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ΟΡΙΣΜΟΣ 

 

Πρωτεϊνική µικροσυστοιχία (αλλιώς biochip ή πρωτεϊνικό chip) συνιστά ένα συνήθως γυάλινο 

πλακίδιο, πάνω στο οποίο διαφορετικά µόρια πρωτεΐνης έχουν επισυναφθεί σε ξεχωριστές 

τοποθεσίες, διατεταγµένα ώστε να σχηµατίζουν µία µικροσκοπική συστοιχία. Αυτά 

χρησιµοποιούνται για να προσδιοριστούν  αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών, υποστρώµατα  

πρωτεϊνικών κινασών ή στόχοι µικρών, βιολογικά ενεργών µορίων. Η πιο κοινή πρωτεϊνική 

µικροσυστοιχία είναι η µικροσυστοιχία αντισωµάτων, όπου αντισώµατα εναποτίθενται πάνω 

στο πρωτεϊνικό chip (συνήθως από γυαλί ή πυρίτιο) και χρησιµοποιούνται ως µόρια 

δέσµευσης (capture) για την ανίχνευση πρωτεϊνών από διαλύµατα κυτταρικών λυµάτων. Οι 

πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες  βρίσκουν εφαρµογή ως όργανα µέτρησης στη βιοϊατρική, για να 

καθοριστεί η παρουσία και/ή η ποσότητα πρωτεϊνών σε βιολογικά δείγµατα, π.χ. αίµα.  

Υπάρχουν διάφοροι τύποι πρωτεϊνικών chips, ωστόσο οι πιο κοινοί είναι τα chips γυάλινης 

διαφάνειας και οι µικροσυστοιχίες νανο-πηγαδιών.[23] 

 

 

 

 
 

Εικόνα 1. Συστοιχίες πρωτεϊνικών chips SELDI. Σχηµατική απεικόνιση πρωτεϊνικού chip SELDI. Τα 

πρωτεϊνικά chips κατασκευάζονται σε µορφή µικροτιτλοδότησης ώστε µε την χρήση 12 πρωτεϊνικών 

chips SELDI να µπορεί να µεταφερθεί το διάλυµα από µια πλάκα µικροτιτλοποίησης 96 πηγαδιών.  
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Εικόνα 2. Πλέγµατα και θέσεις. (Α) Αυτό το σχηµατικά απεικονισµένο biochip διαχωρίζεται σε τρεις 

µεγαλύτερες “περιοχές υπέρ-πλέγµατος”. Κάθε υπέρ-πλέγµα αποτελείται από 16 µικρότερα πλέγµατα, 

τα οποία µε τη σειρά τους υποδιαιρούνται σε 64 θέσεις το καθένα. (Β) ∆ιευκρινιστικά, ένα πλέγµα είναι 

το µοντέλο θέσεων που καθορίζεται από µία µόνο ακίδα. Κάθε πλέγµα µπορεί να περιέχει ξεχωριστές 

θέσεις διαφορετικών µακροµορίων. (C) Αν πρέπει να χρησιµοποιηθούν πολλά biochips, συνιστάται η 

εργασία µε biochips σηµασµένα µε barcode (γκρι βέλος). Επωφελής είναι επίσης η χρήση biochips που 

επιτρέπουν ευδιάκριτη απεικόνιση µε ξεχωριστή σήµανση (άσπρο βέλος). 

 

 

 

Εικόνα 3. Απεικόνιση µικροσυστοιχίας 18 000 θέσεων : 18 432 θέσεις εφαρµόστηκαν εις διπλούν πάνω 

σε ένα γυάλινο biochip. Τα 9216 διαφορετικά είδη υποδιαιρέθηκαν σε 16 πλέγµατα 576 θέσεων το 

καθένα. 
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ΙΣΤΟΡΙΚΟ 

 

Αρχικά φανταζόµασταν τα biochips ως ένα µικρό παράθυρο µε χιλιάδες θέσεις σ’ ένα σκοτεινό 

δίκτυο. Θεωρούσαµε ότι προσφέρουν έλεγχο υψηλής ρυθµοαπόδοσης (ΗΤS) και οικονοµία. 

Το πρώτο είναι δυνατό γιατί η ανάλυση της υβριδοποίησης σε µία συγκεκριµένη αλληλουχία 

αυτοµατοποιείται εύκολα µέσω της διευθέτησης µεγάλης ποσότητας από ποικίλες αλληλουχίες 

νουκλεϊκού οξέος σε ένα πολύ µικρό χώρο. Η οικονοµία χρόνου είναι συνέπεια της 

αυτοµατοποίησης αλλά ακόµα και τότε υπάρχουν ελάχιστοι χρόνοι επώασης. Επιπλέον  η 

φόρτωση των biochips και ο ποιοτικός έλεγχος παίρνουν πολύ χρόνο.[21] 

Το θεωρητικό υπόβαθρο για δοκιµασίες δέσµευσης-προσδεµάτων, βασισµένες σε 

µικροσυστοιχίες αναπτύχθηκαν από τον Ekins et al. στα τέλη της δεκαετίας του 1980. 

Σύµφωνα µε το µοντέλο της δοκιµασίας µιας αναλυόµενης ουσίας, οι µικροσυστοιχίες 

αντισωµάτων όχι µόνο επιτρέπουν ταυτόχρονη εξέταση ενός συνόλου αναλυόµενων ουσιών 

αλλά θα έπρεπε να είναι πιο ευαίσθητες και γρήγορες ως συµβατικά συστήµατα εξέτασης. 

Οι πρώτες προσεγγίσεις συστοιχιών ήταν προσπάθειες για µικροσκοπικοποίηση βιοχηµικών 

και ανοσολογικών δοκιµασιών που εφαρµόζονταν συνήθως µε πλάκες µικροτιτλοποίησης 96 

πηγαδιών. Ο Mendoza et al. κατασκεύασε συστοιχίες αντισωµάτων αποτελούµενες από 96 

πηγαδάκια, µε 144 στοιχεία το καθένα για δοκιµασίες τύπου ELISA. Μία άλλη τάση στην 

αρχική φάση της ανάπτυξης ήταν η χρήση φίλτρων µεµβράνης ως υποστηρικτικό υλικό της 

συστοιχίας λόγω της µεγαλύτερης ικανότητάς τους για πρόσδεση πρωτεϊνών.[8] 

Το κόστος των πρώτων biochips ήταν 1 εκατοµµύρια δολάρια ανά biochip, γεγονός που 

συντέλεσε στην επιβράδυνση της εµπορικής διάδοσής τους. Πλέον όµως η αγορά τους 

αναπτύσσεται µε αστραπιαία ταχύτητα.Το εύρος των προσφερόµενων biochips όσο και ο 

απαραίτητος εξοπλισµός είναι τόσο ουσιώδη που δεν υπάρχει καµία έλλειψη εξειδίκευσης σε 

σχέση µε αυτή τη σχετικά νέα τεχνολογία. 

Στη µέση της δεκαετίας του 90 είχαµε ταχεία εξέλιξη της τεχνολογίας των υπολογιστών. 

Παρόµοια ανάπτυξη προβλέπονταν και για το πεδίο της βιοτεχνολογίας. Έτσι ήταν απλά 

ζήτηµα χρόνου µέχρις ότου οι λέξεις bio και chip να συνδεθούν. Μετά τη δηµιουργία του 

biochip έγινε «έκρηξη» εφαρµογών από chips (πρωτεΐνες, DNA, πεπτίδια κλπ.) µε 

αποτέλεσµα ο όρος τεχνολογία µικροσυστοιχιών να χρησιµοποιηθεί ως  γενικός όρος γι’ αυτήν 

την τεχνολογία. Κι αυτό γιατί όπως προκύπτει από την ετυµολογία της λέξης πρόκειται για µια 

εντυπωσιακά µεγάλη συγκέντρωση µορίων σε έναν πολύ µικρό χώρο. 

Σήµερα σε ένα τετραγωνικό εκατοστό µπορούµε να έχουµε από λίγες εκατοντάδες µέχρι 

πάνω από 200.000 θέσεις ανάλογα µε την τεχνολογία διάταξης, τα µόρια που προσδένονται 

και το προς λύση πρόβληµα. 

Με τα microchips µεγάλος αριθµός από διαφορετικά µόρια αντιδρούν µεταξύ τους σε 

καθορισµένο χρονικό διάστηµα. Αυτές οι εκατοµµύρια αντιδράσεις δε θα µπορούσαν να 

πραγµατοποιηθούν µε τις δαπανηρές µεθόδους πλακών µικροτιτλοποίησης, καθώς αυτές 
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απαιτούσαν επιπλέον αντιδραστήρια και επαναλήψεις για να αναλυθούν τα αποτελέσµατα. Η 

στροφή προς τις µικροσυστοιχίες ήταν λοιπόν αναγκαία και λογική. Με τις µικροσυστοιχίες 

είναι πλέον δυνατό να µειωθεί ο όγκος ανά αντίδραση σε λίγα δισεκατοµµυριοστά ενός λίτρου 

του διαλύµατος. 

Μετά τη διαπίστωση των πλεονεκτηµάτων των biochips ήταν πλέον αναγκαία η παραγωγή 

ροµποτικών µηχανισµών που να µπορούν να αναγνωρίσουν πιπέτες και να µεταφέρουν νανο- 

και πικόλιτρα αναπαραγωγήσιµα σε µια διάµετρο 100, 10 και <1 µm. Όργανα µέτρησης, 

συστήµατα λογισµικού και γενικά όλα τα συστήµατα που είχαν αναπτυχθεί για πλάκες 

µικροτιτλοποίησης έπρεπε να προσαρµοστούν στις µικροσυστοιχίες. 

Γενικά γι’ αυτούς που επιτελούν κάτω από 1000 επωάσεις ανά µέρα είναι καλύτερο να 

χρησιµοποιούν πλάκες µικροτιτλοποίησης. Αλλιώς, για 1000 επωάσεις και πάνω 

δικαιολογείται το πέρασµα στην τεχνολογία των µικροσυστοιχιών.[21] 
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ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ CHIPS 

 

Η ανάπτυξη των biochips έδωσε σηµαντική ώθηση στην ταχέως αναπτυσσόµενη  

βιοτεχνολογία, η οποία καλύπτει ένα µεγάλο φάσµα ερευνητικών προσπαθειών, 

συµπεριλαµβανοµένης της γονιδιωµατικής, της πρωτεωµικής, της υπολογιστικής βιολογίας και 

της φαρµακευτικής έρευνας, ανάµεσα σε άλλες δραστηριότητες. Εξελίξεις σ’ αυτές τις 

περιοχές δίνουν στους επιστήµονες νέες µεθόδους για τη διευκρίνιση των σύνθετων 

βιοχηµικών διαδικασιών που λαµβάνουν χώρα µέσα στα κύτταρα, µε τελικό στόχο την 

κατανόηση και θεραπεία των ανθρώπινων ασθενειών. Ταυτόχρονα, η τεχνολογία των 

ηµιαγωγών συνεισφέρει σταθερά στην τελειοποίηση της επιστήµης της µικροσκοπικοποίησης 

(microminiaturization). Η συγχώνευση αυτών των δύο πεδίων τα τελευταία χρόνια έχει δώσει 

τη δυνατότητα στους βιοτεχνολόγους να αρχίσουν να εφαρµόζουν τα παραδοσιακά ογκώδη 

εργαλεία τους σε όλο και µικρότερες επιφάνειες, πάνω στα λεγόµενα biochips. Αυτά τα chips 

είναι  ουσιαστικά εργαστήρια σε µικρογραφία, που µπορούν να εκτελούν εκατοντάδες ή 

χιλιάδες ταυτόχρονες βιοχηµικές αντιδράσεις. Τα biochips δίνουν τη δυνατότητα στους 

ερευνητές να ελέγχουν σε µικρότερο χρόνο µεγάλους αριθµούς βιολογικών αναλυόµενων 

ουσιών για µία ποικιλία σκοπών, από τη διάγνωση ασθενειών µέχρι την ανίχνευση ουσιών 

βιοτροµοκρατίας. 

Εφαρµογή των µικροσυστοιχιών έχει γίνει σε µεµβράνες από nylon αλλά σήµερα κυρίως σε 

chips από γυαλί, χωρίς όµως να περιορίζονται σ’ αυτά. Οι πιθανές χρήσεις των 

µικροσυστοιχιών είναι σχεδόν απεριόριστες, καθώς επιτρέπουν κάθε είδος πειράµατος, αρκεί 

να έχει να κάνει µε αλληλεπίδραση µορίων. 

Για την προσαρµογή και την εφαρµογή ενός πειράµατος στις µικροδιατάξεις, πρέπει να 

υπάρχουν οι κατάλληλες προϋποθέσεις : 

 

- Η αλληλεπίδραση µεταξύ των αλληλεπιδρόντων µερών πρέπει να είναι αρκετά σταθερή. 

- Ένα από τα αλληλεπιδρόντα πρέπει να έχει φυσικά διακριτικά ώστε να είναι δυνατή µία 

ποσοτική εξέταση. 

- Πρέπει το άλλο αλληλεπιδρόν να µπορεί να προσδεθεί σταθερά στο chip. 

- Σηµαντικό είναι να είναι δυνατή η εξέταση πολλών από τις συνιστώσες παράλληλα. 

 

Εφόσον ικανοποιηθούν οι παραπάνω απαιτήσεις µπορεί να γίνει µεγάλος αριθµός 

πειραµάτων, ξεκινώντας από έλεγχο φαρµακευτικής στόχευσης µέχρι µεταγραφική ανάλυση  

και ταυτοποίηση συγκεκριµένων αντισωµάτων. 

Οι χρήσεις των µικροδιατάξεων µπορούν να ταξινοµηθούν ανάλογα µε τη φύση των 

χρησιµοποιούµενων δειγµάτων (DNA, πρωτεΐνη, PΝΑ, ιστοί ή άλλες ουσίες), το επιστηµονικό 

πρόβληµα ή µε τη φύση της δοκιµασίας που χρησιµοποιείται σε ένα συγκεκριµένο πείραµα 

µικροδιάταξης. Η πειραµατική διαδικασία περιγράφεται στην εικόνα 4. 



 8 

 

 

 

Εικόνα 4. Γραφική απεικόνιση ενός σχεδίου ροής εργασίας για ένα εργαστήριο υψηλής ρυθµοαπόδοσης 

(HTS). Το πειραµατικό πρόβληµα βρίσκεται στο πάνω µέρος του πλάνου. Κάθε στάδιο της διαδικασίας 

εφαρµογής και της ανάλυσης ελέγχεται και καταγράφεται από το λογισµικό. Η ανάληψη και η 

επεξεργασία της πληροφορίας, κατά κανόνα, γίνεται στην αρχή και στο τέλος της όλης διαδικασίας της 

ροής εργασίας, αλλά µπορεί και να συντονιστεί από το λογισµικό κατά τη διάρκεια του κάθε ξεχωριστού 

σταδίου. 
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Ανάλογα µε την αρχιτεκτονική της διάταξης και τα δείγµατα, είναι δυνατό να τεθούν ερωτήµατα 

από ποικίλους τοµείς, όπως : 

 

- Ανάλυση της διαφοράς των προτύπων µεταγραφής ποικίλων δειγµάτων ιστών, όπου το 

RNA φέρει την πληροφορία. 

- Ερωτήµατα σε σχέση µε τις γονιδιωµατικές διαφορές, όπου το DNA είναι ο φορέας της 

πληροφορίας. 

- Ποσοτικοποίηση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ πρωτεϊνών, όπου η πρωτεΐνη φέρει την 

πληροφορία. 

- Βιβλιοθήκες τµηµάτων ιστών εγκαθιδρύονται, όπου το RNA, το DNA ή οι πρωτεΐνες 

χρησιµεύουν ως φορείς πληροφορίας. 

- Με τη βοήθεια των biochips αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών και DNA µπορούν να 

ποσοτικοποιηθούν σε µεγάλη κλίµακα. 

- Αλληλεπιδράσεις µεταξύ άλλων ουσιών (όπως τα φαρµακευτικά προϊόντα) µε σχετικές και 

κατάλληλες δοµές-στόχους, µε άλλα λόγια αλληλεπιδράσεις που αποδίδονται στην 

κλασική φαρµακολογία. 

 

Με τον κατάλληλο πειραµατικό σχεδιασµό µπορούν να απαντηθούν ερωτήµατα όπως : 

 

- Τι συµβαίνει στον αποδιατεταγµένο ιστό; 

- Πώς αλλάζει το πρότυπο µεταγραφής κατά τη διάρκεια της διαδικασίας; 

- Ποιο επίπεδο µεταγραφής παρουσιάζει ένα συγκεκριµένο όργανο; 

- Τι επίδραση έχουν τα φαρµακευτικά προϊόντα ή τα περιβαλλοντικά δηλητήρια στην 

έκφραση; 

- Τι συµβαίνει στο πλαίσιο των κυκλικών παρεκκλίσεων (cyclical variations) (ερωτήµατα του 

βιολογικού ρολογιού. 

- Πώς αντιδρά το ανοσοποιητικό σύστηµα στα εισβάλοντα παθογόνα; 

- Σε τι βασίζονται ασθένειες όπως η παχυσαρκία, η αρτηριοσκλήρωση και το άσθµα; 

κλπ…. 

 

Η λίστα αυτή θα µπορούσε να συνεχίζεται για πάντα. Ένα ιδιαίτερο ενδεχόµενο προκύπτει 

όταν συγκρίνονται δύο παράµετροι. Πρόκειται για ένα θέµα ερωτηµατικών εξαρτώµενων από 

τον χρόνο ή τη συγκέντρωση ή απλώς για τη σύγκριση των προτύπων έκφρασης 

διαφορετικών οργάνων. Μ’ αυτό µπορεί κανείς να αναγνωρίσει οµάδες συνέκφρασης µε 

παρόµοια χαρακτηριστικά έκφρασης. 

Μια άλλη οµάδα εφαρµογών µικροσυστοιχιών αναφέρεται σε διαφορές-πολυµορφισµούς του 

γονιδιωµατκού DNA. [21] Τέτοιες παρεκκλίσεις όπως και η µελέτη των προτύπων έκφρασης 

των γονιδίων, η ανίχνευση των θέσεων πρόσδεσης των µεταγραφικών παραγόντων και η 
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ανίχνευση µεταλλάξεων στις αλληλουχίες σε µεγάλη κλίµακα µπορούν να εξεταστούν µε τις 

µικροσυστοιχίες DNA.[1]  

 

Εκτός όµως από τα παραπάνω πεδία υπάρχουν φυσικά και πιο σχετικές περιοχές που 

αφορούν τόσο στην αλληλεπίδραση πρωτεΐνης-πρωτεΐνης, στην αλληλεπίδραση DNA – 

πρωτεϊνών πρωτεϊνών-λιπιδίων, πρωτεϊνών-φαρµάκων, πρωτεϊνών-υποδοχέων και 

αντιγόνων-αντισωµάτων όσο και στη µελέτη των δραστικοτήτων των κινασών και για τη 

µελέτη προφίλ του ορρού. Η βιοχηµική µελέτη χιλιάδων πρωτεϊνών µπορεί να χαρακτηριστεί 

και να ποσοτικοποιηθεί µε παράλληλο τρόπο µέσω της χρήσης των πρωτεϊνικών 

µικροσυστοιχιών. Τα πρωτεϊνικά chips δεν έχουν χρησιµοποιηθεί µόνο για να χαρακτηριστούν 

λειτουργίες προηγουµένως µη χαρακτηρισµένων πρωτεϊνών, αλλά και για να ανακαλυφθούν 

νέες λειτουργικές δυνατότητες ήδη χαρακτηρισµένων πρωτεϊνών. Οι πρωτεωµικές 

µικροσυστοιχίες αποτελούν κι έναν έξοχο τρόπο να ανακαλυφθούν στόχοι φαρµάκων. 

Ολόκληρα πρωτεώµατα τυπωµένα πάνω σ’ ένα chip µπορούν να ανιχνευτούν µε µικρά µόρια 

σε ένα πείραµα για να ανακαλυφθούν αλληλεπιδράσεις.  

Θα ήταν παράτολµο να καταγράψουµε όλες τις δυνατές επιστηµονικές χρήσεις των σχετικά 

καινούριων πρωτεϊνικών chips. Μπορούµε για παράδειγµα να χαρακτηρίσουµε πιο σωστά 

περιοχές πρόσδεσης αντισωµάτων ή να εξετάσουµε τη δραστικότητα φωσφορυλίωσης των 

κινασών. Η τοποθέτηση πολλών διαφορετικών πρωτεϊνών σε ένα chip καθιστά δυνατή την 

αναγνώριση των αλληλεπιδρόντων µορίων της καθεµίας από τις πρωτεΐνες για τις οποίες 

ενδιαφερόµαστε. Άλλες εφαρµογές στις οποίες εξετάζονται αλληλεπιδράσεις µεταξύ DNA/RNA 

και πρωτεϊνών είναι επίσης δυνατές. Πρόκειται για την αναγνώριση των οµάδων υποκινητών ή 

για την αναζήτηση πρωτεϊνών που προσδένονται σε RNA αλλά και για άλλες αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ νουκλεϊκών οξέων και των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Οι ποικίλες συχνότητες DNA/RNA 

όπως και οι αντίστοιχες πρωτεΐνες µπορούν έτσι να τοποθετηθούν στα biochips.  Αυτό 

βοηθάει ιδιαίτερα στις µελέτες υποκινητών, καθώς η πιο ευνοϊκή και ουσιώδης  δοµή των 

οµάδων υποκινητών µπορεί να µετρηθεί µε ένα ή το πολύ µε λίγα πειράµατα, αρκεί να 

χρησιµοποιείται έξυπνος σχεδιασµός. Προβλήµατα που αφορούν στη µεταφορά mRNA σε 

διάφορες περιοχές του κυττάρου (κυρίως του νευρικού κυττάρου) έχουν αναδειχθεί. Γι’ αυτό οι 

αντιδράσεις µεταξύ RNA και πρωτεΐνης λαµβάνουν όλο και µεγαλύτερη προσοχή.  

Ένα ακόµα πεδίο εφαρµογής των µικροσυστοιχιών περιλαµβάνει την αλληλεπίδραση των 

βιοµορίων (όπως οι πρωτεΐνες) µε µικρότερα φαρµακολογικά σχετιζόµενα µόρια. Με τα 

φαρµακολογικά πειράµατα αναζητούµε νέους φαρµακολογικούς οδηγούς, όσον αφορά στην 

αλληλεπίδραση µε σχετικές πρωτεΐνες ή µε άλλους ενδιαφέροντες φαρµακολογικούς στόχους. 

∆υστυχώς όµως τα φαρµακολογικά ενδιαφέροντα µόρια ανευρίσκονται συχνά  σε µεµβράνες, 

γεγονός που κάνει την ανάλυσή τους µε µικροσυστοιχίες δύσκολη. 

Συνοψίζοντας, είναι αξιοπρόσεκτο το ότι η εστίαση στις µικροσυστοιχίες είναι στενά 

συνδεδεµένη µε την προσπάθεια των επιστηµόνων να φέρουν εις πέρας παράλληλα έναν 
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µεγάλο αριθµό πειραµάτων. Στόχος τους είναι να µην ξοδεύουν υλικά όταν αυτό δεν είναι 

απαραίτητο και να επιτευχθεί επιτάχυνση των διαδικασιών. Αυτό επιτυγχάνεται µε τις 

µικροσυστοιχίες, καθώς αυτές καθιστούν δυνατά εξαιρετικά γρήγορα και κατανοητά 

πειράµατα.[21][1] 
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ΑΝΑΓΚΑΙΟΤΗΤΑ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΩΝ – ∆ΙΑΦΟΡΕΣ ΜΕ ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΕΣ 

DNA 

 

Η ζήτηση για την ανακάλυψη καινοτόµων φαρµάκων από την φαρµακευτική βιοµηχανία και 

την βιοµηχανία βιοτεχνολογίας τροφοδοτεί ξέφρενους ρυθµούς στην έρευνα για ανακαλύψεις 

στην περιοχή αυτή της λειτουργικής γονιδιωµατικής και πρωτεωµικής. Κάποιοι τοµείς που 

επωφελήθηκαν µέσα από όλη αυτή τη δραστηριότητα είναι οι τοµείς της επιστήµης των 

επιφανειών και των εργαλείων για έλεγχο υψηλής ρυθµοαπόδοσης. Πολυάριθµες επιφάνειες 

µε ποικίλες χηµικές λειτουργίες σε µια ευρεία περιοχή υποστρωµάτων κατασκευάστηκαν για 

να ακινητοποιούν σύνθετα µόρια όπως DNA, πρωτεΐνες, αντισώµατα, λιπίδια και 

ολιγοσακχαρίτες. Η αλληλεπίδραση αυτών των ακινητοποιηµένων σε επιφάνειες ανιχνευτών 

µε ποικίλους στόχους παρακολουθήθηκε σε µία διάταξη υψηλής ρυθµοαπόδοσης  µε την 

χρήση µικροσυστοιχιών. Η µεγαλύτερη εστίαση σήµερα γίνεται στην έρευνα για τις 

αλληλεπιδράσεις του DNA για να ανιχνευθεί η έκφραση των γονιδίων και ο πολυµορφισµός 

στους ανθρώπους µε χρήση µικροσυστοιχιών DNA. Βιολόγοι, χηµικοί, επιστήµονες 

ασχολούµενοι µε υλικά και µηχανικοί έχουν συνεργαστεί για να αναπτύξουν τις 

µικροσυστοιχίες DNA, που καθιστούν δυνατή, θεωρητικά, την παρακολούθηση των επιπέδων 

έκφρασης όλων των γονιδίων σε έναν οργανισµό ταυτόχρονα. Το κλειδί σ’ αυτήν την 

τεχνολογία ήταν η ανάπτυξη δοκιµασιών προσδιορισµού βασισµένων σε επιφάνειες, στις 

οποίες πολυάριθµοι ανιχνευτές ακινητοποιούνται µε έναν τρόπο προσπελάσιµο στον χώρο. 

Τέτοιες µορφές δοκιµασιών προσφέρονται για µικροσκοπικοποίηση και πολλαπλότητα.  

Ωστόσο, αν και οι µικροσυστοιχίες DNA αποτελούν ενδιαφέροντα εργαλεία για την 

αποκρυπτογράφηση της συµπεριφοράς της γονιδιακής έκφρασης, η τεχνική αυτή δεν έχει 

καταφέρει να εξηγήσει µε αξιόπιστο τρόπο τα επίπεδα της έκφρασης της πρωτεΐνης µέσα στο 

κύτταρο. Μετρήσεις που βασίζονται στο mRNA παρέχουν µόνο έναν έµµεσο τρόπο. Φυσικά, 

αυτό που πραγµατικά επιθυµούµε να γνωρίζουµε είναι το πώς επιδρούν στα επίπεδα της 

πρωτεΐνης και στις δραστικότητες µια γενετική τροποποίηση, τα φάρµακα ή µια αλλαγή στο 

περιβάλλον. Οι µελέτες όµως για την γονιδιακή έκφραση δεν είναι σε θέση να θέσουν ευθέως 

θέµατα όπως οι µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις πρωτεϊνών που λαµβάνουν χώρα υπό 

την επήρεια ποικίλων ενζύµων. Οι µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις όπως η 

φωσφωρυλίωση, η γλυκοχυλίωση, η πρωτεόλυση και η ακυλίωση είναι σηµαντικές για τον 

έλεγχο της κυτταρικής ρύθµισης και των µονοπατιών της µεταγωγής σήµατος, καθώς 

επηρεάζουν πολύ τις δραστικότητες πολλών πρωτεϊνών. Προφανώς µία συστοιχία βασισµένη 

σε νουκλεϊκά οξέα δεν επηρεάζεται από τέτοιες επιδράσεις. Επίσης, οι συστοιχίες των 

γονιδίων δε λαµβάνουν υπόψη τον σηµαντικό ρόλο των υδατανθράκων εντός των κυτταρικών 

µεµβρανών και τις αλληλεπιδράσεις τους µε πρωτεΐνες όπως οι λεκτίνες, ενώ τα επίπεδα 

έκφρασης πολλών γονιδίων υπόκεινται σε σηµαντική µετα-µεταγραφική ρύθµιση, που 

σηµαίνει ότι τα επίπεδα των µηνυµάτων δεν αντανακλούν πάντα µε ακρίβεια τα επίπεδα της 
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πρωτεΐνης. Τέλος, οι πολλές απαιτήσεις για την παρασκευή του δείγµατος για τις 

µικροσυστοιχίες DNA καθιστούν κάποιες εφαρµογές µη πρακτικές.  

Ενώ λοιπόν η χρήση των µικροσυστοιχιών DNA θα συνεχίσει να αυξάνεται στην έρευνα της 

λειτουργικής γονιδιωµατικής, υπάρχει µια αυξανόµενη τάση για εστίαση στις πρωτεΐνες. Οι 

πρωτεΐνες αποτελόυν το κλειδί ποικίλων κυτταρικών µηχανισµών  και λειτουργούν ως 

βιοδείκτες στη διάγνωση ασθενειών. 

 Η παρακολούθηση της πρωτεϊνικής δραστηριότητας και των αλληλεπιδράσεων των 

πρωτεϊνών είναι σηµαντικές κατά τη διαδικασία ανακάλυψης φαρµάκων. Κατά παράδοση, τα 

περισσότερα φάρµακα βασίζονταν σε µικρά µόρια-στόχους. Ωστόσο, η προηγούµενη δεκαετία 

είδε την ανάδυση µιας νέας κατηγορίας φαρµάκων, βασισµένων σε αντισώµατα. Γρήγορα 

βήµατα στην µελέτη των αντισωµάτων µε µεθόδους γενετικής µηχανικής και στη σύνθεση 

ανθρωπίνων αντισωµάτων έχουν επιταχύνει την ανάπτυξη ενός µεγάλου εύρους 

ενδιαφερόντων φαρµάκων βασισµένων σ’ αυτά τα µόρια. Τώρα που η σηµασία των 

πρωτεϊνών και των µικρών µορίων στην έρευνα για την ανακάλυψη φαρµάκων είναι σαφής, 

είναι ενδιαφέρον το να διαπιστώσουµε αν µια διάταξη υψηλής ρυθµοαπόδοσης, παρόµοια µ’ 

αυτή που εφαρµόζεται στην περίπτωση των συστοιχιών DNA µπορεί να εφαρµοστεί στην 

έρευνα αυτών των µορίων. 

Γιατί όµως είναι απαραίτητη µια τέτοια διάταξη; Ένα καλό παράδειγµα είναι ένα πείραµα µε 

στόχο την ανίχνευση όλων των προσδεδεµένων µορίων  µίας δεδοµένης πρωτεΐνης Χ. Οι 

περισσότεροι ερευνητές θα εφάρµοζαν µια από τις δύο παρακάτω τεχνικές γι’ αυτόν τον 

σκοπό, είτε ένα πείραµα δύο υβριδίων ή χρωµατογραφία πρωτεϊνικής συγγένειας.  Η πρώτη 

είναι πολύ χρήσιµη αλλά µειονεκτεί στο γεγονός ότι οι πρωτεΐνες που µας ενδιαφέρουν πρέπει 

να χρησιµοποιηθούν ως µέρος των τεχνητών συντετηγµένων πρωτεϊνών. Αυτό σηµαίνει ότι οι 

δοκιµασίες πρόσδεσης κατά τις οποίες επιθυµεί κανείς να χρησιµοποιήσει ένα πολυ-

πρωτεϊνικό σύµπλοκο, για παράδειγµα, δεν µπορούν να διεξαχθούν χρησιµοποιώντας αυτή τη 

µέθοδο. Επιπλέον, οι πρωτεΐνες που δεν εκφράζονται καλά σε ζυµοµύκητες ή που είναι 

µεταγραφικοί ενεργοποιητές δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως «δόλωµα» σ’ αυτήν τη 

δοκιµασία. Ίσως το σηµαντικότερο είναι ότι ο έλεγχος τον συνθηκών σε µια in vivo δοκιµασία 

είναι πολύ περιορισµένος, ενώ σε ένα πείραµα βασισµένο σε συστοιχία πρωτεϊνικής 

λειτουργίας, οι συνθήκες µπορούν να προσαρµοστούν κατά βούληση. Η βασισµένη στη 

συστοιχία µέθοδος ξεχωρίζει από την χρωµατογραφία συγγένειας στο ότι σ’ αυτήν γίνεται 

ανίχνευση µόνο από απευθείας πρόσδεση. Μια µοναδική εφαρµογή συστοιχιών πρωτεϊνικής 

λειτουργίας θα ήταν η διερεύνηση αλληλεπιδράσεων µικρού µορίου-πρωτεΐνης σε κλίµακα 

εύρους πρωτεωµικής, για τις οποίες δεν υπάρχουν πολλές καλές µέθοδοι. Αυτός ο τύπος 

εφαρµογής σχετίζεται µε ένα πρόβληµα που συναντάται συχνά στη φαρµακευτική βιοµηχανία 

και είναι το εάν ένα δεδοµένο υποψήφιο φάρµακο προσδένεται σφιχτά σε οποιαδήποτε άλλη 

πρωτεΐνη πέρα από την πρωτεΐνη-στόχο για την οποία είναι φτιαγµένο. Αυτού του είδους η 
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ανάλυση θα γινόταν σχετικά σαφής µε την χρήση συστοιχίας πρωτεϊνικής λειτουργίας και ενός 

υποψηφίου σηµασµένου φαρµάκου. 

 

Πριν γίνουν προσπάθειες για την ανάπτυξη εργαλείων µικροσυστοιχιών για την έρευνα των 

πρωτεϊνών, είναι σηµαντικό να κατανοήσουµε τις ακόλουθες βιολογικές και τεχνολογικές 

προκλήσεις. Οι πρωτεΐνες σε αντίθεση µε το DNA είναι ιδιαίτερα σύνθετα και ποικιλόµορφα 

µόρια, των οποίων η ποσότητα στον ανθρώπινο οργανισµό ποικίλει. Οι περισσότερες 

ενδιαφέρουσες πρωτεΐνες βρίσκονται σε σχετικά µικρές ποσότητες και συνήθως είναι 

παρούσες σε ένα σύνθετο σύµπλεγµα άλλων πρωτεϊνών και κυτταρικών υλικών. Η 

παρασκευή του δείγµατος, περιλαµβανόµενης της αποµόνωσης και της συγκέντρωσης στη 

συνέχεια των πρωτεϊνών-στόχων δεν είναι ασήµαντη. Ο καθαρισµός και η αναπαραγωγή των 

πρωτεϊνών είναι πολύ περίπλοκοι, οι πρωτεΐνες στην φυσική τους διαµόρφωση είναι δύσκολο 

να προσδεθούν στο υπόστρωµα του biochip ενώ η διατήρηση της διαµόρφωσής τους 

ακέραιης ενώ ακινητοποιούνται πάνω στις µικροσυστοιχίες αποτελεί µεγάλη πρόκληση. 

Καθώς είναι ευρέως γνωστό ότι η διαµόρφωση των πρωτεϊνών επηρεάζει τη λειτουργία τους, 

οποιεσδήποτε αλλαγές εισήχθησαν  κατά το στάδιο της ακινητοποίησης στην επιφάνεια θα 

επηρεάσουν δραστικά την φυσική συµπεριφορά βιοµοριακής αλληλεπίδρασης αυτών των 

ευαίσθητων µορίων, οδηγώντας σε αλλοιωµένα ή λανθασµένα αποτελέσµατα. Οι πρωτεΐνες 

έχουν επίσης την τάση να αποδιατάσσονται πάνω στις επιφάνειες, κυρίως αυτές που είναι 

φορτισµένες και να παρουσιάζουν µη ειδική πρόσδεση σ’ αυτές. 

Με τα νουκλεϊκά οξέα τα προβλήµατα διαχείρισης και σταθερότητας είναι ασήµαντα. Το DNA 

είναι πολύ σταθερό. Σε κατάλληλα διαλύµατα µπορεί να αποθηκευτεί για αρκετά χρόνια και να 

χρησιµοποιηθεί ξανά. Τα νουκλεϊκά οξέα µπορούν να αποδιαταχθούν πολλές φορές, π.χ. µε 

θέρµανση και να τα επαναφέρουµε στην φυσική τους διαµόρφωση µιας συγκεκριµένης 

µονόκλωνης έλικας ή ενός συµπληρωµατικού διπλού σκέλους. Κατά κανόνα αυτό δεν είναι 

δυνατό µε τις πρωτεΐνες. 

Για τους λόγους αυτούς, αν και η επινόηση των συστοιχιών DNA µπορεί να παρέχει έµπνευση 

και κάποια τεχνική καθοδήγηση για την ανάπτυξη των πρωτεϊνικών biochips, η λεπτοµερής 

µεθοδολογία για την κατασκευή των πρωτεϊνικών συστοιχιών διαφέρει σηµαντικά από αυτήν 

που είναι φτιαγµένη για το DNA. Είναι σηµαντικό δηλαδή το να διατάσσουµε πρωτεΐνες, 

εφόσον είναι δυνατό, χωρίς να τους επιτρέπουµε να αποδιατάσσονται λόγω αφυδάτωσης ή να 

έρχονται σε επαφή µε συχνά χρησιµοποιούµενα υλικά συσκευών όπως ατσάλι, πλαστικό, 

γυαλί κλπ. Η δυνατότητα µικροσκοπικοποίησης καθιστά αυτά τα θέµατα πολύ πιο σηµαντικά 

γιατί η αναλογία επιφάνειας-όγκου αυξάνεται δραµατικά καθώς µειώνονται οι όγκοι του 

δείγµατος σε κλίµακες νανολίτρων και πικολίτρων. Παρά τις δυσκολίες αυτές όµως και παρά 

το γεγονός ότι η τεχνολογία των πρωτεϊνικών συστοιχιών  είναι 7 χρόνια πίσω από την 

αντίστοιχη των νουκλεϊκών οξέων, έχουν σηµειωθεί σηµαντικές πρόοδοι που καθιστούν 
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δυνατές εντυπωσιακές εφαρµογές αυτής της εξελισσόµενης τεχνολογίας, όπως την 

παράλληλη και µε δυνατότητα µικροσκοπικοποίησης πρωτεϊνική ανάλυση.[21] [9] [17] [7] 

Στην περίπτωση των πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών το ακινητοποιηµένο υλικό είναι πρωτεΐνη 

ή κάποια ουσία ικανή να δεσµεύει πρωτεΐνες από σύνθετα βιολογικά δείγµατα, όπως 

αναλύεται στη συνέχεια. Τα κυριότερα πλεονεκτήµατα αυτών των πρωτεϊνικών 

µικροσυστοιχιών είναι οι πληροφορίες που µπορούν να ληφθούν ως συνάρτηση έρευνας, 

χρόνου και ποιότητας δείγµατος. Ένα µόνο χαρακτηριστικό µιας πρωτεϊνικής µικροσυστοιχίας 

µπορεί να απαιτήσει την εναπόθεση λιγότερου του ενός πικογραµµαρίου πρωτεΐνης, που είναι 

περίπου ένα εκατοµµύριο φορές λιγότερο από αυτό που χρησιµοποιείται για την επίστρωση 

µιας πλάκας µικροτιτλοποίησης 96 πηγαδιών.[9] 

 

Ο στόχος της ιατρικής και βιολογικής έρευνας προς το παρόν είναι να ανακαλυφθεί η 

επίδραση των σηµειακών πολυµορφικών µεταλλάξεων SNPs που θεωρούνται σχετικές µε 

κάποιες ασθένειες, στη βιολογική δραστηριότητα των πρωτεϊνών των προερχόµενων από 

γονίδια. Για τον σκοπό αυτό πρέπει να µελετηθεί η φυσική πρωτεΐνη. Κατά κανόνα για την 

έναρξη µιας ασθένειας δεν ευθύνεται µία αλλά αρκετές πρωτεΐνες. 

Για τη µελέτη όµως της κάθε πρωτεΐνης πρέπει πρώτα να την αποµονώσουµε από το 

κύτταρο. 

Οι πρωτεΐνες µπορούν να συντεθούν εξωτερικά, να καθαριστούν και να προσκολληθούν στη 

συστοιχία. Εναλλακτικά µπορούν να συντεθούν επιτόπου και να προσκολληθούν απευθείας 

στη συστοιχία. Η πρωτεϊνοσύνθεση γίνεται µέσω βιοσύνθεσης, έκφρασης DNA σε ακυτταρικά 

συστήµατα ή χηµικής σύνθεσης. Η επιτόπια σύνθεση είναι δυνατή µε τα τελευταία δύο.  Με τη 

µέθοδο της έκφρασης DNA σε ακυτταρικά συστήµατα οι πρωτεΐνες προσκολλώνται στο 

υποστηρικτικό υλικό αµέσως µετά την παραγωγή τους. 

Τα µόρια δέσµευσης που χρησιµοποιούνται είναι συνήθως αντισώµατα. Ωστόσο πρόσφατα 

υπάρχει µια τάση προς άλλους τύπους µορίων που είναι παρόµοια στη φύση τους µε πεπτίδια 

ή απταµερή. Τα αντισώµατα παρουσιάζουν κάποια προβλήµατα, συµπεριλαµβανοµένου του 

γεγονότος ότι δεν υπάρχουν αντισώµατα για τις περισσότερες πρωτεΐνες και επίσης 

προβλήµατα µε την ειδικότητα σε κάποια εµπορικά παρασκευάσµατα αντισωµάτων. Ωστόσο 

τα αντισώµατα εξακολουθούν να εκπροσωπούν το καλύτερα χαρακτηριζόµενο και 

αποτελεσµατικό πρωτεϊνικό παράγοντα δέσµευσης για µικροσυστοιχίες. Η µικροσυστοιχία 

αντισωµάτων συνιστά µία πρωτεϊνική µικροσυστοιχία, όπου ένα σύνολο αντισωµάτων 

δέσµευσης διατάσσεται και καθηλώνεται πάνω  σε µία στερεή επιφάνεια, όπως γυαλιού, 

πλαστικού και πυριτίου µε σκοπό την ανίχνευση αντιγόνων. Η µικροσυστοιχία αντισωµάτων 

συχνά χρησιµοποιείται για την ανίχνευση της πρωτεϊνικής έκφρασης από κυτταρικά λύµατα 

γενικά στην έρευνα και για ειδικούς βιοδείκτες από ορό ή ούρα για διαγνωστικές εφαρµογές. 

Πρόσφατα, νουκλεϊκά οξέα, υποδοχείς, ένζυµα και πρωτεΐνες έχουν διαταχθεί πάνω στο chip 

και χρησιµοποιούνται ως µόρια δέσµευσης. Αυτό θα επιτρέψει σε ένα µεγάλο εύρος 
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πειραµάτων να πραγµατοποιηθεί πάνω σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών και όλων των 

άλλων πρωτεϊνικών υποστρωµάτων πρόσδεσης. 

Αν και οι πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες χρησιµοποιούν παρόµοιες µεθόδους ανίχνευσης µε 

αυτές των µικροσυστοιχιών DNA, το πρόβληµα είναι ότι οι συγκεντρώσεις πρωτεΐνης σ’ ένα 

βιολογικό δείγµα µπορεί να είναι κατά πολλές τάξεις µεγέθους διαφορετικές από αυτές των 

mRNAs. Εποµένως, οι µέθοδοι ανίχνευσης των πρωτεϊνικών chips πρέπει να έχουν πολύ 

µεγαλύτερο εύρος ανίχνευσης. 

Η προτιµώµενη µέθοδος ανίχνευσης σήµερα είναι η ανίχνευση φθορισµού. Η µέθοδος αυτή 

είναι ασφαλής, ευαίσθητη και µπορεί να έχει υψηλή ανάλυση. Είναι συµβατή µε τους συνήθεις 

σαρωτές των µικροσυστοιχιών, αν και µπορεί να χρειαστούν κάποιες µικρές αλλαγές στο 

λογισµικό. Παρακάτω θα αναλυθούν περισσότερες µέθοδοι και θα παρατεθούν τα 

πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατά τους. 

Με τις εφαρµογές µικροσυστοιχιών η επαλήθευση µιας συγκεκριµένης πρόσδεσης ανάµεσα 

σε συζευγµένα µόρια και αλληλεπιδρόντα συνήθως λαµβάνει χώρα µε τη µέτρηση των 

εντάσεων φθορισµού. Κατά κανόνα τα µόρια φθορισµού συνδέονται µε τα ελεύθερα 

προσδέµατα έτσι ώστε να εντοπιστεί ένα συγκεκριµένο σήµα φθορισµού µετά την 

αλληλεπίδραση των δύο αλληλεπιδρόντων µερών. Το σήµα φθορισµού δηµιουργείται και 

τελικά µετριέται µε έναν σαρωτή και µετατρέπεται σε ψηφιακή µορφή. Για την κατανόηση του 

µηχανισµού αυτού απαιτούνται γνώσεις ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας, όπως και του 

διαγράµµατος ενός ανιχνευτή. 

Ένας ανιχνευτής µικροσυστοιχιών πρέπει να έχει πολύ υψηλή ανάλυση και οι θέσεις µε 

απόσταση κέντρων µόλις λίγα µικρόµετρα πρέπει να µετρηθούν και να διαφοροποιηθούν η 

µία από την άλλη σε σχέση µε την ένταση φθορισµού τους. Μετά τη µέτρηση, τα δεδοµένα 

πρέπει να ψηφιοποιηθούν και να γίνουν διαθέσιµα σε κατάλληλη µορφή φωτογραφίας.[21][22] 

Ο τρόπος λειτουργίας ενός συστήµατος µικροσυστοιχιών λέιζερ φαίνεται στις εικόνες 5 και 6. 

 



 17 

 
 

Εικόνα 5. Τυπικό σχέδιο ενός συστήµατος λέιζερ µικροσυστοιχίας. Μια δέσµη φωτός οδηγείται από την 

πηγή του λέιζερ µέσα από διάφορα φίλτρα, φακούς και καθρέφτες πάνω στην µικροσυστοιχία. Μετά την 

εκποµπή της φθορίζουσας οµάδας το φωτεινό σήµα µεγάλου µήκους κύµατος οδηγείται µέσω φίλτρου, 

καθρέφτη και φακών µέσα σε έναν φωτοπολλαπλασιαστή. Εκεί ενισχύεται και τελικά µετατρέπεται σε 

ψηφιακή πληροφορία. 

 

 
 

Εικόνα 6. Ο σωλήνας του φωτοπολλαπλασιαστή (PMT). Τα πρωτόνια προσπίπτουν στην φωτοκάθοδο 

κι έτσι προκαλούν την αποφόρτιση των φωτοηλεκτρονίων, τα οποία, λόγω του ηλεκτρικού πεδίου µέσα 

στον PMT, πετούν προς την κατεύθυνση της ανόδου και προσπίπτουν σε άλλα ηλεκτρόδια (dynodes). 

