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1.      Εισαγωγή 
Υπάρχει σήµερα διαρκώς αυξανόµενη ανησυχία για την πιθανή µεταλλαξιγόνο και 

καρκινογόνο δράση ενός ευρέως φάσµατος γενοτοξικών παραγόντων στους οποίους εκτίθενται οι 
σύγχρονες κοινωνίες λόγω του τρόπου διαβίωσής τους και της απελευθέρωσης των παραγόντων 
αυτών στους εργασιακούς χώρους και στο περιβάλλον γενικότερα. ∆υστυχώς όµως υπάρχουν 
πολύ λίγες µεθοδολογίες µε τις οποίες µπορούν να µετρηθούν άµεσα οι µεταλλάξεις και 
γενικότερα οι βλάβες που επάγονται στο ανθρώπινο γονιδίωµα. Ορισµένες άµεσες τεχνικές 
βασίζονται στην παρατήρηση αλλαγών που επάγονται στα χρωµoσώµατα µε τη χρήση οπτικού 
µικροσκοπίου. Οι αλλαγές αυτές περιλαµβάνουν αφενός εµφανείς θραύσεις και αναδιατάξεις 
τµηµάτων σε ένα χρωµόσωµα ή και µεταξύ δύο ή και τριών χρωµoσωµάτων. Αφετέρου 
περιλαµβάνουν σταθερές χρωµοσωµατικές αντιµεταθέσεις ή και αλλαγές που χαρακτηρίζονται ως 
ανταλλαγές των αδελφών χρωµατιδίων (Sister Chromatid Exchanges, SCEs). Οι ανταλλαγές των 
αδελφών χρωµατιδίων είναι αµοιβαίες, συµµετρικές ανταλλαγές αλληλουχιών DNA, σε οµόλογες 
θέσεις ανάµεσα στα αδελφά χρωµατίδια, στο στάδιο των τεσσάρων κλώνων κατά την αντιγραφή 
του DNA. Οι χρωµοσωµατικές αλλοιώσεις και οι ανταλλαγές των αδελφών χρωµατιδίων 
θεωρούνται ως δείκτης τόσο της βλάβης του DNA όσο και της αποτελεσµατικότητας των 
επιδιορθωτικών µηχανισµών του κυττάρου που εµπλέκονται άµεσα ή έµµεσα µε την ανάπτυξη 
κυτταρικών δυσλειτουργιών ή ακόµη και διαδικασιών καρκινογένεσης. Για τον λόγο αυτό, η 
συχνότητα τους σε µεταφάσεις λεµφοκυττάρων του περιφερικού αίµατος έχει ευρέως 
χρησιµοποιηθεί µέχρι σήµερα τόσο για τον έλεγχο της έκθεσης σε φυσικούς και χηµικούς 
γενοτοξικούς µεταλλαξιγόνους και καρκινογόνους παράγοντες, που είναι δυνατόν να 
απελευθερώνονται σε εργασιακούς χώρους και στο περιβάλλον γενικότερα, όσο και για την 
εκτίµηση της επικινδυνότητάς τους. Η δυνατότητα εποµένως παροχής επιστηµονικά έγκυρων και 
τεχνικά αξιόπιστων υπηρεσιών µέτρησης χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων, µε κριτήρια ανάλυσης 
που αναφέρονται στο πρότυπο ISO 19238, είναι θεµελιώδους σηµασίας. 

Η µέτρηση της απορροφουµένης δόσης, µέσω φυσικών (Φυσική ∆οσιµετρία) ή 
χρωµοσωµατικών µεθόδων (Βιολογική ∆οσιµετρία), επιβεβαιώνει αφενός την έκθεση σε 
γενοτοξικούς παράγοντες και αφετέρου συµβάλλει στην εκτίµηση της επικινδυνότητας της. 
Γνωρίζοντας τη δόση, η εκτίµηση της επικινδυνότητας αναφέρεται στην αναµενόµενη αύξηση της 
συχνότητας εµφάνισης συµπτωµάτων ή και νεοπλασµατικών νοσηµάτων που ενδεχοµένως να 
προκύπτουν βάσει επιδηµιολογικών µελετών. Η µεθοδολογία αυτή προϋποθέτει ότι µια 
συγκεκριµένη δόση είναι εξίσου επικίνδυνη για όλα τα µέλη του πληθυσµού αδιακρίτως και ότι 
όλα τα µέλη του πληθυσµού εµφανίζουν την ίδια ευαισθησία στον υπό εξέταση γενοτοξικό 
παράγοντα. Υπάρχουν εντούτοις άτοµα µεταξύ των µελών του πληθυσµού που είναι ιδιαίτερα 
ευαίσθητα και έχουν περιγραφεί γενετικά σύνδροµα ή φορείς µεταλλαγµένων γονιδίων που 
χαρακτηρίζονται από αυξηµένη χρωµοσωµατική ακτινοευαισθησία, ενώ ταυτόχρονα εκφράζουν 
και γενετική προδιάθεση στην καρκινογένεση. Κατά την τελευταία δεκαετία οι ερευνητικές 
δραστηριότητες µετρολογίας στον τοµέα της βιοδοσιµετρίας έχουν εποµένως επικεντρωθεί στην 
εξατοµίκευση της επικινδυνότητας µιας υπερέκθεσης µε βάση την ενδογενή ακτινοευαισθησία και 
γενετική προδιάθεση στην καρκινογένεση των εκτιθεµένων ατόµων. Η κατανόηση των γενετικών 
παραγόντων που καθορίζουν αυξηµένη ευαισθησία είναι δυνατόν να αποτελέσει το απαραίτητο 
βιολογικό υπόβαθρο για την ανάπτυξη επιστηµονικά έγκυρων και τεχνικά αξιόπιστων υπηρεσιών 
µέτρησης χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων. Οι µετρήσεις αυτές θα συµβάλουν στην εκτίµηση 
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απορροφουµένων δόσεων και ανίχνευση µελών του πληθυσµού υψηλής επικινδυνότητας µε 
υπερευαισθησία σε γενοτοξικούς παράγοντες και ενδεχοµένως µε γενετική προδιάθεση στην 
καρκινογένεση.  

Στα πλαίσια αυτά, η παρούσα εργασία αναφέρεται στις κυτταρογενετικές µεθόδους που 
χρησιµοποιούνται ευρέως σήµερα για βιοδοσιµετρία και αξιολόγηση υπερεκθέσεων µετρώντας τα 
δικεντρικά χρωµοσώµατα σύµφωνα µε κριτήρια ανάλυσης που αναφέρονται στο πρότυπο ISO 
19238.  Κυρίως όµως επικεντρώνεται στις προσπάθειες της ερευνητικής µας οµάδας για την 
ανάπτυξη νέων και πιο αξιόπιστων µεθόδων ποιοτικού και ποσοτικού προσδιορισµού 
χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων σε λεµφοκύτταρα του περιφερικού αίµατος, η προτυποποίηση των 
οποίων κατά ISO είναι επιτακτική ανάγκη. Το νέο πρότυπο θα παρέχει οδηγίες στα εργαστήρια 
αναφοράς που θα εφαρµόζουν κυτταρογενετικές τεχνικές για αξιόπιστες εκτιµήσεις δόσεων και 
επιπτώσεων στην υγεία ατόµων του πληθυσµού µε µεθόδους βιοδοσιµετρίας. Τα διαπιστευµένα 
εργαστήρια θα πρέπει να έχουν την απαραίτητη οργάνωση, εξειδικευµένο προσωπικό και 
υποδοµή ώστε να είναι σε θέση να χειριστούν ακόµη και έκτακτες καταστάσεις ατυχηµάτων και 
υπερεκθέσεων σε γενοτοξικούς παράγοντες.  

