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Abstract

The articular cartilage is an avascular, elastic tissue that is located between the
bones participating in joints. This unique tissue can distribute the load that is applied on
the human body and facilitate the frictionless movement of the bones. Its repair is difficult,
after degeneration has occurred, due to its avascular nature, making the reinstatement of
its original mechanical properties almost impossible. The limited use of the joint, as well
as the pain the patient experiences when the articular cartilage is damaged, makes the
understanding of the degeneration mechanism of crucial importance.

This thesis presents the effect of cytokines and drugs on the degeneration of the
human articular cartilage, using computational and experimental methods. At first, the
computational analysis, labels 78 stimuli as anabolic, catabolic or control, based on the
published phosphoproteomic and cytokine release data. The aim of this analysis, is to
suggest cytokines that potentially have a significant effect on the regeneration/ deteriora-
tion equilibrium during cartilage degeneration.

The second part of this thesis examines the effect of the enzymic and catabolic
cytokine treatment on the degradation of multiple cartilage samples and presents its ex-
perimental quantification. This experimental study exploits the High throughput Degrada-
tion Device (HDD), that was developed by I. Panagiotopoulos [13] in the Bioengineering
and Systems Biology Lab of the NTUA (Department of Mechanical Engineering), by con-
ducting mechanical indentation tests on cartilage samples, treated with various stimuli, in
order to quantify their degradation. The instrument’s precision, the biological error in-
duced by the different mechanical properties of the tested samples and the device’s ability
to quantify the effect of different collagenase concentrations is also examined.

Finally, this thesis defines an experimental protocol, for studying the effect of the
catabolic cytokines (IL1-a, IL1-b and TNF-a) on cartilage samples, harvested from human
femoral heads. The described experimental methods can be used for studying the effects
of cytokines and drugs on the degeneration and degradation of the articular cartilage.

Keywords: articular cartilage, femoral head, degradation, degeneration, high throughput,

cytokines, collagenase, IL1-a, IL1-b , TNF-a



MepiAnyn

O apBpikdG XOVOPOG €ival £VAG avayyeIakos, EAAOTIKOG I0TOG TTOU CUVAVTATAI [E-
Ta&U TWV OCTWV TTOU CUMPUETEXOUV OTIGC apBpwaoelS. O HOVAdIKEG TOU I8IOTNTEG ETTITPETTOUV
TNV KATAVOMN TWV QOPTiWV TTou dEXETAI TO AvOPWITTIVO CWHPA Kal KaBioTouv duvartr Tnv
Xwpic TPIRA Kivnon Twv ooTwv. H avayyelakr ¢uon Tou, duoxXepaivel TNV avadounot Tou
O€ TTEPITITWON EKPUAICHOU TOU, KOBIOTWVTAG TNV ETTAVAPOPA TWV APXIKWY UNXAVIKWY TOU
1010TATWV oXedOV aduvarn. O Ovog yia Tov acBevr) Kal n TTEPIOPIoHUEVN AgIToupyia TNG
apBpwaong, TTOU CUVETTAYETAI N ATTWAEIA TWV PNXAVIKWYV IBI0THATWYV Tou apBpIkou XovOopou,
KaBioToUv avaykaia Tnv TTAREnN Katavonaon Tou NXaviopou J€Cw TOU OTTOIOU O UYING I0TOG
EKQUAICeTO.

H mmapouoa SITTAWMPATIKA TTapOouCIAel UTTOAOYIOTIKEG KAl TTEIPANATIKEG HEBODOUG
yIa TNV HEAETN TNG ETTIOPAONG KUTTAPOKIVWYV KAl APPAKWY OTNV Aatrodounon Tou avepw-
TTIVOU XOVOpOoU. To TTPWTO HEPOG TTAPOUCIACEl UTTOAOYIOTIKA KaTnyoplotroinon 78 disyep-
TWV WG avaBoAIKWY, KATaBOAIKWYV ] OUSETEPWY HE BAoN Ta dNPOCIEUPEVA OEDONEVA TTPW-
TEOMIKAG TTOU TTAPOUCIACOUV TNV ETTIOPACN TWV KUTTAPOKIVWY OTNV EKKPION TTPWTEIVWV
KAl OTNV ATTOKPION QWOPOPUAIWONG CUYKEKPIMEVWY KIVAOWV. H PEAETN auTh €XEl WG
OTOXO VO TTPOTEIVEI KUTTAPOKIVEG TTOU OUVNTIKA €XOUV ONPAVTIKN €TTIOPOCN OTNV 1I00PPO-
Tia ouvBeong/aTodduNoNG KATd TOV EKPUAITHO TOU XOVOPOU.

To deUTEPO PEPOG TNG EPYATIAg TTAPOUCIACEl TNV TTEIPANATIKI TTOCOTIKOTIOINCN TNG
ETTiIOPAONG VUMWY KAl KATOBOAIKWY KUTTAPOKIVWY aTnNV attoddunon TTOAAATTAWY OEly-
MATWV XOVOpou. H TreipapaTikr JEAETN auTry EKUETOAAEUETAI TNV IOI0OCUCKEUN PETPNONG
TTOAATTAWYV delypudTwy (HDD) 1Tou avatrtuxenke oto EpyacThpio EpBiounxavikng & Zu-
oTnUIKAGS BioAoyiag (ZxoAl MnxavoAdywv Mnxavikwv) Tou E.M.I1. até Tov [H. Mavayiw-
TOTTOUAQ] [13], ME OKOTTO TNV TTOCOTIKOTTOINGN TNG ATTOdOUNONG OEIYHATWY apBpPIKOU XOV-
OpPOU, OOKWVTAG PNXAVIKEG OOKIUEG CUMTTIEONG UTTO TNV ETTIOPACT JIAPOPETIKWYV OIEYEP-
Twv (stimuli). MeAeTdran n akpieia pérpnong Tou opydvou, o BioAoyikog 86puog Adyw
TWV BIAPOPETIKWV PNXAVIKWY IDIOTATWY TwV JEIYUATWY XOVOPOoU, Kal N IKAVOTATA TOU Op-
yAvou va TTOCOTIKOTTOINOEI TNV ETTIOPACN O10POPWY CUYKEVTPWOEWY KOAAQYEVAONG.

TENOG TTaPOUCIACETAI £va TTEIPANATIKO TTPWTOKOAAO yia TNV YEAETN TNG ETTiIdOPACNG
kataBoAikwyv kuttapokivwy (IL1-a, IL1-b kai TNF-a) og dciyuata avBpwTrivou apBpikou
XOVOPOU TTPOEPXOPEVOU aTTO KEQPAAEG 10Xiou. O1 TreipapaTikés pEBodol TTou avaTTuxoen-
KAV PTTOPOUV va XPENOIMOTIOINBOUV YIa TNV PEAETN TWV ETTITITWOEWY KUTTAPOKIVWY Kal
QPAPUAKWY OTNV aTTodOuNOoN Kal EKQUAIoH XOvOpou.

AEgeig KA&1BI1a: apBpikd¢ xOvOpoc¢, KeaAn 1o iou, arrodounon, high throughput, kurra-

POKivee, KoAAayevaon, IL1-a, IL1-b, TNF-a
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. Elcaywyn

1. 01 S10pBpwoceEig

To avBpwTTIVO OKEAETIKO oUOTNUA TTEPIAAUPBAVEI TO OOTA Kal TIG apBpwoelg. O oke-
AETOG €€ao@aAilel TTpOOTACIO KAl UTTOOTHPIEN OTOUG HAAAKOUG I0TOUG KOl 0€ GUVOUQOUO
ME TO YUIKO oUCTNUA TTAPEXEI HOPYr}, OTABEPATNTA Kal Kivon 0TO avBpwTTIvO CWHA.

MNa tnv Kivnon, €ival avaykaia, Jetagu GAAwv, n UTTapgn apbpwocwy Kal diapbpw-
oewv. O1 dlapBpwoeIC AaTTOTEAOUV TO HEYOAUTEPO TUNHA TWV APBPWOEWV TOU AVOPWITIVOU
CWMPATOG KAl ETTITPETTOUV OTA OUVOEOUEVA OOTA VO EKTEAOUV Wia OUYKEKPIPEVN Kivnon.
TéToIEC €ival ol ApBpwaon Tou Io0xiou, N apBpwan Tou yovaTou, N apBpwaon TG TTOOOKVH-
MNG K.a. Ta TUAMOTA TWV OCTWY TTOU CUPUETEXOUV OTOV OXNUATIONO TWV apBpwoEwV Ka-

AUTTTOVTOI OTTO £€Va EEEIBIKEUUEVO €I00C OUVOETIKOU I0TOU, TOV apBpikd XOvOpo.

2. 0 apBpikdg X6vdpog

i. Asgitoupyia

Mpokeital yia Evav AetrTd, adiagavry, Agio, EAAOTIKO Kal avayyEeIako UPEva O OTT0I0G
dladpaparTi¢el oTTouUdAio POAO TN AEITOUPYIA TOU AVOPWTTIVOU HUOCKEAETIKOU CUCTANATOG,
KaBwg Adyw Tng B€0NG TOU, JETALU TWV OOTWY, KAl TNG OOUAG TOU ETTITPETTEI TNV KATAVOUR
TOU QOPTIOU, TNV QVTIOTAON O€ CUMTTIEOTIKEG DUVANEIG KAl PNXAVIKEG KATATTOVAOEIG KOl
Madi pe To apBpIkd uypd, TNV OXEDOV XWPIS TPIPN Kivnon TwWV O0TWYV TTOU CUUHETEXOUV

otnv dpBpwoaon.
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ii. AounR

H dopn Tou apBpikou xovdpou atroTeAETal aTTd ETTINEPOUG JUOVEG: TNV ETTIPAVEIOKA
(superficial), Tnv yeoaia (middle), Tnv Babid (deep) kal TNV acBeoTotroinuévn (calcified).
Ta KUTTOPA TOU XOVOPOU BIaPEPOUV WG TTPOG TO OXNHA, TO PEYEBOG Kal TNV PETABOAIKA
TOUG dpaaTNPEIOTNTA avAAoya PE TV {wvn OTNV OTTOIa CUVAVTWVTAI.

H emoaveiakn {wvn (surface zone) cival n Aetrtotepn (10%-20% TOU GUVOAIKOU
TTAX0UG Tou apBpIkou X6vdpou) Kal aTroTeAEITal aTTd TTETTAATUCPEVA, PE DIOKOEIBES OXN A,
xovopokuTtTapa (flattened disk shaped chondrocytes) Ta otroia TTepIBAAAEI Eva CUUTTAYEG
OIKTUO AETTTWV Kal KAAd TTPOCavVATOANIOUEVWY IVWOV KOAAayOvou, TTapdAANAwWY PJETAEU TOUG
OAAG Kal hE TNV €TIQAVEIQ TOU XOVOPOoU. AUTH N doun KUpIapXEi oTNV €SWKUTTAPIa UATPQ,
N OTToia £XEI TO MIKPOTEPO TTOOOOTO AYKPEKAVWY (aggrecan) o€ oxéon ME TIG AANEG JWVEG.
H emmigavelakn wvn £xel TNV UPnAOGTEPN AVTOXK O€ EKQUAIOUO, YEYOVOG TTOU TNG TTPOCDIdEI
TNV duVATOTNTA VA KATAVEUEI TIG DIATUNTIKES (shear), epeAKUCTIKEG (tensile) kal CUUTTIEDTI-
KEG OUVAEIG TTOU ep@avidovTal KaTd TNV Kivnon.

H peoaia {wvn ouvavtartal YETA TNV ETTIYAVEIAKI KAl KATAAAUPBAVEI TTEPITTOU TO
40%-60% TOU apPXIKOU TTAXOUG Tou apBpIkou xovdpou. Edw Ta xovdpokUTTapa gival o@al-
pIKA Kal TTePIBAGAAOvVTal aTTd EEWKUTTAPIa UATPA TTAOUCIO O€ TIPWTEOYAUKAVEG. Ol iveG KOA-
Aaydvou €xouv peyaAuTepPn SIAUETPO KAl O TTPOCAVATOAICHOG TOUG €ival TUXAIOG.

H emdéuevn dwvn givai n Babid (deep zone), n otmoia kataAauBavel Tepitrou 10 30%
TOU apXIKOU TTAX0oUG Tou apBpikou xovopou. Mpokeital yia Tnv dwvn PE TNV MIKPOTEPN OU-

YKEVTPWON vEPOU Kal TNV JIKPATEPN TTUKVOTNTA KUTTAPWYV. H e€wkuTTdpIa uATpa gival Kai

12



€0W TTAOUCIO OE TTPWTEOYAUKAVEG, EVW Ol EAAXIOTEG iVEG KOAAAYOVOU £XOUV TNV PEYOAU-
TEPN DIAUETPO KAl Eival TUXAIO TOTTOBETNUEVEG WG TTPOG TNV ETTIPAVEIQ TOU apBPIKOU XOV-
opou.

TéNog ouvavtaTal n acBeoTotroinuévn {wvn (calcified zone) oTnv oTToia evroTTideTal

ATTOUCIa TTPWTEOYAUKAVWYV KAl UTTAPEN OPAIPIKWY XOVOPOKUTTAPWV. [6]

ii.  XovdpokUTTapa

O apBpIkdS x6vdpoc atroteAeiTal atrd Evav PIKPO apiBud eEEIDIKEUUEVWV KUTTAPWY
(ney€Boug ~20 pm), TTou ovopadovTal xovdpokuTTapa. lMepitrou 10 2% TOU GUVOAIKOU O-
YKOU TOU apBpIkoU X0vopou evog eviAika KaTtaAapBaveTal atrd KUTTapA, EVW O UTTOAOITTOG
KaAUTTTETQI QTTO pia ekTeTAPEVN eEWKUTTAPIA PRTPpa (ECM), TNV oTroia cuvBETOUV Ta XOV-
OpokUTTapa. H e§wkuTTépIa uATPa ATTOTEAEITAI KUPIWG aTTO VEPD KaI HAKPOMUOPIa OTTWG Ta
d1apopa 100uopPa KoAAaydvou -Kupiwg TuTtou l- kal peydAa dikTua TTPWTEOYAUKAVWV
TToU TTEPIEXOUV YAUKOZauIvoyAukdveg (glycosaminoglycans, GAGS) 6TTwG To UGAOUPOVIKO
o&u (HA) kai n xovdpoitivn (chondroitin sulfate) [1].

MNopw a1rd KABE XOVOPOKUTTAPO, CUVAVTATAl Hia AETTTA (~2um) [6] TTepIKUTTAPIa
pATPa (PCM) tTou TNV Eexwpilel atrd Tnv e€wkuttdpia (ECM) 1600 Bloxnuik& 600 Kal EU-
Biounxavika [12]. To xovOpoKUTTaPO Kal N TTEPIKUTTAPIA UATPA TTOU TO TTEPIBAAAEI aTTOTE-
Aouv Tn Baaoikh BioAoyikr Kal SouIK povada Tou evijAikou apBpikou XOvopou, Tov XOv-
opova (chondron). O xévdpovag Exel HEyaAUTEPN SIAUETPO Kal ival AvOEKTIKOTEPOG, OAAG
AIYOTEPO EAAOTIKOC ATTO TA XOVOPOKUTTAPA.

Otav o0 xovdpovag ugioTaral TTapapopPwaon Adyw PNXAVIKAS TTiECNS N TTEPIKUTTA-

pia uATpa (PCM) rapouaialel attwAgia vepou, n otroia Tnv fondd va TTpocapuoaoTE Kal
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va PETPIACEI TO CUUTTIECTIKO POPTIO, TTPOCTATEUOVTAG TO XOVOPOKUTTaPO. DaiveTal AoITTdv
OTI 0 PONOG TNG TTEPIKUTTAPIAG MINATPAG Eival KAl EPPIOPNXAVIKIG @UONG KABWG EVOUVAUWVEI
Kl TTPOOTATEUEI TA XOVOPOKUTTAPA aTTO TNV @Bopd. H avBekTikdTNTA TNG TTEPIKUTTAPIOG
MATPAG O€ TTaPAPoPPWOEIS (METPO eAaoTIkOTNTAG 40-70 kPa) cival TTOAU peyaAuTepn atro
eKeivn Twv XovopokuTTapwyv (~0.6 kPa), aAAd Tautdxpova pia Tagn PEYEBOUG PIKPOTEPN
aTTO EKEIVN TNG ECWKUTTAPIAG PNATPAG TOU XOVOPOoU. Madi n EEWKUTTAPIA KAl N TTEPIKUTTAPIA
MATPO OUVOETOUV TO HOVADIKO PIKPOPNXAVIKO TTEPIBAAAOV TOU XOVOPOKUTTAPOU TTOU TTEPI-
BaAAouv, péoa otov 1010.[12],[71,[10],[2]

Ta TTapaTTavw GAVEPWVOUV OTI N MEAETN TWV KINXAVIKWY I1810THATWY TOU UYIOUG KAl TOU
00TE0QPOPIKOU apBpIKoU XOVOPOU O€ ETTITTEDO IOTOU, Eival ONUAVTIKY YIa TNV KATAvOnon

T600 TNG AEITOUpPYiag OGO Kal TOU EKQUAICHOU TOU.

iv. @uoloAoyia - MaBoAoyia - OcTteoapOpitTida

H AeiroupyikdtnTa TOU UYI0UG apBpIkoU XOvdpou aTnpileTal aTnVv dUVAIKN I00PPO-
TTia peTagu ouvBeong Kal amrodounong TNG EEWKUTTAPIAS MATPAG N oTroia e¢ac@aAileTal
at1ré Ta XovOpokUTTapa. H ammwAeia auTAg TnG 1IcoppoTriag odnyei otnv @Bopd kal Tn oTa-
dlakn atmwAeia apBpikou 10TOU.

2TnNV 00TEOQPOPITION O HETABOAICUOG TWV XOVOPOKUTTAPWYV SIaTapdooeTal £€ AITiag
NG auénuévng atreAeuBEPWONG KATABOAIKWY TTapayovTwy, OTTWG Ol HETAAAOTTPWTEIVACES
(MMPs), o1 kutTapokiveg (cytokines) kai o1 auéntikoi Trapdayovteg (growth factors). H du-

vaTtoTNTA TWV XOVOPOKUTTAPWY va dNUIoupyouv TNV £EWKUTTAPIA WATPA OTAdIOKA TTAUE!
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va gival ETTapKAG yia TNV avaoToAr TNG dpdong Twv KATABOAIKWY TTapayovIwy, YE ATToTE-
Aeopa TN OoTAdIOKK ATTOdOUNON TNG ECWKUTTAPIOG UATPAG, TTPOKAAWVTAG TEAIKA OTTWAELIQ

TNG AEITOUPYIKOTATAG TNG ApOpwaong Kail TTOVO.

v. Tpogodooia

Mia atro TIG EEXWPIOTES IBIOTNTEG TOU apBPIKOU XOVOpOU cival OTI Eival avayyEeIakog,
XapakTnpicetal dnAadr atrd ammoudia aioPOopwWY Kol AEPU@IKWY AYYEiwY, YEYOVOS TTOU Ka-
B10Td TNV avayevvnTikr Tou duvatotnta undauivry. To apBpikd uypd TTou Tov TTEPIBAAAEI,
XPNOIUEUEI EKTOG ATTO AITTAVTIKY OUCia KATA TNV Kivnon, Kal wg KUpPIa TTNyr Tpo@odoaiag
Tou. Mpokerral yia éva utrepdinBnuévo TTAdoua (plasma ultrafiltrate) TTou atroteAcital Ku-
PiWG aTTd VEPO Kal BPETTTIKEG OUCIEC OTTWG €ival 01 NAEKTPOAUTEG, MIKPA HOpPIa, YAUKOLN Kal

atmoBANTa TOU PETARBOAICHOU OTTWG TO 0EUYOVO Kail To B10ggidlo Tou dvBpaka. [6]

3. Hdpbpwon Tou Io)iou

H pnpiaia Ke@aAr Kal n KOTUAN TOU AVWVUPOU 00TOU oxnuaTidouv Tnv d1apbpwon
TTOU ovouddeTal apBpwaon Tou 1oxiou. MpdkeiTal yia didpBpwaon TTou XPNOIPEUElI OTNV OTh)-
pIEN TOU BAPOUG TOU AVOPWTTIVOU CWHATOG, TTAPEXOVTAG OTABEPATNTA, YEYOVOG TTOU TTE-
plopiCel TNV KIVNTIKOTATA TNG, ETITPETTOVTOG KUKAIKEG KIVAOEIG YUPW OTTO TOV ETTIUAKN G-
¢ova TNG apBpwong. H kepaAr Tou unplaiou gival cQaipikr) KAAUTITETAI ATTO apOPIKO XOV-
Op0 (ue p€oo TTaxog ~1.35-2mm), evw oTnV £€0w €MIQPAVEIA TNG ep@avilel Eva un apBpikd
EVTUTTWHA (BoBpio TNG KEPAANG) TO OTTOIO XPNOIKEUEI OTNV TTPOCPUOH TOU CUVOECOU TNG

KEPAANRG.
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H o@aipikr) KEQAAA UTTOPEI VO XWPIOTEI O TEGOEPIG ETTIHEPOUG TTEPIOXES, TNV AVW-
TEPN, TNV TTPOCBIA, TNV OTTIOBIA KAl TNV KATWTEPN Ol OTTOIEG €iVAl AVOUOIOYEVEIG WG TTPOG
TNV PEON TIUA KAl TV TUTTIKA ATTOKAIOT TOU TTAXOUG TOU apBpikou xovdpou. (Eikova I-1)

[9]
Bo6pio

KegpaAn
IoXiou

Eikova I-1. Aidypauua diapopETIKWVY TTEQIOXWY TNS KEQAANC 10xiou [9]

4. AvaBoAikéc kal KataBoAikéc Emidpdoceic otnv ATToddéunon

Xo6vdpou

H diatpnon NG 1I00pPOTTiag TWV avaBOAIKWY KAl KOTABOAIKWY AEITOUPYIWV TWV
XOVOPOKUTTApWY, €ival (WTIKAG onuaaciag yia Tnv guaoioAoyia Tou xévopou. H diatdpagn
QUTNAG TNG ICOPPOTTIAG, EKTOG OTTO ECWYEVEIG TTAPAYOVTEG OTTWG Eival N INXAVIKI KATOTTO-
vnon A n evCUUIKA KaTepyaaoia, oQeiAeTal Kal 0TV idia TNV dpacTnEIdTNTA TWV XOVOPOKUT-

Tdpwv.
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H mapoucia TTpwteiviov oTo TTEPIBAAAOV TWV XOVOPOKUTTAPWY, UTTOPEI VO EVEPYO-
TTOIEI €iTE TNV dUVATOTNTA TOUG va cuvBEéoouv eCwkuTTapia uATpa (ECM), woTte va diatn-
pEiTal N AEITOUPYIKOTNTA TOU I0TOU, EiTE PAEYHOVWON ATTOKPIOT 0ONYWVTAG OTOV EKQUAIOUO
Kal TNV atroddunon Tou XOvopou. H HEAETN TwV ONUATODOTIKWY OVOTTATIWY TTOU EVEPYO-
TTOIOUVTAI OTA XOVOPOKUTTAPA KATA TNV TTAPOUCIO CUYKEKPINEVWY KUTTAPOKIVWY, OiVEl
XPNOIUa CUUTTEPACHATA YIa ToV pOAO TToU SladpapaTifouV Ol TIPWTEIVEG AUTEG OTNV TTO-
BoAoyia Tou 10TOU.[5]

‘Exel diatmoTwOei 011 Ta XovOpOoKUTTAPA, TTOU aTTodovwenkav atro deiyuata 10Tou
a1ro a0Beveig Pe ooTE0OPOPITION, TTAPAYOUV VITPIKO 0&U, IL1-b, TNF-a, IL6 kai IL8. H IL1-
b ka1 To TNF, @aiveTal 611 €ival KABOPIOTIKES YIa TOV EKQUAITHO TOu XOVOPOU, KaBWG PTTO-
pouv va onuatodoTrioouv TNV OIK TOUG TTapaywyr, aAAd Kal TV TTapaywyr GAAwvV KuT-
TAPOKIVWY, ATTO Ta XOVvOpoKUTTapPA, OTTwG N IL6, IL8, LIF kai didgpopeg TTpoTedoed.

270 apBpIKO uypo Kal oTov XOVOpo acBevwy TTou TTAoXOoUV atrd ooTeoapBpiTida
TTaparnpeital augnon Tou evfuuou (IL1-b-converting enzyme ICE/caspase 1), 1Tou givai
uTTEUBUVO yia Tnv TTapaywyr NG IL1-b aAAd kai Twv em@aveliakwy uttodoxéwv (cell-
surface receptors) Tng IL1 (IL1-a/IL1-b) (IL1-R) TT0oU €ivanl utteUBUVOI IO TNV «ETTIKOIVW-
via» TNG ME TO KUTTAPO. AUTO £XEl WG ATTOTEAECUA TNV AUugnUEVN eualcOnaia Tou I0TOU OTIG
KUTTOPOKIVEG QUTEG KOl OTIG KATABOAIKEG CUVETTEIEG TTOU £XOUV.

H kuttapokivn TNF-a @aiveTal va gival €miong évag onUavTiKOG pUBUIOTAG TNG EU-
@AvIoNng QAeypovig oTnv apBpIkn HEPPBPAvN, PE Evav aTTd TOUG UTTODOXEIG TTOU TO DECUEU-
ouV va gival auénuévog oTa 00TEOAPOPIKE XOVOPOKUTTAPA, EVW N AUgNUEVN TTOPOUCIa TOU

£xel ouvoeBEi Kal pe TNV epeavion Tévou oTov acBevi. [21]
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AANAEG KUTTOPOKIVEG TTOU TTPOAYOUV TNV PAEYHOVH KAl QAiVOVTAI UTTEPEKPPATHEVES
o€ 00TEOAPOPIKOUG 1I0TOUG gival ol IL-8, LIF, IL-6, IL-11, and IL- 17, atroTeAWvTAg yia TO
AOyo auTd, TTOPAYOVTEG TTOU EVOEXOMEVWG CUMPBAANOUV oTnv TTaBoAoyia Tou XOvOpou.
Map’ 6Aa autd, duo atrd autég ol IL11 kal IL6 €xouv gu@avioel Kal avTIQAEYUOVWIEIG
1010TNTEG. [32]

‘Exel TEAOG dIATTIOTWOEI OTI N TTAPOUCIA OPICPEVWY KATACTAATIKWY YIA TN GAEYHOVH
KUTTapOKIVWYV (IL-4, IL-10 kai IL-13), €x€l WG aTTOTEAEOUA TNV PEIWON TNG €KPYPACNG TWV
IL1-B, TNF-a kai MMPs ka1 Tnv au¢non Twv avTaywvioTwV TwV UTTodoXEwV (receptors)
NG IL1 kai Twv MMPs. [29]

H avayvwpion Tou pOAoU TwV KUTTOPOKIVWY OTNV 00TE0aPOPITIdOA, HECW TOU TPO-
TTOU JE TOV OTTOIO EVEPYOTTOIOUV TA GNUATOOOTIKA PHOVOTTATIO TWV XOVOPOKUTTAPWY, OTPE-
@€l TO EVOIAQEPOV OTNV TTPAYUATOTTOINCN MNXAVIKWY OOKIPNWY O€ dEiyUATA TTOU £XOUV U-
TTOOTEI TTPWTEIVIKNA KATEPYQOia WOTE VA JIATTIOTWOEI 0 TPOTTOG PE TOV OTTOI0 CUUMETEXOUV

oTnV atrodéunon Twv delyudTwy 1I0ToU

5. NMeipapaTikéc M€0odol MeAétne ATTodounonc Xovépou

H AeiroupyikdtnTa TOU apBpIKoU XOvOpou e¢apTdTtal o€ ueydAo Babuod atrd Tnv TTapou-
oia Tou koAAayévou TUTToU |l Kl Twv aykpekdvwyv (aggrecans) Tou 10Tou. H ouykpion
UYIWV Kal 00TEOAPOPIKWYV SEIYHATWY, WS TTPOS TO TTO00CTO Tou KoAAayovou, Twv GAGs
KAl TOU VEPOU TTOU TTEPIEXOUV, PAVEPWVEI ICTOAOYIKEG AANQYEC TTOU OXETICOVTAI PE TNV TTA-

Boloyia Tou. [22]
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H €€dpTnon Twv punXavikwy 1I810THTWY Tou apBpikou xovopou atrd Tn ouoTaon Tou I-
oTOU Kal TIG OOMIKEG TOU TTPWTEIVEG KABIOTA TNV PEAETN TNG EUPIOPNXAVIKAG TOU XOVOPOU
ONMAVTIKN YIA TNV KATavonon Tou JNXaviouou atrodounorg Tou. Na 1o oKoTTé auTtd pnxa-
VIKEG DOKIUEG €CETACOUV TOOO TNV ETTIOPACN TNG EVCUMIKNAG KATEPYAoiag (enzymic treat-
ments) Twv delyudTwy, 600 Kal TRV ATTOKPION TOUG O€ KUTTAPOKIVESG KAl PAPPOAKOAOYIKOUG
TTOPAYOVTEG.

