ΤΑΥΤΟΧΡΟΝΗ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΄Η DNA ΣΕ ΠΡΑΓΜΑΤΙΚΟ ΧΡΟΝΟ  ΜΕ ΟΠΤΟΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΟ ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΑ ΜΟΝΟΛΙΘΙΚΑ ΟΛΟΚΛΗΡΩΜΕΝΟ ΣΕ ΨΗΦΙΔΕΣ ΠΥΡΙΤΙΟΥ 
Παναγιώτα Σ. Πέτρου1, Κωνσταντίνος Μισιακός2, Σωτήριος Η. Κακαμπάκος1
1Εργαστήριο Ανοσοαναλύσεων/Ανοσοαισθητήρων, Ινστιτούτο Ραδιοϊσοτόπων-Ραδιοδιαγνωστικών Προϊόντων και 2Ινστιτούτο Μικροηλεκτρονικής, Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «Δημόκριτος», Αγία Παρασκευή 15310, Αθήνα

Η ανάπτυξη μικροσυστημάτων μέτρησης και αυτοματισμού στο πεδίο των ανοσοαναλύσεων και των αναλύσεων DNA αποτελεί ένα γρήγορα εξελισσόμενο και αναπτυσσόμενο τομέα έρευνας που αναμένεται να έχει πολλές εφαρμογές και σημαντική συνεισφορά τόσο ως προς τον όγκο και την ποιότητα των λαμβανομένων πληροφοριών όσο και ως προς τη μείωση του κόστους των αναλύσεων (υλικά, αντιδραστήρια, εργασία). Στην κατεύθυνση αυτή κομβικό σημείο αποτελεί η ανάπτυξη μεταλλακτών σήματος κατάλληλα τροποποιημένων με βιομόρια αναγνώρισης ώστε να λειτουργούν ως ανοσοαισθητήρες ή αισθητήρες DNA [1]. Η χρήση αυτών των αισθητήρων μπορεί να οδηγήσει στην ανάπτυξη απλών, γρήγορων, ευαίσθητων και εύκολων στη χρήση τους αναλυτικών μικροσυστημάτων τα οποία θα μειώσουν σημαντικά τον χρόνο της ανάλυσης, θα χρησιμοποιούνται λόγω του μικρού μεγέθους τους σε κινητές μονάδες ιατρικής φροντίδας (π.χ. ασθενοφόρα). Επίσης, θα μπορούν να χρησιμοποιούνται από όχι ιδιαίτερα εξειδικευμένους χρήστες ή και από τους ίδιους τους ασθενείς. Πέραν των εφαρμογών που έχουν οι αισθητήρες στην υγεία άλλοι τομείς όπου αναμένεται να βρουν εφαρμογές είναι ο έλεγχος ρύπανσης του περιβάλλοντος, η ανίχνευση μεταλλαγμένων τροφίμων, ο τοξικολογικός έλεγχος, κλπ. [2-4]. 

Κατά τα τελευταία χρόνια ιδιαίτερα σημαντική είναι η έρευνα στον τομέα των οπτικών βιοαισθητήρων λόγω των πολλών πλεονεκτημάτων που παρουσιάζουν σε σχέση με άλλες ανιχνευτικές διατάξεις [5]. Ωστόσο, ένα σημαντικό πρόβλημα που περιορίζει την εφαρμογή τους είναι η δυσκολία ολοκλήρωσης της πηγής φωτός και του ανιχνευτή στο ίδιο υπόστρωμα με τα ακινητοποιημένα βιομόρια αναγνώρισης (π.χ. δεσμευτικές πρωτεΐνες, ολιγονουκλεοτίδια). 
Τα τελευταία χρόνια στο Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «Δημόκριτος» έχει αναπτυχθεί οπτοηλεκτρονικός αισθητήρας μονολιθικά ολοκληρωμένος σε ψηφίδες πυριτίου που παρέχει τη δυνατότητα ταυτόχρονου προσδιορισμού διαφορετικών ουσιών σε πραγματικό χρόνο [6-10]. Ο οπτοηλεκτρονικός αισθητήρας κατασκευάζεται εξ ολοκλήρου στις εγκαταστάσεις του Ινστιτούτου Μικροηλεκτρονικής του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «Δημόκριτος» χρησιμοποιώντας μεθόδους κατασκευής ολοκληρωμένων κυκλωμάτων έτσι ώστε στο ίδιο υπόστρωμα πυριτίου να ολοκληρώνεται μονολιθικά η πηγή φωτός, ο ανιχνευτής και ο οπτικός κυματοδηγός που πραγματοποιεί την οπτική ζεύξη πηγής-ανιχνευτή, δημιουργώντας έναν οπτικό συζεύκτη. Η πηγή φωτός είναι μια δίοδος χιονοστοιβάδος, ο οπτικός κυματοδηγός είναι απο νιτρίδιο πυριτίου ενώ ο ανιχνευτής είναι μια φωτοδίοδος. Στην ίδια ψηφίδα με τις τεχνικές της λιθογραφίας μπορεί να ολοκληρωθεί μεγάλος αριθμός οπτικών συζευκτών. Μια σχηματική παράσταση του ολοκληρωμένου οπτοηλεκτρονικού αισθητήρα δίνεται στο σχήμα που ακολουθεί. 
