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Πεξίιεςε 

Ζ ηξέρνπζα βηνινγηθή γλψζε βαζίδεηαη θαηά κεγάιν πνζνζηφ ζε θιαζζηθά 

πεηξάκαηα βηνρεκείαο θαη γελεηηθήο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηα ηειεπηαία 50 ρξφληα 

ζε θχηηαξα πνπ θαιιηεξγήζεθαλ ζε επίπεδεο πιαζηηθέο θιάζθεο. Παξφια απηά, είλαη 

γλσζηφ φηη ζηνπο ηζηνχο ηα θχηηαξα αιιειεπηδξνχλ κε κηα ζηεξεά ηξηζδηάζηαηε 

εμσθπηηάξηα κήηξα, ε νπνία επεξεάδεη ζεκαληηθά ηελ ιεηηνπξγία ηνπο. Γηα λα 

γεθπξσζεί απηή ε δηαθνξά ζην ζηεξεφ πεξηβάιινλ ησλ θπηηάξσλ, ηα ηειεπηαία 10 

ρξφληα αλαπηχρζεθαλ κνληέια ηξηζδηάζηαηεο θπηηαξηθήο θαιιηέξγεηαο, ζηα νπνία ηα 

θχηηαξα θαιιηεξγνχληαη θαη κειεηψληαη κέζα ζε έλα αλάινγν ηεο εμσθπηηάξηαο 

κήηξαο, ηα νπνία είλαη ζπλήζσο βηνυιηθά. Απηά ηα κνληέια ηξηζδηάζηαηεο 

θαιιηέξγεηαο ππφζρνληαη λα βειηηψζνπλ ηα απνηειέζκαηα ησλ βηνινγηθψλ 

πεηξακάησλ δίλνληαο ηελ επθαηξία λα κειεηεζνχλ ηα θχηηαξα ζε έλα πεξηβάιινλ πνπ 

είλαη πην θνληά ζηελ θπζηνινγία ή ηελ παζνινγία ηνπο. 

Ζ ηξηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κέζα ζε βηνυιηθά ιφγσ ηεο απμεκέλεο 

πνιππινθφηεηαο ηεο ζε ζρέζε κε ηελ ζπκβαηηθή θαιιηέξγεηα απαηηεί λέεο 

ηερλνινγίεο θαη ζπζηήκαηα ηα νπνία ζα δψζνπλ ηελ δπλαηφηεηα ειέγρνπ ησλ 

κεηαβιεηψλ ηεο θαιιηέξγεηαο.  

Ζ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία κειεηά ην ζρεδηαζκφ θαη ηελ θαηαζθεπή κηαο 

απιήο θαη εχρξεζηεο ζπζθεπήο γηα ηελ απηνκαηνπνίεζε ηεο κειέηεο θπηηάξσλ κέζα 

ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ.  ΢θνπφο ηεο εξγαζίαο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο θαη 

ν έιεγρνο παξαγφλησλ πνπ δπζρεξαίλνπλ ηελ θπηηαξηθή θαιιηέξγεηα ζηα πνξψδε 

ηθξηψκαηα θαη ε ελζσκάησζε ζπζηεκάησλ πνπ ζα επηηξέςνπλ ηελ απηνκαηνπνίεζε 

ησλ δηαδηθαζηψλ. Απηά ηα εξγαιεία ζα επηηξέςνπλ ηελ εθηέιεζε πεηξακάησλ 

πξσηεσκηθήο κεγάινπ φγθνπ (high throughput) θαη κεγάιεο αθξίβεηαο, ηα νπνία κε 

ηε ζεηξά ηνπο κπνξνχλ λα επηηαρχλνπλ ηελ θπηηαξηθή έξεπλα γηα ηελ αλάπηπμε 

θαξκάθσλ θαη ηε κειέηε κνληέισλ αζζελεηψλ. Ζ εξγαζία απηή αξρηθά παξνπζηάδεη 

ηηο πξνδηαγξαθέο θαη ηνλ ζρεδηαζκφ ηεο ζπζθεπήο. ΢ηε ζπλέρεηα ε ζπζθεπή 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα κειεηεζεί ε δηαθίλεζε ξεπζηψλ θαη ε εηζαγσγή θπηηάξσλ 

κέζα ζην πνξψδεο ηθξίσκα.  



 
 

Abstract 

Over the last 50 years genetics and biochemistry experiments over cells cultured on 

flat substrates have contributed a great amount for today‟s biology knowledge. 

However, cell physiology indicates that in mammalian tissues cells connect with a 

solid 3D extracellular matrix (ECM), which affects cell function. The last 10 years, in 

order to bridge the gap concerning the surrounding of cells, 3D cell culture models 

have been adopted where cells are being studied inside ECM analogs. It is about a 

variety of materials, called biomaterials. These 3D cell culture models are very 

promising in improving current biological responses permitting cells to grow in an 

environment that more closely mimics their physiology or pathology. 

The increasing and evolving study of 3D cell culture inside biomaterials promotes the 

use of advanced technological systems, permitting the control of several parameters, 

which have not been studied before.  

This diploma thesis is about the design and fabrication of a simple and versatile 

device for studying automated cell culture inside porous collagen scaffolds. The 

purpose of this thesis is the identification and control of certain parameters that 

influence cell culture inside scaffolds and the adaptation of automated technological 

systems. Such tools can form the basis for novel platforms for high – throughput 

proteomic experiments which in turn paves the way for drug screening platforms, 

diseases models etc. In this study, the basic requirements and the design and 

manufacturing process are being studied for the device developed. Subsequently, the 

impact of automated fluid flow through the scaffold and automated cell seeding inside 

the scaffold through the device are being tested in order to improve cell culture 

protocols.  
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1. Δηζαγσγή 
 

Ζ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ είλαη ε δηαδηθαζία ζηελ νπνία ηα θχηηαξα, αθνχ 

απνκνλσζνχλ απφ ηνπο ηζηνχο ζηνπο νπνίνπο βξίζθνληαη, αλαπηχζζνληαη ππφ 

ειεγρφκελεο ζπλζήθεο ζε εξγαζηεξηαθφ πεξηβάιινλ. ΢ηελ θαιιηέξγεηα ηα θχηηαξα 

έρνπλ ηε δπλαηφηεηα λα δηαρσξίδνληαη, λα πνιιαπιαζηάδνληαη , λα απμάλνληαη ζε 

κέγεζνο, ή αθφκα θαη λα δηαθνξνπνηνχληαη. Οη ηερληθέο θαιιηέξγεηαο θπηηαξηθψλ 

αλαπηχρζεθαλ θπξίσο ζηα κέζα ηνπ 20
νπ

 αηψλα θαη απφ ηφηε εμειίζζνληαη ζπλερψο 

γηα πεξηζζφηεξα θαη πην πνιχπινθα είδε θπηηάξσλ (π.ρ. θαιιηέξγεηα stem cells). Ο 

ιφγνο ηεο ζπλερνχο απηήο εμέιημεο νθείιεηαη ζηνλ κεγάιν αξηζκφ εθαξκνγψλ πνπ 

έρνπλ πξνθχςεη απφ ηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ, γηα παξάδεηγκα ε κειέηε ηνπ 

θπηηαξηθνχ κεηαβνιηζκνχ, κειέηε ηεο θπζηνινγίαο ή βηνρεκείαο ηνπ θπηηάξνπ, ε 

κειέηε ηεο επίδξαζεο δηαθφξσλ ρεκηθψλ ζθεπαζκάησλ ή θαξκάθσλ ζε 

ζπγθεθξηκέλνπο ηχπνπο θπηηάξσλ, ε κειέηε παξάιιεινπ ή δηαδνρηθνχ ζπλδπαζκνχ 

θπηηάξσλ δηαθνξεηηθνχ ηχπνπ γηα ηελ αλαγέλλεζε ηερλεηνχ ηζηνχ. Δθηφο απφ 

εξεπλεηηθνχο ζθνπνχο, ε θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη γηα 

άιιεο εθαξκνγέο φπσο ε έθθξαζε θαη απνκφλσζε βηνινγηθψλ πξντφλησλ 

(recombinant proteins: έλδπκα, πξσηεΐλεο, νξκφλεο, αληηζψκαηα), ε απνζήθεπζε θαη 

πνιιαπιαζηαζκφο ζηνηρείσλ DNA (ηερλνινγία cDNA), νη βηνινγηθνί αληηδξαζηήξεο, 

εθαξκνγέο ελαιιαθηηθψλ πεγψλ παξαγσγήο ελέξγεηαο, θαη εθαξκνγέο βηνυιηθψλ γηα 

επνχισζε πιεγψλ 
[21]

. 

΢ην θεθάιαην απηφ παξαηίζεηαη κηα εηζαγσγή ζηελ ηξέρνπζα ηερλνινγία 

ηξηζδηάζηαηεο θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ. Σα εδάθηα 1.1 θαη 1.2 παξνπζηάδνπλ κηα 

βηβιηνγξαθηθή αλαζθφπεζε ζρεηηθά κε ηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ ζε δηζδηάζηαηα 

θαη ηξηζδηάζηαηα πεξηβάιινληα, θαη ηε ρξήζε βηνυιηθψλ σο αλάινγν ηεο 

εμσθπηηάξηαο κήηξαο. ΢ηα εδάθηα 1.3 θαη 1.4 παξνπζηάδνληαη ιεπηνκεξψο ηα πνξψδε 

ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ, ηα βηνυιηθά πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζε απηή ηελ εξγαζία, θαη 

ηηο εθαξκνγέο ηνπο ζηελ αλαγέλλεζε νξγάλσλ θαη ζε ηξηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα 

θπηηάξσλ. Σέινο ζην εδάθην 1.5 παξνπζηάδνληαη νη ζηφρνη ηεο παξνχζαο 

δηπισκαηηθήο εξγαζίαο. 

 

1.1 Μέζνδνη Καιιηέξγεηαο Κπηηάξσλ 
 

1.1.1 Γηζδηάζηαηε (2D) Καιιηέξγεηα Κπηηάξσλ 
 

΢ηελ ζπκβαηηθή δηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ ηα θχηηαξα ηνπνζεηνχληαη πάλσ 

ζε επίπεδα πιαζηηθά ππνζηξψκαηα (petri dish, flasks), ηα νπνία επηηξέπνπλ ηελ 

αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ ζε έλα κνλνζηξσκαηηθφ επίπεδν. Ζ θπηηαξηθή θαιιηέξγεηα 

απαηηεί  ηνλ έιεγρν ηνπ θπζηθνχ (ζεξκνθξαζία, έληαζε νμπγφλνπ θαη δηνμεηδίνπ ηνπ 

άλζξαθα) θαη ρεκηθνχ (π.ρ. ζπγθεληξψζεηο ζξεπηηθψλ νπζηψλ δηαιπκάησλ, ph, 

σζκσηηθή πίεζε) πεξηβάιινληνο ησλ θπηηάξσλ ηεο θαιιηέξγεηαο.  



2 
 

Παξφιν πνπ ε ζπληξηπηηθή πιεηνςεθία ησλ δεκνζηεπκέλσλ επξεκάησλ ηεο 

θπηηαξηθήο θαη κνξηαθήο βηνινγίαο έρνπλ πξνέιζεη απφ δηζδηάζηαηεο (2D) 

θπηηαξηθέο θαιιηέξγεηεο , ππάξρνπλ πεξηνξηζκνί ζηελ 2D θαιιηέξγεηα πνπ πξέπεη λα 

μεπεξαζηνχλ
 [22]

. Ο βαζηθφο πεξηνξηζκφο είλαη ε απνπζία ηεο εμσθπηηάξηαο κήηξαο. 

΢ηνπο ηζηνχο ηα θχηηαξα ζπλδένληαη κε κηα ζηεξεά «δνκή ζηήξημεο» πνπ ιέγεηαη 

εμσθπηηάξηα κήηξα (ECM). Απηή ε κήηξα απνηειείηαη θπξίσο απφ δνκηθέο 

πξσηεΐλεο, φπσο θνιιαγφλν, ιακηλίλε, ειαζηίλε, νη νπνίεο δίλνπλ ζηνπο ηζηνχο ηηο 

κεραληθέο ηνπο ηδηφηεηεο θαη βνεζνχλ ζηελ επηθνηλσλία κεηαμχ ησλ θπηηάξσλ πνπ 

βξίζθνληαη ζηε κήηξα. Σα θχηηαξα πξνζδέλνληαη κε ηηο πξσηεΐλεο ηεο εμσθπηηάξηαο 

κήηξαο κέζσ ππνδνρέσλ (receptors) ζηελ επηθάλεηα ηνπο, θπξίσο κέζσ ησλ 

ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ ηληεγθξηλψλ (integrins)
[22]

. Ζ πξφζδεζε ησλ 

θπηηάξσλ κέζσ ησλ ηληεγθξηλψλ πινπνηνχλ ηελ επηθνηλσλία ηνπ θπηηάξνπ κε ηελ 

εμσθπηηάξηα κήηξα θαη ηελ κεηάδνζε ζεκάησλ απφ ην εμσηεξηθφ πεξηβάιινλ ηνπ 

θπηηάξνπ ζην εζσηεξηθφ ηνπ. Γεδνκέλεο απηήο ηεο πεξίπινθεο κεραληθήο θαη 

βηνρεκηθήο αιιειεπίδξαζεο είλαη πηζαλφ λα ράλεηαη ζεκαληηθή βηνινγηθή 

πιεξνθνξία απφ ηελ 2D θαιιηέξγεηα ζε επίπεδα ππνζηξψκαηα ιφγσ ηεο έιιεηςεο 

εμσθπηηάξηαο κήηξαο. 

 

1.1.2 Σξηζδηάζηαηε Καιιηέξγεηα Κπηηάξσλ (3D) 
 

Ζ ηξηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κηκείηαη θαιχηεξα ην πεξηβάιινλ πνπ 

αληηιακβάλεηαη ην θχηηαξν ζηνπο θπζηθνχο ηζηνχο θαη ζηα φξγαλα ιφγσ ηεο 

παξνπζίαο ηνπ ECM. ΢ηελ ηξηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα ηα θχηηαξα κπνξνχλ λα 

αιιειεπηδξάζνπλ ηφζν κεηαμχ ηνπο φζν θαη κε ηελ εμσθπηηάξηα κήηξα, θαη λα 

αζθήζνπλ δπλάκεηο κε απνηέιεζκα λα παξακνξθψλνπλ ηελ κήηξα ή λα 

«κεηαλαζηεχνπλ» κε ηξφπν παξφκνην κε απηφ πνπ έρεη παξαηεξεζεί ζηνλ νξγαληζκφ 

(in vivo). Αληηζέησο, ε δηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα αλαγθάδεη ηε κία πιεπξά ηνπ 

θπηηάξνπ λα πξνζθνιιεζεί ζην πιαζηηθφ ππφζηξσκα, ρσξίο θακία πηζαλφηεηα 

θπηηαξηθήο επαθήο ζηελ αλάπνδε πιεπξά, πξνθαιεί ζεκαληηθέο αιιαγέο ζην ζρήκα 

ηνπ θπηηάξνπ, θαη ηειηθά επηδξά ζεκαληηθά ζε πνιιέο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο
 [23]

. 

Έλα αθφκα ζεκαληηθφ πιενλέθηεκα ηεο ηξηζδηάζηαηεο θαιιηέξγεηαο είλαη ε 

θπηηαξηθή απφθξηζε ζηελ δνθηκή θαξκάθσλ. Όηαλ δνθηκάδεηαη έλα θάξκαθν ζηε 

δηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα γηα λα δηαρπζεί θαηά κήθνο ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο 

ρξεηάδεηαη λα δηαλχζεη κηθξή απφζηαζε. ΢ηελ θαιιηέξγεηα ζε 3D ην θάξκαθν 

ρξεηάδεηαη λα δηαρπζεί δηα κέζσ πνιιψλ ζηξσκάησλ θπηηάξνπ γηα λα θηάζεη ην 

ζηφρν
[24]

. Απηή ε πξνζέγγηζε κπνξεί λα νδεγήζεη ζε πην ξεαιηζηηθά κνληέια 

αζζελεηψλ (π.ρ. ρνξήγεζε θαξκάθσλ ζε κεγάινπο φγθνπο) θαη θέξλεη ηνπο 

επηζηήκνλεο αληηκέησπνπο κε πεξηζζφηεξεο πξνθιήζεηο. Παξφιν πνπ πνιιέο θνξέο 

νη δνθηκέο θαξκάθσλ δίλνπλ ππνζρφκελα απνηειέζκαηα ζε 2D θαιιηέξγεηα , ην 90% 

απηψλ ησλ απνηειεζκάησλ απνηπγράλεη ζηηο θιηληθέο δνθηκέο, θαη πνιινί εξεπλεηέο 

αλαδεηνχλ θαιχηεξα κνληέια θπηηαξηθήο θαιιηέξγεηαο. Σέινο, ε αιιαγή ηνπ 

ζρήκαηνο θαη ηεο κνξθνινγίαο ηνπ θπηηάξνπ πνπ πξνμελεί ε 3D θαιιηέξγεηα έρεη σο 

απνηέιεζκα αιιαγέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδηψκαηνο θαη αιιαγέο ησλ θπηηαξηθψλ 

κνλνπαηηψλ ζεκαηνδφηεζεο. Ζ Δηθφλα 1, παξνπζηάδεη έλα παξάδεηγκα  φπνπ  ε 

θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ ζε ηξηζδηάζηαην πεξηβάιινλ έδσζε ζεκαληηθά απνηειέζκαηα. 
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Σν εξγαζηήξην ηεο Mina Bissell έδεημε φηη ζπγθεθξηκέλν αληίζσκα 

αιιεινεπηδξψληαο κε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε ζηελ επηθάλεηα ηνπ θπηηάξνπ αιιάδεη 

ηε ζπκπεξηθνξά θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ηνπ καζηνχ ζε κε θαξθηληθά
[2]

. 

 

 

Δηθφλα 1: Καξθηληθά θχηηαξα ηνπ καζηνχ ζε ηξηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα (αξηζηεξά), ηα νπνία 

γίλνληαη θαθνήζε (κέζε), αιιά επηζηξέθνπλ  ζηελ αξρηθή ηνπο θαηάζηαζε (δεμηά) φηαλ ηνπο 

ρνξεγεζεί έλα αληίζσκα πνπ αλαζηέιιεη ηε δξάζε ηεο β1- integrin, πξσηεΐλεο πξνζηίζεηαη 

ζην ζχζηεκα 
[2] 

 

1.2 Υξήζε Βηνϋιηθώλ σο Αλάινγα ηεο Δμσθπηηάξηαο 

Μήηξαο 
 

Πνιιέο επηζηεκνληθέο κειέηεο εζηηάδνπλ ζηελ αλάπηπμε 3D κεηξψλ απφ βηνινγηθά ή 

ζπλζεηηθά πιηθά, κε ζθνπφ ηελ έξεπλα θπηηαξηθψλ θαηλνηχπσλ πνπ δελ εθθξάδνληαη 

ζηηο ζπκβαηηθέο 2D θαιιηέξγεηεο
[25]

. Πνιιέο κειέηεο ρξεζηκνπνηνχλ γέιεο (gels) απφ 

θνιιαγφλν ή απφ πιηθά πνπ απνκνλψζεθαλ απφ ηελ εμσθπηηάξηα κήηξα ηνπ ηζηνχ 

ελδηαθέξνληνο. Έλα ζπρλά ρξεζηκνπνηνχκελν πιηθφ είλαη ην matrigel, ην νπνίν 

πξνέξρεηαη απφ ηελ εμσθπηηάξηα κήηξα θαξθηληθψλ θπηηάξσλ. Σν matrigel είλαη έλα 

εκπνξηθά δηαζέζηκν πιηθφ ηνπ νπνίνπ ε αθξηβήο ζχζηαζε δελ είλαη γλσζηή, είλαη 

γλσζηφ φκσο φηη πεξηέρεη  θνιιαγφλν, ιακηλίλε, θάπνηα έλδπκα θαη απμεηηθνχο 

παξάγνληεο (growth factors)
 [22]

. Χζηφζν ην matrigel δελ επηηξέπεη ζε βάζνο έιεγρν 

ηεο θηλεκαηηθήο ηεο δειαηηλνπνίεζεο, ηεο αθακςίαο θαη ηεο δνκήο ηνπ ηειηθνχ 

δηθηχνπ, παξάκεηξνη πνπ κπνξνχλ κε ηε ζεηξά ηνπο λα επεξεάζνπλ ηελ θπηηαξηθή 

απφθξηζε
[1]

. Μία δηαθνξεηηθή πξνζέγγηζε είλαη ε δεκηνπξγία ηξηζδηάζηαηεο κήηξαο 

πξνεξρφκελε απφ ηα ίδηα ηα θχηηαξα (Cukierman et al. 2001). 

Με ηε βνήζεηα ησλ πιηθψλ πνπ αλαπηχζζνληαη σο ππνθαηάζηαην ηεο εμσθπηηάξηαο 

κήηξαο γηα ηξηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ γίλεηαη εθηελήο κειέηε γηα ηελ 

απφθξηζε ηεο θπηηαξηθήο ζπκπεξηθνξάο ζε δηάθνξα εξεζίζκαηα φπσο απμεηηθνί 

παξάγνληεο (growth factors). Ζ απφθξηζε απηή κπνξεί λα κεηξεζεί είηε ζην επίπεδν 

ηεο γελεηηθήο έθθξαζεο (gene expression) είηε ζην επίπεδν ηεο έθθξαζεο πξσηετλψλ 

(protein expression), είηε ζην επίπεδν ηεο απφθξηζεο ησλ ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ 

(signaling pathways) ζε εμσηεξηθέο δηεγέξζεηο. 

΢ηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία κειεηάηαη ε ηξηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ 

κέζα ζε κηα ηξηζδηάζηαηε κήηξα, θαη δηεξεπλάηαη ε βειηηζηνπνίεζε νξηζκέλσλ 
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παξακέηξσλ γηα ηελ επθνιφηεξε δηαρείξηζε ηεο θαιιηέξγεηαο θαη ηεο κήηξαο γηα 

πεηξάκαηα πξσηεσκηθήο. Σν βηνυιηθφ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζαλ κήηξα είλαη ην 

πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ, νη ηδηφηεηεο ηνπ νπνίνπ αλαιχνληαη ζηελ επφκελε 

ελφηεηα.  

 

1.3 Πνξώδε Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ 
 

Σν θνιιαγφλν είλαη βαζηθή δνκηθή πξσηεΐλε ηνπ ζπλδεηηθνχ ηζηνχ (connective 

tissue) θαη απνηειεί βαζηθφ ζπζηαηηθφ ηεο εμσθπηηάξηαο κήηξαο, ε νπνία ππνζηεξίδεη 

ηνπο πεξηζζφηεξνπο ηζηνχο. Σα κφξηα θνιιαγφλνπ ζηνπο ηζηνχο απνθηνχλ κηα 

ραξαθηεξηζηηθή 3-δηάζηαηε δνκή ηεο ηξηπιήο έιηθαο. Σα κφξηα απηά ζπλζέηνπλ ηλίδηα 

(fibrils) θνιιαγφλνπ (δηακέηξνπ 50nm πεξίπνπ), ηα νπνία κε ηελ ζεηξά ηνπο 

ζπλζέηνπλ ίλεο (fibers) θνιιαγφλνπ (δηακέηξνπ 5 κm πεξίπνπ). Σν κέγεζνο θαη ε 

αξρηηεθηνληθή ησλ παξαπάλσ ππεξ-θαηαζθεπψλ θνιιαγφλνπ (ηλίδηα, ίδεο) 

θαζνξίδεηαη απφ ηα θχηηαξα ησλ ηζηψλ πνπ παξάγνπλ θαη «ζπλαξκνινγνχλ» ην 

θνιιαγφλν (θπξίσο ηλνβιάζηεο) θαη κεηαβάιιεηαη απφ φξγαλν ζε φξγαλν έηζη ψζηε 

νη θαηαζθεπέο θνιιαγφλνπ λα βνεζνχλ ζηελ εθηέιεζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ νξγάλνπ. 

Σα ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζε απηή ηελ δηπισκαηηθή 

αλαθαιχθζεθαλ θαη αλαπηχρζεθαλ ζην εξγαζηήξην ηνπ Γξ. Ησάλλε Β. Γηαλλά (Prof. 

I. V. Yannas) θαζεγεηή ηνπ Massachusetts Institute of Technology (MIT). Σα 

ηθξηψκαηα απηά αλαθαιχθζεθαλ θαη εθαξκφζηεθαλ σο «ηερλεηφ δέξκα» ζε 

εθαξκνγέο αλαγελλεηηθήο ηαηξηθήο, ηα ηειεπηαία φκσο ρξφληα ρξεζηκνπνηνχληαη 

νινέλα θαη πεξηζζφηεξα σο αλάινγα ηεο εμσθπηηάξηαο κήηξαο
 [3]

. Σα πνξψδε απηά 

ηθξηψκαηα απνηεινχληαη απφ θνιιαγφλν ηχπνπ Η (collagen type I) θαη απφ 

πνιπζαθραξίηεο (glycosaminoglycan-GAG) θαη θαηαζθεπάδνληαη κε ηε κέζνδν ηεο 

ιπνθηιηνπνίεζεο.  

Σα πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ έρνπλ επξεία εθαξκνγή ζηελ αλαγέλλεζε 

ζεκαληηθψλ πιεγψλ ζην δέξκα, φπσο π.ρ. ζηελ επνχισζε εγθαπκάησλ. Σν πιηθφ 

απηφ βξέζεθε λα πξνθαιεί αλαγέλλεζε ηζηνχ (δέξκα πνπ βξίζθεηαη θάησ απφ ηελ 

επηδεξκίδα, Δηθφλα 2). ΢ε θιηληθέο εθαξκνγέο ην ηθξίσκα θνιιαγφλνπ θαιχπηεηαη 

απφ κία ζπλζεηηθή επίζηξσζε ζηιηθφλεο ψζηε λα πξνζηαηεχεη ην δέξκα απφ βαθηήξηα 

θαη κνιχλζεηο θαη λα ζπγθξαηεί εζσηεξηθά ηελ πγξαζία
 [26]

. Σα πιηθά απηά 

ρξεζηκνπνηνχληαη θιηληθά θαη γηα ηελ αλαγέλλεζε ζεκαληηθψλ ηξαπκάησλ ζε 

πεξηθεξεηαθά λεχξα ζε αζζελείο πνπ ηα άθξα ηνπο έρνπλ παξαιχζεη ιφγσ ζνβαξνχ 

ηξαπκαηηζκνχ. Δπίζεο αλάινγε ζπκπεξηθνξά ηνπ πιηθνχ έρεη παξαηεξεζεί θαη ζε 

άιια φξγαλα εθηφο απφ ην δέξκα. Τιηθά απφ θνιιαγφλν έρνπλ επάγεη αλαγέλλεζε ζε 

νζηά, ζηηο βαιβίδεο ηεο θαξδηάο,  ζηνλ αξζξηθφ ρφλδξν, ζηελ ζπνλδπιηθή ζηήιε, ζε 

φξγαλα ηνπ νπξνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο θαη ζε πεξηθεξεηαθά λεχξα
[4]

.  
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Δηθφλα 2: Δθαξκνγή ηνπ ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ ζηελ αλαγέλλεζε δέξκαηνο 

Όζν αλαθνξά ηηο εξγαζηεξηαθέο εθαξκνγέο, ην πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ έρεη 

κειεηεζεί αξθεηά σο πξνο ηηο ηδηφηεηέο ηνπ θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο επίδξαζεο ησλ 

δηαθφξσλ θπζηθφ-ρεκηθψλ παξακέηξσλ ηνπ ζηελ ηθαλφηεηα ηνπ λα πξνθαιεί 

αλαγέλλεζε πιεγψλ
[5]

. Πεηξακαηηθά δεδνκέλα δείρλνπλ φηη νη ηδηφηεηεο ηνπ 

ηθξηψκαηνο ειέγρνπλ ηνπο ζηνηρεηψδεηο θπηηαξηθνχο θαηλφηππνπο πνπ επηδξνχλ ζηελ 

δηαδηθαζία επνχισζεο κηαο πιεγήο. Γηα παξάδεηγκα έρεη παξαηεξεζεί πσο ην κέζν 

κέγεζνο ηνπ πφξνπ ηνπ ηθξηψκαηνο επεξεάδεη ηελ πξνζθφιιεζε ησλ θπηηάξσλ, ηελ 

αλάπηπμή ηνπο θαη γεληθά ην θαηλφηππφ ηνπο γηα κηα πνηθηιία θπηηαξηθψλ ζεηξψλ
[5]

. 

Αθφκε έρεη κειεηεζεί πσο ε νκνηνγέλεηα θαη ε ειαζηηθφηεηα ηνπ πιηθνχ παίδνπλ 

ζεκαληηθφ ξφιν ζε εθαξκνγέο αλάπηπμεο ηζηψλ κέζα ζην πνξψδεο ηθξίσκα
[6]

. Άιιεο 

εξγαζηεξηαθέο κειέηεο πεξηιακβάλνπλ ηελ αιιειεπίδξαζε θπηηάξσλ κέζα ζην πιηθφ 

ή ηελ δεκηνπξγία «κνηίβσλ» (patterns) κέζα ζην πιηθφ απφ νπζίεο πνπ δηεγείξνπλ κηα 

ζπγθεθξηκέλε θπηηαξηθή απφθξηζε
[7], [8]

. 

Παξ‟ φια απηά ε έξεπλα γηα ηελ επίδξαζε ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ ζε 

ζπζηεκηθφ επίπεδν, δειαδή ζε επίπεδν επίδξαζεο ησλ ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ 

ηνπ θπηηάξνπ θαη επίδξαζεο ηνπ θπηηαξηθνχ θαηλφηππνπ είλαη πεξηνξηζκέλε. Γηα ηε 

δηεμαγσγή απηψλ ησλ πεηξακάησλ πνπ εκπίπηνπλ ζηνλ επξχηεξν θιάδν ηεο 

πξσηεσκηθήο, είλαη απαξαίηεηε ε δεκηνπξγία ηερλνινγηθψλ ζπζηεκάησλ πνπ λα 

επηηξέπνπλ ηε δηεμαγσγή πνιιαπιψλ πεηξακάησλ, ηνλ έιεγρν θαη ηε βειηηζηνπνίεζε 

θξίζηκσλ παξακέηξσλ. 
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Παξαζθεπή Ηθξησκάησλ Κνιιαγφλνπ 

Σα ζηάδηα θαηαζθεπήο ηνπ ηθξηψκαηνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θαη ζηελ παξνχζα 

εξγαζία είλαη ηα εμήο: 

o Παξαζθεπή ηνπ ελαησξήκαηνο (suspension) θνιιαγόλνπ: Ίλεο θνιιαγφλνπ 

Σχπνπ Η καδί κε άιια ζπζηαηηθά (γιπθνδακηλνγιπθάλεο (GAG)) δηαιχνληαη 

κέζα ζε 50 mM νμηθφ νμχ. Σν πνζνζηφ ηεο κάδαο ηνπ θνιιαγφλνπ ζε φια ηα 

είδε ελαησξεκάησλ είλαη 0,5% 
[16]

. 

o Λπνθηιηνπνίεζε (Freeze-Drying): Σν αηψξεκα θνιιαγφλνπ ηνπνζεηείηαη 

κέζα ζε έλα θαινχπη, φπνπ θαζνξίδεη ην ηειηθφ επηζπκεηφ ζρήκα ηνπ πιηθνχ. 

΢ηελ δηαδηθαζία ηεο ιπνθηινπνίεζεο, ην αηψξεκα αξρηθά παγψλεη κε 

απνηέιεζκα λα δεκηνπξγνχληαη θξχζηαιινη πάγνπ (freezing step) νη νπνίνη 

ζηελ ζπλέρεηα αθαηξνχληαη κέζσ εμάρλσζε εθαξκφδνληαο θελφ (drying step). 

Σν ηειηθφ απνηέιεζκα είλαη έλα πνξψδεο θχιν πάρνπο 3mm πνπ απνηειείηαη 

απφ ην θνιιαγφλν πνπ είρε παγηδεπηεί ζηνπο θξπζηάιινπο κεηά ην πάγσκα 

θαη απφ πφξνπο πνπ αληηζηνηρνχλ ζηνπο θξπζηάιινπο πάγνπ πνπ 

αθαηξέζεθαλ. Έρεη δηαπηζησζεί φηη ε κηθξνδνκή ησλ πφξσλ ηνπ ηθξηψκαηνο 

εμαξηάηαη ζεκαληηθά απφ ηε κεηαθνξά ζεξκνθξαζίαο θαηά ηελ θάζε ηεο
[16]

. 

o Γεκηνπξγία ΢ηαπξνδεζκώλ (Cross-linking) ζην ηθξίσκα: Μεηά ηελ 

δηαδηθαζία ηεο ιπνθηιηνπνίεζεο, ην θχιιν ηθξηψκαηνο ππφθεηηαη ζηελ 

δηαδηθαζία ηεο δεκηνπξγίαο ζηαπξνδεζκψλ (cross-linking), ψζηε λα απμεζεί ε 

αληνρή ηνπ ζηελ απνηθνδφκεζε (απφ έλδπκα πνπ εθθξίλνληαη απφ ηα 

θχηηαξα) θαη λα απμεζεί ε κεραληθή αθακςία ηνπ. ΢ηελ δηαδηθαζία απηή 

ζρεκαηίδνληαη νκνηνπνιηθνί δεζκνί κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ κνξίσλ ηνπ 

ηθξηψκαηνο
[16]

, κέζσ ηεο εθαξκνγήο ζεξκνθξαζίαο 105-120 
ν
C ππφ θελφ. 

Υαξαθηεξηζηηθά Πνξψδνπο Ηθξηψκαηνο Κνιιαγφλνπ 

Σν πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ είλαη έλα ζηεξεφ πιηθφ (αλαινγία κάδαο 0,5%) κε 

ζπνγγψδε δνκή θαη κέζν κέγεζνο πφξνπ 90 – 95 κm (Δηθφλα 3). Σα βαζηθά ηνπ 

πιενλεθηήκαηα είλαη ε βηνζπκβαηφηεηα ηνπ θαζψο απνηειεί έλα θιηληθά εγθεθξηκέλν 

πιηθφ πνπ απνηειεί αλάινγν ηεο εμσθπηηάξηαο κήηξαο. Ζ πνξψδεο δνκή ηνπ 

επηηξέπεη ζηα θχηηαξα λα εηζέξρνληαη κέζα ηνπ, λα αιιειεπηδξνχλ επξέσο κε ην 

πιηθφ, θαη λα δεκηνπξγνχλ λένπο ηζηνχο. Ζ δπλαηφηεηα ειέγρνπ ηεο δνκήο θαη ησλ 

κεραληθψλ ηδηνηήησλ ηνπ πιηθνχ (ειαζηηθφηεηα, κέγεζνο πφξνπ) ην θαζηζηά 

θαηάιιειν γηα δηαθνξεηηθνχ είδνπο εθαξκνγέο.  

Παξφηη ηα ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ έρνπλ επξεία ρξήζε ζηελ αλαγελλεηηθή ηαηξηθή, ε 

εθαξκνγή ηνπο σο ηξηζδηάζηαην αλάινγν ηεο  είλαη αθφκα πεξηνξηζκέλε, ιφγσ 

δηάθνξσλ δπζθνιηψλ ζηε ρξήζε ηνπο. 

o Ο πεξηνξηζκφο ζηελ δηάρπζε ησλ ξεπζηψλ κέζα ζην ηθξίσκα κπνξεί λα 

επεξεάζεη ηελ επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ. Λφγσ ηεο αξγήο δηάρπζεο νπζηψλ θαη 

ηεο πνξψδεο θχζεο ηνπ ηθξηψκαηνο, ε ελαιιαγή ξεπζηψλ είλαη ρξνλνβφξα κε 

απνηέιεζκα ηα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ ελεξγνπνηνχληαη κέζα ζε απηφ 

ην ρξφλν λα κελ κπνξνχλ λα αληρλεπζνχλ.  
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o Ζ ειαζηηθφηεηα ηνπ θπκαίλεηαη ζε ρακειέο ηηκέο γηα ρξήζε ηνπ πιηθνχ ζε 

εθαξκνγέο κεραληθήο ηζηψλ (tissue engineering). 

o Ζ απεηθφληζε ησλ θπηηάξσλ κέζα ζε κηα 3D θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ απαηηεί 

πνιχπινθεο ηερληθέο (ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία, κε-γξακκηθή κηθξνζθνπία) 

θαη αθξηβφ εμνπιηζκφ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Δηθφλα 3: Πνξψδεο δνκή ηνπ ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ. Σν κέζν κέγεζνο 

πφξνπ είλαη 100 κm (Pek et al. 2004, Hong et al 2010) 
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Δηθφλα 4: Δθαξκνγή θαιιηέξγεηαο βιαζηηθψλ θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ. a) 

Καινχπη γηα δεκηνπξγία πνξψδνπο ηθξηψκαηνο κε ηε κέζνδν ιπνθηιηνπνίεζεο, b) ΢πζθεπή (gradient 

maker) γηα ηε δεκηνπξγία νπζηψλ δηαθνξεηηθψλ αξαηψζεσλ, c) Γξακκηθή θαηαλνκή θζνξίδνπζαο 

νπζίαο (Cy5-labeled BSA) ζην θαινχπη 
[9] 

1.4 Υξήζε Πνξσδώλ Ηθξησκάησλ Κνιιαγόλνπ σο Αλάινγν 

ηεο Δμσθπηηάξηαο Μήηξαο 
 

Μέρξη ζήκεξα, έρνπλ αλαπηπρζεί θαη εθαξκνζηεί πνιιά αξθεηά ζπζηήκαηα γηα ηε 

κειέηε θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ ζε ηξηζδηάζηαηα πεξηβάιινληα. Πνιιά απφ απηά ηα 

ζπζηήκαηα απαηηνχλ εμεηδηθεπκέλεο κεζφδνπο θαηαζθεπήο θαη πνιχπινθν 

ηερλνινγηθφ εμνπιηζκφ. Παξ‟ φια απηά ιίγεο εθαξκνγέο έρνπλ ελζσκαηψζεη απηέο 

ηηο ηερλνινγίεο γηα ηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ.  

΢ηε ζπλέρεηα παξαηίζεληαη νξηζκέλεο εθαξκνγέο ρξήζεο ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο 

θνιιαγφλνπ σο αλάινγν ηεο εμσθπηηάξηαο κήηξαο.  

Ζ Δηθφλα 4 παξνπζηάδεη κηα εθαξκνγή πνπ πεξηιακβάλεη ηελ δεκηνπξγία ηνπ 

πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ κέζα ζε εηδηθά θαηαζθεπαζκέλν θαινχπη 

πξνθεηκέλνπ λα επεξεαζηεί ε αληζνηξνπία θαη ην κέγεζνο ηνπ πφξνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. 

΢ηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηήζεθε κηα πεξηζηαιηηθή αληιία, γηα ηε δεκηνπξγία 

γξακκηθήο θιίζεο αξαηψζεσλ δηαθφξσλ νπζηψλ βηνκνξηαθψλ ζεκάησλ. Ζ 

ζπγθεθξηκέλε εθαξκνγή ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε κειέηε ηεο δξαζηεξηφηεηαο 

κεζεγρπκαηηθψλ βιαζηηθψλ θπηηάξσλ
[9]

.  

 

 

 

 

 

 

 

Ζ Δηθφλα 5 παξνπζηάδεη κηα εθαξκνγή γηα ηε δεκηνπξγία κεκβξαλψλ απφ PDMS 

γχξσ απφ ην πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ ψζηε λα απμεζεί ε κεραληθή ηνπ αληνρή. 

Ζ ζπγθεθξηκέλε εθαξκνγή ρξεζηκνπνηήζεθε γηα κειέηε αλαγέλλεζεο ηνπ ηέλνληα. 

 

 

 

 

 

b

)

c 
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Δηθφλα 5: Καηαζθεπή αλζεθηηθφηεξεο δνκήο πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ γηα 

εθαξκνγή ζηε κεραληθή ησλ ηζηψλ. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο θαηαζθεπήο (πάλσ). 

Πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ κε κεκβξάλε απφ PDMS (θάησ, εηθφλεο κηθξνζθνπίνπ) 
[10]

. 

΢ηελ Δηθφλα 6 παξνπζηάδεηαη πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ ζην νπνίν έρνπλ 

δεκηνπξγεζεί κε θσηνιηζνγξαθία ηεηξαγσληθά κνηίβα απφ απμεηηθφ παξάγνληα 

(growth factor, VEGF) ν νπνίνο βξίζθεηαη λα επεξεάδεη ηελ απφθξηζε θαη ηε 

κνξθνινγία ησλ θπηηάξσλ. Υξεζηκνπνηνχληαη αλζξψπηλα ελδνζειηαθά θιεβηθά 

θχηηαξα γηα εθαξκνγέο ηζηνκεραληθήο. 

