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Περίληψη

Ο σακχαρώδης διαβήτης είναι µια µεταβολική ασθένεια η οποία χαρακτηρίζεται από
αύξηση της συγκέντρωσης του σακχάρου στο αίµα (υπεργλυκαιµία) και διαταραχή του µε-
ταβολισµού της γλυκόζης, είτε ως αποτέλεσµα ελαττωµένης έκκρισης ινσουλίνης είτε λόγω
ελάττωσης της ευαισθησίας των κυττάρων του σώµατος στην ινσουλίνη.Είναι καθοριστικής
σηµασίας εποµένως ο τακτικός έλεγχος και η συχνή παρακολούθηση των επιπέδων γλυ-
κόζης για την αποφυγή των σοβαρών επιπλοκών που ενέχει ο διαβήτης.Οι τρέχουσες εµπορι-
κά διαθέσιµες µέθοδοι παρακολούθησης της γλυκόζης είναι κυρίως ηλεκτροχηµικές και τα
κύρια χαρακτηριστικά τους είναι ότι είναι επεµβατικές, επώδυνες, πολλές ϕορές χρονοβόρες
και υψηλού κόστους.Για τους λόγους αυτούς που επιβαρύνουν ψυχολογικά και οικονοµι-
κά τα άτοµα µε διαβήτη, έχει καταστεί αναγκαία η στροφή του ερευνητικού ενδιαφέροντος
σε µεθόδους ελάχιστα έως και καθόλου επεµβατικές για την παρακολούθηση των επιπέδων
γλυκόζης, που ϑα είναι το ίδιο αξιόπιστες και ακριβείς µε τις ηλεκτροχηµικές, αλλά ϑα είναι
πιο ϕιλικές προς τον χρήστη.Στον κλάδο της µη επεµβατικής παρακολούθησης, οι οπτικές
µέθοδοι παρουσιάζουν τη µεγαλύτερη ερευνητική αξία και προοπτική µέχρι στιγµής.

Στην παρούσα διπλωµατική εργασία παρουσιάζεται αρχικά ένα ϑεµελιώδες ϑεωρητικό υ-
πόβαθρο, που αναλύει την ασθένεια του διαβήτη και έννοιες σχετικές µε αυτήν, τις µεθόδους
παρακολούθησης της γλυκόζης και τη ϕασµατοσκοπία ϕθορισµού από τις οπτικές µεθόδους,
στην οποία και εστιάζουµε στη συνέχεια στο πειραµατικό µέρος.Πιο συγκεκριµένα, στην πει-
ϱαµατική διαδικασία, µελετάµε τον ϕθορισµό που µπορεί να προκαλέσει η συγκέντρωση της
γλυκόζης σε διαλύµατα ϕυσιολογικού ορού και DMEM και να διαπιστωθεί αν παρατηρείται
δοσοεξάρτηση.Τέλος, µε ϐάση τα πειραµατικά αποτελέσµατα των µετρήσεων που συλλέγουµε
από τα ϕάσµατα εκποµπής ϕθορισµού, προτείνουµε τον σχεδιασµό µιας ϕορητής διάταξης
ϐιοαισθητήρα, που οι µετρήσεις ϑα λαµβάνουν χώρα in-vitro σε δείγµα ούρων, ανεµιγµένο
µε διάλυµα DMEM, χρησιµοποιώντας ως ϐάση για την πρότασή µας µια υπάρχουσα διάταξη
ϕασµατοµέτρου.

Λέξεις Κλειδιά

σακχαρώδης διαβήτης, µέθοδοι παρακολούθησης γλυκόζης, µη-επεµβατικές µέθοδοι,
οπτικές µέθοδοι , ϕασµατοσκοπία ϕθορισµού, δοσοεξάρτηση, διάλυµα DMEM, ϐιοαισθη-
τήρας, ϕασµατοφωτόµετρο, µετρήσεις in-vitro, δείγµα ούρων
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Abstract

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by an increase in the concen-
tration of sugar in the blood (hyperglycemia) and a disturbance of glucose metabolism,
either as a result of decreased insulin secretion or due to a decrease in the sensitivity of
the body’s cells to insulin.Regular control and frequent monitoring of glucose levels are
therefore crucial to avoid the serious complications of diabetes. Current commercially
available glucose monitoring methods are mainly electrochemical and their main charac-
teristics are that they are invasive, painful, often time-consuming and high-priced. Due
to these reasons, that weigh people with diabetes down psychologically and financially,
it has become a prerequisite to shift research interest to minimally or even no-invasive
methods for monitoring glucose levels, which will be as reliable and accurate as the elec-
trochemical ones, but will be more user-friendly. In the field of non-invasive monitoring,
optical methods show the greatest research value and potential so far.

In this thesis, a fundamental theoretical background is presented in the first place,
which elaborates on the disease of diabetes and concepts related to it, glucose monitoring
methods and especially fluorescence spectroscopy from the optical methods, on which
we focus in the experimental part. More specifically, during the experimental process,
we study the fluorescence that can be evoked by the concentration of glucose in saline
and DMEM solutions and to ascertain if a dose dependence could be observed. Last but
not least, based on the experimental results of the measurements we collect from the
fluorescence emission spectra, we propose the design of a portable biosensor setup, that
the measurements will take place in-vitro on a urine sample mixed with DMEM solution,
using an existing spectrometer setup as the touchstone of our proposal.

Keywords

diabetes mellitus, glucose monitoring methods, non-invasive methods, optical meth-
ods, fluorescence spectroscopy, dose dependence, DMEM solution, biosensor, spectrom-
eter, in-vitro measurements, urine sample
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Κεφάλαιο 1

Θεωρητικό υπόβαθρο

1.1 Εισαγωγή

1.1.1 Ορισµός ∆ιαβήτη

Ο Σακχαρώδης ∆ιαβήτης (Σ∆) είναι µια χρόνια νόσος που χαρακτηρίζεται από υπεργλυ-
καιµία, διαταραχή του µεταβολισµού των υδατανθράκων, των λιπών και των πρωτεϊνών και
οφείλεται σε µειονεκτική έκκριση ή σε µειονεκτική δράση της ινσουλίνης ή σε συνδυασµό
των δύο, µε αποτέλεσµα την απόλυτη ή σχετική έλλειψη ινσουλίνης[1]. ΄Οταν η συγκέντρωση
γλυκόζης στο αίµα είναι υψηλότερη από 230 mg/dl, ονοµάζεται υπεργλυκαιµία.Αντίθετα,
όταν η συγκέντρωση γλυκόζης στο αίµα είναι χαµηλότερη από 65 mg/dl, η οποία ονοµάζεται
υπογλυκαιµία.[2]

1.1.2 Κατηγοριοποίηση Τύπων ∆ιαβήτη

Υπάρχουν τρεις κύριοι τύποι διαβήτη: διαβήτης τύπου 1, διαβήτης τύπου 2 και διαβήτης
κύησης.

Για τον διαβήτη τύπου 1, λόγω της δικής τους ανοσολογικής απόκρισης, τα ϐ-κύτταρα στο
πάγκρεας καταστρέφονται, γεγονός που επηρεάζει τη ϕυσιολογική λειτουργία της ινσουλίνης
και τελικά οδηγεί σε αύξηση της συγκέντρωσης γλυκόζης στο αίµα. Εποµένως, οι ασθενείς
µε διαβήτη τύπου 1 πρέπει να ελέγχουν την έγχυση ινσουλίνης, προκειµένου να διατηρούν
σταθερά τα επίπεδα γλυκόζης στο αίµα.[3]

Η ινσουλίνη σε ασθενείς µε διαβήτη τύπου 2 δεν µπορεί να απορροφήσει και να διασπάσει
τα σάκχαρα που προσλαµβάνονται από τον οργανισµό κανονικά, καταλήγοντας σε µη ϕυσιο-
λογικά επίπεδα γλυκόζης στο αίµα των ασθενών. Οι υποδοχείς ινσουλίνης που επιτρέπουν
στη γλυκόζη να εισέλθει στα κύτταρα µπορεί να καταστραφούν ή να απευαισθητοποιηθούν
στην ινσουλίνη. Οι ασθενείς µε διαβήτη τύπου 2 µπορεί να έχουν ϕυσιολογικά ή αυξηµένα
επίπεδα ινσουλίνης,παρόλα αυτά, αυτό δεν επαρκεί για να αντισταθµίσει την αντίσταση του
οργανισµού στην ινσουλίνη. Οι ασθενείς µε διαβήτη τύπου 2 χρειάζεται να ϐελτιώσουν την
ευαισθησία του οργανισµού τους στην ινσουλίνη, η οποία µπορεί να επιτευχθεί µέσω της
άσκησης, διατροφής, της ινσουλινοθεραπείας και της απώλειας ϐάρους.[4]

Ενδείξεις του µη ϕυσιολογικού µεταβολισµού της γλυκόζης στις γυναίκες κατά τη διάρ-
κεια της εγκυµοσύνης, που οδηγούν σε µη ϕυσιολογικά κατ’ επέκταση επίπεδα γλυκόζης
στο αίµα, συγκλίνουν στο διαβήτη κύησης. Ο διαβήτης κύησης µπορεί να αντιµετωπιστεί µε
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κατάλληλη δίαιτα, άσκηση ή να ϐελτιωθεί µε χορήγηση ινσουλίνης. Οι περισσότερες έγκυ-
ες γυναίκες µπορούν να ελέγξουν το σάκχαρο στο αίµα τους µέσω διατροφής και τακτικής
άσκησης .[5]

1.1.3 Στατιστικά Στοιχεία

Σύµφωνα µε στατιστικά στοιχεία, τις τελευταίες δεκαετίες, ο αριθµός των διαβητικών α-
σθενών παγκοσµίως αυξάνεται συνεχώς. Ο Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας (ΠΟΥ) εκτιµά
ότι µέχρι το 2045, ϑα υπάρχουν 693 εκατοµµύρια διαβητικοί ασθενείς (ηλικίας 18-99 ετών)
στον κόσµο και η Κίνα είναι η χώρα µε τον µεγαλύτερο αριθµό διαβητικών ασθενών στον
κόσµο. Ειδικότερα, καθώς ο αριθµός των ατόµων µε διαβήτη συνεχίζει να αυξάνεται, το
κόστος της ιατρικής και µη ιατρικής οικονοµικής κατανάλωσης αυξάνεται επίσης. Αντιπρο-
σωπευτικό παράδειγµα είναι ότι στις Ηνωµένες Πολιτείες αναµένεται να ανέλθει από 407,6
δισεκατοµµύρια δολάρια το 2015 σε 622,3 δισεκατοµµύρια δολάρια µέχρι το 2030 .[3]

1.1.4 Επιπλοκές

Μακροπρόθεσµα, ο διαβήτης µπορεί να οδηγήσει σε χρόνιες επιπλοκές, όπως καρδια-
κές παθήσεις, νεφρικές παθήσεις, εγκεφαλικό επεισόδιο, απώλεια όρασης και ϐλάβη του
νευρικού συστήµατος. [4]

1.1.5 Ρόλος Ινσουλίνης

Η ινσουλίνη είναι µια ορµόνη που εκκρίνεται από το πάγκρεας στο ανθρώπινο σώµα και
µπορεί να ϱυθµίζει τα επίπεδα γλυκόζης. Αλληλεπιδρά µε τους υποδοχείς ινσουλίνης για
να επιτρέψει στα κύτταρα να απορροφήσουν τη γλυκόζη ως πηγή ενέργειας, διατηρώντας
έτσι τη γλυκόζη στο αίµα σε ϕυσιολογικά επίπεδα. Για τους διαβητικούς ασθενείς, επει-
δή τα αντίστοιχα κύτταρα του σώµατος δεν µπορούν να εκκρίνουν ινσουλίνη κανονικά, η
συγκέντρωση γλυκόζης στο αίµα του οργανισµού ϐρίσκεται σε ένα µη ϕυσιολογικό υψηλό
επίπεδο (παρατηρείται υπεργλυκαιµία). [3]

1.1.6 Ρόλος Γλυκόζης

Ο συνολικός όγκος αίµατος του ανθρώπινου σώµατος αποτελείται περίπου το 60% του
από πλάσµα, το 40% από ερυθρά αιµοσφαίρια και λιγότερο από το 1% λευκοπλακία (λευκά
αιµοσφαίρια/λευκά αιµοσφαίρια και αιµοπετάλια/αιµοπετάλια).Με τη σειρά του, το πλάσµα
αποτελείται κυρίως από ∼ 90% νερό, ∼ 7% πρωτεΐνη, ∼ 0,5% ανόργανα άλατα, ∼ 0,4–0,7%
λιπίδια, ∼ 0,07–0,1% γλυκόζη, ∼ 0,07% γαλακτικό οξύ, ουρία και αµινοξέα. Η γλυκόζη
στο πλάσµα µεταφέρεται στις αρτηρίες και µέσω αυτών και εν γένει του κυκλοφορικού συ-
στήµατος ϕτάνει στα τριχοειδή αγγεία.΄Εχει ϐρεθεί ότι τα επίπεδα γλυκόζης στις αρτηρίες
και τα τριχοειδή αγγεία ήταν σχεδόν τα ίδια.Αφού η γλυκόζη εισέλθει στα τριχοειδή αγγεία,
διαχέεται στο υγρό των ιστών γύρω από τα κύτταρα των ιστών. Από τη µία, µετατρέπεται σε
ενέργεια. Από την άλλη πλευρά, αποθηκεύεται για µελλοντική χρήση.
Η ινσουλίνη είναι µια Ϲωτική ορµόνη στο ανθρώπινο σώµα και η κύρια λειτουργία της είναι
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η διατήρηση της γλυκόζης του αίµατος του σώµατος σε ϕυσιολογικά επίπεδα. Για τον άν-
ϑρωπο, η γλυκόζη είναι η κύρια πηγή ενέργειας του σώµατος και η ινσουλίνη µπορεί να
ϐοηθήσει τα κύτταρα να απορροφήσουν τη γλυκόζη ως πηγή ενέργειας. Ο ϱόλος της ινσου-
λίνης είναι να καταναλώσει την περιεκτικότητα του σώµατος σε γλυκόζη στο αίµα. Αντίθετα,
όταν το σώµα έχει επαρκή ενέργεια, διεγείρει το συκώτι να αποθηκεύσει γλυκόζη στη µορφή
του γλυκογόνου. Προς το παρόν, η αιτία των υπαρχόντων ασθενών µε διαβήτη είναι στενά
συνδεδεµένη µε την ινσουλίνη. Λόγω της αύξησης του αριθµού των διαβητικών ασθενών,
πολλά πανεπιστήµια και ερευνητικά ιδρύµατα αναπτύσσουν ενεργά εξοπλισµό παρακολο-
ύθησης της γλυκόζης αίµατος υψηλής απόδοσης, παρέχοντας τη δυνατότητα στους ασθενείς
να ανιχνεύσουν έγκαιρα τη συγκέντρωση γλυκόζης στο αίµα τους στο σπίτι, ώστε να µπορούν
να λαµβάνουν εγκαίρως τα κατάλληλα µέτρα για τον αποτελεσµατικό έλέγχο των επιπέδων
γλυκόζης στο αίµα .[6]

1.1.7 ∆οµή Ανθρώπινου ∆έρµατος

Εκτός από το διάµεσο υγρό1, που είναι το πιο άφθονο συστατικό στοιχείο στον ιστό
του ανθρώπινου δέρµατος, περιλαµβάνονται επίσης αρτηρίες, ϕλέβες και τριχοειδή αγγεία.
΄Οπως ϕαίνεται στην παρακάτω Εικόνα 1.1 [7], τα στρώµατα ιστού δέρµατος περιλαµβάνουν
την κεράτινη στιβάδα µε πάχος 10–20 µm, την επιδερµίδα µε πάχος 30–100 µm, το χόριο
µε πάχος 900–1500 µm και τον υποδόριο ιστό µε πάχος 1000–5000 µm. Η επιδερµίδα
περιέχει περίπου το 15–35% του διάµεσου υγρού χωρίς τα τριχοειδή αγγεία. Το χόριο
περιέχει αρτηρίδια, ϕλεβίδια, τριχοειδή αγγεία και περίπου το 40% του διάµεσου υγρού. Ο
υποδόριος ιστός έχει απόθεµα λίπους, υγρό ιστού και αιµοφόρα αγγεία που συνδέουν το
χόριο µε την κυκλοφορία του αίµατος στο σώµα. Επιπλέον, το δέρµα του καθενός έχει τις
δικές του οπτικές και διηλεκτρικές ιδιότητες. Σαν αποτέλεσµα της διαφοράς στο σχήµα και
το πάχος της στιβάδας του δέρµατος και της συγκέντρωση των συστατικών του υγρού ιστού,
οι οπτικές και οι διηλεκτρικές ιδιότητες µπορεί να διαφέρουν µεταξύ των ατόµων. Η πιο
άφθονη ουσία στο αίµα είναι ερυθρά αιµοσφαίρια, τα οποία έχουν σηµαντική επίδραση στην
διηλεκτρικές ιδιότητες των ιστών. Στην in-vivo πειραµατική µέτρηση συγκέντρωσης γλυκόζης
του αίµατος, η διηλεκτρική σταθερά των ερυθρών αιµοσφαιρίων αυξάνεται καθώς µειώνεται
η συγκέντρωση της γλυκόζης [8] .

