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Περίληψη 
Τα αυξημένα επίπεδα χρωματιδικών αλλοιώσεων μετά από in vitro ακτινοβόληση 
λεμφοκυττάρων περιφερικού αίματος είναι δυνατόν να αποτελέσουν ένα σημαντικό βιοδείκτη 
για την ανίχνευση ατόμων του πληθυσμού με αυξημένη ενδογενή ευαισθησία στις ιοντίζουσες 
και γενετική προδιάθεση στην καρκινογένεση. Στους εμπλεκόμενους μοριακούς μηχανισμούς, 
οι μεταλλάξεις ή πολυμορφισμοί γονιδίων επιδιόρθωσης αλλοιώσεων του DNA ενδεχομένως να 
παίζουν σημαντικό ρόλο. Ωστόσο, μεταλλάξεις γονιδίων τα προϊόντα των οποίων συμβάλλουν 
στην αναγνώριση των αλλοιώσεων του DNA μέσω μονοπατιών μεταγωγής σήματος και 
καταστολής της διαδικασίας της κυτταρικής διαίρεσης, φαίνεται να είναι οι πλέον καθοριστικοί 
παράγοντες της αυξημένης ακτινοευαισθησίας που παρατηρείται σε ορισμένα άτομα του 
πληθυσμού. Βάσει της υπόθεσης αυτής, έχουμε προτείνει ως βιοδείκτη ενδογενούς 
ακτινοευαισθησίας τον Ατομικό Δείκτη Ακτινοευαισθησίας [Individual Radiosensitivity 
Parameter (IRP)]. Ο δείκτης αυτός μπορεί να μετρηθεί για κάθε άτομο του πληθυσμού και σε 
κυτταρικό επίπεδο εκφράζει την ικανότητα των κυττάρων να ανιχνεύουν αλλοιώσεις στο DNA 
ώστε μέσω ενεργοποίησης του G2-σημείου ελέγχου να διακόπτουν την πρόοδο των κυττάρων 
στον κυτταρικό κύκλο διευκολύνοντας έτσι την επιδιόρθωση του DNA και των 
χρωμοσωματικών αλλοιώσεων που επάγονται μετά από in vitro ακτινοβόληση λεμφοκυττάρων 
περιφερικού αίματος κατά τη μετάβασή τους από τη G2-φάση στην μετάφαση. Για την 
ανάπτυξη και προτυποποίηση μιας νέας  κυτταρογενετικής μεθόδου μέτρησης του Ατομικού 
Δείκτη Ακτινοευαισθησίας χρησιμοποιήθηκαν δείγματα λεμφοκυττάρων περιφερικού αίματος 
από 52 υγιείς δότες τα οποία αφού καλλιεργήθηκαν, ακτινοβολήθηκαν in vitro με 1 Gy  γ-
ακτινοβολίας κατά τη μετάβασή τους από τη G2 φάση στη μίτωση. Η τιμή του προτεινόμενου 
βιοδείκτη προκύπτει από τη διαφορά της μέτρησης των χρωματιδικών θραυσμάτων μετά από 
απενεργοποίηση του  G2-σημείο ελέγχου και της αντίστοιχης μέτρησης με ενεργοποιημένο το 
G2-σημείο ελέγχου. Η ευαισθησία και επαναληψιμότητα της νέας αυτής μεθοδολογίας 
αξιολογήθηκε χρησιμοποιώντας δείγματα περιφερικού αίματος από 5 ιδιαίτερα 
ακτινοευαίσθητους ασθενείς, 3 ATΜ-ομόζυγους ασθενείς, 3 ATΜ-ετερόζυγους και 5 
διαφορετικές κυτταρικές σειρές φυσιολογικών και καρκινικών ιστών διαφορετικής 
ακτινοευαισθησίας (GM15786, GM03188A, GM09899, HCC1937 και MCF-7). Η νέα 
μεθοδολογία που αναπτύχθηκε αποδεικνύεται να έχει μεγάλη ευαισθησία και πειραματική 
επαναληψιμότητα. Συμπερασματικά, η εφαρμογή της μεθοδολογίας ελέγχου της G2-
χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας μέσω μέτρησης της τιμής του Ατομικού Δείκτη 
Ακτινοευαισθησίας δύναται να αποτελέσει ένα σημαντικό εργαλείο στην καθημερινή πρακτική 
της ακτινοθεραπείας για την ανίχνευση υπερευαίσθητων ή ακτινοάντοχων στην ακτινοβολία 
ασθενών και την εξατομίκευση των πρωτοκόλλων θεραπείας. Επιπλέον, η επικύρωση της 
προγνωστικής αξίας της εν λόγω μεθόδου και στην κλινική πρακτική θα συμβάλει ουσιαστικά 
και στον τομέα της Ακτινοπροστασίας. Θα είναι εφικτή η ανίχνευση υπερευαίσθητων στην 
ακτινοβολία εργαζομένων με απώτερο στόχο την προστασία τους από την καρκινογόνο δράση 
ακτινοβολιών και γενοτοξικών παραγόντων γενικότερα, καθότι η αυξημένη ευαισθησία στην 
ακτινοβολία σχετίζεται και με γενετική προδιάθεση στην καρκινογένεση.  
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Abstract 
Increased yield of chromatid breaks, following in vitro G2-phase lymphocyte irradiation, can be 
a marker of  individual radiosensitivity and cancer predisposing genes whose role is to respond 
to DNA damage. Mutations or  polymorphisms of genes encoding DNA repair pathways  may 
underlie the increased chromosomal radiosensitivity.  However, genes that facilitate DNA 
damage recognition, using signal transduction pathways to activate cell cycle arrest and preserve 
genomic integrity, are perhaps the most important  determinant. Based on the latter hypothesis, 
an individual  radiosensitivity parameter (IRP) is introduced, which expresses, at individual level, 
the G2-checkpoint potential to facilitate  DNA damage recognition and repair of radiation-
induced  chromosomal damage during G2 to M-phase transition. Based  on this parameter a new 
methodology for assessment of  individual radiosensitivity is proposed, which involves G2-
checkpoint abrogation by caffeine to obtain the IRP values.  To evaluate the proposed 
methodology, blood samples from 52  healthy donors were taken for inter-individual 
radiosensitivity  analysis using both the conventional G2 chromosomal radiosensitivity  assay as 
well as the new approach using caffeine induced  G2-checkpoint abrogation. The two assays 
were  compared in experiments using samples from 5 hypersensitive  patients, 3 AT-
homozygotes, 3 AT-heterozygotes, and the  GM15786, GM03188A, GM09899, HCC1937 and 
MCF-7  cell lines. Using the G2 chromosomal radiosensitivity assay, donors are predicted as G2 
radiosensitive or normal, while  according to the new approach, individuals can be classified as 
highly radiosensitive, radiosensitive, normal, radioresistant and  highly radioresistant. Overall, 
the new approach provides  better individual radiosensitivity discrimination and 
intraexperimental  reproducibility. Therefore, the proposed  methodology using IRP values may 
provide a clinically applicable predictive assay for individual radiosensitivity and predisposition 
to cancer. 
 
