
 

 

H παρούσα έρευνα έχει συγχρηματοδοτηθεί από την Ευρωπαϊκή 

Ένωση (Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταμείο - ΕΚΤ) και από εθνικούς πόρους 

μέσω του Επιχειρησιακού Προγράμματος «Εκπαίδευση και Δια Βίου 

Μάθηση» του Εθνικού Στρατηγικού Πλαισίου Αναφοράς (ΕΣΠΑ) – 

Ερευνητικό Χρηματοδοτούμενο Έργο: Ηράκλειτος ΙΙ . Επένδυση στην 

κοινωνία της γνώσης μέσω του Ευρωπαϊκού Κοινωνικού Ταμείου.  
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ-ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Βιοϊατρικής Οπτικής και 

Εφαρμοσμένης Βιοφυσικής της Σχολής Ηλεκτρολόγων Μηχανικών και Μηχανικών 

Ηλεκτρονικών Υπολογιστών του ΕΜΠ, υπό την επίβλεψη της Καθηγήτριας κ. Διδούς 

Γιόβα.  

 

H παρούσα έρευνα έχει συγχρηματοδοτηθεί από την Ευρωπαϊκή Ένωση (Ευρωπαϊκό 

Κοινωνικό Ταμείο - ΕΚΤ) και από εθνικούς πόρους μέσω του Επιχειρησιακού 

Προγράμματος «Εκπαίδευση και Δια Βίου Μάθηση» του Εθνικού Στρατηγικού Πλαισίου 

Αναφοράς (ΕΣΠΑ) – Ερευνητικό Χρηματοδοτούμενο Έργο: Ηράκλειτος ΙΙ . Επένδυση στην 

κοινωνία της γνώσης μέσω του Ευρωπαϊκού Κοινωνικού Ταμείου. 

 

Το διδακτορικό είναι ένα δύσκολο, επίπονο και απαιτητικό ταξίδι. Αν και ο  αγώνας για 

την ολοκλήρωση του είναι μοναχικός, σημαντικοί άνθρωποι στην όλη πορεία κάνουν το 

ταξίδι ευκολότερο και πιο ευχάριστο. Με αφορμή την ολοκλήρωση της Διδακτορικής 

μου Διατριβής αισθάνομαι ότι είναι απαραίτητο να ευχαριστήσω όλους εκείνους οι 

οποίοι συνέβαλαν καθοριστικά, ο καθένας με τον τρόπο του και από την θέση,  στην 

ολοκλήρωση της διατριβής. 

Εκπόνηση όμως διδακτορικής διατριβής, για εμένα τουλάχιστον, δε συνεπάγεται μόνο 

εμβάθυνση στο συγκεκριμένο επιστημονικό πεδίο και παραγωγή νέας γνώσης. Ήταν μία 

πορεία κατά τη διάρκεια της οποίας είχα την ευλογία να γνωρίσω, να δουλέψω και να 

ταξιδέψω με πραγματικά αξιόλογους συναδέλφους. Όλοι, εκτός από πολύτιμοι 

συνάδελφοι και καθηγητές, στάθηκαν δίπλα μου και πραγματικοί φίλοι βοηθώντας όχι 

μόνο να ξεπεράσω προβλήματα σχετικά με τη διδακτορική διατριβή αλλά και πολύ πιο 
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σημαντικά προβλήματα όπως προβλήματα υγείας, τόσο δικά μου όσο και μελών της 

οικογένειάς μου, καθώς και την όλη ψυχολογική επιβάρυνση που αυτά συνεπάγονταν.  

Τα χρόνια τα οποία πέρασα στο ΕΜΠ δεν ήταν μόνο παραγωγικά από επιστημονική 

άποψη αλλά και αρκετά όμορφα λόγω της βοήθειας των καθηγητών, συνεργατών και 

φίλων στη Σχολή Ηλεκτρολόγων Μηχανικών και Μηχανικών Η/Υ. 

Καταρχάς, θα ήθελα να ευχαριστήσω τη Διευθύντρια του Εργαστηρίου Βιοϊατρικής 

Οπτικής και Εφαρμοσμένης Βιοφυσικής κ. Διδώ Γιόβα για την ευκαιρία που μου έδωσε 

αναθέτοντας μου το θέμα της Διδακτορικής Διατριβής και εντάσσοντας με στο δυναμικό 

του εργαστηρίου. Αισθάνομαι ιδιαίτερα ευγνώμων, για την προσπάθεια που κατέβαλε 

ώστε να μου παρέχει τα μέσα και τους πόρους για την υλοποίηση της έρευνας και για την 

επίμονη προσπάθειά της για τη συμμετοχή μου σε ερευνητικά προγράμματα. Επίσης, 

ιδιαίτερη ήταν η συμβολή της για την ώθηση και την ευκαιρία που μου έδωσε να 

συμμετέχω σε ένα σημαντικό αριθμό από εθνικά και διεθνή συνέδρια ώστε να έρθω σε 

επαφή με κορυφαίους Έλληνες και ξένους επιστήμονες που εργάζονται στο 

συγκεκριμένο ερευνητικό πεδίο. 

Οφείλω θερμές ευχαριστίες στον καθηγητή της Σχολής Ηλεκτρολόγων Μηχανικών και 

Μηχανικών Υπολογιστών του ΕΜΠ κ. Κυριάκο Χιτζανίδη, μέλος της τριμελούς 

συμβουλευτικής επιτροπής, για τις βασικές γνώσεις μη γραμμικής οπτικής που απέκτησα 

μέσω των μεταπτυχιακών μαθημάτων του, τις χρήσιμες συμβουλές, τις ουσιαστικές 

παρατηρήσεις αλλά και για την υποστήριξη καθόλη τη διάρκεια της διατριβής. 

Με συναίσθημα ιδιαίτερης ευγνωμοσύνης απευθύνομαι στον αναπληρωτή καθηγητή της 

Σχολής Ηλεκτρολόγων Μηχανικών και Μηχανικών Υπολογιστών του Πανεπιστημίου 

Κύπρου κ. Κωνσταντίνο Πίτρη, ο οποίος παρόλο που δεν γνωριζόμασταν στο παρελθόν, 

πίστεψε σε εμένα, δέχθηκε να είναι μέλος της τριμελούς συμβουλευτικής επιτροπής και 

υποστήριξε αμέριστα το ερευνητικό μου έργο όλα αυτά τα χρόνια. 

Οφείλω επίσης ειλικρινές ευχαριστίες  στους Καθηγητές ΕΜΠ κ. Δημήτρη Τσαμάκη 

(ΣΗΜΜΥ) και Πολύκαπρο Πίσση (ΣΕΜΦΕ) με τους οποίους είχα την τύχη να έρθω σε 

επαφή μέσω των διπλωματικών εξετάσεων και των προπτυχιακών μου μαθημάτων, 

αντίστοιχα αλλά και κατά τη διαδικασία ενδιάμεσης κρίσης της Διδακτορικής Διατριβής. 

Οι συμβουλές τους και η υποστήριξή τους ήταν πολύ σημαντικοί παράγοντες για την 

ολοκλήρωση αυτής της εργασίας. 

Ανάλογες θερμές ευχαριστίες θεωρώ ότι οφείλω στον καθηγητή του Εθνικού και 

Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών (Ε.Κ.Π.Α) κ. Σταύρο Χαμόδρακα, μέλος της 

επταμελούς επιτροπής αξιολόγησης, με τον οποίο είχα την ευκαιρία να συνεργαστώ για 

τη διεξαγωγή κάποιων πειραματικών εργασιών, αλλά και μέσω συναντήσεων ή τη 

συμμετοχή μας σε κοινά συνέδρια. Εκτιμώ ιδιαίτερα την καθοδήγηση του, την κριτική 
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αξιολόγηση της δουλειάς μου, την υποστήριξη και εμπιστοσύνη που έχει δείξει στο 

πρόσωπο μου.  

Ένα μεγάλο ευχαριστώ θεωρώ ότι οφείλω και στον Καθηγητή ΕΜΠ κ. Δ. Μαθιουλάκη ο 

οποίος με προθυμία δέχτηκε να είναι μέλος της επταμελούς εξεταστικής επιτροπής. 

Δε θα μπορούσα να μην ευχαριστήσω και όλους εκείνους που παρείχαν μέσα και 

υποδομή για την υλοποίηση των πειραματικών εργασιών της Διδακτορικής Διατριβής. 

Επομένως, θα ήθελα να ευχαριστήσω το Δρ. Δημήτρη Κλέτσα, Διευθυντή Ερευνών (Α’ 

Βαθμίδα) από το Εργαστήριο Κυτταρικού Πολλαπλασιασμού και Γήρανσης, του 

Ινστιτούτου Βιολογίας του ΕΚΕΦΕ ΔΗΜΟΚΡΙΤΟΣ, για την παροχή της πρωτογενούς 

καλλιέργειας δερματικών ανθρώπινων ινοβλαστών. Επίσης, θερμές ευχαριστίες οφείλω 

και στα μέλη του Εργαστηρίου Ηλεκτρονικής Μικροσκοπίας του Γεωπονικού 

Πανεπιστημίου Αθηνών, καθηγητή κ. Κωνσταντίνο Φασσέα (Διευθυντή του 

εργαστηρίου) και το κ. Γιάννη Ψαροκωστόπουλο (μέλος ΕΤΕΠ) για την παροχή του 

εξοπλισμού του Ηλεκτρονικού Μικροσκοπίου Σάρωσης, την τεχνογνωσία και των 

πολύτιμων συμβουλών τους. Επιπρόσθετα, ευχαριστώ και το. Δρ. Αθανάσιο Βελέντζα 

από το Τμήμα Βιολογίας του Ε.Κ.Π.Α για την βοήθεια που μου προσέφερε για τη 

διεξαγωγή κάποιων πειραματικών εργασιών με το Μικροσκόπιο Ηλεκτρονικής 

Μικροσκοπίας του τμήματος του. 

Θα πρέπει επίσης να ευχαριστήσω όλα τα μέλη (παλαιότερα ή νεότερα) του Εργαστηρίου 

Βιοϊατρικής Οπτικής και Εφαρμοσμένης Βιοφυσικής για τη ηθική τους συμπαράσταση, 

την ουσιαστικής επικοινωνία και τις χρήσιμες συμβουλές τους όλα αυτά τα χρόνια της 

διατριβής μου. Για εμένα δεν υπήρξαν μόνο συνεργάτες, αλλά και φίλοι. Όχι μόνο η 

πραγματοποίηση αυτής της Διδακτορικής Διατριβής δεν θα ήταν δυνατή, αλλά και εγώ  

ως άνθρωπος δεν θα ήμουν ο ίδιος αν δεν είχα την τύχη να τους γνωρίσω.  

Ιδιαίτερα θα ήθελα να ευχαριστήσω τον πολυμήχανο, Επίκουρο καθηγητή κ. Κώστα 

Πολιτόπουλο για τη φιλία του και τη βοήθεια του στα θέματα της ειδίκευσης του, για τη 

συνεχή βοήθεια του για την ανάπτυξη διατάξεων αλλά και τη συνεισφορά του στην 

επίλυση οποιουδήποτε τεχνολογικού προβλήματος κατά τη διάρκεια του πειραματικού 

μέρους. Η καθοδήγηση του υπήρξε καθοριστική τόσο στην ερευνητική μου πορεία όσο 

και στη διαμόρφωση του τρόπου σκέψης μου. 

Επίσης, τους φίλους μου Δρ. Ελένη Αλεξανδράτου, Δρ. Μαρία Κυριαζή , Δρ. Ασπασία 

Πετρή, Δρ. Δημήτρη Γκόρπα και Σπύρο Θύμη. Η συνεργασία μαζί τους έκανε τη δουλειά 
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Αντικείμενο της Διδακτορική Διατριβής αποτελεί η ανάπτυξη λεπτών υμενίων κολλαγόνου 

και η αξιοποίηση τους ως μοντέλων βιολογικής διεπιφάνειας. Επίσης, αντικείμενο της 

έρευνας ήταν η αναπαραγωγή, ο έλεγχος και η ταυτοποίηση της τοπολογίας μέσω της 

ανάπτυξης τεχνικών Απεικονιστικής Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης. Τα υμένια 

αξιοποιούνται για τη διερεύνηση και ερμηνεία των μηχανισμών επίδρασης της οπτικής 

ακτινοβολίας με το κολλαγόνο σε νανοκλίμακα. 

Η διερεύνηση της αλληλεπίδρασης του φωτός (σε όλο του το φάσμα) με το βιολογικό 

ιστό και η κατανόηση των εμπλεκόμενων μηχανισμών είναι κρίσιμης σημασίας, καθώς 

μπορεί να οδηγήσουν στην αξιοποίηση της ελάχιστα επεμβατικής ακτινοβολίας του 

φωτός για διαγνωστικούς και θεραπευτικούς σκοπούς. Επιπλέον, η επίδραση της οπτικής 

ακτινοβολίας με βιολογικό ιστό έχει συσχετιστεί με διάφορες παθολογικές καταστάσεις 

(για παράδειγμα η σχέση της υπεριώδους ακτινοβολίας με μορφές δερματικού καρκίνου 

ή της φωτογήρανσης), ενώ σε πολλές περιπτώσεις η οπτική ακτινοβολία μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ως μια μέθοδος επεξεργασίας βιοϋλικών (π.χ. για σκοπούς αποστείρωσης 

ή βελτίωσης των μηχανικών ιδιοτήτων). Παρόλο που οι αλληλεπιδράσεις της οπτικής 

ακτινοβολίας με το βιολογικό ιστό έχουν διερευνηθεί εκτεταμένα, οι μηχανισμοί που τις 

διέπουν στη νανοκλίμακα δεν έχουν αποσαφηνιστεί πλήρως και ιδιαίτερα η επίδραση σε 

επιφανειακά νανο-χαρακτηριστικά παραμένει αδιευκρίνιστη. Η επίδραση στη 

νανοτοπογραφία είναι καθοριστικής σημασίας καθώς η πλειοψηφία των βιολογικών 

αλληλεπιδράσεων διαδραματίζεται σε επιφάνειες ή/και διεπιφάνειες. 

Τα μήκη κύματος τα οποία επιλέχθηκαν καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα της οπτικής 

ακτινοβολίας και παρουσιάζουν ιδιαίτερες εφαρμογές στη βιοϊατρική. Συγκεκριμένα, στα 

πλαίσια της Διδακτορικής Διατριβής διερευνήθηκε η δυνατότητα Γένεσης Δεύτερης 

Αρμονικής (Second Harmonic Generation, SHG) από τα λεπτά υμένια κολλαγόνου μετά 
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από διέγερση με laser στην περιοχή του εγγύς υπερύθρου (Near Infrared, NIR). Η γένεση 

αυτού του σήματος μπορεί να αξιοποιηθεί για την ανάπτυξη τεχνικών μη-γραμμικής 

οπτικής ως διαγνωστικού εργαλείου για την ανίχνευση παθολογικών καταστάσεων που 

σχετίζονται με διαφοροποίηση των χαρακτηριστικών των ινών κολλαγόνου. Στη 

συνέχεια, διερευνήθηκε η επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας (UV) με το 

κολλαγόνο. Δεδομένου ότι η UV ακτινοβολία έχει συσχετιστεί με διάφορες παθολογικές 

καταστάσεις, όπως φωτογήρανση, και η ακτινοβολία αυτή χρησιμοποιείται για την 

επεξεργασία βιολογικών υλικών κολλαγόνου για σκοπούς αποστείρωσης ή ανάπτυξης 

σταυροδεσμών για βελτίωση των ιδιοτήτων τους. Τέλος, διερευνήθηκε η επίδραση της 

χαμηλής ισχύος ακτινοβολίας laser στην περιοχή του ερυθρού (Low-Level Red Laser, 

LLRL), η οποία χρησιμοποιείται ευρέως για τη θεραπεία με laser χαμηλής ισχύος (Low-

Level Laser Therapy, LLLT). Η LLLT μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την αντιμετώπιση 

ενός εύρους παθολογικών καταστάσεων, μεταξύ των οποίων και η αξιοποίηση της για 

την επούλωση πληγών. Για τις περιπτώσεις της ακτινοβόλησης με UV και LLRL 

διερευνήθηκε επιπλέον και η έμμεση επίδραση της οπτικής ακτινοβολίας στην κυτταρική 

συμπεριφορά, και συγκεκριμένα σε δερματικούς ινοβλάστες, μέσω της χρησιμοποίησης 

ακτινοβολημένων υμενίων ως υποστρωμάτων καλλιέργειας κυττάρων. 

Η ερευνητική εργασία, η οποία έχει εκπονηθεί στα πλαίσια της Διδακτορικής Διατριβής 

είναι σημαντική επιστημονικά, καινοτόμος και έχει τύχει διεθνούς ενδιαφέροντος. Μέρος 

των αποτελεσμάτων που προέκυψαν από την έρευνα έχουν ανακοινωθεί σε έντεκα (11) 

Διεθνή και οκτώ (8) Εθνικά Συνέδρια και από αυτές οκτώ (8) έχουν δημοσιευθεί στα 

πρακτικά των αντίστοιχων Συνεδρίων μετά από κρίση. Επίσης έχουν προκύψει τρεις 

(3) δημοσιεύσεις σε Διεθνή Έγκριτα Περιοδικά [Biomedical Signal Processing and 

Control (Elsevier), Material Science and engineering :C (Elsevier) και Journal of 

Nanophotonics (SPIE)] . Η ερευνητική εργασία με τίτλο «Surface nanoscale imaging of 

collagen thin films by Atomic Force Microscopy» που δημοσιεύθηκε στο περιοδικό 

«Materials Science and Engineering C» χαρακτηρίστηκε από την Global Medical 

Discovery ως Key Scientific Article και "ως ιδιαίτερου ενδιαφέροντος για την 

προώθηση της βιοϊατρικής έρευνας"
*
. Επιπλέον, το περιοδικό Photonics Spectra, στο 

τεύχος του Ιουλίου 2012, στο άρθρο με τίτλο «Nanoscale Biomaterials Require Close 

Observation» παρουσίασε, μεταξύ των άλλων, μέρος της εργασίας η οποία επιτελείται 

στα πλαίσια της εν λόγω διδακτορικής διατριβής, αντανακλώντας το διεθνή αντίκτυπο 

που έχει το ερευνητικό έργο του εργαστηρίου Βιοϊατρικής Οπτικής και Εφαρμοσμένης 

Βιοφυσικής. 

                                                

*
Link: http://globalmedicaldiscovery.com/key-scientific-articles/surface-nanoscale-imaging-collagen-

thin-films-atomic-force-microscopy/  

http://globalmedicaldiscovery.com/key-scientific-articles/surface-nanoscale-imaging-collagen-thin-films-atomic-force-microscopy/
http://globalmedicaldiscovery.com/key-scientific-articles/surface-nanoscale-imaging-collagen-thin-films-atomic-force-microscopy/
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Αναμφισβήτητα, ισχυρή ανερχόμενη τάση στην νανο-τεχνολογία αποτελεί η αξιοποίηση 

εννοιών από τη φύση για να αναπτυχθούν μοντέλα υλικών υψηλής αποδοτικότητας, τα 

οποία θα αξιοποιηθούν σε αισθητήρες, λειτουργικές επιφάνειες κ.α., αλλά και να 

μελετηθούν εξωτερικές επιδράσεις με βιολογικά συστήματα, όπως η επίδραση 

ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα μοντέλα αυτά 

όταν επιτρέπουν τη διερεύνηση αλληλεπιδράσεων στη νανοκλίμακα, καθώς η ανάπτυξη 

μεθόδων νανοτεχνολογίας ή νανοϋλικών αποτελούν σήμερα αιχμή της έρευνας σε ένα 

ευρύ φάσμα από επιστήμες και εφαρμογές. 

Αντικείμενο της Διδακτορική Διατριβής αποτελεί η ανάπτυξη λεπτών υμενίων κολλαγόνου 

και η αξιοποίηση τους ως μοντέλων βιολογικής διεπιφάνειας. Επίσης, αντικείμενο της 

έρευνας ήταν η αναπαραγωγή, ο έλεγχος και η ταυτοποίηση της τοπολογίας μέσω της 

ανάπτυξης τεχνικών Απεικονιστικής Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης. Τα υμένια 

αξιοποιούνται για τη διερεύνηση και ερμηνεία των μηχανισμών επίδρασης της οπτικής 

ακτινοβολίας με το κολλαγόνο σε νανοκλίμακα. 

Η διερεύνηση της αλληλεπίδρασης του φωτός (σε όλο του το φάσμα) με το βιολογικό 

ιστό και η κατανόηση των εμπλεκόμενων μηχανισμών είναι κρίσιμης σημασίας, καθώς 

μπορεί να οδηγήσουν στην αξιοποίηση της ελάχιστα επεμβατικής ακτινοβολίας του 

φωτός για διαγνωστικούς και θεραπευτικούς σκοπούς. Επιπλέον, η επίδραση της οπτικής 

ακτινοβολίας με βιολογικό ιστό έχει συσχετιστεί με διάφορες παθολογικές καταστάσεις 

(για παράδειγμα η σχέση της υπεριώδους ακτινοβολίας με μορφές δερματικού καρκίνου 

ή της φωτογήρανσης), ενώ σε πολλές περιπτώσεις η οπτική ακτινοβολία μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ως μια μέθοδος επεξεργασίας βιοϋλικών (π.χ. για σκοπούς αποστείρωσης 

ή βελτίωσης των μηχανικών ιδιοτήτων). Παρόλο που οι αλληλεπιδράσεις της οπτικής 

ακτινοβολίας με το βιολογικό ιστό έχουν διερευνηθεί εκτεταμένα, οι μηχανισμοί που τις 

διέπουν στη νανοκλίμακα δεν έχουν αποσαφηνιστεί πλήρως και ιδιαίτερα η επίδραση σε 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

XX |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

επιφανειακά νανο-χαρακτηριστικά παραμένει αδιευκρίνιστη. Η επίδραση στη 

νανοτοπογραφία είναι καθοριστικής σημασίας καθώς η πλειοψηφία των βιολογικών 

αλληλεπιδράσεων διαδραματίζεται σε επιφάνειες ή/και διεπιφάνειες. 

Το κολλαγόνο, το οποίο χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη των μοντέλων βιολογικής 

επιφάνειας, αποτελεί το 25-30% της συνολικής πρωτεΐνης των θηλαστικών και είναι η 

πιο άφθονη πρωτεΐνη του εξωκυττάριου χώρου (Extracellular Matrix, ECM). Από τους 

28 διαφορετικούς τύπους κολλαγόνου που έχουν μέχρι σήμερα αναγνωριστεί, το 

κολλαγόνο τύπου Ι είναι το πιο άφθονο και συναντάται σε ιστούς όπως το δέρμα, τα 

οστά, τους χόνδρους και τους τένοντες. Λόγω των ιδιαίτερων χαρακτηριστικών του 

(ινώδης μορφή, δυνατότητα αυτο-σχηματισμού, βιο-συμβατότητα, ενώ είναι βιο-

διασπάσιμο και μη-τοξικό), το κολλαγόνο τύπου Ι χρησιμοποιείται ευρέως ως ένα από τα 

βασικότερα βιοϋλικά σε ένα μεγάλο εύρος από εφαρμογές στα πεδία των βιοϋλικών και 

της μηχανικής των ιστών. Η εκτεταμένη χρήση του σε βιοϊατρικές εφαρμογές καθώς και 

η αφθονία του στον οργανισμό οδήγησε στην επιλογή του για να διερευνηθεί η επίδραση 

της οπτικής ακτινοβολίας με αυτό (επομένως και με ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο), 

καθώς και να διασαφηνιστούν οι εμπλεκόμενοι μηχανισμοί. 

Επιμέρους αντικείμενα της έρευνας αποτέλεσαν:  

i) η ανάπτυξη τεχνικών χαρακτηρισμού και απεικόνισης λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου στη νανοκλίμακα με Απεικονιστική Μικροσκοπία Ατομικής 

Δύναμης,  

ii) η ποσοτικοποίηση των επιφανειακών μεταβολών οι οποίες επέρχονται στο 

κολλαγόνο, από αλλαγές στις φυσικές ή χημικές ιδιότητες του, 

iii) η ανάπτυξη μοντέλων βιολογικής επιφάνειας με βάση το κολλαγόνο τα οποία 

χαρακτηριζόταν από:  

a.  τη δυνατότητα ελέγχου της τοπογραφίας των υμενίων, ώστε να είναι 

δυνατός ο έλεγχος και ο προκαθορισμός των νανο-χαρακτηριστικών με 

επαναληψιμότητα και 

b.  τη δυνατότητα υποστήριξης κυτταρικής καλλιέργειας,  

iv) η διερεύνηση της επίδραση επιφανειακών μεταβολών, στην τροποποίηση της 

κυτταρικής συμπεριφοράς και τον επακόλουθο έλεγχο της,  

v) η μελέτη της γένεσης δεύτερης αρμονικής από λεπτά υμένια κολλαγόνου,  

vi) η μελέτη επίδρασης υπεριώδους ακτινοβολίας με τα μοντέλα βιολογικής 

επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου , 

vii) η μελέτη επίδρασης ακτινοβολίας laser χαμηλής ισχύος στην περιοχή του 

ερυθρού με τα μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου και 

viii) η μελέτη της διαφοροποίησης της κυτταρικής συμπεριφοράς λόγω των 

επαγόμενων αλλαγών στην τοπογραφία του μοντέλου βιολογικής επιφάνειας 
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υπό την επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας και της χαμηλής ισχύος 

ακτινοβολίας laser στην περιοχή του ερυθρού.  

Τα μήκη κύματος τα οποία επιλέχθηκαν καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα της οπτικής 

ακτινοβολίας και παρουσιάζουν ιδιαίτερες εφαρμογές στη βιοϊατρική. Συγκεκριμένα, στα 

πλαίσια της Διδακτορικής Διατριβής διερευνήθηκε η δυνατότητα Γένεσης Δεύτερης 

Αρμονικής (Second Harmonic Generation, SHG) από τα λεπτά υμένια κολλαγόνου μετά 

από διέγερση με laser στην περιοχή του εγγύς υπερύθρου (Near Infrared, NIR). Η γένεση 

αυτού του σήματος μπορεί να αξιοποιηθεί για την ανάπτυξη τεχνικών μη-γραμμικής 

οπτικής ως διαγνωστικού εργαλείου για την ανίχνευση παθολογικών καταστάσεων που 

σχετίζονται με διαφοροποίηση των χαρακτηριστικών των ινών κολλαγόνου. Στη 

συνέχεια, διερευνήθηκε η επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας (UV) με το 

κολλαγόνο. Δεδομένου ότι η UV ακτινοβολία έχει συσχετιστεί με διάφορες παθολογικές 

καταστάσεις, όπως φωτογήρανση, και η ακτινοβολία αυτή χρησιμοποιείται για την 

επεξεργασία βιολογικών υλικών κολλαγόνου για σκοπούς αποστείρωσης ή ανάπτυξης 

σταυροδεσμών για βελτίωση των ιδιοτήτων τους. Τέλος, διερευνήθηκε η επίδραση της 

χαμηλής ισχύος ακτινοβολίας laser στην περιοχή του ερυθρού (Low-Level Red Laser, 

LLRL), η οποία χρησιμοποιείται ευρέως για τη θεραπεία με laser χαμηλής ισχύος (Low-

Level Laser Therapy, LLLT). Η LLLT μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την αντιμετώπιση 

ενός εύρους παθολογικών καταστάσεων, μεταξύ των οποίων και η αξιοποίηση της για 

την επούλωση πληγών. Για τις περιπτώσεις της ακτινοβόλησης με UV και LLRL 

διερευνήθηκε επιπλέον και η έμμεση επίδραση της οπτικής ακτινοβολίας στην κυτταρική 

συμπεριφορά, και συγκεκριμένα σε δερματικούς ινοβλάστες, μέσω της χρησιμοποίησης 

ακτινοβολημένων υμενίων ως υποστρωμάτων καλλιέργειας κυττάρων. 

Προκειμένου να πραγματοποιηθεί η διερεύνηση της επίδρασης της οπτικής 

ακτινοβολίας, πρώτο βήμα αποτέλεσε η ανάπτυξη λεπτών υμενίων κολλαγόνου τα οποία 

θα λειτουργούσαν ως μοντέλα βιολογικής επιφάνειας/διεπιφάνειας με καθορισμένη ή/και 

ελεγχόμενη τοπογραφία στη νανοκλίμακα. Για την ανάπτυξη υμενίων με 

προκαθορισμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά, αναπτύχθηκαν κατάλληλα πρωτόκολλα 

ανάπτυξης λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Τα πρωτόκολλα αυτά επέτρεψαν τη διερεύνηση 

της επίδρασης που έχουν διάφοροι φυσικοχημικοί παράγοντες (π.χ. pH, θερμοκρασίας, 

χρόνος ινιδιογένεσης, χρόνος προσρόφησης) στα επιφανειακά χαρακτηριστικά των 

υμενίων. Επιπλέον, διερευνήθηκε η επίδραση των διαφορετικών μεθόδων σχηματισμού 

υμενίων και των διαφορετικών υποστρωμάτων στα λεπτά υμένια. 

Για να πραγματοποιηθεί η απεικόνιση και ο νανοχαρακτηρισμός των λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου και να επιτευχθεί η ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων επιφανειακών 

χαρακτηριστικών, αναπτύχθηκαν τεχνικές υψηλής ανάλυσης απεικονιστικής 

Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης (Atomic Force Microscopy, AFM), οι οποίες 

συνδυάστηκαν με τις παρεχόμενες πληροφορίας από Μικροσκοπία Σάρωσης 

Ηλεκτρονίων (Scanning Electron Microscopy, SEM). Τα αποτελέσματα έδειξαν, ότι οι 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

XXII |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

δύο μέθοδοι απεικόνισης σε νανοκλίμακα προσφέρουν συμπληρωματική πληροφορία 

ώστε να πραγματοποιηθεί πληρέστερος χαρακτηρισμός των υμενίων και των 

χρησιμοποιούμενων υποστρωμάτων. Το AFM αναδείχθηκε καταλληλότερο για την 

απεικόνιση και το χαρακτηρισμό συγκεκριμένων χαρακτηριστικών μόλις μερικών 

νανομέτρων στις επιφάνειες των υμενίων κολλαγόνου. Επιπλέον, η απεικόνιση με AFM 

απαιτούσε ελάχιστη προετοιμασία των δειγμάτων χωρίς τη χρήση επεμβατικών μεθόδων 

(π.χ. χρήση χρωστικών ή την επικάλυψη του δείγματος με αγώγιμα υμένια) με 

αποτέλεσμα τα δείγματα να μην δέχονται οποιαδήποτε επέμβαση η οποία θα αλλοίωνε τα 

επιφανειακά χαρακτηριστικά τους. Το SEM προσέφερε συμπληρωματική πληροφορία 

για την απεικόνιση μεγαλύτερων περιοχών δειγμάτων (της τάξης μερικών μικρών) και 

μεγαλύτερων δομών κολλαγόνου και γενικά περιοχών των δειγμάτων ή δομών 

κολλαγόνου όπου η ακίδα του AFM αδυνατούσε να δώσει πληροφορία. Ταυτόχρονα, 

χρησιμοποιήθηκαν τεχνικές ανάλυσης και επεξεργασίας εικόνας για την απόκτηση 

ποιοτικών αλλά και ποσοτικών δεδομένων από τις αποκτηθείσες εικόνες. 

Οι μέθοδοι σχηματισμού λεπτών υμενίων κολλαγόνου που χρησιμοποιήθηκαν ήταν η 

αποξήρανση στον αέρα, η διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης (Spin Coating, SpC), η 

χρήση της υδροδυναμικής ροής (Hydrodynamic Flow, HF) και τέλος ο συνδυασμός SpC-

HF. Τα αποτελέσματα έδειξαν, ότι κάθε μια από τις μεθόδους επέτρεψε το σχηματισμό 

υμενίων με διαφορετικά χαρακτηριστικά. Με τη μέθοδο αποξήρανσης στον αέρα 

σχηματίστηκαν υμένια σχετικά μεγάλου πάχους, ανομοιογενείς, με ίνες/ινίδια 

κολλαγόνου με τυχαίο προσανατολισμό και με την παρουσία συσσωματωμάτων 

κολλαγόνου. Η SpC επέτρεψε το σχηματισμό εξαιρετικά λεπτών και ομοιογενών 

υμενίων κολλαγόνου, αποτελούμενων από ινίδια κολλαγόνου με φυσιολογικά 

χαρακτηριστικά και τυχαίο προσανατολισμό. Μέσω της HF, σχηματίστηκαν λεπτά 

υμένια κολλαγόνου αποτελούμενα από προσανατολισμένες ίνες/ινίδια κολλαγόνου, ενώ 

ο συνδυασμός SpC-HF επέτρεψε τη διαμόρφωση υμενίων από δομές κολλαγόνου με δυο 

προσανατολισμούς (ο ένας κάθετος στον άλλο). 

Από τα διαφορετικά υποστρώματα που χρησιμοποιήθηκαν η μίκα (mica) φάνηκε να 

υπερτερεί έναντι των υποστρωμάτων από γυαλί, καθώς επέτρεπε το σχηματισμό 

λεπτότερων και πλέον ομοιογενών υμενίων. Η κρυσταλλική φύση και οι επιφανειακές 

ιδιότητες της μίκας επιτρέπουν την καλύτερη προσρόφηση του κολλαγόνου και το 

σχηματισμό ινών/ινιδίων κολλαγόνου με φυσιολογικά χαρακτηριστικά, όπως η D-

περιοδικότητα των ~67 nm. Επιπρόσθετα, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα 

υποστρώματα που αναπτύχθηκαν σε επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου 

(Polystyrene Particle Surfaces, PPS). Μέσω της χρήσης νανο-σωματιδίων πολυστυρένιου 

και της βελτιστοποίησης των παραμέτρων σχηματισμού των PPS, έγινε κατορθωτός ο 

σχηματισμός ομοιόμορφων νανοδομημένων επιφανειών. Οι επιφάνειες αυτές 

αποδείχτηκε ότι είναι κατάλληλες για το σχηματισμό υμενίων κολλαγόνου με ίνες/ινίδια 

κολλαγόνου που παρουσιάζουν φυσιολογικά χαρακτηριστικά και μπορούν να 
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αποτελέσουν ένα εξαιρετικό μοντέλο/εργαλείο για διερεύνηση της σχέσης 

συγκεκριμένων νανοχαρακτηριστικών με την προσρόφηση και το σχηματισμό ινιδίων 

κολλαγόνου ή άλλων πρωτεϊνών. 

Η μελέτη και χρήση διαφορετικών υποστρωμάτων καθώς και διαφορετικών μεθόδων 

επίστρωσης, επέτρεψε την ανάπτυξη λεπτών υμενίων κολλαγόνου με προκαθορισμένα 

επιφανειακά χαρακτηριστικά. Με τον τρόπο αυτό, μέσω της χρήσης του κατάλληλου 

υποστρώματος ή μεθόδου επίστρωσης ήταν δυνατός ο έλεγχος χαρακτηριστικών όπως το 

πάχος του υμενίου, το μέγεθος των δομών του κολλαγόνου, η ινώδης ή όχι μορφή του 

κολλαγόνου, η παρουσία ή όχι φυσιολογικών χαρακτηριστικών (π.χ. διάμετρος στις ίνες, 

D-περιοδικότητα) η ομοιογένεια του δείγματος και ο προσανατολισμός των ινών. Ο 

χαρακτηρισμός και η ποσοτικοποίηση της τοπογραφίας των λεπτών υμενίων κολλαγόνου 

καθώς και η ελεγχόμενη τροποποίηση της επιφάνειας επέτρεψε να αξιοποιηθούν τα 

υμένια ως μοντέλα βιολογικής επιφάνειας/διεπιφάνειας για τη διερεύνηση των 

επιφανειακών χαρακτηριστικών στην κυτταρική συμπεριφορά καθώς και στην επίδραση 

οπτικής ακτινοβολίας. Τα μοντέλα βιολογικής επιφάνειας που αναπτύχθηκαν 

αποτελούνταν από αυτό-διαμορφωμένα ινίδια και ίνες κολλαγόνου, τα οποία 

παρουσίαζαν φυσιολογικά χαρακτηριστικά, όπως η D-περιοδικότητα. Τα λεπτά αυτά 

υμένια σχηματίστηκαν με τις διαφορετικές μεθόδους και πάνω στα διαφορετικά 

υποστρώματα (μίκα, γυαλί, PPS) ανάλογα με τα επιφανειακά χαρακτηριστικά που 

απαιτούνταν σε κάθε περίπτωση. Για τη διερεύνηση των οπτικών ιδιοτήτων 

αξιοποιήθηκαν τα υμένια που σχηματίστηκαν πάνω σε μίκα, η οποία λόγω της 

κρυσταλλικής φύσης της και της ιδιαίτερα επίπεδης επιφάνειας της, επιτρέπει την 

απεικόνιση στη νανοκλίμακα με τη μικροσκοπία AFM. Τα άλλα δύο υποστρώματα 

(γυαλί, PPS) επέτρεψαν το μοντέλο της βιολογικής επιφάνειας να αξιοποιηθεί για τη 

διερεύνηση της προσρόφησης και του σχηματισμού ινιδίων κολλαγόνου σε διαφορετικά 

υποστρώματα.  

Αρχικά, τα μοντέλα βιολογικής επιφάνειας που αναπτύχθηκαν αξιοποιήθηκαν για τη 

διερεύνηση της διαδικασίας με την οποία συγκεκριμένα επιφανειακά επιδρούν στην 

κυτταρική συμπεριφορά. Τα μοντέλα λεπτών υμενίων κολλαγόνου, χρησιμοποιήθηκαν 

ως υποστρώματα για την ανάπτυξη πρωτογενούς καλλιέργειας ανθρώπινων δερματικών 

ινοβλαστών. Από τα αποτελέσματα προέκυψε, ότι τα υμένια μπορούν να αποτελέσουν 

υποστρώματα φυσιολογικής καλλιέργειας κυττάρων και ότι οι ινοβλάστες αποκρίνονται 

στην τοπογραφία των υμενίων. Στην περίπτωση που χρησιμοποιήθηκαν υμένια 

κολλαγόνου με προσανατολισμένες ίνες/ινίδια, οι ινοβλάστες ακολούθησαν την κύρια 

κατεύθυνση των ινών του κολλαγόνου, ενώ στα υμένια με τυχαία προσανατολισμένες 

ίνες οι ινοβλάστες δεν παρουσιάζουν κανένα πρότυπο διευθέτησης τους στο χώρο κατά 

την ανάπτυξη τους.  
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Στα πλαίσια της διατριβής αναπτύχθηκε μέθοδος ταυτόχρονης απεικόνισης με AFM τόσον 

των ινοβλαστών όσο και των ινών κολλαγόνου του υποστρώματος, ώστε να γίνει και 

ποιοτική παρουσίαση του προσανατολισμού των ινοβλαστών με τα χαρακτηριστικά του 

υποστρώματος. Επιπλέον, η παρούσα διατριβή στο συγκεκριμένο πεδίο έρευνας 

παρουσίασε για πρώτη φορά ποσοτική μέτρηση και γραφική αναπαράσταση του 

προσανατολισμού (μέσω των Διαγραμμάτων Κατανομής Προσανατολισμού) των ινών του 

κολλαγόνου στη νανοκλίμακα με μεθόδους AFM και επεξεργασίας εικόνας.  

Στην περίπτωση μελέτης του σήματος SHG, το μοντέλο της βιολογικής 

επιφάνειας/διεπιφάνειας με βάση το κολλαγόνο και οι διατάξεις που αναπτύχθηκαν 

χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να διερευνηθεί η δυνατότητα παραγωγής SHG από 

λεπτά υμένια και να βρεθεί η σχέση της γωνίας πόλωσης της διεγείρουσας ακτινοβολίας 

με τον προσανατολισμό των ινών κολλαγόνου. Επιπρόσθετα, λεπτά υμένια 

σχηματισμένα από θερμικά αποδιαμορφωμένο κολλαγόνο αξιοποιήθηκαν για τη 

συσχέτιση του σήματος SHG με τις επιπτώσεις της θερμικής αποδιαμόρφωσης στις 

ίνες/ινίδια κολλαγόνου. Τα αποτελέσματα έδειξαν, ότι τα λεπτά υμένια είναι κατάλληλα 

για την ανίχνευση και διερεύνηση ασθενών σημάτων SHG από κολλαγόνο όταν η 

διέγερση πραγματοποιείται με μικρές εντάσεις. Μέσω της χρήσης πολωτή φωτός για τη 

διεγείρουσα ακτινοβολία, είναι δυνατή η ανίχνευση του προσανατολισμού των ινών 

κολλαγόνου. Επιπλέον, παρουσιάστηκε ότι το σήμα SHG μειώνεται όταν οι ίνες 

κολλαγόνου αποδιαμορφώνονται. Επομένως, οι μετρήσεις του SHG σήματος μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για την εύρεση του προσανατολισμού των ινών/ινιδίων κολλαγόνου 

καθώς και για την ανίχνευση διαφοροποιήσεων του προσανατολισμού ή της ινώδους 

δομής του κολλαγόνου. Οι διαφοροποιήσεις αυτές μπορεί να παρατηρηθούν σε διάφορες 

παθολογικές καταστάσεις και η SHG μπορεί να αξιοποιηθεί ως ένα διαγνωστικό 

εργαλείο ή μέθοδος παρατήρησης τους, ενώ το μοντέλο της βιολογικής επιφάνειας με 

βάση το κολλαγόνο που αναπτύχθηκε μπορεί να αξιοποιηθεί ως εργαλείο προσομοίωσης 

των παθολογικών αυτών αλλοιώσεων του κολλαγόνου ώστε να βρεθεί η ακριβής σχέση 

με το εκπεμπόμενο σήμα SHG για κάθε περίπτωση.  

Ιδιαίτερη καινοτομία της παρούσας Διδακτορικής Διατριβής στην ενότητα αυτή αποτελεί το 

γεγονός ότι πρώτη φορά χρησιμοποιήθηκαν λεπτά υμένια κολλαγόνου με νανοδομημένα 

και προκαθορισμένα χαρακτηριστικά για το συσχετισμό συγκεκριμένων επιφανειακών 

χαρακτηριστικών του κολλαγόνου με το εκπεμπόμενο σήμα SHG. 

Στην περίπτωση της επίδρασης της υπεριώδους ακτινοβολίας (UV, 254 nm) στο 

κολλαγόνο, τα λεπτά υμένια επέτρεψαν τη διερεύνηση των διαφοροποιήσεων που 

προκύπτουν από την UV-ακτινοβόληση στις οπτικές ιδιότητες του κολλαγόνου 

(φθορισμό, απορρόφηση) και στην τοπογραφία του και την διερεύνηση της ικανότητας 

χρήσης τους ως υποστρώματος καλλιέργειας κυττάρων. Παράλληλα, διερευνήθηκε αν 

υπάρχει διαφοροποίηση των υπό μελέτη παραμέτρων όταν η ακτινοβόληση 
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πραγματοποιείται στο διάλυμα κολλαγόνου πριν την επίστρωση των υμενίων ή στο 

τελικό διαμορφωμένο υμένιο. Τα αποτελέσματα έδειξαν, ότι για τις δόσεις και χρόνους 

που χρησιμοποιήθηκαν (οι οποίοι είναι της τάξης αυτών που χρησιμοποιούνται για 

αποστείρωση ή για ανάπτυξη σταυροδεσμών και βελτίωση των μηχανικών ιδιοτήτων των 

βιοϋλικών κολλαγόνου) ο φθορισμός του κολλαγόνου αυξάνεται, με ταυτόχρονη αύξηση 

της απορρόφησης. Οι αλλαγές αυτές στα φάσματα οφείλονται στη φωτο-αποδόμηση που 

προκαλεί η UV ακτινοβολία στο ινώδες κολλαγόνο. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα δομικές 

αλλαγές στις περιοχές των τμημάτων αρωματικών αμινοξέων ή των ίδιων των αμινοξέων 

και συγκεκριμένα σπάσιμο του πεπτιδικού δεσμού και ακολούθως αύξηση των 

φωτοπροϊόντων από την Τυροσίνης και την Φαινυλαλαλίνης. Στην περίπτωση όπου η 

ακτινοβόληση πραγματοποιόταν απευθείας στο λεπτό υμένιο για μικρούς χρόνους 

ακτινοβόλησης και μικρές δόσεις ενέργειας, η τοπογραφία δεν αλλοιωνόταν καθώς δεν 

ανιχνεύτηκαν διαφοροποιήσεις στις ίνες του κολλαγόνου (ινώδης μορφή, D-

περιοδικότητα, διάμετρος ινών) ή στην τραχύτητα της επιφάνειας. Όμως στην περίπτωση 

των υμενίων που σχηματίζονταν από το UV-ακτινοβολημένο κολλαγόνο παρόλο που δεν 

παρατηρήθηκαν αλλοιώσεις στις ίνες/ινίδια του κολλαγόνου, η επιφανειακή τραχύτητα 

παρουσίασε αυξομειώσεις, γεγονός το οποίο υποδηλώνει ότι η φωτο-αποδόμηση είναι 

μια αντιστρέψιμη διαδικασία όταν η UV-ακτινοβόληση γίνει σε υγρό περιβάλλον. Τα 

αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η μέθοδος αυτή μπορεί να αξιοποιηθεί για έλεγχο της 

επιφανειακής τραχύτητας, η οποία διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στις βιοϊατρικές 

εφαρμογές, ειδικά όταν οι επιφάνειες έρχονται σε επαφή με κύτταρα. Επιπρόσθετα, 

διερευνήθηκε η επίδραση της UV ακτινοβολίας για μεγάλους χρόνους ακτινοβόλησης, 

ώστε να παρατηρηθεί στη νανοκλίμακα η πιθανή διαφοροποίηση των ινών του 

κολλαγόνου και της D-περιοδικότητας. Τα αποτελέσματα της ανάπτυξης πρωτογενούς 

καλλιέργειας ανθρώπινων δερματικών ινοβλαστών στα λεπτά υμένια και στις δυο 

περιπτώσεις έδειξαν, ότι η συμπεριφορά των κυττάρων επηρεάστηκε από την 

ακτινοβόληση. Με την αύξηση του χρόνου ακτινοβόλησης, το σώμα των ινοβλαστών και 

των πυρήνων τους γινόταν όλο και πιο σφαιρικό, γεγονός το οποίο για τους ινοβλάστες 

αποτελεί ένδειξη μη φυσιολογικής ανάπτυξης. Επομένως, τα αποτελέσματα της 

διδακτορικής διατριβής, υποδεικνύουν ότι η επεξεργασία με UV-ακτινοβολία υλικών με 

βάση το κολλαγόνο, πρέπει να αποφεύγεται ή να περιορίζεται όταν τα υλικά αυτά 

πρόκειται να χρησιμοποιηθούν σε εφαρμογές που έρχονται σε επαφή με κύτταρα.  

Η τελευταία οπτική ακτινοβολία, η οποία διερευνήθηκε με τη χρήση των λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου ως μοντέλο βιολογικής επιφάνειας, ήταν η χαμηλής ισχύος ακτινοβολία 

laser στην περιοχή του ερυθρού (LLRL, 661 nm). Τα πειραματικά αποτελέσματα 

έδειξαν, ότι ενώ παρατηρήθηκαν μικρές αυξήσεις στην ένταση του εκπεμπόμενου 

φθορισμού, δεν ανιχνεύτηκαν αλλαγές στη νανο-τοπογραφία του κολλαγόνου μετά την 

ακτινοβόληση. Πρέπει να σημειωθεί, ότι οι παράμετροι ακτινοβόλησης (μήκος κύματος, 

δόση, χρόνος ακτινοβόλησης) είναι της τάξης μεγέθους με αυτές που χρησιμοποιούνται 
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για τη θεραπεία με laser χαμηλής ισχύος (LLLT). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το 

γεγονός ότι οι ινοβλάστες διαφοροποιήθηκαν όταν τα LLRL-ακτινοβολημένα υμένια 

χρησιμοποιήθηκαν ως υπόστρωμα για την καλλιέργεια των κυττάρων. Με την αύξηση 

των επαναλήψεων ακτινοβόλησης και επομένως της προσφερόμενης δόσης στα λεπτά 

υμένια, οι ινοβλάστες γίνονταν όλο και πιο σφαιρικοί. Αυτό αποτελεί ένδειξη μη 

φυσιολογικής ανάπτυξης των ινοβλαστών, όπως αυτή που παρατηρήθηκε στα UV-

ακτινοβολημένα υμένια.  

Η διδακτορική διατριβή εστίασε στην επίδραση της LLRL στο ίδιο το κολλαγόνο και για 

πρώτη φορά στη διεθνή βιβλιογραφία αναδείχτηκε ότι η ακτινοβόληση με LLRL μπορεί να 

έχει αρνητική επίδραση στην ανάπτυξη των κυττάρων λόγω των επιπτώσεων της 

ακτινοβόλησης. Το στοιχείο αυτό αποτελεί μια σημαντική νέα πληροφορία που προσφέρει 

νέα δεδομένα για την αποσαφήνιση του μηχανισμού δράσης της LLLT. Καθώς η 

διαφοροποίηση της κυτταρικής συμπεριφοράς παρατηρήθηκε απουσία μετρήσιμων 

επιφανειακών αλλαγών, προκύπτει ότι η αλλαγή της κυτταρικής συμπεριφοράς λόγω της 

ακτινοβόλησης με LLLT δεν οφείλεται σε μηχανισμούς αλληλεπίδρασης (ή καθοδήγησης) 

που βασίζονται σε επιφανειακές ιδιότητες.  

Τα αποτελέσματα αυτά οδηγούν προς μια νέα διάσταση διερεύνησης των εμπλεκόμενων 

φαινομένων και προτείνουν ότι για την ολοκλήρωση της ερμηνείας του μηχανισμού της 

LLLT απαιτείται η διερεύνηση της δράσης της LLRL (ή άλλης χαμηλής ισχύος 

ακτινοβολίας) σε άλλες ιδιότητες του ιστού (όπως η αλλοίωση των μηχανικών ιδιοτήτων) 

καθώς και της διερεύνησης της επίδρασες της LLRL σε κάθε επιμέρους στοιχείου του ιστού. 

Από τη Διδακτορική Διατριβή, προέκυψαν σημαντικά αποτελέσματα σχετικά με το 

μοντέλο της ίνας του κολλαγόνου και τις μεθόδους διερεύνησης του. Τα αποτελέσματα 

που προέκυψαν έδειξαν ότι τα πρωτόκολλα που αναπτύχθηκαν είναι κατάλληλα για το 

σχηματισμό ινών κολλαγόνου με πολυμορφισμό, δηλαδή την ύπαρξη περισσότερων από 

μια περιοδικότητες κατά μήκος των ινών (π.χ. D-περιοδικότητα της τάξης των ~67 και 

~100 nm ταυτόχρονα). Το ιδιαίτερο με το πρωτόκολλο που αναπτύχθηκε είναι το 

γεγονός ότι το μητρικό διάλυμα κολλαγόνου αποτελείτο από υψηλή συγκέντρωση 

κολλαγόνου, χωρίς την προσθήκη άλλων ουσιών που παραδοσιακά χρησιμοποιούνται για 

την ανάπτυξη ινών κολλαγόνου με πολυμορφισμό. Επιπλέον, η χρήση φυγοκεντρικής 

επίστρωσης επέτρεψε το σχηματισμό ινών κολλαγόνου με γόνατα (περιοχές δηλαδή κατά 

μήκος της ίνας όπου η ίνα αλλάζει απότομα διεύθυνση). Τα γόνατα αυτά σχηματίζονται 

λόγω των μεγάλων φυγοκεντρικών δυνάμεων που δέχονται οι ίνες και αποτελούν 

μηχανικές παραμορφώσεις παρόμοιες με αυτές των σωλήνων (δηλαδή δομών με 

επίμηκες σχήμα, οι οποίες είτε είναι κενές στο εσωτερικό είτε αποτελούνται από 

σκληρότερο περίβλημα). Τέλος, κατά την ακτινοβόληση με UV για μεγάλους χρόνους 

ακτινοβόλησης (που πραγματοποιήθηκε για τη διερεύνηση της επίδραση UV 

ακτινοβολίας-κολλαγόνου) δημιουργήθηκαν κρατήρες στην επιφάνεια των ινών. Η 
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απεικόνιση με AFM επέτρεψε την απεικόνιση της D-περιοδικότητας στο εσωτερικό της 

ίνας, δηλαδή κάτω από τον κατεστραμμένο εξωτερικό φλοιό.  

Συνδυάζοντας τα αποτελέσματα αυτά, προέκυψε ένα μοντέλο της ίνας του κολλαγόνου 

σύμφωνα με το οποίο συμπεριφέρεται σαν σωλήνας (“tube”) και αποτελείται από 

πολλαπλούς φλοιούς, με τον εξωτερικό φλοιό να είναι σκληρότερος, και τη D-

περιοδικότητα να συνεχίζεται στους εσωτερικούς φλοιούς. 

Τα αποτελέσματα όλων των προαναφερθέντων μελετών επεξεργάστηκαν ποιοτικά, 

ποσοτικά και θεωρητικά και συγκρίθηκαν με τα αποτελέσματα τα οποία παρουσιάζονται 

στη διεθνή βιβλιογραφία. Βάσει των συμπερασμάτων που εξάγονται προέκυψε ότι αυτή 

η διατριβή συνεισφέρει σημαντικά σε ένα ευρύ φάσμα από ερευνητικά πεδία καθώς 

συνέβαλε σε μεγάλο βαθμό στην εξέλιξη της έρευνας τόσον στο πεδίο του 

νανοχαρακτηρισμού-νανοαπεικόνισης βιοϋλικών, όσον και στο πεδίο της διερεύνησης 

της αλληλεπίδρασης οπτικής ακτινοβολίας με το βιολογικό ιστό. Τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν έτυχαν διεθνούς αναγνώρισης, ενώ οι τεχνικές και τα μοντέλα που 

αναπτύχθηκαν αναμένεται να αποτελέσουν σημαντικά εργαλεία σε ένα πλήθος 

ερευνητικών ή βιοϊατρικών εφαρμογών ιδιαίτερα στα πεδία των νανο-βιοϋλικών και της 

μηχανικής του ιστού. 
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EXTENDED ABSTRACT 
 

The development of nano-materials and nanotechnology-based methods is a cutting edge 

research in a wide range of disciplines and applications and the models which allow the 

investigation of nanoscale interactions are of particular interest. Nowadays in 

nanotechnology a strong rising trend is the adoption of concepts from the nature for the 

development of high-efficiency bio-materials, which could be used as sensors, functional 

surfaces etc. Also these bio-materials are used as models for investigating the influence 

of external factors, such as electromagnetic radiation.  

The main aim of this PhD thesis was the development of collagen thin films and their use 

as biological interface models. Moreover, aim was the reproduction, control and 

identification of their topography with Atomic Force Microscopy imaging techniques. 

The films were used for the investigation and interpretation of the nanoscale effects of 

optical radiation on collagen.  

The understanding of the involved mechanisms in biological tissue-light (across the 

entire optical spectrum) interactions is crucial, as it can lead to the use of the minimally 

invasive light radiation for diagnostic and therapeutic purposes. Furthermore, the effects 

of optical radiation on biological tissue has been associated with various pathological 

conditions (for example, the relationship of ultraviolet radiation with photo-aging or 

several forms of skin cancer), while in many cases the optical radiation can be used as a 

method of treating biomaterials (e.g. for sterilization purposes). Although the interactions 

of the optical radiation with biological tissue have been investigated extensively, the 

governing mechanisms at the nanoscale have not been clarified and the effects on surface 

nano-features remain unclear. The effects on the nano-topography are of paramount 

importance as the majority of biological interactions take place on surfaces and/or 

interfaces. 
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Collagen was selected for the development of the biological surface models as is the most 

abundant protein of the extracellular matrix (Extracellular Matrix, ECM) and covers the 

25-30% of the total protein of mammals. From the 28 different types of collagen that 

have been identified so far, type I collagen is the most abundant and is found in tissues 

such as skin, bone, cartilage and tendons. Due to its particular characteristics (fibrous 

nature, ability for self-assembly, bio-compatibility, bio-degradability and non-toxicity) 

type I collagen is widely used as one of the main biomaterials in a wide range of 

applications in the fields of biomaterials and tissue engineering. Its abundance in the 

human body and its extensive use in biomedical applications, led to its selection for the 

investigation of the effects of optical radiation on it (and therefore on collagen-rich 

tissues) and the clarification of the involved mechanisms. 

The research objectives of this research were: 

i) the development of Atomic Force Microscopy imaging techniques for the 

nanoscale characterization and imaging of collagen thin films 

ii) the quantification of surface changes occurring in collagen thin films due 

alterations in collagen physical and/or chemical properties 

a. the development of collagen thin films based biological surface models 

which were characterized by: 

b. the ability to control the nano-topography of the films, so as to pre-

determine the surface features with repeatability and 

iii) the ability to support cell culture 

iv) the investigation and subsequent control of cell behavior alterations due to the 

effect of surface changes, 

v) the study of second harmonic generation from thin films of collagen, 

vi) the investigation of the effect of ultraviolet radiation on collagen thin films, 

vii) the investigation of the effect of low level laser radiation in the red on collagen 

thin films,  

viii) the investigation of the alterations of cell behavior due to the induced changes on 

the biological surface model topography under the influence of ultraviolet and 

low level laser radiation in the red region.  

The selected wavelengths cover a wide range of the optical spectrum and have noticeable 

applications in biomedicine. More specifically, the mechanism of the Second Harmonic 

Generation (SHG), by near infrared (NIR) laser stimulation, from collagen thin films was 

investigated. The genesis of this signal can be used to develop non-linear techniques 

which can be applied for diagnostic purposes, so as to detect pathological conditions 

associated with collagen fibers differentiation. Moreover, the effects of ultraviolet 

radiation (UV) on collagen were investigated. The UV radiation has been associated with 

various pathological conditions (such as photo-aging) and is used for the treatment of 
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collagen-based bio-materials for sterilization or cross-linking purposes. Furthermore, the 

effects of Low Level Laser radiation in the red region of the optical spectrum (Low-Level 

Red Laser, LLRL), which is widely used for the treatment with low-power laser (Low-

Level Laser Therapy, LLLT) were investigated. The LLLT can be used to treat a range of 

pathological conditions, including healing wounds. The investigation of UV and LLRL 

irradiation was further expanded in the study of the indirect effects of the optical 

radiation on cell behavior (particularly in dermal fibroblasts), by using irradiated collagen 

films as cell culture substrates.  

In order to carry out this investigation, the first step was the development of collagen thin 

films that could be used as a biological surface/interface model, with pre-determined 

(fixed) and/or controlled nanoscale topography. Appropriate protocols were developed 

for the development of thin films with pre-determined surface characteristics. These 

protocols allowed the investigation of the influence of different physicochemical factors 

(e.g. pH, temperature, time fibrillogenesis, adsorption time) on the surface characteristics 

of the developed collagen thin films. Furthermore, it has been studied how the different 

formation methodologies influence the thin films characteristics.  

AFM high resolution imaging techniques were developed for the qualitative and 

quantitative nano-characterization of the collagen thin films and were combined with the 

information that was provided by Scanning Electron Microscopy (SEM) imaging. The 

results showed that the two aforementioned microscopy techniques provided 

combinational information for a thorough characterization of films and the substrates that 

were used. The AFM techniques were shown to be suitable for imaging and 

characterizing of specific nanoscale features on the surfaces of the collagen films. 

Furthermore, the AFM imaging demanded minimal sample preparation, free of invasive 

techniques (such as the use of dyes or the coating of the sample with conductive films). 

As a result, samples did not accept any procedure that could alter their surface 

characteristics. The SEM imaging provided additional information for the 

characterization of larger sample areas (of the order of a few microns). Also, SEM had 

better performance on larger collagen structures and general in areas of samples where 

the AFM tip is unable to provide information. Moreover, advanced image analysis and 

processing techniques were used in order to obtain qualitative and quantitative data from 

the acquired images. 

The methods that were used to form collagen thin films were: drying in the air, the Spin 

Coating (SpC) process, the use of Hydrodynamic Flow (HF) and finally the combination 

SpC-HF. The results showed that each of these methods allowed the formation of films 

with different characteristics. By using the method of drying in the air, the formed films 

were relatively thick, homogeneous, consisting of collagen fiber/fibrils with random 

orientation and with collagen aggregations. The SpC process, allowed the formation of 
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ultra-thin and homogeneous collagen films, consisting of collagen fibrils with 

physiological characteristics and random orientation. The HF leaded to the formation of 

collagen thin films with oriented fibrils, while the combination SpC-HF films allowed the 

formation of collagen structures with two major orientations (perpendicular to each 

other). 

Among the different substrates that were used, mica substrates presented to have better 

performance than glass substrates, as they allowed the formation of finer and  more 

homogeneous films. The crystalline nature and the surface properties of mica appeared to 

allow better adsorption of collagen fibers and the formation of fibrils with physiological 

characteristics, such as the D-periodicity of ~ 67 nm. Additionally, of particular interest 

were the surfaces of polystyrene particles (Polystyrene Particle Surfaces, PPS) which 

were formed and used as substrates. By using polystyrene nano-particles and by 

optimizing the formation parameters, it was achieved the formation of uniform 

nanostructured surfaces. These surfaces are shown to be suitable substrates for the 

formation of thin collagen films exhibiting physiological characteristics. Moreover, they 

can be used as an excellent model/tool for investigating the relationship between specific 

surface nano-characteristics and the adsorption of collagen fibrils or other proteins. 

The investigation and use of different substrates and different thin films formation 

methodologies, allowed the development of collagen thin film with pre-determined 

surface characteristics. The control of surface nano-characteristics (like the fibers 

diameter, the D-band), the homogeneity of the samples and the orientation of the fibers 

was achieved by using appropriate substrate or/and formation methodology. The 

characterization, the quantification and the control of the collagen thin films topography 

allowed the films to be used as biological surface models for the investigation of the 

influence of the surface characteristics on cell behavior and the study of the effects of 

optical radiation. The development of biological surface models consisted from self-

assembled fibrils/fibers with natural characteristics, like D-band periodicity. These films 

were formed with different formation methodologies and on different substrates (mica, 

glass, PPS) depending on the required surface characteristics. For the investigation of the 

optical properties the films that were formed on mica were used due to its crystalline 

nature and its extremely flat surface enable the nanoscale imaging. The other two 

substrates (glass, PPS) allowed to be applied for the investigation of the adsorption of 

collagen fibers/fibrils on different substrates. 

The developed biological models were used as substrates for the growth of primary 

culture of human dermal fibroblasts. The results showed that the films can be used as cell 

culture substrates and that fibroblasts respond to the topography of the films. After films 

with oriented collagen fibers/fibrils were used, it was demonstrated that the fibroblasts 

followed the main orientation of the collagen fibers. Moreover, on films with randomly 
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oriented fibers, the fibroblasts showed a no standard arrangement in the available space 

during their growth.  

In this PhD Thesis a method for simultaneous imaging of both the AFM fibroblasts and 

the collagen fibers was developed, so as to qualitatively present the relationship among 

the fibroblast orientation and the characteristics of the substrate. Also, in this specific 

field of research, this thesis presents for the first time the quantitative measurement and 

the graphical representation of the orientation (Circular histograms of local orientation 

(CHLO)) of collagen fibers in the nanoscale by applying AFM imaging methods and 

image processing techniques.  

In the case of studying the SHG signal, the biological surface/interface model and the 

experimental setups that were developed, they were used to investigate the possibility of 

producing SHG from thin films. Moreover, it was investigated the relationship between 

the polarization angle of the stimulation laser radiation and the orientation of the collagen 

fibers. In addition, thin films that were formed with thermal demodulated collagen, were 

used to correlate the SHG signal with the effects of thermal demodulation of the collagen 

fibers/fibrils. The results showed that the thin films are suitable for the detection and 

investigation of weak SHG signals, when the laser stimulation is performed with low 

intensities. Through the use of a polarizer, it was demonstrated that it was possible to 

detect the orientation of collagen fibers. Moreover, it was presented that the SHG signals 

were decreasing by the thermal denaturation of the collagen fibers. Therefore, the results 

demonstrated that measurements of the SHG signal can be used as a tool for detecting the 

orientation or alteration in the orientation of the collagen fiber/fibrils. These alterations 

may be observed in vivo in various pathological conditions and the SHG can be used as a 

diagnostic tool. Furthermore, the collagen-based biological surface model can be used as 

a tool for simulating these pathological alterations in order to clarify the exact 

relationship among the emitted SHG signal and the collagen characteristics. 

In the case of the ultraviolet radiation (UV, 254 nm), the thin collagen films allowed the 

exploration of the effects of UV irradiation on collagen optical properties of collagen 

(fluorescence, absorption) and its topography. Moreover, the use of the UV-irradiated 

collagen films as cell culture substrate was also investigated results showed that the used 

doses and irradiation times (which are in the range of those that are used for sterilization 

or for crosslinking processes) the fluorescence of collagen increases, while also the 

collagen absorption increase. These alterations in the fluorescence and absorption 

spectrum of collagen are due to the photo-degradation that was caused by UV radiation 

on fibrous collagen. The photo-degradation induced structural changes in aromatic amino 

acids residues or in the amino acids. More specifically, it caused the breaking of the 

peptides bonds and subsequently increased the formation of photoproducts from tyrosine 

and phenylalanine. When the irradiation was carried out directly on the collagen thin film 
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for short irradiation intervals, the surface topography was not distorted (as no 

modifications were detected in the collagen fibers, like fibrous form, D-periodicity and 

diameter) or in the surface roughness. In the case that the films were formed by UV-

irradiated collagen no lesions were observed in the collagen fibers/fibrils. Also, the 

surface roughness showed fluctuations, which suggests that the photo-degradation is a 

reversible process when the UV-irradiation takes place in wet environment. These results 

suggested that this method can be used as a technique for controlling/manipulating the 

surface roughness, which plays an important role in biomedical applications, especially 

when the surfaces are contacted with cells. Furthermore, the effects of UV irradiation for 

long irradiation intervals on nanoscale characteristics of collagen fibers and on the D-

periodicity, were investigated. The results of the growth of primary cultures of human 

dermal fibroblasts on the thin collagen films -in both cases-, showed that the behavior of 

cells was affected by the UV irradiation. By increasing the irradiation time period, the 

body of fibroblasts and their nuclei became increasingly globular, which demonstrates 

abnormal growth of the fibroblasts.  

Consequently, the results of the thesis presented that UV-irradiated collagen-based 

biomaterials should be avoided or kept to the minimum possible level, when the bio-

materials are intended to be used in applications where the biomaterials come into 

contact with cells.  

The last optical radiation that was investigated -with the use of the thin collagen films as 

a model, was the Low Level Laser radiation in the Red region (LLRL, 661 nm). The 

experimental results showed that although a slight increase in the emitted fluorescence 

intensity was measured, no alterations were observed in the nano-topography of collagen 

films after irradiation. It should be noted that the parameters of irradiation (wavelength, 

dose, irradiation time intervals) were of the order of magnitude as those used for the 

treatment with a low power laser (LLLT). The fact that the fibroblasts’ behavior was 

altered when the LLRL-irradiated films were used as substrate for the cultivation of cells 

is particularly interesting. By increasing the irradiation treatments (and consequently the 

irradiation dose offered in the collagen thin films), fibroblasts became more and more 

spherical. This is an evidence of abnormal growth of the fibroblasts, as it was also 

observed in the UV-irradiated films.  

This doctoral dissertation focused on the effects that LLRL had directly on collagen and 

it was the first time in the international literature that it was demonstrated that 

irradiation of LLRL may have a negative effect on cell growth due to the effects of 

irradiation on collagen. This result represents important and novel information that 

offers new data toward the clarification of the LLLT mechanism.  

Since the modulation of cellular behavior was observed in the absence of measurable 

surface changes, the alteration of cell behavior due to LLRL irradiation is not affected by 
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the  ‘surface guidance mechanism’ (which relies on the surface properties of the 

substrate). The results lead to a new dimension for investigating the involved phenomena 

and suggest that for the clarification of the LLLT mechanisms the investigation of the 

effects of LLRL (or other low power radiation) on other tissue properties (like the 

mechanicals) and on each separate tissue element is demanded. 

From this PhD thesis, important results concerning the model of the collagen fiber were 

obtained. Although the fibrous type I collagen has extensively been investigated and 

various models of its structure have been proposed, none of these models can explain all 

of the in vivo and in vitro observed structures. The results that were obtained showed that 

the developed protocols were suitable for the formation of collagen fibers presenting 

polymorphism, i.e. the existence of more than one periodicities along the fibers (e.g., the 

simultaneously occurrence of D- periodicities of the order of ~ 67 and ~ 100 nm). It is 

interesting that in the developed protocol the initial collagen solution consisted of a high 

concentration of collagen, without the addition of any other kind of substances that are 

traditionally used for the development of collagen fibers with polymorphism. Moreover, 

the use of the Spin Coating procedure allowed the formation of collagen fibers with kicks 

(areas along the fiber where the fiber is abruptly changes direction). The kicks were 

formed because of the large centrifugal forces that were exerted on the fibers and these 

mechanical deformations are similar to those of the tubes (structures of elongated shape 

and which are either empty inside or consist of a harder outer shell). Finally, upon 

irradiation with UV for long time intervals on the surface of the fibers ‘volcano-like’ 

holes were formed. AFM imaging allowed the visualization of the D-band within the 

fiber, i.e. below the damaged outer shell. The combination of these results leaded to a 

‘multiple shells’ model of the collagen fiber according to which collagen fibers are 

behave as ‘tubes’ and consist of multiple shells, with the outside shell to be harder, and 

the D-periodicity to continue into the inner shells. 

The results of the research were qualitatively, quantitatively and theoretically evaluated 

and compared with the results presented in the relevant international literature. Based on 

the conclusions that were reached, it was shown that this dissertation contributes 

significantly to a wide range of research fields, concerning nano-characterization/nano-

imaging of biomaterials and the optical radiation-biological tissue interactions.  

The obtained results received international recognition, while the developed techniques 

and models will be important tools in a number of research or biomedical applications, 

especially in the fields of nano-biomaterials and tissue engineering.  
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Α: ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ 

ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

 

Α.1 ΣΤΟΧΟΙ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ  

Αντικείμενο της Διδακτορική Διατριβής αποτελεί η ανάπτυξη λεπτών υμενίων κολλαγόνου 

και η αξιοποίηση τους ως μοντέλων βιολογικής διεπιφάνειας (Εικόνα 1). Επίσης, 

αντικείμενο της έρευνας ήταν η αναπαραγωγή, ο έλεγχος και η ταυτοποίηση της τοπολογίας 

μέσω της ανάπτυξης τεχνικών Απεικονιστικής Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης. Τα 

υμένια αξιοποιούνται για τη διερεύνηση κα ερμηνεία των μηχανισμών επίδρασης της 

οπτικής ακτινοβολίας με το κολλαγόνο σε νανοκλίμακα. 

 

Εικόνα 1: Μοντέλο βιολογικής διεπιφάνειας από κολλαγόνο. Συγκεκριμένα τοπολογικά χαρακτηριστικά 

του υμενίου θα ποσοτικοποιηθούν μέσω ανάπτυξης και χρήσης μεθόδων και αλγορίθμων επεξεργασίας 

εικόνας, χρησιμοποιώντας μετρήσεις από το συνδυασμό απεικονιστικής μικροσκοπίας AFM και SEM. 
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Όσον αφορά την επίδραση της οπτικής ακτινοβολίας, διερευνήθηκαν αλληλεπιδράσεις 

που καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα, από την υπεριώδη ακτινοβολίας μέχρι το εγγύς 

υπέρυθρο. Επιλέχθηκαν συγκεκριμένες περιοχές του οπτικού φάσματος, οι οποίες 

παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον για μια πληθώρα από ιατρικές και βιοϊατρικές 

εφαρμογές. Συγκεκριμένα, αντικείμενο της έρευνας αποτέλεσε η ακτινοβόληση στην 

υπεριώδη περιοχή (UV-C, 254 nm), στην ερυθρή περιοχή (με laser χαμηλής ισχύος, 651 

nm) και στο εγγύς υπέρυθρο( με laser στα 1064 nm για γένεση δεύτερης αρμονικής στα 

532 nm). Η υπεριώδης ακτινοβολία παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς 

χρησιμοποιείται για αποστείρωση και επεξεργασία βιοϋλικών με βάση το κολλαγόνο (για 

ανάπτυξη σταυροδεσμών και βελτίωση των μηχανικών ιδιοτήτων του), ενώ παράλληλα 

αποτελεί έναν από τους κύριους παράγοντες φωτο-γήρανσης του δέρματος και 

πρόκλησης δερματικού καρκίνου. Η χαμηλής ισχύος ακτινοβολία στην περιοχή του 

ερυθρού εφαρμόζεται για την ονομαζόμενη Low-Level Laser Therapy, η οποία έχει ένα 

ευρύ φάσμα από εφαρμογές, μεταξύ των οποίων η επούλωση πληγών. Τέλος, η 

ακτινοβόληση του κολλαγόνου με laser στην περιοχή του εγγύς υπερύθρου επιτρέπει τη 

γένεση σήματος δεύτερης αρμονικής στην ορατή περιοχή, το οποίο αποτελεί ένα μη 

γραμμικό οπτικό φαινόμενο, το οποίο παρόλο που δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί, 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μια μη επεμβατική μικροσκοπική, απεικονιστική ή και 

διαγνωστική τεχνική. 

Η έρευνα  βασίζεται στην αξιοποίηση τεχνικών Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης 

(AFM), Μικροσκοπίας Σάρωσης Ηλεκτρονίων (SEM), του συνδυασμού τους και 

τεχνικών επεξεργασίας εικόνας.  Επιμέρους αντικείμενα της έρευνας αποτέλεσαν:  

i) η ανάπτυξη τεχνικών χαρακτηρισμού και απεικόνισης λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου στη νανοκλίμακα με Απεικονιστική Μικροσκοπία Ατομικής 

Δύναμης,  

ii) η ποσοτικοποίηση των επιφανειακών μεταβολών οι οποίες επέρχονται στο 

κολλαγόνο, από αλλαγές στις φυσικές ή χημικές ιδιότητες του, 

iii) η ανάπτυξη μοντέλων βιολογικής επιφάνειας με βάση το κολλαγόνο τα οποία 

χαρακτηριζόταν από:  

a.  τη δυνατότητα ελέγχου της τοπογραφίας των υμενίων, ώστε να είναι 

δυνατός ο έλεγχος και ο προκαθορισμός των νανο-χαρακτηριστικών με 

επαναληψιμότητα και 

b.  τη δυνατότητα υποστήριξης κυτταρικής καλλιέργειας,  

iv) η διερεύνηση της επίδραση επιφανειακών μεταβολών, στην τροποποίηση της 

κυτταρικής συμπεριφοράς και τον επακόλουθο έλεγχο της,  

v) η μελέτη της γένεσης δεύτερης αρμονικής από λεπτά υμένια κολλαγόνου,  

vi) η μελέτη επίδρασης υπεριώδους ακτινοβολίας με τα μοντέλα βιολογικής 

επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου , 
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vii) η μελέτη επίδρασης ακτινοβολίας laser χαμηλής ισχύος στην περιοχή του 

ερυθρού με τα μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου και 

viii) η μελέτη της διαφοροποίησης της κυτταρικής συμπεριφοράς λόγω των 

επαγόμενων αλλαγών στην τοπογραφία του μοντέλου βιολογικής επιφάνειας 

υπό την επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας και της χαμηλής ισχύος 

ακτινοβολίας laser στην περιοχή του ερυθρού.  

Τα αποτελέσματα έχουν εφαρμογές στη μηχανική των ιστών, στους βιοαισθητήρες, στα 

βιοϋλικά, στα υποστρώματα καλλιέργειας κυττάρων και στη βιοδιέγερση για επούλωση 

πληγών. 

Επιπλέον, αξιοποιώντας τη συμπληρωματική πληροφορία από το συνδυασμό 

απεικονιστικών μικροσκοπικών τεχνικών υψηλής ανάλυσης, επιδιώκεται αφενός ο 

έλεγχος και η αναπαραγωγή της μορφολογίας των υμενίων κολλαγόνου σε επίπεδο 

νανομέτρων και αφετέρου η διερεύνηση της επίδρασης των μορφολογικών 

χαρακτηριστικών των πλεγμάτων κολλαγόνου στη συμπεριφορά των κυττάρων και 

συγκεκριμένα των ινοβλαστών. 

Η ποσοτικοποιημένη και προ-καθορισμένη ή ελεγχόμενη τοπολογία των λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου αποτελεί ένα μοντέλο βιολογικής διεπιφάνειας το οποίο αξιοποιείται για τη 

διερεύνηση και ερμηνεία των μηχανισμών επίδρασης της ακτινοβολίας, στην περιοχή 

του υπεριώδους ή/και του ερυθρού, με τους ιστούς (Εικόνα 2). 

Επιπλέον, επιτρέπει τη διερεύνηση του οπτικού, μη γραμμικού φαινομένου της γένεσης 

δεύτερης αρμονικής (Second Harmonic Generation, SHG) από λεπτά υμένια 

κολλαγόνου.  Η έρευνα αυτή προχωρεί περαιτέρω τη σημαντική έως σήμερα 

δραστηριότητα στο εν λόγω ερευνητικό πεδίο και στη μελέτη επιδράσεων της οπτικής 

ακτινοβολίας με βιολογικά συστήματα και στον άνθρωπο, γιατί θα βοηθήσει στην 

ερμηνεία μηχανισμών σε νανοκλίμακα.  

 
Εικόνα 2: Διαδικασία επίδρασης οπτικής ακτινοβολίας σε διεπιφάνεια κολλαγόνου. Χρησιμοποιώντας 

έναν αρχικό λεπτό υμένιο γνωστής μορφολογίας η επίδραση της οπτικής ακτινοβολίας θα μελετηθεί σε 

συγκεκριμένα τοπολογικά χαρακτηριστικά, αξιοποιώντας το συνδυασμό απεικονιστικών 

μικροσκοπικών τεχνικών υψηλής ανάλυσης (AFM και SEM). 
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Α.2 ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΥΛΟΠΟΙΗΣΗΣ ΈΡΕΥΝΑΣ 

Η έρευνα στη Διδακτορική Διατριβή χωρίζεται σε έξι ενότητες. Η σχέση μεταξύ των 

διαφορετικών των εργασιών που απαιτούνται, παρουσιάζεται στο Διάγραμμα Ροής 

(Εικόνα 3). Στις δύο πρώτες ενότητες, μέσω ανάπτυξης πρωτοκόλλων, μελέτης 

επιφανειακών χαρακτηριστικών και ποσοτικοποίησης ορισμένων τοπολογικών 

χαρακτηριστικών αναπτύσσεται ένα μοντέλο βιολογικής διεπιφάνειας από  κολλαγόνο με 

γνωστά ή/και ελεγχόμενα χαρακτηριστικά. Επιπλέον, από τα στάδια αυτά προκύπτει η 

μεθοδολογία απεικόνισης των λεπτών υμενίων και η επίδραση φυσικών και χημικών 

παραμέτρων στα συγκεκριμένα ποσοτικοποιημένα χαρακτηριστικά. 

  

 

1. Ανάπτυξη λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου. 

2. Ποσοτικοποίηση 

επιφανειακών 

Χαρακτηριστικών 

κολλαγόνου. 

5. Επίδραση υπεριώδους 

ακτινοβολίας στο κολλαγόνο. 

6. Επίδραση χαμηλής ισχύος 

ερυθρής ακτινοβολίας. 

3. Ποσοτικοποίηση 

χαρακτηριστικών 

ινοβλαστών σε 

διεπιφάνεια 

κολλαγόνου. 

Δημιουργία ενός 

μοντέλου λεπτού υμενίου 

κολλαγόνου, με 

καθορισμένα 

επιφανειακά 

χαρακτηριστικά. 

Μελέτη επίδρασης 

επιφανειακών 

αλλαγών στα υμένια 

κολλαγόνου από 

οπτική ακτινοβολία 

στην κυτταρική 

συμπεριφορά. 

Επίδραση οπτικής 

ακτινοβολίας στα 

επιφανειακά 

χαρακτηριστικά 

του μοντέλου. 

λεπτού υμενίου 

Θεωρητική 

επεξεργασία-Συγγραφή 

της Διατριβής. 

4. Γένεση 

Δεύτερης 

Αρμονικής από 

λεπτά υμένια. 

κολλαγόνου 

Εικόνα 3: Διάγραμμα ροής μεταξύ των πακέτων εργασίας. 
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Στη συνέχεια μελετήθηκε πώς οι προκαλούμενες από οπτική ακτινοβολία μεταβολές 

στην τοπολογία του κολλαγόνου επέδρασαν στην ανάπτυξη ινοβλαστών. Συγκεκριμένα, 

καλλιεργήθηκαν ινοβλάστες στις διεπιφάνειες κολλαγόνου με διαφορετικά μορφολογικά 

χαρακτηριστικά. Παρατηρώντας τους ινοβλάστες με οπτική μικροσκοπία και 

μικροσκοπία φθορισμού έγινε συσχετισμός της κυτταρικής συμπεριφοράς με 

συγκεκριμένα χαρακτηριστικά της διεπιφάνειας. Με τη βοήθεια του μοντέλου της 

βιολογικής επιφάνειας διερευνήθηκε η γένεση δεύτερης αρμονικής από λεπτά υμένια 

κολλαγόνου με τη βοήθεια της μικροσκοπίας AFM. Στα επόμενα στάδια της έρευνας, 

διερευνήθηκε η επίδραση οπτικής ακτινοβολίας στο κολλαγόνο και γίνεται μελέτη της 

ανάπτυξης των ινοβλαστών σε διεπιφάνειες οι οποίες προηγουμένως είχαν δεχθεί οπτική 

ακτινοβολία. Ακτινοβολώντας τα υμένια κολλαγόνου, μελετήθηκε η επίδραση της 

ακτινοβολίας στα ποσοτικοποιημένα επιφανειακά χαρακτηριστικά μέσω ταυτοποίησης 

μεταβολών συγκρίνοντας τα με τα αρχικά (control), μη ακτινοβοληθέντα υμένια (Εικόνα 

4). 

 

Εικόνα 4: Η διαδικασία μελέτης επίδρασης μορφολογικών αλλοιώσεων στο κολλαγόνο από οπτική 

ακτινοβολία στην κυτταρική συμπεριφορά. Αρχικά αναπτύχθηκαν λεπτά υμένια κολλαγόνου, με 

καθορισμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά, τα οποία λειτουργούν ως μοντέλα της βιολογικής 

διεπιφάνειας. Τα επιφανειακά χαρακτηριστικά των υμενίων χαρακτηρίστηκαν με απεικονιστικές 

τεχνικές υψηλής ανάλυσης. Στη συνέχεια, σε κάποιες από τις επιφάνειες, έγινε επίδραση με οπτική 

ακτινοβολία και μέσω των απεικονιστικών μικροσκοπικών τεχνικών, μελετήθηκε η επίδραση της 

ακτινοβολίας στα επιφανειακά χαρακτηριστικά του κολλαγόνου. Στη συνέχεια στις επιφάνειες 

αναπτύχθηκε κυτταρική καλλιέργεια και μελετήθηκε η κυτταρική συμπεριφορά. 
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Α.3 ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ 

Στην παρούσα έρευνα αναπτύχθηκαν λεπτά υμένια κολλαγόνου, τα οποία είναι 

ομοιογενή και παρουσιάζουν εξαιρετικές οπτικές ιδιότητες, ώστε να αξιοποιηθούν ως 

μοντέλο βιολογικής επιφάνειας. Το κολλαγόνο επιλέχθηκε καθώς είναι η  πιο 

διαδεδομένη πρωτεΐνη στα θηλαστικά και αποτελεί το 25-35% της συνολικής πρωτεΐνης 

τους [1]. Είναι η βασική πρωτεΐνη του δέρματος, των οστών, των τενόντων, των 

χόνδρων, των αγγείων και των δοντιών [2]. Γενικά, έχει δομικό ρόλο σε ώριμους ιστούς 

και καθοδηγητικό ρόλο στον αναπτυσσόμενο ιστό [3]. Τα μόρια του κολλαγόνου τύπου Ι 

(το οποίο είναι το πιο άφθονο κολλαγόνο στον ανθρώπινο οργανισμό) αποτελούνται από 

τρεις αλυσίδες αμινοξέων, οι οποίες σχηματίζουν τριπλές έλικες, σε σχήμα ράβδου και 

αυτο-διαμορφώνονται για το σχηματισμό των ινιδίων κολλαγόνου και στη συνέχεια ινών 

κολλαγόνου [2]. Οι ίνες που σχηματίζονται υπό φυσιολογικές συνθήκες παρουσιάζουν 

κατά μήκος τους μια περιοδικότητα με κοιλάδες (gaps) και κορυφές (overlaps), την 

ονομαζόμενη D-περιοδικότητα (D-band, ~67 nm). Η σημαντικότητα του κολλαγόνου 

αναδεικνύεται από τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του (βιοσυμβατότητα, μη τοξικότητα, 

ώθηση  κυτταρικών λειτουργιών, δράση στην επούλωση πληγών), που έχουν οδηγήσει 

στην έρευνα για αξιοποίηση του ως ικριώματος (scaffold), μοσχεύματος για ανάπλαση 

πληγών/εγκαυμάτων, υποστρώματος κυτταρικής καλλιέργειας και για εκτεταμένες 

μελέτες στην εμβιομηχανική [4-8], καθώς και από το μεγάλο φάσμα ασθενειών με τις 

οποίες σχετίζεται [1, 9]. 

Η μελέτη της μορφολογίας των λεπτών υμενίων κολλαγόνου πραγματοποιήθηκε, σε 

επίπεδο μερικών νανομέτρων, κυρίως με την ανάπτυξη τεχνικών απεικονιστικής 

μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης (Atomic Force Microscopy-AFM) [10-13], ενώ 

παράλληλα χρησιμοποιήθηκε και η Μικροσκοπία Σάρωσης Ηλεκτρονίων (Scanning 

Electron Microscopy, SEM) [14-16]. Η ανακάλυψη της AFM μικροσκοπίας αποτέλεσε 

ένα σημαντικό και καινοτόμο βήμα στο πεδίο του νανοχαρακτηρισμού επιφανειών 

(βιολογικών και μη) και γενικά στο ερευνητικό πεδίο της απεικόνισης μοριακών δομών 

[17]. Το AFM είναι έναν ισχυρό εργαλείο και μπορεί να προσφέρει μοριακή ή ακόμα και 

υπο-μοριακή ανάλυση κάτω από διαφορετικές συνθήκες [18]. Η απεικόνιση με AFM σε 

δομές κολλαγόνου, από ίνες μέχρι μεμονωμένα ινίδια ή μόρια κολλαγόνου, αξιοποιείται 

για την εξαγωγή ποιοτικής και ποσοτικής πληροφορίας. Επιφανειακές ιδιότητες, όπως 

ύψος και τραχύτητα, μπορούν να ανιχνευθούν χωρίς να καταστρέφεται ή να αλλοιώνεται 

το δείγμα [8]. Ο συνδυασμός της AFM μικροσκοπίας με SEM προσφέρει σημαντικά 

πλεονεκτήματα και συμπληρωματική πληροφορία, με αποτέλεσμα την πλήρη απεικόνιση 

της επιφάνειας και τη μείωση πιθανών τεχνουργημάτων. Το AFM προσφέρει 

πληροφορίες σχετικά με την τραχύτητα της επιφάνειας, το ύψος της δομής, μπορεί να 

απεικονίζει μικρές επιφάνειες (της τάξης ακόμα και μερικών νανομέτρων) σε μαλακά 

δείγματα (όπως είναι τα βιολογικά) και λειτουργεί σε συνθήκες περιβάλλοντος. Από την 
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άλλη, το SEM απεικονίζει πιο τραχείες επιφάνειες, μεγάλες επιφάνειες (από μερικές 

εκατοντάδες nm μέχρι μερικά mm), έχει μεγαλύτερο βάθος πεδίου, απεικονίζει καλύτερα 

δείγματα με πολύπλοκη τρισδιάστατη δομή και παρέχει πληροφορίες εκεί όπου η ακίδα 

του AFM αδυνατεί να δώσει πληροφορία. 

Μέχρι σήμερα, δεν έχει επιτευχθεί ποσοτικοποίηση μορφολογικών χαρακτηριστικών των 

υμενίων κολλαγόνου, ώστε να είναι δυνατός ο έλεγχος και η αναπαραγωγή της 

μορφολογίας τους και να είναι εφικτή η παρατήρηση μεταβολών που επιφέρουν 

εξωτερικοί παράγοντες, καθώς και η επίδραση των μορφολογικών χαρακτηριστικών των 

πλεγμάτων κολλαγόνου στην κυτταρική λειτουργία. Η ανάπτυξη διεπιφάνειας λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου με ελεγχόμενα και ποσοτικοποιημένα τοπολογικά χαρακτηριστικά 

είναι καινοτομική και η επακόλουθη μοντελοποίηση της παρέχει, αφενός ικανοποιητικό 

εργαλείο ερμηνείας επιδράσεων εξωτερικών παραγόντων με αυτή και αφετέρου ανοίγει 

το δρόμο προς σημαντικές εφαρμογές στο χώρο της υγείας, της μηχανικής των ιστών, 

των βιοϋλικών και της τεχνολογίας βιοαισθητήρων. Η ανάπτυξη λεπτών υμενίων από 

πρωτεΐνες του εξωκυττάριου χώρου και ιδιαίτερα του κολλαγόνου αποτελούν το 

επίκεντρο του ενδιαφέροντος σε ερευνητικά πεδία όπως είναι οι μελέτες 

αλληλεπιδράσεων κυττάρων με βιολογικά μακρομόρια, η μηχανική των ιστών, οι 

βιοαισθητήρες και η νανοβιοτεχνολογία καθώς και σε θέματα διερεύνησης και 

προσομοίωσης βιομιμητικών (biomimetic) διαδικασιών [4-7, 19]. Επιπλέον, τα λεπτά 

υμένια κολλαγόνου αξιοποιούνται σε μελέτες επιδράσεων εξωκυττάριων παραγόντων με 

αυτά, για να διερευνηθούν οι μηχανισμοί επίδρασης. Η επίδραση της οπτικής 

ακτινοβολίας με τον ανθρώπινο οργανισμό έχει ως κύριο στόχο τα μάτια και το δέρμα. 

Οι μηχανισμοί δράσης σε κυτταρικό επίπεδο δεν έχουν αποσαφηνιστεί έως τώρα. 

Επισημαίνεται ότι για όλα τα προαναφερόμενα ερευνητικά και αναπτυξιακά πεδία, είναι 

αναγκαίο να υπάρχει έλεγχος των τοπολογικών χαρακτηριστικών των λεπτών υμενίων. 

Στη φύση, τα κύτταρα υιοθετούν και διαμορφώνουν τη συμπεριφορά τους ανάλογα με 

τον εξωκυτταρικό χώρο που τα περιβάλλει. Με δεδομένο ότι η συμπεριφορά των 

ινοβλαστών πάνω σε λεπτά υμένια κολλαγόνου εξαρτάται από τη μορφολογία/τοπολογία 

του υποστρώματος [20-22], το μοντέλο της βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά 

υμένια κολλαγόνου που αναπτύσσεται, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να διερευνηθεί πως 

φυσικές, χημικές και βιοχημικές επιδράσεις επηρεάζουν την καθοδήγηση των 

κυτταρικών λειτουργιών [23]. Για τους λόγους αυτούς στη Διδακτορική Διατριβή 

διερευνάται πώς συγκεκριμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά του κολλαγόνου στη 

νανοκλίμακα καθορίζουν ή και επηρεάζουν την κυτταρική συμπεριφορά. 

Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου που αναπτύσσονται σε αυτή τη Διδακτορική Διατριβή 

χρησιμοποιήθηκαν και ως μοντέλο για διερεύνηση μη γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων του 

κολλαγόνου ή της αλληλεπίδρασης οπτικής ακτινοβολίας-κολλαγόνου. Στο πλαίσιο 

αυτό, λεπτά υμένια κολλαγόνου με προκαθορισμένα χαρακτηριστικά χρησιμοποιήθηκαν 
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για τη μελέτη του μη-γραμμικού οπτικού φαινομένου Γένεσης Δεύτερης Αρμονικής, 

(Second Harmonic Generation, SHG). Η SHG παράγεται όταν μια ισχυρή δέσμη laser 

προσπίπτει σε ένα μη κεντροσυμμετρικό υλικό και έχει σαν αποτέλεσμα την εκπομπή 

φωτονίων με το μισό-μήκος κύματος από την προσπίπτουσα δέσμη [24]. Το φαινόμενο 

της SHG τα τελευταία χρόνια αναδύεται ως ένα νέο ισχυρό μη επεμβατικό εργαλείο για 

ανίχνευση αλλοιώσεων βιολογικών μορίων, μεταξύ των οποίων και το κολλαγόνο, που 

σχετίζονται με διάφορες παθολογικές καταστάσεις. Οι ιδιότητες της παραγωγής SHG 

από κολλαγόνο δεν έχουν ακόμα πλήρως αποσαφηνιστεί εξαιτίας περιορισμών, μεταξύ 

των οποίων η δυσκολία για λήψη σήματος SHG από δείγματα κολλαγόνου με γνωστά 

χαρακτηριστικά στη νανοκλίμακα.  

Στα πλαίσια της διδακτορικής αυτής διατριβής επιχειρήθηκε η άρση μερικών από αυτούς 

τους περιορισμούς με τη χρήση των λεπτών υμενίων κολλαγόνου με προκαθορισμένα 

χαρακτηριστικά. Ο συνδυασμός του χαρακτηρισμού των υμενίων στη νανοκλίμακα με 

AFM με το επαγόμενο σήμα SHG επέτρεψε την περαιτέρω κατανόηση των μη-

γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου και τη μετέπειτα αξιοποίηση του 

φαινομένου της SHG σαν ένα μη επεμβατικό εργαλείο για ανίχνευση παθολογικών 

καταστάσεων που σχετίζονται με το κολλαγόνο. 

Επίσης, η διερεύνηση της αλληλεπίδρασης της υπεριώδους ακτινοβολίας με το 

κολλαγόνο αποτέλεσε μια από τις κύριες επιδιώξεις της Διδακτορικής Διατριβής. Τα 

συνθετικά αλλά και τα φυσικά πολυμερή, όπως το κολλαγόνο, όταν εκτεθούν σε 

υπεριώδη ακτινοβολία μπορεί να υποστούν φωτο-γήρανση και φωτο-διάσπαση [25]. Το 

κολλαγόνο υπό την επίδραση υπεριώδους ακτινοβολίας επιδέχεται αλλαγές σε όλα τα 

επίπεδα της ελικοειδούς δομής του [25] και προκαλείται φωτο-οξείδωση, δημιουργία 

δηλαδή ελεύθερων ριζών [26]. Οι μηχανισμοί φωτο-γήρανσης των ιστών από την ηλιακή 

ακτινοβολία διερευνώνται εντατικά, εντούτοις η επίδραση που προκαλεί στην τοπολογία 

του κολλαγόνου δεν έχει αποσαφηνιστεί. 

Η έρευνα που διεξάγεται στα πλαίσια αυτής της Διδακτορικής Διατριβής, σχετικά με τις 

μεταβολές που προκαλούνται από υπεριώδη ακτινοβολία στην τοπολογία των λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου και η ποσοτικοποίηση τους, θα συμβάλει στην περαιτέρω 

αποσαφήνιση των μηχανισμών φωτο-γήρανσης. 

Τέλος, στόχο της Διδακτορικής Διατριβής αποτέλεσε η μελέτη της επίδρασης οπτικής 

ακτινοβολίας στην ερυθρή περιοχή (laser χαμηλής ισχύς) με τα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου. Η βιο-φωτοδιέγερση από lasers χαμηλής ισχύος, αλλάζει το κυτταρικό 

μεταβολισμό, διεγείρει τον κυτταρικό κύκλο [27, 28] και επιδρά σε πολλές άλλες 

κυτταρικές λειτουργίες [29, 30]. Επίσης, αυξάνει τη συγκέντρωση κολλαγόνου στον 

εξωκυτταρικό χώρο μέσω μηχανισμού αύξησης του πληθυσμού των ινοβλαστών ή μέσω 

διέγερσης τους για παραγωγή κολλαγόνου [31], επιταχύνοντας την επούλωση πληγών ή 

εγκαυμάτων [32, 33]. Οι μέχρι τώρα έρευνες δεν έχουν ασχοληθεί με τις μεταβολές που 
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προκαλεί η ακτινοβολία laser χαμηλής ισχύος με εκπομπή στο ερυθρό στη μορφολογία 

του κολλαγόνου.  

Η έρευνα αυτή, κάλυψε αυτό το κενό διερευνώντας την επίδραση χαμηλής ισχύος 

ακτινοβολίας laser στην περιοχή του ερυθρού σε λεπτά υμένια κολλαγόνου και τις 

επαγόμενες επιδράσεις τους στους ινοβλάστες. Η σημασία των πληροφοριών που 

εξήχθησαν εστιάστηκε στο γεγονός ότι ενδέχεται η χρήση laser χαμηλής ισχύος να 

επιτρέπει τη διαμόρφωση των χαρακτηριστικών του κολλαγόνου, κυρίως των 

επιφανειακών, με τέτοιο τρόπο ώστε ο νέο-σχηματιζόμενος ιστός να έχει ελεγχόμενα 

χαρακτηριστικά ή/και να επιτυγχάνεται βελτιωμένη επούλωση τραυμάτων ή/και 

εγκαυμάτων. 

Στα πλαίσια των εργασιών για διερεύνηση της επίδρασης της υπεριώδους ακτινοβολίας 

και της χαμηλής ισχύος στο κολλαγόνο οι εργασίες δεν περιορίζονται μόνο στην αλλαγή 

επιφανειακών χαρακτηριστικών, αλλά επεκτείνεται και στις πιθανές επιπτώσεις που 

μπορεί να έχει στην κυτταρική συμπεριφορά. Ποσοτικοποιώντας τοπολογικά 

χαρακτηριστικά της επιφάνειας των λεπτών υμενίων κολλαγόνου και πώς αυτά 

διαφοροποιούνται υπό την επίδραση υπεριώδους ακτινοβολίας ή/και χαμηλής ισχύος 

ακτινοβολίας laser στην περιοχή του ερυθρού, είναι δυνατή η διερεύνηση των 

μηχανισμών αλληλεπίδρασης με την κυτταρική λειτουργία. Επομένως, είναι δυνατή η 

μελέτη της επίδρασης των συγκεκριμένων ακτινοβολιών στα κύτταρα, χωρίς την άμεση 

ακτινοβόληση των κυττάρων, γεγονός το οποίο επίσης αποτελεί καινοτομία. 
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Α.4 ΚΑΙΝΟΤΟΜΙΑ ΚΑΙ ΚΡΙΣΙΜΟΤΗΤΑ 

ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

Αναμφισβήτητα ισχυρά ανερχόμενη τάση στη νανοτεχνολογία αποτελεί η αξιοποίηση 

εννοιών από τη φύση ως μοντέλων για ανάπτυξη υλικών υψηλής αποδοτικότητας, τα 

οποία θα χρησιμοποιηθούν σε αισθητήρες, λειτουργικές επιφάνειες κ.α., αλλά και ως 

μοντέλα για να μελετηθούν εξωτερικές επιδράσεις όπως αναλυτές, ρυπαντές ή 

ακτινοβολία. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα μοντέλα αυτά όταν επιτρέπουν τη 

διερεύνηση αλληλεπιδράσεων στη νανοκλίμακα, καθώς η ανάπτυξη μεθόδων 

νανοτεχνολογίας ή νανοϋλικών αναμένεται να προκαλέσει μια νέα ‘νανο-βιο-μηχανική 

επανάσταση’ [34, 35]. Οι επιπτώσεις στον τομέα της ιατρικής, τόσο για σκοπούς 

διάγνωσης όσον και για θεραπεία, αναμένεται να είναι τόσο καινοτόμες ώστε 

προβλέπεται ότι θα αλλάξουν πλήρως την άσκηση της ιατρικής και δεν θα θυμίζει τίποτα 

από όσα γνωρίζαμε μέχρι σήμερα. 

Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου στα οποία επικεντρώνεται η έρευνα αυτή, μετά την 

ποσοτικοποίηση και δυνατότητα ελέγχου των χαρακτηριστικών τους παρέχουν ένα 

μοντέλο βιολογικής επιφάνειας το οποίο μπορεί να αποτελέσει ένα ικανοποιητικό 

πρωτοποριακό εργαλείο για διάφορους επιστημονικούς και τεχνολογικούς τομείς, ενώ 

και η μεθοδολογία η οποία αναπτύσσεται είναι καινοτομική. 

Μεθοδολογικά η αξιοποίηση των δεδομένων που μπορεί να προσφέρει η AFM και η 

ποσοτικοποίηση τους για χαρακτηρισμό της τοπολογίας των λεπτών υμενίων πρωτεϊνών 

στη νανοκλίμακα αποτελεί καινοτομία. Επιπλέον, ο συνδυασμός με SEM ενισχύει τα 

αποτελέσματα για πλήρη χαρακτηρισμό των λεπτών υμενίων.  

Το μοντέλο βιολογικής διεπιφάνειας (λεπτά υμένια κολλαγόνου) με ελεγχόμενα 

χαρακτηριστικά αποτελεί επίσης μιαν καινοτομική προσέγγιση. Αρχικά, το μοντέλο της 

βιολογικής διεπιφάνειας κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκε για αποσαφήνιση του μη 

γραμμικού οπτικού φαινομένου SHG. Η SHG μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως ένα μη 

επεμβατικό εργαλείο για ανίχνευση αλλοιώσεων στο κολλαγόνο και επομένως την 

παρακολούθηση παθολογικών καταστάσεων σε πλούσιους σε κολλαγόνο ιστούς, όπως το 

δέρμα. Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκε για τη μελέτη της επίδρασης των 

νανοχαρακτηριστικών των λεπτών υμενίων κολλαγόνου στην κυτταρική συμπεριφορά. 

Στη συνέχεια, αξιοποιήθηκε για να διερευνηθούν οι επιδράσεις οπτικής ακτινοβολίας 

στην περιοχή του υπεριώδους ή ερυθρού, με άμεση συνεισφορά σε νευραλγικούς τομείς 

στο χώρο της Υγείας, όπως είναι η διερεύνηση των επιπτώσεων από την έκθεση σε 

ηλιακή ακτινοβολία ή/και οι μηχανισμοί επούλωσης πληγών με δράση ερυθρής 

ακτινοβολίας. Στην περίπτωση των επιπτώσεων από την υπεριώδη ακτινοβολία 

συνεισέφερε στην περαιτέρω αποσαφήνιση των μηχανισμών φωτογήρανσης, στη δε 

διερεύνηση των επιδράσεων της ερυθρής ακτινοβολίας με το κολλαγόνο, η ελεγχόμενη 
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τροποποίηση των χαρακτηριστικών του είναι δυνατόν να βελτιώσει κατά πολύ την 

ικανότητα επούλωσης τραυμάτων ή εγκαυμάτων. 

Επίσης, ο συσχετισμός των επαγόμενων μεταβολών από την οπτική ακτινοβολία με την 

κυτταρική συμπεριφορά, παρέχει τη δυνατότητα μελέτης των επιδράσεων της με αυτά, 

χωρίς άμεση ακτινοβόληση των κυττάρων. Η κατανόηση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ 

κυττάρων και κολλαγόνου θα βελτιστοποιήσει τη σχεδίαση και χρήση υποστρωμάτων 

κολλαγόνου σε σχέση με τα κύτταρα, τους ιστούς και το εμπλεκόμενο περιβάλλον in 

vitro και in vivo [8] και θα βοηθήσει στον καθορισμό των δομικών χαρακτηριστικών των 

ινιδίων κολλαγόνου, τα οποία μπορούν να διαφοροποιήσουν την κυτταρική λειτουργία 

[36]. 

Η επίτευξη των στόχων της έρευνας που διεξήχθη στα πλαίσια αυτής της Διδακτορικής 

Διατριβής και η παρεχόμενη νέα γνώση που βασίζεται στην ποσοτικοποίηση και στον 

έλεγχο μορφολογικών χαρακτηριστικών σε λεπτά υμένια κολλαγόνου (δηλαδή στη 

μοντελοποίηση βιολογικής διεπιφάνειας με κολλαγόνο) και την ερμηνεία μηχανισμών 

επίδρασης οπτικής ακτινοβολίας αναμένεται ότι μακροπρόθεσμα θα συμβάλει στους 

κάτωθι τομείς: 

 της τεχνολογίας των Βιοϋλικών: το κολλαγόνο είναι από τα πλέον 

χρησιμοποιούμενα βιοπολυμερή για την κατασκευή βιοϋλικών, καθώς είναι μη 

τοξικό και είναι βιοσυμβατό. Τα αποτελέσματα της έρευνας αυτής παρέχουν στον 

τομέα αυτό σημαντική γνώση για την παραγωγή λεπτών υμενίων κολλαγόνου (τα 

οποία είτε θα αποτελούν με κάποια πρόσμιξη το ίδιο το βιοϋλικό ή θα μπορούν 

να επιστρωθούν σε άλλα υλικά παρέχοντας τους βιοσυμβατότητα) με επιθυμητά 

και ελεγχόμενα επιφανειακά χαρακτηριστικά. Επιπλέον, σημαντική γνώση για 

τον τομέα των βιοϋλικών προσέφερε και η διερεύνηση της επίδρασης των 

επιφανειακών χαρακτηριστικών του κολλαγόνου στην κυτταρική ανάπτυξη και 

λειτουργία. Εκτός από τη βιοσυμβατότητα, τα βιοϋλικά προσομοιάζουν το 

φυσιολογικό ιστό και τα χαρακτηριστικά τους πρέπει να μην έχουν αρνητική 

επίπτωση στο κυτταρικό πληθυσμό με τον οποίο έρχονται σε επαφή. 

 της τεχνολογίας των βιοαισθητήρων: Οι βιοαισθητήρες πρέπει να έχουν 

βιοσυμβατότητα ώστε να μπορούν να εισέλθουν στον οργανισμό, και να 

καταγράψουν και να μεταδώσουν το επιθυμητό σήμα. Το κολλαγόνο μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί, είτε για την επίστρωση των βιοαισθητήρων με ένα βιοσυμβατό 

υλικό, είτε ως σημαντικό μέρος του βιοαισθητήρα πάνω στον οποίο μπορούν να 

προσδεθούν κατάλληλοι υποδοχείς. Τα αποτελέσματα της εργασίας αυτής 

παρέχουν και τη δυνατότητα ελέγχου των επιφανειακών χαρακτηριστικών των 

ινών του κολλαγόνου, σύμφωνα με τις ανάγκες του αντίστοιχου βιοαισθητήρα. 

Επιπλέον, η μελέτη της επίδρασης της οπτικής ακτινοβολίας πάνω στα 

επιφανειακά χαρακτηριστικά του κολλαγόνου προσφέρει ακόμα ένα μηχανισμό 
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για σχεδιασμό βιοαισθητήρων που θα ανιχνεύουν διαφοροποιήσεις του 

βιολογικού ιστού λόγω της δράσης οπτικής ακτινοβολίας. 

 της υγείας: Η χαμηλής ισχύος ακτινοβολία laser στην περιοχή του μακράν 

ερυθρού γενικά χρησιμοποιείται για τη βιοδιέγερση και την καλύτερη επούλωση 

των ιστών. Η έρευνα η οποία υλοποιήθηκε στα πλαίσια της εν λόγω 

Διδακτορικής Διατριβής επικεντρώθηκε στην επίδραση χαμηλής ισχύος ερυθρής 

ακτινοβολίας πάνω σε κολλαγόνο και όχι σε βιολογικό ιστό ή κύτταρα. Τα 

αποτελέσματα παρείχαν νέες πληροφορίες γύρω από την επίδραση της χαμηλής 

ισχύος ακτινοβολίας laser πάνω στο κολλαγόνο, η οποία και δεν έχει ακόμα 

πλήρως διασαφηνιστεί. Επιπλέον, η διερεύνηση της επίδρασης της υπεριώδους 

ακτινοβολίας σε υμένια κολλαγόνου προσέφερε πληροφορίες σχετικά με τις 

κατάλληλες συνθήκες για αποστείρωση υμενίων ή gel κολλαγόνου που 

χρησιμοποιούνται ευρύτατα για κυτταρικές καλλιέργειες. Παράλληλα, ο 

συσχετισμός του εκπεμπόμενου σήματος SHG με συγκεκριμένα επιφανειακά 

χαρακτηριστικά δομών κολλαγόνου που πραγματοποιήθηκε, μπορεί να οδηγήσει 

στην ανάπτυξη μη επεμβατικών οπτικών μεθόδων ανίχνευσης αλλοιώσεων σε 

ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο και τον μετέπειτα συσχετισμό τους με 

συγκεκριμένες παθολογικές καταστάσεις. 

 της μηχανικής των ιστών: οι προαναφερθείσες γνώσεις συνεισφέρουν και στο 

πεδίο της μηχανικής των ιστών. Το κολλαγόνο είναι σημαντικό μέρος του 

βιολογικού ιστού και επομένως η διευκρίνηση του μηχανισμού επίδρασης του με 

τα κύτταρα και ο έλεγχος των χαρακτηριστικών του θα βοηθήσει στην παραγωγή 

επιθεμάτων ή βιοσυμβατού ιστού για αποκατάσταση καταστραμμένων ιστών. 

 του περιβάλλοντος: η υπεριώδης ακτινοβολία περιλαμβάνεται στο φάσμα της 

ηλιακής ακτινοβολίας και η επίδραση της στο δέρμα προκαλεί φωτογήρανση, 

ενώ στο κολλαγόνο φωτοδιάσπαση. Η εξαγωγή του μοντέλου της επίδρασης της 

υπεριώδης ακτινοβολίας στο κολλαγόνο, και κατά συνέπεια στο βιολογικό ιστό 

παρέχει σημαντική γνώση για την προστασία μας από τις επιβλαβείς επιπτώσεις 

της υπεριώδους ακτινοβολίας. 
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Β: ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

Β.1 ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ 

 

Β.1.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Τα κολλαγόνα
†
 είναι μια μεγάλη και πολύπλοκη οικογένεια δομικών πρωτεϊνών οι οποίες 

είναι πολύ διαδεδομένες στο ζωικό βασίλειο. Στα θηλαστικά τα κολλαγόνα αποτελούν το 

25-30% όλων των πρωτεϊνών και περίπου το 6% του συνολικού βάρους του σώματος [2, 

37] και είναι βασικά συστατικά σε πολλούς τύπους συνδετικού ιστού. Υπάρχουν 

τουλάχιστον 28 διαφορετικοί τύποι κολλαγόνου, από τους οποίους ο πιο διαδεδομένος 

και καλά χαρακτηρισμένος είναι ο τύπος Ι. Τα διαφορετικά κολλαγόνα αλληλεπιδρούν 

μεταξύ τους, καθώς και με τα υπόλοιπα συστατικά του εξωκυττάριου χώρου 

(extracellular matrix, ECM), έτσι ώστε να παρέχουν ένα ευρύ φάσμα από δομές και 

λειτουργίες σε ένα εύρος από ιστούς του σώματος. Η χωροδιάταξη της βασικής δομικής 

μονάδας του κολλαγόνου τροποποιείται ώστε να καλύπτει εξειδικευμένες ανάγκες ιστών. 

Για τους περισσότερους μαλακούς και σκληρούς συνεκτικούς ιστούς (χόνδρους, 

τένοντες, δέρμα, οστά) τα ινίδια κολλαγόνου και τα δίκτυα (networks) που αναπτύσσουν, 

                                                
†
 Η λέξη κολλαγόνο προέρχεται από τις Ελληνικές λέξεις που σημαίνουν παράγω κόλλα. Αυτό προέρχεται 

από την αρχαία διαδικασία βρασμού δερμάτων και άλλων ιστών πλούσιων σε κολλαγόνο για την 

παραγωγή της ζελατίνης, η οποία θα μπορούσε στη συνέχεια να χρησιμοποιηθεί για να κατασκευαστεί ένα 

είδος κόλλας. Αυτή η αρχική φόρμουλα για τη χρήση του κολλαγόνου ως μία κόλλα είναι, η μέχρι σήμερα, 

παλαιότερη γνωστή κόλλα. 
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διαδραματίζουν ένα κυρίαρχο ρόλο στη διατήρηση της βιολογικής και δομικής 

ακεραιότητας του ECΜ. Επιπλέον, τα ινίδια καθώς είναι πολύ δυναμικά υποβάλλονται 

συνεχώς σε αναδιαμορφώσεις και το κολλαγόνο διαδραματίζει «καθοδηγητικό ρόλο» 

στους αναπτυσσόμενους ιστούς.  

Το κύριο μοριακό χαρακτηριστικό των κολλαγόνων είναι η πολλαπλή επανάληψη της 

ακολουθίας αμινοξέων Gly-Χ-Υ (όπου Gly είναι το αμινοξύ γλυκίνη και τα αμινοξέα Χ-, 

Y-  είναι συχνά προλίνη ή υδροξυπρολίνη) και η χαρακτηριστική δεξιόστροφη τριπλή 

έλικα, η οποία αποτελείται από τρείς πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Καθώς κάθε μία από τις 

αλυσίδες είναι στην πραγματικότητα μια αριστερόστροφη έλικα, η τριπλή έλικα 

αναφέρεται ως μια υπερέλικα (supercoil) ή ως συσπειρωμένη σπείρα (coiled coil). 

Εξαιτίας της υπερελικόμενης δομής των μονομερών του κολλαγόνου, οι περιορισμοί 

στην αλληλουχία των αμινοξέων του είναι αυστηροί. Κάθε τρίτο αμινοξύ στην 

αλληλουχία από τριπλέτες (Gly-X-Y) πρέπει να είναι γλυκίνη (glycine). Μέχρι σήμερα, 

έχουν αναγνωριστεί 42 διαφορετικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες, οι οποίες 

κωδικοποιούνται από 41 συγκεκριμένα γονίδια και συνθέτουν τους 27 διαφορετικούς 

τύπους κολλαγόνων [38]. Η οικογένεια των κολλαγόνων μπορεί να ταξινομηθεί σε  

διαφορετικές υποκατηγορίες με βάση την υπερ-μοριακή τους οργάνωση (supramolecular 

assemply). Μια από τις βασικές κατηγορίες είναι το ινώδες κολλαγόνο (fibrous 

collagen). Το ινώδες κολλαγόνο ανήκει σε μιαν οικογένεια ινωδών εξωκυττάριων 

πρωτεϊνών, που εμφανίζεται σε όλους τους πολυκύτταρους οργανισμούς κυρίως ως 

δομικό συστατικό. Το ινώδες κολλαγόνο (όπως το κολλαγόνο τύπου Ι) εμφανίζει την 

ιδιαιτερότητα να φτιάχνει μη διαλυτές ίνες με μεγάλη αντοχή στον εφελκυσμό. Τα ινίδια 

σχηματίζονται από αλληλεπιδράσεις των μονομερών του κολλαγόνου (μόριο κολλαγόνο 

ή τροποκολλαγόνο) τα οποία σχηματίζουν μιαν περιοδική δομή. Το κολλαγόνο είναι η 

πιο άφθονη πρωτεΐνη των θηλαστικών και αποτελεί το ένα τέταρτο της συνολικής 

πρωτεΐνης του οργανισμού. Λόγω αυτής της αφθονίας του στον ανθρώπινο οργανισμό 

και τις μοναδικές του ιδιότητες (π.χ. βιοσυμβατό, μεγάλη αντοχή), το κολλαγόνο έχει 

ευρέως χρησιμοποιηθεί ως βιοϋλικό και ως ικρίωμα (scaffold) για αποκατάσταση ιστών. 

Επιπλέον, πληθώρες είναι οι εφαρμογές στην κοσμητική χειρουργική, σαν μια 

θεραπευτική βοήθεια σε ασθενείς με εγκαύματα, για αποκατάσταση οστών και μια 

ποικιλία οδοντιατρικών, ορθοπεδικών και χειρουργικών επεμβάσεων. Πολλές είναι και οι 

βιομηχανικές χρήσεις του κολλαγόνου και της ζελατίνης που παράγεται από αυτό, 

κυρίως σε φαρμακευτικές και κοσμητικές βιομηχανίες.  

Στην περίπτωση χρήσης του κολλαγόνου ως μια βιομιμητικής πρωτεΐνης για την 

παραγωγή ικριωμάτων (scaffolds) διακρίνονται δύο γενικές κατηγορίες προσεγγίσεων 

που εφαρμόζονται, η Top-Down Approach και η Bottom-Up Approach [39-41]. Στην 

Top-Down προσέγγιση λαμβάνεται ένα πολύπλοκο και πλούσιο σε κολλαγόνο πλέγμα 

(ολόκληρος συνδετικός ιστός), ο οποίος προσομοιάζει την απαιτούμενη αρχιτεκτονική, 

ενώ απομακρύνονται όλα τα κυτταρικά συστατικά. Στην άλλη περίπτωση, στη Bottom-
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Up, χρησιμοποιούνται μόρια ή ίνες κολλαγόνου δομικοί λίθοι με σκοπό τη διαμόρφωση 

τους σε ικρίωμα. Στην Top-Down προσέγγιση υπάρχει η τάση για μείωση της 

πολυπλοκότητας του φυσικού ιστού, ενώ στη Bottom-Up γίνεται προσπάθεια για ώθηση 

της αυτοδιαμόρφωσης του κολλαγόνου, ώστε να αυξηθεί η πολυπλοκότητα, 

χρησιμοποιώντας απλούς μεμονωμένους δομικούς λίθους του κολλαγόνου. 

 

Β.1.3 Η ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΩΝ 

 

Τα κολλαγόνα είναι ευρέως διαδεδομένα στο ζωικό βασίλειο και απαντώνται κυρίως 

στον εξωκυττάριο χώρο, ενώ πολλά από αυτά συναντώνται και σε σπονδυλωτά και σε 

ασπόνδυλα ζώα [42]. Η οικογένεια των κολλαγόνων είναι ιδιαίτερα πολύπλοκη και 

παρουσιάζει μιαν αξιοθαύμαστη ποικιλία σε μοριακή και υπερ-μοριακή οργάνωση, σε 

κατανομή στους ιστούς και σε λειτουργίες [42]. Τα κολλαγόνα αποτελούνται από τρείς 

πολυπεπτιδικές α-αλυσίδες με κοινό χαρακτηριστικό όλων των κολλαγόνων την 

επαναλαμβανόμενη ακολουθία (Gly-X-Y)n στην πρωταρχική δομή και την υψηλή 

περιεκτικότητα σε προλίνη και υδροξυπρολίνη (Εικόνα 5). Αυτές οι επαναλήψεις 

επιτρέπουν το σχηματισμό της τριπλής έλικας, η οποία είναι το βασικό χαρακτηριστικό 

της οικογένειας των κολλαγόνων. Η τριπλή έλικα μπορεί να καλύπτει μεγάλο μέρος της 

δομής του μορίου του κολλαγόνου (96% τύπου Ι) μέχρι ένα πολύ μικρό μέρος (10% 

κολλαγόνο τύπου ΧΙΙ) [43]. Οι πλευρικές αλυσίδες κάθε Χ και Υ κατάλοιπου βρίσκονται 

στην επιφάνεια της τριπλής έλικας, προσφέροντας στο μόριο του κολλαγόνου μια 

σημαντική ικανότητα για πλευρικές αλληλεπιδράσεις με άλλα μόρια του εξωκυττάριου 

χώρου και τη δημιουργία ποικίλων υπερμοριακών σχηματισμών. Την τριπλή έλικα τη 

συνοδεύουν περιοχές οι οποίες δεν αποτελούνται από την τριπλέτα Gly-X-Υ, οι οποίες 

ονομάζονται περιοχές χωρίς τριπλή έλικα ή χωρίς κολλαγόνο. Οι περιοχές αυτές συχνά 

περιλαμβάνουν αναγνωρίσιμες πεπτιδικές μονάδες από άλλα μόρια του εξωκυττάριου 

χώρου. 

 

 

Εικόνα 5. Τα πιο σημαντικά αμινοξέα του κολλαγόνου [Προσαρμοσμένο από Kasas et al., (1997) [39]]. 

Η ονοματολογία των κολλαγόνων κατά κάποιο τρόπο δεν είναι απολύτως ξεκάθαρη και 

προκαλεί σύγχυση [44]. Παρόλο που δεν υπάρχουν θεσπισμένα επίσημα κριτήρια, είναι 
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γενικά αποδεκτό ότι μια πρωτεΐνη ανήκει στην οικογένεια των κολλαγόνων εάν: 1) 

περιέχει τουλάχιστον μια περιοχή τριπλής έλικας, 2) μπορεί να σχηματίζει υπερ-μοριακές 

δομές και 3) βρίσκεται εντός του εξωκυττάριου χώρου. Η οικογένεια των ανθρώπινων 

κολλαγόνων αποτελείται από 27 τύπους και κάθε μεμονωμένο μέλος αριθμείται με 

ρωμαϊκή αρίθμηση [42]. 

Εκτός από τους 27 τύπους κολλαγόνου που υπάρχουν, στην οικογένεια των κολλαγόνων 

υπάρχει επιπλέον ποικιλία χάρη στην ύπαρξη ενός αριθμού από μοριακές ισόμορφες για 

το ίδιο τύπο κολλαγόνου (για παράδειγμα τα κολλαγόνα IV και VI) και των υβριδικών 

ισομορφών που αποτελούνται από α-αλυσίδες που ανήκουν σε δύο διαφορετικούς τύπους 

κολλαγόνων (μόρια κολλαγόνων τύπου V/XI) (Πίνακας 1). Η ποικιλία αυτή υπάρχει 

λόγω του πλήθους των δομικών ρόλων που κατέχουν. Για παράδειγμα, δημιουργεί 

σχηματισμούς σαν ιμάντας στους τένοντες και στους συνδέσμους, πυκνές επιφάνειες στο 

δέρμα και σκελετικά πλαίσια που ενισχύονται με ασβέστιο στα οστά και τα δόντια. Οι 

διάφοροι τύποι διαφέρουν ως προς την επί μέρους σύσταση τους στις πολυπεπτιδικές 

αλυσίδες και στις αλληλεπιδράσεις τους με τα άλλα μόρια καθώς και στις βιολογικές 

λειτουργίες τους [45]. 

Επιπλέον, η οικογένεια υποδιαιρείται σε διάφορες κλάσεις: τα ινώδη κολλαγόνα (τύπος 

Ι*, ΙΙ, ΙΙΙ, V*, XI*, XXIV και XXVII), τα κολλαγόνα των basement μεμβρανών 

(basement membrane) (τύπος IV*), (τύποι IX*, XII,XIV,XVI,XIX,XX και XXI), 

κολλαγόνα βραχείας αλυσίδας (τύποι VIII* και X), κολλαγόνα που σχετίζονται με 

μεμβράνες και έχουν διακεκομμένες τριπλές έλικες (membrane associated collagens with 

interrupted triple helices-MACIT) (τύποι XIII, XVII, XXIII και XXV) και κολλαγόνο 

τύπου VI*. Οι διαφορετικοί τύποι κολλαγόνου αποτελούνται είτε από τρεις ίδιες α-

αλυσίδες (ομοτριμερικές-homotrimers) είτε από δύο ή τρεις γενετικά διαφορετικές 

αλυσίδες (ετεροτριμερικές/heterotrimers) [46]. Οι τύποι κολλαγόνου που επισημάνθηκαν 

με αστερίσκο (*) είναι ετεροτριμερικές, αποτελούνται δηλαδή από δύο ή τρείς 

διαφορετικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Τα κολλαγόνα μπορούν να χωριστούν σε 

υποκατηγορίες ανάλογα με τις υπερμοριακές δομές τις οποίες μπορούν να σχηματίσουν. 

Έτσι, υπάρχουν τα κολλαγόνα που σχηματίζουν ινίδια, τα νήματα κολλαγόνου σε μορφή 

χαντρών (beaded filaments), ινίδια που μπορούν να αγκιστρωθούν και τα κολλαγόνα που 

σχηματίζουν πλέγματα (Εικόνα 6) [43]. Η λειτουργία ενός κολλαγόνου εξαρτάται από το 

κατάλληλο υπερμοριακό σχηματισμό των μορίων σε μια λειτουργική μονάδα η οποία 

ενσωματώνεται στον εξωκυττάριο χώρο [47]. 

 

 

Πίνακας 1: Μερικά από τα βασικά κολλαγόνα. Στον πίνακα παρουσιάζονται τα κύρια χαρακτηριστικά 

για τον κάθε τύπο κολλαγόνου [Προσαρμοσμένο από Ivanova and Krivchnko, (2012) [46]]. 



Β :  Θ Ε Ω Ρ Η Τ Ι Κ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ  

Β . 1  Κ ο λ λ α γ ό ν ο   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 19 

Τύπος 

Κολλαγόνου 

α-αλυσίδες Μοριακή 

σύνθεση των 

τριμερών 

Γονίδιο Κύρια 

Λειτουργία 

Κατανομή σε ιστούς και 

κύτταρα 

Ι α1(Ι) 

α2(Ι) 

α1(Ι)2α2(Ι) COLIA1 

COLIA2 

Δομική/ 

Στήριξη 

οστά, τένοντες, χόνδρος, 

κερατοειδής χιτώνας, υαλώδες 

σώμα, ινοβλάστες, 

χονδροβλάστες 

ΙΙ α1(ΙΙ) [α1(ΙΙ)]3 COL2A1 Δομική/ 

Στήριξη 

χόνδρος, υαλώδες σώμα, 

κερατοειδής 

ΙΙΙ α1(ΙΙΙ) [α1(ΙΙΙ)]3 COL3A1 Δομική/ 

Στήριξη 

Δέρμα, πνεύμονας, τοιχώματα 

αγγείων, συκώτι, σπλήνα 

V α1(V) 

α2(V) 

α3(V) 

[α1(V)]3 

[α1(V)]2α2(V) 

α1(V)α2(V)α3(V) 

 

COL5A1 

COL5A3 

Δομική/ 

Στήριξη, 

ρύθμιση της 

πλευρικής 

ανάπτυξης των 

ινιδίων 

κολλαγόνου 

Ιστοί που περιλαμβάνουν 

κολλαγόνο τύπου Ι (οστά, δέρμα, 

πλακούντας, κερατοειδείς 

χιτώνα) 

XI α1(ΧΙ) 

α2(ΧΙ) 

α3(ΧΙ) 

α1(ΧΙ)α2(ΧΙ)α3(ΧΙ) COL11A1 

COL11A2 

COL11A3= 

COL2A1 

Δομική/ 

Στήριξη, 

ρύθμιση της 

ινιδιογένεσης 

Ιστοί που περιλαμβάνουν 

κολλαγόνο τύπου ΙΙ (χόνδρος, 

υαλώδες σώμα, πνεύμονας) 

XXIV α1(ΧΧΙV) [α1(ΧΧΙV)]3 COL24A1 Δομική/ 

Στήριξη 

 Σχηματιζόμενα οστά 

 

Στη φύση απαντάται μεγάλη ποικιλία από διαφορετικά μήκη της τριπλής έλικας, με τη 

μικρότερη να έχει μήκος 14 nm και τη μεγαλύτερη 2400 nm [42]. Παρόλο που τα 

κολλαγόνα σε πολλές περιπτώσεις περιλαμβάνουν και περιοχές που δεν έχουν την τριπλή 

έλικα (περιοχές χωρίς κολλαγόνο, non-collagenous domains) [48], μεταξύ των οποίων τις 

σφαιρικές περιοχές, το επίμηκες σχήμα των περιοχών της τριπλής έλικας και η γραμμική 

διευθέτηση των πλευρικών αλυσίδων οδηγούν τα κολλαγόνα στο να κατέχουν μοναδικές 

ιδιότητες. Είναι κατάλληλα για το σχηματισμό μεγάλων σε μήκος ινιδίων/ινών ή 

πολύπλοκες υπερ-μοριακές δομές στο δέρμα, τα οστά, τους τένοντες, το χόνδρο και σε 

άλλους συνδετικούς ιστούς. Εκτός από το δομικό τους ρόλο, τα κολλαγόνα 

αλληλεπιδρούν με μεγάλο αριθμό από άλλα μόρια και είναι κρίσιμα για την ανάπτυξη 

του συνδετικού ιστού. 
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Εικόνα 6: Υπερμοριακοί σχηματισμοί που σχηματίζονται από κολλαγόνα [Προσαρμοσμένο από Ricard-

Blum et al., (2011) [43]]. 

 

Β.1.4 ΔΟΜΗ ΤΡΙΠΛΗΣ ΈΛΙΚΑΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ  

 

Η βασική τρισδιάστατη δομή της τριπλής έλικας του κολλαγόνου αρχικά διερευνήθηκε 

με μελέτες περίθλασης (diffraction studies) σε κολλαγόνο από τένοντα [49, 50]. Κάθε 

μια από τρεις αλυσίδες στο μόριο σχηματίζει μια αριστερόστροφη τριπλή έλικα, για την 

ακρίβεια μια αριστερόστροφη έλικα προ-προλίνης-τύπου ΙΙ (proproline-II-type helix). Οι 

τρείς έλικες με τη σειρά τους διατάσσονται η μια σε σχέση με την άλλη γύρω από ένα 

κοινό άξονα, σχηματίζοντας μια δεξιόστροφη τριπλή έλικα (Εικόνα 7) [42]. Βασική 

προϋπόθεση για το σχηματισμό της υπερέλικας είναι η επανάληψη της ακολουθίας Gly-

Χ-Υ. Μια μη υπερελιγμένη έλικα προ-προλίνης-τύπου ΙΙ έχει ακριβώς τρία κατάλοιπα 

ανά στροφή, καθένα από τα οποία αντικρίζει το ένα το άλλο στην εσωτερική περιοχή της 

τριπλής έλικας. Μεγαλύτερες πλευρικές αλυσίδες στις θέσεις Cα θα εμπόδιζαν το 

σχηματισμό δεσμών υδρογόνου μεταξύ των ΝΗ-ομάδων της γλυκίνης και των ομάδων 

CO των καταλοίπων στις θέσεις Χ των γειτονικών αλυσίδων. Αυτοί οι δεσμοί υδρογόνου 

είναι η κύρια πηγή σταθερότητας της υπερέλικας. Μεμονωμένες έλικες προ-προλίνης-

τύπου ΙΙ δεν είναι σταθερές αν η πολυπεπτιδική αλυσίδα περιλαμβάνει άλλα κατάλοιπα 

εκτός της προλίνης και υδροξυπρολίνης. Οι μελέτες διάθλασης έχουν δείξει σαφή 

δεξιόστροφη υπερέλιξη των τριών αλυσίδων σε μια τριπλή έλικα, με μιαν αύξηση της 

τάξης των 3.33 καταλοίπων ανά στροφή και μια μείωση του βήματος στον άξονα κατά 

0.286 nm ανά κατάλοιπο. 
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Εικόνα 7: Μοντέλο της τριπλής έλικας του κολλαγόνου. Η δομή παρουσιάζεται για (Gly-Pro-Pro)n με τη 

γλυκίνη να συμβολίζεται με τον αριθμό 1, η προλίνη στη θέση Χ με το 2 και η προλίνη στη θέση Υ με το 

3. Α. Οι τρεις αριστερόστροφες αλυσίδες διατάσσονται παράλληλα. Β. Η δεξιόστροφη υπερέλικα του 

κολλαγόνου. Οι διακεκομμένες γραμμές στα Α και Β υποδηλώνουν θέσεις Cα-ατόμων και οι τιμές των 

βημάτων ανταποκρίνονται στην περίπτωση της υπερέλικας. C. Κάτοψη κατά μήκος του άξονα της 

έλικας. Οι τρείς αλυσίδες ενώνονται με δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των ομάδων ΝΗ της γλυκίνης και 

των CO της προλίνης στην θέση Υ (διακεκομμένες γραμμές). Τα βέλη δείχνουν τις κατευθύνσεις κατά 

τις οποίες αναπτύσσονται άλλες πλευρικές αλυσίδες εκτός της προλίνης. [Προσαρμοσμένο από Engel et 

al.,  (2005) [42]]. 

Η πλευρική διευθέτηση των τριπλών ελίκων είναι πολύ σημαντική στο σχηματισμό των 

ινιδίων κολλαγόνου και οι αλληλεπιδράσεις εξαρτώνται στην ακολουθία των τριών 

αλυσίδων και της συμμετρίας των ελίκων [42]. Επιπλέον, ο προσανατολισμός των 

πλευρικών αλυσίδων αποτελεί σημαντικό λειτουργικό χαρακτηριστικό της τριπλής 

έλικας του κολλαγόνου. Οι πλευρικές αλυσίδες στις θέσεις Χ- και Υ- έχουν κατεύθυνση 

προς το εξωτερικό μέρος της έλικας και είναι διαθέσιμες για αλληλεπιδράσεις (binding 

interactions). Κατά τη διαδικασία σχηματισμού ινιδίων, οι διαμοριακές αλληλεπιδράσεις 

μεταξύ αντίθετα φορτισμένων καταλοίπων είναι ιδιαίτερα σημαντικές, ενώ σημαντικό 

ρόλο διαδραματίζουν επίσης οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των καταλοίπων των 

διαφορετικών αλυσίδων [51, 52]. Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ μορίων κολλαγόνου σε 

μιαν ίνα προκαλούν τη χαρακτηριστική περιοδικότητα των 67 nm (D-band).  

 

Β.1.5 ΤΟ ΙΝΩΔΕΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ  

 

Τα κολλαγόνα που σχηματίζουν ινίδια (επίσης ονομάζονται και ινώδη κολλαγόνα) 

αντιπροσωπεύουν το πιο διαδεδομένο προϊόν που παράγεται από τα κύτταρα του 

συνδετικού ιστού. Τα ινώδη είναι τα πιο διαδεδομένα κολλαγόνα της οικογένειας των 

κολλαγόνων και αριθμούν περίπου το 90% όλων των κολλαγόνων ενός οργανισμού [46]. 

Τα ινώδη κολλαγόνα ανήκουν σε μιαν οικογένεια ινωδών εξωκυττάριων πρωτεϊνών και 

αλληλεπιδρούν με τα άλλα συστατικά του εξωκυττάριου χώρου και με τα κύτταρα μέσω 
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μιας πρωτεΐνης της ινοσυνδετίνης, που δεσμεύεται στο εξωτερικό μέρος της κυτταρικής 

μεμβράνης. Οι ιδιάζουσες ιδιότητες των κολλαγόνων, τους επιτρέπουν να δρουν σαν το 

κύριο πλέγμα στήριξης του σώματος, υπάρχουν σε όλα σχεδόν τα όργανα και 

χρησιμεύουν για να συγκρατούν τα κύτταρα σε ευδιάκριτες λειτουργικές κυτταρικές 

ομάδες. Τα ινώδη κολλαγόνα χαρακτηρίζονται από την ιδιότητα τους να φτιάχνουν 

αδιάλυτες με μεγάλη αντοχή στο εφελκυσμό ίνες, λόγω της εκτενούς δημιουργίας 

σταυροδεσμών/διασυνδέσεων (cross-links) μεταξύ των δομικών μονάδων του. Το 

γεγονός ότι είναι αδιάλυτα, προκαλεί δυσκολίες στη μελέτη τους. Έχει βρεθεί όμως ότι 

το κολλαγόνο από ιστούς νεαρών ζώων (ανώριμο) μπορεί να εξαχθεί σε διαλυτή μορφή 

γιατί δεν έχουν ακόμα σχηματιστεί ομοιοπολικοί δεσμοί (θα δούμε παρακάτω αναλυτικά 

πως και πότε δημιουργούνται). Η απουσία των ομοιοπολικών δεσμών στο ανώριμο 

κολλαγόνο επιτρέπει την απομόνωση της βασικής δομικής μονάδας που λέγεται 

τροποκολλαγόνο. 

Από το 1979, όπου και ανακαλύφθηκε το πρώτο ινώδες κολλαγόνο, το ΧΙ, μέχρι και 

σήμερα η οικογένεια αριθμεί πέντε τύπους: Ι, ΙΙ και ΙΙΙ (τα οποία χαρακτηρίζονται και ως 

κύρια ινώδη κολλαγόνα) και τα V και XI (τα οποία ονομάζονται ως ελεύθερων ριζών) 

[44]. Τα κολλαγόνα που σχηματίζουν ινίδια επίσης χαρακτηρίζονται και ως κλασικά 

κολλαγόνα. Μέχρι σήμερα, τα ινώδη κολλαγόνα και το κολλαγόνο τύπου ΙV είναι τα 

μόνα κολλαγόνα τα οποία έχουν περιγραφεί από τα σφουγγάρια μέχρι τους ανθρώπους 

[53]. Τα ινώδη κολλαγόνα συνθέτονται από κύτταρα του συνδετικού ιστού (ινοβλάστες, 

οστεοβλάστες και χονδροκύτταρα) στη μορφή πρόδρομων προ-α-αλυσίδων τα οποία 

περιέχουν μεγάλες περιοχές από μη-τριπλής έλικας (από 1014 έως 1020 αμινοξέα) [46]. 

Όλα τα ινώδη κολλαγόνα παρουσιάζουν μια κοινή δομή στην αλυσίδα τους, 

αποτελούμενα από μια μεγάλη περιοχή τριπλής έλικας (η οποία ονομάζεται και 

κολλαγογενή δομή ή κύρια περιοχή, COL1), η οποία περικλείεται από δύο τερματικές 

προεκτάσεις τα N- και C-προπεπτίδια. Το προπεπτίδιο C αναφέρεται ως NC1, ενώ το Ν-

προπεπτίδιο χωρίζεται σε δύο υπο-περιοχές. Η πρώτη υπο-περιοχή αποτελείται από μια 

μικρή αλληλουχία (NC2) η οποία ενώνει την κύρια τριπλή έλικα με την ελάσσονα 

(COL2) και η δεύτερη περιοχή είναι το σφαιρικό Ν άκρο (NC3), το οποίο παρουσιάζει 

ποικιλία στη δομή του (Εικόνα 8). Το Ν-προπεπτίδιο των κλασικών ινωδών κολλαγόνων 

παρουσιάζει τις περισσότερες διαφοροποιήσεις τόσο στην ακολουθία όσο και στη δομή 

ανάμεσα στους διαφορετικούς τύπους κολλαγόνων. Παρόλα αυτά, σχεδόν όλα τα ινώδη 

κολλαγόνα μπορούν να χωριστούν σε  ξεχωριστές ομάδες ανάλογα της δομής της 

σφαιρικής περιοχής του Ν-προπεπτιδίου, η οποία καλείται NC3. Στη μια περίπτωση, το 

άκρο αποτελείται από μια δομή πλούσια σε κυστεΐνη (cysteine-rich repeat domain, 

CRR), ενώ στη δεύτερη κατηγορία στο Ν άκρο έχουμε μια περιοχή που μοιάζει με 

θρομβοσπονδίνη (thrombospondin N-terminal-like, TSPN) (Εικόνα 8). 
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Εικόνα 8: Τα ινώδη κολλαγόνα [Προσαρμοσμένο από Ricard-Blum et al., (2005) [44]]. 

 

Πρέπει να τονιστεί ότι το μήκος των περιοχών τριπλής έλικας (κύρια περιοχή) των α-

αλυσίδων των ινώδη κολλαγόνων στα ασπόνδυλα και τα σπονδυλωτά ζώα είναι 

ουσιαστικά το ίδιο, παρόλο που υπάρχουν μεγάλες διαφοροποιήσεις στην ακολουθία των 

αμινοξέων [46]. Όσο αυξάνεται η πολυπλοκότητα του οργανισμού αυξάνεται η 

περιεκτικότητα σε κατάλοιπα προ (Pro residues) (από 15% στα ασπόνδυλα φθάνει το 

23% στα σπονδυλωτά), ενώ η περιεκτικότητα στην τριπλέτα Gly-Gly στις α-αλυσίδες 

μειώνεται, γεγονός το οποίο προσφέρει μεγαλύτερη ακαμψία στη δομή των μορίων του 

κολλαγόνου στα πιο υψηλά οργανωμένα ζώα. 

Τα περισσότερα ινίδια κολλαγόνου είναι κατασκευασμένα από κολλαγόνο τύπου II, XI 

και ΙΧ ή από κολλαγόνα ΙΙ και III στο χόνδρο, από κολλαγόνο Ι και ΙΙΙ στο δέρμα, και 

από Ι και V στον κερατοειδή [44]. Επιπλέον, τα ινίδια κολλαγόνου μπορούν να 

θεωρηθούν ως μακρομοριακά κράματα κολλαγόνων, άλλων πρωτεϊνών και 

προτεογλυκανών. Για παράδειγμα, οι προτεογλυκάνες που είναι πλούσιες σε λευκίνη 

ρυθμίζουν την ινιδιογένεση όπως τα κολλαγόνα V και XIV, ενώ μπορούν επίσης να 

επηρεάσουν την ανάπτυξη σταυροδεσμών.  

Ο έλεγχος της διαμέτρου των ινών είναι κρίσιμος για την ορθή λειτουργία των ιστών 

[37], ενώ τα λεπτά ετεροτυπικά ινίδια έχουν μεγαλύτερο ποσοστό σε μόρια κολλαγόνου 

από τους ελάσσονες τύπους κολλαγόνου [37, 53]. 

Καθώς το ίδιο κύτταρο μπορεί να συνθέσει διαφορετικούς τύπους κολλαγόνου την ίδια 

στιγμή, απαιτείται η ύπαρξη ενός συγκεκριμένου μηχανισμού για την αναγνώριση των α-

αλυσίδων κατά τη διαδικασία διαμόρφωσης των μορίων του προκολλαγόνου [53]. Έχει 

παρουσιαστεί ότι μια μη συνεχής περιοχή αποτελούμενη από 15 αμινοξέα στο C-

προπεπτίδιο συμμετέχει στην αναγνώριση των ινώδη αλυσίδων του προκολλαγόνου [54] 

και επομένως, το C-προπεπτίδιο διαδραματίζει σημαντικό ρόλο επιτρέποντας στα 

κύτταρα να αναγνωρίζουν τις α-αλυσίδες. 
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Η ομοιομορφία των α-αλυσίδων των ινώδη κολλαγόνων επιβεβαιώνεται επίσης σε 

γονιδιακό επίπεδο. Είναι γνωστό ότι η κύρια περιοχή του κολλαγόνου κωδικοποιείται 

από τα εξώνια (exons) 54 b.p. και 45 b.p. (5409 b.p.) και από τις πολλαπλές επαναλήψεις 

τους [46]. Όλα τα εξώνια ξεκινούν από το κωδικόνιο της άθικτης γλυκίνης και 

τελειώνουν από το κωδικόνιο του άθικτου Y. Σύμφωνα με την ισχύουσα υπόθεση, η 

εμφάνιση του πρόδρομου γονιδίου των ινώδων κολλαγόνων ενώνεται με πολλαπλές 

αναπαραγωγές της αρχικής μονάδας που περιλαμβάνει το εξώνιο 54 b.p., το οποίο 

κωδικοποιεί έξι τριπλέτες Gly-X-Y. 

 

Κολλαγόνο Τύπου Ι  

Το κολλαγόνο τύπου Ι, το οποίο είναι  το πιο κοινό κολλαγόνο στα θηλαστικά, 

αποτελείται από 3 πολυπεπτιδικές αλυσίδες του ίδιου μήκους: δύο ίδιες α1(Ι) και μιαν 

ομόλογη με αυτές α2(Ι) (κάθε πολυπεπτιδική αλυσίδα αποτελείται περίπου από 1000 

αμινοξέα). Επομένως, ο μοριακός τύπος του μπορεί να παρασταθεί σαν α1(Ι)2 α2(Ι). 

Έτσι, το κολλαγόνο τύπου Ι είναι ετεροτριμερές αφού αποτελείται από δύο προ-α1(Ι) και 

μια προ-α2(Ι) αλυσίδες, αλλά και ομοτριμερικά μόρια αποτελούμενα από τρεις προ-α1(Ι) 

έχουν επίσης αναφερθεί [53]. Το κολλαγόνο τύπου Ι είναι παρόν στον ιστό επούλωσης, 

το τελικό προϊόν όταν ο ιστός επουλώνεται, ενώ το συναντάμε στους τένοντες, στις 

μυϊκές ίνες και στο οργανικό μέρος των οστών. Το COL1A1 (collagen, type I, alpha 1) 

είναι ένα ανθρώπινο γονίδιο το οποίο είναι ένα από τα αρκετά γονίδια τα οποία είναι 

υπεύθυνα για την παραγωγή των συστατικών που συνθέτουν το κολλαγόνο. Το  γονίδιο 

COL1A1 παράγει ένα συστατικό του κολλαγόνου τύπου Ι, το οποίο ονομάζεται αλυσίδα 

προ-άλφα1(Ι) (pro-alpha1(I) chain). Αυτή η αλυσίδα συνδυάζεται με μιαν άλλη αλυσίδα 

προ-άλφα1(Ι) και επίσης μια αλυσίδα προ-άλφα2(Ι) για να κάνουν το μόριο του προ-

κολλαγόνου τύπου Ι (Εικόνα 9). Αυτή η τριπλή δομή του μοριακού προ-κολλαγόνου 

πρέπει να υποστεί διεργασία από ένζυμα έξω από το κύτταρο. Όταν ολοκληρωθεί αυτή η 

διεργασία τα μόρια αυτά αυτο-οργανώνονται σε μακριά, λεπτά ινίδια  μέσω 

σταυροδεσμών (cross-links) στο χώρο μεταξύ των κυττάρων.  
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Εικόνα 9: Σχηματισμός του ετεροτριμερικού μορίου του κολλαγόνου τύπου Ι από α-αλυσίδες. A) Οι 

διάφορες δομικές περιοχές των α-αλυσίδων. B) H διαδικασία υπερελίκωσης των α-αλυσίδων και C) 

Σχηματισμός ετεροτριμερικού μορίου. MCD: η κύρια περιοχή του κολλαγόνου, Ι-V: υπο-περιοχές του 

C-προπεπτιδίου, G1 και G2: σφαιροειδείς δομές που είναι ξεχωριστές υπο-περιοχές του C-προπεπτιδίου 

[Προσαρμοσμένο από Ivanova and Krivchnk, (2012) [46]]. 