1Μεσοκυττάριο υγρό, ή διάµεσο υγρό, (intercellular fluid, ή interstitial fluid(ISF)), ονοµάζεται το υδάτινο
περιβάλλον µέσα στο οποίο επιβιώνουν τα κύτταρα ενός πολυκύτταρου οργανισµού.Τα κύτταρα προσλαµβάνουν
από το µεσοκυττάριο υγρό όλα τα απαραίτητα συστατικά για την επιβίωσή τους ενώ αντίθετα αποβάλλουν σ΄ αυτό
τα παράγωγα του µεταβολισµού τους. Στους ανώτερους Ϲωϊκούς οργανισµούς το µεσοκυττάριο υγρό αποτελεί τον
συνδετικό κρίκο µεταξύ αίµατος και κυττάρων.
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Εικόνα 1.1: Ανατοµία ∆έρµατος

1.1.8 Επίδραση Φωτός στους Ιστούς

Λαµβάνοντας υπόψη την ότι η παρακολούθηση των επιπέδων γλυκόζης στο αίµα ϑα
πρέπει σαν διαδικασία να είναι εύκολη και αποτελεσµατική , οι ϑέσεις µέτρησης πρέπει να
επιλέγονται για εύκολη µέτρηση και να έχουν πρόσβαση σε πολλά τριχοειδή αγγεία, όπως
δάχτυλα, αυτιά, χείλη, αντιβράχια, τον πρόσθιο ϑάλαµο των µατιών και της γλώσσας. ΄Οταν
το προσπίπτον ϕως εισέρχεται στο ανθρώπινο σώµα, αλληλεπιδρά µε τις ουσίες στον ιστό
και ϑα απορροφηθεί, ϑα ανακλαστεί, ϑα διασκορπιστεί ή ϑα διαπεράσει, όπως ϕαίνεται στο
ακόλουθο σχήµα [3].

Εικόνα 1.2: Τύποι Αλληλεπίδρασης ϕωτός και ιστού

Ορισµένα ερευνητικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι οι παράγοντες που επηρεάζουν την αλ-
ληλεπίδραση του ϕωτός και του αίµατος µπορούν να χωριστούν στους ακόλουθους : (1) το
µήκος κύµατος του ϕωτός (2) ο ϐιολογικός ιστός του εξεταζόµενου µέρους. (3)οι οπτικές ιδι-
ότητες ιστού (όπως σχετικός δείκτης διάθλασης, συντελεστής απορρόφησης και συντελεστής
σκέδασης)[3].
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1.2 Μέθοδοι Παρακολούθησης Συγκέντρωσης Γλυκόζης Αίµα-

τος

Μέχρι σήµερα, η παρακολούθηση της γλυκόζης αίµατος µπορεί να χωριστεί σε τρεις κα-
τηγορίες : επεµβατική, ελάχιστα επεµβατική καθώς και µη επεµβατική.Μπορεί να ϕανεί από
την Εικόνα 1.1 η µέθοδος µέτρησης της γλυκόζης στο αίµα έχει εξελιχθεί από την επεµβατική
στην ελάχιστα επεµβατική και τελικώς στη µη επεµβατική παρακολούθηση. Αποσκοπείται η
µέτρηση της γλυκόζης του αίµατος να καταστεί µια ανώδυνη, γρήγορη και µη επεµβατική
διαδικασία. Και αυτό γιατί, έως τώρα, η επεµβατική µέθοδος επιφέρει ψυχολογική πίεση
στους ασθενείς, και η πληγή από το τρύπηµα είναι επιρρεπής στον κίνδυνο ιογενούς µόλυν-
σης.
Με την ϱαγδαία ανάπτυξη της τεχνολογίας των υπολογιστών και της χηµειοµετρίας, οι µη ε-
πεµβατικές µέθοδοι παρακολούθησης έχουν αποτελέσει το επίκεντρο της έρευνας στον τοµέα
της παρακολούθησης της γλυκόζης του αίµατος. ΄Οσον αφορά τα µη επεµβατική παρακολο-
ύθηση της γλυκόζης αίµατος χωρίζεται κυρίως σε in-vivo και in-vitro µέτρηση. Η µέθοδος
µέτρησης in-vitro είναι η εξαγωγή υγρού ιστού για την παρακολούθηση της συγκέντρωσης
γλυκόζης και η χρήση της συγκέντρωσης αυτής για την έµµεση εκτίµηση της η συγκέντρωση
γλυκόζης στο αίµα.Αντίθετα, η µέθοδος µέτρησης in-vivo είναι η απευθείας χρήση της συ-
σκευής για τη µέτρηση του σακχάρου στο αίµα και η πιο ευρέως διαδεδοµένη µέθοδος είναι
η οπτική.[3]

Εικόνα 1.3: Κατηγοριοποίηση ευρέως χρησιµοποιούµενων µεθόδων παρακολούθησης των ε-
πιπέδων γλυκόζης

1.2.1 Επεµβατικές Μέθοδοι Παρακολούθησης Γλυκόζης

Η συγκέντρωση της γλυκόζης µπορεί να προσδιοριστεί χρησιµοποιώντας δείγµατα πλήρους
αίµατος, πλάσµατος ή ορού αίµατος, αν και προτιµώνται τα δύο τελευταία γιατί οι µετρήσεις
από πλήρες αίµα είναι συνήθως 15% χαµηλότερες λόγω της πρόσθετης περιεκτικότητας σε
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νερό στα αιµοσφαίρια. Ως εκ τούτου, οι τυπικές µέθοδοι απαιτούν µια ορισµένη ποσότητα
αίµατος, που σηµαίνει ότι είναι επεµβατικές.
Οι παρούσες τεχνικές µέτρησης της γλυκόζης ϐασίζονται σε ενζυµικές µεθόδους και µε-
ϑόδους εξοκινάσης. Και οι δύο παρουσιάζουν υψηλό ϐαθµό ακρίβειας και ειδικότητα . Ενώ
τα εργαστήρια χρησιµοποιούν και τις δύο, στην πρωτοβάθµια περίθαλψη (point-of-care) και
την οικιακή παρακολούθηση προτιµάται η ενζυµατική µέθοδος λόγω της απλότητας και της
σχετικής προσιτότητας της. [9]

Εργαστηριακές Τεχνικές

Η ενζυµατική-αµπεροµετρική και η εξοκινάση είναι οι µέθοδοι που προτιµώνται για τη
µέτρηση της γλυκόζης στο αίµα στα εργαστήρια. Ο εργαστηριακός εξοπλισµός που χρησι-
µοποιείται διαθέτει υψηλό επίπεδο ειδικότητας, ευαισθησίας και µπορεί να ανιχνεύσει ένα
ευρύ ϕάσµα συγκεντρώσεων γλυκόζης, συµπεριλαµβανοµένων των υπογλυκαιµικών και υ-
περγλυκαιµικών επεισοδίων. Τέτοια χαρακτηριστικά σηµαίνει ότι µπορεί να χρησιµοποιηθεί
ως πρότυπο αναφοράς για τη µέτρηση της απόδοσης των λιγότερο ακριβών οργάνων, π.χ.
SMBG(self monitoring blood glucose), CGM(continuous glucose monitoring) και µελλο-
ντικών µη επεµβατικών και ελάχιστα επεµβατικών συσκευών. ΄Αλλωστε, είναι σηµαντικό να
επισηµανθεί ότι το µεγαλύτερο µέρος του εργαστηριακού εξοπλισµού µπορεί να ανιχνεύσει
και να µετρήσει άλλα σάκχαρα, και χηµικές ενώσεις, συµπεριλαµβανοµένης της λακτόζης,
της µεθανόλης και του υπεροξειδίου του υδρογόνου µε τη χρήση άλλων αντιδραστηρίων ή
συνδυασµένων µεθόδων.

Ενζυµατική - Αµπεροµετρική Μέθοδος

Λαµβάνοντας υπόψη ότι το ένζυµο οξειδάση της γλυκόζης (GOx) είναι ειδικό για τη γλυ-
κόζη, σε αυτή τη µέθοδο, η οξείδωση της γλυκόζης λαµβάνει χώρα παρουσία του (GOx),
οξυγόνου (O2) και νερού (H2O) για να σχηµατιστεί το γλυκονικό οξύ και το υπεροξείδιο του
υδρογόνου (H2O2). Το υπεροξείδιο του υδρογόνου στη συνέχεια οξειδώνεται ηλεκτροχηµικά
στην άνοδο ενός ηλεκτροχηµικού καθετήρα, παράγοντας ένα αµπεροµετρικό σήµα (ϱεύµα)
ανάλογο της συγκέντρωσης της γλυκόζης στο δείγµα.

Εικόνα 1.4: Ενζυµατική - Αµπεροµετρική Μέθοδος για την in-vitro µέτρηση της συγκέντρωσης
γλυκόζης
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΄Ενας δηµοφιλής αναλυτής γλυκόζης που χρησιµοποιεί τέτοια τεχνολογία είναι ο ανα-
λυτής αερίων αίµατος, ο οποίος περιέχει διάλυµα GOx µεταξύ της διαπερατής από αέρια
µεµβράνης ενός ηλεκτροδίου pO2 και µιας εξωτερικής ηµιπερατής µεµβράνης. Μέσω της
διάχυσης, η γλυκόζη διασχίζει την ηµιπερατή µεµβράνη και αντιδρά µε το GOx.
Μόλις το υπεροξείδιο του υδρογόνου οξειδωθεί, η αντίδραση καταναλώνει το οξυγόνο κοντά
στην επιφάνεια του pO2 ηλεκτροδίου και τότε υπολογίζεται ο ϱυθµός κατανάλωσης. Η α-
πώλεια ηλεκτρονίων και ο ϱυθµός µείωσης του pO2 είναι ανάλογη µε τη συγκέντρωση της
γλυκόζης στο δείγµα.

Μέθοδος Εξοκινάσης

Η µέθοδος εξοκινάσης, γνωστή και ως ϕωτοµετρική µέθοδος, αποτελείται από µια σειρά
χηµικών αντιδράσεων, όπως ϕαίνεται στην Εικόνα 1.3. Στο πρώτο στάδιο, η γλυκόζη αντιδρά
µε το ένζυµο εξοκινάση, παρουσία τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP) και ιόντων µαγνησίου,
για την παραγωγή 6-ϕωσφορικής γλυκόζης (G6P) και διφωσφορική αδενοσίνη (ADP). Στο δε-
ύτερο στάδιο, G6P και (NAD) οξειδώνονται µε αφυδρογονάση 6-ϕωσφορικής γλυκόζης µέχρι
να µειωθεί σε 6-ϕωσφογλυκονικό και (NADH), αντίστοιχα.[10] Η ποσότητα του NADH είναι

Εικόνα 1.5: Μέθοδος Εξοκινάσης για τη µέτρηση in-vitro συγκέντρωσης της γλυκόζης

ανάλογη µε την ποσότητα της γλυκόζης στο δείγµα και έχει την ιδιότητα απορρόφησης ϕωτός
στα 340 nm. Η ποσότητα της απορρόφησης είναι ανάλογη µε την ποσότητα του NADH,που
σηµαίνει ότι η γλυκόζη µπορεί να µετρηθεί χρησιµοποιώντας τυπικές ϕασµατοφωτοµετρικές
τεχνικές.

Κλινική Αξία

Και οι δύο µέθοδοι είναι πολύ συγκεκριµένες, ακριβείς και ευαίσθητες. Ως εκ τούτου,
και ανάλογα µε τη συγκεκριµένη τεχνολογία που αναπτύχθηκε από κάθε κατασκευαστή, ο-
ϱισµένα µοντέλα χρησιµοποιούνται ως ϑεµελιώδη πρότυπα αναφοράς ϐαθµονόµησης άλλων
µετρητών γλυκόζης και σε κεντρικά εργαστήρια. Επίσης, δεδοµένου του µικρού µεγέθους
ορισµένων µοντέλων, διευκολύνεται το ιατρικό προσωπικό στο να λάβει γρήγορες αναλύσεις
άρρωστων ασθενών, που απαιτείται ιδιαίτερα σε µονάδες επειγόντων περιστατικών και εντα-
τικής ϑεραπείας (ΜΕΘ).

Τα κύρια µειονεκτήµατα που συνδέονται µε τις εργαστηριακές µεθόδους είναι η εγγενής
επεµβατικότητα αφού όλες αυτές οι µέθοδοι πρέπει να γίνονται in-vitro, δηλαδή µε δείγµατα
αίµατος που λαµβάνονται από ασθενείς,η ανάγκη κατάρτισης εργαστηριακού προσωπικού,
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που οδηγεί σε πρόσθετο κόστος και οι παρατεταµένες χρονικές περίοδοι αναµονής µέχρι την
εξαγωγή εργαστηριακών αποτελεσµάτων. Εξάλλου, δεν είναι όλος ο εργαστηριακός εξοπλι-
σµός υψηλής ακρίβειας, όπως αποκαλύπτεται από πρόσφατη µελέτη των Liang et al., που
δείχνει ότι ορισµένοι αναλυτές αερίων αίµατος δεν συµµορφώνονται µε τις νέες απαιτήσεις
που έχουν τεθεί από το προσχέδιο του Οργανισµού Τροφίµων και Φαρµάκων των Η.Π.Α
(FDA) 2014 και τον τελικό κανονισµό του 2016 [11], ή µη παροχή ακριβών µετρήσεων στην
υπογλυκαιµία περιπτώσεις, ιδιαίτερα σε ασθενείς µε ασταθή αιµοδυναµική .

Τεχνικές Οικιακής Παρακολούθησης

Υπάρχουν δύο τύποι συσκευών που προορίζονται για προσωπική χρήση: Μη συνεχούς
παρακολούθησης (NCGM) και συνεχούς παρακολούθησης γλυκόζης (CGM). ΄Οπως υποδη-
λώνει το όνοµα, οι συσκευές NCGM (κοινώς γνωστές ως συσκευές αυτοελέγχου της γλυκόζης
αίµατος SMBG) χρησιµοποιούνται για την παρακολούθηση των επιπέδων γλυκόζης µόνο σε
συγκεκριµένα σηµεία της ηµέρας, µε συχνότητα που εξαρτάται από τον τύπο του διαβήτη, τη
διατροφή, τη δοσολογία ϕαρµακευτικής αγωγής και της κλινικής κατάστασης του ατόµου.
Από την άλλη πλευρά, οι συσκευές CGM µπορούν να παρακολουθούν τα επίπεδα γλυ-
κόζης κάθε λίγα λεπτά αυτόµατα, καθιστώντας έτσι δυνατή την παρακολούθηση των γρήγο-
ϱων αλλαγών και της τάσης µείωσης ή αύξησης που χάνονται µε τον έλεγχο των συσκευών
SMBG.΄Οµως, η ακρίβεια και η αξιοπιστία που παρουσιάζουν και τα δύο συστήµατα τα
καθιστούν κατάλληλα στις καταστάσεις πρωτοβάθµιας περίθαλψης (point-of-care) και αυτο-
παρακολούθησης.

Αυτοέλεγχος Γλυκόζης Αίµατος - Self-Monitoring Blood Glucose—SMBG

Οι συσκευές SMBG είναι τα τυπικά γλυκοµετρα που απαιτούν τρύπηµα του δακτύλου
για πρόσβαση στο τριχοειδές αίµα. Η µέθοδος µέτρησης της γλυκόζης είναι ουσιαστικά η
ίδια ηλεκτροχηµική τεχνική που περιγράφηκε προηγουµένως. Η κύρια διαφορά όµως είναι
ότι η πλήρης αντίδραση και ανίχνευση πραγµατοποιείται σε µια ταινία µέτρησης γλυκόζης
συνδεδεµένη µε ένα µετρητή. Μετά την ϱίψη σταγόνας αίµατος στη δοκιµαστική ταινία, η
γλυκόζη οξειδώνεται παρουσία ενός ενζύµου για να παράγει µια συγκεκριµένη ποσότητα
ϱεύµατος ανάλογη µε το επίπεδο γλυκόζης. Στη συνέχεια, τα ηλεκτρόνια ταξιδεύουν στο
µετρητή που περιέχει έναν µετατροπέα ϱεύµατος-σε-τάση για παροχή τάσης ανάλογης µε το
επίπεδο της γλυκόζης.
Η δοκιµαστική ταινία περιέχει το ένζυµο και µια διάταξη τριών ηλεκτροδίων (Εικόνα 1.4 ): το
ηλεκτρόδιο εργασίας, το οποίο ανιχνεύει το πραγµατικό ϱεύµα της αντίδρασης. το ηλεκτρόδιο
αναφοράς, που συγκρατεί µια τάση πάντα σταθερή σχετική µε το ηλεκτρόδιο λειτουργίας, για
να ϐοηθήσει στη χηµική αντίδραση και το ϐοηθητικό ηλεκτρόδιο, που τροφοδοτεί το ϱεύµα
στο ηλεκτρόδιο εργασίας . Ωστόσο, τα νέα µοντέλα χρειάζονται µόνο τα ηλεκτρόδια εργασίας
και αναφοράς. Επίσης, ανάλογα µε το µοντέλο, ορισµένες συσκευές χρησιµοποιούν οξει-
δάση γλυκόζης GOx ως ένζυµο, ενώ άλλα χρησιµοποιούν αφυδρογονάση γλυκόζης (GDH)
συνδεδεµένη µε ένα συνένζυµο, PQQ(πυρρολοκινολίνη-κινόνη) ή FAD(δινουκλεοτίδιο ϕλα-
ϐίνης αδενίνης), αν και έχουν αναφερθεί από ορισµένες µελέτες Ϲητήµατα ανακρίβειας µε το
GDH-PQQ, λόγω παρεµβολής µε άλλα σάκχαρα.[12]
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Εικόνα 1.6: ∆ιάταξη της συσκευής για τη µέτρηση γλυκόζης µε τη µέθοδο τρυπήµατος του
δαχτύλου

Συνεχής Παρακολούθηση Γλυκόζης - Continuous Glucose Monitoring—CGM

Οι συσκευές CGM αποτελούνται από τρία ϐασικά µέρη: έναν ασύρµατο δέκτη, έναν
ποµπό και έναν αισθητήρα.
Ο δέκτης διαθέτει οθόνη που εµφανίζει την ένδειξη γλυκόζης. Ο ποµπός είναι συνδεδεµένος
στον αισθητήρα και µεταδίδει τις µετρήσεις στον δέκτη µέσω κυµάτων RF. Ο αισθητήρας είναι
µια µικροσκοπική συσκευή ανίχνευσης που εισάγεται στον υποδόριο ιστό και επεκτείνεται
αρκετά ώστε να έχει πρόσβαση στο διάµεσο υγρό (ISF). Στη συνέχεια, µε την ηλεκτροχηµική
τεχνική, ο αισθητήρας χρησιµοποιεί GOx για να οξειδώσει τη γλυκόζη που υπάρχει στο
ISF, ακριβώς όπως κάνει µια δοκιµαστική ταινία σε συσκευές SMBG. Το υπεροξείδιο που
προκύπτει αντιδρά µε την πλατίνα και παράγει ηλεκτρικό ϱεύµα, το οποίο διασχίζει κατά
µήκος ένα λεπτό σύρµα προς τον ποµπό, που ϐρίσκεται έξω από το δέρµα.Μόλις ο δέκτης
λάβει τα δεδοµένα από τον ποµπό, επεξεργάζεται τις πληροφορίες και υπολογίζει το επίπεδο
γλυκόζης.

