
 
 
 

∆ΙΑΤΜΗΜΑΤΙΚΟ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ 
 

             ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΗΣ ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ 
 
 
 
 
 

ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ  
 
 

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΚΡΗΤΗΣ 
 
 
 
 
 

 ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ ΤΗΣ 
ΤΣΑΝΑΚΑ ΧΡΥΣΟΥΛΑΣ 

 
 
 
 

“Μελέτη πρόσδεσης της πρωτεΐνης  IgG σε τροποποιηµένη µε 
νουτραβιδίνη επιφάνεια ακουστικής µικροσυσκευής”  

 
 
 
 

 
 

ΕΠΙΒΛΕΠΟΥΣΑ ΚΑΘΗΓΗΤΡΙΑ:  ΓΚΙΖΕΛΗ ΗΛΕΚΤΡΑ 
 
 
 
 

 ΗΡΑΚΛΕΙΟ 
 2005 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Στους γονείς µου 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

Ευχαριστίες 
 

 
 

Η µελέτη αυτή πραγµατοποιήθηκε εξ ολοκλήρου στο Εργαστήριο 

Ακουστικών Βιοαισθητήρων, υπό την επίβλεψη της καθηγήτριας Ηλέκτρας 

Γκιζελή, µε την οποίο είχαµε άψογη συνεργασία καθόλη τη διάρκεια της 

εκπόνησης της και την οποία θα ήθελα να την ευχαριστήσω ιδιαίτερα για την 

εµπιστοσύνη που µου έδειξε καθώς και για τις ευκαιρίες που µου έδωσε σε 

επιστηµονικό και ερευνητικό επίπεδο. 

Στο σηµείο αυτό θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα την Kathryn 

Melzak και τον Γιώργο Παπαδάκη και για τη βοήθεια και τη στήριξη που µου 

προσέφεραν τόσο σε επιστηµονικό όσο και σε προσωπικό επίπεδο. Ευχαριστώ 

επίσης τη ∆ώρα Αυχούδια για την βοήθεια και την φιλία που µου πρόσφερε. 

Τέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω τους Jana Masarova, Tamar Shahal, Mike 

Schulte, Σαιτάκη Μιχάλη, Στάλω Παπαχαραλάµπους και Αλέξανδρο Παναταζή 

για τις ευχάριστες στιγµές στον εργασιακό χώρο. 

Ευχαριστίες οφείλω και στην Κούλα ... 

Ιδιαίτερα ευχαριστώ τον Παναγιώτη όχι µόνο για την αµέριστη αγάπη, 

φιλία και τη συµπαράστασή του αλλά και για τις στιγµές χαράς που µου 

πρόσφερε.  

Τέλος ένα µεγάλο ευχαριστώ για την πραγµατικά ανιδιοτελή στήριξη και 

αγάπη της οικογένειάς µου. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 
 
 
 
 
Abstract                             I                                   
           
Περίληψη                    II

         

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ         1 
 
1.1.Κατηγορίες Βιοαισθητήρων       5 
 
1.1.1.Ηλεκτροχηµικοί         5 
1.1.2.Οπτικοί          5 
 
1.2.Ακουστικοί Βιοαισθητήρες        7 
 
1.3.Ακουστικός Βιοαισθητήρας κύµατος Love      8 
 
1.3.1Ακουστική µικροσυσκευή SAW       8 
1.3.2.Προσθήκη κυµατοδηγού        10 
1.3.3.Ιδιότητες ακουστικού κύµατος και µετρήσεις µε τον ακουστικό βιοαισθητήρα 11 
 
1.4.∆ιαµοριακές αλληλεπιδράσεις και βιοτεχνολογία    13 
 
1.5.Ακινητοποίηση µορίων σε επιφάνειες βιοαισθητήρων    15 
 
1.6.Σύστηµα αβιδίνης - βιοτίνης       16 
 
1.6.1.Γενικά          16 
1.6.2.Σταθερότητα του συστήµατος αβιδίνης – βιοτίνης    18 
1.6.3.Αβιδίνη – Στρεπταβιδίνη – Νουτραβιδίνη      18 
1.6.4.Εφαρµογές του συστήµατος αβιδίνης – βιοτίνης στον τοµέα των  19  
βιοαισθητήρων 
 
1.7.Πρωτεΐνη IgG  και τεχνολογία βιοαισθητήρων    20 
 
2.Σκοπός της παρούσας εργασίας       23 
 
3. Υλικά και Μέθοδοι        24 
 
3.1 Μικροσυσκευή ακουστικού βιοαισθητήρα SAW    25 
 
3.2.Βιοαισθητήρας Love        25 
 
3.2.1.Προετοιµασία βιοαισθητήρα       25 
3.2.2.Εναπόθεση χρυσού και χάραξη µε χηµεία πλάσµατος    26 
 



 

3.3. Πειραµατική διάταξη        27 
 
3.4. Ακουστικά πειράµατα µε πρωτεΐνες      28 
 
3.5. Επιφανειακός Συντονισµός Πλάσµατος     28 
 
3.6. Μικροζυγός Κρυσταλλικού Χαλαζία (Q-Sense)    29 
 
3.7. Παρασκευή νιτρο-αβιδίνης       30 
 
3.7.1. Χρωµατογραφία συγγένειας        30 
 
3.7.2 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών :       31 
 
3.7.2Α. Σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης    32 
3.7.2Β. Σε native πήκτωµα πολυακρυλαµίδης      32 
3.7.2Γ. Χρώση του πηκτώµατος µε κυανό του Coomassie και αποχρωµατισµός 33 
 
3.8. Μικροσκοπία Ατοµικών ∆υνάµεων (AFM)     33 
 
 
4.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ       34 
 
 
4.1. Ευαισθησία ακουστικού σήµατος, ως προς τη διάταξη του κυµατοδηγού 35 
 
 
4.2.Βαθµονόµηση (calibration) και χαρακτηρισµός των µικροσυσκευών 38           
110MHz και 155MHz του ακουστικού  βιοαισθητήρα Love. 
 
4.2.1Βαθµονόµηση των µικροσυσκευών 110ΜΗz και 155MHz του ακουστικού   
βιοαισθητήρα  Love.         38 
4.2.2. Χαρακτηρισµός της επιφάνειας, των µικροσυσκευών 110ΜΗz και 155MHz  
του ακουστικού βιοαισθητήρα  Love.       39 

 
4.3.Συσχέτιση της ευαισθησίας της ακουστικής µοκροσυσκευής µε την   41 
συχνότητα λειτουργίας της και το πάχος του κυµατοδηγού (PMMA). 
       
4.3.1.Πειράµατα µε µικροσυσκευή 110MHz, PMMA πάχους2.45µm και 20nm Au 41 
 
4.3.2.Πειράµατα µε µικροσυσκευή 110MHz, PMMA πάχους 1µm  και 20nm Au 44 
 
4.3.2.Πειράµατα µε µικροσυσκευή 155MHz, PMMA πάχους 0.4µm, 20nm Au  49 
και σύγκριση µε την µικροσυσκευή 110MHz 
 
4.4.Ακουστικά πειράµατα µε βιοτινυλιωµένο αντι-αντίσωµα IgG σε   54 
ακουστικό βιοαισθητήρα Q-sense. 
 
 
 



 

4.5.Παρασκευή τροποποιηµένης αβιδίνης (νιτρο-αβιδίνης),    58 
µε σκοπό την αναγέννηση της επιφάνειας 
 
5. Συµπεράσµατα και Προοπτικές       62  
 
6. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ         65 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 I

 
 
 
 
 

Abstract 
 
 

 
               The aim of this work is to use an acoustic wave sensor to detect the 

viscoelastic and mass changes on a solid / liquid interface when various 

concentrations of IgG and BSA are bound to the device surface. Devices which 

use shear-horizontal surface acoustic waves propagating in a wave guide 

configuration at 110MHz and 155MHz were, firstly, calibrated and 

characterized, and then used for the detection of specific binding and adsorption 

of biotinylated anti-human IgG (150kD) and biotinylated BSA (66kD) to 

neutravidin-modified surfaces. The detection of the biotinylated protein was in 

the concentration range of 9nM to 667nM. 

  In order to calculate the mass of the protein bound to the neutravidin 

layer, same experiments took place on Qsense instrument, which also tracks 

mass changes on a piezoelectric surface. Results clearly indicate that the velocity 

of the acoustic wave (measured as phase) is sensitive to the mass of the bound 

analyte while the acoustic energy (measured as amplitude) is sensitive to the 

viscoelasticity of the bound layer, which is related to the shape of the molecules. 

 Finally, experiments for the regeneration of the neutravidin layer took 

place.  
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Περίληψη 

 

 Ο στόχος αυτής της εργασίας είναι να χρησιµοποιηθεί ένας βιοαισθητήρας 

ακουστικών κυµάτων, για την ανίχνευση αλλαγών στην µάζα και τις 

ιξωδοελαστικές ιδιότητες σε µια µεσεπιφάνεια υγρού-στερεού, όταν σε αυτόν  

δεσµεύονται διάφορες συγκεντρώσεις IgG και BSA. Για το σκοπό αυτό 

πραγµατοποιήθηκε αρχικά βαθµονόµηση και χαρακτηρισµός των ακουστικών 

µικροσυσκευών 110 και 155MHz, στις οποίες στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε 

ανίχνευση των πρωτεϊνών anti-IgG (150kD) και BSA (66kD) σε τροποποιηµένες 

µε νουτραβιδίνη επιφάνειες. Για την ανίχνευση των πρωτεϊνών 

χρησιµοποιήθηκαν συγκεντρώσεις από 9nM έως 667nM.  

Προκειµένου να υπολογιστεί η µάζα που δεσµεύεται στο στρώµα, της 

νουτραβιδίνης, τα ίδια πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν στο όργανο Qsense, το 

ποιο ακολουθεί επίσης τις αλλαγές της µάζας στις πιεζοηλεκτρικές επιφάνειες. 

Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η ταχύτητα του ακουστικού κύµατος (που 

µετριέται ως φάση) είναι ευαίσθητη στη µάζα του δεσµευµένου στο στρώµα 

νουτραβιδίνης µορίου, ενώ η ακουστική ενέργεια (που µετριέται ως πλάτος) είναι 

ευαίσθητη σε αλλαγές των ιξωδοελαστικών ιδιοτήτων του δεσµευόµενου 

βιοµορίου, που συσχετίζεται µε τη µορφή του µορίου. 

Τέλος πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα αναγέννησης της επιφάνειας της 

νουτραβιδίνης, µε σκοπό τη δηµιουργία µιας άµεσα επαναχρησιµοποιήσιµης 

επιφάνειας αβιδίνης, για την εναπόθεση βιοτινυλιωµένων βιολογικών µορίων και 

την περαιτέρω µελέτη τους.   
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
 

Ο βιοαισθητήρας είναι µια αναλυτική συσκευή που µπορεί να µετατρέψει µια 

βιολογική απόκριση σε ηλεκτρικό σήµα. Χαρακτηρίζεται από τρία τµήµατα: 1. το 

µεταγωγέα (transducer) που µετράει την φυσικοχηµική µεταβολή, 2.το 

ακινητοποιηµένο, στην επιφάνεια της µικροσυσκευής, υλικό του αισθητήρα 

(υποδοχέας) και τέλος 3. το ηλεκτρονικό τµήµα που καταγράφει και εκφράζει 

(µετρήσεις) το σήµα του µαταγωγέα. Όταν ο αναλύτης για τον οποίο ο υποδοχέας 

είναι ειδικός βρίσκεται στο διάλυµα, συµβαίνει αλληλεπίδραση µεταξύ τους. Η 

αλληλεπίδραση αυτή προκαλεί την παραγωγή ενός φυσικοχηµικού σήµατος που 

µετατρέπεται µέσω του µεταγωγέα σε ηλεκτρικό σήµα. Το ηλεκτρονικό κοµµάτι του 

βιοαισθητήρα ανιχνεύει το σήµα αυτό (Εικόνα 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1: Αρχή λειτουργίας του βιοαισθητήρα. Ο αναλύτης δεσµεύεται ειδικά µε τον υποδοχέα 
(ακινητοποιηµένα ένζυµα, µικροοργανισµοί κ.α). Η σύνδεση αυτή προκαλεί την παραγωγή ενός 
φυσικοχηµικού σήµατος που µέσω του µεταγωγέα µετατρέπεται σε ηλεκτρικό. 
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Πιο συγκεκριµένα οι βιοαισθητήρες ανήκουν σε µια κατηγορία αναλυτικών 

µικροσυσκευών που ενσωµατώνουν βιολογικά µόρια όπως πρωτεΐνες (αντισώµατα, 

ένζυµα), DNA, κύτταρα κ.α, (Turner, A.P.F. et al., 1987) και στην συνέχεια τα 

συνδέουν µε ένα φυσικοχηµικό µεταγωγέα. Χαρακτηριστικοί µεταγωγείς είναι οι 

οπτικοί, οι ακουστικοί, οι ηλεκτροχηµικοί, οι καλοριµετρικοί και άλλοι.  Το γεγονός 

ότι την τελευταία δεκαετία έχουν πραγµατοποιηθεί µεγάλα βήµατα στον χώρο της 

πληροφορικής που επιτρέπουν την  γρήγορη, σωστή και οικονοµική µεταφορά 

πληροφορίας, βοήθησε στην ανάπτυξη των αισθητήρων (Ballantine, D.S., 1997) και 

την αύξηση του εύρους των εφαρµογών τους (Πίνακας 1). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Πίνακας 1: Παραδείγµατα εφαρµογών των βιοαισθητήρων (ιατρική, βιοτεχνολογία, βιοµηχανία 
τροφίµων κ.α.) 
 

 

Η ανάγκη για άµεση παρατήρηση των αλληλεπιδράσεων βιολογικών 

µακροµορίων, όπως πρωτεϊνών µεταξύ τους για παράδειγµα η αντίδραση αντιγόνου – 

αντισώµατος (Minunni, M., 1994) ή η υβριδοποίηση DNA (Minunni, M. et al., 2003) 

είχε ως αποτέλεσµα την ανάπτυξη της τεχνολογίας των αισθητήρων, που είναι σε 

θέση να µελετήσουν αντιδράσεις µε ένα πιο εξελιγµένο τρόπο και να δώσουν 

στοιχεία π.χ φυσικοχηµικά, για τα βιοµόρια που να είναι χαρακτηριστικά της 

Εφαρµογές Βιοαισθητήρων  
Εφαρµογές Παραδείγµατα 
In vitro διαγνωστικά  Έλεγχος γλυκόζης στο αίµα 
In vivo διαγνωστικά Έλεγχος νεφρικής ανεπάρκειας 

Περιβαλλοντικός έλεγχος 
Βιοχηµικός ανάγκη οξυγόνωσης 
(Biochemical Oxygen Demand : 
BOD) 

Βιοµηχανία Τροφίµων και 
Ποτών 

Σύνθεση & ανάλυση τροφίµων, 
ανίχνευση παθογόνων οργανισµών 

Έλεγχος κατά την 
επεξεργασία βιολογικού 
υλικού  

Παρακολούθηση και έλεγχος κατά 
τη ζύµωση  

Γεωργία Συγκοµιδή, ασθένειες, θρεπτικές 
ουσίες και φυτοφάρµακα 

Έρευνα & ανάπτυξη Βιοµοριακές αλληλεπιδράσεις 

Στρατιωτικές Ανίχνευση παραγόντων βιολογικών 
και χηµικών όπλων  
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λειτουργίας τους. Πιο συγκεκριµένα οι βιοαισθητήρες που έχουν αναπτυχθεί κυρίως 

τα τελευταία πενήντα χρόνια, έχουν προσφέρει σηµαντικά στην γρήγορη αλλά και 

άµεση µελέτη βιοχηµικών αντιδράσεων εµφανίζοντας ταυτόχρονα πολλές εµπορικές 

εφαρµογές (Πίνακας 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ιστορία των βιοαισθητήρων  
1956 Εφεύρεση ηλεκτροδίου του οξυγόνου (από Leland Clark) 

1962 Πρώτη περιγραφή βιοαισθητήρα: Αµπεροµετρικό ενζυµικό ηλεκτρόδιο για τη 
γλυκόζη 

1969 Ποτενσιοµετρικός βιοαισθητήρας : ακινητοποίηση  ένζυµου σε ηλεκτρόδιο αµµωνίας 
για την ανίχνευση ουρίας 

1970 Εφεύρεση Ion-Selective Field-Effect Transistor (ISFET) 

1972/1975 Εµπορικός βιοαισθητήρας (Yellow Spring Instruments): Βιοαισθητήρας Γλυκόζης 

1975 Βιοαισθητήρες ανοσολογικοί και µικροβιακοί: οωαλβουµίνη σε µια εφεύρεση 
καλωδίων λευκόχρυσου pO2 / pCO2 optode 

1986 Τεχνητό πάγκρεας (Miles) 

1980 Aισθητήρας pH για in vivo µετρήσεις αέριων αίµατος 

1982 Βιοαισθητήρας γλυκόζης (µε οπτικές ίνες) 

1983  (Surface Plasmon Resonance : SPR) 

1984 Aµπεροµετρικός βιοαισθητήρας :  οξειδάση γλυκόζης & φεροσίνη για  
την ανίχνευση της γλυκόζης 

1987 MediSense ExacTech :  βιοαισθητήρας ανίχνευσης γλυκόζης αίµατος  

1990 Pharmacia Biacore SPR  βιοαισθητήρας : εµπορικά διαθέσιµος 

1992 
 

ISTAT φορητός αναλυτής αίµατος 

1998 Βιοαισθητήρας γλυκόζης αίµατος FastTake (LifeScan) 

Πίνακας 2:  Η ιστορία των βιοαισθητήρων από το 1956 
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1.1.Κατηγορίες Βιοαισθητήρων 

 

1.1.1.Ηλεκτροχηµικοί 

 

Οι ηλεκτροχηµικοί βιοαισθητήρες διαχωρίζονται στους ποτενσιοµετρικούς 

και τους αµπεροµετρικούς. Οι πρώτοι εκπροσωπούνται συνήθως από επιλεκτικά 

ηλεκτρόδια ιόντων (ISEs: Ion-Selective Electrodes) και συνιστούν συσκευές, που 

υπολογίζουν την µεταβολή στην συγκέντρωση ιόντων, µέσω της καταγραφής του 

δυναµικού, κατά την διάρκεια µιας χηµικής αντίδρασης. Υπάρχουν τρεις 

διαφορετικοί τύποι ηλεκτροδίων που χρησιµοποιούνται γυάλινα pH ηλεκτρόδια, 

γυάλινα pH ηλεκτρόδια επικαλυµµένα µε ειδική διαπερατή µεµβράνη και στερεά 

ηλεκτρόδια αποτελούµενα από αγώγιµες λεπτές µεµβράνες. Οι ποτενσιοµετρικοί 

βιοαισθητήρες έχουν διάφορες εφαρµογές ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα, είναι η 

χρήση τους για βακτηριακές αναλύσεις, όπως για την ανίχνευση µολυσµατικών 

παραγόντων (βακτήρια) στο γάλα, µε την χρήση του βιοαισθητήρα L-lactace 

(Skládal, P. et al., 1993). 