1. Εισαγωγή  
Η εκτίμηση των αποτελεσμάτων μίας έκθεσης σε ιοντίζουσα ακτινοβολία και κατ’ επέκταση 
της επικινδυνότητάς της, βασίζεται στην υπόθεση ότι όλα τα άτομα του πληθυσμού 
ανταποκρίνονται εξίσου στην ακτινοβολία εάν οι φυσικογεωμετρικές παράμετροι της έκθεσης 
παραμένουν σταθερές. Εντούτοις, είναι γνωστό από την καθημερινή κλινική πρακτική της 
ακτινοθεραπείας ότι υπάρχει γενικά διακύμανση στην ευαισθησία στις ιοντίζουσες 
ακτινοβολίες μεταξύ των ασθενών (Sanford et al. 1989, Scott et al. 1996). Έχουν παρατηρηθεί 
περιστατικά ασθενών με πολύ αυξημένη ευαισθησία στην ακτινοβολία η οποία εκφράζεται 
τόσο με σοβαρές οξείες ακτινικές αντιδράσεις  κατά τη διάρκεια της ακτινοθεραπείας τους 
(ερύθημα, απολέπιση του δέρματος, οίδημα) όσο και με απώτερες αντιδράσεις (ίνωση, 
τελαγγειεκτασία) αν και εφαρμόζεται ένα σύνηθες πρωτόκολλο θεραπείας (Burnet et al. 1998, 
Dikomey et al. 2003, Borgmann et al. 2008). Το ποσοστό αυτό εκτιμάται περίπου στο 5% του 
συνολικού αριθμού των ασθενών που υποβάλλονται σε ακτινοθεραπεία και μεταφράζεται σε 
8.000 περίπου ασθενείς ανά έτος στις Ευρωπαϊκές χώρες. Οι παρατηρήσεις αυτές, 
υποδεικνύουν ότι μεταξύ των μελών του πληθυσμού υπάρχουν άτομα ιδιαίτερα ευαίσθητα στην 
ακτινοβολία καθώς και άτομα που εμφανίζουν ιδιαίτερη ανθεκτικότητα. Η γνώση επομένως του 
βαθμού ευαισθησίας των ασθενών στην ακτινοβολία θα έδινε τη δυνατότητα αύξησης του 
ελέγχου του κακοήθους νεοπλάσματος και μείωσης των σοβαρών πιθανών επιπλοκών της 
ακτινοθεραπείας και γενικά θα εξασφάλιζε τα απαραίτητα μέτρα προστασίας για όλους 
εκείνους που για λόγους επαγγελματικούς ή ιατρικούς εκτίθενται στις ιοντίζουσες ακτινοβολίες. 

