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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η έκθεση σε ιοντίζουσα ακτινοβολία (Ι.Α.) επάγει βλάβες στο κυτταρικό DNA, οι 

οποίες παρουσιάζουν ποικιλία και αρκετές φορές αυξημένη πολυπλοκότητα. Οι 

ομαδοποιημένες (σύνθετες) βλάβες του DNA και κυρίως οι δίκλωνες θραύσεις 

θεωρούνται ως οι περισσότερο επιβλαβείς, καθώς αν δεν επιδιορθωθούν μπορεί να 

οδηγήσουν σε κρίσιμες συνέπειες για την κυτταρική επιβίωση και αυξημένο κίνδυνο 

μεταλλάξεων και καρκινογένεσης. Η απόκριση των κυττάρων στις επαγόμενες 

βλάβες πραγματοποιείται με ενεργοποίηση ενός πολύπλοκου μηχανισμού που τις 

ανιχνεύει και τις επιδιορθώνει (μονοπάτι απόκρισης σε βλάβη του DNΑ). Στα σημεία 

των δίκλωνων θραύσεων η ιστόνη Η2ΑΧ φωσφορυλιώνεται άμεσα. Η 

φωσφορυλιωμένη ιστόνη γ-Η2ΑΧ, αποτελεί καίριας σημασίας παράγοντα στην 

απόκριση σε βλάβη του DNA και η οπτικοποίησή της με ανοσοφθορισμό (εστίες γ-

Η2ΑΧ) επιτρέπει την εκτίμηση της βλάβης, μιας και υπάρχει σχέση αναλογίας 

μεταξύ του αριθμού των εστιών και των δίκλωνων θραύσεων. Ως εκ τούτου, οι εστίες 

γ-Η2ΑΧ μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως βιοδείκτες της βλάβης, ενώ η σταδιακή 

μείωσή τους με το πέρας του χρόνου θεωρείται ένδειξη της επιδιόρθωσής της. Σε αυτή 

την εργασία μελετήθηκε η παρουσία των εστιών γ-Η2ΑΧ σε ανθρώπινα 

λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος, εκτεθειμένα ex vivo σε δόσεις από 0.2 έως 2 Gy 

ακτινοβολίας-γ και σε καρκινικά κύτταρα MCF-7 εκτεθειμένα σε δόσεις από 0.5 έως 4 

Gy. Τα αποτελέσματα των πειραμάτων υπέδειξαν μια γραμμική συσχέτιση μεταξύ 

του αριθμού των επαγόμενων εστιών και της δόσης. Στην περίπτωση των 

λεμφοκυττάρων κρίθηκε σκόπιμη και η μελέτη της επιδιόρθωσης των βλαβών, η 
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οποία αποκάλυψε μια εκθετική μείωση του αριθμού των επαγόμενων εστιών 

συναρτήσει του χρόνου μετά την ακτινοβόληση και πλήρη επιδιόρθωση των βλαβών 

λίγες ώρες αργότερα. Τέλος, έγινε προσπάθεια αυτόματης καταμέτρησης των εστιών 

με το λογισμικό Jcount και σύγκρισης των αποτελεσμάτων με την προηγούμενη 

μέθοδο. Τα αποτελέσματα της διπλωματικής εργασίας ενισχύουν την αντίληψη πως 

η γ-Η2ΑΧ μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως βιοδοσίμετρο, αλλά και ως βιοδείκτης 

ακτινοευαισθησίας. 

 

ΛΕΞΕΙΣ – ΚΛΕΙΔΙΑ: ιοντίζουσα ακτινοβολία, δίκλωνες θραύσεις του DNA, 

επιδιόρθωση βλαβών DNA, φωσφορυλίωση ιστόνης Η2ΑΧ, εστίες γ-Η2ΑΧ, 

ανοσοφθορισμός, λογισμικό Jcount 
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ABSTRACT 

Ionizing radiation (IR) - induced DNA damage is diverse and sometimes 

considerably complex. Clustered (complex) DNA damages, especially double strand 

breaks (DSBs), are considered to be the most deleterious DNA lesions, which, if left 

unrepaired, may lead to serious consequences for cell survival, potential mutations 

and carcinogenesis through chromosomal instability. Cellular response to DNA 

damage starts with the activation of a complex mechanism, developed to detect and 

repair such lesions (DNA damage response pathway - DDR). Upon DNA DSB 

induction, the histone H2AX becomes rapidly phosphorylated. This modified form, 

γ-Η2ΑΧ, is a key factor for DDR (DSB repair) and its visualization by 

immunofluorescence (γ-H2AX foci) allows the assessment of DNA damage, as there 

is a direct relationship between foci number and DSB. Thus, γ-H2AX foci serve as a 

sensitive marker of DNA DSB induction, whilst reduction in foci number hours after 

exposure to IR is an evidence of DNA damage repair. In this study the presence of γ-

H2AX foci is investigated in human peripheral blood lymphocytes exposed ex vivo to 

γ-rays, in a dose range of 0.2 to 2 Gy, as well as in MCF-7 cells exposed in a dose 

range of 0.5 to 4 Gy. Experimental results show that γ-H2AX foci induce linearly 

with radiation dose. In the case of lymphocytes, the investigation of DNA damage 

repair was deemed useful and therefore the analysis of the loss of γ-H2AX foci at 

various times after γ-ray exposure, reveals that the level of γ-H2AX foci reduces with 

time after irradiation and eventually a few hours is the time needed for full recovery 

of foci induction. Lastly, there was an effort for automatic focus counting with Jcount 
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software. Results from this study amplify evidence that γ-H2AX may be useful for 

biodosimetry, as well as for the assessment of individual radiosensitivity. 

 

KEYWORDS: ionizing radiation, DNA DSBs, DNA damage repair, histone H2AX 

phosphorylation, γ-H2AX foci, immunofluorescence, Jcount software 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

 

 

 

1.1 Βιολογία του κυττάρου 

 

1.1.1 Εισαγωγή 

Η κυτταρική θεωρία βοηθά στην περιγραφή της δομής και των ιδιοτήτων της έμβιας 

ύλης και σύμφωνα με αυτήν, η θεμελιώδης δομική και λειτουργική μονάδα όλων των 

οργανισμών είναι το κύτταρο. Το κύτταρο μπορεί να οριστεί ως μία συστηματικά 

οργανωμένη ομάδα μορίων που βρίσκονται σε δυναμική αλληλεπίδραση [3]. Τα 

κύτταρα περιέχουν μοριακά και βιοχημικά συστήματα υψηλού βαθμού οργάνωσης, 

τα οποία μπορούν να αποθηκεύουν και να μεταφράζουν πληροφορίες και να 

συνθέτουν κυτταρικά μεγαλομόρια. Επίσης, έχουν την ικανότητα να μετακινούνται 

και να μεταβάλλουν τις εσωτερικές αντιδράσεις τους προκειμένου να 

προσαρμοστούν σε περιβαλλοντικές αλλαγές (ομοιόσταση).  
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1.1.2 Δομή ευκαρυωτικών κυττάρων 

Κάθε κύτταρο αποτελείται από μια ογκώδη κεντρική δομή με χαρακτηριστικό 

σχήμα, τον πυρήνα και ένα μεγάλο αριθμό μεμβρανικών διαμερισμάτων. Τα 

κύτταρα αυτά ονομάζονται ευκαρυωτικά (ευ + κάρυον). Περιβάλλονται από 

πλασματική μεμβράνη και παρουσιάζουν μεγάλο βαθμό εξειδικευμένης 

διαμερισματοποίησης, η οποία επιτυγχάνεται με ενδοκυτταρικές μεμβράνες και 

επιτρέπει τη διεξαγωγή βιοχημικών αντιδράσεων [3]. Στα ευκαρυωτικά κύτταρα ο 

πυρήνας, που αποτελεί την αποθήκη πληροφοριών του κυττάρου, διαχωρίζεται από 

το κυτταρόπλασμα με μια διπλομεμβρανική δομή (πυρηνικός φάκελος). Μέσα στον 

πυρήνα υπάρχουν ινίδια χρωματίνης (DNA, ιστόνες και μη ιστονικές πρωτεΐνες) και 

ένας ή περισσότεροι πυρηνίσκοι [4]. 

Στο κυτταρόπλασμα υπάρχουν πολλαπλές δομές και οργανίδια, όπως το 

ενδοπλασματικό δίκτυο (Ε.Δ.), η συσκευή Golgi, μιτοχόνδρια , λυσοσωμάτια και ένας 

αριθμός διαφόρων κυστιδίων. Υπεύθυνος για τις κινήσεις του κυττάρου, αλλά και 

τον καθορισμό του σχήματος του, είναι ο κυτταρικός σκελετός, ο οποίος  αποτελείται 

από ένα σύστημα ινιδίων (νημάτια ακτίνης, μικροσωλινίσκοι και ενδιάμεσα ινίδια) 

[5]. 

 

 

Εικόνα 1.1 Αναπαράσταση ενός τυπικού 
ευκαρυωτικού κυττάρου. Διακρίνονται:  
1. Πυρηνίσκος, 2. Πυρήνας, 3. Λείο Ε.Δ., 4. 
Ριβοσωμάτια, 5. Κυστίδια, 6. Λυσοσωμάτιο, 
7. Συσκευή Golgi, 8. Μιτοχόνδριο, 9. Αδρό 
Ε.Δ., 10. Κυτταροσκελετός, 11.Πλασματική 
μεμβράνη. 
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1.2 Το γενετικό υλικό 

 

1.2.1 Εισαγωγή 

Τα πυρηνικά οξέα, ριβοζονουκλεϊνικό οξύ (RΝΑ) και δεοξυριβοζονουκλεϊνικό οξύ 

(DNA), αποτελούν τα μόριααποθήκευσης πληροφορίας των έμβιων όντων. 

Πρόκειται για μακριά βιοπολυμερή που σχηματίζονται από επαναλαμβανόμενες 

υπομονάδες, τα νουκλεοτίδια, κύριος ρόλος των οποίων είναι η αποθήκευση και 

ανάκληση βιολογικών πληροφοριών [5].  Ένα νουκλεοτίδιο αποτελείται από έναν 

αζωτούχο δακτύλιο (βάση), που συνδέεται με ένα σάκχαρο με 5 άτομα C (πεντόζη: 

ριβόζη ή δεσοξυριβόζη) και μία ή περισσότερες φωσφορικές ομάδες, συνδεδεμένες 

στο σάκχαρο. Τα νουκλεϊνικά οξέα που βασίζονται στο σάκχαρο ριβόζη είναι 

γνωστά ως ριβοζονουκλεϊνικά (RNA) και περιέχουν τις βάσεις αδενίνη (Α), 

ουρακίλη (U), γουανίνη (G) και κυτοσίνη (C), ενώ εκείνα που βασίζονται στη 

δεοξυριβόζη ονομάζονται δεοξυριβοζονουκλεϊνικά (DNA) και περιέχουν τις βάσεις 

αδενίνη, θυμίνη (Τ), γουανίνη και κυτοσίνη. Η γραμμική αλληλουχία των 

νουκλεοτιδίων σε ένα μόριο RNA ή DNA κωδικοποιεί τις γενετικές πληροφορίες του 

κυττάρου και ευθύνεται για την αποθήκευση και μεταβίβαση πληροφοριών για την 

πρωτεϊνοσύνθεση. Το RNA βρίσκεται στα κύτταρα στη μορφή μιας 

πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας και συνήθως είναι εφήμερος φορέας μοριακών 

οδηγιών. Το DNA σχεδόν πάντα υπάρχει στη μορφή ενός δίκλωνου μορίου, 

αποτελούμενου από 2 πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες με αντιπαράλληλη κατεύθυνση, 

που συγκρατούνται από δεσμούς υδρογόνου ανάμεσα στις βάσεις τους και 

λειτουργεί ως μακροπρόθεσμη «αποθήκη» κληρονομικών πληροφοριών.  
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1.2.2 Δομή του DNA 

Η καθοριστικότερη στιγμή στην έρευνα του DNA ήταν αναμφίβολα η ανακάλυψη 

της δομής του. Τον Απρίλιο του 1953, οι James Watson και Francis Crick 

προσδιόρισαν το μόριο του DNA ως μία δεξιόστροφα συστρεφόμενη διπλή έλικα 

δεοξυριβοζονουκλεϊκού οξέος [6], βάσει κρυσταλλογραφικών δεδομένων ακτίνων-Χ 

που παρείχαν οι Rosalind Franklin και Maurice Wilkins [7, 8]. Πρότειναν ότι το 

μόριο είναι κατασκευασμένο από μία δίκλωνη δομή νουκλεοτιδίων, με τη μία έλικα 

να ανέρχεται και την άλλη να κατέρχεται. Οι δύο κλώνοι συγκρατούνται με δεσμούς 

υδρογόνου μεταξύ των βάσεων, ενώ κάθε κλώνος αποτελείται από νουκλεοτίδια. Στις 

συνηθισμένες τους δομικές διαμορφώσεις η αδενίνη με τη θυμίνη σχηματίζουν δύο 

δεσμούς υδρογόνου, ενώ η κυτοσίνη με τη γουανίνη τρεις.  

Υπό φυσιολογικές συνθήκες, ένζυμα όπως οι πολυμεράσες ενώνουν τα νουκλεοτίδια 

μεταξύ τους σε μία αλυσίδα, προσδένοντας το σάκχαρο του ενός μορίου στη 

φωσφορική ομάδα ενός άλλου, 

δημιουργώντας ένα μονόκλωνο (single-

stranded) μόριο DNA. Λόγω της αστάθειας 

του μορίου αυτού, είναι σύνηθες το DNA 

να σχηματίζει ένα δίκλωνο (double-

stranded) μόριο διαμέτρου 2 nm, 

ενώνοντας τις βάσεις του ενός κλώνου με 

τις βάσεις του άλλου. Η διπλή έλικα 

συμπληρώνει μία πλήρη περιστροφή κάθε 

3,4 nm και δεδομένου ότι η απόσταση 

μεταξύ δύο διαδοχικών βάσεων είναι 0,34 

nm, υπάρχουν περίπου 10 ζεύγη ανά περιστροφή.  

         Εικόνα 1.2 Η δομή του DNA . 
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Λόγω του καθορισμένου τρόπου ζευγαρώματος των βάσεων, οι δύο αλυσίδες του 

DNA είναι συμπληρωματικές μεταξύ τους, οπότε η νουκλεοτιδιακή αλληλουχία της 

μίας αλυσίδας καθορίζει και την αλληλουχία της δεύτερης. Η συμπληρωματικότητα 

έχει τεράστια σημασία για τον αυτοδιπλασιασμό του DNA, μια ιδιότητα που το 

καθιστά το καταλληλότερο μόριο για τη διατήρηση και τη μεταβίβαση της γενετικής 

πληροφορίας [5]. Η αλληλουχία των βάσεων κατά μήκος του μορίου του DNA 

μεταφέρει τη γενετική πληροφορία του κυττάρου.  

Κάθε μόριο DNA συμπυκνώνεται δημιουργώντας ένα ξεχωριστό χρωμόσωμα. 

Αρχικά το DNA πακετάρεται με πρωτεΐνες και σχηματίζει ινίδια χρωματίνης. 

Βασική μονάδα οργάνωσης της χρωματίνης είναι το νουκλεόσωμα, το οποίο 

συνίσταται από DNA μήκους 146 ζευγών βάσεων γύρω από ένα οκταμερές ιστονών. 

Τα ινίδια χρωματίνης αναδιπλώνονται, με τη βοήθεια πρωτεϊνών μη-ιστόνων και 

σχηματίζουν τα χρωμοσώματα (Εικόνα 1.3). Το σύνολο της γενετικής πληροφορίας 

που είναι αποθηκευμένο στα χρωμοσώματα ενός οργανισμού, αποτελεί το γονιδίωμά 

του. Το ανθρώπνο γονιδίωμα περιέχει 3∙109 ζεύγη νουκλεοτιδίων, τα οποία είναι 

οργανωμένα σε 24 χρωμοσώματα (22 διαφορετικά αυτοσωματικά και 2 διαφορετικά 

φυλετικά).  

Το DNA εξυπηρετεί δύο πολύ σημαντικές λειτουργίες, διαβιβάζει πληροφορίες από 

μία γενιά κυττάρων στην επόμενη (αντιγραφή) και παρέχει την πληροφορία για τη 

σύνθεση συστατικών (πρωτεΐνες), απαραίτητων για την κυτταρική λειτουργία 

(μεταγραφή). 
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1.3 Ο κυτταρικός κύκλος 

Για να σχηματιστεί ένα λειτουργικό χρωμόσωμα, ένα μόριο DNA δεν αρκεί απλώς 

να μεταφέρει γονίδια, πρέπει να είναι ικανό και να αντιγράφεται και να μεταβιβάζει 

αξιόπιστα κάθε αντίγραφό του στα δύο θυγατρικά κύτταρα, κατά την κυτταρική 

διαίρεση. Οι διεργασίες αυτές συμβαίνουν σύμφωνα με μια ιεραρχική σειρά σταδίων 

(κυτταρικός κύκλος).  

Ως κυτταρικός κύκλος ορίζεται το διάστημα από τη στιγμή της δημιουργίας ενός 

κυττάρου, μέχρι τη στιγμή του θανάτου του. Στον κύκλο ζωής του κυττάρου 

διακρίνονται ουσιαστικά δύο περίοδοι: μια περίοδος κατά την οποία το κύτταρο δεν 

διαιρείται (μεσόφαση) και μία περίοδος διαίρεσης M (μίτωση για τα σωματικά 

κύτταρα και μείωση για τα γαμετοκύτταρα). Αυτός ο κύκλος ζωής του κυττάρου, 

μεσόφαση-διαίρεση επαναλαμβάνεται σε κάθε κυτταρική γενιά, αλλά  η διάρκειά 

του διαφέρει πολύ στα διάφορα είδη κυττάρων. Υπάρχουν κύτταρα που διαιρούνται 

Εικόνα 1.3 Βαθμοί συσπείρωσης του DNA: από το χρωμόσωμα στη διπλή έλικα του DNA.  
(Πηγή: sciencelearn.org.nz) 
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πολύ συχνά, όπως τα επιθηλιακά και άλλα που διαιρούνται σπάνια ή καθόλου, όπως 

τα πολύ διαφοροποιημένα νευρικά κύτταρα.  

Κατά τη μεσόφαση, το κύτταρο μεταγράφει ενεργά τα γονίδιά του και συνθέτει 

πρωτεΐνες. Επίσης, κατά τη μεσόφαση και πριν τη διαίρεση του κυττάρου, το DNA 

αντιγράφεται και τα χρωμοσώματα διπλασιάζονται. Η μεσόφαση υποδιαιρείται στις 

επιμέρους φάσεις: G1 (gap 1), S (σύνθεση) και G2 (gap 2). Στη φάση G1 (RNA και 

πρωτεϊνική σύνθεση) το κύτταρο αυξάνεται σε μέγεθος και αποφασίζεται η 

περαιτέρω πορεία του. Μπορεί είτε να ακολουθήσει τις επόμενες φάσεις του κύκλου 

και να διαιρεθεί, είτε να βγει εκτός κύκλου, στη φάση G0 (στη φάση αυτή 

παραμένουν τα τελικώς διαφοροποιημένα κύτταρα μετά τη διαφοροποίησή τους), 

είτε να σταματήσει προσωρινά στις φάσεις G1 ή G2 (G1- ή G2-arrest), είτε τέλος να 

πεθάνει πριν την ολοκλήρωση του κύκλου (να οδηγηθεί σε απόπτωση, δηλαδή στον 

προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο). Η επιλογή της πορείας που θα ακολουθηθεί 

εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό  από το είδος του κυττάρου και το γενετικό πρόγραμμα 

που θα εκφράσει, αλλά επηρεάζεται σημαντικά και από το κυτταρικό 

μικροπεριβάλλον. 

