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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Σε αυτή την εργασία γίνεται προσπάθεια για την ανάπτυξη µεµβρανικού 

µοντέλου δηµιουργώντας υποστηριζόµενη λιπιδική διπλοστοιβάδα (ΥΛ∆) από E. 

coli λιπίδια. Η διπλοστοιβάδα σχηµατίζεται πάνω στην επιφάνεια του ακουστικού 

αισθητήρα Love wave αφού έχει προηγουµένως επικαλυφθεί µε PMMA 17% (ως 

κυµατοδηγός) πάνω από το οποίο έχει τοποθετηθεί υδρόφιλο στρώµα PDMS 1 % 

και πολυλυσίνη. Ο σχηµατισµός της ΥΛ∆ γίνεται ως αποτέλεσµα της σύντηξης 

των λιποσωµάτων από E. coli λιπίδια. Ο σχηµατισµός αυτός µελετάται από τη 

µεταβολή στη φάση του ακουστικού κύµατος σε συνάρτηση µε το χρόνο, ενώ 

επιβεβαιώνεται από την εξέταση της επιφάνειας στο µικροσκόπιο φθορισµού για 

τη διαπίστωση ανάληψης φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση. H δηµιουργία της 

ΥΛ∆ συνδέθηκε µε χαρακτηριστική πτώση της φάσης του ακουστικού κύµατος 

µεγέθους 0.7 deg. Στη συνέχεια, πάνω στη σχηµατισµένη ΥΛ∆ τοποθετήθηκε η 

βακτηριακή πρωτεΐνη SecA (πρωτεΐνη του εκκριτικού συστήµατος του κυττάρου) 

όπου πραγµατοποιήθηκε πρόσδεση µε την ΥΛ∆. Ο ακουστικός βιοαισθητήρας 

Love wave και ιδιαίτερα η µελέτη της µεταβολής του ακουστικού κύµατος 

έδωσαν επαρκείς πληροφορίες για τις βιολογικές µεταβολές και αντιδράσεις που 

συνέβησαν στην επιφάνειά του. 
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1 ΒΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΜΕΜΒΡΑΝΕΣ 
 

1.1 Η σηµασία των βιολογικών µεµβρανών και τα κύρια 

χαρακτηριστικά τους  

Οι βιολογικές µεµβράνες µπορεί να θεωρηθούν ως οργανωµένα συγκροτήµατα σε 

σχήµα λεπτού φύλλου που αποτελούνται κυρίως από πρωτεΐνες και λιπίδια. Οι 

λειτουργίες που επιτελούνται από τις µεµβράνες είναι απαραίτητες για την ίδια 

τη ζωή. Η µελέτη των βιολογικών µεµβρανών είναι µεγάλης σπουδαιότητας και 

πολλά εγχειρίδια Βιοχηµείας και Κυτταρικής Βιολογίας αναφέρονται εκτενώς σε 

αυτή (Struyer 1997, Alberts et al., 2002) Οι κυτταρικές µεµβράνες προσδίδουν 

στα κύτταρα την ατοµικότητά τους χωρίζοντας το κάθε κύτταρο από το 

περιβάλλον του, την ίδια στιγµή όµως είναι φραγµοί µε µεγάλη επιλεκτική 

διαπερατότητα αφού περιέχουν εξειδικευµένες µοριακές αντλίες και µοριακά 

κανάλια. Επίσης, ελέγχουν τη ροή πληροφοριών µεταξύ των κυττάρων και του 

περιβάλλοντός τους. Περιέχουν ειδικούς υποδοχείς για την ανίχνευση σηµάτων 

έξωθεν και σε ορισµένες περιπτώσεις παράγουν σήµατα χηµικής ή ηλεκτρικής 

φύσης. Επιπλέον, οι δύο πιο σηµαντικές διεργασίες µετατροπής ενέργειας σε 

βιολογικά συστήµατα, η φωτοσύνθεση και η οξειδωτική φωσφορυλίωση, 

πραγµατοποιούνται από µεµβρανικά συστήµατα που περιέχουν κανονικά 

διατεταγµένες σειρές ενζύµων και άλλων πρωτεϊνών. 

 Οι µεµβράνες ενώ διαφέρουν µεταξύ τους τόσο στη δοµή όσο και στη 

λειτουργία τους (ανάλογα µε το είδος των κυττάρων που βρίσκονται), εντούτοις 

έχουν ορισµένα κοινά χαρακτηριστικά. 

•  Έχουν δοµή όµοια µε αυτή ενός λεπτού φύλλου, µε πάχος µερικών µόνο 

µορίων, και σχηµατίζουν ένα κλειστό σύνορο µεταξύ διαµερισµάτων που 

έχουν διαφορετική σύσταση. Το πάχος των περισσοτέρων µεµβρανών είναι 

µεταξύ 60 και 100 Ǻ. 

•  Οι µεµβράνες αποτελούνται κυρίως από λιπίδια και πρωτεΐνες. Ο λόγος 

της µάζας πρωτεΐνης προς λιπίδιο στις περισσότερες βιολογικές µεµβράνες 

κυµαίνεται µεταξύ 1:4 και 4:1. Οι µεµβράνες περιέχουν επίσης 

υδατάνθρακες που είναι συνδεδεµένοι µε τα λιπίδια και τις πρωτεΐνες. 

•  Τα µεµβρανικά λιπίδια είναι συγκριτικά µικρά µόρια τα οποία έχουν µια 

υδρόφοβη και µια υδρόφιλη περιοχή. Αυτά τα λιπίδια σε υδατικό 

περιβάλλον σχηµατίζουν αυθόρµητα κλειστά διµοριακά λεπτά φύλλα. 
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Αυτές οι διπλοστοιβάδες λιπιδίων αποτελούν φραγµούς στη ροή πολικών 

µορίων.  

•  Συγκεκριµένες πρωτεΐνες επιτελούν χαρακτηριστικές λειτουργίες της κάθε 

µεµβράνης. Οι πρωτεΐνες λειτουργούν ως αντλίες, κανάλια (δίοδοι), 

υποδοχείς, µεταγωγείς ενέργειας και ένζυµα. Οι µεµβρανικές πρωτεΐνες 

είναι βυθισµένες µέσα στη διπλοστοιβάδα λιπιδίων, η οποία και 

δηµιουργεί το κατάλληλο περιβάλλον για τη δράση τους. 

•  Οι µεµβράνες είναι µη οµοιοπολικά συγκροτήµατα. Τα µόρια πρωτεϊνών 

και λιπιδίων που τις αποτελούν διατηρούνται ως δοµηµένο σύνολο µέσω 

των πολλών µη οµοιοπολικών αλληλεπιδράσεων, οι οποίες είναι και 

συνεργειακές.  

•  Οι µεµβράνες είναι ασυµµετρικές. Οι δύο όψεις της κάθε µεµβράνης 

είναι διαφορετικές µεταξύ τους. 

•  Οι µεµβράνες είναι ρευστές δοµές. Τα λιπιδικά µόρια διαχέονται µε 

µεγάλη ταχύτητα µέσα στο µεµβρανικό επίπεδο, όπως κάνουν και οι 

µεµβρανικές πρωτεΐνες, εκτός εάν είναι αγκυροβοληµένες µέσω ειδικών 

αλληλεπιδράσεων. Οι µεµβράνες µπορούν να θεωρηθούν ως δισδιάστατα 

διαλύµατα προσανατολισµένων λιπιδίων και πρωτεϊνών (Struyer, 1997). 

1.1.1  Αυθόρµητος σχηµατισµός διπλοστοιβάδων από λιπίδια 
 
Η ποικιλία των µεµβρανικών λιπιδίων είναι πολύ µεγάλη αλλά όλα τα λιπίδια 

είναι αµφιπαθή µόρια, δηλαδή περιέχουν µια υδρόφοβη και µία υδρόφιλη 

περιοχή (Εικόνα 1-1). 

 
Εικόνα 1-1: Συµβολισµός για ένα µόριο φωσφολιπιδίου ή γλυκολιπιδίου 

 

Η διάταξη των φωσφολιπιδίων και γλυκολιπιδίων σε υδατικό περιβάλλον 

σχετίζεται άµεσα µε το γεγονός ότι οι πολικές κεφαλές τους έχουν µια συγγένεια 

προς το νερό, ενώ οι υδρογονανθρακικές ουρές τους το αποφεύγουν. Αυτές οι 

προτιµήσεις θα µπορούσαν να ικανοποιηθούν µε τον σχηµατισµός ενός 

µικυλλίου, µιας σφαιρικής δοµής όπου οι πολικές κεφαλές βρίσκονται στην 

επιφάνεια του µικυλλίου, ενώ οι υδρογονανθρακικές αλυσίδες έχουν 
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συσσωρευθεί στο εσωτερικό του. Μία άλλη διάταξη που ικανοποιεί τις 

προτιµήσεις τόσο των υδδρόφιλων όσο και των υδρόφοβων οµάδων αυτών των 

µεµβρανικών λιπιδίων είναι αυτή του διµοριακού λεπτού φύλλου, που 

ονοµάζεται επίσης διπλοστοιβάδα λιπιδίων (Εικόνα 1-2) 

         
 
Εικόνα 1-2: ∆ιάγραµµα µιας διατοµής µεµβρανικής διπλοστοιβάδας που έχει 
σχηµατιστεί από µόρια φωσφολιπιδίου. ∆εξιά, διάγραµµα της διατοµής ενός 
µικυλλίου το οποίο έχει σχηµατιστεί από ιοντισµένα µόρια λιπαρών οξέων. 
 
 Η ευνοούµενη δοµή για τα περισσότερα φωσφολιπίδια και γλυκολιπίδια 

σε υδατικό περιβάλλον είναι το διµοριακό λεπτό φύλλο, παρά το µικύλλιο. Ο 

λόγος είναι ότι οι δύο αλυσίδες λιπαρών οξέων καταλαµβάνουν υπέρµετρα 

µεγάλο όγκο και δε χωρούν στο εσωτερικό του µικυλλίου. Αντίθετα, τα άλατα των 

λιπαρών οξέων τα οποία περιέχουν µόνο µια αλυσίδα λιπαρού οξέος, αυθόρµητα 

σχηµατίζουν µικύλλια. Ο σχηµατισµός διπλοστοιβάδων αντί µικυλλίων από τα 

φωσφολιπίδια έχει κρίσιµη βιολογική σηµασία. Το µικύλλιο είναι µία 

περιορισµένη δοµή µε µέση διάµετρο 200 Ǻ. Από την άλλη πλευρά, ένα 

διµοριακό λεπτό φύλλο µπορεί να έχει µακροσκοπικές διαστάσεις, µέχρι και 107 

Ǻ. Τα φωσφολιπίδια και τα γλυκολιπίδια είναι βασικά συστατικά της κυτταρικής 

µεµβράνης επειδή σχηµατίζουν αυθόρµητα εκτεταµένα διµοριακά φύλλα. 

Επιπροσθέτως, τέτοιου είδους φύλλα λειτουργούν και ως φραγµοί 

διαπερατότητας, παραµένοντας όµως σε ρευστή κατάσταση. 

 Ο σχηµατισµός διπλοστοιβάδων είναι µία διεργασία αυτοσυγκρότησης. Με 

άλλα λόγια η δοµή του διµοριακού λεπτού φύλλου προκύπτει από τη δοµή των 

επί µέρους λιπιδικών συστατικών, συγκεκριµένα από τον αµφιπαθή χαρακτήρα 

τους. Ο σχηµατισµός διπλοστοιβάδων λιπιδίων από γλυκολιπίδια και 

φωσφολιπίδια στο νερό είναι µια γρήγορη και αυθόρµητη διαδικασία. Οι 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις είναι η κύρια κινητήρια δύναµη στο σχηµατισµό 

διπλοστοιβάδων λιπιδίων. Οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις παίζουν επίσης 

καθοριστικό ρόλο στην αναδίπλωση των πρωτεΐνών σε υδατικό περιβάλλον. Τα 

µόρια του νερού απελευθερώνονται από τις υδρογονανθρακικές ουρές των 
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λιπιδίων καθώς αυτές οι ουρές µετακινούνται προς το µη πολικό εσωτερικό της 

διπλοστοιβάδας. Επιπροσθέτως, µεταξύ των υδρογονανθρακικών αλυσίδων 

ασκούνται ελκτικές δυνάµεις van der Waals. Τέλος, υπάρχουν ηλεκτροστατικές 

δυνάµεις και δεσµοί υδρογόνου µεταξύ των πολικών κεφαλών και των µορίων 

νερού από το περιβάλλον. Συνεπώς, οι διπλοστοιβάδες λιπιδίων 

σταθεροποιούνται από το σύνολο των δυνάµεων που µεσολαβούν στις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ µορίων στα βιολογικά συστήµατα (Alberts et al., 2002). 

1.1.2 Ιδιότητες των διπλοστοιβάδων λιπιδίων 
 
Ένα χαρακτηριστικο των διπλοστοιβάδων λιπιδίων είναι ότι είναι συνεργειακές 

δοµές. Τέτοιες δοµές διατηρούνται εξ αιτίας πολλών αλληλοενισχυόµενων, µη 

οµοιοπολικών αλληλεπιδράσεων. Τα φωσφολιπίδια και τα γλυκολιπίδια σε 

υδατικό περιβάλλον συναθροίζονται το ένα δίπλα στο άλλο ώστε να 

ελαχιστοποιήσουν τον αριθµό των εκτεθειµένων υδρογονανθρακικών αλυσίδων. 

Αυτή η συνάθροιση ευνοείται επίσης και από τις µεταξύ τους ελκτικές δυνάµεις 

τύπου van der Waals. Η άσκηση αυτού του συνόλου των δυνάµεων έχει τρεις 

σηµαντικές βιολογικές προεκτάσεις: α) Οι διπλοστοιβάδες λιπιδίων έχουν την 

τάση να είναι εκτεταµένες, β)οι διπλοστοιβάδες λιπιδίων θα έχουν την τάση να 

ενώνουν τα άκρα τους ώστε να µην υπάρχουν εκτεθειµένες υδρογονανθρακικές 

αλυσίδες, πράγµα που σηµαίνει ότι θα δηµιουργείται µε το κλείσιµό τους ένα 

διαµέρισµα και γ) οι διπλοστοιβάδες λιπιδίων κλείνουν από µόνες τους, επειδή 

κάθε οπή ή άνοιγµα στη διπλοστοιβάδα είναι ενεργειακά µη επιτρεπτό. 

 

 
Εικόνα 1-3: Απεικόνιση ενός λιπιδικού κυστιδίου (λιπόσωµα) 

 
 Η διαπερατότητα των διπλοστοιβάδων λιπιδίων έχει προσδιοριστεί σε δύο 

πολύ καλά καθορισµένα πρότυπα συστήµατα: τα λιπιδικά κυστίδια (λιποσώµατα) 

και τις επίπεδες µεµβρανικές διπλοστοιβάδες. Αυτά τα πρότυπα συστήµατα 

έχουν καταστεί οι πηγές σηµαντικών πληροφοριών αναφορικά µε τη λειτουργία 
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των βιολογικών µεµβρανών, συγκεκριµένα τον ρόλο τους ως φραγµοί 

διαπερατότητας.  

 Τα λιποσώµατα είναι υδατικά διαµερίσµατα που περικλείονται από µία 

λιπιδική διπλοστοιβάδα (Εικόνα 1-3). Μπορούν να σχηµατιστούν µε την 

εναιώρηση ενός κατάλληλου λιπιδίου, όπως της φωσφατιδυλοχολίνης, σε ένα 

υδατικό µέσο. Αυτό το µείγµα στη συνέχεια εκτίθεται σε υπερήχους (sonication) 

ώστε να προκύψει ένα εναιώρηµα κόκκων (κλειστών κυστιδίων) όµοιου µεγέθους. 

Εναλλακτικά, µπορούν να παραχθούν κυστίδια µε τη γρήγορη ανάµειξη ενός 

αλκοολικού διαλύµατος λιπιδίου µε νερό. Αυτό µπορεί να γίνει µε την ένεση του 

λιπιδικού διαλύµατος µέσω µίας λεπτής βελόνας σε ένα υδατικό διάλυµα. Τα 

κυστίδια που σχηµατίζονται µε αυτές τις µεθόδους είναι περίπου σφαιρικά σε 

µέγεθος και έχουν διάµετρο περίπου 500 Ǻ. Η παγίδευση ιόντων ή πολικών 

µορίων στο υδατικό διαµέρισµα των κυστιδίων είναι δυνατή εφ όσον ο 

σχηµατισµός των κυστιδίων γίνει παρουσία τέτοιων ουσιών. 

 Μία άλλη συνθετική µεµβράνη καθορισµένης σύστασης και δοµής είναι η 

επίπεδη µεµβρανική διπλοστοιβάδα. Αυτή η δοµή µπορεί να σχηµατιστεί στον 

κενό χώρο µίας οπής διαµέτρου 1 χιλιοστού που βρίσκεται πάνω σε ένα χώρισµα 

µεταξύ δύο υδατικών διαλυµάτων. Μία τέτοιου είδους µεµβράνη είναι κατάλληλη 

για µελέτες των ηλεκτρικών ιδιοτήτων των µεµβρανών λόγω του µεγάλου 

µεγέθους της και της απλής γεωµετρικής της κατασκευής. Η ηλεκτρική 

αγωγιµότητα αυτής της µακροσκοπικής µεµβρανικής διπλοστοιβάδας µελετάται 

πολύ εύκολα µε την τοποθέτηση ηλεκτροδίων στο κάθε υδατικό διαµέρισµα. Για 

παράδειγµα, η διαπερατότητά της σε ιόντα προσδιορίζεται από τη µέτρηση του 

ηλεκτρικού ρεύµατος δια µέσου της µεµβράνης, ως συνάρτηση της 

εφαρµοζόµενης διαφοράς δυναµικού. 