Τότε απελευθερώνονται περισσότερα ηλεκτρόνια, ώστε να παραχθεί µια εκθετική ενίσχυση των 

ηλεκτρονίων. Έτσι ένα αναλογικό σήµα µε αυξηµένη τάση εξόδου (e-) εκπέµπεται από την άνοδο. 
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ΤΟ Ι∆ΑΝΙΚΟ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΟ CHIP 

 

Τα τελευταία χρόνια οι µικροσυστοιχίες έχουν εξελιχθεί σε πολύτιµο εργαλείο έρευνας για τους 

επιστήµονες και η χρήση τους στην διαγνωστική είναι πολλά υποσχόµενη για την ιατρική. Οι 

µικροσυστοιχίες αποτελούνται από ακινητοποιηµένα βιοµόρια, απευθυνόµενα στον χώρο σε 

υποστρώµατα όπως επίπεδες επιφάνειες (συνήθως επικαλυµµένες γυάλινες αντικειµενοφόρες 

πλάκες), µικροπηγάδια ή συστοιχίες σφαιριδίων. Τα ακινητοποιηµένα βιοµόρια, αναφερόµενα 

και ως ανιχνευτές, συνήθως περιλαµβάνουν ολιγονουκλεοτίδια, προϊόντα PCR, πρωτεΐνες, 

πεπτίδια, υδατάνθρακες και άλλα µικρά µόρια. Στην ιδανική περίπτωση, οι ανιχνευτές θα 

πρέπει να διατηρούν τη δραστικότητά τους, να παραµένουν σταθεροί και να µην εκροφούν 

κατά τη διάρκεια των πειραµατικών σταδίων. Η συλλογή των διευθετηµένων (σε συστοιχίες) 

µορίων πάνω στο υπόστρωµα, στη συνέχεια ανιχνεύεται µε εκχυλίσµατα κυττάρων, ορρό, 

προϊόντα PCR ή άλλα δείγµατα εις αναζήτηση γεγονότων µοριακής αναγνώρισης. Η ελάχιστη 

µη ειδική πρόσδεση βιοµορίων στην επιφάνεια είναι συνεπώς ένα από τα πιο σηµαντικά 

κριτήρια για υψηλής ποιότητας πειράµατα µικροσυστοιχιών.[11] 

Το ιδανικό πρωτεϊνικό biochip προσδένει τα πεπτίδια-στόχους ή τις πρωτεΐνες στην 

απαραίτητη στερεοχηµική κλίση και όπως προαναφέρθηκε ελαχιστοποιεί ή εµποδίζει την 

αποδιάταξη της πρωτεΐνης, ώστε να διατηρηθεί η φυσική διαµόρφωση. Η πιο απλή λύση είναι 

ένας οµοιοπολικός δεσµός επίτοπων ειδικών αντισωµάτων πάνω σ’ ένα πρωτεϊνικό chip, ο 

οποίος επιτρέπει µια υψηλής συγγένειας, ειδική και στοχευµένη πρόσδεση της πρωτεΐνης-

στόχου. Ο επίτοπος του αντισώµατος πρέπει να επιλέγεται µε τέτοιον τρόπο, ώστε η προς 

πρόσδεση πρωτεΐνη να είναι τοποθετηµένη στον σωστό προσανατολισµό ως προς τη µήτρα 

του biochip, για να µπορεί να γίνει εξαναγκασµένη βέλτιστη πρόσδεση µε ένα άλλο πρόσδεµα. 

Εάν π.χ. χρησιµοποιούνται ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες για την παραγωγή πρωτεϊνικών 

chips συνιστάται να σηµαίνονται οι συγγένειες των πρωτεϊνών. 

Προκειµένου να διατηρήσουµε τα πρωτεϊνικά διαλύµατα σταθερά για ένα µεγάλο χρονικό 

διάστηµα, οι αναστολείς πρωτεάσης, τα µετατοπισµένα ρυθµιστικά διαλύµατα γλυκερίνης 

(50%) και χαµηλές θερµοκρασίες (4 - 8 ºC) , τα οποία χρησιµοποιούνται κατά τον χειρισµό, 

πρέπει να διατηρηθούν. Το ίδιο ισχύει και για τις µικροσυστοιχίες, όπου η συγκέντρωση της 

γλυκερίνης πρέπει να περιορίζεται σ’ ένα µέγιστο 40%. Αυτό γίνεται γιατί ένα υπερβολικά 

υψηλό ιξώδες µπορεί να επηρεάσει αρνητικά µια επαρκή και ισοµερή κατανοµή θέσεων. Όταν 

οι προς ανίχνευση πρωτεΐνες εφαρµοστούν στην επιφάνεια του biochip, το περιβάλλον γύρω 

από την πρωτεΐνη αλλάζει αισθητά. Η ηλεκτροστατική ή οµοιοπολική πρόσδεση στην 

επιφάνεια του biochip µπορεί να προκαλέσει αλλαγή στην φυσική διαµόρφωση της πρωτεΐνης. 

Αρκετά συχνά οι πρωτεΐνες αποδιατάσσονται αυθόρµητα και χάνουν τελείως τη βιολογική 

τους δραστικότητα. ∆υστυχώς, το ποιες πρωτεΐνες επηρεάζει αυτό δεν µπορεί να προβλεφθεί. 

Γι’ αυτό το λόγο πρέπει να υπάρχουν θετικοί µάρτυρες  κατά τη διάρκεια του πειράµατος 

µικροσυστοιχίας, όπως η επαλήθευση της διαµόρφωσης της φυσικής πρωτεΐνης µέσω 
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ειιδικών  αντισωµάτων ή επαληθεύσιµων ενζυµικών δοκιµασιών µέσω της δεσµευµένης 

πρωτεΐνης.[21] 

Πέρα από τη διατήρηση των πρωτεϊνών σε ενεργό κατάσταση, είναι σηµαντικό τα πρωτεϊνικά 

chips να τις διατηρούν σε µεγάλες πυκνότητες, να είναι συµβατά µε τους πιο εµπορικούς 

µηχανισµούς στοίχησης και σαρωτές και να µπορούν να τυπώνονται µε τέτοιον τρόπο ώστε οι 

πρωτεΐνες να παραµένουν σε υγρό περιβάλλον.[2] 

Οι προκλήσεις για τη δηµιουργία µιας µικροσυστοιχίας πρωτεώµατος περιλαµβάνουν όχι µόνο 

τη δηµιουργία της απαραίτητης βιβλιοθήκης υπερέκφρασης, αλλά και η ανάπτυξη µιας 

έκφρασης υψηλής ρυθµοαπόδοσης και πρωτοκόλλου καθαρισµού απαραίτητου για την 

παραγωγή χιλιάδων καθαρών , λειτουργικών πρωτεϊνών που να µπορούν να καθηλωθούν 

πάνω σε µια στερεή επιφάνεια. 

Μια πρωτεϊνική µικροσυστοιχία είναι µόνο τόσο χρήσιµη όσο η ποιότητα των πρωτεϊνών που 

είναι διατεταγµένες πάνω στο chip. Η παραγωγή των πρωτεϊνών σε οµόλογα συστήµατα 

αναµένεται να βελτιώσει πολύ την ποιότητα των πρωτεϊνών και να τις παράγει σε ενεργή 

κατάσταση. Επειδή η λειτουργία πολλών αν όχι των περισσοτέρων πρωτεϊνών δεν είναι 

γνωστή, είναι αδύνατο να καθορίσουµε εντελώς αν η κάθε πρωτεΐνη πάνω στη συστοιχία είναι 

ενεργή και λειτουργική. Είναι ωστόσο πιθανό για µια µεγάλη πλειοψηφία των πρωτεϊνών 

πάνω  σε πρωτεωµικά chips ζυµοµυκήτων  τουλάχιστον κάποιο υλικό να είναι λειτουργικό, 

γιατί ένας αριθµός επιτυχηµένων βιοχηµικών δραστηριοτήτων έχει επιβεβαιωθεί και 

ανακαλυφθεί µε την χρήση πρωτεωµικών chips. Αυτές οι βιοχηµικές δραστηριότητες 

περιλαµβάνουν µοριακές αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών, πρωτεϊνών-φωσφολιπιδίων, 

πρωτεϊνών-DNA και πρωτεϊνών-µικρών µορίων, όπως και ενζυµικών αντιδράσεων (εικόνα 7). 

Είναι πιθανό η θέση των ετικετών συγγένειας που χρησιµοποιούνται για τον καθαρισµό να 

επεµβαίνει στη λειτουργικότητα των πρωτεϊνών. 

Πρόσφατα περιγράφηκε µια µέθοδος για την απευθείας παραγωγή των πρωτεϊνών πάνω στα 

chips. Το DNA τοποθετείται πάνω σε µία αντικειµενοφόρο πλάκα και υποβάλλεται σε ένα 

σύστηµα in vitro µεταγραφής και µετάφρασης. Αυτή η µέθοδος είναι πλεονεκτική επειδή 

παράγει πρωτεΐνη απευθείας πάνω στην πλάκα χωρίς αυτή να απαιτεί καθαρισµό και επειδή 

οι πρωτεΐνες δε χρειάζονται αποθήκευση.[1] 
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Εικόνα 7. Εφαρµογές λειτουργικών πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών. Ένα αντιπροσωπευτικό δείγµα των 

διαφορετικών δοκιµασιών που έχουν πραγµατοποιηθεί στις λειτουργικές πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες. 

Οι πρωτεΐνες ακινητοποιούνται µε µεγάλη πυκνότητα πάνω σε µία αντικειµενοφόρο πλάκα και η πλάκα 

µπορεί να ανιχνευτεί για ποικίλες αλληλεπιδράσεις. Αν και εδώ η οµάδα-φορέας φθορισµού που 

φαίνεται είναι η Cy5, πολλές άλλες οµάδες-φορείς φθορισµού µπορούν να χρησιµοποιηθούν για 

ανίχνευση. 
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∆ΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ-ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

 

Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών γίνεται συνήθως µε δυσδιάστατη ηλεκτροφόρηση (2D-EG) 

λαµβανοµένου υπόψη του φορτίου και του µεγέθους της πρωτεΐνης. Αρχικά οι πρωτεΐνες 

διαχωρίζονται ορθογώνια, µε βάση το µοριακό τους βάρος, µε χρήση ισοηλεκτρικής εστίασης  

και στη συνέχεια διαχωρίζονται µε έκπλυση από την πηκτή, αναλύονται µε ιονισµό σε ένα 

φασµατόµετρο µάζας και η σύνθεση των αµινοξέων προσδιορίζεται διαµέσω των προτύπων. 

Με τη βοήθεια της τεχνολογίας της βιο-πληροφορίας είναι δυνατό να χαρακτηριστεί πιο 

λεπτοµερειακά η πρωτεΐνη που ανακαλύψαµε. Ωστόσο οι στατιστικές πληροφορίες δεν 

περιγράφουν επαρκώς τις λειτουργίες των πρωτεϊνών αυτών. Γι’ αυτό  το επόµενο βήµα είναι 

η ανάλυση της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών, όπου οι ταυτοποιηµένες πρωτεΐνες µπορούν 

να εξεταστούν πιο λεπτοµερειακά και οι έως τώρα άγνωστες λειτουργίες τους µπορούν να 

αποσαφηνιστούν. Για να γίνει το βήµα αυτό είναι απαραίτητο να είναι διαθέσιµο ένα 

λειτουργικό πρωτέωµα. Προκειµένου να απλοποιηθεί το πρόβληµα παραγωγής του 

πρωτεϊνικού chip, θα επιτρέψουµε την υπόθεση ότι µόνο µία συγκεκριµένη πρωτεΐνη από ένα 

συγκεκριµένο κύτταρο πρέπει να αποµονωθεί. Πρώτα πρέπει να επιλέξουµε το υλικό και εάν 

είναι απαραίτητο να το αποµονώσουµε και να το καθαρίσουµε εκ των προτέρων. Οι 

διαδικασίες που χρησιµοποιούνται στα στάδια καθαρισµού (εικόνα 8) εξαρτώνται πολύ από τις 

βιοχηµικές ιδιότητες της προς αποµόνωση πρωτεΐνης. 

Ο καθαρισµός των ενζύµων είναι ιδιαίτερα ευαίσθητος. Συχνά µια πρωτεΐνη καθαρίζεται 

πλήρως και ανακαλύπτουµε ότι η ενζυµική δραστηριότητα έχει χαθεί. Κάθε πρωτεΐνη έχει τις 

ιδιαιτερότητές της και συνεπώς ο καθαρισµός µπορεί να είναι από πολύ απλός µέχρι 

αδύνατος. Οι υψηλές θερµοκρασίες κατά τη διάρκεια της διάσπασης και διαλυτοποίησης των 

µεµβρανικών πρωτεϊνών, η χρήση απορρυπαντικών, oργανικών µέσων  αραίωσης ή όξινων ή 

βασικών ρυθµιστικών διαλυµάτων ή και συχνό πάγωµα/ξεπάγωµα µπορούν να συντελέσουν 

σε ορισµένη απώλεια της φυσικής διαµόρφωσης και κατά συνέπεια της βιολογικής λειτουργίας 

της πρωτεΐνης. ∆υστυχώς η φυσική διαµόρφωση της πρωτεΐνης σπάνια µπορεί να 

αποκατασταθεί µε µεθόδους επαναφοράς. 

Ο καθαρισµός κάθε ενζύµου συµβιβάζει µια διαδικασία σταδίων καθαρισµού.  Όλα τους 

καταναλώνουν χρόνο και χρήµα. Κάθε στάδιο καθαρισµού προκαλεί µια ελάχιστη ή και 

ουσιαστική απώλεια της ολικής δραστικότητας. Όλες οι βιοχηµικές δραστικότητες της 

πρωτεΐνης πρέπει να χρησιµοποιηθούν προκειµένου να καταφέρουµε έναν επαρκή και ταχύ 

καθαρισµό. Μεταξύ των συγκεκριµένων ιδιοτήτων των πρωτεϊνών είναι η διαλυτότητα, το 

µέγεθος της πρωτεΐνης, η υδροφοβικότητα της επιφάνειας, το φορτίο της πρωτεΐνης και η 

ειδική εναλλασσόµενη δύναµη αλληλεπίδρασης µε άλλα µόρια. Ο συνδυασµός των 

µεµονωµένων βηµάτων καθαρισµού πρέπει να είναι καλά συντονισµένος ώστε να µην επέλθει 

περαιτέρω διαπίδυση και παρεµπόδιση των διαδικασιών, καθώς αυτές σηµαίνουν απώλεια 

της ενζυµικής δραστικότητας. Το σε τι βαθµό πρέπει να υπάρχει η καθαρισµένη πρωτεΐνη 
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µέσα σ’ ένα οµογενές διάλυµα εξαρτάται πολύ από το πρόβληµα που καλείται να λύσει το 

πείραµα. Μία µόνο ζώνη σε µία SDS πηκτή πολυακρυλαµιδίου µε χρώση Coomassie (SDS-

PAGE) αρκεί για κάποια πειράµατα, ενώ άλλες εφαρµογές απαιτούν µια πολύ καθαρή 

πρωτεΐνη. Εκτός από τον καθαρισµό των αρχικών πρωτεϊνών από τα αντίστοιχα κύτταρα ή 

ιστούς, πολλές πρωτεΐνες µπορούν να συντεθούν ανασυνδυασµένα, µέσω ποικίλων 

συστηµάτων έκφρασης.[21] 

 
Εικόνα 8. Σχηµατική απεικόνιση µιας διαδικασίας καθαρισµού πρωτεΐνης. Αρχίζοντας µε µια βασική 

γλυκοζυλιωµένη και φωσφορυλιωµένη µη µεµβρανικά σχετιζόµενη 50-kDa πρωτεΐνη µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν οι εικονιζόµενες διαδικασίες καθαρισµού. Κάθε στάδιο χρωµατογραφίας στήλης θα 

µπορούσε να ακολουθηθεί από διαπίδυση ή συµπύκνωση. Γενικά αυτό θα προκαλέσει µια απώλεια 

στις προς καθαρισµό πρωτεΐνες, σε τέτοιο βαθµό ώστε µετά την όλη διαδικασία καθαρισµού θα έχει 

αποµείνει µόνο 10% του αρχικού υλικού. 
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ΣΗΜΑΝΣΗ 

 

Επιφάνειες µε ετικέτες συγγένειας µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τον οµοιόµορφο 

προσανατολισµό των πρωτεϊνών πάνω στην επιφάνεια του chip. Η εµφάνιση των πρωτεϊνών 

µακριά από την επιφάνεια του chip πρέπει να δίνει στα αντιδραστήρια ευκολότερη πρόσβαση 

στις ενεργές πλευρές των πρωτεϊνών. Επιπλέον, για να ανιχνευτούν οι δραστικές πρωτεΐνες 

σε ένα πρωτεωµικό chip, σηµαίνονται µικρά µόρια-ανιχνευτές µε ετικέτες φθορισµού, 

συγγένειας, φωτοχηµικές ή ραδιοϊσότοπων. Οι σηµάνσεις φθορισµού γενικά προτιµώνται, 

καθώς είναι ασφαλείς και αποτελεσµατικές και είναι συµβατές µε τους διαθέσιµους λεΐζερ 

σαρωτές µικροσυστοιχιών. 

Ανεξάρτητα όµως από τον τύπο της χρησιµοποιούµενης σήµανσης, υπάρχουν προβλήµατα 

σχετικά µε τη σήµανση των µορίων που χρησιµοποιούνται ως ανιχνευτές σε ένα πρωτεωµικό 

chip. Το σηµαντικότερο από αυτά τα προβλήµατα είναι η πιθανότητα να παρέµβει η ίδια η 

σήµανση στην ικανότητα του ανιχνευτή να αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη-στόχο και να αλλάξει 

κατά πολύ τα χαρακτηριστικά της επιφάνειας των πρωτεϊνών. Συγκεκριµένα, αντιδράσεις που 

µετατρέπουν θετικά φορτισµένες πλευρικές αλυσίδες λυσίνης σε αµίδια θα µπορούσαν να 

έχουν ως αποτέλεσµα σηµαντική αποδιάταξη της πρωτεΐνης. Για να ξεπεραστεί αυτό το 

πρόβληµα, έχει πρόσφατα αναπτυχθεί και ένας αριθµός από µεθόδους ανίχνευσης χωρίς 

σήµανση. 

Η σηµερινή κύρια τεχνολογία για ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων χωρίς σήµανση 

είναι ο συντονισµός επιφάνειας πλασµονίου (SPR), που ανιχνεύει τον τοπικό δείκτη 

διάθλασης. Άλλες επιλογές περιλαµβάνουν νανοσωλήνες άνθρακα, νανοσύρµατα άνθρακα 

και µικροηλεκτρονικά συστήµατα προβόλων. Αν και αυτές οι τεχνολογίες δεν είναι κατάλληλες 

για ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων υψηλής ρυθµοαπόδοσης, είναι πολλά 

υποσχόµενες.[1] 
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ΕΙ∆Η ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΩΝ 

 

Ένα γενικό σχέδιο ενός τυπικού πειράµατος πρωτεϊνικής συστοιχίας παρέχεται στην εικόνα 9 : 

ένα µεγάλο σύνολο από προσδέµατα δέσµευσης (πρωτεΐνες ή πεπτίδια) διατάσσεται πάνω σε 

ένα στερεό υποστηρικτικό υλικό, µετά την έκπλυση και τον αποκλεισµό των µη αντιδρώντων 

θέσεων της επιφάνειας, η συστοιχία ανιχνεύεται µε ένα δείγµα που (εκτός από µια ποικιλία µη 

σχετιζόµενων µορίων) περιλαµβάνει τις υπό µελέτη ενώσεις που συµµετέχουν στη µοριακή 

αναγνώριση. Εάν γίνει µια αλληλεπίδραση, ένα σήµα αναφαίνεται πάνω στην επιφάνεια (µε 

µια ποικιλία τεχνικών ανίχνευσης). Σαρώνοντας ολόκληρη τη συστοιχία ένας µεγάλος αριθµός 

διαδικασιών πρόσδεσης ανιχνεύονται παράλληλα. 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9. Γενικό σχέδιο ενός τυπικού πειράµατος πρωτεϊνικής µικροσυστοιχίας. Ένα σύνολο από 

προσδέµατα δέσµευσης (πρωτεΐνες, αντισώµατα, πεπτίδια) διαρατάσσεται πάνω σε ένα κατάλληλο 

στερεό υποστηρικτικό υλικό. Μετά τον αποκλεισµό των µη αντιδρώντων θέσεων η συστοιχία 

ανιχνεύεται µε επώαση µε ένα δείγµα που περιέχει τα µόρια-στόχους. Εάν προκύψει συµβάν µοριακής 

αναγνώρισης, ένα σήµα αναφαίνεται είτε µε απευθείας ανίχνευση είτε µε έναν σηµασµένο ανιχνευτή. 

MS : φασµατοσκοπία µάζης, SPR : συντονισµός επιφάνειας πλασµονίου, AFM : µικροσκοπία ατοµικών 

δυνάµεων, QCM (Quartz crystal microbalance)  : µικροϊσορροπία κρυστάλλου χαλαζία. Οι παραπάνω 

µέθοδοι ανίχνευσης αναλύονται παρακάτω. 
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Οι πρωτεϊνικές συστοιχίες συνήθως εµπίπτουν σε τρεις κατηγορίες : 

 

1. συστοιχίες πρωτεϊνικής λειτουργίας (λειτουργικές) 

2. συστοιχίες πρωτεϊνικής ανίχνευσης (ή αναλυτικές συστοιχίες) 

3. συστοιχίες ανάστροφης φάσης 

 

1. Στις συστοιχίες πρωτεϊνικής λειτουργίας (που γενικά στοχεύουν στην ανακάλυψη της 

πρωτεϊνικής λειτουργίας στην θεµελιώδη έρευνα) ένα µεγάλο σύνολο (χιλιάδων) 

καθαρισµένων φυσικών πρωτεϊνών ή πεπτιδίων ή ακόµα κι ένα ολόκληρο πρωτέωµα 

εναποτίθεται και ακινητοποιείται µε έναν καθορισµένο τρόπο. Η κάθε πρωτεΐνη 

καταλαµβάνει µία καθορισµένη θέση πάνω στο chip. Η συστοιχία χρησιµοποιείται τότε για 

παράλληλη εξέταση ενός εύρους βιοχηµικών αλληλεπιδράσεων (π.χ. των δραστικοτήτων 

των φυσικών πρωτεϊνών) σ’ ένα µόνο πείραµα. Οι συστοιχίες πρωτεϊνικής λειτουργίας 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την µελέτη της επίδρασης των υποστρωµάτων ή των 

αναστολέων  ενζυµικών δραστικοτήτων, των αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης, 

πρωτεΐνης-DNA, πρωτεΐνης-RNA, πρωτεΐνης-φωσφολιπιδίων, πρωτεΐνης-µικρών µορίων, 

πρωτεΐνης-φαρµάκου ή ορµόνης-τελεστή ή για τη µελέτη  χαρτογράφησης  επιτόπων. Οι 

λειτουργικές πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες διαφέρουν από τις αναλυτικές στο ότι οι πρώτες 

συντίθενται από µικροσυστοιχίες που περιέχουν πλήρες µήκος λειτουργικών πρωτεϊνών ή 

περιοχές πρωτεϊνών.  

Η κατασκευή και χρήση των συστοιχιών πρωτεϊνικής λειτουργίας αποτελεί ένα πολύ πιο 

απλό πρόβληµα από την ανάπτυξη πρακτικά χρήσιµων συστοιχιών ανίχνευσης 

πρωτεϊνών. Πράγµατι, σηµαντική πρόοδος έχει σηµειωθεί στο παραπάνω πεδίο. 

Μελετητές έχουν περιγράψει τις χηµικές διαδικασίες της ακινητοποίησης και την 

απαραίτητη ροµποτική για τη δηµιουργία συστοιχιών πρωτεϊνικής λειτουργίας µεγάλης 

πυκνότητας. Επίσης έχουν αναφερθεί πειράµατα-µοντέλα που δείχνουν ότι αυτές οι 

συστοιχίες θα ήταν πράγµατι χρήσιµες για κάποιους τύπους πειραµάτων πρόσδεσης 

(εικόνα 10).  

Το κύριο ζητούµενο για να περάσουµε από την επίδειξη επιτευξιµότητας  σε πραγµατικές 

µικροσυστοιχίες λειτουργίας πρωτεϊνών θα είναι η παραγωγή χιλιάδων πρωτεϊνών που θα 

τοποθετηθούν πάνω στην πλάκα. Εφόσον απαιτούνται µόνο µικρές ποσότητες 

πρωτεϊνών, το πιο πιθανό είναι ότι θα χρησιµοποιηθούν γι’ αυτόν τον σκοπό µέθοδοι 

µεταγραφής/µετάφρασης in vitro. Κάποιες µεγάλες συλλογές διατεταγµένων κλώνων είναι 

εµπορικά διαθέσιµες. Ο  λόγος για τον οποίο οι συστοιχίες πρωτεϊνικής λειτουργίας είναι 

πολύ πιο απλές από τις συστοιχίες πρωτεϊνικής ανίχνευσης είναι ότι είναι εµφανές το τι θα 

τοποθετηθεί στην πλάκα. Ο άλλος λόγος είναι το ότι τουλάχιστον για εφαρµογές της 

πρώτης γενιάς των συστοιχιών πρωτεϊνικής λειτουργίας χρησιµοποιείται µόνο ένας µικρός 

αριθµός διαλυτών αναλυόµενων ουσιών. Οι ουσίες αυτές µπορούν να σηµανθούν 
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συνθετικά, επιτρέποντας εύκολα ορατή εµφάνιση των θέσεων του chip στις οποίες 

προσδένονται. Στην περίπτωση των συστοιχιών πρωτεϊνικής ανίχνευσης δεν είναι 

εµφανές το τι θα τοποθετηθεί στην πλάκα και η φθορίζουσα σήµανση του κυτταρικού 

εκχυλίσµατος, δείγµατος αίµατος κλπ  µπορεί να µην αποτελεί την βέλτιστη προσέγγιση 

για την ορατή εµφάνιση της διαδικασίας της πρόσδεσης. Με λίγα λόγια, φαίνεται πιθανό ότι 

οι συστοιχίες πρωτεϊνικής λειτουργίας θα γίνουν ευρέως διαθέσιµες στο εγγύς µέλλον και 

θα καταλάβουν σηµαντική θέση ανάµεσα στις τεχνικές για την ανάλυση µοριακών 

αλληλεπιδράσεων σε κλίµακα εύρους γονιδιώµατος. 

 

 

Εικόνα 10. Παράδειγµα προτύπου µικροσυστοιχίας πρωτεϊνικής λειτουργίας και της χρήσης του στην 

ανίχνευση αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης. Σε χηµικά τροποποιηµένη γυάλινη πλάκα 

τοποθετούνται πρωτεΐνη G (protein G), p50 και FKBP-περιοχή πρόσδεσης ραπαµυκίνης του FRAP 

(GST-FRB), σε τέσσερις θέσεις το καθένα. Η πλάκα ανιχνεύθηκε µε ποικίλες πρωτεΐνες φθορίζουσας 

σήµανσης. (Α) Πλάκα που ανιχνεύτηκε µε BODIPY-FL-IgG, γνωστό για το ότι προσδένει την πρωτεΐνη 

G. (Β) Πλάκα που ανιχνεύτηκε µε Cy3 µε σήµανση IkBa, γνωστό για το ότι προσδένει p50. (C ) Πλάκα 

που ανιχνεύτηκε µε Cy5 µε σήµανση FKBP12, γνωστό για το ότι προσδένει FRB, παρουσία της 

ραπαµυκίνης. (D) ‘Οµοια µε (C ), µε τη διαφορά ότι η ραπαµυκίνη δεν ήταν παρούσα. (Ε) Πλάκα που 

ανιχνεύτηκε και µε τις τρεις προαναφερθείσες πρωτεΐνες, παρουσία ραπαµυκίνης. Τα BODIPY-FL, Cy3 

και Cy5 βάφτηκαν τεχνητά µπλε, πράσινο και κόκκινο αντίστοιχα. 
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2.  Στις µικροσυστοιχίες πρωτεϊνικής ανίχνευσης, συνήθως αντί για τις ίδιες τις φυσικές 

πρωτεΐνες, µια συστοιχία αντιδραστηρίων συγγένειας υψηλής ειδικότητας σε κάθε 

πρωτεΐνη, ικανά να αναγνωρίζουν το πολυπεπτίδιο-στόχο τους σε σύνθετα βιολογικά 

διαλύµατα, όπως ένα κυτταρικό εκχύλισµα (αντιγόνων ή αντισωµάτων), ακινητοποιείται 

πάνω σε ένα υποστηρικτικό υλικό και χρησιµοποιείται για να καθορίσει τις ποσότητες της 

πρωτεΐνης σε µια σύνθετη µεσοκυττάρια ουσία όπως ο ορρός. Αυτός ο τύπος chip 

χρησιµεύει ως αναλυτικό εργαλείο κατά κάποιον τρόπο ανάλογο µε τις µικροσυστοιχίες 

DNA µε την έννοια ότι δύναται να χρησιµοποιηθεί για την παρακολούθηση των 

πρωτεϊνικών επιπέδων σε ένα δεδοµένο βιολογικό δείγµα µε έναν µαζικό παράλληλο 

τρόπο. Οι αναλυτικές συστοιχίες µπορούν να χρησιµοποιηθούν για δοκιµασίες 

προσδιορισµού αντισωµάτων, για διαγνώσεις αλλεργίας ή αυτοάνοσα νοσήµατα ή για την 

εξέταση του προφίλ ενός περίπλοκου µίγµατος πρωτεϊνών, προκειµένου να µετρηθούν 

συγγένειες πρόσδεσης, ειδικότητες και το επίπεδο πρωτεϊνικής έκφρασης των πρωτεϊνών 

στο µίγµα σε µεγάλη κλίµακα. Σ’ αυτήν την τεχνική, µία βιβλιοθήκη από αντισώµατα, 

απταµερή και αφφισώµατα (affibodies) διατάσσονται πάνω σε µία γυάλινη 

αντικειµενοφόρο πλάκα. Αυτοί οι τύποι µικροσυστοιχιών µπορούν να χρησιµοποιηθούν για 

την παρακολούθηση διαφορικών προφίλ έκφρασης και για κλινική διαγνωστική. 

Παραδείγµατα συµπεριλαµβάνουν προφίλ απόκρισης σε περιβαλλοντικό stress και υγιών 

έναντι ιστών από ασθενείς. Η δυνητική επίδραση των chips πρωτεϊνικής ανίχνευσης 

εκτείνεται πολύ πέρα από την βασική έρευνα. Φαίνεται πιθανό ότι αν αυτή η τεχνολογία 

περνούσε στην πράξη, θα µπορούσε να αποτελέσει τη βάση της ιατρικής διαγνωστικής 

του 21ου αιώνα. ∆εδοµένης της τεράστιας δυνητικής αγοράς για τέτοιες συσκευές, το 

βιοµηχανικό ενδιαφέρον για τα chips ανίχνευσης πρωτεΐνης είναι πολύ υψηλό. Λόγω της 

συχνής χρήσης τους, οι µικροσυστοιχίες αντισωµάτων αναλύονται εκτενέστερα πιο κάτω.  

 

3. Ένας τρίτος τύπος πρωτεϊνικής µικροσυστοιχίας, που σχετίζεται µε τις αναλυτικές 

µικροσυστοιχίες είναι γνωστός ως πρωτεϊνική µικροσυστοιχία ανάστροφης φάσης 

(Reverse Phase Array, RPA). Στις µικροσυστοιχίες ανάστοφης φάσης , τα κύτταρα 

αποµονώνονται από ποικίλους ιστούς που µας ενδιαφέρουν και υφίστανται λύση. Το 

κυτταρικό λύµα διατάσσεται πάνω σε πλάκα νιτροκυτταρίνης, µε χρήση µικροστοιχητή 

ακίδας επαφής. Οι πλάκες στη συνέχεια ανιχνεύονται µε αντισώµατα έναντι των 

πρωτεϊνών ενδιαφέροντος και τα αντισώµατα ανιχνεύονται συνήθως µε δοκιµασίες 

χηµειοφωταύγειας, φθορισµού ή χρωµατοµερτικές δοκιµασίες. Πεπτίδια αναφοράς 

τυπώνονται πάνω στις πλάκες για να µπορεί να γίνει η ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών 

των δειγµάτων κυτταρικών λυµάτων. Οι µικροσυστοιχίες ανάστοφης φάσης επιτρέπουν και 

τον προσδιορισµό της παρουσίας τροποποιηµένων πρωτεϊνών που µπορεί να είναι το 

αποτέλεσµα της ασθένειας. Ειδικότερα, οι µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις, που 

συνήθως µεταβάλλονται ως αποτέλεσµα ασθένειας µπορούν να εντοπιστούν µε τη χρήση 
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µικροσυστοιχιών ανάστοφης φάσης. Εφόσον καθοριστεί ποια πρωτεϊνική οδός µπορεί να 

είναι δυσλειτουργική στο κύτταρο, µπορεί να οριστεί µια συγκεκριµένη θεραπεία ώστε να 

στοχευτεί η δυσλειτουργική πρωτεϊνική οδός και να αντιµετωπιστεί η ασθένεια που µας 

ενδιαφέρει. [11] [1] [7] 

 

 

Μικροσυστοιχίες αντισωµάτων 

 

Ο πιο κοινός τύπος αναλυτικών συστοιχιών πρωτεϊνών είναι οι µικροσυστοιχίες αντισωµάτων 

στις οποίες αντισώµατα (ή µιµητές αντισωµάτων) που προσδένουν ειδικά αντιγόνα, 

διατάσσονται πάνω σε µία γυάλινη συνήθως πλάκα σε υψηλή πυκνότητα. Ένα κυτταρικό λύµα 

περνάει πάνω από τη συστοιχία και το προσδεµένο αντιγόνο ανιχνεύεται µετά από έκπλυση. 

Το ιδανικό, βασισµένο στην πρωτεωµική αναλυτικό εργαλείο θα αποτελούνταν από µία 

µικροσυστοιχία ενός µεγάλου αριθµού πρωτεϊνικών προσδεµάτων υψηλής συγγένειας και 

υψηλής ειδικότητας, το καθένα για κάθε πρωτεΐνη του πρωτεώµατος που µας ενδιαφέρει. Για 

τον άνθρωπο αυτό θα σήµαινε να αποµονώσουµε καλής ποιότητας µονοκλωνικά αντισώµατα 

της τάξεως των 100000 ή το ισοδύναµο. Στην πραγµατικότητα ο αριθµός θα ήταν πολύ 

µεγαλύτερος, καθώς η ανίχνευση διαφορετικών µετα-µεταφραστικά τροποποιηµένων τύπων 

µιας πρωτεΐνης είναι ένα από τα κύρια πλεονεκτήµατα του περάσµατος από τις αναλυτικές 

τεχνικές των νουκλεϊκών οξέων σε τεχνικές βασισµένες στις πρωτεΐνες. Ας θεωρήσουµε ότι θα 

απαιτούνταν 1000000 προσδέµατα υψηλής συγγένειας για να παρασκευαστεί η ιδανική 

µικροσυστοιχία πρωτεϊνικής ανίχνευσης. Θα ενδιαφερόταν κανείς να αποµονώσει τόσα πολλά 

µονοκλωνικά αντισώµατα; Φυσικά ο τοµέας θα προχωρήσει µε έναν προοδευτικό τρόπο και 

ένας λογικός µέσος στόχος θα ήταν να κατασκευαστούν συστοιχίες 1000 πρωτεϊνικών 

προσδεµάτων κατευθυνόµενων απευθείας έναντι των πρωτεϊνών που µας ενδιαφέρουν, για 

παράδειγµα σε µία συγκεκριµένη κατάσταση ασθένειας. Ωστόσο αυτοί οι αριθµοί κάνουν 

εµφανές το πρώτο πρόβληµα  που πρέπει να επιλυθεί για να αναπτυχθούν σοβαρά οι 

µικροσυστοιχίες πρωτεϊνικής ανίχνευσης : η γρήγορη και επαρκής αποµόνωση πρωτεϊνικών 

προσδεµάτων υψηλής συγγένειας και ειδικότητας. Αν και τα πρώτα chips πρωτεϊνικής 

ανίχνευσης θα βασίζονται σχεδόν σίγουρα σε µονοκλωνικά αντισώµατα παραγόµενα µε 

παραδοσιακά µέσα, αυτά θα είναι κυρίως για επίδειξη. Μακροπρόθεσµα είναι απλά µη 

πρακτικό να φτιαχτούν πολλές χιλιάδες µονοκλωνικών αντισωµάτων µε τις συνηθισµένες 

τεχνικές παρασκευών πρωτεϊνών/ανοσοποίησης ζώων/τεχνικών υβριδιώµατος. Αυτό δε 

σηµαίνει ότι τα αντισώµατα δεν αποτελούν πολλά υποσχόµενους παράγοντες πρόσδεσης για 

χρήση στις συστοιχίες πρωτεϊνικής ανίχνευσης. Αντιθέτως, είναι σήµερα η µόνη κατηγορία 

µορίων που µπορούν γενικά να χρησιµεύσουν ως προσδέµατα υψηλής ειδικότητας και 

συγγένειας σχεδόν για οποιαδήποτε πρωτεΐνη. Η µεγαλύτερη πρόκληση µε αυτές τις 

µεθόδους είναι η επινόηση εναλλακτικών µεθόδων για την αποµόνωση και την  παραγωγή 
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αντιδραστηρίων που ταυτοποιούν την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει µε αρκετά υψηλή 

ακρίβεια και µε έναν τρόπο υψηλής ρυθµοαπόδοσης και κλιµακωτή αύξηση. Αν και τα 

αντισώµατα είναι τα παραδοσιακά αντιδραστήρια επιλογής για την ανίχνευση πρωτεϊνών στα 

σύνθετα µείγµατα, οι πολυκλωνικοί ορροί συχνά δεν είναι ειδικοί και είναι ακριβοί στην 

παραγωγή. Επίσης η συµβατική µέθοδος του υβριδιώµατος για την παραγωγή λίαν ειδικών 

µονοκλωνικών αντισωµάτων είναι χρονοβόρα, επίπονη και δαπανηρή.  

Μέχρι σήµερα οι περισσότερες µικροσυστοιχίες αντισωµάτων παράγονταν µε κάποιες 

δεκάδες ή λίγες εκατοντάδες εµπορικά διαθέσιµων πολυ- ή µονο- κλωνικών αντισωµάτων. Αν 

και είναι διαθέσιµες εµπορικά δεκάδες χιλιάδες αντισωµάτων, αυτός ο αριθµός είναι 

ανεπαρκής επειδή για την πλειοψηφία των περισσοτέρων από εκατό χιλιάδων πρωτεϊνών που 

συνιστούν το ανθρώπινο πρωτέωµα δεν υπάρχουν διαθέσιµα αντισώµατα. Το γεγονός ότι 

πολλά αντισώµατα είναι γλυκοζυλιωµένα και περιέχουν µεγάλες υποστηρικτικές δοµές 

βασισµένες στις πρωτεΐνες σηµαίνει ότι συχνά παρουσιάζουν διασταυρωτή αντιδραστικότητα 

µε περισσότερες από µία πρωτεΐνη-στόχο. Αυτό µπορεί να συµβάλει σε ένα µεγάλο αριθµό 

λανθασµένων θετικών αποτελεσµάτων. Έτσι άλλο ένα πρόβληµα είναι η απόκτηση 

αντισωµάτων υψηλής ειδικότητας. Οι πρωτεΐνες συχνά βρίσκονται σε ένα πολύ µεγάλο 

δυναµικό εύρος. Έτσι, αντιδραστήρια που θα µπορούσαν να έχουν υψηλή συγγένεια για µία 

πρωτεΐνη αλλά έχουν χαµηλή συγγένεια για µία άλλη, θα εξακολουθούν να ανιχνεύουν την 

πρωτεΐνη χαµηλής συγγένειας αν αυτή είναι η επικρατούσα. Μια οµάδα ερεύνησε την 

ικανότητα 115 καλά χαρακτηρισµένων ζευγών αντισώµατος-αντιγόνου να αντιδρούν σε 

υψηλής πυκνότητας µικροσυστοιχίες πάνω σε τροποποιηµένες γυάλινες πλάκες. Το 30% των 

ζευγών έδειξε τις αναµενόµενες γραµµικές σχέσεις δείχνοντας ότι ένα µέρος των αντισωµάτων 

ήταν κατάλληλα για ποσοτική ανάλυση. Έτσι, για να επιτραπεί η διεξαγωγή πειραµατικών 

διαδικασιών όπως η ανίχνευση µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων, πολλές οµάδες 

χρησιµοποιούν δοκιµασίες σάντουιτς, όπου χρησιµοποιούνται επιπρόσθετα αντισώµατα.  Μια 

δοκιµασία σάντουιτς εκτελείται µε εναπόθεση του πρώτου αντισώµατος πάνω στη συστοιχία 

και στη συνέχεια ανίχνευση χρησιµοποιώντας ένα δεύτερο αντίσωµα που αναγνωρίζει ένα 

διαφορετικό τµήµα των πρωτεϊνών. Αυτή η προσέγγιση - που αναλύεται παρακάτω - αυξάνει 

δραµατικά την ειδικότητα της ανίχνευσης του αντιγόνου, αλλά απαιτεί την ύπαρξη τουλάχιστον 

δύο υψηλής ποιότητας αντισωµάτων για το κάθε προς ανίχνευση αντιγόνο. 

Επειδή όµως, όπως προαναφέρθηκε, η ανίχνευση πρωτεϊνών µε αλληλεπιδράσεις 

αντισώµατος-αντιγόνου χαρακτηρίζεται από ένα ευρύ φάσµα ειδικότητας και συγγένειας, είναι 

δύσκολο να αποκτήσουµε ένα µεγάλο σύνολο µορίων αντισωµάτων υψηλής ειδικότητας. Γι’ 

αυτό οι περισσότερες συστοιχίες αντισωµάτων έχουν περιορισµένη χρήση και περιέχουν 

λίγους καλά καθορισµένους παράγοντες δέσµευσης κατευθυνόµενους σε µια συγκεκριµένη 

τάξη πρωτεϊνικών δεικτών. [5] [6] 
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Τεχνικές πλευρές της παραγωγής µικροσυστοιχιών αντισωµάτων 

 

Σύµφωνα µε τα προαναφερθέντα, η δηµιουργία των µικροσυστοιχιών αντισωµάτων είναι 

περιπλεγµένη µε αρκετές κοινές βιοφυσικές και χηµικές ιδιότητες των πρωτεϊνών : 

 

- ∆εν υπάρχει απλή µέθοδος πρωτεϊνικής ενίσχυσης όπως η PCR για τα νουκλεϊκά οξέα. 

 

- Οι πρωτεΐνες είναι χηµικά και δοµικά πολύ πιο σύνθετες και ετερογενείς από το mRNA και 

το DNA. Γι’ αυτό είναι δύσκολο να καθοριστούν γενικές στρατηγικές ανίχνευσης και 

ακινητοποίησης που να µπορούν να εφαρµοστούν αδιακρίτως για όλες τις πρωτεΐνες. 

 

-  Σε αντίθεση µε το DNA, οι πρωτεΐνες χάνουν εύκολα την βιοχηµική τους δραστικότητα 

λόγω αποδιάταξης, αφυδάτωσης ή οξείδωσης. Επιπλέον, περισσότερες από 50% είναι 

αδιάλυτες ή δοµικά ασταθείς. 

 

- Η ανίχνευση των πρωτεϊνών µε αλληλεπιδράσεις αντισώµατος/αντιγόνου χαρακτηρίζεται 

από ένα ευρύ φάσµα ειδικότητας και συγγένειας. Επίσης, είναι δύσκολη η απόκτηση ενός 

µεγάλου συνόλου µορίων αντισωµάτων υψηλής ειδικότητας. 

 

Παρά τις υποσχέσεις για έρευνα του πρωτεώµατος µε µικροσυστοιχίες αντισωµάτων, 

υπάρχουν λίγες σε βάθος µελέτες σχετικά µ’ αυτές τις σηµαντικές παραµέτρους. Η στόχευση 

µιας ταυτόχρονης ανάλυσης µε τεχνικές µικροσυστοιχιών αντισωµάτων πολύ υψηλής 

ευαισθησίας και ειδικότητας µερικών χιλιάδων κυτταρικών πρωτεϊνών από βιολογικά δείγµατα 

βρίσκεται ακόµα σε ένα αρχικό στάδιο ανάπτυξης. Πολυάριθµες τεχνικές δυσκολίες πρέπει να 

επιλυθούν και διαδικασίες πρέπει να βελτιωθούν για να καθιερωθούν οι πρωτεϊνικές 

µικροσυστοιχίες ως αξιόπιστο εργαλείο στην πρωτεωµική. 

 

Μέχρι σήµερα, οι περισσότερες µικροσυστοιχίες αντισωµάτων παράγονταν µε κάποιες 

δεκάδες ή λίγες εκατοντάδες εµπορικά διαθέσιµων πολυ- ή µονοκλωνικών αντισωµάτων. Ήδη 

από οικονοµικής άποψης όµως, η δηµιουργία τέτοιων µικροσυστοιχιών αντισωµάτων αποτελεί 

µια ακριβή προσπάθεια, η οποία χειροτερεύει λόγω του ότι επί του παρόντος, µόνο σχετικά 

µεγάλα ποσά αντισωµάτων διανέµονται από τους προµηθευτές, συνήθως µεταξύ 0,1 και 2 

mg. Στην πράξη, µεταξύ 3000 και 4000 θέσεων µπορούσαν να παραχθούν από µόνο 8 µg 

αντισώµατος. Συνεπώς, τα περισσότερα αντισώµατα πάνε χαµένα. Στο µέλλον, οι 

προµηθευτές αντισωµάτων µπορεί να παρέχουν µεγάλες οµάδες αντισωµάτων, µε µόνο 

µικρές ποσότητες κάθε µορίου, παρόµοια µε την πρόσφατη τάση στις υπηρεσίες 

ολιγονουκλεοτιδίων. 
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Αν και κάποιες δεκάδες χιλιάδες αντισωµάτων είναι εµπορικά διαθέσιµες, αυτός ο αριθµός 

είναι ανεπαρκής, όχι µόνο γιατί για πολλές πρωτεΐνες δεν υπάρχουν διαθέσιµα αντισώµατα 

αλλά κι επειδή ο αριθµός των µορίων-αισθητήρων που απαιτούνται για την ανάλυση είναι 

µεγαλύτερος από τον αριθµό όλων των αναλυόµενων ουσιών. Σε πολλές περιπτώσεις, 

υποδοχείς µε διαφορετικές σταθερές διάστασης και ειδικοί σε διαφορετικούς επιτόπους 

χρειάζονται για κάθε πρωτεΐνη-στόχο. Εποµένως, η µαζική παραγωγή αντισωµάτων µε 

ελάχιστη διασταυρωτή αντιδραστικότητα παρουσιάζει ένα πολύ σηµαντικό πρόβληµα. 