Πολλά κύτταρα περνούν το μεγαλύτερο ή και όλο το μέρος της ζωής τους στη φάση 

ηρεμίας (G0) και μπαίνουν σπάνια , ή και ποτέ, σε κυτταρικό κύκλο. Αυτό 

επιτυγχάνεται μέσω του μηχανισμού της ομοιόστασης, για έλεγχο του 

πολλαπλασιασμού. Είναι ενεργά, αλλά εκτός κύκλου. Στο εργαστήριο, προκειμένου 

να υποχρεωθούν τέτοιου είδους κύτταρα να μπουν σε κύκλο απαιτείται η προσθήκη 

ενός μιτογόνου παράγοντα, συνήθως φυτοαιμαγλουτινίνης - ΡΗΑ. Η φάση S είναι η 

φάση αντιγραφής (σύνθεσης, synthesis - S) του γενετικού υλικού. Η ολοκλήρωση της 

αντιγραφής του DNA οδηγεί στην τελευταία φάση της μεσόφασης, τη φάση G2, όπου 

το κύτταρο προετοιμάζεται για τη διαίρεσή του και την είσοδό του στη μίτωση, κατά 
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την οποία τα χρωμοσώματα συμπυκνώνονται, η έκφραση των γονιδίων σχεδόν 

σταματά, ενώ αποδομείται το πυρηνικό περίβλημα και σχηματίζεται η μιτωτική 

άτρακτος από μικροσωληνίσκους και άλλες πρωτεΐνες. Τα συμπυκνωμένα 

χρωμοσώματα αιχμαλωτίζονται από τη μιτωτική άτρακτο και εν συνεχεία μια 

πλήρης ομάδα χρωμοσωμάτων μετακινείται προς κάθε άκρο του κυττάρου, ενώ γύρω 

από κάθε ομάδα σχηματίζεται ένα πυρηνικό περίβλημα. Στο τελικό στάδιο της Μ, το 

κύτταρο διαιρείται και παράγει δύο θυγατρικά κύτταρα [9].  

Ο κυτταρικός κύκλος συνήθως διαρκεί 24-48 ώρες στα περισσότερα κύτταρα 

θηλαστικών. Σημαντική είναι και η ύπαρξη σημείων ελέγχων (checkpoints: G1/S, 

S/G2, G2/M) τα οποία, εφόσον λειτουργούν σωστά, δεν επιτρέπουν την πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου στην επόμενη φάση. Έτσι, αν ένα κύτταρο ακτινοβοληθεί 

στηνSφάση , το σημείο ελέγχου S/G2 δεν θα επιτρέψει τη πρόοδο του κυτταρικού 

κύκλου στη μίτωση Μ μέχρι την τελική επιδιόρθωση των βλαβών DNA. Είσοδος του 

κυττάρουστην Μ με παραμένουσες βλάβες μπορεί να οδηγήσει σε θραύσεις του 

γονιδιώματος και χρωμοσωματικές αλλοιώσεις (αστάθεια), αλλά και σε κυτταρικό 

θάνατο.  

 

 

 

 

Εικόνα 1.4 Φάσεις κυτταρικού κύκλου. Διακρίνονται οι Μ, G1, S και G2. Η Μ συνήθως 
ακολουθείται από κυτταροκίνηση, κατά την S πραγματοποιείται η αντιγραφή του DNA, ενώ το 
κύτταρο αναπτύσσεται καθ’ όλη τη μεσόφαση (G1, S, G2). Τα σχετικά μήκη των φάσεων που 
εμφανίζονται εδώ, είναι χαρακτηριστικά των ταχέως αναπαραγόμενων κυττάρων των θηλαστικών. 
[7] 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΑΚΤΙΝΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

 

 

 

2.1 Αλληλεπίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας και βιολογικής ύλης 

 

2.1.1 Εισαγωγή 

Η ακτινοβολία είναι μορφή ενέργειας, η οποία εκπέμπεται από κάποια πηγή και 

διαδίδεται στο χώρο με οριακά μεγάλη ταχύτητα. Η ιοντίζουσα ακτινοβολία * (Ι.Α.) 

είναι ενέργεια ικανή να εισχωρήσει στην ύλη, να προκαλέσει τον ιοντισμό των 

ατόμων της, να διασπάσει βίαια χημικούς δεσμούς και να προκαλέσει βιολογικές 

βλάβες σε ζώντες οργανισμούς. 

* Στη σχετική επιστημονική βιβλιογραφία ο όρος απαντάται είτε ως «ιοντίζουσα», είτε ως 

«ιονίζουσα» ακτινοβολία. Ακολουθώντας την ορολογία της Ελληνικής Επιτροπής Ατομικής 

Ενέργειας στο παρόν κείμενο χρησιμοποιείται ο όρος «ιοντίζουσα».  
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Μεταφέρεται μέσω ακτίνων-Χ, ακτίνων-γ, β-σωματιδίων, α-σωματιδίων, νετρονίων, 

πρωτονίων ή και βαρέων ιόντων, όπως πυρήνες αζώτου, άνθρακα, αργού ή άλλων 

στοιχείων. Ο ιοντισμός ενός ατόμου είναι φυσικό φαινόμενο, που ακολουθεί την 

αλληλεπίδραση της ακτινοβολίας υψηλής ενέργειας με την ύλη και αφορά στη βίαιη 

εκδίωξη ενός ηλεκτρονίου από το άτομο, με αποτέλεσμα τη δημιουργία ζεύγους 

αντίθετα φορτισμένων ιόντων.  

Η διεισδυτικότητα των Ι.Α. στην ύλη εξαρτάται από το είδος της ακτινοβολίας και 

την ενέργεια που μεταφέρουν. Τα σωμάτια “α” ανακόπτονται από ένα φύλλο 

χαρτιού, τα σωμάτια "β" από μερικά χιλιοστά πλαστικού, ενώ η υψηλής ενέργειας 

ακτινοβολία "γ" απαιτεί σχετικά μεγάλα πάχη επιλεγμένων υλικών για να ανακοπεί 

(π.χ. μολύβδου, σκυροδέματος). 

 Οι Ι.Α. μπορούν να διαχωριστούν ανάλογα με την 

ενέργειά τους. Ακτινοβολίες που προκαλούν 

έντονους ιοντισμούς κατά μήκος της τροχιάς τους σε 

ένα υλικό (όπως σωματίδια-α, πρωτόνια ή βαρέα 

ιόντα) καλούνται ακτινοβολίες υψηλής γραμμικής 

μεταβίβασης ενέργειας (high linear energy transfer - 

high-LET), φυσική ποσότητα που περιγράφει τη 

μέση ενέργεια που εναποτίθεται ανά μονάδα μήκους 

της τροχιάς των σωματιδίων στην ύλη και καθορίζει σε 

σημαντικό βαθμό τις συνέπειες που θα υποστεί το 

βιολογικό υλικό. Ακτινοβολίες χαμηλής LET (όπως 

φωτόνια ή ηλεκτρόνια) προκαλούν μικρό αριθμό 

ιοντισμών και διεγέρσεων ανά μονάδα διαδρομής τους στο υλικό και κατά συνέπεια 

 

Εικόνα 2.1 Ακτινοβολίες (α) 
χαμηλής LET και (β) υψηλής LET. 
Και στις δύο περιπτώσεις 
παράγεται ο ίδιος αριθμός 
ιοντισμών, δηλαδή η ίδια δόση, 
αλλά με διαφορετικό αποτέλεσμα.  



 
 

 
13 

 

λιγότερες βλάβες στους βιολογικούς ιστούς, σε σχέση με της ακτινοβολίες υψηλής 

LET (βαριά, φορτισμένα σωματίδια). 

Η πιθανότητα βλάβης της υγείας σχετίζεται άμεσα με το μέτρο της δόσης της 

ακτινοβολίας. Η απορροφούμενη δόση D ορίζεται για όλα τα είδη Ι.Α. και για όλα 

τα υλικά, ως η μέση εναποτεθειμένη ενέργεια ανά μονάδα μάζας του υλικού, σε 

συγκεκριμένο σημείο: 

D = 
   

  
 

Μονάδα της απορροφούμενης δόσης, στο σύστημα SI, είναι το Gray (Gy), το οποίο 

αντιστοιχεί σε απορροφούμενη μέση ενέργεια ενός Joule ανά Kg προσβαλλόμενης 

ύλης (Joule / Kg). 

 

2.1.2 Αλληλεπίδραση γ-ακτινοβολίας με την ύλη  

Η αλληλεπίδραση των φωτονίων με την ύλη πραγματοποιείται κυρίως μέσω τριών 

φαινομένων: του φωτοηλεκτρικού, του φαινομένου Compton και της δίδυμης (ή 

τρίδυμης) γένεσης. Μικρότερης σημασίας φαινόμενα αποτελούν η σκέδαση Rayleigh, 

η σκέδαση Thomson και η φωτοπυρηνική αλληλεπίδραση (photonuclear reaction) 

[10]. 

 Φωτοηλεκτρικό φαινόμενο 

Η αλληλεπίδραση ενός φωτονίου με το άτομο της ύλης, που έχει ως αποτέλεσμα την 

εκπομπή ενός από τα τροχιακά ηλεκτρόνια του ατόμου, περιγράφεται ως 

φωτοηλεκτρικό φαινόμενο. Οι αρχές διατήρησης της ενέργειας και της ορμής 
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επιβάλλουν το ηλεκτρόνιο να είναι δέσμιο στο άτομο (περίπου το 80% των 

φωτοηλεκτρικών φαινομένων πραγματοποιούνται με e- της Κ στοιβάδας). Το 

φαινόμενο πραγματοποιείται όταν η ενέργεια του φωτονίου είναι μεγαλύτερη της 

ενέργειας σύνδεσης του e-. Το φωτοηλεκτρικό φαινόμενο παρουσιάζει ισχυρή 

εξάρτηση από τον ατομικό αριθμό (Ζ) του υλικού και την ενέργεια των φωτονίων. 

Στους μαλακούς ιστούς (χαμηλό Ζ), η πιθανότητα εκπομπής χαρακτηριστικής 

ακτινοβολίας είναι πολύ μικρή, ενώ σχεδόν όλη η ενέργεια του φωτονίου 

μεταφέρεται στα e-, τα οποία αποδίδουν την ενέργειά τους «τοπικά» στον ιστό [10]. 

 Φαινόμενο Compton 

Για τους βιολογικούς ιστούς, το κυρίαρχο φαινόμενο στο εύρος ενεργειών 100 keV με 

10 MeV, αποτελεί το φαινόμενο Compton. Πρόκειται για ανελαστική σκέδαση του 

φωτονίου με κάποιο «ελεύθερο» e- του υλικού, κατά την οποία μέρος της ενέργειας 

του φωτονίου σκεδάζεται και η υπόλοιπη μεταφέρεται ως κινητική στο e-. Το 

προσπίπτον φωτόνιο, μετά την κρούση σκεδάζεται σε γωνία 0ο-180ο, χάνοντας 

ενέργεια. Αρχικά, το σύστημα περιλαμβάνει ένα ηλεκτρόνιο σε ηρεμία και ένα 

φωτόνιο με ενέργεια hν και ορμή hν/c. Στην τελική κατάσταση το ηλεκτρόνιο αποκτά 

ενέργεια Ε και ορμή p σε γωνία φ, ενώ το φωτόνιο ενέργεια hν’ και ορμή hν’/c σε 

γωνία θ. Το φαινόμενο είναι σχεδόν ανεξάρτητο του ατομικού αριθμού του υλικού, 

ενώ η ενεργός του διατομή (πιθανότητα να συμβεί) μειώνεται καθώς η ενέργεια 

αυξάνεται [11]. 

 Δίδυμη (και τρίδυμη) γένεση 

Όταν η ενέργεια του προσπίπτοντος φωτονίου υπερβαίνει τα 1.02 MeV (δύο μάζες 

ηρεμίας e-), το φωτόνιο μπορεί να απορροφηθεί μέσω της δίδυμης γένεσης, με 

παραγωγή ζεύγους ηλεκτρονίου – ποζιτρονίου: 
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γ   e+ e-. 

Προκειμένου να διατηρηθεί η ορμή του συστήματος, τα δύο παραγόμενα σωματίδια 

κινούνται προς αντίθετες κατευθύνσεις. Το φαινόμενο της δίδυμης γένεσης 

εξαρτάται από την ενέργεια του φωτονίου και τον ατομικό αριθμό [12]. 

Κατά την τρίδυμη γένεση, η αλληλεπίδραση πραγματοποιείται στο πεδίο του e- και 

όχι του πυρήνα, όπως συμβαίνει στη δίδυμη. Έτσι, εμφανίζονται τρία σωματίδια: το 

ποζιτρόνιο, το παραγόμενο e- και το αρχικό e-. Το κατώφλι ενέργειας για την 

τρίδυμη γένεση είναι τα 2.04 MeV. Η τρίδυμη γένεση πραγματοποιείται λιγότερο 

συχνά από τη δίδυμη.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.3 Στάδια βιολογικής δράσης της ιοντίζουσας ακτινοβολίας 

Κατά την αλληλεπίδραση Ι.Α. με τα άτομα της ύλης παρουσιάζονται διάφορα είδη 

βιολογικών αποτελεσμάτων λόγω της απορρόφησης ενέργειας [13]. Ανεξάρτητα από 

Εικόνα 2.2 Σχετική σημασία των φαινομένων αλληλεπίδρασης φωτονίων 
και ύλης. 
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το είδος της Ι.Α., η αλληλεπίδρασή της με την ύλη οδηγεί σε απορρόφηση ενέργειας 

μέσω ιονισμών και διεγέρσεων ατόμων και μορίων. Ποσοτικά, η ενέργεια που 

απορροφάται και εκδηλώνεται τελικά με τη μορφή θερμότητας είναι σχετικά μικρή 

και απολύτως ακίνδυνη βιολογικά, αλλά ποιοτικά το ποσοστό της ενέργειας που θα 

απορροφηθεί μέσω ιονισμών μπορεί να προκαλέσει πληθώρα χημικών μεταβολών. 

Εκτός από τη διάσπαση χημικών δεσμών και την παραγωγή άτυπων μορίων, ο 

ιοντισμός ενός μορίου (είτε αυτό είναι ένα βιολογικό μακρομόριο, είτε ένα μόριο 

νερού, το οποίο απαντάται σε ποσοστό μεγαλύτερο του 50% στο κυτταρόπλασμα), 

μπορεί να οδηγήσει στο σχηματισμό δραστικών ελευθέρων ριζών, η οξειδωτική 

δράση των οποίων προκαλεί περαιτέρω χημικές μεταβολές. Ο όρος ελεύθερη ρίζα 

αναφέρεται σε ένα ελεύθερο άτομο, μόριο ή συγκρότημα ατόμων, το οποίο φέρει ένα 

ασύζευκτο ηλεκτρόνιο και συνεπώς χαρακτηρίζεται από αυξημένη δραστικότητα 

ανεξαρτήτως εάν είναι ηλεκτρικά ουδέτερο ή φορτισμένο.  

 Αν και σε κυτταρικό επίπεδο διατίθενται αποδοτικοί μηχανισμοί επιδιόρθωσης 

ορισμένων βλαβών, οι σπάνιες περιπτώσεις βλαβών που δεν επιδιορθώνονται ορθά, 

μπορεί να οδηγήσουν σε πληθώρα βιολογικών αποτελεσμάτων, από γονιδιακές 

μεταλλάξεις και χρωμοσωμικές ανωμαλίες, έως και καθυστέρηση της διαίρεσης, 

μεταβολικές διαταραχές ακόμα και κυτταρικό θάνατο. Η θανάτωση σημαντικού 

αριθμού κυττάρων, ιδιαίτερα βλαστικών, οδηγεί στα λεγόμενα άμεσα βιολογικά 

αποτελέσματα που εκδηλώνονται σε διάστημα εβδομάδων έως μηνών μετά την 

έκθεση σε Ι.Α., ενώ η τροποποίηση του γενετικού υλικού των κυττάρων μπορεί να 

οδηγήσει σε απώτερα βιολογικά αποτελέσματα, όπως κληρονομήσιμες βλάβες ή 

καρκινογένεση, που θα εκδηλωθούν έτη μετά την έκθεση σε Ι.Α.. 
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Έτσι, η βιολογική επίδραση της Ι.Α. μπορεί να διακριθεί στα εξής στάδια: φυσικό, 

φυσικο-χημικό, χημικό, βιο-χημικό και βιολογικό (κυτταρικό και συστηματικό). Οι 

διαδικασίες που λαμβάνουν χώρα σε κάθε στάδιο καθώς και η χρονική κλίμακα 

αυτών συνοψίζονται στον Πίνακα 2.1 [13-17]. 

 

ΣΤΑΔΙΟ Χρονική κλίμακα Γεγονότα & Διαδικασίες 

Φυσικό asec - fsec 
Εναπόθεση ενέργειας μέσω ιονισμών και 

διεγέρσεων 

Φυσικοχημικό fsec - nsec 

αναδιάταξη διεγερμένων και ιονισμένων μορίων, 

ρήξη χημικών δεσμών, ραδιόλυση νερού,  

σχηματισμός δραστικών και βραχύβιων 

ελευθέρων ριζών 

Χημικό nsec - msec 

παραγωγή άτυπων μορίων, σχηματισμός 

βιολογικών δραστικών ελευθέρων ριζών, βλάβες 

βιολογικών μακρομορίων 

Βιοχημικό msec - ώρες 

ενζυμικές αντιδράσεις, αναστολή 

πρωτεϊνοσύνθεσης,  αναγνώριση και 

επιδιόρθωση βλαβών 

Κυτταρικό ώρες - μήνες 

κυτταρικός θάνατος, μεταλλάξεις, αναστολή 

κυτταρικής διαίρεσης, βλάβες ιστών, 

αποκατάσταση βλαβών ιστών 

Συστηματικό έτη 

ορμονικά αποτελέσματα, ανοσολογικές 

αντιδράσεις, βλάβες αγγείων, λειτουργικές 

βλάβες, καρκινογένεση 

 

Πίνακας 2.1 Στάδια βιολογικής επίδρασης της ιοντίζουσας ακτινοβολίας. 
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2.1.4 Τροποποιητικοί μηχανισμοί δράσης της Ι.Α.  

 

 Φυσικοί παράγοντες 

Οι φυσικοί παράγοντες από τους οποίους εξαρτάται η δράση μιας Ι.Α. είναι το είδος 

της ακτινοβολίας, η κατάτμηση της δόσης δεδομένης ακτινοβολίας και ο ρυθμός 

δόσης. 