 Μελέτες προσδιορισµού της διαπερατότητας µεµβρανικών κυστιδίων και 

της αγωγιµότητας επίπεδων διπλοστοιβάδων έχουν δείξει ότι οι µεµβρανικές 

λιπιδικές διπλοστοιβάδες έχουν πολύ χαµηλή διαπερατότητα σε ιόντα και στα 

περισσότερα πολικά µόρια. Το νερό αποτελεί τη φωτεινή εξαίρεση σε αυτή τη 

γενίκευση αφού διασχίζει τέτοιου είδους µεµβράνες µε µεγάλη ευκολία. Το 

εύρος των προσδιορισθέντων συντελεστών διαπερατότητας είναι πολύ µεγάλο. Για 

παράδειγµα, το Na+ και το K+ διασχίζουν τέτοιες µεµβράνες 109 φορές πιο αργά 

από ότι το H20.Οι συντελεστές διαλυτότητας των µικρών µορίων σχετίζονται µε τη 

διαλυτότητά τους σε έναν µη πολικό διαλύτη σε σχέση µε τη διαλυτότητά τους 

στο νερό. Αυτή η σχέση υπονοεί ότι τα µικρά µόρια µάλλον διαπερνούν τη 

µεµβρανική λιπιδική διπλοστοιβάδα µε τον ακόλουθο τρόπο: Πρώτα απ’ όλα 
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χάνουν τα µόρια νερού µε τα οποία περιβάλλονται και στη συνέχεια διαλύονται 

στον υδρογονανθρακικό πυρήνα της µεµβράνης και τελικά διαχέονται µέσω 

αυτού του πυρήνα στην άλλη πλευρά της µεµβράνης όπου και επαναδιαλύονται 

στο νερό. Ένα ιόν όπως το Na+ διασχίζει τη µεµβράνη πολύ αργά, γιατί η 

αποµάκρυνση του συγκροτηµένου υδατικού περιβλήµατός του είναι ενεργειακά 

µη ευνοϊκή διαδικασία . 

1.1.3 ∆ιάχυση των λιπιδίων και µεµβρανικών πρωτεϊνών 
 
Οι βιολογικές µεµβράνες δεν είναι άκαµπτες και αδιατάρακτες δοµές. Αντίθετα, 

τα λιπίδια και πολλές µεµβρανικές πρωτεΐνες βρίσκονται σε διαρκή πλευρική 

κίνηση µέσα στο επίπεδο της µεµβράνης. Η πολύ γρήγορη µετακίνηση των 

µεµβρανικών πρωτεϊνών έχει παρατηρηθεί µέσω µικροσκοπίας φθορισµού. 

  

 
Εικόνα 1-4: Η τεχνική της ανάληψης φθορισµού µετά από φωτολεύκανση: (Α) 
φθορισµός από µια σηµασµένη µεµβρανική συνιστώσα σε µια µικρή φωτιζόµενη 
περιοχή του κυττάρου. (Β) τα φθορίζοντα µόρια λευκαίνονται µετά από έναν 
έντονο παλµό φωτός. (Γ) η ένταση του φθορισµού επανέρχεται. (∆) Η ταχύτητα 
ανάληψης εξαρτάται από το συντελεστή διάχυσης 
 
 Μία γενική και ποσοτική µέθοδος για τη µέτρηση της κινητικότητας 

µεµβρανικών µορίων σε ανέπαφα ζωντανά κύτταρα είναι αυτή της ανάληψης 

φθορισµού µετά από φωτολεύκανση (fluorescence recovery after photobleaching) 

(Εικόνα 1-4). Πρώτα, σηµαίνεται ειδικά µε φθορίζουσα χρωµοφόρο ουσία µία 

συνιστώσα της µεµβρανικής επιφάνειας. Μία µικρή περιοχή της κυτταρικής 

επιφάνειας (περίπου 3 µm2) παρατηρείται κάτω από το φθορίζον µικροσκόπιο. 
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Τα φθορίζοντα µόρια αυτής της περιοχής καταστρέφονται στη συνέχεια από έναν 

πολύ έντονο οπτικό παλµό που προέρχεται από ακτίνες λέιζερ. Ο φθορισµός της 

περιοχής αυτής καταγράφεται ως συνάρτηση του χρόνου, χρησιµοποιώντας µία 

αρκετά χαµηλή ένταση φωτός ώστε να µη σηµειωθεί περαιτέρω λεύκανση. Αν η 

σηµασµένη ένωση είναι ευκίνητη, τα λευκαθέντα µόρια θα αποµακρυνθούν από 

τη φωτιζόµενη περιοχή της µεµβράνης, ενώ τα µη λευκαθέντα µόρια θα 

µετακινηθούν προς αυτή την περιοχή. Η ταχύτητα της ανάληψης φθορισµού 

εξαρτάται από την κινητικότητα της σηµασµένης συνιστώσας µέσα στο επίπεδο 

της κυτταρικής µεµβράνης. Η κινητικότητα αυτή εκφράζεται ως συνάρτηση του 

συντελεστή διάχυσης D. Η µέση απόσταση s (σε cm) που καλύπτεται στο επίπεδο 

των δύο διαστάσεων σε χρόνο t (σε s) εξαρτάται από το συντελεστή D (cm2s-1) 

σύµφωνα µε την εξίσωση:  

s=(4Dt)1/2 

Ο συντελεστής διάχυσης λιπιδίων σε διάφορες µεµβράνες είναι περίπου 

10-8 cm2s-1. Άρα ένα µόριο φωσφολιπιδίου µετακινείται κατά µία µέση απόσταση 

2χ10-4 cm σε 1 s. Αυτό σηµαίνει ότι ένα µόριο λιπιδίου µπορεί να µετακινηθεί 

από το ένα άκρο ενός βακτηρίου στο άλλο σε ένα δευτερόλεπτο. Το µέγεθος του 

παρατηρούµενου συντελεστή διάχυσης δείχνει ότι το ιξώδες της µεµβράνης είναι 

περίπου εκατό φορές µεγαλύτερο από αυτό του νερού, δηλαδή περίπου όσο αυτό 

του ελαιολάδου.  

 Αντίθετα, οι πρωτεΐνες διαφέρουν πάρα πολύ στην πλευρική κινητικότητά 

τους στο επίπεδο της κυτταρικής µεµβράνης. Ορισµένες πρωτεΐνες είναι τόσο 

ευκίνητες όσο και τα µεµβρανικά λιπίδια, ενώ ορισµένες άλλες είναι ουσιαστικά 

αµετακίνητες. Για παράδειγµα, η πρωτεΐνη φωτοϋποδοχέας ροδοψίνη, η οποία 

είναι πολύ ευκίνητη, έχει συντελεστή διάχυσης 4χ10-4cm2s-1 Η πολύ ταχεία 

µετακίνηση της ροδοψίνης είναι απαραίτητη για γρήγορη µεταβίβαση 

µηνύµατος. Στο άλλο άκρο βρίσκεται η ινοσυνδετίνη (fibronectin), µία 

περιφερειακή µεµβρανική γλυκοπρωτεΐνη η οποία αλληλεπιδρά µε τα συστατικά 

του εξωκυττάριου χώρου. Ο συντελεστής D της ινοσυνδετίνης είναι µικρότερος 

από 10-12cm2s-1. Η ινοσυνδετίνη έχει τόσο µικρή κινητικότητα επειδή είναι 

αγκυροβοληµένη στα κυτταρικά νηµάτια ακτίνης στο εσωτερικό της κυτταρικής 

µεµβράνης, µέσω της ενσωµατίνης (integrin). Αυτή η διαµεµβρανική πρωτεΐνη 

συνδέει τον εξωκυττάριο χώρο µε τον κυτταροσκελετό (Struyer L., 1997) 

 Τέλος, ακριβώς επειδή η πλευρική διάχυση είναι χαρακτηριστικό των 

µεµβρανών, η ανάληψη της φωτολεύκανσης µέσω φθορισµού αποτελεί µία 
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τεχνική µε την οποία διαπιστώνεται η παρουσία ή όχι λιπιδικής διπλοστοιβάδας 

πάνω σε µία επιφάνεια. 

 

1.2 Εφαρµογές των υποστηριζόµενων λιπιδικών 

διπλοστοιβάδων (ΥΛ∆) 

Όταν µια λιπιδική διπλοστοιβάδα δηµιουργηθεί και τοποθετηθεί πάνω σε µια 

στερεή επιφάνεια τότε πρόκειται για υποστηριζόµενη λιπιδική διπλοστοιβάδα (Οι 

υποστηριζόµενες λιπιδικές διπλοστοιβάδες ιδιαίτερα όταν περιέχουν και 

πρωτεΐνες προσοµοιάζουν τις βιολογικές µεµβράνες. Οι υποστηριζόµενες 

µεµβράνες σε στερεά έχουν πρακτικό και επιστηµονικό ενδιαφέρον για 

διάφορους λόγους. Αρχικά, επιτρέπουν σε ανόργανα στερεά (ηµιαγωγούς, 

επιφάνειες επικαλυµµένες µε χρυσό) και πολυµερή να αποδεικνύουν τη 

λειτουργικότητά τους µε βιολογικό υλικό. Παρέχουν ένα φυσικό περιβάλλον για 

την ακινητοποίηση πρωτεϊνών (π.χ. υποδοχείς ορµονών και αντισώµατα) χωρίς να 

υφίστανται µετουσίωση και µε ορισµένο προσανατολισµό. Επιτρέπουν την 

προετοιµασία πολύ λεπτών µονωµένων στρωµάτων για το σχεδιασµό 

βιοαισθητήρων που βασίζονται στην ηλεκτρική και οπτική ανίχνευση της 

πρόσδεσης ενός µορίου. 

 Οι υποστηριζόµενες λιπιδικές διπλοστοιβάδες χωρίζονται από την 

επιφάνεια του στερεού είτε µε στρώµα νερού πάχους της τάξης λίγων nm, είτε µε 

πολύ λεπτά στρώµατα µαλακών πολυµερών. Και στις δύο περιπτώσεις διατηρούν 

τις θερµοδυναµικές και δοµικές ιδιότητες των ελεύθερων διπλοστοιβάδων. Αυτό 

επιτρέπει την εφαρµογή διαφόρων τεχνικών που είναι ευαίσθητες σε µεταβολές 

της επιφάνειας (µικροσυµβολοµετρία, (microinterferometry), ελλειψοµετρία 

(ellipsometry), Φασµατοσκοπία Επιφάνειας Πλάσµατος (SPS), τεχνική 

µετασχηµατισµού Fourier φασµατασκοπίας υπερύθρων (FTIR), πυρηνικός 

µαγνητικός συντονισµός (NMR) και ανάκλαση της επιφάνειας µε ακτίνες χ και µε 

νετρόνια). 

1.2.1 Σχηµατισµός και χειρισµός των υποστηριζόµενων µεµβρανών 
 
Τρεις τύποι υποστηριζόµενων µεµβρανών µπορούν να σχηµατιστούν: α) 

∆ιπλοστοιβάδες που έχουν την εσωτερική λιπιδική στοιβάδα προσκοληµµένη στο 

υπόστρωµα είτε οµοιοπολικά, είτε µε ιονικό δεσµό, β) Ελεύθερα 

υποστηριζόµενες λιπιδικές διπλοστοιβάδες που χωρίζονται από το υπόστρωµα µε 
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πολύ λεπτά στρώµατα νερού (∼10 Ǻ) και γ) Λιπιδικές διπλοστοιβάδες που 

στέκονται σε πολύ λεπτά, µαλακά και ενυδατωµένα φιλµ πολυµερών. Ένα 

τελείως διαφορετικό είδος υποστηριζόµενης µεµβράνης µπορεί να σχηµατιστεί µε 

πολύ λεπτά φιλµ πολυµερών (π.χ. δεξτράνης) που γίνονται υδρόφοβα µε σύζευξη 

των µακριών αλκυλικών αλυσίδων µε τον υδρόφιλο σκελετό του πολυµερούς. 

Αυτή η µεµβράνη µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ακινητοποίηση αµφιπαθών 

υποδοχέων (Εικόνα 1-5).  

 

 
Εικόνα 1-5: Οι τρεις τύποι των υποστηριζόµενων 
µεµβρανών: (Α) ενωµένη µεµβράνη µε οµοοιοπολικά 
ακινητοποιηµένη την εσωτερική µονοστοιβάδα, (Β) 
υποστηριζόµενη διπλοστοιβάδα διαχωρισµένη από το 
υπόστρωµα µε πολύ λεπτό φιλµ νερού ή στρώµα 
πολυµερούς και (Γ) λεπτό φύλλο πολυµερούς από 
µακροµόρια που έχουν γίνει υδρόφοβα σχηµατίζοντας ένα 
στρώµα για αµφιπαθείς υποδοχείς (Sackmann, 1996) 

 
Οι πιο γνωστοί τρόποι για το σχηµατισµό µεµβρανών είναι η µεταφορά της 

µονοστοιβάδας (µε την τεχνική Langmuir-Blodgett (LB)) και η εναπόθεση και 

σύντηξη λιποσωµάτων. Και στις δύο περιπτώσεις η οµοιοµορφία και η συνέχεια 

της υποστηριζόµενης µεµβράνης εξαρτάται κυρίως από την απαλότητα του 

υποστρώµατος. Για την εναπόθεση και σύντηξη των λιποσωµάτων, η επιφάνεια 

στην οποία θα στηριχθεί η σχηµατιζόµενη µεµβράνη θα πρέπει να είναι η 

κατάλληλη, ή τα λιποσώµατα πρέπει να βρίσκονται υπό πίεση (tension) ή και τα 
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δύο. Η διπλοστοιβάδα µπορεί να συνδεθεί µε το υπόστρωµα ηλεκτροστατικά µε 

ιονικές δυνάµεις ή οµοιοπολικά. ∆ύο διαφορετικοί µηχανισµοί για το άπλωµα 

της λιπιδικής διπλοστοιβάδας είναι δυνατοί: α) όταν ένα µεγάλο λιπόσωµα 

απλώνεται µεν, αλλά έχοντας ένα τµήµα της διπλοστοιβάδας ακινητοποιηµένο 

στην επιφάνεια το οποίο όµως τυλίγεται σχηµατίζοντας λοβό µε λιπιδική 

διπλοστοιβάδα πάνω στο ακινητοποιηµένο τµήµα και β) όταν ένα µονό φύλλο 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας αναπτύσσεται µε ανοιχτά άκρα, κάτι που παρατηρείται 

όταν η επιφάνεια είναι υδρόφιλη και η διπλοστοιβάδα χωρίζεται από την 

επιφάνεια είτε µε πολύ λεπτό στρώµα νερού, είτε µε κάποιο φιλµ πολυµερούς 

(Εικόνα 1-6)  

 

 
Εικόνα 1-6:Απεικόνιση των δύο πιθανών τρόπων µε 
τους οποίους µπορεί να σχηµατιστεί λιπιδική 
διπλοστοιβάδα 

 
 Ο µηχανισµός µε τον οποίο σχηµατίζεται η λιπιδική διπλοστοιβάδα από 

τα λιποσώµατα έχει µελετηθεί µε µέτρηση της µεταβολής της µεταφοράς µάζας 

και ενέργειας σε µια επιφάνεια χρησιµοποιώντας µικροζυγό κρυσταλλικού 

χαλαζία (Quartz Crystal Microbalance, QCM). Αυτές οι µελέτες έδειξαν πως τα 

µικρά λιποσώµατα (συνήθως διαµέτρου 25-100 nm) αρχικά απορροφώνται στην 

επιφάνεια. Όσο βρίσκονται σε µικρή συγκέντρωση και καταλαµβάνουν µικρή 

περιοχή στην επιφάνεια, παραµένουν σταθερά. Όταν όµως αυξάνεται η 

συγκέντρωσή τους και καταλαµβάνουν µεγάλο ποσοστό της επιφάνειας, τότε τα 

λιποσώµατα διαρρηγνύονται και συντήκονται ώστε να σχηµατίσουν 

υποστηριζόµενη µεµβράνη (Keller et al., 2000). 
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Το πιο δηµοφιλές «στήριγµα» πάνω στο οποίο γίνεται η σύντηξη των 

λιποσωµάτων και σχηµατίζονται οι µεµβράνες είναι µια γυάλινη επιφάνεια. Ο 

βαθµός στον οποίο συµβαίνει αυτό έχει µελετηθεί ως συνάρτηση του pH και της 

ιονικής ισχύος. Συγκεκριµένα, για αρνητικά φορτισµένα λιποσώµατα η σύντηξη 

γίνεται ευκολότερα σε υψηλή ιονική ισχύ και χαµηλό pH, ενώ για τα ουδέτερα 

και θετικά φορτισµένα λιπίδια η σύντηξη είναι εφικτή σε πολύ µεγαλύτερο εύρος 

pH. Αυτό δηλώνει πως οι Van der Waals και οι ηλεκτροστατικές δυνάµεις 

καθορίζουν τη σύντηξη των λιποσωµάτων. ΄Όµως, έχει δειχθεί πως το άπλωµα της 

διπλοστοιβάδας πάνω σε µια επίπεδη επιφάνεια ήταν ευνοϊκό σε χαµηλό pH 

ανεξάρτητα από το φορτίο της λιπιδικής διπλοστοιβάδας και η διαδικασία 

καθορίζεται κυρίως από τις δυνάµεις Van der Waals. Από την άλλη, σε υψηλό 

pH ή σε επιφάνεια που δεν είναι λεία και επίπεδη, η εξάπλωση της µεµβράνης 

παρεµποδίζεται. Οι ανωµαλίες της επιφάνειας µπορούν να επηρεάσουν τον 

οµοιόµορφο σχηµατισµό υποστηριζόµενης λιπιδικής διπλοστοιβάδας και να 

αποτελέσουν εµπόδιο στην πλευρική διάχυσή τους (Cremer et al., 1999). 

Αφού οι ΥΛ∆ διατηρούν τις δοµικές και θερµοδυναµικές ιδιότητες των 

«ελεύθερων» λιπιδιακών διπλοοστοιβάδων, µπορούν να γίνουν αντικείµενο 

µελέτης ως µεµβράνες µοντέλα. Εξίσου ενδιαφέρουσα όµως είναι η εφαρµογή 

τους για το σχεδιασµό βιοαισθητήρων. Η βασική ιδέα είναι να χρησιµοποιηθεί η 

διπλοστοιβάδα ταυτόχρονα α) ως ένας πολύ λεπτός ηλεκτρικός µονωτής, β) ως 

ένα υπόστρωµα για την ενσωµάτωση κάποιων υποδοχέων και γ) για την 

καταστολή µη ειδικής πρόσδεσης των µορίων (Sackmann,.1996). 