 

Το κολλαγόνο τύπου Ι σχηματίζει υπερελικομένα μικροϊνίδια από 5 μόρια κολλαγόνου 

τα οποία συμπλέκονται με τα γειτονικά μικροϊνίδια, οδηγώντας στο ψευδο-εξαγωνικό 

(quasi-hexagonal) σχηματισμό των μορίων του κολλαγόνου [43]. Αυτοί οι σταυροδεσμοί 

είναι η αιτία για τη μεγάλη ανθεκτικότητα των ινών κολλαγόνου τύπου Ι. Το γονίδιο 

COL1A1 βρίσκεται στο χρωμοφόρο 17 μεταξύ των θέσεων 21.3 και 22.1 και ανωμαλία 

σε αυτό ή μετάλλαξη είναι υπεύθυνη  για διάφορες ασθένειες. Μερικές σχετικές 

ασθένειες είναι το σύνδρομο Ehlers-Danlos arthrochalasia, το σύνδρομο Ehlers-Danlos 

κλασικός τύπος, ατελής οστεογένεση τύπου Ι, ατελής οστεογένεση τύπου ΙΙ, ατελής 

οστεογένεση τύπου ΙΙΙ και ατελής οστεογένεση τύπου ΙV. Η αναλυτική περιγραφή των 

ασθενειών αυτών ξεφεύγει από τα όρια της εργασίας αυτής και  αναφορά τους είχε 

σκοπό να τονίσει τη σημαντικότητα του κολλαγόνου τύπου Ι για τον ανθρώπινο 

οργανισμό. 

Τα τέσσερα επίπεδα δομικής οργάνωσης του κολλαγόνου τύπου Ι  

Οι πρωτεΐνες κατατάσσονται σε τέσσερα επίπεδα δομικής οργάνωσης [55]. Παρακάτω 

παρουσιάζεται ξεχωριστά το κάθε επίπεδο για το μακρομόριο του κολλαγόνου τύπου Ι. 
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Πρωτoταγής δομή: αναφέρεται στο γραμμικό αριθμό και τη διάταξη των παρόντων 

αμινοξέων, δηλαδή στη διάταξη των αμινοξέων σε μιαν πολυπεπτιδική αλυσίδα και 

επομένως, εδώ πρόκειται για την αλληλουχία αμινοξέων στο κολλαγόνο. 

Στο κολλαγόνο το κάθε τρίτο αμινοξύ είναι γλυκίνη και πολύ συχνά εμφανίζεται η 

αλληλουχία γλυκίνη-προλίνη/λυσίνη-υδροξυπρολίνη/υδροξυλισίμη. Δηλαδή, η 

πρωτοταγής δομή είναι (Gly-Χ-Υ)n, όπου Χ μπορεί να είναι προλίνη ή λυσίνη και Υ 

υδροξυπρολίνη ή υδροξυλυσίνη, αντίστοιχα. Θα φανταστούμε τις αλυσίδες του 

κολλαγόνου ως εξής: 

H2N…Gly-X-Y-Gly-H-Y-Gly-X-Y…COOH 

Βλέπουμε ότι η πρωτοταγής δομή του κολλαγόνου χαρακτηρίζεται από υψηλό ποσοστό 

ορισμένων αμινοξέων και συγκεκριμένα της γλυκίνης, που αποτελεί το 1/3 όλων των 

αμινοξέων και της προλίνης (υδροξυλιωμένης και μη) που αποτελεί το 22% περίπου του 

μορίου (11% Pro και 11% HyPro). Η υδροξυπρολίνη είναι ένα αμινοξύ που δεν 

κωδικοποιείται από νουκλεϊνικά οξέα.  Το γεγονός ότι η γλυκίνη είναι περίπου το 33% 

της ακολουθίας και η μεγάλη περιεκτικότητα σε Pro και HyPro οδήγησε αρκετούς 

ερευνητές να προσπαθήσουν να προσδιορίσουν τη δομή του κολλαγόνου σε σχέση με τις 

δομές τις πολυγλικίνης και πολυπρολίνης, οι οποίες σχηματίζουν αριστερόστροφες 

έλικες με 3 αμινοξικά κατάλοιπα ανά στροφή. 

Δευτεροταγής δομή: Αναφερόμαστε στη χωρική αναδίπλωση των πεπτιδίων του 

κολλαγόνου ώστε να σταθεροποιούνται οι αλληλεπιδράσεις μέσω της δημιουργίας 

σπονδυλωτής πολυπεπτιδικής στερεοδομής (Σχήμα 1). Η δευτεροταγής δομή 

χαρακτηρίζεται από τις γωνίες ενδίπλωσης μεταξύ των πεπτιδίων, ενώ για να συντηρείται 

μια συγκεκριμένη αναδίπλωση είναι απαραίτητη και η μια μη-ομοιοπολική σύνδεση στο 

εσωτερικό της αλυσίδας. Η πιο πιθανή περίπτωση είναι η δημιουργία δεσμών υδρογόνου 

μεταξύ των «αμιδικών» πρωτονίων και των «καρβονικών» οξυγόνων. 

 
Σχήμα 1: Δευτεροταγής δομή κολλαγόνου. Α) Χωρική αναδίπλωση κατά τη φορά του ρολογιού για τη 

σύνδεση πεπτιδίων. Β) Δημιουργία δεσμών υδρογόνου εντός της αλυσίδας κατά την αλληλουχία Gly-

Pro-Hydro. 



Β :  Θ Ε Ω Ρ Η Τ Ι Κ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ  

Β . 1  Κ ο λ λ α γ ό ν ο   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 27 

Τριτοταγής δομή: Στο κολλαγόνο η τριτοταγής δομή συνίσταται στη δεξιόστροφη 

υπερέλικα, σχηματιζόμενη από τρεις παράλληλες αριστερόστροφες έλικες α1, α1 και α2 

(Εικόνα 10Α). Οι πολυπεπτιδικές αλυσίδες είναι διατεταγμένες με τέτοιο τρόπο ώστε να 

δημιουργείται το μόριο (δομική μονάδα κολλαγόνου), σχήματος ράβδου. Η βασική αυτή 

μονάδα του κολλαγόνου ονομάζεται τροποκολλαγόνο, όπως αναφέρθηκε και πιο πάνω. 

Κάθε αριστερόστροφη έλικα περιλαμβάνει 3.3 κατάλοιπα ανά στροφή, η απόσταση 

καταλοίπου από κατάλοιπο παράλληλα με τον άξονα της έλικας είναι 2.9 Å και η ακτίνα 

είναι 1.6 Å. Το βήμα της δεξιόστροφης υπερέλικας είναι 86 Å. 

Επομένως, το τροποκολλαγόνο αποτελείται από τρεις πολυπεπτιδικές αλυσίδες ίδιου 

μεγέθους, των οποίων η σύνθεση εξαρτάται από τον τύπο του κολλαγόνου. Το 

τροποκολλαγόνο έχει σχήμα ράβδου και είναι μία από τις πιο επιμήκεις γνωστές 

πρωτεΐνες, όπως έχουν δείξει αρχικά μελέτες ηλεκτρονικής μικροσκοπίας, μήκους 300 

nm, και διαμέτρου 1.5 nm. Τα δύο άκρα τροποκολλαγόνου είναι διαφορετικά μεταξύ 

τους. Στο ένα άκρο σχηματίζονται Ν-τελοπεπτίδια, τα οποία δεν έχουν ελικοειδή διάταξη 

και παίζουν σημαντικό ρόλο στη δημιουργία των σταυροδεσμών. Οι τρεις ελικοειδείς 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες τυλίγονται η μια γύρω από την άλλη σχηματίζοντας έναν 

άκαμπτο υπερελικομένο καλώδιο.  

Η τριπλή έλικα σταθεροποιείται με δεσμούς υδρογόνου που αναπτύσσονται από την 

ομάδα ΝΗ μιας γλυκίνης , προς την ομάδα C=O της προλίνης ή άλλου αμινοξέος ενός 

διπλανού κλώνου (Εικόνα 10B). Η κατεύθυνση των δεσμών υδρογόνου είναι κάθετη 

στον κεντρικό άξονα της ράβδου του τροποκολλαγόνου. Οι υδροξυλομάδες της 

υδροξυπρολίνης και του νερού συμμετέχουν επιπλέον στη δημιουργία των δεσμών 

υδρογόνου οι οποίοι σταθεροποιούν την τριπλή έλικα. 

 
Εικόνα 10: Α) Η τριπλή δεξιόστροφη  έλικα του κολλαγόνου. Η κάθε αριστερόστροφη α-έλικα 

παρουσιάζεται  με διαφορετικό χρώμα Β) Οι δεσμοί υδρογόνου που αναπτύσσονται μεταξύ μιας ομάδας 

ΝΗ της γλυκίνης και της ομάδας C=O της προλίνης, οι οποίοι κρατούν σταθερή την τριπλή έλικα του 

κολλαγόνου. Γ) Εσωτερική θέση της γλυκίνης κοντά στον άξονα της τριπλής υπερέλικας. 
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Το α-άτομο άνθρακα του ίδιου καταλοίπου, που σχημάτισε το δεσμό υδρογόνου, 

βρίσκεται κοντά στον άξονα της τριπλής υπερέλικας (σε μια  εσωτερική θέση), όπου δεν 

υπάρχει χώρος για ογκώδη πλευρική αλυσίδα (όπως οι ογκώδεις δακτύλιοι της προλίνης 

και της υδροξυπρολίνης). Έτσι, αυτό το κατάλοιπο πρέπει πάντοτε να είναι γλυκίνη 

(Εικόνα 10Γ). Ο τρόπος αυτός κατασκευής της τριπλής έλικας εξηγεί την ύπαρξη της 

γλυκίνης ανά τρία αμινοξέα (Gly-Χ-Υ)n. Οι πλευρικές αλυσίδες των δύο άλλων 

καταλοίπων για κάθε τριπλέτα διευθύνονται μακριά από τον άξονα της έλικας όπου 

υπάρχει χώρος. Ιδιαίτερα ευνοϊκές είναι οι αλληλεπιδράσεις τους στην περίπτωση που τα 

κατάλοιπα είναι Pro ή HyPro. Αυτή η απλότητα αποτελεί και σημαντικό πλεονέκτημα 

για τη δομή της πρωτεΐνης. Εκτός από τους δεσμούς υδρογόνου που αναπτύσσονται 

μεταξύ δύο κλώνων της τριπλής έλικας αναπτύσσονται και δεσμοί τύπου αλδιμίνης 

(aldimine)
‡
. Τέλος, οπωσδήποτε οι τρεις αλυσίδες της υπερέλικας συγκρατούνται και από 

αλληλεπιδράσεις van der Waals μεταξύ των υπόλοιπων ατόμων των αριστερόστροφων 

ελίκων. 

Τεταρτογενής δομή: Στο κολλαγόνο η τεταρτογενής δομή αναφέρεται στην 

τακτοποίηση στο χώρο πληθυσμού πολυπεπτιδικών αλυσίδων κολλαγόνου, δηλαδή 

δομών τροποκολλαγόνου. 

Οι διασυνδέσεις μεταξύ των δομικών μονάδων, τροποκολλαγόνου, χαρακτηρίζουν την 

τελική στερεοδομή, εφόσον συγκρατούν μεταξύ τους τα μόρια σε μεγαλύτερες μονάδες. 

Για να δημιουργηθεί λοιπόν η τεταρτογενής δομή του κολλαγόνου οι δομικές μονάδες 

(τροποκολλαγόνα) διατάσσονται ώστε να διαμορφώσουν μικρό-ινίδια, ινίδια και τελικά 

ίνες κολλαγόνου (Εικόνα 11). Τρία ελικοειδής πεπτίδια ενώνονται για να δημιουργήσουν 

το τροποκολλαγόνο και πέντε τροποκολλαγόνα δημιουργούν μια μορφή μικρο-ινιδίου . 

Το κάθε μικρό-ινίδιο έχει διάμετρο περίπου 4 nm ενώ το κάθε ινίδιο αποτελείται από 

περίπου 30 τροποκολλαγόνα και έχει διάμετρο περίπου 50 nm. Η δομή της 

διπλολειτουργικής (bifuntional) διαδικασίας της διασύνδεσης είναι το σχετικά σύνθετο 

προϊόν μιας χημικής αντίδρασης της οποίας τα προϊόντα είναι η λυσίνη και η 

υδροξυλισίνη. Αυτή η αντίδραση συνεχίζεται καθώς ο οργανισμός ωριμάζει καθιστώντας 

την εξαγωγή και λήψη του κολλαγόνου από ιστούς γηραιότερων ζώων δυσκολότερη, 

όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως. 

                                                

‡
 Οι δεσμοί αυτοί αναπτύσσονται ως εξής: Υπάρχει ένα ένζυμο, η λυσυλοξειδάση που απαμινώνει 

οξειδωτικά τις ε-αμινοομάδες συγκεκριμένων μορίων λυσίνης ή υδροξυλυσίνης σε ακραίες μη ελικοειδείς 

περιοχές του μορίου του κολλαγόνου. Οι αλδεΰδες που προκύπτουν αντιδρούν με ε-αμινομάδες 

υδροξυλυσίνης περιοχές μιας γειτονικής αλυσίδας δημιουργώντας βάσεις Schiff. 
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Εικόνα 11. Η διαδικασία σύνθεσης του κολλαγόνου τύπου Ι. Α) Δύο πανομοιότητες αλυσίδες α1(Ι) και 

μια α2(Ι) πεπτιδικές αλυσίδες αυτό-οργανώνονται για να διαμορφώσουν το προκολλαγόνο Β). C) Η 

πεπτιδάση του προκολλαγόνου αφαιρεί τα άκρα για να σχηματιστεί το τροποκολλαγόνο τύπου Ι D) Τα 

μόρια του τροποκολλαγόνου αυτοδιαμορφώνονται για να σχηματίσουν ινίδια κολλαγόνου E) Τα ινίδια 

κολλαγόνου αυτό-οργανώντονται για να σχηματίσουν ίνες κολλαγόνου F) [Προσαρμοσμένο από Kruger, 

et al., (2013) [56]]. 

 

Β.1.6 ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΤΟΥ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ-ΒΙΟΣΥΝΘΕΣΗ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Β.1.6.1 ΒΙΟΣΥΝΘΕΣΗ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

Όλες οι πρωτεΐνες που ανήκουν στην οικογένεια των κολλαγόνων είναι πρωτεΐνες που 

εκκρίνονται και διέρχονται μέσα από το ενδοπλασματικό δίκτυο, όπου και 

διαμορφώνονται σε μόρια που περιλαμβάνουν περιοχές τριπλής έλικας [57]. Το 

κολλαγόνο συνθέτεται μέσα σε ινοβλάστες του συνδετικού ιστού σαν ένα πεπτίδιο 

μεγαλύτερου μοριακού βάρους από το τροποκολλαγόνο  που ονομάζεται προκολλαγόνο 

(procollagen). Ουσιαστικά, οι ινοβλάστες παράγουν πρόδρομες αλυσίδες (προ-α1 και 

προ-α2). Κάθε πρόδρομη αλυσίδα έχει 1300 κατάλοιπα. Ωστόσο, για τη δημιουργία του 

τροποκολλαγόνου δεν αρκεί η ύπαρξη των τριών αλυσίδων από τις οποίες αποτελείται. 

Απόδειξη για αυτό αποτελεί το γεγονός ότι ενώ οι τρεις αλυσίδες δίνουν γρήγορα τη 

δομή του τροποκολλαγόνου in vivo, in vitro  η ίδια διαδικασία απαιτεί μέρες. Αυτό που 
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λείπει στην in vitro διαδικασία είναι κάποια επιπλέον πεπτίδια, τα οποία λέγονται 

τελοπεπτίδια και υπάρχουν σε αλυσίδες που προϋπάρχουν των αλυσίδων του 

τροποκολλαγόνου. Αυτές οι προ-αλυσίδες ενώνονται και φτιάχνουν το προκολλαγόνο, 

από το οποίο αναπτύσσονται τα προπεπτίδια για να δώσουν το τροποκολλαγόνο. 

Όλα τα κολλαγόνα επιπλέον περιλαμβάνουν μη-ελικώδεις περιοχές, οι οποίες στην 

περίπτωση των ινωδών κολλαγόνων αναγνωρίζονται ως προπεπτιδικές περιοχές. Τα 

ινώδη κολλαγόνα σχηματίζουν παρόμοιες μοριακές και υπερμοριακές δομές καθώς 

σχηματίζουν ινίδια με τη χαρακτηριστική D-περιοδικότητα. Τα μεμονωμένα μόρια 

αποτελούνται από επίμηκες τριπλές ελικοειδής δομές οι οποίες περιλαμβάνουν περίπου 

330 τριπλέτες Gly-X-Y ανά αλυσίδα και σχηματίζουν μόρια με μήκους περίπου 300 nm. 

Η βιοσύνθεση αυτών των δομών κολλαγόνου περιλαμβάνει μιαν ιδιαίτερη διαδικασία, η 

οποία αποτελείται από μια διαδικασία σχηματισμού των περιοχών τριπλής έλικας σε 

συνδυασμό με έναν αριθμό από συγκεκριμένες μετά-μεταφραστικές (post-translational) 

τροποποιήσεις. Το κολλαγόνο πρώτα συνθέτεται και εκκρίνεται ως προκολλαγόνο, το 

οποίο είναι μια μεγάλη πρόδρομη πρωτεΐνη. Τα μόρια του προκολλαγόνου διαθέτουν μια 

κεντρική περιοχή τριπλής έλικας και μη ελικοειδής περιοχές προπεπτιδίων στα δυο άκρα, 

Ν- και C- αντίστοιχα. Οι δυο προπεπτιδικές περιοχές αποσχίζονται στο τελικό στάδιο της 

βιοσύνθεσης του κολλαγόνου.  

Στο μονοπάτι της διαδικασίας βιοσύνθεσης των ινωδών κολλαγόνων (Εικόνα 12) το 

πρώτο βήμα είναι η επιλογή των κατάλληλων τριών α-αλυσίδων [53]. Το προκολλαγόνο 

που σχηματίζεται στη συνέχεια δέχεται κατάλληλη επεξεργασία ώστε να σχηματιστούν 

τα μόρια κολλαγόνου. Κατά την περίοδο αυτής της ωρίμανσης, τα Ν- και C-προπεπτίδια 

αποσχίζονται από συγκεκριμένες πρωτεάσες. Τα μόρια κολλαγόνου αποτελούνται 

κυρίως από την κύρια τριπλή έλικα και εμφανίζονται με σχήμα ράβδου με μήκος 300 nm 

και διάμετρο περίπου 1.5 nm. Τα ώριμα αυτά μόρια κολλαγόνου, τα οποία στη συνέχεια 

σχηματίζουν ινίδια κολλαγόνου, έχουν δύο μικρές περιοχές στα άκρα της τριπλής έλικας, 

τα τελοπεπτίδια τα οποία δεν έχουν τη μορφή τριπλής έλικας. Η τριπλή έλικα είναι 

λιγότερο ευαίσθητη στην επίδραση από τις πρωτεάσες, από ότι τα τελοπεπτίδια, και για 

το λόγο αυτό έχουν χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη παλαιοντολογικών υλικών [53, 58, 

59]. Για παράδειγμα, αξιοποιώντας το γεγονός ότι το κολλαγόνο τύπου Ι των 

σπονδυλωτών ζώων είναι μία από τις πιο άφθονες τους πρωτεΐνες, έχει γίνει κατορθωτό 

να μελετηθεί μέρος των μορίων του κολλαγόνου από απολιθωμένα οστά δεινοσαύρων 

[58, 59]. 
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Εικόνα 12: Σχηματισμός ινιδίων κολλαγόνου τύπου Ι. Μετά την επιλογή των κατάλληλων α-αλυσίδων, 

τα C-προπεπτίδια διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην ευθυγράμμιση των α-αλυσίδων, επιτρέποντας 

τη νουκλέωση (nucleation) της τριπλής έλικας και την αύξηση του μήκους κατά τις διευθύνσεις των N- 

και C-άκρων. Ακολούθως, τα προκολλαγόνα  επεξεργάζονται από τις Ν- και C-προτεϊνάσες με 

αποτέλεσμα τα μόρια του κολλαγόνου να σχηματίζουν ινίδια [Προσαρμοσμένο από Exposito et 

al.,(2010) [53]]. 

Η βιοσύνθεση του προκολλαγόνου περιγράφτηκε αρχικά στα τέλη του 1970 [60, 61] και 

η διαδικασία που γνωρίζουμε σήμερα είναι συγκρίσιμη με αυτή την αρχική εκδοχή. 

Καθώς κάθε προ-α-αλυσίδα περιλαμβάνει την ξεχωριστή πληροφορία της ακολουθίας 

της στο N-ακρο, το πολυπεπτίδιο με τη γένεση του μετατοπίζεται συν-μεταφραστικά (co-

transnationally translocated) στο ενδοπλασματικό δίκτυο, όπως οι  υπόλοιπες πρωτεΐνες 

που εκκρίνονται (Βήμα 1, στην Εικόνα 13). Επίσης, κατά τη διάρκεια αυτής της φάσης 

διαδραματίζονται και μετα-μεταφραστικές (post-translational modifications) 

τροποποιήσεις της περιοχής της ελικοειδούς τριπλής έλικας (Βήμα 2, στην Εικόνα 13). 

Αφού ολοκληρωθεί αυτή η διαδικασία, τρεις προ-α-αλυσίδες τριμερίζονται στο C-

προπεπτίδιο και τα C-προπεπτίδια σταθεροποιούνται με διαμοριακές δισουλφιδικές 

γέφυρες (Βήμα 3, στην Εικόνα 13). 
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Εικόνα 13: Βιοσύνθεση προκολλαγόνου [προσαρμοσμένο από Koide et al., (2005) [57]]. 

 

Μετά τη διαμόρφωση του C-προπεπτιδίου, ξεκινά ο σχηματισμός της τριπλής έλικας από 

το C-άκρο προς το N-άκρο (Βήμα 4, στην Εικόνα 13). Κατά τη διαδικασία αυτή 

σχηματισμού της τριπλής έλικας αυξάνεται και η θερμική σταθερότητα της τριπλής 

έλικας.  

Τα μόρια του προκολλαγόνου τα οποία έχουν ολοκληρώσει το δίπλωμα τους (folding) 

στη συνέχεια μεταφέρονται στο σύστημα Golgi (Βήμα 5, στην Εικόνα 13). Στο σύστημα 

Golgi τα μόρια του προκολλαγόνου διατάσσονται το ένα διπλά στο άλλο σχηματίζοντας 
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δομές από πλευρικά διατεταγμένα μόρια (Βήμα 6, στην Εικόνα 13) [62]. Τέλος, αυτές οι 

δομές προκολλαγόνου εκκρίνονται στο εξωκυττάριο χώρο, όπου τα Ν- και C-

προπεπτίδια αποσχίζονται ενζυμικά δημιουργώντας (Βήμα 7, στην Εικόνα 13) τα μόρια 

του ώριμου κολλαγόνου. Κατά τη διάρκεια του τελευταίου αυτού βήματος, τα μόρια του 

κολλαγόνου αυτό-διαμορφώνονται σε ινώδεις υπερδομές στις οποίες κάθε μόρια είναι 

μετατοπισμένα κατά ένα τέταρτο του μήκος τους, κατά μήκος του άξονα του ινιδίου.  

 

ΔΙΑΜΟΡΦΩΣΗ ΤΩΝ ΚΥΡΙΩΝ ΙΝΩΔΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΩΝ 

Ως κύρια (ή κλασσικά) ινώδη κολλαγόνα καλούμε τα κολλαγόνα τύπου Ι-ΙΙΙ, τα οποία 

είναι και τα κύρια ινώδη συστατικά του εξωκυττάριου πλέγματος των σπονδυλωτών 

ζώων. Όλα τα κύρια ινώδη κολλαγόνα συνθέτονται σαν πρόδρομα προκολλαγόνα τα 

οποία διαφέρουν από τα ώριμα μονομερή κολλαγόνα στο ότι περιέχουν NH2 και COOH- 

πεπτιδικές προεκτάσεις, γνωστά ως Ν- και C-προπεπτίδια, αντίστοιχα [63]. Τα 

προπεπτίδια αποσχίζονται, ελευθερώνοντας την κεντρική τριπλή έλικα του μορίου 

(Εικόνα 14), η οποία αποτελεί και το ώριμο μονομερές το οποίο και έχει την ικανότητα 

να σχηματίζει ινίδια [64, 65]. Το προκολλαγόνο τύπου Ι είναι ετερο-τριμερές 

(heterotrimer) αποτελούμενο από δύο προ-α1(Ι) και μια προ-α2(Ι) αλυσίδα (Εικόνα 15). 

Μεταλλάξεις οι οποίες αποτρέπουν την απόσχιση του Ν-προπεπτιδίου από τις προ-α1(Ι) 

ή προ-α2(Ι) αλυσίδες, προκαλούν κληρονομικές ανωμαλίες του συνδετικού ιστού, όπως 

το σύνδρομο Ehlers-Danlos (EDS) τύπων VIIA και VIIB, αντίστοιχα [66, 67]. 

 

 

 
Εικόνα 14: Διαμόρφωση των Ν- και C-προπεπτιδίων του τύπου Ι προκολλαγόνου από ADMTS-2 (A 

disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) και BMP-1 (Bone morphogenetic 

protein), αντίστοιχα. 
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Εικόνα 15: Σχηματισμός των τριμερικών μορίων κολλαγόνου από α-αλυσίδες. Πάνω: δίπλωμα των 

τριών αλυσίδων σε ένα μόριο κολλαγόνου. Μέση: Ινώδη α-αλυσίδες στις οποίες παρουσιάζονται οι 

διάφορες περιοχές των αλυσίδων.  Κάτω: Η διευθέτηση των ινιδίων οδηγεί στο σχηματισμό ινιδίων με 

περιοδικότητα. Κάτω δεξιά: Ηλεκτρονική εικόνα (x 60,000) από ινίδια κολλαγόνου του κερατοειδή 

λαγού. Η μικρή διάμετρος (~25 nm) οφείλεται στο γεγονός ότι τα ινίδια είναι ετεροτυπικά αποτελούμενα 

από 80% κολλαγόνο τύπου Ι και 20% τύπου V [Προσαρμογή από Gordon et al., (2010) [37]]. 

Αποδόμηση/υποβάθμιση (degradation) κολλαγόνου  

Οι μηχανισμοί που συμμετέχουν στην αποδόμηση του κολλαγόνου είναι: 1) Έκκριση από 

κύτταρα ενζύμων τα οποία στη συνέχεια αποδομούν το κολλαγόνο και άλλα μόρια της 

εξωκυτταρικής μήτρας (ενζυμική υποβάθμιση), 2) Επιλεκτική έγχυση ινιδίων 

κολλαγόνου από τους ινοβλάστες και η ενδοκυτταρική αποδόμηση [68]. Η τριπλή έλικα 

του κολλαγόνου είναι ιδιαίτερα ανθεκτική στην πρωτεολυτική (proteolytic) επίθεση. Οι 

μεταλλοπρωτεϊνάσες (metalloproteinases, MMP) του πλέγματος είναι μια μεγάλη 

οικογένεια από πρωτεολυτικά ένζυμα, η οποία περιλαμβάνει: τις κολλαγενάσες (MPP-1), 

τις γελατινάσες (gelatinases, MPP-2), τις μεταλλοελαστάσες (metalloelastases, MPP-12), 
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τις στρομελυσίνες (stromelysins, MPP-3) και τη μετριλυσίνη (metrilysin, MPP-7). Οι 

κολλαγενάσες 1, 2 και 3 αποδομούν τα κολλαγόνα τύπου I, II, III, V, ενώ η κολλαγενάση 

3 μπορεί να αποδομήσει επιπλέον τα κολλαγόνα τύπου IV, IX, X και ΧΙ. Οι γελατινάσες 

Α, Β, οι στρομολυσίνες 1,2 και οι μεταλλοπρωτεϊνάσες αποδομούν το κολλαγόνο τύπου Ι 

και τα συστατικά των μεμβρανών των κυττάρων, όπως το κολλαγόνο τύπου IV και την 

ελαστίνη.  

 

Β.1.6.2 ΠΕΡΙΟΔΙΚΟΤΗΤΑ D 

Όπως έχει παρουσιαστεί και προηγουμένως, τα μόρια του κολλαγόνου σε ένα ινίδιο δεν 

είναι διατεταγμένα το ένα ακριβώς κάτω από το άλλο. Από έρευνες, που έχουν γίνει 

αρχικά με ηλεκτρονική μικροσκοπία, έχει βρεθεί ότι τα τροποκολλαγόνα της ίδιας σειράς 

απέχουν μεταξύ τους 40 nm, ενώ οι διαδοχικές σειρές μετακινούνται κατά 67 nm 

(Εικόνα 16). Η δομή επαναλαμβάνεται κάθε πέντε σειρές. Το κενό των 40 nm μεταξύ 

ενός τροποκολλαγόνου και του επόμενου είναι ο χώρος που τα τελοπεπτίδια χρειάζονται 

για την ανάπτυξη των δια-συνδέσεων, και αυτό συνεπώς έχει ιδιαίτερη σημασία.  

 
Εικόνα 16: Βασικό δομικό σχέδιο της ίνας του κολλαγόνου.  

Η κανονικότητα στη μετατόπιση των μορίων του τροποκολλαγόνου συνδέεται με την 

ύπαρξη της εναλλαγής των φορτισμένων αμινοξέων κατά μήκος της τριπλής έλικας, 

όπου τα αφόρτιστα αμινοξέα υπερτερούν [46, 69, 70]. Η περιοδικότητα αυτών των 

εναλλαγών είναι περίπου 67 nm. Για αυτό το λόγο, μόνο μέσω μετατοπίσεων των 

τροποκολλαγόνων κατά αποστάσεις των 67 nm εξασφαλίζονται οι απαραίτητες συνθήκες 

για το σχηματισμό ιοντικών δεσμών και δεσμών υδρογόνου μεταξύ των γειτονικών 

μορίων τροποκολλαγόνου. Η απόσταση μεταξύ δύο γειτονικών μορίων 

τροποκολλαγόνου κατά μήκος μίας γραμμής είναι 0.54D (Εικόνα 17) [46]. Ο ακριβής, 

όμως, τρόπος δημιουργίας των δια-συνδέσεων και γενικά η διάταξη των 

τροποκολλαγόνων σε ένα ινίδιο δεν έχει ερμηνευτεί πλήρως και αποτελεί αντικείμενο 

έρευνας. 
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Εικόνα 17: Τα βασικά στάδια/βήματα του σχηματισμού των ινιδίων κολλαγόνου [Προσαρμοσμένο από 

Ivanova and Krivchnko, (2012) [46]]. 

 

Πολλά μοντέλα έχουν προταθεί για να εξηγήσουν τη δομή του κολλαγόνου, αλλά το πιο 

ευρέως διαδεδομένο και αποδεκτό είναι το μοντέλο των Hodge-Petruska [71, 72]. 

Σύμφωνα με αυτό το μοντέλο, τα μόρια του κολλαγόνου (δηλαδή οι μονάδες 

τροποκολλαγόνου οι οποίες είναι τριπλές έλικες) αυτοδιαμορφώνονται σε ινίδια (τα 

οποία στη συνέχεια θα σχηματίσουν τις ίνες) με συγκεκριμένο πρότυπο, μέσω της 

διάταξης του ενός μορίου δίπλα στο άλλο σε απόσταση ενός τετάρτου του μήκους του 

γειτονικού μορίου (quarter-stagger). Αυτή η διάταξη έχει ως αποτέλεσμα να αφήνονται, 

με περιοδικότητα, κενά και κοιλάδες (η D-περιοδικότητα) εντός του ινιδίου [2]. Τα 

γειτονικά μόρια σε μια γραμμή κατά μήκος του κύριου άξονα των ινιδίων, έχουν 40 nm 

απόσταση το ένα από το άλλο [2, 73]. Έχει προταθεί ότι αυτά τα κενά λειτουργούν ως 

περιοχές νουκλέωσης (nucleation sites) της εναπόθεσης επίμηκων και σκληρών 

κρυστάλλων των μεταλλικών στοιχείων [74]. Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι ο χώρος 

μεταξύ των αυτοδιαμορφωμένων μορίων κολλαγόνου είναι 0.24 nm [75], ενώ η 

απόσταση ισορροπίας μεταξύ δύο μορίων κολλαγόνου στην παρουσία διαλύτη είναι ~1.6 

nm [76]. Η βάση των σταυροδεσμών κολλαγόνου είναι η ανάπτυξη ομοιοπολικών 

δεσμών [77]. Το κολλαγόνο τύπου Ι έχει 4 περιοχές ανάπτυξης σταυροδεσμών, μια σε 

κάθε τελοπεπτίδιο και δύο κατά μήκος της περιοχής της τριπλής έλικας [78]. Η 
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πολύπλοκη διάταξη και η χαρακτηριστική περιοδικότητα των 67 nm στο κολλαγόνο 

επηρεάζεται δραματικά από ενδο-μικροινιδιακους σταυροδεσμούς (intra-microfibrillar 

cross-links) μεταξύ των μορίων κολλαγόνου σε μια ίνα [42]. Επομένως, η διάταξη και η 

απόσταση μεταξύ των μορίων κολλαγόνου, εντός ενός ινιδίου κολλαγόνου, εξαρτάται 

από την ανάπτυξη των σταυροδεσμών. 

 

Β.1.6.3 ΣΤΑΥΡΟΔΕΣΜΟΙ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

Τα τροποκολλαγόνα συνδέονται μεταξύ τους μέσω των σταυροδεσμών (cross-links). Η 

μηχανική στήριξη των ινιδίων κολλαγόνου βασίζεται σε μεγάλο βαθμό στο υψηλά 

ρυθμιζόμενο μηχανισμό διαμοριακών σταυροδεσμών [77]. Η βάση αυτών των 

σταυροδεσμών από το πιο πρωτόγονο μέχρι το πιο εξελιγμένο πολυκυτταρικό ζώο και 

ανάμεσα σε όλους τους τύπους ιστών των σπονδυλωτών είναι ο σχηματισμός 

ομοιοπολικών δεσμών (covalent) από τις αλδεΰδες που παράγονται από τις πλευρικές 

αλυσίδες λυσίνης (lysyl) και υδροξυλυσίνης (hydroxylysyl) από το ένζυμο οξειδάση της 

λυσίνης. Την τελευταία δεκαετία έχει γίνει πλέον κατανοητό ότι τέτοιοι δεσμοί δεν 

σχηματίζονται μόνο ανάμεσα στα μόρια του κολλαγόνου του ιδίου τύπου σε 

ομοπολυμερικές ίνες αλλά επίσης ανάμεσα σε ετεροπολυμερικές δομές [77]. Η δύναμη 

εφελκυσμού του κολλαγόνου εξαρτάται στο σχηματισμό ομοιοπολικών διαμοριακών 

σταυροδεσμών μεταξύ των ανεξάρτητων πρωτεϊνικών υποομάδων [79].  

Επιπρόσθετα, από τους σταυροδεσμούς που ρυθμίζονται φυσιολογικά στη σύνθεση από 

τη λυσύλ οξειδάση, τα κολλαγόνα είναι ευαίσθητα στη δημιουργία επιπρόσθετων 

σταυροδεσμών με το πέρασμα του χρόνου. Οι σταυροδεσμοί αυτοί αναπτύσσονται μέσα 

από ανεπιθύμητες αντιδράσεις των αναγωγικών σακχάρων (reducing sugars), ιδίως με 

γλυκόζη (μη-ενζυμική γλυκοζυλίωση ή γλυκοζυλίωση) και με τα προϊόντα οξείδωσης 

των λιπιδίων. Υπάρχει μια συνεχώς αυξανόμενη βιβλιογραφία σχετικά με τη χημεία 

αυτών των φαινομένων και τις αλλαγές που προκύπτουν σε σχέση με την ηλικία και 

όπως φαίνεται έχουν σημαντικές παθολογικές επιπτώσεις. 

Λαμβάνοντας υπόψη την εξέλιξη των διάφορων κατηγοριών κολλαγόνου, είναι σαφές 

ότι οι μεταλλάξεις έχουν προσφέρει νέες θετικές δυνατότητες για δημιουργία νέων 

σταυροδεσμών για ετεροτυπικό διαμοριακό δέσιμο. Αυτό προφανώς επεκτείνει το εύρος 

των λειτουργικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου που μπορούν να αναγνωριστούν από τα 

κύτταρα [77].Επιπλέον, την ερευνητική προσοχή έχουν προσελκύσει σταυροδεσμοί 

αμινοξέων που περιέχονται σε πεπτίδια που προέρχονται από την αποδόμηση του 

κολλαγόνου καθώς μπορούν να αξιοποιηθούν ως βιοδείκτες (biomarkers) 

επαναπροσρόφησης στα οστά σε κλινικές μελέτες και για δοκιμές φαρμάκων στο πεδίο 

των ερευνών για οστεοπόρωση [77]. 
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Σταυροδεσμοί στα Ινώδη κολλαγόνα  

Η αρχική έρευνα που καθόρισε την πορεία της διαδικασίας της δημιουργίας 

σταυροδεσμών από τις πρόδρομες λυσίνη και υδροξυλολυσίνη αλδεΰδες σε ινώδη 

κολλαγόνα από τους κύριους συνδετικούς ιστούς ξεκίνησε να διεξάγεται από τα τέλη της 

δεκαετίας του 60 και αρχές του 70 [80, 81]. Ο Varzar παρουσίασε το 1964 ότι οι ίνες 

κολλαγόνου συνδέονται μεταξύ τους με σταυροδεσμούς, παρόλο που η φύση των 

σταυροδεσμών ήταν ακόμη άγνωστη [78]. Υπέθεσε ότι το κολλαγόνο περιέχει δύο 

τύπους σταυροδεσμών: ενζυμική διαμόρφωση και έμμεση διαμόρφωση. Αυτή η έμμεση 

μορφή σήμερα είναι γνωστή ως γλυκίωση (glycation). Το μόνο ένζυμο το οποίο 

απαιτείται για τη διαμόρφωση του σταυροδεσμού είναι η οξειδάση της λυσίνης (lysyl 

oxidase) η οποία βρέθηκε από τον Siegel το 1976 [78]. 

Οι σταυροδεσμοί είναι ισοσθενείς δεσμοί που ενώνουν μια πολυμερική αλυσίδα σε μιαν 

άλλη. Οι σταυροδεσμοί εμποδίζουν  την κλειστή ‘συσκευασία’ των πολυμερικών 

αλυσίδων, αποτρέποντας τη διαμόρφωση κρυσταλλικών περιοχών. Η περιορισμένη 

μοριακή κινητικότητα μιας δομής με σταυροδεσμούς οριοθετεί την προέκταση ενός 

πολυμερικού υλικού κάτω από την επίδραση ενός βάρους, μιας δύναμης. Στις 

περισσότερες περιπτώσεις ο σταυροδεσμός είναι μη αντιστρέψιμος. Όταν 

πραγματοποιηθεί ο δεσμός το προϊόν είναι πολύ σκληρό ή αδύνατο να ανακυκλωθεί.  

Ο βασικός μηχανισμός και τα βασικά χημικά μονοπάτια της δημιουργίας σταυροδεσμών 

κολλαγόνου προσδιορίστηκαν στα τέλη της δεκαετίας του 1960, το 1970 και αρχές της 

δεκαετίας του 1980 [82-84]. Οι διαφορετικοί τύποι ιστών παρουσιάζουν διαφορετικά 

πρότυπα ανάπτυξης σταυροδεσμών, ωστόσο όλοι είναι βασισμένοι στις αλληλεπιδράσεις 

των πεπτιδικά δεμένων αλδεϋδών οι οποίες δημιουργούνται από συγκεκριμένες 

πλευρικές αλυσίδες λυσίνης και υδροξυλολυσίνης κατά τη διάρκεια του σχηματισμού 

των υπομονάδων κολλαγόνου σε ινίδια (Σχήμα 2) [85]. 

Ο σταυροδεσμός είναι βασισμένος στην αλδεϋδική διαμόρφωση από ένα τελοπεπτίδιο 

λυσίνης (lysine) ή υδροξυλυσίνης (hydroxylysine), τα οποία η οξυδάση λυσίλ καταλύει. 

Το ένζυμο οξειδάση της λυσίνης συνδέεται σε μια ισχυρά διατηρήσιμη ακολουθία (Hyl-

Gly-His-Arg) αντίθετα από τα ελαστικά  Ν- και C- άκρα όπως διπλανού μορίου. Το 

μονοπάτι του σταυροδεσμού διαχωρίζεται σε δύο τάξεις εξαρτώμενες από την 

υδροξυλίωση του υπολοίπου, της λυσίνης και της υδροξυαλισίνης. Η διαδρομή της α-

λυσίνης κυριαρχεί στο δέρμα, τον κερατοειδή χιτώνα, το σκληρό χιτώνα του ματιού, ενώ 

η διαδρομή της υδροξυαλισίνης κυριαρχεί στα οστά, το χόνδρο και τους συνδέσμους. Η 

βάση για αυτή τη διαφορά είναι η διαφορετική υδροξυλική δραστηριότητα, η οποία 

φαίνεται να καθορίζει τον τύπο του σταυροδεσμού.  
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Σχήμα 2:  Οι δύο διαφορετικές διαδρομές του σταυροδεσμού. LN lysinonorleucine, HLN 

hydroxylysinonorleucine, ACP aldol condensation product, HHL histidinohydroxylysino-norleucine, 

HMD hydroxymerodesmosine, -AH aldol histidine, HHMD histidino-hydroxymerodesmosine, DHLN 

dihydroxy-lysino-norleucine, HP hydroxylysyl pyridinoline, LP lysyl pyridinoline. 

 

Πρότυπα ανάπτυξης σταυροδεσμών για συγκεκριμένους ιστούς. 

Η δύναμη των ινών του κολλαγόνου εξαρτάται από τη διαμόρφωση ισοσθενών 

σταυροδεσμών μεταξύ των τελοπεπτιδίων και των διπλανών ελικοειδών τμημάτων των 

μορίων. Το κολλαγόνο τύπου Ι έχει 4 θέσεις σταυροδεσμών: μία σε κάθε τελοπεπτίδιο 

και δύο ακόμα σε τοποθεσίες στην τριπλή έλικα, στα υπόλοιπα 87 και 930 (Εικόνα 18). 

Ένα εγγενές ελάττωμα που μπορεί να εμποδίζει το σταυροδεσμό του κολλαγόνου οδηγεί 

σε διάφορες ασθένειες, όπως το σύνδρομο Εhlers-Danlos και το σύνδρομο Marfan [78]. 

 

Εικόνα 18: Οι σταυροδεσμοί του κολλαγόνου. 
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Η κατανομή των υδροφοβικών και φορτισμένων αμινοξέων στην α-αλυσίδα του 

κολλαγόνου τύπου Ι προσδιορίζει ότι τα μόρια του κολλαγόνου κινούνται αργά στη δεξιά 

πλευρά με αυστηρή τήρηση τάξης. Για τη συνέχεια του σχηματισμού του σταυροδεσμού 

απαιτείται τα μόρια του κολλαγόνου να συσσωματώνονται έτσι ώστε το κάθε μόριο να 

είναι σε διαμήκης τοποθέτηση, περίπου σε απόσταση ίση με το ένα τέταρτο από το 

μήκος του, σε σχέση με το γειτονικό μόριο.  

Τα ινίδια του κολλαγόνου σε όλους τους ιστούς είναι ετεροπολυμερικά και στα 

κολλαγόνα τύπου Ι και ΙΙ συμπολιμερίζονται πάνω σε μια ταμπλέτα είτε από κολλαγόνο 

τύπου V για ιστούς που είναι πλούσιοι σε κολλαγόνο τύπου Ι [86] είτε σε κολλαγόνα 

τύπου XI για ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο τύπου ΙΙ, όπως ο χόνδρος [87]. 

 

Β.1.7 ΥΠΕΡΔΟΜΕΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Β.1.7.1 ΓΕΝΙΚΑ 

Όπως έχει αναφερθεί και προηγουμένως, το κύριο γνώρισμα όλων των μορίων 

κολλαγόνου είναι ότι αποτελούνται από τρεις πολυπεπτιδικές αλυσίδες οι οποίες 

σχηματίζουν τριπλή έλικα. Το χαρακτηριστικό αυτό καθιστά τα μόρια κολλαγόνου ικανά 

να σχηματίζουν πολυμερικές υπερδομές, μετατρέποντας έτσι τα μη λειτουργικά μόρια 

στις λειτουργικές τους καταστάσεις και δομές [88]. Επίσης, είναι αξιοσημείωτο ότι ενώ 

κάποιοι ιστοί μπορεί να είναι υπερβολικά πλούσιοι σε ένα μόνο τύπο κολλαγόνου, 

κάποιοι άλλοι παρουσιάζουν μιαν εντυπωσιακή ποικιλία σε διαφορετικούς τύπους 

κολλαγόνου. Αυτό μπορεί να φανεί ιδιαίτερα από το κολλαγόνο τύπου Ι, το οποίο είναι 

το κύριο συστατικό των ινών με περιοδικότητα και χαρακτηρίζεται από μια πολύ μεγάλη 

ποικιλία σε οργάνωση στους διαφορετικούς ιστούς. Η πιο πιθανή εξήγηση για αυτό το 

παράδοξο είναι το γεγονός ότι η πλειοψηφία, αν όχι όλες, οι υπερδομές που περιέχουν 

κολλαγόνο περιλαμβάνουν όχι μόνο άλλους τύπους κολλαγόνου αλλά και συστατικά 

πέρα από κολλαγόνα [88]. Αυτά τα επιπλέον μακρομόρια, είτε είναι σε μεγάλες είτε σε 

απειροελάχιστες ποσότητες, καθορίζουν αποφασιστικά τη δομή και τη λειτουργία των 

διαφορετικών ιστών με μεγάλη περιεκτικότητα σε κολλαγόνο. 

 

Β.1.7.2 ΙΝΩΔΗ ΚΟΛΛΑΓΟΝΑ 

Τα κολλαγόνα που σχηματίζουν ίνες, όπως τα Ι, ΙΙΙ, V, ΧΙ, XXIV και XXVII, είναι 

κυλινδρικού σχήματος κολλαγόνα τα οποία αποτελούνται σε ένα μεγάλο μέρος τους από 

μια τριπλή έλικα και περιλαμβάνουν 990 με 1020 αμινοξέα ανά πολυπεπτιδική αλυσίδα 

[88]. Είναι πλέον γνωστό, ότι τα κολλαγόνα αυτής της οικογένειας αυτό-οργανώνονται 
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σε ίνες με περιοδικότητα σε ιστούς όπως τα οστά, οι τένοντες, τα δόντια, ο χόνδρος, το 

δέρμα, ο κερατοειδής χιτώνας και στον ενδιάμεσο συνδετικό ιστό μέσα και γύρω από 

πολλά όργανα. Τα μόρια του κολλαγόνου διατάσσονται κατά μήκος με τέτοιο τρόπο 

ώστε να διαμορφώνουν περιοχές από κοιλάδες (gaps) και κορυφές (overlaps) οι οποίες 

σχηματίζουν περιοδικότητα (Εικόνα 19). Είναι ακόμα άγνωστο εάν τα μόρια 

υπερελίσσονται το ένα γύρω από το άλλο ή αν πτυχώνονται εντός των ινιδίων. Είναι 

πιθανόν, ανάλογα με τον τύπο του κολλαγόνου και την προέλευση της ίνας κα οι δυο 

μορφές να υπάρχουν [88]. Η αφθονία ενός τύπου κολλαγόνου εξαρτάται από τον ιστό ή 

ακόμα και την περιοχή ενός ιστού. Ένα υπερμοριακό χαρακτηριστικό των ινιδίων 

κολλαγόνου με περιοδικότητα είναι το μήκος της μετατόπισης ανάμεσα στα 

διατεταγμένα μόρια το οποίο δημιουργεί την D-περιοδικότητα και εξαρτάται από τον 

κάθε ιστό (για παράδειγμα είναι 67 nm στους τένοντες και 64 nm στην επιδερμίδα) [2, 

9]. Μια άλλη διαφοροποίηση μεταξύ των ιστών είναι η κλίση μεταξύ του κύριου άξονα 

των μορίων του κολλαγόνου σε σχέση με τον κατά μήκος άξονα του ινιδίου [88]. Οι 

διαφοροποιήσεις στο μέγεθος αυτό προϋποθέτουν ουσιώδεις διαφορές στη μοριακή 

οργάνωση, μεταξύ των οποίων η κατά μήκος διάταξη της D-περιοδικότητας, καθώς και 

οι διαμοριακές αποστάσεις. 

 
Εικόνα 19: Γενική δομή ίνας κολλαγόνου. Ένα ινίδιο (από τένοντα) με τη χαρακτηριστική D-

περιοδικότητα παρουσιάζεται στο πάνω μέρος της εικόνας. Η ίνα, που επικαλύφθηκε με χρωστική 

ουσία, παρουσιάζει μια χαρακτηριστική διαφοροποίηση σε φωτεινές και σκοτεινές (light/dark) 

περιοχές. Οι σκοτεινές περιοχές παρουσιάζουν τις κοιλάδες (gap), ενώ οι φωτεινές τις κορυφές 

(overlap). Το διάγραμμα που ακολουθεί αναπαριστά το πρότυπο με το οποίο τα μόρια του κολλαγόνου 

διατάσσονται έτσι ώστε να προκύψει η D-περιοδικότητα. Τα μόρια του κολλαγόνου (παρουσιάζονται με 

βέλη στην εικόνα) διατάσσονται από το Ν- στο C-άκρο. Το ινώδη μόριο κολλαγόνου είναι περίπου 300 

nm (4.4 D περιόδους) σε μήκος και 1.5 nm σε διάμετρο. [Προσαρμοσμένο από: Birk and Brucker, 

(2005) [88]]. 
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Β.1.8 ΙΔΙΑΙΤΕΡΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΚΑΙ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ  

 

Β.1.6.1 ΘΕΡΜΙΚΗ ΣΥΜΠΕΡΙΦΟΡΑ ΤΗΣ ΕΛΙΚΑΣ ΤΟΥ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Η θερμική σταθερότητα (thermal stability) του κολλαγόνου στους ιστούς χαρακτηρίζει 

τη σταθερότητα και δομική ακεραιότητα του ιστού στο σύνολο του [89]. Οι ίνες 

κολλαγόνου in vivo πρέπει να είναι πολύ σταθερές ώστε να αντέχουν τις επιδράσεις των 

θερμικών αλλαγών και ικανές να αυτό-διαμορφώνονται ή να αποσυναρμολογούνται 

(disassembly) στα συστατικά μόρια [90]. Η θερμική σταθερότητα των πρωτεϊνών 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς είναι ένας από τους κυριότερους παράγοντες 

που καθορίζουν τις βιοϊατρικές εφαρμογές τους. Οι διαφορετικές διαμορφώσεις της 

δομής των πρωτεϊνών επηρεάζονται αναμφίβολα από τη θερμοκρασία, αλλά είναι 

αβέβαιο εάν η θερμοκρασία επηρεάζει τους μηχανισμούς αναδίπλωσης (folding) και 

ξεδιπλώματος (unfolding) [91]. Το θέμα της θερμικής σταθερότητας του κολλαγόνου δεν 

έχει πλήρως αποσαφηνιστεί και αποτελεί ακόμα αντικείμενο έρευνας. Για παράδειγμα, 

παρά την πιο διαδομένη πεποίθηση ότι το κολλαγόνο είναι θερμικά σταθερό στη 

θερμοκρασία του σώματος, υπάρχουν εργασίες οι οποίες παρουσιάζουν το κολλαγόνο 

θερμικά ασταθές σε αυτές τις θερμοκρασίες [91, 92]. Επομένως, προτείνεται ότι η 

θερμοδυναμικά προτιμητέα  διαμόρφωση του κολλαγόνου, στη θερμοκρασία του 

σώματος, είναι η τυχαία έλικα (random coil) και όχι η τριπλή έλικα [92].  

Για τη σταθερότητα της τριπλής έλικας του κολλαγόνου είναι υπεύθυνοι διαμοριακοί και 

ενδομοριακοί δεσμοί υδρογόνου. Με την αύξηση της θερμοκρασίας η διαμόρφωση 

(conformation) της τριπλής έλικας μετασχηματίζεται σε διαμόρφωση τυχαίας έλικας 

(random coil conformation). Η θερμική μετουσίωση (thermal denaturation) του 

κολλαγόνου είναι πολύπλοκη και η θερμική σταθερότητα (thermal stability) του 

κολλαγόνου εκφράζεται από το σημείο (θερμοκρασία) μετουσίωσης/τήξης (denaturation 

midpoint temperature) Tm, ή Τd) η οποία εξαρτάται σημαντικά από διάφορες 

περιβαλλοντικές συνθήκες [91]. Η θερμοκρασία Tm εξαρτάται ισχυρά από την 

περιεκτικότητα σε νερό, στο pH του διαλύματος, στον τύπο του κολλαγόνου, στην 

παρουσία αλάτων, στο βαθμό των διασυνδέσεων μεταξύ των αλυσίδων και στο ρυθμό 

θέρμανσης [91-94].  

Κατά τη θέρμανση διαλύματος τροποκολλαγόνου (δηλαδή μορίων κολλαγόνου), 

παρατηρούνται μεγάλες αλλαγές στις φυσικές του ιδιότητες σε μια χαρακτηριστική 

θερμοκρασία. Για παράδειγμα, το ιξώδες του διαλύματος ελαττώνεται απότομα, κάτι που 

αποτελεί ένδειξη για το ότι το μόριο έχει χάσει το σχήμα ράβδου. Η αλλαγή στις 
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ιδιότητες στροφής του πολωμένου φωτός δείχνει ότι η ελικοειδής δομή των 

μεμονωμένων αλυσίδων έχει καταστραφεί. Επομένως, η θερμική ενέργεια υπερνικά τις 

δυνάμεις που σταθεροποιούν την έλικα των τριών αλυσίδων και έχει ως αποτέλεσμα τη 

δημιουργία ζελατίνης. Η αλλαγή αυτή της δομής συμβαίνει ξαφνικά σε μια στενή 

περιοχή θερμοκρασιών (Εικόνα 20), πράγμα που αποκαλύπτει ότι η ελικοειδής δομή 

είναι αποτέλεσμα πολλών αλληλο-ενισχυόμενων δεσμών, ο καθένας από τους οποίους 

είναι σχετικά ασθενής. Η δημιουργία καθενός από αυτούς τους δεσμούς εξαρτάται κατά 

πολύ από το αν έχουν σχηματιστεί οι γειτονικοί του δεσμοί. Στη θερμοκρασία τήξης, Τm, 

χάνεται το μισό της ελικοειδούς. Η Τm του κολλαγόνου είναι κριτήριο σταθερότητας της 

ελικοειδούς δομής. Για τις άθικτες ίνες κολλαγόνου, η αντίστοιχη συγκρίσιμη σταθερά 

είναι η θερμοκρασία συρρίκνωσης Τs, στην οποία μία ίνα κονταίνει ή συρρικνώνεται 

σημαντικά. Το κολλαγόνο από διαφορετικά είδη έχει διαφορετικές Τm. Οι σταθερές Τm  

και Τs του κολλαγόνου σχετίζονται με τη θερμοκρασία του σώματος του είδους από το 

οποίο προέρχεται το κολλαγόνο και αποτελούν κριτήρια της θερμικής σταθερότητας του 

κολλαγόνου. Όσο μεγαλύτερες είναι οι τιμές τους, τόσο πιο σταθερή είναι η έλικα. Η 

θερμοκρασία μετουσίωσης του κολλαγόνου τύπου Ι είναι 60-70 
ο
C και η ενθαλπία 

μετουσίωσης είναι ΔΗd ±10 J/g  [95]. Θερμογραφήματα (thermograms) ιστών πλούσιων 

σε κολλαγόνο που λήφθηκαν με τη βοήθεια μικροσκοπίας δεύτερης αρμονικής, 

αποκάλυψαν μια σύνθετη ενδοθερμική κορυφή, περίπου στους 65 
ο
C και αποκάλυψαν 

ότι η θερμική μετουσίωση του κολλαγόνου είναι αποτέλεσμα μια σειράς από υπο-

διαδικασίες στα διαφορετικά ιεραρχικά επίπεδα της δομής κολλαγόνου, 

περιλαμβανομένης της τεταρτογενούς δομής του [96].  

 

Εικόνα 20: Καμπύλη τήξης μορίων κολλαγόνου σε διάλυμα [Προσαρμοσμένο από Ράπτη, (2000) [97]]. 
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Κατά τη διαδικασία θερμικής μετουσίωσης, οι ίνες κολλαγόνου δέχονται μια σειρά από 

διαμορφωτικές αλλαγές (conformational changes), οι οποίες προκαλούνται από το 

σπάσιμο διάφορων διασυνδέσεων που υπάρχουν στο διαμοριακό επίπεδο (π.χ. η μη 

ενζυματική γλυκοζυλίωση της λυσίνης και της υδροξυπυσίνης και οι δισουλφιδικές 

γέφυρες) [98]. Το τελικό αποτέλεσμα της θερμικής μετουσίωσης του κολλαγόνου είναι η 

τυχαία κατάτμηση των ινιδίων και μορίων κολλαγόνου, λόγω της απώλειας των 

διασυνδέσεων που είναι αναγκαίες για την σταθεροποίηση της υπερδομής των ινών του 

κολλαγόνου. Γενικά, με την αύξηση της θερμοκρασίας του κολλαγόνου σε αρκετά 

υψηλές τιμές, συνήθως από τους 40
 ο

C η πρωτεΐνη σε διάλυμα αρχίζει να 

αποδιαμορφώνεται και να μετουσιώνεται. Στις περισσότερες περιπτώσεις, η διαδικασία 

είναι μη αναστρέψιμη, αρχικά εξαιτίας συσσωμάτωσης και καθίζησης της πρωτεΐνης. Το 

κολλαγόνο, όπως αναφέρθηκε, είναι αδιάλυτο στο νερό αλλά όταν θερμανθεί 

μετατρέπεται σε ένα ευδιάλυτο παρασκεύασμα, τη ζελατίνη. Η ζελατίνη αποτελείται από 

τις α υπομονάδες του κολλαγόνου και από διμερή μορφώματα, τις β υπομονάδες, που το 

καθένα τους περιλαμβάνει από δύο α υπομονάδες ενωμένες με αμιδιμικούς δεσμούς. 

Οι θερμοκρασίες μετουσίωσης του κολλαγόνου σε υγρό διάλυμα, υμένιο και σε ιστό 

είναι διαφορετικές. Έχει παρουσιαστεί ότι η θερμική μετουσίωση της τριπλής έλικας 

διαδραματίζεται κοντά στους ~40 
ο
C σε υγρό διάλυμα κολλαγόνου, στους ~112 

ο
C σε 

υμένιο κολλαγόνου και στους ~101 
ο
C σε τένοντα από ουρά ποντικιού [93, 94].  Σε υγρό 

διάλυμα, οι θερμοκρασίες ξεδιπλώματος (unfolding) ενός ευρύ φάσματος από ινώδη 

κολλαγόνα είναι της τάξης των μερικών μόνο βαθμών κελσίου πάνω από τη 

θερμοκρασία των ζώων. Όταν όμως τα μόρια συσσωματώνονται για να σχηματίσουν 

ίνες, υπάρχει μια αύξηση στη θερμοκρασία μετουσίωσης της τάξης των ~27 
ο
C [90]. Τα 

μόρια του κολλαγόνου όταν είναι ενσωματωμένα εντός της δομής μιας ίνας είναι 

ουσιαστικά θερμικά πιο σταθερά από ότι όταν τα ίδια μόρια βρίσκονται σε αραιό 

διάλυμα κολλαγόνου [90]. Όπως είναι κοινό στις πρωτεΐνες, η τεταρτογενής δομή των 

μορίων του κολλαγόνου σε διάλυμα, παρουσιάζει θερμική αστάθεια και σαν αποτέλεσμα 

παρατηρείται τήξη σε ένα ευρύ φάσμα θερμοκρασιών. Η επιπλέον οργάνωση των μορίων 

του κολλαγόνου εντός των φυσιολογικών ινιδίων έχει ως αποτέλεσμα την περαιτέρω 

σταθερότητα του κολλαγόνου λόγω των επάλληλων μοριακών αλληλεπιδράσεων καθώς 

και της ανάπτυξης αδιάλυτων διασυνδέσεων.  

Η θερμοκρασία τήξης ή μετουσίωσης του κολλαγόνου διαφοροποιείται στους διάφορους 

ιστούς και εξαρτάται τόσο από τον τύπο του ιστού (και άρα τον τύπο του κολλαγόνου 

που περιέχει) όσον από την αλληλεπίδραση του ενός συστατικού με το άλλο [89]. Οι 

διαφορετικοί, πλούσιοι σε κολλαγόνο ιστοί παρουσιάζουν και διαφορετικές θερμικές 

ιδιότητες. Για παράδειγμα, η θερμοκρασία μετουσίωσης Τm  για αχίλλειο τένοντα είναι 

59.7
 ο
C [99], για τον τένοντα του δικεφάλου (biceps tendon) 63.4 

ο
C [100], για το χιαστή 

σύνδεσμο στο γόνατο 64.8 
ο
C [101, 102] και για το μηνίσκο 63.3 

ο
C [103]. Επίσης, 

μπορεί να ειπωθεί ότι υπάρχει ένας αριθμός από αλληλεπιδράσεις μεταξύ κολλαγόνου 
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και προτεογλυκανών, οι οποίες καθορίζουν τη θερμική σταθερότητα φυσιολογικών 

ιστών, όπως ο χόνδρος. Έχουν προταθεί διάφορα μοντέλα για τη σταθεροποίηση 

συστημάτων κολλαγόνου από πρωτεογλυκάνες. Το πιο ευρέως αποδεκτό μοντέλο 

προτείνει ότι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των προτεογλυκάνων και των 

ινιδίων κολλαγόνου περιορίζουν την κινητικότητα των αλυσίδων κολλαγόνου με το να 

αυξάνουν τις δυνάμεις τριβής μεταξύ τους [95]. Στην περίπτωση του χόνδρου, η 

μετουσίωση της δομής των πρωτεογλυκάνων προκαλεί αποσταθεροποίηση του 

πλέγματος και μετουσίωση του κολλαγόνου τύπου ΙΙ. Για παράδειγμα, το περιχόνδριο 

(perichondium) στο θυροειδή χόνδρο του λάρυγγα (larynx thyroid cartilage) αποτελείται 

από κολλαγόνα τύπου Ι και ΙΙ, των οποίων οι ίνες σχηματίζουν μια πολύ ανισότροπη 

δομή και έχουν θερμοκρασία τήξης/μετουσίωσης (melting/denaturation temperature) 

στους 65 
ο
C [89]. Το υαλώδες συστατικό (hyaline constituent) το οποίο περιέχει μόνο 

κολλαγόνου τύπου ΙΙ μετουσιώνεται για θερμοκρασίες πάνω από 100 
ο
C. Ωστόσο, σε 

ιστούς όπου το υποσύστημα των πρωτεογλυκάνων έχει καταστραφεί από τριψίνη, η 

μετουσίωση του κολλαγόνου διαδραματίζεται στους 60 
ο
C. Στο άθικτο σύστημα 

περιχόνδριου-υαλώδους, η θερμοκρασία μετουσίωσης του περιχόνδριου φθάνει τους 75 
ο
C, η οποία δείχνει την ακινητοποίηση του κολλαγόνου σε αυτό τον ιστό από το 

εξωκυττάριο πλέγμα του υαλώδους συστατικού. Η διαφορά στη θερμική συμπεριφορά 

του κολλαγόνου στο περιχόνδριο και στο υαλώδες συστατικό πιστεύεται ότι οφείλεται 

στη διαφορετική οργάνωση του πλέγματος στους δύο ιστούς. Σε άλλη εργασία οι 

Ignat’eva et al. [95] παρουσίασαν ότι για θερμοκρασίες πάνω από 95 
ο
C δείγματα 

χόνδρου (ο οποίος είναι πλούσιος σε κολλαγόνο τύπου ΙΙ) δεχόταν μικρή μετουσίωση, 

ενώ από χόνδρο που αφαιρέθηκαν οι πρωτεογλυκάνες το κολλαγόνο τύπου ΙΙ δεχόταν 

πλήρη μετουσίωση.  

Τα πειραματικά αποτελέσματα από ένα σημαντικό αριθμό από εργασίες μέχρι τώρα 

έχουν δείξει ότι υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ παθολογικών και υγιών 

δειγμάτων κολλαγόνου από διάφορους ιστούς [101]. Για παράδειγμα, δείγματα ιστών 

πλούσιων σε κολλαγόνο με φλεγμονή παρουσίασαν σημαντική αύξηση στην ενθαλπία, 

ενώ η θερμοκρασία τήξης μειώθηκε [101]. Επομένως, η θερμοκρασία και η ενθαλπία 

(enthalpy) μετουσίωσης (Td και ΔΗd) μπορούν να υποδηλώσουν παθολογικές αλλαγές 

στους ιστούς και μπορούν να αξιοποιηθούν σαν ένα ποσοτικό χαρακτηριστικό της 

οργάνωσης των μορίων σε ένα ιστό [89]. 
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Β.1.6.2 ΦΘΟΡΙΣΜΟΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Γενικά, ο φθορισμός ενός ιστού προκαλείται από το συνδυασμό του φθορισμού πολλών 

φθοριζουσών ουσιών, που υπάρχουν μέσα στον ιστό. Κάθε ουσία παρουσιάζεται με 

δεδομένη συγκέντρωση και έχει χαρακτηριστικό φάσμα διέγερσης και εκπομπής.  

Επίσης, διαφορετικά φάσματα εκπομπής φθορισμού παρατηρούνται για διαφορετικά 

μήκη κύματος διέγερσης. Αυτό οφείλεται στο ότι οι σχετικές εντάσεις φθορισμού 

παρατηρούνται για διαφορετικά μήκη κύματος διέγερσης. Αυτή η μεταβολή στη σχετική 

συνεισφορά του φθορισμού για καθεμία από τις φθορίζουσες ουσίες σε σχέση με το 

συνολικό φθορισμό του ιστού εξαρτάται από τα φάσματα διέγερσης των ουσιών αυτών. 

Ένα μόριο ή μοριακή ομάδα που απορροφά φως καλείται χρωμοφόρο. Το ποσό της 

απορρόφησης από ένα ξεχωριστό συστατικό του ιστού, αν περιγραφεί από τη σταθερά 

απορρόφησης του είναι ανάλογο της συγκέντρωσης του και της σταθεράς εξασθένισης 

του που εξαρτάται από το μήκος κύματος. 

Πέρα από τη σταθερά απορρόφησης, η ένταση του φθορισμού ενός συστατικού 

εξαρτάται από την κβαντική απόδοση του φθορισμού του. Έτσι, μόνο ένα κομμάτι των 

χρωμοφόρων με υπολογίσιμη κβαντική απόδοση θα συνεισφέρει στο συνολικό 

φθορισμό. Τα μακρομόρια των ιστών περιέχουν διάφορες μοριακές μονάδες και 

παράγωγα αμινοξέων τα οποία φθορίζουν ανεξάρτητα. Τα φάσματα φθορισμού των 

πρωτεϊνών οφείλονται κυρίως σε τρία αρωματικά αμινοξέα: τρυπτοφάνη (για διέγερση 

295 nm έχει μέγιστο εκπομπής στα 353 nm), τυροσίνη και φαινυλαλαλίνη (Πίνακας 2) 

[104].  

 

Πίνακας 2: Φθορισμός κύριων αρωματικών αμινοξέων στις πρωτεΐνες [Προσαρμοσμένο από Lakowicz, 

1999 [104]].  

Αρωματικό Αμινοξύ Διέγερση Εκπομπή 

Τρυπτοφάνη 295 353 

Τυροσίνη 275 304 

Φαινυλαλαλίνη 260 282 

 

Η τρυπτοφάνη είναι το πιο ισχυρά φθορίζον αμινοξύ και γενικά συνεισφέρει κατά 90% 

στο συνολικό φθορισμό των πρωτεϊνών. Η τρυπτοφάνη είναι η κύρια πηγή απορρόφησης 

της υπεριώδους ακτινοβολίας στις πρωτεΐνες, ενώ η τυροσίνη αν και έχει κβαντική 

απόδοση παρόμοια με αυτή της τρυπτοφάνης, το φάσμα εκπομπής της δεν είναι πολύ 
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ευρύ. Αυτό δίνει την αίσθηση μεγαλύτερης κβαντικής απόδοσης της τυροσίνης. Στις 

φυσιολογικές πρωτεΐνες, η εκπομπή της τυροσίνης συχνά δεν είναι εμφανής (φαινόμενο 

quenching), γεγονός το οποίο μπορεί να οφείλεται στην αλληλεπίδραση της με την 

πεπτιδική αλυσίδα ή στη μεταφορά ενέργειας (energy transfer) στην τρυπτοφάνη (για 

αυτό η μετουσίωση των πρωτεϊνών έχει συχνά σαν αποτέλεσμα την αύξηση της 

εκπομπής από την τυροσίνη) [104]. Η εκπομπή από τη φαινυλαλαλίνη παρατηρείται 

μόνο όταν στο δείγμα της πρωτεΐνης δεν υπάρχουν κατάλοιπα τυροσίνης και 

τρυπτοφάνης, το οποίο είναι σπάνια περίπτωση. Η εκπομπή της τρυπτοφάνης είναι 

ισχυρά ευαίσθητη στο περιβάλλον της, και για αυτό χρησιμοποιείται συχνά για τη 

διερεύνηση αλλαγών στη δομή των πρωτεϊνών (conformational alterations). Γενικά, οι 

πρωτεΐνες παρουσιάζουν μέγιστο απορρόφησης περίπου στα 280 nm και το μέγιστο 

εκπομπής τους βρίσκεται ανάμεσα στα 320 και 350 nm. 

Διάφορα ενδογενή βιομόρια όπως το κολλαγόνο, το NADH (nicotine amide adenide 

dicucleotide) και άλλα αμινοξέα είναι εγγενή χρωμοφόρα [105]. Ο ενδογενής φθορισμός 

(δηλαδή ο αυτοφθορισμός) παρέχει πληροφορίες σχετικά με την βιοχημική σύσταση και 

το μικροπεριβάλλον των ιστών χωρίς τη χρήση εξωγενών χρωστικών. Το κολλαγόνο 

παρουσιάζει πολυσυστατικό φθορισμό εξαιτίας της περιεκτικότητας του σε περισσότερα 

από δυο χρωμοφόρα. Τα χρωμοφόρα στο μόριο του κολλαγόνου κατατάσσονται σε δύο 

κύριες ομάδες, στα λεγόμενα χρωμοφόρα διασύνδεσης, ένα από αυτά είναι η 

πυριδινολίνη, και στα ενδογενή χρωμοφόρα, όπως για παράδειγμα η τυροσίνη και η 

φαινυλαλαλίνη. Το κυριότερο χρωμοφόρο διασύνδεσης του κολλαγόνου είναι ένα 

παράγωγο της 3-υδροξυπυριδίνης με τις πλευρικές αλυσίδες αμινοξέων, το οποίο είναι 

γνωστό στη βιβλιογραφία με το όνομα πυριδινολίνη. Το μέγιστο διέγερσης για το μόριο 

της πυριδινολίνης παρουσιάζεται στα 325 nm και το μέγιστο φθορισμού στα 410 nm. 

Μελέτες μικροσκοπίου και χάρτες διέγερσης εκπομπής έχουν προσδιορίσει ότι ο 

φθορισμός από το μέσο-υπεριώδες έως το ορατό μέρος του φάσματος, μπορεί να 

αποδοθεί σε χρωμοφόρα μέσα στο κολλαγόνο, όπως η τρυπτοφάνη. Το ποσοστό της 

απορροφημένης ενέργειας εξαρτάται από τη συγκέντρωση και τη σταθερά εξασθένησης 

φθορισμού του συστατικού. Η σταθερά εξασθένησης είναι χαρακτηριστική του κάθε 

μορίου καθώς επίσης και του μήκους κύματος της αναρροφούμενης ακτινοβολίας. 

Επομένως, το κολλαγόνο είναι ένα ενδογενές χρωμοφόρο και καθώς αποτελεί κύριο 

συστατικό του ανθρώπινου δέρματος, μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν ένας οπτικός βιο-

δείκτης (optical biomarker) για την ανίχνευση δομικών ανωμαλιών ή αλλαγών στους 

ιστούς μέσω in vivo ανίχνευσης του φθορισμού [106]. Για παράδειγμα, οι ουλές και το 

βασικοκυτταρικό καρκίνωμα (basal cell carcinoma) είναι μερικές από τις παθολογικές 

καταστάσεις ή ανωμαλίες του δέρματος οι οποίες μπορούν να ανιχνευθούν μέσω 

τεχνικών φθορισμού [106].  Ο ενδογενής φθορισμός του κολλαγόνου από ιστούς 

πλούσιους σε κολλαγόνο μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μια τεχνική παρακολούθησης και 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

48 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

αξιολόγησης διάφορων παθολογικών καταστάσεων. Για παράδειγμα, φθορισμός από 

κολλαγόνο μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση της γήρανσης του δέρματος 

[107], της αρθρίτιδας [108] και της αθηροσκληρωτικής πλάκας [109]. Επίσης, η εκπομπή 

φθορισμού από το κολλαγόνο από αδενοκαρκίνωμα και από ιστούς με χρόνια 

παγκρεατίτιδα είναι μεγαλύτερη από το φυσιολογικό ιστό, λόγω της αύξησης της ίνωσης 

στους παθολογικούς ιστούς [105]. Επιπλέον, ο φθορισμός του κολλαγόνου μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση των διασυνδέσεων του κολλαγόνου σε περιπτώσεις 

όπως η φωτοκαταστροφή του δέρματος [110] ή η γήρανση του χόνδρου [111].  

Η έρευνα σχετικά με το φθορισμό του κολλαγόνου τύπου Ι παρουσιάζει ιδιαίτερες 

δυσκολίες όχι μόνο γιατί ο φθορισμός από τη φαινυλαλαλίνη και την τυροσίνη 

αλληλεπικαλύπτονται αλλά και επειδή το κολλαγόνο συσσωματώνεται διαφορετικά στα 

διαφορετικά διαλύματα κολλαγόνου (κυρίως λόγω διαφορετικής συγκέντρωσης 

κολλαγόνου) και η διαφορετική αυτή συσσωμάτωση επηρεάζει τον εκπεμπόμενο 

φθορισμό [112]. 

 

 Β.1.9 Ασθένειες Σχετιζόμενες με το Κολλαγόνο  

 

Το κολλαγόνο συχνά αναφέρεται ως το βιολογικό τσιμέντο του σώματος το οποίο 

στηρίζει το σώμα και διατηρεί όλα τα άλλα συστατικά στη θέση τους. Το κολλαγόνο 

είναι σημαντικό για την υγεία, καθώς καθορίζει τη δομή του δέρματος, του συνδετικού 

ιστού, των τενόντων, των οστών και του χόνδρου [68]. 

1. Υγεία δέρματος. Το κολλαγόνο παίζει σημαντικό ρόλο στην υγεία του δέρματος. Οι 

δομικές πρωτεΐνες του δέρματος κατά τη διάρκεια της ζωής υφίστανται αλλαγές οι 

οποίες οδηγούν στη γήρανση του δέρματος [113]. Κατά τη συνεχιζόμενη διαδικασία της 

γήρανσης, το δερματικό κολλαγόνο μειώνεται. Με το πέρασμα του χρόνου υπάρχει μια 

μείωση στην παραγωγή του κολλαγόνου από τους γερασμένους ινοβλαστές. Αυτό 

αντιπροσωπεύει μια συνολική μείωση της τάξης του 20% στο πάχος του δέρματος καθώς 

και επιδερμική ατροφία και μη φυσιολογικές δέσμες κολλαγόνου.  Τα κολλαγόνα τύπου Ι 

και ΙΙΙ σχηματίζονται στο ανθρώπινο δέρμα σε υψηλότερη αναλογία σε σχέση με τους 

άλλους τύπους και διατηρούν μια σταθερή αναλογία μεταξύ τους στο φυσιολογικό 

δέρμα. Το δέρμα περιλαμβάνει περίπου  70 %  κολλαγόνου τύπου Ι, 10 % κολλαγόνο 

τύπου ΙΙΙ και πολύ μικρές ποσότητες από κολλαγόνα IV, V, VI και VII  (Κατά τη 

διάρκεια της εμβρυϊκής περιόδου, στο ανθρώπινο δέρμα υπερτερεί το κολλαγόνο τύπου 

ΙΙΙ. Ωστόσο, μετά τη γέννηση, η αναλογία του κολλαγόνου αλλάζει, ευνοώντας πλέον το 

κολλαγόνου τύπου Ι. Το κολλαγόνο τύπου Ι εξακολουθεί να είναι ο κύριος τύπους 

κολλαγόνου κατά την παιδική και πρώιμη ενήλικη ζωή στο μη εκτεθειμένο στο ήλιο 

δέρμα. Με τη γήρανση, το ποσοστό του κολλαγόνου τύπου ΙΙΙ αυξάνεται στο ανθρώπινο 



Β :  Θ Ε Ω Ρ Η Τ Ι Κ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ  

Β . 1  Κ ο λ λ α γ ό ν ο   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 49 

δέρμα). Το κολλαγόνο διατηρεί τη σφριγηλότητα και την ελαστικότητα του δέρματος, 

ενώ διαδραματίζει σημαντικό ρόλο και στην ενυδάτωση του δέρματος. Η έλλειψη του 

κολλαγόνου γίνεται εμφανής κατά τη διάρκεια της γήρανσης, όπου το δέρμα χάνει τη 

σφριγηλότητα του και αρχίζουν να διαμορφώνονται ρυτίδες. Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες του 

εξωκυττάριου πλέγματος, συμπεριλαμβανομένης της κολλαγενάσης, είναι υπεύθυνες για 

την αποδόμηση του κολλαγόνου. Έχει αποδειχτεί ότι η υπεριώδης ακτινοβολία προκαλεί 

αύξηση των μεταλλοπρωτεϊνάσων και μείωση της παραγωγής κολλαγόνου τύπου Ι και 

ΙΙΙ. Στην περίπτωση του γερασμένου ή του τραυματισμένου δέρματος υπάρχει αλλαγή 

στην αφθονία των κολλαγόνου τύπου Ι και ΙΙΙ, όπως καθώς και το ποσοστό του ενός 

έναντι του άλλου [113]. Λόγω της έλλειψης του κολλαγόνου σε γερασμένο δέρμα, η 

αντικατάσταση του με κολλαγόνο είναι μια πολύ δημοφιλής διαδικασία και μια σειρά 

από προϊόντα και διαδικασίες έχουν αναπτυχθεί.  

2. Επούλωση πληγών. Το κολλαγόνο είναι μια βασική πρωτεΐνη του συνδετικού ιστού και 

διαδραματίζει κρίσιμο ρόλο στην επούλωση πληγών και τραυμάτων. Η εναπόθεση 

κολλαγόνου και η αναδιαμόρφωση του συμβάλουν στην αύξηση της αντοχής σε 

εφελκυσμό του ιστού του τραύματος, η οποία φθάνει περίπου 70% αυτής του 

φυσιολογικού ιστού μετά από τρεις εβδομάδες. Όμως, η υπερπαραγωγή κολλαγόνου 

μπορεί να οδηγήσει στην ανώμαλη επούλωση των ουλών και ως αποτέλεσμα την μη 

φυσιολογική επούλωση της πληγής. 

3. Οστά. Τα οστά είναι ένας σύνθετος και δυναμικός ιστός ο οποίος παρέχει δομική 

στήριξη στο σώμα και προστατεύει τα εσωτερικά όργανα. Επιπλέον, σε συνεργασία με 

τους μύες επιτρέπουν τις διάφορες κινήσεις. Η οργανική ουσία στα οστά αποτελεί 

περίπου 22-25% της σύστασης του, από την οποία το 94-98% είναι κολλαγόνο τύπου και 

άλλες μη-κολλαγενείς πρωτεΐνες και το 2-5% κύτταρα. Ο συνδυασμός των σκληρών 

συστατικών των οστών με το κολλαγόνο, κάνει τα οστά πιο σκληρά από το χόνδρο χωρίς 

να είναι εύθραυστα. Ο συνδυασμός του πλέγματος του κολλαγόνου με το νερό 

διαμορφώνει ένα δυνατό και ολισθηρό ιστό στα άκρα των οστών έτσι ώστε να 

προστατεύονται τα οστά αλλά και να επιτρέπεται η κίνηση των μυών.  

4. Χόνδροι, τένοντες και σύνδεσμοι. Στους ινώδεις ιστούς όπως οι τένοντες και τους 

συνδέσμους το κολλαγόνο  βρίσκεται κυρίως υπό τη μορφή επιμηκών ινιδίων. Οι 

φυσιολογικοί τένοντες αποτελούνται από μαλακό ινώδη συνδετικό ιστό που αποτελείται 

από πυκνά διατεταγμένες δεσμίδες κολλαγόνου που είναι ευθυγραμμισμένες παράλληλα 

προς το διαμήκη άξονα των τενόντων και περιβάλλεται από ένα περίβλημα από άλλα 

συστατικά του εξωκυττάριου πλέγματος. Το κολλαγόνο αποτελεί περίπου το 75% του 

ξηρού βάρους των τενόντων και επιτρέπει τη διαβίβαση μεγάλων δυνάμεων μεταξύ των 

μυών και των οστών. Το κολλαγόνο αποτελεί επίσης ένα σημαντικό συστατικό των 

χόνδρων. Οι χόνδροι αποτελούνται από ινίδια κολλαγόνου τύπου ΙΙ, καθώς και από 

μικρότερες ποσότητες από κολλαγόνα τύπου IX και XI.  
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5. Μύες. Στους μύες το κολλαγόνο χρησιμεύει ως  ένα σημαντικό συστατικό του 

ενδομύιου (endomysium). Το κολλαγόνο αποτελεί περίπου το 1-2% του ιστού των μυών 

και το 6% των ισχυρών τενόντων. 

Οι ασθένειες που σχετίζονται με το κολλαγόνο μπορεί είτε να οφείλονται σε γενετικές 

ανωμαλίες είτε μπορούν  να αποκτηθούν κατά τη διάρκεια ζωής του ατόμου [44]. Γενικά, 

θα μπορούσαμε να τις χωρίσουμε σε τρεις μεγάλες κατηγορίες: Ι. Στις 

κληρονομικές/γενετικές διαταραχές του κολλαγόνου, ΙΙ. Στις αυτοάνοσες διαταραχές του 

κολλαγόνου και ΙΙΙ. σε διάφορες ασθένειες που σχετίζονται με το κολλαγόνο (Πίνακας 

1) [68]. 

 

 

Πίνακας 3. Κατηγοριοποίηση των διαταραχών του κολλαγόνου [Προσαρμοσμένο από Fukuma et al., 

(2005) [114]]. 

Κατηγοριοποίηση των διαταραχών του κολλαγόνου 

Κληρονομικές / γενετικές 

διαταραχές κολλαγόνου 

 

Αυτοάνοσες διαταραχές 

του κολλαγόνου 

Διάφορα 

Ατελής Οστεογένεση Συστηματικός 

Ερυθηματώδης Λύκος 

Σκορβούτο 

Σύνδρομο Ehlers-Danlos 

Σύνδρομο Stickler Συστηματική Σκλήρυνση 

Σύνδρομο Alport 

Πομφυλυγώδη 

Επιδερμόλυση 

Στοματική 

Υποβλεννογόνια Ίνωση 

Σύνδρομο Marfan 
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I. ΚΛΗΡΟΝΟΜΙΚΕΣ / ΓΕΝΕΤΙΚΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

Η μεγάλη σημασία της οικογένειας των κολλαγόνων εκτός από τις λειτουργίες τους, έχει 

τονιστεί μέσα από τις μελέτες για τις κληρονομικές διαταραχές που μπορούν να 

προκαλέσουν οι μεταλλάξεις του κολλαγόνου [115]. Οι μεταλλάξεις που προκαλούνται 

στην αναδίπλωση της τριπλής έλικας του κολλαγόνου έχουν ως αποτέλεσμα ένα 

σημαντικό αριθμό από αναγνωρισμένες διαταραχές όπως: ατελής οστεογένεση, 

σύνδρομο Ehlers-Danlos, σύνδρομο Alport, μυοπάθεια Bethlem, σύνδρομο Knobloch, 

ορισμένοι τύποι οστεοπόρωσης, αρτηριακό ανεύρυσμα, οστεοαρθρίτιδα και παθήσεις 

των μεσοσπονδύλιων δίσκων. Οι περισσότερες μεταλλάξεις προκαλούν διαφορετικούς 

φαινότυπους επειδή προκαλούν τη σύνθεση μη-φυσιολογικών δομών, αλλά μερικώς 

λειτουργικών pro-α αλυσίδων (Εικόνα 21).  

 

Εικόνα 21: Αποτελέσματα από μεταλλάξεις οι οποίες αλλάζουν την πρωτογενή δομή του 

προκολλαγόνου. Α) Μετάλλαξη η οποία αποτρέπει τη φυσιολογική δίπλωση της τριπλής έλικας και 

προκαλεί αποδιαμόρφωση των φυσιολογικών και μη-φυσιολογικών αλυσίδων προ-α. Β) Μετάλλαξη η 

οποία προκαλεί ένα γόνατο (kink) στην τριπλή έλικα και προκαλεί μη φυσιολογική διαμόρφωση των 

ινιδίων του κολλαγόνου ή ινίδια κολλαγόνου με δενδρική μορφή. [Προσαρμοσμένο από Kuivaniemi, 

(1991) [116]]. 
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Μεταλλάξεις στο τύπο Ι προκολλαγόνο προκαλούν το σύνδρομο Ehlers-Danlos, ενώ έχει 

αναφερθεί ότι οι μεταλλάξεις αυτές μπορεί να σχετίζονται και με την οστεοπόρωση 

[116]. Μεταλλάξεις στο τύπο ΙΙ προκολλαγόνο προκαλούν χονδροσυπλασία, σύνδρομο 

Stickler και μια κατηγορία οστεοαθρίτιδα. Το κολλαγόνο τύπου ΙΙΙ είναι το κύριο 

συστατικό των μεγάλων αρτηριών και συναντάται σε μικρότερες ποσότητες σε πολλούς 

ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο τύπου Ι. Δέκα διαφορετικές μεταλλάξεις στο γονίδιο του 

προκολλαγόνου τύπου ΙΙΙ έχουν αναφερθεί, οι οποίες μεταξύ άλλων προκαλούν το 

σύνδρομο EDS τύπου IV και το αρτηριακό ανεύρυσμα. Το κολλαγόνο τύπου IV είναι 

κύριο συστατικό των μεμβρανών. Μεταλλάξεις στο γονίδιο του κολλαγόνου τύπου IV 

έχει αναφερθεί ότι προκαλούν σύνδρομο Alports. 

 

Ατελής Οστεογένεση (Ontogenesis imperfecta, ΟΙ): Η ατελής οστεογένεση ή ‘ασθένεια 

των εύθραυστων οστών’ (‘brittle bone disease’) είναι η πιο κοινή νόσος του συνδετικού 

ιστού. Το σύνδρομο αυτό επηρεάζει περίπου 1 στα 10000 έως 1 στα 20000 άτομα [115]. 

Η ασθένεια αυτή χαρακτηρίζεται από εξαιρετικά εύθραυστα οστά, μειωμένη οστική 

μάζα, ατελής γένεση οδοντίνης, απώλεια ακοής και σκολίωση. Σε αυτή τη νόσο η 

ευθραυστότητα των οστών προκαλείται από τη μειωμένη οστική μάζα, από την 

εκφυλισμένη οργάνωση του ιστού των οστών και τις αλλοιώσεις στη γεωμετρία, μέγεθος 

και σχήμα των οστών. Η ασθένεια αυτή σήμερα χωρίζεται σε επτά τύπους. Οι 

περισσότεροι τύποι σχετίζονται με μεταλλάξεις των δύο γονιδίων που κωδικοποιούν τις 

προ-αλφα1 και προ-αλφα2 πολυπεπτιδικές αλυσίδες του κολλαγόνου τύπου Ι. Το 

κολλαγόνο τύπου Ι είναι γνωστό ότι είναι η κύρια δομική πρωτεΐνη των οστών και 

δέρματος. Ωστόσο, έχει αποδειχθεί στο παρελθόν ότι η έκφραση της μετάλλαξης του 

κολλαγόνου είναι διαφορετική στα οστά και στο δέρμα. Επιπλέον, έχει παρουσιαστεί ότι 

πολλές κοινές μεταλλάξεις του κολλαγόνου τύπου Ι, οφείλονται σε αντικατάσταση με 

ένα μεγαλύτερο αμινοξέα στη θέση της γλυκίνης, η οποία διαδραματίζει κρίσιμο ρόλο 

στην αμινοοξική ακολουθία του κολλαγόνου. Η ατελής οστεογένεση μπορεί να 

παρουσιαστεί με πολλούς διαφορετικούς φαινοτύπους και μπορεί να απαντηθεί σε κάθε 

ηλικία, ενώ η διάγνωση της είναι δύσκολη. Επιπλέον, μπορεί να πραγματοποιηθεί και 

προγεννητική διάγνωση χρησιμοποιώντας κλινικές, ακτινολογικές, βιοχημικές και 

γενετικές μεθόδους. Σήμερα, για την αντιμετώπιση της ασθένειας είναι διαθέσιμη μόνο η 

θεραπεία των συμπτωμάτων, στην οποία περιλαμβάνονται χειρουργικές επεμβάσεις και 

χορήγηση φαρμάκων για αύξηση της αντοχής των οστών. 

 

Σύνδρομο Ehlers-Danlos.  Το σύνδρομο αυτό επηρεάζει περίπου 1 στα 10000 έως 1 στα 

25000 άτομα και απαντάται σε όλες τις ηπείρους και μπορεί να επηρεάσει όλες τις φυλές, 

καθώς και τα δύο φύλα. Έχουν αναγνωριστεί τουλάχιστον 10 τύποι, οι οποίοι 

ταξινομούνται με βάση γενετικά, βιοχημικά και κλινικά χαρακτηριστικά [115]. Το 
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σύνδρομο χαρακτηρίζεται από εύθραυστο και τρυφερό δέρμα, δημιουργούνται εύκολα 

μώλωπες και στους τραυματισμούς υπάρχει ατροφία. Στις μισές περίπου από τις 

περιπτώσεις το σύνδρομο προκαλείται από μεταλλάξεις στα COL5A1 και COL5A2 

γονίδια, τα οποία κωδικοποιούν τις a1 και a2 αλυσίδες του κολλαγόνου τύπου V. Το 

σύνδρομο Ehlers-Danlos τύπου IV αντιπροσωπεύει περίπου το 5-10% των περιπτώσεων 

και προκαλείται από 19 διαφορετικές μεταλλάξεις στο COL3A1 γονίδιο, το οποίο 

κωδικοποιεί το προκολλαγόνο τύπου ΙΙΙ. Αρκετοί άλλοι τύποι αυτής της διαταραχής 

έχουν περιγραφτεί, αλλά κάποιοι απαντώνται πολύ σπάνια. Πολύ λίγα είναι γνωστά για 

τα γενετικά ή βιοχημικά ελαττώματα τα οποία είναι υπεύθυνα για όλους του τύπους και 

για αυτό το σύνδρομο εξακολουθεί να ερευνάται εκτεταμένα. 

Η EDS τύπου VII σχετίζεται με αδυναμία απομάκρυνσης των N-προπεπτιδίων από το 

προκολλαγόνο τύπου Ι κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής παραγωγής του [117]. Η EDS 

τύπου VII προκαλείται από μεταλλάξεις στα γονίδια COL1A1 και COL1A2 οι οποίες 

οδηγούν σε παράκαμψη του εξωνίου 6 κατά τη διαδικασία μεταγραφής από το mRNA 

των pro-α1(I) και pro-α2 (I) αλυσίδων του προκολλαγόνου.  Το εξώνιο 6 και στα δύο 

γονίδια κωδικοποιεί τις θέσεις για διάσπαση των Ν-προπεπτιδίων από την Ν-

πρωτεΐνάση. Ως αποτέλεσμα, τα Ν-προπεπτίδια δεν απομακρύνονται και κατανέμονται 

στις κοιλάδες (gaps) και κορυφές (overlaps) των ινιδίων του κολλαγόνου (Εικόνα 22). 

Πιστεύεται ότι η υπερ-κινητικότητα των αρθρώσεων που παρατηρείται στην EDS τύπου 

VII να είναι αποτέλεσμα του στερεοχημικού μπλοκαρίσματος παραγόντων στις κοιλάδες 

και κορυφές των ινιδίων του κολλαγόνου.  

 

 

Εικόνα 22 Ένα μοντέλο της δομής μιας ίνας κολλαγόνου τύπου Ι σε EDS τύπου VIIB. Η ίνα 

παρουσιάζεται σε διαμήκη διατομή. Τα Ν-πραοπεπτίδια παρουσιάζονται τόσο σε διαμόρφωση 

φουρκετας (hairpin) (στο πάνω μέρος του διαγράμματος) όσο και σε εκτεταμένη διαμόρφωση (στο 

κάτω μέρος του διαγράμματος). Στη διαμόρφωση φουρκέτας τα Ν-προπεπτίδια βρίσκονται στις 

κορυφές (overlaps), ενώ στην περίπτωση της εκτεταμένης διαμόρφωσης βρίσκονται στις 

κοιλάδες/διάκενα (gap). [ Προσαρμοσμένο από Kadler, (1993) [117]]. 
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Σύνδρομο Marfan. Το σύνδρομο αυτό είναι μια πολυσυστηματική νόσος του συνδετικού 

ιστού και δεν παρουσιάζει κάποια τάση όσον αφορά το φύλο και τη φυλετική ή 

γεωγραφική καταγωγή των ασθενών. Το σύνδρομο αυτό επηρεάζει περίπου 1 στα 5000 

έως 1 στα 10000 άτομα και προκύπτει από μεταλλάξεις στο FBN1 γονίδιο, το οποίο 

κωδικοποιεί την fiblilin-1 [115]. Μέχρι τώρα, έχουν καθοριστεί περισσότερες από 500 

μεταλλάξεις στο FBN1 γονίδιο που σχετίζονται με το σύνδρομο. Όσον αφορά την 

κλινική διάγνωση, το 86% των περιπτώσεων μπορεί να διαγνωστεί με Ghent nosology, 

αλλά για σίγουρη διάγνωση απαιτούνται γενετικά τεστ. Το σύνδρομο αυτό 

χαρακτηρίζεται από διάταση της αορτής, η οποία και εξελίσσεται σε ανεπάρκεια της 

βαλβίδας της αορτής, αποδιαμόρφωση του φακού του ματιού και μυωπία, αδύνατο και 

ψιλό σώμα με μακριά άκρα λόγω υπερβολικής ανάπτυξης των οστών, παραμορφώσεις 

στο στήθος και ελαττώματα στο σκελετικό σύστημα, το δέρμα, τους πνεύμονες το 

νευρικό σύστημα, ενώ μερικές φορές παρατηρείται και σκολίωση. Συμπτώματα που 

σχετίζονται με τους μύες και το σκελετό είναι επίσης πολύ κοινά.  Τα άτομα με 

σύνδρομο Marfan είναι συχνά ψηλά και ευκίνητα και μπορούν να ενταχθούν σε φυσικές 

δραστηριότητες και σπορ.  Ένας από τους λόγους για αιφνίδιο καρδιακό θάνατο στους 

αθλητές είναι η ρήξη της ρίζας της αορτής η οποία οφείλεται στο σύνδρομο Marfan. 

Επιπλέον, μπορεί να οδηγήσει σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις όπως η κήλη, το 

ειλεό και τα ανευρύσματα της κοιλιακής φλέβας και αυτές οι παθολογίες μπορεί μερικές 

φορές να είναι απειλητικές ακόμα και για τη ζωή του ασθενή.  

Σύνδρομο Stickler. Πρόκειται για ένα μοναδικό αυτοσωματικό σύνδρομο το οποίο 

περιλαμβάνει πρόωρη οστεοαρθρίτιδα, εκφύλιση του αμφιβληστροειδούς, απώλεια της 

ακοής και στοματοπροσωπικές (orofacial) ανωμαλίες [66]. Η διαταραχή προκαλείται από 

μεταλλάξεις στα γονίδια του προκολλαγόνου COL2A1, COL11A1 και COL11A2 των 

κολλαγόνων τύπου II και XI. 

Σύνδρομο Alport. Το σύνδρομο Alport προκαλείται από μεταλλάξεις στα γονίδια 

COL4A5 και COL4A6 ή COL4A3 και COL4A4 τα οποία κωδικοποιούν τις αλυσίδες 

alpha3 (IV) και alpha4 (IV) [115]. Αυτό το σύνδρομο επηρεάζει ορισμένες από τις 

βασικές μεμβράνες και χαρακτηρίζεται από νεφρική ανεπάρκεια, απώλεια ακοής και 

διαταραχές του φακού του ματιού. Η πρώτη παθολογική ένδειξη σε αυτή την ασθένεια 

είναι η απώλεια του δικτύου κολλαγόνου τύπου IV. Η βλάβη του κολλαγόνου IV 

οφείλεται σε μεταλλάξεις και προκαλεί δυσλειτουργία του δεσμευμένου επιθηλίου και 

έχει ως αποτέλεσμα τη βλάβη των οργάνων. Η διάγνωση της ασθένειας αυτής 

πραγματοποιείται κατά κύριο λόγο με βάση ιστολογικές μελέτες.  

Πομφυλυγώδη Επιδερμόλυση (Epidermolysis bullosa). Πρόκειται για μια ομάδα από 

σπάνιες γενετικές διαταραχές και οι οποίες παρουσιάζουν διάφορους βαθμούς 

σοβαρότητας και έκφρασης [68].  Είναι πολυφυλετική διαταραχή και χαρακτηρίζεται 

από το σχηματισμό κυστιδίων ή πομφόλυγων (bullae) στο δέρμα και στο βλεννογόνο. Τα 
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κυστίδια μπορεί να προκύψουν αυθόρμητα ή από μικρούς τραυματισμούς. Υπάρχουν 4 

τύποι, από τους οποίους ο ένας σχετίζεται με την ανώμαλη λειτουργία του κολλαγόνου 

τύπου XVII. 

Σύνδρομο Knobloch. Το σύνδρομο Knobloch είναι μια αυτοσωματική υπολειπόμενη 

διαταραχή η οποία χαρακτηρίζεται από υψηλή μυωπία, υαλο-αμφιβληστοειδικό 

(vitreoretinal) εκφυλισμό και οστική βλάβη [115]. Με γενετικές αναλύσεις έχουν 

ταυτοποιηθεί παθολογικές μεταλλάξεις στο γονίδιο COL18A1, οι οποίες και προκαλούν 

απώλεια μίας ή όλων των ισόμορφων τύπων κολλαγόνου που σχετίζονται με το 

COL18A1. 

Μυοπάθεια Bethlem.  Η μυοπάθεια Bethlem είναι μια αυτοσωματική κληρονομική, 

σχετικά ήπια ασθένεια που χαρακτηρίζεται από μυϊκή αδυναμία και από συσπάσεις των 

συνδέσμων [115]. Πιστεύεται ότι το κολλαγόνο τύπου IV διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 

στη σύνδεση των κυττάρων στην εξωκυτταρική μήτρα και ότι μεταλλάξεις στα γονίδια 

που κωδικοποιούν το κολλαγόνο τύπου IV έχουν ως αποτέλεσμα τη μυοπάθεια Bethlem. 

Έχει αναφερθεί, ότι τα πρώτα συμπτώματα από αυτή την ασθένεια παρατηρούνται σε 

πρώιμη παιδική ηλικία, ενώ τα δύο τρίτα των ασθενών με αυτή την πάθηση είναι πάνω 

από 50 χρονών λόγω της αργής εξέλιξης της νόσου. 

 

II. ΑΥΤΟΑΝΟΣΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ ΤΟΥ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ (AUTOIMMUNE 

COLLAGEN DISORDERS) 

Συστηματικός Ερυθηματώδης Λύκος (Systemic lupus erythematosus). Ο ερυθηματατώδης 

λύκος είναι μια πολυπαραγοντική αυτοάνοση νόσος του κολλαγόνου των αγγείων και 

του συνδετικού ιστού [68]. Η πάθηση αυτή παρουσιάζει συμπτώματα όπως πυρετό, 

απώλεια βάρους, αρθρίτιδα και κόπωση. Επίσης, μπορεί να επηρεάσει και την καρδία, 

μέσω εμφάνισης περικαρδίτιδας, ενώ στη στοματική κοιλότητα μπορεί να εμφανιστεί 

ξηροστομία, ερύθημα, δυσγευσία και περιοδοντική νόσος.  

Συστηματική Σκλήρυνση (Systemic sclerosis). Είναι μια διαταραχή του συνδετικού ιστού 

κατά την οποία παρουσιάζεται ίνωση του δέρματος, των αιμοφόρων αγγείων, των 

οργάνων και του βλεννογόνου. Ο ακριβής μηχανισμός των αλλαγών είναι ακόμα 

άγνωστος, αλλά οι υπερπλαστικές αλλαγές του κολλαγόνου έχουν τεκμηριωθεί και 

συσχετιστεί με αυτή την πάθηση [68]. Τα παθολογικά ευρήματα δείχνουν ότι οι 

ινοβλάστες ενεργοποιούνται για να παράγουν υπερβολικές ποσότητες του κολλαγόνου 

και άλλων συστατικών της εξωκυττάριας μήτρας. Τα συμπτώματα περιλαμβάνουν 

πάχυνση του δέρματος, οίδημα και στη συνέχεια σύσφιξη και σκλήρυνση του δέρματος. 

Στοματική Υποβλεννογόνια Ίνωση (Oral submucous fibrosis). Πρόκειται για μια χρόνια, 

προκαρκινική κατάσταση του στοματικού βλεννογόνου και θεωρείται αυτοάνοση νόσος. 

Η πάθηση είναι συνέπεια των διαταραχών στην ομοιοστατική ισορροπία μεταξύ της 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

56 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

σύνθεσης και της αποδόμησης της εξωκυτταρικής μήτρας, όπου το κολλαγόνο αποτελεί 

βασικό συστατικό (για αυτό και μπορεί να αναγνωριστεί και ως μεταβολική διαταραχή 

του κολλαγόνου). Χαρακτηρίζεται από μιαν επιθηλιακή φλεγμονώδης αντίδραση που 

ακολουθεί την ινοελαστική μεταβολή του χορίου και την ατροφία του επιθηλίου. Οι 

ινοελαστικές μεταβολές οφείλονται σχεδόν εξ ολοκλήρου στη συσσώρευση κολλαγόνου 

στα υπο-επιθηλιακά στρώματα, με αποτέλεσμα να εμφανίζονται πυκνές ινώδεις ζώνες 

στον ιστό του στόματος. Οι ασθενείς της πάθησης αυτής αδυνατούν να ανοίξουν πλήρως 

το στόμα με συνεπακόλουθα προβλήματα στην κατανάλωση τροφίμων, στη στοματική 

υγιεινή και στην ομιλία [68].  

III. ΔΙΑΦΟΡΕΣ ΠΑΘΗΣΕΙΣ. 

Σκορβούτο. Η ανεπάρκεια σε βιταμίνη C στον οργανισμό είναι γνωστή ως σκορβούτο. 

Βασική λειτουργία του ασκορβικού οξέος είναι η συμμετοχή του στη σύνθεση των ινών 

κολλαγόνου από προλίνη μέσω υδροξυπρολίνης [68]. Άλλες μεταβολικές αντιδράσεις για 

την οποία η βιταμίνη C είναι απαραίτητη είναι η υδροξυλίωση της λυσίνης σε 

υδροξυλυσίνη στο κολλαγόνο. Σε άτομα που υποφέρουν από μιαν ανεπάρκεια αυτής της 

βιταμίνης, οι αλυσίδες των μορίων του τροποκολλαγόνου δεν είναι σε θέση να 

σχηματίζουν σταθερές έλικες και τα μόρια του τροποκολλαγόνου είναι ανίκανα να 

συσσωματωθούν και να σχηματίσουν ινίδια. Η πάθηση αυτή επηρεάζει πρώτα τους 

συνδετικούς ιστούς με υψηλή περιεκτικότητα σε κολλαγόνο, όπως ο περιοδοντικός 

σύνδεσμος. Η αβιταμίνωση C σχετίζεται επίσης με την ανικανότητα επούλωσης  

τραυμάτων ή τη ρήξη των τριχοειδών αγγείων.  Ανάμεσα στα άλλα χαρακτηριστικά που 

παρουσιάζουν οι ασθενείς με σκορβούτο είναι η δυσώδης οσμή και  η χαλάρωση των 

δοντιών, τα ούλα γίνονται ελώδεις, ενώ μπορεί να παρουσιάσουν έλκος του στόματος.  

Καθώς το κολλαγόνο αποτελεί την πιο άφθονη πρωτεΐνη σε θηλαστικά και κύριο 

συστατικό της εξωκυττάριας μήτρας, αναπόφευκτα οι ανεπιθύμητες μοριακές αλλαγές 

στη δομή αυτής της πρωτεΐνης μπορεί να προκαλέσουν βλάβες σε διάφορα συστήματα, 

από το κεντρικό νευρικό σύστημα μέχρι το μυοσκελετικό και το καρδιαγγειακό [115]. 

Διαταραχές του κολλαγόνου μπορούν να επηρεάσουν διάφορα συστήματα όπως το 

καρδιαγγειακό ή οφθαλμικό σύστημα, καθιστώντας τα σχετιζόμενα σύνδρομα πολύ 

σημαντικά. Τα τελευταία χρόνια, παρά την αύξηση των πληροφοριών σχετικά με τη 

δομή και τη σύνθεση του κολλαγόνου, οι γενετικές διαταραχές που σχετίζονται με το 

κολλαγόνο εξακολουθούν στην πλειονότητα τους να θεωρούνται ανίατα κλινικά 

σύνδρομα και η φύση τους να παραμένει σε μεγάλο βαθμό αδιευκρίνιστη. Προκειμένου 

να γίνει εφικτή η εξήγηση των εμπλεκόμενων φυσιο-παθολογικών διαδικασιών που 

λαμβάνουν χώρα και για να γίνει κατορθωτή η θεραπεία των ασθενών και βελτίωση της 

ποιότητας της καθημερινής τους ζωής, εκτός των άλλων απαιτείται σημαντική πρόοδος 

στις βιοχημικές και γενετικές εξετάσεις, καθώς και στις μεθόδους διερεύνησης των 

δομικών αλλαγών που προκύπτουν στο κολλαγόνο. 
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Β.1.10 Το Κολλαγόνο ως Βιοϋλικό  

 

Υπάρχει μια ουσιαστική κλινική ανάγκη για την ανάπτυξη τεχνικών οι οποίες αφορούν 

υποκατάσταση ή αναγέννηση κατεστραμμένων ή εκφυλισμένων ιστών [118]. Το κλινικό 

πρόβλημα μπορεί να είναι χρόνια πάθηση ή να προκύψει ξαφνικά (π.χ. τραύμα ή 

έγκαυμα) και υπάρχει δυνατότητα να συμβεί σε διάφορα εξω- ή ενδο-αρθρικά 

περιβάλλοντα. Επιπλέον, οι μηχανικές απαιτήσεις του κάθε ιστού ποικίλουν ανάλογα με 

τον ιστό γεγονός που κάνει μια γενική προσέγγιση επανορθωτικής ιστών ιδιαίτερα 

προκλητική. Ως εκ τούτου, πολλές διαφορετικές διαδικασίες και στρατηγικές έχουν 

αναπτυχθεί για την ανάπλαση της δομής και λειτουργίας των ιστών. Είναι ευρέως 

αναγνωρισμένο ότι η τρισδιάστατη φυσική μήτρα του συνδετικού ιστού, η οποία 

περιβάλλει τα μυοσκελετικά κύτταρα διαδραματίζει σημαντικό βιολογικό και μηχανικό 

ρόλο. Καθώς το κολλαγόνο είναι κύριο συστατικό του εξωκυττάριου αυτού πλέγματος 

και προσδίδει υψηλή μηχανική αντοχή στους ιστούς, αποτελεί κατάλληλο υλικό για τη 

μηχανική των ιστών [118]. Δυστυχώς όμως, οι βιολογικές και μηχανικές ιδιότητες των 

υλικών κολλαγόνου είναι κατώτερες από εκείνες των βιολογικών ιστών. Ως εκ τούτου, η 

διερεύνηση και ανάπτυξη βιοϋλικών κολλαγόνου με ιδιότητες εφάμιλλες με αυτές του 

βιολογικού ιστού θεωρείται πολλά υποσχόμενη και με πληθώρα εφαρμογών. 

Τα κολλαγόνα, χάρη στα ιδιαίτερα τους χαρακτηριστικά, την ινώδη μορφή τους 

(ιδιαίτερα το κολλαγόνο τύπου Ι) και τη δυνατότητα διαχείρισης της επιφανειακής δομής 

τους, καθίστανται ένα πολλά υποσχόμενο υλικό για την ανάπτυξη νανο-βιοϋλικών, 

νανοδομών και διάφορων άλλων εφαρμογών της μηχανικής των ιστών. Επιπλέον, τα 

κύτταρα αποκρίνονται στην τοπογραφία, στις μηχανικές ιδιότητες [119, 120] και στη 

δομή του κολλαγόνου [121]. Επιπλέον, έχει παρουσιαστεί ότι επιφάνειες υλικών 

κολλαγόνου με ευθυγραμμισμένες ίνες ή με πορώδη δομή παρουσιάζουν καλές επιδόσεις 

ως βιοϋλικά και μπορούν να καθοδηγήσουν την ανάπτυξη των κυττάρων [122]. Λόγω 

των μοναδικών του ιδιοτήτων, το κολλαγόνο χρησιμοποιείται εκτεταμένα ως βιοϋλικό, 

ικρίωμα και υπόστρωμα για καλλιέργεια κυττάρων ή αναγέννηση ιστών [123-126]. 

Η τεχνολογική πρόοδος στον τομέα της βιολογίας και της μηχανικής έχει οδηγήσει σε 

σημαντικές βελτιώσεις στο σχεδιασμό και την κατασκευή υποκατάστατων 

υλικών/ικριωμάτων, τα οποία μπορούν να τροποποιήσουν ή/και να διατηρήσουν το 

ζωντανό ιστό [127]. Η μηχανική των ιστών (tissue engineering) είναι ένα αναδυόμενο 

και πολλά υποσχόμενο πεδίο. Η μηχανική των ιστών σε συνδυασμό με βλαστοκύτταρα 

είναι ικανή να οδηγήσει στην ανάπτυξη διάφορων ιστών, μεταξύ των οποίων τα οστά, οι 

τένοντες, οι χόνδροι, οι μύες και οι σύνδεσμοι. Η μηχανική των ιστών μπορεί να 

διαιρεθεί σε δύο υποτύπους, την in vivo και την ex vivo, de novo προσέγγιση. Η in vivo 

προσέγγιση επιτρέπει την αυτό-αναγέννηση των μικρών αλλοιώσεων του ιστού. Η ex 

vivo de novo προσέγγιση έχει σχεδιαστεί για την παραγωγή λειτουργικών ιστών που 
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μπορούν να εμφυτευθούν στο σώμα. Η μηχανική των ιστών είναι ένα διεπιστημονικό 

πεδίο το οποίο βασίζεται σε τρεις θεμελιώδεις αρχές: i) την ανάπτυξη ικριωμάτων τα 

οποία προσφέρουν βραχυπρόθεσμη μηχανική σταθερότητα της μεταμόσχευσης καθώς 

και ένα πρότυπο (template) για τη χωρική ανάπτυξη του ιστού που αναγεννάτε, ii) τη 

χρήση υγιών κυττάρων τα οποία είναι εύκολα να απομονωθούν και μπορούν να 

ανταποκριθούν σε διαφορετικές περιβαλλοντικές συνθήκες και iii) τη χρήση αυξητικών 

παραγόντων που θα ενισχύσουν τη διαδικασία της κυτταρικής διαφοροποίησης. Η 

μηχανική των ιστών μπορεί να εφαρμοστεί άμεσα στην περιοχή του τραυματισμού ή 

μπορεί να αναπτυχθεί μια κατάλληλη μήτρα, η οποία να λειτουργεί σαν ένα ικρίωμα για  

την ανάπλαση του ιστού. 

Τα δομικά χαρακτηριστικά των ικριωμάτων της μηχανικής των ιστών, επηρεάζουν την 

κυτταρική απόκριση και πρέπει να αναπτυχθούν έτσι ώστε να υποστηρίζουν την 

κυτταρική πρόσφυση, πολλαπλασιασμό και διαφοροποίηση [128]. Το ικρίωμα ενεργεί ως 

μια προσωρινή εξωκυττάρια μήτρα, όπου τα κύτταρα αλληλεπιδρούν προκειμένου να 

σχηματίσουν νέο ιστό. Ο σχεδιασμός ενός ικριώματος πριν από την έκθεση σε κύτταρα 

είναι ζωτικής σημασίας. Το ικρίωμα πρέπει να παρουσιάζει μιαν επιφάνεια η οποία να 

προάγει την κυτταρική προσκόλληση, ανάπτυξη και διαφοροποίηση, ενώ συνήθως 

απαιτείται να παρέχει ένα πορώδες δίκτυο για ανάπτυξη του ιστού. Η επιλογή του υλικού 

έχει πολύ σημαντική σημασία κατά το σχεδιασμό ενός ικριώματος. Το υλικό που θα 

επιλεγεί πρέπει να αποδομείται με ρυθμό που ταιριάζει με εκείνο του νέο-

σχηματιζόμενου ιστού, πρέπει να είναι βιοσυμβατό και τα προϊόντα της αποδόμησης του 

πρέπει επίσης να είναι βιοσυμβατά. Επιπλέον, το ικρίωμα αφού εμφυτευτεί πρέπει να 

έχει κατάλληλες μηχανικές ιδιότητες ώστε να προσφέρει δομική στήριξη προσωρινά, έως 

ότου σχηματιστεί ο νέος ιστός. Εκτός από το γεγονός ότι το ικρίωμα πρέπει να 

αποτελείται από ένα κατάλληλο και αποτελεσματικό βιοϋλικό, πρέπει να διαθέτει και 

κάποια βασικά μορφολογικά χαρακτηριστικά (π.χ. την πορώδη επιφάνεια για τη 

μετάδοση των θρεπτικών μέσων κατά την ανάπτυξη του ιστού). Για την επίτευξη αυτών 

των απαιτήσεων, τα ικριώματα της μηχανικής των ιστών συχνά σχεδιάζονται έτσι ώστε 

να μιμούνται τη δομή της φυσικά απαντώμενης εξωκυττάριας μήτρας (extracellular 

matrix, ECM). Για παράδειγμα, καθώς ο εξωκυττάριος χώρος αποτελείται σε μεγάλο 

μέρος από ίνες κολλαγόνου με διάμετρο περίπου 50-500 nm, καλά σχεδιασμένα 

ικριώματα κολλαγόνου μπορούν να το μιμηθούν. 

Δεκάδες χρόνια έρευνας στη Εμβιομηχανική είχαν ως αποτέλεσμα την ανάπτυξη πολλών 

τύπων τρισδιάστατων ικριωμάτων (3D scaffolds) για τη χρήση τους σαν συστήματα 

έκλυσης φαρμάκων (Drug Delivery Systems, DDS) και για αναγέννηση ιστών [56]. Η 

χρήση υλικών με βάση το κολλαγόνο σαν DDS περιλαμβάνει τη στοχευόμενη παράδοση 

αντιβιοτικών, στεροειδών, αντιπηκτικών, αντινεοπλασματικών, ανοσοκατασταλτικών, 

αυξητικών παραγόντων, θεραπευτικών γονιδίων κ.α. [129]. 
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Τα κολλαγόνα έχουν πολλές και μοναδικές ιδιότητες που τα καθιστούν ιδιαίτερα χρήσιμα 

ως ικριώματα για τη διευκόλυνση της αναγέννησης ιστών ή/και ως συστήματα 

παράδοσης φαρμάκων. Για παράδειγμα, το κολλαγόνο έχει χαμηλή τοξικότητα, χαμηλή 

αντιγονικότητα (antigenicity), υψηλή συγγένεια (affinity) με το νερό και είναι 

βιοδιασπώμενο. Επίσης, το κολλαγόνο περιέχει Αργινίνη-Γλυσίνη-Ασποράγνη (RGD, 

Arg-Gly-Asp)
§
 και μη-RGD περιοχές οι οποίες δεσμεύουν ιντεγκρίνες που σχετίζονται 

με τις επιφάνειες των κυττάρων, διευκολύνοντας την κυτταρική μετανάστευση, 

προσκόλληση, πολλαπλασιασμό και διαφοροποίηση. Ως εκ τούτου, τα βιοϋλικά 

κολλαγόνου έχουν χρησιμοποιηθεί για ράμματα, εμφυτεύματα, επιδέσμους τραυμάτων, 

DDS και έχουν αναπτυχθεί ως πλέγματα με ή χωρίς βιοδραστικές πρωτεΐνες/πεπτίδια και 

κύτταρα τα οποία ενισχύουν την αναγέννηση τόσο μαλακών όσο και σκληρών ιστών 

όπως είναι το δέρμα και τα οστά αντίστοιχα. 

Τα ικριώματα μπορεί να αποτελούνται από διάφορες φυσικές ίνες και συνθετικά 

πολυμερή ή και κεραμικά, ώστε να χαρακτηρίζονται από τα πιο θετικά γνωρίσματα, 

όπως βιοσυμβατότητα (biocompatibility), βιοδιασπασιμότητα (biodegradability), 

διαρθρωτική ακεραιότητα (structural integrity) και νεοαγγείωση (neovascularization). 

Αυτές οι ιδιότητες είναι καθοριστικές καθώς επιτρέπουν την κυτταρική προσκόλληση 

και ανάπτυξη. Οι βιοσυμβατές ιδιότητες του κολλαγόνο έχουν οδηγήσει στη χρήση του 

ως μήτρα ή ικρίωμα για την αναγέννηση των ιστών. Για τις εφαρμογές αυτές μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί καθαρό φυσικό κολλαγόνο ή/και μετουσιωμένο κολλαγόνο (ζελατίνη). 

Εκτός από το καθαρό κολλαγόνο, μπορεί να χρησιμοποιηθεί κολλαγόνο σε συνδυασμό 

με άλλα φυσικά και συνθετικά πολυμερή καθώς και κεραμικά. Αυτά τα "υβρίδια 

κολλαγόνου" σχεδιάζονται για τον έλεγχο της απελευθέρωσης/παράδοσης των 

βιοδραστικών ουσιών, για να παρατείνουν τη βιοαποδόμηση του ικριώματος ή για να 

ξεπεράσουν την έλλειψη της μηχανικής αντοχής από το κολλαγόνο σε ορισμένα σημεία 

του ιστού. Παρόλο που έχουν χρησιμοποιηθεί διάφοροι τύποι πρωτεϊνών του 

εξωκυττάριου χώρου ως ικριώματα, όπως άλλοι τύποι κολλαγόνου, ελαστίνη και οι 

γλυκοζαμινογλυκάνες, το κολλαγόνο τύπου Ι είναι το πιο διαδεδομένο υλικό για 

ικριώματα λόγω της βιοσυμβατότητας του και της διαθεσιμότητας του. Τα ικριώματα 

από κολλαγόνο τύπου Ι πληρούν τα χαρακτηριστικά εκείνα που απαιτούνται για τη 

χρήση τους ως βιοϋλικά. Επιπρόσθετα, το κολλαγόνο τύπου Ι συνδέεται με ιντεγκρίνες 

(integrins) μέσω RGD και μη-RGD περιοχών, διευκολύνοντας έτσι τη μετανάστευση, 

                                                

§ Το Arginylglycylaspartic οξύ (RGD) είναι ένα τριπεπτίδιο που αποτελείται από L-αργινίνη, γλυκίνη, και 

L-ασπαρτικό οξύ. Αυτή η ακολουθία είναι ένα κοινό στοιχείο στην κυτταρική αναγνώριση. Το 

Arginylglycylaspartic οξύ χρησιμοποιείται ως ένα βιοχημικό εργαλείο για τη μελέτη αυτής της 

αναγνώρισης. Τα RGD-πεπτίδια εμπλέκονται στην κυτταρική προσκόλληση μέσω των ιντεγκρινών, και 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την επίστρωση συνθετικών ικριωμάτων στη μηχανική ιστών για να 

ενισχύουν την κυτταρική προσκόλληση. 
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προσκόλληση και πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Επιπλέον, τα ικριώματα από 

κολλαγόνο τύπου Ι μπορούν να χρησιμοποιηθούν για επισκευή των ιστών των οστών 

όταν είναι κατάλληλα επικαλυμμένα με οστεογενείς πρωτεΐνες, όπως η μορφογενετική 

πρωτεΐνη των οστών (bone morphogenic protein -BMP) και η σιαλοπρωτεΐνη των οστών 

(bone sialoprotein, BSP
**

) [56]. 

Οι τεχνικές χρήσης καινοτόμων ικριωμάτων στη μηχανική των ιστών προσφέρουν 

πιθανές εναλλακτικές λύσεις για τη διαχείριση διάφορων διαταραχών των ιστών, όπως 

του τένοντα [127]. Οι στρατηγικές για την επούλωση των ιστών ή τη βελτίωση των 

μηχανικών τους ιδιοτήτων περιλαμβάνουν τη χρήση ικριωμάτων, αυξητικών 

παραγόντων, ανάπτυξη κυττάρων ή ένα συνδυασμό από αυτές τις προσεγγίσεις. Η χρήση 

ικριωμάτων είναι η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη τεχνική. Τα διαθέσιμα ικριώματα για 

την αποκατάσταση των τενόντων περιλαμβάνουν τόσο βιολογικά ικριώματα, που 

λαμβάνονται από ιστούς, και συνθετικά ικριώματα τα οποία κατασκευάζονται από 

χημικές ενώσεις. Η χρήση ικριωμάτων για την επισκευή των ιστών επιτρέπει τη 

βελτίωση των μηχανικών ιδιοτήτων του ιστού και τη βελτίωση του ρυθμού και της 

ποιότητας της επούλωσης. Παρά την αυξανόμενη κλινική χρήση των ικριωμάτων για την 

επισκευή των ιστών, υπάρχουν ακόμα πολλά ζητήματα που σχετίζονται με την ασφάλεια, 

τη χειρουργική εφαρμογή, τους μηχανισμούς δράσης και την αποτελεσματικότητα τους 

τα οποία απαιτούν περισσότερη έρευνα και πρέπει να αποσαφηνιστούν. Τα βιολογικά 

ικριώματα προέρχονται από ιστούς θηλαστικών, όπως  του ανθρώπου, των χοίρων και 

των βοοειδών. Προκειμένου να ελαχιστοποιηθεί ο κίνδυνος της απόρριψης υποδοχής των 

ικριωμάτων απαιτείται η αφαίρεση των μη-κολλαγονούχων συστατικών (noncollagen 

components) και η διατήρηση της φυσικής δομής του κολλαγόνου και των μηχανικών 

ιδιοτήτων που προσφέρει. Τα τελικά ικριώματα αποτελούνται κυρίως από φυσικές ίνες 

κολλαγόνου, κυρίως τύπου Ι, οι οποίες διατηρούν τη φυσιολογική τους δομή και 

επιφανειακές βιοχημικές ιδιότητες ώστε να είναι βιο-ενεργά και να προάγουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την ανάπτυξη του ιστού. Βέβαια, πρέπει να σημειωθεί 

ότι καθώς τα αλλογενή υλικά (allograft materials) μπορεί να προκαλέσουν φλεγμονώδη 

αποκρίσεις στον ξενιστή, υπάρχει αξιοσημείωτο ενδιαφέρον για την ανάπτυξη 

συνθετικών εξωκυττάριων μήτρων (synthetic extracellular matrix, ECM) ως μοσχεύματα 

για χειρουργική χρήση. Οι συνθετικές εξωκυττάριες μήτρες μπορούν επιπλέον να 

χρησιμοποιηθούν για την ανάπτυξη κυττάρων, ενώ χαρακτηρίζονται από μικρότερο 

κίνδυνο πρόκλησης φλεγμονώδους αντίδρασης. 

                                                

** Η BSP είναι μια μικρή γλυκοπρωτεΐνη που συνδέεται σε ιντεγκρίνες και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 

στο σχηματισμό των οστών. Επιπλέον, συνδέεται με το κολλαγόνο τύπου Ι και ιντεγκρίνες που 

διαμεσολαβούν στη λήψη σημάτων από τα κύτταρα. 
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Η μηχανική των ιστών είναι ένα πεδίο στο οποίο οι γνώσεις από τις βιοεπιστήμες και την 

ιατρική συνδυάζονται με θεμελιώδεις αρχές της μηχανικής προκειμένου να σχεδιαστούν 

θεραπευτικές αγωγές οι οποίες επηρεάζουν θετικά τη λειτουργία των ιστών. Γενικά, στη 

μηχανική των ιστών έχουν χρησιμοποιηθεί ικριώματα στα οποία δεν έχουν αναπτυχθεί 

κύτταρα αλλά και μήτρες στις οποίες καλλιεργούνται in vitro συγκεκριμένοι κυτταρικοί 

τύποι. Τα ικριώματα που δεν έχουν κύτταρα, συνήθως περιλαμβάνουν τη διαδικασία 

πρόσδεσης στο πλέγμα του κολλαγόνου άλλων πρωτεϊνών ή βιοδραστικών ουσιών (π.χ. 

παράγοντες ανάπτυξης) ώστε να ενισχυθεί η ιστογένεση, η προσκόλληση κυττάρων μέσα 

στον ιστό ή να μπλοκάρουν την ανεπιθύμητη προσκόλληση συγκεκριμένων τύπων 

κυττάρων. Η εναλλακτική προσέγγιση για την αναγέννηση ιστών, περιλαμβάνει την 

καλλιέργεια συγκεκριμένων τύπων κυττάρων απευθείας στο ικρίωμα κολλαγόνου πριν 

από την in vivo εφαρμογή. Πολλοί διαφορετικοί τύποι κυττάρων έχουν καλλιεργηθεί σε 

ικριώματα κολλαγόνου και έχουν αξιολογηθεί τόσο in vitro όσο και in vivo για τη 

λειτουργική ικανότητα τους να επιτρέψουν την αναγέννηση συγκεκριμένων ιστών. 

Μέχρι σήμερα, πολυάριθμοι τύποι κυττάρων, όπως ινοβλάστες, βλαστοκύτταρα, 

κερατινοκύτταρα, χονδροκύτταρα, οστεοβλάστες και πολλά άλλα, έχουν καλλιεργηθεί σε 

ικριώματα κολλαγόνου για εφαρμογές αναγεννητικής σε μια ποικιλία ιστών, 

συμπεριλαμβανομένου του δέρματος, του κερατοειδούς ιστού, των οστεοχονδρικών 

ιστών και του κερατοειδούς [130]. Η αρχή της Καθοδηγούμενης Αναγέννησης Ιστών 

(Guided Tissue Regeneration, GTR) περιλαμβάνει τη χρήση ενός φυσιολογικού 

φραγμού, όπως το κολλαγόνο τύπου Ι, το οποίο τοποθετείται πάνω τον τραυματισμένο 

ιστό με τέτοιο τρόπο ώστε όλα τα κύτταρα του ιστού εκτός από τα κύτταρα του 

περιοδοντικού συνδέσμου (periodontal ligament) και του φατνιακού οστού να 

παρεμποδίζονται από το να επιτύχουν επαφή [131]. Τα κύτταρα του περιοδοντικού 

συνδέσμου είναι τα μόνα τα οποία φαίνεται να έχουν την ικανότητα να σχηματίσουν νέο 

ιστό. Το κολλαγόνο είναι απορροφήσιμο και δεν απαιτεί δεύτερη χειρουργική επέμβαση 

για την αφαίρεση. Είναι το κύριο εξωκυτταρικό μακρομόριο, μεταβολίζεται 

φυσιολογικά, έχει αναφερθεί ότι ενεργεί ως εμπόδιο για τη μετανάστευση των 

επιθηλιακών κυττάρων και είναι ένα ασθενές ανοσογόνο. 

Οι εφαρμογές υλικών με βάση το κολλαγόνο είναι πολυάριθμες και με πολλά 

υποσχόμενα αποτελέσματα. Το κολλαγόνο μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να 

παρασκευαστούν στερεά διασυνδεδεμενα (cross-linked) υλικά με βάση το κολλαγόνο ή 

σαν πλέγματα από γέλη κολλαγόνου [132]. Διάφορες μορφές κολλαγόνου έχουν 

χρησιμοποιηθεί για να ντυθούν τραύματα του στόματος, για κλείσιμο μοσχευμάτων και 

προώθηση της επούλωσης. Μεμβράνες με βάση το κολλαγόνο έχουν επίσης 

χρησιμοποιηθεί στην περιοδοντική θεραπεία, σαν εμφυτεύματα και ως φραγμοί για την 

πρόληψη της μετανάστευσης των επιθηλιακών κυττάρων ώστε να επιτραπεί η δράση των 

κυττάρων με αναγεννητική ικανότητα. Έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι οι τεχνικές με 

χρήση αναγεννητικής μεμβράνης διευκολύνουν το φυσικό βιολογικό δυναμικό με τη 
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δημιουργία ενός ευνοϊκού περιβάλλοντος για την περιοδοντική και περιεμφυτευματική 

αναγέννηση. Επίσης, καθαρό ή διασυνδεδεμένο κολλαγόνο (σε μορφή σκόνης ή 

σφουγγαριού, sponge) έχει χρησιμοποιηθεί σαν αιμοστατικός παράγοντας και σαν 

βιολογική επικάλυψη σε εφαρμογές όπως η διαχείριση εγκαυμάτων και σε συνδυασμό με 

οφθαλμολογικές και ορθοπεδικές διαδικασίες, καθώς και για στοματικές, οδοντιατρικές 

και πλαστικές χειρουργικές επεμβάσεις. Το κολλαγόνο χρησιμοποιείται για την αύξηση 

(augmentation) των μαλακών ιστών και την σωστή επούλωση ή θεραπεία ουλών και 

βαθιών ρυτίδων για αισθητικούς λόγους. Επιπρόσθετα, για αύξηση ιστού, έχουν 

αναπτυχθεί διαλυτοποιημένα ενέσιμα δερματικά παρασκευάσματα κολλαγόνου που 

εκμεταλλεύονται την ικανότητα του κολλαγόνου να διαλυτοποιείται και να σχηματίζει 

ινίδια υπό φυσιολογικές συνθήκες. Για την ανακατασκευή ιστού του δέρματος που 

προκύπτει από την καταστροφή του χορίου, του υποδόριου λίπους και του συνδετικού 

ιστού έχουν επίσης αναπτυχθεί παρασκευάσματα κολλαγόνου σε ινώδη μορφή. Τα 

παρασκευάσματα αυτά λαμβάνονται με κοπή δέρματος σε επιθυμητό πάχος και την 

κατεργασία του με ένα διάλυμα κρυσταλλικής τρυψίνης, η οποία αφαιρεί όλα τα κύτταρα 

και άλλες δομές, αφήνοντας το αδιάλυτο κολλαγόνο τύπου Ι αναλλοίωτο, ακόμη και σε 

επίπεδο ινιδίων. Στα έγκαυμα (καθώς και σε ασθενείς με λέπρα), το κολλαγόνο μπορεί 

να χρησιμοποιηθεί ως επίδεσμος τραύματος για την προστασία των τραυματισμένων 

επιφανειών του δέρματος. Ο επίδεσμος κολλαγόνου προσομοιώνει κάποιες από τις 

βασικές ιδιότητες του δέρματος, ελέγχει την απώλεια υγρών, διατηρεί τη θερμορύθμιση, 

και αποτρέπει τη μόλυνση μέχρι την ίαση ή μέχρι την αντικατάσταση του δέρματος, εάν 

αυτό είναι εφικτό. Εκτός από τη χρησιμότητά του για την ανάπλαση του δέρματος και ως 

επιδέσμου, ένας αριθμός από διάφορους τύπους αγγειακών προσθετικών που 

προέρχονται από κολλαγόνο έχουν προκύψει. Στις εφαρμογές αυτές τα υλικά 

κολλαγόνου δέχονται περαιτέρω κατεργασία με ηπαρίνη για τη δημιουργία μιας αντί-

θρομβογενούς επιφάνειας. Επίσης, μοσχεύματα σε μορφή σωλήνα (collagen tube 

allografts) έχουν χρησιμοποιηθεί για να κατευθύνουν την αναγέννηση των 

περιφερειακών νεύρων και για αγγειακές προσθετικές, ενώ οι βιολογικές δομές με υψηλή 

περιεκτικότητα σε κολλαγόνο έχουν μελετηθεί ως αυτογενή μοσχεύματα στην 

αγγειοχειρουργική. Επιπλέον, εμφυτεύσιμες υδρογέλες κολλαγόνου έχουν αναπτυχθεί 

και χρησιμοποιηθεί ως παράγοντες για την παράδοση των χημιοθεραπευτικών 

παραγόντων, ενώ αναπτύσσονται συστήματα παροχής οφθαλμολογικών φαρμάκων 

χρησιμοποιώντας ένθετα κολλαγόνου ως συστήματα ελεγχόμενης απελευθέρωσης του 

φαρμάκου. Στις εφαρμογές της στοματικής κοιλότητας, ομογενοποιημένο κολλαγόνο 

αναμειγνύεται με μέσα κυτταρικής καλλιέργειας για τη θεραπεία εγκαυμάτων και την 

ενδοδοντική επισκευή [131]. Οι απορροφημένοι επίδεσμοι κολλαγόνου για τραύματα 

έχουν χρησιμοποιηθεί σε πληγές του στόματος επειδή σταθεροποιούν τους θρόμβους του 

αίματος, προστατεύουν τους χειρουργημένους ιστούς, και επιταχύνουν τη διαδικασία της 

επούλωσης.  
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Μια από τις ενδιαφέρουσες εφαρμογές των βιοϋλικών κολλαγόνου είναι η προσθήκη 

μιας μορφογενετικής πρωτεΐνης των οστών (bone morphogenic protein, BMP), της 

σιαλοπρωτεΐνης των οστών (bone sialoprotein, BSP), σε κολλαγόνο για διαφοροποίηση 

των οστεοβλαστών και των οστών. Η BSP παράγεται από τους οστεοβλάστες και τα 

χονδροκύτταρα κατά τη διάρκεια της μορφογένεσης των οστών. Μέσω ειδικών περιοχών 

δέσμευσης, η BSP μπορεί να εμπλέκεται στην κυτταρική προσκόλληση και τη 

σηματοδότηση, καθώς και τη σύνδεση με το κολλαγόνο τύπου Ι. Πειραματικά 

αποτελέσματα έχουν δείξει ότι η BSP διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση 

των οστεοβλαστών που καλλιεργήθηκαν in vitro σε κολλαγόνο τύπου I (Εικόνα 23) [56]. 

Τα εμφυτεύματα κολλαγόνου-BSP είναι ιδανικά για την ανάπτυξη εφαρμογών στη 

μηχανική των ιστών για ανάπλαση ιστού των οστών, καθώς η BSP διαδραματίζει 

ουσιαστικό ρόλο στη διαφοροποίηση των οστεοβλαστών και δεσμεύει το κολλαγόνο 

τύπου Ι και τις ιντεγκρίνες που μεσολαβούν στην κυτταρική σηματοδότηση. 

 
Εικόνα 23. Προετοιμασία και εμφύτευση εμφυτεύματος κολλαγόνου-σιαλοπρωτεΐνης των οστών (bone 

sialoprotein, BSP). Το διάγραμμα δείχνει τη διαδικασία προετοιμασίας εμφυτεύματος κολλαγόνου-BSP, 

της εμφύτευσης του υλικού σε κρανιακό οστό ποντικού και το σχηματισμό νέου ιστού οστού μετά από 

30 ημέρες από την εμφύτευση [Προσαρμοσμένο από Kruger et al., (2013) [56]]. 

 

Μια πολλά υποσχόμενη τεχνική της μηχανικής των ιστών είναι η ανάπτυξη ικριωμάτων 

από νανο-ίνες [128]. Για την ανάπτυξη των νανο-ινών συνήθως χρησιμοποιούνται τρείς 

διαφορετικοί μέθοδοι: η ηλεκτροστατική ινοποίηση (electrospinning), η αυτό-

διαμόρφωση/αυτό-συναρμολόγηση (self-assembly) και ο διαχωρισμός φάσεων (phase 
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separation). Στην ηλεκτροστατική ινοποίηση χρησιμοποιείται ένα ηλεκτρικό πεδίο 

προκειμένου να παραχθούν νανο-ίνες, με διαμέτρους στην περιοχή των νανομέτρων 

μέχρι μερικά μικρά, από ένα διάλυμα πολυμερούς. Η τεχνική λόγω της σχετικά απλής 

διάταξης που απαιτείται έχει λάβει σημαντική προσοχή για χρήση στη μηχανική των 

ιστών και μια ποικιλία από συνθετικά και φυσικά βιοϋλικά έχουν χρησιμοποιηθεί, 

μεταξύ των οποίων και το κολλαγόνο. Με την τεχνική αυτή παράγονται κυρίως λεπτά 

φύλλα δύο διαστάσεων (2D), ενώ είναι εγγενώς δύσκολο να δημιουργηθούν 

τρισδιάστατα (3D) ικριώματα. Η μοριακή αυτό-διαμόρφωση αποτελεί μια πολύ χρήσιμη 

προσέγγιση για την κατασκευή μοριακών αρχιτεκτονικών. Η μοριακή-αυτοδιαμόρφωση 

οδηγείται από την ανάπτυξη μη-ομοιοπολικών δεσμών, όπως δεσμοί υδρογόνου, van der 

Waals καθώς και ηλεκτροστατικές και υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. Τα μόρια τα οποία 

μπορούν να αυτό-διαμορφωθούν είναι άφθονα στη φύση. Βιομόρια, όπως τα πεπτίδια και 

οι πρωτεΐνες, αλληλεπιδρούν και αυτοδιαμορφώνονται προκειμένου να σχηματίσουν 

καλά καθορισμένες δομές, οι οποίες σχετίζονται με τη λειτουργία τους. Κάτω από 

συγκεκριμένες συνθήκες, μπορούν να σχηματιστούν νανοδομημένες ίνες με αυτό-

διαμόρφωση. Η μοριακή αυτό-διαμόρφωση είναι μια αρκετά νέα τεχνική που 

χρησιμοποιείται για το σχηματισμό ικριωμάτων από νανο-ίνες, αλλά έχει περιορισμένη 

ικανότητα για το σχηματισμό ικριωμάτων με μακροπόρους, οι οποίοι είναι σημαντικοί 

για την κυτταρική ανάπτυξη και τη μεταφορά θρεπτικών μέσων κατά την ανάπτυξη του 

ιστού. Επιπλέον, οι μηχανικές ιδιότητες των αυτό-διαμορφωμένων ικριωμάτων πρέπει να 

βελτιωθούν πριν από τη χρήση τους σε εφαρμογές της μηχανικής των ιστών. Τέλος, μια 

καινοτόμος τεχνική είναι ο θερμικά προκαλούμενος διαχωρισμός φάσης (Thermally 

Induced Phase Separation, -TIPS) η οποία αναπτύχθηκε πρόσφατα για την κατασκευή 

νανο-ινών οι οποίες μιμούνται τις φυσικές ίνες κολλαγόνου. Η διαδικασία αυτή 

σχηματισμού νανο-ινών περιλαμβάνει πέντε στάδια: τη διάλυση του πολυμερούς, το 

διαχωρισμό φάσης και την πηκτοματοποίηση, την εκχύλιση με διαλύτη, τη ψύξη και τη 

ξήρανση. Ο σχηματισμός του δικτύου των νανο-ινών εξαρτάται από το διαλύτη του 

διαλύματος του πολυμερούς και από τη θερμοκρασία που εφαρμόζεται. Οι ίνες που 

σχηματίζονται με αυτή την τεχνική έχουν διαμέτρους που κυμαίνονται από 50 έως 500 

nm, και είναι πορώδη υλικά κατά περίπου 98%. Ένα πλεονέκτημα της τεχνικής αυτής 

είναι ότι μπορεί να συνδυαστεί με άλλες τεχνικές επεξεργασίας και επιτρέπει το 

σχεδιασμό πολύπλοκων τρισδιάστατων δομών με καλά καθορισμένα μορφολογικά 

χαρακτηριστικά. Μια άλλη τεχνική αποτελεί η προσθήκη και ενσωμάτωση 

νανοσωματιδίων στα νανοδομημένα ικριώματα [128]. Τα νανοσωματίδια μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για να μεταφέρουν βιολογικά ενεργά μόρια στο ικρίωμα, όπως 

παράγοντες ανάπτυξης και διαφοροποίησης, οι οποίοι ρυθμίζουν επιπλέον τη 

συμπεριφορά των κυττάρων για τη βέλτιστη αναγέννηση ιστών.  

Παρά την εκτεταμένη έρευνα στον τομέα της μηχανικής των ιστών, η διαδικασία της 

βιολογικής αναδιαμόρφωσης των ιστών παραμένει ελλιπώς κατανοητή καθώς οι έρευνες 
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δείχνουν ότι πρόκειται για μια πολύπλοκη διαδικασία στην οποία εμπλέκεται ένας 

μεγάλος αριθμός από καθοριστικούς παράγοντες [118]. Επιπλέον, παρόλο που 

διεξάγονται εκτεταμένες έρευνες σε συνθετικά υλικά για χρήση τους σε βιοϊατρικές 

εφαρμογές, το καθαρό και διασυνδεδεμένο (crosslinked) κολλαγόνο παραμένει το πιο 

ευρέως χρησιμοποιούμενο υλικό για τη μηχανική των ιστών, λόγω της αντιγονότητας 

του, της βιοσυμβατότητας του και της πρωτεολυτικής αποδόμησης του. Όμως, η 

διαδικασία ανάπτυξης σταυροδεσμών μπορεί να μειώσει τον αριθμό των θέσεων 

συνδέσεων με τα κύτταρα (δέσμευση με επιφανειακούς υποδοχείς των κυττάρων, όπως 

οι ιντεγκρίνες) εάν τα αμινοξικά κατάλοιπα χρησιμοποιηθούν ή δεχτούν φραγμούς κατά 

την αντίδραση. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα μια αντίστροφη σχέση μεταξύ μηχανικών 

ιδιοτήτων και βιοσυμβατότητας. Βελτιώνονται, δηλαδή, οι μηχανικές ιδιότητες του αλλά 

μειώνεται η βιοσυμβατότητα του. Οι πολλές βιοϊατρικές εφαρμογές των πρωτεϊνών 

απαιτούν την καλή γνώση των θερμικών, χημικών και μηχανικών ιδιοτήτων τους, καθώς 

και της σταθερότητα τους υπό δεδομένες συνθήκες.  
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Β.2 ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΤΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ 

ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ  

 

Β.2.1 ΝΑΝΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ  

 

Η νανοτεχνολογία είναι ένα από τα νεότερα πεδία της τεχνολογίας και της επιστήμης, το 

οποίο έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον της ερευνητικής κοινότητας, καθώς πιστεύεται ότι 

έχει τις δυνατότητες να αλλάξει δραματικά ολόκληρη την καθημερινή ζωή σε όλες τις 

εκφάνσεις της. Παρόλο που είναι σχετικά δύσκολο να εντοπιστεί η ακριβής καταγωγή 

καθώς και η αφετηρία της νανοτεχνολογίας, κανένας δεν μπορεί να αμφισβητήσει ότι η 

εμπνευσμένη διάλεξη του νομπελίστα φυσικού R. Faynman (στις 29 Δεκεμβρίου το 

1959) με τίτλο “There is plenty of room at the bottom” αποτελεί το θεμέλιο λίθο της 

νανοτεχνολογίας. Η ομιλία ήταν τόσο εκπληκτική για την εποχή της ώστε θεωρείται ότι 

αντιπροσωπεύει τη γένεση του επιστημονικού πεδίου της νανοτεχνολογίας [133]. 

Καθώς το πεδίο είναι πολύ πρόσφατο υπάρχουν ακόμα πολλές διαμάχες σχετικά με τις 

δυνατότητες και την ασφάλεια της, ενώ ακόμα και για τον όρο “νανοτεχνολογία” 

υπάρχουν αντικρουόμενες απόψεις. Το “νανο”, το πρώτο συνθετικό της λέξης 

νανοτεχνολογία, υποδεικνύει ότι αναφέρεται στην τεχνολογία και την επιστήμη που 

ασχολείται με τα φυσικά φαινόμενα και την τεχνολογία στη νανοκλίμακα (10
-9

 μέτρα) 

[134]. Γενικά, ως νανοτεχνολογία καλείται η διαχείριση και η μελέτη των ιδιοτήτων των 

αντικειμένων τα οποία έχουν μιαν τουλάχιστον διάσταση μικρότερη των 100 nm. Η 

ιδιαιτερότητα της νανοτεχνολογίας οφείλεται στο γεγονός ότι στη νανοκλίμακα, οι 

διαστάσεις των υλικών διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο για το χαρακτηρισμό των 

ιδιοτήτων τους [135]. Σε τόσο μικρές διαστάσεις τα υλικά κατέχουν νέες φυσικές 

ιδιότητες ή διέπονται από νέα φυσικά φαινόμενα. Στην νανοκλίμακα οι ιδιότητες της 

ύλης είναι τελείως διαφορετικές από τη μακροκλίμακα και νέα ασυνήθιστα 

χαρακτηριστικά παρατηρούνται [136]. Οι νέες ιδιότητες προκύπτουν από το γεγονός ότι 

σε αυτές τις διαστάσεις ο λόγος της επιφάνειας ανά όγκο αυξάνεται και οι ιδιότητες του 

υλικού υπακούουν κυρίως στους κανόνες της κβαντικής μηχανικής και όχι στην 

κλασσική μηχανική της μακροκλίμακας (Εικόνα 24) [137]. Ως εκ τούτου, η 

νανοτεχνολογία δεν έχει να κάνει μόνο με τις μικρές διαστάσεις αλλά με τη διερεύνηση 

νέων και καινοτόμων φυσικών ιδιοτήτων [134]. 

Οι αναδυόμενες εφαρμογές της νανοτεχνολογίας είναι τόσο ελπιδοφόρες ώστε πολλοί 

πιστεύουν ότι το νέο αυτό πεδίο έχει τη δυνατότητα και τη δυναμική να αλλάξει ριζικά 

τον κόσμο όπως τον ξέρουμε. Μάλιστα, κάποιοι δεν διστάζουν να κάνουν λόγο και για 
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τη δυνατότητα της νανοτεχνολογίας να προκαλέσει την επόμενη “νανο-βιομηχανική 

επανάσταση” [34, 35]. Ένας πολύ υποσχόμενος τομέας είναι η εφαρμογή της 

νανοτεχνολογίας στην ιατρική, η ονομαζόμενη νανοϊατρική [137]. Μέσα από την 

ανάπτυξη της νανοϊατρικής, νανοτεχνολογία και ιατρική ενώνουν τις δυνάμεις τους ώστε 

οι υπάρχουσες ιατρικές τεχνικές, θεραπείες και υλικά να μπορέσουν να βελτιωθούν 

[138]. Πιστεύεται ότι η μεγάλη πρόκληση της ιατρικής του 21ου αιώνα είναι η ανάπτυξη 

της με τη βοήθεια της νανοτεχνολογίας προς τρεις βασικούς τομείς: τη διάγνωση, τη 

θεραπεία και την αναγεννητική ιατρική (regenerative medicine) [139]. 

