέσο όρο, αυτής της ομάδας, δηλαδή, το μέγεθος της διακύμανσης, στην εκτίμηση του μη ιχνηθετημένου αντιγόνου (AgII) [46]. 

			Η Ακρίβεια εξαρτάται από το μέγεθος της μεταβολής του B/F, συναρτήσει των κλασματικών μεταβολών της συγκεντρώσεως του αντιγόνου (AgII) και είναι ανεξάρτητη από τη σταθερά χημικής συγγένειας Κ. Η μέγιστη ακρίβεια επιτυγχάνεται, όταν η συγκέντρωση [Ab] του αντισώματος είναι επαρκώς υψηλή, ώστε να καταστήσει το γινόμενο Κ[Ab] >> B/F και το B » [Ab]. Όταν μετρώνται υψηλές συγκεντρώσεις ορμονών, απαιτείται μάλλον μέγιστη ακρίβεια, παρά μέγιστη ευαισθησία.

			Η Ευαισθησία της μεθόδου ορίζεται ως η ελάχιστη ποσότητα μη ιχνηθετημένου αντιγόνου (AgII), η οποία είναι δυνατόν να ανιχνευθεί [46], ή εναλλακτικά, ορίζεται ως η κλίση της καμπύλης απόκρισης (σε διάφορες περιοχές συγκεντρώσεων).

			Για να επιτευχθεί υψηλή ευαισθησία, συνιστάται η χρήση αραιώσεων αντιορών, τέτοιων ώστε να συνδέεται περίπου το 50% της ελάχιστης ποσότητας του ιχνηθετημένου αντιγόνου (Ag*I), απουσία μη ιχνηθετημένου αντιγόνου (AgII). Η βέλτιστη συγκέντρωση των αντισωμάτων στη μέθοδο, ή η τελικά χρησιμοποιούμενη αραίωση, ονομάζεται τιτλοδότης. Αυτή είναι δυνατόν να προσδιορισθεί, μετρώντας την ικανότητα διαδοχικών αραιώσεων αντιορών να συνδέσουν μία ελάχιστη (ίχνη) ποσότητα ιχνηθετημένου αντιγόνου (Ag*I). Έχει, τέλος, αποδειχθεί, ότι η ευαισθησία είναι δυνατόν να αυξηθεί, αν προστεθεί το ιχνηθετημένο αντιγόνο Ag*I), μετά από μία προ - επώαση του μη ιχνηθετημένου αντιγόνου και του αντισώματος.

			Ένα από τα μεγάλα πλεονεκτήματα της RIA, έναντι των άλλων κλινικών διαδικασιών, είναι η υψηλή ευαισθησία, η οποία είναι αποτέλεσμα της φύσης της αλληλεπίδρασης αντιγόνου - αντισώματος. Λόγω αυτής της ευαισθησίας, η RIA μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό συγκεντρώσεων της τάξης των μg, ng ή και pg.

			Η Ειδικότητα της μεθόδου ορίζεται ως η έκταση της έλλειψης αλληλεπιδράσεων, από ουσίες διαφορετικές από την υπό ανίχνευση ουσία [46]. Η ειδικότητα του αντισώματος για το αντιγόνο επηρεάζεται από:

			
					Την ετερογένεια, δηλαδή την απουσία καθαρά ειδικών αντισωμάτων.

					Αντιδράσεις διασταύρωσης με άλλα αντιγόνα ή μεταβολικά κλάσματα, τα οποία καταλαμβάνουν ανοσοενεργά σημεία.

					Τυχόν αλληλεπιδράσεις της αντίδρασης αντιγόνου - αντίσωμα, οφειλόμενες στην παρουσία ουσιών μικρού μοριακού βάρους, οι οποίες είναι δυνατόν να μεταβάλλουν το περιβάλλον της αντίδρασης.

			

			Ο όρος «μη ειδική σύνδεση» αναφέρεται στην ποσότητα Ag*I, τη συνδεδεμένη στις πρωτεΐνες του πλάσματος ή του ορού, απουσία αντισώματος (AbIII). Αυτή είναι δυνατόν να προσδιορισθεί μέσω μέτρησης ενός «κενού» (blank) με κάθε σειρά, συνήθως ορών οι οποίοι αποδεδειγμένα δεν περιέχουν την υπό ανίχνευση ουσία. Το πρόβλημα των υψηλών τιμών «κενών» τα οποία δεν μπορούν να παρακαμφθούν, αποτελούν ένα από τα σοβαρότερα προβλήματα στις μεθόδους RIA.

			Τέλος, ο κύριος παράγοντας ο οποίος επηρεάζει την επαναληψιμότητα της μεθόδου, είναι η διαφορά στις επιμέρους τεχνικές υλοποίησησς της ίδιας λειτουργίας. Αυτή είναι δυνατόν να περιορισθεί σε λιγότερο του 5%, χωρίς δυσκολίες, στα περισσότερα συστήματα RIA. Για τη διαπίστωση της επαναληψιμότητας, απαιτείται ο πολλαπλός προσδιορισμός τιμής του ιδίου πλάσματος.

			Οργανολογία της RIA: Στη συνέχεια θα περιγραφούν οι βασικότερες διατάξεις, μέσω των οποίων είναι δυνατόν να πραγματοποιούνται Ραδιοανοσολογικοί Προσδιορισμοί (RIA).

			Απαριθμητής Σπινθηρισμών: Ένας σπινθηριστής είναι μία κρυσταλλική ένωση, η οποία παράγει σπινθηρισμούς ορατού ή υπεριώδους φωτός, όταν απορροφά ιοντίζουσες ακτινοβολίες. Στις περιπτώσεις αυτές, ο αριθμός των δευτερογενών φωτονίων φθορισμού, είναι ανάλογος της ενέργειας της πρωτογενούς ιοντίζουσας ακτινοβολίας. Οι σπινθηρισμοί οφείλονται στην επανασύνδεση και αποδιέγερση των ηλεκτρονίων των ιόντων και των διηγερμένων ατόμων, τα οποία παράγονται κατά μήκος της διαδρομής των πρωτογενών φωτονίων. Οι σπινθηρισμοί είναι πολύ μικρής χρονικής διάρκειας και ανιχνεύονται μέσω φωτοπολλαπλασιαστού, ο οποίος παράγει ένα παλμό για κάθε φωτόνιο. Ένας σπινθηριστής κρύσταλλος, συνήθως NaΙ, συνδυσμένος με ένα φωτοπολλαπλασιαστή, αποτελούν έναν απαριθμητή σπινθηρισμών (scintillation counter) [2]. Οι ακτινοβολίες γ δεν είναι δυνατόν να ανιχνευθούν άμεσα σε ένα φθορίζον υλικό, διότι οι ακτινοβολίες γ δεν διαθέτουν μάζα αδρανείας ή φορτίο. Η ενέργεια της ακτινοβολίας γ, πρέπει πρώτα να μετατραπεί σε κινητική ενέργεια ηλεκτρονίων, τα οποία παρέχονται από τα άτομα του κρυσταλλικού πλέγματος του σπινθηριστή. Έτσι, η ικανότητα μετατροπής του σπινθηριστή, θα είναι ανάλογη του αριθμού των ηλεκτρονίων (ηλεκτρονική πυκνότητα), τα οποία διατίθενται για αλληλεπιδράσεις με την ακτινοβολία γ. Λόγω της υψηλής ηλεκτρονικής πυκνότητας, του υψηλού ατομικού αριθμού και της υψηλής παραγωγής σπινθηρισμων, ένα κατάλληλο υλικό είναι το NaJ(Th), με προσμίξεις Θουλίου.

			Για τη μέτρηση σωματιδίων β, χρησιμοποιούνται κρύσταλλοι ανθρακενίου. Επειδή οι κρύσταλλοι είναι υγροσκοπικοί, συνήθως σφραγίζονται σε μία θήκη αλουμινίου, με ένα γυάλινο παράθυρο, σε επαφή με την είσοδο (πρόσωπο) του φωτοπολλαπλασιαστή.

			Για μετρήσεις in vitro, το δείγμα τοποθετείται σε ένα «πηγαδάκι» μέσα στον κρύσταλλο (well type counter) και ο κρύσταλλος καλύπτεται με ανακλαστικό υλικό, εκτός από το γυάλινο παράθυρο σύνδεσης με τον φωτοπολλαπλασιαστή. Για να μειωθεί το υπόβαθρο θορύβου (background counts), το σύστημα κρυστάλλου - φωτοπολλαπλασιαστή, τοποθετείται σε κυλινδρικό θώρακα από μόλυβδο.

			Τα φασματόμετρα ακτινοβολιών γ είναι δυνατόν να περιλαμβάνουν μία οθόνη, στην οποία να παρουσιάζεται οπτική ένδειξη του φάσματος του ισοτόπου. Παρέχονται μέσα (π.χ. συγκριτές τάσης) επιλογής του παραθύρου απαρίθμησης, μέσω της ρύθμισης των διευκρινιστών και βοηθήματα για την επιλογή της κατάλληλης υψηλής τάσης, το κατώφλιο του αναλυτή ύψους παλμών, το εύρος του (των) διαύλου (-ων), το κέρδος του ενισχυτή, τη σταθερά χρόνου κλπ.
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			Εικόνα 8.65 Αριστερά: Σχηματικό διάγραμμα ενός γ - counter [2]. Δεξιά: Απαριθμητής Σπινθηρισμών ως Φασματόμετρο Ακτίνων γ. Scintillation counter as a spectrometer, Manticorp https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Scintillation_counter_as_a_spectrometer.jpg

			Για τη βαθμονόμηση των απαριθμητών σπινθηρισμών, χρησιμοποιούνται ισότοπα 125Ι, 57Co, 59Fe, 22Na κλπ. Τέλος, είναι δυνατόν να περιληφθούν αυτόματα συστήματα αλλαγής δειγμάτων, μονάδες επεξεργασίας δεδομένων, εκτυπωτές κλπ.

			Απαριθμητές Σπινθηρισμών Υγρού: Δείγματα τα οποία περιέχουν ασθενή β - ραδιοϊσότοπα, όπως 3Η και 14C, είναι δυνατόν να μετρηθούν αποτελεσματικά, μέσω μείξης του δείγματος, με έναν υγρό σπινθηριστή, ώστε ο τελευταίος να βρίσκεται σε εξαρετικά στενή επαφή με τα εκπεμπόμενα μικρής εμβέλειας ηλεκτρόνια. Η μέτρηση πραγματοποιείται με έναν φωτοπολλαπλασιαστή διαμέτρου μιας ίντσας (25.4 mm). Το σύμπλοκο το οποίο περιέχει τη ραδιενεργό πηγή, διαλύεται σε Τολουόλιο ή Ξυλένιο, στο οποίο προστίθεται ένας πρωτογενής και ένας δευτερογενής σπινθηριστής, ο οποίος αυξάνει το ύψος του παλμού, δρώντας ως μετατοπιστής του μήκους κύματος εκπομπής. Ο (Οι) φωτοπολλαπλασιαστής (-ες) τοποθετείται (-ούνται) έτσι ώστε να εφάπτεται (-ονται) με το φιαλίδιο το οποίο περιέχει το δείγμα και το μείγμα σπινθηρισμού (scintillation cocktail) και έτσι, η μέτρηση πραγματοποιείται με τη μεγαλύτερη δυνατή ευαισθησία. 
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			Εικόνα 8.66 Απαριθμητής Σπινθηρισμών Υγρού με 2 Φωτοπολλαπλασιαστές. Bernd Kopka, https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Scintillation_counter#/media/File:Aufbau_Fl%C3%BCssigszintillationsz%C3%A4hler.png

			Οι φωτοπολλαπλασιαστές, οι οποίοι χρησιμοποιούνται στους απαριθμητές σπινθηρισμών υγρού, αποτελούν μία πηγή αστάθειας, λόγω της μεταβολής του κέρδους, συναρτήσει της θερμοκρασίας, του ρεύματος του φωτοπολλαπλασιαστή και τυχόν αιφνίδιες μεταβολές του τελευταίου, καθώς και λόγω φαινομένων γήρανσης της φωτοκαθόδου [2]. Απαιτούνται συνεπώς συστήματα σταθεροποίησης, όπως λυχνίες εκκενώσεων και LED, για τη σταθεροποίηση του κέρδους του φωτοπολλαπλασιαστή μέσω της ρύθμισης της υψηλής τάσης ή του κέρδους των προενισχυτών. Για παράδειγμα, LED GaAsP, παράγουν φωτεινούς παλμούς αναφοράς για τον φωτοπολλαπλασιαστή και το κύκλωμα υψηλής τάσης, ελέγχεται μέσω ενός αντίστοιχου κυκλώματος ανάδρασης.

			Ανιχνευτές Ημιαγωγών: Η φασματομετρία ακτινοβολίας γ, δηλαδή η χρήση του γεγονότος ότι οι ενέργειες των εκπεμπομένων φωτονίων, είναι χαρακτηριστικές για κάθε ραδιοϊσότοπο, βασίζεται συνήθως στη χρήση ανιχνευτών ημιαγωγών, δηλαδή Γερμανίου (Ge) και Πυριτίου (Si). Ο ανιχνευτής Γερμανίου είναι ο πιο διαδεδομένος. Στις πρώτες εφαρμογές ανιχνευτών Ge, χρειάζονταν εξισορρόπηση Li, δηλαδή κρυστάλλους Ge(Li), για τα υπολοιπόμενα φορτία, τα οφειλόμενα σε προσμίξεις. Σήμερα παράγεται Ge υψηλής καθαρότητας και δεν απαιτείται πια εξισορρόπηση [2].