Με το είδος ή ποιότητα της ακτινοβολίας αναφερόμαστε κυρίως στο LET της 

ακτινοβολίας. Ακτινοβολία με μεγάλο LET (π.χ. ακτινοβολία-α) έχει μεγαλύτερη 

πιθανότητα να πλήξει τον απειροστών διαστάσεων στόχο του DNA και να 

προκαλέσει διπλή θραύση στους κλώνους του. Για τη σύγκριση του αποτελέσματος 

διαφορετικών ειδών ακτινοβολίας έχει οριστεί η σχετική βιολογική 

αποτελεσματικότητα (Relative Biological Effectiveness - RBE) ως ο λόγος της δόσης 

μιας ακτινοβολίας αναφοράς (συνήθως δέσμης ακτίνων-Χ 250 keV) προς τη δόση της 

ακτινοβολίας υπό δοκιμή, η οποία θα επαγάγει το ίδιο βιολογικό αποτέλεσμα: 

RBE =  
                      

                           
 

Από άποψη βιολογικού αποτελέσματος, σημαντικό ρόλο διαδραματίζει επίσης ο 

τρόπος χορήγησης της δόσης μιας δεδομένης ακτινοβολίας, γεγονός που σχετίζεται 

με τους επιδιορθωτικούς μηχανισμούς των κυττάρων. Η κλασματική χορήγηση μιας 

δόσης έχει μικρότερο βιολογικό αποτέλεσμα από την εφάπαξ χορήγησή της, καθώς 

δίνεται χρόνος να δράσουν οι επανορθωτικοί μηχανισμοί. Η αύξηση του ρυθμού 

δόσης σχετίζεται επίσης με τον περιορισμό της αποτελεσματικότητας των κυτταρικών 

επιδιορθωτικών μηχανισμών και κυρίως με αύξηση της πιθανότητας διπλής ρήξης 
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(θραύση) στους κλώνους του DNA, λόγω πολλαπλών ιονισμών κατά μήκος της 

τροχιάς δύο διαφορετικών σωματιδίων ακτινοβολίας.  

 Βιολογικοί παράγοντες 

Οι βιολογικοί παράγοντες που επηρεάζουν τη δράση μιας Ι.Α. περιλαμβάνουν τη 

φάση του κυτταρικού κύκλου και το είδος των κυττάρων. Αν και το κύτταρο είναι 

ευπρόσβλητο από την Ι.Α. σε όλες τις φάσεις του κύκλου του, η ευαισθησία 

δεδομένου τύπου κυττάρων ποικίλλει από φάση σε φάση. Οι φάσεις της μεγαλύτερης 

ευαισθησίας είναι το τέλος της G2 και η μίτωση, ενώ τα κύτταρα είναι σχετικά 

λιγότερο ευαίσθητα στη φάση της σύνθεσης (S). Αντίστοιχα, οι επιδιορθωτικοί 

μηχανισμοί της κυτταρικής βλάβης λειτουργούν σε όλες τις φάσεις του κυτταρικού 

κύκλου αλλά είναι αποδοτικότεροι στη φάση S. 

Η σχετική ευαισθησία των κυττάρων καθορίζεται σε μεγάλο βαθμό και από το είδος 

τους. Σύμφωνα με το νόμο των Bergonie και Tribondeau η ακτινοευαισθησία του 

κυττάρου είναι ανάλογη της μιτωτικής του δραστηριότητας και αντιστρόφως 

ανάλογη του βαθμού διαφοροποίησής του. Εξαίρεση του νόμου αποτελούν τα 

λεμφοκύτταρα και τα ώριμα ωοκύτταρα[18]. 

 Χημικοί παράγοντες 

Πλήθος χημικών παραγόντων εμφανίζει ενισχυτικό ή ανασταλτικό ρόλο στη 

βιολογική επίδραση της Ι.Α.. Οι κυριότεροι τροποποιητικοί χημικοί παράγοντες 

περιλαμβάνουν το μοριακό οξυγόνο, διάφορους δεσμευτές των δραστικών 

ελευθέρων ριζών, όπως οι θειόλες και διάφορες αντιοξειδωτικές βιταμίνες. 
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2.2 Βιολογικά αποτελέσματα σε μοριακό επίπεδο 

 

2.2.1 Άμεση δράση 

Ως άμεση χαρακτηρίζουμε τη δράση μιας ακτινοβολίας όταν το ίδιο το μόριο που 

δέχτηκε την ακτινοβόληση υφίσταται τη χημική μεταβολή [15, 16]. Ο όρος 

αναφέρεται σε αλληλεπιδράσεις της Ι.Α. με άτομα σημαντικών οργανικών 

πολυμερών μορίων του κυττάρου, όπως ενζυμικές και δομικές πρωτεΐνες, το RNA 

και κυρίως το DNA [19]. Η άμεση δράση των ακτινοβολιών στα βιολογικά 

μακρομόρια εκδηλώνεται συνήθως με διάσπαση ή χημική αλλοίωση του μορίου, 

μέσω θραύσης των χημικών δεσμών. Η απώλεια ενός ατόμου υδρογόνου ή ενός 

μεθυλίου (-CH3) έχει ως αποτέλεσμα ή την παραγωγή ελεύθερων οργανικών ριζών 

που μπορεί κατά τη διάχυσή τους να συνδεθούν μεταξύ τους, ή τη διάσπαση του 

οργανικού μορίου σε δύο μικρότερα σταθερά μόρια. Τα μόρια που δημιουργούνται 

έχουν διαφορετικές φυσικές και χημικές ιδιότητες από τα αντίστοιχα αρχικά. 

 

2.2.2 Έμμεση δράση – η ραδιόλυση του ύδατος  

Ως έμμεση χαρακτηρίζουμε τη δράση μιας ακτινοβολίας όταν το μόριο που 

υφίσταται τη χημική μεταβολή δεν έχει δεχθεί άμεσα την ακτινοβολία, αλλά μέσω 

δευτερογενών αντιδράσεων [15, 16]. Συγκεκριμένα, αναφερόμαστε στην πρόκληση 

βιολογικής βλάβης λόγω της χημικής αντίδρασης σημαντικών οργανικών μορίων 

του κυττάρου με δραστικές ελεύθερες ρίζες που σχηματίζονται κατά τη ραδιόλυση 

του νερού [20], την αλληλεπίδραση δηλαδή της ακτινοβολίας με άτομα μορίων 

νερού, το οποίο αφθονεί στα βιολογικά συστήματα. Δεδομένου ότι ο χρόνος ζωής 

των ριζών είναι πολύ μικρός (10-5 sec) είναι φανερό πως η μεταβίβαση ενέργειας στα 
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μακρομόρια θα πρέπει να γίνεται μέσα στο χρόνο αυτό. Έτσι, τόσο η έμμεση όσο και 

η άμεση δράση των ακτινοβολιών στα μακρομόρια έχει ως αποτέλεσμα την ακαριαία 

δημιουργία πρωτογενών χημικών μεταβολών στα μακρομόρια αυτά [17]. 

Από την αλληλεπίδραση Ι.Α. με τα μόρια του νερού παράγονται ιοντισμένα (Η2Ο+) 

και διεγερμένα (Η2Ο*) μόρια νερού καθώς και ελεύθερα ηλεκτρόνια (e-), τα οποία 

έλκουν μόρια νερού λόγω της πολικότητάς τους (e-
aq, καλούμενα και «ενυδατωμένα» 

ηλεκτρόνια). Τα ιονισμένα μόρια του νερού διασπώνται άμεσα παράγοντας ένα 

κατιόν υδρογόνου και μια ελεύθερη ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ˙), ενώ τα διεγερμένα 

μόρια (Η2Ο*) μπορεί αντί να αποδιεγερθούν, να διασπαστούν σε μια ελεύθερη ρίζα 

υδρογόνου (Η˙) και μια ελεύθερη ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ˙). 

 Σχηματικά: 

 Η2Ο Η2Ο++ e-aq Η+ + ΟΗ˙+ e-aq 

 Η2Ο Η2Ο* Η˙+ ΟΗ˙ 

 

Οι ελεύθερες ρίζες υδρογόνου και υδροξυλίου, τα κατιόντα υδρογόνου και τα 

ενυδατωμένα ηλεκτρόνια που παράγονται, μπορούν ακολούθως μέσω της διάχυσής 

τους να συμμετάσχουν σε δεκάδες αντιδράσεις μεταξύ τους ή με άλλα μόρια του 

συστήματος. Σημαντικότερες από αυτές είναι η «αδρανοποίηση» ελευθέρων ριζών,  η 

αντίδραση δύο ριζών υδροξυλίου και ο σχηματισμός ρίζας υπεροξυλίου:  

 Η˙ + Η˙ Η2 ή Η˙ + ΟΗ˙ Η2Ο ή Η+ + ΟΗ˙ Η2Ο 

 ΟΗ˙+ ΟΗ˙. Η2Ο2 

 Η˙+ Ο2  ΗΟ2˙ 
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2.2.3 Βλάβες DNA - επιδιόρθωση 

Το DNA αποτελεί έναν κρίσιμο στόχο για τις βιολογικές επιπτώσεις (κυτταρική 

θνησιμότητα, μεταλλάξεις, καρκινογένεση) οξειδωτικών διεργασιών, οι οποίες 

εξαρτώνται από διάφορους φυσικούς και χημικούς παράγοντες, όπως η I.A. και 

πληθώρα περιβαλλοντικών καρκινογόνων [21]. Μία ακόμα σημαντική πηγή 

οξειδωτικού στρες των κυττάρων είναι η ενδογενής παραγωγή δραστικών 

οξειδωτικών ενώσεων και ελεύθερων ριζών οξυγόνου και αζώτου (Reactive Oxygen / 

Nitrogen Species, ROS/RNS), λόγω της μεταβολικής δραστηριότητας του κυττάρου.  

Όσον αφορά στις βιολογικές επιδράσεις της Ι.Α, το DNA αποτελεί το σημαντικότερο 

ενδοκυτταρικό στόχο, κυρίως λόγω του μεγέθους, της πολυπλοκότητας και της δομής 

του [15, 19, 22]. Η έκθεση σε Ι.Α. μπορεί να προκαλέσει στο DNA διάφορα είδη 

βλάβης όπως: αποσύνθεση, θραύση (συνήθως στο φωσφο-διεστερικό δεσμό) του ενός 

ή και των δύο κλώνων (Single Strand Break - SSB και Double Strand Break - DSB, 

αντίστοιχα), αλλοιώσεις βάσεων (οξείδωση, μεθυλίωση, αποπουρίνωση, απαμίνωση), 

Εικόνα 2.3 Επαγωγή βλάβης στο DNA λόγω έμμεσης (ραδιόλυση ύδατος) και 
άμεσης δράσης ιοντίζουσας ακτινοβολίας. 
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απώλεια βάσης (αβασικά σημεία – ΑΡ sites), ενδο-κλωνική, δια-κλωνική ή και δια-

μοριακή σύνδεση (με άλλα μόρια DNA ή πρωτεϊνών) [5]. Υψηλές δόσεις Ι.Α. 

προκαλούν κυρίως θραύσεις των κλώνων του DNA (SSB ή/και DSB), ενώ χαμηλές 

δόσεις Ι.Α. προκαλούν αλλοιώσεις των κλώνων (nicks), όπως αλλοίωση ή/ και 

απώλεια βάσης ή /και σακχάρεως και αλκαλικώς ευαίσθητα ή/και θερμικώς 

ευαίσθητα σημεία. 

Ανά 1 Gy απορροφούμενης δόσης ακτινοβολίας χαμηλού LET προκαλούνται κατά 

μέσο όρο περίπου 105 ιοντισμοί ανά κύτταρο (διαμέτρου 10 μm) που οδηγούν, μέσω 

της άμεσης ή έμμεσης δράσης, σε περίπου 500-1000SSB, 20-30DSB και 1000-2000 

βλάβες βάσεων στο DNA (διαμέτρου 2,3 nm), κατά μέσο όρο[23]. Βέβαια, 

καθημερινά σημειώνονται πάνω από 50-100.000 βλάβες στο DNA των κυττάρων των 

θηλαστικών, αυθόρμητα ή λόγω της επίδρασης εξωγενών και ενδογενών 

παραγόντων.  

 

 

 

 

 

 

 

Η βλάβη που συσχετίζεται καλύτερα με τα βιολογικά αποτελέσματα της Ι.Α. και 

ειδικότερα με τον κυτταρικό θάνατο, είναι οι δίκλωνες θραύσεις του DNA. Ακόμα 

Εικόνα 2.4 Κύρια είδη επαγόμενων βλαβών DNA. [23] 
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και για ακτινοβολίες χαμηλού LET, η αύξηση της απώλειας ενέργειας των 

δευτερογενών φορτισμένων ηλεκτρονίων στο τέλος της τροχιάς τους μπορεί να 

οδηγήσει σε σύνθετες ή αλλιώς ομαδοποιημένες βλάβες του DNA (clustered DNA 

damage) [24], οι οποίες περιλαμβάνουν μία ή περισσότερες δίκλωνες θραύσεις[25], 

καθώς και αρκετές μονόκλωνες και βλάβες βάσεων. Τέτοιες εστίες σύνθετης βλαβών 

αντιπροσωπεύουν το 60% εως και 90% της συνολικής βλάβης του DNA κατά την 

ακτινοβόληση με χαμηλού και υψηλού LET ακτινοβολία αντίστοιχα και είναι πιο 

δύσκολο να επιδιορθωθούν σε σχέση με μία μεμονωμένη βλάβη [26-28]. Το γεγονός 

αυτό υποδεικνύει επίσης μια πιθανώς σημαντική διαφορά μεταξύ της βλάβης στο 

DNA από Ι.Α. και από άλλους παράγοντες (αυθόρμητες μεταλλάξεις, χημικοί και 

βιολογικοί παράγοντες), καθώς η πρώτη φαίνεται να είναι κυρίως σύνθετη και 

εστιασμένη, ενώ η δεύτερη τυχαία κατανεμημένη και σχετικά απλή[25]. 

Δεδομένου ότι τα κύτταρα διαθέτουν αποτελεσματικούς μηχανισμούς επιδιόρθωσης 

των βλαβών του DNA, τα βιολογικά αποτελέσματα της Ι.Α. οφείλονται κυρίως στο 

εξαιρετικά μικρό ποσοστό μη επιδιορθωμένων ή ανεπιτυχώς επιδιορθωμένων 

βλαβών. Τέτοιοι επιδιορθωτικοί μηχανισμοί είναι το σύστημα επιδιόρθωσης των 

αταίριαστων βάσεων (mismatch repair), ο μηχανισμός εκτομής βάσεων/ 

νουκλεοτιδίων (base / nucleotide excision repair – BER/NER), o ομόλογος 

ανασυνδυασμός (homologous recombination – HR) και η  μη–ομόλογη σύνδεση 

άκρων (non-homologous end joining - NHEJ) [5]. Οι δύο τελευταίοι είναι ιδιαιτέρως 

σημαντικοί, καθώς αποτελούν τους βασικούς μηχανισμούς για την επιδιόρθωση των 

δίκλωνων θραύσεων του DNA.     
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Ο ομόλογος ανασυνδυασμός είναι μια αργή, αλλά υψηλής πιστότητας επιδιορθωτική 

διαδικασία, κατά την οποία περιοχές από ομόλογο DNA (συνήθως η αδελφή 

χρωματίδη) χρησιμοποιούνται ως εκμαγείο για την επιδιόρθωση[29].Η μη-ομόλογη 

σύνδεση άκρων είναι μια ταχεία, αλλά επιρρεπής σε σφάλματα διαδικασία, κατά την 

οποία η επιδιόρθωση των δίκλωνων θραύσεων γίνεται με επανένωση των άκρων του 

DNA, αφού προηγουμένως έχει αφαιρεθεί περιορισμένος αριθμός ζευγών 

βάσεων[29].  

Στην περίπτωση έκθεσης ανθρώπινων κυττάρων σε Ι.Α., ο μηχανισμός που 

αναμένεται να ενεργοποιηθεί είναι ο NHEJ. ‘Όμως, είναι πλέον αποδεκτό, ότι μπορεί 

κάλλιστα να ενεργοποιηθεί και ο HR αν π.χ. τα κύτταρα βρίσκονται στην S/G2 φάση 

του κυτταρικού κύκλου. Παράλληλα μπορεί να ενεργοποιηθούν, αν και εφ’όσον 

κριθεί απαραίτητο από το κύτταρο, και άλλοι εναλλακτικοί υποστηρικτικοί 

μηχανισμοί NHEJ (Β-NHEJ) [30]. 

 

Εικόνα 2.5 Επιδιόρθωση δίκλωνων θραύσεων DNA με μη-ομόλογη σύνδεση άκρων 
(NHEJ) και ομόλογο ανασυνδυασμό (HR). 
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2.3 Βιολογικά αποτελέσματα σε κυτταρικό επίπεδο 

 

2.3.1 Γονιδιακές μεταλλάξεις 

Η Ι.Α. αποτελεί μεταλλαξιογόνο παράγοντα, καθώς σε περίπτωση ανεπιτυχούς 

επιδιόρθωσης των μονόκλωνων θραύσεων προκαλείται αλλαγή στην αλληλουχία 

των βάσεων του γενετικού υλικού και συνεπώς μετάλλαξη (λόγω αντικατάστασης, 

ελλείμματος ή ένθεσης βάσεων). Εκτός από χρωμοσωματικές ανωμαλίες, οι μη 

επιδιορθωμένες δίκλωνες θραύσεις (ή ομαδοποιημένες βλάβες του DNA) μπορούν να 

οδηγήσουν επίσης σε μετάλλαξη, λόγω ελλείμματος βάσεων, στην περίπτωση που 

τμήμα του DNA δεν επανασυνδεθεί και παραμείνει ελεύθερο.  

Το αποτέλεσμα των μεταλλάξεων ποικίλει και μπορεί να οδηγήσει στην έκφραση 

μιας τροποποιημένης πρωτεΐνης και την αύξηση ή μείωση των επιπέδων μιας 

φυσιολογικής πρωτεΐνης [5]. Οι μεταλλάξεις είναι ο κύριος παράγοντας εμφάνισης 

των στοχαστικών αποτελεσμάτων της ακτινοβολίας και η συχνότητα εμφάνισής τους 

αυξάνει με τη δόση ακτινοβολίας, αν και σε μεγάλες δόσεις κυριαρχεί ο κυτταρικός 

θάνατος οπότε ο αριθμός των μεταλλαγμένων κυττάρων μειώνεται. Αξίζει να 

σημειωθεί πως ο ανθρώπινος μεταβολισμός οδηγεί σε 240.000 μεταλλάξεις στα 

ανθρώπινα κύτταρα καθημερινά και η απορρόφηση δόσης Ι.Α. προσθέτει σε αυτές 

μόλις 2000 μεταλλάξεις ανά Gy [31]. 