Στη σύντομη ιστορία της νανοτεχνολογίας μπορούμε να εντοπίσουμε κάποια ιδιαίτερα 

γεγονότα που επηρέασαν δραματικά το νεο-αναδυόμενο ερευνητικό πεδίο. Μέσα σε αυτά 

συμπεριλαμβάνονται η ανακάλυψη του Μικροσκοπίου Σάρωσης με Φαινόμενο Σήραγγας 

(Scanning Tunneling Microscope, STM), η επίτευξη γραφής μιας ολόκληρης σελίδας με 

ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σε μια επιφάνεια πυριτίου [140] και το γράψιμο των αρχικών 

της IBΜ από 35 άτομα ξένου από τους Eigler και Schweize το 1990 [141]. Μέσα από 

αυτό τον κατάλογο δεν θα μπορούσε να λείπει και η ανακάλυψη του Μικροσκοπίου 

Ατομικής Δύναμης, το οποίο έχει καθιερωθεί ως ένα από τα κυριότερα εργαλεία 

απεικόνισης, χαρακτηρισμού και διαχείρισης νανοδομών. 

 

 

Εικόνα 24: Σχέσεις της ακτίνας, της επιφάνειας και του όγκου σε μια κβαντική τελεία. 

Παρατηρείται ότι ο όγκος μειώνεται ταχύτερα από ότι η  επιφάνεια για μία δεδομένη μείωση της 

ακτίνας. Ως εκ τούτου, το εμβαδό της επιφάνειας προς τον όγκο αυξάνει δραματικά για μια μικρότερη 

ακτίνα σε σύγκριση με την αναλογία για μεγαλύτερη ακτίνα. [Προσαρμοσμένο από Roszek and de Jong 

Geertsma, (2005) [137]].  
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Β.2.2 ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟ ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ (AFM) 

 

Β.2.2.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Το Μικροσκόπιο Ατομικής Δύναμης (Atomic Force Microscopy-AFM), ανακαλύφθηκε 

το 1985 [10] και είναι ένα ευέλικτο και ισχυρό εργαλείο για νανοχαρακτηρισμό 

επιφανειακών δομών. Η ονομασία του προέρχεται από τη χρήση ενός αισθητήρα 

δύναμης για τη δημιουργία εικόνων, καθώς και από την ικανότητα του να απεικονίζει 

μέχρι και μεμονωμένα άτομα [23, 142]. Βέβαια, πραγματική ατομική ανάλυση 

επιτεύχθηκε για πρώτη φορά για ασβεστίτη το 1993 και αυτό έγινε κατορθωτό χάρη στην 

ακαμψία του δείγματος και την πολύ επίπεδη επιφάνεια του [143]. Επιπλέον, πρέπει να 

σημειωθεί ότι εικόνες με ατομική ανάλυση έχουν αναφερθεί τόσο σε συνθήκες 

περιβάλλοντος (αέρα) όσο και σε υγρό περιβάλλον [114]. Το AFM ανήκει στην 

οικογένεια Μικροσκοπίας Σάρωσης Ακίδας (Scanning Probe Microscopy, SPM) καθώς 

χρησιμοποιεί μια λεπτή ακίδα για να σαρώνει την επιφάνεια και να δημιουργεί 

τρισδιάστατες τοπογραφικές εικόνες με ανάλυση μικρότερη από ένα νανόμετρο. Οι 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ της ακίδας και της επιφάνειας  του δείγματος διέπονται από το 

πεδίο των δυνάμεων [144] και οι κύριες δυνάμεις που επικρατούν είναι η μεγάλης 

εμβέλειας van der Walls, η μικρής εμβέλειας απωστικές δυνάμεις, οι δυνάμεις συνάφειας 

(adhesion), οι δυνάμεις που οφείλονται σε τριχοειδή φαινόμενα (capillary forces) [145], 

καθώς και στερεοχημικές (steric) και μαγνητικές [142]. Οι δυνάμεις εξαρτώνται από τη 

φύση του δείγματος και της ακίδας.  Το AFM όμως μπορεί να παρέχει περισσότερες 

πληροφορίες πέρα από την απλή απεικόνιση των επιφανειών και για το λόγο αυτό έχει 

βρει μια πληθώρα από εφαρμογές, με ιδιαίτερες και μοναδικές δυνατότητες για το 

νανοχαρακτηρισμό βιολογικών δειγμάτων. Πρέπει να σημειωθεί ότι ο όρος 

‘μικροσκόπιο’ στο όνομα του μικροσκοπίου ατομικής δυνάμεως είναι κάπως 

παραπλανητικός, καθώς υπονοεί το ότι βλέπεις απευθείας κάτι, ενώ στην 

πραγματικότητα οι πληροφορίες συλλέγονται με ‘αίσθηση’ της επιφάνειας με ένα 

μηχανικό όργανο, την ακίδα. 

 

Β.2.2.2 ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΣΑΡΩΣΗΣ ΑΚΙΔΑΣ 

 

Η μικροσκοπία σάρωσης ακίδας (scanning probe microscopy –SPM) ξεκίνησε στις αρχές 

της δεκαετίας του 1980, όταν οι Binning και Roher, στα ερευνητικά εργαστήρια της IBM 

στην Ζυρίχη, έφεραν επανάσταση στο χώρο της μικροσκοπίας με την ανακάλυψη του                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
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Μικροσκοπίου Σάρωσης με Φαινόμενο Σήραγγας (Scanning Tuneling Microscope, STM) 

[146-148]. Η καινοτομία ήταν η απεικόνιση για πρώτη φορά μιας επιφάνειας πυριτίου 

(reconstructed silicon (111)) με ατομική ανάλυση [148]. Η σημασία της ανακάλυψης του 

STM αναδεικνύεται και από την απονομή του βραβείου Νομπέλ το 1986. Λίγο αργότερα, 

οι Binnig, Quate και Gerber ανακοίνωσαν τη γένεση της μικροσκοπίας ατομικής δύναμης 

[10] η οποία και είναι ένα από τα σημαντικότερα εργαλεία για απεικόνιση, μέτρηση και 

διαχείριση υλικού στη νανοκλίμακα. Η οικογένεια των SPM, εκτός από το AFM και το 

STM περιλαμβάνει και το Οπτικό Μικροσκόπιο Εγγύς Πεδίου (Near Field Optical 

Microscope, NFOM). 

Γενικά, η μικροσκοπία σάρωσης ακίδας είναι ένας νέος κλάδος της μικροσκοπίας, ο 

οποίος παρέχει εικόνες επιφανειών χρησιμοποιώντας μιαν ακίδα η οποία σαρώνει την 

επιφάνεια και ανάλογα με τη μεθοδολογία που χρησιμοποιείται για τη δημιουργία 

εικόνας έχουμε την αντίστοιχη κατηγορία. Αυτά τα μικροσκόπια απεικονίζουν την 

επιφανειακή τοπογραφία με τη σάρωση μιας μικρής ακίδας κατά μήκος της επιφάνειας 

και καταγράφουν την κίνηση της ακίδας. Το STM λειτουργεί καταγράφοντας τη 

διέλευση του ρεύματος μεταξύ της ακίδας και της επιφάνειας. Το AFM παρόλο που έχει 

παρόμοια αρχή λειτουργίας με το STM, αντί να χρησιμοποιεί αγώγιμο πρόβολο για να 

χαρτογραφεί ηλεκτρονικά την επιφάνεια, χρησιμοποιεί μιαν οξεία ακίδα στερεωμένη 

στην άκρη ενός ευλύγιστου ελάσματος/προβολού. Το AFM μας δίνει εικόνες ανάλυσης 

της τάξης των νανομέτρων, δηλαδή περίπου 1000 φορές καλύτερη από το οπτικό όριο 

ανάλυσης. Τέλος, στα NFOM οι οπτικές ιδιότητες της επιφανείας των δειγμάτων είναι 

αυτές οι οποίες καταγράφονται.  

 

Β.2.2.3 ΑΡΧΗ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΚΑΙ ΒΑΣΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ AFM 

 

Η μικροσκοπία ατομικής δυνάμεως είναι μια μη καταστρεπτική επιφανειακή τεχνική και 

όπως έχει αναφερθεί και πιο πάνω, η λειτουργία του AFM βασίζεται στην ανίχνευση των 

δυνάμεων που αλληλεπιδρούν μεταξύ της ακίδας και της επιφάνειας του δείγματος. Το 

AFM μπορεί να λειτουργήσει με διαφορετικές μεθόδους (modes) ανάλογα με το αν 

χρησιμοποιούνται οι μικρής εμβέλειας απωστικές δυνάμεις (<1 nm) ή οι μεγάλης 

εμβέλειας ελκτικές δυνάμεις van der Walls (<100 nm). Θεωρητικά, η δυναμική ενέργεια 

ανάμεσα στην ακίδα του AFM και την επιφάνεια του δείγματος  μπορεί να 

μοντελοποιηθεί από το δυναμικό Lenard Jones (Εικόνα 25). Σύμφωνα με αυτό, δύο 

σώματα τα οποία προσεγγίζουν το ένα το άλλο, αρχικά για σχετικά μεγάλες αποστάσεις 

θα αισθανθούν ελκτικές δυνάμεις, ενώ για εξαιρετικά μικρές αποστάσεις (<1 nm) θα 

διέπονται από μικρής εμβέλειας απωστικές δυνάμεις. 
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Εικόνα 25: Διάγραμμα της δυναμικής ενέργειας μεταξύ της ακίδας και της επιφάνειας. Με την κόκκινη 

γραμμή είναι το δυναμικό Lenard Jones το οποίο ουσιαστικά αποτελείται από το άθροισμα των 

απωστικών (μπλε γραμμή) και ελκτικών δυνάμεων (πράσινη γραμμή). 

 

Το AFM δουλεύει στηριζόμενο στη σάρωση που εκτελεί η λεπτή κεραμική ή από 

ημιαγώγιμο υλικό ακίδα, πάνω από μιαν επιφάνεια, κατά τον ίδιο περίπου τρόπο που η 

βελόνα ενός πικάπ σαρώνει τα αυλάκια ενός δίσκου βινυλίου. Η ακίδα αυτή, μήκους 

λίγων μικρομέτρων και διαμέτρου μικρότερης από 10 nm, είναι τοποθετημένη στο 

ελεύθερο άκρο μιας ειδικής βάσης, του προβολού (cantilever). Η ακτίνα της ακίδας είναι 

της τάξης των 20 νανομέτρων. Ο προβολός, γνωστός επίσης και ως κεφαλή σάρωσης του 

AFM, είναι γενικά ένας λεπτός ορθογώνιος μοχλός μήκους μερικών εκατοντάδων 

μικρομέτρων (συνήθως 100 με 200 μm) και μερικών μικρομέτρων πλάτους. Βέβαια, 

διάφορα είδη σχημάτων και μεγεθών είναι διαθέσιμα σήμερα. 

Το ένα άκρο του προβολού είναι στερεωμένο σε μίαν  άκαμπτη βάση, η οποία συνήθως 

ονομάζεται ‘chip’, συνδεδεμένη τη βάση στήριξης της ακίδας. Στο άλλο άκρο ο 

προβολός είναι τελείως ελεύθερος. Η ακίδα τοποθετείται στην άκρη, του προβολού, ο 

οποίος μπορεί να ταλαντεύεται όπως περίπου ένας βατήρας καταδύσεων. Οι δυνάμεις 

που αναπτύσσονται μεταξύ της επιφάνειας και της ακίδας (καθώς η ακίδα έλκεται ή 

απωθείται από την επιφάνεια που σαρώνει) προκαλούν στον προβολό μιαν κάμψη ή μιαν 

απόκλιση. Αυτές οι αποκλίσεις ή οι κάμψεις μπορούν να μετρηθούν με τη χρήση ενός 

απλού laser και ενός ανιχνευτή (Εικόνα 26). Το γράφημα της απόκλισης της δέσμης 

laser σε σχέση με τη θέση της ακίδας πάνω στην επιφάνεια του δείγματος, μας δίνει την 

ανάλυση της επιφάνειας σε όρη και κοιλάδες που περιέχει αυτή. Μας δίνει δηλαδή τη 

μορφολογία της επιφάνειας. 
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Εικόνα 26:  Διάταξη μικροσκοπίου AFM και η ακίδα του AFM στηριζόμενη στον μοχλοβραχίονα, ενώ 

η δέσμη laser έχει εστιαστεί στην ακίδα όπως προβλέπεται πριν από κάθε σάρωση. 

 

Τα βασικά στοιχεία του AFM περιλαμβάνουν το μηχανισμό αίσθησης, το μηχανισμό 

σάρωσης και το μηχανισμό ανίχνευσης [144]. Το κύριο και βασικό κομμάτι του 

μικροσκοπίου, όπως έχει ήδη φανεί, είναι η ακίδα (stylus ή probe ή tip) η οποία 

‘αισθάνεται’, επιτρέπει δηλαδή την ανίχνευση, των δυνάμεων μεταξύ της ακίδας και της 

επιφάνειας. 

Το AFM λειτουργεί με τη χρήση αυτής της ακίδας, η οποία σαρώνει την επιφάνεια του 

δείγματος γραμμή-γραμμή, χωρίς να απαιτείται η εφαρμογή διαφοράς τάσης μεταξύ 

ακίδας και δείγματος [149]. Η ακίδα είναι στερεωμένη στον προβολό, ο οποίος έχει 

καθορισμένη σταθερά ελατηρίου. Ο προβολός στηρίζεται σε μιαν ειδική βάση στήριξης 

και ανάλογα με το είδος του οργάνου, είτε το δείγμα είτε ο προβολός διατηρείται 

σταθερός και το άλλο μετακινείται με τα πιεζοηλεκτρικά στοιχεία [144]. Η σταθερά 

ελατηρίου του προβολού, ανάλογα με την εφαρμογή και τη μέθοδο απεικόνισης, έχει 

τιμές από ~0.01 μέχρι ~100 N/m. Η επιλογή της κατάλληλης σταθεράς ελατηρίου 

επιτρέπει τον έλεγχο του εύρους των δυνάμεων που εξασκούνται πάνω στην επιφάνεια. 

Οι περισσότεροι προβολοί που χρησιμοποιούνται σήμερα είναι κατασκευασμένοι από 

νιτρίδιο του πυριτίου (Si3N4), το οποίο έχει σχετικά μικρή πυκνότητα και μεγάλη 

ακαμψία. Επιπλέον, σήμερα χρησιμοποιούνται συχνά προβολοί τριγωνικού σχήματος 

(Εικόνα 27). Οι προβολοί αυτοί αρχικά σχεδιάστηκαν έτσι ώστε να μειώσουν τα 

φαινόμενα στρέψης του προβολού κατά τη διάρκεια σάρωσης της επιφάνειας [150], 

παρόλο που κάποιες άλλες μελέτες υποστηρίζουν ότι κάτι τέτοιο δε γίνεται κατορθωτό 

με τους προβολούς αυτούς [151]. 
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Εικόνα 27: Ηλεκτρονική μικρογραφία ενός προβολού τριγωνικού σχήματος. Το σχήμα δείχνει την τάξη 

μεγέθους ενός προβολού (το μήκος του προβολού και της ακίδας) [Προσαρμοσμένο από Strasser, (2007) 

[149]]. 

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, στο μικροσκόπιο AFM μετρούνται διαφορές στις δυνάμεις οι 

οποίες αναπτύσσονται μεταξύ ακίδας και επιφάνειας. Οι δυνάμεις αυτές εμφανίζονται 

ανεξαρτήτως από το αν η προς μελέτη επιφάνεια είναι αγώγιμη ή μη. Η δύναμη που 

ασκείται μεταξύ ακίδας και επιφάνειας είναι της τάξης των 10
-11

 έως 10
-6

 Ν.  Όπως είναι 

γνωστό από το νόμο του Hooke η σχέση μεταξύ δύναμης F και παραμόρφωσης Δ x ενός 

ελατηρίου δίνεται από τη σχέση:  

F=-KΔX               Εξίσωση 1 

Με τη μέθοδο της μικροσκοπίας ατομικής δύναμης, πετυχαίνουμε διακριτική ικανότητα 

επί της επιφανείας από Angrstroms μέχρι μερικά μικρά του μέτρου.  

Επομένως, στην AFM μικροσκοπία, ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δοθεί στην κατασκευή 

του προβολού αφού θα πρέπει να επιτρέπει ικανοποιητική παραμόρφωση για δυνάμεις 

της τάξης του nN και επομένως η σταθερά ελατηρίου θα πρέπει να είναι όσο μικρότερη 

γίνεται. Ταυτόχρονα όμως θα πρέπει η συχνότητα συντονισμού 0  να είναι αρκετά 

υψηλή προς αποφυγή κραδασμών. Συνδυάζοντας τις δύο αυτές απαιτήσεις και 

λαμβάνοντας υπόψη τη σχέση:  

ΩΟ=√K/M             Εξίσωση 2 

Παρατηρείται ότι αυτές ικανοποιούνται για πολύ μικρή μάζα και επομένως πολύ μικρές 

γεωμετρικές διαστάσεις. Χαρακτηριστικές τιμές του k και των διαστάσεων είναι 

100x20x1 μm και με 1 N/m, αντίστοιχα. Προκειμένου δηλαδή το έλασμα να μετακινηθεί 

κατά 1 nm η δύναμη που πρέπει να του ασκηθεί είναι 1 nN .  

Καθώς η ακίδα σαρώνει την επιφάνεια, ο προβολός λυγίζει/κάμπτεται ανάλογα με την 

τοπογραφία της επιφάνειας. Ανάλογα με το ποια μέθοδο λειτουργίας του AFM 

εφαρμόζεται μια παράμετρος διατηρείται σταθερή από το βρόγχο ανατροφοδότησης 

(feed-back loop) ο οποίος ελέγχει την απόσταση της ακίδας από το δείγμα.  
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Οι κινήσεις του προβολού ανιχνεύονται με τη χρήση ενός laser. Η δέσμη του laser 

εστιάζεται στην πάνω (πίσω) όψη του προβολού, από όπου και ανακλάται σε ένα 

φωτοανιχνευτή, μια φωτοδίοδο (Εικόνα 28).  

 

Εικόνα 28: Φωτοανιχνευτής PSD (position - sensitive detector) μικροσκοπίου AFM. Είναι χωρισμένος 

σε τέσσερα τεταρτημόρια, το Α και Β αποτελούν το  πάνω μέρος και τα C και D το κάτω μέρος.  

 

Ο φωτοανιχνευτής είναι χωρισμένος σε τέσσερα τεταρτημόρια και είναι σε θέση να 

ανιχνεύσει τις χωρικές μεταβολές της έντασης του προσπίπτοντας φωτός (position - 

sensitive detector, PSD), καθώς όταν η δέσμη του laser προσπίπτει στη φωτοδίοδο 

προκαλεί μιαν τάση. Όταν η δέσμη του laser εκτρέπεται από τον προβολό, λόγω της 

επιφανειακής τοπογραφίας, η ένταση του φωτός που καταγράφεται σε κάθε 

τεταρτημόριο αλλάζει [144]. Οι κατακόρυφες κινήσεις καθώς και οι στροφές (πλευρικές 

αποκλίσεις) του προβολού μπορούν να μετρηθούν μέσω του υπολογισμού της διαφοράς 

του σήματος (της τάσης δηλαδή) ανάμεσα στα τεταρτημόρια της φωτοδιόδου. Οι 

διαφορές ανάμεσα στα πάνω και κάτω τεταρτημόρια παρέχουν πληροφορία σχετικά με 

την εκτροπή του προβολού κατά τον άξονα του Ζ, ενώ οι διαφορές μεταξύ των 

τεταρτημορίων δεξιά-αριστερά αποκρίνονται στην πλευρική στρέψη του προβολού. 

Αυτές οι διαφορές του σήματος στη φωτοδίοδο χρησιμοποιούνται ως σήμα εισόδου στο 

βρόχο ανατροφοδότησης. 

Τέλος, σημαντικό στοιχείο του μικροσκοπίου είναι τα πιεζοηλεκτρικά στοιχεία, τα οποία 

επιτρέπουν την ακριβή κίνηση της ακίδας σε σχέση με την επιφάνεια [144]. Τα 

πιεζοηλεκτρικά στοιχεία είναι κεραμικά υλικά τα οποία μια από τις διαστάσεις τους 

αλλάζει όταν εφαρμοστεί ηλεκτρική τάση στα άκρα του (ή το ανάστροφο, δηλαδή η 

εμφάνιση διαφοράς τάσης στα άκρα του όταν μια από τις διαστάσεις του αλλάξει). 

Συνήθως για την κατασκευή τους χρησιμοποιείται τιτανικό άλας του ζιρκονίου (PZT- 

lead zirconium titanate).  Ο προβολός προκειμένου να ακολουθήσει την επιφάνεια του 

δείγματος κινείται μέσω του πιεζοηλεκτρικού στοιχείου Ζ (Z-piezo) σε κάθετες 

διευθύνσεις.  Επίσης, πιεζοηλεκτρικά στοιχεία χρησιμοποιούνται κατά τη διάρκεια της 
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σάρωσης ώστε η ακίδα να κινείται κατά τους άξονες X-Y. Το δείγμα στηρίζεται πάνω σε 

ένα πιεζοηλεκτρικό στοιχείο, το οποίο είναι ικανό να κινηθεί στις τρεις διαστάσεις 

(Χ,Υ,Ζ). Η σάρωση πραγματοποιείται από το πιεζοηλεκτρικό στοιχείο μέσω της Χ-Υ 

κίνησης, ενώ η κίνηση στο Ζ άξονα πραγματοποιείται ώστε να διατηρηθεί η 

αλληλεπίδραση μεταξύ ακίδας και επιφάνειας δείγματος σταθερή [142]. 

 

Β.2.2.4 ΜΕΘΟΔΟΙ ΚΑΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΕΣ ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΗΣ 

 

Σύντομα μετά την ανακάλυψη του AFM έγινε αντιληπτό ότι μέσω αυτής της 

μικροσκοπίας ήταν δυνατόν να απεικονιστούν αλλά και να καταγράφουν έναν αριθμό 

από διαφορετικές ιδιότητες πέρα από την επιφανειακή τοπογραφία. Με την εξέλιξη του 

AFM ιδιαίτερη έμφαση δόθηκε στην ικανότητα του μικροσκοπίου να παρέχει εκτός από 

εικόνες πληροφορίες για την επιφάνεια του δείγματος όπως ελαστικότητα, προσκόλληση, 

τριβή και ηλεκτρικές ιδιότητες [152]. Σήμερα τα μικροσκόπια AFM μπορούν να 

λειτουργήσουν σε διάφορες μεθόδους για να καταγράψουν ένα μεγάλο αριθμό από 

διαφορετικές επιφανειακές ιδιότητες των δειγμάτων. 

Ένα AFM μπορεί να λειτουργήσει με διάφορους τρόπους και λειτουργίες (modes) και οι 

πιο διαδεδομένοι τρόποι λειτουργίας είναι σε επαφή (contact mode) ή σε ενδιάμεση 

επαφή (tapping mode or intermittent), δηλαδή με την ακίδα να έρχεται συνεχώς σε 

επαφή με το δείγμα, είτε με την ακίδα να χτυπά ελαφρά την επιφάνεια. Τότε 

καταγράφονται οι μεταβολές που παρατηρούνται ως προς τη σκληρότητα της επιφάνειας 

ή ως προς την τάση προσκόλλησης της ακίδας στην επιφάνεια. Επιπλέον, υπάρχει και η 

λειτουργία μη επαφής (non-contact mode), η οποία όπως και η λειτουργία ενδιάμεσης 

επαφής ανήκει στις ονομαζόμενες δυναμικές μεθόδους. Υπάρχουν δύο κύριες μέθοδοι 

για τον καθορισμό των δυνάμεων μεταξύ της ακίδας και της επιφάνειας του δείγματος. 

Στη λειτουργία επαφής καταμετράται η εκτροπή του προβολού, ενώ στις δυναμικές 

λειτουργίες-λειτουργίες ταλάντωσης, οι αλλαγές στη συχνότητα και στο πλάτος 

ταλάντωσης είναι αυτές που καταμετρώνται. Γενικά, μπορεί να λεχθεί ότι οι δυνάμεις 

μεταξύ της ακίδας και της επιφάνειας είναι μεγαλύτερες στην περίπτωση των μεθόδων 

επαφής παρά από ότι με τις δυναμικές μεθόδους.  

Ανάλογα με τις ιδιότητες του υλικού και την ανάλυση που απαιτείται μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί διαφορετική μέθοδος λειτουργίας του AFM. Για τα μαλακά δείγματα η 

εφαρμοζόμενη δύναμη δεν πρέπει να είναι πολύ υψηλή, γεγονός το οποίο σημαίνει ότι η 

μηχανική επαφή μεταξύ της ακίδας και του δείγματος πρέπει να αποφευχθεί. Επομένως, 

η λειτουργία μη-επαφής πρέπει να εφαρμοστεί, διαφορετικά το δείγμα μπορεί να δεχθεί 

μη αντιστρέψιμες αλλοιώσεις κατά τη διάρκεια της απεικόνισης. Η λειτουργία επαφής 

πρέπει να επιλεχθεί όταν απαιτείται υψηλή ανάλυση στο επίπεδο της ατομικής κλίμακας 
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και το δείγμα είναι αρκετά σκληρό και ανθεκτικό. Τα δύο αυτά πλεονεκτήματα, δηλαδή 

η ικανότητα απεικόνισης μαλακών δειγμάτων και η υψηλή ανάλυση μπορούν να 

επιτευχθούν μέσω της μεθόδου ενδιάμεσης επαφής. 

Ένας αισθητήρας δύναμης (force sensor) σε ένα AFM μπορεί να λειτουργήσει μόνο όταν 

η ακίδα αλληλεπιδρά με την επιφάνεια του δείγματος. Στον αέρα η δυναμική ενέργεια 

μεταξύ της ακίδας και της επιφάνειας φαίνεται στην εικόνα που ακολουθεί (Εικόνα 29). 

Στην πραγματικότητα υπάρχουν τρεις βασικές περιοχές αλληλεπίδρασης μεταξύ της 

ακίδας και της επιφάνειας: Ελεύθερη περιοχή, Ελκτική περιοχή και Απωστική περιοχή.  

Οι ελκτικές δυνάμεις κοντά στην επιφάνεια προκαλούνται κυρίως από τις δυνάμεις van 

der Waals, ενώ επίσης προκαλούνται από ένα στρώμα αερολύματος (aerosol 

contamination layer) το οποίο καλύπτει τις επιφάνειες στον ατμοσφαιρικό αέρα. Το 

στρώμα αυτό αποτελείται κυρίως από υδρατμούς και υδρογονάνθρακες και εξαρτάται 

από το περιβάλλον στο οποίο λειτουργεί το μικροσκόπιο. Οι απωθητικές δυνάμεις 

αυξάνονται καθώς η ακίδα πλησιάζει την επιφάνεια και αρχίζει να έρχεται σε επαφή με 

αυτή. Οι απωθητικές δυνάμεις στο AFM μπορεί να κάνουν τον πρόβολο στον οποίο είναι 

στερεωμένη η ακίδα να λυγίσει προς τα πάνω. Ανάλογα σε ποια περιοχή δυνάμεων 

λειτουργεί το AFM έχουμε και την αντίστοιχη λειτουργία (Εικόνα 29). 

 

Εικόνα 29: Δυνάμεις αλληλεπίδρασης σε σχέση με την απόσταση ακίδας-επιφάνειας δείγματος 

(Δυναμικό Lennard-Jones) και οι περιοχές λειτουργίας των βασικών μεθόδων του AFM 

[Προσαρμοσμένη από Majid, (2010) [144]]. 
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CONTACT MODE 

Η λειτουργία Contact (λειτουργία επαφής) ήταν η λειτουργία απεικόνισης που 

χρησιμοποιήθηκε πρώτη και είναι ακόμα μία από τις πλέον ευρέως χρησιμοποιούμενες 

[153]. Στη λειτουργία επαφής επιτυγχάνεται φυσική (μηχανική) επαφή μεταξύ της 

κορυφής της ακίδας και της επιφάνειας του δείγματος και επικρατούν η μικρής εμβέλειας 

απωστικές δυνάμεις [154]. Γενικά, η λειτουργία επαφής χωρίζεται σε δύο 

υποκατηγορίες, τη λειτουργία σταθερής δύναμης (constant force mode) και τη λειτουργία 

σταθερής απόστασης (constant height mode) [149]. 

Στη λειτουργία σταθερής δύναμης (constant force mode) ή σταθερής μετατόπισης 

(constant cantilever deflection mode) το σήμα της φωτοδιόδου διατηρείται σταθερό από 

ένα βρόγχο ανάδρασης. Δηλαδή, καθώς η ακίδα σαρώνει σε οριζόντιες γραμμές το 

δείγμα, ο βρόχος ανάδρασης κρατά την εκτροπή του προβολού σταθερή (Εικόνα 30). 

Παράλληλα διατηρείται και η δύναμη σταθερή καθώς η σχέση δύναμης-παραμόρφωσης 

είναι γραμμική. Επομένως, κατά τη διάρκεια της σάρωσης, διατηρείται σταθερή μια 

προκαθορισμένη τιμή (setpoint) της δύναμης. Αυτό επιτυγχάνεται διατηρώντας σταθερό 

το βαθμό που κάμπτεται ο προβολός. Για κάθε ένα pixel της εικόνας το Ζ-

πιεζοηλεκτρικό στοιχείο κινεί τον προβολό κατακόρυφα. Έτσι, η Ζ-θέση του Ζ-

πιεζοηλεκτρικού στοιχείου σε συνάρτηση με την Χ-Υ θέση του αναπαριστά την 

τοπογραφία του δείγματος.  

Στη λειτουργία σταθερού ύψους, η ακίδα διατηρείται στο ίδιο ύψος κατά τη διάρκεια 

της σάρωσης με την ανάδραση απενεργοποιημένη. Η τοπογραφία του σήματος 

λαμβάνεται με απεικόνιση της εκτροπής του προβολού, στον οποίο είναι στηριγμένη η 

ακίδα. Στη λειτουργία αυτή η πληροφορία της τοπογραφίας του δείγματος 

κωδικοποιείται στο σήμα της φωτοδιόδου, το ονομαζόμενο ‘σήμα σφάλματος’ (error 

signal) το οποίο μετράται από την κάμψη του προβολού. Εξαιτίας των μεγάλων 

αλληλεπιδράσεων/δυνάμεων που ασκούνται μεταξύ της ακίδας και του προβολού μπορεί 

να επιτευχθεί υψηλή ανάλυση. Τα πλεονεκτήματα αυτής της μεθόδου απεικόνισης είναι 

η ευαισθησία στον άξονα των Ζ. Ωστόσο, η δύναμη που εφαρμόζεται στο δείγμα αυξάνει 

με την αύξηση της εκτροπής του προβολού και αυτό μπορεί να προκαλέσει ζημιά στην 

ακίδα ή/και στο δείγμα. Η λειτουργία αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί μόνο για πολύ 

επίπεδα και σκληρά δείγματα. 

 

Εικόνα 30: Διάγραμμα δυναμικής ενέργειας όπου παρουσιάζεται η περιοχή στην οποία λειτουργεί το 

AFM κατά τη λειτουργία επαφής με το δείγμα (αριστερά). Κατά τη σάρωση με τη λειτουργία επαφής η 

ακίδα βρίσκεται συνεχώς σε επαφή με το δείγμα (Δεξιά).  
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Στη λειτουργία επαφής, γενικά, χρησιμοποιούνται κυρίως προβολοί με μικρές σταθερές 

ελατηρίου (k<1 N/m), δηλαδή ‘μαλακοί’ προβολοί. Όμως, η πλευρική κίνηση της ακίδας 

κατά τη σάρωση της επιφάνειας, δημιουργεί πλευρικές δυνάμεις πάνω στο δείγμα με 

καταστροφικά αποτελέσματα σε μαλακά δείγματα (όπως είναι τα βιολογικά) ή σε 

δείγματα (ή κομμάτια αυτών) τα οποία είναι ασθενώς συγκρατημένα στο υπόστρωμα. 

Μέσω της μεθόδου επαφής είναι δυνατή η λήψη εικόνων τοπογραφίας και εικόνων 

τριβής ή πλευρικής απεικόνισης (friction or lateral images). Επίσης, η λειτουργία αυτή 

είναι η βασική λειτουργία που χρησιμοποιείται στην AFM νανο-σκληρομέτρηση (AFM 

nanoindentation). Για τη λήψη εικόνων τριβής ο προβολός κινείται πλευρικά σε σχέση 

με τον κύριο του άξονα και η στρέψη του προβολού παρέχει πληροφορίες για τις 

ιδιότητες της τριβής της επιφάνειας. Στη νανο-σκληρομέτρηση, η ακίδα έρχεται σε 

επαφή με το προς μελέτη δείγμα και προκαλεί μιαν αποδιαμόρφωση στην επιφάνεια (της 

τάξης των μερικών νανομέτρων) έτσι ώστε να υπολογιστούν μηχανικές ιδιότητες του 

δείγματος (π.χ. μέτρου ελαστικότητας) μέσα από τη λήψη καμπύλων 

δύναμης/παραμόρφωσης.  

 

TAPPING (OR INTERMITTENT) MODE  

Η λειτουργία ενδιάμεσης επαφής είναι μια από τις ευρέως χρησιμοποιούμενες 

μεθόδους, ειδικά για βιολογικά δείγματα. Στη λειτουργία ενδιάμεσης επαφής ο προβολός 

ταλαντώνεται μέσω ενός ακουστικού κύματος στη συχνότητα συντονισμού του (Εικόνα 

31). Η λειτουργία βασίζεται στο φαινόμενο της δράσης συγκεκριμένης δύναμης στον 

πρόβολο όταν η αιχμή έρχεται εξαιρετικά κοντά στην επιφάνεια, δηλαδή της δύναμης 

Van der Waals ή διπολικής-διπολικής αλληλεπίδρασης. Μια εικόνα μέσω της μεθόδου 

αυτής παρέχεται από την απεικόνιση της δύναμης της ταλαντευόμενης αιχμής με την 

επιφάνεια του δείγματος. Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ της ακίδας και της επιφάνειας του 

δείγματος είναι ευαίσθητες σε έναν αριθμό από παραμέτρους μεταξύ των οποίων το 

πλάτος ταλάντωσης, η συχνότητα ταλάντωσης, η μετατόπιση της φάσης και η απόκλιση 

του προβολού. Το πλάτος της ταλάντωσης, η συχνότητα συντονισμού και η μετατόπιση 

φάσης συνδέουν τη συμπεριφορά της ακίδας που ταλαντώνεται με τις αλληλεπιδράσεις 

της ακίδας με την επιφάνεια του δείγματος.  

 

Εικόνα 31: Διάγραμμα δυναμικής ενέργειας όπου παρουσιάζεται η περιοχή στην οποία το AFM  

λειτουργεί με τη λειτουργία ενδιάμεσης επαφής με το δείγμα (αριστερά). Κατά τη σάρωση με τη 

λειτουργία αυτή η ακίδα ταλαντώνεται πάνω στην επιφάνεια του δείγματος (Δεξιά). 
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Οποιαδήποτε από αυτές τις παραμέτρους μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν παράμετρος 

ανάδρασης ώστε να ανιχνευθεί η τοπογραφία της επιφάνειας [142]. Σε αυτή τη 

λειτουργία σαν σήμα ανατροφοδότησης (feedback signal) χρησιμοποιείται το πλάτος 

ταλάντωσης. Το πλάτος ταλάντωσης ρυθμίζεται έτσι ώστε η ακίδα να έρχεται σε επαφή 

με την επιφάνεια μόνο κατά το τέλος του κάθε κύκλου ταλάντωσης
††

. Η ακίδα στη 

λειτουργία αυτή δέχεται τόσο ελκτικές όσο και απωστικές δυνάμεις [144]. Στη 

λειτουργία tapping οι πλευρικές δυνάμεις που ασκούνται από την ακίδα στην επιφάνεια 

μειώνονται, γεγονός το οποίο επιτρέπει τη μη καταστρεπτική απεικόνιση ευαίσθητων 

δειγμάτων όπως είναι τα βιολογικά. Σε αυτή τη λειτουργία χρησιμοποιούνται σχετικά 

σκληροί προβολοί, με σταθερά ελατηρίου να είναι της τάξης ~1-50 N/m, καθώς ο 

προβολός πρέπει να έχει μεγάλη δυναμική ενέργεια προκειμένου να υπερνικήσει τις 

δυνάμεις που ασκούνται λόγω τριχοειδών φαινομένων στην επιφάνεια. Στη λειτουργία 

tapping μπορούν να ληφθούν εικόνες τοπογραφίας, πλάτους (amplitude ή error images) 

και φάσης (phase images). Στις εικόνες φάσης η εικόνα δημιουργείται μέσω της 

καταγραφής της διαφοράς φάσης μεταξύ της ταλάντωσης του προβολού και του AC 

σήματος που δίνεται από τον υπολογιστή (AC driving signal) (Εικόνα 32) [144].  

 

Εικόνα 32: Μέθοδος διαδικασίας μέτρησης φάσης (phase imaging).  

 

Κάθε φορά που η ακίδα έρχεται σε επαφή με την επιφάνεια στο τέλος κάθε κύκλου 

ταλάντωσης και ανάλογα με τα διάφορα επιφανειακά χαρακτηριστικά που συναντά κατά 

την κίνηση της, το πλάτος ταλάντωσης του προβολού αποκλίνει ελαφρώς σε σχέση με το 

setpoint. Η εικόνα πλάτους δημιουργείται από τη διαφορά μεταξύ της τιμής του setpoint 

                                                

††  Από εδώ προκύπτει και η ονομασία tapping θέλοντας να δηλώσει την μικρής διάρκειας επαφή, 

tip=κτυπώ ελαφρώς. 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

80 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

και του πραγματικού πλάτους που έχει ο προβολός τη συγκεκριμένη χρονική στιγμή 

[144]. 

Τα κυριότερα πλεονεκτήματα αυτής της λειτουργίας ενδιάμεσης επαφής είναι η μείωση 

των πλευρικών δυνάμεων, οι οποίες μπορεί να κινήσουν ή να καταστρέψουν το δείγμα. 

Πρόσφατα αυτή η λειτουργία έχει προσαρμοστεί για απεικόνιση σε υγρά και είναι 

ιδιαίτερα κατάλληλη για απεικόνιση βιολογικών δειγμάτων, τα οποία πρέπει να είναι 

μερικώς ή ασθενώς απορροφημένα σε μιαν επιφάνεια [155]. Ωστόσο, η κάθετη δύναμη 

που ασκείται από την ακίδα στη λειτουργία αυτή μπορεί να έχει μιαν απόλυτη τιμή 

συγκρίσιμη με αυτή στην contact mode, ειδικά στα υγρά, όπου οι πλευρικές δυνάμεις 

απουσιάζουν [156]. Για αυτό το λόγο τα βιολογικά δείγματα ακόμα και στο υγρό 

περιβάλλον με τη λειτουργία ενδιάμεσης επαφής αποδιαμορφώνονται παρόλο που δεν 

επιδέχονται μεγάλες πλευρικές δυνάμεις. Ωστόσο, εξαιτίας της ελάττωσης της πλευρικής 

δύναμης, αυτή η λειτουργία χρησιμοποιείται όλο και περισσότερο για απεικόνιση 

βιολογικών δειγμάτων στον αέρα και στα υγρά. 

 

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΜΗ-ΕΠΑΦΗΣ 

Υπάρχει επίσης και πραγματική λειτουργία μη-επαφής (non-contact mode) όπου η ακίδα 

δέχεται μόνο ελκτικές δυνάμεις σε απόσταση ~1-10 nm πάνω από την επιφάνεια. Στη 

λειτουργία μη-επαφής (non-contact mode) η ακίδα δεν βρίσκεται σε επαφή με την 

επιφάνεια του δείγματος, αλλά αρκετές δεκάδες νανόμετρα μακριά. Πολύ μακριά από 

την επιφάνεια του δείγματος ο προβολός ταλαντώνεται κοντά στη συχνότητα 

συντονισμού του, μέσω της εφαρμογής μιας εναλλασσόμενης τάσης στο Ζ-

πιεζοηλεκτρικό στοιχείο. Καθώς η ακίδα προσεγγίζει το δείγμα το πλάτος ταλάντωσης 

θα μειωθεί και η ιδιοσυχνότητα του προβολού αλλάζει εξαιτίας των δυνάμεων 

αλληλεπίδρασης μεταξύ ακίδας-επιφάνειας δείγματος (Εικόνα 33). Στη λειτουργία μη-

επαφής η μεταβολή της συχνότητας διατηρείται σταθερή κατά τη διάρκεια της 

απεικόνισης. Οι δυνάμεις αλληλεπίδρασης μεταξύ της ακίδας και της επιφάνειας τους 

δείγματος είναι μικρότερες σε σχέση με αυτές που ασκούνται στη λειτουργία επαφής και 

επομένως μειώνεται και η ανάλυση της εικόνας. Η λειτουργία αυτή χρησιμοποιείται 

κυρίως σε μαλακά δείγματα καθώς μειώνονται οι πλευρικές δυνάμεις και αποφεύγονται 

οι αλλοιώσεις του δείγματος. Ωστόσο, το εύρος της ρύθμισης των παραμέτρων για 

σταθερή λειτουργία σε αυτή τη λειτουργία είναι πολύ μικρό με αποτέλεσμα να 

χρησιμοποιείται κυρίως σε περιβάλλον υψηλού κενού και να έχει ελάχιστες εφαρμογές 

[144]. 
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Εικόνα 33: Αρχή της μεθόδου μη επαφής. Η πάνω εικόνα παρουσιάζει την ταλάντωση μακριά από την 

επιφάνεια του δείγματος. Η κάτω εικόνα δείχνει τη μείωση του πλάτους ταλάντωσης όταν η ακίδα έχει 

προσεγγίσει το δείγμα [Προσαρμοσμένο από Strasser, (2007) [149]]. 

 

Β.2.2.5 ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΙ ΣΤΗΝ ΑΝΑΛΥΣΗ ΕΙΚΟΝΑΣ 

 

Ανεξάρτητα από τη μέθοδο/λειτουργία απεικόνισης που εφαρμόζεται η ανάλυσης της 

εικόνα που λαμβάνεται εξαρτάται από έναν αριθμό από παραμέτρους. Η  γεωμετρία της 

ακίδας και η τοπογραφία του δείγματος (Εικόνα 34) είναι από τις βασικότερες 

παραμέτρους. Δηλαδή, το πόσο αιχμηρή είναι η ακίδα, το σχήμα της ακίδας και το είδος 

του δείγματος καθορίζουν την ανάλυση της εικόνας στη μικροσκοπία AFM [144]. Εάν η 

διάμετρος της αιχμής της ακίδας έχει συγκρίσιμο μέγεθος με τα επιφανειακά 

χαρακτηριστικά του δείγματος τότε οι προεξοχές μπορεί να εμφανίζονται 

πεπλατυσμένες, ενώ οι ρωγμές της επιφάνειας να απεικονίζονται ως μικρότερες (το 

φαινόμενο αυτό είναι γνωστό ως convolution effect) [149]. 

 

Εικόνα 34: Η τροχιά που καλύπτει η ακίδα του AFM κατά τη σάρωση μιας επιφάνειας. Ανάλογα με την 

ακίδα που χρησιμοποιείται, οι προεξοχές μπορεί να εμφανίζονται πεπλατυσμένες, ενώ οι ρωγμές της 

επιφάνειας να απεικονίζονται ως μικρότερες [Προσαρμοσμένο από Strasser, (2007) [149]]. 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

82 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

Η ευαισθησία ενός μικροσκοπίου AFM εξαρτάται από τη σταθερά ελατηρίου του 

προβολού καθώς και τους θερμικούς, ηλεκτρικούς και οπτικούς θορύβους που μπορεί να 

παρεμβάλλονται κατά τη διαδικασία λήψης εικόνας [152]. Επιπλέον,  κατά την 

απεικόνιση σε αέρα, η επιφάνεια του δείγματος αλλά και της ακίδας καλύπτονται από 

στρώματα υγρασίας, τα οποία μέσω δυνάμεων μηνίσκου (meniscus forces δυνάμεις 

συνάφειας) προκαλούν την ακίδα να προσκολλήσει στην επιφάνεια [157]. Το φαινόμενο 

αυτό παρουσιάζεται κυρίως κατά την απεικόνιση υδροφιλικών επιφανειών με σχετική 

υγρασία μεγαλύτερη του 30%. Καθώς η συμπύκνωση του νερού στο κενό χώρο μεταξύ 

της ακίδας και της επιφάνειας του δείγματος είναι ενεργειακά επιθυμητή, το στρώμα του 

νερού έχει ως αποτέλεσμα την προσθήκη μιας ελκτικής δύναμης στις δυνάμεις που 

επιδέχεται η ακίδα [149]. Αυτές οι δυνάμεις λόγω τριχοειδών φαινομένων επηρεάζουν 

την ανάλυση της εικόνας καθώς εμποδίζουν τη μείωση της προκαθορισμένης τιμής του 

setpoint (το setpoint είναι η επιθυμητή τιμή της σταθερής δύναμης ανάμεσα στην ακίδα 

του προβολού και στην επιφάνεια του δείγματος). 

 

Β.2.2.6 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΟΥ AFM  

Γενικά 

Καθώς το AFM επιτρέπει την απεικόνιση και μέτρηση επιφανειακών χαρακτηριστικών 

στη νανοκλίμακα με ελάχιστη ή και καθόλου προετοιμασία των δειγμάτων, έχει βρει 

μιαν πληθώρα από εφαρμογές σε ένα ευρύ φάσμα ερευνητικών πεδίων της επιστήμης και 

της τεχνολογίας. Πρέπει να σημειωθεί ότι το AFM μπορεί να χρησιμοποιηθεί όχι μόνο 

για απεικόνιση αλλά και για χωρική μετρολογία και μέτρηση φυσικών ιδιοτήτων. Το 

AFM επιτρέπει τη δημιουργία τρισδιάστατων εικόνων των επιφανειών των δειγμάτων 

και την απεικόνιση της τοπογραφίας των δειγμάτων. Επιπλέον, μέσω του AFM είναι 

δυνατή η ποσοτική μέτρηση των διαστάσεων διάφορων επιφανειακών χαρακτηριστικών 

των δειγμάτων ενώ μέσω των διαφόρων μεθόδων λειτουργίας του AFM είναι δυνατή η 

μέτρηση διάφορων φυσικών ιδιοτήτων των επιφανειών (π.χ. τραχύτητα, σκληρότητα, 

τριβή).  

Μετά την ανακάλυψη του AFM το 1986 έγινε μια μεγάλη προσπάθεια στην ανάπτυξη 

των μικροσκοπίων AFM και των εφαρμογών τους. Τη δεκαετία του 1990-2000 οι 

εφαρμογές της μικροσκοπίας ατομικής δύναμης μετακινήθηκαν από το πεδίο της 

βασικής έρευνας της φυσικής προς τις περισσότερες περιοχές έρευνας της επιστήμης και 

της τεχνολογίας. Με την εξέλιξη του, το AFM άρχισε να βρίσκει εφαρμογές και σε 

βιομηχανικές εργασίες. Με την παράλληλη ανάπτυξη της νανοτεχνολογίας, της οποίας το 

AFM αποτελεί βασικό εργαλείο, το AFM βρίσκει ολοένα περισσότερες εφαρμογές σε 

ένα ευρύ φάσμα εφαρμογών από τη βασική μέχρι την εφαρμοσμένη έρευνα.  
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Το AFM πολύ ραγδαία εξελίσσεται σε μια βασική τεχνική μικροσκοπίας για απεικόνιση 

και μέτρηση δομών σε επιφάνειες στις φυσικές επιστήμες. Οι τύποι των επιφανειακών 

δομών οι οποίες μπορούν να διερευνηθούν με AFM ποικίλουν και περιλαμβάνουν 

σχετικά ογκώδη (αλλά επιφανειακά επίπεδα) υλικά, λεπτά υμένια και νανοδομές οι 

οποίες βρίσκονται σε μιαν επιφάνεια. Υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός από υλικά τα οποία 

μπορούν απεικονιστούν με AFM, μεταξύ των οποίων τα πολυμερή, τα κεραμικά, τα 

μέταλλα, οι κρύσταλλοι και τα ορυκτά. Η μικροσκοπία ατομικής δύναμης έχει επιπλέον 

πολλές εφαρμογές σε πεδία υψηλής τεχνολογίας και σε βιομηχανικές εφαρμογές, όπως 

ημιαγωγοί, υλικά αποθήκευσης πληροφορίας και καινοτόμες οπτικές συσκευές. Η χρήση 

του AFM γίνεται όλο και περισσότερο πολύτιμη καθώς περισσότερα υλικά και συσκευές 

αποτελούνται από νανοδομημένες δομές ή είναι απαραίτητος ο χαρακτηρισμός των 

επιφανειακών νανοχαρακτηριστικών καθώς επηρεάζει την ποιότητα, τη λειτουργία ή την 

εφαρμογή τους.  

 

ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΟΥ AFM ΣΕ  ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 

Το AFM είναι ένα ισχυρό εργαλείο για απεικόνιση και μέτρηση επιφανειακών 

χαρακτηριστικών στις επιστήμες ζωής (βιολογικές, βιοϊατρικές κλπ) (Εικόνα 35). Τα 

βιολογικά υλικά αποτελούνται από πολλά επίπεδα οργάνωσης, τα οποία εκτείνονται από 

το επίπεδο του ιστού μέχρι δομές της τάξης μερικών νανομέτρων [144]. Συχνά κάθε 

επίπεδο οργάνωσης προσφέρει διαφορετικές ιδιότητες στον ιστό και επομένως κάθε 

επίπεδο πρέπει να χαρακτηριστεί στην κλίμακα του. Έτσι, στην περίπτωση των 

βιολογικών υλικών (όπως και των βιοϋλικών), που παραδοσιακά μελετούνταν με οπτικό 

μικροσκόπιο, το AFM επιτρέπει την απεικόνιση τους στο μικρότερο δομικό τους 

επίπεδο, ακόμα και σε επίπεδο μεμονωμένων μορίων του υλικού.  

Οι εφαρμογές έχουν αυξηθεί δραματικά τα τελευταία χρόνια μεταξύ των οποίων οι 

μελέτες στο DNA [153, 158-161], σε πρωτεΐνες [162, 163] ,σε ιούς [153, 164], κύτταρα 

[165, 166] και σε ολόκληρους ιστούς και όργανα [153, 167-169]. Εκτός από την 

απεικόνιση, το AFM μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν ένας αισθητήρας δυνάμεων για να 

εκτιμηθεί η αντοχή των δεσμών μεταξύ διαφορετικών βιολογικών μορίων, να βοηθήσει 

στον προσδιορισμό μηχανικών ιδιοτήτων σε νανοκλίμακα και να βοηθήσει στην 

καταγραφή της πρωτεϊνικής δυναμικής [153, 160]. Υπάρχουν πολλά πλεονεκτήματα 

αλλά και μειονεκτήματα της χρήσης του AFM σε σχέση με τα υπόλοιπα μικροσκόπια για 

απεικόνιση βιολογικών δειγμάτων [18] (Πίνακας 4). 

Από τα ερευνητικά πεδία τα οποία παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον είναι η 

απεικόνιση βιολογικών μακρομορίων και κυττάρων. Τα βιολογικά μακρομόρια (όπως το 

κολλαγόνο) και τα κύτταρα μπορούν να απεικονιστούν και να χαρακτηριστούν με AFM 

αρκεί να είναι καλά προσκολλημένα σε μιαν επιφάνεια. Η πρώτη παρατήρηση 
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φυσιολογικής μεμονωμένης πρωτεΐνης πραγματοποιήθηκε το 1993 [170], ενώ η 

λειτουργία tapping χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά για βιολογικά δείγματα το 1992, 

μέσω της απεικόνισης DNA σε υγρό περιβάλλον [171]. Από τότε όμως ο κατάλογος των 

πρωτεϊνών που έχει απεικονιστεί με AFM έχει αυξηθεί θεαματικά [172]. 

Η απεικόνιση και ο χαρακτηρισμός τους μπορεί να πραγματοποιηθεί τόσο στον αέρα όσο 

και σε υγρό περιβάλλον (μέσα σε ρυθμιστικό διάλυμα που προσομοιάζει τις in vivo 

φυσιολογικές συνθήκες του κάθε δείγματος). Η απεικόνιση σε υγρό περιβάλλον 

αποτέλεσε σημαντικό βήμα στη χρήση του AFM μετά την ανακάλυψη της δυνατότητας 

αυτής [173]. Ένα επιπλέον πλεονέκτημα του AFM στην απεικόνιση βιολογικών 

δειγμάτων αποτελεί το γεγονός ότι δεν απαιτείται ιδιαίτερη προετοιμασία των δειγμάτων, 

όπως η χρήση χρωμοφόρων ή η επίστρωση αγώγιμων επικαλύψεων. Τα πλεονεκτήματα 

τα οποία έχει το AFM  για παρατήρηση βιολογικών δειγμάτων είναι η ικανότητα του να 

παρέχει πληροφορίες για τη δομή, καθώς και μηχανικές ιδιότητες ή αντιδράσεις 

δυνάμεων στη νανομετρική κλίμακα. 

 

Εικόνα 35: Κατηγορίας AFM και η συνεισφορά τους στις επιστήμες της ζωής [Προσαρμοσμένο από 

Francis et al., (2010) [174]]. 
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Πίνακας 4: Τεχνικές Μικροσκοπίας για Απεικόνιση Βιολογικών Δειγμάτων [Προσαρμοσμένο από 

Allison et al., (2010) [18]]. 

Μικροσκοπία Ανάλυση Συγκεκριμένα Χαρακτηριστικά 

Οπτική 

Μικροσκοπία 

~0.2 μm Μπορούν να απεικονιστούν δείγματα στον αέρα ή σε υγρό 

περιβάλλον. Η ανάλυση περιορίζεται από το μήκος κύματος της 

ορατής ακτινοβολίας. 

Μικροσκοπία 

Φθορισμού 

~0.2 μm Μπορούν να απεικονιστούν δείγματα στον αέρα ή σε υγρό 

περιβάλλον. Η χρώση με φθορίζουσες ουσίες είναι μια καλά 

αναπτυγμένη τεχνική η οποία επιτρέπει την επισήμανση 

συγκεκριμένων μορίων. Επιπλέον, η συνεστιακή μικροσκοπία 
φθορισμού επιτρέπει την απεικόνιση σε 3D των βιολογικών 

δειγμάτων. Η ανάλυση περιορίζεται από το μήκος κύματος της 

ορατής ακτινοβολίας. 

Ηλεκτρονική 

Μικροσκοπία 

Σάρωσης (SEM) 

Στο επίπεδο 

της 

νανοκλίμακας 

Τα δείγματα συνήθως απεικονίζονται στο κενό. Καθώς η τεχνική 

απαιτεί τα υλικά να είναι αγώγιμα, σε πολλά υλικά, όπως τα 

βιολογικά, χρειάζεται να γίνει επικάλυψη με λεπτό φιλμ από 

αγώγιμο υλικό.  

Ηλεκτρονική 

Μικροσκοπία 

Διέλευσης (TEM) 

Στο επίπεδο 

της 

νανοκλίμακας 

Η αντίθεση εξαρτάται από την παρεμπόδιση (ή τη διέλευση) των 

ηλεκτρονίων κατά τη διέλευση τους μέσα από το δείγμα τα οποία 

έχουν δεχτεί κατάλληλη χρώση. Λειτουργεί κυρίως σε κενό, ενώ 

νέες τεχνικές επιτρέπουν και την απεικόνιση σε υγρό περιβάλλον. 

Μικροσκοπία 

Ατομικής Δύναμης 

(AFM) 

Στο επίπεδο 

της 

νανοκλίμακας 

Τα δείγματα μπορούν να απεικονιστούν στον αέρα, σε υγρό 

περιβάλλον αλλά και σε κενό. Είναι δυνατή η ανάλυση σε 

νανοκλίμακα χωρίς να απαιτείται κάποια χρώση. Το AFM 

προσφέρει 3D εικόνες των επιφανειών των δειγμάτων, ενώ μπορεί 

να προσφέρει και άλλες πληροφορίες, όπως μηχανικές ιδιότητες. 

 

Από τα μειονεκτήματα της μικροσκοπίας AFM μπορεί να θεωρηθεί ο μεγάλος χρόνος 

λήψης εικόνας, ο οποίος σε μερικές περιπτώσεις είναι ιδιαίτερα σημαντικός, όπως όταν 

γίνεται η απεικόνιση ζωντανών οργανισμών, όπως κύτταρα [18]. Ένα άλλο βασικό 

μειονέκτημα του AFM είναι ότι επιτρέπει την απεικόνιση μόνο επιφανειακών δομών, και 

δεν επιτρέπει την απεικόνιση στο εσωτερικό των δειγμάτων (όπως γίνεται για 

παράδειγμα στη συνεστιακή μικροσκοπία ή στο Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο Διέλευσης 

(Transmission Electron Microscopy, TEM). Επίσης, τα περισσότερα, διαθέσιμα AFM 

έχουν περιορισμένο εύρος περιοχής απεικόνισης, της τάξης των 100x100 μm, το οποίο 

σε πολλές περιπτώσεις είναι ένα σημαντικός περιοριστικός παράγοντας.  

Μελλοντικές ερευνητικές προσπάθειες πιστεύεται [153] ότι θα κινηθούν προς τρεις 

μεγάλες κατηγορίες: 1) προσδιορισμό με υψηλή-ανάλυση της δομής 2) μελέτη 

μηχανικών ιδιοτήτων και προσδιορισμός της αλληλεπίδρασης δυνάμεων και 3) 

παρακολούθηση βιολογικών διαδικασιών και δυναμικής. Επίσης, πιστεύεται ότι οι 

έρευνες θα κινηθούν στη μελέτη με AFM πιο πολύπλοκων βιολογικών συστημάτων [17]. 

Οι ερευνητές εργάζονται ήδη σε υπερ-υψηλής ανάλυσης της δομής των πρωτεϊνών και 

του DNA. Χρησιμοποιούνται μέθοδοι που περιλαμβάνουν και τη χρήση cryo-AFM για 

να αυξήσουν την ακαμψία και την σταθερότητα των δειγμάτων, και μια καλή κατανόηση 

του συστήματος που μελετάται για να παράγουν δείγματα με βέλτιστα (επιθυμητά) 
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χαρακτηριστικά για απεικόνιση με υψηλή ανάλυση. Πολλές ερευνητικές προσπάθειες  

προσανατολίζονται στη διερεύνηση μεμονωμένων μορίων σε μια επιφάνεια για να 

μετρήσουν μηχανικές ιδιότητες κάθε μεμονωμένου μορίου και τις δυνάμεις διακριτών 

δεσμών. Αυτές οι ιδέες μπορεί στο τέλος να αξιοποιηθούν αν χρησιμοποιηθεί το AFM 

σαν βιοαισθητήρας στην ιατρική για να προσδιοριστεί σε βιολογικό δείγμα συγκεκριμένη 

χημική ή βιολογική παράμετρος. Τέλος, η ικανότητα παρακολούθησης κίνησης 

(αλληλοδιαδεχόμενων εικόνων) κάτω από υδάτινα περιβάλλοντα, αξιοποιείται για να 

καταγραφούν βιολογικές διαδικασίες, δυναμικής και μακρομοριακής συγκέντρωσης που 

συμβαίνουν σε πραγματικό χρόνο. 

 

Β.2.3 ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ (AFM) ΚΑΙ 

ΜΑΚΡΟΜΟΡΙΟ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Β.2.3.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Το AFM έχει χρησιμοποιηθεί για την υψηλής ανάλυσης απεικόνιση και το χαρακτηρισμό 

ενός ευρέως φάσματος δειγμάτων, από DNA μέχρι νανοσωλήνες άνθρακα (carbon 

nanotubes). Καθώς το κολλαγόνο είναι η πιο διαδεδομένη πρωτεΐνη των σπονδυλωτών 

και είναι το κύριο συστατικό των συνδετικών ιστών, έχει μελετηθεί με AFM από αρκετές 

ερευνητικές ομάδες και από πολύ νωρίς [175-180]. Η δομή του κολλαγόνου έχει γίνει 

αντικείμενο έρευνας από ένα σημαντικό αριθμό εργασιών τις τελευταίες δεκαετίες. 

Όμως, με την έλευση νέων τεχνολογιών, όπως το AFM και των σχετικών τεχνικών, μια 

νέα εποχή έρευνας έχει αναδειχθεί στη νανοκλίμακα [98, 174]. Οι έρευνες γίνονται προς 

διάφορες κατευθύνσεις και με διάφορους στόχους, όπως η μελέτη ιστών πλούσιων σε 

κολλαγόνο, η διερεύνηση της μορφολογίας ινών κολλαγόνου τόσο από ‘φυσικό’ 

(native)
‡‡

 κολλαγόνο όσο από ανασχηματισμένο κολλαγόνο [175, 176, 179, 181, 182], η 

μελέτη της μορφολογίας του μονομερούς κολλαγόνου [180, 183, 184] 

(τροποκολλαγόνου), η μελέτη των μηχανικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου τόσο σε 

επίπεδο ίνας όσο σε μοριακό επίπεδο και συσχετισμός τους με τα μορφολογικά 

χαρακτηριστικά του κολλαγόνου [11, 185-188]. Προκειμένου να διερευνηθεί το 

κολλαγόνο στη νανοκλίμακα και να παραχθούν εικόνες των νανοχαρακτηριστικών του 

κολλαγόνου, οι ερευνητές παραδοσιακά χρησιμοποιούσαν TEM και SEM. Αναμφίβολα, 

οι δύο αυτές τεχνικές μπορούν να δώσουν εικόνες του κολλαγόνου με υψηλή ανάλυση 

και των άλλων συστατικών του ιστού, στην περίπτωση απεικόνισης ιστών πλούσιων σε 

κολλαγόνο. Ωστόσο, οι τεχνικές αυτές έχουν σημαντικούς περιορισμούς. Για την 

                                                

‡‡ Το ‘φυσικό’ κολλαγόνο εδώ έχει την έννοια του κολλαγόνου που δεν έχει δεχτεί κάποια επεξεργασία και 

προέρχεται απευθείας από έναν οργανισμό. 
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απεικόνιση ιστών ή άλλων βιολογικών δειγμάτων με TEM απαιτείται η σταθεροποίηση 

και η πλήρης αφυδάτωση του δείγματος, ενώ η απεικόνιση γίνεται σε περιβάλλον κενού. 

Ανάλογα, για απεικόνιση με SEM, η οποία στα παραδοσιακά συστήματα
§§

 γίνεται επίσης 

στο κενό, απαιτείται η αφυδάτωση των δειγμάτων και  επιμετάλλωση τους για ενίσχυση 

του σήματος. Ο συνδυασμός των επίπονων για το δείγμα διεργασιών προετοιμασίας και 

οι συνθήκες απεικόνισης (π.χ. κενό) μπορεί να προκαλέσουν καταστροφή του δείγματος 

ή διάφορα σφάλματα κατά την απεικόνιση, τα οποία τελικά μειώνουν την ακρίβεια των 

συμπερασμάτων που προκύπτουν από τα δεδομένα. Ένα μεγάλο μέρος αυτών των 

μειονεκτημάτων για τη διερεύνηση στη νανοκλίμακα δομών κολλαγόνου, έρχεται να 

καλύψει το AFM. 

 

Β.2.3.2 ΜΕΛΕΤΗ ΙΣΤΩΝ ΠΛΟΥΣΙΩΝ ΣΕ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ 

 

Σύμφωνα με τον Wallace, από το 1989 (όπου έχουμε και την πρώτη δημοσίευση) μέχρι 

το 2012 έχουν δημοσιευτεί περίπου 150 εργασίες, σε διεθνή έγκριτα περιοδικά με 

σύστημα κριτών, τα οποία αφορούν τη διερεύνηση με AFM ιστών πλούσιων σε 

κολλαγόνο, όπως τα οστά και οι τένοντες (Εικόνα 36) [181]. Η πρώτη χρήση 

μικροσκοπίου της οικογένειας SPM (AFM, STM) για τη μελέτη κολλαγόνου έγινε το 

1989, όταν ερευνητές χρησιμοποίησαν STM για τη μελέτη επιφανειών χαρακτηριστικών 

κολλαγόνο σε καθαρές πρωτεΐνες κολλαγόνου [189]. Οι μελέτες συνεχίστηκαν με STM 

και το 1992 δημοσιεύτηκε η πρώτη εργασία για τη μελέτη κολλαγόνου με AFM [190]. 

Προκειμένου να παρατηρηθούν οι δομές του κολλαγόνου σε ιστούς πλούσιους σε 

κολλαγόνο και να απεικονιστούν τα  νανοχαρακτηριστικά απαιτείται η ‘απογύμνωση’ 

της επιφάνειας του δείγματος από τα άλλα συστατικά του ιστού. Για παράδειγμα, στην 

περίπτωση απεικόνισης κολλαγόνου σε δείγματα από οστά, για να επιτευχθεί η 

απεικόνιση του κολλαγόνου, είναι αναγκαία η απομάκρυνση των επιπλέον συστατικών 

των οστών, συνήθως μέσω της χρήσης διάφορων οξέων [186, 191, 192]. Μετά την 

απομάκρυνση των επιπλέον συστατικών και την ‘απογύμνωση’ του κολλαγόνου του 

ιστού, μια ποικιλία από ιδιότητες και χαρακτηριστικά του κολλαγόνου μπορούν να 

αναλυθούν και να ποσοτικοποιηθούν. Οι Baranauskas et al., σε μια σειρά από εργασίες, 

χρησιμοποίησαν αυτήν την τεχνική ‘απογύμνωσης’ του ιστού για να διερευνήσουν με το 

AFM την πλευρική ανάπτυξη ινιδίων κολλαγόνου στα οστά μετά από πρόκληση 

χειρουργικής τομής [33, 193]. 

                                                
§§ Πλέον έχουν αναπτυχθεί προηγμένα συστήματα SEM, τα ονομαζόμενα Environmental SEM, στα οποία 

η απεικόνιση υπό συνθήκες κενού δεν είναι απαραίτητη.  
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Εικόνα 36: Εργασίες που δημοσιεύτηκαν σε διεθνή περιοδικά με σύστημα κριτών και αφορούσαν τη 

μελέτη κολλαγόνου σε ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο με τη χρήση Μικροσκοπίου Σάρωσης Ακίδας 

(Scanning Prope Microscopy, -SPM). Με τον όρο SPM συμπεριλαμβάνονται τα μικροσκόπια AFM και 

STM. Σε όλες τις εργασίες που περιλαμβάνονται στο πιο πάνω διάγραμμα χρησιμοποιήθηκε AFM, με 

εξαίρεση μια εργασία το 1989 και μία το 1991. Παρατηρείται μια σταθερή αύξηση της χρήσης του 

AFM για τη μελέτη ιστών πλούσιων σε κολλαγόνο. (Στο διάγραμμα επίσης παρουσιάζονται επίσης 

πόσες από αυτές τις εργασίες αφορούσε τη μελέτη δειγμάτων από οστά με AFM). [Προσαρμοσμένο από 

Wallace, ( 2012) [181]]. 

Η πιο συνηθισμένη παράμετρος που μετριέται, σε πλέγματα κολλαγόνου από ιστό, είναι 

η διάμετρος των ινιδίων/ινών κολλαγόνου. Όμως, πρέπει να δίνεται ιδιαίτερη προσοχή 

όταν ερευνούνται οι ίνες του κολλαγόνου από ιστούς προκειμένου η τελική μέτρηση να 

είναι ορθή. Για παράδειγμα, οι μετρήσεις μπορεί να είναι εσφαλμένες καθώς, μετά από 

τη διαδικασία ‘απογύμνωσης’ της επιφάνειας του δείγματος, μπορεί να παραμείνουν 

υπολείμματα άλλων στοιχείων στην επιφάνεια ή οι διαδικασίες να έχουν καταστρέψει τα 

χαρακτηριστικά των ινών του ιστού. Επιπλέον, κατά τη μέτρηση χαρακτηριστικών σε 

ιστούς, ένα ακόμα πρόβλημα που απασχολεί τους ερευνητές είναι η διάταξη των ινιδίων 

στο χώρο. Όπως αναφέρουν οι Ge et al. (2007), τα ινίδια διατάσσονται μαζί το ένα με το 

άλλο σε ένα πλέγμα [186]. Καθώς, ολόκληρο το πλάτος της ίνας μπορεί να μην είναι 

εκτεθειμένο, προς την περιοχή όπου γίνεται η σάρωση από την ακίδα του AFM, 

οποιαδήποτε μέτρηση της διαμέτρου της ίνας μπορεί να είναι λανθασμένη. 

Ένα άλλο χαρακτηριστικό του κολλαγόνου το οποίο από μόνο του αξίζει να διερευνηθεί 

με AFM είναι η D-περιοδικότητα. Μετρήσεις της D-περιοδικότητας ινιδίων κολλαγόνου 

από οστά, οι οποίες έχουν μετρηθεί, είναι σε συμφωνία με τις θεωρητικές τιμές. Για 

παράδειγμα, έχουν μετρηθεί τιμές 67±2 nm [194], 66.6±1.4 nm [195] και 66.6±3.8 nm 

[186]. Ενώ διάφορες εργασίες σε διαφορετικά είδη κολλαγόνου παρουσιάζουν την D-
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περιοδικότητα στην τάξη των 67 nm [196-199]. Μια μελέτη σε οδοντίνη το 2002 από 

τους Habelitz et al., έδειξε ότι η D-περιοδικότητα μπορεί να θεωρηθεί σαν μια κατανομή 

από τιμές [191]. Η εργασία αυτή έδωσε ώθηση σε μετέπειτα εργασίες να εκμεταλλευτούν 

την περιοδική αυτή φύση του κολλαγόνου και να χρησιμοποιήσουν το μετασχηματισμό 

Fourier δεύτερης τάξης (2D Fast Fourier Transform, 2D FFT), για να μελετήσουν την D-

περιοδικότητα μεμονωμένων ινιδίων κολλαγόνου. Χρησιμοποιώντας αυτή την τεχνική 

έχει αποδειχθεί ότι τα ινίδια κολλαγόνου τύπου Ι που προέρχονται από φυσιολογικό ιστό 

πλούσιο σε κολλαγόνο, ανεξάρτητα από τον ιστό προέλευσης, περιλαμβάνουν μια 

κατανομή από τιμές της D-περιοδικότητας [182]. Μάλιστα, σε  μια πολύ πρόσφατη 

εργασία έχει παρουσιαστεί ότι τα ινίδια του κολλαγόνου στο δέρμα, στους τένοντες και 

στα οστά παρουσιάζουν ένα εύρος κατανομής της τάξης των 10 nm στις τιμές της D-

περιοδικότητας [187]. Επιπλέον, σε αυτή την εργασία διερευνήθηκε η σχέση της 

κατανομής των τιμών της D-περιοδικότητας σε συνάρτηση με την οργάνωση των 

δεσμίδων (bundles). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι εντός μιας δεσμίδας οι τιμές της D-

περιοδικότητας παρουσίαζαν μια διαφοροποίηση μικρότερη του 1 nm, ενώ ανάμεσα σε 

διαφορετικές δεσμίδες το εύρος των τιμών ήταν της τάξης των 10 nm. Η παρουσία αυτής 

της κατανομής μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μια παράμετρος διερεύνησης αλλαγών στην 

νανοκλίμακα, οι οποίες μπορούν να συσχετιστούν με διάφορες παθολογικές 

καταστάσεις, όπως για παράδειγμα η ατελής οστεογένεση [119]. 

Οι ιστοί που είναι πλούσιοι σε κολλαγόνο και μπορεί να απεικονιστούν με AFM είναι 

πολυάριθμοι και όπως φάνηκε και από τη μέχρι τώρα συζήτηση οι πιο διαδεδομένοι ιστοί 

είναι τα οστά, το δέρμα, οι χόνδροι και οι τένοντες. Οι Sivasankar et al. χρησιμοποίησαν 

το AFM για την απεικόνιση του κολλαγόνου των φωνητικών χορδών [200]. Η AFM 

απεικόνιση αποκάλυψε στο βαθύ στρώμα του χωρίου του εν λόγω ιστού, μιαν πυκνή και 

άφθονη σε ίνες δομή κολλαγόνου, με ένα χαρακτηριστικό μοτίβο ζωνών. Επιπλέον, η 

κατανομή του κολλαγόνου ήταν ετερογενής, παρουσιάζοντας τόσο υδρόφιλες, όσο και 

υδρόφοβες περιοχές μέσα στο δείγμα. Ένας άλλος ιστούς πλούσιος σε κολλαγόνο που 

διερευνήθηκε με AFM, είναι ο ανθρώπινος πλευρικός χόνδρος (costal cartilage), ο οποίος 

είναι ένας τύπος υαλώδους χόνδρου που γεφυρώνει τα οστά των πλευρών με το στέρνο 

[188]. To AFM επέτρεψε την απεικόνιση και το χαρακτηρισμό δομών κολλαγόνου με 

μορφή σαν ‘νανοκαλαμάκια’ κολλαγόνου, οι οποίες πιστεύεται ότι διευκολύνουν τη ροή 

υγρών εντός του ιστού. 

Οι δυνατότητες αξιοποίησης του AFM για τη μελέτη ιστών πλούσιων σε κολλαγόνο είναι 

πολυάριθμες. Ενδεικτικά αναφέρουμε ότι το AFM έχει προταθεί ως ένα πολύτιμο 

εργαλείο στην ιστολογία και την κυτταρολογική εξέταση [201], ενώ η μελέτη με AFM 

των ινιδίων/ινών κολλαγόνου μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την εύρεση 

διαφοροποιήσεων στη μορφολογία, στις ιδιότητες και στην κατανομή τους σε σχέση με 

διάφορες παθολογικές καταστάσεις, όπως ο διαβήτης [202]. Τέλος, το AFM μπορεί να 
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χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση των επιπτώσεων διάφορων ακτινοβολιών 

(προερχόμενων από τη φύση ή από ιατρικές τεχνικές) σε ιστούς πλούσιους σε 

κολλαγόνο. Για παράδειγμα, οι Choi et al. (2012) προσπάθησαν να διερευνήσουν 

ποσοτικά τα βραχυπρόθεσμα αποτελέσματα της in vivo θεραπείας με ραδιοσυχνότητες 

(radiofrequency treatment, RF) σε ινίδια κολλαγόνου από δέρμα κουνελιού [203]. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν μιαν αύξηση στις διαμέτρους και στην D-περιοδικότητα στις ίνες 

μετά την ακτινοβόληση με RF, αλλά η μείωση παρατηρήθηκε μόνο μέχρι την έβδομη 

μέρα μετά την αρχική ακτινοβόληση.  

Σε μια πολύ πρόσφατη εργασία, οι Stacey et al. [188] διερεύνησαν τις διαμέτρους και το 

μέτρο ελαστικότητας των νανο-σωληνίσκων κολλαγόνου που βρίσκονται στον πλευρικό 

χόνδρο (costal cartilage). Οι νανο-σωληνίσκοι είναι δομές σημαντικά μεγαλύτερες από 

τις μεμωνομένες ίνες κολλαγόνου και επιτρέπουν τη μεταφορά βιολογικών υγρών στον 

πλευρικό χόνδρο. Η διάμετρος και το μέτρο ελαστικότητας τους επηρεάζουν προφανώς 

τη ροή των υγρών και επομένως τη λειτουργία τους. Επίσης, οι Stacey et al. βρήκαν την 

D-περιοδικότητα του κολλαγόνου του πλευρικού χόνδρου, από αφυδατωμένα δείγματα, 

να είναι της τάξης των 65.5±3.5 nm. Επιπρόσθετα, πρόσφατα οι Tripathy et al.[204] 

μέτρησαν με AFM μεγάλες διαφοροποιήσεις στο μέτρο ελαστικότητας του κολλαγόνου 

στο πλευρικό χόνδρο (2.17-5.99 MPa). Επίσης, το AFM έχει αξιοποιηθεί για το 

χαρακτηρισμό ανοργανοποιημένων ινιδίων κολλαγόνου (mineralized collagen fibrils) και 

τη μέτρηση των μηχανικών ιδιοτήτων τους σε ιστούς από οστά [205, 206].  

Το AFM έχει ακόμα χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση διάφορων παθολογικών 

καταστάσεων που σχετίζονται με κολλαγόνο. Οι Stolz et al. [207] εισήγαγαν τη μέθοδο 

AFM νανοσκληρομέτρησης (μέτρηση μέτρου ελαστικότητας και διαμέτρου ινών 

κολλαγόνου) για την έγκαιρη ανίχνευση της οστεοαρθρίτιδας σε μοντέλα ζώων και σε 

δείγματα από ανθρώπους. Σε μιαν πρόσφατη εργασία, οι We et al. [208] μελέτησαν τις 

μηχανικές ιδιότητες και τη μορφολογία ινών κολλαγόνου σε χόνδρο με οστεοαρθρίτιδα 

μέσω της AFM νανοσκληρομέτρησης. Τα αποτελέσματα τους έδειξαν μια διαβάθμιση 

στο μέτρο ελαστικότητας των ινών κολλαγόνου από την αρθρική επιφάνεια (2.65±0.31 

GPa) προς τη διεπιφάνεια επαφής χόνδρου-οστού (3.7±0.44 GPa). Επίσης, έχει 

παρουσιαστεί η δυνατότητα χρήσης της μεθόδου νανοσκληρομέτρησης για τη μέτρηση 

των μηχανικών ιδιοτήτων ινιδίων κολλαγόνου από χόνδρο με οστεοαρθρίτιδα από ιστούς 

του μεσοσπονδύλιου δίσκου [209]. Επίσης, το AFM έχει χρησιμοποιηθεί για τη 

διερεύνηση των ελαττωμάτων του κολλαγόνου που προκύπτουν στη μικρο-

αρχιτεκτονική των δομών κολλαγόνου που προκύπτουν σε διάφορες παθολογικές 

καταστάσεις, όπως η αστοχία των τοιχωμάτων αγγείων σε περιπτώσεις προχωρημένου 

κοιλιακού ανευρύσματος ή ανευρύσματος Marfan [210]. 
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Β.2.3.3 ΜΕΛΕΤΗ ΔΟΜΗΣ ΤΗΣ ΙΝΑΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ  

 

Λόγω των πιθανών προβλημάτων που μπορεί να προκύψουν κατά τη διαδικασία μελέτης 

ινών κολλαγόνου σε δείγματα από ιστό, πολλές φορές η μελέτη της δομής της ίνας και 

των ινιδίων κολλαγόνου γίνεται σε δείγματα από καθαρό κολλαγόνο. Οι μελέτες των 

ινών κολλαγόνου μπορούν να γίνουν όπως έχει αναφερθεί είτε σε ‘φυσικό’ κολλαγόνο 

είτε σε ανασχηματισμένο κολλαγόνο, όπου και στις δύο περιπτώσεις απαιτείται μικρή 

αλλά ειδική προετοιμασία των δειγμάτων. Το ‘φυσικό’ κολλαγόνο συνήθως αφαιρείται 

από τένοντες από ουρές νεαρών ποντικιών και ακολουθεί μηχανικός αποχωρισμό τους σε 

αποσταγμένο νερό ή NaCl, χρησιμοποιώντας μιαν κοφτερή λεπίδα νυστεριού. Οι 

καλύτερες ίνες από αυτό το κολλαγόνο μεταφέρονται σε μίκα (mica) ή άλλο κατάλληλο 

υπόστρωμα και αποξηραίνονται στον αέρα [179]. Το ανασχηματισμένο κολλαγόνο 

προέρχεται από διάλυση κολλαγόνου σε οξικό οξύ, στη συνέχεια εναποτίθεται σε φύλλο 

mica και ξηραίνεται. Έχουν γίνει πολλές μελέτες των ινών κολλαγόνου χρησιμοποιώντας 

μια σειρά από πειραματικές τεχνικές, αλλά πιο πρόσφατα η μικροσκοπία ατομικής 

δύναμης έχει χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη του κολλαγόνου κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες, η οποία ήταν ανέφικτη με τις προηγούμενες τεχνικές όπως η 

κρυσταλλογραφία διάθλασης ακτίνων-Χ ή ΤΕΜ. Η ικανότητα του AFM να απεικονίζει 

καθώς και να εκτελεί μετρήσεις δύναμης έχει επιτρέψει στους ερευνητές να συγκρίνουν 

αποτελέσματα που πάρθηκαν από δείγματα μοριακής κλίμακας με αυτά που πάρθηκαν 

με άλλες τεχνικές σε μακροκλίμακα (Εικόνα 37).  

 
Εικόνα 37: Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης σε δείγμα από κολλαγόνο. 
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Κάποιες από τις πολύ πρώιμες μελέτες του κολλαγόνου με AFM έγιναν από τους 

Chernoff et al. [190], όπου απεικονίστηκαν άνυδρες ίνες κολλαγόνου, αλλά ήταν 

ανεπιτυχείς στην παρατήρηση της χαρακτηριστικής D-περιοδικότητας
***

. Η μελέτη του 

κολλαγόνου με AFM συνεχίστηκε αργότερα με επιτυχία από τους Baselt [176] και 

Revenko [179], οι οποίοι παρουσίασαν εικόνες AFM από ίνες κολλαγόνου 

επιδεικνύοντας τη χαρακτηριστική D-περιοδικότητα. Αργότερα, οι Gutsmann και οι 

συνεργάτες του [211] δημοσίευσαν μια λεπτομερέστατη περιγραφή για την τοπολογική 

και μηχανική συμπεριφορά των ινών κολλαγόνου που πάρθηκαν από τένοντες ουράς 

ποντικού. Ένα αποτέλεσμα υποστήριξε την άποψη ότι οι ίνες έχουν την τοπολογία ενός 

‘κούφιου σωλήνα’ και εισηγήθηκαν ότι η ίνα κολλαγόνου αποτελείται από ένα σκληρό 

κέλυφος με ένα λιγότερο πυκνό πυρήνα, δίνοντας  ευλυγισία και ελαστικότητα στην ίνα. 

Σε μια μετέπειτα δημοσίευση, οι Gutsmann et al. [212] παρουσίασαν μερικές 

φασματοσκοπικές μετρήσεις δυνάμεων που πραγματοποιήθηκαν σε ίνες κολλαγόνου από 

ουρά ποντικού. Αν και ο σκοπός αυτής της εργασίας ήταν να συνδέσει την τιμή τάνυσης 

της ίνας με την D-περιοδικότητα της ίνα, η τιμή τάνυσης που μετρήθηκε, αποδείχτηκε ότι 

είναι πολύ πολύπλοκη για να ταυτοποιηθεί με ένα μόνο χαρακτηριστικό. 

Τα περισσότερα αρχικά αποτελέσματα από τη μελέτη ινών κολλαγόνου με AFM ήταν  σε 

συμφωνία με τη δομή των ινών κολλαγόνου, όπως αυτή είχε διατυπωθεί πριν την 

ανακάλυψη του AFM. Η μέση περιοδική ‘ζώνη’ που επαναλαμβάνεται κάθε 68-nm και 

τα πλάτη των συμπιεσμένων και ανυψωμένων περιοχών έχουν ότι είναι σύμφωνα με τις 

τιμές που προσδιορίζονται από περίθλαση με ακτίνες-Χ ή με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. 

Οι ανυψωμένες και συμπιεσμένες περιοχές του περιοδικού προτύπου μπορούν 

αντίστοιχα να είναι οι ζώνες με ‘επικάλυψη’ (overlap) και ‘κενό χώρο’ ή χάσμα (gap) 

όπως διατυπώθηκαν από τους Hodge et al.[71, 72]. Επιπλέον, με το ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο παρατηρήθηκαν τρεις κορυφές [213], οι οποίες έγινε κατορθωτό να 

απεικονιστούν με τη λειτουργία tapping στο AFM. Δύο από αυτά τα δακτυλίδια  

βρίσκονται  στην άκρη των ανυψωμένων περιοχών και πιθανόν να είναι αποτέλεσμα του 

μεγέθους-όγκου (bulkiness) των Ν και C κοντών σφαιρικών άκρων του μορίου. Ο 

εντοπισμός της τρίτης υπερυψωμένης περιοχής που παρουσιάστηκε στο μέσο των 

πιεσμένων ζωνών  είναι διαφορετικό από αυτό που παρατηρήθηκαν με επεξεργασία 

παγώματος των ινών κολλαγόνου. Αυτές οι τρεις υπερυψωμένες περιοχές δεν είχαν ποτέ 

παρατηρηθεί με SPM. Επίσης, έχει αναφερθεί ότι δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές 

στην παρατήρηση των ινών μεταξύ ‘φυσικών’ και ανασχηματισμένων ινών κολλαγόνου, 

εκτός από το βάθος στα χάσματα (‘gap’), τα οποία είναι πιο σημαντικά στην περίπτωση 

‘φυσικών’ ινών από ότι σε ανασχηματισμένες [179] (reconstituted). Τέτοιες διαφορές 

                                                

*** Η D-περιοδικότητα είχε προταθεί από τον Schmitt και τους συνεργάτες του το 1942, στηριζόμενοι σε 

πειραματικές διαδικασίες με ΤΕΜ [183]. 
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έχουν συσχετιστεί με το βαθμό αφυδάτωσης των ινών [213]. Ωστόσο, μέσω διάθλασης 

ακτίνων-Χ σε υγρούς ή άνυδρους τένοντες από ουρά ποντικιού [179] έχει αποδειχθεί ότι 

η ενυδάτωση των ινών κολλαγόνου προκαλεί μείωση του μήκους της περιοδικής ζώνης 

(από 68 σε 64 nm). Η ίδια μέτρηση των 68 nm στο μήκος της περιοδικής ζώνης στα δύο 

δείγματα των ινών δείχνει ότι αυτές οι ίνες δεν ήταν πλήρως αφυδατωμένες και 

παρουσίαζαν τον ίδιο βαθμό αφυδάτωσης. Τα αρχικά αποτελέσματα μελέτης ινών 

κολλαγόνου με AFM είναι συγκρίσιμα με αυτά που παρατηρήθηκαν με ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο. Η πλευρική ανάλυση του μικροσκοπίου AFM των βιολογικών δειγμάτων 

είναι μικρότερη από αυτή που παρατηρείται με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διάδοσης. 

Αλλά είναι πολύ κοντά με αυτή που δίνεται από το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο υψηλής 

ανάλυσης σάρωσης (high resolution scanning electron microscope). Ωστόσο, στην 

περίπτωση του AFM, μια τέτοια ανάλυση παρατηρείται απευθείας στον αέρα σε ‘γυμνές’ 

ίνες, ίνες δηλαδή που δεν δέχτηκαν κάποια επίστρωση ή χρώση. Η υψηλή ανάλυση στον 

άξονα των Z επιτρέπει την άντληση πληροφοριών μεγάλης ακρίβειας για τις ζώνες 

‘overlap’ και ‘gap’. Με το μικροσκόπιο AFM υπάρχει η δυνατότητα μέτρησης μιας 

διαφοράς 4-nm στο επίπεδο μεταξύ των ζωνών αυτών [179]. Πρέπει να σημειωθεί ότι μία 

τέτοια μέτρηση ήταν αδύνατη με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. 

Σε πρόσφατη εργασία οι Bertassoni et al. [214] διερεύνησαν τη δομική και μηχανική 

ετερογένεια του κολλαγόνου της οδοντίνης, ιδιαίτερα των περιοχών gap-overlap, 

χρησιμοποιώντας AFM tapping mode και AFM απεικόνιση διαφοράς φάσης. Τα 

αποτελέσματα τους έδειξαν ότι τα πρωτόκολλα από-ανοργανοποίησης (demineralization 

protocols) που χρησιμοποίησαν, αποκαλύπτουν τις περιοχές gap-overlap μεμονωμένων 

ινιδίων κολλαγόνου στην οδοντίνη. Επίσης, AFM tapping mode έχει χρησιμοποιηθεί 

στην οδοντίνη για τη μελέτη της επίδρασης της εξωγενής κολλαγενάσης, καθώς και δύο 

αναστολέων της, στη δομή των ινών και ινιδίων κολλαγόνου [215]. Η τεχνική tapping 

mode έχει επιπλέον αξιοποιηθεί για τη μελέτη της υπερδομής ινιδίων κολλαγόνου από 

μοσχεύματα που χρησιμοποιήθηκαν για την αποκατάσταση συνδέσμων [216]. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν ότι σε ορισμένες περιοχές του μοσχεύματος δεν υπήρχε 

ομοιόμορφη διάταξη των ινιδίων του κολλαγόνου, ανωμαλία η οποία ερμηνεύτηκε από 

τους συγγραφείς ως αποτέλεσμα της μεταβολής του μηχανικού περιβάλλοντος του ιστού 

μετά την προσθήκη του μοσχεύματος. Μέσω της εργασίας αυτής, παρουσιάστηκε η 

καταλληλότητα του AFM και της μεθόδου tapping mode για την απεικόνιση ινών 

κολλαγόνου σε μοσχεύματα.  

Επίσης, το AFM έχει χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση της προσρόφησης και της 

οργάνωσης ινιδίων και ινών κολλαγόνου σε διαφορετικά υποστρώματα. Οι Yang et al. 

διερεύνησαν την οργάνωση στη νανοκλίμακα κολλαγόνου που προσροφήθηκε σε 

υποστρώματα από μίκα και πολύ(μεθα κρυλικό μεθύλιο) (poly(methyl methacrylate), 

PMMA) [217]. Παρατήρησαν διάφορες μορφολογίες υμενίων, ανάλογα με την 
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υδροφοβικότητα του υποστρώματος και τα χαρακτηριστικά του διαλύματος κολλαγόνου 

που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε περίπτωση. Επίσης, διερευνήθηκε η προσρόφηση 

κολλαγόνου σε PMMA, μετά τη συσσωμάτωση του κολλαγόνου στο υγρό διάλυμα, 

προκειμένου να μελετηθεί η σχέσης της προσρόφησης και της συσσωμάτωσης. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν μια δενδρική δομή κολλαγόνου προσροφημένη στο PMMA ενώ 

παρουσιάστηκε ότι η προσρόφηση συσσωματωμάτων κολλαγόνου είναι προτιμότερη 

από την προσρόφηση μορίων κολλαγόνου. Οι Liang et al. [218] διερεύνησαν με AFM 

την οργάνωση, στη νανοκλίμακα, κολλαγόνου τύπου Ι πάνω σε επιφάνειες πολυακτιδίου 

(polylactide-PLA). Τα αποτελέσματα τους έδειξαν ότι η υπερμοριακή δομή του 

προσροφημένου κολλαγόνου επηρεάστηκε από τη συγκέντρωση του διαλύματος του 

κολλαγόνου, το κατάλληλο pΗ και την περιεκτικότητα σε ηλεκτρολύτες στο ρυθμιστικό 

διάλυμα. Μάλιστα, η τυπική D-περιοδικότητα των ινών κολλαγόνου παρατηρήθηκε μόνο 

στην παρουσία ιόντων καλίου. Επιπλέον, δίκτυα δενδρικών δομών κολλαγόνου 

παρατηρήθηκαν σε υποστρώματα PLA, γεγονός το οποίο σύμφωνα με τους Liang et al. 

οφείλεται στο ότι η αναδιάταξη των δομών κολλαγόνου πραγματοποιήθηκε σε 

περιβάλλον υψηλής υγρασίας.  

Επιπλέον, οι Grant et al. [219] παρουσίασαν ότι ο βαθμός ενυδάτωσης επηρεάζει τις 

μηχανικές ιδιότητες των μεμονωμένων ινιδίων κολλαγόνου. Συγκεκριμένα, έδειξαν ότι 

το μέτρο ελαστικότητας ινιδίων κολλαγόνου από αχίλλειο τένοντα βοδινού μειώθηκε 

κατά τρείς τάξεις μεγέθους (1.9±0.5 GPa → 1.2±0.1 MPa) από τις συνθήκες 

περιβάλλοντος στις συνθήκες υδάτινου περιβάλλοντος. Επίσης, παρουσίασαν ότι η 

μηχανική αστοχία των ινιδίων διαδραματίστηκε κατά μήκος του κύριου άξονα και το 

μήκος των ρωγμών που δημιουργήθηκαν είχαν ανάλογο μήκος με την D-περιοδικότητα. 

Σε νεότερη εργασία τους, οι Grant et al. [185] με χρήση μεθόδων AFM 

νανοσκληρομέτρησης σε ινίδια κολλαγόνου από αχίλλειο τένοντα βοδινού, έδειξαν ότι οι 

συνθήκες του διαλύματος κολλαγόνου (π.χ. διαφορετικό υδάτινο περιβάλλον ή 

περιβάλλον αιθανόλης) επηρεάζουν σημαντικά το μέτρο ελαστικότητας των ινιδίων. 

Παρόλο που οι μηχανικές ιδιότητες μεμονωμένων ινιδίων κολλαγόνου έχουν διερευνηθεί 

με μονοδιάστατη δοκιμή εφελκυσμού οπτικές λαβίδες [220] και AFM [221, 222], ο 

μηχανισμός με τον οποίο τα ινίδια κολλαγόνου αλληλεπιδρούν εντός του δικτύου τους 

ώστε να επιτευχθούν οι συγκεκριμένες μηχανικές ιδιότητες παραμένει σε μεγάλο βαθμό 

άγνωστος [223]. Προς τη διασαφήνιση αυτών των μηχανισμών, οι Rigozzi et al. [224] 

χρησιμοποίησαν το AFM για να μετρήσουν τη διάμετρο και την D-περιοδικότητα 

μεμονωμένων ινιδίων κολλαγόνου τύπου Ι από αχίλλειο τένοντα ποντικιού, μετά από 

άσκηση μηχανικού φορτίου. Τα αποτελέσματα τους έδειξαν ότι η D-περιοδικότητα των 

ινιδίων κολλαγόνου αυξήθηκε με την αύξηση του μηχανικού φορτιού, ενώ η διάμετρος 

των ινιδίων μειώθηκε.  
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Μια άλλη κατεύθυνση χρήσης του AFM είναι η αξιοποίηση του για μελέτη νέο-

σχηματιζόμενων ινιδίων/ινών κολλαγόνου και η διερεύνηση πως οι διάφοροι παράμετροι 

επηρεάζουν το σχηματισμό τους. Οι Hoshi et al. [225] παρουσίασαν για πρώτη φορά τη 

διαδικασία σχηματισμών νέων ινιδίων κολλαγόνου από συγκεκριμένη κυτταρική σειρά 

(osteoblast cell line) με AFM σε υγρό περιβάλλον. Οι μετρήσεις τους έδειξαν ότι τα 

ινίδια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν είχαν διαμέτρους 30-300 nm και παρουσίαζαν τη 

χαρακτηριστική D-περιοδικότητα των 60-70 nm. Επίσης, παρατήρησαν και το 

σχηματισμό δομών ινιδίων κολλαγόνου με ελικοειδή (twisted) δομή, παρόμοια με σχοινί 

(rope-like structure), όπως αυτή που είχε παρουσιαστεί προηγουμένως, επίσης με AFM, 

από τους Bozec et al. [226]. Οι Stamov et al. [227] χρησιμοποίησαν το AFM για να 

διερευνήσουν πως συγκεκριμένες πρωτεογλυκάνες, όπως η λουμινάνη (lumican) και η 

δεκορίνη (decorin), ρυθμίζουν το σχηματισμό των ινιδίων κολλαγόνου τύπου Ι. 

Επίσης, καθώς η δομή και οι ιδιότητες των ικριωμάτων κολλαγόνου είναι σημαντικές 

στη μηχανική των ιστών και επηρεάζουν τις αλληλεπιδράσεις με τα κύτταρα, η μελέτη 

τους με AFM παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Οι Dong et al. [228] πολιτικοποίησαν 

με AFM τη δυναμική μηχανική συμπεριφορά σε δείγματα από πορώδη ικριώματα 

κολλαγόνου (κολλαγόνου χιτοζάνης, chitosan). Με την εργασία τους έδειξαν ότι η 

νανοσκληρομέτρηση με AFM είναι κατάλληλη μέθοδος για έλεγχο των μηχανικών 

ιδιοτήτων σε πορώδη ικριώματα κολλαγόνου. Οι Tomaia et al. μέσω AFM διερεύνησαν 

ικριώματα από κολλαγόνο και νανοδομημένα φωσφορικά άλατα ασβεστίου [229]. 

Επίσης, το AFM έχει αξιοποιηθεί για τη διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων κυττάρων, 

υγιών ή παθολογικών (π.χ. καρκινικών), με ικριώματα ή υποστρώματα από ίνες 

κολλαγόνου [230, 231]. Εκτός από το σχηματισμό ικριωμάτων κολλαγόνου, το AFM έχει 

αξιοποιηθεί για να διερευνηθούν διάφορα συστήματα που περιλαμβάνουν το ινώδες 

κολλαγόνο τύπου Ι. Για παράδειγμα, οι Tomoaia et al. διερεύνησαν πως τα ινίδια 

κολλαγόνου τύπου Ι συν-οργανώνονται με αντικαρκινικά φάρμακα [232, 233]. Οι 

τεχνικές του AFM επέτρεψαν την απεικόνιση των σχηματιζόμενων νανοδομών και τον 

καθορισμό της επιφανειακής τους τραχύτητας. Ο συνδυασμός αυτός κολλαγόνου με 

φάρμακα και ο χαρακτηρισμός τους με AFM ανοίγει νέους ορίζοντες για την ανάπτυξη 

νέων φαρμακευτικών σκευασμάτων. Επιπλέον, το AFM έχει χρησιμοποιηθεί για το 

χαρακτηρισμό δειγμάτων από ετερογενή μείγματα από θραύσματα κολλαγόνου, τα οποία 

γενικά μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως βασικά συστατικά φαρμακευτικών 

σκευασμάτων για επούλωση πληγών [234]. 

Τέλος, νέες τεχνικές AFM αναπτύσσονται συνεχώς και διευρύνουν τις δυνατότητες 

μελέτης των χαρακτηριστικών ινών κολλαγόνου στη νανοκλίμακα. Για παράδειγμα, μια 

τέτοια τεχνική είναι η θερμική μικροσκοπία σάρωσης (scanning thermal microscopy) 

[235, 236]. Αυτή η τεχνική συνδυάζει τις ικανότητες της μικροσκοπίας AFM με αυτές 

της θερμομηχανικής ανάλυσης και της διαφορικής θερμικής ανάλυσης (differential 
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thermal analysis). Μέσω της χρήσης θερμικά ελεγχόμενων ακίδων, είναι δυνατή η 

ταυτόχρονη καταγραφή της τοπογραφίας του δείγματος και της θερμομηχανικής 

απόκριση του. Αυτή η τεχνική χρησιμοποιήθηκε με επιτυχία για το χαρακτηρισμό της 

θερμικής απόκρισης φυσικών ινών κολλαγόνου και ζελατίνης (δηλαδή θερμικά 

μετουσιωμένου κολλαγόνου), ενώ η δυνατή εφαρμογής της τεχνικής σε ιστούς από οστά 

παρουσιάστηκε επίσης με επιτυχία [98]. Εκτός από την καταγραφή των θερμοκρασιών 

μετάπτωσης (thermal transitions), οι Bozec et al. παρατήρησαν μείωση της D-

περιοδικότητας λόγω θερμικής μετουσίωσης. Μια πιθανή εξήγηση που δόθηκε, είναι ότι 

η υπερδομή της τριπλής έλικας πριν το σπάσιμο των διασυνδέσεων, υποβάλλεται σε 

τοπικό ξεδίπλωμα (local unfolding), ώστε να προκύψει μια λιγότερο θερμικά σταθερή 

κατάσταση. Επίσης, η μείωση της D-περιοδικότητας, μπορεί να οφείλεται σε 

συρρίκνωση (shrinkage) των ινών, η οποία είχε παρατηρηθεί και σε προηγούμενη 

εργασία με τεχνικές μικροσκοπίας δεύτερης αρμονικής [237]. Μια άλλη καινοτόμος 

τεχνική του AFM, που έχει χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση ινών κολλαγόνου, είναι η 

Μικροσκοπία Απόκρισης Πιεζοηλεκτρικών Δυνάμεων (Piezoresponse Force 

Microscopy, PFM) [238, 239]. Η PFM μικροσκοπία επιτρέπει το νανοχαρακτηρισμό των 

πιεζοηλεκτρικών ιδιοτήτων των δειγμάτων με υψηλή ευαισθησία και χωρική ανάλυση. 

Οι Minari-Jolandan and Yu, διερεύνησαν την πιεζοηλεκτρική απόκριση μεμονωμένων 

ινιδίων κολλαγόνου τύπου Ι κατά μήκος της αξονικής και ακτινικής κατεύθυνσης τους 

(Εικόνα 38) [240].  

 

Εικόνα 38: Σχηματική αναπαράσταση της λειτουργίας της PFM μικροσκοπίας για την διερεύνηση της 

πιεζοηλεκτρικής απόκρισης μεμονωμένων ινιδίων κολλαγόνου τύπου Ι [Προσαρμοσμένο από Minari-

Jolandan and Yu, 2009 [240]].  
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Τα αποτελέσματα τους, έδειξαν ότι τα ινίδια παρουσιάζουν μονοπολική αξονική πόλωση 

(unipolar axial polarization) και συμπεριφέρθηκαν κυρίως ως διατμητικά πιεζοηλεκτρικά 

υλικά, ενώ δεν παρατηρήθηκε καθόλου πιεζοηλεκτρική απόκριση στην ακτινική 

κατεύθυνση των ινιδίων. Πολύ πρόσφατα, οι Denning et al., διερεύνησαν με PFM τις 

πιεζοηλεκτρικές ιδιότητες ευθυγραμμισμένων μεμβρανών κολλαγόνου, παρουσιάζοντας 

ότι η πιεζοηλεκτρική απόκριση των μεμβρανών ήταν μια τάξη μικρότερη από αυτή των 

μεμονωμένων ινιδίων κολλαγόνου [241]. Αυτή η μειωμένη απόκριση αποδόθηκε στη 

λιγότερο διατεταγμένη μοριακή δομή των μεμβρανών κολλαγόνου, συγκρινόμενη με 

αυτή των ινιδίων κολλαγόνου με D-περιοδικότητα. 

 

Β.2.3.4 ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΠΟΓΡΑΦΙΑΣ ΚΑΙ ΜΗΧΑΝΙΚΩΝ ΙΔΙΟΤΗΤΩΝ ΜΟΡΙΟΥ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ  

Παρόλο που η μηχανική συμπεριφορά διάφορων ιστών με βάση το κολλαγόνο (όπως οι 

τένοντες και τα οστά) διερευνάται για δεκαετίες, υπάρχει ακόμα σχετικά μικρή 

κατανόηση της μοριακής βάσης για τις συγκεκριμένες ιδιότητες τους. Οι διάφοροι ιστοί 

πλούσιοι σε κολλαγόνο τύπου Ι, όπως τα οστά και οι τένοντες, παρόλο που δομικά 

αποτελούνται από το ίδιο κολλαγόνο, έχουν αναπτύξει διαφορετικές λειτουργίες στους 

ζωντανούς οργανισμούς. Σε μια προσπάθεια για κατανόηση της σύνδεσης μεταξύ των 

μηχανικών ιδιοτήτων αυτών των δομών κολλαγόνου στην μακρο- και μικρο- κλίμακα, 

γίνεται μελέτη με AFM σε μόρια τροποκολλαγόνου από κολλαγόνο τύπου Ι, τόσο 

τοπολογικά όσο και με φασματοσκοπία δύναμης (force spectroscopy). 

Παρόλο που οι περισσότερες εργασίες επικεντρώνονται σε ινίδια και ίνες κολλαγόνου, ή 

σε ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνου, έχουν γίνει έρευνες οι οποίες επικεντρώνονται στη 

δομή και τις ιδιότητες της τριπλής έλικας του μορίου του κολλαγόνου (του 

τροποκολλαγόνου) χρησιμοποιώντας AFM. Ο Mertig et al. [242] παρουσίασαν μιαν 

ανάλυση για μια in vitro παραγόμενη διαμόρφωση πλέγματος κολλαγόνου σε 2 

διαστάσεις, όπου κατόρθωσαν να απομονώσουν ένα ξεχωριστό μονομερές κολλαγόνου 

και παρατηρήθηκε ότι το μονομερές δεν υφίσταται μετουσίωση κατά την προσρόφηση 

σε φύλλο mica. Πιο πρόσφατα, οι Sun et al. [243] χρησιμοποίησαν οπτικές τσιμπίδες 

(optical tweezers) για να χαρακτηρίσουν τη μηχανική συμπεριφορά του κολλαγόνου, και 

συγκεκριμένα την ελαστικότητα του. Στην εργασία τους, χρησιμοποίησαν 

προκολλαγόνο, την πρόδρομη μορφή του μονομερούς κολλαγόνου. Το προκολλαγόνο 

έχει ομάδες κυστίνης (cysteine groups) και στα δύο άκρα, οι οποίες επιτρέπουν 

ισοσθενείς δεσμούς με την επιφάνεια, χωρίς όμως ελεγχόμενο προσανατολισμό.  

Το AFM μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση δυναμικών διαδικασιών 

των μορίων του κολλαγόνου. Προς αυτή τη ερευνητική κατεύθυνση, το AFM έχει 

χρησιμοποιηθεί για να απεικονιστεί η διαδικασία σχισίματος (cleavage) 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

98 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

τροποκολλαγόνου από μεταλλοπρωτεϊνάση του πλέγματος (Matrix Metalloproteinase, 

MMP) [244]). Η παρεχόμενη πληροφορία γίνεται ακόμα πιο χρήσιμη όταν οι 

δυνατότητες όμως του AFM χρησιμοποιηθούν για απεικόνιση σε πραγματικό χρόνο. Οι 

Lin et al. (1999) διερεύνησαν σε πραγματικό χρόνο την πρωτεόλυση μορίων κολλαγόνου 

τύπου Ι από κολλαγενάση [245], ενώ οι Paige et al. (2002) και οι Zheng el al. (2011) την 

ενζυματική αποδόμηση του κολλαγόνου τύπου Ι [183, 246]. Σε πραγματικό χρόνο έγινε 

επίσης δυνατή η μελέτη και η απεικόνιση σε υψηλή ανάλυση των βημάτων ανάπτυξης 

των μορίων κολλαγόνου σε ινίδια κατά τη διαδικασία αυτοδιαμόρφωση τους [196].  

Σε μια πολύ πρόσφατη εργασία, οι Su et al. [184] διερεύνησαν τη δυναμική απόκριση 

(π.χ. την αυτοδιαμόρφωση και τις δυνάμεις προσκόλησης) μορίων κολλαγόνου καθώς 

αλληλεπιδρούσαν με υδρόφοβες και υδρόφιλες επιφάνειες σε διαφορετικές θερμοκρασίες 

με τη χρήση AFM σε υγρό περιβάλλον. Τα αποτελέσματα τους, έδειξαν ότι ανεξάρτητα 

με το αν η επιφάνεια ήταν υδρόφιλή ή υδρόφοβη, τα μικρο-ινίδια κολλαγόνου που 

σχηματίστηκαν και αυτοδιαμορφώθηκαν, κατανεμήθηκαν σύμφωνα με τις αλλαγές των 

μηχανικών ιδιοτήτων των μορίων στα διάφορα στάδια της αυτοδιαμόρφωσης. Επίσης, σε 

μια παλαιότερη εργασία, οι Tagami et al. [247] διερεύνησαν, σε υγρό περιβάλλον και σε 

περιβάλλον υψηλού κενού, την τοπογραφία και τις δυνάμεις μεμονωμένων μορίων 

κολλαγόνου τα οποία ήταν προσροφημένα σε επιφάνειες γραφίτη. Οι μετρήσεις τους 

παρουσίασαν, ότι οι διαστάσεις (κυρίως οι διαφορές ύψους μεταξύ προλίνης και 

γλυκίνης) του μορίου του κολλαγόνου είναι μικρότερες στο νερό από ότι στο υψηλό 

κενό. Οι Fanz and Muller [248] χρησιμοποίησαν AFM μικροσκοπία ολίσθησης χρόνου 

(time-lapse microscopy) για να διερευνήσουν την αυτοδιαμόρφωση μοριών κολλαγόνου 

σε ίνες. Η τεχνική αυτή επέτρεψε τόσο την απεικόνιση δομικών λεπτομερών της 

αρχιτεκτονικής των μορίων και ινιδίων κολλαγόνου όσο και τη λήψη πληροφοριών 

σχετικά με τους μηχανισμούς και τη δυναμική του σχηματισμού των ινιδίων από μόρια 

κολλαγόνου.  

Οι L. Bozec και M Horton [11] μελέτησαν τις τοπογραφικές και μηχανικές ιδιότητες του 

μονομερούς κολλαγόνου τύπου Ι χρησιμοποιώντας AFM. Επικεντρώθηκαν στην 

κατανόηση της θεμελιώδους μηχανικής συμπεριφοράς του μονομερούς, και πως 

αποκρίνεται το μονομερές στην εφαρμογή τάνυσης. Η διερεύνηση των μηχανικών 

ιδιοτήτων του μονομερούς ήταν δυνατή μόνο, αν μπορούσαν  να καταφέρουν μιαν 

ελεγχόμενη κάλυψη με το μονομερές. Ρυθμίζοντας τις παραμέτρους εναπόθεσης, αρκετά 

πειράματα πραγματοποιήθηκαν που οδήγησαν στη μελέτη της τοπολογίας του 

μονομερούς χρησιμοποιώντας απεικόνιση υψηλής ανάλυσης. Μια επαναλαμβανόμενη 

ζώνη (επαναλαμβανόμενο πρότυπο) αναγνωρίστηκε κατά μήκος του μονομερούς, της 

οποίας η κλίση ανταποκρίνεται στη θεωρητική τιμή της «κλίσης-περιέλιξης». Άλλα 

αποτελέσματα επίσης έδειξαν ότι ο προσανατολισμός που επιτεύχθηκε σε μιαν επιφάνεια 

mica εξαρτάται από τη συγκέντρωση του μονομερούς που χρησιμοποιήθηκε. Ακόμα και 

αν αυτός δεν ήταν ο κύριος στόχος αυτών των πειραμάτων, αυτό ήταν ένα πολύ 
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ενδιαφέρον αποτέλεσμα καθώς μπορεί να είναι ένα πρώτο βήμα για την ελεγχόμενη 

εναπόθεση, το επιφανειακό πρότυπο και την ινιδιογένεση, διαδικασίες οι οποίες πρέπει 

να ελεγχθούν-ρυθμιστούν στην ανάπτυξη τεχνητών, υλικών με βάση το κολλαγόνο για 

τη μηχανική των ιστών και των εφαρμογών. Υπολογίστηκε η τιμή του ενεργού μήκους 

του μορίου αλλά. αυτή η τιμή ήταν μικρότερη από αυτή που δίνεται από απευθείας 

μέτρηση. Αυτό εξηγήθηκε με το ότι δεν ήταν ολόκληρο το μόριο τεντωμένο κατά την 

διαδικασία μέτρησης της δύναμης και το γεγονός αυτό μπορεί να σχετιστεί με την 

απουσία ισοσθενούς δεσίματος μεταξύ του προβολού, του δείγματος και του 

υποστρώματος στην συγκεκριμένη πειραματική διαδικασία. Επίσης, πρόσφατα, oι Bitler 

et al. χρησιμοποίησαν το AFM σε tapping mode για να διερευνήσουν τις μηχανικές 

ιδιότητες στο μονομερές κολλαγόνο (τροποκολλαγόνο), στις τριπλές έλικες δηλαδή του 

κολλαγόνου τύπου Ι [249]. Σε αυτή την εργασία μετρήθηκαν γωνίες και αποστάσεις 

μεταξύ σταθερών τμημάτων της τριπλής έλικας και αναλύθηκαν ώστε να υπολογιστούν 

οι μηχανικές ιδιότητες για συγκεκριμένα μεμονωμένα τμήματα της τριπλής έλικας. Η 

κατανόηση των μηχανικών ιδιοτήτων των μορίων του κολλαγόνου μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για να διερευνηθούν οι πολύπλοκοι μηχανισμοί που διέπουν τις 

μηχανικές ιδιότητες του κολλαγόνου. Γενικά, η κατανόηση της μηχανικής απόκρισης του 

τροποκολλαγόνου τύπου Ι μπορεί οδηγήσει σε μια πιο ολοκληρωμένη κατανόηση των 

χαρακτηριστικών των καμπυλών δύναμης-τάνυσης των διάφορων ιστών πλούσιων σε 

κολλαγόνο. Το αποτέλεσμα τέτοιων δεδομένων μπορούν να οδηγήσουν σε καλύτερη 

κατανόηση των βλαβών που προκαλούνται στους ιστούς που δέχονται μεγάλες 

μηχανικές καταπονήσεις, όπως είναι οι τένοντες. Αυτά τα πειράματα πρόσφεραν μιαν 

προκαταρκτική προσέγγιση για ένα ολοκληρωμένο μοντέλο του κολλαγόνου ξεκινώντας 

από ένα ξεχωριστό μόριο μέχρι ολόκληρο ιστό. 

Παρά το γεγονός ότι το AFM μπορεί να λειτουργήσει σχεδόν κάτω από οποιαδήποτε 

περιβαλλοντική συνθήκη (κενό, αέρας, υγρό περιβάλλον), οι περισσότερες εργασίες που 

δημοσιεύονται περιλαμβάνουν τη χρήση του AFM στον αέρα. Αυτό οφείλεται, κυρίως, 

στο ότι η απεικόνιση σε υγρό περιβάλλον είναι μια ιδιαίτερα επίπονη διαδικασία. 

Βέβαια, για μετρήσεις μορφολογίας του κολλαγόνου, η απεικόνιση στον αέρα δεν 

παρουσιάζει κάποιους περιορισμούς και μπορεί αδιαμφισβήτητα να προσφέρει ιδιαίτερα 

σημαντικές πληροφορίες για το κολλαγόνο. Όταν όμως οι εργασίες αποσκοπούν στη 

μέτρηση μηχανικών ιδιοτήτων σε δείγματα κολλαγόνου, είναι καλύτερο να 

χρησιμοποιηθούν συνθήκες υγρού περιβάλλοντος, καθώς οι μηχανικές ιδιότητες 

αλλάζουν κατά τη διαδικασία της αποξήρανσης. Για παράδειγμα, η επίδραση της 

ενυδάτωσης (hydration) διερευνήθηκε σε απομονωμένα ινίδια κολλαγόνου τύπου Ι από 

τένοντα ουράς ποντικιού και τα αποτελέσματα έδειξαν ότι οι μηχανικές ιδιότητες των 

ινιδίων εξαρτώνται ισχυρά από την παρουσία υγρού, αλλά η D-περιοδικότητα είναι 

ανεξάρτητη [219]. Μάλιστα, παρατηρήθηκε μια αύξηση κατά περίπου τρεις τάξεις 
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μεγέθους στο μέτρο ελαστικότητας στα αποξηραμένα από τα ενυδατωμένα δείγματα 

(1520±860 MPa στον αέρα, έναντι 3.0±0.6 MPa σε υγρό). 

Τέλος, πρέπει να σημειωθεί ότι εκτός από το κολλαγόνο τύπου Ι, στο οποίο 

επικεντρώθηκε η πιο πάνω συζήτηση, το AFM έχει εκτεταμένα χρησιμοποιηθεί για την 

απεικόνιση και χαρακτηρισμό και άλλων τύπων κολλαγόνου, όπως ο τύπος ΙΙ, ΙΙΙ και ΙV 

[250-252]. 

 

Β.2.4 ΜΕΛΕΤΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ AFM 

 

Β.2.4.1 ΓΕΝΙΚΕΣ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΚΑΙ ΔΥΝΑΤΟΤΗΤΕΣ AFM ΓΙΑ ΤΗ ΜΕΛΕΤΗ 

ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

 

Το Μικροσκόπιο Ατομικής Δύναμης έχει χρησιμοποιηθεί εκτεταμένα για την απεικόνιση 

βιολογικών δειγμάτων καθώς συνδυάζει την απεικόνιση υψηλής ανάλυσης με τη 

δυνατότητα απεικόνισης υπό φυσιολογικές συνθήκες. Οι τεχνικές AFM παρέχουν ένα 

ευέλικτο εργαλείο για την απεικόνιση και χειρισμό ζωντανών ή σταθεροποιημένων 

κυττάρων με υπερμοριακή ανάλυση. Η μικροσκοπία κυττάρων με AFM είναι κατάλληλη 

για την απεικόνιση της κυτταρικής μεμβράνης και του κυτταροσκελετού [174, 253, 254]. 

Επιπλέον, το AFM επιτρέπει τη δημιουργία τρισδιάστατων εικόνων στη νανοκλίμακα και 

οι διάφοροι μέθοδοι απεικόνισης του προσφέρουν επιπλέον πληροφορία, όπως μέτρηση 

μηχανικών ιδιοτήτων. Η AFM μικροσκοπία επιτρέπει τη διερεύνηση δομικών 

χαρακτηριστικών στην επιφάνεια των κυττάρων και την ανίχνευση δυνάμεων σε 

μεμονωμένα μόρια των κυττάρων. Χάρη στο εξαιρετικό λόγο σήματος-προς-θόρυβο 

(signal-to-noise ratio), το AFM μπορεί να απεικονίσει απευθείας μεμονωμένες πρωτεΐνες 

της κυτταρικής μεμβράνης με νανομετρική ανάλυση σε υγρό περιβάλλον ή στον αέρα, το 

οποίο αποτελεί σημαντικό πλεονέκτημα έναντι των ηλεκτρονικών μικροσκοπίων. Το 

AFM επιτρέπει την αντιμετώπιση κρίσιμων ερωτημάτων σε βασικούς τομείς της 

κυτταρικής βιολογίας, συμπεριλαμβανομένης της κυτταρικής προσκόλλησης και 

σηματοδότησης, της εμβρυϊκής ανάπτυξης, της κυτταρικής διαίρεσης και σχήματος, της 

ανάπτυξης των ιστών και της μικροβιακής παθογένειας [255]. 

Το AFM, σε αντίθεση με τα άλλα μικροσκόπια, λειτουργεί με την ακίδα του να σαρώνει  

την επιφάνεια του βιολογικού δείγματος και δημιουργώντας έτσι ένα χάρτη της 

επιφάνειας του δείγματος (Εικόνα 39a). Στη συνέχεια παρουσιάζεται η αρχή λειτουργίας 

του AFM προσαρμοσμένη στην απεικόνιση κυττάρων [255]. Για κάθε σημείο επί της 

επιφάνειας του δείγματος, η ακίδα ανιχνεύει (‘αισθάνεται’) τις τοπικές δυνάμεις, τις 
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οποίες και χρησιμοποιεί για τον έλεγχο ανάδρασης και τη δημιουργία της εικόνας 

(Εικόνα 39b). Η απεικόνιση σε πραγματικό χρόνο με AFM επιτρέπει την απεικόνιση 

μεμονωμένων κυττάρων και των δυναμικών διαδικασιών που λαμβάνουν χώρα κατά την 

ανάπτυξη ή κίνηση των κυττάρων, όπως νανοδομικές αλλαγές οι οποίες προκαλούνται 

από παράγοντες ανάπτυξης ή αλληλοεπιδράσεις με φάρμακα (Εικόνα 39c). Οι μέθοδοι 

μετρήσεις δυνάμεων με AFM στα κύτταρα περιλαμβάνουν τη φασματοσκοπία δύναμης 

μεμονωμένων μορίων των κυττάρων, την αναγνώριση και χαρτογράφηση των μορίων 

(molecular recognition mapping) και τη φασματοσκοπία δυνάμεων μεμονωμένων 

κυττάρων. Αυτές οι μέθοδοι μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον προσδιορισμό και την 

ποσοτικοποίηση  των αλληλεπιδράσεων σε βιολογικά συστήματα σε ένα εύρος από 

κλίμακες, εκτεινόμενες από τα κύτταρα μέχρι μεμονωμένα μόρια. Σε πολλές 

περιπτώσεις, η ακίδα του AFM τροποποιείται με συγκεκριμένα βιομόρια (η ακόμα και 

κύτταρα) ώστε να μετρηθούν οι δυνάμεις που ασκούνται μεταξύ της τροποποιημένης 

ακίδας και του κυττάρου (Εικόνα 39d). 

 

Εικόνα 39 Μικροσκοπία AFM σε ζωντανά κύτταρα. a) Σε αντίθεση με άλλες τεχνικές μικροσκοπίας, το 

AFM λειτουργεί με αισθητήρα τις μικροσκοπικές δυνάμεις μεταξύ της ακίδας του μικροσκοπίου και 

της κυτταρικής επιφάνειας. b) Κατά τη λειτουργία απεικόνισης, η ακίδα σαρώνει την επιφάνεια των 

κυττάρων (βέλη) προκειμένου να δημιουργήσει το επιφανειακό περίγραμμα της επιφάνειας 

(διακεκομμένη γραμμή) c) Στις τεχνικές μετρήσεις δυνάμεων, η ακίδα του AFM χρησιμοποιείται για τη 

μέτρηση δυνάμεων μεταξύ κυττάρου-επιφάνειας ή κυττάρου-κυττάρου. Για παράδειγμα η ακίδα μπορεί 

να τροποποιηθεί με έναν υποδοχέα για να εξετάσει τις αλληλεπιδράσεις κυττάρου υποδοχέα. d). Στις 

περισσότερες εφαρμογές μέτρησης δυνάμεων απαιτείται η κατάλληλη τροποποίηση της ακίδας ώστε να 

ανιχνευτούν συγκεκριμένες βιολογικές, χημικές ή κυτταρικές αλληλεπιδράσεις. [Προσαρμοσμένο από 

Muller and Dufrene, (2011) [255]]. 

Ο συνδυασμός του AFM  με άλλες τεχνικές, όπως οπτική μικροσκοπία και η 

μικροσκοπία φθορισμού, δείχνουν ότι το AFM είναι ένα ισχυρό εργαλείο για την 

απεικόνιση κυττάρων [256-261]. Οι εικόνες από οπτικά μικροσκόπια γενικά 

απεικονίζουν μεγάλο μέρος από το σώμα των κυττάρων και σε πολλές περιπτώσεις 

ανάλογα με τους φακούς του μικροσκοπίου και το προς μελέτη δείγμα μεγάλο αριθμό 
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από κύτταρα. Το συνεστιακό μικροσκόπιο μπορεί επιπλέον να προσφέρει οπτικές τομές 

κατά μήκος του z-άξονα, αλλά είναι δύσκολο να απεικονιστούν επιφανειακά 

χαρακτηριστικά του κυττάρου. Η αντίθεση στα οπτικά μικροσκόπια προέρχεται κυρίως 

από διαφορές στο δείκτη διάθλασης ή από τη μέθοδο επισήμανσης που χρησιμοποιείται.  

Οι εικόνες κυττάρων από AFM προσφέρουν ένα συνδυασμό από επιφανειακές και 

μηχανικές ιδιότητες των κυττάρων. Η ισορροπία μεταξύ της παρεχόμενης πληροφορίας 

εξαρτάται από τον τύπο των κυττάρων και από τη μέθοδο και τις ρυθμίσεις που 

χρησιμοποιούνται. Οι τεχνικές του AFM είναι ιδιαίτερα καλές για τη διερεύνηση της 

κυτταρικής μεμβράνης και του κυτταροσκελετού. Οι εικόνες παρέχουν πραγματική 

τρισδιάστατη πληροφορία, ενώ η απεικόνιση στην περίπτωση ζωντανών κυττάρων 

μπορεί να πραγματοποιηθεί σε υγρό περιβάλλον (όπως το θρεπτικό μέσο των κυττάρων) 

χωρίς την ανάγκη χρήσης κάποιας μεθόδου επισήμανσης, χρώσης ή σταθεροποίησης 

[253, 257]. Το AFM επιπλέον παρέχει δυνατότητες για ποσοτική μέτρηση δυνάμεων 

προκειμένου να διερευνηθούν οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ κυττάρου-επιφάνειας ή 

κυττάρου-κυττάρου. Οι ποσοτικές μετρήσεις που μπορεί να προσφέρει το AFM 

περιλαμβάνουν δυνάμεις προσκόλλησης σε μιαν επιφάνεια, δυνάμεις που προκαλούν τα 

κύτταρα κατά την κίνηση τους και δυνάμεις αντοχής των κυττάρων. Επιπλέον, η ακίδα 

του μικροσκοπίου μπορεί να τροποποιηθεί κατάλληλα ώστε να διεγείρει τα κύτταρα με 

συγκεκριμένες αλληλεπιδράσεις. Για παράδειγμα, στην ακίδα μπορούν να 

προσκολληθούν με κατάλληλες τεχνικές πεπτίδια ή αντισώματα. Με αυτό τον τρόπο το 

AFM μπορεί να χρησιμοποιηθεί και ως ένα όργανο για διέγερση ή τροποποίηση των 

κυττάρων. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η χρήση του AFM σε συνδυασμό με μικροσκοπία 

φθορισμού, είτε συνδυασμένα σε ένα σύστημα είτε από δυο μικροσκόπια [256, 257]. Ο 

συνδυασμός AFM με οπτικά μικροσκόπια μπορεί να προσφέρει συμπληρωματική 

πληροφορία η οποία μπορεί να συνδυαστεί για καλύτερη διερεύνηση των κυττάρων και 

του περιβάλλοντος τους. Οι συνδυαστικές τεχνικές προσφέρουν νέα πειραματικά πεδία 

τα οποία μελετούν τα κύτταρα και την απόκριση τους σε διαφορετικά ερεθίσματα.  

Μια από τις επαναστατικές δυνατότητες του AFM, για το πεδίο της απεικόνισης των 

κυττάρων, είναι η απεικόνιση ζωντανών κυττάρων [262-265]. Τα ζωντανά κύτταρα είναι 

μαλακά και είναι μηχανικά ανομοιογενή. Ο κυτταροσκελετός τους διαμορφώνει ένα 

άκαμπτο πλέγμα το οποίο ελέγχει και στηρίζει το σχήμα των κυττάρων σε κάθε στιγμή 

και κατά την κίνηση τους. Ο πολυμερισμός και ο αποπολυμερισμός των διάφορων 

συστατικών των ινών του κυτταροσκελετού επιτρέπει στα κύτταρα να αντέχουν στην 

έκταση ή  τη συμπίεση, και να έχουν γρήγορη απόκριση στις αλλαγές του σχήματος του 

κυττάρου. Διαφορετικά μέρη του κυττάρου την ίδια στιγμή μπορεί να εκτείνονται ή να 

ανασύρονται. Στα ζωντανά κύτταρα οι λεπτομέρειες στις εικόνες από AFM συχνά 

επηρεάζονται από το κυτταροσκελετό. Η μεμβράνη είναι τόσο μαλακή συγκρινόμενη με 
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τις ίνες του κυτταροσκελετού ώστε αυτή η διαφορά στη σκληρότητα παρέχει ισχυρή 

αντίθεση στις εικόνες. Αυτό είναι ιδιαίτερα εμφανές σε κύτταρα με πολύ αναπτυγμένο 

κυτταροσκελετό, όπως είναι οι ινοβλάστες. Σε αυτή την περίπτωση τα κύτταρα είναι 

μηχανικά πιο ανθεκτικά και η μορφολογία τους επηρεάζεται από τις ίνες του 

κυτταροσκελετού. Η χρήση της απεικόνισης ζωντανών κυττάρων με AFM εμφανίστηκε 

ως εναλλακτική μέθοδος της οπτικής μικροσκοπίας, η οποία και θα πρόσφερε πολύ 

υψηλότερη ανάλυση [17]. Πράγματι το AFM προσέφερε πολλά στη μελέτη των 

κυττάρων αν και σύμφωνα με κάποιους ερευνητές το πεδίο δεν έχει κάνει ιδιαίτερη 

πρόοδο τα τελευταία χρόνια. Η σημαντικότερη πρόοδος έχει γίνει από το συνδυασμό της 

AFM με την οπτική μικροσκοπία και από τη χρήση του AFM για τη μέτρηση μηχανικών 

ιδιοτήτων.  

Πρέπει να σημειωθεί όμως ότι παρά τις ελκυστικές δυνατότητες απεικόνισης ζωντανών 

κυττάρων, η απεικόνιση σταθεροποιημένων κυττάρων συνεχίζει να είναι η δεσπόζουσα 

τεχνική καθώς προσφέρει σημαντικές δυνατότητες και σε πολλές περιπτώσεις παρέχει 

πληροφορία η οποία είναι αδύνατον να ληφθεί με απεικόνιση ζωντανών κυττάρων. Οι 

διάφορες τεχνικές σταθεροποίησης συνήθως κάνουν τη μεμβράνη του κυττάρου πιο 

σκληρή μέσω της ανάπτυξης σταυροδεσμών στις πρωτεΐνες της μεμβράνης. Όταν τα 

κύτταρα σταθεροποιηθούν, παραμένουν αναλλοίωτα (για αρκετό χρονικό διάστημα 

ανάλογα με την τεχνική που χρησιμοποιείται) και μπορούν να απεικονιστούν χωρίς να 

αλλάζει η κατάσταση ή οι λειτουργίες τους. Το γεγονός ότι η επιφάνεια του κυττάρου 

γίνεται πιο σκληρή έχει ως αποτέλεσμα στις εικόνες του AFM να φαίνονται περισσότερο 

χαρακτηριστικά της μεμβράνης, όπως οι μικρολάχνες (microvilli), παρά χαρακτηριστικά 

του κυτταροσκελετού [174, 253, 266]. Εκτός από τα ζωικά κύτταρα, το AFM μπορεί να 

προσφέρει πολύ αξιόπιστες απεικονίσεις μικροβίων λόγω της σαφώς καθορισμένης και 

άκαμπτης φύσης της μικροβιακής κυτταρικής επιφάνειας [255]. Πρέπει να σημειωθεί ότι 

παρά τα πλεονεκτήματα, το AFM υστερεί στο γεγονός ότι στερείται της δυνατότητας 

συγκεκριμένης επισήμανσης, δηλαδή δεν μπορεί να επισημανθούν ή να εντοπιστούν 

συγκεκριμένα συστατικά σε ζωντανά κύτταρα.  

Μια από τις πιο σημαντικές περιοχές όπου το AFM μπορεί να προσφέρει σημαντική 

πληροφορία, είναι η απεικόνιση της μεμβράνης των κυττάρων και ιδιαίτερα των 

πρωτεϊνών της [267]. Οι μεμβράνες είναι ζωτικής σημασίας για την κυτταρική ζωή, 

δεδομένου ότι συμμετέχουν σε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες και διαχωρίζουν τα 

διάφορα φυσικά συστατικά. Η επικοινωνία και η αλληλεπίδραση μεταξύ των κυττάρων 

και μεταξύ επιμέρους συστατικών εντός του κυττάρου επιτυγχάνεται μέσων των 

πρωτεϊνών της μεμβράνης. Οι πρωτεΐνες αυτές είναι σημαντικές για πολλές θεμελιώδεις 

βιολογικές διεργασίες, όπως η μετάδοση σημάτων και μορίων. Επομένως, η απεικόνιση 

και ο νανοχαρακτηρισμό τους με AFM μπορεί να προσφέρει σημαντική πληροφορία στο 

πεδίο της βιολογίας των κυττάρων.  
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Γενικά, οι αλλαγές στο σχήμα των κυττάρων είναι κρίσιμες για την ανάπτυξη των 

κυττάρων, τη διαίρεση και το θανάτου τους [255]. Ο έλεγχος για το σχήμα του κυττάρου 

βασίζεται τόσο στις ενδομοριακές μηχανικών αλληλεπιδράσεων όσο στις 

αλληλεπιδράσεις του κυττάρου με το περιβάλλον. Όταν τα κύτταρα μιας καλλιέργειας 

ιστού εισέρχονται στη φάση της μίτωσης, υφίστανται μια δραματική αλλαγή στο σχήμα 

τους. Τα κύτταρα εν μέρει αποκολλούνται από το υπόστρωμα και γίνονται στρογγυλά, 

αφήνοντας ίνες ανάκλησης (retraction fibers) προσκολλημένες στο υπόστρωμα. Τα 

μιτωτικά κύτταρα παραμένουν σφαιρικά, μέχρι να χωριστούν σε δύο θυγατρικά κύτταρα. 

Η πρόκληση αυτή σφαιρικού σχήματος στα μιτωτικά κύτταρα πιστεύεται ότι διευκολύνει 

την οργάνωση εντός του κυττάρου κατά τη διάρκεια της μίτωσης και είναι αναγκαία για 

τις γεωμετρικές απαιτήσεις του διαχωρισμού.  

Η μικροσκοπία AFM έχει χρησιμοποιηθεί για την απεικόνιση της μορφολογίας 

αναπτυσσόμενων καρκινικών κυττάρων και των εμπλεκόμενων διαδικασιών [268]. 

Ωστόσο, ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δοθεί καθώς οι διάφορες διαδικασίες στερέωσης 

που χρησιμοποιούνται μπορεί να επηρεάσουν τις ιδιότητες των κυττάρων. Τα 

μετασχηματισμένα κύτταρα που σχετίζονται με την ογκολογία διαφέρουν από τα 

φυσιολογικά κύτταρα ως προς τη μορφολογία τους, την ανάπτυξη τους, την οργάνωση 

του κυτταροσκελετού τους και τις αλληλεπιδράσεις τους τόσο μεταξύ του εξωκυττάριου 

πλέγματος είτε μεταξύ κυττάρου-κυττάρου [269]. Η μικροσκοπία AFM είναι ικανή να 

ανιχνεύσει τις περισσότερες από αυτές τις αλλαγές. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός 

ότι στις περισσότερες από τις εργασίες στο πεδίο αυτό χρησιμοποιούν το AFM για να 

προσφέρει συμπληρωματική πληροφορία παράλληλα με άλλες τεχνικές. Τα 

πλεονεκτήματα του AFM έναντι άλλων τεχνικών μικροσκοπίας όσον αφορά τη μελέτη 

καρκινικών κυττάρων, συνοψίζονται στην ικανότητα του AFM να ανιχνεύει 

επιφανειακές αλληλεπιδράσεις, τη μεγάλη ευαισθησία του στην ανίχνευση κατακόρυφων 

μετατοπίσεων (στον άξονα Z) και τη δυνατότητα μέτρησης της ακαμψίας και των 

μηχανικών ιδιοτήτων των κυττάρων. 

Η μηχανική των κυττάρων μπορεί να μελετηθεί τόσο με στατικές όσο και δυναμικές 

μετρήσεις [269]. Οι στατικές μετρήσεις πραγματοποιούνται όταν η ακίδα του AFM 

παραμορφώνει την επιφάνεια του κυττάρου σιγά-σιγά, ενώ στις δυναμικές μετρήσεις η 

ακίδα ταλαντώνεται με υψηλή συχνότητα. Στην περίπτωση των ελαστικών υλικών, όπως 

είναι και τα κύτταρα, οι στατικές μετρήσεις μπορούν να αντιληφθούν με όρους ακαμψίας 

και με μετρήσεις του μέτρου ελαστικότητα- (Young modulus
†††

) [270] (Εικόνα 40). Στις 

δυναμικές μετρήσεις χαρακτηρίζονται από το χαρακτηρισμό δύο μέτρων ακαμψίας, της 

αποθήκευσης (storage) και της απώλειας (loss). Ωστόσο , προς το παρόν σχεδόν όλες οι 

                                                
††† Young’s modulus (μέτρο ελαστικότητας). Είναι μια χαρακτηριστική σταθερά ενός υλικού, η οποία δίδει 

ένα μέτρο της ελαστικότητας του, ορίζοντας τη σχέση μεταξύ της επιβαλλόμενης εντατικής κατάστασης 

και της αναπτυσσόμενης παραμόρφωσης. 



Β :  Θ Ε Ω Ρ Η Τ Ι Κ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ  

Β . 2  Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς   

 

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 105 

μελέτες των καρκινικών κυττάρων είναι στατικές. Αυτό μπορεί να εξηγηθεί από τις 

δυσκολίες έλεγχου των πολλών εμπλεκόμενων παραμέτρων της πειραματικής διάταξης 

και της θεωρίας για την επεξεργασία των δεδομένων. Επιπλέον, ο λόγος για 

παρατηρούμενες διαφορές μεταξύ των φυσιολογικών και καρκινικών κυττάρων, ακόμη 

και στη στατική περίπτωση, δεν είναι ακόμη απολύτως σαφής. 

 

Εικόνα 40 Η σταθερά του Young για διαφορετικά υλικά. Το διάγραμμα παρουσιάζει ένα φάσμα από πιο 

σκληρά προς πιο μαλακά υλικά: ατσάλι > οστά > κολλαγόνο > ζελατίνη > κύτταρα. Φαίνεται ότι ακόμη 

και μεταξύ των κυττάρων υπάρχει διαφοροποίηση ως προς το μέτρο ελαστικότητας τους 

[Προσαρμοσμένο από Sokolov, (2007) [269]]. 

 

Οι εφαρμογές του AFM αναπτύσσουν συνεχώς και πολύ σημαντικά θέματα στην 

κυτταρική βιολογία όπως αυτά των δυνάμεων οι οποίες οδηγούν τα κύτταρα στη 

μετανάστευση και στο σχηματισμό των ιστών [255] ή των ιών πάνω σε κύτταρα [271] 

μπορούν πλέον να μελετηθούν με AFM. Μια ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα χρήση του AFM 

στη μελέτη των κυττάρων, αποτελεί η χρήση του για μικρο-χειρουργική [272]. Η ακίδα 

του AFM, ιδιαίτερα όταν είναι πολύ λεπτή και αιχμηρή, μπορεί να διαπεράσει εύκολα το 

κύτταρο με θανατηφόρες ή όχι επιπτώσεις για το κύτταρο. Επομένως, η δυνατότητα 

άσκησης τοπικής δύναμης σε ζωντανά κύτταρα και με υψηλή χωρική ακρίβεια κάνει το 

AFM ελκυστικό εργαλείο για τη μικροχειρουργική των κυττάρων (Εικόνα 41, πάνω). 

Για παράδειγμα, το AFM μπορεί να διαπεράσει την εξωτερική μεμβράνη του κυττάρου 

(εφαρμόζοντας μια δύναμη 150-200 nN) για να εξετάσει την κατανομή των διαφόρων 

mRNA στο εσωτερικό του κυττάρου. Επιπλέον, η ακίδα του AFM μπορεί να εισαχθεί 

στο εσωτερικό του κυττάρου προκειμένου να μεταφέρει μιαν ουσία (επιμόλυνση, 

transfection), όπως DNA, για να προκαλέσει τη διέγερση του κυττάρου (Εικόνα 41, 

κάτω). Η χρήση του AFM για μικρο-χειρουργική των κυττάρων παρουσιάζει έναν 

αριθμό από πλεονεκτήματα έναντι των συμβατικών τεχνικών με μικρο-βελόνες. Πρώτα 

από όλα, το AFM επιτρέπει την τοποθέτηση της ακίδας με μεγαλύτερη ακρίβεια από 

αυτή των συμβατικών τεχνικών. Επιπρόσθετα, η ακίδα μπορεί να είναι πολύ αιχμηρή, 

ώστε να μπορεί να γίνει παράλληλα καταγραφή δυνάμεων, ενώ η υψηλότερη χωρική 

ακρίβεια μπορεί να κάνει την παρέμβαση της ακίδας πολύ λιγότερο καταστροφική. 
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Εικόνα 41: Η χρήση του AFM για νανοχειρουργική. Πάνω : Η λεπτή ακίδα του AFM η οποία μπορεί να 

πραγματοποιήσει νανο-χειρουργική σε κύτταρα. Κάτω.: Διάγραμμα της διαδικασίας επιμόλυνσης 

κυττάρων με την ακίδα του AFM [Προσαρμοσμένο από Efremov et al., (2011) [272]]. 

 

Β.2.4.2 ΜΕΛΕΤΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΕ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

Το AFM μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως ένα ισχυρό εργαλείο για τη διερεύνηση των 

αλληλεπιδράσεων κολλαγόνου-κυττάρου, δεδομένου ότι το κολλαγόνο αποτελεί βασικό 

συστατικό του εξωκυττάριου χώρου και του μικρο-περιβάλλοντος ανάπτυξης των 

κυττάρων. ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η δυνατότητα ταυτόχρονης απεικόνισης και 

χαρακτηρισμού στη νανοκλίμακα τόσο των κυττάρων όσο και των διαφορετικών 

υποστρωμάτων στα οποία αναπτύσσονται. Οι τεχνικές προς αυτή τη κατεύθυνση 

επιτρέπουν το συσχετισμό της κυτταρικής συμπεριφοράς με τα χαρακτηριστικά του 

υποστρώματος, όπως η τοπογραφία του και οι μηχανικές του ιδιότητες.  Η λειτουργία 

των κυττάρων καθορίζεται ισχυρά από τις ιδιότητες του εξωκυττάριου μικρο-

περιβάλλοντος τους. Βιοφυσικές παράμετροι, όπως η ακαμψία (stiffness) και ο 

προσανατολισμός των ινών στο περιβάλλον πλέγμα είναι καθοριστικοί παράγοντες για 

την κυτταρική προσκόλληση και μετανάστευση. Οι πρωτεΐνες του εξωκυττάριου χώρου, 

όπως οι ίνες κολλαγόνου, προσδένονται σε διαμεμβρανικούς υποδοχείς της οικογένειας 

των ιντεγκρινών, οι οποίες με τη σειρά τους είναι συνδεδεμένες στο κυτταροσκελετό της 

ακτίνης μέσω πρωτεϊνικών προσαρμογέων (Εικόνα 42). Διαδικασίες όπως η 

συντήρηση/διατήρηση του ιστού, η επανόρθωση τραυμάτων, η εισβολή καρκινικών 

κυττάρων και η κυτταρική μορφογένεση εξαρτώνται καθοριστικά από την ικανότητα των 

κυττάρων να αισθάνονται ενεργά, αλλά και να αναδιαμορφώνουν το περιβάλλον τους.   
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Εικόνα 42: Σύνδεση του εδο-κυτταροσκελετού με την εξωκυττάρια μήτρα, και συγκεκριμένα με το 

κολλαγόνο. Δια-μεμβρανικοί υποδοχείς από την οικογένεια των ινεκρινών συνδέονται με πρωτεΐνες του 

εξωκυττάριου χώρου όπως το  κολλαγόνο. Οι ιντεγκρίνες ενώνονται με κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες, 

όπως η διμερές ταλίνη, η οποία και στη συνέχεια δεσμεύει ακτίνη [Προσαρμοσμένο από Ludwig et al., 

(2008) [273]]. 

 

Τόσο in vivo όσο και in vitro το κολλαγόνο αποτελεί ένα από τα πιο βασικά υλικά με το 

οποίο διάφοροι τύποι κυττάρων έρχονται σε επαφή, είτε στον οργανισμό είτε σε 

υποστρώματα κολλαγόνου τα οποία χρησιμοποιούνται για προσομοίωση του 

εξωκυττάριου χώρου. Έχει παρουσιαστεί ότι τα κύτταρα αποκρίνονται στην τοπογραφία, 

στις μηχανικές ιδιότητες [119, 120] και στη δομή του κολλαγόνου [121]. Μελέτες σε 

υποστρώματα με συγκεκριμένα πρότυπα έχουν δείξει ότι η χωρική κατανομή των 

επιφανειακών χαρακτηριστικών του υποστρώματος καθορίζει την κυτταρική απόκριση, 

συμπεριλαμβανομένου του κύριου άξονα των κυττάρων και του πολλαπλασιασμού ή της 

απόπτωσης των κυττάρων [273]. Υλικά με βάση το κολλαγόνου τα οποία έχουν 

ευθυγραμμισμένες ίνες ή πορώδη δομή λειτουργούν καλύτερα ως βιοϋλικά και μπορούν 

να καθοδηγήσουν την κυτταρική συμπεριφορά [122]. Υπάρχουν όμως και περιπτώσεις 

όπου τα κύτταρα μπορούν να επηρεάσουν τα χαρακτηριστικά των υποστρωμάτων. Για 

παράδειγμα, έχει αναφερθεί η ευθυγράμμιση των ινών κολλαγόνων από ινοβλάστες που 

καλλιεργήθηκαν σε υπόστρωμα από γέλη κολλαγόνου gels [274]. Οι Friedrichs et al. 

(2007) καλλιέργησαν οστεβλάστες σε μια νανοσκοπική μήτρα από παράλληλες ίνες 

κολλαγόνου τύπου Ι και απεικόνισαν τα κύτταρα και το υπόστρωμα με AFM [275]. Τα 

αποτελέσματα τους έδειξαν ότι η υψηλή αντοχή σε εφελκυσμό της D-περιοδικότητας 

κατά μήκος των ινιδίων κολλαγόνο επιτρέπουν ισχυρή κυτταρική προσρόφηση, ενώ η 

υψηλή ευκαμψία της μήτρας στον κάθετο προσανατολισμό έχει αντίθετο αποτέλεσμα 

(Εικόνα 43). 
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Εικόνα 43: Μοντέλο που παρουσιάζει το πώς οι διαφορές στην ακαμψία της μήτρας, μεταξύ μήτρων 

από ίνες κολλαγόνου με και χωρίς D-περιοδικότητα. Κατά την ανάπτυξη της κυτταροκαλλιέργειας στις 

μήτρες, τα κύτταρα διερευνούν τις μηχανικές ιδιότητες του υποστρώματος και αναπτύσσουν 

διαφορετικές αποφυάδες. Στις ίνες κολλαγόνου με D-περιοδικότητα παρατηρείται υψηλή κυτταρική 

πρόσφυση κατά μήκος της κατεύθυνσης των ινιδίων. Στις μήτρες όπου οι ίνες δεν παρουσιάζουν D-

περιοδικότητα δεν παρατηρείται πόλωση των κυττάρων [Προσαρμοσμένο από Friedrichs et al., (2007) 

[275]]. 

Τόσο ο προσανατολισμός των ινοβλαστών όσο ο επαναπροσανατολισμός συστατικών 

του εξωκυττάριου, όπως το κολλαγόνο, από τους ινοβλάστες κατέχουν σημαντικό ρόλο 

σε διάφορες φυσιολογικές λειτουργίες, όπως η διαδικασία επούλωσης πληγών. Έχει 

προταθεί ότι η ανάπτυξη των κυττάρων κατά μήκος του κύριου άξονα 

ευθυγραμμισμένων ινών του εξωκυττάριου χώρου οφείλεται στο μηχανισμό που 

ονομάζεται ‘καθοδήγηση επαφής’ (contact guidance) [276-279]. Στην περίπτωση των 

υλικών κολλαγόνου η ακριβής φύση του μηχανισμού με τον οποίο το κολλαγόνο 

καθοδηγεί την κυτταρική ανάπτυξη δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί. Έχει προταθεί ότι η 

D-περιοδικότητα διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο και αναγνωρίζεται από τα κύτταρα και 

επομένως τα κύτταρα αποκρίνονται σε πληροφορίες που κωδικοποιούνται στην D-

περιοδικότητα [36]. Επιπλέον, έχει παρουσιαστεί ότι υπάρχει ένα κατώφλι σε θέματα 

μεγέθους των νανοχαρακτηριστικών της επιφάνειας (~35 nm), κάτω από το οποίο τα 

κύτταρα παύουν να αποκρίνονται. Επομένως, το AFM μέσω της απεικόνισης και του 

νανοχαρακτηρισμού επιφανειακών χαρακτηριστικών μπορεί να επιτρέψει την κατανόηση 

των αλληλεπιδράσεων που διαδραματίζονται μεταξύ κυττάρων και υποστρωμάτων. 