Οι αµπεροµετριικοί βιοαισθητήρες βασίζονται στην χρήση ηλεκτροδίου στο 

οποίο εφαρµόζεται δυναµικό και το παραγόµενο ρεύµα είναι εκείνο που παρέχει τις 

πληροφορίες για την σύσταση του δείγµατος. Οι βιοαισθητήρες αυτοί έχουν 

χρησιµοποιηθεί για παράδειγµα για την ανίχνευση E.coli στο νερό (Mittelmann, A.S. 

et al., 2002), για τον προσδιορισµό του φωσφόρου σε συνθετικά απόβλητα (Kwan, 

R.C.et al., 2005) κ.α. 

 

 

1.1.2.Οπτικοί 

  

 H αρχή λειτουργίας των οπτικών βιοαισθητήρων βασίζεται είτε στην χρήση 

οπτικών ινών είτε στην τεχνολογία του επιφανειακού συντονισµού πλάσµατος 

(Surface Plasmon Resonance SPR). Ένα από τα κυριότερα πλεονεκτήµατα των 

οπτικών βιοαισθητήρων είναι η ικανότητα τους για γρήγορη και εξειδικευµένη 

παρατήρηση, ενώ ένα από τα σηµαντικότερα µειονεκτήµατα είναι το κόστος τους. Ο 

επιφανειακός συντονισµός πλάσµατος (SPR) είναι µια τεχνολογία που 

χρησιµοποιείται τα τελευταία 15 χρόνια (Liedberg, et. al. 1983) και παρέχει 

πληροφορίες που αφορούν την αλληλεπίδραση µεταξύ οποιονδήποτε βιολογικών 
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µορίων σε πραγµατικό χρόνο (real time) π.χ πρόσδεση υποκαταστάτη στον υποδοχέα 

του (Εικόνα 2).  

 

 

 
 
 
 
Εικόνα 2 : Σχηµατική απεικόνιση λειτουργίας SPR (Biacore) (Rich R.L. et al., 2004) 
(α) : Ακινητοποίηση υποκατάστατη  (αντίσωµα) στη επιφάνεια του βιοαισθητήρα (biosensor chip) και        
        προσθήκη αναλυτή (αντιγόνο),   
(β) : SPR βιοαισθητήρας 

        (γ) : Σύστηµα παρακολούθησης και µέτρησης  αλληλεπιδράσεων (Affinity Chip Analyzer) 
(δ) : Τυπικό διάγραµµα αλληλεπίδρασης : 1. Τυπική απόκριση σταθερότητας οργάνου (baseline),  
        2. Αλληλεπίδραση υποκατάστατη-αναλυτή (association), 3. Ισορροπία (equilibrium),  
        4. Αποσύνδεση (dissociation), 5. Καθαρισµός της επιφάνειας µε επιθυµητό διάλυµα (regeneration). 

 

 
 
 

Κατά την λειτουργία του οπτικού βιοαισθητήρα, πραγµατοποιείται σε 

πραγµατικό χρόνο καταγραφή της αλλαγής του δείκτη διάθλασης που εντοπίζεται 

στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα, κατά την αλληλεπίδραση βιολογικών µορίων. 

Επιπρόσθετα στοιχεία για την κινητική της υπό µελέτη αντίδρασης µπορούν να 

υπολογιστούν όπως σταθερές πρόσδεσης, ισορροπίας κ.α. Χαρακτηριστικά 

παραδείγµατα αποτελούν η δηµιουργία οπτικού βιαοισθητήρα για την 

παρακολούθηση της ενεργότητας των φαγοκυττάρων του αίµατος (Magrisso, M. et 

al., 2005) καθώς και της δηµιουργίας συστοιχιών τροποποιηµένων βακτηριακών 

κυττάρων (cell array fiber-optic biosensor) µέσω παρακολούθησης έκφρασης µιας 

σειράς γονιδιακών µαρτύρων τους (Biran, I. et al., 2003). 
 

 

 

 

 

(α) (δ) 
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1.2.Ακουστικοί Βιοαισθητήρες  

 

 Οι ακουστικές  µικροσυσκευές  χρησιµοποιούνται τα τελευταία 60 χρόνια από 

τις εταιρίες τηλεπικοινωνιών και εµφανίστηκαν ευρέως να χρησιµοποιούνται την 

τελευταία δεκαετία στην κατασκευή κινητών τηλεφώνων. Οι µικροσυσκευές αυτές 

είναι ευαίσθητες σε αλλαγές στη µάζα, την πυκνότητα και το ιξώδες. Καθώς το 

ακουστικό κύµα διαδίδεται είτε στην επιφάνεια της συσκευής (device) είτε σε όλο τον 

όγκο της, η ταχύτητα, το πλάτος και η συχνότητα του κύµατος αλλάζουν. Οι αλλαγές 

αυτές καταγράφονται σε πραγµατικό χρόνο και στην συνέχεια σχετίζονται µε κάποια 

από τις φυσικοχηµικές ιδιότητες (µάζα, πυκνότητα ή ιξώδες) του µελετώµενου 

µορίου.  

 Οι ακουστικές συσκευές λειτουργούν βασισµένες στην αρχή ότι ένα 

ακουστικό κύµα που διαδίδεται σε ένα στερεό µέσο προκαλεί την παραµόρφωση του 

υλικού διάδοσης (Morgan, D.P., 1985). Η παραµόρφωση αυτή πραγµατοποιείται όταν 

οι κινήσεις των ατόµων του υλικού είναι τέτοιες που οι αποστάσεις µεταξύ τους 

αλλάζουν, γεγονός που συνοδεύεται από δυνάµεις επαναφοράς (αυτές που τείνουν να 

επαναφέρουν τα άτοµα στις αρχικές τους θέσεις). Εάν η παραµόρφωση ενός υλικού 

είναι χρονικά εξαρτώµενη, η κίνηση κάθε ατόµου του υλικού καθορίζεται 

αποκλειστικά από τις δυνάµεις επαναφοράς, οι οποίες δηµιουργούν µια κυµατική 

κίνηση καθώς το κάθε άτοµο ταλαντώνεται γύρω από µια θέση ισορροπίας. Στα 

περισσότερα υλικά οι δυνάµεις επαναφοράς είναι αναλογικές της παραµόρφωσης, 

οπότε και αυτά χαρακτηρίζονται ως ελαστικά και τα κύµατα που διαδίδονται σε αυτά 

καλούνται ελαστικά ή ακουστικά κύµατα (Serway, R.A.,  1990).  

 Βασική αρχή για την λειτουργία των ακουστικών βιοαισθητήρων είναι η 

χρήση πιεζοηλεκτρικών υλικών, για την δηµιουργία ακουστικών κυµάτων. Η 

πιεζοηλεκτρικότητα αναφέρεται στη µετατροπή ηλεκτρικής ενέργειας, σε ένα 

κρύσταλλο, σε µηχανική και αντίστροφα. Η τεχνολογία των ακουστικών 

βιοαισθητήρων χρησιµοποιεί ένα εναλλασσόµενο ηλεκτρικό πεδίο για την δηµιουργία 

του ακουστικού (µηχανικού) κύµατος, το οποίο διαδίδεται στο υπόστρωµα και 

µετατρέπεται σε ηλεκτρικό, προς µέτρηση, σήµα. Τα πιεζοηλεκτρικά υλικά που 

χρησιµοποιούνται είναι κυρίως ο χαλαζίας (SiO2), το οξείδιο λιθίου-τανταλίου 

(LiTaO3) και το οξείδιο λιθίου-νιοβίου  (LiNbO3).  

Οι ακουστικές µικροσυσκευές κατηγοριοποιούνται µε βάση τον τρόπο 

διάδοσης του ακουστικού κύµατος. Όταν η διάδοση του ακουστικού κύµατος 
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πραγµατοποιείται σε όλο τον όγκο του υλικού της µικροσυσκευής τότε πρόκειται για 

το ακουστικό κύµα όγκου (Bulk Acoustic Wave - BAW), (Cady, 1924) σε αυτή την  

κατηγορία µικροσυσκευών ανήκει και ο µικροζυγός κρυσταλλικού χαλαζία (Quartz 

Crystal Microbalance - QCM). Όταν η διάδοση του ακουστικού κύµατος περιορίζεται 

στην επιφάνεια του υποστρώµατος τότε δηµιουργείται το ακουστικό κύµα επιφάνειας 

(Surface Acoustic Wave - SAW), (Dieulesaint and Royer, 1980).  

Εν κατακλείδι θα µπορούσαµε να αναφέρουµε ότι οι ακουστικές 

µικροσυσκευές SAW εµφανίζονται περισσότερο ευαίσθητες σε αντιδράσεις που 

πραγµατοποιούνται στην επιφάνεια του αισθητήρα σε σχέση µε τις BAW καθώς και 

γιατί χρησιµοποιούν ακουστικά κύµατα υψηλότερης συχνότητας (110MHz και 

155MHz) (Gizeli, E., et al., 1992) από ότι οι BAW (5MHz έως 35MHz) 

(www.qsense.com). Επιπρόσθετα η κατασκευή των SAW από χαλαζία τους καταστά 

αρκετά οικονοµικούς, καθώς το υλικό αυτό δεν βρίσκεται µόνο σε µεγάλες ποσότητες 

στην φύση αλλά ταυτόχρονα η συνθετική παρασκευή του είναι ιδιαίτερα υψηλής 

ποιότητας σε συνδυασµό µε χαµηλό κόστος. Στις περιπτώσεις που για την κατασκευή 

της µικροσυσκευής δεν χρησιµοποιείται χαλαζίας, αλλά οξείδιο λιθίου-τανταλίου 

(LiTaO3) ή το οξείδιο λιθίου-νιοβίου  (LiNbO3) η ευαισθησία είναι υψηλότερη σε 

σχέση µε τον χαλαζία, αλλά το κόστος είναι αρκετά υψηλό.  

 

1.3.Ακουστικός Βιοαισθητήρας κύµατος Love  

 

1.3.1Ακουστική µικροσυσκευή SAW 

 

 Οι µικροσυσκευές κύµατος Love, βασίζονται στο κύµα Love (Love, A.E.H., 

1911), που περιορίζεται στην επιφάνεια του αισθητήρα (White, R.M, 1970) και 

καταγράφουν σε πραγµατικό χρόνο φυσικοχηµικές αλλαγές που πραγµατοποιούνται, 

κατά την διάρκεια  χηµικών αντιδράσεων (ανίχνευση αλληλεπίδρασης βιολογικών 

µορίων).  

 Ο ακουστικός βιοαισθητήρας SAW είναι µια µικροσυσκευή αποτελούµενη 

από ένα κοµµάτι χαλαζία πάνω στο οποίο εναποτίθενται ηλεκτρόδια από χρυσό. Κάθε 

ηλεκτρόδιο αποτελείται από ένα σύµπλεγµα δύο πανοµοιότυπων σχηµατοµορφών και 

κάθε σχηµατοµορφή περιλαµβάνει µία πλάκα χρυσού από την οποία ξεκινούν ράβδοι 

χρυσού σε καθορισµένη απόσταση µεταξύ τους και σχηµατίζουν ένα πλέγµα µε τις 

ράβδους από την απέναντι σχηµατοµορφή (Εικόνα 3). Τα ηλεκτρόδια αυτά 
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ονοµάζονται αλληλοδιαπλεκόµενοι µεταγωγείς (Interdigitated Transducers - IDTs). Η 

εφαρµογή διαφοράς δυναµικού ανάµεσα στα άκρα των IDTs έχει ως αποτέλεσµα την 

δηµιουργία εναλλασσόµενου ρεύµατος µε επακόλουθη την δηµιουργία  ακουστικού 

κύµατος επιφάνειας (SAW), εξαιτίας του πιεζοηλεκτρικού φαινόµενου. Πιο 

συγκεκριµένα το ακουστικό κύµα SAW είναι ένα εγκάρσιο κύµα (SH - SAW) το 

οποίο διαδίδεται στην επιφάνεια της συσκευής και κάθετα στην διεύθυνση διάδοσης 

δηλαδή, κάθετα στην διεύθυνση της ταχύτητας του κύµατος. Το ακουστικό κύµα στη 

συνέχεια διαδίδεται κατά µήκος του αισθητήρα και φτάνοντας στο άλλο άκρο του 

µετριέται ως ηλεκτρικό σήµα. Το µήκος του ακουστικού κύµατος λ, καθορίζεται από 

την απόσταση µεταξύ των αλληλοδιαπλεκόµενων µεταγωγέων (IDTs) και η 

συχνότητα λειτουργίας της συσκευής καθορίζεται τόσο από την εγκάρσια ταχύτητα 

διάδοσης του κύµατος όσο και από το µήκος κύµατος. Αυξανοµένης της συχνότητας 

λειτουργίας του βιοαισθητήρα πραγµατοποιείται και αύξηση της ευαισθησίας του, 

καθώς σε υψηλότερες  συχνότητες το ακουστικό κύµα καθοδηγείται πλησιέστερα 

προς την επιφάνεια (Gizeli, E. et al., 2003) .  

 

 
 

Εικόνα 3: Σχηµατική απεικόνιση ακουστικού βιοαισθητήρα κύµατος Love . Πάνω στο χαλαζία 

τοποθετούνται αλληλοδιαπλεκόµενοι µεταγωγείς (IDTs) στους οποίους εφαρµόζεται διαφορά 

δυναµικού, µε αποτέλεσµα την δηµιουργία ηλεκτρικού πεδίου και την επακόλoυθη παραγωγή 

ακουστικού κύµατος. 
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1.3.2.Προσθήκη κυµατοδηγού 

 

Κατά την διάδοση ενός εγκάρσιου ακουστικού κύµατος, κατά µήκος του 

πιεζοηλεκτρικού υλικού µιας µικροσυσκευής SAW, µέρος της ενέργειας χάνεται µε 

την µορφή BAW, µε αποτέλεσµα το κύµα να µην είναι απόλυτα οριζόντιο. Η 

προσθήκη στην επιφάνεια της µικροσυσκευής, ακουστικού κυµατοδηγού 

(waveguide), συνήθως κάποιου πολυµερούς, που χαρακτηρίζεται από µικρότερη 

ταχύτητα διάδοσης του ακουστικού κύµατος από αυτή του υποστρώµατος καθώς και 

από υψηλή διηλεκτρική σταθερά, έχει ως αποτέλεσµα την παγίδευση της ενέργειας 

στην επιφάνεια της µικροσυσκευής. Το γεγονός αυτό καθιστά τον αισθητήρα 

ιδιαίτερα ευαίσθητο κατά την διάρκεια της µελέτης µιας βιολογικής αντίδρασης που 

πραγµατοποιείται στην επιφάνεια του αισθητήρα. Μετά την προσθήκη του 

κυµατοδηγού το παραγόµενο κύµα εξακολουθεί να είναι ένα εγκάρσιο επιφανειακό 

κύµα κάθετο στη διεύθυνση διάδοσης.  

 Το πάχος του στρώµατος του κυµατοδηγού είναι σηµαντικό µιας και 

καθορίζει την ευαισθησία του βιοαισθητήρα. Πιο συγκεκριµένα αν η ταχύτητα 

διάδοσης στον κυµατοδηγό είναι χαµηλή και το πάχος του κυµατοδηγού λεπτό 

παρατηρείται υψηλή ταχύτητα διάδοσης, που πλησιάζει αυτή του υποστρώµατος, µε 

αποτέλεσµα τη µικρή µεταβολή της συχνότητας και την υψηλή ευαισθησία ως προς 

την ανίχνευση της προσροφώµενης, στην επιφάνεια της µικροσυσκευής, µάζας 

(Gizeli, E. et al., 2003).  

Αναλυτικότερα πάνω στο στρώµα του κυµατοδηγού (PMMA), τοποθετήθηκε 

ένα στρώµα χρυσού, για την προσρόφηση των επιθυµητών βιοµορίων (Ebersole, R.C. 

et al., 1990) όπως φαίνεται χαρακτηριστικά και στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 4). 

 
 

 

 

 

 

 
Εικόνα 4: Χαρακτηριστικά στρώµατα του ακουστικού βιοαισθητήρα. Πάνω από το 
χαλαζία και τα IDTs τοποθετείται το στρώµα του κυµατοδηγού (PMMA) και στην 
συνέχεια ένα στρώµα χρυσού, για την προσρόφηση  βιοµορίων.  

Χάραξη µε χηµεία πλάσµατος 
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1.3.3.Ιδιότητες ακουστικού κύµατος και µετρήσεις µε τον ακουστικό βιοαισθητήρα 

 

 

Η λειτουργία των ακουστικών βιοαισθητήρων βασίζεται στην αρχή του ότι η 

µάζα που εναποτίθεται στην επιφάνεια της µικροσυσκευής θα ταλαντώνεται 

ταυτόχρονα µε την επιφάνεια της, µε την εφαρµογή του ακουστικού κύµατος, γεγονός 

που θα οδηγήσει σε αλλαγή του σήµατος του κύµατος αυτού. Απαραίτητη 

προϋπόθεση για την δηµιουργία ενός κύµατος Love είναι η εγκάρσια ταχύτητα της 

επιφάνειας του βιοαισθήτηρα να είναι µικρότερη από ότι την εγκάρσια ταχύτητα του 

ελαστικού µέσου. Καθώς το κύµα διαδίδεται στην επιφάνεια, η ενέργεια του 

εντοπίζεται στην επιφάνεια της συσκευής και µάλιστα στο τµήµα του υποστρώµατος 

που βρίσκεται πλησιέστερα στη µεσεπιφάνεια. 

 Όπως αναφέρθηκε παραπάνω το εναλλασσόµενο ρεύµα εφαρµόζεται στους 

αλληλοδιαπλεκόµενους µεταγωγείς (IDTs) του ενός άκρου της µικροσυσκευής, οπότε 

και παράγεται ένα οριζόντιο ακουστικό κύµα στην επιφάνεια, λόγω του 

πιεζοηλεκτρικού φαινόµενου το οποίο καταγράφεται από το δεύτερο IDT στο άλλο 

άκρο της µικροσυσκευής. Το ακουστικό κύµα που διαδίδεται στην επιφάνεια του 

βιοαισθητήρα, όταν έρχεται σε επαφή µε το υγρό στη µεσεπιφάνεια υγρού – στερεού, 

προκαλεί την ταλάντωση στο σώµα του υγρού. Έτσι, δηµιουργείται ένα αποσβένον 

πεδίο (evanescent acoustic field). Το αποσβένον πεδίο εξαρτάται κυρίως από το 

ιξώδες, την πυκνότητα του διαλύµατος αλλά και από την συχνότητα του ακουστικού 

κύµατος. Το βάθος διείσδυσης του ακουστικού κύµατος δ (penetration depth) δίνεται 

από τον παρακάτω τύπο :  

 

 

 

       2η                         ή                                        2η 

         2πρf                                                                 ρω 

 

 

όπου η και ρ είναι το ιξώδες και η πυκνότητα του διαλύµατος, f η συχνότητα του 

ακουστικού κύµατος µε το οποίο ταλαντώνεται το υγρό δείγµα στην επιφάνεια της 

µικροσυσκευής και ω η γωνιακή ταχύτητα (Εικόνα 5).  

           

δ = δ = 
όπου ω=2πf 
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 Αλλαγές στις ιδιότητες του υγρού που έρχεται σε επαφή µε την επιφάνεια 

του αισθητήρα, µέσα στο αποσβένον πεδίο, προκαλούν µεταβολή σε µια σειρά 

χαρακτηριστικών διάδοσης του κύµατος. Οι αλλαγές των ιδιοτήτων του υγρού 

αφορούν την µάζα που εναποτίθεται στην επιφάνεια, το ιξώδες και την πυκνότητα 

του διαλύµατος και τις ηλεκτρικές ιδιότητες της επιφάνειας (Gizeli, E. and Lowe, C., 

2002). Αναφορικά µε τις ηλεκτρικές ιδιότητες της επιφάνειας, πιθανά να 

επηρεάζονται από ιόντα και δίπολα µόρια του υγρού δείγµατος.  