 

2.3.2 Χρωμοσωματικές αλλοιώσεις 

Πέραν των μεταλλάξεων, μη επιτυχώς επιδιορθωμένες DSB (ή ομαδοποιημένες 

βλάβες DNA) μπορεί να οδηγήσουν σε χρωμοσωματικές αλλοιώσεις, οι οποίες 



 
 

 
27 

 

καθίστανται εμφανείς στην επόμενη διαίρεση του κυττάρου, στη φάση της 

μετάφασης. Οι χρωμοσωματικές ανωμαλίες περιλαμβάνουν ανταλλαγές των 

θραυσμάτων του DNA μεταξύ διαφορετικών χρωμοσωμάτων, μεταξύ των 

χρωματίδων του ίδιου χρωμοσώματος ή ακόμα και μεταξύ περιοχών της ίδιας 

χρωματίδης. Διακρίνονται σε χρωμοσωματικές ανωμαλίες (π.χ. δακτύλιοι και 

δικεντρικά χρωμοσώματα) και χρωματιδικές ανωμαλίες (π.χ. χρωματιδικές 

θραύσεις), ανάλογα με το εάν η βλάβη συνέβη κατά τη G1 φάση ή τη G2 φάση, 

αντίστοιχα (βλάβη κατά την S φάση ή τη μίτωση μπορεί να οδηγήσει και στα δύο 

είδη) [5]. Η εμφάνιση άτυπων χρωμοσωμάτων σε κύτταρα που πολλαπλασιάζονται 

μπορεί να οδηγήσει στον κυτταρικό θάνατο. Η ποσοτικοποίηση των 

χρωμοσωματικών ανωμαλιών σε λεμφοκύτταρα του περιφερικού αίματος στην 

πρώτη μετάφαση μετά την ακτινοβόληση αποτελεί μέθοδο βιολογικής δοσιμετρίας 

[32], ενώ η ποσοτικοποίηση των χρωματιδικών θραυσμάτων στην πρώτη μετάφαση 

μετά από in vitro ακτινοβόληση λεμφοκυττάρων στη G2 φάση του κυτταρικού 

κύκλου, χρησιμοποιείται ως μέθοδος ανίχνευσης αυξημένης ακτινοευαισθησίας σε 

άτομα του πληθυσμού [33]. 

 

2.3.3 Κυτταρικός θάνατος 

Η έκταση της βλάβης των χρωμοσωμάτων που θα εκδηλωθεί κατά την πρώτη μίτωση 

μετά την ακτινοβόληση είναι ο παράγοντας που σχετίζεται καλύτερα με τον 

κυτταρικό θάνατο [34, 35].  

Μετά την απορρόφηση σημαντικής δόσης Ι.Α. και την πρόκληση εκτεταμένης 

βλάβης στο DNA (καθώς και σε πρωτεΐνες, ένζυμα ή στην κυτταρική μεμβράνη) 

προκαλείται άμεση νέκρωση του κυττάρου (μη ελεγχόμενος μηχανισμός κυτταρικού 
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θανάτου που δεν συνοδεύεται από βιοχημικούς δείκτες και χαρακτηρίζεται από 

αύξηση του όγκου του κυττάρου και τελικώς ρήξη της κυτταρικής μεμβράνης). 

Χαμηλότερες τιμές δόσης που θα οδηγήσουν σε σχετικά μικρότερη, αλλά μη 

επιδιορθώσιμη βλάβη του DNA, θα προκαλέσουν άμεση απόπτωση. Η απόπτωση 

είναι σημαντικός ελεγχόμενος μηχανισμός κυτταρικού θανάτου που θεωρείται μέσο 

των πολυκύτταρων οργανισμών για την απόρριψη ανεπιθύμητων ή 

κατεστραμμένων κυττάρων και συνοδεύεται από σαφή μορφολογικά 

χαρακτηριστικά, όπως συμπύκνωση της χρωματίνης και συρρίκνωση του πυρήνα, 

πτύχωση της κυτταρικής μεμβράνης και συρρίκνωση του κυττάρου [5, 36, 37]. 

Αν η δόση της ακτινοβολίας είναι μικρή και οδηγήσει σε περιορισμένη αρχική 

βλάβη του DNA, δραστηριοποιούνται μηχανισμοί προαγωγής της κυτταρικής 

επιβίωσης που περιλαμβάνουν ανάσχεση του κυτταρικού κύκλου για την 

αποτελεσματικότερη δράση των επιδιορθωτικών μηχανισμών και σε περίπτωση 

επιτυχούς επιδιόρθωσης της βλάβης τα κύτταρα συνεχίζουν να πολλαπλασιάζονται. 

Αντιθέτως, σε περίπτωση ανεπιτυχούς επιδιόρθωσης, τα κύτταρα μπορεί να 

συνεχίσουν να πολλαπλασιάζονται ωσότου επέλθει μιτωτική καταστροφή (όρος που 

περιλαμβάνει κυτταρικούς θανάτους που εκδηλώνονται κατά τη φάση της μίτωσης, 

είτε οφείλονται σε χρωμοσωματικές ανωμαλίες, είτε όχι) που επιτελείται με 

καθυστερημένη νέκρωση ή καθυστερημένη απόπτωση [5]. 

 

2.3.4 Νεότερες θεωρήσεις 

Τα τελευταία χρόνια, έχουν διατυπωθεί και ερευνώνται ορισμένες θεωρίες στον 

τομέα της ραδιοβιολογίας, οι οποίες αφίστανται του κεντρικού δόγματος ότι τα 



 
 

 
29 

 

βιολογικά αποτελέσματα της έκθεσης σε Ι.Α. προκαλούνται από μη-επιδιορθώσιμες ή 

ατελώς επιδιορθωμένες βλάβες του DNA, και κυρίως DSB. 

 Προσαρμογή απόκρισης στην Ι.Α. 

Η υπόθεση της προσαρμογής της απόκρισης στην ακτινοβολία (adaptive response) 

στηρίζεται σε πειραματικά αποτελέσματα που δείχνουν ότι η ακτινοβόληση 

συγκεκριμένων συστημάτων αυξάνει την αντοχή τους σε επόμενη ακτινοβόληση [38-

44]. Υπάρχουν αρκετά στοιχεία σχετικά με την ενεργοποίηση γονιδίων λόγω της 

έκθεσης σε χαμηλές δόσεις ακτινοβολίας, που δυνητικά συμμετέχουν σε διάφορες 

βιολογικές αποκρίσεις (επαναπληθυσμοποίηση, επιδιόρθωση βλάβης, κυτταρικός 

θάνατος), όμως οι αρμόδιοι οργανισμοί καταλήγουν στο συμπέρασμα ότι η 

προσαρμογή της απόκρισης δεν είναι γενικό χαρακτηριστικό των κυττάρων in vivo 

και in vitro και δεν υπάρχουν συνεπείς ενδείξεις για τη μείωση των ανεπιθύμητων 

αποτελεσμάτων της ακτινοβολίας. 

 Επιγενετικές αποκρίσεις – γονιδιακή αστάθεια 

Οι επιγενετικές αποκρίσεις (epigenetic responses) αφορούν σε αποκρίσεις των 

κυττάρων που παρατηρούνται μετά την ακτινοβόληση, χωρίς να εμφανίζεται άμεση 

βλάβη του DNA. Ενώ τα κύρια αποτελέσματα από την έκθεση σε ακτινοβολία 

εμφανίζονται άμεσα (ανακοπή του κυτταρικού κύκλου, θάνατος), ορισμένα κύτταρα 

που επιβιώνουν μπορεί να εμφανίσουν διαρκώς υψηλό επίπεδο χρωμοσωματικών 

ανωμαλιών, υποδεικνύοντας έτσι  ότι η ακτινοβολία μπορεί να οδηγήσει σε μεγάλης 

διάρκειας αποτελέσματα που εκδηλώνονται ως γονιδιακή αστάθεια (genomic 

instability) [45-47]. Μετά την επιδιόρθωση μιας μετάλλαξης, η δημιουργία αστάθειας 

στη δομή του γονιδιώματος αυξάνει την πιθανότητα επανεμφάνισης της μετάλλαξης 

στο μέλλον, λόγω κάποιου άλλου έστω και μη ραδιολογικού εξωτερικού αιτίου.  



 
 

 
30 

 

Η γονιδιακή αστάθεια περιλαμβάνει ένα αυξημένο ποσοστό μεταλλάξεων, 

γονιδιακών ενισχύσεων και κυτταρικού μετασχηματισμού, αρκετές γενιές μετά την 

έκθεση σε Ι.Α.. Αυτές οι καθυστερημένες αποκρίσεις των κλωνικών απογόνων των 

ακτινοβολημένων κυττάρων οδηγούν σε χρωμοσωματικές αλλοιώσεις, που είναι το 

καταληκτικό σημείο της γονιδιακής αστάθειας, λόγω Ι.Α.. Αρκετές μελέτες συνδέουν 

τη χρωμοσωματική αστάθεια μετά την ακτινοβόληση, με παράγοντες που επάγουν το 

οξειδωτικό στρες [48-51].  

 Μη-στοχευμένες βιολογικές επιδράσεις της Ι.Α. 

 Η σημαντικότερη θεώρηση, που βρίσκεται υπό μελέτη τα τελευταία χρόνια είναι η 

παρατήρηση ότι ορισμένα κύτταρα σε καλλιέργεια ή στον οργανισμό μπορεί να 

οδηγηθούν σε θάνατο ή μεταλλάξεις, λόγω βλάβης σε παρακείμενα κύτταρα, χωρίς 

τα ίδια να έχουν πληγεί από την ακτινοβολία [1, 52] (non-targeted effect). Οι βλάβες 

στα μη-ακτινοβολημένα, παρακείμενα (bystander) κύτταρα περιλαμβάνουν 

ανταλλαγές χρωματίδων [53], μικροπυρηνικό σχηματισμό, γονιδιακές μεταλλάξεις 

και χρωμοσωματική αστάθεια [54, 55], καθώς και ενισχυμένη κυτταρική 

διαφοροποίηση και έκκριση παραγόντων ανασταλτικών της ανάπτυξης [52, 56].  

Οι μηχανισμοί που εμπλέκονται στην επαγωγή των βλαβών στα παρακείμενα 

κύτταρα, σχετίζονται με αυξημένο οξειδωτικό μεταβολισμό και αυξημένα επίπεδα 

δραστικών μορφών οξυγόνου (Reactive Oxygen Species - ROS) και μόρια που 

συμμετέχουν στη αντίδραση του οργανισμού στις φλεγμονές, όπως η 

κυκλοοξυγενάση-2 (COX-2). Μια πιθανή εξήγηση του φαινομένου είναι η απόκριση 

σε σήματα που μεταβιβάζονται από κύτταρα που έχουν πληγεί από την ακτινοβολία 

μέσω μορίων που είτε εισέρχονται μέσω χασμοσυνδέσεων (gap junctions) [57-60]  

στην κυτταρική μεμβράνη γειτονικών κυττάρων, είτε διαχέονται στο θρεπτικό μέσο 
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καλλιέργειας των κυττάρων [1, 61-64]. Τα φαινόμενα αυτά θεωρείται ότι κυριαρχούν 

ειδικά στις λεγόμενες χαμηλές δόσεις των ακτινοβολιών, δηλαδή σε δόσεις 

μικρότερες από 0.5 Gy.  

 

2.4 Βιολογικά αποτελέσματα σε επίπεδο ιστών - οργάνων  

Η  αλληλεπίδραση της ακτινοβολίας με τα κρίσιμα οργανικά μόρια ενός κυττάρου 

υπόκειται στους νόμους της στατιστικής. Η βλάβη που ενδεχομένως δημιουργηθεί 

λόγω της αλληλεπίδρασης Ι.Α. και ύλης, πιθανώς να μην επιδιορθωθεί επιτυχώς και 

να οδηγήσει σε άμεσο κυτταρικό θάνατο, έμμεσο κυτταρικό θάνατο λόγω 

δυσλειτουργίας του κυττάρου ή της αδυναμίας του να πολλαπλασιαστεί, ή σε 

μετάλλαξη του DNA του κυττάρου, το οποίο όμως παραμένει βιώσιμο και ικανό να 

πολλαπλασιαστεί. 

Σε χαμηλές δόσεις ακτινοβολίας, η άμεση ή έμμεση θανάτωση ενός κυττάρου ή 

ακόμη κι ενός μικρού αριθμού κυττάρων σε έναν ιστό ή όργανο του σώματος, δεν 

αναμένεται να έχει δυσμενή επίπτωση στη λειτουργία του οργάνου [65], μιας και η 

προκαλούμενη έκπτωση της λειτουργίας αντισταθμίζεται από τον οργανισμό, ενώ τα 

νεκρά κύτταρα σταδιακά αντικαθίστανται. Εξάλλου χιλιάδες κύτταρα του ιστού ή 

του οργάνου πεθαίνουν και ανανεώνονται καθημερινά. 

Όμως, οι βλάβες που οδηγούν σε τροποποίηση του γενετικού υλικού ενός οιουδήποτε 

μεμονωμένου σωματικού κυττάρου και δεν επιδιορθώνονται πλήρως, είναι πιθανό 

να έχουν μακροπρόθεσμα σοβαρή επίπτωση στην υγεία του εκτεθειμένου ατόμου. 

Κατά τον πολλαπλασιασμό του κυττάρου, μια μερικώς επιδιορθωμένη βλάβη στο 

DNA αποτελεί μετάλλαξη που μπορεί να μεταβιβαστεί σε θυγατρικά κύτταρα και να 

αποτελέσει απαρχή για την εμφάνιση πιθανής κακοήθειας στο απώτερο μέλλον. Στην 
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περίπτωση που η βλάβη συντελεστεί σε αναπαραγωγικό κύτταρο του οργανισμού, 

τότε είναι πιθανή η τροποποίηση του γενετικού κώδικα και η μεταβίβαση της 

μετάλλαξης στους απογόνους του εκτεθειμένουεκτεθέντος ατόμου (κληρονομήσιμες 

βλάβες) [66].  

Η δημιουργία μιας κυτταρικής βλάβης, αλλά και η μερική επιδιόρθωσή της είναι 

τυχαία γεγονότα, συνεπώς μπορούμε να υποθέσουμε ότι ακόμα και για πολύ μικρές 

δόσεις ακτινοβολίας υπάρχει πάντοτε κάποια μικρή, αλλά πεπερασμένη πιθανότητα 

εμφάνισης μακροπρόθεσμων δυσμενών επιπτώσεων. Σε πολύ μεγάλες δόσεις και 

μεγάλους ρυθμούς δόσεων ακτινοβολίας τόσο η ποιότητα, όσο και η έκταση της 

βλάβης αυξάνει, με αποτέλεσμα τον άμεσο θάνατο μεγάλου πληθυσμού κυττάρων 

και τη δυσλειτουργία ενός ιστού ή οργάνου. Οι βλάβες αυτές, μορφολογικές και 

λειτουργικές, είναι συνήθως εκτεταμένες και μη αντιμετωπίσιμες από τους 

διαθέσιμους κυτταρικούς επιδιορθωτικούς μηχανισμούς, με αποτέλεσμα την άμεση ή 

βραχυπρόθεσμη εμφάνιση σοβαρών κλινικών συμπτωμάτων. 

Τα δυσμενή αποτελέσματα στην υγεία ενός ατόμου που εκτίθεται σε Ι.Α. μπορούν να 

διαχωριστούν σε δύο κατηγορίες, σύμφωνα με τη Διεθνή Επιτροπή 

Ακτινοπροστασίας (ICRP) :  

α. Καθορισμένα αποτελέσματα (deterministic effects), τα οποία αποκαλούνται και 

επιβλαβείς αντιδράσεις των ιστών (ICRP 2008). Πρόκειται για κλινικά αποτελέσματα, 

ανιχνεύσιμα μετά από έκθεση σε μεγάλες καταστροφικές δόσεις ακτινοβολίας, 

ενίοτε πολύ σοβαρά, τα οποία οφείλονται στη θανάτωση ή τη βαρεία 

δυσλειτουργία μεγάλων πληθυσμών κυττάρων ενός ιστού, και 

β. Στοχαστικά αποτελέσματα (stochastic effects), στα οποία ανήκουν η λευχαιμία, 

ο καρκίνος και οι κληρονομήσιμες βλάβες και προκύπτουν ως αποτέλεσμα του 
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πολλαπλασιασμού ενός μεταλλαγμένου από ακτινοβολία, σωματικού (και 

γενετικού) κυττάρου. Οφείλουν την ονομασία τους στο γεγονός ότι η πιθανότητα 

εμφάνισής τους, ακολουθεί στατιστικούς νόμους.  

Σύμφωνα με την ICRP, σκοπός της ακτινοπροστασίας είναι η παρεμπόδιση των 

καθορισμένων αποτελεσμάτων και ο περιορισμός της πιθανότητας εμφάνισης των 

στοχαστικών αποτελεσμάτων, σε αποδεκτά επίπεδα. 

 

2.4.1 Καθορισμένα αποτελέσματα 

Τα καθορισμένα (ή άμεσα) αποτελέσματα εμφανίζονται μετά από έκθεση σε δόσεις 

ακτινοβολίας, μεγαλύτερες των 0.5 Sv έως 1.0 Sv. Πάνω από τις δόσεις αυτές, η 

εμφάνισή τους είναι αναπόφευκτη, ενώ η σφοδρότητά τους αυξάνει με την αύξηση 

δόσης. Για την εμφάνιση των καθορισμένων αποτελεσμάτων, απαιτείται η υπέρβαση 

ενός κατωφλίου – δόσης. Η πιθανότητα της εμφάνισής τους για δόσεις μικρότερες 

του κατωφλίου - δόσης είναι μηδενική, ενώ με την υπέρβαση του κατωφλίου, η τιμή 

της πιθανότητας εμφάνισης της βλάβης με την αύξηση δόσης, εκτινάσσεται στο 100%. 

Η  βαρύτητα της βλάβης στον ιστό μετά το κατώφλι κλιμακώνεται ταχύτατα με την 

αύξηση της δόσης, καθώς εκπίπτει η ικανότητα του ιστού να ανανήψει, λόγω του 

απεμπλουτισμού του σε ανανεώσιμους πληθυσμούς παρεγχυματικών κύτταρων, που 

θα αντικαταστήσουν αυτούς που έχουν υποστεί τροποποιήσεις. Αν η προκαλούμενη 

στο όργανο βλάβη είναι εκτεταμένη και μη αναστρέψιμη, μπορεί να οδηγήσει στην 

πλήρη καταστροφή του οργάνου, στην καταστροφή του αντιστοίχου συστήματος 

(π.χ. αιμοποιητικού, κεντρικού νευρικού, πεπτικού), ως και στο θάνατο του 

οργανισμού.  
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Οι αντιδράσεις των ιστών, στα καθορισμένα αποτελέσματα της Ι.Α., μπορούν να 

διακριθούν σε πρώιμες και καθυστερημένες [67]. Οι πρώιμες αντιδράσεις ενός ιστού 

σε δόση ακτινοβολίας μεγαλύτερης από το κατώφλι δόσης, είναι αυτές που 

εμφανίζονται τις πρώτες ώρες, ημέρες ή και εβδομάδες μετά την ακτινοβόληση (π.χ. 

