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Περίληψη 

Η κυτταρική γήρανση αποτελεί το στάδιο της μη αναστρέψιμης, στις περισσότερες 

περιπτώσεις, διακοπής της κυτταρικής ανάπτυξης, στην οποία το κύτταρο παραμένει 

μεταβολικά ενεργό.  Εμπλέκεται στην εμβρυϊκή ανάπτυξη, σε φυσιολογικές 

καταστάσεις, στο γήρας (aging), καθώς και σε παθολογικές καταστάσεις. Η 

συνεισφορά της μπορεί να είναι θετική, όπως στην περίπτωση της επούλωσης 

πληγής, ή να έχει αρνητικά αποτελέσματα, όπως στην περίπτωση της σαρκοπενίας. 

Η γήρανση είναι εξίσου σημαντική, καθώς αποτελεί φραγμό της καρκινογένεσης. Αν, 

όμως, συνεχιστεί η βλάβη του ιστού και γίνει μειωμένη προσέλκυση των μακροφάγων, 

τότε η γήρανση παύει να αναστέλλει την ανάπτυξη του αδενώματος και δημιουργεί ένα 

περιβάλλον ευνοϊκό για την ανάπτυξη του όγκου. Μέχρι σήμερα, ο δείκτης που 

χρησιμοποιείται για τον εντοπισμό της γήρανσης, είναι ο SA β-gal. Ο δείκτης αυτός, 

όμως, παρουσιάζει πολλά μειονεκτήματα, με αποτέλεσμα να γίνεται όλο και πιο 

δύσκολη η μελέτη της γήρανσης στα διάφορα κυτταρικά συστήματα. Πρόσφατα 

ανακαλύφθηκε μία πιο βελτιωμένη, και με ευρεία εφαρμογή, νέα τεχνική ανίχνευσης 

των γηρασμένων κυττάρων, που βασίζεται στην χρώση με Sudan Black B (SBB), η 

οποία με την σειρά της έχει κάποιες τεχνικές προκλήσεις. Υπήρξε, λοιπόν, η ανάγκη 

για την σύνθεση νέων χημικών ενώσεων, οι οποίες εντοπίζουν τη λιποφουσκίνη, και 

επομένως τα γηρασμένα κύτταρα. Οι ενώσεις, αυτές, δοκιμάστηκαν σε συστήματα 

αναφοράς για τη γήρανση και το αποτέλεσμα ήταν ενθαρρυντικό. Το νέο χημικό 

ανάλογο του SBB, το οποίο ονομάζεται GL13 δεσμεύεται ειδικά και με ευαισθησία με 

τη λιποφουσκίνη. Χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο GL13 αναπτύξαμε μία υβριδική 

ιστοχημική-ανοσοϊστοχημική μέθοδο και δείξαμε ότι η συσσώρευση λιποφουσκίνης 

αποτελεί ορόσημο της γήρανσης σε μεγάλη ποικιλία βιολογικών δειγμάτων. Κατά τη 

διάρκεια της διδακτορικής διατριβής εξετάστηκε, επίσης, το φαινόμενο της κυτταρικής 

γήρανσης στον ορό του αίματος υγειών και ασθενών ατόμων, μετρώντας τα επίπεδα 

της λιποφουσκίνης. Οι υγιείς ταξινομήθηκαν σε δύο κατηγορίες ανάλογα με την ηλικία, 

ενώ οι ασθενείς ταξινομήθηκαν ανάλογα με την ασθένεια από την οποία πάσχουν. Οι 

ασθένειες που εξετάσθηκαν είναι η καρδιακή ανεπάρκεια, η ρευματοειδής αρθρίτιδα, 

ο καρκίνος και οι νευροεκφυλιστικές παθήσεις.  
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Βασική ιδέα αυτών των πειραμάτων είναι να ερευνήσουμε αν τα επίπεδα της 

ελεύθερης λιποφουσκίνης στον ορό διαφοροποιούνται ανάλογα με την ηλικία και σε τι 

ποσοστό, καθώς επίσης, αν αυτά τα επίπεδα αλλάζουν σε κάποιες ασθένειες, 

αποτελώντας, ίσως, μελλοντικό προγνωστικό δείκτη.  
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Abstract 
 
Cellular senescence is an essentially irreversible cell-cycle arrest that can be an alarm 

response instigated by numerous stressors, including exposure to genotoxic agents, 

nutrient deprivation. It is a cell state implicated in various physiological processes and 

a wide range of age-related diseases and contributes to organismal development, 

aging, and diverse pathologies. Senescence is, also, important as an anti-tumour 

barrier to carcinogenesis. However, if tissue damage continues and macrophage 

attraction is reduced, senescent cells are not able to inhibit adenoma development 

and carcinogenesis, creating an environment conducive to tumor growth. 

To date, the most widely used method to detect senescent cells is Senescence-

associated b-galactosidase activity (SA-b-gal) assay. This biomarker, however, has 

many disadvantages, making it increasingly difficult to study senescence in various 

cellular systems. Recently, it has been reported specific recognition of senescent cells 

in biological material including cultured cells, fresh/frozen, and archival (formalin-fixed 

and paraffin-embedded, FFPE) tissues, applying the Sudan Black B (SBB) 

histochemical dye. SBB reacts with lipofuscin, a non degradable aggregate of oxidized 

proteins, lipids, and metals. Lipofuscin accumulates in senescent cells, as a by-

product of the senescent process, and should be considered as a new ‘hallmark’ of 

senescence. There was, therefore, a scientific idea to synthesize new chemical 

compounds, which detect lipofuscin, and therefore senescent cells. We designed and 

synthesized a lipophilic, biotin-linked Sudan Black B (SBB) analogue, GL13, suitable 

for sensitive and specific, antibody-enhanced detection of lipofuscin-containing 

senescent cells in any biological material. This new hybrid histo-/immunochemical 

method is easy to perform, reliable, and universally applicable to assess senescence 

in biomedicine, from cancer research to gerontology. 

During the doctoral dissertation, the phenomenon of cellular senescence in the blood 

serum of healthy and pathological samples was also examined, measuring the levels 

of lipofuscin. The healthy were classified into two categories depending on age, while 

the patients were classified according to the disease from which they suffer. The 

diseases that were examined  were heart failure, rheumatoid arthritis, cancer and 

neurodegenerative diseases. 
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The aim of these experiments was to investigate whether lipofuscin levels in blood 

serum vary according to age and in what percentage, as well as whether these levels 

change in some diseases, possibly indicating lipofuscin as a future prognosis 

biomarker. 
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1.1 Τι είναι η κυτταρική γήρανση 
 

Πρώτη φορά η γήρανση μελετήθηκε από τον Hayflick και τους συνεργάτες του, οι 

οποίοι παρατήρησαν ότι ανθρώπινοι ινοβλάστες έχουν πεπερασμένη ικανότητα 

πολλαπλασιασμού σε συνθήκες καλλιέργειας μετά από αρκετές κυτταρικές διαιρέσει 

(Hayflick, 1965). Σήμερα γνωρίζουμε ότι το συγκεκριμένο φαινόμενο αντικατοπτρίζει 

έναν ειδικό τύπο κυτταρικής γήρανσης, που δημιουργείται από τη μείωση του μήκους 

των τελομερών ύστερα από παρατεταμένο πολλαπλασιασμό, απουσία ενδογενούς 

δράσης της τελομεράσης. Η κυτταρική γήρανση είναι το φαινόμενο της διακοπής του 

κυτταρικού κύκλου, ενώ παράλληλα το κύτταρο παραμένει μεταβολικά ενεργό. Μέχρι 

πρόσφατα υπήρχε η αντίληψη ότι το φαινόμενο αυτό είναι μη αναστρέψιμο (Campisi 

and D’Adda Di Fagagna, 2007), γεγονός που σήμερα γνωρίζουμε πως δεν ισχύει, 

καθώς έχει δειχθεί πειραματικά ότι η γήρανση μπορεί να αντιστραφεί (Komseli et al., 

2018; Galanos et al., 2019; Gorgoulis et al., 2019). Το φαινόμενο της γήρανσης 

αποτελεί θεμελιώδη βιολογική διαδικασία που μπορεί να συμβεί κατά τη διάρκεια της 

εμβρυϊκής και ενήλικης ζωής και εμπλέκεται τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε 

παθολογικές καταστάσεις (Rodier and Campisi, 2011). 

 

1.2 Είδη της γήρανσης  

Η γήρανση διακρίνεται σε δύο μεγάλες κατηγορίες ανάλογα με το αίτιο που την 

προκαλεί, την αναδιπλασιαστική (replicative) και την πρόωρη γήρανση (premature 

senescence). Στην αναδιπλασιαστική γήρανση τα τελομερή υπόκεινται σε φθορά 

εξαιτίας της ανικανότητας της DNA πολυμεράσης να αντιγράψει τις μονόκλωνες 

αλυσίδες (Gorgoulis and Halazonetis, 2010; Sikora et al., 2011). Τα τελομερή είναι 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες 5’-TTAGGG-3’, συνδεόμενες με πρωτεΐνες  που 

καλύπτουν τα άκρα των χρωμοσωμάτων και τα προστατεύουν από την επίδραση του 

μονοπατιού DDR και την αποικοδόμηση (Harley, Futcher and Greider, 1990; D’Adda 

Di Fagagna, Teo and Jackson, 2004). Όταν τα τελομερή φτάσουν σε κρίσιμο ελάχιστο 

μήκος, η προστατευτική τους δομή διαταράσσεται και ενεργοποιείται δίκτυο 

κυτταρικών μονοπατιών, τα οποία εντοπίζουν και επιδιορθώνουν την βλάβη στο DNA 

( DNA Damage Response-DDR). Η απόκριση στην βλάβη του DNA είναι συνδεδεμένη 

με την εμφάνιση εστιών (foci), θετικών για την φωσφορυλιωμένη ιστόνη H2A 
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(φωσφορυλίωση στο αμινοξύ σερίνη 139) και των DDR πρωτεϊνών 53BP1, NBS1 και 

MDC1 στον πυρήνα των κυττάρων. Στα γηρασμένα κύτταρα είναι, επίσης, 

ενεργοποιημένες οι κινάσες ATM και ATR (D’Adda Di Fagagna et al., 2003). Oι 

κινάσες αυτές, με την σειρά τους, ενεργοποιούν τις κινάσες σερίνης-θρεονίνης CHK1 

και CHK2. Η αλληλεπίδραση των DDR παραγόντων με τον μηχανισμό του κυτταρικού 

κύκλου επέρχεται από την φωσφορυλίωση και την ενεργοποίηση ορισμένων 

πρωτεϊνών του κυτταρικού κύκλου, συμπεριλαμβανομένων των CDC25 και p53. Όλες 

αυτές οι αλλαγές μπορούν να επάγουν την διακοπή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, επιτρέποντας στα κύτταρα να επιδιορθώσουν την βλάβη. Η 

αναδιπλασιαστική γήρανση, εκτός από την πρωτεΐνη p53, έχει συνδεθεί με την 

ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη RB, όπως και άλλους παράγοντες του ίδιου 

σηματοδοτικού μονοπατιού, συμπεριλαμβανομένης της πρωτεΐνης p16
INK4A

. H 

ενεργοποίηση τόσο του p53, όσο και του p16
INK4A

-RB μονοπατιού είναι κρίσιμη για την 

επαγωγή της γήρανσης σε μία ποικιλία ανθρώπινων κυτταρικών σειρών. Η 

συνεισφορά της ενεργοποίησης των δύο αυτών μονοπατιών εξαρτάται από την 

κυτταρική σειρά, καθώς κάποιες απαιτούν μόνο την ενεργοποίηση του ενός από τα 

δύο μονοπάτια, ενώ άλλες και τα δύο (Kuilman et al., 2010).  

Η πρόωρη γήρανση μπορεί να προκύψει όταν το κύτταρο σταματά να 

πολλαπλασιάζεται, κάτω από διάφορες στρεσογόνες συνθήκες, οι οποίες δεν έχουν 

σχέση με το μήκος των τελομερών. Μία κατηγορία πρόωρης γήρανσης αποτελεί η 

επαγώμενη από ογκογονίδιο γήρανση (oncogene-induced senescence-OIS), όπου 

φυσιολογικά κύτταρα ανταποκρίνονται στην ενεργοποίηση διαφόρων ογκογονιδίων, 

και οδηγούνται σε κυτταρική γήρανση. Η OIS αποτελεί τη μορφή της γήρανσης, η 

οποία έχει συσχετιστεί περισσότερο με τις ανθρώπινες προκαρκινικές βλάβες (Collado 

et al., 2005; Michaloglou et al., 2005). Το φαινόμενο παρατηρήθηκε πρώτη φορά στο 

γονίδιο RAS (Serrano et al., 1997) και αργότερα επεκτάθηκε σε άλλους παράγοντες 

του σηματοδοτικού μονοπατιού, όπως οι RAF, MEK, MOS, BRAF (Lin et al., 1998; 

Zhu et al., 1998; Michaloglou et al., 2005). Έχει συνδεθεί, επίσης, με την αυξανόμενη 

έκφραση των ογκοκατασταλτικών p16
INK4A και ARF, καθώς και την ενεργοποίηση του 

μονοπατιού ελέγχου των δίκλωνων θραυσμάτων στο DNA (DNA double strand 
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breaks-DSB), ενδεικνύοντας πως αποτελεί τμήμα του φραγμού ογκογένεσης 

(Bartkova et al., 2006). Παρόλο που η γήρανση επηρεάζει μια ποικιλία κυτταρικών 

τύπων, τα in vitro μοντέλα που χρησιμοποιούνται για τη μελέτη του φαινομένου της 

OIS βασίζονται κυρίως στους ινοβλάστες. Δεδομένου ότι οι περισσότερες συχνές 

κακοήθειες είναι επιθηλιακής προέλευσης, η έλλειψη μη κακοηθών επιθηλιακών 

μοντέλων αποτελεί σημαντική έλλειψη στο πεδίο. Οι βασικοί λόγοι είναι η δυσκολία 

διατήρησης του εξειδικευμένου επιθηλιακού συστήματος κατά τη διάρκεια της 

καλλιέργειας (Geraghty et al., 2014) και η ανεπιτυχής αθανατοποίηση με έκτοπη 

έκφραση ανεστραμμένης ανθρώπινης τελομεράσης (hTERT) σε επιθηλιακά κύτταρα 

σε αντίθεση με τους ινοβλάστες (Dickson et al., 2000).  

 
 
 
1.3 Χαρακτηριστικά της γήρανσης 
 
 
1.3.1 Κυτταρικός κύκλος  
 
Κοινό χαρακτηριστικό των γηρασμένων κυττάρων αποτελεί μία ουσιαστικά 

αμετάκλητη διακοπή του κυτταρικού κύκλου, η οποία μπορεί να είναι αντίδραση που 

προκλήθηκε από επιβλαβή ερεθίσματα ή ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό. Αυτή η 

διακοπή του κυτταρικού κύκλου διαφέρει από την κατάσταση ηρεμίας/ αδράνειας και 

την τελική διαφοροποίηση (He and Sharpless, 2017). Η κατάσταση ηρεμίας/αδράνειας 

είναι ένα προσωρινό στάδιο στο οποίο ο πολλαπλασιασμός μπορεί να επανέλθει 

μέσω του κατάλληλου ερεθίσματος. Η τελική διαφοροποίηση αποτελεί την απόκτηση 

συγκεκριμένων κυτταρικών λειτουργιών, που συνοδεύονται από διαρκή διακοπή του 

κυτταρικού κύκλου, στην οποία συμμετέχουν μονοπάτια διαφορετικά από αυτά που 

ενεργοποιούνται κατά τη διάρκεια της γήρανσης. Αντίθετα τα γηρασμένα κύτταρα 

αποκτούν ένα νέο φαινότυπο. Παρόλο που η διακοπή του κυτταρικού κύκλου κατά τη 

διάρκεια της γήρανσης είναι γενικά αμετάκλητη, μπορεί το κύτταρο να εισέλθει ξανά 

στον κυτταρικό κύκλο κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες, ιδιαίτερα στα καρκινικά 

κύτταρα (Galanos et al., 2016; Saleh et al., 2019).  

Στα κύτταρα των θηλαστικών, η οικογένεια των πρωτεϊνών του ρετινοβλαστώματος 



 
 
 
 
 

 22 

(RB) και η πρωτεΐνη p53 είναι σημαντικές για την εγκαθίδρυση της διακοπής του 

κυτταρικού κύκλου κατά τη διάρκεια της γήρανσης (Rodier and Campisi, 2011). Η 

πρωτεΐνη RB1 και οι πρωτεΐνες τις οικογενείας p107 (RBL1) και p130 (RBL2) είναι 

φωσφορυλιωμένες από συγκεκριμένες κυκλινο-εξαρτώμενες κινάσες (CDKs, CDK4, 

CDK6, CDK2). Η φωσφορυλίωση μειώνει την ικανότητα των πρωτεϊνών της 

οικογένειας RB να καταστέλλουν τη δράση του μεταγραφικού παράγοντα E2F, ο 

οποίος είναι απαραίτητος για την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου (Sharpless and Sherr, 

2015). Στα γηρασμένα κύτταρα, όμως, αυξάνεται η έκφραση της πρωτεΐνης 

p21WAF1/Cip1, η οποία αποτελεί αναστολέα της CDK2, καθώς και της πρωτεΐνης 

p16INK4A - αναστολέα των κινασών CDK4/6. Αυτή η συσσώρευση είναι αποτέλεσμα 

της επίμονης ενεργοποίησης των πρωτεϊνών της οικογένειας RB ή της πρωτεΐνης p53 

(Beauséjour et al., 2003). Η διατήρηση αυτής της ενεργοποίησης ενισχύεται από το 

σχηματισμό ετεροχρωματίνης στα γονίδια-στόχους του μεταγραφικού παράγοντα E2F 

(Salama et al., 2014), την επίδραση των κυτταροκινών που εκκρίνονται από τα 

γηρασμένα κύτταρα (Rodier and Campisi, 2011) και συχνά από τη διαρκή παραγωγή 

ελεύθερων ριζών (ROS) (Takahashi et al., 2006). 