			Και οι δύο τύποι ανιχνευτών, χρησιμοποιούνται σε θερμοκρασίες υγρού Αζώτου (77 °Κ), όπου ο θερμικά επαγόμενος ηλεκτρονικός θόρυβος, είναι αποδεκτά χαμηλός. Οι περισσότεροι κατασκευαστές έχουν αναπτύξει και φορητούς ανιχνευτές, οι οποίοι διαθέτουν ένα μικρό δοχείο Dewar (thermos), χωρητικότητας 0.5 - 2.0 l, για την αποθήκευση υγρού Αζώτου, επαρκούς για 24 h. Ενώ στούς ανιχνευτές Ge(Li), η θερμοκρασία πρέπει να διατηρείται στους 77 °Κ συνεχώς, στους ανιχνευτές καθαρού Ge, επιτρέπεται να θερμανθούν σε θερμοκρασία δωματίου, χωρίς να υποστούν βλάβη. Συνεπώς, μπορούν να μεταφέρονται και να φυλάσσονται εκτός χρήσης ευκολώτερα.

			Όταν η ακτινοβολία γ απορροφάται από την ευαίσθητη περιοχή του ανιχνευτή, η εναποτιθεμένη ενέργεια προωθεί ηλεκτρόνια κατά πλάτος του ενεργειακού χάσματος (band gap) και ο αριθμός των ζευγών ηλεκτρόνια – οπές τα οποία παράγονται έτσι, είναι ανάλογος προς την απορροφειθείσα ενέργεια. Το επαγόμενο με τον τρόπο αυτό φορτίο, συλλέγεται από ένα εφαρμοζόμενο δυναμικό μερικών χιλιάδων Volts. Ένας προενισχυτής, προσαρμοσμένος πάνω στον ανιχνευτή, μετατρέπει το συλλεγόμενο φορτίο σε παλμό, ο οποίος μεταφέρεται στον κυρίως ενισχυτή. 

			Ο κυρίως ενισχυτής ενισχύει τον παλμό και τον διαμορφώνει κατάλληλα, ώστε να μεταφερθεί σε ένα πολυδιαυλικό αναλυτή (multichannel analyser, MCA). Ο MCA διαλέγει τους παλμούς, σύμφωνα με το ύψος τους, ώστε να δώσει ένα φάσμα κατανομής ύψους παλμών, το οποίο είναι ισοδύναμο με ένα φάσμα κατανομής ενεργειών.
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			Εικόνα 8.67 Σχήμα Aνιχνευτή ημιαγωγού και ανιχνευτής Ge χωρίς το Dewar με υγρό Ν2. Sergio Ballestrero https://en.wikipedia.org/wiki/Semiconductor_detector#/media/File:HPGe_detector.jpg

			Τα περισσότερα σύγχρονα φασματόμετρα ακτινοβολιών γ, χρησιμοποιούν ένα προσωπικό υπολογιστή (PC), ο οποίος ελέγχει και οδηγεί τον MCA. Ο PC παρουσιάζει το φάσμα ακτινοβολιών γ και το αποθηκεύει ή/και το επεξεργαζεται. Διατίθενται πακέτα τα οποία περιέχουν κατάλληλα interfaces και software, για την ανάλυση φασμάτων, τα οποία, υπό μορφή κάρτας, εύκολα προσαρμόζονται σε κάθε PC. Οι βασικές πληροφορίες οι οποίες λαμβάνονται είναι η ενέργεια των μεγίστων των επαρμάτων (peaks) του φάσματος, οι οποίες ταυτοποιούν το ραδιοϊσότοπο και το εμβαδόν τoυς, το οποίο διαιρούμενο με τον χρόνο μέτρησης, δίδει τη ραδιενέργεια του ισοτόπου (ποσοτικός προσδιορισμός).

			Ανοσοενζυμικές Μέθοδοι: Στις Ανοσοενζυμικές Μεθόδους (Enzyme Immuno Assay, EIA), ένα ένζυμο, το οποίο δίδει μία αντίδραση παραγωγής χρώματος, παρουσία κάποιου υποστρώματος, συνδέεται σε ένα αντίσωμα ή σε ένα αντιγόνο, στη θέση του ραδιοϊσοτόπου στη RIA. Το ένζυμο, το οποίο χρησιμοποιείται σε τέτοιες μεθόδους, πρέπει να είναι σταθερό, στις συνθήκες αποθήκευσης και διεξαγωγής της αντίδρασης και πρέπει να έχει υψηλή ειδική ενεργότητα, δηλαδή μικρές του ποσότητες να μπορούν να προκαλούν την παραγωγή ανιχνεύσιμης ποσότητας χρώματος. Διάφορα ένζυμα έχουν χρησιμοποιηθεί, τα σπουδαιότερα από τα οποία είναι η υπεροξειδάση της αγριοραπανίδας (horseradish peroxidase), η αλκαλική φωσφατάση (alkaline phosphatase), η β - γαλακτάση (β - galactase) κλπ.
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			Εικόνα 8.68 Τα βασικά βήματα μιας ανοσοενζυμικής μεθόδου. Τα υοειδή σχήματα παριστάνουν αντισώματα [47]: Βήμα 1: Το αντίσωμα Ab κολλάει στο τοίχωμα του δοχείου. Βήμα 2: Προστίθεται αντιγόνο (Ag) και αντιδρά με το Ab. Βήμα 3: Προστίθεται ένα αντιγόνο, συνδεδεμένο με ένα ένζυμο (Ab-E) και αντιδρά με το σύμπλοκο Ag-Ab. Βήμα 4: Προστίθεται ένα υπόστρωμα (S) και το αναπτυσσόμενο χρώμα μετράταται φωτομετρικά.

			Ελέγχοντας για ένα αντιγόνο (Αg), η ποσότητα του ιχνηθετημένου με ένζυμο αντισώματος (Ab*) η οποία αντιδρά με το αντιγόνο, είναι δυνατόν να προσδιορισθεί φωτομετρικά από τη συγκέντρωση του παραγομένου χρώματος, το οποίο παράγεται, όταν το ένζυμο αντιδρά με το κατάλληλο υπόστρωμα [48]. Όπως οι RIA, έτσι και οι ΕΙΑ, είναι δυνατόν να είναι αμέσου ή ανταγωνιστικού (competitive assays) τύπου. Επίσης, οι ΕΙΑ είναι δυνατόν να είναι ετερογενείς, δηλαδή η ελεύθερη και η συνδεδεμένη ποσότητα του αντιγόνου, χωρίζονται με τη χρήση μιας ειδικής μεθόδου (π.χ. επικαλυμένος σωλήνα, μέθοδος sandwich, μέθοδος διπλού αντισώματος, μέθοδος σύνδεσης σε Sephadex κλπ.) ή ομογενείς, δηλαδή το αντίσωμα χορηγείται σε περίσσεια στο δείγμα, πραγματοποιείται ποσοτική σύνδεση του αντιγόνου και χορηγείται περίσσεια ιχνηθετημένου αντιγόνου, το οποίο καταλαμβάνει τις ελεύθερες θέσεις σύνδεσης του ελεύθερου αντιγόνου. Η ενζυματική ενεργότητα του ελεύθερου αντίδρασης αντιγόνου, μετράται φωτομετρικά. Οι ετερογενείς ανοσοενζυμικές μέθοδοι καλούνται συνήθως ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbit Assay) και οι ομογενείς καλούνται EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay Technique) [49]. Οι EIA και ιδιαίτερα οι ELISA, έχουν ευρύτατη διάδοση στην in vitro Διαγνωστική, λόγω της ειδικότητάς τους, της ευαισθησίας τους, της ασφάλειας, λόγω μή χρήσης ραδιοϊσοτόπων και του σχετικά λογικού κόστους τους [50], [51, [52].

			Τεχνική Διπλού Αντισώματος (Sandwich Technique): Η μέθοδος αυτή αναπτύχθηκε για πρώτη φορά, ως μέθοδος καθίζησης διαλυτών συμπλόκων αντισώματος - αντιγόνου, μέσω μιας διαδικασίας διπλού αντισώματος. Το αντιγόνο τοποθετείται ανάμεσα σε δύο στρώματα αντισώματος. Η μέθοδος βασίζεται στη δυνατότητα ενός αντιγόνου, να συνδέει ταυτόχρονα δύο αντισώματα. Το πρώτο αντίσωμα, παράγεται από μία γνωστή πηγή, δηλαδή το είδος από το οποίο προέρχεται, είναι γνωστό. Το δεύτερο αντίσωμα, πρέπει να έχει την ικανότητα να κατακρημνίζει τις ανοσοσφαιρίνες του είδους από το οποίο προέρχεται το πρώτο αντιγόνο. Για παράδειγμα, αν ο αρχικός αντιορός προέρχεται από κατσίκα, τότε, απαιτείται αντίσωμα απέναντι στην ανοσοσφαιρίνη της κατσίκας. Το αρχικό αντίσωμα και το δεμένο σε αυτό αντιγόνο, κατακρημνίζεται από την ανοσοσφαιρίνη (π.χ. αντι - ανοσοσφαιρίνη κατσίκας). Το μη συνδεδεμένο αντιγόνο, δεν επηρεάζεται από το δεύτερο αντίσωμα και παραμένει στο διάλυμα. Η τεχνική sandwich, είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση είτε αγνώστου αντιγόνου, είτε αγνώστου αντισώματος [47]. Μια συνήθης εφαρμογή της μεθόδου, είναι η κάλυψη σφαιριδίων πολυστυρενίου, με το κατάλληλο αντιγόνο ή αντίσωμα, για τον έλεγχο ενός συγκεκριμένου κλινικού δείγματος. Όταν το σφαιρίδιο συνδυάζεται με το δείγμα και επωάζεται, το αντίστοιχο αντίσωμα (ή αντιγόνο) στο δείγμα, συνδέεται με το σφαιρίδιο. Οι μη συνδεδεμένοι παράγοντες, εκπλένονται. Στο επόμενο βήμα, προστίθεται το ιχνηθετημένο με ένζυμο αντίσωμα. Αν υπάρχει στο δείγμα, το υπό ανίχνευση αντίσωμα (ή αντίστοιχα αντιγόνο), διαμορφώνεται ένα σύμπλοκο: αντισώματος - αντιγόνου - αντισώματος/ενζύμου ή αντίστοιχα αντιγόνου - αντισώματος-αντιγόνου/ενζύμου (sandwich). Το μη συνδεδεμένο ένζυμο απομακρύνεται με έκπλυση. Στη συνέχεια, προστίθεται ένα κατάλληλο αντιδραστήριο (π.χ. φαινυλενδιαμίνη περιέχουσα υπόστρωμα υπεροξειδάσης του υδρογόνου), ώστε να ανιχνευθεί το επίπεδο συγκέντρωσης του συνδεδεμένου ενζύμου.

			Μετά την επώαση, η χρωμογόνος αντίδραση του ενζύμου, διακόπτεται μέσω της προσθήκης οξέος (π.χ. θειϊκό οξί 1 Ν) και μετράται η μεταβολή του χρώματος, ως σήμα μεταβολής οπτικής πυκνότητας. Αυτή είναι, εντός των ορίων γραμμικότητας, ανάλογη με τη συγκέντρωση της υπο ανίχνευση ουσίας (αντιγόνου ή αντισώματος), στο δείγμα. Προφανώς, η μέθοδος «sandwich», κατάλληλα προσαρμοσμένη, εφαρμόζεται και στις RIA [53].
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			Εικόνα 8.69 Αρχή της ανοσοενζυμικής μεθόδου τύπου «sandwich», για τον προσδιορισμό αντισωμάτων [47].

			Μέθοδος Στερεάς Φάσης: Σε αυτή την ανταγωνιστική τεχνική, ένα αντίσωμα ή αντιγόνο μετατρέπεται σε μία αδιάλυτη μορφή. Ένας τύπος μεθόδου ανίχνευσης αντιγόνου, μέσω στερεάς φάσης, χρησιμοποιεί αντίσωμα, το οποίο προσαρμόζεται φυσικά στην εσωτερική επιφάνεια του δοχείου αντίδρασης, ή σε εμβαθύνσεις σε μία πλάκα.

			Μία γνωστή ποσότητα ιχνηθετημένου αντιγόνου (π.χ. συνδεδεμένου με υπεροξειδάση της αγριοραπανίδας), προστίθεται μια άγνωστη ποσότητα μη ιχνηθετημένου αντιγόνου (υπό ανίχνευση ουσία) και επωάζονται μαζί. Τα αντιδραστήρια τα οποία δεν έχουν δεσμευθεί, απομακρύνονται με έκπλυση των τοιχωμάτων. Στη συνέχεια, μετράται η ποσότητα του ιχνηθέτη - ενζύμου, στα συνδεδεμένα σύμπλοκα.

			Σε μία άλλη παραλλαγή της μεθόδου, το αντίσωμα συνδέεται πάνω σε κυτταρίνη ή μέσα σε πορώδη γυάλινα σφαιρίδια. Τα γυάλινα σφαιρίδια παγιδεύουν τα μεγαλομόρια των αντισωμάτων, αλλά, επιτρέπουν την είσοδο και έξοδο μικρότερων μορίων, μέσω διάχυσης. Μετά την επίτευξη ισορροπίας το συνδεδεμένο αντιγόνο διαχωρίζεται φυγοκεντρικά από το ελεύθερο, ώστε να μετρηθεί. 
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			Εικόνα 8.70 Ανοσοενζυμική μέθοδος στερεάς φάσης: Ένα επικαλυμμένο με αντίσωμα γυάλινο σφαιρίδιο, προστίθεται σε κάθε «πηγαδάκι», το οποίο περιέχει δείγμα προς έλεγχο [47].