ερύθημα), ενώ οι καθυστερημένες αντιδράσεις ενός ιστού, εμφανίζονται μερικούς 

μήνες ή και έτη μετά την ακτινοβόληση (π.χ. νέκρωση του δέρματος ως αποτέλεσμα 

της βαρείας απογύμνωσης της επιδερμίδας και της χρόνιας φλεγμονής, αρτηριακές 

αποφράξεις που οδηγούν σε εν τω βάθει ιστικές νεκρώσεις, εντερικές στενώσεις λόγω 

βαρείας εξέλκωσης του βλεννογόνου). 

Σύμφωνα με την επικρατούσα σήμερα άποψη σχετικά με τις αντιδράσεις των ιστών 

(ICRP-2008), για την περιοχή απορροφούμενης δόσης έως 100 mGy, η πιθανότητα 

οποιοσδήποτε ιστός ή όργανο να παρουσιάσει κλινικά εκδηλούμενη αντίδραση είναι 

μηδενική. Αυτό ισχύει τόσο για χαμηλές ακαριαίες εφάπαξ δόσεις, όσο και για 

χρόνιες χαμηλές δόσεις, εκφρασμένες ως επαναλαμβανόμενες ετήσιες δόσεις. 

 

2.4.2 Στοχαστικά αποτελέσματα 

Τα στοχαστικά αποτελέσματα της Ι.Α. είναι αυτά που πιθανόν να εκδηλωθούν 

μακροπρόθεσμα σε ένα άτομο που εκτέθηκε σε ακτινοβολία. Η πιθανότητα 

εμφάνισης των στοχαστικών αποτελεσμάτων αυξάνει ευθέως ανάλογα με το μέγεθος 

της δόσης της ακτινοβολίας που δέχθηκε το σωματικό κύτταρο που μεταλλάχθηκε 

αρχικά. Για την εμφάνισή τους δεν απαιτείται υπέρβαση κάποιου κατωφλίου – δόσης 

και η βαρύτητα του αποτελέσματος, για παράδειγμα η εξέλιξη της νόσου μετά την 

εμφάνισή της, είναι ανεξάρτητη της δόσης της ακτινοβολίας που δέχθηκε το 

σωματικό κύτταρο που αρχικά μεταλλάχθηκε [68, 69]. 
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Η βαρύτητα ενός στοχαστικού αποτελέσματος είναι ανεξάρτητη της δόσης, ενώ η 

εξάρτηση της πιθανότητας εμφάνισης του στοχαστικού αποτελέσματος από τη δόση 

ακτινοβολίας αποδίδεται με γραμμικό - χωρίς κατώφλι δόσης μαθηματικό πρότυπο 

(Linear Non Threshold model – LNT). Το διεθνές σύστημα ακτινοπροστασίας (ICRP 

103) στηρίζεται στο μαθηματικό γραμμικό πρότυπο LNT [70], σύμφωνα με το οποίο, 

για λόγους προάσπισης της υγείας, δεχόμαστε ότι οποιαδήποτε δόση ακτινοβολίας, 

οσοδήποτε μικρή και αν είναι, ενέχει κίνδυνο πρόκλησης καρκίνου, το μέτρο του 

οποίου είναι ανάλογο του μεγέθους της εν λόγω δόσης. 

Οι τύποι καρκίνου που έχουν συνδεθεί με την έκθεση σε Ι.Α. περιλαμβάνουν τη 

λευχαιμία, το πολλαπλό μυέλωμα, καθώς και τους καρκίνους του μαστού, του 

θυρεοειδή, των ωοθηκών, του πνεύμονα, της ουροδόχου κύστης, του στομάχου, του 

Κ.Ν.Σ. (εκτός του εγκεφάλου) και του οισοφάγου. Ένα από τα βασικά ευρήματα της 

επιδημιολογικής μελέτης, των ατόμων που επέζησαν μετά την έκρηξη των δύο 

ατομικών βομβών, στη Hiroshima και το Nagasaki είναι η χρονική εμφάνιση των 

στοχαστικών αποτελεσμάτων. Συγκεκριμένα, ο λανθάνων χρόνος εμφάνισης 

λευχαιμίας, μετά την έκθεση, είναι περίπου 2 έτη, ενώ η κορύφωση του φαινομένου 

πραγματοποιείται 7-8 έτη μετά την έκθεση. Όσον αφορά στους καρκινικούς όγκους, 

ο αντίστοιχος λανθάνων χρόνος εμφάνισης είναι κατ΄ ελάχιστον 10 έτη, ενώ η 

κορύφωση της εμφάνισης της νόσου πραγματοποιείται 40-50 έτη μετά την έκθεση. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΕΣΤΙΩΝ γ-Η2ΑΧ  

ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΒΛΑΒΩΝ DNA 

 

 

 

3.1 Εισαγωγή 

Σε όλα τα κύτταρα εμφανίζονται ενδογενείς και εξωγενείς βλάβες στο DNA. Οι 

ενδογενείς βλάβες προκαλούνται από το ίδιο το κύτταρο και μπορεί να προκύψουν 

από καταστάσεις όπως η απόπτωση, η επιδιόρθωση εκτομής (excision repair) ή οι 

οξειδωτικές βλάβες, ενώ οι εξωγενείς βλάβες προκαλούνται καθώς τα κύτταρα 

εκτίθενται σε φυσικούς ή χημικούς παράγοντες (ακτινοβολία ή κυτταροτοξικά 

φάρμακα, αντίστοιχα). 

Η εκτίμηση των DSB παρουσιάζει ενδιαφέρον στην ερευνητική κοινότητα, λόγω της 

προβλέψιμης φύσης τους. Οι θανατηφόρες αυτές θραύσεις των κλώνων του DNA 
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επιτρέπουν την πρόβλεψη τοξικότητας στα κύτταρα ή και το θάνατό τους. Για την 

ανίχνευση των DSB χρησιμοποιούνται ποικίλες μέθοδοι, όπως η ουδέτερη έκπλυση 

(neutral elusion), η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή και η μέθοδος κυτταρικού κομήτη 

(comet assay), αλλά η μέθοδος των γ-Η2ΑΧ εστιών είναι ιδιαιτέρως ακριβής και 

παρουσιάζει το πλεονέκτημα της δυνατότητας ανίχνευσης βλαβών σε χαμηλές δόσεις 

ακτινοβολίας (ως και 0.001 Gy) [71]. 

Η ευαίσθητη αυτή τεχνική για την ανίχνευση διπλών θραύσεων στο DNA των 

κυττάρων αποκαλύπτει την παρουσία εστιών γ-Η2ΑΧ στον πυρήνα πρωτογενών 

κυττάρων και καρκινικών κυτταρικών σειρών, καθώς και σε ιστούς [72-74]. Οι εστίες 

αυτές πιστεύεται πως υποδεικνύουν βλάβες προερχόμενες από διάφορα είδη 

ενδογενούς και εξωγενούς στρες [75]. 

Τη δημιουργία μιας δίκλωνης θραύσης του DNA ακολουθεί η φωσφορυλίωση 

εκατοντάδων μορίων ιστόνης H2AX (γ-Η2ΑΧ) στη χρωματίνη της περιοχής του 

δίκλωνου σπασίματος. Γενικά, φωσφορυλίωση χαρακτηρίζεται η διαδικασία κατά 

την οποία μία ή περισσότερες φωσφορικές ομάδες προστίθενται σε ένα μόριο. Η 

φωσφορυλίωση πρωτεϊνών διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στον έλεγχο πολλών 

κυτταρικών λειτουργιών, συμπεριλαμβανομένων της κυτταρικής ανάπτυξης και της 

διαφοροποίησης. Η οπτικοποίηση μιας φωσφορυλιωμένης περιοχής γίνεται με ειδικά 

αντισώματα και ο εντοπισμός των πυρηνικών εστιών (foci) γ-Η2ΑΧ είναι μια ευρέως 

αποδεκτή και ευαίσθητη μέθοδος για τον ποσοτικό προσδιορισμό των επαγόμενων 

βλαβών στο DNA, από την ακτινοβολία [76]. 

Πρόκειται για μια απλή δοκιμασία, αρκετά πιο ευαίσθητη από τις υπόλοιπες τεχνικές 

στην ανίχνευση δίκλωνων θραύσεων, καθώς μπορεί να τις ανιχνεύσει σε άθικτα 
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κύτταρα, γεγονός που επιτρέπει την απεικόνιση μέσω φθορισμού και τον φυσικό 

τους εντοπισμό.  

Η τεχνική αυτή έχει εφαρμοστεί επιτυχώς σε δείγματα αίματος, που λαμβάνεται 

κατόπιν ακτινοδιαγνωστικής αξονικής τομογραφίας, για την ανίχνευση επαγόμενων 

βλαβών του DNA και για την εκτίμηση της δόσης ακτινοβολίας που δέχονται τα 

λευκοκύτταρα του περιφερικού αίματος [77]. 

 

3.2 Η πρωτεΐνη Η2ΑΧ 

Η Η2ΑΧ αποτελεί βασικό παράγοντα στη διαδικασία επιδιόρθωσης των βλαβών του 

DNA. Πρόκειται για μία ποικιλομορφία της ιστόνης Η2Α, μιας εκ των τεσσάρων 

πρωτεϊνών που σε ζεύγη αποτελούν το οκταμερές ιστονών του νουκλεοσώματος. 

Συγκεκριμένα, οι πυρήνες ιστόνης, γύρω από τους οποίους είναι τυλιγμένο το DNA 

αποτελούνται από μεμονωμένες πρωτεΐνες ιστόνης, τις Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4 [78]. Η 

οικογένεια της πρωτεΐνης Η2Α έχει τον μεγαλύτερο αριθμό παραλλαγών, όπως οι 

Η2Α1, Η2Α2, Η2ΑΧ, Η2ΑΖ και πολλές άλλες. Στα ανθρώπινα κύτταρα,  η πρωτεΐνη 

Η2ΑΧ αποτελεί περίπου το 10% της πρωτεΐνης Η2Α, αλλά ανάλογα με το είδος του 

θηλαστικού η Η2ΑΧ μπορεί να κυμαίνεται σε ποσοστά μεταξύ 2% και 25% της 

συνολικής Η2Α πρωτεΐνης  [76]. Η Η2ΑΧ δε συγκεντρώνεται σε μια συγκεκριμένη 

περιοχή του DNA, αλλά ενσωματώνεται τυχαία σε ιστόνες σε ολόκληρο το DNA[79]. 

 

 

Εικόνα 3.1 Το οκταμερές ιστονών 
του νουκλεοσώματος. Η ιστόνη 

Η1 παρεμβάλλεται μεταξύ των 
νουκλεοσωμάτων του DNA και 
συμβάλλει στη συσπείρωση της 
δομής του. 
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3.3 Φωσφορυλίωση της Η2ΑΧ 

Μετά την έκθεση σε Ι.Α., στα σημεία των δίκλωνων θραύσεων η ιστόνη Η2ΑΧ 

φωσφορυλιώνεται άμεσα στη σερίνη 139, συνήθως μέσα σε 1-10min μετά την 

πρόκληση βλάβης στο DNA[79] και η φωσφορυλιωμένη αυτή πρωτεΐνη ονομάζεται 

γ-Η2ΑΧ [73]. Εκατοντάδες πρωτεΐνες Η2ΑΧ φωσφορυλιώνονται στη χρωματίνη της 

περιοχής ενός DSB και η συγκέντρωσή τους μεγιστοποιείται σε περίπου 30 λεπτά 

μετά την ακτινοβόληση [79]. Το χρονικό αυτό σημείο είναι το βέλτιστο για τον 

προσδιορισμό του μέγιστου αριθμού των εστιών γ-Η2ΑΧ για διάφορους τύπους 

κυττάρων, με 10-20 εστίες ανά Gy ανά διπλοειδή πυρήνα, και σχετίζεται με τον 

αριθμό των επαγόμενων δίκλωνων θραύσεων σε αυτό το χρονικό σημείο [80]. Εν 

συνεχεία η Η2ΑΧ αποφωσφορυλιώνεται και οι εστίες σταδιακά μειώνονται, ως 

ένδειξη της επιδιόρθωσης της βλάβης [79, 80].  

Στα κύτταρα των θηλαστικών οι πρωτεΐνες ΑΤΜ (Ataxia Telangiectasia mutated), 

ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad 3 - related) και DNA-PK (DNA-dependent 

protein kinase) είναι υπεύθυνες για την απόκριση της βλάβης του DNA (DDR–DNA 

Damage Response) [81]. Με βάση προηγούμενες έρευνες, η DNA-PK είναι η 

πρωτεΐνη η οποία ανιχνεύει τις DSB κατά τη διάρκεια της μη-ομόλογης σύνδεσης 

άκρων (NHEJ) [82], αλλά η ΑΤΜ είναι η κύρια πρωτεΐνη που φωσφορυλιώνει την 

Η2ΑΧ [81]. Αρκετές πρωτεΐνες επιδιόρθωσης συνεντοπίζονται με τη γ-Η2ΑΧ, 

ορισμένες εκ των οποίων συνδέονται άμεσα με τη γ-Η2ΑΧ.Έτσι, οι εστίες που 

δημιουργούνται αντιπροσωπεύουν μια συσσώρευση των γ-Η2ΑΧ, μαζί με 

εκατοντάδες άλλες πρωτεΐνες που έχουν εντοπιστεί στο σημείο της βλάβης [83]. 
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3.4 Μέθοδοι ανίχνευσης  

Οι εστίες γ-Η2ΑΧ μπορούν να απεικονιστούν χρησιμοποιώντας διάφορες τεχνικές. 

Οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενοι δείκτες της έκθεσης κυττάρων σε ακτινοβολία είναι 

κυτταρογενετικές μέθοδοι, όπως οι μικροπυρήνες και μέθοδοι χρωμοσωματικών 

αλλοιώσεων. Ωστόσο, οι μέθοδοι αυτές χρειάζονται τον κυτταρικό κύκλο για την 

εκτίμηση της χρωμοσωματικής βλάβης, είναι χρονοβόρες και έχουν περιορισμένη 

ευαισθησία σε δόσεις μικρότερες του 1 Gy. Η ιστόνη Η2ΑΧ που φωσφορυλιώνεται 

στην περιοχή μιας δίκλωνης θραύσης του DNA (γ-Η2ΑΧ) μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

ως βιοδείκτης των δίκλωνων θραύσεων εντός της χρωματίνης. Η εκτίμηση των εστιών 

γ-Η2ΑΧ με ανοσοφθορισμό είναι ένα εξαιρετικά ευαίσθητο και ακριβές εργαλείο για 

την ανίχνευση δίλωνων θραύσεων του DNA σε δόσεις μικρότερες των 100 mGy[84, 

85]. 

Οι γ-Η2ΑΧ εστίες συνήθως ανιχνεύονται και προσδιορίζονται ποσοτικά με 

φθορισμό, που περιλαμβάνει πρωτεύοντα αντισώματα που εντοπίζουν και 

προσδένονται στη φωσφορυλιωμένη σερίνη-139 [81] της Η2ΑΧ και δευτερεύοντα, 

φθορίζοντα αντισώματα, ώστε η οπτικοποίηση των εστιών να είναι δυνατή (Εικόνα 

3.2). Ο ανοσοφθορισμός απαιτεί τη χρήση μικροσκοπίου επιφθορισμού, το οποίο 

επιτρέπει τη μέτρηση των κυττάρων με βλάβη στο DNA, με γυμνό μάτι [83]. Η χρήση 

του φθορισμού, μπορεί να επεκταθεί και σε άλλες μεθόδους, όπως στο ανοσοστύπωση 

Western (Western immunoblot) [81] και στην ηλεκτροφόρηση γέλης [79]. 

Τα αποτελέσματα του ανοσοφθορισμού έχουν δοκιμαστεί με τη μέθοδο κυτταρικού 

κομήτη, η οποία υπό αλκαλικές συνθήκες μπορεί να ανιχνεύσει τόσο μονόκλωνες 

(SSBs), όσο και δίκλωνες (DSB) θραύσεις του DNA[86]. Η τεχνική αυτή έχει κριθεί 

γρήγορη, απλή και αξιόπιστη, αλλά η μέθοδος προσδιορισμού των εστιών γ-Η2ΑΧ 



 
 

 
42 

 

είναι 100 φορές περισσότερο ευαίσθητη στην ανίχνευση των επιπέδων της βλάβης 

[87]. Επίσης, η κυτταρομετρία ροής μπορεί να δείξει πώς οι βλάβες του DNA 

σχετίζονται με την κυτταροτοξικότητα των φαρμάκων [88]. 

 

Εικόνα 3.2 Αρχή της μεθόδου προσδιορισμού των εστιών γ-Η2ΑΧ με ανοσοφθορισμό. Η 
Η2ΑΧ φωσφορυλιώνεται άμεσα στο σημείο της επαγόμενης δίκλωνης θραύσης του DNA από 
Ι.Α. Ένα πρωτεύον αντίσωμα εντοπίζει τη γ-Η2ΑΧ και προσδένεται σε αυτήν, ενώ ένα 
δευτερεύον αντίσωμα, επισημασμένο με φθορίζουσα χρωστική, προσδένεται στο πρωτεύον 
(τεχνική sandwich).  

 

3.5 Σχηματισμός γ-Η2ΑΧ λόγω ιοντίζουσας ακτινοβολίαςκαι καρκίνος 

Μετά την ακτινοβόληση με Ι.Α. και την άμεση φωσφορυλίωση της Η2ΑΧ, υπάρχει 

πάντα ένα σταθερό ποσοστό των γ-Η2ΑΧ που σχηματίζονται ανά δίκλωνη θραύση.  

Για μία δόση 1 Gy ακτίνων-Χ φωσφορυλιώνεται πάντα ένα ποσοστό 1-2% της Η2ΑΧ, 

ανεξάρτητα από την αναλογία Η2ΑΧ και Η2Α. 

Η γ-Η2ΑΧ είναι ένας ευαίσθητος και πρώιμος δείκτης των δίκλωνων θραύσεων του 

DNA, in vitro και in vivo [89]. Η γ-Η2ΑΧ δε σχηματίζεται μόνο σε καλλιέργειες 

κυττάρων, αλλά και σε ολόκληρους ζωντανούς οργανισμούς που δέχθηκαν θεραπεία 

με θανατηφόρες και μη-θανατηφόρες δόσεις Ι.Α. [79]. Οι κυτταρικές σειρές, μπορεί 

να έχουν διάφορα επίπεδα υποβάθρου της γ-Η2ΑΧ, για παράδειγμα οι καρκινικές 

σειρές Caski και SW756 παρουσιάζουν υψηλά επίπεδα εστιών στο υπόβαθρο [90] και 
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συνεπώς ο αριθμός των γ-Η2ΑΧ εστιών που σχηματίζονται είναι διαφορετικός. Η 

διαφορά αυτή μεταξύ των κυτταρικών σειρών δεν έγκειται στον αριθμό των εστιών, 

αλλά στην έντασή τους [91].   