Παρόλο που στα γηρασμένα κύτταρα εμφανίζονται οι συγκεκριμένες αλλαγές στον 

κυτταρικό κύκλο, δεν έχει ακόμα αναγνωριστεί ειδικός δείκτης που σχετίζεται με τη 

διακοπή του κυτταρικού κύκλου κατά τη διάρκεια του φαινομένου της γήρανσης. Για 

παράδειγμα η ενεργοποίηση των πρωτεϊνών RB και p53 μπορεί να συμβεί και σε 

άλλους τύπους διακοπής του κυτταρικού κύκλου (Rodier and Campisi, 2011). Έχει 

βρεθεί, επίσης, πως ακόμα και η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p16INK4A, η οποία 

θεωρείται ότι ενεργοποιείται ειδικά στο στάδιο της γήρανσης, μπορεί να εκφραστεί σε 

συγκεκριμένα κύτταρα που δεν είναι γηρασμένα (Sharpless and Sherr, 2015), καθώς 

και να μην ενεργοποιείται σε όλα τα γηρασμένα κύτταρα (Hernandez-Segura et al., 

2017). Επομένως η εύρεση της διακοπής του κυτταρικού κύκλου που σχετίζεται με την 

κυτταρική γήρανση απαιτεί ποσοτικοποίηση πολλαπλών παραγόντων και 

χαρακτηριστικών (Εικόνα 1.1). 
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Εικόνα 1.1: Μοριακά μονοπάτια της γήρανσης. Πολλαπλοί στρεσογόνοι και βλάβης 
παράγοντες πυροδοτούν την ενεργοποίηση των σηματοδοτικών μονοπατιών, τα οποία 
συγκλίνουν στην ενεργοποίηση των αναστολέων του κυτταρικού κύκλου και της 
ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης RB. Οι παράγοντες βλάβης του DNA και η απώλεια των 
τελομερών ενεργοποιούν το μηχανισμό/δίκτυο μονοπατιών DDR, το οποίο ενεργοποιεί 

απευθείας την πρωτεΐνη p53 και τον μεταγραφικό της καθοδικά στόχο p21
WAF/Cip1

. Πολλά είδη 
γήρανσης σχετίζονται με την επιγενετική αποκαταστολή της περιοχής του γονιδίου CDKN2A. Οι 
ελεύθερες ρίζες ROS ενεργοποιούν τις p16INK4a και p53, μέσω των MAP κινασών MKK3 και 
MKK6, καθώς και της πρωτεΐνης p38. Σηματοδότηση από ογκογονίδιο ή απώλεια 
ογκοκατασταλτικών γονιδίων ενεργοποιούν τις πρωτεΐνες p16INK4a και p53, σε συνεργασία με 
το δίκτυο DDR και την ARF. Ο παράγοντας TGF- β αποτελεί σημαντικό συστατικό του SASP και 

ρυθμίζει ανοδικά τους αναστολείς του κυτταρικού κύκλου p21
WAF/Cip1

, p27
Kip1 και p15INK4b μέσω 

του συμπλέγματος SMAD. Κατά την ανάπτυξη η γήρανση προκύπτει μέσω του p21
WAF/Cip1

, από 
την επαγωγή των PI3K και TGF-β μονοπατιών. Η πολυπλοειδία και η κυτταρική σύντηξη 

ρυθμίζουν, επίσης, ανοδικά την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p21
WAF/Cip1 

μέσω του DDR και του 
p53, και μέσω της επαγώμενης από το RAS ενεργοποίησης του μεταγραφικού παράγοντα 
EGR1 (Muñoz-Espín and Serrano, 2014). 

 

1.3.2 Φαινότυπος έκκρισης-σχετιζόμενος με τη γήρανση (SASP) 
 
Τα γηρασμένα κύτταρα εκκρίνουν πληθώρα παραγόντων, στους οποίους 

περιλαμβάνονται προ-φλεγμονώδη κυτταροκίνες και χημειοκίνες, ρυθμιστές της 

ανάπτυξης, παράγοντες αγγειογένεσης και μεταλλοπρωτεϊνάσες (MMPs). Για όλους 

Πηγή: Munoz-Espin and Serrano, 2014, Nature 
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μαζί τους παράγοντες συνολικά χρησιμοποείται ο όρος Φαινότυπος έκκρισης-

σχετιζόμενος με τη γήρανση (Senescence Associated Secretory Phenotype- SASP) ή 

αλλιώς σύνολο εκκριτικών μηνυμάτων στη γήρανση (Senescence messaging 

secretome-SMS) (Coppé et al., 2010).  

Το SASP αποτελεί χαρακτηριστικό γνώρισμα των γηρασμένων κυττάρων και ρυθμίζει 

πολλές από τις παθο-φυσιολογικές επιδράσεις τους. Αποτελεί κατά κύριο λόγο μια 

ιδιότητα κυττάρων που γηράσκουν λόγω, ή συνοδεύονται από, γονιδιωματική βλάβη 

ή επιγενετική διαταραχή. Έτσι, τα φυσιολογικά κύτταρα που οδηγούνται σε γήρανση 

λόγω της υπερέκφρασης της πρωτεϊνης p21 ή της p16INK4a δεν εκφράζουν τον 

εκκριτικό SASP, παρά το γεγονός ότι εμφανίζουν άλλα χαρακτηριστικά της γήρανσης 

(Coppé et al., 2011). Αντίθετα, τα κύτταρα που γηράσκουν λόγω βλάβης στο DNA, 

δυσλειτουργικών τελομερών, επιγενωμικής διαταραχής, μιτογόνων σημάτων, 

οξειδωτικού στρες και άλλων ερεθισμάτων που προκαλούν γήρανση αναπτύσσουν 

ένα εκκριτικό φαινότυπο SASP με διαφορετικά χαρακτηριστικά ως προς την ποιότητα 

και την αντοχή (Kang et al., 2003; Bavik et al., 2006; Hampel et al., 2006; Acosta et 

al., 2008; Wajapeyee et al., 2008; Coppé et al., 2008, 2010; Kuilman and Peeper, 

2009; Rodier et al., 2009; Novakova et al., 2010; Pazolli et al., 2012). 

Η λειτουργία του SASP μπορεί να γίνει με αυτοκρινή ή παρακρινή τρόπο (Coppé et 

al., 2010) και να ενεργοποιήσει την ανοσολογική απόκριση του οργανισμού για την 

εξάλειψη των γηρασμένων κυττάρων (Muñoz-Espín and Serrano, 2014). Οι 

παράγοντες του SASP συμμετέχουν στην γήρανση κατά την ανάπτυξη (Storer et al., 

2013), στην επούλωση πληγής (Demaria et al., 2014), στην πλαστικότητα του ιστού 

(Mosteiro et al., 2016), όπως επίσης και στην χρόνια φλεγμονή (Franceschi and 

Campisi, 2014). Το SASP μπορεί να στρατολογήσει ανοσοκατασταλτικά κύτταρα του 

μυελού των οστών, τα οποία δεν έχουν ωριμάσει, σε καρκίνο προστάτη και ήπατος 

και να διεγείρει την καρκινογένεση οδηγούμενη από την αγγειογένεση και τη 

μετάσταση (Coppé et al., 2010).  Επομένως, μέσω του SASP μπορεί να εξηγηθούν οι 

επιβλαβής, προγηραντικές επιδράσεις των γηραμένων κυττάρων. 

Ενώ η διακοπή του κυτταρικού κύκλου ρυθμίζεται από τα σηματοδοτικά μονοπάτια 

των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών p53 και p16INK4A/Rb, το SASP ελέγχεται από την 

αναδιαμόρφωση και ενεργοποίηση μεταγραφικών παραγόντων, όπως οι NF-κΒ, 

C/EBPb, GATA4 (Ito, Hoare and Narita, 2017), καθώς και των μονοπατιών mTOR και 
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p38MAPK (Kuilman and Peeper, 2009; Ito, Hoare and Narita, 2017). Συνοψίζοντας, ο 

προσδιορισμός των εκκριτικών παραγόντων της γήρανσης σε κάθε βιολογικό δείγμα 

μπορεί να συμβάλλει στην αναγνώριση μοριακών χαρακτηριστικών που βασίζονται 

στο φαινόμενο της γήρανσης (Εικόνα 1.2).  

 
Πηγή: Young and Narita , 2009, ΕΜΒΟ Rep. 
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Εικόνα 1.2: Ο ρόλος του SASP στη γήρανση. Το SASP αποτελεί τμήμα του μηχανισμού 

της γήρανσης στην αντιμετώπιση του μη φυσιολογικού κυτταρικού πολλαπλασιασμού, αλλά 

η έκκριση αυτών των παραγόντων στο εξωκυττάριο περιβάλλον μπορεί να έχει ποικίλες 

επιδράσεις. Στη συγκεκριμένη εικόνα περιγράφονται γεγονότα μεταξύ κυττάρων. Α. Το στρες 

που μπορεί να προκληθεί από ενεργοποίηση ενός ογκογονιδίου (πυρήνας με καφέ χρώμα) 

εντός ενός κυττάρου πυροδοτεί το SASP, το οποίο μπορεί να επάγει γήρανση (κουκίδες με 

μπλε χρώμα) με αυτοκρινή ή/και παρακρινή τρόπο. Αυτά τα σήματα προκαλούν επιπλέον 

έκκριση, και επομένως την ενίσχυση του φαινότυπου. Β. Ένα γειτονικό κύτταρο έχει 

προδιάθεση για πολλαπλασιασμό (κύτταρο με πορτοκαλί χρώμα πυρήνα). Οι εκκρινόμενοι 

παράγοντες από το γηρασμένο κύτταρο προκαλούν το φαινόμενο γήρανση σε πολλά από τα 

κύτταρα που το περιβάλλουν, αλλά το συγκεκριμένο το οδηγούν στο μετασχηματισμό. C. Το 

SASP μπορεί, επίσης, να ενεργοποιήσει το ανοσοποιητικό σύστημα , με στόχο την εξάλειψη 

των γηρασμένων κυττάρων (Young and Narita, 2009).   

 

1.3.3 Βλάβες σε μακρομόρια  
 
1.3.3.1 Βλάβες στο DNA  
 
Το πρώτο μοριακό χαρακτηριστικό που σχετίζεται με το φαινόμενο της γήρανσης είναι 

η μείωση του μήκους των τελομερών, λόγω προβλημάτων στην ολοκλήρωση της 

αντιγραφής, ύστερα από πολλές κυτταρικές διαιρέσεις. Τα τελομερή αποτελούν 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες DNA, οι οποίες βρίσκονται σε τερματικούς βρόχους 

στα άκρα των χρωμοσωμάτων και σταθεροποιούνται από το σύμπλεγμα Shelterin.  

Το σύμπλεγμα αυτό καθιστά τα τελομερή μη αναγνωρίσιμα από τα επιδιορθωτικά 

μονοπάτια DDR και DSB. Η τελομεράση, το ένζυμο που διατηρεί το μήκος των 

τελομερών, δεν εκφράζεται στα περισσότερα φυσιολογικά σωματικά κύτταρα (τα 

οποία δεν αποτελούν βλαστικά κύτταρα), αλλά η έκφραση της αυξάνεται στα καρκινικά 

κύτταρα που έχουν ξεφύγει από τη γήρανση. Η ανασύσταση της δράσης της 

τελομεράσης, επίσης, σε φυσιολογικά κύτταρα μπορεί να οδηγήσει στην επιμήκυνση 

των τελομερών, επεκτείνοντας τον χρόνο αντιγραφής τους (Shay and Wright, 2019).  

Αν και οι μισές από τις εστίες βλάβης του DNA στον πυρήνα των γηρασμένων 

κυττάρων εντοπίζονται σε τελομερή, υπάρχουν κι άλλα στρεσογόνα ερεθίσματα που 

μπορούν να οδηγήσουν στη γήρανση, προκαλώντας ανεπανόρθωτη βλάβη στο DNA. 
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Πολυάριθμοι γενοτοξικοί παράγοντες, συμπεριλαμβανομένων ακτινοβολίας 

(υπεριώδης και ιονισμού), φαρμακευτικών παραγόντων (π.χ. ορισμένων 

χημειοθεραπευτικών) και οξειδωτικού στρες προκαλούν γήρανση. Επιπλέον, τα 

ενεργοποιημένα ογκογονίδια μπορούν να προκαλέσουν γήρανση, περιορίζοντας τον 

ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό δυνητικά καρκινικών κυττάρων. Το φαινόμενο αυτό 

συχνά ρυθμίζεται από τις ογκοκατασταλτικές πρωτεΐνες p16ΙΝΚ4Α και ARF, οι οποίες 

κωδικοποιούνται από τον γονιδιακό τόπο CDKN2A, επιβάλλοντας διακοπή κυτταρικού 

κύκλου (Serrano et al., 1997; Kuilman et al., 2010). Όμως, σημαντικό ρόλο στη 

γήρανση που προκαλείται από ογκογόνα ερεθίσματα, παίζει, επίσης, η απόκριση που 

ενεργοποιείται στις βλάβες του DNA (Gorgoulis and Halazonetis, 2010; Gorgoulis et 

al., 2019). Στην περίπτωση αυτή το σήμα της βλάβης προέρχεται από θηλιές 

αντιγραφής που έχουν καταρρεύσει, ως αποτέλεσμα του υπερπολλαπλασιασμού που 

προκαλείται από τα ογκογονίδια. Πρόσφατα αποδείχθηκε ότι τα μονοπάτια απόκρισης 

στη βλάβη του DNA  και το σηματοδοτικό μονοπάτι ARF μπορούν να δράσουν μαζί, 

με το πρώτο να απαιτεί μικρότερο ογκογόνο ερέθισμα για να ενεργοποιηθεί σε σχέση 

με το δεύτερο (Gorgoulis et al., 2018) (Εικόνα 1.3).  

 

1.3.3.2 Βλάβες σε πρωτεΐνες  
 
Η τοξικότητα των πρωτεϊνών αποτελεί χαρακτηριστικό της κυτταρικής γήρανσης και 

του γήρατος (Kaushik and Cuervo, 2015). Επομένως οι κατεστραμμένες πρωτεΐνες 

μπορούν να βοηθήσουν στην ταυτοποίηση των γηρασμένων κυττάρων. Μια 

σημαντική πηγή πρωτεϊνικής βλάβης είναι ο σχηματισμός ελεύθερων ριζών (ROS), 

όπου πραγματοποιείται οξείδωση των αμινοξέων μεθειονίνη και κυστεϊνη, 

μεταβάλλοντας την αναδίπλωση στον χώρο και τη λειτουργία των πρωτεϊνών (Höhn 

et al., 2017). Πολλές φωσφατάσες τυροσίνης (ΡΤΡ) περιέχουν αμινοξικά κατάλοιπα 

κυστεϊνης στις δραστικές τους θέσεις, οι οποίες μπορούν να αδρανοποιηθούν με 

οξείδωση. Αυτή η απενεργοποίηση μπορεί να προκαλέσει γήρανση με 

υπερενεργοποίηση του μονοπατιού σηματοδότησης των πρωτεϊνών ERK/ΜΑΡΚ, 

παρόμοια με την επίδραση των ενεργοποιημένων ογκογονιδίων (Deschênes-Simard 

et al., 2013). Οι ελεύθερες ρίζες ROS, παρουσία μετάλλων, μπορεί να 

καρβονυλιώνουν τα αμινοξικά κατάλοιπα προλίνης, θρεονίνης, λυσίνης και αργινίνης. 
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Η καρβονυλίωση της πρωτεΐνης εκθέτει υδρόφοβες επιφάνειες, ξεδιπλώνοντάς την 

πρωτεΐνη (Nyström, 2005). Το καρβονύλιο μπορεί να αντιδράσει με τις αμινομάδες, 

συμβάλλοντας στη συσσωμάτωση πρωτεϊνών. Αξίζει να σημειωθεί ότι η συσσώρευση 

των ζημιών συνεχίζεται, ακόμη και όταν διακόπτεται η κυτταρική διαίρεση, και μπορεί 

να συνεχιστεί για μήνες ή και χρόνια (Εικόνα 1.3). 