Ως δείκτης υπερευαισθησίας στις ιοντίζουσες ακτινοβολίες και προδιάθεσης στην 
καρκινογένεση έχει προταθεί η μέτρηση αυξημένων χρωμοσωματικών αλλοιώσεων σε σχέση 
με τη μέση αναμενόμενη τιμή, μετά από in vitro έκθεση λεμφοκυττάρων περιφερικού αίματος 
σε ιοντίζουσα ακτινοβολία και επαγωγή αλλοιώσεων στο DNA στη G2-φάση του κυτταρικού 
τους κύκλου (Sanford et al. 1989, Scott et al. 1996, Terzoudi et al. 2000, Bryant et al. 2002). 
Μεταλλάξεις ή πολυμορφισμοί γονιδίων που ελέγχουν τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης των 
αλλοιώσεων στο DNA πιθανά να σχετίζονται με την αύξηση των χρωμοσωματικών 
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αλλοιώσεων και την υπερευαισθησία στις ακτινοβολίες που παρατηρείται σε ορισμένα άτομα 
του πληθυσμού (Gantt et al. 1986). Ωστόσο, σε προηγούμενες δημοσιεύσεις της ερευνητικής 
μας ομάδας υποδεικνύεται ότι πολυμορφισμοί ή μεταλλάξεις γονιδίων που εξειδικεύονται στην 
αναγνώριση αλλοιώσεων στο DNA και τη διαβίβαση βιοχημικών σημάτων για τον έλεγχο του 
κυτταρικού κύκλου και την οργάνωση του γονιδιώματος πριν την είσοδο του κυττάρου στη 
μίτωση, συμβάλλουν καθοριστικά στην έκφραση διαφορετικής ακτινοευαισθησίας μεταξύ των 
ατόμων του πληθυσμού (Andreassen et al. 2006, Ho et al. 2006, Alsner et al. 2008). Ειδικότερα, 
έχουμε παρουσιάσει πειραματικά δεδομένα τα οποία υποστηρίζουν ότι εκτός των 
επιδιορθωτικών μηχανισμών του DNA, τόσο οι μηχανισμοί ενεργοποίησης των σημείων 
ελέγχου του κυτταρικού κύκλου ώστε να δοθεί η δυνατότητα επεξεργασίας των αλλοιώσεων 
στο DNA, όσο και οι μηχανισμοί οργάνωσης της χρωματίνης μέσω φωσφοριλιώσεων των 
ιστονών και προώθησης του κυττάρου στη μίτωση, συμβάλλουν ουσιαστικά στη μετατροπή 
αλλοιώσεων DNA σε χρωμοσωματικές αλλοιώσεις (Terzoudi et al. 1997, Terzoudi et al. 2005, 
Terzoudi et al. 2006). Οι βιοχημικοί αυτοί μηχανισμοί επομένως, επηρεάζουν ουσιαστικά την 
ενδογενή ακτινοευαισθησία ενός ατόμου. Βάσει των δεδομένων αυτών αναπτύξαμε μια νέα 
κυτταρογενετική μεθοδολογία για την ανίχνευση υπερευαισθησίας στις ιοντίζουσες 
ακτινοβολίες μέσω της μέτρησης του Ατομικού Δείκτη Ακτινοευαισθησίας (Individual 
Radiosensitivity Parameter, IRP) (Terzoudi et al. 2009). Ο βιοδείκτης αυτός εξαρτάται από τη 
διαφορετική ενεργότητα των παραγόντων μεταξύ των ατόμων του πληθυσμού που καθορίζουν 
την επεξεργασία και μετατροπή αλλοιώσεων DNA σε χρωμοσωματικές αλλοιώσεις. Η τιμή του 
προκύπτει από τη διαφορά της μέτρησης των χρωματιδικών θραυσμάτων μετά από 
απενεργοποίηση του  G2-σημείο ελέγχου και της αντίστοιχης μέτρησης με ενεργοποιημένο το 
G2-σημείο ελέγχου. Στην παρούσα εργασία αξιολογείται η ευαισθησία και επαναληψιμότητα 
της νέας αυτής μεθοδολογίας χρησιμοποιώντας δείγματα περιφερικού αίματος από 5 ιδιαίτερα 
ακτινοευαίσθητους ασθενείς, 3 ATΜ-ομόζυγους ασθενείς, 3 ATΜ-ετερόζυγους και 5 
κυτταρικές σειρές φυσιολογικών και καρκινικών ιστών διαφορετικής ακτινοευαισθησίας 
(GM15786, GM03188A, GM09899, HCC1937 και MCF-7) (Terzoudi et al. 2009).  

 
2. Υλικά και Μέθοδοι 
 
2.1 Δείγματα Περιφερικού Αίματος και Κυτταρικές Σειρές 
Δείγματα περιφερικού αίματος (5ml), από 52 υγιείς δότες ελήφθησαν με αποστειρωμένη 
σύριγγα και μεταφέρθηκαν σε ηπαρινισμένους σωλήνες ώστε να μελετηθεί η διακύμανση της 
ακτινοευαισθησίας μεταξύ των διαφορετικών ατόμων χρησιμοποιώντας τόσο την κλασσική 
μέθοδο εκτίμησης G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας, όσο και τη νέα προσέγγιση που 
επιπλέον λαμβάνει υπόψη για κάθε δότη την τιμή των χρωματιδικών θραυσμέτων μετά την 
απενεργοποίηση του G2-σημείου ελέγχου του κυτταρικού κύκλου με τη βοήθεια της καφεΐνης. 
Περιφερικό αίμα ελήφθη και από 5 ασθενείς με νεοπλασματικά νοσήματα οι οποίοι εκδήλωσαν 
οξείες ακτινικές αντιδράσεις κατά την ακτινοβόληση τους για θεραπευτικούς σκοπούς. 
Χρησιμοποιήθηκαν επίσης δείγματα αίματος από 3 κλινικά χαρακτηρισμένους ασθενείς ως 
ΑΤΜ-ομοζυγώτες, και 3 ΑΤΜ-ετεροζυγώτες. Για κάθε καλλιέργεια, χρησιμοποιήθηκαν 0.5 ml 
ολικού αίματος, 5 ml θρεπτικού υλικού McCoy's 5A εμπλουτισμένο με 10% ορό εμβρύου βοός, 
1% γλουταμίνη, 1% αντιβιοτικά (πενικιλίνη (100 U/ml)-στρεπτομυκίνη (100 μg/ml)] 
(Biochrom AG), 2% φυτοαιμαγλουτινίνη (PHA, Gibco). Οι καλλιέργειες επωάστηκαν στους 
37C  σε επωαστικό κλίβανο με παροχή 5% διοξειδίου του άνθρακα και 95% αέρα για 72 ώρες 
πριν τη χρήση τους για την εκτίμηση χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας. Επιπλέον, 3 
λεμφοβλαστικές κυτταρικές σειρές, η GM15786 προερχόμενη από ΑΤΜ-ομοζυγώτη ασθενή, η 
GM3188A από ΑΤΜ-ετεροζυγώτη και η φυσιολογική GM09899. Οι κυτταρικές αυτές σειρές 
καλλιεργήθηκαν σε RPMI  1640 (Biochrom AG, Germany) εμπλουτισμένο με Hepes, 15% ορό 
εμβρύου βοός (FBS), 1% γλουταμίνη, 1% αντιβιοτικά. Διεξήχθησαν επίσης πειράματα με 
κυτταρικές σειρές από καρκίνο του μαστού, η HCC1937 με μετάλλαξη του γονιδίου BRCA1, 
και η MCF-7 από ανθρώπινο αδενοκαρκίνωμα μαστού (American Type Culture Collection, 
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Rockville, MD, USA). Τα HCC1937 κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε RPMI 1640 θρεπτικό υλικό, 
ενώ τα MCF-7 σε DMEM (Biochrom AG, Germany), με 10%  FBS, 1% γλουταμίνη και 1% 
αντιβιοτικά σε συνθήκες 37C με 5% CO2. 
 