Πρόσφατα, ερευνήθηκε ο ρόλος της Η2ΑΧ στον καρκίνο. Βρέθηκε πως τα καρκινικά 

κύτταρα παρουσιάζουν μια τριπλάσια αύξηση στο σχηματισμό γ-Η2ΑΧ [90]. Ως 

δείκτης για τις βλάβες του DNA, η Η2ΑΧ βρίσκεται σε υψηλότερα επίπεδα στα 

καρκινικά κύτταρα, λόγω των αυξημένων ενδογενών βλαβών, αλλά και της 

κυτταρικής διαίρεσης. Συγκεκριμένα, πειράματα έδειξαν πως η γ-Η2ΑΧ είναι 

παρούσα σε αυξημένα επίπεδα σε μεγάλο αριθμό ανθρώπινων καρκινικών 

μοντέλων, όπως καρκινικά κύτταρα του τραχήλου της μήτρας [90, 92], κύτταρα 

μελανώματος [93], καρκίνωμα του παχέος εντέρου, ινοσάρκωμα, οστεοσάρκωμα, 

γλοίωμα και κύτταρα νευροβλαστώματος [75]. Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν 

ότι τα αυξημένα επίπεδα βλάβης του DNA είναι ένα γενικό χαρακτηριστικό της 

ανάπτυξης του καρκίνου [75, 90, 92-95] . Επιπλέον, κολονοκύτταρα από ασθενή με 

ελκώδη κολίτιδα, μία χρόνια φλεγμονώδη νόσο που προδιαθέτει τους ασθενείς σε 

καρκίνο του παχέος εντέρου, δείχνουν αύξηση στην περιεκτικότητα σε γ-Η2ΑΧ [96] . 

Για τους λόγους αυτούς, η ανίχνευση της γ-Η2ΑΧ σε ανθρώπινες βιοψίες θα 

μπορούσε να χρησιμοποιηθεί στον έλεγχο πρώιμου καρκίνου και στην 

παρακολούθηση της θεραπείας του καρκίνου [75].  

 

3.6 Εφαρμογές των εστιών γ-Η2ΑΧ 

Η γ-Η2ΑΧ έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως από πολλούς ερευνητές ως εργαλείο 

εκτίμησης της προσκληθείσας βλάβης του DNA. Η ίδια η πρωτεΐνη, καθώς και οι 

σχετικές πρωτεΐνες, έχει πολλές πιθανές εφαρμογές για κλινική χρήση [97, 98]. 
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Η χρήση της στη θεραπεία του καρκίνου βρίσκεται, επί του παρόντος, υπό 

διερεύνηση. Μέσω της ανάλυσης της γ-Η2ΑΧ μπορεί να εξαχθούν χρήσιμες 

πληροφορίες σχετικά με την απόκριση καρκινικών και φυσιολογικών κυττάρων στην 

Ι.Α., μετά από έκθεση σε κλινικά σχετικές δόσεις ακτινοβολίας [99]. 

Η παρουσία των εστιών γ-Η2ΑΧ μετά την αρχική επαγωγή της βλάβης του DNA, 

υποδεικνύει πως μέρος της βλάβης παραμένει ανεπιδιόρθωτο. Το  γεγονός αυτό 

καθιστά πιθανή τη χρήση της γ-Η2ΑΧ για την ταχεία εκτίμηση της 

ακτινοευαισθησίας ατόμων και κυτταρικών σειρών [100, 101], οδηγώντας στον 

προσδιορισμό ασθενών και κυτταρικών σειρών με ελλατωματική ικανότητα 

επιδιόρθωσης των βλαβών του DNA [101-103]. Ο ρυθμός απώλειας των γ-H2AX 

εστιών εξαρτάται από τον τύπο του κυττάρου, αλλά φαίνεται να είναι πιο γρήγορος 

σε ακτινοάντοχες κυτταρικές σειρές [104]. Επίσης, η ποσοτικοποίηση των εστιών γ-

Η2ΑΧ στους πυρήνες λεμφοκυττάρων του περιφερικού αίματος επιτρέπει την 

εκτίμηση της εφαρμοζόμενης δόσης σε όλο το σώμα, μετά από σύμμορφη 

ακτινοθεραπεία όγκων σε διαφορετικά σημεία του σώματος [85]. Ως εκ τούτου, η γ-

Η2ΑΧ μπορεί να χρησιμοποιηθεί κυρίως ως βιοδοσίμετρο [105] για έκθεση σε Ι.Α. 

αλλά και πιθανότατα ως προγνωστικός δείκτης της ακτινοευαισθησίας [102, 106] ενός 

ασθενούς, κάτι που όμως θα πρέπει να αποδειχτεί. Σε συνδυασμό με πιο αποδεκτές 

τεχνικές ακτινοευαισθησίας, όπως η όπως η λεγόμενη G2 χρωμοσωμική μέθοδος 

[107], μπορεί να αποτελέσει ένα δυνητικά χρήσιμο εργαλείο για την κλινική 

ενίσχυση της ακτινοθεραπείας, διαδικασίας που υποδεικνύεται για περίπου το 60% 

των ασθενών με καρκίνο [108]. Σημαντικό είναι και το αποτέλεσμα πρόσφατης 

έρευνας που έδειξε πως η αυτόματη καταμέτρηση των εστιών γ-Η2ΑΧ σε 

λεμφοκύτταρα, παρέχει έγκυρες πληροφορίες για τη δόση της Ι.Α. σε δείγματα 

αίματος που αναλύθηκαν ως και 16 ώρες μετά την έκθεση [109]. 
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Βέβαια, κρίνεται αναγκαία και η αναφορά όχι μόνο στα πλεονεκτήματα της 

μεθόδου, αλλά και σε πιθανούς περιορισμούς και προβλήματα που παρουσιάζονται 

κατά την εφαρμογή της σε κλινικό επίπεδο. Ένα εμφανές πλεονέκτημα της γ-Η2ΑΧ, 

σε σχέση με άλλους βιοδείκτες κυτταρικής βλάβης, είναι η εξαιρετικά υψηλή 

ευαισθησία της, η οποία επιτρέπει την ανίχνευση πολύ μικρών μεταβολών στην 

ακεραιότητα του γονιδιώματος, σε επίπεδο ενός κυττάρου. Ωστόσο,  το χαμηλό όριο 

ανίχνευσης της γ-Η2ΑΧ εξαρτάται από αρκετούς παράγοντες, 

συμπεριλαμβανομένου του επιπέδου των πυρηνικών εστιών στο υπόβαθρο σε μη-

στρεσαρισμένα κύτταρα, που σχετίζεται με την αντιγραφή του DNA και την εξέλιξή 

του μέσω της μίτωσης. Ακόμα, σημαντικό μειονέκτημα της γ-Η2ΑΧ ως βιοδοσίμετρο 

είναι η μείωση των εστιών με το πέρας λίγων ωρών, λόγω της παρουσίας των 

επιδιορθωτικών μηχανισμών, καθώς και η εξασθένιση του σήματος φθορισμού, λόγω 

εξασθένισης των χρωμοφόρων ουσιών. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
47 

 

 

 

B.ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ – ΠΕΙΡΑΜΑ 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ 

 

 

 

4.1 Σκοπός του πειράματος 

Δεδομένου ότι η βλάβη που έχει ενοχοποιηθεί περισσότερο ως προς τα βιολογικά 

αποτελέσματα της Ι.Α. και ειδικότερα με τον κυτταρικό θάνατο, είναι οι δίκλωνες 

θραύσεις του DNA, κρίνεται σκόπιμη η διερεύνηση της επαγωγής τους. Ως βιοδείκτες 

των δίκλωνων θραύσεων μπορούν να χρησιμοποιηθούν οι εστίες γ-Η2ΑΧ, μιας και 

αντιπροσωπεύουν τις βλάβες αυτές ως 1:1[110]. 

Σκοπός του πειράματος είναι η ανίχνευση των επαγόμενων δίκλωνων θραύσεων στο 

DNA κυττάρων ex vivo και in vitro, μετά από έκθεση σε δόσεις 0.2 – 4 Gy ιοντίζουσας 

ακτινοβολίας, με τη μέθοδο του προσδιορισμού των γ-Η2ΑΧ εστιών. 

Πραγματοποιήθηκαν δύο σειρές πειραμάτων ˙ η πρώτη είχε ως στόχο τον 

προσδιορισμό του αριθμό των επαγόμενων βλαβών συναρτήσει της δόσης 

ακτινοβολίας και η δεύτερη τον προσδιορισμό του αριθμού των επαγόμενων βλαβών 
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συναρτήσει του χρόνου μετά την ακτινοβόληση, ώστε να εκτιμηθεί η χρονική εξέλιξη 

των επιδιορθωτικών μηχανισμών. 

 

4.2 Υλικά και μέθοδοι 

Για την εκτέλεση των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν δύο είδη κυττάρων: 

λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος και η καρκινική σειρά MCF-7 (ATCC). 

⦁ Τα λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος (μονοπύρηνα κύτταρα) αποτελούν 

σημαντική πηγή για την αξιολόγηση της απόκρισης βλάβης του DNA σε ένα 

συγκεκριμένο ασθενή. Αποτελούν δείγμα από μη πολλαπλασιαζόμενα φυσιολογικά 

κύτταρα ιστού στη G0 φάση μέσα στο σώμα. Ως πηγή λεμφοκυττάρων για την ex vivo 

ανάλυση χρησιμοποιήθηκε φλεβικό αίμα που συλλέχθηκε από δύο υγιείς δότες 

διαφορετικού φύλου, με φλεβοκέντηση που έλαβε χώρα στο Ιατρείο του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. 

Δημόκριτος. Μετά την αιμοληψία, το δείγμα εισήχθη σε ηπαρινισμένο και 

αποστειρωμένο σωληνάριο χωρητικότητας 10 ml. Η ηπαρίνη είναι ουσία 

αντιπηκτική, που παρεμποδίζει τη συγκόλληση ή την πήξη των αιμοσφαιρίων.  

⦁ Τα κύτταρα MCF-7 που χρησιμοποιήθηκαν 

για τα πειράματα, ήταν παροχή του 

Ι.Π.Ρ.Ε.Τ.Ε.Α., Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «Δημόκριτος» και 

προέρχονταν από την Αμερικανική Συλλογή 

Κυτταρικών Σειρών (American Type Culture 

Collection - ATCC). Η MCF-7 είναι μια 

κυτταρική σειρά από αδενοκαρκίνωμα μαστού, 

που απομονώθηκε για πρώτη φορά το 1970, 

Εικόνα 4.1 Κύτταρα MCF7, εικόνα 
μικροσκοπίου. (Πηγή: atcc.org) 
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από το μαστικό ιστό μιας 69-χρονης γυναίκας [111]. Γενετικά, η σειρά δεν έχει 

διατηρηθεί πλήρως. Αρχικά είχε περιγραφεί ως έχουσα καρυότυπο αποτελούμενο 

από 85 χρωμοσώματα [111], τα οποία έκτοτε έχουν μειωθεί περίπου στα 69, σε 

αντίθεση με το φυσιολογικό καρυότυπο των 46 χρωμοσωμάτων. Επιπλέον, έχουν 

σημειωθεί γενετικές διαφορές μεταξύ της κυτταρικής σειράς MCF-7 από το Michigan 

Cancer Foundation (στο οποίο οφείλει και το όνομά της) και της αντίστοιχης 

κυτταρικής σειράς της ATCC, γεγονός που δείχνει τη διαφορετική προέλευση των 

δύο σειρών. 

 

4.2.1 Απομόνωση λεμφοκυττάρων 

Προκειμένου να χρησιμοποιηθούν λεμφοκύτταρα για την εκτέλεση του πειράματος, 

πρέπει πρώτα να επιτευχθεί ο διαχωρισμός τους από τα υπόλοιπα συστατικά του 

αίματος και η απομόνωσή τους. 

Κατά τη διαδικασία απομόνωσης γίνεται χρήση των ακόλουθων διαλυμάτων: 

 Πλήρες θρεπτικό μέσο RPMI (εμπλουτισμένο με 10% v/v εμβρυικό ορό 

μόσχου – FBS, 0.1% πενικιλίνη – στρεπτομυκίνη και 0.1% L-γλουταμίνη)  

 Φικόλλη (Biocoll separating solution) 

Τα διαλύματα αφήνονται να αποκτήσουν θερμοκρασία δωματίου. Η φικόλλη 

εγχέεται σε δοκιμαστικό σωλήνα, στον οποίο εισάγεται εν συνεχεία το αίμα, με τη 

βοήθεια πιπέτας. Η αναλογία φικόλλης-αίματος είναι 1:1. Ακουμπώντας το 

ακροφύσιο της πιπέτας (tip) στην επιφάνεια της φικόλλης εισάγεται μια μικρή 

ποσότητα αίματος, ώστε να δημιουργηθεί ένα λεπτό φιλμ και ανεβαίνοντας η πιπέτα 

(ακουμπώντας στο τοίχωμα του δοκιμαστικού σωλήνα), το αίμα αδειάζεται σταθερά 
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και αργά, προκειμένου να μην αναμιχθεί με το υποκείμενο διάλυμα. Ακολουθεί 

φυγοκέντριση, προτού το αίμα εισχωρήσει στη φικόλλη,  στις 1800 στροφές ανά 

λεπτό (rpm) για 20 min (επιβράδυνση=1, επιτάχυνση=1). 

Με τη φυγοκέντριση αυτή, επιτυγχάνεται ο 

διαχωρισμός του διαλύματος σε ερυθρά 

αιμοσφαίρια, φικόλλη, λευκά αιμοσφαίρια και 

πλάσμα (νερό, βιταμίνες, πρωτεΐνες και 

λιπίδια), έτσι ώστε να καταστεί δυνατή η 

απομόνωση των  λεμφοκυττάρων. Αποτέλεσμα 

της φυγοκέντρισης είναι η εμφάνιση των 

λεμφοκυττάρων ως ένας λευκός δίσκος στην 

επιφάνεια επαφής μεταξύ πλάσματος και 

φικόλλης. 

Μετά τη φυγοκέντριση γίνεται η απόσπαση των λεμφοκυττάρων, είτε πηγαίνοντας 

προσεκτικά την πιπέτα απευθείας στην περιοχή, είτε απομακρύνοντας το πλάσμα και 

τραβώντας τα μετά. Δεν πρέπει να αποσπαστεί ποσότητα φικόλλης μαζί με τα 

λεμφοκύτταρα. Ακολουθεί η εισαγωγή των λεμφοκυττάρων σε καινούριους 

δοκιμαστικούς σωλήνες (συνήθως είναι πάνω από ένας, προκειμένου να χωριστούν 

τα κύτταρα και να εφαρμοστούν διαφορετικές συνθήκες για κάθε πείραμα), οι οποίοι 

απογεμίζονται με πλήρες μέσο και φυγοκεντρίζονται στις 1500 rpm, για 15 λεπτά 

(επιβράδυνση=1, επιτάχυνση=1). 

Μετά τη φυγοκέντριση επέρχεται απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναιώρηση 

του ιζήματος (λεμφοκύτταρα). Προστίθεται πλήρες μέσο και ακολουθεί η διαδικασία 

της ακτινοβόλησης. 

Εικόνα 4.2 Διαχωρισμός συστατικών 
αίματος με φυγοκέντριση σε 
φικόλλη.  
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4.2.2 Καλλιέργεια MCF-7 

Κατά τη διαδικασία της κυτταρικής καλλιέργειας γίνεται χρήση των ακόλουθων 

διαλυμάτων: 

 Πλήρες θρεπτικό μέσο DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), 

εμπλουτισμένο με 10% FBS, 1% L-γλουταμίνη και 1% αντιβιοτικό πενικιλίνη 

– στρεπτομυκίνη 

 Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών – PBS Dulbecco (Phosphate Buffered 

Saline) με MgCl2 και CaCl2 

 Διάλυμα τρυψίνης /EDTA 

Τα κύτταρα επωάζονται σε επωαστικό κλίβανο (incubator ThermoForma) σε 

συνθήκες θερμοκρασίας 37ο C και παρουσία CO2 5%. Η καλλιέργειά τους 

πραγματοποιείται σε θρεπτικό μέσο μέσα σε φλάσκες των 25ml.  Όταν η 

περιεκτικότητα της φλάσκας σε κύτταρα φτάσει περίπου το 80%, πραγματοποιείται η 

διαδικασία της ανακαλλιέργειας. Ο προσδιορισμός του βαθμού κάλυψης γίνεται με 

παρατήρηση στο ανάστροφο οπτικό μικροσκόπιο. Κύτταρα υγιή θεωρούνται αυτά 

που είναι προσκολλημένα στον πάτο της φλάσκας. 

Σε θάλαμο νηματικής ροής, όπου είναι δυνατή η εργασία υπό στείρες συνθήκες, 

πραγματοποιούνται οι ακόλουθες διεργασίες. Το θρεπτικό υλικό της φλάσκας 

απομακρύνεται και γίνεται έκπλυση των κυττάρων με PBS, ώστε να αφαιρεθεί 

πλήρως το θρεπτικό υλικό, το οποίο δρα ανασταλτικά στην ενεργότητα της 

τρυψινοποίησης. Ακολουθεί η προσθήκη διαλύματος τρυψίνης (προθερμασμένης 

στους 37οC), αρκετού για να καλυφθεί η επιφάνεια της φιάλης, ώστε να 

αποκολληθούν τα κύτταρα. Σε αυτό το στάδιο το πώμα της φλάσκας σφραγίζεται και 

η φλάσκα τοποθετείται στον κλίβανο για περίπου 10  λεπτά, αλλά όχι περισσότερο 
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διότι τίθεται σε κίνδυνο η επιβίωση των κυττάρων. Η αποκόλλησή τους μπορεί να 

υποβοηθηθεί και με χτύπημα της φιάλης. 

Η τρυψίνη απομακρύνεται όταν παρατηρηθεί στο μικροσκόπιο η αποκόλληση των 

κυττάρων και τότε στα κύτταρα προστίθεται θρεπτικό υλικό, ώστε να ανασταλεί η 

δράση της τρυψίνης που έχει τυχόν μείνει στη φλάσκα, καθώς είναι αρκετά τοξική 

για τα κύτταρα. Το περιεχόμενο της φιάλης μεταφέρεται σε δοκιμαστικούς σωλήνες 

των 15ml και φυγοκεντρίζεται στις 1300 rpm για περίπου 10 λεπτά. Μετά το τέλος της 

φυγοκέντρισης, το υπερκείμενο απομακρύνεται και τα κύτταρα «ξεπλένονται» με 

PBS. 

Τέλος, τα κύτταρα μεταφέρονται σε καινούριες φλάσκες, οι οποίες τοποθετούνται 

στον κλίβανο με ελαφρώς ανοιγμένο το πώμα και ελέγχονται τις επόμενες ημέρες για 

τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. 

 

4.2.3 Ακτινοβόληση κυττάρων 

Η ακτινοβόληση των κυττάρων πραγματοποιήθηκε με πηγή κοβαλτίου-60 (60Co) 

GammaCell 220 Irradiator (Atomic Energy of Canada Ltd, Ottawa, Canada, 

Ιανουάριος 1974), που βρίσκεται στις εγκαταστάσεις του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «Δημόκριτος» 

(Εικόνα 4.3).  