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Σχήμα. 1. Σχηματική παράσταση κάθετης τομής του οπτοηλεκτρονικού μικροσυστήματος το οποίο αποτελείται από την οπτοηλεκτρονική ψηφίδα και τη μικρορευστομηχανική κυψελίδα συνεχούς παροχής αντιδραστηρίων.
Το εκπεμπόμενο από την πηγή φως κυματοδηγείται μέσω του οπτικού κυματοδηγού προς τον ανιχνευτή. Για την μετατροπή του οπτικού συζεύκτη σε ανοσοαισθητήρα ή αισθητήρα DNA  απαιτείται η πρόσδεση κατάλληλου μορίου αναγνώρισης στην επιφάνεια του οπτικού κυματοδηγού. Τα προς ανίχνευση βιομόρια αντιδρούν με τα ακινητοποιημένα στην επιφάνεια της οπτικής ίνας μόρια αναγνώρισης. Η δημιουργία μετρήσιμου σήματος στηρίζεται στο γεγονός ότι τα δεσμευμένα βιομόρια μεταβάλλουν τον συντελεστή οπτικής ζεύξης πηγής φωτός-ανιχνευτή. Η αλληλεπίδραση των δεσμευμένων μορίων αναλύτη (ολιγονουκλεοτίδια ή πρωτεΐνες) με τους κυματοδηγούμενους ρυθμούς γίνεται μέσω της φυσικής των αποσβενυμένων ηλεκτρομαγνητικών κυμάτων στην εγγύτητα του κυματοδηγού. Για να ενισχυθεί η αλληλεπίδραση αυτή, στα μόρια του αναλύτη προσδένονται χημικά χρωμοφόρες ομάδες ή νανοσωματίδια χρυσού τα οποία είναι αποτελεσματικοί απαγωγείς φωτονίων. Οι χρωμοφόρες ομάδες απορροφούν φωτόνια μέσω οπτικών μεταβάσεων στην ηλεκτρονική τους δομή. Εφόσον το φάσμα της ολοκληρωμένης πηγής φωτός εκτείνεται από τα 450-850 nm με ένα μέγιστο στα 600 nm, αναμένεται ότι χρωμοφόρες ομάδες που απορροφούν ισχυρά σε αυτή την περιοχή του φάσματος θα προκαλούν σημαντική πτώση του φωτορεύματος που καταγράφεται στον ανιχνευτή μετά από την πρόσδεση στην επιφάνεια της οπτικής ίνας. Τα νανοσωματίδια χρυσού είναι πιο αποτελεσματικά στην μείωση της οπτικής ζεύξης τόσο λόγω της αυξημένης οπτικής σκέδασης όσο και λόγω του συντονισμού πλασμονίων επιφανείας. Σε όλες τις περιπτώσεις το μετρούμενο σήμα είναι ο λόγος του φωτορεύματος που καταγράφεται στον ανιχνευτή μετά την πρόσδεση των επισημασμένων βιομορίων ως προς το φωτόρευμα πριν την πρόσδεσή τους. 
Ο αισθητήρας έχει την δυνατότητα ταυτόχρονης μέτρησης διαφορετικών ουσίων στο ίδιο δείγμα εφόσον οι διαφορετικοί κυματοδηγοί στην ίδια ψηφίδα τροποποιηθούν με διαφορετικά βιομόρια αναγνώρισης. Λόγω των μικρών διαστάσεων της ψηφίδας αυτή η επιλεκτική εναπόθεση μπορεί να πραγματοποιηθεί μόνο χρησιμοποιώντας αυτόματα ρομποτικά σύστήματα όμοια με αυτά που χρησιμοποιούνται για την κατασκευή των συστοιχιών μικροκηλίδων. Επίσης, ο αισθητήρας παρέχει την δυνατότητα  παρακολούθησης των αντιδράσεων που πραγματοποιούνται στην επιφάνεια του οπτικού κυματοδηγού σε πραγματικό χρόνο [7, 11-12]. Για να αξιοποιήθουν αυτές οι δυνατότητες κατασκευάστηκε μικρορευστομηχανική κυψελίδα από ελαστομερές υλικό  (πολυδιμεθυλοσιλοξάνιο) που έχει διαμόρφωση μαιάνδρου (σχήμα 2) και η οποία εφαρμόζεται στην επιφάνεια της ψηφίδας. Η διαμόρφωση της μικρορευστομηχανικής κυψελίδας επιτρέπει την ροή των αντιδραστηρίων εν σειρά πάνω από όλους τους κυματοδηγούς της ψηφίδας και την ταυτόχρονη καταγραφή των μεταβολών του φωτορεύματος των αντίστοιχων ανιχνευτών. Η μικρορευστομηχανική κυψελίδα έχει πλάτος 150 μικρόμετρα και ύψος 50 μικρόμετρα.  