2.2 Συνθήκες ακτινοβόλησης και η νέα εξατομικευμένη μέθοδος εκτίμησης 

ακτινοευαισθησίας 
Η ακτινοβόληση των δειγμάτων έγινε σε θερμοκρασία δωματίου με πηγή κοβαλτίου (Co-60) γ-
ακτινοβολίας (GammaCell 220 Irradiator, Atomic Energy of Canada Ltd, Ottawa, Canada) και 
με ρυθμό δόσης 1Gy/min. 72 ώρες μετά την έναρξη των καλλιεργειών τα εκθετικά 
αναπτυσσόμενα κύτταρα  ακτινοβολήθηκαν in vitro στη G2-φάση με 1 Gy και κάθε 
καλλιέργεια χωρίστηκε σε δύο σε μία από τις οποίες προστέθηκε καφεΐνη (4 mM) για να 
επιτευχθεί απενεργοποίηση του G2-σημείου ελέγχου του κυτταρικού κύκλου. Οι καλλιέργειες 
επωάστηκαν για 30 λεπτά στους 37C και ακολούθησε προσθήκη κολσεμιδίου (0.2 μg/ml, 
Sigma-Aldrich) για 1 ώρα. Παρουσία κολχικίνης, τα κύτταρα σταματούν στη φάση της μίτωσης. 
Χρησιμοποιήθηκαν και καλλιέργειες μάρτυρες που δεν ακτινοβολήθηκαν. Η συλλογή των 
κυττάρων πραγματοποιήθηκε με φυγοκέντρηση των καλλιεργειών (1450 rpm) για 10 λεπτά. 
Ακολούθησε απομάκρυνση του υπερκείμενου και κατεργασία με υποτονικό διάλυμα KCl 
(0.075 M). Η μονιμοποίηση των κυττάρων πραγματοποιήθηκε  με διάλυμα μεθανόλης-οξικού 
οξέος 3:1 (v/v) (Sigma-Aldrich). Η επίστρωση, έγινε με πιπέτα Gilson, αφήνοντας 20-40 μl 
εναιωρήματος σε βρεγμένη αντικειμενοφόρο πλάκα. Ακολούθησε στέγνωμα των 
παρασκευασμάτων σε θερμοκρασία δωματίου και χρώση με διάλυμα Giemsa 2% (διαλύτης 
Sorensen) για 15 λεπτά.  Ακολούθησε παρατήρηση των χρωμοσωματικών παρασκευασμάτων 
σε φωτονικό μικροσκόπιο (ZEISS Axioscope) και καταμέτρηση των χρωματιδικών 
αλλοιώσεων με τη βοήθεια υπολογιστικού συστήματος επεξεργασίας εικόνας IKAROS 
(Metasystems). Για κάθε πειραματικό σημείο 60 περίπου κύτταρα αναλύθηκαν και 
καταμετρήθηκαν οι αλλοιώσεις τύπου χρωματίδης, ως επί τω πλείστον χρωμοσωματικά 
θραύσματα. Οι ασυνέχειες της χρωματίδης που ήταν μικρότερες από το πάχος αυτής δεν 
καταμετρούντο. Η τιμή των αλλοιώσεων στις μη ακτινοβολημένες καλλιέργειες αφαιρείτο κάθε 
φορά από την τιμή των χρωμοσωματικών αλλοιώσεων μετά από ακτινοβόληση στη G2 φάση. 
Σύμφωνα τη νέα μέθοδο υπολογισμού των επιπέδων ακτινοευαισθησίας, τα κύτταρα μετά την 
ακτινοβόλησή τους στη G2 φάση αναλύονται στην επόμενη μετάφαση και δύο διακριτές τιμές 
χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας εξάγονται για κάθε δότη. Η μία τιμή αντιστοιχεί σ αυτή 
που εξάγεται εφαρμόζοντας την κλασική μέθοδο εκτίμησης της G2 χρωμοσωματικής 
ακτινοευαισθησίας, και η δεύτερη αντιπροσωπεύει για κάθε άτομο τη μέγιστη μετρούμενη τιμή 
χρωματιδικών θραυσμάτων που λαμβάνονται όταν το G2 σημείο ελέγχου του κυτταρικού 
κύκλου απενεργοποιείται. Στα αποτελέσματα της εργασίας αυτής, τυπικές αποκλίσεις από δύο ή 
τρία ανεξάρτητα πειράματα έχουν υπολογιστεί. 
 