 
 

2.  Βιοδοσιµετρία µε µεθόδους κυτταρογενετικής και µοριακής γενετικής νέας 
τεχνολογίας για την εκτίµηση της επικινδυνότητας υπερεκθέσεων παρελθόντων 
ετών 

  
Η κλασσική κυτταρογενετική µεθοδολογία δοσιµετρίας προϋποθέτει καλλιέργεια 

λεµφοκυττάρων περιφερικού αίµατος παρουσία µιτογόνων παραγόντων ώστε τα κύτταρα να 
προχωρήσουν στον κυτταρικό τους κύκλο και να γίνει δυνατή η ανάλυση χρωµοσωµατικών 
αλλοιώσεων στη µετάφαση, όπως δακτυλίων και δικεντρικών χρωµοσωµάτων (Εικόνα 1). Η 
συχνότητα εµφάνισης των αλλοιώσεων αυτών ανά κύτταρο είναι συνάρτηση της απορροφουµένης 
δόσης. Χρησιµοποιώντας αυτές ως δείκτη της έκθεσης η απορροφούµενη δόση προσδιορίζεται µέσω 
προτύπων καµπυλών αναφοράς οι οποίες έχουν κατασκευαστεί στο Εργαστήριο µας µετά από in 
vitro ακτινοβόληση περιφερικού αίµατος. Οι πρότυπες καµπύλες αναφοράς έχουν γενικά µορφή 
γραµµική-δευτεροβάθµια (Εικόνα 2):  
 

     Y = c + αD + βD2       
 
όπου Y ο αριθµός δικεντρικών χρωµοσωµάτων 
ανά κύτταρο, D η απορροφουµένη δόση 
ακτινοβολίας σε grays και α, β, συντελεστές 
που εξαρτώνται από παράγοντες όπως το είδος 
της ακτινοβολίας. Για υψηλού LET 
ακτινοβολίες ή παρατεταµένες εκθέσεις (µε 
διάρκεια µεγαλύτερη της µιας ηµέρας) ο 
συντελεστής β δε διαφέρει από το µηδέν. Όσον 
αφορά ολόσωµες οξείες εκθέσεις µεγαλύτερες 
από 0.05Gy, η µελέτη των επαγό-µενων 
δικεντρικών χρωµοσωµάτων προσδιορίζει την 
απορροφουµένη δόση ακτινοβολίας µε 
ικανοποιητική ακρίβεια (σε επίπεδο 
εµπιστοσύνης 95%) βάσει στατιστικής Poisson. 
Τα επαγόµενα από την ακτινοβολία δικεντρικά 
χρωµοσώµατα στα οποία βασίζεται η κλασσική 
αυτή µεθοδολογία βιοδοσιµετρίας είναι 
εντούτοις από τη φύση τους ασταθή. Αυτό 
οφείλεται στον πεπερασµένο χρόνο ζωής των 
λεµφοκυττάρων του περιφερικού αίµατος και 
στην αντικατάστασή τους µετά από 

Εικόνα 1: Μετάφαση λεµφοκυττάρου περιφερικού 
αίµατος µετά από έκθεση σε ιοντίζουσα ακτινοβολία 
(6Gy) και χρώση Giemsa. Στην εικόνα φαίνονται ένα 
τρικεντρικό χρωµόσωµα, δύο δικεντρικά, καθώς και 
άκεντροι δακτύλιοι και θραύσµατα χρωµοσωµάτων 
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πολλαπλασιασµό αρχέγονων κυττάρων κυρίως του µυελού των οστών. Η αντικατάσταση των 
λεµφοκυττάρων του περιφερικού αίµατος πραγµατοποιείται από νέα φυσιολογικά ή από 
λεµφοκύτταρα µε αλλοιώσεις που είναι όµως συµβατές µε την κυτταρική τους διαίρεση. Η 
αξιοπιστία εποµένως της κλασσικής µεθοδολογίας 
βιοδοσιµετρίας ελαττώνεται όσο αυξάνεται το 
χρονικό διάστηµα από την ηµέρα της υπερέκθεσης 
και ως εκ τούτου δεν προσφέρεται για την εκτίµηση 
δόσεων σε περιπτώσεις που έχει παρέλθει µεγάλο 
χρονικό διάστηµα από το ατύχηµα.  

∆εδοµένου ότι υπάρχουν οι αβεβαιότητες 
που προαναφέρθηκαν µε τη χρήση της συµβατικής 
µεθοδολογίας βιοδοσιµετρίας, θεωρήθηκε αναγκαία 
η ανάπτυξη µιας περισσότερο αξιόπιστης µεθόδου 
ιδιαίτερα για την αξιολόγηση ατυχηµάτων 
παρελθόντων ετών. Θεωρείται απαραίτητο σήµερα, 
να εκτιµηθούν αναδροµικά οι απορροφούµενες 
δόσεις (retrospective dosimetry) εκτιθεµένων 
ατόµων µε µεθόδους βιοδοσιµετρίας ώστε να 
χρησιµοποιηθούν στις επιδηµιολογικές µελέτες που 
διεξάγονται σχετικά µε τα απώτερα αποτελέσµατα 
των ακτινοβολιών στην υγεία των ατόµων αυτών. Οι 
έρευνες εποµένως για την ανάπτυξη µεθόδων 
βιοδοσιµετρίας και ιδιαίτερα για την αξιολόγηση 
ατυχηµάτων παρελθόντων ετών στράφηκαν στην ανίχνευση και ποσοτικοποίηση σταθερών 
χρωµοσωµατικών µετατοπίσεων που επίσης επάγονται µετά από έκθεση σε ιοντίζουσα 
ακτινοβολία. Οι αλλοιώσεις αυτές είναι ανακατατάξεις και µετατοπίσεις του χρωµοσωµατικού 
υλικού, τέτοιες ώστε το γονιδίωµα στο σύνολό του να παραµένει σταθερό. Είναι δηλαδή 
γονιδιακά ισορροπηµένες και είναι δυνατόν να ανιχνευτούν στα λεµφοκύτταρα του περιφερικού  
αίµατος συµβάλλοντας στην εκτίµηση της απορροφουµένης δόσης και µετά την πάροδο µεγάλου 
χρονικού διαστήµατος από ένα ατύχηµα. Οι σταθερές χρωµοσωµατικές µετατοπίσεις ή 
αντιµεταθέσεις είναι επιπλέον σηµαντικές διότι ο σχηµατισµός τους συνδέεται πιθανά µε τους 
µηχανισµούς καρκινογένεσης και η µελέτη τους θα µπορούσε να συνεισφέρει στη διελεύκανση 
της καρκινογόνου δράσης των ιοντιζουσών ακτινοβολιών.  

Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε αρχικά για την ανίχνευση των σταθερών χρωµασωµατικών 
αντιµεταθέσεων είναι η GTG-ζώνωση χρωµοσωµάτων µε Trypsin και Giemsa (Εικόνα 3,4), η 

οποία  
 

 

Εικόνα 2 
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Εικόνα 3:  Απεικόνιση χρωµοσωµάτων στη 
µετάφαση µε τη µέθοδο GTG-ζωνοποίησης µετά από 
καλλιέργεια λεµφοκυττάρων περιφερικού αίµατος 

Εικόνα 4: Φυσιολογικός συστατικός καρυότυπος 
άρρενος µε τη µέθοδο GTG-ζωνοποίησης 
χρωµοσωµάτων 

 
επιτρέπει τον αδιαµφισβήτητο καθορισµό κάθε χρωµοσώµατος. ∆οµικές εποµένως ατυπίες που 
αφορούν δύο ή περισσότερα χρωµοσώµατα και εµφανίζονται συνήθως σαν µετατοπίσεις ή 
ανταλλαγές χρωµοσωµατικού υλικού µπορούν να εντοπιστούν (Εικόνα 5). Η ανάλυση όµως µε 
την µέθοδο αυτή, αν και αναφέρεται σε σταθερές χρωµοσωµατικές αλλοιώσεις  που αφορούν το 
συνολικό γονιδίωµα ενός κυττάρου, είναι επίπονη και χρονοβόρα ιδιαίτερα όταν θα πρέπει να 

αναλυθούν εκατοντάδες κύτταρα χωρίς τη χρήση αυτόµατου αναλυτή καρυοτύπου. 
Για την ταχεία ανίχνευση και ποσοτικοποίηση 
των σταθερών χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων 
σε δείγµατα περιφερικού αίµατος µετά  από 
µια υπερέκθεση, ως εναλλακτικές της µεθόδου 
GTG-ζώνωσης χρωµοσωµάτων, 
χρησιµοποιήθηκαν κυτταρογενετικές µέθοδοι 
σε συνδυασµό µε τεχνικές µοριακής γενετικής 
νέας τεχνολογίας όπως η τεχνική FISH 
(Fluorescence in Situ Hybridization). Η 
µεθοδολογία αυτή επιτρέπει την οµοιόµορφη 
χρώση προεπιλεγµένων χρωµο-σωµάτων µε τη 
χρήση µοριακών ανιχνευτών (DNA probes) 
σηµασµένων µε φθορισµοφόρες ουσίες 
(fluorophores). Χρησιµοποιώντας διαφορε-
τικές φθορισµοφόρες ουσίες για τη χρώση των 
µη υβριδισµένων χρωµοσωµατικών περιοχών, 
γίνεται εύκολη η ανίχνευση µετατοπίσεων 
τµηµάτων των επιλεγµένων χρωµοσωµάτων 
από τη διχρωµία που παρουσιάζουν (Εικόνα 
6,7).  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Χρησιµοποιώντας ως βιολογικό δείκτη της έκθεσης τις χρωµοσωµατικές µετατοπίσεις που 
ανιχνεύονται µε τη µεθοδολογία FISH, η απορροφουµένη δόση µπορεί να προσδιορισθεί µέσω των 

Εικόνα 5: Απεικόνιση χρωµοσωµάτων στη µετάφαση 
µε τη µέθοδο GTG-ζωνοποίησης µετά τη δράση 
γενοτοξικών παραγόντων και την καλλιέργεια 
λεµφοκυττάρων περιφερικού αίµατος.  

Εικόνα 7Εικόνα 6, 
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προτύπων καµπυλών αναφοράς των οποίων η κατασκευή έγινε µε βάση την επισήµανση των 
χρωµοσωµάτων #1, 4 και 8 καθώς και των κεντροµεριδίων όλων των χρωµοσωµάτων µε ειδικούς 
DNA-ανιχνευτές. Με τη µεθοδολογία αυτή κατέστη δυνατή η διάκριση των σταθερών 
χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων από τις ασταθείς αλλοιώσεις, όπως τα δικεντρικά χρωµοσώµατα, 
στις οποίες εµπλέκονται τα προεπιλεγµένα χρωµοσώµατα. Η καµπύλη των σταθερών µετατοπίσεων 
για τα χρωµοσώµατα  #1, 4 και 8 συναρτήσει της δόσης που προέκυψε από in vitro πειράµατα γ-
ακτινοβόλησης περιφερικού αίµατος περιγράφεται ως εξής: 

Y = 0.43 + 6.64 D + 0.76 D2                           
Μετά από διεργαστηριακές συγκρίσεις µεταξύ του Εργαστηρίου µας και τριών ακόµη Εργαστηρίων 
Βιοδοσιµετρίας της Ευρωπαϊκής Ενωσης κατασκευάστηκε κοινή πρότυπη καµπύλη αναφοράς 
(Savage et al., 2000) η οποία χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό αναδροµικά των 
απορροφουµένων δόσεων ακτινοβολίας εργαζοµένων στο Ρωσικό πυρηνικό εργοστάσιο Mayak 
(Bauchinger et al., 2001).  

Για την αντιµετώπιση όµως ατυχηµάτων µε ιοντίζουσες ακτινοβολίες όπου υπάρχει 
επιτακτική ανάγκη άµεσου προσδιορισµού των απορροφουµένων δόσεων των υπερεκτιθέµενων για 
τη λήψη καταλλήλων µέτρων ακτινοπροστασίας ή ιατρικής περίθαλψης, αναπτύχθηκε από το 
Εργαστήριό µας η µέθοδος της πρόωρης χρωµοσωµατικής συµπύκνωσης (PCC) (Εικόνα 8,9) σε 
συνδυασµό µε τη χρώση  

 

  
Εικόνα 8:  Επαγωγή πρόωρης χρωµοσωµατικής 
συµπύκνωσης µε τη µέθοδο της κυτταρικής σύντηξης 
λεµφοκυττάρων και µιτωτικών της σειράς CHO. Τα 
φυσιολογικά λεµφοκύτταρα στο περιφερικό αίµα 
(φάση Go) έχουν 46 µονοχρωµατιδιακά χρωµοσώµατα 
 

Εικόνα 9: Επαγωγή πρόωρης χρωµοσωµατικής 
συµπύκνωσης µε τη µέθοδο της κυτταρικής σύντηξης 
Go λεµφοκυττάρων και µιτωτικών της σειράς CHO. Τα 
λεµφοκύτταρα στο περιφερικό αίµα παρουσιάζουν 
εµφανείς χρωµοσωµατικές αλλοιώσεις µετά την έκθεσή 
τους σε γενοτοξικούς παράγοντες. 