 

Δηθφλα 6: Μνηίβα απμεηηθνχ παξάγνληα VEGF κέζα ζην πνξψδεο ηθξίσκα νδεγνχλ ζε 

θαηλνηππηθέο δηαθνξέο ζηα θχηηαξα (HUVEC cells). Α) Μνξθνινγία θπηηάξσλ  κέζα ζε 
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πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ κε ηεξαγσληθά κνηίβα VEGF (κπιε), Β) Μνξθνινγία 

θπηηάξσλ  ζε πνξψδε ηθξηψκαηα ρσξίο VEGF
[11]

. 

΢ηελ Δηθφλα 7 παξνπζηάδεηαη κηα αθφκε εθαξκνγή ηζηνκεραληθήο γηα θχηηαξα ηνπ 

ηέλνληα. Μειεηάηαη ε θαηαζθεπή ζε εηδηθά θαηαζθεπαζκέλν θαινχπη, αληζνηξνπηθνχ 

πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ κε επζπγξακκηζκέλνπο ειιεηςνεηδήο πφξνπο θαη 

δηαθνξεηηθέο δηακέηξνπο πφξσλ. Καιιηεξγψληαο θχηηαξα ηνπ ηέλνληα ζε απηά ηα 

πιηθά κειεηψληαη ε πξνζθφιιεζε ησλ θπηηάξσλ, ε κεηαβνιηθή ηνπο δξαζηεξηφηεηα, 

ε επζπγξάκκηζή ηνπο θαη ε απφθξηζή ηνπο ζε απμεηηθνχο παξάγνληεο. 

 

Δηθφλα 7: Γεκηνπξγία αληζνηξνπηθψλ ηθξησκάησλ θνιιαγφλνπ θαη θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ 

ηνπ ηέλνληα κέζα ζε απηά. Α) Καινχπη απφ πιηθά δηαθνξεηηθήο ζεξκηθήο αγσγηκφηεηαο, Β-

D) Μηθξνδνκή πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ ζην δηάκεθεο επίπεδν γηα δηαθνξεηηθέο 

ζεξκνθξαζίεο παγψκαηνο (freezing step), E-G) Μηθξνδνκή ηνπ ηθξηψκαηνο ζην εγθάξζην 

επίπεδν, Η) Καιιηέξγεηα θπηηάξσλ κέζα ζε πιαζηηθέο πιάθεο δχν επηπέδσλ (transwell 

plates)
[12]

. 
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1.5 ΢ηόρνη ηεο Γηπισκαηηθήο 
 

Ζ ηξηζδηάζηαηε θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ είλαη ζεκαληηθά πην πνιχπινθε ζε ζρέζε κε 

ηελ ζπκβαηηθή θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ. Απαηηεί πεξηζζφηεξα θαη πην ζχλζεηα 

ζπζηήκαηα γηα ηνλ έιεγρν πεξηζζφηεξσλ παξακέηξσλ θαη ηελ απηνκαηνπνίεζε ησλ 

δηαδηθαζηψλ πνπ είλαη απαξαίηεηα γηα ηε δηεμαγσγή πεηξακάησλ κεγάιεο θιίκαθαο. 

Ζ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία πξαγκαηεχεηαη ην ζρεδηαζκφ θαη ηελ θαηαζθεπή 

ελφο ζπζηήκαηνο γηα ηελ απηνκαηνπνίεζε ηεο θαιιηέξγεηαο θαη κειέηεο θπηηάξσλ 

κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ. Βαζηθφο ζθνπφο είλαη ε δεκηνπξγία κηαο 

ζπζθεπήο πνπ ζα επηηξέπεη ηνλ απηνκαηνπνηεκέλν έιεγρν δηαθφξσλ παξακέηξσλ ηεο 

θπηηαξηθήο θαιιηέξγεηαο κε ζηφρν ηελ ειαρηζηνπνίεζε ησλ δπζθνιηψλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κέζα ζηα ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ. 

Ξεπεξλψληαο ηηο δπζθνιίεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην ρεηξηζκφ ησλ ηθξησκάησλ, ε 

ζπζθεπή πνπ αλαπηχρζεθε κπνξεί λα απνηειέζεη ηε βάζε γηα ηε δηεμαγσγή επξέσλ 

πεηξακάησλ πξσηεσκηθήο κέζα ζε θχηηαξα πνπ θαιιηεξγνχληαη ζε πξνεγκέλα 

κνληέια εμσθπηηάξηαο κήηξαο.   

Γηα ηελ πινπνίεζε ηνπ ζηφρνπ ηεο, ε εξγαζία απηή ρσξίδεηαη ζε δχν βαζηθά κέξε. 

Σν πξψην κέξνο παξνπζηάδεη ηνλ ζρεδηαζκφ ηνπ ζπζηήκαηνο θαη πεξηιακβάλεη ηνλ 

θαζνξηζκφ ησλ πξνδηαγξαθψλ πνπ απαηηνχληαη απφ ην ζχζηεκα, ηελ επηινγή ησλ 

πιηθψλ, ηελ θαηαζθεπή ηνπ ζπζηήκαηνο θαη ηελ επηινγή θαη ραξαθηεξηζκφ ησλ 

δηαθφξσλ εμαξηεκάησλ ηνπ. Σν δεχηεξν κέξνο παξνπζηάδεη πεηξάκαηα πνπ 

ραξαθηεξίδνπλ ηελ ιεηηνπξγία ηνπ ζπζηήκαηνο θαη πξνηείλνπλ ηηο βέιηηζηεο 

παξακέηξνπο ιεηηνπξγίαο ηνπ. Γηεμήρζεζαλ αθφκε πεηξάκαηα γηα ηνλ ππνινγηζκφ θαη 

ηελ ειαρηζηνπνίεζε ηνπ ρξφλνπ ελαιιαγήο ξεπζηψλ δηα κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. Ο 

ρξφλνο απηφο είλαη ηδηαίηεξα ζεκαληηθφο γηαηί επηδξά ζηε δηάξθεηα πεηξακάησλ 

θπηηαξηθήο θαιιηέξγεηαο θαη γηαηί εκπνδίδεη  ηελ εθηέιεζε πεηξακάησλ πξσηεσκηθήο 

γηα ηελ κειέηε ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ ηαρείαο απφθξηζεο. Σέινο, δνθηκάδνληαη 

πξσηφθνιια κέζσ απηφκαηεο ξνήο γηα ηε βειηίσζε ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο 

εηζαγσγήο θπηηάξσλ κέζα ζην πνξψδεο ηθξίσκα. 
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2. ΢ρεδηαζκόο ΢πζθεπήο γηα Καιιηέξγεηα Κπηηάξσλ 

Μέζα ζε Πνξώδε Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ 
 

΢ηελ παξνχζα ελφηεηα πεξηγξάθεηαη ν ζρεδηαζκφο κηαο ζπζθεπήο γηα ηελ 

θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ. Βαζηθφο ζηφρνο είλαη 

ε δεκηνπξγία ελφο απινχ θαη εχρξεζηνπ ζπζηήκαηνο πνπ ζα απνηειέζεη ηε βάζε γηα 

κειέηεο επξείαο θιίκαθαο, θπηηάξσλ κέζα ζε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ. Βαζηθή 

πξνυπφζεζε γηα κειέηεο επξείαο θιίκαθαο είλαη ε ελζσκάησζε ελφο απηφκαηνπ 

ζπζηήκαηνο δηαθίλεζεο ξεπζηψλ δηα κέζνπ ηεο ζπζθεπήο θαη ε βειηηζηνπνίεζε ησλ 

ζπλζεθψλ ηεο θπηηαξηθήο θαιιηέξγεηαο. ΢πλδπάδνληαο θαηάιιεια απηά ηα 

επηζπκεηά ραξαθηεξηζηηθά ε ζπζθεπή απηή απνηειεί ηε βάζε γηα ηελ δηεμαγσγή 

πνιιαπιψλ πεηξακάησλ πξσηεσκηθήο (high-throughput proteomics) ζε θχηηαξα πνπ 

ζα αιιεινεπηδξνχλ κε έλα θαηάιιειν κνληέιν εμσθπηηάξηαο κήηξαο. ΢ηηο 

ππνελφηεηεο πνπ αθνινπζνχλ πεξηγξάθνληαη ηα πξνβιήκαηα πνπ αλακέλνληαη λα 

ιχζεη έλα ηέηνην ζχζηεκα, ν θαζνξηζκφο ησλ πξνδηαγξαθψλ ηνπ ζπζηήκαηνο, 

(εδάθην 2.1), νη κέζνδνη θαηαζθεπήο (εδάθην 2.4), ε επηινγή πιηθψλ (εδάθην 2.3). 

2.1 Πξνδηαγξαθέο ΢πζηήκαηνο γηα Καιιηέξγεηα Κπηηάξσλ 

Μέζα ζε Πνξώδε Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ  
 

Σν πξψην θχξην βήκα ζην ζρεδηαζκφ ηεο ζπζθεπήο είλαη ν θαζνξηζκφο ησλ 

πξνδηαγξαθψλ ηεο θαηαζθεπήο.  

Ζ Δηθφλα 8 δείρλεη ηα δηάθνξα βήκαηα ελφο ηππηθνχ πεηξάκαηνο πξσηεσκηθήο ζε 

θχηηαξα πνπ θαιιηεξγνχληαη ζε επίπεδεο πιαζηηθέο θιάζθεο. Σα πην βαζηθά βήκαηα 

είλαη ε ηνπνζέηεζε ησλ θπηηάξσλ ζε κηα πιαζηηθή πιάθα θαη ε θαιιηέξγεηα ηνπο ζε 

θαηάιιειν πεξηβάιινλ κέρξη ηα θχηηαξα λα πνιιαπιαζηαζηνχλ αξθεηά. Μεηά ηελ 

απνκάθξπλζε ηνπ ζξεπηηθνχ θαη ηελ πιχζε ηεο πιάθαο (wash) ηα θχηηαξα 

δηεγείξνληαη κε θαηάιιεινπο ρεκηθνχο παξάγνληεο (π.ρ. θάξκαθα, νξκφλεο, 

απμεηηθνί παξάγνληεο). Ζ πξσηετληθή απφθξηζε ησλ θπηηάξσλ ζε απηά ηα 

εξεζίζκαηα πνζνηηθνπνηείηαη κέζσ ηεο ιχζεο ησλ θπηηάξσλ θαη ηεο 

πνζνηηθνπνίεζεο ηεο ελεξγνπνίεζεο ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλψλ ελδηαθέξνληνο. 

 

 

 

 

 

 

 

Cell 

lysis Protein 

release 

Δηθφλα 8: ΢ηάδηα ελφο ηππηθνχ πεηξάκαηνο γηα ηελ κειέηε ησλ ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ ζε 

θχηηαξα κέζσ πξσηεσκηθήο αλάιπζεο. 
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Δθηφο απφ ηελ ζπκβαηηθή κέζνδν ηεο Δηθφλα 8, θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ θαη 

πξσηεσκηθή αλάιπζε κπνξεί λα γίλεη θαη ζε θχηηαξα πνπ θαιιηεξγνχληαη  κέζα ζε 

ηξηζδηάζηαηα κνληέια ηεο εμσθπηηάξηαο κήηξαο, ηα νπνία πξνζθέξνπλ έλα πην 

θπζηνινγηθφ πεξηβάιινλ ζηα θχηηαξα, ην νπνίν είλαη φκσο πεηξακαηηθά πην 

πνιχπινθν
[17]

. Δλδεηθηηθά γηα ην πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ, αλαθέξεηαη ε 

δπζθνιία ζηελ επνπηεία ηεο θαιιηέξγεηαο θαζψο ηα θχηηαξα δελ είλαη νξαηά απφ ην 

κηθξνζθφπην, ε δπζθνιία ζηελ εηζαγσγή ησλ θπηηάξσλ κέζα ζην πιηθφ θαη ιφγσ ηνπ 

πνξψδνπο ηνπ ηα πεηξάκαηα πξσηεσκηθήο θαζίζηαληαη πεξηζζφηεξν ρξνλνβφξα.  

΢θνπφο ηεο ζπγθεθξηκέλεο εξγαζίαο είλαη ν ζρεδηαζκφο κηαο ζπζθεπήο ε νπνία ζα 

απηνκαηνπνηεί ηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ κε 

ζθνπφ ηελ βειηίσζε ηεο επαλαιεςηκφηεηαο ησλ πεηξακάησλ θαη ηελ αχμεζε ησλ 

δεηγκάησλ αλά κνλάδα ρξφλνπ. 

Με βάζε ηελ δηαδηθαζία ελφο ηππηθνχ πεηξάκαηνο πξσηεσκηθήο, νη βαζηθέο 

πξνδηαγξαθέο ηνπ ζπζηήκαηνο είλαη νη εμήο: 

 

o Γπλαηφηεηα παξνρήο ξεπζηνχ έσο 3ml  

o Διεγρφκελε παξνρή ξεπζηνχ κέζα ζηε κήηξα κεηαμχ 1κl/sec-30 κl/sec 

o Σν ηθξίσκα θνιιαγφλνπ λα βξίζθεηαη ζε ζάιακν θιεηζηήο κνξθήο θαη λα κπνξεί 

λα δηαζθαιηζηεί ζηεγαλφηεηα ηνπ ζαιάκνπ 

o Να ππάξρεη δπλαηφηεηα πξφζβαζεο ζην ζάιακν γηα ηελ αιιαγή ηνπ ηθξηψκαηνο 

θνιιαγφλνπ, ηνλ θαζαξηζκφ θαη ηελ απνζηείξσζε ηνπ ζαιάκνπ 

o Δπεηδή ην ηθξίσκα θνιιαγφλνπ είλαη θπιηλδξηθήο κνξθήο κε Φ= 4,5mm θαη χςνο 

h= 3mm, ν ζάιακνο πνπ ζα ηνπνζεηεζεί ζα πξέπεη λα είλαη ζρεδηαζκέλνο 

θαηάιιεια ψζηε λα ην ζπγθξαηεί αθφκα θαη ζηελ πεξίπησζε πνπ απηφ ζα έρεη 

ζπξξηθλσζεί. Ζ δηάκεηξνο θαη ην χςνο ηνπ ηθξηψκαηνο κηθξαίλνπλ φηαλ απηφ έρεη 

εκπνηηζηεί κε πγξφ 

o Να ππάξρεη δπλαηφηεηα ηα δηαιχκαηα λα ζπγθξαηνχληαη ζε δνρείν φηαλ 

ρξεηάδνληαη γηα ην πείξακα θαη γηα πεξαηηέξσ επεμεξγαζία ελψ φηαλ δελ 

ρξεηάδνληαη λα απνξξίπηνληαη ζε μερσξηζηφ δνρείν. Ζ παξαπάλσ δηαδηθαζία λα 

γίλεηαη απηφκαηα. 
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2.2 Δλλνηνινγηθόο ΢ρεδηαζκόο ηνπ ΢πζηήκαηνο Απηόκαηεο 

Καιιηέξγεηαο Κπηηάξσλ ζε Πνξώδε Ηθξηώκαηα 

Κνιιαγόλνπ 
 

Γηα ηελ πινπνίεζε ησλ ζρεδηαζηηθψλ πξνδηαγξαθψλ απαηηείηαη έλα ζχζηεκα, ην 

νπνίν ζα εθηειεί ηηο βαζηθέο ιεηηνπξγίεο πνπ παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθφλα 9. 

Σν ζχζηεκα πξέπεη λα απνηειείηαη απφ: i) έλαλ ζάιακν ηνπ ηθξηψκαηνο (scaffold 

housing chamber) φπνπ ζηεγάδεηαη ην ηθξίσκα, ii) έλα ζάιακν απνζήθεπζεο 

δηαιπκάησλ (liquid source chamber) φπνπ ν ρξήζηεο ζα  εηζάγεη ηα ξεπζηά πνπ ζα 

έξζνπλ ζε επαθή κε ην ηθξίσκα, iii) δνρεία (drain) φπνπ ζα θαηαιήγνπλ ηα ξεπζηά 

κεηά ην ζάιακν είηε γηα απνζήθεπζε (storage) είηε γηα απφξξηςε (discard) αλάινγα 

κε ηελ πεξίπησζε, iv) ζχζηεκα (αληιίεο, βαιβίδεο, ζσιελψζεηο) γηα ηελ 

απηνκαηνπνίεζε θαη ηνλ έιεγρν ηεο ξνήο ηνπ ξεπζηνχ δηακέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. 

 

  

Δηθφλα 9: α) Γνρείν ζην νπνίν ζα εηζάγνληαη δηάθνξα δηαιχκαηα β) Μήηξα ζηελ νπνία ζα 

ηνπνζεηείηαη ην θνιιαγφλν θαη ζα ζπγθξαηείηαη γ) Αληιία γηα ηνλ θαζνξηζκφ δηεχζπλζεο ηεο 

ξνήο δ) Βαιβίδα δχν ζέζεσλ γηα ηνλ έιεγρν ηεο θαηεχζπλζεο ηεο ξνήο, ε) Γηάηαμε ζηελ 

νπνία ζα εηζέξρεηαη ην δηάιπκα θαη ζα απνζεθεχεηαη εάλ είλαη επηζπκεηφ ζη) Γηάηαμε ζηελ 

νπνία ζα εηζέξρεηαη ην δηάιπκα θαη ζα νδεγείηαη ζε δνρείν γηα λα απνξξηθζεί. 
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Με βάζε ηηο απαηηνχκελεο βαζηθέο ιεηηνπξγίεο ηνπ ζπζηήκαηνο θαη ηελ 

δηαζεζηκφηεηα ησλ εμαξηεκάησλ, επηιέρζεθε ην ζχζηεκα λα απνηειείηαη απφ 2 θχξηα 

κέξε (Δηθφλα 9): 

- ΢πζθεπή: πεξηέρεη θαη πινπνηεί ηα liquid source, housing, drain, (ζρέδηα εληφο 

ηνπ πιαηζίνπ ζηελ Δηθφλα 9) 

- Αληιία θαη βαιβίδεο: πινπνηνχλ ην ζχζηεκα ειέγρνπ πγξψλ. Σν κνληέιν ηεο 

αληιίαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε είλαη Cavro XP3000 Modular Digital Pump. 

 

 

2.3 Τιηθά θαη Καηεξγαζίεο γηα ΢πζθεπέο Καιιηέξγεηαο 

Κπηηάξσλ ζε Πνξώδε Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ 
 

Οη ζχγρξνλεο κηθξνζπζθεπέο γηα θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ βαζίδνληαη ζηηο κεζφδνπο 

ηεο θσηνιηζνγξαθίαο, κέζνδνη εγράξαμεο κε ιέηδεξ, ρχηεπζε, θαη dry etching 

(εθηνπηζκφο πιηθνχ κε βνκβαξδηζκφ ηφλησλ) θ.η.ι. Οη πεξηζζφηεξεο απφ απηέο ηηο 

κεζφδνπο απαηηνχλ ηδηαίηεξν εμνπιηζκφ θαη θάπνηεο παξνπζηάδνπλ δπζθνιία ζηε 

ρξήζε. Πνιιέο κέζνδνη φπσο θσηνιηζνγξαθία, κέζνδνη εγράξαμεο κε ιέηδεξ, dry 

etching, είλαη ηερληθέο πνπ εθαξκφδνληαη ζε πεξηπηψζεηο πνπ απαηηείηαη κεγάιε 

αθξίβεηα ζηελ θαηαζθεπή (ηεο ηάμεο ησλ εθαηνληάδσλ nm). ΢ηε ζπγθεθξηκέλε 

πεξίπησζε, ε ζπζθεπή γηα ηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κέζα ζε έλα ηθξίσκα 

θνιιαγφλνπ (δηαζηάζεηο ηεο ηάμεο ησλ 3 mm) δελ απαηηεί κεγάιε αθξίβεηα ζηελ 

θαηαζθεπή.  

Λφγσ ησλ δηαζέζηκσλ κεζφδσλ θαηαζθεπήο (ηφξλνο, θξέδα, ρχηεπζε, laser cutter) ηα 

ππνςήθηα πιηθά γηα ηελ θαηαζθεπή ήηαλ ην PDMS (πνιπδηινκεζπινμάλε) θαη ην 

PMMA (plexiglass).  

Οη πεξηζζφηεξεο κηθξνξντθέο ζπζθεπέο (microfluidic systems) ζηελ βαζηθή 

βηνινγηθή έξεπλα θαηαζθεπάδνληαη απφ PDMS (polydimethiloxane) θαη άιια 

πνιπκεξή. Ζ θαηαζθεπή κε πνιπκεξή είλαη πην εχθνιε, πην θζελή θαη πην επέιηθηε 

απφ φηη ην ππξίηην ή ην γπαιί. Σν PDMS είλαη έλα νπηηθά δηαθαλέο ειαζηνκεξέο ηνπ 

νπνίνπ ε δπζθακςία κπνξεί λα ειεγρζεί κέζσ θαηάιιειεο αλαινγίαο ζηελ αλάκημε 

ησλ δχν ειαζηνκεξψλ ζηιηθφλεο πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ παξαγσγή ηνπ
[18]

. Σν 

plexiglass είλαη έλα δηαθαλέο ζεξκνπιαζηηθφ, ην νπνίν πξνηηκάηαη ζε θαηαζθεπέο 

ρακεινχ θφζηνπο φπνπ δελ απαηηνχληαη κεγάιεο δπλάκεηο.  Δκθαλίδεη ςαζπξή 

ζπκπεξηθνξά φηαλ θνξηίδεηαη θαη παξνπζηάδεη επαηζζεζία ζε πνιχ πςειέο 

ζεξκνθξαζίεο.  

Ζ θαηαζθεπή ελφο θαινππηνχ γηα ηελ εμαγσγή ηνπ PDMS ζεσξήζεθε πεξηζζφηεξν 

δχζθνιε, θαζψο ην θαινχπη απαηηνχζε κεγαιχηεξε αθξίβεηα ζε δηαζηάζεηο θαη 
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απιφηεηα, πξνθεηκέλνπ λα απνηξαπεί δεκηά ζηελ θαηαζθεπή θαηά ηελ εμαγσγή ηεο 

απφ ην θαινχπη. Δπίζεο πξνθεηκέλνπ λα είλαη απιφ ην θαινχπη ζα ρξεηάδνληαλ 

πεξηζζφηεξα απφ έλα θαινχπηα γηα ηε ζπλνιηθή θαηαζθεπή. Απηφ ζεκαίλεη πνιιά 

μερσξηζηά θνκκάηηα πνπ ζα έπξεπε λα ζπλδεζνχλ κε θάπνην ηξφπν. Σν PDMS κπνξεί 

λα ζθξαγηζηεί ζε εξγαζηεξηαθέο ζπλζήθεο εθζέηνληαο ηελ επηθάλεηα ηνπ ζε πιάζκα 

αεξίνπ ή νμπγφλνπ. Σφηε ην PDMS κπνξεί λα ζθξαγηζζεί κε PDMS, ππξίηην, 

πνιπζηπξέλην, ληηξίδην ηνπ ππξηηίνπ, πνιπαηζπιέλην, plexiglass
[18]

. Μεηά απφ 

εξγαζηεξηαθέο δνθηκέο ε δηαδηθαζία απηή δελ είλαη πάληα εχθνιν λα επηηεπρζεί, κε 

απνηέιεζκα λα κπνξνχλ λα πξνθχπηνπλ κε απηφ ηνλ ηξφπν πξνβιήκαηα 

ζηεγαλνπνίεζεο. 

Με βάζε ηηο παξαπάλσ πιεξνθνξίεο, επηιέρζεθε ε θαηαζθεπή ηεο ζπζθεπήο απφ 

plexiglass κε ζπκβαηηθέο κεζφδνπο θαηεξγαζίαο. Ζ κέζνδνο απηή ζε ζρέζε κε απηή 

ηνπ θαινππηνχ παξνπζηάδεη ην κεηνλέθηεκα ηεο δπζθνιίαο αλαπαξαγσγήο ηεο 

ζπζθεπήο, δειαδή ηεο δεκηνπξγίαο πνιιαπιψλ ζπζθεπψλ κε εχθνιν θαη ζρεηηθά 

γξήγνξν ηξφπν. 

Πξηλ ηελ θαηαζθεπή ησλ ζπζθεπψλ έγηλαλ πεηξάκαηα γηα ηελ εμέηαζε ηεο 

βηνζπκβαηφηεηαο ησλ δχν πιηθψλ (εδάθην 3.2), θαζψο θαη δνθηκέο απνζηείξσζεο ησλ 

πιηθψλ ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο ψζηε λα βεβαησζεί ε θαηαιιειφιεηα ηνπο γηα ηε 

ζπγθεθξηκέλε εθαξκνγή.  

 

2.4 ΢ρεδηαζηηθή Τινπνίεζε ηεο ΢πζθεπήο Καιιηέξγεηαο 

Κπηηάξσλ ζε Πνξώδε Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ 
 

΢ηελ ελφηεηα απηή παξνπζηάδνληαη δχν εθδφζεηο γηα ηελ ζρεδηαζηηθή πινπνίεζε ηεο 

ζπζθεπήο θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ. Σα 

θαηαζθεπαζηηθά ζρέδηα ηεο δεχηεξεο θαη ηειηθήο έθδνζεο παξαηίζεληαη ζην 

παξάξηεκα A. 

Έκδοζη 1: Αρτικό πρωηόησπο ηης ζσζκεσής  

H αξρηθή πινπνίεζε ηεο θαηαζθεπήο (Δηθφλα 10) απνηειείηαη απφ:  

- Σν θπξίσο θνκκάηη πνπ πεξηέρεη ην ζάιακν πνπ ζηεγάδεη ην πνξψδεο ηθξίσκα 

θνιιαγφλνπ θαη ην δνρείν εηζαγσγήο ξεπζηνχ. Σν θνκκάηη απηφ θαηαζθεπάδεηαη 

απφ PMMA κέζσ θαηεξγαζίαο ζε ηφξλν. 

- Σν θάησ θνκκάηη πνπ ζηεγαλνπνηεί ηνλ ζάιακν ζηέγαζεο ηνπ ηθξηψκαηνο κέζσ 

ελφο o-ring. Καηαζθεπή θφβνληαο plexiglass κέζσ ιέηδεξ 

- Σν πάλσ θνκκάηη πνπ θιείλεη ηνλ ζάιακν εηζαγσγήο ξεπζηνχ. Καηαζθεπάδεηαη 

απφ plexiglass κε θνπή ζε ιέηδεξ 
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Δηθφλα 10: Σξηζδηάζηαηα κνληέια CAD ηεο ζπζθεπήο γηα θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ ζε πνξψδε 

ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ θαη αξρηθφ πξφηππν ηεο ζπζθεπήο απφ PMMA 

Ζ πξψηε έθδνζε ηεο ζπζθεπήο θξίζεθε φηη πξέπεη λα ηξνπνπνηεζεί γηα δηάθνξνπο 

ιφγνπο: 

1. Σν απηνκαηνπνηεκέλν ζχζηεκα γηα ηε δηαθίλεζε ξεπζηνχ πνπ επηιέρζεθε 

είλαη κία αληιία ζχξηγγαο, Cavro XP 3000. Ζ αληιία επηιέρζεθε λα έξρεηαη ζε 

επαθή κφλν κε αέξα ή λεξφ θαη φρη κε ξεπζηά πνπ πεξηέρνπλ ζσκαηίδηα ή 

θχηηαξα πνπ ζα κπνξνχζαλ λα πξνθαιέζνπλ κφιπλζε ησλ θπηηάξσλ. ΢ε απηή 

ηελ πεξίπησζε ε ζπζθεπή ζα έπξεπε λα ζπλδέεηαη κε έλα άιιν θιεηζηφ θαη 

ζηεγαλφ δνρείν ζην φπνην λα θαηαιήγνπλ ηα δηαιχκαηα θαη έπεηηα απηφ ην 

δνρείν λα ζπλδέεηαη κε ηελ αληιία. Δλαιιαθηηθά, ζηελ πεξίπησζε πνπ ε 

ζπιινγή ξεπζηψλ γίλνληαλ απφ ηνλ πεηξακαηηζηή, ην ζχζηεκα ζα κπνξνχζε 

λα ιεηηνπξγεί κε δεκηνπξγία θελνχ ζην ζσιήλα δηαθίλεζεο ξεπζηψλ. ΢ε απηή 

ηελ πεξίπησζε φκσο ζα απαηηνχληαλ κεγάιν κήθνο ζσιήλα κε απνηέιεζκα 

αχμεζε απσιεηψλ θαη δεκηνπξγία θπζαιίδσλ. 

2. Γηα λα είλαη πην εχθνιε ε πξφζβαζε ζην ζάιακν πνπ πεξηέρεη ην πνξψδεο 

ηθξίσκα πξνηείλεηαη έλαο δηαθνξεηηθφο ηξφπνο δηαζχλδεζεο ησλ επηκέξνπο 

θνκκαηηψλ ηεο ζπλαξκνγήο. 

3. Ζ δπζθνιία ηεο δεκηνπξγίαο ζπεηξψκαηνο ζηα ιεπηά ηνηρψκαηα ηνπ PMMA 

θαη ε ζπλερήο ρξήζε ησλ βηδψλ δηα κέζνπ ηνπ ζα κπνξνχζε λα δεκηνπξγήζεη 

ξσγκέο ζην πιηθφ. 

Δπίζεο πξνθεηκέλνπ λα κελ ππάξρνπλ δχν δνρεία γηα ηελ ζπιινγή δηαιπκάησλ ηα 

νπνία απαηηνχλ ηελ εγθαηάζηαζε βαιβίδσλ, επηιέρζεθε ε ζπιινγή  δηαιπκάησλ, 

φηαλ απαηηείηαη ε απνζήθεπζή ηνπο, λα γίλεηαη ρεηξνθίλεηα απφ ηνλ ρξήζηε. 
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Έκδοζη 2: Τελικό πρωηόησπο ηης ζσζκεσής 

 

 

 

Δηθφλα 11: Σξηζδηάζηαηα κνληέια CAD ηξνπνπνηεκέλνπ ζρεδίνπ ηεο ζπζθεπήο. Α) 

Κέιπθνο αινπκηλίνπ κε θαπάθη πνπ πηέδεη ηα δχν θνκκάηηα ηεο ζπζθεπήο Β, Γ κε δχν 

βίδεο Β) Θάιακνο ηνπνζέηεζεο πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ απφ PMMA, Γ) 

Σεκάρην πνπ βνεζά ζηε ζηεγαλνπνίεζε ηεο ζπζθεπήο  θαη ζηε δηαζχλδεζε ηεο κε ην 

ζχζηεκα ηεο αληιίαο απφ PMMA. 

 

Ζ ηειηθή έθδνζε ηεο ζπζθεπήο απνηειείηαη απφ ηα εμήο κέξε:  

Σν θνκκάηη Β πνπ απνηειείηαη απφ ην ζάιακν ηνπνζέηεζεο ηνπ ηθξηψκαηνο, Δηθφλα 

11Β. ΢ε ζρέζε κε ηελ πξψηε έθδνζε (Δηθφλα 10, ηεκάρην1) ππάξρνπλ δηαθνξέο ζηε 

δηαζηαζηνιφγεζε. Σν δνρείν εηζαγσγήο πγξνχ έγηλε κεγαιχηεξν ψζηε λα ζπγθξαηεί 

πεξηζζφηεξν φγθν. Ζ απφζηαζε κεηαμχ ηνπ ζαιάκνπ εηζαγσγήο ηνπ ηθξηψκαηνο θαη 

ηνπ απιαθηνχ ηνπνζέηεζεο ησλ ζηεγαλνπνηεηηθψλ δαθηπιίσλ (o-rings) έγηλε 

κεγαιχηεξε γηα λα κελ ππάξμεη πεξίπησζε εγθισβηζκνχ ηνπ ηθξηψκαηνο ζην 

ιαζηηρέλην o-ring. Σν θνκκάηη Γ πνπ πξνζηέζεθε (Δηθφλα 11, ηεκάρην Γ), απνηειείηαη 

απφ δχν νπέο. Μία δηακπεξήο νπή γηα ηελ θαηάιεμε ηνπ ξεπζηνχ ζην δνρείν 

απνζηξάγγηζεο (2ml tube), ζηελ άθξε ηεο νπνίαο ηνπνζεηείηαη ην ζηφκην κίαο πηπέηαο 

ησλ 10κl, γηα ηελ νκαιή θαηάιεμε ηνπ ξεπζηνχ ζην δνρείν. Μία νπή ηχπνπ γ, φπνπ ε 

κία άθξε ηεο θαηαιήγεη κέζα ζην δνρείν απνζηξάγγηζεο θαη ε άιιε άθξε ηεο ζηελ 

θπιηλδξηθή πεξηθέξεηα ηνπ ηεκαρίνπ. Ζ νπή απηή ζηελ πεξηθέξεηα ηνπ θπιίλδξνπ 

ζπλδέεηαη κε θαηάιιειν ζσιήλα ν νπνίνο ζπλδέεηαη κε ην ζχζηεκα ηεο αληιίαο. Σν 

θνκκάηη Γ πινπνηεί ηελ ζχλδεζε ηεο ζπζθεπήο κε ηελ αληιία. Όηαλ ην ζχζηεκα 
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ζπζθεπή-αληιία είλαη θιεηζηφ θαη δελ ππάξρνπλ απψιεηεο αέξα, ζην δνρείν 

απνζηξάγγηζεο ξεπζηνχ έρεη εγθισβηζηεί αέξαο θαη έρεη αλαπηπρζεί πίεζε πνπ δελ 

επηηξέπεη ζην ξεπζηφ πνπ βξίζθεηαη κέζα ζην δνρείν εηζαγσγήο πγξνχ λα 

θαηεπζπλζεί πξνο ηα θάησ. Όηαλ ε αληιία ηξαβήμεη αέξα απφ ηε κεξηά πνπ είλαη 

ζπλδεδεκέλε κε ηε ζπζθεπή ηφηε δεκηνπξγείηαη πηψζε πίεζεο κέζα ζην ζάιακν 

απνζηξάγγηζεο πνπ αλαγθάδεη ην ξεπζηφ λα θηλεζεί πξνο ηα θάησ. Σν θέιπθνο 

αινπκηλίνπ (Δηθφλα 11, ηεκάρην Α), απνηειεί έλαλ δηαθνξεηηθφ ηξφπν δηαζχλδεζεο 

ησλ θνκκαηηψλ θαη εμαζθαιίδεη ηε ζηεγάλσζε ηνπ ζπζηήκαηνο. Σν αινπκίλην 

επηιέρζεθε γηα ιφγνπο αλζεθηηθφηεηαο θαη επθνιίαο ζηελ θαηεξγαζία.  

΢χκθσλα κε ηηο πξνδηαγξαθέο ηνπ ζπζηήκαηνο (Δλφηεηα 2.1), ε ηειηθή ζπζθεπή 

παξέρεη έλα ζάιακν θιεηζηήο κνξθήο γηα ην πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ. Ο 

ζάιακνο απηφο έρεη θαηαζθεπαζηεί κε κηθξφηεξε δηάκεηξν θαη χςνο απφ φηη ην 

πνξψδεο ηθξίσκα, έηζη ψζηε φηαλ απηφ ζπξξηθλσζεί ν θελφο ρψξνο κέζα ζην ζάιακν 

λα είλαη ιηγφηεξνο. Παξ‟ φια απηά ην ηθξίσκα δελ ζπγθξαηείηαη κε θάπνην ηξφπν 

φηαλ έρεη πγξνπνηεζεί κε απνηέιεζκα ε ξνή λα κελ πεξλά κφλν δηα κέζνπ ηνπ 

ηθξηψκαηνο. Ζ δηάκεηξνο ηνπ ζαιάκνπ ηνπνζέηεζεο ηνπ πιηθνχ δελ κπνξεί λα 

κηθξχλεη πάξα πνιχ γηαηί ην ηθξίσκα ζα παξακνξθψλνληαλ πνιχ ζηελ αξρηθή, μεξή 

κνξθή ηνπ.  Μέζσ ησλ δαθηπιίσλ (o-ring) δηαζθαιίδεηαη ε ζηεγαλφηεηα ηνπ 

ζαιάκνπ θαη δίδεηαη ε δπλαηφηεηα πξφζβαζεο ζην ζάιακν γηα θαζαξηζκφ θαη 

απνζηείξσζε. Δπίζεο, ε ζπζθεπή ζπγθξαηεί φια ηα δηαιχκαηα πνπ δηέξρνληαη απφ ην 

ζάιακν ζην δνρείν απνζηξάγγηζεο. Δπνκέλσο φηαλ ην δνρείν γεκίζεη ή εάλ ην 

δηάιπκα πξέπεη λα πεηαρηεί ε δηαδηθαζία γίλεηαη ρεηξνθίλεηα απφ ην ρξήζηε. Έηζη, ηα 

βηνινγηθά πεηξάκαηα δελ κπνξνχλ λα γίλνληαη πιήξσο απηνκαηνπνηεκέλα. Σν 

θξηηήξην ηεο πιήξνπο απηνκαηνπνίεζεο ηνπ ζπζηήκαηνο δελ απνηέιεζε ην βαζηθφ 

γλψκνλα ζην ζρεδηαζκφ θαζψο αχμαλε ηελ πνιππινθφηεηα ηνπ ζπζηήκαηνο. ΢ηελ 

παξνχζα θάζε ηνπ ζρεδηαζκνχ βαζηθφ θίλεηξν είλαη λα κπνξέζεη ν πεηξακαηηζηήο λα 

εμεηάζεη ηελ αιιειεπίδξαζε ελφο απηνκαηνπνηεκέλνπ ζπζηήκαηνο ζηελ θαιιηέξγεηα 

θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ γηα κειινληηθά πεηξάκαηα 

πξσηεσκηθήο. 

 

Διαδικαζία καηαζκεσής ηελικού προηύποσ ηης ζσζκεσής 

Σεκάρην Α: Κέιπθνο Αινπκηλίνπ 

- Υξεζηκνπνηήζεθε ξάβδνο αινπκηλίνπ εμσηεξηθήο δηακέηξνπ Φεμ= 30mm θαη 

κήθνπο 34mm 

- ΢ηνλ ηφξλν δηαλνίρζεθε νπή ζην θέληξν ηεο ξάβδνπ Φεζ= 20mm, ψζηε λα 

εθάπηνληαη ηα δχν θνκκάηηα ηεο ζπζθεπήο απφ PMMA (ηεκάρηα Β, Γ) θαη 

βάζνπο θνπήο 33mm 

- ΢ηελ άιιε πιεπξά ηνπ θνκκαηηνχ, ζηνλ ηφξλν, δηαλνίρζεθε δηακπεξήο νπή 

Φ= 16mm (γηα λα ζηεξίδνληαη ηα θνκκάηηα ηεο ζπζθεπήο) 

- ΢ηε θξέδα, ην θνκκάηη ζηεξίρζεθε ζηηο επίπεδεο πιεπξέο ηνπ θαη δηαλνίρζεθε 

απιάθη ζε φιν ην πάρνο ηνπ πιηθνχ πιάηνπο 8mm θαη ζπλνιηθνχ χςνπο 

~32mm 
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- Γηα ην θαπάθη ηνπ θειχθνπο ρξεζηκνπνηήζεθε ξάβδνο αινπκηλίνπ δηακέηξνπ 

Φεμ= 30mm θαη κήθνπο 9mm 

- ΢ηνλ ηφξλν δηαλνίρζεθε δηακπεξήο νπή δηακέηξνπ 16mm 

- Σν θαπάθη θφπεθε πεξηθεξεηαθά ζηνλ ηφξλν κέρξη δηακέηξνπ ησλ 20mm κε 

βάζνο θνπήο ηα 3,2mm 

 

Σεκάρην Β (Δηθφλα 11Β) – ζάιακνο ηνπνζέηεζεο ηωλ ηθξηωκάηωλ  

- Υξεζηκνπνηήζεθε ξάβδνο PMMA Φεμ= 20mm θαη χςνπο ~25mm 

- ΢ηνλ ηφξλν δηαλνίρζεθε νπή ζην θέληξν ηεο ξάβδνπ δηακέηξνπ 12mm θαη 

χςνπο 15mm. Οη δηαζηάζεηο απηέο πξνθχπηνπλ κεηά απφ ππνινγηζκνχο ψζηε 

ν ζπλνιηθφο φγθνο ηνπ δνρείνπ εηζαγσγήο πγξνχ λα είλαη 2ml. 