 Από τον παραπάνω τύπο γίνεται εµφανές ότι οι αλλαγές στην συχνότητα του 

ακουστικού κύµατος επηρεάζουν το βάθος διείσδυσης δ του κύµατος άρα και την 

ευαισθησία της µικροσυσκευής. Χαρακτηριστικό γνώρισµα όλων των ακουστικών 

αισθητήρων είναι ότι µε την αύξηση της συχνότητας λειτουργίας της µικροσυσκευής 

παρατηρείται και αύξηση του ακουστικού σήµατος. Αναλυτικότερα αύξηση της 

συχνότητας οδηγεί σε ελάττωση του βάθους διείσδυσης του κύµατος, γεγονός που 

ισοδυναµεί σε αύξηση της ευαισθησίας της µικροσυσκευής. Για τον παραπάνω λόγο 

µια µικροσυσκευή SAW µε συχνότητα λειτουργίας 155ΜHz είναι πιο ευαίσθητη από 

µια µε συχνότητα λειτουργίας 110 ΜHz καθότι το βάθος διείσδυσης του κύµατος 

είναι µικρότερο και το κύµα διαδίδεται  περισσότερο στην επιφάνεια του αισθητήρα. 

  Ο ακουστικός βιοαισθητήρας συνδέεται µε έναν αναλυτή δικτύου (network 

analyzer, (Εικόνα 6) µε τον οποίο εφαρµόζεται εναλλασσόµενη τάση στη 

µικροσυσκευή και συλλέγονται  οι µετρήσεις των ιδιοτήτων του ακουστικού κύµατος. 

Οι µετρήσεις αυτές σχετίζονται µε την ταχύτητα διάδοσης του κύµατος αλλά και την 

ενέργεια του. Οι αλλαγές στην ταχύτητα διάδοσης του κύµατος καταγράφονται ως 

αλλαγές στη φάση του κύµατος που µετρούνται σε degrees. Πιο συγκεκριµένα η 

φάση είναι ευαίσθητη σε µεταβολές κυρίως της µάζας αλλά και της 

Εικόνα 5:  Σχηµατική αναπαράσταση της µεσεπιφάνειας υγρού – στερεού, του βάθους 
διείσδυσης του ακουστικού κύµατος δ και του αποσβένοντος ακουστικού πεδίου.  

Μεσεπιφάνεια υγρού-στερεού  
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ιξωδοελαστικότητας και των ηλεκτρικών ιδιοτήτων της µεσεπιφάνειας υγρού-

στερεού. Όσον αφορά τις µεταβολές στην ενέργεια του κύµατος καταγράφονται ως 

µεταβολές στο πλάτος του κύµατος, που µετρούνται σε dB. Το πλάτος του κύµατος 

είναι ευαίσθητο σε µεταβολές της ιξωδοελαστικότητας και των ηλεκτρικών ιδιοτήτων 

της µεσεπιφάνειας υγρού-στερεού. 

 

 

 

 

 

 

 

 Ο αναλυτής  δικτύου είναι συνδεδεµένος εκτός από την µικροσυσκευή και µε 

ένα ηλεκτρονικό υπολογιστή όπου πραγµατοποιείται η καταγραφή των µεταβολών 

στην φάση και το πλάτος του κύµατος.  

 

1.4.∆ιαµοριακές αλληλεπιδράσεις και βιοτεχνολογία 

 

Ένα πολύ σηµαντικό κοµµάτι στον τοµέα της Βιοτεχνολογίας αποτελεί η 

µελέτη των διαµοριακών επαφών, έτσι ώστε να ανακαλυφθεί πια µόρια 

αλληλεπιδρούν, πως αλληλεπιδρούν (πιο τµήµα των µορίων συµµετέχει στην 

αλληλεπίδραση και πια είναι η βιοφυσική της) και τέλος ποιες είναι οι λειτουργικές 

επιπτώσεις αυτών των αλληλεπιδράσεων. Η επιστήµη της Βιολογίας έχει αναπτύξει 

διάφορα εργαλεία για την µελέτη τέτοιων αλληλεπιδράσεων.  

Αναλυτικότερα στον τοµέα της γενετικής δύο χαρακτηριστικές τεχνικές που 

χρησιµοποιούνται είναι το σύστηµα δύο υβριδίων (yeast 2-hybrid) που είναι ένα 

εργαλείο που χρησιµοποιεί την µεταγραφική ενεργότητα ως µέτρο για την µελέτη 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων και το phage display (Phizcky, Ε.Μ., 1995). Πιο 

συγκεκριµένα η λειτουργία του συστήµατος των δύο υβριδίων βασίζεται στη φύση 

εξειδικευµένων µεταγραφικών ενεργοποιητών που διαθέτουν µια περιοχή πρόσδεσης 

στο DNA, που συντήκεται µε µία εκ των δύο προς µελέτη πρωτεϊνών και µια περιοχή 

µεταγραφικής ενεργοποίησης, µε την οποία συντήκεται η άλλη πρωτεΐνη. Τα δύο 

παραπάνω υβρίδια εκφράζονται σε κύτταρα που διαθέτουν γονίδια αναφοράς και 

στην περίπτωση που οι χιµαιρικές πρωτεΐνες αλληλεπιδράσουν, δηµιουργώντας ένα 

Εικόνα 6: Αναλυτής δικτύου (network 
analyzer) Agilent Technologies E5061A 
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λειτουργικό µεταγραφικό ενεργοποιητή, αυτό ανιχνεύεται µέσω της έκφρασης των 

γονιδίων αναφοράς. Αναφορικά µε το phage display πρόκειται για µια τεχνική κατά 

την οποία φάγοι εκφράζουν χιµαιρικές πρωτεΐνες µε ξένα πεπτίδια στην επιφάνεια 

τους. Τα πεπτίδια αυτά µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την µελέτη 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ πρωτεϊνών ή µεταξύ πρωτεϊνών και πεπτιδίων π.χ 

πεπτιδίων και αντισωµάτων (Smith, G.P., 1985). Στον τοµέα της βιοχηµείας οι 

διαµοριακές αλληλεπιδράσεις µπορεί να παρατηρηθούν µε ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα native, όπου είναι δυνατός ο εντοπισµός πρωτεϊνικών ετέρων-συµπλόκων 

καθότι οι συνθήκες του πηκτώµατος δεν είναι αποδιατακτικές (Peris, M. et al.,1997) 

αλλά και µε ενζυµικές δοκιµές π.χ. η µέθοδος ELISA, όπου η αλληλεπίδραση µεταξύ 

πρωτεϊνών έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή έγχρωµου προϊόντος (Immunology, 

2002).  

Τέλος στον τοµέα της βιοφυσικής οι βιοαισθητήρες είναι µια τεχνολογία που 

έχει χρησιµοποιηθεί για την µελέτη διαµοριακών αλληλεπιδράσεων, καθώς διαθέτει 

δύο βασικά χαρακτηριστικά που την διαφοροποιούν από τις τεχνικές που 

αναφέρθηκαν παραπάνω, δεν απαιτεί σήµανση των βιοµορίων (label free) και οι 

αλληλεπιδράσεις παρατηρούνται σε πραγµατικό χρόνο (real time). Οι βιοαισθητήρες 

έχουν χρησιµοποιηθεί για την µελέτη αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνικών µορίων σε 

τροποποιηµένες επιφάνειες (µε πολυµερή, χρυσό κ.α.) χαλαζία, και ανήκουν στην 

κατηγορία των ακουστικών βιοαισθητήρων (Gizeli, E.,  1997) για την µελέτη 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων αλλά και αλληλεπιδράσεων DNA-πρωτεϊνών µε 

επιφανειακό συντονισµό πλάσµατος (Mernagh, D.R. et al., 1998, Sota, H. et al., 1998) 

κ.α. Οι πληροφορίες από την χρήση τέτοιων τεχνολογιών έχουν διάφορες εφαρµογές, 

χαρακτηριστικό παράδειγµα η ανάπτυξη αισθητήρων για την δηµιουργία συστοιχιών 

αντισωµάτων (antibody arrays), (Egelhofer, 2004, www.gla.ac.uk,).  
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1.5.Ακινητοποίηση µορίων σε επιφάνειες βιοαισθητήρων  

 

Υπάρχουν πέντε τουλάχιστον τρόποι ακινητοποίησης βιολογικών µορίων 

πάνω σε επιφάνειες  βιοαισθητήρων : 

 

1. Η προσρόφηση, κατά την οποία τα µόρια προσροφώνται στην 

επιφάνεια µε τυχαίο προσανατολισµό. Η µελέτη του τρόπου 

προσρόφησης βιολογικών µορίων π.χ, DNA και πρωτεϊνών έχει γίνει 

αντικείµενο έντονης µελέτης τις τελευταίες δεκαετίες. Σύµφωνα µε 

τους Sandwick, R.K., και Schray, K.J., (1988), σε αρκετά συστήµατα 

έχει παρατηρηθεί πως η δοµή της προσροφηµένης, σε µια επιφάνεια, 

πρωτεΐνης  διατηρείται σηµαντικά. Οι παραπάνω αναφέρουν ως 

παράδειγµα την ενζυµική δραστικότητα πρωτεϊνικών µορίων που 

φαίνεται να διατηρείται και να εξαρτάται άµεσα από την φύση του 

ενζύµου αλλά και από τη συγκέντρωση µε την οποία αυτό φορτώνεται 

στην επιφάνεια. Σε µια άλλη µέθοδο, οι πρωτεΐνες σηµαίνονται µε 

ραδιενεργά ισότοπα και χρησιµοποιούνται για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό της προσρόφησης πρωτεϊνών σε µια επιφάνεια 

(απαραίτητη προϋπόθεση η σήµανση να µην επηρεάζει την 

προσρόφηση στην επιφάνεια). Για την ανίχνευση των προσροφηµένων 

πρωτεϊνών χρησιµοποιείται αυτόραδιογραφία (Lin, et. al. 1992).  

Έχουν αναπτυχθεί διάφορες τεχνικές για την µελέτη προσρόφησης 

βιολογικών µορίων σε επιφάνειες όπως η ελιψοµετρία (Wahlren, M., et 

al., 1995; Lee, S.-W., and Laibinis, P.E., 1998), η µικροσκοπία 

ατοµικών δυνάµεων (Sagvolden, S., et al., 1998; Dupont-Gillain C.C., 

and Rouxhet, R.G., 2001) και ο κυκλικός διχρωισµός (CD) (Tanaka, 

M. et al. 2000).  

2. Η σύνδεση µέσω σταυροειδούς πλέγµατος (cross-linking), όπου τα 

µόρια συνδέονται µεταξύ τους µέσω χηµικών δεσµών. 

3. Η παγίδευση, όπου τα µόρια προσδένονται σε ένα εξειδικευµένο 

δίκτυο (gel network). Η παγίδευση του κυτοχρώµατος c (cyt c) σε gel 

οξειδίου του πυριτίου (silica gel matrix) (Dane, et al., 1997) και η 

ακινητοποίηση της λυσοζύµης, α-λακταλβουµίνης και άλλων 
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πρωτεϊνών για την µελέτη της σταθερότητας τους σε gel οξειδίου του 

πυριτίου (Eggers, et al., 2001) αποτελούν τέτοια παραδείγµατα. 

4. Η οµοιοπολική δέσµευση, µεταξύ της επιφάνειας και των βιολογικών 

µορίων. Ένα τέτοιο παράδειγµα είναι η οµοιοπολική σύνδεση 

αντισωµάτων µέσω ακινητοποιηµένων και ενεργοποιηµένων οµάδων 

βρωµιούχου κυανίου (CNBr) για την δηµιουργία ενός βιοαισθητήρα 

οξειδάσης της γλυκόζης (Wessa, T. et al., 1998). 

5. Η σύνδεση µέσω του δεσµού αβιδίνης – βιοτίνης. Η αβιδίνη είναι µια 

θετικά φορτισµένη πρωτεΐνη, η οποία διαθέτει τέσσερεις θέσεις 

πρόσδεσης, κάθε µια για ένα µόριο της βιταµίνης βιοτίνης. Η δεσµοί 

µεταξύ βιοτίνης – αβιδίνης, παρότι δεν είναι οµοιοπολικοί, είναι 

ισχυροί και µη αναστρέψιµοι (ka = 1015 M-1). 

 

 

 
1.6.Σύστηµα αβιδίνης - βιοτίνης  

 

1.6.1.Γενικά 

 
 Το σύστηµα αβιδίνης - βιοτίνης ξεκίνησε να µελετάται το 1927, 

προσανατολισµένο κυρίως στη λειτουργία της βιοτίνης, οπότε και παρατηρήθηκε ότι 

αρουραίοι που σιτίζονταν µε µεγάλη ποσότητα ωολευκοµατίνης εµφάνιζαν 

δερµατίτιδα, γεγονός που υποδήλωνε υποσιτισµό (Boas, M.A., 1927). Περίπου δύο 

δεκαετίες µετά η βιταµίνη H αναγνωρίστηκε ως βιοτίνη (Vigneaud et al., 1940), 

οπότε η παρουσία της δερµατίτιδας αποδόθηκε στην έλλειψη της. Από την άλλη η 

αβιδίνη, µια πρωτεΐνη που εντοπίστηκε στην ωολευκοµατίνη και εµφάνιζε υψηλή 

συγγένεια για την βιοτίνη (Gyorgy, P. et al., 1941) εµπλεκόταν στις διατροφικές 

διαταραχές που αναφέρθηκαν παραπάνω, ενώ λίγο αργότερα η κρυσταλλική δοµή της 

αβιδίνης ερχόταν να επιβεβαιώσει την υψηλή χηµική της συγγένεια µε την βιοτίνη 

(Pennington, P. et al., 1942).  

 Η παρατήρηση της σύνθεσης βιοτίνης έδωσε την δυνατότητα στο σύστηµα 

αβιδίνης – βιοτίνης να χρησιµοποιηθεί ως ερευνητικό εργαλείο (Eakin R.E. et al., 

1941). Από τότε και µετά πραγµατοποιήθηκαν µια σειρά από ερευνητικές και 

πειραµατικές µελέτες βασισµένες στο σύστηµα αυτό, όπως η δηµιουργία 
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βιοτινιλιωµένων βακτηριοφάγων για διαγνωστικούς σκοπούς (Becker, J.M. et al., 

1972), η ειδική χρώση βιολογικών µεµβρανών, όπου το σύστηµα χρησιµοποιήθηκε 

ως ανιχνευτής για την µελέτη βιολογικών µεµβρανών µε την χρήση της ηλεκτρονικής 

µικροσκοπίας (Heitzmann, H. and Richards F.M., 1974), για την αποµόνωση µεγάλου 

µήκους dsDNA µε κωδικές αλληλουχίες (Pellegrini, M., et al., 1977) κ.α.  

 Αναλυτικότερα όσον αφορά την αβιδίνη, πρόκειται για µια τετραµερή 

γλυκοπρωτεΐνη µε τέσσερις πανοµοιότυπες υποµονάδες και µε µοριακό βάρος 

67.000Daltons. Το ισοηλεκτρικό της σηµείο είναι το 10 (pI= 10) και κρυσταλλώνεται 

σε διαλύµατα µε υψηλή περιεκτικότητα σε άλατα και τιµές του pH µεταξύ 5 και 7. H 

γλυκοπρωτεΐνη αυτή είναι διαλυτή σε υδατικά διαλύµατα, παραµένει σταθερή κάτω 

από µια σειρά διαφορετικών συνθηκών pH και θερµοκρασίας (Green, N.M., 1975) 

και  διαθέτει µια δισουλφιδική γέφυρα ανά υποµονάδα η οποία δεν εµφανίζεται να 

παίζει σηµαντικό ρόλο στον δεσµό της µε την βιοτίνη. Εκτός από την 

γλυκοζυλιωµένη µορφή της αβιδίνης έχει αναγνωριστεί και η απογλυκοζυλιωµένη, η 

οποία διαχωρίζεται από την προηγούµενη µε απόδιατακτικό gel πολυακρυλαµίδης, 

δίνοντας δύο µπάντες µε αντίστοιχα µοριακά βάρη 18KD και 15KD (Hiller et al., 

1987). Και οι δύο αυτές µορφές αβιδίνης εµφανίζουν την ίδια ενεργότητα, ως προς 

την ικανότητα τους να αλληλεπιδρούν µε την βιοτίνη .  

 Η βιοτίνη απ’ την άλλη, όπως ήδη αναφέρθηκε παραπάνω, είναι µια φυσική 

βιταµίνη που εντοπίζεται σε κάθε κύτταρο, καθώς είναι απαραίτητη για το 

µεταβολισµό των λιπιδίων και των υδατανθράκων λειτουργώντας ως συνένζυµο στη 

λιπογένεση, τη γλυκονεογένεση και τον καταβολισµό των διακλαδισµένων 

αµινοξέων. Χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι οι αρκετοί ιστοί θηλαστικών οι οποίοι 

εµφανίζουν µεγάλη περιεκτικότητα σε βιοτίνη όπως το ήπαρ, το πάγκρεας και τα 

νεφρά. Πρόκειται για µια χηµική ένωση µε µοριακό τύπο C10H16N2O3S, µοριακό 

βάρος 244.31 Daltons και  ισοηλεκτρικό σηµείο 3.5 (Σχήµα 1).  

  

 

 
 

Σχήµα 1:  Ο συντακτικός τύπος της       
   βιοτίνης. 
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1.6.2.Σταθερότητα του συστήµατος αβιδίνης – βιοτίνης 

 

Το σύστηµα αβιδίνης - βιοτίνης  έχει αποδειχθεί ως ένα από τα σηµαντικότερα 

εργαλεία στις βιολογικές επιστήµες. Ο κύριος λόγος που το σύστηµα αυτό 

εµφανίζεται να είναι πολύ ενδιαφέρον αφορά κατά πρώτον την υψηλή τους 

συγγένεια, που χαρακτηρίζεται µε µια σταθερά Ka = 1015 M-1, που είναι και η πιο 

υψηλή που εµφανίζεται µεταξύ µιας πρωτεΐνης και του συνδέτη της και κατά 

δεύτερον το ότι το σύστηµα αυτό έχει γίνει καθολικό εργαλείο σε πολλές 

βιοτεχνολογικές εφαρµογές.  

Ο δεσµός αβιδίνης - βιοτίνης χαρακτηρίζεται από υψηλή ταχύτητα 

σχηµατισµού και το σχηµατιζόµενο σύµπλοκο πρωτεΐνης – βιταµίνης παραµένει 

σταθερό κάτω από µια σειρά δυσµενών συνθηκών. Οι συνθήκες αυτές σχετίζονται µε 

την παρουσία οργανικών διαλυτών, αποδιατακτικών παραγόντων, µεταβολών της 

θερµοκρασίας και του pH αλλά και την παρουσία πρωτεολυτικών ενζύµων (Ross, 

S.E. et al., 1986, Green, N.M., 1975). Ενώ η ελεύθερη βιοτίνη απενεργοποιείται 

στους 850C, το σύµπλοκο αβιδίνης – βιοτίνης απενεργοποιείται στους 1320C γεγονός 

που φανερώνει την ανθεκτικότητα του σε υψηλές θερµοκρασίες. Ταυτόχρονα όπως 

έχει αναφερθεί, το σύµπλοκο εµφανίζει ιδιαίτερη σταθερότητα σε αλλαγές του pH, 

αξιοπρόσεχτο είναι ότι ο δεσµός αβιδίνης – βιοτίνης δεν επηρεάζεται σηµαντικά όταν 

οι τιµές του pH κυµαίνονται µεταξύ 2 και 13. Έξω από αυτά τα όρια παρατηρείται 

απελευθέρωση της βιοτίνης λόγω αποδιάταξης της αβιδίνης.  