Πρόκειται για ακτινοβολητή κατηγορίας Ι (θωρακισμένο), όπου η πηγή βρίσκεται 

εγκιβωτισμένη σε «ξηρό» κατάλληλο δοχείο με θωράκιση από στερεά τοιχώματα. Ο 

διαθέσιμος, για το ακτινοβολούμενο υλικό, χώρος δεν είναι προσβάσιμος από τον 

άνθρωπο και είναι θωρακισμένος. Το δείγμα εισάγεται στον ακτινοβολητή και 

κατέρχεται στο σημείο της πηγής. Οι πηγές κοβαλτίου είναι κυλινδρικές, σε κυκλική 
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διάταξη ώστε να επιτυγχάνεται η ομοιόμορφη ακτινοβόληση των δειγμάτων. Ο 

χρόνος για να κατέβει /ανέβει το δείγμα, έχει εκτιμηθεί περίπου στα 7 sec.  

Ανάλογα με το πείραμα, τα κύτταρα 

ακτινοβολήθηκαν σε δόσεις 0.2, 0.5, 1, 2 και 4 

Gy με ρυθμό δόσης 0.43 Gy ανά λεπτό. Στην 

περίπτωση των λεμφοκυττάρων, τα κύτταρα 

βρίσκονταν σε πάγο, πριν και μετά την 

ακτινοβόληση. Σημειώνεται ότι στο χώρο του 

ακτινοβολητή βρίσκονταν και τα κύτταρα τα 

οποία δε χρειαζόταν να ακτινοβοληθούν (0 Gy 

– control σωλήνες ελέγχου), προκειμένου οι 

«δοκιμασίες» στις οποίες υποβάλλονται (όπως 

η μετακίνηση από το εργαστήριο στο κτίριο 

του ακτινοβολητή) να είναι όσο το δυνατόν 

ίδιες για όλα τα κύτταρα.  

 

 

4.3 Πρωτόκολλο πειράματος 

4.3.1 Λεμφοκύτταρα 

Μετά την ακτινοβόληση, τα λεμφοκύτταρα επωάζονται στον κλίβανο για 20 λεπτά, 

με τους δοκιμαστικούς σωλήνες τοποθετημένους σε πλάγια θέση και με ελαφρώς 

ανοιγμένο το πώμα. Μετά την πάροδο του χρόνου αυτού, οι σωλήνες με τα 

λεμφοκύτταρα μέσα στο θρεπτικό υλικό φυγοκεντρίζονται στις 1400 rpmγια 10 

Εικόνα 4.3 GammaCell 220 Irradiator, 
Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «Δημόκριτος», με εκτιμώμενο 
ρυθμό δόσης 0.43Gy/min και χρόνο 
καθόδου/ ανόδου δείγματος 7sec. 
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λεπτά. Στη συνέχεια, το υπερκείμενο διάλυμα απορρίπτεται και γίνεται 

επαναιώρηση των κυττάρων που βρίσκονται στον πυθμένα του σωλήνα, με 

χτυπήματα δια των δαχτύλων. Ακολουθεί η εισαγωγή ποσότητας υπότονου 

διαλύματος (75 mM ΚCl σε αποσταγμένο νερό) σε αρκετά κλάσματα, μέχρι να 

απογεμίσει ο σωλήνας. Με την προσθήκη υπότονου διαλύματος, δημιουργείται 

διαφορά άλατος μέσα και έξω από την κυτταρική μεμβράνη. Τα κύτταρα, για να 

εξισορροπηθεί η διαφορά αυτή, προσροφούν νερό (λόγω του φαινομένου της 

ώσμωσης), με αποτέλεσμα να διογκώνονται (και να φαίνονται καλύτερα στο 

μικροσκόπιο).  

Εν συνεχεία, τα κύτταρα φυγοκεντρίζονται στις 1300 rpmγια 10 λεπτά. Το υπότονο 

απορρίπτεται και εισάγεται καινούριο (περίπου 2 ml), με ταυτόχρονη ανάδευση ώστε 

τα κύτταρα να είναι ομοιόμορφα κατανεμημένα στο διάλυμα και όχι στον πάτο του 

δοκιμαστικού σωλήνα.  

Έπεται η επίστρωση των λεμφοκυττάρων σε 

αντικειμενοφόρες πλάκες, με τη βοήθεια 

ειδικών θηκών (Εικόνα 4.4), στις οποίες 

εισάγεται μικρή ποσότητα από το διάλυμα 

υπότονου και λεμφοκυττάρων (περίπου 

200μl) σε μία περιορισμένη περιοχή. Με 

φυγοκέντριση στις 800 rpm για 4 λεπτά, 

επιτυγχάνεται η προσκόλληση των 

λεμφοκυττάρων σε συγκεκριμένη περιοχή 

της αντικειμενοφόρου πλάκας. 
Εικόνα 4.4 Διάταξη για την προσκόλληση 
λεμφοκυττάρων σε αντικειμενοφόρο πλάκα, 
με φυγοκέντριση. 
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Η πυκνότητα των κυττάρων ελέγχεται στο μικροσκόπιο. Μία επιθυμητή εικόνα είναι 

να υπάρχουν αρκετά κύτταρα στο πλακάκι και κοντά το ένα με το άλλο, χωρίς όμως 

να υπάρχει αλληλοεπικάλυψη. Σε αντίθετη περίπτωση, το διάλυμα πρέπει να 

αραιωθεί, να φυγοκεντρισθούν τα πλακάκια εκ νέου και να ελεγχθεί πάλι η 

συγκέντρωση των κυττάρων. 

Ακολουθεί η μονιμοποίηση των κυττάρων πάνω στην 

αντικειμενοφόρο πλάκα, με εμβάπτισή τους σε διάλυμα 

φορμαλδεΰδης 4%, μέσα σε φιαλίδιο με ειδικές θήκες για τα 

πλακάκια (jar) (Εικόνα 4.5). Τα κύτταρα παραμένουν στη 

φορμαλδεΰδη για 15-20 λεπτά και στη συνέχεια 

ξεπλένονται 3 φορές με ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 

(PBS). Κάθε έκπλυση γίνεται μέσα στο φιαλίδιο με τις 

ειδικές θήκες για τα πλακάκια, τοποθετημένο πάνω σε αναδευτήρα ελλειπτικής 

τροχιάς (orbitalshaker) και διαρκεί περίπου 5 λεπτά. Μετά την κάθε έκπλυση, το 

PBSανανεώνεται.  Η ίδια διαδικασία (3 εκπλύσεις x 5 λεπτά) επαναλαμβάνεται και 

για εμβάπτιση των κυττάρων σε διάλυμα Triton-X 0.25% σε PBS, το οποίο σε μικρές 

συγκεντρώσεις δρα ως «σαπούνι», ενώ σε μεγάλες δημιουργεί «τρύπες» στις 

κυτταρικές μεμβράνες και τις καθιστά διαπερατές. Ακολουθεί ένα ξέπλυμα με PBS. 

Στη συνέχεια, εισάγεται στα κύτταρα ένα διάλυμα το οποίο αποτρέπει τη μη-ειδική 

πρόσδεση του αντισώματος (Blocking solution). Ο προσδιορισμός της σύστασης του 

διαλύματος αυτού αποτελεί γρίφο για κάθε πειραματιστή, γιατί σε μεγάλο ποσοστό, 

η επιτυχία της μεθόδου έγκειται στη σωστή σύσταση του blocking. Για τα πειράματα 

που περιγράφονται εδώ η σύσταση ήταν10% BSA (Bovine Serum Albumin), 6% FBS 

Εικόνα 4.5 Φιαλίδιο 
(jar) για την έκπλυση 
αντικειμενοφόρων 
πλακών. 
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και 0.02% Triton-X. Με υδρόφοβο μελάνι (Liquid Blocker super pan pen) 

δημιουργούνται κυκλικές περιοχές στα πλακίδια, η οποίες περικλείουν την περιοχή 

που βρίσκονται προσκολλημένα και μονιμοποιημένα τα κύτταρα, και μέσα σε αυτές 

εγχέονται περίπου 200μl από το διάλυμα blocking. Εξασφαλίζοντας συνθήκες 

υγρασίας (τοποθέτηση των πλακιδίων πάνω σε διηθητικό χαρτί, βρεγμένο με 

αποσταγμένο νερό), τα πλακάκια μεταφέρονται στον κλίβανο, όπου και παραμένουν 

για 60 λεπτά. 

Με το πέρας αυτού του χρόνου, εφαρμόζεται το πρωτεύον αντίσωμα γ-Η2ΑΧ 

[pSer139] Antibody (EP854(2)Y) (Novus Biologicals), αραιωμένο σε διάλυμα blocking 

σε αναλογία 1/1000. Τα κύτταρα επωάζονται στον κλίβανο για 45 λεπτά και 

ξεπλένονται 3 φορές με PBS, 3 φορές με Triton-X0.1% και ακόμη μία φορά με PBS. Τα 

πλυσίματα των κυττάρων είναι πολύ σημαντικά για τη βελτιστοποίηση της εικόνας 

στο μικροσκόπιο φθορισμού. Ακολουθεί εφαρμογή του διαλύματος blocking, επώαση 

για 60 λεπτά και εισαγωγή του δευτερεύοντος αντισώματος, το οποίο είναι 

ομοιοπολικά συνδεδεμένο με τη φθορίζουσα χρωστική ροδαμίνη (Rhodamine Red- X 

Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), Life Technologies). Το αντίσωμα είναι αραιωμένο σε 

διάλυμα blocking, σε αναλογία 1:4000 και αφήνεται να δράσει για 30 λεπτά. 

Δεδομένου ότι πρόκειται για φωτοαυαίσθητο αντίσωμα, οι χειρισμοί του και η 

μετέπειτα επεξεργασία γίνονται σε συνθήκες  χαμηλού φωτισμού. 

Ακολούθως, τα πλακίδια υπόκεινται σε διαδικασίες εκπλύσεων (5 λεπτά PBS, 3 x 5 

λεπτά Triton-X, 3 x5 λεπτά PBS) και εμβαπτίζονται σε παγωμένη αιθανόλη 

καθαρότητας 100%. Αφήνονται να στεγνώσουν εντελώς (περίπου για 30 λεπτά), ώστε 

τα κύτταρα να βρίσκονταισε ένα μόνο επίπεδο, όσο αυτό είναι δυνατό, για καλύτερη 

μικροσκοπική ανάλυση. Ακολουθεί εφαρμογή 2 mg/ml της μπλε φθορίζουσας 

χρωστικής DAPI (4’-6-Diamidino-2-Phenylindole) αραιωμένης σε PBS, η οποία είναι 
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ένας πυρηνικός ιχνηθέτης που δεσμεύεται ισχυρά στις Α-Τ πλούσιες περιοχές του 

κυτταρικού DNA. Η περιοχή που ορίστηκε με το υδρόφοβο μελάνι επικαλύπτεται 

από μικρή καλυπτρίδα, η οποία στη συνέχεια στερεοποιείται περιφερειακά με 

διάφανο βερνίκι. Τα πλακίδια φυλάσσονται προστατευμένα από το φως σε ψύξη 

μέχρι την ανάλυσή τους στο μικροσκόπιο φθορισμού. 

 

4.3.2 MCF-7 

Το πρωτόκολλο που εφαρμόστηκε για την κυτταρική σειρά MCF-7, είναι ίδιο με αυτό 

που περιγράφτηκε για τα λεμφοκύτταρα. Η μόνη διαφοροποίηση βρίσκεται στην 

επίστρωση των κυττάρων στις αντικειμενοφόρες πλάκες και έγκειται στο γεγονός ότι 

τα ΜCF7 είναι κύτταρα που αναπτύσσονται επί της επιφάνειας του δοχείου που τα 

εμπεριέχει, σε αντίθεση με τα λεμφοκύτταρα. Με το υδρόφοβο μελάνι 

δημιουργούνται κυκλικές περιοχές στα πλακίδια, οι οποίες οριοθετούν την ανάπτυξη 

των κυττάρων. Τα πλακίδια αποστειρώνονται εμβαπτιζόμενα σε 100% αιθανόλη και 

αφού στεγνώσουν σε στείρες συνθήκες, τοποθετούνται μέσα σε τρυβλία, στα οποία εν 

συνεχεία εισάγεται διάλυμα κυττάρων σε θρεπτικό υλικό DMEM. Τα κύτταρα 

αφήνονται στον κλίβανο για επώαση και είναι κατάλληλα για τη δοκιμή όταν έχουν 

φτάσει σε επιφανειακή πυκνότητα 60-80%. Ακολουθεί η διαδικασία της 

ακτινοβόλησης, επώαση των κυττάρων, η μονιμοποίησή τους και τα υπόλοιπα 

βήματα που περιγράφτηκαν. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ – 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

 

 

5.1 Πείραμα απόκρισης στη δόση 

Για το πείραμα αυτό, προετοιμάστηκαν κύτταρα τα οποία ακτινοβολήθηκαν με 

δόσεις 0.2 – 4 Gy και κύτταρα τα οποία δεν ακτινοβολήθηκαν (control – 0 Gy), αλλά 

ακολούθησαν τις ίδιες διαδικασίες με τα δείγματα προς ακτινοβόληση. Τα πλακάκια 

μελετήθηκαν στο μικροσκόπιο για την εκτίμηση των εστιών γ-Η2ΑΧ, σε σύντομο 

σχετικά διάστημα μετά την ολοκλήρωση του πρωτοκόλλου, καθώς οι χρωμοφόρες 

ουσίες εξασθενούν σταδιακά με την πάροδο του χρόνου. 

 Λεμφοκύτταρα 

Στο πείραμα αξιολογήθηκαν λεμφοκύτταρα εκτεθειμένα σε δόσεις 0, 0.2, 0.5, 1 και 2 

Gy. Για κάθε συνθήκη και για κάθε δότη μετρήθηκαν στο μικροσκόπιο 200 κύτταρα 

και εκτιμήθηκε ο μέσος όρος του αριθμού των εστιών (foci) ανά κύτταρο. 

Ταυτόχρονα, λήφθηκαν φωτογραφίες από το μικροσκόπιο, με τη βοήθεια του 
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λογισμικού ISIS (Metasystems) με σκοπό την αξιολόγηση των εστιών με τη βοήθεια 

του λογισμικού Jcount. Υπολογίστηκε και η αντίστοιχη τυπική απόκλιση της μέσης 

τιμής, μέσω του τύπου: 

    

 
  

   
        

  
   

      
 

, όπου σ είναι η τυπική απόκλιση της μίας μέτρησης και n ο αριθμός των μετρήσεων. 

Τα αποτελέσματα για κάθε δότη παρατίθενται στους Πίνακες 5.1 και 5.2. 

 

Η γραφική παράσταση των αποτελεσμάτων του πειράματος της μελέτης επαγωγής 

βλαβών DNA συναρτήσει της δόσης, δείχνουν μια γραμμική αύξηση του αριθμού 

των εστιών (foci)και για τους δύο δότες, με συντελεστές συσχέτισης R2 κοντά στη 

μονάδα (δηλαδή, η ευθεία παλινδρόμησης προσαρμόζεται καλά στα δεδομένα).Η 

συμπεριφορά αυτή συμφωνεί με προηγούμενες δημοσιευμένες μελέτες [109, 112, 113]. 

Ακολουθούν τα αντίστοιχα διαγράμματα. 
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Οι τιμές που εκτιμήθηκαν για τον αριθμό των εστιών συναρτήσει της δόσης 

παρουσιάζουν μικρές αποκλίσεις για τους δύο δότες. Έτσι, μεταξύ των 

αποτελεσμάτων που λήφθηκαν από το πείραμα κάθε δότη, για τις διάφορες δόσεις, 

εφαρμόστηκε ο έλεγχοςStudent’s t-test με το πρόγραμμα στατιστικής ανάλυσης SPSS, 

προκειμένου να εντοπιστούν τυχόν στατιστικώς σημαντικές διαφορές. Βρέθηκε πως 

δεν υπάρχουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές και οι αποκλίσεις των τιμών 

οφείλονται στον παράγοντα τύχη, με πιθανότητα 95%. 
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 Σύγκριση καμπύλης δόσεων λεμφοκυττάρων και MCF-7 

Το ίδιο πείραμα εκτελέστηκε και με την καρκινική κυτταρική σειρά MCF-7 για 

έκθεση σε 0, 0.5, 1, 2και 4 Gy. Τα αποτελέσματα παρατίθενται στον Πίνακα 5.4, ενώ 

στον Πίνακα 5.3 είναι τα αποτελέσματα του πειράματος για τα λεμφοκύτταρα και 

για τους δύο δότες, προκειμένου να συγκριθούν οι δύο καμπύλες (Διάγραμμα 5.4). 

Εικόνα 5.1 Λεμφοκύτταρα εκτεθειμένα σε διάφορες δόσεις ιοντίζουσας ακτινοβολίας. Διακρίνονται οι εστίες γ-
Η2ΑΧ, που αντιπροσωπεύουν τις επαγόμενες δίκλωνες θραύσεις του DNA. Εικόνες μικροσκοπίου, με τη βοήθεια 
του λογισμικού ISIS (Metasystems). 
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Διάγραμμα 5.4   Καμπύλες δόσεων για λεμφοκύτταρα (2 υγιείς δότες) και καρκινικά κύτταρα MCF-7. 

Εικόνα 5.2 Καρκινικά κύτταρα MCF-7 εκτεθειμένα σε διάφορες δόσεις ιοντίζουσας 
ακτινοβολίας. Διακρίνονται οι εστίες γ-Η2ΑΧ, που αντιπροσωπεύουν τις επαγόμενες 
δίκλωνες θραύσεις του DNA. Εικόνες μικροσκοπίου, με τη βοήθεια του λογισμικού ISIS 
(Metasystems). 
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Ως δείκτης για τις βλάβες του DNA, η Η2ΑΧ βρίσκεται σε υψηλότερα επίπεδα στα 

καρκινικά κύτταρα[90], λόγω των αυξημένων ενδογενών βλαβών, αλλά και της 

κυτταρικής διαίρεσης. Είναι γενικά αποδεκτό ότι κύτταρα, τα οποία βρίσκονται σε 

κυτταρικό κύκλο και πολλαπλασιάζουν το DNA τους, παρουσιάζουν αυξημένα 

επίπεδα θραύσεων του DNA και της χρωματίνης (replication stress). Επίσης, ο 

αυξημένος αριθμός χρωμοσωμάτων και γονιδιώματος των MCF-7, λόγω της φάσης 

του κυτταρικού κύκλου συμβάλλει στο φαινόμενο αυτό, σε αντίθεση με τα 

λεμφοκύτταρα που βρίσκονται όλα στη G0 φάση. 

 

5.2 Πείραμα επιδιόρθωσης 

Για τη μελέτη της επιδιόρθωσης των επαγόμενων βλαβών λόγω της Ι.Α., 

χρησιμοποιήθηκαν τα λεμφοκύτταρα που συλλέχθηκαν από τους δύο υγιείς δότες. 

