
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 1: Εισαγωγή

	 

	Γεώργιος Θεοδωρίδης

	 

	Σύνοψη

	Στο κεφάλαιο αυτό γίνεται σύντομη περιγραφή του αντικειμένου και δίνονται συνοπτικά οι κύριες ανάγκες και εφαρμογές της Βιοανάλυσης.

	 

	Προαπαιτούμενη Γνώση

	Πριν την ανάγνωση του βιβλίου χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί σε συγγράμματα Ενόργανης Ανάλυσης, Βιοχημείας και στο σύγγραμμα του μαθήματος Ειδικές Μέθοδοι Διαχωρισμού και Χημικής Ανάλυσης.

	 

	1.1. Αντικείμενο, Ανάγκες και Εφαρμογές της Βιοανάλυσης

	 

	Η ΒιοΑναλυτική Χημεία αντιπροσωπεύει ένα ταχέως αναπτυσσόμενο διεπιστημονικό πεδίο το οποίο σε ορισμένες περιπτώσεις απαιτεί συνδυαστική σκέψη και συνεργασία μεταξύ επιστημόνων από συμπληρωματικά πεδία όπως αναλυτική χημεία, βιολογικές επιστήμες, ιατρική, μαθηματικά και στατιστική,  βιοτεχνολογία και άλλες επιστήμες. Επειδή το πεδίο της ΒιοΑναλυτικής Χημείας είναι σχετικά νέο και εξελίσσεται, τίθεται εδώ το ερώτημα που αναφέρεται στους φοιτητές του μαθήματος κατά την πρώτη παράδοση: τι είναι ΒιοΑναλυτική Χημεία; Είναι η ανάλυση βιοδραστικών ενώσεων; Είναι η ανάλυση βιολογικών δειγμάτων (ούρων, αίματος, ιστών); Είναι η εφαρμογή της χημικής ανάλυσης στις βιολογικές επιστήμες; Η μήπως όλα τα παραπάνω όταν έχουν αρχικό σημείο και στόχευση την απόκτηση γνώσης για τους βιολογικούς μηχανισμούς στις επιστήμες της ζωής; 

	Τελικά καταλαβαίνουμε ότι είναι δύσκολο να αποκλείσεις τεχνικές ή εφαρμογές της Αναλυτικής Χημείας, από τις επιστήμες της ζωής. Ακόμη και οι αναλύσεις περιβαλλοντικών δειγμάτων για τη μέτρηση π.χ. ενδοκρινικών διαταρακτών συσχετίζονται με την υγεία και τη ζωή των ανθρώπων. 

	Η Βιοαναλυτική Χημεία όπως πραγματοποιείται σε Πανεπιστήμια, ερευνητικά κέντρα και ερευνητικά εργαστήρια στη Φαρμακοβιομηχανία και άλλους ιδιωτικούς φορείς εφαρμόζει ενόργανες τεχνικές ανάλυσης μεγάλης διακριτικής ικανότητας. Το ζητούμενο σε κάποιες αναλύσεις είναι η μεγάλη ειδικότητα, όπως συμβαίνει για παράδειγμα στις αναλύσεις φαρμακοκινητικής και μεταβολισμού φαρμάκων, αναλύσεις απαγορευμένων ουσιών (στεροειδή αναβολικά, ναρκωτικά κ.ά.), όπου ο αναλυτής πρέπει να είναι σίγουρος ότι μετρά μόνο την ένωση-στόχο και όχι κάποιο συγγενές μόριο. Τις περισσότερες φορές το ζητούμενο είναι η μεγαλύτερη δυνατή ευαισθησία ώστε να είναι εφικτή η μέτρηση πολύ χαμηλών συγκεντρώσεων κατά την ανάλυση περίπλοκων δειγμάτων. Για παράδειγμα ο προσδιορισμός των συγκεντρώσεων πρωτεϊνών σε βιολογικά δείγματα απαιτεί τη μέτρηση ποσοτήτων χαμηλών έως το επίπεδο των fg. Σε άλλες περιπτώσεις ζητούμενο είναι η άμεση απάντηση με απλές, φορητές ειδικές διατάξεις όπως κάποιες διατάξεις βιοαισθητήρα που μπορεί να χρησιμοποιηθεί ακόμη και μέσα σε μία κλινική δίπλα στο κρεβάτι του ασθενούς. Η επίτευξη τέτοιων αποτελεσμάτων δε γίνεται δυνατή μόνο με τη χρήση ακριβών οργάνων, αλλά απαιτεί γνώση των βιοχημικών μηχανισμών που μπορεί να εμπλέκονται και πολύ βαθιά γνώση της αναλυτικής τεχνικής που χρησιμοποιείται. Απαιτεί, επίσης, γνώση και εμπειρία της αναλυτικής διαδικασίας από τη συλλογή του δείγματος έως την επεξεργασία των αποτελεσμάτων. 