Το AFM επίσης μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για τη μορφομετρική ποσοτικοποίηση 

των πρωτεολυτικών περικυττάριων δραστηριοτήτων (Morphometric Quantification of 
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Pericellular Proteolytic Activity). Καθώς το AFM υπερνικά τους περιορισμούς των 

παραδοσιακών τεχνικών, επιτρέπει την απεικόνιση στην νανοκλίμακα και την 

ποσοτικοποίηση των διαδικασιών στο μικροπεριβάλλον των ζωντανών κυττάρων. Η 

διερεύνηση κυττάρων σε πρωτεϊνικές επιστρώσεις (όπως κολλαγόνο ή ζελατίνη-

αποδιαμορφωμένο δηλαδή κολλαγόνο) έχει δείξει μια σημαντική μείωση στο μέσο ύψος 

και στον όγκο των πρωτεϊνικών επιστρώσεων στο περικυττάριο χώρο των καρκινικών 

κυττάρων [280, 281]. Επίσης, τα αποτελέσματα έδειξαν μιαν απότομη αύξηση στην 

πρωτεολυτική δραστηριότητα στο μικρο-περιβάλλον των διηθητικών κυττάρων (invasive 

cells). 

Τέλος, πρέπει να σημειωθεί ότι το AFM αν και είναι ένα ισχυρό και ευέλικτο εργαλείο, 

παρουσιάζει αρκετούς περιορισμούς. Ένα ζήτημα αφορά τις τεχνικές δυσκολίες που 

συνδέονται με τα πειράματα που αφορούν τα ζωντανά κύτταρα, καθώς η ακριβής 

συλλογή δεδομένων και η εξήγηση τους δεν είναι τετριμμένη και απαιτείται εκτεταμένη 

εμπειρία και μεγάλη υπομονή [255, 282-284]. Ένας από τους πιο σημαντικούς 

παράγοντες που επηρεάζει την ορθότητα των δεδομένων που λαμβάνονται είναι η 

ποιότητα του δείγματος  και της ακίδας που χρησιμοποιείται. Ενώ, στις περιπτώσεις 

τροποποίησης της ακίδας με συγκεκριμένα βιομόρια, ο έλεγχος της διαδικασίας γίνεται 

ακόμα πιο πολύπλοκος [174, 285]. Ένα άλλο πρόβλημα με το AFM είναι ότι παρά τη 

γενικά υψηλή ανάλυση, στην περίπτωση των κυττάρων επιτυγχάνεται μόνο μια ανάλυση 

της τάξης των 10-100 nm, η οποία δεν επιτρέπει την απεικόνιση μεμονωμένων 

συστατικών της κυτταρικής επιφάνειας. Ο κύριος λόγος για αυτό τον περιορισμό είναι η 

πολύ μαλακή επιφάνεια των κυττάρων, καθώς και η δυναμική φύση της με τις 

συνεχόμενες αλλαγές. Ακόμα και όταν επιχειρείται απεικόνιση με χρήση πολύ μικρών 

δυνάμεων (<50 pN) η ακίδα του AFM μπορεί να αποδιαμορφώσει την επιφάνεια του 

κυττάρου, να αυξήσει την επιφάνεια επαφής ακίδας-κυττάρου και να μολυνθούν τα 

χαλαρά συνδεδεμένα μακρομόρια. Οι επιδράσεις αυτές περιορίζουν τη δυνατή ανάλυση 

και επομένως και τη δομική πληροφορία που μπορεί να ληφθεί [255, 284]. Ένα άλλο 

πρόβλημα είναι ότι το εσωτερικό των κυττάρων δεν μπορεί να είναι προσβάσιμο από 

συμβατικές τεχνικές AFM. Μέρος της πληροφορίας μπορεί να ληφθεί πιέζοντας την 

ακίδα AFM πάνω στη μαλακή κυτταρική μεμβράνη, ώστε να απεικονιστούν δομές του 

κυτταροσκελετού, αλλά πρέπει να τονιστεί ότι η AFM μικροσκοπία είναι μια 

επιφανειακά ευαίσθητη τεχνική. Τέλος, κρίσιμη περιοριστική παράμετρος είναι ο 

σχετικά μεγάλος χρόνος που απαιτείται για τη λήψη μιας εικόνας υψηλής ανάλυσης με 

το AFM.  
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Β.3 ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΟΠΤΙΚΗΣ 

ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ ΜΕ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ ΚΑΙ 

ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ 

 

Β.3.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Στην ενότητα αυτή θα παρουσιαστεί το ερευνητικό πεδίο της διερεύνησης της 

αλληλεπίδρασης της οπτικής ακτινοβολίας με το κολλαγόνο μέσω του AFM. Αρχικά 

παρουσιάζονται οι βασικές αρχές της οπτικής ακτινοβολίας, της αλληλεπίδρασης οπτικής 

ακτινοβολίας-ιστού και τα laser. Στη συνέχεια ακολουθεί η παρουσίαση της 

αλληλεπίδρασης συγκεκριμένων φασματικών περιοχών με το κολλαγόνο σε τρεις 

ενότητες, ανάλογα με την οπτική ακτινοβολία που χρησιμοποιείται: Υπεριώδη, Ερυθρή 

(χαμηλής ισχύος από πηγή laser) και Υπέρυθρη (στα 1064 από laser η οποία 

χρησιμοποιείται για την Γένεση Δεύτερης Αρμονικής). Όπως θα φανεί και από την πιο 

κάτω παρουσίαση/συζήτηση παρόλο που η χρήση του AFM για τη διερεύνηση των 

αλληλεπιδράσεων της οπτικής ακτινοβολίας με το κολλαγόνο είναι πολλά υποσχόμενη 

για την ερμηνεία των μηχανισμών δράσης στην νανοκλίμακα, η διεθνής βιβλιογραφία 

είναι περιορισμένη. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης 

είναι πολύ πρόσφατη και ελάχιστες ερευνητικές ομάδες την έχουν χρησιμοποιήσει για 

διερεύνηση οπτικών ιδιοτήτων σε βιοϋλικά. Αυτό υποδεικνύει την καινοτομία τoυ 

διδακτορικού και το ερευνητικό κενό το οποίο έρχεται να καλύψει. 

 

Β.3.2 ΟΠΤΙΚΗ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ 

 

Β.3.2.1 ΤΟ ΗΛΕΚΤΡΟΜΑΓΝΗΤΙΚΟ ΦΑΣΜΑ 

 

Η ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία αποτελείται από ταλαντευόμενα ηλεκτρικά και 

μαγνητικά πεδία [286, 287]. Δηλαδή η οπτική ακτινοβολία (η ηλεκτρομαγνητική αυτή 

φασματική περιοχή, η οποία συχνά αναφέρεται απλά και ως φως), αποτελείται από 

χρονικά μεταβαλλόμενα ηλεκτρικά και μαγνητικά πεδία. Αυτά τα πεδία είναι 

διανυσματικά και οι διευθύνσεις τους είναι σχεδόν πάντα κάθετες στη διεύθυνση 

διάδοσης του φωτός (Σχήμα 3). Η περιοχή των ενεργειών (οι συχνότητες ή τα μήκη 
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κύματος) της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας είναι ευρεία. Εκτείνεται από τις πιο 

χαμηλές ενέργειες (τις πιο χαμηλές συχνότητες ή τα πιο μεγάλα μήκη κύματος) που 

αντιστοιχούν στα ραδιοκύματα, μέχρι τις πιο υψηλές που αντιστοιχούν στις ακτίνες 

γάμμα. Επομένως, αποτελείται από τις ραδιοσυχνότητες, τα μικροκύματα, την υπέρυθρη 

ακτινοβολία, το ορατό, το υπεριώδες, τις ακτίνες Χ και γ και μπορεί να διαδοθεί στον 

ελεύθερο χώρο και στην ύλη. 

 
Σχήμα 3: Διεύθυνση διάδοσης ηλεκτρομαγνητικού φάσματος. 

Ως ηλεκτρομαγνητικό φάσμα καλείται η ταξινόμηση όλων των μορφών της 

ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας κατά αυξανόμενο μήκος κύματος ή συχνότητας 

(Εικόνα 44). Η διαίρεση του φάσματος σε περιοχές δεν σημαίνει ότι υπάρχουν κάποιες 

θεμελιώδεις διαφορές μεταξύ των διαφόρων περιοχών, αλλά είναι χρήσιμη, γιατί δείχνει 

την ενέργεια που απαιτείται για να συμβεί μια ορισμένη ενεργειακή μεταβολή στο μόριο, 

π.χ. μεταπτώσεις ανάμεσα σε στάθμες περιστροφής, δόνησης κ.α. (Πίνακας 5) [288, 

289]. 

 
Εικόνα 44: Το ηλεκτρομαγνητικό φάσμα σε αντιστοιχία μήκους κύματος-συχνότητας και με 

χαρακτηριστικά παραδείγματα του μεγέθους του μήκους κύματος. 
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Πίνακας 5: Η διαίρεση του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος [Προσαρμοσμένο από  Prasad (2003)[288] & 

Νταής, (2001) [289]]  

 

 

Η οπτική ακτινοβολία αποτελεί εκείνο το τμήμα του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος, που 

βρίσκεται μεταξύ των ακτίνων Χ και των μικροκυμάτων. Διαιρείται σε τρεις περιοχές: 

 Την υπεριώδη (UV), η οποία είναι γειτονική της στις ακτίνες Χ με μήκη κύματος 

100-400nm. Η υπεριώδης χωρίζεται και σε τρεις περιοχές, την UVA (315-400 

nm), την UVB ( 315- 400 nm) και την UVC ( 280-100 nm). 

 Την ορατή (visible) περιοχή με μήκη κύματος 400-780 nm (Πίνακας 6). 

 

Πίνακας 6: Χρώματα και μήκη κύματος που αντιστοιχούν στην ορατή περιοχή του Η/Μ φάσματος. 

ΧΡΩΜΑ ΜΗΚΟΣ ΚΥΜΑΤΟΣ 

(nm) 

ΙΩΔΕΣ 400-430 

ΜΠΛΕ 430-480 

ΚΥΑΝΟ 480-520 

ΠΡΑΣΙΝΟ 520-570 

ΚΙΤΡΙΝΟ 570-600 

ΠΟΡΤΟΚΑΛΙ 600-630 

ΚΟΚΚΙΝΟ 630-780 

 Την υπέρυθρη (Infrared Radiation, IR), η οποία είναι γειτονική στα μικροκύματα 

και αντιστοιχεί σε μήκη κύματος 780 nm-1 mm. Η υπέρυθρη περιοχή χωρίζεται 

και αυτή αντίστοιχα σε τρεις περιοχές, IRA (780-1400 nm), IRB (1,4-3 μm) και 

IRC ( 3 μm-1 mm). 
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Οι υποδιαιρέσεις της υπεριώδους και υπέρυθρης ακτινοβολίας έχει γίνει έτσι ώστε να 

ομαδοποιούνται τα μήκη κύματος ανάλογα με τις παρεμφερείς βιολογικές επιδράσεις που 

παρουσιάζουν. 

Επίσης, συχνή είναι και η χρήση του όρου «μη ιοντίζουσα» (ή «μη ιονιζουσα») 

ακτινοβολία, ο οποίος αναφέρεται στην ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία που έχει 

συχνότητες μικρότερες από τις συχνότητες των ακτίνων Χ και των άλλων ιοντιζουσών 

ακτινοβολιών, επομένως με ενέργειες φωτονίων μικρότερες από τις αντίστοιχες που 

μπορούν να προκαλέσουν ιονισμό των ατόμων και των μορίων που θα βρεθούν στην 

πορεία τους. Συνεπώς, το φάσμα των μη ιοντιζουσών ακτινοβολιών περιλαμβάνει τις 

υπεριώδεις ακτινοβολίες, το ορατό, τα μικροκύματα και τα ραδιοκύματα.  

 

Β.3.2.2 ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ LASER  

Οι διατάξεις και συσκευές laser (Light Amplification by Stimulated Emission of 

Radiation) με την ανακάλυψη τους προσέφεραν ένα εξαιρετικό εργαλείο στις 

βιοεπιστήμες και όχι μόνο, χάρη στις μοναδικές ιδιότητες της εκπεμπόμενης 

ακτινοβολίας [286, 290-292]. Για τη δημιουργία ακτινοβολίας laser πρέπει να 

ικανοποιηθούν ορισμένες βασικές συνθήκες. Επιγραμματικά αναφέρεται ότι για τη 

δημιουργία laser πρέπει οπωσδήποτε να υπάρχει ένα οπτικό μέσο που να μπορεί να 

δώσει εκπομπή ακτινοβολίας στην οπτική περιοχή του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος. 

Επομένως, όταν γίνεται αναφορά σε φως από μια πηγή laser το φως αυτό μπορεί να 

ανήκει στις περιοχές της υπέρυθρης ακτινοβολίας (3-1 μm), κοντινής υπέρυθρης, ορατής, 

κοντινής υπεριώδους (1 μm έως100 nm), υπεριώδους κενού (100 έως 10 nm). Επίσης, 

για τη δημιουργία της ακτινοβολίας laser πρέπει να υπάρχει η δυνατότητα δημιουργίας 

μιας κατάστασης, που είναι γνωστή σαν αντιστροφή πληθυσμών, μέσα από μια 

διαδικασία διέγερσης που αναφέρεται σαν άντληση. Τέλος, προκειμένου να 

δημιουργηθούν συνθήκες για ταλάντωση laser, πρέπει οπωσδήποτε να υπάρχει κάποιο 

οπτικό αντηχείο. Χωρίς το οπτικό αντηχείο τα laser θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 

μόνο σαν ενισχυτές φωτός και όχι σαν γεννήτριες μονοχρωματικής ακτινοβολίας. Αυτό 

που έκανε τα laser μια από τις πιο σημαντικές ανακαλύψεις της επιστήμης με τόσες 

πολλές και ποικίλες εφαρμογές είναι οι μοναδικές ιδιότητες της ακτινοβολίας τους, οι 

οποίες είναι και η βάση για τις ιατρικές/βιολογικές εφαρμογές τους [293]. Οι πιο 

σημαντικές ιδιότητες τους είναι: 

 Μονοχρωματικότητα: είναι ίσως η πιο βασική ιδιότητα της ακτινοβολίας laser, αν 

και πρέπει να σημειωθεί ότι ακόμα καμία φωτεινή πηγή δεν δίνει απόλυτα 

μονοχρωματικά φως. Τα laser δίνουν την καλύτερη υπαρκτή προσέγγιση προς το 

μονοχρωματικό φως. Αυτό οφείλεται στο ότι η συχνότητα εκπομπής του laser 

καθορίζεται αυστηρά από τη συχνότητα εξαναγκασμένης αποδιέγερσης μεταξύ 

δυο σταθμών του μέσου και τις επιτρεπόμενες συχνότητες ταλάντωσης του 
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στάσιμου κύματος, που σχηματίζεται μέσα στην κοιλότητα, με αποτέλεσμα το 

εύρος της γραμμής του laser να εμφανίζεται κατά πολύ στενότερο από το εύρος 

γραμμής. 

 Κατευθυντικότητα: κριτήριο για την κατευθυντικότητα της δέσμης laser είναι το 

άνοιγμα της, και ορίζεται σαν το διπλάσιο της γωνίας, που σχηματίζει η 

εξωτερική ακτίνα της δέσμης, με την κεντρική ακτίνα και εκφράζεται συνήθως σε 

mRads. (Ως παράδειγμα αναφέρουμε ότι ένα κλασσικό μικρό laser Nd-YAG έχει 

άνοιγμα δέσμης 1mRad. Αυτό το άνοιγμα αντιστοιχεί σε αύξηση της διαμέτρου 

της δέσμης του laser κατά 1 mm  ανά μέτρο διαδρομής ή 1 m ανά  km διαδρομής 

της). 

 Συμφωνία: όταν το φως κάποιας πηγής είναι απόλυτα σύμφωνο και στο χώρο και 

ως προς το χρόνο, τότε υπάρχει απόλυτη συσχέτιση των μεταβολών του 

ηλεκτρικού πεδίου του φωτεινού κύματος σε οποιοδήποτε σημείο του χώρου με 

τις αντίστοιχες σε οποιοδήποτε άλλο σημείο. Μπορεί να αποδειχθεί ότι μόνο το 

μονοχρωματικό φως μπορεί να είναι απόλυτα σύμφωνο και στο χώρο και ως προς 

το χρόνο. Επομένως, στα laser βρίσκει κανείς το μεγαλύτερο βαθμό συμφωνίας 

παρά σε οποιοδήποτε άλλη φωτεινή πηγή. Έτσι, αν θεωρήσουμε μια δέσμη laser 

με εύρος συχνοτήτων Δν  ο χρόνος συμφωνίας της δέσμης αυτής είναι το=1/ Δν και 

το αντίστοιχο μήκος συμφωνίας lc=c/ Δν. 

 Φωτεινότητα (λαμπρότητα) και πυκνότητα ενέργειας: τα laser είναι πηγές 

ακτινοβολίας μεγάλης λαμπρότητας αν και η απόδοση τους δεν είναι υψηλή. Η 

απόδοση τους κυμαίνεται από 0,1% - 40 % της τροφοδοτούσας ισχύος. Για 

παράδειγμα, σε ένα τυπικό laser He-Ne είναι 1 mW, ασθενέστερη και από ένα 

λαμπτήρα μινιατούρα, ενώ η λαμπρότητα του είναι περίπου 100 φορές 

μεγαλύτερη από την αντίστοιχη του ήλιου. Όμως, λόγω της καλής 

συγραμμικότητας της δέσμης του laser μπορεί να εστιαστεί με τη χρήση 

κατάλληλου φακού εστίασης σε κουκίδα με διάμετρο μερικές φορές μεγαλύτερη 

από το μήκος κύματος της. Έτσι, έχουμε υψηλή πυκνότητα ισχύος, η οποία και 

δίνει υψηλή συγκέντρωση φωτονίων. Μεγάλος αριθμός φωτονίων συνεπάγεται 

μεγαλύτερη πιθανότητα αλληλεπίδρασης φωτονίων-ατόμων ύλης. 

 

Β.3.2.3 ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΟΠΤΙΚΗΣ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ ΚΑΙ ΥΛΗΣ  

Στην ενότητα αυτή θα συζητήσουμε βασικά φαινόμενα τα οποία συμβαίνουν όταν η ύλη 

εκτίθεται στο φως [294]. Ιδιαίτερη έμφαση θα δοθεί στην αλληλεπίδραση ακτινοβολίας 

laser-ιστού. Η ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία μπορεί να δράσει πάνω στην ύλη με 

πολλαπλούς τρόπους. Παρόλο, που οι νόμοι της φυσικής οι οποίοι διέπουν το σχεδιασμό 
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των διατάξεων laser είναι πολύπλοκοι, οι θεμελιώδεις αρχές της αλληλεπίδρασης laser-

ιστού μπορούν να συνοψιστούν.  

Προκειμένου να κατανοηθούν οι διάφορες αλληλεπιδράσεις της ακτινοβολίας laser με 

τον ιστό, είναι απαραίτητο αρχικά να κατανοηθεί ο τρόπος με τον οποίο τα φωτόνια 

διεισδύουν στο βιολογικό ιστό και πως τα διάφορα φυσικά φαινόμενα διέπουν τη 

συμπεριφορά τους.  

Από τη θεωρία του Maxwell μπορεί να παρουσιαστεί ότι τα ηλεκτρομαγνητικά κύματα 

διαδίδονται στο κενό με ταχύτητα 
0 0

1
c

 
 . Αντίθετα, ένα κύμα που διαδίδεται μέσα 

σε ένα υλικό μέσο έχει ταχύτητα 
1




 , όπου ε και μ είναι η ηλεκτρική και η 

μαγνητική διαπερατότητα του μέσου. Ο απόλυτος δείκτης διάθλασης n ορίζεται από 

τη σχέση: 

0 0

c
n



  
 

            Εξίσωση 3 

Το ηλεκτρικό πεδίο ενός ηλεκτρομαγνητικού κύματος προκαλεί ηλεκτρική πόλωση του 

υλικού μέσου από το οποίο διέρχεται. Αυτή με τη σειρά της μεταβάλει το ε του μέσου 

και έτσι προσδιορίζεται το n. Τα μεγέθη αυτά εξαρτώνται από τη συχνότητα του 

προσπίπτοντος κύματος. 

Ένα κύμα φωτός που διαδίδεται συνοδεύεται με ηλεκτρομαγνητική ενέργεια που μπορεί 

να διεγείρει έναν ανιχνευτή, είτε αυτός είναι μια φωτογραφική  πλάκα, είτε το ανθρώπινο 

μάτι, είτε ένα φωτοκύτταρο. Η ενέργεια διαδίδεται προς τη διεύθυνση που προχωρεί το 

κύμα, δηλαδή τη διεύθυνση του *
 

  . Συνεπώς, η ενέργεια ανά μονάδα επιφάνειας και 

ανά μονάδα χρόνου που πέφτει πάνω σε μια επιφάνεια που βρίσκεται στο κενό 

προσδιορίζεται από το διάνυσμα Poynting 
2

0* *S c 
  

   .  

Ενέργεια δια του χρόνου είναι ισχύς, οπότε οι μονάδες SI του S


είναι 
2

W

m
. Στις οπτικές 

συχνότητες τα μεγέθη E


 , B


 και S


 μεταβάλλονται πολύ γρήγορα και είναι αδύνατο να 

μετρήσουμε στιγμιαίες τιμές του S


. Για αυτό προσδιορίζουμε τη μέση τιμή <S> για ένα 

κατάλληλο χρονικό διάστημα. Το μέγεθος αυτός ονομάζεται ένταση ακτινοβολίας. Στη 

βιβλιογραφία όταν η φωτεινή ενέργεια εξέρχεται από μια επιφάνεια ονομάζεται ένταση 

της ακτινοβολίας, ενώ όταν προσπίπτει σε μια επιφάνεια ονομάζεται ενεργειακός 

φωτισμός και συμβολίζεται I S  . 
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Στο Σχήμα 4, παρουσιάζεται μία τυπική κατάσταση, όπου μια δέσμη φωτός εστιάζεται 

σε ένα λεπτό τεμάχιο ύλης, πάχους L. Θεμελιακά, τρία φαινόμενα υπάρχουν τα οποία 

μπορεί να παρουσιαστούν στην αδιατάρακτη αυτή διάδοση του φωτός: 

 Ανάκλαση και διάθλαση (ή διέλευση) 

 Απορρόφηση 

 Σκέδαση 

 
Σχήμα 4: Γεωμετρία ανάκλασης, απορρόφησης και σκέδασης. 

 

Μόνο μη-ανακλώμενα και μη-απορροφημένα ή εμπρόσθια σκεδαζόμενα φωτόνια 

μεταδίδονται από το λεπτό τεμάχιο και θα μπορούσαν να ανιχνευθούν μετά από το 

τεμάχιο. Ποια από τις απώλειες-ανάκλασης, απορρόφησης ή σκέδασης- είναι η κυρίαρχη 

εξαρτάται από το είδος του υλικού και από το χρησιμοποιούμενο μήκος κύματος. 

Επομένως, το μήκος κύματος είναι μια πολύ σημαντική παράμετρος, η οποία καθορίζει 

το μέγεθος της ανάκλασης καθώς και τους συντελεστές απορρόφησης και σκέδασης. Το 

μέγεθος της ανάκλασης κυριαρχεί στη συνολική επίδραση του υλικού στόχου. Αυτό το 

μέγεθος εξαρτάται ισχυρά από το μήκος κύματος σε περιοχές υψηλής απορρόφησης 

μόνο. Ο συντελεστής σκέδασης, από την άλλη μεριά, μπορεί να εξαρτηθεί αντίστροφα 

από την τέταρτη δύναμη του μήκους κύματος όπως θα αποδειχθεί στην συνέχεια όπου θα 

συζητήσουμε την σκέδαση Rayleigh. 

Όπως και στη γενική περίπτωση, όταν τα φωτόνια προσπίπτουν σε μια επιφάνεια ιστού, 

λόγω της αλλαγής του δείκτη διάθλασης, ένα ποσοστό των φωτονίων ανακλώνται 

ανάλογα με τη γωνία πρόσπτωσης. Τα φωτόνια που διεισδύουν στον ιστό διαθλώνται, 

υπακούοντας στο νόμο του Snell (βλ. στη συνέχεια λεπτομέρειες), ενώ ανάλογα με το 

ιστό και την ακτινοβολία ένα μέρος απορροφάται ή σκεδάζεται (Εικόνα 45).  
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Εικόνα 45: Οπτική συμπεριφορά ιστού κατά την ακτινοβόληση με laser [Προσαρμοσμένο από Steiner et 

al., (2011) [295]]. 

 

ΑΝΑΚΛΑΣΗ ΚΑΙ ΔΙΑΘΛΑΣΗ  

Η διέλευση (ή διάθλαση λόγω της αλλαγής της γωνίας διάδοσης του φωτός) αναφέρεται 

στο πέρασμα του φωτός μέσα από τον ιστό χωρίς να έχει κάποια επίδραση στον ιστό ή 

στις ιδιότητες του φωτός, ενώ η ανάκλαση είναι η απόκρουση του φωτός από την 

επιφάνεια του ιστού χωρίς την είσοδο του στον ιστό περίπου το 4-7% του φωτός 

ανακλάται από το βιολογικό ιστό [293].  

Η ανάκλαση και η διάθλαση είναι στενά συνδεδεμένες η μία με την άλλη με τους νόμους 

του Fressnel. Στις εφαρμογές των ιατρικών laser, ωστόσο, η διάθλαση παίζει σημαντικό 

ρόλο μόνο όταν η διάδοση της ακτινοβολίας γίνεται σε διαφανείς ιστούς, όπως ο 

κερατοειδής. Σε αδιαφανή μέσα, συνήθως, τα φαινόμενο της ανάκλασης είναι δύσκολα 

να μετρηθεί εξαιτίας της απορρόφησης και της σκέδασης. 

Θεωρητικά θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν οι εξισώσεις Maxell για να περιγραφεί η 

διάδοση ενός ηλεκτρομαγνητικού κύματος μέσα από ένα οπτικό σύστημα, αλλά 

υπάρχουν άλλες πιο απλές μέθοδοι, όπως ο νόμος του Snell, που περιγράφουν τη 

συμπεριφορά του φωτός χωρίς να αναφέρονται στην πραγματική (δυαδική) φύση του 

φωτός. 
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Αν θεωρηθεί ένα επίπεδο κύμα που προσπίπτει στη διαχωριστική επιφάνεια δυο μέσων 

με δείκτες διαθλάσεως in  και tn  (Σχήμα 5). Ένα μέρος του προσπίπτοντος φωτός 

ανακλάται, ενώ το υπόλοιπο διαδίδεται στο δεύτερο μέσο. Το διαδιδόμενο φως 

ονομάζεται διαθλώμενο. Οι τρεις βασικοί νόμοι της ανακλάσεως και της διαθλάσεως 

είναι οι εξής:  

 Οι προσπίπτουσες, ανακλώμενες και διαδιδόμενες ακτίνες παραμένουν σε ένα 

επίπεδο, που ονομάζεται επίπεδο προσπτώσεως και είναι κάθετο στη 

διαχωριστική επιφάνεια. 

 Η γωνία προσπτώσεως ισούται με τη γωνία ανακλάσεως, δηλ. i r  .  

 Οι διευθύνσεις της προσπίπτουσας και της διαδιδόμενης ακτίνας συνδέονται με 

το νόμο του Snell: 

sin sini i t tn n                      Εξίσωση 4 

 

Σχήμα 5 Επίπεδο κύμα που προσπίπτει στη διαχωριστική επιφάνεια δυο μέσων με διαφορετικούς 

δείκτες διαθλάσεως. 

Εκείνο που παρουσιάζει περισσότερο ενδιαφέρον στην περίπτωση της ανάκλασης ή 

διάδοσης ενός φωτεινού κύματος, μετά από μια ανάκλαση ή διάθλαση, σε μια 

διαχωριστική επιφάνεια δυο υλικών είναι το πόσο φως ανακλάται, και πόσο φως 

διαδίδεται μέσα στο δεύτερο υλικό. Αν θεωρηθεί ένα επίπεδο αρμονικό κύμα φωτός που 

προσπίπτει στη διαχωριστική επιφάνεια δυο διηλεκτρικών μέσων με το πεδίο E


 κάθετο 

προς το επίπεδο προσπτώσεως. Οι οριακές συνθήκες απαιτούν να εξισωθούν οι φάσεις 

των προσπιπτόντων, ανακλώμενων και διαδιδόμενων κυμάτων. Οι συνθήκες αυτές μας 

δίνουν τους νόμους της ανακλάσεως και της διαθλάσεως που αναφέρθηκαν πιο πάνω. Οι 
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υπόλοιπες οριακές συνθήκες που αναφέρονται στα πεδία E


 και B


 δίνουν τις εξισώσεις 

Fresnel. Συμβολίζοντας με 0iE , 0rE και 0tE τα πλάτη των προσπιπτόντων, 

ανακλώμενων και διαδιδόμενων κυμάτων, προκύπτει ότι: 

0
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            Εξίσωση 5 
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            Εξίσωση 6 

Δηλ. τις αντίστοιχες εκφράσεις για τον συντελεστή ανακλαστικότητας πλάτους και το 

συντελεστή διαπερατότητας πλάτους. Πάλι από οριακές συνθήκες, όταν το πεδίο E


 

είναι παράλληλο προς τα επίπεδο προσπτώσεως προκείπτουν για τους συντελεστές 

πλάτους οι εκφράσεις: 
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            Εξίσωση 7 
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            Εξίσωση 8 

Εδώ πρέπει να σημειωθεί ότι στην περίπτωση του IIr , ο οποίος για , ( ),t i i tn n     είναι 

θετικός για 0i  και ελαττώνεται σταδιακά μέχρι να γίνει μηδέν όταν 
090i t   . Η 

γωνία για την οποία αυτό συμβαίνει λέγεται γωνία πόλωσης ή γωνία Brewster. 

Εκτός από τους συντελεστές πλάτους, ως ανακλαστικότητα R ορίζεται το πηλίκο της 

ανακλώμενης προς την προσπίπτουσα ροή ενέργειας (ή ισχύ) και ως διαπερατότητα Τ 

το πηλίκο της διαδιδόμενης προς την προσπίπτουσα ροή ενέργειας, δηλ.  
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           Εξίσωση 9 

είναι οι αντίστοιχοι συντελεστές ισχύος για το ανακλώμενο και το διερχόμενο φως. 

ΣΚΕΔΑΣΗ 

Όταν οι ελαστικοί δεσμοί φορτισμένων σωματιδίων εκτίθενται σε ηλεκτρομαγνητικά 

κύματα, τα σωματίδια τίθενται σε κίνηση από ηλεκτρικό πεδίο. Αν η συχνότητα του 

κύματος είναι ίση με τη φυσική συχνότητα των ελεύθερων δονήσεων του σωματιδίου, 

προκαλείται συντονισμός από σημαντικό ποσοστό της απορρόφησης. Η σκέδαση, από 

την άλλη μεριά συμβαίνει σε συχνότητες που δεν ανταποκρίνονται σε φυσικές 

συχνότητες. Η προκαλούμενη ταλάντωση είναι καθορισμένη από την προκαλούμενη 
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δόνηση. Γενικά, η δόνηση θα έχει την ίδια συχνότητα και κατεύθυνση όπως αυτή της 

ελαστικής δύναμης στο εφαρμοζόμενο κύμα. Το πλάτος δόνησης, ωστόσο, είναι πολύ 

μικρότερη από αυτή στην περίπτωση του συντονισμού. Επίσης, η φάση από την 

προκαλούμενη δόνηση (forced vibration) διαφέρει από το προσπίπτον κύμα, 

προκαλώντας τα φωτόνια να ελαττώσουν όταν διεισδύουν στο πυκνό μέσο. Συνεπώς, η 

σκέδαση μπορεί να θεωρηθεί ως η βασική προέλευση της διασποράς. 

Οι δομές που σκεδάζουν σε ένα ιστό μπορεί να είναι μακροσκοπικές (όπως οι δεσμίδες 

κολλαγόνου, οι ίνες μυών, τα διαφορετικά επίπεδα του δέρματος), μικροσκοπικές (όπως 

οι ίνες κολλαγόνου, τα κύτταρα ή οι ενδοκυτταρικές δομές) ή και ακόμα υπό-μοριακές, 

δηλαδή δομές στη νανοκλίμακα (όπως τα μακρομόρια ή τα νανοσωματίδια). Σύμφωνα με 

το μέγεθος της σκεδάζουσας δομής, η σκέδαση μπορεί να διακριθεί σε σκέδαση 

Rayleight (d<<λ) και σε σκέδαση Mie (d>>λ). Η σκέδαση των ιστών είναι πάντοτε ένας 

συνδυασμός των σκεδάσεων Reygleight και Mie, σε διαφορετικό ποσοστό ανάλογα με το 

ποια δομή είναι κυρίαρχη στον ιστό (Εικόνα 44) [295]. 

 

Εικόνα 46: Ιεραρχία υπερδομών σε σχέση με το μήκος κύματος του προσπίπτοντος φωτός. Η σκέδαση 

από σωματίδια μεγέθους ισοδύναμου ως προς την τάξη με το μήκος κύματος περιγράφεται από την 

θεωρία Mie, ενώ το όριο Rayleigh της Mie σκέδασης, ή απλά σκέδαση Rayleigh, συμβαίνει όταν το 

μέγεθος των σωματιδίων μικραίνει κατά πολύ σε σχέση με το μήκος κύματος. [Προσαρμοσμένο από 

Steiner,  (2011) [295]].  
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Επιπλέον, η ελαστική και μη ελαστική σκέδαση ξεχωρίζουν, εξαρτώμενες από ποιο 

μέρος της προσπίπτουσας ενέργειας του φωτονίου μετατρέπεται κατά τη διάρκεια της 

σκέδασης. Στις επόμενες παραγράφους, παρουσιάζεται πρώτα η ελαστική σκέδαση, όπου 

τα προσπίπτοντα και σκεδαζόμενα φωτόνια έχουν την ίδια ενέργεια. Ένα ειδικό είδος 

ελαστικής σκέδασης είναι η ονομαζόμενη σκέδαση Rayleigh. Ο μόνος περιορισμός είναι 

ότι τα σκεδαζόμενα σωματίδια πρέπει να είναι μικρότερα από το μήκος κύματος της 

προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Συγκεκριμένα προκύπτει μια σχέση μεταξύ της σκεδαζόμενης 

έντασης και το μέγεθος της διάθλασης, και ότι η σκέδαση είναι αντίστροφα ανάλογη της 

τέταρτης δύναμης του μήκους κύματος. Το τελευταίο είναι γνωστό και ως νόμος του 

Rayleigh και θα αποδειχθεί στις επόμενες παραγράφους. 

Στο Σχήμα 6 παρουσιάζεται μια απλή γεωμετρία της σκέδασης Rayleigh. Ένα επίπεδο 

ηλεκτρομαγνητικό κύμα προσπίπτει σε ένα λεπτό σκεδάζον μέσο με συνολικό πάχος L. 

Σε μία συγκεκριμένη στιγμή το ηλεκτρικό πεδίο του προσπίπτοντος κύματος μπορεί να 

εκφραστεί με : 

0( ) ikzE z E e             Εξίσωση 10 

όπου 0E  είναι το πλάτος του προσπίπτοντος ηλεκτρικού πεδίου, k το ποσό του 

διαδιδόμενου διανύσματος και z ο οπτικός άξονας, δηλαδή η διεύθυνση διάδοσης του 

κύματος. 

 

Σχήμα 6 : Γεωμετρία σκέδασης Rayleigh. 

 

Σε μια πρώτη προσέγγιση μπορεί να θεωρηθεί ότι όταν το κύμα φτάνει σε κάποιο σημείο 

Ρ στον οπτικό άξονα θα γίνει τελικά το αρχικό κύμα με μια επιπρόσθετη εισφορά από τη 
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σκέδαση. Η απώλεια στην ένταση από τη σκέδαση περιγράφεται από παρόμοια σχέση με 

την απορρόφηση:  

0

sa z

zI I e


             Εξίσωση 11 

όπου sa  είναι ο συντελεστής σκέδασης. Παραγώγιση της πιο πάνω σχέσης ως προς z 

οδηγεί στο: 

sdI a Idz             Εξίσωση 12 

Η ένταση σκέδασης από ένα λεπτό μέσο πάχους L σε αναλογία με το sa  και το L είναι: 

~s sI a L . Αν θεωρηθεί ότι υπάρχουν ΝL άτομα ανά μονάδα επιφάνειας στο μέσο 

σκέδασης και η παράμετρος Ν δείχνει την πυκνότητα των σκεδαζόμενων σωματιδίων, 

τότε η ένταση σκέδασης ενός από αυτά τα σωματίδια μπορεί να περιγραφεί από τη 

σχέση: 1 ~ s sa L a
I

NL N
  . Για αυτό το πλάτος του αντίστοιχου ηλεκτρικού πεδίου είναι: 

1 ~ sa
E

N
. Από τη συμβολή όλων των σκεδαζόμενων κυμάτων, το συνολικό πλάτος 

σκέδασης μπορεί να εκφραστεί από:  

~ s
s s

a
E NL L a N

N
           Εξίσωση 13 

Το σύνθετο πλάτος σε μιαν απόσταση z στον οπτικό άξονα βρίσκεται από την πρόσθεση 

των πλατών σκέδασης όλων των σφαιρικών κυμάτων στο πλάτος του προσπίπτοντος 

επίπεδου κύματος:  

  0

0

2
ikR

ikz

s

e
E z E e L a N rdr

R


 
  

 
         Εξίσωση 14 

όπου 2 2R z r  . 

Για ένα δεδομένο z, θεωρούμε rdr RdR  το οποίο δίνει:  

  0 2ikz ikR

s

z

E z E e L a N e dR
 

  
 

           Εξίσωση 15 

Επειδή τα κύματα έχουν ένα πεπερασμένο μήκος, η σκέδαση από R  μπορεί να 

παραλυθεί. Έτσι η προηγούμενη σχέση γίνεται: 

   0 1ikz

sE z E e i L a N             Εξίσωση 16 
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Σύμφωνα με την θεώρηση που έχει γίνει μέχρι τώρα, η εισφορά της σκέδασης, για 

παράδειγμα ο δεύτερος όρος της παρένθεσης, είναι μικρός  συγκρινόμενος με το πρώτο. 

Επομένως μπορούν να θεωρηθούν σαν οι δύο πρώτοι όροι μιας έκφρασης: 

 
 

0

si kz L a N

E z E e
 

             Εξίσωση 17 

Για αυτό η φάση του προσπίπτοντος κύματος αλλάζει κατά ένα ποσό sL a N κατά τη 

σκέδαση. Αυτή η τιμή πρέπει να είναι ισότιμη με την έκφραση της καθυστέρησης φάσης: 

2
( 1)n L





               Εξίσωση 18 

η οποία, καθυστέρηση φάσης, συμβαίνει όταν ο φως εισέρχεται από το κενό σε ένα μέσο 

με δείκτη διάθλασης n. Έτσι,  

2

2
( 1) ,

1
2

s

s

L a N n L

n a N










 

 

           Εξίσωση 19 

Από τις σχέσεις ~s sI a L  και 

2

1
2

sn a N



   καταλήγουμε στον τύπο του Rayleigh 

για την σκέδαση, όπου αγνοήθηκε η εξάρτηση από το μήκος κύματος του n 

4

1
~sI


            Εξίσωση 20 

Αν ληφθεί υπόψη στους υπολογισμούς η γωνία σκέδασης θ, μια πιο λεπτομερής σχέση 

δίνει: 

2

4

1 cos
( ) ~s









           Εξίσωση 21 

όπου θ=0 δείχνει εμπρόσθια σκέδαση. Με φασματογραφία ορατού η σκέδαση είναι 

σημαντικά πιο μικρή όταν συγκρίνουμε το μπλε με το κόκκινο φως.   

Η σκέδαση Rayleigh είναι ελαστική σκέδαση π.χ. το σκεδαζόμενο φως έχει την ίδια τιμή 

του k και λ όπως το προσπίπτον φως. ¨Ένα σημαντικό είδος μη ελαστικής σκέδασης είναι 

γνωστό ως σκέδαση του Brillouin. Προκύπτει από ακουστικά κύματα που διαδίδονται 

σε ένα μέσο, προκαλώντας έτσι ανομοιογενέσεις του διαθλώμενου μεγέθους. Η σκέδαση 

Brillouin φωτός υψηλότερης (ή χαμηλότερης) συχνότητας συμβαίνει επειδή τα 

σκεδαζόμενα σωματίδια μετακινούνται προς (ή μακριά από) την πηγή φωτός. Για αυτό 

μπορεί να θεωρηθεί σαν ένα οπτικό φαινόμενο Doppler στο οποίο η συχνότητα των 

φωτονίων αλλάζει προς τα πάνω ή προς τα κάτω. Στην αλληλεπίδραση laser-ιστού η 
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σκέδαση Brillouin γίνεται εμφανής μόνο κατά τη διάρκεια παραγωγής δονητικών 

κυμάτων. 

Στην διατύπωση μας  του νόμου του Rayleigh η απορρόφηση έχει αγνοηθεί. Για αυτό οι 

2

2
( 1) ,

1
2

s

s

L a N n L

n a N










 

 

 και  
 

0

si kz L a N

E z E e
 

  είναι έγκυρες μόνο όταν το μήκος 

κύματος είναι πολύ μακριά από οποιαδήποτε ζώνη απορρόφησης. Επιπλέον, δεν 

λήφθηκε υπόψη η χωρική έκταση των σκεδαζόμενων σωματιδίων στους υπολογισμούς. 

Εάν αυτή η έκταση γίνει συγκρίσιμη με το μήκος κύματος της προσπίπτουσας 

ακτινοβολίας όπως τα κύτταρα του αίματος, η σκέδαση Rayleigh δεν εφαρμόζεται πλέον 

και ένα άλλο είδος σκέδασης συμβαίνει, η ονομαζόμενη σκέδαση Mie. Η θεωρία της 

σκέδασης Mie είναι σχετικά πολύπλοκη και δεν θα συζητηθεί αναλυτικά στην εργασία 

αυτή. Ωστόσο, είναι εμφανές ότι η σκέδαση Mie και Rayleigh διαφέρουν σε δυο 

σημαντικά σημεία. Πρώτο, η σκέδαση Mie δείχνει μια ασθενής εξάρτηση στο μήκος 

κύματος ( ~   με 0.4 0.5  ). Δεύτερον, η σκέδαση Mie «προτιμά» να συμβαίνει 

στην προς τα εμπρός κατεύθυνση, όπου η σκέδαση Rayleigh είναι ανάλογη στο 21 cos   

σύμφωνα με τη σχέση 

2

4

cos ( )
( ) ~ 1s





  , για παράδειγμα η εμπρόσθια και προς τα 

πίσω ένταση σκέδασης είναι οι ίδιες. 

Στους περισσότερους βιολογικούς ιστούς, τα φωτόνια προτιμούν τη σκέδαση προς τα 

εμπρός. Αυτό το φαινόμενο δεν μπορεί να εξηγηθεί με την σκέδαση Rayleigh. Από την 

άλλη μεριά, η παρατηρούμενη εξάρτηση από το μήκος κύματος είναι κατά κάτι 

μεγαλύτερη από αυτή που προβλέπεται από τη σκέδαση Mie. Για αυτό ούτε η σκέδαση 

Mie ούτε η σκέδαση Rayleigh περιγράφουν πλήρως την σκέδαση στους ιστούς. 

Επομένως είναι πολύ χρήσιμη η εισαγωγή μιας κατάλληλης συνάρτησης p(θ) ενός 

φωτονίου το οποίο σκεδάζεται σε γωνία θ και η οποία συνάρτηση μπορεί να 

προσαρμοστεί σε πειραματικά δεδομένα. Εάν η p(θ) δεν εξαρτάται από το θ μιλάμε για 

ισοτροπική σκέδαση. Διαφορετικά για ανισοτροπική σκέδαση. Ένα μέτρο της 

ανισοτροπικής σκέδασης δίνεται από τον συντελεστή ανισοτροπίας g, όπου το g=1 

δείχνει καθαρή προς τα εμπρός σκέδαση, g=-1 καθαρή προς τα πίσω σκέδαση και g=0 

ισοτροπική σκέδαση. Σε πολικές συντεταγμένες, ο συντελεστής g ορίζεται από τη σχέση: 

4

4

p(θ)cosθdω 

p(θ) 
g

d










            Εξίσωση 22 
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όπου p(θ) είναι συνάρτηση πιθανότητας και sind d d     είναι η στοιχειώδης στερεά 

γωνία. Εξ’ ορισμού, ο συντελεστής ανισοτροπίας g εκφράζει τη μέση τιμή του 

συνιμητόνου της γωνίας σκέδασης θ. Σαν μια καλή προσέγγιση, μπορεί να θεωρηθεί ότι 

το g εκτείνεται από 0.7 μέχρι 0.99 για τους περισσότερους βιολογικούς ιστούς. Έτσι οι 

αντίστοιχες γωνίες σκέδασης είναι πιο συχνές μεταξύ 8
ο 
και 45

ο
. Ο σημαντικός όρος στη 

σχέση του g είναι η συνάρτηση πιθανότητας p(θ). Επίσης ονομάζεται συνάρτηση φάσης 

και κανονικοποιείται από: 

4

1
( ) 1

4
p d



 


             Εξίσωση 23 

 

Πολλές θεωρητικές συναρτήσεις φάσεις p(θ) έχουν εισηγηθεί και είναι γνωστές σαν 

Henyey-Greenstein, Rayleyigh-Gans, δ-Eddington και Reynolds συναρτήσεις. Από αυτές 

η πρώτη είναι η καλύτερη σύμφωνα με τις πειραματικές παρατηρήσεις. Είχε εισηγηθεί 

από τους Henyey και Greenstein και δίνεται από τη σχέση: 

2

2 3/ 2

1
( )

(1 2 cos )

g
p

g g







 
           Εξίσωση 24  

Αυτή η συνάρτηση φάσης είναι μαθηματικά πολύ εύκολη για χειρισμό, αφού είναι 

ισοδύναμη με την αναπαράσταση: 

0

( ) (2 1) (cos )i

i

i

p i g P 




             Εξίσωση 25 

 

όπου iP  είναι τα πολυώνυμα Legendre. Σε μερικές περιπτώσεις μια σύνθετη συνάρτηση 

ενός ισοτροπικού όρου u και μιας Henyey-Greenstein συνάρτησης ταιριάζει καλύτερα 

στα πειραματικά δεδομένα.. Αυτή η συνάρτηση μπορεί να εκφραστεί από: 

2

2 3/ 2

1 (1 )(1 )
( )

4 (1 2 cos )

u u g
p

g g


 

  


 
          Εξίσωση 26  

 

Η σκέδαση διαδραματίζεται αφού το φως εισέλθει στον ιστό και οφείλεται στην 

ετερογενής δομή του ιστού και στις διαφοροποιήσεις στο μέγεθος των δομών και του 

δείκτη διάθλασης μεταξύ των διαφορετικών στοιχείων του ιστού [293]. Στο δέρμα, το 

μεγαλύτερο ποσοστό της σκέδασης οφείλεται σε αλληλεπιδράσεις του φωτός με το 

κολλαγόνο. Γενικά, το ποσοστό της σκέδασης του φωτός από laser είναι αντιστρόφως 

ανάλογο προς το μήκος κύματος του laser. Για αυτό, μεγαλύτερα μήκη κύματος έχουν 

μεγαλύτερη διείσδυση στον ιστό. Μια εξαίρεση σε αυτό τον κανόνα είναι η ακτινοβολία 
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φωτός κάτω από τη περιοχή του μέσου υπερύθρου (mid-infrared) του 

ηλεκτρομαγνητικού φάσματος. Ακτινοβολίες με μήκη κύματος περίπου 1300 nm έχουν 

πολύ μικρή διείσδυση στον ιστό, λόγω μεγάλου συντελεστή απορρόφησης του νερού 

στον ιστό.  

 

ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ 

Κατά τη διάρκεια της απορρόφησης η ένταση ενός προσπίπτοντος ηλεκτρομαγνητικού 

κύματος εξασθενεί κατά το πέρασμα μέσα από το μέσο. Η απορρόφηση του φωτός laser 

από συγκεκριμένα συστατικά-στόχους του ιστού είναι ο κύριος στόχος των 

περισσότερων ιατρικών/βιολογικών εφαρμογών των laser, καθώς η απορρόφηση των 

φωτονίων είναι η κύρια αιτία των αποτελεσμάτων της ακτινοβολίας laser στον ιστό. Το 

ποια συστατικά του ιστού θα απορροφήσουν τα φωτόνια εξαρτάται από το μήκος 

κύματος της ακτινοβολίας και τα συστατικά αυτά ονομάζονται χρωμοφόρα 

(chromophores).  

Από κβαντομηχανική σκοπιά, οι ενεργειακές καταστάσεις των μορίων είναι 

κβαντισμένες και για αυτό το λόγο για να λάβει χώρα η απορρόφηση ενός φωτονίου, 

πρέπει η ενέργεια του (η οποία δίνεται από τη σχέση E=hn) να αντιστοιχεί στην 

ενεργειακή διαφορά μεταξύ δύο κβαντισμένων καταστάσεων του μορίου [295]. Η 

απορρόφηση ενός φωτονίου από ένα χρωμοφόρο μπορεί να προκαλέσει είτε μια 

κβαντισμένη διαφοροποίηση στην απόσταση των φορτίων, δηλαδή ηλεκτρονική 

μετάβαση, (electron transition, κυρίως μέσω διέγερσης στο υπεριώδες ή ορατό φάσμα) 

είτε δονητική μετάβαση (vibration transition, από ακτινοβολία στο εγγύς υπέρυθρο) 

(Εικόνα 47). 

 

Εικόνα 47: Σχήμα της ηλεκτρονικής μετάβασης μετά από απορρόφηση φωτονίου (αριστερά) και 

δονητικές καταστάσεις του νερού μαζί με τις ζώνες απορρόφησης [Προσαρμοσμένο από Steiner et al., 

(2011) [295]]. 
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Η απορροφητικότητα ενός μέσου ορίζεται ως ο λόγος της έντασης της απορροφημένης 

προς την ένταση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Ένα τελείως διαφανές υλικό 

επιτρέπει το πέρασμα του φωτός χωρίς καμία απορρόφηση. Βιολογικοί ιστοί, όπως ο 

κερατοειδής χιτώνας και οι φακοί, μπορούν να θεωρηθούν ότι έχουν υψηλή 

διαύγεια/διαφάνεια στο ορατό φως. Σε αντίθεση, υλικά/μέσα στα οποία η προσπίπτουσα 

ακτινοβολία μειώνεται δραματικά και πρακτικά μηδενίζεται, ονομάζονται αδιαφανή 

υλικά. 

Η ικανότητα ενός μέσου να απορροφά ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία εξαρτάται από 

ένα αριθμό παραγόντων, κατά κύριο λόγο από την ηλεκτρονιακή σύσταση των ατόμων 

και των μορίων, το μήκος κύματος της ακτινοβολίας, το πάχος της επιφάνειας και από 

εσωτερικούς παράγοντες όπως η θερμοκρασία ή η συγκέντρωση απορροφητικών 

παραγόντων.  Δυο νόμοι εφαρμόζονται συχνά, οι οποίοι είτε περιγράφουν την επίδραση 

στο πάχος είτε στην συγκέντρωση της απορρόφησης αντίστοιχα. Οι νόμοι αυτοί 

ονομάζονται Νόμος του Lambert και Νόμος του Beer και εκφράζονται από τις 

παρακάτω σχέσεις, αντίστοιχα: 

         

( ' )

( ) 0

k cz

zI I e 
            Εξίσωση 27 

όπου το z δηλώνει τον οπτικό άξονα, ( )zI την ένταση σε μια απόσταση z, 0I την 

προσπίπτουσα ένταση, α τον συντελεστή απορρόφησης του μέσου, c την συγκέντρωση 

απορροφητικών παραγόντων και το k΄ εξαρτάται από άλλους εσωτερικούς παράγοντες 

εκτός από τη συγκέντρωση. Αφού οι δύο νόμοι εκφράζουν την ίδια συμπεριφορά της 

απορρόφησης, είναι επίσης γνωστοί και ως Νόμος Lambert-Beer. Από την  ( )

( ) 0

az

zI I e   

προκύπτει: 
 

01
ln

z

I
z

a I
 . Το αντίστροφο του συντελεστή απορρόφησης αναφέρεται και 

σαν μήκος απορρόφησης L: 
1

L
a

 .  

ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ LASER ΚΑΙ ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΙΣΤΟΣ  

 

Όταν μια δέσμη laser προσπίπτει σε έναν ιστό [290, 291], σύμφωνα και με την 

προηγούμενη ενότητα, ένα μικρό ποσοστό, συνήθως 5% της κάθετα προσπίπτουσας 

δέσμης, ανακλάται από την επιφάνεια (ανάκλαση Fresnel) (Σχήμα 7). Αυτό οφείλεται 

στους διαφορετικούς δείκτες διάθλασης του αέρα ( 0 1n  ) και του ιστού ( 1n  ).  
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Σχήμα 7: Πρόσπτωση δέσμης laser σε βιολογικό ιστό [Προσαρμοσμένο από Γιόβα, (2011) [286]]. 

 

Το υπόλοιπο της δέσμης διαδίδεται μέσα στον ιστό, σκεδάζεται πολλαπλά και ένα μέρος 

απορροφάται. Ο συντελεστής σκέδασης και ο συντελεστής απορρόφησης είναι εξίσου 

σημαντικοί για να προσδιοριστεί το αποτέλεσμα της επίδρασης. Επίσης η ένταση της 

δέσμης, καθώς και η γεωμετρία της επηρεάζουν τη διείσδυση της ακτινοβολίας. Η 

πολλαπλή σκέδαση όμως, είναι σημαντικός παράγοντας για την κατανομή του φωτός 

στον ιστό και τη δημιουργία της πηγής θερμότητας. 

 

ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ LASER ΑΠΟ ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΙΣΤΟ 

Αρχικά, πριν δούμε λίγο πιο αναλυτικά τις επιδράσεις της ακτινοβολίας laser στο 

βιολογικό ιστό, είναι καλό να έχουμε υπόψη μας ποια βιολογικά μόρια απορροφούν την 

ακτινοβολία αυτή. Στους βιολογικούς ιστούς, η απορρόφηση συμβαίνει κυρίως είτε από 

μόρια νερού είτε από μακρομόρια όπως οι πρωτεΐνες και οι χρωστικές. Μια τέτοια 

πληροφορία μπορεί να ληφθεί από τη μελέτη των φασμάτων απορρόφησης των 

βιολογικών μορίων και όπου παρουσιάζεται μέγιστο απορρόφησης, λόγω του 

φαινόμενου συντονισμού, θα απορροφάται ακτινοβολία laser με παρεμφερές μήκος 

κύματος. Η απορρόφηση στο υπέρυθρο φάσμα της ακτινοβολίας οφείλεται κυρίως στα 

μόρια του νερού, ενώ οι πρωτεΐνες και οι χρωστικές απορροφούν κυρίως στο υπεριώδες 

φάσμα της ακτινοβολίας. Οι πρωτεΐνες έχουν ένα μέγιστο απορρόφησης προσεγγιστικά 
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στα 280 nm.  Η μελανίνη και η αιμοσφαιρίνη
‡‡‡

 έχουν μέγιστα απορρόφησης στο ορατό 

τμήμα του φάσματος και συγκεκριμένα στα 580 nm και 430-560 nm, αντίστοιχα. Επίσης, 

η μελανίνη έχει ισχυρή απορρόφηση και στην περιοχή του υπεριώδους, στα 335 nm. Το 

DNA και οι πρωτεΐνες παρουσιάζουν μέγιστα απορρόφησης στην περιοχή του UV από 

200-350 nm. Το μόριο του νερού παρουσιάζει μέγιστο απορρόφησης στην περιοχή του 

υπερύθρου. Από 630-1200 nm, υπάρχει το «παράθυρο» εύκολης διέλευσης της οπτικής 

ακτινοβολίας και σε αυτά τα μήκη κύματος το φως διεισδύει σε μεγάλο βάθος στους 

ιστούς (>1 cm). Σε αυτό το παράθυρο, η ακτινοβολία διαπερνά τους βιολογικούς ιστούς 

με μικρότερη απώλεια, έτσι μπορεί να επιτευχθεί θεραπεία σε βαθύτερες δομές ιστού. 

Αυτό συμβαίνει διότι στην περιοχή αυτή δεν υπάρχουν  βιολογικά μόρια των ιστών τα 

οποία να έχουν μέγιστα απορρόφησης, και η υπέρυθρη απορρόφηση του νερού δεν είναι 

ισχυρή (Εικόνα 48). 

 

Εικόνα 48: Φάσμα απορρόφησης ιστού και οπτικό παράθυρο [Προσαρμοσμένο από Πετρή, 2013 

[296]]. 

                                                

‡‡‡
 Η μελανίνη είναι η χρωστική που χρωματίζει το δέρμα και προστατεύει το δέρμα από ερυθήματα και 

εγκαύματα λόγω της εξασθένισης που προκαλεί στην υπεριώδη ακτινοβολία. Εξασθενεί την ακτινοβολία 

με ρυθμό ανάλογο του  χαρακτηριστικό της σκέδασης Rayleigh. Η δε αιμοσφαιρίνη είναι η χρωστική των 

ερυθρών αιμοσφαιρίων. 
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Σε αυτό το σημείο θα ήταν καλό να γίνει και μια αναφορά στα φάσματα απορρόφησης 

των αμινοξέων, τα οποία είναι βασικά συστατικά του κολλαγόνου και η γνώση των 

οπτικών ιδιοτήτων τους κρίνεται ιδιαίτερα χρήσιμη για τη συνέχεια της εργασίας αυτής. 

Τα αμινοξέα, όπως λέει το όνομα τους και παρουσιάστηκε προηγουμένως (βλ. «Σφάλμα! 

ο αρχείο προέλευσης της αναφοράς δεν βρέθηκε.»), είναι οργανικά οξέα με μια 

τουλάχιστον αμινομάδα. Η καρβοξυλική ομάδα και η αμινομάδα είναι συνδεδεμένες στο 

ίδιο άτομο άνθρακα. Κανένα αμινοξύ δεν απορροφά το ορατό φως. Τρία όμως αμινοξέα 

και συγκεκριμένα η τρυπτοφάνη, η τυροσίνη και η φαινυλαλανίνη απορροφούν την 

υπεριώδη ακτινοβολία (Πίνακας 7). 

 

Πίνακας 7 Πίνακας αμινοξέων που έχουν απορρόφηση στο υπεριώδη. 

 

Γενικός τύπος αμινοξέων 

 

Τρυπτοφάνη 

 

Τυροσίνη 

 

Φαινυλαλανίνη 

 

 

 Αν οι ιστοί παρουσιάζουν μεγάλο συντελεστή απορρόφησης, όπως συμβαίνει με τα 

laser Ar F 
(193 nm), Kr F 

(248 nm) και τα laser υπερύθρου Er:YAG (2.94 μm) και 

2CO  (10,6 μm), ο συντελεστής σκέδασης μπορεί να θεωρηθεί αμελητέος. Σε αυτή 
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την περίπτωση η θεωρία μεταφοράς ενέργειας είναι απλή και μπορεί να θεωρηθεί ότι 

ισχύει ο νόμος του Beer, σύμφωνα με τον οποίο η προσπίπτουσα ενέργεια μειώνεται 

εκθετικά: 
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sa a z ae e 
        , για s            Εξίσωση 28 

όπου α ο συντελεστής απορρόφησης, sa  ο συντελεστής σκέδασης, z η αξονική 

απόσταση  και φ η πυκνότητα ισχύος. 

Για κατανομή Gauss με 
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             Εξίσωση 29 

ο δε αριθμός εναπόθεσης θερμότητας δίνεται: 
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           Εξίσωση 30 

Η δε σχέση ανάμεσα στην 0E  και την ισχύ εξόδου είναι: 

0 2

2P
E

w
               Εξίσωση 31 

Ο νόμος του Beer δίνει καλά αποτελέσματα όταν η απορρόφηση υπερτερεί της 

σκέδασης και φτωχά αποτελέσματα αν συμβαίνει το αντίστροφο. Το βάθος 

απορρόφησης για αυτά τα μήκη κύματος είναι 1-20 μm. (Σημείωση: το βάθος 

απορρόφησης είναι το βάθος στο οποίο το μέτρο της έντασης του φωτός μειώνεται 

κατά 1/e) 

 Για μήκη κύματος από 450-590 nm, ο συντελεστής σκέδασης είναι περίπου ίσος με 

το συντελεστή απορρόφησης. Στην περιοχή αυτή βρίσκεται το μήκος κύματος 

εκπομπής του Ar laser και το βάθος απορρόφησης είναι 0.5-2.5 mm. 

 Μεταξύ 590 nm  και 1.5 μm ο συντελεστής σκέδασης των ιστών, είναι κατά πολύ 

μεγαλύτερος του συντελεστή απορρόφησης. Στην περιοχή αυτή εκπέμπει το Nd-

YAG laser και το βάθος απορρόφησης είναι 2.0-8.0 mm. 

Στην περίπτωση αυτή το φως που σκεδάζεται δημιουργεί ένα σημαντικό συντελεστή 

διάχυσης της ακτινοβολίας σε ένα σημείο του ιστού. Ο ρυθμός εναπόθεσης 

θερμότητας είναι: 

4

( ) ( ) ( , )Q r a r L r s d


              Εξίσωση 32 
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όπου L ακτινοβόληση (watts/ 2cm sr ), r ακτινική απόσταση, ω στερεά γωνία και s 

μοναδιαίο διάνυσμα θέσης. 

4

( , )
r

L r s d  
2( )Wcm

            Εξίσωση 33 

Ο νόμος του Beer περιγράφει με μεγάλη ακρίβεια την εκθετική απορρόφηση της δέσμης 

αν δεν υπάρχει σκέδαση. Όταν υπάρχει σκέδαση η καλύτερη προσέγγιση είναι αυτή της 

διάχυσης (diffusion), σύμφωνα με την οποία λαμβάνεται υπόψη η πολλαπλή σκέδαση 

του φωτονίου η οποία παράγει ένα περίπου ομογενές πεδίο ακτινοβόλησης με υψηλότερο 

πλάτος προς τα εμπρός, λόγω ανισοτροπίας στην σκέδαση (g). 

ΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ LASER ΣΕ ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΙΣΤΟ 

Στο σημείο αυτό θα ασχοληθούμε αναλυτικά με τις επιδράσεις της ακτινοβολίας με 

βιολογικό ιστό. Η επίδραση των laser με τους ιστούς μπορεί να χωριστεί σε (Εικόνα 49): 

 Θερμικά αποτελέσματα (φωτοθερμικά) 

 Φωτοχημικά αποτελέσματα και  Μη θερμικά αποτελέσματα 

 Φωτομηχανικά αποτελέσματα          

 
Εικόνα 49: Αλληλεπιδράσεις laser-ιστού σαν συνάρτηση της διάρκειας του παλμού και της ισχύς του 

laser. 

ΘΕΡΜΙΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Η θερμική επίδραση με τους ιστούς προκύπτει από τη σύνθεση τριών φυσικών 

φαινομένων: 
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I. μετατροπή του φωτός σε θερμότητα 

II. διάδοση της θερμότητας και 

III. αντίδραση του ιστού 

Η θερμότητα που εναποτίθεται από το laser μπορεί να προκαλέσει γενικά θερμική βλάβη 

στον ιστό ή/και αποξήρανση ή αφυδάτωση αυτού. Πιο αναλυτικά όταν μιλάμε για 

θεραπευτική θερμική δράση του laser σε ένα ιστό μπορεί να προκαλέσει: 

 Υπερθερμία: αύξηση ορισμένων βαθμών της θερμοκρασίας του ιστού και 

αντιστοιχεί γύρω στους 41 
ο
C. Η φυσιολογική θερμοκρασία του ανθρώπινου 

σώματος είναι 37 
ο
C και αν οι μαλακοί ιστοί θερμανθούν, από το επίπεδο αυτό 

μέχρι το επίπεδο των 50 
ο
C, καμία αλλαγή δεν θα παρατηρηθεί. Πάνω όμως από 

τους 50 
ο
C αρχίζει η διαδικασία της πήξης ή θερμοπηξίας. 

 Θερμοπηξία: αντιστοιχεί σε μη αντιστρεπτή νέκρωση. Η θερμοκρασία ανεβαίνει 

από 50-100 
ο
C και για ορισμένα δευτερόλεπτα μπορεί να παράγει αποξήρανση 

του ιστού, συνοδευμένη από αποδόμηση πρωτεϊνών και κολλαγόνου. 

Πιο αναλυτικά η πήξη δεν είναι ένα κάψιμο με την κλασσική έννοια του όρου και η μόνη 

μακροσκοπικά παρατηρούμενη αλλαγή είναι μια λεύκανση της ακτινοβοληθείσας 

επιφάνειας. Αυτή η λεύκανση φανερώνει ανάκλαση όλων των ορατών μηκών κύματος 

του φωτός και προκαλείται από βασικές αλλαγές στη δομή του ιστού, κάτι που οδηγεί σε 

αυξημένη σκέδαση και πολλαπλές διαθλάσεις και ανακλάσεις της διεγείρουσας 

ακτινοβολίας. Τέτοιοι μηχανισμοί σκέδασης είναι υπεύθυνοι για το άσπρο χρώμα που 

εμφανίζει το ασπράδι του αυγού, το οποίο μετασχηματίζεται από διαφανές υλικό σε ένα 

πηγμένο άσπρο υλικό, όταν η θερμοκρασία του αυξηθεί. 

Ο μηχανισμός της θερμοπηξίας επικεντρώνεται στην μετουσίωση των πρωτεϊνών, 

δηλαδή στο ότι ο μοριακός τύπος της πρωτεΐνης που βρίσκεται σε κάθε μέρος του 

σώματος μας γίνεται ασταθής και οι αλυσίδες της ξεδιπλώνουν, δημιουργώντας έτσι ένα 

είδος μεταβολής φάσης. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η αποδόμηση του 

κολλαγόνου λόγω της αύξησης της θερμοκρασίας. Το κολλαγόνο είναι οι ίνες από τις 

οποίες αποτελείται σε μεγαλύτερο ή μικρότερο βαθμό το βασικό πλέγμα των συνδετικών 

ιστών του σώματος, καθώς και των τοιχωμάτων των αιμοφόρων. Το κολλαγόνο 

αποτελείται από μακριές, πολυπεπτιδικές αλυσίδες που συνδέονται  σε ομάδες ανά τρεις, 

σχηματίζοντας μια δομή τριπλής έλικας. Όταν η θερμοκρασία του υλικού που περιέχει το 

κολλαγόνο αυξάνεται και ξεπερνά τους 60 
ο
C , η δομή της τριπλής έλικας καταστρέφεται 

και οι έλικες παίρνουν τυχαίες θέσεις. Αυτή η αλλαγή συνοδεύεται από μια συστολή των 

ινών, η οποία μπορεί να θεωρηθεί μακροσκοπικά , αν κανείς εξετάσει τη συστολή των 

τενόντων που έχουν εκταθεί σε θέρμανση, αφού το κύριο συστατικό των τενόντων είναι 

το κολλαγόνο. 
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 Εξάτμιση: αντιστοιχεί σε εξάτμιση του νερού από τον ιστό. Τα διάφορα 

συστατικά του ιστού εξαχνώνονται σε θερμοκρασία ανώτερη των 100 
ο
C σε 

σύντομο χρονικό διάστημα. 

Τα κύτταρα του σώματος μπορεί να θεωρηθεί ότι βρίσκονται κάτω από κανονικές 

συνθήκες πίεσης μιας ατμόσφαιρας και έτσι όταν θερμανθούν στους 100 
ο
C το νερό των 

κυττάρων θα αρχίσει να βράζει. Η μεταβολή του νερού σε ατμό δημιουργεί μια αύξηση 

του όγκου κατά χίλιες φορές και έτσι τα τοιχώματα των κυττάρων καταστρέφονται , με 

μορφή έκρηξης, που επιτρέπει στον ατμό να διαφύγει. Λόγω τώρα της λανθάνουσας 

θερμότητας, που είναι μεγάλη για το νερό, κάθε εισερχόμενη θερμότητα, πέραν αυτής 

που απαιτείται για να ανεβάσει το νερό στους 100 
ο
C, θα χρησιμοποιηθεί για να 

δημιουργηθούν ατμοί στους 100 
ο
C, με την προϋπόθεση ότι η ισχύς laser είναι αρκετά 

χαμηλή για να επιτρέψει τοπική ισορροπία. Από τη στιγμή τώρα που το νερό έχει τελείως 

εξατμισθεί από το κύτταρο, τα όποια υπόλοιπα του κατεστραμμένου κυττάρου θα 

ανεβάσουν τη θερμοκρασία τους σε υψηλότερα σημεία. Όταν ο ιστός φθάσει σε 

θερμοκρασία 300 έως 500 
ο
C μαυρίζει, απανθρακώνεται και παράγει ατμούς και καπνό. 

Πάνω από 500 
ο
C, παρουσία ατμοσφαιρικού οξυγόνου ο ιστός θα καεί και θα εξαχνωθεί.  

Σε κυλινδρική γεωμετρία η εξίσωση αγωγής θερμότητας εκφράζεται: 

2

2

1
( )

T k T J Q
r

t c r r r z c 
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όπου Τ η αύξηση της θερμοκρασίας, t ο χρόνος, k η θερμική αγωγιμότητα (Joule/cms
ο
C), 

c η ειδική θερμότητα (watts/kg 
ο
C), ρ η πυκνότητα ιστού (kg/ 3cm ), Q η πηγή 

θερμότητας (watts/ 2cm ), z η αξονική απόσταση (cm) και r η ακτινική απόσταση (cm). 

 

ΦΩΤΟΧΗΜΙΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Όταν ένα φωτόνιο απορροφάται από ένα χρωμοφόρο, το διεγείρει, οδηγώντας το σε μια 

ανώτερη (διεγερμένη) στάθμη με αποτέλεσμα η ενέργεια του laser να μετατρέπεται σε 

υποθηκεύσιμη χημική ενέργεια. Ακολούθως μπορούν να πραγματοποιηθούν διάφορες 

φωτοχημικές αντιδράσεις όπως: 

 Σπάσιμο μοριακών δεσμών (bond breaking) 

 Χημικές συνδέσεις μεταξύ μορίων (cross-linking) 

 Δημιουργία ριζών που οδηγεί σε οξειδωτική βλάβη (oxidative injury) 

 Φωτοαποδόμηση 

 Τα μοριακά χρωμοφόρα μπορεί να είναι ενδογενή, όπως πλευρικές ομάδες αμινοξέων, 

πεπτιδικές βάσεις σύνδεσης γονιδίων, χρωμοφόρα της αίμης ή μπορεί να είναι ένα 
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εξωγενές μόριο που έχει εισαχθεί μέσα στον οργανισμό, όπως ένα φωτοευαίσθητο 

αντιδραστήριο. 

Από τις πιο γνωστές εφαρμογές των μη θερμικών/ φωτοχημικών εφαμροών των laser 

είναι η φωτοδυναμική θεραπεία (Photodynamic Therapy, PDT) και η 

φωτοβιοδιέργερση (Photobiostimulation).  

Η PDT χρησιμοποιεί μια φωτοχημική αντίδραση με τρία βασικά στοιχεία: φως, 

φωτοευαισθητοποιητής και μοριακό οξυγόνο. Μεμονωμένο, κάθε ένα από τα στοιχεία 

αυτά, στις δόσεις στις οποίες χρησιμοποιείται στη φωτοδυναμική, δεν μπορεί να 

προκαλέσει καμία απολύτως φθορά στον ιστό, αλλά η συνδυασμένη δράση τους 

επιτρέπει την καταστροφή του ιστού [296]. Η τεχνική αυτή έχει βρει εφαρμογή στην 

επιλεκτική καταστροφή καρκινικών όγκων, όπως οι δερματικοί. 

Είναι γενικά αποδεκτό ότι η ενέργεια των φωτονίων όταν απορροφάται από τα κύτταρα ή 

τους ιστούς μπορεί να επηρεάσει το κυτταρικό μεταβολισμό και τους μηχανισμούς 

μετάδοσης σημάτων. Στην περίπτωση της φωτοβιοδιέγερσης οι μοριακοί στόχοι μπορεί 

να είναι η κυτοχρομική c οξειδάση (cytochrome c oxidase, με απορρόφηση στο NIR) ή οι 

φωτοδραστικές πορφυρίνες (fotoactive porphyrisms). Κυτταρικοί στόχοι μπορεί να είναι 

τα μιτοχόνδρια με αποτέλεσμα την αυξημένη παραγωγή τριφωσφορικής αδενοσίνης 

(Adenosine Triphosphate, ATP), δραστικών οξυγονούχων ειδών (Reactive Oxygen 

Species, ROS), καθώς και την έναρξη μετάδοσης σημάτων των κυττάρων. Τα 

αποτελέσματα της φωτοβιόδιέγερσης μπορεί να είναι [295]: 

 Αύξηση κυτταρικού πολλαπλασιασμού και μετανάστευσης (κυρίως από 

ινοβλάστες). 

 Διαφοροποίηση των επιπέδων των κυτοκικών (cytokines) και αυξητικών 

παραγόντων. 

 Αυξημένη οξυγόνωση των ιστών. 

 Επίδραση στην δραστηριότητα του νιτρικού οξειδίου (Nitric Oxide, NO), του 

Ca
2+

 και της ATP. 

 Αυξημένη επούλωση χρόνιων πληγών, μείωση πόνου και βελτίωση νευρικών 

βλαβών.  

Η μη-θερμική αυτή δράση, η οποία έχει βρει εφαρμογές για θεραπεία με laser χαμηλής 

ισχύος στην περιοχή του ερυθρού ή του υπερύθρου, θα παρουσιαστεί και θα συζητηθεί 

στη συνέχεια («Β.3.3.5 Αλληλεπίδραση Laser Χαμηλής Ισχύος στην Περιοχή του 

Ερυθρού με Κολλαγόνο»). 
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ΦΩΤΟΜΗΧΑΝΙΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ. 

Τα lasers μπορούν να επάγουν τάση (stress) πάνω στους ιστούς και αυτού του είδους οι 

μηχανισμοί αλληλεπίδρασης περιγράφονται ως φωτομηχανικοί. Ως τάση ορίζουμε τη 

δύναμη ανά μονάδα επιφάνειας. Κάτω από την επίδραση της τάσης, ο ιστός μπορεί να 

παραμορφωθεί τόσο αντιστρέψιμα όσο και μη αντιστρέψιμα. Εάν η τιμή της τάσεως 

είναι επαρκής, ο ιστός μπορεί να σπάσει είτε μακροσκοπικά (π.χ. θρυμματισμός του 

ιστού) είτε μικροσκοπικά (π.χ. κυτταρική διάσπαση). 

Η παραγωγή μη θερμικών, φωτομηχανικών φαινομένων περιορίζεται στις δέσμες υψηλής 

ισχύος και μικρής διάρκεια παλμών, όπως αυτές που παράγονται από τα lasers 

διακοπτόμενου Q Nd-YAG ή τα lasers Nd-YAG εγκλειδωμένων τρόπων ταλάντωσης. 

 

ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΘΕΡΜΙΚΩΝ-ΦΩΤΟΧΗΜΙΚΩΝ-ΦΩΤΟΜΗΧΑΝΙΚΩΝ ΕΠΙΔΡΑΣΕΩΝ 

Οι φωτοχημικές αλληλεπιδράσεις περιορίζονται στην οπτική ζώνη όπου το φως μπορεί 

να διεισδύσει στον ιστό. 

Οι φωτοθερμικές και φωτομηχανικές μπορούν να περιοριστούν στην οπτική ζώνη ή να 

κατανεμηθούν έξω από αυτή. 

Υπάρχει μια αλληλεπίδραση ανάμεσα στην οπτική ζώνη δ και τη διάρκεια του παλμού 

pt . Αυτή η σχέση είναι δυνατόν με τους εξής τρόπους δράσης: 

 Εγκλεισμός της τάσης 

 Θερμικός εγκλεισμός 

 Μη ύπαρξη εγκλεισμού 

 

1. Εγκλεισμός της τάσης 

Υφίσταται όταν ο παλμός του laser είναι τόσο στενός ώστε να εναποθέτει την ενέργεια 

του μέσα στην οπτική ζώνη πριν τα κύματα της τάσης μπορέσουν να διαδοθούν έξω από 

την οπτική ζώνη. Έτσι, η επαγόμενη από το laser τάση συσσωρεύεται πριν από τη 

διάδοση της, γεγονός που επιτρέπει τη δημιουργία πολύ μεγάλων κυμάτων έντασης. Το 

κριτήριο για τον εγκλεισμό τάσης είναι: 

pt
v
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όπου v  η ταχύτητα του ήχου. 
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2. Θερμικός εγκλεισμός 

Συμβαίνει όταν ο παλμός του laser είναι αρκετά στενός ώστε η ενέργεια του να 

εναποτίθεται έξω από αυτή τη ζώνη. Η θερμότητα συσσωρεύετε και μπορούν να 

επιτευχθούν υψηλές θερμοκρασίες. Το κριτήριο του θερμικού εγκλεισμού είναι:  

2

pt
k
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όπου k η θερμική διαχησιμότητα 3~ 1,3*10
cm

s

 . 

3.Μη ύπαρξη εγκλεισμού 

Συμβαίνει όταν ο παλμός είναι σχετικά μεγάλος σε διάρκεια και η τάση και η θερμική 

ενέργεια μπορούν να διαδοθούν έξω από την οπτική ζώνη. Το κριτήριο είναι: 

2

pt
k
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Ένα πολύ στενός παλμός laser μπορεί να προκαλέσει σημαντικές φωτομηχανικές 

επιδράσεις παρότι περιέχει μόνο ένα μικρό ποσό ενέργειας. Οπότε η χρήση στενών 

παλμών σε πολλές εφαρμογές στοχεύει στην ελαχιστοποίηση των θερμικών βλαβών που 

συνεχίζουν να υφίστανται. 

Επομένως ηλεκτρομηχανικά αποτελέσματα λαμβάνονται από παλμικά laser 

‘εγκλείδωσης ρυθμού (mode locked)’ ή Q-μετατροπής (Q-switched) όπου η φωτεινή 

ενέργεια είναι δυνατόν να δημιουργήσει πλάσμα, όταν έχει υψηλές τιμές της τάξεως 1010  

έως 1210  
2

w

cm
. 

Οι παλμοί Q-μετατροπής παράγουν ιονισμό κυρίως από ηλεκτρονική τοπική θέρμανση, 

ενώ τα laser παλμών εγκλείδωσης για την εκκίνηση του ιονισμού βασίζονται στο 

μηχανισμό πολυφωτονικής απορρόφησης. Ανεξάρτητα από το μηχανισμό εκκινήσεως 

μόλις δημιουργηθούν ‘ελεύθερα ηλεκτρόνια’ απορροφούν φωτόνια και επιταχύνονται, 

βομβαρδίζουν άλλα άτομα, ελευθερώνουν περισσότερα ηλεκτρόνια κοκ, δημιουργώντας 

έτσι ένα πλάσμα με το μηχανισμό της ‘ηλεκτρονικής χιονοστιβάδας’. Αυτή η διαδικασία 

είναι γνωστή ως ‘αντίστροφη ακτινοβόληση πέδησης’. Χαρακτηριστικό laser με αυτό το 

μηχανισμό είναι το παλμικό Nd-YAG (1.064 nm) Q-μετατροπής ή εγκλείδωσης ρυθμού.  

Το πλάσμα μόλις σχηματιστεί απορροφά και σκεδάζει την προσπίπτουσα ακτινοβολία , 

άρα ‘θωρακίζει’ τα πιο κάτω στρώματα του ιστού. Αυτή η ‘θωράκιση’ εξαρτάται από τις 

συνθήκες δημιουργίας του πλάσματος. Στην περίπτωση των laser ns εξαρτάται κυρίως 

από το χρόνο διάρκειας του παλμού. Αν ο παλμός είναι της τάξεως των 100 ps 

παρατηρούνται συγκρίσιμα αποτελέσματα με αυτά των laser ps. Αν όμως είναι 
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μεγαλύτερος των 100 ps δεν δημιουργούνται φαινόμενα θωράκισης γιατί ο σχηματισμός 

πλάσματος δεν είναι τόσο γρήγορος ώστε να παράγεται ισχυρή απορρόφηση. 

Θερμομηχανικά αποτελέσματα λαμβάνονται με laser παλμικά, με διάρκεια παλμού της 

τάξεως των μs. Στην περίπτωση αυτή η πυκνότητα ισχύος δεν είναι τόσο μεγάλη ώστε να 

δημιουργηθεί πλάσμα. 

 

Β.3.3.3 ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ ΚΑΙ ΓΕΝΕΣΗ 

ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ ΑΠΟ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ  

 

Β.3.3.3.1 ΓΕΝΙΚΑ  

Οι μη γραμμικές οπτικές εφαρμογές μετά την έλευση των laser έχουν αναπτυχθεί με 

πολύ γρήγορους ρυθμούς και καλύπτουν μιαν ευρεία περιοχή ερευνητικών, και όχι μόνο, 

ενδιαφερόντων. Οι δυνατότητες της μη γραμμικής οπτικής παρέχουν ένα πολύ ισχυρό 

εργαλείο για την ανάπτυξη τεχνικών μέτρησης μη γραμμικών οπτικών σημάτων ή 

αξιοποίησης τους για εφαρμογές μη γραμμικής οπτικής μικροσκοπίας βιολογικών 

δειγμάτων [297, 298]. Εστιάζοντας μια δέσμη από παλμικό laser σε ένα δείγμα, μπορεί 

να γεννηθεί μια αρμονική μετατροπή, όπως είναι η γένεση σήματος δεύτερης αρμονικής. 

Γενικά, η γένεση δεύτερης αρμονικής (SHG) είναι ένα σκεδαστικό φαινόμενο κατά το 

οποίο δύο εισερχόμενα φωτόνια με το ίδιο μήκος κύματος σκεδάζονται από μια μη-

κεντροσυμμετρική δομή σε ένα φωτόνιο με ακριβώς το μισό μήκος κύματος [299]. Η 

εκπομπή που προκαλείται είναι σύμφωνη και επομένως η κατευθυντικότητα, η ένταση 

και η πόλωση του εξερχόμενου φωτός είναι ευαίσθητες σε έναν αριθμό από ιδιότητες 

των σκεδαστών, μεταξύ των οποίων η διάταξη, η απόσταση μεταξύ τους, η γωνία των 

σκεδαστών, καθώς και η γενική κατανομή των σκεδαστών κατά μήκος της δέσμης laser 

[299-302].Η χρήση της αρμονικής γένεσης (δεύτερης και τρίτης) για τη λήψη 

τρισδιάστατων εικόνων αντίθεσης είναι πολύ πρόσφατη και η ραγδαία εξέλιξης της 

πραγματοποιήθηκε ουσιαστικά μετά και από την εμπορική διάθεση των laser 

υπερβραχέων παλμών (femtosecond laser) [303-305]. Η γένεση αρμονικού σήματος είναι 

σύμφωνη διαδικασία και μπορεί να προσφέρει μετρήσεις πολύ ευαίσθητες στη φάση. Ως 

αποτέλεσμα των μοναδικών ιδιοτήτων που παρέχει η μικροσκοπία δεύτερης (ή και 

μεγαλύτερης τάξης) μπορεί να προσφέρει ένα μοναδικό παράθυρο στη μοριακή χωρική 

οργάνωση η οποία είναι απρόσιτη με άλλες μεθόδους, όπως είναι ο φθορισμός [306]. Η 

SHG, η οποία είναι μια πολύ-αρμονική γένεση, είναι μια ελάχιστα επεμβατική τεχνική 

οπτικής απεικόνισης με εγγενής ικανότητα να λαμβάνει οπτικές τομές (optical 

sectioning) [307]. Η γένεση δεύτερης αρμονικής SHG έχει χρησιμοποιηθεί για τη 

μικροσκοπία ενδογενών βιολογικών δομών που περιέχουν κολλαγόνο, ιστών μυών, 

ζωντανών κυττάρων, ενώ αναπτύσσεται και ως μια καινοτόμος διαγνωστική 
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μεθοδολογία [298, 308-311]. Η μη-γραμμική οπτική τεχνική της SHG έχει τα 

πλεονεκτήματα ότι δεν απαιτείται η χρήση χρωστικών ουσιών, παράγεται εγγενής 

τρισδιάστατη ανάλυση, γίνεται διέγερση με ακτινοβολία στο εγγύς υπέρυθρο 

(παρέχοντας έτσι μεγάλη οπτική διέλευση), χαρακτηρίζεται από μικρή φωτο-

καταστροφή και είναι ικανή να προσφέρει ποσοτικές πληροφορίες [312].  

 

Β.3.3.3.2 ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗ ΜΗ ΓΡΑΜΜΙΚΗ ΟΠΤΙΚΗ  

 

Με σκοπό να περιγραφεί πιο σωστά ο όρος οπτική γραμμικότητα, ας θεωρηθεί αρχικά 

πως η διπολική ροπή ανά μονάδα όγκου, ή πόλωση , ενός υλικού συστήματος 

εξαρτάται από την ένταση του εφαρμοζομένου πεδίου (εδώ το 
~
 συμβολίζει μιαν 

ποσότητα, η οποία αλλάζει με το χρόνο
§§§

 [24]). Στην περίπτωση της συμβατικής (π.χ. 

γραμμικής) οπτικής, η προκαλούμενη πόλωση εξαρτάται από την ένταση του ηλεκτρικού 

πεδίου με έναν τρόπο που μπορεί να περιγραφεί από τη σχέση: 

             Εξίσωση 38 

όπου ο όρος αναλογίας  είναι γνωστός σαν γραμμική επιδεκτικότητα. Στη μη 

γραμμική οπτική, η μη γραμμική απόκριση μπορεί συχνά να περιγραφεί από τη 

γενίκευση της σχέσης Εξίσωση 38 εκφράζοντας την πόλωση  σαν μια σειρά 

δυνάμεων στο πεδίο ως: 

       Εξίσωση 39 

Οι ποσότητες και είναι γνωστές σαν δεύτερης και τρίτης τάξης μη γραμμική 

οπτική επιδεκτικότητα, αντίστοιχα. 

Για απλοποίηση, έχει θεωρηθεί ότι τα πεδία  και  στις εξισώσεις Εξίσωση 38 

και Εξίσωση 39 είναι βαθμωτές ποσότητες. Στην περίπτωση της διανυσματικής φύσης 

των πεδίων, το γίνεται ένας τανυστής δεύτερης τάξης, το  ένας τανυστής τρίτης 

τάξης κλπ. Στις εξισώσεις Εξίσωση 38 και Εξίσωση 39 έχει επίσης θεωρηθεί ότι η 

                                                

§§§ Στην παρούσα ανάπτυξη χρησιμοποιείται ο συμβολισμός του Boyd (1992). 
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πόλωση σε χρόνο t εξαρτάται μόνο από την ακαριαία τιμή της έντασης του ηλεκτρικού 

πεδίου (δηλαδή ότι το μέσο αποκρίνεται ακαριαία). Αυτό συμβαίνει εφόσον έχει 

θεωρηθεί ότι το μέσο δεν έχει απώλειες και δεν προκαλεί διάχυση. Γενικά, οι μη 

γραμμικές επιδεκτικότητες εξαρτώνται από τη συχνότητα των εφαρμοζόμενων πεδίων, 

αλλά κάτω από την παρούσα θεώρηση ακαριαίας απόκρισης, θεωρούνται σταθερές. 

Πρέπει να σημειωθεί, ότι οι μονάδες του 
(2) δεν είναι οι ίδιες με αυτές του . Η 

γραμμική επιδεκτικότητα πρώτης τάξης είναι ένας αδιάστατος λόγος, ανεξάρτητη 

από το σύστημα μονάδων στο οποίο οι μετρήσιμες τιμές των Ρ και Ε εκφράζονται. Οι 

τιμές των συντελεστών του τανυστή δευτεροτάξιας επιδεκτικότητας 
(2) , ο οποίος 

περιγράφει τη μη γραμμικότητα, δεν είναι ανεξάρτητες από τις μονάδες του συστήματος, 

έχουν αντίστροφες διαστάσεις με αυτές της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου. Για αυτό 

στο σύστημα μονάδων mks, η δευτεροτάξια επιδεκτικότητα είναι σε meters/volt και στο 

σύστημα μονάδων cgs είναι σε esu/dyne.  

Η αναφέρεται ως δεύτερης τάξης μη γραμμική πόλωση, στην

 ως τρίτης τάξης μη γραμμική πόλωση κοκ. Η φυσική διαδικασία, η 

οποία προκαλείται σαν αποτέλεσμα της δευτεροτάξιας πόλωσης , είναι διαφορετική 

από αυτή που προκαλείται σαν αποτέλεσμα της τρίτης τάξης πόλωσης . Η 

δευτεροτάξια μη γραμμική οπτική αλληλεπίδραση μπορεί να πραγματοποιηθεί μόνο σε 

μη κεντροσυμμετρικά μέσα, δηλαδή σε μέσα τα οποία δεν παρουσιάζουν συμμετρία 

αντιστροφής. Από την άλλη, η τρίτης τάξη μη γραμμική οπτική αλληλεπίδραση, μπορεί 

να πραγματοποιηθεί τόσο σε κεντροσυμμετρικά όσο και σε μη κεντροσυμμετρικά μέσα. 

Η πιο κοινή διαδικασία για την περιγραφή των μη γραμμικών οπτικών φαινομένων 

βασίζεται στην έκφραση της πόλωσης σε όρους του εφαρμοζόμενου ηλεκτρικού 

πεδίου , όπως στην Εξίσωση 39. Ο λόγος για τον οποίο η πόλωση διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στην περιγραφή των μη γραμμικών οπτικών φαινομένων είναι ότι μια 

χρονικά-εξαρτώμενη πόλωση μπορεί να δράσει σαν πηγή νέων στοιχείων του 

ηλεκτρομαγνητικού πεδίου. 

 

Β.3.3.3.3 ΓΕΝΕΣΗ ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ 

 

Η κλασσική μέθοδος για κατανόηση του φαινομένου είναι η μελέτη γένεση δεύτερης 

αρμονικής (Second Harmonic Generation, SHG) σε μη γραμμικό κρύσταλλο. Θεωρώντας 

μια δέσμη laser με ηλεκτρικό πεδίο: 
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            Εξίσωση 40 

που εφαρμόζεται σε έναν κρύσταλλο, στον οποίο η δευτεροτάξια επιδεκτικότητα 

είναι μη μηδενική, δημιουργείται μια μη γραμμική πόλωση: 

     

ή ως 

 
            Εξίσωση 41  

Η δευτεροτάξια πόλωση αποτελείται από μια συνεισφορά σε μηδενική συχνότητα (ο 

πρώτος όρος) και μια συνεισφορά σε συχνότητα 2ω (δεύτερος όρος). Αυτός ο δεύτερος 

όρος είναι αυτός που μπορεί να οδηγήσει στη γένεση ακτινοβολίας στη συχνότητα 

δεύτερης αρμονικής. Σημειώνεται ότι η πρώτη συνεισφορά ( ) δεν οδηγεί στη 

γένεση ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας (διότι κατά την δεύτερη παραγώγιση 

εξαφανίζεται), αλλά οδηγεί σε μια διαδικασία γνωστή σαν οπτική ανόρθωση στην οποία 

ένα στατικό ηλεκτρικό πεδίο δημιουργείται εντός του μη γραμμικού κρυστάλλου (Σχήμα 

8A). 

 

 

Σχήμα 8:  A) Η γεωμετρία γένεσης SHG B) Διάγραμμα ενεργειακών επιπέδων για περιγραφή SHG. 

 

Κάτω από κατάλληλες πειραματικές συνθήκες, η διαδικασία της SHG μπορεί να είναι 

τόσο αποτελεσματική ώστε σχεδόν όλη η ισχύς από την εφαρμοζόμενη ακτινοβολία στη 

συχνότητα ω να μετατραπεί σε ακτινοβολία στη δεύτερη αρμονική συχνότητα 2ω. 

Η SHG μπορεί επίσης να κατανοηθεί θεωρώντας την αλληλεπίδραση σε όρους 

ανταλλαγής φωτονίων μεταξύ στοιχείων διαφόρων συχνοτήτων του πεδίου. Σε ένα 

μεμονωμένο κβαντομηχανικό μηχανισμό δύο φωτόνια συχνότητας ω καταστρέφονται και 

ένα φωτόνιο συχνότητας 2ω δημιουργείται ταυτόχρονα (Σχήμα 8B). Η συνεχόμενη 

γραμμή στην εικόνα αναπαριστά το ατομικό θεμελιώδες επίπεδο και η διακεκομμένη 

γραμμή αναπαριστά αυτά που αποκαλούνται εικονικά (virtual) επίπεδα. Αυτά τα επίπεδα 
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δεν έχουν ιδιοτιμές ελευθέρων ατόμων, αλλά αναπαριστούν το συνδυασμό ενέργειας από 

ένα ενεργειακό επίπεδο του ατόμου και ενός ή περισσότερων φωτονίων του πεδίου 

ακτινοβόλησης. 

Ο ακριβής προσδιορισμός του μηχανισμού SHG που παρουσιάζει  έντονα το ινώδες 

κολλαγόνο δεν είναι γνωστός. Η μέχρι τώρα μελέτη, θέλει την SHG να είναι εξαρτώμενη 

από τη μη κεντροσυμμετρική στερεοδομή και η επικρατούσα θεώρηση ισχυρίζεται ότι η 

SHG είναι αρχικά διπολικής φύσης, της οποίας μάλιστα η απόδοση ενισχύεται λόγω 

δομής. Το σήμα της SHG αποδίδεται στον ενισχυτικό προσανατολισμό της 

στερεοδιάταξης των ινιδίων του κολλαγόνου και δηλώνει την ενισχυτική άθροιση της 

διπολικής φύσης υπερ-Rayleigh σκέδασης (Hyper Reighley Scattering, HRS) του 

πληθυσμού των ινιδίων. Υπεύθυνες για την στερεοδιάταξη των ινιδίων θεωρούνται οι 

σταυροδεσμοί που σχηματίζονται στα τροποκολλαγόνα κατά τη διαδικασία της 

ινιδιογένεσης. 

 

 

Β.3.3.3.4 ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΚΗ-ΜΟΡΙΑΚΗ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ ΓΕΝΕΣΗΣ ΔΕΥΤΕΡΗΣ 

ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ 

Η SHG προκύπτει από μη κεντροσυμμετρικά υλικά, δηλαδή δεν μπορεί να προκύψει από 

υλικά τα οποία κατέχουν τη συμμετρία αντιστροφής (Σχήμα 9). Στη μέχρι τώρα θεώρηση 

εξετάστηκε η SHG στην περίπτωση όπου η προσπίπτουσα δέσμη δεν είναι ισχυρά 

εστιασμένη και έτσι το πεδίο της δεύτερης αρμονικής περιγράφεται ως ευθεία 

διαδιδόμενη δέσμη με αυστηρά καθορισμένα ως προς τη διεύθυνση κυματανύσματα. Το 

μοριακό στρώμα στην περίπτωση αυτή περιγράφεται καταλληλότερα από το μέγεθος της 

μακροσκοπικής επιφανειακής επιδεκτικότητας 
 2

 . Στις περιπτώσεις όμως, όπου 

SHG προορίζεται για εφαρμογές μικροσκοπίας και επομένως η προσπίπτουσα δέσμη είναι 

ισχυρά εστιασμένη, το θεμελιώδες πεδίο δεν μπορεί να προσεγγιστεί ως απλή σε ευθεία 

διαδιδόμενη με αποτέλεσμα η ιδιαίτερη γεωμετρία του κοντά στο εστιακό κέντρο να 

παίζει καθοριστικό ρόλο στη δομή της SHG. Σε αυτή την περίπτωση η χρήση της 

μακροσκοπικής επιφανειακής επιδεκτικότητας 
 2

  για τον ποσοτικό προσδιορισμό της 

SHG κρίνεται ανεπαρκής και για αυτό εισάγεται ένας ορισμός για την επιφανειακή μη 

γραμμικότητα στο επίπεδο των μεμονωμένων μοριακών υπερπολοσιμοτήτων. 
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Σχήμα 9: Συμμετρία αναστροφής σε 3 διαστάσεις. Τα μόρια ή αντικείμενα τα οποία έχουν την 

συμμετρία αναστροφής δηλαδή παρουσιάζουν κέντρο συμμετρίας ονομάζονται κεντροσυμμετρικά ενώ 

όσα δεν έχουν το κέντρο αναστροφής μη κεντροσυμμετρικά. 

Μοριακή διπολική ροπή 

Μελετώντας τη σκέδαση ακτινοβολίας από ένα απομονωμένο μόριο σε μια πρώτη 

προσέγγιση το μόριο μπορεί να θεωρηθεί ως ένα απλό ηλεκτρικό δίπολο. Δηλαδή η 

κατανομή του φορτίου λόγω των πυρήνων του μορίου μπορεί να θεωρηθεί ακίνητη ως 

προς την κατανομή φορτίου λόγω των ηλεκτρονίων. Τότε, η μοριακή διπολική ροπή 

δίνεται από: 

qr               Εξίσωση 42 

όπου q είναι η απόλυτη τιμή της διαφοράς φορτίου μεταξύ των δύο κατανομών και r η 

σχετική τους μετατόπιση.  

 

Σχήμα 5: Μοριακή διπολική ροπή σε μόριο από την εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου Ε. 
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Οι αλλαγές στο   οφείλονται στις δυνάμεις που εφαρμόζονται στα ηλεκτρόνια του 

μορίου. Στο παρόν μοντέλο λαμβάνονται υπόψη μόνο οι δυνάμεις του ηλεκτρικού 

πεδίου, των οποίων οι ενέργειες αλληλεπίδρασης δίνονται από το W   , όπου το 

είναι το εφαρμοζόμενο ηλεκτρικό πεδίο. 

Χρησιμοποιώντας μιαν απλή προσέγγιση το μόριο μπορεί να θεωρηθεί ως μια 

μονοδιάστατη ράβδος όπου το ηλεκτρονιακό νέφος μπορεί να μετακινείται πάνω-κάτω 

στα άκρα της. Τα μόρια, ως ηλεκτρικά δίπολα, μπορεί να είναι είτε συμμετρικά, είτε 

ασύμμετρα. 

 

Σχήμα 6: Η κατανομή του φορτίου λόγω των ηλεκτρονίων του μορίου (-) με την κατανομή του φορτίου 

λόγω των πυρήνων (+) σε (α) συμμετρική και (β) μη συμμετρική κατανομή και η αντίστοιχη θεώρηση 

του μορίου ως μονοδιάστατη ράβδος. 

 

ΣΚΕΔΑΣΗ RAYLEIGH 

Εάν το μόριο είναι απόλυτα συμμετρικό, τότε στην ισορροπία η διπολική ροπή του 

μηδενίζεται. Κατά την εφαρμογή Η/Μ πεδίου το ηλεκτρονιακό νέφος υπόκειται σε μιαν 

ημιτονοειδή δύναμη στον άξονα του μορίου-διπόλου, συχνότητας ω. Λόγω του ότι το 

μόριο είναι συμμετρικό, η επαγόμενη ταλάντωση του ηλεκτρικού νέφους είναι με τη 

σειρά της συμμετρική και δημιουργεί Η/Μ πεδίο ίδιας συχνότητας ω με το 

εφαρμοζόμενο. Αυτού του είδους η ακτινοβολία οφείλεται στην επονομαζόμενη 

σκέδαση Rayleigh. Η σκέδαση Rayleigh είναι γραμμική υπό την έννοια ότι η 

σκεδαζόμενη συχνότητα είναι η ίδια με την προσπίπτουσα. Στην περίπτωση λοιπόν 

συμμετρικού μορίου δεν είναι δυνατόν να λάβει χώρα μη γραμμικό φαινόμενο. 
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Σχήμα 7: Σκέδαση Rayleigh από συμμετρικό μόριο 

Επομένως, αφού σε συμμετρικό μόριο δεν μπορεί να υπάρξει μη γραμμικό φαινόμενο και 

άρα ούτε γένεση αρμονικής σκέδασης οποιασδήποτε τάξης, η συζήτηση επικεντρώνεται 

μόνο σε μόρια-δίπολα όπου υπάρχει ασυμμετρία κατανομής του φορτίου. 

Η μοριακή αρμονική μετατροπή πηγάζει από την μη γραμμική εξάρτηση της επαγόμενης 

μοριακής διπολικής ροπής μ από το προσπίπτον ηλεκτρομαγνητικό πεδίο Ε. Μπορούμε 

να γράψουμε αναπτύσσοντας σε σειρά Taylor γύρο από το 0: 

    0

1 1
. . . ...

2 6
                    Εξίσωση 43 

όπου α είναι η γραμμική μοριακή πολωσιμότητα ενώ β και γ είναι οι μη γραμμικές 

πρώτης και δεύτερης τάξης υπερπολωσιμότητες. Η γένεση δεύτερης αρμονικής 

οφείλεται στο β, η οποία είναι ένας τανυστής με 27 στοιχεία ijk  όπου , , , ,i j k x y z , 

ενώ η γένεση τρίτης αρμονικής και η διφωτονική απορρόφηση φθορισμού (2PEF) 

διέπεται από το γ (Σχήμα 5). Σημαντικές προσπάθειες έχουν γίνει για χειρισμό μορίων με 

μεγάλες μη γραμμικές υπερπολωσιμότητες. 

 
Σχήμα 8: Η συνεισφορά των επιμέρους στοιχείων της μοριακής διπολικής ροπής σε μη γραμμικά 

οπτικά φαινόμενα. 
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Μια πιο αναλυτική έκφραση της διπολικής ροπής είναι
****

 αυτή που παρουσιάζει στο 

μοριακό επίπεδο ότι η προκαλούμενη μοριακή διπολική ροπή μπορεί να επεκταθεί σαν 

μια δυναμοσειρά στο εφαρμοζόμενο ηλεκτρικό πεδίο F , όπου F όμως το τοπικά 

εφαρμοζόμενο ηλεκτρικό πεδίο   

(0)( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ...i i ij j ijk j k ijkl j k lt F t F t F t F t F t F t               Εξίσωση 44 

όπου οι δείκτες αναφέρονται σε καρτεσιανά διανύσματα ή στοιχεία τανυστών για κάθε 

ποσότητα, 
(0)

i είναι το i-οστό στοιχείο της στατικής διπολικής ροπής του μορίου και το 

τοπικό πεδίο ορίζεται σαν i ij jF f E όπου το f είναι ο παράγοντας τοπικού πεδίου. Στην 

προηγούμενη εξίσωση έγινε χρήση τη σύμβαση αθροίσματος, σύμφωνα με την οποία  

3 3

1 1

( ) ( ) ( ) ( )ijk j k ijk j k

j k

F t F t F t F t 
 

             Εξίσωση 45 

Τα εκτός της διαγωνίου στοιχεία της πολωσιμότητας και υπερπολωσιμότητας 

αναπαριστούν μιαν προκαλούμενη διπολική ροπή η οποία δεν είναι αναγκαστικά στην 

ίδια διεύθυνση όπως το εφαρμοζόμενο ηλεκτρικό πεδίο 

Στη βιβλιογραφία η διπολική ροπή συχνά συναντάται με το συμβολισμό d, όπου στην 

περίπτωση σμίξης τριών κυμάτων, από πεδία με συχνότητες ω1 και ω2 σε ένα τρίτο πεδίο 

ω1+ω2 ενώ στο μακροσκοπικό επίπεδο η δευτεροτάξια πόλωση θα παρουσιαζόταν ως  

(2) (2)

1 2 1 2 1 2( ) ( , ) ( ) ( )i ijk j k

jk

P E E                   Εξίσωση 46 

εκφράζεται ως   
(2)

1 2 1 2 1 2( ) ( , ) ( ) ( )i ijk j k

jk

d E E                   Εξίσωση 47 

 

Εδώ η διπολική ροπή 
(2)

id και η υπερπολωσιμότητα ijk είναι τα μοριακά ανάλογα της 

πόλωσης (διπολική ροπή ανά μονάδα όγκου) 
(2)

iP και της επιδεκτικότητας (2)

ijk , 

αντίστοιχα. Η γένεση δεύτερης αρμονικής είναι εκφυλισμένη περίπτωση της σμίξης 

τριών κυμάτων, όπως 1 2     και επομένως 

                                                

****    Η έκφραση αυτή παρουσιάστηκε για πρώτη φορά από τους  Ghebremichael et al. [313] F. 

Ghebremichael, M. G. Kuzyk, and H. S. Lackritz, "Nonlinear optics and polymer physics," Progress in 

Polymer Science (Oxford), vol. 22, pp. 1147-1201, 1997. 
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(2) (2)

(2)

(2)

(2 ) ( , ) ( ) ( )

( , ) ( ) ( )

( , ) ( ) ( )

i ijk j k

jk

ikj k j

kj

ikj j k

jk

P E E

E E

E E

     

    

    







           Εξίσωση 48 

 

Β.3.3.3.5 ΓΕΝΕΣΗ ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ ΑΠΟ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ 

 

Στις προηγούμενες ενότητες παρουσιάστηκαν οι αρχές της SHG, με ιδιαίτερη έμφαση 

στη σύμφωνη διαδικασία εκπομπής του σήματος. Σε αυτή την ενότητα παρουσιάζεται η 

προέλευση της SHG από δομές κολλαγόνου, δίνοντας έμφαση στην τάξη της ιεραρχικής 

δομής του κολλαγόνου. Η γένεση σήματος δεύτερης αρμονικής από το μακρομόριο του 

κολλαγόνου ξεκίνησε να μελετάται από τα τέλη της δεκαετία του 70 [314] μόλις μια 

δεκαπενταετία μετά την ανακάλυψη του laser από τον Maiman [315]
 
και την αφετηρία 

της μη γραμμικής οπτικής από την ανακάλυψη του μη γραμμικού φαινομένου της 

γένεσης δεύτερης αρμονικής από τον Franken το 1961 [316]. Από τότε, διάφορες 

ερευνητικές ομάδες έχουν ασχοληθεί με το μη γραμμικό αυτό φαινόμενο ιδιαίτερα μετά 

την έλευση των laser υπερβραχέων παλμών. Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός 

ότι βιολογικά δείγματα όπως το κολλαγόνο παρουσιάζουν γένεση δεύτερης αρμονικής 

για διάφορα μήκη κύματος διέγερσης [304, 307]. Έχει παρουσιαστεί ότι το κολλαγόνο με 

διέγερση σε μήκη κύματος 1064, 901, 892, 828. 785 και 766 nm δίνει σήμα δεύτερης 

αρμονικής στα 532, 451, 446, 414, 393 και 383 nm, αντίστοιχα [302, 317-319]. 

Η ακριβής ερμηνεία του μη γραμμικού φαινομένου της γένεσης δεύτερης αρμονικής στο 

κολλαγόνο δεν έχει διασαφηνιστεί ακόμα και διάφορα μοντέλα, όπως αυτά που 

παρουσιάζονται στη συνέχεια, προσεγγίζουν την πραγματική φύση του φαινομένου 

δίνοντας σημαντικές πληροφορίες. Η μέχρι τώρα μελέτη θέλει την SHG να είναι 

εξαρτώμενη από τη μη κεντροσυμμετρική στερεοδομή και η επικρατούσα θεώρηση 

ισχυρίζεται ότι η SHG είναι αρχικά διπολικής φύσης, της οποίας μάλιστα η απόδοση 

ενισχύεται λόγω δομής. Το σήμα της SHG αποδίδεται στον ενισχυτικό προσανατολισμό 

της στερεοδιάταξης των ινιδίων του κολλαγόνου και δηλώνει την ενισχυτική άθροιση της 

διπολικής φύσης υπερ-Rayleigh σκέδασης (Hyper Reighley Scattering, HRS) του 

πληθυσμού των ινιδίων. 

Στην εικόνα που ακολουθεί (Εικόνα 50) παρουσιάζονται τα διαφορετικά επίπεδα της 

οργάνωσης του κολλαγόνου, από τα οποία και προκύπτει η γένεση του μη γραμμικού 

σήματος. Αρχικά, η πηγή των διπόλων δεύτερης αρμονικής, τα οποία είναι υπεύθυνα για 
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την παραγωγή του σήματος SHG στο κολλαγόνο, αποδίδεται στους πεπτιδικούς δεσμούς 

κατά μήκος των τριών αλυσίδων που συνιστούν την ελικοειδή τριπλή έλικα του 

κολλαγόνου [319-321]. Η υπόθεση ότι η SHG παράγεται από τον πρωτεϊνικό σκελετό 

(protein backbone), παρά από τα κατάλοιπα (residues), υποστηρίζεται από το γεγονός ότι 

όλοι οι τύποι κολλαγόνου που χαρακτηρίζονται από τη δημιουργία ιεραρχικής δομής 

(π.χ. ινώδη κολλαγόνα τύπου Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, ΙV) παράγουν σήμα SHG παρόλο που η 

αμινοοξική ακολουθία τους διαφέρει σημαντικά [318]. Σύμφωνα με αυτό το μοντέλο, 

ένα μόριο τροποκολλαγόνου (μορίου του κολλαγόνου) μπορεί να θεωρηθεί σαν ένα 

σύνολο από δίπολα δεύτερης τάξης, τα οποία βρίσκονται κατά μήκος της τριπλής έλικας. 

Όταν γίνεται διέγερση κατά μήκος του κύριου άξονα της τριπλής έλικας, κάθε δεσμός 

συμβάλει ενισχυτικά στο παραγόμενο σήμα SHG από το μόριο. Η τριπλή έλικα είναι 

επομένως το πρώτο επίπεδο της ιεραρχικής δομής του κολλαγόνου το οποίο ενισχύει το 

SHG σήμα από ένα πεπτιδικό δεσμό. Ωστόσο, καθώς το μήκος του μορίου του 

τροποκολλαγόνου είναι συγκρίσιμο με το μήκος κύματος, η αποτελεσματικότητα της 

ενίσχυσης εξαρτάται από την κατεύθυνση κατά την οποία ανιχνεύεται το σήμα [320]. 

Παρά την ενισχυτική συμβολή του σύμφωνου σήματος από τις αποκρίσεις των 

πεπτιδικών δεσμών, η μικροσκοπία SHG αδυνατεί να απεικονίσει τόσο μεμονωμένα 

μόρια κολλαγόνου όσο και την ισότροπη κατανομή αυτών. Ωστόσο, οι Deniset-Besseau 

et al. [320] παρουσίασαν ότι ένα πολύ ασθενέστερο σήμα HRS μπορεί να ανιχνευθεί από 

πυκνά διαλύματα κολλαγόνου χρησιμοποιώντας μεγαλύτερο όγκο διέγερσης (excitation 

volume) και πολύ μεγαλύτερους χρόνους διέγερσης σε σχέση με αυτούς που 

χρησιμοποιούνται συνήθως στις διατάξεις μικροσκοπίας SHG.  

 

Εικόνα 50: Ιεραρχικά επίπεδα οργάνωσης του κολλαγόνου και προέλευση της SHG για κάθε επίπεδο 

[Προσαρμοσμένο από Gusachenko, 2012 [318]].  
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Το επόμενο επίπεδο οργάνωσης του κολλαγόνου, δηλαδή τα μεμονωμένα μόρια του 

κολλαγόνου, τα οποία οργανώνονται σε ινίδια, επίσης ενισχύουν σημαντικά το σήμα 

SHG[318]. Η ενίσχυση οφείλεται στη διάταξη των τροποκολλαγόνων, καθώς τα μόρια 

του κολλαγόνου έχουν τον ίδιο προσανατολισμό ή πολωσιμότητα (polarity) εντός του 

ινιδίου κολλαγόνου. Αυτή η ενίσχυση έχει ποιοτική επίπτωση στην SHG, καθώς 

μεμονωμένα ινίδια είναι εύκολο να παρατηρηθούν με μικροσκοπία SHG (σε αντίθεση με 

την αδυναμία απεικόνισης των μεμονωμένων μορίων).  

Στη συνέχεια, υπάρχουν δύο πιθανές περιπτώσεις σχετικά με την οργάνωση των ινιδίων 

του κολλαγόνου σε έναν ιστό. Η πρώτη περίπτωση, είναι οι δέσμες κολλαγόνου να 

αποτελούνται από παράλληλα ινίδια με ίδια πολωσιμότητα (ίδιο δηλαδή 

προσανατολισμό των μορίων σε κάθε ινίδιο σε σχέση με τον κύριο άξονα της δεσμίδας 

των ινών κολλαγόνου). Σε αυτή την περίπτωση, θα παράγεται ενισχυμένο σήμα SHG. Η 

δεύτερη περίπτωση, είναι τα ινίδια να είναι οργανωμένα με τέτοιο τρόπο ώστε κάθε 

πολωμένο ινίδιο να υιοθετεί είτε παράλληλο, είτε αντι-παράλληλο προσανατολισμό σε 

σχέση με τον κύριο άξονα της δεσμίδας (διευθέτηση τυχαίου προσανατολισμού κεφαλής-

ουράς, random head-tail arrangement). Σε δεσμίδες κολλαγόνου αυτής της περίπτωσης, η 

ενίσχυση της SHG έχει στοχαστική φύση (stochastic nature) και είναι παρόμοια με την 

υπερ-σκέδαση Rayleigh (hyper-Rayleigh scattering) του κολλαγόνου, παρά το γεγονός 

ότι για τους μεμονωμένους σκεδαστές δεύτερης αρμονικής χρησιμοποιείται ο όρος 

“HRS-like” ενίσχυση, αντί της σύμφωνης ενίσχυσης [318]. Παρόλο που υπάρχουν 

αποδείξεις ότι τα ινίδια κολλαγόνου ακολουθούν μια τυχαία διευθέτηση κεφαλής-ουράς 

στους τένοντες, δεν υπάρχουν δεδομένα για όλους τους ιστούς.  

 

Β.3.3.3.6 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ ΓΕΝΕΣΗ ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ ΑΠΟ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ 

Οι τεχνικές SHG, μικροσκοπίας ή μέτρησης σήματος, όταν εφαρμοστούν για  

διερεύνηση κολλαγόνου, μπορούν να προσφέρουν μη καταστροφικές μεθόδους, 

ελεύθερες από χρωστικές ουσίες, κατάλληλες για το χαρακτηρισμό του εξωκυττάριου 

πλέγματος και ιστών πλούσιων σε κολλαγόνο, οι οποίες μπορούν να διευρύνουν τη μέχρι 

τώρα κατανόηση των δομικών διαφοροποιήσεων που σχετίζονται με διάφορες 

παθολογικές καταστάσεις. Η μικροσκοπία SHG είναι κατάλληλη για την επιλεκτική 

απεικόνιση, με μεγάλη αντίθεση, ινών κολλαγόνου σε ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο. 

Αυτή η τεχνική παρέχει πληροφορίες σχετικά με τη δομή του κολλαγόνου σε διάφορους 

ιστούς χωρίς να περιλαμβάνει φαινόμενα φωτολεύκανσης (photobleaching) ή 

φωτοτοξικότητας (phototoxicity) και χωρίς την ανάγκη επιπρόσθετων χρωστικών [302].  

Ένα άλλο ιδιαίτερο χαρακτηριστικό, όπως φάνηκε και από τη συζήτηση σχετικά με τη 

γένεση του σήματος από ίνες κολλαγόνου, είναι η ευαισθησία της SHG στον 
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προσανατολισμό των ινών κολλαγόνου όταν το προσπίπτων φως είναι γραμμικά 

πολωμένο [302]. Για αυτό, η μικροσκοπία ή η μέτρηση σήματος SHG με πολωμένο φως, 

είναι αποτελεσματική για την ποσοτικοποίηση ή ποσοτική απεικόνιση του 

προσανατολισμού των ινών κολλαγόνου (Σχήμα 10). Για παράδειγμα, ex vivo 

μικροσκοπία SHG με πολωμένο φως (polarization-resolved SHG, PR-SHG) 

χρησιμοποιήθηκε σε δέρμα ποντικού για τη διερεύνηση της σχέσης μεταξύ του 

προσανατολισμού των ινών κολλαγόνου και της κατεύθυνσης των ρυτίδων [322]. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν, ότι η κατεύθυνση των ρυτίδων ήταν παράλληλη με αυτή των 

δερματικών ινών κολλαγόνου. Η χρήση μικροσκοπίας SHG με πολωμένο φως 

συνδυάστηκε επίσης με μεθόδους αριθμητικής ανάλυσης από τους Brown et al. [323], οι 

οποίοι εστίασαν στις οστεοαρθρικές αλλαγές στο χόνδρο και έδειξαν, ότι η μεθοδολογία 

που ανάπτυξαν είναι κατάλληλη για την εκτίμηση της διαμέτρου, του προσανατολισμού 

και του σχηματισμού των δεσμίδων ινών κολλαγόνου. Επίσης, πολωμένο φως και SHG 

αξιοποιήθηκε από τους Latour et al. [324] για την in vivo απεικόνιση της τρισδιάστατης 

κατανομής των ινιδίων κολλαγόνου στον κερατοειδή χιτώνα. 

 

Σχήμα 10: Γεωμετρία πρόσπτωσης δέσμης laser σε τένοντα από ουρά ποντικιού και σε ίνες 

κολλαγόνου. Ω είναι η γωνία που σχηματίζετε μεταξύ της πόλωσης της προσπίπτουσας ακτινοβολίας 

και του κύριου άξονα των ινών του κολλαγόνου, ο οποίο και συμπίπτει με τον άξονα Ζ των 

συντεταγμένων. 

Η SHG θεωρείται ως μια πολλά υποσχόμενη εναλλακτική μέθοδος για ποσοτικοποίηση 

των αλλαγών του κολλαγόνου σε ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο [312, 325].Η 

μικροσκοπία SHG έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία, χωρίς τη χρήση χρωστικών, για την 

ανίχνευση δομικών αλλαγών σε συνδετικούς ιστούς κάτω από παθολογικές συνθήκες, 

όπως είναι η φωτογήρανση σε ιστούς όπως το δέρμα ή ο κερατοειδή χιτώνας [312, 322, 

326]. Ιδιαίτερα, στο δέρμα, οι αλλαγές του κολλαγόνου είναι ένα από τα κυριότερα 

χαρακτηριστικά του φωτογηρασμένου ανθρώπινου δέρματος και η ενδογενής SHG 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν μια καινοτόμος μέθοδος για την ποσοτικοποίηση των 
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αλλαγών του κολλαγόνου. Οι Zhuo et al. [312] παρουσίασαν ότι το σήμα SHG μπορεί να 

ανιχνεύσει, ex vivo,  ποσοτικές αλλαγές και διαφοροποιήσεις ανάμεσα σε φυσιολογικό 

και φωτογηρασμένο δέρμα. Εντοπίστηκαν διαφορές στην περιεκτικότητα και στη δομή 

των ινών κολλαγόνου, γεγονός το οποίο παρέχει προοπτικές για τις in vivo κλινικές 

εφαρμογές της διάγνωσης της φωτογήρανσης του δέρματος μέσω τεχνικών SHG. 

Επίσης, η SHG έχει χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη του λόγου μεταξύ κολλαγόνου και 

ελαστίνης σε γερασμένο δέρμα [327]. Οι Ghazaryan et al. [307] μελέτησαν με χρήση του 

μετασχηματισμού Fourier 2
ης

 τάξης σε μικροσκοπία SHG για τη μελέτη την οργάνωση 

των ινών κολλαγόνου και τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η μεθοδολογία επιτρέπει τη 

διάκριση της οργάνωσης των ινών κολλαγόνου σε φυσιολογικό και σε παθολογικό ιστό. 

Επιπλέον, εικόνες από μικροσκοπία δεύτερης και τρίτης αρμονικής σε συνδυασμό με 

τεχνικές επεξεργασίας εικόνας μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την κατηγοριοποίηση 

του διαβήτη και την εύρεση πρόωρων συμπτωμάτων του διαβήτη [328]. 

Επίσης, η παραγωγή SHG από κολλαγόνο, κυρίως από κολλαγόνο τύπου Ι, μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί σαν μια τεχνική ανίχνευσης και παρακολούθησης αλλαγών στη δομή του 

εξωκυττάριου πλέγματος κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης κυτταρικών όγκων [299, 300]. 

Η τεχνική αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην επιφάνεια του πρωτογενούς όγκου ή σε 

μια τομή του όγκου, παρέχοντας πληροφορίες σχετικά με τις ιδιότητες του πλέγματος 

ιστού/όγκου. Οι Zhu et al. 2010 [329] έδειξαν ότι το οπισθοσκεδαζόμενο σήμα SHG 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη διάκριση μεταξύ φυσιολογικών και ιστών με 

νεοπλασίες, ενώ οι Burke et al. [299] μέσω της SHG από κολλαγόνο, μελέτησαν τις 

αλλαγές στο εξωκυττάριο πλέγμα σε καρκινικό όγκο μαστού. 

Επιπλέον, οι μέθοδοι γένεσης δεύτερης αρμονικής έχουν χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη 

των θερμικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου [96, 237, 330, 331]. Οι Matteini et al. [96] 

διερεύνησαν τις θερμικές μεταπτώσεις του ινώδους κολλαγόνου με SHG μικροσκοπία με 

πολωμένο φως. Τα αποτελέσματα τους έδειξαν, ότι οι τροποποιήσεις του ιστού που 

προκαλούνται στον ιστό με την αύξηση της θερμοκρασίας, πραγματοποιούνται σε τρία 

στάδια αποδόμησης στα διαφορετικά ιεραρχικά επίπεδα της δομής του κολλαγόνου, 

περιλαμβανόμενης της τεταρτογενούς δομής. Οι Lin et al. [237] κατέγραψαν 

συρρίκνωση (shrinkage) των ινών κολλαγόνου μετά από θέρμανση, ενώ οι Hovhannisyan 

[330, 331] διερεύνησαν τη θερμική καταστροφή του κολλαγόνου σε ιστούς 

χρησιμοποιώντας τεχνικές SHG και διφωτονικής μικροσκοπίας.  

Εκτός από τις περιπτώσεις σε ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο, οι μέθοδοι SHG μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν σε ικριώματα, λεπτά υμένια ή γέλες κολλαγόνου, τα οποία έχουν 

ένα εύρος από εφαρμογές στη μηχανική των ιστών και στην ανάπτυξη 

κυτταροκαλλιεργειών. Σε εφαρμογές της μηχανικής των ιστών, η SHG έχει φανεί 

χρήσιμη στην ποσοτικοποίηση και παρακολούθηση της αύξησης του κολλαγόνου σε 

ικριώματα κολλαγόνου [307]. Οι Toki et al. [332] χρησιμοποίησαν μεθόδους SHG  για 
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τη διερεύνηση της αναδιαμόρφωσης (remodeling) ινιδίων κολλαγόνου σε γέλες 

κολλαγόνου με ινοβλάστες, οι οποίες χρησιμοποιήθηκαν ως ένα μοντέλο του 

συστήματος του ανασχηματισμού του κολλαγόνου από κύτταρα. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι η SHG απεικόνιση μπορεί να αξιοποιηθεί για την ανάλυση της 

αναδιαμόρφωση των ινιδίων κολλαγόνου. Η αναδιαμόρφωση του κολλαγόνου 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, καθώς διαδραματίζεται σε μια πληθώρα από 

φυσιολογικές ή παθολογικές διαδικασίες, μεταξύ των οποίων η ανάπτυξη, η 

αποκατάσταση των ιστών και η μετανάστευση των κυττάρων. 

Παρόλο που οι τεχνικές μέτρησης σήματος SHG και η μικροσκοπία SHG αναδύονται ως 

ισχυρά διαγνωστικά ή απεικονιστικά εργαλεία και έχουν εφαρμοστεί για μελέτη 

κολλαγόνου σε διάφορους ιστούς [333], παραμένει ένα μεγάλο κενό ανάμεσα στην 

ικανότητα λήψης εικόνων υψηλής ποιότητας ή εύρωστου σήματος SHG και του πως 

αυτή η πληροφορία μπορεί να ποσοτικοποιηθεί και να συνδεθεί με τις δομές του 

κολλαγόνου που παράγουν το σήμα [323]. Προς αυτή τη κατεύθυνση, στη διερεύνηση 

του εκπεμπόμενου σήματος SHG από συγκεκριμένα νανοδομημένα υμένια κολλαγόνου 

εστιάζει η εν λόγω Διδακτορική Διατριβή. Προκειμένου να συνδυαστούν συγκεκριμένα 

νανοχαρακτηριστικά των λεπτών υμενίων κολλαγόνου με το εκπεμπόμενο σήμα, 

αξιοποιείται η υψηλής ανάλυση απεικονιστική Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης.  

 

Β.3.3.3.3 ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ ΓΙΑ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ 

ΓΕΝΕΣΗΣ ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ ΑΠΟ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ  

Η μικροσκοπία ατομικής δύναμης όπως έχει φανεί είναι ένα ισχυρό εργαλείο 

απεικόνισης του κολλαγόνου ιδιαίτερα για τη δομή του. Οι δυνατότητες που παρέχει η 

μικροσκοπία AFM μπορεί να συνδυαστούν με άλλες τεχνικές για να παρέχουν πολύτιμες 

πληροφορίες σχετικά με την ιδιότητα του κολλαγόνου για γένεση σήματος δεύτερης 

αρμονικής. Παρόλο που ελάχιστες εργασίες έχουν γίνει προς αυτή την κατεύθυνση, 

σημαντικά αποτελέσματα φαίνεται ότι προκύπτουν από το συνδυασμό AFM-SHG.  

Οι Sun et al. [334] προσπάθησαν να προσδιορίσουν την προέλευση σήματος δεύτερης 

αρμονικής προς την οπίσθια κατεύθυνση (backward second harmonic generation, B-

SHG) χρησιμοποιώντας μικροσκοπία SHG και AFM.  Αναγνώρισαν τη συνεισφορά από 

διάφορους μηχανισμούς όπως η απευθείας οπίσθια εκπομπή, η ανάκλαση και η 

οπισθοσκέδαση από την πρόσθια εκπομπή. Σε άλλη πειραματική διαδικασία οι Chu et. 

al. [335] μελέτησαν την εξάρτηση της γένεσης δεύτερης αρμονικής από το πάχος του 

δείγματος κολλαγόνου. Παρατήρησαν ταυτόχρονη πρόσθια και οπίσθια SHG και η 

συμπεριφορά της συμβολής αυτών των μη γραμμικών οπτικών σημάτων μελετήθηκε με 

ακριβή προσδιορισμό του πάχους της ίνας με μικροσκόπιο ατομικής δύναμης. 

Επιβεβαίωσαν ότι η διεύθυνση της μη γραμμικής εκπομπής είναι ισχυρά εξαρτώμενη από 
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τη σύμφωνη αλληλεπίδραση εντός και μεταξύ των ινών του κολλαγόνου και 

παρουσίασαν μια γραμμική σχέση που υπολογίζει το πάχος της ίνας με νανομετρική 

προσέγγιση. Η σχέση αυτή προέρχεται από την εκτίμηση της αναλογίας του λόγου 

γένεσης δεύτερης αρμονικής από την πρόσθια προς την οπίσθια διεύθυνση. Οι Pfeffer et 

al. [336] χρησιμοποίησαν το AFM προκειμένου να εξηγήσουν τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν από την πολυφωτονική μικροσκοπία (SHG, γένεση τρίτης αρμονικής,-THG 

και σύμφωνη αντι-Stokes Raman σκέδαση, CARS) σε ιστό πλούσιο σε κολλαγόνο. Οι 

Broun et al. [323] χρησιμοποίησαν SHG για να απεικονίσουν ανθρώπινους ιστούς και 

ανέπτυξαν ένα αριθμητικό μοντέλο για να ερμηνεύσουν ποσοτικά τις εικόνες σε σχέση 

με το κολλαγόνο που υπήρχε στον ιστό. Με βάση το λόγο του πρόσθιου προς το οπίσθιο 

σήμα SHG, το αριθμητικό μοντέλο που αναπτύχθηκε χρησιμοποιήθηκε για την 

πρόβλεψη της διαμέτρου των ινών κολλαγόνου. Τα αποτελέσματα τους από μετρήσεις 

SHG και τη χρήση του μοντέλου τους σε φυσιολογικό και παθολογικό ιστό (δείγματα 

από ασθενείς με πρώιμα στάδιο οστεοαρθρίτιδας) επιβεβαιώθηκαν με τη χρήση AFM. Οι 

Preffer et al. [336] χρησιμοποίησαν πολυφωτονική μικροσκοπία (SHG, THG, CARS) για 

να μελετήσουν ιστό από περιτόνια (fascia), ο οποίος είναι πλούσιος σε κολλαγόνο τύπου 

Ι και βρίσκεται γύρω από τα εσωτερικά όργανα και μύες. Τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν από την πολυφωτονική μικροσκοπία εξηγήθηκαν χρησιμοποιώντας εικόνες 

από AFM και τα συμπεράσματα τους παρέχουν χρήσιμες πληροφορίες για την 

προέλευση των μη γραμμικών φαινομένων σε πολύπλοκους ιστούς πλούσιους σε 

κολλαγόνο. Οι Kahn et al. [337] διερεύνησαν, ex vivo, τη δομή και τις μηχανικές 

ιδιότητες αχίλλειου τένοντα από κουνέλια, χρησιμοποιώντας SHG και AFM 

μικροσκοπία. Μέσω της SHG απεικονίστηκαν και μετρήθηκαν οι διάμετροι των 

δεσμίδων κολλαγόνου, ενώ το AFM αξιοποιήθηκε για τη μέτρηση του μέτρου 

ελαστικότητας των ινών κολλαγόνου. Επίσης, οι Marturano et al. [338] συνδύασαν 

AFM-SHG για την απεικόνιση ινών κολλαγόνου από εμβρυικό τένοντα και τον 

υπολογισμό του μέτρου ελαστικότητας και της τοπογραφίας. Στα πλαίσια της 

διερεύνησης των μηχανικών ιδιοτήτων δειγμάτων πλούσιων σε κολλαγόνο, οι Burket et 

al. [339] διερεύνησαν τις μηχανικές ιδιότητες οστών, καθώς και τη σύσταση σε 

κολλαγόνο και το προσανατολισμό των ινών κολλαγόνου συνδυάζοντας AFM (μέτρηση 

επιφανειακής τραχύτητας), νανοσκληρομέτρηση και SHG. Τέλος, σε μιαν αρκετά 

διαφορετική κατεύθυνση κινήθηκαν οι Glunde et. al. [340], οι οποίοι έκαναν προσπάθεια 

συσχετισμού της μοριακής-λειτουργικής απεικόνισης του καρκίνου μέσω της χρήσης 

διαφορετικών απεικονιστικών τεχνικών, μεταξύ των οποίων η μικροσκοπία ατομικής 

δύναμης και η γένεση δεύτερης αρμονικής. 

Σε αυτή τη Διδακτορική Διατριβή, η AFM μικροσκοπία συνδυάστηκε με τη μέτρηση του 

σήματος SHG από το μοντέλο της βιολογικής επιφάνειας/διεπιφάνειας με βάση το 

κολλαγόνο προκειμένου να διερευνηθούν συγκεκριμένα νανο-χαρακτηριστικά του 

κολλαγόνου με το εκπεμπόμενο σήμα SHG. 
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Β.3.3.4 ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΥΠΕΡΙΩΔΟΥΣ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ ΜΕ  

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ 

 

Γενικά, τα συνθετικά αλλά και τα φυσικά πολυμερή, όπως το κολλαγόνο, όταν εκτεθούν 

στην ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία και ιδιαίτερα στην υπεριώδη, μπορεί να 

αλλοιωθούν λόγω φωτο-γήρανσης και φωτο-αποδόμησης [341-343]. Η αποδόμηση των 

βιολογικών υλικών και κυρίως των πρωτεϊνών, οδηγεί σε απώλεια της φυσιολογικής 

δομής και λειτουργίας. Η διερεύνηση της επίδρασης της υπεριώδους ακτινοβολίας 

(ultraviolet, UV) στο κολλαγόνο (σε όλες τις μορφές του, από μόρια κολλαγόνου μέχρι 

βιοϋλικά κολλαγόνου) προσελκύει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς οι αλληλεπιδράσεις UV-

κολλαγόνου είναι κρίσιμες για διάφορα πεδία και εφαρμογές. Καταρχήν, το κολλαγόνο 

είναι ο κύριος στόχος της υπεριώδους ακτινοβολίας του ηλιακού φωτός, η οποία μπορεί 

να προκαλέσει διάφορες φυσικές, χημικές και φυσικοχημικές διαδικασίες. Η υπεριώδη 

ακτινοβολία χωρίζεται σε τρεις φασματικές περιοχές, UVC (200-280 nm), UVB (280-

320 nm), UVA (320-400 nm) (Εικόνα 51), με την UVC να έχει την υψηλότερη ενέργεια 

και να είναι η πιο επιβλαβής για το βιολογικό ιστό ακτινοβολία του ηλιακού φωτός 

[344]. Η απορρόφηση αυτής της επιβλαβούς ακτινοβολίας έχει ταυτοποιηθεί ως ένας από 

τους παράγοντες που μπορεί να προκαλέσει ή να ενισχύσει την πιθανότητα εμφάνισης 

διάφορων μορφών δερματικού καρκίνου [345]. 

 

Εικόνα 51 Το φάσμα της οπτικής ακτινοβολίας του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος. Διακρίνονται οι υπο-

περιοχές υπεριώδης (UVA,UVB,UVC), ορατής και υπέρυθρης ακτινοβολίας. 
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Επιπλέον, υπάρχουν πολλές περιπτώσεις όπου η ακτινοβόληση με UV χρησιμοποιείται 

ως μια μέθοδος επεξεργασίας υλικών και βιοϋλικών. Για παράδειγμα, οι UV ακτίνες 

εφαρμόζονται για αποστείρωση βιολογικών υλικών [346-348]. Παρόλο που η τεχνική 

αυτή είναι απλή και αποτελεσματική, είναι αναγκαίο να ελεγχθεί εάν η ακτινοβολία αυτή 

προκαλεί αλλαγές που επηρεάζουν τις ιδιότητες των βιοϋλικών, όπως τη βιοσυμβατότητα 

τους [348-351]. Επιπρόσθετα, η ακτινοβόληση με υπεριώδη χρησιμοποιείται και σαν μια 

μέθοδος φωτο-διασύνδεσης (photo-cross-linking) σε βιοϋλικά κολλαγόνου, έτσι ώστε να 

βελτιωθούν οι μηχανικές τους ιδιότητες [352-356]. Για παράδειγμα, η υπεριώδης 

ακτινοβολία με την παρουσία ενός ευαισθητοποιητή, όπως η ριβοφλαβίνη (riboflavin), 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για ανάπτυξη σταυροδεσμών [357]. Η τεχνική αυτή έχει και 

ιατρικές εφαρμογές, όπως η αποκατάσταση ζημιών στον κερατοειδή χιτώνα και στο 

σκληρό ιστό του ματιού για θεραπεία κερατόκονου (keratoconus) και μυωπίας [358-360]. 

Κατά την ακτινοβόληση με UV ακτινοβολία (κυρίως UVA) στην παρουσία 

ριβοφλαβίνης, δημιουργούνται ελεύθερες ρίζες και αντιδραστικά είδη οξυγόνου (reactive 

oxygen species) όπως ανιόντα υπεροξειδίου (superoxide anion O2
-
), ρίζες υδροξυλίου 

(hydroxyl radical, ΟΗ) και υπεροξείδια του υδρογόνου (hydrogen peroxide, Η2Ο2). 

Η ακτινοβόληση του κολλαγόνου με UV προκαλεί την ανάπτυξη σταυροδεσμών στα 

ινίδια του κολλαγόνου και μοριακή κατάτμηση μέσω του μηχανισμού των ελευθέρων 

ριζών [361-364]. Η ακτινοβόληση με UV βοηθά την ανάπτυξη σταυροδεσμών μέσω του 

πολυμερισμού ελευθέρων ριζών (free-radical polymerization) των αμινοξικών πλευρικών 

αλυσίδων, όπως η τυροσίνη και η φαινυλαλαλίνη [220, 365, 366]. Ωστόσο, η χρόνια 

έκθεση ή η ακτινοβόληση σε μεγάλες εντάσεις υπεριώδης ακτινοβολίας, οδηγεί σε 

κατάτμηση των αμινοξέων στο μόριο του κολλαγόνου, καταστρέφοντας έτσι την 

διαμόρφωση και σταθερότητα της τριπλής έλικας του κολλαγόνου [25, 367-370]. 

Επιπλέον, η ακτινοβόληση αλλάζει τη θερμική σταθερότητα του κολλαγόνου, λόγω των 

αλλαγών στους διαμοριακούς σταυροδεσμούς [93, 362, 371].  

Έχει αποδειχθεί ότι οι αρωματικές ομάδες φαινυλαλαλίνη και τυροσίνη του κολλαγόνου 

είναι ο κύριος στόχος της ακτινοβόλησης με UV και ως αποτέλεσμα το κολλαγόνο 

υπόκειται σε φωτο-πολυμερισμό (photpolymerization), ο οποίος διαδραματίζεται στις 

περιοχές των τελοπεπτιδίων του μορίου του κολλαγόνου [368]. Οι δομικές βλάβες που 

προκαλούνται στο κολλαγόνο λόγω της UV ακτινοβόλησης περιλαμβάνουν τις πιο κάτω 

δράσεις [25]: η φαινυλαλαλίνη αλλοιώνεται μέσω δομικών αλλαγών και παράγεται 

τυροσίνη (μέσω δομικής κατάτμησης, structural scission, του –ΟΗ), διαδραματίζεται 

απόκαρβοξυλίωση (μέσω κατάτμησης του –C=O), αφαίρεση υδρογόνου (κατάτμηση του 

–Ν-Η), θερμική αποδιαμόρφωση και γενικά οξειδωτική υποβάθμιση (oxidative 

degration). Κάθε κατάτμηση αλυσίδας, η οποία διαδραματίζεται στο κολλαγόνο, έχει τη 

δυνατότητα να προκαλέσει φαινόμενα γήρανσης ή να επιταχύνει την αποδόμηση, 

οδηγώντας σε αλλαγές της βιοδραστικότητας του κολλαγόνου. Επιπλέον, έχει 

παρουσιαστεί ότι η ευαισθησία στην UV ακτινοβολία εξαρτάται από την δομική 
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κατάσταση στην οποία βρίσκεται το κολλαγόνο, δηλαδή αν είναι σε φυσιολογική 

κατάσταση ή σε αποδιαμορφωμένη, όπως αυτή που προκύπτει όταν το κολλαγόνο 

θερμανθεί [25, 93, 94, 371-373].  

Οι λάμπες αποστείρωσης συνήθως ακτινοβολούν στην περιοχή της UV-C με την κορυφή 

της φασματικής του περιοχής συχνά να βρίσκεται περίπου στα 254 nm. Παρόλο που το 

μήκος κύματος αυτό είναι κατάλληλο για σκοπούς αποστείρωσης, το κολλαγόνο στη 

φυσιολογική δομή του με την τριπλή έλικα, είναι πιο ευαίσθητο στην ακτινοβολία των 

254 nm και η καταστροφή της τριπλής έλικας συνοδεύεται από απώλεια υδρογόνου μέσω 

του μηχανισμού των ελευθέρων ριζών. Μετά την έκθεση του κολλαγόνου σε 

ακτινοβολία UV-254 nm, όλα τα επίπεδα δομικής οργάνωσης του κολλαγόνου 

υφίστανται αλλαγές. Η φυσιολογική τριπλή έλικα του κολλαγόνου αποτελεί το πρώτο 

δομικό στόχο της υπεριώδους ακτινοβολίας. Τα πρώιμα στάδια της αποδόμησης του 

κολλαγόνου χαρακτηρίζονται από τη μετουσίωση της τριπλής έλικας του κολλαγόνου σε 

τυχαία ελικοειδή χωροδιάταξη, η οποία συνοδεύεται από την απώλεια νερού. Καθώς η 

τριπλή έλικα προστατεύει το σπάσιμο των πεπτιδικών δεσμών στις μεμονωμένες 

αλυσίδες, μόλις καταστραφεί η τριπλή έλικα, διαδραματίζεται εκτεταμένη καταστροφή 

των πεπτιδικών δεσμών μέσω αντιδράσεων ελευθέρων ριζών. Οι ελεύθερες ρίζες 

αλληλεπιδρούν με άλλα μόρια του κολλαγόνου και το νερό. Ενεργές ρίζες υδροξυλίου 

(hydroxyl radicals), που προέρχονται από το νερό που περιλαμβάνεται στα μόρια του 

κολλαγόνου, και ομάδες υδροξυλίου κατά μήκος του σκελετού του κολλαγόνου, 

αλληλεπιδρούν με τα μακρομόρια του κολλαγόνου και δημιουργούν νέες ρίζες. Η 

δημιουργία υδροξυλίων στην παρουσία οξυγόνου προκαλεί ζημία για όλα τα βιολογικά 

μόρια. 

Όπως παρουσιάστηκε, σημαντικό ρόλο στην φωτο-αποδόμηση του κολλαγόνου 

διαδραματίζει ο μηχανισμός γένεσης ελεύθερων ριζών
††††

. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα 

των Rabotyagova et al. [25] αρχικά σπάζουν οι διαμοριακοί δεσμοί υδρογόνου. Στη 

συνέχεια ακολουθεί η κατάρρευση των ενδομοριακών δεσμών υδρογόνου που 

εμπλέκονται στη διαμόρφωση και σταθεροποίηση της τριπλής έλικας. Η απώλεια των 

δεσμών υδρογόνου συνοδεύεται από αφαίρεση υδρογόνου μέσω μηχανισμών ελευθέρων 

ριζών. Η Εικόνα 52 απεικονίζει αυτά τα στάδια της αποδόμησης του κολλαγόνου. Το 

αποτέλεσμα της απώλειας του νερού (αφυδάτωσης) είναι ο διαχωρισμός των τριών α-

αλυσίδων του κολλαγόνου, οι οποίες στη συνέχεια λαμβάνουν τυχαίες ελικοειδείς 

                                                

††††
 Οι ελεύθερες ρίζες είναι άτομα ή μόρια τα οποία φέρουν ένα ή περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια 

στα ατομικά ή μοριακά τους τροχιακά και μπορούν να επιβιώσουν ανεξάρτητα για μικρό χρονικό 

διάστημα. Μπορεί να είναι ηλεκτρικά ουδέτερες, κατιόντα (θετικό φορτίο) ή ανιόντα (αρνητικό φορτίο). Η 

απλούστερη ρίζα είναι το άτομο του υδρογόνου με ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο.  
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διαμορφώσεις. Η κατάτμηση των πεπτιδικών δεσμών γίνεται μέσω μηχανισμών 

ελευθέρων ριζών που οδηγούν σε αποδόμηση. 

Η έκθεση του κολλαγόνου στην υπεριώδη ακτινοβολία αλλάζει τις μηχανικές του 

ιδιότητες, τη χημική του σταθερότητα και φυσικά τις επιφανειακές του ιδιότητες [368, 

369, 374-376]. Προκειμένου να διερευνηθούν οι διαφοροποιήσεις αυτές στη 

νανοκλίμακα μπορούν να αξιοποιηθούν οι δυνατότητες της Μικροσκοπίας Ατομικής 

Δύναμης. Τα τελευταία χρόνια το AFM έχει αρχίσει να κερδίζει έδαφος στο πεδίο αυτό 

λόγω των τεράστιων δυνατοτήτων του, αν και στη διεθνή βιβλιογραφία μπορεί να 

απαντηθεί ένας μικρό αριθμός από σχετικές δημοσιεύσεις.  

 
Εικόνα 52 Πιθανώς μηχανισμός αποδόμησης κολλαγόνου από UV-254. [Προσαρμοσμένο από 

Rabotyagova et al., (2008) [25]].  

Ιδιαίτερα στη διερεύνηση των επιφανειακών ιδιοτήτων του κολλαγόνου υπό την 

επίδραση της UV ακτινοβολίας το AFM μπορεί να προσφέρει ένα σημαντικό αριθμό από 

πληροφορίες. Οι επιφανειακές ιδιότητες διαδραματίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στα 

βιοϋλικά καθώς η πλειοψηφία των βιολογικών αντιδράσεων πραγματοποιούνται σε 

επιφάνειες ή διεπιφάνειες και η ποιότητα της επιφάνειας καθορίζει τις εφαρμογές της 

[377]. Προηγούμενες μελέτες διερεύνησαν την επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας 

(UVC-254 nm) σε υμένια κολλαγόνου και σε υμένια PVΑ ( poly-vinyl alcohol/πολυ-

βινυλική αλκοόλη)-κολλαγόνου παρουσιάζοντας ότι μετά από 12 ώρες μειώθηκε η 

επιφανειακή τραχύτητα [376], ενώ παρατηρήθηκαν και αλλαγές στην επιφανειακή 

τοπογραφία των υμενίων [349, 378, 379]. Στην περίπτωση του καθαρού κολλαγόνου η 

τραχύτητα μειώθηκε από 2.6 σε 2.1 nm, ενώ στα υμένια μείγματος PVP (poly-vinyl 

pyrrolidone/ πολυ-βινυλική πυρρολιδόνη)-κολλαγόνο η μείωση εξαρτιόταν από την 

αρχική  συγκέντρωση του κολλαγόνου. Η μείωση της επιφανειακής τραχύτητας με 

υπεριώδη ακτινοβόληση επιβεβαιώθηκε επίσης και σε δείγματα PVP-κολλαγόνου [376]. 