Κλινική Αξία

Παρόλο που το προφανές πλεονέκτηµα των συσκευών CGM είναι η ικανότητα συνεχούς
µέτρησης των επιπέδων γλυκόζης, δεν µπορούν να ϑεωρηθούν ως η ϐέλτιστη επιλογή για την
παρακολούθηση της γλυκόζης του αίµατος, καθώς εξακολουθούν να χρειάζονται ϐαθµονόµη-
ση µε την τυπική µέθοδο τρυπήµατος των δακτύλων. Επιπλέον,οι συσκευές CGM µετρούν τη
γλυκόζη από το ISF, υποδηλώνοντας έτσι την ύπαρξη χρονικού διαστήµατος καθυστέρησης
µεταξύ 6 και 12 λεπτών [13], που σηµαίνει ότι οι µετρήσεις στο ISF δεν αντικατοπτρίζουν
το πραγµατικό επίπεδο γλυκόζης στο αίµα. Ακόµη, υπάρχουν Ϲητήµατα που σχετίζονται µε
ανακριβείς µετρήσεις λόγω κακού χειρισµού και κακής τεχνικής αυτοελέγχου, προβλήµατα
που σχετίζονται µε την εισαγωγή του αισθητήρα κάτω από το δέρµα, τον ερεθισµό του δέρ-
µατος και δυσφορία µε την ένταξη της συσκευής στο σώµα .
Οι συσκευές MBG που υπολογίζουν τα επίπεδα γλυκόζης µε το τρύπηµα των άνω άκρων (δα-
κτύλων) είναι επί του παρόντος οι πιο αξιόπιστες και ακριβείς συσκευές αυτοελέγχου χάριν
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της σχετικής απλότητας της διαδικασίας µέτρησης και της εξάρτησή τους από το τριχοειδές
αίµα για τη λήψη ακριβών µετρήσεων γλυκόζης. ∆υστυχώς, ο πόνος και η δυσφορία που
προκαλούνται µε το τακτικό τρύπηµα του δακτύλου πολλές ϕορές την ηµέρα και το κόστος
που σχετίζεται µε τη συνεχή αγορά των ταινιών µέτρησης, αποτρέπουν πολλούς ασθενείς
από το να ελέγχουν τακτικά τα επίπεδα γλυκόζης τους, όπως αποδεικνύεται από ορισµένες
µελέτες, συµπεριλαµβανοµένου µιας που πραγµατοποιήθηκε από τους Ward et al το 2015,
δείχνοντας ότι το 50% είναι πρόθυµο να µετρήσει τη γλυκόζη του επίπεδα «περιστασιακά,
όπως χρειάζεται» [14].

1.2.2 Ελάχιστα Επεµβατικές και Μη επεµβατικές Τεχνολογίες

Τεχνολογίες για την ανίχνευση γλυκόζης χωρίς την επεµβατικότητα, τον πόνο, την τα-
λαιπωρία και τους κινδύνους που συνδέονται µε τις συνήθεις µεθόδους, έχουν ϐρεθεί στο
επίκεντρο εντατικής έρευνας.
΄Ετσι, µπορούµε να τις ταξινοµήσουµε σε δύο κατηγορίες µεγάλες οµάδες : ελάχιστα επεµ-
ϐατικές (ΜΙ) και µη επεµβατικές (ΝΙ).
Οι τεχνολογίες ΜΙ είναι εκείνες που χρειάζονται να αφαιρέσουν κάποια µορφή υγρού από
το σώµα (π.χ. δάκρυα και διάµεσο υγρό) για να µετρήσουν τη συγκέντρωση γλυκόζης µέσω
µιας ενζυµικής αντίδρασης.
Οι τεχνολογίες ΝΙ ϐασίζονται αποκλειστικά σε κάποια µορφή ακτινοβολίας χωρίς την ανάγκη
πρόσβασης σε οποιοδήποτε σωµατικό υγρό.
Οµοίως, οι τεχνολογίες για την ανίχνευση της γλυκόζης µπορούν να ταξινοµηθούν σε τέσσε-
ϱις υποοµάδες : Οπτικές, ϑερµικές,ηλεκτρικές και νανοτεχνολογίας (Εικόνα 1.5).
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Εικόνα 1.7: Αναπτυσσόµενες Τεχνολογίες για την ελάχιστη επέµβατική και µη-επεµβατική
µέτρηση της γλυκόζης

Οι οπτικές, µε την ευρεία έννοια, περιλαµβάνουν όλες τις τεχνικές που έχουν αναπτυχθεί
για να λειτουργούν στις υπέρυθρες και οπτικές Ϲώνες του ϕάσµατος, δεδοµένου ότι αξιοποιο-
ύν τις ιδιότητες ανάκλασης, απορρόφησης και σκέδασης του ϕωτός κατά τη διέλευσή του
από ϐιολογικά µέσα.
Οι ϑερµικές µέθοδοι παρακολουθούν τη γλυκόζη µε την ανίχνευση ϕυσιολογικών δεικτών
που σχετίζονται µε τη µεταβολική παραγωγή ϑερµότητας του µορίου της γλυκόζης, ως εκ
τούτου, λειτουργούν στη Ϲώνη µακρινού υπερύθρου.
Οι ηλεκτρικές µέθοδοι εκµεταλλεύονται τις διηλεκτρικές ιδιότητες της γλυκόζης σε χαµηλές
συχνότητες χρησιµοποιώντας µικρές ποσότητες ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας, ϱεύµατος
και υπερήχων.
Τέλος, υπάρχει ο νέος τοµέας της νανοτεχνολογίας. Επί του παρόντος, µόνο δύο τεχνικές
έχουν αρχίσει να εξερευνούν εκτενώς αυτόν τον νέο χώρο (Συντονισµός επιφανειακών πλα-
σµονίων(SPR) και ϕθορισµός), σε συνδυασµό µε οπτικές τεχνικές. Ωστόσο, υπάρχουν πολλές
άλλες πιθανές τεχνικές που µπορούν να αναπτυχθούν, όπως οι νανοσωλήνες άνθρακα (car-
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bon tubes [15, 16], αλλά αυτές ϐρίσκονται ακόµη σε πολύ πρώιµο στάδιο ανάπτυξης, µε την
περισσότερη πρόοδο να σηµειώνεται στο ϑεωρητικό υπόβαθρο.
Παρ΄ όλα αυτά, είναι σηµαντικό να σηµειωθεί ότι ανεξάρτητα από τον τύπο της τεχνολογίας,
όλες αποσκοπούν στην ελαχιστοποίηση της επιρροής της ϕυσιολογικής µεταβλητότητας και
των διαφόρων περιβαλλοντικών συνθηκών.

Φθορισµός

Η τεχνολογία ϕθορισµού ϐασίζεται στην αρχή της εκποµπής ϕωτός ϕθορισµού σε ένα
συγκεκριµένο µήκος κύµατος µετά την απορρόφηση ακτινοβολίας διαφορετικού ενεργεια-
κού επιπέδου, προκαλώντας διαφορά µήκους κύµατος γνωστή ως µετατόπιση Stokes. Η
τεχνολογία χρησιµοποιεί ειδικά µόρια που ονοµάζονται ϕθοροφόρα, τα οποία εκπέµπουν
ϕθορίζον ϕως ειδικών χαρακτηριστικών ανάλογα της συγκέντρωσης της υπό εξέτασης αναλυ-
όµενης ουσίας.
Στην περίπτωση της γλυκόζης, ενώ µερικά από τα ϕθοροφόρα µπορούν να συνδεθούν µε
το µόριο της γλυκόζης άµεσα, Ϲητήµατα που σχετίζονται µε χαµηλή επιλεκτικότητα, µη
αναστρεψιµότητα, παρεµβολές και εξάντληση αναλυτών,καθιστούν απαραίτητη τη χρήση εν-
διάµεσων µορίων που ονοµάζονται υποδοχείς καθώς συνδέονται περισσότερο µε τη γλυκόζη
αποτελεσµατικά και µπορούν να υποστούν αναστρέψιµες αλλαγές στις τοπικές ιδιότητές τους,
που οδηγούν σε αλλαγές ϕθορισµού [17]. Επιπλέον, οι υποδοχείς µπορεί να είναι διαφορε-
τικών τύπων και ϕύσης, όπως ένζυµα, παράγωγα ϐορονικού οξέος, πρωτεΐνες που δεσµεύουν
τη γλυκόζη (GBPs), ακόµη και κατασκευασµένα συνθετικά υλικά όπως νανοσωλήνες άνθρα-
κα και κβαντικές κουκίδες (QDs) [18], επιτρέποντας τη χρήση αρκετών τεχνικών ϕθορισµού
και την εποπτεία παραµέτρων σε ένα ευρύ διάστηµα του ηλεκτροµαγνητικού ϕάσµατος και
ειδικότερα από το υπεριώδες (UV) στο εγγύς υπέρυθρο (NIR).
Μεταξύ των πολλών υπαρχουσών τεχνικών, η µεταφορά ενέργειας συντονισµού ϕθορισµού
(FRET), γνωστή και ως µεταφορά ενέργειας συντονισµού Förster, έχει λάβει µεγάλη προσο-
χή, καθώς εκµεταλλεύεται τη µεταφορά ενέργειας µεταξύ δύο ϕωτοευαίσθητων µορίων που
ονοµάζονται δότης (το ϕθοροφόρο) και δέκτης (ο υποδοχέας). Κατ΄ αρχήν, όταν η γλυκόζη
δεσµεύεται στο µόριο δέκτη, η σύνδεση δέκτη-δότη διαταράσσεται, οδηγώντας σε µειωµένη
κατανοµή ηλεκτρονίων και αυξηµένο ϕθορισµό. ΄Οµως, ελλείψει γλυκόζης, η µεταφορά η-
λεκτρονίων µεταξύ του δότη και του δέκτη αυξάνεται, οδηγώντας σε λιγότερο ϕθορισµό.
Η παρακολούθηση του ϕθορισµού µπορεί να µετρηθεί είτε µέσω ανίχνευσης έντασης είτε
µέσω ανίχνευσης χρόνου αποσύνθεσης(decay-time sensing).Ωστόσο, το τελευταίο προτιµάται
καθώς η διάρκεια Ϲωής του ϕθορισµού είναι συγκεκριµένη για κάθε αναλύτη, επιτρέποντας
την διαφοροποίηση µεταξύ ουσιών, ακόµα κι αν όλες εκπέµπουν ϕως ακριβώς στο ίδιο µήκος
κύµατος . Επιπλέον, η διάρκεια Ϲωής του ϕθορισµού µπορεί να υπολογιστεί µε ακρίβεια σε
µέσα σκέδασης , συµπεριλαµβανοµένων των στρωµάτων δέρµατος [19], υποδεικνύοντας ότι
η τεχνολογία ϕθορισµού είναι κατάλληλη προς εφαρµογή σε συσκευές παρακολούθησης της
γλυκόζης που ϐασίζονται στη διαδερµικό έλεγχο , όπως σε ϕακούς επαφής και αποσυνδεδε-
µένους µετατροπείς που εισάγονται στον ιστό, κοινώς γνωστοί ως υποδόρια εµφυτεύµατα.
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Πολωσιµετρία - Optical Polarimetry (OP)

Μια δέσµη ϕωτός αποτελείται από ηλεκτροµαγνητικά κύµατα, τα οποία ταλαντώνονται
σε άπειρο αριθµό επιπέδων, κάθετων προς τη διεύθυνση διάδοσης του ϕωτός [20]. ΄Οταν µια
δέσµη ϕωτός διέλθει από µια συσκευή, που ονοµάζεται πολωτής, διέρχονται µόνο τα κύµατα
που ταλαντώνονται σε ένα επίπεδο και το ϕως αυτό ονοµάζεται πολωµένο στο επίπεδο ϕως
(Εικόνα 1.8 [21]).

Εικόνα 1.8: Πολωµένο στο επίπεδο ϕως

΄Οταν µια δέσµη πολωµένου στο επίπεδο ϕωτός διέλθει από ένα διάλυµα ορισµένων ορ-
γανικών µορίων (λ.χ. σάκχαρα), το επίπεδο της πόλωσης στρέφεται (Εικόνα 1.9).Η οπτική
πολωσιµετρία εκµεταλλεύεται την έννοια των ¨οπτικά ενεργών ενώσεων, δηλαδή ενώσεις που
έχουν την ιδιότητα να στρέφουν το επίπεδο του πολωµένου ϕωτός. Η στροφή του επιπέδου
πόλωσης µετρείται µε ένα πολωσίµετρο.Περιστρέφοντας τον αναλυτή έως ότου το πολωµένο
ϕως διέλθει από αυτόν, υπολογίζεται η στροφή που προκάλεσε η οπτικά ενεργή ουσία. Το
µέγεθος της στροφής συµβολίζεται µε το γράµµα α και εκφράζεται σε µοίρες. Το µέγεθος
της στροφής στο πολωσίµετρο εξαρτάται από:

1. τη συγκέντρωση των οπτικά ενεργών µορίων (µε τρόπο ανάλογο)

2. το µήκος της κυψελίδας του δείγµατος (µε τρόπο ανάλογο)

3. το µήκος κύµατος του ϕωτός που χρησιµοποιείται

Εικόνα 1.9: Στροφή κατά γωνία α του πολωµένου ϕωτός

Η γλυκόζη είναι ένα οπτικά ενεργό µόριο και άρα µπορεί να περιστρέψει το επίπεδο
πόλωσης µιας δέσµης ϕωτός κατά γωνία α, κατά τη ωρολογιακή ϕορά, οπότε χαρακτηρίζεται
ως δεξιόστροφα οπτικά ενεργό µόριο. Το ποσό της περιστροφής είναι ανάλογο της συγκέντρω-
σης της αναλυόµενης ουσίας, το µήκος της οπτικής διαδροµής, της ϑερµοκρασίας και του
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µήκους κύµατος της δέσµης laser, η οποία είναι συνήθως κάπου µεταξύ της άνω περιοχής
του NIR και της κατώτερης περιοχής της οπτικής Ϲώνης (∼780–400 nm).
∆υστυχώς, η ελάχιστη οπτική περιστροφή που σχετίζεται µε το ϕυσιολογικό επίπεδο γλυ-
κόζης, η παρουσία άλλων ενεργών µορίων και ο υψηλός ϐαθµός σκέδασης ϕωτός στο δέρµα
και του ιστού, καθιστούν αδύνατη τη χρήση οπτικής πολωσιµετρίας στο δέρµα. Ωστόσο, είναι
δυνατή η χρήση της στο υδατοειδές υγρό στον εµπρόσθιο ϑάλαµο του µατιού (Εικόνα 1.10

) λόγω των εξαιρετικών οπτικών του ιδιοτήτων][22] . Η µέθοδος συνίσταται στην πόλωση του
ϕωτός που εκπέµπεται από µια πηγή ϕωτός πριν ϕτάσει στο µάτι. Το ανακλώµενο ϕως στη
συνέχεια αναλύεται για να προσδιοριστεί η γωνία περιστροφής α και η έντασή του.Τέτοια
τεχνική έχει τη δυνατότητα ανίχνευσης µικρών ποσοτήτων γλυκόζης και µάλιστα µε πολύ
υψηλή ανάλυση, εφόσον Ϲητήµατα όπως λ.χ η ευαισθησία στη ϑερµοκρασία και την κίνηση
µπορούν να αντιµετωπιστούν κατάλληλα.

Εικόνα 1.10: Η Αρχή της οπτικής πολωσιµετρίας στον οφθαλµό για την παρακολούθηση
γλυκόζης

30 ∆ιπλωµατική Εργασία



1.2.2 Ελάχιστα Επεµβατικές και Μη επεµβατικές Τεχνολογίες

Οπτική Τοµογραφία Συνοχής - Optical Coherence Tomography (OCT)

Η οπτική τοµογραφία συνοχής είναι µια τεχνολογία απεικόνισης που ϐασίζεται στις αρ-
χές της συµβολοµετρίας2 χαµηλής συνοχής µε συνεκτική ακτινοβολία [23], που είναι ικανή
να ανιχνεύει αλλαγές στα οπτικά χαρακτηριστικά των ϐιολογικών ιστών σε αναλύσεις τάξης
µικρόµετρων. Παρά το γεγονός ότι αρχικά αναπτύχθηκε για τοµογραφική απεικόνιση του
µατιού, µπορεί σήµερα να µετρήσει τη συγκέντρωση γλυκόζης µέσω του δέρµατος µε απο-
δεκτή ακρίβεια και ειδικότητα.Η τεχνολογία συνίσταται στην ακτινοβολία του δέρµατος µε
συνεκτικό ϕως3, µε µήκος κύµατος µεταξύ 800 και 1300 nm.Ορισµένοι µελετητές χρησι-
µοποίησαν ως πηγή ϕωτός δέσµη LASER [24]. Η οπισθοσκεδαζόµενη ακτινοβολία που δη-
µιουργείται στη συνέχεια συνδυάζεται µε µια αναφορά για να παραχθεί ένα συµβολοµετρικό
σήµα που ανιχνεύεται από έναν ϕωτοανιχνευτή, όπως ϕαίνεται στην Εικόνα 1.11 . Επο-
µένως, εάν προκύψει αύξηση της γλυκόζης, ϑα αυξήσει τον δείκτη διάθλασης και ϑα µειώσει
τον συντελεστή σκέδασης, δηµιουργώντας µείωση της αναντιστοιχίας του δείκτη διάθλασης
µεταξύ του µέσου και της αναφοράς, που είναι ανάλογη µε τη συγκέντρωση γλυκόζης .