			Οργανολογία της ΕΙΑ: Οι διαθέσιμες συσκευές, οι οποίες είναι ικανές να πραγματοποιήσουν μετρήσεις απορρόφησης, σε μικρούς όγκους δειγμάτων, είναι Φασματοφωτόμετρα διαφόρων τύπων.

			Κλασικά Φασματοφωτόμετρα, απλής ή διπλής δέσμης, με μικρές κυψελλίδες, όγκου 4 - 150 μl, μπορούν να χρησιμοποιηθούν, αφού εφοδιασθούν με βοηθητική διάταξη αυτομάτου πλήρωσης και εκκένωσης (flow - cell spectrophotometers). Το δείγμα μεταφέρεται από τον θάλαμο επώασης προς την κυψελίδα και μετά τη μέτρηση, απομακρύνεται από αυτή. Το τελευταίο βήμα είναι κρίσιμο και απαιτεί μεγάλη ακρίβεια, ώστε να αποφεύγονται αναμίξεις των διαδοχικών υπό ανίχνευση ορών [53].
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			Εικόνα 8.71 Αρχή της ανταγωνιστικής ανοσοενζυμικής μεθόδου προσδιορισμού (Competitive EIA) [47].

			Εναλλακτικά, χρησιμοποιούνται φασματοφωτόμετρα πολλών (φωτομετρικών) διαύλων, ικανών να μετρούν την απορρόφηση του περιεχομένου των «πηγαδιών» πλακών αντίδρασης (micro titer plate), κάθετα, μέσω του διαφανούς δαπέδου από πολυστυρένιο, των πλακών. Η ταχύτητα μέτρησης είναι μεγάλη, αποφεύγονται αναμίξεις γειτονικών ορών, αλλά η ακρίβεια της μέτρησης, είναι δυνατόν να επηρεασθεί, από τις οπτικές ιδιότητες του πολυστυρενίου.

			Πολλές προσπάθεις έχουν γίνει, ώστε η διαδικασία της ΕΙΑ να αυτοματοποιηθεί και μάλιστα σε βάση τυχαίας προσπέλασης (Random Acces EIA Automated Analysers). Διατίθενται αυτόματοι ή ημιαυτόματοι αναλυτές, βασισμένοι σε micro plates, κάθετης ανάγνωσης φασματοφωτόμετρα και συστήματα αυτομάτου επεξεργασίας και έκπλυσης των δειγμάτων. Τα συστήματα ελέγχονται από ολοκληρωμένα πακέτα software, κατάλληλα για μια ολόκληρη ομάδα μεθόδων. Διατίθενται ως κλειστά ή ως ανοιχτά συστήματα.

			Ταχείες Ανοσοενζυμικές Μέθοδοι: Προκειμένου να αναπτυχθεί η ταχύτητα, η ευαισθησία και το εύχρηστο των ΕΙΑ, αναπτύχθηκαν διάφορες ταχείες μέθοδοι, οι οποίες επιτρέπουν την πιο αποτελεσματική διαχείριση ασθενών και τον περιορισμό της διάδοσης μεταδότικών νόσων [54]. Η πρώτη απο αυτές, η Ανοσοδιήθηση, (Immunofiltration Assay) αρχικά σχεδιάσθηκε, ώστε να συγκρατεί μολυσμένα κύτταρα ή άλλους οργανισμούς, στην επιφάνεια μιας μεμβράνης με μικρο - πόρους. Ως πρώτο βήμα, μικροσφαιρίδια καλυμμένα με συνδετικό αντιδραστήριο (αντιγόνο ή αντίσωμα), αντιδρούν με το υπό έλεγχο δείγμα. Τα σωματίδια αυτά, συλλαμβάνονται στην επιφάνεια της μεμβράνης και εκπλένονται, ώστε να απομακρυνθεί κάθε ελέυθερος παράγοντας. 
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			Εικόνα 8.72 Σχηματική αναπαράσταση μιας μεθόδου Ανοσοδιήθησης (αριστερά) και μιας Σημειακής Ανοσοενζυμικής μεθόδου DIB (δεξιά) [54].

			Προστίθεται ένα διάλυμα χρωμογόνου υποστρώματος και εάν υπάρχει η υπο ανίχνευση ουσία στο δείγμα τότε η μεμβράνη θα περιέχει ένα χρωματισμένο ίζημα, ενώ σε αντίθετη περίπτωση, δεν θα εμφανισθεί χρώμα [54].

			Μια άλλη εξέλιξη, τέλος, στον τομέα των ΕΙΑ, ήταν η Σημειακή Ανοσοενζυμική Μέθοδος (Dot Immunobinding Assay, DIB). Στη μέθοδο αυτή, το αντιδραστήριο σύνδεσης, είναι συδεδεμένο σε μία μεμβράνη με μικρο - πόρους και το δείγμα ρέει επάνω και γύρω από αυτό. Η ροή αυτή του δείγματος, αυξάνει πολύ την ικανότητα του αντιδραστηρίου σύνδεσης, να συγκρατήσει την υπό ανίχνευση ουσία στο δείγμα. Η συζυγής σύνδεση και η ανάπτυξη του χρώματος, πραγματοποιείται όπως στην ανοσοδιήθηση.

			Η μέθοδος DIB παρέχει μία σημαντική εναλλακτική προς την παραδοσιακή ΕΙΑ μεθοδολογία. Στο άμεσο μέλλον, αναμένεται ότι οι μέθοδοι DIB και άλλες τεχνολογίες ταχέων βιοχημικών προσδιορισμών (π.χ. ταινίες ξηράς χημείας), θα μεταβάλλουν σημαντικά την πρακτική της in vitro Διαγνωστικής.

			Περιβαλλοντικές προφυλάξεις: Όλα τα δείγματα, οι βιολογικοί παράγοντες των αντιδραστηρίων και τα υλικά τα οποία χρησιμοποιούνται για τις μεθόδους, πρέπει να θεωρούνται ως δυνητικά μολυσματικά. Για τον λόγο αυτό, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται προσεκτικά και να διατίθενται στα απορρίματα, σύμφωνα με τις καθιερωμένες διαδικασίες ασφαλείας.

			Τα εύφλεκτα υπολείμματα θα πρέπει να καίγονται και τα άφλεκτα ή υγρά κατάλοιπα, θα πρέπει να εξουδετερώνονται με π.χ. υποχλωρικό νάτριο 3%, για τουλάχιστον 30 min. Υγρά όξινα κατάλοιπα, θα πρέπει να εξουδετερώνονται προηγουμένως. Όλα τα όργανα, γυαλικά κλπ. τα οποία θα ξαναχρησιμοποιηθούν, θα πρέπει να αποστειρώνονται σε κλίβανο, για μία ώρα, στους 121 °C.

			Μέθοδοι Ανοσοφθορισμού: Οι μέθοδοι αυτές είναι κατάλληλοι, για την ανίχνευση και ταυτοποίηση μικροοργανισμών ή κυττάρων, απομονωμένων από εργαστηριακά δείγματα και για την ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων στον ορό, μετά από έκθεση σε παθογόνα μικρόβια. Η μέθοδος στηρίζεται στην προσκόλληση φθοριοχρωμάτων σε αντισώματα (Fluorescent Antibody FA). Τα φθοριοχρώματα στέλνουν δευτερογενές φως, όταν εκτεθούν σε υπεριώδη ακτινοβολία, σε κατάλληλο Μικροσκόπιο Ανοσοφθορισμού [55], [56], [57].

			Διακρίνουμε την Άμεση Τεχνική FA, σύμφωνα με την οποία, ένα ειδικό για κάποιο μικροοργανισμό αντίσωμα, ιχνηθετείται με ένα φθοριόχρωμα και τοποθετείται σε μία αντικειμενοφόρο πλάκα, στην οποία έχουν ήδη τοποθετηθεί οι υπό ανίχνευση μικροοργανισμοί (δείγμα). Μετά από ένα σύντομο χρόνο επώασης, η περίσσεια του ιχνηθετημένου αντισώματος εκπλένεται και η αντικειμενοφόρος εξετάζεται στο μικροσκόπιο, για την ύπαρξη φθορισμού. 
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			Εναλλακτικά, σύμφωνα με την Έμμεση Τεχνική FA, ένα γνωστό αντιγόνο, συνδέεται σε μία αντικειμενοφόρο, και προστίθεται ο υπό εξέταση ορός. Αν υπάρχει ειδικό αντίσωμα προς το αναφερθέν αντιγόνο, σχηματίζεται ένα σύμπλοκο. Η περίσσεια του αντισώματος, εκπλένεται από την αντικειμενοφόρο και το σχηματισμένο σύμπλοκο, καθίσταται ορατό, με την προσθήκη ιχνηθετημένου με φθοριόχρωμα ανθρώπινης αντι - ανοσοσφαιρίνης (anti - Ig) αντισώματος, στην αντικειμενοφόρο. Η αντι - ανοσοσφαιρίνη, αντιδρά με το ανθρώπινο αντίσωμα, και εμφανίζονται φθορίζουσες εστίες, όταν υπάρχουν αντισώματα, στον υπο εξέταση ορό.
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			Τέλος, μια από τις πιο ενδιαφέρουσες εξελίξεις στον χώρο της αυτοματοποιημένης Ανοσοβιολογικής in vitro Διαγνωστικής, είναι η Tεχνική του Πολωμένου Ανοσοφθορισμού (Fluorescence Polarization Immunoassay, FPIA), σε συνδυασμό με την Μικροσωματιδιακή Ανοσοενζυμική Τεχνική (Microparticle Enzyme Immunoassay, MEIA) [58].
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			Εικόνα 8.73 Αρχή της Tεχνικής του Πολωμένου Ανοσοφθορισμού [58].

			Η FPIA είναι μια ανταγωνιστικά συνδέουσα μέθοδος, στην οποία το αντιγόνο/αντίσωμα, ανταγωνίζεται ένα ιχνηθετημένο με φθοριόχρωμα αντίσωμα/αντιγόνο. Η διαφορά γωνιακής ταχύτητας περιστροφής, μεταξύ μικρών και μεγάλων μορίων στο διάλυμα της αντίδρασης, προκαλεί αλλαγές στο επίπεδο πόλωσης του φθορισμού. Οι αλλαγές αυτές, είναι ανάλογες του αριθμού των σχηματισθέντων μεγαλομοριακών συμπλόκων και κατά συνέπεια, αποτελούν μέτρο της συγκέντρωσης της υπό ανίχνευση ουσίας.

			Η τεχνολογία ΜΕΙΑ, χρησιμοποιεί για στερεά φάση, αντί της γνωστής «μπίλιας», διαμέτρου 6 mm, ένα διάλυμα μικροσωματιδίων, διαμέτρου μικρότερης από 0.5 μm. Με τον τρόπο αυτό, η ενεργός επιφάνεια επαφής, αυξάνει κατά 6500, σε σχέση με την κλασική «μπίλια». Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση των απαιτουμένων χρόνων επώασης και διευκολύνει την αυτοματοποιημένη χορήγησή τους.

			Η τεχνική ΜΕΙΑ, συνδυάζεται με την FPIA, με τη χρήση φθορισμού, ο οποίος μετράται κινητικά, σε αντίθεση με την κλασσική ΕΙΑ, στην οποία η αντίδραση διακόπτεται με οξύ και πραγματοποιείται μέτρηση τελικού σημείου. Επίσης, χρησιμοποιείται αλκαλική φωσφατάση, αντί της συνήθως χρησιμοποιούμενης υπεροξειδάσης της αγριοραπανίδος. Το τελικό αποτέλεσμα του συνδυασμού των παραγόντων αυτών, είναι η σημαντική μείωση της συνολικής χρονικής διάρκειας της όλης μεθόδου, από 3 - 4 h, σε περίπου 35 min. Οι βελτιώσεις αυτές, έχουν επιτρέψει την κατασκεύή αυτόματων αναλυτών FPIA/MEIA.

			Μέθοδοι Ανoσοχημειοφωταύγειας

			Η μέθοδος της Ανoσοχημειοφωταύγειας (Luminescence Immmuno Assay / Immunoluminometric Assay, LIA/ILMA), βασίζεται στην κλασική αρχή όλων των ανoσοβιολογικών μεθόδων προσδιορισμού, δηλαδή:

			
					Στον μερικό κορεσμό ενός ειδικού παράγοντα σύνδεσης π.χ. αντισώματος, συνδεόμενης πρωτεΐνης, πρωτεΐνη υποδοχέα ιστού κλπ., από την ουσία την οποία επιχειρούμε να ανιχνεύσουμε, είτε

					Στον ανταγωνισμό της υπό ανίχνευση ουσίας, από μία «σημασμένη» με κάποιο τρόπο, χημικά όμοια ή ταυτόσημη ουσία, για τη κατάληψη των διαθέσιμων θέσεων της «συνδέουσας» ουσίας.

			

			Η διαφορά στο βαθμό κορεσμού, από την υπό ανίχνευση ουσία ή η διαφορά στην έκταση του ανταγωνισμού, με τη σημασμένη ουσία, για την κατάληψη των διαθέσιμων θέσεων, αποτελεί τη βάση για τον ποσοτικό προσδιορισμό της υπό ανίχνευση ουσίας.

			Η ειδοποιός διαφορά, από τις άλλες μεθόδους, είναι το είδος της σήμανσης. Ως ιχνηθέτης, χρησιμοποιείται ένα υλικό, συνήθως η ακριδίνη, το οποίο δίδει αντιδράσεις χημειοφωταύγειας, δηλαδή εκπομπής φωτεινής ακτινοβολίας, από διεγερμένα από την αντίδραση ηλεκτρόνια. 
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			Εικόνα 8.74 Τα βήματα της Μεθόδου Προσδιορισμού Ανοσο - Χημειοφωταύγειας [59].