Για το πείραμα προετοιμάστηκαν κύτταρα τα οποία ακτινοβολήθηκαν με 1 Gy και 

κύτταρα τα οποία δεν έλαβαν δόση ακτινοβολίας (0 Gy). Αμέσως  μετά την 

ακτινοβόληση, τα κύτταρα μεταφέρθηκαν στον κλίβανο για επώαση, σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο. Προκειμένου να συλλεχθούν δεδομένα για διάφορα χρονικά σημεία (0, 

6, 12, 24 και 48 ώρες μετά την ακτινοβόληση και μέχρι τη μονιμοποίηση), ποσοστό 

κυττάρων έβγαινε από τον κλίβανο σε συγκεκριμένο χρόνο και ξεκινούσε η 

διαδικασία της μονιμοποίησης και η συνέχεια του πρωτοκόλλου. Το χρονικό σημείο 

«0 ώρες» αντιπροσωπεύει κύτταρα τα οποία μετά την ακτινοβόληση επωάστηκαν για 

τον ελάχιστο χρόνο που ορίζει το πρωτόκολλο, δηλαδή 20 λεπτά. 

Για κάθε συνθήκη εκτιμήθηκαν οι εστίες 200 πυρήνων και λήφθηκαν φωτογραφίες 

για επεξεργασία των δεδομένων μέσω του λογισμικού Jcount. 
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Τα αποτελέσματα που συλλέχθηκαν, μετά από παρατήρηση στο μικροσκόπιο 

συγκεντρώνονται στον Πίνακα 5.5. 

 
1 Gy 0 Gy 

Χρονικό 
σημείο 

Δότης 
Εστίες ανά 

κύτταρο 
Τυπική 

απόκλιση 
Εστίες ανά 

κύτταρο 
Τυπική 

απόκλιση 

"0" h 
Α 
Β 

8,42 
8,70 

0,89 
1,28 

1,25 
1,19 

0,12 
0,04 

6 h 
Α 
Β 

3,28 
3,35 

0,85 
0,42 

1,34 
1,34 

0,19 
0,19 

12 h 
Α 
Β 

2,46 
2,49 

0,04 
0,05 

1,41 
1,21 

0,08 
0,01 

24 h 
Α 
Β 

1,70 
1,55 

0,01 
0,39 

1,29 
1,20 

0,08 
0,11 

48 h 
Α 
Β 

1,34 
1,47 

0,52 
0,19 

1,24 
1,15 

0,21 
0,04 

Η γραφική παράσταση των πειραματικών αυτών σημείων επιδεικνύει μια εμφανή 

μείωση του αριθμού των εστιών, με το πέρας του χρόνου, γεγονός που δικαιολογείται 

από την ύπαρξη μηχανισμών επιδιόρθωσης (DNA  repair).  

Πίνακας 5.5 Πειραματικά αποτελέσματα για τον αριθμό των εστιών ανά κύτταρο σε διάφορα 
χρονικά σημεία, για ακτινοβολημένα (1Gy) και μη-ακτινοβολημένα λεμφοκύτταρα (0Gy). 

Εικόνα 5.3 Λεμφοκύτταρα εκτεθειμένα σε 1 Gy ιοντίζουσας ακτινοβολίας, σε διάφορα χρονικά σημεία μετά την 
ακτινοβόληση. Είναι εμφανής η μείωση των εστιών γ-Η2ΑΧ, που αντιπροσωπεύουν τις επαγόμενες δίκλωνες θραύσεις 
του DNA, με το πέρας του χρόνου. Εικόνες μικροσκοπίου, με τη βοήθεια του λογισμικού ISIS (Metasystems). 
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Η επιδιόρθωση μπορεί να εκτιμηθεί εφαρμόζοντας τον έλεγχοStudent’s t-test για 

κάθε χρονικό σημείο σε σχέση με το επίπεδο των εστιών στα 0 Gy (control), το οποίο 

εκφράζεται με μία γραμμή στο Διάγραμμα 5.5, μιας και μένει σχετικά σταθερό. Τα 

επίπεδα σημαντικότητας ερμηνεύονται ως: p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***). Ο 

έλεγχος εφαρμόστηκε και μεταξύ των αποτελεσμάτων που λήφθηκαν από το πείραμα 

κάθε δότη, για τα διάφορα χρονικά σημεία, αλλά δεν προέκυψαν στατιστικώς 

σημαντικές διαφορές. 

 

Συμπερασματικά, ο αριθμός των εστιών 48 ώρες μετά την ακτινοβόληση έχει φτάσει 

σε πολύ χαμηλά επίπεδα και προσεγγίζει κατά πολύ το επίπεδο των εστιών των μη-

ακτινοβολημένων κυττάρων. Βέβαια χρειάζεται περισσότερος χρόνος για την πλήρη 

επιδιόρθωση των βλαβών. 

Στη συνέχεια, υπολογίζεται ο χρόνος στον οποίο ο αριθμός των εστιών ανά κύτταρο  

Διάγραμμα 5.5 Χρονική εξέλιξη του αριθμού εστιών, για τους δύο δότες. Τα επίπεδα 
σημαντικότητας του ελέγχου t-test, που εφαρμόστηκε για τις τιμές κάθε χρονικού σημείου σε 
σχέση με το επίπεδο των μη-ακτινοβολημένων κυττάρων (0Gy)εκφράζονται ως p<0.05 (*), p<0.01 
(**), p<0.001 (***). 
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έχει μειωθεί στο μισό, εφαρμόζοντας την καμπύλη εκθετικής μείωσης στα δεδομένα :  

               

, όπου                 είναι ο χρόνος ημίσειας ζωής του φαινομένου. 

Η εφαρμογή της καμπύλης εκθετικής μείωσης πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα 

OriginPro 8 και έδωσε τα ακόλουθα γραφήματα (Διαγράμματα 5.6 και 5.7). 

 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα 5.6  Καμπύλη εκθετικής μείωσης για τα δεδομένα του δότη Α. 
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Για τα δεδομένα του δότη Α ο χρόνος ημίσειας ζωής του φαινομένου υπολογίζεται 

ως 3,72 ± 0,26 ώρες και για τα δεδομένα του δότη Β ως 4,53 ± 0,77 ώρες. 

Συμπερασματικά, ο αριθμός των εστιών ανά κύτταρο μειώνεται στο μισό περίπου 4 

ώρες μετά τη χρονική στιγμή «0 ώρες», κατά την οποία θεωρείται πως παρουσιάζεται 

ο μέγιστος αριθμός εστιών ανά πυρήνα. 

Το αποτέλεσμα συμφωνεί σε γενικές γραμμές με μελέτες που έχουν εκτιμήσει πως οι 

εστίες γίνονται αρχικά ορατές περίπου στα 3 λεπτά μετά την ακτινοβόληση, 

αυξάνουν σε μέγεθος μέχρι περίπου τα 30 λεπτά και στη συνέχεια ο αριθμός τους 

μειώνεται, με ημίσεια ζωή μερικών ωρών [110].Σε άλλη πειραματική μελέτη, ο χρόνος 

ημίσειας ζωής της μείωσης των εστιών γ-Η2ΑΧ σε ανθρώπινα λεμφοκύτταρα 

περιφερικού αίματος, έχει εκτιμηθεί ως 3,0 ± 0,6 ώρες [99]. 

 

Διάγραμμα 5.7  Καμπύλη εκθετικής μείωσης για τα δεδομένα του δότη Β. 
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5.3 Επεξεργασία δεδομένων με το λογισμικό Jcount 

Για την προτυποποίηση της μεθόδου για μελλοντικά πειράματα έγινε προσπάθεια 

καταμέτρησης των εστιών γ-Η2ΑΧ ανά κύτταρο, με τη βοήθεια του λογισμικού 

Jcount (ευγενική παροχή της Δρ. Olga Martin, Peter MacCallum Cancer Center, 

Melbourne – Australia).Πρόκειται για ένα σύνθετο λογισμικό με ποικίλες εφαρμογές 

ακόμα και σε κλινικό επίπεδο [114], το οποίο έχει αναπτυχθεί ειδικά για τον σκοπό 

αυτό και επιτρέπει τον προσδιορισμό πολλών παραμέτρων. 

Η λογική για την αναγνώριση των εστιών φθορισμού βασίζεται στη διερεύνηση των 

διακυμάνσεων της έντασης εντός μιας μικρής περιοχής της εικόνας.  

Οι παράμετροι που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτά τα πειράματα, μετά από αρκετές 

δοκιμές ήταν οι: 

TH: 11 F/L: 2  HD: 22  TR: 18  Min: 15 S/A: 80/60 

, όπου ΤΗ είναι ο μετασχηματισμός Top-Hat που επιστρέφει όσα στοιχεία (εστίες) 

είναι πιο φωτεινά από το περιβάλλον τους με βάση μια καθορισμένη τιμή, F/Lτο 

φίλτρο θορύβου, HD (Dome Heigh %) και TR (Threshold %) είναι παράμετροι για 

την εφαρμογή του μετασχηματισμού H-Dome που αφαιρεί όλα τα μέγιστα στην 

εικόνα εντάσεως το ύψος των οποίων είναι μικρότερο από μία τιμή, Min το ελάχιστο 

μέγεθος της εστίας και S/A η ελάχιστη στρογγυλότητα των εστιών x100 και το μέγιστο 

μέγεθός τους, αντίστοιχα. 

Πιο συγκεκριμένα, η παράμετρος top-hat size καθορίζει το μέγεθος της περιοχής 

εντός της οποίας αναλύονται οι διακυμάνσεις στην ένταση. Ως κέντρο της περιοχής 

αυτής ορίζεται κάποιο τοπικό μέγιστο της έντασης. Η αύξηση αυτής της παραμέτρου 

προλαμβάνει τον αποκλεισμό μεγαλύτερων περιοχών. 
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 Πείραμα απόκρισης στη δόση 

Συγκρίθηκαν οι μετρήσεις που έγιναν μέσω μικροσκοπίου για τα λεμφοκύτταρα των 

δύο δοτών, με τις μετρήσεις που προέκυψαν μέσω του λογισμικού Jcount σε 

αντίστοιχες φωτογραφίες που είχαν παρθεί από το μικροσκόπιο.  

Οι επιλεγμένες παράμετροι φαίνεται να δουλεύουν καλά σε μικρές δόσεις, αλλά όχι 

σε μεγάλες (2 Gy).  Ο στατιστικός έλεγχος Student’s t-test δίνει μία στατιστικώς 

αρκετά σημαντική διαφορά στη μέτρηση για τα 2 Gy του δεύτερου δότη. 

Εικόνα 5.4 Προσδιορισμός παραμέτρων του λογισμικού Jcount για τη μέτρηση εστιών. 
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Αυτή η διαφορά που παρουσιάζεται στα 2 Gy οφείλεται σε υποεκτίμηση του αριθμού 

των εστιών μέσω του Jcount. Σε αυτή τη συνθήκη παρουσιάζονται πολυάριθμες εστίες 

στους κυτταρικούς πυρήνες, με αποτέλεσμα να επέρχεται κορεσμός και το λογισμικό 

να αδυνατεί να διαχωρίσει τις εστίες από το περιβάλλον τους, με βάση τις 

επιλεγμένες παραμέτρους. Η αιτία για την ασυμφωνία αυτή είναι ο μεγάλος χρόνος 

συλλογής φωτός για τη δημιουργία της εικόνας φθορισμού που έχουμε ορίσει στο 

λογισμικό που είναι συνδεδεμένο με το μικροσκόπιο (Isis, Metasystems). Η μείωση 

του χρόνου λήψης φωτογραφίας για μελλοντικά πειράματα θα πρέπει να συνοδευτεί 

με επανακαθορισμό των παραμέτρων του Jcount (η παράμετρος Η-Dome Height να 

αυξηθεί και η H-Dome threshold να μειωθεί). 

Στις ακόλουθες εικόνες, παρουσιάζεται η εκτίμηση των εστιών με τη βοήθεια του 

Jcount, σύμφωνα με τις επιλεγμένες παραμέτρους. 

Διάγραμμα 5.8 Σύγκριση μέτρησης αριθμού εστιών 
ανά κύτταρο μέσω μικροσκοπίου και με τη βοήθεια 
του λογισμικού Jcount, για το δότη Α. 

Διάγραμμα 5.9 Σύγκριση μέτρησης αριθμού εστιών 
ανά κύτταρο μέσω μικροσκοπίου και με τη βοήθεια του 
λογισμικού Jcount, για το δότη Β. Στα 2Gy ο 
στατιστικός έλεγχος t-test δίνει μία στατιστικώς 
σημαντική διαφορά με p-value=0.0039 < 0.01. 
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Εικόνα 5.5 Φωτογραφίες μικροσκοπίου με λεμφοκύτταρα εκτεθειμένα σε διάφορες δόσεις 
ακτινοβολίας και εκτίμηση των εστιών γ-Η2ΑΧ με το λογισμικό Jcount. 
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 Πείραμα επιδιόρθωσης 

Συγκρίθηκαν οι μετρήσεις που έγιναν μέσω μικροσκοπίου για τα λεμφοκύτταρα 

από τους δύο δότες, με τις μετρήσεις που προέκυψαν μέσω του λογισμικού Jcount 

σε φωτογραφίες που είχαν παρθεί από το μικροσκόπιο, για τα διάφορα χρονικά 

σημεία.  

Οι επιλεγμένες παράμετροι δουλεύουν αρκετά ικανοποιητικά.  Ο έλεγχος 

Student’s t-test δίνει μία στατιστικώς σημαντική διαφορά στις μετρήσεις για το 

σημείο 0 Gy – 0 ώρες και στους δύο δότες (p-value<0.05). 

Ακολουθούν τα αντίστοιχα διαγράμματα. 

 

 

 

 

Διάγραμμα 5.10 Σύγκριση μέτρησης αριθμού εστιών 
ανά κύτταρο μέσω μικροσκοπίου και με τη βοήθεια 
του λογισμικού Jcount, για το δότη Α. Στα 0Gy – «0» 
ώρες ο στατιστικός έλεγχος t-test δίνει μία στατιστικώς 
σημαντική διαφορά με p-value=0.0417.  

Διάγραμμα 5.11 Σύγκριση μέτρησης αριθμού εστιών 
ανά κύτταρο μέσω μικροσκοπίου και με τη βοήθεια 
του λογισμικού Jcount, για το δότη Β. Στα 0Gy–
«0»ώρες ο στατιστικός έλεγχος t-test δίνει μία 
στατιστικώς σημαντική διαφορά με p-value=0.0318. 
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5.4 Μελλοντικές βελτιώσεις 

 Η μείωση του αριθμού των εστιών συναρτήσει του χρόνου μετά την 

ακτινοβόληση εκφράζεται εφαρμόζοντας στα δεδομένα την εξίσωση εκθετικής 

μείωσης 2ου βαθμού, που περιέχει τον όρο της ταχείας και τον όρο της αργής 

εκθετικής μείωσης: 

                         

,με τη βοήθεια του προγράμματος OriginPro 8. Στην επεξεργασία των δεδομένων 

όμως χρησιμοποιήθηκε η εξίσωση εκθετικής μείωσης 1ου βαθμού, μιας και δεν 

υπήρχαν αρκετά πειραματικά σημεία στην περιοχή 0-10 ώρες και υπήρχε 

αδυναμία στην εφαρμογή της ταχείας εκθετικής μείωσης. Θέτοντας περισσότερα 

χρονικά σημεία στο πείραμα της επιδιόρθωσης, μπορούν να ληφθούν 

ακριβέστερα αποτελέσματα. 

 Ενδιαφέρον θα παρουσίαζε και η πραγματοποίηση του πειράματος επιδιόρθωσης 

στα καρκινικά κύτταρα MCF-7, για τη σύγκριση της απόκρισής τους με αυτήν 

των λεμφοκυττάρων και την εξαγωγή συμπερασμάτων για τους επιδιορθωτικούς 

μηχανισμούς που λαμβάνουν χώρα σε κάθε περίπτωση. 

 Παρά την ευρεία εφαρμογή της ανίχνευσης των εστιών γ-Η2ΑΧ μέσω 

μικροσκοπίου, η καταμέτρηση είναι επίπονη και επιρρεπής σε ανακρίβειες, 

ειδικά στην περίπτωση που ο αριθμός των εστιών ανά κύτταρο είναι υψηλός και 

το μέγεθός τους πολύ μικρός. Συνεπώς κρίνεται σκόπιμη η βελτιστοποίηση των 

παραμέτρων του λογισμικού Jcount, προκειμένου τα αποτελέσματά του να είναι 

αξιόπιστα. Η καταμέτρηση των εστιών αυτόματα από το πρόγραμμα, θα 

καταστήσει πιο γρήγορη την εξαγωγή συμπερασμάτων και η μέθοδος γ-Η2ΑΧ θα 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί στη βιοδοσιμετρία, ακόμα και για μεγάλους 

πληθυσμούς. 
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5.5 Συμπεράσματα 

Τα αποτελέσματα της εργασίας αναδεικνύουν τη σημασία της μεθόδου για την 

εξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά με την απόκριση καρκινικών και φυσιολογικών 

κυττάρων στην Ι.Α., μετά από έκθεση σε σχετικά μικρές δόσεις ακτινοβολίας. Η γ-

Η2ΑΧ φαίνεται να αποτελεί έναν πρώιμο και ευαίσθητο δείκτη των επαγόμενων 

ομαδοποιημένων βλαβών του DNA, ακόμα και σε χαμηλά επίπεδα βλάβης. Ως εκ 

τούτου, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως βιοδοσίμετρο για έκθεση σε Ι.Α. και 

πιθανότατα ως δείκτης της γονιδιακής αστάθειας και ακτινοευαισθησίας, δεδομένου 

ότι μπορεί να εξετάσει το ρυθμό και την αποτελεσματικότητα των επιδιορθωτικών 

μηχανισμών του DNA ως προς τις σύνθετες βλάβες. Το εύρημα του αυξημένου 

επιπέδου βλαβών στα MCF-7 σε σχέση με τα υγιή, σε συνδυασμό με  πειραματικά 

αποτελέσματα που υποδηλώνουν πως αυτό είναι ένα γενικό χαρακτηριστικό της 

ανάπτυξης του καρκίνου [75, 90, 92-95], θα μπορούσε να καταστήσει τη γ-Η2ΑΧ ως 

σημαντικό δείκτη για τον έλεγχο πρώιμου καρκίνου σε ανθρώπινες βιοψίες. Επίσης, 

η εκτίμηση της εφαρμοζόμενης δόσης μέσω της ποσοτικοποίησης των εστιών γ-Η2ΑΧ 

στους πυρήνες των λεμφοκυττάρων του περιφερικού αίματος και δεδομένου ότι 

μεγάλος αριθμός κυττάρων μπορεί να ληφθεί σε μικρό χρονικό διάστημα πριν ή 

μετά από μία ακτινοθεραπεία, καθιστά σημαντική τη χρήση της γ-Η2ΑΧ ως 

βιοδοσίμετρο.  

Τέλος, αξιοσημείωτο είναι το γεγονός πως με την πραγματοποίηση της σειράς 

πειραμάτων για την παρούσα διπλωματική, καθορίστηκε το πρωτόκολλο της 

μεθόδου γ-Η2ΑΧ στο εργαστήριο Υγειοφυσικής του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «Δημόκριτος», ώστε 

να είναι διαθέσιμο για τη διεξαγωγή πειραμάτων και από άλλες ερευνητικές ομάδες, 

καθώς και το ότι έγινε μια πρώτη προσπάθεια αυτοματοποίησης της μεθόδου με το 

λογισμικό Jcount. 
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