 

1.3.3.3 Βλάβες σε λιπίδια 
 
Τα λιπίδια είναι απαραίτητα για την ακεραιότητα της κυτταρικής μεμβράνης, την 

παραγωγή ενέργειας και τη μεταγωγή σήματος. Ορισμένες ασθένειες που σχετίζονται 

με την ηλικία χαρακτηρίζονται από αλλοιωμένο μεταβολισμό λιπιδίων, με αποτέλεσμα 

αλλαγές στο προφίλ των λιπιδίων. Παρόλο που τα γηρασμένα κύτταρα εμφανίζουν 

διαφορετικό πρότυπο στον μεταβολισμό των λιπιδίων, δεν είναι σαφές πως το γεγονός 

αυτό μπορεί να συμβάλλει στον φαινότυπο της γήρανσης. Η μιτοχονδριακή 

δυσλειτουργία κατά τη διάρκεια της γήρανσης μπορεί να οδηγήσει σε καταστροφή 

λιπιδίων από τη δημιουργία ελεύθερων ριζών, σε εναπόθεση λιπιδίων (Ogrodnik et 

al., 2017) και στη συσσώρευση λιποφουσκίνης (Gorgoulis et al., 2018). Η επακόλουθη 

σύνδεση με τα σάκχαρα και τα λιπίδια σχηματίζει αδιάλυτα συσσωματώματα, που 

ονομάζεται λιποφουσκίνη,  από το ελληνικό "lipo" που σημαίνει λίπος και "fuscus" που 

σημαίνει σκοτάδι. Η λιποφουσκίνη μπορεί να παρατηρηθεί σε λυσοσώματα με οπτικό 

μικροσκόπιο ή με ιστοχημική μέθοδο χρησιμοποιώντας ένα βιοτινυλιωμένο ανάλογο 

της χημικής ένωσης SBB (GL13) (Evangelou et al., 2017; Gorgoulis et al., 2018; 

Myrianthopoulos et al., 2019). Συγκεκριμένα η συσσώρευση λιποφουσκίνης στα 

γηρασμένα κύτταρα μπορεί να οπτικοποιηθεί με διάφορες χρώσεις και μεθόδους ή 

χρησιμοποιώντας την τεχνική της ανοσοϊστοχημείας για τον εντοπισμό πρωτεϊνών 

που σχετίζονται με λιπίδια, όπως η πρωτεΐνη perilipin 2 (Ogrodnik et al., 2017). Είναι 

σημαντικό να αναφερθεί ότι γονιδιακή ή φαρμακολογική αφαίρεση των γηρασμένων 

κυττάρων σε ηλικιωμένα και παχύσαρκα ποντίκια μείωσε τα επίπεδα των 

εναποθέντων λιπιδίων στο ήπαρ (Ogrodnik et al., 2017) και στον εγκέφαλο (Ogrodnik, 

Salmonowicz and Gladyshev, 2019). Παρά τη συσχέτιση με τη συσσώρευση λιπιδίων, 

οι γνώσεις μας σχετικά με τη συγκεκριμένη σύνθεση λιπιδικού μεταβολίτη στα 

γηρασμένα κύτταρα είναι περιορισμένη (Εικόνα 1.3).  
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1.3.4 Διαταραχές στη δομή της χρωματίνης  
 
Οι επιγενετικές τροποποιήσεις μπορούν να συμβούν κατά τη διάρκεια της γήρανσης 

αλλά εξαρτώνται κυρίως από το περιβάλλον (Rando and Chang, 2012; Sidler, 

Kovalchuk and Kovalchuk, 2017). Για παράδειγμα, η αναδιπλασιαστική γήρανση έχει 

συσχετιστεί με απώλεια της μεθυλίωσης του DNA σε νησίδες CpG. Επιπλέον η 

κυτταρική γήρανση συνεπάγεται εστιακές αυξήσεις στη μεθυλίωση του DNA σε 

ορισμένες νησίδες CpG, όπως μπορεί να συμβεί τον καρκίνο ή το γήρας 

(Cruickshanks et al., 2013; Xie et al., 2018).  

Η γήρανση σχετίζεται, επίσης, με μορφολογικές αλλαγές της χρωματίνης. Οι 

συσχετιζόμενες με γήρανση εστίες ετεροχρωματίνης (SAHFs) αποτελούνται, κυρίως, 

από πρωτεΐνη ετεροχρωματίνης 1 (HP1). Οι εστίες SAHFs προέρχονται από 

παράγοντες χρωματίνης - συμπεριλαμβανομένων της πρωτεΐνης RB, της ιστόνης 

H2A, των HIRA / UBN1 / CABIN1 και ASF1a, και αυξημένη πυκνότητα πυρηνικών 

πόρων (Salama et al., 2014; Boumendil et al., 2019). Αρχικά θεωρήθηκε ότι οι εστίες 

ετεροχρωματίνης συμβάλλουν στη γονιδιακή ρύθμιση. Αποδείχθηκε, ωστόσο, ότι 

αποτελούσαν, σε μεγάλο βαθμό, περιοχές με καθυστερημένη αντιγραφή γονιδίων, 

ακόμη και σε κύτταρα με πολλαπλασιαστικό δυναμικό, γεγονός που υποδηλώνει μικρό 

ρόλο στη γονιδιακή έκφραση που σχετίζεται με τη γήρανση (Salama et al., 2014) 

(Εικόνα 1.3). 
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Εικόνα 1.3 Τα χαρακτηριστικά της κυτταρικής γήρανσης. Τα γηρασμένα κύτταρα 

μπορούν να εμφανίσουν τέσσερις αλληλοεξαρτώμενα χαρακτηριστικά. Οι δείκτες αυτοί είναι η 

διακοπή του κυτταρικού κύκλου, η βλάση μακρομορίων, ο εκκριτικός φαινότυπος και ο 

απορρυθμισμένος μεταβολισμός (Gorgoulis et al., 2019).  

 

1.4 Το μοντέλο της γήρανσης 

Με βάση τα αποτελέσματα που έχουν προκύψει από μελέτες, φαίνεται πως η γήρανση 

αποτελεί συστατικό κλειδί στην αναδιαμόρφωση του ιστού, τόσο κατά τη διάρκεια της 

φυσιολογικής ανάπτυξης όσο και σε πολλαπλές παθολογικές καταστάσεις. Γενικά, η 

κυτταρική γήρανση συντονίζεται με την αναδιαμόρφωση του ιστού μέσω τριών 

διαδικασιών. Πρώτα συμβαίνει σταθερή διακοπή του πολλαπλασιασμού και στη 

συνέχεια ένας φαινότυπος έκκρισης (SASP) προσελκύει κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήματος, συμπεριλαμβανομένων των βοηθητικών Τ-λεμφοκυττάρων και των 

μακροφάγων. Έπειτα πραγματοποιείται η κινητοποίηση των γειτονικών προγονικών 

κυττάρων που αναδομούν τον ιστό (Muñoz-Espín and Serrano, 2014). Στην 

περίπτωση των καλοήθων όγκων, κύτταρα που δέχονται ογκογόνο stress 

μετατρέπονται σε γηρασμένα και μπορούν, επίσης, να πυροδοτήσουν την εκκαθάριση 

του ιστού. Εξαίρεση αποτελούν οι καλοήθεις μελανοκυτταρικές βλάβες, οι οποίες 

Πηγή: Gorgoulis et al., 2019, Cell 
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περιλαμβάνουν μεταλλάξεις του ογκογονιδίου BRAF και υπόκεινται σε γήρανση 

(Michaloglou et al., 2005) 

Μετά από επίμονη βλάβη ή στην περίπτωση των γηρασμένων ιστών, όμως, η 

εκκαθάριση και η αναγέννηση του ιστού μπορούν να τεθούν σε κίνδυνο λόγω 

μειωμένης στρατολόγησης μακροφάγων ή ατελή αναγεννητική απόκριση. Κάτω από 

αυτές τις συνθήκες, τα γηρασμένα κύτταρα συσσωρεύονται και δημιουργούν μία 

σταθερή γηρασμένη βλάβη που μπορεί να επιδεινώσει την παθολογική κατάσταση. Η 

ισορροπία, επομένως, μεταξύ των ευεργετικών και των επιβλαβών επιδράσεων της 

γήρανσης εξαρτάται αν τα γηρασμένα κύτταρα εμφανίζονται παροδικά ή 

συσσωρεύονται στην πάροδο του χρόνου (Muñoz-Espín and Serrano, 2014) (Εικόνα 

1.4). 

 

Εικόνα 1.4: Μοντέλο της γήρανσης. Η γήρανση ξεκινάει με την αναδιαμόρφωση του ιστού 

μέσω προσέλκυσης των μακροφάγων μέσω SASP. Τα μακροφάγα εξαλείφουν τα γηρασμένα 

κύτταρα, και τα προγονικά κύτταρα αναγεννούν τον κατεστραμένο ιστό. Αυτή η αλληλουχία 

γεγονότων μπορεί να απομειωθεί μετά από επίμονη βλάβη, παθολογικές καταστάσεις ή 

γήρανση. Τα γηρασμένα κύτταρα δεν εξαλείφονται αποτελεσματικά και ο ιστός δεν 

αναγεννάται πλήρως. Η ανάλυση της βλάβης περιλαμβάνει σημάδι ίνωσης με γηρασμένα 

κύτταρα, φλεγμονώδη κύτταρα και ινώδη ιστό (Muñoz-Espín and Serrano, 2014). 

 

Πηγή: Munoz-Espin and Serrano, 2014, Nature 
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1.5 Το φαινόμενο της γήρανσης σε φυσιολογικές καταστάσεις 
 
Ο ρόλος της γήρανσης έχει, κυρίως, περιγραφεί σε συνθήκες κυτταρικής βλάβης ή 

στρες. Έχει βρεθεί, όμως, ότι το φαινόμενο αυτό μπορεί να συμβεί σε μεγάλο αριθμό 

εμβρϋικών δομών και σε ορισμένα εξειδικευμένα κύτταρα ενηλίκων. Το εύρημα ότι η 

γήρανση προκύπτει κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης έχει στηριχθεί κυρίως σε μελέτες 

πάνω σε έμβρυα ποντικού (Storer et al., 2013). Το φαινόμενο, όμως, έχει 

παρατηρηθεί, επίσης, σε έμβρυα που προέρχονται από άνθρωπο (Muñoz-Espín et 

al., 2013), όρνιθα (Storer et al., 2013) και ορτύκι (Nacher et al., 2006), ενδεικνύοντας 

ότι αποτελεί συντηρημένο πρότυπο στην ανάπτυξη των σπονδυλωτών. Παραδείγματα 

περιοχών που είναι θετικές για γήρανση αποτελούν τα μεσονεφρικά σωληνάρια κατά 

τον σχηματισμό του μεσόνεφρου, ο ενδολεμφικός σάκος, η εξωδερμική 

κορυφογραμμή των άκρων (Apical ectodermal ridge - AER) και τον σχηματισμό του 

νευρικού σωλήνα (Muñoz-Espín et al., 2013; Storer et al., 2013).  

Πιο διεξοδικά έχουν μελετηθεί οι αναπτυξιακές δομές των μεσονεφρικών σωληναρίων, 

του ενδολεμφικού σάκου και του AER. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός πως η γενετική 

ανάλυση της γήρανσης σε αυτές τις δομές αποκάλυψε το βασικό ρόλο του αναστολέα 

του κυτταρικού κύκλου p21WAF/Cip1 σε έμβρυα με έλλειψη του γονιδίου Cdkn1a, ενώ σε 

έμβρυα με έλλειψη άλλων γονιδίων (Cdkn2a και Trp53) δεν παρατηρήθηκε το ίδιο 

αποτέλεσμα. Το προφίλ της έκφρασης των γονιδίων της μεσονεφρικής δομής και του 

AER, όσον αφορά την γήρανση, έδειξε αλλαγές στην γονιδιακή έκφραση, οι οποίες 

είναι χαρακτηριστικές για τα μονοπάτια ανάπτυξης, ειδικότερα για τα TGFβ, WNT, 

Hedgehog μονοπάτια, καθώς και για τον φαινότυπο έκκρισης-παρόμοιο του SASP, ο 

οποίος περιλαμβάνει τους παράγοντες FGF4 και FGF8 (Munoz-Espin, D. et al., 2013., 

Storer et al., 2013). Μηχανιστικές και γενετικές αναλύσεις της μεσονεφρικής δομής και 

του ενδολεμφικού σάκου αποκάλυψαν ότι η ρύθμιση ανοδικά του p21WAF/Cip1 και η 

γήρανση ελέγχονται από τα μονοπάτια TGFβ-SMAD και PI3K-FOXO (Munoz-Espin, 

D. et al., 2013). Αξιοσημείωτο είναι, πως τα ίδια μονοπάτια συμμετέχουν στην 

επαγώμενη από βλάβη γήρανση στα ενήλικα σωματικά κύτταρα. Επιπρόσθετα, η 

έκκριση αυξητικών παραγόντων, όπως οι FGF4 και FGF8, ενεργοποιούν το ERK 

μονοπάτι στα μεσεγχυματικά κύτταρα που βρίσκονται πλησίον του AER και, με τη 
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σειρά τους, αυτά τα κύτταρα σηματοδοτούν την διατήρηση της γήρανσης στο AER 

(Storer et al., 2013). Οι μελέτες αυτές, λοιπόν, προτείνουν πως η προγραμματισμένη 

κατά την ανάπτυξη γήρανση χαρακτηρίζεται από αναπτυξιακά στοιχεία τα οποία 

συγκλίνουν στον παράγοντα p21WAF/Cip1.  

Εκτός από την γήρανση κατά την ανάπτυξη, το φαινόμενο μπορεί, επίσης, να 

προκύψει με φυσιολογικό τρόπο σε ενήλικους οργανισμούς. Δύο σημαντικές 

κατηγορίες κυττάρων είναι τα μεγακαρυοκύτταρα (Besancenot et al., 2010) και τα 

επιθηλιακά κύτταρα που καλύπτουν τις χοριακές λάχνες του πλακούντα – αποτελούν 

τη δομή της συγκυτιοτροφοβλάστης (Chuprin et al., 2013). Στα μεγακαρυοκύτταρα 

ενεργοποιείται το φαινόμενο της γήρανσης, καθώς αποτελεί φυσιολογικό βήμα του 

προγράμματος ωρίμανσης. Στην περίπτωση των μεγακαρυοκυττάρων που 

προέρχονται από τον ποντικό και τον άνθρωπο, η γήρανση μπορεί να χαρακτηριστεί 

μέσω της δραστικότητας του ενζύμου β-γαλακτοζιδάση (SA β-gal), της διακοπής του 

πολλαπλασιασμού, καθώς και την συσσώρευση της πρωτεΐνης HP1γ. Μελέτες έχουν 

δείξει πως η γήρανση των μεγακαρυοκυττάρων, η οποία είναι προγραμματισμένη με 

παρόμοιο τρόπο με το φαινόμενο που συμβαίνει φυσιολογικά κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης, εξαρτάται από την πρωτεΐνη p21
WAF/Cip1

, αλλά όχι από τις πρωτεΐνες p16, 

p53 ή p27 (Beauséjour et al., 2003). Σε δείγματα ανθρώπινου πλακούντα, επίσης, 

παρατηρήθηκε αυξημένη SA β-gal δραστικότητα στα επιθηλιακά κύτταρα που 

καλύπτουν τις εμβρυϊκές χοριακές λάχνες του, σε συνδυασμό με τους δείκτες p16, 

p21
WAF/Cip1 και p53. Το γεγονός πως και στις δύο περιπτώσεις φυσιολογικής 

πολυπλοειδίας προκύπτει προγραμματισμένη γήρανση φυσιολογικά, υποδεικνύει ότι 

η γήρανση θα μπορούσε να αποτελεί ένα γενικό αποτέλεσμα του πολυπλοειδισμού. 

(Chuprin et al., 2013).   

 

1.6 Το φαινόμενο της γήρανσης σε παθολογικές καταστάσεις 

Η κυτταρική γήρανση αποτελεί θεμελιώδες χαρακτηριστικό της φυσιολογικής 

ανάπτυξης και της ομοιόστασης, αλλά μπορεί να προκύψει, επίσης, σε πολλές 

παθολογικές συνθήκες, όπως η κυστική ίνωση (Fischer et al., 2013), η επούλωση των 
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πληγών (Jun and Lau, 2010), ο καρκίνος (Collado and Serrano, 2010) και οι 

νευροεκφυλιστικές νόσοι (Kritsilis et al., 2018).  

Συγκεκριμένα, στην περίπτωση του καρκίνου έχουν διεξαχθεί πολλές μελέτες από 

διαφορετικά εργαστήρια για το ρόλο της γήρανσης στην εξέλιξη του όγκου. Το 

φαινόμενο της γήρανσης εντοπίζεται κυρίως σε καλοήθεις όγκους. Σε κακοήθεις 

όγκους, ωστόσο, τα κύτταρα υπόκεινται σε γήρανση μέσω βλαβών που συμβαίνουν 

σε ογκοκατασταλτικά γονίδια ή σε ογκογονίδια. Τα γηρασμένα κύτταρα του όγκου 

μπορούν να καταπολεμηθούν από τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, 

οδηγώντας στην αποτελεσματική υποχώρηση του όγκου (Xue et al., 2007). Αυτό 

οφείλεται στην άμεση αναγνώριση των γηρασμένων κυττάρων από τα Τ-Βοηθητικά 

λεμφοκύτταρα (Kang et al., 2011) όπως, επίσης, και των μακροφάγων κατά τη 

φλεγμονή (Xue et al., 2007), τα οποία πιθανότατα έλκονται από τους παράγοντες 

SASP (Kuilman et al., 2010). Υπάρχουν πολλές ενδείξεις ότι, εκτός από τον καθορισμό 

εκφυλιστικής παθολογίας, τα γηρασμένα κύτταρα μπορούν επίσης να οδηγήσουν σε 

υπερπλαστική παθολογία. Τα πιο πειστικά στοιχεία για αυτή τη δραστηριότητα 

προέρχονται από μελέτες ξενομοσχεύματος.  