 

 

1.6.3.Αβιδίνη – Στρεπταβιδίνη – Νουτραβιδίνη  

 

Εκτός από την αβιδίνη χρησιµοποιούνται άλλα δύο πρωτεϊνικά µόρια για την 

δηµιουργία συµπλόκου µε την βιοτίνη, η στρεπταβιδίνη (streptavidin) και η 

νουτραβιδίνη (neutravidin). H στρεπταβιδίνη είναι µια πρωτεΐνη που δεσµεύει τη 

βιοτίνη και αποµονώθηκε από καλλιέργειες του µύκητα Streptomyces avidinii, 

αποτελείται από τέσσερις υποµονάδες, έχει µοριακό βάρος 75,000Daltons και pI = 

5.5. Η σύγκριση στρεπταβιδίνης και αβιδίνης σε αµινοξικό επίπεδο έδειξε ότι, και οι 

δύο εµφανίζουν υψηλή συγγένεια για την βιοτίνη καθώς διαθέτουν συντηρηµένες 

αλληλουχίες τρυπτοφάνης – λυσίνης, που παίζουν σηµαντικό ρόλο στην δηµιουργία 

του συµπλόκου πρωτεΐνης – βιοτίνης (Gitlin, G. et al., 1988) αλλά διαφέρουν στην 
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υπόλοιπη αλληλουχία τους. Άλλες διαφορές µεταξύ των δύο µορίων εντοπίζονται στο 

µοριακό τους βάρος, το ισοηλεκτρικό σηµείο, την παρουσία στην αβιδίνη και 

απουσία στην στρεπταβιδίνη υδατάνθρακα κ.α.  

 Αναφορικά µε την νουτραβιδίνη, η οποία χρησιµοποιήθηκε για την 

διεκπεραίωση της παρούσας εργασίας, είναι µια πρωτεΐνη που σχηµατίζει, όπως και 

οι παραπάνω, δεσµό µε την βιοτίνη µε την οποία εµφανίζει συγγένεια όµοια µε εκείνη 

που παρατηρείται για την αβιδίνη. Το βασικότερο πλεονέκτηµα της είναι η 

ελαχιστοποίηση των µη ειδικών αλληλεπιδράσεων, όποτε και αποτελεί την πιο 

κατάλληλη επιλογή σε σύγκριση µε την αβιδίνη και την στρεπταβιδίνη. Πρόκειται για 

ένα τροποποιηµένο µόριο αβιδίνης το οποίο δεν διαθέτει, όπως και η στρεπταβιδίνη, 

υδατάνθρακα, είναι απογλυκοζυλιωµένη, µε pI = 6.3 +/- 0.3, και εµφανίζει υψηλή 

σταθερότητα. 

 

 

1.6.4.Εφαρµογές του συστήµατος αβιδίνης – βιοτίνης στον τοµέα των βιοαισθητήρων 

 

 Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω το σύστηµα αβιδίνης – βιοτίνης έχει αναχθεί 

σε ένα καθολικό εργαλείο, το οποίο έχει πλέον ευρείες εφαρµογές σε πολλούς 

ερευνητικούς τοµείς, µεταξύ των οποίων και αυτός των βιοαισθητήρων.  

 Το σύστηµα αβιδίνης  - βιοτίνης έχει χρησιµοποιηθεί κατά κόρον σε όλα τα 

είδη των βιοαισθητήρων, γεγονός που γίνεται αντιληπτό από τα παραδείγµατα που 

παρατίθενται στην συνέχεια. Αναλυτικότερα, το σύστηµα έχει χρησιµοποιηθεί στους 

ηλεκτροχηµικούς βιοαισθητήρες και πιο συγκεκριµένα στους αµπεροµετρικούς 

βιοαισθητήρες της ακετυλοχολίνης, όπου συνέβαλε στην δηµιουργία και 

βελτιστοποίηση των συνθηκών λειτουργίας τους, µέσω της  ακινητοποίησης των 

βιοτινυλιωµένων ενζύµων εστεράση και οξειδάση της χολίνης  σε επιφάνειες αβιδίνης 

(Chen, Q. et al., 1997, Garguilo, G., et al., 1993) αλλά και στην ανίχνευση DNA 

αλληλουχιών παθογόνων βακτηρίων, µέσω υβριδοποίησης µε βιοτινυλιωµένες 

συµπληρωµατικές αλληλουχίες (Ikebukuro, K. et al., 2002). Επιπλέον το σύστηµα 

στρεπταβιδίνης – βιοτίνης έχει χρησιµοποιηθεί για την ακινητοποίηση 

βιοτυνιλιωµένων αντισωµάτων σε επιφάνειες χρυσού, οδηγώντας στον 

ηλεκτροχηµικό εντοπισµό τους (Kossek, S. et al., 1996).  

Το σύστηµα βρίσκει εφαρµογές και στους οπτικούς βιοαισθητήρες, όπου για 

παράδειγµα µε την χρήση του επιφανειακού συντονισµού πλάσµατος (SPR), έχει 
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εντοπιστεί το µονοκλωνικό αντίσωµα της αποκαρβοξυλάσης του γλουταµινικού 

οξέος (anti-GAD), που παίζει σηµαντικό ρόλο στην πρόγνωση, διάγνωση και 

παρακολούθηση του σακχαρώδη διαβήτη τύπου Ι (Choi, S.H., 2005). Όσον αφορά 

την κατηγορία των ακουστικών βιοαισθητήρων, έχουν πραγµατοποιηθεί πειράµατα 

µε τον µικροζυγό κρυσταλλικού χαλαζία (Quartz Crystal Microbalance - QCM). Στα 

πειράµατα αυτά το σύµπλοκο αβιδίνης - βιοτίνης χρησιµοποιήθηκε για την 

ακινητοποίηση µονόκλωνων ολιγονουκλεοτιδίων σε τροποποιηµένες επιφάνειες 

χρυσού και στην συνέχεια για την άµεση παρακολούθηση της υβριδοποιησής τους. 

Επιπρόσθετα σε πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν µε τον µικροζυγό κρυσταλλικού 

χαλαζία και τον επιφανειακό συντονισµό πλάσµατος, µε το σύστηµα βιοτίνης - 

αβιδίνης,  µελετήθηκε η πρόσδεση βιοτινιλιωµένων µορίων DNA σε τροποποιηµένες 

επιφάνειες στρεπταβιδίνης και η επακόλουθη υβριδοποίηση τους µε µονόκλωνα 

συµπληρωµατικά µόρια (Su, X. et al., 2005). Η προσρόφηση σε επιφάνειες χρυσού 

αβιδίνης και νουτραβιδίνης και ο τρόπος µε τον οποίο αλληλεπιδρούν µε 

βιοτινυλιωµένα µόρια έχει µελετηθεί µε την βοήθεια της τεχνολογίας των 

ακουστικών βιοαισθητήρων (Ghafouri, S. αnd Thompson, M., 1999).  

Τέλος πολλά από τα χρησιµοποιούµενα βιοµόρια είναι πλέον εµπορικά 

διαθέσιµα σε βιοτινυλιωµένη µορφή ή δίνεται η δυνατότητα να σηµανθούν µέσω 

ειδικών kit βιοτινυλίωσης που διατίθενται από διάφορες εταιρίες (www.probes.com, 

www.sigmaaldrich.com). 

 

 

1.7.Πρωτεΐνη IgG  και τεχνολογία βιοαισθητήρων 

 

 Η ανοσοσφαιρίνη G (immunoglobulin G, IgG) είναι ένα αντίσωµα (Ab), που 

χαρακτηρίζεται όπως όλα τα αντισώµατα, από την ικανότητα του κατά πρώτον να 

αναγνωρίζει και να προσδένεται ειδικά σε µόρια αντιγόνου (Ag) που προσβάλουν ένα 

οργανισµό και κατά δεύτερον να ενεργοποιεί µια σειρά βιολογικών µορίων και 

κυττάρων που έχουν σκοπό την αποµάκρυνση του αντιγόνου από τον οργανισµό. Πιο 

αναλυτικά το IgG είναι µια πρωτεΐνη µε µοριακό βάρος ~ 150kD, που αποτελείται 

από δύο βαριές (heavy chains) µε µοριακό βάρος η κάθε µια 50kD και δύο ελαφριές 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες (light chains) µε µοριακό βάρος η κάθε µια 25kD. Οι δύο 

βαριές αλυσίδες ενώνονται µεταξύ τους µε δισουλφιδικούς δεσµούς και κάθε µια από 

τις βαριές αλυσίδες ενώνεται µε τις ελαφριές µέσω ενός δισουλφιδικού δεσµού 
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(Σχήµα 2). Το πρωτεϊνικό αυτό µόριο εµφανίζει άξονα συµµετρίας καθώς οι δύο 

βαριές, όσο και οι δύο ελαφριές αλυσίδες είναι µεταξύ τους πανοµοιότυπες.  

  

 
 

                                

 Η σπουδαιότητα της πρωτεΐνης IgG είναι συνυφασµένη µε την ικανότητα της 

να απαντά άµεσα µετά την έκκριση της, σε προσβολές του οργανισµού από µια σειρά 

µολυσµατικών παραγόντων. Αυτό πραγµατοποιείται µέσω µε της αλληλεπίδρασης  

της IgG µε αντιγόνα της επιφάνειας των µολυσµατικών παραγόντων. Αναλυτικότερα, 

τόσο οι βαριές όσο και οι ελαφριές αλυσίδες εµφανίζονται οργανωµένες σε δύο 

επικράτειες, τη µεταβλητή  (variable) και τη σταθερή (constant). Οι µεταβλητές 

περιοχές από κάθε αλυσίδα σχηµατίζουν την περιοχή αναγνώρισης και πρόσδεσης 

του αντιγόνου.  

 Όπως όλα τα µόρια που εκκρίνονται από το ανοσοποιητικό έτσι και η IgG 

µελετήθηκε εκτενώς από διάφορους κλάδους της βιολογίας που εξήγησαν την 

πολυµορφία των ανοσοσφαιρινών (Hozumi, N. and Tonegawa S., 2004), την δοµή 

και την λειτουργία τους. Η τεχνολογία των βιοαισθητήρων χρησιµοποίησε τα µόρια 

των ανοσοσφαιρινών για την δηµιουργία άνοσο-βιοαισθητήρων µε ποικίλες 

εφαρµογές. Μια από αυτές είναι η δηµιουργία αµπεροµετρικών ανοσο-αισθητήρων 

για την ακινητοποίηση της βιοτινυλιωµένης ανοσοσφαιρίνης G από κουνέλι (rabbit 

IgG) σε τροποποιηµένες επιφάνειες αβιδίνης (Darain, F. et al.,  2003) αλλά και την 

ανίχνευση rabbit IgG από anti-IgG (Gooding, J.J. et al., 2004). Πολλές 

πιεζοηλεκρικές συσκευές έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί, για την παρακολούθηση σε 

πραγµατικό χρόνο της αντίδρασης µεταξύ αντιγόνου αντισώµατος (Minunni, M. et 

Σχήµα 2: Η δοµή της ανοσοσφαιρίνης G. 
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al., 1994) και για την εύρεση κατάλληλων συνθηκών ακινητοποίησης βιολογικών 

µορίων, όπως το αντι-αντίσωµα IgG και η πρωτεΐνη BSA, πάνω σε επιφάνειες χρυσού 

και την µελέτη της αλληλεπίδρασης τους µε το αντίσωµα IgG και το αντι-BSA 

αντίστοιχα (Storri, S. et al., 1998). Ακουστικοί βιοαισθητήρες κύµατος Love µε βάση 

την αντίδραση αντισώµατος και αντι- αντισώµατος (IgG και anti-IgG), κατέγραψαν 

την µεταβολή της συχνότητας του ακουστικού κύµατος σε σχέση µε τον χρόνο 

αντίδρασης για διάφορες συγκεντρώσεις του αντισώµατος, πραγµατοποιώντας 

βαθµονόµηση του ακουστικού βιοαισθητήρα και παρέχοντας πληροφορίες για την 

κινητική της αντίδρασης (Harding, G.L. et al., 1997). 

 Μια εξίσου αξιόλογη εφαρµογή ήταν ο σχεδιασµός ακουστικού ανοσο-

αισθητήρα σε µικροσυσκευή, στην επιφάνεια της οποίας εναποτέθηκαν 

βιοτινυλιωµένα κυστίδια που σχηµάτισαν λιπιδική διπλοστοιβάδα που συνδεθήκαν µε 

µόρια στρεπταβιδίνης και ακολούθησε προσθήκη βιοτυνιλιωµένων µορίων IgG. Η 

λειτουργία του συστήµατος επαληθεύτηκε και µε πειράµατα που έγιναν µε οπτικό 

βιοαισθητήρα (SPR). Το αποτέλεσµα ήταν η δηµιουργία µιας εξειδικευµένης 

επιφάνειας αναγνώρισης υψηλής ευαισθησίας για συγκεκριµένο αντιγόνο (Gizeli, E. 

et al., 1997). Επιπρόσθετα µετρήθηκαν οι σταθερές πρόσδεσης της πρωτεΐνης IgG  σε 

τροποποιηµένες επιφάνειες (ακινητοποιηµένα µόρια πρωτεΐνης Α και 

ακινητοποιηµένα µόρια πρωτεΐνης G) ακουστικών µικροσυσκευών. Η µελέτη τέτοιων 

αλληλεπιδράσεων είναι σηµαντική, καθότι οι πρωτεΐνες Α και G συναντώνται στα 

τοιχώµατα παθογόνων βακτηριακών κυττάρων που προσβάλουν τους οργανισµούς 

(Saha, K. et al., 2003). 

 Η επιστηµονική κοινότητα έχει στρέψει το ενδιαφέρον της στους 

βιοαισθητήρες, και ειδικά στους ανοσο-αισθητήρες, οι οποίοι προσφέρουν γρήγορη 

και εξειδικευµένη πληροφορία που βασίζεται στην άµεση και σε πραγµατικό χρόνο 

συλλογή αποτελεσµάτων. Η δηµιουργία συστηµάτων όπως αυτό της ανοσο-

ανίχνευσης ήταν και είναι καθοριστικής σηµασίας για την ταχύτατη και επανάληψιµη 

µελέτη του τρόπου αλληλεπίδρασης βιολογικών µορίων µε σηµαντικές εφαρµογές 

στη βιοτεχνολογία. 
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2.Σκοπός της παρούσας εργασίας 

 

Με τον ακουστικό βιοαισθητήρα µπορούµε να παρακολουθήσουµε αλλαγές 

στη µάζα και την ιξωδοελαστικότητα πάνω στην επιφάνεια που διαδίδεται το 

ακουστικό κύµα. Οι µετρήσεις των τιµών της φάσης δίνουν πληροφορίες σχετικές µε 

τη µάζα των µορίων που προσδένονται, ενώ οι µετρήσεις των τιµών του πλάτους 

είναι ενδεικτικές των ιδιοτήτων που σχετίζονται µε την διαµόρφωση των µορίων, που 

λαµβάνουν χώρα στη µεσεπιφάνεια υγρού – στερεού, λόγω της πρόσδεσης µορίων 

στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα. Για να µπορέσουµε να παρακολουθήσουµε τις 

αλλαγές αυτές είναι απαραίτητο να δηµιουργήσουµε τις κατάλληλες συνθήκες στην 

επιφάνεια της µικροσυσκευής.  

Στην παρούσα εργασία σκοπός µας ήταν αρχικά η µελέτη της ευαισθησίας της 

συσκευής ως προς το πάχος του πολυµερικού κυµατοδηγού και ως προς το πάχος και 

την ποιότητα της επιφάνειας χρυσού. Έχοντας βρει τις βέλτιστες συνθήκες του Love 

wave device, στόχος µας ήταν η παρατήρηση και σύγκριση της απόκρισης του 

αισθητήρα (µεταβολές στη φάση και το πλάτος του ακουστικού κύµατος) κατά την 

προσθήκη διαφορετικών πρωτεϊνών ως προς δοµή και το µοριακό βάρος τους αλλά 

και ο υπολογισµός της µάζας τους που εναποτίθεται στην επιφάνεια του αισθητήρα. 

Για τον λόγο αυτό χρησιµοποιήθηκαν δύο διαφορετικές πρωτεΐνες (anti-IgG και 

BSA). Τέλος µελετήθηκε η δυνατότητα δηµιουργίας µιας άµεσα αναγεννήσιµης 

επιφάνειας τροποποιηµένης αβιδίνης, για την εναπόθεση βιοτινυλιωµένων 

βιολογικών µορίων και την περαιτέρω µελέτη τους.   
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3. Υλικά και Μέθοδοι 
 
 
 
 
3.1 Μικροσυσκευή ακουστικού βιοαισθητήρα SAW 

 

Η συσκευή του βιοαισθητήρα κατασκευάστηκε σε πλάκα χαλαζία πάχους 0,5mm 

που είχε κοπεί κατά τον άξονα y 42,5°. Η διάδοση του κύµατος είναι κάθετη στον 

άξονα x. Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν στους βιοαισθητήρες των 110MHz και 

των 155MHz, όπου οι αλληλοδιαπλεκόµενοι µεταγωγείς (IDTs) αποτελούνται από 80 

ζεύγη ηλεκτροδίων και 92 ζεύγη ηλεκτροδίων αντίστοιχα. Αναλυτικότερα στον 

βιοαισθητήρα των 110MHz τα ζεύγη των ηλεκτροδίων απέχουν 45µm, το καθένα 

αποτελείται από Cr/Au (10/200nm) και έχει πάχος 210nm. Αναφορικά µε την 

µικροσυσκευή των 155MHz, στα IDTs τα ζεύγη ηλεκτροδίων απέχουν 32nm, το 

καθένα αποτελείται από Cr/Au (20/100nm) και έχει πάχος 120nm. 

 

 

 

3.2.Βιοαισθητήρας Love 

 

3.2.1.Προετοιµασία βιοαισθητήρα 

 

Στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα, στην περιοχή διάδοσης του ακουστικού 

κύµατος, προστίθεται στρώµα του πολυµερούς PMMA. Οι συγκεντρώσεις του 

πολυµερούς που χρησιµοποιήθηκαν για την διεκπεραίωση των πειραµάτων ήταν 17% 

και 22% για τον βιοαισθητήρα 110MHz και 8% για αυτόν των 155MHz. Επίσης σε 

πειράµατα µε σκοπό την µέτρηση του πάχους του στρώµατος του πολυµερούς 

χρησιµοποιήθηκαν συγκεντρώσεις 10%, 15%, 22%, 25% και 30%. Αναλυτικότερα 

διαλύµατα διαφορετικών συγκεντρώσεων του πολυµερούς, χρησιµοποιήθηκαν για 

την επικάλυψη κρυστάλλων χαλαζία στους οποίους και µετρήθηκε το πάχος του 

στρώµατος του PMMA (Πίνακας 3). 
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Όπως φαίνεται και στον πίνακα για πιο πυκνά διαλύµατα το στρώµα του πολυµερούς 

είναι πιο παχύ. 