- Με θαηάιιειν εξγαιείν θσληθήο δηακφξθσζεο 45
ν
 δεκηνπξγήζεθε 

θσληθφηεηα ζην δνρείν κήθνπο ~5,5mm ψζηε λα κελ παξακέλνπλ 

ππνιείκκαηα δηαιπκάησλ 

- ΢ηελ άιιε πιεπξά ηνπ θνκκαηηνχ, ζηνλ ηφξλν, δηαλνίρζεθε νπή δηακέηξνπ 

4mm θαη βάζνπο 2,5mm (κηθξφηεξεο απφ ηηο δηαζηάζεηο ηνπ ηθξηψκαηνο Φ= 

4,5mm, h=  3mm) 

- Απφ ηηο δχν πιεπξέο ηνπ θνκκαηηνχ, γηα λα κελ ζπάζεη ην θνπηηθφ εξγαιείν, 

δεκηνπξγήζεθε νπή δηακέηξνπ 0,5mm θαη βάζνπο 2mm, ε νπνία ζπλδέεη ην 

δνρείν εηζαγσγήο πγξνχ κε ην ζάιακν ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο  

- ΢ηελ πιεπξά ηνπ ζαιάκνπ, δηαλνίρζεθε απιάθη ζηνλ ηφξλν πιάηνπο 2,8mm 

θαη βάζνπο 1mm. Οη δηαζηάζεηο πξνέθπςαλ κε βάζε ηελ επηινγή 

ζηεγαλνπνηεηηθνχ δαθηπιίνπ γηα ηελ ζπγθεθξηκέλε ζπλαξκνγή, φπσο 

εμεγείηαη πην θάησ. 

 

Σεκάρην Γ (Δηθφλα 11Γ) – Κνκκάηη δηαζύλδεζεο κε ην ζύζηεκα ηεο αληιίαο 

- Υξεζηκνπνηήζεθε ξάβδνο PMMA Φεμ= 20mm θαη χςνπο ~11mm 

- Γλσξίδνληαο ηηο δηαζηάζεηο ελφο 2ml centrifuge tube (Δηθφλα 12) ε 

εζσηεξηθή δηάκεηξνο ηνπ είλαη 9,85mm. Δπηιέγεηαη ην ηεκάρην Γ λα θνπεί 

πεξηθεξεηαθά ζηνλ ηφξλν κέρξη Φ= 8,9mm θαη δηακήθε κεηαηφπηζε ηνπ 

εξγαιείνπ θαηά 6mm 

- Σν απιάθη γηα ηελ ηνπνζέηεζε ηνπ ζηεγαλσηηθνχ δαθηπιίνπ, δηαλνίρζεθε 

πεξηθεξεηαθά κε βάζνο θνπήο 0,7mm θαη δηακήθε κεηαηφπηζε ηνπ εξγαιείνπ 

1,5mm.  

- ΢ηνλ ηφξλν δηαλνίρζεθε θαη ε δηακπεξήο θεληξηθή νπή δηακέηξνπ 1mm 

- Ζ νπή ηχπνπ γ, έγηλε ζηε θξέδα. Ζ νπή ζηελ επίπεδε επηθάλεηα ηνπ 

θνκκαηηνχ (Φ= 1mm) έγηλε ζε απφζηαζε 2,5mm απφ ηελ θεληξηθή δηακπεξήο 

νπή θαη βάζνο δηείζδπζεο ηνπ θνπηηθνχ εξγαιείνπ 9mm. Ζ νπή ζηελ 

θπιηλδξηθή πεξηθέξεηα (Φ= 1mm) έγηλε κε βάζνο θνπήο 7,5mm. Ηδηαίηεξε 

πξνζνρή δφζεθε ζηελ επζπγξάκκηζε ηνπ θνκκαηηνχ έηζη ψζηε νη δχν ηξχπεο 

λα ζπκπέζνπλ ζρεκαηίδνληαο γ. 
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Δηθφλα 12: Σππηθέο δηαζηάζεηο ελφο αλαιψζηκνπ  2ml centrifuge tube
[34] 

 

Επιλογή ζηεγανωηικών δακησλίων (o-ring) 

΢ηελ έθδνζε 2 ηεο ζπζθεπήο, δχν δεχγε εμαξηεκάησλ (εμαξηήκαηα Β θαη Γ, 

εμάξηεκα Γ θαη αλαιψζηκν δνρείν) πξέπεη λα ζπλαξκνινγεζνχλ κε ηξφπν πνπ λα 

εμαζθαιίδεη ηελ ζηεγάλσζε ηνπο. Ζ ζπλαξκνιφγεζε ησλ εμαξηεκάησλ Β θαη Γ 

πξέπεη λα επηηξέπεη ηελ εχθνιε ηνπνζέηεζε/απνκάθξπλζε ησλ ηθξησκάησλ, θαη 

ηαπηφρξνλα ηελ ζηεγάλσζε ηεο επηθάλεηαο επαθήο ηνπο ψζηε λα απνηξαπεί απψιεηα 

ηνπ πγξνχ πνπ δηαξξέεη ην ηθξίσκα ή κφιπλζε απφ ην πεξηβάιινλ. Ζ ζπλαξκνιφγεζε  

ηνπ εμαξηήκαηνο Γ κε ην δνρείν πξέπεη λα επηηξέπεη ηελ εχθνιε ζπλαξκνιφγεζε θαη 

απνζπλαξκνιφγεζε ηνπ, αιιά ηαπηφρξνλα πξέπεη λα εμαζθαιίδεη θαιή ζηεγάλσζε 

ψζηε ε αληιία λα κπνξεί λα ηξαβάεη θελφ θαη λα κεηαθηλεί πγξά δηακέζνπ ηνπ 

ηθξηψκαηνο. Καη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο ε ζηεγάλσζε πινπνηήζεθε κέζσ ελφο 

ζηεγαλσηηθνχ δαθηπιίνπ (o-ring) ιφγσ ηεο απιφηεηαο ηνπ ζρεδηαζκνχ ηεο 

ζηεγάλσζεο. ΢ην δεχγνο ησλ εμαξηεκάησλ Β θαη Γ ν δαθηχιηνο ζηεγαλνπνηεί θαηά 

ηελ αμνληθή θαηεχζπλζε ηνπ, ζην δεχγνο Γ-δνρείν ν δαθηχιηνο ζηεγαλνπνηεί θαηά ηελ 

αθηηληθή θαηεχζπλζε ηνπ. 

Οη πεξηζζφηεξνη ζηεγαλσηηθνί δαθηχιηνη o-ring δηαηίζεληαη ζε θαζνξηζκέλα κεγέζε. 

Όκσο φηαλ ε εθαξκνγή αθνξά δπλακηθή, παιηλδξνκηθή θίλεζε, δελ είλαη φια ηα 

κεγέζε o-ring απνδεθηά. ΢ε ηέηνηεο εθαξκνγέο, ηα o-ring κε κηθξφηεξε δηάκεηξν 

δηαηνκήο είλαη ιηγφηεξν ζηαζεξά κε ηάζε λα ζπζηξέθνληαη ζην απιάθη
[37]

. ΢ηελ 

πεξίπησζε ηνπ απιαθηνχ o-ring ζην ηεκάρην Γ, παξ‟ φιν πνπ ε ζηεγάλσζε είλαη 

ζηαηηθή, ιφγσ ηεο ζπλερνχο αιιαγήο ηνπ αλαιψζηκνπ δνρείνπ απνζηξάγγηζεο, 

παξαηεξήζεθε απηφ ην θαηλφκελν. Γη‟ απηφ επηιέρζεθε o-ring κεγαιχηεξεο 

δηακέηξνπ δηαηνκήο. 

 Όηαλ έλα o-ring ηνπνζεηεζεί ζην απιάθη έδξαζεο ηνπ, πθίζηαηαη κηα αξρηθή 

παξακφξθσζε θαηά ηε δηάκεηξφ ηνπ, ε νπνία εμαζθαιίδεη ηελ επαθή ηνπ o-ring κε 

ηα ηνηρψκαηα ππφ ζηαηηθέο ζπλζήθεο. Όηαλ αζθεζεί πεξαηηέξσ πίεζε ην o-ring 

παξακνξθψλεηαη θαη άιιν πξνθεηκέλσ λα κελ ππάξμεη δηαξξνή
[19]

.Έηζη ην απιάθη 

πνπ ζα δεκηνπξγεζεί πξέπεη λα είλαη αξθεηά κεγάιν ψζηε λα «ρσξέζεη» ηε κέγηζηε 
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δηαζηνιή ηνπ o-ring. ΢χκθσλα κε ηελ παξαθάησ εηθφλα θαη ηνλ ζπλνδεπφκελν 

πίλαθα επηιέρζεθαλ νη θαηάιιειεο δηαζηάζεηο γηα ηε δεκηνπξγία απιαθηψλ 

ηνπνζέηεζεο ησλ o-ring (Δηθφλα 13). Δπίζεο, ελδεηθλπφκελεο νδεγίεο γηα ηελ επηινγή 

ησλ δηαζηάζεσλ ζπληζηνχλ: α) Ζ δηάκεηξνο δηαηνκήο (W) ηνπ o-ring λα είλαη πεξίπνπ 

20% κεγαιχηεξε απφ ην “gland depth” (Δηθφλα 13a), β) ην πιάηνο ηνπ απιαθηνχ λα 

είλαη πεξίπνπ 1,5 θνξέο κεγαιχηεξν απφ ηε δηάκεηξν δηαηνκήο (W) ηνπ o-ring
[19] 

. 

Έηζη γηα ηε ζηεγάλσζε ηνπ ηεκαρίνπ Γ (Δηθφλα 11Γ) κε ην αλαιψζηκν δνρείν (2ml 

centrifuge tube) ν ζηεγαλσηηθφο δαθηχιηνο δηαζηαζηνινγήζεθε σο εμήο: 

- Ζ εμσηεξηθή δηάκεηξνο ηνπ ηεκαρίνπ Γ (9,1 mm) πνπ ζα ηνπνζεηεζεί ν 

δαθηχιηνο πξέπεη λα είλαη ιίγν κεγαιχηεξε απφ ηελ εζσηεξηθή δηάκεηξν ηνπ 

αλαιψζηκνπ δνρείνπ (9,2 mm) γηα λα κελ έξζνπλ ζε επαθή. Σν δηάθελν πνπ 

απνκέλεη ζηελ θάζε πιεπξά είλαη 0,5 mm 

- Ζ δηάκεηξνο ηνπ απιαθηνχ ηνπ ηεκαρίνπ Γ, ε ζέζε πνπ εθάπηεηαη ε 

εζσηεξηθή δηάκεηξνο ηνπ ζηεγαλνπνηεηηθνχ δαθηπιίνπ, είλαη 7,6 mm. Άξα ην 

βάζνο ηνπ απιαθηνχ είλαη    
       

 
         .  

- Σν ζπλνιηθφ βάζνο, gland depth, (Δηθφλα 13a, (F)) είλαη            

     

΢χκθσλα θαη κε ηηο ελδεηθλπφκελεο νδεγίεο πνπ αλαθέξζεθαλ παξαπάλσ ε δηάκεηξνο 

δηαηνκήο (W) ηνπ o-ring επηιέρζεθε 20% κεγαιχηεξε απφ ην gland depth (F). Σν o-

ring πνπ επηιέρζεθε έρεη εζσηεξηθή δηάκεηξν 5 mm θαη δηάκεηξν δηαηνκήο W= 1,5 

mm. 

Με παξφκνην ηξφπν επηιέρζεθε ην o-ring γηα ην ηεκάρην Β (Δηθφλα 11Β), εζσηεξηθήο 

δηακέηξνπ 8 mm θαη δηάκεηξν δηαηνκήο W= 2 mm. 

 

Δηθφλα 13: a) ΢ρεδηαζηηθέο ιεπηνκέξεηεο απιαθηνχ θαη o-ring, b) ΢πληζηάκελν gland depth 

(F) γηα εθαξκνγέο ζηεγαλνπνίεζεο 
[19] 

 

a) 

b) 
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2.5 ΢ύζηεκα Απηόκαηεο Γηαρείξηζεο Ρεπζηώλ 
 

΢ηελ ελφηεηα απηή παξνπζηάδεηαη ε δηαζχλδεζε ηεο ζπζθεπήο κε ην 

απηνκαηνπνηεκέλν ζχζηεκα ηεο αληιίαο. ΢ηελ ελφηεηα 2.5.1 πεξηγξάθεηαη ην 

κνληέιν ηεο αληιίαο, ηα επηκέξνπο ραξαθηεξηζηηθά ηνπ θαη ην γξαθηθφ πεξηβάιινλ 

κέζσ ηνπ νπνίνπ ν ρξήζηεο ηελ ειέγρεη. ΢ηελ ελφηεηα 2.5.2 πεξηγξάθεηαη ν ηξφπνο 

δηαζχλδεζεο ηεο αληιίαο κε ηε ζπζθεπή θαη ηα πιηθά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. 

Ο πξνγξακκαηηζκφο ηεο αληιίαο θαη ε δεκηνπξγία ηνπ γξαθηθνχ πεξηβάιινληνο έγηλε 

απφ ηνλ πξνπηπρηαθφ θνηηεηή, ηνπ ηκήκαηνο κεραλνιφγσλ κεραληθψλ Νίθν Κνπθή, 

ζε γιψζζα πξνγξακκαηηζκνχ Python. 

 

2.5.1. Υαξαθηεξηζηηθά Αληιίαο  
 

Σν κνληέιν ηεο αληιίαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε είλαη Cavro XP3000 Modular Digital 

Pump, κία αληιία ζεηηθήο κεηαηφπηζεο ηχπνπ ζχξηγγαο. Πξφθεηηαη γηα έλα 

νινθιεξσκέλν ζχζηεκα πνπ πεξηέρεη ην έκβνιν ηεο ζχξηγγαο, κηα βαιβίδα ειέγρνπ 

ηεο ξνήο, δχν θηλεηήξεο πνπ ειέγρνπλ ηελ θίλεζε ηνπ εκβφινπ θαη ηεο βαιβίδαο, θαη 

ειεθηξνληθά ζπζηήκαηα ειέγρνπ θαη νδήγεζεο (Δηθφλα 14b). Ζ αληιία κπνξεί λα 

θέξεη ζχξηγγα δηαθφξσλ κεγεζψλ, παξφια απηά ζε φια ηα πεηξάκαηα ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο εξγαζίαο ρξεζηκνπνηήζεθε ζχξηγγα 1ml. Ζ βαιβίδα ηνπ ζπζηήκαηνο 

κπνξεί λα βξεζεί ζε ηξεηο ζέζεηο πνπ αληηζηνηρνχλ ζε i) είζνδνο ξεπζηνχ (input), ii) 

έμνδνο ξεπζηνχ (output), iii) παξάθακςε ηεο ζχξηγγαο (bypass). Ζ αληιία ζπλδέεηαη 

κε ην πεξηβάιινλ ηεο κέζσ δχν νπψλ ζειπθνχ ζπεηξψκαηνο Μ6 ζηελ βαιβίδα 

(Δηθφλα 14). Ζ αληιία ζπλδέεηαη κέζσ ζεηξηαθήο επηθνηλσλίαο ζε Ζ/Τ (Δηθφλα 14c) 

θαη ν ρξήζηεο κπνξεί λα επηθνηλσλήζεη κε ηελ αληιία, εγθαζηζηψληαο ην θαηάιιειν 

ινγηζκηθφ
[35]

, κέζσ ηνπ γξαθηθνχ πεξηβάιινληνο. 
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Δηθφλα 14: a) Πξφνςε ηεο αληιίαο – Ζ ζέζε ηεο ζχξηγγαο – Οη ζέζεηο input, output, bypass, 

b) Οινθιεξσκέλν ζχζηεκα ηεο αληιίαο, c) Τπνδνρείο δηαζχλδεζεο ηεο αληιίαο κε ηνλ 

ππνινγηζηή 

Γξαθηθό πεξηβάιινλ ηνπ ζπζηήκαηνο ηεο αληιίαο 

Μφιηο ν ρξήζηεο, αθνινπζψληαο ζσζηά ηηο νδεγίεο γηα λα ζπλδεζεί κε ηελ αληιία
[36]

, 

εηζέιζεη ζην γξαθηθφ πεξηβάιινλ ηνπ ζπζηήκαηνο, γίλεηαη απηφκαηα απφ ην 

ινγηζκηθφ αξρηθνπνίεζε ηεο αληιίαο κεηαθηλψληαο ηελ ζχξηγγα ζηελ επάλσ ζέζε. Σν 

γξαθηθφ πεξηβάιινλ πνπ παξαηεξείηαη κφιηο αλνίμεη ην ζχζηεκα είλαη απηφ πνπ 

θαίλεηαη παξαθάησ (Δηθφλα 15). Τπάξρνπλ ηέζζεξηο δηαθξηηέο πεξηνρέο φπσο 

παξαηεξείηαη θαη απφ ηελ εηθφλα πνπ νξηνζεηνχληαη απφ πιαίζην. 

- ΢ηελ 1
ε
 πεξηνρή ν ρξήζηεο κπνξεί λα νξίζεη ηνλ φγθν ξεπζηνχ (ζε κl) πνπ 

επηζπκεί λα δηαθηλεζεί, θαζψο θαη ηελ θνξά θίλεζεο ηεο ζχξηγγαο (push/ pull)  

- ΢ηε 2
ε
 πεξηνρή ν ρξήζηεο νξίδεη ηελ ηαρχηεηα ηνπ εκβφινπ ηεο ζχξηγγαο. Ζ 

θιίκαθα απφ 1 κέρξη 40 αληηζηνηρεί απφ ηελ πην γξήγνξε ζηελ πην αξγή 

ηαρχηεηα. Παξαθάησ δίδεηαη πίλαθαο πνπ θαλεξψλεη ηελ αληηζηνηρία ηεο 

θιίκαθαο 1 - 40 ζε κνλάδεο ζπρλφηεηαο (Hz) θαη ζε παξνρή (κl/sec) γηα ηηο πην 

ζπρλά ρξεζηκνπνηνχκελεο ηηκέο ηεο ηαρχηεηαο. 

- ΢ηελ 3
ε
 πεξηνρή ν ρξήζηεο επηιέγεη ηε ζέζε ηεο βαιβίδαο (input, output, bypass) 

- Ζ 4
ε
 πεξηνρή παξέρεη δηάθνξεο εληνιέο ειέγρνπ ηεο αληιίαο. Γηα παξάδεηγκα, 

κπνξεί λα νξηζηεί ε κεηαθίλεζε ηνπ εκβφινπ απφ ηε ζέζε πνπ βξίζθεηαη ζηε 

ζέζε ηεξκαηηζκνχ, πξνο ηα πάλσ ή πξνο ηα θάησ. Γίλεηαη αθφκε ε δπλαηφηεηα 

ηεξκαηηζκνχ κηαο εληνιήο πνπ ήδε βξίζθεηαη ζε εμέιημε 

a) b) c) 
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Σέινο, κέζσ ηνπ editor‟s tab, δίδεηαη ε δπλαηφηεηα δεκηνπξγίαο θαη εθηέιεζεο κηαο 

ζεηξάο εληνιψλ (scripting), (Δηθφλα 15). Με απηφ ην ηξφπν ν ρξήζηεο κπνξεί λα 

θαζνξίζεη κηα ζεηξά δηαδηθαζηψλ νη νπνίεο ζα εθηειεζηνχλ απηφκαηα φηαλ απηφο ην 

νξίζεη,  θαη λα παξαθνινπζήζεη ην ηζηνξηθφ θαη ηελ πξφνδν ηεο αληιίαο. 

 

 

Δηθφλα 15: Βαζηθφ παξάζπξν γξαθηθνχ πεξηβάιινληνο ηνπ ζπζηήκαηνο ηεο αληιίαο
[36] 

 

Speed code Pump Frequency (Hz) Fluid Supply (κl/sec) 

1 5600 833,33 

5 3200 526,3 

10 1600 270,3 

15 600 100 

20  170 28,2 

25 120 20 

30 70 11,6 

35 20 3,33 

40 10 1,66 

Πίλαθαο 1: Κιίκαθα ηαρχηεηαο ηνπ γξαθηθνχ πεξηβάιινληνο ηεο αληιίαο ζε κνλάδεο 

ζπρλφηεηαο θαη παξνρήο 
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2.5.2 ΢ρεδηαζκόο Γηαζύλδεζεο ηεο ΢πζθεπήο κε ηελ Αληιία 
 

΢ε απηή ηελ ελφηεηα επεμεγείηαη ν ηξφπνο κε ηνλ νπνίν επηιέρζεθαλ ηα ζηνηρεία 

δηαζχλδεζεο ηεο ζπζθεπήο γηα θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ (ελφηεηα 2.4) κε ηελ αληιία 

(ελφηεηα 2.5.1). Βαζηθφο ζηφρνο απνηέιεζε ε εμάιεηςε απσιεηψλ θαη δηαξξνψλ θαη ε 

νκαιή ιεηηνπξγία ηνπ ζπζηήκαηνο. Δθηφο απφ ηελ επηινγή θαηάιιεινπ ζσιήλα γηα 

ηε δηαθίλεζε ξεπζηψλ, αλαιχεηαη θαη ν ηξφπνο πνπ ν ζσιήλαο ζπλδέζεθε κε ηελ 

αληιία θαη ηε ζπζθεπή, θαη δίδεηαη κηα ζχληνκε πεξηγξαθή γηα ηε ιεηηνπξγία 

νιφθιεξνπ ηνπ ζπζηήκαηνο.  

Δθινγή ΢ωιήλα γηα ηε Γηαθίλεζε Ρεπζηώλ ζην ΢ύζηεκα ΢πζθεπή – Αληιία 

Βαζηθφ θξηηήξην γηα ηελ επηινγή ζσιήλα απνηέιεζε λα είλαη απφ έλα κε ηνμηθφ 

πιηθφ ην νπνίν λα κπνξεί λα απνζηεηξσζεί (κέρξη ηνπο ~120
ν
 C) θαη ε εζσηεξηθή ηνπ 

δηάκεηξνο λα κελ μεπεξλά ηα 2mm θαζψο ζα πξέπεη λα κπνξνχλ λα δηαθηλνχληαη 

κηθξνί φγθνη ρσξίο ηε δεκηνπξγία θπζαιίδσλ. Οη δηαζέζηκεο επηινγέο ζσιελψζεσλ 

πνπ ηθαλνπνηνχλ ηα δχν αλαθεξζέληα θξηηήξηα είλαη ζσιήλεο απφ ζηιηθφλε (Ibidi, 

cells in focus) πνπ παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 2. 

 

Γηα ην ζσιήλα  1 2 3 

Δζσηεξηθή δηάκεηξνο 

(mm) 
0,5 0,8 1,6 

Δμσηεξηθή δηάκεηξνο 

(mm) 
2,1 2,8 3,2 

Πάρνο ηνηρώκαηνο (mm) 0,8 1 0,8 

Πίλαθαο 2: Υαξαθηεξηζηηθέο δηαζηάζεηο ζσιήλσλ δηαζχλδεζεο ηεο ζπζθεπήο κε ηελ αληιία 

Ζ αλάιπζε πνπ αθνινπζεί αθνξά ην ζσιήλα κε εζσηεξηθή δηάκεηξν 0,8mm θαη 

πάρνο ηνηρψκαηνο 1mm πνπ επηιέρζεθε γηα ηε ζπζθεπή. Ζ 3
ε
 επηινγή ηνπ πίλαθα 2, 

γηα ζσιήλα εζσηεξηθήο δηακέηξνπ 1,6 mm, δελ επηιέρζεθε θαζψο είλαη αξθεηά 

κεγάιε γηα ηελ δηαθίλεζε κηθξψλ πνζνηήησλ κε απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία θελνχ θα 

θπζαιίδσλ δηακέζνπ ηνπ ζσιήλα. Μεηαμχ ηεο 1
εο

 θαη ηεο 2
εο

 επηινγήο θακία απφ ηηο 

δχν δελ βξέζεθε λα πξνθαιεί ηπξβψδε ξνή, ζχκθσλα κε ηελ παξαθάησ αλάιπζε. Ζ 

2
ε
 επηινγή έγηλε γηα ιφγνπο ρξήζε κηθξφηεξνπ κήθνπο ζσιήλα γηα ηε δηαθίλεζε ησλ 

ξεπζηψλ. 

Γλσξίδνπκε απφ ηε κεραληθή ξεπζηψλ φηη γηα λα είλαη ζηξσηή ε ξνή ζε έλαλ αγσγφ ν 

αξηζκφο Reynolds πξέπεη λα είλαη Re ≤2300. Ο αξηζκφο  Reynolds δίλεηαη απφ ηε 

ζρέζε  

      
 

 
 

, φπνπ V ε ηαρχηεηα ηνπ ξεπζηνχ, D ε δηάκεηξνο ηνπ αγσγνχ θαη λ ε θηλεκαηηθή 

ζπλεθηηθφηεηα ηνπ ξεπζηνχ 
[20]  
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Γηα ζσιήλα κε D=0,8mm θαη γηα ξνή λεξνχ λ = 10
-6

 m
2
/s (θηλεκαηηθφ ημψδεο λεξνχ), 

ε κέγηζηε ηαρχηεηα γηα ηελ νπνία ε ξνή κέζα ζηνλ ζσιήλα είλαη ζηξσηή είλαη: 

          
    

      
           

 

Ζ Vmax είλαη ε νξηαθή ηαρχηεηα πνπ επηηξέπεηαη λα έρεη ην ξεπζηφ κέζα ζην 

ζσιήλα ψζηε ε ξνή λα είλαη ζηξσηή. Ζ αληίζηνηρε κέγηζηε επηηξεπφκελε παξνρή ζην 

ζσιήλα είλαη: 

         

  
 

 
 (      )                    

΢χκθσλα κε ηνλ Πίλαθαο 1 ε κέγηζηε παξνρή πνπ αλαπηχζζεηαη ζηελ αληιία γηα 

κέγεζνο ζχξηγγαο  1ml είλαη Q=833,33 κl/s. Ζ παξνρή απηή ζε έλα ζσιήλα 

δηακέηξνπ 0,8 mm αληηζηνηρεί ζε κέζε ηαρχηεηα ξεπζηνχ 

         
    

  

 
 
  

(       ) ( ) 
           

 

, ε νπνία είλαη κηθξφηεξε απφ ηελ επηηξεπφκελε γηα ζηξσηή ξνή. 

Όπσο ζα αλαθεξζεί ζηε ζπλέρεηα, δελ είλαη φιεο νη παξνρέο ηηο αληιίαο θαηάιιειεο 

γηα ηα πεηξάκαηα ελδηαθέξνληνο θαζψο ε παξνρή θαη ε πίεζε πνπ αλαπηχζζεηαη ζε 

νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο ζε ζρέζε κε ηνλ φγθν ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο είλαη πνιχ 

πςειέο.  

 

΢ρεδηαζκόο θαη Καηαζθεπή ΢ηνηρείωλ Γηαζύλδεζεο Σεο ΢πζθεπήο Με Σελ Αληιία 

Όπσο αλαθέξζεθε ζε πξνεγνχκελε ελφηεηα ε είζνδνο θαη ε έμνδνο ηεο αληιίαο 

απνηεινχληαη απφ δχν νπέο ζειπθνχ ζπεηξψκαηνο Μ6 ζηελ βαιβίδα ηνπο. Γηα ηε 

ζχλδεζε ηεο εηζφδνπ θαη ηεο εμφδνπ κε ην ζσιήλα 0,8 mm ζρεδηάζηεθαλ 

πξνζαξκνγείο (fittings) αξζεληθνχ ζπεηξψκαηνο Μ6, νη νπνίνη θαηαζθεπάζηεθαλ ζε 

έλα 3-δηάζηαην εθηππσηή πςειήο αλάιπζεο (Form1+, High Resolution 3D Printer, 

εξγαζηήξην εκβηνκεραληθήο ΔΜΠ).  

Σα fittings απνηεινχληαη απφ έλα ζπείξσκα Μ6, κία θιάληδα κεγαιχηεξεο δηακέηξνπ 

ψζηε λα κπνξεί εχθνια λα ηνπνζεηεζεί ζηελ νπή, θαη έλα ζηφκην θσληθήο 

δηαβάζκηζεο πνπ εμαζθαιίδεη ηε ζηεγάλσζε κε ην ζσιήλα (Δηθφλα 16). 
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Δηθφλα 16: Πξνζαξκνγέαο (fitting) πνπ ζπλδέεη ηελ αληιία πνπ νδεγεί ζηελ ζπζθεπή. 

Αξηζηεξά: ηξηζδηάζηαην ζρέδην. Γεμηά: κεησπηθή ηνκή. 

Σα ζηάδηα δεκηνπξγίαο ησλ fitting είλαη: 

- Γεκηνπξγείηαη ην ζρέδην ηνπ θνκκαηηνχ πξνο εθηχπσζε θαη κεηαηξέπεηαη ζε 

αξρείν επεμεξγάζηκν απφ ηνλ εθηππσηή (.STL). 

- To ζρέδην θνξηψλεηαη ηνλ εθηππσηή (Δηθφλα 17a). Δπηιέγεηαη ν αξηζκφο ησλ 

θνκκαηηψλ πξνο εθηχπσζε θαη ε ζπλνιηθή βάζε κε ηα ζηεξίγκαηα πνπ είηε 

δεκηνπξγνχληαη απηφκαηα είηε επηιέγνληαη απφ ηνλ ρξήζηε.  

- Όηαλ ην θνκκάηη εθηππσζεί (Δηθφλα 17b), βπζίδεηαη ζε δηάιπκα ηζνπξνπαλφιεο 

γηα πεξίπνπ 20 ιεπηά θαη ζηε ζπλέρεηα αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη ζηνλ αέξα. 

- Κφβνληαη νη βάζεηο, ιεηαίλνληαη ηπρφλ ππνιείκκαηα απφ ηελ επηθάλεηα θαη ην 

θνκκάηη είλαη έηνηκν πξνο ρξήζε (Δηθφλα 17c). 

- Σα fitting ζπλδένληαη ζηελ είζνδν θαη ηελ έμνδν ηεο αληιίαο (Δηθφλα 17d). 

Καηά ηελ ηξηζδηάζηαηε εθηχπσζε ρξεηάδεηαη πξνζεθηηθή επηινγή ησλ βάζεσλ ηνπ 

θνκκαηηνχ. Απνθεχγνληαη νη πνιιέο ζηεξίμεηο ζην ζπείξσκα θαη ζην ζηφκην επεηδή 

κεηά νη επηθάλεηεο δελ κπνξνχλ λα ιεηαλζνχλ. Ζ θάησ επηθάλεηα ηνπ fitting 

ρξεηάδεηαη θαιφ γπάιηζκα επεηδή είλαη απηή πνπ παηά ζην θάησ κέξνο ηεο νπήο ηεο 

αληιίαο, φπνπ απαηηείηαη θαιή επαθή ψζηε λα κελ ππάξρνπλ δηαξξνέο. 
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Δηθφλα 17: ΢ηάδηα δεκηνπξγίαο θαηάιιεισλ πξνζαξκνγψλ γηα ην ζχζηεκα ηεο αληιίαο 

 

 

Δηθφλα 18: ΢πλαξκνινγεκέλε δηάηαμε ζπζθεπήο – αληιίαο  
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3. Πεηξακαηηθέο Μέζνδνη 
 

3.1 Καιιηέξγεηα Κπηηάξσλ Μέζα ζε Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ 

΢ηελ ελφηεηα αχηε παξαηίζεηαη ζπλνπηηθά θάπνηα βαζηθά πεηξάκαηα πνπ 

ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κε ή ρσξίο ηε ρξήζε πνξψδνπο 

ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ. 

 

 3.1.1. Μέηξεζε ηνπ Όγθνπ Ρεπζηνύ πνπ Παγηδεύεηαη από ην 

Ηθξίσκα  
 

΢θνπφο ηνπ πεηξάκαηνο είλαη λα ππνινγηζηεί ν φγθνο ξεπζηνχ πνπ παγηδεχεηαη κέζα 

ζην ηθξίσκα ιφγσ ηεο ζπνγγψδνπο θχζεο ηνπ. Σν πγξφ πνπ παγηδεχεηαη κέζα ζην 

πιηθφ δελ είλαη δπλαηφ λα δηεμαρζεί κε θάπνην ηξφπν θαη ζπληειεί ζην πξφβιεκα ηεο 

αξγήο ελαιιαγήο ξεπζηνχ κέζα ζην ηθξίσκα.   

Ο φγθνο πνπ παγηδεχεηαη ζην ηθξίσκα ππνινγίζηεθε σο εμήο: 

o ΢ε κία δπγαξηά αθξηβείαο 10mg (Meter Toledo) κεηξήζεθε ην βάξνο ελφο 

Eppendorf tube (~ 507mg) θαη κεδελίζηεθε ε έλδεημε ηεο δπγαξηάο 

o Δηζήρζε έλα θπιηλδξηθφ δείγκα ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ δηακέηξνπ 4,5mm θαη 

χςνπο h=3mm ζην Eppendrof tube θαη κεηξήζεθε ε έλδεημε ηεο δπγαξηάο 

o Αθαηξέζεθε ην δείγκα απφ ην Eppendorf tube θαη εκπνηίζηεθε κε πγξφ. Σν 

δείγκα επαλαηνπνζεηήζεθε ζην Eppendorf tube θαη κεηξήζεθε ε έλδεημε ηεο 

δπγαξηάο 

o Ζ δηαθνξά ησλ δχν ηηκψλ πνπ κεηξήζεθε ζηηο δχν κεηξήζεηο ηζνχηαη κε ηελ 

κάδα ηνπ πγξνχ πνπ παγηδεχεηαη ζην δείγκα. Θεσξψληαο ππθλφηεηα λεξνχ ξ= 

1000 kg/ m
3
, ν φγθνο ηνπ λεξνχ  ππνινγίζηεθε φηη είλαη ~ 9,3κl. 

 

 3.1.2. Μέζνδνη Μέηξεζεο Κπηηάξσλ  

΢ηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία, ε κέηξεζε ηνπ αξηζκνχ ησλ θπηηάξσλ είλαη 

απαξαίηεην βήκα ζε δηάθνξα ζηάδηα ηεο θπηηαξηθήο θαιιηέξγεηαο. Σηο πεξηζζφηεξεο 

θνξέο είλαη απαξαίηεην λα γλσξίδνπκε ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ εηζάγνπκε ζε 

κηα θαιιηέξγεηα ή θαη ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ επηδνχλ κεηά απφ θάπνην 

δηάζηεκα θαιιηέξγεηαο. Ο αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ κεηξηέηαη είηε άκεζα κέζσ 

αηκνθπηηάξνκεηξνπ, είηε έκκεζα κέζσ κέηξεζεο ηεο ζπγθέληξσζεο πξσηεΐλεο ζε 

έλα δείγκα θπηηάξσλ κεηά απφ ηελ ιχζε ηνπ. 
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 3.1.2.1. Μέηξεζε Κπηηάξωλ κε Αηκνθπηαξξόκεηξν 

Σν αηκνθπηηαξφκεηξν είλαη κία ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο γηα ηε κέηξεζε 

θπηηάξσλ θαη ε νπνία ζρεδηάζηεθε αξρηθά γηα ηελ θαηακέηξεζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

αίκαηνο. 

 

Δηθφλα 19: Αηκνθπηηαξφκεηξν, Α) Σν πιέγκα ηνπ αηκνθπηηαξφκεηξνπ, ην πην αξαηφ πιέγκα 

είλαη γηα ηε κέηξεζε ησλ θπηηάξσλ Β) Σεηαξηεκφξην ηνπ πιέγκαηνο ηνπ αηκνθπηηαξφκεηξνπ 

κε θχηηαξα C) Πάλσ θαη θάησ ζάιακνο ηνπ αηκνθπηηαξφκεηξνπ πνπ ηνπνζεηείηαη ην δηάιπκα 

κε ηα θχηηαξα 

 

Απνηειείηαη απφ κία παρηά γπάιηλε πιάθα κηθξνζθνπίνπ κε κηα νξζνγψληα νδφλησζε 

πνπ δεκηνπξγεί έλα ζάιακν. Πάλσ απφ ην ζάιακν ηνπνζεηνχληαη θαιππηξίδεο πνπ 

έρνπλ θαηαζθεπαζηεί εηδηθά γηα λα είλαη παρχηεξεο απφ ηηο ζπκβαηηθέο θαιππηξίδεο 

κηθξνζθνπίνπ. Ο ζάιακνο είλαη εγραξαγκέλνο κε ιέηδεξ δεκηνπξγψληαο έλα πιέγκα 

θάζεησλ γξακκψλ
[29]

. ΢ε απηφ ην πιέγκα κε ηε βνήζεηα ηνπ κηθξνζθνπίνπ 

δηαθξίλνληαη ηέζζεξα ηεηαξηεκφξηα. ΢ε θάζε έλα απφ απηά κεηξηέηαη ν αξηζκφο ησλ 

θπηηάξσλ θαη ππνινγίδεηαη ε κέζε ηηκή ηνπο. Οπφηε είλαη δπλαηφ λα κεηξεζεί ν 

αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ, ή ζσκαηηδίσλ ζε έλα ζπγθεθξηκέλν φγθν ξεπζηνχ θαη ζηε 

ζπλέρεηα λα ππνινγηζηεί ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ ζην πγξφ ζπλνιηθά. 

Έηζη, κε ηε ρξήζε ελφο κηθξνζθνπίνπ κπνξεί λα κεηξεζεί άκεζα ν αξηζκφο ησλ 

θπηηάξσλ ζηνλ ζάιακν θαη απηφο ν αξηζκφο ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα πξνζδηνξηζηεί ε 

ππθλφηεηα ησλ θπηηάξσλ ζην αξρηθφ κίγκα απφ φπνπ πξνέξρεηαη ην δείγκα. 

΢πγθεθξηκέλα έρνληαο έλα αξρηθφ δηάιπκα κε θχηηαξα ηνπνζεηείηαη ζηηο δχν 

πεξηνρέο ηνπ ζαιάκνπ κηθξή πνζφηεηα απφ ην δηάιπκα (Δηθφλα 19) θαη κεηξηέηαη ζε 

θάζε δηαθξηηφ ηεηαξηεκφξην ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ. Όζν πεξηζζφηεξεο είλαη νη 

κεηξήζεηο ηφζν κεγαιχηεξε αθξίβεηα ζα έρεη ην απνηέιεζκα ζηε κέηξεζε ηνπ 

αξηζκνχ ησλ θπηηάξσλ. Τπνινγίδεηαη ε κέζε ηηκή ησλ δεηγκάησλ πνπ κεηξήζεθαλ 

θαη έπεηηα ν ζπλνιηθφο αξηζκφο Ν ησλ θπηηάξσλ ππνινγίδεηαη σο: 

            

Όπνπ κ είλαη ν κέζνο φξνο ηνπ αξηζκνχ θπηηάξσλ, d είλαη ν ιφγνο αξαίσζεο ηνπ 

δείγκαηνο πξηλ ηε κέηξεζε θαη V είλαη ν φγθνο ηνπ κίγκαηνο απφ φπνπ ζπιιέμακε ην 

δείγκα ζε ml. 

C 
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 3.1.2.2. Μέηξεζε Αξηζκνύ Κπηηάξωλ Μέζω Μέηξεζεο 

΢πγθέληξωζεο Πξωηεΐλεο 

BCA assay 

Ζ κέζνδνο  δηθηλρνληληθνχ νμένο ή κέζνδνο BCA assay είλαη κηα επξέσο δηαδεδνκέλε 

κέζνδνο γηα ηελ κέηξεζε ηεο ζπλνιηθή ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο ζε έλα δηάιπκα. 

Δθθξάδεηαη κε αιιαγή ρξψκαηνο ζην δηάιπκα ηνπ δείγκαηνο απφ πξάζηλν ζε 

δηαθνξεηηθέο απνρξψζεηο ηνπ κσβ αλάινγα κε ηε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο
 [30]

. Ζ 

αιιαγή απηή κπνξεί λα κεηξεζεί κε δηάθνξεο κεζφδνπο ρξσκαηνκεηξίαο. Ζ κέζνδνο 

BCA βαζίδεηαη ζε δχν αληηδξάζεηο ηφλησλ ραιθνχ (Cu
+2

) θαη ην πξντφλ ηεο 

αληίδξαζεο είλαη ε δεκηνπξγία κσβ ρξψκαηνο (Δηθφλα 20a). Ζ ρξσκαηνγφλνο απηή 

έλσζε παξνπζηάδεη πςειή νπηηθή απνξξφθεζε ζε κήθνο θχκαηνο 562nm, ε νπνία 

εκθαλίδεη γξακκηθφηεηα κε απμαλφκελεο ζπγθεληξψζεηο πξσηεΐλεο ζε έλα επξχ 

θάζκα απφ 20κg/ml έσο θαη 2.000κg/ml
[31]

. Ζ ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο 

πξνζδηνξίδεηαη κε γλψκνλα κηα θακπχιε βαζκνλφκεζεο ρξεζηκνπνηψληαο κηα 

πξσηεΐλε γλσζηήο ζπγθέληξσζεο (standard protein/ BSA) (Δηθφλα 20b).  