3. Αποτελέσματα και Συζήτηση 
 
3.1 Διακύμανση της χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας μεταξύ ατόμων του πληθυσμού 
όπως διεξάγεται μέσω εφαρμογής της κλασικής μεθόδου G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας. 
Για την εφαρμογή της συμβατικής μεθόδου εκτίμησης της χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας 
σε G2-φάσης λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος υγιών δοτών, πραγματοποιήθηκε 
ακτινοβόληση, 72 ώρες μετά την έναρξη των καλλιεργειών, με δόση γ-ακτινοβολίας 1Gy. Η 
μέθοδος εφαρμόστηκε σε ένα δείγμα περιφερικού αίματος κάθε δότη και μέσες τιμές και 
τυπικές αποκλίσεις υπολογίστηκαν από τρία ανεξάρτητα πειράματα. Στο Σχήμα 1 φαίνεται η 
διακύμανση της χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας μεταξύ 52 υγιών δοτών. Η ανίχνευση των 
ακτινοευαίσθητων ατόμων σύμφωνα με τη μέθοδο αυτή πραγματοποιείται μέσω του 
υπολογισμού του ορίου αποκοπής (cut-off value). Το όριο αυτό θέτεται στατιστικά στο 90% 
εκατοστημόριο (το κατώφλι χαμηλότερα του οποίου βρίσκεται το 90% των τιμών) της 
κατανομής που προκύπτει από το ιστόγραμμα αριθμός δοτών - θραύσματα / κύτταρο. Το όριο 
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αποκοπής για τις τιμές του ιστογράμματος θέτεται στα 3,7 χρωμοσωματικά θραύσματα ανά 
μετάφαση και το 9,6% των 52 μαρτύρων - υγιών δοτών μπορεί να οριστούν ως 
ακτινοευαίσθητοι. 
  

 
Σχήμα 1:Διακύμανση της χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας μεταξύ 52 υγιών δοτών με χρήση της κλασσικής 
μεθόδου (G2-assay). Οι μέσες τιμές προήλθαν από αποτελέσματα τριών διαφορετικών πειραμάτων. Ως όριο 
ακτινοευαισθησίας ορίστηκαν τα 3,7 θραύσματα/κύτταρο και 9,6% δοτών ορίζονται ως ακτινοευαίσθητοι. 
 
3.2 Διακύμανση της χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας μέσω εφαρμογής της νέας 
προτεινόμενης μεθόδου G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας. Λεμφοκύτταρα περιφερικού 
αίματος ακτινοβολήθηκαν in vitro στη G2-φάση του κυτταρικού τους κύκλου και ακολούθησε 
καλλιέργεια παρουσία και απουσία καφεΐνης. Με τον τρόπο αυτό, εξήχθησαν δύο διαφορετικές 
τιμές μετά από ανάλυση των χρωματιδικών αλλοιώσεων στην επόμενη μετάφαση. Στο Σχήμα 
2α φαίνονται χρωματιδικές αλλοιώσεις μετά από επίδραση 1 Gy ιοντίζουσας ακτινοβολίας μετά 
την εφαρμογή της κλασσικής μεθόδου εκτίμησης της G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας. 
Αντίστοιχα, στην εικόνα του Σχήματος 2β απεικονίζονται χρωματιδικές αλλοιώσεις όπως 
προέκυψαν μετά από απενεργοποίηση του G2-σημείου ελέγχου μέσω 4 mM καφεΐνης, και 
παρατηρήθηκε αύξηση του αριθμού των χρωματιδικών αλλοιώσεων σε επίπεδο όμοιο με αυτό 
που εμφανίζεται σε ασθενείς με ataxia telangiectasia (ΑΤ). 

             

 
Σχήμα 2: Χρωματιδικές αλλοιώσεις μεταφασικών λεμφοκυττάρων περιφερικού αίματος υγιούς δότη μετά από 
επίδραση 1 Gy ακτινοβολίας-γ όπως φαίνονται στο οπτικό μικροσκόπιο, (2α) με εφαρμογή της συμβατικής μεθόδου 
G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας, όπου παρατηρούνται  τρία χρωματιδικά θραύσματα και ένα χρωματιδικό 
χάσμα, (2β) μετά από κατάργηση της ενεργότητας του G2-σημείου ελέγχου μέσω επίδρασης με καφεΐνη που 
παρατηρείται σημαντική αύξηση των χρωματιδικών αλλοιώσεων σε 13 θραύσματα. 
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Με την εφαρμογή της νέας μεθόδου εκτίμησης ακτινοευαισθησίας, η τιμή των χρωματιδικών 
αλλοιώσεων με καφεΐνη για κάθε άτομο που προκύπτει αντιπροσωπεύει τη μέγιστη τιμή της 
G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας. Η διαφορά μεταξύ αυτής της τιμής και της τιμής των 
χρωματιδικών αλλοιώσεων που προκύπτει απουσία καφεΐνης, αντικατοπτρίζει διαφορές σε 
μεταλλάξεις ή πολυμορφισμούς γονιδίων που ελέγχουν την επιδιόρθωση της 
ακτινοπροκληθείσας βλάβης στο DNA, την ενεργότητα των σημείων ελέγχου του κυτταρικού 
κύκλου και τη μετάβαση του κυττάρου από τη G2-φάση στη μετάφαση. Η διαφορά αυτή 
μεταξύ των δύο τιμών ορίζεται ως Ατομικός Δείκτης Ακτινοευαισθησίας (Individual 
Radiosensitivity Parameter, IRP). Στο Σχήμα 3, φαίνεται η διακύμανση της χρωμοσωματικής 
ακτινοευαισθησίας 52 υγιών δοτών μετά από εφαρμογή της νέας προτεινόμενης μεθόδου. Η 
μέση τιμή IRP υπολογίστηκε σε 4,7 χρωματιδικές αλλοιώσεις ανά κύτταρο με τυπική απόκλιση 
(SD, Standard Deviation) 0,8 και συντελεστή μεταβλητότητας [coefficient of 
variation(Waselenko et al.)] 17%. Μία θεωρητική κατάταξη βασιζόμενη στις μέσες τιμές (mean 
values, MV) και στις τυπικές αποκλίσεις (standard deviations, SD) εφαρμόστηκε έτσι ώστε: 
μέσης απόκρισης na χαρακτηρίζονται οι δότες με τιμή IRP εύρους MV±SD, ως 
ακτινοευαίσθητοι όταν MV-2SD≤IRP<MV-SD, ως λίαν ακτινοευαίσθητοι όταν IRP<MV-2SD, 
ως ακτινοάντοχοι όταν MV+SD<IRP≤MV+2SD και ως λίαν ακτινοάντοχοι όταν 
IRP>MV+2SD.  