1.2.2  Οι λιπιδικές διπλοστοιβάδες ως εργαλείο 
 

Οι υποστηριζόµενες λιπιδικές διπλοστοιβάδες έχουν χρησιµοποιηθεί 

ευρέως στην Ανοσολογία ως µοντέλα προκειµένου να µελετηθούν διάφορες 

κυτταρικές αλληλεπιδράσεις. Για παράδειγµα έχει µελετηθεί η προσκόλληση του 

υποδοχέα Fc, η σηµατοδότηση και ο σχηµατισµός ανοσολογικής σύναψης των Τ 

βοηθητκών κυττάρων και των κυττάρων αντιγονοπαρουσιαστών (Groves et al., 

2003). Έχει δειχθεί πως λιπιδικές διπλοστοιβάδες που φέρουν το σύµπλοκο 

ιστοσυµβατότητας µπορούν να αντικαταστήσουν τα κύτταρα 

αντιγονοπαρουσιαστές προκειµένου να µελετηθεί η αλληλεπίδρασή τους µε τα Τ 

βοηθητικά κύτταρα (Watts et al, 1986). Επίσης, αντιγόνα που βρίσκονται πάνω 

σε ΥΛ∆ έχουν χρησιµοποιηθεί για την ποσοτικοποίηση της προσκόλλησης των Τ 

λεµφοκυττάρων στις µεµβράνες (Toezeren et al., 1992). 
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Λιπιδικές διπλοστοιβάδες από διαφόρων ειδών λιπίδια έχουν 

χρησιµοποιηθεί ως µοντέλα και έχουν προσδεθεί διάφορα βιοµόρια προκειµένου 

να µελετηθεί είτε η αλληλεπίδρασή τους µε άλλα βιοµόρια, είτε να µελετηθούν 

κάποιες δοµικές και άλλες ιδιότητες. Τέτοια παραδείγµατα είναι η δηµιουργιά 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας από E. coli και η εισχώρηση σε αυτήν της πρωτεΐνη 

SecA για τη µελέτη των µεταβολών στη διάταξή της και το βαθµό εισχώρησής της 

µέσα στη µεµβράνη (Ulbrandt et al., 1992). Επίσης, οι µηχανικές ιδιότητες και 

ο βαθµός προσκόλλησης της µυελίνης που είναι σηµαντικά για τη λειτουργία της 

έχουν µελετηθεί µε τη βοήθεια µεµβρανικών µοντέλων (Mueller et al., 1999). 

Άλλο παράδειγµα αποτελεί η νισίνη (βακτηριοσίνη, αντιµικροβιακό πεπτίδιο που 

παράγεται από κάποια στελέχη του Lactococcus lactis), που χρησιµοποιείται 

ευρέως στην τεχνολογία τροφίµων, ως φυσικό συντηρητικό ενάντια σε Gram+ 

βακτήρια. Η ενσωµάτωσή της σε λιπιδική διπλοστοιβάδα και η µελέτη µε 

ανάληψη φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση έδωσε πληροφορίες για τον τρόπο 

αλληλεπίδρασής της µε την επιφάνεια των βακτηριακών κυττάρων (Giffard C.J. 

et al., 1996).  

Μια άλλη σηµαντική εφαρµογή είναι η δηµιουργία µικροµορφωµάτων 

(micropatterns) από υποστηριζόµενες µεµβράνες. ∆ηλαδή, µε τη βοήθεια 

κάποιων υλικών που τοποθετούνται στην επιφάνεια, ελέγχεται η συσσώρευση, η 

οργάνωση και η πλευρική διάχυση των υποστηριζόµενων µεµβρανών. Πολλές 

µέθοδοι υπάρχουν για αυτό το σκοπό συµπεριλαµβανοµένων της 

φωτολιθογραφίας, της λιθογραφίας µε ακτίνα ηλεκτρονίων (electron beam 

lithography) και εκτύπωση µικροεπαφής (microcontact printing). Επίσης, έχει 

βρεθεί πως η διπλοστοιβάδα µπορεί να αποµακρυνθεί από την επιφάνεια 

«στυπώνοντας» µε µια σφραγίδα από polydimethylsiloxane (PDMS). Με την 

αφαίρεση της απαραίτητης ποσότητας διπλοστοιβάδας από την επιφάνεια, η 

επανένωση των τµηµάτων της διπλοστοιβάδας που έχουν µείνει δεν είναι δυνατή 

και έτσι έχουµε µια µεµβρανική σχηµατοµορφή (Εικόνα 1-7). Είναι επίσης 

δυνατό να γίνει «εκτύπωση» (printing) µεβρανών που έχουν µείνει στη σφραγίδα 

από PDMS όταν αυτή εναποτεθεί σε µια καθαρή γυάλινη επιφάνεια (Boxer, 

2000). 
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δηλαδή σε πραγµατικό χρόνο µεταβολές στη µάζα που λαµβάνουν χώρα κατά τη 

διάρκεια µοριακών αλληλεπιδράσεων, 2) είναι πολύ ευαίσθητη, 3) µπορεί να 

συνδέσει οπτικές παραµέτρους (π.χ. δείκτη διάθλασης, συντελεστή απόσβεσης) 

µε το πάχος της προσροφώµενης στοιβάδας, 4) η απλότητα και η ταχύτητα µε 

την οποία παίρνουµε τα δεδοµένα είναι εξαιρετικά σηµαντικά για συστήµατα που 

η ποσότητα και η σταθερότητα του βιολογικού υλικού είναι περιοριστικοί 

παράγοντες, όπως συµβαίνει συχνά µε τη µελέτη των µεµβρανών (Salamon et 

al., 2000).  

Μια άλλη οπτική τεχνική που έχει χρησιµοποιηθεί για τον ίδιο λόγο είναι 

η Μικροσκοπία Ατοµικών ∆υνάµεων (Atomic Force Microscopy, AFM) που δίνει 

µια εικόνα της επιφάνειας και µπορεί να µετρηθεί το πάχος µαλακών 

στρωµάτων. Με αυτή την τεχνική έχει µελετηθεί ο σχηµατισµός υποστηριζόµενης 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας από eggPC (phosphatidyl-choline) λιποσώµατα πάνω 

σε επιφάνεια mica. Με το AFM η λιπιδική διπλοστοιβάδα απεικονίζεται ως 

δίσκος µε σταθερό πάχος (ύψος) 5 nm περίπου, ενώ στην περίπτωση των 

προσροφηµένων στην επιφάνεια λιποσωµάτων το ύψος αυτό διαφέρει. Επίσης, οι 

ιδιότητες της διπλοστοιβάδας µελετήθηκαν και βρέθηκε πως εξαρτώνται από το 

µέγεθος των λιποσωµάτων, τη συγκέντρωση των λιπιδίων και την παρουσία ή 

απουσία Ca2+ (Reviakine et al., 2000). Η τοπογραφία της λιπιδικής 

διπλοστοιβάδας έχει µελετηθεί µε AFM όταν η διπλοστοιβάδα έχει προκύψει από 

σύντηξη µείγµατος διαφορετικών λιπιδίων (DPPC, DPPG, DPPE ) και του 

βιοτυνιλιωµένου LC-DPPE µε το γλυκολιπιδικό υποδοχέα GM1 πάνω σε 

επιφάνεια silicon nitride. Στην περίπτωση αυτή η µελέτη έγινε σε συνδυασµό µε 

µετρήσεις κατόπτρου συντονισµού (Resonant Mirror, RM) και έτσι δόθηκαν 

περισσότερες πληροφορίες για τη δοµή και τη δραστικότητα της επιφάνειας του 

βιοαισθητήρα (Fisher et al., 2000).  

Οι ακουστικοί βιοαισθητήρες έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί για τη µελέτη 

των λιπιδιακών διπλοστοιβάδων. Σε αυτή την κατηγορία ανήκει ο Μικροζυγός 

Κρυσταλλικού Χαλαζία (Quartz Crystal Microbalance, QCM). Οι µετρήσεις που 

προκύπτουν µε αυτή την τεχνική στη µεταβολή της συχνότητας και στη 

µεταβολή της ενέργειας σε συνάρτηση µε το χρόνο, δίνουν πληροφορίες για την 

προσροφώµενη µάζα και τις µηχανικές ιδιότητες της διπλοστοιβάδας που 

σχηµατίζεται αντίστοιχα. Το QCM έχει χρησιµοποιηθεί για τη µελέτη της 

κινητικής κατά τον σχηµατισµό διπλοστοιβάδας από πολύ µικρά λιποσώµατα 

eggPC πάνω σε τρεις διαφορετικές επιφάνειες (silica, οξειδωµένο χρυσό και µια 

στοιβάδα από methyl terminated alkane thiols) όπου δείχθηκε και η δυνατότητα 
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της τεχνικής αυτής να ξεχωρίσει διαφορετικούς τύπους κινητικής ανάλογα µε την 

επιφάνεια και να προσδιορίσει της ιδιότητες της σχηµατιζόµενης µεµβράνης 

(Keller et al., 1998). Η ίδια τεχνική έχει χρησιµοποιηθεί και για τη µελέτη 

µεµβρανών που προκύπτουν από λιποσώµατα που έχουν ήδη ενσωµατωµένες 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες (Graneli et al., 2003). 

Τέλος, οι ακουστικοί βιοαισθητήρες τύπου Love wave (µε κυµατοδηγό) 

έχουν χρησιµοποιηθεί για τη µελέτη υποστηριζόµενης λιπιδικής διπλοστοιβάδας 

και για την αλληλεπίδρασή τους µε διάφορα βιοµόρια. Η ακουστική 

µικροσυσκευή λειτουργεί σε υψηλότερες συχνότητες σε σχέση µε το QCM και 

είναι µεγαλύτερης ευαισθησίας. Με αυτή τη µέθοδο µετρούνται οι ακουστικές 

παράµετροι (µεταβολή στη φάση και το πλάτος του ακουστικού κύµατος, βλέπε 

Κεφάλαιο 2) στη µεσεπιφάνεια στερεού-υγρού κατά τη διάρκεια µιας βιολογικής 

αντίδρασης. Λιπιδικές διπλοστοιβάδες από µίγµα POPC λιποσωµάτων µε 

βιοτυνυλιωµένα DPPE λιπίδια έχουν σχηµατιστεί στην επιφάνεια της 

µικροσυσκευής, αφού προηγουµένως έχει επικαλυφθεί µε χρυσό. Σε αυτή την 

επιφάνεια προστέθηκε στρεπταβιδίνη και στη συνέχεια βιοτυνιλιωµένο αντίσωµα 

goat IgG. Με την επιφάνεια αυτή προκύπτει ένας βιοαισθητήρας που δίνει 

πληροφορίες τέτοιες ώστε όταν προστεθεί anti-goat IgG, µπορεί να µελετηθεί η 

κινητική της αντίδρασης που γίνεται (Gizeli et al., 1997). O ίδιος αισθητήρας 

(Love wave) έχει επικαλυφθεί µε silicate και έχει σχηµατιστεί στην επιφάνειά του 

διπλοστοιβάδα από POPC λιποσώµατα. Η αλληλεπίδρασή της µε µία 

κυτταρολυτική τοξίνη (CytB) που προκαλεί πόρους (τρύπες) στη διπλοστοιβάδα 

έχει µελετηθεί µε τη χρήση του βιοαισθητήρα σε ότι αφορά την εξειδίκευση, την 

ταχύτητα και την έκταση της αντίδρασης (Melzak et al., 2003).  
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2 ΑΚΟΥΣΤΙΚΟΙ ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΕΣ 
 

2.1 Ακουστικοί αισθητήρες 

Οι ακουστικοί αισθητήρες αποτελούν µια µεγάλη οικογένεια από µικροσυσκευές 

(devices) µε διάφορες εφαρµογές. Με τους ακουστικούς αισθητήρες τα 

χαρακτηριστικά που µπορούν να µετρηθούν είναι η προσροφώµενη µάζα στην 

επιφάνεια του αισθητήρα, οι ελαστικές και οι ιξωδοελαστικές ιδιότητες των 

λεπτών φιλµ. Μεταβολές στις παραµέτρους αυτές θα επηρεάσουν τα 

χαρακτηριστικά της διάδοσης του ακουστικού κύµατος. Στην απλούστερη 

περιίπτωση, οι ακουστικές µετρήσεις επιτρέπουν την ανίχνευση της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ βιοµορίων, βάσει της µεταβολής της µάζας στην 

επιφάνεια του βιοαισθητήρα. 

 Οι ακουστικοί αισθητήρες µπορεί να χρησιµοποιηθούν σε ακραία 

περιβάλλοντα όπως υγρό ήλιο, κενό και σε σύνθετες συνθήκες όπως αυτές που 

επικρατούν στα βιολογικά υλικά. Σήµερα, κάποιοι αισθητήρες είναι διαθέσιµοι 

εµπορικά ενώ άλλοι παραµένουν ερευνητικά εργαλεία. Σε αυτό το κεφάλαιο θα 

γίνει λεπτοµερής περιγραφή των ακουστικών βιοαισθητήρων τύπου Love wave, 

µια κατηγορία µικροσυσκευών µε οριζόντια ακουστικά κύµατα επιφάνειας 

υψηλής συχνότητας.  

 Τα ακουστικά κύµατα είναι κανονικές ελαστικές παραµορφώσεις που 

µπορεί να παραχθούν σε στερεά. Μια παραµόρφωση σε ένα στερεό µέσο 

συµβαίνει όταν οι αποστάσεις µεταξύ των ατόµων όταν είναι σε ηρεµία 

µεταβάλλονται εξαιτίας κάποιας δύναµης. Αν η δύναµη αυτή παύσει, τότε 

δυνάµεις επαναφοράς θα επαναφέρουν τα άτοµα στην αρχική τους θέση. Αν η 

εφαρµοζόµενη δύναµη είναι περιοδική τότε παράγεται µια κυµατοειδής 

(oscillatory) παραµόρφωση γνωστή ως ακουστικό κύµα.  

 Οι ακουστικές µικροσυσκευές µπορούν να κατηγοριοποιηθούν µε βάση 

τον τρόπο διάδοσης του ακουστικού κύµατος. Όταν το ακουστικό κύµα είναι 

περιορισµένο ώστε το πλάτος του να µειώνεται σε λίγα µήκη κύµατος στην 

επιφάνεια της µικροσυσκευής και διαδίδεται στην επιφάνεια του υποστρώµατος 

τότε χαρακτηρίζεται ως επιφανειακό ακουστικό κύµα (Surface Acoustic Wave, 

SAW). Αισθητήρας SAW είναι η ακουστική µικροσυσκευή Love wave που θα 

περιγραφεί παρακάτω. Όταν το ακουστικό κύµα διαδίδεται σε όλο τον όγκο του 

υλικού της µικροσυσκευής τότε πρόκειται για ακουστικό κύµα όγκου (Bulk 
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Acoustic Wave, BAW). Παράδειγµα ενός αισθητήρα BAW, είναι ο µικροζυγός 

κρυσταλλικού χαλαζία (Quartz Crystal Microbalance, QCM). 

 

2.2 Ακουστικός βιοαισθητήρας βασισµένος σε κύµατα 

Love  

Ο όρος βιοαισθητήρας αναφέρεται σε ένα σύστηµα που µπορεί να µετρήσει τις 

φυσικοχηµικές µεταβολές που λαµβάνουν χώρα όταν ένα βιολογικό µόριο 

αντιδρά µε ένα άλλο βιολογικό µόριο και µε αυτό τον τρόπο ανιχνεύεται η 

αντίδραση. Αυτό το σύστηµα το συνιστούν τρία τµήµατα: α) ο µεταγωγέας 

(transducer) που µετράει τη φυσικοχηµική µεταβολή και µπορεί να είναι 

ακουστικός, οπτικός ή ηλεκτρικός, β) το βιολογικό υλικό που ακινητοποιείται 

στην επιφάνεια του αισθητήρα και αντιδρά µε κάποιο άλλο µόριο που του 

προστίθεται σε διάλυµα και γ) το ηλεκτρονικό τµήµα που λαµβάνει το σήµα από 

το µεταγωγέα, το καταγράφει συνεχόµενα και το εκφράζει υπό µορφή µετρήσεων. 

 
Εικόνα 2-1: Κάτοψη ακουστικού βιοαισθητήρα Love wave 

 

Ο ακουστικός βιοαισθητήρας Love wave είναι µια µικροσυσκευή που 

αποτελείται από πιεζοηλεκτρικό υλικό (π.χ. χαλαζίας) διότι η λειτουργία της 

βασίζεται στο πιεζοηλεκτρικό φαινόµενο. Το φαινόµενο αυτό αναφέρεται στην 

εµφάνιση µηχανικής δύναµης όταν εφαρµόζεται ηλεκτρική τάση σε 

πιεζοηλεκτρικό υλικό και αντίστροφα. ∆ηλαδή, η µηχανική δύναµη που ασκείται 

έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή ηλεκτρικής ενέργειας η οποία συντελεί στην 

χαλαζίας 

IDT 

χρυσός 
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παραγωγή ακουστικού κύµατος. Συγκεκριµένα, ο ακουστικός αισθητήρας Love 

wave είναι ένα πλακίδιο από χαλαζία που φέρει δύο ηλεκτρόδια (Interdigitated 

Transducers, IDTs), ένα σε κάθε άκρο της ίδιας επιφάνειας του πλακιδίου. Τα 

ηλεκτρόδια αυτά αποτελούνται από ράβδους χρυσού που είναι ενωµένοι εναλλάξ 

σε ένα ζεύγος ¨µαξιλαράκια¨ χρυσού (pads). Κάθε τέτοιο τµήµα χρυσού είναι 

συνδεδεµένο ηλεκτρικά µε τις ράβδους, αλλά τα τµήµατα αυτά δε συνδέονται 

µεταξύ τους (Εικόνα 2-1). Όταν εφαρµοστεί στο ένα άκρο της συσκευής (στο ένα 

ζεύγος) εναλλασσόµενη τάση και παραχθεί εναλλασσόµενο ρεύµα στα IDT, τότε 

εξαιτίας του πιεζοηλεκτρικού φαινοµένου θα δηµιουργηθεί µια µετατόπιση των 

σωµατιδίων του υλικού στην κατεύθυνση που καθορίζεται από τον 

πιεζοηλεκτρικό κρύσταλλο και θα παραχθεί ένα επιφανειακό ακουστικό κύµα 

(SAW). Αυτό διαδίδεται κατά µήκος της µικροσυσκευής και µετρείται στο άλλο 

άκρο ως ηλεκτρικό σήµα. Η απόσταση που χωρίζει τις ράβδους χρυσού (fingers) 

του IDT µεταξύ τους καθορίζει το µήκος κύµατος λ του παραγόµενου ακουστικού 

κύµατος. Η συχνότητα λειτουργίας καθορίζεται τόσο από το µήκος κύµατος όσο 

και από την εγκάρσια ταχύτητα διάδοσης του κύµατος. 