Κλασικές στρατηγικές παραγωγής αντισωµάτων µε ανοσοποίηση ζώων φαίνονται µη 

πρακτικές. Οι βιβλιοθήκες έκθεσης ανασυνδυασµένων αντισωµάτων είναι πιο πολλά  

υποσχόµενες. Αυτή η τεχνική βασίζεται σε άµεση σύζευξη του κάθε µορίου πρόσδεσης στον 

DNA κώδικά του. 

Εις πολλαπλούν εξέταση βιβλιοθηκών φάγων έχει καταδειχθεί ως µέσο για υψηλότερη 

ρυθµοαπόδοση. Ακόµα κι έτσι όµως, η απαίτηση για βακτηριακά κύτταρα-ξενιστές περιορίζει 

την έκταση της πολυπλοκότητας της βιβλιοθήκης φάγων. Οι τεχνικές έκθεσης mRNA και 

ριβοσωµάτων ξεπερνούν αυτό το πρόβληµα, καθώς όλα τα στάδια, ενίσχυση, µεταγραφή, 

µετάφραση, επιλογή, καθαρισµός και η ωρίµανση της συγγένειας αντισωµάτων λαµβάνουν 

χώρα ολοσχερώς in vitro. Με την χρήση της τεχνικής ριβοσωµατικής έκθεσης, κάποια τµήµατα 

αντισωµάτων µε συγγένειες στη χαµηλή picomolar περιοχή θα µπορούσαν να αποµονωθούν. 

Εποµένως οι δύο τελευταίες τεχνικές καθιστούν δυνατή την καθιέρωση µίας πολυπλοκότητας 

πέρα από αυτήν των βιβλιοθηκών φάγων. Επιπλέον, ο αυτοµατισµός της διαδικασίας 

παραγωγής διευκολύνεται, γεγονός που αποτελεί ιδιαίτερο πλεονέκτηµα για την µελλοντική 

επεξεργασία των αντισωµάτων. Ένα ευρέως χρησιµοποιούµενο µέσο για την αποµόνωση 

ειδικών αντισωµάτων είναι η επώαση µερικών κυττάρων ή τοµών ιστών µε βιβλιοθήκες 

έκθεσης. Ωστόσο, ένα εγγενές µειονέκτηµα αυτής της µεθόδου είναι ότι µόνο προσδέµατα 

έναντι περισσότερων πρωτεϊνών θα µπορούσαν να αποµονωθούν µέχρι τώρα. Η εξέταση 

υψηλής ρυθµοαπόδοσης, βασισµένη στις in vitro τεχνικές δεν έχει αναπτυχθεί ακόµα τόσο 

εκτεταµένα όσο οι δοκιµασίες µε το in vivo σύστηµα έκθεσης φάγων. 

 

Το 90% περίπου των πρωτεϊνών αποτελεί µόνο το 10% της συνολικής πρωτεϊνικής µάζας. 

Επιπλέον, πολλές σχετιζόµενες µε ασθένειες πρωτεΐνες είναι παρούσες υπό τη µορφή λίγων 

µόνο µορίων ανά κύτταρο. Τα επίπεδα έκφρασης ποικίλουν µεταξύ 5 και 6 τάξεων µεγέθους 

σε διαφορετικά βιολογικά δείγµατα. Για τον λόγο αυτό, η ευαισθησία των µικροσυστοιχιών 

αντισωµάτων θα έπρεπε να είναι τουλάχιστον στην περιοχή πικογραµµαρίου. Υπό την 

συνθήκη ότι ο ανοσοπροσδιορισµός δεν επηρεάζει την αρχική συγκέντρωση αναλυόµενης 

ουσίας, θεωρητικά προτείνεται ένα όριο ανίχνευσης µικροσυστοιχιών αντισωµάτων περίπου 

10-17Μ. Μια τόσο υψηλή ευαισθησία όµως θα χρειαζόταν σχετικά µεγάλους όγκους δειγµάτων. 

Εκτός από την επίδραση της συγκέντρωσης του αντισώµατος και του όγκου του δείγµατος θα 
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περίµενε κανείς τα αντισώµατα χαµηλής ειδικότητας να επηρεάζουν το συνολικό αποτέλεσµα 

µε πρόσδεση κάποιων αντιγόνων. 

Αν και µία µικρή περιοχή θέσεων είναι γενικά πλεονεκτική, µείωση πέρα από κάποιο όριο 

µπορεί να επηρεάσει αρνητικά την ευαισθησία. Το όριο αυτό ορίζεται από τη µέθοδο 

ανίχνευσης και την αναλυτική της ικανότητα. Ο αριθµός των ξεχωριστών αποτελεσµάτων 

πρέπει να είναι αρκετά µεγάλος ώστε να διαχωρίζεται το σήµα από την εσωτερική πειραµατική 

µεταβλητότητα. Τα περισσότερα δηµοσιευµένα συστήµατα µικροσυστοιχιών αντισωµάτων 

αναφέρουν ένα όριο ανίχνευσης στην περιοχή του νανογραµµαρίου. Πιθανότατα η πιο συχνή 

προσέγγιση είναι η ανίχνευση του προσδεµένου στόχου µε ένα δεύτερο σηµασµένο µόριο 

δέσµευσης σε έναν προσδιορισµό τύπου σάντουιτς, όπως περιγράφεται παρακάτω. [8] [7] 
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ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ∆ΕΣΜΕΥΣΗΣ 

 

Γενικά η µικροσυστοιχία ανίχνευσης πρωτεΐνης υποστηρίζεται από τρεις ξεχωριστές 

τεχνολογίες : χηµεία των επιφανειών, που παρέχει ειδικά  επεξεργασµένες  επιφάνειες, 

ανάπτυξη µεθόδων ανίχνευσης υψηλής ρυθµοαπόδοσης και παραγωγή λειτουργικών 

παραγόντων δέσµευσης. Πρέπει να υπάρχει διασύνδεση µεταξύ αυτών των τεχνολογιών-

κλειδιά  για να δηµιουργηθούν πολύτιµα συστήµατα ανίχνευσης πρωτεϊνών. Η πρωτεϊνική 

µικροσυστοιχία συµπεριλαµβάνει έναν µεγάλο αριθµό παραγόντων δέσµευσης  που 

επιλεκτικά προσδένονται στις πρωτεΐνες που µας ενδιαφέρουν πάνω σε στερεές επιφάνειες. 

Στην τεχνολογία των πρωτεϊνικών chips υποψήφιοι για µόρια δέσµευσης  δεν είναι µόνο 

πρωτεΐνες, συµπεριλαµβανοµένων των αντισωµάτων, φυσικών  και επεξεργασµένων 

πρωτεϊνών αλλά και απταµερή DNA/RNA, πεπτίδια και άλλα οργανικά µόρια. Συνεπώς, όταν 

αντισώµατα καθηλώνονται  πάνω στη στερεή επιφάνεια, η µέθοδος θα έπρεπε να καλείται  

«µικροσυστοιχία αντισωµάτων» και µε τον ίδιο τρόπο όταν πεπτίδια είναι παράγοντες 

δέσµευσης, η τεχνολογία θα έπρεπε να καλείται «µικροσυστοιχία πεπτιδίων». 

Οι µικροσυστοιχίες ανίχνευσης πρωτεϊνών µας επιτρέπουν κυρίως να εκτελούµε δύο είδη 

ανάλυσης, ανάλογα µε τον σκοπό της  πρωτεϊνικής ανίχνευσης (εικόνα 11). Ο ένας είναι ο 

προσδιορισµός του συνόλου  των πρωτεϊνών που µας ενδιαφέρουν, σε σύνθετα πρωτεϊνικά 

µίγµατα µε πολύ ειδικούς παράγοντες δέσµευσης για κάθε πρωτεΐνη -στόχο, για παράδειγµα 

µέσω αλληλεπιδράσεων αντιγόνου-αντισώµατος. Ο άλλος είναι η εξεύρεση  των λειτουργιών 

των πρωτεϊνών που µας ενδιαφέρουν, συµπεριλαµβανοµένων των αλληλεπιδράσεων µεταξύ 

πρωτεϊνών, αλληλεπιδράσεων υποδοχέα-προσδέµατος, ενζυµικών δραστικοτήτων και ούτω 

καθεξής.  

Σαν αποτέλεσµα  της επίδρασης αυτής της αναδυόµενης τεχνολογίας στις πρωτεωµικές 

σπουδές, δεκάδες  σηµαντικών ανασκοπήσεων πάνω στις µικροσυστοιχίες ανίχνευσης 

πρωτεϊνών έχουν αναφερθεί  τα τελευταία χρόνια. Αυτές οι ανασκοπήσεις περιγράφουν την 

ιδέα µιας τέτοιας τεχνολογίας µικροσυστοιχιών και εστιάζουν στην παραγωγή των 

µικροσυστοιχιών και την ανάπτυξη παραγόντων δέσµευσης. Αν και η τεχνολογία 

µικροσυστοιχιών ανίχνευσης πρωτεϊνών θα είναι απαραίτητη στις µελέτες πρωτεωµικής, 

φαίνεται να είναι ακόµα στη µέση της πορείας προς τον τελικό προορισµό, όπου ένα 

µικροσκοπικό, ευρέως διαθέσιµο chip, που θα µας επιτρέπει σε επίπεδο ρουτίνας να 

λαµβάνουµε από χιλιάδες µέχρι δεκάδες χιλιάδες σηµαντικών παραµέτρων σε ένα µόνο 

πείραµα. Επιπλέον, άρθρα ανασκοπήσεων που καλύπτουν µια ευρύτερη περιοχή, 

συµπεριλαµβανοµένων όλων των θεµάτων χηµείας των επιφανειών, µεθόδων ανίχνευσης και 

παραγόντων δέσµευσης, σπάνια δηµοσιεύονται, παρόλο που οι τρεις τεχνολογίες που 

φαίνεται να είναι ανεξάρτητες συνδέονται στενά µεταξύ τους. [4] 
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Εικόνα 11. Οι µικροσυστοιχίες ανίχνευσης πρωτεΐνης υποστηρίζονται από τρεις τεχνολογίες (χηµεία 

των επιφανειών, µέθοδος ανίχνευσης και παράγων δέσµευσης) που είναι ανεξάρτητες αλλά σχετίζονται 

µεταξύ τους. Αυτές οι µικροσυστοιχίες προσφέρουν κυρίως δύο τύπους ανάλυσης, ένας εκ των οποίων 

είναι το να µάθουµε την συνολική πρωτεΐνη σε σύνθετα µίγµατα πρωτεϊνών ποικίλων βιολογικών 

δειγµάτων και ο άλλος το να µάθουµε τις πρωτεϊνικές λειτουργίες που περιλαµβάνουν µοριακή 

αναγνώριση και ενζυµικές δραστικότητες. Αυτές οι µικροσυστοιχίες δύνανται να εφαρµοσθούν ως 

διαγνωστικά εργαλεία και σε βιολογικές µελέτες, όπως και για την µελέτη του προφίλ δικτύου 

πρωτεϊνών , ανακάλυψη φαρµάκων και επιβεβαίωση φαρµάκου-στόχου. 

 

 

Σε αντίθεση µε τις µικροσυστοιχίες DNA, για τις οποίες οι ανιχνευτές δέσµευσης σχεδιάζονται 

και συντίθενται εύκολα, η επιλογή και η παραγωγή των παραγόντων δέσµευσης αποτελούν τα 

πιο βασικά σηµεία για τις µικροσυστοιχίες πρωτεϊνικής. Ένας παράγοντας πρωτεϊνικής 

δέσµευσης πρέπει να είναι σε θέση να αναγνωρίσει τον στόχο του ανάµεσα σε 10.000 άλλα 

πρωτεϊνικά είδη σε ένα δείγµα και στη συνέχεια να τον διατηρήσει κατά τη διάρκεια της 

δοκιµασίας. Εποµένως, το πρόσδεµα δέσµευσης πρέπει να είναι αυστηρά ειδικό για την 

πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει και µε µια συγγένεια επαρκή για να δεσµεύσει ακόµη και 

πρωτεΐνες πολύ χαµηλής συγκέντρωσης. Το άλλο σηµαντικό χαρακτηριστικό ενός παράγοντα 

πρωτεϊνικής δέσµευσης είναι η σταθερότητά του. Αυτό το ζήτηµα είναι ιδιαίτερα σηµαντικό για 
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τη ικανότητα να διατηρηθεί η δραστικότητα κατά τη διάρκεια της ακινητοποίησης πάνω στην 

επιφάνεια και για τα διάφορα στάδια της δοκιµασίας που µπορεί να απαιτήσουν αυστηρές 

συνθήκες για την αποµάκρυνση των µη ειδικών αλληλεπιδράσεων. Υπάρχει µια ευρεία 

ποικιλία προσδεµάτων δέσµευσης που χρησιµοποιούνται στις πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες. 

Αντισώµατα και τµήµατά τους, αντιγόνα, συντετηγµένες πρωτεΐνες, DNA/RNA απταµερή, 

πεπτίδια, σάκχαρα, µοριακά αποτυπωµένα πολυµερή (molecularly imprinted polymers, MIPs), 

µόρια που δεν βασίζονται σε πρωτεΐνες, όπως το DNA, το RNA ή το PNA και άλλες 

κατηγορίες µικροµοριακών παραγόντων δέσµευσης έχουν  µελετηθεί εκτενώς και έχουν 

ακινητοποιηθεί πάνω σε στερεές επιφάνειες. Η σηµαντικότερη κατηγορία αυτών είναι τα 

αντισώµατα λόγω της υψηλής τους σταθερότητας, της ειδικότητας και της συγγένειάς τους µε 

τα µόρια-στόχους. [11] [4] 

Οι αποκλίνουσες ιδιότητες των παραγόντων  δέσµευσης αποτελούν ουσιώδη  σηµεία για την 

ανάπτυξη κάθε είδους  µικροσυστοιχίας (εικόνα 12). Τα χαρακτηριστικά τους για την 

µικροσυστοιχία ανίχνευσης πρωτεϊνών παρουσιάζονται περιληπτικά στον πίνακα 1. 

 

 

 
Εικόνα 12. Ταξινόµηση των αντιπροσωπευτικών πρωτεϊνικών παραγόντων δέσµευσης και των 

εφαρµόσιµων µεθόδων ανίχνευσης για την ανάπτυξη της τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών 

πρωτεϊνικής ανίχνευσης. Στο παρόν στάδιο, είναι δύσκολο να συναχθεί  ποιος παράγοντας δέσµευσης  

ή ποια µέθοδος ανίχνευσης είναι µε σαφήνεια  η πιο κατάλληλη για το είδος της µικροσυστοιχίας. Κάθε 

υποψήφιος παράγοντας  έχει ένα µοναδικό πρότυπο δυνητικών εφαρµογών. 
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Παράγοντες δέσµευσης 
Παραγωγή/ 

καθαρισµός 
Μόρια-στόχοι Στόχοι (προς ανάλυση) 

αντισώµατα κύτταρα υβριδιώµατος αντιγόνα ποσότητα πρωτεΐνης 

αντιγόνα 
ανασυνδυασµένα, 

εκχύλιση 
αντισώµατα ποσότητα πρωτεΐνης  

συντετηγµένες πρωτεΐνες 
ανασυνδυασµένες, 

συγγένεια καθαρισµός 
πρωτεΐνες 

ποσότητα πρωτεΐνης 

/λειτουργίες 

πρωτεΐνες/τµήµατα 

αντισωµάτων εκτεθειµένα 

σε φάγους 

βιβλιοθήκη 

συµπληρωµατικού 

DNA, επιλογή in vitro 

πρωτεΐνες 
ποσότητα πρωτεΐνης 

/λειτουργίες 

απταµερή DNA/RNA SELEX 
µικρά µόρια-

πρωτεΐνες 
ποσότητα πρωτεΐνης 

πεπτίδια χηµική σύνθεση 
αντισώµατα, 

ένζυµα 
πρωτεϊνικές λειτουργίες 

υδατάνθρακες 
χηµική σύνθεση, 

εκχύλιση 

πρωτεΐνες µε 

προσδεδεµένα 

σάκχαρα 

πρωτεϊνικές λειτουργίες 

µικρά µόρια χηµική σύνθεση υποδοχείς, ένζυµα πρωτεϊνικές λειτουργίες 

ΜΙΡs χηµική σύνθεση 
µικρά µόρια-

πρωτεΐνες 
ποσότητα πρωτεΐνης 

 

 

Πίνακας 1. Παράγοντες δέσµευσης που θα µπορούσαν να εφαρµοστούν στην ανάπτυξη της 

τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών ανίχνευσης πρωτεϊνών. 

(SELEX, systematic evolution of ligands by exponential enrichment process = συστηµατική εξέλιξη 

προσδεµάτων µε διαδικασία εκθετικού εµπλουτισµού) 

 

 

 

Μικροσυστοιχίες αντίσωµατος/αντιγόνου 

 

Οι µικροσυστοιχίες αντισωµάτων έχουν τη δυναµικότητα να φέρουν επανάσταση στα 

πρωτεϊνικά διαγνωστικά, καθότι τα αντισώµατα είναι από τους πιο σηµαντικούς  παράγοντες 

δέσµευσης µε υψηλή συγγένεια και ειδικότητα στα µόρια-στόχους. Ωστόσο οι βασικές  

απαιτήσεις των µικροσυστοιχιών αντισωµάτων είναι η δηµιουργία µεθόδων 

επιλογής/παραγωγής/καθαρισµού για την παραγωγή αντισωµάτων µε υψηλή συγγένεια και 

µειωµένη διασταυρωτή αντιδραστικότητα, η ενσωµάτωση των ανιχνευτών στις επιφάνειες των 
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αντισωµάτων, η οµογένεια της προσκόλλησης των πρωτεϊνών στο στερεό υπόστρωµα και οι 

µέθοδοι ακινητοποίησης που διατηρούν τις φυσικές διαµορφώσεις και δραστικότητες. 

Η πιο σηµαντική απαίτηση από τις προαναφερθείσες είναι η καθιέρωση µεθόδων για την 

επιλογή, την παραγωγή και τον καθαρισµό αντισωµάτων µε υψηλή συγγένεια και µειωµένη 

διασταυρωτή αντιδραστικότητα. Η διαδικασία ανάπτυξης αντισωµάτων υψηλής ποιότητας είναι 

συνήθως δαπανηρή και επίπονη. Για τα µονοκλωνικά αντισώµατα (mAb), µόλις 

δηµιουργηθούν τα κυτταρικά υβριδώµατα, οι κλώνοι θα παράσχουν δυνητικά απεριόριστα 

αντισώµατα µε ειδικότητα σε έναν µόνο επίτοπο. Η παραγωγή πολυκλωνικών αντισωµάτων 

περιορίζεται σε ποσότητα από το ποσό του ορρού που µπορεί να ληφθεί από το 

ανοσοποιηµένο ζώο. Τα πολυκλωνικά αντισώµατα περιέχουν πολλαπλή ειδικότητα επιτόπων 

αλλά µπορούν καµιά φορά να παράσχουν µεγαλύτερη ειδίκευση από τα mAb εάν η 

ανεπιθύµητη διασταυρωτή αντιδραστικότητα αποµακρυνθεί µε καθαρισµό ανοσοσυγγένειας 

χρησιµοποιώντας καθαρισµένα αντιγόνα.  

Ένας από τους σηµαντικότερους στόχους στις µικροσυστοιχίες πρωτεϊνικής ανίχνευσης είναι 

η ανάλυση της αλλαγής της πρωτεϊνικής ποσότητας/ύπαρξης σε ένα πολύ µεγάλο δυναµικό 

εύρος (παράγοντες της τάξης 106-1010), σε βιολογικά δείγµατα όπως οι βιοψίες ή ο ορρός, 

υπό ποικίλες συνθήκες, εφαρµόσιµες διαγνωστικά µε την χρήση µιας διχρωµατικής 

προσέγγισης (που αναλύεται παρακάτω). Σε τέτοιες διαγνωστικές εφαρµογές, η χρήση της 

ανοσοαπόκρισης  αντιγόνου-αντισώµατος είναι ιδιαίτερα αποτελεσµατική, χάρη στην υψηλή 

ειδικότητα  και συγγένεια. Μικροσυστοιχίες αντισωµάτων που περιέχουν περισσότερα από 

200 πολυκλωνικά και µονοκλωνικά αντισώµατα ειδικευµένα για τον κυτταρικό κύκλο, την 

απόπτωση και πρωτεΐνες πυρηνικής σηµατοδότησης είναι εµπορικά διαθέσιµες. [11] [13] [4] 

 

  

Μικροσυστοιχίες συντετηγµένης πρωτεΐνης 

 

Για να ανιχνεύσουµε τις πρωτεϊνικές λειτουργίες σε ένα τύπο µικροσυστοιχίας, οι πρωτεΐνες 

εναποτίθεντο επίσης  σε µικροκατασκευασµένες επιστρώσεις υδροδιαλυτής πηκτής 

πολυακρυλαµιδίου ή ακινητοποιούνταν απευθείας σε ποικίλες  χηµικά τροποποιηµένες 

γυάλινες πλάκες. Αν και η προηγούµενη διάταξη µπορεί να διατηρήσει τις φυσικές πρωτεΐνες 

ενεργές πάνω στη µικροσυστοιχία, είναι δύσκολο να παρασκευάσουµε και να αλλάξουµε τα 

ρυθµιστικά διαλύµατα εσωτερικά κατά τον σχηµατισµό της  πηκτής, ενώ η τελευταία διάταξη 

ουσιαστικά επιτρέπει  µη ειδικές προσδέσεις πρωτεϊνών στην επιφάνεια, πιθανότατα 

προκαλώντας τους απώλεια των φυσικών τους διαµορφώσεων και δραστικοτήτων. Η 

εισαγωγή των ετικετών συγγένειας στο N ή C άκρο ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών αποτελεί 

µία τεχνολογία γνωστή για την ευκολία  καθαρισµού των πρωτεϊνών από ένα σύνθετο µείγµα, 

ώστε να καταστεί δυνατή ακινητοποίηση ειδικής θέσης των πρωτεϊνών  πάνω σε στερεές 

επιφάνειες µε τις δραστικότητές τους ακέραιες και κάποιες φορές επιτυγχάνεται βελτίωση της 
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διαλυτότητας των κατασκευασµάτων (constructs). Μέχρι στιγµής, κάποιες συγχωνεύσεις 

(fusions) συγγένειας έχουν αναπτυχθεί σε ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες. 

Η προσέγγιση µικροσυστοιχίας συντετηγµένης πρωτεΐνης είναι πολύ ελκυστική και θα 

αποτελέσει την κύρια τάση ανάµεσα στις µεθοδολογίες που πραγµατοποιούν ανάλυση 

αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης-πρωτεΐνης στο είδος της µικροσυστοιχίας σαν αποτέλεσµα της 

υψηλής ρυθµοαπόδοσης καθαρισµού πρωτεΐνης και των πρωτοκόλλων πρόσδεσης 

ανιχνευτή. Οι ετικέτες συγγένειας µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως σύνδεσµοι για πρόσδεση 

µε αντίστοιχες επιφάνειες µέσα από αλληλεπιδράσεις ειδικής θέσης/µη οµοιοπολικές, 

επιταχύνοντας έτσι την ανάπτυξη της τεχνολογίας της µικροσυστοιχίας συντετηγµένης 

πρωτεΐνης. Μια τέτοια καλή στρατηγική παρουσιάζει όµως ακόµα κάποια προβλήµατα : 1) 

µερικές  µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις µπορεί να µην υπάρχουν  στις ανασυνδυασµένες 

πρωτεΐνες, ανάλογα µε το σύστηµα έκφρασης, 2) η έκφραση/καθαρισµός των µεµβρανικών 

πρωτεϊνών αποτελεί ένα σηµαντικό πρόβληµα και 3) τα πρωτόκολλα των δοκιµασιών 

απαιτούν αντισώµατα-αντιστόχους  τροποποιηµένα µε οµάδες σήµανσης ή τεχνικές 

ποσοτικής σήµανσης για τις πρωτεΐνες που µας ενδιαφέρουν σε σύνθετα µείγµατα. 

 

 

Μικροσυστοιχίες τµηµάτων αντισωµάτων και πρωτεϊνών εκτεθιµένων σε φάγους (Phage-

displayed antibody-and protein fragment microarrays) 

 

 Αν και πολλά µονόκλωνα αντισώµατα που µπορούν να προσδεθούν στα ειδικά τους αντιγόνα 

είναι πλέον εµπορικά διαθέσιµα, οι χρονοβόρες και ιδιαίτερα ακριβές διαδικασίες που 

εµπλέκονται  στην τεχνολογία υβριδιώµατος αποτελούν ακόµα ένα εµπόδιο. Η τεχνική της 

έκφρασης-έκθεσης στην επιφάνεια του φάγου είναι µία από τις συµβατικές και πολύ ισχυρές 

µεθόδους συνδυαστικής βιολογίας. Η τεχνολογία ακολουθεί την αρχή ότι πολυπεπτίδια 

συντετηγµένα µε τις  πρωτεΐνες της κάψας του βακτηριοφάγου µπορούν να εκτεθούν  στην 

επιφάνεια σωµατιδίων φάγων που επίσης περιέχουν το κωδικοποιόν  γονίδιο. Μ’ αυτόν τον 

τρόπο δηµιουργείται µια συσχέτιση µεταξύ γονότυπου και φαινότυπου και εντελώς 

διαφορετικές βιβλιοθήκες (>1011) DNA-κωδικοποιούµενων  πολυπεπετιδίων ή πρωτεϊνών 

µπορούν να παραχθούν και να καθαριστούν µε µεθόδους µοριακής βιολογίας. Έτσι, 

παρέχοντας εναλλακτικά ικριώµατα για τους παράγοντες δέσµευσης, αναδύθηκε η 

µεθοδολογία των τεχνητών τµηµάτων αντισωµάτων και/ή πολυπεπτιδίων εκτιθέµενων σε 

φάγους (phage displayed artificial antibody fragments) µε εναλλακτικά ικριώµατα. Πολύ 

πρόσφατα ανασκοπήσεις έχουν αναφερθεί στην τεχνολογία έκθεσης σε φάγους 

συµπεριλαµβανοµένης της δηµιουργίας αντισωµάτων εκτεθειµένων σε φάγους (antibody 

phage-display) βιβλιοθηκών αντισωµάτων. Και οι δύο ανασκοπήσεις υποδηλώνουν ότι 

περισσότερη µελέτη χρειάζεται όσον αφορά στην βελτιστοποίηση και τον αυτοµατισµό της 

τεχνικής της έκθεσης  πρωτεϊνών (πολυπεπτιδίων) σε φάγους (phage-displayed proteins 
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(polypeptides)) προκειµένου να µελετηθεί ένας µεγάλος αριθµός διαφορετικών πρωτεϊνών 

παράλληλα. 

Πλέον η ταυτοποίηση οργανικών ενώσεων που προσδένουν πρωτεΐνες µέσω συνδυαστικών 

µεθόδων βιβλιοθηκών εξελίσσεται σε κάτι κοινό. Γενικά, µια βιβλιοθήκη φτιάχνεται µε σύνθεση 

στερεής φάσης χρησιµοποιώντας µεθοδολογία διαχωρισµού/δεξαµενής (split/pool) και, αν 

είναι απαραίτητο, κωδικοποιηµένες ετικέτες συµπεριλαµβάνονται στο συνθετικό σχέδιο. Η 

συλλογή σφαιριδίων αναµιγνύεται στη συνέχεια µε ένα σηµασµένο παράγωγο πρωτεΐνης και 

τα σφαιρίδια που προσδένονται στην πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει ταυτοποιούνται. Συνήθως, 

αυτή η διαδικασία διεξάγεται µε µία µόνο πρωτεΐνη-στόχο αλλά δεν υπάρχει λόγος να µη γίνει 

παράλληλα χρησιµοποιώντας πολλούς στόχους ταυτόχρονα (εικόνα 13). 

 

 

 
 
 
Εικόνα 13. Ένα σχεδιάγραµµα για την εξέταση χηµικών βιβλιοθηκών έναντι πολλών πρωτεϊνών-στόχων 

ταυτόχρονα. Μια βιβλιοθήκη που περιέχει πολλές σηµασµένες πρωτεΐνες (σ’ αυτήν την περίπτωση 

τήγµατα GFP) εκφράζεται και το µείγµα επωάζεται µε µια βιβλιοθήκη χηµικά προσδεµένων σφαιριδίων 

(bead-bound chemical library)  κατασκευασµένη µε σύνθεση διαχωρισµού/δεξαµενής ( split/pool 

synthesis). Μετά την πλύση, τα σφαιρίδια  που παραµένουν φθορισµένα συλλέγονται και σηµειώνονται 

ως πιθανά πρωτεϊνικά προσδέµατα. 
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Μικροσυστοιχίες απταµερών DNA/RNA 

 

Τα απταµερή είναι µόρια ολιγονουκλεοτιδίων παραγόµενα µε διαδικασία SELEX. Έχουν τα 

δυνητικά χαρακτηριστικά αµφοτέρων των πρωτεϊνών και των νουκλεϊκών οξέων. Μπορούν 

εύκολα να συντεθούν και να ενισχυθούν και να ανταγωνίζονται  τα αντισώµατα στη  συγγένεια 

µε στόχους περιλαµβανοµένων των πρωτεϊνών. Ωστόσο τα απταµερή έχουν και κάποια 

µειονεκτήµατα. Είναι  σχετικά µικρής  σταθερότητας παρουσία ενζύµων αποδόµησης στα 

βιολογικά δείγµατα κι επίσης µικρότερης ποικιλοµορφίας στα  χαρακτηριστικά  πρόσδεσης 

λόγω των τεσσάρων µόνο συστατικών (A,T,G,C/U) συγκριτικά µε τις πρωτεΐνες που 

αποτελούνται από  20 διαφορετικά αµινοξέα. Χηµική τροποποίηση του κάθε συστατικού θα 

ήταν χρήσιµη για να υπερνικηθούν  αυτά τα εµπόδια και να παραχθούν µεγάλης  

σταθερότητας, ειδικά και ποικίλα  απταµερή. [4] 

 

 

Πεπτιδικές µικροσυστοιχίες 

 

Τα πεπτίδια, γενικά, έχουν κάποια ανώτερα χαρακτηριστικά σε σύγκριση µε τις πρωτεΐνες. 

Είναι 1) οικονοµικά, 2) ιδιαίτερα σταθερά έναντι ξήρανσης  και οξείδωσης, 3) εύκολα στον 

χειρισµό, στην σύνθεση και σήµανση µε χρωµοφόρα και 4) µπορούν να µιµηθούν τις 

βιολογικές δραστικότητες των πρωτεϊνών. Ωστόσο κάποιες φορές στερούνται  υψηλής 

συγγένειας και ειδικότητας έναντι των πρωτεϊνών-στόχων και δεδοµένου ότι έχουν µικρή 

µοριακή µάζα, δεν είναι εύκολα προσβάσιµα όταν προσροφώνται µη ειδικά σε στερεά 

υποστηρικτικά υλικά. Επιπλέον, επειδή τα πεπτίδια συχνά στερούνται µιας σαφώς 

καθορισµένης τρισδιάστατης δοµής, ένας σωστός προσανατολισµός είναι ουσιαστικός για την 

προώθηση της αλληλεπίδρασής τους µε τον στόχο. Γι’ αυτούς τους λόγους, η ακινητοποίηση 

πεπτιδίων µικρού µήκους συχνά απαιτεί οµοιοπολική σύνδεση των παραγώγων επάνω σε ένα 

στερεό υποστηρικτικό υλικό. 

Κατά την προηγούµενη δεκαετία η τεχνολογία πεπτιδικής µικροσυστοιχίας  εξελίχθηκε σε 

διαδεδοµένο και ισχυρό εργαλείο για τη µελέτη µοριακής-αναγνώρισης αποτελώντας 

αποµίµηση των αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης και αντιγόνου-αντισώµατος και για 

την ταυτοποίηση βιολογικά ενεργών πεπτιδίων, παρά τα µειονεκτήµατα που αναφέρθηκαν 

ανωτέρω. Εφαρµογές όπως η χαρτογράφηση επιτόπων και ο χαρακτηρισµός των 

αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης, ενζύµου-υποστρώµατος και ανασταλτική 

δραστικότητα έχουν εξεταστεί, σε συνδυασµό µε την ανάπτυξη µεθοδολογιών παράλληλης 

πεπτιδικής σύνθεσης. [11] [4] 
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Μικροσυστοιχίες µοριακά αποτυπωµένων πολυµερών (MIPs) 

 

Αν και, βασικά, τα αντισώµατα είναι πολύ ελκυστικοί παράγοντες δέσµευσης για τον 

σχεδιασµό µικροσυστοιχιών ανίχνευσης πρωτεϊνών, για την ανάλυση του πρωτεϊνικού 

περιεχοµένου σε ένα δείγµα µείγµατος, η µικρή χηµική και φυσική σταθερότητα των βιοµορίων 

πιθανώς εµποδίζει την ευρύτερη χρήση τους υπό βιοφυσικές συνθήκες. Τα µοριακά 

αποτυπωµένα πολυµερή (MIPs) αναδύονται ως µία από τις εναλλακτικές προσεγγίσεις και 

περιλαµβάνουν τη χρήση βιοµιµητικών υποδοχέων, ικανών να προσδένουν την αναλυόµενη 

ουσία που µας ενδιαφέρει µε σχετικά υψηλή συγγένεια και ειδικότητα. Τα συνθετικά MIPs 

σχηµατίζονται µε µια διαδικασία που εµπλέκει συµπολυµερισµό των λειτουργικών και των 

σταυρο-συνδεόµενων µονοµερών, παρουσία της αναλυόµενης ουσίας που µας ενδιαφέρει ως 

µόριο εκµαγείο. Μεταγενέστερη αποµάκρυνση του µορίου εκµαγείου αποκαλύπτει θέσεις 

πρόσδεσης που είναι συµπληρωµατικές σε µέγεθος και σχήµα της αναλυόµενης ουσίας. Η 

προσέγγιση MIP αναπτύχθηκε για τη δέσµευση σχετικά µικρών µορίων. Η ανίχνευση σχετικά 

µικρών µορίων έχει µέχρι σήµερα δειχθεί µε επιτυχία. Προκειµένου να επεκταθεί η δυνατότητα 

χρήσης των MIPs σε πρωτεωµικές µελέτες, η κατασκευή περισσότερο οµογενών θέσεων 

πρόσδεσης για το µόριο-στόχο είναι σηµαντική στα συνθετικά πολυµερή. 

 

 

Μικροσυστοιχίες υδατανθράκων 

 

Οι υδατάνθρακες σε γλυκοπρωτεΐνες, γλυκολιπίδια και πρωτεογλυκάνες έχουν σηµαντικούς 

ρόλους στα βιολογικά συστήµατα, όπως στην κυτταρική προσκόλληση, µετανάστευση και 

σηµατοδότηση. Οι µικροσυστοιχίες υδατανθράκων είναι µία αναδυόµενη τεχνολογία για την 

ανίχνευση αλληλεπιδράσεων υδατανθράκων-πρωτεϊνών πάνω σε µικροσκοπικοποιηµένες και 

παράλληλες πλατφόρµες. Παρουσιάζουν µεγάλη σταθερότητα, ευαισθησία και τη δυνατότητα 

ανάλυσης και ανακάλυψης γνωστής και/ή νέας µοριακής αναγνώρισης µεσολαβούµενης από 

υδατάνθρακες µε παράλληλο τρόπο. Αυτή η τεχνολογία θα επιτρέψει την εστίαση σε γεγονότα 

που µεσολαβούνται από υδατάνθρακες σε κλίµακα εύρους πρωτεωµικής χωρίς την επέµβαση 

άλλων πρωτεϊνών σε αφθονία, στη καλούµενη «εστιασµένη πρωτεωµική µελέτη». 

 

 

Μικροσυστοιχίες µικρών µορίων 

 

Παράλληλα µε την ανάπτυξη των συστοιχιών αντισωµάτων και συστοιχιών συντετηγµένης 

πρωτεΐνης έχουν επίσης αναπτυχθεί και µικροσυστοιχίες µικρών µορίων. Οι µικροσυστοιχίες 

αυτές είναι σταθερές και εύκολες στην παρασκευή κι έχουν τη δυνατότητα να επιταχύνουν την 
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επιβεβαίωση της πρωτεΐνης-στόχου, περιλαµβανοµένης της ανακάλυψης ενζύµου και 

προσδέµατος. 

Η πραγµατική πρόκληση όσον αφορά στην ανάπτυξη συστοιχιών ανίχνευσης πρωτεΐνης 

βασισµένων σε µικρά µόρια συνίσταται στην αποµόνωση προσδεµάτων υψηλής συγγένειας. 

Γενικά φαίνεται σαφές ότι τα µόρια-οδηγοί θα πρέπει να υποστούν σηµαντική επεξεργασία για 

να πετύχουµε µεγάλα άλµατα στην συγγένεια. 

 

 

Μικροσυστοιχίες κυττάρων και ιστών 

 

Αναλύσεις των επιπέδων έκφρασης γονιδίων και πρωτεΐνών από τις µικροσυστοιχίες DNA και 

µικροσυστοιχίες ανίχνευσης πρωτεϊνών αντίστοιχα, αποτελούν την απαρχή για την παροχή 

σηµαντικών πληροφοριών για τις βιολογικές λειτουργίες των βιοοργανισµών. Οι 

µικροσυστοιχίες κυττάρου και ιστού θα επιτρέψουν τη µείωση των απαιτούµενων ποσότητων 

δείγµατος και θα επιταχύνουν τις διαδικασίες βιολογικής εκτίµησης των προσδεµάτων για να 

ανακαλυφθούν ικανά φάρµακα και βιοδείκτες. Κάποιες µικροσυστοιχίες κυττάρων και ιστών 

έχουν ήδη δηµιουργηθεί και µελετηθεί µε γονιδιακή δραστικότητα, πρωτεϊνική έκφραση, 

διερεύνηση επιφάνειας κυττάρου κ.ο.κ. [4] 

 

Όσο δύσκολο κι αν είναι το να αποµονώσουµε και να παραγάγουµε χιλιάδες πρωτεϊνικά 

προσδέµατα υψηλής συγγένειας και ειδικότητας, µπορεί να είναι ακόµα πιο δύσκολο το να 

βρούµε έναν καλό τρόπο να παρακολουθήσουµε την πρόσδεση της πρωτεΐνης στο chip. Οι 

σκέψεις που συνίστανται σε συγκρίσεις µε τις µικροσυστοιχίες DNA, µπορεί να µην είναι 

ιδιαίτερα χρήσιµες.[7] 
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ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΙΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ-ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ  

 

Όπως προαναφέρθηκε, στις περισσότερες θεωρήσεις στον τοµέα των πρωτεϊνικών 

συστοιχιών κυριαρχούν συγκρίσεις µε τις µικροσυστοιχίες DNA. Μια ιδιαίτερα παραπλανητική 

πλευρά αυτής της λογικής είναι ότι οδηγεί τους εργαζόµενους στον τοµέα στο να αγνοήσουν 

της συνέπειες του γεγονότος ότι οι πρωτεΐνες τείνουν να συνδέονται µεταξύ τους. Πράγµατι, 

εκτιµάται πλέον γενικά ότι στα περισσότερα βιολογικά γεγονότα µεσολαβούν «πρωτεϊνικές 

µηχανές», που περιλαµβάνουν από οπουδήποτε από µερικά µέχρι σχεδόν 100 διαφορετικά 

πολυπεπτίδια. Αυτό οδηγεί σε µια περιπλοκή του σχεδιασµού των στρατηγικών για την 

ανακάλυψη προσδεµάτων. 

Για τη λήψη πρωτεϊνικών προσδεµάτων, σχεδόν όλοι όσοι εµπλέκονται στον τοµέα 

σχεδιάζουν την δηµιουργία κάποιου είδους βιβλιοθήκης (αποτελούµενης από αντισώµατα, 

πεπτίδια, νουκλεϊκά οξέα ή απταµερή πρωτεΐνης, ή µικρά µόρια) έναντι ανασυνδυασµένων 

πρωτεϊνών ή πρωτεϊνικών περιοχών. Ωστόσο, η εµπειρία κάποιων εργαστηρίων δείχνει ότι τα 

προσδέµατα που αποκτώνται µε τέτοιον τρόπο σχεδόν πάντα προσδένονται σε φυσικές 

περιοχές αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης-στόχου. Αυτό µάλλον συµβαίνει επειδή οι θέσεις 

των φυσικών αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης αποτελούν τις περιοχές της πρωτεΐνης 

µε την µεγαλύτερη δυνατότητα πρόσδεσης. Με άλλα λόγια κάποιες περιοχές της πρωτεΐνης 

έχουν πιθανώς εξελιχθεί για να εµποδίσουν µη ειδικές αλληλεπιδράσεις µε άλλους 

παράγοντες στο πολύ συµπυκνωµένο µέσο του κυττάρου. 

Αυτό έχει ενδιαφέρουσες συνέπειες σ’ ό,τι αφορά την χρήση των αποµονωµένων ενώσεων ως 

προσδεµάτων για τις συστοιχίες ανίχνευσης πρωτεΐνης. Τουλάχιστον σε πειράµατα όπου 

χρησιµοποιούνται εκχυλίσµατα κυττάρων που παρασκευάζονται υπό λίγο πολύ φυσιολογικές 

συνθήκες, φαίνεται πιθανό ότι η πλειοψηφία των προσδεµάτων στο chip θα πρέπει να 

ανταγωνιστεί αρχικούς παράγοντες για την πρόσδεση της πρωτεΐνης-στόχου. Ανάλογα µε τις 

σχετικές συγγένειες του ακινητοποιηµένου προσδέµατος και την φυσική πρωτεΐνη-

ανταγωνιστή για τον παράγοντα-στόχο και κάποιους άλλους παράγοντες, αυτός ο 

ανταγωνισµός θα έχει σαν αποτέλεσµα την πρόσδεση στο chip µόνο ενός τµήµατος της 

πρωτεΐνης-στόχου µέσα στο εκχύλισµα (εικόνα 14). Εφόσον οι συγγένειες των φυσικών 

αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης µπορούν να ποικίλουν µεταξύ πολλών τάξεων 

µεγέθους, αυτό σηµαίνει ότι η απόλυτη ποσότητα πρωτεΐνης που προσδένεται σε µία θέση 

πάνω στη συστοιχία µπορεί να αποκλίνει πολύ από την πραγµατική της συγκέντρωση στο 

δείγµα. Κάποιες πρωτεΐνες µπορεί να µην συνδέονται καθόλου αν η θέση πρόσδεσης είναι 

εγκλεισµένη στο εσωτερικό ενός σταθερού συµπλέγµατος. Αυτό είναι ένα από τα πολλά 

προβλήµατα που είναι σύµφυτα µε τις απόλυτες µετρήσεις µε την χρήση αυτής της 

τεχνολογίας. Η κατάσταση είναι ανάλογη µε µία µε την οποία οι µοριακοί βιολόγοι είναι αρκετά 

εξοικειωµένοι. Αν αποµονώσει κανείς ένα αντίσωµα έναντι µιας δεδοµένης πρωτεΐνης, ακόµα 

κι αν εφαρµόζει καλά ένα πείραµα στυπώµατος Western, όπου τα συµπλέγµατα της 
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πρωτεΐνης έχουν υποστεί θραύση, µπορεί να είναι ή να µην είναι χρήσιµο σε µία εφαρµογή 

ανοσοκαθίζησης. Όλα εξαρτώνται από την προσβασιµότητα του επιτόπου που αναγνωρίζεται 

από το αντίσωµα. 

Οι περίπλοκες επιδράσεις των αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης βελτιώνονται σε 

κάποιον βαθµό αν κανείς επιχειρήσει µόνο σχετικές µετρήσεις µεταξύ δύο δειγµάτων. Με άλλα 

λόγια θα ήλπιζε κανείς ο ενδογενής «λόγος κατανοµής» µεταξύ ενός πεπτιδίου-στόχου που 

προσδένεται στο ακινητοποιηµένο πρόσδεµα και µιας ανταγωνιστικής φυσικής πρωτεΐνης να 

είναι σταθερός, επιτρέποντας έτσι συγκριτικές µετρήσεις µεταξύ των δύο διαφορετικών 

δειγµάτων. ∆υστυχώς, αυτό δε θα ισχύει πάντα. 

 

Το ζήτηµα των αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης προσφέρει ιδιαίτερες προκλήσεις 

στην ανάπτυξη του συντονισµού επιφάνειας πλασµονίου (SPR) ως τεχνικής ανίχνευσης. Το 

αν µία πρωτεΐνη Χ προσδένεται σε µία δεδοµένη θέση πάνω σ’ ένα chip ως ελεύθερο 

πολυπεπτίδιο ή ως µία από τις δεκάδες των πρωτεϊνών σ’ ένα σταθερό σύµπλεγµα 

προφανώς µας παρέχει πολύ διαφορετικές εντάσεις σήµατος (εικόνα 15). Αυτό είναι ένα 

πλεονέκτηµα της φασµατοµετρίας µάζας έναντι του συντονισµού επιφάνειας πλασµονίου ως 

το πιο επιθυµητό εργαλείο «άµεσης ανάλυσης» για πρωτεϊνικές συστοιχίες, δεδοµένου ότι η  

φασµατοµετρία µάζας θα αποµονώσει όλες τις διαφορετικές πρωτεΐνες στο σύµπλεγµα, 

επιτρέποντας µόνο στο σήµα της πρωτεΐνης Χ να αναλυθεί. Έχει παρουσιαστεί ενδιαφέρον σε 

ό,τι αφορά στη σύζευξη των SPR και  MS και αν µπορούσαµε να εκµεταλλευτούµε τα 

πλεονεκτήµατα και των δύο τεχνικών, αυτό θα αποτελούσε µία πολλά υποσχόµενη 

προσέγγιση για την ανίχνευση. 