	Τα δεδομένα που προκύπτουν έχουν μεγαλύτερη αξία εφόσον συσχετιστούν με κλινικά ή άλλα εργαστηριακά δεδομένα. Η εργασία για την ανάπτυξη και επικύρωση/διακρίβωση οργάνων, τεχνικών ή μεθόδων μπορεί να έχει υψηλό κόστος, οικονομικό και χρονικό. Μια τέτοια επένδυση γίνεται εφόσον το τελικό προϊόν έχει πραγματική εφαρμογή στις επιστήμες της ζωής: στην υγεία του ανθρώπου, στην ανάπτυξη προηγμένων μορφών τροφίμων-προϊόντων, στην προώθηση της Βιοτεχνολογίας στη Γεωργία-Κτηνοτροφία. Για παράδειγμα κατά την ανάπτυξη νέων φαρμάκων χρειάζονται μέθοδοι που θα επιτρέψουν τον απόλυτο και αδιαμφισβήτητο προσδιορισμό της φαρμακευτικής ένωσης σε διαφορετικά υποστρώματα όπως κυτταρικές καλλιέργειες, βιολογικά υγρά και άλλα βιολογικά δείγματα. Όσο πιο γρήγορα αναπτυχθεί η μέθοδος και όσο πιο γρήγορη, αξιόπιστη και αποδοτική είναι αυτή, τόσο πιο γρήγορα θα προχωρήσει το υποψήφιο φάρμακο μέσα στη γραμμή παραγωγής, όπου είτε θα απορριφθεί (πιθανότερη περίπτωση) είτε θα φτάσει τελικά στην κυκλοφορία και στο ράφι του φαρμακείου. Η τεχνολογική πρόοδος που θα επιταχύνει οποιοδήποτε από αυτά τα στάδια και επομένως θα επισπεύσει είτε την έγκριση είτε την απόρριψη της υποψήφιας ένωσης μπορεί να μεταφραστεί σε πολλούς μήνες ή δεκάδες εκατομμύρια € ως εξοικονόμηση για την εταιρεία, γεγονός που καταδεικνύει ότι η επένδυση στις νέες τεχνολογίες είναι ιδιαιτέρως συμφέρουσα.

	Πέραν, όμως, των αναγκών από την πλευρά του τελικού χρήστη, οι δραστηριότητες και η ανάπτυξη μεθόδων ΒιοΑναλυτικής Χημείας συνεισφέρουν σημαντικά στη βελτίωση αλλά και τη δημιουργία νέας γνώσης στην ίδια την επιστήμη της Αναλυτικής Χημείας αλλά και τις επιστήμες της ζωής. Τεχνικές της φασματομετρίας μάζας, διαχωριστικές τεχνικές σε τριχοειδή ή κάποιοι από τους βιοαισθητήρες και τις τεχνικές προκατεργασίας δείγματος, αναπτύχθηκαν από εταιρίες με δραστηριότητα στις επιστήμες της ζωής για να λύσουν συγκεκριμένα προβλήματα. Όμως, μετά την ανάπτυξη και δημοσιοποίησή τους, βρήκαν εφαρμογή σε πολλά άλλα πεδία βοηθώντας ερευνητές από διαφορετικές επιστημονικές περιοχές. 