O1 1m0 ouvnBIoPEVEG UNXAVIKEG OOKIMEG O€ dEiyaTa XOVOPOU gival TPEIG. 2TNV AVE-
pTTédI0TN oupTttieon (unconfined compression) aokeiTal TAON A TTAPAPNOPPWOCN CTNV ETTI-
@avela, pe kABetn dieuBuvon oTo dgiypa. O CUPTTIECOUEVOG I0TOG UTTOPEI VA OIOTAAE O-
KTIVIKQ KOl UTTAPXEI ATTWAEIO UypOoU aTTO TNV TTAEUPIKY TOU ETTIQAVEIQ. 2TNV TTEPIOPIOPEVN
oupTrieon (confined compression) n 1TaoN | TTAPAUOPPWON ACKEITAI ATTO Wi TTOPWON
ETMPAveIQ, VW To deiyua BpiokeTal oe BGAapo e adlatTépacTa Toixwuarta. H diappory Tou
UYypPOU YiVETal JOVO PECT OTTO TNV TTOPWON ETTIPAVEIQ KOl N OKTIVIKA dIACTOAR TTEPIOPICETAL.
TéNoG, KaTd TNV dokiun em@avelakng dicioduong (indentation test) xpnoigotroigital @o-
PEQG CUNTTIEONG, N OQAIPIKN A ETTITTEDN ETTIPAVEIQ TOU OTTOIOU ACKEI TTiEon OTO deiypa. O
10TOG DIACTEAAETAI AQPOU OI ETTIPAVEIEG TOU OEV CUYKPATOUVTAI, EVW TO UYPO PEEI E AEOVIKN
Kal aKTIVIK dieuBuvon. [14]

H mpayuatotroinon unxavikwy SOKIPWY Yia TNV JEAETN TNG aTTodOUNoNG TOU XOV-
Opou, YETG aTrd aywyr Tou 10ToU PE EVCUNA, KUTTOPOKIVEG i @APPOKOAOYIKOUG TTapAyo-
VTEG TTOU ETTNEEACOUV TNV QUOIOAOYIQ TOU, UTTOPEI VO TTPOCYEPEI XPAOIKNA CUPTTEPACUATA
yla Tnv TTaBoAoyia Tou 1I0TOU.

H agloAdynon Twv pnxavikwy IBI0TATWY Tou XOVOPOoU YiveTal Ye Tnv Xprnon diaTd-

gewv PETPNONG, O1 OTTOIEG BIAPEPOUV WG TTPOG TIG NXAVIKEG OOKIKESG TTOU AOKOUV AAAG Kal
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WG TTPOG TO TTAABOG TOV BEIYPUATWY TTOU UTTOPOUV VA £EETACOUV KABE @opd. EVOEIKTIKA
AVOPEPOVTAI OPIOUEVEG OTTO QUTEG.

H BOSE ElectroForce 3100 cival yia eptropikry diaragn g etaipeiag BOSE, ka-
TAAANAN yIa TNV JEAETN TNG MNXAVIKNG CUMTTEPIPOPAS TwV I0TWV. [Mpoo@Epel TNV duvaTo-
TNTA AOKNONG OTATIKOU ] SUVANIKOU QopTiou (MEYIOTNG TIMAG 22N) HEoW Tou IVTEVTOPA
TToU BIaBETEL. H Kivnon Tou eAEyXETAI HECW YPAPIKOU TTEPIBAANOVTOG PE TNV BorBeia nAe-
KTPOVIKOU UTToAoyIOTr. To deiypa TTou €€eTACETAl KABE POopd evaTToTIBETAI O PETAAANIKO
éNaopa, ToTroBeTnUéVO o€ duvauoKUWEAN [14]. Mia akOua dIATagn, EAEyXOUEVN ATTO NAe-
KTPOVIKO UTTOAOYIOTH], KATAAANAN yia péTpnon 6 OelyudTwy XOvOpPOoU KATAOKEUAOTNKE
[Steinmeyer 1997] [15] yia Tnv doknon dIGQopwV OUVOUIKWY TTPOPIA QOpTiou, PE Tn
xpron eupoAwv. Oi [Frank et al. 2000] [16] kaTtaokeuaoav dIATALN TTOU €XEI TNV dUVATO-
TATA VO OOKEI CUPTTIECTIKEG KAl dIATUNTIKEG KaTATTOVAOEIG o€ 12 degiyuata xovdpou. Ol
[Aufderheide & Athanasiou 2006] [17] xpnolYOTIOiNCAV CUCKEUN TTOU QOKOUCOE TAUTO-
Xpova pnxaviké @optio o€ 45 deiyparta xovopou yia 4 nuépeg. O1 [Lujan et al., 2011] [18]
[Salvetti et al. 2012] [19] oxediacav didTagn cuuTtrieong, uE AlICONTAPES dUVAUNG, WOTE Va
MEAETAOOUV TNV aTTOdOUNON Kal TNV atTokpion duvaung 12 deiypdtwy, O TTPAYUATIKO
Xpovo. H diatagn Twv [Cassino et al] [23] TTpoo@épel TNV duvaTOTNTA TAUTOXPOVNG MEAETNG
TWV PNXAVIKWYV IB10TATWY 20 deIyUATWY 1I0TOU £WG 8mm Kal JTTOPET VA EQAPPOLEl NUITOVO-
€10¢gic, TpaTTefoLIdEiG A OTATIKEG KUPATOMOPYES. TEAOG oI [Mohanraj et al. 2014] [20] kaTa-
oKevaoav €va Opyavo yupw atrd pia eutTopiKA dIATAgN PNXAVIKWY OOKIPWY, TO OTT0i0
MTTOPEI VO TTOCOTIKOTTOINCOEI TNV OKANPOTNTA £WG 48 delyUdTWY PE TNV XPrRon aictntipwv

duvaung.
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6. Z10XOI

H mmapouoa epyacia €xel wg oTOXO TV MEAETN TNG ATTOBOUNONG BEIYNATWY apBpI-
KOU XOvOpOouU UTTO TNV £TTIOPACN KUTTAPOKIVWV WE I0XUPT avaBoAikh A KaTaBoAkr dpdon.
ApXIK& TTPAYHOTOTTOINONKE KATNYOPIOTTOINON TWV KUTTAPOKIVWYV PE BAon Tnv €mmidpact)
TOUG OTOV 10TO CUPQWVA UE TTEIPAPATIKA OEDOUEVA TTOU TTAPOUCIACTNKAV OE I TTAAAIO-
TEPN MEAETN [B] KaI OTN CUVEXEID TTOOOTIKOTTOINBNKE N ETTIOPACN YVWOTWY TTPOTEIVOUEVWV
KATOBOAIKWY KUTTOPOKIVWY O€ OgiypaTta 10Tou avlpwtrivou apBpikol XOvopou, HE TN
xpnon 1ng cuokeung HDD (High throughput Degradation Device).

Na Toug oKOTToUG TNG £Pyaaciag, avatTuxdnke pia utroAoyioTiKr HEBOSOG, yia Tov
EVTOTTIONO KUTTAPOKIVWYV TTOU TTIOAVWGS €ival ONPAVTIKES yIa TNV EPPAVION Kal EENIEN TNG
00TEOQPOPITIOAC Kal Pia TTeipapaTikh nEBodog atloAdynong TnG €midpaong TNG KATEPyaA-
oiag TTOAAQTTAWY SEIYUATWY avBpwTTIVOu apBpIkou XOvOpou He €vCula ) KUTTapOoKiveg. H
aglotroinon Twv HeBGdWYV TTOU avaTITUXBnKav TNV TTAPoUCa £PYOCia UTTOPET va GUPPBAA-
A&l OTNV TTOCOTIKOTTOINON TNG ATTOOOUNONG TOu XOVOPOU, OTNV ATTOKAAUWN Tou POAoU
VEWV KUTTAPOKIVWYV, OPHOVWY, JIKPWV JOPiwV A cUVOUACHWY TOUG OTAV atToddunaon Tou
I0TOU Kal TEAIKA OTAV MEAETN KAl AVOKAAUWN QAPPAKOAOYIKWY TTAPAYOVTWY TToU duVNTIKA

MTTOPOUV VA £QAPUOCTOUV YIA VA AVAOTEIAOUV TOV EKQUAIOHUO TOU XOVOPOU.
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II. YtmroAoyioTiKi EKkTipnon AvaBoAikwyv kail Ka-
TaBoAIkwyv Emidpdocewyv KuTTapoKIvVWV OTOV

Xoévdpo

1. 21oxoc kal MNMepiypa@n Tnc YMoAovIOoTIKRC AvaAuonc

‘Exel TTapatnpnBei 0TI OPICPEVES KUTTAPOKIVES, BPOUV WG BIEYEPTES TOU XOVOPOU UE
avaBoAikn ) kataBoAiki dpdaaon, emMOPWVTAS OTNV £EEAIEN TNG 00TEOQPBPITIOAC.

2KOTTOG TNG OUYKEKPIPEVNG UTTOAOYIOTIKAG AvAAUCNG €ival QPXIKA O EVTOTTIONOG TOU
TTPOQPIA AUTWV TWV KTTPWTAYWVICTWV», dNAadr Tou BaBuoU UTTEPEKPPATNG ] UTTOEKPPO-
ONG OUYKEKPIUEVWYV TTPWTEIVWV KATA TNV TTAPOUCIA TOUG, KAl 0T CUVEXEID O EVTOTTIONOG
GAAWV KUTTOPOKIVWV TTOU EVOEXOMEVWG VO CUVOEOVTAI PE TNV 0OTEOQPOPITION. 2T ETTO-
Meva KeQaAaia, Ba peAeTnOei TTEIpauaTikd n eTidpacr] Toug oTnv TTaBoAoyia Tou Xovopou.

MNa 10 OKOTTO AUTO, MEAETABNKE TO TTPOPIA TTOAAWV KUTTAPOKIVWYV, HMETA aTTO avd-
Auon OeBOUEVWV QO POTTPWTEOUIKNG ATTOKPIONG O€ DIEYEPOEIS KUTTAPOKIVWYV Kal OeD0-
MEVWV EKKPIONG KUTTAPOKIVWYV. TN CUVEXEIQ, EAEyXOnKe 0 PaBudS opoIdTNTAG TOUG ME
EKEIVOV TWV «TTPWTAYWVIOTWV», HECW €VOG OAYOPIBUOU EVTOTTIOMOU OHOIOTNTAG. TEAIKA Ol
KUTTAPOKiveG KataTtaxbnkav o€ 3 katnyopieg (avaBoAikég, kataBoAikéG kal control), ol o-
TTOIEC AVTIOTOIXOUV OTNV TTPORAEWN TNG OUYKEKPIYEVNG avAAUCNG OXETIKA PE TNV dpdon

TOUG, uE Bdon Ta amoteAéopara TnG opadotroinong (clustering) katdAAnAou aAyopiBuou.
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2. AaBéoipa MeipapaTikd Asdopéva

MNa Tnv TTapouca UTTOAOYIOTIKA avaAuon xenoiuoTroinénkayv Ta attoTeAEoPATA aTTd
TNV TTeipapaTikr) dladikacia Tou akoAouBbrnBnke atrd Tov [Melas et al.] [5]. Zuykekpipéva
MEAETABNKaV Ta atroTeEAEOUATA PETPNONG TOU BaBpoU evepyoTToinoNnG 72 TTPWTEIVWYV, YETA
aTTO KATEPYOAOIA TTPWTOYEVWYV XOVOPOKUTTAPWY UE 78 DIEYEPTEG.

MeTagUu Twv dlEyePTWYV TTOU £CeTAlOVTAI BPioKOVTAl TOOO EKEIVOI TTOU Eival YVWOTO
o1 oxeTiCovral pe TNV TTaBoguaioloyia TG ooTteoapBpiTidag (IL1-b, TNF, EGF, TGFA, INS,
IGF1, IL6) 600 kai popiakoi ouvdETeS (ligands) TTou gival yvwaoTo 0TI TTIPOAYOUV TNV QAEY-
Movr o€ AAAOUG TUTTOUG KUTTAPWY. H gvepyoTToinon Twv PETPOUHPEVWYV TTPWTEIVWYV, 00N-
YyNOE atro TNV Pia oTnV €MKUPWON Twv RON YVWoTwV JIEYEPTWY, TTOU CUVOEOVTAIl UE TNV
@Agypovh Kai Tnv TTaBoAoyia Tou Xévdpou, Kal atrd TRV AAAN, otnv avadeign véwy, ol o-
TTOIOI PAIVETAI VO EVEPYOTTOIOUV KUTTAPIKOUG UNXAVIOHOUG TToU dIaTapACOOUV TNV QUOIO-

AOYIKA AgIToupyia TWV XOVOPOKUTTAPWV.

3. Emreéepyacia MeipapaTikKwyv Aedouévwy

Tpeig amod Toug dieyépTeg (stimuli) o1 IL1-a, IL1-b kai TNF-a BswpriBnke €& apxng
OTI TTPOAyoUV TNV EJPAVION TG 0OTEOAPOPITIOAG, TTPOKOAWVTAG KATAOTPOPNA TNG EEWKUT-
Tépiag unTpag (ECM), kal xapaktnpioTnkav «KataBoAikoi», evw dUo akéua, Ta FGF-2 kal
TGF-b, BewpriBnke 611 £€xouv avaoTAATIKO pOAo, TTpokaAwvTag ouvBeon Tng ECM, kai xo-
pakTnpioTNKav «avapBoAikoi». O poAog Twv uttoAoITTwy 73 dieyepTwy (stimuli), Bewpndnke

APXIKA «AyVWOTOGY.
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2Tn ouvéxela eAEyxOnke av 6ool dleyEpTeG (stimuli) avikouv o€ autrv TNV AyvwoTn
KATNyopia JTTOPOUV VA XOPAKTNPIOTOUV WG avaBoAIKoi, KaTaBoAIKOi i} wg TTApAYOVTEG TTOU
Oev euTTAéKOVTAI PE TNV 00TEOOPOPITION. H didkpion auTr £yive e BAon TV OPOIOTATA TWV
KUTTOPOKIVWYV TTOU ETTAYOUV KAl TWV QUOQOTTPWTEIVWIV TTOU EVEPYOTTOIOUV, PE QUTEG TTOU
EVEPYOTTOIOUVTAI KATA TNV TTAPOUCia KATTOIOU ATTO TOug 5 AdN XAPaKTNPICHEVOUS DIEYEP-
TEG 1 KATA TNV aTTouaia dieyépTn (control).

Ma 10 OKOTTO AUTO avaAuBnkav Ta dedopEvVa TNG METPNONG TWV 17 QUOEPOTTPWTEI-
vwv (M£Bodog A) kal Twv 55 kuttapokivwyv (MEBodog B) EexwpioTd, aAAd Kal n évwon
autwv (MéBodog C= MéBodog A U MéBodog B). MNpockuwav TpeIg TTivAKEG BEDOUEVWV
(79x17), (79x55) kai (79x72), Twv OTIOIWV Ol OTAAEG AVTIOTOIXOUV OTIG HETPAOEIG TwWV Me-
000wV A, B, C uetd amo diéyepon Twv KUTTApwWY PE KaBEvav atrd Toug 78 dIEYEPTES
(stimuli) ka1 oTIG AVTIOTOIXEG UETPAOEIG N dlEyEPUEVWY KUTTAPWY (untreated), wg control.

O1 HETPNOEIG AUTEG KAVOVIKOTTOINBNKAV WOTE VA €ival CUYKPICIUES JETAEU TOUG XPN-
OIPOTTOIWVTAG TO Z-SCore

xi,j —mj
zscore = ————
aj

OTTOU Xij: N METPNON, Mi: N MEON TIPNA IO KABE TTPWTEIVN Kal Oj: n TUTTIKA atTOKAIon
yla Ka0e mpwreivn. Auti n nEBOOOG KavovIKOTToinoNG €TMAEXONKE yiaTi eKQPACLEl AVTIKEI-
MEVIKG TOOO TNV UTTEPEKPPOCT OCO KAl TRV UTTOEKPPOACT) TWV HETPOUHUEVWYV TTPWTEIVWIV.

O1 d100TACEIG TWV KAVOVIKOTTOINUEVWY TTIVAKWY JEIWBNKAV UE TNV XPron Tou aA-
yopiBuou t-SNE [25], yia kaBepia atrd TI¢ 3 peBddoug, Kai yrropoloav TTAEOV VA OTITIKO-
TToINBouv o€ éva diodidoTaTo didypauua diacTropdg (scatter plot). (Eikdva [I-1) Na Tnv

katnyoplotroinon (clustering) Twv dedopévwyv eTTAEXONKE 0 aAydpiBuog k-means, o o-
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TT0i0G TTPOUTTOBETEI OTI TO TTARBOG TWV KATnNyopiwv (clusters) gival yvwoTo €€ apxng. Emi-
AEXONKe k=3, TTOU CUVETTAYETAI TNV UTTAPEN 3 KATNYOPIWY, WG BEATIOTO yIA TA OUYKEKPI-
péva dedopéva, OTTWG TTPOEKUYE ATTO TRV Xpron NG uEBddou elbow, yia kaBespia ato TIg
TPEIG €eTalOMEVEG PEBOBOUG (A,B,C). (Eikova 11-2) To yeyovog auTto, emiBeBaiwoe Tnv ap-
XIKI EKTINON, OTI O1 DIEYEPTEG PTTOPET va BewpnBei iTe OTI TTpodyouv Tnv ooTe0apOPITIdA,
gite OTI TNV KATAOTEANOUY, €iTE OTI dev TTaiouv KATTOI0 POAO oTnVv €€ENIEN TNG. O1 TpEIg
OIEYEPTEG OI OTTOIOI EIXAV XAPOKTNPIOTEI «KATABOAIKOI», OI 2 Ol OTTOI0I EiXAV XAPAKTNPIOTEI
«avapoAikoi» kKal To «control» ToTToBeTABNKAV O0TO KEVTPO (centroid) Tng avtioToixng Ka-
TNyopiag.

TeNIKG o1 78 dleyEpTEG KaTNyoploTroiInOnKav yia kaBe uéBodo, o€ 3 ouddeg ue Bdaon

TA JETPOUMEVA ETTITTEDA TTPWTEIVIKNG £KOPACNG.

4. YmmoAovyioTikoi AAyépiBuol

i. O aAyépiBuog T-SNE
O aAyopiBuog t-SNE (t-distributed Stochastic Neighbor Embedding) emtpétrel Tnv
OMOIOUOP®N OTITIKOTTOINCN TNG OPOIOTNTAG TWV OEDOUEVWY, ATTOKAAUTITOVTAG TAUTOXPOVA
TTANPOQOPIES YIa TO GUVOAS TouG. IMpdkeITal AoITTov yia aAydpiOuo TTou avaTTuxOnke yia
TN OIEUKOAUVOT TNG OTITIKOTTOINONG TTOAUSIACTATWY QUAAWYV dedopévwy OTIG dUO 1 TPEIG
OIa0TACEIG, ETTITUYXAVOVTAG TNV 600 TO dUVATOV OKPIBECTEPN ATTOTUTTWOTN TNG TTOAUdIA-
oTaTtng TAnpogopiag o€ £va diodidoTarto (2D) i TpiodidoTaro (3D) didypappa d1aocTTopdag

(scatter plot). H opoiétnTa Twv dedopévwy uttoloyideTal ouykpivovTag TIG EukAcideieg a-

25



TTOOTAOEIG TOUG avd Ceuyn Kal 600 PeyaAuTepn €ival n meavoTnTa opoidTnTag £vOG ONn-
MEioU dedOPEVWY PE KATTOI0 AANO, TOOO TTIBAVOTEPO €ival va To ETTIAECEI WG YEITOVA TOU.

[24]

ii. O aAyépiBpog K-Means

2KOTTOG Tou clustering gival n katnyoplotroinon €vog cuvOAOU OEDOUEVWY O€ OUa-
0¢e¢ (clusters). Ta oToIXeia TTOU AvhKOUV O€ pHia opdda €xouv PEYAAN OUOIOTNTA WETALU
TOUG KalI JIKPOTEPN OPOIGTNTA PE TA OTOIXEIO TTOU AvAKOUV OTIG AAAEG OudGdeg. O k-means
Katatdaooel Ta dedouéva ae Evav TTPoKaBopIouEVO aTrd Tov XprRoTn TTARBoS k opddwy. O
aAyopiBuog opadotrolei Ta dedouéva yupw atmd k kéEvipa (centroids) XpnoIUOTTOIVTAG
TNV EukAcidela amréoTaon, e eTTavaAnTITikEG ueBOdOUG.

H uAotroinon Tou aAyopiBuou oTnv yAwooa R emTPETTEI TNV ApXIKOTTOINCN TNG TTA-
pauéTPoU K €iTe WS akEpalo aplBPO, €iTe wg TTivaka pe TTABog oTnAwy idlo e autd Tou
TiVaKa Twv 0edOUEVWY. H TTpWTN TTEPITITWON 00NYEI O€ TUXaia ETTIAOYH TWV APXIKWV KE-
VTpWV KAB¢ cluster atmmd Tov aAyopiBuo, evw n deUTEPN ETITPETTEI OTOV XPNOTN TNV ETTIAOYA

TOUG. [26]

iii. Mé&Bodog Elbow
H emAoyr Tou TTABoug Twv opddwv oTIG OTToiEG Ba opadoTtroinBouv Ta dedouéva
€ival oNPAvTIKN yIa TNV AgIOTTIOTIO TWV ATTOTEAECOUATWY TTOU TTPOKUTITOUV ATTO TNV £Qap-
Moyr Tou aAyopiBuou k-means.
H elbow method €eTddel TNV avouoloyévela Twv oToIXEiwv KABE opddag, cuvapTh-

o€l Tou TTARBoUG Twv opddwy. Q¢ HETPO AVOUOIOYEVEIAG XPNOIKOTTOIEITAI TO ABpOoIoHa TWV
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TETPAYWVWVY avd opada, To OTToio PelwveTal KaBWwG augaveTal To TTARB0G Toug (N). H Tiun
Tou N, OTnV oTTOIa TTAPATNPEITAI OTI 0 PUBUOG PEIWONG TNG AVOUOIOYEVEIAG TWV OTOIXEIWV
avda opdda apyiCel va otaBepoTrolgital, YTTopEi va BewpnBei we n BEATIOTN €TTIAOYR TOU

TABoug Twv clusters TTou Ba xpnoigotroinBouv KaTd TV epapuoyn Tou k-means.

5. AmoteAéopuarta

Kavovikotroinon

21ov livaka II-1 kan otov livaka 11-2 TTapoucialovTal Ta atroTeEAECUATA TNG METPN-
ONG UWOPOTTPWTEOMIKNG ATTOKPIONG KAl ATTOKPIONG EKKPIONSG KUTTAPOKIVWYV JETA TNV TWV
[Melas et al.] [5] kavoviKOTT0IiNGT) TOUG XPNOIUOTTOIWVTAG TO Zscore. O1 YPAPUES QVTIOTOIXOUV

OoTOUG 79 BIEYEPTEG EVW) Ol OTNAEG OTIG HETPOUMEVES PUOPOTTPWTEIVES ] KUTTAPOKIVEG.
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0,38 -035 0,33 -0.24 0,30 0,22 -0,09
0,33 -036 027 -0.22 0,28 0,24 017
0,37 -034 034 -025 0,29 0,23 1,00
060 184 145 040 112 077 215
0,48 -0,37 0,50 -0.28 0,31 0,24 0,34
0,07 -0,27 0,70 0,12 046 017
40,37 -0,35 0,66 -0.24 0,28 0,23 050
0,27 -036 0,43 023 028 0,21 0,17
0,40 -036 0,45 -022 0,27 0,22 0,50
40,33 -036 0,33 -022 0,28 0,23 067
0,33 -035 030 -022 0,28 0,22 0,50
161 2,23 (598 -0,09 0,26 0,08 165
0,39 -035 0,24 -0.23 0,29 0,23 1,16

0,35 -0,35 0,44 022 0,29 0,23 1,00 0,53 0,34 0,27 -0,33 023 0,39
0,36 -036 0,17 -0.22 0,28 0,22 000 0,13 -0,36 0,28 -0,33 0,19 -0,31
0,29 -035 0,12 -023 0,27 0,22 0,17 0,45 0,24 0,24 0,33 0,15 0,34

0,23 -035 0,32 -022 0,29 0,23 0,09

0,13 -0,35 0,27 -0,19 0,27 0,22 067 0,18 0,00 0,05 -0,33 0,09 -0,34
0,29 -036 0,32 023 0,28 0,23 0,50 0,74 043 0,27 0,34 0,17 -0.41

0,65
416
0,26
051
0,24
1,78
145
0,42
0,31
0,46
0,57
123
068
0,04
0,44
1,01

1,83
1,78
0,29
0,42
0,09
0,26
10,06
0,3
0,06
0,05
0,68
045
045
20,60
0,07
211

0,83
0,45
0,28
037
0,32
0,42
1,24
0,74
017
0473
0,38
0,52
0,39
0,05
513
0,28

20,60

017
1,90
1,07

038

038

038
0,87
0,87

058
0,14
1,53

079
0,25
0,66
0,87
0,97
038
263
0,45
027
038
169
058
0,65
007
1,28

071 040 304 021 1388
1,12 141 320 038 371
0,07 0,08 0,55 006 0,08
-0,30 0,23 -0,34 025 -034
0,33 0,24 0,33 027 -0,34
-0,28 0,26 -0,33 020 -015
059 056 317 0,38 296
0,25 0,26 0,33 0,11 -038
0,18 40,25 -0,33 0,10 -0,35
042 0,28 0,33 026 -034
0,31 0,26 0,33 022 036
0,28 0,21 -0,33 0,13 -033
0,05 0,21 -0,33 0,09 -0,38
0,25 0,22 0,33 0,15 -0,30
0,31 0,24 0,33 025 -032
0,30 0,23 0,33 020 -034
314 502 322 072 391
661 663 320 084 370
0,28 0,23 0,33 020 038
0,25 40,27 -0,33 0,18 -0,33
0,31 0,24 0,33 0,10 -0,22
1,50 0,22 -0,33 027 -036
310 1,14 -0,33 0,01 -0,30
0,21 0,26 0,33 023 0,35
0,28 0,22 0,33 022 027
0,31 0,24 0,33 0,17 0,31 017
0,35 0,25 0,33 0,17 -0,38 120
0,27 0,21 -0,33 0,15 -0,35 058
0,34 0,26 0,33 021 -0,34 0,76
0,60 0,30 -0,33 027 -0,36 1,00
0,46 0,26 -0,33 026 -031 0,04
0,96 059 316 027 295 149
0,33 0,24 0,33 0,03 -010 1,69
0,34 0,27 0,33 0,13 -0,36 0393
0,35 0,27 0,33 0,16 -0,36 0,17
0,31 0,25 -0,33 023036 0,25
0,38 0,26 -0,33 023 -0,33 0,04
0,30 0,24 0,33 021 036 079
061 070 314 027 226 149
0,63 0,30 -0,33 046 -0,37 120
0,08 0,09 0,30 [B&H 0,00 058
0,37 0,25 0,34 D21 -0,40 41,00
0,31 0,26 0,33 027 -033 0,14
0,3 0,24 0,33 023 036 079
0,40 0,25 -0,33 021 -0,32 038
0,27 0,25 0,33 0,15 -032 0,04
153 034 -0,32 0,86 0,03 335
0,23 0,24 0,33 0,19 -0,14 2,32
152
0,04
017
0,04
0,04