 

 
Εικόνα 2-2: Όψη ενός αισθητήρα Love wave 

 

Στο πιεζοηλεκτρικό υλικό παράγεται µεν οριζόντιο εγκάρσιο ακουστικό 

κύµα, εντούτοις αυτό δεν είναι απολύτως οριζόντιο αλλά µέρος της ενέργειας 

χάνεται µε τη µορφή BAW στο σώµα του αισθητήρα. Αυτό µπορεί να αποφευχθεί 

µε τη χρήση ενός ακουστικού κυµατοδηγού (waveguide). Ο κυµατοδηγός 

χαρακτηρίζεται από χαµηλή ταχύτητα διάδοσης του ακουστικού κύµατος 

(µικρότερη από την ταχύτητα διάδοσης εντός του υποστρώµατος-πιεζοηλεκτρικού 

υλικού) και παγιδεύει την ενέργεια στην επιφάνεια της µικροσυσκευής. Το υλικό 

αυτό είναι συνήθως κάποιο πολυµερές. Αυτά τα ακουστικά κύµατα ονοµάζονται 

Love waves και οι µικροσυσκευές Love wave devices ή waveguide (Εικόνα 2-2). 

∆ηλαδή, η ύπαρξη του κυµατοδηγού είναι που διαφοροποιεί τον αισθητήρα 

τύπου Love wave από κάποιον άλλο αισθητήρα SAW. Το ακουστικό κύµα που 

παράγεται, είναι ένα εγκάρσιο κύµα το οποίο διαδίδεται στην επιφάνεια της 
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συσκευής και κάθετα στη διεύθυνση διάδοσης (Εικόνα 2-3). Έτσι, όταν 

χρησιµοποιηθεί ως βιοαισθητήρας και εναποτεθεί βιολογικό υλικό στην 

επιφάνεια, το γεγονός ότι η ακουστική ενέργεια περιορίζεται κοντά στην 

επιφάνεια που γίνεται η αντίδραση τον καθιστά εξαιρετικά ευαίσθητο.  

 
Εικόνα 2-3: Κάτοψη ενός αισθητήρα Love wave και τρόπος διάδοσης του 
ακουστικού κύµατος 

 

Το κυριότερο πλεονέκτηµα της συσκευής αυτού του τύπου είναι ότι η 

ακουστική ενέργεια περιορίζεται κοντά στην επιφάνεια που γίνεται η αντίδραση 

και έτσι η ευαισθησία είναι υψηλή  

Για µια συγκεκριµένη συχνότητα, η ταχύτητα διάδοσης του ακουστικού 

κύµατος σε κάθε περίπτωση θα είναι µικρότερη από αυτή που χαρακτηρίζει το 

πιεζοηλεκτρικό υλικό και µεγαλύτερη από αυτή του κυµατοδηγού (Gizeli et al., 

2003) εξαρτάται όµως και από το πάχος του κυµατοδηγού. Το πάχος του 

κυµατοδηγού συµβάλλει στη µετάδοση του κύµατος και συνεπώς στην 

ευαισθησία του βιοαισθητήρα. Συγκεκριµένα, έχει δειχθεί πως αν η ταχύτητα του 

κυµατοδηγού είναι πολύ χαµηλή, (όπως συµβαίνει στην περίπτωση του PMMA), 

τότε ακόµα και αν το πάχος του είναι πολύ λεπτό, επιτυγχάνεται υψηλή ταχύτητα 

διάδοσης (που πλησιάζει αυτή του υποστρώµατος), η µεταβολή στη συχνότητα 

είναι πολύ µικρή και η ευαισθησία στην ανίχνευση της προσροφώµενης µάζας 

υψηλή. Αντίθετα, όσο το πάχος του κυµατοδηγού αυξάνεται, τόσο η ταχύτητα 

διάδοσης του κύµατος µειώνεται και µπορεί τελικά να φτάσει την ταχύτητα 

διάδοσης του κύµατος του κυµατοδηγού µε µεγαλύτερη πτώση στη συχνότητα 

λειτουργίας. Αν η ακουστική ταχύτητα του υλικού είναι υψηλή (όπως στην 

περίπτωση του silica), τότε για να επιτευχθεί η ίδια ευαισθησία απαιτείται 

µεγαλύτερο πάχος κυµατοδηγού. 
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2.3 Χαρακτηριστικά ακουστικού κύµατος και ακουστικών 

µετρήσεων 

Όπως αναφέρθηκε και στην παραπάνω ενότητα, όταν εναλλασσόµενο ρεύµα 

εφαρµοστεί στους διαµεταγωγείς του ενός άκρου της ακουστικής µικροσυσκευής 

παράγεται ένα οριζόντιο ακουστικό κύµα στην επιφάνεια εξαιτίας του 

πιεζοηλεκτρικού φαινοµένου. Το ακουστικό σήµα ¨µετακινείται¨ κατά µήκος της 

µικροσυσκευής φτάνοντας στο άλλο άκρο, όπου καταγράφεται ως ηλεκτρικό 

σήµα. Το µήκος κύµατος του ακουστικού κύµατος ταυτίζεται µε την απόσταση 

που απέχουν οι ράβδοι χρυσού των IDTs. Η συχνότητα λειτουργίας καθορίζεται 

από το µήκος κύµατος και την ταχύτητα µε την οποία διαδίδεται το κύµα στο 

υλικό.  

 Εφόσον πρόκειται για οριζόντιο ακουστικό κύµα, όταν στην επιφάνεια της 

µικροσυσκευής προστεθεί υγρό δείγµα, τότε η διάδοση του κύµατος δε θα 

ανακοπεί σηµαντικά. Αντίθετα, το υγρό σε επαφή µε το πιεζοηλεκτρικό 

υπόστρωµα θα ταλαντωθούν (oscillation), δηµιουργώντας έτσι ένα αποσβένον 

πεδίο (evanescent acoustic field) στη µεσεπιφάνεια του στερεού υποστρώµατος 

µε το υγρό δείγµα. Η ταλάντωση πραγµατοποιείται στο σώµα του υγρού σε µία 

απόσταση δ που καθορίζεται από τη συχνότητα (f) του κύµατος, και από το 

ιξώδες (η) και την πυκνότητα (ρ) του διαλύµατος σύµφωνα µε την παρακάτω 

εξίσωση: 

    δ=(2η/ρω)1/2 , 

όπου ω είναι η γωνιακή ταχύτητα που είναι ίση µε 2πf. Οποιεσδήποτε µεταβολές 

του υγρού που µπορεί να επηρεάσουν τη µάζα και το ιξώδες στη µεσεπιφάνεια σε 

αυτή την απόσταση δ, θα αλλάξουν τα χαρακτηριστικά διάδοσης του κύµατος. 

Επιπλέον, εξαιτίας του πιεζοηλεκτρικού υποστρώµατος της µικροσυσκευής, 

υπάρχει ένα λεπτό ηλεκτρικό πεδίο στη µεσεπιφάνεια που επηρεάζεται από τα 

ιόντα και δίπολα του υγρού δείγµατος. 

 Στην πράξη, οι αλλαγές στις ιδιότητες της µεσεπιφάνειας ανιχνεύονται 

µετρώντας το πλάτος (amplitude) και τη φάση (phase) του ακουστικού κύµατος. 

Με τον όρο πλάτος αναφερόµαστε στην ¨απόδοση¨ (efficiency) κατά τη διάδοση 

του ακουστικού κύµατος στην επιφάνεια της µικροσυσκευής. Το πλάτος µετράται 

σε dB και οι µεταβολές του είναι ενδεικτικές των ιξωδοελαστικών µεταβολών στη 

µεσεπιφάνεια στερεού-υγρού. Η φάση αναφέρεται στην ταχύτητα διάδοσης του 

κύµατος, ουσιαστικά πρόκειται δηλαδή για την ταχύτητα µε την οποία ένα 

σταθερό σηµείο της φάσης του κύµατος µεταφέρεται κατά µήκος της διεύθυνσης 
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διάδοσης. Η φάση µετρείται σε deg και οι µεταβολές που παρατηρούνται σε 

αυτήν έχουν να κάνουν κυρίως µε µεταβολές της µάζας στη µεσεπιφάνεια (Gizeli, 

2002). 

 
 

                     
 
Εικόνα 2-4: Ο τρόπος που παρακολουθούνται οι µετρήσεις µέσω των στοιχείων σε 
ένα ακουστικό πείραµα. Τα χαρακτηριστικά του ακουστικού κύµατος που παράγεται 
στη µικροσυσκευή φαίνονται στον αναλυτή δικτύου µε τον οποίο συνδέεται η 
µικροσυσκευή και από εκεί γίνεται επεξεργασία των δεδοµένων µε ηλεκτρονικό 
υπολογιστή. 
 
 

Η παρακολούθηση των χαρακτηριστικών του ακουστικού κύµατος γίνεται 

µε τον αναλυτή δικτύου (network analyzer). Πρόκειται για ένα όργανο το οποίο 

υπολογίζει τα χαρακτηριστικά (πλάτος της ακουστικής µικροσυσκευής και φάση 

του κύµατος σε συνάρτηση ενός εύρους συχνοτήτων του εφαρµοζόµενου 

εναλλασσόµενου ρεύµατος. Ο network analyzer είναι συνδεδεµένος µε έναν 

ηλεκτρονικό υπολογιστή όπου κατά τη διάρκεια των πειραµάτων µπορούµε να 

καταγράφουµε τα χαρακτηριστικά του ακουστικού σήµατος για µια ορισµένη 

συχνότητα σε συνάρτηση µε το χρόνο (Εικόνα 2-4). Στα διαγράµµατα 2-1 και 2-2 

φαίνονται τα χαρακτηριστικά του ακουστικού σήµατος (πλάτος και φάση) όπως 

απεικονίζονται στο network analyzer . 

 

 



ΑΚΟΥΣΤΙΚΟΙ ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΕΣ  σελίδα 25 

-90

-80

-70

-60

-50

-40

-30

86550 91550 96550 101550 106550 111550 116550 121550

frequency (kHz)

am
pl

itu
de

 (d
B

)

 
∆ιάγραµµα 2-1:Απόκριση του πλάτους του ακουστικού κύµατος για ένα ευρύ 
φάσµα συχνοτήτων όπως φαίνεται στο network analyzer 
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∆ιάγραµµα 2-2: Η φάση (φούξια χρώµα) και το πλάτος όπως φαίνονται στο 
network analyser για ένα µικρό φάσµα συχνοτήτων (3 ΜΗz) 
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2.4 Παρασκευή ακουστικών µικροσυσκευών 

Το πιεζοηλεκτρικό υλικό που χρησιµοποιείται για την κατασκευή του device 

είναι συνήθως ο χαλαζίας (quartz). Παρουσιάζει µεγάλη χηµική σταθερότητα 

όταν είναι σε υδατικό διάλυµα και αντοχή σε υψηλές θερµοκρασίες χωρίς να 

χάνει την πιεζοηλεκτρική του ιδιότητα. Επίσης, η γωνία κοπής του κρυστάλλου 

του χαλαζία καθορίζει τη διεύθυνση διάδοσης του κύµατος. Άλλο υλικό που 

χρησιµοποιείται για αυτές τις συσκευές είναι το lithium tantalate, υλικό υψηλής 

ποιότητας και αντοχής. Οι συσκευές αυτές κατασκευάζονται µε τεχνικές όπως η 

φωτολιθογραφία. 

Τα ΙDTs (Interdigitated Transducers) στα οποία παράγεται το 

εναλλασσόµενο ηλεκτρικό πεδίο είναι φτιαγµένα από χρώµιο και χρυσό και οι 

ράβδοι που τα αποτελούν τοποθετούνται σε ίσες αποστάσεις µεταξύ τους που 

είναι της τάξης των µm. 

 Όπως αναφέρθηκε και στο προηγούµενο κεφάλαιο, η προσθήκη του 

κυµατοδηγού είναι αυτή που ουσιαστικά χαρακτηρίζει τη µικροσυσκευή τύπου 

Love wave. Η προσθήκη αυτού του στρώµατος όχι µόνο βελτιώνει τη µετάδοση 

του σήµατος και την ευαισθησία του βιοαισθητήρα αλλά µειώνει τις 

αντανακλάσεις, λειτουργεί µονωτικά αφού προστατεύει τους µεταγωγείς και τέλος 

παρεµποδίζει τις απώλειες ενέργειας από το ένα άκρο ως το άλλο της συσκευής 

από το υγρό δείγµα. Υλικά που έχουν χρησιµοποιηθεί ως κυµατοδηγοί είναι το 

silica, το PMMA (πολυµερές) και κάποιο φωτοσταθερό υλικό όπως είναι το 

Novolac µε µεγάλη χηµική σταθερότητα. Ο κυµατοδηγός προστίθεται πάνω στη 

συσκευή µε επικάλυψη µε φυγοκέντρηση (spin coating) διαλύµατος γνωστής 

συγκέντρωσης (π.χ.ΡΜΜΑ). Η συγκέντρωση του διαλύµατος και η ταχύτητα που 

γίνεται το spin coating καθορίζουν και το πάχος του στρώµατος του 

κυµατοδηγού που θα στρωθεί πάνω στη συσκευή. Το στρώµα αυτό µπορεί να 

αποµακρυνθεί µε καθαρισµό (cleaning off) µε ακετόνη και να ξαναγίνει 

επίστρωση.  
Πάνω στον κυµατοδηγό µπορεί να τοποθετηθεί ένα λεπτό στρώµα άλλου 

πολυµερούς όπως το Poly-dimethyl siloxane (PDMS), χωρίς να επηρεάσει τη 

διάδοση του κύµατος. Στην κορυφή, τοποθετείται το βιολογικό υλικό (π.χ. 

λιπιδική διπλοστοιβάδα). Όπως θα φανεί και στα παρακάτω κεφάλαια, για τη 

διεξαγωγή πειραµάτων µε ακουστικό βιοαισθητήρα Love wave πάνω από τον 

κυµατοδηγό τοποθετήθηκε ένα λεπτό στρώµα από PDMS. 
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2.4.1 Love wave device ως βιοαισθητήρας: Πλεονεκτήµατα και 
µειονεκτήµατα 

Συµπερασµατικά θα µπορούσαµε να πούµε τα παρακάτω για τη χρήση των 

ακουστικών µικροσυσκευών Love wave για τη χρήση των ακουστικών 

µικροσυσκευών Love ως βιοαισθητήρες: 

•  Επειδή η ακουστική ενέργεια παγιδεύεται κοντά στην επιφάνεια της 

µικροσυσκευής και δε διαχέεται στο υπόλοιπο σώµα της µικροσυσκευής 

είναι πολύ πιο ευαίσθητοι αισθητήρες σε σχέση µε µικροσυσκευές bulk 

wave (π.χ. QCM) 

•  Οι µικροσυσκευές SAW λειτουργούν σε υψηλές συχνότητες και γι αυτό 

είναι περισσότερο ευαίσθητες στις αντιδράσεις που συµβαίνουν στην 

επιφάνεια. Όταν το υλικό κατασκευής είναι το lithium tantalate ή το 

lithium niobate η ευαισθησία αυτή αυξάνεται ακόµα περισσότερο. 

•  ∆εδοµένου ότι η ανίχνευση (sensing) συµβαίνει µόνο στην επιφάνεια της 

µικροσυσκευής (δηλαδή στη µία πλευρά της), αυτό σηµαίνει ότι το πίσω 

µέρός της µπορεί να συνδεθεί ή να τοποθετηθεί σε κάτι άλλο χωρίς 

προβλήµατα παρεµβολών στο σήµα. Αυτό δε συµβαίνει µε µικροσυσκευές 

bulk wave (π.χ. QCM) αφού τα κύµατα αλληλεπιδρούν και µε τις δύο 

επιφάνειες. 

•  Μειονέκτηµα σε αυτήν την κατηγορία ακουστικών µικροσυσκευών, είναι 

ότι η έρευνα σχετικά µε αυτές διεξάγεται τα τελευταία µόνο χρόνια και 

έτσι θα χρειαστεί αρκετός χρόνος µέχρι αυτές να χρησιµοποιηθούν σε 

ευρεία και ενδεχοµένως εµπορική κλίµακα (Tullier M., 2004) 

 

2.5 Απόκριση ακουστικού σήµατος κατά τη δηµιουργία 

λιπιδιακής διπλοστοιβάδας. 

Όπως αναφέρθηκε και στα πλαίσια της ενότητας 1.1.3 ο ακουστικός 

βιοαισθητήρας Love wave έχει χρησιµοποιηθεί για τη δηµιουργία 

υποστηριζόµενης λιπιδικής διπλοστοιβάδας στην επιφάνειά του ως µεµβρανικό 

µοντέλο. Η ακουστική ανίχνευση του σχηµατισµού της λιπιδικής διπλοστοιβάδας 

γίνεται παρατηρώντας κυρίως τη µεταβολή στη φάση του ακουστικού κύµατος. 

Συγκεκριµένα, όταν εναποτίθεται εναιώρηµα λιποσωµάτων στην επιφάνεια της 

ακουστικής µικροσυσκευής, εξαιτίας της µεταβολής της µάζας στην επιφάνεια, 

παρατηρείται µια απότοµη πτώση στη φάση του ακουστικού κύµατος, η οποία 

λαµβάνει χώρα για όσο χρονικό διάστηµα γίνεται η συσσώρευση λιποσωµάτων 
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στην επιφάνεια. Στη συνέχεια, όταν τα λιποσώµατα συντήκονται και σχηµατίζεται 

η λιπιδική διπλοστοιβάδα, τότε η φάση του ακουστικού σήµατος παρουσιάζει µια 

ανάκαµψη και στη συνέχεια όταν ο σχηµατισµός έχει ολοκληρωθεί, η φάση 

σταµατά να µεταβάλλεται και το σύστηµα ισορροπεί. Στο διάγραµµα 2-3 φαίνεται 

µια χαρακτηριστική µεταβολή της φάσης κατά το σχηµατισµό λιπιδικής 

διπλοστοιβάδας. 