Τέλος οι συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν για την µέτρηση της τραχύτητας 

της επιφάνειας του πολυµερούς ήταν 17%, 22% και 23%. Το στρώµα του PMMA 

δηµιουργείται µε επικάλυψη της επιφάνειας έπειτα από φυγοκέντρηση στη συσκευή 

Spincoater Model P6700 Series (Specialty Coating Systems Inc.) αφού τοποθετηθούν 

στην επιφάνεια της ακουστικής συσκευής λίγες σταγόνες (2-4) διαλύµατος ΡΜΜΑ. Η 

φυγοκέντρηση πραγµατοποιείται στις 4000rpm για 40sec. Οι µικροσυσκευές στην 

συνέχεια τοποθετούνται σε κλίβανο όπου και επωάζονται σε θερµοκρασία 190°C για 

χρονικό διάστηµα 2h, έτσι ώστε να στερεοποιηθεί το στρώµα του ΡΜΜΑ.  

 

 

3.2.2.Εναπόθεση χρυσού και χάραξη µε χηµεία πλάσµατος 

 

Με τη συσκευή Sputter Coater BAL-TEC SCD 050, γίνεται εναπόθεση 

στρώµατος χρυσού (sputtering) για 40sec πάνω στον κυµατοδηγό της συσκευής του 

ακουστικού βιοαισθητήρα 110MHz και 155MHz, που σηµαίνει δηµιουργία 

στρώµατος χρυσού 20nm. Για την επαναχρησιµοποίηση του βιοαισθητήρα µετά από 

κάθε πείραµα η επιφάνεια χρυσού υφίσταται χάραξη µε χηµεία πλάσµατος (etching) 

για 60sec, και κατόπιν εναποτίθεται φρέσκο στρώµα χρυσού µετά από sputtering για 

3sec και τελικό etching για 180sec. Το Sputter Coater λειτουργεί µε Ar, το οποίο 

διασπάται ως πλάσµα σε χηµικά ενεργές ρίζες που απορροφώνται από την επιφάνεια 

και αντιδρούν µε αυτή. 

 

 

10%PMMA 15%PMMA 22%PMMA 25%PMMA 30%PMMA 

0.45µm 0.6µm 2.45µm 2.85µm 3.15µm 

Πίνακας 3: Το πάχος του στρώµατος του PMMA που µετρήθηκε για αυξανόµενες 
συγκεντρώσεις του πολυµερούς.  
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3.3. Πειραµατική διάταξη 

 

Η µικροσυσκευή του βιοαισθητήρα τοποθετείται σε µία ειδική θήκη, το device 

holder, που αποτελείται από δύο πλάκες χρυσού. Πάνω από το device holder 

εφαρµόζεται η κυψελίδα συνεχούς ροής, η οποία εφαρµόζει στην ελεύθερη επιφάνεια 

της συσκευής µεταξύ των IDTs. Ο ρόλος της κυψελίδας, είναι η διατήρηση της ροής 

του διαλύµατος µε µια σταθερή ταχύτητα (55µl/min) µε την βοήθεια µιας 

περισταλτικής αντλίας (Gilson, France). Στις πλάκες χρυσού του device holder, 

εφαρµόζονται ηλεκτρόδια που συνδέονται µε τον αναλυτή δικτύου. Οι αναλυτές 

δικτύου που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι Hewlett Packard 4195A και Agilent 

Technologies Ε5061Α. Οι µετρήσεις που λαµβάνονται καταγράφονται σε ένα 

ηλεκτρονικό υπολογιστή από όπου και παρακολουθείται, σε πραγµατικό χρόνο, η 

πρόοδος του πειράµατος. Το device holder, η περισταλτική αντλία. ο αναλυτής 

δικτύου και ο ηλεκτρονικός υπολογιστής συναποτελούν την πειραµατική διάταξη 

όπως αυτή παρατίθεται στην συνέχεια (Εικόνα 7).  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7: Σχηµατική απεικόνιση της χρησιµοποιούµενης πειραµατικής διάταξης. Αρχικά η 
µικροσυσκευή τοποθετείται στο device holder, το επιθυµητό διάλυµα έρχεται σε επαφή µε την 
επιφάνεια της συκευής µέσω περισταλτικής αντλίας ελεγχόµενης ροής και οι µετρήσεις λαµβάνονται 
µε τον αναλυτή δικτύου. Ο τελευταίος συνδέεται µε υπολογιστή στον οποίο αποθηκεύονται και 
επεξεργάζονται τα δεδοµένα. 
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Σε κάθε πείραµα που πραγµατοποιήθηκε, οι µεταβολές των χαρακτηριστικών του 

κύµατος (φάση και πλάτος) µεταφέρονται από τον αναλυτή δικτύου στον υπολογιστή. 

Αρχικά εφαρµόζεται διάλυµα PBS pH 7.4 (SIGMA), µέσω της κυψελίδας και της 

περισταλτικής, µε σκοπό την εξισορρόπηση του σήµατος. Κατόπιν και αφού το σήµα 

φτάσει σε πλατό, προστίθεται διάλυµα νουτραβιδίνης (Pierce, UK) σε συγκέντρωση 

250µg/ml.  

 

 

3.4. Ακουστικά πειράµατα µε πρωτεΐνες  

 

 Για την διεξαγωγή των πειραµάτων στον ακουστικό βιοαισθητήρα 

χρησιµοποιήθηκαν οι εξής πρωτεΐνες : νουτραβιδίνη, νιτρο-αβιδίνη, βιοτυνιλιωµένο – 

anti-IgG (Vector Laboratories) και βιοτυνιλιωµένη-BSA (Sigma). Η συγκέντρωση της 

νουτραβιδίνης και νιτρο-αβιδίνης που χρησιµοποιήθηκε ήταν 250µg/ml και 100 

µg/ml αντίστοιχα των βιοτινυλιωµένων – πρωτεϊνών ήταν 2µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 

25µg/ml, 50µg/ml, 75µg/ml, 100µg/ml και 150µg/ml. Οι παραπάνω πρωτεΐνες 

αραιώνονται από stock δείγµατα σε διάλυµα PBS pH 7.4 (0.01Μ διάλυµα 

φωσφορικού, 0.0027Μ KCl και 0.137 NaCl), ώστε να πάρουµε τις παραπάνω 

συγκεντρώσεις. Αφού έχει πραγµατοποιηθεί η εξισορρόπηση µε το διάλυµα PBS 

προστίθεται αρχικά ή νουτραβιδίνη, στην συνέχεια ακολουθεί νέα εξισορρόπηση µε 

το διάλυµα PBS και τελικά προστίθενται τα δείγµατα των βιοτινυλιωµένων 

πρωτεϊνών.  

 

 

3.5. Επιφανειακός Συντονισµός Πλάσµατος 

 

Όπως ήδη έχει αναφερθεί στο προηγούµενο κεφάλαιο µία από τις πιο γνωστές 

κατηγορίες βιοαισθητήρων είναι οι οπτικοί. Η αρχή λειτουργίας τους βασίζεται στην 

ανίχνευση της µεταβολής του δείκτη διάθλασης µιας µεσεπιφάνειας υγρού-στερεού 

σαν αποτέλεσµα µιας βιολογικής αλληλεπίδρασης. Στην παρούσα εργασία το SPR 

(IBIS II, www.xantec.com) χρησιµοποιήθηκε για την µελέτη της ικανότητας, της 

νίτρο – αβιδίνης να αλληλεπιδρά µε βιοτινυλιωµένα µόρια. Στην αρχή έγινε 

εξισορρόπηση του βιοαισθητήρα µε διάλυµα PBS pH 7.4 (0.027Μ KCl και 0.137 

NaCl) και στην συνέχεια τα υγρά δείγµατα, αρχικά νίτρο-αβιδίνη σε συγκέντρωση 
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100µg/ml και στην συνέχεια βιοτινυλιωµένη anti-IgG σε συγκεντρώσεις 10 µg/ml και 

100µg/ml φορτώθηκαν στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα. 

 

 

3.6. Μικροζυγός Κρυσταλλικού Χαλαζία (Q-Sense) 

 

 Ο µικροζυγός κρυσταλλικού χαλαζία (QCM), υπάγεται στην κατηγορία των 

βιοαισθητήρων BAW. Ο QCM είναι µια τεχνολογία που χρησιµοποιείται στην µελέτη 

σχηµατισµού λεπτών στοιβάδων πρωτεϊνών (Hook, F., 1998), κυττάρων και 

πολυµερών. Καθώς ο κρύσταλλος χαλαζία ταλαντώνεται και η διάδοση του 

ακουστικού κύµατος πραγµατοποιείται σε όλο τον όγκο του υλικού της 

µικροσυσκευής, παρακολουθούνται οι µεταβολές στην απόσβεση (∆D) και την 

συχνότητα (∆f) της ταλάντωσης (www.q-sense.com).  

 Ο µικροζυγός κρυσταλλικού χαλαζία που χρησιµοποιήθηκε για τον 

υπολογισµό των τιµών µάζας ανά επιφάνεια για κάθε βιοτινυλιωµένο µόριο, ήταν ο 

Q-Sense AB (Sweden). Πρόκειται για ένα ακουστικό βιοαισθητήρα αποτελούµενο 

από µια µικροσυσκευή που εφαρµόζει µέσα σε αεροστεγή θήκη. Με την βοήθεια µιας 

περισταλτικής αντλίας συνεχούς ροής τα υγρά δείγµατα, αρχικά νουτραβιδίνη σε 

συγκέντρωση 250µg/ml και στην συνέχεια βιοτινυλιωµένη anti-IgG σε 

συγκεντρώσεις από 10µg/ml έως 150µg/ml φορτώθηκαν στην συσκευή και οι 

µετρήσεις καταγράφηκαν σε ηλεκτρονικό υπολογιστή από όπου σε πραγµατικό 

χρόνο, παρακολουθήθηκε η πρόοδος του πειράµατος (Εικόνα 8). Το διάλυµα που 

χρησιµοποιήθηκε για την διεξαγωγή των πειραµάτων ήταν PBS pH 7.4 (0.027Μ KCl 

και 0.137 NaCl).  

 

Εικόνα 8: Ο Q-Sense AB (Sweden). 
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3.7. Παρασκευή νιτρο-αβιδίνης 

 

 Πρόκειται για ένα πρωτόκολλο παρασκευής  τροποποιηµένης αβιδίνης, µε την 

δυνατότητα κάτω από ορισµένες συνθήκες να µπορεί να αποδεσµεύσει 

βιοτινυλιωµένα µόρια µε τα οποία αλληλεπιδρά. Σε 1ml διαλύµατος 50mM Tris pH 8 

διαλυτοποιήθηκαν 5mg αβιδίνης (Sigma) και στη συνέχεια προστέθηκαν 2µl τετρα-

νιτρο-µεθανίου (TNM, Sigma). Το διάλυµα αβιδίνης επωάστηκε για 30min στους 

230C και ακολούθησε µια σειρά από ολονύχτιες διαπηδήσεις (dialysis) στους 40C, µε 

ειδικές µεµβράνες (Brand Spectra/POR4, Dialysis Membrane, MWCO: 12-14kD). Η 

πρώτη πραγµατοποιήθηκε σε 4L διαλύµατος 1M NaCl , ενώ οι επόµενες δύο σε 4L 

ddH2O. Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκαν τρεις τελευταίες διαπηδήσεις µε την 

ακόλουθη σειρά : 1. σε 4L διαλύµατος 50mM KH2PO4 (Sigma) και 0.6mM βιοτίνης 

(Sigma), 2. σε 4L 50mM Na2CO3 pH 10 (Merck) και 3. σε  4L 50mM KH2PO4  (Cass, 

T. and Ligler, F.S., 1998, Morag, E. et al., 1996).  

 

 

 

3.7.1. Χρωµατογραφία συγγένειας  

 

Με σκοπό τον έλεγχο της λειτουργικότητας της νίτρο-αβιδίνης 

πραγµατοποιήθηκε χρωµατογραφία συγγένειας (Morag, E. et al., 1996, Junowicz, E., 

1976) και ακολουθήθηκε το παρακάτω πρωτόκολλο: 

 

 Καθαρισµός της ρητίνης (Sepharose 4B resin) µε ddH2O, για την 

αποµάκρυνση της αιθανόλης στην οποία διατηρείται. 

 Προσθήκη 10ml αποστειρωµένου ddH2O σε 5ml ρητίνης και συνέχεια 

5ml διαλύµατος 25mM NaOI4 (Sigma). Ακολουθεί ήπια ανάδευση στο 

σκοτάδι για 1h, στους 40C. 

 Προσθήκη 0.5ml Ethylene glycol (Sigma) και ήπια ανάδευση στο 

σκοτάδι για 30min, στους 40C. 

 Καθαρισµός της ρητίνης µε ddH2O και στη συνέχεια µε PBS στους 

40C. 

 Στα 5ml ρητίνης προσθέτουµε, 10ml PBS pH 7.4, 0.1ml νίτρο-

αβιδίνης (stock 5mg/ml) και 0.1ml NaCNBH3 (stock 10mg/ml, Fluka). 
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Η αντίδραση πραγµατοποιείται κατά την διάρκεια της νύχτας στο 

σκοτάδι, υπό ήπια ανάδευση και στους 40C. 

 Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 400rpm, για 8min στους 40C και 

αποµάκρυνση του υπερκειµένου.  

 Καθαρισµός της ρητίνης µε ddH2O και φυγοκέντρηση στις 400rpm, 

για  8min στους 40C για την αποµάκρυνση του υπερκειµένου. 

 Τοποθέτηση της ρητίνης (χρωµατογραφικό υλικό) σε στήλη.  Ξέπλυµα 

του χρωµατογραφικού υλικού µε 20ml (2x) PBS pH 7.4 και στην 

συνέχεια µε 20ml (2x) PBS pH 4. 

 Φορτώνονται στη στήλη 0.5ml 0.6mM βιοτίνης (biotin, Sigma) pH 4. 

 Ακολουθεί ξέπλυµα της στήλης: 1. µε 20ml (2x) PBS pH 4, 2. 20ml 

(2x) Νa2CO3 pH 10, και 3. 20ml (2x) PBS pH 4.  

 Στην στήλη φορτώνονται 0.5ml βιοτινυλιωµένη – BSA (Sigma). 

 Τέλος, πραγµατοποιείται η έκλουση µε 20ml (2x) Νa2CO3 pH 10. 

 

 

 

3.7.2 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών : 

 

3.7.2Α. Σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 

 

 Τα κλάσµατα που συλλέχθηκαν κατά την διάρκεια της χρωµατογραφίας 

διαχωρίστηκαν σε 12% αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. Η 

ηλεκτροφόρηση είναι µια τεχνική κατά την οποία φορτισµένα µόρια κινούνται σε 

ηλεκτρικά πεδία και η κινητικότητα του κάθε µορίου είναι ανάλογη της 

εφαρµοζόµενης τάσης επί το καθαρό φορτίο του µορίου δια την τριβή που 

εµφανίζεται λόγω του σχήµατος και του µεγέθους του. Στην ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, οι πρωτεΐνες τρέχουν ως αποδιαταγµένα µονοµερή. 

Αρχικά για το παρασκεύασµα του δείγµατος χρησιµοποιείται διαλυτή θειόλη για την 

αναγωγή των δισουλφιδικών δεσµών ενώ το απορρυπαντικό δωδεκανοθεϊκό νάτριο 

(SDS, Merck) δεσµεύεται σε όλες τις περιοχές της πρωτεΐνης, προσδίνοντας σταθερό 

λόγο ανιονικού φορτίου προς µάζα.  

 Τα προς ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικά δείγµατα αναµειγνύονται 1:1 µε το 

διάλυµα φόρτωσης (100mΜ Tris-HCl pH6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 0.2% 
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Bromophenol blue, 200mM DTT) και ακολουθεί βρασµός 5min των δειγµάτων και 

γρήγορη φυγοκέντρηση τους πριν την φόρτωση. Η κατασκευή του πηκτώµατος ήταν 

κατά Laemmli (Laemmli, UK., 1970). Αναλυτικότερα παρασκευάστηκε το πήκτωµα 

διαχωρισµού [10% µείγµατος ακρυλαµίδης (29% ακρυλαµίδη, 1% Ν,Ν΄- 

µεθυλενοδισακρυλαµίδη), 0.375M Tris-HCl (Merck) pH 8.8, 0.2% SDS, 0.2% APS 

(Merck) και Temed (Merck)] που τοποθετήθηκε αρχικά στην συσκευή 

ηλεκτροφόρησης και αφέθηκε να πολυµεριστεί και ακολούθως το πήκτωµα 

συσσώρευσης (5% µείγµατος ακρυλαµίδης, 0.125M Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 

0.1% APS  και Temed). Το διάλυµα ηλεκτροφόρησης αποτελείται από 25mΜ Tris-

base, 192mΜ Glycine pH 8.3 και 0.1% SDS. Μετά το φόρτωµα των δειγµάτων το 

πήκτωµα ηλεκτροφορείται σε τάση 100V αρχικά και αφού τα δείγµατα εισέλθουν στο 

πήκτωµα διαχωρισµού αυξάνεται σε 120V. 

 

 

3.7.2Β. Σε native πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 

 

Στην native ηλεκτροφόρηση οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται βάσει του φορτίου τους, 

της δοµής και του µοριοκού τους βάρους. Τα native πηκτώµατα δεν είναι 

πληροφοριακά ως προς το είδος και το µοριακό βάρος της πρωτεΐνης που 

ηλεκτροφορείται σε σχέση µε την ηλεκτροφόρηση SDS, αλλά µπορούν να δώσουν 

στοιχεία για την κατάσταση και τη συµπεριφορά των φυσικών πληθυσµών της 

πρωτεΐνης [αν η πρωτεΐνη απεικονίζεται µετά από τη χρώση της ως µια συµπαγής 

µπάντα (ένας ή λίγοι διακριτοί φυσικοί πληθυσµοί µορίων) ή ως ένα νέφος (smear)]. 

Σαφώς ο τύπος αυτός της ηλεκτροφόρησης είναι ένας τρόπος διαχωρισµού 

πρωτεϊνικών µορίων, όπου είναι επιθυµητό να διατηρήσουν την στερεοδιαµόρφωσή 

τους για να πραγµατοποιηθούν πειράµατα που απαιτούν κάτι τέτοιο όπως είναι τα 

πειράµατα µε τον ακουστικό βιοαισθητήρα. Το πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, το 

διάλυµα ηλεκτροφόρησης και φόρτωσης στην προετοιµασία των δειγµάτων δεν 

περιέχουν SDS ούτε αναγωγικούς παράγοντες, και τα πρωτεϊνικά δείγµατα δεν 

θερµαίνονται πριν την φόρτωση τους στο πήκτωµα. Το πήκτωµα διαχωρισµού έχει 

pH 8 αντί για pH 8.8 που έχει στην SDS εκδοχή του, ενώ η ηλεκτροφόρηση 

πραγµατοποιείται στους 40C. 
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3.7.2Γ. Χρώση του πηκτώµατος µε κυανό του Coomassie και αποχρωµατισµός 

 

Για να γίνουν ορατές οι πρωτεϊνικές ζώνες µετά την ηλεκτροφόρηση ακολουθεί η 

διαδικασία χρώσης τους, κατά την οποία το πήκτωµα τοποθετείται εντός του 

διαλύµατος χρώσης [45% µεθανόλη (Merck), 10% οξικό οξύ (Merck) και 2.5% w/v 

Coomassie blue] όπου και αφήνεται σε ήπια ανάδευση για 40min. Στην συνέχεια 

τοποθετείται σε διάλυµα αποχρωµατισµού (30% µεθανόλη, 10% οξικό οξύ) για 1h σε 

ήπια ανάδευση. Οι ζώνες εµφανίζονται στην πηκτή καθώς η χρωστική δεσµεύεται 

στα βασικά κατάλοιπα των πρωτεϊνών (κυρίως αργινίνης και αρωµατικών 

αµινοξέων). 