0,11 0,24 0,33 025 038

-026 0,46 -042 032 -029 0,29 -0,10
0,46 1,23 -0,43 0,12 -0,31 0,30 -045
-0,17 0,12 -0,48 0,15 -0,17 0,30 -0,42
027 0,87 -0,41 055 -0,16 0,29 0,04
028 0,26 -0,42 0,49 -0,30 0,29 -0,03
503]-026 -027 0,10 -0,30 0,29 -0,10
022 0,29 -0,45 0,55 -0,30 0,29 -0,03
0,39 062 -048 077 -0,35 0,29 -059
-0,47 0,38 -0,29 060 -031 0,29 -0,45
-0,32 0,42 -0,49 D47 -0,32 0,29 -052
0,14 0,05 -044 0,18 -0,30 0,29 0,04
-0,29 0,20 -0,40 0,66 -0,30 0,29 -0.24
018 0,05 -0,42 032 -035 0,29 -0,17
-0,32 0,41 -0,48 021 -0,30 0,29 -0,03
-0,32 0,65 -0,28 0,82 -0,30 0,29 -073
044 029 -036 0,07 -026 0,28 -0,07
152 0,31 195 1,07 050 076 056
0,47 0,55 303 1,27 1,01 348 0381
053 0,40 0,33 0,54 -001 0,18 0,11
0,33 056 -0,42 0,55 -028 029 0,25
1,52 0,38 -0,42 0,01 -0,32 0,29 -0,45
-0,04 0,44 -038 1,74 -032 0,29 -024
-050 0,25 1,93 0,57 058 188 0,39
0,43 0,31 -033 027 -024 0,29 -0,03
-024 025 -019 021 -027 0,29 067
0,37 0,01 -0,22 0,10 -0,03 0,30 -0.94
026 0,56 -0,37 0,32 -029 0,29 -0,03
0,41 0,13 -0,42 0,43 -027 029 0,39
-0,39 0,62 -0,35 0,49 -020 0,25 -0,52
029 0,18 -0,35 0,24 -027 029 0,32
174 0,14 -045 0,04 -026 0,29 -059
0,37 0,41-030 021 -030 029 0,04
120 1,25 321 2,36 316 506 266
1,02 298 1,30 (694 4,37 486
0,41 059 -043 043 024 029 067
0,35 -0,41 038 -0.24 0,29 -0.24
1,40 -0,30 1,02 -025 0,29 -0,21
0,49 031032 052 -026 0,28 -059
201 0,07 -0,22 0,28 270 027 206
0,34 -0,40 0,15 -0.25 0,29 -0,03
0,40 0,28 -042 0,46 -021 0,29 -024
0,08 -0,43 0,01 -0,32 0,29 -0,59
0,47 0,84 -039 0,49 -030 0,29 -038
-0,32 0,01 -0,38 027 -0.27 0,29 -0,45
0,17 -0,37 063 -0.29 0,29 -0,49
0,50 0,37 -0,08 0,60 -0,38 0,30 -0,87
-026 0,10 -0,03 0,01 -0.27 0,30 -0,94
543 1,07 296 185 108 2,87 031
038 3,13 149 2,97 -028 029 0,21
-0,43 0,31 -0,42 0,49 -033 0,29 -045
0,44 -051 077 -0.28 0,29 -066
0,49 -0,37 027 -0.28 0,29 -0,45
0,08 -0,33 0,35 -0,32 0,29 -0,52
0,24 0,47 -036 071 -033 0,29 -0,17
-028 0,78 226 1,52 059 170 0,74
0,80 -0,38 060 -0,40 0,30 1,36
0,05 0,74 057 0,08 020 -0,10
10,47 -0,49 1,05 -0,30 0,29 -0,45
0,86 0,32 -0,40 015 -031 0,29 -052
0,50 0,64 -044 082 -030 0,29 -073
0,11 -0,37 0,13 -0,32 0,29 -052
021 0,16 -042 032 -023 0,29 -0,17
0,26 6,03 378 532 193 028 116
3,42 0,25 2,02 -021 029 0,18
051 071 -046 077 -028 0,29 -0,31
-0,46 0,38 -043 0,13 -0,34 0,30 -1,05
018 014 -0,35 027 -025 029 0,32
0,50 0,61 -038 043 -029 0,29 -042
-0,34 0,08 -0,49 060 -012 0,26/ 4,86

0,68 0,50
0,55 0,30
056 0,11
035 0,19
0,38 0,50
030 0,19
063 0,0
053 0,01
0,34 0,01
1,17 0,40
1,02 0,31
044 021
022 057
0,12 0,30
0,61 0,40
0,26 0,40
0,49 0,14
0,61 0,30
0,03 0,09
050 021
024 1,03
033 033
0,86 0,09
038 0,35
130 0,14
052 0,09
0,37 0,14
0,04 0,09
0,23 0,50
0,57 0,45
0,38 052
396 522
030 0,60
0,36 0,01
037 0,21
153 236
071 388
0,49 035
0,15 0,14
059 0,01
0,10 0,01
057 0,23
001 0,14
048 052
0,25 0,19
0,57 024
045 0,21
025 0,01
0,45 1,11
0,19 0,70
161 042
233 032
10,49 0,31
0,28 0,50
0,36 0,30
0,10 0,86
0,80 0,70
124 0,09
061 41,21
0,03 0,19
1,94 0,60
0,40 0,40
0,39 0,01
40,05 0,70
0,43 0,30
450 062
310 0,19
0,94 060
0,18 4,11
0,40 0,32
0,20 0,45
037 379

120 -052 0,59 -0,46 0,99 -033 0,30 -073 0,76 0,91

&
G
n7
na
b
Ira

32 0,29 -0,45 0,75 0,09 0,24 0,70 -0,86 0,11 -0,33 020
0,13 0,16 -0,14 0,28 0,01 0,07 0,05 -0,34 0,55 -0,15 0,01

0,30 0,57 -0,01 1,15 -0,33 015
0,26 031 028
40,26 -025 020
0,34 -023 007
40,85 -0,30 0,10
0,55 -022 0,11
0,55 -020 0,06
0,26 -033 028
0,70 -0,33 032
0,34 -0,16 024
0,26 -0,14 003
0,26 -027 020
0,26 -031 003
40,55 -0,14 013
0,26 -033 062
40,55 -0,30 053
0,41 -0,30 029
0,93 -032 032
40,55 -023 009
0,11 -027 018
0,63 -0,32 045
0,34 -0,36 049
0,93 028 001
0,63 [T.08] 0,34
0,55 0,87 068
0,11 -0,03 018
0,04 -026 020
1,45 -029 032
242 0,30 013
0,26 0,34 0,70
0,93 -026 024
0,34 -0,10 020
1,82 027 024
0,55 -033 062
0,34 -027 032
0,04 -023 0,35
1,23 026 011
0,63 -025 015
0,85 -029 024
123 298 263
0,63 -0,30 /7,20
0,04 -0,17 043
0,26 0,06 045
0,63 031 020
0,34 003 045
063 228 244
0,55 0,08 049
0,93 -023 011
0,85 -0,33 0.1
0,04 033 011
0,26 -030 007
0,85 -027 024
0,26 -024 108
0,85 -026 045
1,08 1,04 080
242 023 007
0,30 0,52 0,10 0,85 -0,33 024
0,19 0,55 050 1,15 -0,35 028
0,34 0,09 0,04 0,34 -033 D41
0,32 0,66 -0,13 1,00 -0,33 041
0,34 0,44 024 055 026 022
079 043 090 0,55 052 073
0,50 0,65 BEEE 026 0,30 093
022 0,08 -0,06 0,55 0,08 0,14
0,32 0,72 -0,47 1,15 -031 045
0,36 0,13 038 0,34 035 028
0,31 0,35 021 1,15 -0,30 049
40,40 0,20 -051 1,15 -0,36 036
029 031 021 0,26 -033 015
172 471 111 153 255 152
0,34/529 024524 026 028
0,28 0,63 -0,10 1,15 -0,33 036
40,37 0,09 -0,01 0,85 -0,34 072
028 022 044 0,34 015 020
0,37 0,50 0,10 0,11 -0,16 007
0,16 061 058 0,04 -017 0,14
0,45 0,70 1,06 0,85 -0,33 036

027 0,44 026

0,14 0,57 -0,15
0,29 0,55 -0,18
021 0,42 027
029 0,31 061
0,33 0,00 0,07
0,14 0,26 0,30
0,12 0,74 0,19
029 0,35 047
0,40 0,46 -062
0,34 0,37 0,39
0,31 0,74 081
40,33 0,63 -0,08
0,38 0,51 077
020 085 0,07
0,34 0,24 -033
031 022 038
0,24 0,44 -055
0,27 0,48 -067
0,26 0,39 036
026 028 013
105 047 0,06
002 004 075
033 022 017
0,19 0,09 0,19
023 143 -0,08
081 026 051
0,27 0,09 1,02
0,19 0,09 078
40,35 0,00 1,96
031 0,31 067
0,21 0,05 0,46
0,18 0,59 024
023 0,17 0,06
0,36 0,22 078
0,16 0,35 021
308 099 300
678 091 544
0,30 0,09 -033
0,14 0,26 0,00
034 099 1,15
021 0,26 095
309 028 092
029 0,22 0,04
024 043 051
0,34 0,19 024
0,23 0,79 -0,08
0,25 0,52 -0,08
0,38 0,3 027
0,40 0,221,890
40,34 0,18 -1,01
095 0,35 050
0,24 316 -0,11
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adipoq
bmp2
bmp4
bmp7
btc
cclil
ccl2
ccla
ccl5
cd40lg
csfl
csf2
csf3
cxcl1l0
cxclll
cxcll2
cxcll
defbl
dme
egf
epgn
ereg
fgf23
fgf2
fgf4
flagellin
fstll
gdf5
gdnf
hbegf
hgf
hksa
ifnlcluster
ifnbl
ifng
igfl
iI10
i112
i113
il17a
i119
illa
illb
il22
il2
i3
il4
il6
il7
il8
imiquimod
inhba
ins
lep
lgals1
Igals3
Ips
Ita
mia
nog
nrgl
0dn2006
osm
pam3csk4
pdgfb
polyic
rin2
rin3
ssrna40
tgfa
tgfbl
tnf
tnfsf10
tnfsfll
tnfsf12
tnfsf13b
tnfsf14
vegfl21
wntl

o
-0,28
0,18
0,33
-0,50
-0,23
-0,23
-0,39
-0,28
0,01
-0,12
-0,61
-0,42
-0,06
0,21
0,17
-0,28
0,12
-0,36
-0,59
0,05
-0,42
-0,66
0,01
-0,55
-0,06
0,78
0,78
0,16
0,17
-0,33
-0,23
0,43
0,16
0,10
-0,99
-0,39
0,13
0,26
0,32
0,33
0,37
2,88
6,74
0,17
0,61
0,17
-0,33
3,26
0,31
0,04
0,10
-0,09
-0,39
-0,25
-0,88
0,33
0,37
-0,06
-0,44
-0,61
-0,50
-0,28
-0,42
0,29
1,23
0,16
-0,28
-0,39
-0,28
0,33
0,12
1,35
-0,06
-0,39
-0,44
0,01
0,12
0,10
-0,55

8
-0,50
0,08
-0,47
-0,40
-0,49
-0,28
-0,55
-0,34
-0,32
-0,01
-0,40
-0,10
-0,40
-0,07
-0,37
-0,46
-0,25
-0,43
-0,38
0,02
-0,31
-0,26
-0,28
-0,59
-0,11
0,35
0,20
-0,23
-0,53
-0,04
1,33
-0,07
-0,43
0,05
-0,08
-0,37
0,08
0,11
0,26
0,16
-0,07
0,53
0,47
-0,07
-0,01
0,52
-0,11
0,14
-0,19
0,11
-0,08
-0,40
-0,04
-0,31
-0,29
0,14
0,53
0,78
-0,22
-0,46
-0,22
-0,07
-0,38
0,10
-0,40
-0,34
-0,85
-0,34
-0,56
0,08
-0,04
1,35
8,12
-0,25
0,19
0,20
-0,16
-0,20
-0,41

o
-0,97
-0,04
-0,79
0,12
-0,34
0,03
-1,53
-0,38
-0,86
0,07
-0,79
0,12
-0,26
0,12
-1,16
-0,97
-0,75
-0,53
-0,23
0,22
-0,53
-0,19
0,34
0,03
-0,79
0,66
-0,56
0,78
-1,53
-0,45
0,78
1,41
0,26
1,22
1,07
-0,56
0,55
-0,64
0,81
-0,49
-1,01
1,45
1,59
-0,26
0,33
-0,26
0,44
2,49
1,63
1,37
0,33
-0,45
0,12
-0,56
-1,01
-0,49
0,63
3,23
0,12
0,12
-0,26
-1,27
-1,42
0,78
-0,04
0,12
-1,08
-1,01
0,41
0,00
0,26
4,05
1,22
-1,01
0,41
-0,26
0,52
0,52
-1,01

p
-0,28
-0,14
-0,29
-0,26
-0,25
-0,25
-0,25
-0,26
-0,12
-0,29
-0,27
7,02
-0,16
-0,23
-0,28
-0,24
-0,30
-0,30
-0,29
-0,29
-0,27
-0,26
-0,30
-0,32
-0,27
0,36
0,51
-0,11
-0,27
-0,26
-0,25
0,25
-0,21
-0,26
-0,29
-0,29
-0,25
-0,17
-0,24
-0,25
-0,17
1,73
3,94
-0,26
-0,24
-0,27
-0,30
1,85
-0,22
-0,19
-0,30
-0,29
-0,26
-0,29
-0,31
-0,30
0,57
-0,27
-0,29
-0,27
-0,25
-0,30
-0,31
0,22
-0,35
0,04
-0,24
-0,31
-0,28
-0,28
-0,27
1,10
-0,28
-0,26
-0,29
-0,28
-0,22
-0,16
-0,30

i
0,33
0,30
-0,49
-0,02
0,17
0,06
0,17
-0,49
0,17
-0,33
il
0,17
0,33
0,17
0,17
0,33
-0,33
0,33
-0,60
0,22
-0,33
-0,65
0,17
-0,65
0,30
0,30
0,14
0,14
0,33
0,14
-0,81
0,46
0,62
0,33
-0,02
1,13
0,14
3,64
0,06
0,14
0,17
2,84
3,96
0,33
-0,10
-0,49
0,14
1,49
-0,49
-0,02
-0,65
0,17
0,17
-0,49
0,97
-0,81
0,38
0,17
-0,65
-0,25
-0,49
-0,33
-0,65
-0,02
-0,49
0,17
-0,49
-0,02
-0,81
-0,49
0,33
1,41
0,17
4,75
-0,81
0,17
0,06
0,38
-0,49

B
-0,37
0,76
-0,37
-0,37
-0,36
-0,37
-0,37
-0,36
-0,37
-0,37
-0,38
-0,37
-0,37
-0,37
-0,35
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,38
-0,38
-0,37
-0,37
-0,37
2,89
2,93
1,38
-0,36
-0,37
-0,37
2,92
-0,37
-0,36
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,35
2,96
2,95
-0,37
-0,37
-0,37
-0,35
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,36
-0,33
-0,34
2,93
-0,33
-0,37
-0,38
-0,37
-0,37
-0,36
2,90
-0,37
2,52
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37
-0,16
-0,36
-0,37
-0,38
-0,37
-0,37
-0,37
-0,37

=
-0,69
-0,04
-0,57
-0,33
-0,15
0,14
-0,09
-0,45
0,62
-0,51
-0,51
-0,33
-0,27
-0,09
-0,33
0,14
-0,69
-0,09
-0,35
-0,33
-0,21
-0,45
-0,69
-0,69
0,14
0,97
0,91
0,08
0,14
-0,33
-0,45
0,38
-0,39
-0,09
-0,45
-0,21
0,14
5,47
0,14
0,02
0,02
2,51
4,52
0,02
0,02
-0,33
0,14
1,38
-0,45
0,02
-0,09
-0,33
-0,21
-0,45
-0,92
0,02
0,91
-0,33
-0,69
-0,92
-0,51
-0,98
-0,21
0,26
-0,98
0,14
0,02
-0,39
-0,92
-0,69
-0,39
1,27
-0,09
-0,45
-0,86
0,02
0,02
121
-0,81

@
-0,39
2,40
0,44
-0,45
0,44
0,43
0,41
0,41
-0,39
-0,39
-0,45
0,42
-0,40
0,43
-0,18
0,44
0,44
0,25
0,42
0,44
0,43
0,41
-0,39
0,42
-0,39
2,42
2,46
2,43
-0,40
0,42
-0,39
2,47
-0,39
-0,30
-0,45
-0,42
-0,46
-0,38
0,37
0,44
-0,29
2,50
2,57
0,42
0,43
-0,42
0,43
-0,40
0,45
0,42
-0,39
-0,39
0,43
0,34
0,31
0,37
2,49
0,11
0,43
0,44
0,42
-0,44
0,37
2,51

2
-0,45
0,77
-0,13
-0,84
-0,22
-0,47
1,97
-0,30
-0,13
-0,38
-0,49
0,01
-0,34
-0,08
-0,54
-0,21
-0,59
0,10
-0,66
-0,39
-0,24
-0,70
-0,47
-1,05
0,59
0,75
0,86
1,63
-0,69
-0,10
-0,15
1,46
0,52
-0,51
-0,77
-0,19
0,23
1,29
-0,03
-0,79
-0,42
3,05
4,30
-0,31
-0,42
0,06
-0,23
0,54
-0,31
0,09
-0,17
-0,22
-0,03
-0,65
-1,94
-0,40
1,32
0,90
-0,38
-0,01
-0,13
-0,38
-0,42
1,72

kitlg

-0,16
0,40
-1,21
-0,23
-0,51
-0,37
-0,65
-0,30
-1,00
-0,23
-0,23
-0,09
-0,44
-0,16
-0,79
-0,86
-1,18
131
-0,68
-0,16
-0,23
0,29
-0,72
-0,41
-0,09
0,40
0,40
-0,16
-0,69
-0,23
1,55
0,40
-0,48
-0,37
-0,16
-0,02
0,15
-0,02
0,26
-0,09
1,03
1,66
1,06
0,05
-0,23
1,10
-0,37
0,68
-0,23
0,50
0,12
-1,00
-0,30
-0,72
-0,72
1,38
0,92
2,63
-0,30
-0,79
-0,23
-0,44
-0,69
0,68

-0,46 23,301 -0,93

2,43
-0,41
-0,45
0,41
-0,40
-0,41
2,44
-0,38
-0,35
0,45
-0,34
-0,43
-0,44
-0,43

0,41
-0,47
-0,68
-0,47
-0,37
-0,28
1,93
-0,39
-0,22
-0,87
-0,18
0,16
1,38
-0,47

-0,02
-0,90
-0,86
-0,65
-0,65
0,05
5,01
3,68
-0,86
-0,30
-0,37
-0,58
0,01
-0,51

-0,31
0,00
-0,33
-0,34
-0,31
-0,31
-0,32
-0,33
-0,33
-0,32
-0,30
-0,30
-0,32
-0,29
-0,32
-0,33
-0,30
-0,28
-0,32
-0,31
-0,32
-0,31
-0,31
-0,32
-0,30
1,47
3,62
0,16
-0,32
-0,31
-0,29
2,37
-0,31
-0,30
-0,28
-0,30
-0,27
-0,30
-0,30
-0,29
-0,31
4,27
4,49
-0,30
-0,30
-0,29
-0,31
-0,28
-0,31
-0,28
-0,28
-0,33
-0,28
-0,30
-0,29
-0,29
2,94
-0,29
-0,31
-0,32
-0,32
-0,31
-0,32
1,90
-0,33
-0,26
-0,35
-0,32
-0,31
-0,30
-0,30
-0,11
-0,31
-0,33
-0,29
-0,29
-0,29
-0,30
-0,33

]

-0,61
-0,13
-1,45
-0,50
-0,21
-0,90
-0,98
-0,79
-1,05
0,53
0,16
i1l
-0,61
-0,76
-0,98
-0,46
-1,20
-0,39
-0,13
-0,33
-0,61
0,42
-0,54
-1,42
-0,08
1,30
0,67
-0,57
-0,17
-0,94
0,05
0,80
0,31
-0,54
0,44
-0,59
-0,61
-0,67
2,01
0,67
-0,41
2,40
0,86
0,34
0,31
1,83
-0,61
il
0,20
2,36
1,19
-1,60
0,07
0,34
-0,87
-0,33
0,27
-0,13
-0,35
0,03
0,12
0,00
-0,76
0,80
=1L 23]
-1,42
-1,62
0,93
0,53
0,60
0,71
3,92
-0,44
-0,46
1,32
0,56
-0,52
0,97
-1,38

£
0,31
-0,91
0,13
-0,55
-0,96
-0,10
-1,06
0,72
-0,77
0,18
-1,12
-0,06
-0,15
0,03
1,78
0,33
-0,32
-0,95
-0,27
-0,88
0,23
-0,62
-0,31
-0,07
il 57
0,11
=I5
-0,39
0,72
0,86
-0,32
0,83
-0,69
1,70
-0,60
-0,70
=iL[05
-0,48
1,77
0,92
0,21
-0,02
-0,56
-0,04
-1,08
-0,28
1,01
3,18
-1,09
0,67
-0,42
0,10
-1,07
1,16
-0,58
0,46
0,72
-0,33
-0,53
-1,60
0,70
1,15
-0,35
1,54
0,40
-1,50
-0,56
3,41
-0,90
1,61
0,13
0,23
1,07
-1,18
=098
0,90
-1,27
-1,12
-1,05

mmpl

0,34
1,98
0,45
-0,50
0,84
0,53
0,47
0,12
0,15
0,47
0,41
0,67
0,71
0,47
0,13
-0,60
0,27
0,40
-0,84
-0,68
-1,00
0,52
0,46
0,29
0,12
2,13
2,17
2,05
0,05
-0,39
0,71
2,14
-0,46
0,71
0,42
-0,32
0,72
0,51
0,15
0,47
-0,52
2,12
2,12
0,20
0,47
0,38
-0,59
0,01
0,99
0,63
-0,66
0,41
0,27
0,01
0,39
2,00
2,12
218
0,53
0,78
0,27
0,22
1,72
2,08
0,07
1,68
-0,69
-0,67
-0,85
0,41
0,94
2,17
-0,06
0,67
0,94
0,07
0,39
0,76
0,74

mmpl10

0,56
0,18
0,33
0,22
0,79
0,13
0,27
0,50
0,30
-1,03
-0,49
-1,00
0,77
0,45
-0,36
0,23
-0,40
0,62
-1,10
-0,20
-1,04
0,30
0,30
0,08
-0,66
0,97
1,01
0,29
0,20
-0,86
-0,84
0,60
0,08
0,42
0,24
0,37
0,00
0,04
0,15
0,44
0,18
5,06
4,01
0,67
0,80
0,32
0,05
0,74
0,13
0,22
0,96
0,45
0,19
0,14
0,73
0,04
2,07
1,57
0,77
0,90
0,97
-0,61
0,05
1,54
0,51
0,36
0,51
-0,52
0,97
-0,56
0,04
1,89
0,43
0,53
0,87
0,16
0,76
-0,48
-0,56

mmp13

0,38
0,37
-0,33
-0,42
-0,48
0,37
-0,44
-0,40
-0,40
-0,39
-0,45
0,45
-0,47
-0,45
-0,35
-0,46
0,44
0,18
-0,48
-0,44
-0,38
-0,42
0,43
0,31
-0,37
2,88
2,87
1,19
-0,24
-0,39
-0,48
2,80
0,38
0,31
-0,39
-0,44
-0,45
-0,43
0,33
-0,39
-0,24
2,88
2,89
0,37
-0,42
-0,43
-0,40
-0,13
0,51
-0,48
-0,45
-0,46
-0,45
0,33
0,38
-0,30
2,88
0,63
-0,42
0,35
-0,29
0,44
0,43
2,78
0,38
0,14
-0,47
-0,45
-0,47
0,41
-0,48
2,80
0,31
-0,49
-0,48
0,35
-0,39
-0,50
-0,50

mmp3

-0,23
-0,14
-2,08
-0,77
-0,71
0,20
-0,63
-0,88
0,27
-0,83
-0,36
-0,66
-0,01
-1,24
-0,46
0,09
-0,77
-0,60
0,53
-0,16
-2,33
0,38
0,05
0,18
-0,55
0,15
0,60
=1, 23
=Ll
-0,48
-0,80
0,19
0,79
-2,00
0,70
0,39
1,37
0,17
-0,20
1,20
-0,14
2,38
2,87
1,25
1,76
1,70
1,85
0,01
2,47
2,16
-0,34
-1,30
0,63
-0,57
-0,56
-0,82
-0,09
0,49
0,19
-0,29
1,31
0,89
0,23
0,02
0,00
0,35
-0,46
-0,72
0,24
0,48
0,29
-0,38
-1,25
-1,28
-0,32
0,26
=il iy
0,19
-0,27

mmp8

0,30
-0,53
-1,21
1,64
0,94
-0,32
-0,53
-0,50
0,73
-2,29
0,09
-0,82
-0,46
-0,72
1,62
-0,87
0,33
0,15
-1,18
0,08
-2,85
1,03
1,84
1,92
-1,33
-0,61
0,84
-0,05
-0,01
-0,56
-1,14
0,34
0,84
-1,92
0,86
0,71
0,65
0,13
0,42
-0,35
0,02
2,50
ALl
1,01
0,26
0,29
-0,47
-1,18
0,29
1,04
-0,94
-0,36
0,21
-0,39
-0,91
-0,59
-0,08
0,55
1,10
-0,09
1,38
-0,80
-0,10
0,14
0,53
-0,90
1,13
-1,96
-1,71
-0,66
0,38
1,37
0,55
-1,20
-0,04
0,18
1,09
-0,19
0,20

mmp9

-0,26
-0,41
-0,30
-0,68
-0,66
-0,53
-0,23
-0,43
-0,30
-0,82
-0,36
-0,61
2,05
-0,15
-0,50
-0,80
-0,26
-0,10
0,55
-0,59
-1,11
-0,61
-0,08
-0,43
-0,72
-0,10
0,12
-0,29
-0,14
-0,65
-0,82
-0,16
-0,51
-0,89
-0,21
4,28
-0,26
-0,57
-0,47
0,13
3,29
0,50
2,42
-0,16
0,88
-0,46
-0,59
-0,73
-0,03
0,08
-0,62
-0,58
-0,58
0,12
-0,85
-0,43
0,35
0,47
-0,50
3,27
-0,11
-0,65
-0,16
1,42
0,28
-0,24
0,73
0,85
0,82
-0,54
-0,60
0,28
-0,25
0,82
-0,85
-0,36
-0,28
-0,60
2,49

b=
<

-0,14
-0,01
-0,31
-0,39
-0,31
-0,27
-0,44
-0,14
-0,31
-0,06
-0,01
-0,10
-0,31
-0,22
-0,31
-0,37
-0,37
-0,39
-0,37
-0,10
-0,22
-0,06
-0,22
-0,27
-0,16
0,20
0,24
-0,01
-0,37
-0,10
0,26
0,15
-0,31
-0,04
-0,01
-0,27
-0,14
-0,14
0,20
-0,16
-0,27
0,75
0,41
-0,27
-0,22
0,07
-0,14
0,26
-0,27
-0,06
-0,27
-0,31
-0,25
-0,06
-0,31
0,20
0,28
0,49
-0,31
-0,39
0,09
-0,22
-0,08
0,41
-0,29
-0,22
-0,39
-0,18
-0,35
-0,31
8,42
1,02
0,62
-0,39
0,03
-0,10
-0,27
-0,35
-0,39

pdgfb

-0,53
-0,11
-0,53
-0,53
0,08
-0,15
-0,60
0,76
0,00
-0,15
-0,08
0,08
0,08
-0,23
-0,23
-0,38
-0,79
-0,60
-0,48
-0,30
-0,30
-0,08
0,23
-0,38
-0,08
0,76
0,76
0,08
-0,45
-0,64
-0,38
0,23
-0,30
-0,23
-0,23
0,00
-0,23
2,76
0,04
-0,08
-0,38
2,72
6,20
-0,38
-0,30
-0,15
-0,64
2,83
-0,30
-0,15
-0,15
-0,45
-0,30
-0,60
-0,76
-0,83
0,91
-0,34
0,11
-0,38
-0,30
-0,68
-0,72
0,23
-0,45
0,34
-0,30
0,04
-0,83
-0,42
-0,23
1,70
-0,23
-0,53
-0,15
0,30
-0,53
0,08
-0,76

scgfb

0,51
0,74
-0,63
1,15
0,41
0,38
0,29
0,77
0,49
1,49
0,38
-0,02
0,67
0,50
1,15
1,27
0,33
0,03
-0,80
-0,09
0,53
0,43
0,77
-0,48
-0,05
-0,23
-0,84
-0,65
-0,50
0,72
1,22
1,29
-0,05
-0,32
0,91
1,39
1,25
0,58
3,58
0,50
0,41
-0,09
0,15
1,27
0,14
1,98
0,12
2,30
0,91
1,70
1,19
-1,10
0,70
-0,29
1,15
1,00
1,14
0,48
-0,39
0,72
1,46
-0,06
-1,03
-0,79
0,17
2,90
-1,46
1,06
0,03
0,13
0,26
0,84
-0,67
-0,63
0,21
1,15
0,79
-0,59
1,07