Στην περίπτωση που δεν πραγµατοποιηθεί σχηµατισµός διπλοστοιβάδας, 

η φάση µειώνεται συνεχώς χωρίς να παρατηρηθεί καθόλου η ανάκαµψη που 

φαίνεται στο διάγραµµα 2-3, κάτι που είναι χαρακτηριστικό του σχηµατισµού 

στοιβάδας λιποσωµάτων. Έτσι, οι λαµβανόµενες ακουστικές µετρήσεις και το 

πρότυπο που δίνει σε συνάρτηση µε το χρόνο µας βοηθούν να γνωρίζουµε πότε 

έχουµε σχηµατισµό λιπιδικής διπλοστοιβάδας και πότε όχι. 

 

 
 
∆ιάγραµµα 2-3: Απόκριση του ακουστικού σήµατος κατά το σχηµατισµό 
λιπιδικής διπλοστοιβάδας από λιποσώµατα 0,5 mg/ml POPC. Το βέλος δείχνει 
την προσθήκη των λιποσωµάτων (Gizeli et al., 1997)  
 

2.6 Το PDMS στην επιφάνεια του ακουστικού 

βιοαισθητήρα για τη δηµιουργία υποστηριζόµενης 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας 

Το PDMS (Poly-dimethyl siloxane) είναι ένα ελαστοµερές το οποίο έχει 

χρησιµοποιηθεί πάνω από τον κυµατοδηγό της ακουστικής µικροσυσκευής για 
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πειράµατα σχηµατισµού λιπιδικής διπλοστοιβάδας (Τ. Shahal, E. Gizeli, 

unpublished data). Το PDMS χαρακτηρίζεται από χαµηλή ταχύτητα διάδοσης 

του ακουστικού κύµατος. Μια ευρεία εφαρµογή του PDMS είναι η δηµιουργία 

σφραγίδας από αυτό το υλικό που θα χρησιµοποιηθεί για δηµιουργία κάποιων 

στρωµάτων για την προστασία περιοχών κατά τη λιθογραφία ή µπορεί να 

χρησιµεύσουν ως µήτρες για κυτταρική προσκόλληση. Το PDMS είναι υλικό που 

είναι βιοσυµβατό και εποµένως µπορεί να χρησιµοποιηθεί µε βιολογικά υλικά 

όπως κύτταρα και πρωτεΐνες (Kane et al., 1999). Επιπλέον, είναι διαπερατό στα 

αέρια, οπτικά διαφανές και εξαιτίας του ότι είναι ελαστοµερές µπορεί να 

εφαρµοστεί εύκολα ακόµα και σε επιφάνειες που δεν είναι εντελώς επίπεδες. 

Κάτι που το κάνει επίσης δηµοφιλές υλικό είναι ότι µπορεί να φτιαχτεί εύκολα 

και έχει αρκετά χαµηλό κόστος. Το µεγαλύτερο µειονέκτηµα που παρουσιάζει 

είναι ότι είναι εξαιρετικά υδρόφοβο και αυτό δυσχεραίνει τις εφαρµογές του στη 

Βιολογία. Ο συντακτικός τύπος του PDMS φαίνεται παρακάτω. 

 
 

Το πρόβληµα αυτό (του υδρόφοβου χαρακτήρα του PDMS) µπορεί να 

ξεπεραστεί µε χηµική τροποποίηση της επιφάνειας του PDMS. Η έκθεση της 

επιφάνειας σε πλάσµα, οξειδώνει την επιφάνεια και την καθιστά υδρόφιλη αφού 

από τη δοµή που φαίνεται παραπάνω µετατρέπεται σε SiOx. Αυτό µπορεί να 

επιτευχθεί µε χάραξη µε χηµεία πλάσµατος (plasma etching). Βέβαια, αξίζει να 

σηµειωθεί πως ο υδρόφοβος χαρακτήρας του PDMS µπορεί να επανέλθει εφόσον 

αυτό εκτεθεί στον αέρα για αρκετή ώρα. 

 

2.6.1  Χάραξη µε χηµεία πλάσµατος 
 
Η χάραξη που επιτυγχάνεται είναι αποτέλεσµα ως επί το πλείστον χηµικής 

κατεργασίας και λιγότερο µηχανικής φθοράς. Για τη χάραξη µε χηµεία 

πλάσµατος, η διεργασία που συµβαίνει είναι η εξής: Το αέριο που τροφοδοτείται 

(π.χ Ο2 ή Ar) διασπάται ως πλάσµα σε χηµικά ενεργές ρίζες, οι οποίες 

οδηγούνται στην επιφάνεια (π.χ. PDMS), απορροφώνται και αντιδρούν µε αυτήν. 
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Τα προϊόντα της αντίδρασης διαχέονται πάνω από την επιφάνεια και µέσω του 

ρεύµατος αερίου µεταφέρονται εκτός του θαλάµου χάραξης. 

Πλεονεκτήµατα αυτής της τεχνικής είναι ότι είναι µια διαδικασία που 

ξεκινά και σταµατά εύκολα. Είναι πολύ λίγο ευαίσθητη στις µεταβολές της 

θερµοκρασίες και παράγει λιγότερα χηµικά απόβλητα σε σχέση µε άλλες 

µεθόδους. Το πλάσµα χρησιµοποιείται για να δηµιουργήσει και να επιταχύνει 

ιόντα τα οποία θα προκαλέσουν το σπάσιµο κάποιων µορίων και θα οδηγήσουν 

σε µια χηµική αντίδραση. Μειονεκτήµατα της διεργασίας αυτής µπορεί να είναι 

ότι η επιφάνεια υφίσταται σταδιακά κάποια υποβάθµιση εξαιτίας της φυσικής 

καταπόνησης και ότι συµβάλλει στην περιβαλλοντική µόλυνση. 

Έχει βρεθεί πως όταν το PDMS εκτεθεί σε πλάσµα Ο2 τότε η επιφάνεια 

τροποποιείται χηµικά (chemical etching) και οξειδώνεται. Το πάχος του 

οξειδωµένου στρώµατος του PDMS αυξάνεται όσο περισσότερο χρόνο το υλικό 

µείνει εκτεθειµένο στο πλάσµα. Συγκεκριµένα, 5 δευτερόλεπτα έκθεσης σε 

πλάσµα Ο2 είναι αρκετά για την οξείδωση στρώµατος PDMS πάχους 40 Ǻ. Η 

χάραξη µε χηµεία πλάσµατος µπορεί να επιτευχθεί όχι µόνο µε πλάσµα Ο2 αλλά 

και µε διαφορετική σύνθεση αερίου. Για τη µελέτη της συµπεριφοράς του PDMS 

σε αυτή την περίπτωση έχουν χρησιµοποιηθεί µίγµατα σε Ο2/SF6, Ar/SF6 και 

He/SF6 σε αναλογία 92/8. Τα αποτελέσµατα έδειξαν πως για τα πρώτα 5 

δευτερόλεπτα το PDMS αποµακρύνεται γρήγορα µε ένα ρυθµό της τάξης των 50 

nm/min ανεξαρτήτως του µίγµατος αερίου, ενώ για µεγαλύτερους χρόνους 

etching ο ρυθµός µεταβάλλεται ανάλογα µε τη σύσταση του µίγµατος (Tserepi et 

al., 2003). 

 

2.7 Σκοπός της µελέτης 

Η παρούσα µελέτη έχει ως σκοπό τη χρησιµοποίηση ακουστικού βιοαισθητήρα 

Love wave προκειµένου να εναποτεθεί στην επιφάνειά του υποστηριζόµενη 

λιπιδική διπλοστοιβάδα από λιπίδια που προέρχονται από E. coli. Η µελέτη της 

απόκρισης του ακουστικού σήµατος µπορεί να µας δώσει πληροφορίες για την 

αντίδραση που συµβαίνει στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα και για το αν είναι 

επιτυχής ή όχι η απόπειρα σχηµατισµού ΥΛ∆. Η σχηµατιζόµενη διπλοστοιβάδα 

αποτελεί µεµβράνη-µοντέλο πάνω στην οποία µπορεί να προσδεθεί η 

µεµβρανική βακτηριακή πρωτεΐνη SecA. Από τη µελέτη κυρίως της φάσης του 

ακουστικού σήµατος, µπορεί να γίνει αντιληπτό αν η πρόσδεση 
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πραγµατοποιήθηκε καθώς επίσης και να προσδιοριστεί η απαιτούµενη 

συγκέντρωση πρωτεΐνης για το σκοπό αυτό. 

2.7.1 Η πρωτεΐνη SecA 

Η έκκριση βακτηριακών πρωτεϊνών είναι µία πολύπλοκη αντίδραση µε πολλά 

στάδια που είναι όµως πολύ σηµαντική για τη βιοσύνθεση της µεµβράνης και 

των κυτταρικών τοιχωµάτων. Η διαµεµβρανική µεταφορά καταλύεται από το 

πρωτεϊνικό σύµπλοκο translocase. Μελετώντας το σύστηµα του Escherichia coli, 

διαπιστώνεται ότι υπάρχουν τουλάχιστον έξι µονοπάτια για την εξαγωγή 

πρωτεΐνών από το κύτταρο. Μεταξύ αυτών είναι και το µονοπάτι Sec (secretory). 

H πρωτεΐνη SecΑ αποτελεί µία υποµονάδα του συµπλόκου translocase και έχει 

ορισµένα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά. Συγκεκριµένα, αποτελεί πολύ σηµαντικό 

στοιχείο που συµµετέχει στην αντίδραση και βρίσκεται σε όλα τα βακτήρια. Είναι 

φυσικά συνδεδεµένη µε τη µεµβράνη αλλά και µε τα άλλα υδοτοδιαλυτά 

στοιχεία που συµµετέχουν στο µονοπάτι Sec. Η πρωτεΐνη αυτή επίσης ευθύνεται 

για τη µετατροπή της χηµικής ενέργειας υπό τη µορφή ATP σε µηχανικό έργο. 

Επιπλέον, µετακινείται µεταξύ µιας περιφερειακής µεµβράνη και του 

κυτταροπλάσµατος, ενώ υφίσταται χωροδιατακτικές (conformational) µεταβολές. 

Η SecA απαντά ως διµερές και έχει βάρος 102 kDa. Το αµινο-τελικό της άκρο 

είναι µια περιοχή βάρους 68 kDa µε δράση ATPase, ενώ το καρβοξυ-τελικό της 

άκρο είναι βάρους 34 kDa. Ο διµερισµός που εµφανίζει οφείλεται στο καρβοξυ-

τελικό της άκρο, διότι αυτή η περιοχή σχηµατίζει εύκολα διµερή σε διάλυµα 

(Economou, 2002). 

Κάποιες µελέτες έχουν δείξει πως η αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης αυτής 

µε την εσωτερική µεµβράνη απαιτεί την παρουσία ανιονικών φωσφολιπιδίων. 

Έχει εξεταστεί επίσης ο βαθµός αλληλεπίδρασης της SecA µε µεµβρανικά 

µοντέλα σηµαίνοντάς την µε υδρόφοβο αντιδραστήριο και έχει προσδιοριστεί το 

βάθος εισχώρησης στη διπλοστοιβάδα. Αυτή η µελέτη έδειξε πως η SecA 

διαπερνά τη διπλοστοιβάδα µέχρι την περιοχή των ακυλικών αλυσίδων. Βρέθηκε 

επίσης πως η είσοδος της SecA σε λιποσώµατα συνοδεύεται από µια σηµαντική 

χωροδιατακτική µεταβολή στην πρωτεΐνη. Η µεταβολή αυτή επάγεται ευκολότερα 

µε υψηλότερες θερµοκρασίες και συµπεριλαµβάνει το µερικό ξεδίπλωµά της και 

την αυξηµένη ευαισθησία της στην πρωτεόλυση. Η ίδια µεταβολή παρατηρήθηκε 

σε χαµηλότερες θερµοκρασίες όταν οι µεµβράνες περιείχαν ένα ποσοστό του 

ανιονικού φωσφολιπιδίου phosphatidylglycerol. Το µερικό ξεδίπλωµα και η 

επακόλουθη εισχώρηση της SecΑ στις µεµβράνες µάλλον βοηθά και την 
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εισχώρηση άλλων πρωτεΐνών που µεταφέρουν πεπτίδια-σινιάλα (precursor 

proteins) ώστε να επηρεάσσουν ενδεχόµενες αλληλελπιδράσεις µεταξύ της SecΑ 

και των άλλων στοιχείων που συµµετέχουν στο µονοπάτι της έκκρισης.(Ulbrandt 

N. et al., 1992) 
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3 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

3.1 Ακουστική µικροσυσκευή 

Τα ακουστικά πλακίδια Love wave µε τα οποία δούλεψα είναι συχνότητας 108 

MHz φτιαγµένα από κρυστάλλους πιεζοηλεκτρικού χαλαζία. Η µικροσυσκευή 

αποτελείται από σετ ηλεκτροδίων που έχουν εναποτεθεί στην ίδια επιφάνεια 

χαλαζία πάχους 0,5 mm (Y cut: γωνία 42,5°). Η διάδοση του κύµατος γίνεται 

κάθετα (90°) ως προς τον άξονα των χ. Τα ηλεκτρόδια (IDTs) αποτελούνται από 

80 ζεύγη ξεχωριστούς ράβδους χρυσού που απέχουν µεταξύ τους 45 µm και 

είναι εναλλάξ συνδεδεµένα µε διαφορετικό µέρος του ηλεκτροδίου (Εικόνα 3-1). 

Το καθένα έχει πάχος 210 nm και αποτελείται από Cr/Au (10/200 nm). Σε όλα 

τα πειράµατα η επιφάνεια των µικροσυσκευών επικαλύφθηκε αρχικά από το 

πολυµερές PMMA 17% και στη συνέχεια από PDMS 1%. 
 

 

Σηµεία επαφής 
ηλεκτροδίων 

πιεζοηλεκτρικό υλικό: χαλαζίας Ακουστικό 
κύµα 

Εικόνα 3-1: Ακουσ
 
 

3.2 Σύστηµα ακουστικών

Το ακουστικό πλακίδιο τοποθετείτα

τη µια το κρατάει σε σταθερή θέση,

µετρά τη φάση και το πλάτος του

Packard 4195A network analyzer

συλλέγονται σε τακτό και καθορισµ

σαρώνεται µια περιοχή από το φάσ

διάγραµµα 2-2, σελ.21). Τα δεδοµ

network analyzer, αποθηκεύονται

που είναι συνδεδεµένος µε το 

υπολογιστή και ειδικού προγράµµ

υπάρχει η δυνατότητα για την εν 

µελέτη των µεταβολών των χαρακτ
 
∆ιεύθυνση 
διάδοσης 
κύµατος 
τική µικροσυσκευή Love wave 

 µετρήσεων 

ι σε µια κατασκευή (device holder) που από 

 από την άλλη συνδέεται µε έναν αναλυτή που 

 εξερχόµενου ακουστικού σήµατος (Hewlett 

). Όταν διεξάγεται ένα πείραµα τα δεδοµένα 

ένο χρονικό διάστηµα (π.χ. κάθε 43 s), αφού 

µα συχνοτήτων, π.χ. 3 MHz. (Εικόνα 2-4 και 

ένα που λαµβάνοναι και απεικονίζονται στο 

 ταυτόχρονα σε έναν ηλεκτρονικό υπολογιστή 

network analyzer. Μέσω του ηλεκτρονικού 

ατος που έχει σχεδιαστεί για το σκοπό αυτό, 

συνεχεία επεξεργασία των δεδοµένων και τη 

ηριστικών του ακουστικού κύµατος σε σχέση 
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µε το χρόνο. Έτσι, σε κάθε περίπτωση µπορεί να µελετηθεί η απόκριση του 

βιοαισθητήρα στην προσθήκη βιολογικού υλικού. Το δείγµα που περνά από την 

επιφάνεια της ακουστικής µικροσυσκευής µεταφέρεται µέσω ενός συστήµατος 

συνεχούς ροής (flow cell) µε τη βοήθεια µιας περισταλτικής αντλίας (Εικόνα 3-2). 

Ροή προς τα µέσα 
Ροή προς τα έξω 

 
Εικόνα 3-2: Σχηµατική παράσταση του συστήµατος συνεχόµενης ροής (flow cell) 
και της κίνησης του δείγµατος πάνω στην ακουστική µικροσυσκευή 
 

Εξαιτίας του ότι τα πειράµατα µε το παραπάνω σύστηµα ακουστικών 

µετρήσεων, ήταν τα πρώτα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν στο Εργαστήριο 

Τεχνολογίας Βιοαισθητήρων του Πανεπιστηµίου Κρήτης, δοκιµάστηκαν 

διαφορετικές συνθήκες. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν 3 διαφορετικά device 

holders καθώς επίσης και διαφορετικά συστήµατα συνεχούς ροής (flow cell). Τα 

συστήµατα συνεχούς ροής (Α και Β) διέφεραν ως προς τη διάµετρο του σωλήνα 

που σωλήνα που εφάρµοζε πάνω τους. Το σύστηµα Α έφερε σωλήνα διαµέτρου 

0,25 mm ενώ το Β είχε σωλήνα διαµέτρου 1 mm. Κάτι τέτοιο είχε ως συνέπεια τη 

διαφορετική ταχύτητα ροής του δείγµατος ανάλογα µε το σύστηµα ροής που 

χρησιµοποιήθηκε. Σε όλα τα πειράµατα που έγιναν µε το σύστηµα ροής Α η 

ταχύτητα ροής ήταν 0,054 ml/min (ένδειξη περισταλτικής αντλίας: 350), ενώ µε 

το σύστηµα ροής Β η ταχύτητα ροής ήταν 0,085 ml/min (ένδειξη περισταλτικής 

αντλίας: 020) 

3.3 ∆ηµιουργία ακουστικού κυµατοδηγού  

Για τη διεξαγωγή των πειραµάτων εναπόθεσης λιποσωµάτων για το σχηµατισµό 

ΥΛ∆ µε την ακουστική µικροσυσκευή Love wave, έγινε τροποποίηση της 
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επιφάνειας. Συγκεκριµένα, πάνω στη µικροσυσκευή αυτή τοποθετήθηκε στρώµα 

του πολυµερούς PMMA 17 % (poly (methyl methacrylate)) που αποτελεί τον 

κυµατοδηγό µε υδρόφιλη επιφάνεια PDMS 1% (poly(dimethylsiloxane)). 