Όσον αφορά τις νευροεκφυλιστικές νόσους η κυτταρική γήρανση μπορεί, ακόμη, να 

συμβάλει ουσιαστικά στην παθογένεση της νόσου και να καθορίζει την ευαισθησία, 

την ηλικία εμφάνισης της νόσου και το ρυθμό εξέλιξης της νόσου. Ειδικότερα, το 

φαινόμενο της γήρανσης προωθεί την χρόνια φλεγμονή μέσω του SASP, (Coppé et 

al., 2010; Olivieri et al., 2018), το οποίο μπορεί να συμβάλλει στην παθογένεση του 

εκφυλισμού και μπορεί να καθορίσει την ευαισθησία ή την επιδείνωση της πορείας της 

νόσου (Campisi and D’Adda Di Fagagna, 2007). Για παράδειγμα, η ιντερλευκίνη-6 (IL-

6) που αποτελεί ένα τυπικό ρυθμιστή του SASP, εμφανίζεται με αυξημένα επίπεδα σε 

εγκεφάλους ηλικιωμένων ατόμων και σε δείγματα ασθενών με τη νόσο Alzheimer 

(Bauer et al., 1991; Huell et al., 1995; Kiecolt-Glaser et al., 2003). Έχει δειχθεί, επίσης, 

ότι η υπερέκφρασή της μπορεί να οδηγήσει στον νευροεκφυλισμό του εγκεφάλου in 

vivo (Campbell et al., 1993).  
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1.7 Ανίχνευση της λιποφουσκίνης σε βιολογικά δείγματα  

Η λιποφουσκίνη είναι ένα μη αποικοδομήσιμο προϊόν του μεταβολισμού που 

συσσωρεύεται στα κύτταρα λόγω διαταραχής της λειτουργίας του άξονα 

μιτοχονδρίων/ λυσοσωμάτων και του πρωτεασώματος, μετά από στρες ή κυτταρική 

βλάβη (Ivy et al., 1990; Brunk and Terman, 2002a, 2002b; Terman, Gustafsson and 

Brunk, 2006). Τα κύτταρα που έχουν καταστραφεί ή έχουν υποστεί στρες παύουν να 

πολλαπλασιάζονται και συνεπώς δεν είναι ικανά να εξισσοροπήσουν το φορτίο των 

συσσωμάτων λιποφουσκίνης μέσω κυτταρικής διαίρεσης (Jung, Bader and Grune, 

2007; Höhn and Grune, 2013; Höhn et al., 2017; König et al., 2017). Η μάζα αυτή του 

ετερογενούς υλικού αποτελείται από οξειδωμένες πρωτεΐνες / λιποπρωτεΐνες, 

οξειδωμένα λιπίδια και μέταλλα που καθίστανται ανθεκτικά στην υδρόλυση από 

ένζυμα του λυσοσώματος. Η λιποφουσκίνη δεν είναι ανενεργή και ακίνδυνη, αλλά 

διαθέτει επιβλαβής ιδιότητες. Αρχικά, η συσσώρευση λιποφουσκίνης είναι γνωστό ότι 

μειώνει την πρωτεόσταση και ιδιαίτερα τη δράση του πρωτεοσώματος, αναστέλλοντας 

έτσι την αποτελεσματική ανατροπή των τροποποιημένων / οξειδωμένων πρωτεϊνών. 

Διευκολύνει, επίσης,  την παραγωγή ελεύθερων ριζών ROS, μέσω της μεσολάβησης 

των οξειδοαναγωγικών μετάλλων που περιέχει. Οι ιδιότητες αυτές μπορούν να 

οδηγήσουν σε αυξημένη σύνθεση οξειδωμένων ενδοκυτταρικών μορίων, η οποία με 

τη σειρά της προωθεί επιπλέον τη συσσώρευση λιποφουσκίνης ως θετική 

ανταπόκριση (Gaspar, Mathieu and Alvarez, 2016; Höhn et al., 2017; König et al., 

2017). Συνοψίζοντας, η ενδοκυτταρική συσσώρευση της λιποφουσκίνης δείχνει μία 

εξασθενημένη κυττταρική κατάσταση και απορυθμισμένη ομοιόσταση.  

Η ποσοτικοποίηση της λιποφουσκίνης θεωρείται ότι έχει μεγάλη σημασία για ένα ευρύ 

φάσμα Βιοεπιστημών και συναφών επιστημονικών κλάδων. Τα επίπεδα της 

λιποφουσκίνης φαίνεται να παρέχουν ιστορικό μαζικής έκθεσης στο μεταβολικό στρες 

και συνεπώς σχετίζονται άμεσα με τη διαδικασία της γήρανσης και έχουν 

παθοφυσιολογική σημασία (Sheehy, 2002; Di Guardo, 2015; Gaspar, Mathieu and 

Alvarez, 2016; König et al., 2017). Όλο και περισσότερες μελέτες υποστηρίζουν τη 

γραμμική συσχέτιση των επιπέδων της λιποφουσκίνης με την ηλικία και τις ασθένειες 
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που σχετίζονται με αυτή (Gaspar, Mathieu and Alvarez, 2016; König et al., 2017; 

Kritsilis et al., 2018). Αυτό είναι, μάλλον, αναμενόμενο δεδομένου ότι ο αριθμός των 

γηρασμένων κυττάρων στους ιστούς και τα όργανα αυξάνεται με την ηλικία, καθώς το 

στρες και οι βλάβες συσσωρεύονται. Έχουν περιγραφεί ορισμένες τεχνικές για τον 

καθορισμό της ηλικίας σε οργανισμούς, οι οποίες στηρίζονται στην ποσοτικοποίηση 

των επιπέδων της λιποφουσκίνης (Bluhm and Brey, 2001; Bluhm, Brey and Klages, 

2001; Puckett, Secor and Ju, 2008). Ένα μεγάλο, επίσης, φάσμα διαταραχών που 

σχετίζονται με την ηλικία, όπως η νόσος Alzheimer και Parkinson και η καρδιακή 

ανεπάρκεια έχουν συσχετιστεί με την συσσώρευση λιποφουσκίνης στους ιστούς 

(Sparrow, Nakanishi and Parish, 2000; Meredith et al., 2002; Nozynski et al., 2013; 

König et al., 2017).  Μελέτες, που πραγματοποιήθηκαν από την ομάδα του Beregi, 

προς το τέλος του 20ου αιώνα, έδειξαν αυξημένα επίπεδα λιποφουσκίνης που 

συμβαδίζουν με την ηλικία σε ανθρώπινα περιφερικά λεμφοκύτταρα και κύτταρα του 

αίματος (Beregi and Regius, 1983). Επιπλέον, η παρουσία κοκκίων λιποφουσκίνης 

έχει αναφερθεί στην μεμβράνη ερυθρών αιμοσφαιρίων ασθενών της νόσου Alzheimer 

(Skoumalová, Mádlová and Topinková, 2012).  

Ορισμένες μελέτες έχουν δείξει πειραματικά ότι η λιποφουσκίνη υπάρχει επίσης σε 

διαλυτή μορφή σε διάφορα σωματικά υγρά. Ειδικότερα, η ερευνητική ομάδα του Feng  

ισχυρίστηκε ότι οι συγκεντρώσεις λιποφουσκίνης που ανιχνεύθηκαν στο πλάσμα του 

αίματος ανθρώπινων δειγμάτων εμφάνισαν σημαντικά υψηλότερα επίπεδα από αυτά 

που παρατηρήθηκαν στο σάλιο (Feng et al., 2015). Έχουν έρθει, επίσης, στο φως 

έμμεσες ενδείξεις σχετικά με την ύπαρξη λιποφουσκίνης στο πλάσμα ή στον ορό του 

αίματος με βάση τις ιδιότητες αυτοφθορισμού (Masako et al., 1985; Roumen et al., 

1994; Sutherland, Williams and de Jong, 2007; Skoumalová et al., 2011; Kuznetsov 

et al., 2015; Chmátalová et al., 2016). Ορισμένες από αυτές τις αναφορές εστίασαν 

στην πιθανή συσχέτιση των επιπέδων λιποφουσκίνης στα σωματικά υγρά (κυρίως στο 

πλάσμα) με την ηλικία και τις διαφορετικές παθολογικές καταστάσεις, σε μια 

προσπάθεια να καθιερωθεί μια ευαίσθητη και αξιόπιστη μέθοδος για την ανίχνευση 

και την παρακολούθηση τόσο της γήρανσης όσο και της ασθένειας (Roumen et al., 

1994; Madhuri et al., 2003; Skoumalová et al., 2011; Kuznetsov et al., 2015) 
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Ωστόσο, έχουν προκύψει πολλές δυσκολίες οι οποίες σχετίζονται με τη μέτρηση της 

λιποφουσκίνης σε βιολογικά δείγματα με μεγάλη ακρίβεια. Η σύσταση της 

λιποφουσκίνης ποικίλει σημαντικά μεταξύ διαφορετικών ιστών, οργάνων και ειδών, 

οδηγώντας έτσι σε διαφορές στην κατανομή, τη χρώση, τη διαλυτότητα και την 

ενζυμική δραστικότητα  (Sheehy and Roberts, 1991; Mochizuki et al., 1995; Yin, 1996).  

Επιπρόσθετα, αυτό το πολύπλοκο μίγμα οξειδωμένων μακρομορίων παρουσιάζει 

ιδιότητες αυτοφθορισμού που πιθανώς σχηματίζονται από αντιδράσεις μεταξύ 

καρβονυλίων και αμινοξικών καταλοίπων (Höhn and Grune, 2014). Το  μεγάλο εύρος 

τιμών στη διέγερση και την εκπομπή (μήκη κύματος που κυμαίνονται από 320 έως 

480 nm και από 460 έως 630 nm αντίστοιχα) δημιουργεί σοβαρές δυσκολίες σε 

μεθόδους που βασίζονται στον άμεσο φασματοσκοπικό χαρακτηρισμό   (Brunk and 

Terman, 2002a; Croce and Bottiroli, 2014; Di Guardo, 2015).  

Έχει αποδειχθεί, επίσης, ότι μια αλλαγή στην οξειδοαναγωγή της αλβουμίνης του 

ωοθυλακικού υγρού επηρεάζει τη βιωσιμότητα των αναρροφούμενων ανθρώπινων 

ωαρίων (Otsuki et al., 2012). Η συσσώρευση λιποφουσκίνης με τη μορφή 

εγκλεισμάτων εντός των ωοκυττάρων σχετίζεται με σημαντικά μειωμένο ρυθμό 

γονιμοποίησης και δυσμενή ανάπτυξη της βλαστοκύστης (Otsuki, Nagai and Chiba, 

2007).  

 

1.8 Μέθοδοι ανίχνευσης της γήρανσης  
 
1.8.1 Ενζυμική δραστικότητα SA-β-gal  
 
 
Η  πιο διαδεδομένη μέθοδος, η οποία χρησιμοποιείται ως βιοδείκτης της κυτταρικής 

γήρανσης, αποτελεί  η δραστικότητα του ενζύμου β-γαλακτοσιδάση που σχετίζεται με 

τη γήρανση σε συγκεκριμένες συνθήκες pH  (Dimri et al., 1995; Debacq-Chainiaux et 

al., 2009).  O Dimri και οι συνεργάτες του μελέτησαν την ιστοχημική έκφραση του 

ενζύμου β-γαλακτοζιδάση σε κύτταρα από ποντικό και άνθρωπο, τα οποία 

αναπτύσσονταν σε καλλιέργεια. Παρατήρησαν ότι σε συνθήκες pH 6, στα κύτταρα τα 

οποία ήταν γηρασμένα, λάμβανε χώρα η ενζυμική αντίδραση. Με τα αποτελέσματα 
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τους υποστήριζαν ότι αυτός ο δείκτης παρέχει in situ αποδείξεις ότι είναι αυτά τα 

κύτταρα μπορεί να υπάρχουν και να συσσωρεύονται με την ηλικία  (Dimri et al., 1995). 

Παρόλα αυτά, ένα σημαντικό μειονέκτημα στο σχεδιασμό μεγάλων κλινικών μελετών 

για το ρόλο της κυτταρικής γήρανσης σε ανθρώπινες βλάβες είναι ότι η χρώση SA-β-

gal απαιτεί νωπό ιστό, καθώς βασίζεται σε ενζυμική αντίδραση (Debacq-Chainiaux et 

al., 2009). Το γεγονός αυτό περιορίζει την εκμετάλλευση των ευρέως διαθέσιμων 

δειγμάτων μονιμοποιημένων σε φορμόλη και εγκλεισμένων σε παραφίνη (FFPE), 

συμπεριλαμβανομένων και των ιστών-δειγμάτων ομαδοποιημένων σε 

μικροσυστοιχίες  (Gorgoulis and Halazonetis, 2010).   

Εκτός από το γεγονός ότι η χρώση απαιτεί νώπο βιοπτικό υλικό, ακόμη και η ανάλυση  

της ενζυμικής δραστικότητας του SA-β-gal παράγει ψευδώς θετικά αποτελέσματα, 

κάτω από ορισμένες συνθήκες καλλιέργειας όπως έλλειψη ορού και θρεπτικών υλικών 

(Severino et al., 2000; Yang and Hu, 2005). Επιπλέον, ψευδώς θετικά αποτελέσματα 

μπορούν να δοθούν εάν τα κύτταρα ή οι ιστοί επωάζονται στο διάλυμα με τον σάκχαρο 

X-gal (το οποίο αποτελεί υπόστρωμα της β-γαλακτοσιδάσης) για παρατεταμένο 

χρονικό διάστημα. Σε αυτή την περίπτωση όλα τα κύτταρα τελικά θα αποκτήσουν τη 

χαρακτηριστική τιρκουάζ χρώση, λόγω της κανονικής ενζυματικής δραστικότητας και 

δεν θα μπορεί να αξιολογηθεί το θετικό σήμα στα γηρασμένα κύτταρα (Lee et al., 2006; 

Georgakopoulou et al., 2013). Αντίθετα, στα κύτταρα που δεν εκφράζουν το γονίδιο 

της γαλακτοσιδάσης, δεν υπάρχει η δράση του ενζύμου, αλλά τα κύτταρα εκτελούν 

πλήρως το πρόγραμμα της γήρανσης, δίνοντας ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα (Lee 

et al., 2006). Συνεπώς για την εκτέλεση της τεχνικής απαιτείται πάντοτε ένα δείγμα 

ελέγχου και η παρατήρηση του δείγματος κατά τη διάρκεια της διαδικασίας. Οι 

διαφορετικοί ιστοί και οι κυτταρικές σειρές απαιτούν διαφορετικούς χρόνους επώασης 

και ο επιθυμητός χρωματισμός επιλέγεται υποκειμενικά από τον παρατηρητή, η 

πυκνότητα και η ένταση του χαρακτηριστικού χρώματος που θεωρούνται θετικά 

ποικίλλει μεταξύ των διαφόρων μελετών.  
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1.8.2 Xρώση με το χημικό αντιδραστήριο Sudan black B 
 
Το Sudan Black B (SBB) είναι μία λιπόφιλη χημική ένωση, η οποία αναγνωρίζει τη 

λιποφουσκίνη. Διαλύεται σε αιθανόλη και μπορεί να εφαρμοστεί με ιστοχημική χρώση 

και να χρησιμοποιηθεί σε in vitro και in situ μελέτες (Gatenby and Moussa, 1949; 

Rasmussen, 1961; Jung, Höhn and Grune, 2010).  Λόγω της λιπόφιλης φύσης της 

ένωσης αυτής, όταν έρχεται σε επαφή με λιπίδια, συνδέεται πάνω στην λιπιδική 

επιφάνεια, καθώς είναι περισσότερο διαλυτό στα λιπίδια παρά σε αιθανόλη. Συνεπώς, 

το SBB δίνει στο λιπιδικό συστατικό της λιποφουσκίνης χαρακτηριστικό σκούρο μπλε 

χρώμα (Romijn et al., 1999). Στηριζόμενοι στην ιδιότητα του αντιδραστηρίου να 

συνδέεται ειδικά με τη λιποφουσκίνη, καλύπτοντας τον αυτοφθορισμό της, θεωρείται 

ότι αποτελεί μία από τις πιο αξιόπιστες ιστοχημικές χρώσεις (Romijn et al., 1999; 

Viegas et al., 2007; Jung, Höhn and Grune, 2010; Kumar and Kiernan, 2010). Η χημική 

ένωση SBB, άλλωστε, είναι κατάλληλη για χρήση τόσο σε παγωμένο ιστό, όσο και σε 

υλικό που έχει μονιμοποιηθεί σε φορμόλη και εγκλειστεί σε παραφίνη (FFPE) (Kumar 

and Kiernan, 2010). Έχει, επίσης, επαληθευθεί ότι η χρώση SBB για τη λιποφουσκίνη 

μπορεί να απεικονίσει τα γηρασμένα κύτταρα σε τμήματα FFPE από προκαρκινικές 

αλλοιώσεις, στις οποίες έχει ήδη δειχθεί η παρουσία του φαινομένου της γήρανσης 

(Castro et al., 2003; Chen et al., 2005; Collado et al., 2005; Georgakopoulou et al., 

2013). Όλα αυτά τα χαρακτηριστικά υποστηρίζουν την υποψηφιότητα του SBB για ένα 

ιδιαίτερα επιθυμητό εργαλείο για τη μελέτη του φαινομένου της γήρανσης σε αρχειακό 

βιοπτικό υλικό.  