E

0,30
0,02
0,30
0,29
0,32
0,32
0,31
0,27
0,18
0,33
0,33
0,26
0,24
0,29
0,30
0,27
0,33
0,30
0,32
0,32
0,33
0,35
0,29
0,32
0,30
0,72
1,82
0,14
0,30
0,32
0,31
243
0,29
0,29
0,28
0,31
0,29
0,26
0,30
0,32
0,22
2,71
6,86
0,31
0,27
0,33
0,28
1,44
0,26
0,26
0,34
0,29
0,31
0,29
0,35
0,51
1,77
0,26
0,34
0,34
0,34
0,33
0,32
1,46
0,30
0,34
0,32
0,35
0,33
0,31
0,30
0,32
0,30
0,32
0,36
0,25
0,31
0,26
0,34

tnfsf10

0,15
0,19
0,66
0,70
0,34
0,65
0,51
0,49
0,41
0,00
0,36
0,06
0,44
0,58
0,44
0,41
0,56
0,44
0,23
0,21
0,58
0,07
0,64
0,38
0,39
0,84
0,66
0,61
0,74
0,49
2,50
071
0,24
0,14
0,15
0,46
0,06
0,61
0,23
0,08
0,24
1,26
0,69
0,44
0,11
1,44
0,35
0,551
0,34
0,74
0,07
-0,89
0,44
0,16
0,66
0,31
1,16
3,37
0,44
0,46
0,24
0,58
0,58
1,11
0,31
0,01
0,94
0,00
0,66
0,06
0,04
6,22
0,24
0,59
0,06
0,06
0,45
0,26
0,61

vcaml

0,33
0,61
0,35
0,35
0,35
0,30
0,36
0,31
0,34
0,29
0,34
0,33
0,33
0,32
0,23
0,36
0,35
0,22
0,36
0,36
0,32
0,34
0,33
0,33
0,32
0,72
1,11
1,21
0,30
0,32
0,34
1,22
0,30
0,24
0,30
0,37
0,34
0,31
0,30
0,34
0,26
0,73
0,52
0,31
0,34
0,32
0,33
0,28
0,34
0,34
0,35
0,33
0,36
0,26
0,03
0,98
0,95
5,00
0,33
0,33
0,31
0,30
0,25
1,32
0,34
0,61
0,37
0,34
0,35
0,35
0,38
6,02
0,27
0,33
0,30
0,29
0,31
0,35
0,36

vegfl21l

-0,49
-0,51
0,08
-0,39
-0,80
0,61
-0,17
0,70
-0,43
0,05
-0,97
-0,89
-0,26
-0,05
-0,27
0,03
-0,40
-0,33
-1,02
-0,61
-0,35
-0,79
-0,46
0,33
0,27
1,70
1,52
1,51
1,05
0,00
-0,56
0,52
0,72
0,97
-1,12
0,73
0,16
2,88
0,49
-0,45
0,33
2,42
2,16
-0,14
-0,31
-0,10
0,06
0,24
-0,81
-0,73
-0,35
0,01
1,02
0,60
-1,64
-1,25
-0,08
1,23
-0,91
-0,61
-0,60
0,37
2,47
0,82
-2,90
ilste)
-0,88
-0,39
-0,67
0,14
0,84
0,62
1,35
-0,36
=L 27
0,94
-0,27
-1,02
-1,72

lMivakacg 1I-2 (2uvéxeia). Kavovikorroinuéva dedouéva amrokpions KUTTapoKivwy. O ypauuéS avri-
aToIXOUV OTOUC OIEYEPTEC KAl Of OTNAEC OTIC UETPOULIEVESC KUTTAPOKIVES.
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Opadotroinon (clustering)

Ta atmroteAéopaTa TTOU TTPOEKUYAV OTTO TNV OPAdOTIOINCN TWV OEDONEVWV TWV
TPIWV HEBSOWV TTapouacialovtal otov [livaka 11-3. MeTd tnv €¢aywyr] Toug ouvaAnBeuTn-
Kav (Eikova 11-3) kai emIAEXONKe n Toun Toug (Mivakag 11-4). ATTO TNV TOPA AUTr TTPOEKUYE
TO TEAIKO CUUTTEPACUA YIA TO TTOCOI KAl TTOIOI DIEYEPTEG EMPAVICOUV OPOIOTNTA PE TOUG AN
XAPOKTNPIOPEVOUG, OE OXEON ME TIG TIPWTEIVEG TTOU gvepyoTTolouv e Bdon Tov [Melas et
al.] [5], ka1 katd ouvétteia gival MOavo va dladpapaTiCouv TTapouolo pOAo oTnV e¢ENIEN

NG 00oTe0aPOPITIdAG.
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MéBoSoc A MéBoSoc B MéBoSog C
KarafoMkoi | AvaBoAikoi| Control | KaraBolikoi| AvaBolikoi| Control | Karapohkoi | Avafohikoi| Control
ila fogf2 dmem i1a fgf2 dmem iMa fgf2 dmem
il1b tgfb1 il1b tgfb1 illb tgfb1
tnf tnf tnf
bmp2 adipoq bmp4 Ita adipoq bmp2 bmp2 adipoq bmp4
flagellin ccl11 bmp7 flagellin bmp7 bmp4 flagellin btc bmp7
fstl1 ccl2 btc pam3cskd btc ccld fstl1 ccl11 ccld
gdf5 ccls ccld fstl1 ccl11 csf1 gdf5 ccl2 cd40lg
hgf cd40lg csf1 Ips ccl2 csf2 hgf ccls csf1
hksa cxcl10 csf2 hksa ccls cxcl11 hksa csf3 csf2
Ips csf3 cxcl11 cd40lg cxcl12 ifng cxclt cxcl11
Ita cxecll cxcl12 csf3 defb1 i3 cxcl10 cxel12
pam3cskd defb1 egf cxcl1 fgfd il2 egf defb1
polyic epng fgfd cxcl10 gdfs il3 ereg epgn
tnfsf10 ereg gdnf egf gdnf il6 fgf23 fgfd
fgf23 hbegf epng ifnb1 il7 hbegf gdnf
ifn1cluster ifnb1 ereg il19 il8 ifn1cluster ifnb1
ifng igf1 fgf23 il2 Igals3 igf1 il19
ilo il2 hbegf il7 Ips ilo imiquimod
il2 il7 hgf imiquimod Ita il12 lep
i3 imiquimod ifn1cluster lep nrg1 ilM7a mia
il17a ins ifng Igals3 pam3csk4 il22 nog
il19 lep igfl nog polyic il4 odn2006
il22 Igals3 il10 nrg1 tnfsf10 inhba osm
i3 mia il12 0dn2006 tnfsf14 ins rin2
il4 nrg i3 osm Igals1 rin3
il6 odn2006 i17a polyic pdgfb ssrnad0
il8 osm il22 rin2 tgfa tnfsf12
inhba rin2 i3 rin3 tnfsf11 tnfsf13b
lgals1 rin3 il4 ssrnad0 vegfi21
nog ssrnad0 il6 tnfsf12 whnt1
pdgfb tgfa il8 tnfsf13b
tnfsf11 tnfsf12 inhba tnfsf14
tnfsf13b ins vegf121
tnfsf14 Igals1 whnt1
vegf121 mia
wnt1 pdgfb
tgfa
tnfsf10
tnfsf11

Mivakac 11-3. Ouadorroinuéva armroreAéouara karnyopiorroinang disyeprwv avd uébodo. Oi
TPWTEC 3 OEIPEC TOU TTIVAKA QvTIGTOIXOUV OTOUS HON Xapaktnpiouévous karaBoAikoug, ava-
BoAikoug kai control disyépTeg, evw o1 UTTOAOITTEC OTNV OuadOTTOINGN TTOU TTPOEKUWE WS a-
TTOTEAECUA TNG UTTOAOYIOTIKIS av@Auonc.
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M&Bodog A (PWOPOTTPWTEOUIKN aTTOKPION) MéBodog B (ATTOKpIon EKKPIONG KUTTAPOKIVWV)

Ji6 10~ glgsog
$dafb 13
4gf2 Jafb1 dI3 18 '
&adipog g . o bmp4 ;ﬂ;’gz'c
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Mébodog A MéBodoc B Mé£0odoc C
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Eikéva lI-3. Elbow method yia tnv emiAoyr Tou BéATiIoTOU apiBuoU ouddwy (clusters), yia Ta dsdouéva KaBeuIas armo
1ic 3 MeBodoug.

KataBoAikoi AleyépTeg AvaBoAikoi AleyépTeg Control
Mé£6odoc A Mé6odoc B Mé6odoc A Mé6odoc B Mé6odoc A Mé£60do¢ B

Mé6odog C MéBodog C M£60dog C

Eikéva 11-2. TMAhnBo¢ ‘karaBoAikwv”, “avaBoAikwv” kai “control” dieyeprwy, uperd amd ouvaAnBeuon Twv
ATTOTEAEOUATWY TNG OHAdOTTOINONGS TWV TPIWV MeBOdwv.
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KataBoAikd | AvaBoAikd Control
illa fgf2 dmem . X .
- AigyépTeG e yvwoTh dpdon oTnv o-
il1b tgfbl oT£0apBPITISN, BN XOPAKTNPIOHE-
tnf Vol.
flagellin adipoq iI10 bmp4 lep
fstll cclll i112 ccla 0dn2006
hksa ccl2 iI17a csfl osm
Ips ccls i122 csf2 rin2 AigyépTeg TWV onoit:v MEAETATON N
N dpdon oTnv ooteoapOpiTida, Karnyo-

Ita csf3 4 cxclll rin3 PIOTTOINUEVOI META TNV UTTOAOYIOTIKI
pam3csk4 cxcll inhba | cxcl12 ssrna40 | avdAuon.

cxcl10 lgalsl | fgf4 tnfsfl2

ereg pdgfb | gdnf tnfsf13b

fgf23 tnfsfll | ifnbl vegfl21

ifnlcluster imiquimod | wntl

Mivakag lI-4. TeAikn) katnyopiotroinon Twv OIEYEPTWVY UETA aTTd OUVAANBEUC TWV QTTOTEAEOUAGTWY
TwV 101V MeBOOWV.

6. Z2ulATNON OTTOTEAECUATWYV

Qaiveral 0TI Ta ATTOTEAECUATA TTOU TTPOKUTITOUV Kal atTd TIG TpeIg MeBddoug, TTa-

POUCIAlOUV OUOIOTNTEG, APOU N OUVAARBEUC TOUG CUYKEVTPWVEI HEYAAO TTARBOG dig-

YEPTWV Kal YIa TIG TPEIG OuAdES (KaTaBoAikoi, avaBoAikoi kal control). Zuykekpipéva yia

Toug KaTtaBoAikoug dieyépTeg N MéBodog B cival n akpiBéaTtepn e Toug 9 SIEYEPTES TTOU

TIPOTEIVEI VO eU@avifovTal OTIC AVTIOTOIXEG OPABOTTOINCEIS KAl TwV GAAwY dU0 MeBOdWV.

AvtiBeta n MéBodocg C cival Aiydtepo auatnpn, poteivovtag 10 dieyEPTEG o1 OTToioI BEV

eppavifovral o€ kapia AAAN péBodo. Egetalovrac Toug avaBoAikoUug dIEyEPTES TTAPATN-

peital 611 N MéBodog C Trporteivel 21, o1 oTroiol ugavidovtal oTnv idla KaTnyopia o€ Ka-

Mia a1Td TIG GAAEG BUO pEBBBOUC, evd 7 BieyEPTEG TTOU TTpoTEivovTal atrd Tic MeBddoug A
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kal B dev gpgavidovral otnv C. TEAog o€ 611 agopd Toug control dieyépteg N MéBodog A
gival N Aiyotepo auoTtnpr] Xxapaktnpifovrag control 34 dIEyEPTEG EK TWV OTTOIWV OI 7 dEV
eppavifovral o€ Katrola AAAN péBodo, evw 21 TrpoteivovTal Kal atro TIg 3 HEBOdOUG.
EmAEyovTag TNV Toun Twv ATTOTEAEOUATWY KABE neBODOU, ETTITUYXAVETAI £VAG
TIPWTOG XAPOKTNPEIOUOG TWV £EETACOPEVWV DIEYEPTWV OI OTTOIOI QaiveTal OTI ETTIOPOUV
oTnv TTaBoAoyia Tou apBpIkou XOvopou. H CUP@WVIa TwV ATTOTEAECHATWY QUTWV HE TNV
ME TNV uttTadpyxouoa BiBAIoypagia oTPEPEI TO EVOIAQPEPOV OTNV TTEIPAUATIKI HETPNON TNG
aATTOdOUNONG TWV OEIYUATWY apOPIKOU XOVOPOU WETA aTTO KATEPYOOTia PE KATABOAIKOUG
oieyépteg (Flagellin, FSTL1, HKSA, PAM3CSK4 k.a.) aAAd kail oTnv HEAETN TNG OpAong
avaBoAikwyv dieyepTwyv (IL4, IL10, IL17 K.a.) 0TV avacToAr} TOU EKQUAICHUOU TOU I0TOU.

[3], [27]-[31].
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[Il. Meipapatikn Aidtain MegAétng ATodoépunong
Xévdpou

1. Z16Y0c Thc Aldataénc

H diaragn HDD (High-throughput Degradation Device) xpnoiyoTrolgital yia Tnyv To-
OOTIKOTTOINON TNG atrodounong YEXP! Kal 24 delyudtwy, o€ ouvOnKeg KATAAANAEG yia TV
emBiwon Twv KUTTapwV (37°C, 95% uypacia, 5% C02) katd TNV dIGPKEIA TTOAAWY NUEPWV.
Eival oxedlaopévn woTe va AsiItoupyei atrpOOKOTITA 0 OUVOAKES UYNANG Bepuokpaaiag

KAl Uypaoiag, YE ATTOOTTWHEVA EEAPTAMATA TTOU OIEUKOAUVOUV Th BIECaYwWYN TTEIPAUATWY

KAT& TNV XpHon tng.

2. Nepiypaen tnc Aidataénc

H 1ToooTikoTToinon TG ammodounong Twv 24 deiyudtwy PE TN Xprion Tng diatagng
HDD (Eikéva Ill-1), emituyxaveTal p€ow TNG oUYKPIoNGS TOU apxIKoU UWous KABE deiyuaTog
(h1) TN XpovikA oTiyun t1, ye To UWocg TTou €xel TEAIKA (h2) TN xpovikr oTiyun t2, (61TOU t2>t4
Kal h1=h2). H didra&n rapéxel £1a1 Tn duvatotnTa va peAeTnBei 0 Babudg TG atmoddunong
TwV OEIYUATWY WG ouvapTtnon Tou Xpovou. H cuokeury HDD Trepiéxel 3 Kupiwg THRuaTa:
évav aioontpa amméoTaong laser, éva cuoTtnua Kivnong X-Y Tou aioBnthpa Kai pia Bdon

¢dpaong Twv deiyudTtwy (Eikéva l1-4).
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20oTnpa
kivhong X-Y

oupTrieong
(ivrévropag)

" Baon
£5paong g
SelypaTwWY ;5’

Eikéva lll-1. H 6/dral7 HDD pera rig kara-
OKEUAOTIKES aAAayég.

KdaBe deiypa TotroBeTeital o€ €va TTNYAd! hiag TTAAKAG KAAMIEPYEIOG KUTTAPWY e 24
TTnyadia (24 well plate), n otroia pe TNV o€Ipd TNG TOTTOBETEITAI, HECOQ OTNV BAon £€dpaong
TwV OEIYUATWY, PE TPOTTO TETOIO WOTE TA TINYAdIA TNG va gival eUBUYPAPMICUEVA PE TIG 24
OTTEG TTOU UTTAPYXOUV OTO TTAVW HEPOG TNG BAONG, TO OTTOIO €ival KATAOKEUAOUEVO ATTO
oKeTAAN (Eikova I11-3).

Méoa atrd TIG OTTEG AUTEG DIEpXOVTAI PE EAAXIOTN TPIRR, 24 KUAIVOPIKOI QOpPEIG OU-
pTTiEONG (IVTEVTOPEG), BlapéTpou ~8mm, pe dieuBuvon KABeTn oTo eTTiTTEdO TNG TTAAKOG 24
TTNyadiwy. 21N dia Baon Twv KUAIVOPIKWY QPOPEWV UTTAPXEI OTTH UE EOWTEPIKO OTTEIpWPA
OTO OTTOI0 CUCPiyyovTal TTEIPOI TOTTOBETHOEWG UE ECWTEPIKO OTTEIPWHA OTAV Jia AKPN Kal
o@aIpIKr KATAANEN otnv GAAN. AuTA N OQAIPIKA ETTIQPAVEIQ, BIAUETPOU 2mm, EPXETAI O€
eman pe 10 dgiypa. H GAAn Baon Twv @opEéwv cuuTrieong, dIauETPOU 7mm, gival ETTITTEDN

Kal TTAvVW TNG TTPOCTIITITEl N aKTiva Tou aioBnTripa amméotaong laser (Eikova Il1-2).
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KaBwg 1o deiypa atrodopeital, augaveral n arrdéotaocn TnG €TitTedng BAong, KAOe
IVTEVTOPQ, ATTO TOV aloONTApa AEICEP, PE ATTOTEAECUA N dIAPopPd TNG APXIKAG ATTO TNV TE-
AIkf) Tou B€on va avTioTolxXEi 0TV a1roddunon Tou deiyparog. O alodBnTApag PTropEi va

KIVEITAI TTAVW ATTO TOUG POPEIG CUUTTIEONG ME TNV BorBeia Twv dUO BNUATIKWY KIVNTHPWY

Meipog
TOTTOBETHOEWS

Eixova llI-2. Ivrévropag tn¢ didraéng

HDD. Eikova llI-3. Iviévropeg euBuypauui-
ouévol OTIS OTTEC 24apag TTAGKAC (&-
mavw). TomoBérnon 24apag mAGkag
otnv Baon édpaaonc delyudTwy
(kaTw).

Tou ouoThpaTog Kivnong X-Y. O1 KivnTAPES eAEyxovTal attd €vav PIKPOoeAEyKTH Arduino
MEGA ADK, ue TpOTTO TETOIO WOTE O AIOONTAPAS va KIVEiTal TTAvw atrd K&Be popéa ou-
MTTiEONG, Kal va AauBdavel heTpioel atro 8 diagopeTIkEG BEoEIC KABE Yopd, CUPNPWVA PE
TO MOTIBO TTOU QaiveTal oTNV Eikova I11-5 kai otnv Eikéva 11-6.

O aioBNTAPAG aTTOOTAONG CUVOEETAI O€ TTPOCWTTIKO UTTOAOYIOTH JECW EVOC KOAW-
oiou TTpwToKOANOU RS422 o0¢ USB, evw 0 Arduino pyéow evog kaAwdiou USB. Or petpn-
O€IC TOU aiIobnTtrpa améoTaong eival akEépaieg TINEG peTalu O kar 16383 o1 oTToieg uETa-

TPETTOVTAI O€ XINOOTA OUM@QWVA PE TOV TUTTO:

1.02
~—0.01) * 10[mm] .

x[mm] = (digital_out pry
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2UoThHa

Kivnong
X-Y 4 A
1 ho \“ IvTévTopag
Gel ﬁjg ng “" / “ﬁ / Bdon
ayapogng  XOVPY —— -t e aKeTAANng
Bdon
— &dpaang
SelypdTwWV

Eikéva ll-4.Mérpnon tn¢ arrodounaong 1ou O&iyuarog ueral dUO XpOoVIKWV oTiyuwy tl, t2
(t1<t2).

O €Aeyx0G TNG AEITOUPYiaG TOU KUKAWPATOG YIVETAI PE TNV XPAON VOGS YPAPIKOU TTEPI-
BaAAovTog xprotn (GUI), To oTT0io ETTITPETTEI KA TNV ATTOBAKEUCN TWV TEAIKWV JETPHOEWV

aTTOOTOONG O MM, O€ €va apxeio Kelpévou (.txt).

Eikéva 111-5. MoriBo Ki-
vnong aiobnthpa laser
Tavw amo KAOe Ivré-

efetelo

efefelo

efofolo

vropa.

GO0
BOOO

Eikova llI-6. MoriBo kivhon¢ aiobntipa laser mavw amré 1nv mAdka

24wv Tnyadiwv.
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3. NpooBnkec Kal BeATIwoEeic oTnV AldTaén

O oxediaoudg kal n ouokeur) TG ouokeung HDD €xel yivel atrd ToAAG péAN Tou
EpyaoTtpiou Euflounxavikig kai ZuoTtnuikAg BioAoyiag, kal kupiwg Toug Niko Mewpyiou,
HAia MNavayiwTtotroulo, Nwpyo Kavakdapn, kai Ap. AnuAten Tlepavn. Kata 1a TTpwTta oTa-
d1a TNG XProng TnG dIATAgNG yia TNV EKTTOVNON TTEIPAPATWY, TIPOEKUWE N avAYKN YIa TPO-
TTOTTOINCN OPICHEVWY TUNUATWY TNG, WOTE Va €EUTTNPETEITAI KAAUTEPA O OKOTTOG TNG A€l-
Toupyiag TNG. EMAEXONKE apxIKA N TPOTTOTTOINGN TOU TTAVW TUHMATOC TNG Bdong £€dpacng
Kal TNG TTavw Bdong Twv 244pwVv QOPEWV CUUTTIEONG, WOTE va dlopbwBouv oc@dAuaTta
TTOU o@eiAovVTaV OTNV JOKPOXPOVN TTapauovr] TnG diataéng atov emwaacTripa. O1 KaTepya-
oieg TTpaypaTtoTroiénkav €€ oAokAripou oto EpyacThpio ZToixeiwv Mnxavwyv Tou Kabn-
yNTA TNG ZX0ANRG MnxavoAoywv Mnxavikwyv BaciAn Zmitd, atrd Tov utrown@io di1dAakTopa
MNwpyo BaaoiAgiou. ETTITTAE0V €yIve VEOG OXEDIAOUOG KAl KATOOKEUN TWV NAEKTPOVIKWY THN-
MATWV TNG CUOKEUNG, AtTd TOV TTPOTTTUXIOKO @oITNTA TNG ZXOANRG HAEKTPOASOYWV Mnxavi-

KWV & Mnxavikwv YT1roAoyioTwy Tou EMIT, NeokAy BaivonpAn.

i. Bdon édpaong deiyydtwyv
Mapatnpnénke 611 eTd aTTd TTOAUAUEPN TTOPANOVH OTOV ETTWACTAPA, O€ CUVOIKEG
37°C kai 95% uypaciag, opIoUEVES OTTEG OTO TTAVW PEPOG TNG BAong €dpaong deEIYUATWY

EMQAviCav PeyaAn TpIRA ME TOUG QOPEIC CUPTTIEONG TTOU BIEPXOVTAV ATTO QUTEG, N OTToId
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a1rodoinKe oTNV dIACTOAN Twv UAIKWV. Na TNV €TTIAUGN QUTOU TOU TTPORANUATOG ETTIAE-
XONKe N TTPOCGOAKN METAAAIKWYV QOPEWV OTO EOWTEPIKO KABE OTTAG, 01 OTToI0I EEa0PAAIcaV

TNV Kivnon Twv IVTEVTOpWV e eAAxIoTn TpIRN (Eikéva Il1-7).

Emeaveia pérpnong C

: (POpPEA CUNTTIEDNG .)
DOODON
sl XoXe K¢ K |
Bdon W N \ G A}.
AKETAANG - . = -

S2000AAAA

~

P

7~ MeTaAikog popéag b
%7 yia peiwon g TPIRrAG

Eikéva lI-7. Baon édpaaong oeiyudrwy ue 24 Iviéviopes (apiotepd). Karown tng BAong ue oparég
TIC KATAOKEUQOTIKES aAAayég (Be€Id).

ii. ®@opeig ouptrieong

H tTapapovi Twv @QopEéwv cupuTtrieons (indenters) otov eTTWaCTAPA (O€ CUVONKEG
37°C ka1 95% uypaciag) KaBwg Kal 0 KAaBAPIoOPOS TOUG PETA TNV OAOKAAPWOTN KABE TTEl-
PAUATOG, ME UBPOXAWPIKO 0¢U 10% kal aiBavoAn 70%, gixav oav atmoTEAeoUa opaTtég @Oo-
PEG OTNV ETTIMETAAAWON TNG ETTAVW BAONG TOUG ATTO TNV OTToIa AapBAvovTal Ol HETPOEIG.
Mo va avTIHETWTTIOTEI TO CQAAPA TTOU €10 yayav ol POOPEG, OTIG UETPROEIG TOU alodNnTAPQ,
EMAEXONKE TO YUAAIOUA Kal N TIMETAAAWON TNG ETTAVW PAONG PE VIKEAIO. H €TTIAOYT TOU
€yIve AOYyw TNG avTOxNG TOU OTIC IBIAITEPEG OUVONRKES BEPPOKPATIag Kal Uypaaciag TTou €-

TTIKPATOUV OTO ECWTEPIKO TOU ETTWACTAPA OCO KAl TNG AVAKAACTIKOTATAG TOU.
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EmmTAéov peTpABNKE TO AKPIRES BAPOG TWV POPEWY CUUTTIECNG META TNV OAOKAI-
pwon Tng emregepyaaciag Toug, 18.8861 £ 0.0763 gr (Mean £ Standard Deviation) (Eikova

111-8).
Bdpog popéwv cupTrieong (g)

19

18.9841 18.8011 18.8216 1698

18.96
418.94
18.8514 18.8111
18.92

189

18.88

18.9763 18.9885 18.8082 18.9776 18.9989

- 18.86

18.84

18.9834 18.8511 18.8331
18.82

— ~ on < n ©o

Eikova llI-8. Bapoc¢ twv @opéwv ouurrieong, o€ diaraén 4x6 o€ avrioToixia | Tov oxedIaoo NS
Baong¢ édpaong deryudrwy.

iii.  HAegkTpoVvIKO KUKAwpa
MNa 10 NAekTPOVIKO KUKAwHA TNG BIATagNG €TTIAEXONKE €vag oxedIaouodg TTou dev
ATTAITEI TNV XPrION TTPOCWTTIKOU UTTOAOYIOTH YIA VO AEITOUPYROEI KOl EAAXIOTOTIOIEI TIG OUV-
O£0€IC Kal Ta EEWTEPIKA KAAWDIA TTOU XENOCIUOTTOIOUVTAl.
Aev gival TTAéov avaykaia, yia TRV atmoBrKeuon Twv JETPACEWY TTou AauBavovral,
N ouvdeon PE NAEKTPOVIKO UTTOAOYIOTH, KABWG 01 HETPROEIG aTToBNKEUOVTAI KaTEuBEiav o€

Mia kapta pvApng SD. Map’ 6Aa autd, n ouvdeon e¢akoAouBei va gival duvaTth, WaTE va
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UTTAPXEI ETTOTTTEIA TWV AQUBAVOUEVWYV PETPAOEWV OE TTPAYMATIKO Xpdvo, dTav auTd Kpi-
VETQI avaykaio, Jéow NG duvaTtdTNTag TTapakoAoubnong TNG Kivnong Twv CEIPIOKWY Bu-
pwv (serial monitor) TTou TTPoc@EPel 0 arduino. ETITTAov 0 éAeyxog Tou aloOnTrpa laser
(ILD 1402-10) yivetan TTa a1rd TOV MIKPOEAEYKTI) TOU KUKAWMOTOG, WE TN Xprion duo MAX
485 modules, karapywvTag Tn ouvdeon Tou KaAwdiou (PC 1402-3/U) pe Tov NAEKTPOVIKO
UTTOAOYIOTH.

O1 mapatrédvw aAAayEg eEUTTNPETOUV TNV AVAYKN YIA YPryopn EKKivnon TNG Ayng
METPACEWYV AUECWGS PETA TNV TOTTOBETNON TNG BAONG £dpaong TwWV JEIYUATWY OTO ECWTE-
PIKO TOU ETTWACTHPA, AAAG Kal TNV €UKOAN avakTnon Twv O0eOOUEVWY UETA TNV OAOKAR-
pwon Tou K&Be Treipduartog. E¢aoalidouv akoua avecaptnoia amd TV Asitoupyia nAe-
KTPOVIKOU UTTOAOYIOTH, €CaAcipovTag TTPORANUATA CUPBATOTNTAG.