Στα δείγματα PVP-κολλαγόνου παρατηρήθηκε επίσης ότι οι ίνες κολλαγόνου είχαν 
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μεγαλύτερες διαμέτρους μετά την ακτινοβόληση. Έχει επίσης παρατηρηθεί σε 

προηγούμενες δημοσιεύσεις με απεικόνιση AFM και contact angle studies, σε υμένια 

από πολυμερή όπου περιείχαν μικρές ποσότητες κολλαγόνου καταστροφή της δομής του 

και αλλαγή της επιφανειακής ελεύθερης ενέργειας (surface free energy) μετά την 

ακτινοβόληση με UV, γεγονός που υποδεικνύει φωτο-οξείδωση και αύξηση της 

πολικότητας της επιφάνειας [380]. Περαιτέρω, έχει αποδειχθεί με τη βοήθεια του AFM 

ότι οι δόσεις (0,02 - 1 J/cm
2
) της UV ακτινοβολίας από τον ήλιο, φυσική ακτινοβόληση, 

δεν είχε καμία ανιχνεύσιμη επίδραση στα μονομερή κολλαγόνα τύπου Ι [381]. Το AFM 

έχει επίσης χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση της επίδρασης της ακτινοβόλησης με UV 

(UVA) παρουσία ριβοφλαβίνης (riboflavin) στο σκληρό χιτώνα ανθρώπινου ματιού, 

όπου και παρατηρήθηκαν αλλαγές στις αλληλοσυνδέσεις και στο πλέγμα των ινιδίων του 

κολλαγόνου μετά την ακτινοβόληση [382]. Εκτός, από τις κλασσικές εικόνες 

τοπογραφίας, άλλες μέθοδοι απεικόνισης, όπως η απεικόνιση λόγω διαφορά φάσης 

(phase imaging) έχουν χρησιμοποιηθεί για μελέτη της επίδρασης της υπεριώδους 

ακτινοβολίας. Για παράδειγμα, έχει παρουσιαστεί ότι  σε δείγματα κολλαγόνου τα οποία 

αποτελούσαν βασικό υλικό για εφαρμογές στην καρδιοαγγειακή μηχανική των ιστών 

(cardiovascular tissue engineering), οι εικόνες διαφοράς φάσης παρουσίαζαν βαθύτερες 

αυλακώσεις από τα δείγματα που δεν δέχθηκαν ακτινοβόληση [220].  

Η επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας στις μηχανικές ιδιότητες του κολλαγόνου έχει 

ερευνηθεί τόσο με AFM όσο και με άλλες τεχνικές. Μετρήσεις που πραγματοποιήθηκαν 

σε ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο οι οποίοι, έδειξαν ότι η UV ακτινοβολία προκαλεί 

μια σημαντική μείωση στο μέτρο ελαστικότητας (Young modulus) και μιαν ξεκάθαρη 

αλλοίωση της μορφολογίας του κολλαγόνου [383, 384]. Η καταστροφή αυτή της δομής 

του κολλαγόνου πιθανόν να οφείλεται σε σπάσιμο των πεπτιδικών αλυσίδων εντός των 

ινιδίων. Επιπλέον, η μείωση της τιμής Young modulus μπορεί να συσχετιστεί με το 

σπάσιμο των δεσμών υδρογόνου και την ελευθέρωση μορίων H20 [383]. Βέβαια, η 

επίδραση της UV ακτινοβολίας εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, μεταξύ των 

οποίων ο χρόνος ακτινοβόλησης, η δόση, το μήκος κύματος της ακτινοβολίας και οι 

περιβαλλοντικές συνθήκες κατά την ακτινοβόληση. Για παράδειγμα, έχει παρουσιαστεί 

ότι σε περιβάλλον νερού και για μικρούς χρόνους ακτινοβόλησης το κολλαγόνο αυξάνει 

τη σταθερότητα του [198]. Ωστόσο, κάτω από συνθήκες περιβάλλοντος και για 

μεγαλύτερους χρόνους ακτινοβόλησης, η σταθερότητα μειώνεται και η μηχανική 

δυσκαμψία μειώνεται. Καθώς η επίδραση της UV ακτινοβολίας στις μηχανικές ιδιότητες 

φαίνεται ότι επηρεάζεται από την περιεκτικότητα σε νερό στις ίνες κολλαγόνου, το 

περιβάλλον κάτω από το οποίο γίνεται η ακτινοβόληση πρέπει να λαμβάνεται υπόψη 

κατά τη διερεύνηση της επίδρασης της ακτινοβολίας. Επιπλέον, το AFM έχει 

χρησιμοποιηθεί για να διερευνηθούν οι αλλαγές στις μηχανικές ιδιότητες του 

κολλαγόνου στην οδοντίνη μετά από την ανάπτυξη σταυροδεσμών μέσω της 

ακτινοβόλησης με UV (UVA) στην παρουσία ριβοφλαβίνης (riboflavin) [385].   
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Β.3.3.5 Αλληλεπίδραση Laser Χαμηλής Ισχύος στην Περιοχή του Ερυθρού με 

Κολλαγόνο 

 

Η μελέτη της επίδρασης της χαμηλής ισχύος laser στην περιοχή του ερυθρού στον ιστό ή 

σε επιμέρους συστατικά του παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς η ακτινοβολία 

αυτή έχει βρει τα τελευταία χρόνια ένα ευρύ φάσμα από ιατρικές εφαρμογές. Η χρήση 

laser ή άλλης πηγής φωτός σε εντάσεις που δεν προκαλούν θερμικά φαινόμενα (χαμηλής 

ισχύος) για τη θεραπεία και την ανακούφιση του πόνου και φλεγμονής (ανάμεσα σε 

άλλες ιατρικές εφαρμογές) είναι γνωστή ως θεραπεία χαμηλής ισχύος laser ή φωτός 

(Low-Level Laser Therapy, LLLT)
‡‡‡‡

, φωτοθεραπεία ή φωτοβιοδιέγερση 

(photobiomodulation) [386]. Η LLLT περιλαμβάνει την έκθεση/ακτινοβόληση κυττάρων 

ή ιστών με χαμηλά επίπεδα φωτός (κυρίως από πηγές laser) με μήκη κύματος στην 

περιοχή του κόκκινου και εγγύς υπέρυθρου (Near Infrared, NIR) και αναφέρεται ως 

‘χαμηλού επιπέδου’ (low level), λόγω της χρήσης φωτός σε ενέργειες ή πυκνότητες 

ισχύος (power densities) οι οποίες είναι χαμηλές σε σχέση με άλλες μορφές θεραπείας με 

laser όπου χρησιμοποιούνται laser για την αποδόμηση (ablation), το κόψιμο και τη 

θερμική συμπήξη του ιστού (thermally coagulating tissue). Η φωτοθεραπεία χαμηλής 

ισχύος περιλαμβάνει κυρίως ακτινοβόληση σε μήκη κύματος μετά 500 και 1.100 nm και 

συνήθως στις περιοχές που ακτινοβολούνται εφαρμόζεται ακτινοβόληση της τάξης των 

1-4 J/cm
2
. 

Στην εποχή μας, μεγάλη έμφαση έχει δοθεί στην εφαρμογή laser χαμηλής ισχύος με 

σκοπό τη διέγερση των κυτταρικών βιοχημικών αντιδράσεων και έτσι με αυτό τον τρόπο 

η ακτινοβόληση να συμβάλει στη σημαντικά πιο αποτελεσματική επούλωση πληγών. Η 

σφαίρα δράσης και εφαρμογών των laser χαμηλής ισχύος είναι πολύ ευρεία και έχουν 

υπάρξει έρευνες για τη δράση στη διαδικασία επούλωσης πληγών και ανάπλασης ιστών, 

ιδιαίτερα στην επίδραση της ακτινοβολίας στη διαμόρφωση συγκεκριμένων κυτταρικών 

τύπων, οι οποίοι συμμετέχουν στο μικρο-περιβάλλον της διαδικασίας επούλωσης [387]. 

Ο μηχανισμός με τον οποίο συσχετίζεται η φωτοβιοδιέργεση η οποία επιτελείται κατά τη 

φωτοθεραπεία χαμηλής ισχύος δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί [386]. Φαίνεται ότι η 

φωτοθεραπεία χαμηλής ισχύος έχει ένα ευρύ φάσμα από επιπτώσεις σε μοριακό, 

κυτταρικό και ιστικό επίπεδο. Ο βασικός βιολογικός μηχανισμός πίσω από τη δράση της 

LLLT πιστεύεται ότι είναι η απορρόφηση του ερυθρού ή NIR φωτός από χρωμοφόρα, 

κυρίως του κυτοχρώματος c οξειδάσης (cytochrome c oxidase, CCO), το οποίο βρίσκεται 

στα μιτοχόνδρια [388], και επίσης ίσως σε χρωμοφόρα της πλασματικής μεμβράνης των 

                                                

‡‡‡‡ Επίσης στην βιβλιογραφία μπορεί να απαντηθεί και ως Low Intensity Laser Therapy-LILT. 



Β :  Θ Ε Ω Ρ Η Τ Ι Κ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ  

Β . 3  Α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  μ ε  Κ ο λ λ α γ ό ν ο  κ α ι  

Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 161 

κυττάρων. Μετά την απορρόφηση, μια σειρά από αλυσιδωτές αντιδράσεις 

διαδραματίζεται στα μιτοχόνδρια, οι οποίες οδηγούν στη βιοδιέγερση των διάφορων 

κυτταρικών διαδικασιών. Τα φάσματα απορρόφησης τα οποία λήφθηκαν από CCO σε 

διαφορετικά επίπεδα οξείδωσης έδειξαν ότι είναι παρόμοια με τα φάσματα τα οποία 

λήφθηκαν μετά από LLLT [388]. Πιστεύεται ότι η ενέργεια από το φως που 

απορροφάται μπορεί να προκαλέσει φωτο-αποχωρισμό (photodissociation) του 

ανασταλτικού νιτρικού οξειδίου από CCO, το οποίο οδηγεί σε ενίσχυση της 

δραστηριότητας των ενζύμων [389], αυξημένη μεταφορά ηλεκτρονίων [390], 

κατανάλωση οξυγόνου, μιτοχονδριακή αναπνοή (mitochondrial respiration) και 

παραγωγή ATP [391]. Σαν αποτέλεσμα, η LLLT μεταβάλλοντας τη μιτοχονδριακή ή 

κυτταρική οξειδοαναγωγική κατάσταση, μπορεί να επάγει την ενεργοποίηση των 

πολυάριθμων ενδοκυτταρικών οδών επικοινωνίας (signaling) και να μεταβάλει τους 

παράγοντες μετεγγραφής (transcription factors) οι οποίοι σχετίζονται με την κυτταρική 

μετανάστευση, πολλαπλασιασμό, επιβίωση καθώς και την ανάπλαση και αναγέννηση του 

ιστού [388]. 

Παρόλο που η LLLT χρησιμοποιείται για τη θεραπεία μιας μεγάλης ποικιλίας παθήσεων, 

εξακολουθεί να παραμένει κάπως αμφιλεγόμενη ως θεραπεία για δύο κυρίως λόγους 

[386]: Πρώτο, εξακολουθούν να υπάρχουν αβεβαιότητες σχετικά με τους μοριακούς και 

κυτταρικούς μηχανισμούς που ευθύνονται για τη μετάδοση σημάτων μετά την 

πρόσπτωση του φωτός στα κύτταρα, για την έναρξη των βιολογικών δραστηριοτήτων 

που λαμβάνουν χώρα στον ακτινοβολημένο ιστό. Δεύτερο, εμπλέκεται ένας μεγάλος 

αριθμός από παραμέτρους δοσιμετρίας οι οποίοι κατηγοριοποιούνται κυρίως με δύο 

διαφορετικούς τρόπους, καθώς υπάρχουν οι παράμετροι της ακτινοβολίας (μήκος 

κύματος, ένταση ακτινοβολίας ή πυκνότητα ισχύος, δομή του παλμού, πόλωση και 

συμφωνία φωτός) και οι παράμετροι της δόσης που προσδίδονται (ενέργεια, ροή-fluence, 

χρόνος ακτινοβόλησης και τρόπος επανάληψης). Σαν αποτέλεσμα του μεγάλου αριθμού 

από παραμέτρους μια λιγότερο από τη βέλτιστη επιλογή των παραμέτρων μπορεί να 

οδηγήσει σε μειωμένη αποτελεσματικότητα της θεραπείας ή ακόμα και σε ένα αρνητικό 

θεραπευτικό αποτέλεσμα [392-401]. Για αυτό το λόγο, ένας μεγάλος αριθμός από τις 

δημοσιευμένες εργασίες πάνω στην LLLT περιλαμβάνουν αρνητικά αποτελέσματα 

εξαιτίας της μη κατάλληλης επιλογής πηγής φωτός και δόσης [402]. Είναι σημαντικό να 

ληφθεί υπόψη ότι υπάρχει μια βέλτιστη δόση του φωτός για κάθε συγκεκριμένη 

εφαρμογή, και οι δόσεις με υψηλότερη ή χαμηλότερη τιμή από αυτή της βέλτιστης 

μπορεί να μην έχει κανένα θεραπευτικό αποτέλεσμα. Στην πραγματικότητα, ένα 

σημαντικό χαρακτηριστικό  της LLLT που έχει αποδειχθεί από πολλές μελέτες είναι η 

έννοια μιας διφασικής απόκριση στη δόση (biphasic dose response) [392, 400, 401]. 

Τις τελευταίες δεκαετίες, ένας μεγάλος αριθμός από εργασίες που έχουν δημοσιευτεί 

παρουσιάζουν τα θετικά αποτελέσματα της LLLT in vitro [403-406], in vivo [407-409], 

καθώς και σε κλινικές συνθήκες [410, 411]. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η μελέτη 
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της δράσης της LLLT σε συστατικά του εξωκυττάριου πλέγματος, όπως το κολλαγόνο, 

καθώς η πλήρης κατανόηση των εμπλεκόμενων μηχανισμών διαδραματίζει σημαντικό 

ρόλο για την κατανόηση της διαδικασίας επούλωσης των πληγών υπό την επίδραση της 

ακτινοβολίας [387]. Η θεραπεία (healing) είναι μια πολύπλοκή διαδικασία η οποία 

περιλαμβάνει μια σειρά από διαδικασίες, συμπεριλαμβανομένης της θρόμβωσης, 

φλεγμονής, σχηματισμό κοκκιώδους ιστού, επιθηλίου, σύνθεση κολλαγόνου και την 

αναδιαμόρφωση του ιστού [412]. Έτσι έχει ερευνηθεί εκτεταμένα, ιδιαίτερα, όσον αφορά 

τους παράγοντες που θα μπορούσαν να καθυστερήσουν ή να παρεμποδίσουν τη 

διαδικασία επούλωσης. Ωστόσο, ελάχιστα είναι γνωστά σχετικά με την επίδραση του 

φωτός των χαμηλής ισχύος laser στο κολλαγόνο. 

Οι Pugliese et al. [387] κατέληξαν ότι η LLLT είχε συνεισφορά στη μεγάλη παραγωγή 

κολλαγόνο και ελαστίνης στα πρώτα στάδια της διαδικασίας επούλωσης τραύματος. 

Φυσικά, η αύξηση της ποσότητας σε ίνες και ινίδια κολλαγόνου στο εξωκυτταρικό 

πλέγμα κατά τη διάρκεια της θεραπείας με laser είναι ένα αποτέλεσμα από το συνδυασμό 

του πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών και της αύξησης της σύνθεσης κολλαγόνο από 

αυτά τα κύτταρα. Επομένως, η ακτινοβολία μπορεί να διεγείρει έναν από αυτούς ή και 

τους δυο τους μηχανισμούς ταυτόχρονα [32]. Οι Medrado et al. [32] παρουσίασαν ότι η 

παραγωγή κολλαγόνου στον ουλώδη ιστό (cicatricial tissue) κατά την επίδραση της 

LLLT είναι διαφοροποιημένη από τη φυσιολογική διαδικασία, και έχει ως αποτέλεσμα 

την εμφάνιση πιο πυκνών και παράλληλα προσανατολισμένων ινών κολλαγόνου, 

γεγονός το οποίο μπορεί να οδηγήσει στο σχηματισμό μιας δομής παρόμοιας με εκείνης 

του κατεστραμμένου αρχικού ιστού, συμπεριλαμβανομένης της αποκατάστασης της 

δύναμης εφελκυσμού [32]. Παρόμοια αποτελέσματα έχουν παρουσιαστεί σε σχέση με τα 

οστά και την αναδόμηση των συνδέσμων [413, 414]. Όλα αυτά τα αποτελέσματα 

υποδεικνύουν ότι η θεραπεία με laser χαμηλής ισχύος διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 

στον καθορισμό της ποιότητας της εξωκυτταρικής μήτρας κατά τη διάρκεια επούλωσης 

τραυμάτων. 
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Γ: ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΑΝΑΠΤΥΞΗ 

ΜΕΘΟΔΩΝ   

 

Γ.1 ΤΑ ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΑ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ ΛΕΠΤΩΝ 

ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

Για την παραγωγή λεπτών υμενίων κολλαγόνου αναπτύχθηκαν συγκεκριμένα 

πρωτόκολλα τα οποία επιτρέπουν την παραγωγή υμενίων ώστε εξυπηρετούν τις ανάγκες 

της έρευνας και μπορούν να απεικονιστούν με συγκεκριμένες απεικονιστικές μεθόδους 

όπως η Απεικονιστική Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης. Η αναφορά αυτή περιγράφει τα 

τεχνικά χαρακτηριστικά των πρωτοκόλλων ενώ η απεικόνιση και η ελεγχόμενη 

τροποποίηση των χαρακτηριστικών των υμενίων αποτελεί μέρος άλλων παραδοτέων.  

 

Γ.1.1 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΣΗΣ  ΓΙΑ ΠΑΡΑΓΩΓΗ 

ΜΗΤΡΙΚΟΥ ΔΙΑΛΥΜΑΤΟΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ (STOCK COLLAGEN 

SOLUTION) 

 

Κολλαγόνο Τύπου Ι από αχίλλειο τένοντα βοδινού (Fluka 27662) διαλύεται σε οξικό οξύ 

(CH3COOH 0,5M) στην επιθυμητή τελική συγκέντρωση (π.χ. 0.8, 1, 8 mg/ml) και 

αποθηκεύεται στους 4 
ο
C για 24 h. Το διάλυμα στη συνέχεια ομογενοποιείται με 24000 

rpm (Homogenizer IKAT18 Basic) και μετά αποθηκεύεται στους 4 
o
C ως αρχικό 

διάλυμα.  
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Το αρχικό αυτό διάλυμα μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη δημιουργία δείγματος 

κολλαγόνου με σχετικά μεγάλο πάχος, τοποθετώντας απλά 10-200 μl από το διάλυμα 

πάνω στο υπόστρωμα (δίσκο mica, η γυάλινη καλυπτρίδα) και αφήνοντας να 

αποξηρανθεί σε θερμοκρασία δωματίου.  

 

Γ.1.2 ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΙΚΗ EΠΙΣΤΡΩΣΗ (SPIN COATING) ΛΕΠΤΩΝ 

ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Μέρος του αρχικού διαλύματος κολλαγόνου (10-200 μl) τοποθετείται με τη βοήθεια 

μικρο-πιπέτας πάνω στο προς μελέτη υπόστρωμα (π.χ. γυάλινη καλυπτρίδα, δίσκος 

μίκας, επιφάνεια σωματιδίων πολυστερίνης) και στη συνέχεια δέχεται διαδικασία 

φυγοκεντρικής επίστρωσης για 40 sec στις 1000-6000 rpm (WS-400B-6NPP/LITE 

Laurel Technologies spin coater). Σε περίπτωση ανάπτυξης υμενίων με περισσότερες από 

μια στιβάδες η διαδικασία επαναλαμβάνεται σε ανάλογο αριθμό επαναλήψεων. 

 

Γ.1.3 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΓΙΑ ΜΕΛΕΤΗ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ PH ΚΑΙ XΡΟΝΟΥ 

IΝΙΔΙΟΓΕΝΕΣΗΣ  

 

Δημιουργία δοκιμίου κολλαγόνου 100 mg/ml με οξικό οξύ 3CH COOH : Το 

λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο ζυγίζεται σε ηλεκτρονικό ζυγό ακριβείας και διαλύεται σε 

οξικό οξύ μοριακότητας 1Μ. Με προσθήκη οξέος ρυθμίζεται το pH σε 4.5 και 7.5. Από 

το διάλυμα 30 μl τοποθετούνται σε γυάλινα πλακίδια μικροσκοπίου ή σε φρεσκο-

σκισμένα (fresh cleaved) πλακίδια mica. Αφήνονται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 

δέκα λεπτά και μελετούνται με το AFM ή δέχονται φυγοκεντρική επίστρωση, με  6000 

rpm για 40 sec. Για να μελετηθεί η επίδραση της διαδικασίας ινιδιογένεσης σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος σε σχέση με το χρόνο, το διάλυμα κολλαγόνου οξικού οξέος 

αφήνεται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για επτά μέρες. Μετά την ολοκλήρωση της 

δεύτερης και της έβδομης μέρας χρησιμοποιείται όγκος 30 μl για δημιουργία δειγμάτων, 

σύμφωνα με την προηγούμενη διαδικασία. 

 

Γ.1.4 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΓΙΑ ΜΕΛΕΤΗ ΘΕΡΜΙΚΗΣ ΑΠΟΔΙΑΜΟΡΦΩΣΗΣ  

 

Η θερμική αποδιαμόρφωση πραγματοποιείται με θέρμανση ποσότητας του αρχικού 

διαλύματος (~2-5 ml) σε θερμοκρασίες από 37-70 
o
C για 45 min – 2 h σε θερμό λουτρό 

νερού. Στη συνέχεια, 30 μl από το αποδιαμορφωμένο κολλαγόνο τοποθετούνται σε 

γυάλινες καλυπτρίδες και αφήνονται σε θερμοκρασία δωματίου να αποξηρανθούν. 
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Επιπρόσθετα, 30 μl του αρχικού διαλύματος τοποθετούνται σε γυάλινα πλακίδια χωρίς 

να δεχθούν θερμική αποδιαμόρφωση και αφήνονται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος να 

αποξηραθούν ώστε να αποτελέσουν δείγματα ελέγχου (control samples). 

 

Γ.1.5 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΓΙΑ ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΜΕ ΠΡΟΚΑΘΟΡΙΣΜΕΝΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 

 

Μέρος του αρχικού διαλύματος είτε χρησιμοποιείται ως έχει είτε διαλύεται σε 

φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα (Phosphate Buffered Saline, PBS) σε μια νέα τελική 

συγκέντρωση (π.χ. 0.6 μg/ml). Στη συνέχεια, 30 μl από το PBS τοποθετούνται στο 

χρησιμοποιούμενο υπόστρωμα (γυάλινη καλυπτρίδα, δίσκος μίκας) και στη συνέχεια 30 

μl από το χρησιμοποιούμενο διάλυμα κολλαγόνου τοποθετούνται στο υπόστρωμα έτσι 

ώστε να δημιουργείται μια υδροδυναμική ροή (hydrodynamic flow, HF) προς μιαν 

κατεύθυνση. Ακολούθως, μετά από ένα χρόνο προσρόφησης (10-60 min) τα δείγματα 

είτε ξεπλένονται με PBS ώστε να απομακρυνθούν τα μόρια κολλαγόνου που δεν 

προσροφήθηκαν είτε δέχονται διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης για 40 sec στις 

6000 rpm.  

 

Γ.1.6 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΓΙΑ ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΣΕ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ ΣΩΜΑΤΙΔΙΩΝ ΠΟΛΥΣΤΥΡΕΝΙΟΥ  

 

Μια ποσότητα, 10-30 μl από εναιώρημα σωματιδίων πολυστυρένιου (τοποθετείται με 

μικρο-πιπέτα πάνω σε επιφάνεια μίκας (fresh cleaved mica surface) και είτε αφήνεται να 

στεγνώσει στον αέρα είτε δέχεται διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης (20 sec για 

1000-6000 rpm). Τα δείγματα στη συνέχεια θερμαίνονται για 2 h στους 90 ή 110 
o
C ή 

αφήνονται χωρίς θερμική επεξεργασία ως δείγματα ελέγχου. Στη συνέχεια, 10-30 μl από 

το αρχικό διάλυμα κολλαγόνου (ή το αραιωμένο σε PBS) τοποθετούνται πάνω στις 

επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου και δέχονται διαδικασία φυγοκεντρικής 

επίστρωσης για 40 sec στους 6000 rpm (Εικόνα 53).  

Tα πρωτόκολλα παραγωγής λεπτών υμενίων κολλαγόνου τα οποία αναπτύχθηκαν 

επιτρέπουν τη μελέτη διαφορετικών φυσικοχημικών παραγόντων στο σχηματισμό των 

υμενίων και την ανάπτυξη μοντέλου βιολογικής διεπιφάνειας για τη διερεύνηση της 

επίδρασης της οπτικής ακτινοβολίας. Όλα τα υλικά και μέσα που χρησιμοποιήθηκαν στα 

ποιο πάνω πρωτόκολλα παρουσιάζονται στο πιο κάτω συγκεντρωτικό πίνακα (Πίνακας 

8). 
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Εικόνα 53: Διαδικασία επίστρωσης λεπτών υμενίων κολλαγόνου σε επιφάνεια από σωματίδια 

πολυστυρένιου (PPS). Σε δίσκους μίκας (Α) αρχικά αφαιρείτο το αρχικό φύλο (fresh cleaved) (B) και 

στη συνεχεία ποσότητα από σωματίδια πολυστυρένιου τοποθετούνταν στην επιφάνεια (C). Στη συνέχεια 

τα δείγματα δέχονταν φυγοκεντρική επίστρωση (D) και θερμαίνονταν για 2 ώρες. Εικόνες AFM 

λαμβάνονταν τόσο στις επιφάνειες PPS όσο και στα λεπτά υμένια κολλαγόνου που επιστρώνονταν στις 

PPS μετά την τοποθέτηση ποσότητας διαλύματος κολλαγόνου και φυγοκεντρικής επίστρωσης (F). 

 

Πίνακας 8: Υλικά και Μέσα που Χρησιμοποιούνται για τα Πρωτόκολλα Παραγωγής Λεπτών Υμενίων 

Κολλαγόνου. 

Κολλαγόνο 

Κολλαγόνο τύπου Ι από αχίλλειο 

τένοντα βοδινού 
Fluka 27662 

Κολλαγόνο τύπου Ι από δέρμα 

βοδινού 
Sigma C8919 

Φωσφορικό 

Ρυθμιστικό 

Διάλυμα 

Dulbecco’s Phosphate Buffered 

Saline 

Sigma D8537 

Gibco 14190 

Υποστρώματα 

Δίσκοι μίκας (mica discs) F7019, 14 mm, Agar Scientific 

Φύλλα μίκας (mica sheets) G250-3, 11x11 mm, Agar Scientific 

Σωματίδια πολυστερίνης 

100 nm διαμέτρου, 10 wt% 

dispersion in water, 459356 

100 nm διαμέτρου, 10 wt% aqueous 

suspension, LB1 

500 nm διαμέτρου, 10 wt% aqueous 

suspension, LB5 Sigma 

Διατάξεις 

/Όργανα 

Φυγοκεντρική επίστρωση (spin 

coating) 

WS-400B-6NPP/LITE Laurel 

Technologies spin coater 

Ομογενοποιητής (Homogenizer) IKAT18 Basic Homogenizer 
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Γ.2 ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ 

(AFM) 

 

Γ.2.1 ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΗΣ ΜΕ AFM  

 

Το AFM που χρησιμοποιήθηκε για τις ανάγκες του ερευνητού έργου είναι το CPII της  

Veeco (Εικόνα 55), με τη λειτουργία επαφής (contact) και ενδιάμεσης επαφής 

(intermittent or tapping mode). Τα υμένια κολλαγόνου που μελετήθηκαν αναπτύχθηκαν 

σε δίσκους μίκα (muscovite mica, 14 mm Agar Scientific και 9,5 mm diam., Electron 

Microscopy Science) και γυάλινες καλυπτρίδες, σύμφωνα με τα «Γ.1.1 Πρωτόκολλα 

παραγωγής Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου». Τα προς μελέτη δείγματα πριν την 

απεικόνιση τους σταθεροποιούνταν σε μεταλλικούς δίσκους (Specimen Metal Disc for 

AFM 14 mm Veeco και 12 mm Electron Microscopy Science) είτε με εποξική κόλλα 

(epoxy glue) είτε με ταινίες διπλής όψεως (double face adhesive tapes). Ενδιάμεσα στα 

δείγματα και τους μεταλλικούς δίσκους σε πολλές περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκαν 

πλέγματα ανίχνευσης (Copper locator grids, G2761C, Agar Scientific) έτσι ώστε να είναι 

δυνατή η χαρτογράφηση του δείγματος και η επανάληψη της διαδικασίας απεικόνιση της 

ίδιας περιοχής αν αυτό κρινόταν απαραίτητο (Εικόνα 55). Όλα τα πειράματα 

διεξήχθησαν στον αέρα σε συνθήκες περιβάλλοντος. Χρησιμοποιήθηκαν ξεχωριστές 

ακίδες (probe) για contact και tapping mode, τα χαρακτηριστικά των οποίων φαίνονται 

στον πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 9). 

 

Εικόνα 54: Φωτογραφία και διάγραμμα του AFM CPII. 
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Εικόνα 55:. Τοποθέτηση του δείγματος στην κατάλληλη βάση στήριξης του μικροσκοπίου και τα 

πλέγματα χαρτογράφησης των δειγμάτων). 

 

 Πίνακας 9: Τεχνικά χαρακτηριστικά Ακίδων Μικροσκοπίου Ατομικής Δύναμης. 

Χαρακτηριστικά Ακίδων που Χρησιμοποιήθηκαν 

 Contact 

Mode 

MPP-

31123-10 

Tapping Mode 

MPP-11123-10 

Σχηματική Αναπαράσταση του 

σχήματος και της γεωμετρίας των 

ακίδων. 

Geometry: Anisotropic Anisotropic 

 

k 0.9 N/m 20-80N/M 

f 17-24 kHz 276-339kHz 

Tip Height 

(h): 

15 - 20µm 15 - 20µm 

Front Angle 

(FA): 

15 ± 2° 15 ± 2° 

Back Angle 

(BA): 

25 ± 2° 25 ± 2° 
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Γ.2.2 ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΕΣ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑΣ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΕΙΚΟΝΑΣ 

ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ  

Η επεξεργασία της εικόνας συνίσταται στην τροποποίηση των δεδομένων, με τη χρήση 

κάποιου αλγορίθμου, έτσι ώστε αυτή να βελτιωθεί. Στις μεθόδους βελτίωσης της 

ποιότητας εικόνων δε γίνεται σημαντική προσπάθεια εκτίμησης της πραγματικής 

διαδικασίας παραμόρφωσης μιας εικόνας. Επιδιώκεται η επιλεκτική έμφαση της 

χρήσιμης και η εξάλειψη της άχρηστης πληροφορίας από την εικόνα με σκοπό την 

αύξηση της χρησιμότητας της. Η επεξεργασία της εικόνας μπορεί να τη βελτιώσει και να 

κάνει πιο ευδιάκριτες πληροφορίες που ήδη υπάρχουν στην εικόνα. Επομένως στο 

στάδιο της λήψης της εικόνας είναι σημαντικό να ληφθεί η καλύτερη δυνατή ποιότητα 

στην εικόνα, με κατάλληλη προετοιμασία του δείγματος, ρυθμίσεις των οργάνων που 

συμμετέχουν στη λήψη της εικόνας, κατάλληλη επιλογή του φωτισμού, κ.λπ.. Είναι 

καλύτερο και πολλές φορές ευκολότερο να βελτιωθεί η ποιότητα της εικόνας στο στάδιο 

της λήψης της αντί με περαιτέρω επεξεργασία της [284, 415, 416]. 

Σε γενικές γραμμές οι σημαντικότερες τεχνικές μπορούν να διακριθούν σε τέσσερις 

κατηγορίες. Οι απλούστερες τεχνικές καλούνται χειρισμοί αντίθεσης (contrast 

manipulation) και η ένταση κάθε pixel της νέας εικόνας είναι συνάρτηση μόνο της 

παλιάς τιμής έντασης του ίδιου pixel. Οι τεχνικές φιλτραρίσματος (filtering operations) 

στις οποίες η ένταση κάθε pixel της νέας εικόνας είναι συνάρτηση της παλιάς τιμής 

έντασης του ίδιου pixel αλλά και των γειτονικών του. Επίσης υπάρχουν οι τεχνικές 

μαθηματικής μορφολογίας (mathematic morphology) οι οποίες είναι μία πιο 

συγκεκριμένη κατηγορία τεχνικών φιλτραρίσματος. Τέλος, υπάρχουν και οι τεχνικές 

ανάλυσης υφής της εικόνας (textures) οι οποίες επιτρέπουν την ανίχνευση τοπικής υφής 

στις εικόνες.  

Η ανάλυση της εικόνας, από την άλλη μεριά, αναφέρεται στην εξαγωγή της χρήσιμης 

πληροφορίας από μία εικόνα όπως και στην κατανόηση ή κατάταξη της πληροφορίας 

αυτής. Χρησιμοποιεί τόσο τεχνικές επεξεργασίας εικόνων όσο και τεχνικές αναγνώρισης 

προτύπων και τεχνικής νοημοσύνης. Οι βασικές τεχνικές ανάλυσης εικόνας είναι:  

α) Η εξαγωγή λεπτομερειών ή χαρακτηριστικών είναι μία από τις σημαντικότερες 

συνιστώσες της ανάλυσης των εικόνων, με σκοπό την ανίχνευση, κατάταξη και 

αναγνώριση αντικειμένων. 

β) Ο διαχωρισμός των περιοχών μιας εικόνας με βάση κάποιο χαρακτηριστικό τους, 

όπως το επίπεδο του γκρι 

γ) Τέλος υπάρχουν και οι τεχνικές οι οποίες βασίζονται στη γνώση. Με ανάλυση του 

προβλήματος προκύπτουν διάφοροι κανόνες που διέπουν τη λειτουργία του, οι οποίοι 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

170 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

στη συνέχεια κωδικοποιούνται και ενσωματώνονται σε συστήματα βασιζόμενα στη 

γνώση (knowlwdge-based systems). 

Για την επεξεργασία και ανάλυση των εικόνων που λήφθηκαν με Μικροσκοπία Ατομικής 

Δύναμης και τη μέτρηση συγκεκριμένων επιφανειακών χαρακτηριστικών αναπτύχθηκαν 

κατάλληλες τεχνικές και αλγόριθμοι μέσω της χρήσης των λογισμικών επεξεργασίας 

εικόνας [DI SPMLab NT ver.60.2, IP-Image Processing, Data Analysis ver.2.1.15 

(Veeco) και WSxM 5.0 dev. 2.1 (Nanotec)].  

 

Επεξεργασία Εικόνας 

Η επεξεργασία των AFM εικόνων πραγματοποιήθηκε ώστε να βελτιωθούν οι ληφθέντες 

εικόνες και να κάνει πιο ευδιάκριτες πληροφορίες που υπήρχαν ήδη στην εικόνα. Οι 

τεχνικές που εφαρμόστηκαν περιλάμβαναν τις ρυθμίσεις αντίθεσης και φωτεινότητας, 

τεχνικές σκίασης (shading) και τεχνικές ομαλοποίησης (smoothing) της εικόνας ή 

απομάκρυνσης τυχών τεχνουργημάτων/αλλοιώσεων (artifacts) από τις εικόνες. Από 

αυτές τις τεχνικές ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι τεχνικές σκίασης, οι οποίες 

παρουσιάστηκε ότι προσέφεραν σημαντική βελτίωση στη παρεχόμενη πληροφορία χωρίς 

να αλλοιώνονται τα αρχικά της αρχικής εικόνας (Εικόνα 56Α & Β). Μετά από κάθε 

τέτοια διαδικασία επεξεργασίας εικόνας, γινόταν διόρθωση της χρωματικής κλίμακας, 

ώστε η κλίμακα του ψευδοχρώματος της κάθε εικόνας να αποκρίνεται σε πραγματικές 

υψομετρικές διαφορές των χαρακτηριστικών των δειγμάτων (Εικόνα 56C). Πρέπει να 

σημειωθεί ότι ιδιαίτερη προσοχή δόθηκε στην ορθή και όσο το δυνατόν βέλτιστη λήψη 

των εικόνων κατά την πειραματική διαδικασία, καθώς και στην εφαρμογή τεχνικών που 

δεν αλλοίωναν τα χαρακτηριστικά των εικόνων. 

 

 

Εικόνα 56: Χρήση της μεθόδου σκίασης για τη βελτίωση της πληροφορίας σε εικόνες AFM. A) Εικόνα 

όπως λήφθηκε από τοAFM μικροσκόπιο, B) σκίαση από τα αριστερά (left shading) και Γ) διόρθωση 

του ψευδοχρώματος της εικόνας ώστε η χρωματική κλίμακα να αποκρίνεται σε υψομετρικές διαφορές 

στα χαρακτηριστικά του δείγματος.   
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Ανάλυση Εικόνας 

Οι μεθοδολογίες ανάλυσης εικόνας και οι αλγόριθμοι που αναπτύχθηκαν 

χρησιμοποιήθηκαν επέτρεψαν την ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων χαρακτηριστικών 

των υμενίων (διάμετρο ινών, τραχύτητα επιφάνειας, κλπ.) για πληρέστερο χαρακτηρισμό 

της τοπογραφίας των υποστρωμάτων και των υμενίων.  

 Μέτρηση Αποστάσεων 

Συγκεκριμένα, το προφίλ ύψους (Height Profile) παρουσιάζει τις τιμές κατά τον άξονα 

των Ζ (τιμές ύψους) κατά μήκος μιας διατομής μιας εικόνας (Εικόνα 57). Επομένως. το 

προφίλ ύψους επιτρέπει τη μέτρηση διάφορων χαρακτηριστικών όπως για παράδειγμα τη 

διάμετρο της ίνας ή τη χαρακτηριστική D-περιοδικότητα κατά μήκος μιας ίνας. 

 

Εικόνα 57: Πλέγμα βαθμονόμησης του AFM και το αντίστοιχο προφίλ ύψους.  

 

 Μέτρηση Τραχύτητας 

Για τη μέτρηση της τραχύτητας της επιφάνειας χρησιμοποιήθηκε η Root-Mean-Squared 

Roughness (Rrms), η οποία για μια ευθεία διατομή η οποία περιέχει Ν σημεία, δίνεται 

από: 

     √
∑ (    ̅ )

  
   

   
 , όπου  ̅  μέσο ύψος z           Εξίσωση 49 

Τα λογισμικά τα οποία χρησιμοποιήθηκαν υπολογίζουν την τραχύτητα της επιφάνειας 

όχι μόνο κατά μήκος μιας γραμμής αλλά και για ολόκληρη την εικόνα ή για περιοχές 

ενδιαφέροντος (regions of interest, ROI).  

 

 Ποσοτικοποίηση Προσανατολισμού 

Επιπλέον, αναπτύχθηκαν μέθοδοι επεξεργασίας εικόνας για ποσοτικοποίηση του 

προσανατολισμού των ινών κολλαγόνου από εικόνες απεικονιστικής μικροσκοπίας. 

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό ImageJ (NIH, Bestheda Mariland, USA) 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

172 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

για εύρεση και ποσοτικοποίηση του προσανατολισμού σε λεπτά υμένια κολλαγόνου που 

απεικονίστηκαν με Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης.  

Πιο αναλυτικά, οι προς μελέτη εικόνες του AFM, πρώτα επεξεργάζονταν με το WSxM 

Tip-Surface Dilation Filter το οποίο προσομοιάζει το αποτέλεσμα το οποίο έχει η πολύ 

μικρή ακίδα του AFM, ώστε να εξαλείφουν πιθανά σφάλματα. Στη συνέχεια, οι εικόνες 

μετατρέπονταν σε 32-bit image type και αναλύονταν με τη ρουτίνα (plug-in) OrientationJ 

του ImageJ, η οποία βασίζεται στην ανάλυση τανυστών και επιτρέπει μέσω κατάλληλης 

επεξεργασίας την εύρεση του κύριου προσανατολισμού των ινών. Τα αποτελέσματα 

παρουσιάζονται σε μορφή Διαγράμματος Κατανομής Προσανατολισμού (Orientation 

Distribution Chart) (Εικόνα 58). 

 

Εικόνα 58: Μέθοδος ποσοτικοποίησης προσανατολισμού και Διαγράμματα Κατανομής 

Προσανατολισμού. 

 Μέτρηση Πάχους Υμενίων 

Το AFM επίσης χρησιμοποιήθηκε για τη μέτρηση του πάχους των λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου, όπου αυτό κρινόταν απαραίτητο. Οι μετρήσεις αυτές πραγματοποιούνταν 

με δύο μεθόδους, ώστε να υπάρχει μεγαλύτερη ακρίβεια στις μετρήσεις και η μια 

μέθοδος να επιβεβαιώνει την άλλη. Πριν τη διαδικασία επίστρωσης του λεπτού υμενίου, 

μια κολλητική ταινία τοποθετείται στο χρησιμοποιούμενο υπόστρωμα. Στη συνέχεια, 

μετά το σχηματισμό του υμενίου, η ταινία αφαιρείτο προσεκτικά δημιουργώντας ένα 

σκαλοπάτι, που αντιστοιχούσε στο ύψος του υμενίου. Στη δεύτερη μέθοδο, μετά το 

σχηματισμό του λεπτού υμενίου, μέρος του υμενίου αφαιρείτο προσεκτικά με ένα 

νυστέρι, δημιουργώντας έτσι ένα σκαλοπάτι ανάμεσα στο υμένιο κολλαγόνου και το 

χρησιμοποιούμενο υπόστρωμα [417]. Στη συνέχεια, η ακίδα του AFM επέτρεπε τη 

μέτρηση της διαφοράς ύψους στα σκαλοπάτια αυτά, τα οποία αποκρίνονταν στο ύψος 

του λεπτού υμενίου (Εικόνα 59). 



Γ :  Υ Λ Ι Κ Α  Κ Α Ι  Α Ν Α Π Τ Υ Ξ Η  Μ Ε Θ Ο Δ Ω Ν  

Γ . 2  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  ( A F M )   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 173 

 

Εικόνα 59: Διαδικασία μέτρησης πάχους λεπτών υμενίων κολλαγόνου με AFM.   
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Γ.3 ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΣΑΡΩΣΗΣ 

ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΩΝ (SEM) 

 

Γ.3.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Η Ηλεκτρονική Μικροσκοπία Σάρωσης (Scanning Electron Microscopy, SEM) είναι μία 

σύγχρονη και ευέλικτη μέθοδος απεικόνισης και ανάλυσης της μικροδομής υλικών με 

δυνατότητες μεγάλης μεγέθυνσης (από 100 έως 100000 φορές ανάλογα με το δείγμα). Το 

SEM χρησιμοποιεί μια δέσμη ηλεκτρονίων υψηλής ενέργειας για να απεικονίσει 

αντικείμενα σε λεπτομερή κλίμακα. Τα ηλεκτρόνια λόγω της κυματικής τους φύσης 

μπορούν να εστιαστούν όπως και τα φωτεινά κύματα αλλά σε πολύ μικρότερη επιφάνεια 

(π.χ. κόκκος υλικού). Η δέσμη ηλεκτρονίων σαρώνει την επιφάνεια του δείγματος με το 

οποίο αλληλεπιδρά. Από την αλληλεπίδραση αυτή, προκύπτουν πληροφορίες σε σχέση 

με τα άτομα των στοιχείων που απαρτίζουν το εξεταζόμενο υλικό. Από τα άτομα των 

στοιχείων εκπέμπονται κυρίως δευτερογενή (secondary) και οπισθοσκεδαζόμενα 

(backscattered) ηλεκτρόνια καθώς και ακτίνες Χ (Εικόνα 60A). Η ένταση των 

εκπεμπόμενων ηλεκτρονίων επηρεάζεται κυρίως από τα χαρακτηριστικά της επιφάνειας. 

Έτσι, το SEM δίνει πληροφορίες που αφορούν κυρίως στη μορφολογία και στη σύσταση 

της επιφανείας και παράγει καλά εστιασμένες τρισδιάστατες εικόνες με μεγάλη 

λεπτομέρεια. 

Η δέσμη των ηλεκτρονίων παράγεται από ένα νήμα και ένα σύστημα ανόδου-καθόδου, 

όπου εφαρμόζεται υψηλή τάση, συνήθως της τάξης των 15-40 kV, για την επιτάχυνση 

των ηλεκτρονίων (Εικόνα 60B). Η δέσμη των ηλεκτρονίων αφού εστιαστεί από σύστημα 

συγκεντρωτικών φακών βομβαρδίζει το παρασκεύασμα με αποτέλεσμα κάποια από τα 

ηλεκτρόνια να το διαπερνούν, κάποια να σκεδάζονται ή να άγονται ενώ συγχρόνως να 

προκαλείται η παραγωγή δευτερογενών ηλεκτρονίων, ακτινών Χ και ηλεκτρονίων 

Auger. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον για την απεικόνιση παρουσιάζουν τα δευτερογενή 

ηλεκτρόνια τα οποία προκύπτουν από τη σύγκρουση της δέσμης των ηλεκτρονίων με τα 

χαλαρά συγκρατούμενα ηλεκτρόνια των ατόμων του δείγματος. Πρέπει να σημειωθεί ότι 

κάθε προσπίπτον ηλεκτρόνιο μπορεί να παράγει αρκετά δευτερογενή. Κάθε ηλεκτρόνιο 

που εγκαταλείπει το άτομο μετά από σύγκρουση με άλλο υψηλής ενέργειας είναι 

θεωρητικά ένα δευτερογενές ηλεκτρόνιο Τα δευτερογενή ηλεκτρόνια, που προέρχονται 

από την επιφάνεια του παρασκευάσματος έχουν μικρή σχετικά ενέργεια που σχετίζεται 

με την τοπογραφία του. Για αυτό τα δευτερογενή ηλεκτρόνια είναι χρήσιμα για την 

απεικόνιση της επιφάνειας του δείγματος. Τα δευτερογενή ηλεκτρόνια συλλέγονται και 

στέλνονται σαν ένα ηλεκτρονικό σήμα μέσω ενός ενισχυτή εικόνας σε καθοδικό σωλήνα 
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(CRT) όπου γίνεται και η παρατήρηση ή και η συλλογή της εικόνας του δείγματος . Τα 

υπόλοιπα ηλεκτρόνια ή ακτινοβολίες που παράγονται μπορούν να μας δώσουν άλλες 

πληροφορίες σχετικές με την υφή και σύσταση του παρασκευάσματος. Το όλο σύστημα 

πρέπει να βρίσκεται σε υψηλό κενό διότι ο αέρας επηρεάζει την κίνηση των 

ηλεκτρονίων. Οι φακοί του ηλεκτρονικού μικροσκοπίου είναι ισχυρά μαγνητικά πεδία 

που αναπτύσσονται από πηνία και η εικόνα εστιάζεται με μεταβολή της εντάσεως των 

μαγνητικών πεδίων. Για την απεικόνιση σημαντικό ρόλο διαδραματίζουν το δυναμικό 

επιτάχυνση (acceleration voltage) το οποίο όσο πιο υψηλό είναι το δυναμικό τόσο 

μεγαλύτερη είναι η ενέργεια των ηλεκτρονίων που προσπίπτουν στο δείγμα και η 

απόσταση εργασίας (working distance) η οποία είναι. η απόσταση δείγματος –φακών.   

Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό της Ηλεκτρονικής Μικροσκοπίας Σάρωσης είναι το 

γεγονός ότι τα δείγματα για να απεικονιστούν πρέπει να είναι ηλεκτρικά αγώγιμα και να 

αντέχουν το υψηλό κενό και το βομβαρδισμό ηλεκτρονίων. Επομένως, όταν πρόκειται 

για μεταλλικά δείγματα δεν χρειάζονται καμία διαδικασία προετοιμασίας των δειγμάτων. 

Σε αντίθετη περίπτωση, κυρίως όταν τα δείγματα δεν είναι αγώγιμα όπως στην 

περίπτωση των ορυκτών ή των βιολογικών υλικών (τα οποία και μας ενδιαφέρουν για 

την εν λόγω εργασία) πρέπει να δεχτούν μιαν ειδική διαδικασία προετοιμασίας 

δειγμάτων. Μια από τις πιο διαδεδομένες μεθόδους είναι η χρήση εξαχνωτή για την 

επίστρωση του δείγματος με ένα πολύ λεπτό φιλμ μετάλλου (συνήθως χρυσού για 

βιολογικά δείγματα αλλά χρησιμοποιούνται επίσης παλλάδιο, χαλκός και άνθρακας). Τα 

δείγματα προσκολλούνται σε ειδικές βάσεις (stubs) με ειδική αγώγιμη κόλλα και στη 

συνέχεια γίνεται η επικάλυψη στον εξαχνωτή με εκκένωση αίγλης σε ατμόσφαιρα αργού. 

Εκτός από αυτήν τη μεθοδολογία υπάρχουν και άλλες διαδικασίες ανάλογα με το είδος 

του δείγματος (νωπό ή ξηρό) και το ποια χαρακτηριστικά του δείγματος είναι επιθυμητά 

να απεικονιστούν. 

A B  

Εικόνα 60: A) Οι αλληλεπιδράσεις μιας δέσμης ηλεκτρονίων όταν προσπίπτει σε ένα αγώγιμο δείγμα. B) 

Τα βασικά στοιχεία ενός Ηλεκτρονικού Μικροσκοπίου Σάρωσης. 
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Γ.3.2 ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΗΣ ΜΕ SEM 

Για τις ανάγκες του έργου χρησιμοποιήθηκε το Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο Σάρωσης Jeol 

JSM-6360 (Πίνακας 10), το οποίο βρίσκεται στο ‘Εργαστήριο Ηλεκτρονικής 

Μικροσκοπίας του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών. Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκε ο 

εξαχνωτής  Denton Vacuum DV 502 για επίστρωση των υμενίων κολλαγόνου με λεπτό 

φιλμ χρυσού (Εικόνα 61). Ο εξαχνωτής είναι εξοπλισμένος με εξαρτήματα για εξάχνωση 

μετάλλων για τη σκίαση παρασκευασμάτων, βολταϊκό τόξο για επικαλύψεις με άνθρακα 

και επικάλυψη με χρυσό ή χρυσό/παλλάδιο με εκκένωση αίγλης σε ατμόσφαιρα αργού. 

Πίνακας 10: Τεχνικά Χαρακτηριστικά Μικροσκοπίου Σάρωσης Ηλεκτρονίων 

Μικροσκόπιο Σάρωσης Ηλεκτρονίων Jeol 6360 

Performance 

Resolution 3.0nm SE; 4.0nm BSE 

Magnification 8x - 300kx 

Accelerating voltage 0.5 - 30kv 

Probe Current 1x10-12A to 1x10-6 A 

Image Mode SEI, COMP. TOPO, SHADE 

Working Distance: 10mm 

Electron Gun 
Filament Pre-centered Tungsten Hairpin Filament 

Alignment: Electromagnetic 2-stage Deflection Type 

Lens 
Condenser Lens Electromagnetic 2-stage zoom 

Objective Lens Conical 

Specimen Stage 

Type Eucentric Goniometer 

Specimen movements 
X-Y 80x40mm; Tilt -10 to 90 Deg; rotation 

360deg endless; Z 5-48mm 

Max specimen size 6 inch Diameter 

Electron Detector SE Detector 
Collector, Scintillate, light guide and 

photomultiplier tube 

Vacuum System: 
Ultimate Pressure in gun chamber 10-4 Pa 

HV mode in specimen chamber 10-4 Pa 
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Εικόνα 61: Φωτογραφίες του Ηλεκτρονικού Μικροσκοπίου Σάρωσης JSM-6360 (αριστερά) και του 

Εξαχνωτή Denton Vacuum DV 502 (δεξιά).  

 

Πιο αναλυτικά, τα υμένια κολλαγόνου που μελετήθηκαν αναπτύχθηκαν σύμφωνα με τα 

«Γ.1.1 Πρωτόκολλα παραγωγής Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου». Τα υμένια 

σχηματίστηκαν σε δίσκους μίκα (muscovite mica, 9,5 mm diam., thick. 0.15-0.21 mm, 

Electron Microscopy Science) και γυάλινες καλυπτρίδες (Round Cover Glass, 8 mm 

diam., 1.5 thick., Electron Microscopy Science) τα οποία είχαν μέγεθος μικρότερο από 

12 mm, ώστε να μπορούν να τοποθετηθούν στην ειδική βάση στήριξης δειγμάτων του 

SEM. Μετά το σχηματισμό των υμενίων τα δείγματα τοποθετούνται στον εξαχνωτή 

Denton Vacuum DV 502 για επίστρωση των υμενίων κολλαγόνου με λεπτό φιλμ χρυσού. 

Μετά την επίστρωση τα δείγματα μπορούν να τοποθετηθούν στο SEM για απεικόνιση. 

Η επεξεργασία των εικόνων και η μέτρηση συγκεκριμένων επιφανειακών 

χαρακτηριστικών (π.χ. διάμετρος ινών κολλαγόνου) πραγματοποιήθηκε με τα λογισμικά 

MeasureIT (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, version 5.1) και το ImageJ (NIH, 

Bestheda Mariland, USA). 

Η χρήση SEM στο εν λόγω ερευνητικό έργο θα επιτρέψει την απεικόνιση μεγαλύτερων 

περιοχών, της τάξης μερικών mm, επιτυγχάνοντας το χαρακτηρισμό ολόκληρης της 

επιφάνειας του υμενίου κολλαγόνου και προσφέροντας συμπληρωματική πληροφορία 

όπου η ακίδα του AFM αδυνατεί να απεικονίσει. 



Γ :  Υ Λ Ι Κ Α  Κ Α Ι  Α Ν Α Π Τ Υ Ξ Η  Μ Ε Θ Ο Δ Ω Ν  

Γ . 4  Η  Μ ε θ ο δ ο λ ο γ ί α  Α π ε ι κ ό ν ι σ η ς  Ι ν ο β λ α σ τ ώ ν  μ ε  Ο π τ ι κ ή  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α  

κ α ι  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α  Φ θ ο ρ ι σ μ ο ύ  

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 179 

Γ.4 Η ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΗΣ 

ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ ΜΕ ΟΠΤΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ 

ΚΑΙ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 

 

Γ.4.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Η οπτική μικροσκοπία αποτελεί το πλέον βασικό εργαλείο παρατήρησης σε όλο το 

φάσμα των βιοϊατρικών εφαρμογών. Κατά τη συμβατική οπτική μικροσκοπία η 

παρατήρηση του δείγματος γίνεται μέσω των ιδιοτήτων της απορρόφησης και της 

διάθλασης του φωτός ενώ περιορίζεται μόνο σε μορφολογικά-δομικά συστατικά. Από 

την άλλη, η μικροσκοπία φθορισμού επεκτείνει τις δυνατότητες μικροσκοπικής 

παρατήρησης και καταγραφής σε δυναμικές λειτουργίες πέραν από την παρατήρηση 

μικροσκοπικών δομών, καθώς παρέχει δυνατότητες που δεν απαντώνται στη συμβατική 

οπτική μικροσκοπία. Ο συνδυασμός της οπτικής μικροσκοπίας και μικροσκοπίας 

φθορισμού επιτρέπει τον πληρέστερο χαρακτηρισμό των βιολογικών δειγμάτων και τη 

λήψη συμπληρωματικής πληροφορίας.  

 

Γ.4.2 ΟΠΤΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ  

 

Για την οπτική απεικόνιση της κυτταρικής καλλιέργειας χρησιμοποιήθηκε διάταξη 

ψηφιακής απεικονιστικής μικροσκοπίας με ανάστροφο μικροσκόπιο Bi-5872, Unitron 

συνδεδεμένο με CCD color video camera, Sony. Η λήψη των εικόνων πραγματοποιήθηκε 

με αντικειμενικούς φακούς 5x, 10x, 20x και 40x (Εικόνα 62). 

    

Εικόνα 62: Χαρακτηριστικές εικόνες ινοβλαστών με το ανάστροφο μικροσκόπιο και αντικειμενικούς 

φακούς 5x και 20x, αντίστοιχα.  
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Γ.4.3 ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 

 

Γ.4.3.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Βασική λειτουργία του μικροσκοπίου φθορισμού είναι να φωτίζει το υπό εξέταση δείγμα 

με φως συγκεκριμένων φασματικών χαρακτηριστικών και στη συνέχεια να διαχωρίζει 

τον εξαιρετικά ασθενέστερο εκπεμπόμενο φθορισμό από το φως διέγερσης. Σε ένα 

σωστά κατασκευασμένο μικροσκόπιο φθορισμού, στους προσοφθάλμιους ή στον 

αισθητήρα της κάμερας θα πρέπει να φτάνει μόνο το φως εκπομπής φθορισμού από το 

δείγμα και η ακτινοβολία διέγερσης να αποκόπτεται πλήρως. Η προκύπτουσα εικόνα 

φθορισμού συνίσταται από φθορίζουσες δομές υπερτιθέμενες σε ένα σκοτεινό ή μαύρο 

(ιδανικά) υπόβαθρο ώστε να εξασφαλιστεί μεγάλη αντίθεση (contrast)
§§§§

. Καθώς το φως 

διέγερσης έχει μεγαλύτερη ένταση, κατά αρκετές τάξεις μεγέθους, από τον εκπεμπόμενο 

φθορισμό, είναι αναγκαίο να εξασφαλίζεται η διέλευση μόνο στο φως εκπομπής, ώστε η 

αντίθεση των συλλεγόμενων εικόνων φθορισμού να είναι μέγιστη. 

Ο ιχνηθέτης
*****

 διεγείρεται με φως κατάλληλου μήκους κύματος, όσον το δυνατό πιο 

κοντά στο μέγιστο απορρόφησής του. Διέγερση του ιχνηθέτη φθορισμού με φως 

διαφορετικού μήκους κύματος μπορεί να προκαλέσει ασθενή φθορισμό ή ανεπιθύμητο 

αυτοφθορισμό του δείγματος μειώνοντας την αντίθεση της εικόνας. Για τον καλύτερο 

διαχωρισμό του εκπεμπόμενου φωτός από το φως διέγερσης χρησιμοποιούνται οπτικά 

φίλτρα στενού εύρους τα οποία επιτρέπουν τη διέλευση ενός μικρού ποσοστού φωτός. Η 

χρήση των φίλτρων έχει ως αποτέλεσμα μιαν εικόνα με σκοτεινό υπόβαθρο (ακριβώς 

επειδή έχει ελαχιστοποιηθεί η διέλευση φωτός) αλλά με καλή αντίθεση. Συνήθως σε μια 

φθορίζουσα ουσία παρατηρείται επικάλυψη της περιοχής των υψηλότερων μηκών 

κύματος του φάσματος διέγερσής της με την περιοχή χαμηλότερων μηκών κύματος του 

φάσματος εκπομπής της. Η περιοχή αυτή είναι απαραίτητο να ελαχιστοποιηθεί καθώς το 

φως διέγερσης, το οποίο έχει σαφώς μεγαλύτερη ένταση από το φως εκπομπής, θα 

υπερκαλύψει το συγκριτικά ασθενή φθορισμό μειώνοντας την αντίθεση στην εικόνα. Η 

ελαχιστοποίηση επιτυγχάνεται με τη χρήση κατάλληλων φίλτρων διέγερσης, διχρωϊκών 

κατόπτρων και φίλτρων εκπομπής. 

                                                

§§§§
 Ως αντίθεση ορίζεται ο λόγος του εκπεμπόμενου φθορισμού, από τις επισημασμένες με τον ιχνηθέτη 

φθορισμού δομές, προς το φως το οποίο παρατηρείται στο υπόβαθρο. 

***** Ο όρος  αναφέρεται στα μόρια εκείνα τα οποία αποκτούν την ικανότητα φθορισμού μόνον εφόσον 

ενωθούν με τον κατάλληλο στόχο και διεγερθούν με φως κατάλληλου μήκους κύματος. 
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Ένα σύστημα μικροσκοπίας φθορισμού περιλαμβάνει το σύστημα φωτισμού με την πηγή 

διέγερσης, κατάλληλα οπτικά (για τη διέγερση αλλά και τη συλλογή του εκπεμπόμενου 

φθορισμού) και φίλτρα για το εκπεμπόμενο φως. 

Για τις ανάγκες της έρευνας που διεξάχθηκε στα πλαίσια της διατριβής για απεικόνιση με 

τη βοήθεια  ιχνηθέτη φθορισμού, χρησιμοποιήθηκε μικροσκόπιο φθορισμού Olympus 

BX-50 (Εικόνα 63) με φωτισμό πρόσπτωσης (epifluorescent microscope). Η συλλογή 

των εικόνων έγινε από μια έγχρωμη CCD κάμερα (XC30, Olympus), που είχε κατάλληλα 

προσαρμοσθεί (c-mount adapter) στην άκρη του σωλήνα φωτογραφικής καταγραφής 

(trinocular tube) του μικροσκοπίου, όπου με τη βοήθεια μετακινούμενου πρίσματος 

μπορούσε να γίνει αποκλειστική ή σύγχρονη, ως προς τους προσοφθαλμίους φακούς, 

παρατήρηση. Η συλλογή των εικόνων φθορισμού πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 

αντικειμενικών φακών 20x UPlanFl (με αριθμητικό άνοιγμα NA=0.50) και ένας 40x 

UPlanFl (NA=0.75), με διορθώσεις για σφαιρικές και χρωματικές εκτροπές. Για τη 

διέγερση των δειγμάτων, χρησιμοποιήθηκε λυχνία υδραργύρου 100 W και κατάλληλα 

σετ οπτικών φίλτρων-κύβων. Τα χαρακτηριστικά του κύβου φθορισμού που 

χρησιμοποιήθηκε παρουσιάζεται στον πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 11). Οι 

συλλεγόμενες από τη CCD εικόνες φθορισμού επεξεργάστηκαν με χρήση του λογισμικού 

επεξεργασίας εικόνας ImageJ (NIH, Bestheda Mariland, USA). 

 

Εικόνα 63: Το μικροσκόπιο φθορισμού Olympus BX-50 που χρησιμοποιήθηκε για τις ανάγκες τις 

εργασίας. 

Πίνακας 11: Στοιχεία κύβου του μικροσκοπίου φθορισμού Olympus BX-50 
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Kωδικός 

Κύβου 

Φίλτρο διέγερσης 

(ζωνοδιαβατό) 

(nm) 

Διχρωϊκό 

κάτοπτρο 

 

(nm) 

Φίλτρο εκπομπής 

(υψιπερατό) 

(nm) 

U-MWG 510-550 510-550 590 

 

Γ.4.3.2 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΕΠΩΑΣΗΣ ΤΩΝ ΖΩΝΤΑΝΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ 

RHODAMINE B. 

 

Για την απεικόνιση των ινοβλαστών με  μικροσκοπία φθορισμού χρησιμοποιήθηκε 

ροδαμίνη Β (Rhodamine B) 2mM διαλυμένη σε διμεθυλοσουλφοξείδιο, Dimethyl 

sulfoxid, DMSO (Εικόνα 64). Η φθορίζουσα ουσία σε συγκέντρωση 1.2 μΜ σε Πλήρες 

Θρεπτικό Μέσο, προστίθεται στο τριβλίο με το δείγμα προς μελέτη (κύτταρα σε 

διαφορετικά υποστρώματα) και τοποθετείται στον κλίβανο επώασης (37 C) για 10 

λεπτά. Στη συνέχεια, γίνεται ξέπλυμα δυο φορές με 1ml ρυθμιστικού διαλύματος PBS, το 

δείγμα τοποθετείται στο θαλαμίσκο μικροσκοπικής παρατήρησης σε αέρα ή σε υγρό 

περιβάλλον ανάλογα με τις ανάγκες τις πειραματικής διαδικασίας και τέλος στην 

αντικειμενοφόρο πλάκα. 

 

 

Εικόνα 64: Φάσματα απορρόφησης (αριστερά) και φθορισμού (δεξιά) της φθορίζουσας ουσίας 

Rhodamine B σε αιθανόλη. 
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Γ.4.3.3 ΜΕΤΡΗΣΗ ΕΠΙΜΗΚΥΝΣΗΣ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ 

 

Για τη μέτρηση της επιμήκυνσης των ινοβλαστών και των πυρήνων τους σε εικόνες 

φθορισμού χρησιμοποιήθηκαν τεχνικές επεξεργασίας-ανάλυσης εικόνας με τη βοήθεια 

του λογισμικού ImageJ. Η επιμήκυνση των ινοβλαστών υπολογίστηκε μέσω της 

μέτρησης του μήκους του κύριου άξονα και του δευτερεύοντα άξονα (άξονας κάθετος 

στον κύριο άξονα). Η παράμετρος Ε, που αντιπροσωπεύει την επιμήκυνση ορίζεται ως το 

μήκος του βασικού άξονα δια του δευτερεύοντα άξονα, μείον ένα. Η παράμετρος αυτή 

περιγράφει εάν μια έλλειψη είναι επιμήκης ή στρογγυλή. Επομένως, η παράμετρος Ε 

είναι ίση με μηδέν (0) για ένα κύκλο και ίση με ένα (1) για μια έλλειψη με λόγο αξόνων 

1:2  [418, 419]. Στις μετρήσεις του κύριου και δευτερεύοντα άξονα το μήκος των 

φιλοποδίων δεν λήφθηκε υπόψη, ενώ επίσης υπολογίστηκε και η επιμήκυνση του πυρήνα 

των ινοβλαστών (Εικόνα 65). Για την ποσοτικοποίηση των μετρήσεων των 

χαρακτηριστικών των κυττάρων για κάθε συνθήκη μετρήθηκαν τουλάχιστον 100 

κύτταρα από τρία διαφορετικά δείγματα σε κάθε συνθήκη. 

 

Εικόνα 65: Μέτρηση της επιμήκυνσης των ινοβλαστών. Για τον υπολογισμό της επιμήκυνσης 

μετρήθηκε ο κύριος και ο δευτερεύοντας άξονας του σώματος των ινοβλαστών και των πυρήνων τους.  

 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

184 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

  



Γ :  Υ Λ Ι Κ Α  Κ Α Ι  Α Ν Α Π Τ Υ Ξ Η  Μ Ε Θ Ο Δ Ω Ν  

Γ . 5  Κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι α  Ι ν ο β λ α σ τ ώ ν   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 185 

Γ.5 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ 

 

Γ.5.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Για την ανάπτυξη καλλιέργειας ινοβλαστών χρησιμοποιήθηκε πρωτογενής καλλιέργεια 

δερματικών ινοβλαστών από ενήλικους ανθρώπους (primary culture of skin adult 

fibroblast) η οποία παραχωρήθηκε από το ‘Εργαστήριο Μελέτης Μηχανισμών Κυτταρικού 

Πολλαπλασιασμού και Γήρανσης’, του Ινστιτούτου Βιολογίας του Εθνικού Κέντρου 

Έρευνας Φυσικών Επιστημών ‘Δημόκριτος’.  

Οι ινοβλάστες είναι τα πιο κοινά κύτταρα του συνδετικού ιστού, οι οποίοι παράγουν και 

συντηρούν την εξωκυτταρική μήτρα και αποτελούν το μόνο κυτταρικό τύπο που 

απαντάται σε όλα τα είδη του συνδετικού ιστού (Εικόνα 66). Οι ινοβλάστες παρέχουν 

ένα δομικό πλαίσιο για πολλούς ιστούς και διαδραματίζουν ένα καθοριστικό ρόλο στην 

επούλωση των πληγών. Μια από τις πιο βασικές λειτουργίες των ινοβλαστών είναι η 

διατήρηση της δομικής ακεραιότητας του συνδετικού ιστού από τη συνεχή παραγωγή και 

έκκριση των πρόδρομων ουσιών του εξωκυτταρικού πλέγματος, μεταξύ των οποίων μια 

πληθώρα από ίνες.  

Οι ινοβλάστες που βρίσκονται σε ηρεμία και μη λειτουργία έχουν ατρακτοειδές σχήμα 

(spindle shaped) (Εικόνα 67). Οι ινοβλάστες αυτοί κάνουν λιγότερες λειτουργίες, είναι 

μικρότεροι με επίμηκες πυρήνα και περιορισμένο ενδοπλασατικό δίκτυο και έχουν 

διακλαδιζόμενο κυτταρόπλασμα το οποίο περικλείει έναν ελλιπτικό πυρήνα με ένα ή δύο 

νουκλεοτίδια. Οι ενεργοί ινοβλάστες μπορούν να αναγνωριστούν από τη μεγαλύτερη 

ποσότητα ενδοπλασματικού δικτύου, μιτοχονδρίων και εκκριτικών κυστιδίων. Οι 

ινοβλάστες κατέχουν σημαντική συσταλτικότητα και κινητικότητα οι οποίες είναι 

σημαντικές κατά τη διαδικασία ανασχηματισμού του συνδετικού ιστού ή κατά την 

επούλωση πληγών.  

Από το κυτταρικό τους σώμα προεκβάλλουν κοντές διακλαδιζόμενες 

φιλοπόδια/αποφυάδες (filopodia) και γενικά είναι μορφολογικά ετερογενείς με 

διαφορετικές εμφανίσεις ανάλογα με την τοποθεσία και τη δραστηριότητα τους. Σε φάση 

ηρεμίας είναι επιμήκη κύτταρα με λεπτές κυτταροπλασματικές αποφυάδες, ενώ όταν 

είναι ενεργοί (π.χ. κατά την επούλωση των πληγών) παρουσιάζουν έντονη 

πρωτεϊνοσύνθεση, άφθονο κυτταρόπλασμα και μεγάλες αποφυάδες. Οι ινοβλάστες είναι 

υπεύθυνοι για τη σύνθεση των πρωτεϊνών του συνδετικού ιστού (π.χ. κολλαγόνο), τις 

δομικές γλυκοπρωτεΐνες και γενικά των συστατικών που απαρτίζουν τη θεμέλια ουσία 

του συνδετικού ιστού.  
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Εικόνα 66 Δομή ενός ινοβλάστη. A. Πυρήνας, B. Πυρηνίσκοι C. Συσκευή Golgi  D. 

Κυτταρόπλασμα/Κυτόπλασμα E. Κυσττίδια μεταφοράς F. Ριβοσώματα G. Μιτοχόνδριας  H. 

Πολυριβοσώματα I. Ενδοπλασματικό Δίκτυο J. Ίνες Κολλαγόνου K. Κυτταρικές αποφυάδες/ φιλοπόδια 

L. Μικροσωληνίσκοι  M.  Εκκριτικά Κοκία [Προσαρμοσμένο από Sandhu et al., 2012 [66]]. 

   

Εικόνα 67: Χαρακτηριστικές εικόνες ινοβλαστών σε τριβλίο με phase contrast και fluorescence 

μικροσκοπία (20x, BX-50, Olympus). 

 

Γ.5.2 ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΑΠΟΨΥΞΗΣ  ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΣΕΙΡΑΣ 

ΔΕΡΜΑΤΙΚΩΝ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ  

 

Οι δερματικοί ινοβλάστες διατηρούνται σε ειδικά φιαλίδια (διάφορες συγκεντρώσεις σε 

1ml πλήρους θρεπτικού μέσου με 70μl διμεθυλοσουλφοξείδιο, Dimethyl sulfoxide, 

DMSO) κατεψυγμένα σε υγρό άζωτο μέχρι να χρησιμοποιηθούν. Για την καλλιέργεια 

των δερματικών ινοβλαστών χρησιμοποιείται θρεπτικό μέσο Dulbecco's Modified Eagle 

Medium, DMEM.W/GLUTAMAX-I PYR-IG/L-GLU  (Invitrogen), εμπλουτισμένο με 

10% εμβρυϊκό ορό βοδιού, Fetal Bovine Serum, FBS (Invitrogen) και 0.1% Antibiotic-

Antimitotic (Gibco). Το φιαλίδιο με τα κατεψυγμένα κύτταρα αφήνεται στον κλίβανο 

επώασης για περίπου 5min μέχρις ότου ξεπαγώσει. Αμέσως μόλις ξεπαγώσει το 

περιεχόμενο του φιαλιδίου τοποθετείται σε πλαστικό σωλήνα φυγοκέντρησης ο οποίος 

περιέχει 9 ml διαλύματος φυσιολογικού ορού, 10% FBS. Το διάλυμα φυγοκεντρείται 

στις 125 rpm για 7 λεπτά. Μετά τη φυγοκέντρηση το υπερκείμενο διάλυμα απορρίπτεται 
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και τα κύτταρα τοποθετούνται σε φλάσκα (Corning) των 25 cm
2
 η οποία περιέχει 5 ml 

εμπλουτισμένου θρεπτικού μέσου. Γίνεται πολύ καλό pipetting ώστε να σπάσει το 

συσσωμάτωμα των κυττάρων που προέκυψε από τη φυγοκέντρηση και να προκύψουν 

μεμονωμένα κύτταρα. Ελέγχεται η φλάσκα σε οπτικό μικροσκόπιο (Εικόνα 68) και 

αφήνεται στον κλίβανο να επωαστεί για 48 ώρες χωρίς να κουνηθεί, καθώς με 

οποιαδήποτε κίνηση της φλάσκας δημιουργούνται συσσωματώματα και δεν 

αναπτύσσονται τα κύτταρα. Στον ενδιάμεσο χρόνο γίνεται μόνο παρατήρηση με οπτικό 

μικροσκόπιο της ανάπτυξης της κυτταρικής καλλιέργειας (Εικόνα 69).  

   

Εικόνα 68: Παρατήρηση ινοβλαστών μόλις τοποθετήθηκαν στη φλάσκα μετά τη διαδικασία απόψυξης. 

Εικόνες από ανάστροφο μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 10x και 20x αντίστοιχα. Οι ινοβλάστες έχουν  

σφαιρική μορφή και δεν έχουν  ακόμα προσκολληθεί στην φλάσκα. 

   

Εικόνα 69: Παρατήρηση ινοβλαστών μετά από 24
 
ώρες επώασης. Εικόνες από ανάστροφο μικροσκόπιο 

σε μεγέθυνση 5x και 20x αντίστοιχα.  Οι ινοβλάστες έχουν πλέον το χαρακτηριστικό ατρακτοειδές 

σχήμα τους, ενώ παρατηρούνται επίσης οι λεπτές αποφυάδες. 

 

Γ.5.3 ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΑΝΑΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ ΔΕΡΜΑΤΙΚΩΝ 

ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ  

 

Η ανακαλλιέργεια των κυττάρων γίνεται όταν η πληρότητα στην αρχική φλάσκα φτάσει 

στο 60-70%. Η κυτταρική σειρά μπορεί να ανακαλλιεργείται με ρυθμό 1:2 ή 1:3, δηλ τα 

κύτταρα της αρχικής φλάσκας μοιράζονται σε δύο ή τρεις καινούργιες φλάσκες ίδιου 

εμβαδού με την αρχική, ανάλογα με τη διαδικασία που θα ακολουθηθεί και την 

κυτταρική συγκέντρωση που απαιτείται. Η διαδικασία που ακολουθείται για να γίνει 

ανακαλλιέργεια των κυττάρων είναι η εξής: αφαιρείται πολύ προσεκτικά το μέσο από 
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την αρχική φλάσκα και γίνονται με προσοχή δυο ξεπλύματα με διάλυμα φυσιολογικού 

ορού-αντιβιοτικού. Στη συνέχεια, προστίθεται στη φλάσκα το ένζυμο τρυψίνη (Tryspin–

EDTA solution, Sigma) το οποίο έχει την ιδιότητα να αποκολλά τα κύτταρα από την 

επιφάνεια της φλάσκας. Η τρυψίνη παραμένει στη φλάσκα για 2-3 λεπτά, χρονικό 

διάστημα που χρειάζεται ώστε να δράσει και να είναι ορατή η αποκόλληση των 

αποικιών, αλλά όχι τόσο ώστε να αρχίσει να προκαλεί βλάβες στα κύτταρα λόγω της 

κυτταροτοξικότητας της (Εικόνα 70).  

   

Εικόνα 70: Παρατήρηση ινοβλαστών μόλις τοποθετήθηκαν στη φλάσκα μετά τη δράση του ενζύμου 

τρυψίνης. Εικόνες από ανάστροφο μικροσκόπιο  σε μεγέθυνση 5x, 10x και 20x, αντίστοιχα.  

 

Για την αναστολή της δράσης της τρυψίνης και την αποφυγή της κυτταροτοξικότητας 

προστίθενται στη φλάσκα 5 ml διαλύματος φυσιολογικού ορού 10%  FBS και το διάλυμα 

συλλέγεται σε πλαστικό σωλήνα φυγοκέντρησης. Ακολουθούν ακόμα δυο ξεπλύματα με 

διάλυμα φυσιολογικού ορού 10% FBS, τα οποία συλλέγονται στον ίδιο πλαστικό 

σωλήνα φυγοκέντρησης φροντίζοντας ο τελικός όγκος στον πλαστικό σωλήνα να μην 

ξεπερνά τα 15 ml. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 125 rpm για 7 λεπτά. Το υπερκείμενο 

διάλυμα απορρίπτεται και τα κύτταρα μοιράζονται σε φλάσκες των 25 cm
2
 που 

περιέχουν 5 ml εμπλουτισμένου θρεπτικού μέσου. Ελέγχονται οι φλάσκες στο οπτικό 

μικροσκόπιο και τοποθετούνται στον κλίβανο επώασης για 48 ώρες. Η ανάπτυξη της 

κυτταρικής καλλιέργειας παρατηρείται σε τακτά χρονικά διαστήματα με οπτικό 

μικροσκόπιο (Εικόνα 71). 

   
Εικόνα 71: Παρατήρηση ινοβλαστών με ανάστροφο μικροσκόπιο μετά την τοποθέτηση τους στη 

φλάσκα. Μετά τις 5 ώρες επώασης έχουν αρχίσει να διαμορφώνονται και να αναπτύσσουν ένα πιο 

ατρακτοειδές σχήμα  (5x, αριστερά). Μετά από 18 ώρες έχουν πλέον ένα επίμηκες σχήμα με αποφυάδες 

(φιλοπόδια) (5x και 10 x, αντίστοιχα). 
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Γ.5.4 ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΚΑΤΑΨΥΞΗΣ ΔΕΡΜΑΤΙΚΩΝ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ  

 

Η διατήρηση των κυττάρων για μεγάλο χρονικό διάστημα είναι δυνατή με την 

αποθήκευση τους σε υγρό άζωτο σε θερμοκρασίες έως -190 
ο
C. Η ψύξη των κυττάρων 

θα πρέπει να γίνεται σταδιακά ώστε, να αποφευχθεί ο σχηματισμός πάγου στο εσωτερικό 

τους και να ελαχιστοποιηθεί η απώλεια νερού. Για το λόγο αυτό καταψύχονται με την 

παρουσία διμεθυλοσουλφοξειδίου (DMSO).  

Τα κύτταρα αφού αποκολληθούν από τη φλάσκα με τη διαδικασία που περιγράφηκε 

προηγουμένως μεταφέρονται σε κατάλληλο φιαλίδιο, σε 1 ml εμπλουτισμένου θρεπτικού 

μέσου, για διατήρηση σε υγρό άζωτο. Προστίθενται 70 μl DMSO και το φιαλίδιο 

τοποθετείται στους -80 
ο
C για 24 ώρες προκειμένου να επιτευχθεί σταδιακή ψύξη των 

κυττάρων στη θερμοκρασία αυτή. Κατόπιν, το φιαλίδιο με τα κύτταρα τοποθετείται στο 

κατάλληλο δοχείο αποθήκευσης με υγρό άζωτο. Στις συνθήκες αυτές μπορεί να 

διατηρηθεί για πολύ μεγάλο χρονικό διάστημα. Όλα τα υλικά και μέσα που 

χρησιμοποιήθηκαν για την καλλιέργεια των ινοβλαστών παρουσιάζονται στον πιο κάτω 

πίνακα (Πίνακας 12). 

 

 

Πίνακας 12: Υλικά και Μέσα που Χρησιμοποιήθηκαν για την Καλλιέργεια Ινοβλαστών 

Ινοβλάστες Δερματικοί ανθρώπινοι ινοβλάστες. Πρωτογενής 

Καλλιέργεια 

Θρεπτικό μέσο Dulbecco's Modified Eagle Medium, 

DMEM.W/GLUTAMAX-I PYR-IG/L-GLU (Invitrogen) 

Εμβρυϊκός ορός βοδιού  Fetal Bovine Serum, FBS (Invitrogen) 

Αντιβιοτικό Antibiotic-Antimitotic (Gibco) 

Τρυψίνη Tryspin – EDTA solution, Sigma 

Ρυθμιστικό Διάλυμα Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, DPBS (Sigma)  

Διμεθυλουσουλφοξείδιο  Dimethyl sulfoxide, DMSO (Sigma D2650) 

Φλάσκες Φλάσκα των 25cm
2 

(Corning) 

Μικροσκόπιο Ανάστροφο μικροσκόπιο (Unitron BU-18) 

BX-50, Olympus/ Digital Color CCD camera, XC30, 

Olympous 

Φθορίζουσα Ουσία Ροδαμίνη Β (Rhodamine B) 
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Γ.5.5 ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ ΣΕ 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Τα διαφορετικά υποστρώματα κολλαγόνου αναπτύχθηκαν σύμφωνα με τα «Γ.1.1 

Πρωτόκολλα παραγωγής λεπτών υμενίων κολλαγόνου». Μετά το σχηματισμό των 

υμενίων, τα υμένια τοποθετούνται σε τριβλία και γίνεται δύο φορές ξέπλυμα με PBS και 

αντιβιοτικό. Ακολούθως, προστίθεται 1.5 ml Πλήρες Θρεπτικό Μέσο (ΠΘΜ) και 

αφήνεται σε ηρεμία για 30 λεπτά. Στη συνέχεια, ακολουθείται το πρωτόκολλο 

ανακαλλιέργειας των κυττάρων (Γ.1.5.3) με τη διαφορά ότι μετά τη φυγοκέντρηση τα 

κύτταρα αντί να τοποθετηθούν σε φλάσκα, μοιράζονται στα τριβλία (20 000 κύτταρα ανά 

τριβλίο) με τα λεπτά υμένια κολλαγόνου. Τέλος, προστίθεται στο κάθε τριβλίο 1 ml 

ΠΘΜ και τα τριβλία τοποθετούνται στον κλίβανο επώασης και αφήνονται σε ηρεμία για 

24 ώρες. Μετά τις 24 ώρες, τα κύτταρα μπορούν να απεικονιστούν με οπτική 

μικροσκοπία απεικόνισης και μικροσκοπία φθορισμού ανάλογα με τις ανάγκες της κάθε 

πειραματικής διαδικασίας (Εικόνα 72).  

  

Εικόνα 72: Χαρακτηριστικές εικόνες μικροσκοπίας phase contrast και φθορισμού, οι οποίες ελήφθησαν 

από ινοβλάστες που καλλιεργήθηκαν σε υμένιο κολλαγόνου (40x, 20x, BX-50, Olympus). 
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Γ.6 ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΓΙΑ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ 

ΚΑΙ ΜΕΤΡΗΣΗ ΣΗΜΑΤΟΣ ΓΕΝΕΣΗΣ 

ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ ΑΠΟ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ  

 

Γ.6.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Στην ενότητα αυτή παρουσιάζονται οι πειραματικές διατάξεις για μέτρηση του σήματος 

SHG από το μακρομόριο του κολλαγόνου. Η μελέτη της SHG έχει γίνει για ινώδες 

κολλαγόνο τύπου Ι σε διάφορες μορφές: σε λυοφιλοποιημένη μορφή και σε λεπτά υμένια 

κολλαγόνου. Σε κάθε περίπτωση απαιτείτο κατάλληλη διαμόρφωση της διάταξης 

μέτρησης του σήματος και ιδιαίτερα για την υποστήριξη μετρήσεων ανισοτροπίας 

πόλωσης. Στη συνέχεια, παρουσιάζονται αναλυτικά τα χαρακτηριστικά των διατάξεων, 

καθώς και οι αρχικές μετρήσεις που απαιτούνταν για βαθμονόμηση ή μέτρηση των 

ιδιαίτερων χαρακτηριστικών τους. 

 

Γ.6.2 ΥΛΙΚΑ 

 

Γ.6.2.1 Laser 

 

Το laser στην εργασία αυτή θα είναι η πηγή που θα ακτινοβολεί το κολλαγόνο έτσι ώστε 

να παράγει δεύτερη αρμονική. Το laser το οποίο χρησιμοποιήθηκε είναι το παλμικό laser 

στερεάς κατάστασης Quanta-Ray GSR-Nd-YAG με Q-switching (Εικόνα 73). Η διάταξη 

έχει τη δυνατότητα εκπομπής ακτινοβολίας στα 1064 nm και παραγωγή υψηλότερων 

αρμονικών. Χρησιμοποιήθηκε το μήκος κύματος των 1064 nm έτσι ώστε το σήμα SHG 

από το κολλαγόνο να βρίσκεται στο ορατό φάσμα, στα 532 nm. Συχνότητα επανάληψης: 

βέλτιστη=10 Hz, φάσμα=2-14 Hz και δυνατότητα Q-switching (τα προηγούμενα στοιχεία 

δίνονται για διαδικασία Q-switch και με πλάτος παλμού 8 ns). 
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Εικόνα 73: Το laser του εργαστηρίου Quanta-Ray GSR-Nd-YAG και η ενεργειακή βαθμονόμηση του. 

 

Γ.6.2.2 Μονοχρωμάτορας 

 

Χρησιμοποιήθηκε ο μονοχρωμάτορας MULImode4-PR, Grating Monochromator της 

AMKO  ο οποίος έχει δύο  φράγματα: Grating 1 με Blaze 300nm, 1200 L/mm και 

Grating 2 με Blaze 500nm, 1200 L/mm. Ο μονοχρωμάτορας, στις διατάξεις που 

σχεδιάστηκαν για την μέτρηση του σήματος δεύτερης αρμονικής από κολλαγόνο, θα 

επιτρέπει το διαχωρισμό και τη συλλογή στον φωτοπολλαπλασιαστή μόνο της 

ακτινοβολίας μήκους κύματος 532 nm, η οποία είναι η δεύτερη αρμονική της 

ακτινοβολίας 1064 nm του laser Nd:YAG. Χρησιμοποιώντας το δεύτερο φράγμα 

περίθλασης ο μονοχρωμάτορας είχε υψηλή απόκριση στο μήκος των 532 nm (Σχήμα 

11). 

 
Σχήμα 11: Φασματική απόκριση μονοχρωμάτορα. 
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Γ.6.2.3 Φωτοπολλαπλασιαστής 

 

Στην πειραματική διάταξη η οποία σχεδιάστηκε για μέτρηση του σήματος δεύτερης 

αρμονικής, ο φωτοπολλαπλασιαστής συνδέθηκε απευθείας με το μονοχρωμάτορα. Αυτό 

έχει σκοπό να μην υπάρχουν απώλειες και όλη η ακτινοβολία στο συγκεκριμένο μήκος 

κύματος που επιλέγεται από το μονοχρωμάτορα να εισέρχεται στο 

φωτοπολλαπλασιαστή. Ο φωτοπολλαπλασιαστής που επιλέχτηκε είναι ο Hamatsu R4220 

(Εικόνα 74). Ο συγκεκριμένος φωτοπολλαπλασιαστής έχει φασματική απόκριση μεταξύ 

185-710 nm, έχει υψηλή απόδοση καθόδου υψηλή απολαβή (Gain) και χαμηλό ρεύμα 

σκότους. Επομένως, προσφέρεται για τη μέτρηση της ακτινοβολίας SHG στα 532nm. 

 

Εικόνα 74: Ο φωτοπολλαπλασιαστής Hamatsu R4220 και η τυπική απόκριση του στο φάσμα. 

 

Γ.6.2.4 Ψηφιακός παλμογράφος 

 

Το σήμα καταγραφόταν με τον ψηφιακό παλμογράφο Tektronix TDS 540D 

(Bandwidth:500Mhz, Channels: 4, Sample rate: (1ch.) 2Gs/s (2ch.) 2Gs/s (3,4ch.) 1Gs/s 

Vertical Sensitivity/div. 1mv-10v Time base range: 500 ps-10s/div) ο οποίος  ήταν 

συνδεδεμένος με το φωτοπολλαπλασιαστή και συγχρονισμένος με τη διάταξη του laser. 

 

Γ.6.2.5 Πολωτής 

 

Ο πολωτής ο οποίος χρησιμοποιήθηκε ήταν ο GL10-C26 (Glan Laser Polarizer, 10 mm 

CA, 1,06 μm V-coating, High Power, Thorlabs). Για να μελετηθεί η εξάρτιση της SHG 

από την πόλωση αρχικά με την παρακάτω διάταξη, με τη βοήθεια του πολωτή, έγιναν 
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μετρήσεις ώστε να βρεθεί η γωνία πόλωσης με την οποία εξερχόταν η ακτινοβολία από 

τη διάταξη. Ο πολωτής τοποθετήθηκε σε κατάλληλη περιστρεφόμενη βάση ώστε να 

μεταβάλλουμε διαδοχικά τη γωνία μεταξύ της πόλωσης της προσπίπτουσας ακτινοβολίας 

και του άξονα διέλευσης του πολωτή. Η διάταξη που χρησιμοποιήθηκε για μέτρηση του 

σήματος SHG παρουσιάζεται στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 75).  

 

Εικόνα 75: Διάταξη για εύρεση της πόλωσης. Laser Nd-YAG, πολωτής, ενεργότερο και ψηφιακός 

παλμογράφος.  

 

Στο πιο κάτω γράφημα, φαίνεται ότι η δέσμη laser της διάταξης είναι πολωμένη, με μία 

γωνία κοντά στις -30
ο
 (γωνία μεταξύ πόλωσης laser και άξονα διέλευσης του πολωτή). 

Για να βρεθεί η ακριβής γωνία, πραγματοποιήθηκε η ίδια διαδικασία με βήμα στη 

μεταβολή της πόλωσης κατά μια μοίρα. Από το παρακάτω διάγραμμα φαίνεται ότι η 

γωνία αυτή είναι -29
ο
 (Εικόνα 76). Επομένως, στα επόμενα πειράματα όπου χρειαζόταν 

πρόσπτωση με πόλωση στο δείγμα ο πολωτής ρυθμιζόταν στη συγκεκριμένη γωνία. 

 
Εικόνα 76: Η γωνία πόλωσης της δέσμης του laser. Η ένταση του σήματος σε ένα μεγάλο εύρος από 

γωνίες (αριστερά) και η ένταση του σήματος με μικρό βήμα γωνίας για εύρεση της ακριβής γωνίας 

πόλωσης, με Gaussian παρεμβολή  (δεξιά). 
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Γ.6.3 ΔΙΑΤΑΞΗ ΓΙΑ ΜΕΤΡΗΣΗ ΣΗΜΑΤΟΣ ΑΠΟ 

ΛΥΟΦΙΛΟΠΟΙΗΜΕΝΟ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ 

 

Η διάταξη που χρησιμοποιήθηκε για τη μέτρηση του σήματος δεύτερης αρμονικής από 

λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο παρουσιάζεται στην εικόνα που ακολουθεί (Εικόνα 77).  

 
Εικόνα 77: Διάταξη για μέτρηση σήματος SHG από λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο. Αποτελείται από το 

laser Nd-YAG, φίλτρο αποκοπής ακτινοβολία κάτω από την υπέρυθρη ακτινοβολία, μια οπή, βάση 

στήριξης και το δείγμα, σύστημα δύο φακών (f1=30mm, f2=50mm), διχρωϊκό κάτοπτρο για διαχωρισμό 

ακτινοβολίας (ανάκλασης ακτινοβολίας στα 532nm και διέλευση στα 1064 nm), συγκλίνοντα φακό, 

μονοχρωμάτορα, PMT και ψηφιακό παλμογράφο. 

 

Γ.6.4 ΔΙΑΤΑΞΗ ΓΙΑ ΜΕΤΡΗΣΗ ΣΗΜΑΤΟΣ ΑΠΟ ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Η πειραματική διάταξη για τη μέτρηση του σήματος δεύτερης αρμονικής μπορεί να 

φανεί στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 78). Για τη γένεση του μη γραμμικού σήματος από 

το κολλαγόνο χρησιμοποιήθηκε το παλμικό Nd-YAG laser με Q-switch (Spectra Physics 

GCA 16). 
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Εικόνα 78: Η πειραματική διάταξη για τη μέτρηση σήματος δεύτερης αρμονικής από λεπτά υμένια 

κολλαγόνου μετά από διέγερση με ακτινοβολία laser. Αποτελείται από το laser Nd-YAG (με μήκος 

κύματος 1064 nm), φίλτρο αποκοπής ακτινοβολία κάτω από την υπέρυθρη ακτινοβολία, μια οπή, βάση 

στήριξης και το δείγμα,  φακό εστίασης (f1=100 mm), διχρωϊκό κάτοπτρο για διαχωρισμό ακτινοβολίας 

(ανάκλασης ακτινοβολίας στα 532 nm και διέλευση στα 1064 nm), σύστημα δύο φακών(f2=40 mm και 

f3=300 mm) για εστίαση του σήματος των 532 nm στη σχισμή εισόδου του μονοχρωμάτορα, 

μονοχρωμάτορας, PMT και ψηφιακός παλμογράφος. 

 

Οι πειραματικές μετρήσεις της έντασης του παλμών του laser παρουσιάζονται στο 

επόμενο διάγραμμα (Εικόνα 79). Η δέσμη των 1064nm διερχόταν δια μέσου ενός long-

pass φίλτρου, που έκοβε μήκη κύματος λ<800 nm για να απορροφηθούν πιθανές άλλες 

ακτινοβολίας (προερχόμενες για παράδειγμα από τις λάμπες του laser) και εστιαζόταν με 

ένα φακό (f= +100 mm) στο δείγμα. Το παραγόμενο από το κολλαγόνο σήμα δεύτερης 

αρμονικής ανιχνευόταν στην εμπρόσθια κατεύθυνση (μετά το δείγμα). To σήμα των 532 

nm διαχωριζόταν με ένα διχρωϊκό κάτοπτρο και κατευθυνόταν στην είσοδο ενός 

μονοχρωμάτορα (AMKO MULImode4-PR). Το φράγμα περίθλασης του μονοχρωμάτορα 

εξασφάλιζε ότι  μόνο ακτινοβολία με μήκος στα 532 nm θα ανιχνευόταν από το 

φωτοπολλαπλασιαστή (Hamamatsu R4220), ο οποίος ήταν τοποθετημένος στην έξοδο 

του μονοχρωμάτορα. Το σήμα του φωτοπολλαπλασιαστή καταγραφόταν από ένα 

ψηφιακό παλμογράφο (Tektronix TDS 540D digital oscilloscope). 
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Εικόνα 79: Πειραματικές μετρήσεις της ενέργειας των παλμών του Nd-YAG laser. 

 

Γ.6.5 ΔΙΑΤΑΞΗ ΓΙΑ ΜΕΤΡΗΣΗ ΣΗΜΑΤΟΣ ΑΠΟ ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΠΟΛΩΤΗ 

 

Προκειμένου να μελετηθεί η ανισοτροπία της πόλωσης και να μετρηθεί το σήμα 

δεύτερης αρμονικής από λεπτά υμένια κολλαγόνου σε σχέση με τη γωνία πόλωσης του 

εκπεμπόμενου σήματος τροποποιήθηκε κατάλληλα η διάταξη μέτρηση σήματος δεύτερης 

αρμονικής (Εικόνα 80).  

 
Εικόνα 80: Διάταξη μελέτης σήματος γένεσης δεύτερης αρμονικής η οποία υποστηρίζει μετρήσεις 

ανισοτροπίας πόλωσης της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Αποτελείται από το laser Nd-YAG, φίλτρο 

αποκοπής ακτινοβολία κάτω από την υπέρυθρη ακτινοβολία, μια οπή, βάση στήριξης και το δείγμα,  

φακό εστίασης (f1= 100 mm), διχρωϊκό κάτοπτρο για διαχωρισμό ακτινοβολίας (ανάκλασης 

ακτινοβολίας στα 532 nm και διέλευση στα 1064 nm), σύστημα δύο φακών(f2= 40 mm και f3= 300 mm) 

για εστίαση του σήματος των 532nm στη σχισμή εισόδου του μονοχρωμάτορα,, μονοχρωμάτορας, PMT 

και ψηφιακός παλμογράφος. 
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Γ.7 ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΔΙΑΤΑΞΗΣ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΗΣΗΣ 

ΜΕ ΥΠΕΡΙΩΔΗ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ 

 

Για την ακτινοβόληση των δειγμάτων (διάλυμα κολλαγόνου και λεπτά υμένια) 

χρησιμοποιήθηκε λάμπα UV ακτινοβολίας (UV254, GL4 Sankyo Denki Co. Ltd., Japan) 

η οποία έχει μέγιστο μήκος εκπομπής στα 254 nm (Εικόνα 81A,B). Για τη μέτρηση της 

έντασης της υπεριώδους ακτινοβολίας χρησιμοποιήθηκε ψηφιακό φωτόμετρο 

(GoldiluxTM radiometer-photometer, 70234-meter, 70239-probe, Oriel Instruments). Η 

ένταση της ακτινοβολίας για αυτή την απόσταση ήταν 1813 μW/cm
2
 (δηλαδή 0,11 

J/(cm
2
.min) και η δόση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας κατά τη διάρκεια μιας ώρας 

ακτινοβόλησης 6,6 J.cm
-2

. Η μέτρηση της έντασης για διαφορετικές αποστάσεις 

παρουσιάζεται στο διάγραμμα της Εικόνα 81C. 
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Εικόνα 81: Τα χαρακτηριστικά της UV λάμπας που χρησιμοποιήθηκε για τις ανάγκες της εργασίας. A) 

Το σχήμα της λάμπας, Β) Η κατανομή της ενέργειας σε σχέση με το μήκος κύματος και C) Η σχέση της 

έντασης σε σχέση με την απόσταση από την πηγή όπως μετρήθηκε.  
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Εικόνα 82: Οι διατάξεις που χρησιμοποιήθηκαν για ακτινοβόληση με UV ακτινοβολία A) λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου και Β) διαλύματος κολλαγόνου. 

 

Η ακτινοβόληση τόσο των διαλυμάτων όσο και των υμενίων κολλαγόνου 

πραγματοποιήθηκε σε απόσταση 3 cm από την πηγή της UV-ακτινοβολίας για 

διαφορετικά χρονικά διαστήματα (Εικόνα 82). Για την ακτινοβόληση των διαλυμάτων 

κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν κυβέτες/κυψελίδες από χαλαζία, ενώ το διάλυμα 

κολλαγόνου αναδευόταν συνεχώς με τη χρήση μαγνητικού αναδευτήρα (micro-

submersible magnetic stirrer, Model MS-7, TRI-R Instrument, Inc., Rockville Center 

N.Y).  
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Γ.8 ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΔΙΑΤΑΞΗΣ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΗΣΗΣ 

ΜΕ LASER ΧΑΜΗΛΗΣ ΙΣΧΥΟΣ ΣΤΗΝ 

ΠΕΡΙΟΧΗ ΤΟΥ ΕΡΥΘΡΟΥ  

 

Για την ακτινοβόληση των διαλυμάτων κολλαγόνου στον αέρα χρησιμοποιήθηκε 

σύστημα διοδικού laser (GCSLS-10-1500m, China Daheng Group, Inc.) με μήκος 

κύματος στα 661 nm (Εικόνα 83) και εφοδιασμένο με οπτική ίνα με διαχυτή δέσμης 

(diffuser) επίπεδης κυκλικής συμμετρίας (Εικόνα 84). Για την ακτινοβόληση των 

διαλυμάτων κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν κυβέτες /κυψελίδες ενός 1 cm, ενώ το 

διάλυμα κολλαγόνου αναδευόταν συνεχώς με τη χρήση μαγνητικού αναδευτήρα (micro-

submersible magnetic stirrer, Model MS-7, TRI-R Instrument, Inc., Rockville Center 

N.Y.). Η ακτινοβόληση των δειγμάτων (διάλυμα και λεπτά υμένια κολλαγόνου) 

πραγματοποιήθηκε σε απόσταση 4 cm από την πηγή της ακτινοβολίας. Για τη μέτρηση 

της έντασης της ακτινοβολίας χρησιμοποιήθηκε ψηφιακό θερμικό φωτόμετρο με 

ανιχνευτή χαμηλής ισχύος (Nova display with 3A-FS-SH puck, Ophir Laser 

Measurement Group). Η πυκνότητα της ενέργειας (energy density) της ακτινοβολίας για 

αυτή την απόσταση για 45 δευτερόλεπτα ήταν 4 J/cm
2
. Η ακτινοβόληση των δειγμάτων 

επαναλήφθηκε διαδοχικά για περισσότερες επαναλήψεις αυξάνοντας έτσι και τη 

προσφερόμενη δόση. Πρέπει να σημειωθεί ότι μεταξύ της κάθε επανάληψης το δείγμα 

αφηνόταν σε ηρεμία, ώστε τα πιθανά παρατηρούμενα φαινόμενα να μην οφείλονται σε 

θερμικές επιδράσεις της ακτινοβολίας laser. Ο Πίνακας 13 παρουσιάζει τις παραμέτρους 

της ακτινοβόλησης που χρησιμοποιήθηκαν και ο Πίνακας 14 τις δόσεις της 

ακτινοβόλησης και τις μεθόδους χαρακτηρισμού. Η φασματοσκοπία φθορισμού 

πραγματοποιήθηκε για όλες τις χρησιμοποιούμενες δόσεις, ενώ για την απεικόνιση AFM 

επιλέχθηκαν πέντε διαφορετικά δείγματα (0, Α, Β, C, D) για ακτινοβόληση μετά από 0, 

5, 10, 15 και 20 επαναλήψεις των 45 sec. 

 

Εικόνα 83: Μήκος κύματος εκπομπής της διάταξης διοδικού laser που χρησιμοποιήθηκε για τις 

ανάγκες της εργασίας αυτής.  
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Εικόνα 84: Διάταξη ακτινοβόλησης με laser χαμηλής ισχύος. Η διάταξη αποτελείται από σύστημα 

διοδικού laser (GCSLS-10-1500m, China Daheng Group, Inc.) με μήκος κύματος στα 661 nm και 

εφοδιασμένο με οπτική ίνα με διαχυτή δέσμης επίπεδης κυκλικής συμμετρίας. Η διάταξη 

χρησιμοποιήθηκε για να ακτινοβοληθούν τόσο διαλύματα κολλαγόνου (Α) όσο και λεπτά υμένια 

κολλαγόνου (Β).  

 

Πίνακας 13: Παράμετροι ακτινοβόλησης.  

 LASER GCSLS-10-1500M 

Frequency Continuous 

Power 7 mW 

Power Density 8,9 mW/cm
2 

Spot Size 0,785 cm
2 

Energy Density 4 J/cm
2 

Time per Point 45 sec 

Πίνακας 14: Δόσεις και μέθοδοι χαρακτηρισμού 
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Δόσεις Μέθοδοι Χαρακτηρισμού 

Επαναλήψεις Time 

 (sec) 

Energy Density 

 (J.cm
-2

) 

Φασματοσκοπία 

Φθορισμού 

AFM 

0 0 0 X X 

 1 45 4 X  

2 90 8 X  

3 135 12 X  

4 180 16 X  

A  5 225  20  X X 

 6 270 24 X  

7 315 28 X  

8 360 32 X  

9 405 36 X  

B  10 450  40  X X 

 11 495 44 X  

12 540 48 X  

13 585 52 X  

14 630 56 X  

C  15 675 60  X X 

 16 720 64 X  

17 765 68 X  

18 810 72 X  

19 855  X  

D  20 900 80  X X 
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Γ.9 ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

Για πληρέστερη διερεύνηση της επίδρασης της UV ακτινοβολίας στο κολλαγόνο 

πραγματοποιήθηκε λήψη φασμάτων απορρόφησης  και φθορισμού από  υμένια και 

διαλύματα κολλαγόνου τα οποία ακτινοβολήθηκαν.  

Τα φάσματα εκπομπής φθορισμού σε διαλύματα και υμένια κολλαγόνου πριν και μετά 

την ακτινοβόληση πραγματοποιήθηκαν με φασματοφωτόμετρο φθορισμού  (Perkin 

Elmer LS 45 Luminescence Spectrometer) (Εικόνα 85Α). Η συγκεκριμένη διάταξη, 

μπορεί να ανιχνεύσει φθορισμό, φωσφορισμό, χημειο-φωταύγεια ή βιο-φωταύγεια 

(chemi-luminescence ή bio-luminescence). Η πηγή φωτός διέγερσης είναι μια ειδική 

λυχνία αναλαμπής ξένου (Xenon flash tube), η οποία παράγει παλμούς μικρής χρονικής 

διάρκειας (μέση διάρκεια 8 μs) και μεγάλης έντασης. Για τη λήψη των φασμάτων 

κολλαγόνου έγινε διέγερση στα 240 nm και η μέγιστη εκπομπή φθορισμού καταγράφηκε.  

Τα φάσματα απορρόφησης, σε εύρος 230-450 nm, λήφθηκαν με φασματοφωτόμετρο 

απορρόφησης (Perkin Elmer Lambda 35 spectrophotometer) (Εικόνα 85Β). Το 

συγκεκριμένο όργανο, Lambda 35, UV/VIS Spectrometer, Perkin Elmer διαθέτει δύο 

φωτεινές πηγές. Μία λυχνία δευτερίου, η οποία εκπέμπει στην υπεριώδη περιοχή του 

φάσματος (200-400 nm), και μία λυχνία αλογόνου, η οποία εκπέμπει στην ορατή και 

κοντινή υπέρυθρη περιοχή (350-900 nm). Ο έλεγχος του φασματοφωτόμετρου 

πραγματοποιείται μέσω ηλεκτρονικού υπολογιστή, με τη χρήση του λογισμικού πακέτου 

UV WinLab. Μέσω του λογισμικού αυτού, προσφέρεται η δυνατότητα ρύθμισης 

κάποιων παραμέτρων που επηρεάζουν τόσο τη μέθοδο φασματοφωτομετρίας όσο και το 

φασματοφωτόμετρο. Η απορρόφηση των δειγμάτων κολλαγόνου στα 275 nm 

καταγράφηκε καθώς το κολλαγόνο παρουσιάζει μέγιστο στην περιοχή αυτή, το οποίο 

είναι χαρακτηριστικό της τυροσίνης. 

Α  Β  

Εικόνα 85: Α) Το φασματοφωτόμετρο φθορισμού (Perkin Elmer LS 45 Luminescence Spectrometer) 

και Β. το φασματοφωτόμετρο απορρόφησης (Perkin Elmer Lambda 35 spectrophotometer) του 

εργαστηρίου.  
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Για πληρέστερη διερεύνηση της επίδρασης της χαμηλής ισχύος ακτινοβολίας laser στο 

κολλαγόνο πραγματοποιήθηκε λήψη φασμάτων φθορισμού από  υμένια και διαλύματα 

κολλαγόνου τα οποία ακτινοβολήθηκαν. Τα φάσματα εκπομπής φθορισμού σε διαλύματα 

και υμένια κολλαγόνου πριν και μετά την ακτινοβόληση πραγματοποιήθηκαν με 

φασματοφωτόμετρο φθορισμού  (Perkin Elmer LS 45 Luminescence Spectrometer ). Για 

τη λήψη των φασμάτων έγινε διέγερση στα 253 nm (η οποία είναι η μέγιστη διέγερση 

της φαινυλαλανίνης) και καταγράφηκε η μέγιστη εκπομπή φθορισμού.  
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Δ: ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

Δ.1 ΔΥΝΑΤΟΤΗΤΕΣ ΣΥΝΔΥΑΣΤΙΚΗΣ ΧΡΗΣΗΣ 

AFM/SEM ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ 

ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΜΕΝΩΝ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΩΝ 

ΜΕ ΑΞΙΟΠΟΙΗΣΗ ΣΥΝΔΥΑΣΤΙΚΗΣ 

ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΑΣ 

 

Δ.1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

Σκοπός του κεφαλαίου αυτού είναι η παρουσίαση των αποτελεσμάτων σχετικά με τη 

δυνατότητα συνδυαστικής χρήσης Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης (AFM) και 

Σάρωσης Ηλεκτρονίων (SEM) για το χαρακτηρισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου καθώς 

και η παρουσίαση των ποσοτικοποιημένων χαρακτηριστικών που μπορούν να εξαχθούν 

από τις δυο τεχνικές. Τα παραδοτέα αυτά παρουσιάζονται μαζί καθώς τόσο οι εργασίες 

τους όσο και η επεξεργασία και η μέτρηση/ποσοτικοποίηση των επιφανειακών 

χαρακτηριστικών πραγματοποιήθηκε παράλληλα για τις δύο απεικονιστικές τεχνικές. Τα 

δελτία συνοψίζουν και παρουσιάζουν τα αποτελέσματα σχετικά με τις δυνατότητες 

συνδυαστικής χρήσης των απεικονιστικών τεχνικών για τον πλήρη χαρακτηρισμό λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου.  
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Δ.1.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

Για το σχηματισμό των υπό μελέτη δειγμάτων χρησιμοποιήθηκαν τα πρωτόκολλα που 

αναπτύχθηκαν για τις ανάγκες του έργου, «Γ.1 Τα Πρωτόκολλα Παραγωγής Λεπτών 

Υμενίων Κολλαγόνου» (σελ. 163), ενώ για το χαρακτηρισμό τους αξιοποιήθηκαν οι 

τεχνικές απεικόνισης με AFM και SEM όπως αυτές παρουσιάζονται στο «Γ.2 

Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης (AFM)» (σελ. 167) και «Γ.3 ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ 

ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΣΑΡΩΣΗΣ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΩΝ (SEM)» (σελ. 175). 

 

Δ.1.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η δυνατότητα αξιοποίησης συνδυαστικής πληροφορίας από AFM και SEM είναι 

ιδιαίτερης σημασίας καθώς οι δύο τεχνικές μπορούν να προσφέρουν συμπληρωματική 

πληροφορία για τον πλήρη χαρακτηρισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου (Εικόνα 86). Η 

χρήση του SEM επιτρέπει την απεικόνιση μεγαλύτερων περιοχών, της τάξης μερικών 

mm, επιτυγχάνοντας το χαρακτηρισμό ολόκληρης της επιφάνειας του υμενίου και 

προσφέροντας συμπληρωματική πληροφορία εκεί όπου η ακίδα του AFM αδυνατεί να 

απεικονίσει. Από την άλλη μεριά, το AFM επιτρέπει το χαρακτηρισμό σε πολύ μικρές 

περιοχές και την απεικόνιση και μέτρηση χαρακτηριστικών της τάξης μερικών μόνο 

νανομέτρων. 

 

 
Εικόνα 86: Κλίμακα περιοχών απεικόνισης των διαφορετικών απεικονιστικών τεχνικών. Από την 

εικόνα φαίνεται ότι ο συνδυασμός AFM και SEM μπορεί να καλύψει ένα μεγάλο εύρος περιοχών 

απεικόνισης. 
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Δ.1.3.1 ΜΕΛΕΤΗ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ 

 

Το υπόστρωμα το οποίο χρησιμοποιείται για την ανάπτυξη λεπτών υμενίων κολλαγόνου 

διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην τοπογραφία των σχηματιζόμενων υμενίων. Για το 

λόγο αυτό οι χρησιμοποιούμενες απεικονιστικές τεχνικές (AFM και SEM) 

αξιοποιήθηκαν και για το χαρακτηρισμό των υποστρωμάτων ώστε να συσχετιστούν τα 

χαρακτηριστικά τους με τα σχηματιζόμενα υμένια.   

 

 

Δ.1.3.1.1 MICA 

 

Αρχικά, οι απεικονιστικές τεχνικές ΑFM και SEM αξιοποιήθηκαν για το νανο-

χαρακτηρισμό των υποστρωμάτων mica (μίκα), τα οποία επιλέχθηκαν για την επίστρωση 

λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Η mica χρησιμοποιείται ευρέως σε AFM απεικονιστικές 

τεχνικές καθώς χαρακτηρίζεται από μια σχεδόν ατομικά επίπεδη και καθαρή επιφάνεια 

[420]. Η mica έχει κρυσταλλική μορφή και αποτελείται από πολλά παράλληλα φύλλα, τα 

οποία και μπόρεσαν να απεικονιστούν με SEM (Εικόνα 87A). Επιπλέον, η AFM 

μικροσκοπία επέτρεψε την απεικόνιση μικρότερων περιοχών από επιφάνεια δίσκων 

mica, αποκαλύπτοντας την επίπεδη επιφάνεια τους (Εικόνα 87Β). Επιπλέον, με το AFM 

μετρήθηκε η επιφανειακή τραχύτητα των επιφανειών δίσκων από mica, η οποία βρέθηκε 

να είναι της τάξης των ~6nm. 

 

 

 

Εικόνα 87: Χαρακτηριστικά του υποστρώματος mica. A) Απεικόνιση με SEM όπου παρουσιάζονται τα 

λεπτά φύλλα της και B) απεικόνιση με AFM όπου φαίνεται η ατομικά επίπεδη επιφάνεια της.  

 

 

A B 
20 μm 
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Δ.1.3.1.2 ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ ΑΠΟ ΣΩΜΑΤΙΔΙΑ ΠΟΛΥΣΤΥΡΕΝΙΟΥ 

 

Το πολυστυρένιο (polystyrene) είναι ένα υλικό το οποίο χρησιμοποιείται ευρέως ως 

υπόστρωμα για καλλιέργεια κυττάρων (culture substrate) καθώς χαρακτηρίζεται από μη-

τοξικότητα, σταθερότητα, υψηλή διαφάνεια (transparency) και χαμηλό κόστος 

παραγωγής [243]. Πρόσφατα η διαμόρφωση υμενίων από σωματίδια πολυστυρένιου με 

μίκρο (μm) ή νάνο (nm) διαστάσεις έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον της ερευνητικής 

κοινότητας λόγω της ιδιότητας των σωματιδίων αυτών να αυτο-οργανώνονται και της 

δυνατότητας τους για σχηματισμό καινοτόμων νανοϋλικών.  Παρόλο που οι επιφάνειες 

από πολυστυρένιο χρησιμοποιούνται για κυτταρικές καλλιέργειες, χαρακτηρίζονται, 

όπως και άλλα συνθετικά πολυμερή, από την απουσία παραγόντων προσκόλλησης 

κυττάρων (cell binding factors). Προκειμένου να παρακαμφθεί αυτός ο περιορισμός, 

διάφορες τεχνικές έχουν αναπτυχθεί όπως η επικάλυψη με στοιχεία του εξωκυττάριου 

πλέγματος και η διαχείριση της επιφάνειας με χημικές διαδικασίες [421, 422]. Στο 

ερευνητικό αυτό έργο τα σωματίδια πολυστυρένιου χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη 

μιας νανοδομημένης επιφάνειας η οποία θα μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την επίστρωση 

λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Η χρήση της μικροσκοπίας AFM επέτρεψε την απεικόνιση 

των δειγμάτων σε όλα τα στάδια του σχηματισμού τους. Το πρωτόκολλο για το 

σχηματισμό των επιφανειών από σωματίδια πολυστυρένιου παρουσιάστηκαν στο «Γ.1: 

Τα Πρωτόκολλα Παραγωγής Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου». Η ακίδα του AFM και οι 

δυνατότητες που προσφέρει η συγκεκριμένη απεικονιστική τεχνική παρείχε τις 

δυνατότητες τόσο για την απεικόνιση των επιφανειών από σωματίδια πολυστυρένιου όσο 

και τη μέτρηση συγκεκριμένων χαρακτηριστικών, όπως η διάμετρος των σωματιδίων και 

η απόσταση από κορυφή σε κορυφή (Peak-To-Peak, P-T-P) (Εικόνα 88). 

 

Εικόνα 88: Διαδικασία απεικόνισης επιφάνειας σωματιδίων πολυστυρένιου με AFM. Η λεπτή ακίδα του 

μικροσκοπίου σαρώνει την επιφάνεια και επιτρέπει τόσο την απεικόνιση της επιφάνειας όσο και τη 

μέτρηση συγκεκριμένων χαρακτηριστικών, όπως η μέτρηση της απόστασης από κορυφή σε κορυφή 

(Peak-To-Peak, P-T-P). 
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Στη συνέχεια, παρουσιάζεται η απεικόνιση επιφανειών από σωματίδια πολυστυρένιου 

πριν βελτιστοποιηθεί το πρωτόκολλο σχηματισμού των επιφανειών (Εικόνα 89). Οι 

επιφάνειες αυτές παρουσιάζουν ρωγμές ή οπές, ενώ τα σωματίδια δεν έχουν σχηματίσει 

μιαν ομοιογενή επιφάνεια από ομοιόμορφα διατεταγμένα σωματίδια.  Η διάταξη των 

σωματιδίων δεν ήταν ομοιόμορφη όταν εφαρμοζόταν πολύ υψηλή ή πολύ χαμηλή 

ταχύτητα περιστροφής κατά την SpC, παρόλο που μικρές περιοχές με εξαγωνική διάταξη 

μπορούσαν να παρατηρηθούν.  Όταν βελτιστοποιήθηκαν οι συνθήκες και οι παράμετροι 

στο πρωτόκολλο σχηματισμού των επιφανειών και κυρίως η ταχύτητα και ο χρόνος 

περιστροφής (20-40 s για 1000 rpm), επιτεύχθηκε ο σχηματισμός επιφανειών από 

σωματίδια πολυστυρένιου (PPS) χωρίς ρωγμές ή οπές (Εικόνα 90).  

 

Εικόνα 89: Μη ομοιογενείς επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου. Κατά τη διαδικασία 

βελτιστοποίησης του πρωτοκόλλου σχηματισμού των επιφανειών προέκυψαν επιφάνειες που 

παρουσίαζαν οπές ή ρωγμές και αποτελούνταν από μη ομοιόμορφα διατεταγμένα σωματίδια.  

 

Τα σωματίδια διατάχθηκαν πολύ κοντά το ένα στο άλλο και για 40 sec η επιφάνεια 

παρουσίαζε περιοχές με σχεδόν τέλεια εξαγωνική διάταξη (Εικόνα 90A & Εικόνα 91). 

Από την Εικόνα 91 οι αποστάσεις P-T-P μπορούν να παρατηρηθούν ευδιάκριτα και το 

προφίλ ύψους και το φάσμα Fourier επιβεβαιώνουν μια μέση απόσταση ~110 nm.  Για 

20 sec τα σωματίδια διατάχθηκαν κατά μήκος μιας γραμμής (Εικόνα 90B). Η πολύ 

ομαλή επιφάνεια και η κρυσταλλική δομή της μίκας πιστεύεται ότι είναι η αιτία της 

ομοιόμορφης διάταξης των σωματιδίων, ενώ η χρήση διαλύματος σωματιδίων 
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πολυστυρένιου με ομοιόμορφο μέγεθος και η χρήση της SpC επέτρεψαν το σχηματισμό 

επιφανειών με εξαγωνική διάταξη. Επιπρόσθετα, η δυνατότητα αφαίρεσης του 

εξωτερικού φύλου της μίκας παρείχε μια πολύ ομαλή/επίπεδη και καθαρή επιφάνεια η 

οποία δεν απαιτούσε τη χρήση επιπλέον μεθόδου για καθαρισμό της επιφάνειας και είναι 

κατάλληλη για AFM απεικονίσεις.  

 

Εικόνα 90: Επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου με τα διαγράμματα από το προφίλ ύψους στις 

προηγούμενες εικόνες. Τα λεπτά υμένια σχηματίστηκαν με φυγοκεντρική επίστρωση με 1000 rpm για 40 

s (A) και 20 s (B). 

Στην περίπτωση της απεικόνισης των επιφανειών από σωματίδια πολυστυρένιου με SEM 

παρατηρήθηκε ότι οι επιφάνειες καταστρέφονταν κατά τη διαδικασία απεικόνισης και 

στο υπόστρωμα παρέμεναν ελάχιστα μεμονωμένα σωματίδια πολυστυρένιου ή 

συσσωματώματα αυτών (Εικόνα 92). Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι κατά τη 

διαδικασία προετοιμασίας των δειγμάτων για απεικόνιση με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο τα 

δείγματα αλλοιώνονταν. Συγκεκριμένα, κατά τη διαδικασία επίστρωσης λεπτού υμενίου 

χρυσού στον εξαχνωτή (διαδικασία η οποία διεξάγεται σε κενό ώστε οι επιφάνειες να 

γίνουν αγώγιμες) τα σωματίδια αποσπώνται από το υπόστρωμα.  

Α Β 

73,55 nm 

0 nm 

37,82 nm 

0 nm 
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Εικόνα 91: AFM εικόνα που παρουσιάζει την εξαγωνική διάταξη και τα διαγράμματα από το προφίλ 

ύψους και το φάσμα Fourier, όπου επιβεβαιώνουν το μέγεθος των νανοσωματιδίων πολυστυρένιου που 

χρησιμοποιήθηκαν.   

 

Εικόνα 92: Συσσωματώματα από σωματίδια πολυστυρένιου όπως απεικονίστηκαν με SEM (κλίμακα 2 

μm, 1 μm και 10 μm, αντίστοιχα).  
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Δ.1.3.2 ΜΕΛΕΤΗ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Δ.1.3.2.1 ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΣΕ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ ΑΠΟ  ΓΥΑΛΙ 

Το γυαλί χρησιμοποιείται συχνά για Απεικονιστική Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης 

καθώς έχει χαμηλό κόστος και είναι κατάλληλο όταν επιθυμείται η απεικόνιση μεγάλων 

περιοχών των δειγμάτων [284]. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι κατά τη διάρκεια της 

φυγοκεντρικής επίστρωσης η χρήση διαφορετικής ταχύτητας περιστροφής επηρεάζει το 

σχηματισμό των λεπτών υμενίων. Για παράδειγμα, για 1000 rpm (Εικόνα 93) τα υμένια 

παρουσίαζαν τυχαία προσανατολισμένες ίνες (Εικόνα 93Α) με ένα μέσο ύψος της τάξης 

των 101 nm (Εικόνα 93Β) και επιφανειακή τραχύτητα (Mean Square Roughness, Rrms) 

~29 nm (Εικόνα 93C). Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι μεταξύ των ινών κολλαγόνου 

υπήρχαν μεγάλα διάκενα, περιοχές δηλαδή οι οποίες δεν είχαν καλυφθεί από κολλαγόνο.  

 
Εικόνα 93: AFM απεικόνιση και μετρήσεις σε υπόστρωμα από γυαλί με φυγοκεντρική επίστρωση για 

40 sec με 1000 rpm. a) AFM εικόνα τοπογραφίας η οποία παρουσιάζει τυχαία προσανατολισμένες ίνες 

κολλαγόνου. b) Προφίλ ύψους από το οποίο φαίνεται ότι το υμένιο είχε μέσο ύψος ~101 nm και c) 

διάγραμμα κατανομής της επιφανειακής τραχύτητας. 
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Όταν χρησιμοποιήθηκε μεγαλύτερη ταχύτητα περιστροφής, 6000 rpm, οι ίνες 

διατήρησαν τον τυχαίο προσανατολισμό αλλά από το πλέγμα των ινών κολλαγόνου 

απουσίαζαν τα διάκενα (Εικόνα 94A) και το υμένιο είχε χαμηλότερες τιμές σε μέσο 

ύψος, ~64 nm (Εικόνα 94B), και επιφανειακή τραχύτητα, ~17 nm (Εικόνα 94C). Τα 

λεπτά υμένια παρουσίαζαν ένα ευρύ φάσμα από διαμέτρους των ινών τους, οι οποίες 

κυμαίνονταν από 450 nm μέχρι 2 μm, όπως παρουσιάζεται και στο διάγραμμα στην 

Εικόνα 94D.  

 
Εικόνα 94: AFM απεικόνιση και μετρήσεις σε υπόστρωμα από γυαλί με φυγοκεντρική επίστρωση για 

40 sec με 6000 rpm. A) AFM εικόνα τοπογραφίας η οποία παρουσιάζει τυχαία προσανατολισμένες ίνες 

κολλαγόνου. B) Προφίλ ύψους από το οποίο φαίνεται ότι το υμένιο είχε μέσο ύψος ~64 nm και C) 

διάγραμμα κατανομής της επιφανειακής τραχύτητας. D) Διάγραμμα κατανομής διαμέτρων των ινών 

του κολλαγόνου όπου παρουσιάζεται ένα φάσμα διαμέτρων από 450 nm μέχρι 2 μm. 
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Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν με φυγοκεντρική επίστρωση 

απεικονίστηκαν και με SEM (Εικόνα 95). Τα αποτελέσματα όμως έδειξαν ότι τα πολύ 

λεπτά υμένια που σχηματίζονται με φυγοκεντρική επίστρωση δεν μπορούν να 

απεικονιστούν με SEM. Η ηλεκτρονική μικροσκοπία επέτρεπε την απεικόνιση μεγάλων 

δομών κολλαγόνου ή συσσωματωμάτων, όπως θα παρουσιαστεί και στη συνέχεια. 

 

 
Εικόνα 95: Εικόνες SEM από λεπτά υμένια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν με φυγοκεντρική 

επίστρωση. Στις εικόνες διακρίνονται μεγάλες δομές και συσσωματώματα κολλαγόνου (κλίμακα 20 μm, 

2 μm, 20 μm και 10 μm, αντίστοιχα). 

 

Δ.1.3.2.2 ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΕΠΙ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ ΑΠΟ MICA 

Η φυγοκεντρική επίστρωση (40 sec, 6000 rpm) χρησιμοποιήθηκε για το σχηματισμό 

λεπτών υμενίων κολλαγόνου σε mica. Η Εικόνα 96a παρουσιάζει την ατομικά επίπεδη 

επιφάνεια της μίκας όπως λήφθηκε με AFM και οι μετρήσεις της τραχύτητας έδειξαν ότι 

τα χρησιμοποιούμενα δισκάκια μίκας είχαν μιαν τραχύτητα της τάξης των 6 nm. Τα 

υμένια που σχηματίστηκαν σε μίκα αποτελούνταν από τυχαία προσανατολισμένες ίνες με 
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διαμέτρους από 500 nm μέχρι 2 μm (Εικόνα 96b), ενώ παρατηρήθηκαν επίσης ίνες με 

γόνατα (περιοχές όπου αλλάζει απότομα η διεύθυνση της ίνας) (Εικόνα 96c). Το 

διάγραμμα της κατανομής των διαμέτρων παρουσιάζεται στην Εικόνα 96d. 

Συγκρίνοντας την κατανομή των διαμέτρων με την περίπτωση επίστρωσης σε γυαλί 

(Εικόνα 94d), παρατηρείται ότι στη μίκα επίσης καλύπτεται ένα ευρύ φάσμα από 

διαμέτρους, αλλά το πλήρες εύρος στο μισό του ύψους (Full Width Half Maximum, 

FWHM) είναι στενότερο και η κορυφή είναι ελαφρώς μετατοπισμένη σε μικρότερες 

διαμέτρους. Οι ίνες στην επιφάνεια της μίκα παρουσίαζαν διάκενα (παρόλο που 

χρησιμοποιήθηκε υψηλή ταχύτητα περιστροφής), ενώ σε εικόνες 10x10 μm μετρήθηκε 

μέσο ύψος των υμενίων της τάξης των ~212 nm και επιφανειακή τραχύτητα ~75 nm. 

Αυτό μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι μέσω της διαδικασίας φυγοκεντρικής 

επίστρωσης  οι ίνες κολλαγόνου που ήταν χαλαρά δεσμευμένες στην επιφάνεια ή σε 

άλλες ίνες απομακρύνθηκαν λόγω των ισχυρών φυγοκεντρικών δυνάμεων. Σε μικρότερες 

περιοχές, μετρήθηκαν μικρότερες τραχύτητες (Rrms ~10 nm) και μικρότερο μέσο ύψος 

(~44 nm), ενώ έγινε κατορθωτό να απεικονιστούν και ίνες που ήταν πιο κοντά 

διευθετημένες η μία στην άλλη (Εικόνα 96d). Οι εικόνες από το AFM έδειξαν επίσης ότι 

οι ίνες του κολλαγόνου παρουσίαζαν την D-περιοδικότητα των 67 nm (Εικόνα 96). Η 

φυγοκεντρική επίστρωση διαλύματος κολλαγόνου σε μίκα έχει αναφερθεί και σε 

προηγούμενες εργασίες, αλλά κάτω από διαφορετικές συνθήκες. Για παράδειγμα, έχει 

παρουσιαστεί ο σχηματισμός υμενίων από τυχαία προσανατολισμένα τροποκολλαγόνα 

(μόρια δηλαδή κολλαγόνου) μέσω της χρήσης διαλύματος κολλαγόνου πολύ μικρότερης 

συγκέντρωσης (0.2 και 0.002 mg/ml) [242].   

 

Στην περίπτωση αυτή της φυγοκεντρικής επίστρωσης των λεπτών υμενίων σε mica η 

απεικόνιση με SEM επέτρεψε την απεικόνιση των ινών κολλαγόνου (Εικόνα 97). Το 

γεγονός αυτό επιβεβαιώνει ότι η διαδικασία απεικόνισης των υμενίων κολλαγόνου με 

SEM δεν καταστρέφει τα υμένια. Οι εικόνες SEM έδειξαν, όπως και στην απεικόνιση με 

AFM, ότι τα υμένια κολλαγόνου αποτελούνταν από τυχαία προσανατολισμένες ίνες 

(Εικόνα 97A) με διάμετρο 500 nm έως μερικά μικρά (μm) (Εικόνα 97B & D). Επιπλέον, 

η ηλεκτρονική μικροσκοπία φάνηκε ιδιαίτερα ικανή στην απεικόνιση των 

συσσωματωμάτων κολλαγόνου στην επιφάνεια των λεπτών υμενίων (Εικόνα 97C).  
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Εικόνα 96: AFM εικόνες από ίνες κολλαγόνου σε λεπτό υμένιο κολλαγόνου που σχηματίστηκε με 

φυγοκεντρική επίστρωση σε mica. Οι ίνες του κολλαγόνου παρουσίαζαν τυχαίο προσανατολισμό και D-

περιοδικότητα (ιδιαίτερα εμφανής στη δεξιά εικόνα). 
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Εικόνα 97: Εικόνες SEM λεπτών υμενίων κολλαγόνου που σχηματίστηκαν με φυγοκεντρική επίστρωση 

(40 sec, 6000 rpm). A) και B)  Τα υμένια παρουσίαζαν τυχαία προσανατολισμένες ίνες με διαστάσεις 

από 500 nm έως μερικά μικρά. C) Επιπλέον σε κάποιες περιοχές υπήρχαν κάποια συσσωματώματα 

κολλαγόνου. 

 

Δ.1.3.2.3 ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΕΠΙ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ ΑΠΟ 

ΠΟΛΥΣΤΥΡΕΝΙΟ 

 

Οι επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου παρουσιάστηκαν σε προηγούμενη ενότητα 

(«Δ.1.3.1.2 Επιφάνεια από Σωματίδια Πολυστυρένιου») από όπου και φάνηκε ότι για την 

απεικόνιση τους η μικροσκοπία AFM είναι καταλληλότερη από τη SEM. Οι επιφάνειες 

που σχηματίστηκαν και χαρακτηρίστηκαν με AFM χρησιμοποιήθηκαν για την 

επίστρωση λεπτών υμενίων κολλαγόνου.  Τα υμένια που σχηματίστηκαν αποτελούνταν 

από ίνες κολλαγόνου διαμέτρου μερικών εκατοντάδων νανομέτρων μέχρι μερικών 

μικρών (Εικόνα 98Α).  Επιπλέον, οι ίνες παρουσίαζαν τη χαρακτηριστική περιοδικότητα 

των 67 nm (Εικόνα 98Β & Εικόνα 98C). Σε προηγούμενες εργασίες είχε παρουσιαστεί 

ότι το κολλαγόνο όταν προσροφάται σε επιφάνεια πολυστυρένιου σχηματίζει επιμήκεις 

δομές, οι οποίες εξαρτώνται από το χρόνο προσρόφησης και το ρυθμό αποξήρανσης 

[423, 424]. Σε αυτή τη Διδακτορική Διατριβή, επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου 

και όχι απλό πολυστυρένιο χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη λεπτών υμενίων 
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κολλαγόνου. Τα αποτελέσματα έδειξαν, ότι οι σχηματιζόμενες επιφάνειες είναι 

κατάλληλες για το σχηματισμό των υμενίων, ενώ παράλληλα προσφέρουν μιαν εύκολα 

σχηματιζόμενη νανοδομημένη επιφάνεια η οποία επιτρέπει τη διερεύνηση της επίδρασης 

νανο-επιφάνειας κολλαγόνου. 

A.   B.   

C.  

Εικόνα 98: Λεπτά υμένια κολλαγόνου σε επιφάνεια από σωματίδια πολυστυρένιου. A) Το υμένιο 

αποτελείτο από τυχαία προσανατολισμένες ίνες διαφορετικών διαμέτρων. Β, C) Οι ίνες παρουσίαζαν τη 

χαρακτηριστική περιοδικότητα των 67 nm.  

 

Δ.1.3.3 ΜΕΛΕΤΗ ΕΠΙΠΛΕΟΝ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΩΝ ΣΕ ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Δ.1.3.3.1 ΜΕΛΕΤΗ ΣΥΣΣΩΜΑΤΩΜΑΤΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΣΤΑ ΛΕΠΤΑ 

ΥΜΕΝΙΑ 

 

Όπως έχει φανεί και από τη μέχρι τώρα συζήτηση, η Ηλεκτρονική Μικροσκοπία 

Σάρωσης SEM μπορεί να απεικονίσει τα μεγάλα συσσωματώματα κολλαγόνου. Τα 

συσσωματώματα αυτά σε πολλές περιπτώσεις δεν μπορούν να απεικονιστούν με 

Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης καθώς η ακίδα του μικροσκοπίου αδυνατεί να τα 

σαρώσει ή είναι μεγαλύτερα σε μέγεθος από το απεικονιστικό εύρος του AFM. Παρόλο 

που τα συσσωματώματα αυτά είναι ελάχιστα και δεν είναι επιθυμητά όταν τα λεπτά 

υμένια πρόκειται να χρησιμοποιηθούν για βιοϊατρικές εφαρμογές, ο χαρακτηρισμός τους 

είναι σημαντικός προκειμένου να διερευνηθεί ο σχηματισμός τους και η δυνατότητα 
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ελάττωσης τους στις επιφάνειες. Στις παρακάτω εικόνες φαίνονται τα συσσωματώματα 

κολλαγόνου σε γυαλί (Εικόνα 99) και σε mica, που σχηματίστηκαν με φυγοκεντρική 

επίστρωση (Εικόνα 100) ή στέγνωμα στον αέρα (Εικόνα 101). Από τις εικόνες φαίνεται 

ότι ο χαρακτηρισμός των συσσωματωμάτων με SEM μπορεί να πραγματοποιηθεί, ενώ 

είναι δυνατή και η μέτρηση των διαστάσεων τους (Εικόνα 100). 

 

 
Εικόνα 99: Εικόνες SEM (κλίμακες 5, 5, 100 και 50 μm) από συσσωματώματα κολλαγόνου σε λεπτό 

υμένιο κολλαγόνου σε γυαλί. 

 
Εικόνα 100: Εικόνες SEM από συσσωματώματα κολλαγόνου σε λεπτό υμένιο κολλαγόνου (με 

φυγοκεντρική επίστρωση) σε mica 

 

Εικόνα 101: Εικόνες SEM από συσσωματώματα κολλαγόνου σε λεπτό υμένιο κολλαγόνου (στέγνωμα 

στον αέρα) σε mica. 
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Δ.1.3.3.2 ΜΕΛΕΤΗ ΡΩΓΜΩΝ ΚΑΙ ΟΠΩΝ ΣΤΑ ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ 

 

Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου κατά το σχηματισμό τους, λόγω εξωτερικών επιδράσεων 

(π.χ. θερμοκρασία, ακτινοβόληση) ή με το πέρασμα του χρόνου μπορεί να παρουσιάσουν 

κάποιες ρωγμές ή οπές. Οι ρωγμές/οπές αυτές μπορούν να χαρακτηριστούν με AFM και 

SEM και αποτελούν ένα παράδειγμα όπου συνδυαστική πληροφορία από τις δύο τεχνικές 

μπορεί να αξιοποιηθεί για πληρέστερο χαρακτηρισμό των δειγμάτων. Για παράδειγμα, 

στην Εικόνα 102A απεικονίστηκε μια ρωγμή σε λεπτό υμένιο κολλαγόνου σε επιφάνεια 

από πολυστυρένιο. Η ρωγμή αυτή παρατηρήθηκε όταν το υμένιο αφέθηκε στον αέρα για 

μεγάλο χρονικό διάστημα (6 μήνες). Παρόμοιες καταστροφές παρατηρήθηκαν και κατά 

την αύξηση της θερμοκρασίας. Το AFM μπορεί να επιτρέψει τη μέτρηση τόσο της 

διαμέτρου της ρωγμής όσο και το βάθος της (Εικόνα 102B). Το βάθος μπορεί να 

μετρηθεί όταν η ρωγμή είναι μικρή και η ακίδα του AFM μπορεί να εισχωρήσει μέσα 

στη ρωγμή (Εικόνα 102C). Από την άλλη μεριά, το SEM μπορεί να απεικονίσει τις 

ρωγμές σε μεγαλύτερη έκταση της επιφάνειας, ενώ επιτρέπει τη μέτρηση της διαμέτρου 

(Εικόνα 103). 

 
Εικόνα 102: Εικόνα AFM από λεπτό υμένιο κολλαγόνου σε επιφάνεια από σωματίδια πολυστυρένιου. Η 

ρωγμή που παρατηρείται (A) σχηματίστηκε μετά από 6 μήνες. Το AFM μπορεί να επιτρέψει τη 

μέτρηση τόσο της διαμέτρου της ρωγμή όσο και το βάθος της (B). Το βάθος μπορεί να μετρηθεί όταν η 

ρωγμή είναι μικρή και η ακίδα του AFM μπορεί να εισχωρήσει μέσα στη ρωγμή (C).  
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Εικόνα 103: Εικόνα SEM από λεπτό υμένιο κολλαγόνου σε επιφάνεια από δίσκο mica. Μέτρηση 

διαστάσεων σχισμών-ρωγμών της τάξεως μερικών μικρών πλάτους που παρατηρούνται σε επιφάνειες 

των υμενίων. 

 

Δ.1.3.3.3 ΜΕΛΕΤΗ ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΥ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΣΕ 

ΣΥΓΚΕΚΡΙΜΕΝΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΤΟΥ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ 

 

Μια άλλη ιδιαίτερη περίπτωση όπου η απεικόνιση με AFM και SEM μπορεί να 

προσφέρει σημαντική συμπληρωματική πληροφορία είναι ο σχηματισμός υμενίων 

κολλαγόνου σε συγκεκριμένες περιοχές του υποστρώματος. Μέσω του σχηματισμού 

υμενίου σε μέρος από την επιφάνεια του υποστρώματος μπορεί να επιτευχθεί ο 

σχηματισμός μιας επιφάνεια με ιδιαίτερη τοπογραφία. Για τις ανάγκες του έργου αυτού 

χρησιμοποιήθηκαν πλέγματα με συγκεκριμένες διαστάσεις, παράλληλες γραμμές, 

(Εικόνα 104) ώστε  να σχηματιστεί μια επιφάνεια από διαμήκεις δομές κολλαγόνου.  

Αρχικά οι δυο τεχνικές απεικονιστικής μικροσκοπίας αξιοποιήθηκαν για το 

χαρακτηρισμό/απεικόνιση του πλέγματος που χρησιμοποιήθηκε (Εικόνα 104). Η 

απεικόνιση με SEM επέτρεψε την απεικόνιση ολόκληρου του πλέγματος (Εικόνα 105A 

& B), ενώ το AFM έδωσε πληροφορία για το βάθος των παράλληλων οπών (διάκενου 

χώρου) του πλέγματος (Εικόνα 105C & D).  

 

Εικόνα 104: Εικόνα οπτικού μικροσκοπίου από το πλέγμα που χρησιμοποιήθηκε και τα 

χαρακτηριστικά του. 
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Εικόνα 105: Εικόνες SEM (Α,Β) και AFM (C,D) από πλέγμα με παράλληλες γραμμές. 

 

Τα πλέγματα αφού απεικονίστηκαν με SEM και AFM χρησιμοποιήθηκαν για το 

σχηματισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου πάνω σε γυαλί. Χρησιμοποιήθηκαν δύο 

μέθοδοι για το σχηματισμό των λεπτών υμενίων, στέγνωμα στον αέρα (Εικόνα 106) και 

φυγοκεντρική επίστρωση (Εικόνα 107). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι και στις δύο 

περιπτώσεις σχηματίστηκαν υμένια από παράλληλες γραμμές κολλαγόνου. Οι εικόνες 

από SEM επέτρεψαν την απεικόνιση μεγάλων περιοχών από τις σχηματιζόμενες δομές, 

ενώ το AFM πρόσθεσε λεπτομέρεια σε πιο μικρή περιοχή με μεγάλη ανάλυση. Στη 

δεύτερη περίπτωση όπου χρησιμοποιήθηκε φυγοκεντρική επίστρωση, παρατηρήθηκε ότι 

ίνες κολλαγόνου αναδιπλώνονταν και δημιουργούσαν μικρές κυκλικές περιοχές (Εικόνα 

107, κάτω). Επομένως, ανάλογα με την πιθανή εφαρμογή η κάθε μέθοδος επίστρωσης 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη δημιουργία επιφανειών με διαφορετική τοπογραφία. 



Δ : Π Ε Ι Ρ Α Μ Α Τ Ι Κ Α  Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α  

Δ . 1  Δ υ ν α τ ό τ η τ ε ς  Σ υ ν δ υ α σ τ ι κ ή ς  Χ ρ ή σ η ς  A F M / S E M  κ α ι  Χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ό ς  

τ ω ν  Π ο σ ο τ ι κ ο π ο ι η μ έ ν ω ν  Χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ώ ν  μ ε  Α ξ ι ο π ο ί η σ η  Σ υ ν δ υ α σ τ ι κ ή ς  

Π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς  

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 225 

 

 

Εικόνα 106: Εικόνες από SEM (πάνω) και AFM (κάτω) από δομές κολλαγόνου που σχηματίστηκε με 

στέγνωμα στον αέρα. 

 

 

Εικόνα 107: Εικόνες από SEM (πάνω) και AFM (κάτω) από δομές κολλαγόνου που σχηματίστηκε με 

φυγοκεντρική επίστρωση.  

 

100 μm 20 μm 2 μm 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

226 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

Δ.1.4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  

Τα αποτελέσματα στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζουν τις δυνατότητες συνδυαστικής 

χρήσης SEM και AFM για τον πλήρη χαρακτηρισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Η 

χρήση του SEM επιτρέπει την απεικόνιση μεγαλύτερων περιοχών, της τάξης μερικών 

mm, επιτυγχάνοντας το χαρακτηρισμό ολόκληρης της επιφάνειας του υμενίου και 

προσφέροντας συμπληρωματική πληροφορία εκεί όπου η ακίδα του AFM αδυνατεί να 

απεικονίσει. Από την άλλη μεριά, το AFM επιτρέπει το χαρακτηρισμό σε πολύ μικρές 

περιοχές και την απεικόνιση και μέτρηση χαρακτηριστικών της τάξης μερικών μόνο 

νανομέτρων. Οι δυο τεχνικές μπορούν να προσφέρουν συνδυαστική πληροφορία 

ανάλογα με το δείγμα το οποίο απεικονίζεται. Υπάρχουν όμως και οι περιπτώσεις όπου 

μια από τις δύο τεχνικές αδυνατεί να απεικονίσει δείγματα που σχηματίστηκαν με 

συγκεκριμένο πρωτόκολλο.  

Στην περίπτωση της απεικόνισης και του χαρακτηρισμού των υποστρωμάτων 

διερευνήθηκε η συνδυαστική χρήση AFM-SEM σε υποστρώματα μίκας και σε 

επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου. Το SEM επέτρεψε την απεικόνιση των 

παράλληλων φύλλων της μίκας, ενώ το AFM αξιοποιήθηκε για την απεικόνιση της 

επίπεδης επιφάνειας σε πολύ μικρές διαστάσεις και της μέτρησης της πολύ μικρής (< 6 

nm) επιφανειακής τραχύτητας. Στις επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου, 

παρουσιάστηκε ότι το SEM αδυνατούσε να τα απεικονίσει καθώς κατά τη διαδικασία 

προετοιμασίας των δειγμάτων (ιδιαίτερα κατά την επίστρωση αγώγιμου μεταλλικού 

υμενίου στον εξαχνωτή) τα δείγματα αλλοιώνονταν ή καταστρέφονταν. Το AFM, όμως, 

επέτρεψε την απεικόνιση αυτών των επιφανειών και τη μέτρηση συγκεκριμένων 

χαρακτηριστικών, όπως τη διάμετρο και την απόσταση από κορυφή προς κορυφή των  

σωματιδίων πολυστυρένιου. Επιπλέον, η απεικονιστική μικροσκοπία AFM κρίθηκε 

κατάλληλη για το χαρακτηρισμό των επιφανειών κατά τη διαδικασία βελτιστοποίησης 

του πρωτοκόλλου σχηματισμού των υμενίων, καθώς επέτρεπε την απεικόνιση και το 

χαρακτηρισμό των σφαλμάτων στις επιφάνειας (επιφανειακές ρωγμές).  

Στην περίπτωση διερεύνησης λεπτών υμενίων κολλαγόνου, οι απεικονιστικές τεχνικές 

AFM και SEM αξιοποιήθηκαν για το χαρακτηρισμό υμενίων που σχηματίστηκαν σε 

υποστρώματα από γυαλί, μίκα και σε επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν ότι μέσω του AFM στην περίπτωση των πολύ λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου ήταν δυνατή η απεικόνιση των υμενίων και η μέτρηση ιδιαίτερων 

χαρακτηριστικών όπως η τραχύτητα, ο προσανατολισμός των ινών, η διάμετρος των 

ινών, η D-περιοδικότητα και τα διάκενα μεταξύ των ινών. Το SEM  επέτρεπε την 

απεικόνιση μεγάλων περιοχών και ογκωδών δομών ή συσσωματωμάτων κολλαγόνου.  

Τα αποτελέσματα παρουσιάζουν ότι ο συνδυασμός SEM-AFM προσφέρει συνδυαστική 

και συμπληρωματική πληροφορία, η οποία μπορεί να αξιοποιηθεί για τον πληρέστερο 

χαρακτηρισμό των λεπτών υμενίων κολλαγόνου και των υποστρωμάτων τους.  
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Δ.2 ΜΟΝΤΕΛΟ ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΣ 

ΚΑΙ ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ME ΕΛΕΓΧΟΜΕΝΗ 

ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΗ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΚΩΝ 

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΩΝ 

 

Δ.2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

Ένας από τους βασικούς στόχους της διατριβής ήταν η ανάπτυξη λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου, τα οποία θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως μοντέλο βιολογικής 

επιφάνειας/διεπιφάνειας ιστών πλούσιων σε κολλαγόνο. Επιμέρους στόχοι  σχετικά με το 

μοντέλο της βιολογικής επιφάνειας ήταν τα λεπτά υμένια που θα αναπτύσσονταν να 

παρείχαν τη δυνατότητα ελέγχου της τοπογραφίας του κολλαγόνου και να υποστήριζαν 

την ανάπτυξη κυτταρικής καλλιέργειας.  