	Σχήμα 2. Μικροφωτογραφία τμήματος μικρορευστομηχανικής κυψελίδας μετά την τοποθέτηση της σε ψηφίδα με πολλούς ολοκληρωμένους οπτοηλεκτρονικούς αισθητήρες.
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Οι αναλυτικές δυνατότητες του αναπτυχθέντος βιοαισθήτηρα για τον ποσοτικό προσδιορισμό βιομορίων διερευνήθηκε χρησιμοποιώντας το σύστημα βιοτίνης-στρεπταβιδίνης ως μοντέλο δεσμευτικής αντίδρασης. Για το σκοπό αυτό στην επιφάνεια της οπτοηλεκτρονικής ψηφίδας προσδέθηκε βιοτίνη, η οποία στη συνέχεια αντέδρασε με στρεπταβιδίνη επισημασμένη είτε με φθορίζουσες ουσίες είτε με νανοσφαιρίδια χρυσού διαμέτρου 8,4 nm. Υψυλότερη ευαισθησία επιτεύχθηκε χρησιμοποιώντας τα νανοσωματίδια χρυσού ως ιχνηθέτες (3,8 pM). Περαιτέρω αύξηση της ευαισθησίας ανίχνευσης του αισθητήρα (20 fM) επιτυγχάνεται με κατεργασία των ακινητοποιημένων σωματιδίων χρυσού με διάλυμα εναπόθεσης αργύρου [7]. Η κατεργασία αυτή έχει ως αποτέλεσμα την εκθετική αύξηση του μεγέθους των εναποτεθειμένων στον κυματοδηγό σωματίδιων χρυσού και κατά συνέπεια εκθετική αύξηση της ικανότητας των σωματιδίων να σκεδάζουν το κυματοδηγούμενο φως. Ωστόσο, φθορίζουσες ουσίες μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν ως ιχνηθέτες σε εφαρμογές για τις οποίες δεν απαιτείται εξαιρετικά μεγάλη ευαισθησία ανίχνευσης, π.χ. προσδιορισμός μεταλλάξεων DNA μετά από ενίσχυση με PCR. 
Στα πλαίσια της εφαρμογής του αισθητήρα για την ταυτόχρονη ανίχνευση διαφορετικιών βιομορίων, ο αισθητήρας χρησιμοποιήθηκε για τον ταυτόχρονο ανοσοχημικό προσδιορισμό της ισομορφής ΜΒ της κινάσης της κρεατίνης και της Τροπονίνης Ι [13]. Ο ταυτόχρονος προσδιορισμός των δύο αυτών μορίων είναι σημαντικός για την έγκαιρη διάγνωση του εμφράγματος του μυοκαρδίου και ο ακριβής και γρήγορος προσδιορισμός τους είναι απαραίτητος για την επιτυχημένη αντιμετώπιση οξέων καρδιακών επεισοδίων. Για τον πριοσδιορισμό των δύο αυτών μορίων αναπτύχθηκαν μη ανταγωνιστικοί ανοσοχημικοί προσδιορισμοί με χρήση ζεύγους ειδικών για το κάθε μόριο μονοκλωνικών αντισωμάτων, από τα οποία το ένα χρησιμοποιήθηκε ως αντίσωμα στερεάς φάσης και το άλλο μετά από βιοτινυλίωση ως αντίσωμα ανίχνευσης. Για την ανίχνευση των ακινητοποιημένων στην ίνα ανοσοσυμπλεγμάτων μετά το πέρας της ανοσοαντίδρασης χρησιμοποιήθηκε στρεπταβιδίνη επισημασμένη με νανοσωματίδια χρυσού. Οι μη ανταγωνιστικοί ανοσοχημικοί προσδιορισμοί που πραγματοποιήθηκαν με τον ολοκληρωμένο αισθητήρα είχαν ανάλογα αναλυτικά χαρακτηριστικά με εκείνους που αναπτύχθηκαν σε φρεάτια μικροτιτλοδότησης, ωστόσο ήταν πολύ ταχύτεροι. 