των κεντροµεριδίων (C-banded PCCs) (Pantelias et al., 1993). Με τη µέθοδο αυτή είναι δυνατή η 
απευθείας ανάλυση χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων σε µεσοφασικά χρωµοσώµατα λεµφοκυττάρων 
περιφερικού αίµατος, αποφεύγοντας έτσι την καθυστέρηση των 48 ωρών και τις επιπλοκές από την 
καλλιέργεια του περιφερικού αίµατος. Εντούτοις και η τεχνική αυτή βασίζεται στην ανίχνευση και 
ποσοτικοποίηση δακτυλίων και δικεντρικών χρωµοσωµάτων που είναι ασταθείς αλλοιώσεις και 
µειώνονται µε την πάροδο του χρόνου. Η ευαισθησία και αξιοπιστία της µεθόδου αυτής ελαττώνεται 
επίσης όσο αυξάνεται το χρονικό διάστηµα από την ηµέρα που συνέβη το ατύχηµα 
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Η συνδυασµένη όµως µεθοδολογία PCC-FISH που χρησιµοποιήθηκε στο Εργαστήριο µας 
αποδείχθηκε περισσότερο κατάλληλη για την εκτίµηση της απορροφουµένης δόσης σε περιπτώσεις 
έκτακτης ανάγκης αυξάνοντας το εύρος ευαισθησίας της µεθόδου. Οι σταθερές χρωµοσωµατικές 
µετατοπίσεις στα PCC αποδείχθηκαν ευκολότερα ανιχνεύσιµες µε FISH εξαιτίας της χρωµατικής 
επισήµανσης των επιλεγµένων χρωµοσωµάτων. Ιδιαίτερα σε µεγάλες δόσεις ολόσωµης 
ακτινοβόλησης, όπου τα λεµφοκύτταρα είναι αδύνατον να επιτελέσουν κυτταρικό κύκλο για να 
φθάσουν και να αναλυθούν στη µετάφαση, η µεθοδολογία PCC-FISH προσφέρει τη µοναδική, 
γρήγορη, ευαίσθητη και αξιόπιστη εκτίµηση της απορροφουµένης δόσης ακτινοβολίας. Στην 
περίπτωση έκθεσης µέρους µόνο του σώµατος σε µεγάλη δόση ακτινοβολίας, η µεθοδολογία αυτή 
προσφέρει τη µόνη αξιόπιστη εκτίµηση της απορροφουµένης δόσης αφού δίνει τη δυνατότητα 
ανίχνευσης και ανάλυσης των λίγων αλλά σοβαρά αλλοιωµένων κυττάρων. Σε αντίθεση, 
καλλιέργεια δείγµατος περιφερικού αίµατος και ανάλυση των χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων στη 
µετάφαση δεν είναι δυνατόν να οδηγήσει σε αξιόπιστα συµπεράσµατα. Τα σοβαρά αλλοιωµένα 
κύτταρα θα παρουσιάσουν καθυστέρηση στον κυτταρικό τους κύκλο µε αποτέλεσµα τα 
λεµφοκύτταρα που θα αναλυθούν στη µετάφαση µετά από 48 ώρες καλλιέργειας θα είναι στην 
πλειοψηφία τους µη ακτινοβοληµένα. 

Συµπερασµατικά, η µέθοδος FISH τόσο σε µεταφασικά όσο και σε µεσοφασικά 
χρωµοσώµατα περιφερικού αίµατος, σε συνδυασµό µε ζώνωση χρωµοσωµάτων, συµβάλλει στην 
αξιολόγηση υπερεκθέσεων και την εκτίµηση δόσεων και κινδύνου καρκινογένεσης. Η ανίχνευση 
σταθερών χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων, η ταυτοποίηση στη συνέχεια των αλλοιώσεων αυτών µε 
ζώνωση χρωµοσωµάτων και η δυνατότητα εντοπισµού κλώνου κυττάρων, που να σχετίζεται άµεσα 
ή έµµεσα µε συγκεκριµένο νεοπλασµατικό νόσηµα, θα συµβάλλουν ουσιαστικά στην εκτίµηση της 
επικινδυνότητας µιας υπερέκθεσης. Η προσέγγιση αυτή, αποτελεί την πλέον ευαίσθητη και 
αξιόπιστη µεθοδολογία βιοδοσιµετρίας σήµερα που µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε καθηµερινή βάση 
για σκοπούς ακτινοπροστασίας (ΙΑΕΑ, 2001). 

 

3. Μηχανισµοί ακτινοευαισθησίας στο µοριακό και κυτταρογενετικό επίπεδο 

Η γνώση των παραγόντων που καθορίζουν την ακτινοευαισθησία και ιδιαίτερα τη 
χρωµοσωµατική, είναι δυνατόν να αποτελέσει το απαραίτητο βιολογικό υπόβαθρο για την ανάπτυξη 
µεθοδολογιών ώστε να εντοπίζονται µέλη του πληθυσµού που εµφανίζουν υπερευαισθησία στις 
ιοντίζουσες ακτινοβολίες. Ειδικότερα σε περιπτώσεις ατυχηµάτων µε ιοντίζουσες ακτινοβολίες η 
µέτρηση της χρωµοσωµατικής ακτινοευαισθησίας του εκτιθέµενου θα συµβάλλει µε µοναδικό τρόπο 
στην κατάταξή του ή όχι σε οµάδα του πληθυσµού υψηλής επικινδυνότητας. Για την κατανόηση των 
παραγόντων αυτών που καθορίζουν τη διακύµανση της ακτινοευαισθησίας µεταξύ ατόµων του 
πληθυσµού, θεωρήθηκε κατ’ αρχήν απαραίτητη η µελέτη των µηχανισµών που διέπουν τη 
διακύµανση της ακτινοευαισθησίας στο κυτταρογενετικό επίπεδο και ιδιαίτερα στις διαφορετικές 
φάσεις του κυτταρικού κύκλου. Συγκεκριµένα, στο πλαίσιο των ερευνητικών δραστηριοτήτων του 
Εργαστηρίου Υγειοφυσικής στον τοµέα αυτό εξετάστηκε η εξής υπόθεση: Παράγοντες του 
κυτταρικού κύκλου όπως συµπλέγµατα κυκλινών p34cdc2 και η ενεργότητα των H1 και Η3 κινασών  
που ρυθµίζουν τη βιοχηµική διαδικασία της φωσφορυλίωσης και αποφωσφορυλίωσης της 
χρωµατίνης, επηρεάζουν τη µετατροπή των DNA αλλοιώσεων σε χρωµοσωµατικές αλλοιώσεις και 
καθορίζουν την ενδογενή ακτινοευαισθησία στο κυτταρικό επίπεδο. Τα αποτελέσµατα της έρευνας 
ενισχύουν την υπόθεση ότι µετά από έκθεση σε ακτινοβολία η έναρξη και η αποτελεσµατικότητα 
της συµπύκνωσης και αποσυµπύκνωσης της χρωµατίνης παίζουν καθοριστικό ρόλο στη µετατροπή 
των DNA αλλοιώσεων σε χρωµοσωµατικές αλλοιώσεις. Η µετατροπή αυτή ρυθµίζεται από 
παράγοντες του κυτταρικού κύκλου και ίσως αποτελεί την εξήγηση της διακύµανσης της 
ακτινοευαισθησίας τόσο µεταξύ των διαφόρων φάσεων του κυτταρικού κύκλου όσο και µεταξύ 
διαφορετικού είδους κυττάρων (Pantelias 1993, Terzoudi and Pantelias, 1997). Η προτεινόµενη 
διαδικασία µετατροπής των µοριακών αλλοιώσεων σε χρωµοσωµατικές από παράγοντες που 
ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο είναι γενετικά καθορισµένη και συνεπώς µετά από γενετική 
τροποποίηση ή έκθεση σε µεταλλαξιγόνους παράγοντες είναι δυνατόν να διαφοροποιηθεί. Τα 
δεδοµένα αυτά συµβάλλουν στην κατανόηση όχι µόνο των µηχανισµών σχηµατισµού 
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χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων αλλά και της διακύµανσης της ακτινοευαισθησίας µεταξύ των 
διαφόρων φάσεων του κυτταρικού κύκλου. Επιπλέον ενδεχοµένως να συµβάλλουν και στη 
διευκρίνιση της φύσης της διαφορετικής ακτινοευαισθησίας µεταξύ των µελών του πληθυσµού. 
(Terzoudi et al., 2005).   