	Η Βιοαναλυτική Χημεία αποτελεί ουσιαστικά κάτι διαφορετικό από ένα ακόμη υποπεδίο της Αναλυτικής Χημείας. Η ανάπτυξη των τεχνικών ανάλυσης και της υπολογιστικής ισχύος επιτρέπει την αντιμετώπιση ιδιαίτερα περίπλοκων προβλημάτων όπως η χαρτογράφηση του ανθρώπινου γονιδιώματος. Έως πρόσφατα σκοπός της ανάπτυξης αναλυτικών μεθόδων ήταν η ανάλυση ορισμένων μόνον ενώσεων. Σήμερα μεγάλο τμήμα της παγκόσμιας επένδυσης σε έρευνα και ανάπτυξη στοχεύει σε μεγάλα, πολυ-παραμετρικά και δύσκολα προβλήματα, όπως η εύρεση και ο προσδιορισμός βιοδεικτών.

	Το μέγεθος της απαιτούμενης έρευνας και εργασίας είναι εντυπωσιακό: αν ο στόχος είναι οι γονιδιακοί δείκτες, η έρευνα πρέπει να επεξεργαστεί περί τα 20.000 γονίδια στον άνθρωπο ή ανάλογους αριθμούς σε άλλους οργανισμούς. Αυτά τα γονίδια κωδικοποιούν από 100.000 έως 1.000.000 πρωτεΐνες/πεπτίδια τα οποία υφίστανται μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις. Στο επίπεδο των μεταβολιτών και των μικρών μορίων οι αριθμοί δεν είναι ακόμη τελικοί: αναφέρονται εκτιμήσεις από 30.000 έως 300.000 μόρια για τον άνθρωπο. Πολλά από αυτά είναι ισομερή, ενώ το εύρος των ιδιοτήτων τους είναι πολύ μεγάλες. Γίνεται, λοιπόν, σαφές ότι τα προβλήματα αυτά δεν επιλύονται σε ένα εργαστήριο ή σε ένα Ιδρυμα. Όπως αναπτύσσεται στα σχετικά κεφάλαια, τα προβλήματα και οι προκλήσεις της ΒιοΑναλυτικής Χημείας απαιτούν μακρόχρονη συνεργασία μεταξύ επιστημόνων οι οποίοι πρέπει να προσφέρουν συμπληρωματική γνώση και εμπειρία. Είναι άλλωστε ουσιαστικά ανέφικτο για έναν Αναλυτικό Χημικό να εκτιμήσει μόνος του χωρίς τη συνεισφορά της στατιστικής ανάλυσης, χημειομετρίας, βιοχημείας αλλά και άλλων σχετικών επιστημών, τις χιλιάδες αποκρίσεις (αναλυτικά σήματα), ώστε να εντοπίσει και να προσδιορίσει με ακρίβεια και αποδοτικότητα βιοδείκτες ασθένειας στα αναλυόμενα περίπλοκα δείγματα. 

	Κατά τη συγγραφή του παρόντος βιβλίου προσπαθήσαμε να δομήσουμε το κείμενο όχι, μόνο σαν ένα σύγγραμμα ενόργανης ανάλυσης το οποίο περιγράφει αναλυτικές τεχνικές αλλά και αναφορικά με τις τελικές εφαρμογές της Βιοαναλυτικής Χημείας στις επιστήμες της ζωής. Στην πράξη, στη Βιοαναλυτική Χημεία, πιο πολύ από οποιοδήποτε άλλη δραστηριότητα των αναλυτικών χημικών οι τεχνικές είναι πιο πολύ τα εργαλεία, από τα οποία μπορεί να επιλεχθούν ένα, δύο ή παραπάνω εργαλεία για να δοθεί λύση σε ένα αρχικό ερώτημα. Για παράδειγμα στην πρωτεομική μπορεί να χρησιμοποιηθούν δύο ή τρεις τεχνικές για το διαχωρισμό πρωτεϊνών σε μία συγκεκριμένη εργασία: ηλεκτροφόρηση πηκτής, υγρή χρωματογραφία, τριχοειδής ηλεκτροφόρηση.  