 

  

 

3.8. Μικροσκοπία Ατοµικών ∆υνάµεων (AFM) 

 

Για την εύρεση της τραχύτητας των επιφανειών PMMA (17%, 22% και 23%) 

χρησιµοποιήθηκε το µικροσκόπιο ατοµικών δυνάµεων (Atomic Force Microscope, 

Digital Instruments NanoScope IIIa). To AFM (Binning, G. et al., 1986) ανήκει στην 

ευρύτερη οικογένεια των Μικροσκοπίων Σάρωσης και η αρχή λειτουργίας του 

στηρίζεται στη µηχανική σάρωση µιας επιφάνειας από µια λεπτή και µυτερή ακίδα. 

Το AFM αποτελείται από ένα εύκαµπτο έλασµα (cantilever) στην άκρη του οποίου 

υπάρχει µια λεπτή και µυτερή ακίδα (tip) και µια διάταξη που αντιλαµβάνεται τις 

αποκλίσεις του ελάσµατος µε αποτέλεσµα να αντιλαµβάνεται και τις δυνάµεις 

αλληλεπίδρασης. Η διάταξη αυτή αποτελείται από ένα laser και µια διαχωρισµένη 

φωτο-δίοδο, ένα µηχανικό σύστηµα σάρωσης (πιεζοηλεκτρικό) το οποίο µετακινεί το 

δείγµα σε σχέση µε τη βελόνα. Συνδεδεµένος µε το µικροσκόπιο είναι ένας 

υπολογιστής, µε τον οποίο γίνεται εφικτή η µέτρηση των τιµών των παραµέτρων, οι 

οποίες διατηρούνται σταθερές κατά τη διάρκεια της σάρωσης, και ένας µετατροπέας 

που µετατρέπει το αναλογικό σήµα σε ψηφιακό έτσι ώστε να µπορεί να το 

επεξεργαστεί ο υπολογιστής και το αντίστροφο. 
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4.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 
 
 
4.1. Ευαισθησία ακουστικού σήµατος, ως προς τη διάταξη του κυµατοδηγού 
 
 
 

Με σκοπό τη συσχέτιση του πάχους του κυµατοδηγού (PMMA) και του 

πάχους χρυσού (Au) µε την ευαισθησία του ακουστικού σήµατος, 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα εναπόθεσης της πρωτεΐνης BSA σε συγκέντρωση 

1mg/ml, σε διαφορετικά τροποποιηµένες επιφάνειες µικροσυσκευών των 

110MHz. Αναλυτικότερα χρησιµοποιήθηκαν τρεις  (D1, D2 και D3) ακουστικές 

µικροσυσκευές (devices), επικαλυµµένες µε στρώµα PMMA διαφορετικού 

πάχους (1µm έως 2.45µm) και στη συνέχεια µε στρώµα χρυσού διαφορετικού 

πάχους (5nm, 10nm, 15nm, 35nm και 45nm) (Gizeli et al., 1992). Τα 

αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών παρατίθενται παρακάτω (Εικόνα  9.1-3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.1 
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Εικόνες 9.1-3: Μεταβολή της φάσης του ακουστικού κύµατος κατά την εναπόθεση της πρωτεΐνης 
BSA σε διαφορετικές επιφάνειες (πάχους PMMA και πάχος Au) µικροσυσκευών 110MHz.  

9.2 

9.3 
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Στις παραπάνω εικόνες παρατίθενται, οι µέσοι όροι των τιµών της πτώσης της 

φάσης (∆phase) του ακουστικού σήµατος για την πρωτεΐνη BSA, που καταγράφηκαν 

καθώς και οι τυπικές τους αποκλίσεις. Παρατηρήθηκε ότι η αύξηση του πάχους του 

χρυσού, οδηγεί σε αύξηση της ευαισθησίας (∆phase), γεγονός που αποδεικνύεται και 

από τον παραπάνω πίνακα (Εικόνα 9.1) καθώς η συσκευή D1 (1µm PMMA, 35nm 

Au) είναι λιγότερο ευαίσθητη από ότι η D1 (1µm PMMA, 45nm Au) έχοντας το ίδιο 

πάχος κυµατοδηγού. Επίσης το ίδιο ισχύει και για τις µικροσυσκευές D3 (Εικόνα 

9.3), όπου ότι για το ίδιο πάχος PMMA και αυξανόµενο πάχος χρυσού εµφανίζεται 

αύξηση της ευαισθησίας της συσκευής. Επιπρόσθετα συγκρίνοντας την πτώση στη 

φάση, για τις µικροσυσκευές D2 (Εικόνα 9.2) παρατηρήθηκε ότι αύξηση του πάχους 

του PMMA, οδηγεί σε αύξηση της ευαισθησίας της συσκευής. Χαρακτηριστικό ήταν 

το στρώµα των 5nm χρυσού, αποδείχθηκε ακατάλληλο για την διεξαγωγή 

πειραµάτων, καθώς η επιφάνεια του καταστρεφόταν πολύ εύκολα, γεγονός που 

οδήγησε στο συµπέρασµα ότι κατάλληλες επιφάνειες χρυσού ήταν αυτές που 

υπερέβαιναν σε πάχος τα 10nm Au.  

Με βάση τις παραπάνω παρατηρήσεις, αύξηση της ευαισθησίας του 

ακουστικού βιοαισθητήρα παρατηρείται, στις µικροσυσκευές που διαθέτουν το ίδιο 

πάχος χρυσού και αυξανόµενο πάχος κυµατοδηγού, καθώς και για αυτές που έχουν το 

ίδιο πάχος PMMA και αυξανόµενο πάχος χρυσού. Τα αποτελέσµατα ήταν αρκετά 

σηµαντικά, καθώς ξεκαθάρισαν ότι η αύξηση της ευαισθησίας της µικροσυσκευής θα 

επιτυγχανόταν µε αύξηση τόσο του πάχους του κυµατοδηγού, όσο και του στρώµατος 

του χρυσού. Επίσης κατάλληλες επιφάνειες χρυσού για την διεκπεραίωση 

ακουστικών πειραµάτων, ήταν αυτές που υπερέβαιναν σε πάχος τα 10nm Au. 

 Τα πειράµατα αυτά ήταν ενδεικτικά της ανάγκης για βελτιστοποίηση των 

πειραµατικών συνθηκών, καθώς ήταν εµφανείς οι διαφοροποιήσεις στα 

αποτελέσµατα, ανάµεσα σε διαφορετικές µικροσυσκευές παρόλο που η επιφάνεια 

τους ήταν ίδια. Έτσι έπρεπε να δηµιουργηθεί ένα σύστηµα βαθµονόµησης, για τον 

έλεγχο της ευαισθησίας της µικροσυσκευής. Το πρόβληµα εντοπίστηκε επίσης στην 

διαδικασία αναγέννησης της επιφάνειας, που πραγµατοποιήθηκε µε χάραξη µε χηµεία 

πλάσµατος, όπου ενώ ήταν δυνατός ο έλεγχος του πάχους του χρυσού που 

εναποτίθενται στην επιφάνεια της συσκευής, δεν ήταν δυνατός ό έλεγχος της 

ποσότητας του χρυσού που αποµακρυνόταν από αυτήν κατά τον καθαρισµό για την 

επαναχρησιµοποίηση της.  
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4.2.Βαθµονόµηση (calibration) και χαρακτηρισµός των µικροσυσκευών           
110MHz και 155MHz του ακουστικού  βιοαισθητήρα Love. 

 
 

4.2.1.Βαθµονόµηση των µικροσυσκευών 110ΜΗz και 155MHz του ακουστικού   
βιοαισθητήρα  Love. 

  
 

 Οι διακυµάνσεις που παρατηρηθήκαν µεταξύ των διαφορετικών ακουστικών 

µικροσυσκευών παρόλο που η επιφάνεια τους ήταν ίδια, έδειξε την ανάγκη για χρήση 

της ίδιας µικροσυσκευής για την βαθµονόµηση ως προς την εναπόθεση του χρυσού 

στην επιφάνεια, αλλά και για την µέτρηση της ευαισθησίας της συσκευής. Επίσης η 

έλλειψη επαναληψιµότητας που παρατηρήθηκε στα προηγούµενα πειράµατα, 

οδήγησε στη δηµιουργία ενός τρόπου εξέτασης της επιφάνειας της ακουστικής 

µικροσυσκευής, µε σκοπό την αναγέννηση της, έτσι ώστε κάθε φορά να είναι γνωστό 

το ακριβές πάχος του χρυσού που έχει εναποτεθεί σε αυτή.  

 Βασιζόµενοι στο γεγονός ότι οι µεταβολές στη φάση του ακουστικού κύµατος 

είναι ανάλογες µε την µάζα που εναποτίθεται στην επιφάνεια της συσκευής (Gizeli, 

E. And Lowe, C.R, 2002), πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε σκοπό τη συσχέτιση της 

παρατηρούµενης πτώσης στην φάση µε την ποσότητα του χρυσού που εναποτίθονταν 

ή αφαιρούνταν από την επιφάνεια. Τα πειράµατα βασίστηκαν αρχικά στην εναπόθεση 

ενός στρώµατος χρυσού γνωστού πάχους, στην επιφάνεια και στην συνέχεια στον 

υπολογισµό της ποσότητας του χρυσού που αφαιρούνταν, για συγκεκριµένο χρόνο, 

µετά από χάραξη µε χηµεία πλάσµατος (plasma etching) για συγκεκριµένα σηµεία 

µάρτυρα (markers) της φάσης του ακουστικού σήµατος στον αέρα. Επίσης έγινε 

σταδιακή εναπόθεση µάζας χρυσού (4nm κάθε φορά) και υπολογίστηκε, η πτώση στη 

φάση κατά την διάρκεια της, µε όµοιο µε τον παραπάνω τρόπο. Στην συνέχεια 

συσχετισθήκαν οι µεταβολές, στην φάση του ακουστικού κύµατος µε την µάζα 

χρυσού που εναποτίθεται ή αφαιρείται από την επιφάνεια και έτσι δηµιουργήθηκε µια 

εξίσωση µε βάση την οποία, κάθε φορά ξέροντας την τιµή της φάσης, υπολογιζόταν η 

ακριβής ποσότητα χρυσού και το πάχος του. Η ευαισθησία των µικροσυσκευών 

110MHz και 155MHz ήταν αντίστοιχα 29.2deg/µg Au και 65.0deg/ µg Au (Εικόνα 

10). 
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 Η ικανότητα να συσχέτισης της ποσότητα του χρυσού που εναποτίθεται στην 

µικροσυσκευή, µε αυτή που αφαιρείται από την επιφάνεια της, κατά την χάραξη µε 

χηµεία πλάσµατος (στο συγκεκριµένο sputter coater), τόσο στον βιοαισθητήρα 

110MHz όσο και στον 155MHz, επέτρεψε την ελεγχόµενη αναγέννηση της 

επιφάνειας και τον προσδιορισµό της ευαισθησίας ως προς την εναπόθεση χρυσού. 

 

 

 

 

 

4.2.2. Χαρακτηρισµός της επιφάνειας, των µικροσυσκευών 110ΜΗz και 155MHz του 
ακουστικού βιοαισθητήρα  Love. 

 

Προκειµένου να υπάρχει µια συνολική εικόνα της επιφάνειας των ακουστικών 

µικροσυσκευών µε τα πολυµερή, εξετάστηκε η τραχύτητα της επιφάνειας. Για τον 

λόγο αυτό κρύσταλλοι χαλαζία (quartz crystals) επικαλύφθηκαν µε PMMA πάχους 

1µm, 2.45µm και 2.65µm αντίστοιχα, µε τρόπο πανοµοιότυπο όπως και οι 

χρησιµοποιούµενες µικροσυσκευές. Η παρατήρηση των επιφανειών και οι µετρήσεις 

των τραχυτήτων τους πραγµατοποιήθηκαν µε την βοήθεια του Μικροσκοπίου 

Ατοµικών ∆υνάµεων (AFM). Όπως φαίνεται στις Εικόνες 11,12,13 οι επιφάνειες 

ήταν λείες και οµοιόµορφες µε ενεργό τιµή της τραχύτητας (Root mean square, RMS) 

0,304 ± 0.026nm.  

Εικόνα 10: Η µεταβολή στη φάση που παρατηρείται κατά την εναπόθεση χρυσού 
(sputtering) µε χηµεία πλάσµατος σε επιφάνειες των µικροσυσκευών 110MHz (17% 
PMMA, 20nmAu) και 155MHz (8% PMMA, 20nm Au). 
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Εικόνα 11:  AFM σε επιφάνεια χαλαζία, 
επικαλυµµένη µε PMMA πάχους 1µm. 
 

RMS: 0.314 nm 

Εικόνα 12:  AFM σε επιφάνεια χαλαζία, 
επικαλυµµένη µε PMMA πάχους 2.45µm. 
 

RMS: 0.324 nm 

Εικόνα 13:  AFM σε επιφάνεια χαλαζία, 
επικαλυµµένη µε PMMA πάχους 2.65µm. 
 

RMS: 0.274 nm 
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4.3.Συσχέτιση της ευαισθησίας της ακουστικής µοκροσυσκευής µε την 
συχνότητα λειτουργίας της και το πάχος του κυµατοδηγού (PMMA). 
       
 
4.3.1.Πειράµατα µε µικροσυσκευή 110MHz , PMMA πάχους 2.45µm και 20nm Au 
 
 

Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε τον ακουστικό βιοαισθητήτα των 

110MHz, όπου η µικροσυσκευή επικαλύφθηκε µε PMMA πάχους 2.45µm και 20nm 

χρυσού. Αρχικά προσροφήθηκε ένα στρώµα νουτραβιδίνης (66kD), στο στρώµα 

χρυσού και κατόπιν προστέθηκε το βιοτινυλιωµένο µόριο (πρωτεΐνη anti-IgG, 

150kD) (Είκόνα 14).  

 

 

 

 

 

 

Σε όλα τα πειράµατα, που πραγµατοποιήθηκαν κάτω από αυτές τις συνθήκες, 

παρατηρήθηκε καλή επαναληψιµότητα στην πτώση της φάσης µε την προσθήκη της 

νουτραβιδίνης, η οποία ήταν 12.15±1,12deg όπως φαίνεται από το παρακάτω 

διάγραµµα (Εικόνα 15). 

 

.  
  Εικόνα 15: Η µέση πτώση της φάσης του ακουστικού κύµατος κατά την 

προσθήκη νουτραβιδίνης στον ακουστικό βιοαισθητήρα 110MHz (22% 
PMMA, 20nmAu).  

time (sec)

Neutravidin 

PBS

Εικόνα 14: Σχηµατική αναπαράσταση 
της τροποποιηµένης επιφάνειας του 
βιοαιασθητήρα κατά την προσθήκη 
βιοτινυλιωµένου anti-IgG. 
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Πάνω στο στρώµα της νουτραβιδίνης, προστέθηκαν µια σειρά από διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του βιοτνυλιώµένου µορίου 1µg/ml, 25µg/ml, 50µg/ml, 75µg/ml, 

100µg/ml, 150µg/ml και 200µg/ml. Η ειδική πρόσδεση της νουτραβιδίνης µε την 

βιοτινυλιωµένη πρωτεΐνη (που βασίζεται στο σύστηµα αναγνώρισης αβιδίνης - 

βιοτίνης), εξακριβώνεται µε την προσθήκη της πρωτεΐνης BSA, η οποία δεν είναι 

βιοτινυλιωµένη και δεν προκαλεί πτώση στη φάση. Η πρόσδεση του βιοτινυλιωµένου 

αντι-αντισώµατος IgG (anti-IgG) στην νουτραβιδίνη, επαληθεύτηκε µε πειράµατα 

κατά τα οποία, µετά την προσθήκη της βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης 

πραγµατοποιήθηκε προσθήκη του αντισώµατος IgG το οποίο και προσδέθηκε στο 

αντι-αντίσωµα. Η πρόσδεση αυτή είχε ως αποτέλεσµα την πτώση στην φάση του 

ακουστικού κύµατος (Εικόνα 16). Τα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν µε τις 

παραπάνω συνθήκες φαίνονται στο παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 16: Αρχικά πραγµατοποιείται εξισορρόπηση µε διάλυµα PBS, όπως και µετά 
από την προσθήκη του κάθε δείγµατος.  Η µεταβολή στη φάση κατά την προσθήκη 
νουτραβιδίνης, BSA, anti-IgG και IgG.   
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Στο διάγραµµα φαίνεται η κανονικοποιηµένη ως προς τη µεταβολή που 

προκαλεί η νουτραβιδίνη, µεταβολή στη φάση συναρτήσει των τιµών της µάζας σε 

µg, που προστέθηκαν στην επιφάνεια του αισθητήρα, σε κάθε πείραµα. Γίνεται 

εµφανές ότι η επιφάνεια φτάνει σε κορεσµό µετά από την προσθήκη 150µg της 

βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης. Επίσης η µικρότερη ποσότητα IgG που µπορεί να 

ανιχνεύσει ο βιοαισθήτητρας είναι 1µg βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης. Τα αποτελέσµατα 

δεν έχουν καλή επαναληψιµότητα, καθώς για την προσθήκη ίδιας µάζας πρωτεΐνης, 

παρατηρούνται διαφορετικές µεταβολές στην φάση του ακουστικού κύµατος, που 

διαφέρουν πολύ µεταξύ τους. Πιθανά η φτωχή επαναληψιµότητα  να οφείλεται σε 

διακυµάνσεις στις συνθήκες των πειραµάτων κυρίως θερµοκρασιακές, καθώς και στο 

πάχος του πολυµερούς που ήταν οριακό ως προς την ευαισθησία της συσκευής 

επηρεάζοντας σηµαντικά το σύστηµα. Η παραπάνω παρατηρήσεις βοήθησαν στην 

σωστή διεξαγωγή των µετέπειτα πειραµάτων µέσω του σωστότερου ελέγχου των 

συνθηκών διεξαγωγής τους. 

 

 

Εικόνα 17: ∆ιάγραµµα της κανονικοποιηµένης ως προς τη νουτραβιδίνη, µεταβολής στη 
φάση συναρτήσει της µάζας που προστίθεται στην επιφάνεια του ακουστικού 
βιοαισθητήρα. 
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4.3.2.Πειράµατα µε µικροσυσκευή 110MHz , PMMA πάχους 1µm και 20nm Au 
 
 
 Το επόµενο βήµα ήταν η επικάλυψη της επιφάνειας της µικροσυσκευής,  µε 

λιγότερο πυκνό διάλυµα πολυµερούς ( πάχος PMMA µικρότερο από 2.45µm) και η 

πραγµατοποίηση πειραµάτων µε τη βιοτινυλιωµένη πρωτεΐνη. Έτσι λοιπόν ο 

βιοαισθητήρας των 110MHz επικαλύφθηκε µε PMMA πάχους 1µm και στην 

συνέχεια 20nm Au. Καταρχήν προσροφήθηκε ένα στρώµα νουτραβιδίνης, στο 

στρώµα χρυσού και κατόπιν προστέθηκε το βιοτινυλιωµένο µόριο (πρωτεΐνη anti-

IgG). Σε όλα τα πειράµατα, που πραγµατοποιήθηκαν κάτω από αυτές τις συνθήκες, 

παρατηρήθηκε καλή επαναληψιµότητα στην πτώση της φάσης µε την προσθήκη της 

νουτραβιδίνης, η οποία ήταν 5±0.5deg όπως φαίνεται από το παρακάτω διάγραµµα 

(Εικόνα 18). Η πτώση στη φάση της νουτραβιδίνης ήταν µικρότερη, από ότι στη 

µικροσυσκευή καλυµµένη µε PMMA πάχους 2.45µm. Αυτό ήταν λογικό, καθώς 

αύξηση της συγκέντρωσης του πάχους του πολυµερούς οδηγεί σε αύξηση της 

ευαισθησίας. 