 
 

4. Ανίχνευση ατόµων του πληθυσµού µε αυξηµένη ευαισθησία στις ιοντίζουσες ακτινοβολίες 
 

Η αυξηµένη ευαισθησία στις ιοντίζουσες ακτινοβολίες πιθανά σχετίζεται µε την παρουσία 
µεταλλαγµένων γονιδίων και αυξάνονται καθηµερινά οι ενδείξεις για κληρονοµική µεταβίβαση των 
γονιδίων αυτών. Η άµεση ανίχνευση των γονιδίων αυτών σε µέλη του πληθυσµού θα συνέβαλλε 
σηµαντικά στην προσπάθεια ανάπτυξης µιας µεθόδου ανίχνευσης ατόµων του πληθυσµού µε 
αυξηµένη ευαισθησία στην ακτινοβολία. Αυτό προϋποθέτει όµως ότι τα συγκεκριµένα γονίδια έχουν 
καθοριστεί και κλωνοποιηθεί. Επιπλέον, η εκδήλωση αυξηµένης ακτινοευαισθησίας ενδεχοµένως να 
µην είναι αποτέλεσµα µετάλλαξης ενός µόνο γονιδίου αλλά συνεργίας πολλών. Η προσέγγιση 
εποµένως του προβλήµατος µε άµεση ανίχνευση γονιδίων που προδιαθέτουν σε αυξηµένη 
ακτινοευαισθησία γίνεται ακόµη πιο δύσκολη.  

Εναλλακτικές λύσεις αποτελούν οι επιγονιδιακές εκφράσεις και συνεπαγόµενα φαινόµενα στο 
µοριακό, χρωµοσωµατικό, ή κυτταρικό επίπεδο µετά από έκθεση σε ιοντίζουσες ακτινοβολίες. Μία 
από τις ενδείξεις αυτές αποτελεί η αποτελεσµατικότητα επεξεργασίας και µετατροπής των βλαβών 
που επάγονται στο DNA που αξιολογείται π.χ. µε βάση τις εναποµένουσες χρωµοσωµατικές 
αλλοιώσεις µετά από ακτινοβόληση στη G2 φάση του κυτταρικού κύκλου. Τα φαινόµενα 
φωσφοριλίωσης και συµπύκνωσης της χρωµατίνης καθώς το κύτταρο προετοιµάζεται για τη 
µιτωτική του διαίρεση, λαµβάνουν χώρα ως επί τω πλείστον κατά τη διάρκεια της G2 φάσης του 
κυτταρικού κύκλου και πιθανότατα εξηγούν την αυξηµένη ενδογενή ακτινοευαισθησία της φάσης 
αυτής. Μία από τις ενδείξεις εποµένως της εν γένει ακτινοευαισθησίας του ατόµου αποτελεί η µη 
αποτελεσµατική επεξεργασία των βλαβών που επάγονται στο DNA µετά από ακτινοβόληση στη G2 
φάση που αξιολογείται µε τις εναποµένουσες χρωµατιδικές αλλοιώσεις στη µετάφαση (Εικόνα 
10,11). Η αυξηµένη ακτινοευαισθησία ενός εκτιθέµενου σε περίπτωση ατυχήµατος µε ιοντίζουσες 
ακτινοβολίες προφανώς οδηγεί σε διαφορετική συχνότητα θραυσµάτων χρωµατίδης µετά από 
έκθεση των κυττάρων του ατόµου στη φάση αυτή.  

Με στόχο την ανάπτυξη µιας ευαίσθητης µεθοδολογίας για την ανίχνευση αυξηµένης 
ευαισθησίας ατόµων του πληθυσµού στις ιοντίζουσες ακτινοβολίες, µελετήθηκε η ενδογενής 
ακτινοευαισθησία της G2 φάσης του κυτταρικού κύκλου λεµφοκυττάρων του περιφερικού αίµατος.  

 

  
Εικόνα 10:  Απεικόνιση φυσιολογικών χρωµο- Εικόνα 11: Απεικόνιση χρωµατιδικών θραυσµάτων στη 
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σωµάτων στη µετάφαση µετά από χρήση της χρώσης 
Giemsa 
 

µετάφαση µετά από ακτινοβόληση στη G2 φάση για 
έλεγχο ακτινοευαισθησίας 

 
 Με τα αποτελέσµατα του G2-ελέγχου ακτινοευαισθησίας των λεµφοκυττάρων 
φυσιολογικών δοτών-µαρτύρων, διαπιστώθηκε ότι υπάρχει διακύµανση µεταξύ των µελών του 
πληθυσµού όσον αφορά τη χρωµοσωµατική ακτινοευαισθησία τους. Η µεθοδολογία που 
χρησιµοποιήθηκε είχε ικανοποιητική ευαισθησία ώστε να διακρίνει διαφορές µεταξύ φυσιολογικών 
ατόµων ως προς τη µετατροπή των DNA-αλλοιώσεων στη G2 φάση των λεµφοκυττάρων τους σε 
ορατές χρωµοσωµατικές αλλοιώσεις στη µετάφαση. Εκφράζει όµως η µέτρηση της G2-
ακτινοευαισθησίας µελών του πληθυσµού και την εν γένει ακτινοευαισθησίας τους; Για να 
απαντηθεί το ερώτηµα αυτό πραγµατοποιήθηκε έλεγχος της G2-ακτινοευαισθησίας λεµφοκυττάρων 
ασθενών µε νεοπλασµατικά νοσήµατα οι οποίοι εµφάνισαν οξείες ακτινικές αντιδράσεις κατά την 
ακτινοθεραπεία τους, ώστε να διαπιστωθεί ο συσχετισµός της in vitro G2-ακτινοευαισθησίας τους 
µε την αποδεδειγµένα αυξηµένη τους ευαισθησία στις ιοντίζουσες ακτινοβολίες. Στα διαφορετικά 
δείγµατα περιφερικού αίµατος που αναλύθηκαν, οι χρωµατιδικές αλλοιώσεις σαν αποτέλεσµα της 
G2-ακτινοβόλησης των λεµφοκυττάρων των ασθενών ήταν σηµαντικά αυξηµένες (σε επίπεδο 
σηµαντικότητας 99%) σε σχέση µε τα αντίστοιχα δείγµατα υγιών δοτών. Τα αποτελέσµατα αυτά 
συµφωνούν µε την προτεινόµενη υπόθεση ότι η υπερευαισθησία ενός ατόµου στις ιοντίζουσες 
ακτινοβολίες εκφράζεται µε αυξηµένη G2-ακτινοευαισθησία των λεµφοκυττάρων του. 
Υποδεικνύουν επιπλέον ότι σε περιπτώσεις ατυχηµάτων µε ιοντίζουσες ακτινοβολίες η µέτρηση 
αυξηµένης χρωµοσωµατικής ακτινοευαισθησίας του εκτιθέµενου θα συνέβαλε αποφασιστικά στην 
εξατοµίκευση της επικινδυνότητας του ατυχήµατος για τον συγκεκριµένο εκτιθέµενο.  