Αντίστοιχα με τη μέθοδο του SA-β-gal, η χρώση SBB εμφανίζει ορισμένα 

μειονεκτήματα. Αρχικά, η απεικόνιση SBB-θετικών κοκκίων λιποφουσκίνης 

εμφανίζονται ως κυτταροπλασματικοί κόκκοι κυανού-μαύρου ή καφέ χρώματος και 

έχουν μεταβλητό μέγεθος. Η αξιολόγηση, λοιπόν, του θετικού σήματος δεν είναι πάντα 

εύκολη και απαιτεί υψηλές μεγεθύνσεις στο οπτικό μικροσκόπιο. Ειδικά, σε δείγματα 

ιστών που έχουν μονιμοποιηθεί σε φορμόλη και εγκλειστεί σε παραφίνη, τα κοκκία 

μπορεί να είναι πολύ μικρά σε μέγεθος, λόγω μερικής λιπιδικής διαγραμμίσεως της 

λιποφουσκίνης κατά την παρασκευή του δείγματος, καθιστώντας τα έτσι δύσκολο να 

ανιχνευθούν. Εάν η αναλογία των γηρασμένων κυττάρων, επίσης, εντός ενός ιστού 

είναι χαμηλή και αυτά τα κύτταρα είναι διασκορπισμένα στο δείγμα, η ταυτοποίησή 
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τους μπορεί να είναι δύσκολη. Δεύτερον, η χρώση SBB απαιτεί μεγαλύτερη εμπειρία 

εξοικίωσης με την ανίχνευση των γηρασμένων κυττάρων. Εξίσου σημαντική είναι η 

απόκτηση εμπειρίας με τη διάκριση των πραγματικά SBB-θετικών κοκκίων 

λιποφουσκίνης στα γηρασμένα κύτταρα από «βρωμιά περιβάλλοντος», 

αντανακλώντας μη ειδική περίσσεια και καθίζηση της χρώσης που μπορεί να θέσει σε 

κίνδυνο την ανάλυση (Evangelou et al., 2017). Τέλος θα πρέπει να αναφερθεί πως 

έχει ανιχνευθεί στη χρωστική SBB, μεγάλος αριθμός προσμίξεων, που αποτελούνται 

από χρωματιστά και άχρωμα υποπροϊόντα προϊόντα. Η παρουσία των προσμίξεων 

στα εμπορικά παρασκευάσματα SBB δεν επηρεάζει μόνο την απόδοση της χρώση, 

που οφείλονται στη διακύμανση της διαλυτότητας και λιποφιλικότητα καθενός από τα 

συστατικά, αλλά και την ικανότητα να συζευχθούν με άλλα υποστρώματα (Pfüller, 

Franz and Preiß, 1977; Evangelou et al., 2017) (Εικόνα 1.5). 



 

Εικόνα 1.5: Χημική δομή του αντιδραστηρίου Sudan Black B. Η δομή του Sudan Black B 

είναι (2,2-dimethyl-1,3-dihydroperimidin-6-yl)-(4-phenylazo-1-naphthyl) diazene.  

 

1.8.3 Χρώση με το χημικό αντιδραστήριο GL13 
 

To αντιδραστήριο GL13 αποτελεί χημικό ανάλογο του αντιδραστηρίου SBB και είναι 

συζευγμένο με μόριο βιοτίνης. Η παρασκευή των χρώσεων βασίζεται στην ένωση (E)-

4- (phenyldiazenyl)naphthalen-1-amine, ως υλικό έναρξης, η οποία πρώτα 

διαζωτώνεται και στη συνέχεια το diazonium salt συζεύγνυται με 2,2-dimethyl-2,3-

dihydro-1H- perimidine. Αυτή η διαδικασία οδηγεί σε ένα πολύπλοκο μίγμα χημικών 

ενώσεων και το κύριο παράγωγο όλων των ενώσεων αποτελεί 2,2-dimethyl-6-((E)-(4-

((E)-(phenyldiazenyl)naphthalen-1yl)diazenyl)-2,3-dihydro-1H-perimidine, 

ακολουθούμενη από 2,2-dimethyl-4-((E)-(4-((E)-(phenyldiazenyl)naphthalen- 

1yl)diazenyl)-2,3-dihydro-1H-perimidine.  

Με βάση τη σύνθεση του συγκεκριμένου αντιδραστηρίου μπορεί να εφαρμοσθεί μια 

καινοτόμος μέθοδος για την ανίχνευση γηρασμένων κυττάρων σε ένα ευρύ φάσμα 

βιολογικών υλικών. Αυτό το φάσμα περιλαμβάνει κυτταρικές σειρές, ιστούς 

(Evangelou et al., 2017) και βιολογικά υγρά (Rizou et al., 2019). Οι ιστοί μπορεί να 

είναι νωποί, διατηρημένοι σε θερμοκρασία -80oC, καθώς και μονιμοποιημένοι σε 

φορμαλδεΰδη/εγκλεισμένοι σε παραφίνη. Το αντιδραστήριο GL13 συνδέεται ειδικά με 

τη λιπoφουσκίνη και με αυτό τον τρόπο αποτελεί ένα ευέλικτο εργαλείο για την 
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ανίχνευση γηρασμένων κυττάρων, με την ίδια ειδικότητα με το SSB, αλλά με 

εντυπωσιακά βελτιωμένη ευαισθησία και βελτιωμένη αναλογία σήματος προς θόρυβο. 

Αυτή η νέα μεθοδολογία παρέχει πρωτοφανή πλεονεκτήματα σε σχέση με τις δοκιμές 

που χρησιμοποιούνται σήμερα, καθώς είναι απλή, ευαίσθητη, συγκεκριμένη και 

ευρέως εφαρμόσιμη, ακόμη και από μη έμπειρους χρήστες. Επιπλέον, η μέθοδος 

μπορεί να συνδυαστεί με συμβατική ανοσοϊστοχημεία που επιτρέπει την ταυτόχρονη 

οπτικοποίηση των γηρασμένων κυττάρων και άλλων, καθορισμένων με αντίσωμα 

βιοδεικτών του φαινομένου της γήρανσης ή άλλων διεργασιών (Evangelou et al., 

2017) (Εικόνα 1.6).  

 

Εικόνα 1.6: Χημική δομή του αντιδραστηρίου GL13. Η παρασκευή του χημικού 

αντιδραστηρίου βασίζεται στην ένωση (E)-4- (phenyldiazenyl)naphthalen-1-amine, ως υλικό 

έναρξης, η οποία πρώτα διαζωτώνεται και στη συνέχεια το diazonium salt συνδέεται με 2,2-

dimethyl-2,3-dihydro-1H- perimidine. Αυτή η διαδικασία οδηγεί σε ένα πολύπλοκο μίγμα 

χημικών ενώσεων και το κύριο παράγωγο όλων των ενώσεων αποτελεί η ένωση 2,2-dimethyl-

6-((E)-(4-((E)-(phenyldiazenyl)naphthalen-1yl)diazenyl)-2,3-dihydro-1H-perimidine, 

ακολουθούμενη από 2,2-dimethyl-4-((E)-(4-((E)-(phenyldiazenyl)naphthalen- 1yl)diazenyl)-

2,3-dihydro-1H-perimidine. 
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1.9 Η γήρανση ως θεραπευτικός στόχος  
 

Η ενεργοποίηση της απόπτωσης αποτελεί τη βάση της πρόσφατης καρκινικής 

θεραπείας. Η εγκαθίδρυση της γήρανσης ως δεύτερη «απάντηση» στην αντικαρκινική 

απόκριση καθιστά την διερεύνησή της απαραίτητη. Πολλές μελέτες αναφέρουν 

παρουσία της γήρανσης, ακολουθώντας θεραπεία του καρκίνου με 

χημειοθεραπευτικά φάρμακα (Roberson et al., 2005). 

Μία θεραπευτική προσέγγιση αποτελεί η στόχευση των ογκογονιδίων, σε μία 

προσπάθεια να προκαλέσει μία αντισταθμιστική ογκοκατασταλτική απόκριση. Αυτό θα 

μπορούσε να συμβεί στοχεύοντας το γονίδιο Skp2, μία λιγάση, η οποία 

υπερεκφράζεται συχνά σε περιπτώσεις καρκίνου. Όμως η αναστολή του Skp2 πρέπει 

να εφαρμόζεται με επιφυλάξεις, καθώς δεν αποικοδομεί μόνο αναστολείς του 

κυτταρικού κύκλου, αλλά και μόρια, όπως η Cyclin E, που προωθούν τον κυτταρικό 

κύκλο (Koutsami et al., 2008). Ανάλογο αποτέλεσμα θα έχει και η διαγραφή του 

γονιδίου Cdk2 (κυκλινο-εξαρτώμενη κινάση 2) σε ένα περιβάλλον επαγώμενο από c-

myc, αλλά σε αυτή την περίπτωση η γήρανση εξαρτάται από τις πρωτεΐνες p16
INK4A 

και p53. H επιλεκτική καταστολή του c-myc, επίσης, επάγει τη γήρανση. Η 

φωσφορυλίωση του c-myc στο αμινοξικό κατάλοιπο Ser-62, μέσω της αναστολής της 

δραστικότητας του συμπλόκου Cdk2/cyclin E, είναι ιδιαίτερα σημαντική για την 

επαγωγή της γήρανσης. Όλα αυτά τα αποτελέσματα έχουν παραχθεί όχι μόνο 

γενετικά, αλλά με μικρά μόρια αναστολείς, κάνοντας αυτές τις προκλινικές δοκιμές 

αρκετά υποσχόμενες (Koutsami et al., 2008) (Εικόνα 1.7). 
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Εικόνα 1.7 Στοχευμένα ογκογονίδια μπορούν να οδηγήσουν στη γήρανση, ανάλογα με 
το μοριακό υπόβαθρο. Η κατάργηση της φωσφορυλίωσης του c-myc στο αμινοξικό 

κατάλοιπο Ser-62, μέσω της αναστολής της δραστικότητας του συμπλόκου Cdk2/cyclin E, 

επάγει τη γήρανση. Επιλεκτική μείωση της πρωτεΐνης SKP2 ρυθμίζει ανοδικά τους κυκλινο-

εξαρτώμενους αναστολείς κινασών CIP/KIPs, οι οποίοι με τη σειρά τους αναστέλλουν τη 

δραστικότητα του Cdk2/cyclin E συμπλέγματος. Παρόλα αυτά, όταν η ρύθμιση καθοδικά των 

αναστολέων CIP/KIPs είναι ανεξάρτητη της SKP2, η αναστολή της SKP2 ρυθμίζει ανοδικά την 

cyclin E με πιθανές επιβλαβείς επιδράσεις (Gorgoulis and Halazonetis, 2010). 

 

 

 

 

 

 

Πηγή: Gorgoulis and Halazonetis, 2010, Curr Opin Cell Biol. 
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1.10 Σκοπός της διδακτορικής διατριβής  
 

Το φαινόμενο της κυτταρικής γήρανσης αποτελεί το στάδιο της μη αναστρέψιμης, στις 

περισσότερες περιπτώσεις, διακοπής της κυτταρικής ανάπτυξης, στην οποία το 

κύτταρο παραμένει μεταβολικά ενεργό. Εμπλέκεται τόσο στην εμβρυϊκή, όσο και στην 

ενήλικη ανάπτυξη. Δεν σχετίζεται, όμως, μόνο με φυσιολογικές συνθήκες, αλλά και με 

παθολογικές καταστάσεις, όπως ο καρκίνος. Η συνεισφορά της, μπορεί να έχει θετικό, 

καθώς και αρνητικό, αντίκτυπο για την αντιμετώπιση της παθολογικής κατάστασης.  

Μέχρι τώρα οι πιο διαδεδομένοι βιοδείκτες για τον εντοπισμό των γηρασμένων 

κυττάρων είναι η δραστικότητα του ενζύμου β-γαλακτοσιδάση που σχετίζεται με τη 

γήρανση (Senescence associated β-galactosidase-SA β-gal), καθώς και το χημικό 

αντιδραστήριο Sudan Black B (SBB). Οι δύο μέθοδοι ανίχνευσης των γηρασμένων 

κυττάρων, όμως, παρουσιάζουν τεχνικές προκλήσεις, οι οποίες μπορούν να 

επηρεάσουν την ευασθησία και την ειδικότητα κάθε πειράματος. Υπήρξε, λοιπόν, η 

ανάγκη να συντεθούν νέες χημικές ενώσεις, ανάλογα του SBB, οι οποίες εντοπίζουν 

τα γηρασμένα κύτταρα και δεν εμφανίζουν τεχνικές δυσκολίες. Η σύνθεση του νέου 

χημικού αναλόγου του SBB πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο και ονομάζεται GL13. 

Το αντιδραστήριο δεσμεύεται ειδικά και με ευαισθησία με τη λιποφουσκίνη, η οποία 

αποτελεί συσσωμάτωμα οξειδωμένων μακρομορίων. Η ποσοτικοποίηση της 

λιποφουσκίνης θεωρείται μεγάλης σημασίας για ένα ευρύ φάσμα των Επιστημών 

Ζωής και των σχετικών κλάδων. Τα επίπεδα της λιποφουσκίνης φαίνεται πως 

αποτελούν αποτέλεσμα μαζικών εκθέσεων στο μεταβολικό στρες και, συνεπώς, 

συνδέονται άμεσα με την διαδικασία του γήρατος και τις παθοφυσιολογικές 

καταστάσεις. Υπάρχουν πολλά στοιχεία που υποστηρίζουν πως υπάρχει μια γραμμική 

συσχέτιση των επιπέδων της λιποφουσκίνης με την ηλικία, καθώς και με ασθένειες 

που σχετίζονται με αυτή. Αυτό είναι αναμενόμενο δεδομένου ότι ο αριθμός των 

γηρασμένων κυττάρων σε ιστούς και όργανα αυξάνεται με την ηλικία, καθώς το στρες 

και οι βλάβες συσσωρεύονται. Είναι ενδιαφέρον ότι έχουν περιγραφεί ορισμένες 

μέθοδοι προσδιορισμού της ηλικίας των οργανισμών με βάση την ποσοτικοποίηση 

των λιποφουσκίνης. 



 
 
 
 
 

 46 

Οι στόχοι της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι, χρησιμοποιώντας το 

αντιδραστήριο GL13, να αναπτυχθούν πρωτόκολλα που στηρίζονται σε μία υβριδική 

ιστοχημική-ανοσοϊστοχημική μέθοδο. Η τεχνική αυτή θα επιτρέπει την ανίχνευση των 

γηρασμένων κυττάρων, μέσω εντοπισμού της λιποφουσκίνης, σε οποιοδήποτε 

βιολογικό υλικό. Θα είναι, επομένως, εφικτή η μελέτη του φαινομένου της κυτταρικής 

γήρανσης σε νωπούς και μονιποιημένους ιστούς, σε κυτταρικές σειρές, καθώς και σε 

βιολογικά υγρά. Το φαινόμενο της κυτταρικής γήρανσης θα εξεταστεί, επίσης, σε ορό 

αίματος μετρώντας τα επίπεδα της ελεύθερης λιποφουσκίνης, σε ασθενείς και υγιείς. 

Τα δείγματα θα ταξινομηθούν σε δύο κατηγορίες ανάλογα με την παθολογική 

κατάσταση και την ηλικία. Οι ασθένειες που θα εξετασθούν είναι η καρδιακή 

ανεπάρκεια, η ρευματοειδής αρθρίτιδα, ο καρκίνος και οι νευροεκφυλιστικές παθήσεις. 

Βασική ιδέα αυτών των πειραμάτων είναι η συσχέτιση των επιπέδων της ελεύθερης 

λιποφουσκίνης στον ορό με την ηλικία και σε ποιο βαθμό, καθώς επίσης, αν τα 

επίπεδα λιποφουσκίνης μεταβάλλονται σε κάποιες ασθένειες, αποτελώντας, ίσως, 

μελλοντικό προγνωστικό δείκτη.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2Ο 

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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2.1 Προετοιμασία του αντιδραστηρίου GL13 
 
Προσθήκη 7.5ml από διάλυμα αιθανόλης 100% v/v (σε dH2O) σε 40mg 

αντιδραστηρίου GL13. Στη διαδικασία χρησιμοποιείται parafilm, ώστε να μην 

υπάρχουν διαρροές. Επώαση για συνολικά 120 λεπτά στους 60oC σε υδατόλουτρο 

και ανά 30 λεπτά απαλή ανάδευση με το χέρι, μέχρι το αντιδραστήριο να διαλυθεί 

πλήρως. Μετά την αραίωση, το GL13 μπορεί να αποθηκευτεί σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

 

2.2 Κυτταρικές σειρές 
 
Οι κυτταρικές σειρές U2OS, DLFs, HeLa, Li-Fraumeni και Saos καλλιεργήθηκαν σε 

θρεπτικό υλικό DMEM (Thermo Fisher Scientific) συμπληρωμένο με 10% ορό FBS 

(Thermo Fisher Scientific) ή Tet-system approved FBS (Clontech Laboratories) στην 

περίπτωση κυτταρικού συστήματος επαγώγιμης υπερέκφρασης με τη τεχνολογία Tet-

ON και 1% αντιβιοτικών πενικιλίνης-στρεπτομυκίνης (Thermo Fisher Scientific). Στην 

περίπτωση της κυτταρικής σειράς ανθρώπινων κυττάρων βρογχικού επιθηλίου 

(HBEC) χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό υλικό Keratinocyte serum free medium, 

συμπληρωμένο με 50 μg/ml εκχυλίσματος βόειας υπόφυσης και 5ng/ml επιδερμικού 

αυξητικού παράγοντα (#17005-075, Thermo Fisher Scientific). Όλες οι κυτταρικές 

σειρές συντηρήθηκαν σε κλίβανο με σταθερή παροχή CO2 5% στους 37oC. 