Ένα τελευταίο σηµείο σχετικό µ’ αυτό το θέµα είναι ότι θα µπορούσε να αποφευχθεί το 

πρόβληµα αν µπορούσε κάποιος να απαιτήσει µε κάποιον τρόπο να συνδέσει το πρόσδεµα 

στην πρωτεΐνη-στόχο σε µια περιοχή που δε συµµετέχει στις φυσικές αλληλεπιδράσεις. Αυτό 

δε θα είναι εύκολο αλλά µπορεί να καταστεί δυνατό. Η απλούστερη προσέγγιση θα ήταν να 

χρησιµοποιήσουµε ως στόχους στα πειράµατα εξέτασης βιβλιοθηκών κατάλληλους 

πεπτιδικούς επιτόπους που προέρχονται από την πρωτεΐνη-στόχο αντί για την  ανέπαφη 

πρωτεΐνη αυτή καθαυτή. Αυτοί οι επίτοποι θα επιλέγονταν µε βάση δοµικές γνώσεις ή (πιο 

συχνά) σε εικασίες βασισµένες στην βιοπληροφορική σχετικά µε το ποιες περιοχές της 

πρωτεΐνης είναι λιγότερο πιθανό να εµπλακούν σε διαµοριακές αλληλεπιδράσεις. ∆υστυχώς, 

αυτή η προσέγγιση θα περιπλέξει την αποµόνωση του προσδέµατος, αφού θα είναι πιο 

δύσκολο να λάβουµε ενώσεις που προσδένουν πεπτιδικούς επιτόπους απ’ ό,τι αυτές που 

εισχωρούν στις µοριακές σχισµές και κοιλότητες διαθέσιµες σε µια αναδιπλωµένη πρωτεΐνη. 

Αυτό είναι ιδιαίτερα αληθές αν αναφερόµαστε σε προσδέµατα µικρών µορίων. Ενώ µπορεί 

κανείς να φανταστεί την επιλογή µονοκλωνικών αντισωµάτων που προσδένουν πεπτιδικούς 

επιτόπους µε τρόπο υψηλής ρυθµοαπόδοσης, δεν υπάρχει ακόµα αρκετή βιβλιογραφία πάνω 

σ’αυτό το θέµα. 
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Εικόνα 14. Το αποτέλεσµα των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων σε πρωτεΐνη που προσδένεται σε 

ακινητοποιηµένα προσδέµατα δέσµευσης. Η παραπάνω εικόνα παρουσιάζει δύο πολυ-πρωτεϊνικά 

συµπλέγµατα, καθένα εκ των οποίων περιέχει µία πρωτεΐνη (πορτοκαλί) για την οποία ένα ειδικό 

πρόσδεµα είναι παρόν στη συστοιχία (µπλε). Οι απεικονίσεις παρουσιάζουν περιπτώσεις στις οποίες 
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µια πρωτεΐνη προσδένεται σφιχτά στο σύµπλεγµα και η άλλη ασθενώς. Αν το πρόσδεµα δέσµευσης 

πρέπει να ανταγωνιστεί άλλες πρωτεΐνες στο σύµπλεγµα για τον παράγοντα-στόχο τότε οι διαφορετικές 

συγγένειες των στόχων µε τα φυσικά τους αλληλεπιδρώντα θα έχουν ως αποτέλεσµα τη δέσµευση 

πάνω στην συστοιχία διαφορετικών ποσοτήτων αυτού του παράγοντα. Αυτή η απλή ανάλυση δε 

λαµβάνει υπόψη το γεγονός ότι οι συγγένειες προσδέµατος δέσµευσης - πρωτεΐνης-στόχου θα είναι 

επίσης αναµφισβήτητα διαφορετικές. Παράγοντες όπως αυτοί θα καταστήσουν την απόλυτη 

ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων µε χρήση της τεχνολογίας συστοιχιών ιδιαίτερα δύσκολη. 

Ωστόσο, ενώ άλλες περιπλοκές παραµένουν, οι µετρήσεις σχετικών µεταβολών µεταξύ δύο δειγµάτων 

θα επηρεάζονται λιγότερο από τέτοιες επιδράσεις. 

 

 

 

 
Εικόνα 15. Προσδέµατα δέσµευσης που συνδέονται σε µια επιφάνεια της πρωτεΐνης-στόχου που δεν 

εγκλείεται σε φυσικά συµπλέγµατα (αριστερά) δε θα υφίσταντο περιπλοκές λόγω του ανταγωνισµού µε 

φυσικές αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης (δεξιά). Ωστόσο, επειδή τα πειράµατα επιλογής που 

χρησιµοποιούν ανέπαφες πρωτεΐνες ή περιοχές πρωτεϊνών γενικά παρέχουν ενώσεις που 

αναγνωρίζουν τις επιφάνειες φυσικής αλληλεπίδρασης, η λήψη προσδεµάτων όπως παρουσιάζεται 

αριστερά µπορεί να απαιτήσει την χρήση ειδικών επιτόπων  ως στόχων στην εξέταση των βιβλιοθηκών. 

Αν χρησιµοποιούνταν SPR για την παρακολούθηση της πρόσδεσης, αυτοί οι δύο τύποι γεγονότων 

πρόσδεσης θα παρείχαν δραµατικά διαφορετικές αποκρίσεις. Για να µπορεί να εφαρµοστεί αυτή η 

τεχνική λοιπόν, θα πρέπει κανείς να ξέρει αν το πρόσδεµα δέσµευσης συνδέεται µε την πρωτεΐνη-στόχο 

αποµονωµένα ή ως µέρος ενός συµπλέγµατος. Αυτό αποτελεί σηµαντικό εµπόδιο στην εφαρµογή του 

SPR ως τεχνικής ανάλυσης συστοιχιών ακόµα κι αν διατίθενται όργανα ικανά για πολλαπλές µετρήσεις. 
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Περιληπτικά, είναι ασφαλές να πούµε ότι τα εκτεταµένα δίκτυα αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-

πρωτεΐνης που υπάρχουν στο κύτταρο θα παρέχουν µία σηµαντική πρόκληση όσον αφορά 

στη σωστή ερµηνεία των δεδοµένων που λαµβάνονται από τις µικροσυστοιχίες πρωτεϊνικής 

ανίχνευσης.  

Υπάρχουν δύο µεγάλα τεχνικά εµπόδια που πρέπει να αντιµετωπιστούν για να µπορέσουν να 

παραχθούν σχετικά περίτεχνες συστοιχίες πρωτεϊνικής ανίχνευσης. Το ένα είναι η ανάπτυξη 

τεχνολογιών υψηλής ρυθµοαπόδοσης για την αποµόνωση πρωτεϊνικών προσδεµάτων 

υψηλής ειδικότητας και συγγένειας. Το άλλο είναι η επινόηση µιας ισχυρής µεθόδου για την 

ανίχνευση της πρόσδεσης των πρωτεϊνών ενός βιολογικού δείγµατος σε µια συστοιχία, κατά 

προτίµηση χωρίς την ανάγκη χηµικής τροποποίησης των πρωτεϊνικών αναλυόµενων ουσιών. 

Όταν αυτά τα θέµατα επιλυθούν, θα παραµείνουν αρκετές ενδιαφέρουσες δευτερεύουσες 

προκλήσεις, περιλαµβανόµενης της ανάπτυξης µεθόδων για τον διάκριση µεταξύ 

διαφορετικών τύπων της ίδιας πρωτεΐνης και στρατηγικών για να αντιµετωπιστούν οι 

περιπλοκές που υπαγορεύονται από τις φυσικές αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης.[7] 
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ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ 

Οι µέθοδοι ανίχνευσης για την ανάλυση κάθε συστοιχίας είναι απαραίτητες για να 

προσφέρουν υψηλή ρυθµοαπόδοση , υψηλή αναλογία σήµατος-θορύβου, σχετικά χαµηλό 

κόστος οργάνων, καλή ανάλυση και αναπαραγωγήσιµα αποτελέσµατα. Αν και η 

καταλληλότερη µέθοδος ανίχνευσης που ικανοποιεί αυτά τα κριτήρια βρίσκεται ακόµα υπό 

µελέτη υπάρχει µια ποικιλία υποψήφιων µεθόδων ανίχνευσης για πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες 

που γενικά ταξινοµούνται ως εξής : 

 

- Μέθοδοι χωρίς σήµανση, συµπεριλαµβανοµένης 1) της φασµατοµετρίας µάζας (Mass 

Spectometry, MS), 2) του συντονισµού επιφάνειας πλασµονίου (Surface Plasmon 

Resonance, SPR) και του ζυζευγµένου σε πλέγµα συντονισµού επιφάνειας πλασµονίου 

(Grating-Coupled Surface Plasmon Resonance, GC-SPR), 3) της µικροσκοπίας ατοµικών 

δυνάµεων (Atomic Force Microscopy, AFM), 4) των µικρο-ηλεκτροµηχανικών συστηµάτων 

(Micro-Electromechanical Systems, MEMS), 5) της ανάλυσης µικροϊσορροπίας ακίδων 

πυριτίου (cantilevers), 6) των  ανώµαλων ανακλάσεων της χρυσής επιφάνειας (anomalous 

reflections, AR) και 7) της ανάλυσης κρυστάλλου χαλαζία (Quarz-Crystal Microbalance 

analysis, QCM). 

 

- Μέθοδοι µε σήµανση ανιχνευτών, συµπεριλαµβανοµένης 1) της σήµανσης µε φθορισµό, 

2) της ισοτοπικής σήµανσης (ανίχνευση ραδιενέργειας), 3) της χρωµογονικής ανίχνευσης, 

4) της σήµανσης µε χηµειοφωταύγεια, 5) της ηλεκτροχηµειοφωταύγειας 6) της 

ηλεκτροχηµικής ανίχνευσης και 7) της φασµατοσκοπία συσχέτισης φθορισµού 

(fluorescence correlation spectroscopy, FCS). Απαραίτητη είναι η σήµανση µε ανιχνευτές 

φθορισµού για τις µεθόδους 1 και 7, µε ραδιοισότοπα για τη µέθοδο 2, µε µία κατάλληλη 

λειτουργική οµάδα/µόριο για τη µέθοδο 4 και µε ηλεκτρικά ενεργούς ανιχνευτές για τη 

µέθοδο 6. Τα χαρακτηριστικά  ορισµένων από τις διαφορετικές µεθόδους µε βάση τη 

διαθεσιµότητά τους για µικροσυστοιχίες ανίχνευσης πρωτεϊνών βρίσκονται στον πίνακα 2 

και αναλύονται  παρακάτω. [11] [4] 
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Σήµανση 

ανιχνευτή 

Ποσοτική 

ανάλυση 

 

 

Υψηλή 

ρυθµοαπόδοση 

Κόστος 

οργάνων Σχόλια 

Φθορισµός ναι ναι/όχι ναι φτηνό 

ευαίσθητη, µεγάλο δυνητικό  

εύρος 

Χηµειοφωταύγεια ναι ναι/όχι ναι φτηνό 

ευαίσθητη, µεγάλο δυνητικό  

εύρος 

Ραδιοισότοπα ναι ναι ναι/όχι µέτριο θέµατα ασφάλειας 

MS όχι όχι όχι ακριβό 

άµεση πρόσβαση µοριακής 

µάζας, απευθύνεται σε µετα-

µεταφραστικές 

τροποποιήσεις 

Φασµατοσκοπία 

SPR όχι ναι όχι ακριβό 

µέτρηση µάζας, κινητικές 

παράµετροι 

AR όχι ναι ναι φτηνό 

µέτρηση µάζας, απλή οπτική 

γεωµετρία, εύκολη για 

µικροσκοπικοποίηση, 

κινητικές παράµετροι 

Ανάλυση QCM όχι ναι όχι φτηνό 

µέτρηση µάζας, κινητικές 

παράµετροι 

FCS ναι ναι/όχι ναι ακριβό 

Ευαισθησία για ένα µόνο 

µόριο, υγρή φάση (δε 

χρειάζεται ακινητοποίηση) 

Ηλεκτροχηµική 

ανίχνευση ναι/όχι ναι ναι/όχι φτηνό 

ευαίσθητη, µεγάλο  δυνητικό 

εύρος, εύκολη για 

µικροσκοπικοποίηση, 

κινητικές παράµετροι 

 

Πίνακας 2. Μέθοδοι ανίχνευσης που θα µπορούσαν να εφαρµοστούν στην ανάπτυξη της τεχνολογίας 

µικροσυστοιχιών ανίχνευσης πρωτεϊνών.  

Κάθε µέθοδος ανίχνευσης παρουσιάζεται ποιοτικά µε βάση τα παρακάτω 5 κριτήρια : 1) απαίτηση για  

σήµανση ανιχνευτή/ών, 2) ποσοτική αναγνώριση του συνολικού ποσού  και των δραστικοτήτων της 

πρωτεΐνης,  3) δυνατότητα ανάλυσης υψηλής ρυθµοαπόδοσης, 4) κόστος οργάνων (διαθεσιµότητα) και 

5) σχόλια σχετικά µε δυνητικούς /ισχύοντες περιορισµούς. 
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Μέθοδοι χωρίς σήµανση 

 

Μπορεί να φανταστεί κανείς τη διαδικασία της φασµατοµετρίας µάζας εικονιζόµενος την 

βύθιση µίας συστοιχίας πρωτεϊνικής ανίχνευσης σε µια κατάλληλη µήτρα, στη συνέχεια τη 

δειγµατοληψία σε κάθε θέση της συστοιχίας µε εκρόφηση-ιοντισµό λέιζερ time-of-flight (matrix-

assisted laser desorption-ionisation time-of-flight) MS.  

Η φασµατοµετρία µάζας µας επιτρέπει να αποκτήσουµε άµεσα πληροφορίες  (µοριακές 

µάζες) για τις πρωτεΐνες που µας ενδιαφέρουν και δεν απαιτεί καθόλου σήµανση µορίων, που 

πολλές φορές αλλοιώνουν τη διαµόρφωση και τις δραστικότητες  των µορίων-στόχων και 

αποτελεί ένα ισχυρό εργαλείο για την ανάλυση των µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων των 

πρωτεϊνών. Ωστόσο έχει τα µειονεκτήµατα της σχετικά δύσκολης ποσοτικοποίησης και της 

χαµηλής ρυθµοαπόδοσης. Εποµένως θα αποτελούσε πρόκληση η σύγκριση των εντάσεων  

των πρωτεϊνικών σηµάτων από αντίστοιχες θέσεις δύο διαφορετικών chips. Φυσικά, δεν 

µπορεί κανείς να αναµείξει δύο διαφορετικά δείγµατα και να τα εφαρµόσει σε ένα µόνο chip, 

καθώς τα σήµατα που προέρχονται από την ίδια πρωτεΐνη στα δύο δείγµατα δε θα 

µπορούσαν να γίνουν διακριτά. Οι τεχνικές της φασµατοσκοπίας µάζας σε συνδυασµό µε 

άλλες µεθόδους παράλληλα ή/και σε σειρά µπορεί όµως να προσφέρουν πιο ισχυρή ανάλυση 

για την κατανόηση των πρωτεωµικών µελετών. Αν µπορούσε µάλιστα να επινοηθεί µια 

έξυπνη τεχνική µε την οποία θα µπορούσε κανείς να σηµάνει ισοτοπικά τις πρωτεΐνες in vivo, 

τότε η άµεση ανάλυση MS των πρωτεϊνών από δύο δείγµατα, προσδεµένα στο chip θα 

µπορούσε να διεξαχθεί ποσοτικά. 

Επιφανειο-ενισχυόµενη εκρόφηση/ιονισµός µε λέιζερ (surface-enhanced laser 

desorption/ionization, SELDI) TOF MS είναι µια πρωτοποριακή προσέγγιση  που προσφέρει 

καθαρισµό και επιλογή των πρωτεϊνών που µας ενδιαφέρουν πάνω στο chip και στη συνέχεια  

ιονισµό των κατακρατούµενων  προς ανίχνευση µορίων σε έναν ανιχνευτή για µια ταξινόµηση 

βασισµένη στην αναλογία µάζας/φορτίου. 

 

Η φασµατοσκοπία SPR (εικόνα 16) είναι γνωστή για το ότι µας επιτρέπει να µελετήσουµε 

την κινητική αλληλεπιδράσεων αντιγόνου-αντισώµατος, πρωτεΐνης-πρωτεΐνης και υποδοχέα-

προσδέµατος σε πραγµατικό χρόνο, χωρίς σηµασµένο µόριο και αποτελεί  τεχνολογία αιχµής 

στον τοµέα της ανίχνευσης µοριακών αλληλεπιδράσεων χωρίς σήµανση. Τα µόρια δέσµευσης 

ακινητοποιούνται πάνω σε µια λεπτή µεµβράνη µετάλλου (χρυσού ή ασηµιού) και προστίθεται 

η µη σηµασµένη αναλυόµενη ουσία. Η αλλαγή στη γωνία ανάκλασης του προσπίπτοντος 

φωτός δείχνει  την ποσότητα των µορίων-στόχων που δεσµεύονται πάνω στις επιφάνειες. Η 

φασµατοσκοπία SPR είναι ένα πραγµατικά ευέλικτο εργαλείο αλλά επιτρέπει ανάλυση µόνο 

λίγων διαύλων ανά πείραµα. Αυτή η µέθοδος απαιτεί την τοποθέτηση ενός µεγάλου αριθµού 

δειγµάτων πάνω επιφάνειες χρυσού για τις διατάξεις  µικροσυστοιχιών. Σήµερα, µέχρι 400 

προσδέσεις αντισώµατος-στόχου πραγµατικού χρόνου θα µπορούσαν να µετρηθούν 
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ταυτόχρονα µέσα σε µία µόνο ώρα µε την χρήση µικροσυστοιχιών αντισωµάτων σε 

συνδυασµό µε την τεχνολογία SPR.  

Το τεχνικό εµπόδιο εδώ είναι ότι για αναλυθούν χιλιάδες θέσεις σε µία σχετικά µικρή χρονική 

περίοδο πρέπει να δηµιουργηθεί ένα ικανό όργανο SPR. Λογικά ένα τέτοιο όργανο θα 

µπορούσε να κατασκευαστεί επιτρέποντας στο λέιζερ να κινηθεί από στοιχείο σε στοιχείο (ή το 

πιθανότερο, µετακινώντας ένα chip πολλών στοιχείων σε σχέση µε ένα ακίνητο λέιζερ). 

Ειρωνικά, το θέµα που πιθανότατα θα αποδειχθεί το πιο προβληµατικό για την ανάπτυξη των 

βασισµένων στο SPR συστοιχιών ανίχνευσης πρωτεϊνών  είναι ότι µπορεί να δύσκολο να 

διεξαχθούν σχετικές µετρήσεις πρωτεϊνικών δειγµάτων στην ίδια συστοιχία, γεγονός που 

µάλλον οι περισσότεροι χρήστες θα θέλουν. Εποµένως, µάλλον θα έπρεπε κανείς να 

προσπαθήσει να συγκρίνει απόλυτα σήµατα, ειληµµένα από δύο διαφορετικές θέσεις, γεγονός 

που έχει τα δικά του προβλήµατα, περιλαµβανοµένων περιπλοκών λόγω των 

αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης. Ωστόσο µεσο- ή µακρο-πρόθεσµα, ο SPR είναι µία 

πολλά υποσχόµενη τεχνολογία στο πεδίο των  πρωτεϊνικών συστοιχιών, ειδικά όταν το πεδίο 

τελικά γυρίζει σε ποσοτικές µετρήσεις. 

Ο συζευγµένος σε πλέγµα συντονισµός επιφάνειας πλασµονίου (GC-SPR) είναι µια 

µέθοδος για την αξιολόγηση της αναλυόµενης ουσίας σε µια πολυπλεγµένη µορφή. Στην GC-

SPR, η αναλυόµενη ουσία ρέει έναντι ειδικών ανιχνευτών (π.χ. αντισώµατα) που έχουν 

ακινητοποιηθεί σε ένα chip-αισθητήρα. Η επιφάνεια του chip φωτίζεται µε p-πολωµένο φως 

που συζεύγνυται µε τα ηλεκτρόνια της επιφάνειας χρυσού για να σχηµατίσει µία επιφάνεια 

πλασµονίου. Σε µια συγκεκριµένη γωνία πρόσπτωσης, αποκαλούµενη γωνία GC-SPR, 

παρουσιάζεται το µέγιστο ποσό σύζευξης, µειώνοντας έτσι την ένταση του ανακλώµενου 

φωτός. Επειδή οι περιοχές του τσιπ µπορούν να αναλυθούν ανεξάρτητα, αυτό το σύστηµα 

µπορεί να αξιολογήσει 400 αλληλεπιδράσεις µεταξύ της αναλυόµενης ουσίας και του 

υποδοχέα σε ένα µόνο chip. 

 

Η AFM αποκαλύπτει την αλλαγή στο ύψος µιας ακινητοποιηµένης πρωτεΐνης κατά την 

πρόσδεση µε το συγγενές της µόριο. Έχει εισαχθεί για ανίχνευση σε µοναδικό µοριακό 

επίπεδο σε πρωτεϊνικές νανοσυστοιχίες που δηµιουργούνται µε νανολιθογραφία Dip-Pen αλλά 

χρησιµοποιείται και αυτήν την περίοδο ευρέως για τον χαρακτηρισµό επιφάνειας στις 

πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες. 

Τα υλικά µικρο-ακίδων πυριτίου (micro-cantilevers) ως βιοαισθητήρες είναι λωρίδες 

πυριτίου που προσκολλώνται στη µία τους άκρη, σε ένα µόριο δέσµευσης (αντίσωµα ή 

πρωτεΐνη) προσδεµένο στην επιφάνεια. Όταν µια αναλυόµενη ουσία προσδένεται πάνω στο 

micro-cantilever, η κάµψη του ως αποτέλεσµα επιφανειακής πίεσης µετριέται από την 

απόκλιση µιας οπτικής δέσµης ή από τη µεταβολή µιας ηλεκτρικής αντίστασης σε µια 

πιεζοηλεκτρική λεπτή µεµβράνη πάνω στο cantilever. Εναλλακτικά, µετριέται µια αλλαγή στη 

µηχανική συχνότητα συντονισµού της.  
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Εικόνα 16. Το σύστηµα συντονισµού επιφάνειας πλασµονίου (SPR) στο αισθητήριο chip. (Α) Οι 

πρωτεΐνες διοχετεύονται µέσω ενός συστήµατος διαύλων µικρορευστότητας προκειµένου να 

προσδεθούν στην επιστρωµένη µε χρυσό και dextran επιφάνεια (γκρι) του chip αισθητήρα. Η πρόσδεση 

γίνεται πάνω από το σύστηµα διαύλων ώστε πιθανή καθίζηση να µην επηρεάζει τα αποτελέσµατα. Η 

αντανάκλαση µιας µόνο δέσµης φωτός (λεπτό βέλος) µετράται σε σύνδυασµό µε το προσδεµένο µόριο 

(βέλος µετρίου πάχους). (Β) Εάν µεταγενέστερα διαλύµατα µε πιθανά προσδέµατα διοχετευτούν µέσω 

του συστήµατος διαύλων µικρορευστότητας, τότε σύνδεση των προσδεµάτων (µαύρος κύκλος) γίνεται 

µε τα προηγουµένως προσδεµένα µόρια πρόσδεσης (γκρι). Η αντανάκλαση (πλατύ βέλος) της 

µοναδικής δέσµης φωτός (λεπτό βέλος) αλλάζει ανάλογα µε το προσδεµένο σύµπλεγµα. Έτσι 

επαληθεύεται η ειδική πρόσδεση µεταξύ προσδέµατος και πρωτεΐνης. 

 

 

Οι AR είναι ένα χαρακτηριστικό φαινόµενο του χρυσού που συµπεριφέρεται σαν διηλεκτρικό 

µε ένα µεγάλο δείκτη απόσβεσης σε µπλε ή µωβ φως, επειδή προκαλείται µεγάλη µείωση 

στην ανακλαστικότητα της χρυσής επιφάνειας, όταν αυτή τροποποιείται µε ένα διάφανο 

στρώµα επιφάνειας, λόγω πολλαπλών αντανακλάσεων στην επιφάνεια. Η µέθοδος AR έχει 

έναν αριθµό πλεονεκτηµάτων : 1) η οπτική γεωµετρία είναι απλή, γεγονός που διευκολύνει τη 

την µικροσκοπικοποίηση, 2) τα αποτελέσµατα µπορούν να ερµηνευτούν ποσοτικά µε επίλυση 

των  εξισώσεων του Maxwell, 3) η χρυσή επιφάνεια µπορεί να παρασκευασθεί  µε µία απλή 

µέθοδο εξάτµισης υπό κενό  και 4) οι AR δεν είναι δράση συντονισµού και µπορούν να 
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λάβουν χώρα  σε ένα µεγάλο εύρος µηκών κύµατος του φωτός (350 - 500 nm), επιτρέποντας 

έτσι τη χρήση µη επιλεκτικών πηγών φωτός µε µία ευρεία ζώνη εκποµπής, όπως η δίοδος 

εκποµπής φωτός (LED). Η µέθοδος αυτή µπορεί να προσφέρει ποσοτική ανάλυση βιολογικών 

γεγονότων στις διατάξεις µικροσυστοιχιών και τη χρήση φτηνών και διαθέσιµων ανιχνευτών 

µεγέθους µικροµέτρων. Η βελτιστοποίηση του συστήµατος βρίσκεται ήδη σε εξέλιξη. 

 

 

Η QCM είναι µία ευαίσθητη συσκευή µέτρησης µάζας στον αέρα  και σε υδατικά διαλύµατα και 

η συχνότητα συντονισµού έχει αποδειχτεί ότι µειώνεται γραµµικά µε την αύξηση της µάζας στο 

ηλεκτρόδιο QCM σε επίπεδο νανογραµµαρίου. Η µέθοδος QCM έχει χρησιµοποιηθεί για την 

παρατήρηση βιολογικών συµβάντων όπως οι µοριακές αλληλεπιδράσεις σε πραγµατικό 

χρόνο. 

 

Όλες οι χωρίς σήµανση µέθοδοι ανίχνευσης είναι πολλά υποσχόµενα εργαλεία για τον 

χαρακτηρισµό συµβάντων πρόσδεσης πάνω στις επιφάνειες. ∆εν απαιτούν σήµανση µορίων 

που µπορεί να έχει επιπτώσεις στην πρωτεϊνική δραστικότητα. Εντούτοις, είναι γενικά 

βασισµένες σε σύνθετο εξοπλισµό που δεν είναι εύκολα διαθέσιµος σε όλα τα κλινικά 

εργαστήρια.  

 

 

Μέθοδοι µε σήµανση ανιχνευτών 

 

Οι µέθοδοι µε σήµανση ανιχνευτών έχουν εξελιχθεί άµεσα από κλινικούς 

ανοσοπροσδιορισµούς και  πρωτόκολλα ραδιοανοσοπροσδιορισµών  ή ELISA όπου 

χρησιµοποιούνται ευρέως.  

Μπορούν να διακριθούν σε (βλ.  εικόνα 17) :  

 

(1) Άµεσες (όταν ακινητοποιείται ένα µίγµα πρωτεϊνών και η ανίχνευση τελείται µε χρήση 

σηµασµένων µορίων πρόσδεσης όπως τα αντισώµατα). 

(2) Έµµεσες (όταν τα ακινητοποιηµένα αντισώµατα χρησιµοποιούνται ως προσδέµατα 

δέσµευσης και ανιχνεύονται µε σηµασµένες πρωτεΐνες) 

(3) Σάντουιτς (όταν ένα πρώτο ακινητοποιηµένο αντίσωµα δρα ως παράγοντας δέσµευσης για 

τη προσδιοριζόµενη πρωτεΐνη που αναφαίνεται µε αναγνώριση µε ένα δευτερογενές 

σηµασµένο αντίσωµα). 
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Εικόνα 17. Απλουστευµένη απεικόνιση (σχεδιασµένη χωρίς κλίµακα) των µεθόδων µε σήµανση 

ανιχνευτών που χρησιµοποιούνται συνήθως στις µικροσυστοιχίες ανίχνευσης πρωτεϊνών. 

 

 

Στην άµεση προσέγγιση, που αναφέρεται συνήθως ως πρωτεϊνική µικροσυστοιχία 

ανάστροφης φάσης, κάθε θέση της συστοιχίας περιέχει ένα µεµονωµένο δείγµα δοκιµής. 

Εποµένως, µια συστοιχία µπορεί να περιλαµβάνει διάφορους ορρούς διαφορετικών ασθενών 

ή κυτταρικά λύµατα που περιέχουν ένα σύνθετο µείγµα πρωτεϊνών.  Στη συνέχεια η συστοιχία 

επωάζεται µε µια πρωτεΐνη ανίχνευσης (συνήθως ένα αντίσωµα) επιτρέποντας την σύγκριση 

µιας µόνο αναλυόµενης ουσίας σε διαφορετικά δείγµατα. 

Στην έµµεση προσέγγιση ανίχνευσης ένα γνωστό πρόσδεµα δέσµευσης ακινητοποιείται πάνω 

στην επιφάνεια και ανιχνεύεται µε ένα σηµασµένο σύνθετο µείγµα πρωτεϊνών. Το προς έλεγχο 

δείγµα µπορεί να είναι ένα κυτταρικό λύµα ή ένας ορρός στον οποίο πολλαπλές αναλυόµενες 

ουσίες µετρώνται ταυτόχρονα. Σε µία διχρωµατική προσέγγιση µπορούν να συγκριθούν 

φαρµακολογικές θεραπείες ή προφίλ πρωτεϊνικής έκφρασης. 

Η διάταξη της δοκιµασίας τύπου σάντουιτς βασίζεται σε ακινητοποιηµένα αντισώµατα για την 

δέσµευση της πρωτεΐνης που µας ενδιαφέρει ενώ ένα δεύτερο σηµασµένο αντίσωµα 

κατευθυνόµενο έναντι της δεσµευµένης πρωτεΐνης χρησιµοποιείται για ανίχνευση. Στην 

προσέγγιση αυτή, απαιτούνται δύο ξεχωριστά αντισώµατα, το καθένα µε συγγένεια για τον 

διαχωρισµό των επιτόπων πάνω στην πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει. 
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Τα προβλήµατα των µεθόδων µε σήµανση ανιχνευτών είναι η παραγωγή αντισωµάτων και η 

ποσοτική σήµανση αντισωµάτων/αντιγόνων. Υπάρχουσες συλλογές ειδικών αντισωµάτων 

αναλυόµενων ουσιών καλύπτουν ένα περιορισµένο κλάσµα του πρωτεώµατος. 

 

Οι µέθοδοι µε σήµανση ανιχνευτών βασίζονται στον φθορισµό, την χηµειοφωταύγεια, την 

ηλεκτροχηµειοφωταύγεια ή χρωµογονικές ή ραδιενεργές στρατηγικές σήµανσης. Οι µέθοδοι 

ανίχνευσης που αναπτύσσονται για µικροσυστοιχίες, λόγω της µικροσκοπικοποιηµένης 

διάταξης, απαιτείται να παρέχουν υψηλή ευαισθησία (υψηλή αναλογία σήµατος/θορύβου) και 

υψηλή ρυθµοαπόδοση. Η χρήση φθοριζόντων ανιχνευτών και οι τεχνικές ενίσχυσης σήµατος 

µε χρωµογονικούς ή φθορίζοντες ανιχνευτές συνήθως οδηγεί σε αποδόσεις που πληρούν 

αυτά τα κριτήρια. 

 

 

Οι φθορισµοφόρες οµάδες υπάρχουν σε διαφορετικούς σχηµατισµούς µε στενά φάσµατα 

διέγερσης και εκποµπής, γίνονται όλο και πιο δηµοφιλείς και αποτελούν σήµερα την µέθοδο 

επιλογής για την ανίχνευση µικροσυστοιχιών. Η επιλογή ενός φθορίζοντος ανιχνευτή 

εξαρτάται από τον τύπο του δείγµατος, τα φάσµατα εκποµπής και το υπόστρωµα. 

Η σήµανση των δειγµάτων µε φθορισµοφόρους οµάδες, παρόµοια µε την διαδικασία που 

χρησιµοποιείται συνήθως για τη µελέτη του µεταγραφικού προφίλ µικροσυστοιχιών cDNA, 

είναι κατάλληλη για τη µελέτη του πρωτεϊνικού προφίλ στις µικροσυστοιχίες αντισωµάτων. 

Ωστόσο, η άµεση σήµανση έχει και τα µειονεκτήµατά της. Η οµοιοπολική προσκόλληση των 

φθορισµοφόρων οµάδων µειώνει, για παράδειγµα, την διαλυτότητα των πρωτεϊνών. Ένας 

πολύ υψηλός βαθµός της σήµανσης µπορεί να παρέµβει και στην αναγνώριση αντιγόνου-

αντισώµατος. Και οι δύο παράγοντες µπορούν να επηρεάσουν αρνητικά τόσο την ένταση του 

σήµατος όσο και τη µη ειδική πρόσδεση. Επιπρόσθετα, η έκταση της σήµανσης εξαρτάται 

από το είδος της πρωτεΐνης, τη συγκέντρωσή της στο αναλυόµενο δείγµα και τον τύπο της 

φθορισµοφόρου οµάδας. Συνεπώς, και το προς ανάλυση δείγµα και το δείγµα ελέγχου θα 

πρέπει να σηµαίνονται µε οποιαδήποτε από τις δύο φθορισµοφόρους οµάδες και να 

αναλύονται σε αµοιβαίες επωάσεις. 

Οι χρωστικές Cy3 και Cy5 χρησιµοποιούνται ευρέως για την φθορίζουσα ανίχνευση 

πρωτεϊνών. Η προσέγγιση της διχρωµατικής ανίχνευσης µε Cy5 και Cy3 έχει εφαρµοστεί 

επιτυχώς για την σύγκριση των πρωτεϊνικών επιπέδων σε δύο διαφορετικά δείγµατα. Τα 

σχήµατα πολυχρωµατικής ανίχνευσης είναι ιδιαίτερα ωφέλιµα, όταν οι µετρήσεις των 

µικροσυστοιχιών δεν ποσοτικοποιούνται απόλυτα αλλά σχετικά. Η ταυτόχρονη ανίχνευση των 

ειδών επιτρέπει άµεση σύγκριση της έντασης φθορισµού σε διαφορετικά δείγµατα, χωρίς 

παρεκκλίσεις µεταξύ των chips.  
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Η σήµανση µε ραδιενέργεια εφαρµόζεται κυρίως µε χρήση διαφορετικών ισοτόπων, όπως 
32Ρ ή 3Η ενσωµατωµένων σε πρωτεΐνες ή µε ανιχνευτές τριιωδοθυρονίνης µε 125Ι. Η ανίχνευση 

σήµατος απεικονίζεται µε αυτοραδιογραφία και ποσοτικοποιείται µε ένα πυκνόµετρο. Η 

ραδιενέργεια είναι κατάλληλη για την ανάλυση των συστοιχιών, ειδικά για την ενζυµική 

φωσφορυλίωση, λόγω της ευαισθησίας και της ειδικότητας, όπως και της δυνατότητας 

ανίχνευσης φθορισµού. Η τεχνική χρησιµοποιεί πλήρως δραστικές πρωτεΐνες και επιτρέπει 

την ακριβή ποσοτικοποίηση του ποσού της πρωτεΐνης που αναλύεται. Ωστόσο, λόγω 

ανησυχιών ασφάλειας και προβληµάτων αποβλήτων δε χηρσιµοποιείται πλέον ευρέως. 

Επιπλέον δεν είναι πλήρως συµβατή µε µεθοδολογίες ελέγχου υψηλής ρυθµοαπόδοσης. 

 

Τα χρωµογόνα είναι υποστρώµατα για µια ενζυµική αντίδραση που παράγει ένα αδιάλυτο 

έγχρωµο προϊόν. Ένζυµα που χρησιµοποιούνται συχνά για χρωµογονικές αντιδράσεις είναι η 

αλκαλική φωσφατάση και ραφανιδική υπεροξειδάση. Αυτά τα ένζυµα δρουν σε άχρωµα 

χηµικά υποστρώµατα παράγοντας σταθερά έγχρωµα προϊόντα. 

 

Η χηµειοφωταύγεια, που είναι η φωταύγεια που παράγεται µε µια χηµική αντίδραση, 

χρησιµοποιείται γενικά στις µικροσυστοιχίες για την ανίχνευση πρωτεϊνών που 

αναγνωρίζονται από δευτερογενή αντισώµατα σηµασµένα µε αλκαλική φωσφατάση ή 

ραφανιδική υπεροξειδάση. Η ενζυµική οξείδωση των υποστρωµάτων όπως λουµινόλη 

παράγει µια παρατεταµένη εκποµπή φωτός που δεσµεύεται από µία κατάλληλη κάµερα 

(CCD). 

Η χηµειοφωταύγεια έχει επίσης υψηλή ευαισθησία αλλά προς το παρόν δίνει σχετικά 

χαµηλότερη ανάλυση και σχετικά περιορισµένο δυνητικό εύρος. 

  

Η τεχνική ανίχνευσης που βασίζεται στην ηλεκτροχηµεία αναπτύχθηκε πρωταρχικά για την 

ανάλυση υβριδοποίησης DNA και έχει την δυνατότητα της πραγµατοποίησης  µετρήσεων  

χαµηλού κόστους, σε πραγµατικό χρόνο  και µε υψηλή  ευαισθησία. Κατά την  

ηλεκτροχηµική ανίχνευση  για βιολογικά συστήµατα, έχουν επισηµανθεί δύο σηµαντικά 

εµπόδια : 1) η χρήση ηλεκτροχηµικά δραστικών παραγόντων  που διευκολύνουν τη µεταφορά 

ηλεκτρονίων και 2) η ανάπτυξη µεθοδολογιών τροποποίησης επιφάνειας, που παρέχουν 

επιφάνειες για την ηλεκτροχηµεία,  καθορισµένες σε ικανοποιητικό βαθµό  και 

αναπαραγωγήσιµες. 

 

Η FCS είναι τον τελευταίο καιρό όλο και πιο δηµοφιλής στις βιοχηµικές και βιοφυσικές 

εφαρµογές λόγω µιας σηµαντικά βελτιωµένης αναλογίας σήµατος-θορύβου και ευαισθησίας 

ενός µορίου όχι στην επιφάνεια αλλά σε έναν αρκετά µικρό όγκο διαλύµατος, που µπορεί να 

αντιπροσωπεύει βιολογικά συµβάντα µε µεγαλύτερη ακρίβεια και αναπαραγωγή από τις 
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µορφές µικροσυστοιχιών που βασίζονται σε στερεά υποστηρικτικά υλικά . Η µέθοδος 

βασίζεται στην καταγραφή χωροχρονικών συσχετισµών ανάµεσα σε ταλαντευόµενα   σήµατα 

φωτός συνδεόµενα  µε την παγίδευση µοναδικών µορίων στο ηλεκτρικό πεδίο. Οι χρόνοι 

διάχυσης που λαµβάνονται από τα ταλαντευόµενα σήµατα παρέχουν πολύτιµη πληροφορία 

σχετικά µε το µοριακό µέγεθος του συµπλέγµατος που σχηµατίζεται. Αν και το σύστηµα 

δοκιµασίας FCS αναµένεται να επιτρέψει την ανάλυση µοριακών αλληλεπιδράσεων σε µία 

κλίµακα εύρους πρωτεωµικής, υπάρχουν κάποιες βασικές απαιτήσεις, στο ότι παράγοντες 

δέσµευσης σηµασµένοι µε φθορισµοφόρο οµάδα είναι απαραίτητοι  για την παρακολούθηση 

και οι αλλαγές στον λαµβανόµενο χρόνο διάχυσης εξαρτώνται σηµαντικά  από τις διαφορές 

στο µοριακό µέγεθος πριν και µετά την δηµιουργία του συµπλέγµατος. 

 

Από τις παραπάνω τεχνικές ανίχνευσης που αναφέρθηκαν, το σύστηµα αισθητήρα µε 

φθορισµό σε σύζευξη µε  αντισώµατα φαίνεται να είναι το πιο απλό και ευέλικτο γιατί µπορεί 

να παρέχει αναλύσεις υψηλής ακρίβειας και ευαισθησίας. Τα προβλήµατα, ωστόσο, είναι η 

παραγωγή αντισωµάτων που µπορούν να αναγνωρίσουν µόνο τα ειδικά τους αντιγόνα και η 

ποσοτική σήµανση αντισωµάτων/αντιγόνων. Η ραδιενέργεια χρησιµοποιείται συχνά για τον 

έλεγχο ειδικών  υποστρωµάτων πρωτεϊνικών κινασών  παρουσία ισοτοπικά σηµασµένης 

τριφωσφορικής αδενοσίνης  (ATP) λόγω της µη συµβατότητας των φωσφορυλιωµένων 

αντισωµάτων ειδικών της αλληλουχίας  σε µερικές περιπτώσεις. Στο άµεσο µέλλον, όταν θα 

έχει αναπτυχθεί ιδιαίτερα η  παραγωγή µικροπροτύπων  και αναπαραγώγιµων  επιφανειών, η 

µέθοδος απεικόνισης SPR θα καταστεί  µία από τις πιο εξέχουσες  τεχνικές για την ανάλυση 

µοριακών αλληλεπιδράσεων χωρίς καµία  σήµανση. Για να βελτιώσουµε τη συνολική 

αξιοπιστία και αποτελεσµατικότητα των µεθόδων για την µελέτη του προφιλ των µοριακών 

αλληλεπιδράσεων σε κλίµακα πρωτεωµικής, µπορούν να εφαρµοσθούν αρχικά τα υψηλής 

ρυθµοαπόδοσης αναλυτικά πρωτόκολλα και στη συνέχεια να επακολουθήσουν ακριβέστερες 

µέθοδοι ανάλυσης όπως MS και SPR φασµατοσκοπία.[4] [7] [8] [11] 

 

Πρόσφατες εφαρµογές των πρωτεϊνικών biochips αναφέρονται στον πίνακα 3.  Η πιο 

συνηθισµένη χρήση των µικροσυστοιχιών αυτών είναι ο µικρο-ανοσοπροσδιορισµός, στον 

οποίο συστοιχίες διαφορετικών αντισωµάτων δέσµευσης ακινητοποιούνται και στη συνέχεια 

εκτίθενται σε ένα βιολογικό δείγµα. Αναλυόµενες πρωτεΐνες προσδένονται στους 

ακινητοποιηµένους παράγοντες δέσµευσης και κατόπιν ανιχνεύονται µε φθορισµό, φωταύγεια 

κλπ. Ποικίλοι παράγοντες πρόσδεσης πρωτεϊνών που παράγονται µε συνδυαστικές µεθόδους 

µπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν στη θέση παραδοσιακών αντισωµάτων, όπως τεχνητές 

πρωτεΐνες, RNA ή απταµερή DNA, αλλοστερικά ριβοένζυµα, πεπτίδια, µικρά µόρια κλπ.[9] 
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Εφαρµογές µικροσυστοιχιών πρωτεϊνικής λειτουργίας 

Εφαρµογή   
Αριθµός 
πρωτεϊνών   Ανίχνευση   

Συστοιχίες αντισωµάτων       
Μελέτη πρωτεϊνικού προφίλ  115   Φθορίζουσα  
Μέτρηση ποσοτήτων πρωτεΐνης στο 
αίµα  3   

Σάντουιτς 
ELISA/φθορισµός  

Μέτρηση ποσότητας κυτοκινών  7, 24   
Σάντουιτς 
ELISA/χηµειοφωταύγεια  

∆έσµευση 
λευκοκυττάρων/προδιορισµός 
φαινότυπου λευχαιµιών  60   Οπτική µικροσκοπία  
Συστοιχίες αντιγόνων       
Ανάστροφος ανοσοπροσδιορισµός 
για τη µέτρηση αυτοάνοσων 
αντισωµάτων  18   ELISA/χηµειοφωταύγεια  

Ανάστροφοι ανοσοπροσδιορισµοί για 
τη µέτρηση αλλεργιών  5   

Σύνθεση DNA κυλιόµενου 
κύκλου φθορίζοντος 
ανιχνευτή  

Ακινητοποιηµένες πρωτεΐνες από 
βιβλιοθήκες cDNA       
Ειδικότητα υποστρώµατος κινάσης  119   Ραδιοπροσδιορισµός  

Ταυτοποίηση πρωτεϊνών που 
προσδένουν καλµοδουλίνη και 
φωσφολιπίδια   5800     Φθορίζων ανιχνευτής   

 

Πίνακας 3. 

 

 

Οι παραδοσιακές προσεγγίσεις στις µικροσυστοιχίες βασίζονται σε άµεσους προσδιορισµούς 

πρόσδεσης, όπου ο βαθµός του υβριδισµού και το σήµα που ανιχνεύεται αποτελούν ένα 

µέτρο της συγκέντρωσης της αναλυόµενης ουσίας στο πειραµατικό δείγµα. Αυτή η 

προσέγγιση, προερχόµενη από το πεδίο των νουκλεϊκών οξέων, µπορεί να αποτύχει αν 

εφαρµοστεί σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ αντισώµατος και αντιγόνου λόγω έλλειψης των 

χαρακτηρισµένων αντισωµάτων, της σηµαντικής ετερογένειας των συγγενειών των 

αντισωµάτων, της εξάρτησής τους από το βαθµό τροποποίησης της πρωτεΐνης  κατά 

σήµανση και της εγγενούς διασταυρωτής αντιδραστικότητας των αντισωµάτων. Τα 

προβλήµατα αυτά µπορούν δυνητικά να περιορίσουν τις δυνατότητες των προσδιορισµών της 

συγγένειας εις πολλαπλούν και σε πολλές περιπτώσεις να αποκλείσουν την ποσοτική µελέτη 

του προφίλ της πρωτεΐνης µε χρήση µικροσυστοιχιών αντισωµάτων.  

Ένας αριθµός από προσεγγίσεις που στοχεύουν στο να επιτύχουν ποσοτική µελέτη του 

προφίλ της πρωτεΐνης σε πολλαπλή µορφή  έχουν αναφερθεί πρόσφατα. Από αυτές που 

έχουν αναφερθεί, οι τρεις πιο υποσχόµενες οδοί συµπεριλαµβάνουν ενίσχυση σήµατος, 

πολυχρωµατική ανίχνευση και προσεγγίσεις ανταγωνιστικής εκτόπισης σε δοκιµασίες 

συγγένειας εις πολλαπλούν (multplex affinity assays)  συγγένειας. Συγκεκριµένα η 

ανταγωνιστική εκτόπιση  υπερνικά  τα προβλήµατα τα σχετιζόµενα µε ποσοτικοποίηση των 
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αλληλεπιδράσεων συγγένειας και παρέχει την πιο γενική προσέγγιση ιδιαίτερα σε  

παράλληλους προσδιορισµούς συγγένειας, συµπεριλαµβανοµένων των µικροσυστοιχιών 

αντισωµάτων. 