 
 
Σχήμα 3: Διακύμανση της χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας μεταξύ 52 υγιών δοτών μετά από εφαρμογή της 
νέας προτεινόμενης μεθόδου G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας βασιζόμενης στον υπολογισμό του Ατομικού 
Δείκτη Ακτινοευαισθησίας IRP. Η μέση τιμή IRP υπολογίστηκε σε 4,7 χρωματιδικές αλλοιώσεις / κύτταρο με τυπική 
απόκλιση 0,8. Μέσης απόκρισης χαρακτηρίζονται οι δότες με τιμή IRP εύρους 3,9-5,5, ως ακτινοευαίσθητοι όταν 
3,1≤IRP<3,9, ως λίαν ακτινοευαίσθητοι όταν IRP<3,1, ως ακτινοάντοχοι όταν 5,5<IRP≤6,3 και ως λίαν 
ακτινοάντοχοι όταν IRP>6,3.  

Σύμφωνα με τη νέα προτεινόμενη μέθοδο μπορεί να επιτευχθεί μια ακριβέστερη και 
λεπτομερέστερη ταξινόμηση των διαφορετικών επιπέδων ακτινοευαισθησίας σε σχέση με τη 
συμβατική μέθοδο μέτρησης. Πράγματι,  σύμφωνα με τα νέα κριτήρια, το 77% των υγιών 
ατόμων που εξετάστηκαν κατατάχθηκαν στη μέση απόκριση ακτινοευαισθησίας, το 9% ήταν 
ακτινοευαίσθητοι, το 12% ακτινοάντοχοι ενώ το 2% ήταν λίαν ακτινοάντοχοι, ενώ για τους 
ίδιους δότες η συμβατική μέθοδος εξάγει μόνο ότι το ποσοστό των ακτινοευαίσθητων ατόμων 
είναι 9,6%. 
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3.3 Αξιολόγηση της προτεινόμενης μεθόδου G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας. Για την 
εκτίμηση της διακριτικής ικανότητας και της επαναληψιμότητας της νέας μεθόδου διεξήχθησαν 
τρεις σειρές πειραμάτων. Στην πρώτη σειρά πειραμάτων, χρησιμοποιήθηκαν δείγματα 
περιφερικού αίματος προερχόμενα από πέντε ασθενείς με νεοπλασίες οι οποίοι παρουσίασαν 
οξείες ακτινικές αντιδράσεις κατά την ακτινοθεραπεία τους, όπως ερύθημα μεγάλου βαθμού, 
ίνωση, οίδημα φλεγμονή αιμορραγία δυσφαγία και τηλαγγειεκτασία. Χρησιμοποιήθηκαν έτσι 
ως θετικοί μάρτυρες ακτινοευαισθησίας και η χρωμοσωματική ακτινοευαισθησία των ασθενών 
αυτών υπολογίστηκε τόσο με τη χρήση της συμβατικής μεθόδου όσο και με τη νέα 
προτεινόμενη προσέγγιση. Οι τιμές χρωματιδικών αλλοιώσεων που προέκυψαν μετά από in 
vitro ακτινοβόληση στη G2-φάση του κυτταρικού κύκλου παρουσία και απουσία καφεΐνης 
καθώς και οι τιμές IRP που προέκυψαν φαίνονται στον Πίνακα 1. Σύμφωνα με την κλασσική 
μέθοδο με όριο αποκοπής τις 3,7 χρωματιδικές αλλοιώσεις ανά μεταφασικό λεμφοκύτταρο, δύο 
από τους πέντε θετικούς μάρτυρες με 3,3 και 3,5 χρωματιδικές αλλοιώσεις ανά κύτταρο (βλ. 
Πίνακα 1) χαρακτηρίζονται ως μέσης απόκρισης στην ακτινοβολία σύμφωνα με το Σχήμα 1. 
Ωστόσο, με την εφαρμογή της νέας προσέγγισης και τον υπολογισμό της τιμής IRP (Πίνακας 1), 
χαρακτηρίζονται ως ακτινοευαίσθητοι και οι πέντε ασθενείς που ελέγχθηκαν (Σχήμα 3). 

 
Πίνακας 1:G2-χρωμοσωματική ακτινοευαισθησία πέντε (5) ασθενών που χρησιμοποιήθηκαν ως θετικοί μάρτυρες 
ακτινοευαίσθησίας. Εφαρμόστηκε τόσο η κλασική μέθοδος G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας (χρωματιδικές 
αλλοιώσεις ανά κύτταρο με ενεργό G2-σημείο ελέγχου) όσο και η νέα προσέγγιση μέσω κατάργησης του G2-
σημείου ελέγχου με καφεΐνη προκειμένου να υπολογιστούν οι τιμές ΙRP. Μέσω της κλασσικής μεθόδου G2-
χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας οι ασθενείς Α και Γ χαρακτηρίζονται μέσης απόκρισης (βλ. Σχήμα 1) ενώ με 
εφαρμογή του δείκτη IRP οι ασθενείς Α και Γ σύμφωνα με το Σχήμα 3, κατατάσσονται ως ακτινοευαίσθητοι. Οι 
μέσες τιμές και οι τυπικές αποκλίσεις (±SD) έχουν προέλθει από τρία ανεξάρτητα πειράματα 
 