			Το φαινόμενο της Χημειοφωταύγειας, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό πολλών παραμέτρων και προσφέρει υψηλή ευασθησία, λόγω του μεγάλου λόγου σήματος - θορύβου. Η στερεά φάση, διαχωρίζεται με έκπλυση ή μαγνητικά, με τη χρήση παραμαγνητικών σωματιδίων, για την ακινητοποίηση του αντισώματος και την εφαρμογή μαγνητικού πεδίου.
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			Εικόνα 8.75 Μια στοιχειώδης διάταξη συνεχούς ροής για τη μέτρηση της Χημειοφωταύγειας.
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			Εικόνα 8.76 Δύο από τους κορυφαίους Αυτόματους Αναλυτές Χημειοφωταύγειας παγκοσμίως του οίκου Abbott, που καλύπτουν ευρύτατο φάσμα Βιοχημικών και Ανοσολογικών Παραμέτρων.
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			Εικόνα 8.77 Mια υψηλής ευαισθησίας συμβατή με πολλαπλά υποστρώματα δοκιμασία Χημειοφωταύγειας για την ανίχνευση της human fetuin A [61].

			8.8 Μέθοδοι και εξοπλισμός της Μοριακής Βιολογίας

			Παρά το ότι η αξία της κλασικής ιστοπαθολογικής εξέτασης έγκειται στην παραδοχή ότι η μορφολογία των ιστών και κυττάρων αποτελεί την αντανάκλαση του συνόλου των μεταβολών σε μοριακό επίπεδο, δεν είναι σε θέση να προσδιορίσει ακριβώς τις αλλοιώσεις αυτές. Οι πρόσφατες εξελίξεις στους τομείς της Μοριακής Βιολογίας και Βιοπληροφορικής, παρέχουν τη δυνατότητα στα σύγχρονα οργανωμένα εργαστήρια να εισχωρούν πέραν των ορίων της μικροσκοπικής μορφολογίας και να λαμβάνουν πληροφορίες για τη λειτουργία ή την κατάσταση του κυττάρου ή ενός άλλου υποκυτταρικού συστατικού. Η δυνατότητα αυτή παρέχεται από τις νέες τεχνικές, οι οποίες, ανάλογα με το μηχανισμό λειτουργίας τους, μπορούν να διακριθούν στις εξής κατηγορίες.

			Ιn situ υβριδισμός: Η τεχνική αυτή όπως και οι άλλες μέθοδοι υβριδισμού (Southern/Northern blot, Dot blot) βασίζεται στη θεμελιώδη ιδιότητα των πυρηνικών οξέων να σχηματίζουν, σύμφωνα με το νόμο της συμπληρωματικότητας των βάσεων, σταθερά διμερή που ονομάζονται υβρίδια. Τα τελευταία μπορεί να αποτελούνται από δύο αλύσους DNA ή συνδυασμό αλύσων RNA‐DNA και RNA‐RNA. 

			Αξιοποιώντας την αρχή αυτή μπορούμε με τη χρήση μίας κατάλληλα σημασμένης εξωγενούς, μονόκλωνης ή δίκλωνης αλληλουχίας, που ονομάζεται δείκτης (probe), να ανιχνεύσουμε τη συμπληρωματική της εντός του κυττάρου που ευρίσκεται, δηλ. in situ. Το αποτέλεσμα της αντίδρασης υβριδισμού, με τις τεχνικές ανιχνεύσεως που ακολουθούν, καθίσταται τελικά ορατό στο επίπεδο του οπτικού μικροσκοπίου.

			Τα βασικά εργαλεία του in situ υβριδισμού είναι οι δείκτες (probes) και αποτελούν κατάλληλα σημασμένες δίκλωνες (DNA probes) ή μονόκλωνες (RNA probes) αλληλουχίες νουκλεοτιδίων, οι οποίες μπορούν να συνδεθούν σύμφωνα με την αρχή της συμπληρωματικότητας των βάσεων και επομένως να ανιχνεύσουν την αναζητούμενη αλληλουχία.
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			Εικόνα 8.78 Διάγραμμα Ροής της Μεθόδου Fluorescence RNA In Situ Hybridization [62].

			Η επιλογή του κατάλληλου δείκτη εξαρτάται από το είδος της εφαρμογής. 

			
					Αν αυτή αφορά στην αναζήτηση DNA (όπως ιοί DNA, αλληλουχίες γονιδίων ή χρωματοσωμάτων) προτιμάται η χρήση δίκλωνων δεικτών DNA. 

					Αν η εφαρμογή αφορά την ανίχνευση RNA, τότε προτιμάται η χρήση δεικτών RNA (riboprobes), δεδομένου ότι τα προκύπτοντα υβρίδια RNARNA είναι πιο σταθερά από τα υβρίδια DNA‐RNA. 

			

			Εναλλακτικά, για την ανίχνευση αλληλουχιών σε αφθονία μπορούν να χρησιμοποιηθούν ολιγονουκλεοτίδια.

			Polymerase chain reaction (Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης): Η PCR είναι μια σχετικά απλή και ταχεία μέθοδος πολλαπλασιασμού μιας νουκλεοτιδικής αλληλουχίας DNA με τη βοήθεια του ενζύμου πολυμεράση [63] και επιτυγχάνεται με επαναλαμβανόμενους κύκλους τριών διαδοχικών αντιδράσεων που επιτελούνται σε διαφορετική θερμοκρασία. 
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			Εικόνα 8.79 Σχηματική απεικόνιση των επαναλαμβανόμενων σταδίων της PCR [64].

			Κάθε κύκλος αποτελείται από τα εξής στάδια: 

			
					Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA αυξάνοντας τη θερμοκρασία της αντίδρασης συνήθως μεταξύ 92ºC και 96ºC. Με αυτό τον τρόπο οι συμπληρωματικοί κλώνοι του DNA απομακρύνονται.

					Με μείωση της θερμοκρασίας της αντίδρασης (50º‐65ºC) επιτυγχάνεται ο Υβριδισμός των εκκινητών με την αλληλουχία‐στόχο (primer annealing). 

					Σύνθεση συμπληρωματικών κλώνων του DNA με επέκταση του 3’ άκρου των εκκινητών με τη βοήθεια της Taq πολυμεράσης (primer extension). Οι εκκινητές (primers) είναι συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια, μήκους 18-30 βάσεων, τα οποία καθορίζουν την αλληλουχία του DNA που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. 

			

			Οι εκκινητές αποτελούνται από διαφορετικές, μη συμπληρωματικές αλληλουχίες, με αποτέλεσμα να μην υβριδίζονται μεταξύ τους αλλά με τις συμπληρωματικές αλληλουχίες του DNA. Στο τρίτο και τελευταίο βήμα πραγματοποιείται η σύνθεση των συμπληρωματικών κλώνων του DNA σε θερμοκρασία 72ºC. Αυτό το βήμα επιτυγχάνεται με τη χρήση του ενζύμου DNA πολυμεράση που επιτρέπει τη σύνθεση του DNA σε κατεύθυνση 5’ προς 3’.

			Οι Μικροσυστοιχίες Γονιδίων (αλλιώς γνωστές σαν γονιδιακό ή γενωμικό τσιπ, DNA chip είτε διάταξη γονιδίων): Είναι μία διάταξη μικροσκοπικών σημείων που αντιπροσωπεύουν μοναδικά γονίδια, που ακινητοποιούνται με ομοιοπολικούς δεσμούς, σε μία στερεή επιφάνεια (συνήθως γυάλινη). 

			Χρησιμοποιούνται για τη μέτρηση DNA ή χρησιμοποιούν DNA για το σύστημα ανίχνευσής τους. Ποσοτικές ή ποιοτικές μετρήσεις με μικροσυστοιχίες γονιδίων εκμεταλλεύονται την εκλεκτική φύση της αρχής της συμπληρωματικότητας μεταξύ νουκλεϊκών οξέων DNA-DNA ή DNA-RNA ή πρόσφατα και μεταξύ των αμινοξέων των πρωτεϊνών, υπό αυστηρά ελεγχόμενες συνθήκες θερμοκρασίας και με τη χρήση φθοριζουσών ουσιών. 
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			Εικόνα 8.80 Παράδειγμα μικροσυστοιχίας γονιδίων με 40,000 ανιχνευτές ολιγονουκλεοτιδίων [65].

			Οι μικροσυστοιχίες γονιδίων χρησιμοποιούνται σήμερα για την εξέταση της γονιδιακής έκφρασης υπό ειδικές συνθήκες και για την ανίχνευση νουκλεϊκών οξέων παθογόνων οργανισμών π.χ. επιβλαβών ιών σε δείγματα ελέγχου. Η μέθοδος μοριακής βιολογίας αυτή έχει το πλεονέκτημα ότι δύναται να εξετάζει ταυτόχρονα την έκφραση χιλιάδων γονιδίων, και ενδείκνυται για συγκριτικές μελέτες γονιδιωμάτων. 

			Τα μειονεκτήματα της μεθόδου έγκειται στο υψηλό κόστος και στη συχνή ανακρίβεια των αποτελεσμάτων λόγω τεχνικών προβλημάτων, όπως η μη ειδική υβριδοποίηση φθορίζουσων χρωστικών σε λάθος γονίδια κτλ. 

			Η χρήση μικροσυστοιχιών γονιδιών σήμερα από την επιστημονική κοινότητα απαιτεί την παράλληλη χρήση και άλλων συμπληρωματικών μεθόδων για την επαλήθευση των αποτελεσμάτων του τσιπ, όπως η Northern Blot, η Ποσοτική Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης Πραγματικού Χρόνου (qPCR), και η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης Αντίστροφης Μεταγραφής (RT-PCR) κλπ. η αναφορά των οποίων εκφεύγει του σκοπού και των ορίων του διδακτικού αυτού συγγράμματος.

			8.9. Τεχνολογία Συστημάτων Απαρίθμησης Κυττάρων

			Το αίμα αποτελείται από σωματίδια (κύτταρα / αιμοσφαίρια), σε ποσοστό περίπου 45% (αιματοκρίτης), αιωρούμενα σε ένα υδατικό μείγμα ανόργανων και οργανικών ενώσεων και βιο - μεγαλομορίων, του πλάσματος (55%). H σύνθεση του κλάσματος των εμμόρφων συστατικών (κυττάρων) του αίματος, σε φυσιολογικά άτομα, είναι η ακόλουθη [66]:

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							Τύπος κυττάρων

						
							
							Αριθμός ανά mm3 

						
							
							Μέσος όγκος σε μm3

						
							
							Ποσοστό Λευκών

						
					

					
							
							Ερυθροκύτταρα

						
							
							4.8 - 5.5 x 106

						
							
							90

						
							
							-

						
					

					
							
							Λευκοκύτταρα

						
							
							5000-10000

						
							
							
							100 

						
					

					
							
							α. Ουδετερόφιλα

						
							
							2000-7500

						
							
							450 

						
							
							40-75 

						
					

					
							
							β. Λεμφοκύτταρα

						
							
							1500-4000

						
							
							250 

						
							
							20-45 

						
					

					
							
							γ. Ηωζινόφιλα

						
							
							40-400 

						
							
							450

						
							
							1-6 

						
					

					
							
							δ. Βασεόφιλα

						
							
							10-100 

						
							
							450

						
							
							0-1 

						
					

					
							
							ε. Μονοκύτταρα

						
							
							200-800

						
							
							600 

						
							
							2-10

						
					

					
							
							Θρομβοκύτταρα

						
							
							1.5 - 4.0 x 105 

						
							
							8

						
							
							-

						
					

				
			

			Πίνακας 8.5 H σύνθεση του κλάσματος των έμμορφων συστατικών του αίματος σε φυσιολογικά άτομα.
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			Εικόνα 8.81 Τα κλάσματα του αίματος [67].
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			Εικόνα 8.82 Η διαστρωμάτωση της ενδιάμεσης στιβάδας (buffy coat).

			Οι αλλαγές στη φυσιολογική λειτουργία του οργανισμού, συνοδεύονται συχνά από αλλαγές στον αριθμό και τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των εμμόρφων συστατικών του αίματος (αιμοσφαιρίων), προσδίδοντάς τους σημαντικό διαγνωστικό περιεχόμενο.

			Μικροσκοπική Μέθοδος Απαρίθμησης: Η απλoύστερη μέθοδος απαρίθμησης αιμοσφαιρίων είναι η εξέταση αραιωμένων δειγμάτων αίματος, επί ειδικών αντικειμενοφόρων πλακών, οι οποίες φέρουν θάλαμο μέτρησης με δίκτυο μικρομετρικών υποδιαιρέσεων ακριβείας. Υπάρχουν διάφορoι τύποι θαλάμων μέτρησης ανάλογα με την αποστολή τους (π.χ. διαφορικός τύπος λευκοκυττάρων, αριθμός θρομβοκυτάρων κλπ.) και το βασικό σχήμα των μικρομετρικών υποδιαιρέσεων. Επίσης, υπάρχουν και διάφοροι κανόνες μέτρησης, ώστε να μην παραλείπονται ή διπλομετρώνται τα αιμοσφαίρια. Η μέθοδος υποφέρει από συστηματικά σφάλματα της τάξης του 10%, ενώ υπεισέρχεται σφάλμα της τάξης του 10%, από τον υποκειμενικό παράγοντα του διενεργούντος την εξέταση. H μέθοδος είναι εργασιοβόρος και χαμηλής επαναληψιμότητας. 