 

2.3 Δείγματα ιστών 
 
Τα δείγματα ιστών που χρησιμοποιήθηκαν έχουν μονιμοποιηθεί σε φορμόλη και έχουν 

εγκλειστεί σε παραφίνη. Στο σύνολο τους τα περιστατικά ανταποκρίνονται σε 

φυσιολογικούς ιστούς, προκαρκινικές και καρκινικές αλλοιώσεις. Η επιλογή των 

δειγμάτων έγινε μετά από έγκριση της επιτροπής βιοηθικής με αριθμό πρωτοκόλλου 

1718025215. 

 

2.4. In situ τεχνικές 
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2.4.1α Χρώση με το χημικό αντιδραστήριο Sudan Black B (SBB)  

Για την προετοιμασία του SBB διαλύματος, σε 100ml 70% αιθανόλης διαλύονται 0.7g 

από το SBB και το διάλυμα αναδεύεται ήπια σε θερμοκρασία δωματίου ολονύκτια. Στο 

ποτήρι ζέσεως τοποθετείται διπλό parafilm, ώστε να αποφευχθεί η εξάτμιση της 

αιθανόλης. Αφού το διάλυμα φιλτραριστεί δύο φορές είναι έτοιμο για χρήση.  

Τα δείγματα που θα χρησιμοποιηθούν για την χρώση αφυδατώνονται αρχικά σε 

διάλυμα αιθανόλης 50% v/v για 5 λεπτά και στη συνέχεια σε 70% αιθανόλη για τον ίδιο 

χρόνο σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά το δεύτερο διάλυμα αφυδάτωσης, 

τοποθετείται στην αντικειμενοφόρο πλάκα, με σύριγγα και φίλτρο διαμέτρου 0.22μm, 

σταγόνα SBB και χρησιμοποιείται καλυπτρίδα για να καλύψει το δείγμα. Η αντίδραση 

παρατηρείται στο μικροσκόπιο για 8 λεπτά. Στη συνέχεια αφαιρείται προσεκτικά η 

καλυπτρίδα και το δείγμα ξεπλένεται για 3-5 φορές σε διάλυμα 50% v/v αιθανόλης. 

Έπειτα ξεπλένεται σε απιονισμένο νερό και εμβαπτίζεται σε διάλυμα Nuclear Fast Red 

για 10 λεπτά σε θερμοκρασίου δωματίου. Το δείγμα ξεπλένεται ξανά σε απιονισμένο 

νερό και χρησιμοποιείται διάλυμα 40% γλυκερόλης/PBS και καλυπτρίδα για την 

κάλυψή του. Τα αποτελέσματα παρατηρούνται στο οπτικό μικροσκόπιο.  

2.4.1β Χρώση SA-β-gal  
 
Η μέθοδος στηρίζεται στη συσσώρευση της λυσοσωμικής β-γαλακτοζιδάσης 

(senescence associated beta-galactosidase), η οποία υδρολύει τα β-γαλακτοζίδια σε 

μονοσακχαρίτες στα γηρασμένα κύτταρα. Η αντίδραση πραγματοποιείται σε 

ρυθμιστικό διάλυμα pH 6.0, χρησιμοποιώντας χρωμογόνο υπόστρωμα (X-gal). Η 

χρώση γίνεται εμφανής με τον εντοπισμό γαλάζιου ιζήματος. Το ρυθμιστικό διάλυμα 

περιέχει 40mM Citric acid/Disodium hydrogen phosphate dihydrate (pH 6.0), 5mM 

Potassium ferrocyanide, 150mM NaCl, 2mM MgCl2 και 1mg/ml X-gal. 

Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε καλυπτρίδες και μονιμοποιούνται σε διάλυμα 

φορμαλδεύδης 4% v/v σε PBS για 10 λεπτά  και επωάζονται για 8 ώρες με τ ρυθμιστικό 

διάλυμα. Ακολουθεί, προαιρετικά, χρώση των πυρήνων με διάλυμα Nuclear Fast Red 

για 3-5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Η διαδικασία ολοκληρώνεται με τη χρήση 

μονιμοποιητικού υλικού και παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο.  
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2.4.2 Ανοσοϊστοχημεία 
 
Η ανοσοϊστοχημεία αποτελεί μία in situ τεχνική, η οποία 

συνδυάζει  την  ιστοπαθολογία με την ανοσολογία και τη  χημεία.  Ένα  αντίσωμα συ

νδέεται με ένα ειδικό αντιγόνο-στόχο με μία χημική αντίδραση, με την οποία μπορεί να 

γίνει ορατό  το  σύμπλεγμα  αντιγόνου-αντισώματος. Στις μεθόδους έμμεσης 

ανίχνευσης χρησιμοποιείται ένα δευτερογενές αντίσωμα, το οποίο συνδέεται με  ένα 

ένζυμο, συνήθως το ένζυμο υπεροξειδάση (HRP), και με τη βοήθεια ενός 

υποστρώματος, το σήμα παρατηρείται σε οπτικό μικροσκόπιο.  

Ακολουθείται η παρακάτω διαδικασία: 

1. Αποπαραφίνωση:  

• Επώαση των δειγμάτων για 20 λεπτά σε κλίβανο στους 60oC. 

• Ξυλόλη Ι για 5 λεπτά 

• Ξυλόλη ΙΙ για 10 λεπτά 

2. Ενυδάτωση των τομών σε υδατικά διαλύματα αιθανόλης με σταδιακή μείωση 

της συγκέντρωσής της. 

• Αιθανόλη Ι 100% v/v για 5 λεπτά  

• Αιθανόλη ΙΙ 100% v/v για 10 λεπτά    

• Αιθανόλη 96% v/v για 10 λεπτά         

• Αιθανόλη 80% v/v για 5 λεπτά         

• Αιθανόλη 70% v/v για 3 λεπτά        

• Αιθανόλη 50% v/v  για 3 λεπτά        

• Διάλυμα Tris Buffer Saline (TBS) για 5 λεπτά.  
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3. Αποκάλυψη αντιγονικών επιτόπων χρησιμοποιώντας διάλυμα κιτρικού οξέος 

1x, 10mM pH 6. Θέρμανση σε φούρνο μικροκυμάτων για συνολικά 25 λεπτά 

(5' ζέσταμα δ/τος και 20’ επώαση) ή σε μηχάνημα steamer για συνολικά 45 

λεπτά (5' ζέσταμα δ/τος και 40 λεπτά επώαση δειγμάτων). Οι τομές βρίσκονται 

στο διάλυμα του κιτρικού οξέος και τοποθετούνται σε σκεύος με νερό βρύσης 

για 20 λεπτά. 

4. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

5. Αδρανοποίηση ενδογενούς υπεροξειδάσης με διάλυμα 3% v/v Η2Ο2/ dH2O για 

13 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου σε σκοτάδι. 

6. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

7. Παρεμπόδιση αντίδρασης μη ειδικών θέσεων για 7 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου με τη χρήση του αντιδραστηρίου Ultra V Block,  από το kit Quanto 

Detection System HRP-DAB TL-060-QHD, της εταιρείας Thermo Fisher 

Scientific.  

8. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

9. Προσθήκη πρωτογενούς αντισώματος σε καθορισμένη αραίωση. Οι συνθήκες 

επώασης και η αραίωση εξαρτώνται από το εκάστοτε αντίσωμα  που θα 

χρησιμοποιήσουμε και τον ιστό που εφαρμόζεται μετά από δοκιμές των 

καταλληλότερων συνθηκών. Η επώαση μπορεί να πραγματοποιηθεί για 1 ώρα 

σε θερμοκρασία δωματίου ή ολονύκτια στους 4οC.  

10. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 
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11. Επώαση με δευτερογενές αντίσωμα. Χρησιμοποιείται το αντιδραστήριο 

Primary enhancer του kit Quanto Detection System HRP-DAB TL-060-QHD, 

(Thermo Fisher Scientific) για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.  

12. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

13. Επώαση με το αντιδραστήριο HRP Polymer του kit Quanto Detection System 

HRP-DAB TL-060-QHD (Thermo Fisher Scientific) για 15 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. Αυτό το στάδιο γίνεται σε σκοτάδι.  

14. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

15. Χρώση με το αντιδραστήριο DAB (1μl DAB chromogen σε 100μl DAB 

substrate) του kit Quanto Detection System HRP-DAB TL-060-QHD (Thermo 

Fisher Scientific). Η αντίδραση παρατηρείται σε οπτικό μικροσκόπιο.  

16. Αδρανοποίηση της αντίδρασης με νερό βρύσης. 

17. Χρώση με αιματοξυλίνη και πλύση με τρεχούμενο νερό. 

18. Αφυδάτωση (αντίστροφη διαδικασία της ενυδάτωσης, όπως περιγράφεται 

στο βήμα 2).  

19. Κάλυψη των παρασκευασμάτων με καλυπτρίδες με το μέσο κάλυψης DPX, 

που είναι διαλυτό στην ξυλόλη. 

Όταν χρησιμοποιούνται κύτταρα επιστρωμένα σε καλυπτρίδες 

(ανοσοκυτταροχημεία), το πρωτόκολλο ξεκινάει από το στάδιο της αδρανοποίησης 

της ενδογενούς υπεροξειδάσης και δεν πραγματοποιείται το βήμα της αφυδάτωσης. 

 

2.4.3 Ανοσοϊστοχημική χρώση με το χημικό αντιδραστήριο GL13 
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1. Αποπαραφίνωση:  

• Επώαση των δειγμάτων για 20 λεπτά σε κλίβανο στους 60oC. 

• Επώαση σε ξυλόλη Ι για 5 λεπτά 

• Επώαση σε ξυλόλη ΙΙ για 10 λεπτά 

2. Ενυδάτωση των τομών σε διαλύματα αιθανόλης αυξανόμενης περιεκτικότητας 

σε dH2O. 

• Αιθανόλη Ι 100% v/v για 5 λεπτά  

• Αιθανόλη ΙΙ 100% v/v για 10 λεπτά    

• Αιθανόλη 96% v/v για 10 λεπτά         

• Αιθανόλη 80% v/v για 5 λεπτά         

• Αιθανόλη 70% v/v για 3 λεπτά        

• Αιθανόλη 50% v/v  για 3 λεπτά        

• Διάλυμα TBS για 5 λεπτά  

3. Αδρανοποίηση ενδογενούς υπεροξειδάσης με διάλυμα 3% v/v Η2Ο2/ dH2O για 

13 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου σε σκοτάδι. 

4. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

5. Επώαση με 50% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

6. Επώαση με 70% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

7. Χρώση με το αντιδραστήριο GL13 που είναι συζευγμένο με βιοτίνη, για 8 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (παράλληλη παρατήρηση σε οπτικό 

μικροσκόπιο)  ή για 10 λεπτά στους 37oC. Σε αυτό το βήμα χρησιμοποιείται 

μία σύριγγα και κατάλληλο φίλτρο (μεγέθος  φίλτρου 13mm, μέγεθος πόρων 
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μεμβράνης 0.22μm). Αφού τοποθετηθεί κατάλληλη ποσότητα του 

αντιδραστηρίου, χρησιμοποιείται καλυπτρίδα ώστε να αποφευχθεί η 

εξάτμιση της αιθανόλης. 

8.  Απομάκρυνση της καλυπτρίδας και της περίσσειας αντιδραστηρίου με 

χρήση διηθητικού χαρτιού. 

9. Πλύσεις με 50% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

10. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

11. Επώαση με διάλυμα 0.3% v/v Triton X/ dH2O για 3-5 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

12. Προσθήκη πρωτογενούς αντισώματος έναντι της βιοτίνης, ώστε να συνδεθεί 

με το αντιδραστήριο GL13 που είναι συζευγμένο με μόριο βιοτίνης. Το 

αντίσωμα χρησιμοποείται σε αραίωση 1/300 σε διάλυμα TBS και η επώαση 

γίνεται ολονύκτια στους 4οC.  

13. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

14. Επώαση με δευτερογενές αντίσωμα. Χρησιμοποιείται το αντιδραστήριο 

Primary enhancer από το kit (από το kit Quanto Detection System HRP-DAB 

TL-060-QHD, της εταιρείας Thermo Fisher Scientific για 10 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου.  

15. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

16. Επώαση για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου το αντιδραστήριο HRP 

Polymer από το kit Quanto Detection System HRP-DAB TL-060-QHD, της 

εταιρείας Thermo Fisher Scientific. Αυτό το στάδιο γίνεται σε σκοτάδι.  
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17. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

18. Χρώση με το αντιδραστήριο DAB (1μl DAB chromogen σε 200μl DAB 

substrate) από το kit Quanto Detection System HRP-DAB TL-060-QHD, της 

εταιρείας Thermo Fisher Scientific. Η αντίδραση παρατηρείται σε οπτικό 

μικροσκόπιο.  

19. Αδρανοποίηση της αντίδρασης με νερό βρύσης. 

20. Χρώση με αραιωμένη αιματοξυλίνη 1:2 σε dH2O και πλύση με τρεχούμενο 

νερό. 

21. Κάλυψη παρασκευασμάτων με καλυπτρίδες με τη χρήση καλυπτικού υλικού 

(40% v/v γλυκερόλη) και παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο. 

Αντίστοιχα, όταν πρόκειται για κύτταρα επιστρωμένα σε καλυπτρίδες 

(ανοσοκυτταροχημεία), το πρωτόκολλο ξεκινάει στο στάδιο της αδρανοποίησης της 

ενδογενούς υπεροξειδάσης και δεν πραγματοποιείται το βήμα της αφυδάτωσης. 

 

2.4.4 Διπλή ανοσοϊστοχημική χρώση χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο 

GL13 

 

Τα βήματα 1-16 είναι κοινά με τη διαδικασία της ανοσοϊστοχημείας. Ακολούθως: 

1. Επώαση με 50% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

2. Επώαση με 70% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

3. Χρώση με το αντιδραστήριο GL13 για 8 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 

(παράλληλη παρατήρηση σε οπτικό μικροσκόπιο)  ή για 10 λεπτά στους 

37oC. Σε αυτό το βήμα χρησιμοποιείται μία σύριγγα και κατάλληλο φίλτρο 
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(μεγέθος  φίλτρου 13mm , μέγεθος πόρων μεμβράνης 0.22μm). Αφού 

τοποθετηθεί κατάλληλη ποσότητα του αντιδραστηρίου, χρησιμοποιείται 

καλυπτρίδα ώστε να αποφευχθεί η εξάτμιση της αιθανόλης. 

4. Απομάκρυνση της καλυπτρίδας και της περίσσειας αντιδραστηρίου με χρήση 

διηθητικού χαρτιού. 

5. Πλύσεις με 50% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

6. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

7. Επώαση με το αντισώματος έναντι της βιοτίνης για 60 λεπτά στους 37oC,  σε 

αραίωση 1/300 σε διάλυμα TBS. 

8. Πλύσεις με διάλυμα TBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

9. Επώαση με δευτερογενές αντίσωμα το οποίο είναι συζευγμένο με το ένζυμο 

αλκαλική φωσφατάση (αραίωση 1/800 σε διάλυμα TBS) για 60 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου σε σκοτάδι. 

10. Πλύσεις με διάλυμα TBS, 3 φορές για 5 λεπτά. 

11. Προετοιμασία του υποστρώματος της αλκαλικής φωσφατάσης. Σε 10 ml 

dH2O (τελικό όγκο) προσθέτουμε 1 ταμπλέτα NBT/BCIP (Νitro Βlue 

Tetrazolium/5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate) (Sigma-Aldrich) και 

20μl από 100mM Levamisol. Το σύμπλοκο NBT/BCIP αποτελεί ευρέως 

χρησιμοποιούμενα χρωμογόνα υποστρώματα της αλκαλικής φωσφατάσης. 

12. Επώαση με το διάλυμα NBT/BCIP και παράλληλη παρατήρηση σε οπτικό 

μικροσκόπιο. 
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13. Πλύσεις με το διάλυμα KTBT ( 50mM Tris-Cl, 150mM NaCl, 10mM KCl σε 

1000ml dH2O)  2 φορές για 5 λεπτά, ώστε να σταματήσει η ανίδραση της 

αλκαλικής φωσφατάσης. 

14. Πλύσεις σε τρεχούμενο νερό βρύσης  

15. Κάλυψη παρασκευασμάτων με καλυπτρίδες με τη χρήση καλυπτικού υλικού 

(40% v/v γλυκερόλη) και παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο. 

 

2.4.5 Έμμεσος ανοσοφθορισμός με τη χρήση του αντιδραστηρίου  GL13 
 

  
Ο έμμεσος ανοσοφθορισµός είναι µέθοδος κατά την οποία χρησιµοποιούνται 

δευτερογενή φθορίζοντα αντισώµατα για την ανίχνευση και τον εντοπισμό 

συγκεκριμένου αντιγόνου μέσω πρωτογενών αντισωμάτων σε ιστούς ή κύτταρα. Στη 

συγκεκριμένη τεχνική χρησιμοποιείται, συνήθως, ένα δευτερογενές αντίσωμα το οποίο 

είναι συνδεδεμένο με φθορίζουσα χρωστική που εκπέμπει σε συγκεκριμένο μήκος 

κύματος και η παρατήρηση γίνεται μέσω μικροσκοπίου φθορισμού. Στην παρούσα 

διατριβή πραγματοποιήθηκε μελέτη του φαινομένου της γήρανσης σε κυτταρικές 

σειρές, στις οποίες η γήρανση συμβαίνει φυσιολογικά λόγω μείωσης του μήκους των 

τελομερών ή έχει προκληθεί γήρανση λόγω υπερέκφρασης συγκεκριμένου γονιδίου. 