Εικόνα 1.11: Η αρχή της σάρωσης OCT για την παρακολούθηση γλυκόζης

Τα µεγάλα πλεονεκτήµατα της µεθόδου αυτής είναι ότι προσφέρει υψηλή ευκρίνεια,
υψηλή αναλογία σήµατος προς ϑόρυβο (SNR) και µεγάλο ϐάθος διείσδυσης, τα οποία είναι
πολύ επιθυµητά χαρακτηριστικά στη µη επεµβατική παρακολούθηση της γλυκόζης.΄Ετσι,
εφόσον επιλυθούν Ϲητήµατα όπως η ευαισθησία στην αλλαγή ϑερµοκρασίας και την κίνηση,
αυτή η τεχνολογία παρουσιάζει πολλές προοπτικές.

2Η συµβολοµετρία είναι µια τεχνική στην οποία ηλεκτροµαγνητικά κύµατα συµβάλλουν για να εξάγουµε
πληροφορίες για τα κύµατα. Αν είναι συµφασικά, τα πλάτη προστίθενται (ενισχυτική συµβολή), ενώ αν έχουν
διαφορά ϕάσης 180◦αλληλοεξουδετερώνονται (αποσβεστική συµβολή).

3Η συνοχή είναι µια ιδιότητα του ϕωτός που επιτρέπει στα κύµατα να σχηµατίζουν προσωρινά ή στάσιµα
µοτίβα παρεµβολών. Η συνοχή ορίζεται σε δύο κύµατα. Εάν δύο κύµατα είναι µονοχρωµατικά (έχουν το ίδιο
µήκος κύµατος, άρα την ίδια συχνότητα) και είναι της ίδιας ϕάσης, αυτά τα δύο κύµατα ορίζονται ως συνεκτικά
κύµατα
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Φασµατοσκοπία Εγγύς Υπερύθρου (Near-Infrared)

Η τεχνολογία Near-Infrared Spectroscopy (NIRS) ϐασίζεται στην απορρόφηση και τη
σκέδαση µήκων κύµατος στην περιοχή από 780 nm έως 2500 nm λόγω µοριακών δονήσε-
ων και περιστροφής δεσµών στο εσωτερικό του µορίου [25]. Χρησιµοποιεί τρεις ϐασικούς
τρόπους µέτρησης : µετάδοση, ανάκλαση και της αλληλεπίδρασης. Ωστόσο, όλα ϐασίζονται
στην ίδια ϑεµελιώδη τεχνολογία, το ϕασµατόµετρο διασποράς. Στη λειτουργία µετάδοσης
(Εικόνα 1.12α), µια πηγή ϕωτός ακτινοβολεί πολυχρωµικό ϕως στο δείγµα, και ένα πλέγµα
περίθλασης στην άλλη πλευρά διασπά τη µεταδιδόµενη ακτινοβολία στα συστατικά της µήκη
κύµατος πριν ανιχνευθούν και αναλυθούν από τον ανιχνευτή και υπολογιστή αντίστοιχα.
Στη λειτουργία ανάκλασης (Εικόνα 1.12β), το πλέγµα περίθλασης και ο ανιχνευτής ϐρίσκο-
νται στην ίδια πλευρά της πηγής για την ανίχνευση της κατοπτρικής ανάκλασης, δηλαδή
ανάκλαση σε καθορισµένη γωνία, από το δείγµα. Οµοίως, στη λειτουργία αλληλεπίδρασης
(Εικόνα 1.12γ), ανιχνεύεται επίσης το ανακλώµενο ϕως από το δείγµα, αλλά χρησιµοποιε-
ίται ένα ϕράγµα ϕωτός µεταξύ των δεσµών που προσπίπτουν και αυτών που ανακλώνται, για
να διαχωρίσουν το οπτικό πεδίο του ανιχνευτή από το ϕωτιζόµενη περιοχή .
΄Ολοι οι τρόποι λειτουργίας είναι κατάλληλοι για τη µέτρηση της απορρόφησης/διαπερα-
τότητας και της διασποράς στο δείγµα και η προτίµηση για ένα από αυτά ϐασίζεται µόνο
στον τύπο του µέσου. Για παράδειγµα, η λειτουργία µετάδοσης προτιµάται για την ανάλυση
υγρών και πολύ λεπτών ή διαφανών δειγµάτων, ενώ οι λειτουργίες ανακλασης και αλληλε-
πίδρασης, προτιµώνται µε πυκνά στερεά ή παχιά δείγµατα.

Εικόνα 1.12: Σχηµατική αναπαράσταση των τριών λειτουργιών της NIR ϕασµατοσκοπίας
(α)λειτουργία µετάδοσης (ϐ)λειτουργία ανάκλασης (γ)λειτουργία αλληλεπίδρασης
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Αν και στη Ϲώνη NIR η γλυκόζη δεν παρουσιάζει ισχυρή απορρόφηση σε σύγκριση µε άλ-
λες περιοχές, όπως η ϕασµατοσκοπία MIR, το νερό επίσης δεν απορροφά µεγάλη ακτινοβολία
NIR. Ως αποτέλεσµα, µέχρι το 95% του ϕωτός µπορεί να διαπεράσει το εξωτερικό στρώµα
της επιδερµίδας (stratum corneum) για να ϕτάσει σε περιοχές µε υψηλότερη συγκέντρωση
αίµατος, χωρίς να επηρεάζεται από τη µελάγχρωση του δέρµατος[26]. Επίσης, εξαρτήµατα
και υλικά για τη ϕασµατοσκοπία NIR είναι διαθέσιµα στην αγορά σε προσιτές τιµές. ΄Ο-
λα αυτά τα πλεονεκτήµατα στρέφουν το ενδιαφέρον προς την τεχνολογία που ϐασίζεται σε
NIR ως την πρώτη επιλογή για την ανάπτυξη µη επεµβατικών συσκευών αυτοελέγχου για
ανίχνευση γλυκόζης. Από την άλλη πλευρά, η ϕασµατοσκοπία NIR παρουσιάζει ορισµένα
µειονεκτήµατα, όπως υψηλό ϐαθµό σκέδασης στον ιστό και παρεµβολή πρωτεϊνών και οξέων
που µοιράζονται παρόµοια χαρακτηριστικά απορρόφησης µε το µόριο γλυκόζης, οδηγώντας
σε αυξηµένη πολυπλοκότητα και αναξιοπιστία κατά την ανάλυση του ανιχνευµένου σήµατος
[27]. Ως αποτέλεσµα, το ενδιαφέρον προσανατολίζεται σε εναλλακτικές τεχνολογίες που χρη-
σιµοποιούν NIR.΄Ενα από αυτά είναι η ϕασµατοσκοπία Raman που προσδιορίζει πολύ καλά
καθορισµένες κορυφές απορρόφησης και ϑα αναλυθεί στη συνέχεια.

Φασµατοσκοπία Μέσου Υπερύθρου(Mid-Infrared)

Η ϕασµατοσκοπία µεσαίας υπέρυθρης ακτινοβολίας (MIRS) είναι µια επίσης τεχνική ϕα-
σµατοσκοπίας, η οποία ϐασίζεται στις ίδιες αρχές διαµόρφωσης και απορρόφησης συστήµα-
τος της ϕασµατοσκοπίας NIR, αλλά χρησιµοποιείται στην περιοχή του µεσαίου υπέρυθρου,
περίπου µεταξύ 120 THz (2,5 µm) και 30 THz (10 µm)[28].
Λόγω του µεγαλύτερου µήκους κύµατος, υπάρχει µικρότερη σκέδαση της ακτινοβολίας MIR
στον ιστό, οδηγώντας σε υψηλότερους ϱυθµούς απορρόφησης και συγκεκριµένες ευκρινείς
γραµµές απορρόφησης στο ϕάσµα , ειδικά µεταξύ 8–10 µm. Αυτό το χαρακτηριστικό ση-
µαίνει ότι τα µόρια έχουν ένα µοναδικό ϕάσµα στην περιοχή MIR, καθιστώντας το ιδανικό
για µοριακή ταυτοποίηση. ∆υστυχώς, η ισχυρή απορρόφηση νερού σε αυτήν την περιοχή
δεν επιτρέπει στα σήµατα MIR να διεισδύσουν περισσότερο από µερικά µικρόµετρα στον
ιστό (100 µm περίπου), καθιστώντας απαραίτητη τη χρήση ισχυρών πηγών MIR όπως το
Quantum Cascade Laser (QCL)[29], και τη χρήση συµπληρωµατικών τεχνολογιών, όπως η
ϕωτοακουστική ϕασµατοσκοπία, που συζητείται σε ακόλουθη υποενότητα, προκειµένου να
αυξηθεί η ευαισθησία στην ανίχνευση γλυκόζης.

Φασµατοσκοπία Raman

Ο ϐαθµός σκέδασης του µονοχρωµατικού ϕωτός καθορίζεται µε ϐάση το ϕαινόµενο Ra-
man ( Ramman effect). ΄Οταν το ϕως ενός µήκους κύµατος χτυπά έναν στόχο, παράγει
διάσπαρτο ϕως που ταξιδεύει προς όλες τις κατευθύνσεις.Η πλειοψηφία αυτής της ακτινοβο-
λίας, που ονοµάζεται ελαστική ή σκέδαση Rayleigh, έχει το ίδιο µήκος κύµατος µε αυτό του
προσπίπτοντος ϕωτός, ενώ το υπόλοιπο είναι απλώς µια µικρή ποσότητα σκεδαζόµενης ακτι-
νοβολίας µε διαφορετικό µήκος κύµατος, που ονοµάζεται «ανελαστική σκέδαση» ή «σκέδαση
Raman». Μια τέτοια διαφορά µήκους κύµατος είναι η µετατόπιση Raman, και αντιπροσω-
πεύει τη διαφορά µεταξύ της αρχικής και της τελικής κατάστασης δόνησης του µορίου υπό
µελέτη. Συνεπώς, η ϕασµατοσκοπία Raman εξαρτάται από τις καταστάσεις περιστροφής και
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δόνησης µέσα στα µόρια, και µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ανίχνευση συγκεκριµένων
Ϲωνών απορρόφησης και την ποσοτικοποίηση των αντίστοιχων µορίων [26], που σηµαίνει ότι
οι ϑέσεις κορυφής στο ϕάσµα Raman δείχνουν τους τρόπους δόνησης της κάθε λειτουργι-
κής οµάδας µέσα στο µόριο. ΄Ετσι, υποδεικνύοντας ότι η µετατόπιση Raman (εκφράζεται
σε κυµατοαριθµούς, cm−1) παραµένει σταθερή ανεξάρτητα από το µήκος κύµατος του προ-
σπίπτοντος ϕωτός.
Στην περίπτωση της γλυκόζης, οι πιο αντιπροσωπευτικοί τρόποι δόνησης είναι αυτοί που συν-
δέονται µε τη Ϲώνη τάνυσης C-H, γύρω στα 2900 cm−1, και οι Ϲώνες τάνυσης C—O και C—C
µεταξύ 800 και 1300 cm−1 .[30] ΄Οπως ϕαίνεται στην Εικόνα 1.13, η ϐασική διαµόρφωση
ενός ϕασµατόµετρου Raman αποτελείται από έναν ϕακό που συλλέγει µέρος της σκεδα-
Ϲόµενης ακτινοβολίας και την κατευθύνει σε ένα ϕίλτρο, για να αφήσει µόνο το σκεδαζόµενο
ϕως Raman αισθητό από τον ανιχνευτή. Ο υπολογιστής κάνει την επεξεργασία του σήµατος
και παρέχει την αντίστοιχη µετατόπιση Raman. ∆υστυχώς, οι παρεµβολές και τα Ϲητήµα-
τα αστάθειας εµποδίζουν τη ϕασµατοσκοπία Raman από την παροχή ακριβών µετρήσεων
γλυκόζης in vivo.

Εικόνα 1.13: Σχηµατική αναπαράσταση του οργάνου ϕασµατοσκοπίας Raman
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Φωτοακουστική Φασµατοσκοπία -Photoacoustic Spectroscopy (PAS)

Αυτή η τεχνολογία χρησιµοποιεί την ίδια ιδέα των υπερήχων κυµάτων, αλλά χρησιµοποιεί
σύντοµους παλµούς λέιζερ µε ένα µήκος κύµατος που απορροφάται από ένα συγκεκριµένο
µόριο στο υγρό για να παράγει µικροσκοπική εντοπισµένη ϑερµότητα, ανάλογα µε την ει-
δική ϑερµοχωρητικότητα του υπό εξέταση ιστού .Η απορροφηµένη ϑερµότητα προκαλεί µια
ογκοµετρική διαστολή του µέσου, δηµιουργώντας ένα κύµα υπερήχων που µπορεί να ανι-
χνευθεί από ακουστικό αισθητήρα ή αισθητήρα πίεσης. Παρακολουθώντας τις παραλλαγές
peak-to-peak του σήµατος που ανιχνεύτηκε, είναι δυνατόν να συσχετιστούν µε τις διακυ-
µάνσεις των επιπέδων γλυκόζης στο αίµα.
Για τη µη επεµβατική ανίχνευση της γλυκόζης, τα παλµικά και συνεχόµενα κύµατα (CW)
είναι οι δύο ϐασικές µορφές διέγερσης. Στη παλµική λειτουργία, οι παλµοί έχουν διάρ-
κεια τάξης νανοδευτερολέπτων και έναν ϱυθµό επανάληψης παλµών µερικών kilohertz, ο-
δηγώντας σε γρήγορη και αδιαβατική ϑερµική διαστολή του δείγµατος και δηµιουργώντας
ένα ευρύ ϕάσµα ακουστικών συχνοτήτων , µαζί µε ¨τρέµουλο¨ ( jitter) και ακουστικό ϑόρυ-
ϐο στο ευρύ ϕάσµα του ανιχνευτή (µορφοτροπέα) [31]. Από την άλλη πλευρά, η διέγερση
CW χρησιµοποιεί ένα διαµορφωµένο συνεχές κύµα, δηµιουργώντας µια ενιαία ακουστική
συχνότητα στο ανιχνευόµενο ϕάσµα και ένα υψηλό λόγος σήµατος προς ϑόρυβο (SNR) .

Εικόνα 1.14: Βασική οπτική διάταξη για την µη επεµβατική ϕωτοακουστική µέτρηση της γλυ-
κόζης

Η Εικόνα 1.14 δείχνει τη ϐασική διαµόρφωση της ανίχνευσης PAS. Το ϕως που εκπέµπε-
ται από ένα λέιζερ προσκρούει στο δείγµα για τη δηµιουργία του υπερηχητικού κύµατος, µε
τη διαδικασία που συζητήθηκε προηγουµένως. Το παραγόµενο υπερηχητικό κύµα διαδίδε-
ται µέσω του ακουστικού συντονιστή, γνωστό και ως κύτταρο, και ϕτάνει στον ανιχνευτή, που
γενικά αποτελείται από έναν πιεζοηλεκτρικό µορφοτροπέα όπως ένα µικρόφωνο. Το ηλεκτρι-
κό σήµα στην έξοδο του αισθητήρα στη συνέχεια ενισχύεται, ψηφιοποιείται και αποστέλλεται
στον υπολογιστή για ανάλυση.Αυτή η διαµόρφωση, ωστόσο, έχει το κύριο µειονέκτηµα της
χαµηλής ευαισθησίας για την in-vivo ανίχνευση της γλυκόζης. ΄Ετσι, όπως προτείνουν οι
Kottmann et al. [32], µια εναλλακτική σε αυτή τη µέθοδο είναι η χρήση δύο πηγών λέιζερ.
Το ένα καλύπτει µήκη κύµατος ισχυρής απορρόφησης γλυκόζης και το άλλο καλύπτει πε-
ϱιοχές που δεν είναι ευαίσθητες σε γλυκόζη, προκειµένου να επιτευχθεί µεγάλη αναλογία
µεταξύ των δύο µετρήσεων, ϐελτιώνοντας το συνολικό SNR του συστήµατος. Επί του πα-
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ϱόντος, η διάταξη αυτή παρέχει καλή σταθερότητα, αλλά η ευαισθησία εξακολουθεί να είναι
χαµηλή, αν και µπορεί να ϐελτιωθεί αυξάνοντας την ισχύ του λέιζερ .
΄Ενα πλεονέκτηµα που παρουσιάζει η PAS είναι πως µπορεί να χρησιµοποιήσει ένα ευρύ
ϕάσµα µηκών κύµατος, από υπεριώδες µέχρι NIR. Ωστόσο, µέχρι πρόσφατα οι δοκιµές έδει-
ξαν ότι το PAS µπορεί ακόµη και να χρησιµοποιηθεί και στη Ϲώνη MIR. Αυτή η εξέλιξη µας
επιτρέπει να εκµεταλλευτούµε τα ισχυρά χαρακτηριστικά απορρόφησης του µορίου της γλυ-
κόζης µεταξύ 800–1200 cm1, παρά το χαµηλό ϐάθος διείσδυσής της ακτινοβολίας αυτής στο
ανθρώπινο δέρµα (8,33–12,5 µm). Ως αποτέλεσµα, οι τρέχουσες προσπάθειες επικεντρώνο-
νται στη χρήση των QCL για τη ϐελτίωση του SNR σε µέρη του σώµατος στα οποία είναι
εφικτό να ϕτάσει στο διάµεσο υγρό (ISF), δηλαδή σε ϐάθος 10–50 µm [33].

Ηλεκτροµαγνητικός ΄Ελεγχος - Electromagnetic Sensing

Αυτή η τεχνολογία υπολογίζει το ϱεύµα, ή την τάση, το οποίο είναι ανάλογο µε τη µα-
γνητική σύζευξη µεταξύ δύο επαγωγέων [34]. ∆εδοµένου ότι η σύζευξη εξαρτάται από τα
διηλεκτρικά χαρακτηριστικά του µέσου µεταξύ των δύο πηνίων, είναι επίσης ανάλογη µε τη
συγκέντρωση και τον τύπο της αναλυόµενης ουσίας (Εικόνα 1.15).
Με άλλα λόγια, ο λόγος µεταξύ των τάσεων εισόδου και εξόδου, ή µεταξύ των ϱευµάτων,
είναι ανάλογος της συγκέντρωση της γλυκόζης. Επιπλέον, η συχνότητα του σήµατος παίζει
ϑεµελιώδη ϱόλο για την παραγωγή επαρκούς σύζευξης, αν και αυτό εξαρτάται επίσης από τη
ϑερµοκρασία του δείγµατος υπό εξέταση. Ως αποτέλεσµα, οι συχνότητες στη Ϲώνη µεταξύ 2.4
MHz και 2.9 MHz είναι γενικά κατάλληλες για την ανίχνευση παραλλαγών γλυκόζης in-vivo
, ενώ άλλοι ερευνητές, όπως οι Melikyan et al, προτείνουν ότι τα 7.7 GHz είναι καλύτερη
επιλογή [35].