 

 

Δηθφλα 20: a) Αληίδξαζε ηνπ BCA κε ηφληα ραιθνχ, b) Γηαδνρηθέο αξαηψζεηο ηεο πξφηππεο 

ζπγθέληξσζεο 

Έηζη, παξαζθεπάδεηαη κηα ζεηξά αξαηψζεσλ απφ γλσζηή ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο θαη 

παξάιιεια ηνπνζεηείηαη ην δείγκα κε ηελ άγλσζηε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο, ψζηε 

κέζα απφ ηελ πξφηππε θακπχιε (standard curve) λα πξνζδηνξηζηεί θαη απηή. Σππηθή 

κνξθή κηαο πξφηππεο θακπχιεο κπνξεί λα κπνξεί λα είλαη απηή πνπ θαίλεηαη ζηελ 

παξαθάησ εηθφλα (Δηθφλα 21a)
[32]

. Ζ κνξθή ηεο πξφηππεο θακπχιεο κεηά απφ 

θαηάιιειν ζπλδπαζκφ πνζφηεηαο δείγκαηνο θαη αλαινγία buffer, βειηηζηνπνηήζεθε 

ψζηε λα έρεη κε κεγάιε αθξίβεηα γξακκηθή κνξθή
[17]

. 

 

a) 

b) 
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Δηθφλα 21: a) Σππηθή κνξθή πξφηππεο θακπχιεο ζπγθέληξσζεο πξσηεΐλεο (γξακκηθή 

παξεκβνιή). b) Βειηηζηνπνίεζε ηππηθήο κνξθήο θακπχιεο γλσζηήο ζπγθέληξσζεο 

πξσηεΐλεο 

 

Μέηξεζε αξηζκνύ θπηηάξωλ 

Έλαο ελαιιαθηηθφο ηξφπνο εθηίκεζεο αξηζκνχ θπηηάξσλ, πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θαη 

εδψ, είλαη ν έκκεζνο ηξφπνο κέηξεζεο ηνπ ζπλνιηθνχ αξηζκνχ θπηηάξσλ κέζσ ιχζεο 

ησλ θπηηάξσλ. Ζ ιχζε θπηηάξσλ αλαθέξεηαη ζηε δηαδηθαζία, ηελ νπνία κε ρξήζε 

θάπνησλ ελδχκσλ, ζπάεη ε θπηηαξηθή κεκβξάλε, κε απνηέιεζκα έλα δηάιπκα ησλ 

ζπλνιηθψλ πξσηετλψλ ηνπ θπηηάξνπ
[33]

. Δπνκέλσο, κεηξψληαο ηε ζπλνιηθή πξσηεΐλε 

ησλ θπηηάξσλ θαη γλσξίδνληαο ηε κάδα ηεο πξσηεΐλεο αλά θχηηαξν, εθηηκάηαη ν 

ζπλνιηθφο αξηζκφο θπηηάξσλ ελφο δείγκαηνο. Ζ κάδα πξσηεΐλεο αλά θχηηαξν γηα 

ηνπο ηλνβιάζηεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη εδψ είλαη m = 0,23 ng
[17]

. Σα βήκαηα γηα ηνλ 

ππνινγηζκφ ηνπ αξηζκνχ ησλ θπηηάξσλ ζε έλα δείγκα είλαη ηα εμήο: 

o ΢ε δείγκα κε άγλσζην αξηζκφ θπηηάξσλ πξνζηίζεηαη ηφζε πνζφηεηα Lysis 

Buffer ψζηε αλάινγα κε ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ αλακέλεηαη λα είλαη 

κέζα ζηα αληρλεχζηκα φξηα ηεο BCA κεζφδνπ 

o Σν δείγκα ηνπνζεηείηαη ζηνπο 4
ν 

C γηα 15-20 ιεπηά θαη ζηελ ζπλέρεηα εάλ 

είλαη επηζπκεηή ε απνζήθεπζε, ηνπνζεηείηαη ζηνπο -20
ν 

C, αιιηψο εθηειείηαη 

θαηεπζείαλ ε BCA κέζνδνο 

o Έρνληαο γλσζηφ ηνλ φγθν ηνπ δείγκαηνο πνπ έρεη γίλεη ε ιχζε θαη 

γλσξίδνληαο ηελ κάδα ηεο πξσηεΐλεο αλά θχηηαξν, είλαη δπλαηφ κέζσ ηεο 

πξφηππεο θακπχιεο λα κεηξεζεί ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ 

Ζ ζρέζε  πνπ παξέρεη ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ Ν είλαη: 

  
         

 
 

Όπνπ: 

 ξ είλαη ε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο πνπ πξνθχπηεη απφ ηελ θακπχιε 

βαζκνλφκεζεο 

 V είλαη ν φγθνο ηνπ δείγκαηνο πνπ έρεη γίλεη ε ιχζε 

 κ είλαη ε κάδα πξσηεΐλεο αλά θχηηαξν 

 

a) b) 
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3.1.3. Καιιηέξγεηα Ηλνβιαζηώλ ζε Πνξώδε Ηθξηώκαηα 

Κνιιαγόλνπ 
 

Ζ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ ζηα πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ παξνπζηάδεη θάπνηεο 

ηδηαηηεξφηεηεο θαη δπζθνιίεο ζε ζρέζε κε ηελ θαιιηέξγεηα ζε κηα ζπκβαηηθή πιάθα. 

Σα άλπδξα θχιια ηθξησκάησλ πνπ παξαζθεπάδνληαη θφβνληαη ζε θπιηλδξηθήο 

κνξθήο ζρήκαηα κε punch βηνςίαο (biopsy punch). Πξέπεη λα ζεκεησζεί φηη νη δχν 

πιεπξέο ηνπ θχιινπ ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ είλαη δηαθνξεηηθέο. Ζ κία πιεπξά είλαη 

γλσζηή σο γπαιηζηεξή θαη ε άιιε σο mat πιεπξά (ιηγφηεξν γπαιηζηεξή). Ζ mat 

πιεπξά ζεσξείηαη πην δηαπεξαηή απφ ηελ γπαιηζηεξή, νπφηε σο πξνο απηή εηζάγεηαη 

ην δηάιπκα ησλ θπηηάξσλ. 

 3.1.3.1. Δηζαγωγή Ιλνβιαζηώλ θαη Καιιηέξγεηα ζην Ιθξίωκα 

Γηα ηελ εηζαγσγή ησλ θπηηάξσλ ζην πνξψδεο ηθξίσκα, ζε κηα ζπκβαηηθή πιάθα, ε 

δηαδηθαζία είλαη ε εμήο: 

o Σνπνζεηείηαη ζηελ πιάθα θαηάιιειε πνζφηεηα απφ αγαξφδε, ε νπνία 

εκπνδίδεη ηα θχηηαξα απφ ην λα πξνζθνιιεζνχλ ζηελ βάζε ηεο πιάθαο  

o Σνπνζεηείηαη ζηαγφλα απφ ην θπηηαξηθφ ελαηψξεκα ζηνλ ππζκέλα ηεο 

πιάθαο, ε θπηηαξηθή ζπγθέληξσζε θαζνξίδεηαη απφ ηνλ πεηξακαηηζηή 

o Σνπνζεηείηαη ην θπιηλδξηθφ ηθξίσκα, απφ ηελ απνξξνθεηηθή πιεπξά πάλσ 

ζηε ζηαγφλα γηα λα απνξξνθήζεη ην πγξφ 

o Σν δείγκα επσάδεηαη ζηνπο 37Ο C γηα κία ψξα ψζηε λα πξνζθνιιεζνχλ ηα 

θχηηαξα 

o Πξνζηίζεηαη DMEM++, ην νπνίν αιιάδεηαη θάζε δχν-ηξεηο κέξεο  
 

 3.1.3.2. Αλάθηεζε Κπηηάξωλ από ην Ιθξίωκα 

΢ε κηα ζπκβαηηθή θαιιηέξγεηα γηα λα απνθνιιεζνχλ ηα θχηηαξα απφ ηελ πιάθα 

ρξεζηκνπνηείηαη ζε θαηάιιειε πνζφηεηα ηξπςίλε. Γηα ηελ αλάθηεζε ησλ θπηηάξσλ 

απφ ην πνξψδεο ηθξίσκα ρξεζηκνπνηείηαη θαηάιιειν έλδπκν, ε θνιιαγελάζε, ην 

νπνίν δηαζπά ηνπο πεπηηδηθνχο δεζκνχο ηνπ θνιιαγφλνπ. Όηαλ απηφ ρξεζηκνπνηεζεί 

κε ην ηθξίσκα, δηαιχεη εληειψο ην πιηθφ θαη ηα θχηηαξα απειεπζεξψλνληαη. 

 

 3.1.3.3. Λύζε ηωλ Κπηηάξωλ ζην Ιθξίωκα  

Ζ ιχζε ζηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ ζε πνξψδεο ηθξίσκα γίλεηαη κε ηνλ ίδην ηξφπν 

φπσο θαη ζηε ζπκβαηηθή θαιιηέξγεηα. Γηψρλεηαη ην ζξεπηηθφ, DMEM++, απφ ηελ 

πιάθα θαη γίλεηαη κηα πιχζε κε θάπνην buffer (PBS). Ζ κφλε δηαθνξά είλαη φηη ζε 

απηφ ην βήκα αλακέλεηαη θάπνηνο ρξφλνο γηα ηελ ελαιιαγή ησλ ξεπζηψλ. 

Υξεζηκνπνηείηαη θαηάιιειε πνζφηεηα δηαιχκαηνο (lysis buffer). ΢ε απηή ηελ 

πεξίπησζε ην ηθξίσκα δελ ρξεηάδεηαη λα απνζπληεζεί κε θνιιαγελάζε. Έπεηηα ην 

δείγκα ςχρεηαη ζηνπο 4
ν
 C γηα κία ψξα. 
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3.2 Δθηίκεζε Σνμηθόηεηαο Τιηθώλ  
 

Όπσο αλαθέξζεθε θαη ζην πξνεγνχκελν θεθάιαην, ηα ππνςήθηα πιηθά γηα ηελ 

θαηαζθεπή ηνπ θπξίνπ κέξνπο ηεο ζπζθεπήο ήηαλ ην PMMA (πνιπκεζαθξηιηθφο 

κεζπιεζηέξαο) θαη ην PDMS (πνιπδηκεζπινζηινμάλην). Βαζηθφ βήκα γηα ηελ 

απνδνρή ή απφξξηςε ησλ πιηθψλ ήηαλ ηπρψλ ηνμηθή επίδξαζε ησλ πιηθψλ ζε 

θχηηαξα. ΢θνπφο ησλ πεηξακάησλ ηνμηθφηεηαο ήηαλ ε κειέηε ηεο επίδξαζεο ησλ 

πιηθψλ απηψλ ζηε βησζηκφηεηα ησλ θπηηάξσλ. 

Tα πεηξάκαηα ηνμηθφηεηαο ζε θαιιηέξγεηεο θπηηάξσλ κπνξνχλ λα πξνζεγγηζζνχλ κε 

δηάθνξνπο ηξφπνπο. Ο απινχζηεξνο ηξφπνο είλαη ε κέηξεζε ησλ δσληαλψλ θαη 

λεθξψλ θπηηάξσλ. Δλαιιαθηηθά, εμεηάδεηαη θαη ν ξπζκφο πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ 

θπηηάξσλ ή αιιαγέο ζην θαηλφηππν ησλ δσληαλψλ θπηηάξσλ
[27]

. Δπίζεο ζηελ 

πεξίπησζε πνπ ην πιηθφ πνπ εμεηάδεηαη πξφθεηηαη λα έξζεη ζε άκεζε επαθή κε ηα 

θχηηαξα εμεηάδεηαη θαηά πφζνλ ηα θχηηαξα πξνζθνιιψληαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ θαη 

εάλ αλαπηχζζνληαη θπζηνινγηθά
[13]

. ΢ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα εμεηάζηεθε ην θαηά 

πφζνλ ε παξνπζία ησλ δχν πιηθψλ (PMMA, PDMS) επεξεάδεη ηε βησζηκφηεηα ησλ 

θπηηάξσλ ζε δηάζηεκα 5 εκεξψλ. 

Πεηξακαηηθόο ζρεδηαζκόο:  

Καηαζθεπάζηεθαλ δαθηχιηνη απφ PMMA ή PDMS. Γηα ηελ θαηαζθεπή ηνπ PMMA 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θχιια plexiglass πάρνπο 5mm, ηα νπνία θφπεθαλ ζηελ 

θαηάιιειε κνξθή κε ιέηδεξ εγράξαμεο. Ζ κήηξα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην PDMS 

ήηαλ κηα ζπκβαηηθή πιάθα θαιιηέξγεηαο (6 well plate). Έηζη δεκηνπξγήζεθαλ 

θπιηλδξηθά ηεκάρηα πάρνπο 5mm ηα νπνία θφπεθαλ κε θαηάιιειν θπιηλδξηθφ 

εξγαιείν κηθξφηεξεο δηακέηξνπ. Οη δαθηχιηνη έρνπλ εμσηεξηθή δηάκεηξν Φεμ= 

34,8mm έηζη ψζηε φηαλ απηνί ηνπνζεηνχληαη λα εθάπηνληαη κε ηα ηνηρψκαηα κηαο 

ζπκβαηηθήο πιάθαο θαιιηέξγεηαο, 6 well plate, (Δηθφλα 22). Ζ εζσηεξηθή δηάκεηξνο 

ησλ δαθηπιίσλ απνηειεί νπζηαζηηθά ην ρψξν ν νπνίνο κέλεη δηαζέζηκνο γηα λα 

πξνζθνιιεζνχλ ηα θχηηαξα θαη πξέπεη λα έρεη ηελ ίδηα δηάζηαζε κε ηε ζπκβαηηθή 

πιάθα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα θαιιηεξγεζνχλ ηα θχηηαξα ρσξίο ηα πιηθά (24 well 

plate/ Φεζ = 15,6 mm). ΢θνπφο απηήο ηεο θαηαζθεπήο είλαη νη δαθηχιηνη λα 

βξίζθνληαη ζε επαθή κε ηα θχηηαξα ελψ απηά είλαη πξνζθνιιεκέλα ζε κηα 

ζπκβαηηθή πιάθα. Ο ιφγνο είλαη φηη ζηε ζπγθεθξηκέλε εθαξκνγή ηεο θαιιηέξγεηαο 

ησλ θπηηάξσλ κέζα ζηε ζπζθεπή ηα θχηηαξα ζα βξίζθνληαη κέζα ζην ηθξίσκα θαη 

φρη ζε άκεζε επαθή κε ην πιηθφ.  

Αθνχ εηνηκαζηνχλ νη δαθηχιηνη ε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία κέηξεζεο ηεο ηνμηθφηεηαο 

έρεη σο εμήο (πξσηφθνιιν παξάξηεκα Β.3): 

o Οη δαθηχιηνη απφ PMMA ή PDMS ηνπνζεηνχληαη ζε κία ζπκβαηηθή πιάθα, 6 

well plate (ηξία δείγκαηα γηα θάζε πιηθφ) 

o Αθνχ ζπιιερζνχλ ηα θχηηαξα απφ ηελ θιάζθα πνπ γίλεηαη ε θαιιηέξγεηα, 

δηαιχεηαη ην ίδεκα ησλ θπηηάξσλ κε PBS 

o Σνπνζεηείηαη ίδηα πνζφηεηα θπηηάξσλ ζηελ πιάθα κε ηνπο δαθηπιίνπο θαη ζε κία 

ζπκβαηηθή πιάθα, 24 well plate 
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o Σελ επφκελε κέξα ηα θχηηαξα απνθνιιψληαη απφ ηελ πιάθα ρξεζηκνπνηψληαο 

ηξπςίλε 

o Τπνινγίδεηαη ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ κε ην αηκνθπηηαξφκεηξν  

o Σα ππφινηπα δείγκαηα αλαλεψλνληαη κε ζξεπηηθφ, DMEM++, θάζε δχν εκέξεο 

o Σελ πέκπηε κέξα κεηξείηαη κε ην αηκνθπηηαξφκεηξν ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ ζηα 

ππφινηπα δείγκαηα    

Μία παξάκεηξνο πνπ ίζσο επεξεάδεη ηα απνηειέζκαηα είλαη ε αξρηθή ππθλφηεηα ησλ 

θπηηάξσλ πνπ ηνπνζεηνχληαη ζηα δείγκαηα. Έηζη εθηειέζηεθε ην ίδην πείξακα κε 

δηαθνξεηηθή αξρηθή ππθλφηεηα θπηηάξσλ αλά δείγκα (π.ρ. 25, 30, 40 ρηιηάδεο). Με 

απηφ ηνλ ηξφπν παξαηεξνχκε θαηά πφζνλ ε αξρηθή ππθλφηεηα ησλ θπηηάξσλ 

επεξεάδεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπο κέζα ζε θάζε πιηθφ. 

 

 

Δηθφλα 22: α) Γαθηχιηνη απφ Plexiglas (πάλσ αξηζηεξά) θαη PDMS (πάλσ δεμηά), πιάθα 

θαιιηέξγεηαο/ 6well plate, β) Καιιηέξγεηα ηλνβιαζηψλ ζε 6well plate παξνπζία δαθηπιίνπ 

Plexiglas γ) Δηθφλα κηθξνζθνπίνπ πνπ δείρλεη ηελ θαιιηέξγεηα ηλνβιαζηψλ (human dermal 

fibroblasts) ζε Plexiglas. 

Ζ επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ έγηλε κέζσ ηνπ ινγηζκηθνχ Excel. Με ηε 

δηεμαγσγή ζηαηηζηηθψλ Student test ζπγθξίλεηαη ε ζηαηηζηηθή νκνηφηεηα ή δηαθνξά 

ησλ δεηγκάησλ ζηα δηάθνξα πιηθά, φζν αλαθνξά ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ  

  

α) β) γ) 
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3.3 Μέηξεζε ΢πγθέληξσζεο Φζνξίδνληνο Γηαιύκαηνο 

Μέζσ Φαζκαηόκεηξνπ Φζνξηζκνύ   
 

 3.3.1. Βαζκνλόκεζε Φαζκαηόκεηξν Φζνξηζκνύ 

Σν θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ είλαη κηα ζπζθεπή πνπ επηηξέπεη ηελ πνζνηηθνπνίεζε 

δηαιπκάησλ θζνξηδφλησλ νπζηψλ. Σν θζνξίδνλ δηάιπκα κπνξεί λα πεξηιακβάλεη 

θζνξίδνληα κφξηα, θχηηαξα βακκέλα κε θζνξίδνληα ρξψκαηα ή αληηζψκαηα 

ζπλδεκέλα κε θζνξίδνληα κφξηα. ΢ηελ παξνχζα εξγαζία ην θαζκαηφκεηξν 

θζνξηζκνχ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ κειέηε ηεο δηάρπζεο θζνξηδφλησλ κνξίσλ κέζα 

ζε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ. Πξνηνχ φκσο κεηξεζεί ε δηάρπζε δηαιπκάησλ κέζα ζε 

ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ ζα πξέπεη λα πξνεγεζεί ε βαζκνλφκεζε ηνπ θαζκαηφκεηξνπ 

θζνξηζκνχ. ΢θνπφο ηεο βαζκνλφκεζεο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ηεο κέγηζηεο θαη 

ειάρηζηεο ζπγθέληξσζεο ελφο θζνξίδνληνο δηαιχκαηνο πνπ κπνξεί λα κεηξεζεί 

γξακκηθά γηα ζπγθεθξηκέλεο ηηκέο ησλ παξακέηξσλ ηεο κέηξεζεο (π.ρ. φγθνο 

δηαιχκαηνο, επηινγή θίιηξσλ, θέξδνο αηζζεηήξα).  

Ζ ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε (CytoFluor Series 4000) κεηξάεη νπηηθφ ζήκα πνπ 

δεκηνπξγήζεθε απφ θζνξηζκφ κέζσ ελφο θσηνπνιιαπιαζηαζηή. Ζ βαζηθή αξρή 

ιεηηνπξγίαο ηεο κέηξεζεο ζήκαηνο θζνξηζκνχ κε ην θαζκαηφκεηξν θαίλεηαη ζηελ 

παξαθάησ εηθφλα (Δηθφλα 23). Σν θζνξίδσλ δηάιπκα νπζία πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζε 

απηή ηελ εξγαζία είλαη 1mΜ FITC (Sigma-Aldrich) ζε δηάιπκα ζπγθέληξσζεο  50 

mΜ tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane), pH8. H θινξεζίλε (fluorescein 

isothiocyanate, FITC) είλαη έλα θζνξίδνλ κφξην επξείαο ρξήζεο κε βέιηηζην κήθνο 

θχκαηνο δηέγεξζεο θαη εθπνκπήο ιex = 460 θαη ιem = 515nm αληίζηνηρα.  

Γηα ηελ βαζκνλφκεζε ηεο ζπζθεπήο θαζκαηνκεηξίαο θζνξηζκνχ, κεηξήζεθε ην ζήκα 

απφ δηαιχκαηα  FITC γλσζηήο ζπγθέληξσζεο (απφ 1mΜ κέρξη 0.01κM) ζε 50 mΜ 

Tris pH8. Οη κεηξήζεηο έγηλαλ κεηαβάιινληαο δχν πεηξακαηηθέο παξακέηξνπο: 

o Ο φγθνο ηνπ δηαιχκαηνο. Γνθηκάζηεθαλ νη πνζφηεηεο 100, 75, 50κl. 

o Σν θέξδνο (gain) ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή. Σν θέξδνο ξπζκίδεηαη κέζσ ηεο 

ηάζεο ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή απφ 0-1080 Volt. 
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Δηθφλα 23: Βαζηθή αξρή ιεηηνπξγίαο ηνπ θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ. Σν δείγκα πνπ θέξεη ηε 

θζνξίδνπζα νπζία δηεγείξεηαη απφ πεγή θσηφο κέζσ ηνπ θαηάιιεινπ θίιηξνπ δηέγεξζεο. Σν 

δείγκα εθπέκπεη θσο πνπ κεηξηέηαη κέζσ ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή. 

 

΢χκθσλα θαη κε ηηο νδεγίεο ρξήζεηο ηνπ CytoFluor γηα λα πξνζδηνξηζηνχλ ηα φξηα 

ηνπ θέξδνπο ζηα νπνία επηηπγράλεηαη βέιηηζηε επίδνζε, ρξεζηκνπνηείηαη πςειή ηάζε 

γηα λα αληρλεπζνχλ νη ρακειέο ζπγθεληξψζεηο θαη ρακειή ηάζε γηα λα αληρλεπζνχλ νη 

πςειέο ζπγθεληξψζεηο. Δπίζεο ν ζπλδπαζκφο πςεινχ θέξδνπο θαη κεγάινπ φγθνπ 

δηαιχκαηνο θαη ρακεινχ θέξδνπο θαη κηθξνχ φγθνπ δηαιχκαηνο απμάλνπλ ηελ 

δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα ηνπ νξγάλνπ ζε ρακειέο θαη πςειέο ζπγθεληξψζεηο 

αληίζηνηρα
[28]

. 

΢ηα πεηξάκαηα πνπ δηεμήρζεζαλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξία δείγκαηα γηα θάζε 

ζπγθέληξσζε ηνπ FITC θαη γηα θάζε επηιεγκέλν θέξδνο ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή. 

Γηα θάζε πείξακα ηα δεδνκέλα παξεκβάιινληαη ζε κηα θακπχιε. Ζ θακπχιε απηή 

είλαη κηα ζπλάξηεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ δηαιχκαηνο θαη ηνπ ζήκαηνο πνπ 

εθπέκπεη ην θαζκαηφκεηξν. Αλάινγα κε ην πφζν πξνζεγγίδεη ε θακπχιε ηε γξακκηθή 

πεξηνρή, ρσξίο κεγάιν ζφξπβν επηιέγεηαη ε θαηάιιειε ζπγθέληξσζε θαη ν φγθνο 

δηαιχκαηνο θαζψο θαη ην θέξδνο ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή γηα ηα επφκελα 

πεηξάκαηα. 

Γηα λα βξεζεί ε δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα ηνπ νξγάλνπ (ε ειάρηζηε ζπγθέληξσζε FITC 

πνπ κπνξεί λα κεηξεζεί δεδνκέλνπ φγθνπ δηαιχκαηνο θαη θέξδνπο αηζζεηήξα), 

δηεμάγεηαη ζηαηηζηηθή αλάιπζε κε Student‟s t test, γηα λα πξνζδηνξηζηεί ε 

ρακειφηεξε ζπγθέληξσζε πνπ είλαη ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθή απφ ην κεδέλ. 
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 3.3.2. Δπίδξαζε ηεο Παξνπζίαο Ηθξηώκαηνο Κνιιαγόλνπ ζηηο 

Μεηξήζεηο ηνπ Φαζκαηνζθνπίνπ 
 

Σν θαζκαηνζθφπην θζνξηζκνχ ρξεζηκνπνηείηαη ζπλήζσο γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε 

δηαιπκάησλ θζνξηδφλησλ νπζηψλ. Αληίζεηα, ε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία εζηηάδεη ζε 

δηαιχκαηα κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ. 
 

΢θνπφο ηνπ παξφληνο πεηξάκαηνο είλαη λα κειεηεζεί ε επίδξαζε ηεο παξνπζίαο ελφο 

πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ κέζα ζην θζνξίδνλ δηάιπκα. Ο θχξηνο ιφγνο πνπ 

ε παξνπζία ηνπ ηθξηψκαηνο κπνξεί λα επεξεάζεη ηελ κέηξεζε είλαη φηη ην θνιιαγφλν 

είλαη αζζελψο θζνξίδνλ πιηθφ. 

Με βάζε ην πείξακα βαζκνλφκεζεο ηνπ νξγάλνπ, κεηξήζεθε ην ζήκα απφ δηαιχκαηα 

FITC, ζπγθέληξσζεο 10 θαη 1κM, ζπλνιηθνχ φγθνπ 75κl, κε θέξδνο 

θσηνπνιιαπιαζηαζηή 50 παξνπζία ή απνπζία ηθξηψκαηνο. Σν πείξακα έγηλε σο εμήο: 

o ΢ε 3 βνζξία κηαο 96άξαο πιάθαο ηνπνζεηνχληαη δηαιχκαηα FITC 10 κM 

φγθνπ 75 κl.  

o ΢ηελ ίδηα πιάθα ηνπνζεηείηαη κία ζηαγφλα απφ ηηο ζπγθεληξψζεηο 10 θαη 1κM 

θαη ζηε ζπλέρεηα πάλσ ζηε ζηαγφλα ηνπνζεηείηαη ην ηθξίσκα 

o Αλακνλή 20 ιεπηά, ψζηε ην ηθξίσκα λα απνξξνθήζεη ην πγξφ 

o Πξνζηίζεηαη θαη ε ππφινηπε πνζφηεηα Fitc κέρξη ν ζπλνιηθφο φγθνο λα 

θηάζεη ηα 75κl 

o Δπαλαιακβάλεηαη ε ίδηα δηαδηθαζία κε δηάιπκα PBS (buffer) κε θαη ρσξίο ηελ 

παξνπζία ηθξηψκαηνο 
 

Σν θζνξίδνλ ζήκα κεηξηέηαη κε ην θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ, CytoFluor.  Γηα θάζε 

δεπγάξη πεηξακάησλ (κία ζπγθέληξσζε FITC, κε θαη ρσξίο ην ηθξίσκα) δηεμάγεηαη 

ζηαηηζηηθή αλάιπζε Student‟s t test γηα λα εμεηαζηεί αλ ε παξνπζία ηνπ ηθξηψκαηνο 

επεξεάδεη ην ζήκα. Δάλ ηα ζήκαηα είλαη ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθά γηα ηελ θάζε 

πεξίπησζε, ηφηε ν θζνξηζκφο ηνπ ηθξηψκαηνο είλαη παξαηεξήζηκνο απφ ην φξγαλν. 

 

3.3.3. Μέηξεζε ΢πγθέληξσζεο Φζνξίδνληνο Γηαιύκαηνο Μέζα 

ζε Πνξώδεο Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ 
 

Δπεηδή ε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία εζηηάδεη ζε δηαιχκαηα κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα 

θνιιαγφλνπ, είλαη ελδηαθέξνληνο λα δηεξεπλεζεί αλ είλαη δπλαηψλ λα κεηξεζεί ε 

ζπγθέληξσζε ελφο θζνξίδνληνο δηαιχκαηνο κέζα ζε έλα πνξψδεο ηθξίσκα 

θνιιαγφλνπ. Ζ αθξίβεηα κηαο ηέηνηαο κέηξεζεο κπνξεί λα πεξηνξηζηεί απφ δηάθνξνπο 

παξάγνληεο: i) ν φγθνο ηνπ δηαιχκαηνο κέζα ζην ηθξίσκα είλαη κηθξφο, ii) ε κέηξεζε 

λα εμαξηάηαη ζεκαληηθά απφ ηελ ζέζε ηνπ ηθξηψκαηνο κέζα ζην βνζξίν ηεο πιάθαο 

φπνπ γίλεηαη ε κέηξεζε.  

΢θνπφο ηνπ πεηξάκαηνο είλαη λα εμεηαζηεί εάλ ην πνξψδεο ηθξίσκα, εκπνηηζκέλν κε 

έλα θζνξίδνλ δηάιπκα κπνξεί λα κεηξεζεί απφ ην κεράλεκα κέηξεζεο θζνξηζκνχ 

(CytoFluor). Όπσο έρεη αλαθεξζεί θαη πην πάλσ πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ 
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δηακέηξνπ Φ= 4.5mm θαη χςνπο h= 3mm θξαηά ζπλνιηθφ φγθν ξεπζηνχ ~ 9.3κl. 

Έρνληαο εκπνηίζεη ηα ηθξηψκαηα κε δηαιχκαηα δηαθνξεηηθήο ζπγθέληξσζεο (10-1-

0.1κΜ), απηά ηνπνζεηνχληαη ζε δηαθνξεηηθέο ζέζεηο κέζα ζηελ 96άξα πιάθα. 

Δμεηάδεηαη εάλ ηα ηθξηψκαηα δηαθνξεηηθήο ζπγθέληξσζεο δίλνπλ ζηαηηζηηθά 

δηαθνξεηηθφ ζήκα θαζψο θαη εάλ ε ζέζε ηνπο κέζα ζηελ 96άξα πιάθα επεξεάδεη ην 

ζήκα. 
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3.4 Δλαιιαγή Ρεπζηώλ Μέζα ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα 

Κνιιαγόλνπ Μέζσ Γηάρπζεο 
 

3.4.1. Γεληθά  

Μηα ραξαθηεξηζηηθή δπζθνιία ηεο κειέηεο θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα 

θνιιαγφλνπ είλαη νη πεξηνξηζκνί ζηελ δηαρείξηζε ξεπζηψλ. Λφγσ ηεο ζηεξεάο, 

ζπνγγψδνπο δνκήο ηνπ, ην ηθξίσκα θαηαθξαηεί κηα πνζφηεηα ξεπζηνχ ε νπνία δελ 

είλαη δπλαηφλ λα εθδησρζεί πιήξσο, κε απνηέιεζκα ε ελαιιαγή ξεπζηψλ λα 

θαζίζηαηαη ρξνλνβφξα.  

΢θνπφο απηνχ ηνπ πεηξάκαηνο είλαη πξψηνλ, λα ππνινγηζηεί κε ζρεηηθή αθξίβεηα ν 

ζπλνιηθφο ρξφλνο πνπ απαηηείηαη λα γίλεη ελαιιαγή ξεπζηνχ  κέζα ζην πνξψδεο 

ηθξίσκα. Γεχηεξνλ, λα εμεηαζηνχλ ελαιιαθηηθνί ηξφπνη κε ηνπο νπνίνπο κπνξεί ν 

ρξφλνο απηφο λα κεησζεί ζεκαληηθά κε ηε βνήζεηα ηνπ αλνηθηνχ ζπζηήκαηνο 

ζπζθεπή – αληιία πνπ πεξηεγξάθεθε ζην θεθάιαην 2.  

Ο  ιφγνο γηα ηνλ νπνίν δίλεηαη ηδηαίηεξε έκθαζε ζηε κείσζε ηνπ ρξφλνπ αιιαγήο 

ξεπζηνχ ζην ηθξίσκα είλαη φηη έλα ηππηθφ πείξακα πξσηεσκηθήο πεξηέρεη πνιιά 

ζηάδηα ελαιιαγήο ξεπζηψλ (Δηθφλα 24) θαη ε παξνπζία ηνπ ηθξηψκαηνο θαζπζηεξεί 

ζηελ εθηέιεζε ηνπ πεηξάκαηνο. Απηή ε θαζπζηέξεζε έρεη δχν ζεκαληηθέο 

παξελέξγεηεο: i) εκπνδίδεη ηελ κειέηε ζεκαληηθψλ ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ (ηα 

νπνία έρνπλ ζηαζεξά ρξφλνπ ηεο ηάμεο ησλ 1 – 5 ιεπηψλ δειαδή είλαη πην γξήγνξα 

απφ ηνλ ρξφλν αιιαγήο πγξνχ ζην ηθξίσκα), θαη ii) δελ δηεπθνιχλεη ζηε δηεμαγσγή 

πνιιαπιψλ πεηξακάησλ, θξίζηκνπ ραξαθηεξηζηηθνχ ησλ κνληέξλσλ πεηξακαηηθψλ 

κεζφδσλ ηεο βηνινγίαο ζπζηεκάησλ. 

 

 

 

 

 

 

 

΢θνπφο ηνπ πεηξάκαηνο δηάρπζεο είλαη ν ππνινγηζκφο ηεο ζηαζεξάο ρξφλνπ πνπ 

απαηηείηαη γηα ηελ πιήξε δηάρπζε ελφο δηαιχκαηνο κέζα ζην ηθξίσκα. Ο ρξφλνο 

απηφο πεξηνξίδεη ηα πεηξάκαηα πνπ δηεμάγνληαη ζήκεξα, θαη ζα ζεσξεζεί ε βάζε γηα 

ηελ ζχγθξηζε ηεο απφδνζεο ησλ ελαιιαθηηθψλ κεζφδσλ ελαιιαγήο ξεπζηνχ πνπ 

ρξεζηκνπνηνχλ ηελ ζπζθεπή ηνπ θεθαιαίνπ 2. 

 

 

Cell lysis Protein release 

a) b) d) c) e) 

Δηθφλα 24: ΢ηάδηα ελφο ηππηθνχ πεηξάκαηνο γηα ηελ κειέηε ησλ ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ 

ζε θχηηαξα κέζσ πξσηεσκηθήο αλάιπζεο. Σα θχηηαξα θαιιηεξγνχληαη ζε κηα θιάζθα (a). Σν 

ζξεπηηθφ απνκαθξχλεηαη κε κηα πιχζε (b) θαη ηα θχηηαξα δηεγείξνληαη απφ έλα δηάιπκα πνπ 

πεξηέρεη βηνινγηθνχο παξάγνληεο ή θάξκαθα (c). Μεηά απφ θάπνην ζπγθεθξηκέλν ρξνληθφ 

δηάζηεκα ην δηάιπκα δηέγεξζεο απνκαθξχλεηαη κε κηα πιχζε (d) θαη ηα θχηηαξα ιχνληαη (e) 

ψζηε λα ππνζηνχλ πξσηεσκηθή αλάιπζε. ΢πλνιηθά ην πείξακα απαηηεί ηνπιάρηζηνλ 4 

αιιαγέο ηνπ δηαιχκαηνο ζην πεξηβάιινλ ησλ θπηηάξσλ. 
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Σα βήκαηα ηνπ πεηξάκαηνο δηάρπζεο απεηθνλίδνληαη ζηελ Δηθφλα 25 θαη έρνπλ σο 

εμήο: 

o Σα ηθξηψκαηα ηνπνζεηνχληαη ζε ~ 200κl δηάιπκα tris γηα πεξίπνπ 10-15 ιεπηά 

(Δηθφλα 25α) 

o Σελ ρξνληθή ζηηγκή t=0, ην ηθξίσκα ηνπνζεηείηαη κέζα ζε δηάιπκα Fitc 10 κM 

θαη φγθνπ V2= 100κl (Δηθφλα 25β) 

o Δπηιέγνληαη δηάθνξεο ρξνληθέο ζηηγκέο γηα λα δηαρπζεί ην Fitch ζην ηθξίσκα, t= 2, 

5, 15, 30 ιεπηά (Δηθφλα 25γ). Σφηε ην ηθξίσκα κεηαθέξεηαη ζε δηάιπκα Tris 75κl 

(Δηθφλα 25δ) 

o Μεηά απφ δχν ψξεο (απαξαίηεην ψζηε ην ζχζηεκα λα θηάζεη ζε ηζνξξνπία 

(Δηθφλα 25ε) ην ηθξίσκα αθαηξείηαη θαη κεηξηέηαη ην δηάιπκα πνπ απνκέλεη ζην 

θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ, CytoFluor (Δηθφλα 25ζη) 

o Με βάζε ηελ θακπχιε βαζκνλφκεζεο ηνπ νξγάλνπ (γηα ζπγθεθξηκέλν φγθν, 

θζνξίδσλ κφξην, θαη θέξδνο) ππνινγίδεηαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ δηαιχκαηνο 

Δηθφλα 25ε. 

o Με βάζε ηνλ φγθν ξεπζηνχ πνπ θαηαθξαηείηαη απφ ην ηθξίσκα (γηα Φ=4mm ν 

φγθνο είλαη ~8κl), ηηο ζπγθεληξψζεηο θαη ηνπο φγθνπο ησλ δηαιπκάησλ ζηα 

δηάθνξα ζηάδηα, ε κέζε ζπγθέληξσζε ηνπ FITC κέζα ζην ηθξίσκα ηελ ρξνληθή 

ζηηγκή t (Δηθφλα 25γ) ππνινγίδεηαη σο  

 

  
   

   
    

θαη ζηε ζπλέρεηα, επεηδή ην ηθξίσκα κεηαθέξεηαη μαλά ζε δηάιπκα Tris 75κl, 

ε ζπγθέληξσζε πνπ αλακέλεηαη λα κεηξεζεί ζηε κφληκε θαηάζηαζε είλαη 
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Δηθφλα 25: ΢ηάδηα ηνπ πεηξάκαηνο δηάρπζεο ζε πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ 

 

Γηα θάζε ηηκή ηεο ρξνληθήο δηάξθεηαο ηεο δηάρπζεο (Δηθφλα 25β) ην πείξακα 

επαλαιακβάλεηαη ηξεηο θνξέο. Σα δεδνκέλα γηα ηελ απφθξηζε y(t) εηζάγνληαη ζην 

matlab. Σα δεδνκέλα απηά πξνζαξκφδνληαη ζε κηα εθζεηηθή θακπχιε     

       κέζσ ηεο κεζφδνπ ησλ ειαρίζησλ ηεηξαγψλσλ. Με βάζε ηελ αλαιπηηθή 

έθθξαζε ηεο θακπχιεο ππνινγίδεηαη ε ρξνληθή ζηαζεξά ηνπ ζπζηήκαηνο (η). 

΢χκθσλα κε ηε ζεσξία ησλ δπλακηθψλ γξακκηθψλ ζπζηεκάησλ 1
εο

 ηάμεο, κεηά απφ 

ρξφλν πεξίπνπ 4*η ε απφθξηζε ηνπ ζπζηήκαηνο παξακέλεη ζηαζεξή. Με απηφ ηνλ 

ηξφπν ππνινγίδεηαη ν ρξφλνο πνπ ρξεηάδεηαη γηα λα γίλεη ε πιήξεο δηάρπζε ζην 

πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ. 
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3.5 Τπνινγηζκόο ησλ Απσιεηώλ ηνπ ΢πζηήκαηνο ηεο 

Αληιίαο 
 

΢θνπφο ηνπ πεηξάκαηνο απηνχ είλαη λα ππνινγηζηνχλ νη απψιεηεο ξεπζηνχ ζην 

ζχζηεκα ηεο αληιίαο θαη λα ραξαθηεξηζηνχλ σο πξνο ην εάλ νθείινληαη ζε θάπνην 

ηπραίν ή ζπζηεκαηηθφ ζθάικα.  