∆εδοµένης της επιτυχίας στο πεδίο των  συστοιχιών των νουκλεϊκών οξέων, πολλοί έχουν 

αποδεχθεί ότι οι συστοιχίες αντισωµάτων θα έπρεπε να αποφέρουν παροµοίως άµεσα 

δεδοµένα. Αντίθετα από τις προσδοκίες, η τεχνολογία µικροσυστοιχιών έχει συχνά αποτύχει 

στο να παραγάγει σηµαντικά αποτελέσµατα όταν εφαρµόζεται στις πρωτεΐνες. Σε αντίθεση µε 

τα mRNAs, οι πρωτεΐνες παρουσιάζουν µια πολύ ευρύτερη περιοχή συγκεντρώσεων και 

φυσικοχηµικών ιδιοτήτων, µε αποτέλεσµα οι πειραµατικές συνθήκες να µην µπορούν να 

βελτιστοποιηθούν ταυτόχρονα για όλες τις πρωτεΐνες που προσδιορίζονται. Επιπλέον 

παραδοσιακές προσεγγίσεις στις µικροσυστοιχίες βασίζονται σε άµεσους προσδιορισµούς 

πρόσδεσης, όπου ο βαθµός της υβριδίωσης και το σήµα που ανιχνεύεται αποτελούν µια 

εκτίµηση της συγκέντρωσης της αναλυόµενης ουσίας στο πειραµατικό δείγµα. Αυτή η 

προσέγγιση έχει λειτουργήσει µε ολιγονουκλεοτίδια και τµήµατα cDNA αλλά µπορεί να 

αποτύχει αν εφαρµοστεί σε αλληλεπιδράσεις αντισώµατος-αντιγόνου, κυρίως λόγω της 

σηµαντικής ετερογένειας των συγγενειών των αντισωµάτων (που µπορεί να εκτείνεται σε  

πολλές τάξεις µεγέθους). Το πιο σηµαντικό, η σήµανση των πρωτεϊνών, σε αντίθεση µε τη 

σήµανση των νουκλεϊκών οξέων, έχει ως αποτέλεσµα τη χηµική τροποποίηση των πρωτεϊνών 

και µπορεί συχνά να επιφέρει βλάβη στους  επιτόπους αντιγόνων και να τροποποιήσει  τη 

συγγένεια της αλληλεπίδρασης. Όλα αυτά τα προβλήµατα µαζί περιορίζουν τις δυνατότητες 

προσδιορισµών της συγγένειας εις πολλαπλούν και σε πολλές περιπτώσεις αποκλείουν την 

ποσοτική µελέτη του προφίλ της πρωτεΐνης µε τη χρήση µικροσυστοιχιών αντισωµάτων. 

 

Υπάρχει µια ποικιλία µεθόδων για τον  προσδιορισµό καθαρών πρωτεϊνών ή για τον 

προσδιορισµό της ολικής  πρωτεΐνης σ’ ένα µείγµα. Αυτές περιλαµβάνουν  απορρόφηση UV 

(1), τη µέθοδο Lowry (2), τη δοκιµασία BCA (bicinchoninic acid) (3), τη µέθοδο Bradford (4),  

ιωδιoύχο  χαλκό (5) και τις τεχνικές µε χρωστική αργύρου (6). Ωστόσο αυτές οι µέθοδοι δεν 

επιτρέπουν multiplexing (προσδιορισµούς εις πολλαπλούν) λόγω των φυσικών τους 

περιορισµών, της δαπάνης, της µικρής  δυνατότητας αναπαραγωγής και της µεγάλης 

κατανάλωσης δείγµατος. Όλες αυτές οι µέθοδοι  απαιτούν είτε παρασκευάσµατα  καθαρής 

πρωτεΐνης ή πρέπει να χρησιµοποιηθούν σε συνδυασµό  µε τις τεχνικές αποµόνωσης της 

πρωτεΐνης. Οι πρωτεΐνες γενικά χωρίζονται, καθαρίζονται και προσδιορίζονται  µε βάση ή τις 

φυσικές τους ιδιότητες (π.χ. µέγεθος, φορτίο, υδροφιλία/υδροφοβία) ή τον βαθµό της 

παρουσίας µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων ή τις λειτουργικές τους ιδιότητες (π.χ. 

σύνδεση προσδέµατος, αλληλεπίδραση µεταξύ πρωτεϊνών κ.λ.π.) ή µε τη χρήση 

αντιδραστηρίων συγγένειας (π.χ. αντισώµατα ή τµήµατά τους, ενώσεις µιµούµενες τα 

αντισώµατα, τεχνητά παραγόµενα αντιδραστήρια συγγένειας όπως µοριακά πολυµερή από 

αποτύπωση κ.λ.π.). Ένα σηµαντικό πλεονέκτηµα των βασισµένων σε αντιδραστήρια 
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συγγένειας δοκιµασιών είναι η δυνατότητα για ταυτόχρονη αναγνώριση και ποσοτικοποίηση 

των πρωτεϊνών, µε την ευκαιρία µίας γρήγορης απόκρισης. Έτσι εξηγείται και το αυξηµένο 

ενδιαφέρον για τις δοκιµασίες που βασίζονται στη συγγένεια. Ωστόσο, λόγω της φύσης της 

αναγνώρισης της συγγένειας, η ποσοτικοποίηση τέτοιων αλληλεπιδράσεων µπορεί να είναι 

προβληµατική. 

 

Το σχήµα 18Α δείχνει τι συµβαίνει όταν ένα αντίσωµα χρησιµοποιείται για να προσδέσει ένα 

αντιγόνο-στόχο. Το µετρήσιµο εύρος συγκέντρωσης για το αντιγόνο-στόχο περιορίζεται από 

το κατώτερο και το ανώτερο όριο. Ενώ το κατώτατο όριο ανίχνευσης του σήµατος εξαρτάται 

από το συγκεκριµένο σύστηµα ανίχνευσης  που χρησιµοποιείται, ο κορεσµός του σήµατος θα 

καθορίσει τη µέγιστη συγκέντρωση πρωτεΐνης που µπορεί να µετρηθεί. Εξάλλου λόγω του µη 

γραµµικού χαρακτήρα µιας ισόθερµης της πρωτεϊνικής πρόσδεσης, που γίνεται πιο «ρηχή» 

στις πιο υψηλές συγκεντρώσεις αντιγόνου, η διασπορά των πειραµατικών δεδοµένων και οι 

αναλυτικές ικανότητες του συστήµατος ανίχνευσης µπορούν να περιορίσουν ακόµα 

περισσότερο το εύρος της µετρήσιµης συγκέντρωσης  σε υψηλές συγκεντρώσεις αντιγόνου. 

Επιπλέον, το κάθε σύστηµα δοκιµασίας (είτε ανοσοενζυµικοί προσδιορισµοί  ΕLISA, είτε 

αποτύπωση ή κάθε θέση-σηµείο σε µια συστοιχία αντισωµάτων κλπ)  θα χαρακτηρίζεται από 

ένα µοναδικό σύνολο  παραµέτρων πρόσδεσης. Γι’ αυτό, αν είναι απαραίτητη η 

ποσοτικοποίηση της πρόσδεσης, θα χρειαστεί µια βαθµονοµηµένη καµπύλη για καθένα από 

τα αναλυόµενα αντιγόνα. Αυτό παύει να είναι πρακτικό όταν επιδιώκονται περισσότερες 

δοκιµασίες. Αν και το αποτελεσµατικό µετρήσιµο εύρος συγκέντρωσης µπορεί να επεκταθεί 

προς τα πάνω για κάθε ξεχωριστή πρωτεΐνη, µε το να κάνουµε προσδιορισµό  σε ένα πιο 

αραιωµένο δείγµα, αυτό δεν µπορεί εύκολα να επεκταθεί και προς τα κάτω χωρίς τη χρήση 

πρόσθετης  ενίσχυσης σήµατος. Στην πράξη, µία δοκιµασία συγγένειας απαιτεί διεξαγωγή και 

βαθµονοµηµένης καµπύλης και µιας σειράς από αραιώσεις του αγνώστου δείγµατος, ώστε να 

διασφαλίσουµε ότι τουλάχιστον µία αραίωση θα πέσει µέσα στο εύρος των βαθµονοµηµένων 

προτύπων διαλυµάτων  που χρησιµοποιούνται. Οι χαµηλές συγκεντρώσεις πρωτεΐνης 

µπορούν να µετρηθούν µε τη χρήση πιο αποτελεσµατικών συστηµάτων σήµανσης/ανίχνευσης 

(πχ πρωτεϊνική σήµανση µέσω DNA (DNA-mediated protein labeling)) ή µε την εφαρµογή 

τεχνικών πρόσθετης  ενίσχυσης σήµατος (όπως στην ELISA) ή χρησιµοποιώντας την 

ισόθερµη ενίσχυση κυλιόµενου κύκλου  (isothermal rolling-circle amplification, RCAT). 
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Εικόνα 18. Ένα παράδειγµα άµεσης  πρόσδεσης αντισώµατος-αντιγόνου. (Α) Η ποσότητα της 

πρωτεΐνης που προσδένεται στο αντίσωµά της θα κορεστεί αυξανόµενης  της συγκέντρωσης της 

πρωτεΐνης, εµποδίζοντας ακριβείς µετρήσεις σε υψηλές συγκεντρώσεις. Οι χαµηλές συγκεντρώσεις δεν 

µπορούν να ανιχνευθούν  λόγω των ορίων ευαισθησίας της ανίχνευσης. Το µετρήσιµο εύρος της 

συγκέντρωσης της πρωτεΐνης είναι περιορισµένο. Η  ισόθερµη της πρόσδεσης δεν είναι γραµµική και 

συνεπώς η απόλυτη συγκέντρωση δεν µπορεί να προσδιοριστεί εκτός εάν βαθµονοµηθεί όλο το εύρος. 

Αυτό καθιστά την προσέγγιση της άµεσης πρόσδεσης ακατάλληλη για ποσοτικούς προσδιορισµούς  

συγγένειας της πρωτεΐνης υψηλής ρυθµοαπόδοσης (συµπεριλαµβανοµένων των πρωτεϊνικών 

µικροσυστοιχιών). (Β) Ένα σύνολο από τρεις ισόθερµες άµεσης  πρόσδεσης. Το εύρος της 

ανιχνευσιµότητας  για την καθεµία δεικνύεται  µε πιο ανοιχτό χρώµα (περιοχή 1, 2, 3). Το κατώτατο όριο 

ανιχνευσιµότητας   του σήµατος καθορίζεται από την ευαισθησία ανίχνευσης  (και τη συγγένεια της 

αλληλεπίδρασης) , ενώ το ανώτατο εύρος περιορίζεται από τον κορεσµό της πρόσδεσης. Η κλίση των 

ισόθερµων πρόσδεσης, το κατώτατο όριο ανίχνευσης και το εύρος της ανίχνευσης είναι διαφορετικά για 

το καθένα από τα προσδέµατα συγγένειας που εικονίζονται. 

 

 

Ένας συνδυασµός σχεδόν 15 χρόνων εµπειρίας της τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών DNA 

και της διαπίστωσης ότι η πρωτεϊνική έκφραση και λειτουργία πρέπει να αναλυθούν για να 

επιταχυνθεί η πρόοδος στην ιατρική, κατέστησαν τον αυτοµατισµό, τη µικροσκοπικοποίηση  

και την επένδυση, απαραίτητα για την τεχνολογική πρόοδο που απαιτείται για να επιτραπεί η 

δηµιουργία  λειτουργικών δοκιµασιών συγγένειας πρωτεϊνών. Ωστόσο µέχρι σήµερα έχουν 

αναπτυχθεί µόνο λίγες εξειδικευµένες δοκιµασίες πρωτεϊνών για αναλύσεις εστιασµένες σε 

οµάδες πρωτεϊνών ή πεπτιδίων και διαγνωστικών chips χαµηλής πολυπλοκότητας  για 

εξετάσεις δειγµάτων ασθενών. Παρόλο που η πολυπλοκότητα των δοκιµασιών συγγένειας 

αυξάνεται και πλέον έχει φτάσει σε ένα µέγιστο αριθµό θέσεων της τάξεων λίγων 

εκατοντάδων, µια συστοιχία-αντισωµάτων   εύρους πρωτεωµικής βρίσκεται σήµερα  πολύ 

πέρα από τις δυνατότητες της βιοτεχνολογίας. Αν υποθέσουµε ότι το ανθρώπινο γονιδίωµα 
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περιέχει περίπου 40000 διαφορετικά γονίδια και ότι τουλάχιστον 10 διαφορετικά συρραµµένες  

ή µετα-µεταφραστικά τροποποιηµένες ισοµορφές παράγονται τυπικά από κάθε γονίδιο, µία 

πρωτεϊνική συστοιχία θα έπρεπε να περιέχει περίπου 400 000  διαφορετικά αντισώµατα 

διατεταγµένων εις διπλούν ή εις πολλαπλούν για να είναι πλήρως κατανοητά. ∆ύο µεγάλοι 

περιορισµοί είναι ο µικρός  αριθµός διαφορετικών «ειδικά» χαρακτηρισµένων αντιδραστηρίων 

συγγένειας που διατίθενται και οι περιορισµοί λόγω της φύσης των αλληλεπιδράσεων 

συγγένειας. Αυτά τα δύο προβλήµατα συσχετίζονται. Υπάρχουν πολλά µονοκλωνικά  και 

πολυκλωνικά  αντισώµατα διαθέσιµα που µπορούν να λειτουργήσουν σε προσδιορισµούς 

πρωτεϊνών. Ωστόσο, οι συγγένειες αυτών των αντισωµάτων ποικίλουν πολύ  και µόνο σπάνια 

θα λειτουργήσουν σωστά σε µια µικροσυστοιχία ή σε άλλα παρόµοια συστήµατα. Επιπλέον, 

είναι δύσκολο να εξακριβώσουµε αν ένα σήµα που παράγεται από ένα τέτοιο αντίσωµα 

αντιστοιχεί σε µόνο µία «σωστή πρωτεΐνη» έναντι της οποίας επιλέχθηκε αρχικά. Ένας 

τρόπος να ελέγξουµε τις παραµέτρους των αντιδραστηρίων συγγένειας είναι ο σχεδιασµός 

συνθετικών πιο ελεγχόµενων αντιδραστηρίων. Τρεις προσεγγίσεις που έχουν αναφερθεί 

πρόσφατα, επιτρέπουν να ξεπεραστούν µερικώς ή πλήρως οι περιορισµοί των συστηµάτων 

παράλληλης συγγένειας και περιγράφονται κατωτέρω. 

 

Ενίσχυση σήµατος 

 

Η ενίσχυση σήµατος γενικά επιτρέπει την ανίχνευση µικρότερων ποσοτήτων και µεταθέτει  τα 

παράθυρα του µετρήσιµου εύρους συγκέντρωσης (MCR) (δηλ. το εύρος ανίχνευσης) προς 

µικρότερες συγκεντρώσεις πρωτεϊνών. Ωστόσο, αν εφαρµοστεί σε µία δοκιµασία 

προσδιορισµού συγγένειας, η ενίσχυση σήµατος µετακινεί το παράθυρο ανίχνευσης πέρα από 

συνθήκες κορεσµού (η λιγότερο  γραµµική ισόθερµη πρόσδεσης, σχ. 19), µε αποτέλεσµα µια 

πιο γραµµική καµπύλη πρόσδεσης και συνεπώς πιο ποσοτικά αποτελέσµατα.  

Συµπερασµατικά, η ενίσχυση σήµατος αυξάνει την ευαισθησία της δοκιµασίας, επεκτείνοντας 

έτσι το µετρήσιµο γραµµικό εύρος µε µια δοκιµασία άµεσης πρόσδεσης, δίνοντας µεγαλύτερη 

ευαισθησία και ευρύτερη δυνατότητα εφαρµογής σε συνδυασµό µε  απαιτούµενο λιγότερο  

δείγµα. Ωστόσο, η ενίσχυση τυπικά απαιτεί ειδική  σήµανση πρωτεϊνών και συχνά σηµαίνει 

λιγότερο δυνατές τεχνικές µε περισσότερα στάδια, µεγαλύτερους χρόνους και είναι επιρρεπής 

σε µεγαλύτερα ποσοστά λάθους. 
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Εικόνα 19. Ένα παράδειγµα άµεσης πρόσδεσης αντισώµατος-αντιγόνου απεικονιζόµενο για συστήµατα 

µε ή χωρίς ενίσχυση σήµατος. Φαίνονται το κατώτατο όριο ανίχνευσης σήµατος (SDT) και το µετρήσιµο 

εύρος συγκέντρωσης (MCR). Η  ενίσχυση σήµατος έχει ως αποτέλεσµα µια µετακίνηση του εύρους 

ανίχνευσης (σύγκριση R1 και R2) και µια µετακίνηση του µετρήσιµου εύρους συγκέντρωσης προς τα 

κάτω, µακριά από τη µη γραµµική περιοχή (κορεσµός πρόσδεσης). 

 

 

 

Εις πολλαπλούν δοκιµασίες σάντουιτς (multiplexed sandwich assays) 

 

Συστήµατα που επιτρέπουν την ταυτόχρονη ανάλυση πολλαπλών πρωτεϊνών σε µία 

δοκιµασία έχουν αναπτυχθεί µε βάση την συνήθη µεθοδολογία ELISA. Μια εναλλακτική 

µέθοδος για την ανίχνευση σηµασµένων αναλυόµενων ουσιών είναι η «δοκιµασία σάντουιτς» 

(εικόνα 20), που χρησιµοποιεί δύο αντισώµατα που προσδένονται ταυτόχρονα στο ίδιο 

αντιγόνο : Για παράδειγµα, ένα ακινητοποιηµένο αντιδραστήριο δέσµευσης (συνήθως ένα 

αντίσωµα) χρησιµοποιείται για την πρόσδεση της πρωτεΐνης που µας ενδιαφέρει και ένα 

δεύτερο αντίσωµα «ανίχνευσης» είτε σηµασµένο µε φθορισµό είτε συζευγµένο µε ένα ένζυµο 

που µπορεί να παραγάγει ένα φθορίζον, φωταυγές ή έγχρωµο προϊόν όταν παρέχεται το 

κατάλληλο υπόστρωµα (π.χ. βιοτίνη) προσδένεται σε ένα δεύτερο επίτοπο πάνω στη 

δεσµευµένη  πρωτεΐνη για να δηµιουργήσει ένα «σάντουιτς αντισωµάτων». Το σηµασµένο 

πρόσδεµα σάντουιτς προσκολλάται στο chip µόνο εάν η αναλυόµενη πρωτεΐνη έχει 

προσδεθεί. 

Η πρωτεϊνική δοκιµασία ELISA τύπου σάντουιτς προσφέρει το πλεονέκτηµα της χρήσης 

παραδοσιακών τεχνολογιών και προσαρµοσµένων πρωτοκόλλων για την παραγωγή 

ποσοτικών δεδοµένων, που βασίζονται σε εσωτερικές πρότυπες καµπύλες. Το δείγµα της 

πρωτεΐνης δεν απαιτεί σήµανση και αυτό αποτρέπει την αλλοίωση και κάλυψη των επιτόπων 



 64 

αναγνώρισης,  και οι ουσίες σε µικρή συγκέντρωση µπορούν να ανιχνευθούν µέσω των 

σταδίων  ενίσχυσης σήµατος. Επιπλέον, η χρήση δύο αντισωµάτων ανά αναλυόµενη ουσία 

δηλ. για δέσµευση και ανίχνευση, αυξάνει την ειδικότητα  της δοκιµασίας επειδή δύο 

διαφορετικά αντιδραστήρια πρέπει να αναγνωρίσουν ταυτόχρονα την πρωτεΐνη για να 

παραγάγουν το σήµα. Ωστόσο, εφόσον  χρειάζονται περισσότερο από ένα αντισώµατα ανά 

αναλυόµενη πρωτεΐνη, µε καθένα από αυτά να απαιτείται για την αναγνώριση ενός ιδιαίτερου 

επιτόπου και ενός που απαιτεί τροποποίηση, αυτό αυξάνει το κόστος, τον χρόνο και την 

περιπλοκότητα της δοκιµασίας. 

Επίσης, δεδοµένου ότι τα προσδέµατα δέσµευσης και σάντουιτς δεν ανταγωνίζονται το ένα το 

άλλο για την πρωτεΐνη-στόχο, τα πειράµατα ανταγωνιστικής πρόσδεσης ή πρέπει να 

διεξαχθούν µε τα προσδέµατα αποµονωµένα σε έναν αρχικό έλεγχο ή ένας δεύτερος έλεγχος 

θα πρέπει να γίνει για προσδέµατα που συνδέονται µε την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει 

παρουσία κορεσµένων ποσοτήτων του αρχικά επιλεγµένου προσδέµατος. Σε κάθε περίπτωση 

αυτό περιπλέκει περισσότερο το ήδη µεγάλο πρόβληµα της αποµόνωσης των προσδεµάτων. 

 

 

 

Εικόνα 20. Σχηµατική εικόνα µιας δοκιµασίας τύπου σάντουιτς για την ανίχνευση της πρόσδεσης της 

πρωτεΐνης-στόχου (πορτοκαλί) στο ακινητοποιηµένο πρόσδεµα (µπλε). Ένας δεύτερος παράγοντας  

πρωτεϊνικής πρόσδεσης (ροζ) θα αποµονωθεί που δεν ανταγωνίζεται το ακινητοποιηµένο πρόσδεµα 

δέσµευσης. Το τελευταίο µόριο θα συντηχθεί µε το HRP (κόκκινο) ή κάποιο άλλο ένζυµο αναφοράς που 

θα επιτρέψει την ενίσχυση και οπτική εµφάνιση του γεγονότος της πρόσδεσης. Αυτό το είδος 

στρατηγικής ανίχνευσης δεν απαιτεί χηµική σήµανση του πρωτεϊνικού δείγµατος. 
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∆ιχρωµατική ανίχνευση  

 

Η προσέγγιση της διχρωµατικής ανίχνευσης εφαρµόστηκε µε επιτυχία στην µελέτη του προφίλ 

των  νουκλεϊκών οξέων µε χρήση µικροσυστοιχιών και επεκτάθηκε στη συνέχεια στην 

πρωτεϊνική ανίχνευση. Πρόκειται για µία τυπική µορφή δοκιµασίας άµεσης  πρόσδεσης, 

βασισµένης σε φθορισµό, στην οποία οµοιοπολικά ακινητοποιηµένα αντισώµατα 

χρησιµοποιούνται για να δεσµεύσουν  αντιγόνα που έχουν σηµανθεί µε φθορισµό. Κατά 

συνέπεια η δοκιµασία δε µετράει συγκεντρώσεις πρωτεΐνης. Αντ’ αυτού παρέχει ένα σχετικό 

µέτρο πρωτεϊνικής ποσότητας , δηλαδή τα επίπεδα πρωτεΐνης σε ένα δείγµα συγκρίνονται µε 

αυτά σε ένα δεύτερο δείγµα. Η διχρωµατική ανίχνευση είναι µία δοκιµασία στην οποία δύο 

δείγµατα µε διαφορετική σήµανση ανταγωνίζονται για την πρόσδεση στο ίδιο αντίσωµα-στόχο. 

Η ισορροπία των χρωµάτων δείχνει ποια από τις δύο ενώσεις ήταν παρούσα στη µεγαλύτερη 

συγκέντρωση και ποια  στη  µικρότερη. Σηµαντικό είναι ότι ο ανταγωνιστικός χαρακτήρας της 

δοκιµασίας αντισταθµίζει την ετερογένεια των αντισωµάτων, έναν από τους µεγαλύτερους 

περιορισµούς των παραλλήλων δοκιµασιών συγγένειας.  

Συµπερασµατικά, µε τη δοκιµασία πρωτεϊνικών δειγµάτων σε ένα πείραµα µε χρήση 

διχρωµατικής ανίχνευσης, ξεπερνιέται το πρόβληµα της ετερογένειας στις συγγένειες των 

αντισωµάτων αλλά µπορούν να καταστούν αναγκαίες πρόσθετες  αντιδράσεις σήµανσης και 

πολλαπλές δοκιµασίες πρόσδεσης, αν και αυτό µπορεί να αυξήσει την εµπιστοσύνη στα 

αποτελέσµατα των µετρήσεων. Ωστόσο, ακόµα και αυτή η τεχνική έχει δυσκολίες στην 

αντιστάθµιση των διακυµάνσεων  που µπορεί να λάβουν χώρα κατά τη σήµανση των 

πρωτεϊνών.  

 

 

Μονοχρωµατική ανίχνευση δοκιµασιών ανταγωνιστικής εκτόπισης  

 

Οι τρέχουσες τεχνικές που βασίζονται σε µικροσυστοιχίες υπόκεινται σε κάποιους 

περιορισµούς. Επιπλέον, η εγγενής ετερογένεια των πρωτεϊνών και πολυπεπτιδίων σηµαίνει 

ότι προσλαµβάνουν  τη σήµανση σε διαφορετικό βαθµό  και µπορεί να εµπλουτιστούν ή να 

αραιωθούν διαφορετικά κατά τα στάδια του καθαρισµού. Η τεχνική της µονοχρωµατικής 

ανίχνευσης (που περιγράφεται περιληπτικά στην εικόνα 21) δεν απαιτεί σήµανση των 

πειραµατικών δειγµάτων της πρωτεΐνης κι έτσι η κατανάλωση του δείγµατος µειώνεται. Αυτή η 

προσέγγιση είναι συγκριτικά ευνοϊκή για τις παραδοσιακές πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες µε 

πολλούς τρόπους. Για παράδειγµα η ποιοτική σύγκριση δύο µόνο δειγµάτων µε τη χρήση 

στρατηγικής της διχρωµατικής ανίχνευσης θα απαιτούσε τέσσερις διαφορετικές αντιδράσεις 

σήµανσης του πειραµατικού δείγµατος, έναν σαρωτή  µε δύο λέιζερ και δύο µικροσυστοιχίες. 

Η ανταγωνιστική δοκιµασία απαιτεί µόνο µία αντίδραση σήµανσης, σαρωτή ενός λέιζερ και 

δύο συστοιχίες. Ο αριθµός των συστοιχιών που απαιτούνται για την ανταγωνιστική δοκιµασία 
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είναι ίσος µε τον αριθµό των προς σύγκριση δειγµάτων 3Β). Πλεονεκτήµατα της µεθόδου 

αποτελούν η ανεξαρτησία από παραγόµενη µη ειδική πρόσδεση (background), η µη απαίτηση 

επιλογής και ταιριάσµατος των συγγενειών των αντισωµάτων (που σε άλλη περίπτωση 

περιορίζει τον µέγιστο αριθµό αντισωµάτων στη δοκιµασία  παράλληλα σε µία µόνο συστοιχία) 

και η δυνατότητα προσδιορισµού  ευρείας περιοχής πρωτεϊνικών συγκεντρώσεων (δεν 

υπάρχει ανώτατο όριο στη συγκέντρωση των αντισωµάτων κατά τον προσδιορισµό). [3] [9] 

 

 

 

 

 
Εικόνα 21. Μελέτη ποσοτική του προφίλ  πρωτεΐνης µε χρήση συστοιχιών αντισωµάτων. (Α) 

∆ιχρωµατική ανίχνευση εφαρµόζεται σε συστοιχίες αντισωµάτων. Προκειµένου να αντισταθµιστεί η 

διαφορετική σήµανση/τροποποίηση των δειγµάτων, τα δύο προς σύγκριση δείγµατα έχουν σηµανθεί 

ξεχωριστά µε δύο διαφορετικές φθορίζουσες χρωστικές  (που εικονίζονται µε ανοιχτό και σκούρο γκρι). 

Τέσσερις διαφορετικές αντιδράσεις σήµανσης και δύο δοκιµασίες πρόσδεσης απαιτούνται για τη 

σύγκριση δύο πειραµατικών δειγµάτων. (Β) Πρωτόκολλο µονοχρωµατικής ανταγωνιστικής εκτόπισης. 

Μόνο ένα σηµασµένο δείγµα  αναφοράς απαιτείται και τα πειραµατικά δείγµατα δε χρειάζονται 

σήµανση. Το σηµασµένο δείγµα αναφοράς µπορεί να είναι παρόµοιο ή ίδιο µε ένα από τα πειραµατικά 

δείγµατα ή µπορεί να είναι ένα γενικό µίγµα µορίων όπως πρωτεΐνες, πεπτίδια κλπ, αρκεί να είναι 

προσδεµένα από τα αντισώµατα σε στοίχιση και µπορούν να εκτοπισθούν  από πρωτεΐνες, παρούσες 

στο πειραµατικό δείγµα. Η δοκιµασία συγκρίνει τις δυνατότητες εκτοπισµού (τιµές ΚD) µεταξύ των µη 

σηµασµένων πειραµατικών δειγµάτων, σε σχέση  µε τα αντισώµατα. 
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ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΕΝΑΠΟΘΕΣΗΣ 

 

Η παρασκευή µικροσυστοιχιών από καθαρισµένες πρωτεΐνες αποτελεί µεγαλύτερη πρόκληση 

από την κατασκευή των αντίστοιχων DNAs. Πέρα από τις περιπλοκές της προετοιµασίας 

εκατοντάδων χιλιάδων διαφορετικών πρωτεϊνικών δειγµάτων, οι πρωτεΐνες πρέπει να 

παραµένουν ενεργές κατά την κατασκευή και ανίχνευση των µικροσυστοιχιών. Ροµποτικό 

τύπωµα πρωτεϊνών πάνω σε επιφάνειες έχει εφαρµοστεί µε χρήση οργάνων σχεδιασµένων 

για εναπόθεση DNA. Ένα µειονέκτηµα αυτής της προσέγγισης είναι οι µεγάλοι χρόνοι 

τυπώµατος που, σε συνδυασµό µε τους µικρούς όγκους που τοποθετούνται στις επιφάνειες, 

έχουν γενικά ως αποτέλεσµα την ξήρανση των θέσεων των πρωτεϊνών. Για την βελτίωση 

αυτού του προβλήµατος απαιτείται η  διατήρηση των πρωτεϊνικών δειγµάτων σε ψύξη κατά 

την αποθήκευσή τους για όσο το δυνατό περισσότερο χρόνο, η ύγρανση του θαλάµου της 

εναπόθεσης και επίσης η προσθήκη γλυκερόλης στα πρωτεϊνικά διαλύµατα για να 

διατηρήσουν οι πρωτεΐνες την φυσική τους κατάσταση πάνω στην επιφάνεια της πλάκας. Οι 

διαδικασίες που χρησιµοποιούνται για το τύπωµα των πρωτεϊνικών συστοιχιών είναι 

παρόµοιες µ’ αυτές που αναπτύχθηκαν για τις µικροσυστοιχίες DNA, αλλά µε κάποιες 

σηµαντικές διαφορές, όπως το ποσοστό υγρασίας του περιβάλλοντος, η πυκνότητα του 

τυπώµατος και η απόσταση µεταξύ των δειγµάτων. 

Όπως και µε τις συστοιχίες DNA, η ακρίβεια της κατασκευής πρέπει να εκτιµάται σχετικά µε 

την συνοχή του τυπώµατος κατά µήκος όλων των στοιχείων πάνω στη συστοιχία, την συνοχή 

µεταξύ στοιχείων από πολλαπλές συστοιχίες και την οµοιοµορφία των συγκεντρώσεων των 

δειγµάτων.[9] [12] 

 

Συνήθως τα πρωτεϊνικά chips παρασκευάζονται ακινητοποιώντας πρωτεΐνες πάνω σε µία 

επεξεργασµένη αντικειµενοφόρο πλάκα χρησιµοποιώντας έναν διανεµητή επαφής ή έναν 

µικροστοιχητή άνευ επαφής (εικόνες 22, 23, 24). Άλλες µέθοδοι τυπώµατος περιλαµβάνουν 

εναπόθεση µε στάµπα υδροπηκτής από υδατικό πρωτεϊνικό διάλυµα, τύπωµα inkjet, 

ηλεκτροψεκασµό µέσα από µια διηλεκτρική µάσκα πλέγµατος και απευθείας εφαρµογή 

πρωτεϊνικών διαλυµάτων µέσω δικτύων µικρορευστότητας. Με όλες αυτές τις µεθόδους η 

πρόκληση είναι το να διατηρήσουµε τις πρωτεΐνες συνεχώς ενυδατωµένες και το να 

ελαχιστοποιήσουµε την αποδιάταξη των πρωτεϊνών από τα ποικίλα υλικά συσκευών και τη 

µεσοεπιφάνεια υγρού-αέρα. Πρόκειται για µία περιοχή ιδιαίτερη ανάγκη για καινοτοµίες και 

βελτιώσεις. Επειδή όπως προαναφέρθηκε είναι ιδιαίτερης σηµασίας το να παραµένουν οι 

πρωτεΐνες σε υγρό περιβάλλον κι επειδή τα δείγµατα ρυθµιστικών διαλυµάτων περιέχουν ένα 

υψηλό ποσοστό γλυκερόλης, η διαδικασία του τυπώµατος λαµβάνει χώρα σε ένα περιβάλλον 

ελεγχόµενης υγρασίας.  
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Εικόνα 22. Τεχνολογία πιεζο-διανεµητή και εφαρµογή inkjet. Η αρχή της εφαρµογής inkjet βασίζεται 

στον ψεκασµό και την εναπόθεση των µακροµορίων στο σχήµα ξεχωριστών θέσεων πάνω στην 

επιφάνεια του biochip. Όλα τα µακροµόρια µπορούν να φορτωθούν πάνω στο biochip µε τον τρόπο 

αυτό. (Α) Ένας κεραµικός δακτύλιος τοποθετείται γύρω από έναν ελαστικό σωλήνα. (Β) Εάν ένας 

ηλεκτρικός σφιγµός (λάµψη) εφαρµοστεί στον κεραµικό δακτύλιο, αυτό συσπάται γύρω από την 

ελαστική µάνικα, πιέζοντας έτσι προς τα έξω µια σταγόνα από το µακροµοριακό διάλυµα. 

 

Επειδή ο εξοπλισµός και οι διαδικασίες που αναπτύχθηκαν για τις µικροσυστοιχίες DNA 

προσαρµόζονται εύκολα στην ανάπτυξη των πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών, η επιλογή της 

χρήσης κατεργασµένων αντικειµενοφόρων πλακών ακολουθεί τους ήδη διαθέσιµους 

ροµποτικούς µηχανισµούς στοίχησης και σαρωτές λέιζερ που έχουν γίνει συνήθεις στις 

µικροσυστοιχίες DNA. Ένας αριθµός διαφορετικών επιφανειών πλάκας µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για πρωτεϊνικά chips. Στην επιλογή της επιφάνειας πλάκας, οι στόχοι πρέπει 

να είναι η ακινητοποίηση της πρωτεΐνης πάνω στο chip, η διατήρηση της διαµόρφωσης και 

της λειτουργικότητας της πρωτεΐνης και το να πετύχουµε µέγιστη ικανότητα πρόσδεσης. Είναι 

επίσης σηµαντικό να εξετάσουµε αν είναι επιθυµητός ένας τυχαίος ή οµοιόµορφος 

προσανατολισµός των πρωτεϊνών πάνω στην επιφάνεια της πλάκας. Για τυχαία 

προσκόλληση των πρωτεϊνών µέσω αµινών, µπορούν να χρησιµοποιηθούν γυάλινες 

επιφάνειες αλδεϋδικών ή εποξειδικών παραγώγων. Η επίστρωση της γυάλινης επιφάνειας µε 

νιτροκυτταρίνη, επιστρώσεις πηκτής ή poly-L-λυσίνη επίσης επιτυγχάνει έναν τυχαίο 

προσανατολισµό των πρωτεϊνών, καθώς οι πρωτεΐνες προσροφώνται παθητικά πάνω στην 

επιφάνεια (εικόνα 25).[1] [9] 
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Εικόνα 23. Βελόνες πιεζο-διανεµητή. Το παράδειγµα αυτό απεικονίζει τις βελόνες του δοχείου και τις 

δεξαµενές υγρού των πιεζοσυστοιχιών της Perkin Elmer. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 24. Πιεζο-διανεµητής πάνω σε γυάλινους φορείς. Η κεφαλή τυπώµατος τεσσάρων βελόνων των 

Πιεζοσυστοιχιών τοποθετεί τα δείγµατα πικολίτρων πάνω σε κανονικούς γυάλινους φορείς. 
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Εικόνα 25. Μέθοδοι προσκόλλησης πρωτεϊνών. (Α) Οι πρωτεΐνες µπορούν να προσκολληθούν τυχαία 

µέσω διαφορετικών χηµικών µεθόδων, συµπεριλαµβανοµένων των αλδεϋδο- και εποξειδο-

κατεργασµένων πλακών που οµοιοπολικά προσδένουν την πρωτεΐνες από τις πρωτοταγείς αµίνες τους 

ή µε προσρόφηση πάνω σε πλάκες επικαλυµµένες µε νιτροκυτταρίνη ή επιστρώσεις πηκτής 

ακρυλαµιδίου. (Β) Οι πρωτεΐνες µπορούν να είναι οµοιόµορφα προσανατολισµένες πάνω σε πλάκες 

επικαλυµµένες µε πρόσδεµα. 

 

Οι περισσότεροι σηµερινοί µηχανισµοί εναπόθεσης για µικροσυστοιχίες διαθέτουν την 

κατάλληλη τεχνολογία για να χειριστούν τις αρχικές προκλήσεις που αντιµετωπίζει η ανάπτυξη 

των πρωτεϊνικών chips. Οι µηχανισµοί εναπόθεσης επαφής, αν και χρήσιµοι στον να 

διανέµουν όγκους µεγέθους νανόλιτρων δεν είναι κατάλληλοι, ούτε συνιστώνται για την 

εναπόθεση των πρωτεϊνών. Η φυσική επαφή µεταξύ του µεταλλικού (ή συνθετικού υλικού) 

άκρου του µηχανισµού και της επιφάνειας µπορούν να προκαλέσουν αποδιάταξη των 

ευαίσθητων πρωτεϊνών. Εκτός από την επίδρασή τους στα δείγµατα ανιχνευτών, τέτοιοι 

µηχανισµοί εναπόθεσης µπορεί να βλάψουν και την επιφάνεια της µικροσυστοιχίας µέσω 

φυσικής χάραξης. Επίσης οι θέσεις νανόλιτρων έχουν την τάση να εξατµίζονται γρήγορα. Η 

ελαχιστοποίηση αυτών των φαινοµένων επιτυγχάνεται συνήθως µε την προσθήκη γλυκερόλης 
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στα διαλύµατα των πρωτεϊνικών ανιχνευτών κατά το στάδιο της εναπόθεσης. Ενώ όµως το 

διάλυµα αυτό ελαχιστοποιεί τα φαινόµενα εξάτµισης, αυξάνει δραµατικά το ιξώδες του 

διαλύµατος του δείγµατος, οδηγώντας σε φαινόµενα επιφανειακής τάσης που καθιστούν τη 

διανοµή του δείγµατος δύσκολη. Οι µηχανισµοί εναπόθεσης άνευ επαφής γενικά συνιστώνται 

για την εναπόθεση πρωτεϊνών σε επιφάνειες µικροσυστοιχιών. Τέτοιοι µηχανισµοί έχουν µικρό 

µηχανικό φορτίο στο προς εναπόθεση ρευστό και ως αποτέλεσµα αυτού, η κινητική ενέργεια 

του υγρού που διανέµεται είναι χαµηλή. Αυτό εµποδίζει την αύξηση της θερµοκρασίας του 

υγρού κι έτσι ελαττώνεται ο κίνδυνος της πρωτεϊνικής αποδιάταξης. Οι µηχανισµοί αυτοί είναι 

επίσης γνωστοί για την υψηλή αναπαραγωγησιµότητα της διανοµής. 

Εκτός από την φύση του µηχανισµού εναπόθεσης, είναι σηµαντικό να σηµειώσουµε ότι στο 

τέλος η επιφάνεια είναι αυτή που επηρεάζει τις τελικές ιδιότητες της θέσης. Οι υδρόφιλες και 

υδρόφοβες ιδιότητες της επιφάνειας του υποστρώµατος καθορίζουν το µέγεθος και το σχήµα 

της θέσης. Μεγάλες διάµετροι θέσεων παρατηρούνται όταν η επιφάνεια είναι ιδιαίτερα 

υδρόφοβη και το ρυθµιστικό διάλυµα που χρησιµοποιείται κατά την εναπόθεση έχει 

χαµηλότερη επιφανειακή τάση. Έχει παρατηρηθεί ότι όσο πιο υδρόφοβη είναι η επιφάνεια του 

υποστρώµατος (υπό την επήρεια ρυθµιστικών διαλυµάτων υψηλής επιφανειακής τάσης), τόσο 

µεγαλύτερη είναι η πιθανότητα οι θέσεις που προκύπτουν να επιδεικνύουν ανοµοιογένεια στο 

σχήµα τους και στην κατανοµή των δειγµάτων στις θέσεις. Η επιφανειακή τάση ενός 

ρυθµιστικού διαλύµατος µπορεί να αυξηθεί µε την προσθήκη αλατιού και /ή µε την προσθήκη 

ενός πολύ πολικού διαλύτη. Γενικά, η χρήση οργανικών διαλυτών δε συνιστάται, καθώς αυτοί 

τείνουν να προκαλούν αποδιάταξη στις πρωτεΐνες. Η κατανόηση της αλληλεπίδρασης του 

ρυθµιστικού διαλύµατος εναπόθεσης και της επιφάνειας του υποστρώµατος µε τις ιδιότητες 

της θέσης αποτελεί µεγάλη πρόκληση και µια άριστη στρατηγική µπορεί να επιτευχθεί µόνο 

όταν βασίζεται σε πειραµατικές δοκιµές και µελέτες σφάλµατος. 

Για ερευνητικά εργαστήρια µικρής κλίµακας υπάρχουν άλλες εναλλακτικές. Μια ενδιαφέρουσα 

µέθοδος είναι η χρήση τυπώµατος µικροεπαφής (εικόνα 26) στον σχηµατισµό περιοχών 

µεγέθους µικροµέτρων πάνω στην επιφάνεια της πρωτεϊνικής µικροσυστοιχίας. Πρωτεΐνες και 

άλλα µικροµόρια µπορούν να «σφραγιστούν» πάνω στην επιφάνεια της µικροσυστοιχίας µέσα 

σε λεπτά µε την χρήση µιας ελαστοµερούς κύριας σφραγίδας. Οι πρωτεΐνες που µας 

ενδιαφέρουν ακινητοποιούνται αρχικά πάνω στην σφραγίδα µε έναν µη αναστρέψιµο τρόπο 

και κατόπιν µεταφέρονται στην επιφάνεια υπό φυσική επαφή. Ο ακριβής µηχανισµός της 

µεταφοράς των πρωτεϊνών από την σφραγίδα στην επιφάνεια της µικροσυστοιχίας δεν είναι 

ακόµα ξεκάθαρος, αν και πιστεύεται ευρέως ότι τριχοειδείς δυνάµεις παίζουν σηµαντικό ρόλο 

κατά την όλη διαδικασία. Αν και η τεχνική αυτή είναι επιτυχηµένη όσον αφορά στη διάταξη των 

πρωτεϊνών στις αυτo-διευθετούµενες  µονοστοιβάδες (self–assembled monolayers, SAMs), ο 

ρόλος της σφραγίδας στην επιρροή των προσαρµοσµένων ιδιοτήτων όπως η πυκνότητα της 

στοίβαξης, ο προσανατολισµός και η σταθερότητα των πρωτεϊνών στην επιφάνεια αποµένει 

να διευκρινιστεί.[17] 



 72 

 
Εικόνα 26. Αναπαράσταση της διαδικασίας τυπώµατος µικροεπαφής. Το στάδιο 1 υποδεικνύει την 

επικάλυψη της ελαστοµερούς σφραγίδας µε τις πρωτεΐνες που µας ενδιαφέρουν. Μόλις η σφραγίδα 

καλυφθεί µε µια στρώση από πρωτεΐνες, οι τελευταίες έρχονται σε επαφή µε την αισθητήρια επιφάνεια 

της µικροσυστοιχίας (στάδιο 2). Κατά το στάδιο αυτό, οι πρωτεΐνες ‘σφραγίζονται’ ή διατάσσονται πάνω 

στην επιφάνεια του αισθητήρα. Μόλις γίνει ο σχηµατισµός, η σφραγίδα αποµακρύνεται απαλά καθώς 

ανασηκώνεται από τη µεσεπιφάνεια (στάδιο 3). 
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ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΑΚΙΝΗΤΟΠΟΙΗΣΗΣ 

 

Μία σηµαντική πλευρά της ανάπτυξης των συστοιχιών των λειτουργικών πρωτεϊνών είναι η 

επιλογή ενός πειραµατικού υποστηρικτικού υλικού και η σχετική µέθοδος επιφανειακής 

προσκόλλησης και ακινητοποίησης των πρωτεϊνών. Αν οι πρωτεΐνες µπορούν να 

ακινητοποιηθούν χωρίς να διασπάται η φυσική τους διαµόρφωση, το πιθανότερο είναι ότι θα 

παραµείνουν ενεργές in vitro. Η µέθοδος ακινητοποίησης θα επηρεάσει πολύ και τον 

προσανατολισµό µε τον οποίο οι πρωτεΐνες προσκολλώνται στην επιφάνεια του 

υποστηρικτικού υλικού. Η επεξεργασία ενός κοινού σηµείου προσκόλλησης για όλα τα 

δείγµατα, συνήθως µέσω της συµπερίληψης ετικετών συγγένειας, διασφαλίζει ότι τουλάχιστον 

ένα υποσύνολο των πρωτεϊνών διατηρεί µια οµοιόµορφη παρουσίαση στους συνδέσµους 

(binders) φάσης-διαλύµατος. Η διάταξη της συστοιχίας πρέπει να είναι συµβατή µε τα 

κατάλληλα όργανα ανίχνευσης και να παρουσιάζει ευρεία δυναµική περιοχή τιµών έντασης, 

σχετική µε πρόσδεση πρωτεϊνών ή γεγονότα κατάλυσης. Επιπροσθέτως, η µη ειδική 

πρόσδεση σηµασµένων δειγµάτων θα έπρεπε να ελαχιστοποιείται προκειµένου να µειωθεί η 

µη ειδική πρόσδεση και να αυξηθεί το ποσοστό σήµατος-θορύβου της πειραµατικής διάταξης. 