			Για τον λόγο αυτό, έχουν αναπτυχθεί συστήματα αυτόματης αξιολόγησης επιχρισμάτων, βασισμένα σε τεχνικές σάρωσης και ψηφιακής αναγνώρισης των μορφών της εικόνας του μικροσκοπίου [8], οι οποίες όμως δεν έτυχαν ευρείας εφαρμογής στην Αιματολογία, αλλά κυρίως στην Ιστοπαθολογία / Κυτταρολογία.
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			Εικόνα 8.83 Εγχάρακτοι θάλαμοι μέτρησης Αιμοσφαιρίων σε αντικειμενοφόρους πλάκες: α) Neubauer β) Buerker γ) Tuerk δ) Schilling [49].
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			Εικόνα 8.84 Τετραγωνίδια θαλάμων μέτρησης. Καταμετρώνται τα εντός του εμβαδού των τεραγωνιδίων και τα εφαπτόμενα με δύο τουλάχιστον εξωτερικές πλευρές τους κύτταρα [49]. Δεξιά: Συσκευή καταχώρησης Αιμοσφαιρίων.

			Mέθοδος Αγωγιμότητας (Αρχή Coulter)

			Κατά το πρώτο μισό του 20ου αιώνα έλαβαν χώρα σημαντικές πρόοδοι στην Αιματολογία. Ο Άγγλο - Αυστριακός Maxwell Myer Wintrobe (1901 – 1986) το 1929 περιέγραψε τη μέθοδο προσδιορισμού του αιματοκρίτη με τη φυγοκέντρηση του αίματος σε γυάλινο σωλήνα και εισήγαγε τους ερυθροκυτταρικούς δείκτες (MCV, MCH και MCHC) και ο Αμερικανός Wallace H.Coulter επινόησε και ανέπτυξε τη διάταξη για την αυτοματοποιημένη μέτρηση των παραμέτρων όλων των κυττάρων του αίματος, δίνοντας μια πολύ σημαντική ώθηση στην εργαστηριακή Αιματολογία. Η μέθοδος βασίζεται στη μεταβολή της αγωγιμότητας ενός αγωγίμου διαλύματος, κατά τη διέλευση ενός κυττάρου, διαμέσου ενός στομίου [68]. Αραιωμένο αίμα διέρχεται μέσω ενός στομίου διαμέτρου D: 
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			όπου d η μέγιστη διάμετρος του υπό ανίχνευση κυττάρου. Το στόμιο ευρίσκεται ανάμεσα σε δύο ηλεκτρόδια, ανάμεσα στα οποία ρέει ένα σταθερό ρεύμα. Καθώς ένα κύτταρο διέρχεται μέσω του στομίου, λόγω της χαμηλότερης αγωγιμότητάς του, δημιουργείται μία στιγμιαία αύξηση της αντίστασης, της στήλης του αγώγιμου υγρού, ανάμεσα στα ηλεκτρόδια και παράγεται ένας παλμός (πτώση τάσης), ανάλογος του όγκου του κυττάρου [69]. H παλμοσειρά η οποία προκύπτει ενισχύεται, ταξινομείται και αποτελεί το μέτρο του αριθμού των διερχομένων κυττάρων (ανά μονάδα όγκου).
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			Εικόνα 8.85 Αρχή λειτουργίας του απαριθμητή Coulter [2]. Σχηματικό διάγραμμα παραλλαγμένου απαριθμητή κυττάρων [70].

			To διάλυμα με τα κύτταρα αναρροφάται μέσω του στομίου, ελεγχόμενο μέσω υδραργυρικού μανομέτρου, ενώ η επαναληψιμότητα του αναρροφουμένου όγκου, εξασφαλίζεται μέσω δύο ηλεκτροδίων επαφής με τον υδράργυρο, τα οποία και δίδουν το σήμα έναρξης και λήξης της δειγματοληψίας, καθορίζοντας τον όγκο του δείγματος. Η διάκριση του μεγέθους των μετρουμένων κυττάρων επιτυγχάνεται μέσω τάσης κατωφλίου ή παραθύρου για το ύψος των παλμών (π.χ. μέσω συγκριτών τάσης). Ταυτόχρονα, απορρίπτεται και ο ηλεκτρονικός θόρυβος, ο οποίος τυχόν εισάγεται στο σύστημα. Οι απαριθμητές κατά Coulter συνήθως διαθέτουν και μία οθόνη (καθοδικό σωλήνα), στον οποίο εμφανίζονται οι παλμοσειρές και γίνεται δυνατός ο έλεγχος της αξιοπιστίας του συστήματος, άμεσα ή έμμεσα, μέσω μικροεπεξεργαστή. Αν ο απαριθμητής Coulter εφoδιαστεί με ένα μετατροπέα Α/D και καταχωρητές, είναι δυνατή η ταξινόμηση των υψών των παλμών και κατ’ αναλογία, η κατά μεγέθη κατανομή των υπό ανίχνευση κυττάρων [71]. Συνεπώς, οι σύγχρονοι απαριθμητές Coulter, είναι σε θέση να προσδιορίζουν και τις διαφορικές κατανομές των λευκοκυττάρων, ερυθροκυττάρων και θρομβοκυτάρων και να τις παρουσιάζουν (σε οθόνη ή/και εκτυπωτή) υπό μορφή καμπυλών ή ιστογραμματων. 

			Ο συντελεστής βαθμονόμησης του απαριθμητού Coulter, είναι σταθερός για δεδομένη διάμετρο του στομίου (συνήθως 100 μm), το μήκος του (συνήθως 200 μm, με αντίστοιχη αντίσταση της σχηματιζομένης στήλης ηλεκτρολύτη 25 kΩ και χωρητικότητα 120 pF), τη σύνθεση του ισοτόνου ηλεκτρολυτικού διαλύματος (φυσιολογικός ορός ρυθμιζόμενος με φωσφορικά άλατα) και το κέρδος του συστήματος προενισχυτή / ενισχυτή, το οποίο θα πρέπει να έχει απόκριση συχνοτήτων μεγαλύτερη από 70 kHz (χρόνος ανόδου παλμού της τάξης των 5 μs) και χαμηλό θόρυβο (< 2 n). Στην αγορά εμφανίσθηκαν κατά καιρούς πολλές παραλλαγές συσκευών απαρίθμησης αιμοσφαιρίων, οι οποίες βασίζονται στη μεταβολή αγωγιμότητας, αλλά διαφοροποιούνται στο σύστημα αναρρόφησης, στη σχετική θέση ηλεκτροδίων - στομίου αναρρόφησης, στη μέθοδο προσδιορισμού του μετρουμένου σταθερού όγκου αραιωμένου δείγματος (χρησιμοποιούνται τρεις διαφορετικές αραιώσεις και δοχεία καθώς και Λυσοζύμη, για τη λύση των μεμβρανών των Ερυθροκυττάρων), στο αν εισάγεται προς μέτρηση αραιωμένο δείγμα ή πλήρες αίμα, με εσωτερική διαδικασία αραίωσης κλπ.

			Επίσης, έχει χρησιμοποιηθεί ως παραλλαγμένη αρχή μέτρησης, η ανίχνευση της διαφοράς της διηλεκτρικής σταθεράς, ανάμεσα στο ηλεκτρολυτικό διάλυμα και τα κύτταρα, και την ανίχνευση της μεταβολής της χωρητικότητας, ανάμεσα στα ηλεκτρόδια - οπλισμούς ενός πυκνωτή. Η μεταβολή της χωρητικότητας, ανιχνεύεται μέσω της μεταβολής της συχνότητας ενός συντονιζόμενου κυκλώματος [72]. Οι σύγχρονοι αυτόματοι αιματολογικοί αναλυτέs κατά Coulter, εκτός από τις παραμέτρους οι οποίες πτροσδιορίζονται άμεσα μέσω μέτρησης, δηλαδή αριθμός Λευκο -, Ερυθρο - και Θρομβοκυττάρων και της συγκέντρωσης Αιμοσφαιρίνης (φωτομετρικά), προσδιορίζουν έμμεσα μέσω υπολογισμών, μέχρι συνολικά 14 - 18 παραμέτρους (Εικόνα 8.86), οι οποίες αφορούν μορφολογικά χαρακτηριστικά, τον αιματοκρίτη κλπ. Όλες οι μετρήσεις γινονται εις τριπλούν, για τον περιορισμό τυχαίων (στατιστικών) σφαλμάτων. 

			[image: ]

			Εικόνα 8.86 Δευτερογενείς υπολογισμοί άλλων διαγνωστικά σημαντικών παραμέτρων.

			Τα βασικά σφάλματα τα οποία εμφανίζονται στους ανιχνευτές κατά Coulter, είναι τα ακόλουθα [73], [74]:

			
					Απόφραξη της οπής του στομίου.

					Αβεβαιότητα του κατωφλίου του διαχωριστή (discriminator), με συνέπεια μη μέτρηση ισομεγεθών κυττάρων.

					Σφάλμα σύμπτωσης (coincidence), λόγω ταυτόχρονης εισόδου περισσοτέρων κυττάρων στην οπή.

					Σφάλμα καθίζησης των κυττάρων στο αραιωμένο δείγμα.

					Στατιστικό σφάλμα (επαναληψιμότητα).

					Σφάλμα διακύμανσης της θερμοκρασίας.

					Βιολογικές παραμορφώσεις κυττάρων λόγω επίδρασης του διαλύματος.

					Σφάλμα προσδιορισμού όγκου μέτρησης.

					Σφάλμα αραίωσης.

					Σφάλμα εξωτερικών ηλεκτρομαγνητικών επιδράσεων.

			

			[image: ]

			Εικόνα 8.87 Ο Wallace H.Coulter και η Φασματομετρία Αιμοκυττάρων με βάση την ομώνυμη αρχή.

			Οπτική μέθοδος απαρίθμησης κυττάρων

			Η μέθοδος βασίζεται στη συλλογή και μέτρηση, του σκεδαζόμενου πάνω στα κύτταρα φωτός, ασύγχρονου ή συγχρόνου (LASER) φωτός. Ένα αραιωμένο δείγμα αίματος (1:500 για τα λευκά και 1:50000 για τα ερυθρά αιμοσφαίρια) αναρροφάται, με μεγάλη ταχύτητα, μέσω στενής κυλινδρικής κυψελίδας μέτρησης. 

			Ένα οπτικό σύστημα, παρέχει μία φωτεινή ζώνη εντός σκοτεινού πεδίου και το σκεδαζόμενο κατά την πρόσθια διεύθυνση φως, συλλέγεται στην κάθοδο ενός φωτοπολλαπλασιαστή.Οι παραγόμενοι ηλεκτρικοί παλμοί αντιστοιχούν στα ανιχνευόμενα κύτταρα. Τα σήματα ενισχύονται μέσω ενισχυτή υψηλής σύνθετης αντίστασης εισόδου και διαχωρίζονται μέσω διαχωριστή μεταβλητού παραθύρου. Οι παρεχόμενοι παλμοί σταθερού πλάτους, οδηγούν ψηφιακά displays. Η μέτρηση διαρκεί 30 s, απαιτείται δείγμα 1 ml και η ακρίβεια είναι της τάξης του 2 %.
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			Εικόνα 8.88 Αιματολογικός αναλυτής σκεδαζόμενου σύμφωνου φωτός (LASER) με το σύστημα οπτικής εστίασης.

			Η Κυτταρομετρία Ροής

			Η Κυτταρομετρία Ροής είναι μία αυτοματοποιημένη μέθοδος μέτρησης και ταξινόμησης κυττάρων ή άλλων βιοσωματιδίων, με βάση μορφολογικά αλλά και λειτουργικά τους χαρακτηριστικά. Η αρχή λειτουργίας της μεθόδου, στηρίζεται στη διαμόρφωση ενός ρεύματος ροής μεμονωμένων κυττάρων, από ένα δείγμα (εναιώρημα), το οποίο φωτίζεται, κάθετα στην κατεύθυνση ροής, με μία δέσμη συγχρόνου μονοχρωματικού φωτός (LASER). 

			Tα μορφολογικά χαρακτηριστικά των κυττάρων που είναι το μέγεθος, δηλαδή η μέγιστη διάμετρος και η κοκκίωση, προσδιορίζονται βάσει της έντασης του προσθίως και καθέτως σκεδαζομένου φωτός, το οποίο ανιχνεύεται μέσω φωτοδιόδου και φωτοπολλαπλασιαστή, αντίστοιχα.

			Η παρουσία και η ένταση δευτερογενούς ακτινοβολίας, προερχομένη από τη διέγερση ενός ή δύο φθοριοχρωμάτων, κατάλληλα συνδεδεμένων στα υπό ανίχνευση κύτταρα (π.χ. μέσω μονοκλωνικών αντισωμάτων) και η οποία ανιχνεύεται μέσω ενός ή δύο φωτοπολλαπλασιαστών, αντίστοιχα, δίδουν σημαντικές πληροφορίες για την παθοφυσιολογία τους, ταυτόχρονα με την ανίχνευση των μορφολογικών χαρακτηριστικών. 

			Η κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιείται στην αξιολόγηση λεμφωμάτων, λευχαιμιών και άλλων κακοηθών αιματολογικών νοσημάτων, ανοσοεπαρκειών, αυτοανόσων νοσημάτων, στον έλεγχο της πορείας της χημειοθεραπείας, στην ακτινοβιολογία κακοηθών κυττάρων και του πυρηνικού υλικού τους (DNA) κλπ.

			Ως πηγή συγχρόνου φωτός, χρησιμοποιείται LASER Ιόντων Ar, με κύριες γραμμές εκπομπής στα 488.0 και 514.5 nm, συνδυαζόμενο μερικές φορές με LASER Kr (UV), για τη διαδικασία διέγερσης φθοριοχρωμάτων [75] ή LASER He - Ne, για τις μετρήσεις σκέδασης [76], σε συνδυασμό με διάφορους τύπους φίλτρων και διχροϊκών κατόπτρων.