 
Ακτινοευαίσθητοι 

ασθενείς 

Ενεργό σημείο  
G2 ελέγχου  

 
θραύσματα/κύτταρο±SD 

Κατάργηση ενεργότητας 
G2 σημείου ελέγχου με 

καφεΐνη  
θραύσματα/κύτταρο±SD

Ατομικός Δείκτης 
Ακτινοευαισθησίας 

(IRP) 
θραύσματα/κύτταρο±SD

A 3,3±0,5 6,1±0,8 2,80,1 
B 5,2±0,9 8,6±0,7 3,40,3 
Γ 3,5±0,6 7,2±0,9 3,70,2 
Δ 4,9±1,0 8,1±1,0 3,20,2 
E 5,8±1,1 9,1±0,9 3,30,2 

 

Στη δεύτερη σειρά πειραμάτων, σε δείγματα περιφερικού αίματος προερχόμενα από τρεις 
ομόζυγους ασθενείς με ataxia telangiectasia (AT) εφαρμόστηκαν η κλασική και η νέα μέθοδος 
εκτίμησης G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τις 
μετρήσεις των χρωματιδικών αλλοιώσεων παρουσιάζονται στον Πίνακα 2. Παρόλο που με την 
κλασική μέθοδο ανάλυσης ακτινοευαισθησίας οι ομόζυγοι ΑΤ ασθενείς κρίθηκαν ως 
ακτινοευαίσθητοι, με την εφαρμογή της νέας προτεινόμενης μεθόδου μέσω υπολογισμού της 
τιμής IRP χαρακτηρίστηκαν ως λίαν ακτινοευαίσθητοι (Σχήμα 3). Επιπλέον, όταν οι ΑΤ-
ετερόζυγοι ελέγχθηκαν ως προς την ενδογενή τους ακτινοευαισθησία με την κλασσική μέθοδο, 
δύο χαρακτηρίστηκαν ως  μέσης απόκρισης και μόωο ένας ως ακτινοευαίσθητος, ενώ με τη νέα 
μέθοδο και οι τρεις δότες χαρακτηρίζονται ως ακτινοευαίσθητοι παρουσίασαν δηλαδή 
χρωμααοσωμαυικές αλλοιώσεις από 3,1 έως 3,9 θραύσματα χρωματίδης ανά κύτταρο.  

Σκοπός της τρίτης σειράς πειραμάτων ήταν ο έλεγχος της επαναληψιμότητας των δύο μεθόδων 
ελέγχου χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας με γνώμονα την μεταξύ των δοτών και για τον 
ίδιο δότη διακύμανση των τιμών ακτινοευαισθησίας. Για την επίτευξη του στόχου αυτού, 
χρησιμοποιήθηκαν οι ακόλουθες κυτταρικές σειρές: MCF-7, HCC1937 καθώς και τρεις 
λεμφοβλαστικές σειρές (GM15786, GM03188 και GM09899) προερχόμενες από έναν ομόζυγο 
AT ασθενή, έναν ετερόζυγο ΑT ασθενή και ένα υγιή δότη αντίστοιχα. 
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Πίνακας 2:Τιμές G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας προερχόμενες από τρεις ετερόζυγους και τρεις ομόζυγους 
ασθενείς ΑΤ (ataxia telangiectasia). Σε κάθε περίπτωση, εφαρμόστηκε τόσο η κλασική μέθοδος G2-χρωμοσωματικής 
ακτινοευαισθησίας (χρωματιδικές αλλοιώσεις ανά κύτταρο με ενεργό G2-σημείο ελέγχου) όσο και η νέα προσέγγιση 
μέσω κατάργησης του G2-σημείου ελέγχου με καφεΐνη προκειμένου να διεξαχθούν οι τιμές ΙRP. Με την εφαρμογή 
της συμβατικής μεθόδου G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας μόνο ένας από τους ασθενείς ATM+/- 
χαρακτηρίζεται ως ακτινοευαίσθητος ενώ με την εφαρμογή της νέας μεθόδου και τον υπολογισμό της τιμής IRP και 
οι τρεις ATM+/- ασθενείς κατατάσσονται ως ακτινοευαίσθητοι (βλ. Σχήμα 3). Οι ATM-/- ασθενείς, κατατάσσονται 
ως ακτινοευαίσθητοι μέσω της κλασσικής προσέγγισης ενώ μέσω υπολογισμού της τιμής IRP κατατάσσονται ως 
λίαν ακτινοευαίσθητοι. Οι μέσες τιμές και οι τυπικές αποκλίσεις (±SD, standard deviations) έχουν προέλθει από τρία 
ανεξάρτητα πειράματα. 

 
Δότες 

 
Ενεργό G2 σημείο 

ελέγχου 
 

Χρωματιδικές 
αλλοιώσεις / κύτταρο 

 
Κατάργηση ενεργότητας G2 
σημείου ελέγχου με καφεΐνη  

 
Χρωματιδικές  

αλλοιώσεις / κύτταρο  

 
Ατομικός Δείκτης 

Ακτινοευαισθησίας (IRP)
 