 

Προκειµένου λοιπόν να εδραιώσουµε αξιόπιστες αναπαραγώγιµες µικροσυστοιχίες 

ανίχνευσης πρωτεϊνών, είναι απαραίτητο να τοποθετήσουµε τους παράγοντες δέσµευσης µε 

τέτοιον τρόπο ώστε να διατηρούν της ενεργό µορφή τους πάνω σε µια στερεή επιφάνεια. 

Υπάρχουν τέσσερις διαφορετικές µέθοδοι ακινητοποίησης για επίπεδες επιφάνειες (εικόνα 

27):  

 

- µη ειδική/µη οµοιοπολική 

- µη ειδική/οµοιοπολική 

- ειδικής θέσης/µη οµοιοπολική 

- ειδικής θέσης/οµοιοπολική 

 

 και για τρισδιάστατες επιφάνειες η µέθοδος υγρού συστήµατος. 

 

Στις απλές µη ειδικές τεχνικές ακινητοποίησης οι  παράγοντες δέσµευσης προσδένονται σε 

µαλακές µεµβράνες όπως το PVDF και η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και σε γυάλινα πλακίδια 

τροποποιηµένα µε νιτροκυτταρίνη (πλακίδια FAST) ή poly(L-λυσίνη). 

Το πρωτόκολλο της µη ειδικής/οµοιοπολικής ακινητοποίησης χρησιµοποιεί στερεές επιφάνειες 

τροποποιηµένες µε λειτουργικότητες αλδεΰδης, εποξειδίου ή ηλεκτριµιδυλο 

εστέρα/ισοθειοκυανικά .  

Οι τεχνικές ακινητοποίησης ειδικής θέσης/µη οµοιοπολικής χρησιµοποιούν ετικέτα συγγένειας 

και στις τεχνικές ειδικής θέσης/οµοιοπολικής χρησιµοποιούνται ευρέως αυτo-διευθετούµενες  
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µονοστοιβάδες (self–assembled monolayers, SAMs) πάνω σε επιφάνεια χρυσού ως εργαλείο 

τροποποίησης της επιφάνειας. 

 

 

 

 

Εικόνα 27. Ταξινόµηση µε βάση την πρόσδεση στην επιφάνεια των παραγόντων δέσµευσης. 

Περιπτώσεις ενεργούς-ανενεργούς διαµόρφωσης. a) Μη ειδικές/οµοιοπολικές προσδέσεις. b) 

Προσδέσεις ειδικής θέσης/οµοιοπολικές. c) Απλές µη ειδικές/µη οµοιοπολικές προσδέσεις µέσω 

φυσικής/χηµικής προσρόφησης. d) Προσδέσεις ειδικής θέσης/µη οµοιοπολικές. 

 

Επίσης έχουν  αναπτυχθεί τρισδιάστατες πλατφόρµες, που αποτελούν ένα οµογενές 

υδατώδες περιβάλλον που προλαµβάνει την αποδιάταξη της πρωτεΐνης αποτελεσµατικότερα  

απ’ όταν οι πρωτεΐνες επικολλώνται σε επίπεδες επιφάνειες, αλλά είναι δύσκολο να 

αλλάξουµε διαλύτες εσωτερικά κατά την δηµιουργία του πήγµατος.  

Ως περαιτέρω εφαρµογές της χηµείας των επιφανειών, έχουν αναφερθεί µέθοδοι για την 

ακινητοποίηση µεµβρανικών πρωτεϊνών πάνω σε υποστρώµατα chip µε τέτοιον τρόπο ώστε 

να διατηρήσουν τις δραστηριότητες και τις φυσικές τους διαµορφώσεις ακέραιες. 

Σύµφωνα µε τα παραπάνω, αν και υπάρχουν διάφορες επιλογές όσον αφορά στην κατασκευή 

κάποιας πλατφόρµας µικροσυστοιχιών, οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν επιτυχώς στις 

πρωτεωµικές µελέτες, δεν µπορούµε ακόµα να συνάγουµε ποια χηµεία των επιφανειών είναι η 

πιο κατάλληλη για τα κριτήρια της κατανάλωσης χρόνου, του κόστους εκτέλεσης και της 

αναπαραγωγησιµότητας. Χρειαζόµαστε περισσότερο χρόνο και πειράµατα για να 
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δηµιουργήσουµε ιδιαίτερα επεξεργασµένες επιφάνειες κατευθυνόµενες  στο κέντρο της 

τεχνολογίας ακινητοποίησης.[4] [12] 

 

Μια άλλη, γενικότερη ταξινόµηση των µηχανισµών προσκόλλησης του προσδέµατος δίνεται 

στην εικόνα 28. 

 

 

 

Εικόνα 28. Απλοποιηµένη αναπαράσταση (σχεδιασµένη χωρίς κλίµακα) των πιο κοινών µηχανισµών 

προσκόλλησης για προσδέµατα δέσµευσης. 

 

Ο πιο απλός τρόπος για την πρόσδεση µιας πρωτεΐνης είναι µέσω επιφανειακής 

προσρόφησης. Αυτή η προσέγγιση έχει χρησιµοποιηθεί στην τυπική ELISA και στο στύπωµα 

Western για πολλά χρόνια και βασίζεται στην προσρόφηση των µακροµορίων είτε µε 

ηλεκτροστατικές δυνάµεις πάνω σε φορτισµένες επιφάνειες (πλάκες µε επίστρωση µε poly-

λυσίνη) ή µε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις (PVDF µεµβράνες).  Οι επιστρωµένες µε 

νιτροκυτταρίνη πλάκες παρουσιάζουν άριστη ικανότητα πρόσδεσης και µακροπρόθεσµη 

σταθερότητα των τυπωµένων ανιχνευτών. Ωστόσο, η µη ειδική πρόσδεση στην νιτροκυτταρίνη 

µπορεί να αποτελέσει σηµαντικό πρόβληµα. Παρά την απλότητά της, η µέθοδος 

προσρόφησης παρουσιάζει κάποια προβλήµατα : 
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- οι προσκολληµένες πρωτεΐνες µπορούν να αποµακρυνθούν υπό αυστηρές συνθήκες 

έκπλυσης 

 

- το επίπεδο της µη ειδικής πρόσδεσης είναι συνήθως υψηλό, λόγω της µη ειδικής 

πρωτεϊνικής προσρόφησης-εκρόφησης 

 

-    οι πρωτεΐνες που προσροφώνται σε υδρόφοβες επιφάνειες τείνουν να αποδιατάσσονται. 

 

Ο απλούστερος τύπος ακινητοποίησης πρωτεϊνών είναι πάνω σε επιφάνειες που έχουν 

υψηλή εγγενή ενέργεια πρόσδεσης στις πρωτεΐνες γενικά. Τα πιο κοινά υποστρώµατα των 

επιφανειών αυτών είναι υδρόφοβα πλαστικά όπως το πολυστυρένιο, στο οποίο οι 

περισσότερες πρωτεΐνες προσροφώνται φυσικά µε αλληλεπιδράσεις van der Waals, 

υδρόφοβες και υδρογονοδεσµικές και δεσµών υδρογόνου. Αυτός ο τύπος φυσικής 

προσρόφησης χρησιµοποιείται γενικά για την ακινητοποίηση «αντισωµάτων δέσµευσης» σε 

προσδιορισµούς ELISA. Το πλεονέκτηµα αυτού του τύπου ακινητοποίησης είναι ότι είναι πολύ 

απλή στην εφαρµογή γιατί δεν απαιτεί καµία τροποποίηση της πρωτεΐνης για την 

προσκόλλησή της στην επιφάνεια. Το µειονέκτηµα είναι ότι οι περισσότερες από τις 

ακινητοποιηµένες πρωτεΐνες µπορεί να απενεργοποιηθούν λόγω αποδιάταξης και 

στερεοχηµικού αποκλεισµού. Η φυσική προσρόφηση πρωτεϊνών πάνω σε επιφάνειες έχει 

επίσης την τάση να είναι ετερογενής, µε πρωτεΐνες συναθροιζόµενες σε περιοχές. Παρόµοια 

ετερογένεια παρατηρείται σε άλλες επιφάνειες που χρησιµοποιούνται για µη οµοιοπολική 

πρωτεϊνική προσρόφηση, όπως γυαλί µε επίστρωση νιτροκυτταρίνης και poly-λυσίνης. 

Η φυσική προσρόφηση των πρωτεϊνών πάνω σε επιφάνειες είναι αποτέλεσµα ενός µεγάλου 

αριθµού ασθενών επαφών και µπορεί να επηρεάσει την πρωτεϊνική δοµή και δραστικότητα. 

Μια µέθοδος που προτιµάται στηρίζεται σε έναν ή έναν µικρό αριθµό ισχυρών δεσµών µεταξύ 

της πρωτεΐνης και της επιφάνειας, αφήνοντας την πρωτεΐνη ως επί το πλείστον αναλλοίωτη, 

εκτός από την περιοχή του σηµείου επαφής. 

Οι επιφάνειες µπορούν να υποστούν επεξεργασία για να αποφευχθεί µη ειδική πρωτεϊνική 

προσρόφηση, ενώ γίνονται µόνο ειδικές αλληλεπιδράσεις µε τις πρωτεΐνες που µας 

ενδιαφέρουν. Μια βέλτιστη σύνθεση µιας πρωτεϊνικής µικροσυστοιχίας βασισµένη σ’ αυτές τις 

αρχές παρουσιάζεται στην εικόνα 29. Μια µέθοδος για να επιτευχθεί αυτό είναι η παραγωγή 

επιφάνειών µε πολυ(αιθυλενογλυκόλη), που είναι γνωστή για το ότι εµποδίζει τη µη ειδική 

πρωτεϊνική προσρόφηση. Με τον σχηµατισµό παραγώγων ενός κλάσµατος των αλυσίδων της 

πολυ(αιθυλενογλυκόλης) µε βιοτίνη, η στρεπταβιδίνη µπορεί να προσκολληθεί ειδικά στην 

επιφάνεια. Επειδή η στρεπταβιδίνη είναι τερταµερής, οι βιοτινυλιωµένες πρωτεΐνες µπορούν 

µε τη σειρά τους να ακινητοποιηθούν. Αυτό η µέθοδος προσκόλλησης ειδικών πρωτεϊνών σε 
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κατά τ’ άλλα ανθιστάµενες σε πρωτεΐνες επιφάνειες έχει χρησιµοποιηθεί για την παραγωγή 

πρωτεϊνικών συστοιχιών µεγάλης πυκνότητας πολύ υψηλής ποιότητας. 

Για να αυξηθεί ο αριθµός των πρωτεϊνών που µπορούν να ακινητοποιηθούν ανά µονάδα 

µονάδας, ο Mirzabekov και οι συνάδελφοί του προσκολλούν επιστρώσεις πηκτής σε 

επιφάνειες, δίνοντας έτσι στα στοιχεία µια τρίτη διάσταση, εµποδίζοντας την γρήγορη εξάτµιση 

και δηµιουργώντας όρια µεταξύ των στοιχείων.[9] 

 

 
Εικόνα 29. Σχέδιο µιας ιδανικής πρωτεϊνικής συστοιχίας. Το υποκείµενο υλικό συσκευής θα µπορούσε 

να είναι γυαλί, σιλικόνη ή κάποια άλλη επίπεδη επιφάνεια. Μια λεπτή ανόργανη στιβάδα όπως ένα 

ευγενές µέταλλο ή οξείδιο µετάλλου εφαρµόζεται σ’ αυτήν την επιφάνεια και µπορεί να διευκολύνει την 

ανίχνευση της διαδικασίας της πρωτεϊνικής πρόσδεσης (π.χ. µια στιβάδα χρυσού για την επιφάνεια 

συντονισµού πλασµονίου). Πάνω από αυτήν την ανόργανη στιβάδα συγκεντρώνεται µία λεπτή οργανική 

µεµβράνη στην οποία η λειτουργικότητα (στη θέση) ωµέγα είναι υδρόφιλη. Αυτή η µονοστιβάδα 

επικαλύπτει την επιφάνεια του chip καθιστώντας την ανθεκτική στην πρωτεΐνη. Ωστόσο το chip είναι 

σχεδιασµένο µε τέτοιον τρόπο ώστε περιέχει στοιχεία που είναι επικαλυµµένα µε ανάµεικτες 

µονοστιβάδες στις οποίες ένα τµήµα των λειτουργικοτήτων ωµέγα κατέχει µία οµάδα (Χ) που µπορεί να 

αντιδράσει µε ένα τµήµα (Υ) κατεργασµένο σε µια ειδική θέση πάνω στις προς ακινητοποίηση 

πρωτεΐνες. Η επεξεργασµένη πρωτεΐνη είναι συνεπώς προσανατολισµένη πάνω στην επιφάνεια µε 

τέτοιον τρόπο ώστε η ενεργός πλευρά ή πλευρά πρόσδεσης να µην είναι αντιµέτωπη την λεπτή 

µεµβράνη και κατά συνέπεια να αλληλεπιδρά βέλτιστα µε πρωτεΐνες στο βιολογικό δείγµα. Η εικόνα 

δείχνει δύο στοιχεία, το καθένα εκ των οποίων σχηµατίζει παράγωγο µε διαφορετικό παράγοντα 

δέσµευσης και διαχωρίζεται µε µία εντελώς ανθεκτική σε πρωτεΐνες περιοχή. Μετά την ακινητοποίηση 

διαφορετικών πρωτεϊνών πάνω σε διαφορετικές περιοχές, ένα σύνθετο πρωτεϊνικό µείγµα µπορεί να 

εφαρµοστεί στο chip και κάθε στοιχείο θα δεσµεύσει συγκεκριµένες πρωτεΐνες ενώ θα απωθήσει άλλες. 
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Η οµοιοπολική πρόσδεση πρωτεϊνών και πεπτιδίων πάνω στο υπόστρωµα αποτελεί µια πιο 

ισχυρή προσέγγιση. 

Η πιο συνηθισµένη µέθοδος για ακινητοποίηση πρωτεϊνών µέσω οµοιοπολικών (ή 

βασισµένων σε βιοτίνη) αλληλεπιδράσεων είναι η τυχαία σύζευξη υπολειµµάτων λυσίνης 

πάνω σε πρωτεΐνες, σε αµινο-δραστικές επιφάνειες (ή αντιδραστήρια βιοτινυλίωσης). Όταν η 

δοµή µιας πρωτεΐνης είναι γνωστή, µπορεί να είναι χρήσιµο το να την ακινητοποιήσουµε µε 

τέτοιον τρόπο ώστε η πρωτεΐνη να είναι προσκολληµένη στην επιφάνεια µε µοναδικό 

προσανατολισµό κατά τον οποίο η βιολογικά σηµαντική πλευρά να µην είναι αντιµέτωπη µε 

την επιφάνεια. Αυτό επιτυγχάνεται ευκολότερα όταν χρησιµοποιούµε ανασυνδυασµένες 

πρωτεΐνες, στις οποίες µπορούν να εισαχθούν αµινο- ή καρβοξυ-τελικές ετικέτες. Μια ετικέτα 

ιστιδίνης µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ακινητοποίηση των πρωτεϊνών µε 

προσανατολισµένο τρόπο, όπως µπορεί κι ένα υπόλειµµα αµινο-τελικής σερίνης ή θρεονίνης. 

Για µη ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες, πρέπει κανείς να εκµεταλλευτεί τις υπάρχουσες 

λειτουργικές οµάδες στην πρωτεΐνη. Κάποιες µέθοδοι έχουν αναπτυχθεί και για τον 

προσανατολισµό αντισωµάτων και των τµηµάτων τους πάνω σε επιφάνειες. Ορισµένες 

µελέτες έχουν δείξει ότι αυτά τα προσανατολισµένα αντισώµατα διατηρούν ένα υψηλότερο και 

πιο οµογενές επίπεδο δραστικότητας σε σχέση µε τα τυχαία προσανατολισµένα. Αντισώµατα 

πλήρους µήκους µπορούν να προσανατολιστούν πάνω σε επιφάνειες και µέσω πρόσδεσης 

στην ακινητοποιηµένη πρωτεΐνη Α ή G, αλλά αυτή η αλληλεπίδραση µπορεί να µην είναι 

αρκετά σταθερή για κάποιες εφαρµογές. 

Αξιόλογη προσπάθεια έχει γίνει τα τελευταία χρόνια για την βελτίωση της ακινητοποίησης των 

πρωτεϊνών πάνω σε επιφάνειες τροποποιηµένου γυαλιού χρησιµοποιώντας έναν αριθµό 

διαφορετικών στρατηγικών που πρόσφατα έχουν συγκριθεί συστηµατικά. Ο µηχανισµός 

οµοιοπολικής προσκόλλησης απαιτεί την παρουσία αντιδραστικών οµάδων πάνω στο 

υποστηρικτικό υλικό, ικανών να αντιδράσουν µε πυρινόφιλες οµάδες (αµινο, θειόλης, 

υδροξυλο) πάνω στα µόρια-προσδέµατα. Οι λειτουργικές οµάδες πάνω στην επιφάνεια 

εισάγονται µε τροποποίηση του γυαλιού µε οργανοσιλάνια. Εναλλακτικά µπορούν να 

εισαχθούν µε πιο σύνθετες µοριακές αρχιτεκτονικές όπως οι αυτοδιευθετούµενες 

µονοστιβάδες ή πολυµερή εµβολιασµένα στην επιφάνεια. Τα οργανοσιλάνια µπορούν να 

παράσχουν απευθείας τις λειτουργικές οµάδες για την προσκόλληση των προσδεµάτων ή να 

αντιδράσουν µε ένα διλειτουργικό πρόσδεµα που φέρει την επιθυµητή δραστική οµάδα. Μια 

επιφάνεια µικροσυστοιχίας έχει αναπτυχθεί µε ProLinker, ένα παράγωγο calixcrown µε µια 

διλειτουργική ιδιότητα σύζευξης που επιτρέπει επαρκή ακινητοποίηση πρωτεϊνών δέσµευσης 

πάνω σε στερεές µήτρες όπως µεµβράνες από χρυσό ή αµινο-µένες γυάλινες πλάκες. 

Η χρήση µιας µήτρας που εγκλείει την πρωτεΐνη σε ένα δοµηµένο περιβάλλον είναι ένας 

εναλλακτικός τρόπος για την ακινητοποίηση των πρωτεϊνών. Αυτός ο µηχανισµός δεν 

περιλαµβάνει την σταυροσύνδεση των µορίων δέσµευσης µε την επιφάνεια αλλά είναι 

βασισµένος στην φυσική παγίδευση των πρωτεϊνών σε πηκτές όπως το πολυακρυλαµίδιο ή η 
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αγαρόζη. Η τρισδιάστατη δοµή αυτών των υποστρωµάτων γενικά αυξάνει την ικανότητα 

φόρτωσης και δεν παρεµβαίνει στις δυνητικές λειτουργικές θέσεις ή ρυθµιστικές περιοχές της 

πρωτεΐνης. Επιπλέον, το υδατικό περιβάλλον της πηκτής µειώνει την αποδιάταξη της 

πρωτεΐνης. Ωστόσο, η δοµή της πηκτής µπορεί να αποτελέσει εµπόδιο στη διάχυση και η 

µοριακή αναγνώριση µπορεί να απαιτήσει µεγαλύτερους χρόνους επώασης. Μια σύνθετη 

προσέγγιση, βασισµένη στην νανο-επεξεργασία τρισδιάστατων λεπτών µεµβρανών 

πολυηλεκτρολυτών, τοποθετηµένων πάνω σε γυάλινη πλάκα µε διαδοχική προσρόφηση των 

πολυηλεκτρολυτών µέσω τεχνικής αυτοδιευθέτησης έχει αναφερθεί. 

Είτε η προσκόλληση γίνεται µε προσρόφηση, φυσική παγίδευση ή µε οµοιοπολική σύζευξη, η 

ακινητοποίηση λαµβάνει χώρα µε τυχαίο ή µη ειδικό προσανατολισµό.  

Επιπροσθέτως των µη ειδικών µεθόδων, στα µόρια-ανιχνευτές µπορούν να µπουν ετικέτες και 

να ακινητοποιηθούν µε µία ειδική, µη οµοιοπολικού τύπου αλληλεπίδραση ανάµεσα στην 

ετικέτα και ένα ακινητοποιηµένο µόριο δέσµευσης. 

Με χρήση στρατηγικών βασισµένων στην συγγένεια, η ακινητοποίηση γίνεται µε έναν 

προσανατολισµένο, οµοιόµορφο και ειδικό τρόπο. Το µειονέκτηµα αυτής της προσέγγισης 

έγκειται στο γεγονός ότι οι πρωτεΐνες πρέπει ή να βιοτινυλιωθούν ή να σηµανθούν µε ετικέτα. 

Σε άρθρο τους οι Cha et al. (2005) συνέκριναν τις καταλυτικές δρασικότητες των 

ακινητοποιηµένων σε επιφάνειες πυριτίου ενζύµων µε και χωρίς προσανατολισµό. Οι 

συγγραφείς θεµελίωσαν τον βασικό ρόλο του προσανατολισµού του ανιχνευτή για µια 

αξιόπιστη χρήση των πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών ως ποσοτικών εργαλείων στην βιοϊατρική 

έρευνα. [11][9] 

 

Μέθοδος ακινητοποίησης DDI 

 

Οι µικροσυστοιχίες αντιγόνων και αντισωµάτων ερευνώνται εντατικά αυτήν την περίοδο για 

µια ευρεία περιοχή εφαρµογών στην βιοϊατρική διαγνωστική, ώστε να καθορίσουν ταυτόχρονα 

διάφορες παραµέτρους σε µεµονωµένα δείγµατα µε περιορισµένη ποσότητα υλικού. Αν και 

πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες έχουν  παρασκευαστεί και χρησιµοποιηθεί για υψηλής 

ρυθµοαπόδοσης εξέταση αντισωµάτων, ανάλυση των αλληλεπιδράσεων αντιγόνων-

αντισωµάτων, και ταυτοποίηση των πρωτεϊνικών στόχων µικρών µορίων, η σταδιακή 

ροµποτική ακινητοποίηση των διαφόρων πρωτεϊνών σε χηµικά ενεργοποιηµένες επιφάνειες 

περιορίζεται κάποιες φορές από την αστάθεια πολλών πρωτεϊνών που µπορεί να αποκαλύψει 

µια σηµαντική τάση για αποδιάταξη και συνεπώς απώλεια λειτουργικότητας. Για να 

ξεπεραστούν αυτά τα εµπόδια, έχει αναπτυχθεί η κατευθυνόµενη από το DNA (DDI) 

ακινητοποίηση των πρωτεϊνών, που χρησιµοποιεί οµοιοπολικά συζεύγµατα συντιθέµενα από 

µονόκλωνο DNA και στρεπταβιδίνη ως µοριακούς προσαρµογείς για τη δηµιουργία της 

ετικέτας των βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών µε ολιγοµερή ssDNA. Η DDI παρέχει µια χηµικά 

ήπια διαδικασία για την επιλεκτικής θέσης προσκόλληση ευαίσθητων πρωτεϊνών σε ένα 
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στερεό υποστηρικτικό υλικό, µε την χρήση υποστρωµάτων ενεργοποιηµένου λειτουργικά DNA 

ως στρώµατος ακινητοποίησης (εικόνα 30A). Ένα επιπλέον πλεονέκτηµα της DDI στις 

εφαρµογές ανοσοπροσδιορισµού είναι ότι η πρόσδεση του αντιγόνου-στόχου από τα 

αντισώµατα µπορεί να πραγµατοποιηθεί σε ένα οµοιογενές διάλυµα αντί για µια ετερογενή 

ανοσορρόφηση στερεής φάσης και στη συνέχεια τα ανοσοσύµπλοκα που δηµιουργούνται 

συλλαµβάνονται στη µικροσυστοιχία DNA µε υβριδισµό νουκλεϊκού οξέος. 

Η σύγκριση των ποικίλων µεθόδων ακινητοποίησης απεκάλυψε ότι η DDI και η απευθείας 

εναπόθεση του αντισώµατος δέσµευσης οδηγούν στις υψηλότερες εντάσεις φθορισµού. 

Ωστόσο, στην τεχνική DDI παρατηρήθηκε βελτιωµένη οµογένεια θέσεων και καλύτερη  

αναπαραγωγησιµότητα. Επιπλέον, η DDI επέτρεψε την οικονοµικότερη χρήση των υλικών των 

αντισωµάτων. Λαµβάνοντας υπόψη την υψηλή ευελιξία και ευκολία στον χειρισµό, η 

βασισµένη στην DDI αυτο-διευθέτηση των πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών παρέχει έτσι µια 

ανταγωνιστική εναλλακτική για την παραγωγή ισχυρών και εύκαµπτων πρωτεϊνικών 

biochips.[13] 

 

 

Εικόνα 30. Σχηµατικός σχεδιασµός διαφορετικών τεχνικών ακινητοποίησης για την πρόσδεση 

αντισωµάτων πάνω σ’ ένα στερεό υποστηρικτικό υλικό. Για να διευκολυνθεί η κατευθυνόµενη από DNA 

ακινητοποίηση (DDI) το  σύζευγµα αντίσωµα-DNA HA-GAR (που ελήφθη µε τη σύζευξη του ΗΑ 

(σύζευγµα DNA-STV) και του GAR (goat anti-rabbit IgG antibody)) υβριδοποιήθηκε µε 

συµπληρωµατικά ολιγονουκλεοτίδια δέσµευσης cA. (Α) Επιπροσθέτως, το µη βιοτινυλιωµένο αντίσωµα 

GAR τοποθετήθηκε απευθείας πάνω στις ενεργοποιηµένες πλάκες γυαλιού (Β) ή το GAR προσδέθηκε 

µέσω της βιοτίνης στη στρεπταβιδίνη, που προηγουµένως ακινητοποιήθηκε οµοιοπολικά στην 

ενεργοποιηµένη γυάλινη πλάκα (C). Τα τρία διαφορετικά πρωτεϊνικά biochips χρησιµοποιήθηκαν στη 

συνέχεια στον σε µικροκλίµακα ανοσοπροσδιορισµό φθορισµού για την ακινητοποίηση ενός αντιγόνου 

και την παραγωγή σήµατος µέσω του Cy5-GAR (D). 
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Αυτo-διευθετούµενες  µονοστοιβάδες (SAMs) 

 

Όπως προαναφέρθηκε, προκειµένου να διευκολυνθεί η ακινητοποίηση των παραγόντων 

δέσµευσης, αυτo-διευθετούµενες  µονοστοιβάδες (self–assembled monolayers, SAMs) 

χρησιµοποιούνται ως εργαλείο τροποποίησης της επιφάνειας. 

Οι αυτό-διευθετούµενες µονοστιβάδες είναι µοριακές αρχιτεκτονικές που σχηµατίζονται 

αυθόρµητα κατά την αλληλεπίδραση µιας επιφανειακής ενεργούς οµάδας κεφαλής (σε 

διάλυµα) µε ένα κατάλληλο υπόστρωµα. Ανάλογα µε την φύση του υποστρώµατος (µεταλλικές 

ή οξειδικές (oxidic) επιφάνειες) µια κατάλληλη ενεργός οµάδα κεφαλής (εικόνα 31) και ένας 

διαλύτης-µέσο µπορούν να επιλεχθούν για να παραγάγουν µια καλά διευθετηµένη 

µονοστιβάδα. Οι θειόλες και τα δισουλφίδια είναι τα πιο συνηθισµένα δραστικά µόρια που 

χρησιµοποιούνται πάνω σε υποστρώµατα ευγενών µετάλλων όπως ο χρυσός και ο άργυρος, 

ενώ σιλάνια χρησιµοποιούνται γενικά σε µη µεταλλικές οξειδικές (oxidic) επιφάνειες, όπως 

SiO2, Ta2O5 και TiO2. Τα περισσότερα από τα παραπάνω δραστικά µόρια είναι διαλυτά σε 

οργανικούς διαλύτες αν και οι διαλυτές στο νερό θειόλες µπορούν να συντεθούν και για ειδικές 

εφαρµογές που απαιτούν υδατικό περιβάλλον. Οι επιφανειακές δραστικές οµάδες-κεφαλές 

συνήθως είναι συζευγµένες µε µια αλκυλική αλυσίδα ή ένα παράγωγο αλκυλικής αλυσίδας, 

καθώς είναι γνωστό ότι δηµιουργούν πυκνά στοιβαγµένες µονοστιβάδες. Το τελικό άκρο της 

αλκυλικής αλυσίδας µπορεί επίσης να σχηµατίσει παράγωγα αποδίδοντας έναν αριθµό από 

ενεργές οµάδες όπως –ΟΗ, ΝΗ2, -COOH και COOR, παράγοντας  έτσι επιφάνειες µε 

διαφορετικές υγραντικές και µεσοφασικές ιδιότητες. 

Η εγγύτητα των προσροφώµενων µορίων αποτελεί τον λόγο για τον οποίο οι δυνάµεις van der 

Waals παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ενδοµοριακή σταθεροποίηση. Το πάχος αυτών των 

µονοστιβάδων είναι συνήθως κλίµακαςς νανοµέτρων στην κατακόρυφη κατεύθυνση και, ως 

αποτέλεσµα αυτού, µπορούν να ονοµαστούν νανο-συναθροίσεις. 

Αν και οι SAMs έχουν κατασκευαστεί για ένα µεγάλο εύρος επιφανειών, οι µονοστιβάδες που 

βασίζονται σε θειόλες αλκανίου πάνω σε χρυσό έχουν ερευνηθεί εκτεταµένα για τους εξής 

λόγους : (1) ευκολία στην κατασκευή, (2) βαθµός τελειότητας, (3) χηµική σταθερότητα υπό 

εργαστηριακές συνθήκες, (4) διαθεσιµότητα υλικών και (5) ευελιξία στην εισαγωγή ποικίλων 

λειτουργικών χηµικών οµάδων, µε αποτέλεσµα διαφορετικές επιφανειακές ιδιότητες. 

Παρέχουν επίσης πολύ καλό έλεγχο στις ιδιότητες της επιφάνειας. Χρησιµοποιώντας αυτές τις 

αρχές, µπορούν να αναπτυχθούν επιφάνειες µε καλές ιδιότητες βιοσυµβατότητας , ώστε να 

ανταπεξέρχονται στις σύνθετες ανάγκες των πρωτεωµικών µελετών. Σε αντίθεση µε τις 

συστοιχίες που βασίζονται στο γυαλί ή στα πολυµερή, οι SAMs πάνω σε χρυσό έχουν το 

επιπλέον πλεονέκτηµα ότι οι επιφανειακές ιδιότητες µπορούν να χαρακτηριστούν επαρκώς 

χρησιµοποιώντας και οπτικά και µηχανολογικά και ηλεκτροχηµικά αναλυτικά εργαλεία. 
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Εικόνα 31. Σχηµατική αναπαράσταση µιας διευθέτησης SAM. Η µονοστιβάδα σχηµατίζεται από την 

εξώθερµη αλληλεπίδραση µιας δραστικής οµάδας επιφάνειας µε το υπόστρωµα, ακολουθούµενης από 

πλευρική επαναδιάταξη των πλευρικών αλυσίδων και της οµάδας-ουράς. Η επαναδιάταξη συµβαίνει για 

να µεγιστοποιηθούν οι αλληλεπιδράσεις van der Waals µεταξύ των ποικίλων µορίων, µε αποτέλεσµα να 

σχηµατίσουν γωνιακή κλίση οι µονάδες της πλευρικής αλυσίδας σε σχέση µε την επιφάνεια. 

 

Οι SAMs µπορούν να δράσουν ως βιοσυµβατές διεπιφάνειες κατά τη χηµική σύζευξη των 

πρωτεϊνών σε ένα υπόστρωµα µικροσυστοιχίας, είτε µέσω οµοιοπολικής πρόσδεσης είτε 

µέσω χηµείας συµπλόκων είτε µέσω υπερµοριακών αλληλεπιδράσεων. Εκτός από τις 

παραπάνω µεθόδους, οι πρωτεΐνες έχουν και µια τάση να αλληλεπιδρούν µε την επιφάνεια 

µέσω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων. Κανονικά, αυτές οι αλληλεπιδράσεις αποτελούν 

αυτό που περιγράφεται ευρέως ως µη ειδικές αλληλεπιδράσεις. Ειδικές SAMs βασισµένες σε 

πολυαιθυλενο-γλυκόλη και poly-L-λυσίνη-g-πολύ(αιθυλενογλυκόλη) είναι γνωστές για την 

αντίστασή τους σε τέτοιες αλληλεπιδράσεις κι έτσι χρησιµοποιούνται ευρέως στον σχεδιασµό 

των περισσότερων βιοαισθητήρων και µικροσυστοιχιών. Ενώ η αδράνεια της 

πολύ(αιθυλενογλυκόλης) είναι εξαιρετική, οι SAMs που φέρουν στο άκρο τους µανιτόλη 

µπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν ευρέως για την παρεµπόδιση των µη ειδικών 

αλληλεπιδράσεων των κυττάρων των θηλαστικών και των πρωτεϊνών µε τα υποστρώµατα 

των πρωτεϊνικών chips.  

Αν λοιπόν κατανοήσουµε την χηµική φύση των πρωτεϊνών που µας ενδιαφέρουν, «έξυπνες» 

SAM επιφάνειες µπορούν να κατασκευαστούν για την εφαρµογή µελετών της πρωτεϊνικής 

έκφρασης υψηλής ποιότητας.[17] 
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Παράγοντες που επηρεάζουν την ποιότητα της προσκόλλησης 

 

Το στερεό υποστηρικτικό υλικό επηρεάζει σε βάθος την ποιότητα της ανάλυσης των 

µικροσυστοιχιών, καθώς επηρεάζει όχι µόνο την επαρκή προσκόλληση του αντισώµατος αλλά 

και τον βαθµό της µη ειδικής πρόσδεσης, για παράδειγµα, και την προσβασιµότητα των 

αντισωµάτων στα αντιγόνα, που διαφέρει ιδιαίτερα σε δοµή. Οι συχνά χρησιµοποιούµενες 

τροποποιήσεις γυαλιού όπως η ενεργοποίηση µε αλδεΰδη ή η επίστρωση µε poly-L-λυσίνη ή 

νιτροκυτταρίνη, είναι συνήθεις επιφάνειες για την προσκόλληση DNA. Αυτό αντανακλά το 

γεγονός ότι οι πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες αναπτύχθηκαν κυρίως σε εργαστήρια που 

προηγουµένως ασχολούνταν µε µικροσυστοιχίες DNA. Η κλασική χηµεία πρωτεϊνικής ή 

πεπτιδικής ακινητοποίησης, ωστόσο, προσφέρει ένα πλήθος καλά καθιερωµένων και σχετικά 

απλών στρατηγικών πρωτεϊνικής πρόσδεσης σε γυάλινο υποστηρικτικό υλικό, που 

προσδένονται για να βελτιώσουν σηµαντικά την απόδοση των συστοιχιών αντισωµάτων. Ενώ 

είναι δύσκολο να καθορίσουµε γενικές στρατηγικές ακινητοποίησης που δεν κάνουν δηλαδή 

διακρίσεις µεταξύ των πρωτεϊνών, η δοµική οµοιότητα των αντισωµάτων κατευνάζει αυτήν την 

πλευρά. Στον πίνακα 4 παρουσιάζονται ποικίλες διαδικασίες που κρίθηκαν κατάλληλες για 

τροποποίηση γυάλινων πλάκων. 

Κατά κύριο λόγο, η προσανατολισµένη προσκόλληση είναι µία στρατηγική ακινητοποίησης 

που προτιµάται. Οι ενεργές πλευρές των αντισωµάτων είναι καλύτερα προσβάσιµες και η 

σταθερότητά τους βελτιώνεται. Σε κάθε περίπτωση, λαµβάνονται υψηλότερες εντάσεις 

σήµατος σε σχέση µε την τυχαία προσκόλληση. Ωστόσο και οι δύο στρατηγικές απαιτούν 

ενεργοποίηση των αντισωµάτων, πρόσθετα στάδια καθαρισµού και στη συνέχεια έλεγχο της 

συγκέντρωσης αντισωµάτων. Αυτό µπορεί να αποδειχθεί ασύµβατο µε πρακτικές εφαρµογές, 

κατά τη διάρκεια των οποίων γίνεται χειρισµός µεγάλων αριθµών δαπανηρών και κάποιες 

φορές µοναδικών µορίων. Καταρχήν, ο χειρισµός και ο καθαρισµός στη συνέχεια πολύ µικρών 

ποσοτήτων αντισωµάτων µπορεί να οδηγήσει σε σηµαντικές απώλειες. ∆εύτερον, τα 

αντισώµατα πρέπει να ενεργοποιηθούν απευθείας πριν από την τοποθέτηση, αλλά δεν 

µπορούν να διατηρηθούν σ’ αυτήν την κατάσταση για µεγάλο χρονικό διάστηµα, 

σπαταλώντας έτσι πολύτιµο υλικό. Επιπλέον, κάποια µονόκλωνα αντισώµατα δεν έχουν 

κατάλοιπα υδατάνθρακα. Για τους λόγους αυτούς, η διαδικασία τυχαίας προσκόλλησης θα 

µπορούσε να είναι καλύτερη.  
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Χηµεία των επιφανειών Τρόπος πρόσδεσης 
Πηκτή πολυακρυλαµιδίου ενεργοποιούµενη 
από οµάδες υδραζιδίου (hydrazide) 

Κατάλοιπα υδατανθράκων σε αντισώµατα 
οξειδωµένα µε NaIO4 

poly-L-λυσίνη Προσρόφηση 
Νιτροκυτταρίνη Προσρόφηση 
Κυανοσιλάνιο (πλάκα µικροτιτλοποίησης) Προσρόφηση 
Σιλάνιο αλδεΰδης Αµινοµάδες 
BSA/διλειτουργική Ν-υδροξυσουκινιµίδιο 
Αµινοσιλάνιο/διλειτουργικό 

Αµινοµάδες 

Ν-υδροξυσουκινιµίδιο (πλάκα 
µικροτιτλοποίησης) 

Αµινοµάδες 

Hydrogel αλδεΰδης Αµινµάδες 
Μερκαπτοσιλάνιο/µαλεϊµιδο- Ν-
υδροξυσουκινιµίδιο 

Αµινοµάδες 

Εποξειδικό σιλάνιο Αµινοµάδες, υδροξυλοµάδες, οµάδες θειόλης 
Επίστρωση νικελίου Ετικέτα ιστιδίνης 
Νετραβιδίνη Βιοτινυλιωµένα αντισώµατα 
Αβιδίνη Ετικέττα βιοτινυλιωµένης ιντενεΐνης (intenein) 

των  πρωτεϊνών 
 

Πίνακας 4. Στρατηγικές προσκόλλησης για την παραγωγή µικροσυστοιχιών 

 

 

Ενώ η κατευθυνόµενη προσκόλληση για ένα σύνολο από φυσικές πρωτεΐνες δεν αποτελεί 

ασήµαντο θέµα, οι βιβλιοθήκες έκφρασης ανασυνδυασµένων χιµαιρικών (υβριδικών)  

πρωτεϊνών προσφέρουν καλύτερες ευκαιρίες. Σε σύγκριση µε τις πλάκες αλδεΰδης, η 

προσκόλληση ειδικής θέσης σε πλάκες µε επίστρωση νικελίου επέδειξαν µεγαλύτερη ένταση 

σήµατος. 

Η δυνατότητα προστασίας των αντισωµάτων έναντι αποδιάταξης κατά την παραγωγή 

µικροσυστοιχιών είναι ακόµα µία σηµαντική τεχνική πλευρά. Συχνά προστίθεται γλυκερόλη 

στο διάλυµα εναπόθεσης για να αποφευχθεί η αφυδάτωση και κατά συνέπεια η αποδιάταξη 

του αντισώµατος. Επίσης, προσθήκη δισακχαριτών, οι οποίοι συχνά χρησιµοποιούνται ως 

προστατευτικά αντιδραστήρια σε διαδικασίες λυοφιλίωσης βελτιώνει σηµαντικά την 

σταθερότητα. 

Η σωστή αποθήκευση των πλακών µετά την τοποθέτηση των αντισωµάτων αποτελεί 

σηµαντικό στοιχείο τόσο από πλευράς χρόνου όσο και από πλευράς εξοικονόµησης υλικού. 

Επιτρέπει παραγωγή µεγάλης ποσότητας πλακών και κατά συνέπεια συνεχή κατανάλωση. 

Καθότι το υψηλό επίπεδο υγρασίας επηρεάζει την χηµική σταθερότητα των πρωτεϊνών, η 

λυοφιλίωση ή η διατήρηση στην κατάψυξη αποτελούν σηµαντικές διαδικασίες. 
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ΕΠΙΣΤΡΩΣΕΙΣ 

 

Πέρα από τον µηχανισµό προσκόλλησης (προσρόφηση, φυσική παγίδευση σε πηκτές, 

οµοιοπολική πρόσδεση ή προσανατολισµένη µοριακή αναγνώριση) , η µοριακή αρχιτεκτονική 

της επικάλυψης παίζει έναν σηµαντικό ρόλο και πρέπει να ληφθεί υπόψη. Μια σχηµατική 

απεικόνιση κοινών µοριακών αρχιτεκτονικών των επιφανειών παρέχεται στην εικόνα 32. 

 

 

 
 

Εικόνα 32. Απλοποιηµένη αναπαράσταση (σχεδιασµένη χωρίς κλίµακα) των πιο κοινών µοριακών 

αρχιτεκτονικών των επιφανειών. 

 

 

Οι πρωτεΐνες και τα πεπτίδια, ασχέτως του µηχανισµού προσκόλλησης, µπορούν να έρχονται 

άµεση σε επαφή µε την ενεργοποιηµένη γυάλινη επιφάνεια πάνω σε µια µονοδιάστατη 

επίστρωση. Εναλλακτικά, ο ανιχνευτής µπορεί να εισαχθεί σε µια απλή αρχιτεκτονική 

µονοστιβάδας, όπως στο SAM ή την πολυαιθυλενογλυκόλη (PEG) ή σε µια πιo σύνθετη 

τρισδιάστατη δοµή όπως ένα δενδριµερικό πολυµερές ή ένα τυχαίο συµπολυµερές. Η 

καινοτόµος πτυχή αυτής της προσέγγισης στηρίζεται στο γεγονός ότι το πολυµερές αυτο-

προσροφάται πάνω στην επιφάνεια του γυαλιού πολύ γρήγορα, απλά εµβαπτίζοντας τις 

γυάλινες πλάκες µέσα σ’ ένα αραιωµένο υδατικό διάλυµα του πολυµερούς και χωρίς να 

καταναλωθεί χρόνος στην προεπεξεργασία του γυαλιού. Εποµένως, η διαδικασία επίστρωσης 
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είναι µια γρήγορη και ανέξοδη µέθοδος παραγωγής υδρόφιλων λειτουργικών επιφανειών που 

φέρουν ενεργούς εστέρες, ικανούς να αντιδράσουν µε αµινοµάδες σε τροποποιηµένο DNA, 

πρωτεΐνες και πεπτίδια.  

Τα υλικά που παραδοσιακά σχετίζονται µε συµβατικές πρωτεϊνικές δοκιµασίες συνήθως δεν 

είναι συµβατά µε ροµποτικούς µηχανισµούς στοίχισης, δεν µπορούν να παράσχουν την 

ευαισθησία ή το δυναµικό εύρος που αναµένεται από τα πειράµατα µικροσυστοιχιών ή να 

συνεισφέρουν µη ειδικές συνδέσεις υψηλού φθορισµού που έχει ως αποτέλεσµα χαµηλά 

ποσοστά σήµατος-θορύβου. Για να ξεπεραστούν αυτά τα προβλήµατα έχει διερευνηθεί ένας 

αριθµός καινοτόµων διατάξεων για τη δηµιουργία πρωτοτύπων πρωτεϊνικών συστοιχιών. 

Ανάµεσα σ’ αυτές, δύο χρησιµοποιούν πηκτή αγαρόζης ή ακρυλαµιδίου τοποθετηµένης πάνω 

σε γυάλινες πλάκες, συνδυάζοντας έτσι την χρησιµότητα ενός στερεού υποστηρικτικού υλικού 

µε την ικανότητα φόρτωσης και πρόσδεσης ενός πορώδους στρώµατος πηκτής. Αυτές οι 

µέθοδοι επινοήθηκαν αρχικά για την αύξηση της δυναµικής ικανότητας φόρτωσης των 

δειγµάτων DNA πάνω σε µία επίπεδη επιφάνεια µικροσυστοιχίας, αλλά γενικά είναι 

εφαρµόσιµες σε µια ποικιλία υποστρωµάτων, συµπεριλαµβανοµένων των νουκλεϊκών οξέων, 

των πρωτεϊνών και των µικρών µορίων.  

Η απόδοση πλάκας copoly (DMA-NAS-MAPS) ερευνήθηκε στην αξιολόγηση του 

ρευµατοειδούς παράγοντα (RF) σε δείγµατα ανθρώπινων ορρών. Τα αποτελέσµατα δείχνουν 

ότι οι ακινητοποιηµένες πρωτεΐνες διατηρούν µία ενεργό διαµόρφωση και είναι εύκολα 

προσβάσιµες. Επιπλέον, µετά από τον προσδιορισµό, οι πλάκες παρουσίασαν µια πολύ 

χαµηλή µη ειδική πρόσδεση. Η πολυµερική επιφάνεια εξετάστηκε επίσης ως υποστηρικτικό 

υλικό πεπτιδικής µικροσυστοιχίας σε µια µελέτη χαρτογράφησης επιτόπου. Αυτή η µελέτη 

εισηγείται ότι αν και οι πλάκες copoly (DMA-NAS-MAPS) προσδένουν το µόριο δέσµευσης µε 

µια τυχαία διαµόρφωση, το υδατικό µικρο-περιβάλλον που δηµιουργείται από την πολυµερική 

επίστρωση παρείχε µια καλή δυνατότητα πρόσβασης του προσδέµατος χωρίς να χρειάζεται 

κάποιος διάµεσος µεταξύ του ανιχνευτή και της επιφάνειας. 

Πρόσφατα εισήχθη µια νέα µέθοδος για την ανάπτυξη επιφανειών πολυµερικών 

µικροσυστοιχιών βασισµένη στην επίστρωση των υποστρωµάτων µε πολλαπλές στιβάδες 

πολυηλεκτρολυτών που τελειώνουν µε poly(ακρυλικό οξύ) (PAA) ακολουθούµενης από 

ενεργοποίηση των ελεύθερων οµάδων – COOH του PAA. Αυτή η επιφάνεια και ανθίσταται 

στην µη ειδική προσρόφηση και επιτρέπει την οµοιοπολική ακινητοποίηση των συστοιχιών 

ενεργών αντισωµάτων. Επιπλέον, η εναπόθεση αυτών των επιστρώσεων σε υποστηρικτικά 

υλικά µικροπορώδους αλουµίνας είχε ως αποτέλεσµα µια αύξηση κατά 500 φορές στην 

περιοχή της επιφάνειας σε σχέση µε τα υποστηρικτικά υλικά δύο διαστάσεων, οδηγώντας σε 

µείωση των ορίων ανίχνευσης στις πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες κατά δύο τάξεις µεγέθους.  