Σν πείξακα απνηειείηαη απφ ηα έμεο βήκαηα: 

o Επγίδνληαη ζε κηα δπγαξηά αθξίβεηαο (Meter Toledo), αλαιψζηκα πιαζηηθά 

δνρεία ηα νπνία ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηε ζπιινγή ηνπ ξεπζηνχ (2ml 

Eppendorf tube) 

o Γίλεηαη αξρηθνπνίεζε ηεο αληιίαο θαη γεκίδνληαη ηα ζσιελάθηα κε πγξφ ψζηε 

λα κελ ππάξρεη θελφ 

o Εεηείηαη απφ ηελ αληιία λα ζπξψμεη κηα ζπγθεθξηκέλε πνζφηεηα πγξνχ (500, 

200, 100, 50, 20, ή 10κl) ε νπνία θαηαιήγεη ζην πιαζηηθφ δνρείν  

o Σν δνρείν δπγίδεηαη ζηε δπγαξηά αθξηβείαο θαη ππνινγίδνληαη ν πξαγκαηηθφο 

φγθνο ξεπζηνχ πνπ παξέδσζε ε αληιία  

 

Ζ επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ έγηλε κέζσ ηνπ ινγηζκηθνχ Excel. Σν πείξακα 

απηφ νδήγεζε ζην λα γίλνπλ ζεκαληηθέο αιιαγέο ζην ζρεδηαζκφ ησλ θαηάιιεισλ 

πξνζαξκνγέσλ (fittings) ησλ ζσιελψζεσλ ζηελ αληιία ψζηε λα πεξηνξηζηνχλ νη 

απψιεηεο πνπ πξνέξρνληαη απφ ην ηκήκα δηαζχλδεζεο ηεο αληιίαο κε ηνπο ζσιήλεο. 
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3.6 Μέηξεζε θαη Διαρηζηνπνίεζε ηνπ Υξόλνπ Δλαιιαγήο 

Ρεπζηνύ ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ 

Υξεζηκνπνηώληαο ην ΢ύζηεκα ΢πζθεπήο – Αληιίαο 
 

 3.6.1 Δηζαγσγή 

Ζ ζπζθεπή πνπ πεξηεγξάθεθε ζην Κεθάιαην 2 ζπλδεφκελε κε κία αληιία ζχξηγγαο, 

(Cavro XP 3000), επηηξέπεη ηνλ έιεγρν ηεο ξνήο ξεπζηνχ δηακέζνπ ελφο ζαιάκνπ πνπ 

πεξηέρεη έλα ηθξίσκα θνιιαγφλνπ κε ή ρσξίο θχηηαξα. Απηφο ν έιεγρνο δελ είλαη 

δπλαηφλ λα πξαγκαηνπνηεζεί κε ρεηξνθίλεηεο κεζφδνπο θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ. 

΢πγθεθξηκέλα, ην ζχζηεκα αληιία-ζπζθεπή επηηξέπεη ησλ έιεγρν δηάθνξσλ 

παξακέηξσλ ηεο ξνήο:  

o Σεο ηαρχηεηαο θαη παξνρήο ξεπζηνχ δηα κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο 

o Γπλαηφηεηα ζπλερνχο θαη δηαθνπηφκελεο ξνήο 

΢θνπφο ηεο παξνχζαο ελφηεηαο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ησλ θαηάιιεισλ παξακέηξσλ 

γηα ηελ ειαρηζηνπνίεζε ηνπ ρξφλνπ πνπ απαηηείηαη ψζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί αιιαγή 

ξεπζηνχ κέζα ζε έλα πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ. Γηα λα επηηεπρζεί απηή ε 

αιιαγή, εμεηάζηεθαλ δχν ζελάξηα: 

- ΢ην πξψην ζελάξην (ελφηεηα 3.6.2) ε αιιαγή ηνπ δηαιχκαηνο γίλεηαη κε 

ζπλερή ξνή ελφο ζεκαληηθνχ φγθνπ ξεπζηνχ δηακέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. Απηφ 

ην ζελάξην πξνζνκνηψλεη ζηελ δηαδηθαζία ηεο πιχζεο (wash) ζηα πεηξάκαηα 

πξσηεσκηθήο, φπνπ ν φγθνο δηαιχκαηνο είλαη ππνδεέζηεξεο ζεκαζίαο ιφγσ 

ηνπ ρακεινχ θφζηνπο 

- ΢ην δεχηεξν ζελάξην (ελφηεηα 3.6.3) είλαη αλάγθε λα ειαρηζηνπνηεζεί ν 

ρξφλνο φπνπ έλαο κηθξφο φγθνο ξεπζηνχ (50 κl πεξίπνπ) δηαρέεηαη κέζα ζην 

ηθξίσκα. Απηφ ην ζελάξην ελαιιαγήο αληηζηνηρεί ζηελ δηαδηθαζία ηεο 

δηέγεξζεο (stimulation) ή ιχζεο ησλ θπηηάξσλ (Δηθφλα 24) φπνπ  ν φγθνο 

δηαιχκαηνο είλαη κηθξφο   
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 3.6.2 Δλαιιαγή Ρεπζηνύ ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ 

Μέζσ ΢πλερνύο Παξνρήο 
 

΢θνπφο ηνπ πεηξάκαηνο είλαη ε ειαρηζηνπνίεζε ηνπ ζπλνιηθνχ ρξφλνπ πνπ ρξεηάδεηαη 

γηα αιιαγή ξεπζηνχ κέζα ζε έλα πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ κε ηε βνήζεηα ηνπ 

ζπζηήκαηνο ζπζθεπή – αληιίαο, ην νπνίν παξέρεη ζπλερφκελε ξνή ζπλνιηθνχ φγθνπ 

2ml δηακέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. Κχξηα αλεμάξηεηε παξάκεηξνο πξνο πξνζδηνξηζκφ 

είλαη ε κέζε παξνρή δηακέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. 

Σν πείξακα απνηειείηαη απφ ηα εμήο βήκαηα: 

o Ξεξά ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ δηακέηξνπ 3 ή 4mm θαη χςνπο 3mm 

ηνπνζεηνχληαη ζην ζάιακν ηεο ζπζθεπήο θαη ζπλδένληαη κε ηε ζπζθεπή θαη 

ηελ αληιία  

o Πξνζηίζεηαη ζηε δεμακελή ππνδνρήο ξεπζηνχ δηάιπκα tris  

o Ζ αληιία ξνπθά ~ 50κl  tris έηζη ψζηε λα γεκίζεη ν ζάιακνο θαη λα 

πγξνπνηεζεί ην ηθξίσκα 

o Μεηά απφ 10 ιεπηά ε αληιία ξνπθά φιν ην δηάιπκα tris κέρξη λα αδεηάζεη ν 

ζάιακνο 

o Πξνζηίζεηαη ζηε δεμακελή ππνδνρήο ξεπζηνχ δηάιπκα 10κΜ  FITC 2ml 

o Ζ αληιία μεθηλά λα ξνπθά αέξα κέρξη φιν ην δηάιπκα λα θαηαιήμεη ζην ρψξν 

ζπιινγήο (2ml conical tube). Σν βήκα απηφ δνθηκάδεηαη γηα δηάθνξεο ηηκέο 

ηεο παξνρήο (Q= 270.3κl/sec, 100κl/sec, 28.2κl/sec, 20κl/sec, 11,6κl/sec, 

3.33κl/sec, 1.66κl/sec). Γηα θάζε παξνρή ρξεζηκνπνηνχληαη ηξία δείγκαηα. Ζ 

ζπγθέληξσζε ηνπ ηθξηψκαηνο ζηελ ηειηθή θαηάζηαζε ηζνξξνπίαο είλαη: 

  

   
    

    
    

 

o Μεηά ην πέξαο ηεο ξνήο, ην ηθξίσκα απνκαθξχλεηαη απφ ην ζάιακν θαη 

ηνπνζεηείηαη ζε κία πιάθα κε 80κl tris 

o Μεηά απφ 2 ψξεο (ψζηε ην ζχζηεκα λα θηάζεη ζε ηζνξξνπία) ην ηθξίσκα 

αθαηξείηαη θαη ην δηάιπκα πνπ απνκέλεη κεηξηέηαη ζην θαζκαηφκεηξν 

θζνξηζκνχ, CytoFluor. Ζ αλακελφκελε ζπγθέληξσζε ηνπ δηαιχκαηνο αθνχ 

επέιζεη ηζνξξνπία ζηελ πεξίπησζε πνπ ην ξεπζηφ έρεη πιήξσο δηαρπζεί ζην 

πνξψδεο ηθξίσκα ππνινγίδεηαη σο: 

       
 

  
 
    

    
 
 

  
           

Σν ζήκα πνπ κεηξηέηαη απφ θάζε πείξακα ζπγθξίλεηαη κε ην ζήκα C2 ζηε κφληκε 

θαηάζηαζε, ζηελ πεξίπησζε πνπ ην ξεπζηφ έρεη πιήξσο δηαρπζεί ζην ηθξίσκα. Γηα 

θάζε πείξακα δηεμάγεηαη ζηαηηζηηθή αλάιπζε κέζσ ηνπ Student‟s t test, γηα λα 

δηαπηζησζεί εάλ ην ζήκα είλαη ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθφ κε απηφ ζηε κφληκε 

θαηάζηαζε. Δμεηάδνληαη αθφκε αλά δχν ηα πεηξάκαηα γηα λα δηαπηζησζεί εάλ έρνπλ 
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ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθφ ζήκα κεηαμχ ηνπο. Δάλ δχν πεηξάκαηα δελ είλαη ζηαηηζηηθά 

δηαθνξεηηθά, ε βέιηηζηε επηινγή ζα είλαη ην πείξακα πνπ δηαξθεί ιηγφηεξν. 

3.6.3 Δλαιιαγή Ρεπζηνύ ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ 

Μέζσ Δλαιιαζζόκελεο Δμαλαγθαζκέλεο Ρνήο 

 

΢θνπφο ηνπ πεηξάκαηνο είλαη ε εμέηαζε βειηίσζεο ηνπ ζπλνιηθνχ ρξφλνπ δηάρπζεο 

δηακέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο κε ηε βνήζεηα ηνπ ζπζηήκαηνο ζπζθεπή – αληιία, ην νπνίν 

πξνθαιεί εμαλαγθαζκέλε ξνή ξεπζηνχ ελαιιαζζφκελεο δηεχζπλζεο δηακέζνπ ηνπ 

ηθξηψκαηνο. Απηνχ ηνπ είδνπο ηα πεηξάκαηα απεπζχλνληαη ζε πεξηπηψζεηο πνπ ν 

φγθνο ξεπζηνχ είλαη πνιχηηκνο, άξα θαη ιηγνζηφο. Βαζηθφο ζηφρνο είλαη λα 

επηηαρπλζεί ε δηάρπζε θαη ζε απηή ηελ πεξίπησζε.  

Σα βαζηθά βήκαηα ηνπ πεηξάκαηνο είλαη: 

o Ξεξά ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ δηακέηξνπ 3 ή 4mm θαη χςνπο 3mm 

ηνπνζεηνχληαη ζην ζάιακν ηεο ζπζθεπήο θαη ζπλδένληαη κε ηε ζπζθεπή θαη 

ηελ αληιία  

o Ύζηεξα ηα ηθξηψκαηα ηνπνζεηνχληαη ζην ζάιακν ηεο ζπζθεπήο ε νπνία 

ζπλδέεηαη κε ηελ αληιία  

o Πξνζηίζεηαη ζηε δεμακελή ππνδνρήο ξεπζηνχ δηάιπκα tris 

o Ζ αληιία ξνπθά ~ 50κl  tris έηζη ψζηε λα γεκίζεη ν ζάιακνο θαη λα 

πγξνπνηεζεί ην ηθξίσκα 

o Μεηά απφ ρξφλν 10 ιεπηά πεξίπνπ ε αληιία ξνπθά φιν δηάιπκα tris κέρξη λα 

αδεηάζεη ν ζάιακνο 

o Πξνζηίζεηαη δηάιπκα Fitc, ηφζν φζν λα γεκίζεη ν ζάιακνο (V~ 50κl), 

ζπγθέληξσζεο C2= 10κΜ 

o Ζ αληιία μεθηλά λα ξνπθά αέξα κέρξη λα γεκίζεη ν ζάιακνο κε ην θζνξίδνλ 

πγξφ 

o ΢ηε ζπλέρεηα ε αληιία ζπξψρλεη θαη ξνπθά ~ 15κl επαλαιακβαλφκελα 

πξνθαιψληαο αληίζηνηρε ελαιιαζζφκελε εμαλαγθαζκέλε ξνή ζην ζάιακν 

φπνπ βξίζθεηαη ην ηθξίσκα. 

o Ο ζάιακνο αδεηάδεη κέρξη φιν ην θζνξίδνλ πγξφ λα πέζεη ζην δνρείν 

ζπιινγήο 

o Σν ηθξίσκα βγαίλεη απφ ην ζάιακν θαη ηνπνζεηείηαη ζε κία πιάθα κε ην 

αξρηθφ buffer, tris 

o Μεηά απφ 2 ψξεο ην ηθξίσκα αθαηξείηαη θαη κεηξηέηαη ην δηάιπκα πνπ 

απνκέλεη ζην θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ, CytoFluor. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ 

δηαιχκαηνο πνπ αλακέλεηαη λα κεηξεζεί αθνχ επέιζεη ηζνξξνπία θαη έρεη 

δηαρπζεί πιήξσο ην ξεπζηφ απφ ην πνξψδεο ηθξίσκα ππνινγίδεηαη απφ ηε 

ζρέζε  
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Σν πείξακα, γηα θάζε παξνρή πγξνχ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη, εθηειείηαη ζε δηάθνξεο 

ρξνληθέο ζηηγκέο έηζη ψζηε λα ππνινγηζηεί ν ρξφλνο ζηνλ νπνίν ζηαζεξνπνηείηαη ην 

ζήκα θαη λα βξεζεί ν βέιηηζηνο. Σν ζήκα πνπ κεηξηέηαη απφ θάζε πείξακα 

ζπγθξίλεηαη κε ην ζήκα ζηε κφληκε θαηάζηαζε, δειαδή φηαλ ην ξεπζηφ έρεη πιήξσο 

δηαρπζεί ζην ηθξίσκα. Γηα θάζε πείξακα δηεμάγεηαη ζηαηηζηηθή αλάιπζε κέζσ ηνπ 

Student‟s t test, γηα λα δηαπηζησζεί εάλ ην ζήκα είλαη ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθφ ζε θάζε 

ρξνληθή ζηηγκή. Οη θψδηθεο πνπ δηαβάδεη ε αληιία γηα θάζε πείξακα παξνπζηάδνληαη 

ζην Παξάξηεκα Β.  
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3.7 Πεηξάκαηα Αιιειεπίδξαζεο Κπηηάξσλ Μέζα ζε 

Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ 

΢ηελ ελφηεηα απηή παξνπζηάδνληαη θάπνηα αξρηθά πεηξάκαηα πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε ζπζθεπή παξνπζία ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ 

κε θχηηαξα. Σα πεηξάκαηα πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ είλαη δχν εηδψλ θαη 

παξνπζηάδνληαη ζηηο ππνελφηεηεο πνπ αθνινπζνχλ. 

3.7.1. Κπηηαξηθή Πξόζθπζε ζε Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ 

Παξνπζία Ρνήο Ρεπζηνύ 

΢θνπφο απηνχ ηνπ πεηξάκαηνο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ηεο επίδξαζεο πνπ έρεη ε 

εμαλαγθαζκέλε παξνρή ξεπζηνχ (κέζσ ηεο αληιίαο) ζηα θχηηαξα πνπ 

θαιιηεξγνχληαη κέζα ζην ηθξίσκα. ΢πγθεθξηκέλα, κεηξήζεθε ε απνθφιιεζε 

θπηηάξσλ πνπ θαιιηεξγνχληαη κέζα ζην ηθξίσκα ιφγσ εμαλαγθαζκέλεο ξνήο 

δηαθφξσλ παξνρψλ. Ζ δηαδηθαζία εθηέιεζεο ηνπ πεηξάκαηνο έρεη σο εμήο: 

o Ξεξά ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ θφβνληαη ζε θπιηλδξηθά θνκκάηηα δηακέηξνπ 

4mm θαη χςνπο 3mm 

o ΢χκθσλα κε ην αλαιπηηθφ πξσηφθνιιν πνπ παξέρεηαη ζην Παξάξηεκα Β, 

εηζάγνληαη θχηηαξα ζην πνξψδεο ηθξίσκα (~ 30000 θχηηαξα/ δείγκα) θαη 

αθήλνληαη ζε κηα ζπκβαηηθή πιάθα κε ζξεπηηθφ γηα κηα εκέξα. Αθήλνληαη 

κηα εκέξα έηζη ψζηε ηα θχηηαξα λα έρνπλ εηζρσξήζεη ζην πιηθφ θαη λα κελ 

βξίζθνληαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ πιηθνχ. Να ζεκεησζεί πσο φηαλ ηα θχηηαξα 

κέλνπλ ζηελ επηθάλεηα ηνπ ηθξηψκαηνο είλαη πην εχθνιν λα απνθνιιεζνχλ 

απφ απηή αθφκε θαη κε κηα πηπέηα. Δπίζεο είλαη αλακελφκελν πσο θάπνηα απφ 

απηά ζα βξίζθνληαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο, άξα ζα 

ηξαβερηνχλ αθφκα θαη ζηηο ρακειέο παξνρέο ηεο αληιίαο. 

o Μεηά απφ κηα κέξα ηα ηθξηψκαηα ηνπνζεηνχληαη ζην ζάιακν ηεο ζπζθεπήο ε 

νπνία ζπλδέεηαη κε ηελ αληιία 

o Πξνζηίζεηαη ζηε δεμακελή ππνδνρήο ξεπζηνχ ζξεπηηθφ DMEM++  (~ 80-100 

κl)  

o Ζ αληιία ηξαβά ~ 50κl έηζη ψζηε λα γεκίζεη ν ζάιακνο κε ην ηθξίσκα κε 

ζξεπηηθφ 

o ΢ηε ζπλέρεηα ε αληιία ζπξψρλεη θαη ξνπθά ~ 15κl επαλαιακβαλφκελα 

πξνθαιψληαο αληίζηνηρε ελαιιαζζφκελε εμαλαγθαζκέλε ξνή ζην ζάιακν 

φπνπ βξίζθεηαη ην ηθξίσκα. 

o Ο ζάιακνο αδεηάδεη κέρξη φιν ην ζξεπηηθφ λα πέζεη ζην δνρείν ζπιινγήο 

o Μεηξηέηαη κε κηα πηπέηα ν αθξηβήο φγθνο ηνπ ζξεπηηθνχ κέζα ζην αλαιψζηκν 

δνρείν (2ml centrifuge tube) θαη ζηε ζπλέρεηα ππνινγίδεηαη ν αξηζκφο ησλ 

θπηηάξσλ ζε θάζε δείγκα κε ην αηκνθπηηαξφκεηξν 

o Γχν απφ ην ζπλνιηθφ αξηζκφ δεηγκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα λα κεηξεζεί ν 

ζπλνιηθφο αξηζκφο θπηηάξσλ κέζα ζην ηθξίσκα κε ηε κέζνδν απνζχλζεζεο 

ηνπ ηθξηψκαηνο κε αγαξφδε (πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά ζην πξσηφθνιιν ηνπ 
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Παξαξηήκαηνο Β). Ο ιφγνο απηήο ηεο κέηξεζεο είλαη λα επαιεζεπηεί φηη 

ππήξραλ δσληαλά θχηηαξα κέζα ζην πιηθφ θαη γηα λα ππάξρεη κηα έλδεημε ηνπ 

πφζα θχηηαξα ππάξρνπλ θαη πφζα απνθνιιψληαη απφ ηελ αληιία.  

 

Σν πείξακα εθηειέζηεθε γηα δηάθνξεο ηηκέο παξνρψλ θαη ν ζπλνιηθφο ρξφλνο ηεο 

ελαιιαζζφκελεο ξνήο κε ηελ αληιία δηήξθεζε πεξίπνπ 1 ιεπηφ. Γηα θάζε 

δηαθνξεηηθή ηηκή ηεο παξνρήο ρξεζηκνπνηήζεθαλ δχν δείγκαηα. Σα απνηειέζκαηα 

επεμεξγάζηεθαλ ζην ινγηζκηθφ Excel. Σν ίδην πείξακα, φπσο ζα θαλεί θαη ζηα 

απνηειέζκαηα εθηειέζηεθε θαη κε ζπλερφκελε παξνρή 1,5 ml απφ ηελ αληιία. Σα 

απνηειέζκαηα ησλ δχν απηψλ δνθηκψλ δίδνληαη ζην αληίζηνηρν θεθάιαην.   

 

3.7.2. Δηζαγσγή Κπηηάξσλ ζην Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ 

κε ηε ΢πζθεπή 

΢θνπφο απηνχ ηνπ πεηξάκαηνο είλαη λα εθηηκεζεί ε απνηειεζκαηηθφηεηα ηνπ ηεο 

ζπζθεπήο ζηελ εηζαγσγή θπηηάξσλ κέζα ζην πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ κε 

απηνκαηνπνηεκέλν ηξφπν. Ζ δηαδηθαζία εθαξκφδνληαο ελαιιαζζφκελε 

εμαλαγθαζκέλε ξνή ζε δηάιπκα κηθξνχ φγθνπ πνπ πεξηέρεη ηα θχηηαξα πξνο 

εηζαγσγή ζην ηθξίσκα. Ζ ελαιιαζζφκελε ξνή εθαξκφδεηαη γηα ζπγθεθξηκέλε παξνρή 

θαη γηα δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο. Απφ ην πείξακα απηφ εθηηκάηαη εάλ ην 

ζθάικα ηεο ζπζθεπήο είλαη κηθξφηεξν ή κεγαιχηεξν ζε ζρέζε κε ην ζθάικα πνπ 

δεκηνπξγείηαη, ρσξίο ηε βνήζεηα ηεο ζπζθεπήο, απφ ηνλ ίδην ηνλ πεηξακαηηζηή. 

Ζ δηαδηθαζία εθηέιεζεο ηνπ πεηξάκαηνο έρεη σο εμήο: 

o Ξεξά ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ θφβνληαη ζε θπιηλδξηθά θνκκάηηα δηακέηξνπ 

4mm θαη χςνπο 3mm 

o Γεκηνπξγείηαη δηάιπκα απφ ηλνβιάζηεο ζπγθεθξηκέλεο ππθλφηεηαο (3000 

θχηηαξα/κl) 

o Σν πνξψδεο ηθξίσκα ηνπνζεηείηαη ζην ζάιακν ηεο ζπζθεπήο, ε νπνία έρεη 

ζπλδεζεί κε ηελ αληιία 

o ΢ην δνρείν εηζαγσγήο πγξνχ ηεο ζπζθεπήο ηνπνζεηνχληαη 20κl θπηηαξηθνχ 

δηαιχκαηνο 

o Ζ αληιία ξνπθά ιίγε πνζφηεηα ψζηε νξηαθά λα γεκίζεη ν ζάιακνο πνπ 

βξίζθεηαη ην ηθξίσκα  

o ΢ηελ ζπλέρεηα ε αληιία αξρίδεη κε ελαιιαζζφκελε ξνή (push/ pull) λα 

δηαθηλεί ην ξεπζηφ πάλσ θάησ κέζα ζην ζάιακν. Ζ δηαδηθαζία απηή γίλεηαη 

γηα παξνρή 20κl/sec θαη γηα δηάθνξεο ρξνληθέο ζηηγκέο (1, 2, 3, 10 min) 

o Σν ηθξίσκα απνκαθξχλεηαη απφ ην ζάιακν ηεο ζπζθεπήο θαη εηζέξρεηαη κέζα 

ζε κηα ζπκβαηηθή πιάθα (24 well plate) ζηνλ incubator 

o Μεηά απφ κία ψξα ηνπνζεηείηαη ζε θάζε δείγκα 1 ml ζξεπηηθνχ (DMEM++) 

o Μεηά απφ 24 ψξεο, φπνπ ηα θχηηαξα έρνπλ εηζέιζεη ζην ηθξίσκα, 

πξαγκαηνπνηείηαη ιχζε ησλ θπηηάξσλ ζην ηθξίσκα. Ζ κέζνδνο ιχζεο 

θπηηάξσλ πνπ βξίζθνληαη κέζα ζην ηθξίσκα πεξηγξάθεηαη ζην Παξάξηεκα Β. 

o Σν πξντφλ ηεο ιχζεο (πξσηεΐλεο) κεηξηέηαη κε ηε κέζνδν BCA (ελφηεηα 3.1.2) 
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o Γλσξίδνληαο ηε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο ζε θάζε δείγκα θαη γλσξίδνληαο ηε 

ζπλνιηθή κάδα πξσηεΐλεο αλά θχηηαξν γηα ηνπο ηλνβιάζηεο (0,23 ng) 

ππνινγίδεηαη ν ζπλνιηθφο αξηζκφο θπηηάξσλ θάζε δείγκαηνο 

Γηα θάζε ρξνληθή ζηηγκή ρξεζηκνπνηήζεθαλ δχν κε ηξία δείγκαηα. Να ζεκεησζεί πσο 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαη δείγκαηα ηθξησκάησλ ρσξίο θαζφινπ θχηηαξα (κφλν ζξεπηηθφ) 

γηα έιεγρν  θαζψο ην πξντφλ ηεο ιχζεο απνηειείηαη θαη απφ πξσηετλεο πνπ 

ελδερνκέλσο πξνέξρνληαη απφ ππνιείκκαηα ζξεπηηθνχ ζην ηθξίσκα. Σν ζήκα πνπ 

πξνέξρεηαη απφ ηα ηθξηψκαηα πνπ δελ έρνπλ θχηηαξα αθαηξείηαη απφ θάζε δείγκα κε 

θχηηαξα θαη ππνινγίδεηαη ν πξαγκαηηθφο αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ. Σα απνηειέζκαηα 

επεμεξγάζηεθαλ ζην ινγηζκηθφ Excel. Γηα θάζε πείξακα δηεμάγεηαη ζηαηηζηηθή 

αλάιπζε κέζσ ηνπ Student‟s t test γηα λα δηαπηζησζεί εάλ δηαθέξνπλ ζηαηηζηηθά ηα 

απνηειέζκαηα ηνπ αξηζκνχ ησλ θπηηάξσλ κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ ρξνληθψλ ζηηγκψλ ή 

κεηαμχ ηνπ ηξφπνπ εηζαγσγήο ησλ θπηηάξσλ (κε ή ρσξίο ηε ζπζθεπή).  
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4. Πεηξακαηηθά Απνηειέζκαηα  
 

4.1 Δθηίκεζε Σνμηθόηεηαο Τιηθώλ 
 

΢ην πείξακα εθηίκεζεο ηνμηθφηεηαο εμεηάζηεθε ε θχηηαξν-ηνμηθφηεηα δχν πιηθψλ 

(PDMS, PMMA) ππνςήθησλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζηελ ζπζθεπή πνπ πεξηγξάθεηαη 

ζην θεθάιαην 2 ζε ζρέζε κε ην ζχλεζεο πιαζηηθφ πιηθφ (πνιπζηπξέλην) κηαο 

ζπκβαηηθήο πιάθαο θαιιηέξγεηαο.  

΢ηελ Δηθφλα 26 θαη Δηθφλα 27 παξνπζηάδνληαη ν αξηζκφο ησλ δσληαλψλ θπηηάξσλ 

κέζα ζε βνζξία απφ πνιπζηπξέλην, PDMS θαη PMMA 5 κέξεο κεηά ηελ εηζαγσγή 

25000 (Δηθφλα 26) ή 40000 (Δηθφλα 27) θπηηάξσλ. Οη κεηξήζεηο έγηλαλ κε 

αηκνθπηηαξφκεηξν. Οη εηθφλεο απηέο παξνπζηάδνπλ σο αλαθνξά ηνλ αξηζκφ ησλ 

δσληαλψλ θπηηάξσλ 1 κέξα κεηά ηελ εηζαγσγή ζε βνζξία πνιπζηπξελίνπ.  

Ο θαηαθφξπθνο άμνλαο θάζε εηθφλαο παξνπζηάδεη ηνλ αξηζκφ ησλ δσληαλψλ 

θπηηάξσλ πνπ κεηξήζεθαλ ζηα 4 πεηξακαηηθά ζεκεία θάζε πεηξάκαηνο, ηα νπνία 

είλαη: 

i. 1
ε
 κέξα κεηά ηελ εηζαγσγή ησλ θπηηάξσλ ζε βνζξίν ζπκβαηηθήο πιάθαο 

24άξσλ βνζξίσλ 

ii. 5
 
κέξεο κεηά ηελ εηζαγσγή θπηηάξσλ ζε βνζξίν ζπκβαηηθήο πιάθαο 24άξσλ 

βνζξίσλ  

iii. 5 κέξεο κεηά ηελ εηζαγσγή ησλ θπηηάξσλ ζε βνζξίν απφ PDMS 

iv. 5 κέξεο κεηά ηελ εηζαγσγή ησλ θπηηάξσλ ζε βνζξίν απφ PMMA 

΢ε θάζε πεηξακαηηθφ ζεκείν παξνπζηάδνληαη νη κέζεο ηηκέο θαη ε ηππηθή απφθιηζε 

απφ 3 δηαθνξεηηθά πεηξάκαηα 

 

Δηθφλα 26: Αξηζκφο δσληαλψλ θπηηάξσλ 1 ή 5 κέξεο κεηά ηελ εηζαγσγή 25000 θπηηάξσλ ζε 

βνζξίν πιάθαο πνιπζηπξελίνπ (plate), ζε βνζξίν κε ηνηρψκαηα PDMS, ή ζε βνζξίν κε 
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ηνηρψκαηα PMMA. Σα δεδνκέλα παξνπζηάδνπλ ηελ κέζε ηηκή θαη ηελ ηππηθή απφθιηζε n=3 

κεηξήζεσλ ζε αηκνθπηηαξφκεηξν (p< 0.05) 

 

Δηθφλα 27: Αξηζκφο δσληαλψλ θπηηάξσλ 1 ή 5 κέξεο κεηά ηελ εηζαγσγή 40000 θπηηάξσλ ζε 

βνζξίν πιάθαο πνιπζηπξελίνπ (plate), ζε βνζξίν κε ηνηρψκαηα PDMS, ή ζε βνζξίν κε 

ηνηρψκαηα PMMA. Σα δεδνκέλα παξνπζηάδνπλ ηελ κέζε ηηκή θαη ηελ ηππηθή απφθιηζε n=3 

κεηξήζεσλ ζε αηκνθπηηαξφκεηξν (p< 0.05).  

Ζ ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ δείρλεη φηη δελ ππάξρεη ζηαηηζηηθή 

δηαθνξά κεηαμχ ηνπ αξηζκνχ ησλ θπηηάξσλ 5 κέξεο κεηά ηελ εηζαγσγή ηνπ ζε 

πνιπζηπξέλην, θαη PMMA, ζηελ πεξίπησζε εηζαγσγήο 40000 θπηηάξσλ ηελ πξψηε 

εκέξα (Δηθφλα 27). Όηαλ μεθηλήζεη ε θαιιηέξγεηα κε κηθξφηεξν αξηζκφ θπηηάξσλ 

(25000), ηα θχηηαξα θαίλνληαη λα αλαπηχζζνληαη κε πην αξγφ ξπζκφ ζην PDMS απφ 

φηη ζηα άιια δχν πιηθά. Γηα απηή ηελ πεξίπησζε ην ζηαηηζηηθφ ηεζη επηβεβαηψλεη φηη 

ηα δείγκαηα ζηελ ζπκβαηηθή πιάθα πνιπζηπξελίνπ θαη ηα δείγκαηα ζην PMMA δελ 

είλαη ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθά, ελψ ζην PDMS επεξεάδνληαη. 

΢εκαληηθφ ζπκπέξαζκα απνηειεί θαη ην γεγνλφο φηη ν ξπζκφο αλάπηπμεο ησλ 

θπηηάξσλ ζηα πιηθά PMMA θαη PDMS επεξεάδεηαη απφ ηελ αξρηθή ππθλφηεηα 

θπηηάξσλ πνπ ηνπνζεηνχληαη ζηελ επηθάλεηα. Παξαηεξνχκε δειαδή φηη κφιηο 

απμάλνπκε ηελ αξρηθή ππθλφηεηα θαηά έλα πνζνζηφ 37,5%, ζην  PDMS ν αξηζκφο 

ησλ θπηηάξσλ απμάλεηαη θαηά 54,4% θαη ζην PMMA θαηά 56%.  
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4.2 Τπνινγηζκόο ησλ Απσιεηώλ ηνπ ΢πζηήκαηνο ηεο 

Αληιίαο 
 

΢ε απηφ ην πείξακα ππνινγίζηεθαλ νη απψιεηεο ηνπ ζπζηήκαηνο ηεο αληιίαο, ην 

γεγνλφο δειαδή φηη ε αληιία δελ παξέρεη αθξηβψο ηνλ φγθν ηνπ λεξνχ πνπ ηεο 

δεηείηαη. Οη απψιεηεο απηέο πξνέξρνληαη θπξίσο απφ ηε δηαζχλδεζε ηεο βαιβίδαο ηεο 

αληιίαο κε ηηο ζσιελψζεηο κέζσ ησλ πξνζαξκνγέσλ (fittings). Σα δχν θξίζηκα 

ζεκεία ησλ πξνζαξκνγέσλ είλαη ην ζπείξσκα θαη ε επίπεδε επηθάλεηα πνπ ζθξαγίδεη 

ηε βαιβίδα. Αλ ηα ζεκεία απηά δελ έρνπλ ηππσζεί κε αθξίβεηα είλαη πηζαλφλ λα 

πξνθαιέζνπλ απψιεηεο πγξνχ ή εηζαγσγή αέξα ζην ζχζηεκα. 

΢ηελ Δηθφλα 28 θαη Δηθφλα 29 παξνπζηάδεηαη ε πξαγκαηηθή πνζφηεηα λεξνχ       
πνπ παξέρεη ε αληιία (θαηαθφξπθνο άμνλαο) γηα δηάθνξεο ηηκέο ηεο επηζπκεηήο 

πνζφηεηαο      λεξνχ πνπ δεηήζεθαλ απφ ην ρξήζηε (νξηδφληηνο άμνλαο). 

Γνθηκάζηεθαλ δηάθνξεο ηηκέο επηζπκεηήο πνζφηεηαο     = 500, 200, 100, 50, 20, 

10κl. Γηα θάζε επηζπκεηή πνζφηεηα πγξνχ, νη εηθφλεο παξνπζηάδνπλ ηελ κέζε ηηκή 

θαη ηελ ηππηθή απφθιηζε απφ n=3 δείγκαηα.  

Σα απνηειέζκαηα ησλ κεηξήζεσλ έδεημαλ φηη ην ζθάικα (ε δηαθνξά κεηαμχ ηνπ 

δεηνχκελνπ θαη ηνπ παξερφκελνπ φγθνπ λεξνχ) είλαη αλάινγν ηνπ δεηνχκελνπ φγθνπ: 

κηθξφ ζθάικα ζηνπο ρακεινχο φγθνπο θαη κεγαιχηεξν ζθάικα ζηνπο πςεινχο 

φγθνπο (500, 200κl). Ζ Δηθφλα 30 δείρλεη φηη ηα πεηξακαηηθά δεδνκέλα 

πξνζεγγίδνληαη πνιχ θαιά απφ κηα γξακκηθή ζπλάξηεζε (  =0,999) 
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Δηθφλα 28: Υαξαθηεξηζκφο ησλ απσιεηψλ ηνπ ζπζηήκαηνο αληιίαο φηαλ ηεο δεηείηαη λα 

παξέρεη φγθνπο ξεπζηνχ κεηαμχ 100 θαη 500 κL. Σα δεδνκέλα παξνπζηάδνπλ ηελ κέζε ηηκή 

θαη ηελ ηππηθή απφθιηζε απφ n=3 πεηξάκαηα γηα δηάθνξεο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο. 
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Δηθφλα 29: Υαξαθηεξηζκφο ησλ απσιεηψλ ηνπ ζπζηήκαηνο αληιίαο φηαλ ηεο δεηείηαη λα 

παξέρεη φγθνπο ξεπζηνχ κεηαμχ 10 θαη 50 κL. Σα δεδνκέλα παξνπζηάδνπλ ηελ κέζε ηηκή θαη 

ηελ ηππηθή απφθιηζε απφ n=3 πεηξάκαηα γηα δηάθνξεο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο. 

 

 

Δηθφλα 30: Βαζκνλφκεζε ηεο αληιίαο. ΢χγθξηζε ηνπ δεηνχκελνπ (νξηδφληηνο άμνλαο) θαη ηνπ 

παξερφκελνπ φγθνπ (θαηαθφξπθνο άμνλαο). Σα απνηειέζκαηα έρνπλ πξνζαξκνζηεί ζε έλα 

γξακκηθφ κνληέιν       , φπνπ νη παξάκεηξνη α θαη β εθηηκήζεθαλ κέζσ ηεο κεζφδνπ 

ησλ ειαρίζησλ ηεηξαγψλσλ. 
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4.3 Μέηξεζε ΢πγθέληξσζεο Φζνξίδνληνο Γηαιύκαηνο 

Μέζσ Φαζκαηόκεηξνπ Φζνξηζκνύ   
 

4.3.1 Βαζκνλόκεζε Φαζκαηόκεηξν Φζνξηζκνύ 
 

Γηα ηε βαζκνλφκεζε ηνπ θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ, (CytoFluor Series 4000), 

ρξεζηκνπνηήζεθε σο πξψηε χιε θζνξίδνπζα νπζία FITC (fluorescein isothiocyanate), 

ζπγθέληξσζεο 1 mΜ. Απφ απηφ ην δηάιπκα πξνεηνηκάζηεθαλ αξαηψζεηο ηνπ FITC 

ζπγθέληξσζεο απφ 1 mM κέρξη θαη 0,0005 κΜ . ΢πγθεθξηκέλνη φγθνη (50, 75, ή 100 

κl)  ησλ δηαιπκάησλ ζε βνζξία πιάθαο 96 βνζξίσλ κεηξήζεθαλ ζην θαζκαηφκεηξνπ 

θζνξηζκνχ γηα  δηάθνξεο ηηκέο ηνπ θέξδνπο ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή ηνπ 

θαζκαηφκεηξνπ.  

Παξαηεξήζεθε πσο ζε πςειέο ηηκέο ηνπ θέξδνπο ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή (50, 80 

dB) ην θαζκαηφκεηξν έδηλε πςειά ζήκαηα θζνξηζκνχ αθφκα θαη γηα δηαιχκαηα  

ρακειψλ ζπγθεληξψζεσλ ,δελ κπνξνχζε φκσο λα αληρλεχζεη ην ζήκα ζηηο πην 

πςειέο ζπγθεληξψζεηο (250, 100 ή θαη 10 κΜ) ιφγσ θνξεζκνχ ηνπ αηζζεηήξα. 

Δπίζεο ζε ρακειφηεξν θέξδνο θσηνπνιιαπιαζηαζηή κπνξνχζε λα αληρλεχζεη 

δηαιχκαηα κεγαιχηεξεο ζπγθέληξσζεο, φκσο ην ζήκα πέξα απφ θάπνην φξην δελ 

ήηαλ γξακκηθφ θαη παξνπζίαδε πςειφ ζφξπβν. ΢ε απηή ηελ πεξίπησζε δελ ήηαλ 

δπλαηφ λα δηαθξηζνχλ θαη βαζηθέο δηαθνξέο κεηαμχ ησλ ζπγθεληξψζεσλ δηαιπκάησλ 

(π.ρ. 10 θαη 1 κΜ δελ είραλ ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθφ ζήκα).  

΢ηελ Δηθφλα 31 παξνπζηάδνληαη έλα παξάδεηγκα θακππιψλ βαζκνλφκεζεο γηα 

δηαιχκαηα FITC φγθνπ 75 κl θαη ζπγθέληξσζεο δηαιπκάησλ ζην εχξνο 1000- 0,001 

κΜ γηα δηαθνξεηηθά θέξδε ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή (35-40-45-50 dB). ΢ηνλ 

νξηδφληην άμνλα απεηθνλίδεηαη ε ζπγθέληξσζε ησλ δηαιπκάησλ (ζε κΜ) θαη ζηνλ 

θαηαθφξπθν άμνλα ην ζήκα ηνπ θαζκαηφκεηξνπ. ΢ηελ Δηθφλα 32 παξνπζηάδεηαη ην 

ίδην δηάγξακκα κε ινγαξηζκηθή θιίκαθα ησλ ζπγθεληξψζεσλ ζηνλ νξηδφληην άμνλα. 