Η αναγκαιότητα ανίχνευσης αυξηµένης ακτινοευαισθησίας εµφανίζεται όµως όχι µόνο σε 
περιπτώσεις έκθεσης ατόµων σε ιοντίζουσες ακτινοβολίες λόγω ατυχήµατος ή επαγγελµατικής 
έκθεσης, αλλά και στην καθηµερινή πρακτική της Ακτινοθεραπείας. Έχουν αναφερθεί περιστατικά 
ασθενών που υπεβλήθησαν σε ακτινοθεραπεία µε το συνήθες θεραπευτικό πρωτόκολλο, δεδοµένου 
ότι ο θεράπων ιατρός δεν είχε ενδείξεις ότι ο ασθενής ανήκε σε κάποιο σύνδροµο γνωστό για την 
ακτινοευαισθησία που εκφράζει. Για παράδειγµα, ασθενής µε οξεία λεµφογενή λευχαιµία απεβίωσε 
µετά από ακτινοθεραπεία και εκ’ των υστέρων οι δραµατικές επιπτώσεις της ακτινοβόλησης 
αποδόθηκαν στην ανικανότητα των επιδιορθωτικών µηχανισµών των κυττάρων του να 
αντιµετωπίσουν αλλοιώσεις επαγόµενες από ακτινοβολία στο DNA (Badie et al., 1995 και 1996). 
Καθοριστικό παράγοντα της αντίδρασης του φυσιολογικού ιστού των εκτιθεµένων ατόµων αποτελεί 
η ενδογενής ακτινοευαισθησία των κυττάρων του (Tucker et al., 1992). Είναι γνωστό ότι κατά την 
ακτινοθεραπεία ασθενών µε νεοπλασίες, η πιθανότητα ελέγχου του κακοήθους νεοπλάσµατος 
αυξάνεται συναρτήσει της δόσης. Η ολική δόση που είναι δυνατόν να δοθεί σ’ ένα συγκεκριµένο 
όγκο περιορίζεται από την ακτινοευαισθησία του υγιούς ιστού που περιβάλλει τον όγκο. Επιπλέον, ο 
βαθµός ακτινικής αντίδρασης του υγιούς ιστού έχει παρατηρηθεί να διαφέρει σηµαντικά ακόµη και 
µεταξύ ασθενών στους οποίους χρησιµοποιήθηκαν πρωτόκολλα ακτινοθεραπείας µε πανοµοιότυπες 
φυσικογεωµετρικές παραµέτρους. Οι αντιδράσεις του υγιούς ιστού των ασθενών που περιβάλλει τον 
όγκο εκτείνονται γενικά από ήπιες έως εξαιρετικά σοβαρές και όπως έχει αναφερθεί κατά 
περίπτωση θανατηφόρες. Εκτός των ακραίων περιστατικών που αναφέρθηκαν παραπάνω, ένα 
σηµαντικό ποσοστό ασθενών µε νεοπλασίες που υποβάλλονται σε ακτινοθεραπεία εµφανίζει είτε 
οξείες ακτινικές αντιδράσεις, όπως έντονο ερύθηµα, απολέπιση του δέρµατος και οίδηµα, είτε 
απώτερες όπως ίνωση και τελαγγειεκτασία. Το ποσοστό αυτό εκτιµάται στο 5% του συνολικού 
αριθµού των ασθενών που υποβάλλονται σε ακτινοθεραπεία και µεταφράζεται σε 8.000 περίπου 
ασθενείς ανά έτος στις Ευρωπαϊκές χώρες. Είναι φανερό πως η γνώση του βαθµού ευαισθησίας των 
ασθενών στις ιοντίζουσες ακτινοβολίες θα δώσει τη δυνατότητα αύξησης του ελέγχου του 
κακοήθους νεοπλάσµατος και µείωσης των σοβαρών επιπλοκών που πολλές φορές ακολουθούν την 
ακτινοθεραπεία.  

Η προτεινόµενη µεθοδολογία εποµένως η οποία καθιστά δυνατή την µέτρηση ενδεχόµενης in 
vitro κυτταρικής υπερευαισθησίας του ατόµου, είναι δυνατόν να αποτελέσει ένα πολύ σηµαντικό 
βήµα στην προσπάθεια εξατοµίκευσης των πρωτοκόλλων ακτινοθεραπείας και να συµβάλλει στην 
ελαχιστοποίηση των ακτινικών αντιδράσεων στα ακτινοευαίσθητα άτοµα µειώνοντας τη δόση 
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ακτινοβολίας, αλλά και στον καλύτερο έλεγχο και αντιµετώπιση του κακοήθους νεοπλάσµατος στα 
ακτινοάντοχα άτοµα αυξάνοντας τη δόση.   

    
 
5. Ανίχνευση αυξηµένης ακτινοευαισθησίας ατόµων του πληθυσµού και γενετικής 

προδιάθεσης στην καρκινογένεση 
 
Η προτεινόµενη µεθοδολογία µέτρησης αυξηµένης ακτινοευαισθησίας χρησιµοποιώντας τη 

χρωµοσωµατική ακτινοευαισθησία της G2-φάσης λεµφοκυττάρων του περιφερικού αίµατος, αποκτά 
µεγαλύτερο ενδιαφέρον επιπλέον καθώς  υπάρχουν ενδείξεις ότι άτοµα του πληθυσµού µε αυξηµένη 
G2 ακτινοευαισθησία εκδηλώνουν και γενετική προδιάθεση στην καρκινογένεση (Sanford et al. 
1989, Scott et al. 1994 και 2000, Baria et al., 2001). Συγκεκριµένα, οι ερευνητικές δραστηριότητες 
του ερευνητικής µας οµάδας αποσκοπούσαν στον έλεγχο της υπόθεσης ότι κύτταρα µε προδιάθεση 
στην καρκινογένεση, σε σχέση µε υγιή κύτταρα, εµφανίζουν στη G2 αυξηµένη χρωµοσωµατική 
ακτινοευαισθησία. 

Για τον έλεγχο της ανωτέρω υπόθεσης εφαρµόστηκε η µεθοδολογία ανίχνευσης της G2-
ακτινοευαισθησίας σε δείγµατα περιφερικού αίµατος ασθενών µε νεοπλασµατικά νοσήµατα. Για 
όλες τις οµάδες ασθενών µε νεοπλασµατικά νοσήµατα παρατηρήθηκε αύξηση στο µέσο όρο των 
θραυσµάτων χρωµατίδης ανά κύτταρο από 50% έως 100%. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι τα 
δείγµατα που παρουσίασαν τις υψηλότερες τιµές G2-χρωµοσωµατικής ακτινοευαισθησίας προήλθαν 
από ασθενείς που, όπως ήδη έχει αναφερθεί, είχαν εκδηλώσει αυξηµένη ακτινοευαισθησία µε 
άµεσες ή απώτερες επιπτώσεις της ακτινοθεραπείας στην οποία υποβλήθηκαν. Γενικά τα 
αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι οι ασθενείς µε νεοπλασίες εκφράζουν κατά µέσο όρο αυξηµένη 
G2-ακτινοευαισθησία σε σχέση µε τους υγιείς δότες (Terzoudi et al., 2000). Η αυξηµένη G2 
ακτινοευαισθησία που παρατηρείται σε καρκινικά ή µε προδιάθεση στην καρκινογένεση κύτταρα 
έχει αποδοθεί σε µεταλλαγµένα γονίδια που επιδρούν ανασταλτικά στους επιδιορθωτικούς 
µηχανισµούς των κυττάρων (Sanford et al. 1989, Parshad et al. 1993). Παρέχουν µε τον τρόπο αυτό 
την απαιτούµενη χρωµοσωµατική αστάθεια η οποία, µε την παρουσία επιπλέον µεταλλάξεων σε 
γονίδια που ελέγχουν τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων, δύναται να είναι προάγγελος νεοπλασίας. 
Γενικά όµως η αυξηµένη ακτινοευαισθησία των κυττάρων αυτών είναι δυνατόν να προέρχεται από:  
α) αυξηµένο αρχικό χρωµοσωµατικό θρυµµατισµό,  β) αυξηµένη   χρωµοσωµατική αστάθεια,  γ) 
µειωµένη καθυστέρηση στη G2 φάση µετά από ακτινοβόληση, η οποία επιτρέπει λιγότερο χρόνο για 
επιδιόρθωση του DNA  δ) ενδογενή ανικανότητα επιδιόρθωσης αλλοιώσεων στο DNA και  ε) 
διαφορές στη µετατροπή των DNA αλλοιώσεων σε χρωµοσωµατικές υπό την επίδραση των MPF 
παραγόντων της G2 φάσης.  