Οι υπερµοριακές δοµές θεωρούνται γενικά ευνοϊκές όσον αφορά στη διατήρηση της 

πρωτεϊνικής δραστικότητας. Επιπλέον, λόγω της µειωµένης σταθεράς ταχύτητας αντίδρασης  

κοντά στην περιοχή της επιφάνειας, η αναγνώριση των µικρών µορίων, όπως τα πεπτίδια, 
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συχνά εµποδίζεται. Η πολυµερική επίστρωση της επιφάνειας δρα ως σύνδεσµος και 

αποµακρύνει τον προσδεµένο ανιχνευτή από την επιφάνεια, µε αποτέλεσµα µια πολύ 

γρηγορότερη και αποδοτική αντίδραση µε το στόχο. Αυτό το ζήτηµα είναι πολύ σηµαντικό 

όταν έχουµε να κάνουµε µε µικροσυστοιχίες µικρών µορίων ως πεπτιδικές συστοιχίες.  

Εκτός από τις κατάλληλες επιφάνειες, πρέπει να αναπτυχθούν και  τα ρυθµιστικά διαλύµατα 

τυπώµατος ώστε να παρέχονται σταθερές και φυσιολογικές συνθήκες στις πρωτεΐνες που 

εναποτίθενται στην επιφάνεια (π.χ. γλυκερίνη, σακχαρόζη, η σακχαρόζη προστίθεται συχνά 

σε PBS που είναι το πιο κοινό ρυθµιστικό διάλυµα τυπώµατος). Η διαλυτότητα αποτελεί συχνά 

θέµα  για τα υδροφοβικά πεπτίδια που απαιτούν τη χρήση των απορρυπαντικών στο 

ρυθµιστικό διάλυµα εναπόθεσης. 

Παρά την έλλειψη µιας ιδανικής επιφάνειας µε καθολική εφαρµογή ή µιας προσέγγισης 

ακινητοποίησης, όπως καταδεικνύεται από την βιβλιογραφία, είναι σαφές ότι οι υπάρχουσες 

µέθοδοι είναι περισσότερο από επαρκείς για πολλές εφαρµογές και γενικά, η λειτουργία των 

ακινητοποιηµένων πρωτεϊνών εµφανίζεται ισχυρή σε µια ευρεία ποικιλία στρατηγικών 

ακινητοποίησης. [11] [12] 
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ΕΠΙΦΑΝΕΙΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΩΝ 

 

Ο στόχος των πεπτιδικών και πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών είναι η µελέτη των µοριακών 

αλληλεπιδράσεων που συµβαίνουν µεταξύ δύο αλληλεπιδρόντων :  ενός που περιέχεται σε 

ένα υγρό δείγµα κι ενός ακινητοποιηµένου πάνω σε ένα στερεό υποστηρικτικό υλικό. Οι 

επιφάνειες που χρησιµοποιούνται συνήθως για την ακινητοποίηση DNA είναι συνήθως 

ακατάλληλες για πρωτεΐνες, λόγω των βιοφυσικών διαφορών µεταξύ των δύο τάξεων 

βιοαναλυόµενων ουσιών. 

Οι κύριες απαιτήσεις της επιφάνειας όπου γίνεται η δοκιµασία µίας πρωτεϊνικής 

µικροσυστοιχίας είναι : 

 

- Μέριµνα για βέλτιστες συνθήκες σύνδεσης των προσδεµάτων δέσµευσης (ανιχνευτών) µε 

υψηλές δυνατότητες πρόσδεσης. Σε αντίθεση µε το DNA, µε τον αρνητικά φορτισµένο 

σκελετό φωσφορικού άλατος, οι πρωτεΐνες δεν παρέχουν µια οµοιόµορφη εξωτερική 

επιφάνεια, για την οποία θα µπορούσε να σχεδιαστεί µια ειδική επίστρωση µε καλή 

πρόσφυση. 

 

- Το υποστηρικτικό υλικό πρέπει να είναι κατάλληλο για κατασκευή υψηλής 

ρυθµοαπόδοσης και διαδικασίες ελέγχου. Αυτό περιλαµβάνει γρήγορη και οικονοµική 

παραγωγή σε υψηλές ποσότητες, καταλληλότητα για ανίχνευση µε χρήση φθορισµού µε 

χαµηλό αυτοφθορισµό, και ευκολία χειρισµού κατά τη διάρκεια των διαδικασιών 

αποθήκευσης και προετοιµασίας, όπως και υψηλή αναπαραγωγησιµόητα. 

 

- ∆ιατήρηση της βιολογικής δραστηριότητας των προσδεµάτων δέσµευσης (οι πρωτεΐνες 

τείνουν να ξεδιπλώνονται όταν ακινητοποιούνται πάνω σε µία βάση, ώστε να επιτρέψουν 

στις εσωτερικές υδρόφοβες πλευρικές αλυσίδες να σχηµατίσουν υδροφοβικούς δεσµούς 

µε την στερεή επιφάνεια). 

 

- Προσβασιµότητα του προσδέµατος από αλληλεπιδρόν (οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

πρωτεϊνών και υποστρωµάτων µειώνουν την προσβασιµότητα του στόχου, πιθανότατα 

οδηγώντας σε λανθασµένα αρνητικά αποτελέσµατα). Αυτό το θέµα είναι ιδιαίτερα 

σηµαντικό για τις πεπτιδικές µικροσυστοιχίες λόγω της µικρής µοριακής µάζας των 

προσδεµάτων δέσµευσης. 

 

- Χαµηλός βαθµός µη δεσµικής µη ειδικής αλληλεπίδρασης (η επίτευξη µιας µη δεσµικής µη 

ειδικής πρόσδεσης χαµηλού βαθµού είναι πολύ δύσκολη όταν το δείγµα είναι ένα σύνθετο 

µείγµα χιλιάδων µορίων όπως ο ορρός).[11] [14] 
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Κατά κανόνα, όταν γίνεται πρόσδεση µιας πρωτεΐνης σε µια µήτρα πρέπει να γίνονται 

συµβιβασµοί.  Ο στόχος της πρόσδεσης είναι να συνδέσουµε τη φυσική πρωτεΐνη µε τον 

σωστό προσανατολισµό πάνω στη µήτρα χωρίς να κινδυνεύει να διαφύγει, µε συνεχή 

χειρισµό. 

Το πρωτεϊνικό chip  είναι ένα µικρό στοιχείο, στην επιφάνεια του οποίου είναι δυνατό να 

προσδεθούν φυσικές αποµονωµένες, ανασυνδυασµένα εκφρασµένες πρωτεΐνες ή συνθετικά 

παραγόµενα πεπτίδια. Ακόµα και όταν τα πρωτεϊνικά αυτά chips ονοµάζονται biochips 

µικροσυστοιχιών, αυτό δε σηµαίνει πάντα ότι πρόκειται για ιδιαίτερα φορτισµένες 

µικροσυστοιχίες (µέχρι 200.000 θέσεις/cm2), όπως µπορεί να συµβεί µε τις µικροσυστοιχίες  

DNA. Συνήθως τα πρωτεϊνικά chips έχουν λίγες θέσεις (8000 – 10000). Το πώς αυτές οι 

πρωτεΐνες ή πεπτίδια δένονται πάνω σ’ ένα υπόστρωµα του biochip (ενεργοποιηµένη γυάλινη 

επιφάνεια, µέταλλο ή πλαστικό) εξαρτάται κυρίως από την προεργασία του biochip αλλά και 

από τις ιδιότητες του µορίου της πρωτεΐνης. Η επιφάνεια ενός biochip µπορεί να είναι επίπεδη, 

δυσδιάστατη ή τρισδιάστατη.[21] 

 

 

∆υσδιάστατες επιφάνειες (2-D) πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών 

 

Οι δυσδιάστατες διατάξεις των chips είναι πιθανό να αποτελέσουν το σύστηµα επιλογής λόγω 

της ευκολίας του χειρισµού τους, των χαµηλών σηµάτων µη ειδικής πρόσδεσης και µη ειδικών 

αλληλεπιδράσεων. Για την παραγωγή βιοσυµβατών δυσδιάστατων επιφανειών µπορεί να γίνει 

χρήση της τεχνολογίας βιοτίνης-στρεπταβιδίνης. Η επιφάνεια στρεπταβιδίνης µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για την ακινητοποίηση µιας ευρείας περιοχής βιοτινυλιωµένων µορίων 

(νουκλεϊκά οξέα, πρωτεΐνες, σακχαρίδια). Οι αρχιτεκτονικές βιοτίνης- στρεπταβιδίνης έχουν 

χρησιµοποιηθεί ευρέως ως υποστηρικτικά υλικά αισθητήρα για τη µελέτη πολυάριθµων 

βιοµοριακών αλληλεπιδράσεων. Ένας από τους λόγους που οδήγησαν στη γρήγορη 

ανάπτυξη της εφαρµογής της τεχνολογίας είναι η ευκολία µε την οποία µπορούν να 

βιοτινυλιωθούν τα διάφορα βιοµόρια. Ωστόσο σύµφυτα µε τα συζευγµένα µε βιοτίνη µόρια 

είναι και τα παρακάτω : (1) οι βιοχηµικές και φυσικές ιδιότητες των βιοµορίων δεν 

επηρεάζονται σηµαντικά από το στάδιο της βιοτινυλίωσης και (2) οι ιδιότητες της βιοτίνης δεν 

επηρεάζονται από το παραγόµενο βιοµόριο. Η σχετική ευκολία µε την οποία η βιοτίνη 

προσκολλάται σε οργανικά µόρια υποκατεστηµένα µε µια θειόλη καθιστά δυνατή την χρήση 

υποστρωµάτων χρυσού ως υποκείµενες πλατφόρµας για την κατασκευή πρωτεϊνικών 

συστοιχιών. 

Μεταξύ των επίπεδων biochips συγκαταλέγονται και τα λεγόµενα biochips αµινοσιλανίου. 

Αυτά είναι κατάλληλα τόσο για νουκλεϊκά οξέα όσο και για πρωτεΐνες και ενεργοποιούνται 

οµοιοπολικά. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν διάφοροι συνδέτες οργανοσιλανίου για την 

ενεργοποίηση των θετικά φορτισµένων επιφανειών αµινοσιλανίου. Με τη χρήση ενός 
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ηλεκτρονιόφιλου ατόµου  πυριτίου λαµβάνει χώρα µία πυρινόφιλη προσθήκη µεταξύ των 

υδροξυλικών οµάδων µιας γυάλινης επιφάνειας και του 3-αµινοπροπυλοτριµεθοξυσιλανίου . 

Μ’ αυτόν τον τρόπο η επιφάνεια αµινοσιλανίου του biochip αποκτά θετικό φορτίο. Έτσι 

υπάρχει η δυνατότητα µιας µη ειδικής αλλά µη οµοιοπολικής σύζευξης µιας πεπτιδικής 

αλυσίδας ή µιας πρωτεΐνης υπό κορεσµό των αρνητικά φορτισµένων αµινοξέων (για 

παράδειγµα ασπαρτικό ή γλουταµινικό). Ένας σχετικά µόνιµος ηλεκτροστατικός δεσµός 

δηµιουργείται µέσω της ηλεκτροστατικής αλληλεπίδρασης µε τις οµάδες αµινοσιλανίου του 

biochip αµινοσιλανίου. Η πρόσδεση των αρνητικά φορτισµένων µακροµορίων ονοµάζεται µη 

ειδική προσρόφηση. Γι’ αυτό ο στερεοχηµικός προσανατολισµός των µακροµορίων δεν 

µπορεί να προβλεφθεί. 

Μια εναλλακτική οµοιοπολική πρόσδεση των µακροµορίων π.χ. σε ενεργοποιηµένο γυάλινο 

µέσο είναι η χρήση επίπεδων επιφανειών αλδεΰδης. Η παραγωγή των επιφανειών αλδεΰδης 

είναι παρόµοια µε αυτή των biochips αµινοσιλανίου. Και τα δύο απαιτούν πρόσδεση µεταξύ 

συνδετών οργανοσιλανίου και των υδροξυλικών οµάδων του γυάλινου µέσου. Κανονικά η 

δραστική οµάδα αλδεΰδης (R-CH=O) προσδένεται στην επιφάνεια του biochip µε µια 

αλειφατική οµάδα ή µε ένα µεγέθους 8-12 ανθράκων βραχίονα διαχωριστή. Μέσω 

πυρινόφιλης προσθήκης πρωτοταγών αµινών σχηµατίζονται διπλοί δεσµοί µε την αντίδραση 

ονοµάζεται σχηµατισµός της βάσης schiff. Η αφυδάτωση λαµβάνει χώρα σαν φυσικό γεγονός 

µετά την προσθήκη µακροµορίων σε µια επιφάνεια αλδεΰδης και χωρίς επιπλέον ενέργεια ή 

καταλύτες. Με την πλατφόρµα µικροσυστοιχίας η υγρασία είναι <45% προκειµένου να 

επάγουµε επαρκή αφυδάτωση. Ωστόσο µε τις επιφάνειες αλδεΰδης δεν είναι δυνατό να 

διευθετήσουµε επακριβώς τις πρωτεΐνες. Η στερεοχηµική τοποθέτηση είναι τυχαία όπως και 

στην περίπτωση µε τις επιφάνειες αµινοσιλανίου. Εκτός από τον οµοιοπολικό δεσµό άλλο ένα 

διακριτό πλεονέκτηµα σε σχέση µε τις επιφάνειες αµινοσιλανίου είναι το γεγονός ότι οι 

επιφάνειες αλδεΰδης είναι υδροφοβικές. Εξαιτίας αυτού τα τοποθετούµενα πρωτεϊνικά 

διαλύµατα είναι λιγότερο αραιωµένα, καθιστώντας δυνατές πιο ακριβείς θέσεις. Καθώς ο 

σχηµατισµός βάσης Schiff συµβαίνει αυθόρµητα, η επιφάνεια αλδεΰδης πρέπει να 

απενεργοποιηθεί µετά την πρόσδεση των πρωτεϊνών. Αλλιώς είναι πιθανό να λάβει χώρα 

οµοιοπολικός δεσµός µεταξύ των συγκεκριµένων πρωτεϊνικών αλληλεπιδρώντων µε 

διαθέσιµες ελεύθερες οµάδες αλδεϋδης. 

Σηµαντικό είναι επίσης να χρησιµοποιείται εξαρτηµένος τύπος επιφάνειας των 

µικροσυστοιχιών, γιατί αυτά τα biochips παρουσιάζουν έναν ελάχιστο αυτo-φθορισµό, 

επιτρέποντας ακόµα και φόρτωση των πρωτεϊνών και δεν υποβάλλονται σε µη ειδικές 

αλληλεπιδράσεις µε τις προς ανίχνευση πρωτεΐνες ή τα µέρη πρόσδεσής τους.  
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Ιδιότητα 
Επιφάνεια 
αµινοσιλανίου 

Αλδεϋδική 
επιφάνεια 

Φορτίο επιφάνειας Θετικό Ουδέτερο 
Χαρακτήρας επιφάνειας Υδρόφιλη Υδρόφοβη 
Μέθοδος πρόσδεσης Μη ειδική Οµοιοπολική 

∆ιαδικασία πρόσδεσης 
Ψήσιµο στον φούρνο, 
σύζευξη UV, 
σταυροσύνδεση 

Αφυδάτωση 

Χηµεία πρόσδεσης Ηλεκτροστατική Βάση Schiff  
Απαιτούµενος σύνδεσµος Κανένας Πρωταρχική αµίνη 
Καταλληλότητα για DNA και ολιγονουκλεοτίδια Πολύ καλή Πολύ καλή 
Καταλληλότητα για πεπτίδια και πρωτεΐνες Καλή Πολύ καλή 

 

Πίνακας 5. Σύγκριση επιφανειών υποστρώµατος αλδεΰδης και αµινοσιλανίου. Οι ιδιότητες των πιο 

δηµοφιλών υποστρωµάτων για biochips συγκρίνονται. 

 

 

Εκτός των επιπέδων αµινοσιλανίων και των επικαλυµµένων µε αλδεΰδη biochips που 

περιγράφηκαν παραπάνω, είναι διαθέσιµη µία πληθώρα από επιπλέον δυσδιάστατες 

εναλλακτικές για έµµεση πρόσδεση µιας καθαρής ή ανασυνδυασµένα εκφραζόµενης 

πρωτεΐνης. [17] [21] 

 

Τρισδιάστατες (3-D) επιφάνειες πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών. 

 

Στην τρισδιάστατη οµάδα των biochips, λεπτές ταινίες δοµής πολυµερούς µεµβράνης είναι 

τοποθετηµένες σε στρώσεις πάνω στους φορείς του γυάλινου µέσου. Η υδροφοβική 

αλληλεπίδραση επιφέρει πολύ µεγάλη δυνατότητα πρόσδεσης. Το πλεονέκτηµα αυτών των 

3D biochips είναι ότι οι τοποθετηµένες πρωτεΐνες δεν αλληλεπιδρούν µε δραστικές 

επιφανειακές οµάδες της µήτρας του biochip και συνεπώς δεν υφίσταται αλλαγές η 

διαµόρφωσή τους, λόγω των φορτίων της επιφάνειας. Οι πρωτεΐνες είναι σφιχτά 

τοποθετηµένες στη µήτρα µετά την εναπόθεση και µπορούν να διατηρήσουν την φυσική τους 

στερεοχηµική κλίση. Ένα επιπλέον πλεονέκτηµα είναι η βελτιωµένη πιθανότητα εύρεσης ενός 

πιθανού αλληλεπιδρόντος.[17] [21] 

Οι τρισδιάστατες επιφάνειες πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών που βασίζονται σε ένα περιβάλλον 

τύπου υδροπηκτής αναπτύσσονται επίσης σήµερα για να µιµηθούν τις ιδιότητες της µεγάλης 

ποσότητας του διαλύµατος. Κριτικοί των δυσδιάστατων επιφανειών υποστηρίζουν ότι τέτοιες 

επιφάνειες είναι πολύ σκληρές για να επιβιώσουν οι ευαίσθητες πρωτεΐνες. Ένα τρισδιάστατο 

ρευστό περιβάλλον είναι κατάλληλο για να παραµείνουν οι πρωτεΐνες στην ενεργό κατάστασή 

τους. Καθώς οι τρισδιάστατες αρχιτεκτονικές έχουν µεγαλύτερη περιοχή επιφάνειας από τα 
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κανονικά δυσδιάστατα συστήµατα, µπορούν να εισαχθούν πιο πολλές δραστικές οµάδες σ’ 

αυτό το πλαίσιο, για να διευκολύνουν την αυξηµένη ακινητοποίηση των ανιχνευτών. 

Πορώδης χρυσός, υλικά sol-gel, λαχνοειδή πολυµερή και επιφάνειες δεξτράνης αποτελούν 

τυπικά παραδείγµατα τέτοιας τρισδιάστατης αρχιτεκτονικής που έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως 

για την αύξηση της επιφανειακής πυκνότητας των ακινητοποιηµένων ανιχνευτών. Η χρήση 

αυτής της τρισδιάστατης αρχιτεκτονικής για εφαρµογές αισθητήρων εξαρτάται πολύ από τον 

αριθµό των συνθετικών σταδίων που εµπλέκονται στην παραγωγή αυτής της αρχιτεκτονικής κι 

επίσης στην φύση του υποστρώµατος. Την τελευταία δεκαετία SAMs τροποποιηµένες µε 

δεξτράνη έχουν γίνει το σύστηµα επιλογής για πολλές µελέτες βιοµοριακών 

αλληλεπιδράσεων. Η διευρυµένη χρήση αυτής της τρισδιάστατης αρχιτεκτονικής προωθήθηκε 

κυρίως λόγω της τεράστιας εµπορικής επιτυχίας της SPR, κατασκευαστή οργάνων του 

κατασκευαστή BIACORE. 

Πολυάριθµες επιφάνειες πρωτεϊνικών chips µπορούν να δηµιουργηθούν µε την ενεργοποίηση 

της επιφάνειας δεξτράνης. Με την χρήση της δεξτράνης ως βάση, µπορούν να παραχθούν 

επιφάνειες που ενσωµατώνουν θειόλη, αµίνη, (στρεπτ)αβιδίνη ή αλδεϋδικές οµάδες. Καθότι 

αυτά τα chips αισθητήρα είναι ιδιαίτερα ανθεκτικά και µπορούν να αντέξουν στάδια 

αναγέννησης οξέων ή βάσεων, µπορούν να ξαναχρησιµοποιηθούν αρκετές φορές χωρίς 

κάποια ουσιαστική απώλεια της επιφανειακής πυκνότητας των προσδεµάτων. 

Ενώ όµως αυτές οι τρισδιάστατες επιφάνειες έχουν πολλά πλεονεκτήµατα, εξακολουθούν να 

αντιµετωπίζουν προβλήµατα που σχετίζονται µε τις δράσεις µεταφοράς µάζας και υψηλά 

σήµατα της µη ειδικής πρόσδεσης, προερχόµενα από µη ειδικές αλληλεπιδράσεις. Οι 

τρισδιάστατες επιφάνειες από δεξτράνη επιβάλλουν στη µεταφορά µάζας περιορισµούς που 

µπορούν να µεταβάλουν την ενδογενή κινητική της αλληλεπίδρασης.[17] 

 

Οι συµβατικές τεχνικές για τη διάταξη βιοµορίων πάνω σε επίπεδα υποστρώµατα κανονικά 

περιλαµβάνει απευθείας εφαρµογή των θέσεων πάνω σε επιφάνειες µε χρήση ιδιαίτερα 

αυτοµατοποιηµένων οργάνων µικροεναπόθεσης. Η επίπεδη διάταξη χρησιµοποιείται ευρέως 

παρόλο που η τυπική επίπεδη συστοιχία κάποιες φορές πάσχει από έλλειψη οµοιοµορφίας 

και την βραδεία διάχυση των στόχων στην επιφάνεια πρόσδεσης. Κάποιοι συγγραφείς έχουν 

δείξει ότι µία ενεργός µίξη του διαλύµατος υβριδισµού έχει ως αποτέλεσµα κέρδος σε 

ευαισθησία και βελτιώνει την ακρίβεια και την αναπαραγωγισιµότητα των αποτελεσµάτων των 

µικροσυστοιχιών. Μια διαφορετική προσέγγιση για την υπαρνίκηση αυτού του προβλήµατος 

συνίσταται στην χρήση συστοιχιών κωδικοποιηµένων µικροσωµατιδίων για την εφαρµογή 

υβριδισµού σε ένα περιβάλλον παρόµοιο µε διάλυµα. Σε αντίθεση µε την κωδίκευση θέσης ή 

χώρου, στις οποίες είναι η ακριβής θέση πάνω στην επιφάνεια της συστοιχίας που επιτρέπει 

την ταυτοποίηση του αναλυόµενου µορίου, στις µη επίπεδες συστοιχίες κάθε µικροφορέας 

πρέπει να είναι κωδικευµένος για να εκτιµηθεί η ταυτότητα του κάθε ανιχνευτή. Οι µικροφορείς 

µε διαφορετικούς ανιχνευτές προσκολληµένους στην επιφάνεια µπορούν να αναµειχθούν στο 
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ίδιο φιαλίδιο που περιέχει την αναλυόµενη ουσία-στόχο. Σ’ αυτό το περιβάλλον που µοιάζει µε 

διάλυµα, οι αντιδράσεις βαίνουν µε κινητική διαλύµατος. Ο µοναδικός κώδικας πάνω σε κάθε 

µικροφορέα επιτρέπει είτε στο πρόσδεµα είτε στην χηµική ένωση που είναι προσκολληµένη 

στην επιφάνεια του φορέα να ταυτοποιηθεί µε σαφήνεια. 

Ένα ακόµη πλεονέκτηµα της χρήσης των µικροσωµατιδίων όπως σφαιρίδια από latex ή γυαλί 

σε δοκιµασίες διάταξης συστοιχίας αφορά στην αυξηµένη επιφάνεια πρόσδεσης που 

παρέχουν τρισδιάστατα σωµατίδια. [11] 

 

 

Συστοιχίες από γυαλί 

 

Οι πρώτες στρατηγικές για την κατασκευή πρωτεϊνικών συστοιχιών σε γυαλί αναπτύχθηκαν 

από την οµάδα του Mirzabekov. Συστοιχίες παράγονταν µε την ακινητοποίηση πρωτεϊνών σε 

µικροσκοπικούς θύλακες πήγµατος που ήταν προσκολληµένοι στην γυάλινη επιφάνεια. 

∆ιαφορετικοί ανοσοπροσδιορισµοί, ανίχνευση αντιγόνων και ανίχνευση ενζυµικής 

δραστηριότητας διεξάγονταν. Λόγω της τρισδιάστατης δοµής της µήτρας η πρωτεϊνική 

ακινητοποίηση ήταν πολύ επαρκής. Το οµογενώς υγρό περιβάλλον ελάττωνε την πρωτεϊνική 

αποδιάταξη. Μειονεκτήµατα των επιστρώσεων πηκτής είναι η περίπλοκη παρασκευή και η 

δυσκολία της επανάκτησης των µορίων από το πήγµα, λόγω της οποίας αυξάνεται η µη ειδική 

πρόσδεση. 

Με την χρήση ροµποτικού εξοπλισµού προσαρµοσµένου από την παραγωγή των 

µικροσυστοιχιών cDNA, οι MacBeath και Schreiber περιέγραψαν µία στρατηγική κατασκευής 

που θα άνοιγε προοπτικές για δυνητικά απλή µεγάλης κλίµακας πρωτεϊνική ανάλυση. Οι 

πρωτεΐνες τοποθετούνταν πάνω σε µία γυάλινη επιφάνεια επικαλυµµένη µε είτε σιλάνιο που 

περιέχει αλδεΰδη ή ένα αντιδραστήριο σταυροσύνδεσης που αντιδράει µε πρωτοταγείς αµίνες. 

Αυτή η στρατηγική χρησιµοποιούνταν για την εξέταση αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-

πρωτεΐνης και πρωτεΐνης-προσδέµατος και για την ταυτοποίηση ειδικών υποστρωµάτων 

κάποιων πρωτεϊνικών κινασών. Οι Haab et al. ανέπτυξαν µικροσυστοιχίες αντισώµατος-

αντιγόνου πάνω σε γυάλινες πλάκες επιστρωµένες µε poly-L-λυσίνη. Ωστόσο, από τα 115 

δοκιµαζόµενα ζεύγη αντισώµατος-αντιγόνου, µόνο 50% των αντιγόνων και 20% των 

διατεταγµένων αντισωµάτων παρείχαν ειδικά και ακριβή αποτελέσµατα. Οι αλληλεπιδράσεις 

αντισώµατος-αντιγόνου µπορούσαν να ανιχνευθούν σε συγκεντρώσεις χαµηλές, της τάξεως 

1ng/mL. Τέτοιες συστοιχίες µπορούν να παραχθούν µε την χρήση πολλών πρωτοκόλλων, του 

εξοπλισµού και του λογισµικό που ήδη υπάρχουν για τις µικροσυστοιχίες DNA, 

διευκολύνοντας έτσι την προετοιµασία, την διαδικασία και την αξιολόγηση των δεδοµένων. 

Ωστόσο, η πολύ µεγαλύτερη πολυπλοκότητα των πρωτεϊνών παρουσιάζει µία πρόκληση που 

απαιτεί πολλές καινοτόµες τεχνικές λύσεις. Για τον λόγο αυτό µεγάλη σηµασία έχει δοθεί στην 

προσαρµογή υπαρχουσών τεχνολογιών µικροσυστοιχιών µε γυάλινες πλάκες για χρήση µε 
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πρωτεΐνες. Σαν αποτέλεσµα αυτού, η πρακτική του τυπώµατος απευθείας πάνω σε χηµικά 

κατεργασµένες γυάλινες επιφάνειες, εκτός από την έµµεση λειτουργία τους ως στερεό 

υποστηρικτικό υλικό, τώρα χρησιµοποιείται πιο ευρέως για πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες. Ο 

βασικός παράγοντας-κίνητρο για την χρήση των γυάλινων πλακών είναι η εκµετάλλευση των 

ροµποτικών µικροστοιχητών θέσεων και σαρωτών λέιζερ που είναι πλέον κοινοί για την 

παρασκευή µικροσυστοιχιών DNA και την απόκτηση εικόνας αντίστοιχα. Η συνήθης διάταξη 

µικροσυστοιχιών συνεπώς παρέχει την ευκαιρία για επιστήµονες µιας πιο ευρείας περιοχής να 

υιοθετήσουν πρωτεωµικές µορφές υψηλής ρυθµοαπόδοσης (ΗΤ) χρησιµοποιώντας την 

υπάρχουσα υποδοµή και εξοπλισµό ανάλυσης για την ανάλυση και παρασκευή 

µικροσυστοιχιών DNA. 

Ένας αριθµός διαφορετικών χηµικών κατεργασιών που περιλαµβάνουν poly(L-λυσίνη), 

αλδεΰδη, νικέλιο, εποξυ, αβιδίνη και νιτροκυτταρίνη είναι κατάλληλες για την ακινητοποίηση 

πρωτεϊνών πάνω σε γυαλί. Η επιλογή της χηµείας των επιφανειών θα καθορίσει τη µέθοδο 

πρωτεϊνικής προσκόλλησης στο ενεργοποιηµένο λειτουργικά υποστηρικτικό υλικό, το οποίο 

µε τη σειρά του θα καθορίσει το εάν οι πρωτεΐνες απαιτούν τροποποίηση πριν την στοίχιση. Οι 

αµινο-δραστικές επιστρώσεις δεν απαιτούν την τροποποίηση των πρωτεϊνών για την 

αποτελεσµατική ακινητοποίηση, καθώς η οµοιοπολική προσκόλληση επιτυγχάνεται µέσω τις 

τυχαίας σταυροσύνδεσης των αµινοµάδων. Η πρωτεϊνική προσκόλληση σε πλάκες 

επιστρωµένες είτε µε νικέλιο είτε µε αβιδίνη γίνεται µέσω πρόσδεσης συγγένειας σε 

υπολείµµατα ιστιδίνης ή βιοτίνη αντίστοιχα και συνεπώς απαιτεί µια ανασυνδυασµένη 

προσέγγιση για την κατασκευή τετηγµένων πρωτεϊνών. 

Το πλεονέκτηµα της µη οµοιοπολικής ακινητοποίησης είναι ότι επειδή η προσκόλληση 

συµβαίνει αποκλειστικά στην ετικέτα συγγένειας, ένα σηµαντικό υποσύνολο πρωτεϊνών θα 

ακινητοποιηθεί µε έναν µάλλον ενιαίο προσανατολισµό, όπου οι λειτουργικές τους περιοχές 

εκτίθενται στο διάλυµα και είναι διαθέσιµα για αλληλεπίδραση µε το σηµασµένο δείγµα. Άλλα 

βασισµένα σε µεµβράνη διαλύµατα όπως η τεχνολογία πλακών επιφάνειας φθορίζουσας 

συστοιχίας διευκολύνουν την ακινητοποίηση των πρωτεϊνών µέσω παθητικής προσρόφησης 

πάνω σε µια επιφάνεια νιτροκυτταρίνης και σε πολλές περιπτώσεις αποδίδουν υψηλότερα 

ποσοστά σήµατος-θορύβου σε σύγκριση µε πλάκες µε επεξεργασία µε poly(L-λυσίνης) ή 

αλδεΰδης. [8] [12] 

Εκτός του ότι είναι συµβατές µε τον καθιερωµένο εξοπλισµό των µικροσυστοιχιών και µε τον 

εξοπλισµό ανίχνευσης που χρησιµοποιείται για DNA chips, οι γυάλινες πλάκες έχουν το 

πλεονέκτηµα ότι είναι οικονοµικές. Η πλειοψηφία των µελετών τώρα χρησιµοποιεί γυάλινες 

πλάκες. Ωστόσο έχουν υψηλή ταχύτητα εξάτµισης και είναι επιρρεπείς σε πιθανή 

διασταυρωτή µόλυνση.  

Οι περισσότερες οµάδες πλέον διατάσσουν απευθείας πρωτεΐνες και αντισώµατα πάνω σε 

επίπεδα γυάλινα πλακίδια και η ανίχνευση διεξάγεται σε περιβάλλον ελεγχόµενης υγρασίας.[2] 
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Επίχριση επιφανειών 

 

Από την έναρξη του Προγράµµατος για το Ανθρώπινο Γονιδίωµα (Human Genome Project), 

το γυαλί έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως ως υπόστρωµα για την παρασκευή µικροσυστοιχιών 

DNA. Ενώ τέτοιες συστοιχίες έχουν χρησιµοποιηθεί εκτενώς για την έρευνα της γονιδιακής 

έκφρασης, του πολυµορφισµού των νουκλεοτιδίων (SNP) και των αλληλεππιδράσεων DNA-

πρωτεΐνης, η ποιότητα των αποτελεσµάτων που λήφθηκαν από τέτοιες συστοιχίες ήταν κάθε 

άλλο παρά ικανοποιητική. Σύνθετα θέµατα που αναφέρονται σε µορφολογία θέσης, 

οµοιογένεια του σήµατος κατά µήκος της θέσης, επίχριση της µικροσυστοιχίας και µη ειδική 

προσρόφηση εξακολουθούν να µην είναι πλήρως διευκρινισµένα. Πέρα από τις παραπάνω 

προκλήσεις, είναι ακόµα δύσκολη η σύγκριση πειραµατικών αποτελεσµάτων που έχουν 

ληφθεί σε δύο διαφορετικά εργαστήρια µε την χρήση του ίδιου συνόλου συστοιχιών. Η 

αναπαραγωγησιµότητα των δεδοµένων αποτελεί µείζον θέµα και αν η τρέχουσα τάση 

συνεχιστεί, θα καταστεί πολύ δύσκολη η ακριβής αξιολόγηση των βιοµοριακών 

αλληλεπιδράσεων που σχηµατίζουν την βάση πολλών ερευνητικών µελετών και µελετών 

ανακάλυψης φαρµάκων. 

Οι περισσότερες σηµερινές αναλύσεις των βασισµένων στις πρωτεΐνες αλληλεπιδράσεων 

πάνω σε µικροσυστοιχίες βασίζεται σε επιφάνειες και διατάξεις που έχουν χρησιµοποιηθεί 

στην περίπτωση των συστοιχιών DNA. Εποξειδικές πλάκες, πλάκες αλδεΰδης ή πλάκες 

γυαλιού µε επίστρωση πολυλυσίνης χρησιµοποιούνται σήµερα για την ακινητοποίηση 

αντιγόνων ή αντισωµάτων. Κατόπιν πειράµατος µε χρήση συστοιχιών πολυλυσίνης για την 

παρακολούθηση των αλληλεπιδράσεων 115 ζευγών αντιγόνου/αντισώµατος µε χρήση 

σύνθετων διαλυµάτων πρωτεϊνικών µειγµάτων προέκυψε ότι ενώ το ποσοστό επιτυχίας των 

δεδοµένων των αλληλεπιδράσεων ήταν 20-50%, παραµένουν ανησυχίες σχετικά µε την 

επίχριση των µικροσυστοιχιών και την µη ειδική πρόσδεση (εικόνα 33).  Η επίχριση των 

µικροσυστοιχιών είναι ένα κοινό τεχνητό προϊόν που βρίσκεται στις περισσότερες συστοιχίες 

που βασίζονται στο γυαλί και είναι µία από τις µεθόδους µε την οποία λαµβάνει χώρα 

διασυνοµιλία µεταξύ γειτονικών ανιχνευτών, οδηγώντας σε λανθασµένα αποτελέσµατα. Εκτός 

από την επίχριση των µικροσυστοιχιών, τα ηλεκτροστατικά φορτία που υπάρχουν στο γυαλί 

µπορούν να οδηγήσουν και στην αποδιάταξη των πρωτεϊνών. 

Σε άλλη µία µελέτη  αναφέρθηκαν αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης µεγάλης κλίµακας 

µε την χρήση γυάλινων πλακών, επιστρωµένων µε αλδεΰδη. Ενώ οι πλάκες διέκριναν 

επιτυχώς τις ειδικές και µη ειδικές αλληλεπιδράσεις, εξακολουθούν να υπάρχουν θέµατα 

σχετικά µε την «σβέση» ή την εξουδετέρωση των υπολοίπων δραστικών οµάδων πάνω στις 

πλάκες. Ενώ η µορφολογία θέσης δεν προκαλεί µεγάλη ανησυχία στις συνήθεις ερευνητικές 

µελέτες των εργαστηρίων, αποκτάει µεγάλη σηµασία όταν διερευνώνται κάποιες χιλιάδες 

πρωτεϊνικών δειγµάτων τοποθετηµένων σε µία µόνο πλάκα. Οι εντάσεις φθορισµού που 

προέρχονται από τις θέσεις (εικόνα 33) και τις γειτονικές τους περιοχές (αν οι θέσεις δεν είναι 
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οµοιογενείς) µπορούν να επηρεάσουν τη διαδικασία απόκτησης δεδοµένων. Επιπλέον, εάν η 

χηµεία επιφανειών ανάµεσα στις θέσεων δεν είναι οµογενής, µπορεί να παρατηρηθούν 

ποικίλες εντάσεις του σήµατος φθορισµού για την ίδια θέση. Εάν η ανάλυση δεδοµένων δεν 

είναι ιδιαίτερα εξελιγµένη, τέτοιες θέσεις µπορούν να οδηγήσουν γενικά σε µειωµένες δράσεις 

κατά το στάδιο της ανάλυσης, οδηγώντας σε παραπλανητικά επίπεδα πρωτεϊνικής έκφρασης 

για την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει. [17] 

 

 

 

 
 

 

Εικόνα 33. (α) Αλληλεπιδράσεις αντιγόνου-αντισώµατος πάνω σε γυάλινες πλάκες µε επίστρωση poly-

λυσίνης. Προσοχή στην κηλίδα (smearing) στο κατώτατο άκρο της πλάκας. Τέτοια φαινόµενα 

επίχρησης µπορούν να οδηγήσουν σε διασυνοµιλία µεταξύ των γειτονικών θέσεων. (b) 

Αλληλεπιδράσεις πρωετΐνης-πρωτεΐνης πάνω σε πλάκες µε επίστρωση αλδεΰδης. Τέτοιες πλάκες 

πάσχουν από φτωχή µορφολογία και ανοµοιογένεια του σήµατος κατά µήκος της θέσης, 

δηµιουργώντας προβλήµατα κατά το στάδιο απόκτησης των δεδοµένων.  
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Συγκριτική µελέτη υλικών επιφανειών 

 

 

Παλιότερα, οι µεµβράνες PVDF (polyvinylidene fluoride, πολυβινύλια φθοριωµένα)  

αποτελούσαν το υπόστρωµα επιλογής για τις πρωτεϊνικές µακροσυστοιχίες υψηλής 

πυκνότητας και µικροσυστοιχίες. Ωστόσο, η απαίτηση για ακόµα µεγαλύτερες πυκνότητες 

συστοιχιών και µικρότερους όγκους δείγµατος οδήγησε στη µεταφορά των µεθόδων και 

αρχών των µικροσυστοιχιών DNA στα πρωτεϊνικά chips. Σήµερα υπάρχουν δύο µεγάλες 

κατηγορίες πλακών µικροσυστοιχιών : επιφάνειες καλυµµένες µε πηκτή, όπως το 

πολλυακριλαµίδιο ή η αγαρόζη και επιφάνειες από πλαστικό ή τροποποιηµένο γυαλί χωρίς 

επίστρωση πηκτής, όπως η αλδεΰδη, η poly-L-λυσίνη ή πλάκες επιστρωµένες µε νικέλιο. 

Μετά από συγκριτική µελέτη για την εύρεση της καταλληλότερης επιφάνειας στις πρωτεϊνικές 

µικροσυστοιχίες, κατά την οποία χρησιµοποιήθηκαν  πλάκες από πλαστικό, επιστρωµένες µε 

πηκτή και χηµικά τροποποιηµένες γυάλινες πλάκες χωρίς επίστρωση πηκτής, προέκυψαν τα 

παρακάτω: Γυάλινες πλάκες µε χηµικές τροποποιήσεις όπως poly-L-λυσίνη και οµάδες 

αλδεΰδης, που προκαλούν την πρόσδεση πρωτεϊνών και αντισωµάτων µέσω 

ηλεκτροστατικών και οµοιοπολικών αλληλεπιδράσεων είναι εύκολες στην παρασκευή και τον 

χειρισµό και έχουν µεγάλη αντοχή. Και οι τρεις επιστρώσεις έχουν πολύ καλές αναλογίες 

σήµατος-θορύβου και διαπεδιακούς συντελεστές µεταβλητότητας από 12% (πολυσίνη, 

polysine) έως 20% (poly-L-λυσίνη). Παρόµοια αποτελέσµατα λήφθηκαν σχετικά µε την 

οµοιογένεια του σήµατος. Ωστόσο, ένα µειονέκτηµα αυτού των πλακών αυτού του τύπου είναι 

ότι το µέσο όριο ανίχνευσης είναι 2000amol/θέση, ενώ άλλες πλάκες έχουν µέσα όρια 

ανίχνευσης 1313amol/θέση. Εναλλακτικά, η χωρίς επίστρωση πηκτής πλαστική πλάκα που 

αποτελείται από µαύρο MaxiSorb πολυµερές έχει ένα µέσο όριο ανίχνευσης 1500amol/θέση. 

Όµως οι µέσοι συντελεστές µεταβλητότητας και για τις διαφανείς και για τις µαύρες πλάκες 

είναι στην περιοχή 15-32%. Η τελική πλάκα µικροσυστοιχίας αυτής της οµάδας είναι η 

Ανακλαστική πλάκα µικροσυστοιχίας, που παρέχει µια επιφάνεια που µοιάζει µε καθρέφτη. Η 

σάρωση των πλακών αυτών µε το ίδιο όφελος όπως και στις άλλες πλάκες ανέβασε και την 

ένταση του σήµατος και τη µη ειδική πρόσδεση. Συνεπώς, µία ρύθµιση µικρότερου κέρδους 

απέδωσε καλύτερα αποτελέσµατα. Αν και το όριο ανίχνευσης είναι µόνο 2000 amol/θέση, η 

πλάκα αυτή επέδειξε πολύ καλά αποτελέσµατα σε ό,τι αφορά την ενδοπεδιακή (intrafield) και 

διαπεδιακή (interfiled) µεταβλητότητα και απέδωσε εντάσεις σήµατος που µπορούν να 

συγκριθούν µε άλλες επιφάνειες που σαρώθηκαν µε µεγαλύτερο κέρδος. 

Η οµάδα των πλακών µε επίστρωση πηκτής αποτελείται από πηκτές πολυακρυλαµιδίου, που 

εγχύενται πάνω σε µία αντικειµενοφόρο γυάλινη πλάκα και συγκρατούν τα αντισώµατα µε 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. Η οµάδα των πλακών µε επίστρωση πηκτής µπορεί να χωριστεί 

στις εµπορικές, αυτόµατα κατασκευαζόµενες πλάκες υδροπηκτής και στις χειρωνακτικά 

φτιαγµένες πλάκες πολυακρυλαµιδίου. Οι πλάκες υδροπηκτής αποδίδουν καλύτερα όταν 
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χρησιµοποιούνται συστοιχίες αντισωµάτων από πλευράς ορίου ανίχνευσης, αλλά επέδειξαν 

µεγαλύτερες µεταβλητότητες από τις πλάκες χωρίς επίστρωση πηκτής. Η προεργασία των 

πλακών υδροπηκτής όπως συνιστάται από τον κατασκευαστή αποδίδει καλύτερα όρια 

ανίχνευσης, αλλά δίνει µεγαλύτερους συντελεστές µεταβλητότητας. Οι χειρωνακτικά 

κατασκευασµένες πλάκες πολυακρυλαµιδίου προ επώασης µε PBS έδωσαν χαµηλότερα όρια 

ανίχνευσης 1875 amol/θέση σε σύγκριση µε τις ακατέργαστες πλάκες και επέδειξαν πιο 

αξιόπιστα και καλύτερα αναπαραγώγιµα αποτελέσµατα µε συντελεστές µεταβλητότητας 14% 

και 15% για ενδοπεδιακή και διαπεδιακή ανάλυση αντίστοιχα. 

Η έρευνα για τις συνθήκες αποθήκευσης των µικροσυστοιχιών µε ακινητοποιηµένα 

αντισώµατα έδειξε ασήµαντες απώλειες της έντασης του σήµατος µε το πέρασµα του χρόνου 

για όλες τις επιφάνειες χωρίς επίστρωση πηκτής και σε δοκιµασµένες συνθήκες. Ωστόσο, οι 

πλάκες µε επίστρωση πηκτής που αποθηκεύτηκαν σε ξηρό περιβάλλον στους 4 οC 

απεκάλυψαν µεγαλύτερες εντάσεις σήµατος σε σύγκριση µ’ αυτές σε διάλυµα (blocking 

solution) στους 4 οC. Αυτό µπορεί να προκληθεί από διάχυση των επικαλυµµένων 

αντισωµάτων στο blocking solution κι έτσι ευνοεί συνθήκες αποθήκευσης σε ξηρό περιβάλλον. 

Όλες οι εξεταζόµενες πλάκες επέδειξαν µια απρόσµενη αύξηση απόδοσης µετά από 2 

βδοµάδες και κυρίως οι µικροσυστοιχίες MaxiSorb (black), όπου ο κορεσµός στην ένταση του 

σήµατος ελήφθη µόλις µετά από 2 βδοµάδες αποθήκευσης.  



 99 



 100 

 

 

Εικόνα 34. Γραφικές παραστάσεις που δείχνουν τις µέσες εντάσεις σήµατος  (σχετικές µονάδες) έναντι 

ολικής συγκέντρωσης πολυκλωνικών αντι-ινωδογόνων αντισωµάτων εφαρµοσµένων ανά θέση για 11 

διαφορετικά υλικά µικροσυστοιχιών. Το κάθε σηµείο αναπαριστά τη µέση ένταση σήµατος εκ των 

τεσσάρων µετρηθέντων. Οι κατακόρυφες γραµµές πριστούν το ελάχιστο και το µέγιστο σήµα των 

τεσσάρων. Επιπροσθέτως, για δύο chips µε επίστρωση πηκτής, δοκιµάστηκε η επίδραση της 

προεπεξεργασίας της επιφάνειας. Η προεπεξεργασία για τις πλάκες υδροπηκτής περιλαµβάνει ένα 

στάδιο έκπλυσης µε νερό και περιγράφεται στον οδηγό πρωτοκόλλου που προµηθεύεται µε τις πλάκες. 