AKOAOUBWG Ba TTAPOUCIACTOUV CUVOTITIKA TO NAEKTPOVIKA OTOIXEIO EKEIVA TTOU Ola-

POPOTTOIOUVTAI ATTO TNV APXIKN OXedIaoN

HAekTpovikd oToIXEia

To onuUAvTIKOTEPO TUMKA TOU KUKAWMATOG gival 0 arduino nano microcontroller (1re-
pIAauBavel Tov pikpoetTeCepyaoTry ATmega328), o oToiog avTikaTéoTnoe Tov arduino
MEGA ADK trou xpnoigoTtroloUvTav oTnVv TTponyoupevn oxediaon. Eival Ikavog va egutin-
PETACEI TIG AVAYKEG TOU OUYKEKPIPNEVOU KUKAWMPATOG, ME MIKPO KOOTOG ayopdg Kal WIKPO
MEyeBOC. ‘Exel Tnv duvaTtdTnTa VO GUVOEETAI IE TIPOCWTTIKO UTTOAOYIOTH, KAVOVTAG EUKOAN
TNV aAAayry Tou KWOIKa TToU XpnoldoTrolgital, yéow mini USB Bupag. O1 yn@iakég Tou

gicodol/é€odol avalauBdavouv Tov Aoyikd EAeyX0 OAwV Twv GAAWV OTOIXEIWV TOU KUKAW-
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MOTOG: TWV KIVATAPWY TOU CUCTAPATOG Kivnong X-Y, TwV KOUUTTIWV TTOU XPNOIYOTIOIoU-
VTQl YIO aPXIKOTTOINGT TOu, TOU aloBnTrpa laser kai TG KApTag uvrung SD, 0TTwg @aivertal
oTo didypapua g Eikovac 111-9.

H évapén i n d1akoTTr TNG AEITOUPYiag TOU KUKAWHATOG KABopieTal atTAWG aTTd TV
ouvdEDN ) TNV ATTOCUVOECN TOU TPOPODOTIKOU OTNV TTPORAETTOMEVN UTTOdOXN. OAd Ta KU-
KAwPaTIKG oToixeia KoOAARBnkav oe TTAakETa (12x8cm), oUP@wWva PE TO OXNUATIKO KU-
KAwpa TG Eikovag 111-10, woTe va eao@aMIoTei N oTaBepdTNTA TOUG, N AVTOXI O€ KPOda-
OMOUG Kal VO aTToQeUXO0UV OQAAUATA TTOU EVOEXOMEVWG VO OQEIAOVTAV O€ KOKI ETTOPN
METOEU TwV OTOIXEIWV. TEAOG AOYW TNG TTOAURUEPNG BIOPKOUG AEITOUPYIOG TOU KUKAWUATOG,
KpiBnke avaykaia n Tpoodrkn aveuioThpa, yia TNV ATToQuUyr TNG augnong TG BEpUoKpa-
Oidg TWV OTOIXEIWV KAl TWV apVNTIKWY CUVETTEIWV TTOU auTh Ba ouvettayoTav (T Bpaxu-

KUKAWPQ).
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Bnuatikog
KivnTripag
X-G€ova
Nanotech L20

Bnuatikog
KivnTApag
Y-agova
Nanotech L20

0Odnyog Bnuartikou
KivnTipa X-agova
Sparkfun EasyDriver

0dnyog pnuatikou
kivnTApa Y-dagova
Sparkfun EasyDriver

1

Koupri
X-G€ova

Koupri
X-a€ova

MikpoeAeyKTAG
arduino nano

-y
-

*:
—i

Laser
alebnTAPAS
aTTe0TaCNG

optoNCDT-1402

Mépn
diaragng

——

!

Modified MAX485
ATToGTOAN dedopEVWY
aTov aigBnTpa (TX)

Modified MAX485
ARjuwn Sedopévwv atTd
Tov aigbnTnpa (RX)

Kapta SD

Mépn
KUKAWHOTOG

Oupa
USB

Mépog
YTmoAoyiaTh

Eikéva lI-9. Aiaypauua eAéyxou tng Asiroupyiag Tou kukAwparog diaraéng HDD arro rov ar-

duino nano.
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Aradikacia AQPng Kal aTTo@AKEUONG HETPROEWY

O laser aio0OnNTAPAG aTdOTACNG TTAPEXEI TIG EYKUPEG UETPNOEIG OE HOPPH AKEPAIWV
apIBuwyv petagu 0 kal 16367, pe ouxvotnTa Aqyng 50Hz, evw ol TInég petagu 16370 kai
16383 avTioToIxouv o€ €0@aApévn pETpnon. KaBe @opd 1Tou n kivnon tou X-Y oTadiou
odnyei Tov aioBnTApa TTavw atrd yia atrd Ti¢ 8 Trpokabopiouéveg BEoelg pétpnong (Eikova
111-5) 0 MIKPOEAEYKTNG TOU Bivel TRV EVTOAN va AGBElI pETpNON. € TTEPITITWON TTOU PETPNOEI
TIU OQAAPATOG, O€ KATTOIA ATTO AUTEG TIG BE0EIG, O AIoONTPAG KAVEI 64 «TTPOCTTABEIEGY
va AaBel €ykupn pETpnon atrd TNV ouykekpipévn B€on. Me autov Tov TpOTTO £€aaPalileTal
OTI TTPAYMATI 0 AIOONTAPOAG dEV PTTOPET va AABEI CWOTA HETPNON OTO CUYKEKPIPEVO CNUEIO
Kal OTI n ammoTtuxnuévn PETPNOoNn Ogv OPEIAETAI O€ KATTOIO OTIYMIAIO yeyovog (TTX KATToIa
QveTTIOuPNTN avakAaon).

KaBe pétpnon, padi pe Tnv €voeitn Tou XpOvou TToU avTIOTOIXEI oTnv AQwng Tng,
aTTOBNKEVETAI ATTO TOV MIKPOEAEYKTR arduino o€ Kaivoupia YPAUML O€ €Va apXEio KEINEVOU
(.txt) otnv kaGpTa SD. H emKoivwvia PJIKPOEAEYKTH Kal KAPTAG UVAMNG, YiVETAI XPNOIUO-
mroiwvtag Ta SPI (Serial Peripheral Interface) pin 1mou d1a8€1e1 0 arduino nano, yia €TTIKOI-
VWVIa JE TTEPIPEPEIOKEG OUOKEUEG.

MeTa TNV OAOKANPWON TOU TTEIPANATOG, Ol HETPAOEIG O€ AKEPAIN HOPYr) UTTOPOUV
va avaktnBouv atrd TNV KAPTA PVAUNG MECW OTTOIOUDATIOTE TTPOCWTTIKOU UTTOAOYIOTH,
TTou d1aBéTel Bupa yia kdpta SD. H emAoyni TnG diatipnong TS akEPaing HOPYng Twv
METPACEWYV KOTA TNV ATTOBrKEUCT OPEIAETAI OTIC JEIWUEVES ATTAITHOEIS TNG OE XWPENTIKO-

™NTA, aAAG Kal o€ AGyoug atTAOUCTEUONG TNG AVAYVWONG TOU TTAPAYOUEVOU apXEioU aTrd

TOV XpNoTn.
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4. Zuvown
O1 mapatrdvw aAlayég e€ao@alioav KaAUTEPEG OUVOAKES yia TNV diEEaywyn Twv
TTEIPAUATWY PEAETNG TNG ATTOOOUNONG TOU XOVOPOU, TTEPIOPICOVTAG 000 auTo ATAV duva-
TOV TTapdyovteg o@AAUaTOC Kal diac@aAifovtag Tn duvaTtdTnTa OUAANG dIECaywyng ETTO-
VOAQUBAVOUEVWY TTOAUANEPWY PETPAOEWV PECQ OTIC IBIAITEPEG OUVONKES TOU ETTWACTHPA

(95% uypaoia, 37°C).
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V. NeipapaTtikip MeAétn ATmoddéunong Xévdpou

1. Deipapatikl afioAdynon tng diaraéng HDD

O 1repIopIoudS TWV TTAPAYOVTWY TTOU UTTOPOUV VA TTPOKAAECOUV OQAAUA KATA Tn
OIAPKEIA TWV TTEIPAPATWY PEAETNG TNG ATTOOOUNONG TOU XOVOPOU Egival IDIAITEPA GNUAVTI-
KOG. H ToTT08£TNon TnNg cuokeung oTov emwacTipa (37°C kal 95% uypacia) 24 wpeg TTpIv
TNV dIECaywyr Tou TTEIPAPATOC Kal N TTPoBEpuavon Tou alodnThpa yia TTepITTou 5 WpEG,
eCao@alilel 611 aTaBepoTTOIEiTAI BEPUOKPATIAKA N BIATAEN WE ATTOTEAECHUA Ol HETPATEIC VA
MNV TTEPIEXOUV Bepuikd o@dAuaTa. [13]

MNa TNV gETPNoN TNG OKPIREIOG TWV PETPOEWY TToU AauBdvel n didTtagn Trpay uaTto-
TToIenke éva Treipapa agloAdynong, Xwpig dciypara xovopou. 21n Bdon £dpaong Twv
OeIyudTWY TOTTOBETHONKE Mia adela TTAGKA 24wv Tnyadiwy, PE TN o@aIpiKh Bdon KAaBe
QOpPEA CUNTTIEONG VO OKOUMTTAElI OTO EOWTEPIKO £VOG TTNyadiou. OvTag ToTToBeTNUEVOI O€
oTaBepn ETTIPAVEIQ, OI IVTEVTOPEG eV UeTATOTTICOVTAI, ETTOMEVWG Eival duvaTh n YETpNon
NG aKpifElag Tou opydvou.

To reipapa dINPKNOE ~24 wPEG, KATA TNV OIAPKEIQ TWV OTTOIWV £YIVE AWN PETPNR-
oewVv 74 Qopég o€ KABe popéa auuTTrieong (74 KUkAol), e 8 YeTpAoeIc avd KUKAo, dnAadn

OUVOAIKG 74*8=592 peTpriocig avd IVTEvTopa.

2. NposToipyacia YéEAnc ayapolnc

H d1GueTpog Twv dEIyNATWY Tou apBpikoU XOvopou (KUAIVOPIKA dioKia diapéTpou

3mm) €ival TTOAU JIKPOTEPN aTTO AUTHV €vOg TTNyadioU piag TTAAKAg 24%Y TTnyadiwv
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(15,54mm). Eival Aoitrév atmapaitnto va e¢ac@alioTei OTI TTapauévouv oTabepd OTO Ké-
VTPO TOU TTNyadiou Kal eubuypauuiouéva Pe TV d1EUBuvVon Tou KaTakdpugou atova Twv
QopEWV oupTTiEaNG, o€ OAn Tn didpKela dieEaywyng Tou TTEIPAPATOG, XWPIG va aAAoiwvo-
vTal ol heTproelg. I autdv Tov oKoTTd XpnaoipoTroisital yéAn ayapdlng 2% (agarose gel)
dlaAupévng o€ atmoviopévo vepo (Tuttou ).

H ayapdln, o€ uypn popen (Bepuokpaaia trepitrou 60°C), ToTToBETEITAI OTA TTNYA-
d1a NG TTAGKAGg 24 TTnyadiwy Kal agou TIMEEN yia Jia wpa, KOBETAI OTO PECOV HIa OTTA
dlapéTpou 3Imm (Eikova IV-1) péow evog diatpnTr Blowiag (biopsy punch) Trou edpadeTal
o€ Pia 18100uoKeun Kevipapiopatog (. Kavakdapng).

‘ET01 oxnuatiovtal KUAIVOPIKEG «UTTODOXEG» OTIG OTTOIEC Ba TOTTOBETNBOUV T dEiy-
MaTa XGvOpou yia TNV EKTEAECT) TOU TTEIPAUATOG. TO KUAIVOPIKO aUTO KEVO TNV ayapodn,
EXEl OIGUETPO ioN PE auThV Twv dEIYUATWwV XOvOpou. H xprion TnNg IBI0OCUCKEUAG £€a0@a-
AiCe1 o1 KOBeTaI OTO KEVTPO TOU TTRYAdIOU PE akpifela kal kKaBeToTnTa (Eikdva IV-2).[13]

MeTa TNV oAOKARpWON TNG TTPOETOIYACIAG N TTAGKA ATTOCTEIPWVETAI JE UTTEPIWDN

akTivoBoAia (UV) yia 30 AeTrTd.

@ 3 2, g
St 3 - "

Eikéva IV-1. lMAdka 24wv mnyadiwv: lNpiv Tnv TPOETOIUATIa TOU TTEIPAUATOS, UETE TNV TTPOOBNKN
VéANS ayapdlng, uerd o avoiyua tng orrng 3mm, perd tnv mpoodnkn deiyudrwy kai DMEM.
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Eikova IV-2. 1dilocuoKeun KOTThHS o-
TWV TNV yéAn ayapolng.

3. MpoeToipyacia deIYyUATWYV

i. Komn Kal xapaktnpiopodg deiypdtwyv xé6vdpou

MNa tnv diegaywyn TWV TTEIPAPATWY XpnoihoTtroidnkav dsiyuata avepwIrivou ap-
BpIKoU Xovdpou, TTou TTPporABayv atro KEQPAAEG I0Xiou, acBevwy o1 oTToiol uTTEBARBNCav o€
OAIKA} apBPOTTAACTIKA 10Xiou AOyw KataypaTog (A’ OpBotredikr) KAvIKA, I'evikou Noooko-
peiou ATTIKAG, KAT ). OAol 01 8616 ATaV yuvaikeg e nAIkia 89,6 £ 10 étn (Mean + Standard
Deviation) kai £€xouv TNPENOc&i Ta avaykaia TTPWTOKOAAQ yIa TNV TTPOPUAAEN TNG AVWVUHIAG
TOUG.

H atmmopdévwon twv delyudTwy yiveTal TTEPITTOU Wi Wpa PETA TO XEIPOUPYEIO OU-
Qwva pe TNV dladikaoia TTou Trepiypdeetal ammd Tnv [Minia A.] [11]. H KEQaAr YeTa@EépETal

at1To TO O0XEI0 CUANOYAG XEIPOUPYIKWY BEIYNATWY, 0 TPUPRAio TTéTI (petri dish) 61ToUu KO-
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BapifeTal TpooekTIKG pe PBS (Phosphate Buffered Saline) rou repiéxel 100 1.U./mL Tre-
VIKIAivn, 100 pg/mL otpemtopukivn (Pen/Strep) kai 2.5 pg/mL  augotepiaivn B
(amphotericin b). £tn ocuvéxeia agou avayvwpioTei N avwTepn, N TPoOoia, n otricdia Kai
N KatwTepn TTePIoxXN (Eikova I-1) k6BovTtal opifdvTieg TOUEG apBpIkoU XOvopou, aTrd TV
EMAEYUEVN TTEPIOXN, ME ATTOOTEIPWHEVO VUOTEPI Wiag Xprong (Eikdva IV-4). Mg tn xpAon
diatpnTtn Bioyiag (biopsy punch) diauéTpou 3mm pe €uporo (Eikdva IV-5), k6BovTtal Ku-
AIvOpIKA deiypaTa avTioToixng SIaUETPOU KAl UPous (~1-2mm), atrd KABE TETOIO TOWN, TWV
OTTOIWV TO UYOG PETPIETAI JE TTAXUPETPO akpiBelag (1/20mm). ZTn ouvEéxela avoiyeTal dia
0euTEPN 01Tl TMmM, OTO KEVTPO KABE deiypaTog, e diatpnTh Blowiag avTioToixng dIauéTpou
(Eikova IV-5, Eikova IV-6). TeAIKG Ta deiypaTta xOvOpou TotroBeTouvTal o€ TTAGKA 24 TTN-

yadiwv, 61Tou TTpooTiBeTal BpeTTTIKG UAIKO DMEM*™* (Dulbecco’s Eagles Modified Medium,

Eikova IV-3. (Emavw) KepaAn ioxiou piv Tnv mpoEToiuacia (apiotepd), apou apaipebouyv ol To-
UEC xOvopou. (Katw) KepaAn ioxiou ue supaveic aAdoiwaoeic Abyw ooteoapbpitidac.
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10% Fetal Bovine Serum, trevikiAivnG, OTPETTTOPUKIVNG KOl Qu@OTEPICIVNG B), MEXP! Va

oAokANpwOEei n TTpocToINaTia Tou TreIpauaTog (Eikéva IV-1).

Eikova IV-4. Opid éng TOUEG XOVOPOU UETA THV KOTTH
TOUG a1TO TNV KEQPAAN IoXiou (apioTepd). Touég xovopou
uera tnv eéaywyn twv deryudrwyv 3mm (5e€iq).

H diadikacia mTpogToiyaciag Twv deYNATWY Yivetal £€§ oAokApou péoa oTtov B4-
Aapo vnuartikng pong (Laminar flow hood) o€ aonTTeg OUVONAKEG, £€T01 WOTE Va EAAXIOTO-

TT0INO¢i 0 Kivduvog poAuvong katd Tn dIGPKEIQ TOU TTEIPAPATOG.

--)} Surface
zone

mm

Eikova IV-6.2x£d10 b¢eiyuaroc xov-
Opou LETG TNV TTPOETOILATIA TOU.

Eikova IV-5. Aiatpntéc Biowiac diaué-
Tpou Tmm (apioTepd) kar 3mm (0eéiq).
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ii. MpoeTolpacia SEIYHATWY YIa TV AQYN TTEIPAPATIKWY METPNA-

gEWyV

Katd tnv diegaywyr Twv TTEIPANATWY UETPNONG TNG aTTodduNong Tou apbpikou
XOVOpPOU XpNnoiuoTToIBnkav KOAAQYEVAON Kal KATABOAIKEG KUTTOPOKIVEG, HME OKOTTO TNV
TTPOKANCN @Bopdg oTov 10T6. H KoAAayevdaon eival év{upo TTou atmodouei To KOAAayoOvo
TutTou |l (Calbiochem-Novagen, Cat: 234155), 10 oT110i0 UTTAPXEI OTOV XOVOPO Kal XPNOI-
MOTTOINONKE 0€ ouykevTpwoelg HeTatu 1 kai 0.125 mg/ml. O1 KUTTaPOKIiVES TTOU XPNOIUO-
TToienkav ota Treipduara givai ol IL1-a (Interleukin 1 alpha), IL1- (Interleukin 1 beta) kai
10 TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha), o1 omoieg €ival utteUBuveG yia TRV TTPOKANGCN
@AeypovAg (proinflammatory). O1 IL1-a kai IL1-B xpnoigotroinbnkav o€ CUuyKEVTPWON

100ng/ml kai T0 TNF-a o€ ouykévipwan 200ng/ml.

XapaKTnpIOPOGg delypdTwy avlpwtivou Xé6vdpou

‘Eva TTpwT0 ATAPA TTOU TTPOKUTITEL, TTPIV aTTO TNV dIEEaywyr AETTTOPEPWY TTEIPO-
MATWV PHEAETNG aTTodOuNoNG XOVvOpou, ival N eTMAOYA TNG TTEPIOXNG TNG KEPAANG 10XiOU
atré Tnv otroia Ba KotTouv Ta dgiypaTta TTou Ba XpnoipgoTroinbouv. ZnUavTikoi TTapdyo-
VTEG YIO TNV ETTIAOYI QUTA €ival apXIKA N ETTAPKEIN TOU I0TOU OTO CUYKEKPIYEVO CNEIO,
WOTE VO PTTOPOUV Va KOTToUV TrepiTrou 35 deiyuarta TTou Xpeiadovtal KaBe gopd, To HECO
UYog TwV BEIYUATWY, TO OTTOIO TTPETTEI VA Eival ApKETA peydAo woTe va gival duvarr n
TTOCOTIKOTTOINON TNG aTTOdONNONG KAl TEAOG N OGO TO dUVATOV PIKPOTEPN TUTTIKA ATTO-

KAIOT TOU UWoug TwV OEIYUATWV.
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MNa 10 okoTTé AUTO, £yIve ANwn delyPaTwy atrd 3 dIaPOPETIKOUG O0TEG (94 + 2,64
ETWV), 1T TIG 4 TTEPIOXES TNG KEQAANG 10Xiou (Eikova I-1). TNa kdBe d6Tn kéTTNKAV 23
Ociypara atrd KABe TTePIOYN), EKTOG av auTd dgv fTav duvato Adyw TnG £KTAONG TOU I0TOU
O€ KATTOIEG TTEPITITWOEIG, KAl OTN CUVEXEID JETPRONKAV Ta VYN TwV OEIYHATWY PE TTaYU-
METPO akpiBeiag (1/20 mm).

‘Evag emITTAE0V TTAPAYOVTAG O OTTOI0G ETTPETTE va ANQBEi UTT el gival n dIaKU-
Mavon Tou UYoug Tou I0ToU atro dOTN o€ dOTN, KABWG gival yvwaoTo OTI Ta BIOAOYIKA OEiy-
MOTa TTOU TTPOEPXOVTAl OTTO avOPWITIVOUG BOTEG CUXVA TTAPOUCIAJOUV CNUAVTIKES Ola-
QOPOTIOINCEIG METAEU TOUG. Na TNV cUyKPIoN ToUu UWPOUGS Tou apBpikou XOvopou avda
001N, ANYBnkav deiypata atmo 5 dlaPopeTIKOUG OOTEG (89.6 £ 10 £TWV), TTPOEPXOUEVA
OAa atrd Tnv avwTtepn TTEPIoXA TNS KEQAARG 1oxiou (MepioxA D), TO UWOG Twv OTToIWV HE-

TPNONKE PE TTaXUUETPO (akpiBeiag 1/20mm).

MpoeTolpacia yia HEAETN TG emidpaong TnG @opdg Tou deiyparTog

H emi@aveiakr {uvn Tou apbpikou XOvOpou eu@avifel JeYAAn OUYKEVTPWOT KOA-
Aaybvou Kal gival avOeKTIKOTEPN O€ UNXAVIKES KATATTOVACEIG aTTd TIG UTTOAOITTES. EVOIlagé-
pov AoITtov TTapoucidlel n aloAdynon Tng €tmidpacn NG otov Babud NG amoddunong
TOU 10TOU. Na TO OKOTTO auTO YEAETABNKE N aTTodOuNOoN BEIYUATWY, TTIPOEPXOUEVWY ATTO
TNV avwTtepn TTepIoxn (D) TG KEQPAANG 10xiou, evag 80Tn (97 €TWV), JETA aTTd KATEPYATIa
ME KOAAQyevAOon, JE TNV ETTIQAVEIAKN {WvN OTPAPMEVN TTPOG TA ETTAVW, OE ETTAQPN HE TOV
ivtévropa (EZIM), A ye Tnv emeaveiakr) {wvn oTpappévn pog Ta Katw (EZK), o€ eraen

ME TO EOWTEPIKO TOU TTNyadiol Tng TTAAKag 24“Y tinyadiwv (Eikéva IV-7).
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2€ KABe TTNyad! TNG TTAAKaG 24%Y Tnyadiwy, padi ue Ta deiypaTa TTpooTEBNKE Ou-
VOAIKO O1dAupa, oykou 500ul, ye DMEM™* kai koAAayevaon (1mg/ml). 2Tn cuvéxeia n

TTAGKQ TOTTOBETAONKE OTNV dIATAEN KAl APONKaV YETPAOEIG YIa TTEPITIOU 3 NUEPEG.

- —
Ivréviopag Emigaveiakn

Quvn

Acgiypa
Xovdpo

Aglypa te Ty Atiyya HE TV
ETTIQAVEIOKY (ovn ETTIQOVEIOKE Covn
kaTw (EZK) gnavw (EZMN)
Eikéva IV-7. 2xnuarikd deiyudrwy ue tnv -
paveiakn {wvn katw (EZK) kai tnv emipa-
VEIaKn.

Mpoetoipyacia yia peAétn Tng emidpaong Tng omAg 1mm

To apKeTd PeydAo TTANBOG TwV BEIYPIATWY TTOU atTaiTouvTal yia Tnv dlegaywyn k&g
TeIpdpaTog (~30-35), aAAG Kal N XPWHATIKA TOUG OPOIOYEVEIQ KAVOUV TTOAU SUCKOAO va
EVTOTTIOTEI OTITIKA N ETTIQPAVEIAKT {wvn, agou To deiyua apaipedei atrd Tnv Tour XOvopou
aTtrd TNV OTToIa TTPOEPXETAI. Z€ TTEPITITWON TTOU TO OEiyua avaoTpa@ei Katd Tnv dIdpKEIQ
TNG TTPOETOINOCIAG A TNG METAPOPAS TOU, €ival adUVATO VA EVTOTTIOTEI AV AUTO £XEI TOTTO-
0eTnOci pe TNV €MIPAVEIAKN {WvN TTPOG Ta KATW I TTPOG Ta TTAVW, TTAPAE HOVO PETA TO TEAOG
TOU TTEIPAPATOG MEAETWVTAG TIG METPNOEIC. MPOKUTITEI AOITTOV N avaykn va Ppebei évag
TPOTTOG va PETPIACETAI N ETTIOPACN TNG YOPAGS TNG ETTIPAVEIAKNG {WVNG OTIG HETPNOEIG O-

TOdOUNONG.
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Na 1o okoTro auTd avoixBnke pia oTrr), dIaPETpou 1mm, OTO KEVTPO KABE dEiyUaTOG
OTTWG TTEPIYPAPETAI OTO £0APIO IV-i. ZTn ouvéxela eTTavairieOnke n diadikaoia atrodoun-
ong Twv delyudtwy atrd didAupa koAayevaong 1 mg/ml. Ta deiypata, TTpoepxopeva aTrd
TOV id10 8OTN TOTTOBETABNKAY, OTA TTNYAdIA TNG TTAGKAG 24“Y TTNyadiwy, €iTE HE TNV ETTIPO-
VEIOKN {wvn o€ eTa@r pe Tov Ivrévropa (EZIM), eite avriotpoga (EZK), pye didAupa cuvo-

Aikou oykou 500ul, y¢ DMEM*™* kai koAAayevaon 1mg/ml kai AeBnkav JeTpAOEIS yia ~3

NUEPEG.

MpoeTtoipacia yia peAETn TG emidpaong TNG CUuykKéEVTpwong KoAAayevdong

To koAAayovo TUTTOU Il, KUpIapXEI OTNV EEWKUTTAPIA PATPA TOU avBpwTTIvou apBpl-
KOU XOvdpou, n oTroia cUuBAAAEl SpacTIKA oTnv dlaTAPNON TNS EAACTIKOTATAG TOU I0TOU.
H didotraon Twv deopwv KoOAAayovou, AOyw TNG KATEPYATiag TwV JEIYUATWY PE KOAaye-
vAaon, TTOCOTIKOTIOIEITAI JE TNV PETPNON TNG aTTOdOUNOT G Toug. MeAeTrBNKe n €TTidpacn
OIQQOPETIKWV CUYKEVTPWOEWV KOAAayevaong otov puBud atmoddéunong Tou apBpikou
XOvOpou. YTTEPBOAIKA PEYAAN TTUKVOTNTA KOAAQyevAONG TTPOKAAEI TTOAU €viovn aATTOd0-
MNOoN, N OTToia PTTOPEI va KATAOTPEWEI TO OEiypa TTOAU ypriyopd. AKATtGAANAa pikpr) TTu-
KvOTNTA KOAAQYEVAONG ITTOPE va TTPOKAAETEI HIKPO pUBG atTodouNong Xovopou, duoKo-
AevovTag TNV dieCaywyr) TTEIPAUATIKWY CUPTTEPACHATWY OXETIKA PE TNV £TTidpaacn didgo-
PWV KUTTOPOKIVWYV | QaPUAKWY OTAV AatTodOuNnNon Tou XOvopou.