Εικόνα 1.15: Η έννοια της µέτρησης συγκέντρωσης γλυκόζης στον λοβό του αυτιού χρησιµο-
ποιώντας ηλεκτροµαγνητική µέθοδο
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Υπέρηχος - Ultrasound

Αυτή η τεχνολογία υπολογίζει το χρόνο διάδοσης των κυµάτων υπερήχων µέσω των µέσων.
΄Οσο υψηλότερη είναι η συγκέντρωση γλυκόζης, τόσο πιο γρήγορα διαδίδεται το υπερηχητικό
κύµα µέσα στο µέσο, µειώνοντας άρα το χρόνο διάδοσης. Ανάλογα µε την ισχύ των δυνάµεων
που συγκρατούν τους δεσµούς µεταξύ των µορίων και την πυκνότητα του µέσου, το ϱευστό
ή ο ιστός έχει έναν ορισµένο ϐαθµό συµπιεστότητας που καθορίζει την ακουστική ταχύτητα
κυµάτων χαµηλής συχνότητας µέσα στο µέσο [36]. Συνεπώς, αλλαγές στη συγκέντρωση της
γλυκόζης στο εξωκυττάριο υγρό επηρεάζουν την πυκνότητα και την αδιαβατική συµπιεστότη-
τα, επηρεάζοντας γραµµικά κατ΄ επέκταση την ακουστική αντίσταση.

Αντίστροφη Ιοντοφόρεση - Reverse Iontophoresis (RI)

Η αντίστροφη ιοντοφόρηση κατηγοριοποιείται ως «ελάχιστα επεµβατική» τεχνολογία, κα-
ϑώς ϐασίζεται στην κυκλοφορία ενός µικρού ηλεκτρικού ϱεύµατος µεταξύ µιας ανόδου και
µιας καθόδου που ϐρίσκονται στην επιφάνεια του δέρµατος για να έχουν πρόσβαση σε µια
µικρή ποσότητα διάµεσου υγρού (ISF). Η µετανάστευση των ιόντων νατρίου κυρίως παράγει
το ϱεύµα, προκαλώντας µια συναγωγική ϱοή (ηλεκτρο-ωσµωτική ϱοή) του ενδιάµεσου υγρού
(ISF), µεταφέροντας µαζί του µόρια γλυκόζης προς την κάθοδο [37]. Στην κάθοδο, υπάρχει
ένας τυπικός αισθητήρας γλυκόζης που µετρά τη συγκέντρωση γλυκόζης απευθείας µε την
ενζυµατική µέθοδο, δηλαδή οξείδωση µε ένζυµο, όπως η οξειδάση της γλυκόζης (GOx) όπως
ϕαίνεται στην Εικόνα 1.16.

Εικόνα 1.16: Η αρχή της αντίστροφης ιοντοφόρησης για την παρακολούθηση της γλυκόζης

Η τεχνολογία RI είναι µια από τις πιο διερευνηµένες µεθόδους για την παρακολούθηση της
γλυκόζης διότι, µε δεδοµένο ότι έχει πρόσβαση σε ένα δείγµα γλυκόζης, σηµαίνει ότι έχει
υψηλό επίπεδο ακρίβειας.
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1.3 Κατανόηση του ϕαινόµενου του ϕθορισµού

1.3.1 Απορρόφηση Ενέργειας

Η εκποµπή ϕωτός από ένα σώµα, η οποία δεν οφείλεται στην υψηλή του ϑερµοκρα-
σία καλείται ϕωταύγεια.΄Ενα σύστηµα που εκπέµπει ϕωταύγεια χάνει ενέργεια.Συνεπώς, το
σύστηµα χρειάζεται να απορροφήσει κάποιο είδος ενέργειας πρώτα και για αυτό τα είδη
της ϕωταύγειας διαχωρίζονται ανάλογα µε την πηγή αυτής της ενέργειας.∆ιακρίνουµε έτσι
την ηλεκτροφωταύγεια, τη ϱαδιοφωταύγεια, τη χηµειοφωταύγια και τη ϕωτοφωταύγεια.Στην
τελευταία µορφή ϕωταύγειας, η ενέργεια προέρχεται από την απορρόφηση υπεριώδους, ο-
ϱατού ή υπέρυθρου ϕωτός.

1.3.2 Ενεργειακές Καταστάσεις

Η απορρόφηση πραγµατοποιείται για διακριτά ποσά ενέργειας. Κάθε µόριο κατέχει µια
σειρά ενεργειακών σταθµών και µπορεί να µεταβεί από µια χαµηλότερη σε µια υψηλότερη
στάθµη µε την απορρόφηση ενός ϕωτονίου, ενέργειας ίσης µε τη διαφορά των δύο ενερ-
γειακών επιπέδων. Σε κάθε ηλεκτρονιακή στάθµη αντιστοιχεί και ένα πλήθος δονητικών
επιπέδων του µορίου. Η ϐασική στάθµη συµβολίζεται µε G, η πρώτη διεγερµένη µονήρης
ηλεκτρονιακή στάθµη µε S*, και η πρώτη διεγερµένη τριπλή κατάσταση µε T*, όπου * ο
αριθµός της στάθµης.
Η διαφορά µεταξύ µονήρους και τριπλής διεγερµένης κατάστασης σχετίζεται µε το συνολικό
σπιν των ηλεκτρονίων της στάθµης. Σε ένα πολυατοµικό µόριο, η ϐασική κατάσταση κα-
ταλαµβάνεται από άρτιο πλήθος ηλεκτρονίων που συνδυάζονται σε Ϲεύγη µε αντιπαράλληλα
σπιν. Η πολλαπλότητα (Μ) µιας στάθµης, που εκφράζει την τροχιακή στροφορµή, σχετίζεται
µε το συνολικό σπιν της στάθµης (S) µέσω της σχέσης M = 2S + 1. ΄Ετσι στην περίπτωση
Ϲεύγων ηλεκτρονίων µε αντιπαράλληλα σπιν, το συνολικό σπιν είναι ίσο µε µηδέν (S = 0)
και η πολλαπλότητα ισούται µε τη µονάδα (Μ = 1). Μια τέτοια κατάσταση ονοµάζεται µο-
νήρης ηλεκτρονιακή στάθµη (singlet). ΄Οταν το σπιν ενός ηλεκτρονίου αντιστραφεί, τότε στην
κατάσταση αυτή υπάρχούν δύο ασύζευκτα ηλεκτρόνια µε παράλληλα σπιν και ολικό σπιν
Σ = Ι και πολλαπλότητα στάθµης Μ = 3. Μια τέτοια ηλεκτρονιακή στάθµη καλείται τριπλή
(triplet).
Η απορρόφηση ενός κβάντου ϕωτός συµβαίνει σε χρονικό διάστηµα της τάξης των 10−15s

και ακολουθείται από µετάβαση σε ανώτερη διεγερµένη ηλεκτρονιακή στάθµη. Αυτή είναι
η πρώτη ή η δεύτερη διεγερµένη ηλεκτρονιακή κατάσταση, ανάλογα µε το αν το µόριο α-
πορροφά ϕωτόνιο ορατής ή υπεριώδους ακτινοβολίας. Το ηλεκτρόνιο µεταβαίνει από τη
ϐασική σε µονήρη διεγερµένη στάθµη και οι µεταβάσεις αυτές ευθύνονται για τα ϕάσµατα
απορρόφησης των µορίων στο ορατό (380 - 700 nm) και το υπεριώδες (100 - 400 nm).

1.3.3 Ενεργειακές Μεταβάσεις

Κατά την παραµονή του µορίου στη διεγερµένη κατάσταση, η πλεονάζουσα ενέργεια σε
σχέση µε την ενέργεια του χαµηλότερου δονητικού επιπέδου της στάθµης διοχετεύεται µέσω
συγκρούσεων σε άλλα µόρια. Με αυτή τη διαδικασία, το µόριο καταλαµβάνει το χαµηλότερο
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δονητικό επίπεδο της διεγερµένης µονήρους στάθµης. Το ηλεκτρόνιο ϑα επιστρέψει στη
ϐασική κατάσταση µε έναν από τους ακόλουθους µηχανισµούς :

• Εσωτερική Μετατροπή: το µόριο µπορεί από τη διεγερµένη κατάσταση, να µετα-
πηδήσει σε ένα κοντινό, δονητικό επίπεδο της ϐασικής ενεργειακής κατάστασης.Η
ενέργεια χάνεται χωρίς εκποµπή ακτινοβολίας µέσω δονητικής αποδιέγερσης.

• Εσωτερική Μετάπτωση S* → Τ*: το διεγερµένο ηλεκτρόνιο µπορεί να µεταβεί από
τη µονήρη στην πρώτη διεγερµένη τριπλή στάθµη. Η µετάπτωση αυτή είναι επιτρεπτή
διότι η ενέργεια του χαµηλότερου δονητικού επιπέδου της Τ* είναι µικρότερη από αυ-
τή της S*.Η ανάποδη µετάβαση είναι πρακτικά απίθανη. ΄Υστερα, το µόριο µπορεί να
επανέλθει στη ϐασική κατάσταση.Η άµεση επιστροφή στην G µπορεί να πραγµατοποι-
ηθεί µε ή χωρίς εκποµπή ακτινοβολίας, που στην πρώτη περίπτωση αναφερόµαστε στο
ϕαινόµενο του ϕωσφορισµού.

• Μεταφορά µέσω ενέργειας κρούσεων- απόσβεση ϕθορισµού: αν το διεγερµένο
µόριο συγκρουστεί µε άλλο µόριο, που ϐρίσκεται σε χαµηλότερο ενεργειακό επίπεδο,
τότε η ενέργεια µπορεί να µεταφερθεί σε αυτό το µόριο χωρίς εκποµπή ακτινοβολίας.

• Μεταφοράς ενέργειας µέσω συντονισµού: η ενέργεια µπορεί να µεταφερθεί σε
άλλο µόριο χωρίς επαφή µέσω µιας σύζευξης διπόλου-διπόλου ανάµεσα στα µόρια. Για
αποστάσεις έως και 5 mm, επιτυγχάνεται ικανοποιητική µεταφορά ενέργειας.Πρόκειται
για παραλλαγή της απόσβεσης ϕθορισµού.

• Φωτοχηµική Αντίδραση: η ενέργεια µπορεί να επάγει µια χηµική αντίδραση, δηλαδή
τη δηµιουργία ενός νέου είδους µορίου.Η ενέργεια καταναλώνεται κατά τη δηµιουργία
αυτών των ενώσεων, που έχουν διαφορετικές ιδιότητες ϕθορισµού από τις αρχικές.

• Εκποµπή ϕθορισµού: το µόριο µπορεί να µεταβεί σε ένα διεγερµένο δονητικό επίπεδο
στη ϐασική ηλεκτρονιακή κατάσταση, µε εκποµπή ενός ϕωτονίου.Η διάρκεια Ϲωής του
ϕθορισµού είναι της τάξης των nsec. Στη συνέχεια, το µόριο επιστρέφει στο χαµηλότε-
ϱο δονητικό επίπεδο της ϐασικής κατάστασης. Ο ϕθορισµός (η εκπεµπόµενη ενέργεια)
είναι µεγαλύτερου µήκους κύµατος σε σχέση µε την απορροφηθείσα ενέργεια. Σχετικά
µε τον ϕθορισµό, ο κανόνας Kasha δηλώνει ότι ϑα προέρχεται πάντα από το χαµηλότε-
ϱο δονητικό επίπεδο της διεγερµένης µονήρους στάθµης, του S1, ενώ ο ϕωσφορισµός
ϑα προέρχεται από το χαµηλότερο δονητικό επίπεδο της διεγερµένης τριπλής στάθµης,
του Τ1, ανεξάρτητα από την αρχική διεγερµένη κατάσταση του µορίου.
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1.3.4 ∆ιάγραµµα Jablonski

Το ∆ιάγραµµα Jablonski είναι ένα ισχυρό εργαλείο για την απεικόνιση των πιθανών
µεταβάσεων που µπορούν να συµβούν µετά τη ϕωτοδιέγερση ενός µορίου (∆ιάγραµµα [38].

Σχήµα 1.1: ∆ιάγραµµα ηλεκτρονικών καταστάσεων Jablonski

Φάσµα διέγερσης

Το ϕάσµα διέγερσης εκφράζει τη σχετική απόδοση των διαφόρων µηκών κύµατος της
διεγείρουσας ακτινοβολίας στην επαγωγή ϕθορισµού. Το ϕάσµα διέγερσης, που λαµβάνεται
µε ένα ϕασµατοφωτόµετρο ϕθορισµού, πρέπει να συµπίπτει µε το ϕάσµα απορρόφησης του
µορίου, που λαµβάνεται µε ένα ϕασµατοφωτόµετρο. Αυτό συµβαίνει σπάνια και οι διαφορές
οφείλονται σε κατασκευαστικούς λόγους. Τέτοιοι είναι α) οι αλλαγές στην απόκριση τον ϕω-
τοπολλαπλασιαστή, ϐ) αλλαγές στο εύρος Ϲώνης τον µονοχρωµάτορα ή στην ϕωτεινή πηγή και
γ) σταθερότητα των σχισµών τον µετρητή ϕθορισµού. Για να ληφθεί το διορθωµένο ϕάσµα
του συστατικού, που ενδιαφέρει η καµπύλη πρέπει να διορθώνεται µε ϐάση αυτούς τους
παράγοντες. Εξέταση του ϕάσµατος διέγερσης κάθε µορίού, δείχνει τις ϑέσεις του ϕάσµα-
τος απορρόφησης, οι οποίες µπορούν να επάγουν εκποµπή ϕθορισµού. Γενικά το µήκος
κύµατος της µέγιστης απορρόφησης στο ϕάσµα διέγερσης είναι αυτά, που επιλέγεται για
την διέγερση του δείγµατος. ΄Οταν ένα µόριο µεταπίπτει από τη διεγερµένη κατάσταση στη
ϐασική, εκπέµπεται ϕως σε χαρακτηριστικό µήκος κύµατος. Η ενέργεια τον εκπεµπόµενου
ϕωτονίου ισούται µε τη διαφορά της ενέργειας ανάµεσα στις δύο ενεργειακές καταστάσεις
και η διαφορά αυτή καθορίζει το µήκος κύµατος της εκπεµπόµενης ακτινοβολίας (λe) .
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Φάσµα εκποµπής

Το ϕάσµα εκποµπής εκφράζει την κατανοµή της έντασης της εκπεµπόµενης ακτινοβο-
λίας στα διάφορα µήκη κύµατος, που επάγεται για ένα µήκος κύµατος διέγερσης. Το ϕάσµα
εκποµπής οφείλεται στην επανεκποµπή της ακτινοβολίας που απορροφήθηκε από το µόριο.
Το ϕάσµα ϕθορισµού, εκφράζει τις διαφορετικές πιθανές µεταβάσεις από τη µονήρη διε-
γερµένη κατάσταση στα διάφορα δονητικά επίπεδα της ϐασικής ηλεκτρονιακής κατάστασης.
Η σχετική πιθανότητα να συµβεί κάποια από τις πιθανές διαδροµές διαφέρει από µόριο σε
µόριο και εξαρτάται όχι µόνο από τη δοµή του, αλλά και από το τοπικό του περιβάλλον.

Το ϕάσµα του ϕθορισµού της S1 → S0 εκποµπής είναι περίπου κατοπτρικό του ϕάσµατος
απορρόφησης της µετάβασηςS1 ← S0, και εκτείνεται σε χαµηλότερες ενέργειες (Εικόνα

1.13 [39]). Το σχήµα τον ϕάσµατος εκποµπής είναι ανεξάρτητο από το µήκος διέγερσης,
εξαιτίας της εσωτερικής µετατροπής και κατά τον κανόνα Kasha. Πράγµατι οι υψηλότερα
υπάρχουσες µονήρεις διεγερµένες στάθµες µεταπίπτουν στην S1 πάρα πολύ γρήγορα µέσω
της εσωτερικής µετατροπής η οποία για τις στάθµες αυτές είναι σαφώς ταχύτερη από τον
ϕθορισµό. ΄Ετσι ϕθορισµό έχουµε από την S1 στην S0 όπου ο ϱυθµός εσωτερικής µετατροπής
είναι µικρότερος και συγκρίσιµος µε αυτόν τον ϕθορισµού.

Η ένταση του ϕθορισµού αντίθετα εξαρτάται από το µήκος κύµατος της διέγερσης. Αν για
παράδειγµα το µήκος κύµατος της ακτινοβολίας διέγερσης είναι διαφορετικό από αυτό που
αντιστοιχεί στο µέγιστο απορρόφησης, λιγότερη ενέργεια ϑα απορροφηθεί από το µόριο και
εποµένως λιγότερη ενέργεια Θα εκπεµφθεί. Συνεπώς όλα τα µήκη κύµατος τον ϕάσµατος
απορρόφησης µπορούν να διεγείρουν το µόριο και να επάγουν ϕθορισµό. Η κορυφή τον
ϕθορισµού ϑα είναι πάντα στο ίδιο µήκος κύµατος αλλά η ένταση τον ϑα διαφέρει ανάλογα
µε την ένταση της απορρόφησης (Εικόνα 1.14).