Γηα θάζε αξαίσζε παξνπζηάδεηαη ε κέζε ηηκή ηνπ ζήκαηνο θαη ε ηππηθή απφθιηζε 

απφ n=3 δείγκαηα. Γηα ρακειφηεξα θέξδε ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή ε κνξθή ηεο 

θακπχιεο πνπ θαίλεηαη λα αθνινπζνχλ ηα ζεκεία δελ είλαη γξακκηθή αιιά 

παξνπζηάδεη γξακκηθφηεηα ζηελ αξρή, απμάλεηαη ζηε ζπλέρεηα κέρξη έλα ζεκείν θαη 

ζηαζεξνπνηείηαη ζε απηφ. Ζ κνξθή ηεο απφθξηζεο νθείιεηαη ζηνλ θνξεζκφ ηνπ 

αηζζεηήξα ν νπνίνο παξνπζηάδεη θάπνηα φξηα ζην κέγηζην ζήκα πνπ κπνξεί λα 

αληρλεχζεη. ΢ε πςειφηεξα θέξδε ηνπ θσηνπνιιαπιαζηαζηή γηα ηελ ίδηα πνζφηεηα 

δηαιχκαηνο ε θακπχιε παξνπζηάδεη γξακκηθφηεηα θαη πςειφ ζήκα, πεξηνξίδεηαη 

φκσο θαηά πνιχ ην εχξνο ησλ ζπγθεληξψζεσλ πνπ κπνξνχλ λα αληρλεπζνχλ θαη 

απμάλεηαη ν ζφξπβνο.  
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Δηθφλα 31: Κακπχιε βαζκνλφκεζεο θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ ζε δηαιχκαηα FITC ζε Tris. 

Παξάκεηξνη νξγάλνπ: Gain: 35, 40, 45, 50 dB, Όγθνο δηαιχκαηνο: 75κl 

 

Δηθφλα 32: Κακπχιε βαζκνλφκεζεο θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ ζε δηαιχκαηα FITC ζε Tris 

ζε ινγαξηζκηθή θιίκαθα. Παξάκεηξνη νξγάλνπ: Gain: 35, 40, 45, 50 dB, Όγθνο δηαιχκαηνο: 

75κl 

΢ηελ Δηθφλα 33 παξνπζηάδεηαη ε θακπχιε βαζκνλφκεζεο γηα θέξδνο ηνπ 

θσηνπνιιαπιαζηαζηή 35 dB, ζπγθέληξσζε δηαιπκάησλ ζην εχξνο 1000-0,001 κΜ 

θαη δηαθνξεηηθέο πνζφηεηεο δηαιπκάησλ (100, 75, 50 κl). ΢ηνλ νξηδφληην άμνλα 

απεηθνλίδεηαη ε ζπγθέληξσζε ησλ δηαιπκάησλ (ζε κΜ) θαη ζηνλ θαηαθφξπθν άμνλα 

ην ζήκα ηνπ θαζκαηφκεηξνπ. ΢ηελ Δηθφλα 34 παξνπζηάδεηαη ην ίδην δηάγξακκα κε 

ινγαξηζκηθή θιίκαθα ησλ ζπγθεληξψζεσλ ζηνλ νξηδφληην άμνλα. Γηα ην ίδην θέξδνο 
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΢πγθέληξσζε δηαιύκαηνο FITC (κΜ) 

V= 75 κl 

Gain 35dB
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Λνγαξνζκηθή θιίκαθα ζπγθέληξσζεο δηαιύκαηνο FITC (κΜ) 

V= 75 κl 

Gain 35dB

Gain 40dB

Gain 45dB

Gain 50dB
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θσηνπνιιαπιαζηαζηή κεηξάηε ην ίδην εχξνο ζπγθεληξψζεσλ κε πςειφηεξν ζήκα 

ζηηο πςειφηεξεο πνζφηεηεο. ΢ηελ Δηθφλα 35 παξνπζηάδεηαη ην ίδην δηάγξακκα κε ηελ 

Δηθφλα 34 ζε κηθξφηεξν φκσο εχξνο ζπγθέληξσζεο δηαιπκάησλ ζην νπνίν ε θακπχιε 

παξνπζηάδεη κε κεγάιε αθξίβεηα γξακκηθφηεηα.  

 

Δηθφλα 33: Κακπχιε βαζκνλφκεζεο θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ ζε δηαιχκαηα FITC ζε Tris. 

Παξάκεηξνη νξγάλνπ: Gain: 35 dB, Όγθνο δηαιχκαηνο: 100, 75, 50 κl 
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΢πγθέληξσζε δηαιύκαηνο FITC (κΜ) 

Gain 35dB 

100 κl 

75 κl 

50 κl 
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Δηθφλα 34: Κακπχιε βαζκνλφκεζεο θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ ζε δηαιχκαηα FITC ζε Tris 

ζε ινγαξηζκηθή θιίκαθα. Παξάκεηξνη νξγάλνπ: Gain: 35 dB, Όγθνο δηαιχκαηνο: 100, 75, 50 

κl 

 

Δηθφλα 35: Γξακκηθφ ηκήκα θακπχιεο βαζκνλφκεζεο θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ ζε 

δηαιχκαηα FITC ζε Tris. Παξάκεηξνη νξγάλνπ: Gain: 35 dB, Όγθνο δηαιχκαηνο: 100, 75, 50 

κl 

΢θνπφο απηνχ ηνπ πεηξάκαηνο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ηνπ κεγαιχηεξνπ εχξνπο 

ζήκαηνο πνπ παξνπζηάδεη γξακκηθή ζπκπεξηθνξά κε θαιή αθξίβεηα θαη κηθξφ 

ζφξπβν. Γηα ην ζθνπφ απηφ δνθηκάζηεθε ην ίδην πείξακα βαζκνλφκεζεο κε 

κηθξφηεξν εχξνο ζπγθεληξψζεσλ ζηα δείγκαηα γηα δηάθνξνπο φγθνπο δηαιχκαηνο θαη 

θέξδε θσηνπνιιαπιαζηαζηή.  
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Λνγαξηζκηθή θιίκαθα ζπγθέληξσζεο δηαιύκαηνο FITC (κΜ) 

Gain 35dB 

100 κl 

75 κl 

50 κl 
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΢πγθέληξσζε δηαιύκαηνο FITC (κΜ) 

Gain 35dB 

100 κl 

75 κl 

50 κl 
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Μεηά απφ πνιιέο δνθηκέο επηιέρζεθε φγθνο ξεπζηνχ 75κl θαη gain=50dB. H 

θακπχιε βαζκνλφκεζεο ηνπ νξγάλνπ πνπ παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθφλα 36 

πεξηγξάθεηαη απφ ηελ γξακκηθή ζρέζε (         ): 

                  

φπνπ x ε ζπγθέληξσζε ηνπ δηαιχκαηνο FITC ζε κΜ, θαη y ε κέηξεζε ηνπ 

θαζκαηφκεηξνπ. 

 

 

Δηθφλα 36: Κακπχιε βαζκνλφκεζεο θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ ζε δηαιχκαηα FITC ζε Tris. 

Παξάκεηξνη νξγάλνπ: Gain: 50 dB, Όγθνο δηαιχκαηνο: 75κl 

Ζ θακπχιε πνπ επηιέρζεθε είλαη ε βέιηηζηε θακπχιε βαζκνλφκεζεο κε πςειφ ζήκα, 

ρακειφ ζφξπβν θαη γξακκηθή απφθξηζε. Μεηά ηελ εθηέιεζε ζηαηηζηηθψλ Student test 

δηαπηζηψζεθε ε ειάρηζηε δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα ηνπ νξγάλνπ, δειαδή ε ειάρηζηε 

ζπγθέληξσζε δηαιχκαηνο πνπ κπνξεί λα μερσξίζεη απφ ην κεδέλ γηα ηηο δεδνκέλεο 

ζπλζήθεο ηνπ βέιηηζηνπ πεηξάκαηνο. Ζ ειάρηζηε δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα ηνπ 

θαζκαηφκεηξνπ βξέζεθε φηη είλαη ηα 0,0005 κΜ.  

  

y = 7777,1x + 152,41 

R² = 0,9996 
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΢πγθέληξσζε δηαιύκαηνο FITC(κΜ) 

GAIN 50 
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4.3.2 Δπίδξαζε ηεο Παξνπζίαο Ηθξηώκαηνο Κνιιαγόλνπ ζηηο 

Μεηξήζεηο ηνπ Φαζκαηνζθνπίνπ 
 

΢ην πείξακα απηφ εμεηάδεηαη ε επίδξαζε ηεο παξνπζίαο ελφο πνξψδνπο ηθξηψκαηνο 

θνιιαγφλνπ κέζα ζε έλα θζνξίδσλ δηάιπκα ζηελ κέηξεζε πνπ παξέρεη ην 

θαζκαηνζθφπην θζνξηζκνχ.  

Ζ Δηθφλα 37 παξνπζηάδεη κεηξήζεηο απφ δηαιχκαηα FITC ζε PBS δηάθνξσλ 

ζπγθεληξψζεσλ κε (πνξηνθαιί ρξψκα) θαη ρσξίο (κπιε ρξψκα) ηελ παξνπζία ελφο 

πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ. Ο θαηαθφξπθνο άμνλαο παξέρεη ην ζήκα ηνπ 

θαζκαηνζθνπίνπ (κέζε ηηκή θαη ηππηθή απφθιηζε απφ n=3 κεηξήζεηο). 

Ζ ζηαηηζηηθή αλάιπζε κέζσ Student test δείρλεη φηη  θαη ζηηο ηξεηο πεξηπηψζεηο ε 

παξνπζία ηνπ ηθξηψκαηνο απμάλεη ην ζήκα ζεκαληηθά. Δίλαη γλσζηφ φηη ην 

θνιιαγφλν είλαη αζζελψο θζνξίδσλ κφξην. Σα δεδνκέλα απηά δείρλνπλ φηη απηφ ην 

αζζελέο ζήκα είλαη αξθεηά ζεκαληηθφ ψζηε λα επεξεάδεη κεηξήζεηο ζε 

ζπγθεληξψζεηο έσο 10κM. 

 

 

Δηθφλα 37: Δπίδξαζε ηεο παξνπζίαο πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ (scaffold) ζε 

θζνξίδνληα δηαιχκαηα (**, p<0.01). 
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Γείγκαηα ζπγθέληξσζεο FITC(κΜ) 
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4.3.3 Μέηξεζε ΢πγθέληξσζεο Φζνξίδνληνο Γηαιύκαηνο Μέζα 

ζε Πνξώδεο Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ 
 

΢ην πείξακα απηφ εμεηάδεηαη ε επίδξαζε ηεο παξνπζίαο πνξψδνπο ηθξηψκαηνο 

θνιιαγφλνπ, εκπνηηζκέλν κε έλα θζνξίδνλ δηάιπκα, ζην ζήκα θζνξηζκνχ. Δάλ 

δειαδή κπνξεί λα κεηξεζεί ε θζνξίδνπζα νπζία πνπ ζπγθξαηεί ην ηθξίσκα (~ 8 – 9 

κl).  

΢ηελ Δηθφλα 38 παξνπζηάδεηαη ε κέζε ηηκή ηνπ ζήκαηνο ηνπ θαζκαηφκεηξνπ 

θζνξηζκνχ γηα ηηο πεξηπηψζεηο φπνπ ην πνξψδεο ηθξίσκα έρεη εκπνηηζηεί κε θζνξίδσλ 

δηάιπκα ζπγθέληξσζεο 10, 1 θαη 0,1 κΜ. Μεηά ηελ εθηέιεζε ζηαηηζηηθψλ Student 

test ηα ζήκαηα απηά δελ είλαη ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθά κεηαμχ ηνπο (p>0.05). Απηφ 

ζεκαίλεη φηη ην θαζκαηφκεηξν δελ κπνξεί λα δηαθξίλεη θαη λα κεηξήζεη θζνξηζκφ δηα 

κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο.  

΢ην επφκελν γξάθεκα (Δηθφλα 39) δνθηκάζηεθε ε κέηξεζε ηνπ ίδηνπ scaffold, κε ηελ 

ίδηα ζπγθέληξσζε ζε δηαθνξεηηθέο ζέζεηο κέζα ζηελ 96άξα πιάθα. Σα ζηαηηζηηθά 

ηεζη επαιεζεχνπλ πσο ε ζέζε ηνπ scaffold δελ επεξεάδεη ην ζήκα, αθνχ δελ είλαη 

ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθφ γηα ηελ θάζε ζέζε (p>0.05). 

 

Δηθφλα 38: Μέηξεζε θζνξηζκνχ ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ εκπνηηζκέλα κε FITC 
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΢πγθεληξώζεηο δηαιπκάησλ ζην πνξώδεο ηθξίσκα (κΜ) 
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Δηθφλα 39: Μέηξεζε θζνξηζκνχ ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ εκπνηηζκέλα κε FITC 

ίδηαο ζπγθέληξσζεο ζε δηαθνξεηηθέο ζέζεηο ζηελ πιάθα ηεο κέηξεζεο 
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΢πγθεληξώζεηο δηαιπκάησλ ζην πνξώδεο ηθξίσκα (κΜ) 
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4.4 Δλαιιαγή Ρεπζηώλ Μέζα ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα 

Κνιιαγόλνπ Μέζσ Γηάρπζεο 
 

Ζ ζπγθεθξηκέλε εξγαζία εζηηάδεη ζηνλ ηξφπν ελαιιαγήο δηαιπκάησλ κέζα ζε έλα 

ηθξίσκα ιφγσ ηεο επίδξαζεο ηνπ ζε δηάθνξα ζηάδηα ηεο θπηηαξηθήο θαιιηέξγεηαο θαη 

ζε πεηξάκαηα πξσηεσκηθήο.  

Ζ ελφηεηα απηή  παξνπζηάδεη ηνλ ρξφλν πνπ απαηηείηαη γηα ηελ πιήξε ελαιιαγή ελφο 

ξεπζηνχ δηα κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. Ζ κέηξεζε γίλεηαη κεηξψληαο ηελ δηάρπζε ελφο 

θζνξίδνληνο δηαιχκαηνο FITC (10 κM) κέζα ζε έλα ηθξίσκα πνπ αξρηθά έρεη 

πγξαλζεί ζε κε-θζνξίδσλ δηάιπκα tris. Σν πείξακα απηφ, φπσο εμεγείηαη ζηελ 

Δλφηεηα 3.3 γίλεηαη κε έκκεζν ηξφπν αθνχ ην πνξψδεο ηθξίσκα δελ κπνξεί λα 

κεηξεζεί απ‟ επζείαο ζην θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ. 

Σα δεδνκέλα πνπ πξνθχπηνπλ απφ ην πείξακα είλαη νη ρξνληθέο ζηηγκέο πνπ αθήλεηαη 

ηθξίσκα κέζα ζην θζνξίδνλ δηάιπκα θαη ην ζήκα πνπ κεηξηέηαη ηειηθά απφ ην 

θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ. Απφ ην ζήκα απηφ θαη απφ ηε γλσζηή θακπχιε 

βαζκνλφκεζεο  

                  

ππνινγίδεηαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ δηαιχκαηνο ε νπνία δηαηξείηαη κε ηελ ηηκή ηεο 

ζπγθέληξσζεο πνπ αλακέλεηαη ζηε κφληκε θαηάζηαζε (C1~ 0,89 κΜ).  

Ζ Δηθφλα 40 παξνπζηάδεη ηελ εθζεηηθή θακπχιε ηνπ θαλνληθνπνηεκέλνπ ζήκαηνο ζε 

ζρέζε κε ην ρξφλν πνπ πξνζαξκφζηεθε ζην matlab. ΢ε θάζε ρξνληθή ζηηγκή 

αληηζηνηρνχλ ηξία δείγκαηα. Με βάζε ηελ αλαιπηηθή έθθξαζε ηεο θακπχιεο 

ππνινγίδεηαη ε ρξνληθή ζηαζεξά ηνπ ζπζηήκαηνο (η = 1/ 0,327~ 3,058 min). Μεηά 

απφ ρξφλν πεξίπνπ  

              

, ε απφθξηζε ηνπ ζπζηήκαηνο παξακέλεη ζηαζεξή.  

Απφ ηελ Δηθφλα 40 κεηά απφ απηφ ην ρξφλν (12,2 min) ε θακπχιε θαίλεηαη λα θηάλεη 

ζηε κέγηζηε ηηκή ηνπ ζήκαηνο θαη λα ζηαζεξνπνηείηαη.  

Απφ ην απνηέιεζκα απηφ γίλεηαη θαηαλνεηφ, πφζν αξγή θαζίζηαηαη ε δηαρείξηζε ησλ 

ηθξησκάησλ θνιιαγφλνπ ζηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ θαη εηδηθφηεξα ζε πεηξάκαηα 

πξσηεσκηθήο. Κάζε θνξά πνπ απαηηείηαη ελαιιαγή ξεπζηψλ ε δηαδηθαζία είλαη 

ρξνλνβφξα θαη πνιιέο θνξέο ν ρξφλνο απηφο εκπνδίδεη ηελ δηεμαγσγή πεηξακάησλ 

πξσηεσκηθήο φηαλ ε θπηηαξηθή απφθξηζε αλακέλεηαη λα είλαη γξεγνξφηεξε απφ ην 

ρξφλν ελαιιαγήο ξεπζηνχ. 
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Δηθφλα 40: Δλαιιαγή ξεπζηψλ κέζα ζε πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ κέζσ δηάρπζεο 

Σν πείξακα δηάρπζεο δνθηκάζηεθε ζε πνξψδεο ηθξίσκα ην νπνίν κεηξήζεθε κεηά απφ 

4 κέξεο. ΢θνπφο ήηαλ λα δηαπηζησζεί εάλ κεηά απφ άπεηξν ρξφλν ην ζήκα έρεη 

απμεζεί. Δάλ δειαδή ζην ηθξίσκα παγηδεχεηαη πνζφηεηα ξεπζηνχ πνπ δελ είλαη 

δπλαηφ λα εθδησρζεί κε ζηαηηθφ ηνπιάρηζηνλ ηξφπν. ΢ηελ Δηθφλα 41 παξνπζηάδεηαη ε 

θακπχιε δηάρπζεο γηα πεξηζζφηεξεο ρξνληθέο ζηηγκέο, κε ηελ ηειεπηαία κέηξεζε λα 

αληηζηνηρεί κεηά απφ άπεηξν ρξφλν (4 εκέξεο). ΢ηνλ νξηδφληην άμνλα παξνπζηάδεηαη ν 

ρξφλνο ζε ινγαξηζκηθή θιίκαθα κε ηε ρξνληθή ζηηγκή κεδέλ λα ζεκεηψλεηαη ζην 

ζρήκα. Ζ θακπχιε απηή ηε θνξά παξνπζηάδεη ειαθξψο γξεγνξφηεξε απφθξηζε θαη 

ην ζήκα ηελ 4
ε
 κέξα παξακέλεη ζηαζεξφ. Δπνκέλσο ε δηάρπζε είλαη πιήξεο κεηά απφ 

ρξφλν 4*η, (η= ρξνληθή ζηαζεξά), φπσο ππνινγίζηεθε αξρηθά.  

 

C=1, 12*(1-e^ (-0,327)*t))) 

η= 3,058 min)) 
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Δηθφλα 41: Δλαιιαγή ξεπζηψλ κέζα ζε πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ κέζσ δηάρπζεο θαη 

κέηξεζε ηνπ ζήκαηνο κεηά απφ 4 εκέξεο. Λνγαξηζκηθή θιίκαθα ρξφλνπ. 

Σν πείξακα ελαιιαγήο ξεπζηψλ δνθηκάζηεθε θαη κε δπλακηθφ ηξφπν κε ην ζχζηεκα 

ηεο ζπζθεπήο ζε ζχλδεζε κε ηελ αληιία γηα ζπλερή θαη ελαιιαζζφκελε ξνή. Σα 

απνηειέζκαηα ησλ πεηξακάησλ απηψλ ζρνιηάδνληαη ζηηο ελφηεηεο 4.5 θαη 4.6. 
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4.5 Δλαιιαγή Ρεπζηνύ ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ 

Μέζσ ΢πλερνύο Παξνρήο 

΢ην πείξακα απηφ εμεηάδεηαη ε δπλαηφηεηα επηηάρπλζεο ηνπ ρξφλνπ ελαιιαγήο 

ξεπζηψλ δηα κέζνπ ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ εθαξκφδνληαο κηα ζπλερή 

παξνρή ξεπζηνχ. Όπσο αλαιχζεθε ζηελ ελφηεηα 3.6.2 ε ζπγθέληξσζε ζηε κφληκε 

θαηάζηαζε αλακέλεηαη C2= 0,93 κΜ .  

΢ην γξάθεκα πνπ αθνινπζεί (Δηθφλα 42) ζηνλ θαηαθφξπθν άμνλα παξαηεξείηαη ε 

ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο γηα θάζε παξνρή ζε ζρέζε κε ηελ ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο ζηε 

κφληκε θαηάζηαζε. Ζ ηηκέο ηεο ζπγθέληξσζεο γηα θάζε δείγκα πξνθχπηνπλ απφ ην 

ζήκα ηνπ θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ θαη απφ ηε γλσζηή θακπχιε βαζκνλφκεζεο. 

΢ηνλ νξηδφληην άμνλα δίδνληαη νη ηηκέο ησλ παξνρψλ, απφ ηελ πην αξγή ζηελ πην 

γξήγνξε παξνρή, θαη ην αληίζηνηρν ρξνληθφ δηάζηεκα πνπ δηαξθεί ην πείξακα γηα 

θάζε παξνρή. Ζ επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ έγηλε κέζσ ηνπ ινγηζκηθνχ Excel. 

Οη ηηκέο πνπ παξνπζηάδνληαη ζε θάζε γξάθεκα είλαη νη κέζεο ηηκέο απφ πεηξάκαηα κε 

ηξία δείγκαηα, φπνπ παξνπζηάδεηαη ην ηππηθφ ζθάικα κεηαμχ απηψλ ησλ ηηκψλ. 

Απφ ην γξάθεκα δηαπηζηψλεηαη φηη ε ζπγθέληξσζε ηνπ ηθξηψκαηνο δελ πξνζεγγίδεη 

ηελ ηηκή ζηελ κφληκε θαηάζηαζε αθφκε θαη ζηηο πην γξήγνξεο παξνρέο. ΢ηελ 

πεξίπησζε ηεο παξνρήο πνπ έρεη δηάξθεηα 20 ιεπηά ε ζπγθέληξσζε αλακέλνληαλ λα 

θηάζεη ηελ ηηκή ζηε κφληκε θαηάζηαζε θαζψο ν ρξφλνο απηφο ππεξβαίλεη ην ρξφλν 

πιήξνπο δηάρπζεο πνπ έρεη βξεζεί θαη απφ ην ζηαηηθφ πείξακα (~12min). 

΢πκπεξαίλεηαη πσο κε απηφλ ηνλ ηξφπν ηεο ζπλερνχο ξνήο δελ θαηνξζψλεηαη λα 

απνξξνθεζεί φιε ε θζνξίδνπζα νπζία απφ ην ηθξίσκα. Παξ‟ φια απηά παξαηεξείηαη 

πσο πάλσ απφ ην 50% ηεο ηηκήο ηεο ζπγθέληξσζεο ζηε κφληκε θαηάζηαζε 

επηηπγράλεηαη γηα δηαθνξεηηθέο ηηκέο ησλ παξνρψλ. Ζ δηεμαγσγή ζηαηηζηηθψλ Student 

test δείρλεη φηη γηα ηηο ηηκέο παξνρψλ 1,66, 3,3, 11,6, 20 κl/s, νη ηηκέο ηεο 

ζπγθέληξσζεο δελ είλαη ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθέο. Ζ ηηκή ηεο παξνρήο πνπ δηαθέξεη 

ζηαηηζηηθά απφ ηηο παξνρέο πνπ αλαθέξζεθαλ (3,3, 11,6, 20 κl/s) είλαη ηα 100κl/s 

(επίπεδν εκπηζηνζχλεο 0,995). Δπνκέλσο ν βέιηηζηνο ρξφλνο γηα ηε δηάρπζε κε 

ζπλερή ξνή δηα κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο ζην 50% ηεο ζπγθέληξσζεο ζηε κφληκε 

θαηάζηαζε είλαη 1,14 ιεπηά. Μεηά ηελ εθηέιεζε απηνχ ηνπ πεηξάκαηνο δηαπηζηψζεθε 

πσο ην εχξνο ησλ παξνρψλ, άξα θαη ησλ ηαρπηήησλ πνπ κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ είλαη πεξηνξηζκέλν. Πξψηνλ, θάπνηεο ηαρχηεηεο είλαη πνιχ ρακειέο 

κε απνηέιεζκα ην πείξακα δηάρπζεο λα κελ επηηαρχλεηαη. Γεχηεξνλ, ζηηο πνιχ 

γξήγνξεο ηαρχηεηεο νη πηέζεηο πνπ αλαπηχζζνληαλ ζην ζάιακν νδεγνχζαλ ην 

ηθξίσκα λα ζηξνβηιίδεηαη  αλεμέιεγθηα θαη έπεηηα λα θξάδεη ηνλ αγσγφ εμφδνπ ηεο 

ξνήο. Έηζη ζηα επφκελα πεηξάκαηα ην εχξνο ηαρπηήησλ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη 

πεξηνξίδεηαη ζεκαληηθά. 
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Δηθφλα 42: Καλνληθνπνηεκέλε ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ γηα 

ζπλερφκελε  παξνρή. Σηκέο ζηνλ νξηδφληην άμνλα: ρξνληθή δηάξθεηα πεηξάκαηνο ζε ιεπηά γηα 

θάζε παξνρή θαη ηηκέο ηεο θάζε παξνρήο ζε κl/sec.  (*, p< 0.05, **, p< 0.01) 
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4.6 Δλαιιαγή Ρεπζηνύ ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ 

Μέζσ Δλαιιαζζόκελεο Δμαλαγθαζκέλεο Ρνήο 
 

΢ην πείξακα απηφ εμεηάδεηαη ε δπλαηφηεηα επηηάρπλζεο ηνπ ρξφλνπ ελαιιαγήο 

ξεπζηψλ δηα κέζνπ ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ κε ελαιιαζζφκελε 

εμαλαγθαζκέλε ξνή ξεπζηνχ. Σν εχξνο ησλ δηαθνξεηηθψλ παξνρψλ πεξηνξίδεηαη απφ 

ηηο απνδεθηέο ηηκέο ηνπ πξνεγνχκελνπ πεηξάκαηνο (Δλφηεηα 4.2). Σν πείξακα ηεο 

ελαιιαζζφκελεο ξνήο πξαγκαηνπνηήζεθε γηα παξνρέο 11,6 θαη 20 κl/s θαη γηα ηξεηο 

δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο. Όπσο αλαιχζεθε ζηελ ελφηεηα 3.6.3 ε ζπγθέληξσζε 

ζηε κφληκε θαηάζηαζε αλακέλεηαη C3 ~ 0,8 κΜ .  

΢ηα δχν γξαθήκαηα πνπ αθνινπζνχλ (Δηθφλα 43, Δηθφλα 44) ζηνλ θαηαθφξπθν 

άμνλα παξαηεξείηαη ε ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο γηα θάζε παξνρή, ηελ θάζε ρξνληθή 

ζηηγκή, ζε ζρέζε κε ηελ ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο ζηε κφληκε θαηάζηαζε. Οη ηηκέο ηεο 

ζπγθέληξσζεο γηα θάζε δείγκα πξνθχπηνπλ απφ ην ζήκα ηνπ θαζκαηφκεηξνπ 

θζνξηζκνχ θαη απφ ηε γλσζηή θακπχιε βαζκνλφκεζεο. Ο νξηδφληηνο άμνλαο είλαη 

ζπλαξηήζεη ηνπ ρξφλνπ. Γηα ηηο δχν παξνρέο πνπ δνθηκάζηεθαλ, Q= 20 κl/s θαη Q= 

11,6 κl/s, νη ρξνληθέο δηάξθεηεο πνπ επηιέρζεθαλ είλαη ηα 30, 60, 120 θαη 180 ιεπηά. 

Ζ επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ έγηλε κέζσ ηνπ ινγηζκηθνχ Excel. Οη ηηκέο πνπ 

παξνπζηάδνληαη ζε θάζε γξάθεκα είλαη νη κέζεο ηηκέο απφ πεηξάκαηα κε ηξία 

δείγκαηα, φπνπ παξνπζηάδεηαη ην ηππηθφ ζθάικα κεηαμχ απηψλ ησλ ηηκψλ. 

 

Δηθφλα 43: Καλνληθνπνηεκέλε ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ γηα 

ελαιιαζζφκελε εμαλαγθαζκέλε παξνρή Q= 20 κl/s (**, p<0.01, *, p< 0.05). 

Ζ εθπφλεζε ζηαηηζηηθψλ ηεζη κεηαμχ ησλ ρξνληθψλ ζηηγκψλ 30 θαη 60 δεπηεξφιεπηα 

θαλεξψλεη πσο ην ζήκα γηα απηέο ηηο πεξηπηψζεηο είλαη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά 

δηαθνξεηηθφ, φπσο θαη γηα ηηο ρξνληθέο ζηηγκέο 60 θαη 120 δεπηεξφιεπηα. Αληίζεηα νη 
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ζπγθεληξψζεηο γηα ηηο ρξνληθέο ζηηγκέο 2 θαη 3 ιεπηά δελ είλαη ζηαηηζηηθά 

δηαθνξεηηθέο. Δπνκέλσο κε ηνλ ηξφπν ηεο ελαιιαζζφκελεο ξνήο θαη κε ηε 

ζπγθεθξηκέλε παξνρή ε ελαιιαγή ξεπζηψλ κέζσ ηνπ ηθξηψκαηνο δελ επηηαρχλεηαη 

εθφζνλ ν απαηηνχκελνο ρξφλνο είλαη 2 ιεπηά.  

 

Δηθφλα 44: Καλνληθνπνηεκέλε ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ γηα 

ελαιιαζζφκελε εμαλαγθαζκέλε παξνρή Q= 11,6 κl/s. 

Ζ εθπφλεζε ζηαηηζηηθψλ ηεζη κεηαμχ ησλ ρξνληθψλ ζηηγκψλ 30 – 60, 60 – 120, 120 – 

180 δεπηεξφιεπηα γηα Q= 11,6 κl/s θαλεξψλεη πσο ην ζήκα γηα απηέο ηηο πεξηπηψζεηο 

δελ είλαη ζηαηηζηηθά δηαθνξεηηθφ (p> 0.05). Παξ‟ φια απηά ε ζπγθέληξσζε κεηαμχ 

ησλ ρξνληθψλ ζηηγκψλ 30 – 180 ή 60 – 180 δεπηεξφιεπηα είλαη ζηαηηζηηθά 

δηαθνξεηηθή.  Δπνκέλσο ε ελαιιαγή ξεπζηψλ κέζσ ηνπ ηθξηψκαηνο κε 

εμαλαγθαζκέλε ξνή δελ επηηαρχλεηαη ζε ζρέζε κε ην πείξακα ηεο ζπλερνχο ξνήο 

αθνχ ν ζπλνιηθφο ρξφλνο γηα ηελ δηάρπζε παξακέλεη 3 ιεπηά. 

Απηφ ην νπνίν επηηπγράλεηαη κε ην πείξακα ηεο εμαλαγθαζκέλεο ελαιιαζζφκελεο 

ξνήο ζε ζρέζε κε ην πείξακα ηεο ζπλερνχο ξνήο δηα κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο είλαη ε 

πνζφηεηα ξεπζηνχ πνπ θαηνξζψλεηαη λα εθδησρζεί απφ ην πνξψδεο ηθξίσκα. 

Παξαηεξψληαο ηελ Δηθφλα 42 γηα ηηο παξνρέο Q= 20 κl/s θαη Q= 11,6 κl/s ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ δείγκαηνο θηάλεη πεξίπνπ ζην 50% ηεο ηηκήο ηεο ζηελ κφληκε 

θαηάζηαζε. Με ην πείξακα ηεο ελαιιαζζφκελεο ξνήο νη ηηκέο ηηο ζπγθέληξσζεο 

θηάλνπλ ζην 90 θαη 80 % ηεο ηηκήο ηεο ζπγθέληξσζεο ζηε κφληκε θαηάζηαζε. Με 

ηνλ ηξφπν απηφ δειαδή, ζηνλ ίδην ρξφλν (2 θαη 3 ιεπηά αληίζηνηρα) ν φγθνο ηνπ 

ξεπζηνχ πνπ παγηδεχεηαη απφ ην πνξψδεο ηθξίσκα κεηψλεηαη. Σα ζηαηηζηηθά Student  

t test, επαιεζεχνπλ πσο ζηα 120 ιεπηά γηα Q= 20 κl/s θαη ζηα 180 ιεπηά γηα  Q= 11,6 

κl/s νη ηηκέο ηεο ζπγθέληξσζεο δελ δηαθέξνπλ ζηαηηζηηθά απφ ην 1, ηελ 

θαλνληθνπνηεκέλε δειαδή ηηκή ηεο ζπγθέληξσζεο. Άξα κπνξνχκε  λα πνχκε πσο ε 

ελαιιαγή ξεπζηνχ είλαη πιήξεο. 
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4.7 Κπηηαξηθή Πξόζθπζε ζε Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ 

Παξνπζία Ρνήο Ρεπζηνύ 
 

΢ην πείξακα απηφ εμεηάδεηαη ε πηζαλφηεηα απνθφιιεζεο ησλ θπηηάξσλ κέζα απφ ην 

πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ κέζσ ελαιιαζζφκελεο θαη ζπλερνχο ξνήο απφ ην 

ζχζηεκα ηεο αληιίαο.  

΢ην δηάγξακκα πνπ αθνινπζεί δίλνληαη ηα απνηειέζκαηα ηνπ πεηξάκαηνο ηεο 

ζπλερνχο ξνήο δηα κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. ΢ηνλ θαηαθφξπθν άμνλα δηαθξίλεηαη ν 

αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ πνπ κεηξήζεθε απφ ηε ξνή ζην αλαιψζηκν δνρείν θαη ζηνλ 

νξηδφληην άμνλα νη παξνρέο ηεο αληιίαο. Να ζεκεησζεί φηη ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ 

πνπ ππήξραλ αξρηθά ζην ηθξίσκα (κεηά ηελ πξψηε εκέξα θαιιηέξγεηαο) ήηαλ θαηά 

κέζν φξν ~14000 – 15000 θχηηαξα. 

Όπσο παξαηεξείηαη απφ ην δηάγξακκα ζηελ πην γξήγνξε παξνρή θαίλεηαη λα έρεη 

απνθνιιεζεί φιε ε πνζφηεηα ησλ θπηηάξσλ ελψ ζηηο ππφινηπεο παξνρέο 

απνθνιιψληαη πεξίπνπ 2000 – 3000 θχηηαξα. Σα δεδνκέλα απηά δελ έρνπλ κεγάιε 

αθξίβεηα, γεγνλφο πνπ νθείιεηαη ζηε κέζνδν ηεο κέηξεζεο ησλ θπηηάξσλ. Ο 

ζπλνιηθφο φγθνο απφ ηε ζπλερή παξνρή πνπ θαηαιήγεη ζην αλαιψζηκν δνρείν είλαη 

πεξίπνπ 1,5 ml θαη απφ απηά κφλν 10 κl δείγκαηνο πνπ κεηξνχληαη ζην 

αηκνθπηηαξφκεηξν. Σν δείγκα είλαη αξαησκέλν θαη ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ ζην 

αηκνθπηηαξφκεηξν, αλ θαη πνιχ κηθξφο, αλαγάγεη ηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ θπηηάξσλ ζην 

δείγκα πνιχ πςειφ. Μπνξεί θαλείο λα ζεσξήζεη, εμαηξψληαο ηελ πην γξήγνξε 

παξνρή (Q= 270.27 κl/sec), πσο ζηηο ππφινηπεο παξνρέο ηηο αληιίαο ηα θχηηαξα δελ 

απνθνιιψληαη.    

 

Δηθφλα 45: Πείξακα ζπλερνχο ξνήο 1.5 ml ζξεπηηθνχ δηα κέζνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο 

θνιιαγφλνπ ζην νπνίν είραλ εηζαρζεί 30000 ηλνβιάζηεο. Ο θαηαθφξπθνο άμνλαο δείρλεη ηνλ 

αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ μεθφιιεζαλ απφ ην ηθξίσκα θαη βξέζεθαλ κέζα ζην δνρείν σο 

ζπλάξηεζε ηεο παξνρήο ηνπ ξεπζηνχ πνπ αζθείηαη ζην ζχζηεκα.  
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Σν πείξακα δηεμήρζε θαη γηα ηελ πεξίπησζε ηεο ελαιιαζζφκελεο ξνήο δηα κέζνπ ηνπ 

πνξψδνπο ηθξηψκαηνο. Ο φγθνο ξεπζηνχ πνπ θαηαιήγεη ζην αλαιψζηκν δνρείν είλαη 

πεξίπνπ 45 – 50 κl. Καη ζε απηή ηελ πεξίπησζε ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ πνπ 

πξνθχπηνπλ απφ ηε κέηξεζε κε ην αηκνθπηηαξφκεηξν είλαη πνιχ κηθξφο (150 – 200 

θχηηαξα), κε απνηέιεζκα λα ζεσξείηαη πσο θακηά παξνρή δελ δηαηαξάζζεη ηα 

θχηηαξα ζηελ πεξίπησζε ηεο ελαιιαζζφκελεο ξνήο (Δηθφλα 46).  

 

Δηθφλα 46: Πείξακα ελαιιαζζφκελεο ξνήο ζξεπηηθνχ δηα κέζνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο 

θνιιαγφλνπ ζην νπνίν είραλ εηζαρζεί 30000 ηλνβιάζηεο. Ο θαηαθφξπθνο άμνλαο δείρλεη ηνλ 

αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ μεθφιιεζαλ απφ ην ηθξίσκα θαη βξέζεθαλ κέζα ζην δνρείν σο 

ζπλάξηεζε ηεο παξνρήο ηνπ ξεπζηνχ πνπ αζθείηαη ζην ζχζηεκα. 
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4.8  Δηζαγσγή Κπηηάξσλ ζην Πνξώδεο Ηθξίσκα 

Κνιιαγόλνπ κε ηε Βνήζεηα ηεο ΢πζθεπήο 
 

΢ην πείξακα απηφ εμεηάδεηαη ε εηζαγσγή θπηηάξσλ ζην πνξψδεο ηθξίσκα 

θνιιαγφλνπ κέζσ ηεο ζπζθεπήο θαη κε ελαιιαζζφκελε ξνή απφ ηελ αληιία. ΢ην 

δνρείν εηζαγσγήο ξεπζηψλ ηνπνζεηνχληαη ~ 20 κl θπηηαξηθνχ δηαιχκαηνο ηα νπνία 

θαηαιήγνπλ κέζα ζην ζάιακν κε ην πνξψδεο ηθξίσκα θαη εθαξκφδεηαη 

ελαιιαζζφκελε ξνή (Q= 20 κl/s) γηα ηελ εμαλαγθαζκέλε εηζαγσγή ησλ θπηηάξσλ 

κέζα ζην πιηθφ. 

 Ζ Δηθφλα 47 παξνπζηάδεη ηα απνηειέζκαηα απφ ηε κέηξεζε ηνπ αξηζκνχ ησλ 

θπηηάξσλ κέζα ζην πνξψδεο ηθξίσκα 24 ψξεο κεηά ηελ εηζαγσγή ηνπο. ΢ηνλ 

νξηδφληην άμνλα παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο δηάξθεηεο ηεο 

ελαιιαζζφκελεο ξνήο θαη ζηνλ θαηαθφξπθν άμνλα παξνπζηάδεηαη ν ζπλνιηθφο 

αξηζκφο θπηηάξσλ πνπ ππνινγίζηεθαλ κέζσ ηεο BCA κεζφδνπ (ελφηεηα 3.7.2 & 

ελφηεηα 3.1.2). Σν ηειεπηαίν δείγκα πνπ παξαηεξείηαη ζην γξάθεκα αληηπξνζσπεχεη 

ηξία δείγκαηα ζηα νπνία ηα θχηηαξα εηζήρζεζαλ ζην πνξψδεο ηθξίσκα ρσξίο ηε 

ρξήζε ηεο ζπζθεπήο απφ ηνλ πεηξακαηηζηή.  