			Τα φθοριοχρώματα, τα οποία μπορούν να χρησιμοποιηθούν αναγκαστικά σε συνδυασμό με τον φυσικό φθορισμό του αναγομένου συνενζύμου NAD(P), της βασικής αντίδρασης οξειδοαναγωγής:
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			η οποία χαρακτηρίζει πολλά σημεία των μεταβολικών διεργασιών, θα πρέπει να έχουν μήκη κύματος εκπομπής, σαφώς διαφορετικά από τον γαλάζιο φυσικό αυτοφθορισμό. Κατάλληλα φθοριοχρώματα είναι η Ν - αιθυλο - φαινοδιαζίνη - (2) αλδεϋδο - καρβοϋδραζόνη , η Ν - φαινυλαμιδίνη - 2 - (Ν - αιθυλο) - φαινοδιαζίνη κλπ. [78]. 
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			Εικόνα 8.89 Κυψελλίδα ροής και υδροδυναμική εστίαση [77].

			Η υδροδυναμική εστίαση της ροής σε μονήρη κύτταρα, επιτυγχάνεται σε ειδική κυψελλίδα ροής, υπό την επίδραση πίεσης αερίου, π.χ. αζώτου, και χιτώνα ρυθμιστικού διαλύματος (buffer). Η επεξεργασία των συλλεγομένων δεδομένων, γίνεται μέσω αναλυτών ύψους παλμών, ελεγχομένων μέσω μικροεπεξεργαστών [79]. 

			Δημιουργείται έτσι η δυνατότητα παρουσίασης πολλών μονοπαραμετρικών ή διπαραμετρικών ιστογραμμάτων, σε οθόνη ή σε εκτυπωτή. Πολλές στατιστικές επεξεργασίες (π.χ. μέσες τιμές, τυπικές αποκλίσεις, συντελεστές διακυμάνσεως, υπολογισμός ολοκληρωμάτων κλπ.) των συλλεγομένων δεδομένων, είναι δυνατόν να πραγματοποιούνται, μέσω κατάλληλων αλγορίθμων.
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			Εικόνα 8.90 Βασική αρχή λειτουργίας της κυτταρομετρίας ροής: 1 & 11: Κάτοπτρα, 2: Φίλτρο Διέγερσης, 3, 10: Διχροϊκά κάτοπτρα, 4: Κυλινδρικός Φακός, 5: Δίαυλος Ροής 6: Ανιχνευτές σκεδαζοένου και αποροφουμένου φωτός 7: Αντικειμενικός Μικροσκοπίου, 8: Οπή, 9: Φίλτρο, 12 & 13: Φίλτρα [76].
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			Εικόνα 8.91 Παραδείγματα φθοριοχρωμάτων και τα φάσματα διέγερσης και εκπομπής των ΝAD(P)H και φαινυλαμιδίνης [78]. Δεξιά: Σχηματική αναπαράσταση του οπτικού συστήματος ενός τυπικού κυτταρομέτρου ροής [80].
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			Εικόνα 8.92 Δύο αποσπάσματα αιτήσεων διπλωμάτων Ευρεσιτεχνίας του αφορούν έναν υβριδικό Αιματολογικό Αναλυτή (αριστερά) US20110254533 [81] και ένα σύστημα ανάλυσης Βασεοφίλων (δεξιά) US 20120282600 A1 [82].

			8.10. Τεχνολογία των μεθόδων προσδιορισμού των διαταραχών του μηχανισμού Πήξης του Αίματος

			Στοιχεία της Βιοχημείας του Μηχανισμού Πήξης του αίματος: Ο μηχανισμός της πήξης του αίματος, είναι εξαιρετικά περίπλοκος και βασίζεται σε πολλούς ενεργοποιητικούς και ανασταλτικούς παράγοντες, οι οποίοι συνεργούν για τον πολυμερισμό μονομερών μορίων ινικής, τα οποία απελευθερώνονται από τα μόρια ινωδογόνου, μέσω της πρωτεολυτικής δράσης της θρομβίνης. 

			Οι 13 κύριοι παράγοντες πήξης, χαρακτηριζόμενοι συνήθως με λατινικούς αριθμούς, παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.6 [66]. Για σχεδόν κάθε ένα από αυτούς τους παράγοντες, υπάρχουν προ - παράγοντες και αναστολείς, μερικοί παράγοντες των αιμοπεταλίων κλπ.
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			Πίνακας 8.6 Οι 13 κύριοι παράγοντες πήξης.

			Για την εξέταση πιθανών διαταραχών του μηχανισμού πήξης του αίματος, χρησιμοποιούνται μία σειρά εργαστηριακών δοκιμασιών, όπως:

			
					Η μέτρηση του αριθμού των αιμοπεταλίων.

					Η μέτρηση του χρόνου ροής, δηλαδή του χρόνου επίσχεσης μικροαιμορραγίας, προκαλουμένης στον πήχη, μέσω μικρής τομής.

					Η μέτρηση του μερικού χρόνου θρομβοπλαστίνης (ΡΤΤ).

					Η μέτρηση του χρόνου προθρομβίνης (ΡΤ).

					Η μέτρηση του χρόνου θρομβίνης (ΤΤ) κλπ.

			

			Στις τελευταίες τρεις περιπτώσεις, πυρήνας της μεθόδου είναι η μέτρηση του χρόνου, ο οποίος απαιτείται για την πήξη μείγματος πλάσματος, ληφθέντος με κιτρικό Νάτριο, κατάλληλου αντιδραστηρίου (εναιώρημα φωσφολιπιδίου, ιστική θρομβοπλαστίνη, θρομβίνη κλπ.) και διαλύματος CaCl2.

			Υπάρχουν απλές μέθοδοι μέτρησης του χρόνου αυτού, ο οποίος είναι από 12 - 14 sec (TT, PT) μέχρι 30 - 45 sec (PTT), όπως: 

			
					Η συνεχής (με το χέρι) ελαφρά απόκλιση του δοκιμαστικού σωλήνα, στον οποίο γίνεται η αντίδραση, από την θέση ισορροπίας, και ο έλεγχος αλλαγής της στάθμης του μείγματος. Όταν η στάθμη πλέον δεν μετακινείται, έχει επέλθει η πήξη και ο απαιτούμενος χρόνος μετράται με κοινό χρονόμετρο χειρός.

					Ο συνεχής έλεγχος του μείγματος, με ένα άγκιστρο Λευκοχρύσου, μέχρι τη δημιουργία των πρώτων νημάτων ινικής.

			

			Προφανώς, οι μέθοδοι αυτές, είναι εργασιοβόρες και περιέχουν στοιχεία υποκειμενισμού. Για τον λόγο αυτόν, έχουν αναπτυχθεί ορισμένες αυτοματοποιημένες ή ημιαυτοματοποιημένες μέθοδοι, τις οποίες θα παρουσιάσουμε στη συνέχεια.
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			Εικόνα 8.93 Μέθοδος απόκλισης από το σημείο ισορροπίας: a) Καμμία αλλαγή της στάθμης του μείγματος και συνεπώς έχει επέλθει πλήρως η πήξη, b) Η αντίδραση δεν έχει ολοκληρωθεί ακόμη [49].

			Αυτοματοποιημένες Μέθοδοι Προσδιορισμού Παραμέτρων Πήξης

			H ακριβέστερη μέθοδος προσδιορισμού του απαιτούμενου για τη δημιουργία πήγματος χρόνου (PTT, PT, TT κλπ.) είναι η ακόλουθη:

			Το υπό εξέταση πλάσμα, τοποθετείται σε μία διαφανή κυψελλίδα, η οποία παρεμβάλλεται ανάμεσα σε μία φωτεινή πηγή, συνήθως μία φωτοδίοδο υπερύθρων, και ένα φωτοανιχνευτή, συνήθως μία φωτοκρυσταλλοτρίοδο.Μέσα στην κυψελλίδα, τοποθετείται και ένα τεμάχιο ατσαλονήματος (μήκους 5 mm και διαμέτρου 1 mm), το οποίο υπό την επίδραση του μεγνητικού πεδίου ενός περιστρεφόμενου (ηλεκτρο -) μαγνήτη, περιστρέφεται και παίζει τον ρόλο αναδευτήρα.

			Το εκπεμπόμενο από τη φωτοδίοδο φώς, διέρχεται από την κυψελλίδα και φθάνει στον ανιχνευτή (phototransistor). Μόλις προστεθεί το αντιδραστήριο, αρχίζει η αντίδραση πήξης και ταυτόχρονα αλλάζει η οπτική πυκνότητα του περιεχομένου της κυψελλίδας. Η αλλαγή της οπτικής πυκνότητας του μείγματος, προκαλεί μεταβολή του ρεύματος του phototransistor, δίδοντας μήνυμα σε έναν μικροεπεξεργαστή, ο οποίος ελέγχει το σύστημα και ο οποίος θέτει σε λειτουργία ένα ηλεκτρονικό χρονόμετρο. 

			Μόλις ολοκληρωθεί η αντίδραση πήξης, ανιχνεύεται από το phototransistor μία ακόμη αλλαγή στην οπτική πυκνότητα του δείγματος, και με το αντίστοιχο σήμα, σταματά το χρονόμετρο, προσδιορίζοντας με ακρίβεια, την υπό ανίχνευση χρονική διάρκεια, της αντίδρασης πήξης. Τέλος, ο μικροεπεξεργαστής, μπορεί να σχηματίσει τους τυχόν απαιτούμενους λόγους ή/και ποσοστά ενεργότητας, με βάση κάποιο πλάσμα αναφοράς, τα οποία εκτυπώνονται από ένα θερμοεκτυπωτή.

			Εναλλακτικά, στη θέση του συστήματος ανίχνευσης οπτικής πυκνότητας, είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί ένα σύστημα ανίχνευσης της μεταβολής του ιξώδους του αντιδρώντος μείγματος, μέσω ενός αναδευτήρα και της παρατήρησης της μεταβολής του ρεύματος του κινητήρα του αναδευτήρα, λόγω της μεταβολής της αντίστασης του υπό ανάδευση μείγματος, με την ολοκλήρωση της αντίδρασης πήξης.

			Εφόσον η αιμοληψία και επεξεργασία/προετοιμασία των δειγμάτων γίνει σωστά και εφόσον το pool πλασμάτων αναφοράς ελέγχεται για την επαναληψιμότητα των αποτελεσμάτων τα οποία δίδει, η μέθοδος είναι εξαιρετικά αξιόπιστη και υψηλής επαναληψιμότητας και τα όρια της καθορίζονται από την ποιότητα των αντιδραστηρίων και όχι από τις τυχόν ηλεκτρικές αστάθειες του hardware.

			Ο προσδιορισμός των συγκεντρώσεων στο πλάσμα επί μέρους παραγόντων πήξης π.χ. της προθρομβίνης, γίνεται φωτομετρικά, μέσω της ακόλουθης αντίδρασης:
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			Εικόνα 8.94 Προσδιορισμός των συγκεντρώσεων επιμέρους παραγόντων πήξης στο πλάσμα.
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			Εικόνα 8.95 Αριστερά: Σχηματικό διάγραμμα συσκευής προσδιορισμού των PTT, PT, TT κλπ. (Coagulometer), με βάση την αλλαγή της οπτικής πυκνότητας του αντιδρώντος μείγματος [84]. Δεξιά: Αρχή λειτουργίας Ιξωδοελαστικών διατάξεων πήξης στο σημείο Φροντίδας: Α: Θρομβοελαστογραφία (Thrombelastograph, TEG). Β: Θρομβοελαστογραφία Περιστροφής (Rotation Thrombelastography,ROTEM). C: Ηχητική Ανάμιξη-Πήξη (Sonoclot) [85].

			Ο ρυθμός μεταβολής της απορρόφησης, λόγω της παραγωγής της p - Νιτροανιλίνης, μετράται στα 405 nm (400 - 420 nm) [83].

			Ο Διεθνής Κανονικοποιημένος Λόγος (International Normalised Ratio, INR)

			Ο Διεθνής Κανονικοποιημένος Λόγος INR ορίζεται ως:
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			Όπου η ISI είναι μια αριθμητική τιμή, που αντιπροσωπεύει την απόκριση του INR κάθε δεδομένου εμπορικού συστήματος, σε σχέση με το διεθνές πρότυπο. Λαμβάνει υπόψη τη μεταβλητότητα σε αποτελέσματα, που λαμβάνονται με τη χρήση διαφορετικών εμπορικών συστημάτων, για τον υπολογισμό του αποτελέσματος. Με τον τρόπο αυτό, τα αποτελέσματα από διαφορετικά εργαστήρια και χώρες μπορούν να συγκριθούν ευκολότερα μεταξύ τους. Οι άνθρωποι που χρειάζονται μακροχρόνια αντιπηκτική θεραπεία, παίρνουν συνήθως Βαρφαρίνη, ένα αντιπηκτικό που μπορεί να ληφθεί με τη μορφή ενός δισκίου αντί της ένεσης (από του στόματος αντιπηκτική θεραπεία). Τιμές INR πάνω από 4.5 αυξάνουν τον κίνδυνο μείζονος αιμορραγίας και ένα INR μικρότερο από 2, αυξάνει τον κίνδυνο θρομβοεμβολής (σχηματισμός θρόμβων αίματος στα αιμοφόρα αγγεία) και οι συναφείς καταστάσεις, όπως καρδιακή προσβολή και εγκεφαλικό επεισόδιο.