XpnOIYOTIOINBNKE 1I0TOG TIPOEPXOMEVOGS ATTO TNV avwTepn TTEPIOXN (D) TG KEQAARG
IoXiou, TPIWV BIAPOPETIKWY doTwv, nAikiag 87.6 £ 13.6 eTwv. Kabéva ammd Ta deiyuara,
META TNV TTPOETOIMACIa TOU OTTWG TrepIypageTal aTto KepdaAaio 1V.1-i, TOTToBETABNKE PE TNV

ETMQAVEIAKN TOU {Wvn TTPog Ta KATw (EZK), og cuvoAiké didAupa 500ul, ye DMEM*** kai
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Mia atro TIG €CeTAlOPEVEG OUYKEVTPWOEIG KOAayevaong (1Tmg/ml, 0.5mg/ml, 0.25mg/mi

0.125mg/ml ka1 Omg/ml), kol TN CUVEXEIa AfPONKav JETPAOEIG ATTOOTAONG YIa ~3 NUEPEG.

MpoeTtoipacia yia HEAETN TNG eTidpaONG TWV KUTTAPOKIVWYV

Or1 IL1-a, IL1-B ka1 TNF-a atrapTiouv TNV «TTPWTAYWVIOTIKI» OJAdA TwV KATABOAIKWV
yla TO XOVOPO KUTTAPOKiVWYV. H TTOCOTIKOTTOINGN TNG £TTiIOPACNG TTOU £X0UV OTOV EKQUAI-
OO TOU XOVOPOU ETTIXEIPHONKE va Yivel, EAEyXOVTag €AV TTNPEAJOUV TOV pUBUO ATTOdOUN-
oNG TNG ECWKUTTAPIAG PNTPAG TTOU TTPOKAAEiTaI aTTd KaTEPYQTia e DIGAUPA KOANayEVAONG.
MNa 10 ouykekpipévo Treipapa A@Onkav dedopéva atrd Tnv avwTtepn Tepioxn (D) Tng Ke-
QAAAG 1I0XioU evOg BOTN, NAIKIAG 72 €TWV.

2 UYKEKPIYEVA, Ta deiyuaTa eTTwaoTnKav £€¢w ato tnv didragn HDD, oe DMEM*™** kai
Mia atré Tig 3 KataBoAIKEG KUTTAPOKIVEG, yia 5 1 10 nuépeg, (Huépa -10 A Huépa -5 €wg
Huépa 0). Ze autd 1o XpoVvIKO dIdoTna, yia va agloAoynbei N avBekTIKOTNTA TOU CUYKEKPI-
Mévou deiypaTog oTnV KOAAayevAaaon, NEAETABNKE N atTodOuNon WETA ATTO KATEPYATIia JE
10 £vUupo o€ ouykévipwaon 1 mg/mlf 0.5 mg/ml. O1 yeTPACEIS QUTES TTPAYUATOTTOINONKAY
yla va €TTIAEXOEI, yIa TNV OUVEXEIQ TOU TTEIPAUATOG, CUYKEVTPWON KOAAayevAong TTou TTPo-
KAAEi onPavTikh atrodounon o€ oxéon Ye 1o control, aAAG Ogv gival apkeTa PEYAAn yia va
KataoTpEWel To deiypa Kata Tnv didpkeia 4 nuepwv. Tnv Huépa 0, ye Bdon Ta atmoTeAE-
opaTa Tou TrEIpdpaTog agloAdynong TrpooTtédnke koAAayevaon 0.5 mg/ml, Ta deiypata To-
TTOBETABNKAY, UE TNV ETTIPAVEIAKT TOUG {Wvn TTPog Ta KaTtw (EZK), otnv diatagn HDD kai
gekivnoe n Aqyn petpriocwv péxpl Tnv Huépa 4.

21nv Eikéva IV-8 rapoucidletal n Xpovikr eEEAIEN TNG TTEIpAPATIKAG d1adIkaaiag, Evw

otov [livaka 1V-1 ouvowifovtal o1 TTAnpogopieg Tou Treipauatog Tnv Huépa 0.
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TomroBéTnon

Kot} & ETrwaon didragng otov
HéTpnon UYoug SeIlypHATWY O€ ETTWACTAPA-
OEIYHATWV KUTTOPOKIVEG OepHIKA
IcoppoTTia
t=-10 N t= -5 Huépeg t= -1 Huépa
TomoBéTnoNn
Npocerkn TonoBET’non oTov
T T oTnv Baon ETWaCTHPA-
£dpaong ‘Evapén
HETPROEWYV
t= 0 Huépa
S
t
OAokAfpwon

TTEIPAPATOG-
Emegepyaoia
HETPNOEWV

t= +4 Huépeg |

Eikova IV-8. Aidypauua xpovikng eEEAIENG Tn¢ eipauatikng diadikagiag.

Group A: IL1-a (100ng/ml) Group B: IL1-b (100ng/ml) Group I': TNF-a (200ng/ml)

10 Hpépeg ETTwaong (10HE) + 10 Huépeg Emwaong (10HE) + 10 Huépeg Emmwaong (10HE) +
0.5mg/ml koAAayevdon 0.5mg/ml KoAAayevéon 0.5mg/ml koAAayevdon

5 Hpépeg Emmwaong (10HE) + 5 Huépeg Emmwoaong (10HE) + 5 Huépeg Emmwaong (10HE) +
0.5mg/ml koAAayevdon 0.5mg/ml koAAayevéon 0.5mg/ml koAAayevdon
Karepyaoia pe KoAhayevdaon Kartepyaoia pe KoAAayevaon = Kartepyaoia pe  KoAAayevdon
0.50mg/ml (KK) 0.50mg/ml (KK) 0.50mg/ml (KK)

Xwpig Katepyaoia (XK) Xwpig Katepyaoia (XK) Xwpig Karepyaoia (XK)

Mivakag IV-1. 20vown mANPoQYopIWY TTEIPAUATOS TNV XPOVIKH aTiyun: Huépa O.
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4, LTATIOTIKN EMEEEPYAOCia HETPAOEWYV

Ta dedopéva OXETIKAG TTapapopewaong (Strain) TTou A@ONKav atrd Ta TTEIPAUATA

METPNONG TTPOCAPUOCTNKAY O€ CUVAPTNON TG HOPPNAG:
f(t) =ax*(1—e™?)

KAl OTN CUVEXEIDQ N TTAPAPETPOS O XPNOIMOTTOINONKE yia TN CUYKPION TWV KAPTTUAWYV. lNa
TN oUyKpion eMIAEXONKe N uEB0SOG one way ANOVA, yia va diatmioTwBei av uttdpxel oTa-
TIOTIK& ONUAVTIKE dI0QOPd HETAEU TWV CUYKPIVOUEVWY OPAdWY. ZTNn OUVEXEIQ EAEYXONKaV
OAol o1 TBavoi cuvdUaCUOi KAUTTUAWYV Kal ETTIAEXBNKAV EKEIVEC TTOU ATAV OTATIOTIKA ON-
MavTIKEG uE Bdon To p-value.

H oxetik Tapapopewon (Strain) (e) utrohoyideTal wg 0 AOyog TNG PEIWONG Tou
Uwoug Ah TTpog To apXIKO UWoG ho: e = %.
Me tnv idla p€Bodo ouykpiBnKav Kal oI TINEG TNG OXETIKAG TTApANOpPwaong (Strain)

META aTTd 72 ;h 96 wpeg peTpAcewy. H etTeCepyaaia Twv dedopévwy Eyive 0To TTEPIBAANOV

Matlab 2016b xpnoiuotroiwvtag TIG vIOAEG anoval() kal multcompare().

5. AttoteAéocpaTta

i. Meaipapatikl a§ioAéynon diaraing HDD

AkpiBela pétpnong didragng

MNa TNV eKkTipnon TNG METPNTIKAG akpieiag Tng didtagng, uttoAoyileTal 0 HECOG OPOG
Twv 8 Béoewv KABE IVTEVTOPA KOl GUYKPIVETAI JE TOUG JETOUG OpOoUG KABE oxTadag atrd

TOV idl10 IVTEVTOpOQ.
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A&loAoywvTag TNV TUTTIKI aTTOKAION TTOU TTPOKUTITEI VA QOPED CUUTTIEONG, OTTWG
auTh @aivetal oTo BnkOypaupa TG Eikovag IV-9, diamoTtwveTal 611 n YEyIioTn ammdéoTaon
IVTEvTOpa-a100NnNTAPA, €ival 5.01mm, evw n eAdxIoTn 4,32mm. ETITTA OV @QaiveTal OTI TO
€UPOG KABE KOUTIOU TOU dIaypAUMATOG, Eival JIKPO KAl Ol AKPAiES TIMEG TTOU BpiokovTal £Ew
atro auTd eivar Aiyeg Kal dev atréxouv TTOAU. 2Tnv Eikova IV-10 TTapouciadeTal n TUTTiKA
ATTOKAION TWV MECWV TIHWV TwV 8 BEcewvV avd IVTEVTOPA, O€ £Va XPWHATIKO didypauua
TOU oTTO0IoU N dIATagn (4x6), AVTIOTOIXEI OTOV TPOTTO UE TOV OTTOIO TOTTOBETOUVTAI OI POPEIG
oupTrieong oTn Baon €dpaong delyudTwy. MNMapartnpeital EyioTn TUTTIKA ATTOKAIOT 6um Kal
eAaxIoTn 1.6um, yeyovog TTou £€ao@aAiCel IKOVOTTOINTIKY aKpieEla uETpnong Tou opydvou
KAl QAVEPWVEI OTI Ol KATOOKEUAOTIKEG AAAQYEG TTOU £yivav Ogv £TTNPEACAV TV APXIKH O-

KpiBela Tng diatagng [13].

4
|.|_

Andotaon and awoBnthpa (mm)
F Y
1
T

43 ) | | ] I ! | ] | | | | I ! | ] | | | ] | I 17
1 2 3 4 5 8 7 a 8 10 11 12 13 14 15 18 17 18 19 20 21 22 23 24
ApBude nnyadiod

Eikéva IV-9. Onkdypauua péowv 0pwv Twv LETPRTEWVY ava IVTEVTOPA.
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XPWHATIKOC ¥APTNC TUMKWY aMOKAIGEWY HEOWY pwv (um)

55

4.5

435

1 a 3 4 5 6
Eikéva IV-10. Xpwpuariko didypauua TUTTIKNG armokAIoNS Twv HEowV TIUwV 8 BE0ewVv KABE IVTE-
vropa.

ZeaApa MeTploewyv

O1 yerpAoeig atréoTaong Tou AapBavel o aicbntrpag atrd TIG OxXTW BECEIC TNG ETTI-
QAVEIOG PETPHOEWYV, KABE POopEA CUUTTIEONG, TTAPOUCIAOUV OPICHUEVESG POPESG TOAAUA TO
OTTOIO QAIVETAI VA KATOTACOETAI 0€ dUO KaTnyopieg. EiTe TrTapaTnpouvTal opIoPEVES KOPU-
QEG, TTOU OQEiAovVTal O€ PETPOUPEVEG TIMEG TTOAU PEYOAAUTEPEG 1} TTOAU HIKPOTEPEG ATTO TNV
MEon ETPOUUEVN TIWA TNG OUYKEKPIPEVNG BE€ong uéTpnong (Katnyopia l), €ite TrTaparnpou-
VTQl TUXAIEG NETORBAOEIC HETAEU BUO TIMWYV OTNV JEYAAUTEPN €KTAON TOU UETPOUNEVOU Of)-

MaTog (Katnyopia Il) (Eikova IV-11 kai Eikéva 1V-12 avTtioToixXa).
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Avaloya pe Tnv Katnyopia Tou c@AAPATOG ETTIAEYETAI KAl O TPOTTOG DIAXEIPIOTG TOU.
Ta opaApara Karnyopiog I, TTou mlavwg va TpoEpxovTal atrd KATTOI0 ONUEIO Tou popéa
oupTrieong TTou d¢gv €ival Agio 1 atmd £§wTEPIKOUG TTAPAYOVTEG (TTX Avolyua TTopTag Tou
ETTWOOTAPA, AsiIToupyia AAAwvY opydvwyv OTOV idI0 XWPO K.d.), ATTONOKPUVOVTAI OTTOTEAE-
OMaTIKG e TRV Xprion evog @iAtpou diapéoou (median filter) Trou e@apudleTal oTIG YEITO-
VIKEG TOU PETPNOEIG (Elkova IV-11). AvtiBeta ota o@aApata Katnyopiag I, TTou mlavwg
ep@avitovtal AOyw nAekTpovikou BopuBou o€ pia To TTOAU B€on pETpnong, dev eQapuole-
Tl ATTOTEAECHATIKA QIATPO dlapéoou Kal Adyw Tou OTI €ival opaTd 0TNV MEYAAUTEPN €KTACN

TOU ONMPATOG, Ol UETPNOEIG TNG CUYKEKPIUEVNG BEong dev Bewpouvtal agiotoTeg. Katd

A 5 Mn eneepyaopEVEG HETPAOELS
T T T T T T
—©éonl| ~
eéon2| E
©éon 3 E -~ -~ -~
e§°” 4 Bas Z%‘—\—ff\/jﬁ—w—’\—(\ N —’——(—/ By
©¢on 5 E [ i G40 = I - ~Z |
©éon 6 o - R - B
——@éon 7 2 e : =
——©¢on 8 < - - EE— - _ T - T T
4 1 1 1 1 1 1
2 5 8 11 14 17 20
Xpoévog (h)
EneEepyaopéVEG HETPROELS Tumiki AntékAon
= 0.01
E
S e LA ¢ "\ a ¢ = E =
l%445 ‘ = ,A = /' - -'?‘, EO.OOS g 0 v
‘8 DM e e . bt - -
5 - 0.01
4 0 -0.02
2 5 8 11 14 17 20 1 2 3 4 5 6 7 8 2 5 8 11 14 17 20
Xpévoc (h) ©éon Métpnong Xpoévog (h)

Eikéva IV-11. Merprioeis mou mepiéxouv opdAua Karnyopiag |. A: o Un ETEEEPYACUEVES LUIETPNOEIS QTTO-
aTaong NS EMQAveEIaS UETPNONS EVOS QOPEX CUUTTIEONS aTTO ToV aigbntipa. Kabs kautruAn avrioToixei o€
METPNOEISC Wiag aro 1IC 8 BETeIC O oUVAPTNAON UE TOV XPOVO. SNUEIWUEVES, UE KUKAO, @aivovTal 0l KOPUQPES

ToU oQeilovTal o E0QAAUEVES LUETPHOEIS. B: o HETPNOEIS TwV idIwV BéoewV UETG TNV apaipean Twv
opaAudarwy Karnyopiag 1. C:H TUTTIKN) atTOKAION yia KGBs Béong uértpnong, UETE TNV aQaipeon Twv opai-

uarwv Karnyopiac | (<6um yia 6Aeg 1ig BEoeic). D: Merardmon Tou popéa auuTTieans yia KGOe uia armo 11¢
8 uerpoupeveg Béocig, uerd Tnv agaipeon rou opdAuarog Karnyopiag |.
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OUVETTEIN 01 BETEIG TTOU gp@avidouv o@aApa Katnyopiag I, dev AapBdavovTtal utr’ Oyel Katd

TNV ETTECEPYOTIA TWV PETPAOEWYV TOU OUYKEKPIMEVOU IVTEVTOPA (EIkdva IV-12).

A s Mn eneEepyaoHéVEG HETPAOELS
T T T T T T
—©éonl| —~
— Of0N 2 E 7o — ",‘uﬁ"\—/\?\———ﬁ&é
oéon 3| £ = =
—©éon4d| F [ N
©¢on 5 E &2
©¢on 6 \g
—©éon 7 =
—otong| <
4 1 1 1 1 1 1
2 5 8 11 14 17 20
c Xpoévog (h)
EneEepyaoHEVEG HETPAOTELS o TurmkA AntékAlon
£
E e
= ’é‘ ,g
5
= 45 £ 0.005 €
e - =
)
el
=
<
4 0
2 5 8 11 14 17 20 1 2 3 4 5 6 7 8 2 5 8 1611 14 17 20
Xpévocg (h) ©éon Métpnong Xpo6voc (h)

Eikéva IV-12. Metprioeic rou mepiéxouv opdAua Karnyopiac Il. A: Or un eme€epyaouévec petprioeic a-
TOCTAONS TNS ETTIPAVEIAS UETPNONS EVOS popéa auuTTiEanS arro Tov aiobntnpa. Kabe kautruAn avrioToiyei
g€ UETPNOEIS piag arro TIC 8 BEOEIC € TUVAPTNAN LE TOV XpOVOo. Znueiwuévn @aiveral n @éon 2 otnv omoia

gupavieral To oeaAua. B: o HETPAOEIC TwV idlwv BéTewv UETG TNV agaipean The Oéang 2. C:H TUTTIKN

amrokAion yia KGBe Béon uETpnong, LUETA TNV agaipean NS Oéang 2 (<7um yia 0Aeg 11¢ BETeS). D: merars-
TTION TOU QOPEX OUNTTIEONS YIa KABE uia atrd Ti¢ 8 ueTpouueves Béocig, UeTd Tnv agaipean tns Oéong 2.

H Aqyn petpnoswyv amod 8 Béocig, kaBe gopd, TTavw atro kKaBéva atrd Toug 24 @o-
PEIC OUPTTIEONG, £EA0QPOAICEI APKETEG PETPNOEIG WWOTE VA PNV XAVETAI ONUAVTIKA TTANPO-
Qopia oTNV TTEPITITWON TTOU KATTOIA aTTO TIG B€0¢€Ig dev AauBAveTal UTT OWel AOyw OQAA-
MaTog. Tehikd n diaxeipion Twv oQOAPATWY PETPNONG TNG dIATagNG odnyei o€ akpifeia
IKQVOTTOINTIKA OTTWG AUTH TTAPOUCIACTNKE OTO TTPONYOUNEVO £8AQI0 («AKpiBeia uéTpnong

NG dIATALNGY ).

65



ii.  Xapaktnpiopo6g Asiypdatwyv Xovdpou

21NV Eikéva IV-13 aiveral 1o Onkdypauua (boxplot) TTou Tapouciadel TG ueTpr-
O€IG UPoug delyudTwy apBpIkou XOVOPOouU, TTPOEPXOUEVWY aTTO 4 TTEPIOXES TNG KEPAANG
Ioxiou (Eikova I-1). Ztov lNivaka V-2 TTapati@eTal n yéon TIWA Kal N TUTTIKA atTOKAIOT TOU

UYoug TwV BEIYUATWY KABE TTEPIOXAG.

M Mepioxn D Mepioxi E M Nepioxy G M MNepioxn F
3,50

3,00
2,50

2,00 S

1,00 1 *

0,50

Yyocg Astypdtwy (mm)

Eikova IV-13. 20ykpion Uwoug delyudrwv xovopou, avd mepIoxn TNS KEQPAANS Iaxiou.

Méon nipn (mm)  Tutikr atrékAion (mm)

Mepioxn D 1,57 0,35
Meploxn E 1,12 0,39
Mepioxn G 1,07 0,19
Mepioxn F 1,37 0,39 ;

MMivakag IV-2. 20ykpion LéonS TIUNGS Kai TUTTIKNG aTTOKAI-
ong 10U UWoug Twv OEIyUATwY TTPOEPXOUEVWY aTTO OIaQOo-
PETIKES TTEPIOXES TS KEQAANC 10XioU, 3 dOTWV.

Mapatnpenénke 611 N avwtepn Kai n otioBia epioxn (D kai F), epgavifouv apkeTa

peyaAUuTepn péon TiPA (1.57 kai 1.37 mm) ammd tnv Katwtepn, MNepioxi G, (1.07mm) kai
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TNV TTPOCBIa, MeploxA E, (1.12mm). H teAeutaia TTapouciddel kalr apkeTd HEYAAO £UPOG
TIMWV PE TUTTIKA aTTOKAIon 0,39 mm, €TTOUEVWG ATTOPPITITETAI KABWG OEV TTANPOI TA KPITH-
pia TTou ava@EpOnkav TTapatrdvw. AvrtioToixa n MNepioxn G, av Kal geavicel JIKPO €UPOG
TIMWV KAl TNV JIKPOTEPN TUTTIKA atToKAIon 0.19 mm aTToppITITETAI AQOU N YECN TIMA TWV
OEIYUATWY TTOU TTPOEPXOVTAl Aatrd autrhyv gival pikpr) (1.07mm). Mével Aoittév n etmAoyn
peTagu TnG MeploxAg D kai F, atmd Tig otroieg eMAEyeTal TEAIKA n MMepioxy D Adyw TOU
MIKPOTEPOU €UPOUG TOU UWOUG TWV OEIYUATWY TTOU TTPOEPXOVTAIl ATTO AUTH KAl TNG MIKPO-
TEPNG TUTTIKAG a1TOKAIoONG (0,35mm) o€ oxéon pe Tnv F (0,39mm).

Me Bdon Ta cuptepdopaTa auTd, Ta deiyuata TTou £xouv €TTIAEXOEi yia Tnv dieta-
YWY TTEIPAPATWY JEAETNG ATTOOOUNONG TOU apBPIKOU XOVOPOU, TTPOEPXOVTAV OTO OUVOAD
TOoug aTTd TNV avwTepn TTEPIOXH (D) TNG KEQAANG 10XioU.

210 Bnkoypaupa (boxplot) Tng Eikovag IV-14, gaivovtal ol JETPAOEIS UYPoUGS OEly-
MATWV apBpIkoU XOVOPOoU TTPOEPXOUEVWY atTd TNV avwTepn TrepIoxn (D) TNg KEQAANG I-
oxiou yia 1évre 00T1eC. ZTov [Mivaka V-3 Trapatifetal n géon TiPn Kai n TUTTIKI attOKAIon
TOU UYOUG TWV BEIYUATWY XOVOPOU, TTOU TTPOEPXOVTAI ATTO TNV avwTepn TTepIoxn (D), Twv
TTEVTE DOTWV.

Mapartnpeital 61 N PEyIOTN KAl N EAAXIOTN TIUA Yia 6Aoug Toug 84TeG ival 2.80mm
kal 0.90mm avTioToixa. MNMapd TNV heydAn dla@opd TwV aKPAiwy TIMWV, QAiVETaI OTI N JEON
TIUA TPIWV aTTd TOUG OOTEG KUMPAiveTal HETAEU 1.58 kal 1.66mm, evw Twv UTTOAOITTWY dUO
peTagU 1.22 kal 1.31mm. O1 JIKPOTEPES DIOOTACEIG TWV BEIYUATWY, TTOU TTPOEPXOVTAI ATTO
QUTOUG TOUG BUO OATEG, EVOEXETAI VA OPEIAOVTAl O€ TTAPAYOVTES OTTWG N NAIKIA 1] N MIKPO-

TEPN CWHATIKR dIATTAQCH.
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W AoTNg 1 M ASTNG 2 MAOTNG 3 WM AGTNG 4 M AOTNG 5
3,00

2,50

2,00

1,50

Ywog Agiypdiwv (mm)

1,00 L

0,50

Eikéva IV-14. 20ykpion 0woug SelyUaTwyV TTPoEpxOuEvVwWY arro tnv lepioxn D, yia 5 diapoperTi-
KoUG¢ O0TEG.

Méon nury (mm)  Tutikr) attéKAIon (mm)

A6MG 1 1,60 0,24
Aomg 2 1,22 0,19
A6mMG 3 1,66 0,32
Aomc 4 1,58 0,23
A6mMg 5 131 0,12 )

lMivakag IV-3. 20ykpion péong Tiung Kai TUTTIkNG armokAiong Tou U-
WouUS TwWV BEIYUATWYV TTPOEPXOLUEVWY ATTO THV AVWITEPH TTEPIOXN
(D) tn¢ kepaAng ioxiou, 5 dorwv.
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iii. Emidpaon NpoocavatoAiopou Agiypartog otnv ATTodoéunon

Emidpaon tng 8éong Tng emi@avelakng {wvng otnv amodounon Tou xovdpou

21NV Eikdva IV-15 @aivovTal ol JETPNOEIG PETATOTTIONG META ATTO KATEPYOQOTIa WE
KoAAayevaon avaloya pe TV BEon TNG MIQAVEIOKAS (VNG TwV BEIYPNATWY. 2TNV EIkova
IV-16 @aivovTtal Ol QVTIOTOIXEG METPACEIC KAl KAWTTUAEG YIO TN OXETIKA TTAPAUOPPWON

(Strain) kal o1 KAUTTUAEG TWV EKOETIKWY OUVAPTACEWYV OTIG OTTOIEC TTPOCAPHOCTNKAV.

== EZ[1, koAAoyevian 1mg/ml
EZM, DMEM

0.2 k= EZK, koAhayevéon 1mg/ml =

EZK, DMEM

e

iy

w
T

AmooTtaan {(mm)
(=]
o
T

0.05

i 1 I
24 48 72
Xpovog (wpeg)

Eikova IV-15. Metpnoeic uerarommions yia tnv UEAETN TNS Tidpacns TN 6éong ¢ meaveiakng
{wvn¢ Kara tnv Karepyaaoia pe koAAayevaon. EZIN: Emi@aveiaki Zwvn mpog 1a lNavw, EZK: ETi-
eaveiakn Zwvn mpog 1a Karw, 1mg/ml: Karepyacoia pe koAAayevaon oe ouykévipwaon 1mg/ml
kai DMEM: Xwpic evluuikn karepyaaia.
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10 T T
=== EZ1, KoOAAatyevaon 1mg/ml
9= EZMN, DMEM .
= EZK, kOANayevaan 1mg/ml

EZK, DMEM -

oo
T

Strain (%)

pU——
|
72
Xpovog (h)
10 T T
===EZIM, koOAAayevi&on 1mg/ml
9 ~|= EZMN, DMEM .
==EZK, koAAayevéon 1mg/ml
8 EZK, DMEM -

Strain (%)

Xpovog (h)

Eikova IV-16. MeAérn tn¢ emidpaonc tng 6éong tne empaveiakns {wvng Kard tnv Karepyaaoia ue
KoAAayevaaon. MeTproeis oxeTikng mapaudppwaongs (Strain) (Emavw) kai mpooapuoyn Twv e-
TOAOEWV O€ EKBETIKEC CUVAPTATEIC TS Hoperic f(t)=a(1-e™) (Karw). EZIM: Empaveiakh Zwvn
mpog 1a MNavw, EZK: Emi@aveiaky Zwvn mpog 1a Katw, Tmg/ml: Karepyaoia ue koAAayevaon oe
ouykévrpwon 1Tmg/ml kai DMEM: Xwpi¢ eviuuikn karepyaoia.

Ta TTeIpapaTiKG atroTeAéoPATa TNG aTTOdOPNONG Tou XOvOpou, deixvouv 0TI Ta Oeiy-
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MaTa TTou Bpiokovtav o€ OIGAUMA JE KOAAQYEVAON Kal JE TNV ETTIQAVEIOKH TOUG {Wvn TTPOG
Ta KATW (EZK, 1mg/ml), Trapouciacav péyioTn atrodopnon ~200um kal atrwAEgIa Tou ap-
XIKOU Toug Uyoug Katd ~10%, evw ekeiva TTou TOTTOBETHBNKAV O€ dIGAUpa e idla OuyKE-
vVTPWOonN €VCUPOU OAAG JE TNV ETTIQAVEIOKNA TOUG {wvn TTPOG Ta eTTavw (EZIM, 1mg/ml), tra-
pouciacav péyiotn amodounon ~10um (0.5% attwAcia Tou apxikou Toug Uyoug), ouolia
onAadn pe ekeivn Twv OEIYMATWY TTOU Oev €XOUV UTTOOTEI evCUUIKN KaTepyaoia (EZIM,

DMEM kai EZK, DMEM).
25 T T T

20| r dfd i _

MopXPETPOC &

EZK 1mg/ml EZM 1mg/ml EZK Omg/ml EZM Omg/ml
KaTtepyooio AELypaTwy

Eikéva IV-17. S0yKpion Tapauérpou a, Twv eKOETIKWY ouvaptrioswy f(t)=a(1-e™), ue Bdon rov
mpooavaroAiouod 1n¢ emigaveiakng tous {wvng. ***:p<0.001. Ta dedouéva mapouaidlovrai aTnv
Hop@n: uéon Tiun x TuttiKG oQaAua uéong tiung (mean + SEM).