Ο αναπτυχθείς αισθητήρας χρησιμοποιήθηκε επίσης για την ταυτόχρονη ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο της σουλφοτρανσφεράσης της φαινόλης SULT1A1 με ακινητοποίηση σε γειτονικές ίνες της ίδιας ψηφίδας διαφορετικών αλληλουχιών ολιγονουκλεοτιδίων [13, 14]. Οι μεταλλάξεις στο γονίδιο της SULT1A1 σχετίζονται με τον μεταβολισμό και την απομάκρυνση από τον οργανισμό πολλών φαρμάκων όπως επίσης και πολλών διατροφικών και περιβαλλοντικών προ-καρκινογόνων. Για την ανίχνευση των μεταλλάξεων, αλληλουχίες ολιγονουκλεοτιδίων που αντιστοιχούν είτε στις φυσικές είτε στις μεταλλαγμένες αλληλουχίες ακινητοποιούνται σε γειτονικές ίνες μιας ψηφίδας και διαβιβάζεται επισημασμένο με φθορίζουσα ουσία προϊόν PCR. Ο αισθητήρας παρέχει την δυνατότητα παρακολούθησης τόσο της αντίδρασης υβριδισμού όσο και του σταδιακού αποϋβριδισμού κατά την διαδοχική έκπλυση των υβριδισμένων αλληλουχιών με διαλύματα μειούμενης ιονικής ισχύος ώστε να επιτευχθεί πληρέστερος διαχωρισμός μεταξύ συμπληρωματικών και μη συμπληρωματικών αλληλουχιών. Οι διαχωρισμοί που επιτεύχθηκαν με τον αισθητήρα βάσει του σήματος υβριδισμού δεν προσέφεραν σημαντικό πλεονέκτημα σε σχέση με τους αντίστοιχους που πραγματοποιήθηκαν σε συστοιχίες μικροκηλίδων για τις ίδιες μεταλλάξεις. Ωστόσο, παρακολουθώντας την κινητική απομάκρυνσης των υβριδισμένων ολιγονουκλεοτιδίων, κατά τις εκπλύσεις που ακολουθούν τον υβριδισμό, μέσω της χρήσης του αισθητήρα επιτεύχθηκε  βελτίωση της διακριτικής ικανότητας μεταξύ μεταλλαγμένων και μη αλληλλουχιών κατά 15-30 φορές (ανάλογα με τη μετάλλαξη) σε σχέση με τις συστοιχίες μικροκηλίδων DNA. 
Το μικρό μέγεθος του αισθητήρα σε συνδυασμό με την μικρή κατανάλωση αντιδραστηρίων, τον σύντομο χρόνο ανάλυσης και την δυνατότητα ταυτόχρονου προσδιορισμού πολλών αναλυτών τον καθιστά ιδανικό ως βασική μονάδα ανίχνευσης για φορητά συστήματα ανάλυσης [16-17]. Προς τον τελικό αυτό στόχο έχουν ήδη γίνει βήματα με την κατασκευή πακεταρισμένων πλήρως λειτουργικών βιοαισθητήρων μιας χρήσης σε συνδυασμό με μικρού μεγέθους συσκευή που περιλαμβάνει τα ηλεκτρονικά ανάγνωσης και επεξεργασίας του σήματος, τις υδραυλικές συνδέσεις με το ενσωματωμένο σύστημα μικροροής και την αντλία παροχής των αντιδραστηρίων (Σχήμα 3) [15]. 
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	Σχήμα 3. Φωτογραφίες πακεταρισμένης ψηφίδας σε μεγένθυνση (αριστερά) και πακεταρισμένης ψηφίδας εγκλεισμένης στην υποδοχή της συσκευής μέτρησης με συνδεδεμένους τους σωληνίσκους εισόδου και εξόδου του δείγματος (δεξιά). 



Τέτοιου είδους φορητές αναλυτικές συσκευές αναμένεται να παίξουν σημαντικό ρόλο στην αναβάθμιση  των αποκεντρωμένων υπηρεσιών υγείας. Επί του παρόντος, αναπτύσσεται κατάλληλα τροποποιημένος αισθητήρας για την ανίχνευση επιλεγμένων μεταλλάξεων του γονιδίου BRCA1 που έχει βρεθεί ότι έχουν την υψηλότερη συσχέτιση με την προδιάθεση εμφάνισης κληρονομικού καρκίνου του μαστού και των ωοθηκών [18].
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