			Η Βαρφαρίνη (ονομάζεται επίσης Coumadin) είναι ένας ανταγωνιστής της βιταμίνης Κ, που χρησιμοποιείται ευρέως για την πρόληψη της φλεβικής θρόμβωσης. Η Βαρφαρίνη αναστέλλει τη μετα-μεταφραστική καρβοξυλίωση παραγόντων πήξης II, VII , IX και Χ Αυτό μειώνει την ικανότητα αυτών των παραγόντων να αλληλεπιδρούν με φωσφολιπιδικές μεμβράνες. Ο βαθμός της αντιπηκτικής δράσης που επιτυγχάνεται με τη Βαρφαρίνη, παρακολουθείται από την κοινή δοκιμασία πήξης, γνωστής ως χρόνος προθρομβίνης (ΡΤ), που βασίζεται στο χρόνο σχηματισμού θρόμβου, μέσα σε πλάσμα με Κιτρικά. Το ΡΤ ξεκινά με την προσθήκη του παράγοντα ιστού σε (υπερφυσιολογικές συγκεντρώσεις) μαζί με φωσφολιπίδια και χλωριούχο ασβέστιο. 
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			Εικόνα 8.96 Ο χρόνος προθρομβίνης ΡΤ για το «διεθνές αντιδραστήριο» συναρτήσει του ΡΤ για το αντιδραστήριο που χρησιμοποιοείται τοπικά σε λογαριθμικές κλίμακες. Ο παράγων ΙSΙ είναι κάθε φορά η κλίση της ευθείας παλινδρόμησης [86].

			Ο συνδυασμός φωσφολιπιδίου - παράγοντα ιστού ονομάζεται Θρομβοπλαστίνη. Η ΡΤ δεν παρατείνεται σε απόκριση σε ελλείψεις όλων των παραγόντων πήξης, για παράδειγμα, δεν επηρεάζεται από τις χαμηλές FVIII και FIX σε ασθενείς με αιμοφιλία.
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			Εικόνα 8.97 Αριστερά-Μέσο: Σύστημα Θρομβοελαστογραφίας (Thrombelastograph® TEG® 5000Hemostasis System). Δεξιά: Φορητό σύστημα ΙΝRATIO για την κατ’ οίκον μετεγχειρητική επιτήρηση του INR από τον ασθενή ή τους οικείους του.

			8.11. Η αυτοματοποίηση, διαδικτύωση και σμίκρυνση των αναλυτικών διατάξεων του IVD Εργαστηρίου, οι παρακλίνιες εξετάσεις σε ΕΠ-ΜΕΘ-Χειρουργεία και η μετεγχειρητική παρακολούθηση ασθενών κατ’ οίκον (IVD-PoCΤ).

			In vitro Διαγνωστικές δοκιμασίες στο σημείο φροντίδας (POCT): 

			Παρούσα κατάσταση και προοπτικές

			Βασίλης Σπυρόπουλος

			Εργαστήριο Βιοϊατρικής Τεχνολογίας, Τμήμα Τεχνολογίας Ιατρικών Οργάνων, ΤΕI Αθήνας

			In vitro Διαγνωστικές δοκιμασίες στο σημείο φροντίδας (POCT): Ως in vitro Διαγνωστική δοκιμασία στο σημείο φροντίδας (POCT) ορίζεται οποιαδήποτε αναλυτική δοκιμασία, που εκτελείται για έναν ασθενή από έναν επαγγελματία Υγείας, έξω από ένα συμβατικό εργαστηριακό περιβάλλον. Τα τελευταία χρόνια έχουμε μια ταχεία ανάπτυξη στη χρήση POCT, ως αποτέλεσμα σε μεγάλο βαθμό των τεχνολογικών προόδων στη Χημεία στερεάς φάσης και στη θεαματική βελτίωση των μικροεπεξεργαστών, με συνέπεια τη σμίκρυνση του εξοπλισμού. Οι πιο σύγχρονες συσκευές POCT είναι γενικά πιο αξιόπιστες και λιγότερο επιρρεπείς σε λάθη από τις παλιότερες. Ο στόχος αυτής της παρουσίασης είναι να παρουσιασθούν κρίσιμες πλευρές σχετικά με τη διαχείριση και τη χρήση των in vitro Διαγνωστικών δοκιμασιών, αναλωσίμων και συσκευών, στο σημείο φροντίδας, που περιλαμβάνουν: 

			
					Τη σημασία εντοπισμού κλινικής ανάγκης πριν την εισαγωγή μιας υπηρεσίας POCT.

					Τα ζητήματα κλινικής διαχείρισης μιας υπηρεσίας POCT.

					Την ανάγκη για τη συμμετοχή των Κεντρικών Κλινικών Εργαστηρίων των κατά τόπους Νοσοκομείων σε όλες τις πτυχές μιας υπηρεσίας POCT. 

					Την ανάγκη για εκπαίδευση και επίβλεψη του προσωπικού που συμμετέχει στην υπηρεσία POCT. 

			

			Σχεδιασμός μιας υπηρεσίας POCT: Η εφαρμογή POCT πρέπει να είναι η αποτελεσματική απάντηση σε μια έγκυρη και συνεχόμενη κλινική ανάγκη. Η έκβαση αξιολόγησης της κλινικής ανάγκης για μια υπηρεσία POCT εξαρτάται από: 

			
					Την ομάδα ασθενών που τη χρειάζεται, το είδος και τον τρόπο παροχής της.

					Την δυσκολία πρόσβασης στο παραδοσιακό Εργαστήριο για τους ασθενείς.

					Το αν η υπηρεσία θα επιτρέψει ταχύτερη και πιο αποτελεσματική Διάγνωση ή/και Θεραπεία. 

					Το αν προοιωνίζεται μετρήσιμο κλινικό και οικονομικό όφελος. 

			

			Οι πιθανές περιοχές για μια υπηρεσία POCT περιλαμβάνουν:

			
					Στο Νοσοκομείο τα Εξωτερικά Ιατρεία, τα ΤΕΠ, τις ΜΕΘ, τα Χειρουργεία, Ειδικές Μονάδες κλπ.

					Στην Πρωτοβάθμια περίθαλψη περιλαμβάνουν τα Ιατρεία, τα Κέντρα Υγείας, τα Βιομηχανικά Ιατρεία, τα Φαρμακεία, την κατ’ οίκον Νοσηλεία και τον αυτοέλεγχο Ασθενών.

			

			Τα Εργαστήρια των Νοσοκομείων μπορούν να διαδραματίσουν σημαντικό ρόλο στην παροχή των συμβουλών για μια σειρά ζητημάτων, όπως αγορές συσκευών, αντιδραστηρίων και αναλωσίμων, εκπαίδευση προσωπικού, ερμηνεία των αποτελεσμάτων, διασφάλιση ποιότητας, ασφάλεια κλπ. Σχετικά με τη σωστή επιλογή εξοπλισμού, πρέπει να προσδιορισθεί ο εξοπλισμός που ικανοποιεί τις συγκεκριμένες ανάγκες, καλύπτει τον αναμενόμενο φόρτο εργασίας, παρέχει το απαιτούμενο επίπεδο αναλυτικής ακρίβειας, ταιριάζει λειτουργικά στον διατιθέμενο χώρο, και παρουσιάζει συγκρίσιμα αποτελέσματα με εκείνα του Κεντρικού Εργαστηρίου.
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			Εικόνα 8.98 Μερικές από τις πλέον αξιόπιστες κατευθυντήριες γραμμές για τη διαχείριση μιας υπηρεσίας POCT [87]-[91].

			Υπάρχουν διάφορες μέθοδοι και εξοπλισμός POCT όπως:

			
					Ταινίες απλών ή πολλαπλών δοκιμασιών, χωρίς συσκευή αποτίμησης (π.χ. δοκιμασίες ούρων).

					Μικρές συσκευές χειρός (π.χ. Μετρητές Γλυκόζης, Γλυκοζυλιωμένη Αιμοσφαιρίνη κλπ.).

					Επιτραπέζιες συσκευές (π.χ. Αναλυτές Αερίων Αρτηριακού Αίματος).

			

			Η ανάγκη για καλύτερες επείγουσες διαγνωστικές μεθόδους, μαζί με τις υψηλές δαπάνες υγειονομικής περίθαλψης, έχει αυξήσει τη ζήτηση για προσιτές πλατφόρμες POCT, με υψηλή ευαισθησία, ειδικότητα και ταχύτητα αποτελεσμάτων, όπως ενδεικτικά:

			
					Φορητά συστήματα βασισμένα σε ταινίες ελέγχου πλευρικής ροής (lateral-flow test strips) και εφοδιασμένα, με ηλεκτροπτικές μονάδες μέτρησης φθορισμού, συσσωρευτές και δυνατότητες ασύρματης μεταφοράς δεδομένων.

					Φορητά συστήματα βασισμένα σε πλατφόρμες δοκιμασιών για Πυρηνικά οξέα που χρησιμοποιούν π.χ. την τεχνική RPA (Recombinase Polymerase Amplification).

					Μαγνητικές Ανοσολογικές Δοκιμασίες (Magnetic Immunoassays), βασισμένες στην τεχνολογία ανίχνευσης μαγνητικών σφαιριδίων, που αξιοποιούν τα μη γραμμικά χαρακτηριστικά γνωρίσματα εξαιρετικά παραμαγνητικών υλικών, που ενσωματώνονται στα σφαιρίδια, και εκτίθενται για τη μέτρηση, σε ένα εναλλασσόμενο μαγνητικό πεδίο δύο συχνοτήτων.
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			Εικόνα 8.99 Ένα σύνολο παράλληλων εξετάσεων δειγμάτων ως πρόσθετο εργαλείο Ελέγχου Ποιότητας (POCΤ- INR)

			Ο σχεδιασμός μιας υπηρεσίας POCT: Στα πλαίσια του σχεδιασμού είναι απαραίτητη μια μελέτη σκοπιμότητας, που να εντοπίζει τα κλινικά και οικονομικά οφέλη, τα οποία αναμένονται σχετικά με την καλύτερη αξιοποίηση του ανθρώπινου δυναμικού και την οικονομία των υλικών πόρων. Η κλινική διαχείριση μιας υπηρεσίας POCT απαιτεί σαφήνεια στις διαδικασίες, κατάλληλη εκπαίδευση και τη χρήση συστημάτων Πληροφορικής, για τη βελτιστοποίηση της ροής των ασθενών και της ποιότητας των αναλυτικών αποτελεσμάτων. 

			Τα αναμενόμενα πλεονεκτήματα μιας υπηρεσίας POCT περιλαμβάνουν βελτιωμένους χρόνους, καλύτερη επιτήρηση ορισμένων περιστατικών, μικρότερους όγκους δειγμάτων και αντιδραστηρίων, ευκολότερη πρόσβαση στην υπηρεσία π.χ. για τους ηλικιωμένους. συμμετοχή των ίδιων των ασθενών στη φροντίδα της υγείας τους και τέλος οικονομικά οφέλη, μολονότι η POCT είναι γενικά ακριβότερη από τις παραδοσιακές εργαστηριακός εξετάσεις, όμως η εφαρμογή της μπορεί να μειώσει τον αριθμό επισκέψεων σε μια Υγειονομική μονάδα.

			Τα πιθανά μειονεκτήματα μιας υπηρεσίας POCT περιλαμβάνουν, διπλασιασμό του εξοπλισμού, εμπλοκή προσωπικού με μη αναλυτικό υπόβαθρο, υπερβολική χρήση της διαθεσιμότητας μιας σειράς εξετάσεων, περιπλοκότητα και ασυμβατότητα στην αρχειοθέτηση των αποτελεσμάτων (LIS) και χωρίς την οικονομία κλίμακας του Κεντρικού Εργαστηρίου, η υπηρεσία POCT μπορεί να γίνει πολύ ακριβή.

			Οργάνωση και διαχείριση μιας υπηρεσίας POCT: Σε μια υπηρεσία POCT συμμετέχει πλήθος συνεργατών, και απαιτείται σχολαστική τήρηση των οδηγιών των κατασκευαστών των επιμέρους συστημάτων και σαφής καθορισμός αρμοδιοτήτων και υπευθυνοτήτων. Παρά τις βελτιώσεις στην τεχνολογία, η επιτυχία μιας υπηρεσίας PΟCT εξαρτάται από την αποτελεσματική οργάνωση και διαχείριση του προσωπικού και τη συστηματική και συνεχή του εκπαίδευση. Απαιτείται η ύπαρξη γραπτών τυποποιημένων λειτουργικών διαδικασιών (Standard Operating Procedures, SOP), σύμφωνων με ένα αναγνωρισμένο Πρότυπο Ποιότητας (π.χ. ISO).

			Η Διασφάλιση Ποιότητας (Quality Αssurance, QA) είναι ουσιαστικό συστατικό μιας υπηρεσίας POCT και περιλαμβάνει την ταυτοποίηση του ασθενή, την κατάλληλη επιλογή δοκιμασίας, τη λήψη ικανοποιητικού δείγματος, την εξέταση και την τεκμηρίωση όλων των διαδικασιών. Διακρίνουμε και εδώ εσωτερικό και εξωτερικό έλεγχο ποιότητας και η όλη διαδικασία πρέπει να πραγματοποιείται σε συνεργασία με το Κεντρικό Εργαστήριο, ενώ ένα σύνολο παράλληλων εξετάσεων δειγμάτων, μπορεί να αποτελέσει ένα πρόσθετο εργαλείο ελέγχου ποιότητας. Τέλος, η προγραμματισμένη προληπτική συντήρηση είναι ουσιαστική για την ασφαλή και αποτελεσματική χρήση των συσκευών POCT, και πρέπει να ακολουθεί τις οδηγίες του κατασκευαστή σχετικά με τις διαδικασίες, την κατάρτιση του προσωπικού και την τήρηση ημερολογίου συντήρησης και επισκευών.