Ακολουθείται η παρακάτω διαδικασία: 

 

1. Πλύση των καλυπτρίδων με διάλυμα PBS. 

2. Επώαση με 50% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

3. Επώαση με 70% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

4. Χρώση με το αντιδραστήριο GL13 για 8 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 

(παράλληλη παρατήρηση σε οπτικό μικροσκόπιο)  ή για 10 λεπτά στους 

37oC. Σε αυτό το βήμα χρησιμοποιείται μία σύριγγα και κατάλληλο φίλτρο 

(μεγέθος  φίλτρου 13mm , μεμβράνη 0.22μm). Αφού τοποθετηθεί κατάλληλη 
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ποσότητα του αντιδραστηρίου, χρησιμοποιείται καλυπτρίδα ώστε να 

αποφευχθεί η εξάτμιση της αιθανόλης. 

5. Απομάκρυνση της καλυπτρίδας και της περίσσειας αντιδραστηρίου με χρήση 

διηθητικού χαρτιού. 

6. Πλύσεις με 50% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

7. Πλύσεις με διάλυμα PBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

8. Επώαση με διάλυμα 0.3% v/v Triton X/ dH2O για 3-5 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

9. Προσθήκη πρωτογενούς αντισώματος. Το αντίσωμα έναντι της βιοτίνης 

επωάζεται ολονύκτια στους 4οC, σε αραίωση 1/300 σε διάλυμα PBS.  

10. Πλύσεις με διάλυμα PBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

11. Επώαση με δευτερογενές αντίσωμα ( αραίωση 1/200 σε PBS), το οποίο είναι 

συνδεδεμένο με φθορίζουσα χρωστική για 60 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. Η επώαση γίνεται στο σκοτάδι. 

12. Πλύσεις με διάλυμα PBS, δύο γρήγορες και μία πλύση για 5 λεπτά. 

13. Για την χρώση των πυρήνων χρησιμοποιείται η φθορίζουσα χρωστική DAPI 

σε τελική συγκέντρωση 0.5μg/ml. Τα δείγματα επωάζονται για 5 λεπτά στο 

σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου. 

14. Πλύση με διάλυμα PBS. 

15. Κάλυψη παρασκευασμάτων με καλυπτρίδες με τη χρήση καλυπτικού υλικού 

(40% v/v γλυκερόλη) και παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο. 

 



 
 
 
 
 

 59 

2.4.6 Ιn situ υβριδισμός και ανοσοφθορισμός με τη χρήση του χημικού 

αντιδραστηρίου GL13 σε κύτταρα 

 

Η in situ υβριδοποίηση αποτελεί μία μέθοδο που μας επιτρέπει να 

ανιχνεύσουμε ειδικά συγκεκριμένες αλληλουχίες RNA ( ή DNA) σε ιστούς ή 

κύτταρα μέσω της αλληλεπίδρασης με μονόκλωνα μόρια νουκλεϊκών οξέων 

με βάση την αρχή της συμπληρωματικότητας. Στο πειραματικό πρωτόκολλο ο 

in situ υβριδισμός συνδυάστηκε με έμμεσο ανοσοφθορισμό, χρησιμοποιώντας 

το αντιδραστήριο GL13, με στόχο τη μελέτη του ρόλου του miR34a στο 

κυτταρικό μοντέλο HBEC Cdc6 Tet ON. 

 

1. Επώαση των κυττάρων σε διάλυμα 4% v/v παραφορμαλδεϋδης για 10 λεπτά 

σε θερμοκρασία δωματίου με στόχο την μονιμοποίηση των κυττάρων που είναι 

ήδη επιστρωμένα σε γυάλινες καλυπτρίδες. 

2. Απομάκρυνση διαλύματος και πλύση με PBS για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

3. Επώαση των κυττάρων με διάλυμα 0.3% v/v Triton X-100/PBS για 5 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

4. Πλύσεις με διάλυμα PBS για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

5. Αδρανοποίηση ενδογενούς υπεροξειδάσης με διάλυμα 3% v/v Η2Ο2/ dH2O για 

5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου σε σκοτάδι. 

6. Απομάκρυνση του διαλύματος και 2 πλύσεις με διάλυμα PBS για 5 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

7. Προετοιμασία δειγμάτων με διάλυμα υβριδοποίησης απουσία του ανιχνευτή 

(προϋβριδισμός). 
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8. Επώαση με το διάλυμα υβριδοποίησης (το οποίο περιέχει τον κατάλληλο 

ανιχνευτή) για 1 ώρα σε κατάλληλη θερμοκρασία. Ειδικότερα, για τον 

εντοπισμό του  miR34a, η ιδανική θερμοκρασία υβριδοποίησης είναι Tm=58oC. 

9. Πλύσεις με διάλυμα Saline-Sodium Citrate (SSC, 3M sodium chloride and 

300 mM trisodium citrate) από το kit miRCURY® LNA® miRNA ISH (Qiagen). 

10. Πλύσεις με διάλυμα PBS για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

11. Επώαση με διάλυμα που περιέχει μακρομόρια μεγάλου μοριακού βάρους για 

κάλυψη μη ειδικών θέσεων σε κάθε δείγμα, για 15 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

12. Επώαση με αντίσωμα έναντι του DIG (digoxigenin) και συζευγμένο με 

υπεροξειδάση σε αραίωση 1:400 σε διάλυμα PBS 1x για 30 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

13. Πλύσεις με διάλυμα PBS για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

14. Επώαση με το διάλυμα TSA-FITS (Tyramide Signal Amplification-green 

fluorophore) TM Fluorescein System (Perkin Elmer, NEL741B001KT/NEL), το 

οποίο συνδέεται με την υπεροξειδάση, για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

Αποφυγή έκθεσης σε φως. 

15. Πλύσεις με διάλυμα PBS για 3 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (4 φορές). 

16. Επώαση με διάλυμα 1% v/v BSA και 1:20 ορού σε PBS για 30 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

17. Πλύσεις με διάλυμα PBS για 3 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 

18. Επώαση με 50% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

Αποφυγή έκθεσης σε φως. 
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19. Επώαση με 70% v/v αιθανόλη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

Αποφυγή έκθεσης σε φως. 

20. Επώαση με το αντιδραστήριο GL13 για 10 λεπτά σε 37oC. 

21. Πλύση με 50% v/v αιθανόλη για 1 λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου. Αποφυγή 

έκθεσης σε φως. 

22. Επώαση με πρωτογενές αντίσωμα έναντι της βιοτίνης για 60 λεπτά στους 

37oC.  

23. Πλύσεις με διάλυμα PBS για 3 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (4 φορές). 

24. Επώαση με δευτερογενές αντίσωμα goat anti-mouse Alexa Fluor (532) σε 

αραίωση 1:200 σε διάλυμα PBS για 60 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

25. Πλύσεις με διάλυμα PBS για 3 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (4 φορές). 

26. Κάλυψη των καλυπτρίδων με ειδικό μέσο κάλυψης για φθορισμό: Slow Fade 

Gold antifade with DAPI (Thermo Fisher Scientific). 

27. Παρατήρηση σε μικροσκόπιο φθορισμού Axiolab fluorescence microscope της 

εταιρείας Zeiss. 

 

2.5 Κυτταρομετρία ροής με τη χρήση του χημικού αντιδραστηρίου GL13 
 
Κυτταρομετρία ροής ονομάζεται η διαδικασία καταμέτρησης κυττάρων, καθώς 

διελαύνουν από ακτίνα λέιζερ. Στόχος είναι η καταμέτρηση των κυττάρων που 

υπόκεινται στο φαινόμενο της γήρανσης. Η κυτταρική σειρά που χρησιμοποιήθηκε 

είναι Saos p21WAF1/Cip1 Tet-ON σε αριθμό 106 κύτταρα περίπου, όπου έχει γίνει 

πρόκληση της γήρανσης μέσω της ενεργοποίησης της έκφρασης του γονιδίου 

p21WAF1/Cip1  για 3 ημέρες (Galanos et al., 2016). Ως αρνητικός μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα στα οποία δεν έχει προκληθεί επαγωγή πρώιμης 

γήρανσης.  

 



 
 
 
 
 

 62 

1. Τα κύτταρα θρυψινοποιούνται και συλλέγονται σε falcon.  

2. Φυγοκεντρούνται στα 232g για 5 λεπτά, το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 

διάλυμα PBS και πραγματοποιείται φυγοκέντρηση στις ίδιες στροφές για 5 

λεπτά.  

3. Μονιμοποίηση των κυττάρων με διάλυμα 4% PFA για 20 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου και προσθήκη διαλύματος PBS.  

4. Φυγοκέντρηση στα 232g για 5 λεπτά και αφαίρεση υπερκειμένου. 

5. Επώαση με διάλυμα 0.1% v/v Triton X/PBS 1x για 15 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου.  

6. Προσθήκη διαλύματος PBS, φυγοκέντρηση στις 1500rpm για 5 λεπτά και 

αφαίρεση υπερκειμένου.  

7. Πλύση με διάλυμα αιθανόλης 50% για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, 

φυγοκέντρηση στα 232g για 5 λεπτά και αφαίρεση υπερκειμένου.  

8. Πλύση με διάλυμα αιθανόλης 70% για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

9. Προσθήκη του αντιδραστηρίου GL13 αραιωμένο σε 50% αιθανόλης και 

επώαση για 8 λεπτά στους 37oC υπό ανάδευση. Σε αυτό το βήμα 

χρησιμοποιείται μία σύριγγα και κατάλληλο φίλτρο ( μεγέθος  φίλτρου 13mm , 

μεμβράνη 0.22μm). 

10. Πλύση με διάλυμα αιθανόλης 50% για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, 

φυγοκέντρηση στα 232g για 5 λεπτά και αφαίρεση υπερκειμένου.  

11. Επανάληψη του βήματος 10. 

12. Προσθήκη διαλύματος PBS, φυγοκέντρηση στα 232g για 5 λεπτά και αφαίρεση 

υπερκειμένου.  

13. Επώαση του ιζήματος με πρωτογενές αντίσωμα έναντι της βιοτίνης (Abcam) 
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για 60 λεπτά στους 37oC υπό ανάδευση, σε αραίωση 1/300 σε PBS 1x  

14. Πλύση με διαλύμα PBS, φυγοκέντρηση στα 232g  για 5 λεπτά και αφαίρεση 

υπερκειμένου.  

15. Επώαση του ιζήματος με δευτερογενές αντίσωμα για 25 λεπτά σε πάγο, σε 

αραίωση 1/100 σε PBS. 

16. Πλύση με διαλύμα PBS, φυγοκέντρηση στα 232g για 5 λεπτά και αφαίρεση 

υπερκειμένου.  

17. Επαναδιάλυση με διάλυμα PBS. 

18. Τα δείγματα φορτώνονται στο μηχάνημα FACS Calibur, Becton Dickinson. 

19. Η καταμέτρηση και η ανάλυση γίνονται με το πρόγραμμα Motif Software. 

 
 
2.6 Απομόνωση και ανίχνευση της λιποφουσκίνης με τη μέθοδο της 
χημειοφωταύγειας και τη χρήση του αντιδραστηρίου GL13 
 
Με βάση την εξαιρετική εξειδίκευση του αντιδραστηρίου GL13, σχεδιάσαμε ένα 

γρήγορο, πολύ εξειδικευμένο και ακριβές πρωτόκολλο για την απομόνωση, την 

ανίχνευση και τη μέτρηση των επιπέδων της διαλυτής λιποφουσκίνης σε υπερκείμενο 

διάλυμα κυτταρικής καλλιέργειας, σωματικά υγρά, καθώς και ομογενοποιήματα 

κυττάρων και ιστών. Η τεχνική αυτή έχει σχεδιαστεί χρησιμοποιώντας την 

τροποποιημένη μέθοδο εκχύλισης Folch, ώστε να απομονωθεί η λιποφουσκίνη και να 

μελετηθεί το φαινόμενο της κυτταρικής γήρανσης σε βιολογικά υγρά/ δείγματα. 
 
Μέθοδος 
 

1) Μεταφορά 500μl δείγματος σε Eppendorf. 

2) Φυγοκέντρηση στους 4OC στα 232g για 10 λεπτά. 

3) Μεταφορά υπερκειμένου σε Eppendorf και απόρριψη ιζήματος. 

4) Φυγοκέντρηση στους 4OC στα 3700g για 10 λεπτά. 
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5) Απόρριψη υπερκειμένου. 

6) Προσθήκη στο ίζημα για διαχωρισμό φάσεων: 

α) 50μl μεθανόλη – υπερκείμενη υδατική φάση  

β) 100μl χλωροφόρμιο – υποκείμενη οργανική φάση που περιέχει το σύνολο 

των λιπιδίων του δείγματος  

γ) 30μl NaCl 0.9% σε ddH2O  

7) Επώαση υπό ανάδευση για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

8) Φυγοκέντρηση στους 4OC στα 3700g για 10 λεπτά. 

9) Απομάκρυνση υπερκείμενης υδατικής φάσης. 

10)  Μεταφορά υποκείμενης οργανικής φάσης σε Eppendorf. 

11)  Προσθήκη σε μέση φάση διαλύματος Proteinase K 10mg/ml (REF 740506 

Macherey-Nagel). 

12)  Επώαση για 1 λεπτό σε υδατόλουτρο με υπερήχους. 

13)  Επώαση σε υδατόλουτρο στους 37OC για 30 λεπτά. 

14)  Φυγοκέντρηση στους 4OC στα 3700g για 10 λεπτά. 

15)  Απομάκρυνση υπερκείμενου. 

16)  Προσθήκη στο ίζημα: 

α) 50μl μεθανόλη – υπερκείμενη υδατική φάση. 

β) 100μl χλωροφόρμιο – υποκείμενη οργανική φάση που περιέχει το σύνολο 

των λιπιδίων του δείγματος. 

γ) 30μl NaCl 0.9% σε ddH2O. 

17)  Καλή ανάμειξη των φάσεων με vortex. 

18)  Επώαση για 1 λεπτό σε υδατόλουτρο με υπερήχους. 
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19)  Επώαση υπό ανάδευση για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

20)  Φυγοκέντρηση στους 4OC στα 3700g για 10 λεπτά. 

21)  Απομάκρυνση υπερκείμενης υδατικής φάσης. 

22)  Μεταφορά υποκείμενης οργανικής φάσης στο Eppendorf από το στάδιο 10 

(ανάμειξη των υποκείμενων οργανικών φάσεων). 

23)  Ολονύκτια επώαση οργανικών φάσεων με ανοιχτά Eppendorf σε απαγωγό, 

για εξάτμιση της οργανικής φάσης και λήψη στερεού ιζήματος λιπιδίων. 

24)  Αναδιάλυση του ιζήματος λιπιδίων σε 200μl ETOH 50% σε TBS. 

25)  Επώαση για 1 λεπτό σε υδατόλουτρο με υπερήχους. 

26)  Προσθήκη 7,5μl αντιδραστηρίου GL13  και ανάδευση. 

27)  Επώαση δειγμάτων και αρνητικού μάρτυρα ελέγχου υπό ανάδευση για 8 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.  

28)  Φυγοκέντρηση στους 4OC στα 7400g για 10 λεπτά. 

29)  Απομάκρυνση υπερκειμένου. 

30)  Πλύση με 500μl διαλύματος αιθανόλης 50% v/v και ανάδευση με 

πιτετάρισμα. 

31)  Φυγοκέντρηση στους 4OC στα 7400g για 10 λεπτά. 

32)  Επανάληψη των βημάτων 30 και 31. 

33)  Απομάκρυνση υπερκείμενου και επαναδιάλυση ιζήματος λιποφουσκίνης σε 

100μl διαλύματος TBS. 

34)  Παρασκευή πρωτογενούς αντισώματος έναντι της βιοτίνης, το οποίο είναι 

συζευγμένο με HRP (Cell Signaling), σε αραίωση 1: 1.000 σε  0,5% Tween 

20/TBS 1x. 
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35)  Προσθήκη 100μl πρωτογενούς αντισώματος στα δείγματα και επώαση υπό 

ανάδευση για 2 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. 

36)  Φυγοκέντρηση στους 4OC στα 7400g για 10 λεπτά. 

37)  Πλύση με διάλυμα TBS και φυγοκέντρηση στους 4OC στα 7400g για 10 

λεπτά. 

38)  Απομάκρυνση του υπερκείμενου και αναδιάλυση του ιζήματος 

λιποοφουσκίνης σε  90μl διαλύματος 0,5% Tween 20/TBS. 

39)  Μεταφορά κάθε δείγματος σε πηγάδι τιτλοδότησης. 