Eikova IV-18. Méon niun mapauérpwy a, b ue Bdon rov mpooa-
vaTroAIouO TNG EMIQPAVEIAKNS {WvnNg Kal TNV Karepyaoia ue KoAAa-
yevaon. n: lMAnBog deiyudrwv. EZI: Emigaveiakn Zwvn Tpog 1a
MNavw, EZK: Emipaveiaky Zwvn mpog¢ 1a Karw, 1mg/ml: Karep-
yaoia ue koAAayevaon oe ouykévipwon 1mg/ml kar DMEM:
Xwpi¢ ev{uuikn Katepyaaia.

a b n
EZMN 1mg/ml 0,91 0,03 3
EZMDMEM 1,43 0,04 3
EZK 1mg/ml 16,9 0,01 3
EZK DMEM 0,44 0,05 3

2 UYKPIVOVTOG TNV TTAPAPETPO @, TWV EKBETIKWY OuvapTACEwV (Eikova IV-17) al\a

KAl TNV TIMA TNG OXETIKAG TTAPANOPPWONG UETA aTrd 72 wpeg péTpnong (Eikova 1V-19),
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TIPOEKUWYE OTI N dIAPOoPA TNG ATTOdOUNONG TWV JEIYHATWY PE TNV ETTIYAVEIAKT {Wvn TTPOG
Ta KATW, o€ didAupa koAAayevaong (EZK, 1mg/ml), ye autwyv og didAupa KoAAayevaong
ME TNV e€mm@aveloky dwvn TTpog T1a emavw (EZIM,1mg/ml), €ival OTATIOTIKA ONPAVTIKN
(pa=5.6€e-5 Kal pstrain72n=2.6€-4). ETTiong onuavTikr €ival n diagopd g, ME TNV atrodo-
MNon, ekeivwyv TTou BpiokovTal o€ dIGAUPA XwpiG £vCupo, avetdaptnTa atrd Tn B€on Tng
emeavelokg dwvng, (EZK, DMEM pe pa=2.2e-5 Kal pstrain72h=9.6e-5) kai (EZIN, DMEM peg

pa=3.37e-5 Kal pstrain72h=1.9e-4).

25

20 -

Strain {at 72h) [%]

EZK 1mg/ml EZIM 1mg/ml EZK Omg/ml EZIM Omg/ml
KoTepyxoiot AeLy paTwy

Eikova IV-19. 20ykpion OXETIKAS TTApaUopewons (Strain) rwv Osiyuarwy Uerd ammé 72 wWpeeg, e
Baon rov mpooavaroAioud ¢ empaveiakns Touc {wvng. ***:p<0.001. Ta dedouéva mapouaid-
Jovrai aTnv popen: éan Tiun £ TUTTIKG o@dAua uéong Tiung (mean + SEM).
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Emwidpaon tng omAg 1mm oTtnv amodéunon Tou x6vdpou

2mnv Eikova IV-20 @aivovtal Ol JETPNOEIG PETATOTTIONG YETA ATTO KATEPYOOIA HE
KOAAayevaaon avaloya pe Tnv B€on TNG TMIQAVEIOKNG (VNG TwV OEIYUATWY PE OTT Tmm .
21NV Eikova IV-21 @aivovTal ol avTioTOIXEG HETPAOEIG KAl KAOUTTUAEG YIO TNV OXETIKA TTOPA-

MOpPwaon (Strain) Kal Ol KAPTTUAEG TwV EKOETIKWY OUVAPTIOEWY OTIG OTTOIEG TTPOCAPUO-

oTNKaV.
T
==EZM, koAayev&on 1mg/ml
EZMN, DMEM
0.2 F[==EZK, koAayevéon 1mg/ml i
EZK, DMEM
T L _
£ 0.15
=g
=]
:
-0 01 I 7
E
<<
0.05
0 | | |

24 48 72
Xpovoc (h)

Eikova IV-20. Metpnoeic uerarommions yia tnv UEAETN TNC Tidpacns TN 6éong ¢ mpaveiakng
{wvn¢ Kara tnv Karepyaaoia ue KoAAayevaon, oe ociyuara ue oy 1mm. EZIM: Emigaveiakn Zwvn
mpog 1a MNavw, EZK: Emigaveiakn Zwvn mpog 1a Katw, 1Tmg/ml: Karepyaaoia e koAAayevdon o€
ouykévrpwon Tmg/ml kai DMEM: Xwpic evluuikn karepyaaoia

ATIO T TTEIpAPATIKG aTTOTEAEOUATA TNG ATTOOOUNONG TOU XOVOPOU, paiveTal OTI N
a1TOdOUNON TWV OEIYNATWY TTou Bpiokovtav o€ dIdAUPa e KOAAayevaon 1mg/ml, €ite pe
TNV EMMQAVEIOKL {wvn TTPOG Ta eTTavw (EZIM), ite pe Tnv emipaveiakr {uvn TTpog Ta KATW
(EZK), eival Trapdpoia Kal ion TTEPITTou e 75um, evw gP@avifouv atTwAEIa TOU apXIKoU

TOUG UYWoug Katd 4.5% kal 6.5% avrioToIxa.
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10 T
=== EZ[1, koOANAotyevion 1mg/ml
9 [= EZN, DMEM _
= EZK, koAAayeveion 1mg/ml
8+ EZK, DMEM

Strain (%)

Xpovoc, (h)

= EZI, koAAayevaon 1mg/ml

= EZI1, DMEM m

= EZK, koAAotyevaon 1mg/ml
EZK, DMEM

[te]
T

co
T

Strain (%)

Xpovog (h)

Eikéva IV-21. MeAérn tng emidpaong tng 6éong tng emeaveiakns {wvng o€ dgiyuara e omn
1mm, kard tnv Karepyaaoia pe KoAAayevaon. MeTpnoeic oxeTIKAG mapaudppwaong (Strain) (E-
TGvw) KaI TTPOTAPUOYH TWV UETPHOEWY O EKOETIKEC TUVAPTATEIC TNC HoPPA¢ f(t)=a(1-e™)
(Karw).

MapaTtnpeital akoua O11 Ta dEiyhaTa WE OTT, KAl TNV ETTIQAVEIOK {Wvn TTPOG TA

mavw (EZIM), oe DMEM*™*, otaBgpotroiouvtal YeTd atmd 24 wpeg o€ pia ammodounon
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(~20um), n oTtroia €ival EAAPPWG PEYAAUTEPN OTTO EKEIVWV TTOU €ival TOTTOBETNUEVA AVTi-
OTPOQQ.

MeTd atmé oUYKPIoN TNG TTAPAPETPOU A TWV EKBETIKWYV ouvaptTnoewy (Eikova IV-22)
KAl TNG ATTWAEIAG TOU apXIKOU UYOUG PETA aTTO 72 WpEG METPoewV (Eikova IV-23), dia-
TMOTWONKE OTI N dlaPOopPA TNV ATTOdOUNON TWV BEIYNATWY O dIAAUPA KOAAayevaong
(Tmg/ml), pye Tnv em@avelakr wvn Tpog Ta KATw (EZK,1 mg/ml), ye exeiva o didAupa
XWPIG KOAayevaon pe TV eTMQavelokr ¢wvn 1Tpog Ta KaTw (EZK, DMEM), cival otari-
OTIK& onuavTikn (pa=0.0187 kai pstrain72h=0.0234).

2TATIOTIKA ONUAvTIKL, yia Ta dgiyyarta hye ot 1mm, @aivetal Kal n diapopd otnv
aATTOdOUNON TWV BEIYPATWY € dIAAUPA KOAayevAong PE TNV ETTIQAVEIOKE (v TTPOG TA
mavw (EZIM, 1Tmg/ml), pe exeiva TTOU BpiokKovTal Je TNV ETTIQAVEIOKA (VN TTPOG Ta KATW

o€ dIdAupa Xxwpic kKoAayevaon (EZK, 0mg/ml) (pstrain72n=0.0342).

25 T T

Mop&UETPOC &

EZK 1mg/ml EZIN 1mg/ml EZK Omg/ml EZM Omg/ml
KaTepyooia AeLyp&Twy

Eik6va IV-22. SUykpion TTapauéTpou a, Twv eKBETIKWVY ouvapTthioswy f(t)=a(1-e™), ue Bdon rov
mpooavaroAioud tng empaveiakng rous {wvng. *:p<0.05. Ta dedouéva apouaoidlovral oTnv
Hop@n: uéon Tiun x TUTTIKG OQaAua uéong Tiunc (mean + SEM).
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a b nl Exova IV-24. Méon miun mapauérpwy a, b ue Baon tov mmpo-
EZM 1mg/ml 8,36 0,011 3 oavaroAIouo NG EmMQaveIakng (Wvng Kal TV KATEpyaoia e
EZIDMEM 299 0003 3 KoAAayevaon, o€ deiyuara pe oy 1mm. n: FARBo¢ deryudrwy.

’ ’ EZI: Emigpaveiakh Zwvn mpog 1a [Ndvw, EZK: Emipaveiakn
EZK 1mg/ml 13,03 0,009 3| z4vn mpoc ra Kdtw, 1mg/mi: Katepyaoia e koMayevéon oe
EZKDMEM 0,56 0,119 3| ouykévipwon

25 T T T T

20 9

15 1

10 1

Strain (at 72h) [%]

EZK 1mg/ml EZM 1mg/ml EZK Omg/ml EZMN Omg/ml
KaTtepyoaoio AelypaTwy
Eikova IV-23. 20ykpIion OXETIKNS TTAPAUOp@waonc (Strain) rwv OsIyuarwy Lerd amé 72 wWpeg, Ue
Baon rov mpooavaroAioud tn¢ empaveiakng rouc {wvng. ***:p<0.05. Ta dedouéva mapouaidlo-
vral aTnv Hop@n: péon Tiun £ tUtmkGé oeaAua uéonc niung (mean = SEM).
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iv. MeAétn ETidpaong Zuykévipwong KoAAayevdaong

H emmidpaon NG ouykEVTPwONG TNG KOANAyeEvVAONG TTAPOUCIACETAI OTIG KAWTTUAEG
NG Eikovac IV-25 kal Tng Eikovag IV-26, GTTou @aiveTal N JETATOTTION KAl N OXETIKA TTAPA-
MOpewaon (Strain) TTou avTIOTOIXEI OTNV PEON TIWA TNS MEIWONG TOU UWPOUGS TWV OEIYUATWV
yla KGBe group OuykévTpwong. Apxik& @aivetal o1l Ta deiyuaTa TTou Oev £XOUV UTTOOTEI
karepyaoia pe kKoAAayevaon (0 mg/ml), perd ammod mepitrou 24 wpeg oTabBepoTToloUvTal €-
XovTag xdoel ~1% Tou apyIkou Toug UYoug.

E&etadovrag TNV KAion TNG KAUTTUANG, TTOU AVTIOTOIXEI OTO pUBPO aTTodOUNONG TOU
XOVvOpou, BIATTIOTWVETAI N TIMA TNG £EaPTATAI ATTO TV CUYKEVTPWON TNG KOAAQyEvAONG,
Kal JeyloToTTOIEITN OTAV OUYKEVTPWON 1 mg/ml (tTrepitrou 150um kai 10% OXETIKA TTapa-

HOpewonN).

0.15 [-[==1mg/ml
= 0.5mg/ml

w02 (0.25mg/ml
——0.125mg/ml
=== 0Omg/ml

0125 =

E 01
E
(=
]
g 0.075
-0
e}
3
e}
w
S 0.05

0.025

Xpovog (Qpeg)

Eikova IV-25. (Emavw) Metpriosic amrooraong, SIGpKeIas 4 nuepwy, UETG QT KATeEpyaoia Ue
OIAQPOPETIKES OUYKEVTPWOEIS KOAAayevaong: 1) 1 mg/ml, 2) 0.5 mg/ml, 3) 0.25 mg/ml, 4)
0.125mg/ml 5) 0 mg/ml.
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10 T
=1 mg/ml
= 0.5mg/ml
=2 (0.25mg/ml
8 —0.125mg/ml
=== (Qmg/ml

6
8
(e
©
Z
20 LT eSS
0
0 24 . 72
Xpovog (Qpeg)
10 | ] ]
==1mg/ml
= 0.5mg/ml
----O_ZSmg/mI
Hin(——0.125mg/mi |
==0mg/ml
- -
;\a i
(o]
©
| |
| ]
o 24 n 72
XprOQ (Qpeg)

Eikova IV-26. (Emavw) Strain, uerd amd karepyaoia Te00GpwV NUELWY, UE JIAPOPETIKEC TUYKE-
vipwoei§s KoAAayevaong: 1) 1 mg/ml, 2) 0.5 mg/ml, 3) 0.25 mg/ml, 4) 0.125mg/ml 5) 0 mg/ml.

(Karw) Mpooapuoyn Twv LUETPACEWY GXETIKNS aTTOO0UNONS OE EKOETIK aUVAPTHON.
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2 UYKPIVOVTAG TIG TTAPAPETPOUG O TWV EKBETIKWY CUVAPTIOEWY OTIG OTTOIEG €XOUV
TIPOCOPUOCTEN Ta dedopéva (Eikova IV-27), aAAG KAl TNV ATTWAEIQ TOU apXIKOU UYoug TwV
OEIYUATWY PETA aTTO PETPNOEIG 72 wpwV (Eikdva IV-28), cival @avepd OTI Ta deiypata
TTOU €XOUV UTTOOTEI KaTepyaoia pe KoAAayevaon cuykEvipwong 1mg/ml (pa=0.0443 kai
Pstrain72h=0.0037) kai 0.5mg/ml (pa=0.0209 kai pstrain72n=0.0351) TTapoucIddouv OTATIOTIKA
onPavTikn @Bopa TNG eEwkUTTApIag uATPAg Toug (ECM), og oxéon e Ta deiypaTa TTou dev
g€xouv utrooTei evCuuikr katepyaoia (0 mg/ml). H diagopd TnNG atroddunong Twv delyud-
TwV 0€ KOAayevaon ouykévipwong 1mg/ml, ue exeivn yia 0.125mg/ml (pstrain72n=0.0316)
gival eTiong oTaTIOTIKA onPavTikr. MNapartnpeital TEAog, 611 Ta deiypata TTou UTTECTNOAV
KATeEPyaoia he MIKPOTEPEG OUYKEVTPWOEIS (0.25 mg/ml kai 0.125 mg/ml) epgpavifouv opaTi,

MIKPOTEPN KAl TTAPOMOIA HETAEU TOUG, ATTOdOUNON (UE OXETIK TTAPAUOPPWOn ~3-4%).

3 5 T T T T

Img/ml 0.5mg/ml 0.25mg/ml 0.125mg/ml Omg/ml
JUYKEVTPUWOTELC KOARYEVRONC

Eikéva \V-27 . S0yKpIon Tapauétpou a, Twv EKOETIKWY ouvaptrhoswy f(t)=a(1-e™), ue Bdon v
OUYKEVTPWON TNS KoAAayevaaong tou diaAduarog. *:p<0.05. Ta dedouéva mapouaialovral aTnv
Hopen: péon Tiun + TUTTIKO o@dAua uéong niung (mean + SEM).
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a b n
Img/ml 26,44 0,006 5
5mg/ml 14,09 0,009 5
25mg/ml = 5,90 0,014 7| Eeva IV-29. Méon nun mapapétpwy a, b e BGon my ouyké-
125mg/ml 4,15 0,019 6| viowaon koAAayevdonc ue v omoia €yive n Karepyaaia Twv O&ly-
Omg/ml 1,58 0,019 6|MATwv. n: apIBUOS delyudTwy.

Eival @avepn n Uttapén apketd peydAng dlakupavong TG HETPOUNEVNG aTTodOuN-
ong, N otroia KaBIoTA avaykaia TRV JETPNON TTOAAWYV dEIYUATWY YIa TNV £EAywWYr ACQOAWY
OTATIOTIKWY CUPTTEPACHATWY. O1 duvatdTtnTeG TNG dIATAENG YIa TNV TAUTOXPOovVN PETPNON
TTOAAQTTAWY BEIYUATWY, DIEUKOAUVOUYV, EKTOG OTTO TNV HEAETN DIOPOPETIKWY DIEYEPTWY, TNV
Awn 0edopévwv atrd TTOAAATTAG dEiypaTa TTOU €XOUV UTTOOTEN TNV idla Katepyaoia ava

00TN Kal KATA CUVETTEIA TNV 0pBOTEPN MEAETN TNG ATTOOOUNONG TTOU TTPOKAAEITAI O€ KAOE
TTEPITITWON.

15 T T T

[
o
T

1

Strain at 72h (%)

1mg/ml 0.5mg/ml 0.25mg/ml 0.125mg/ml Omg/ml
ZUYKEVTPUWOELC KOAXYEVRONC

Eikova IV-28. 20ykpion GxETIKAC TTapauopewons (Strain) oeiyudrwy mou EXouV UTTOOTEl KaTEp-
yaaia e SIAPOPETIKES TUYKEVTPWOEIS KOAAQyevaong, UETd ammd 72 wpes UETpRoswy. *: p<0.05,

**:p<0.01. Ta dedouéva rapouoidlovral OTnV LHOPQN: HECN TIUN £ TUTTIKO OQAAUa péong Tiung
(mean + SEM).
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V.

MeAétn Emidpaong Kuttapokivwyv

H emmidpaon g eTwaong Twv deYUATWY, Yia TTEVTE | OEKA NUEPEG, OTIC KaTaPBo-

AikEG KuTTapPOKiVEG IL1-a, IL1-b kai TNF-a @aivetal otnv Eikdva IV-30 kai Eikova IV-31,

o1ToU TTapoucIddovTal Ol JETPACEIS ATTOOOUNONG KAl OXETIKNAG TTapaudppwong (Strain)

yla KGBg TTEPITITWON.

Metatomnion (mm)
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Eikéva IV-30. Méan Tiun UETPROEWY UETATOTTIONS, OIGPKEIAS 4 NUEPWYV, YIA OIAPOPETIKES TTEPIO-
ooug emwaong ue: IL1-a, IL1-B kar TNF-a (n=3 é¢iyuara). 10HE: 10 Huépec Emwaong e KUTTa-
pokiveg, SHE: 5 Huépe¢ Emmwaonc e kutrapokives, KK: Karepyaaoia pe KoAAayevaon
(0.5mg/ml), XK: Xwpic Karepyaaia.

MeAeTwvTag TOO0 TNV PETATOTTION, TTOU AVTIOTOIXEI OTAV PEIWON TOU UYPOUG TWV

OelyuaTwy, 600 Kal TNV OXETIKA amoddunon (Strain), diatmioTwveTal 611 KAl yia TIG 3 KUT-

TapokKiveg N eTwaon 6éka nuepwv (10HE) odnyei o€ amodéunon tTwv delypdtwy pe 6-

MOIO TPOTTO, JE MEYIOTN TIMA ~300um Kal YEYIOTN OXETIKA TTapapopewaon ~15%. daiveral

aképa ot yia Tnv IL1-a (100ng/ml) n emmwacon 1évre nuepwv (SHE) TTpokaAei atodo-
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pMnon ~250um. H Ty TG OXETIKNAG TTapapdpewong (~15%) sival dpola Ye TV avri-
oToixn yia erwacn 10 NUEPWYV KAl APKETA HEYOAUTEPN OTTO €KEIVN TNG ATTANG KATEPYO-
oiag pe koAAayevaon. MNa 1Ig GAAeG dUO KUTTOPOKIVEG N ETTWOCH TTEVTE NUEPWYV QAIVETOI
va €XEl MIKPOTEPA aTToTEAEOPATA PE TNV TaxUTNTa dpdong Tng IL1-b va gaiveTal eEAappuwg

TaxuTepn atro ekeivn Tou TNF-a.

Emwoon oe IL1-a Emmwoon oe IL1-b Emrwoon oe TNF-a
= 10HE = 10HE = 10HE
20 [ [+=e=SHE 1 20 [ |«sss SHE ] 20 [ [+ses SHE
—KK —KK —KK
XK — XK XK P
2
/7 s
15+ &
7S
~— l “‘* — ~—
& rya 3 &
oS ~ & o5
= = = 1=
S 10/ ¢ g g
) > A A

0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72
Xpovog (h) Xpovog (h) Xpovog (h)

Eikova IV-31. Méon niun HETPROEWV OXETIKAS TTapauopewon (Strain), 4 nuepwyv, yia d1a@opETI-
k&G mepIodous erwaong pe: IL1-a, IL1-B kar TNF-a kai karepyaoia ue koAAayevaon (n=3). 10HE:
10 Huépeg Emrwaong e Kutrapokives, SHE: 5 Huépeg Emwaonc ue kutrapokives, KK: Karepya-
oia pe KoAdayevaon (0.5mg/ml), XK: Xwpi¢ Karepyaaia.

MNa TN ouykpion TNG €dPACNG TOU XPOVOU ETTWAOCNG OE KUTTOPOKIVEG, OTOV BaBud
a1TodOUNONG TOU apBPIKOU XOVOPOU atrd TNV KOAAayevAon XpNOIKOTIOINONKE N TIPA TNG
OXETIKAG TTapApoOpewaong (Strain) 96 wpeg PETA TNV €KKivnon Twv UETPAoEwV (Eikdva
IV-33). Mapatnpeital 611 Kail yia Toug 3 XPNOILOTTOIOUPEVOUG KATABOAIKOUG BIEYEPTEG N €-
midpaon Twv Oéka nuepwV eTTwacns (10HE) TTpokaAei oTATIOTIKG onuavTiK dia@opd aTrd

TNV a1TAf Katepyaaoia pe KoAayevaon (piL1-a=0.0025, piL1-5=0.0152 kai ptnF-2=0.0097). E-

mTTAéovV N ammodéunon Adyw aTTAnG katepyacioag pe KoAayevaon (KK) €xel oTatioTika
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onuavtikr dlagopd atrd TNV atrodOunon TToU eu@aviCeTal o€ deiyuaTa Xwpig Karepyaoia
(XK) kar oTig TpeIg TTEPITTTWOEIS (PiL1-a=0.0327, piL1-5=0.0208 kai ptnrF-a=0.0467). TEAOG n
emwaon 10 nuepwyv o€ KABEUIA aTTd TIG TPEIG KATABOAIKEG KUTTAPOKIVEG TTPOKAAETE QTTO-
d0uNON OTATIOTIKA CNPAVTIKI O€ OXEOT ME EKEIVN TTOU EP@PAVICETAI KATA TAV ATTOUCIA KO-

Tepyaoiag (XK) (piL1-a=6.2e-5, piL1-b=2.6e-4 ka1 pTnF-a=2.97e-4).

ETTwoon o€ IL1-o Emrwoon o€ IL1-b Emrwoion oe TNF-a
30 . . \ . 30 . \ . . 30 \ . . \

25

[\*]
o

15

Strain {(at 96h) [%]

—
o

10HE 5SHE KK XK 0 10HE S5HE KK XK 0 10HE SHE KK XK
KaTepyoola AetypaTwy KaTepyooio AelypoTwy
Eikova IV-33. 20ykpion emidpaong xpovou emwaong o€ IL1-a,IL1-b kar TNF-a, arnv duvarornra
NS KOAAayevaaong va mpokaAsi arrodounan Tou apbpikou xovopou, e Osiyuara ava Tepimrwaon.
*: p<0.05, **:p<0.01, ***: p<0.001. Ta dcdouéva mapouaialovral OTHV LHoP@N: [IECN TIUR * TUTTIKG
oQaAua péong Tiung (mean £ SEM).

MARBOG delyudTwy (n)

ETrwaoon 0£| 10HE 5HE KK XK Eikéva IV-32. 1AnBo¢ deiyuarwv avd karepyaoia. 10HE:
IL1-a 7 3 2 2 10 Huépeg Emmwaong pe kutrapokives, SHE: & Huépeg E-
IL1-b 3 3 2 2 Twaong pe KUTrapokives, KK: Karepyaoia ue KoAAaye-

don (0.5mg/ml), XK: Xwpic Karepyaoia.
INFa | 3 3 2 2 vdon(smam wpls Rarepyaot

Qaiveral 611 n eTTwaon didpkeiag 10 NUEPWV Kal OTIG TPEIG KUTTAPOKIVEG dpa evi-

OXUTIKA OTNV a1to0d0uNon TToU TTPOKAAEI N KOAAyEVAoN KATd TNV JIAPKEIX TWV S5 NUEPWV
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TTOU SIOPKOUV OI JETPAOEIG. AV KAl ATTAITEITAI HEAETN HEYAAUTEPOU TTAHBOUG BEIYUATWYV YIa
TNV €Caywyr ao@AAEOTEPWY OTATIOTIKWY CUUTTEPACHUATWY, a@ou Ta deiypaTa xovopou
TTOPOUCIAJOUV PEYAAN dIaKUPAVON aKOPA Kal OTav TTPoEPXOVTal aTTd ToV idIo dOTN, €ival
@avepo OTI N DIAPKEIA ETTWACNG TWV OEIYUNATWY O€ KATABOAIKEG KUTTAPOKIVEG gival Kabo-
PIOTIKA WOTE va gival JETPACIKN N aTTOdOUNCN TTOU TTPOKAAOUV. H TIPR TNG OXETIKAG TTa-
PANOPPWONG META aTTO 96 WpPEG NETPNONG, GAVEPWVEI hia Taon Tng IL1-a va dpa ypnyo-
poTEPA aTTO TOUG AAAOUG duo dieyépTeg Kal Tou TNF-a va gival €xel Tnv 1o apyry dpaon.
H emmwaon 10 nuepwv @aivetal va gival Xpoviko dIGoTNUA IKAVO WOTE va gival opaTh n
ETTIOPACN TWV KUTTAPOKIVWYV OTNV aTT0d0UNCN TTOU TTPOKAAEI N KOAAayevaon otov 10T6. H
ETTIOPAON OIAPOPETIKWV XPOVWV ETTWACNG APAVETAI VIO HEAAOVTIKI HEAETN, HE OTOXO THV
METPNON ATTOOOUNONG TWV JEIYUATWY TTOU VA TTPOKAAEITAI ATTOKAEIOTIKA ATTO TIG KUTTAPO-

KiVEG.

Vi. ZugmepdopaTa

O avBpwTivog apBpIkOS XO6vOpog TTapouaidlel apkeTA PEYAAO EUPOG WG TTPOGS TO UWOGS
TOU, avAaAoya e TNV TTEPIOXN TNG KEPAANG I0XiOU ATTd TNV OTToIA TTPOEPXETAI. TNV KOAUTEPN
oxéon UWoug-TUTTIKAG atmOkAiong, TTapouaialel n avwTtepn Trepioxn (D) TnG KepaAng. Ta
own Twv OEIYUATWY TTOU TTPOEPXOVTAI ATTO €KEN, TTApouCIAdouV HiIKpr dlakUuavon Kal Ku-
MaivovTal o€ oTaBepd €UPog atrd dOTN O€ dOTN.

O1 petproeig Tou AREBNKav KaTd TNV TTEIPAPATIKI) MEAETN OTTOBEIKVUOUV OTI N KATA-
OTPOPNA TwV OECPWYV PETAEU TWV Popiwv Tou KoAAayodvou TuTTou I, TNG e€wKUTTAPIag un-

Tpag (ECM) Twv XovOPOKUTTAPWY TOU avBpwTTIivou apBpikou XOvOpou, CUVETTAYETAI TOV
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EKQUAIOUO TNG KaI TNV ATTWAEIN TWV UNXAVIKWYV IBI0TATWY Tou 10ToU. H atmodounon Twv
OEIyUATWY apOPIKOU XOVOPOU, TTOU EKONAWVETAI WG PEIWON TOU apXIKoU TOUG UYOouUg, gival
TNG TAENG MEPIKWY OEKADWYV UM KOl ITTOPET va JETPNOEI hE IKAVOTTOINTIKA AKPIBEIA, PE TNV
xprion 1ng diaragng HDD. H atrodépnon tng egwkuttdpiag uAtpag (ECM) utropei va €1TI-
TEUXOEI hE TNV KATEPYAOTia TwV dEIYUATWY PE KOAAayevAon, Ye TRV dpdon Tou ev{Uuou va
€ival avaAoyIKi JE TNV OUYKEVTPWOT) Tou. [a Tnv €TTITEUEN OTATIOTIKA ONUAVTIKAG aTT000-
MNONG TOU avBpwTTIVOu apBpIKoU XOVOPOU XPEIACETAI CUYKEVTPWOT KOAAQYEVAONG PEYQ-
AUTepn N ion Twv 0.5mg/ml.