			Η πιστοποίηση και ενδεχομένως η διαπίστευση μιας υπηρεσίας POCT είναι ένα ανοιχτό ζήτημα. Στις περισσότερες χώρες δεν υπάρχουν αυτήν την περίοδο συγκεκριμένα πρότυπα για POCT, ακολουθούνται mutatis mutandis οι γενικές αρχές των in vitro Διαγνωστικών Εργαστηρίων, αλλά η επιθεώρηση και η αξιολόγηση θα την περιλάβουν στη πιστοποίηση που θα γίνει, στο Νοσοκομείο, στο Τμήμα (π.χ. ΜΕΘ) ή την Μονάδα (π.χ. Κέντρο Υγείας) που ευρίσκεται, επισημαίνοντας και την ιδιαίτερη σύνδεση της με το Κεντρικό Εργαστήριο. Στην ελληνική πραγματικότητα, αυτό θα έπρεπε λογικά να γίνεται αντίστροφα και η υπηρεσία POCT να πιστοποιείται μέσω του π.χ. Βιοχημικού Εργαστηρίου, δεδομένου ότι οι πιστοποιήσεις Κλινικών και Μονάδων είναι ακόμα πολύ περιορισμένες. Συνίσταται, οποιαδήποτε περιοχή παρέχει μια υπηρεσία POCT, να ενταχθεί μεοοπρόθεσμα σε μια διαδικασία πιστοποίησης. Είναι ουσιαστικό να τηρούνται ακριβή αρχεία και στατιστικές για τις συσκευές POCT (π.χ. διαγράμματα Levey-Jennings), να καταγράφονται και να εξετάζονται μαζί με το Κεντρικό Εργαστήριο τα ανώμαλα και οριακά αποτελέσματα και τέλος και να κοινοποιούνται στις αρμόδιες αρχές (όπου αυτές υπάρχουν) τα τυχόν μη αναμενόμενα συμβάματα (adverse incidents). 

			Υπάρχουν πολλές πτυχές στη σχέση της τεχνολογίας POCT και της τεχνολογίας πληροφοριών, ιδιαίτερα η διασύνδεση των συσκευών με τα εξωτερικά συστήματα δεδομένων, όπως οι διαχειριστικοί τερματικοί σταθμοί, τα ηλεκτρονικά αρχεία υγείας (ΕΗR), και τα εργαστηριακά συστήματα πληροφοριών (LIS). Ένα σημαντικό ανοιχτό σημείο είναι η ένταξη των υπηρεσιών POCT στα πρότυπα διασφάλισης της συνέχεια της φροντίδας Υγείας, σύμφωνα π.χ. με το πρότυπο E2369 (CCR), το ISO 13606-1, και το prEN 13940, με την υιοθέτηση όλων των κρίσιμων χαρακτηριστικών γνωρισμάτων, και των καινοτόμων λειτουργικών λύσεων, που αναδύονται από απαιτήσεις αυτών των προτύπων. Η διασφάλιση της διαλειτουργικότητας των υπαρχόντων συστημάτων διαχείρισης πληροφοριών, απαιτεί στο εγγύς μέλλον την υιοθέτηση πρωτοτύπων οντολογιών, που να βασίζονται στη HL7 κλινική αρχιτεκτονική εγγράφων (Clinical Document Architecture, CDA), και εφαρμογές που να μετατρέπουν τα έγγραφα παραπομπής, σε ένα CDA-συμβατό σχήμα, και το περιεχόμενο των CDA- συμβατών εγγράφων σε περιπτώσεις μιας οντολογίας.
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			Εικόνα 8.100 Αριστερά: Η εξέλιξη της Πληροφορικής της Παρακλίνιας Εξέτασης [93]. Δεξιά: Επιλογή Δραστηριοτήτων κατ’ οίκον Νοσηλείας και υπηρεσιών POCT για ένα συγκεκριμένο ασθενή [94].

			Συμπεράσματα και προοπτικές των διαγνωστικών δοκιμασιών στο σημείο φροντίδας: Ενώ ορισμένοι τομείς της in vitro Διαγνωστικής έχουν αλλάξει σημαντικά τα τελευταία 15 χρόνια, πολλά πράγματα παραμένουν ίδια. Πολλές από τις εξωτικές τεχνολογίες που προβλέφθηκαν (π.χ. microarrays, biomarkers, γενετικές εξετάσεις κλπ.) δεν χρησιμοποιούνται ιδιαίτερα έξω από την ερευνα, παρά την ύπαρξη ορισμένων αξιοπρόσεχτων εξαιρέσεων. Η αγορά POCΤ στρέφεται και στηρίζεται ακόμα σε μεγάλο βαθμό στις ίδιες περιοχές (γλυκόζη αίματος, test εγκυμοσύνης, πήξη, αέριa αίματος και καρδιακοί δείκτες), οι οποίες και παράγουν τον μεγάλο όγκο των πωλήσεων, ενώ σε πολλές άλλες περιοχές, η χρήση POCΤ είναι ακόμα αργή. 

			Εντούτοις, εκατοντάδες εμπορικά διαθέσιμες Διαγνωστικές Δοκιμασίες έχουν ήδη εγκριθεί από το FDA για χρήση χωρίς συνταγή και για κατ’ οίκον εφαρμογή (Βλ. Πίνακας 8.7). Για το εγγύς μέλλον, οι πλέον υποσχόμενες αναδυόμενες μέθοδοι POCΤ περιλαμβάνουν:

			
					Συστήματα ανίχνευσης Φθορισμού μεμονωμένων Μορίων (π.χ. Καρδιολογία Singulex).

					Μεθόδους ανίχνευσης χωρίς επισήμανση (Quantum Dots και Whispering-Gallery Mode, WGM).

					Στα μοριακά POCT δύο σημαντικές επιτυχίες υπήρξαν οι ταχείες δοκιμασίες MRSA (Multi-drug Persistent Staphylococcus Aureus) και αυτή για το Clostridium Difficile στα κόπρανα με real-time PCR, ενώ πολλά φαίνεται να υπόσχονται οι ισοθερμικές μέθοδοι SMAP (SMart Amplification Processes), SMART (Signal Mediated Amplification of RNA Targets), LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification) και HDA (Helicase-Dependent Amplification).

					Τέλος, τα ευρηματικά συστήματα Lab-on-a-Chip (LOC) φαίνεται να μην καταφέρνουν ακόμα τον συνδυασμό Μικροηλεκτρονικής, Μικρορευστομηχανικής, Βιολογίας και Χημείας, σε χαμηλό κόστος και με αξιοπιστία και επαναληψιμότητα κατάλληλη για μεγάλης κλίμακας παραγωγή.

			

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							486 Alcohol, Breath

						
							
							184 Fructosamine

						
							
							027 Luteinizing Hormone (LH)

						
							
							021 Triglyceride

						
					

					
							
							392 Allergen Specific IgE / Panel

						
							
							122 Glucose

						
							
							090 Methadone

						
							
							188 Uric Acid

						
					

					
							
							041 Amphetamines

						
							
							116 Glucose Monitoring Devices

						
							
							92 Methamphetamine /Amphetamine

						
							
							448 Urinary Protein, Qualitative

						
					

					
							
							103 Barbiturates

						
							
							072 Glucose, Fluid

						
							
							100 Methamphetamines

						
							
							186 Urine Dipstick Or Tablet Analyte

						
					

					
							
							101 Benzodiazepines

						
							
							422 Glucose, Urine

						
							
							256 Methylenedioxy-methamphetamine 

						
							
							125 Urine hCG By Visual Color Tests

						
					

					
							
							409 Bilirubin, Urine

						
							
							208 Glycated Hemoglobin, Total

						
							
							003 Microalbumin

						
							
							264 Urine Qualitative Bilirubin

						
					

					
							
							084 Cannabinoids (THC)

						
							
							172 Glycosylated Hemoglobin (Hgb A1c)

						
							
							143 Morphine

						
							
							265 Urine Qualitative Dipstick Blood

						
					

					
							
							171 Chloride

						
							
							261 hCG, Serum, Qualitative

						
							
							087 Opiates

						
							
							266 Urine Qualitative Glucose

						
					

					
							
							161 Cholesterol

						
							
							370 hCG, Urine

						
							
							030 Ovulation Test (LH) Visual Color 

						
							
							001 Urine Qualitative Ketone

						
					

					
							
							086 Cocaine Metabolites

						
							
							121 HDL Cholesterol

						
							
							285 Oxycodone

						
							
							268 Urine Qualitative Nitrite

						
					

					
							
							159 Creatinine

						
							
							016 Hemoglobin

						
							
							408 pH, Urine

						
							
							269 Urine Qualitative Dipstick pH

						
					

					
							
							494 Estrone-3 Glucuronide

						
							
							460 Hemoglobin A1

						
							
							085 Phencyclidine (PCP)

						
							
							270 Urine Qualitative Protein

						
					

					
							
							274 Fecal Occult Blood

						
							
							124 Ketone, Blood

						
							
							245 Protein, Total (Urine)

						
							
							271 Urine Qual. Urobilinogen

						
					

					
							
							249 Fern Test, Saliva

						
							
							352 Ketone, Urine

						
							
							364 Semen

						
							
							410 Urobilinogen, Urine

						
					

					
							
							026 Follicle Stimulating Hormone 

						
							
							024 Lactic Acid (Lactate)

						
							
							246 Tricyclic Antidepressants

						
							
							042 Vaginal pH

						
					

				
			

			Πίνακας 8.7 Απόσπασμα από τον συνεχώς επεκτεινόμενο κατάλογο των εγκεκριμένων από το FDA αντιδραστηρίων για POCΤ.

			Έτσι, βαθμιαία, οι μέθοδοι ανίχνευσης θα γίνονται πιο αξιόπιστες, οι συσκευές θα εξακολουθήσουν να σμικρύνονται, ενώ η ζήτηση για γρηγορότερα αποτελέσματα και εξατομικευμένη Ιατρική θα εξωθεί την POCΤ σε νέες φυσικές αρχές και τεχνολογίες. 

			Τέλος, η αύξηση του όγκου των υπηρεσιών της, θα συμβάλλει μεν στη περαιτέρω συρρίκνωση των Κεντρικών Εργαστηρίων, χωρίς όμως για το προβλέψιμο μέλλον, να απειλεί στα σοβαρά να τα εκτοπίσει ανεπιστρεπτί, από τη παγκόσμια αγορά της in vitro Διαγνωστικής.

			Τέλος, κλείνοντας αυτό το κεφάλαιο, παρουσιάζουμε τους βασικούς αναδυόμενους Νανο-Βιοαισθητήρες με Οπτικούς και Μηχανικούς Νανο-ανιχνευτές, καθώς και ενδεικτικά δύο ενδεικτικές ενδιαφέρουσες αιτήσεις ΔΕ, που αφορούν σε Βιοαισθητήρα Φωτονικού Κρυστάλλου και στην Ανίχνευση Φθορισμού μεμονωμένων Μορίων.

			
				
					
					
				
				
					
							
							Βιοαισθητήρες

						
							
							Όριο Ανίχνευσης

							 (pg/mm2 )

						
					

					
							
							Οπτικοί Ανιχνευτές

						
					

					
							
							Συντονισμού Πλασμονίων Επιφανείας, 

							Surface Plasmon Resonance (SPR)

						
							
							0.50-1.00

						
					

					
							
							Ολοκληρωμένο Συμβολόμετρο Mach-Zehnder (ΜΖΙ) 

						
							
							0.06

						
					

					
							
							Συμβολόμετρο Young

						
							
							0.70

						
					

					
							
							Συντονιζόμενο Κάτοπτρο 

						
							
							0.10

						
					

					
							
							Δακτυλιοειδές Αντηχείο 

						
							
							0.50-1.00

						
					

					
							
							Φωτονικοί κρύσταλλοι 

						
							
							0.10

						
					

					
							
							Μικροϊσορροπίας Χαλαζία, Quartz Crystal Microbalance (QCM) 

						
							
							10.00

						
					

					
							
							Νανομηχανικοί Ανιχνευτές

						
					

					
							
							Συντονιζόμενοι Μικροδοκοί

						
							
							0.01-10.00

						
					

					
							
							Ακουστικό Αντηχείο Μικρο-Η/Μ Συστημάτων, 

							Micro-Electro-Mechanical Systems (MEMS) Acoustic Resonator 

						
							
							100.00

						
					

					
							
							Αναρτημένο Αντηχείο Μικροδιαύλων, 

							Suspended Microchannel Resonator (SMR)

						
							
							0.10

						
					

				
			

			Πίνακας 8.8 Αναδυόμενοι Νανο-Βιοαισθητήρες με Οπτικούς και Μηχανικούς Νανο-ανιχνευτές [95]-[97].

			[image: ]

			Εικόνα 8.101 Αριστερά: Βιοαισθητήρας φωτονικού κρυστάλλου με παραμορφωμένες κοιλότητες [98]. Δεξιά: Ανίχνευση Φθορισμού μεμονωμένων Μορίων [99].
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			Κριτήριο αξιολόγησης 1 

			Αναφέρατε 3 διαφορετικούς τύπους Φασματοφωτομετρίας.

			Απάντηση/Λύση

			
					Φασματοφωτομετρία Απορρόφησης, 

					Φθορισμοφασματοφωτομετρία. 

					Φασματοφωτομετρία Ατομικής Εκπομπής και Απορρόφησης.

			

			Κριτήριο αξιολόγησης 2

			Αναφέρατε 3 διαφορετικές μεθόδους Διαχωρισμού.

			Απάντηση/Λύση

			
					Υγρή Χρωματογραφία. 

					Αέριος Χρωματογραφία. 

					Ηλεκτροφόρηση

			

			Κριτήριο αξιολόγησης 3 

			Αναφέρατε 3 τύπους Αιμοκυττάρων.
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					Ερυθρά Αιμοσφαίρια.

					Λευκά Αιμοσφαίρια. 

					Αιμοπετάλια.
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