Για την προετοιµασία του πολυµερούς PMMA, συγκέντρωσης 17 % (βάρος 

πολυµερούς/ βάρος διαλύτη) απαιτούνται: 

- PMMA medium molecular weight σε σκόνη, Aldrich  

- 2-ethoxyethyl acetate (2-ΕΕΑ) ως οργανικός διαλύτης, Sigma 

- Φίλτρα µε πόρους διαµέτρου 0,2 µm από PTFE µεµβράνη, 

ανθεκτικά σε οργανικούς διαλύτες Acrodisc PALL 

Σε µικρό γυάλινο µπουκαλάκι έγινε ανάµιξη του οργανικού διαλύτη µε το 

πολυµερές µε χρήση µαγνητικού αναδευτήρα για περισσότερες από 24 ώρες (2 

έως 4 ηµέρες συνήθως). Έπειτα µε µια γυάλινη σύριγγα και χρησιµοποιώντας τα 

παραπάνω φίλτρα, το διάλυµα φιλτράρεται. Το PMMA φυλάσσεται σε 

θερµοκρασία δωµατίου για τέσσερις µήνες περίπου. 

Το PDMS διατίθεται ως kit Sylgard 182, Dow Corning, το οποίο περιέχει 

το ελαστοµερές και το curing agent. Για την παρασκευή του χρησιµοποιήθηκε 

ως οργανικός διαλύτης το n-octane 99 %, Sigma και η διαδικασία που 

ακολουθήθηκε είναι η εξής: Σε µικρή κωνική φιάλη βάζουµε 1 ml από το PDMS 

και 0,1 ml από το curing agent. Προσθέτουµε 9 ml n-octane και µε τη χρήση 

µαγνητικού αναδευτήρα αφήνουµε να γίνει καλή ανάµιξη για πέντε λεπτά 

περίπου. Στη συνέχεια, από το διάλυµα που έχει προκύψει µεταφέρουµε 0,5 ml 

σε µικρό γυάλινο ποτηράκι όπου προσθέτουµε 4,5 ml n-octane επιπλέον. Το 

µίγµα αναδεύεται καλά µε µαγνητικό αναδευτήρα και τέλος φιλτράρεται όπως 

έγινε και µε το PMMA. 

Για την κάλυψη των επιφανειών µε τα πολυµερή χρησιµοποιείται µια 

συσκευή που κάνει επικάλυψη µε φυγοκέντρηση (spincoating). Στο εργαστήριο 

χρησιµοποιήθηκε ο Spincoater Model P6700 Series, Specialty Coating Systems 

Inc.  

 Αρχικά, τοποθετείται το device στην ειδική θέση της συσκευής. Με µια 

Pasteur πιπέτα εναποθέτουµε 3-5 περίπου σταγόνες PMMA προσεκτικά, ώστε να 

καλυφθεί όλη η επιφάνεια του πλακιδίου χωρίς όµως να δηµιουργηθούν 

φυσαλίδες. Στη συνέχεια γίνεται η φυγοκέντρηση για 40 δευτερόλεπτα στις 4000 

rpm. Έπειτα, τα ακουστικά πλακίδια τοποθετούνται στο φούρνο στους 190°C για 

2 ώρες. Κατά τον ίδιο ακριβώς τρόπο γίνεται και η επικάλυψη της επιφάνειας µε 

το PDMS αλλά η επιφάνεια πρέπει να θερµανθεί στους 170°C για 1 ώρα. 
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Επειδή κατά την προσπάθεια δηµιουργίας ΥΛ∆ µε λιπίδια από 

Escherichia coli η παραπάνω επιφάνεια δεν ήταν ευνοϊκή (βλ. ενότητα 4.2), στην 

παραπάνω επιφάνεια προστέθηκε πολυλυσίνη. Η πολυλυσίνη ήταν 

περιεκτικότητας 0,1 % w/v ως υδατικό διάλυµα, Sigma, µοριακού βάρους 

150000-300000. Η πολυλυσίνη προστέθηκε αµέσως µετά η επιφάνεια του 

PDMS γίνει υδρόφιλη (µε χάραξη µε χηµεία πλάσµατος) Για να καλυφθεί η 

επιφάνεια, 50 µl πολυλυσίνης ήταν αρκετά και παρέµειναν στην επιφάνεια για 3 

λεπτά περίπου. Ακολούθησε ξέπλυµα µε buffer και διεξαγωγή του πειράµατος 

ακριβώς όπως και στην περίπτωση µε τα egg PC λιπίδια. 

 

 n 

Poly-l-lysine: 

 

 

3.4 Χάραξη µε χηµεία πλάσµατος (plasma etching)  

Το PDMS ως πολυµερές είναι εξαιρετικά υδρόφοβο, όµως για το είδος των 

πειραµάτων που κάνουµε είναι επιθυµητή η υδρόφιλη επιφάνεια. Η χάραξη µε 

χηµεία πλάσµατος είναι µια τεχνική που κάνει την επιφάνεια υδρόφιλη (βλ. 

ενότητα 2.6.1). Η διεργασία αυτή γίνεται µε το Sputter Coater BAL-TEC SCD 

050 µε πλάσµα αργού, για 180 s υπό πίεση 0,15 mbar. Αµέσως µετά το τέλος 

της διεργασίας αυτής, η µικροσυσκευή τοποθετούνταν σε καθαρό νερό, 

προκειµένου να µη χάσει τον υδρόφιλο χαρακτήρά της. 

 

3.5 Εναιώρηµα λιποσωµάτων egg PC και E. coli  

Τα λιποσώµατα egg PC φτιάχνονται από egg PC λιπίδια, Sigma. Τα egg PC 

λιπίδια διαλύθηκαν σε χλωροφόρµιο µέχρι τελικής συγκέντρωσης 20 mg/ml και 

µοιράστηκαν σε γυάλινες µικρές φιάλες. Για κάθε πείραµα που διεξάγεται η 

τελική συγκέντρωση λιπιδίων που χρησιµοποιείται είναι 0,25 mg/ml. Έτσι, σε 

100 µl από το αρχικό διάλυµα των λιπιδίων προστίθεται 1% φθοριζόντων 

λιπιδίων. Το µίγµα αυτό τοποθετείται σε µικρή γυάλινη φιάλη µε στρογγυλό 

πυθµένα και αφήνεται να ξηρανθεί υπό ρεύµα αερίου αζώτου για µία 

τουλάχιστον ώρα. Στη συνέχεια προστίθεται 0,8 ml καθαρού νερού, όπου µε την 
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ενυδάτωση των λιπιδίων σχηµατίζονται τα λιποσώµατα τα οποία στη συνέχεια θα 

οδηγηθούν στον εξωθητή.  

Τα λιποσώµατα από το Ε.coli προήλθαν από λιπίδια και συγκεκριµένα από 

Escherichia coli Total Lipid Extract από την Avanti Polar Lipids από το 

Εργαστήριου του Καθηγητή Οικονόµου, ΙΤΕ. Υδατικό διάλυµα των λιποσωµάτων 

συγκέντρωσης 20 mg/ml ξηραίνεται υπό ρεύµα αερίου αζώτου τουλάχιστον για 4 

ώρες. Στη συνέχεια µε εκχύλιση µε χλωροφόρµιο λαµβάνονται τα διαλυµένα 

λιπίδια και αφού προστεθεί 1 % φθοριζόντων λιπιδίων, το µίγµα αυτό 

τοποθετείται σε µικρή γυάλινη φιάλη µε στρογγυλό πυθµένα και αφήνεται να 

ξηρανθεί υπό ρεύµα αερίου αζώτου για µία τουλάχιστον ώρα. Στη συνέχεια 

προστίθεται 0,8 ml buffer, όπου µε την ενυδάτωση των λιπιδίων σχηµατίζονται τα 

λιποσώµατα τα οποία στη συνέχεια θα οδηγηθούν στον εξωθητή.  

Για τη διαπίστωση επιτυχίας ή αποτυχίας σχηµατισµού λιπιδικής 

διπλοστοιβάδας θα χρησιµοποιηθεί το µικροσκόπιο φθορισµού. Για να είναι 

εφικτή η παρατήρηση στο µικροσκόπιο φθορισµού, προστέθηκε στο διάλυµα των 

λιποσωµάτων µικρή ποσότητα φθοριζόντων λιπιδίων. Τα λιπίδια αυτά ήταν 

phosphocholine συνδεδεµένα µε τη φθορίζουσα οµάδα NBD. Συγκεκριµένα ήταν 

τα 2-(12-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)dodecanoyl-1-hexadecanoyl-

sn-glycero-3-phosphocholine (NBD C12-HPC), Molecular Probes. Τα φθορίζοντα 

λιπίδια χρησιµοποιήθηκαν στο τελικό µίγµα λιπιδίων σε ποσοστό 1%. 

3.5.1 Εξώθηση 

Το διάλυµα των λιποσωµάτων που προκύπτει µε την διαδικασία που 

περιγράφηκε παραπάνω είναι αρκετά ανοµοιογενές ως προς το µέγεθος των 

λιποσωµάτων και δεν είναι unilamellar1. Επειδή είναι επιθυµητό τα λιποσώµατα 

να είναι unilamellar και οµοιόµορφα ως προς το µέγεθος, αυτά υφίστανται 

εξώθηση µε ένα όργανο, τον εξωθητή (Liposofast, Avestin, Inc.), µέσα στον οποίο 

τοποθετείται µια µεµβράνη polycarbonate µε διάµετρο πόρων 50 nm. Έτσι, τα 

λιποσώµατα εξωθούµενα διαµέσου αυτής της µεµβράνης 21 φορές, αποκτούν το 

µέγεθος των 50 nm περίπου. Έχουν γίνει µετρήσεις µε δυναµική σκέδαση φωτός 

(dynamic light scattering) σε άλλο είδος λιποσωµάτων (POPC) και έχει βρεθεί 

πως το µέγεθος των λιποσωµάτων που προκύπτει από αυτή τη διαδικασία είναι 

90 nm περίπου. 

                                                 
1 Ο όρος ‘unilamellar’ χαρακτηρίζει το µέγεθος του λιποσώµατος και συγκεκριµένα τον 
αριθµό των λιπιδικών διπλοστοιβάδων που το συνιστούν. Έτσι, unilamellar λιπόσωµα 
είναι αυτό που αποτελείται από µία διπλοστοιβάδα, ενώ multilamellar είναι το λιπόσωµα 
που αποτελείται από περισσότερες διπλοστοιβάδες λιπιδίων. 
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Για τη διεξαγωγή των πειραµάτων, εκτός από το εναιώρηµα των 

λιποσωµάτων χρησιµοποιούνται και κάποια ρυθµιστικά διαλύµατα. Για την 

παρασκευή των ρυθµιστικών διαλυµάτων (buffers) χρησιµοποιήθηκαν τα εξής 

χηµικά: 

- Sodium chloride (NaCl), Merck 

- Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Merck 

- Tris(hydroxymethyl)-methylammonium chloride, BDH Chemicals Ltd 

- Potassium chloride (KCl), Merck 

- Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2. 6H2O), Merck 

Το ρυθµιστικό διάλυµα που παρασκευάζεται όταν διεξάγεται πείραµα µε 

egg PC λιποσώµατα είναι το 5 mM pH 8.0 TRIS, 50 mM NaCl, ενώ όταν 

πρόκειται για λιποσώµατα από E. coli τότε το διάλυµα που χρησιµοποιούµε είναι 

50 mM pH 8.0 TRIS, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2. 
 

3.6 Πρωτεΐνη SecA 

Η πρωτεΐνη SecA που χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατά µας είναι µεµβρανική 

βακτηριακή και προέρχεται από το E.coli. Εκχυλίστηκε από το βακτήριο και 

προσφέρθηκε στο εργαστήριο µας από το Εργαστήριο του Καθηγητή Οικονόµου 

(ΙΤΕ), σε συγκέντρωση 30 mg/ml. Ακριβώς πριν τη χρησιµοποίησή της στην 

πειραµατική διαδικασία, γινόταν προσθήκη 1 mM DTT.  

 

3.7 Μικροσκόπιο φθορισµού 

Το µικροσκόπιο φθορισµού το χρησιµοποιούµε προκειµένου να διαπιστώσουµε 

αν υπάρχει ανάληψη φθορισµού µετά από φωτολεύκανση, ένα φαινόµενο που 

χαρακτηρίζει τη λιπιδική διπλοστοιβάδα (βλ. ενότητα 1.1.3). Το µικροσκόπιο 

που χρησιµοποιήσαµε είναι το ΝΙΚΟΝ ECLIPSE E 800 από το εργαστήριο 

Ηλεκτρονικής Μικροσκοπίας. Οι φωτογραφίες από τις επιφάνειες που 

εξετάστηκαν και που παρατίθενται στο Κεφάλαιο 4 ελήφθησαν µε µεγεθυντικό 

φακό 40 Χ.  
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3.8 Καθαρισµός των µικροσυσκευών µετά το τέλος του 

πειράµατος 

Οι ακουστικές µικροσυσκευές Love wave που χρησιµοποίηθηκαν, µετά από 

κάθε χρήση τους και πριν να ξαναχρησιµοποιηθούν πρέπει να είναι απολύτως 

καθαρές. Ο λόγος είναι ότι πρέπει να απαλλαχθούν τόσο από το βιολογικό υλικό 

που έχει εναποµείνει στην επιφάνειά τους, όσο και από τα πολυµερή που έχουν 

υποστεί τροποποίηση στην επιφάνειά τους, ώστε πριν χρησιµοποιηθούν ξανά, να 

γίνει εκ νέου δηµιουργία του ακουστικού κυµατοδηγού µε φρέσκα υλικά. Για το 

λόγο αυτό βάζουµε κάθε device σε διαφορετικό δοκιµαστικό σωλήνα και 

βάζουµε τόση ακετόνη ή χλωροφόρµιο όσο χρειάζεται ώστε να καλύπτεται η 

επιφάνειά τους. Αφήνουµε για 10-15 λεπτά. Επαναλαµβάνουµε µε φρέσκο 

διαλύτη. Συνιστάται η µέτρηση του ακουστικού σήµατος ώστε να συγκριθεί µε 

την αµέσως προηγούµενη, ως επιβεβαίωση ότι το device λειτουργεί κανονικά στη 

συνήθη συχνότητα, µε τις συνήθεις τιµές πλάτους και φάσης του ακουστικού 

κύµατος. 
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4 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

4.1 ∆ηµιουργία υποστηριζόµενης λιπιδικής 

διπλοστοιβάδας (ΥΛ∆) από egg PC λιπίδια 

Ο σκοπός αυτών των πειραµάτων είναι να εξεταστεί η δυνατότητα αναπαραγωγής 

αποτελεσµάτων που έχουν ήδη ληφθεί στο Institute of Biotechnology, στο 

πανεπιστήµιο του Cambridge πάνω στη δηµιουργία ΥΛ∆. Κάτι τέτοιο θα είναι 

προϋπόθεση και σηµείο αναφοράς για την περαιτέρω διεξαγωγή και εγκυρότητα 

άλλων πειραµάτων µε διαφορετικά λιπίδια. 

Για τη δηµιουργία υποστηριζόµενης λιπιδικής διπλοστοιβάδας από egg 

PC αλλά και από οποιαδήποτε λιπίδια χρησιµοποιοείται ακουστικός 

κυµατοδηγός (PMMA 17%) µε υδρόφιλη επιφάνεια PDMS 1%, µε ταυτόχρονη 

παρακολούθηση του ακουστικού σήµατος. Η πειραµατική προσέγγιση είναι η 

εξής: 

1. Μέσω συστήµατος συνεχούς ροής και περισταλτικής αντλίας η ακουστική 

µικροσυσκευή δέχεται ρυθµιστικό διάλυµα µέχρι το ακουστικό σήµα να 

εξισορροπήσει. 

2. Στην επιφάνεια παρέχεται εναιώρηµα οµοιόµορφων σε µέγεθος και 

unilamellar λιποσωµάτων συγκέντρωσης 0,25 mg/ml για 10 λεπτά 

περίπου. 

3. Πλύση µε ρυθµιστικό διάλυµα για την αποµάκρυνση των λιποσωµάτων 

που είναι σε περίσσεια. 

4. Καταγραφή της µεταβολής του ακουστικού σήµατος (ως αποτέλεσµα 

σχηµατισµού λιπιδικής στοιβάδας στην επιφάνεια της ακουστικής 

µικροσυσκευής). 

5. Μετά το πέρας του πειράµατος, εξέταση της επιφάνειας της 

µικροσυσκευής (αφού τοποθετηθεί σε αντικειµενοφόρο πλάκα και η 

επιφάνειά του καλυφθεί από καλυπτρίδα), ώστε µε το µικροσκόπιο 

φθορισµού να παρατηρηθεί η ανάληψη φθορισµού µετά από 

φωτολεύκανση κάτι που θα αποδεικνύει ή όχι την ύπαρξη λιπιδικής 

διπλοστοιβάδας. 

Έχει δειχθεί από πειράµατα (Shahal Τ., Gizeli E., unpublished data) πως 

κατά την εναπόθεση λιποσωµάτων egg PC συγκέντρωσης 0,25 mg/ml σε 

υδρόφιλη επιφάνεια, σχηµατίζεται λιπιδική διπλοστοιβάδα και παρατηρείται 

απότοµα πτώση της φάσης του ακουστικού σήµατος κατά 0,8-1,0 deg. Στην 
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αντίθετη περίπτωση που δε σχηµατίζεται διπλοστοιβάδα αλλά τα λιποσώµατα 

συσσωρεύονται στην επιφάνεια, η χαρακτηριστική µεταβολή του ακουστικού 

σήµατος είναι µια σταδιακή πτώση της φάσης µεγάλου µεγέθους που υπερβαίνει 

τους δύο βαθµούς (∆ιάγραµµα 4-3). 