Όπσο παξαηεξείηαη θαη απφ ηελ Δηθφλα 47 γηα ηηο ρξνληθέο ζηηγκέο ηεο 

ελαιιαζζφκελεο ξνήο 1 θαη 10 ιεπηά δελ εηζέξρεηαη κεγάινο αξηζκφο θπηηάξσλ. 

Αληηζέησο ζηα 2 ή 3 ιεπηά ελαιιαζζφκελεο ξνήο ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ πνπ 

εηζέξρνληαη ζην ηθξίσκα είλαη ζηαηηζηηθά ίδηνο κε ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ 

εηζέξρνληαη θαη ρσξίο ηε ζπζθεπή απφ ηνλ πεηξακαηηζηή. 

 

 

Δηθφλα 47: Δηζαγσγή θπηηάξσλ ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ κε εμαλαγθαζκέλε 

ελαιιαζζφκελε ξνή απφ ηελ αληιία ζχξηγγαο. 
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5. ΢πκπεξάζκαηα – ΢πδήηεζε 
 

΢θνπφο απηήο ηεο εξγαζίαο είλαη ε απηνκαηνπνίεζε ηεο ηξηζδηάζηαηεο θαιιηέξγεηαο 

θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ κέζσ ηεο αλάπηπμεο ελφο 

ζπζηήκαηνο πνπ ελζσκαηψλεη ην πνξψδεο ηθξίσκα θαη επηηξέπεη απηφκαηε δηαθίλεζε 

ξεπζηψλ.  

΢ην θεθάιαην απηφ αλαιχνληαη ηα βαζηθά ζπκπεξάζκαηα πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηα 

πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα θαη ζπδεηείηαη πψο ηα δεδνκέλα απηά κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηε δηεμαγσγή πεηξακάησλ πξσηεσκηθήο κεγάινπ φγθνπ (high-

throughput) ζε θχηηαξα πνπ αιιεινεπηδξνχλ κε κηα ηξηζδηάζηαηε «κήηξα». 

Παξαηίζεληαη αθφκε, ηα νθέιε θαη νη δπλαηφηεηεο πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηε ρξήζε ηνπ 

ζπζηήκαηνο ζπζθεπήο – αληιίαο. Σέινο, αλαιχνληαη ηα πξνβιήκαηα πνπ πξνέθπςαλ 

θαηά ηε ρξήζε ηεο ζπζθεπήο θαη πξνηείλνληαη ηξφπνη αληηκεηψπηζεο ηνπο. 

 

5.1 ΢ρεδηαζκόο, Καηαζθεπή, θαη Υαξαθηεξηζκόο ηνπ 

΢πζηήκαηνο ΢πζθεπή – Αληιία 
  

Ζ ζπζθεπή πνπ αλαπηχρζεθε ζε απηή ηε δηπισκαηηθή εξγαζία ζθνπεχεη ζηε 

απηνκαηνπνίεζε θαη βειηίσζε ηεο θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδεο 

ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ. Βαζηθφο ζηφρνο απνηέιεζε ε ζπζθεπή λα είλαη απιά θαη 

εχρξεζηε πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλεζεί ζε πξψην ζηάδην ε αμία χπαξμεο ελφο ηέηνηνπ 

ζπζηήκαηνο γηα πεηξάκαηα πξσηεσκηθήο.  

Αξρηθά, ηα πεηξάκαηα βηνζπκβαηφηεηαο (εδάθηα 3.2 θαη 4.1) δείρλνπλ φηη ν 

πνιιαπιαζηαζκφο ησλ θπηηάξσλ δελ επεξεάδεηαη απφ ηελ παξνπζία ηνπ πιηθνχ πνπ 

επηιέρζεθε γηα ηελ θαηαζθεπή ηεο ζπζθεπήο (PMMA) κεηά απφ 5 κέξεο 

θαιιηέξγεηαο. 

Ζ ζπζθεπή παξέρεη έλαλ νξηνζεηεκέλν ρψξν ζην ηθξίσκα, γεγνλφο πνπ βνεζά ηε ξνή 

ηνπ ξεπζηνχ λα πεξλά θαηά ην δπλαηψλ δηα κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο θαη λα κελ ην 

παξαθάκπηεη θαη κεηψλεη ηνλ απαηηνχκελν φγθν ξεπζηνχ γηα λα γεκίζεη ν ζάιακνο 

ζηνλ νπνίν βξίζθεηαη ην ηθξίσκα. Ο ζάιακνο εηζαγσγήο ηνπ ηθξηψκαηνο εμαζθαιίδεη 

πιήξε ζηεγαλφηεηα θαη εχθνιε πξφζβαζε ζηνλ πεηξακαηηζηή. Δπίζεο ζην θνκκάηη 

ηεο αληιίαο πνπ ζπλδέεηαη κε ηελ ζπζθεπή, κε ην ζρεδηαζκφ θαηάιιεισλ 

πξνζαξκνγέσλ θαη ηελ επηινγή ζσιελψζεσλ, έρνπλ εμαζθαιηζηεί απψιεηεο 

κεγέζνπο ησλ 3 κl. 

Ζ θαηαζθεπή ηεο κηθξνζπζθεπήο δελ απαηηεί πνιχ ρξφλν θαη πςειή ηερλνγλσζία. Ζ 

ζπζθεπή κπνξεί λα αλαπαξαρζεί εχθνια θαη λα ιεηηνπξγήζεη κε ην ίδην ζχζηεκα 

αληιίαο γηα ηε δηεμαγσγή πνιιαπιψλ πεηξακάησλ πξσηεσκηθήο. Χζηφζν, επεηδή ην 

ζχζηεκα δελ είλαη αθφκα πιήξσο απηνκαηνπνηεκέλν θαη απαηηεί αξθεηέο θνξέο 

παξέκβαζε απφ ηνλ πεηξακαηηζηή δελ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί άκεζα γηα 

πεηξάκαηα κεγάιεο θιίκαθαο. ΢ε απηή ηελ πεξίπησζε ην ζχζηεκα ζα έπξεπε λα 

απνηειείηαη απφ έλα θνκκάηη πνπ ζα πεξηιακβάλεη πνιινχο ζαιάκνπο, γηα ηελ 
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ηνπνζέηεζε πνιιψλ ηθξησκάησλ θνιιαγφλνπ, έλα θαπάθη πνπ ζα ζηεγαλνπνηνχζε 

ηνπο ζαιάκνπο θαη ζα εμαζθάιηδε εχθνιε πξφζβαζε ζηνλ πεηξακαηηζηή θ.η.ι.  

Σα βαζηθά πξνβιήκαηα πνπ πξνέθπςαλ θαηά ηε ρξήζε ηεο ζπζθεπήο είλαη: 

- ΢ε κεγάιεο παξνρέο ηεο αληιίαο, ην πιηθφ εγθισβίδεηαη ζηελ νπή δηακέηξνπ 

1mm πνπ θαηαιήγεη ζην δνρείν ζπιινγήο δηαιπκάησλ ιφγσ ζπξξίθλσζεο ηνπ 

ηθξηψκαηνο. Απηφ γίλεηαη αληηιεπηφ είηε γηαηί ην πιηθφ εκπνδίδεη πιήξσο ηε 

ξνή θαη ην πγξφ δελ θηάλεη ζην δνρείν, είηε γηαηί ε ξνή επηβξαδχλεηαη 

αηζζεηά. Γηα απηφ ην ιφγν, πξνηείλεηαη λα απνθεχγνληαη νη παξνρέο 

κεγαιχηεξεο απφ 28,2 κl/s.  

Δάλ κπνξνχζε λα παξεκβιεζεί θάπνην θίιηξν κεηαμχ ηεο νπήο θαη ηνπ ηθξηψκαηνο 

έηζη ψζηε ην πιηθφ λα ζπγθξαηείηαη ζε φιεο ηηο ηαρχηεηεο, ζα κπνξνχζαλ δπλεηηθά λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ πην κεγάιεο παξνρέο ξεπζηψλ. Ζ Δηθφλα 48 παξνπζηάδεη κηα ηδέα 

γηα ηελ θαηαζθεπή ελφο ηέηνηνπ θίιηξνπ. Οη δηαζηάζεηο ηνπ θίιηξνπ έρνπλ επηιεγεί 

ψζηε απηφ λα ρσξάεη ζην ζάιακν ηνπνζέηεζεο ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο 

θνιιαγφλνπ. Έλα ηέηνην  θίιηξν ζα κπνξνχζε λα θαηαζθεπαζηεί κέζσ 3δηάζηαηεο 

εθηχπσζεο. Ζ Δηθφλα 49, παξνπζηάδεη ηελ ζπλαξκνγή ηνπ θίιηξνπ ζην ζάιακν ηεο 

ζπζθεπήο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Δηθφλα 48: Σξηζδηάζηαην ζρέδην θίιηξνπ γηα ην ζάιακν ηνπνζέηεζεο ηνπ πνξψδνπο 

ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ 
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Ζ ελζσκάησζε ελφο ηέηνηνπ θίιηξνπ ζην ζχζηεκα δίλεη ηε δπλαηφηεηα ρξήζεο 

κεγαιχηεξσλ παξνρψλ νη νπνίεο ελδερνκέλσο βειηηψζνπλ ηελ ελαιιαγή ξεπζηψλ δηα 

κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. Βέβαηα ζε πνιχ κεγάιεο ηαρχηεηεο έρεη παξαηεξεζεί πσο 

δεκηνπξγνχληαη θπζαιίδεο θαη εγθισβίδεηαη αέξαο ζην ζάιακν πνπ ηνπνζεηείηαη ην 

πιηθφ κε απνηέιεζκα λα αλαθφπηεηαη ε ξνή. Έλα άιιν ζεκαληηθφ πιενλέθηεκα απφ 

ηελ ηνπνζέηεζε ηνπ θίιηξνπ είλαη φηη ν ζάιακνο πνπ εκπεξηέρεη έρνληαο κηθξφηεξε 

δηάκεηξν απφ ην ζάιακν ηνπνζέηεζεο ηνπ ηθξηψκαηνο είλαη ν ρψξνο ζηνλ νπνίν ην 

ηθξίσκα ζα κπεη κφιηο πγξνπνηεζεί. Έηζη ην δηάθελν κεηαμχ ηνπ ζαιάκνπ θαη ηνπ 

ηθξηψκαηνο κηθξαίλεη θαη ε πεξίπησζε ε ξνή λα παξαθάκπηεη ην ηθξίσκα 

ειαρηζηνπνηείηαη. 

 

- Έλα πξφβιεκα πνπ κπνξεί λα αλαθχςεη κε ηνπο πξνζαξκνγείο πνπ 

ζηεγαλνπνηνχλ ηελ βαιβίδα ηεο αληιίαο είλαη φηη ην πιηθφ απφ ην νπνίν έρνπλ 

ηππσζεί είλαη αξθεηά ειαζηηθφ κε απνηέιεζκα λα θζείξνληαη εχθνια. Γηα λα 

κεησζεί ε θζνξά ηνπο θαη λα απμεζεί ε δηάξθεηαο δσήο ηνπο, πξνηείλεηαη λα 

είλαη κφληκα ηνπνζεηεκέλνη ζηελ αληιία. Ζ θζνξά ηνπο είλαη εχθνια νξαηή. 

΢ηελ πεξίπησζε θζνξάο, ην ζχζηεκα έρεη απψιεηεο θαη παξαηεξείηαη είηε ε 

εηζξνή θπζαιίδσλ ζην πγξφ (εηδηθά φηαλ νη αληιία ιεηηνπξγεί ζηηο πην 

γξήγνξεο ηαρχηεηεο), είηε  ε δηαξξνή λεξνχ απφ ην ίδην ην ζπείξσκα. 

- ΢ηα πεηξάκαηα ελαιιαζζφκελεο ξνήο κε ηελ αληιία παξαηεξήζεθε ζε 

ζπγθεθξηκέλε θιίκαθα παξνρήο (Κιίκαθα: 30, Παξνρή: 11,6 κl/sec) λα κελ 

ιεηηνπξγεί ζσζηά. ΢πγθεθξηκέλα αληινχζε πεξηζζφηεξν φγθν απφ φηη 

δεηνχληαλ απφ ην πξφγξακκα ελψ σζνχζε ζηαζεξφ φγθν κε απνηέιεζκα ε 

ελαιιαζζφκελε ξνή λα κελ πξαγκαηνπνηνχληαλ κε ζηαζεξφ ξπζκφ. 

 

Δηθφλα 49: ΢πλαξκνγή θίιηξνπ (κπιε ρξψκα) ζην θνκκάηη ηνπ ζαιάκνπ ηεο ζπζθεπήο 
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5.2 Καιιηέξγεηα θαη Μειέηε Κπηηάξσλ ζε Πνξώδε 

Ηθξηώκαηα Κνιιαγόλνπ Υξεζηκνπνηώληαο ην ΢ύζηεκα 

΢πζθεπή-Αληιία 
 

Δλαιιαγή Ρεπζηνύ Μέζα ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ Μέζσ Γηάρπζεο 

Καηά ηα δηάθνξα ζηάδηα ηεο θπηηαξηθήο θαιιηέξγεηαο κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα 

θνιιαγφλνπ ην βαζηθφηεξν πξφβιεκα εληνπίδεηαη ζηε αξγή ελαιιαγή ξεπζηψλ δηα 

κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο. ΢ε φια ηα ζηάδηα πνπ απαηηνχλ αιιαγή ηνπ ξεπζηνχ κέζα ζην 

ηθξίσκα, απαηηνχληαη πεξίπνπ 15 – 20 ιεπηά γηα ηελ αιιαγή πγξνχ. Απηφ κπνξεί λα 

απνηειέζεη έλαλ αλαζηαιηηθφ παξάγνληα ζε πεηξάκαηα πξσηεσκηθήο θαζψο 

πεξηνξίδεη ην εχξνο ησλ θπηηαξηθψλ απνθξίζεσλ πνπ κπνξνχλ λα αληρλεπζνχλ. 

Ο πην απιφο ηξφπνο ελαιιαγήο ξεπζηνχ ζε έλα ηθξίσκα είλαη κέζσ δηάρπζεο. Σα 

αληίζηνηρα πεηξάκαηα (εδάθην 4.4) παξέρνπλ κηα εθηίκεζε γηα ηνλ απαηηνχκελν 

ρξφλν ελαιιαγήο ξεπζηνχ θαηά 99% ζε έλα πνξψδνπο ηθξηψκαηνο ν νπνίνο γηα έλα 

ηθξίσκα δηακέηξνπ 4 mm είλαη πεξίπνπ 12,2 ιεπηά. 

Όπσο έρεη αλαθεξζεί θαη πξνεγνπκέλσο ν ρξφλνο απηφο κπνξεί λα απνηειέζεη 

αλαζηαιηηθφ παξάγνληα ζε πεηξάκαηα πξσηεσκηθήο.  

Δλαιιαγή Ρεπζηνύ Μέζα ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ Μέζσ ΢πλερνύο ή 

Δλαιιαζζόκελεο Ρνήο 

Λφγσ ηνπ ζεκαληηθνχ ρξφλνπ πνπ απαηηείηαη γηα ηελ αιιαγή ξεπζηνχ κέζσ 

δηάρπζεο, επηρεηξήζεθε λα ρξεζηκνπνηεζεί ην ζχζηεκα ζπζθεπήο-αληιίαο πνπ 

πεξηεγξάθεθε ζην θεθάιαην 2 κε ζθνπφ λα δηεξεπλεζεί αλ ε εμαλαγθαζκέλε ξνή 

ξεπζηνχ ζε έλα ζάιακν πνπ πεξηέρεη ην ηθξίσκα κπνξεί λα επηηαρχλεη ζεκαληηθά ηελ 

ελαιιαγή ξεπζηψλ. Σα  πεηξάκαηα ελαιιαγήο ξεπζηψλ κε ηε βνήζεηα ηνπ 

ζπζηήκαηνο ηεο ζπζθεπήο θαη ηεο αληιίαο (εδάθηα 3.6, 4.5, 4.6) ζηνρεχνπλ ζηε 

κείσζε ηνπ ρξφλνπ πνπ απαηηείηαη γηα ηελ ελαιιαγή ξεπζηψλ δηα κέζνπ ηνπ 

ηθξηψκαηνο. 

Σν πείξακα ηεο ζπλερνχο παξνρήο δηα κέζσ ηνπ ηθξηψκαηνο βειηηψλεη ην ρξφλν 

ελαιιαγήο ξεπζηνχ πεξίπνπ 10 θνξέο (1,14 ιεπηά ) ζε ζρέζε κε ην πείξακα δηάρπζεο 

ρσξίο ηε ζπζθεπή. Ο ρξφλνο φκσο απηφο φπσο παξαηεξήζεθε δελ είλαη αξθεηφο γηα 

ηελ πιήξε ελαιιαγή ξεπζηνχ δηα κέζνπ ηνπ ηθξηψκαηνο θαζψο κφλν ην 50% ηνπ 

ξεπζηνχ αιιάδεη. Σν πείξακα απηφ βξίζθεη εθαξκνγή ζηηο πεξηπηψζεηο εθείλεο φπνπ 

ε πνζφηεηα ηνπ ξεπζηνχ δελ έρεη ηδηαίηεξν θφζηνο ζηα πεηξάκαηα πξσηεσκηθήο (π.ρ. 

αιιαγή ζξεπηηθνχ ζηα θχηηαξα, πιχζε κε θάπνην ξπζκηζηηθφ (buffer)).   

΢ην πείξακα ηεο ελαιιαζζφκελεο ξνήο αληηζέησο, ρξεζηκνπνηείηαη ν ειάρηζηνο 

δπλαηφο φγθνο γηα ηελ εθηέιεζε ηνπ πεηξάκαηνο. Λφγσ ηνπ κηθξνχ ρψξνπ ηεο 

ζπζθεπήο ζηνλ νπνίν ηνπνζεηείηαη ην πνξψδεο ηθξίσκα ν ζπλνιηθφο φγθνο γηα λα 

γεκίζεη κε πγξφ ν ζάιακνο είλαη πεξίπνπ 45 κl. Υξεζηκνπνηψληαο κηθξφηεξν φγθν ζε 
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δηάθνξα ζηάδηα πεηξακάησλ πξσηεσκηθήο (π.ρ.stimulation) ην θφζηνο δηεμαγσγήο 

πεηξακάησλ κε ηε ζπζθεπή κεηψλεηαη ζεκαληηθά.  

Δθηφο απφ ηε κείσζε ηνπ θφζηνπο ησλ πεηξακάησλ, ην πείξακα ηεο ελαιιαζζφκελεο 

ξνήο ζηνρεχεη ζηε κείσζε ηνπ ρξφλνπ ελαιιαγήο ξεπζηψλ θαη ζην λα εμαλαγθάζεη ην 

ξεπζηφ λα δηαπεξάζεη ην πνξψδεο ηθξίσκα. Σα απνηειέζκαηα απηψλ ησλ πεηξακάησλ 

θαλεξψλνπλ φηη αλάινγα κε ηελ παξνρή ε ελαιιαγή ξεπζηνχ θαηά 90%, ζε έλα 

ηθξίσκα δηακέηξνπ 4 mm, επηηπγράλεηαη κέρξη θαη ζηα 120 δεπηεξφιεπηα. ΢ε ζρέζε 

κε ην πείξακα ηεο ζπλερνχο ξνήο ζε ιηγφηεξν ρξφλν ε δηάρπζε δηα κέζνπ ηνπ 

ηθξηψκαηνο είλαη πςειφηεξε (ε ζπγθέληξσζε ηνπ δηαιχκαηνο είλαη πςειφηεξε). ΢ε 

πεξηζζφηεξν ρξνληθφ δηάζηεκα (2 ή 3 ιεπηά αλάινγα κε ηελ παξνρή) ε 

ελαιιαζζφκελε ξνή επηηπγράλεη ζρεδφλ πιήξσο ηελ αιιαγή ξεπζηνχ.  

Δλδερνκέλσο ην αξρηθφ πξσηφθνιιν ζπλερνχο ξνήο λα πξέπεη λα αιιάμεη έηζη ψζηε ε 

ίδηα ή ιηγφηεξε πνζφηεηα ξεπζηνχ (2 ml) λα κπνξεί λα πξνθαιέζεη απνηειεζκαηηθή 

αιιαγή πγξνχ κέζα ζην ηθξίσκα. 

Σν δπλακηθφ πείξακα ελαιιαγήο ξεπζηψλ κε ελαιιαζζφκελε ξνή επηηπγράλεη 

βειηίσζε ηνπ ρξφλνπ δηάρπζεο ξεπζηνχ ζε ζρέζε κε ην ζηαηηθφ πείξακα αιιά θαη 

βειηίσζε ηνπ πνζνζηνχ ηνπ φγθνπ ηνπ ξεπζηνχ πνπ απνκαθξχλεηαη απφ ην ηθξίσκα. 

Δπνκέλσο ην πείξακα ελαιιαζζφκελεο ξνήο κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί ζε θάζε 

πεξίπησζε είηε ν φγθνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη ζεκαληηθφο είηε φρη (wash ή 

stimulation).  
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5.3 Δηζαγσγή Κπηηάξσλ ζην Πνξώδεο Ηθξίσκα κε 

Δλαιιαζζόκελε ξνή  
 

Καηά ηελ εηζαγσγή ησλ θπηηάξσλ κέζα ζην ηθξίσκα απφ ηε ζηηγκή πνπ ην δηάιπκα 

ησλ θπηηάξσλ εηζέξρεηαη ζην πιηθφ κέρξη ηε ζηηγκή πνπ ζα πξνζηεζεί ην ζξεπηηθφ 

κεζνιαβεί δηάζηεκα ~ 1 ψξαο έηζη ψζηε ηα θχηηαξα λα πξνιάβνπλ λα πξνζδεζνχλ 

ζην πιηθφ 
[14]

. Δθηφο φκσο απφ ην ρξφλν, δπζθνιία έγθεηηαη θαη ζην ζπλνιηθφ αξηζκφ 

ησλ θπηηάξσλ πνπ εηζάγνληαη ζην πνξψδεο πιηθφ. Πνιιέο θνξέο απφ ην ζπλνιηθφ 

αξηζκφ θπηηάξσλ πνπ πξνζηίζεληαη κφιηο ην 50 – 60% θαηαθέξλεη λα εηζέιζεη κέζα 

ζην πιηθφ. Σα ππφινηπα πνπ δελ θαηαθέξλνπλ λα εηζέιζνπλ ζην πνξψδεο ηθξίσκα 

κέλνπλ ζηελ επηθάλεηα ηνπ πιηθνχ θαη πεζαίλνπλ. ΢ηελ παξνχζα εξγαζία εμεηάζηεθε 

θαηά πφζνλ ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ πνπ εηζέξρνληαη ζην ηθξίσκα κπνξεί λα απμεζεί 

κέζσ εμαλαγθαζκέλεο ξνήο απφ ην ζχζηεκα ηεο αληιίαο.  

Σν αξρηθφ πείξακα πνπ δνθηκάζηεθε γηα ζπγθεθξηκέλε παξνρή ηεο αληιίαο εηζάγεη 

ηνλ ίδην αξηζκφ θπηηάξσλ, ζε ζρέζε κε ην πείξακα ρσξίο ηε ζπζθεπή απφ ηνλ 

πεηξακαηηζηή, ζε ρξνληθφ δηάζηεκα 2 – 3 ιεπηά. Σν ζπγθεθξηκέλν πείξακα ζπληζηά 

πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε γηα βειηίσζε ηνπ πνζνζηνχ εηζαγσγήο ησλ θπηηάξσλ ζε πην 

γξήγνξεο παξνρέο.  

΢πλνιηθά, ην ζχζηεκα πνπ αλαπηχρζεθε παξέρεη αθξηβή θαη επαλαιήςηκα 

απνηειέζκαηα γηα ηελ κειέηε θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ. Ζ 

ρξήζε ηεο ζπζθεπήο ελδείθλπηαη θαη γηα ηε κειέηε πεξηζζφηεξν πνιχπινθσλ 

βηνινγηθψλ δηεξγαζηψλ θαζψο ζηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθαλ ηξφπνη 

βειηηζηνπνίεζεο δηαθφξσλ παξαγφλησλ πνπ εκπιέθνληαη ζηα δηάθνξα βηνινγηθά 

πεηξάκαηα. Σέινο ην ζχζηεκα ζπζθεπήο πνπ αλαπηχρζεθε επηηξέπεη ηε ρξήζε ηνπ ζε 

κεγαιχηεξε θιίκαθα γηα ηε δηεμαγσγή πεηξακάησλ πξσηεσκηθήο θαη ηελ αλάπηπμε 

κεζφδσλ εχξεζεο θαξκάθσλ. 
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ Α 
 

ΚΑΣΑ΢ΚΔΤΑ΢ΣΗΚΑ ΢ΥΔΓΗΑ 

 

΢ην παξάξηεκα Α δίδνληαη ηα θαηαζθεπαζηηθά ζρέδηα ησλ επηκέξνπο θνκκαηηψλ ηεο 

θαηαζθεπήο πνπ δεκηνπξγήζεθε γηα ηελ θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κέζα ζε πνξψδεο 

ηθξίσκα. 

΢ην ηέινο ηνπ παξαξηήκαηνο παξαηίζεηαη θαη ζρεδηαζηηθή απεηθφληζε νιφθιεξεο ηεο 

ζπλαξκνγήο γηα επνπηηθνχο ιφγνπο. 
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ Β 
 

Β.1 Καιιηέξγεηα ηλνβιαζηώλ ζε θιάζθεο 
 

Σν παξφλ πξσηφθνιιν πεξηγξάθεη ηε δηαδηθαζία απνθφιιεζεο ηλνβιαζηψλ απφ κηα 

θιάζθα θαιιηέξγεηαο θαη ηε κεηαθνξά ησλ θπηηάξσλ ζε κία λέα θιάζθα ή ηε 

ρξεζηκνπνίεζε ηνπο ζε νηνδήπνηε είδνπο πεηξάκαηα. 

Τιηθά: 

 PBS, sterile, θπιάζζεηαη ζηνπο 4
ν
C.  

 DMEM++ cell culture medium (DMEM plus 10% FBS, 1% 

penicillin/streptomycin)  

 Trypsin  EDTA), φηαλ ρξεζηκνπνηείηαη θπιάζζεηαη ζηνπο 4
o
C ζε aliquots  

 

Δμνπιηζκόο: 

 Water bath 

 Biological Hood  

 Cell incubator (CO2 5%, 37
ν
 C)  

 Microscope  

 Hemocytometer (Αηκνθπηηαξφκεηξν) 

 Φπγνθεληξηζηήο (table centrifuge) 

 

Γηαδηθαζία: 

 Πξνεηνηκαζία ηνπ bio-hood: έθζεζε ζε “UV” αθηηλνβνιία γηα 15 ιεπηά θαη 

θαζαξηζκφο ηνπ bio-hood κε 70% αηζαλφιε  

 Θεξκαίλεηαη ην PBS, ε trypsin/EDTA θαη ην ζξεπηηθφ (DMEM++) ζην water 

bath ζηνπο 37
ν
C γηα 10 min.  

 Μεηαθέξεηαη ε θιάζθα – (εο) κε ηα θχηηαξα ζην κηθξνζθφπην: ειέγρεηαη ην 

πνζνζηφ ησλ θπηηάξσλ πνπ έρνπλ θαιχςεη ηελ επηθάλεηα ηεο θιάζθαο 

(confluency).   

 Ζ απνθφιιεζε ησλ θπηηάξσλ (cell splitting), γίλεηαη φηαλ απηφ ην πνζνζηφ 

είλαη ~ 70 – 80% 

 

Απνθφιιεζε θπηηάξσλ 

 H θιάζθα (T 75) κεηαθέξεηαη απφ ην cell incubator ζην bio-hood θαη 

απνξξνθάηαη ην ππάξρνλ DMEM κε κία πηπέηα ησλ 10 ml 

 Πξνζηίζεηαη 4 ml PBS θαη αλαθαηεχνπκε ειαθξά. Ζ πιχζε απηή 

απνκαθξχλεη ππνιείκκαηα DMEM++, ην νπνίν απελεξγνπνηεί ηε δξάζε ηεο 

ηξπςίλεο (trypsin/EDTA).  
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 Απνξξνθάηαη πάιη ην PBS κε θαηάιιειε πηπέηα θαη πξνζηίζεληαη 2 ml 

trypsin/EDTA. Ζ θιάζθα λα επσάδεηαη ζηνπο 37
ν
C ζηνλ incubator γηα 10‟ 

ιεπηά.  

 Ύζηεξα απφ ηελ επψαζε ρηππάκε ειαθξά ηελ θιάζθα ψζηε λα απνθνιιεζνχλ 

φζα θχηηαξα δελ έρνπλ ήδε απνθνιιεζεί θαη γίλεηαη έιεγρνο ζην κηθξνζθφπην 

(ηα απνθνιιεκέλα θχηηαξα θαίλνληαη ζαλ ζθαηξίδηα πνπ επηπιένπλ ζην 

ζξεπηηθφ) 

 Αλ ηα θχηηαξα δελ έρνπλ απνθνιιεζεί ηα αθήλνπκε λα επσαζηνχλ γηα 2‟ 

ιεπηά αθφκα  

 ΢ηελ ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη 3 ml cell culture medium, ψζηε λα 

απελεξγνπνηεζεί ε δξάζε ηεο trypsin/EDTA 

 Αλαθαηεχνπκε ην θπηηαξηθφ ελαηψξεκα, απνξξνθψληαο θαη μαλά-

απνξξνθψληαο πεξίπνπ γηα 5 θνξέο, απνθεχγνληαο ηηο θνπζθάιεο 

 Σν θπηηαξηθφ ελαηψξεκα κεηαθέξεηαη ζε έλα 15 ml conical tube 

 

Μέηξεζε θπηηάξσλ 

 Γίλεηαη θπγνθέληξηζε ηνπ θπηηαξηθνχ ελαησξήκαηνο ζηηο 1500 rpm (380×g), 

γηα 10‟ ιεπηά, ζηνπο 25
ν
C  

 Όηαλ γίλεη ε θπγνθέληξηζε κεηαθέξεηαη ην conical tube ζην bio-hood θαη 

ζπιιέγεηαη ην ππεξθείκελν (supernatant) κε κία πηπέηα πξνζέρνληαο λα κελ 

δηαηαξαρζεί ην ίδεκα ησλ θπηηάξσλ (pellet)  

 Πξνζηίζεηαη 1ml PBS κε κηα πηπέηα 1000ul θαη κε ηελ ίδηα πηπέηα 

δηαηαξάζζεηαη ην ίδεκα (pellet) ψζηε λα δεκηνπξγεζεί πάιη ην ελαηψξεκα  

 Πξνζηίζεηαη άιια 3 ml PBS ψζηε ην κείγκα λα θηάζεη ηα 4 ml  

 Σν θπηηαξηθφ κίγκα αλαθαηεχεηαη αξθεηέο θνξέο θαη ζηε ζπλέρεηα 

ρξεζηκνπνηείηαη κία 200 ul πηπέηα γηα λα κεηαθεξζνχλ 40 κl απφ ην 

ελαηψξεκα ζε έλα tube 0,6 ml 

 Γίλεηαη μαλά θπγνθέληξηζε ηνπ θπηηαξηθνχ ελαησξήκαηνο ζηηο 1500 rpm 

(380×g), γηα 10‟ ιεπηά, ζηνπο 25
ν
C  

 Καηά ηε δηάξθεηα ηεο θπγνθέληξηζεο ηα θχηηαξα κεηξνχληαη κε ην 

αηκνθπηηαξφκεηξν φπσο έρεη πεξηγξαθεί θαη ζε πξνεγνχκελε ελφηεηα: 

- Καζαξίδεηαη ε επηθάλεηα ηνπ αηκνθπηηαξφκεηξνπ κε 70% αηζαλφιε 

- Μεηαθέξνληαη 20 κl ηνπ θπηηαξηθνχ ελαησξήκαηνο ζηηο δχν πιεπξέο 

ηνπ αηκνθπηηαξφκεηξνπ 

- Μεηξηέηαη ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ ζε θάζε ηεηαξηεκφξην. 

Τπνινγίδεηαη ε κέζε ηηκή ηνπ αξηζκνχ ησλ θπηηάξσλ πνπ κεηξήζεθαλ 

ζε θάζε πιεπξά 

- Ο ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ δίλεηαη απφ ηε ζρέζε 

                    

,φπνπ μ είλαη ν κέζνο φξνο ηνπ αξηζκνχ θπηηάξσλ, d είλαη ν ιφγνο 

αξαίσζεο ηνπ δείγκαηνο πξηλ ηε κέηξεζε (d=1, εάλ δελ έρεη αξαησζεί 
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ην δείγκα κε trypan blue, γηα ηε κέηξεζε ησλ λεθξψλ θπηηάξσλ) θαη 

VcellsPBS είλαη ν φγθνο ηνπ κίγκαηνο απφ φπνπ ζπιιέμακε ην δείγκα ζε 

ml. 

 Μφιηο ηειεηψζεη ε θπγνθέληξηζε κεηαθέξεηαη ην conical tube ζην bio-hood 

θαη ζπιιέγεηαη ην ππεξθείκελν (supernatant) κε κία πηπέηα πξνζέρνληαο λα 

κελ δηαηαξαρζεί ην ίδεκα ησλ θπηηάξσλ (pellet)  

 Αλάινγα κε ηελ ππθλφηεηα ησλ θπηηάξσλ πνπ είλαη επηζπκεηφ λα έρεη ην 

δείγκα πξνζζέηνπκε θαηάιιειε πνζφηεηα DMEM++. Γηα παξάδεηγκα εάλ ην 

θπηηαξηθφ ίδεκα απνηειείηαη απφ 1×10^6 θχηηαξα θαη γηα θάπνην πείξακα 

ρξεηάδνληαη 1000 θχηηαξα/κl ζην θπηηαξηθφ ίδεκα ζα πξνζηεζεί 1 ml 

DMEM++ 

 

Γεκηνπξγία λέαο θαιιηέξγεηαο ζε θιάζθα 

 Δθφζνλ δελ ρξεζηκνπνηεζνχλ φια ηα θχηηαξα ζε έλα πείξακα 

ρξεζηκνπνηνχληαη λέεο θιάζθεο. ΢ε κηα θαηλνχξγηα θιάζθα πξνζηίζεληαη ~ 7 

κL DMEM++ 

 Οη θιάζθεο ηνπνζεηνχληαη ζηνπο 37
ν
C ζηνλ incubator 

 Όηαλ είλαη έηνηκν ην θπηηαξηθφ ελαηψξεκα νη θιάζθεο ηνπνζεηνχληαη ζην 

bio-hood θαη κε κηα πηπέηα πξνζηίζεηαη θαηάιιειε πνζφηεηα απφ ηα θχηηαξα 

 Οη θιάζθεο ςεθάδνληαη κε αηζαλφιε θαη κεηαθέξνληαη μαλά ζηνλ incubator 
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Β2. Δηζαγσγή Ηλνβιαζηώλ ζε Πνξώδε Ηθξηώκαηα 

Κνιιαγόλνπ 
 

Τιηθά: 

 3mm πάρνπο θχιια πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ, απνζηεηξσκέλα θαη 

απνζεθεπκέλα ζε αινπκηλφραξην ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

 ΢πκβαηηθέο πιάθεο θαιιηέξγεηαο (24-well polystyrene plate) 

 0.2% δηάιπκα αγαξφδεο  

 PBS, sterile, θπιάζζεηαη ζηνπο 4
ν
C.  

 DMEM++ cell culture medium (DMEM plus 10% FBS, 1% 

penicillin/streptomycin)  

 Biopsy punch, δηακέηξνπ 4 ή 4.5 mm 

 Σζηκπίδα 

 Πιαζηηθφ ζηήξηγκα απφ PMMA 

 

Δμνπιηζκόο: 

 Water bath 

 Biological Hood  

 Cell incubator (CO2 5%, 37
ν
 C) 

 Mini-centrifuge tube (Eppendorf)  

 

Κνπή ηθξησκάησλ θνιιαγφλνπ ζε κηθξά θπιηλδξηθά θνκκάηηα  

 Φεθάδεηαη ην bio-hood (Laminar Flow Cabinet) κε 70% αηζαλφιε 

 Φεθάδεηαη κε 70% αηζαλφιε ην ζηήξηγκα απφ plexiglass πνπ έρεη 

θαηαζθεπαζηεί εηδηθά γηα απηή ηελ δηαδηθαζία (ην ζηήξηγκα δηαζέηεη εηδηθέο 

νπέο ψζηε λα δηεπθνιχλεηαη ε θνπή ησλ θπιηλδξηθψλ δεηγκάησλ) 

 Σν θχιιν ηθξηψκαηνο ηνπνζεηείηαη ζην ζηήξηγκα κε ηελ γπαιηζηεξή πιεπξά 

πξνο ηα θάησ 

 Με ηελ ρξήζε biopsy punch δηακέηξνπ 4 mm ή 4.5 mm θφβνπκε ηα δείγκαηα 

κε αξγή πεξηζηξνθηθή θίλεζε, ρσξίο λα αζθείηαη θάζεηε δχλακε ζην θχιιν 

ηθξηψκαηνο 

 ΢πιιέγνπκε ηα δείγκαηα κε κηα ηζηκπίδα θαη ηα απνζεθεχνπκε ζην δνρείν 

(mini-centrifuge tube) 
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Κάιπςε ησλ πεγαδηψλ ηεο ζπκβαηηθήο πιάθαο (24-well polystyrene plate) κε 

αγαξφδε 

 Ζ πιάθα θαιιηέξγεηαο ςεθάδεηαη κε 70% αηζαλφιε θαη αλνίγεηαη κέζα ζην 

bio-hood 

 ΢ε θάζε πεγαδάθη ηεο πιάθαο πξνζηίζεληαη 300 κl αγαξφδεο (24-well plate) 

 Σν δηάιπκα ηεο αγαξφδεο αλαθηλείηαη ψζηε λα απισζεί νκνηφκνξθα ζηελ 

επηθάλεηα ηνπ πεγαδηνχ ηεο πιάθαο 

  Ζ πιάθα αθήλεηαη κέζα ζην bio-hood θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο ψζηε λα 

ζηεγλψζεη. Ζ αγαξφδε απνηξέπεη ηα θχηηαξα λα „θνιιήζνπλ‟ ζηε ζπκβαηηθή  

πιάθα ψζηε λα πξνηηκήζνπλ λα πξνζθνιιεζνχλ ζην ηθξίσκα θνιιαγφλνπ 

Δηζαγσγή θπηηάξσλ ζην πνξψδεο ηθξίσκα 

Αθνχ ε αγαξφδε έρεη εμαηκηζηεί απφ ηελ πιάθα θαη αθνχ εηνηκαζηνχλ ηα θπιηλδξηθά 

θνκκάηηα ηνπ πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ ε δηαδηθαζία γηα ηελ εηζαγσγή 

θπηηάξσλ κέζα ζε απηφ είλαη: 

 Σα θχηηαξα απνθνιιψληαη απφ ηε θιάζθα θαη δεκηνπξγείηαη ην θπηηαξηθφ 

ελαηψξεκα επηζπκεηήο ππθλφηεηαο κε ηνλ ηξφπν πνπ πεξηγξάθεηαη ζηελ 

πξνεγνχκελε ελφηεηα 

 Σνπνζεηείηαη κηα ζηαγφλα απφ ην θπηηαξηθφ ελαηψξεκα ζε θάζε πεγάδη ηεο 

πιάθαο. Ζ πνζφηεηαο ηεο ζηαγφλαο εμαξηάηαη απφ ην πείξακα 

 Με ηελ ηζηκπίδα ηνπνζεηείηαη ην θπιηλδξηθφ δείγκα ηθξηψκαηνο, πνπ έρεη 

πξνεγνπκέλσο θνπεί, κε ηελ Mat πιεπξά πάλσ ζηελ ζηαγφλα 

 Αθνχ ηνπνζεηεζνχλ φια ηα δείγκαηα ε πιάθα κεηαθέξεηαη ζηνλ incubator γηα 

πεξίπνπ 1 ψξα ψζηε λα πξνζθνιιεζνχλ ηα θχηηαξα ζην πιηθφ 

 Ύζηεξα απφ 1 ψξα επψαζε πξνζζέηνπκε 500κl DMEM ζε θάζε well γηα θάζε 

ηθξίσκα 

 Δπηζηξέθνπκε ην 12-well plate ζηνλ incubator γηα ηελ ζπλέρεηα ηεο 

θαιιηέξγεηαο  

 Ζ αιιαγή ζξεπηηθνχ γίλεηαη θάζε 2 κε 3 εκέξεο 

 

Δηθφλα 50: Γηαδηθαζία πξνεηνηκαζίαο δεηγκάησλ ηθξηψκαηνο 
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Β.3 Πείξακα Δθηίκεζεο Βηνζπκβαηόηεηαο Τιηθώλ  
 

Σν πξσηφθνιιν απηφ πεξηγξάθεη ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ παξακέλνπλ δσληαλά 

(κεηά απφ πέληε κέξεο) ζε κηα ζπκβαηηθή πιάθα θαιιηέξγεηαο αιιεινεπηδξψληαο κε 

ηα πιηθά  PDMS, PMMA.  