 

 
 
 
 
 
 
 

Πάνω στο στρώµα της νουτραβιδίνης, προστέθηκαν σε σειρά διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του βιοτινυλιωµένου µορίου anti-IgG 10µg/ml, 25µg/ml, 50µg/ml, 

75µg/ml, 100µg/ml και 150µg/ml και το κάθε δείγµα είχε όγκο 300µl. ∆ηλαδή η µάζα 

Εικόνα 18: Η µέση πτώση της φάσης του ακουστικού κύµατος κατά την 
προσθήκη νουτραβιδίνης στον ακουστικό βιοαισθητήρα 110MHz (17% 
PMMA, 20nmAu).  

Neutravidin 

PBS
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του κάθε δείγµατος ήταν αντίστοιχα 3µg, 7.5µg, 15µg, 22,5µg, 30µg και 45µg 

(Εικόνα 19).  Επίσης καταγράφηκαν και οι µεταβολές της πτώσης του πλάτους. Στο 

παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 20) φαίνεται η µεταβολή που προκαλεί η νουτραβιδίνη 

στο πλάτος συναρτήσει των τιµών της µάζας σε µg που προστέθηκαν στην επιφάνεια 

του αισθητήρα. Οι πτώσεις στις τιµές του πλάτους για το βιοτινυλιωµένο µόριο, είναι 

µικρές (από 0.02 έως 0.04 dB) ή µηδενικές (στα όρια του θορύβου), δηλαδή πρακτικά 

δεν είναι εφικτή η παρατήρηση µεγάλων µεταβολών στις τιµές του. Είναι γνωστό πως 

η µεταβολή στην ενέργεια του κύµατος σχετίζεται µε το πλάτος, που συνδέεται µε 

την διαµόρφωση των µορίων. Η πρωτεΐνη IgG, όπως σχεδόν όλες οι πρωτεΐνες, 

διαθέτει σφαιρική δοµή µε αποτέλεσµα κατά την πρόσδεση της στην επιφάνεια της 

νουτραβιδίνης, να δηµιουργεί ένα συµπαγές στρώµα. Η δηµιουργία του συµπαγούς 

αυτού πρωτεϊνικού στρώµατος, πιθανά έχει ως αποτέλεσµα αυτό να ακολουθεί την 

ταλάντωση της επιφάνειας της µικροσυκευής χωρίς ιδιαίτερες αντιστάσεις άρα και 

απώλειες ενέργειας, που µεταφράζονται σε µικρές αλλαγές στο πλάτος του 

παρατηρούµενου κύµατος (Andle, J.C., 1995). 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neutravidin 

Εικόνα 19: Η µεταβολή στη φάση κατά την προσθήκη νουτραβιδίνης, και αυξανοµένης 
µάζας βιοτινυλιωµένης  anti-IgG. 
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Αθροίζοντας κάθε φορά την κανονικοποιηµένη, ως προς την νουτραβιδίνη, 

τιµή της πτώσης της φάσης ή του πλάτους, του πρώτου δείγµατος και την αντίστοιχη 

τιµή του επόµενου και κάνοντας αυτό και στις τιµές της µάζας που φορτώνονταν για 

όλα τα δείγµατα, προκύπτουν οι πτώσεις της φάσης ή αντίστοιχα του πλάτους, για 

καθεµία από τις εξής τιµές µάζας : 3µg, 10.5µg, 25.5µg, 48µg, 78µg και 123µg. Στα 

πειράµατα αυτά παρατηρήθηκε καλή επαναληψιµότητα των κανονικοποιηµένων ως 

προς τη µεταβολή που προκαλεί η νουτραβιδίνη, µεταβολών στη φάση. Όσο 

αυξάνεται η µάζα που προστίθεται στην επιφάνεια τόσο µεγαλύτερες είναι οι πτώσεις 

στη φάση αλλά και το πλάτος που παρατηρούµε (Εικόνες 21 και 22). Έτσι 

δηµιουργήθηκε ένας ακουστικός ανοσο-βιοαισθητήρας, βασισµένος στο σύστηµα 

αναγνώρισης αβιδίνης – βιοτίνης και ειδικός για την αναγνώριση αντισωµάτων IgG. 

 

 

 

 

 

. 

Εικόνα 20: Η µεταβολή στο πλάτος κατά την προσθήκη νουτραβιδίνης, και 
αυξανοµένης µάζας βιοτινυλιωµένης  anti-IgG. 

Neutravidin 
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Εικόνα 22: ∆ιάγραµµα της κανονικοποιηµένης ως προς τη νουτραβιδίνη, µεταβολής στο 
πλάτος συναρτήσει της µάζας (βιοτινυλιωµένη anti-IgG) που προστίθεται στην επιφάνεια 
του ακουστικού βιοαισθητήρα. 

Εικόνα 21: ∆ιάγραµµα της κανονικοποιηµένης ως προς τη νουτραβιδίνη, µεταβολής 
στη φάση συναρτήσει της µάζας (βιοτινυλιωµένη anti-IgG) που προστίθεται στην 
επιφάνεια του ακουστικού βιοαισθητήρα. 
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Οι πτώσεις στη φάση σχετίζονται κυρίως µε τις µεταβολές στη µάζα. 

Επιπλέον οι µεταβολές στο πλάτος σχετίζονται µε µεταβολές της ιξωδοελαστικότητας 

που συνδέονται µε την διαµόρφωση των πρωτεϊνών. Η σκέψη ήταν ότι διαφορετικές 

πρωτεΐνες, ως προς το µοριακό βάρος και τη στερεοδοµή, κατά την επαφή τους µε 

την επιφάνεια του αισθητήρα θα εµφανίζουν διαφορετικές µεταβολές των 

χαρακτηριστικών του ακουστικού κύµατος. Με γνώµονα αυτό θα µπορούσε να 

δηµιουργηθεί, ένας αισθητήρας που βάσει των µεταβολών, του ακουστικού κύµατος, 

θα µπορεί να διαχωρίζει πρωτεΐνες. Για τα πειράµατα αυτά χρησιµοποιήθηκε και µια 

δεύτερη βιοτινυλιωµένη πρωτεΐνη η BSA, χρησιµοποιώντας τις ίδιες συνθήκες 

(διαλύµατα και συγκεντρώσεις) όπως και µε το αντι-αντίσωµα IgG. Τα αποτελέσµατα 

αυτών των πειραµάτων δεν ήταν επαναλήψηµα. Παρατίθεται µερικά από αυτά τα 

πειράµατα και πιο συγκεκριµένα το διάγραµµα της κανονικοποιηµένης ως προς τη 

νουτραβιδίνη, µεταβολής στη φάση συναρτήσει της µάζας της βιοτυνιλιωµένης BSA 

που προστίθεται στην επιφάνεια της µικροσυσκευής (Εικόνα 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Όπως φαίνεται και από το παραπάνω διάγραµµα σε τρία από τα πέντε 

πειράµατα, η πτώση κατά την προσθήκη 3µg πρωτεΐνης είναι παρόµοια ενώ για καµία 

Εικόνα 23: ∆ιάγραµµα της κανονικοποιηµένης ως προς τη νουτραβιδίνη, µεταβολής 
στη φάση συναρτήσει της µάζας (βιοτινυλιωµένη BSA) που προστίθεται στην 
επιφάνεια του ακουστικού βιοαισθητήρα. 

biotinylated BSA (µg) 
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άλλη συγκέντρωση δεν παρατηρείται πτώση. Επίσης δύο εκ των πειραµάτων 

παρουσιάζουν τελείως διαφορετική εικόνα. Η απουσία επαναληψιµότητας στα 

πειραµάτα µε την βιοτινυλιωµένη BSA, οδήγησε στην πραγµατοποίηση native 

πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης για την εξακρίβωση, της φυσικής κατάστασης της 

πρωτεΐνης (Εικόνα 24). Στο πήκτωµα φορτώθηκαν δύο δείγµατα του ίδιου stock, που 

διατηρούνταν στους -200C και 40C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Όπως φαίνεται και στην εικόνα, εκτός από την µονοµερή µορφή της βιοτινυλιωµένης 

πρωτεΐνης BSA (66kD), εντοπίζονται και πρωτεολυµένα κοµµάτια της. Το γεγονός 

αυτό αιτιολογεί τα παραπάνω ακουστικά αποτελέσµατα. Χρειάζεται να γίνουν και 

άλλα πειράµατα, µε διαφορετικές πρωτεΐνες, έτσι ώστε να συσχετιστούν οι µεταβολές 

στη φάση και το πλάτος µε τις χαρακτηριστικές ιδιότητες της κάθε πρωτεΐνης (δοµή, 

ΜΒ κ.α), για συγκεκριµένες πάντα συνθήκες λειτουργίας του συστήµατος του 

ακουστικού αισθητήρα.  

 
 
4.3.2.Πειράµατα µε µικροσυσκευή 155MHz , PMMA πάχους 0.4µm, 20nm Au και 
σύγκριση µε την µικροσυσκευή 110MHz 
 
 
 Πραγµατοποιήθηκαν ακουστικά πειράµατα, µε την βιοτινυλιωµένη πρωτεΐνη 

anti-IgG, χρησιµοποιώντας τις ίδιες συνθήκες, για τη µελέτη της ευαισθησίας της 

µικροσυσκευής 155MHz και για τη σύγκριση των αποκρίσεων των δύο 

βιοαισθητήρων (155MHz και 110MHz) για τα ίδια πρωτεϊνικά µόρια. Η µόνη 

διαφορά ως προς τις συνθήκες διεξαγωγής των πειραµάτων, σε σχέση µε αυτές που 

πραγµατοποιήθηκαν τα πειράµατα στον βιοαισθητήρα 110 MHz, ήταν στο πάχους 

Εικόνα 24:  
 

1. Πρωτεϊνικός µάρτυρας 
2. Βιοτινυλιωµένη BSA  

(-200C, stock) 
3. Βιοτινυλιωµένη BSA (40C, 

από το ίδιο stock) 
4. Βιοτινυλιωµένη BSA (40C, 

από το ίδιο stock που 
φορτώθηκε σε ένα από τα 
πειράµατα) 
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του πολυµερούς που ήταν 0.4µm και επίσης ότι στην επιφάνεια φορτώθηκαν και 

άλλες δύο συγκεντρώσεις (2µg/ml  και 5µg/ml βιοτινυλιωµένου anti-IgG),  

µικρότερες από τα 10µg/ml καθώς ο βιοαισθητήρας µε συχνότητα λειτουργίας 

155MHz είναι πιο ευαίσθητος, σε µικρές συγκεντρώσεις, από τον 110 MHz. Σε όλα 

τα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν, παρατηρήθηκε καλή επαναληψιµότητα στην 

πτώση της φάσης µε την προσθήκη της νουτραβιδίνης, η οποία ήταν 10±1.15deg 

όπως φαίνεται από το παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 25). Συγκρίνοντας την µέση 

πτώση της φάσης του ακουστικού κύµατος στον βιοαισθητήρα 155MHz και 110ΜΗz 

(PMMA πάχους 1µm) αντίστοιχα, παρατηρήθηκε αύξηση της ευαισθησίας κατά 

100%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πάνω στο στρώµα της νουτραβιδίνης, προστέθηκαν σε σειρά διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του βιοτινυλιωµένου µορίου anti-IgG 2µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 

25µg/ml, 50µg/ml, 75µg/ml, 100µg/ml και 150µg/ml και το κάθε δείγµα είχε όγκο 

300µl. ∆ηλαδή η µάζα του κάθε δείγµατος ήταν αντίστοιχα 0.6µg, 1.5µg, 3µg/ml 

7.5µg, 15µg/ml 22,5µg, 30µg και 45µg (Εικόνα 26).  Επίσης καταγράφηκαν και οι 

µεταβολές στην πτώση στο πλάτος. Στο παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 27) φαίνεται η 

µεταβολή που προκαλεί η νουτραβιδίνη στο πλάτος συναρτήσει των τιµών της µάζας 

σε µg που προστέθηκαν στην επιφάνεια του αισθητήρα. Οι πτώσεις στις τιµές του 

Neutravidin 

Εικόνα 25: Η µέση πτώση της φάσης του ακουστικού κύµατος κατά την 
προσθήκη νουτραβιδίνης στον ακουστικό βιοαισθητήρα 155MHz (8% 
PMMA, 20nm Au).  

PBS

Neutravidin
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πλάτους είναι µικρές (από 0.02 έως 0.4 dB) για το βιοτινυλιωµένο µόριο, δηλαδή 

πρακτικά δεν µπορούν να παρατηρηθούν µεγάλες µεταβολές στις τιµές του. Αυτό 

συµβαίνει για τους ίδιους λόγους που αναπτύχθηκαν και για τον ακουστικό 

βιοαισθητήρα  110 MHz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26: Η µεταβολή στη φάση κατά την προσθήκη νουτραβιδίνης, και 
αυξανοµένης µάζας βιοτινυλιωµένης  anti-IgG. 

Neutravidin 

Εικόνα 27: Η µεταβολή στη φάση κατά την προσθήκη νουτραβιδίνης, και 
αυξανοµένης µάζας βιοτινυλιωµένης  anti-IgG. 

Neutravidin 
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Αθροίζοντας, όπως και στα πειράµατα  µε τον βιοαισθητήρα 110MHz, κάθε 

φορά την κανονικοποιηµένη, ως προς την νουτραβιδίνη, τιµή της πτώσης της φάσης 

του πρώτου δείγµατος µε την αντίστοιχη τιµή του επόµενου, κάνοντας το ίδιο για τις 

τιµές της µάζας που φορτώνονταν, για όλα τα δείγµατα, αλλά και για τις πτώσεις στο 

πλάτος, προκύπτουν οι πτώσεις της φάσης και του πλάτους για καθεµία από τις εξής 

τιµές µάζας : 0.6µg, 2.1µg, 5.1µg, 12.6µg, 27.6µg, 50.1µg, 80.1µg και 125.1µg. Η 

συσχέτιση της µάζας που φορτώνεται στο βιοαισθητήρα µε την κανονικοποιηµένη 

πτώση στην φάση και το πλάτος του ακουστικού σήµατος, φαίνεται στα παρακάτω 

διαγράµµατα (Εικόνες 28-39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 28: ∆ιάγραµµα της κανονικοποιηµένης ως προς τη νουτραβιδίνη, 
µεταβολής στη φάση συναρτήσει της µάζας (βιοτινυλιωµένη anti-IgG) που 
προστίθεται στην επιφάνεια του ακουστικού βιοαισθητήρα των 155MHz. 

biotinylated anti-IgG (µg) 

Εικόνα 29: ∆ιάγραµµα της κανονικοποιηµένης ως προς τη νουτραβιδίνη, 
µεταβολής στη φάση συναρτήσει της µάζας (βιοτινυλιωµένη anti-IgG) που 
προστίθεται στην επιφάνεια του ακουστικού βιοαισθητήρα των 155MHz. 
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Επίσης συσχετίστηκαν οι τις τιµές, της κανονικοποιηµένης ως προς τη 

νουτραβιδίνη, µεταβολής στη φάση συναρτήσει της µάζας, για το βιοτινυλιωµένο 

anti-IgG που προστίθεται στην επιφάνεια του ακουστικού βιοαισθητήρα των 155MHz 

και οι αντίστοιχες τιµές για τον βιοαισθητήρα των 110ΜΗz. Οι πτώσεις στη φάση, 

για παρόµοιες µάζες που προστίθενται στην επιφάνεια του αισθητήρα, είναι περίπου 

ίδιες µε µικρές αποκλίσεις και για τις δύο µικροσυσκευές (Εικόνα 30). Συγκρίνοντας 

τις κανονικοποιηµένες πτώσεις στο πλάτος (Εικόνα 31) παρατηρήθηκε ότι και οι δύο 

βιοαισθητήρες εµφανίζουν τις ίδιες περίπου µεταβολές. Οι παρατηρήσεις αυτές ήταν 

αναµενόµενες καθότι η κυψελίδα συνεχούς ροής που χρησιµοποιήθηκε, σε καθένα 

από τους βιοαισθητήρες ήταν διαφορετική. Αυτό είχε ως αποτέλεσµα να 

εναποτίθενται παρόµοια και όχι ίδια µάζα στην επιφάνεια των συσκευών. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 30:  Σύγκριση της απόκρισης (µεταβολές στη φάση) των ακουστικών 
µικροσυσκευών 155MHz και 110MHz κατά την προσθήκη αυξανόµενης 
µάζας του βιοτινυλιωµένου αντι-αντισώµατος IgG στην επιφάνεια τους. 

biotinylated anti-IgG (µg)
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4.4.Ακουστικά πειράµατα µε βιοτινυλιωµένο αντι-αντίσωµα IgG σε ακουστικό 
βιοαισθητήρα Q-sense. 
 

Εκτός από τα παραπάνω πειράµατα, χρησιµοποιήθηκε ο ακουστικός 

βιοαισθητήρας Q-Sense µε σκοπό τον υπολογισµό των τιµών της µάζας ανά 

επιφάνεια για το βιοτινυλιωµένο anti-IgG. Σκοπός των πειραµάτων αυτών ήταν η 

εύρεση της µάζας του βιοτινυλιωµένου anti-IgG που εναποτίθεται στην επιφάνεια της 

µικροσυσκευής. Χρησιµοποιήθηκε ίδιο διάλυµα (PBS), ενώ η συσκευή του 

βιοαισθητήρα  επικαλύφθηκε µε PMMA και στην συνέχεια εναποτέθηκε σε αυτή 

στρώµα χρυσού πάχους 5nm. Ο βιοαισθητήρας Q-Sense είναι, όπως αναφέρθηκε και 

στη εισαγωγή, λιγότερο ευαίσθητος από τους άλλους δύο που έχουν ήδη 

χρησιµοποιηθεί (110MHz και 155MHz) αφού λειτουργεί µε ακουστικό κύµα όγκου, 

σε αντίθεση µε το ακουστικό κύµα επιφάνειας και διαθέτει χαµηλότερες συχνότητες 

λειτουργίας (5, 15, 25 και 35MHz). Οι µετρήσεις του παρακολουθούν τη µεταβολή 

στη συχνότητα, ∆f, που είναι αντίστοιχη µε τη µεταβολή στη φάση για τους 

ακουστικούς βιοαισθητήρες Love, και τη µεταβολή στην απόσβεση της ταλάντωσης 

∆D, που είναι αντίστοιχη µε τη µεταβολή στο πλάτος.  