Εικόνα 1.17: Τα ϕάσµατα εκποµπής και διέγερσης για ένα δεδοµένο ϕθοροφόρο (µόριο που
ϕθορίζει) είναι κατοπτρικές εικόνες το ένα του άλλου
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Εικόνα 1.18: Η διέγερση του χρωµοφόρου µε τρία διαφορετικά µήκη κύµατος (ΕΞ 1, ΕΞ 2,
ΕΞ 3) δεν µεταβάλλει το σχήµα του ϕάσµατος εκποµπής αλλά προκαλεί διακυµάνσεις στην
ένταση του εκπεµπόµενου ϕθορισµού (ΕΜ 1, ΕΜ 2, ΕΜ 3) το οποίο αντιστοιχεί στο µέγεθος του
ϕάσµατος διέγερσης
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Κεφάλαιο 2

Πειραµατική Μελέτη

2.1 Σκοπός της πειραµατικής µελέτης

Παρά τη σηµαντική πρόοδο στην ανάπτυξη των ηλεκτροχηµικών αισθητήρων, οι εντελώς
µη επεµβατικές µέθοδοι παρακολούθησης της γλυκόζης εξακολουθούν να παρουσιάζουν µε-
γάλη Ϲήτηση, λόγω της δυνατότητάς και της προοπτικής τους να είναι αξιόπιστες, ευαίσθητες,
ϕιλικές προς το χρήστη και προσαρµοσµένες σε ϑεραπευτικά σχήµατα. Στον τοµέα της µη
επεµβατικής παρακολούθησης της γλυκόζης στο αίµα, οι οπτικές µέθοδοι έχουν τη µεγα-
λύτερη ερευνητική αξία και δυναµικότητα, επειδή οι µέθοδοι αυτές χρησιµοποιούν το ϕως
για να λάβουν πληροφορίες σχετικά µε την γλυκόζη στο αίµα, ώστε να καταστεί δυνατή η
µέτρηση και ο προσδιορισµός της συγκέντρωσή της σε αυτό. Ως εκ τούτου, η µη επεµβατική
µέθοδος παρακολούθησης της γλυκόζης αίµατος έχει σηµαντικά πλεονεκτήµατα όπως η µη
επεµβατικότητα, το χαµηλό κόστος, η εύκολη λειτουργία και η ισχυρή απόδοση σε πραγµα-
τικό χρόνο, η οποία έχει επίσης προσελκύσει εκτεταµένη προσοχή και έρευνα .
Στα πλαίσια της έρευνας γύρω από τη µη επεµβατική παρακολούθηση της συγκέντρωσης της
γλυκόζης, από τις οπτικές µεθόδους που περιγράφονται στο ϑεωρητικό υπόβαθρο, η διπλω-
µατική εργασία επικεντρώθηκε στη ϕασµατοσκοπία ϕθορισµού.

Οι λόγοι που οδήγησαν στην επιλογή του ϕθορισµού είναι ότι παρουσιάζει πέντε ϐασικά
χαρακτηριστικά ως εργαλείο τόσο στη ϕασµατοσκοπία όσο και τη µικροσκπία και είναι τα
παρακάτω:

• Επιλεκτικότητα (specificity). Τα ϕθορίζοντα µόρια απορροφούν και εκπέµπουν
ϕως σε χαρακτηριστικά µήκη κύµατος. Συνεπώς, οι ϕθορίζοντες ιχνηθέτες µπορούν
επιλεκτικά να διεγερθούν και να ανιχνευθούν ανάµεσα σε ένα µείγµα διαφόρων µορίων.

• Ευαισθησία (sensitivity). Μπορεί να ανιχνευθεί ένας µικρός αριθµός ϕθοριζόντων
µορίων. Περίπου 50 µόρια µπορούν να ανιχνευθούν σε όγκο ενός κυβικού µικρο-
µέτρου ενός κυττάρου µε τη µικροσκοπία ϕθορισµού. Ο αριθµός αυτός συνέχεια µει-
ώνεται µε τις εξελίξεις στη χηµεία των ιχνηθετών, στις πειραµατικές µεθόδους και στους
ϕωτοανιχνευτές.

• Φασµατοσκοπία (spectroscopy). Τα ϕθορίζοντα µόρια µπορούν να σχεδιαστούν ώστε
να είναι ιδιαιτέρως ευαίσθητα σε απότοµες αλλαγές τον ϕυσικοχηµικού τούς περιβάλλο-
ντος όπως το pH, το ελεύθερο ασβέστιο, το δυναµικό της µεµβράνης, η υδροφοβικότητα,
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η κατανοµή των ϕορτίων, οι µοριακές αποστάσεις και οι συντελεστές διάχυσης.

• Χρονική διακριτική ικανότητα (temporal resolution). Οι µετρήσεις τον ϕθορισµού
περιορίζονται ως προς τη χρονική διακριτική τους ικανότητα από εκείνα τα γεγονότα
τα οποία συµβαίνούν µε συχνότητα ίση ή µεγαλύτερη από το αντίστροφο τον χρόνον
που µεσολαβεί ανάµεσα στην απορρόφηση και στην εκποµπή του ϕωτός.

• Χωρική διακριτική ικανότητα (spatial resolution). Τα σήµατα ϕθορισµού µπορο-
ύν να καταγραφούν από κυτταρικές δοµές τόσο µικρές όσο ένα µόριο, εάν τα µόρια
αυτά περιέχουν ικανοποιητικό αριθµό χρωµοφόρων. Η διακριτική ικανότητα των δο-
µών περιορίζεται επιπλέον από τα οπτικά τον µικροσκοπίου και πιο συγκεκριµένα από
το αριθµητικά άνοιγµα του αντικειµενικού ϕακού και το µήκος κύµατος της εκποµπής.
Ωστόσο, αν και υπάρχούν αυτοί οι περιορισµοί στη διακριτική ικανότητα, µπορούν να
υπολογιστούν ακόµα και αποστάσεις µεταξύ µορίων, µε τη µέθοδο συντονισµού µετα-
ϕοράς ενέργειας (resonance energy transfer).

Συγκεκριµένα, σκοπός της διπλωµατικής εργασίας αυτής ήταν να µελετηθεί και να συ-
σχετιστεί η ένταση του ϕθορισµού που παρουσίαζαν διάφορα διαλύµατα που παρασκευ-
άστηκαν και χρησιµοποιήθηκαν µε την εκάστοτε συγκέντρωσή της γλυκόζης που υπήρχε
διαλυµένη σε αυτά.

2.2 Πειραµατικός Εξοπλισµός

2.2.1 Φασµατοσκοπική διάταξη ϕθορισµού

Τα ϕάσµατα ϕθορισµού που χρειάστηκαν λήφθηκαν µε το ϕασµατοφωτόµετρο ϕθορισµο-
ύ Perkin-Elmer LS 45 Luminescence Spectrometer , το οποίο πέρα από ϕθορισµό, µπορεί
να ανιχνεύσει ϕωσφορισµό, ϐιοφωταύγεια ή χηµειοφωταύγεια . Η µέτρηση ϕασµάτων ϕθο-
ϱισµού µπορεί να προκύψει : Ι) µε συνεχή σάρωση σε όλο το δυναµικό εύρος µηκών κύµατος
του οργάνου, ΙΙ) σε κάποιο επιλεγµένο τµήµα του και ΙΙΙ) σε επιλεγµένα µεµονωµένα µήκη
κύµατος.
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2.2.1 Φασµατοσκοπική διάταξη ϕθορισµού

Εικόνα 2.1: Το ϕασµατοφωτόµετρο ϕθορισµού Perkin-Elmer LS 45 Luminescence Spectrom-
eter

Εικόνα 2.2: Υποδοχή κυβέτας

Στη συνέχεια, απεικονίζεται το οπτικό διάγραµµα για τη συλλογή των σηµάτων ϕθορι-
σµού.
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Εικόνα 2.3: Οπτικό διάγραµµα του ϕασµατοφωτόµετρου ϕθορισµού

Η πηγή ϕωτός είναι µια λυχνία ξένου (Xenon flash tube), η οποία παράγει ένα ισχυρό
παλµό µικρής χρονικής διάρκειας και µεγάλης έντασης. Η ακτινοβολία από τη λυχνία ξένου,
µε τη ϐοήθεια κατόπτρων προσανατολίζεται προς τη σχισµή εισόδου του µονοχρωµάτορα
διέγερσης, ο οποίος περιλαµβάνει ϕράγµα 1440 lines/mm και σφαιρικό κάτοπτρο για τη
σωστή κάλυψη τον ϕράγµατος από τη ϕωτεινή δέσµη. Από τη σχισµή εξόδου εξέρχεται
το µονοχρωµατικό ϕως, σε συγκεκριµένη στενή ϕασµατική περιοχή, µε κεντρικό µήκος
κύµατος που καθορίζεται από τη γωνιακή ϑέση σάρωσης του ϕράγµατος περίθλασης, το
οποίο ελέγχει ο ϐηµατικός κινητήρας. Η µονοχρωµατική δέσµη διέγερσης προσπίπτει µε τη
ϐοήθεια κατόπτρων στο δείγµα , για το οποίο υπάρχει κατάλληλος υποδοχέας υπό γωνία 45◦.
Επίσης µε ένα διαχωριστή δέσµης (beam splitter), ένα µικρό µέρος από τη δέσµη διέγερσης
εστιάζεται σε ϕωτοπολλαπλασιαστή αναφοράς. Για τη διόρθωση της ϕασµατικής απόκρισης
τον ϕωτοπολλαπλασιαστή αναφοράς είναι αποθηκευµένη στο όργανο, καµπύλη αναφοράς
ϱοδαµίνης Β.

Ο ϕθορισµός που εκπέµπεται από το δείγµα, σε γωνία 90° ως προς τη δέσµη διέγερσης,
εστιάζεται από κάτοπτρα στη σχισµή εισόδου τον µονοχρωµάτορα εκποµπής, ο οποίος περι-
λαµβάνει οπτικό ϕράγµα περίθλασης 1200 lines/mm και σφαιρικό κάτοπτρο. Το εύρος της
σχισµής αποτελεί σηµαντική παράµετρο που καθορίζει τη διακριτική ικανότητα της διάταξης.
Βελτίωση της διακριτικής ικανότητας επιτυγχάνεται µε την ελάττωση του εύρους της σχισµής,
παρουσιάζοντας όµως το µειονέκτηµα µείωσης του ϕωτός που είτε διεγείρει το δείγµα είτε
συλλέγεται για καταγραφή(υποδιπλασιασµός του εύρους της σχισµής συνεπάγεται µείωση
κατά τέσσερις ϕορές του διερχόµενου ϕωτός). Η στενή ϕασµατική περιοχή που εξέρχεται
από τη σχισµή εξόδου τον µονοχρωµάτορα εκποµπής, η κίνηση τον ϕράγµατος τον οποίου
επίσης ελέγχεται από ϐηµατικό κινητήρα, τελικά αναλύεται από ϕωτοπολλαπλασιαστή. Οι
µονοχρωµάτορες µπορούν να σαρώνουν ανεξάρτητα είτε συνδυαστικά και για εύρος πεδίου,
το οποίο κυµαίνεται για το µονοχρωµάτορα διέγερσης από 200 έως 800 nm και για το µο-
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νοχρωµάτορα εκποµπής από 200 έως 900 nm. Επίσης υπάρχει η δυνατότητα σύγχρονης
σάρωσης, µε σταθερή διαφορά µήκους κύµατος διέγερσης και εκποµπής.
Ως ανιχνευτές χρησιµοποιούνται ϕωτοπολλαπλασιαστές λόγω της ευαισθησίας και της γρήγο-
ϱης απόκρισής τους, οι οποίοι ενισχύουν και έπειτα ψηφιοποιούν τα σήµατα που λαµβάνουν.

Ο έλεγχος του ϕασµατοφωτόµετρου ϕθορισµού Perkin-Elmer LS 45 Luminescence Spec-
trometer γίνεται µέσω υπολογιστή µε τη χρήση του λογισµικού πακέτου FL WinLab.Με το
συγκεκριµένο λογισµικό, ϱυθµίζονται διάφοροι παράµετροι και εκτελούνται εργασίες όπως:

• Επιλογή του µήκους κύµατος διέγερσης της ουσίας.

• Μηδενισµός του σήµατος που µπορεί να οφείλεται είτε στο διαλύτη είτε στο ϑόρυβο του
οργάνου.

• Επεξεργασία των ϕασµάτων που προκύπτουν έπειτα από τη διεξαγωγή των µετρήσεων.

2.3 Ουσίες και διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν

1. Γλυκόζη σε µορφή σκόνης

2. Φυσιολογικός Ορός

3. DMEM solution - low glucose

4. DMEM solution - high glucose

2.3.1 ∆ιάλυµα DMEM

Το Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) είναι ένα τροποποιηµένο µέσο που
παρασκευάζεται εµπορικά και προορίζεται για τη συντήρηση της ανάπτυξης ενός ευρέος
ϕάσµατος τύπων ϑηλαστικών κυττάρων. Στο DMEM, η συγκέντρωση της ϐιταµινών αυξάνεται
έως και τέσσερις ϕορές, αυξάνοντας έτσι την περιεκτικότητα του µέσου σε ϑρεπτικά συστατι-
κά.
Το DMEM τροποποιείται επίσης µε την προσθήκη περισσότερων αλάτων όπως ο νιτρικός
σίδηρος, το πυροσταφυλικό νάτριο και ορισµένα µη απαραίτητα αµινοξέα όπως η σερίνη και
η γλυκίνη. Η σύνθεση της γλυκόζης στα µέσα αλλάζει επίσης. Η αρχική σύνθεση αποτελείται
από 100 mg/dl γλυκόζης, ενώ στο DMEM, η συγκέντρωση αυξάνεται έως και 450 mg/dL.
Το DMEM απαιτεί επίσης συµπλήρωµα µε ορό, καθώς δεν είναι πλήρες µέσο. Τις περισ-
σότερες ϕορές, το DMEM συµπληρώνεται µε ορό εµβρύου ϐοοειδών (FBS). Το FBS παρέχει
τις απαιτούµενες πρωτεΐνες και αυξητικούς παράγοντες για τη διαδικασία καλλιέργειας.
Το pH του µέσου ποικίλλει κατά την προσθήκη διττανθρακικού νατρίου. Το pH του µέσου
πριν από την προσθήκη διττανθρακικού νατρίου είναι περίπου 6.80 – 7.40, ενώ το pH µε-
τά την προσθήκη διττανθρακικού νατρίου κυµαίνεται από 7.60 – 8.20. Η ϑερµοκρασία
αποθήκευσης του µέσου είναι 2 – 8 ◦C.
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2.4 Στάδια Πειραµατικής ∆ιαδικασίας

Για τη διεξαγωγή των µετρήσεων γίνεται χρήση του ϕασµατοφωτόµετρου ϕθορισµού
Perkin Elmer LS 45 Luminescence Spectrometer.

2.4.1 Παρασκευή πειραµατικών διαλυµάτων

Ποσότητα 43,3 mg γλυκόζης σε µορφή σκόνης διαλύθηκαν σε 1 ml ϕυσιολογικού ορού. Η
ίδια ποσότητα προστέθηκε κατόπιν και σε 1 ml διαλύµατος DMEM µε χαµηλή περιεκτικότη-
τα σε γλυκόζη και συγκεκριµένα 0,03 mg/ml , η οποία µπορεί να ϑεωρηθεί και αµελητέα
εν τέλει.Πριν ξεκινήσουν οι µετρήσεις γίνεται µηδενισµός του σήµατος για αποφυγή σφαλ-
µάτων που οφείλονται σε ϑόρυβο, αλλά και πιθανού ϕθορισµού του διαλύτη. ΄Επειτα, το
σήµα που καταγράφεται αφαιρείται κάθε ϕορά από το εκάστοτε ϕάσµα ϕθορισµού που λαµ-
ϐάνεται.Συνεπώς, κυβέτα µε 3 ml ϕυσιολογικό ορό στην µία περίπτωση και διάλυµα DMEM
εισάγεται στο ϕασµατοφωτόµετρο ϕθορισµού.
Τα διαλύµατα που χρειάζονται παρασκευάζονται ως εξής :
Από το αρχικό διάλυµα συγκέντρωσης : Cinitial = 43,3 mg/ml , ϑέλουµε να ϕτιάξουµε 3
ml ενδιάµεσου διαλύµατος γιατί αυτή είναι η χωρητικότητα της κυβέτας που εισάγεται στο
ϕασµατοφωτόµετρο.Η συγκέντρωση του ενδιάµεσου αυτού διαλύµατος σε γλυκόζη αρχίζει
από 60 mg/dl και µε ϐήµα 20 mg/dl τελειώνει στην τιµή 200 mg/dl.Εποµένως, οι τιµές
περιεκτικοτήτων σε mg/ml που εξετάζονται είναι :
[60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200].
Για την επίτευξη αυτών των συγκεντρώσεων από το αρχικό διάλυµα, εφαρµόζουµε το νόµο
Αραίωσης ∆ιαλυµάτων

Cinitial ∗ Vinitial = Cfinal ∗ Vfinal

προκειµένου να υπολογίζεται κάθε ϕορά ο απαιτούµενος όγκος που πρέπει να ληφθεί από
το αρχικό διάλυµα, ώστε να προκύπτει τελικά 3 ml διαλύµατος της εκάστοτε υπό µελέτης
συγκέντρωσης.