 

Τιηθά: 

 PBS, sterile, θπιάζζεηαη ζηνπο 4
ν
C.  

 DMEM++ cell culture medium (DMEM plus 10% FBS, 1% 

penicillin/streptomycin)  

 Trypsin  EDTA), φηαλ ρξεζηκνπνηείηαη θπιάζζεηαη ζηνπο 4
o
C ζε aliquots  

 Πιαζηηθνί δαθηχιηνη απφ PMMA θαη PDMS 

 Σζηκπίδα  

 

Δμνπιηζκόο: 

 Water bath 

 Biological Hood  

 Cell incubator (CO2 5%, 37
ν
 C)  

 Microscope  

 Hemocytometer (Αηκνθπηηαξφκεηξν) 

 2× 24well polystyrene plate (πιαζηηθέο πιάθεο θαιιηέξγεηαο) 

 6well polystyrene plate 

 Υχηξα απνζηείξσζεο 

 Mini-centrifuge tube (Eppendorf)  

 

Πξνεηνηκαζία: 

 Καζαξίδνπκε ηνπο δαθηπιίνπο απφ PMMA θαη PDMS (πιπζίκαηα κε 

ζαπνπλφλεξν, λεξφ θαη 70% αηζαλφιε) θαη ηνπο απνζηεηξψλνπκε ζε ρχηξα 

απνζηείξσζεο 

Γηαδηθαζία: 

 Αθνχ απνθνιιεζνχλ νη ηλνβιάζηεο απφ ηε θιάζθα, πξνεηνηκάδεηαη δηάιπκα 

θπηηαξηθνχ ελαησξήκαηνο ππθλφηεηαο 1000 θχηηαξα/κl (Παξάξηεκα Β.1) 

 Οη πιαζηηθέο πιάθεο ςεθάδνληαη κε 70% αηζαλφιε θαη εηζάγνληαη ζην bio-

hood. Σν ίδην ηζρχεη θαη γηα ηνπο δαθηπιίνπο πνπ έρνπλ απνζηεηξσζεί 

 Με ηελ ηζηκπίδα νη δαθηχιηνη απφ PMMA θαη PDMS εηζάγνληαη ζηα 

πεγαδάθηα (wells) ηεο ζπκβαηηθήο πιάθαο (6well plate) 

 Με κηα 1000ul πηπέηα πξνζηίζεηαη DMEM++: 500 κl ζηα wells κε PDMS θαη 

1 ml ζηα wells κε PMMA 
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 ΢ε δχν πιαζηηθέο πιάθεο 24άξσλ πεγαδηψλ (24well plate, γηα ηε κέηξεζε ηεο 

1
εο

 θαη ηεο 5
εο

 εκέξαο) κε κηα 1000ul πηπέηα πξνζηίζεηαη 500 κl DMEM++ 

 ΢ε θάζε well απφ ηα παξαπάλσ δείγκαηα πξνζηίζεληαη 25 κl απφ ην θπηηαξηθφ 

ελαηψξεκα (ην ίδην πείξακα έγηλε θαη κε αξρηθή ππθλφηεηα θπηηάξσλ 40000 

θχηηαξα) 

 Οη πιάθεο επηζηξέθνληαη ζηνλ incubator γηα ηελ ζπλέρεηα ηεο θαιιηέξγεηαο  

 Ζ αιιαγή ζξεπηηθνχ γίλεηαη θάζε 2 εκέξεο 

 

1
ε
 εκέξα κέηξεζε θπηηάξσλ 

 Θεξκαίλεηαη ην PBS, ε trypsin/EDTA θαη ην ζξεπηηθφ (DMEM++) ζην water 

bath ζηνπο 37
ν
C γηα 10 min.  

 Ζ 24well plate πιάθα ςεθάδεηαη κε 70% αηζαλφιε, κεηαθέξεηαη ζην bio-hood 

θαη απνξξνθάηαη ην ππάξρνλ DMEM++ κε κία πηπέηα ησλ 1000 ul 

 Γίλεηαη πιχζε κε PBS (~500 κl). Ζ πιχζε απηή απνκαθξχλεη ππνιείκκαηα 

DMEM++, ην νπνίν απελεξγνπνηεί ηε δξάζε ηεο ηξπςίλεο (trypsin/EDTA).  

 Απνξξνθάηαη πάιη ην PBS κε θαηάιιειε πηπέηα θαη πξνζηίζεληαη 50 κl 

trypsin/EDTA. Ζ θιάζθα λα επσάδεηαη ζηνπο 37
ν
C ζηνλ incubator γηα 10‟ 

ιεπηά.  

 Ύζηεξα απφ ηελ επψαζε ρηππάκε ειαθξά ηελ θιάζθα ψζηε λα απνθνιιεζνχλ 

φζα θχηηαξα δελ έρνπλ ήδε απνθνιιεζεί θαη γίλεηαη έιεγρνο ζην κηθξνζθφπην 

(ηα απνθνιιεκέλα θχηηαξα θαίλνληαη ζαλ ζθαηξίδηα πνπ επηπιένπλ ζην 

ζξεπηηθφ) 

 Αλ ηα θχηηαξα δελ έρνπλ απνθνιιεζεί ηα αθήλνληαη λα επσαζηνχλ γηα 2‟ 

ιεπηά αθφκα  

 ΢ηελ ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη 75 κl PBS  ζε θάζε δείγκα 

 Αλαθαηεχνπκε ην θπηηαξηθφ ελαηψξεκα, απνξξνθψληαο θαη μαλά-

απνξξνθψληαο πεξίπνπ γηα 5 θνξέο, απνθεχγνληαο ηηο θνπζθάιεο 

 Σν θπηηαξηθφ ελαηψξεκα γηα θάζε δείγκα κεηαθέξεηαη ζηα κηθξά αλαιψζηκα 

δνρεία (Mini-centrifuge tube) 

 Γηα θάζε δείγκα ππνινγίδεηαη ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ κε ην 

αηκνθπηηαξφκεηξν φπσο αλαθέξζεθε αλαιπηηθά θαη πην πάλσ 

 

5
ε
 εκέξα κέηξεζε θπηηάξσλ 

 Σελ 5
ε
 εκέξα αθνινπζείηαη ε ίδηα δηαδηθαζία θαη γηα ηηο ππφινηπεο πιάθεο κε 

ηε κφλε δηαθνξά φηη αθαηξνχληαη νη δαθηχιηνη απφ PMMA θαη PDMS απφ ηηο 

κεγαιχηεξεο πιάθεο (6well plate) 

 Δπεηδή νη επηθάλεηεο είλαη κεγαιχηεξεο ρξεζηκνπνηνχληαη νη δηπιάζηεο πνζφηεηεο 

δηαιπκάησλ (100 κl trypsin/EDTA θαη ζηε ζπλέρεηα πξνζζήθε 150 κl PBS)   

Β.4 Βαζκνλόκεζε Φαζκαηόκεηξν Φζνξηζκνύ 
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΢ε απηφ ην πξσηφθνιιν εμεγείηαη ην πείξακα βαζκνλφκεζεο θαη πεξηγξάθεηαη 

αλαιπηηθά ν ηξφπνο κέηξεζεο θζνξίδνληνο ζήκαηνο ζην θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ. 

Να ζεκεησζεί φηη ιφγσ επαηζζεζίαο ηεο θζνξίδνπζαο νπζίαο ζην θσο ην πείξακα 

εθηειείηαη ζε ρψξν κε ειάρηζην θσο.  

Τιηθά: 

 Γηάιπκα ζπγθέληξσζεο 50 κΜ Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane), pH8  

 Φζνξίδνλ δηάιπκα FITC (Sigma-Aldrich) ζπγθέληξσζεο 1 mΜ 

 

Δμνπιηζκόο: 

 Φαζκαηφκεηξν κέηξεζεο θζνξηζκνχ (CytoFluor Series 4000) 

 96well polystyrene plate 

 

Γηαδηθαζία: 

 Απφ ην δηάιπκα FITC (Sigma-Aldrich) γλσζηήο ζπγθέληξσζεο (1 mΜ) 

δεκηνπξγνχληαη δηαιχκαηα FITC απφ 20 κΜ κέρξη 0,0005 κΜ αξαησκέλα ζε 

δηάιπκα Tris 50 κΜ. ΢πγθεθξηκέλα νη ζπγθεληξψζεηο πνπ δεκηνπξγήζεθαλ 

ήηαλ 20 – 10 – 5 – 1 – 0.5 – 0.3 – 0.1 – 0.05 – 0.025 – 0.01 – 0.005 – 0.0025 – 

0.001 – 0.0005 κΜ. 

 ΢ε κία πιάθα (96 well plate) ηνπνζεηνχληαη ηξία δείγκαηα γηα θάζε κηα απφ 

ηηο παξαπάλσ ζπγθεληξψζεηο ζε πνζφηεηεο ησλ 50, 75, 100 κl 

 ΢ηελ ίδηα πιάθα ηνπνζεηνχληαη θαη δηαιχκαηα κε Tris 50 κΜ πνζνηήησλ 50, 

75, 100 κl (control) 

 Παξάιιεια κε ηε δηαδηθαζία δεκηνπξγίαο ησλ δηαιπκάησλ ηίζεηαη ζε 

ιεηηνπξγία ην θαζκαηφκεηξν κέηξεζεο θζνξηζκνχ (CytoFluor Series 4000) 

θαη ελεξγνπνηείηαη ε ιάκπα θζνξηζκνχ. Ζ ιάκπα απαηηείηαη λα δεζηαζεί 

ηνπιάρηζηνλ 20 ιεπηά πξηλ απφ νπνηαδήπνηε κέηξεζε 

 

΢ηε ζπλέρεηα πεξηγξάθεηαη ε δηαδηθαζία κέηξεζεο ζην θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ.  

 

Με ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ κεραλήκαηνο θαη ηνπ ινγηζκηθνχ θαλεξψλεηαη ην 

παξάζπξν ηεο παξαθάησ (Δηθφλα 51). Απφ απηφ ην παξάζπξν νη παξάκεηξνη πνπ 

δνθηκάδνληαη θαη ηξνπνπνηνχληαη είλαη νη εμήο: 

- Reads/well: νη κεηξήζεηο πνπ παίξλεη ην κεράλεκα πάλσ απφ θάζε δείγκα 

θαη ππνινγίδεη ην κέζν φξν απηψλ. ΢ηα πεηξάκαηα απηήο ηεο εξγαζίαο 

επηιέρζεθαλ ζπλνιηθά 5 reads/well 

- Center only: ην ζήκα αληρλεχεηαη απφ ην θέληξν ηνπ πεγαδηνχ ηεο πιάθαο. 

Όηαλ δελ επηιεγεί ε παξάκεηξνο ην ζήκα αληρλεχεηαη απφ δηάθνξα ζεκεία 

κέζα πεγάδη ηεο πιάθαο. ΢πλίζηαηαη γηα πιάθεο κεγαιχηεξνπ κεγέζνπο 

απφ απηέο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζην πείξακα (96well plate) 

- Plate type: Δπηιέγεηαη ην είδνο ηεο πιάθαο πνπ ζα γίλεη ε κέηξεζε 

- Scans/cycle: Οξίδεηαη πφζεο θνξέο ζα γίλεη κέηξεζε ζε έλα θχθιν. 

Οξίδνληαη απφ 1-4 scans θαη πνιιέο θνξέο ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα 

αιιαρζεί ην θέξδνο ηνπ αηζζεηήξα ζε κηα κέηξεζε  
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- Start: αθνχ νξηζηνχλ νη παξάκεηξνη θαη εηζέιζεη ε πιάθα γηα κέηξεζε, 

δίλεη ηελ εθθίλεζε γηα κέηξεζε 

- Plate in/out: Αλνίγεη ή θιείλεη ην ζπξηάξη γηα ηελ ηνπνζέηεζε ή ηελ 

απνζήθεπζε ηεο πιάθαο κέζα ζην θαζκαηφκεηξν αληίζηνηρα 

- Lamp on/off: Δλεξγνπνίεζε/ απελεξγνπνίεζε ηεο ιάκπαο θζνξηζκνχ 

- Excitation/ Emission: ΢ηα δχν απηά θνπηηά επηιέγνληαη ηα θίιηξα 

δηέγεξζεο θαη εθπνκπήο αλάινγα κε ηε θζνξίδνπζα νπζία πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη 

- Gain: Πξνζαξκφδεηαη ε ηάζε – θέξδνο ηνπ αηζζεηήξα 

 

 

 

Δηθφλα 51: Παξάζπξν ηνπ ινγηζκηθνχ πεξηβάιινληνο ηνπ θαζκαηνζθφπηνπ θζνξηζκνχ 

(CytoFluor) 

 

Μεηά ηε ζχληνκε πεξηγξαθή, αθνχ έρνπλ δεκηνπξγεζεί ηα δηαιχκαηα δηαθνξεηηθψλ 

ζπγθεληξψζεσλ FITC θαη αθνχ έρεη δεζηαζεί ε ιάκπα ηνπ θαζκαηνζθνπίνπ ε 

δηαδηθαζία ζπλερίδεηαη σο εμήο: 

 Παηψληαο απφ ην παξάζπξν ηνπ ινγηζκηθνχ ηνπ CytoFluor „plate out‟, αλνίγεη 

ην ζπξηάξη θαη ηνπνζεηείηαη ε πιάθα ζηελ θαηάιιειε ζέζε (Δηθφλα 52) 

 Παηψληαο απφ ην παξάζπξν ηνπ ινγηζκηθνχ ηνπ CytoFluor „plate in‟, ην 

ζπξηάξη καδί κε ηελ πιάθα ζχξνληαη κέζα ζην κεράλεκα 

 Παηψληαο ην start ην θαζκαηφκεηξν μεθηλά ηε κέηξεζε 

 Μφιηο ε κέηξεζε νινθιεξσζεί ε πιάθα ζχξεηαη απηφκαηα πξνο ηα έμσ 
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 Παηψληαο μαλά „plate in‟ ην ζπξηάξη ζχξεηαη κέζα ζην κεράλεκα 

 Παηψληαο „file‟ θαη „save as‟ απνζεθεχεηαη ην αξρείν κε ηηο κεηξήζεηο 

 

Μεηά ηελ δνθηκή δηαθνξεηηθψλ παξακέηξσλ, νη επηζπκεηέο ηηκέο ηνπο γηα λα 

εκθαλίδεηαη γξακκηθφ ην πξνθίι ηεο βαζκνλφκεζεο κε κεγάιε αθξίβεηα είλαη νη 

εμήο: 

- Κέξδνο αηζζεηήξα: Gain 50 

- Μήθνο θχκαηνο δηέγεξζεο: 485/20 nm, κήθνο θχκαηνο εθπνκπήο: 

530/25 nm 

- Πνζφηεηα δείγκαηνο: 75 κl 

 

 

Δηθφλα 52: Σνπνζέηεζε ηεο πιάθαο ζην ζπξηάξη ηνπ θαζκαηφκεηξνπ θζνξηζκνχ (CytoFluor) 
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Β.5 Δλαιιαγή ξεπζηώλ Μέζα ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα 

Κνιιαγόλνπ – ΢ηαηηθό Πείξακα 
 

Τιηθά: 

 Γηάιπκα ζπγθέληξσζεο 50 κΜ Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane), pH8  

 Φζνξίδνλ δηάιπκα FITC (Sigma-Aldrich) ζπγθέληξσζεο 10 κΜ 

 Πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ θπιηλδξηθήο κνξθήο δηακέηξνπ 4 mm  

 

Δμνπιηζκόο: 

 Φαζκαηφκεηξν κέηξεζεο θζνξηζκνχ (CytoFluor Series 4000) 

 96well polystyrene plate 

 

Γηαδηθαζία: 

 ΢ε κία πιάθα (96well plate) ηνπνζεηνχληαη ηα ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ κέζα ζε 

δηάιπκα 50 κΜ Tris φγθνπ ~ 400 κl  

 Μεηά απφ 10 ιεπηά ηα πνξψδε ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ ηνπνζεηνχληαη κε κηα 

ηζηκπίδα ζηελ ίδηα πιάθα ζε δηάιπκα FITC 10 κΜ φγθνπ 100 κl 

 Σν πείξακα γίλεηαη ζε ζρεηηθά ζθνηεηλφ ρψξν θαη ηα δείγκαηα θαιχπηνληαη κε 

αινπκηλφραξην θαζψο ην FITC είλαη νπζία επαίζζεηε ζην θσο  

 Μεηά απφ ρξφλν 1, 2, 5, 10, 20 ιεπηά αληίζηνηρα θάζε δείγκα ηνπνζεηείηαη 

μαλά ζε δηάιπκα 50 κΜ Tris φγθνπ 75 κl   

 Αλακέλεηαη ρξνληθφ δηάζηεκα 2 σξψλ. Μηζή ψξα πεξίπνπ πξηλ ην πέξαο 

απηνχ ηνπ δηαζηήκαηνο ελεξγνπνηείηαη ε ιάκπα απφ ην θαζκαηφκεηξν 

θζνξηζκνχ 

 Οξίδνληαη νη θαηάιιειεο παξάκεηξνη ηνπ θαζκαηνζθνπίνπ γηα ηε 

ζπγθεθξηκέλε κέηξεζε: 

- Κέξδνο αηζζεηήξα: Gain 50 

- Μήθνο θχκαηνο δηέγεξζεο: 485/20 nm, κήθνο θχκαηνο εθπνκπήο: 

530/25 nm 

 Μεηά ηηο 2 ψξεο αθαηξείηαη ην ηθξίσκα απφ ην δηάιπκα 

 Με κηα 100 ul πηπέηα κεηαθέξνληαη 75 κl ηνπ δηαιχκαηνο ζε κηα πιάθα 

(96well plate) 

 Γίλεηαη ε κέηξεζε κε ην θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ 

 Απφ ηε κέηξεζε θαη απφ ηε γξακκηθή θακπχιε βαζκνλφκεζεο  

                   

, γηα ηε ζπγθεθξηκέλε πνζφηεηα (75 κl) θαη ραξαθηεξηζηηθά ηνπ θαζκαηφκεηξνπ 

ππνινγίδεηαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ ηειηθνχ δηαιχκαηνο. 
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Β.6 Δλαιιαγή Ρεπζηνύ ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ 

Μέζσ ΢πλερνύο Παξνρήο 
 

Τιηθά: 

 Γηάιπκα ζπγθέληξσζεο 50 κΜ Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane), pH8  

 Φζνξίδνλ δηάιπκα FITC (Sigma-Aldrich) ζπγθέληξσζεο 10 κΜ 

 Πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ θπιηλδξηθήο κνξθήο δηακέηξνπ 4 mm  

 

Δμνπιηζκόο: 

 Φαζκαηφκεηξν κέηξεζεο θζνξηζκνχ (CytoFluor Series 4000) 

 ΢πζθεπή θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ ζην πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ 

 Αληιία ζχξηγγαο Cavro XP3000 Modular Digital Pump 

 96well polystyrene plate 

 

Γηαδηθαζία: 

 Ξεξά ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ δηακέηξνπ 4mm θαη χςνπο 3mm ηνπνζεηνχληαη 

ζην ζάιακν ηεο ζπζθεπήο ε νπνία ζπλδέεηαη κε ηελ αληιία  

 Πξνζηίζεηαη ζηε δεμακελή ππνδνρήο ξεπζηνχ δηάιπκα tris ~ 400 κl 

 Ζ αληιία ξνπθά ~ 50κl  tris έηζη ψζηε λα γεκίζεη ν ζάιακνο θαη λα 

πγξνπνηεζεί ην ηθξίσκα 

 Μεηά απφ 10 ιεπηά ε αληιία ξνπθά φιν ην δηάιπκα tris κέρξη λα αδεηάζεη ν 

ζάιακνο 

 Πξνζηίζεηαη ζηε δεμακελή ππνδνρήο ξεπζηνχ δηάιπκα 10κΜ  FITC φγθνπ 

2ml 

 Ζ αληιία μεθηλά λα ξνπθά αέξα κέρξη φιν ην δηάιπκα λα θαηαιήμεη ζην ρψξν 

ζπιινγήο (2ml conical tube).  

 Μεηά ην πέξαο ηεο ξνήο, ην ηθξίσκα βγαίλεη απφ ην ζάιακν θαη ηνπνζεηείηαη 

ζε κία πιάθα (96well plate) κε 80κl tris 

 Μεηά απφ 2 ψξεο (ην ζχζηεκα θηάλεη ζε ηζνξξνπία) ην ηθξίσκα αθαηξείηαη  

 Με κηα 100 ul πηπέηα κεηαθέξνληαη 75 κl ηνπ δηαιχκαηνο ζε κηα πιάθα 

(96well plate) θαη ην δηάιπκα κεηξηέηαη ζην θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ, 

CytoFluor. 

 Μέζσ ηεο γξακκηθήο θακπχιεο βαζκνλφκεζεο, φπσο εμεγήζεθε θαη ζην 

πξνεγνχκελν πείξακα ππνινγίδεηαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ ηειηθνχ δηαιχκαηνο 

 

Κψδηθαο γηα ηελ αληιία 

Ζ ζχξηγγα πνπ είλαη ηνπνζεηεκέλε ζην ζχζηεκα ηεο αληιίαο είλαη ρσξεηηθφηεηαο 1 

ml. Γηα λα είλαη ζπλερήο ε ξνή γξάθεηαη έλαο αιγφξηζκνο πνπ εθηειείηαη θάζε θνξά 

ζην ζηάδην πνπ απαηηείηαη παξνρή 2 ml απφ ηελ αληιία. Ο αιγφξηζκνο απηφο 

γξάθεηαη ζην ινγηζκηθφ πεξηβάιινλ ηεο αληιίαο πνπ εκπεξηέρεη «παξάζπξν» γηα ηελ 
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εθηέιεζε εληνιψλ απφ ην ρξήζηε (Editor‟s tab). Παξαθάησ δίδεηαη ν αιγφξηζκνο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην ζπγθεθξηκέλν ζθνπφ ηνπ πεηξάκαηνο. 

 

 pump.initialize_pump(output = 'right')  

 
# Αξρηθνπνίεζε ηεο αληιίαο θαη νξηζκόο ηεο ζέζεο ηεο βαιβίδαο εμόδνπ πνπ ζπλδέεηαη 

κε ηε ζπζθεπή 

 

 pump.property_set('speed', '20') 

 
# Καζνξηζκόο ηαρύηεηαο ηνπ εκβόινπ ηεο ζύξηγγαο πνπ αληηζηνηρεί ζε ζπγθεθξηκέλε 

παξνρή 

 

 pump.send_Command('A3000') 

 
#Καζνξηζκόο ηεο ζέζεο ζηελ νπνία ζα κεηαθηλεζεί ην έκβνιν. Α3000 αληηζηνηρεί ζηελ 

θάηω ζέζε ηνπ εκβόινπ. Η ζύξηγγα γεκίδεη ζε απηή ηε ζέζε κε 1000 κl 

 

 pump.valve_command( 'in') 

 
# Δληνιή γηα ηελ αιιαγή ζέζεο ηεο βαιβίδαο 

 

 pump.property_set('speed', '1') 

 
# Καζνξηζκόο ηαρύηεηαο ηνπ εκβόινπ ηεο ζύξηγγαο πνπ αληηζηνηρεί ζε ζπγθεθξηκέλε 

παξνρή. Δπηιέγεηαη ε πην γξήγνξε ηαρύηεηα. 

 

 pump.send_Command('A0') 

 
#Καζνξηζκόο ηεο ζέζεο ζηελ νπνία ζα κεηαθηλεζεί ην έκβνιν. Α0 αληηζηνηρεί ζηελ 

πάλω ζέζε ηνπ εκβόινπ. Η ζύξηγγα αδεηάδεη ζε απηή ηε ζέζε 1000 κl (ζην δνρείν πνπ 

ζπλδέεηαη κε ηε βαιβίδα “input”). 

 

 pump.valve_command( 'out') 

 
# Αιιαγή ηεο ζέζεο ηεο βαιβίδαο ζηε ζέζε εμόδνπ (“output”) πνπ ζπλδέεηαη κε ηε 

ζπζθεπή 

 

 pump.property_set('speed', '20') 

 
# Καζνξηζκόο ηαρύηεηαο ηνπ εκβόινπ ηεο ζύξηγγαο. Καζνξίδεηαη ε ίδηα ηαρύηεηα γηα ηε 

ζπλερή παξνρή 

 

 pump.send_Command('A3000') 
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Β.7 Δλαιιαγή Ρεπζηνύ ζε Πνξώδεο Ηθξίσκα Κνιιαγόλνπ 

Μέζσ Δλαιιαζζόκελεο Δμαλαγθαζκέλεο Ρνήο 
 

Τιηθά: 

 Γηάιπκα ζπγθέληξσζεο 50 κΜ Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane), pH8  

 Φζνξίδνλ δηάιπκα FITC (Sigma-Aldrich) ζπγθέληξσζεο 10 κΜ 

 Πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ θπιηλδξηθήο κνξθήο δηακέηξνπ 4 mm  

 

Δμνπιηζκόο: 

 Φαζκαηφκεηξν κέηξεζεο θζνξηζκνχ (CytoFluor Series 4000) 

 ΢πζθεπή θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ ζην πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ 

 Αληιία ζχξηγγαο Cavro XP3000 Modular Digital Pump 

 96well polystyrene plate 

 

Γηαδηθαζία: 

 Σα ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ (d=4 mm) ηνπνζεηνχληαη ζην ζάιακν ηεο 

ζπζθεπήο ε νπνία ζπλδέεηαη κε ηελ αληιία  

 Πξνζηίζεηαη ζηε δεμακελή ππνδνρήο ξεπζηνχ δηάιπκα tris ~ 400 κl θαη ε 

αληιία ξνπθά ~ 50κl  tris έηζη ψζηε λα γεκίζεη ν ζάιακνο θαη λα πγξνπνηεζεί 

ην ηθξίσκα 

 Μεηά απφ 10 ιεπηά ε αληιία ξνπθά φιν ην δηάιπκα tris κέρξη λα αδεηάζεη ν 

ζάιακνο 

 Πξνζηίζεηαη ζηε δεμακελή ππνδνρήο ξεπζηνχ δηάιπκα 10κΜ  FITC φγθνπ 

80κl ην πνιχ 

 Ζ αληιία έρεη πξνγξακκαηηζηεί λα ηξαβήμεη ~ 45 κl απφ ην FITC ψζηε λα 

γεκίζεη ν ζάιακνο, ρσξίο λα πέζεη πγξφ ζην ρψξν ζπιινγήο, θαη έπεηηα μεθηλά 

λα ζπξψρλεη θαη λα ηξαβά 15 κl ηα νπνία κέλνπλ ζην ζάιακν θαη δεκηνπξγνχλ 

ελαιιαζζφκελε ξνή. Σν βήκα απηφ επαλαιακβάλεηαη πνιιέο θνξέο αλάινγα 

κε ηελ παξνρή θαη ηε ρξνληθή δηάξθεηα πνπ εθηειείηαη ην πείξακα. Σέινο ε 

αληιία απνξξνθά φιν ηνλ φγθν ηνπ δηαιχκαηνο ψζηε λα θαηαιήμεη ζην δνρείν 

ζπιινγήο. Οη ρξνληθέο ζηηγκέο πνπ επηιέρζεθαλ γηα απηφ ην βήκα είλαη t= ½, 

1, 2, 3 min. 

 Μεηά ην πέξαο ηεο ξνήο, ην ηθξίσκα βγαίλεη απφ ην ζάιακν θαη ηνπνζεηείηαη 

ζε κία πιάθα (96well plate) κε 80κl tris 

 Μεηά απφ 2 ψξεο (ην ζχζηεκα θηάλεη ζε ηζνξξνπία) ην ηθξίσκα αθαηξείηαη 

θαη ην δηάιπκα πνπ απνκέλεη 

 Με κηα 100 ul πηπέηα κεηαθέξνληαη 75 κl ηνπ δηαιχκαηνο ζε κηα πιάθα 

(96well plate) θαη ην δηάιπκα κεηξηέηαη ζην θαζκαηφκεηξν θζνξηζκνχ, 

CytoFluor. 
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 Μέζσ ηεο γξακκηθήο θακπχιεο βαζκνλφκεζεο, φπσο εμεγήζεθε θαη ζην 

πξνεγνχκελν πείξακα ππνινγίδεηαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ ηειηθνχ δηαιχκαηνο 

Κψδηθαο γηα ηελ αληιία 

Ο αιγφξηζκνο πνπ αθνινπζεί γξάθηεθε γηα ηε ζηηγκή πνπ αληιία σζεί ην ζην ζάιακν 

ηνπ ηθξηψκαηνο κέρξη θαη ην πέξαο ηεο ελαιιαζζφκελεο ξνήο απφ ηελ αληιία. 

 

pump.initialize_pump(output = 'right') 
 

# Αξρηθνπνίεζε ηεο αληιίαο 

 

pump.property_set('speed', '25')  
 

# Καζνξηζκόο ηαρύηεηαο ηνπ εκβόινπ ηεο ζύξηγγαο πνπ αληηζηνηρεί ζε ζπγθεθξηκέλε 

παξνρή (γηα ην πείξακα νη ηαρύηηεηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη 25, 30) 

 

pump.volume_command(direction = 'P', vol = '45') 

 

# Καζνξηζκόο ηεο δηεύζπλζεο ηεο ζύξηγγαο (direction = 'P', πξνο ηα θάηω γηα λα 

ηξαβήμεη αέξα) θαη ηνπ όγθνπ ζε κL πνπ ζα κεηαθηλήζεη (vol = '45') 

 

pump.property_set('speed', '25') 

 
# Καζνξηζκόο ηεο ίδηαο ηαρύηεηαο ηνπ εκβόινπ ηεο ζύξηγγαο γηα επαιήζεπζε 

 

pump.volume_command(direction = 'D', vol = '15') 

 
# Καζνξηζκόο ηεο δηεύζπλζεο ηεο ζύξηγγαο (direction = 'D', πξνο ηα πάλω γηα λα 

ζπξώμεη αέξα θαη λα νδεγεζεί ηη ξεπζηό ζην ζάιακν πξνο ηα πάλω) θαη ηνπ όγθνπ ζε 

κL πνπ ζα κεηαθηλήζεη (vol = '15') 

 

pump.volume_command(direction = 'P', vol = '15') 

pump.volume_command(direction = 'D', vol = '15') 

pump.volume_command(direction = 'P', vol = '15')  

 

pump.volume_command(direction = 'P', vol = '150') 

# Η αληιία νδεγεί ζην ζάιακν ζπιινγήο ξεπζηνύ όιν ην δηάιπκα FITC 

 

 

 

 

 

Δπαλαιακβάλεηαη λ θνξέο 

αλάινγα κε ηελ επηζπκεηή 

δηάξθεηα ηεο ξνήο 
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Β.8 Πξνζδηνξηζκόο ηνπ Δύξνπο ησλ Παξνρώλ ηεο Αληιίαο 

πνπ δελ Γηαηαξάζζνπλ ηελ Κπηηαξηθή Καιιηέξγεηα 
 

Τιηθά: 

 PBS, sterile, θπιάζζεηαη ζηνπο 4
ν
C.  

 DMEM++ cell culture medium (DMEM plus 10% FBS, 1% 

penicillin/streptomycin)  

 3mm πάρνπο θχιια πνξψδνπο ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ, απνζηεηξσκέλα θαη 

απνζεθεπκέλα ζε αινπκηλφραξην ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

 ΢πκβαηηθέο πιάθεο θαιιηέξγεηαο (24-well polystyrene plate) 

 0.2% δηάιπκα αγαξφδεο 

 Γηάιπκα θνιιαγελάζεο (Collagenase stock (10mg/ml)) 

 Υεηξνπξγηθή ηζηκπίδα  

 

Δμνπιηζκόο: 

 Water bath 

 Biological Hood  

 Cell incubator (CO2 5%, 37
ν
 C)  

 Microscope  

 Hemocytometer (Αηκνθπηηαξφκεηξν) 

 Υχηξα απνζηείξσζεο 

 Eppendorf tube 0.6 ml  

 ΢πζθεπή θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ ζην πνξψδεο ηθξίσκα θνιιαγφλνπ 

 Αληιία ζχξηγγαο Cavro XP3000 Modular Digital Pump 
 

Πξνεηνηκαζία: 

 Καζαξίδνπκε φια ηα κέξε απφ ηα νπνία απνηειείηαη ε ζπζθεπή (πιπζίκαηα κε 

ζαπνπλφλεξν, λεξφ θαη 70% αηζαλφιε) θαη απνζηεηξψλνπκε ζε ρχηξα 

απνζηείξσζεο 

 Κφβνπκε κέζα ζην bio-hood κε biopsy punch θπιηλδξηθά θνκκάηηα πνξψδνπο 

ηθξηψκαηνο θνιιαγφλνπ δηακέηξνπ 4 mm 

 ΢ηελ 24well plate εηζάγνληαη 300 κl αγαξφδεο θαη αθήλνληαη λα εμαηκηζηνχλ 

γηα ~ 8 ψξεο (overnight) 

 Όπσο αλαιπηηθά αλαθέξεηαη ζην Παξάξηεκα Β2 εηζάγνπκε ζε θάζε δείγκα 

απφ ην πνξψδεο ηθξίσκα θχηηαξα ππθλφηεηαο 30000/ δείγκα, βάδνπκε 

ζξεπηηθφ θαη αθήλνπκε (incubator) ηα θχηηαξα λα πξνζθνιιεζνχλ γηα κηα 

εκέξα. Ζ θπηηαξηθή ζεηξά πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη ηλνβιάζηεο (HDF p12)  
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Γηαδηθαζία: 

 Θεξκαίλεηαη ην PBS θαη ην ζξεπηηθφ (DMEM++) ζην water bath ζηνπο 37
ν
C 

γηα 10 min.  

 Ζ πιάθα κε ηα ηνπο ηλνβιάζηεο κέζα ζηα ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ ςεθάδεηαη 

κε 70% αηζαλφιε θαη εηζάγεηαη ζην bio-hood 

 Με κηα 1000ul πηπέηα απνξξνθάηαη απφ ηελ πιάθα ην ζξεπηηθφ 

 Με ηελ ηζηκπίδα ην πνξψδεο ηθξίσκα ηνπνζεηείηαη ζην ζάιακν ηεο ζπζθεπήο  

 Ζ ζπζθεπή βηδψλεηαη θαη ηνπνζεηείηαη ζην ζάιακν εηζαγσγήο ξεπζηψλ 

ζξεπηηθφ DMEM++ (~ 100 κl) 

 Ζ αληιία έρεη πξνγξακκαηηζηεί λα ηξαβήμεη ~ 45 κl απφ ην ζξεπηηθφ ψζηε λα 

γεκίζεη ν ζάιακνο, ρσξίο λα πέζεη πγξφ ζην ρψξν ζπιινγήο, θαη έπεηηα μεθηλά 

λα ζπξψρλεη θαη λα ηξαβά 15 κl ηα νπνία κέλνπλ ζην ζάιακν θαη δεκηνπξγνχλ 

ελαιιαζζφκελε ξνή. Σν βήκα απηφ επαλαιακβάλεηαη πνιιέο θνξέο αλάινγα 

κε ηελ παξνρή ψζηε ν ζπλνιηθφο ρξφλνο ηεο ξνήο λα δηαξθέζεη 1 ιεπηφ. 

Σέινο ε αληιία απνξξνθά φιν ηνλ φγθν ηνπ δηαιχκαηνο ψζηε λα θαηαιήμεη 

ζην δνρείν ζπιινγήο. 

 Σν δνρείν ζπιινγήο απνζεθεχεηαη θαη κεηξηέηαη ν ζπλνιηθφο αξηζκφο 

θπηηάξσλ ηνπ ξεπζηνχ κε ην αηκνθπηηαξφκεηξν (θαηά ηα γλσζηά, εδάθην 

3.1.2) 

 Ζ ζπζθεπή αλνίγεηαη θαη ην ηθξίσκα ζπιιέγεηαη ζε έλα 0,6 ml eppendorf tube 

 Γίλεηαη κηα πιχζε ηνπ ζαιάκνπ ηεο ζπζθεπήο κε ηελ αληιία εηζάγνληαο ~ 1 

ml PBS θαη ηξαβψληαο ηα κε ηελ αληιία κε ζπλερή παξνρή 

 Μεηά ην πέξαο απηνχ ηνπ βήκαηνο εηζάγνληαη εθ λένπ ζην ζχζηεκα ηεο 

ζπζθεπήο θαηλνχξγηα δείγκαηα θαη επαλαιακβάλεηαη ε ίδηα δηαδηθαζία 

 

Απνηθνδόκεζε ηθξηώκαηνο θαη κέηξεζε θπηηάξσλ 

Σελ 1
ε
 κέξα κεηά ηελ εηζαγσγή ησλ ηλνβιαζηψλ ζηα ηθξηψκαηα θνιιαγφλνπ ζε δχν 

απφ ηα ζπλνιηθά δείγκαηα κεηξηέηαη ν ζπλνιηθφο αξηζκφο θπηηάξσλ πνπ έρνπλ 

εηζαρζεί κέζα ζην ηθξίσκα. Ζ κέηξεζε γίλεηαη κε απνηθνδφκεζε ηνπ ηθξηψκαηνο κε 

δηάιπκα θνιιαγελάζεο θαη κέηξεζε κε ην αηκνθπηηαξφκεηξν. Ζ δηαδηθαζία γίλεηαη 

σο εμήο: 

o Ζ θνιιαγελάζε ζπγθέληξσζεο 10mg/ml, ςεθάδεηαη κε 70% αηζαλφιε θαη 

αθήλεηαη λα μεπαγψζεη ζην bio-hood 

o Γηα θάζε δείγκα ηθξηψκαηνο, πξνεηνηκάδεηαη δηάιπκα 100κl ζε Eppendorf 

tube 0,6ml. Ζ θνιιαγελάζε επηζπκψ λα έρεη ζπγθέληξσζε 2mg/ml, νπφηε 

δηαιχεηαη ζε DMEM++ (γηα δηάιπκα 100κl είλαη 20 κl θνιιαγελάζε, 9 κl πνπ 

βξίζθνληαη ήδε παγηδεπκέλα ζην ηθξίσκα. Άξα πξνζηίζεηαη 100-29= 71 κl 

DMEM++) 

o Ζ πιάθα 12-well plate εηζάγεηαη απφ ηνλ incubator ζην bio-hood 

o Απνξξνθάηαη ην ζξεπηηθφ πνπ ππάξρεη γχξσ απφ ηα δείγκαηα ζε θάζε well 
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o Σα πνξψδε ηθξηψκαηα ηνπνζεηνχληαη μερσξηζηά ζηα δνρεία (Eppendorf tube 

0,6ml) πνπ πεξηέρνπλ ην δηάιπκα ηεο θνιιαγελάζεο, κε ηε βνήζεηα ηεο 

ρεηξνπξγηθήο ηζηκπίδαο 

o Σα δνρεία πνπ θέξνπλ ηα πιηθά ηνπνζεηνχληαη γηα 1 ψξα ζηνλ incubator 

o Μεηά ηε 1 ψξα αλακέλεηαη ην θνιιαγφλν λα έρεη δηαιπζεί ζην κίγκα ηεο 

θνιιαγελάζεο. Δάλ είλαη αθφκε νξαηά θνκκάηηα ηνπ πιηθνχ αθήλεηαη ζηνλ 

incubator γηα πεξίπνπ κηζή ψξα 

o Όηαλ πην ην θνιιαγφλν έρεη δηαιπζεί ην tubes εηζάγνληαη ζην bio-hood θαη κε 

κηα πηπέηα αλαθαηεχεηαη ην δηάιπκα πνιχ θαιά 

o Διέγρεηαη εάλ ν φγθνο ζε θάζε tube είλαη 100 κl (ην ηθξίσκα κπνξεί λα κελ 

έρεη ζπγθξαηήζεη αθξηβψο 9 κl, φπσο εηπψζεθε πην πάλσ) 

o Γηα θάζε δείγκα ππνινγίδεηαη ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ κε ηε βνήζεηα ηνπ 

αηκνθπηηαξφκεηξνπ  (                ) 
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