H µάζα που εναποτίθεται ανά επιφάνεια µπορεί να υπολογιστεί από τη µεταβολή 

στη συχνότητα µέσω της εξίσωσης του Sauerbrey (Sauerbrey,1959) και είναι η 

παρακάτω:  

biotinylated anti-IgG (µg) 

Εικόνα 31:  Σύγκριση της απόκρισης (µεταβολές στο πλάτος) των ακουστικών 
µικροσυσκευών 155MHz και 110MHz κατά την προσθήκη αυξανόµενης µάζας 
του βιοτινυλιωµένου αντι-αντισώµατος IgG στην επιφάνεια τους. 
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όπου C είναι σταθερά για το Q-Sense, ∆f  είναι η µεταβολή στη συχνότητα και n είναι 

ο αριθµός που αντιπροσωπεύει τη συχνότητα λειτουργίας (overtone) για την οποία 

υπολογίζεται η µεταβολή αυτή. Για τον υπολογισµό της µάζας ανά επιφάνεια 

συνυπολογίστηκε η λειτουργική επιφάνεια της µικροσυσκευής Q-Sense, η οποία είναι 

0,2 cm2. Στα πειράµατα αυτά η µάζα της πρωτεΐνης που προστέθηκε στο στρώµα 

νουτραβιδίνης ήταν 3µg, 7.5µg, 15µg, 22,5µg, 30µg και 45µg. Ενδεικτικό διάγραµµα 

από τα πειράµατα φαίνεται παρακάτω (Εικόνα 32), ενώ ακολουθεί το διάγραµµα της 

µάζας που προστίθεται στο βιοαισθητήρα προς τη µάζα που δεσµεύτηκε ανά µονάδα 

επιφάνειας (Εικόνα 33).  Το τελευταίο υπολογίστηκε από τον τύπο του Sauerbrey, µε 

βάση τη µεταβολή στη συχνότητα του ακουστικού κύµατος. Πρέπει να σηµειωθεί ότι, 

όταν η εξίσωση του Sauerbrey χρησιµοποιείται για βιολογικά µόρια, εµφανίζονται 

αποκλίσεις λόγω των ιξωδοελαστικών ιδιοτήτων του στρώµατος των προσροφηµένων 

µορίων. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Neutravidin 

Εικόνα 32: Πειράµατα στον ακουστικό βιοαισθητήρα Q-Sense. Καταγράφηκε η 
µεταβολή στη συχνότητα και την απόσβεση του ακουστικού κύµατος ως 
απόκριση στην προσθήκη αυξανοµένων συγκεντρώσεων του anti-IgG. 
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Η πρότυπη καµπύλη µάζας ανά επιφάνεια που υπολογίστηκε (Εικόνα 40) 

χρησιµοποιήθηκε για τον υπολογισµό της µάζας πρωτεΐνης που προσδένεται στο 

στρώµα της νουτραβιδίνης ανά επιφάνεια στον ακουστικό βιοαισθητήρα 155MHz. Οι 

τιµές που προκύπτουν ίσως να µην αντικατοπτρίζουν την πραγµατικότητα για τον 

βιοαισθητήρα 155MHz, αλλά µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε µια πρώτη φάση, για 

την εξαγωγή κάποιων συµπερασµάτων. Για τον υπολογισµό της τιµής µάζας ανά 

επιφάνεια, πρέπει να γίνουν πειράµατα µε σηµασµένα µόρια (φθορίζουσες ουσίες, 

ραδιενέργεια) για να βρεθεί η µάζα που έχει προσδεθεί στο στρώµα της 

νουτραβιδίνης. 

Στο επόµενο διάγραµµα (Εικόνα 34) φαίνεται η κανονικοποιηµένη, ως προς τη 

µεταβολή που προκαλεί η νουτραβιδίνη, µεταβολή στη φάση συναρτήσει των τιµών 

µάζας ανά επιφάνεια που υπολογίστηκαν για καθένα από τα  µόρια IgG και 90bp 

DNA (τα πειράµατα µε DNA πραγµατοποιήθηκαν στο εργαστήριο Ακουστικών 

Βιοαισθητήρων από τους Παπαδάκη Γ. και Σαιτάκη Μ.). Η πρωτεΐνη προστέθηκε σε 

συγκεντρώσεις 10, 25, 50, 75, 100, 150µg/ml, που αντιστοιχούν στις µάζες που 

αναφέρθηκαν παραπάνω. Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν για τη σύγκριση µεταξύ 

µορίων DNA και της IgG πρωτεΐνης, που έχει σφαιρική µορφή σχηµατίζοντας ένα 

συµπαγές στρώµα (Zhou, C., 2004) στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα. 

 

 

 

Εικόνα 33: Η µάζα της πρωτεΐνης που προσροφήθηκε στο στρώµα της 
νουτραβιδίνης ανά µονάδα επιφάνειας, συναρτήσει της µάζας που προστέθηκε στο 
βιοαισθητήρα Q-Sense όπως υπολογίστηκε µε βάση τη µεταβολή της συχνότητας. 
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Παρατηρείται ότι η µεταβολή στη φάση, σε σχέση µε τη µεταβολή στη µάζα 

ανά επιφάνεια είναι γραµµική και δεν φαίνεται να σχετίζεται µε το είδος του µορίου 

(DNA ή πρωτεΐνη). Αυτό σηµαίνει ότι η φάση επηρεάζεται κατά κύριο λόγο από την 

αλλαγή στη µάζα πάνω στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα, η οποία προκαλείται από 

τη δέσµευση των βιοµορίων στη νουτραβιδίνη, γεγονός που είχε παρατηρηθεί και στα 

περάµατα στον ακουστικό βιοαισθητήρα (110MHz και 155MHz). Εποµένως, η 

µέτρηση της µεταβολής στη φάση διαπιστώθηκε πως είναι ικανή να δώσει την 

επιφανειακή συγκέντρωση ενός βιοτινυλιωµένου µορίου, που έχει προσδεθεί στο 

στρώµα της νουτραβιδίνης. 

Αναφορικά µε το πλάτος φαίνεται η κανονικοποιηµένη, ως προς τη µεταβολή 

που προκαλεί η νουτραβιδίνη, µεταβολή στο πλάτος του ακουστικού κύµατος 

συναρτήσει των τιµών της µάζας ανά επιφάνεια για κάθε µόριο (Εικόνα 35). Η 

µεταβολή στο πλάτος φαίνεται πως διαφοροποιείται και δεν είναι οµοιόµορφη για τα 

µόρια όπως η µεταβολή στη φάση. Συγκεκριµένα, η µεταβολή στο πλάτος είναι 

µεγαλύτερη για τo µόριο DNA 90bp σε σύγκριση µε την πρωτεΐνη IgG. Η µεταβολή 

αυτή πρέπει να οφείλεται στον τύπο και τη διαµόρφωση των µορίων αυτών. Άρα 

πιθανά οι µεταβολές στο πλάτος να µπορέσουν να αποτελέσουν ένα βασικό 

χαρακτηριστικό, µέσω του οποίου θα µπορέσουµε να διαχωρισουµε διαφορετικά 

µεταξύ τους βιολογικά µόρια µε βάση τις διαφορετικές τους ιξωδοελαστικές ιδιότητες 

. 

 

 

Εικόνα 34: ∆ιάγραµµα της κανονικοποιηµένης ως προς τη νουτραβιδίνη 
µεταβολής στη φάση συναρτήσει των υπολογισµένων από την πρότυπη καµπύλη 
τιµών προσδεµένης µάζας ανά επιφάνεια για τα µόρια IgG και DNA 90bp.  
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4.5.Παρασκευή τροποποιηµένης αβιδίνης (νιτρο-αβιδίνης), µε σκοπό την 

αναγέννηση της επιφάνειας 

 
Επίσης πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε σκοπό την αναγέννηση της 

επιφάνειας της νουτραβιδίνης. Ήδη από την βιβλιογραφία ήταν γνωστό πως ήταν 

δυνατή η παρασκευή ενός τέτοιου τροποποιηµένου µορίου αβιδίνης (Morag, Ε., et al., 

1996b). Οι τρισδιάστατες και κρυσταλλικές δοµές της αβιδίνης είχαν δείξει (Morag, 

E.,  et al., 1996a) ότι ο σηµαντικός δεσµός µεταξύ αβιδίνης και βιοτίνης είναι ένας 

υδρογονοδεσµός µεταξύ µιας καρβοξυλοµάδας της βιοτίνης και ένος αµινοξέος, της 

τυροσίνης στη θέση 33 (Tyr-33) του µονοµερούς της αβιδίνης. Επιπρόσθετα φάνηκε 

ότι υπάρχει χώρος στην περιοχή πρόσδεσης της τυροσίνης, και πιο συγκεκριµένα 

στην όρθο περιοχή της φαινόλης της τυροσίνης, που µπορεί να «φιλοξενήσει» µια 

χηµική οµάδα, χωρίς να διαταραχθεί ο δεσµός µεταξύ αβιδίνης-βιοτίνης. Τέλος 

σταθερά σύνδεσης της αβιδίνης/βιοτίνης είναι 1015 M-1 ενώ στης νιτρο-

αβιδίνης/βιοτίνης 1.6*1010 M-1 (http://probes.invitrogen.com/). 

Η προετοιµασία της νίτρο-αβιδίνης έγινε µε χηµική τροποποίηση (όπως 

αναφέρεται στα υλικά και µέθοδοι), µέσω νίτρωσης, µε την χρήση 

τετρανιτροµεθανίου (TNM). Τρεις από τις τέσσερις θέσεις, του τετραµερούς µορίου 

της αβιδίνης τροποποιούνται, ενώ οι µη τροποποιηµένες µπλοκάρονται από µόρια 

ελεύθερης βιοτίνης κατά την παρασκευή της.   Η τροποποιηµένη αβιδίνη, µπορεί να 

Εικόνα 35: ∆ιάγραµµα της κανονικοποιηµένης ως προς τη νουτραβιδίνη 
µεταβολής στο πλάτος συναρτήσει των υπολογισµένων από την πρότυπη 
καµπύλη τιµών προσδεµένης µάζας ανά επιφάνεια για τα µόρια IgG και DNA 
90bp.  
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δεσµεύει τη βιοτίνη σε χαµηλές τιµές του pH (pH 4-7.5), λόγω της µείωσης της pKa 

της φαινόλης. Το αποτέλεσµα είναι για υψηλές τιµές του pH (pH 10) η νίτρο-αβιδίνη 

να αποδεσµέυει τη βιοτίνη (Εικόνα 36). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Τα ακουστικά πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν µε την νίτρο-αβιδίνη, στη 

µικροσυσκευή 110MHz µε PMMA πάχους 1µm και 20nm Au. Αρχικά προστέθηκε 

νίτρο-αβιδίνη σε συγκέντρωση 0.5mg/ml και στη συνέχεια 100µg/ml 

βιοτινυλιωµένου anti-IgG. To διάλυµα, υψηλού pH, που χρησιµοποιήθηκε για την 

αποδέσµευση της βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης από την νίτρο αβιδίνη ήταν  Na2CO3  

pH 10 και η αναγέννηση της επιφάνειας επιτεύχθηκε κατά 50% (Εικόνα 37).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 
 
 

 

 

 

Για την εξακρίβωση της ποιότητας, της τροποποιηµένης αβιδίνης, 

πραγµατοποιήθηκαν επιπρόσθετα πειράµατα οπτικά µε SPR και χρωµατογραφίας. 

Εικόνα 36: Η αλληλεπίδραση της βιοτίνης µε τη νίτρο-αβιδίνη, στην όρθο θέση 
του καταλοίπου της τυροσίνης.  

Εικόνα 37:  Ενδεικτικό διάγραµµα ακουστικού πειράµατος, µε τη χρήση νίτρο-
αβιδίνης.  
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Όσον αφορά τα οπτικά, στον SPR αρχικά προστέθηκε νιτρο-αβιδίνη σε συγκέντρωση 

100µg/ml και στην συνέχεια το βιοτινυλιωµένο anti-IgG,  σε συγκεντρώσεις 10 µg/ml 

και 100 µg/ml. Τέλος ακολούθησε εξισορρόπηση µε διάλυµα PBS. Στα πειράµατα 

αυτά υπολογίστηκε ότι η σταθερά σύνδεσης µεταξύ της νίτρο-αβιδίνης και της 

βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης anti-IgG, που όπως φαίνεται και στο παρακάτω 

διάγραµµα ήταν KD =1.14 * 1010 M-1 (Εικόνα 38). Η τιµή αυτή συµφωνεί µε τη 

βιβλιογραφία, όπως αναφέρθηκε παραπάνω και είναι ενδεικτική της ποιότητας της 

νίτρο-αβιδίνης.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Επίσης πραγµατοποιήθηκε χρωµατογραφία συγγένειας σε στήλη µε 

ακινητοποιηµένη νίτρο-αβιδίνη, µε την οποία επίσης ελέγχθηκε η ποιότητα της. Στην 

στήλη φορτώθηκε η βιοτινυλιωµένη πρωτεΐνη BSA, η οποία τελικά εκλούστηκε µε 

διάλυµα Na2CO3 σε pH 10. Η βιοτινυλιωµένη πρωτεΐνη εντοπίζεται σε 12% πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου, στο οποίο και ηλεκτροφορήθηκαν τα συλλεγµένα από τη στήλη 

δείγµατα, σε µοριακό βάρος 66 kD (Εικόνα  39). 
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Εικόνα 38:  Ενδεικτικό διάγραµµα ακουστικού πειράµατος, µε τη χρήση 
νίτρο-αβιδίνης.  

Εικόνα 39:  
1. Πρωτεϊνικός µάρτυρας. 
2. BSA (control). 
3. Έκλουση της 

βιοτινυλιωµένης BSA, από τη 
στήλη νίτρο-αβιδίνης µε 
διάλυµα Na2CO3  pH 10. 
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Η αναγέννηση της επιφάνειας αβιδίνης του ακουστικού βιοαισθητήρα, κατά 

ένα σηµαντικό βαθµό δεν ήταν δυνατή, παρόλο που η τροποποιηµένη αβιδίνη είχε 

παρασκευαστεί σωστά. Η δηµιουργία επαναχρησιµοποιούµενων επιφανειών έχει 

σηµαντικά οφέλη, καθότι µειώνει σηµαντικά το κόστος των πειραµάτων αλλά 

ταυτόχρονα και τον χρόνο διεξαγωγής τους. 
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5. Συµπεράσµατα και Προοπτικές  

 

 Στην παρούσα µεταπτυχιακή εργασία, πραγµατοποιήθηκε µια πρώτη 

προσέγγιση για την µελέτη απόκρισης του ακουστικού βιοαισθητήρα κατά την 

προσθήκη πρωτεϊνικών µορίων, µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις, στην επιφάνεια του. 

Για τον σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα βελτιστοποίησης των συνθηκών 

λειτουργίας του αισθητήρα, που επικεντρώθηκαν στην µελέτη της ποιότητας του 

ακουστικού σήµατος.  

 Αναλυτικότερα πραγµατοποιήθηκε µελέτη της ευαισθησίας του ακουστικού 

σήµατος, ως προς τη διάταξη του κυµατοδηγού, βαθµονόµηση (calibration) και 

χαρακτηρισµός  των µικροσυσκευών 110MHz και 155MHz του ακουστικού  

βιοαισθητήρα Love. Καταλήξαµε για την µικροσυσκευή 110MHz στην χρήση 

PMMA πάχους 1µm και για την 155MHz στην χρήση PMMA πάχους 0.4µm και στην 

εναπόθεση και στις δύο ενός στρώµατος χρυσού 20nm. H ευαισθησία του 

ακουστικού σήµατος και για τις δύο αυτές συχνότητες λειτουργίας, µελετήθηκε µε 

πειράµατα στα οποία προστέθηκε ίδια µάζα πρωτεΐνης στην επιφάνεια της συσκευής, 

δείχνοντας ότι το σύστηµα λειτουργούσε σωστά εµφανίζοντας σε υψηλότερη 

συχνότητα µεγαλύτερες µεταβολές των ακουστικών χαρακτηριστικών και κυρίως της 

φάσης. Έχοντας βρει τις κατάλληλες συνθήκες για την λειτουργία της ακουστικής 

µικροσυσκευής 110MHz, πραγµατοποιήσαµε πειράµατα µε σκοπό, την δηµιουργία 

ενός βιοαισθητήρα για την παρατήρηση της δέσµευσης, στην επιφάνεια του 

πρωτεϊνικών µορίων. Αυτό ήταν αδύνατο λόγω της ποιότητας του δείγµατος, µιας εκ 

των δύο πρωτεϊνών που χρησιµοποιήθηκαν, καθότι ήταν πρωτεολυµένη µε 

αποτέλεσµα να µην έχουµε επαναλήψηµα πειράµατα. Σαφώς και είναι µέσα στα 

σχέδια µας, η µελέτη της ευαισθησίας του ακουστικού σήµατος, πως και σε ποιο 

βαθµό  αυτή διαφοροποιείται ανάµεσα στις πρωτεΐνες.  

 Πειράµατα για τον υπολογισµό της µάζας της πρωτεΐνης που επικάθεται στην 

επιφάνεια της συσκευής έγιναν µε την τεχνολογία των ακουστικών βιοαισθητήρων 

BAW (Q-sense). Με τα πειράµατα αυτά δείχθηκε ότι υπάρχει διαφοροποίηση στο 

πλάτος του ακουστικού σήµατος, µεταξύ πρωτεϊνών και DNA µορίων. Οι 

διαφοροποιήσεις αυτές σχετίζονται µε την διαµόρφωση του κάθε µορίου, ενώ 

αναφορικά µε τις µεταβολές στην φάση, όλα τα ακουστικά πειράµατα πιστοποίησαν, 

ότι οι παρατηρούµενες µεταβολές στη φάση σχετίζονται κυρίως µε µεταβολές στην 

µάζα που εναποτίθεται στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα.  
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Η αναγέννηση της επιφάνειας της νουτραβιδίνης ήταν ένας ακόµα στόχος της 

παρούσας εργασίας. Στα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν µε τον ακουστικό 

βιοαισθητήρα η αναγέννηση της επιφάνειας επιτεύχθηκε κατά 50%. Σαφώς υπάρχει 

ανάγκη για βελτιστοποίηση του πρωτοκόλλου παραγωγής της τροποποιηµένης 

αβιδίνης, έτσι ώστε να αυξηθεί το ποσοστό αναγέννησης. Η ανάγκη  δηµιουργίας 

επαναχρησιµοποιούµενων επιφανειών είναι µεγάλη, καθότι µειώνει σηµαντικά το 

κόστος των πειραµάτων αλλά ταυτόχρονα και τον χρόνο διεξαγωγής τους. 

 Η ικανότητα µας να µελετάµε µεταβολές στα χαρακτηριστικά του ακουστικού 

κύµατος και να τις συνδέουµε µε αλλαγές στη µάζα και διαµόρφωση βιολογικών 

µορίων µπορεί να αποτελέσει σηµαντικό παράγοντα για την γρήγορη και αξιόπιστη 

µελέτη διαµοριακών αλληλεπιδράσεων, που χαρακτηρίζονται από µεταβολές στη 

µάζα π.χ πρωτεόλυση ή πολυµερισµός µιας πρωτεΐνης ή αλλαγές στην δοµή και 

διαµόρφωση των µορίων π.χ αντιγραφή ή µεταγραφή. Το επόµενο βήµα είναι η 

δηµιουργία σηµασµένων πρωτεϊνικών µορίων (µε φθορίζουσες ουσίες ή 

ραδιενέργεια) για τον άµεσo προσδιορισµό (και όχι µε Q-sense) της ακριβής µάζας, 

που επικάθεται στην επιφάνεια της ακουστικής συσκευής. 
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