Πειράµατα µε λιποσώµατα eggPC πραγµατοποιήθηκαν και µε τα δύο 

συστήµατα συνεχούς ροής που ήταν διαθέσιµα στο εργαστήριο και έδιναν 

διαφορετικές ταχύτητες ροής. Οι φάσεις των ακουστικών σηµάτων καταγράφηκαν 

και παρουσιάζονται για δύο διαφορετικές ταχύτητες ροής. Στο ∆ιάγραµµα 4-1 

φαίνεται η πτώση της φάσης που προκαλείται µετά από προσθήκη 0,25 mg/ml 

λιποσωµάτων egg PC µε τη χρήση του συστήµατος ροής A. Παρατηρείται πως η 

µεταβολή αυτή είναι της τάξης των 0,6 deg, ενώ όπως φαίνεται από το διάγραµµα 

η ευαισθησία των ακουστικού βιοαισθητήρα είναι για µεταβολές µεγαλύτερες 

από 0,1 deg.  

 

Net phase by the addition of egg PC liposomes at  flow cell A
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∆ιάγραµµα 4-1: Μεταβολή της φάσης µετά από προσθήκη λιποσωµάτων eggPC µε 
τη χρήση του συστήµατος ροής A 
 

Στο ∆ιάγραµµα 4-2 φαίνεται η πτώση της φάσης που προκαλείται µετά 

από προσθήκη 0,25 mg/ml λιποσωµάτων egg PC µε τη χρήση του συστήµατος 

ροής B. Παρατηρείται πως η µεταβολή αυτή είναι της τάξης των 0,75 deg. 
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Net phase by the addition of egg PC liposomes at  flow cell B
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∆ιάγραµµα 4-2: Μεταβολή της φάσης µετά από προσθήκη λιποσωµάτων eggPC µε 
τη χρήση του συστήµατος ροής B 
 

Εποµένως, η διεξαγωγή πειραµάτων µε τα δύο αυτά συστήµατα ροής και 

τις αντίστοιχες ταχύτητες ροής µας δίνουν µεταβολές στα χαρακτηριστικά του 

ακουστικού σήµατος οι οποίες είναι παρόµοιες. Εντούτοις, τα περισσότερα 

πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν µε το σύστηµα ροής B διότι κατά την αφαίρεσή 

του µετά το τέλος του πειράµατος η ποσότητα του δείγµατος που παρέµενε στην 

επιφάνεια του πλακιδίου ήταν µεγαλύτερη και αυτό διευκόλυνε την εν συνεχεία 

παρατήρηση στο µικροσκόπιο φθορισµού. Επίσης, από τα δύο παραπάνω 

διαγράµµατα προκύπτει ότι το σήµα ακολουθεί αναµενόµενη κινητική (βλ. 

ενότητα 2.5 και πειράµατα Τ. Shahal). Πράγµατι, όταν τα παραπάνω δείγµατα 

παρατηρήθηκαν στη συνέχεια σε µικροσκόπιο φθορισµού διαπιστώθηκε πως 

έλαβε χώρα ανάληψη φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση γεγονός που πιστοποιεί 

την ύπαρξη λιπιδικής διπλοστοιβάδας. Στην Εικόνα 4-1 φαίνεται από αριστερά 

προς τα δεξιά αρχικά ένα σηµείο της επιφάνειας της ακουστικής µικροσυσκευής 

µε το δείγµα, στη συνέχεια το ίδιο σηµείο φωτολευκασµένο και τέλος το ίδιο 

σηµείο µετά την πάροδο δέκα λεπτών όπου το διάφραγµα του µικροσκοπίου έχει 

παραµείνει κλειστό. 

 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ  σελίδα 43 

   
Εικόνα 4-1: Ανάληψη φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση που παρατηρήθηκε 
στην επιφάνεια της ακουστικής µικροσυσκευής µε λιπιδική διπλοστοιβάδα 
 

Η πειραµατική εµπειρία σε αυτό το κοµµάτι έδειξε πως ο σχηµατισµός 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας στην επιφάνεια του αισθητήρα κάποιες φορές δεν ήταν 

εφικτός. Καθοριστικό ρόλο σε αυτό έπαιξαν τα εξής: α) το πόσο υδρόφιλη ή όχι 

ήταν η επιφάνεια. Παρατηρήθηκε πως όταν η χάραξη µε χηµεία πλάσµατος ήταν 

ανεπιτυχής ή η επιφάνεια έµενε εκτεθειµένη για κάποιο χρόνο στον αέρα πριν τη 

χρησιµοποίησή της, τότε δεν ήταν τόσο υδρόφιλη, β) το χρονικό διάστηµα που 

µεσολαβεί από την παρασκευή των λιποσωµάτων σε σχέση µε την ηµεροµηνία 

διεξαγωγής του πειράµατος. Όταν το παραπάνω χρονικό διάστηµα υπερέβαινε τις 

τρεις ηµέρες, τότε δε σχηµατιζόταν λιπιδική διπλοστοιβάδα αλλά ένα συνεχές 

στρώµα από λιποσώµατα. Σε αυτή την περίπτωση, η µεταβολή της φάσης του 

ακουστικού σήµατος είχε άλλη µορφή και φαίνεται στο ∆ιάγραµµα 4-3. 

Επιπλέον, στην επιφάνεια δεν παρατηρήθηκε ανάληψη φθορισµού µετά τη 

φωτολεύκανση που επιβεβαίωνε την απουσία της διπλοστοιβάδας. Παρατηρούµε 

από το διάγραµµα 4-3 πως η συνολική µεταβολή της φάσης µετά την εναπόθεση 

των λιποσωµάτων είναι πολύ µεγαλύτερη (3 deg) και συµβαίνει πιο αργά. 
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∆ιάγραµµα 4-3: Μεταβολή της φάσης µετά από προσθήκη λιποσωµάτων eggPC 
κατά τον σχηµατισµό στοιβάδας λιποσωµάτων. 
 

4.2 ∆ηµιουργία υποστηριζόµενης λιπιδικής 

διπλοστοιβάδας από λιπίδια Escherichia coli  

∆εδοµένου ότι ήταν επιτυχής η προσπάθεια για τη δηµιουργία λιπιδικής 

διπλοστοιβάδας από egg PC λιπίδια πάνω στην επιφάνεια της ακουστικής 

µικροσυσκευής µε ταυτόχρονη παρακολούθηση του ακουστικού σήµατος που 

ερµηνεύει ό,τι συµβαίνει στην επιφάνεια, το επόµενο βήµα ήταν να επιτευχθεί το 

ίδιο µε λιπίδια άλλης προέλευσης. Τα λιπίδια που χρησιµοποιήθηκαν εδώ είναι 

από µεµβράνη βακτηριακής προέλευσης και συγκεκριµένα από το Escherichia 

coli. Τα λιπίδια αυτά αποτελούνται συγκεκριµένα από 

phosphatidylethanolamine 57.5%, phosphatidylglycerol 15.1%, cardiolipin 

9.8% και από άλλα 17,6%. Εξαιτίας της σύνθεσης αυτής είναι αρνητικά 

φορτισµένα µε αποτέλεσµα να καθίσταται περισσότερο δύσκολη η εναπόθεσή 

τους στην επιφάνεια της µικροσυσκευής µε PDMS. Έχει αναφερθεί άλλωστε πως 

τα λιπίδια αυτά δίνουν δυσκολότερα υποστηριζόµενη λιπιδική διπλοστοιβάδα 

εξαιτίας ηλεκτροστατικών απωστικών δυνάµεων και µόνο µε παρουσία δισθενούς 

κατιόντος (Ca2+) το πρόβληµα αυτό αντιµετωπίζεται (Nollert et al., 1995). Για το 

λόγο αυτό στα πειράµατά µας το buffer που χρησιµοποιήθηκε είχε εκτός των 

άλλων αλάτων και MgCl2 5 mM. 
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Net phase by the addition of E.coli liposomes 
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∆ιάγραµµα 4-4: Μεταβολή της φάσης µετά από προσθήκη Ε. coli λιποσωµάτων 
σε επιφάνεια που έχει επικαλυφθεί µε PMMA και PDMS. Σχηµατισµός στοιβάδας 
λιποσωµάτων. 
 

Πράγµατι, έγινε προσπάθεια για σχηµατισµό λιπιδικής διπλοστοιβάδας 

ακριβώς όπως περιγράψαµε στην περίπτωση των λιπιδίων egg PC (βλ. ενότητα   

4-1). Τα αποτελέσµατα εντούτοις δεν ήταν ικανοποιητικά διότι: α) σε πολλές 

περιπτώσεις δε σχηµατίστηκε λιπιδική διπλοστοιβάδα και β) µερικές φορές δεν 

µπορούσε να εξαχθεί συµπέρασµα από το ακουστικό σήµα για το σχηµατισµό 

διπλοστοιβάδας στην επιφάνειά µας. Στο διάγραµµα 4-4 φαίνεται η µεταβολή 

της φάσης του ακουστικού σήµατος όταν στην υδρόφιλη επιφάνεια της 

µικροσυσυκευής προστέθηκαν λιποσώµατα. Όπως προέκυψε από τον έλεγχο της 

επιφάνειας στο µικροσκόπιο φθορισµού, δεν παρατηρήθηκε ανάληψη µετά τη 

φωτολεύκανση και εποµένως πρόκειται για στοιβάδα λιποσωµάτων.  

 Ο σχηµατισµός στοιβάδας λιποσωµάτων πάνω στην επιφάνεια που 

δουλεύουµε ενδεχοµένως µπορεί να αποδοθεί στο αρνητικό φορτίο των 

λιποσωµάτων που δρα παρεµποδιστικά στη σύντηξή τους. ∆εδοµένου ότι και το 

PDMS µετά τη χηµεία πλάσµατος που έχει υποστεί είναι µια επιφάνεια αρνητικά 

φορτισµένη, είναι δύσκολο λόγω ηλεκτροστατικών δυνάµεων να πλησιάσουν 

µεταξύ τους τα λιποσώµατα και να «ανοίξουν» προς σχηµατισµό διπλοστοιβάδας, 



 Για το λόγο αυτό αναζητήθηκαν άλλοι τρόποι που θα προκαλούσαν το 

σχηµατισµό λιπιδικής διπλοστοιβάδας ξεπερνώντας το εµπόδιο των 

ηλεκτροστατικών απωστικών δυνάµεων. Η πολυλυσίνη είναι ένα κατιονικό 

πεπτίδιο, που βοηθά στην προσκόλληση βιοµορίων και κυττάρων (βλ. σελίδα 35). 

Επίσης, µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την προσκόλληση λιπιδικής 

διπλοστοιβάδας. Πράγµατι, έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία ότι η πολυλυσίνη 

ευνοεί το πλησίασµα και τη σύντηξη µικρών αρνητικά φορτισµένων egg PC 

λιποσωµάτων τα οποία περιέχουν τουλάχιστον 10% ανιονικά λιπίδια (Walter et 

al., 1986). Η έκταση της σύντηξης µάλιστα εξαρτάται από την αναλογία της 

πολυλυσίνης µε τα αρνητικά φορτισµένα λιπίδια, ενώ αν η πολυλυσίνη είναι σε 

υπερβολική ποσότητα τότε ενδεχοµένως η σύντηξη να παρεµποδίζεται. Από την 

άλλη, η πολυλυσίνη παρά τον πολυκατιονικό της χαρακτήρα µπορεί να 

διαπεράσει τη λιπιδική διπλοστοιβάδα όταν ενωθεί (complexed) µε ένα ανιονικό 

λιπίδιο που βρίσκεται στο τοίχωµα του λιποσώµατος (Menger et al., 2003). 

 Στο ∆ιάγραµµα 4-5 φαίνεται η µεταβολή της φάσης του ακουστικού 

κύµατος όταν στην επιφάνεια του πλακιδίου εναποτεθούν λιποσώµατα από E. 

coli. Η ύπαρξη λιπιδικής διπλοστοιβάδας για κάθε περίπτωση διαπιστώθηκε µε 

εξέταση της επιφάνειας στο µικροσκόπιο φθορισµού, για την παρατήρηση 

ενδεχόµενης ανάληψης φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση. Οι περιπτώσεις SLB-

1 και SVL ήταν και οι πιο ακραίες µε σχηµατισµό υποστηριζόµενης λιπιδικής 

διπλοστοιβάδας και στρώµατος λιποσωµάτων αντίστοιχα.  

ενώ τo MgCl2 που περιέχει το buffer φαίνεται να µη διευκολύνει προς αυτή την 

κατεύθυνση. 

 Πραγµατοποιήθηκαν πολλές πειραµατικές δοκιµές µε τη χρήση της 

πολυλυσίνης στην επιφάνεια και µε λιποσώµατα από E. coli, όµως τα 

αποτελέσµατα δεν είναι τόσο ξεκάθαρα όσο αυτά µε τα egg PC λιπίδια. Η 

δηµιουργία λιπιδικής διπλοστοιβάδας πάνω στην επιφάνεια του αισθητήρά µας 

επετεύχθη, εντούτοις το ακουστικό σήµα δεν ήταν πάντα το ίδιο. 
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Net phase by the addition of E. coli  liposomes

-2,5

-2

-1,5

-1

-0,5

0

0,5

2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500

Time (s)

N
et

 p
ha

se
 (d

eg
)

SLB-1
SLB-2
SLB-3
SVL

E. coli  liposomes

 
∆ιάγραµµα 4-5: Μεταβολή της φάσης του ακουστικού κύµατος όταν εναποτίθενται λιποσώµατα E. coli . Οι καµπύλες SLB-1, SLB-2 και 
SLB-3 αναφέρονται σε σχηµατισµό λιπιδικής διπλοστοιβάδας ενώ η καµπύλη SVL στο σχηµατισµό µονοστοιβάδας λιποσωµάτων 
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Εικόνα 4-2: Ανάληψη φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση που παρατηρήθηκε 
στην επιφάνεια SLB-1. 
 

Στην επιφάνεια SLB-1 παρατηρήθηκε πτώση φάσης 0,7 deg περίπου στο 

ακουστικό σήµα και όπως παρατηρήθηκε στο µικροσκόπιο φθορισµού, η 

λιπιδική διπλοστοιβάδα ήταν οµοιόµορφα απλωµένη σε όλη την επιφάνεια και 

είχε την εµφάνιση που φαίνεται στην Εικόνα 4-2. Επίσης, η πλευρική διάχυση 

(lateral diffusion) ήταν αρκετά έντονη, ώστε λίγα µόλις λεπτά µε κλειστό το 

διάφραγµα του µικροσκοπίου ήταν αρκετά για να έχουµε ανάληψη φθορισµού 

όπως φαίνεται στην παραπάνω εικόνα. 

 Όταν η προσπάθεια για σχηµατισµό της λιπιδικής διπλοστοιβάδας ήταν 

ανεπιτυχής, τότε είχαµε απλά συγκέντρωση λιποσωµάτων στην επιφάνεια του 

πλακιδίου και σχηµατισµό στρώσης λιποσωµάτων. Σε αυτή την περίπτωση δεν 

παρατηρήθηκε ανάληψη φθορισµού (εικόνα 4-3) και η µεταβολή του 

ακουστικού σήµατος παριστάνεται στην καµπύλη SVL του διαγράµµατος 4-5. 

Όπως φαίνεται από την καµπύλη η πτώση της φάσης ήταν πιο αργή και 

ξεπερνούσε τα 2,0 deg. 

 

 
Εικόνα 4-3: Μη ανάκτηση φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση που παρατηρήθηκε 
στην επιφάνεια SVL. 
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Εκτός όµως από τις δύο ακραίες περιπτώσεις που περιγράφηκαν 

παραπάνω, κάποιες από τις πειραµατικές δοκιµές έδειξαν πως υπάρχουν και 

κάποιες ενδιάµεσες καταστάσεις. 

Συγκεκριµένα, λιπιδική διπλοστοιβάδα παρατηρήθηκε και στην 

περίπτωση που φαίνεται στο διάγραµµα 4-5 ως SLB-2. Η µεταβολή της φάσης 

του ακουστικού σήµατος είναι αρκετά µεγαλύτερη και διαφορετική από το SLB-

1. Πράγµατι, στο µικροσκόπιο φθορισµού εντοπίστηκαν κάποιες διαφορές οι 

οποίες είχαν να κάνουν µε την οµοιοµορφία της επιφάνειας και την ανάληψη του 

φθορισµού. Η επιφάνεια δεν ήταν οµοιόµορφη σε ότι αφορά την έκταση της 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας και επιπλέον η διάχυση γινόταν πολύ αργά (Εικόνα 4-

4). Αυτό ενδεχοµένως να σηµαίνει ότι µεταξύ των λιποσωµάτων που είχαν 

συντηχθεί προς σχηµατισµό λιπιδικής διπλοστοιβάδας, κάποια λιποσώµατα 

είχαν παραµείνει ως είχαν. Αν παρατηρήσουµε τη µεταβολή του ακουστικού 

σήµατος SLB-2, βλέπουµε πως αυτό είναι ένα ενδιάµεσο πρότυπο µεταξύ του 

προτύπου µιας καλής, ζωηρής και οµοιόµορφης λιπιδικής διπλοστοιβάδας (SLB-

1) και αυτού που αντιστοιχεί σε µονοστοιβάδα λιποσωµάτων (SVL).  

 

 
Εικόνα 4-4: Ανάληψη φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση που παρατηρήθηκε 
στην επιφάνεια SLB-2. 
 
 Κάτι ανάλογο συµβαίνει και στην περίπτωση της καµπύλης SLB-3. Κατά 

την παρατήρηση της επιφάνειας διαπιστώθηκε αρκετή ανοµοιογένεια διότι σε 

κάποια σηµεία της επιφάνειας είχαµε µεν ανάληψη του φθορισµού ενώ σε άλλα 

σηµεία αυτό συνέβαινε µερικώς ή καθόλου. Στην Εικόνα 4-5 φαίνεται ένα δείγµα 

της επιφάνειας. Η επιφάνεια αυτή παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον διότι έχει 

χαρακτηριστική ανοµοιοµορφία µε έντονες φωτεινές κηλίδες, εντούτοις όµως 

πρόκειται για λιπιδική διπλοστοιβάδα αφού όπως φαίνεται και από την 

παρακάτω εικόνα παρατηρείται ανάληψη φθορισµού. Οι κηλίδες αυτές 
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ενδεχοµένως να είναι κάποια λιποσώµατα τα οποία δεν έχουν συντηχθεί και τα 

οποία έχουν παραµείνει στην επιφάνεια της διπλοστοιβάδας αδιάρρηκτα. 