Τα μοντέλα που αναπτύχθηκαν αξιοποιήθηκαν αρχικά για τη διερεύνηση της διαδικασίας 

με την οποία συγκεκριμένα επιφανειακά νανοχαρακτηριστικών του κολλαγόνου 

επηρεάζουν τη συμπεριφορά των ινοβλαστών. Στη συνέχεια τα μοντέλα της βιολογικής 

επιφάνειας χρησιμοποιήθηκαν για τη διερεύνηση της επίδρασης της  οπτικής 

ακτινοβολίας (από διάφορες πηγές και διαφορετικές φασματικές περιοχές) στο 

κολλαγόνο και τις επαγόμενες επιπτώσεις στην κυτταρική συμπεριφορά. Στην ενότητα 

αυτή, αφού γίνει αρχικά μια επισκόπηση των μοντέλων βιολογικών επιφανειών με βάση 

το κολλαγόνο, παρουσιάζεται το μοντέλο που αναπτύχθηκε με βάση τα αποτελέσματα 

που προέκυψαν από τις πειραματικές διαδικασίες που παρουσιάστηκαν προηγουμένως. 

Βασικοί επιμέρους στόχοι του μοντέλου ήταν η δυνατότητα ελέγχου της τοπογραφίας 

του κολλαγόνου, ώστε να είναι δυνατή η επιλογή προκαθορισμένων επιφανειακών 

χαρακτηριστικών, και η δυνατότητα υποστήριξης κυτταρικής καλλιέργειας. Για αυτό το 

λόγο, στη συζήτηση δίνεται ιδιαίτερη έμφαση στις μεθόδους με τις οποίες έγινε δυνατός 

ο έλεγχος συγκεκριμένων επιφανειακών χαρακτηριστικών στο μοντέλο της βιολογικής 

επιφάνειας και τις ιδιότητες εκείνες που επιτρέπουν στα υμένια να χρησιμοποιηθούν ως 

υποστρώματα για ανάπτυξη κυτταρικής καλλιέργειας.  
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Δ.2.2 ΜΟΝΤΕΛΟ ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΣ 

Δ.2.2.1 ΓΕΝΙΚΑ 

Πολλά μοντέλα συστημάτων καθώς και εργαλεία έχουν κατασκευαστεί για την 

παρατήρηση και ποσοτικοποίηση της επίδρασης διάφορων φυσικοχημικών παραγόντων 

στο βιολογικό ιστό. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η ανάπτυξη πειραματικών  

μοντέλων του εξωκυττάριου πλέγματος αποτελούμενα από ίνες κολλαγόνου και 

προκαθορισμένη τοπογραφία.  

Η ικανότητα σχηματισμού υμενίων κολλαγόνου με συγκεκριμένα χαρακτηριστικά (όπως 

διάμετρος ινών και προσανατολισμός ινών) είναι ιδιαίτερα σημαντική, καθώς επιτρέπει 

το σχεδιασμό υμενίων, μοντέλων βιολογικών επιφανειών/διεπιφανειών, τα οποία 

μιμούνται το κολλαγόνο σε διαφορετικούς ιστούς ή παθολογικές καταστάσεις. Η 

οργάνωση του κολλαγόνου είναι σημαντική καθώς, όπως έχει ήδη παρουσιαστεί, η 

συγκέντρωση του, η δομή ή οι λειτουργίες του είναι διαφορετικές σε συγκεκριμένες 

παθολογικές καταστάσεις [65, 425-429] και καθώς το ινώδες κολλαγόνο τύπου Ι επιτελεί 

διαφορετικές λειτουργίες σε διαφορετικούς ιστούς [2]. Για παράδειγμα, στους τένοντες 

τα ινίδια κολλαγόνου έχουν μια ομοιόμορφη στη διάμετρο τους (30-300 nm) με μια 

πλευρική διευθέτηση των ινιδίων στο χώρο, στο χόριο του δέρματος βρίσκονται σε μια 

χαλαρά πεπλεγμένη διάταξη (loosely interwoven) από τυχαία προσανατολισμένα και 

κυματιστά ινίδια, και στον κερατοειδή χιτώνα τα ινίδια κολλαγόνου έχουν ομοιόμορφη 

διάμετρο (~30 nm) και βρίσκονται σε παράλληλη διευθέτηση [6]. Επομένως, υμένια 

κολλαγόνου με συγκεκριμένα χαρακτηριστικά μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν 

διάφορα μοντέλα ιστών για τη διερεύνηση της επίδρασης στη δομή του κολλαγόνου 

διάφορων παραγόντων όπως η υπεριώδης ακτινοβολία (UV) και η ακτινοβολία laser, η 

θερμοκρασία και διάφοροι χημικοί παράγοντες. Τα μοντέλα αυτά καθώς και οι 

διαφορετικές αλλοιώσεις που πιθανόν να προκαλούν διάφορες παράμετροι, όπως αυτές 

που αναφέρθηκαν, μπορούν να χρησιμοποιηθούν και για τη διερεύνηση των 

αλληλεπιδράσεων κυττάρων-κολλαγόνου και εν γένει κυττάρων-εξωκυττάριου 

πλέγματος/ιστού. Επιπρόσθετα, λεπτά υμένια κολλαγόνου με φυσιολογικά και προ-

καθορισμένα χαρακτηριστικά μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως μοντέλα για τη μελέτη 

των οπτικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου. Γενικά, υπάρχει μεγάλο ενδιαφέρον για τη 

διερεύνηση των οπτικών ιδιοτήτων των βιολογικών πολυμερών με απώτερο σκοπό την 

ανάπτυξη ‘πράσινων υλικών’ (φιλικών δηλαδή προς το περιβάλλον) σε πραγματικές 

συσκευές [430]. Εκτός τούτου, καλά χαρακτηρισμένα υμένια κολλαγόνου μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν ως πρωτότυπα μοντέλα για διερεύνηση των μη γραμμικών ιδιοτήτων 

του κολλαγόνου, όπως η Γένεση Δεύτερης Αρμονικής (Second Harmonic Generation, 

SHG), καθώς το κολλαγόνο παράγει εξαιρετικά εύρωστο σήμα SHG [317, 431]. 
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Τέτοια μοντέλα, όπως και το μοντέλο κολλαγόνου που περιγράφηκε, αναπτύχθηκαν και 

από διάφορες ερευνητικές ομάδες προκειμένου να διερευνήσουν διάφορες βιολογικές 

αλληλεπιδράσεις που σχετίζονται κυρίως με τον εξωκυττάριο χώρο ή/και τις 

αλληλεπιδράσεις του με τα κύτταρα. Έχει παρουσιαστεί ότι, γενικά, τα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου, μπορούν να αποτελέσουν ένα ικανοποιητικό μοντέλο βιολογικής 

επιφάνειας και παρουσιάζουν σημαντικά πλεονεκτήματα. Τα λεπτά υμένια 

χαρακτηρίζονται από αναλυτικές τεχνικές, οι οποίες και επιτρέπουν την επαλήθευση της 

αναπαραγωγικότητας των χαρακτηριστικών των λεπτών υμενίων, αλλά και επιπλέον 

επιτρέπουν και την ανάλυση με υψηλή ευκρίνεια της δομής του κολλαγόνου [4, 21, 432-

435]. Επιπλέον, τα λεπτά υμένια έχουν εξαιρετικές οπτικές ιδιότητες και επιτρέπουν την 

απεικόνιση περισσότερων λεπτομερειών που αφορούν την αλληλεπίδραση κυττάρου-

μήτρας και με μεθόδους οπτικής μικροσκοπίας. Στις περιπτώσεις που τα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου χρησιμοποιούνται ως μοντέλα επιφανειών για τη διερεύνηση 

αλληλεπιδράσεων με κύτταρα, η ομοιογένεια των λεπτών υμενίων επιτρέπει το ποσοτικό 

προσδιορισμό της απόκρισης εκατοντάδων κυττάρων σε ένα κυτταρικό πληθυσμό [436]. 

Γενικά, χρησιμοποιώντας λεπτά υμένια με εξωκυττάριες πρωτεΐνες είναι δυνατή η 

ποσοτικοποίηση φαινοτυπικών παραμέτρων κυττάρων σε διαφορετικές εξωκυττάριες 

μήτρες. 

Για παράδειγμα, λεπτά υμένια από αυτο-διαμορφωμένο κολλαγόνο, αποτελούμενα από 

ινίδια κολλαγόνου διαμέτρου 100-200 nm, χρησιμοποιήθηκαν ως μοντέλα εξωκυττάριου 

πλέγματος για τη διερεύνηση της απόκρισης των κυττάρων σε ελεγχόμενες μηχανικές 

τροποποιήσεις του κολλαγόνου [437]. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου προκαλούν παρόμοιες αποκρίσεις στα κύτταρα, όπως αυτές που προκαλούν 

οι γέλες κολλαγόνου και επιπλέον παρουσιάζουν έναν αριθμό από πλεονεκτήματα. Το 

γεγονός ότι τα κύτταρα αποκρίνονται στα λεπτά υμένια κολλαγόνου, υποδηλώνει ότι 

τουλάχιστον κάποια από τα μηχανικά “συνθηματικά” του περιβάλλοντος στα οποία 

αποκρίνονται τα κύτταρα βρίσκονται σε υπo-μικρή κλίμακα (sub-micron scale). Οι 

μηχανικές ιδιότητες των λεπτών υμενίων κολλαγόνου μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

χωρίς αλλαγή στη δέσμευση ιντεγκρίνων και σε ορισμένες περιπτώσεις χωρίς τη 

μεταβολή της τοπολογίας. Επομένως, τα λεπτά υμένια υποβοηθούν την απάντηση 

ερωτημάτων που αφορούν το ρόλο ειδικών ιντεγκρίνων στη μεταγωγή ή την άμβλυνση 

των κυτταρικών αποκρίσεων σε μηχανικά ερεθίσματα. Σε μετέπειτα εργασία, μοντέλο 

βιολογικής επιφάνειες από παρόμοια λεπτά υμένια κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκε για τον 

υπολογισμό του μέτρου ελαστικότητας μεμονωμένων ινιδίων κολλαγόνου [432]. 

Επιπρόσθετα, λεπτά υμένια κολλαγόνου ως μοντέλα εξωκυττάριου χώρου έχουν 

χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση της σχέσης μεταξύ της μορφολογίας των ινοβλαστών 

και της ενεργοποίησης της τενασίνης-C (teanascin-C) [436], καθώς και ως ικριώματα για 

καλλιέργεια διαφόρων τύπων κυττάρων όπως επιθηλιακά κύτταρα του 

αμφιβληστροειδούς, μυϊκά κύτταρα και βλαστοκύτταρα [4, 7, 433, 438]. Λεπτά υμένια 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

230 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

κολλαγόνου, από διάφορους τύπους κολλαγόνου, έχουν επίσης χρησιμοποιηθεί ως 

μοντέλα για τη διερεύνηση παθολογικών καταστάσεων του ιστού [91] ή ως μοντέλο του 

συστήματος ανασχηματισμού του κολλαγόνου στον ιστό [332]. Επιπλέον, τα λεπτά 

υμένια κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν για την καλλιέργεια αγγειακών κυττάρων 

(vascular smooth muscle cells) ως ένα μοντέλο για τη διερεύνηση του ρόλου του 

εξωκυττάριου πλέγματος στις ασθένειες των αγγείων όπως η υπέρταση και η 

αρτηριοσκλήρυνση ή για την ανάπτυξη αγγειακών εμφυτευμάτων [5, 434, 439].  

Επιπρόσθετα, τα μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με βάση το κολλαγόνου έχουν 

χρησιμοποιηθεί ως μήτρες υποδοχής νανοσωματιδίων και στη συνέχεια ως υποστρώματα 

καλλιέργειας κυττάρων. Η προσθήκη των νανοσωματιδίων μπορεί να επιτρέψει τη 

διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων κυττάρων-νανοσωματιδίων ή την ανάπτυξη πρότυπων 

νανοδομημένων επιφανειών που θα επιτρέπουν την ενίσχυση συγκεκριμένων σημάτων 

λόγω των νανοσωματιδίων, όπως αυτά που χρησιμοποιούνται στην επιφανειακά 

ενισχυόμενη φασματοσκοπία Raman (Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS) 

[440-442].  

 

Δ.2.2 ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ ΩΣ ΜΟΝΤΕΛΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ 

ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΣ/ΔΙΕΠΙΦΑΝΕΙΑΣ 

 

Σε αυτή τη Διδακτορική Διατριβή, αναπτύχθηκαν λεπτά υμένια κολλαγόνου τα οποία 

χρησιμοποιήθηκαν ως μοντέλο βιολογικής επιφάνειας/διεπιφάνειας. Το μοντέλο  

αξιοποιήθηκε για τη διερεύνηση της επίδρασης της οπτικής ακτινοβολίας στο 

κολλαγόνο, κύριο συστατικό του εξωκυττάριου πλέγματος (ECM). Επιπλέον,  

προκειμένου να διερευνηθούν και οι έμμεσες επαγόμενες επιπτώσεις της επίδρασης της 

οπτικής ακτινοβολίας στην κυτταρική συμπεριφορά, τα λεπτά υμένια κολλαγόνου 

αξιοποιήθηκαν ως μοντέλο ECM για τη διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων 

ακτινοβολημένων υμενίων κολλαγόνου με ινοβλάστες. 

Το μοντέλο βιολογικής επιφάνειας που αναπτύχθηκε αποτελείτο από αυτό-

διαμορφωμένα ινίδια και ίνες κολλαγόνου, τα οποία παρουσιάζουν φυσιολογικά 

χαρακτηριστικά, όπως η D-περιοδικότητα. Τα λεπτά αυτά υμένια σχηματίστηκαν πάνω 

σε διαφορετικά υποστρώματα, όπως μίκα, γυαλί και επιφάνειες από σωματίδια 

πολυστυρένιου (PPS). Από αυτά, για τη διερεύνηση των οπτικών ιδιοτήτων 

αξιοποιήθηκαν τα υμένια που σχηματίστηκαν πάνω σε μίκα, η οποία λόγω της 

κρυσταλλικής φύσης της και της ιδιαίτερα επίπεδης επιφάνειας της, επιτρέπει την 

απεικόνιση στη νανοκλίμακα με τη μικροσκοπία AFM. Τα άλλα δύο υποστρώματα 

(γυαλί, PPS) επέτρεψαν το μοντέλο της βιολογικής επιφάνειας να αξιοποιηθεί για τη 
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διερεύνηση της προσρόφησης και του σχηματισμού ινιδίων κολλαγόνου σε διαφορετικά 

υποστρώματα. Επιπλέον, τα υμένια που σχηματίστηκαν στη νανοδομημένη επιφάνεια 

PPS μπορούν να χρησιμοποιηθούν περαιτέρω ως ένα μοντέλο για τη διερεύνηση της 

επίδρασης συγκεκριμένων επιφανειακών νανο-χαρακτηριστικών στην προσρόφηση και 

στο σχηματισμό ινιδίων κολλαγόνου.  

Επίσης, για το σχηματισμό των λεπτών υμενίων κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν 

διαφορετικές μέθοδοι σχηματισμού (αποξήρανση στον αέρα, φυγοκεντρική επίστρωση –

SpC, υδροδυναμική ροή–HF και συνδυασμός SpC-HF) προκειμένου τα μοντέλα της 

βιολογικής επιφάνειας να παρουσιάσουν διαφορετικά επιφανειακά χαρακτηριστικά 

(προσανατολισμός ινών, πάχος υμενίων, ομοιογένεια). Δηλαδή επιδιώχθηκε να 

επιτευχθεί ο έλεγχος της επιφανειακής τοπογραφίας του μοντέλου της βιολογικής 

επιφάνειας. Με τον τρόπο αυτό και με την αξιοποίηση τεχνικών απεικονιστικών 

μικροσκοπίας με μεγάλη ανάλυση (AFM, SEM), κατορθώθηκε η ποσοτικοποίηση 

ιδιαίτερων επιφανειακών χαρακτηριστικών, καθώς και η επιβεβαίωση της ομοιογένειας 

του αναπτυσσόμενου μοντέλου.  

Τα βασικά χαρακτηριστικά του μοντέλου που αναπτύχθηκε καθώς και τα επιμέρους 

χαρακτηριστικά που προέκυψαν από τις διάφορες μεθόδους και ποικίλα υποστρώματα 

παρουσιάζονται στην Εικόνα 108. Η μελέτη και χρήση διαφορετικών υποστρωμάτων 

καθώς και διαφορετικών μεθόδων επίστρωσης, επέτρεψε την ανάπτυξη λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου με προκαθορισμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά. Έτσι, μέσω  της χρήσης 

του κατάλληλου υποστρώματος ή μεθόδου επίστρωσης ήταν δυνατός ο έλεγχος 

χαρακτηριστικών όπως το πάχος του υμενίου, το μέγεθος των δομών του κολλαγόνου, η 

ινώδης ή όχι μορφή του κολλαγόνου, ς παρουσία ή όχι φυσιολογικών χαρακτηριστικών 

(π.χ. διάμετρος στις ίνες, D-περιοδικότητα), η ομοιογένεια του δείγματος και ο 

προσανατολισμός των ινών.  
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Εικόνα 108: Τα μοντέλα της βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου που 

αναπτύχθηκαν.  
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Δ.2.3 ΕΛΕΓΧΟΜΕΝΗ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΗ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΚΩΝ 

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΩΝ   

 

Δ.2.3.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 

Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζονται η πειραματική διαδικασία και η επεξεργασία που 

ακολουθήθηκαν προκειμένου να διερευνηθεί η ελεγχόμενη τροποποίηση των 

επιφανειακών χαρακτηριστικών των υμενίων κολλαγόνου ώστε να επιτευχθεί η 

ανάπτυξη μοντέλων βιολογικής επιφάνειας με βάση το κολλαγόνο, καθώς και τα 

αποτελέσματα. 

Υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός από παραμέτρους που μπορούν να επηρεάσουν τα 

χαρακτηριστικά των ινών του κολλαγόνου, μεταξύ των οποίων οι πιο σημαντικές είναι: 

το pH, η θερμοκρασία, η σύσταση του ρυθμιστικού διαλύματος, το χρησιμοποιούμενο 

υπόστρωμα, η διαδικασία επίστρωσης, η παρουσία περισσότερων από έναν τύπο 

κολλαγόνου, ο χρόνος ινιδιογένεσης, ο χρόνος προσρόφησης, η σειρά αδρανοποίησης 

κ.α. [2, 21]. Η χρήση των κατάλληλων παραμέτρων επιτρέπει τη δημιουργία υμενίου 

κολλαγόνου με προκαθορισμένα ή ελεγχόμενα χαρακτηριστικά, προσομοιάζοντας με τον 

τρόπο αυτό φυσιολογικές διεπιφάνειες που συναντούνται σε φυσιολογικούς βιολογικούς 

ιστούς. Καθώς ο αριθμός των παραμέτρων είναι μεγάλος για τις ανάγκες της 

Διδακτορικής Διατριβής διερευνήθηκαν οι παράγοντες εκείνοι που αναμενόταν να έχουν 

μεγαλύτερη επίδραση στα επιφανειακά χαρακτηριστικά. Συγκεκριμένα, διερευνήθηκε η 

επίδραση στα επιφανειακά χαρακτηριστικά λόγω μεταβολών τους σε : Α. pH και χρόνο 

ινιδιογένεσης, Β. διαδικασία επίστρωσης,  Γ. Θερμοκρασία, Δ. Χρησιμοποιούμενο 

υπόστρωμα και Ε. Χρόνο προσρόφησης. Παράλληλα η χρήση των πρωτοκόλλων που 

αναπτύχθηκαν (βλ. «Γ.1 Τα Πρωτόκολλα Παραγωγής Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου» 

(σελ. 163)) επέτρεψαν τη σταθεροποίηση των υπόλοιπων παραγόντων όπως του 

ρυθμιστικού διαλύματος, της σειράς αδρανοποίησης (της σειράς δηλαδή με την οποία 

γίνεται η ρύθμιση του pH) και της παρουσίας περισσότερων από ενός τύπου κολλαγόνου. 

Για παράδειγμα, το ρυθμιστικό διάλυμα είναι καθοριστικός παράγοντας καθώς η 

παρουσία φωσφορικού άλατος (phoshate) είναι σημαντική για την παραγωγή ινιδίων με 

καλή περιοδικότητα [2], ενώ η αύξηση της ιοντικής δύναμης (ionic strength) προκαλεί 

συσσωμάτωση του κολλαγόνου [423, 424, 443, 444]. Η σειρά με την οποία 

πραγματοποιείται η αδρανοποίηση μπορεί να γίνει με δύο μεθοδολογίες. Τη θερμή 

έναρξη (warm start) κατά την οποία πρώτα θερμαίνεται το διάλυμα κολλαγόνου και μετά 

γίνεται αδρανοποίηση με το διάλυμα εξουδετέρωσης (buffer neutralization) και η ψυχρή 

έναρξη κατά την οποία πρώτα γίνεται αδρανοποίηση και μετά θέρμανση [2]. Ανάλογα με 

την επιλεγόμενη διαδικασία σχηματίζονται ινίδια με διαφορετικά χαρακτηριστικά.  
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Δ.2.3.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

Για το σχηματισμό των λεπτών υμενίων κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν τα πρωτόκολλα 

παραγωγής λεπτών υμενίων κολλαγόνου όπως αυτά περιγράφονται στο «Γ.1.1: Τα 

Πρωτόκολλα Παραγωγής Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου» και συγκεκριμένα τα 

πρωτόκολλα: 

 

 «Γ.1.1 Πρωτόκολλο Ομογενοποίησης για Παραγωγή Μητρικού Διαλύματος 

Κολλαγόνου (Stock Collagen Solution)», (σελ. 163). 

 «Γ.1.2 Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin Coating) Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου», 

(σελ. 164). 

 «Γ.1.5 Πρωτόκολλο για Προετοιμασία Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου με 

Προκαθορισμένα Χαρακτηριστικά», (σελ. 165). 

 «Γ.1.6 Πρωτόκολλο για Σχηματισμό Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου σε Επιφάνεια 

Σωματιδίων Πολυστυρένιου», (σελ. 165). 

 

Για την απεικόνιση των υμενίων χρησιμοποιήθηκαν οι μέθοδοι Απεικονιστικής 

Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης και Σάρωσης Ηλεκτρονίων όπως αυτές 

παρουσιάζονται στις ενότητες «Γ.2 Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης (AFM)» (σελ. 167) 

και «Γ.3 Ηλεκτρονική Μικροσκοπία Σάρωσης Ηλεκτρονίων (SEM)» (σελ. 175). Η 

επεξεργασία των εικόνων και η μέτρηση συγκεκριμένων επιφανειακών χαρακτηριστικών 

(π.χ. διάμετρος ινών κολλαγόνου) πραγματοποιήθηκε μέσω των αλγορίθμων μεθόδων 

επεξεργασίας εικόνας που αναπτύχθηκαν μέσω των λογισμικών MeasureIT (Olympus 

Soft Imaging Solutions GmbH, version 5.1), ImageJ (NIH, Bestheda Mariland, USA ). 

Για την ποσοτικοποίηση του προσανατολισμού στις εικόνες του AFM χρησιμοποιήθηκε 

η αλγοριθμική ρουτίνα (plug-in) ‘OrientationJ’ στο λογισμικό επεξεργασίας εικόνας 

ImageJ [445, 446]. Η ρουτίνα αυτή επέτρεψε τον υπολογισμό του κύριου 

προσανατολισμού των ινών και το σχεδιασμό του διαγράμματος προσανατολισμού για 

την κάθε εικόνα. Η συγκεκριμένη ρουτίνα, επιπλέον επιτρέπει τον υπολογισμό μιας 

παραμέτρου που καλείται ‘πυκνότητα προσανατολισμού’ (Orientation Coherency). Η 

παράμετρος αυτή παίρνει τιμές από 0 έως 1, με το 1 να αναφέρεται σε δομές που 

παρουσιάζουν υψηλό προσανατολισμό. 
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Δ.2.3.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Δ.2.3.3.1 Μελέτη Επίδρασης pH και Χρόνου Ινιδιογένεσης στα Επιφανειακά 

Χαρακτηριστικά Κολλαγόνου . 

 

Τα περισσότερα ινώδη κολλαγόνα, όπως είναι το κολλαγόνο τύπου Ι, είναι διαλυτά σε 

χαμηλό pH, όπως για παράδειγμα σε οξικό οξύ. Όταν το pH ρυθμιστεί να είναι περίπου 

ουδέτερο και η θερμοκρασία ανέβει περίπου στο φυσιολογικό, διαδραματίζεται 

αυθόρμητος σχηματισμός ινιδίων (fibrils) τα οποία κατέχουν τη χαρακτηριστική 

περιοδικότητα (banded fibrils) [1, 2]. Ο σχηματισμός ινιδίων είναι μια διαδικασία 

ωθούμενη από την εντροπία, στην οποία, ο αυτοσχηματισμός έχει ως αποτέλεσμα το 

‘θάψιμο’ των επιφανειακά εκτεθειμένων υδροφοβικών καταλοίπων εντός του ινιδίου, με 

αποτέλεσμα την αύξηση της εντροπίας του διαλύτη [2, 53, 58, 59]. Η χημική φύση της 

διεπιφάνειας υλικού-πρωτεΐνης μπορεί να έχει σημαντική επίδραση στα δομικά 

χαρακτηριστικά του προσροφημένου πρωτεϊνικού επιπέδου. Οι διαπρωτεϊνικές 

ηλεκτροστατικές και υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των γειτονικών πρωτεϊνών 

μπορεί να είναι αρκετά ισχυρές ώστε να αλλάξουν σημαντικά την πυκνότητα, 

προσαρμογή, προσανατολισμό και κινητικότητα των πρωτεϊνών οι οποίες θα 

προσροφηθούν σε ένα υπόστρωμα. Είναι σημαντικό να λαμβάνονται υπόψη αυτά τα 

φαινόμενα όταν προετοιμάζονται επιφάνειες όπου θα αναπτυχθούν κυτταρικές 

καλλιέργειες, καθώς οι προκαλούμενες από την επιφάνεια αλλαγές στη δομή των 

πρωτεϊνών μπορούν να επηρεάσουν δραματικά την ανάπτυξη των κυττάρων [119-121].  

Για να μελετηθούν οι παράγοντες του pH και του χρόνου ινιδιογένεσης χρησιμοποιήθηκε 

το πρωτόκολλο για μελέτη επίδρασης pH στο χρόνο ινιδιογένεσης και παρασκευάστηκαν  

δείγματα σε pH 4.5 και 7.5, σε πλακίδια mica.  Παρασκευάστηκαν υμένια αμέσως μετά 

τη διάλυση του κολλαγόνου σε οξικό οξύ και δείγματα μετά από 2 και 7 μέρες. Τα 

δείγματα, στα οποία δεν αφέθηκε καθόλου χρόνος ινιδιογένεσης παρουσίασαν 

σημαντικές διαφορές μεταξύ τους, ενώ σε κανένα από τα δύο pH δεν υπήρξε ένδειξη 

έναρξης της διαδικασίας ινιδιογένεσης και δημιουργία ινών με φυσιολογικά 

χαρακτηριστικά.  Στο δείγμα που δημιουργήθηκε με pH 4.5 δεν υπήρχε ομοιόμορφη 

κατανομή του κολλαγόνου στην επιφάνεια. Μόνο σε πολύ μικρές περιοχές είχαν 

προσροφηθεί είτε μικρές δομές, είτε άμορφες συσσωματώσεις (Εικόνα 109). Στην 

περίπτωση του pH 7.5 στο μεγαλύτερο μέρος της επιφάνειας της mica είχαν 

προσροφηθεί μικρές  δομές κολλαγόνου (ύψους ~800 nm και διαμέτρου ~1μm). Οι δομές 

αυτές μάλιστα δεν φαίνονταν να ήταν τελείως τυχαία προσανατολισμένες στο χώρο και 

βρίσκονταν διατεταγμένες σε ευθείες, με τυχαίους όμως προσανατολισμούς. Γεγονός το 

οποίο πιστεύεται ότι οφείλεται στην ομαλή και κρυσταλλικής φύσης επιφάνεια της mica 

[447-449], η οποία χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα.  



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

236 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

Τα υμένια κολλαγόνου που δημιουργήθηκαν από διάλυμα κολλαγόνου οξικού οξέος που 

αφέθηκε σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 2 μέρες παρουσίασαν σημαντικές 

διαφοροποιήσεις. Για pH 4.5 οι εικόνες παρουσίασαν μιαν τελείως διαφορετική μορφή 

(Εικόνα 110). Στο μεγαλύτερο μέρος της επιφάνειας της mica είχαν προσροφηθεί μικρές 

δομές κολλαγόνου ή δομές σε μορφή ίνας. Τα χαρακτηριστικά της επιφάνειας θύμιζαν 

περισσότερο αυτές των προηγούμενων εικόνων με pH 7.5 αντί αυτών με 4.5. Στις 

εικόνες φαίνεται χαρακτηριστικά ότι οι μικρές αρχικά άμορφες δομές κολλαγόνου 

αυτoδιαμορφώνονται σε ίνες κολλαγόνου διαμέτρου ~1μm. Επομένως, ο χρόνος των 2 

ημερών σε θερμοκρασία περιβάλλοντος φαίνεται ικανοποιητικός για την έναρξη της 

ινιδιογένεσης σε pH 4.5. Σημαντικό ακόμα είναι ότι όσες ίνες σχηματίστηκαν 

παρουσίασαν τον ίδιο προσανατολισμό. Βέβαια, πρέπει να σημειωθεί ότι οι 

σχηματιζόμενες δομές σε μορφή ίνας δεν παρουσίαζαν τα χαρακτηριστικά των ινών που 

σχηματίζονται in vivo, όπως είναι η D-περιοδικότητα. 

 
Εικόνα 109: Δομές κολλαγόνου σε επιφάνεια mica με pH 4.5 αμέσως μετά τη δημιουργία του 

διαλύματος (αριστερά  20 x 20 μm) και με pH 7.5 (δεξιά 50x50 μm).  Στο χαμηλό pH 4.5 ελάχιστες 

δομές προσροφήθηκαν στην επιφάνεια ενώ στην περίπτωση του pH 7.5 ολόκληρη η επιφάνεια ήταν 

καλυμμένη από μικρές δομές κολλαγόνου. 

 
Εικόνα 110: Δομές κολλαγόνου σε επιφάνεια mica, από διάλυμα κολλαγόνου οξικού οξέος με pH 4.5 

αφού αφέθηκε σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για δύο μέρες. Στο μεγαλύτερο μέρος της επιφάνειας 

υπήρχαν προσροφημένες δομές (αριστερά, 20 x 20μm). Ενώ για σάρωση σε μικρότερη περιοχή 

παρατηρείται ότι οι σχηματιζόμενες ίνες προέρχονται από συσσωμάτωση των μικρών δομών 

κολλαγόνου ( δεξιά, 5 x 5μm). 
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Παρόμοια διαφοροποίηση παρατηρήθηκε και στα υμένια με pH 7.5 (Εικόνα 111). Σε 

αυτή την περίπτωση οι μικρές δομές που κάλυπταν ολόκληρη την επιφάνεια της mica 

αντικαταστάθηκαν κυρίως από δομές σε μορφή ίνας, ενώ υπήρχαν ακόμα και κάποιες 

δομές που δεν συσσωματώθηκαν. Όπως και στην περίπτωση του pH 4.5 έτσι και εδώ οι 

δομές σε μορφές ίνας δεν παρουσιάζουν τα χαρακτηριστικά των in vivo σχηματιζόμενων 

ινών. 

 

 

Εικόνα 111:  Δομές κολλαγόνου σε επιφάνεια mica, από διάλυμα κολλαγόνου οξικού οξέος με pH 7.5 

αφού αφέθηκε σε θερμοκρασία περιβάλλοντας για 2 μέρες. Στην επιφάνεια παρατηρήθηκαν δομές σε 

μορφή ίνας αλλά και μικρές άμορφες δομές (κάτω αριστερά,  25 x 25 μm). Ενώ οι δομές σε μορφή ίνας 

παρουσίαζαν έναν ομοιόμορφο προσανατολισμό, δεν παρουσίαζαν τα χαρακτηριστικά των in vivo 

σχηματισμένων ινών (κάτω δεξιά, 50 x 50 μm). 

 

Όταν το διάλυμα κολλαγόνου οξικού οξέος αφέθηκε για 7 μέρες σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος τα χαρακτηριστικά των υμενίων κολλαγόνου που μελετήθηκαν 

παρουσίασαν παρόμοια χαρακτηριστικά με αυτά των δυο ημερών. Σε εικόνες που 

λήφθηκαν σε μικρή κλίμακα έδειξαν ότι πλέον οι ίνες παρουσίαζαν κάποιες 

διαφοροποιήσεις. Στην περίπτωση του pH 4.5 ίνες (Εικόνα 112Α) παρουσίαζαν κάποιες 

υπερυψωμένες περιοχές και κάποιες κοιλάδες με κάποια περιοδικότητα (βέβαια αυτή η 

περιοδικότητα δεν αντιστοιχεί στην D-περιοδικότητα). Στο pH 7.5 οι ίνες δεν 

παρουσίασαν κάποια διαφοροποίηση, εκτός από το γεγονός ότι μεγάλωσαν σε διάμετρο, 

έχοντας πλέον διαμέτρους περίπου ~2 μm. Σημαντικό είναι ότι σε μερικές περιπτώσεις 

όπως στην εικόνα (Εικόνα 112Β&C) που ακολουθεί παρατηρήθηκε ο σχηματισμός 

μικρο-ινιδίων, ο οποίος παρουσίαζε τα χαρακτηριστικά του in vivo σχηματισμού. 
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Εικόνα 112: Εικόνες AFM από διάλυμα κολλαγόνου, με διαφορετικές τιμές pH, που αφέθηκε σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος για 7 ημέρες. A. Ίνες κολλαγόνου σε mica από διάλυμα κολλαγόνου οξικού 

οξέος με pH 4.5 αφού αφέθηκε σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 7 μέρες ( αριστερά, 5 x 5 μm). B. 

Ίνες κολλαγόνου σε mica, από διάλυμα κολλαγόνου οξικού οξέος με pH 7.5 αφού αφέθηκε σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος για 7 μέρες. (δεξιά, 5 x 5 μm) C. Κάτω παρουσιάζεται σε μεγέθυνση το 

μικρο-ινίδιο που παρατηρήθηκε στην προηγούμενη εικόνα. Σε ανάλυση ύψους του μικρο-ινιδίου (στην 

περιοχή που είναι σημαδεμένη με βέλος στο μικρο-ινίδιο), κάτω δεξιά φαίνεται ότι παρουσιάζει τη 

χαρακτηριστική D-περιοδικότητα. 

 

Δ.2.3.3.2 ΜΕΛΕΤΗ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑΣ ΕΠΙΣΤΡΩΣΗΣ ΛΕΠΤΩΝ 

ΥΜΕΝΙΩΝ ΣΤΑ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ. 

 

Για το σχηματισμό υμενίων κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν 4 διαφορετικές διαδικασίες. 

Συγκεκριμένα, μέρος από το διάλυμα κολλαγόνου εναποτέθηκε στο χρησιμοποιούμενο 

υπόστρωμα και :  

1. Αφέθηκε να στεγνώσει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος («Γ.1.1 Πρωτόκολλο 

Ομογενοποίησης για Παραγωγή Μητρικού Διαλύματος Κολλαγόνου (Stock 

Collagen Solution)», (σελ. 163)). 

2. Δέχθηκε φυγοκεντρική επίστρωση («Γ.1.2 Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin 

Coating) Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου», (σελ. 164)). 
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3. το υπόστρωμα τοποθετήθηκε υπό κλίση ώστε να δημιουργηθεί μια υδροδυναμική 

ροή από το διάλυμα κολλαγόνου. Στη συνέχεια το δείγμα ξεπλύθηκε με 

ρυθμιστικό διάλυμα και αφέθηκε να στεγνώσει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος 

(«Γ.1.5 Πρωτόκολλο για Προετοιμασία Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου με 

Προκαθορισμένα Χαρακτηριστικά», (σελ. 165)).  

4. Το ίδιο με την 3
η
 διαδικασία μόνο που το δείγμα δεν αφέθηκε να στεγνώσει αλλά 

δέχθηκε φυγοκεντρική επίστρωση («Γ.1.5 Πρωτόκολλο για Προετοιμασία 

Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου με Προκαθορισμένα Χαρακτηριστικά», (σελ. 

165)) . 

 

Στην πρώτη περίπτωση, τα υμένια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν με την εναπόθεση 

του διαλύματος κολλαγόνου σε γυάλινο υπόστρωμα παρουσίαζαν ίνες και ινίδια προς 

όλες τις κατευθύνσεις του χώρου, ενώ το δείγμα είχε σχετικά μεγάλο πάχος/ύψος 

(Εικόνα 113A). Ακόμα ήταν εμφανές ότι δεν είχαν ομοιογενές πάχος γεγονός το οποίο 

και επιβεβαιώνεται και από το προφίλ ύψους (Εικόνα 113B & Εικόνα 113C). Επιπλέον, 

οι εικόνες από SEM έδειξαν ότι τα υμένια αυτά, παρουσίαζαν μεγάλο αριθμό από 

συσσωματώματα κολλαγόνου (Εικόνα 113D). Στη δεύτερη περίπτωση, όπου τα υμένια 

κολλαγόνου σχηματίστηκαν μέσω φυγοκεντρικής επίστρωσης (spin coating), τα 

χαρακτηριστικά των επιφανειών ήταν διαφοροποιημένα. Μέρος των αποτελεσμάτων 

αυτών παρουσιάστηκαν και στην ενότητα  «Δ.1.3.3.1 Μελέτη Συσσωματωμάτων 

Κολλαγόνου στα Λεπτά Υμένια», (σελ. 214). Σύντομα αναφέρουμε ότι για φυγοκεντρική 

επίστρωση στις 1000 rpm για 40 sec παρατηρήθηκε ότι σε σχέση με την προηγούμενη 

διαδικασία, οι ίνες του κολλαγόνου φαίνονταν πιο καθαρά και το υμένιο έχει μικρότερο 

ύψος (Εικόνα 114). Δηλαδή δεν υπάρχουν πολλά στρώματα από ίνες, όπως ήταν βέβαια 

και το αναμενόμενο. Με μεθόδους επεξεργασίας εικόνας, με τα προγράμματα 

επεξεργασίας και ανάλυσης εικόνας, έγινε μέτρηση του μέσου ύψους στο δείγμα. Στην 

περίπτωση αυτή παρατηρείται ότι το μεγαλύτερο ύψος ίνας κολλαγόνου ήταν στα ~170 

nm και το δείγμα είχε ένα σχετικά ομοιόμορφο ύψος μεταξύ 120 και 160 nm. Στην 

περίπτωση που αυξήθηκε η ταχύτητα περιστροφής της διαδικασίας φυγοκεντρικής 

επίστρωσης στις 6000 rpm σχηματίστηκαν υμένια κολλαγόνου με μικρότερο ύψος 

(Εικόνα 114). 
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Α Β  

C            D   

Εικόνα 113 : A) Το πλέγμα του κολλαγόνου σε δείγμα αποξηραμένης σταγόνας διαλύματος (50x50 μm). 

B) Το προφίλ ύψους για την επιλεγμένη ευθεία στην εικόνα.  Παρατηρείται ότι υπάρχει σημείο με ύψος 

μεγαλύτερο από 250nm, ενώ το ύψος των υπολοίπων ινών ποικίλει (C). D) Εικόνα SEM του λεπτού 

υμενίου.  

Η απεικόνιση με SEM σε μεγαλύτερη κλίμακα των δειγμάτων, έδειξε ότι με τη 

φυγοκεντρική επίστρωση στην επιφάνεια του υμενίου υπήρχαν ελάχιστα 

συσσωματώματα (Εικόνα 114, πάνω). Αυτό πιθανολογείται ότι οφείλεται στη διαδικασία 

σχηματισμού του υμενίου, όπου κατά την περιστροφή του δείγματος με μεγάλη 

ταχύτητα, τα ογκώδη συσσωματώματα απομακρύνονται από την επιφάνεια. Επιπλέον, οι 

φυγοκεντρικές δυνάμεις που αναπτύσσονται κατά τη διαδικασία επίστρωσης του 

δείγματος φάνηκε να προκαλούν κάποια ‘γόνατα’ (σημεία στα οποία οι ίνες κολλαγόνου 

αλλάζουν απότομα διεύθυνση) (Εικόνα 114, βέλη). Εξαιτίας αυτών των μηχανικών 

παραμορφώσεων οι ίνες κολλαγόνου μπορούν να συγκριθούν με ‘σωλήνες’ (tubes) οι 

οποίοι παρουσιάζουν παρόμοια μηχανική συμπεριφορά [211, 450, 451]. Επιπρόσθετα, με 

τη χρήση των λογισμικών επεξεργασίας εικόνας μετρήθηκε το μέσο ύψος και η 

τραχύτητα της επιφάνειας. Όπως δείχνουν τα διαγράμματα, που ακολουθούν, η 

φυγοκεντρική επίστρωση μπορεί να επηρεάσει το μέσο ύψος και την τραχύτητα της 

επιφάνειας των σχηματιζόμενων υμενίων καθώς οι παράμετροι αυτοί μειώνονται με την 

αύξηση της ταχύτητας περιστροφής (Εικόνα 115). 
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Εικόνα 114: Εικόνες SEM (πάνω) και AFM (κάτω) από λεπτό υμένιο κολλαγόνου που σχηματίστηκε σε 

επιφάνεια mica με φυγοκεντρική επίστρωση (40 sec, 6000 rpm). Οι ίνες κολλαγόνου παρουσίαζαν 

διάμετρο μερικές εκατοντάδες νανόμετρα μέχρι μερικά μικρά, ενώ σε κάποια σημεία (βέλη) 

παρατηρήθηκαν  κάποια ‘γόνατα’ (σημεία στα οποία οι ίνες κολλαγόνου αλλάζουν απότομα διεύθυνση). 

Η εικόνα κάτω δεξιά είναι μια εικόνα φάσης (AFM Phase Image) της προηγούμενης εικόνας. Τα βέλη 

εδώ υποδεικνύουν την αντίθεση φάσης που δημιουργείται σε περιοχές με γόνατο. 

  

Εικόνα 115: Εξάρτηση μέσου ύψους (αριστερά) και τραχύτητας (δεξιά) από την ταχύτητα περιστροφής 

κατά τη διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης.  
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Με την τρίτη μεθοδολογία και την αξιοποίηση της υδροδυναμικής ροής του διαλύματος 

κολλαγόνου στο υπόστρωμα, έγινε κατορθωτό να αναπτυχθούν υμένια κολλαγόνου 

αποτελούμενα από ευθυγραμμισμένες ίνες κολλαγόνου (Εικόνα 116). Όπως 

παρουσιάζεται στις εικόνες από SEM τα υμένια κολλαγόνου παρουσίαζαν μεγάλες 

περιοχές από ευθυγραμμισμένες ίνες (Εικόνα 116A), ενώ στα άκρα του υμενίου υπήρχαν 

πιο αραιές παράλληλες ίνες (Εικόνα 116B). Όπως φαίνεται από τις εικόνες του AFM οι 

παράλληλες ίνες κολλαγόνου ανάλογα με το χρησιμοποιούμενο διάλυμα κολλαγόνου 

(στη συγκεκριμένη περίπτωση διαφορετική συγκέντρωση) παρουσίαζαν διαφορετικά 

χαρακτηριστικά (Εικόνα 116C & Εικόνα 116D). Επιπλέον, σε κάποιες περιπτώσεις 

παρατηρήθηκε ότι η υδροδυναμική ροή δημιουργούσε μιαν κυματιστή μορφή στις 

παράλληλες ίνες κολλαγόνου (Εικόνα 117).  Ο προσανατολισμός των ινών καλύπτει όλο 

το εύρος των λεπτών υμενίων, ακόμα και τα άκρα του υμενίου, όπου και οι ίνες ήταν 

πολύ αραιότερες (Εικόνα 118). Επομένως, με τη χρήση της υδροδυναμικής ροής 

μπορούν να δημιουργηθούν λεπτά υμένια κολλαγόνου με ιδιαίτερη τοπογραφία, 

αποτελούμενη από παράλληλες ίνες κολλαγόνου.  

 
Εικόνα 116: Εικόνες SEM (Α,Β) και AFM (C,D) από λεπτά υμένια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν με 

την αξιοποίηση της υδροδυναμικής ροής του διαλύματος κολλαγόνου. Τα λεπτά υμένια αποτελούνται 

από παράλληλες ίνες κολλαγόνου. Τα υμένια που απεικονίζονται με SEM σχηματίστηκαν με αρχικό 

διάλυμα κολλαγόνου συγκέντρωσης 8 mg/ml, ενώ αυτά με AFM με μικρότερη, 0,6 mg/ml. Η 

διαφορετική συγκέντρωση είναι ο λόγος και της διαφορετικής μορφής που έχουν οι ίνες κολλαγόνου στα 

υμένια.   



Δ : Π Ε Ι Ρ Μ Α Τ Ι Κ Α  Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α  

Δ . 2  Μ ο ν τ έ λ ο  Β ι ο λ ο γ ι κ ή ς  Ε π ι φ ά ν ε ι α ς  κ α ι  Α ν ά π τ υ ξ η  Λ ε π τ ώ ν  Υ μ ε ν ί ω ν  

Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Ε λ ε γ χ ό μ ε ν η  Τ ρ ο π ο π ο ί η σ η  Ε π ι φ α ν ε ι α κ ώ ν  

Χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ώ ν   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 243 

 

Εικόνα 117: Εικόνες SEM (αριστερά) και AFM (δεξιά) από λεπτά υμένια  κολλαγόνου που 

σχηματίστηκαν με τη χρήση της υδροδυναμικής ροής του αρχικού διαλύματος κολλαγόνου σε 

επιφάνεια mica. Τα υμένια σε κάποιες περιοχές αποτελούνται από ίνες κολλαγόνου με κυματιστή μορφή.   

 
Εικόνα 118: Διαδικασία επίστρωσης με υδροδυναμική ροή (HF). Στην εικόνα παρουσιάζεται το πλέγμα 

χαρτογράφησης του υποστρώματος που χρησιμοποιήθηκε και τέσσερις εικόνες AFM από αντίστοιχα 

διαφορετικές περιοχές στο υμένιο. Οι εικόνες AFM δείχνουν ότι στο μεγαλύτερο εύρος του υμενίου, οι 

ίνες κολλαγόνου ακολουθούν τον κύριο προσανατολισμό της HF. Επιπρόσθετα, στην εικόνα 

περιλαμβάνονται δυο εικόνες από SEM. Η πάνω εικόνα παρουσιάζει την απεικόνιση στα άκρα του 

υμενίου (όπου οι ίνες είναι πολύ αραιότερες, αλλά ακολουθούν τον προσανατολισμό), ενώ η κάτω εικόνα 

δείχνει μιαν περιοχή στο κέντρο του υμενίου.  
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Προκειμένου να ποσοτικοποιηθεί ο προσανατολισμός των ινών κολλαγόνου 

χρησιμοποιήθηκαν μέθοδοι και αλγόριθμοι  επεξεργασία εικόνας που αναπτύχθηκαν για 

τα αντίστοιχα λογισμικά, όπως αναφέρεται στην ενότητα «Γ: Υλικά και Ανάπτυξη 

Μεθόδων» «Γ: ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟΔΩΝ», (σελ. 163). Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι η ποσοτικοποίηση του προσανατολισμού των ινών μπορεί να 

πραγματοποιηθεί και εξαρτάται από το χρόνο προσρόφησης. Τα αποτελέσματα του 

προσανατολισμού σε σχέση με το χρόνο προσρόφησης παρουσιάζονται επίσης 

αναλυτικά σε επόμενη ενότητα («Δ.2.3.3.5. Μελέτη Επίδρασης Χρόνου Προσρόφησης 

στα Επιφανειακά Χαρακτηριστικά Κολλαγόνου.», σελ. 254).  

Στη 4
η
 περίπτωση, όταν μετά από κάποιο χρόνο προσρόφησης τα υμένια κολλαγόνου 

δέχθηκαν τη διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης παρατηρήθηκε ότι ήταν δυνατός ο 

σχηματισμός δομών κολλαγόνου με δύο προσανατολισμούς, όπως φαίνεται και στις 

παρακάτω εικόνες (Εικόνα 119). Ο ένας προσανατολισμός συνεφαπτόταν με τη 

διεύθυνση της υδροδυναμικής ροής, ενώ ο δεύτερος ήταν αποτέλεσμα της φυγοκεντρικής 

επίστρωσης.  

 
Εικόνα 119: Αντιπροσωπευτικές εικόνες AFM όπου παρουσιάζεται ο σχηματισμός δομών κολλαγόνου 

με διπλό προσανατολισμό όταν ο χρόνος προσρόφησης ήταν 10 min και ακολούθως δέχθηκαν 

διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης. Οι δομές αυτές δεν είχαν τη χαρακτηριστική ινώδη μορφή των 

ινών κολλαγόνου ενώ δεν παρουσίαζαν ομοιόμορφη ή σταθερή διάμετρο.  

Δ.2.3.3.3 Μελέτη Επίδρασης Θερμοκρασίας στα Επιφανειακά Χαρακτηριστικά 

Κολλαγόνου 

 

Γενικά, η θερμοκρασία στην οποία διαδραματίζεται ο σχηματισμός των ινιδίων αποτελεί 

σημαντική παράμετρο για το σχηματισμό ινών κολλαγόνου. Ινίδια τα οποία 

σχηματίζονται σε χαμηλές θερμοκρασίες (~20 
ο
C) έχουν μεγαλύτερη διάμετρο από αυτά 

που σχηματίζονται σε υψηλότερες θερμοκρασίες (~34
 ο

C), ενώ όταν η θερμοκρασία 

ανέβει περίπου στο φυσιολογικό, διαδραματίζεται αυθόρμητος σχηματισμός ινιδίων [2]. 

Η σχεδόν κρυσταλλική δομή των μορίων του κολλαγόνου με την αύξηση της 

θερμοκρασίας καταρρέει σε τυχαίες αλυσίδες ζελατίνης. Τα κολλαγόνα των θηλαστικών 

αποδιαμορφώνονται περίπου στους 40
 ο

C [95, 96, 98, 237, 330, 431] και οι διαφορές 

έχουν συσχετιστεί με την προλίνη και υδροξυπρολίνη που περιέχεται στο κολλαγόνο. Η 

σταθερότητα της τριπλής έλικας πιστεύεται ότι οφείλεται στους δεσμούς του υδρογόνου 
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του νερού στα υδροξυπρολικά κατάλοιπα [2]. Η επίδραση του χρόνου παραμονής του 

διαλύματος κολλαγόνου σε υψηλή θερμοκρασία πριν την επίστρωση είναι σημαντική 

καθώς η πυκνότητα και το πάχος των δομών μειώνεται με την αύξηση της 

συσσωμάτωσης στο διάλυμα. Η παρουσία υπο-μοριακών συσσωματώσεων κολλαγόνου 

στην επιφάνεια δεν σχετίζεται άμεσα με το διάλυμα του κολλαγόνου κολλαγόνου. Η 

μειωμένη προσροφημένη ποσότητα κολλαγόνου και οι λιγότερο επιμήκεις δομές όταν 

χρησιμοποιείται πυκνό διάλυμα το οποίο μπορεί να σχηματίσει συσσωματώματα 

κολλαγόνου, υποδηλώνει ότι η διαδικασία προσρόφησης κυριαρχείται από ελεύθερα 

μόρια κολλαγόνου στο διάλυμα. Αυτό μπορεί να οφείλεται είτε επειδή τα μόρια του 

κολλαγόνου διαχέονται (diffuse) καλύτερα στην επιφάνεια είτε γιατί έχουν μεγαλύτερη 

συγγένεια (affinity) με το υπόστρωμα σε σχέση με τις συσσωματώσεις που 

σχηματίζονται στο διάλυμα ποσότητας [2, 423, 424, 452-454]. Η προσρόφηση από ένα 

πιο συσσωματωμένο (aggregated) διάλυμα παράγει παρόμοια αποτελέσματα με την 

προσρόφηση από ένα μικρότερης συγκέντρωσης. 

Στα πλαίσια της έρευνας που υλοποιήθηκε, διερευνήθηκε η επίδραση της επιφανειακής 

τραχύτητας των σχηματιζόμενων υμενίων κολλαγόνου σε σχέση με τη θερμική 

αναδιαμόρφωση του αρχικού διαλύματος κολλαγόνου. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι 

μέχρι τους 40 
o
C, όπου και δεν παρατηρείται αποδιαμόρφωση του ινώδους κολλαγόνου, 

τα σχηματιζόμενα υμένια είχαν σταθερή επιφανειακή τραχύτητα (Εικόνα 120). Με την 

περαιτέρω αύξηση της θερμοκρασίας παρατηρήθηκε και αύξηση της επιφανειακής 

τραχύτητας, λόγω της έναρξης της θερμικής αποδιαμόρφωσης των ινών. Μετά τους 50 
o
C, όπου και η αποδιαμόρφωση είναι πλέον ολική, η τραχύτητα της επιφάνειας άρχισε να 

μειώνεται και πάλι. Επομένως, η θερμοκρασία αλλοιώνει τόσο την ινώδη μορφή των 

ινών του κολλαγόνου όσο και την επιφανειακή τραχύτητα των σχηματιζόμενων υμενίων. 

 

Εικόνα 120: Διάγραμμα εξάρτησης της επιφανειακής τραχύτητας από τη θερμική αποδιαμόρφωση του 

διαλύματος κολλαγόνου.  

Επιπλέον, διερευνήθηκε η επίδραση της θερμοκρασίας στο σχηματισμό λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου και την επίδραση στην τοπογραφία. Χρησιμοποιώντας το πρωτόκολλο 

θερμικής αποδιαμόρφωσης, σχηματίστηκαν λεπτά υμένια κολλαγόνου για διάφορες 

θερμοκρασίες. Σύμφωνα με το πρωτόκολλο αυτό το διάλυμα κολλαγόνου θερμάνθηκε σε 

διαφορετικές θερμοκρασίες πριν την επίστρωση του υμενίου.  Τα αποτελέσματα έδειξαν 
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ότι τα τοπογραφικά χαρακτηριστικά των υμενίων αλλάζουν δραματικά όσο αυξάνεται η 

θερμοκρασία αποδιαμόρφωσης (Εικόνα 121). Με την αύξηση της θερμοκρασίας και την 

αποδιαμόρφωση του ινώδους κολλαγόνου, τα λεπτά υμένια κολλαγόνου με τυχαία 

προσανατολισμένες ίνες αντικαταστάθηκαν από υμένια από άμορφες δομές και 

θραύσματα ινών κολλαγόνου. 

 50x50 μm 10x10 μm 3x3 μm 

Χωρίς Θέρμανση 

   

37 
o
C 

 

   

40 
o
C 

 

   

50 
o
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60 
o
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70 
o
C 

   

70 
o
C 

για 2.5 ώρες 

   

Εικόνα 121: Εικόνες από AFM από λεπτά υμένια κολλαγόνου που δέχθηκαν θερμική αποδιαμόρφωση 

σε θερμό λουτρό νερού για 37, 50, 60, 70 
ο
C για 45 λεπτά και στους 70 

ο
C για 2,5  ώρες. 
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Δ.2.3.3.4 ΜΕΛΕΤΗ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ ΣΤΑ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΚΑ 

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ. 

 

Η χημική φύση του υποστρώματος επηρεάζει την οργάνωση του κολλαγόνου που 

προσροφάται. Σαν μια γενική τάση, πιο ομαλές (smooth) επιφάνειες κολλαγόνου 

σχηματίζονται σε υδροφιλικά υποστρώματα, ενώ επιμήκεις δομές (από την οργάνωση 

και τη συσχέτιση των μορίων του κολλαγόνου) σχηματίζονται σε υδροφοβικές 

επιφάνειες. Αυτό μπορεί να οφείλεται σε κάποιο βαθμό στο ότι η προσροφημένη 

ποσότητα τείνει να αυξήσει την υδροφοβικότητα της ανάλογα με το υπόστρωμα. 

Ωστόσο, πρέπει να συσχετιστεί με συγκεκριμένες αλληλεπιδράσεις κολλαγόνου-

υποστρώματος, οι οποίες καθορίζονται από τις φυσικο-χημικές ιδιότητες του 

υποστρώματος. Σημαντικό ρόλο διαδραματίζει και η τραχύτητα της επιφάνειας καθώς 

και σε ομαλές επιφάνειες παρατηρούνται επιμήκεις δομές. Η τάση να συσχετίζονται τα 

μόρια του κολλαγόνου όπως έχει παρουσιαστεί μέχρι τώρα φαίνεται ότι εμφανίζεται 

όταν τοπογραφικές ποικιλομορφίες της επιφάνειας του υποστρώματος ήταν μικρότερες 

από ότι η διάμετρος του μορίου του κολλαγόνου. Η επίδραση της τραχύτητας της 

επιφάνειας στην οργάνωση της προσροφημένης  ποσότητας μορίων κολλαγόνου μπορεί 

να σχετιστεί με την κινητικότητα των προσροφημένων μορίων. Τοπογραφικά 

χαρακτηριστικά του υποστρώματος τα οποία έχουν σχετικά μεγάλες διαστάσεις, 

συγκρινόμενα με τη διάμετρο των μορίων του κολλαγόνου, μπορεί να επιβραδύνουν την 

κινητικότητα του κολλαγόνου κατά μήκος της επιφάνειας του υποστρώματος, έτσι ώστε 

να εμποδίζουν δια-μοριακούς συσχετισμούς. Στα πλαίσια αυτής της φάσης, 

διερευνήθηκε η επίδραση του χρησιμοποιούμενου υποστρώματος στην επίστρωση 

λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Συγκεκριμένα, μελετήθηκε η δυνατότητα επίστρωσης 

υμενίων κολλαγόνου σε γυαλί, mica και σε επιφάνεια από σωματίδια πολυστυρένιου 

(Polystyrene Particles Surface, PPS). 

Αρχικά, μελετήθηκε η επίστρωση λεπτών υμενίων σε γυαλί και mica. Το γυαλί 

χρησιμοποιείται συχνά για Απεικονιστική Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης καθώς έχει 

χαμηλό κόστος και είναι κατάλληλο όταν επιθυμείται η απεικόνιση μεγάλων περιοχών 

των δειγμάτων [284]. Από την άλλη μεριά, η mica (μίκα) είναι το πιο ευρέως 

χρησιμοποιούμενο υπόστρωμα στις απεικονίσεις με AFM καθώς χαρακτηρίζεται από μια 

σχεδόν ατομικά επίπεδη και καθαρή επιφάνεια [420]. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η 

mica έχει κρυσταλλική μορφή, αποτελείται από πολλά φύλλα (Εικόνα 122A) και 

χαρακτηρίζεται από βασικό σχίσιμο, δηλ. το ‘βασικό σχίσιμο’ είναι το σχίσιμο 

παράλληλα προς τη βάση ενός κρυστάλλου, ή προς το επίπεδο του πλευρικού άξονα. 

Συγκεκριμένα, η οικογένεια φύλων mica υλικών πυριτίου περιλαμβάνει αρκετά υλικά τα 

οποία έχουν υψηλό βασικό σχίσιμο (basal cleavage) [455]. Γενικά, το σχίσιμο (cleavage), 

στην ορυκτολογία είναι η προδιάθεση που έχουν κάποια κρυσταλλικά υλικά να 

χωρίζονται κατά μήκος συγκεκριμένων επιπέδων, δημιουργώντας λείες επιφάνειες. Όλα 
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τα υλικά που ανήκουν στην οικογένεια φύλων mica είναι μονοκλινή, με μιαν τάση προς 

ψευδο-εξαγωνικό κρύσταλλο και είναι παρόμοια στη χημική τους σύσταση. Το υψηλό 

τέλειο σχίσιμο, το οποίο είναι από τα πιο γνωστά χαρακτηριστικά της mica, εξηγείται 

από την εξαγωνική, σε μορφή φύλου, διευθέτηση των ατόμων του.  Η ‘Muscovite mica’ 

είναι το πιο κοινό υπόστρωμα για προετοιμασία δειγμάτων για μικροσκοπία AFM και 

έχει τη μορφή KAl2(AlSi3O10)(F,OH)2 (Εικόνα 122B). Από εδώ και πέρα, όπου 

αναφερόμαστε σε mica εννοούμε τη Muscovite mica.  Η κοινή mica έχει τέλειο ‘βασικό 

σχίσιμο’ δημιουργώντας αξιοθαύμαστα λεπτά φύλλα, τα οποία είναι συχνά πολύ 

ελαστικά. Επιπλέον, σημαντικά χαρακτηριστικά της είναι η χαμηλή επιφανειακή 

ενέργεια που χαρακτηρίζει την επιφάνεια των φύλων mica, η οποία έχει ως αποτέλεσμα 

την επιλεκτική προσρόφηση των μορίων που εναποτίθενται σε αυτήν. Το σημαντικότερό 

όμως γνώρισμα της για τη μικροσκοπία AFM είναι η επίπεδη επιφάνεια της που 

επιτρέπει απεικονίσεις σε επίπεδο μερικών μόνο νανόμετρων [284]. 

Η διαφορετική προσρόφηση (adsorption) του κολλαγόνου σε υπόστρωμα από γυαλί και 

mica μπορεί να φανεί στην Εικόνα 123, όπου διάλυμα κολλαγόνου με μικρή σχετικά 

συγκέντρωση (100 μg/ml) χρησιμοποιήθηκε για την επίστρωση λεπτού υμενίου. Από την 

εικόνα φαίνεται ότι διαφορετικές δομές κολλαγόνου προσροφήθηκαν στις επιφάνειες. 

Στην περίπτωση του γυαλιού, μόνο ογκώδη συσσωματώματα κολλαγόνου παρέμειναν 

στην επιφάνεια (Εικόνα 123A). Από την άλλη μεριά, στην επιφάνεια της mica μικρές 

άμορφες δομές κολλαγόνου προσροφήθηκαν (Εικόνα 123B). Μάλιστα, οι δομές αυτές 

σχημάτιζαν ιδιαίτερες δομές, οι οποίες πιστεύεται ότι οφείλονται στην κρυσταλλική 

φύση της mica.  

A  B  

Εικόνα 122: Χαρακτηριστικά του υποστρώματος mica. A) Τα λεπτά φύλα από τα οποία αποτελείται και 

B) η χημική σύσταση της mica. 

Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε ότι η ατομικά επίπεδη επιφάνεια της mica επέτρεπε το 

σχηματισμό λεπτότερων υμενίων κολλαγόνου από ότι το γυαλί. Στην Εικόνα 124 

παρουσιάζονται δυο υμένια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν σε γυαλί και  mica 

αντίστοιχα, χωρίς τη χρήση της φυγοκεντρικής επίστρωσης (αφήνοντας δηλαδή το 

διάλυμα κολλαγόνου να στεγνώσει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος πάνω στις 

επιφάνειες). Το μέσο ύψος στην περίπτωση του υποστρώματος γυαλιού ήταν της τάξης 

120 nm, ενώ στη mica ήταν μόλις 60 nm.  

http://en.wikipedia.org/wiki/Potassium
http://en.wikipedia.org/wiki/Potassium
http://en.wikipedia.org/wiki/Silicon
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
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A B  

Εικόνα 123: AFM εικόνες σε γυαλί (Α) και mica (Β) από λεπτό υμένιο κολλαγόνου από διάλυμα 

κολλαγόνου 100μg/ml και φυγοκεντρική επίστρωση (40 sec, 6000 rpm). 

 

Εικόνα 124: AFM εικόνες σε γυαλί (A) και mica (B) από λεπτό υμένιο κολλαγόνου από διάλυμα 

κολλαγόνου συγκέντρωσης 8 mg/ml χωρίς φυγοκεντρική επίστρωση. Τα υμένια σε γυαλί παρουσίασαν 

μέσο ύψος ~120 nm, ενώ  σε mica  ~60 nm.  

Αξίζει να σημειωθεί ότι σε υπόστρωμα από mica έγινε κατορθωτή η απεικόνιση της D-

περιοδικότητας των 67 nm (Εικόνα 125, L1), ενώ κάτι αντίστοιχο δεν έγινε κατορθωτό 

σε επιφάνεια από γυαλί. Αυτό μπορεί να οφείλεται είτε στο μη σχηματισμό της 

περιοδικότητας (λόγω της χημικής φύσης του γυαλιού) είτε στη σχετικά ανώμαλη 

επιφάνεια του γυαλιού και στην αδυναμία του AFM να απεικονίσει χαρακτηριστικά σε 

κλίμακα μερικών δεκάδων νανομέτρων. Η διαφορά ύψους μεταξύ των δύο περιοχών της 

D-περιοδικότητας (δηλαδή η απόσταση κατά μήκους του άξονα Ζ μεταξύ κορυφών-

κοιλάδων) μετρήθηκε και βρέθηκε να είναι της τάξης των 2.4 nm (με τυπική απόκλιση 

0.7 nm). Αυτή η υψομετρική διαφορά, η οποία συχνά αναφέρεται και ως βάθος της D-

περιοδικότητας (D-band depth), έχει βρεθεί ότι εξαρτάται από τον ιστό όπου προήρθε το 
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κολλαγόνο που μελετήθηκε, καθώς και σε διαφορές στον ανασχηματισμό των ινιδίων 

του κολλαγόνου, όπως ο χρόνος ινιδιογένεσης και ανασχηματισμού [2, 142, 175, 176, 

179, 191, 196, 248, 448, 456]. Επιπλέον, σε μερικές περιπτώσεις στην επιφάνεια της 

μίκας έγινε κατορθωτή η απεικόνιση και ινών κολλαγόνου με περιοδικότητα της τάξης 

των 100 nm. Παρατηρήθηκε επίσης και πολυμορφισμός κατά μήκος της ίδιας της ίνας 

(Εικόνα 125, L1&L2). Παρόμοιος πολυμορφισμός, αλλά για διαφορετικές 

περιοδικότητες, έχει αναφερθεί και σε άλλες εργασίες [457, 458]. Η περιοδικότητα των 

67 nm είναι η περιοδικότητα που παρατηρείται στις in vivo σχηματιζόμενες ίνες και 

υποδηλώνει ότι τα μόρια του κολλαγόνου στα ινίδια είναι διατεταγμένα με φυσικό τρόπο 

[2, 459, 460]. Ο σχηματισμός όμως ινών με περιοδικότητα ~100 nm υποδηλώνει το 

σχηματισμό Ινών με Μεγάλη Περιοδικότητα (Fibrous Long Spacing, FLS)
†††††

[460, 462, 

463]. Ο σχηματισμός αυτός είναι ένδειξη της μη φυσιολογικής διευθέτησης των μορίων 

του κολλαγόνου στα ινίδια υπό τις συγκεκριμένες in vitro συνθήκες. Τα in vivo 

σχηματιζόμενα FLS ινίδια έχουν παρόμοιες περιοδικότητες με αυτές που 

παρατηρήθηκαν και έχει προταθεί ένα μοντέλο για να περιγράψει το φαινόμενο, 

σύμφωνα με το οποίο η διάταξη των μορίων του κολλαγόνου είναι σε απόσταση μισής 

εναλλαγής (half-stager) σε σχέση με τη διάταξη στα φυσιολογικά σχηματιζόμενα ινίδια 

των ~67 nm [2, 462-464]. Ο πολυμορφισμός σε μεμονωμένες ίνες κολλαγόνου από 

τένοντα έχει παρατηρηθεί in vitro και in vivo με περισσότερες από μια περιοδικότητες 

[458, 465], ωστόσο το θεωρητικό μοντέλο το οποίο μπορεί να εξηγήσει τις 

παρατηρούμενες περιοδικότητες ή το πολυμορφισμό του κολλαγόνου δεν έχει πλήρως 

αποσαφηνιστεί [74, 458]. Παρόλο που η δομή του κολλαγόνου είναι μια από τις πιο 

ευρέως μελετημένες πρωτεϊνικές δομές, ακόμα απουσιάζει ένα θεωρητικό μοντέλο το 

οποίο θα μπορεί να περιγράψει και να εξηγήσει όλες τις πιθανώς σχηματιζόμενες δομές 

του κολλαγόνου τύπου Ι. Ο πολυμορφισμός του κολλαγόνου δεν έχει ακόμα πλήρως 

εξηγηθεί παρόλο που ένας αριθμός από διαφορετικά μοντέλα έχουν προταθεί 

προκειμένου να περιγράψουν τις εκάστοτε παρατηρούμενες δομές [69, 226, 458, 466-

473]. Οι FLS ίνες των ~100 nm, όπως αυτές που παρατηρήθηκαν κατά τις πειραματικές 

διαδικασίες, έχει εισηγηθεί ότι έχουν την προέλευση τους είτε στη μερική αποδόμηση 

των δικτυωτών ινιδίων του κολλαγόνου (collagen reticula fibrils) [474], είτε στη 

αλληλοσύνδεση ανώριμων μικρό-ινιδίων κολλαγόνου με βλεννοπολυσακχαριδικό οξύ 

(acid mucopolysaccharides) [475], ενώ έχουν συσχετιστεί και με παθολογικές 

καταστάσεις [476, 477]. Επιπλέον, έχει προταθεί ότι ο πολυμορφισμός του κολλαγόνου 

στον τένοντα επηρεάζεται από περιβαλλοντικές συνθήκες και πιστεύεται ότι οφείλεται 

                                                

†††††
 Για την ακρίβεια η περιοδικότητα των 100 nm μπορεί να κατηγοριοποιηθεί ως FLS τύπου ΙΙΙ [461]

 J. A. Chapman and P. M. Armitage, "An analysis of fibrous long spacing forms of collagen," 

Connective Tissue Research, vol. 1, pp. 31-37, 1972.. 
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στη μη ορθή ευθυγράμμιση των σταυροδεσμών ανάμεσα στα μικρο-ινίδια [465]. 

Επομένως, το χρησιμοποιούμενο υπόστρωμα μίκας και το διάλυμα κολλαγόνου που 

χρησιμοποιήθηκε (το οποίο είχε αρκετά υψηλή συγκέντρωση κολλαγόνου χωρίς την 

προσθήκη γλυκοπρωτεϊνών ή καλιούχων/νατριούχων διαλυμάτων τα οποία επηρεάζουν 

το σχηματισμό ινιδίων [462, 478-480] μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη περαιτέρω 

διερεύνηση της διαδικασίας σχηματισμού ινιδίων κολλαγόνου μέσω της 

αυτοδιαμόρφωσης των μορίων (τροποκολλαγόνου) και της ανάπτυξης σταυροδεσμών. 

 

Εικόνα 125: Ίνα κολλαγόνου σε υπόστρωμα από mica, όπου απεικονίστηκε η περιοδικότητα των ~67 

nm.  

Από τα αποτελέσματα αυτά φαίνεται ότι τα υποστρώματα από mica υπερέχουν έναντι 

αυτών από γυαλί για τη μελέτη λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Στη mica μπορεί να 

επιτευχθεί μεγαλύτερη προσρόφηση κολλαγόνου, η οποία μάλιστα καθορίζεται και από 

την κρυσταλλική δομή της mica. Επιπλέον, μπορεί να σχηματιστούν λεπτά υμένια 

κολλαγόνου με λεπτότερο ύψος (τα οποία μπορούν να απεικονιστούν ευκολότερα με 

μικροσκοπία ατομικής δύναμης), ενώ τα υμένια αποτελούνται από ίνες που 

παρουσιάζουν τη φυσιολογικά παρατηρούμενη D-περιοδικότητα.  

Σε συνέχεια της διερεύνησης της επίδρασης του υποστρώματος, μελετήθηκε η 

επίστρωση λεπτών υμενίων κολλαγόνου σε επιφάνεια από σωματίδια πολυστυρένιου 

(Εικόνα 126). Η μεθοδολογία επίστρωσης των υμενίων αυτών παρουσιάστηκε στην 

ενότητα «Γ.1.6 Πρωτόκολλο για Σχηματισμό Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου σε 

Επιφάνεια Σωματιδίων Πολυστυρένιου» (σελ. 165) και ο χαρακτηρισμός των επιφανειών 

με AFM παρουσιάστηκε στην ενότητα «Δ.1.3.2.3 Λεπτά Υμένια Κολλαγόνου επί 

Υποστρώματος από Πολυστυρένιο» (σελ. 219).  
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Εικόνα 126: Εικόνες AFM από επιφάνειες σωματιδίων πολυστυρένιου διαμέτρου 100 nm. Οι επιφάνειες 

σχηματίστηκαν με φυγοκεντρική επίστρωση για 40 sec με 1000 rpm (αριστερά) και 6000 rpm (δεξιά). Η 

εικόνα στο πλαίσιο παρουσιάζει την εξαγωνική διάταξη των σωματιδίων στην επιφάνεια.  

Το πολυστυρένιο (Polystyrene, PS) έχει χρησιμοποιηθεί για πολλά χρόνια ως υπόστρωμα 

για κυτταρικές καλλιέργειες καθώς είναι μη τοξικό, αρκετά σταθερό και έχει χαμηλό 

κόστος  [243]. Τα τελευταία χρόνια, η διαμόρφωση επιφανειών με μίκρο- ή νάνο- 

σωματίδια πολυστυρένιου (Polystyrene Particles, PPs) έχει προκαλέσει το ενδιαφέρον 

της ερευνητικής κοινότητας λόγω των πλεονεκτημάτων που παρουσιάζει. Μεταξύ αυτών 

περιλαμβάνεται η δυνατότητα για ανάπτυξη καινοτόμων νανοϋλικών και η εγγενής 

ικανότητα των νανοκολλοειδών να αυτό-οργανώνονται σε διάφορες δομές με 

διαφορετικά πρότυπα. Ωστόσο, τα υμένια/επιφάνειες από πολυστυρένιο ή σωματίδια 

πολυστυρένιου, όπως και άλλα συνθετικά πολυμερή, χαρακτηρίζονται από την απουσία 

κατάλληλων παραγόντων για σύνδεση με κύτταρα (cell binding factors). Όταν τα υλικά 

αυτά χρησιμοποιούνται για τη μελέτη κυτταρικών καλλιεργειών η απουσία αυτή είναι 

μια περιοριστική παράμετρος. Προκειμένου να ξεπεραστεί αυτός ο περιορισμός διάφορες 

μέθοδοι έχουν προταθεί, όπως η προσθήκη υλικών του εξωκυττάριου πλέγματος στις 

επιφάνειες [421, 422]. Στη φάση αυτή του ερευνητικού έργου επιφάνειες από σωματίδια 

πολυστυρένιου καλύφθηκαν με λεπτά υμένια κολλαγόνου και μελετήθηκαν με 

απεικονιστική μικροσκοπία ατομικής δύναμης.  

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι οι επιφάνειες που σχηματίστηκαν είναι κατάλληλες για 

χρήση ως υποστρώματα για το σχηματισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου αποτελούμενα 

από ίνες με φυσιολογικά χαρακτηριστικά. Οι ίνες που σχηματίστηκαν στις επιφάνειες 

από πολυστυρένιο είχαν τυχαίο προσανατολισμό και διάμετρο μερικές εκατοντάδες nm 

μέχρι λίγα μικρά (Εικόνα 127A). Επιπλέον, οι ίνες παρουσίαζαν τη χαρακτηριστική 

περιοδικότητα των 67 nm, η οποία απαντάται in vivo και στις φυσιολογικά 

σχηματιζόμενες ίνες κολλαγόνου (Εικόνα 127B & Εικόνα 127C).  

Α B 
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Εικόνα 127: Εικόνες AFM από λεπτά υμένια κολλαγόνου σε επιφάνεια από σωματίδια πολυστυρένιου. 

Τα υμένια αποτελούνταν από ίνες κολλαγόνου με διάμετρο μερικές εκατοντάδες nm μέχρι λίγα μικρά 

(α), οι οποίες παρουσίαζαν τη χαρακτηριστική D-περιοδικότητα των 67 nm (β). 

Παρόλο που η D-περιοδικότητα σε μερικές περιπτώσεις δεν φαινόταν πολύ καθαρά 

(Εικόνα 127B), το οποίο πιστεύεται ότι οφείλεται στην απουσία ενός πολύ επίπεδου 

υποστρώματος (όπου το AFM μπορεί να λειτουργήσει καλύτερα), σε μερικές 

περιπτώσεις κατορθώθηκε η λήψη εικόνων υψηλής ανάλυσης (Εικόνα 127B). Στις ίδιες 

εικόνες εκτός από ινίδια, απεικονίστηκαν και ίνες κολλαγόνου, ενώ σε πολλές 

περιπτώσεις εντοπίστηκαν και γόνατα κατά μήκος των ινών (Εικόνα 127A). Στην 

Εικόνα 127C, εκτός από την D-περιοδικότητα (Εικόνα 127C, L1) φαίνεται ότι υπάρχει 

επιπλέον και μια περιοδική δομή με κορυφές και κοιλάδες κατά το εγκάρσιο μήκος της 

ίνας (Εικόνα 127c, L2). Σε προηγούμενες δημοσιεύσεις έχει παρουσιαστεί ότι όταν το 

κολλαγόνο προσροφηθεί σε PS σχηματίζει επιμήκεις δομές, το ύψος, η πυκνότητα και το 

Α 

B 

C 
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πρότυπο των οποίο εξαρτάται από το χρόνο προσρόφησης και το ποσοστό ξήρανσης [2, 

423, 424, 452, 481]. Στις πειραματικές εργασίες που παρουσιάστηκαν εδώ 

χρησιμοποιήθηκαν επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου και όχι απλά επιφάνειες. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν υποστηρίζουν ότι οι επιφάνειες από σωματίδια 

πολυστυρένιου μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την ανάπτυξη λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου. Το πλεονέκτημα τους είναι ότι τα νανοσωματίδια διατάσσονται στην 

επιφάνεια με συγκεκριμένα πρότυπα (εξαγωνική διάταξη), διαμορφώνοντας μια 

νανοδομημένη επιφάνεια. Οι επιφάνειες και η φυσιολογική προσρόφηση του 

κολλαγόνου σε αυτές θα επιτρέψει τη διερεύνηση της επίδρασης της ιδιαίτερης 

νανοδομημένης τοπογραφίας στο σχηματισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου.  

 

Δ.2.3.3.5. Μελέτη Επίδρασης Χρόνου Προσρόφησης στα Επιφανειακά 

Χαρακτηριστικά Κολλαγόνου. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ο συνδυασμός του χρόνου προσρόφησης και της 

συγκέντρωσης του αρχικού διαλύματος για την ανάπτυξη ενός λεπτού υμενίου, το οποίο 

θα αποτελέσει μοντέλο ιστού/επιφάνειας με προσανατολισμένες ίνες κολλαγόνου. Η 

τελευταία παράμετρος που διερευνήθηκε είναι ο χρόνος προσρόφησης. Για τη μελέτη της 

παραμέτρου αυτής χρησιμοποιήθηκε η αξιοποίηση της υδροδυναμικής ροής του 

διαλύματος κολλαγόνου σε υπόστρωμα από γυαλί και μίκα («Γ.1.5 Πρωτόκολλο για 

Προετοιμασία Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου με Προκαθορισμένα Χαρακτηριστικά», 

σελ. 165). Μετά από κάποιο χρόνο προσρόφησης, με τη χρήση ρυθμιστικού διαλύματος 

γινόταν ξέπλυμα της επιφάνειας και στη συνέχεια το υμένιο στέγνωνε σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος. Επομένως, ως χρόνο προσρόφησης ονομάζουμε το χρόνο που αφήνεται 

το διάλυμα κολλαγόνου στην επιφάνεια για το σχηματισμό των λεπτών υμενίων πριν το 

ξέπλυμα. Ο χρόνος μπορεί να επηρεάσει την οργάνωση των προσροφημένων επιπέδων 

κολλαγόνου μέσω της εξέλιξης (evolution) της προσροφούμενης ποσότητας [2, 423, 424, 

452-454]. Εκτός από την εξέλιξη, διαφοροποιήσεις στη δομή μπορεί να οφείλονται σε 

αλλαγές μεταξύ των προσροφημένων μορίων και των μορίων του κολλαγόνου του 

διαλύματος ή στην αναδιοργάνωση των προσροφημένων μορίων στην επιφάνεια.  

Αντιπροσωπευτικές εικόνες τοπογραφίας AFM, συνοδευόμενες από τα αντίστοιχα 

προφίλ ύψους και τα  Διαγράμματα Κατανομής Προσανατολισμού για το σχηματισμό 

υμενίων με υδροδυναμική ροής (Hydrodynamic Flow, HF) σε υποστρώματα από γυαλί 

και μίκα παρουσιάζονται στην Εικόνα 128. Για 30 λεπτά προσρόφηση τα λεπτά υμένια 

αποτελούνταν από ινώδεις δομές κολλαγόνου οι οποίες παρουσίαζαν έναν ομοιόμορφο 

προσανατολισμό. Αυτός ο προσανατολισμός ανταποκρίνεται στην κατεύθυνση της ροής 

του διαλύματος κολλαγόνου κατά τη HF διαδικασία και μπορεί να παρατηρηθεί τόσο 

ποιοτικά από τις AFM εικόνες όσο και ποσοτικά από τα  Διαγράμματα Κατανομής 
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Προσανατολισμού. Αυτό το επιφανειακό πρότυπο παρατηρήθηκε και στα υποστρώματα 

από γυαλί (Εικόνα 128A) και στα υποστρώματα από μίκα (Εικόνα 128D). Όταν ο 

χρόνος προσρόφησης αυξήθηκε στα 60 λεπτά ο προσανατολισμός παρέμεινε, αλλά με 

λιγότερη πυκνότητα προσανατολισμού (orientation coherency) (Εικόνα 128B & Εικόνα 

128E). Ο αριθμός και το εύρος των προτιμώμενων κατευθύνσεων προσανατολισμού 

ήταν μεγαλύτερος από ότι στην περίπτωση του μικρότερου χρόνου προσρόφησης και για 

τα δύο υποστρώματα, ενώ το υμένιο που σχηματίστηκε στη μίκα διατήρησε σε 

μεγαλύτερο ποσοστό τον προσανατολισμό του. Τα υμένια που σχηματίστηκαν χωρίς να 

γίνει ξέπλυμα με το ρυθμιστικό διάλυμα δεν παρουσίαζαν κάποιον εμφανή 

προσανατολισμό (Εικόνα 128C & Εικόνα 128F). Τα Διαγράμματα Κατανομής 

Προσανατολισμού παρουσιάζουν ένα εύρος από προσανατολισμούς χωρίς να μπορεί να 

χαρακτηριστεί κάποιος από αυτούς ως ο κυρίαρχος ή προτιμητέος προσανατολισμός. Ο 

χρόνος προσρόφησης των δειγμάτων που δεν ξεπλύθηκαν (συμβολίζεται με ‘ΝΟ’ σε 

κάποια διαγράμματα και πίνακες) μπορεί επίσης να θεωρηθεί και ως χρόνος της τάξης 

~120 λεπτών, καθώς μετά από αυτό το χρονικό διάστημα το λεπτό υμένιο αποξηραίνεται 

πλήρως και η διαδικασία ξεπλύματος δεν θα μπορούσε να απομακρύνει κανένα ινίδιο ή 

μόριο κολλαγόνου από την επιφάνεια. 

Η πυκνότητα προσανατολισμού από όλες τις προηγούμενες εικόνες παρουσιάζεται στον 

Πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 15).  

Επιπλέον, για κάθε μία από τις AFM εικόνες στην Εικόνα 128 επιλέχθηκε μια 

ομοιομεγής περιοχή ενδιαφέροντος (Region of Interest, ROI) η οποία δεν παρουσίαζε 

σφάλματα απεικόνισης (artifacts) ή συσσωματώματα κολλαγόνου. Με αυτό τον τρόπο 

έγινε κατορθωτή η λήψη συγκρίσιμων μετρήσεων (Πίνακας 15). Από το διάγραμμα στην 

Εικόνα 129, το οποίο παρουσιάζει τη σχέση μεταξύ της πυκνότητας προσανατολισμού 

και του χρόνου προσρόφησης, μπορεί να φανεί ότι το ποσοστό του τοπικού 

προσανατολισμού μειώνεται όσο αυξάνεται ο χρόνος προσρόφησης. 

Αυτό είναι αποτέλεσμα του ότι περισσότερα μόρια κολλαγόνου προσροφήθηκαν με το 

πέρασμα του χρόνου και τα ινίδια του κολλαγόνου μεγάλωναν τόσο κατά μήκος όσο και 

κατά πλάτος. Σαν αποτέλεσμα όλη η επιφάνεια είχε καλυφθεί από κολλαγόνο και ο 

προσανατολισμός των ινιδίων κολλαγόνου δεν ήταν πλέον ορατός. Επιπρόσθετα, όταν τα 

υμένια δεν ξεπλύθηκαν με PBS τα μόρια κολλαγόνου που ήταν χαλαρά προσκολλημένα 

ή δεν είχαν προσροφηθεί παρέμειναν στην επιφάνεια. Σαν συνέπεια το υμένιο 

κολλαγόνου αποτελείτο από πολλαπλά στρώματα από ινίδια κολλαγόνου χωρίς κανένα 

επιφανειακό πρότυπο ή προσανατολισμό.  
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Εικόνα 128: Εικόνες τοπογραφίας, προφίλ ύψους και Διαγράμματα Κατανομής Προσανατολισμού από 

λεπτά υμένια κολλαγόνου που αναπτύχθηκαν σε υποστρώματα από γυαλί και μίκα όταν 

χρησιμοποιήθηκε η μεθοδολογία Υδροδυναμικής Ροής (HF). Στο γυαλί για 30 (A) και 60  λεπτά (B) 

παρατηρείται ένας κύριος προσανατολισμός στην κατεύθυνσης της HF. Στη μίκα, παρατηρήθηκε 

παρόμοια συμπεριφορά για χρόνο προσρόφησης 30 (D) και 60 λεπτά (D). Όταν τα δείγματα δεν 

ξεπλύθηκαν με PBS τόσο στο γυαλί (C) όσο και στη μίκα (F) δεν παρουσίασαν κάποιο προσανατολισμό.   

Α B C 

D E F 
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Πίνακας 15: Η πυκνότητα προσανατολισμού για τις AFM εικόνες. 

 

Εικόνα 129: Πυκνότητα προσανατολισμού (coherency of the orientation) επί τις 100 σε σχέση με το 

χρόνο προσρόφησης. Οι μετρήσεις έγιναν σε εικόνες AFM από υμένια κολλαγόνου σε mica και σε γυαλί. 

Επιπλέον, υπολογίστηκε ο προσανατολισμός σε επιλεγμένες περιοχές (Region of Interest, ROI) 10x10 

μm.  

Όταν χρησιμοποιήθηκε μικρότερη συγκέντρωση κολλαγόνου στο αρχικό διάλυμα, 0.6 

μg/ml, σε υπόστρωμα από μίκα και ο χρόνος προσρόφησης ήταν μικρός, μόνο μερικές 

δομές κολλαγόνου μπορούσαν να διακριθούν στην επιφάνεια της μίκας. Για 

μεγαλύτερους όμως χρόνους προσρόφησης, 30 και 60 λεπτά (Εικόνα 130A & Εικόνα 

130C), τα υμένια παρουσίασαν προσανατολισμένες δομές κολλαγόνου. Επιπλέον, αυτές 

οι ινώδεις δομές κολλαγόνου παρουσίαζαν μια ‘δενδρική’ μορφή, καθώς μικρά ‘κλαδιά’ 

παρατηρούνταν και στις δύο πλευρές του κύριου άξονα της ίνας του κολλαγόνου. Αυτό 

το πρότυπο μπορεί να οφειλόταν, είτε στην παρουσία μεταλλικών στοιχείων (minerals) 

στο διάλυμα κολλαγόνου [482], είτε στην κρυσταλλική φύση της μίκας [483]. Με την 
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Χρόνος 
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(λεπτά) 
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Προσανατολισμού 

Αρχική Εικόνα 

Πυκνότητα 

Προσανατολισμού 

ROI of 10 μm 

Γυαλί 

 

30 0.56 0.56 

60 0.18 0.36 

No (χωρίς ξέπλυμα) 0.25 0.17 

Mίκα 

30 0.36 0.46 

60 0.34 0.43 

No  (χωρίς ξέπλυμα) 0.23 0.11 
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αύξηση του χρόνου προσρόφησης παρατηρήθηκε μια σημαντική αύξηση των πλευρικών 

‘κλαδιών’ και η δενδρική μορφή έγινε πιο προφανής Εικόνα 130B. Επίσης, εξαιτίας της 

αύξησης των ‘κλαδιών’ ο ελεύθερος χώρος μεταξύ των δομών κολλαγόνου μειωνόταν. 

Μετά από 5 μέρες προσρόφησης οι δομές κολλαγόνου είχαν πλέον ενωθεί και η 

‘δενδρική’ ή η ινώδης μορφή με δυσκολία μπορούσε πλέον να παρατηρηθεί (Εικόνα 

130D). 

Στη βιβλιογραφία, διάφορες μεθοδολογίες έχουν προταθεί προκειμένου να σχηματιστούν 

υμένια κολλαγόνου με προσανατολισμένες δομές κολλαγόνου [484-496], αλλά οι 

μεθοδολογίες αυτές είτε ήταν πολύ πολύπλοκες είτε απαιτείτο ιδιαίτερος εξοπλισμός για 

την υλοποίηση τους. Σε αυτή την ενότητα χρησιμοποιήθηκε η υδροδυναμική ροή (HF) 

σε συνδυασμό με το χρόνο προσρόφησης και τον έλεγχο της συγκέντρωσης του 

διαλύματος κολλαγόνου. Η μεθοδολογία αυτή έχει και προηγουμένως χρησιμοποιηθεί 

αλλά μόνο για σημαντικά μικρότερες συγκεντρώσεις κολλαγόνου (~ 0.3 μg/ml) και μόνο 

για υποστρώματα μίκας [23, 36, 447, 480, 497, 498]. Επιπλέον, σε αυτές τις εργασίες το 

αρχικό διάλυμα κολλαγόνου περιείχε είτε κολλαγόνο τύπου Ι μαζί με κολλαγόνου τύπου 

ΙΙ είτε διαλύματα κολλαγόνου τύπου Ι μαζί με διαλύματα νατρίου ή/και καλίου. Το 

γεγονός ότι χρησιμοποιούσαν μικρότερες συγκεντρώσεις από την κρίσιμη συγκέντρωση 

για την έναρξη της ινιδιογένεσης σε διάλυμα (4.74 μg/ml) [499], φανερώνει ότι τα ινίδια 

τα οποία παρατηρήθηκαν ήταν πιο πιθανό ότι σχηματίστηκαν απευθείας στην επιφάνεια 

του υποστρώματος και όχι στο αρχικό διάλυμα κολλαγόνου. Σε αυτή την ενότητα, ο 

σχηματισμός ινιδίων, τόσο στο υγρό διάλυμα όσο και στην επιφάνεια του υποστρώματος, 

ήταν πιθανή καθώς χρησιμοποιήθηκε σημαντικά μεγαλύτερη συγκέντρωση. Αυτό 

δικαιολογεί και το ότι παρόμοιο ποσοστό προσανατολισμού παρατηρήθηκε στα 

υποστρώματα από γυαλί και μίκας καθώς ένας μεγάλος αριθμός από τα παρατηρούμενα 

ινίδια κολλαγόνου πρώτα σχηματίστηκε (στο αρχικό διάλυμα) και στη συνέχεια 

ευθυγραμμίστηκε στην επιφάνεια του εκάστοτε υποστρώματος. Κατά τη διάρκεια της 

προσρόφησης, τα μόρια του κολλαγόνου όχι μόνο προσροφώνταν στην επιφάνεια αλλά 

επίσης διαχέονταν (diffuse) και ινίδια κολλαγόνου σχηματίζονταν και μεγάλωναν πάνω 

στα υποστρώματα. Εξαιτίας της διαφορετικής επίδρασης που έχουν τα υποστρώματα στο 

σχηματισμό και την αύξηση των ινιδίων κολλαγόνου, μερικώς διαφορετική κατεύθυνση 

ή ποσοστό προσανατολισμού παρατηρήθηκε στα δύο υποστρώματα για δεδομένο 

χρονικό διάστημα προσρόφησης. Για αυτό, ο προσανατολισμός των ινιδίων παρέμεινε σε 

υψηλότερο ποσοστό σε υπόστρωμα μίκας για 60 λεπτά, σε σχέση με τα υποστρώματα 

από γυαλί, καθώς έχει αποδειχθεί ότι η κρυσταλλική δομή της μίκας διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στο σχηματισμό προσανατολισμένων ινιδίων κολλαγόνου [448, 483]. 

Επιπρόσθετα, έχει παρουσιαστεί ότι ο σχηματισμός παράλληλα ευθυγραμμισμένων ή 

τριγωνικών σχηματισμών ινιδίων κολλαγόνου σε μοσκοβίτη (Muscovite mica) και 

φλογοπήτη (Phlogopite mica), αντίστοιχα, οφείλεται σε ένα μηχανισμό καθοδήγησης ο 

οποίος οφείλεται στη μορφή του κρυσταλλικού πλέγματος του υποστρώματος [448, 500]. 
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Εικόνα 130: Εικόνες τοπογραφίας, προφίλ ύψους και Διαγράμματα Κατανομής Προσανατολισμού από 

λεπτά υμένια κολλαγόνου που αναπτύχθηκαν σε υποστρώματα από μίκα όταν χρησιμοποιήθηκε η 

μεθοδολογία Υδροδυναμικής Ροής (HF) και διάλυμα κολλαγόνου με μικρή συγκέντρωση (0.6 μg/ml). 

Για χρόνο προσρόφησης 30 (A) και 60 λεπτά (C) φαίνεται ξεκάθαρος ο προσανατολισμός αλλά οι ίνες 

παρουσιάζουν μια δενδρική μορφή. Με το πέρασμα του χρόνου ο διάκενος χώρος μεταξύ των ινών 

χανόταν όπως φαίνεται ακόμα και για 60 λεπτά στην (B), ενώ για 5 μέρες ο προσανατολισμός έχει 

πλήρως χαθεί (D).  

Α B 

C D 
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Τα ποιοτικά και ποσοτικά αποτελέσματα των πειραμάτων («Δ.2.3.5. Μελέτη Επίδρασης 

Χρόνου Προσρόφησης στα Επιφανειακά Χαρακτηριστικά Κολλαγόνου.») έδειξαν ότι 

προκειμένου να επιτευχθεί υψηλός προσανατολισμός των ινιδίων κολλαγόνου με τη 

μέθοδο HF, ο χρόνος προσρόφησης και η συγκέντρωση του αρχικού διαλύματος είναι 

πολύ σημαντικές παράμετροι. Φυσικά, υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός από άλλες 

παραμέτρους (όπως η θερμοκρασία και το pH) οι οποίες επηρεάζουν την ινώδη μορφή 

και την περιοδικότητα του κολλαγόνου. Καθώς όμως η πιθανή επίδραση τους στο 

σχηματισμό προσανατολισμένων δομών κολλαγόνου δεν έχει ακόμη παρουσιαστεί, οι 

παράμετροι αυτές διατηρήθηκαν σταθερές ώστε να διερευνηθεί μόνο η επίδραση του 

χρόνου προσρόφησης και της συγκέντρωσης του αρχικού διαλύματος. Όταν ο χρόνος 

προσρόφησης είναι πολύ μικρός, μόνο ελάχιστα μόρια κολλαγόνου προσροφούνται στο 

υπόστρωμα και ως αποτέλεσμα δεν είναι δυνατός ο σχηματισμός ενός υμενίου με 

ομοιόμορφο προσανατολισμό των ινιδίων. Στην αντίθετη περίπτωση, για πολύ υψηλούς 

χρόνους προσρόφησης, τα μόρια και τα ινίδια κολλαγόνου που προσροφούνται είναι 

τόσα πολλά, ώστε χάνεται ο προσανατολισμός. Επιπρόσθετα, για υψηλούς χρόνους 

προσρόφησης το υμένιο αποξηραινόταν πλήρως και το ρυθμιστικό διάλυμα που 

χρησιμοποιείτο για ξέπλυμα δεν μπορούσε να απομακρύνει τα τυχαία προσανατολισμένα 

μόρια ή ινίδια κολλαγόνου, τα οποία επικάλυπταν τα ομοιόμορφα και προσανατολισμένα 

προσροφημένα ινίδια. Σαν αποτέλεσμα, τα ινίδια που επικάλυπταν τις δομές κολλαγόνου 

ήταν αυτά τα οποία απεικονίζονται στο AFM και δεν παρουσιάζουν κανένα 

προσανατολισμό. Όσον αφορά τη συγκέντρωση του διαλύματος κολλαγόνου, μια 

παρόμοια σχέση υπάρχει, καθώς ούτε πολύ υψηλή ούτε πολύ χαμηλή συγκέντρωση 

μπορεί να επιτρέψει την προσρόφηση μορίων/ινιδίων κολλαγόνου και το σχηματισμό 

ενός υμενίου με προσανατολισμένες δομές κολλαγόνου. Επιπρόσθετα, τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι η συγκέντρωση επηρεάζει και το σχηματισμό δομών κολλαγόνου με 

φυσιολογικά χαρακτηριστικά όταν χρησιμοποιούνται  διαλύματα με πολύ χαμηλή 

περιεκτικότητα σε κολλαγόνο. Η πολύπλοκη αυτή σχέση μεταξύ χρόνου προσρόφησης-

συγκέντρωσης κολλαγόνου, όσον αφορά την ανάπτυξη υμενίων κολλαγόνου με 

προσανατολισμένες δομές, παρουσιάζεται στο μοντέλο διάγραμμα στην Εικόνα 131. 

Παράλληλα, τα αποτελέσματα των πειραματικών διαδικασιών έδειξαν ότι οι 

μεθοδολογίες που χρησιμοποιήθηκαν και η επίστρωση των υμενίων στα υποστρώματα 

που επιλέχθηκαν μπορούν να επιτρέψουν το σχηματισμό υμενίων κολλαγόνου, τα οποία 

διαθέτουν τα απαραίτητα χαρακτηριστικά για την ανάπτυξη τρισδιάστατων καλλιεργειών 

κυττάρων. Τα χαρακτηριστικά αυτά είναι ελεγχόμενες συνθήκες σχηματισμού και 

αρχιτεκτονικής των υμενίων καθώς και υδροφιλικότητα ώστε να υποστηρίζεται η 

κυτταρική προσκόλληση. Έχει αποδειχθεί ότι τα τοπογραφικά χαρακτηριστικά των 

βιολογικών επιφανειών ή διεπιφανειών διαδραματίζουν κρίσιμο ρόλο σε διάφορες 

κυτταρικές διαδικασίες, μεταξύ των οποίων η κυτταρική προσκόλληση, μετανάστευση, 

διαφοροποίηση και ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός [501]. Επομένως, τα σχηματιζόμενα 



Δ : Π Ε Ι Ρ Μ Α Τ Ι Κ Α  Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α  

Δ . 2  Μ ο ν τ έ λ ο  Β ι ο λ ο γ ι κ ή ς  Ε π ι φ ά ν ε ι α ς  κ α ι  Α ν ά π τ υ ξ η  Λ ε π τ ώ ν  Υ μ ε ν ί ω ν  

Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Ε λ ε γ χ ό μ ε ν η  Τ ρ ο π ο π ο ί η σ η  Ε π ι φ α ν ε ι α κ ώ ν  

Χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ώ ν   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 261 

υμένια μπορούν να χρησιμοποιηθούν, όχι μόνο για σκοπούς καλλιέργειας, αλλά επίσης 

για τη διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων κυττάρων-κολλαγόνου μέσω της ελεγχόμενης 

αλλαγής των τοπογραφικών χαρακτηριστικών των υμενίων, διατηρώντας τους 

υπόλοιπους παράγοντες αναλλοίωτους. 

 
Εικόνα 131: Διάγραμμα που παρουσιάζει τη σχέση μεταξύ της συγκέντρωσης του διαλύματος 

κολλαγόνου και του χρόνου προσρόφησης για την ανάπτυξη υμενίων κολλαγόνου με ευθυγραμμισμένες 

ίνες με τη μέθοδο της υδροδυναμικής ροής.  

 

Δ.2.3.3.6. Ετερογένεια λεπτών υμενίων κολλαγόνου  

 

Σε αυτή την ενότητα παρουσιάζεται η λήψη διαφορετικών τύπων εικόνων AFM 

προκειμένου να χαρακτηριστεί η ετερογένεια των λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Τα 

λεπτά υμένια που διερευνούνται εδώ σχηματίστηκαν με το πρωτόκολλο «Γ.1.2 

Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin Coating) Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου» (σελ. 164) και 

απεικονίστηκαν με τη λειτουργία ενδιάμεσης επαφής. Στην Εικόνα 132 παρουσιάζεται 

μια σχετικά μεγάλη περιοχή (18 x 16 μm) ενός λεπτού υμενίου κολλαγόνου όπως 

απεικονίστηκε με δύο μεθόδους, απεικόνιση τοπογραφίας (Εικόνα 132A) και διαφορά 

φάσης (Εικόνα 132B). Πρέπει να σημειωθεί ότι και οι δυο τύποι εικόνων λήφθηκαν 

ταυτόχρονα με τη λειτουργία ενδιάμεσης επαφής.  
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Εικόνα 132: Εικόνα τοπογραφίας (A) και διαφοράς φάσης (B) της ίδιας περιοχής από λεπτό υμένιο 

κολλαγόνου που σχηματίστηκε με φυγοκεντρική επίστρωση.  

Γενικά, οι εικόνες τοπογραφίας είναι κατάλληλες για την παρουσίαση της γενικής 

τοπογραφίας και των επιφανειακών χαρακτηριστικών των υμενίων. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 132A σε αυτή την περίπτωση, επίστρωσης με SpC, τα υμένια αποτελούνται από 

ίνες κολλαγόνου με τυχαίο προσανατολισμό. Επιπλέον, οι εικόνες τοπογραφίας μέσω της 

χρήσης κατάλληλων λογισμικών επεξεργασίας εικόνας, επιτρέπουν και τη λήψη της 

επιφανειακής τραχύτητας (Root-to-Mean Square Roughness, Rrms), η οποία στη 

συγκεκριμένη περίπτωση είναι ~31 nm.  

H Εικόνα 132B παρουσιάζει την εικόνα φάσης της ίδιας περιοχής. Η απεικόνιση 

διαφοράς φάσης προχωρά πέρα από τα τοπογραφικά χαρακτηριστικά της επιφάνειας και 

είναι κατάλληλη μέθοδος απεικόνισης για ανίχνευση διαφοροποιήσεων στη σύσταση, 

στην τριβή, στην ιξωδοελαστικότητα και στις μηχανικές ιδιότητες των δειγμάτων [191, 

214, 301, 502]. Οι διαφοροποιήσεις αυτές παράγουν διαφορετική διαφορά φάσης σε 

ετερογενή δείγματα. Η Εικόνα 132B παρουσιάζει υψηλή αντίθεση φάσης, η οποία 

υποδηλώνει ότι τα λεπτά υμένια κολλαγόνου χαρακτηρίζονται από διαφορετικές 

ιδιότητες.  

Επιπρόσθετα, λήφθηκαν εικόνες υψηλής ανάλυσης μικρότερων περιοχών προκειμένου 

να διερευνηθεί η ετερογένεια μεμονωμένων ινών κολλαγόνου (Εικόνα 133). H Εικόνα 

133A & Εικόνα 133B παρουσιάζουν την D-περιοδικότητα σε μία ίνα κολλαγόνου, όπως 

απεικονίζεται με απεικόνιση τοπογραφίας και διαφορά φάσης, αντίστοιχα. Στην εικόνα 

διαφορά φάσης (Εικόνα 133B) μπορεί ευδιάκριτα να φανεί ότι υπάρχει σημαντική 

αντίθεση φάσης μεταξύ των κοιλάδων και των κορυφών (gaps and overlaps) κατά μήκος 

της D-περιοδικότητας. Η διαφορά φάσης υποδηλώνει ότι οι δύο διαφορετικές περιοχές 

χαρακτηρίζονται από διαφορετικές ιδιότητες, πιθανότατα διαφορετικές μηχανικές 

ιδιότητες καθώς έχει αναφερθεί ότι σε ίνες κολλαγόνο από οδοντίνη οι κορυφές 

προκαλούσαν μεγαλύτερη αντίθεση φάσης από ότι οι πιο ελαστικές περιοχές των 

κοιλάδων [214]. Επιπλέον, ιδιαίτερα χαρακτηριστικά κατά μήκος των ινών κολλαγόνου, 

Α B 
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όπως η καταστροφή της D-περιοδικότητα (βέλος στην Εικόνα 133B) μπορούν να 

απεικονιστούν μόνο στις εικόνες διαφοράς φάσης.  

Τέλος, ίνες με γόνατα διερευνήθηκαν με τη λήψη εικόνων τοπογραφίας και διαφοράς 

φάσης (Εικόνα 133C & Εικόνα 133D). Στην εικόνα φάσης (Εικόνα 133D) τα βέλη 

δείχνουν δύο διαφορετικές περιοχές (μιαν ευθύγραμμη περιοχή και ένα γόνατο) κατά 

μήκος της ίδιας ίνας. Η διαφορετική αντίθεση φάσης μεταξύ των δύο τμημάτων 

αποδεικνύει ότι οι ίνες κατέχουν διαφορετικές ιδιότητες (κυρίως μηχανικές) σε αυτά τα 

τμήματα. Αυτά τα γόνατα, όπως έχει αναφερθεί και προηγουμένως («Δ.2.3.3.2 Μελέτη 

Επίδρασης Διαδικασίας Επίστρωσης Λεπτών Υμενίων στα Επιφανειακά Χαρακτηριστικά 

Κολλαγόνου.» (σελ. 238)), έχει αναφερθεί ότι παρέχουν αποδείξεις ότι οι ίνες 

κολλαγόνου χαρακτηρίζονται από ένα σκληρότερο εξωτερικό κέλυφος (από ότι ο 

μαλακότερος πυρήνας τους) και οι ίνες προσομοιάζονται με σωλήνες [211, 457]. 

Επομένως, τα γόνατα όπως προκύπτει είναι αποτέλεσμα ισχυρών μηχανικών 

παραμορφώσεων σε δομές μορφής σωλήνα. Η διαφορετικής αντίθεση φάσης στις 

περιοχές αυτές έρχεται να υποστηρίξει τη σωληνοειδή μορφή (με σκληρότερο εξωτερικό 

κέλυφος) των ινών κολλαγόνου. 

 Τοπογραφία             Διαφορά Φάσης 

A  B  

C  D  

Εικόνα 133: Εικόνες τοπογραφίας (A,C) και οι αντίστοιχες εικόνες διαφοράς φάσης (B,D) από ίνες 

κολλαγόνου. Οι εικόνες παρουσιάζουν την D-περιοδικότητα (A,B) και ένα γόνατο που σχηματίστηκε σε 

μια ίνα (C,D).  
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Δ.2.4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  

Σε αυτό το κεφάλαιο παρουσιάστηκε η δυνατότητα ελεγχόμενης τροποποίησης των 

επιφανειακών χαρακτηριστικών των λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Συγκεκριμένα, 

διερευνήθηκε η επίδραση στα επιφανειακά χαρακτηριστικά από μεταβολές του pH και 

του χρόνου ινιδιογένεσης, της διαδικασίας επίστρωσης, της θερμοκρασίας, του 

χρησιμοποιούμενου υποστρώματος και του χρόνου προσρόφησης. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι η ελεγχόμενη τροποποίηση μπορεί να επιτευχθεί καθορίζοντας αυτές τις 

παραμέτρους. Ανάλογα με τη ρύθμιση των παραμέτρων αυτών ο προσανατολισμός των 

ινών, η τραχύτητα της επιφάνειας καθώς και η τοπογραφία των υμενίων μπορεί να 

καθοδηγηθεί. Επομένως, λεπτά υμένια με προκαθορισμένη τοπογραφία μπορούν να 

σχηματιστούν. Η δυνατότητα αυτή αυξάνει τις βιοϊατρικές εφαρμογές των υμενίων 

κολλαγόνου στις οποίες η τοπογραφία τους διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο. 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι μέσω της αλλαγής ενός αριθμού από παραμέτρους είναι 

δυνατόν να ελεγχθεί ο σχηματισμός νανοδομημένων υμενίων κολλαγόνου. Οι 

μεθοδολογίες που χρησιμοποιήθηκαν (SpC, HF, Spc+HF) επέτρεψαν το σχηματισμό 

υμενίων κολλαγόνου με προκαθορισμένο προσανατολισμό, ενώ η επιλογή του 

κατάλληλου υποστρώματος (γυαλί, μίκα, PPS), του χρόνου προσρόφησης και της 

συγκέντρωσης του διαλύματος επέτρεψαν το σχηματισμό ινιδίων με διαφορετικές 

διαμέτρους. Όλες οι μεθοδολογίες που χρησιμοποιήθηκαν είναι σχετικά εύκολες στην 

εφαρμογή τους και είναι κατάλληλες για το σχηματισμό υμενίων με ιδιαίτερα και 

προκαθορισμένα χαρακτηριστικά. Παράλληλα, σε αυτή την ενότητα αναπτύχθηκε 

μέθοδος ποσοτικοποίησης του προσανατολισμού των ινών κολλαγόνου, στα λεπτά 

υμένια. Η μεθοδολογία αυτή θα επιτρέψει τη διερεύνηση, με ποσοτικό τρόπο, της 

επίδρασης που έχει ο προσανατολισμός των ινών κολλαγόνου στην κυτταρική 

συμπεριφορά. Δεδομένου ότι χρησιμοποιούνται ίδιες συνθήκες θερμοκρασίας, 

συγκέντρωσης κολλαγόνου, παράμετροι φυγοκεντρικής επίστρωσης (ταχύτητα 

περιστροφής, χρόνος) και χρόνος θερμικής διαμόρφωσης, επιτεύχθηκε επαναληψιμότητα 

στη μορφολογία των λεπτών υμενίων κολλαγόνου και των PPS. Οι PPS είναι καινοτόμες 

επιφάνειες οι οποίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν ένα χρήσιμο μοντέλο και 

εργαλείο για τη διερεύνηση της επίδρασης επιφανειακών νανο-προτύπων στην 

αλληλεπίδραση υποστρώματος-κολλαγόνου (ή άλλων πρωτεϊνών). Επιπλέον, ο 

σχηματισμός λεπτών υμενίων κολλαγόνου αποτελούμενων από ίνες/ινίδια κολλαγόνου 

με φυσιολογικά χαρακτηριστικά (όπως για παράδειγμα η D-περιοδικότητα) τα κάνει 

κατάλληλα για χρήση ως υποστρώματα καλλιέργειας κυττάρων. Επομένως, ο 

σχηματισμός λεπτών υμενίων κολλαγόνου με ίνες κολλαγόνου με D-περιοδικότητα και 

με διαφορετικές παραμέτρους μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως μοντέλα διάφορων ιστών 

που είναι πλούσιοι σε κολλαγόνο (όπως είναι το δέρμα, οι τένοντες και ο κερατοειδής 

χιτώνας). Επιπρόσθετα, αυτά τα υμένια μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να 

κατευθύνουν ή και να ρυθμίσουν την κυτταρική συμπεριφορά ή να καλύψουν μη 
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βιολογικές επιφάνειες, προσφέροντας τους βιοσυμβατότητα, σε μιαν ποικιλία από 

ερευνητικές και μετέπειτα ιατρικές εφαρμογές. Οι μεθοδολογίες παραγωγής 

νανοδομημένων λεπτών υμενίων κολλαγόνου που παρουσιάστηκαν διευρύνουν της 

βιοϊατρικές εφαρμογές του κολλαγόνου ως βιοϋλικού. Τα νανοδομημένα υμένια 

κολλαγόνου μπορούν όχι μόνο να παρέχουν το βασικό πλέγμα για την ανάπτυξη 

κυτταρικών συστημάτων, αλλά μπορούν επίσης να επιτρέψουν την αποσαφήνιση των 

μηχανισμών αλληλεπίδρασης κυττάρου-βιοϋλικών, της διαδικασίας επούλωσης πληγών 

και μέσω της μοντελοποίησης των εξωκυττάριου πλέγματος μπορεί να παρέχει τα 

απαραίτητα εργαλεία για τη διερεύνηση της αλλαγής της κυτταρικής συμπεριφοράς λόγω 

της επίδρασης διαφορετικών εξω-κυτταρικών παραγόντων. Επιπλέον, η ενίσχυση της 

κυτταρικής προσκόλλησης και αύξησης μέσω της χρήσης καλά οργανωμένων 

νανοδομημένων υμενίων κολλαγόνου θα επιτρέψει το σχεδιασμό καινοτόμων και 

‘έξυπνων’ επιστρώσεων για χρήση τους στους τομείς των εμφυτευμάτων και της 

μηχανικής των ιστών. Επίσης, η ανάπτυξη καλά χαρακτηρισμένων νανοεπιφανειών θα 

επιτρέψει τη διευκρίνιση των γραμμικών και μη-γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων του 

κολλαγόνου και των ιστών που είναι πλούσιοι σε κολλαγόνο.    

Στη συνέχεια του κεφαλαίου αυτού πραγματοποιήθηκε μια επισκόπηση της χρήσης των 

μοντέλων βιολογικής επιφάνειας και παρουσιάστηκε το μοντέλο με βάση τα λεπτά 

υμένια κολλαγόνου που αναπτύχθηκε για τις ανάγκες της Διδακτορικής Διατριβής. Το 

μοντέλο αποτελείτο από αυτό-διαμορφούμενα ινίδια και ίνες κολλαγόνου, τα οποία 

παρουσίαζαν φυσιολογικά χαρακτηριστικά. Επιπλέον, τα μοντέλα χαρακτηρίζονταν από 

τη δυνατότητα ελέγχου της τοπολογίας στη νανοκλίμακα, μέσω της χρήσης 

διαφορετικών υποστρωμάτων (μίκα, γυαλί, PPS), διαφορετικών μεθόδων σχηματισμού 

(αποξήρανση στον αέρα, SpC, HF, SpC-HF) και του συνδυασμού άλλων παραμέτρων, 

όπως το διάλυμα κολλαγόνο (π.χ. συγκέντρωση, pH) και ο χρόνος ινιδιογένεσης ή ο 

χρόνος προσρόφησης. Εκτός των άλλων χαρακτηριστικών της τοπολογίας των μοντέλων, 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασε ο συνδυασμός του χρόνου προσρόφησης και της 

συγκέντρωσης του αρχικού διαλύματος για την ανάπτυξη μοντέλων βιολογικής 

επιφάνειας τα οποία αποτελούνταν από προσανατολισμένες ίνες κολλαγόνου. Ο 

συνδυασμός αυτών των δύο παραμέτρων επιτρέπει το σχηματισμό υμενίων με 

προσανατολισμένες ίνες, οι οποίες παρουσιάζουν ταυτόχρονα και φυσιολογικά 

χαρακτηριστικά (όπως η D-περιοδικότητα). Η δυνατότητα ελέγχου της επιφανειακής 

νανοτοπολογίας των μοντέλων βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου αξιοποιήθηκε στη συνέχεια των πειραματικών εργασιών για τη διερεύνηση: 

Α) της επίδρασης επιφανειακών χαρακτηριστικών υμενίων κολλαγόνου σε ινοβλάστες 

(«Δ.3 Επίδραση Επιφανειακών Χαρακτηριστικών Υμενίων Κολλαγόνου σε Ινοβλάστες», 

σελ. 267), Β) της γένεσης σήματος SHG από λεπτά υμένια κολλαγόνου («Δ.4 Μέτρηση 

Σήματος Γένεσης Δεύτερης Αρμονικής από Κολλαγόνο», σελ. 281), Γ) της επίδρασης 

της υπεριώδης ακτινοβολίας στο κολλαγόνο («Δ.5 Επίδραση Υπεριώδους Ακτινοβολίας 
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στα Λεπτά Υμένια Κολλαγόνου», σελ. 299), Δ) της επίδρασης της χαμηλής ισχύος 

ακτινοβολίας laser στη περιοχή του ερυθρού στο κολλαγόνο («Δ.6 Επίδραση Χαμηλής 

Ισχύος Laser στην Περιοχή του Ερυθρού στα Λεπτά Υμένια Κολλαγόνου», σελ. 321).  

Τέλος, τα πειραματικά αποτελέσματα που προέκυψαν είναι σε συμφωνία με το ‘μοντέλο 

σωλήνα’ της ίνας του κολλαγόνου. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό οι ίνες κολλαγόνου 

συμπεριφέρονται σαν ένας μηχανικός σωλήνας, ο οποίος αποτελείται από σκληρότερο 

εξωτερικό περίβλημα/φλοιό. Επιπλέον, παρουσιάστηκε ότι μέσω των 

χρησιμοποιούμενων τεχνικών είναι δυνατός ο σχηματισμός ινών κολλαγόνου με 

πολυμορφισμό. Τα αποτελέσματα, αυτά προσφέρουν σημαντικές πληροφορίες καθώς και 

τεχνικές/μεθόδους για τη πλήρη αποσαφήνιση της δομής της ίνας του κολλαγόνου. 
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Δ.3 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΚΩΝ 

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΣΕ ΙΝΟΒΛΑΣΤΕΣ 

 

Δ.3.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζονται η πειραματική διαδικασία και η επεξεργασία που 

ακολουθήθηκαν προκειμένου να διερευνηθεί η επίδραση των διαφορετικών 

επιφανειακών χαρακτηριστικών των λεπτών υμενίων κολλαγόνου σε ινοβλάστες καθώς 

και τα αποτελέσματα των ερευνών. Προκειμένου να επιτευχθεί αυτό, χρησιμοποιήθηκαν 

διαφορετικά υποστρώματα για καλλιέργεια της κυτταρικής σειράς. Τα επιφανειακά 

χαρακτηριστικά των υποστρωμάτων διερευνήθηκαν  στη νανοκλίμακα προκειμένου τα 

χαρακτηριστικά αυτά να συσχετιστούν με τη μετέπειτα συμπεριφορά των ινοβλαστών. 

 

Δ.3.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

 

Για το σχηματισμό των υπό μελέτη δειγμάτων χρησιμοποιήθηκαν τα πρωτόκολλα που 

αναπτύχθηκαν, «Γ.1 Τα Πρωτόκολλα Παραγωγής Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου» (σελ. 

163) και συγκεκριμένα: 

 «Γ.1.1 Πρωτόκολλο Ομογενοποίησης για Παραγωγή Μητρικού Διαλύματος 

Κολλαγόνου (Stock Collagen Solution)», (σελ. 163). 

 «Γ.1.2 Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin Coating) Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου», 

(σελ. 164). 

 «Γ.1.5 Πρωτόκολλο για Προετοιμασία Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου με 

Προκαθορισμένα Χαρακτηριστικά», (σελ. 165). 

Για το χαρακτηρισμό τους αξιοποιήθηκε η απεικονιστική Μικροσκοπία AFM όπως αυτή 

παρουσιάζεται στο «Γ.2 Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης (AFM)», (σελ. 167). Για την 

επεξεργασία των εικόνων που λήφθηκαν με Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης και τη 

μέτρηση συγκεκριμένων επιφανειακών χαρακτηριστικών χρησιμοποιήθηκαν οι μέθοδοι 

και οι αλγόριθμοι που αναπτύχθηκαν, καθώς και τα κατάλληλα λογισμικά επεξεργασίας 

εικόνας [DI SPMLab NT ver.60.2, IP-Image Processing, Data Analysis ver.2.1.15 

(Veeco) και WSxM 5.0 dev. 2.1 (Nanotec)]. Για την ποσοτικοποίηση του 
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προσανατολισμού στις εικόνες του AFM χρησιμοποιήθηκε η αλγοριθμική ρουτίνα (plug-

in) ‘OrientationJ’ στο λογισμικό επεξεργασίας εικόνας ImageJ [445, 446]. Η ρουτίνα 

αυτή επέτρεψε τον υπολογισμό του κύριου προσανατολισμού των ινών και το σχεδιασμό 

του διαγράμματος προσανατολισμού για την κάθε εικόνα. Τα υμένια που αναπτύχθηκαν 

χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη κυτταρικής καλλιέργειας, με μεθοδολογία που 

παρουσιάζεται στην ενότητα «Γ.5 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ» (σελ. 185). 

Τέλος, η συμπεριφορά των ινοβλαστών στα λεπτά υμένια διερευνήθηκε μέσω οπτικής 

μικροσκοπίας και μικροσκοπίας φθορισμού «Γ.4 Η μεθοδολογία Απεικόνισης 

Ινοβλαστών με Οπτική Μικροσκοπία και Μικροσκοπία Φθορισμού», (σελ. 179). 

 

 

Δ.3.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 

Δ.3.3.1 ΝΑΝΟΔΟΜΗΜΕΝΑ ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Στο κεφάλαιο αυτό χρησιμοποιήθηκαν δύο μεθοδολογίες για το σχηματισμό λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου, η φυγοκεντρική επίστρωση και η χρήση της υδροδυναμικής ροής 

του αρχικού διαλύματος κολλαγόνου. Η χρήση της φυγοκεντρικής επίστρωσης επέτρεψε 

το σχηματισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου αποτελούμενα από τυχαία 

προσανατολισμένες ίνες/ινίδια κολλαγόνου (Εικόνα 134A, Εικόνα 134B & Εικόνα 

135Α) σε όλες τις κλίμακες που απεικονίστηκαν όπως παρουσιάζουν τα Κυκλικά 

Διαγράμματα Τοπικού Προσανατολισμού (Εικόνα 134C & Εικόνα 135C). Τα Κυκλικά 

Διαγράμματα Τοπικού Προσανατολισμού δείχνουν ότι οι ίνες κολλαγόνου στα υμένια 

δεν διαθέτουν κάποιο κύριο προσανατολισμό και η κατανομή του προσανατολισμού των 

ινών είναι τυχαία προς όλες τις κατευθύνσεις. Τα υμένια ήταν ομοιόμορφα και 

χαρακτηρίζονταν από ένα μέσο ύψος και τραχύτητα (Rrms) της τάξης των 25,84 (± 1,62) 

και 101 (± 10) nm,  αντίστοιχα. Οι ίνες στα υμένια που σχηματίστηκαν με τη διαδικασία 

φυγοκεντρικής επίστρωσης είχαν διαμέτρους που εκτείνονταν από 400 μέχρι 800 nm και 

απροσδιόριστο μήκος στη μικρο- κλίμακα (μm). 
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Εικόνα 134: Νανοδομημένα λεπτά υμένια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν με τη διαδικασία 

φυγοκεντρικής επίστρωσης. Α, Β) AFM εικόνες σε διαφορετικές κλίμακες (50x50 and 30x30 μm, 

αντίστοιχα) και C) Κυκλικό Διάγραμμα Τοπικού Προσανατολισμού της εικόνας Α. Το διάγραμμα 

παρουσιάζει τις ίνες να είναι τυχαία προσανατολισμένες. 

 

Επιπλέον, παρόλο που οι ίνες κολλαγόνου ήταν διατεταγμένες πολύ κοντά η μια στην 

άλλη, χάρη στην υψηλή ταχύτητα περιστροφής που χρησιμοποιήθηκε (6000 rpm), 

παρατηρήθηκαν μικρά διάκενα (vacancies), περιοχές δηλαδή όπου απουσίαζαν οι ίνες 

κολλαγόνου. Η Εικόνα 135D παρουσιάζει το ιστόγραμμα της κατανομής των διάκενων 

αυτών (nm
2
) όπως αυτή προσδιορίστηκε μέσω τεχνικών επεξεργασίας εικόνας μέσω του 

ImageJ. Η κατανομή των διάκενων αυτών δείχνει ότι η πλειοψηφία τους κάλυπτε μιαν 

περιοχή της τάξης των 10-50 nm
2
. 
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Εικόνα 135: Α) AFM εικόνα νανοδομημένου λεπτού υμενίου κολλαγόνου που σχηματίστηκε με τη 

διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης. Β) Προφίλ ύψους της εγκάρσιας τομής της εικόνας Α. C) 

Κυκλικό Διάγραμμα Τοπικού Προσανατολισμού της εικόνας Α. D) Κατανομή της περιοχής που 

καλύπτουν τα διάκενα στην εικόνα Α.  

 

Στην περίπτωση του σχηματισμού λεπτών υμενίων κολλαγόνου με την αξιοποίηση της 

υδροδυναμικής ροής, επιτεύχθηκε ο σχηματισμός υμενίων με προσανατολισμένες ίνες 

(Εικόνα 136A, Εικόνα 136B & Εικόνα 137Α). Η χρήση της υδροδυναμικής ροής για 

σχηματισμό υμενίων με προσανατολισμένες ίνες, παρουσιάζει το σημαντικό 

πλεονέκτημα ότι δεν απαιτούνται πολύπλοκες μεθοδολογίες ή τεχνικές (όπως νανο-

αποτύπωση-nanoimprinting [419], λιθογραφία ηλεκτρονιακής δέσμης-electron beam 

lithography [20], ηλεκτροστατική ινοποίηση–electrospinning [503]). Οι ίνες κολλαγόνου 

παρουσίαζαν έναν ομοιόμορφο προσανατολισμό ο οποίος αποκρινόταν στη διεύθυνση 

ροής του αρχικού διαλύματος κολλαγόνου (Εικόνα 136C & Εικόνα 137C), ενώ 

επιπλέον παρατηρήθηκε ένα κυματιστό πρότυπο (wavy pattern).  
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Εικόνα 136: Νανοδομημένα λεπτά υμένια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν με την υδροδυναμική ροή 

του αρχικού διαλύματος κολλαγόνου. Α, Β0 AFM εικόνες σε διαφορετικές κλίμακες (51.76x51.76 and 

30x30 μm, αντίστοιχα) και C. Κυκλικό Διάγραμμα Τοπικού Προσανατολισμού της εικόνας Α. Το 

διάγραμμα παρουσιάζει τις ίνες να έχουν κύριο προσανατολισμό στις ~40 και ~10 μοίρες. 

 

Εικόνα 137: Α) AFM εικόνα νανοδομημένου λεπτού υμενίου κολλαγόνου που σχηματίστηκε με 

υδροδυναμική ροή. Β) Προφίλ ύψους της εγκάρσιας τομής της εικόνας Α. C) Κυκλικό Διάγραμμα 

Τοπικού Προσανατολισμού της εικόνας Α. Το διάγραμμα δείχνει την κατανομή του προσανατολισμού 

να εντοπίζεται γύρω από τις 90 μοίρες. 
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Τα Κυκλικά Διαγράμματα Τοπικού Προσανατολισμού που παρουσιάζονται στην Εικόνα 

136C δείχνουν ότι οι ίνες στα υμένια χαρακτηρίζονταν από έναν κύριο προσανατολισμό 

στις ~40 και ~10 μοίρες, ενώ στην περίπτωση στην Εικόνα 137C η κατανομή του 

προσανατολισμού εντοπίζεται γύρω από τις 90 μοίρες. Τα υμένια είχαν ένα μέσο ύψος 

της τάξης των 169 (±26) nm και επιφανειακή τραχύτητα Rrms ~731 (±173) nm. Οι ίνες 

κολλαγόνου στα υμένια αυτά είχαν διαμέτρους μεγαλύτερες από αυτά που 

σχηματίστηκαν με φυγοκεντρική επίστρωση και κυμαίνονταν από μερικές εκατοντάδες 

νανόμετρα μέχρι 1.4 μm. Επιπλέον, οι ίνες ήταν πολύ κοντά η μια με την άλλη και 

σχημάτιζαν μικρά αυλάκια (grooves) με διαμέτρους μερικές εκατοντάδες νανόμετρα 

(Εικόνα 138). 

 

Εικόνα 138: Εικόνα AFM που παρουσιάζει τα αυλάκια που σχηματίζονται από τις παράλληλα 

διατεταγμένες ίνες κολλαγόνου. Δεξιά, παρουσιάζεται το προφίλ ύψους της εγκάρσιας διατομής της 

εικόνας AFM.  

 

Οι διαφορές που παρατηρήθηκαν στα υμένια (Πίνακας 16) είναι συνέπεια των 

διαφορετικών μεθοδολογιών σχηματισμού των υμενίων. Επιπρόσθετα, η συγκέντρωση 

του διαλύματος που χρησιμοποιήθηκε ήταν σημαντικά μεγαλύτερη από την κρίσιμη 

συγκέντρωση για ινιδιογένεση σε πυκνό διάλυμα [1, 112, 364, 480, 499, 504, 505]. 

Επομένως, λόγω της υψηλής συγκέντρωσης κολλαγόνου στο μητρικό διάλυμα, ίνες και 

ινίδια κολλαγόνου ήταν πιθανόν να σχηματιστούν τόσο στο διάλυμα όσο και πάνω στο 

υπόστρωμα. Αυτό δικαιολογεί και την παρουσία ινών με μεγάλο εύρος διαμέτρων στην 

περίπτωση σχηματισμού υμενίων με την υδροδυναμική ροή. Στην περίπτωση όμως της 

φυγοκεντρικής επίστρωσης στα υμένια παρατηρήθηκαν ινίδια/ίνα με μικρότερο εύρος 

διαμέτρων. Το γεγονός αυτό ήταν αποτέλεσμα της απουσίας ικανού χρόνου 

προσρόφησης, ώστε να σχηματιστούν νέες πιο μεγάλες ίνες πάνω στο υπόστρωμα ή/και 

την απομάκρυνση των  μεγάλων (με μεγάλη διάμετρο) ινών που σχηματίστηκαν στο 

διάλυμα κατά τη διάρκεια της φυγοκεντρικής επίστρωσης. 
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Πίνακας 16: Χαρακτηριστικά Νανοδομημένων Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου. 

 Μέσο 

Ύψος 

AH 

(nm) 

Τραχύτητα 

Rrms 

(nm) 

   Διάμετρος 

 

(nm) 

Προσανατο-

λισμός 

 

Διάκενα 

Vacancies 

(nm
2
) 

Αυλάκια 

Grooves 

 

Φυγοκεντρικ

ή επίστρωση 

101±1

0 

25,84±1,62 400-800 Τυχαίος 10-300  

Υδροδυναμικ

ή Ροή 

731±1

73 

 

169±26 

400-1400 Προσανατολι-

σμένα 
-  ~130 nm 

διάμετρο και 

βάθος μερικές 

δεκάδες nm 

και μεγάλο 

μήκος 

Η περιοδικότητα D, αποτελούμενη από κοιλάδες και κορυφές, παρατηρήθηκε ευδιάκριτα 

στις ίνες και στα δύο είδη από λεπτά υμένια κολλαγόνου (Εικόνα 139). Η μέση 

απόσταση μεταξύ των διαδοχικών κορυφών υπολογίστηκε ~67 nm, η οποία είναι η 

περιοδικότητα που παρατηρείται στις φυσιολογικά σχηματιζόμενες ίνες. Ο σχηματισμός 

λεπτών υμενίων κολλαγόνου με αυτά τα νανοχαρακτηριστικά επιτεύχθηκε χάρη στην 

ενδογενή ιδιότητα των μορίων του κολλαγόνου να αυτο-συνδέονται (self-assemble) κάτω 

από κατάλληλες συνθήκες. Ο αυτο-σχηματισμός του κολλαγόνου είναι μια διαδικασία 

ωθούμενη από την εντροπία και επηρεάζει τη δομή και διάμετρο των σχηματιζόμενων 

ινών, ενώ είναι επίσης υπεύθυνη και για τη χαρακτηριστική D-περιοδικότητα. 

 
Εικόνα 139: AFM εικόνες ινών κολλαγόνου με τη χαρακτηριστική D-περιοδικότητα σε τυχαία (Α, 

5x5μm) και προσανατολισμένα (Β, 3,59x3,59 μm) υμένια κολλαγόνου. C. Το προφίλ ύψους δείχνει την 

D-περιοδικότητα των 67 nm από την περιοχή που υποδεικνύεται στην εικόνα Α. 
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Δ.3.3.2 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ ΣΤΑ ΝΑΝΟΔΟΜΗΜΕΝΑ ΛΕΠΤΑ 

ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Τα υμένια που σχηματίστηκαν, καθώς και δίσκοι από mica, χρησιμοποιήθηκαν σαν 

υποστρώματα για καλλιέργεια ινοβλαστών. Ο προσανατολισμός και η μορφολογία των 

ινοβλαστών διερευνήθηκε και απεικονίστηκε με μικροσκοπία φθορισμού και ατομικής 

δύναμης. Οι εικόνες φθορισμού των προσκολλημένων κυττάρων στα διαφορετικά 

υποστρώματα παρουσιάζονται στην Εικόνα 140. Στις εικόνες φθορισμού το πλέγμα των 

μιτοχονδρίων των κυττάρων επισημάνθηκε με ροδαμίνη Β (Rhodamine B). Όσον αφορά 

τον προσανατολισμό των ινοβλαστών σε υποστρώματα από μίκα και λεπτά υμένια 

κολλαγόνου σχηματισμένα με φυγοκεντρική επίστρωση, στις εικόνες (Εικόνα 140, δύο 

πρώτες στήλες) παρουσιάζεται να έχουν ένα μάλλον τυχαίο προσανατολισμό. Από την 

άλλη μεριά οι ινοβλάστες στα λεπτά υμένια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν με 

υδροδυναμική ροή παρουσιάζονται προσανατολισμένοι, με τη διεύθυνση 

προσανατολισμού να ανταποκρίνεται στην ευθυγράμμιση των ινών κολλαγόνου (Εικόνα 

140, τελευταία στήλη). 

Γενικά, οι ινοβλάστες σε όλα τα υποστρώματα παρουσίαζαν την τάση να σχηματίζουν 

συστάδες (clusters) (Εικόνα 140, πρώτη γραμμή). Στην περίπτωση των λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου με ευθυγραμμισμένες ίνες κολλαγόνου οι ινοβλάστες σε συστάδες ήταν 

ομοιόμορφα προσανατολισμένοι κατά τη διεύθυνση προσανατολισμού των ινών 

κολλαγόνου (Εικόνα 140c). Στα μη-ευθυγραμμισμένα υμένια κολλαγόνου και στους 

δίσκους από mica, οι ινοβλάστες στις συστάδες παρουσίαζαν τυχαίο προσανατολισμό 

προς όλες τις κατευθύνσεις (Εικόνα 140a&b). Η συμπεριφορά των ινοβλαστών σε 

σχέση με τον προσανατολισμό τους ήταν αποτέλεσμα της επίδρασης της τοπογραφίας 

του υποστρώματος και όχι των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των γειτονικών κυττάρων, 

καθώς είναι γνωστό ότι οι ινοβλάστες τείνουν να ευθυγραμμίζονται σύμφωνα με τα 

γειτονικά κύτταρα στις συστάδες. Η επίδραση της τοπογραφίας μπορεί να φανεί από τις 

εικόνες στις δυο τελευταίες γραμμές της Εικόνα 140 όπου λιγότερα και μεμονωμένα 

κύτταρα απεικονίζονται. Η επίδραση της τοπογραφίας θα παρουσιαστεί επίσης και στις 

επόμενες παραγράφους όπου θα συζητηθούν τα αποτελέσματα από την απεικόνιση με 

Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης. 

Στα υποστρώματα από μίκα και στα υμένια με τις τυχαία προσανατολισμένες ίνες οι 

ινοβλάστες παρουσίαζαν το χαρακτηριστικό “σχήμα χαρταετού” (“kite shape”) ή μια πιο 

αστεροειδή μορφολογία (stallate morphology). Οι ινοβλάστες σε αυτά στα υποστρώματα 

παρουσίαζαν και έναν αριθμό από φιλοπόδια, ιδιαίτερα στα υμένια που σχηματίστηκαν 

με τη φυγοκεντρική επίστρωση (Εικόνα 140d & Εικόνα 140h) και τα οποία φαίνονταν 

μεγαλύτερα από ότι τα υπόλοιπα. Η συμπεριφορά των κυττάρων σε mica και σε υμένια 

από μη-ευθυγραμμισμένες ίνες κολλαγόνου είναι σε συμφωνία με αποτελέσματα που 
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έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία [36]. Παρόλο που οι δίσκοι μίκας χαρακτηρίζονται 

από κάποια ιδιαίτερα χαρακτηριστικά (πολύ επίπεδη, ομαλή και καθαρή επιφάνεια, είναι 

ευρέως διαθέσιμα κ.α.) φαίνεται ότι δεν αποτελούν κατάλληλο υπόστρωμα για 

κυτταρικές καλλιέργειες. Όπως και στη δική μας περίπτωση, προηγούμενες εργασίας 

έχουν δείξει ότι τα κύτταρα που καλλιεργούνται σε μίκα δεν αναπτύσσονται φυσιολογικά 

και έχουν ένα πιο σφαιρικό σχήμα [506]. 

Οι ινοβλάστες στα λεπτά υμένια κολλαγόνου με προσανατολισμένες ίνες κολλαγόνου 

παρουσίαζαν μια πιο επιμήκη μορφολογία με δύο φιλοπόδια να εκτείνονται σε αντίθετες 

κατευθύνσεις από το σώμα του κυττάρου, ακολουθώντας τον προσανατολισμό των ινών 

κολλαγόνου. Τα ποσοτικοποιημένα δεδομένα της επιμήκυνσης (elongation) των 

ινοβλαστών και των πυρήνων τους φαίνονται στην Εικόνα 141. Τα. αποτελέσματα 

δείχνουν με σαφήνεια ότι οι ινοβλάστες είναι πιο επιμήκεις στα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου με ευθυγραμμισμένες ίνες κολλαγόνου. Επιπρόσθετα, οι πυρήνες των 

κυττάρων σε αυτά τα υμένια ήταν πιο επιμήκεις και στην πλειοψηφία τους είχαν 

ελλειψοειδή σχήμα. Οι ινοβλάστες και οι πυρήνες τους σε υποστρώματα από μίκα και 

λεπτά υμένια κολλαγόνου με τυχαίο προσανατολισμό είχαν πιο σφαιρική μορφολογία, 

όπως έδειξαν οι εικόνες φθορισμού.  

 
Εικόνα 140: Εικόνες φθορισμού από ινοβλάστες σε διαφορετικά υποστρώματα (κλίμακα μπάρας .,05 

mm). Οι ινοβλάστες έχουν χρωστεί με Ροδαμίνη Β.  Στην τρίτη στήλη, τα βέλη δείχνουν την κατεύθυνση 

της ροής του αρχικού διαλύματος κολλαγόνου κατά τη διαδικασία επίστρωσης των λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου.  

a b c 

d e f 

g h i 
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Εικόνα 141: Διαγράμματα που παρουσιάζουν την επιμήκυνση των κυττάρων (πάνω) και των πυρήνων 

(κάτω) σε διαφορετικά υποστρώματα.  

 

Προκειμένου να διερευνηθεί καλύτερα η σχέση και η επίδραση της τοπογραφίας των 

υποστρωμάτων σε σχέση με την απόκριση των ινοβλαστών, τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν από τη μικροσκοπία φθορισμού εμπλουτίστηκαν με την υψηλής ανάλυσης 

απεικόνιση με Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης τόσον των υποστρωμάτων όσον και των 

ινοβλαστών. Η Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης αξιοποιήθηκε προκειμένου να εξαχθούν 

πληροφορίες σχετικά με την τοπογραφία των υποστρωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για 

την καλλιέργεια ινοβλαστών. Η Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης στην περίπτωση 

μελέτης κυττάρων είναι κατάλληλη για την απεικόνιση της επιφάνειας της κυτταρικής 

μεμβράνης και του κυτταροσκελετού, ενώ μπορεί επιπλέον να προσφέρει την 

τρισδιάστατη απεικόνιση στην νανοκλίμακα των υποστρωμάτων. Γενικά, η χρήση 

μεθόδων στερέωσης (fixation), όπως αυτή που χρησιμοποιήθηκε σε αυτή την εργασία, 

προκαλεί την ανάπτυξη σταυροδεσμών (cross-links) στις πρωτεΐνες της κυτταρικής 

μεμβράνης, γεγονός το οποίο κάνει τη μεμβράνη πιο σκληρή. Σαν αποτέλεσμα η 

Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης μπορεί να παρέχει πληροφορίες σχετικά με την 

επιφάνεια της μεμβράνης και το γενικό σχήμα των κυττάρων.  
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Οι εικόνες από Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης παρουσιάζονται στην Εικόνα 143, 

όπου τα όρια και η επιφάνεια των κυττάρων απεικονίζεται ευδιάκριτα. Στην Εικόνα 142 

είναι ευδιάκριτος ένας ινοβλάστης με περισσότερα από ένα φιλοπόδια έτσι ώστε να 

φανεί το γενικότερο σχήμα και μορφολογία των ινοβλαστών σε υποστρώματα από mica 

και λεπτών υμενίων κολλαγόνου με μη ευθυγραμμισμένες ίνες. Στην Εικόνα 143 

απεικονίζονται οι ινοβλάστες σε διαφορετικά υποστρώματα. Στις εικόνες διακρίνεται 

εκτός από τα κύτταρα και το πλέγμα του κολλαγόνου ή της επιφάνειας από mica, όπου 

καλλιεργήθηκαν τα κύτταρα. Οι εικόνες από Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης από την 

τοπογραφία των λεπτών υμενίων κολλαγόνου έδειξαν ότι οι ίνες κολλαγόνου διατήρησαν 

τον αρχικό τους προσανατολισμό και την χαρακτηριστική D-περιοδικότητα. 

Προηγούμενες μελέτες επίσης έχουν δείξει ότι η διαδικασία αποξήρανσης και 

στεγνώματος των λεπτών υμενίων κολλαγόνου πριν τη χρήση τους για κυτταρική 

καλλιέργεια δεν επηρεάζει τα χαρακτηριστικά τους [4]. Στην περίπτωση των ινοβλαστών 

σε λεπτά υμένια κολλαγόνου με προσανατολισμένες ίνες μπορεί να παρατηθεί ότι οι 

ινοβλάστες και τα φιλοπόδια τους ακολουθούν τον προσανατολισμό των ινών του 

κολλαγόνου. Στην περίπτωση των υμενίων με τυχαία προσανατολισμένες ίνες κάτι 

αντίστοιχο δεν παρατηρείται, ούτε επίσης η επανα-ευθυγράμμιση των ινών κολλαγόνου 

από τους ινοβλάστες, όπως έχει αναφερθεί σε in vitro πειράματα καλλιέργειας 

ινοβλαστών σε γέλες κολλαγόνου [274, 507-509]. 

 

 

Εικόνα 142: AFM εικόνα ινοβλάστη σε υπόστρωμα μίκας. 
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Εικόνα 143: AFM εικόνες ινοβλαστών σε διαφορετικά υποστρώματα. 

 

Δ.3.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η επίτευξη του ελέγχου της κυτταρικής συμπεριφοράς αποτελεί μια σημαντική επιδίωξη 

καθώς θα βοηθήσει ένα μεγάλο αριθμό από βιοϊατρικές εφαρμογές και πεδία, μεταξύ των 

οποίων τα βιοϋλικά, τη μηχανική των ιστών και την αναγέννηση ιστών και οργάνων. Μια 

μεθοδολογία για έλεγχο της κυτταρικής συμπεριφοράς είναι μέσω του ελέγχου της 

τοπογραφίας της επιφάνειας ανάπτυξης της κυτταρικής καλλιέργειας. Στο κεφάλαιο 

αυτό, παρουσιάστηκε η απόκριση των ινοβλαστών σε διαφορετικά νανοδομημένα λεπτά 

υμένια κολλαγόνου. Επιπρόσθετα, παρουσιάστηκε πως τα διαφορετικά επιφανειακά 

νανοχαρακτηριστικά των λεπτών υμενίων επηρεάζουν τη μορφολογία, το σχήμα, την 

επιμήκυνση και τον προσανατολισμό των ινοβλαστών. 

Μεταξύ των διαφορετικών χαρακτηριστικών των ινοβλαστών που διερευνήθηκαν ο 

προσανατολισμός παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς διαδραματίζει σημαντικό 

ρόλο στη διαδικασία επούλωσης των πληγών. Έχει προταθεί ότι η κατευθυντική κίνηση 

των κυττάρων κατά μήκος του κύριο άξονα ευθυγραμμισμένων ινωδών δομών από 
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πρωτεΐνες του εξωκυττάριου χώρου ή πάνω σε άλλες τεχνητές επιφάνειες οφείλεται σε 

μια διαδικασία που ονομάζεται “καθοδήγηση επαφής” (“contact guidance”) [276-279]. 

Στην περίπτωση του κολλαγόνου η ακριβής φύση εκείνων των δομικών 

χαρακτηριστικών των ινιδίων κολλαγόνου που καθοδηγούν την κίνηση των κυττάρων 

δεν είναι πλήρως αποσαφηνισμένη. Έχει προταθεί ότι η D-περιοδικότητα είναι 

λειτουργικά σημαντική και αναγνωρίζεται από τα κύτταρα, καθώς τα κύτταρα 

αποκρίνονται σε πληροφορία η οποία περιέχεται στην D-περιοδικότητα των ινών 

κολλαγόνου [36, 227, 275]. Επίσης, έχει παρουσιαστεί ότι ινοβλάστες που 

καλλιεργήθηκαν σε νανοδομημένες επιφάνειες αποκρίνονται μέχρι ένα κατώφλι από 

χαρακτηριστικά μεγέθους ~35 nm και σε κλίμακες μικρότερες από αυτές η διαδικασία 

καθοδήγησης επαφής δεν διαδραματίζεται. Έχει ακόμα παρουσιαστεί ότι τόσον η 

τοπογραφία όσον και ο χρόνος καλλιέργειας των κυττάρων είναι και οι δύο σημαντικοί 

παράγοντες για την πρόκληση κυτταρικού προσανατολισμού. Στην περίπτωση του 

κολλαγόνου φαίνεται ότι η κυτταρική μορφοδυναμική (“morphodynamic”) επηρεάζεται 

από ένα συνδυασμό επιφανειακών χαρακτηριστικών, όπως ο προσανατολισμός των 

επιφανειακών δομών και τα χαρακτηριστικά (βάθος, πλάτος) των πιθανών οπών ή 

αυλακιών. Επιπρόσθετα, φαίνεται ότι καθοριστικό ρόλο διαδραματίζουν και οι μηχανικές 

ιδιότητες του κυτταρικού περιβάλλοντος [437]. 

Βέβαια, οι πιθανές εφαρμογές των νανοδομημένων λεπτών υμενίων κολλαγόνου δεν 

περιορίζονται σε μελέτες διερεύνησης της κυτταρικής κινητικότητας (cell motility 

studies) ή προσανατολισμού. Όπως έχει συζητηθεί και στην αρχή της διατριβής και όπως 

θα παρουσιαστεί στη συνέχεια, τα προσανατολισμένα υμένια κολλαγόνου μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για τη μελέτη της γένεσης δεύτερης αρμονικής από κολλαγόνο, ενώ 

υμένια με προκαθορισμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά μπορούν να αξιοποιηθούν για 

τη διερεύνηση της επίδρασης υπεριώδους ακτινοβολίας ή χαμηλής ισχύος ερυθρής 

ακτινοβολίας σε υλικά με βάση το κολλαγόνο.  