Η προεπεξεργασία των πλακών πολυακρυλαµιδίου περιλαµβάνει την παράλειψη του σταδίου της 

επώασης µε PBS πριν την εναπόθεση. 
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Εικόνα 35. Σύγκριση διαφορετικών υλικών µικροσυστοιχιών που έχουν εναποτεθεί µε πολυκλωνικά 

αντι-ινωδογόνα αντισώµατα. Κάθε σηµείο δεδοµένων παριστά τη µέση ένταση σήµατος των τεσσάρων 

µετρήσεων του κάθε τύπου πλάκας έναντι της τοποθετηµένης συγκέντρωσης πολύκλωνων αντι-

ινωδογόνων αντισωµάτων µε κατακόρυφες ευθείες σταθερής απόκλισης σφάλµατος (standard 

deviation error bars).  (Α) Γραφική παράσταση των πλακών χωρίς επίστρωση πηκτής και (Β) γραφική 

παράσταση πλακών µε επίστρωση πηκτής. 
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Επίστρωση/Επιφάνεια 
µικροσυστοιχίας 

Μέσος ενδοπεδιακός 
συντελεστής 

µεταβλητότητας 

Μέσος διαπεδιακός 
συντελεστής 

µεταβλητότητας 

Όριο 
ανίχνευσης 
(amol/θέση) 

Poly-L-λυσίνη 11% 20% 2000 
Πολυσίνη 16% 12% 2000 
Αλδεΰδη 17% 14% 2000 
Maxi Sorb (διάφανο) 21% 16% 2000 
Maxi Sorb (µαύρο) 15% 32% 1500 
Ανακλαστικό 11% 14% 2000 
Πολυακρυλαµίδιο pK 4.6 14% 60% 3333 
Πολυακρυλαµίδιο pK 7.0 11% 49% 3333 
Πολυακρυλαµίδιο pK 9.6 15% 27% 2583 
Πολυακρυλαµίδιο pK χωρίς επώαση 
PBS 31% 28% 3167 
Πολυακρυλαµίδιο pK µε επώαση PBS 14% 15% 1875 
Υδροπηκτή (προεπεξεργασµένο) 37% 37% 1313 
Υδροπηκτή (χωρίς προεπεξεργασία) 22% 38% 1625 

 

Πίνακας 6. Μέσος ενδοπεδιακός και διαπεδιακός συντελεστής µεταβλητότητας και όριο ανίχνευσης για 

11 επιφάνειες πλακών και 2 πρωτόκολλα παρασκευής. 

 

Σύµφωνα λοιπόν µε την παραπάνω έρευνα, δεν βρέθηκε µία επίστρωση  µικροσυστοιχιών 

που να ήταν η πιο κατάλληλη για όλες τις περιοχές έρευνας. Ωστόσο, οι σηµαντικές ποιότητες 

των επιφανειών σε ό,τι αφορά το όριο ανίχνευσης τον συντελεστή µεταβλητότητας και την 

σταθερότητα κατά την αποθήκευση ήταν ευδιάκριτες.  Γι’ αυτό και προβλέπεται ότι στο µέλλον 

οι επιστρώσεις των µικροσυστοιχιών θα επιλέγονται σύµφωνα µε το προς διεξαγωγή πείραµα 

και τα είδη των προς ακινητοποίηση αντισωµάτων. Από την ίδια έρευνα προέκυψε και το ότι 

δεν είναι όλα τα αντισώµατα κατάλληλα για χρήση σε όλες τις µικροσυστοιχίες, γι’ αυτό και 

πριν την χρήση τους, θα πρέπει να δοκιµάζονται για την καταλληλότητά τους. 

Οι εφαρµογές των συστοιχιών αντισωµάτων περιλαµβάνουν τη διαγνωστική και τη µελέτη του 

προφίλ της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών, για παράδειγµα στα κυτταρικά λύµατα. Για κάθε 

ειδική εφαρµογή, η βέλτιστη συγκέντρωση αντισώµατος που θα χρησιµοποιηθεί θα πρέπει να 

προσδιοριστεί. Για σχετική και ποσοτική µέτρηση κάποιων ταυτόχρονων αλληλεπιδράσεων 

αντισώµατος-αντιγόνου , κάθε αντίσωµα πρέπει να εναποτίθεται στην ίδια περιοχή 

συγκέντρωσης. Η περιοχή αυτή θα πρέπει να είναι όσο γίνεται χαµηλή για να µειωθεί η 

κατανάλωση του αντιδραστηρίου ώστε να µη γίνονται µεγάλες δαπάνες και να διατηρεί 

καθαρά και αναπαραγώγιµα σήµατα, µε χαµηλούς συντελεστές µεταβλητότητας.[14] 

 

Συγκριτική µελέτη χρησιµοποιούµενων-νέων υλικών επιφανειών 

 

Οι επιδόσεις των µικροσυστοιχιών πρωτεϊνών και αντισωµάτων εξαρτώνται από ποικίλους 

παράγοντες, ένας εκ των οποίων είναι η χρήση µιας κατάλληλης επιφάνειας µικροσυστοιχίας 

για την ακινητοποίηση δειγµάτων είτε πρωτεϊνών είτε αντισωµάτων.  
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Οι περισσότερες συµβατικές επιφάνειες chip µικροσυστοιχιών όπως οι επιστρωµένες µε poly-

L-λυσίνη πλάκες έχουν προσαρµοστεί από την τεχνολογία των DNA chips. Επειδή το φορτίο 

της επιφάνειας των πρωτεϊνών είναι µεταβλητό, σε αντίθεση µε το DNA, που µπορεί να 

ακινητοποιηθεί απλά µε ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις του σκελετού φωσφορικών µε ένα 

θετικά φορτισµένο υποστηρικτικό υλικό, έχουν γίνει περαιτέρω προσπάθειες για να 

τροποποιηθούν αυτά τα υλικά ώστε να ανταποκρίνονται στις πιο σύνθετες απαιτήσεις των 

πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών. Για παράδειγµα, οι σφαιρικές πρωτεΐνες στην φυσική τους 

κατάσταση συνήθως επιδεικνύουν µια εξωτερικά υδρόφιλη επιφάνεια κι ένα υδρόφοβο 

εσωτερικό. Η ακινητοποίηση σε µια υδρόφοβη επιφάνεια µπορεί να αποσταθεροποιήσει τη 

δοµή και να την αναστρέψει, καθιστώντας έτσι την πρωτεΐνη ανενεργή. Ωστόσο, η µελέτη του 

προφίλ των χαρακτηριστικών πρόσδεσης ενός αντισώµατος από τέτοιες µικροσυστοιχίες 

αποδιατεταγµένων πρωτεϊνών είναι χρήσιµη, καθώς πολλά αντισώµατα αναγνωρίζουν 

γραµµικούς επιτόπους των αποδιατεταγµένων αντιγόνων. Οι µικροσυστοιχίες αντισωµάτων, 

αντιθέτως, απαιτούν τα αντισώµατα να παραµείνουν ενεργά κατά την παρουσία τους στην 

επιφάνεια ώστε να προσδέσουν τη σηµασµένη αναλυόµενη ουσία ειδικά. Συνεπώς, το 

ακινητοποιούµενο υλικό πρέπει να διατηρεί την ενεργό κατάσταση του αντισώµατος, ακόµα 

και σε παρατεταµένες περιόδους αποθήκευσης. 

Άλλες χηµείες επιφανειών έχουν εφαρµοστεί για να επιτευχθεί µια οµογενής και ειδική 

κατακράτηση των πρωτεϊνών και αντισωµάτων µε οµοιοπολική προσκόλληση και 

εξειδικευµένες οµάδες επιφάνειας. Έχουν γίνει ορισµένες προσπάθειες για τη µείωση της 

αποσταθεροποιητικής επιφάνειας επαφής µε ακινητοποίηση µέσω ετικετών συγγένειας ή µε 

βιοτινυλίωση των µορίων δέσµευσης και της ακινητοποίησής τους σε υποστηρικτικά υλικά 

επιστρωµένα µε στρεπταβιδίνη. Ωστόσο, σε εξέταση υψηλής ρυθµοαπόδοσης είναι 

προτιµότερο να υπάρχει µια γενικά πιο εφαρµόσιµη και ενός σταδίου διαδικασία µε την χρήση 

βελτιστοποιηµένων επιφανειών για την πρωτεϊνική ακινητοποίηση. 

Μια νέα γενιά χηµειών επιφάνειας έχει εισάγει επιφάνειες που δεν χρειάζονται (blocking) 

αντιδραστήριο για να µειώσουν την µη ειδική πρόσδεση και που εµποδίζουν την άµεση επαφή 

µεταξύ πρωτεΐνης και επιφάνειας µέσω της εισαγωγής ενός λειτουργικού στρώµατος 

πολύ(αιθυλενογλυκόλης)(PEG). Άλλες χηµείες βελτιστοποιούν την παρουσίαση της πρωτεΐνης 

αυξάνοντας την πυκνότητα των προσβάσιµων λειτουργικών οµάδων µε χρήση δενδριµερών. 

Ωστρόσο και οι δύο χηµείες βασίζονται στην οµοιοπολική σύζευξη των πρωτεϊνών µε 

εποξειδικές οµάδες. 

Οι επιστρώσεις µικροσυστοιχιών που επιδεικνύουν καλά χαρακτηριστικά σε σχέση µε την 

χρήση τους στην τεχνολογία µικροσυστοιχιών αντισωµάτων µπορούν να εφαρµοστούν στην 

ανάλυση πιο σύνθετων αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης πρωτεϊνών, στις οποίες η 

φυσική διαµόρφωση του ακινητοποιηµένου προσδέµατος είναι ιδιαίτερης σηµασίας. 

Κατόπιν έρευνας για την αποκάλυψη νέων υποστηρικτικών υλικών µικροσυστοιχιών 

ανώτερων χαρακτηριστικών σε σύγκριση µε τις επιστρώσεις µικροσυστοιχιών προσφάτων 
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δηµοσιεύσεων αποκαλύφτηκαν δύο οµάδες επιφανειών, που παρουσιάζουν παρόµοια ένταση 

σήµατος έναντι της σχέσης των εναποτιθέµενων συγκεντρώσεων. Αυτή µε τις υψηλότερες 

εντάσεις σήµατος περιλαµβάνει και τις οµοιοπολικά προσδεµένες επιφάνειες, όπως οι πλάκες 

epoxy-PEG, οι εποξειδικές πλάκες και οι πλάκες δενδριµερών, καθώς και οι µη οµοιοπολικά 

προσδεµένες επιφάνειες όπως οι πλάκες µε σιλάνιο. Η οµάδα µε γενικά χαµηλότερες εντάσεις 

σήµατος περιλαµβάνει µόνο µη οµοιοπολικά προσδεµένες επιφάνειες, που προσδένουν 

πρωτεΐνες µε ηλεκτροστατικές ή υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, όπως οι πλάκες αµίνης, οι 

πλάκες poly-L-λυσίνης και οι ενεργοποιηµένες πλάκες πολυστυρένιου.  

Τα όρια ανίχνευσης όλων των πλακών σε σχέση µε την χρήση τους στην τεχνολογία 

πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών επιτρέπει έναν διαχωρισµό όλων των επιφανειών σε τρεις 

οµάδες. Σχετικά υψηλά όρια ανίχνευσης παρατηρήθηκαν µε ενεργοποιηµένες πλάκες 

πολυστυρενίου, µε όρια ανίχνευσης περίπου 190 amol/θέση. Σχετικά χαµηλέ όρια ανίχνευσης 

λήφθηκαν από αµινικές πλάκες και πλάκες δενδριµερούς µε ανίχνευση 63 amol/θέση. Όλες οι 

άλλες πλάκες επιδεικνύουν παρόµοια όρια ανίχνευσης περίπου 94 amol/θέση. 

Η έρευνα της έντασης του σήµατος έναντι της σχέσης συγκέντρωσης για επιστρώσεις 

µικροσυστοιχιών αντισωµάτων δεν έδειξε ευδιάκριτες οµάδες όπως έγινε µε τις πρωτεϊνικές 

µικροσυστοιχίες. Οι περισσότερες επικαλύψεις επέδειξαν µια γραµµική σχέση µεταξύ έντασης 

σήµατος και συγκέντρωσης και µόνο οι πλάκες δενδριµερούς παρουσίασαν σαφή κορεσµό 

εντάσεως του σήµατος πάνω από 1880 amol/θέση. Λίγες επιφάνειες, όπως οι εποξειδικές, 

epoxy-PEG και πλάκες αµίνης παρουσιάζουν κορεσµό πάνω από µια συγκέντρωση 3770 

amol/θέση. 

Τα όρια ανίχνευσης των µικροσυστοιχιών αντισωµάτων, παρόµοια µε τις επιδόσεις στο 

διάγραµµα σήµατος-συγκέντρωσης, µάλλον ποικίλουν. Μια οµαδοποίηση των ορίων 

ανίχνευσης όπως γίνεται µε τις πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες είναι αδύνατη. Ωστόσο, παρόµοια 

αποτελέσµατα λήφθηκαν σε σχέση µε το ενεργοποιηµένο προλυστυρένιο, που επιδεικνύει 

πολύ υψηλά όρια ανίχνευσης, ενώ οι πλάκες αµίνης, όπως και οι πλάκες δενδριµερούς, 

δείχνουν πολύ χαµηλά όρια ανίχνευσης. Γενικά, τα όρια ανίχνευσης των µικροσυστοιχιών 

αντισωµάτων είναι υψηλότερα σε σχέση µε αυτά των πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών. 

Οι µέσοι συντελεστές µεταβλητότητας ποικίλουν µεταξύ 22% και 38%. Σχετικά χαµηλές 

µεταβλητότητες λαµβάνονται µε πλάκες δενδριµερούς και epoxy-PEG, ενώ οι πλάκες µε 

σιλάνιο επιδεικνύουν µάλλον υψηλό RSD (κανονική απόκλιση/µέσος όρος)(Standard 

deviation/Mean). Οι RSDs των µικροσυστοιχιών αντισωµάτων είναι υψηλότερα σε σύγκριση 

µε τις πρωτεϊνικές µικορσυστοιχίες. Μόνο οι πλάκες δενδριµερούς, εποξειδίου, µε σιλανιο και 

FAST και δεν παρουσιάζουν µεγάλες αποκλίσεις του µέσου συντελεστή µεταβλητότητας 

µεταξύ των δύο τύπων εφαρµογών. 

Η τεχνολογία των πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών παρουσιάζει δυσκολία στην λήψη 

ταυτόσηµων εντάσεων σηµάτων κατά την επανάληψη των πειραµάτων. Λόγους γι’ αυτό 

αποτελούν οι διαφορετικές αποτελεσµατικότητες στην φθορίζουσα σήµανση όπως και οι 
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διαφορές στην ποιότητα µεταξύ διαφορετικών παρτίδων χειρωνακτικά επιστρωµένων µε poly-

L-λυσίνη πλακών. Αυτό απαιτεί τη χρήση ταυτόσηµων αντιδραστηρίων, όπως και τον 

διαδοχικό χειρισµό διαφορετικών επιφανειών µέσα από µια συγκριτική µελέτη. 

 

 

 

 

 Εικόνα 36. Γραφικές παραστάσεις που δείχνουν τις µέσες εντάσεις σήµατος (σχετικές µονάδες) έναντι 

απόλυτων ποσών εναποτιθέµενου προσδέµατος ανά θέση για οχτώ διαφορετικά υλικά 

µικροσυστοιχιών. Κάθε σηµείο παριστά τη µέση ένταση σήµατος όλων των θέσεων σε µια ειδική 

συγκέντρωση. Ο αριθµός των δοκιµασµένων chips σηµειώνεται στα γραφήµατα. 
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 RSD%     

 Chips αντισωµάτων Πρωτεϊνικά chips Μέσος όρος 

Πλάκες δενδριµερούς 24 21 22 
Πλάκες εποξειδικής PEG  24 25 24 
Πλάκες poly-L-λυσίνης 35 16 26 
Πλάκες αµίνης 41 21 31 
Πλάκες FAST 32 30 31 
Πλάκες ενεργοποιηµένου 
πολυστυρένιου 41 26 33 
Εποξειδικές πλάκες 43 24 34 
Πλάκες µε σιλάνιο 35 40 38 

 

Πίνακας 7. RSDs 

 

 
Εικόνα 37. ∆ιάγραµµα που παρουσιάζει τα όρια ανίχνευσης οχτώ διαφορετικών υλικών επιφανειών για 

µικροσυστοιχίες πρωτεϊνών και αντισωµάτων και ορίστηκε ως ελάχιστο στάδιο συγκέντρωσης στο 

οποίο η µέση τιµή των εντάσεων σηµάτων βρίσκεται πάνω από το κατώφλι (cut off) που 

χρησιµοποιήθηκε στον υπολογισµό του συντελεστή µεταβλητότητας. 
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Το γεγονός ότι οι πλάκες poly-L-λυσίνης παρουσιάζουν το δεύτερο µεγαλύτερο όριο 

ανίχνευσης στις µικροσυστοιχίες αντισωµάτων καθώς και σχετικά χαµηλό λόγο σήµατος-

συγκέντρωσης, µπορεί να µας οδηγήσει στο συµπέρασµα ότι οι περισσότερες επιφάνειες που 

παρουσιάζονται στη µελέτη αυτή είναι ανώτερες από εκείνες της προηγούµενης µελέτης. 

Αν και είναι δύσκολο να προβλέψουµε την καταλληλότητα των επιστρώσεων των 

µικροσυστοιχιών για την τεχνολογία µικροσυστοιχιών πρωτεϊνών και αντισωµάτων, µε την 

χρήση µίας πρωτεΐνης και ενός αντισώµατος, τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται εδώ 

υποδεικνύουν επιστρώσεις που προσφέρουν εξαιρετικές ποιότητες στην αντίστοιχη περιοχή 

εφαρµογής τους. Όπως είναι αναµενόµενο, δεν µπόρεσε να βρεθεί µία επιφάνεια για τις 

εφαρµογές και των µικροσυστοιχιών αντισωµάτων και για τις πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες. Για 

ποσοτικές µετρήσεις πρωτεϊνών σε σύνθετα δείγµατα οι πλάκες δενδριµερούς παρουσιάζουν 

µια εξαιρετική αναλογία σήµατος-συγκέντρωσης. Για την ποσοτική µέτρηση των αντισωµάτων, 

οι εποξειδικές PEG πλάκες αποτελούν την επίστρωση επιφάνειας επιλογής. Για πειράµατα 

που απαιτούν την ανίχνευση πρωτεϊνών και αντισωµάτων σε πολύ χαµηλή ποσότητα και οι 

πλάκες αµίνης και οι πλάκες δενδριµερούς ταιριάζουν πολύ καλά. Ωστόσο, οι πλάκες FAST 

επιδεικνύουν επίσης πολύ καλά όρια ανίχνευσης στην τεχνολογία των µικροσυστοιχιών 

αντισωµάτων.[15] 

 

 

Υλικά sol-gel 

 

Οι πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες αποτελούν µια δυναµική αναδυόµενη τεχνολογία µε 

εκτεταµένες βιοϊατρικές εφαρµογές. Ωστόσο, η ανάπτυξη βελτιστοποιηµένων, οικονοµικών 

υλικών επιφάνειας, ικανών να διατηρούν την δραστηριότητα των προσκολληµένων πρωτεϊνών 

αποτελεί µια πρόκληση. 

Προκειµένου να ανταγωνιστεί η τεχνολογία των πρωτεϊνικών chips τα πιο συνήθη 

πρωτόκολλα (π.χ. ELISA), τα υποστηρικτικά υλικά πρέπει να είναι εύκολα στον χειρισµό και 

την αποθήκευση, κατάλληλα για µαζική παραγωγή, ικανά να αποδίδουν αποτελέσµατα 

υψηλής ποιότητας και αναπαραγωγήσιµα. 

Τα sol-gel υλικά, τα γυαλιά πυριτίου που έχουν συντεθεί σε θερµοκρασία δωµατίου, έχουν 

µελετηθεί εκτεταµένα για χρήση στην δέσµευση των πρωτεϊνών και δείχνουν να διατηρούν την 

πρωτεϊνική δραστικότητα για µήνες ή και παραπάνω. Η ακινητοποίηση πρωτεϊνών εντός των 

προερχόµενων από sol-gel υλικών αποτελεί µια πιθανότητα για χρήση σε πρωτεϊνικά chips 

επειδή τα υλικά αυτά δεν απαιτούν δεσµευµένους παράγοντες συγγένειας ή 

ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες µε ετικέτα, επιτρέποντας έτσι την δέσµευση µιας ευρείας 

ποικιλίας πρωτεϊνών στην φυσική τους κατάσταση. Η χρήση ποικίλων πυριτικών ή 

πρόσθετων µπορεί να επιτρέψει την βελτιστοποίηση των υλικών για καλύτερη 

βιοσυµβατότητα και δραστικότητα των ακινητοποιηµένων πρωτεϊνών. Επιπλέον, τα 
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προερχόµενα από sol-gel υλικά είναι σχετικά οικονοµικά και συµβατά µε σχεδόν κάθε 

υποστηρικτικό υπόστρωµα των chips, γεγονός που καθιστά τη µαζική παραγωγή και την 

χωρίς προβλήµατα ενσωµάτωση µε την τρέχουσα τεχνολογία εφικτή. Παρά τα πλεονεκτήµατα 

αυτά όµως η ανάπτυξη των προερχόµενων από sol-gel πρωτεϊνικών chips για ιατρικές 

εφαρµογές ήταν ανεπιτυχής. 

Η ανάπτυξη των βασισµένων σε sol-gel πρωτεϊνικών chips έχει ως στόχο την βελτιστοποίηση 

των παρακάτω παραγόντων : (1) το µέγεθος της νανοπορώδους δοµής της µήτρας του sol-gel 

πρέπει να ταιριάζει στο µέγεθος του ενθυλακωµένου βιοµορίου, (2) ο χρόνος του σχηµατισµού 

πηκτής πρέπει να είναι αρκετά µεγάλος ώστε να γίνεται η διαδικασία της εναπόθεσης πριν τον 

σχηµατισµό της πηκτής, (3) η πρόσφυση της θέσης στην επιφάνεια του υποστηρικτικού 

υλικού πρέπει να είναι αρκετά ισχυρή ώστε να αντέχει τις πλύσεις, (4) ένα ουδέτερο pH του 

sol-gel είναι απαραίτητο για τη µέγιστη πρωτεϊνική δραστικότητα και (5) η µορφολογία της 

κάθε θέσης πρέπει να είναι οµοιόµορφη, γεγονός ουσιώδες για την αυτοµατοποιηµένη 

ανάλυση εικόνας σε υπολογιστή. 

Προκειµένου να παραχθεί η καλύτερη διαµόρφωση για το νέο τρισδιάστατο sol-gel chip µε 

βέλτιστες φυσικές ιδιότητες, συµπεριλαµβανοµένης της ισχυρής πρόσφυσης θέσης και των 

καλών πρωτεϊνικών δραστικοτήτων, πρέπει να χρησιµοποιηθούν µοναδικές µέθοδοι ελέγχου 

και επιλογής.[16] 

 

 
Εικόνα 38. Ευαισθησία των sol-gel πρωτεϊνικών chips. (a) ∆οκιµασίες ευαισθησίας για τις 

αλληλεπιδράσεις αντιγόνου (p24)-αντισώµατος. Τα πειράµατα εκτελέστηκαν τουλάχιστον τρεις φορές. 

(b) ∆οκιµασίες ευαισθησίας για τις αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης (κυκλίνηT)-πρωτεΐνης (Cdk9). 
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Επιφάνειες νανοσωµατιδίων 

 

Η µικροδιάταξη των βιολογικών µορίων πάνω σε στερεή επιφάνεια αποτελεί ουσιώδη τεχνική 

σε πολλούς τοµείς που αφορούν την προσκόλληση βιοµορίων ανάµεσα σε καθορισµένες 

περιοχές πάνω σε µια στερεή επιφάνεια ενώ εµποδίζουν µη ειδική πρόσφυση σε άλλες 

περιοχές. Η τροποποίηση της επιφάνειας κανονικά γίνεται µε τη ρίψη ενός διαλύµατος πάνω 

στην επιφάνεια ή µε εµβάπτιση της επιφάνειας πάνω στο διάλυµα. Αυτές οι µέθοδοι είναι 

παθητικές και γι’ αυτό λιγότερο επαρκείς. Επιπλέον, το ποσό των βιοµορίων που µπορούν να 

προσκολληθούν σε µια επίπεδη επιφάνεια είναι περιορισµένο. Αυτό οδηγεί στην πρόταση της 

χρήσης µιας µη επίπεδης µικροδοµής που µπορεί να παράσχει περισσότερο χώρο για τις 

προς προσκόλληση πρωτεΐνες και να αυξήσει έτσι την ευαισθησία της ανίχνευσης. Οι 

επίπεδες επιφάνειες µπορούν να τροποποιηθούν µε χάραξη για να αυξηθεί η περιοχή της 

επιφάνειας αλλά µπορεί να µην είναι εύκολη η δηµιουργία οµοιόµορφων σωµατιδίων 

στοιχείων µε µέγεθος µικρότερο του ενός µικρού (submicron). Η χρήση βασισµένων σε 

σφαιρίδια υλικών θα µπορούσε να αποτελέσει µια βιώσιµη εναλλακτική καθώς αυτά έχουν 

µεγάλες δραστικές περιοχές επιφάνειας και η επιφάνειά τους µπορεί να τροποποιηθεί σε 

διάλυµα.  

Οι καµπυλωτές επιφάνειες των νανοσωµατιδίων παρέχουν περισσότερο χώρο για την 

προσκόλληση των πρωτεϊνών σε σύγκριση µε µια επίπεδη επιφάνεια. Επιπλέον, η χρήση των 

νανοσωµατιδίων ως υποστρώµατος για την ακινητοποίηση των πρωτεϊνών εισάγει µια πιο 

ευέλικτη στρατηγική για την πραγµατοποίηση επιφανειακής τροποποίησης σε διάλυµα, στην 

οποία η αποτελεσµατικότητα χηµικής αντίδρασης είναι συνήθως µεγαλύτερη από ότι σ’ ένα 

µεγάλο επίπεδο υπόστρωµα. Κάποια µηχανικά µέσα, όπως η ανάδευση και το vortex 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν για να βελτιωθούν οι χηµικές αντιδράσεις.[18] 

 

Νανοδοµηµένοι φλοιοί σωµατιδίων µε κατασκευασµένες µε κατά βούληση τρόπο επιφάνειες 

συγγένειας χρησιµοποιούνταν για την παραγωγή µικροδοµηµένων επιφανειών συγγένειας 

µέσω της µικροεναπόθεσης των σωµατιδίων για τον σχηµατισµό πυκνά στοιβαγµένων  

άµορφων στιβάδων νανοσωµατιδίων. Αυτές οι στιβάδες παρείχαν µια µεγάλη δραστική 

επιφάνεια για την ειδική πρόσδεση πρωτεϊνικών προσδεµάτων από υδατικό διάλυµα. Για τον 

σκοπό αυτό συντέθηκαν βιολειτουργικοί φλοιοί σωµατιδίων που περιλάµβαναν έναν πυρήνα 

πυριτίου µε µια διάµετρο 100 νµ κι ένα οργανικό φλοιό πάχους λίγων νµ. 

Η ακινητοποίηση νανοσωµατιδίων πάνω σε στερεά υποστρώµατα ενδιαφέρει τις διαγνωστικές 

και τις βασισµένες σε chips αναλυτικές τεχνολογίες, λόγω της τεράστιας επαύξησης της 

επιφάνειας που επιτυγχάνεται. Μια ποικιλία τεχνικών έχουν εφαρµοστεί για τη δοµηµένη 

συνάθροιση νανοσωµατιδίων σε επιφάνειες. Τέτοιες προσεγγίσεις επιτρέπουν στις 

βιοαναλυτικές επιφάνειες να λαµβάνονται κατά βούληση  µέσω της τροποποίησης των 

οργανικών επιφανειών των νανοσωµατιδίων (µε δυνητικά απεριόριστο αριθµό τρόπων). Έτσι, 
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το πεδίο-προκληση της παραγωγής των πρωτεϊνικών biochips αποτελεί εστία για την έρευνα 

των λειτουργικών πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών. Η ακινητοποίηση των νανοσωµατιδίων 

πάνω σε µια επίπεδη επιφάνεια αυξάνει την περιοχή της επιφάνειας ανά επιφανειακό 

αποτύπωµα.  Έτσι, ακινητοποιηµένα νανοσωµατίδια επιστρωµένα µε ειδικά µόρια δέσµευσης 

θα µπορούσαν να παράσχουν µια επαυξηµένη επιφάνεια υποδοχέα. Αυτό θα µπορούσε να 

µεταθέσει την ισορροπία προς τον σχηµατισµό του συµπλέγµατος υποδοχέα-προσδέµατος 

και θα είχε έτσι ως αποτέλεσµα µεγαλύτερο ποσό προσδεµένης αναλυόµενης ουσίας για µια 

δεδοµένη συγκέντρωση αναλυόµενων ουσιών σε ένα δείγµα ανιχνευτή. Επιπλέον, ο 

αυξανόµενος αριθµός των µορίων-υποδοχέων θα παρείχε µια ιδιαίτερα ευαίσθητη επιφάνεια 

αισθητήρα, που θα ανίχνευε διαφορές σε συγκεντρώσεις αναλυόµενων ουσιών ακόµα και για 

πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις των τελευταίων. [19] 

 

 

Πορώδη υλικά επιφανειών 

 

Ενώ το γυαλί είναι το πιο κοινό υπόστρωµα για τις µικροσυστοιχίες, η δυνατότητα πρόσδεσής 

του είναι περιορισµένη επειδή η γυάλινη επιφάνεια είναι επίπεδη. Ένας τρόπος για να 

ξεπεραστεί αυτός ο περιορισµός είναι η ανάπτυξη συστοιχιών βασισµένων σε πορώδη υλικά. 

Τέτοιες τρισδιάστατες συστοιχίες µπορούν να παράσχουν µεγαλύτερη ευαισθησία γιατί και τα 

µόρια δέσµευσης και το είδος της αναλυόµενης ουσίας που προσδένονται ακινητοποιούνται σ’ 

όλο το πάχος του πορώδους υλικού. 

Τα τρισδιάστατα υποστρώµατα θα πρέπει να είναι ιδιαίτερα επωφελή για τις πρωτεϊνικές 

µικροσυστοιχίες. Αυτό επειδή η ενισχυµένη δυνατότητα πρόσδεσης του τρισδιάστατου 

συστήµατος παρέχει ευρεία δυναµική περιοχή ανίχνευσης και αυτό είναι ουσιώδες γιατί οι 

συγκεντρώσεις των πρωτεϊνικών αναλυόµενων ουσιών στο δείγµα µπορούν να ποικίλουν 

µέχρι και κατά 10 τάξεις µεγέθους. Μια πιο ευρεία δυναµική περιοχή είναι δυνατή µε το 

τρισδιάστατο σύστηµα επειδή η ενισχυµένη περιοχή της επιφάνειας που είναι διαθέσιµη για 

πρόσδεση της αναλυόµενης ουσίας (σε σχέση µε ένα σύστηµα δύο διαστάσεων) σηµαίνει ότι 

ο κορεσµός της συσκευής λαµβάνει χώρα σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις της αναλυόµενης 

ουσίας σε σχέση µε ένα ανάλογο σύστηµα δύο διαστάσεων. Επιπλέον, το νερό που 

κατακρατείται µέσα στους πόρους ενός πορώδους υποστρώµατος ελαχιστοποιεί την 

πιθανότητα της λόγω ξήρανσης αποδιάταξης των πρωτεϊνικών αναλυόµενων ουσιών.  

Ένας αριθµός διαφορετικών υλικών έχει χρησιµοποιηθεί για την δηµιουργία τρισδιάστατων 

πρωτεϊνικών συστοιχιών συµπεριλαµβανοµένης της νιτροκυτταρίνης, (polyvinylidene 

difluoride), επιστρώσεων πηκτής πολυακριλαµιδίου, µεµβρανών αγαρόζης, νανοπηγαδιών 

πολύ(διµεθυλοσιλοξάνιου) και πορώδους  πυριτίου. Ωστόσο, συχνά παρατηρούνται 

προβλήµατα όπως η περιορισµένη πυκνότητα θέσεων, υψηλό σήµα µη ειδικής πρόσδεσης 

(π.χ. φθορισµός) και µεγάλοι χρόνοι έκπλυσης. Για τους λόγους αυτούς υπάρχει σηµαντικό 
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ενδιαφέρον για την ανάπτυξη νέων γενεών τρισδιάστατων διατάξεων συστοιχιών αισθητήρων. 

Για παράδειγµα, έχει δειχθεί πρόσφατα ότι οι µεµβράνες νανοπορώδους αλουµίνας µπορούν 

να χρησιµοποιηθούν ως τρισδιάστατα υποστηρικτικά υλικά για συστοιχίες γονιδίων.  

Η κατασκευή διατάξεων από τρισδιάστατα µικροπηγαδάκια βασισµένα σε νανοπορώδεις 

µεµβράνες, περιβαλλόµενα από µεταλλικό άργυρο παρουσιάζονται στην εικόνα 39.  

 

 

 
Εικόνα 39. Εικόνες συστοιχίας µικροπηγαδιών. (Α) Φαίνεται η θραυσµένη άκρη της µεµβράνης 

αλουµίνας, τα ξεχωριστά µικροπηγαδάκια και η περιβάλλουσα µεµβράνη Ag. (Β) Φαίνεται µια 

µεγέθυνση της επιφάνειας ενός µικροπηγαδιού και τµήµα της περιβάλλουσας µεµβράνης Ag. 

 

Επειδή τα µικροπηγαδάκια βασίζονται σε νανοπορώδη µεµβράνη, τα είδη αναλυόµενων 

ουσιών ακινητοποιούνται σε τρεις διαστάσεις µέσα στα πηγαδάκια. Αυτός ο τρισδιάστατος 

χαρακτήρας παρέχει συστοιχίες µε δυνατότητες πρόσδεσης που µπορεί να είναι κατά τρεις 

τάξεις µεγέθους µεγαλύτερες από αυτές µιας επίπεδης γυάλινης επιφάνειας, που αποτελεί το 

πιο κοινό υλικό που χρησιµοποιείται στην τεχνολογία των µικροσυστοιχιών. Επιπλέον, για 

έναν διαφορετικό τύπο τρισδιάστατης συστοιχίας, η πορώδης δοµή θα επιτρέψει στη 
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συστοιχία να λειτουργήσει µε ρέοντα τρόπο, που βελτιώνει και την ταχύτητα και την 

ευαισθησία της δοκιµασίας. 

Ο περιβάλλων µεταλλικός Ag γύρω από τα πηγαδάκια δείχνει πολύ χαµηλή ένταση 

φθορισµού κι αυτό έχει ως αποτέλεσµα µικροσυστοιχίες µε άριστες αναλογίες σήµατος-µη 

ειδικής πρόσδεσης. Επιπλέον, τα όρια Ag µεταξύ των µικροπηγαδιών ελαχιστοποιούν τον 

κίνδυνο διασταυρωτής µόλυνσης των µικροπηγαδιών κατά τη διάρκεια της δηµιουργίας της 

εναπόθεσης. Οι νανοίνες του Ag που εναποτίθενται µέσα στους πόρους κάτω από τη 

µεµβράνη Ag παρέχουν ενισχυµένη µηχανική ισχύ σε σχέση µε συστοιχίες που βασίζονται 

µόνο στη µεµβράνη αλουµίνης. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλα µέταλλα εκτός του 

Ag.[20] 

Τα chips µικροπηγαδιών/νανοπηγαδιών γενικά είναι συµβατά µε τον συνήθη εξοπλισµό 

µικροσυστοιχιών και ανίχνευσης, ωστόσο η ευθυγράµµιση είναι απαραίτητη. Η µέθοδος αυτή 

είναι εναλλακτική για δοκιµασίες βασισµένες σε διαλύµατα και αντιδράσεις πολλαπλών 

συστατικών. Επίσης αυτά τα chips είναι σχετικά οικονοµικά. Οι µικροσυστοιχίες 

µικροπηγαδιών επιτρέπουν σε µικρούς όγκους διαφορετικών αναλυόµενων ουσιών να είναι 

πυκνά τοποθετηµένες πάνω σε ένα µόνο chip, ενώ παραµένουν φυσικά αποµονωµένες κατά 

τη διάρκεια των επόµενων διαδικασιών κατεργασίας, ενώ στα  νανοπηγαδάκια ανίχνευσης, τα 

µόρια δέσµευσης µπορούν εύκολα να ανακτηθούν. Το µειονέκτηµα αυτής της τεχνικής είναι ότι 

για τη φόρτωση των νανοπηγαδιών σε µεγάλη πυκνότητα απαιτείται ειδικός εξοπλισµός.[2] 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ – ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΕΣ ΕΞΕΛΙΞΕΙΣ 

 

Μια οικονοµική και γρήγορη µελέτη του προφίλ του πρωτεώµατος θα επιτάχυνε την 

ταυτοποίηση των φαρµάκων-στόχων και των δεικτών νόσου. Ωστόσο, ενώ η τεχνολογία των 

πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών έχει επιδείξει µε µεγάλη επιτυχία την χρησιµότητά της στην 

ανάλυση ευρείας κλίµακας της αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης-πρωτεΐνης και στην διερεύνηση 

της ενζυµικής δραστηριότητας, η απόδοση των µικροσυστοιχιών αντισωµάτων στη µελέτη του 

πρωτεϊνικού προφίλ είναι λιγότερο παραγωγική. 

Είναι πολύ δύσκολο να συγκρίνουµε την απόδοση των ποικίλων συστηµάτων, λόγω των 

πολλών πειραµατικών διαφορών. Επίσης, η πολυπλοκότητα των πρωτεϊνικών δειγµάτων 

διαφέρει, µε τις µικροτοµές καρκινικών κυττάρων να είναι πιο δύσκολο να αναλυθούν σε 

σχέση µε τις εκκρινόµενες πρωτεΐνες. Σε κάθε περίπτωση όµως, ολοκληρωµένες αναλύσεις 

όπως αυτές που γίνονται σήµερα σε επίπεδο µεταγραφηµάτων είναι ακόµα µακριά από την 

επίτευξή τους και θα χρειαστούν πολυεπιστηµονική προσπάθεια για την καθιέρωσή τους, 

γεγονός τυπικό για την έρευνα του πρωτεώµατος σαν σύνολο. 

Επιπρόσθετα στην εφαρµογή των µικροσυστοιχιών αντισωµάτων στον χαρακτηρισµό των 

επιπέδων πρωτεΐνης, υπάρχουν πολλές άλλες δυνατές εφαρµογές. Ένα παράδειγµα είναι η 

διερεύνηση των αντιγόνων στην επιφάνεια του κυττάρου. Αυτός ο τύπος συστοιχίας 

αντισωµάτων επιτρέπει έναν γρήγορο και ευαίσθητο προσδιορισµό του ανοσοφαινότυπου 

που θα µπορούσε να εκτελεστεί σε µια κλινική πρακτική. Επίσης, συστοιχίες ζώντων 

κυττάρων θα µπορούσαν να παραχθούν µε τον τρόπο αυτό, επιτρέποντας την in situ 

διερεύνηση ποικίλων βιοχηµικών παραµέτρων.  

Οι πολλαπλοί ανοσοπροσδιορισµοί µέχρι στιγµής αποτελούν τις πιο κοινές χρήσεις των 

πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών. Επειδή οι ανοσοπροσδιορισµοί στηρίζονται στην 

ακινητοποίηση πλήρως λειτουργικών πρωτεϊνών, τα µαθήµατα που θα πάρουµε από την 

βελτιστοποίηση αυτών των συστηµάτων θα καθοδηγήσουν τον σχεδιασµό πιο σύνθετων 

µικρο-αναλυτικών κατασκευών για τον παράλληλο χαρακτηρισµό των ενζυµικών και 

δραστικοτήτων και της πρόσδεσης των πρωτεϊνών. 

Πέρα από την ακαδηµαϊκή έρευνα υπάρχουν και αρκετές εταιρίες που είναι ενεργές στον 

τοµέα αυτό. Υπάρχουν επίσης πολλές προσπάθειες για την ανάπτυξη ανασυνδυασµένων 

αντισωµάτων, αφφισωµάτων, ή απταµερών για την χρήση τους ως µόρια-αισθητήρες, 

δραστηριότητες στις οποίες είναι εµπλεκόµενες πολλές εταιρίες. Οµάδες από εντελώς 

διαφορετικά πεδία, µε διαφορετική εµπειρία έχουν επιδείξει προόδους στον σχεδιασµό 

µικροκατασκευών, στην χηµεία των επιφανειών, στην χηµεία βιοσύζευξης και στην ανάπτυξη 

µικροδοκιµασιών. Ταυτόχρονα έχουν αναδυθεί κάποιες δηµιουργικές βιολογικές εφαρµογές 

αυτής της νέας τεχνολογίας. Κάποιες εφαρµογές είναι ιδιαίτερα ισχυρές ώστε να µπορούν να 

διεξαχθούν χρησιµοποιώντας απλά πρωτόκολλα και έτοιµα αντιδραστήρια, ενώ άλλες 

απαιτούν σύνθετη χηµεία και σχεδιασµό συσκευών. Τα πιο ποσοτικά και ευαίσθητα 
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συστήµατα  θα επωφεληθούν από στενότερες συνεργασίες µεταξύ των επιστηµόνων σ’ 

αυτούς τους διαφορετικούς κλάδους, ώστε οι καλύτερες κατασκευές, επιφάνειες και 

πειραµατικά πρωτόκολλα να εφαρµόζονται στα σηµαντικότερα βιολογικά και ιατρικά 

προβλήµατα.  

Το ερώτηµα που εγείρεται λοιπόν είναι εάν η ακαδηµαϊκή έρευνα µπορεί να ακολουθήσει τους 

ρυθµούς των εξελίξεων της βιοµηχανίας. Κάποιοι πιστεύουν ότι η βιοµηχανία θα είναι 

υπεύθυνη για τις µεγάλες εξελίξεις στην περιοχή αυτή στο εγγύς µέλλον. Ωστόσο, ο τοµέας 

αυτός είναι πολυποικίλος και σύνθετος και η τεχνολογία είναι ακόµα σε πρώιµα της στάδια, 

γεγονός που όχι µόνο δίνει στους ακαδηµαϊκούς ερευνητές µια καλή ευκαιρία για επιτυχηµένες 

συνεισφορές αλλά απαιτεί και την ενεργό συµµετοχή τους.  

Οι µελλοντικές εξελίξεις στις πρωτεϊνικές συστοιχίες κείνται σε πολλές περιοχές παραγωγής 

chips, συµπεριλαµβανόµενης της περιοχής της πρωτεϊνικής προσκόλλησης, των µεθόδων 

ανίχνευσης, και της τυποποίησης. Η τελευταία αποτελεί κοινό θέµα για όλες τις τεχνολογίες 

υψηλής ρυθµοαπόδοσης : η παρουσία και ανάπτυξη πολλών εναλλακτικών µορφών και 

συνθηκών οδηγεί αναπόφευκτα σε προβλήµατα στην σύγκριση των αποτελεσµάτων. Θα 

πρέπει να καθιερωθούν σε διεθνές επίπεδο πρότυπα για πρωτεϊνικές συστοιχίες και ένα 

πλαίσιο για την εφαρµογή τους. 

Σήµερα υπάρχουν µικρές µόνο ενδείξεις για τα σχετικά κόστη των νέων τεχνολογιών που µας 

προσφέρονται εµπορικά. Αν και η διαγνωστική θα ωθούσε την τεχνολογία, δεν είναι ξεκάθαρο 

το αν οι εταιρίες θα είναι ιδιαίτερα πρόθυµες να αναπτύξουν οικονοµικότερες 

µικορσκοπικοποιηµένες εναλλακτικές τεχνολογίες. 

Οι πρωτεΐνες διεξάγουν τις περισσότερες λειτουργίες που κωδικοποιούνται από τα γονίδιά µας 

και γι’ αυτό οι µελέτες των πρωτεϊνικών συστοιχιών θα οδηγήσουν σε νέες εξελίξεις και 

ανακαλύψεις στη µοριακή βιολογία και τον σχεδιασµό φαρµάκων. 

Αν και µια µεγάλη ποικιλοµορφία τεχνολογιών έχουν δηµιουργηθεί για πρωτεϊνικές συστοιχίες, 

πρέπει να γίνει κάποια επιλογή προκειµένου να τυποποιηθούν και να εφαρµοστούν κάποιες 

από τις τεχνικές, ώστε να επιτραπεί σύγκριση και δυνατότητα αναπαραγωγής των 

αποτελεσµάτων, γεγονός πολύ σηµαντικό για τη δέουσα πρόοδο της έρευνας. Η 

βιοπληροφορική και η γονιδιωµατική έχουν προετοιµάσει τον δρόµο για νέες εξελίξεις στην 

πρωτεωµική. Με την χρήση µεθόδων υψηλής ρυθµοαπόδοσης όπως τα πρωτεϊνικά chips, οι 

ερευνητές ίσως τελικά να καταφέρουν να δουν τη γενικότερη εικόνα αντί να εστιάζουν σε ένα ή 

δύο γονίδια κάθε φορά. Επιπλέον, ακόµα κι αν τα κόστη των πρωτεϊνικών chips ανέρχονται σε 

χιλιάδες δολάρια, η τιµή ενός αντισώµατος είναι ακόµα της τάξεως των εκατοντάδων. Πέραν 

αυτού, η ανάλυση χιλιάδων πρωτεϊνών θα πάρει µέρες αντί για χρόνια ή δεκαετίες. Η 

διαθεσιµότητα της πλήρους αλληλουχίας του ανθρώπινου γονιδιώµατος θα ωθήσει την 

εφαρµογή της τεχνολογίας των πρωτεϊνικών chips σε ανάλυση όλου του ανθρώπινου 

πρωτεώµατος και θα επιτρέψει στην πρωτεωµική να φτάσει τα µεγάλα επιτεύγµατα της 

γονιδιωµατικής.[8] [9] [10] 
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