	Στο βιβλίο αυτό αναπτύσσονται κεφάλαια που περιγράφουν τα βιολογικά δείγματα ως αναλυτικά υποστρώματα, δίνοντας τις ανάγκες που παρουσιάζονται κατά την ανάλυση τους. Στο δεύτερο κεφάλαιο παρουσιάζονται οι νέες τεχνολογίες ολιστικής ανάλυσης δηλαδή τα πεδία Omics (γονιδιωματική, πρωτεομική, μεταβολομική). Στο κεφάλαιο της Βιο-φαρμακευτικής Ανάλυσης περιγράφεται η ανάλυση φαρμάκων και μεταβολιτών τους και δίνονται βασικά στοιχεία σχετικά με τη βιοδιαθεσιμότητα και βιοϊσοδυναμία, καθώς και έλεγχο πρωτότυπων και γενόσημων φαρμάκων. Στο κεφάλαιο που αναφέρεται στα μεταλλικά στοιχεία που υπάρχουν στον οργανισμό, περιγράφεται η σημασία των απαραίτητων και των τοξικών μετάλλων αλλά και σύγχρονα αντικαρκινικά μεταλλοφάρμακα. Η ανάπτυξη νέων αποτελεσματικών τεχνικών προκατεργασίας βιολογικών αποτελεί ένα από τα πιο δυναμικά πεδία, όπου υπάρχει συνεχής ανάγκη ανάπτυξης ή βελτίωσης μεθόδων. Στο σχετικό κεφάλαιο περιγράφονται τεχνικές που στηρίζονται στη χρήση μεμβρανών ή υλικών περιορισμένης προσέγγισης, νέες τεχνικές εκχύλισης σε διασπορά, τεχνικές δειγματοληψίας αίματος σε ξηρή κηλίδα, τεχνικές εκλεκτικής απομόνωσης βιο-μορίων όπως η εφαρμογή χρωματογραφίας ανοσο-συγγένειας και άλλες τεχνικές.

	Τα κεφάλαια που περιγράφουν αναλυτικές τεχνικές οι οποίες εφαρμόζονται στη ΒιοΑναλυτική Χημεία, δίνουν βασικές αρχές των τεχνικών και προχωρούν στην περιγραφή εφαρμογών κατά την ανάλυση πραγματικών δειγμάτων. Καθώς υπάρχουν συγγράμματα που καλύπτουν τις βασικές αρχές και την οργανολογία των τεχνικών ενόργανης ανάλυσης, δόθηκε έμφαση σε τεχνικές και (υπο)-πεδία που είτε δεν έχουν περιγραφεί (τριχοειδής ηλεκτροφόρηση, βιο-αισθητήρες, ανοσοχημικές τεχνικές) είτε βρίσκουν μεγάλη εφαρμογή στη ΒιοΑναλυτική Χημεία. Αν σκεφτούμε ότι υπάρχουν δεκάδες αναλυτικές τεχνικές με εφαρμογή στις επιστήμες της ζωής και δεκαπέντε κεφάλαια στο παρόν σύγγραμμα από τα οποία τα οκτώ μόνο είναι αφιερωμένα σε συγκεκριμένες αναλυτικές τεχνικές καταλαβαίνει ο αναγνώστης, ότι αναγκαστικά υπάρχουν τεχνικές στις οποίες δεν αφιερώνεται ξεχωριστό κεφάλαιο. Ως εκ τούτου η εφαρμογή τεχνικών όπως κυτταρομετρία ροής, φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού, τεχνικές συστοιχιών (array techniques) κ.ά δεν περιγράφεται στο παρόν σύγγραμμα. Οι τεχνικές που παρουσιάζονται, περιλαμβάνουν τις ηλεκτροχημικές τεχνικές και τους βιοαισθητήρες, τις Ανοσοχημικές Τεχνικές Ανάλυσης, τις τεχνικές Τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης, τις Χρωματογραφικές τεχνικές, τη Φασματομετρία μάζας, καθώς και τις ατομικές και μοριακές φασματοσκοπικές τεχνικές στη μεταλλομική ανάλυση. 