2.4.2 Αρχική Προσέγγιση

Αρχικά, µε σκοπό να είναι αυξηµένες οι πιθανότητες παρατήρησης του ϕθορισµού, ε-
πιλέξαµε την παρασκευή διαλύµατος µε περιεκτικότητα 200 mg/dl σε γλυκόζη, τιµή που
παραπέµπει απευθείας σε ένδειξη υπεργλυκαιµικού επεισοδίου. Πραγµατοποιήθηκε έτσι
δοκιµή µέτρησης του ϕθορισµού της γλυκόζης τόσο σε διάλυµα ϕυσιολογικού ορού όσο και
σε διάλυµα DMEM. Οι τιµές διέγερσης ήταν 360, 410 και 485 nm και επιλέχθηκαν οι συ-
γκεκριµένες έπειτα από ϐιβλιογραφική αναζήτηση [40].Ωστόσο, σε καµία από τις παραπάνω
τιµές, δεν ανιχνεύθηκε κάποιο σήµα, παρά µόνο ϑόρυβος.
Ο λόγος αποδείχθηκε εκ των υστέρων, όπως ϑα επισηµανθεί στη συνέχεια, και ήταν ότι η
συγκέντρωση της γλυκόζης που προσπαθούσαµε να ανιχνεύσουµε ήταν εκτός του δυναµικού
εύρους του ϕασµατοφωτόµετρου.
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2.4.3 Ακόλουθη Προσέγγιση

Το επόµενο ϐήµα ήταν η επανάληψη της πειραµατικής διαδικασίας, επιλέγοντας αυ-
τή τη ϕορά διάλυµα DMEM µε υψηλή περιεκτικότητα σε γλυκόζη και συγκεκριµένα 450
mg/dl.Αυτή τη ϕορά, η µέτρηση απέβη επιτυχής, διότι το ϕασµατοφωτόµετρο µέτρησε τη
συγκεκριµένη συγκέντρωση και είχαµε απόκριση ϕθορισµού κατ’επέκταση.Οι τιµές διέγερ-
σης παρέµεναν οι ίδιες ( 360, 410 και 485 nm). ΄Ετσι, στη συνέχεια, προσθέταµε σε αυτό
το διάλυµα DMEM , διάλυµα γλυκόζης σε ϕυσιολογικό ορό, έτσι ώστε να πετύχουµε τις
συγκεντρώσεις που ϑέλαµε από 60 mg/dl σε 200 mg/dl µε ϐήµα 20, οι οποίες άρα είναι
8(οκτώ) στο σύνολο .Τελικά, συλλέξαµε τα ϕάσµατα ϕθορισµού για κάθε µία τιµή διέγερσης
σε 9 δείγµατα (το σκέτο διάλυµα ∆ΜΕΜ και ύστερα τα διαλύµατα DMEM µε τη διαλυµένη
σε ϕυσιολογικό ορό γλυκόζη σε 8 διαφορετικές τιµές συγκεντρώσεων).
Η λήψη των ϕασµάτων ϕθορισµού για κάθε διάλυµα λαµβάνεται µε σάρωση στις περιοχές
που ϕαίνονται στον παρακάτω πίνακα:

Τιµή διέγερσης(nm) Φάσµα Σάρωσης για Συλλογή Φθορισµού(nm)
360 380-680
410 430-700
485 505-700

Πίνακας 2.1: Συνοπτικός πίνακας µε διεγέρσεις και τα ϕάσµατα ανίχνευσης ϕθορισµού

Παραθέτουµε τα ϕάσµατα ϕθορισµού που προέκυψαν από τις πειραµατικές µετρήσεις
µε το ϕασµατοφωτόµετρο ϕθορισµού .Υπενθυµίζουµε ότι οι συγκεντρώσεις που εξετάζου-
µε πρακτικά προστίθενται στην αρχική συγκέντρωση DMEM διαλύµατος σε γλυκόζη, που
είναι 450 mg/dl, διότι µόνο µε αυτόν τον τρόπο µπορούσε να είναι ανιχνεύσιµος ο ϕθο-
ϱισµός.Συνεπώς στο διάγραµµα ¨DMEM- Glucose = 0 mg/dl¨, αναφερόµαστε στο σκέτο
DMEM διάλυµα, χωρίς την προσθήκη δηλαδή επιπρόσθετης γλυκόζης διαλυµένη σε ϕυσιο-
λογικό ορό.Στα επόµενα διαγράµµατα µε τιµές 60,80,...,200 mg/dl, γίνεται αναφορά στην
διαλυµένη σε ϕυσιολογικό ορό γλυκόζη που προστέθηκε στο DMEM διάλυµα και όχι στη
συνολική συγκέντρωση του DMEM διαλύµατος σε γλυκόζη, µετά την προσθήκη.∆ε γίνεται
αραίωση, µε άλλα λόγια, καθώς τότε δεν ϑα ήταν δυνατό να καταγραφεί σήµα ϕθορισµού
από το όργανο.

Μήκος κύµατος διέγερσης (nm) Μήκος κύµατος µέγιστου ϕθορισµού (nm)
360 442, 511, 592
410 511, 592
485 511, 592

Πίνακας 2.2: Συνοπτικός πίνακας µε διεγέρσεις και κορυφές ϕθορισµού
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Σχήµα 2.1: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα τα ϕάσµατα ϕθορισµού γλυκόζης στο διάλυµα
DMEM για κάθε µία τιµή διέγερσης

Σχήµα 2.2: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα τα ϕάσµατα ϕθορισµού γλυκόζης στο διάλυµα
DMEM µε την προσθήκη γλυκόζης σε ϕυσιολογικό ορό περιεκτικότητας 60 mg/dl για κάθε µία
τιµή διέγερσης

Σχήµα 2.3: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα τα ϕάσµατα ϕθορισµού γλυκόζης στο διάλυµα
DMEM µε την προσθήκη γλυκόζης σε ϕυσιολογικό ορό περιεκτικότητας 80 mg/dl για κάθε µία
τιµή διέγερσης
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Σχήµα 2.4: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα τα ϕάσµατα ϕθορισµού γλυκόζης στο διάλυµα
DMEM µε την προσθήκη γλυκόζης σε ϕυσιολογικό ορό περιεκτικότητας 100 mg/dl για κάθε
µία τιµή διέγερσης

Σχήµα 2.5: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα τα ϕάσµατα ϕθορισµού γλυκόζης στο διάλυµα
DMEM µε την προσθήκη γλυκόζης σε ϕυσιολογικό ορό περιεκτικότητας 120 mg/dl για κάθε
µία τιµή διέγερσης

Σχήµα 2.6: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα τα ϕάσµατα ϕθορισµού γλυκόζης στο διάλυµα
DMEM µε την προσθήκη γλυκόζης σε ϕυσιολογικό ορό περιεκτικότητας 140 mg/dl για κάθε
µία τιµή διέγερσης
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Σχήµα 2.7: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα τα ϕάσµατα ϕθορισµού γλυκόζης στο διάλυµα
DMEM µε την προσθήκη γλυκόζης σε ϕυσιολογικό ορό περιεκτικότητας 160 mg/dl για κάθε
µία τιµή διέγερσης

Σχήµα 2.8: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα τα ϕάσµατα ϕθορισµού γλυκόζης στο διάλυµα
DMEM µε την προσθήκη γλυκόζης σε ϕυσιολογικό ορό περιεκτικότητας 180 mg/dl για κάθε
µία τιµή διέγερσης

Σχήµα 2.9: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα τα ϕάσµατα ϕθορισµού γλυκόζης στο διάλυµα
DMEM µε την προσθήκη γλυκόζης σε ϕυσιολογικό ορό περιεκτικότητας 200 mg/dl για κάθε
µία τιµή διέγερσης
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2.5 Επεξεργασία και Ανάλυση Μετρήσεων

Σχήµα 2.10: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα όλα τα ϕάσµατα ϕθορισµού για όλες τις συγκε-
ντρώσεις γλυκόζης στο διάλυµα DMEMγια την τιµή διέγερσης 360 nm

Σχήµα 2.11: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα όλα τα ϕάσµατα ϕθορισµού για όλες τις συγκε-
ντρώσεις γλυκόζης στο διάλυµα DMEMγια την τιµή διέγερσης 410 nm
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Σχήµα 2.12: ∆ιάγραµµα µε συγκεντρωµένα όλα τα ϕάσµατα ϕθορισµού για όλες τις συγκε-
ντρώσεις γλυκόζης στο διάλυµα DMEMγια την τιµή διέγερσης 485 nm

2.5.1 Συµπεράσµατα και παρατηρήσεις ως προς τις διεγέρσεις

1. Από τον πίνακα, διαπιστώνουµε πως για την τιµή διέγερσης ίση µε 360 nm, τα δε-
ίγµατα εµφανίζουν 3 διακριτές κορυφές ϕθορισµού, στα 442, 511 και 592 nm. Οι
κορυφές ϕθορισµού στα 511 και 592 nm παραµένουν σταθερές και δεν αλλάζουν µε
τη συγκέντρωση του δείγµατος σε γλυκόζη.Εποµένως, δεν παρατηρείται δοσοεξάρτη-
ση.Αντίθετα, η κορυφή στα 442 nm αυξάνεται µε την αύξηση της συγκέντρωσης της
γλυκόζης.

2. Από τα διαγράµµατα , ϐλέπουµε πως για τις τιµές διέγερσης ίσες µε 410 και 485 nm,
τα δείγµατα εµφανίζουν µέγιστη εκποµπή ϕθορισµού στα 511 και 592 nm.Οµοίως µε
την διέγερση στα 360 nm, οι κορυφές ϕθορισµού στα 511 και 592 nm παραµένουν
σταθερές και δεν αλλάζουν µε τη συγκέντρωση του δείγµατος σε γλυκόζη.

3. Η µη εξάρτηση των κορυφών από τη συγκέντρωση της γλυκόζης είναι κοινό χαρακτη-
ϱιστικό και στις 3 διεγέρσεις που χρησιµοποιήθηκαν.Η ένταση της µέγιστης εκποµπής
ϕθορισµού στα 442 nm, η τιµή της κορυφής δηλαδή σε αυτό το µήκος κύµατος, µε-
ταβάλλεται αναλόγως της συγκέντρωσης γλυκόζης µόνο στην πρώτη διέγερση στα 360
nm.
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2.5.2 Συµπεράσµατα και παρατηρήσεις ως προς τη δοσοεξάρτηση

Σχήµα 2.13: ∆ιάγραµµα έντασης ϕθορισµού στα 442 nm συναρτήσει της συγκέντρωσης γλυ-
κόζης στο διάλυµα DMEM

Σχήµα 2.14: ∆ιάγραµµα λόγου έντασης ϕθορισµού στα 442 nm προς την ένταση ϕθορισµού
στα 592 nm συναρτήσει της συγκέντρωσης γλυκόζης στο διάλυµα DMEM

Η διέγερση πραγµατοποιήθηκε στο µήκος κύµατος 360 nm, τιµή που προέκυψε µετά
από ϐιβλιογραφική αναζήτηση.Η συλλογή του ϕάσµατος ϕθορισµού έγινε από τα 380-680
nm και ο µέγιστος εκπεµπόµενος ϕθορισµός καταγράφηκε στα 442, 511 και 592 nm.Στις
δύο τελευταίες κορυφές, δεν παρατηρήθηκε δοσοεξάρτηση, όπως περιγράφηκε στην προη-
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Κεφάλαιο 2. Πειραµατική Μελέτη

γούµενη υποενότητα.
Για την πρώτη όµως, στο ∆ιάγραµµα 2.13 έχει σχεδιαστεί η ένταση ϕθορισµού στα 442 nm,
που αποτελεί την πρώτη κορυφή ϕθορισµού για τη συγκεκριµένη διέγερση, συναρτήσει της
συγκέντρωσης της γλυκόζης. Στην περίπτωση αυτή στον κατακόρυφο άξονα είναι οι τιµές της
έντασης.Η τιµή(ένταση) ϕθορισµού της γλυκόζης στα 442 nm σε σχέση µε τη συγκέντρωση
της περιγράφεται από την εξίσωση y = 0.427x + 96.93 όπου ψ είναι το σήµα ϕθορισµού και
ξ η συγκέντρωση. ΄Οπως ϕαίνεται η ένταση του σήµατος ϕθορισµού µεταβάλλεται γραµµικά
σε σχέση µε τη συγκέντρωση της γλυκόζης.
Είναι ϕυσικό επακόλουθο ο ανιχνευτής της εκάστοτε ϕασµαφωτοµετρικής διάταξης που ϑα
χρησιµοποιηθεί να επηρεάζει τις τιµές αυτές, καθώς εφαρµόζεται άλλο κέρδος ενίσχυσης
στην καθεµιά.Οπότε, τα αποτελέσµατα ναι µεν ϑα είναι ποιοτικά ίδια αν οι ίδιες µετρήσεις
πραγµατοποιηθούν σε διαφορετικό ϕασµατοφωτόµετρο, αλλά ποσοτικά ϑα υπάρχει διαφο-
ϱοποίηση αναλόγως της ενίσχυσης του σήµατος που εφαρµόζει ο ϕωτοπολλαπλασιαστής του
καθενός.
Προκειµένου να υπάρχει κοινή αναφορά ανεξάρτητα της χρησιµοποιούµενης διάταξης, ανα-
παραστούµε στο ∆ιάγραµµα 2.14 το λόγο της έντασης ϕθορισµού της κορυφής στα 442 nm
προς την ένταση ϕθορισµού της κορυφής στα 592 nm όπου δεν παρατηρείται δοσοεξάρτηση
συναρτήσει της συγκέντρωσης της γλυκόζης.Ο λόγος αυτός των εντάσεων ϑα παραµένει πάντα
σταθερός ανεξάρτητα µε την ϕασµατοφωτοµετρική διάταξη που ϑα χρησιµοποείται.Αυτό ο-
ϕείλεται στο ότι όση ενίσχυση εφαρµόζει ο ϕωτοπολλαπλασιαστής, που δρα ως ανιχνευτής,
ϑα είναι ίδια και στις 2 µετρούµενες εντάσεις.΄Ετσι, στο λόγο αυτό, τα κέρδη απαλείφονται.Ο
λόγος της έντασης ϕθορισµού της γλυκόζης στα 442 nm προς την ένταση ϕθορισµού στα
592 nm σε σχέση µε τη συγκέντρωσή της περιγράφεται από την εξίσωση y = 0.003x + 0.64
όπου y είναι το σήµα ϕθορισµού και x η συγκέντρωση. ΄Οπως ϕαίνεται και από την γρα-
ϕική παράσταση, η ένταση του σήµατος ϕθορισµού µεταβάλλεται γραµµικά σε σχέση µε τη
συγκέντρωση της γλυκόζης.
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Κεφάλαιο 3

Περιγραφή και σχεδιασµός προτεινόµενου ϐιο-

αισθητήρα µέτρησης συγκέντρωσης γλυκόζης

Στο κεφάλαιο αυτό, ϑα αξιοποιήσουµε τα αποτελέσµατα των πειραµατικών µετρήσεων που
διεξήχθησαν και παρατέθηκαν στο προηγούµενο κεφάλαιο στην κατεύθυνση περιγραφής και
σχεδιασµού µιας διάταξης ϐιοαισθητήρα µέτρησης συγκέντρωσης γλυκόζης σε ούρα.

3.1 Χαρακτηριστικά και σκοπός ϐιοαισθητήρα

Τα κύρια ϑεµιτά χαρακτηριστικά του ϑα είναι η ϕορητότητα, το χαµηλό κόστος, η ευ-
κολία στη χρήση του και το σηµαντικότερο, ότι ϑα κατατάσσεται στην κατηγορία της µη
επεµβατικής παρακολούθησης της συγκέντρωσης γλυκόζης και εποµένως δε ϑα απαιτείται η
δειγµατοληψία αίµατος.Αντίθετα, ως δείγµα ϑα χρησιµοποιούνται τα ούρα, τα οποία έχουν
το πλεονέκτηµα της εύκολης και ανώδυνης συλλογής, γεγονός που προτρέπει στη τακτική
και συχνή χρήση της διάταξης.Σαφώς, σε πρώτο στάδιο δε δύναται να αντικαταστήσει µε-
ϑόδους και συσκευές που παρουσιάζουν µεγαλύτερη ακρίβεια και ευαισθησία, ωστόσο έχει
την προοπτική να αποτελέσει ένα ισχυρό εργαλείο έγκαιρης πρώτης ένδειξης και προειδοπο-
ίησης σε καταστάσεις υπογλυκαιµίας και υπεργλυκαιµίας σε άτοµα µε διαβήτη.Επιπλέον,
ϑα είναι ιδιαίτερα χρήσιµο και ως συσκευή στο πλαίσιο ενός προσιτού εύκολου ιατρικού
ελέγχου (check-up) στον οικιακό χώρο, που ϑα µπορεί να προλάβει και ανακατευθύνει σε
ειδικούς του ιατρικού κλάδου σε περιπτώσεις που και υγιή άτοµα παρατηρήσουν σε συχνή
ϐάση τιµές που κυµαίνονται εκτός των ϕυσιολογικών ορίων, που είναι από 0- 15 mg/dl.
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Κεφάλαιο 3. Περιγραφή και σχεδιασµός προτεινόµενου ϐιοαισθητήρα µέτρησης συγκέντρωσης γλυκόζης

3.2 ∆ιάταξη Αναφοράς

Ως διάταξη αναφοράς, χρησιµοποιήθηκε η ακόλουθη:

Εικόνα 3.1: Η διάταξη αναφοράς

Αποτελείται από :

1. πηγή διέγερσης

2. 3d-printed υποδοχή της κυβέτας στην οποία τοποθετείται το υπό εξέταση δείγµα (εικόνα

3.2)

3. καλώδιο οπτικής ίνας

4. ϕασµατόµετρο της εταιρείας THORLABS (µοντέλο CCS200)

5. ψηφιακό πολύµετρο

6. τροφοδοτικό

7. ηλεκτρονικό υπολογιστή, στον οποίο είναι εγκατεστηµένο το πρόγραµµα
¨Thorlabs OSA¨ επίσης της εταιρείας THORLABS

Αναλυτικότερα , ως πηγή διέγερσης, χρησιµοποιείται ένα LED, το οποίο διαρρέεται µέσω
του τροφοδοτικού µε τάση 6 - 6.4 Volts .Το συγκεκριµένο εύρος τιµών προκύπτει από τις
κατασκευαστικές του προδιαγραφές.
Το ϕάσµα ανίχνευσης µηκών κύµατος του ϕασµατογράφου καλύπτει το διάστηµα από τα
200 έως τα 1000 nm.
Το καλώδιο οπτικής ίνας διοχετεύει το ϕως που συλλέγει και το στέλνει στο ϕράγµα περίθλα-
σης του ϕασµατογράφου.
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3.2 ∆ιάταξη Αναφοράς

Μετά το ϕράγµα περίθλασης το ϕως αυτό προσπίπτει πάνω σε αισθητήρα εικόνας CCD, που
αποτελείται από µια µονοδιάστατη ακολουθία 3648 pixels διαστάσεων 8 µm x 200 µm.
Το ϕράγµα περίθλασης κατανέµει χωρικά (και στο ίδιο επίπεδο) τις διάφορες συνιστώσες του
ϕωτός που δέχεται, ανάλογα µε το µήκος κύµατος ή τα µήκη κύµατος που το απαρτίζουν.
Το ϕράγµα περίθλασης προβάλλει αυτό το ϕώς (το επίπεδα κατανεµηµένο) κατά µήκος της
ακολουθίας pixels CCD, έτσι ώστε η συσκευή να ανιχνεύει από τα 200 έως τα 1000 nm,
ανάλογα µε την τιµή έντασης που λαµβάνουν τα pixels.
Μέσω του λογισµικού Thorlabs OSA απεικονίζεται το ϕάσµα απόκρισης, στο οποίο µπορούν
να παρατηρηθούν οι κορυφές των µηκών κύµατος που ανιχνεύθηκαν καθώς και οι αρµονι-
κές συνιστώσες αυτών, όπως διαπιστώθηκε κατά την διάρκεια της λειτουργίας της διάταξης.
Πιο συγκεκριµένα, το γράφηµα στην οθόνη του Η/Υ είναι πρακτικά η οπτικοποίηση των
εντάσεων ϕωτός που ανιχνεύει η ακολουθία των CCD pixels,που αναφέρθηκαν προηγου-
µένως. Ο κατακόρυφος άξονας y αναπαριστά τις τιµές έντασης σε αυθαίρετες µονάδες (A.U.)
και ο οριζόντιος άξονας x αναπαριστά την ακολουθία των 3648 pixels, καθένα από τα οποία
αντιστοιχεί σε ορισµένο µήκος κύµατος (nm), γεγονός που εξαρτάται από την ακρίβεια της
ϐαθµονόµησης που έχει γίνει (ενδεικτικά µπορεί να ϕτάσει µέχρι και 12 pm).