 

 
Εικόνα 4-5: Ανάληψη φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση που παρατηρήθηκε 
στην επιφάνεια SLB-3. 
 

Όµως, το γεγονός ότι ο φθορισµός ανακτάται µετά τη φωτολεύκανση δε 

συνάδει µε την εξήγηση αυτή. Έτσι, η επόµενη σκέψη είναι ότι αυτές οι κηλίδες 

µπορεί να προέρχονται από την επιφάνεια που βρίσκεται κάτω από τη λιπιδική 

διπλοστοιβάδα. Για το λόγο αυτό, φωτογραφήθηκαν περιοχές της ακουστικής 

µικροσυσκευής κάτω από το µικροσκόπιο φθορισµού, όταν στην επιφάνεια 

υπήρχε µόνο ο κυµατοδηγός (το πολυµερές PMMA) και όταν ήταν επιστρωµένο 

µε PMMA και PDMS (Εικόνες 4-6 και 4-7 αντίστοιχα). Στις επιφάνειες αυτές δεν 

έχει γίνει καµία άλλη διεργασία πλην της επίστρωσής τους µε τα πολυµερή. 

 

 
Εικόνα 4-6: Επιφάνεια πλακιδίου επικαλυµµένη µε PMMA 17% 
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Εικόνα 4-7: Επιφάνεια πλακιδίου επικαλυµµένη µε PMMA 17% και PDMS 1% 

 
 Όπως φαίνεται από τις παραπάνω εικόνες, ενώ η επιφάνεια είναι αρκετά 

λεία, εντούτοις σε κάποια σηµεία φαίνονται κάποιες φωτεινές κηλίδες που είναι 

παρόµοιες σε ένταση και µέγεθος µε αυτές που παρατηρήθηκαν στην επιφάνεια 

της Εικόνας 4-5. Εποµένως, το πιο πιθανόν είναι ότι στο πείραµα SLB-3 η 

ύπαρξη φωτεινών κηλίδων αποδίδεται στα πολυµερή και σε κάποιες ατέλειες που 

συνέβησαν κατά την επίστρωσή τους.  

 Προκειµένου να έχουµε µια συνολική εικόνα της επιφάνειας των 

ακουστικών µικροσυσκευών µε τα πολυµερή, εξετάστηκε η τραχύτητα της 

επιφάνειας µε Atomic Force Microscopy (AFM). Αυτό έγινε για να έχουµε συν 

τοις άλλοις µια συγκριτική εικόνα της επιφάνειας πριν και µετά τη χάραξη µε 

χηµεία πλάσµατος. Αρχικά, µετρήθηκε η τραχύτητα σε µια γυάλινη επιφάνεια 

επικαλυµµένη µε τα πολυµερή που χρησιµοποιούµε στα ακουστικά πλακίδια 

(PMMA 17% και PDMS 1%). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 4-8, η επιφάνεια είναι 

λεία και οµοιόµορφη µε ενεργό τιµή της τραχύτητας (Root mean square, RMS) 

0,280 nm. 
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Εικόνα 4-8: AFM σε γυάλινη επιφάνεια επικαλυµµένη µε PMMA 17% και PDMS 
1% 
 
 Στη συνέχεια, στην παραπάνω επιφάνεια έγινε χάραξη µε χηµεία 

πλάσµατος στις ίδιες συνθήκες µε αυτές που εφαρµόζονται στις ακουστικές 

µικροσυσκευές (πλάσµα µε αργό για 180 s υπό πίεση στα 0,15 mbar) και 

εξετάστηκε σε AFM. Από την Εικόνα 4-9 φαίνεται εύκολα πως η επιφάνεια έχει 

γίνει περισσότερο τραχιά σε όλη την έκτασή της εξαιτίας της χηµείας πλάσµατος 

και πιο συγκεκριµένα η ενεργός τιµή της τραχύτητας έχει σχεδόν τριπλασιαστεί 

(0,697 nm). Η υπερβολική χάραξη της επιφάνειας είναι ανεπιθύµητη διότι από 

τη µία µπορεί να οδηγήσει σε αφαίρεση του στρώµατος PDMS που έτσι κι αλλιώς 

είναι αρκετά λεπτό, ή από την άλλη η υψηλή τραχύτητα καθιστά την επιφάνεια 

ακατάλληλη για σχηµατισµό λιπιδικής διπλοστοιβάδας. 
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Εικόνα 4-9: AFM σε γυάλινη επιφάνεια επικαλυµµένη µε PMMA 17% και PDMS 
1% µετά τη χάραξη µε χηµεία πλάσµατος.  
 
 Γενικά, όπως φαίνεται από το διάγραµµα 4-5 οι προσπάθειες για 

σχηµατισµό λιπιδικής διπλοστοιβάδας από λιπίδια E. coli εµφάνισαν κάποιες 

δυσκολίες που δεν αντιµετωπίσαµε όταν κάναµε το ίδιο µε τα egg PC λιπίδια. 

Αυτές έχουν να κάνουν κυρίως µε την επαναληψιµότητα των πειραµάτων, σε ότι 

αφορά το σχηµατισµό της λιπιδικής διπλοστοιβάδας όπως εξετάστηκε από το 

πρότυπο του ακουστικού σήµατος και όπως επιβεβαιώθηκε από την ανάληψη 

του φθορισµού µετά από φωτολεύκσνση. Κατά τη διεξαγωγή των πειραµάτων, 

εντοπίστηκαν κάποιοι παράγοντες που επηρέασαν αρνητικά την 

επαναληψιµότητα των πειραµάτων.  

Η προετοιµασία της επιφάνειας της ακουστικής µικροσυσκευής είναι µια 

διαδικασία πολλών σταδίων (καθαρισµός, επίστρωση µε τα πολυµερή PMMA και 

PDMS, χάραξη µε χηµεία πλάσµατος και πολυλυσίνη) και η οποία συµβαίνει 

κάθε φορά πριν τη διεξαγωγή πειράµατος. Μπορεί µεν ο τρόπος δηµιουργίας της 

επιφάνειας να είναι κάθε φορά απαράλλαχτος αλλά είναι πιθανό να υπάρξουν 

σφάλµατα στα επιµέρους στάδια της διαδικασίας που έχουν να κάνουν είτε µε τις 

περιβαλλοντικές συνθήκες, είτε µε τον τρόπο παρασκευής του διαλύµατος του 

πολυµερούς ή κάποιο άλλο µη ελεγχόµενο παράγοντα. Αυτό επισηµαίνεται διότι 
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παρατηρήθηκαν µικροδιαφορές στην τελική επιφάνεια κατά την επίστρωση της 

ακουστικής µικροσυσκευής µε τα πολυµερή. Έπειτα, κατά τη χάραξη µε χηµεία 

πλάσµατος παρατηρήθηκε ορισµένες φορές κάποια αστάθεια της πίεσης του 

συστήµατος η οποία όµως δεν ήταν δυνατό να ελεγχθεί από το χρήστη. Σε αυτή 

την περίπτωση τα χαρακτηριστικά της επιφάνειας, όπως για παράδειγµα η γωνία 

επαφής ή η τραχύτητα εµφάνιζαν κάποιες διαφορές. Αυτό αποτελεί άλλον έναν 

παράγοντα που µπορεί να έχει παίξει ρόλο στην επαναληψιµότητα των 

πειραµάτων, δεδοµένου ότι η τελική επιφάνεια πριν την εναπόθεση των 

λιποσωµάτων σε αυτή, ενδεχοµένως να είχε κάθε φορά διαφορετική εικόνα. Οι 

µικροδιαφορές στην επιφάνεια, µπορεί να µην είναι καθοριστικές για το 

σχηµατισµό της λιπιδικής διπλοστοιβάδας, όµως µπορεί να ευθύνονται για την 

έλλειψη οµοιοµορφίας του και για τις διαφορές που παρουσιάζονται στο 

ακουστικό σήµα το οποίο χαρακτηρίζεται από υψηλή ευαισθησία (∆ιάγραµµα 4-

5, Εικόνα 4-2, 4-4 και 4-5). 

 Σε κάθε περίπτωση, ακόµα και όταν η επιφάνεια µε την ΥΛ∆ δεν είχε την 

επιθυµητή οµοιµορφία, µπορούσε να χρησιµοποιηθεί για περαιτέρω πειράµατα 

µε πρωτεΐνη. Έτσι, πάνω στη διπλοστοιβάδα θα γίνει προσπάθεια για 

προσκόλληση της βακτηριακής µεµβρανικής πρωτεΐνης Sec A.  

 

4.3 ∆έσιµο της πρωτεΐνης SecA στην υποστηριζόµενη 

λιπιδική διπλοστοιβάδα από Ε. coli λιπίδια 

Στην παρούσα µελέτη, έγινε προσπάθεια ώστε η πρωτεΐνη SecA να προσδεθεί 

στην ΥΛ∆ από Ε. coli λιπίδια που δηµιουργούµε πάνω στην ακουστική 

µικροσυσκευή και να δούµε τη µεταβολή του ακουστικού σήµατος σε αυτή την 

περίπτωση. 

 Η δυσκολία που είχε αυτή η προσπάθεια συνίσταται κυρίως στο γεγονός 

ότι µε τις συνθήκες που έχουν περιγραφεί στις προηγούµενες ενότητες, πρέπει να 

εξασφαλιστεί ο σχηµατισµός λιπιδικής διπλοστοιβάδας, να χρησιµοποιηθεί η 

κατάλληλη συγκέντρωση πρωτεΐνης για να δούµε αλληλεπίδραση και αυτή να 

καταγραφεί ως µεταβολή του ακουστικού σήµατος. Πραγµατοποιήθηκαν κάποια 

πειράµατα χρησιµοποιώντας χαµηλές συγκεντρώσεις της SecA (5 και 10 µg/ml), 

όµως δεν παρατηρήθηκε κάποια µεταβολή που να υποδηλώνει δέσιµο της 

πρωτεΐνης στη λιπιδική διπλοστοιβάδα. Αντίθετα, όταν η πρωτεΐνη που 

προστέθηκε ήταν σε συγκέντρωση 20 µg/ml, τότε παρατηρήθηκε δέσιµο στη 



λιπιδική διπλοστοιβάδα το οποίο απεικονίστηκε ως µεταβολή στο ακουστικό 

σήµα. Στο ∆ιάγραµµα 4-6 φαίνεται η µεταβολή της φάσης του ακουστικού 

κύµατος κατά τη διάρκεια αυτού του πειράµατος. Με την προσθήκη των 

λιποσωµάτων, παρατηρήθηκε πτώση 0,5 deg στη φάση του ακουστικού κύµατος. 

Αυτό το πρότυπο συνοδευόµενο και από µια τέτοια πτώση είναι χαρακτηριστικό 

σχηµατισµού λιπιδικής διπλοστοιβάδας όπως είδαµε στην ενότητα 4.2 και 

εποµένως είναι σκόπιµη η προσθήκη της πρωτεΐνης SecA. Πράγµατι, όταν 

προστεθεί η SecA σε συγκέντρωση 20 µg/ml παρατηρείται πτώση της φάσης του 

ακουστικού σήµατος 0,4 deg. Η πτώση αυτή σηµαίνει πως κάποια ποσότητα 

πρωτεΐνης έχει παραµείνει στην επιφάνειά µας, δηλαδή έχει ενωθεί µε τη 

λιπιδική διπλοστοιβάδα. 

Εξετάζοντας στη συνέχεια την επιφάνεια στο µικροσκόπιο φθορισµού 

παρατηρούµε σε ορισµένα σηµεία της επιφάνειας κάποια µαύρα στίγµατα τα 

οποία ενδεχοµένως να είναι η πρωτεΐνη (Εικόνα 4-10).  

Εικόνα 4-10: Τµήµα της επιφάνειας µετά την εναπόθεση της πρωτεΐνης στη 
λιπιδική διπλοστοιβάδα 
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Net phase by the addition of E.coli liposomes and SecA protein
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∆ιάγραµµα 4-6: Μεταβολή της φάσης του ακουστικού κύµατος όταν εναποτίθενται λιποσώµατα E. coli και στη συνέχεια η πρωτεΐνη 
SecA
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φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση που παρατηρήθηκε 

 ανάληψη φθορισµού µετά τη φωτολεύκανση η 

 όπως φαίνεται και στην Εικόνα 4-11. Το γεγονός 

όµενο δεδοµένου ότι πάνω στην ΥΛ∆ υπάρχει κάποια 

καθιστά την κινητικότητα µειωµένη και εποµένως η 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας συµβαίνει µε πολύ πιο βραδύ 

ς 

ρωτεΐνης SecA, o ακουστικός βιοαισθητήρας Love wave και η µελέτη της φάσης 

του ακ

Εικόνα 4-11: Ανάληψη 
στην επιφάνεια 
 

Επιπλέον, παρατηρείται

οποία όµως δεν είναι πλήρης

αυτό µάλλον είναι αναµεν

επιπλέον µάζα, η οποία 

πλευρική διάχυση της 

ρυθµό. 

Όπως φαίνεται από τα αποτελέσµατα των πειραµάτων µε τη χρήση τη

π

ουστικού κύµατος δίνει πληροφορία για την πρόσδεση της πρωτεΐνης στη 

λιπιδική διπλοστοιβάδα. 
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5 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
Ο σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν η δηµιουργία ΥΛ∆ από E. coli λιπίδια στην 

επιφάνεια του ακουστικού βιοαισθητήρα Love wave, η πρόσδεση σε αυτήν της  

πρωτεΐνης SecA ώστε να αποτελέσει µια µεµβράνη µοντέλο και η µελέτη της 

απόκρισης του βιοαισθητήρα στις αντιδράσεις που συµβαίνουν στην επιφάνειά 

του. Από την πειραµατική προσέγγιση που έγινε στο θέµα αυτό και περιγράφηκε 

αναλυτικά στο προηγούµενο κεφάλαιο, προκύπτουν τα παρακάτω 

συµπεράσµατα: 

1. Σε τροποποιηµένη επιφάνεια του ακουστικού αισθητήρα µπορεί να 

επιτευχθεί σχηµατισµός ΥΛ∆ από λιπίδια egg PC. 

2. Η µεταβολή της φάσης του ακουστικού κύµατος και το πρότυπο που δίνει 

σε συνάρτηση µε το χρόνο δίνει ξεκάθαρη και αξιόπιστη πληροφορία για 

το σχηµατισµό του ΥΛ∆. Σε περίπτωση που δε γίνει σχηµατισµός ΥΛ∆ το 

πρότυπο που προκύπτει είναι εντελώς διαφορετικό.  

3. Για το σχηµατισµό της ΥΛ∆ απαραίτητες προϋποθέσεις είναι η επιφάνεια 

της ακουστικής µικροσυσκευής να είναι υδρόφιλη και τα 

χρησιµοποιούµενα λιποσώµατα φρέσκα. 

4. Ο σχηµατισµός ΥΛ∆ από E. coli λιπίδια απαιτεί µια επιπλέον τροποποίηση 

της επιφάνειας που εδώ ήταν η προσθήκη πολυλυσίνης. 

5. Το πρότυπο της µεταβολής της φάσης σε σχέση µε το χρόνο κατά το 

σχηµατισµό ΥΛ∆ από E. coli λιπίδια διέφερε σε σχέση µε αυτό που 

παρατηρήθηκε κατά το σχηµατισµό ΥΛ∆ από λιπίδια egg PC. Η πτώση της 

φάσης δεν ήταν το ίδιο απότοµη και δεν ξεπέρασε τα 0,7 deg. Όταν όµως 

δεν είχαµε σχηµατισµό ΥΛ∆ αλλά στοιβάδας λιποσωµάτων τότε το 

πρότυπο ξεπερνούσε τα 2 deg και έµοιαζε µε το αντίστοιχο από 

λιποσώµατα egg PC. 

6. Στα πειράµατα µε E. coli λιπίδια εκτός από τις δύο ακραίες καταστάσεις 

(σχηµατισµού ΥΛ∆ και µονοστοιβάδας λιποσωµάτων) παρατηρήθηκαν και 

κάποιες ενδιάµεσες. Σε αυτές τις περιπτώσεις, τόσο το πρότυπο της φάσης 

του κύµατος που προέκυπτε ήταν κάτι ενδιάµεσο όσο και η εικόνα της 

επιφάνειας όπως φαινόταν από το µικροσκόπιο φθορισµού. Αυτό 

συνέβαινε, είτε διότι στην επιφάνεια είχαν παραµείνει κάποια λιποσώµατα 

τα οποία δεν είχαν συντηχθεί, είτε γιατί η επιφάνεια είχε από την αρχή 

κάποιες ατέλειες κατά την επίστρωση µε τα πολυµερή. 
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7. Η επαναληψιµότητα των πειραµάτων µε E. coli λιπίδια δεν ήταν τόσο καλή 

όσο µε τα egg PC λιπίδια. Πιθανές αιτίες µπορεί να είναι κάποια 

σφάλµατα στα επιµέρους στάδια της διαδικασίας προετοιµασίας της 

επιφάνειας της µικροσυσκευής και η αστάθεια του συστήµατος χάραξης 

µε χηµεία πλάσµατος που παρουσιάστηκε για κάποια περίοδο. 

8. Στην ΥΛ∆ που προκύπτει γίνεται πρόσδεση της πρωτεΐνης SecA 

συγκέντρωσης 20 mg/ml. Αυτό προκύπτει τόσο από τη µεταβολή της 

φάσης του ακουστικού σήµατος όσο και από την ανάληψη φθορισµού 

µετά τη φωτολεύκανση. 

 

Από όλα τα παραπάνω φαίνεται πως ο ακουστικός βιοαισθητήρας Love wave 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία για την ανάπτυξη µεµβρανικών µοντέλων 

και τη µελέτη µεµβρανικών αλληλεπιδράσεων. Οι µεταβολές στη φάση του 

ακουστικού κύµατος δίνουν αξιόπιστη πληροφορία για τις αντιδράσεις που 

συµβαίνουν στην επιφάνεια και εποµένως αξίζει η περαιτέρω µελέτη σε αυτό το 

θέµα. Βελτιώσεις σε επιµέρους διαδικασίες αναµφισβήτητα µπορούν να γίνουν, 

κυρίως σε ότι αφορά την προετοιµασία και την τροποποίηση της επιφάνειας ώστε 

να καταστεί ιδανική για την εναπόθεση ΥΛ∆ από E. coli λιπίδια. 
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