	Τέλος, περιγράφεται η Επικύρωση Βιοαναλυτικών Μεθόδωv όπου δίνονται συνοπτικά οι κυριότερες παράμετροι που αφορούν στην επικύρωσή τους σύμφωνα με τις οδηγίες ελεκτικών φορέων (όπως FDA ή ΕΜΕΑ ).

	Το σύγγραμμα αυτό ελπίζουμε ότι θα βοηθήσει τους φοιτητές του μαθήματος ΒιοΑναλυτική Χημεία σε προπτυχιακό και μεταπτυχιακό επίπεδο. Πέραν αυτού ελπίζουμε ότι το σύγγραμα θα βοηθήσει επιστήμονες και ερευνητές από διάφορα άλλα πεδία, προσφέροντας βασικά στοιχεία για τις αναλυτικές τεχνικές που χρησιμοποιούνται στο δι-επιστημονικό αυτό πεδίο. Οι τεχνικές που περιγράφονται στο παρόν σύγγραμμα πέραν από τους Αναλυτικούς χημικούς βρίσκουν ευρεία εφαρμογή και από βιοχημικούς, βιολόγους, φαρμακολόγους, τοξικολόγους και επιστήμονες άλλων ειδικοτήτων. Οι συγγραφείς προσπάθησαν να δώσουν τις βασικές αρχές της χρήσης των τεχνικών στην επίλυση βιολογικών προβλημάτων. Ελπίζουμε τέλος ότι αυτή η παράθεση πληροφορίας από διαφορετικές επιστήμες θα προετοιμάσει τους νέους επιστήμονες για συνέργια και αλληλεπίδραση με επιστήμονες από άλλα πεδία και τομείς (Πανεπιστημιακά εργαστήρια, Ερευνητικά κέντρα, ελεκτικό μηχανισμό, βιομηχανία φαρμάκων, κατασκευαστές/αντιπροσώπους οργάνων/αναλυτικών συσκευών, εργαστήρια παροχής υπηρεσιών κ.ά.) 

	Καθώς το βιβλίο είναι το πρώτο στα Ελληνικά αναφορικά με το συγκεκριμένο αντικείμενο, ελπίζουμε η προσπάθεια απόδοσης αγγλικών όρων να έγινε με επιτυχία. Στην προσπάθεια αυτή βασιστήκαμε στους όρους που χρησιμοποιούμε στην εργασία μας, ενώ συμβουλευτήκαμε και συναδέλφους ή σημειώσεις τους καθώς και πηγές στο διαδίκτυο. Το βιβλίο πραγματεύεται επιστημονικά/ερευνητικά πεδία και τεχνικές που αναπτύσσονται και αλλάζουν ταχέως και είναι αναμενόμενο να μην μπορεί να τα καλύψει ολικά. Ο απώτερος στόχος των συγγραφέων είναι να ελκύσουν την προσοχή του αναγνώστη στο ενδιαφέρον αντικείμενο της Βιοαναλυτικής Χημείας. Για περαιτέρω εμβάθυνση, ο αναγνώστης μπορεί να αναζητήσει γνώση στα πολλά εξαιρετικά βιβλία ή άρθρα επισκόπησης που έχουν αναφερθεί για καθεμία από τις αναλυτικές τεχνικές που περιγράφονται στο βιβλίο, ή το ιδανικότερο να ασχοληθεί στην πράξη με τη Βιοανάλυση. 
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