Εικόνα 3.2: Υποδοχή κυβέτας
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Κεφάλαιο 3. Περιγραφή και σχεδιασµός προτεινόµενου ϐιοαισθητήρα µέτρησης συγκέντρωσης γλυκόζης

Εικόνα 3.3: ∆ιάταξη αναφοράς

3.3 Προσαρµογή της διάταξης αναφοράς για το σχεδιασµό του

προτεινόµενου ϐιοαισθητήρα

Η διάταξη που περιγράφηκε παραπάνω, διαπιστώνουµε ότι διαθέτει τις κατάλληλες προ-
διαγραφές για να µπορέσει να αποτελέσει ϑεµέλιο στη διαδικασία σχεδιασµού ενός ϕορητού
ϐιοαισθητήρα, ο οποίος ϑα έχει τη δυνατότητα να ανιχνεύει σε τελικό στάδιο τη συγκέντρωση
γλυκόζης που υπάρχει µέσα στα ούρα.Επισηµαίνεται ότι ο λόγος που ως δείγµα επιλέγονται
τα ούρα είναι η εύκολη και κυρίως ανώδυνη διαδικασία συλλογής τους.
Ωστόσο, είναι απαραίτητο να πραγµατοποιηθούν οι κατάλληλες τροποποιήσεις, ώστε να προ-
σαρµοστεί η λειτουργία της διάταξης στα πειραµατικά αποτελέσµατα που προέκυψαν και
αναλύθηκαν στο κεφάλαιο 2 και κατ΄ επέκταση στην επιθυµητή λειτουργία του ϐιοαισθη-
τήρα.
Πιο λεπτοµερώς:

1. Ως πηγή διέγερσης, υπάρχει η δυνατότητα τοποθέτησης είτε ενός µονοχρωµατικού
LASER 360 nm είτε µιας διόδου LASER (LASER DIODE στο ίδιο µήκος κύµατος.Η
δεύτερη επιλογή έχει τα πλεονεκτήµατα του χαµηλότερου κόστους και του λιγότερου
χώρου που καταλαµβάνει συγκριτικά µε τη διάταξη ενός LASER.Η επιλογή αυτού του
µήκους κύµατος εξασφαλίζει ότι ϑα υπάρξει κορυφή ϕθορισµού στα 442 nm, η ένταση
της οποίας εξαρτάται από την συγκέντρωση της γλυκόζης.

2. Η τροφοδοσία ϑα γίνεται µέσω ϑύρας USB από πλακέτα Arduino, η οποία στη συνέχεια
ϑα επεξεργάζεται και τις µετρήσεις που λαµβάνουµε από το ϕάσµα ϕθορισµού.

3. Το δείγµα που ϑα τοποθετείται µέσα στην κυβέτα αναµένεται να είναι διάλυµα DMEM
µε υψηλή περιεκτικότητα σε γλυκόζη µαζί µε µια ορισµένη ποσότητα ούρων. Είναι
απαραίτητη η παρουσία του DMEM διαλύµατος σε αυτή τη ϕάση µελέτης, καθώς η

60 ∆ιπλωµατική Εργασία



3.3 Προσαρµογή της διάταξης αναφοράς για το σχεδιασµό του προτεινόµενου ϐιοαισθητήρα

ποσότητα της γλυκόζης ϑα είναι συνολικά τέτοια ώστε να επιτρέψει την ανίχνευση του
σήµατος ϕθορισµού αργότερα.

4. Μεγάλο ϱόλο διαδραµατίζει το υλικό από το οποίο είναι κατασκευασµένη η κυβέτα
στην οποία εξετάζουµε το δέιγµα. Αυτό διότι πρέπει να αποκλειστεί το ενδεχόµενο
να απορροφάει τόσο το ϕως διέγερσης όσο και το ϕως που εκπέµπτεται. Σε αντίθετη
περίπτωση, τα δεδοµένα που ϑα προκύπτουν ϑα είναι αλλοιωµένα και ϑα οδηγήσουν
σε εσφαλµένα συµπεράσµατα. Παράδειγµα αποτελεί ότι µια γυάλινη άδεια κυβέτα
εµπόδιζε την ανίχνευση του µήκους κύµατος που έστελνε η πηγή στην διάταξη που
παρουσιάστηκε προηγουµένως, η οποία ήταν ένα LED µε κεντρικό µήκος κύµατος
κοντά στα 280 nm. Με άλλα λόγια, στο πρόγραµµα του Thorlabs OSA, παρατηρήθηκε
στο διάγραµµα ότι είχε χαθεί η κορυφή αυτή, σε αντίθεση µε την περίπτωση που
στην υποδοχή δεν είχε τοποθετηθεί καθόλου η κυβέτα ή είχε τοποθετηθεί κυβέτα από
χαλαζία, που τότε ήταν δυνατόν να ϕανεί.

5. Με δεδοµένο ότι το σήµα διέγερσης είναι πολύ πιο ισχυρό σήµα συγκριτικά µε το
σήµα ϕθορισµού, για να εξασφαλιστεί ότι δε ϑα περάσει και ϑα είναι εποµένως εφικτό
να ανιχνευθεί το σήµα ϕθορισµού, χρειάζεται η διαµεσολάβηση ενός long pass ϕίλτρου
ενδεικτικά µε cutoff συχνότητα από τα 380 nm και ύστερα. Το ϕίλτρο αυτό χρειάζεται
να τοποθετηθεί προτού το σήµα εκποµπής ϕθορισµού διέλθει µέσα από το καλώδιο
της οπτικής ίνας, που καταλήγει στον ϕασµατογράφο.

6. Η τελική συσκευή προορίζεται να απευθύνεται στο ευρύ κοινό, το οποίο ως τελικό α-
ποτέλεσµα επιδιώκεται να ϐλέπει την συγκέντρωση της γλυκόζης στο δείγµα των ούρων
που τοποθέτησε. Συνεπώς, οι µετρήσεις της έντασης ϕθορισµού στα 442 nm που ανα-
µένεται να προκύψουν χρειάζεται να αντιστοιχιστούν µε τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις
που τις προκαλούν. Η διαδικασία αυτή αντιστοίχησης και η συνεπαγόµενη µιας ϑεω-
ϱητικής ϐάσης δεδοµένων ϑα γίνεται µε προγραµµατισµό της πλακέτας Arduino.

7. Τελικώς, χρειάζεται να ενσωµατωθεί στη επιθυµητή διάταξη του ϐιοαισθητήρα µια ο-
ϑόνη στην οποία ϑα οπτικοποιείται η ένταση του ϕθορισµού αντιστοιχισµένη στην ε-
κάστοτε συγκέντρωση της υπάρχουσας γλυκόζης. Εποµένως, ϑα συνδέεται επίσης µε
την πλακέτα Arduino.

8. Οι τιµές έντασης ϕθορισµού στην κορυφή 442 nm συναρτήσει της συγκέντρωσης γλυ-
κόζης, που λαµβάνονται από το ϕασµατοφωτόµετρο που χρησιµοποιήθηκε κατά τη
διάρκεια της πειραµατικής µελέτης της παρούσας διπλωµατικής, σε σχέση µε τις τι-
µές που λαµβάνονται από το ϕασµατόµετρο στην διάταξη αναφοράς αυτή, ποιοτικά ϑα
είναι ίδιες. Ωστόσο, είναι αναµενόµενο λόγω διαφορετικού ϕωτοπολλαπλασιαστή να
εφαρµόζουν διαφορετική τιµή ενίσχυσης στο σήµα εκποµπής ϕθορισµού και άρα να
διαφέρουν.
Εποµένως, για σύγκριση των αποτελεσµάτων και για ακριβέστερα συµπεράσµατα, εν-
δείκνυται η χρήση του λόγου έντασης στα 442 nm προς την ένταση στα 592 nm- που
δεν υπάρχει δοσοεξάρτηση-, ο οποίος αναµένεται ϑεωρητικά να είναι ίδιος και στα δύο
όργανα.
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Κεφάλαιο 4

Σύνοψη και Γενικά Συµπεράσµατα

4.1 Εκποµπή ϕθορισµού σε διάφορες συγκεντρώσεις και διε-

γέρσεις

Για τα πειράµατα που έλαβαν χώρα σχετικά µε την εκποµπή ϕθορισµού επιλέχθηκαν
έπειτα από ϐιβλιογραφική αναζήτηση οι τιµές 360, 410 και 485 nm ως διέγερση.
Ως προς την επιλογή διαλύµατος, σήµα ϕθορισµού λήφθηκε µόνο από το διάλυµα DMEM
µε υψηλή περιεκτικότητα σε γλυκόζη (450 mg/dl), διότι έπειτα από προσπάθειες µε ϕυσιο-
λογικό ορό και διάλυµα DMEM σχεδόν χωρίς γλυκόζη, διαπιστώθηκε ότι οι ποσότητες που
επιχειρούσαµε να µετρήσουµε ήταν εκτός του δυναµικού εύρος του ϕασµατοφωτοµέτρου.
΄Υστερα, προστέθηκε και άλλη ποσότητα γλυκόζης στο διάλυµα DMEM διαλυµένη σε ϕυσιο-
λογικό ορό.
Στη διέγερση των 360 nm µία εκ των τριών κορυφών παρουσίασε δοσοεξάρτηση και συγκε-
κριµένα η τιµή 442 nm από τις κορυφές 511 και 592 nm.
Μάλιστα, η µεταβολή της τιµής της έντασης ϕθορισµού στα 442 nm συναρτήσει της συ-
γκέντρωσης γλυκόζης είναι γραµµική.
Σε όλους τους άλλους πιθανούς συνδυασµούς διεγέρσεων και συγκεντρώσεων, η ένταση ϕθο-
ϱισµού παρέµενε σταθερή ανεξάρτητη από την αύξηση της συγκέντρωσης της γλυκόζης.
Τέλος, είναι σηµαντικό σαν παρατήρηση να επισηµανθεί, ότι το σήµα ϕθορισµού δεν προ-
έρχεται από τον αυτοφθορισµό της γλυκόζης αυτό καθ΄ αυτόν, γιατί άλλωστε σε υδατικά δια-
λύµατα δεν είναι εφικτό, σύµφωνα µε τη ϐιβλιογραφία, να παρατηρηθεί ϕθορισµός.Ωστόσο,
στο DMEM διάλυµα µπορεί να παρατηρηθεί αυτοφθορισµός που εξαρτάται από την παρουσία
της γλυκόζης.Και αυτό επιβεβαιώνεται από τις πειραµατικές µετρήσεις.

4.2 Σχεδιασµός ϐιοαισθητήρα µέτρηση συγκέντρωσης γλυκόζης

Η πειραµατική µελέτη που διεξήχθη αποτελεί πρόσφορο έδαφος για τον σχεδιασµό ενός
ϕορητού ϐιοαισθητήρα µέτρησης συγκέντρωσης γλυκόζης σε ούρα, που η λειτουργία του
ϑα µπορεί να ϐασιστεί στο ϕαινόµενο του ϕθορισµού.Υπάρχει ήδη µια διάταξη, η οποία
µπορεί να επεκταθεί και να παραµετροποιηθεί κατάλληλα, ώστε να ανταποκρίνεται στις
προδιαγραφές του επιθυµητού ϐιοαισθητήρα.
Η πηγή διέγερσης ϑα είναι ένα LASER ή ένα LASER LED 360 nm.
Το δείγµα µέσα στην κυβέτα ϑα περιλαµβάνει διάλυµα DMEM και ούρα.
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΄Ενα long-pass ϕίλτρο χρειάζεται να τοποθετηθεί πριν το σήµα εκποµπής διέλθει µέσα από το
καλώδιο της οπτικής ίνας, ώστε να εξασθενήσει το ισχυρό σήµα διέγερσης και να καταστήσει
δυνατή την ανίχνευση του σήµατος εκποµπής.
Η τροφοδοσία και η επεξεργασία των µετρήσεων έντασης ϕθορισµού ϑα πραγµατοποιούνται
από µια πλακέτα Arduino.
Τέλος, η συγκέντρωση γλυκόζης στα ούρα ϑα απεικονίζεται σε µια οθόνη, από την οποία ϑα
λαµβάνει τελικά την πληροφορία αυτή ο χρήστης.

4.3 Μελλοντικές Προεκτάσεις και Προτάσεις Περαιτέρω ΄Ερευ-

νας

Τα αποτελέσµατα της τρέχουσας διπλωµατικής εργασίας αδιαµφισβήτητα ενισχύουν την
προσπάθεια καθιέρωσης της µη επεµβατικής παρακολούθησης της γλυκόζης και ιδανικά
στον οικιακό χώρο.
Είναι ιδιαίτερα σηµαντικό, ακόµα και αν µέχρι στιγµής παρουσιάζει µεγαλύτερη ακρίβεια, να
αρχίζει να εξασθενεί ο παράγοντας της επεµβατικότητας διότι συνδέεται µε αισθήµατα πόνου,
δυσφορίας και πιθανής πρόκλησης µολύνσεων, όταν απαιτείται και συχνή δειγµατοληψία.
Τα άτοµα µε διαβήτη δεν πρέπει να αισθάνονται τον έλεγχο του διαβήτη ως µια επώδυνη και
δύσκολη διαδικασία, αλλά αντιθέτως να µπορούν να παρακολουθούν τα επίπεδα γλυκόζης
µε αποτελεσµατικό και αξιόπιστο τρόπο, γρήγορα, εύκολα -από την άνεση του σπιτιού τους-
, οικονοµικά και κυρίως ανώδυνα. Για τον σκοπό αυτό, ιδιάζουσας σηµασίας προτάσεις
περαιτέρω µελέτης και µελλοντικές προοπτικές είναι οι εξής :

• Η διερεύνηση της απόκλισης που παρουσιάζει η µέτρηση συγκέντρωσης γλυκόζης
στο αίµα, την οποία ϑεωρούµε ως την πραγµατική τιµή γλυκόζης, και η µέτρηση
συγκέντρωσης γλυκόζης στα ούρα την ίδια χρονική στιγµή. Εποµένως, αναµφίβολα,
ως αναφορά χρειάζεται να γίνουν οι ίδιες µετρήσεις µε τις εργαστηριακές τεχνικές για
να εξασφαλιστεί υψηλή ακρίβεια και η εξαγωγή ορθών συµπερασµάτων.

• Ελαχιστοποίηση του χρόνου επεξεργασίας των µετρήσεων της διάταξης του ϐιοαισθη-
τήρα.Ο χρήστης χρειάζεται, µε άλλα λόγια, να ϐλέπει στην οθόνη σε πολύ σύντοµο
χρονικό διάστηµα τη συγκέντρωση γλυκόζης.

• Μελέτη του υλικού από το οποίο ϑα είναι κατασκευασµένη η κυβέτα, ώστε να µην
απορροφάει ούτε το ϕως που στέλνει η πηγή ούτε το ϕως που εκπέµπεται από το
δείγµα.

• Η διερεύνηση µεθόδων συνεχούς µη επεµβατικής παρακολούθησης -σε πραγµατικό
χρόνο-, ώστε να είναι εφικτό το ιδανικό σενάριο της πλήρους αντικατάστασης των ε-
πεµβατικών µεθόδων παρακολούθησης γλυκόζης στο αίµα.

• Το δείγµα που τοποθετείται σε ϑεωρητικό πλαίσιο είναι ένα µίγµα ούρων µε DMEM
διάλυµα, το οποίο ϑα παρέχεται µαζί µε τη ϕορητή συσκευή του ϐιοαισθητήρα. Ε-
ίναι όµως άξιο περαιτέρω έρευνας να εξεταστεί πρακτικά αν το δείγµα ϑα παρουσιάζει
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την ίδια συµπεριφορά µε το δείγµα µόνο του DMEM διαλύµατος που χρησιµοποίη-
ϑηκε στην πειραµατική µελέτη (αν ϑα έχει ίδιες τιµές διέγερσης, κορυφές ϕθορισµού
κλπ). Και αυτό διότι υπάρχει µεγάλη πιθανότητα να αλλάζουν οι οπτικές ιδιότητες του
διαλύµατος.Τελικό στάδιο µελέτης ϑα µπορούσε να είναι η συλλογή µόνο ούρων ως
δείγµα, χωρίς να απαιτείται άρα η παρουσία του ϑρεπτικού υλικού.

• ∆ιερεύνηση κατασκευής µιας χαµηλού εµπορικού κόστους ϐιοαισθητήρα ώστε να είναι
προσβάσιµο από κάθε άτοµο, που ϑα εγγυάται όµως γρήγορα, έγκυρα, ακριβή και
αξιόπιστα αποτελέσµατα µετρήσεων.
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