 

Δ.3.5 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  

 

Η πειραματική διαδικασία που περιγράφτηκε στο κεφάλαιο αυτό, είχε σκοπό το 

σχηματισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου (με υδροδυναμική ροή και φυγοκεντρική 

επίστρωση) με προκαθορισμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά και κυρίως με ελεγχόμενο 

προσανατολισμό των ινών κολλαγόνου. Τα επιφανειακά χαρακτηριστικά των υμενίων 

απεικονίστηκαν με Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης. Επιπρόσθετα, καλλιεργήθηκε  

πρωτογενής καλλιέργεια δερματικών ινοβλαστών στα υποστρώματα αυτά, έτσι ώστε η 

μορφολογία και η ευθυγράμμιση των κυττάρων να διερευνηθεί με απεικονιστική 

μικροσκοπία φθορισμού και Ατομικής Δύναμης.  
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Μέσω των αποτελεσμάτων, επιβεβαιώθηκε ότι η χρήση της φυγοκεντρικής επίστρωσης 

επιτρέπει το σχηματισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου αποτελούμενων από τυχαία 

προσανατολισμένες ίνες κολλαγόνου. Παράλληλα, η αξιοποίηση της υδροδυναμικής 

ροής καθιστά δυνατό το σχηματισμό υμενίων κολλαγόνου με προσανατολισμένες ίνες 

κολλαγόνου, όπου ο προσανατολισμός των ινών αποκρίνεται στη διεύθυνση ροής του 

αρχικού διαλύματος. Η λήψη εικόνων υψηλής ανάλυσης και η χρήση μεθόδων 

επεξεργασίας εικόνας, επέτρεψε την ποσοτικοποίηση του προσανατολισμού των ινών και 

τη γραφική αναπαράσταση του μέσω των Κυκλικών Διαγραμμάτων Τοπικού 

Προσανατολισμού. Επιπλέον, με την απεικονιστική μικροσκοπία AFM παρουσιάστηκε 

ότι οι ίνες κολλαγόνου χαρακτηρίζονταν από τα απαιτούμενα φυσιολογικά 

χαρακτηριστικά, όπως την D-περιοδικότητα των ~67 nm. Η χρήση στη συνέχεια των 

υμενίων ως υποστρωμάτων για την καλλιέργεια πρωτογενούς σειράς ανθρώπινων 

δερματικών ινοβλαστών έδειξε ότι τα υμένια είναι κατάλληλα για τη χρήση τους ως 

κυτταρικά υποστρώματα. Επιπλέον, η μικροσκοπία φθορισμού της καλλιέργειας των 

κυττάρων έδειξε ότι οι ινοβλάστες στα υμένια με τυχαίο προσανατολισμό παρουσίαζαν 

επίσης τυχαίο προσανατολισμό. Στην περίπτωση όμως των προσανατολισμένων υμενίων 

κολλαγόνου, οι ινοβλάστες ακολούθησαν τον προσανατολισμό των ινών κολλαγόνου, 

δηλαδή τα υμένια καθοδήγησαν την ανάπτυξη τους. Παράλληλα, μέσω των μετρήσεων 

στα χαρακτηριστικά των ινοβλαστών και της ποσοτικοποίησης της επιμήκυνσης των 

κυττάρων, παρουσιάστηκε ότι οι ινοβλάστες, όπως και οι πυρήνες τους, ήταν πιο 

επιμήκεις στα υμένια με ευθυγραμμισμένες ίνες κολλαγόνου. Τέλος, επιτεύχθηκε η 

ταυτόχρονη απεικόνιση με απεικονιστική μικροσκοπία AFM ινοβλαστών και ινών 

κολλαγόνου στο υπόστρωμα. Στις εικόνες αυτές υψηλής ανάλυσης, παρουσιάζονται οι 

ινοβλάστες να ακολουθούν τον προσανατολισμό των ινών κολλαγόνου. Το γεγονός αυτό, 

μαζί με την ποσοτικοποίηση του προσανατολισμού ινών κολλαγόνου σε εικόνες που 

λήφθηκαν από εικόνες AFM σε τόσο μικρές διαστάσεις, είναι καινοτομικό καθώς 

παρουσιάζεται για πρώτη φορά στη διεθνή βιβλιογραφία και επιτρέπει το συσχετισμό 

ποιοτικών με ποσοτικών χαρακτηριστικών στη νανοκλίμακα.   

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο σχηματισμός λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου με προκαθορισμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

για την καθοδήγηση της κυτταρικής συμπεριφοράς. Επομένως, τα λεπτά υμένια που 

αναπτύχθηκαν μπορούν να χρησιμοποιηθούν για καθοδήγηση του προσανατολισμού των 

κυττάρων ή για κάλυψη μη-βιολογικών επιφανειών, προσφέροντας τους βιοσυμβατότητα 

σε μιαν πληθώρα από ερευνητικές και ιατρικές εφαρμογές. 

 

 



Δ :  Π Ε Ι Ρ Α Μ Α Τ Ι Κ Α  Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α   

Δ . 4  Μ έ τ ρ η σ η  Σ ή μ α τ ο ς  Γ έ ν ε σ η ς  Δ ε ύ τ ε ρ η ς  Α ρ μ ο ν ι κ ή ς  α π ό  Κ ο λ λ α γ ό ν ο   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 281 

Δ.4 ΜΕΤΡΗΣΗ ΣΗΜΑΤΟΣ ΓΕΝΕΣΗΣ 

ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ ΑΠΟ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ 

 

Δ.4.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

Το οπτικό φαινόμενο της γένεσης δεύτερης αρμονικής (Second Harmonic Generation-

SHG) είναι ένα μη γραμμικό φαινόμενο, το οποίο διαδραματίζεται όταν μια ισχυρή 

δέσμη laser προσπίπτει σε ένα μη κεντροσυμμετρικό υλικό. Σαν αποτέλεσμα της 

αλληλεπίδρασης αυτής είναι η εκπομπή φωτονίων με μισό μήκος κύματος από αυτό της 

προσπίπτουσας δέσμης laser [24]. Παρόλο που το ινώδες κολλαγόνο χαρακτηρίζεται από 

την ικανότητα παραγωγής εύρωστου σήματος SHG [317, 431, 510], o ακριβής 

προσδιορισμός του μηχανισμού δεν έχει ακόμα πλήρως αποσαφηνιστεί. Η μέχρι τώρα 

μελέτη θέλει την SHG εξαρτώμενη από την μη κεντροσυμμετρική στερεοδομή και η 

επικρατούσα θεώρηση ισχυρίζεται ότι η SHG είναι αρχικά διπολικής φύσης, της οποίας η 

απόδοση ενισχύεται λόγω δομής. Το σήμα της SHG αποδίδεται στον ενισχυτικό 

προσανατολισμό της στερεοδιάταξης των ινιδίων του κολλαγόνου και υπεύθυνες για τη 

στερεοδιάταξη των ινιδίων θεωρούνται οι σταυροδεσμοί που σχηματίζονται στα 

τροποκολλαγόνα κατά τη διαδικασία της ινιδιογένεσης. Ένας σημαντικός λόγος για τον 

οποίο δεν έχει ακόμα συσχετιστεί πλήρως η σχέση μεταξύ της εκπομπής σήματος SHG 

από δομές κολλαγόνου με τα χαρακτηριστικά του κολλαγόνου είναι η δυσκολία στην 

εύρεση και χρήση δειγμάτων κολλαγόνου με καλά προκαθορισμένα και γνωστά 

χαρακτηριστικά. Στις περισσότερες από τις προηγούμενες εργασίες χρησιμοποιήθηκαν 

κυρίως δείγματα (π.χ. λεπτά τομές) από ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο. Όμως, η 

μεθοδολογία αυτή παρουσιάζει ένα σημαντικό αριθμό από μειονεκτήματα. Για 

παράδειγμα, η ένταση του σήματος SHG διαφοροποιείται σημαντικά ανάμεσα στους 

διαφορετικούς τύπους ιστών ή ζώων, ενώ η ομοιομορφία και η ινώδης δομή του 

κολλαγόνου στην επιφάνεια των δειγμάτων δεν μπορούσε να εξασφαλιστεί. Επιπλέον, 

μια σημαντική αβεβαιότητα στις μετρήσεις του σήματος SHG υπεισέρχεται λόγω των 

φαινομένων απορρόφησης και σκέδασης των οπτικών ακτινοβολιών στους ιστούς [305, 

327, 336, 511, 512], ακόμα και όταν χρησιμοποιούνταν δείγματα από ιστούς πλούσιους 

σε οργανωμένες δομές κολλαγόνου. Μέσω της παρούσας Διδακτορικής Διατριβής 

προτείνεται η αξιοποίηση λεπτών υμενίων κολλαγόνου και ιδιαίτερα υμενίων με 

προκαθορισμένα χαρακτηριστικά με σκοπό να περιοριστούν τα περισσότερα από τα 

προαναφερθέντα μειονεκτήματα. Τα υμένια με προκαθορισμένα χαρακτηριστικά 

μπορούν να βοηθήσουν στο συσχετισμό συγκεκριμένων επιφανειακών χαρακτηριστικών 
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με το εκπεμπόμενο σήμα SHG. Επιπλέον μπορούν να σχηματιστούν έτσι ώστε να 

προσομοιάζουν συγκεκριμένους ιστούς πλούσιους σε κολλαγόνο. Επιπλέον, τα λεπτά 

υμένια μπορούν να απεικονιστούν με AFM για χαρακτηρισμό τους στη νανοκλίμακα. 

Στην ενότητα αυτή παρουσιάζονται οι πειραματικές μετρήσεις του σήματος SHG από το 

μακρομόριο του κολλαγόνου και ο συσχετισμός των μετρήσεων με τα επιφανειακά 

χαρακτηριστικά των δειγμάτων, όπως αυτά απεικονίστηκαν με AFM. Η μελέτη της SHG 

έχει γίνει για ινώδες κολλαγόνο τύπου Ι σε λεπτά υμένια κολλαγόνου σε διάφορες 

μορφές, ενώ αρχικά μετρήθηκε το σήμα και από καθαρό κολλαγόνο σε λυοφιλοποιημένη 

μορφή. Στην περίπτωση των λεπτών υμενίων χρησιμοποιήθηκαν λεπτά υμένια με τυχαίο 

αλλά και προσανατολισμό των ινών, καθώς και υμένια που σχηματίστηκαν από διάλυμα 

κολλαγόνου που δέχθηκε θερμική αποδιαμόρφωση. Επιπρόσθετα, πραγματοποιήθηκαν 

μετρήσεις με κατάλληλα διαμορφωμένη διάταξη, έτσι ώστε να γίνει συσχετισμός των 

επιφανειακών χαρακτηριστικών των υμενίων (κυρίως του προσανατολισμού των ινών 

του κολλαγόνου) με τη γωνία πόλωσης της προσπίπτουσας δέσμης laser. 

 

Δ.4.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

 

Το κολλαγόνο που χρησιμοποιήθηκε ήταν λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο τύπου Ι από 

αχίλλειο τένοντα βοδινού (Fluka 27662) και αρχικά μετρήθηκε σήμα απευθείας από το 

λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο (βλέπε διάταξη στην ενότητα «Γ.6.3 Διάταξη για Μέτρηση 

Σήματος από Λυοφιλοποιημένο Κολλαγόνο» (σελ. 195)). Στη συνέχεια σχηματίστηκαν 

λεπτά υμένια κολλαγόνου σύμφωνα με τα πρωτόκολλα που παρουσιάζονται στην 

ενότητα «Γ.1 Τα Πρωτόκολλα Παραγωγής Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου» (σελ. 163) 

«Γ.1 Τα Πρωτόκολλα Παραγωγής Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου». Συγκεκριμένα 

χρησιμοποιήθηκαν τα πρωτόκολλα: 

 «Γ.1.1 Πρωτόκολλο Ομογενοποίησης για Παραγωγή Μητρικού Διαλύματος 

Κολλαγόνου (Stock Collagen Solution)», (σελ. 163). 

 «Γ.1.2 Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin Coating) Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου», 

(σελ. 164 ). 

 «Γ.1.4 Πρωτόκολλο για Μελέτη Θερμικής Αποδιαμόρφωσης», (σελ. 164). 

 «Γ.1.5 Πρωτόκολλο για Προετοιμασία Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου με 

Προκαθορισμένα Χαρακτηριστικά», (σελ. 165). 

Για την απεικόνιση των λεπτών υμενίων χρησιμοποιήθηκε μικροσκοπία ατομικής 

δύναμης σε contact mode («Γ.2 Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης (AFM)», (σελ. 167)). 

Για τη μέτρηση του σήματος δεύτερης αρμονικής από λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο 
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χρησιμοποιήθηκε η διάταξη «Γ.6.3 Διάταξη για Μέτρηση Σήματος από 

Λυοφιλοποιημένο Κολλαγόνο» (σελ. 195), ενώ για τη μέτρηση σήματος από λεπτά 

υμένια κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκε η διάταξη που παρουσιάζεται στην ενότητα «Γ.6.4 

Διάταξη για Μέτρηση Σήματος από Λεπτά Υμένια Κολλαγόνου», (σελ. 195). Για τη 

μελέτη της ανισοτροπίας της πόλωσης χρησιμοποιήθηκε η κατάλληλα τροποποιημένη 

διάταξη «Γ.6.5 Διάταξη για Μέτρηση Σήματος από Λεπτά Υμένια Κολλαγόνου με 

Χρήση Πολωτή», (σελ. 197).  

 

Δ.4.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 

Δ.4.3.1 ΓΕΝΕΣΗ ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ ΑΠΟ ΛΥΟΦΙΛΟΠΟΙΗΜΕΝΟ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ 

 

Αρχικά μετρήθηκε το σήμα Γένεσης Δεύτερης Αρμονικής από λυοφιλοποιημένο 

κολλαγόνο χωρίς καμία επεξεργασία. Η διαδικασία αυτή πραγματοποιήθηκε 

προκειμένου να επιβεβαιωθεί η ικανότητα του εμπορικά διαθέσιμου λυοφιλοποιημένου 

κολλαγόνου για παραγωγή σήματος. Παράλληλα, η πειραματική αυτή διαδικασία θα 

επέτρεπε την αξιολόγηση της διάταξης για μέτρηση σήματος, καθώς το συγκεκριμένο 

δείγμα αποτελείτο από μεγάλη ποσότητα καθαρού κολλαγόνου, ενώ τα επόμενα 

δείγματα, από λεπτά υμένια κολλαγόνου, θα είχαν σημαντικά λιγότερη ποσότητα 

κολλαγόνου. Τέλος, μέσω της μέτρησης σήματος από λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο είναι 

δυνατή η επιλογή της κατάλληλης έντασης της ακτινοβόλησης από το laser, έτσι ώστε να 

υπάρχει ισχυρό σήμα χωρίς την πιθανότητα καταστροφής του δείγματος. 

Το λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο εναποτέθηκε πάνω σε γυάλινο πλακίδιο μικροσκοπίου 

και τοποθετήθηκε στη βάση στήριξης της διάταξης μέτρησης σήματος δεύτερης 

αρμονικής από λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο. Πρώτα, μετρήθηκε το σήμα της SHG 

μεταβάλλοντας τα μήκη κύματος τα οποία επέτρεπε ο μονοχρωμάτορας να διέλθουν, 

ώστε να διερευνηθεί σε ποιο μήκος κύματος εκπεμπόταν το σήμα δεύτερης αρμονικής. 

Εφόσον η διέγερση γινόταν σε μήκος κύματος 1064 nm, αναμενόταν το εκπεμπόμενο 

σήμα να βρίσκεται στα 532 nm. Στο διάγραμμα που ακολουθεί παρουσιάζεται η μέση 

ένδειξη της μέτρησης της έντασης του σήματος SHG για διαφορετικά μήκη κύματος που 

ρυθμίστηκαν (Εικόνα 144).  
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Εικόνα 144: Σήμα SHG για διαφορετικά μήκη κύματος. 

 

Από τις μετρήσεις του σήματος η κεντρική τιμή βρέθηκε στα 531.93 nm. Επομένως, το 

σήμα που καταγράφαμε ήταν σήμα δεύτερης αρμονικής και μάλιστα στην αναμενόμενη 

τιμή. Αυτό μας αποδεικνύει ότι το εμπορικά διαθέσιμο λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο 

διατηρεί τις μη γραμμικές οπτικές ιδιότητες του και μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη 

μελέτη του παραγόμενου σήματος SHG από το κολλαγόνο. Επιπλέον, επιβεβαιώθηκε η 

ικανότητα της πειραματικής διάταξης για μέτρηση του αντίστοιχου σήματος. Στη 

συνέχεια μελετήθηκε η εξάρτηση της γένεσης δεύτερης αρμονικής από την ένταση της 

δέσμης και μετρήθηκε η ένταση του σήματος για SHG μεταβάλλοντας την ένταση του 

laser. 

Από το διάγραμμα φαίνεται ότι για να παρατηρηθεί σήμα SHG έπρεπε να ξεπεραστεί ένα 

κατώφλι που αντιστοιχούσε στην ένδειξη 6 (<100 mJ), ενώ φτάνοντας στην ένδειξη 9 

(>300mJ) ερχόταν σε κορεσμό (Εικόνα 145). Επιπρόσθετα, στις υψηλές εντάσεις του 

σήματος παρατηρήθηκε ότι όταν δεν χρησιμοποιούταν μεμονωμένος παλμός (single 

shot) αλλά ακτινοβολείτο το δείγμα με χρήση Q-switch υπήρχε φωτοκαταστροφή του 

δείγματος. Επομένως, η καταστροφή του δείγματος θα ήταν ακόμα μεγαλύτερη στα 

λεπτά υμένια. Για το λόγο αυτό για τα υπόλοιπα πειράματα επιλέχτηκε ακτινοβόληση 

στην ένδειξη <8 (200 mJ) όπου καταγράφτηκε ισχυρό σήμα SHG και μικρότερος 

κίνδυνος καταστροφής του δείγματος.  
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Εικόνα 145: Ένταση σήματος SHG από λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο σε σχέση με την ένταση του laser. 

 

Δ.4.3.2 ΓΕΝΕΣΗ ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ ΚΑΙ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΤΟΜΙΚΗΣ 

ΔΥΝΑΜΗΣ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Στην ενότητα αυτή γίνεται μελέτη λεπτών υμενίων κολλαγόνου συνδυάζοντας τεχνικές 

μέτρησης σήματος γένεσης δεύτερης αρμονικής και μικροσκοπίας ατομικής δύναμης. Ο 

συνδυασμός τους μπορεί να προσφέρει συμπληρωματική πληροφορία για τις μη 

γραμμικές οπτικές ιδιότητες και τη μορφολογία λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Διαμέσου 

της μέτρησης του σήματος δεύτερης αρμονικής μελετήθηκε η διατήρηση των μη 

γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων στα λεπτά υμένια και πώς συνδυάζεται με τα μορφολογικά 

χαρακτηριστικά και το πάχος των υμενίων κολλαγόνου. Η διάταξη για μέτρηση του 

σήματος δεύτερης αρμονικής διαμορφώθηκε κατάλληλα ώστε να είναι δυνατή η μέτρηση 

σήματος από λεπτά υμένια και όχι από λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο, όπως γινόταν στην 

προηγούμενη ενότητα. 

Για τις ανάγκες των πειραματικών εργασιών που περιγράφονται στην ενότητα αυτή 

σχηματίστηκαν 4 τύποι λεπτών υμενίων σύμφωνα με τα πρωτόκολλα που αναπτύχθηκαν. 

Συγκεκριμένα, σχηματίστηκαν υμένια χωρίς φυγοκεντρική επίστρωση (200 μl του 

διαλύματος κολλαγόνου τοποθετείται σε καλυπτρίδα και αφήνεται να στεγνώσει σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος), και 3 τύποι δειγμάτων με φυγοκεντρική επίστρωση 

καθένας από τους οποίους αποτελείτο από διαφορετικά στρώματα κολλαγόνου (1, 2 και 

3 στρώματα, αντίστοιχα).  
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Εικόνα 146: Εξάρτηση του σήματος SHG από την ένταση της διεγείρουσας ακτινοβολίας. 

 

Χρησιμοποιώντας την πειραματική διάταξη («Γ.6.4 Διάταξη για Μέτρηση Σήματος από 

Λεπτά Υμένια Κολλαγόνου» (σελ. 195)) μετρήθηκε το σήμα δεύτερης αρμονικής από 

όλα τα λεπτά υμένια που δημιουργήθηκαν, ενώ για τη διέγερση του δείγματος επιλέχτηκε 

η χρήση του single mode του Nd-YAG laser. Αρχικά μελετήθηκε η εξάρτηση του 

σήματος SHG από την ένταση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας του laser (Εικόνα 147) 

και το φάσμα των μηκών κύματος στα οποία καταμετράται το εκπεμπόμενο σήμα. Το 

στενό εύρος του πράσινου φάσματος εκπομπής από το κολλαγόνο στη μορφή πλήρους 

καμπύλης παρουσιάζεται στην Εικόνα 147 με ένα μέγιστο στα 532 nm. 
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Εικόνα 147: Η Gaussian καμπύλη του στενού φάσματος του εκπεμπόμενου σήματος δεύτερης 

αρμονικής. 
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Στην Εικόνα 148 που ακολουθεί παρουσιάζεται εξάρτηση του σήματος SHG σε σχέση 

με τη διαφορετική διέγερση από το laser. Παρατηρείται ότι για το δείγμα που 

σχηματίστηκε χωρίς φυγοκεντρική επίστρωση (Εικόνα 148, Γραμμή 1) το μετρούμενο 

σήμα ήταν εύρωστο και ικανό για μέτρηση όταν η ένταση ακτινοβολίας ήταν μεγαλύτερη 

των 170 mJ ανά παλμό. Το προφίλ ύψους που λήφθηκε με τη μικροσκοπία ατομικής 

δύναμης για το συγκεκριμένο δείγμα έδειξε ότι το υμένιο είχε ένα μέσο πάχος περίπου 

150 nm (Εικόνα 149). 
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 3 Φορές Φυγοκεντρική Επίστρωση (Line 4)

 

Εικόνα 148: Πειραματικές μετρήσεις της έντασης του σήματος SHG για διάφορα υμένια κολλαγόνου. 

Γραμμή 1: Δείγμα το οποίο δεν δέχθηκε φυγοκεντρική επίστρωση. Το σήμα της SHG είναι εύρωστο 

αλλά απαιτείται μεγάλη ένταση της διεγείρουσας ακτινοβολίας laser για να μετρηθεί σήμα. Γραμμή 

2,3,4 και 5: ένταση SHG από διαφορετικά υμένια κολλαγόνου που δημιουργήθηκαν με τη διαδικασία 

φυγοκεντρικής επίστρωσης. 
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Εικόνα 149: AFM εικόνα από το δείγμα που σχηματίστηκε χωρίς τη φυγοκεντρική επίστρωση.  Οι ίνες 

έχουν τυχαίο προσανατολισμό και το προφίλ ύψος (κάτω) δείχνει ένα μέσο ύψος ~150nm . 

Για το δεύτερο δείγμα, το οποίο σχηματίστηκε με φυγοκεντρική επίστρωση και 

αποτελείτο από ένα στρώμα, απαιτείτο λιγότερη ένταση ακτινοβολίας (σε σχέση με το 

προηγούμενο δείγμα) για να παραχθεί ισχυρό σήμα δεύτερης αρμονικής και το σήμα 

ήταν ικανό να γεννηθεί για ένα μεγάλο εύρος από εντάσεις της ακτινοβολίας του laser 

(Εικόνα 148, Γραμμή 2). Αυτό πιθανώς να οφείλεται στο μικρό πάχος του δείγματος και 

επομένως και της μικρότερης σκέδασης του σήματος από τις ίνες του κολλαγόνου. Το 

μέσο ύψος του υμενίου ήταν σχεδόν 110 nm για το δείγμα που δέχθηκε φυγοκεντρική 

επίστρωση με 100 rpm (Εικόνα 150) και δεν ξεπερνούσε τα ~60 nm για το δείγμα με 

6000 rpm. Τα υμένια που σχηματίζονταν με τη φυγοκεντρική επίστρωση δεν 

παρουσίαζαν κάποια ομοιομορφία και αποτελούνταν από τυχαία προσανατολισμένες 

ίνες.  

Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης μπορεί να 

δημιουργήσει λεπτά υμένια κολλαγόνου με ρυθμιζόμενο πάχος, ανάλογα με την 

εφαρμοζόμενη ταχύτητα περιστροφής. Ωστόσο, η ταχύτητα περιστροφής δεν είναι ο 

μόνος παράγοντας που μπορεί να επηρεάσει τη διαδικασία καθώς άλλες παράμετροι, 

όπως ο χρόνος περιστροφής και ο χρησιμοποιούμενος διαλύτης είναι επίσης πολύ 

σημαντικέ. Επιπρόσθετα, τα λεπτά υμένια κολλαγόνου παρέχουν την πιθανότητα 

δυνατότητας μέτρησης χαμηλών σημάτων SHG, καθώς τα φωτόνια μπορούν να φθάσουν 

τον ανιχνευτή χωρίς να υποστούν ισχυρή σκέδαση, λόγω του περιορισμένου αριθμού 

ινών που συναντούν στην πορεία τους. 

Για να διερευνηθεί περαιτέρω η επίδραση του πάχους των υμενίων μετρήθηκε το SHG 

σήμα από τα υμένια με 2 και 3 στρώματα κολλαγόνου (Εικόνα 148, Γραμμές 3 & 4). Τα 

υμένια με περισσότερα στρώματα κολλαγόνου παράγουν σήμα SHG με μεγαλύτερη 
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ένταση καθώς η ακτινοβολία των 1064 nm μπορεί να διεγείρει περισσότερες ίνες. Σε 

αντίθεση με τη βελτίωση αυτή του σήματος, τα υμένια με μεγάλο πάχος μειώνουν την 

ανίχνευση του σήματος SHG όταν η ένταση της ακτινοβολίας του laser είναι μικρότερη 

από ~250 nm ανά παλμό. Αυτό πιθανώς να οφείλεται στον τυχαίο προσανατολισμό των 

ινών, ο οποίος και απαιτεί μεγαλύτερο κατώφλι έντασης για την παραγωγή σύμφωνης 

ακτινοβολίας δεύτερης αρμονικής. Η εργασία στην ενότητα αυτή παρουσιάζει ότι τα 

λεπτά υμένια κολλαγόνου διατηρούν τις μη γραμμικές οπτικές ιδιότητες των ινών 

κολλαγόνου. Τα αποτελέσματα συμφωνούν με τη θεωρία, η οποία θέλει τις ίνες του 

κολλαγόνου να εκπέμπουν ισχυρότερο και σύμφωνο σήμα δεύτερης αρμονικής όταν οι 

ίνες διαθέτουν ομοιόμορφη οργάνωση. Επιπλέον, φάνηκε ότι η διαδικασία 

φυγοκεντρικής επίστρωσης παράγει υμένια με τυχαία προσανατολισμένες ίνες, οι οποίες 

απαιτούν παλμούς με σημαντικά υψηλότερη ένταση για να εκπέμψουν SHG φωτόνια.  

Η εξάρτηση της έντασης του οπτικού σήματος SHG από την πόλωση της δέσμης laser 

διερευνήθηκε επίσης σε δύο δείγματα, τα οποία σχηματίστηκαν με και χωρίς τη 

διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης αντίστοιχα (Εικόνα 151, Γραμμές 1 & 3). Οι 

μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν με ενέργεια 440 mJ/παλμό έτσι ώστε να επιτευχθεί η 

μεγαλύτερη δυνατή εκπομπή σήματος SHG χωρίς την ταυτόχρονη καταστροφή των 

λεπτών υμενίων. Οι μετρήσεις στα υμένια με τυχαίο προσανατολισμό ινών έδειξαν ότι η 

ένταση του μη γραμμικού οπτικού σήματος είναι ανεξάρτητη από την πόλωση. Αυτό 

οφείλεται στο γεγονός ότι οι ίνες κολλαγόνου σε κανένα από τα υμένια δεν παρουσίαζαν 

κάποιας μορφής προσανατολισμό, όπως επιβεβαίωσαν και οι εικόνες AFM.  

 
Εικόνα 150:  AFM εικόνα από λεπτό υμένιο κολλαγόνου που δημιουργήθηκε με διαδικασία 

φυγοκεντρικής επίστρωσης με 1000 rpm (πάνω). Το πλέγμα των ινών κολλαγόνου έχει ένα σχεδόν 

ομοιόμορφο ύψος με τις ίνες να παρουσιάζουν τυχαίο προσανατολισμό. Το προφίλ ύψος (κάτω) δείχνει 

ένα μέσο ύψος ~110nm . 
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Εικόνα 151: Πειραματικές μετρήσεις του σήματος δεύτερης αρμονικής (SHG) μεταβάλλοντας τη γωνία 

πόλωσης της προσπίπτουσας δέσμης laser (ένταση laser 440 mJ, ταχύτητα φυγοκέντρισης λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου 1000 rpm). Όλα τα δείγματα, δεν παρουσίαζαν κάποιο προσανατολισμό και αυτό 

είχε σαν αποτέλεσμα το εκπεμπόμενο σήμα SHG να μην εξαρτάται από τη γωνία πόλωσης. Η 

υψηλότερη ένταση SHG μετρήθηκε για το υμένιο που σχηματίστηκε χωρίς φυγοκεντρική επίστρωση 

(Line 1), ενώ το σήμα για το λεπτότερο υμένιο που σχηματίστηκε με φυγοκεντρική επίστρωση (Line 3) 

και για το υμένιο το οποίο δέχτηκε θερμική αποδιαμόρφωση (15 λεπτά 15 
ο
C), το σήμα μειώθηκε. 

 

Δ.4.3.3 Διερεύνηση σήματος SHG σε σχέση με τη θερμική αποδιαμόρφωση  του 

κολλαγόνου σε λεπτά υμένια .  

 

Σε αυτή την ενότητα ο συνδυασμός μέτρησης σήματος SHG και AFM μικροσκοπίας από 

λεπτά υμένια θερμικά αποδιαμορφωμένου κολλαγόνου, χρησιμοποιήθηκαν για να 

διερευνηθεί η σχέση της γένεσης του σήματος SHG με τη θερμική αποδιαμόρφωση του 

μακρομορίου. Το κολλαγόνο κατά τη θέρμανση μετατρέπεται σε δομές σχεδόν 

ισοτροπικών μακρομορίων τα οποία δεν παράγουν δεύτερη αρμονική. Συγκεκριμένα, η 

αύξηση της θερμοκρασίας επιδρά στο μόριο του κολλαγόνου, καταστρέφοντας την 

ελικοειδή τριτοταγή δομή του και οι αμιδικές αλυσίδες τείνουν να διαταχθούν σχεδόν 

αυθαίρετα στο χώρο. 

Αρχικά, η μικροσκοπία AFM χρησιμοποιήθηκε για την απεικόνιση των λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου, τα οποία είχαν αναπτυχθεί από διάλυμα κολλαγόνου, που είχε 

αποδιαμορφωθεί σε θερμό λουτρό και οι εικόνες που λήφθηκαν παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 152.  
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Εικόνα 152: Εικόνες AFM (10x10 μm) από λεπτά υμένια  κολλαγόνου τα οποία σχηματίστηκαν μετά 

από θερμική αποδιαμόρφωση του κολλαγόνου σε  θερμό λουτρό νερού. (A-C) Δείγματα τα οποία 

δέχθηκαν θερμική αποδιαμόρφωση στους 37, 40 και 60 
o
C για 45 λεπτά. (D) Η τελευταία εικόνα 

παρουσιάζει την πλήρη αποδιαμόρφωση των ινών του κολλαγόνου όταν το διάλυμα του κολλαγόνου 

διατηρήθηκε στους 70 
o
C για 2 ώρες.  

Μέσω της απεικονιστικής μικροσκοπίας AFM επιβεβαιώθηκε η θερμική 

αποδιαμόρφωση που διαδραματίζεται στο κολλαγόνο μεταξύ των θερμοκρασιών 37-70 
ο
C. Συγκεκριμένα, από τις εικόνες φάνηκε ότι τα δείγματα που δεν υπέστησαν θερμική 

αποδιαμόρφωση και αυτά που θερμάνθηκαν μέχρι 37 
ο
C παρουσίαζαν παρόμοια 

επιφανειακά χαρακτηριστικά. Για θέρμανση στους 40 
ο
C τα υμένια κολλαγόνου 

παρουσίαζαν μιαν πιο ινώδη μορφή, αλλά δεν παρατηρούνταν ακόμα φαινόμενα 

αποδιαμόρφωσης. Αυξάνοντας τη θερμοκρασία, το κολλαγόνο άρχισε να 

αποδιαμορφώνεται και λιγότερες ίνες κολλαγόνου μπορούσαν να παρατηρηθούν στα 

υμένια κολλαγόνου. Όταν το διάλυμα κολλαγόνου θερμάνθηκε στους 70 
ο
C για 2.5 ώρες, 

τα υμένια που σχηματίστηκαν δεν παρουσίαζαν ινώδη δομή, χάρη στην εκτεταμένη 

θερμική αποδιαμόρφωση
‡‡‡‡‡

. 

Προκειμένου να συσχετιστούν οι παρατηρήσεις αυτές με τις μη γραμμικές οπτικές 

ιδιότητες του κολλαγόνου, μετρήθηκε το σήμα SHG από τα λεπτά υμένια κολλαγόνου. Η 

                                                

‡‡‡‡‡ Περισσότερες εικόνες AFM που παρουσιάζουν λεπτά υμένια κολλαγόνου τα οποία σχηματίστηκαν 

από διάλυμα κολλαγόνου το οποίο δέχθηκε φυγοκεντρική επίστρωση έχουν ήδη παρουσιαστεί στην 

ενότητα «Δ.2.3.3.3 Μελέτη Επίδρασης Θερμοκρασίας στα Επιφανειακά Χαρακτηριστικά 

Κολλαγόνου» (σελ. 257).  

Α B 

C D 
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εξάρτηση της έντασης του σήματος SHG με τη θερμοκρασία παρουσιάζεται στην 

Εικόνα 153. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι αυξάνοντας τη θερμοκρασία, η ένταση του μη 

γραμμικού οπτικού σήματος μειωνόταν. Μια αιτία για αυτό το φαινόμενο μπορεί να 

θεωρηθεί η απώλεια της ραβδόμορφης (rod-shaped) ινώδους μορφής του κολλαγόνου. 

Σαν συνέπεια, το κολλαγόνο που σχημάτιζε τα λεπτά υμένια έπαψε να παρουσιάζει τον 

υψηλό βαθμό οργάνωσης ο οποίος είναι υπεύθυνος για το εύρωστο σήμα SHG από το 

κολλαγόνο. Επιπρόσθετα, το AFM χρησιμοποιήθηκε για να μετρηθεί η επιφανειακή 

τραχύτητα και βρέθηκε ότι η μέση τραχύτητα, μέχρι τους 50 
o
C, αυξανόταν παράλληλα 

με την αύξηση της θερμοκρασίας. Όταν η θερμοκρασία αυξήθηκε ακόμα περισσότερο, η 

τραχύτητα μειώθηκε εξαιτίας των μη αντιστρέψιμων δομικών αλλαγών και της 

αποδόμησης του κολλαγόνου. Τα αποτελέσματα, τόσον από την AFM απεικόνιση όσον 

και από τη μέτρηση του σήματος SHG, έρχονται σε συμφωνία με προηγούμενες 

εργασίες, στις οποίες παρουσιάζεται ότι η θερμική αποδιαμόρφωση του κολλαγόνου 

γίνεται μεγαλύτερη μεταξύ 45 και 50 
o
C [96, 237, 331, 431, 513]. Επίσης, σε θερμικά 

αποδιαμορφωμένα λεπτά υμένια κολλαγόνου διερευνήθηκε η εξάρτηση του σήματος 

SHG από την πόλωση της δέσμης laser. Καθώς η διαδικασία επίστρωσης των λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου δεν προκαλούσε την ευθυγράμμιση των ινών κολλαγόνου, η ένταση 

του σήματος SHG ήταν ανεξάρτητη από τη γωνία πόλωσης και μόνο στην περίπτωση της 

πολύ υψηλής θερμοκρασίας παρατηρήθηκε αισθητά μειωμένο σήμα SHG (Εικόνα 151, 

γραμμή 2). 
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Εικόνα 153: Εξάρτηση σήματος SHG από την θερμική αποδιαμόρφωση σε λεπτά υμένια κολλαγόνου. 

 



Δ :  Π Ε Ι Ρ Α Μ Α Τ Ι Κ Α  Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α   

Δ . 4  Μ έ τ ρ η σ η  Σ ή μ α τ ο ς  Γ έ ν ε σ η ς  Δ ε ύ τ ε ρ η ς  Α ρ μ ο ν ι κ ή ς  α π ό  Κ ο λ λ α γ ό ν ο   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 293 

Δ.4.3.4 ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΣΗΜΑΤΟΣ SHG ΑΠΟ ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

ΜΕ ΠΡΟΚΑΘΟΡΙΣΜΕΝΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 

 

Όπως έχει παρουσιαστεί σε προηγούμενες ενότητες, αλλάζοντας τις φυσικοχημικές 

συνθήκες του αρχικού διαλύματος του κολλαγόνου, το χρησιμοποιούμενο υπόστρωμα 

και τη μεθοδολογία σχηματισμού των λεπτών υμενίων κολλαγόνου είναι δυνατός ο 

σχηματισμός υμενίων με προκαθορισμένα χαρακτηριστικά. Σε αυτή την ενότητα, 

επιλέχθηκε η χρήση της υδροδυναμικής ροής σε υπόστρωμα από mica, προκειμένου να 

σχηματιστούν λεπτά υμένια κολλαγόνου με έναν κύριο προσανατολισμό. Τα λεπτά 

υμένια αποτελούνταν από ινώδεις δομές κολλαγόνου, οι οποίες είχαν έναν κύριο 

προσανατολισμό. Οι ινώδεις αυτές δομές παρουσίαζαν επίσης μια ‘δενδρική’ 

(‘dendritic’) μορφή με ευδιάκριτα κλαδιά και στις δυο πλευρές του κύριου άξονα των 

ινών. Με την αύξηση του χρόνου προσρόφησης, η δενδρική μορφή διατηρούταν, αλλά 

με μια σημαντική αύξηση των πλευρικών κλαδιών. Αντιπροσωπευτικές εικόνες των 

δομών για δύο διαφορετικούς χρόνους προσρόφησης, 10 και 60 λεπτά, παρουσιάζονται 

στις ένθετες εικόνες στην Εικόνα 154. 

Η εξάρτηση του σήματος SHG από τον προσανατολισμό της πόλωσης της 

προσπίπτουσας δέσμης laser μελετήθηκε, προκειμένου να διερευνηθεί εάν οι μετρήσεις 

SHG μπορούν να ανιχνεύσουν τον προσανατολισμό στα λεπτά υμένια. Τα αποτελέσματα 

από τα λεπτά υμένια, τα οποία είχαν σχηματιστεί με μικρό χρόνο προσρόφησης, έδειξαν 

ότι όταν η διεύθυνση της κύριας πόλωσης ήταν παράλληλη με τον κύριο άξονα των 

δομών κολλαγόνου (το οποίο σημαίνει ότι η γωνία της πόλωσης με τη διεύθυνση της 

υδροδυναμικής ροής του αρχικού διαλύματος κολλαγόνου είναι 0
ο
) υπήρχε μια 

σημαντική αύξηση της έντασης του εκπεμπόμενου σήματος SHG (Εικόνα 154). Καθώς 

αυξανόταν ο χρόνος προσρόφησης, περισσότερα μόρια κολλαγόνου προσροφούνταν και 

η αύξηση των πλευρικών κλαδιών ήταν τόσο μεγάλη ώστε ο ελεύθερος χώρος ανάμεσα 

στις δομές κολλαγόνου να μειώνεται αισθητά. Αυτό είχε ως αποτέλεσμα, ο 

προσανατολισμός των ινών κολλαγόνου να χαθεί και η εκπομπή του μη-γραμμικού 

οπτικού σήματος να μειωθεί. Τα αποτελέσματα αυτά, έρχονται σε συμφωνία με τις 

σχετικές εργασίες όπου παρουσιάστηκε ότι η εκπομπή SHG ήταν μεγαλύτερη όταν η 

δέσμη του laser και οι ίνες κολλαγόνου είναι παράλληλες [302, 322, 323, 511, 514]. 

Επομένως, οι μετρήσεις της έντασης του σήματος SHG μπορούν να ανιχνεύσουν τον 

προσανατολισμό των ινών κολλαγόνου σε λεπτά υμένια κολλαγόνου. 
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Εικόνα 154: Η εξάρτηση του σήματος δεύτερης αρμονικής στη γωνία πόλωσης της προσπίπτουσας 

δέσμης laser, όταν τα λεπτά υμένια κολλαγόνου παρουσίαζαν έναν κύριο προσανατολισμό. Οι εικόνες 

στα ένθετα παρουσιάζουν AFM των αντίστοιχων λεπτών υμενίων κολλαγόνου.  

 

 

Η χρήση λεπτών υμενίων κολλαγόνου με προκαθορισμένα επιφανειακά ή δομικά 

χαρακτηριστικά και ο συνδυασμός μέτρησης σήματος SHG με απεικόνιση AFM μπορεί 

να επιτρέψει την σε βάθος διερεύνηση των μη γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων του 

κολλαγόνου. Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου μπορούν να τροποποιηθούν με συστηματικό 

και ελεγχόμενο τρόπο έτσι ώστε να προσομοιάζουν παθολογικές καταστάσεις που 

σχετίζονται με το κολλαγόνο και να γίνει συσχέτιση επιφανειακών χαρακτηριστικών με 

οπτικές ιδιότητες. 
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Δ.4.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι ο συνδυασμός τεχνικών απεικόνισης AFM και μετρήσεων 

της έντασης του οπτικού σήματος SHG μπορούν να συνεισφέρουν σημαντικά στην 

αποσαφήνιση των μη-γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου. Επίσης, τα λεπτά 

υμένια κολλαγόνου διατηρούν την ικανότητα για γένεση μη γραμμικών οπτικών 

σημάτων από τις ίνες κολλαγόνου, ενώ τα υμένια μπορούν να σχηματιστούν με 

καθορισμένα χαρακτηριστικά. Διερευνήθηκε η ικανότητα για σχηματισμό λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου με τυχαία προσανατολισμένες ίνες, με διαφορετικό πάχος, με 

θερμικά αποδιαμορφωμένες ίνες και υμένια αποτελούμενα με έναν κύριο 

προσανατολισμό. Ο σχηματισμός αντίστοιχων υμενίων έγινε κατορθωτός και 

επιβεβαιώθηκε ότι τα υμένια αυτά μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν μοντέλα για να 

προσομοιάσουν διάφορες παθολογικές καταστάσεις. Η ένταση του σήματος SHG 

μετρήθηκε σε όλα τα υμένια και συσχετίστηκε με την παρεχόμενη από το AFM 

πληροφορία. Όταν τα λεπτά υμένια ήταν πολύ λεπτά, αποτελούμενα από μια στιβάδα 

από ίνες/ινίδια κολλαγόνου, το παραγόμενο σήμα SHG εξαρτιόταν λιγότερο από την 

ένταση της δέσμης του laser σε σχέση με την περίπτωση των υμενίων που αποτελούνταν 

από πολλές στοιβάδες. Το γεγονός αυτό οφείλεται στο ότι όταν τα υμένια αποτελούνταν 

από μια στιβάδα, το παραγόμενο σήμα SHG (στα 532 nm) μπορούσε να ανιχνευθεί χωρίς 

να προηγηθεί η διέλευση του μέσα από πολλές στιβάδες κολλαγόνου και άρα λόγω του 

μικρού οπτικού δρόμου εντός του δείγματος μειώνονταν τα φαινόμενα διάχυσης και 

σκέδασης [515-517]. Όταν το πάχος των υμενίων ή ο αριθμός των στιβάδων από τις 

οποίες αποτελούνταν αυξανόταν, η εκπομπή σήματος SHG αυξανόταν, εξαιτίας της 

αύξησης των ινών οι οποίες διεγείρονταν από τη δέσμη του laser. Παράλληλα, για να 

επιτευχθεί όμως σύμφωνο και εύρωστο σήμα, οι ίνες του κολλαγόνου έπρεπε να είναι 

ομοιόμορφα διατεταγμένες σε μια διεύθυνση. Οι μετρήσεις σε υμένια με 

ευθυγραμμισμένες ίνες κολλαγόνου επιβεβαίωσαν την αύξηση του σήματος SHG. 

 

Δ.4.5 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  

 

Στα πλαίσια της ενότητα αυτής, αξιοποιήθηκαν τα μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με 

βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου που αναπτύχθηκαν για τη μελέτη του μη γραμμικού 

οπτικού σήματος της γένεσης δεύτερης αρμονικής από κολλαγόνο. Το οπτικό αυτό 

φαινόμενο μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε μια πληθώρα ιατρικών και βιολογικών 

εφαρμογών ως ένα διαγνωστικό εργαλείο ή ως μια μέθοδος μη γραμμικής οπτικής 

απεικόνισης. Καθώς όμως οι μηχανισμοί εκπομπής του από το κολλαγόνο δεν έχουν 
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πλήρως αποσαφηνιστεί, δεν έχει ακόμα αξιοποιηθεί σε μεγάλο βαθμό. Σκοπός της 

ενότητας αυτής ήταν η διερεύνηση του φαινόμενου SHG μετά τη διέγερση με 

ακτινοβολία laser στην περιοχή του εγγύς υπερύθρου και το συσχετισμό επιφανειακών 

χαρακτηριστικών δομών κολλαγόνου με το εκπεμπόμενο σήμα. Για τη διερεύνηση των 

επιφανειακών χαρακτηριστικών χρησιμοποιήθηκε απεικονιστική μικροσκοπία AFM. Τα 

λεπτά υμένια δημιουργήθηκαν κάτω από διαφορετικές συνθήκες και παραμέτρους, ώστε 

να μελετηθεί η επίδραση αυτών των παραμέτρων στην τοπολογία των υμενίων και εν 

συνεχεία στο εκπεμπόμενο σήμα SHG.  

Αρχικά, μέσω των διατάξεων που αναπτύχθηκαν για τις ανάγκες της ενότητας, 

επιβεβαιώθηκε η ικανότητα του εμπορικά διαθέσιμου λυοφιλοποιημένου κολλαγόνου 

τύπου Ι για τη διατήρηση των μη γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων του και ιδιαίτερα της 

SHG. Στη συνέχεια, το λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη 

των λεπτών υμενίων κολλαγόνου τα οποία και αποτελούσαν το μοντέλο βιολογικής 

επιφάνειας. Τα αποτελέσματα από την αξιοποίηση του συνδυασμού AFM με μετρήσεις 

του σήματος SHG, έδειξαν αρχικά ότι το εκπεμπόμενο σήμα εξαρτάται από το πάχος των 

υμενίων, το οποίο ελεγχόταν μέσω της διαδικασίας φυγοκεντρικής επίστρωσης. Οι 

μετρήσεις έδειξαν ότι τα πολύ λεπτά υμένια με τυχαίο προσανατολισμό παρέχουν τη 

δυνατότητα μέτρησης ασθενών σημάτων SHG, καθώς περιορίζονται τα φαινόμενα 

σκέδασης και διάχυσης που παρεμποδίζουν την ανίχνευση των εκπεμπόμενων φωτονίων. 

Επιπλέον, παρουσιάστηκε ότι με την αύξηση του πάχους του υμενίου αυξάνεται η 

ένταση του εκπεμπόμενου σήματος, αλλά απαιτείται η διέγερση με μεγαλύτερες 

εντάσεις. Αυτό πιστεύεται ότι οφείλεται στο γεγονός ότι στις τυχαία προσανατολισμένες 

ίνες κολλαγόνου απαιτείται μεγαλύτερο κατώφλι διέγερσης για την παραγωγή σύμφωνης 

ακτινοβολίας δεύτερης αρμονικής. Παράλληλα, οι μετρήσεις στα υμένια με τυχαίο 

προσανατολισμό ινών έδειξαν ότι η ένταση της SHG είναι ανεξάρτητη από την πόλωση. 

Επομένως, από τα αποτελέσματα προκύπτει ότι μέσω της διαδικασίας φυγοκεντρικής 

επίστρωσης και την παραγωγή λεπτών υμενίων κολλαγόνου με τυχαίο προσανατολισμό, 

παράγονται υμένια τα οποία διατηρούν τις μη γραμμικές οπτικές ιδιότητες των ινών 

κολλαγόνου, ενώ απαιτείται διέγερση με σχετικά υψηλή ένταση για να εκπέμψουν 

ανιχνεύσιμο σήμα SHG.   

Τα πειραματικά αποτελέσματα από λεπτά υμένια κολλαγόνου που σχηματίστηκαν με 

θερμικά αποδιαμορφωμένο κολλαγόνο έδειξαν ότι με την αύξηση της θερμοκρασίας 

μειώνεται το εκπεμπόμενο σήμα SHG. Αυτό οφείλεται στο ότι η αύξηση της 

θερμοκρασίας επιδρά στο μόριο του κολλαγόνου, καταστρέφοντας την ελικοειδή 

τριτοταγή δομή και οι αλυσίδες αμινοξέων τείνουν να διαταχθούν σχεδόν αυθαίρετα στο 

χώρο. Επομένως, μέσω της θερμικής αποδιαμόρφωσης αλλοιώνεται η ινώδης-

ραβδόμορφή μορφή των ινών κολλαγόνου, η οποία και θεωρείται πηγή της γένεσης 

δεύτερης αρμονικής στο κολλαγόνο. Επιπλέον, παρουσιάστηκε ότι η μείωση του 

σήματος έγινε ιδιαίτερα εμφανής μεταξύ 45-50 
ο
C, όπου αρχίζει η θερμική 
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αποδιαμόρφωση, ενώ η ένταση του σήματος SHG ήταν ανεξάρτητη από τη γωνία 

πόλωσης, καθώς η διαδικασία θερμικής αποδιαμόρφωσης καταστρέφει την οργάνωση 

των ινών κολλαγόνου.  

Τέλος, μέσω της διερεύνησης του σήματος SHG από υμένια κολλαγόνου με 

προκαθορισμένο προσανατολισμό των ινών κολλαγόνου (μέσω της χρήσης της 

υδροδυναμικής ροής) έγινε συσχετισμός του σήματος με τον προσανατολισμό των ινών. 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι όταν η διεύθυνση της κύριας πόλωσης της διεγείρουσας 

ακτινοβολίας laser είναι παράλληλη με τον κύριο άξονα των δομών-ινών κολλαγόνου, 

παρατηρείται σημαντική αύξηση της έντασης του εκπεμπόμενου σήματος SHG. 

Συνεπώς, οι μετρήσεις της έντασης του σήματος SHG μπορούν να ανιχνεύσουν τόσο τον 

προσανατολισμό των ινών κολλαγόνου όσο και τις διαφοροποιήσεις του 

προσανατολισμού. Στις περιπτώσεις που χρησιμοποιείται πολωμένο φώς για τη διέγερση 

των δειγμάτων κολλαγόνου, το σήμα SHG που ανιχνεύεται περιέχει πληροφορίες 

σχετικά με τον προσανατολισμό των ινών του κολλαγόνου.   

Συνοψίζοντας τα αποτελέσματα της εργασίας, φαίνεται ότι ο συνδυασμός των τεχνικών 

μέτρησης σήματος γένεσης δεύτερης αρμονικής και η απεικονιστική μικροσκοπία 

ατομικής δύναμης παρέχουν ένα σημαντικό εργαλείο για τη μελέτη της δομής και 

ιδιαίτερα των επιφανειακών χαρακτηριστικών του κολλαγόνου και τη συσχέτιση τους με 

τις μη γραμμικές οπτικές ιδιότητες που παρουσιάζει το κολλαγόνο. Μετέπειτα εργασίες 

πρέπει να κινηθούν προς την κατεύθυνση χρήσης των μοντέλων βιολογικής επιφάνειας 

με χαρακτηριστικά τα οποία θα προσομοιάζουν συγκεκριμένες παθολογικές καταστάσεις 

που σχετίζονται με το κολλαγόνο. Η απεικόνιση με μικροσκοπία ατομικής δύναμης και η 

μέτρηση του σήματος γένεσης δεύτερης αρμονικής σε υμένια αυτής της μορφής θα 

επιτρέψουν τη σύνδεση όλων των επιφανειακών χαρακτηριστικών του κολλαγόνου με το 

παραγόμενο σήμα της SHG.  
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Δ.5 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΥΠΕΡΙΩΔΟΥΣ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ 

ΣΤΑ ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Δ.5.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζονται η πειραματική διαδικασία, η επεξεργασία και τα 

αποτελέσματα που ακολουθήθηκαν προκειμένου να διερευνηθεί η επίδραση της UV 

ακτινοβολίας στα επιφανειακά χαρακτηριστικά του κολλαγόνου. Η επίδραση της UV 

ακτινοβολίας διερευνήθηκε σε λεπτά υμένια κολλαγόνου, ενώ η ακτινοβόληση 

πραγματοποιήθηκε τόσο σε λεπτά υμένια κολλαγόνου όσο και σε διάλυμα κολλαγόνου. 

  

Δ.5.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

 

Για το σχηματισμό των λεπτών υμενίων κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν τα πρωτόκολλα  

«Γ.1.1 Πρωτόκολλο Ομογενοποίησης για Παραγωγή Μητρικού Διαλύματος Κολλαγόνου 

(Stock Collagen Solution)», (σελ. 163) και «Γ.1.2 Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin 

Coating) Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου», (σελ. 164). Για την ακτινοβόληση, τόσο των 

λεπτών υμενίων όσο και υγρού διαλύματος κολλαγόνου, χρησιμοποιήθηκαν οι διατάξεις 

που περιγράφονται στο «Γ.7 Ανάπτυξη Διάταξης Ακτινοβόλησης με Υπεριώδη 

Ακτινοβολία», (σελ. 199) και για το χαρακτηρισμό τους χρησιμοποιήθηκε η 

Απεικονιστική Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης σύμφωνα με την ενότητα «Γ.2 

Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης (AFM)», (σελ. 167). Επιπλέον, η επίδραση της 

υπεριώδους ακτινοβολίας στα δείγματα κολλαγόνου διερευνήθηκε μέσω 

φασματοσκοπίας φθορισμού και απορρόφησης «Γ.9 Φασματοσκοπικές Μέθόδοι», (σελ. 

205), ενώ τα ακτινοβολημένα υμένια χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη κυτταρικής 

καλλιέργειας, μεθοδολογία που παρουσιάζεται στην ενότητα: «Γ.5 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ 

ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ» (σελ. 185) Τέλος, η συμπεριφορά των ινοβλαστών στα λεπτά υμένια 

διερευνήθηκε μέσω οπτικής μικροσκοπίας και μικροσκοπίας φθορισμού, «Γ.4 Η 

μεθοδολογία Απεικόνισης Ινοβλαστών με Οπτική Μικροσκοπία και Μικροσκοπία 

Φθορισμού», (σελ. 179). 
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Δ.5.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 

Η παρουσίαση και η συζήτηση των αποτελεσμάτων χωρίζεται σε τέσσερα μέρη. Στο 

πρώτο μέρος («Δ.5.3.1 Ακτινοβόληση διαλύματος κολλαγόνου», σελ. 300) τα 

αποτελέσματα αφορούν την ακτινοβόληση του διαλύματος του κολλαγόνου και στη 

συνέχεια το σχηματισμό των λεπτών υμενίων κολλαγόνου και της απεικόνισης τους. Το 

δεύτερο μέρος («Δ.5.3.2 Ακτινοβόληση λεπτών υμενίων κολλαγόνου», σελ. 305) 

παρουσιάζει τα αποτελέσματα, όταν τα λεπτά υμένια κολλαγόνου σχηματίστηκαν πρώτα 

και στη συνέχεια ακτινοβολήθηκαν. Τέλος, το τρίτο και το τέταρτο μέρος («Δ.5.3.3 

Επίδραση UV-ακτινοβολίας στη D-περιοδικότητα», σελ. 308 και «Δ.5.3.4 Επίδραση UV 

στην καλλιεργεια ινοβλαστων», σελ. 311) παρουσιάζει την επίδραση της υπεριώδης 

ακτινοβολίας στην D-περιοδικότητα των ινών κολλαγόνου και στην καλλιέργεια 

ινοβλαστών στα λεπτά υμένια, αντίστοιχα. 

 

Δ.5.3.1 ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΗΣΗ ΔΙΑΛΥΜΑΤΟΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Οι φασματοσκοπικές μετρήσεις διεξήχθησαν για να διαπιστωθεί εάν προκλήθηκε φωτο-

αποδόμηση (photodegration) του κολλαγόνου για τις χρησιμοποιούμενες εντάσεις της 

ακτινοβολίας και για τους χρόνους ακτινοβόλησης που εφαρμόστηκαν. Η Εικόνα 155 

δείχνει το φάσμα φθορισμού του αρχικού διαλύματος και μιαν εικόνα AFM από ένα 

λεπτό υμένιο κολλαγόνου που σχηματίζεται από αυτό το διάλυμα. Από το φάσμα 

φθορισμού μπορεί να φανεί ότι για διέγερση στα 240 nm το αρχικό διάλυμα κολλαγόνου 

παρουσιάζει  ένα μέγιστο εκπομπής στα 330 nm και ένα μικρότερο με δύο υπο-κορυφές 

στα 395 και στα 418 nm. Προηγούμενες εργασίες έχουν δείξει ότι το κολλαγόνο τύπου Ι 

σε οξικό διάλυμα επηρεάζεται από τη συγκέντρωση του κολλαγόνου (και επομένως από 

τη συσσωμάτωση του) και για υψηλές συγκεντρώσεις των διαλυμάτων, το πρότυπο του 

φάσματος φθορισμού είναι όπως αυτό που παρουσιάζεται στην Εικόνα 155 [112]. Στην 

εικόνα από το AFM παρουσιάζεται εμφανώς η ινώδης δομή του κολλαγόνου και ο 

σχηματισμός υμενίων κολλαγόνου με τυχαία προσανατολισμένες ίνες. Γενικά, τα υμένια 

κολλαγόνου παρουσιάζουν μεγάλη επιφανειακή τραχύτητα εξαιτίας της μοριακής 

αρχιτεκτονικής των μακρομορίων του κολλαγόνου.  

Μετά την ακτινοβόληση με υπεριώδη ακτινοβολία για διάφορα χρονικά διαστήματα τα 

φάσματα φθορισμού του διαλύματος κολλαγόνου διατηρούν τη χαρακτηριστική μορφή 

τους, με τα μέγιστα εκπομπής όμως να έχουν μειωμένη ένταση (Εικόνα 156). 

Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε ότι με την αύξηση του χρόνου ακτινοβόλησης, υπήρξε μία 

βαθμιαία μείωση στην εκπομπή φθορισμού (Εικόνα 157, γραμμή 1). Τα πολύπλοκα 
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μόρια, όπως το κολλαγόνο, έχουν περισσότερα από ένα χρωμοφόρα μόρια φθορισμού 

και οποιαδήποτε αλλαγή στο φάσμα φθορισμού τους οφείλεται σε μεταβολές στη δομή 

αυτών των μορίων [518]. Κατά συνέπεια, η κατάσταση των μορίων κολλαγόνου 

επηρεάζει την εκπομπή φάσματος φθορισμού. Επιπλέον, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η 

ένταση του φάσματος απορρόφησης αυξάνεται παράλληλα με την αύξηση του χρόνου 

της ακτινοβόλησης. Οι μεταβολές της απορρόφησης στα 275 nm παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 158. Η αύξηση στην απορρόφηση μετά την ακτινοβόληση οφείλεται στην 

αύξηση των φωτοπροϊόντων που σχηματίζονται λόγω της ακτινοβολίας των αρωματικών 

αμινοξέων του κολλαγόνου, της τυροσίνης και φαινυλαλανίνης [369].Σύμφωνα με τους 

Metreveli et al., υπό την επίδραση της UV ακτινοβολίας αυξάνει η ‘θολερότητα’ του 

διαλύματος (turbidity of the solution) λόγω των αλλαγών στη δομή του μορίου του 

κολλαγόνου (μεταπτώσεις της έλικας-πηνίου, helix-coil transition) και μετά από 1-2 ώρες 

ακτινοβόλησης τα μόρια του κολλαγόνου αλλάζουν πλήρως την διαμορφωτικής του 

κατάσταση (conformational state) [375] . 

Στη συνέχεια τα ακτινοβολημένα διαλύματα κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν για το 

σχηματισμό λεπτών υμενίων. Ανάλογα με το χρόνο που κάθε διάλυμα ακτινοβολήθηκε 

παρατηρήθηκε και μια σχετική μείωση στην ένταση των μεγίστων του φθορισμού  

(Εικόνα 157, Γραμμή 2). Η διαφορά στην ένταση φθορισμού ανάμεσα στα διαλύματα 

και στα λεπτά υμένια κολλαγόνου οφείλεται τόσο στο διαφορετικό είδος των δειγμάτων 

όσο και στο γεγονός ότι ο φθορισμός των διαλυμάτων μετρήθηκε με τα διαλύματα να 

είναι τοποθετημένα σε κυβέτες 1cm, ενώ τα υμένια κολλαγόνου ήταν εξαιρετικά λεπτά.  

Όσον αφορά την επιφανειακή τοπογραφία των λεπτών υμενίων κολλαγόνου, οι AFM 

εικόνες έδειξαν ότι μετά την ακτινοβόληση με UV-ακτινοβολία για βραχείς χρόνους 

ακτινοβόλησης (10-30 λεπτά), το κολλαγόνο διατήρησε την ινώδη δομή του (Εικόνα 

159A&B), ενώ η επιφανειακή τραχύτητα και Rrms των υμενίων παρέμεινε σχεδόν 

σταθερή (Εικόνα 160, γραμμή 1). Μετά από 60 λεπτά ακτινοβόλησης του διαλύματος 

κολλαγόνου, τα υμένια που σχηματίστηκαν παρουσίασαν μιαν εξαιρετικά μικρότερη 

τραχύτητα, αλλά μετά από 120 λεπτά η τιμή της  Rrms αυξήθηκε και πάλι. Το γεγονός 

αυτό αποδεικνύει ότι κατά τη διάρκεια της UV-ακτινοβόλησης σε διάλυμα, η 

αποδιαμόρφωση της τριπλής έλικας του κολλαγόνου είναι μια αναστρέψιμη διαδικασία. 

Από την άλλη πλευρά, οι AFM εικόνες έδειξαν ότι για 60 και 120 λεπτά ακτινοβόλησης 

τα υμένια διατήρησαν τη δομή και μορφολογία τους (Εικόνα 159C & D). 
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Εικόνα 155: Φάσμα φθορισμού από το αρχικό διάλυμα κολλαγόνου (πάνω) και εικόνα AFM (20x20 μm, 

κάτω) από λεπτό υμένιο κολλαγόνου που σχηματίστηκε με τη διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης με 

το αρχικό διάλυμα κολλαγόνου.  
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Εικόνα 156: Φάσματα φθορισμού από διαλύματα κολλαγόνου μετά από ακτινοβόληση για 10, 30, 60 και 

120 λεπτά.  
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Εικόνα 157: Ένταση φθορισμού στην περιοχή  μέγιστης εκπομπής μετά από ακτινοβόληση για 10, 30, 

60 και 120 λεπτά με UV.  
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Εικόνα 158: Απορρόφηση στα 275 nm μετά από ακτινοβόληση για 10, 30, 60 και 120 λεπτά με UV.  

 

Εικόνα 159: Εικόνες AFM (10x10 μm) από λεπτό υμένιο κολλαγόνου που σχηματίστηκε με τη 

διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης από διάλυμα κολλαγόνου το οποίο ακτινοβολήθηκε με UV για 

10, 30, 60 και 120 λεπτά. 
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Εικόνα 160: Τραχύτητα επιφάνειας σε Rrms όπως μετρήθηκε με το AFM σε υμένια κολλαγόνου μετά 

από ακτινοβόληση για 10, 30, 60 και 120 λεπτά. 

 

Δ.5.3.2 ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΗΣΗ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Προκειμένου να διερευνηθεί κατά πόσον υπάρχει διαφορετική επίδραση της UV 

ακτινοβολίας στα λεπτά υμένια κολλαγόνου, όταν η ακτινοβόληση γίνεται πριν ή μετά το 

σχηματισμό των λεπτών υμενίων, τα ίδια πειράματα επαναλήφθηκαν αφού πρώτα 

σχηματίστηκαν τα υμένια και μετά ακτινοβολήθηκαν. 

Τα φάσματα φθορισμού παρουσιάζουν παρόμοια συμπεριφορά μετά από UV 

ακτινοβόληση με την ένταση εκπομπής να μειώνεται με την αύξηση του χρόνου 

ακτινοβόλησης (Εικόνα 157, Γραμμή 3). Η ένταση του φθορισμού στην κορυφή 

(μέγιστη τιμή φθορισμού) παρουσίασε ακριβώς την ίδια μείωση όπως στην περίπτωση 

της ταινίας που σχηματίστηκε από ακτινοβολημένο διάλυμα (Εικόνα 157, Γραμμή 2). 
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Προκειμένου να διερευνηθεί η επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας στην τοπογραφία 

των λεπτών υμενίων κολλαγόνου με Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης, ένα λεπτό υμένιο 

απεικονίστηκε μετά από κάθε περίοδο ακτινοβόλησης. Η απεικόνιση του ίδιου υμενίου 

καθώς και η χρήση πλεγμάτων χαρτογράφησης του υποστρώματος (locator grids) 

επέτρεψε την απεικόνιση σχεδόν της ίδιας περιοχής σε κάθε περίπτωση, έτσι ώστε να 

υπάρχουν ακριβέστερα αποτελέσματα.  

Οι εικόνες AFM παρουσίασαν ότι για βραχείς χρόνους ακτινοβόλησης (10-120 λεπτά), η 

μορφολογία των υμενίων δεν παρουσιάζει καμία σημαντική μεταβολή (Εικόνα 161). 

Η τραχύτητα της επιφάνειας επίσης διατηρείται σχεδόν σταθερή (Εικόνα 160, Γραμμή 

2), αν και συγκρίνοντας την επιφανειακή τραχύτητα με εκείνη των υμενίων που 

σχηματίστηκαν με ακτινοβολημένο διάλυμα, μπορεί να φανεί ότι στη δεύτερη περίπτωση 

τα υμένια διαθέτουν υψηλότερη τραχύτητα. Αυτό αποδεικνύει ότι η σειρά με την οποία 

γίνεται η διαδικασία ακτινοβόλησης με UV ακτινοβολία δεν επηρεάζει τη 

δομή/τοπογραφία των λεπτών υμενίων κολλαγόνου αλλά επηρεάζει την τραχύτητα της 

επιφάνειας των σχηματιζόμενων υμενίων. 

Προκειμένου να διερευνηθεί αν οι UV ακτίνες μπορούν να μεταβάλλουν τη μορφολογία 

της επιφάνειας για μεγαλύτερους χρόνους ακτινοβόλησης, το ίδιο υμένιο 

ακτινοβολήθηκε με υπεριώδη ακτινοβολία για 3, 7, 11 και 15 ώρες (Εικόνα 162).  

 

Εικόνα 161: Εικόνες AFM (20x20 μm) από λεπτό υμένιο κολλαγόνου που σχηματίστηκε με τη 

διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης και ακτινοβολήθηκε με UV  για 10, 30, 60 και 120 λεπτά. 
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Εικόνα 162: Εικόνες AFM (20x20 μm) από λεπτό υμένιο κολλαγόνου που σχηματίστηκε με τη 

διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης και ακτινοβολήθηκε με UV  για 3, 7, 11 και 15 ώρες. 

 

Οι εικόνες του AFM στην Εικόνα 162 αποδεικνύουν ότι τα λεπτά υμένια κολλαγόνου 

για 3 και 7 ώρες ακτινοβόλησης δεν παρουσιάζουν κάποια σημαντική μεταβολή ή 

αλλοίωση στην επιφάνειά τους (Εικόνα 162A & B). Μετά από επτά ώρες, 

παρατηρήθηκε μόνο ότι η επιφανειακή τραχύτητα μειώθηκε σημαντικά σε 6.73 nm (με 

μια τυπική απόκλιση των ~ 36 nm). Μετά από 11 ώρες ακτινοβόλησης, κάποιες περιοχές 

στα υμένια άρχισαν να διαστέλλονται, καταστρέφοντας την επιφανειακή τοπογραφία των 

υμενίων και αποδιαμορφώνοντας τη δομή των ινών (Εικόνα 162C). Μετά από 15 ώρες 

ακτινοβόλησης, η επιφανειακή τραχύτητα άλλαξε σημαντικά και παρουσίαζε τόσο 

υψηλές όσο και χαμηλές τιμές, ανάλογα με τη συγκεκριμένη περιοχή της επιφάνειας και 

με το επίπεδο της καταστροφής του κολλαγόνου (Εικόνα 162D). Στις εικόνες μεγάλης 

κλίμακας (Εικόνα 163A & B), μπορεί να φανεί ότι η επιφάνεια παρουσίαζε ρωγμές μετά 

από 3 ώρες ακτινοβόλησης, ενώ για μεγάλους χρόνους (π.χ. 15 ώρες) χαρακτηρίζεται 

από μια δομή αποτελούμενη από περιοχές με ‘λόφους’ (bubble-like pattern). Παράλληλα, 

από εικόνες μικρότερης κλίμακας (Εικόνα 163C & D) μπορεί να επιβεβαιωθεί το 

επίπεδο της αποδόμησης των ινών κολλαγόνου ανάλογα με το χρόνο ακτινοβόλησης.  
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Εικόνα 163: Εικόνες AFM (100x100μm πρώτη γραμμή και 10x10μm δεύτερη γραμμή) από λεπτό 

υμένιο κολλαγόνου που σχηματίστηκε με τη διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης και ακτινοβολήθηκε 

με UV  για 3 και 15 ώρες. 

Δ.5.3.3 ΕΠΙΔΡΑΣΗ UV-ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ ΣΤΗ D-ΠΕΡΙΟΔΙΚΟΤΗΤΑ 

Καθώς η D-περιοδικότητα (~67 nm) διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη δομή του 

κολλαγόνου, δόθηκε ιδιαίτερη σημασία στη διερεύνηση της επίδρασης της υπεριώδους 

ακτινοβολίας στην περιοδικότητα.  

Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση της UV στην περιοδικότητα σε λεπτά υμένια 

κολλαγόνου επιλέχθηκαν περιοχές με ίνες κολλαγόνου που παρουσίαζαν ευδιάκριτη  την 

D-περιοδικότητα. Μια τέτοια περιοχή παρουσιάζεται στην Εικόνα 164Α. Τα λεπτά 

υμένια ακτινοβολήθηκαν για διαφορετικά χρονικά διαστήματα και μετά από κάθε 

ακτινοβόληση η ίδια περιοχή απεικονιζόταν με Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης. 

Παρόλο που προηγουμένως παρουσιάστηκε ότι μετά την ακτινοβόληση με UV 

διαδραματίστηκε φωτοαποδόμηση του κολλαγόνου, όπως έδειξε η φασματοσκοπία 

απορρόφησης & φθορισμού, ενώ παρατηρήθηκαν αλλαγές στην τραχύτητα της 

επιφάνειας, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι για ακτινοβόληση μέχρι και 14 ώρες η D-

περιοδικότητα μπορούσε να απεικονιστεί χωρίς να δημιουργηθούν σημαντικές 

επιφανειακές αλλοιώσεις (Εικόνα 164Β-Ε). Βέβαια, παρατηρήθηκε ότι στην επιφάνεια 

των υμενίων υπήρχαν κάποιες περιοχές όπου τα υμένια άρχισαν να αλλοιώνονται αλλά 

χωρίς σημαντικές μεταβολές στην περιοδικότητα. Φυσικά, υπήρχαν και περιοχές στο 

υμένιο όπου το κολλαγόνο είχε αρχίσει να αποδιαμορφώνεται και να δημιουργούνται 

περιοχές με ‘λόφους’ (όπως στην Εικόνα 162), αλλά η περιοδικότητα των ινιδίων δεν 

μεταβαλλόταν σημαντικά. 

A B 

C D 
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Εικόνα 164: Εικόνες AFM (5x5μm) από λεπτό υμένιο κολλαγόνο ακτινοβολημένο με υπεριώδη 

ακτινοβολία. Οι εικόνες παρουσιάζουν την ίδια περιοχή του λεπτού υμενίου κολλαγόνου μετά από 

ακτινοβόληση για 0 (Α), 0,5 (Β), 3 (C), 6 (D) και 14 ώρες (E).  

Για μεγαλύτερους χρόνους ακτινοβόλησης οι ίνες κολλαγόνου άρχισαν να 

αποδιαμορφώνονται και για 21 ώρες ακτινοβόλησης στην επιφάνεια των δειγμάτων 

μπορούσαν να απεικονιστούν μόνο θραύσματα ινών με D-περιοδικότητα (Εικόνα 165Α 

& Β). Η Εικόνα 165C παρουσιάζει ένα θραύσμα από ίνα κολλαγόνου, όπου η UV 

ακτινοβολία έχει ξεκινήσει να καταστρέφει τη D-περιοδικότητα. Όπως υποδεικνύει το 

βέλος στην Εικόνα 165C η αλλοίωση της ίνας έχει ξεκινήσει με την αποδόμηση του 

εξωτερικού κελύφους της ίνας και μία οπή, σαν ‘κρατήρας’ δημιουργήθηκε στην 

επιφάνεια της ίνας. Στο εσωτερικό της ίνας παρατηρήθηκε επίσης η D-περιοδικότητα.  

Οι δυο μικρογραφίες στην Εικόνα 165C παρουσιάζουν την ίδια περιοχή σε τρισδιάστατη 

(3D) εικόνα και σε εικόνα διαφορά φάσης. Στην 3D μικρογραφία μπορεί να φανεί 

καλύτερα η διατήρηση της D-περιοδικότητας κάτω από το κατεστραμμένο εξωτερικό 

κέλυφος. Η απεικόνιση φάσης (ή διαφοράς φάσης) καταγράφει τη διαφορά φάσης 

μεταξύ των ταλαντώσεων του ελεύθερου και σταθερού άκρου του προβολού του AFM 

και είναι μιαν επέκταση της μεθόδου ενδιάμεσης επαφής, η οποία δεν περιορίζεται στο 

χαρακτηρισμό μόνο των τοπογραφικών χαρακτηριστικών της επιφάνειας του δείγματος 

[519]. Αυτή η μέθοδος είναι κατάλληλη για την ανίχνευση διαφοροποιήσεων στις 

ιδιότητες του δείγματος, όπως οι μηχανικές [220], ενώ έχει εφαρμοστεί και για τη 

διερεύνηση της επίδρασης της UV ακτινοβολίας στο κολλαγόνο [220]. Η εικόνα φάσης 

παρουσιάζει τη διαφορετική αντίθεση μεταξύ των διαφορετικών περιοχών του 
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κολλαγόνου, ιδιαίτερα της D-περιοδικότητας κατά μήκος της ίνας. Επιπλέον, μπορεί να 

φανεί ότι στην περιοχή της οπής με μορφή κρατήρα οι ζώνες από κορυφές και κοιλάδες 

της D-περιοδικότητας συνεχίζουν να παρουσιάζουν διαφορετική διαφορά φάσης. Αυτή η 

διαφορά στην αντίθεση φάσης πιστεύεται ότι οφείλεται στις διαφορετικές μηχανικές 

ιδιότητες των περιοχών των κοιλάδων από αυτές των κορυφών. Αυτές οι παρατηρήσεις 

έρχονται σε συμφωνία με προηγούμενες μελέτες, στις οποίες παρουσιάστηκαν τόσο ίνες 

κολλαγόνου αποτελούμενες από πολλαπλά κελύφη όσο και D-περιοδικότητα στο 

εσωτερικό κέλυφος των ινών [457, 514].  

 
Εικόνα 165: Εικόνες AFM  (Α. 5x5 μm, B. 1.5x1.5 μm και C. 374x374 nm) από θραύσματα ινών 

κολλαγόνου μετά από ακτινοβόληση για 21 ώρες. Οι εικόνες Α και Β δείχνουν ότι για αυτό το χρόνο 

ακτινοβόλησης μόνο μερικά θραύσματα ινών κολλαγόνου με τη χαρακτηριστική D-περιοδικότητα 

μπορούσαν να παρατηρηθούν. Η εικόνα C, απεικονίζει μια οπή σε μορφή κρατήρα (βέλος), η οποία 

σχηματίστηκε από την υπεριώδη ακτινοβολία. Οι δύο μικρογραφίες παρουσιάζουν την ίδια περιοχή σε 

3D και σε απεικόνιση διαφοράς φάσης. 
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Δ.5.3.4 ΕΠΙΔΡΑΣΗ UV ΣΤΗΝ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ 

 

Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου που αναπτύχθηκαν και παρουσιάστηκαν στις ενότητες  

«Γ.1 Τα Πρωτόκολλα Παραγωγής Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου», (σελ. 163) & «Γ.1.2 

Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin Coating) Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου», (σελ. 164) 

χρησιμοποιήθηκαν ως υπόστρωμα για την καλλιέργεια ινοβλαστών. Η μορφολογία και 

επιμήκυνση των ινοβλαστών διερευνήθηκε με μικροσκοπία φθορισμού, μικροσκοπία 

ατομικής δύναμης και μεθόδους επεξεργασίας εικόνων. Οι εικόνες φθορισμού των 

προσκολλημένων κυττάρων στα διαφορετικά υποστρώματα παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 166. Στην πρώτη γραμμή της Εικόνα 166 παρουσιάζονται εικόνες από 

μικροσκοπία φθορισμού από κύτταρα που αναπτύχθηκαν σε υμένια τα οποία δεν 

δέχθηκαν καθόλου υπεριώδη ακτινοβολία (συμβολίζεται με 0 για να υποδηλώσει το 

μηδενικό χρόνο έκθεσης) και σε δίσκους από μίκα. Από τις ποιοτικές πληροφορίες, οι 

οποίες παρέχουν οι εικόνες φθορισμού, παρουσιάζεται ότι στα μη-ακτινοβολημένα 

υμένια οι ινοβλάστες παρουσιάζουν μιαν επιμήκη μορφή, με δύο φιλοπόδια να 

εκτείνονται σε αντίθετες κατευθύνσεις από το σώμα του κυττάρου, η οποία θεωρείται η 

μορφή που έχουν οι φυσιολογικά αναπτυσσόμενοι ινοβλάστες. Οι ινοβλάστες που 

αναπτύχθηκαν απευθείας πάνω σε δίσκους μίκας παρουσιάζονται πιο σφαιρικοί με 

περισσότερα φιλοπόδια, τα οποία αναπτύσσονται προς τυχαίες κατευθύνσεις. 

Προηγούμενες εργασίες έχουν επίσης παρουσιάσει ότι τα κύτταρα τα οποία 

καλλιεργούνται σε μίκα δεν αναπτύσσονται φυσιολογικά και παρουσιάζουν έναν 

ασυνήθιστα σφαιρικό σχήμα [506]. Η πρώτη γραμμή στην Εικόνα 166, παρουσιάζει τις 

εικόνες φθορισμού από ινοβλάστες, οι οποίοι καλλιεργήθηκαν σε υμένια τα οποία πρώτα 

σχηματίστηκαν και στη συνέχεια ακτινοβολήθηκαν για διαφορετικά χρονικά 

διαστήματα. Παρατηρείται ότι για 10 και 30 min οι ινοβλάστες έχουν μιαν πιο επιμήκη 

μορφολογία, όπως αυτή στη φυσιολογική τους κατάσταση. Σε αντίθετη περίπτωση, για 

μεγαλύτερους χρόνους ακτινοβόλησης, 60 και 120 min, οι ινοβλάστες χαρακτηρίζονται 

από ένα πιο σφαιρικό σχήμα και μεγαλύτερο αριθμό από φιλοπόδια. Αυτό μπορεί να 

οφείλεται στην παραμόρφωση της δομής του κολλαγόνου. Παρόμοια συμπεριφορά 

παρουσίασαν και οι ινοβλάστες που καλλιεργήθηκαν σε λεπτά υμένια κολλαγόνου τα 

οποία σχηματίστηκαν από UV-ακτινοβολημένο διάλυμα κολλαγόνου. Οι ινοβλάστες 

γίνονται όλο και πιο σφαιρικοί όσο καλλιεργούνταν σε υμένια κολλαγόνου τα οποία 

σχηματίστηκαν από διάλυμα κολλαγόνου τα οποία ακτινοβολήθηκαν για μεγαλύτερο 

χρονικό διάστημα. 

Προκειμένου να αποκτηθούν ποσοτικές πληροφορίες για το σχήμα των ινοβλαστών και 

πυρήνων τους, χρησιμοποιήθηκαν μέθοδοι επεξεργασίας εικόνας και υπολογισμός της 

παραμέτρου επιμήκυνσης Ε (η παράμετρος Ε ισούται με το μήκος του κύριου άξονα δια 

το μήκος του μικρού άξονα μείον 1, E=
              

             
-1). Τα διαγράμματα που 

παρουσιάζουν την επιμήκυνση του σώματος των ινοβλαστών καθώς και του πυρήνα τους 

συνοψίζονται στην Εικόνα 167, ενώ στην Εικόνα 168 παρουσιάζεται το ποσοστό (επί 

τοις εκατό, %) των κυττάρων και πυρήνων που ανήκουν στις τρεις κατηγορίες 

επιμήκυνσης: σφαιρικά (Ε<0.5), ελλειψοειδή (Ε= 0.5 έως 1) και επιμήκη (Ε>0). Η 

Εικόνα 167 δείχνει ότι σε όλες τις περιπτώσεις υπήρχαν κύτταρα και πυρήνες που  
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ανήκουν και στις τρεις κατηγορίες επιμήκυνσης. Για κάθε διαφορετικό χρόνο 

ακτινοβόλησης, η μέση τιμή της επιμήκυνσης ήταν στατιστικά σημαντική (έλεγχος μέσω 

ανάλυσης της διακύμανσης, ANalyis Of Variance-ANOVA, p<0.05) σε σχέση με τη 

μέση τιμή επιμήκυνσης για τις άλλες δύο κατηγορίες για τον ίδιο χρόνο ακτινοβόλησης. 

Οι μετρήσεις όμως του ποσοστού της κάθε κατηγορίας (Εικόνα 168) έδειξαν ότι στη 

μίκα οι ινοβλάστες παρουσιάζουν κυρίως ελλειψοειδές και σφαιρικό σχήμα, ενώ μόνο 

ένας περιορισμένος αριθμός από επιμήκη κύτταρα παρατηρήθηκε. Στα μη-

ακτινοβολημένα υμένια τα ποσοτικά δεδομένα υποδεικνύουν ότι η πλειοψηφία των 

ινοβλαστών είχαν επίμηκες σχήμα. 

Για την περίπτωση των κυττάρων που καλλιεργήθηκαν σε υμένια τα οποία 

ακτινοβολήθηκαν για διαφορετικά χρονικά διαστήματα, οι μετρήσεις επιβεβαίωσαν ότι 

καθώς αυξανόταν ο χρόνος ακτινοβόλησης (10-60 min) ο αριθμός των σφαιρικών 

ινοβλαστών αυξανόταν συνεχώς. Για τα 10 και 30 min, η πλειοψηφία των ινοβλαστών 

είχαν επίμηκες σχήμα, ενώ για 60 min οι περισσότεροι ινοβλάστες είχαν σφαιρικό 

σχήμα. Παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον το γεγονός ότι για 60 min ακτινοβόληση τα 

δεδομένα δείχνουν ότι οι ινοβλάστες παρουσιάζουν παρόμοια συμπεριφορά με αυτή των 

ινοβλαστών που καλλιεργήθηκαν απευθείας πάνω σε δίσκους μίκας. Μετά από 120 min 

ακτινοβόλησης, τα κύτταρα ξεκίνησαν και πάλι να έχουν πιο επίμηκες σχήμα. Παρόμοια 

συμπεριφορά παρουσίασε και το σχήμα των πυρήνων των ινοβλαστών σε σχέση με το 

χρόνο ακτινοβόλησης του υποστρώματος. Για τους χρόνους ακτινοβόλησης που 

διερευνήθηκαν, η πλειοψηφία των πυρήνων των ινοβλαστών χαρακτηριζόταν από 

σφαιρικό ή ελλειψοειδές σχήμα, με τον αριθμό των πυρήνων με σφαιρικό σχήμα να 

αυξάνεται με την αύξηση του χρόνου ακτινοβόλησης.   

Στην περίπτωση των ινοβλαστών που καλλιεργήθηκαν σε υμένια τα οποία 

σχηματίστηκαν από UV-ακτινοβολημένο διάλυμα κολλαγόνου, οι ινοβλάστες 

παρουσίασαν παρόμοια συμπεριφορά. Μέχρι 60 min ακτινοβόλησης το ποσοστό των 

ινοβλαστών με σφαιρικό σχήμα αυξανόταν με την αύξηση του χρόνου ακτινοβόλησης, 

ενώ η πλειοψηφία των πυρήνων είχε ελλειψοειδές σχήμα. Μετά από 120 min 

ακτινοβόλησης η συμπεριφορά των ινοβλαστών άλλαξε. Το μεγαλύτερο ποσοστό των 

ινοβλαστών είχαν επίμηκες σχήμα και μόνο ελάχιστοι ινοβλάστες με σφαιρικό ή 

ελλειψοειδές σχήμα παρατηρήθηκαν. Καθώς, η μελέτη με AFM των λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου («Δ.5.3.2 Ακτινοβόληση λεπτών υμενίων κολλαγόνου», σελ. 305) έδειξε ότι 

για αυτούς τους χρόνους ακτινοβόλησης η τοπογραφία και η επιφανειακή τραχύτητα δεν 

επηρεάζεται σημαντικά, η αλλαγή της συμπεριφοράς των κυττάρων μπορεί να είναι 

επακόλουθο της φωτο-αποδόμησης του κολλαγόνου, η οποία επιβεβαιώθηκε από τη 

φασματοσκοπία απορρόφησης και φθορισμού. Όπως προκύπτει η φωτο-αποδόμηση 

επηρεάζει το μηχανισμό αλληλεπίδρασης ή σηματοδότησης του κολλαγόνου με τα 

κύτταρα, ο οποίος δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί και είναι υπεύθυνος για την 

προσρόφηση, μετανάστευση και ανάπτυξη των κυττάρων [519]. Στην περίπτωση 

ακτινοβόλησης του διαλύματος κολλαγόνου, η επιφανειακή τραχύτητα θα μπορούσε να 
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έχει επιδράσει στη συμπεριφορά των κυττάρων, καθώς στο «Δ.5.3.1 Ακτινοβόληση 

διαλύματος κολλαγόνου» (σελ. 300) παρουσιάστηκε ότι η επιφανειακή τραχύτητα 

παρουσίαζε σημαντικές διαφοροποιήσεις στις τιμές της. Επιπρόσθετα, η αξιοσημείωτη 

αλλαγή στον αριθμό των επιμηκών ινοβλαστών μετά από 120 min μπορεί να συσχετιστεί 

με την αντιστροφή της επιφανειακής τραχύτητας για αυτό το χρόνο ακτινοβόλησης. 

Παράλληλα, σημαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση της συμπεριφοράς των ινοβλαστών 

μπορεί να διαδραμάτισε η αλλαγή των μηχανικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου μετά από 

ακτινοβόληση με υπεριώδη ακτινοβολία [372, 373, 383, 385, 520].  

 
Εικόνα 166: Εικόνες μικροσκοπίας φθορισμού από ινοβλάστες που καλλιεργήθηκαν σε διαφορετικά 

υποστρώματα (κλίμακα 0.03 mm). 
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Εικόνα 167: Διαγράμματα που παρουσιάζουν την επιμήκυνση του σώματος των ινοβλαστών και των 

πυρήνων τους όταν οι ινοβλάστες αναπτύχθηκαν σε διαφορετικά υποστρώματα. 

 

Εικόνα 168: Διαγράμματα που παρουσιάζουν το ποσοστό (επί τοις εκατό, %) των κυττάρων και 

πυρήνων που ανήκουν στην κάθε κατηγορία επιμήκυνσης όταν οι ινοβλάστες αναπτύχθηκαν σε 

διαφορετικά υποστρώματα. 
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Προκειμένου να επιτευχθεί καλύτερη διερεύνηση της σχέσης μεταξύ της τοπογραφίας 

των λεπτών υμενίων του κολλαγόνου και της απόκρισης των ινοβλαστών, η μικροσκοπία 

φθορισμού συνδυάστηκε με υψηλής ανάλυσης απεικόνιση της επιφάνειας τόσο των 

κυττάρων όσο και των υποστρωμάτων με Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης. Η 

απεικόνιση με AFM πραγματοποιήθηκε με σκοπό να ληφθεί συμπληρωματική 

πληροφορία όσον αφορά τα κύτταρα και τα χαρακτηριστικά του υποστρώματος. Στη 

μελέτη κυττάρων το AFM είναι κατάλληλο για την απεικόνιση της κυτταρικής 

μεμβράνης και του κυτταροσκελετού, ενώ μπορεί να παρέχει 3D εικόνες του 

υποστρώματος στο οποίο αναπτύσσεται το κύτταρο στη νανοκλίμακα [174, 253]. Γενικά, 

οι διαφορετικές τεχνικές σταθεροποίησης κυττάρων, όπως αυτή που χρησιμοποιήθηκε 

εδώ, προκαλούν την ανάπτυξη σταυροδεσμών (crosslinking) των πρωτεϊνών της 

μεμβράνης του κυττάρου ώστε να γίνουν πιο σκληρές. Σαν αποτέλεσμα, το AFM μπορεί 

να παρέχει σημαντικές πληροφορίες σχετικά με τις μεμβράνες των κυττάρων και το 

γενικότερο σχήμα των κυττάρων.  

Στις εικόνες του AFM, Εικόνα 169, παρουσιάζονται ινοβλάστες που καλλιεργήθηκαν σε 

διαφορετικά υποστρώματα. Τα όρια του κάθε κυττάρου και η επιφάνεια της μεμβράνης 

του φαίνονται ευδιάκριτα (Εικόνα 169Α). Μπορεί να παρατηρηθεί ότι στις περιπτώσεις 

όπου το υπόστρωμα ακτινοβολήθηκε για μικρό χρονικό διάστημα οι ίνες που αποτελούν 

τα λεπτά υμένια του κολλαγόνου διακρίνονται ξεκάθαρα, αλλά ως υπόβαθρο 

(background) στις εικόνες (Εικόνα 169Β-Ε). Επιπλέον, φαίνεται ότι καθώς τα κύτταρα 

αποτελούνταν από τυχαία προσανατολισμένες ίνες, ο προσανατολισμός των ινοβλαστών 

δεν καθοδηγήθηκε από τον προσανατολισμό των ινών. Τέλος, δεν παρατηρήθηκε ο 

επαναπροσανατολισμός των ινών κολλαγόνου, καθώς προηγούμενες in vitro εργασίες 

έχουν δείξει ότι οι ινοβλάστες είχαν τη δυνατότητα να αλλάζουν τον προσανατολισμό 

ινών κολλαγόνου σε γέλη (gel) κολλαγόνου [274]. Στην περίπτωση του μεγάλου χρόνου 

ακτινοβόλησης του υποστρώματος, Εικόνα 169F, οι ινοβλάστες απεικονίστηκαν να είναι 

προσκολλημένοι σε υπόστρωμα το οποίο αποτελείτο από θραύσματα καταστραμμένου 

κολλαγόνου. 
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Εικόνα 169: Τοπογραφικές εικόνες AFM από ινοβλάστες σε UV-ακτινοβολημένα υμένια κολλαγόνου. 

Ινοβλάστης σε μη-ακτινοβολημένο υμένιο κολλαγόνου (Α) και σε υμένια που ακτινοβολήθηκαν για 30 

(Β) και 60 min (C). Οι εικόνες (D) και (E) παρουσιάζουν ινοβλάστες που αναπτύχθηκαν σε υμένια 

κολλαγόνου που σχηματίστηκαν από UV-ακτινοβολημένο κολλαγόνο για 30 και 120 min, αντίστοιχα. Η 

εικόνα (F) παρουσιάζει ένα ινοβλάστη  προσκολλημένο σε υπόστρωμα το οποίο αποτελείτο από 

θραύσματα καταστρεμμένου κολλαγόνου καθώς ακτινοβολήθηκε για 15 h.  
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Δ.5.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Το γεγονός ότι τα αποτελέσματα έδειξαν πως η ένταση του εκπεμπόμενου σήματος 

φθορισμού του κολλαγόνου μειώνεται με την αύξηση της διάρκειας της UV 

ακτινοβόλησης, αποτελεί στοιχείο που αποδεικνύει δομικές αλλαγές στις περιοχές των 

αρωματικών αμινοξικών καταλοίπων ή των ίδιων των αμινοξέων [369]. Επιπλέον, η 

αύξηση απορρόφησης στα 275 nm είναι ένα αποτέλεσμα της αύξησης του αριθμού των 

φωτοπροϊόντων και αποδεικνύει ότι η φωτοδιάσπαση του κολλαγόνου έχει ως 

αποτέλεσμα το σπάσιμο του πεπτιδικού δεσμού και τον επακόλουθο σχηματισμό 

τυροσίνης, η  οποία είναι ένα από τα κύρια συστατικά του κολλαγόνου που παράγεται 

μετά από μίαν οξειδωτική αντίδραση [25]. Αυτός είναι ο λόγος για τον οποίο λέγεται ότι 

ο σχηματισμός της τυροσίνης είναι ένα πρώτο βήμα για τη φωτο-γήρανση του δέρματος. 

Επιπλέον, θεωρείται ότι στην περίπτωση του κολλαγόνου που είναι διαλυμένο σε οξύ, 

όπως και στη δική μας περίπτωση, κατά την ακτινοβόληση με υπεριώδη ακτινοβολία 

εμφανίζονται ελεύθερες ρίζες, γεγονός το οποίο είναι αποτέλεσμα της φωτοδιάσπασης 

του μακρομορίου του κολλαγόνου [375]. 

Όσον αφορά την ακτινοβόληση των υμενίων κολλαγόνου, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι 

για βραχείς χρόνους ακτινοβόλησης η ακτινοβολία UV επηρεάζει την επιφανειακή 

τραχύτητα, αλλά δεν επηρεάζει τη δομή του κολλαγόνου. Συνεπώς, στις περιπτώσεις που 

τα λεπτά υμένια κολλαγόνου προορίζονται για να χρησιμοποιηθούν ως υποστρώματα για 

την καλλιέργεια κυττάρων και λαμβάνοντας υπόψη ότι η επιφανειακή τραχύτητα 

επηρεάζει τη συμπεριφορά των κυττάρων, η UV ακτινοβολία μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

όχι μόνο ως μέθοδος αποστείρωση ή διασύνδεσης, αλλά επίσης ως μια τεχνική για τον 

έλεγχο της επιφανειακής τραχύτητας. Για μεγαλύτερους χρόνους ακτινοβόλησης η UV 

μεταβάλλει τόσο τη δομή όσο και την επιφανειακή τραχύτητα, υποδεικνύοντας ότι μόνο 

βραχείς χρόνοι ακτινοβόλησης πρέπει να χρησιμοποιούνται για βιοϊατρικές εφαρμογές, 

έτσι ώστε το κολλαγόνο να διατηρεί την αρχική φυσιολογική δομή του. 

Από προηγούμενες μελέτες έχει αποδειχθεί ότι με τη χρήση παρόμοιων πηγών ενέργειας 

ακτινοβολίας στο ίδιο μήκος κύματος, ακτινοβόληση με UV μετά από 12 ώρες 

προκάλεσε μείωση της επιφανειακής τραχύτητας σε υμένια του καθαρού κολλαγόνου 

(από 2.6 → 2.1 nm) και υμένια PVP (πολυ-βινυλική αλκοόλη)-κολλαγόνου [376]. Η 

μείωση της επιφανειακής τραχύτητας με υπεριώδη ακτινοβόληση επιβεβαιώθηκε επίσης 

και σε δείγματα κολλαγόνο- poly(vinyl pyrrolidone)(PVP) [521]. Στη δική μας 

περίπτωση, τα λεπτά υμένια αποτελούνταν από καθαρό κολλαγόνο τα οποία είχαν 

σχηματιστεί από μητρικό διάλυμα κολλαγόνου που είχε μεγάλη συγκέντρωση. Αυτό είχε  

σαν αποτέλεσμα, τα αρχικά λεπτά υμένια να χαρακτηρίζονται από μεγαλύτερη 

επιφανειακή τραχύτητα (βλ. Εικόνα 160, σελ. 305) και να παρατηρηθούν μεγάλες 

μειώσεις της επιφανειακής τραχύτητας. Έχει επίσης παρατηρηθεί σε προηγούμενες 
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δημοσιεύσεις με απεικόνιση AFM και contact angle studies, σε υμένια από πολυμερή 

όπου περιείχαν μικρές ποσότητες κολλαγόνου καταστροφή της δομής του και αλλαγή της 

επιφανειακής ελεύθερης ενέργειας (surface free energy) μετά την ακτινοβόληση με UV, 

γεγονός που υποδεικνύει φωτο-οξείδωση και αύξηση της πολικότητας της επιφάνειας 

[380]. Επιπλέον, έχει αναφερθεί αύξηση της πολικότητας της επιφάνειας μετά την 

ακτινοβόληση δειγμάτων κολλαγόνου, γεγονός που σημαίνει ότι πραγματοποιήθηκε 

φωτοοξείδωση και σε αυτές τις επιφάνειες. Επίσης, σε άλλες εργασίες έχει παρουσιαστεί 

ότι η ακτινοβόληση με UV-C προκάλεσε καταστροφή της δομής και μείωση της 

θερμικής σταθερότητας όχι μόνο σε δείγματα καθαρού κολλαγόνου αλλά και σε μοντέλα 

πεπτιδίων κολλαγόνου [374]. Περαιτέρω, έχει αποδειχθεί ότι οι δόσεις (0.02 - 1 J/cm
2
) 

της UV ακτινοβολίας από τον ήλιο, φυσική ακτινοβόληση, δεν είχε καμία ανιχνεύσιμη 

επίδραση στα μονομερή κολλαγόνα τύπου Ι [381].  

Όσον αφορά την καλλιέργεια κυττάρων σε UV-ακτινοβολημένα υμένια κολλαγόνου, τα 

αποτελέσματα έδειξαν ότι για μικρούς χρόνους ακτινοβόλησης και για τη 

χρησιμοποιούμενη ένταση, οι ινοβλάστες αναπτύχθηκαν στα ακτινοβολημένα υμένια. 

Αυτά τα αποτελέσματα είναι σε συμφωνία με προηγούμενες εργασίες στις οποίες 

παρουσιάστηκε ότι UV-C ακτινοβολημένα υποστρώματα κολλαγόνου (κυρίως γέλες 

κολλαγόνου) μπορούν να υποστηρίξουν την κυτταρική καλλιέργεια, παρόλο που ο 

κυτταρικός πολλαπλασιασμός έχει παρουσιαστεί ότι επηρεάζεται από τη δόσης της UV-

C ακτινοβολίας [372, 522]. Σε άλλες περιπτώσεις, η επεξεργασία με UV-C μειγμάτων με 

βάση το κολλαγόνο (collagen based blends) παρουσιάστηκε ότι βελτιώνει την κυτταρική 

βιωσιμότητα [380]. Έχει προταθεί ότι σε μερικές περιπτώσεις η διαδικασία ανάπτυξης 

σταυροδεσμών με UV ακτινοβόληση, ενισχύει την κυτταρική συμπεριφορά καθώς η UV 

ακτινοβολία προκαλεί αποδόμηση συστατικών του υποστρώματος η οποία μπορεί να 

αποκαλύψει κρυμμένα πρότυπα αναγνώρισης των κυττάρων [118, 522]. Στην 

πειραματική διαδικασία που παρουσιάστηκε εδώ, φάνηκε ότι η φωτο-καταστροφή, η 

οποία προκλήθηκε στα ινίδια κολλαγόνου λόγω της UV-C ακτινοβόλησης, επηρεάζει το 

κυτταρικό σχήμα. Πιο σφαιρικοί ινοβλάστες (σε σχέση με τους ινοβλάστες που 

αναπτύσσονται σε μη ακτινοβολημένο υμένιο) σχηματίστηκαν στα υποστρώματα που 

ακτινοβολήθηκαν για μικρό χρονικό διάστημα. Για μεγάλους χρόνους ακτινοβόλησης, 

καθώς η ινώδης δομή του κολλαγόνου ξεκίνησε να αποδιαμορφώνεται, τα κύτταρα 

ξεκίνησαν και πάλι να παρουσιάζουν πιο ελλειψοειδές σχήμα. Η τάση σχηματισμού 

σφαιρικών κυττάρων σε UV-C ακτινοβολημένα υποστρώματα έχει επίσης αναφερθεί για 

γέλες κολλαγόνου, όπου η απεικόνιση πραγματοποιήθηκε με SEM [523]. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την πειραματική εργασία στο στάδιο αυτό έχουν 

δείξει ότι UV ακτινοβολία επάγει φωτοοξείδωση και φωτοαποδόμηση των υμενίων του 

κολλαγόνου, αλλά η επιφανειακή τοπογραφία μεταβάλλεται μετά από ένα σημαντικό 

χρονικό διάστημα ακτινοβόλησης. Για μικρούς χρόνους ακτινοβόλησης, τα υμένια 

κολλαγόνου διατηρούν την επιφανειακή τους τοπογραφία και η διαδικασία επεξεργασίας 
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με UV ακτινοβολία μπορεί να χρησιμοποιηθεί για σκοπούς αποστείρωσης ή/και 

ανάπτυξης σταυροδεσμών. Όμως, στις περιπτώσεις όπου τα υλικά με βάση το κολλαγόνο 

θα χρησιμοποιηθούν για καλλιέργεια κυττάρων, ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δοθεί 

καθώς ακόμα και μικρές ποσότητες ακτινοβόλησης επηρεάζουν την κυτταρική 

συμπεριφορά.  

 

Δ.5.5 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Τα αποτελέσματα από αυτή την ενότητα παρουσίασαν ότι η διαδικασία ακτινοβόλησης 

με υπεριώδη ακτινοβολία έχει διαφορετικά αποτελέσματα όταν εφαρμόζεται σε διάλυμα 

κολλαγόνου ή λεπτό υμένιο κολλαγόνου. Τα φάσματα απορρόφησης και φθορισμού 

παρουσίασαν ότι για το χρησιμοποιούμενο μήκος κύματος, εντάσεις και για μικρούς 

χρόνους ακτινοβόλησης (<120 λεπτά), διαδραματίστηκε το φυσικό φαινόμενο της 

φωτοαποδόμησης τόσο στα λεπτά υμένια όσο και στο διάλυμα κολλαγόνου. Όμως, η 

διερεύνηση με AFM μικροσκοπία έδειξε ότι η UV-ακτινοβόληση προκάλεσε σχετικά 

μικρές διαφοροποιήσεις στη μορφολογία των λεπτών υμενίων. Για αυτούς τους χρόνους 

ακτινοβόλησης (<120 λεπτών) η μεγαλύτερη αλλοίωση παρατηρήθηκε στην επιφανειακή 

τραχύτητα. Ενώ τα υμένια, που αρχικά σχηματίστηκαν και στη συνέχεια 

ακτινοβολήθηκαν, παρουσίασαν σταθερή τραχύτητα (Rrms), τα υμένια που 

σχηματίστηκαν από UV-ακτινοβολημένο διάλυμα κολλαγόνου, είχαν μεγαλύτερες 

τραχύτητες, οι οποίες στη συνέχεια άλλαξαν με το πέρασμα του χρόνου ακτινοβόλησης. 

Η αλλαγή στην Rrms δεν παρουσίασε γραμμική εξάρτηση σε σχέση με το χρόνο 

ακτινοβόλησης και παρουσίασε αυξομειώσεις, οι οποίες υποδεικνύουν ότι η αποδόμηση 

του κολλαγόνου σε υγρές συνθήκες είναι, σε μεγάλο βαθμό, μια αντιστρέψιμη 

διαδικασία. Στην περίπτωση των λεπτών υμενίων η επιφανειακή τραχύτητα ξεκίνησε να 

αλλάζει μετά από 3 ώρες ακτινοβόλησης, ενώ μετά από 7 ώρες παρατηρήθηκαν επίσης 

και διαφοροποιήσεις στην τοπογραφία. Μετά από 11 ώρες, η επιφάνεια του υμενίου είχε 

σημαντικά διογκωθεί και μετά από 15 ώρες η ινώδης δομή του κολλαγόνου είχε πλήρως 

καταστραφεί. Επιπλέον, η D-περιοδικότητα των ινιδίων κολλαγόνου που αποτελούσαν 

τα λεπτά υμένια δεν καταστράφηκε για μικρούς χρόνους ακτινοβόλησης (<120 λεπτών). 

Το γεγονός αυτό παρουσιάζει ότι παρόλο που η διαδικασία UV-φωτοαποδόμησης 

διαδραματίστηκε (όπως έδειξαν οι φασματοσκοπικές μελέτες), το κολλαγόνο διατηρεί 

μερικά από τα πολύ σημαντικά επιφανειακά του χαρακτηριστικά. Όσον αφορά την 

καλλιέργεια ινοβλαστών, παρόλο που παρουσιάστηκε ότι τα υμένια που σχηματίστηκαν 

υποστήριζαν την ανάπτυξη των κυττάρων και ήταν κατάλληλα υποστρώματα 

καλλιέργειας κυττάρων, πολύ μικροί χρόνοι UV-ακτινοβόλησης (<30 λεπτών) πρέπει να 

χρησιμοποιούνται. Για μεγαλύτερους χρόνους ακτινοβόλησης η μορφολογία των 

ινοβλαστών μεταμορφώθηκε από ατρακτοειδές σε πιο σφαιρικά σχήματα. Επομένως, 
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κάτω από κατάλληλες συνθήκες (χρόνο ακτινοβόλησης ή δόση) η UV ακτινοβολία 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μια μέθοδος επεξεργασίας βιοϋλικών με βάση το 

κολλαγόνο για σκοπούς αποστείρωσης ή ανάπτυξης σταυροδεσμών. Συμπερασματικά, 

μπορεί να ειπωθεί ότι η διευκρίνιση των αλληλεπιδράσεων της υπεριώδους ακτινοβολίας 

στα λεπτά υμένια κολλαγόνου και της κυτταρικής συμπεριφοράς σε σχέση με τις 

διαφοροποιήσεις που προκαλεί η UV ακτινοβολία σε επιφάνειες κολλαγόνου θα 

συνεισφέρει στην καλύτερη κατανόηση των αλληλεπιδράσεων κυττάρων-εξωκυττάριας 

μήτρας στην νανοκλίμακα και θα επιτρέψει στην ορθότερη χρήση της UV ακτινοβολίας 

στα βιοϋλικά κολλαγόνου που αναπτύσσονται. 
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Δ.6 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΧΑΜΗΛΗΣ ΙΣΧΥΟΣ LASER 

ΣΤΗΝ ΠΕΡΙΟΧΗ ΤΟΥ ΕΡΥΘΡΟΥ ΣΤΑ ΛΕΠΤΑ 

ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Δ.6.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζεται η πειραματική διαδικασία, η επεξεργασία και τα 

αποτελέσματα που ακολουθήθηκαν, προκειμένου να διερευνηθεί η επίδραση της 

χαμηλής ισχύος ερυθρής ακτινοβολίας στα επιφανειακά χαρακτηριστικά του κολλαγόνου 

και η επαγόμενη επίδραση στη συμπεριφορά των ινοβλαστών.  

 

Δ.6.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

 

Για το σχηματισμό των λεπτών υμενίων κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν τα πρωτόκολλα 

«Γ.1.1 Πρωτόκολλο Ομογενοποίησης για Παραγωγή Μητρικού Διαλύματος Κολλαγόνου 

(Stock Collagen Solution)», (σελ. 163) και «Γ.1.2 Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin 

Coating) Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου», (σελ. 164). Για την ακτινοβόληση τόσο των 

λεπτών υμενίων όσο και υγρού διαλύματος κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκαν οι διατάξεις 

που περιγράφονται στο «Γ.8 Ανάπτυξη Διάταξης Ακτινοβόλησης με Laser Χαμηλής 

Ισχύος στην Περιοχή του Ερυθρού», (σελ. 201) και για το χαρακτηρισμό τους 

χρησιμοποιήθηκε η Απεικονιστική Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης σύμφωνα με την 

ενότητα «Γ.2 Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης (AFM)», (σελ. 167). Επιπλέον, η 

επίδραση της ακτινοβόλησης με Laser χαμηλής ισχύος στα δείγματα κολλαγόνου 

διερευνήθηκε μέσω φασματοσκοπίας φθορισμού («Γ.9 Φασματοσκοπικές Μέθόδ», (σελ. 

205)), ενώ τα ακτινοβολημένα υμένια χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη κυτταρικής 

καλλιέργειας, μεθοδολογία που παρουσιάζεται στην ενότητα: «Γ.5 Καλλιέργεια 

Ινοβλαστών», (σελ. 185). Τέλος, η συμπεριφορά των ινοβλαστών στα λεπτά υμένια 

διερευνήθηκε μέσω οπτικής μικροσκοπίας και μικροσκοπίας φθορισμού («Γ.4 Η 

μεθοδολογία Απεικόνισης Ινοβλαστών με Οπτική Μικροσκοπία και Μικροσκοπία 

Φθορισμού», σελ. 179 ). 
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Δ.6.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 

Δ.6.3.1 ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΜΕΤΑ ΤΗΝ ΕΠΙΔΡΑΣΗ LASER ΧΑΜΗΛΗΣ ΙΣΧΥΟΣ ΣΤΗΝ 

ΠΕΡΙΟΧΗ ΤΟΥ ΕΡΥΘΡΟΥ.  

 

Οι φασματοσκοπικές μετρήσεις διεξήχθησαν για να διαπιστωθεί εάν πραγματοποιήθηκε 

αλλαγή στην ένταση του φθορισμού του κολλαγόνου για τις χρησιμοποιούμενες εντάσεις 

της ακτινοβολίας και για τους χρόνους ακτινοβόλησης που εφαρμόστηκαν. Η Εικόνα 

170 δείχνει το φάσμα φθορισμού του αρχικού διαλύματος, συγκέντρωσης 1 mg/ml. Από 

το φάσμα φθορισμού μπορεί να φανεί ότι για διέγερση στα 253 nm το αρχικό διάλυμα 

κολλαγόνου παρουσιάζει δύο μέγιστα εκπομπής φθορισμού (στα 345 και 420 nm). Τα 

δύο αυτά μέγιστα είναι σε συμφωνία με προηγούμενες εργασίες, όπου παρουσιάζεται ότι 

όξινα διαλύματα κολλαγόνου Ι (διαλύματος κολλαγόνου σε οξέα) παρουσιάζουν 

φάσματα φθορισμού αυτής της μορφής με τα μέγιστα να επηρεάζονται από τη 

συγκέντρωση και άρα από τη συσσωμάτωση του κολλαγόνου [112]. 
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Εικόνα 170: Φάσμα φθορισμού από το αρχικό διάλυμα κολλαγόνου.  
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Μετά την ακτινοβόληση με laser χαμηλής ισχύος ακτινοβολία για διάφορα χρονικά 

διαστήματα, τα φάσματα φθορισμού του διαλύματος κολλαγόνου και των λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου διατηρούν τη χαρακτηριστική μορφή τους, αλλά αλλάζει η ένταση 

του φθορισμού. Συγκεκριμένα, καταγράφοντας την ένταση φθορισμού στο μέγιστο 

εκπομπής  παρατηρήθηκε ότι με την επανάληψη διαδοχικών ακτινοβολήσεων και άρα 

μέσω της αύξησης της προσφερόμενης δόσης, υπήρξε μία μικρή βαθμιαία αύξηση στην 

εκπομπή φθορισμού όταν ακτινοβολήθηκε το διάλυμα του κολλαγόνου (Εικόνα 171, 

Line ●). Επιπλέον, παρατηρείται ότι και στην περίπτωση της ακτινοβόλησης των λεπτών 

υμενίων καταγράφηκε το ίδιο πρότυπο στη μεταβολή της έντασης του φθορισμού 

(Εικόνα 171, Line ■), με τη διαφορά ότι μετρήθηκαν μικρότερες εντάσεις στα μέγιστα 

φθορισμού. Η μικρή βαθμιαία αύξηση του φθορισμού παρουσιάζεται και στα 

διαγράμματα Εικόνα 171Β & C όπου έγινε γραμμική προσαρμογή και φαίνεται ότι το 

μέγιστο της έντασης του φθορισμού αυξάνεται βαθμιαία με την αύξηση της 

ακτινοβόλησης. Η διαφορά στην ένταση φθορισμού ανάμεσα στα διαλύματα και στα 

λεπτά υμένια κολλαγόνου οφείλεται τόσο στο διαφορετικό είδος των δειγμάτων όσο και 

στο γεγονός ότι ο φθορισμός των διαλυμάτων μετρήθηκε με τα διαλύματα να είναι 

τοποθετημένα σε κυβέτες 1 cm, ενώ τα υμένια κολλαγόνου ήταν εξαιρετικά λεπτά. Τα 

πολύπλοκα μόρια, όπως αυτά του κολλαγόνου, έχουν περισσότερα από ένα χρωμοφόρα 

φθορισμού και οποιαδήποτε αλλαγή στο φάσμα φθορισμού τους οφείλεται σε μεταβολές 

στη δομή αυτών των μορίων [518]. Κατά συνέπεια, η κατάσταση των μορίων 

κολλαγόνου επηρεάζει την εκπομπή φάσματος φθορισμού. 
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Εικόνα 171: A Ένταση φθορισμού από διάλυμα κολλαγόνου και λεπτό υμένιο κολλαγόνου μετά από 

ακτινοβόληση με χαμηλής ισχύος laser για διαφορετικές δόσεις (σε κάθε μέτρηση παρουσιάζεται και το 

αντίστοιχο σφάλμα, τυπική απόκλιση, κάθε μέτρησης). Παρατηρείται μικρή βαθμιαία αύξηση της 

έντασης του φθορισμού. Στο διάγραμμα, στις εντάσεις εφαρμόστηκε πολυνομιακή προσαρμογή 

(polynomial fit) και φαίνεται ότι και στις δύο περιπτώσεις η αύξηση του φθορισμού ακολουθεί το ίδιο 

πρότυπο. B, C Για κάθε μία από τις περιπτώσεις (Β. υγρό διάλυμα και C υμένιο) εφαρμόστηκε 

γραμμική προσαρμογή. Παρουσιάζεται ότι και στις δύο περιπτώσεις υπάρχει θετική κλίση (2.97±0.01 

και 0.26±0,15) το οποίο δείχνει την αύξηση των τιμών. Επίσης εφαρμόστηκε ανάλυση διακύμανσης 

(ANOVA) όπου και στις δύο περιπτώσεις το p ήταν <0.01. 
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Δ.6.3.2 ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΗ ΜΕ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ ΤΩΝ 

ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΗΣΗ ΜΕ 

LASER ΧΑΜΗΛΗΣ ΙΣΧΥΟΣ 

 

Στις εικόνες AFM των λεπτών υμενίων κολλαγόνου απεικονίζεται εμφανώς η ινώδης 

δομή του κολλαγόνου και ο σχηματισμός υμενίων κολλαγόνου με τυχαία 

προσανατολισμένες ίνες (Εικόνα 172, 0). Γενικά, τα υμένια κολλαγόνου διακρίνονταν 

από μεγάλη επιφανειακή τραχύτητα εξαιτίας της μοριακής αρχιτεκτονικής των 

μακρομορίων του κολλαγόνου. Επιπλέον, οι ίνες που αποτελούσαν τα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου, παρουσίαζαν τη χαρακτηριστική περιοδικότητα των 67 nm (D-band). Η 

περιοδικότητα αυτή παρατηρείται επίσης στις in vivo σχηματιζόμενες ίνες και είναι 

ένδειξη των φυσιολογικά σχηματιζόμενων ινών/ινιδίων. Όσον αφορά την επίδραση της 

ακτινοβόλησης του Laser, οι AFM εικόνες έδειξαν ότι μετά την ακτινοβόληση με Laser 

Χαμηλής Ισχύος για τις δόσεις και το μήκος κύματος που χρησιμοποιήθηκε, η 

επιφανειακή τοπογραφία των λεπτών υμενίων δεν αλλοιώθηκε (Εικόνα 172, A-D). Το 

κολλαγόνο διατήρησε την ινώδη δομή του,  ενώ η επιφανειακή τραχύτητα (Rrms) των 

υμενίων παρέμεινε σχεδόν σταθερή.  

Καθώς η D-περιοδικότητα (~67 nm) διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη δομή του 

κολλαγόνου, δόθηκε ιδιαίτερη σημασία στη διερεύνηση της επίδρασης της υπεριώδους 

ακτινοβολίας στην περιοδικότητα. Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση της 

ακτινοβόλησης με Laser Χαμηλής Ισχύος στην περιοδικότητα σε λεπτά υμένια 

κολλαγόνου επιλέχθηκαν περιοχές με ίνες κολλαγόνου που παρουσίαζαν ευδιάκριτη  την 

D-περιοδικότητα. Μια τέτοια περιοχή παρουσιάζεται στην Εικόνα 173, 0. Τα λεπτά 

υμένια ακτινοβολήθηκαν για διαφορετικά χρονικά διαστήματα (και άρα δέχθηκαν 

διαφορετικές δόσεις), και μετά από κάθε ακτινοβόληση η ίδια περιοχή απεικονιζόταν με 

Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι μετά την ακτινοβόληση 

η D-περιοδικότητα μπορούσε να απεικονιστεί χωρίς να παρατηρηθούν σημαντικές 

αλλοιώσεις (Εικόνα 173, A-D). Μετρήσεις ύψους και απόστασης επιβεβαίωσαν ότι μετά 

την ακτινοβόληση δεν μετρήθηκε αλλοίωση στην απόσταση D, αλλά ούτε και στις 

αποστάσεις από κορυφή-προς-κοιλάδα κατά μήκος της D-περιοδικότητας. 
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Εικόνα 172: Εικόνες AFM (5x5μm) από λεπτό υμένιο κολλαγόνου που σχηματίστηκε με τη διαδικασία 

φυγοκεντρικής επίστρωσης ακτινοβολήθηκε με χαμηλής ισχύος laser και δέχθηκε μια σειρά από 

ακτινοβολήσεις: 0 χωρίς ακτινοβόληση, A  20 J/cm
2 

(5 x 45 sec), B 40 J/cm
2 

(5 x 45 sec), C 60 J/cm
2
 (15 

x 45 sec) και D 80 J/cm
2 

(20 x 45 sec). Οι εικόνες παρουσιάζουν την ίδια περιοχή του λεπτού υμενίου 

κολλαγόνου. 
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Εικόνα 173: Εικόνες AFM (5x5μm) από λεπτό υμένιο κολλαγόνο ακτινοβολημένο με χαμηλής ισχύος 

laser και δέχθηκε μια σειρά από ακτινοβολήσεις:  0 χωρίς ακτινοβόληση, A  20 J/cm
2 
(5 x 45 sec), B 40 

J/cm
2 
(5 x 45 sec), C 60 J/cm

2
 (15 x 45 sec) και D 80 J/cm

2 
(20 x 45 sec).  Οι εικόνες παρουσιάζουν την 

ίδια περιοχή του λεπτού υμενίου κολλαγόνου.  
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Δ.6.3.3 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ ΣΕ ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ ΠΟΥ 

ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΗΘΗΚΑΝ ΜΕ LASER ΧΑΜΗΛΗΣ ΙΣΧΥΟΣ 

 

Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου που αναπτύχθηκαν και παρουσιάστηκαν 

χρησιμοποιήθηκαν ως υπόστρωμα για την καλλιέργεια ινοβλαστών. Η μορφολογία και 

επιμήκυνση των ινοβλαστών διερευνήθηκε με μικροσκοπία φθορισμού και μεθόδους 

επεξεργασίας εικόνων. Οι εικόνες φθορισμού των προσκολλημένων κυττάρων στα 

διαφορετικά υποστρώματα παρουσιάζεται στην Εικόνα 174. Από τις ποιοτικές 

πληροφορίες οι οποίες παρέχουν οι εικόνες φθορισμού, παρουσιάζεται ότι στα μη-

ακτινοβολημένα υμένια οι ινοβλάστες παρουσιάζουν μιαν επιμήκη μορφή, με δύο 

φιλοπόδια να εκτείνονται σε αντίθετες κατευθύνσεις από το σώμα του κυττάρου, η οποία 

θεωρείται η μορφή που έχουν οι φυσιολογικά αναπτυσσόμενοι ινοβλάστες. Στην 

περίπτωση των ακτινοβολημένων υμενίων, φαίνεται ότι με την αύξηση της δόσης 

ακτινοβόλησης (μέσω επανάληψης των ακτινοβολήσεων για συγκεκριμένα χρονικά 

διαστήματα) οι ινοβλάστες άρχισαν να γίνονται πιο σφαιρικοί, με μεγαλύτερο αριθμό 

από φιλοπόδια. 

Προκειμένου να ανακτηθούν ποσοτικές πληροφορίες για το σχήμα των ινοβλαστών και 

πυρήνων τους, χρησιμοποιήθηκαν μέθοδοι επεξεργασίας εικόνας και υπολογισμού της 

παραμέτρου επιμήκυνσης Ε [418, 419] (βλ. «Γ.4.3.3 Μέτρηση επιμήκυνσης 

ινοβλαστών», σελ 183). Τα διαγράμματα που παρουσιάζουν την επιμήκυνση του 

σώματος των ινοβλαστών καθώς και του πυρήνα τους συνοψίζονται στην Εικόνα 175, 

ενώ στην Εικόνα 176 παρουσιάζεται το ποσοστό (επί τοις εκατό, %) των κυττάρων και 

πυρήνων που ανήκουν στις τρεις κατηγορίες επιμήκυνσης: σφαιρικά (Ε<0.5), 

ελλειψοειδή (Ε= 0.5 έως 1) και επιμήκη (Ε>0). Η  Εικόνα 175 δείχνει ότι σε όλες τις 

περιπτώσεις υπήρχαν κύτταρα και πυρήνες που ανήκουν και στις τρεις κατηγορίες 

επιμήκυνσης. Όμως, για κάθε χρόνο ακτινοβόληση, η μέση τιμή της επιμήκυνσης ήταν 

στατιστικά σημαντική (έλεγχος μέσω ANOVA, p<0.05) σε σχέση με τη μέση τιμή 

επιμήκυνσης για τις άλλες δύο κατηγορίες για τον ίδιο χρόνο ακτινοβόλησης. Οι 

μετρήσεις όμως του ποσοστού της κάθε κατηγορίας (Εικόνα 176) έδειξαν ότι στη 

έδειξαν ότι με την αύξηση της δόσης της ακτινοβολίας laser το ποσοστό των κυττάρων 

που είχαν επίμηκες σώμα μειωνόταν. Ταυτόχρονα με την αύξηση των δόσεων 

αυξάνονταν τα κύτταρα τα οποία έχουν σφαιρικό σχήμα. Η κυτταρική αυτή μορφολογία 

είναι ένδειξη ότι οι ινοβλάστες δεν αναπτύσσονται φυσιολογικά. Αντίστοιχη 

συμπεριφορά παρουσίασαν και οι πυρήνες των κυττάρων. Με την αύξηση των δόσεων 

μειωνόταν το ποσοστό των πυρήνων που είχαν επίμηκες σχήμα, ενώ αυξανόταν το 

ποσοστό εκείνων με σφαιρικό σχήμα. Όμως, στην περίπτωση των πυρήνων στις 

περισσότερες συνθήκες το μεγαλύτερο ποσοστό των πυρήνων είχε ελλειψοειδές σχήμα 

σε ποσοστό μεταξύ 40-48%. 



Δ :  Π Ε Ι Ρ Α Μ Α Τ Ι Κ Α  Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α   

Δ . 6  Ε π ί δ ρ α σ η  Χ α μ η λ ή ς  Ι σ χ ύ ο ς  L a s e r  σ τ η ν  Π ε ρ ι ο χ ή  τ ο υ  Ε ρ υ θ ρ ο ύ  σ τ α  

Λ ε π τ ά  Υ μ έ ν ι α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ   

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 329 

 

Εικόνα 174: Εικόνες από μικροσκόπιο φθορισμού (κλίμακα 0.03 mm) από ινοβλάστες που 

αναπτύχθηκαν σε λεπτά υμένια κολλαγόνου που ακτινοβολήθηκαν με Laser Χαμηλής Ισχύος στην 

περιοχή του ερυθρού για μια σειρά από ακτινοβολήσεις: 0 χωρίς ακτινοβόληση, A  20 J/cm
2 
(5 x 45 sec), 

B 40 J/cm
2 

(5 x 45 sec), C 60 J/cm
2
 (15 x 45 sec) και D 80 J/cm

2 
(20 x 45 sec). 
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Εικόνα 175: Διαγράμματα που παρουσιάζουν την επιμήκυνση των ινοβλαστών και των πυρήνων τους 

όταν ακτινοβολήθηκαν σε λεπτά υμένια κολλαγόνου που δέχθηκαν μια σειρά από ακτινοβολήσεις: 0 

χωρίς ακτινοβόληση, 20 J/cm
2 
(5 x 45 sec), 40 J/cm

2 
(5 x 45 sec), 60 J/cm

2
 (15 x 45 sec) και 80 J/cm

2 
(20 

x 45 sec). 
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Εικόνα 176: Διαγράμματα που παρουσιάζουν το ποσοστό (επί τοις εκατό, %) των κυττάρων και 

πυρήνων που ανήκουν στην κάθε κατηγορία επιμήκυνσης όταν οι ινοβλάστες αναπτύχθηκαν σε 

διαφορετικά υποστρώματα. 

 

Δ.6.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η χρήση των laser χαμηλής ισχύος σε διάφορες ιατρικές εφαρμογές και κυρίως στην 

επούλωση πληγών είναι μια εξελισσόμενη και πολλά υποσχόμενη τεχνική. Επιπλέον, η 

ακτινοβολία αυτή έχει εμφανίσει αντιφλεγμονώδη και αναλγητική δράση, καθώς επίσης 

διεγείρει την αναπλαστική ικανότητα των ιστών.  Η χρήση των χαμηλής ισχύος laser σε 

κλινικές εφαρμογές έχει αυξηθεί τα τελευταία χρόνια προκειμένου να μειώσει το χρόνο 

αποκατάστασης κατεστραμμένου ιστού και να αντιμετωπιστούν παθολογικές 

καταστάσεις, όπως το έλκος και οι ανοικτές πληγές. Οι θετικές επιδράσεις της θεραπείας 

έχουν οδηγήσει τους ερευνητές στο να προσπαθήσουν να καθορίσουν τις βέλτιστες 

συνθήκες και παραμέτρους για πιο αποτελεσματική χρήση των χαμηλής ισχύος laser 
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[412]. Ωστόσο, η αποδοχή της βιοδιέγερσης σε κλινικό επίπεδο δεν είναι ακόμη 

διαδεδομένη, καθώς δεν είναι γνωστοί οι μηχανισμοί δράσης του φωτός σε κυτταρικό 

και μοριακό επίπεδο. Αποτελέσματα από διάφορες εργασίες έχουν παρουσιάσει ότι 

ανάμεσα στους διάφορους εμπλεκόμενους μηχανισμούς η ενίσχυση της παραγωγής 

κολλαγόνου από τους ινοβλάστες διαδραματίζει έναν ιδιαίτερα σημαντικό ρόλο στην 

LLLT. Παρόλο που αρκετές πειραματικές μελέτες έχουν προσπαθήσει να περιγράψουν 

τα αποτελέσματα της επίδρασης των laser χαμηλής ισχύος μεταβάλλοντας διάφορες 

παραμέτρους με στόχο τη βελτιστοποίηση της διαδικασίας επούλωσης πληγών, ο 

μηχανισμός δράσης των laser χαμηλής ισχύος δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί, ενώ η 

επίδραση τους σε επιμέρους στοιχεία του ιστού, όπως το κολλαγόνο, είναι ακόμα υπό 

διερεύνηση [386-389, 412, 524-526].  

Ο σκοπός της ερευνητικής εργασίας που παρουσιάζεται σε αυτή την ενότητα της 

Διδακτορικής διατριβής ήταν η διερεύνηση της επίδρασης της ακτινοβολίας laser χαμηλής 

ισχύος, στην περιοχή του ερυθρού, στο κολλαγόνο και οι επαγόμενες αλλαγές στη 

συμπεριφορά των ινοβλαστών. Πρέπει να σημειωθεί εδώ ότι η συμπεριφορά των 

ινοβλαστών διερευνήθηκε ως έμμεσο επακόλουθο της ακτινοβόλησης των λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου καθώς οι ίδιοι οι ινοβλάστες δεν ακτινοβολήθηκαν.  Η πλειοψηφία των 

εργασιών που έχουν παρουσιαστεί στη διεθνή βιβλιογραφία μέχρι τώρα εστιάζουν στη 

συμπεριφορά των ινοβλαστών, στη διέγερση της παραγωγής κολλαγόνου και στη 

βελτίωση των διαδικασιών επούλωσης ενός κατεστραμμένου ιστού. 

Έχει παρουσιαστεί ότι για την επούλωση πληγών η καταλληλότερη πυκνότητα ενέργειας 

είναι της τάξης των 1 έως 4 J/cm
2
, ενώ μεγαλύτερες δόσεις μπορεί να προκαλέσουν 

ακόμα και αρνητικές επιπτώσεις [402, 527-531]. Στα πλαίσια αυτής της Διδακτορικής 

Διατριβής οι δόσεις που χρησιμοποιήθηκαν ήταν της τάξης των δόσεων που έχουν 

χρησιμοποιηθεί σε προηγούμενες εργασίες με θετικά αποτελέσματα για την επούλωση 

πληγών [386, 412]. Επιπρόσθετα, προηγούμενες δημοσιεύσεις έχουν παρουσιάσει ότι το 

χρησιμοποιούμενο μήκος κύματος ή κοντινά σε αυτό είναι κατάλληλα για θετικά 

αποτελέσματα κατά την LLLT [412, 532]. 

Έχει παρουσιαστεί ότι μετά την ακτινοβόληση των κυττάρων η βιοδιέγερση με laser 

προκαλεί, μεταξύ των άλλων, τη δημιουργία μικρών συγκεντρώσεων ελευθέρων ριζών 

στα μιτοχόνδρια, ταλαντώσεις στη συγκέντρωση του ενδοκυτάριου ασβεστίου και 

διαφοροποιήσεις στο ενδοκυττάριο pH και στο δυναμικό της μεμβράνης [533]. Όσον 

αφορά τη σχέση μεταξύ LLLT-κολλαγόνου, τα αποτελέσματα στη βιβλιογραφία μέχρι 

τώρα έχουν τονίσει τη σημασία της αύξησης παραγωγής νέου κολλαγόνου και έχει γίνει 

μια προσπάθεια για διερεύνηση των διάφορων παραμέτρων που εμπλέκονται. Η αύξηση 

παραγωγής κολλαγόνου μπορεί να οφείλεται στην αύξηση του πολλαπλασιασμού των 

ινοβλαστών οι οποίοι και είναι υπεύθυνοι για τη σύνθεση και έκκριση του κολλαγόνου, ή 

μπορεί να οφείλεται στην αύξηση της αναβολικής  κυτταρικής δραστηριότητας (anabolic 
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cellular activity) για παραγωγή κολλαγόνου. Τα δυο αυτά φαινόμενα μπορεί να 

διαδραματίζονται μεμονωμένα ή να έχουμε και τη ταυτόχρονη δράση τους [387]. Σε 

πολλές περιπτώσεις αναφέρθηκε ότι το νεο-σχηματιζόμενο κολλαγόνο αποτελείτο από 

πιο πυκνές και ευθυγραμμισμένες ίνες κολλαγόνου [532], ενώ έχει παρουσιαστεί ότι η 

ενίσχυση της συσσώρευσης κολλαγόνου εξαρτάται από το μήκος κύματος που 

χρησιμοποιήθηκε στη LLLT [386].  

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από αυτή την πειραματική εργασία παρουσίασαν ότι η 

ακτινοβόληση με χαμηλής ισχύος laser στην περιοχή του ερυθρού επάγει σχετικά μικρή 

μεταβολή στον εκπεμπόμενο φθορισμό από το κολλαγόνο. In vivo, σε πολλά όργανα και 

ιστούς έχει αναφερθεί ότι ως επακόλουθο της γήρανσης, ο φθορισμός που σχετίζεται με 

το κολλαγόνο (collagen-linked fluorescence) αυξάνεται [534-538]. Η αύξηση αυτή 

οφείλεται στην ανάπτυξη φθοριζόντων σταυροδεσμών λόγω της αύξησης της παραγωγής 

τελικών προϊόντων προχωρημένης γλυκοζυλίωσης (Advanced Glycation End products, 

AGE) με το πέρασμα του χρόνου [537-542], ενώ ενίσχυση του φθορισμού λόγω 

εκτεταμένης παραγωγής AGE έχει αναφερθεί και σε ασθενείς με διαβήτη [540, 542-544].  

Επίσης, μέσω των πειραματικών διαδικασιών που υλοποιήθηκαν στα πλαίσια της εν 

λόγω Διδακτορικής Διατριβής, δεν μετρήθηκαν διαφοροποιήσεις στα επιφανειακά 

χαρακτηριστικά των λεπτών υμενίων κολλαγόνου μετά την ακτινοβόληση. Η τοπογραφία 

των λεπτών υμενίων, η τραχύτητα της επιφάνειας και τα νανοχαρακτηριστικά των ινών 

κολλαγόνου (όπως η D-περιοδικότητα, η υψομετρική απόσταση κορυφών-κοιλάδων, οι 

διάμετροι των ινών) δεν φάνηκαν να επηρεάζονται από την ακτινοβόληση. Παρόλη την 

αμετάβλητη τοπογραφία, η συμπεριφορά των ινοβλαστών που καλλιεργήθηκαν στα 

ακτινοβολημένα υμένια επηρεάστηκε. Καθώς αυξάνονταν οι επαναλήψεις 

ακτινοβόλησης και άρα η δόση ακτινοβόλησης, τόσο τα κύτταρα όσο και οι πυρήνες 

τους, γίνονταν όλο και πιο σφαιρικά. Για τη συγκεκριμένη κυτταρική σειρά αυτό 

αποτελεί μιαν ένδειξη μη φυσιολογικής κυτταρικής ανάπτυξης. Παρόμοια συμπεριφορά 

των ινοβλαστών έχει αναφερθεί και προηγουμένως, όταν οι ινοβλάστες καλλιεργήθηκαν 

σε UV-ακτινοβολημένα υμένια κολλαγόνου («Δ.5 Επίδραση Υπεριώδους Ακτινοβολίας 

στα Λεπτά Υμένια Κολλαγόνου», σελ. 299). Στην περίπτωση των ινοβλαστών στα UV-

ακτινοβολημένα υμένια, η διαφοροποίηση της συμπεριφοράς των ινοβλαστών 

συσχετίστηκε με τις αλλαγές στα επιφανειακά χαρακτηριστικά του κολλαγόνου, όπως η 

τοπογραφία, η επιφανειακή τραχύτητα και οι μηχανικές ιδιότητες, ενώ η φωτο-

αποδόμηση μπορεί να διαδραμάτισε επίσης καθοριστικό ρόλο. Στην περίπτωση όμως της 

ακτινοβόλησης με χαμηλής ισχύος laser η αλλαγή στην κυτταρική συμπεριφορά 

παρατηρήθηκε απουσία μετρήσιμων επιφανειακών διαφοροποιήσεων. Επομένως, 

μηχανισμοί αλληλεπίδρασης, σηματοδότησης ή καθοδήγησης των κυττάρων που 

βασίζονται σε επιφανειακές ιδιότητες, όπως η καθοδήγηση μέσω επαφής (contact 

guidance mechanism) [20] δεν θα μπορούσαν να έχουν επηρεάσει την κυτταρική 
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συμπεριφορά και η διαφοροποίηση των ινοβλαστών θα μπορούσε να συσχετιστεί με 

άλλες επιδράσεις που προκαλεί η ακτινοβόληση του κολλαγόνου με laser.  

Επομένως, καθώς δεν παρατηρήθηκαν επιφανειακές αλλοιώσεις στα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου υπό την επίδραση της LLRL, η διαφοροποίηση της κυτταρικής 

συμπεριφοράς ενδέχεται να οφείλεται σε μεταβολές άλλων παραμέτρων που εμπλέκονται 

στο μηχανισμό σηματοδότησης κολλαγόνου-κυττάρων, όπως οι πιθανές αλλαγές των 

μηχανικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου. Γενικά, διάφοροι πιθανοί μηχανισμοί 

αλληλεπίδρασης κολλαγόνου-κυττάρων έχουν προταθεί, αλλά καθώς η όλη διαδικασία 

είναι πολύπλοκή, ο πλήρης μηχανισμός δεν έχει ακόμα πλήρως αποσαφηνιστεί [545]. Η 

παρεμπόδιση ή η διαφοροποίηση του φυσιολογικού κύκλου ανάπτυξης των κυττάρων 

από το εξωκυτταρικό πλέγμα μπορεί να προκύψει από βιοχημικές ή/και φυσικές 

ιδιότητες της επαφής του εξωκυττάριου πλέγματος με τα κύτταρα [545, 546]. Η πιθανή 

αλλοίωση των μηχανικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου των λεπτών υμενίων μπορεί να έχει 

επηρεάσει την κυτταρική συμπεριφορά καθώς  η μορφολογία των κυττάρων, η 

κινητικότητα, η διαφοροποίηση και ο ρυθμός πολλαπλασιασμού αποκρίνονται στις 

μηχανικές ιδιότητες του εξωκυττάριου πλέγματος και ιδιαίτερα του κολλαγόνου [437, 

546-555]. Έχει επίσης παρουσιαστεί ότι όταν τα υποστρώματα ανάπτυξη κυττάρων 

γίνονται πιο δύσκαμπτα, λόγω της επίδρασης εξωτερικών παραμέτρων, ενισχύεται η 

εξάπλωση των κυττάρων και οι προκαλούμενες αλλαγές στο κυτταρικό σχήμα ενισχύει 

τον πολλαπλασιασμό τους [547, 549, 552, 553]. Εκτός όμως από τις μηχανικές ιδιότητες, 

η διαφοροποίηση της κυτταρικής συμπεριφοράς μπορεί να οφείλεται σε αλλαγές της 

χωροδιάταξης του κολλαγόνου, οι οποίες επηρεάζουν την σύνδεση των κυττάρων στο 

κολλαγόνο μέσω των κατάλληλων υποδοχέων. Διάφορες ιντεγκρίνες (integrins) αλλά και 

άλλοι τύπου υποδοχείς (nonintegrin receptors, όπως το DDRs) δεσμεύονται σε διακριτές 

περιοχές εντός του κολλαγόνου τύπου Ι, ανάλογα με το αν το κολλαγόνο είναι σε φυσική 

ή μετουσιωμένη χωροδιάταξη (denatured conformation) [556].  Συνεπώς, στην 

περίπτωση της ακτινοβόλησης με laser χαμηλής ισχύος που παρουσιάστηκε σε αυτή την 

εργασία η μικρή διαφοροποίηση που παρατηρήθηκε στον εκπεμπόμενο φθορισμό από το 

κολλαγόνο μπορεί να είναι ένδειξη έναρξης διαφοροποίησης της χωροδιάταξης του 

κολλαγόνου ή ανάπτυξης διασυνδέσεων, τα οποία πιθανώς να διαφοροποιούν το 

μηχανισμό αλληλεπίδρασης ή/και σηματοδότησης κολλαγόνου-κυττάρου και να εξηγεί 

εν μέρει τις παρατηρούμενες διαφοροποιήσεις στην κυτταρική συμπεριφορά.  

Το γεγονός ότι σε προηγούμενες εργασίες που αφορούσαν LLLT δεν έχει αναφερθεί μη 

φυσιολογική ανάπτυξη των κυττάρων μπορεί να οφείλεται στο ότι στις εργασίες αυτές η 

ακτινοβόληση γινόταν κυρίως σε ιστούς και στα ίδια τα κύτταρα. Στους ιστούς, τα ινίδια 

και οι ίνες κολλαγόνου συνήθως καλύπτονται από άλλες πρωτεΐνες και πρωτεογλυκάνες 

καθιστώντας τις δομές κολλαγόνου απρόσιτες από τους κυτταρικούς υποδοχείς [556] και 

προστατευμένες από την ακτινοβόληση. Επιπλέον, η ακτινοβόληση των ίδιων των 
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κυττάρων, για τις δόσεις που χρησιμοποιούνται στην LLLT,  έχει φανεί να ενισχύει την 

κυτταρική λειτουργία και επομένως είναι πιθανόν να υπερνικά τις πιθανές αρνητικές 

επιδράσεις που έχει η ακτινοβόληση του κολλαγόνου.  

 

Δ.6.5 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Σε αυτή την ενότητα, διερευνήθηκε η επίδρασης της ακτινοβολίας laser χαμηλής ισχύος, 

στην περιοχή του ερυθρού, στο κολλαγόνο και οι επαγόμενες αλλαγές στη συμπεριφορά 

των ινοβλαστών. Για τη διερεύνηση αξιοποιήθηκαν τα μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με 

βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου με προκαθορισμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά που 

αναπτύχθηκαν για τις ανάγκες της Διδακτορικής Διατριβής. 

Τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν έδειξαν ότι με την επανάληψη διαδοχικών 

ακτινοβολήσεων με χαμηλής ισχύος laser στην περιοχή του ερυθρού και άρα μέσω 

αύξησης της προσφερόμενης δόσης προκλήθηκε μικρή αύξηση της έντασης του 

εκπεμπόμενου φθορισμού, τόσο σε υγρό διάλυμα κολλαγόνου όσο και σε λεπτά υμένια 

κολλαγόνου. Ο νανοχαρακτηρισμός των λεπτών υμενίων με AFM έδειξε ότι μετά την 

ακτινοβόληση η επιφανειακή τοπογραφία δεν αλλοιώθηκε, ενώ η επιφανειακή τραχύτητα 

των υμενίων παρέμεινε σχεδόν σταθερή. Επιπλέον, μετά την ακτινοβόληση η D-

περιοδικότητα μπορούσε να απεικονιστεί χωρίς να παρατηρηθούν σημαντικές 

αλλοιώσεις. Η χρήση των LLRL ακτινοβολημένων λεπτών υμενίων κολλαγόνου ως 

υποστρωμάτων έδειξε ότι με την αύξηση των επαναλήψεων ακτινοβόλησης και 

επομένως της προσφερόμενης δόσης, οι ινοβλάστες δεν παρουσίασαν φυσιολογική 

ανάπτυξη καθώς το σώμα και οι πυρήνες τους έγιναν πιο σφαιρικοί και διέθεταν 

μεγαλύτερο αριθμό από φιλοπόδια. Τα αποτελέσματα αυτής της εργασίας παρουσιάζουν 

για πρώτη φορά την επίδραση της LLRL στα ινίδια του κολλαγόνου. Η ακτινοβόληση, 

δεν επηρέασε την νανοτοπογραφία των λεπτών υμενίων κολλαγόνου, η συμπεριφορά 

όμως των κυττάρων που αναπτύχθηκαν σε LLLR-υμένια επηρεάστηκε. Καθώς η 

διαφοροποίηση της κυτταρικής συμπεριφοράς παρατηρήθηκε χωρίς να μετρηθούν 

επιφανειακές αλλαγές, προκύπτει ότι οι μηχανισμοί αλληλεπίδρασης ή καθοδήγησης των 

κυττάρων που βασίζονται σε επιφανειακές ιδιότητες δεν είναι σημαντικοί. Ο ρόλος του 

κολλαγόνου στο μηχανισμό της LLLT είναι κρίσιμος και έχει παρουσιαστεί ότι η αύξηση 

παραγωγής κολλαγόνου και η εναπόθεση του είναι από τις κύριες λειτουργίες που 

διαδραματίζονται. Η ακτινοβόληση όμως, φαίνεται ότι δεν επηρεάζει μόνο την 

κυτταρική λειτουργία και την αύξηση της παραγωγής κολλαγόνου, αλλά και το ίδιο το 

κολλαγόνο.  
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Ε. ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ-

ΚΑΙΝΟΤΟΜΙΑ-ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 

 

Ε.1 ΔΙΑΧΥΣΗ-ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ  

 

Η ερευνητική εργασία, η οποία έχει εκπονηθεί στα πλαίσια της Διδακτορικής Διατριβής 

με τίτλο «Επίδραση Οπτικής Ακτινοβολίας στην Τοπολογία Κολλαγόνου με Χρήση 

Απεικονιστικής Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης και Σάρωσης Ηλεκτρονίων», είναι 

σημαντική επιστημονικά, καινοτόμος και έχει τύχει διεθνούς ενδιαφέροντος. Μέρος των 

αποτελεσμάτων που προέκυψαν από την έρευνα έχουν ανακοινωθεί σε έντεκα (11) 

Διεθνή και οκτώ (8) Εθνικά Συνέδρια και από αυτές οκτώ (8) έχουν δημοσιευθεί στα 

πρακτικά των αντίστοιχων Συνεδρίων μετά από κρίση. Επίσης έχουν προκύψει τρεις 

(3) δημοσιεύσεις σε Διεθνή Έγκριτα Περιοδικά [Biomedical Signal Processing and 

Control (Elsevier), Material Science and engineering :C (Elsevier) και Journal of 

Nanophotonics (SPIE)] (βλ. Σφάλμα! Το αρχείο προέλευσης της αναφοράς δεν 

ρέθηκε., σελ. Σφάλμα! Δεν έχει οριστεί σελιδοδείκτης.). Η ερευνητική εργασία με 

τίτλο «Surface nanoscale imaging of collagen thin films by Atomic Force Microscopy» 

που δημοσιεύθηκε στο περιοδικό «Materials Science and Engineering C» 

χαρακτηρίστηκε από την Global Medical Discovery ως Key Scientific Article και "ως 
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ιδιαίτερου ενδιαφέροντος για την προώθηση της βιοϊατρικής έρευνας"
§§§§§

. Επιπλέον, το 

περιοδικό Photonics Spectra, στο τεύχος του Ιουλίου 2012, στο άρθρο με τίτλο 

«Nanoscale Biomaterials Require Close Observation» παρουσίασε, μεταξύ των άλλων, 

μέρος της εργασίας η οποία επιτελείται στα πλαίσια της εν λόγω διδακτορικής διατριβής, 

αντανακλώντας το διεθνή αντίκτυπο που έχει το ερευνητικό έργο του εργαστηρίου 

Βιοϊατρικής Οπτικής και Εφαρμοσμένης Βιοφυσικής. Παράλληλα, τρείς (3) ακόμα 

Δημοσιεύσεις
******

 έχουν ήδη υποβληθεί και βρίσκονται στο στάδιο της αξιολόγησης για 

δημοσίευση σε διεθνή έγκριτα περιοδικά. 