 Τα αποτελέσµατα της έρευνας στον τοµέα αυτό υποστηρίζουν ότι µετά από έκθεση σε 
ακτινοβολία, καθοριστικό ρόλο στη µετατροπή των DNA αλλοιώσεων σε χρωµοσωµατικές 
αλλοιώσεις παίζουν η αποτελεσµατικότητα της συµπύκνωσης και αποσυµπύκνωσης της χρωµατίνης 
(Terzoudi and Pantelias, 1997). Ο µηχανισµός είναι ανταγωνιστικός της επιδιόρθωσης των 
αλλοιώσεων και στηρίζεται στους MPF παράγοντες της G2 φάσης του κυτταρικού κύκλου. Η 
προτεινόµενη διαδικασία µετατροπής των µοριακών αλλοιώσεων σε χρωµοσωµατικές από 
παράγοντες που ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο είναι γενετικά καθορισµένη και συνεπώς µετά από 
γενετική τροποποίηση ή έκθεση σε µεταλλαξιγόνους παράγοντες είναι δυνατόν να διαφοροποιηθεί. 
Τα δεδοµένα αυτά συµβάλλουν στη διευκρίνιση της φύσης της διαφορετικής G2-ακτινοευαισθησίας 
µεταξύ των µελών του πληθυσµού και προσφέρουν τη βάση µεθοδολογίας η οποία δύναται να 
εντοπίσει άτοµα ευαίσθητα στις ιοντίζουσες ακτινοβολίες που επιπλέον ενδεχοµένως βρίσκονται σε 
υψηλό κίνδυνο λόγω γενετικής προδιάθεσης στην καρκινογένεση (Terzoudi et al., 2000).    

Η κατανόηση των παραγόντων που καθορίζουν τη διαφορετική ακτινοευαισθησία των 
κυττάρων και κατ’ επέκταση των ατόµων του πληθυσµού, συνεισφέρει ουσιαστικά στην 
επιβεβαίωση και αξιολόγηση ενός ατυχήµατος, στην έγκαιρη λήψη µέτρων για την αντιµετώπιση 
των άµεσων βιολογικών επιπτώσεων καθώς και στο συσχετισµό της απορροφουµένης δόσης µε την 
εµφάνιση των απώτερων αποτελεσµάτων που κατά κοινή παραδοχή το σηµαντικότερο είναι η 
καρκινογένεση. Η προτεινόµενη µεθοδολογία G2-χρωµοσωµατικού ελέγχου για την µέτρηση 
αυξηµένης ακτινοευαισθησίας στο πλαίσιο αξιολόγησης µιας υπερέκθεσης, είναι δυνατόν να 
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συµβάλλει ουσιαστικά όχι µόνο στην εξατοµίκευση της επικινδυνότητας της υπερέκθεσης αλλά και 
στην ακτινοπροστασία γενικά του πληθυσµού (Manola et al., 2003).  
 
 
6. Νέα µέθοδος µέτρησης γενοτοξικής δράσης χηµικών παραγόντων που προκαλούν 

κυτταρική καθυστέρηση στη G2 φάση του κυτταρικού κύκλου 
 

Η κλασική µέθοδος µέτρηση της γενοτοξικής δράσης χηµικών παραγόντων µε ανάλυση 
ανταλλαγών των αδελφών χρωµατιδίων σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων in vitro 
διεξάγεται αποκλειστικά σε κύτταρα που βρίσκονται στη µετάφαση της δεύτερης µιτωτικής 
διαίρεσης (Εικόνα 12). Εποµένως, στην ανάλυση δεν συµπεριλαµβάνονται κύτταρα που έχουν 
καθυστερήσει π.χ. στην G2 φάση του κυτταρικού τους κύκλου λόγω της έκθεσής τους σε 
γενοτοξικούς παράγοντες. Είναι γνωστό εντούτοις ότι µετά από έκθεση σε υψηλές δόσεις ενός 
γενοτοξικού παράγοντα τα περισσότερα κύτταρα καθυστερούν στην G2 φάση του κυτταρικού 
τους κύκλου. Αυτό είναι ένα πολύ σηµαντικό µειονέκτηµα της κλασικής µεθοδολογίας και επειδή 
κατά κανόνα τα κύτταρα που εισέρχονται στη µετάφαση χωρίς καθυστέρηση είναι εκείνα µε τις 
λιγότερες αλλοιώσεις, η εκτίµηση της συχνότητας των ανταλλαγών των αδελφών χρωµατιδίων 
µετά από έκθεση σε υψηλές δόσεις είναι πρακτικά αδύνατο να πραγµατοποιηθεί. Εποµένως, η 
γενοτοξική δράση χηµικών και φυσικών παραγόντων, που βασίζεται µέχρι σήµερα στην κλασική 
κυτταρογενετική µεθοδολογία και τη συχνότητα των ανταλλαγών των αδελφών χρωµατιδίων σε 
µεταφασικά κύτταρα, ενδεχοµένως να υποεκτιµάται σηµαντικά. Επιπλέον, σηµαντικό 
µειονέκτηµα της κλασικής ανάλυσης ανταλλαγών αδελφών χρωµατιδίων αποκλειστικά σε 
κύτταρα που ευρίσκονται στη µετάφαση είναι και το γεγονός ότι, ακόµα και κάτω από αυστηρά 
ελεγχόµενες πειραµατικές συνθήκες, η συχνότητα των αυθόρµητων ανταλλαγών των αδελφών 
χρωµατιδίων είναι διαφορετική σε διαφορετικούς τύπους κυττάρων του ανθρώπου, όπως και 
άλλων οργανισµών, καθώς επίσης και µεταξύ των ατόµων ενός πληθυσµού.  

Στο Εργαστήριό µας το ενδιαφέρον εστιάζεται στην προσπάθεια ανάλυσης των 
ανταλλαγών των αδελφών χρωµατιδίων στη µεσόφαση και συγκεκριµένα στην G2 φάση του 

κυτταρικού κύκλου. Η ανάλυση στη 
µεσόφαση θα συµβάλλει ουσιαστικά αφενός 
στο να ξεπεραστούν τα µειονεκτήµατα που 
παρουσιάζει η κλασική µέθοδος ανάλυσης 
στη µετάφαση και αφετέρου στο να 
διευκρινιστούν οι µοριακοί µηχανισµοί 
επαγωγής ανταλλαγών των αδελφών χρωµα-
τιδίων και χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων εν 
γένει. Για τον σκοπό αυτό, έγινε χρήση της 
χηµικής ουσίας καλικουλίνης-Α (calyculin 
A), ενός ισχυρού αναστολέα των 
φωσφατασών τύπου 1 και 2Α, για την 
επαγωγή πρόωρης χρωµοσωµατικής 
συµπύκνωσης σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα 
περιφερικού αίµατος (Εικόνα 13, 14). Κατ’ 
αρχήν έγινε προτυποποίηση της 
µεθοδολογίας και εξετάστηκε κατά πόσον η 
κλασική µέθοδος µέτρησης στη µετάφαση 
υποεκτιµά την γενοτοξική δράση διαφόρων 
χηµικών περιβαλλοντικών παραγόντων 
(Terzoudi et al., 2003). Με την εφαρµογή 
της νέας µεθοδολογίας ξεπεράστηκαν οι 
αδυναµίες που εµφανίζει η κλασική µέθοδος 