Χρωματιδικές 
αλλοιώσεις / κύτταρο  

ATM+/-    
A 3,5±0,6 7,1±1,0 3,6 
B 3,9±0,7 7,3±0,9 3,4 
Γ 2,9±0,5 6,8±0,9 3,9 

ATM-/-    
Δ 6,5±0,9 7,9±1,1 1,4 
E 6,9±1,0 7,8±0,9 0,9 
ΣΤ 7,9±1,0 8,6±1,0 0,7 
 

Η κλασική και η νέα προτεινόμενη μέθοδος εκτίμησης ακτινοευαισθησίας εφαρμόστηκαν και 
στις πέντε περιπτώσεις προκειμένου να υπολογιστεί η διακύμανση των τιμών 
ακτινοευαισθησίας μεταξύ των δοτών και για τον ίδιο δότη. Για το σκοπό αυτό, δύο δείγματα 
χρησιμοποιήθηκαν από κάθε κυτταρική σειρά και το πείραμα επαναλήφθηκε σε τρία 
διαφορετικά χρονικά διαστήματα, Δεδομένου ότι ο αριθμός των χρωμοσωμάτων στις 
κυτταρικές σειρές MCF-7 και HCC1937 κυμαίνεται από 81 έως 100, οι τιμές των χρωματιδικών 
αλλοιώσεων που μετρήθηκαν κανονικοποιήθηκαν στα 46 χρωμοσώματα. Στα αποτελέσματα 
που παρουσιάζονται στον Πίνακα 3 πραγματοποιείται σύγκριση των συντελεστών 
μεταβλητότητας μεταξύ των τιμών που προέκυψαν από τις δύο μεθόδους προκειμένου να 
συγκριθεί η πειραματική τους επαναληψιμότητα. 
 
Πίνακας 3:Τιμές G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας πέντε (5) διαφορετικών κυτταρικών σειρών μετά την 
εφαρμογή τόσο του συμβατικού G2-χρωμοσωματικού ελέγχου ακτινοευαισθησίας όσο και μέσω υπολογισμού της 
τιμής IRP. Με την εφαρμογή της νέας μεθόδου G2- χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας παρατηρείται καλύτερη 
διάκριση της ατομικής ακτινοευαισθησίας, και επιπλέον οι χαμηλότεροι συντελεστές διακύμανσης που εξήχθησαν 
συναπάγονται καλύτερης πειραματικής επαναληψημότητας. Οι μέσες τιμές και οι τυπικές αποκλίσεις (±SD, standard 
deviations) έχουν προέλθει από τρία ανεξάρτητα πειράματα σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα. 

 
Κυτταρικές 

σειρές 
 

 
Ενεργό G2 σημείο 

ελέγχου 

 
Κατάργηση ενεργότητας 
G2 σημείου ελέγχου μέσω 

καφεΐνης  

 
Ατομικός Δείκτης 
Ακτινοευαισθησίας 

(IRP) 
 Χρωματιδικές 

αλλοιώσεις / 
κύτταρο 

SD CV 
(%)

Χρωματιδικές 
αλλοιώσεις / 
κύτταρο 

SD CV 
(%) 

Χρωματιδικές 
αλλοιώσεις / 
κύτταρο 

SD CV 
(%) 

MCF-7 6,3† 0,8 12,7 10,1† 1,1 11,2 3,8† 0,3 7,9 
HCC1937 3,1† 0,7 22,6 5,1† 0,6 11,0 2,0† 0,1 5,0 
GM03188 4,0 0,6 15,0 8,2 1,0 12,2 4,2 0,4 9,5 
GM15786 8,9 1,1 12,4 9,8 1,1 11,2 0,9 0,1 11,1 
GM09899 2,0 0,3 15,0 9,2 1,1 12,0 7,2 0,8 11,1 

† Κανονικοποίηση μέσων τιμών στα 46 χρωμοσώματα.  
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Συνοψίζοντας, στην παρούσα εργασία αξιολογήθηκε η νέα μέθοδος για τη μέτρηση των 
επιπέδων της G2-χρωμοσωματικής ακτινοευαισθησίας και αποδείχθηκε ότι παρέχει αρκετά 
πλεονεκτήματα έναντι της κλασικής μεθόδου. Συγκεκριμένα, παρέχει μεγαλύτερη διακριτική 
ικανότητα μεταξύ των διαφορετικών επιπέδων ακτινοευαισθησίας και ελαχιστοποιεί τα 
προβλήματα που σχετίζονται τόσο με την ενδο- και δια- πειραματική επαναληψιμότητα. Η 
βιολογική βάση της μεθοδολογίας επικεντρώνεται στις διαφορές που εμφανίζονται μεταξύ των 
ατόμων του πληθυσμού σε μεταλλάξεις και πολυμορφισμούς γονιδίων που ελέγχουν: (α) τους 
επιδιορθωτικούς μηχανισμούς του DNA, (β) την ενεργοποίηση του G2-σημείου ελέγχου μετά 
από ακτινοβόληση και (γ) την ενεργότητα του σύμπλοκου μορίου cdk1/cyclin B, παράγοντα 
που προωθεί τη μίτωση των κυττάρων. Οι διαφορές αυτές θεωρούμε ότι επηρεάζουν τον 
Ατομικό Δείκτη Ακτινοευαισθησίας (IRP), ο οποίος εκφράζει την ικανότητα των κυττάρων να 
ανιχνεύουν αλλοιώσεις στο DNA ώστε μέσω ενεργοποίησης του G2-σημείου ελέγχου να 
διακόπτουν την πρόοδο τους στον κυτταρικό κύκλο διευκολύνοντας έτσι την επιδιόρθωση του 
DNA και των χρωμοσωματικών αλλοιώσεων που επάγονται μετά από in vitro ακτινοβόληση 
λεμφοκυττάρων κατά τη μετάβασή τους από τη G2-φάση στη μετάφαση. Τα πρώιμα 
αποτελέσματα προτυποποίησης και επικύρωσης της νέας αυτής μεθόδου ακτινοευαισθησίας 
δείχνουν ότι είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη, εργαστηριακά εύκολη και εφαρμόσιμη για τη μέτρηση 
των επιπέδων της ενδογενούς ακτινοευαισθησίας των ασθενών προς ακτινοθεραπεία αλλά και 
γενικότερα για την ανίχνευση ακτινοευαίσθητων ατόμων του πληθυσμού με ενδεχόμενη 
προδιάθεση στην καρκινογένεση. 
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