 

Ε.2 ΕΡΓΑΣΙΕΣ ΠΟΥ ΠΡΑΓΜΑΤΟΠΟΙΗΘΗΚΑΝ 

 

Κύριος στόχος της Διδακτορικής Διατριβής ήταν η ανάπτυξη λεπτών υμενίων κολλαγόνου 

και η αξιοποίηση τους ως μοντέλων βιολογικής διεπιφάνειας. Επίσης, αντικείμενο της 

έρευνας ήταν η αναπαραγωγή, ο έλεγχος και η ταυτοποίηση της τοπολογίας μέσω της 

ανάπτυξης τεχνικών Απεικονιστικής Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης. Τα υμένια 

αξιοποιούνται για τη διερεύνηση κα ερμηνεία των μηχανισμών επίδρασης της οπτικής 

ακτινοβολίας με το κολλαγόνο σε νανοκλίμακα. Όσον αφορά την επίδραση της οπτικής 

ακτινοβολίας, διερευνήθηκαν αλληλεπιδράσεις που καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα, από την 

υπεριώδη ακτινοβολίας μέχρι το εγγύς υπέρυθρο. Επιλέχθηκαν συγκεκριμένες περιοχές 

του οπτικού φάσματος, οι οποίες παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον για μια πληθώρα 

από ιατρικές και βιοϊατρικές εφαρμογές. Επιπλέον, το μοντέλο βιολογικής επιφάνειας 

που αναπτύχθηκε χρησιμοποιήθηκε για τη διερεύνηση της επίδραση επιφανειακών 

μεταβολών, στην τροποποίηση της κυτταρικής συμπεριφοράς και τον επακόλουθο 

έλεγχο της.  

                                                

§§§§§
Link: http://globalmedicaldiscovery.com/key-scientific-articles/surface-nanoscale-imaging-

collagen-thin-films-atomic-force-microscopy/  

******
Stylianou, A., Yova, D., Alexandratou, E. "Investigation of the Influence of UV Irradiation on 

Collagen Thin Films by AFM Imaging Microscopy ", Materials Science and Engineering C (Elsevier). 

Kontomaris S.V., Yova D., Stylianou A., Balogiannis G. "Influence of UV Irradiation on Collagen Fibrils 

Using AFM Imaging and Nanoindentation Methods", Scanning (Wiley). 

Stylianou, A., Kontomaris S.V, Yova, D. “Assessing Collagen Nanoscale Thin Films Heterogeneity by 

AFM Multimode Imaging and Nanoindetation For NanoBioMedical Applications”Journal Micro 

Nanosystems, Special Issue on Bio-micro bio-nano technologies (Betham Science Publishers). 

http://globalmedicaldiscovery.com/key-scientific-articles/surface-nanoscale-imaging-collagen-thin-films-atomic-force-microscopy/
http://globalmedicaldiscovery.com/key-scientific-articles/surface-nanoscale-imaging-collagen-thin-films-atomic-force-microscopy/
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Προκειμένου να πραγματοποιηθούν οι στόχοι που τέθηκαν στα πλαίσια της παρούσας 

Διδακτορικής Διατριβής πραγματοποιήθηκαν οι εξής εργασίες: 

 Αναπτύχθηκαν πρωτόκολλα παραγωγής λεπτών υμενίων κολλαγόνου και 

πραγματοποιήθηκε μελέτη των διάφορων φυσικοχημικών παραγόντων/παραμέτρων 

που επηρεάζουν το σχηματισμό των ινών και ινιδίων κολλαγόνου. 

 Αναπτύχθηκαν μεθοδολογίες σχηματισμού λεπτών υμενίων κολλαγόνου με τη 

μέθοδο φυγοκεντρικής επίστρωσης (spin coating, SpC), με την αξιοποίηση της 

υδροδυναμικής ροής (hydrodynamic flow, HF) του αρχικού διαλύματος 

κολλαγόνου στο χρησιμοποιούμενο υπόστρωμα και με το συνδυασμό των δύο 

μεθοδολογιών (HF&SpC). 

 Αναπτύχθηκαν και μελετήθηκαν λεπτά υμένια κολλαγόνου σε διαφορετικά 

υποστρώματα: μίκα, γυαλί και επιφάνειες σωματιδίων πολυστυρένιου (Polystyrene 

Particle Surfaces). 

 Αναπτύχθηκε μεθοδολογία απεικόνισης των λεπτών υμενίων κολλαγόνου με 

Μικροσκοπία Ατομικής Δύναμης (Atomic Force Microscopy, AFM) με contact και 

tapping mode και Ηλεκτρονικής Μικροσκοπίας Σάρωσης (Scanning Electron 

Microscopy, SEM). 

 Αναπτύχθηκε μεθοδολογία/τεχνικών ανάλυσης και επεξεργασίας της πληροφορίας 

που περιέχεται στις εικόνες AFM και SEM. 

 Αναπτύχθηκαν πρωτόκολλα καλλιέργειας ινοβλαστών σε υπόστρωμα κολλαγόνου.  

 Αναπτύχθηκε μεθοδολογία απεικόνισης ινοβλαστών με οπτική μικροσκοπία και 

μικροσκοπία φθορισμού. 

 Αναπτύχθηκε μεθοδολογία σταθεροποίησης και απεικόνισης ινοβλαστών με AFM. 

 Αναπτύχθηκαν πειραματικές διατάξεις για μέτρηση σήματος γένεσης δεύτερης 

αρμονικής (Second Harmonic Generation, SHG) από λεπτά υμένια κολλαγόνου. 

 Διερευνήθηκε η γένεση σήματος δεύτερης αρμονικής από λεπτά υμένια κολλαγόνου 

σε συνδυασμό με AFM. 

 Αναπτύχθηκε πειραματική διάταξη για ακτινοβόληση με υπεριώδη ακτινοβολία 

διαλύματος και λεπτών υμενίων κολλαγόνου. 

 Διερευνήθηκε η επίδρασης της υπεριώδους ακτινοβολίας στα επιφανειακά 

χαρακτηριστικά των λεπτών υμενίων κολλαγόνου. 

 Διερευνήθηκε η επίδραση των μεταβολών που επάγονται στο κολλαγόνο από 

υπεριώδη ακτινοβολία στους ινοβλάστες. 

 Αναπτύχθηκε πειραματική μεθοδολογία για ακτινοβόληση με χαμηλής ισχύος 

ερυθρή ακτινοβολία laser σε κολλαγόνο. 

 Διερευνήθηκε η επίδραση της χαμηλής ισχύος ερυθρής ακτινοβολίας σε λεπτά 

υμένια κολλαγόνου. 
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 Διερευνήθηκε η επίδραση της χαμηλής ισχύος ερυθρής ακτινοβολίας στο 

κολλαγόνο και τις επακόλουθες επιδράσεις στην κυτταρικής συμπεριφορά. 

 

Ε.3 ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ  

 

Στις υποενότητες που ακολουθούν παρατίθενται τα κύρια αποτελέσματα και τα 

συμπεράσματα που προέκυψαν υπό το πρίσμα τα επίτευξης των στόχων της 

Διδακτορικής Διατριβής. 

 

Ε.3.1 ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ ΑΤΟΜΙΚΗΣ ΔΥΝΑΜΗΣ-

ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ ΣΑΡΩΣΗΣ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΩΝ (AFM-SEM) 

 

Προκειμένου να γίνει όσο το δυνατόν πληρέστερος ο χαρακτηρισμός των λεπτών 

υμενίων στη νανοκλίμακα και η ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων επιφανειακών 

χαρακτηριστικών απαιτείτο ο συνδυασμός της εξαγόμενης πληροφορίας από AFM-SEM. 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η πληροφορία που προσφέρουν τα δύο μικροσκόπια είναι 

συμπληρωματική και το κάθε μικροσκόπιο μπορεί να έχει διαφορετική συνεισφορά 

ανάλογα με το δείγμα. Το AFM αποδείχτηκε κατάλληλο στην απεικόνιση και 

χαρακτηρισμό πολύ μικρών περιοχών των δειγμάτων και ιδιαίτερα στα πολύ λεπτά 

υμένια κολλαγόνου και στις πολύ ευαίσθητες επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου. 

Το SEM κρίθηκε καταλληλότερο στην αξιολόγηση των λεπτών υμενίων για το 

χαρακτηρισμό μεγάλων περιοχών των δειγμάτων και την ανίχνευση και απεικόνιση 

ογκώδη δομών, όπως τα συσσωματώματα κολλαγόνου. 

 

Ε.3.2 ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΟΝΤΕΛΟΥ ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΣ ΚΑΙ ΛΕΠΤΩΝ 

ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΜΕ ΠΡΟΚΑΘΟΡΙΣΜΕΝΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 

Ε.3.2.1 ΜΟΝΤΕΛΟ ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΣ 

 

Σε αυτή τη Διδακτορική Διατριβή, αναπτύχθηκαν λεπτά υμένια κολλαγόνου τα οποία 

χρησιμοποιήθηκαν ως μοντέλο βιολογικής επιφάνειας/διεπιφάνειας (Εικόνα 177). Το 

μοντέλο βιολογικής επιφάνειας που αναπτύχθηκε αποτελείτο από αυτό-διαμορφωμένα 
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ινίδια και ίνες κολλαγόνου, τα οποία παρουσιάζουν φυσιολογικά χαρακτηριστικά, όπως 

η D-περιοδικότητα. Η μελέτη και χρήση διαφορετικών υποστρωμάτων καθώς και 

διαφορετικών μεθόδων επίστρωσης, επέτρεψε την ανάπτυξη λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου με προκαθορισμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά. Έτσι, μέσω της χρήσης 

του κατάλληλου υποστρώματος ή μεθόδου επίστρωσης ήταν δυνατός ο έλεγχος 

χαρακτηριστικών όπως το πάχος του υμενίου, το μέγεθος των δομών του κολλαγόνου, 

την ινώδη ή όχι μορφή του κολλαγόνου, την παρουσία ή όχι φυσιολογικών 

χαρακτηριστικών (π.χ. διάμετρος στις ίνες) την ομοιογένεια του δείγματος και τον 

προσανατολισμό των ινών. Το μοντέλο αξιοποιήθηκε για τη διερεύνηση της επίδρασης 

της οπτικής ακτινοβολίας στο κολλαγόνο, κύριο συστατικό του εξωκυττάριου πλέγματος 

(ECM). Επιπλέον, προκειμένου να διερευνηθούν και οι έμμεσες επαγόμενες επιπτώσεις 

της επίδρασης της οπτικής ακτινοβολίας στην κυτταρική συμπεριφορά, τα λεπτά υμένια 

κολλαγόνου αξιοποιήθηκαν ως μοντέλο ECM για τη διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων 

ακτινοβολημένων υμενίων κολλαγόνου με ινοβλάστες.  

 

 

 

 

Εικόνα 177: Μοντέλο βιολογικής διεπιφάνειας με βάση λεπτά υμένια κολλαγόνου. 
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 κολλαγόνου 

Μέθοδοι Επίστρωσης 

SpC 

HF 

HF+SpC 

Αποξήρανση 

Ελεγχόμενη Τροποποίηση Επιφανειακών 

Χαρακτηριστικών 

D-περιοδικότητα 

Διάμετρος ινών 

Προσανατολισμός ινών 

Ομοιογένεια Υμενίων 

Πάχος Υμενίων 

Μοντέλο Βιολογικής Διεπιφάνειας με Βάση Λεπτά Υμένια 

Κολλαγόνου 
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Ε.3.2.2 ΛΕΠΤΑ ΥΜΕΝΙΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΜΕ ΠΡΟΚΑΘΟΡΙΣΜΕΝΑ 

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 

 

Προκειμένου να αναπτυχθούν λεπτά υμένια κολλαγόνου με προκαθορισμένα 

χαρακτηριστικά, αρχικά έπρεπε να αναπτυχθούν κατάλληλα πρωτόκολλα σχηματισμού 

λεπτών υμενίων καθώς και να διερευνηθεί ένας αριθμός από διαφορετικές φυσικο-

χημικές παραμέτρους. Συγκεκριμένα αναπτύχθηκαν: 

 Γ.1.1 Πρωτόκολλο Ομογενοποίησης για Παραγωγή Μητρικού Διαλύματος 

Κολλαγόνου (Stock Collagen Solution), (σελ. 163). 

 Γ.1.2 Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin Coating) Λεπτών Υμενίων 

Κολλαγόνου, (σελ. 164). 

 Γ.1.3 Πρωτόκολλο Για Μελέτη Επίδρασης pH και Xρόνου Iνιδιογένεσης, 

(σελ. 164).  

 Γ.1.4 Πρωτόκολλο για Μελέτη Θερμικής Αποδιαμόρφωσης, (σελ. 164). 

 Γ.1.5 Πρωτόκολλο για Προετοιμασία Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου με 

Προκαθορισμένα Χαρακτηριστικά, (σελ. 165). 

 Γ.1.6 Πρωτόκολλο για Σχηματισμό Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου σε 

Επιφάνεια Σωματιδίων Πολυστυρένιου, (σελ. 165). 

Η διερεύνηση των διαφορετικών παραμέτρων πραγματοποιήθηκε προκειμένου να 

καταστεί δυνατή η όσο το δυνατό  ελεγχόμενη τροποποίηση των επιφανειακών 

χαρακτηριστικών των λεπτών υμενίων κολλαγόνου. Για τις ανάγκες των πειραματικών 

εργασιών του έργου διερευνήθηκαν οι φυσικοχημικοί παράμετροι που αναμενόταν να 

έχουν τη μεγαλύτερη επίδραση στα επιφανειακά χαρακτηριστικά και στην τοπογραφία 

των υμενίων. Συγκεκριμένα διερευνήθηκαν: 

 pH και Χρόνος   Ινιδιογένεσης 

 Διαδικασία Επίστρωσης 

 Θερμοκρασία 

 Χρησιμοποιούμενο Υπόστρωμα 

 Χρόνος Προσρόφησης 

 

Πρέπει να σημειωθεί ότι καθώς οι εμπλεκόμενοι παράγοντες είναι πάρα πολλοί, η χρήση 

των πρωτοκόλλων που αναπτύχθηκαν επέτρεψε τη σταθεροποίηση των υπόλοιπων 

παραγόντων όπως το ρυθμιστικό διάλυμα, η σειρά αδρανοποίησης, η παρουσία άλλων 

διαλυμάτων ή τύπων κολλαγόνου κ.α.. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι κάθε παράμετρος 

έχει ιδιαίτερη σημασία και μπορεί να έχει επίδραση σε κάποια από τα επιφανειακά 

χαρακτηριστικά των λεπτών υμενίων του κολλαγόνου.   
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Ε.3.1.2.1 PH ΚΑΙ ΧΡΟΝΟΣ ΙΝΙΔΙΟΓΕΝΕΣΗΣ 

Για να πραγματοποιηθεί αυθόρμητος αυτό-σχηματισμός ινιδίων κολλαγόνου, το αρχικό 

διάλυμα κολλαγόνου πρέπει να ρυθμιστεί περίπου σε ουδέτερο pH. Στις περιπτώσεις που 

χρησιμοποιήθηκε χαμηλό pH (~4.5), χωρίς να αφεθεί χρόνος ινιδιογένεσης, στις 

επιφάνειες δεν υπήρχε ομοιόμορφη κατανομή του κολλαγόνου, ενώ οι σχηματιζόμενες 

δομές αποτελούνταν από άμορφα μικρά συσσωματώματα. Στην περίπτωση του 

μεγαλύτερου pH (~7.5) παρατηρήθηκαν και πάλι μικρές άμορφες δομές κολλαγόνου, 

αλλά με πιο ομοιόμορφη κατανομή στο χρησιμοποιούμενο υπόστρωμα. Όταν τα 

διαλύματα κολλαγόνου αφέθηκαν σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για δύο και επτά μέρες 

πραγματοποιήθηκε έναρξη της ινιδιογένεσης και στα υποστρώματα σχηματίζονταν 

ινώδεις δομές κολλαγόνου. Ανάλογα με το pH οι ίνες παρουσίαζαν διαφορετικές 

διαμέτρους, ενώ για pH 7.5 παρατηρήθηκε και η έναρξη του σχηματισμού της D-

περιοδικότητας των ~67 nm κατά μήκος των ινών κολλαγόνου.  

 

Ε.3.2.2.2 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΕΠΙΣΤΡΩΣΗΣ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

Προκειμένου να επιτευχθούν τα απαιτούμενα επιφανειακά χαρακτηριστικά, τα οποία θα 

ήταν χρήσιμα για τις μετέπειτα πειραματικές εργασίες, αναπτύχθηκαν τέσσερις 

διαφορετικές διαδικασίες επίστρωσης.  

1. Μέρος του διαλύματος κολλαγόνου εναποτίθεται στο χρησιμοποιούμενο 

υπόστρωμα και αφήνεται να στεγνώσει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. 

 Τα σχηματιζόμενα υμένια αποτελούνταν από τυχαία προσανατολισμένες ίνες και 

ινίδια κολλαγόνου. Τα υμένια παρουσίαζαν σχετικά μεγάλο, μη ομοιογενές και μη 

ελεγχόμενο πάχος, συγκρινόμενο με τα υμένια που σχηματίστηκαν με τις άλλες 

διαδικασίες. Επιπλέον, τα υμένια παρουσίαζαν μεγάλο αριθμό από συσσωματώματα.  

2. Διαδικασία φυγοκεντρικής επίστρωσης (Spin Coating –SpC). 

 Σχηματίζονται λεπτά υμένια κολλαγόνου με τυχαία προσανατολισμένες ίνες. Μέσω 

της αλλαγής/ρύθμισης της ταχύτητας περιστροφής μπορεί να ρυθμιστεί το πάχος των 

υμενίων, καθώς με την αύξηση της ταχύτητας μειώνεται το πάχος των υμενίων. 

Επιπλέον, με την αύξηση της ταχύτητας μειώνεται το μέσο ύψος και η τραχύτητα της 

επιφάνειας. Μέσω αυτής της μεθόδου, ο αριθμός των συσσωματωμάτων κολλαγόνου 

μειώνεται, αλλά λόγω των μεγάλων φυγοκεντρικών δυνάμεων κάποιες από τις ίνες 

παρουσίαζαν ‘γόνατα’, απότομη δηλαδή αλλαγή της διεύθυνσης, το οποίο είναι 

μηχανική παραμόρφωση της ίνας.  

3. Υδροδυναμική Ροή (μέρος του διαλύματος κολλαγόνου αφήνεται σε κεκλιμένο 

υπόστρωμα ώστε να δημιουργηθεί υδροδυναμική ροή). 
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 Με τη μέθοδο αυτή σχηματίζονται υμένια κολλαγόνου με ευθυγραμμισμένες ίνες. Ο 

βαθμός του προσανατολισμού των υμενίων εξαρτιόταν από το χρόνο προσρόφησης, 

ενώ η μορφή των ινών κολλαγόνου από την αρχική συγκέντρωση του διαλύματος 

κολλαγόνου. 

4. Συνδυαστική Χρήση Υδροδυναμικής Ροής και Φυγοκεντρικής Επίστρωσης 

(μέρος του διαλύματος κολλαγόνου τοποθετείται σε κεκλιμένο υπόστρωμα και 

μετά από κάποιο χρόνο προσρόφησης δέχεται τη διαδικασία φυγοκεντρικής 

επίστρωσης). 

 Μέσω του συνδυασμού των δυο διαδικασιών σχηματίζονται δομές κολλαγόνου με 

δυο προσανατολισμούς, ο ένας κάθετος στον άλλο.  

 

Ε.3.2.2.3 ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 

 Η θερμοκρασία διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη διαδικασία ινιδιογένεσης, καθώς 

προκειμένου να πραγματοποιηθεί αυθόρμητος σχηματισμός ινιδίων η θερμοκρασία 

πρέπει να ρυθμιστεί στους ~ 37 
o
C. Χρησιμοποιώντας διάλυμα κολλαγόνου, το οποίο 

έχει θερμανθεί μέχρι τους 40 
o
C, σχηματίζονται υμένια με τραχύτητα η οποία 

παραμένει σχεδόν σταθερή. Για θερμοκρασίες πάνω από τους 40 
o
C ξεκινά η θερμική 

αποδιαμόρφωση των ινών του κολλαγόνου, με αποτέλεσμα την αλλοίωση τόσο της 

ινώδους μορφής, όσο και της τραχύτητας της επιφάνειας. Μέχρι τους 50 
o
C όσο 

αυξάνεται η θερμοκρασία αυξάνεται η τραχύτητα, ενώ για ακόμα μεγαλύτερες 

θερμοκρασίες η τραχύτητα μειώνεται αφού πλέον έχουμε πλήρης αποδιαμόρφωση 

της ινώδους μορφής του κολλαγόνου.  

 

Ε.3.2.2.4 ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΟΥΜΕΝΟ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 

Διερευνήθηκε ο σχηματισμός λεπτών υμενίων κολλαγόνου σε τρεις διαφορετικούς 

τύπους υποστρωμάτων: 

1. Γυάλινες καλυπτρίδες 

 Στα υποστρώματα από γυαλί παρατηρήθηκε ότι γίνεται μεγαλύτερη προσρόφηση 

δομών κολλαγόνου και τα σχηματιζόμενα υμένια έχουν μεγαλύτερο πάχος από αυτά 

που σχηματίζονται στη μίκα.  

2. Μίκα 

 Στα δισκάκια από μίκα παρατηρήθηκε μεγαλύτερη προσρόφηση ακόμα και πολύ 

μικρών δομών κολλαγόνου και υπό κατάλληλες συνθήκες ήταν δυνατός ο 

σχηματισμός πολύ λεπτών υμενίων κολλαγόνου αποτελούμενος από ίνες/ινίδια 

κολλαγόνου με φυσιολογικά χαρακτηριστικά (π.χ. D-περιοδικότητα).  
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3. Επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου (Polystyrene Particle Surface, PPS) 

 Σε αυτές τις επιφάνειες επιβεβαιώθηκε η δυνατότητα σχηματισμού λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου με φυσιολογικά χαρακτηριστικά. Η νανοδομημένη επιφάνεια των PPS 

μπορεί να επιτρέψει τη διερεύνηση της προσρόφησης και αυτο-σχηματισμού ινιδίων  

κολλαγόνου σε σχέση με συγκεκριμένα νανοχαρακτηριστικά του υποστρώματος.  

 

Ε.3.2.2.5 ΧΡΟΝΟΣ ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗΣ 

Ως χρόνος προσρόφησης ορίζουμε το χρόνο που αφήνεται το διάλυμα κολλαγόνου σε 

ένα υπόστρωμα ώστε να προσροφηθούν στην επιφάνεια του υποστρώματος μόρια, ινίδια 

και ίνες κολλαγόνου και να αυτο-οργανωθούν ώστε να σχηματίσουν το λεπτό υμένιο 

κολλαγόνου. Μετά το πέρας του χρόνου προσρόφησης το υπόστρωμα ξεπλένεται με 

ρυθμιστικό διάλυμα ώστε να απομακρυνθούν οι μη προσροφημένες ή οι χαλαρά 

διασυνδεδεμένες δομές κολλαγόνου. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι με την αύξηση του 

χρόνου προσρόφησης, μεγαλύτερη ποσότητα κολλαγόνου προσροφάται, μέχρι βέβαια να 

φθάσει σε κάποιο χρονικό διάστημα (διαφορετικός χρόνος ανάλογα με το διάλυμα και τις 

περιβαλλοντικές συνθήκες) όπου όλο το διάλυμα έχει πλέον στεγνώσει και παραμένει 

στην επιφάνεια. Επιπλέον, παρουσιάστηκε ότι όταν επιθυμείται ο σχηματισμός 

συγκεκριμένης δομής στα υμένια κολλαγόνου (π.χ. προσανατολισμένες ίνες) για 

μεγάλους χρόνους προσρόφησης η μεγάλη προσρόφηση δομών κολλαγόνου καταστρέφει 

το σχηματισμό ή τη διατήρηση της επιδιωκόμενης επιφανειακής δομής. Για αυτό, πρέπει 

να επιλέγεται ο βέλτιστος χρόνος προσρόφησης, ανάλογα με την επιθυμητή επιφάνεια 

τοπογραφία.  

 

Ε.3.2.3 ΜΟΝΤΕΛΟ ΔΟΜΗΣ ΊΝΑΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

Μολονότι το κολλαγόνο και η δομή του διερευνάται για δεκαετίες με έναν αριθμό από 

διαφορετικές τεχνικές και μεθόδους, μεταξύ των οποίων τα ισχυρότερα μικροσκόπια που 

έχουν στη διάθεση τους οι ανά όλο τον κόσμο ερευνητές, θέματα που αφορούν το 

μοντέλο της δομής της ίνας, τη χωροδιάταξη των μορίων του κολλαγόνου και το 

σχηματισμό των ινιδίων και ινών κολλαγόνου παραμένουν ακόμα αδιευκρίνιστα. Ένας 

αριθμός από διαφορετικά μοντέλα έχουν προταθεί για να εξηγήσουν τη δομή των 

ινιδίων/ινών του κολλαγόνου, αλλά κανένα από αυτά δεν μπορεί να εξηγήσει όλες τις 

μορφές ινιδίων/ινών που παρατηρούνται τόσο in vivo όσο και in vitro. Τα αποτελέσματα 

που προέκυψαν σε όλα τα στάδια της ερευνητικής εργασίας προσέφεραν σημαντικές 

πληροφορίες σχετικά με το μοντέλο της δομής της ίνας του κολλαγόνου (Εικόνα 178).  
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Εικόνα 178: Μοντέλο δομής ίνας κολλαγόνου, όπως προκύπτει από συγκεκριμένα ερευνητικά 

αποτελέσματα της Διδακτορικής Διατριβής.  

Ε.3.2.3.1 ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΙΝΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΜΕ ΓΟΝΑΤΑ 

Η χρήση της διαδικασίας φυγοκεντρικής επίστρωσης (spin coating, SpC), η οποία 

χρησιμοποιήθηκε για το σχηματισμό λεπτών υμενίων κολλαγόνου, επέτρεψε επιπλέον τη 

διερεύνηση του σχηματισμού “γονάτων” (δηλαδή περιοχών απότομης αλλαγής της 

διεύθυνσης της ίνας) κατά μήκος των ινών κολλαγόνου. Πιστεύεται ότι ο σχηματισμός 

γονάτων στις ίνες οφείλεται στις μεγάλες φυγοκεντρικές δυνάμεις τις οποίες δέχονται οι 

ίνες του κολλαγόνου κατά τη διαδικασία SpC. Επομένως, αν οι σχηματισμοί αυτοί 

θεωρηθούν μηχανικές παραμορφώσεις των ινών (και όχι αποτελέσματα της διαδικασίας 

ινιδιογένεσης και αυτοδιαμόρφωσης των μορίων ή/και των ινιδίων του κολλαγόνου), 

τότε οι ίνες μπορούν να συγκριθούν με “σωλήνες” (tubes). Οι σωλήνες οι οποίοι είναι 

άδειοι στο εσωτερικό τους ή τουλάχιστον αποτελούνται από ένα σκληρότερο εξωτερικό 

φλοιό παρουσιάζουν παρόμοια μηχανική συμπεριφορά. Αυτά τα αποτελέσματα έρχονται 

σε συμφωνία με παλαιότερες εργασίες οι οποίες πρότειναν το αντίστοιχο μοντέλο του 

σωλήνα, χρησιμοποιώντας διάφορες τεχνικές [12, 211, 557, 558]. Τα αποτέλεσμα που 

προέκυψαν από την εν λόγω Διδακτορική Διατριβή είναι από τις πρώτες εργασίες που 

έρχονται να υποστηρίξουν αυτό το μοντέλο με τη βοήθεια Απεικονιστικής 

Μικροσκοπίας Ατομικής Δύναμης. 
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Ε.3.2.3.2 ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΙΝΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΜΕ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟ 

Το χρησιμοποιούμενο πρωτόκολλο σχηματισμού κολλαγόνου και η επίστρωση λεπτών 

υμενίων κολλαγόνου σε επιφάνεια μίκας με SpC («Γ.1 Τα Πρωτόκολλα Παραγωγής 

Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου» (σελ. 163) και «Γ.1.2 Φυγοκεντρική Eπίστρωση (Spin 

Coating) Λεπτών Υμενίων Κολλαγόνου» (σελ. 164)) επέτρεψε το σχηματισμό ινών 

κολλαγόνου με πολυμορφισμό. Δηλαδή, παρουσιάζονταν ίνες με διαφορετικές 

περιοδικότητες, ενώ σε κάποιες περιπτώσεις περισσότερες από μια περιοδικότητες 

παρουσιάζονταν κατά μήκος της ίδιας ίνας. Παρόλο που η δομή του κολλαγόνου είναι 

μια από τις πιο ευρέως πρωτεϊνικές δομές, ακόμα απουσιάζει ένα θεωρητικό μοντέλο το 

οποίο θα μπορεί να περιγράψει και να εξηγήσει όλες τις πιθανώς σχηματιζόμενες δομές 

του κολλαγόνου τύπου Ι και ο πολυμορφισμός του κολλαγόνου δεν έχει ακόμα πλήρως 

εξηγηθεί. Επομένως, οι τεχνικές και μέθοδοι που αξιοποιήθηκαν (υπόστρωμα μίκας, 

μητρικό διάλυμα κολλαγόνου υψηλής συγκέντρωσης, φυγοκεντρική επίστρωση και 

απεικονιστική μικροσκοπία AFM) να χρησιμοποιηθεί για τη περαιτέρω διερεύνηση της 

διαδικασίας σχηματισμού ινιδίων κολλαγόνου μέσω της αυτοδιαμόρφωσης των μορίων 

(τροποκολλαγόνου) και της ανάπτυξης σταυροδεσμών, ώστε τελικά να σχηματιστούν 

ίνες κολλαγόνου με πολυμορφισμό.  

 

Ε.3.3.3.3 ΎΠΑΡΞΗ ΕΣΩΤΕΡΙΚΟΥ ΦΛΟΙΟΥ ΜΕ D-BAND 

Οι πειραματικές εργασίες για διερεύνηση της επίδρασης της υπεριώδους ακτινοβολίας 

αποκάλυψαν ότι για μεγάλους χρόνους ακτινοβόλησης καθώς η ίνα φωτο-διασπάται σε 

κάποιες περιπτώσεις ο εξωτερικός φλοιός καταστρέφεται και δημιουργούνται μικρές 

οπές σαν κρατήρες. Η υψηλή ανάλυση του AFM και οι διάφορες τεχνικές αυτής της 

μικροσκοπίας επέτρεψαν την απεικόνιση του εσωτερικού αυτών των κρατήρων. Κάτω 

από το εξωτερικό κέλυφος (outer-shell) και τη κατεστραμμένη δομή παρατηρήθηκε στο 

εσωτερικό φλοιό η διατήρηση της D-περιοδικότητας. Επίσης, μέσω της απεικόνισης με 

τη μέθοδο διαφοράς φάσης του AFM (AFM phase imaging) παρουσιάστηκε ότι και η 

εσωτερική περιοδικότητα χαρακτηρίζεται από διαφορετική αντίθεση φάσης, όπως και η 

D-band στο εξωτερικό κέλυφος, η οποία επιβεβαιώνει τις διαφορετικές μηχανικές 

ιδιότητες μεταξύ των κοιλάδων και των κορυφών. Οι παρατηρήσεις αυτές είναι σε 

συμφωνία με προηγούμενες εργασίες οι οποίες προτείνουν ένα μοντέλο της ίνας του 

κολλαγόνου σύμφωνα με το οποίο οι ίνες αποτελούνται από πολλά κελύφη (multiple 

shells) και η D-περιοδικότητα δεν περιορίζεται μόνο στο εξωτερικό και πιθανώς πιο 

σκληρό κέλυφος [457, 514]. 

 

 

 

 



Ε π ί δ ρ α σ η  Ο π τ ι κ ή ς  Α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ τ η ν  Τ ο π ο λ ο γ ί α  Κ ο λ λ α γ ό ν ο υ  μ ε  Χ ρ ή σ η  

Α π ε ι κ ο ν ι σ τ ι κ ή ς  Μ ι κ ρ ο σ κ ο π ί α ς  Α τ ο μ ι κ ή ς  Δ ύ ν α μ η ς  κ α ι  Σ ά ρ ω σ η ς  

Η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  

346 |  Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ  

Ε.3.3 ΧΡΗΣΗ ΜΟΝΤΕΛΩΝ ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΣ 

 

Τα λεπτά υμένια που αναπτύχθηκαν χρησιμοποιήθηκαν ως μοντέλο βιολογικής 

επιφάνειας/διεπιφάνειας κολλαγόνου για τη διερεύνηση αρχικά των αλληλεπιδράσεων 

κυττάρου-υποστρώματος (Εικόνα 179) και στη συνέχεια για τη μελέτη της επίδρασης 

οπτικής ακτινοβολίας με το κολλαγόνο. 

 
Εικόνα 179: Λεπτά υμένια κολλαγόνου με διαφορετικά επιφανειακά χαρακτηριστικά χρησιμοποιήθηκαν 

ως μοντέλο βιολογικής επιφάνειας για τη μελέτη της επίδρασης συγκεκριμένων επιφανειακών 

χαρακτηριστικών (όπως ο προσανατολισμός των ινών) στη συμπεριφορά ινοβλαστών.  

Όσο αφορά την επίδραση της οπτικής ακτινοβολίας διερευνήθηκαν αλληλεπιδράσεις που 

καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα της οπτικής ακτινοβολίας, από την υπεριώδη ακτινοβολία 

μέχρι το εγγύς υπέρυθρο (Εικόνα 180). Επιλέχθηκαν συγκεκριμένες περιοχές του 

οπτικού φάσματος, οι οποίες παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον για μια πληθώρα από 

ιατρικές και βιοϊατρικές εφαρμογές. 

 

Υπεριώδες 

UV-C (254 nm) 

Ερυθρό 

(651 nm) 

Εγγύς Υπέρυθρο 

(1064 nm) 

Διερεύνηση της επίδρασης της 

UV ακτινοβολίας η οποία 

χρησιμοποιείται για 

αποστείρωση και ανάπτυξη 

σταυροδεσμών/διασυνδέσεων 

για βελτίωση των φυσικών και 

μηχανικών ιδιοτήτων 

βιοϋλικών κολλαγόνου. 

Διερεύνηση της επίδρασης 

της χαμηλής ισχύος ερυθρής 

ακτινοβολίας. Η ακτινοβολία 
αυτή χρησιμοποιείται για την 

ονομαζόμενη Low-Level-

Laser Therapy, η οποία έχει 
ένα ευρύ φάσμα εφαρμογών, 

όπως η επούλωση πληγών. 

Διερεύνηση επίδρασης 

υπέρυθρης ακτινοβολίας με 

κολλαγόνο. Η ακτινοβολία 
αυτή μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για τη 

μελέτη του φαινομένου της 
Γένεσης Δεύτερης 

Αρμονικής, το οποίο μπορεί 

να χρησιμοποιηθεί για μη-

γραμμική οπτική 
μικροσκοπία και ως 

διαγνωστικό εργαλείο.    

 

Εικόνα 180: Φασματικές περιοχές που μελετήθηκαν με το μοντέλο βιολογικής διεπιφάνειας που 

αναπτύχθηκε.  
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Ε.3.3.1 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΚΩΝ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΩΝ ΤΩΝ ΛΕΠΤΩΝ 

ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΣΕ ΙΝΟΒΛΑΣΤΕΣ 

 

Είναι γενικά γνωστό ότι στη φύση, τα κύτταρα υιοθετούν και διαμορφώνουν τη 

συμπεριφορά τους ανάλογα με τον εξωκυτταρικό χώρο που τα περιβάλλει. Tο μοντέλο 

της βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκε για να 

διερευνηθεί πώς συγκεκριμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά του κολλαγόνου 

επηρεάζουν ή/και  καθοδηγούν διάφορες κυτταρικές λειτουργίες. 

Επομένως, στόχος της Διδακτορικής Διατριβής, σε αυτό το ερευνητικό τομέα, ήταν η 

διερεύνηση πώς συγκεκριμένα επιφανειακά χαρακτηριστικά του κολλαγόνου στη 

νανοκλίμακα και ιδιαίτερα ο προσανατολισμός των ινών/ινιδίων του κολλαγόνου 

καθορίζουν ή και επηρεάζουν την κυτταρική συμπεριφορά.  

Προκειμένου να διερευνηθεί η επίδραση συγκεκριμένων επιφανειακών χαρακτηριστικών 

στη συμπεριφορά των ινοβλαστών, αναπτύχθηκαν λεπτά υμένια κολλαγόνου 

αποτελούμενα από προσανατολισμένες και από τυχαία διατεταγμένες ίνες. Τα υμένια 

αυτά χρησιμοποιήθηκαν ως υποστρώματα για καλλιέργεια ινοβλαστών και η 

συμπεριφορά των κυττάρων διερευνήθηκε με μικροσκοπία φθορισμού, AFM και 

τεχνικές επεξεργασίας εικόνας (Εικόνα 181). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι στα μη-

ευθυγραμμισμένα υμένια κολλαγόνου, οι ινοβλάστες παρουσίαζαν τυχαίο 

προσανατολισμό προς όλες τις κατευθύνσεις. Στην περίπτωση όμως των 

προσανατολισμένων υμενίων, οι ινοβλάστες ήταν  ομοιόμορφα προσανατολισμένοι κατά 

τη διεύθυνση προσανατολισμού των ινών κολλαγόνου. Η συμπεριφορά αυτή των 

ινοβλαστών παρουσιάστηκε ότι ήταν αποτέλεσμα της επίδρασης της τοπογραφίας του 

υποστρώματος και όχι της αλληλεπίδρασης μεταξύ της τοπογραφίας του υποστρώματος 

και ούτε της αλληλεπίδρασης μεταξύ γειτονικών κυττάρων. Τα αποτελέσματα 

υποστηρίχτηκαν από απεικόνιση των κυττάρων με μικροσκοπία φθορισμού και 

ποσοτικοποίηση της επιμήκυνσης των κυττάρων και των πυρήνων τους. Ιδιαίτερης 

σημασίας είναι τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την AFM μικροσκοπία, όπου 

επιτεύχθηκε η ταυτόχρονη απεικόνιση ινοβλαστών και υποστρώματος. Οι εικόνες αυτές 

δείχνουν τα φιλοπόδια/αποφυάδες και το σώμα των ινοβλαστών να αναπτύσσονται 

παράλληλα με τις ευθυγραμμισμένες ίνες κολλαγόνου, ενώ στα υμένια με τυχαίο 

προσανατολισμό οι ίνες και οι ινοβλάστες έχουν τελείως διαφορετικούς 

προσανατολισμούς.  
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Εικόνα 181: Σύνοψη χρήσης μοντέλου βιολογικής επιφάνειας για τη διερεύνηση της επίδρασης 

επιφανειακών χαρακτηριστικών κολλαγόνου στην κυτταρική συμπεριφορά, και συγκεκριμένα σε 

ανθρώπινους δερματικούς ινοβλάστες.  

 

Ε.3.3.2 ΜΕΛΕΤΗ ΣΗΜΑΤΟΣ ΓΕΝΕΣΗΣ ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ (SHG) ΑΠΟ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Η γένεση δεύτερης αρμονικής (SHG) διαδραματίζεται όταν μια ισχυρή δέσμη laser 

προσπίπτει με ένα μη κεντροσυμμετρικό υλικό και έχει σαν αποτέλεσμα την εκπομπή 

φωτονίων με το μισό μήκος κύματος από την προσπίπτουσα δέσμη. Το φαινόμενο της 

SHG τα τελευταία χρόνια αναδύεται ως ένα νέο ισχυρό μη επεμβατικό εργαλείο για 

ανίχνευση αλλοιώσεων βιολογικών μορίων, μεταξύ των οποίων και το κολλαγόνο, που 

σχετίζονται με διάφορες παθολογικές καταστάσεις. Ο ακριβής προσδιορισμός του 

μηχανισμού SHG που παρουσιάζει έντονα το ινώδες κολλαγόνο δεν είναι γνωστός. Η 

μέχρι τώρα μελέτη θέλει την SHG να είναι εξαρτώμενη από την μη κεντροσυμμετρική 

στερεοδομή και η επικρατούσα θεώρηση ισχυρίζεται ότι η SHG είναι αρχικά διπολικής 

φύσης, της οποίας μάλιστα η απόδοση ενισχύεται λόγω δομής. Υπεύθυνες για την 

στερεοδιάταξη των ινιδίων θεωρούνται οι σταυροδεσμοί που σχηματίζονται στα 

τροποκολλαγόνα κατά την διαδικασία την ινιδιογένεσης. Οι ιδιότητες της SHG από 

κολλαγόνο δεν έχουν ακόμα πλήρως αποσαφηνιστεί εξαιτίας ενός αριθμού περιορισμού, 

μεταξύ των οποίων η δυσκολία για λήψης σήματος SHG από δείγματα κολλαγόνου με 

γνωστά χαρακτηριστικά στη νανοκλίμακα.  

Στα πλαίσια αυτής της Διδακτορικής Διατριβής  επιχειρήθηκε η άρση μερικών  

περιορισμών διερεύνησης της SHG από δομές κολλαγόνου, μέσω της χρήση των λεπτών 
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υμενίων κολλαγόνου με προκαθορισμένα χαρακτηριστικά. Ο συνδυασμός του 

χαρακτηρισμού των υμενίων στη νανοκλίμακα με AFM με το επαγόμενο σήμα SHG 

επέτρεψε το συσχετισμό συγκεκριμένων επιφανειακών χαρακτηριστικών με το εκπεμπόμενο 

σήμα SHG. Η περαιτέρω αξιοποίηση των προτεινόμενων τεχνικών θα επιτρέψει την 

περαιτέρω κατανόηση των μη-γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου και τη 

μετέπειτα αξιοποίηση του φαινομένου της SHG σαν ένα μη επεμβατικό εργαλείο για 

ανίχνευση παθολογικών καταστάσεων που σχετίζονται με το κολλαγόνο. 

Για τη διερεύνηση της γένεσης σήματος SHG από τα μοντέλα της βιολογικής επιφάνειας 

με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου, αναπτύχθηκαν κατάλληλες διατάξεις («Γ.6 

Ανάπτυξη Τεχνικών για Διερεύνηση και Μέτρηση Σήματος Γένεσης Δεύτερης 

Αρμονικής από Κολλαγόνο» (σελ. 191)), οι οποίες επέτρεπαν τη μέτρηση του σήματος 

και το συσχετισμό του με τη γωνία πόλωσης της διεγείρουσας ακτινοβολίας (Εικόνα 

182).  

 
Εικόνα 182: Σύνοψη χρήσης μοντέλου βιολογικής επιφάνειας για τη μελέτη της γένεσης δεύτερης 

αρμονικής (SHG) από λεπτά υμένια κολλαγόνου. Η χρήση μοντέλων λεπτών υμενίων με τυχαίες 

προσανατολισμένες ίνες κολλαγόνου, επέτρεψε την ανίχνευση ασθενών σημάτων SHG, ενώ τα μοντέλα 

με προσανατολισμένες ίνες κολλαγόνου επέτρεψαν την ανίχνευση του προσανατολισμού και του 

συσχετισμού επιφανειακών χαρακτηριστικών κολλαγόνου με το εκπεμπόμενο σήμα. Τέλος, λεπτά 

υμένια κολλαγόνου από θερμικά αποδιαμορφωμένο κολλαγόνο, επέτρεψαν τη συσχέτιση του σήματος 

SHG με την αποδιαμόρφωση της δομής του κολλαγόνου. Η χρήση του μοντέλου της βιολογικής 

επιφάνειας θα επιτρέψει την αποσαφήνιση του μηχανισμού της SHG όσο και τη συσχέτιση των μη 

γραμμικών οπτικών σημάτων με παθολογικές καταστάσεις που σχετίζονται με διαφοροποιήσεις στις 

δομές του κολλαγόνου ώστε να αναπτυχθούν νέες καινοτόμες μη επεμβατικές διαγνωστικές μέθοδοι.  
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Αρχικά, προκείμενου να διερευνηθεί η δυνατότητα μέτρησης σήματος και να βελτιωθούν 

οι παράμετροι διέγερσης του δείγματος (π.χ. ένταση διεγείρουσας ακτινοβολίας) 

μετρήθηκε σήμα απευθείας από λυοφιλοποιημένο κολλαγόνο. Στην περίπτωση των 

λεπτών υμενίων, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα υμένια που σχηματίζονταν χωρίς τη 

χρήση φυγοκεντρικής επίστρωσης (στέγνωμα στον αέρα) ήταν δυνατή η μέτρηση 

εύρωστου σήματος SHG.  

Για τα λεπτότερα υμένια που σχηματίστηκαν με φυγοκεντρική επίστρωση (SpC), ήταν 

δυνατή η μέτρηση ακόμα ασθενέστερων σημάτων, δηλαδή σημάτων SHG που 

προέκυπταν από τη διέγερση με τη χρήση μικρότερης έντασης της διεγείρουσας 

ακτινοβολίας. Με την αύξηση των διαδοχικών στρωμάτων των λεπτών υμενίων, μέσω 

της διαδοχικής επανάληψης της SpC, ενισχυόταν το παραγόμενο σήμα SHG, αλλά 

μειωνόταν η δυνατότητα μέτρησης ασθενών σημάτων όταν η διέγερση γινόταν με μικρές 

εντάσεις. Όσον αφορά τη χρήση της διάταξης που υποστήριζε ανισοτροπία πόλωσης, 

παρουσιάστηκε ότι όταν οι ίνες του κολλαγόνου είναι προσανατολισμένες (όπως στην 

περίπτωση των λεπτών υμενίων που σχηματίζονται με τη χρήση της υδροδυναμικής 

ροής) και ο προσανατολισμός συμπίπτει με τη γωνία πόλωσης της συμπίπτουσας 

ακτινοβολίας, το σήμα της SHG ενισχύεται. Τέλος, πραγματοποιήθηκε μέτρηση σήματος 

από λεπτά υμένια κολλαγόνου τα οποία σχηματίστηκαν από θερμικά αποδιαμορφωμένο 

κολλαγόνο. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι το σήμα SHG μειώνεται όσο αυξάνεται η 

θερμοκρασία, η οποία έχει ως αποτέλεσμα τη θερμική αποδιαμόρφωση της ινώδους 

μορφής του κολλαγόνου. Συνεπώς, οι μετρήσεις σήματος SHG μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευση του προσανατολισμού των ινών κολλαγόνου σε 

ιστούς, καθώς και της πιθανής διαφοροποίησης του προσανατολισμού ή της ινώδους 

δομής τους που μπορεί να πραγματοποιηθεί σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις  

Η περαιτέρω χρήση του μοντέλου της βιολογικής επιφάνειας θα επιτρέψει την 

αποσαφήνιση του μηχανισμού της SHG όσο και τη συσχέτιση των μη γραμμικών 

οπτικών σημάτων με παθολογικές καταστάσεις που σχετίζονται με διαφοροποιήσεις στις 

δομές του κολλαγόνου, ώστε να αναπτυχθούν νέες καινοτόμες, μη επεμβατικές 

διαγνωστικές μέθοδοι. 
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Ε.3.3.3 ΜΕΛΕΤΗ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ ΥΠΕΡΙΩΔΟΥΣ (UV) ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ ΣΤΟ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ ΚΑΙ ΟΙ ΕΠΑΓΟΜΕΝΕΣ ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΕΙΣ ΣΤΟΥΣ 

ΙΝΟΒΛΑΣΤΕΣ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΛΕΠΤΩΝ ΥΜΕΝΙΩΝ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ 

 

Η διερεύνηση της αλληλεπίδρασης της υπεριώδους ακτινοβολίας (ultraviolet, UV) με το 

κολλαγόνο, αποτελούσε μια από τις κύριες επιδιώξεις της Διδακτορικής Διατριβής. Η 

διερεύνηση της επίδρασης UV ακτινοβολίας στο κολλαγόνο (σε όλες τις μορφές του, από 

μόρια κολλαγόνου μέχρι βιοϋλικά κολλαγόνου) προσελκύει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς 

οι αλληλεπιδράσεις UV-κολλαγόνου είναι κρίσιμες για διάφορα πεδία και εφαρμογές. 

Καταρχήν, το κολλαγόνο είναι ο κύριος στόχος της υπεριώδους ακτινοβολίας του 

ηλιακού φωτός, η οποία μπορεί να προκαλέσει διάφορες φυσικές, χημικές και 

φυσικοχημικές διαδικασίες. Επιπλέον, η υπεριώδης ακτινοβολία χρησιμοποιείται ως μια 

μέθοδος αποστείρωσης ή βελτίωσης των μηχανικών τους ιδιοτήτων (μέσω της ανάπτυξης 

διασυνδέσεων) βιοϋλικών και ειδικά βιοϋλικών με βάση το κολλαγόνο. Παρά την 

εκτεταμένη χρήση της UV για επεξεργασία βιοϋλικών, οι μηχανισμοί φωτο-γήρανσης 

των ιστών πλούσιων σε κολλαγόνο και ιδιαίτερα η επίδραση που προκαλεί η UV 

ακτινοβολία στην τοπολογία του κολλαγόνου και οι επιπτώσεις στην κυτταρική 

συμπεριφορά δεν έχουν πλήρως αποσαφηνιστεί.  

Στόχος της διδακτορικής διατριβής στο ερευνητικό αυτό πεδίο ήταν η διερεύνηση της 

επίδρασης της υπεριώδους ακτινοβολίας στη νανοτοπογραφία (με έμφαση σε ιδιαίτερα 

νανοχαρακτηριστικά του κολλαγόνου όπως η D-περιοδικότητα) λεπτών υμενίων 

κολλαγόνου, η ποσοτικοποίηση τους και ο συσχετισμός τους με τις πιθανές επαγόμενες 

επιδράσεις στην κυτταρική συμπεριφορά.    

Προκειμένου να διερευνηθεί η επίδραση της UV ακτινοβολίας στο κολλαγόνου 

σχηματίστηκαν μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου με 

SpC τα οποία και στη συνέχεια  ακτινοβολήθηκαν με τη χρήση κατάλληλης διάταξης που 

αναπτύχθηκε «Γ.7 Ανάπτυξη Διάταξης Ακτινοβόλησης με Υπεριώδη Ακτινοβολία»). 

Επιπλέον, μελετήθηκε και η επίδραση της UV ακτινοβολίας όταν τα λεπτά υμένια 

σχηματίστηκαν από UV-ακτινοβολημένο διάλυμα κολλαγόνου. Οι επιπτώσεις της 

ακτινοβολίας διερευνήθηκαν με φασματοσκοπία απορρόφησης και φθορισμού και με 

απεικόνιση AFM (Εικόνα 183). Επίσης, τα υμένια χρησιμοποιήθηκαν και ως 

υποστρώματα καλλιέργειας ινοβλαστών, για να εξεταστεί η επίπτωση της ακτινοβόλησης 

στην κυτταρική συμπεριφορά. Η συμπεριφορά των κυττάρων διερευνήθηκε μέσω 

μικροσκοπίας φθορισμού, μέτρηση και ποσοτικοποίηση της επιμήκυνσης των 

κυττάρων/πυρήνων και με AFM.  

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι λόγω της φωτο-αποδόμησης που προκαλεί η UV 

ακτινοβολία μειώθηκε το σήμα φθορισμού, ενώ αυξήθηκε η απορρόφηση στα 
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ακτινοβολημένα δείγματα. Οι διαφορές αυτές στα φάσματα υποδηλώνουν δομικές 

αλλαγές στις περιοχές των υπολειμμάτων των αρωματικών οξέων ή των ίδιων των 

αμινοξέων. Για την ακρίβεια, η υπεριώδης ακτινοβολία προκαλεί φωτοαποδόμηση του 

μορίου του κολλαγόνου, σπάσιμο του πεπτιδικού δεσμού και τον επακόλουθο 

σχηματισμό φωτοπροϊόντων (τυροσίνης και φαινυλαλανίνης). Στην περίπτωση 

ακτινοβόλησης των υμενίων μετά το σχηματισμό τους παρατηρήθηκε ότι για 

ακτινοβόληση έως και 120 λεπτών τα υμένια διατήρησαν την ινώδη μορφή τους και την 

D-περιοδικότητα. Επιπλέον, για τα ίδια χρονικά διαστήματα η επιφανειακή τραχύτητα 

παρέμενε σταθερή. Προκειμένου να παρατηρηθεί σημαντική αλλοίωση της επιφάνειας 

και καταστροφή των ινών του κολλαγόνου, χρειαζόταν ακτινοβόληση για μερικές ώρες. 

Στην περίπτωση της ακτινοβόλησης του υγρού διαλύματος κολλαγόνου και στη συνέχεια 

του σχηματισμού υμενίων υπήρξαν κάποιες διαφοροποιήσεις. Για χρόνους 

ακτινοβόλησης έως 120 λεπτά οι ίνες κολλαγόνου παρέμεναν και πάλι αναλλοίωτες, 

αλλά στην επιφανειακή τραχύτητα παρατηρήθηκαν αυξομειώσεις. Για 10-30 λεπτά η 

τραχύτητα παρέμενε σταθερή, για 60 λεπτά μειώθηκε και για 120 λεπτά αυξήθηκε πάλι. 

Αυτό το γεγονός φανερώνει ότι για μικρούς χρόνους ακτινοβόλησης σε υγρό διάλυμα 

κολλαγόνου, η UV-φωτοαποδόμηση είναι μια αντιστρέψιμη διαδικασία. Όσον αφορά την 

κυτταρική συμπεριφορά, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι σε όλες τις περιπτώσεις όσο 

αυξανόταν η ακτινοβόληση οι ινοβλάστες γίνονταν όλο και πιο σφαιρικοί, με αντίστοιχες 

διαφοροποιήσεις και στον πυρήνα τους. Το γεγονός αυτό είναι ένδειξη μη φυσιολογικής 

ανάπτυξης των κυττάρων.  

Συνοψίζοντας τα αποτελέσματα, προκύπτει ότι για μικρούς χρόνους ακτινοβόλησης η 

επιφάνεια των λεπτών υμενίων αλλοιώνεται όταν η ακτινοβόληση γίνει στο υγρό 

διάλυμα και στη συνέχεια ακολουθήσει η επίστρωση του υμενίου. Μάλιστα, η μέθοδος 

αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μια τεχνική ελέγχου και προκαθορισμού της 

τραχύτητας των υμενίων. Επιπλέον, παρουσιάστηκε ότι ακόμα και για μικρούς χρόνους 

ακτινοβόλησης το κολλαγόνο φωτο-αποδομείται (παρόλο που δεν παρατηρείται 

διαφοροποίηση των επιφανειακών χαρακτηριστικών) και τα κύτταρα αποκρίνονται 

αρνητικά στις επιπτώσεις της UV-ακτινοβόλησης. Επομένως, τα υλικά με βάση το 

κολλαγόνο όταν αποσκοπούν στο να χρησιμοποιηθούν σε εφαρμογές, κατά τις οποίες τα 

υλικά έρχονται σε επαφή με κύτταρα, η UV-ακτινοβόληση, για σκοπούς αποστείρωσης ή 

ανάπτυξης σταυροδεσμών, πρέπει να αποφεύγεται ή να περιορίζεται στο ελάχιστο 

δυνατόν.  
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Εικόνα 183: Σύνοψη χρήσης μοντέλου βιολογικής επιφάνειας για τη διερεύνηση της επίδρασης της 

υπεριώδους ακτινοβολίας στο κολλαγόνο. Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου, αφού απεικονίστηκαν στη 

νανοκλίμακα με AFM, ακτινοβολήθηκαν με υπεριώδη ακτινοβολία. Στη συνέχεια, οι επιπτώσεις της 

ακτινοβόλησης διερευνήθηκαν με μελέτες φασματοσκοπίας (φθορισμούς & απορρόφησης) και 

απεικονιστική μικροσκοπία AFM. Τέλος, τα ακτινοβολημένα  μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με βάση 

το κολλαγόνο χρησιμοποιήθηκαν ως υποστρώματα ανάπτυξης κυττάρων (συγκεκριμένα ανθρώπινων 

δερματικών ινοβλαστών) ώστε να διερευνηθούν (μέσω μικροσκοπίας AFM, φθορισμού και μεθόδων 

επεξεργασίας εικόνας)  οι επιπτώσεις της ακτινοβόλησης στην κυτταρική συμπεριφορά. Πρέπει να 

σημειωθεί ότι κατά τη διερεύνηση χρησιμοποιήθηκαν τόσο λεπτά υμένια κολλαγόνου που 

σχηματίστηκαν και στη συνέχεια ακτινοβολήθηκαν, όσον και τα λεπτά υμένια κολλαγόνου που 

σχηματίστηκαν από UV-ακτινοβολημένο διάλυμα κολλαγόνου, έτσι ώστε να ανιχνευθούν διαφορετικές 

επιδράσεις όταν η ακτινοβόληση πραγματοποιείται σε υγρό διάλυμα ή σε λεπτό υμένιο.  
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Ε.3.3.4 ΜΕΛΕΤΗ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ ΧΑΜΗΛΗΣ ΙΣΧΥΟΣ LASER ΣΤΗΝ 

ΠΕΡΙΟΧΗ ΤΟΥ ΕΡΥΘΡΟΥ (LLRL) ΣΤΟ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ ΚΑΙ ΟΙ ΕΠΑΓΟΜΕΝΕΣ 

ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΕΙΣ ΣΤΟΥΣ  

 

Η διερεύνηση του μηχανισμού αλληλεπίδρασης μεταξύ κολλαγόνου και χαμηλής ισχύος 

laser παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς τα χαμηλής ισχύος laser και η 

ονομαζόμενη low-level laser therapy (LLLT) γίνεται όλο και πιο δημοφιλής για την 

αντιμετώπιση διάφορων ιατρικών περιστατικών, μεταξύ των οποίων και η επούλωση 

πληγών ή εγκαυμάτων. Ο μηχανισμός φωτοδιέγερσης μέσω LLLT δεν έχει ακόμα 

πλήρως αποσαφηνιστεί και εκτενής έρευνα διεξάγεται προς αυτήν την κατεύθυνση. Τα 

μέχρι τώρα αποτελέσματα στη διεθνή βιβλιογραφία δείχνουν ότι τα χαμηλής ισχύος laser 

προκαλούν ένα ευρύ φάσμα από φαινόμενα τόσο στο μοριακό και κυτταρικό επίπεδο, 

όσο και στο επίπεδο του ιστού. Η βιο-φωτοδιέγερση από lasers χαμηλής ισχύος, αλλάζει 

το κυτταρικό μεταβολισμό, διεγείρει τον κυτταρικό κύκλο και επιδρά σε πολλές άλλες 

κυτταρικές λειτουργίες. Όμως, οι μέχρι τώρα έρευνες δεν έχουν ασχοληθεί με τις 

μεταβολές που προκαλεί η ακτινοβολία laser χαμηλής ισχύος με εκπομπή στο ερυθρό 

στη μορφολογία του κολλαγόνου. Στα πλαίσια της Διδακτορικής Διατριβής, διερευνήθηκε 

αυτό το ερευνητικό πρόβλημα μελετώντας την επίδραση χαμηλής ισχύος ακτινοβολίας laser 

στην περιοχή του ερυθρού σε λεπτά υμένια κολλαγόνου και τις επαγόμενες επιδράσεις τους 

στους ινοβλάστες.  Η σημασία της έρευνας εστιάζεται στο γεγονός ότι  ενδέχεται η χρήση 

laser χαμηλής ισχύος να επιτρέπει τη διαμόρφωση των χαρακτηριστικών του παλαιού ή 

νέο-σχηματιζόμενου κολλαγόνου με τέτοιο τρόπο ώστε να ενισχύει θετικά ή να αποτρέπει 

(να προκαλεί δηλαδή αρνητικές επιπτώσεις) την επούλωση τραυμάτων και εγκαυμάτων.  

Για να διερευνηθεί η επίδραση της ακτινοβολίας από Χαμηλής Ισχύος Laser στην 

περιοχή του Ερυθρού (Low Level Red Laser, LLRL) στο κολλαγόνο, αναπτύχθηκαν 

μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου τα οποία και 

ακτινοβολήθηκαν με low-level laser στα 651 nm. Οι επιπτώσεις της ακτινοβόλησης 

διερευνήθηκαν με φασματοσκοπία φθορισμού και με AFM μικροσκοπία. Επιπλέον, τα 

υμένια χρησιμοποιήθηκαν και ως υποστρώματα καλλιέργειας ινοβλαστών προκειμένου 

να διερευνηθεί η επίπτωση της ακτινοβόλησης του κολλαγόνου στην κυτταρική 

συμπεριφορά (Εικόνα 184). 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι παρόλο που παρατηρήθηκε μικρή αλλαγή (αύξηση) της 

έντασης του φθορισμού μετά την ακτινοβόληση, η τοπογραφία των λεπτών υμενίων 

(ινώδης μορφή, D-περιοδικότητα, διάμετρος ινών) παρέμεινε αναλλοίωτη. Ενδιαφέρον 

όμως παρουσιάζει το γεγονός ότι η συμπεριφορά των ινοβλαστών διαφοροποιήθηκε. Για 

την ακρίβεια, με την με την αύξηση των επαναλήψεων ακτινοβόλησης και επομένως της 

προσφερόμενης δόσης, οι ινοβλάστες και οι πυρήνες τους γίνονταν όλο και πιο 

σφαιρικοί. Δεδομένου ότι η τοπογραφία των υμενίων δεν αλλοιώνεται, η αλλαγή στη 
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συμπεριφορά των ινοβλαστών οφείλεται σε αδιευκρίνιστους, ακόμα, μηχανισμούς 

δράσης. Μελλοντικές εργασίες πρέπει να κινηθούν προς τη διερεύνηση των 

διαφοροποιήσεων στις μηχανικές ιδιότητες των υμενίων και στην ανάπτυξη 

σταυροδεσμών που πιθανώς να προκύπτουν από την ακτινοβόληση με LLRL και να 

έχουν ως συνέπεια την αλλοίωση της κυτταρικής συμπεριφοράς. 

 
Εικόνα 184: Σύνοψη χρήσης μοντέλου βιολογικής επιφάνειας για τη διερεύνηση της επίδρασης της 

υπεριώδους ακτινοβολίας στο κολλαγόνου. Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου, αφού απεικονίστηκαν στη 

νανοκλίμακα με AFM, ακτινοβολήθηκαν με υπεριώδη ακτινοβολία. Στη συνέχεια, οι επιπτώσεις της 

ακτινοβόλησης διερευνήθηκαν με μελέτες φασματοσκοπίας (φθορισμούς & απορρόφησης) και 

απεικονιστική μικροσκοπία AFM. Τέλος, τα ακτινοβολημένα  μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με βάση 

το κολλαγόνο χρησιμοποιήθηκαν ως υποστρώματα ανάπτυξης κυττάρων (συγκεκριμένα ανθρώπινων 

δερματικών ινοβλαστών) ώστε να διερευνηθούν (μέσω μικροσκοπίας AFM, φθορισμού και μεθόδων 

επεξεργασίας εικόνας)  οι επιπτώσεις της ακτινοβόλησης στην κυτταρική συμπεριφορά. 

 

Η LLLT είναι μια πολλά υποσχόμενη θεραπεία για μια σειρά από παθήσεις, όπως η 

επούλωση πληγών, και ένας από τους βασικότερους λόγους που δεν έχει βρει ακόμα 

πλήρη κλινική εφαρμογή, είναι η αδυναμία εξήγησης των εμπλεκόμενων μηχανισμών. 

Τα πειραματικά αποτελέσματα από αυτή τη Διδακτορική Διατριβή προσφέρουν νέα 

δεδομένα σχετικά με την επίδραση της ακτινοβολίας στο κολλαγόνο. Η αύξηση των 

ινοβλαστών και η ενίσχυση της παραγωγής από αυτούς κολλαγόνου και η μετέπειτα 

αύξηση της εναπόθεσης κολλαγόνου ήταν ένας βασικός μηχανισμός που λαμβάνει χώρα 
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κατά τη LLLT, σύμφωνα με τη διεθνή βιβλιογραφία. Η επίδραση όμως της ακτινοβολίας 

στο ίδιο το κολλαγόνο είχε μέχρι σήμερα αγνοηθεί ή παραμεληθεί. Τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν από τις πειραματικές εργασίες αποδεικνύουν ότι η επίδραση της LLRL 

ακτινοβολίας δεν είναι αμελητέα και μπορεί να έχει αρνητικές επιδράσεις στην ανάπτυξη 

κυττάρων που έρχονται σε επαφή με ακτινοβολημένο κολλαγόνο. Προκειμένου να 

αποσαφηνιστεί πλήρως ο μηχανισμός δράσης της LLLT απαιτείται η διερεύνηση και η 

κατανόηση της επίδρασης της LLRL σε κάθε μεμονωμένο εμπλεκόμενο συστατικό του 

κάθε ιστού, με ιδιαίτερη έμφαση στο κολλαγόνο. 

 

Ε.3.4 ΜΟΝΤΕΛΟ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ ΟΠΤΙΚΗΣ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ ΣΤΗΝ 

ΤΟΠΟΓΡΑΦΙΑ ΤΟΥ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ.  

 

Μετά την ολοκλήρωση των εργασιών της Διδακτορικής Διατριβής και με βάση τα 

εξαχθέντα αποτελέσματα είναι δυνατή η διατύπωση των βασικών αρχών ενός μοντέλου 

αλληλεπίδρασης του κολλαγόνου με την οπτική ακτινοβολία, τουλάχιστον σε σχέση με 

τις φασματικές περιοχές που διερευνήθηκαν (υπεριώδη, χαμηλής ισχύος ακτινοβολία 

laser στην περιοχή του ερυθρού, εγγύς υπέρυθρη για γένεση σήματος δεύτερης 

αρμονικής), τις τεχνικές που εφαρμόστηκαν και συγκεκριμένες παραμέτρους, οι οποίες 

και μελετήθηκαν.  

Αρχικά, στον Πίνακας 17 συνοψίζονται τα κύρια αποτελέσματα τα οποία προέκυψαν 

από τις πειραματικές εργασίες που παρουσιάστηκαν εκτεταμένα προηγουμένως. Στον 

πίνακα περιλαμβάνονται τα χαρακτηριστικά του κάθε μοντέλου βιολογικής επιφάνειας 

που χρησιμοποιήθηκαν, καθώς και τα αποτελέσματα της οπτικής ακτινοβολίας (από τις 

τρεις διαφορετικές φασματικές περιοχές) σε τέσσερις κύριες κατηγορίες: 

 Την τοπογραφία του κολλαγόνου. Εδώ παρουσιάζονται τα αποτελέσματα που 

προκύπτουν ως προς τη μορφή των ινών και ιδιαίτερα νανοχαρακτηριστικά τους, 

όπως η D-περιοδικότητα των ~67 nm.  

 Την τραχύτητα της επιφάνειας.  

 Τα οπτικά σήματα και τις οπτικές ιδιότητες. Στην κατηγορία αυτή 

περιλαμβάνεται η επίδραση που είχε η ακτινοβόληση του κολλαγόνου σε έναν 

αριθμό από οπτικά σήματα, όπως η εκπομπή φθορισμό, η γένεση δεύτερης 

αρμονικής και η απορρόφηση του κολλαγόνου.  

 Την καλλιέργεια κυττάρων. Εδώ παρουσιάζονται τα επαγόμενα  αποτελέσματα 

σε ινοβλάστες μετά την καλλιέργεια τους σε ακτινοβολημένα υμένια (μόνο για 

την περίπτωση της υπεριώδους και της χαμηλής ισχύος ακτινοβολίας laser στην 

περιοχή του ερυθρού). 



Ε : Ε Π Ι Σ Κ Ο Π Ι Σ Η  Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Ω Ν - Κ Α Ι Ν Ο Τ Ο Μ Ι Α - Π Ρ Ο Ο Π Τ Ι Κ Ε Σ   

 

Σ Τ Υ Λ Ι Α Ν Ο Υ  Α Ν Δ Ρ Ε Α Σ   | 357 

Επιπλέον, πρέπει να σημειωθεί ότι στην περίπτωση του εγγύς υπερύθρου η 

ακτινοβόληση χρησιμοποιήθηκε για τη γένεση του σήματος δεύτερης αρμονικής 

(SHG), η οποία μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως ένα διαγνωστικό εργαλείο ή μέθοδος 

μη-γραμμικής μικροσκοπίας. Επομένως, δε διερευνήθηκε η επίδραση της 

ακτινοβολίας του εγγύς υπερύθρου (η οποία ούτως ή αλλιώς έχει μεγάλη διείσδυση 

στο βιολογικό ιστό λόγω του μεγάλου μήκους κύματος) αλλά η γένεση του οπτικού 

σήματος SHG μετά την επίδραση ενός εξωτερικού παράγοντα, όπως η θερμοκρασία. 

Στις εικόνες που ακολουθούν, παρουσιάζονται για την κάθε οπτική περιοχή 

ξεχωριστά σε μορφή block διαγράμματος οι επιδράσεις της ακτινοβολίας.  

Στην Εικόνα 185, σκιαγραφούνται οι επιδράσεις της υπεριώδους ακτινοβολίας στο 

μοντέλο της βιολογικής επιφάνειας το οποίο χρησιμοποιήθηκε, το οποίο αποτελείτο 

από τυχαία προσανατολισμένες ίνες κολλαγόνου. Από το διάγραμμα μπορεί να 

προκύψει η επίδραση που θα έχει η υπεριώδης ακτινοβολία στα συγκεκριμένα 

χαρακτηριστικά του κολλαγόνου που επιλέγηκαν. Επιπλέον, γίνεται διάκριση στις 

επιπτώσεις που θα έχει η ακτινοβόληση του κολλαγόνου αν θα πραγματοποιηθεί σε 

υμένιο ή σε διάλυμα κολλαγόνου. Μέσω του διαγράμματος, γίνονται εμφανείς οι 

πολύπλοκες διαδικασίες που διαδραματίζονται κατά την αλληλεπίδραση της 

υπεριώδης ακτινοβολίας με το κολλαγόνο. Πρέπει να σημειωθεί ότι στο διάγραμμα 

περιλαμβάνονται μόνο οι μικροί χρόνοι ακτινοβόλησης, καθώς οι μεγαλύτεροι χρόνοι 

και άρα δόσεις δεν έχουν μεγάλη εφαρμογή για σκοπούς αποστείρωσης ή ανάπτυξης 

διασυνδέσεων στα βιοϋλικά κολλαγόνου. Γίνεται εμφανές, ότι η μη-φυσιολογική 

ανάπτυξη των ινοβλαστών στα UV-ακτινοβολημένα κολλαγόνου μπορεί να οφείλεται 

στη φωτοαποδόμηση του κολλαγόνου (η οποία παρουσιάζεται μέσω των 

διαφοροποιήσεων στα οπτικά σήματα και τις οπτικές ιδιότητες του κολλαγόνου), 

στην αλλοίωση της τραχύτητας της επιφάνειας ή σε ένα συνδυασμό αυτών.   

Αντίστοιχα, στην Εικόνα 186 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα που έχει η χαμηλής 

ισχύς ερυθρή ακτινοβολία από laser στο κολλαγόνο. Από το διάγραμμα είναι πλέον 

ξεκάθαρο πως, ενώ η τοπογραφία και η τραχύτητα του υμενίου κολλαγόνου 

παραμένουν αναλλοίωτες, ο φθορισμός του κολλαγόνου αλλοιώνεται και τα κύτταρα 

έχουν μη φυσιολογική ανάπτυξη. Αυτό αποτελεί μια ισχυρή ένδειξη ότι η χαμηλής 

ισχύος ερυθρή ακτινοβολία από laser στην περιοχή του ερυθρού φωτο-διεγείρει και 

το ίδιο το κολλαγόνο. Η επίδραση αυτή του laser στο κολλαγόνο ενδέχεται να 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στους μηχανισμούς της θεραπείας με laser χαμηλής 

ισχύος (LLLT), οι οποίοι παραμένουν αδιευκρίνιστοι.  

Τέλος, το διάγραμμα στην Εικόνα 187 παρουσιάζει πως η γένεση δεύτερης 

αρμονικής, μετά από διέγερση με ακτινοβολία στο εγγύς υπέρυθρο, μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση ιδιαίτερων χαρακτηριστικών σε ιστούς πλούσιους 

σε κολλαγόνο. Τα αποτελέσματα των πειραματικών διαδικασιών έδειξαν ότι το σήμα 
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της SHG μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση του προσανατολισμού των 

ινών κολλαγόνου και επομένως μπορεί να αξιοποιηθεί και για την in vivo 

παρατήρηση πιθανών διαφοροποιήσεων στο προσανατολισμό του κολλαγόνου, οι 

οποίες μπορεί να σχετίζονται με διάφορες παθολογικές καταστάσεις. Επιπλέον, 

αλλοιώσεις στη δομή του κολλαγόνου, όπως αυτές που προκαλεί η θερμική 

αποδιαμόρφωση, μπορούν να ανιχνευθούν μέσω μετρήσεων ή και μεθόδων/τεχνικών 

απεικόνισης που βασίζονται στην ένταση του εκπεμπόμενου σήματος SHG (π.χ. μη 

γραμμική οπτική μικροσκοπία).  
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Πίνακας 17: Σύνοψη κύριων αποτελεσμάτων 

c Υπεριώδη UV-C (254 nm) Ερυθρή (651 nm) Εγγύς Υπέρυθρο (1064 nm) 

Μορφή 

Μοντέλου 

Βιολογικής 

Επιφάνειας  
 

Ινώδης δομή με τυχαία προσανατολισμένες ίνες 

 

 
Ινώδης δομή με τυχαία 

προσανατολισμένες ίνες 

 
Ινώδης δομή με τυχαίες & προσανατολισμένες 

ίνες 

 
Μετά την ακτινοβόληση 

Διαλύματος 

Μετά την 

ακτινοβόληση Υμενίου 
Μετά την ακτινοβόληση Μετά την αύξηση της θερμοκρασίας 

Τοπογραφία 
10-120 min Διατήρηση 

Ινώδους δομής και D-

band 

10-120 min Διατήρηση 

Ινώδους δομής και D-

band 

Διατήρηση Ινώδης δομής και D-band 
Με την αύξηση της θερμοκρασίας 

Αποδιαμόρφωση της ινώδους μορφής 

Τραχύτητα 

10-30 

min 
Σταθερή 

10-120 min 

Διατήρηση Τραχύτητας 
Σταθερή Τραχύτητα 

Μέχρι 50 οC  αύξηση τραχύτητας 

Πάνω από 50 οC  μείωση τραχύτητας 60 min Μείωση 

120 min Αύξηση 

Οπτικά 

σήματα 

& 

 Οπτικές 

Ιδιότητες 

Μείωση έντασης σήματος 

φθορισμού 

& 

Αύξηση Απορρόφησης 

Μείωση έντασης 

σήματος φθορισμού 

& 

Αύξηση Απορρόφησης 

Αύξηση έντασης σήματος φθορισμού 

Τυχαίες Ίνες  Προσανατολισμένες  

Η SHG ανεξάρτητη 

από πόλωση, μείωση 

σήματος με αύξηση 

θερμοκρασίας 

Εξάρτηση SHG, 

ισχυρότερο σήμα, 
ανίχνευση 

προσανατολισμού, 

μείωση σήματος με 

αύξηση 

θερμοκρασίας 

Καλλιέργεια 
Οι ινοβλάστες γίνονται όλο και πιο σφαιρικοί όσο 

αυξανόταν η ακτινοβόληση 

Οι ινοβλάστες γίνονται όλο και πιο 

σφαιρικοί όσο αυξανόταν η ακτινοβόληση 
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Εικόνα 185: Επίδραση οπτικής ακτινοβολίας στην περιοχή του υπεριώδους και τα επαγόμενα αποτελέσματα όπως προέκυψαν από την έρευνα. 

UV 

Υμένιο 

Τοπογραφία 

Διατήρηση 
Ινώδους Δομής 

Διατήρηση D-bnd 

Τραχύτητα 

10-30 min 

Σταθερή 

30 min 

Μείωση 

120 min 

Αύξηση 

Οπτικό Σήμα 

Φθορισμός 

Μείωση 

Απορρόφηση 

Αύξηση 

Κυτταρική 
Καλλιέργεια 

Με την αύξηση 
της 

ακτινοβόλησης οι 
ινοβλάστες 

γίνονται όλο και 
πιο σφαιρικοί. 

Υγρό Διάλυμα 

Υμένιο 

Τοπογραφία 

Διατήρηση Ινώδης 
Δομής 

Διατήρηση D-band 

Τραχύτητα 

Σταθερή 

Οπτικό Σήμα 

φθορισμός 

Μείωση 

Απορρόφηση 

Αύξηση 

Κυτταρική 
Καλλιέργεια 

Με την αύξηση 
της 

ακτινοβόλησης οι 
ινοβλάστες 

γίνονται όλο και 
πιο σφαιρικοί. 
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Εικόνα 186: Επίδραση οπτικής ακτινοβολίας στην περιοχή του ερυθρού από χαμηλής ισχύος laser (LLRL)  και τα επαγόμενα αποτελέσματα όπως 

προέκυψαν από την έρευνα. 

 

LLRL 

Υμένιο 

Τοπογραφία 

Διατήρηση 
Ινώδους Δομής 

Διατήρηση D-
band 

Τραχύτητα 

Σταθερή 

Οπτικό Σήμα 

φθορισμός 

Μείωση 

Κυτταρική 
Καλλιέργεια 

Με την αύξηση 
της 

ακτινοβόλησης 
οι ινοβλάστες 

γίνονται όλο και 
πιο σφαιρικοί. 
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: 

 

Εικόνα 187: Επίδραση οπτικής ακτινοβολίας στην περιοχή του εγγύς υπερύθρου με αποτέλεσμα τη γένεση δεύτερης αρμονικής στο κολλαγόνο.  

Εγγύς Υπέρυθρο 

Τυχαίος Προσανατολισμός 
Ινών 

Το σήμα της SHG ανεξάρτητο 
από πόλωση. 

Προσανατολισμένες ϊνες 
Κολλαγόνου 

Το σήμα της SHG εξαρτάται 
από προσανατολισμό 

(ισχυρότερο σήμα όταν 
σημπρίπτει η πόλωση με 

προσανατολισμό). 

Ανίχνευση προσανατολισμού 

Θερμικά Αποδιαμορφωμένο 
Κολλαγόνο  

Μείωση σήματος SHG. 
Δυνατότητα ανίχνευσης 

καταστροφής ινώδης δομής 
κολλαγόνου. 

Αποδιαμόρφωση Ινώδης Δομής 

>50 οC Αύξηση τραχύτητας 

<50 οC μείωση Τραχύτητας 
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Ε.4 ΚΑΙΝΟΤΟΜΙΚΟΤΗΤΑ ΚΑΙ ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ  

 

Τα λεπτά υμένια κολλαγόνου τα οποία αναπτύχθηκαν στη Διδακτορική Διατριβή, μετά 

την ποσοτικοποίηση και δυνατότητα ελέγχου των χαρακτηριστικών τους παρέχουν ένα 

μοντέλο βιολογικής επιφάνειας το οποίο αποτελεί ένα ικανοποιητικό πρωτοποριακό 

εργαλείο για διάφορους επιστημονικούς και τεχνολογικούς τομείς. Επίσης, οι 

μεθοδολογίες ανάπτυξης και οι μέθοδοι χαρακτηρισμού τους στη νανοκλίμακα είναι 

καινοτόμες. Γενικά, η αξιοποίηση εννοιών από τη φύση ως μοντέλα για ανάπτυξη υλικών 

υψηλής αποδοτικότητας (τα οποία μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως λειτουργικές 

επιφάνειες, ως μοντέλα διερεύνησης εξωτερικών επιδράσεων κ.α.) αποτελεί 

αναμφισβήτητα μιαν ισχυρή ανερχόμενη τάση στην τεχνολογία. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζουν τα μοντέλα που αναπτύχθηκαν τα οποία επιτρέπουν τη διερεύνηση 

αλληλεπιδράσεων στη νανοκλίμακα, καθώς η ανάπτυξη μεθόδων νανοτεχνολογίας ή 

νανοϋλικών αποτελεί αιχμή της σύγχρονης επιστημονικής έρευνας. Μεθοδολογικά η 

αξιοποίηση των δεδομένων που μπορεί να προσφέρει η AFM και η ποσοτικοποίηση τους 

για χαρακτηρισμό της τοπολογίας των λεπτών υμενίων πρωτεϊνών στη νανοκλίμακα 

αποτελεί επίσης καινοτομία. Επιπλέον, ο συνδυασμός με SEM ενισχύει τα αποτελέσματα 

για πλήρη χαρακτηρισμό των λεπτών υμενίων.  

Το μοντέλο βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου που 

αναπτύχθηκε αξιοποιήθηκε για να διερευνηθούν οι επιδράσεις συγκεκριμένων 

επιφανειακών χαρακτηριστικών στην κυτταρική συμπεριφορά και στη συνέχεια για τη 

διερεύνηση της επίδρασης της οπτικής ακτινοβολίας σε λεπτά υμένια κολλαγόνου. Η 

παρούσα διατριβή στο πεδίο έρευνας της καλλιέργειας κυττάρων σε υποστρώματα 

κολλαγόνου παρουσίασε για πρώτη φορά ποσοτική μέτρηση και γραφική αναπαράσταση 

του προσανατολισμού (μέσω των Διαγραμμάτων Κατανομής Προσανατολισμού) των 

ινών του κολλαγόνου των υποστρωμάτων στη νανοκλίμακα με μεθόδους AFM και 

επεξεργασίας εικόνας. Επιπλέον, έγινε κατορθωτή η ταυτόχρονη απεικόνιση με AFM 

τόσο των ινοβλαστών όσο και των ινών κολλαγόνου του υποστρώματος, ώστε να γίνει 

και ποιοτική παρουσίαση του προσανατολισμού των ινοβλαστών με τα χαρακτηριστικά 

του υποστρώματος. 

Το μοντέλο της βιολογικής διεπιφάνειας κολλαγόνου χρησιμοποιήθηκε επίσης για τη 

διερεύνηση του μη γραμμικού οπτικού φαινομένου SHG από κολλαγόνο. Η SHG μπορεί 

να χρησιμοποιηθεί ως ένα μη επεμβατικό εργαλείο για ανίχνευση αλλοιώσεων στο 

κολλαγόνο και επομένως την παρακολούθηση παθολογικών καταστάσεων σε ιστούς 

πλούσιους σε κολλαγόνο, όπως το δέρμα. Ιδιαίτερη καινοτομία της παρούσας 

Διδακτορικής Διατριβής στην ενότητα αυτή αποτελεί το γεγονός ότι πρώτη φορά 

χρησιμοποιήθηκαν λεπτά υμένια κολλαγόνου με νανοδομημένα και προκαθορισμένα 

χαρακτηριστικά για το συσχετισμό συγκεκριμένων επιφανειακών χαρακτηριστικών του 
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κολλαγόνου με το εκπεμπόμενο σήμα SHG. Επομένως, οι τεχνικές και μέθοδοι που 

αναπτύχθηκαν προσφέρουν μια πρωτοποριακή μεθοδολογία για τη διερεύνηση 

συγκεκριμένων επιφανειακών χαρακτηριστικών βιοϋλικών καθώς και το συσχετισμό 

τους με τις οπτικές, και ιδιαίτερα τις μη-γραμμικές, οπτικές ιδιότητες τους.  

Επιπλέον, διερευνήθηκε η επίδραση της οπτικής ακτινοβολίας στην περιοχή του 

υπεριώδους και ερυθρού, με άμεση συνεισφορά σε νευραλγικούς τομείς στο χώρο της 

Υγείας, όπως είναι η διερεύνηση των επιπτώσεων από την έκθεση σε ηλιακή ακτινοβολία 

ή/και οι μηχανισμοί επούλωσης πληγών με δράση ερυθρής ακτινοβολίας. Ιδιαίτερη 

καινοτομία στο ερευνητικό αυτό πεδίο, αποτέλεσε το γεγονός ότι διερευνήθηκαν στη 

νανοκλίμακα οι επιφανειακές αλλοιώσεις των υμενίων κολλαγόνου λόγω της 

ακτινοβόλησης με UV/LLRL. Επιπλέον, πρωτοποριακή ήταν και η διερεύνηση της 

επίδρασης της ακτινοβολίας στην κυτταρική συμπεριφορά, καθώς οι αλλαγές των 

κυττάρων μελετήθηκαν υπό την επίδραση της ακτινοβολίας στα υποστρώματα 

κολλαγόνου και όχι λόγω της απευθείας ακτινοβόλησης των κυττάρων. Δηλαδή, 

επιτεύχθηκε ο συσχετισμός των επαγόμενων μεταβολών από την οπτική ακτινοβολία με 

την κυτταρική συμπεριφορά, μέσω της μελέτης των επιδράσεων της με αυτά, χωρίς 

άμεση ακτινοβόληση των κυττάρων. Η κατανόηση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ 

κυττάρων και κολλαγόνου θα βελτιστοποιήσει τη σχεδίαση και χρήση υποστρωμάτων 

κολλαγόνου σε σχέση με τα κύτταρα, τους ιστούς και το εμπλεκόμενο περιβάλλον in 

vitro και in vivo και θα βοηθήσει στον καθορισμό των δομικών χαρακτηριστικών των 

ινιδίων κολλαγόνου, τα οποία μπορούν να διαφοροποιήσουν την κυτταρική λειτουργία. 

Όσον αφορά την υπεριώδη ακτινοβολία διεξήχθηκε καινοτομική προσέγγιση για 

διερεύνηση της επίδρασης της UV ακτινοβόλησης τόσο σε λεπτά υμένια κολλαγόνου 

όσο και σε υγρό διάλυμα κολλαγόνου. Διερευνήθηκαν, επιφανειακά νανο-

χαρακτηριστικά υπό την επίδραση διαφορετικών χρόνων ακτινοβόλησης, παρέχοντας 

πληροφορίες σχετικά με τις κατάλληλες συνθήκες βιοϋλικών κολλαγόνου για σκοπούς 

αποστείρωσης ή βελτίωσης των μηχανικών ιδιοτήτων τους. Στην περίπτωση της LLLT η 

Διδακτορική Διατριβή εστίασε στην επίδραση της LLRL στο ίδιο το κολλαγόνο και για 

πρώτη φορά παρουσιάστηκε στη διεθνή βιβλιογραφία ότι η ακτινοβόληση με LLRL 

μπορεί να έχει επίδραση στην ανάπτυξη των κυττάρων λόγω των επιπτώσεων της 

ακτινοβόλησης στο καθαρό κολλαγόνο. Καθώς όμως η διαφοροποίηση της κυτταρικής 

συμπεριφοράς παρατηρήθηκε στην απουσία μετρήσιμων επιφανειακών αλλαγών, 

προκύπτει ότι οι μηχανισμοί αλληλεπίδρασης ή καθοδήγησης των κυττάρων που 

βασίζονται σε επιφανειακές ιδιότητες δεν θα μπορούσαν να έχουν σημαντική επίδραση 

στην περίπτωση της ακτινοβόλησης με LLRL. Τα στοιχεία αυτά αποτελούν μια νέα 

σημαντική πληροφορία που προσφέρει καινούργια δεδομένα για την αποσαφήνιση του 

μηχανισμού δράσης της LLLT. 
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Τέλος, τα αποτελέσματα που προέκυψαν από όλα τα στάδια της διδακτορικής διατριβής 

σχετικά με τη δομή της ίνας του κολλαγόνου θεωρούνται καινοτομικά. Τα ερευνητικά 

αποτελέσματα υποστηρίζουν ένα μοντέλο ίνας σύμφωνα με το οποίο η ίνα 

συμπεριφέρεται σαν ένας μηχανικός σωλήνας, αποτελούμενος από σκληρότερο 

εξωτερικό περίβλημα/φλοιό και πιο μαλακούς εσωτερικούς φλοιούς. Επιπλέον, έγινε 

κατορθωτή η απεικόνιση ενός εσωτερικού φλοιού (μετά την καταστροφή του εξωτερικού 

φλοιού υπό την επίδραση της UV ακτινοβολίας), παρουσιάζοντας ότι η D-περιοδικότητα 

συνεχίζεται και στους εσωτερικούς φλοιούς και επομένως δεν είναι ένα χαρακτηριστικό 

που περιορίζεται στο εξωτερικό κέλυφος. Επιπρόσθετα, παρουσιάστηκε ότι τα 

πρωτόκολλα και οι τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν επιτρέπουν το σχηματισμό ινών 

κολλαγόνου με πολυμορφισμό, δηλαδή την παρουσία περισσότερων από μία 

περιοδικότητα κατά μήκος της ίνας. Το ιδιαίτερο και πρωτοποριακό στη περίπτωση αυτή 

είναι ότι ο πολυμορφισμός παρατηρήθηκε από καθαρό κολλαγόνο με την απουσία άλλων 

ουσιών, όπως γλυκοπρωτεϊνών ή καλιούχων/νατριούχων διαλυμάτων, τα οποία 

επηρεάζουν το σχηματισμό ινιδίων και έχουν συσχετιστεί με την παρουσία 

πολυμορφισμού στην D-περιοδικότητα.  

Η έρευνα η οποία διεξήχθη στα πλαίσιο της παρούσας Διδακτορικής Διατριβής, η οποία 

και παρουσιάστηκε εκτενώς στα προηγούμενα κεφάλαια, συνέβαλε σε μεγάλο βαθμό 

στην εξέλιξη της έρευνας τόσο στο πεδίο του νανοχαρακτηρισμού/νανο-απεικόνισης 

βιοϋλικών, όσον και στο πεδίο της διερεύνησης της αλληλεπίδρασης στη νανοκλίμακα 

της οπτικής ακτινοβολίας με το βιολογικό ιστό. Στα πλαίσια της διατριβής αναπτύχθηκαν 

τεχνικές και προτάθηκαν λύσεις σε ένα πλήθος ερευνητικών προβλημάτων τα οποία οι 

ερευνητές καλούνται να αντιμετωπίσουν σε ένα ευρύ πεδίο από βιοϊατρικές εφαρμογές 

στο χώρο των βιοϋλικών και της μηχανικής του ιστού.  

Οι προοπτικές και μελλοντικές κατευθύνσεις της παρούσας Διδακτορικής Διατριβής 

άπτονται κυρίως στη χρήση του μοντέλου της βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά 

υμένια κολλαγόνου που αναπτύχθηκε για : 

 Διερεύνηση της επίδρασης διάφορων νανοχαρακτηριστικών του κολλαγόνου στην 

κυτταρική συμπεριφορά. 

Τέτοια παραδείγματα μπορεί να είναι η διάμετρος των ινών/ινιδίων και η παρουσία ή 

όχι της χαρακτηριστικής D-περιοδικότητας (ή η επίδραση ινών με διαφορετικές D-

περιοδικότητες). Μελλοντικό στόχο αποτελεί επίσης η χρήση του AFM για μέτρηση 

μηχανικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου στα λεπτά υμένια και ο συσχετισμός των 

μηχανικών ιδιοτήτων με την κυτταρική συμπεριφορά.  

 Διερεύνηση της επίδρασης διαφορετικών κυτταρικών πληθυσμών στα ίδια επιφανειακά 

χαρακτηριστικά. 
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Είναι γενικά γνωστό ότι δεν αποκρίνονται όλα τα κύτταρα με τον ίδιο τρόπο στα 

εξωτερικά ερεθίσματα, μεταξύ των οποίων και τα επιφανειακά χαρακτηριστικά των 

επιφανειών στα οποία αναπτύσσονται. Επομένως, εφόσον οι  μεθοδολογίες και 

τεχνικές που αναπτύχθηκαν επιτρέπουν την ανάπτυξη, με επαναληψιμότητα 

(repeatability), μοντέλων βιολογικών επιφανειών με προκαθορισμένα 

χαρακτηριστικά τα οποία υποστηρίζουν την κυτταρική ανάπτυξη, είναι δυνατή η 

χρήση των μοντέλων για την εις βάθος μελέτη της απόκρισης διαφορετικών 

κυτταρικών ομάδων στα ίδια επιφανειακά ερεθίσματα. Οι δυνατότητες αυτές 

ανοίγουν νέες προοπτικές για την κατανόηση της κυτταρικής λειτουργίας και της 

επίδρασης εξωτερικών ερεθισμάτων σε κυτταρικούς πληθυσμούς, ενώ παρέχεται ένα 

ισχυρό εργαλείο για τη μελέτη κυττάρων με πολλές ιατρικές/βιολογικές εφαρμογές, 

όπως είναι τα βλαστοκύτταρα (stem cells).  

 Περαιτέρω διερεύνηση άλλων γραμμικών ή μη γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων του 

κολλαγόνου. 

Ο μηχανισμός της γένεσης δεύτερης αρμονικής παραμένει αδιευκρίνιστος και τα 

αποτελέσματα των πειραματικών εργασιών της Διδακτορικής Διατριβής έδειξαν ότι 

τα μοντέλα της βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου και οι 

τεχνικές απεικόνισης που αναπτύχθηκαν μπορούν να επιτρέψουν την περαιτέρω 

αποσαφήνιση του. Η τεχνογνωσία αυτή μπορεί να φανεί ιδιαίτερα χρήσιμη για το 

συσχετισμό διάφορων νανοχαρακτηριστικών των δομών κολλαγόνου σχετικά με τη 

γένεση του σήματος. Επιπλέον, οι μέθοδοι που παρουσιάστηκαν μπορούν να 

αξιοποιηθούν για τη μελέτη άλλων άγνωστων ή όχι πλήρως γνωστών γραμμικών ή 

μη γραμμικών οπτικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου, όπως η γένεση τρίτης αρμονικής. 

 Διερεύνηση της επίδρασης διαφορετικών παραμέτρων κατά την ακτινοβόληση με 

υπεριώδη ακτινοβολία στο κολλαγόνο. 

Στην παρούσα Διδακτορική Διατριβή διερευνήθηκε τόσο η επίδραση της UV 

ακτινοβολίας στο κολλαγόνο, όσον και οι επαγόμενες επιδράσεις σε καλλιέργεια 

ινοβλαστών. Προκειμένου όμως να αποσαφηνιστούν πλήρως οι εμπλεκόμενοι 

μηχανισμοί της αλληλεπίδρασης UV ακτινοβολίας-κολλαγόνου απαιτείται η 

διερεύνηση ενός αριθμού από άλλες παραμέτρους, οι οποίες μπορούν να 

διερευνηθούν μέσω των μοντέλων και των τεχνικών/μεθόδων που αναπτύχθηκαν και 

παρουσιάστηκαν για τις ανάγκες της Διδακτορικής Διατριβής. Οι παράμετροι αυτές 

περιλαμβάνουν άλλες εντάσεις/δόσεις ακτινοβολίας, ακτινοβόληση σε διαφορετικές 

φασματικές περιοχές (π.χ. UVA, UVB), καθώς και οι πιθανές επιπτώσεις σε 

διαφορετικές κυτταρικές ομάδες. 
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 Διερεύνηση της επίδρασης διαφορετικών παραμέτρων κατά την ακτινοβόληση με laser 

χαμηλής ισχύος στο κολλαγόνο. 

Στην παρούσα Διδακτορική Διατριβή διερευνήθηκε τόσο η επίδραση της χαμηλής 

ισχύος ακτινοβολίας laser στην περιοχή του ερυθρού στο κολλαγόνο, όσο και οι 

επαγόμενες επιδράσεις σε καλλιέργεια ινοβλαστών. Προκειμένου όμως να 

αποσαφηνιστούν πλήρως οι εμπλεκόμενοι μηχανισμοί της αλληλεπίδρασης laser 

χαμηλής ισχύος στην περιοχή του ερυθρού -κολλαγόνου απαιτείται η διερεύνηση 

ενός αριθμού από άλλες παραμέτρους, οι οποίες μπορούν να διερευνηθούν μέσω των 

μοντέλων και των τεχνικών/μεθόδων που αναπτύχθηκαν και παρουσιάστηκαν για τις 

ανάγκες της Διδακτορικής Διατριβής. Οι παράμετροι αυτές περιλαμβάνουν άλλες 

εντάσεις/δόσεις ακτινοβολίας, ακτινοβόληση σε διαφορετικές φασματικές περιοχές 

(π.χ. διαφορετικά μήκη κύματος στην περιοχή του ερυθρού ή σε άλλες περιοχές όπως 

το κοντινό υπέρυθρο ή ακόμα και σε άλλες περιοχές του ορατού φάσματος όπως στη 

περιοχή του πράσινου), καθώς και οι πιθανές επιπτώσεις σε διαφορετικές κυτταρικές 

ομάδες. Επίσης, τα αποτελέσματα της Διδακτορικής Διατριβής υποδεικνύουν ως 

πιθανή παράμετρος της διαφοροποίησης της κυτταρικής συμπεριφοράς την αλλοίωση 

των μηχανικών ιδιοτήτων του κολλαγόνου μετά την ακτινοβόληση με laser χαμηλής 

ισχύος. Επομένως, μελλοντική έρευνα πρέπει να αποτελέσει η διερεύνηση με τη 

βοήθεια τεχνικών μέτρησης των μηχανικών ιδιοτήτων, όπως η AFM 

νανοσκληρομέτρηση, για να μελετηθεί η μηχανική Παράλληλα, προτείνεται ότι 

μελλοντικές εργασίες, προς την κατεύθυνση αποσαφήνισης της επίδρασης της LLRL 

ακτινοβολίας στο κολλαγόνο και των επαγόμενων επιπτώσεων στην κυτταρική 

συμπεριφορά, πρέπει να εστιάσουν και στη διερεύνηση πιθανών αλλοιώσεων των 

διάφορων εμπλεκόμενων παραμέτρων στο μηχανισμό αλληλεπίδρασης και 

σηματοδότησης κολλαγόνου-κυττάρου (collagen-to-cell signaling mechanism), όπως 

οι κυτταρικοί υποδοχείς, η χωροδιάταξη του κολλαγόνου και η ανάπτυξη 

σταυροδεσμών. Τέλος, ενδιαφέρον παρουσιάζει η εξειδίκευση των μεθόδων για την 

καλύτερη κατανόηση στη νανοκλίμακα της διαδικασίας επούλωσης πληγών, των 

εμπλεκόμενων μηχανισμών και του ρόλου του κολλαγόνου σε αυτούς τους 

μηχανισμούς. 

 Διερεύνηση παθολογικών καταστάσεων που σχετίζονται με το κολλαγόνο. 

Τα επιφανειακά χαρακτηριστικά του μοντέλου της βιολογικής επιφάνειας με βάση το 

κολλαγόνο μπορούν να αναπτυχθούν με τέτοιο τρόπο ώστε να προσομοιάζουν 

διάφορες παθολογικές καταστάσεις. Με τον τρόπο αυτό θα είναι δυνατή η μελέτη της 

συμπεριφοράς των κυττάρων σε σχέση με διάφορες παθολογικές καταστάσεις που 

σχετίζονται με το κολλαγόνο ή οι επιφάνειες να χρησιμοποιηθούν ως μοντέλα ιστών 

για την ανάπτυξη νέων τεχνικών/μεθόδων απεικόνισης ή/και έγκαιρης διάγνωσης των 

παθολογικών καταστάσεων.   
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 Διερεύνηση ιδιαίτερων χαρακτηριστικών του κολλαγόνου, όπως η αποσαφήνιση του 

μοντέλου της ίνας του κολλαγόνου ή τον μηχανισμών προσρόφησης σε νανοδομημένες 

επιφάνειες.  

Ο συνδυασμός AFM-SEM για την απεικόνιση του κολλαγόνου σε λεπτά υμένια 

κολλαγόνου φάνηκε ότι μπορεί να αποβεί ιδιαίτερα χρήσιμη για μελέτες στο τομέα 

της δομικής βιολογίας (structural biology), όπως η πλήρης αποσαφήνιση του 

μοντέλου της δομής της ίνας του κολλαγόνου (ή και άλλων πρωτεϊνών). Επιπλέον, 

από τη Διδακτορική Εργασία προέκυψαν διάφορες τεχνικές και μέθοδοι απεικόνισης 

και νανοχαρακτηρισμού πρωτεϊνών, καθώς και ο σχηματισμός καινοτόμων 

νανοδομημένων επιφανειών όπως οι επιφάνειες από σωματίδια πολυστυρένιου (PPS), 

τα οποία μπορούν να αξιοποιηθούν για τη διερεύνηση των πολύπλοκων μηχανισμών 

προσρόφησης του κολλαγόνου ή άλλων πρωτεϊνών σε νανοδομημένες επιφάνειες.  

Επιπρόσθετα, τα μοντέλα βιολογικής επιφάνειας με βάση τα λεπτά υμένια κολλαγόνου 

που αναπτύχθηκαν μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την ανάπτυξη ‘έξυπνων’ 

υποστρωμάτων τα οποία θα επιτρέπουν την καθοδήγηση της κυτταρικής λειτουργίας και 

θα μπορούν να χρησιμοποιηθούν όχι μόνο για κυτταρικής μελέτες, αλλά και για την 

ανάπτυξη ικριωμάτων ή βιοσυμβατών εμφυτευμάτων. Παράλληλα, τα μοντέλα αυτά του 

εξωκυττάριου χώρου, μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως μήτρες υποδοχής 

νανοσωματιδίων και στη συνέχεια ως υποστρώματα καλλιέργειας κυττάρων. Η 

προσθήκη των νανοσωματιδίων μπορεί να επιτρέψει τη διερεύνηση των 

αλληλεπιδράσεων κυττάρων-νανοσωματιδίων ή την ανάπτυξη πρότυπων νανοδομημένων 

επιφανειών που θα επιτρέπουν την ενίσχυση συγκεκριμένων σημάτων λόγω των 

νανοσωματιδίων, όπως αυτά που χρησιμοποιούνται στην επιφανειακά ενισχυόμενη 

φασματοσκοπία Raman (Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS) [440-442].  

Τέλος, οι τεχνικές/μέθοδοι που αναπτύχτηκαν μπορεί να χρησιμοποιηθούν για την 

ανάπτυξη άλλων μοντέλων βιολογικών επιφανειών από άλλες εξωκυττάριες πρωτεΐνες (ή 

συνδυασμού από αυτές) και η μετέπειτα αξιοποίηση τους για διερεύνηση διάφορων 

φυσικών ή χημικών μηχανισμών. 
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Εικόνα 19: Γενική δομή ίνας κολλαγόνου. Ένα ινίδιο (από τένοντα) με τη χαρακτηριστική D-

περιοδικότητα παρουσιάζεται στο πάνω μέρος της εικόνας. Η ίνα, που επικαλύφθηκε με 

χρωστική ουσία, παρουσιάζει μια χαρακτηριστική διαφοροποίηση σε φωτεινές και σκοτεινές 

(light/dark) περιοχές. Οι σκοτεινές περιοχές παρουσιάζουν τις κοιλάδες (gap), ενώ οι φωτεινές 

τις κορυφές (overlap). Το διάγραμμα που ακολουθεί αναπαριστά το πρότυπο με το οποίο τα 

μόρια του κολλαγόνου διατάσσονται έτσι ώστε να προκύψει η D-περιοδικότητα. Τα μόρια του 
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ATP Adenosine Triphosphate Τριφωσφορική Αδενοσίνη 

BMP Bone Morphogenic Protein Μορφογενετική Πρωτεΐνη των Οστών 
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Σήματο Δεύτερης Αρμονικής προς την 

Οπίσθια Κατεύθυνση 

BSP Bone Sialoprotein Σιαλοπρωτεΐνη των Οστών 

Ca a-carbon atom α-άτομο άνθρακα 

CARS Coherent anti-Stokes Raman 

Scattering 

Σύμφωνη αντι-Stokes Raman Σκέδαση 

CCO Cytochrome C Oxidase Κυτόχρωμα C Οξειδάση 

CRR Cysteine-Rich Repeat Domain Επαναλαμβανόμενες Περιοχές Πλούσιες 

σε Κυστεΐνη 

DDS Drug Delivery Systems Συστήματα Έκλυσης Φαρμάκων 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle 

Medium 

Θρεπτικό Μέσο 

DMSO Dimethyl sulfoxide Διμεθυλουσουλφοξείδιο 
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ECM Extracellular Matrix Εξωκυττάριο Πλέγμα 

FACIT Fibril-Associated Collagens 

with Interrupted Triple Helices 

Κολλαγόνα Σχετικά με Ίνες με 

Διακεκομμένη Τριπλή Έλικα 

FBS Fetal Bovine Serum Εμβρυϊκός Ορός Βοδιού 
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FWHM Full Width Half Maximum Πλήρες Εύρος στο Μισό του Ύψους 
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LLLT Low-Level Laser Therapy Θεραπεία Χαμηλής Ισχύος Laser 

LLRL Low-Level Red Laser Χαμηλής Ισχύος Ερυθρό Laser 

MACIT Membrane Associated 

Collagens with Interrupted 

Triple Ηelices 

Κολλαγόνα που Σχετίζονται με 

Μεμβράνες και έχουν Διακεκομμένες 

Τριπλές Ελικες 

MPP Matrix Metalloproteinase Μεταλλοπρωτεϊνάση του Πλέγματος 

NFOM Near Field Optical Microscope Οπτικό Μικροσκόπιο Εγγύς Πεδίου 

NIR Near Infrared Εγγύς Υπέρυθρου 

NO Nitric Oxide Νιτρικο Οξείδιο 

PBS Phosphate Buffered Saline Φωσφορικό Ρυθμιστικό Διάλυμα 

PDT Photodynamic Therapy Φωτοδυναμική Θεραπεία 

PFM Piezoresponse Force 

Microscopy 

Μικροσκοπία Δύναμης Απόκρισης-

Πιεζοηλεκτρικών 
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PLA PolyLActide Πολυακτιδίο 

PMMA Poly(Methyl MethAcrylate) Πολύ(μεθα κρυλικό μεθύλιο) 

PPS Polystyrene Particles Surface Επιφάνεια από Σωματίδια Πολυστυρένιου 

PPs Polystyrene Particles Σωματίδια Πολυστυρένιου 

PS Polystyrene Πολυστυρένιο 

PSD Position - Sensitive Detector Ανιχνευτής Ευαίσθητος στη Θέση 

P-T-P Peak-To-Peak Distance Απόσταση από Κορυφή σε Κορυφή 

PVΑ Poly-Vinyl Alcohol Πολυ-Βινυλική Αλκοόλη 

PVP Poly-Vinyl Pyrrolidone Πολυ-Βινυλική Πυρρολιδόνη 

-R Side Chain Πλευρική Αλυσίδα 

RF Radiofrequency Ραδιοσυχνότητα 

RGD Arg-Gly-Asp Αργινίνη-Γλυσίνη-Ασποράγνη 

Rrms Root-Mean-Squared 

Roughness 

Τραχύτητα Επιφάνειας 

SEM Scanning Electron Microscopy Μικροσκοπίας Σάρωσης Ηλεκτρονίων 

SERS Surface Enhanced Raman 

Spectroscopy 

Επιφανειακά Ενισχυόμενη 

Φασματοσκοπία Raman 

SpC Spin Coating Διαδικασία Φυγοκεντρικής Επίστρωσης 

SPM Scanning Probe Microscopy Μικροσκοπίας Σάρωσης Ακίδας 

STM Scanning Tunneling 

Microscope 

Μικροσκόπιο Σάρωσης με Φαινόμενο 

Σήραγγας 

TEM Transmission Electron 

Microscopy 

Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο Διέλευσης 
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THG Third Harmonic Generation Γένεση Τρίτης Αρμονικής 

TIPS Thermally Induced Phase 

Separation 

Θερμικά Προκαλούμενος Διαχωρισμός 

Φάσης 

Τm Melting Temperature Θερμοκρασία Τήξης 

Τs Shrinkage Temperature Θερμοκρασία Συρρίκνωσης 

TSPN Thrombospondin N-Terminal-

Like 

Περιοχή που μοιάζει με Θρομβοσπονδίνη 

στο Ν-άκρο 

UV Ultraviolet Radiation Υπεριώδη Ακτινοβολία 

2D FFT 2D Fast Fourier Transform Μετασχηματισμός Fourier Δεύτερης 

Τάξης 

ΠΘΜ  Πλήρες Θρεπτικό Μέσο 
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ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΑΓΓΛΙΚΩΝ 

ΟΡΩΝ 
 

ABLATION       ΑΠΟΔΟΜΗΣΗ 

ACCELERATION VOLTAGE     ΔΥΝΑΜΙΚΟ ΕΠΙΤΑΧΥΝΣΗΣ  

ACID MUSOPOLYSACCHARIDES   ΒΛΕΝΝΟΠΟΛΥΣΑΚΧΑΡΙΔΙΚΟ ΟΞΥ 

ADENOSINE TRIPHOSPHATE, (ATP)  ΤΡΙΦΩΣΦΟΡΙΚΗ ΑΔΕΝΟΣΙΝΗ 

ADHENSION FORCES    ΔΥΝΑΜΕΙΣ ΣΥΝΑΦΕΙΑΣ 

ADSORPTION      ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗ  

AEROSOL CONTAMINATION LAYER  ΣΤΡΩΜΑ ΑΕΡΟΛΥΜΑΤΟΣ 

AFFINITY       ΣΥΓΓΕΝΕΙΑ  

AFM NANOINDENTATION    AFM ΝΑΝΟ-ΣΚΛΗΡΟΜΕΤΡΗΣΗ 

AGGREGATE      ΣΥΣΣΩΜΑΤΩΜΑ 

ALDEHYDES       ΑΛΔΕΫΔΕΣ  

ALLOGRAFT MATERIALS    ΑΛΛΟΓΕΝΗ ΥΛΙΚΑ 

AMPLITUDE ERROR IMAGES   ΕΙΚΟΝΕΣ ΠΛΑΤΟΥΣ ΣΦΑΛΜΑΤΟΣ 

ANABOLIC CELLULAR ACTIVITY  ΑΝΑΒΟΛΙΚΗ  ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ 

ΔΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑΣ 

ANTIGENICITY     ΑΝΤΙΓΟΝΙΚΟΤΗΤΑ 

ATOMIC FORCE MICROSCOPY, (AFM)  ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΤΟΜΙΚΗΣ 

ΔΥΝΑΜΗΣ  

BACKGROUND      ΥΠΟΒΑΘΡΟ  
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BACKSCATTERES ELECTRONS ΟΠΙΣΘΟΣΚΕΔΑΖΟΜΕΝΑ 

ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΑ 

BACKWARD SECOND HARMONIC   ΓΕΝΕΣΗ ΣΗΜΑΤΟΣ 

GENERATION, (B-SHG)  ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ ΠΡΟΣ 

ΤΗΝ ΟΠΙΣΘΙΑ ΚΑΤΕΥΘΥΝΣΗ 

BANDED FIBRILS      ΙΝΙΔΙΑ ΜΕ ΠΕΡΙΟΔΙΚΟΤΗΤΑ  

BASAL CLEAVAGE      ΒΑΣΙΚΟ’ ΣΧΙΣΙΜΟ  

BASEMENT MEMBRANE COLLAGEN ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ ΤΗΣ BASEMENT 

ΜΕΜΒΡΑΝΗΣ 

BEADED FILAMENTS  ΝΗΜΑΤΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΣΕ 

ΜΟΡΦΗ ΧΑΝΤΡΩΝ 

BIOCOMPATIBILITY     ΒΙΟΣΥΜΒΑΤΟΤΤΗΑ 

BIODEGRADIBILITY     ΒΙΟΔΙΑΣΠΑΣΙΜΟΤΗΤΑ 

BIFUNTIONAL     ΔΙΠΛΟΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟ 

BIO-LUMINESCENCE     ΒΙΟ-ΦΩΤΑΥΓΕΙΑ 

BIOMARKERS     ΒΙΟΔΕΙΚΤΕΣ 

BIOMIMETIC       ΒΙΟΜΙΜΗΤΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

BIPHASIC DOSE RESPONSE     ΔΙΦΑΣΙΚΗΣ ΑΠΟΚΡΙΣΗΣ ΣΤΗ ΔΟΣΗ  

BOND BREAKING      ΣΠΑΣΙΜΟ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΔΕΣΜΩΝ  

BONE MORPHOGENIC PROTEIN, BMP ΜΟΡΦΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΠΡΩΤΕΪΝΗ ΤΩΝ 

ΟΣΤΩΝ 

BONE SIALOPROTEIN ΣΙΑΛΟΠΡΩΤΕΪΝΗ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ 

BRITTLE BONE DISEASE ΑΣΘΕΝΕΙΑ ΤΩΝ ΕΥΘΡΑΥΣΤΩΝ 

ΟΣΤΩΝ 

BUFFER NEUTRALIZATION ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΟ ΔΙΑΛΥΜΑ 

ΕΞΟΥΔΕΤΕΡΩΣΗΣ 

BUNDLE      ΔΕΣΜΙΔΑ 

CANTILEVER      ΠΡΟΒΟΛΟΣ 

CAPILLARY FORCES ΔΥΝΑΜΕΙΣ ΠΟΥ ΟΦΕΙΛΟΝΤΑΙ ΣΕ 

ΤΡΙΧΟΕΙΔΗ ΦΑΙΝΟΜΕΝΑ 

CARBON NANOTUBES ΝΑΝΟΣΩΛΗΝΕΣ ΑΝΘΡΑΚΑ 

CELL BINDING FACTORS  ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΡΟΣΚΟΛΛΗΣΗΣ 

ΚΥΤΤΑΡΩΝ  
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CELL MOTILITY STUDIES   ΜΕΛΕΤΕΣ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗΣ ΤΗΣ 

ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΚΙΝΗΤΙΚΟΤΗΤΑΣ  

CHEMI- LUMINESCENCE     ΧΗΜΕΙΟ-ΦΩΤΑΥΓΕΙΑ 

CICATRICIAL TISSUE     ΟΥΛΩΔΗΣ ΙΣΤΟΣ  

CLEAVAGE       ΣΧΙΣΙΜΟ  

CLUSTERS     ΣΥΣΤΑΔΕΣ  

COHERENCY OF THE ORIENTATION  ΠΥΚΝΟΤΗΤΑ 

ΠΡΟΣΑΝΑΤΟΛΙΣΜΟΥ   

COHERENT ANTI-STOKES RAMAN SCATTERING  ΣΥΜΦΩΝΗ ΑΝΤΙ STOKES RAMAN 

(CARS)       ΣΚΕΔΑΣΗ  

COLLAGEN-TO-CELL SIGNALING MECHANISM  ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΣΗΜΑΤΟΔΟΤΗΣΗΣ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ-ΚΥΤΤΑΡΩΝ  

COLLAGEN TUBE ALLOGRAFTS ΜΟΣΧΕΥΜΑΤΑ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ ΣΕ 

ΜΟΡΦΗ ΣΩΛΗΝΑ 

CONSTANT CANTILEVER DEFLECTION MODE ΜΕΘΟΔΟΣ ΣΤΑΘΕΡΗΣ 

ΜΕΤΑΤΟΠΙΣΗΣ ΠΡΟΒΟΛΟΥ 

CONSTANT FORCE MODE ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΣΤΑΘΕΡΗΣ 

ΔΥΝΑΜΗΣ 

CONSTANT HEIGHT MODE ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΣΤΑΘΕΡΗΣ 

ΑΠΟΣΤΑΣΗΣ 

CONTACT GUIDANCE MECHANISM  ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΚΑΘΟΔΗΓΗΣΗΣ 

ΜΕΣΩ ΕΠΑΦΗΣ  

CONTACT MODE      ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΕΠΑΦΗΣ 

CONTROL SAMPLES      ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΕΛΕΓΧΟΥ  

CORNEAL ENDOTHELIAL DYSTROPHIES ΔΥΣΤΡΟΦΙΕΣ ΤΟΥ ΕΝΔΟΘΗΛΙΟΥ 

ΤΟΥ ΚΕΡΑΤΟΕΙΔΟΥΣ 

COSTAL CARTILAGE ΠΛΕΥΡΙΚΟΣ ΧΟΝΔΡΟΣ 

CROSS-LINKS      ΣΤΑΥΡΟΔΕΣΜΟΙ Ή ΔΙΑΣΥΝΔΕΣΕΙΣ 

CULTURE SUBSTRATE  ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ ΓΙΑ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ 

ΚΥΤΤΑΡΩΝ  

CYTOCHROME C OXIDASE, (CCO)   ΚΥΤΟΧΡΩΜΑΤΟΣ C ΟΞΕΙΔΑΣΗ 

CYTOKINES      ΚΥΤΟΚΙΝΕΣ 

CYSTEINE GROUPS      ΟΜΑΔΕΣ ΚΥΣΤΕΙΝΗΣ  
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CYSTEINE-RICH REPEAT DOMAIN, (CRR) ΕΠΑΝΑΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΕΣ 

ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΠΛΟΥΣΙΕΣ ΣΕ 

ΚΥΣΤΕΪΝΗ  

D-BAND       D-ΠΕΡΙΟΔΙΚΟΤΗΤΑ  

DECORIN      ΔΕΚΟΡΙΝΗ 

DENATURED CONFORMATION    ΜΕΤΟΥΣΙΩΜΕΝΗ ΧΩΡΟΔΙΑΤΑΞΗ  

DENDRITIC     ΔΕΝΔΡΙΚΗ 

DIFFRACTION STUDIES     ΜΕΛΕΤΕΣ ΠΕΡΙΘΛΑΣΗΣ  

DIFFUSER       ΔΙΑΧΥΤΗΣ ΔΕΣΜΗΣ  

DIMETHYL SULFOXIDE, (DMSO)  ΔΙΜΕΘΥΛΟΣΟΥΛΦΟΞΕΙΔΙΟ  

DRUG DELIVERY SYSTEMS, (DDS) ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ ΕΚΛΥΣΗΣ 

ΦΑΡΜΑΚΩΝ 

DULBECCO'S MODIFIED EAGLE MEDIUM,  ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΜΕΣΟ  

(DMEM) 

ELECTRON BEAM LITHOGRAPHY  ΛΙΘΟΓΡΑΦΙΑ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΑΚΗΣ 

ΔΕΣΜΗΣ 

ELECTRON TRANSITION    ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΑΚΗ ΜΕΤΑΒΑΣΗ¨ 

ELECTROSPINNING     ΗΛΕΚΤΡΟΣΤΑΤΙΚΗ ΙΝΟΠΟΙΗΣΗ  

ELONGATION     ΕΠΙΜΗΚΥΝΣΗ  

ENERGY DENSITY      ΠΥΚΝΟΤΗΤΑ ΕΝΕΡΓΕΙΑΣ  

EPIFLUORESCENT MICROSCOPE  ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ ΜΕ 

ΦΩΤΙΣΜΟ ΠΡΟΣΠΤΩΣΗΣ  

ERROR SIGNAL     ΣΗΜΑ ΣΦΑΛΜΑΤΟΣ 

EXONS      ΕΞΩΝΙΑ 

EXTRACELLULAR MATRIX    ΕΞΩΚΥΤΤΑΡΙΟΣ ΧΩΡΟΣ 

FEED-BACK LOOP      ΒΡΟΓΧΟΣ ΑΝΑΤΡΟΦΟΔΟΤΗΣΗΣ 

FEEDBACK SIGNAL     ΣΗΜΑ ΑΝΑΤΡΟΦΟΔΟΤΗΣΗΣ 

FETAL BOVINE SERUM, (FBS)    ΕΜΒΡΥΪΚΟ ΟΡΟ ΒΟΔΙΟΥ 

FIBRIL-ASSOCIATED COLLAGENS WITH   ΚΟΛΛΑΓΟΝΑ ΜΕ ΙΝΕΣ ΜΕ 

INTERRUPTED TRIPLE HELICES, (FACIT)  ΔΙΑΚΕΚΟΜΜΕΝΗ ΤΡΙΠΛΗ  

ΕΛΙΚΑ               

FIBRILS       ΙΝΙΔΙΑ  

FIBROUS COLLAGEN     ΙΝΩΔΕΣ ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ  
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FIBROUS LONG SPACINS COLLAGEN ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ ΜΕ ΙΝΕΣ ΜΕΓΑΛΗΣ 

ΠΕΡΙΟΔΙΚΟΤΗΤΑΣ 

FILOPODIA       ΑΠΟΦΥΑΔΕΣ ή ΦΙΛΟΠΟΔΙΑ/ 

FIXATION     ΜΕΘΟΔΟΙ ΣΤΕΡΕΩΣΗΣ  

FORCE SENSOR     ΑΙΣΘΗΤΗΡΑΣ ΔΥΝΑΜΗΣ 

FORCE SPECTROSCOPY    ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΔΥΝΑΜΗΣ 

FORCED VIBRATION ΠΡΟΚΑΛΟΎΜΕΝΗ ΔΟΝΗΣΗ 

FREE-RADICAL POLYMERIZATION  ΠΟΛΥΜΕΡΙΣΜΟΣ ΕΛΕΥΘΕΡΩΝ 

ΡΙΖΩΝ  

FRICTION IMAGES     ΕΙΚΟΝΕΣ ΤΡΙΒΗΣ  

FULL WIDTH HALF MAXIMUM, (FWHM) ΠΛΗΡΕΣ ΕΥΡΟΣ ΣΤΟ ΜΙΣΟ ΤΟΥ 

ΥΨΟΥΣ 

GAIN        ΑΠΟΛΑΒΗ  

GAP       ΚΕΝΟΣ ΧΩΡΟΣ ή ΧΑΣΜΑ 

GEL        ΓΕΛΗ  

GLYCATION      ΓΛΥΚΙΩΣΗ 

GLYCINE    ΓΛΥΚΙΝΗ 

GROOVES     ΑΥΛΑΚΙΑ  

GUIDED TISSUE REGENERATION, (GTR) ΚΑΘΟΔΗΓΟΥΜΕΝΗ ΑΝΑΓΕΝΝΗΣΗ 

ΙΣΤΩΝ 

HALF STAGER     ΑΠΟΣΤΑΣΗ ΜΙΣΗΣ ΕΝΑΛΛΑΓΗΣ 

HEIGHT PROFILE      ΠΡΟΦΙΛ ΥΨΟΥΣ  

HETEROTRIMERS      ΕΤΕΡΟΤΡΙΜΕΡΙΚΕΣ 

HOMOTRIMERS     ΟΜΟΤΡΙΜΕΡΙΚΕΣ 

HYDRATION      ΕΝΥΔΑΤΩΣΗ 

HYDROGEN PEROXIDE, (Η2Ο2)   ΥΠΕΡΟΧΕΙΔΙΑ ΤΟΥ ΥΔΡΟΓΟΝΟΥ  

HYDRODYNAMIC FLOW    ΥΔΡΟΔΥΝΑΜΙΚΗ ΡΟΗ 

HYDROXYL RADICAL, (ΟΗ)     ΡΙΖΕΣ ΥΔΡΟΞΥΛΙΟΥ  

HYDROXYLYSINE      ΥΔΡΟΞΥΛΥΣΙΝΗ 

HYPER RAYLEIGH SCATTERING HRS   ΥΠΕΡ-RAYLEIGH ΣΚΕΔΑΣΗ  

INFRARED RADIATION, (IR)    ΥΠΕΡΥΘΡΗ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ  

INTEGRINS       ΙΝΤΕΓΚΡΙΝΕΣ  
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IONIC STRENGTH      ΙΟΝΤΙΚΗ ΔΥΝΑΜΗ  

INVASIVE CELLS     ΔΙΗΘΗΤΙΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 

KERATOCONUS      ΚΕΡΑΤΟΚΟΝΟΣ  

KITE SHAPE     ΣΧΗΜΑ ΧΑΡΤΑΕΤΟΥ 

LATERAL IMAGES ΕΙΚΟΝΕΣ ΠΛΕΥΡΙΚΗΣ 

ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΗΣ 

LEAD ZIRCONIUM TITANATE   ΤΙΤΑΝΙΚΟ ΑΛΑΣ ΤΟΥ ΖΙΡΚΟΝΙΟΥ 

LOCATOR GRIDS ΠΛΕΓΜΑΤΑ ΧΑΡΤΟΓΡΑΦΗΣΗΣ 

LOW-LEVEL LASER THERAPY, (LLLT)  ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΧΑΜΗΛΗΣ ΙΣΧΥΟΣ 

LASER 

LOW-LEVEL RED LASER, (LLRL) ΧΑΜΗΛΗΣ ΙΣΧΥΟΣ ΕΡΥΘΡΟ 

LASER 

LUMICAN      ΛΟΥΜΙΝΑΝΗ 

LYSYL OXIDASE     ΟΞΕΙΔΑΣΗ ΛΥΣΙΝΗΣ 

MAGNETIC STIRRER     ΜΑΓΝΗΤΙΚΟΥ ΑΝΑΔΕΥΤΗΡΑ  

MATRIX METALLOPROTEINASE, (MMP) ΜΕΤΑΛΛΟΠΡΩΤΕΪΝΑΣΗ ΤΟΥ 

ΠΛΕΓΜΑΤΟΣ 

MEMBRANE ASSOCIATED COLLAGENS ΚΟΛΛΑΓΟΝΑ ΠΟΥ ΣΧΕΤΙΖΟΝΤΑΙ 

WITH INTERUPTUDED TRIPLE HELICES ΜΕ ΜΕΜΒΡΑΝΕΣ ΚΑΙ ΕΧΟΥΝ 
ΔΙΑΚΕΚΟΜΜΕΝΕΣ ΤΡΙΠΛΕΣ 

ΕΛΙΚΕΣ 

MENISCUS FORCES ΔΥΝΑΜΕΙΣ ΜΗΝΙΣΚΟΥ 

(ΔΥΝΑΜΕΙΣ ΣΥΝΑΦΕΙΑΣ) 

MICA       ΜΙΚΑ  

MICROVILLI      ΜΙΚΡΟΛΑΧΝΕΣ 

MITOCHONDRIAL RESPIRATION    ΜΙΤΟΧΟΝΔΡΙΑΚΗ ΑΝΑΠΝΟΗ  

MODE LOCKED LASER ΠΑΛΜΙΚΑ LASER ΕΓΚΛΕΙΔΩΣΗΣ 

ΡΥΘΜΟΥ  

MOLECULAR RECOGNITION MAPPING  ΧΑΡΤΟΓΡΑΦΗΣΗ ΜΟΡΙΩΝ 

MORPHODYNAMIC     ΜΟΡΦΟΔΥΝΑΜΙΚΗ  

MUSCOVITE MICA    ΜΙΚΑ ΜΟΣΧΟΒΙΤΗ 

NANOIMPRINTING     ΝΑΝΟ-ΑΠΟΤΥΠΩΣΗ- 

NANOINDENTATION     ΝΑΝΟ-ΣΚΛΗΡΟΜΕΤΡΗΣΗ 
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NATIVE COLLAGEN     ΦΥΣΙΚΟ  ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ  

NEAR FIELD OPTICAL MICROSCOPE, (NFOM) ΟΠΤΙΚΟ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟ ΕΓΓΥΣ 

ΠΕΔΙΟΥ 

NEOVASCULARIZATIONS    ΝΕΟΑΓΓΕΙΩΣΗ 

NITRIC OXIDE, (NO)     ΝΙΤΡΙΚΟ ΟΞΕΙΔΙΟ 

NON-COLLAGENOUS DOMAINS   ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΧΩΡΙΣ-ΚΟΛΛΑΓΟΝΟ 

NON-CONTACT MODE    ΜΕΘΟΔΟΣ ΜΗ ΕΠΑΦΗΣ 

NUCLATION SITES     ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΠΥΡΗΝΩΣΗΣ 

OPTICAL TWEEZERS     ΟΠΤΙΚΕΣ ΤΣΙΜΠΙΔΕΣ  

ORIENTATION COHERENCY  ΠΥΚΝΟΤΗΤΑ 

ΠΡΟΣΑΝΑΤΟΛΙΣΜΟΥ  

ORIENTATION DISTRIBUTION CHART  ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ ΚΑΤΑΝΟΜΗΣ 

ΠΡΟΣΑΝΑΤΟΛΙΣΜΟΥ  

OSTEOGENESIS IMPERFACTA   ΑΤΕΛΗΣ ΟΣΤΕΟΓΕΝΕΣΗ 

OVERLAP       ΕΠΙΚΑΛΥΨΗ  

OXIDATIVE DEGRATION     ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗ ΥΠΟΒΑΘΜΙΣΗ  

OXIDATIVE INJURY      ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗ ΒΛΑΒΗ  

PEAK-TO-PEAK DISTANCE, (P-T-P) ΑΠΟΣΤΑΣΗ ΑΠΟ ΚΟΡΥΦΗ ΣΕ 

ΚΟΡΥΦΗ  

PHASE IMAGES     ΕΙΚΟΝΕΣ ΦΑΣΗΣ 

PHASE IMAGING      ΔΙΑΦΟΡΑ ΦΑΣΗΣ  

PHASE SEPARATIONS    ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΦΑΣΗΣ 

PHLOGOPITE MICA     ΜΙΚΑ ΦΛΟΓΟΠΗΤΗ 

PHOSPHATE BUFFERED SALINE, (PBS) ΦΩΣΦΟΡΙΚΟ ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΟ 

ΔΙΑΛΥΜΑ  

PHOTOACTIVE PORPHYRISMS   ΦΩΤΟΔΡΑΣΤΙΚΕΣ ΠΟΡΦΥΡΙΝΕΣ 

PHOTOBIOSTIMULATION    ΦΩΤΟΒΙΟΔΙΕΓΕΡΣΗ 

PHOTO CROSS-LINKING     ΦΩΤΟ-ΔΙΑΣΥΝΔΕΣΗ  

PHOTODISSOCIATION     ΦΩΤΟ-ΑΠΟΧΩΡΙΣΜΟ  

PHOTODYNAMIC THERAPY, (PDT)   ΦΩΤΟΔΥΝΑΜΙΚΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ 

PIEZORESPONSE FORCE MICROSCOPY,  ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΠΟΚΡΙΣΗΣ  

(PFM) ΠΙΕΖΟΗΚΤΡΙΚΩΝ ΔΥΝΑΜΕΩΝ 
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POLYACTIDE, (PLA) ΠΟΛΥΑΚΤΙΔΙΟ 

POLY(METHYL METHACRYLATA, (PMMA)) ΠΟΛΥ(ΜΕΘΑ ΚΡΥΛΙΚΟ 

ΜΕΘΥΛΙΟ) 

POLYSTYRENE      ΠΟΛΥΣΤΥΡΕΝΙΟ  

POLYSTYRENE PARTICLES, (PPS)    ΣΩΜΑΤΙΔΙΑ ΠΟΛΥΣΤΥΡΕΝΙΟΥ  

POLYSTYRENE PARTICLES SURFACE, (PPS) ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ ΑΠΟ ΣΩΜΑΤΙΔΙΑ 

ΠΟΛΥΣΤΥΡΕΝΙΟΥ 

POLY-VINYL ALCOHOL, (PVΑ)   ΠΟΛΥ-ΒΙΝΥΛΙΚΗ ΑΛΚΟΟΛΗ 

POLY-VINYL PYRROLIDONE, (PVP)  ΠΟΛΥ-ΒΙΝΥΛΙΚΗ ΠΥΡΡΟΛΙΔΟΝΗ 

POSITION - SENSITIVE DETECTOR, (PSD) ΑΝΙΧΝΕΥΤΉΣ ΕΥΑΊΣΘΗΤΟΣ ΣΤΗ 

ΘΈΣΗ 

POST-TRANSLATIONAL  ΜΕΤΑ-ΜΕΤΑΦΡΑΣΤΙΚΕΣ  

ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΕΙΣ 

POWER DENSITIES      ΠΥΚΝΟΤΗΤΕΣ ΙΣΧΥΟΣ  

PRIMARY CULTURE OF SKIN ADULT   ΔΕΡΜΑΤΙΚΟΙ ΙΝΟΒΛΑΣΤΕΣ 

FIBROBLASTS      ΕΝΗΛΙΚΩΝ 

PRO-ALPHA1I CHAIN    ΑΛΥΣΙΔΑ ΠΡΟ-ΑΛΦΑ1Ι 

PROBE       ΑΚΙΔΕΣ   

PROCOLLAGEN     ΠΡΟΚΟΛΛΑΓΟΝΟ  

PROPROLINE-II-TYPE HELIX  ΕΛΙΚΑ ΠΡΟ-ΠΡΟΛΙΝΗΣ ΤΥΠΟΥ-ΙΙ  

Q-SWITCHED LASER     Q-ΜΕΤΑΤΡΟΠΗ LASER 

QUASI-HEXAGONAL     ΨΕΥΔΟ-ΕΞΑΓΩΝΙΚΟ 

RADIOFREQUENCY, (RF)    ΡΑΔΙΟΣΥΧΝΟΤΗΤΑ 

REACTIVE OXYGEN SPECIES    ΕΝΕΡΓΑ ΕΙΔΗ ΟΞΥΓΟΝΟΥ  

RECONSTITUTED FIBERS    ΑΝΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΕΝΕΣ ΙΝΕΣ 

REDUCING SUGARS     ΑΝΑΓΩΓΙΚΑ ΣΑΚΧΑΡΑ 

REGENERATIVE MEDICINE    ΑΝΑΓΕΝΗΤΙΚΗ ΙΑΤΡΙΚΗ 

REPEATABILITY     ΕΠΑΝΑΛΗΨΙΜΟΤΗΤΑ 

REVERSIBLE      ΑΝΤΙΣΤΡΕΨΙΜΗ 

RHODAMINE B     ΡΟΔΑΜΙΝΗ Β  

RIBOFLAVIN       ΡΙΒΟΦΛΑΒΙΝΗ 

ROD-SHAPED     ΡΑΒΔΟΜΟΡΦΗ 
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ROOT-MEAN-SQUARED ROUGHNESS, (Rrms) ΤΡΑΧΥΤΗΤΑ 

SCAFFOLD       ΙΚΡΙΩΜΑ  

SCANNING ELECTRON MICROSCOPY, (SEM)  ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΣΑΡΩΣΗΣ 

ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΩΝ  

SCANNING PROBE MICROSCOPY, (SPM)  ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ ΣΑΡΩΣΗΣ ΑΚΙΔΑΣ 

SCANNING TUNELING MICROSCOPE, (STM) ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟΥ ΣΑΡΩΣΗΣ ΜΕ 

ΦΑΙΝΟΜΕΝΟ ΣΗΡΑΓΓΑΣ 

SCHMID METAPHYSEAL CHONDRODYSPLASIA SCHMID ΜΕΤΑΦΥΣΙΚΗ 

ΧΟΝΔΡΟΔΥΣΠΛΑΣΙΑ 

SECOND HARMONIC GENERATION, (SHG)  ΓΕΝΕΣΗ ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ  

SECONDARY ELECTRONS    ΔΕΥΤΟΡΟΓΕΝΗ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΑ 

SELF-ASSEMBLY   ΑΥΤΟ-ΔΙΑΜΟΡΦΩΣΗ  

SETPOINT      ΠΡΟΚΑΘΟΡΙΣΜΕΝΗ ΤΙΜΗ 

SIGNAL-TO-NOISE RATIO    ΛΟΓΟΣ ΣΗΜΑΤΟΣ ΠΡΟΣ ΘΟΡΥΒΟ 

SINGLE SHOT     ΜΕΜΟΝΩΜΕΝΟΣ ΠΑΛΜΟΣ  

SMOOTH       ΟΜΑΛΟ  

SPIN COATING      ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΙΚΗ ΕΠΙΣΤΡΩΣΗ  

SPINDLE SHAPED     ΑΤΡΑΚΤΟΕΙΔΕΣ ΣΧΗΜΑ 

STALLATE MORPHOLOGY    ΑΣΤΕΡΟΕΙΔΗΣ ΜΟΡΦΟΛΟΓΊΑ 

STEM CELLS      ΒΛΑΣΤΟΚΥΤΤΑΡΑ 

STERIC FORCES     ΣΤΕΡΕΟΧΗΜΙΚΕΣ ΔΥΝΑΜΕΙΣ 

STIFNFNESS      ΑΚΑΜΨΙΑ 

STOCK COLLAGEN SOLUTION  ΜΗΤΡΙΚΟ ΔΙΑΛΥΜΑ 

ΚΟΛΛΑΓΟΝΟΥ  

STRUCTURAL BIOLOGY    ΔΟΜΙΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ 

STRUCTRURAL INTEGRITY    ΔΟΜΙΚΗ ΑΚΕΡΑΙΟΤΗΤΑ 

STRUCTURAL SCISSION     ΔΟΜΙΚΗ ΚΑΤΑΤΜΗΣΗΣ  

STUBS       ΕΙΔΙΚΕΣ ΒΑΣΕΙΣ  

STYLUS Η PROBE Η TIP    ΑΚΙΔΑ  

SUPEROXIDE ANION, (O2)
-    

ΑΝΙΟΝΤΑ ΥΠΕΡΟΞΕΙΔΙΟΥ  

SUPRAMOLECULAR ASSEMPLY    ΥΠΕΡ-ΜΟΡΙΑΚΗ ΟΡΓΑΝΩΣΗ  

SURFACE ENHANCES RAMAN SPECTROSCOPY,  ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΚΑ ΕΝΙΣΧΥΟΜΕΝΗ 
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(SERS)  ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ RAMAN 

SURFACE FREE ENERGY  ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΚΗ ΕΛΕΥΘΕΡΗ 

ΕΝΕΡΓΕΙΑ 

TAPPING OR INTERMITTENT   ΕΝΔΙΑΜΕΣΗ ΕΠΑΦΗ 

THERMALLY COAGULATING TISSUE   ΘΕΡΜΙΚΗ ΣΥΜΠΗΞΗ ΤΟΥ ΙΣΤΟΥ  

THERMALLY INDUCED PHASE SEPARATION  ΘΕΡΜΙΚΑ ΠΡΟΚΑΛΟΥΜΕΝΟΣ 

ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΦΑΣΗΣ 

THIRD HARMONIC GENERATION, (THG)   ΓΕΝΕΣΗ ΤΡΙΤΗΣ ΑΡΜΟΝΙΚΗΣ 

THROMBOSPONDIN N-TERMINAL-LIKE ΠΕΡΙΟΧΗ ΠΟΥ ΜΟΙΑΖΕΙ ΜΕ 

ΘΡΟΜΒΟΣΠΟΝΔΙΝΗ ΣΤΟ Ν-ΑΚΡΟ 

TIME-LAPSE MICROSCOPY ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΟΛΙΣΘΗΣΗΣ 

ΧΡΟΝΟΥ 

TRANSCRIPTION FACTORS     ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΜΕΤΕΓΓΡΑΦΗΣ  

TRANSMITION ELECTRON MICROSCOPY, (TEM) ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΟ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟ 

ΔΙΕΛΕΥΣΗΣ 

TRINOCULAR TUBE  ΣΩΛΗΝΑΣ ΦΩΤΟΓΡΑΦΙΚΗΣ 

ΚΑΤΑΓΡΑΦΗΣ  

ULTRAVIOLET RADIATION, (UV)   ΥΠΕΡΙΩΔΗS ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ  

UNIPOLA AXIAL POLARIZATION    ΜΟΝΟΠΟΛΙΚΗ ΑΞΟΝΙΚΗ ΠΟΛΩΣΗ 

VACANCIES     ΔΙΑΚΕΝΑ  

VIRTUAL       ΕΙΚΟΝΙΚΑ  

WARM START      ΘΕΡΜΗ ΕΝΑΡΞΗ  

WAVY PATTERN     ΚΥΜΑΤΙΣΤΟ ΠΡΟΤΥΠΟ  

WORKING DISTANCE     ΑΠΟΣΤΑΣΗ ΕΡΓΑΣΙΑΣ  

XENON FLASH TUBE     ΛΥΧΝΙΑ ΑΝΑΛΑΜΠΗΣ ΞΕΝΟΥ  

3D SCAFFOLDS     ΤΡΙΣΔΙΑΣΤΑΤΑ ΙΚΡΙΩΜΑΤΑ 
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B 

backward second harmonic generation ................. 153 

beaded filaments ....................................................18 

biocompatibility .....................................................59 

biodegradability .....................................................59 

bio-luminescence ................................................. 205 

biomarkers ..............................................37, 420, 439 

C 

capillary forces .......................................................69 

CARS ..................................................... 154, 391, 397 

CCD ....................................................... 179, 181, 189 
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constant cantilever deflection mode .......................77 

constant force mode ..............................................77 
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contact guidance ........................... 108, 279, 332, 436 
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cryo-AFM ............................................................... 85 
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DMSO .................................... 182, 186, 189, 391, 398 
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E 

Ehlers-Danlos ........................... 25, 33, 50, 51, 52, 417 

electron beam lithography ................................... 270 

electrospinning ....................................... 63, 270, 457 

F 

feedback signal ...................................................... 79 

fibrous collagen ........................................... XXXIII, 16 

fixation ................................................................ 276 
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G 

gap ......................................... 41, 53, 92, 93, 426, 433 

Gly-X-Y ............................................ 16, 17, 24, 26, 30 

H 

heterotrimers .........................................................18 

homotrimers ..........................................................18 

Hydrodynamic Flow ...................... XXII, XXXI, 254, 392 

hydroxylysyl ..................................................... 37, 39 

I 

ImageJ............. 171, 172, 178, 181, 183, 234, 268, 269 

in vitro.....XXXV, 12, 29, 61, 63, 97, 107, 161, 250, 277, 

315, 343, 364, 447, 448, 457, 461 

in vivo XXXIII, XXXV, 12, 29, 42, 47, 57, 61, 84, 90, 107, 

151, 152, 161, 236, 237, 250, 252, 325, 343, 358, 

364, 414, 420, 438, 448 

integrins ......................................................... 59, 333 

IP-Image Processing, Data Analysis ver.2.1.15 170, 267 

L 

low-level laser therapy .................. 354, 446, 449, 460 

Low-Level Laser Therapy .... XVIII, XXI, XXXI, 2, 160, 392 

M 

MeasureIT .................................................... 178, 234 

meniscus forces ......................................................82 

mica .... XXII, XXXII, 91, 97, 98, 164, 165, 166, 167, 178, 

209, 216, 217, 218, 221, 223, 235, 236, 237, 238, 

241, 243, 247, 248, 249, 251, 257, 258, 274, 277, 

293, 425, 450, 452, 455, 458 

N 

nanoimprinting ..................................................... 270 

Nd-YAG ... 115, 132, 137, 138, 191, 192, 194, 195, 196, 

197, 286 

Near Field Optical Microscope ........................ 70, 392 

non-contact mode ............................................ 75, 80 

O 

optical tweezers .....................................................97 

Orientation Coherency ......................................... 234 

Orientation Distribution Chart .............................. 172 

overlap ............................................... 41, 92, 93, 433 

P 

Peak-To-Peak ................................................ 210, 393 

pH XXI, XXXI, 233, 235, 238 

phase images ......................................................... 79 

Phosphate Buffered Saline ............. 165, 166, 189, 392 

photo-cross-linking .............................................. 156 

photodegration .................................................... 300 

photodissociation ................................................ 161 

photpolymerization.............................................. 156 

plug-in .................................................. 172, 234, 268 

polystyrene .......................... XXXII, 210, 252, 442, 455 

Polystyrene Particles Surface ......................... 247, 393 

poly-vinyl alcohol ................................................. 158 

position - sensitive detector ................................... 74 

R 

regions of interest ................................................ 171 

riboflavin ....................................... 156, 159, 444, 446 

Rrms 171, 214, 217, 262, 268, 272, 273, 301, 305, 319, 

325, 393, 403 

S 

scaffold ........................................ 7, 16, 431, 445, 457 

Scanning Electron Microscopy ... XXI, XXXI, 7, 175, 337, 

393 

Scanning Probe Microscopy..................... 69, 393, 424 

Scanning Tuneling Microscope ............................... 70 

Second Harmonic Generation . XVII, XXI, XXX, 3, 9, 141, 

228, 281, 337, 391 

SEM . XXI, XXXI, 1, 2, 3, 7, 11, 85, 86, 87, 175, 177, 178, 

207, 208, 209, 212, 213, 216, 217, 219, 220, 221, 

222, 223, 224, 225, 226, 231, 234, 239, 240, 241, 

242, 243, 318, 337, 338, 363, 368, 393, 403, 414 

Spin Coating XXII, XXXI, XXXV, 164, 234, 238, 261, 267, 

282, 299, 311, 321, 340, 341, 345, 393 

T 

tapping mode .............................. 75, 93, 99, 167, 337 

Tip-Surface Dilation Filter ..................................... 172 
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U 

ultraviolet radiation ... XXIX, XXX, XXXIII, 413, 444, 446, 

459, 472, 473 

UV XVIII, XXI, XXIV, XXVI, XXX, XXXIII, XXXIV, XXXV, 2, 

113, 130, 155, 156, 157, 158, 159, 199, 200, 205, 

228, 299, 300, 301, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 

309, 311, 312, 316, 317, 318, 319, 332, 336, 346, 

351, 352, 353, 357, 359, 364, 365, 366, 394, 404, 

413, 419, 442, 443, 444, 445, 446, 458, 459, 471, 

472, 473, 474 

V 

van der Waals............................................. 28, 64, 76 

W 

WSxM 5.0 dev. 2.1 ........................................ 170, 267 

Y 

Young modulus............................................. 104, 159 

Α 

α-άτομο ......................................................... 28, 391 

ακίδα XXII, 8, 69, 70, 71, 72, 73, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 

81, 82, 88, 100, 101, 102, 104, 105, 106, 109, 172, 

178, 208, 210, 220, 222, 226 

ακτίνες γάμμα ...................................................... 112 

αμινοξικά κατάλοιπα ........................................ 26, 65 

αποστείρωση ....................... XXV, 2, 13, 156, 317, 346 

ατελής οστεογένεση .............................. 25, 51, 52, 89 

Β 

βιοαισθητήρες, ....................................................... 3 

βιοδείκτες ..............................................................37 

βιοδιασπασιμότητα ................................................59 

βιοπολυμερή ..........................................................12 

βιοσυμβατότητα .............. 7, 12, 59, 65, 156, 265, 280 

βιοσύνθεση ...................................................... 30, 31 

βιοϋλικά XX, 3, 12, 57, 59, 64, 107, 111, 155, 156, 158, 

278, 320, 351, 357 

βιο-φωταύγεια ..................................................... 205 

βιο-φωτοδιέγερση............................................ 9, 354 

Γ 

γένεση τρίτης αρμονικής ....................... 146, 154, 366 

γένεσης δεύτερης αρμονικής .. XX, 2, 3, 148, 152, 153, 

197, 279, 281, 284, 285, 295, 296, 297, 337, 349, 

366 

Δ 

δενδρική.................................... 51, 94, 257, 259, 293 

δευτεροταγής δομή ............................................... 26 

Διαγράμματος Κατανομής Προσανατολισμού ...... 172 

διάκενα .................... 53, 214, 215, 217, 226, 269, 270 
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