KaBopioTikr yia TV dIaTHPNoN TwWV PNXAVIKWY IBI0TATWY ToUu avBpwTTivou apBpIikou
XOVOpou gival n eTTidpacn TNG ETTIPAVEIOKAG {WVNG TOU 1I0TOU, YE TNV OpAon TNG VA UEIW-
VETAI ONUAVTIKA OTaV PETPIETAI N aTTOOOUNCN AVECTPAPMEVWY delypaTwy. OTav n gopd
TWV OEIYUATWY gival opBr], JE TNV ETTIYAVEIAKI TOUG (VN TTPOG TA ETTAVW, OE ETTAQPN ME
TOV IVTEVTOPQ, N dpdon TNG KoAAayevaong (1mg/ml) givar apeAnTéa. AvtiBeTa, Ta deiypara
ME idla kaTepyaaoia, aAAG aveaTpappévn @opd, dnAadr) e TNV ETTIPAVEIAKT {wvn O€ ETTAPN
ME TNV ECWTEPIKN €TI@AVEIQ TOU TTNYadIoU TNG TTAAKAG 24V BoBpiwv, u@avifouv onua-
VTIKI aTTWAEIQ TNG EAAOTIKOTNTAG TOUG, TTOU avTIKOTOTITRICETal 0€ ~10% peiwon Tou apxi-
KOU TOUG UWoug. H etidpacn NG ¢opdag TnG TMIPAVEIAKNS {wvng, METPIAETAI PUE TNV TTPO-
00nKn oTTA¢ 1mm oTa peETPOUMEVA OEiYUOTA, KABWGS O QUTAV TNV TTEPITITWON, N aTT0d0-
MNoN TToU TTapaTtnpEiTal eival dpola Kal yia TiI dUo BECEIG TNG ETTIPAVEIOKNG (WVNG.

H emmwaon deiyudtwy oe kataBoAikég kutTtapokiveg (IL1-a, IL1-B kar TNF-a) TpokaAei
@Oopd IKavA va SIEUKOAUVEI OnuavTIKa Tnv 0pdon Tng KoAAayevaong otnv amodounon
TOU 10TOU, TTPOKOAWVTAG OXeOOV DITTAAOIO aTTWAEIQ TOU apxIKou Uywoug. H didpkeia Tng

eTTWaoNG diadpapatifel onUAvTiKo poAo oTn duvaTtdTnTa AWNG JETPACIKNG aTTodOUNONG,
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TTOU VO OQEIAETAI OTNV TTapoudia Twv KUTTApokKIvwy. O1 déka nuépeg emwaong (10HE),
€ival XpoVvIKO dIACTNUA IKAVO WOTE N ATTWAEIQ TOU apXIKOU UYOoUG va gival OTATIOTIKA On-
MAVTIKA O€ OX£ON JE EKEIVN TTOU TTOPATNPEITAI KATA TNV ATTAA KATEPYAOia e KOAAayevaon.
To atmmoTEAEOUA TNG €ival OPOIO KAl YIA TIG TPEIG KUTTAPOKIVEG, 0dNYWVTAG UETA TNV TTPO-
00nkn koAAayevaong (0.5mg/ml) oe amoddéunon 300um Kal OXETIKA TTOPANOPPWON
(Strain) ~15%. AvtiBeta n emwaon TTEVTE nuEpwV (SHE) dgv gival eTTAPKAG yia TRV YE-
TPNON OTATIOTIKA GNUAVTIKWY ATTOTEAECUATWY O€ OXEON WE TNV ATTAN KATEPYATia KOAAQ-
YEVAONG, yia Tov dIaBéoipyo apiBusd dsiypdtwy, he Tnv IL1-a va Tapouciddel Tnv Tdon va
opa taxuTtepa ato Tnv IL1-b kal To TNF-a. Evdéxetal n éTpnon TePIcoOTEPWYV DEIYUATWV
va dWOEl OTATIOTIKA CNPAVTIKI atTodduNon PETA aTTO TTEVTE NUEPES ETTWAOCNG OE OXEON
ME TNV aTtTAn KaTepyaoia pye TNV KoAAayevaaon. Mevikd utropei va rapartnenBei n 1éon Kai
OTIG TPEIG «KTTPWTAYWVIOTIKEG» YIA TNV 00TEOAPOPITIOA KUTTAPOKIVEG, VA DIEUKOAUVOUV TOV
BaBuod ammodounong Twv BEIYUATWY YETA aTTO KATEPYATia pe KOAayevAoT, KaBWGS augd-
VETQI 0 XPOVOG ETTWACNG O€ AUTEG.

Av kal gival avaykaia n e¢ETaon OEIYUATWY ATTO TTEPICCOTEPOUGS DOTEG, PaiveTal OTI
n emwaocn dslyuaTwy apBpIKoU XOVOPOU OTIG «TTPWTAYWVIOTIKEG» KATABOAIKEG KUTTAPOKI-
VEG VIO OPKETA PHEYAANO XPOVIKO OIA0TNUA, TTPOKAAEI JEiwoN TNG EAACTIKOTNTAG TOU I0TOU.
H augnon Tou xpovou emwaong moavwgs va odnyAoel o€ JeyaAuTepn dpdon Twv KUTTA-
POKIVWYV Kal TEAIKA o€ atrodOunon Tou I0ToU PeTPRoiun atrd tnv didragn HDD, xwpig TV

Katepyaoia KoOAayevaong.
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V. Zuptmrepdopata Kal HEAAOVTIKA gpyacia

270 TTAQioI0 QUTAG TNG DITTAWMATIKAG AGIOTTOINONKE TTEIPAPATIKG N didTagn pETpnong
amodopunong TmoAAatmAwyv deiypdTtwy (High throughput Degradation Device) yia Tnv ué-
TPNON TNG ATTOOOUNONG OEIYUATWY ApBPIKOU XOVOPOU TTPOEPXOMEVWYV ATTO KEQPAAEG 10XiOU
avBpwTTivwv doTwv. NoooTikoTroINenke n ammoddunon Tou avlpwItTivou apBpIikou XOv-
OpOoU HPETA aTTO VCUUIKA KOTEPYQOia PeE KOAQYEVAON Kal ETTICNUAVONKE N onuacia Tng
ETTIPAVEIOKNG (VNG GTNV dIATAPNON TWV UNXAVIKWY IBI0THTWY TOU avBpwTTIvou XOvOpou.
MpayuaToTroInenke UTTOAOYIOTIKA avaAuon Pe Tnv otToia 72 dieyEpTeg (stimuli) katatdxon-
KAV 0€ KATnyopieg Je Baon TNV avaBoAikn 1} KataBoAiki dpdon Toug aTnv ammodounon Tou
I0TOU. ETnITAéoV avatrTuxbnke péBOdOG yia TNV TTEIPAPOTIKA HEAETN TWV AVOBOAIKWY Kal
KATABOAIKWY KUTTOPOKIVWV PE BAon Tnv €mmidpact| Toug oTov BaBud armodounong Tou I-
OTOU WETA atTd KaTepyaoia pe KoAayevaon. Me Baon auTtAv TTOCOTIKOTTOINBNKE n atmodo-
MNON TTOU OQEIAETAI OE TPEIG YVWOTEG KATABOAIKEG KUTTOPOKIVEG KOl OTTODEIXTNKE OTI N €-
TTWAON VIO ETTAPKES XPOVIKO BIACTNUA OTIG KUTTAPOKIVEG AUTEG autdvel Tov BaBud arro-
do0unong Tou 10TOU PETA aTTd KaTEPyaoia pe KoOAayevaon. H uéBodog autr e¢ac@aAilel
QPKETH aTT0dOUNON WOTE AaUBAVETAI JETPHOIUO OANA Kal OEV ATTAITEI HEYAAO XPOVO ETTW-
aong otnv HDD, kabwg Ta deiypaTa dev XpeldleTal va Bpiokovtal otnv didtagn mapd pévo
TIG TEAEUTAIEG 4-5 PEPEG TNG ETTWAOCTG TOUG. BERaia, emTPETTEI TNV PETPNON TNG KATOROAI-
KAG €TidpaAcNG TV KUTTAPOKIVWV JOVO HE TNV TTApOoUCia KOAAayevAoNnG, VW ATTAITEITAI
MEAETN TTEPIOTATEPWYV OEIYHATWY WOTE VA €CA0PANIOTEN JE HEYOAUTEPN BERBAIOTNTA OTI AEI-
TOoupyEi agIoTToTa.

H avddeign tng emidpaong TG £TTWACNG O€ YVWOTEG KATABOAIKEG KUTTAPOKIVEG, OTNV
a1TOdOUNCT TOU aVOPWTTIVOU apBpPIKOU XOVOPOU, OTPEPEI TO EVOIAPEPOV OTNV HMEAETN TNG
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ETTIOPAONG TOUG YIO HEYOAUTEPO XPOVIKO dIACTNUA O€ OEiyUaTA TTPOEPXOPEVA OTTO TTEPIO-
00TEPOUG DOTEG KAl TEAIKA OTNV ETTITEUEN PETPAOIKUNG ATTOdOUNONG XWPIG TNV TTapouadia
KoAAayevaong. MNépa atmod TIG «TTPWTAYWVIOTIKEG» VIO TRV 00TEOAPOPITION KUTTAPOKIVEG,
XPNOIYN yIa TNV Katavonon TnG EMYAVIONS Kal TNG TTOPEIaG TNG, B8a ATAV N TTEIPAUATIK
MEAETN ATTOOOUNONG META ATTO KATEPYAOIA PE KATABOAKES KUTTAPOKIVEG O OTTOIEG TTPOE-
Kugav a1rd TNV TTapattdvw UTToAoyIoTIKr avaAuon. TEAog, 101aiTepo evdlagEpov Ba TTa-
pouaciale va HEAETNBOUV TA ATTOTEAEOUATA TNG ETTWAONG TWV OEIYUATWY OE «TTPWTAYWVI-
OTIKEG, ) UN, AVABOAIKEG KUTTAPOKIVEG KAl VO EAeYXBEi av gival ueTprioiun atrd Tnv d1aTagn
HDD n duvatdétnta Toug va HETPIACOUV TOV EKQUAICUO TOU I0TOU.

Mépa atmd v eEENIEN TV TTEIPAPATWY PETPNONG ATTOOOUNONG TTOU TTPAYUATOTTOIOU-
vTal ge v diaragn HDD, xpAoiueg Ba ATav TpoTroTroIoeig otnv idia Tnv dIdTagn he yvw-
Mova Tnv dIEUpUVON TWV dUVATOTATWY TNG, TNV dIEUKOAUVON TOU XPAOTN KAl TOV TTEPIOPI-
OMO TWV TTApayOvIWYV TTou iI0dyouv o@aApa. MpwTta a1’ éAa o1 Bideg, TTou £dpAoUV TIG
duo Bideg 0dnyoug KABE KIVNTAPA, ouxVvd EEBIOWVOUV PE ATTOTEAECUA VA PNV UTTAPXEI
TTAéOV €UBUYPAUMION TNG KivNONG TWV KIVATAPWY JE TA AVTIOTOIXA YPOAUMIKA €dpava Kal
va atraiteital d10pbwaon TG euBuypdppiong atmod Tov XpAoTh. MNpoTeivetal 0 oXedIOOUOG
KAl N KATOOKEUN €VOG VEOU CUOTANOTOG Kivnong, ME XPHon dUo YPANPIKWY £dpAvwy yia
KABe Ggova Kal PeE KaIVoUpYIEG DPATEIS TWV BIOWV 0dNywV Twv KIvATAPWY. ETTITTAé0V, N
TTPAYUOTOTTOINCN TTOAUANEPWY PETPHOEWYV, in vitro, yevvd Tnv avaykn yia TPOTTOTToINCN
NG Bdong £dpaong delyPATWY, WOTE VA UTTAPXEI N duvaToOTNTa avavEéwaong Tou dIaAUUO-

TOG TTOU TTEPIBAAAEI Ta SEiYHOTA, XWPIG VO ATTAITEITAI N APAIPECN TWV QOPEWV CUNTTIEONG
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Kal TNG TTAGKag 24“Y Trnyadiwy ato tnv Bdon. TEAOG, xprioINa cupTTEpAoUATa Ba TTPOE-
KUTTTQV av UTTAPXE N duvaTtoTnTa TAUTOXPOVNG A0KNONG OUVAUIKWY DOKIYWY CUMPTTIEONG

o€ TTOAAG deiypaTa.
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vil. Mapaprtnua

1. NapdpTnua A

210 TTapdpTnpa A TrapoucidldovTal ol 0dnyieg TTPOETOINATIAg yia KABe oTddIo TNG dig-

Eaywyng evog treipdpaTtog PETpnong ammodoéunong.

i. MNpoertolpacia didTagng
1. Hdidragn, n Bdon £€dpaong delyudTwy Kal Ol POPEIG CUPTTIEONG KaBapidovTal
TIPOCEKTIKA PE aiBavoAn 70% Kal aTTOAUPAVTIKO.
2. ToTroBeTOUVTAI OTOV ETTWACTHPA KAl ATTOOTEIPWVOVTAI JE TRV XPROoN OKTIVORo-
Aiag UV, yia ~30AeTrTd.
3. H diatagn pével oTov emwacTrpa yia 1 nuépa, woTe va €pBel o€ BEPUIKA 100p-
poTTia.
4. Mion wpa TTpIv atrd TNV £vapén Tou TTEIPAPaTog, o alodntipag Aéilep TiBeTal
o€ AgIToupyia, woTe va TTPoBepuabEi.
ii. TpoeToipyacia yEAng ayapolng
MpogToipadovral 500ul ayapdlng 2% yia Ta 24 TTnyadia
1. ZuyiCetai n ayapdln o€ okovn (0,3369g) kai TTpoaTiBeTal o€ vepou TUTTOU |
(16.8ml).
2. TotroBeteital o€ payvnTikO avadeutripa o€ Bepuokpaacia yia repitrou 30°

3. MOAIg 1o didAupa yivel diagavo n ayapaodn ival £Toiun.
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. Ooo cival akdpa peucTr) TOTTOBETEITAI OTO ECWTEPIKO KABE TTNyadiou TnG TTAG-

Kag 24“V Trnyadiwyv Kal aQAVETAl VO OTEPEOTTOINOEI.

. 2Tn OUuvEXEIa avoiyovTtal oTTéEG 3mm e biopsy punch, oTo kévTpo KGBe TTnya-

dl10U, hE TNV XPAOoN 1I8I00UCKEUNG TToU £6A0@AAifel eUBUYPANPION Kal KOBETO-

nTOQ.

. H ayapoln ammooTteipwvetal pe akTivoBoAia UV yia trepitrou 30 kai gival £Toiun

Va XPNOIYOTToINBE yia TV TOTTOBETNON BEIYUATWV.

Ko1rl Kal TTpoEToIpacia SEIYUATWY

. To doxeio OUANOYNG XEIPOUPYIKWYV DEIYUATWY TTOU TTEPIEXEI TNV KEPAAN 10XioU

ToTroBeTEITAI OTOV BGAANO vNUaTIKAGS por¢ (Laminar flow hood), agou weka-

oTei e aIBavoAin 70%.

. H kepahn tomroBeteital o€ TpuBAio TéTI (petri dish) kai TTAéEveTal ue PBS+P/S

ME TN Xprion mreTTag MNMaoTtép.

. H kepahn petagéperal o karvoupyio TpuPAio téTpl (petri dish) é1rou k6BovTal

opPIZOVTIEG TOMEG TOU I0TOU ATTO TNV ETTIBUUNTH TTEPIOXN.

. O apBpIkdG x6vOPOG TToU £XEI KOTTEI HETAPEPETAI O€ TPITO TPURAIO TTETPI (petri

dish), 6TTou agou avayvwpioTei n eTIQAvEIaKN {Wvn, TTPOCTIOETAI

DMEM+P/S+AMPB.

. Mg 1n xprion biopsy punch 3mm k6BovTal deiypata avtioToixng diauETPOU

aTTO TO ONUEIA TTOU N TOPN €XEl TO TTARPEG UYWOG TNG.

. Kataypd@etal 1o akpIBES UWog Twv SEIYHNATWY TTOU €XOUV KOTTEI, apoU YETPN-

Bouv pe TTaxUUETPO.
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7. KdaBg dciypa apou peTpnOei TOTTOBETEITAI, TIPOCEKTIKA WOTE VA €ival YWWOTH N
B€on TnNG em@aveIakng wvng, oTnV UTTodoX ayapoldng TTou £xel dnuioupynoEi
yI' auTd TOV OKOTTO OTNV TTAAKQO 24V TTnyadiwy.

8. g KABe 1Tnyadi rpooTiBeTal didAupa BpetrTikou DMEM kai Tou dieyépTn TTOU
EXEI ETTIAEYEI yIA TO TTEipAUA.

9. H Bdon £€dpaong delyPATWY KAl OI IVTEVTOPEG HETAPEPOVTAI ATTO TOV ETTWA-
otipa (incubator) otov 6GAauo vnuatikig pong (Laminar flow hood).

10. H mAdka 24V Tinyadiwy eioayetal otnv Baon €dpaong deIYUATWY Kal Ol IVTE-
VTOPEG TOTTOBETOUVTAI XEIPOKIVNTA, OTIG OTTEG TNG BAong £dpaong OEIyUATWY,
WOTE VA £PYXOVTAI O€ ETTAPI YE TNV ETTIPAVEIA TWV OEIYUATWV.

11.H Bdon £€dpaong Twv deIyPNATWY TOTTOBETEITAI OTNV BIATAEN HECQ OTOV ETTWA-

otipa (incubator).

‘Evapén meipdpartog

1. AlaypdgeTal, Je TNV XPrion NAEKTPOVIKOU UTTOAOYIOTH ,TO TTEPIEXOPEVO TOU ap-
x€iou MILLIS.TXT ka1 DATA_0.TXT T1T0U €ival attToONKEUUEVA OTNV KAPTA PVA-
MNG SD, woTe unv epIEXOUV TTANPOPOPIES aTTO TTPONYOUUEVA TTEIPAUATA.

2. H képta pvriung SD Totrobeteital oTnv utrodoxn TTou UTTapXEl yI' auTév ToV
OKOTTO OTO KUKAWA.

3. O arduino nano cuvdéetal péow USB, pe NAeKTpoVIKO UTTOAOYIOTH) WOTE VA

MTTOPEI 0 XpoTng va BAETTEl TIG AapBavoueveg petTproel. (MpoalpeTiko)
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4. H akida Tou Tpo@podOTIKOU TOTTOBETEITAI OTNV UTTODOXI] TTOU UTTAPXEI OTO KU-

KAwa yI’ autd Tov oKoTTd Kal n didragn TiBeTal o€ Asimroupyia.

OAokARpwon TEIPAPATOG

1. MeTtd 10 TEAOG TOU TTEIPAUATOG, TEPUATICETAI N AsIToupyia TnG diaTagng, apai-
PWVTAG TNV OKidA TOU TPOPODOTIKOU ATTO TO KUKAWMA

2. Aoaipegital atrd TnVv didtagn n Bdon £€dpaong dEIYUATWV.

3. AkoAouBgital n diadikacia atréppIYnS Twv ATTOPAATWY TTOU TTPOEPXOVTAI aTTO
avopwTIvo dOTN.

4. Orivrévropeg kaBapidovral ye 10% bleach yia 20’ kal oTnv ouvéxela ye aiba-
VOAN 70%.

5. O1 yetpnoeig Tou TeIpdpaTog AdapBavovtal ue Tnv yop@n .txt apxeio amoé tnv

Kdpta uvAung SD.
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2. Napaptnua B

MapaTtiBeTal o KWdIKag arduino 0 0TToiog gival UTTEUBUVOCG yia TNV Kivnon Tou al-
odnTApa Tavw atod Tnv Bdon €dpaong delyudTwy, TNV ARWn Kai TRV aTToBNKEUCN UETPN-
OEWV.

#include <SD.h>
#include <AccelStepper.h>

AccelStepper stepperX(l, 4 ,5); //(1, step , dir), EasyDriver 1/8 microstep-
ping
AccelStepper stepperY(l, 6, 7);//A4988driver full step

const int resetPin = A5;
unsigned long milli=
const int enableX =
const int enableY
const int buttonY =
const int buttonX =
int fByte = 0;

int inByte = 0;

int 1 = 0;

int j = 0;

char stopByte;

int count=1;

int post count=1;
boolean Stop = true;
String filename = "data ";
int fileindex = 0;

’
’

0
2
3;
9
8

’

’

//functions for laser control
void laser():;

void getinfo();

void dataon () ;

void dataoff();

void setextinput();
void trigger () ;

voild scanrate () ;

void move down () ;
void move up();

void move right();
void experiment () ;
void scan();

void initi();

void init on first();
void metrisi();

void stopit();

int chipSelect = 10;
int newproject = 0;
void setup () {
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digitalWrite (resetPin, HIGH) ;
delay (200);
pinMode (resetPin, OUTPUT) ;

Serial.begin (115200) ;
stepperY.setMaxSpeed (10000.0) ;
stepperY.setAcceleration (5000.0) ;
stepperX.setMaxSpeed (10000.0) ;
stepperX.setAcceleration (5000.0);
pinMode (buttonX, INPUT) ;
pinMode (buttonY, INPUT) ;
pinMode (enableX, OUTPUT) ;
pinMode (enableY, OUTPUT)

I

digitalWrite (enableY, LOW) ;

digitalWrite (enableX, LOW) ;
//initialize;

Serial.print ("Initializing SD card...");

// see if the card is present and can be initialized:
if (!SD.begin(chipSelect)) {
Serial.println("Card failed, or not present");
return;
}
Serial.println("card initialized.");
if (newproject) SD.remove("millis.txt"); else {
File dataFile = SD.open("millis.txt");
if (datafFile) {
int mil[10];
int 1 = 0;
while (dataFile.available()) {
int data = dataFile.read();
if (data >= 48 && data <= 57) {
mil[i] = data-48;
i++;
}
else break;
}
int k=0;
for (int j=i-1; 3>=0; j--){
milli=milli+mil[j]*pow(10,Kk);
k++;
}
milli++;
dataFile.close();
}
}
delay (600) ;
laser () ;
setextinput () ;
delay (200) ;
laser () ;
scanrate () ;
delay (200);
laser () ;
settime () ;
delay (200) ;
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}

laser () ;
getinfo();

// Experiment Begining
Serial.println("Starting experiment..");
initi(); //steilto sthn arxh na akoumphsei kai ta duo buttons
init on first(); //steilto apo ekei sto kentro toy lou post
delay (500);

experiment () ;

delay (500);

Serial.println("End of experiment :)");
initi();

delay (500);

//Experiment End

//FINAL RESET
SD.remove ("millis.txt");
File myFile = SD.open("millis.txt", FILE WRITE);
if (myFile) {

Serial.print ("Writing to millis.txt...");

myFile.println(milli+millis());

// close the file:
myFile.close();
} else {
// 1if the file didn't open, print an error:

Serial.println("error opening millis.txt");

}

digitalWrite (resetPin, LOW);

void loop ()

{

}

//subrutines
void init on first() //initialize over 1st posts center. Oles oi routines
8ewroun arxh auto

{

}

digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (-6500) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY, HIGH);
delay (500);

digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.move (11700) ;
stepperX.runToPosition () ;
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
delay (500);

void move down () //Move from one post's center to the other's.

{

digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (-31000) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY, HIGH) ;
delay (500);
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stopit();
}

void move right() //Move from one post's center to the other's.
{

digitalWrite (enableX, LOW) ;

stepperX.move (31050) ;

stepperX.runToPosition () ;

digitalWrite (enableX, HIGH) ;

delay (500);

stopit();
}
void move up() //Move from one post's center to the other's.
{

digitalWrite (enableY, LOW) ;

stepperY.move (31000) ;

stepperY.runToPosition () ;

digitalWrite (enableY, HIGH) ;

delay (500);

stopit ()
}
void experiment () //consider laser initialized over the first post's center
{
count=1;
post count=1;
checkl:
scan () ;
post count=post count+l;
move_ down () ;
if (post_count<3)
{
goto checkl;
}
scan () ;
move_ down () ;
scan () ;
post count=post count+l;
move right();
scan () ;
check?2:

post count=post count+l;
move up () ;
scan () ;
if (post count<7)
{
goto check2;
}
post count=post count+l;
count=count+1l;
if (count<4 )
{
move right();
post count=1;
goto checkl;
}
stopit ()
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delay (1000) ;
}

void scan () {

digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (3500);//3700
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY, HIGH) ;
delay (1000) ;

stopit();

metrisi();

digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (-1700) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY,HIGH) ;
delay (200) ;

digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.move (3200) ;
stepperX.runToPosition () ;
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
delay (1000) ;

stopit ()

metrisi();

digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (-1800) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY, HIGH) ;
delay (200);

digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.move (300) ;
stepperX.runToPosition () ;
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
delay (1000) ;

stopit();

metrisi();

digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.move (-300) ;
stepperX.runToPosition () ;
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
delay (200) ;

digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (-1800) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY, HIGH) ;
delay (1000) ;

stopit ()

metrisi();

digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.move (-3200) ;
stepperX.runToPosition () ;
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
delay (200) ;

digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (-1700) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY,HIGH) ;
delay (1000) ;
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stopit();
metrisi();
digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (1700) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY, HIGH) ;
delay (200);
digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.move (-3200) ;
stepperX.runToPosition () ;
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
delay (1000) ;
stopit () ;
metrisi();
digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (1800) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY, HIGH) ;
delay (200);
digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.move (-300) ;
stepperX.runToPosition () ;
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
delay (1000) ;
stopit ()
metrisi();
digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.move (300) ;
stepperX.runToPosition () ;
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
delay (200);
digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (1800) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY, HIGH) ;
delay (1000) ;
stopit ()
metrisi();
digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.move (3200) ;
stepperX.runToPosition () ;
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.move (-1800) ;
stepperY.runToPosition () ;
digitalWrite (enableY,HIGH) ;
delay (600);

}

void metrisi () {
long input;
for (int i=0; i<64; i++) Serial.read():;

while (1) {
if (Serial.read() == 13) break;
}
input = Serial.parselnt();
while (input > 17000 || input<1000) input = Serial.parselnt(); //correc-

tion 4 first problematic values and wrong readouts due to buffer overfilling
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for (int 1=0; 1<50; 1i++){
if (input >1000 && input < 10000) break;

input = Serial.parselnt();
}
String timestamp = "";
unsigned long mil = milli+millis();

unsigned long hours = mil/3600000;
mil = mil - hours*3600000;
unsigned long minutes = mil/60000;
mil = mil - minutes*60000;
unsigned long seconds = mil/1000;
mil = mil - seconds*1000;
timestamp += " ";
timestamp += hours;
timestamp += ":";
timestamp += minutes;
timestamp +=":";
timestamp +=seconds;
String output ="";
if (input < 16367) {
output += input;
output += timestamp;
}
else{
output +="Error meas";
output += timestamp;
}
Serial.println (output) ;
File file;
file = SD.open (filename + fileindex + ".txt", FILE WRITE);
if (file) {
file.println (output) ;
file.close();

}

}

void stopit () {

//while (digitalRead (buttonX) == LOW || digitalRead (buttonY) == LOW) {
digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.setSpeed (0) ;
stepperX.runSpeed() ;
digitalWrite (enableX, HIGH);
digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.setSpeed(0) ;
stepperY.runSpeed() ;
digitalWrite (enableY, HIGH);

}

void laser () {
Serial.write(
Serial.write(
Serial.write(
Serial.write(
Serial.write(
Serial.write(
Serial.write (
Serial.write (
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void getinfo () {
Serial.write (
Serial.write (

(

(

);
).

I

I

Serial.write

3
7
0
Serial.write (2

’

2
3
)
)

}

void dataon () {
Serial.write
Serial.write

(32);

(119);
Serial.write (

(

’

’

32
11
0)
Serial.write (2)

}

void dataoff () {
Serial.write(32);
Serial.write(118);
( -
(

’

Serial.write

3
1
0
Serial.write (2

’

2
1
)
)

}

void settime () {
Serial.write (32
Serial.write (24
Serial.write (0)
Serial.write(3);
Serial.write (0)
Serial.write (0)
Serial.write (0)
Serial.write (25

}

void setextinput () {
Serial.write (32);
Serial.write (244);
Serial.write(
Serial.write(
Serial.write(
Serial.write(
Serial.write(
Serial.write(

}

void scanrate ()
Serial.write
Serial.write
Serial.write
Serial.write
Serial.write
Serial.write
Serial.write
Serial.write

}

volid initi(){

while (digitalRead(buttonX) == LOW || digitalRead (buttonY) == LOW) {
if(digitalRead (buttonY) == LOW)
{
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digitalWrite (enableY, LOW) ;
stepperY.setSpeed (5000) ;
stepperY.runSpeed () ;
}
else(
digitalWrite (enableY, HIGH) ;
}
if (digitalRead (buttonX) == LOW)
{
digitalWrite (enableX, LOW) ;
stepperX.setSpeed (-5000) ;
stepperX.runSpeed () ;
}
else{
digitalWrite (enableX, HIGH) ;
}
}
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