µε στόχο: α) την εµπεριστατωµένη µελέτη παραγόντων καθώς και συνδυασµών τους που 
χαρακτηρίζονται ως πιθανά µεταλλαξιγόνοι και καρκινογόνοι β) τη διερεύνηση και κατανόηση 
των µηχανισµών δράσης τους γ) την κατανόηση των αποκλίσεων των αποτελεσµάτων από 

Εικόνα 12: Απεικόνιση ανταλλαγών αδελφών 
χρωµατιδίων λεµφοκυττάρων περιφερικού αίµατος 
στη µετάφαση µε τη µέθοδο FPG. Η σύσφιξη των 
χρωµατιδίων στο κεντροµερίδιο είναι χαρακτη-
ριστικό των µεταφασικών χρωµοσωµάτων. 
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διαφορετικά εργαστήρια που αναφέρονται στον χαρακτηρισµό της γενοτοξικής δράσης 
παραγόντων µε κυτταρογενετικές µεθόδους, που ενδεχοµένως οφείλονται σε µεθοδολογικούς και 
βιολογικούς παράγοντες, δ) την µελέτη της γενοτοξικής δράσης ορισµένων φυτοφαρµάκων, 
συνδυασµών τους καθώς και της χηµικής ουσίας της υδροκινόνης και ε) τη διερεύνηση της 
σχέσης πολυµορφισµού του γονιδίου GSTT1, που εµπλέκεται στην αποτοξικοποίηση ενεργών 
µεταλλαξιγόνων και καρκινογόνων ουσιών, µε τη συχνότητα των ανταλλαγών των αδελφών 
χρωµατιδίων που παρατηρείται στα λεµφοκύτταρα του περιφερικού αίµατος.  Συγκεκριµένα, µε τη 
νέα µέθοδο που αναπτύχθηκε στο Εργαστήριό µας ελέγχθηκε και αξιολογήθηκε η γενοτοξική 
δράση ευρέως διαδεδοµένων εντοµοκτόνων και ζιζανιοκτόνων όπως της Ατραζίνης, του 
Παρακουάτ, του Μανέµπ, της ∆ελταµετρίνης, του Κουζαλοφόπ, του Λινουρόν καθώς και 
συνδυασµού τους. Επιπλέον, µε τη µέθοδο ανάλυσης ανταλλαγών αδελφών χρωµατιδίων στην G2 
φάση αξιολογήθηκε και η γενοτοξική δράση της Υδροκινόνης µε στόχο την κατανόηση του 
µηχανισµού δράσης της καρκινογόνου αυτής χηµικής ουσίας. Εξετάστηκε επίσης εάν οι 
αποκλίσεις στη µέτρηση των ανταλλαγών των αδελφών χρωµατιδίων, που παρατηρούνται από 
άτοµο σε άτοµο, οφείλονται σε ενδογενείς διαφορές στην επεξεργασία των αλλοιώσεων που 
επάγονται στο DNA ή σε διαφορετική καθυστέρηση των αλλοιωµένων κυττάρων στην G2 φάση 
του κυτταρικού κύκλου και γενικά στη διαφορετική κινητική των λεµφοκυττάρων του 
περιφερικού αίµατος που παρουσιάζουν διαφορετικά άτοµα του πληθυσµού.  

  
Εικόνα 13:  SCEs σε G2-φάσης φυσιολογικό 
λεµφοκύτταρο 

Εικόνα 14: SCEs σε G2-φάσης λεµφοκύτταρο µετά από 
έκθεση σε 50 µgr/ml ατραζίνης 
 

 
Καθώς όλα τα χηµικά που µελετήθηκαν έχουν ενοχοποιηθεί για τη µεταλλαξιγόνο και 

πιθανή καρκινογόνο τους δράση, εξετάσθηκε τέλος σε ανθρώπινο γενωµικό DNA από κύτταρα 
του περιφερικού αίµατος, η σχέση πολυµορφισµού του γονιδίου GSTT1 µε τη µέτρηση των 
ανταλλαγών των αδελφών χρωµατιδίων που παρατηρείται στα λεµφοκύτταρα των υπό εξέταση 
ατόµων. Οι τρανσφεράσες της γλουταθειόνης S (GSTs) είναι µια οικογένεια κυτταροπλασµατικών 
ενζύµων που εµπλέκονται στην αποτοξικοποίηση ενεργών καρκινογόνων. Συγκεκριµένα, µε την 
αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR) εξετάστηκε αν τα άτοµα µε ελλειµµατικό GSTT1 
γονίδιο είναι επιρρεπή ή όχι στην αύξηση της συχνότητας των ανταλλαγών των αδελφών 
χρωµατιδίων που µετρούνται τόσο σε κύτταρα στη µετάφαση όσο και σε κύτταρα στην G2 φάση 
του κυτταρικού τους κύκλου. 
 Τα αποτελέσµατα επιγραµµατικά υποστηρίζουν ότι: α) Η µέθοδος µέτρησης ανταλλαγών 
αδελφών χρωµατιδίων στην G2 φάση, που αναπτύχθηκε και προτυποποιήθηκε στο Εργαστήριό 
µας είναι πιο ευαίσθητη από την κλασική µέθοδο µέτρησης στη µετάφαση και πιο κατάλληλη για 
τη µελέτη καρκινογόνων ουσιών ιδιαίτερα εκείνων που λόγω της γενοτοξικής τους δράσης 
καθυστερούν τα κύτταρα στην G2 φάση του κυτταρικού κύκλου β) Ένα σηµαντικό µέρος των 
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αποκλίσεων στη συχνότητα των ανταλλαγών των αδελφών χρωµατιδίων, που παρατηρούνται από 
δότη σε δότη και µεταξύ εργαστηρίων ενδεχοµένως, οφείλεται σε διαφορές της κινητικής των 
λεµφοκυττάρων in vitro γ) Υψηλές συγκεντρώσεις ατραζίνης δε δείχνουν δοσοεξαρτώµενη 
αύξηση στην G2 φάση της συχνότητας των ανταλλαγών των αδελφών χρωµατιδίων και επισκευής 
αλλοιωµένου DNA µε τη µέθοδο του οµόλογου ανασυνδυαµού. Συνεπώς τα πειραµατικά 
δεδοµένα δεν υποστηρίζουν τυχόν γενοτοξική δράση της ατραζίνης (Malik et al., 2004) και δ) Ο 
αριθµός των ανταλλαγών των αδελφών χρωµατιδίων ανά κύτταρο που παρατηρήθηκε σε δότες 
περιφερικού αίµατος µε GSTΤ1(-) δε διαφέρουν από εκείνες που παρατηρήθηκαν σε δότες 
GSTΤ1(+). Ενδεχοµένως λοιπόν η παρουσία ή όχι του γονιδίου GSTΤ1 να µην παίζει σηµαντικό 
ρόλο στον µοριακό µηχανισµό ανταλλαγής των αδελφών χρωµατιδίων.  
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