40)  Ανάμειξη ίσων όγκων υποστρώματος χημειοφωταύγειας Lumiglo Reagent A 

και B (Cell Signaling) και προσθήκη 10μl  του διαλύματος σε κάθε πηγάδι  

41)  Αφού περάσει 1 λεπτό, μετράμε το φως που εκπέμπεται, χρησιμοποιώντας 

το πρόγραμμα Fluorchem  και την CCD κάμερα της Alphalnnotech, software 

V1.3.0.7. (Εικόνα 2.1) 
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Εικόνα 2.1: Σχηματική ροή εργασίας της απομόνωσης και ανίχνευσης της 
λιποφουσκίνης χρησιμοποιώντας διαφορετικά βιολογικά δείγματα. Το διάγραμμα 

απεικονίζει τα βασικά βήματα του πρωτοκόλλου, όπως περιγράφεται στην πειραματική 

διαδικασία. Η λιποφουσκίνη είναι απομονωμένη από ομογενοποιημένο ανθρώπινο ιστό 

ήπατος, από ανθρώπινο ορό αίματος και από υπερκείμενο κυττάρων χρησιμοποιώντας 

χλωροφόρμιο – μεθανόλη, επωάζοντας με 10 mg/ml πρωτεϊνάσης K και φυγοκεντρώντας. Η 

λιποφουσκίνη διαλύεται στην οργανική φάση, η οποία εξατμίζεται και ζυγίζεται. Το 

ακατέργαστο εκχύλισμα της λιποφουσκίνης διαλύεται σε διάλυμα 1% v/v Tween 20/TBS. Μετά 
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από φυγοκέντρηση, απομακρύνεται το υπερκείμενο. Η λιποφουσκίνη επαναδιαλύεται σε 

EtOH 50% και προστίθεται το αντιδραστήριο GL13. Το αντιδραστήριο δεσμεύεται με τη 

λιποφουσκίνη και το αντίσωμα έναντι της βιοτίνης-συζευγμένο με υπεροξειδάση συνδέεται με 

την βιοτίνη του αντιδραστηρίου GL13. Η υπεροξειδάση αντιδρά κατά την προσθήκη του 

υποστρώματος (H2O2) και εκπέμπεται φως. Η συγκέντρωση λιποφουσκίνης σε κάθε δείγμα 

είναι γραμμικά ανάλογη με την ένταση του φωτός. 

 

2.7 Σχεδιασμός καμπύλης βαθμονόμησης  
 
Για τον προσδιορισμό της περιεκτικότητας του συσσωματώματος της λιποφουσκίνης 

των αναλυθέντων δειγμάτων, μετράται η φωτεινότητα και η ένταση του σήματος 

ταιριάζει με τις αντίστοιχες τιμές μιας καμπύλης βαθμονόμησης. Η καμπύλη αυτή  

δημιουργήθηκε ακολουθώντας ένα παρόμοιο πρωτόκολλο (Παράγραφος 2.6), με 

εξαίρεση την λιποφουσκίνη που εξάγεται από φρέσκο ανθρώπινο ηπατικό ιστό 

ηλικιωμένου ατόμου. Ενώ στα δείγματα των νεαρών ατόμων, τα επίπεδα 

λιποφουσκίνης ήταν χαμηλά [Σχετικές μονάδες έντασης φωτός (RLU): 10-471], σε 

αυτά που ελήφθησαν από ηλικιωμένα άτομα, παρατηρήσαμε αύξηση κατά 7,6 φορές 

στη μέτρηση (RLU: 486-3,252). Αυτά τα ευρήματα δεν παρέχουν μόνο μια ένδειξη των 

βασικών επιπέδων της λιποφουσκίνης στους ανθρώπους (νεαρά περιστατικά) και της 

κατανομής της σε ηλικιωμένα άτομα, αλλά επίσης επιβεβαιώνει σαφώς τη γραμμική 

συσχέτιση μεταξύ της λιποφουσκίνης και της ηλικίας, υποδηλώνοντας περαιτέρω τον 

υποτιθέμενο ρόλο της ως βιοδείκτη για την παρακολούθηση της διαδικασίας 

γήρανσης. 
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Εικόνα 2.2 : (a) Σχηματική περίληψη της διαδικασίας που εφαρμόζεται για τη 
δημιουργία μιας καμπύλης βαθμονόμησης. Η καμπύλη βαθμονόμησης κατασκευάζεται 

ακολουθώντας τα βήματα για την απομόνωση της λιποφουσκίνης, όπως περιγράφεται στην 

πειραματική διαδικασία (Παράγραφος 2.6). Οι μετρήσεις καταγράφονται σε υπολογιστικό 

φύλλο Excel και πραγματοποιείται ανάλυση γραμμικής παλινδρόμησης. Ο προσδιορισμός 

των υπολογιζόμενων τιμών μπορεί να υποβοηθηθεί χρησιμοποιώντας το πρόσθετο ανάλυσης 

δεδομένων του Microsoft Excel και εφαρμόζοντας μη αυτόματες λειτουργίες. (b) Η καμπύλη 

βαθμονόμησης για τον προσδιορισμό της περιεκτικότητας σε ακατέργαστη λιποφουσκίνη σε 

δείγματα ιστού ήπατος μαζί με σχετικές παραμέτρους και μετρήσεις. Η ανάλυση γραμμικής 

παλινδρόμησης έχει πραγματοποιηθεί χωρίς συντελεστές στάθμισης, ενώ το σημείο 0,0 δεν 

συμπεριλήφθηκε ούτε η καμπύλη εξαναγκάστηκε μέσω αυτής κατά την τοποθέτησης (Μπάρες 

σφάλματος, n =3). 

 

2.8 Απεικόνιση λιποφουσκίνης με τη χρήση ηλεκτρονικού μικροσκοπίου  
 

Για να επαληθευτεί ότι το εκχυλισμένο υλικό που απομονώνεται με την διαδικασία η 

οποία περιγράφεται στην Παράγραφο 2.6 περιέχει λιποφουσκίνη, 

πραγματοποιήθηκαν  περαιτέρω πειράματα ελέγχου. Τα πειράματα αυτά 

περιελάμβαναν προετοιμασία και βάφη εκχυλίσματος για παρατήρηση με ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο διέλευσης (Εικόνα 2.3).  
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Μέθοδος 
Για την παρατήρηση του εκχυλίσματος με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης 

πραγματοποιήθηκε χρώση στην απομονωμένη λιποφουσκίνη από το βήμα 23 της 

πειραματικής διαδιακασίας που περιγράφεται στην Παράγραφο 2.6. Τα βήματα είναι 

τα ακόλουθα: 

• Προσθήκη διαλύματος ETOH 50% (20μl) και επαναδιάλυση. 

• Τοποθέτηση μικρού όγκου δείγματος (σταγόνες) 5-10μl πάνω σε φύλλο 

Parafilm μέσα σε ένα τρυβλίο Petri. 

• Πάνω σε κάθε σταγόνα δείγματος τοποθετείται ένα πλέγμα Cu ηλεκτρονικού 

μικροσκοπίου με επίστρωση φορμάρ / άνθρακα και ακολουθεί επώαση για 5 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, ώστε να γίνει απορρόφηση του δείγματος. 

• Αφαίρεση του επιπλέον δείγματος από κάθε πλέγμα ηλεκτρονικού 

μικροσκοπίου εφαρμόζοντας προσεκτικά το σχισμένο άκρο του χαρτιού 

φίλτρου Whatman στην άκρη του πλέγματος. 

• Τα πλέγματα τοποθετούνται σε φιλτραρισμένες σταγόνες (20-30 μl) οξικού 

ουρανυλίου 7% (υδατικό διάλυμα) σε ένα φύλλο Parafilm που είναι 

τοποθετημένο μέσα σε ένα τρυβλίο Petri, ώστε να προστατεύονται από τις 

σκόνες του περιβάλλοντος. Βαφή για 25 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου στο 

σκοτάδι. 

• Tα πλέγματα πλένονται με τρεχούμενο αποσταγμένο νερό και στεγνώνονται 

σε διηθητικό χαρτί. 

• Τα πλέγματα μεταφέρονται σε φιλτραρισμένες σταγόνες (20-30 μl) 0,4% 

κιτρικού μολύβδου (υδατικό διάλυμα) σε ένα φύλλο Parafilm που είναι 

τοποθετημένο μέσα σε ένα τρυβλίο Petri. Γύρω από το φύλλο Parafilm στο 

τρυβλίο Petri τοποθετούνται ταμπλέτες NaOH ή σταγονίδια διαλύματος NaOH 

10 Ν για να δημιουργηθεί αλκαλική ατμόσφαιρα, που θα παρεμποδίσει τη 

δημιουργία ιζημάτων PbCO3. Κάθε πλέγμα χρωματίζεται για 3 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

• Γρήγορες πλύσεις ( περίπου 2s) των πλεγμάτων με διάλυμα NaOH 0,02 N και 

στη συνέχεια πλύση με τρεχούμενο αποσταγμένο νερό. 

• Τα πλέγματα στεγνώνονται σε διηθητικό χαρτί και αποθηκεύονται σε ένα κουτί 
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φύλαξης πλεγμάτων. 

• Παρατηρήση των δειγμάτων με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης. 

 

Εικόνα 2.3: Διαγραμματική αναπαράσταση της διαδικασίας που ακολουθήθηκε για την 
παρασκευή και την παρατήρηση εκχυλίσματος λιποφουσκίνης με ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο διέλευσης. Η παρασκευή και θετική χρώση του δείγματος λιποφουσκίνης 

πραγματοποιήθηκε σε πλέγμα Cu με επίστρωση formvar/άνθρακα. Το πλέγμα με το 

προσροφημένο δείγμα λιποφουσκίνης παρατηρήθηκε με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης 

που λειτουργεί στα 80 KV και είναι εξοπλισμένο με ψηφιακή κάμερα. 

 
 
2.9 Αντισώματα  
 
Τα αντισώματα και οι αντίστοιχες αραιώσεις που έχουν χρησιμοποιηθεί είναι οι εξής: 
 
 
Πρωτογενή αντισώματα: anti-biotin [Hyb8] (1:300, ab201341, Abcam), 53BP1 
(1:250, ab21083, Abcam), γH2AX (Ser139) (1:1000, #05-636, Millipore), p53 (DO-7) 
(1:100, sc-47698, Santa Cruz), p21WAF1/Cip1 (F-5) (1/200, sc-6246, Santa Cruz), p16 

(F-12) (1:100, sc-1661, Santa-Cruz), Ki-67 (SP6) (1:200, ab16667, Abcam). 
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Δευτερογενή αντισώματα: anti-biotin HRP-linked (1:2000, #7075, Cell Signaling), 

goat anti-rabbit IgG-AP conjugated (1:800, #G-21079, Invitrogen), goat anti-
mouse IgG Alexa Fluor 488 (1:500, Invitrogen), goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 
568 (1:500, Invitrogen), goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 532 (1:200, Invitrogen) 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3Ο 

 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1 In situ τεχνικές 
 
 
3.1.1. Μελέτη του φαινομένου της γήρανσης σε κυτταρικές σειρές με τη χρήση του 
χημικού αντιδραστηρίου GL13. 
 
3.1.1.1 Ανοσοφθορισμός  
 
Πραγματοποιήθηκε η μέθοδος του ανοσοφθορισμού στην κυτταρική σειρά U2OS Cdt1 

Tet-ON (ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα οστεοσαρκώματος). Στα κύτταρα αυτά έγινε 

επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου cdt1 για 8 ημέρες. Διαπιστώθηκε ότι τα κύτταρα 

αυτά υπόκεινται σε κυτταρική γήρανση και σχηματίζουν χαρακτηριστικά κοκκία 

λιποφουσκίνης. Παράλληλα μελετήθηκε το σήμα αυτοφθορισμού της λιποφουσκίνης 

σε μήκος κύματος 485nm, για να ελεγχεί η ικανότητα και ειδικότητα πρόσδεσης του 

αντιδραστηρίου στα συσσωματώματα λιποφουσκίνης. Το σήμα του αυτοφθορισμού 

ήταν αρνητικό, ενδεικνύοντας ότι το αντιδραστήριο GL13 δεσμεύεται ειδικά με τη 

λιποφουσκίνη καλύπτοντας την ικανότητα αυτοφθορισμού της (Εικόνα 3.1). Ως 

αρνητικός μάρτυρας του πειράματος χρησιμοποιήθηκε η ίδια κυτταρική σειρά, χωρίς 

την επαγωγή του γονιδίου (κύτταρα ΟFF). 

 

 
Εικόνα 3.1: Ανάλυση ανοσοφθορισμού στην κυτταρική σειρά U2OS Cdt1 Tet -ΟΝ, στην 
οποία έχει γίνει επαγωγή της κυτταρικής γήρανσης. Στην πρώτη εικόνα φαίνεται το 

αρνητικό σήμα του αυτοφθορισμού της λιποφουσκίνης στα 485nm, λόγω ειδικής δέσμευσης 

από το αντιδραστήριο GL13.  Στη δεύτερη εικόνα τα κοκκία της λιποφουσκίνης είναι ευδιάκριτα 

με κόκκινη φθορίζουσα  χρωστική, ενώ στην τρίτη εικόνα φαίνεται ο πυρήνας του κυττάρου με 

μπλε χαρακτηριστικό χρώμα λόγω της χρώσης DAPI. Τέλος η τέταρτη εικόνα αποτελεί 

συγχώνευση των προηγούμενων τριών εικόνων. 
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3.1.1.2 Ανοσοκυτταροχημεία 
 
Για να ελεγχθεί η ειδικότητα σύνδεσης του χημικού αντιδραστηρίου GL13 με τη 

λιποφουσκίνη χρησιμοποιήθηκαν ανθρώπινες κυτταρικές σειρές στις οποίες έχει γίνει 

πρόκληση της γήρανσης μετά από επαγωγή έκφρασης γονιδίου ή χρήση UV 

ακτινοβολίας. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν οι εξής κυτταρικές σειρές:  

• U2OS Cdt1 Tet-ON: ανθρώπινα κύτταρα οστεοσαρκώματος, στα οποία έχει 

γίνει επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου Cdt1 για 8 ημέρες (πρώιμη γήρανση). 

• U2OS E2F1-ER: ανθρώπινα κύτταρα οστεοσαρκώματος, στα οποία έχει γίνει 

επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου  E2F1 για 7 ημέρες, χρησιμοποιώντας την 

χημική ουσία Tamoxifen (πρώιμη γήρανση). 

• HBEC Cdc6 Tet-ON: ανθρώπινα βρογχικά επιθηλιακά κύτταρα στα οποία έχει 

γίνει επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου Cdc6 για 5 ημέρες (πρώιμη γήρανση) 

(Komseli et al., 2018). 

• DLFs: ανθρώπινα κύτταρα-ινοβλάστες απομονωμένα από πνεύμονα, τα οποία 

έχουν εκτεθεί σε UVB ακτινοβολία (πρώιμη γήρανση) ή έχουν ολοκληρώσει 

μεγάλο αριθμό κυτταρικών διαιρέσεων (αναδιπλασιατική γήρανση). 

• Saos p21 Tet-OΝ και Saos p53 Tet-ON: ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα 

οστεοσαρκώματος, στα οποία πραγματοποιήθηκε επαγωγή της έκφρασης των 

γονιδίων p21WAF1/Cip1 και p53 αντίστοιχα για 8 ημέρες (πρώιμη γήρανση) 

(Galanos et al., 2016). 

 

Ως αρνητικοί μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν οι ίδιες σειρές στις οποίες δεν 

πραγματοποιήθηκε επαγωγή γονιδίου (στις U2OS Cdt1 Tet-ON, U2OS E2F1-

ER, HBEC Cdc6 Tet-ON, Saos p21 Tet-OΝ και Saos p53 Tet-ON) ή χρήση UV 

ακτινοβολίας (για την κυτταρική σειρά DLFs) ) και αποκαλούνται κύτταρα OFF. 

Ειδικότερα, για την κυτταρική σειρά DLFs χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα με μικρό 

αριθμό κυτταρικών διαιρέσεων. Γνωρίζουμε ότι μετά από συγκεκριμένο αριθμό 

κυτταρικών διαιρέσεων το μήκος των τελομερών φθίνει λόγω μειωμένης 

δραστικότητας της τελομεράσης και προκαλείται το φαινόμενο της 

αναδιπλασιαστικής γήρανσης (Hayflick, 1965). Με την παρατήρηση των 

δειγμάτων σε οπτικό μικροσκόπιο φαίνεται ότι η λιποφουσκίνη εμφανίζει δύο 
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διαφορετικά μοτίβα, είτε ως συσσωμάτωμα σφαιρικού σχήματος ή διάχυτη στο 

κυτταρόπλασμα γύρω από τον πυρήνα (Εικόνα 3.2). Επιπλέον, όπως φαίνεται 

στην εικόνα 3.2, σε όλες τις κυτταρικές σειρές παρατηρούμε ότι τα κύτταρα που 

χρησιμοποιούνται ως αρνητικοί μάρτυρες δεν είναι γηρασμένα, δεν 

συσσωρεύουν λιποφουσκίνη και είναι αρνητικά για την ανοσοϊστοχημική 

χρώση με το αντιδραστήριο GL13.  
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Εικόνα 3.2: Ανίχνευση των γηρασμένων κυττάρων σε κυτταρικές σειρές, 
χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο GL13. Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν 

είναι: U2OS Cdt1 Tet-ON και Tet-OFF, HBEC Cdc6 Tet-ON και Tet-OFF, DLFs, Saos p21 

Tet-OΝ και Tet-OFF, καθώς και Saos p53 Tet-ON και Tet-OFF. Στα Tet-OFF κύτταρα  δεν έχει 

γίνει επαγωγή έκφρασης του αντίστοιχου γονιδίου. Με την τεχνική της ανοσοκυτταροχημείας  

η σύνδεση του αντιδραστηρίου GL13-λιποφουσκίνης οπτικοποιήθηκε δίνοντας 

κυτταροπλασματικό καφέ χρώμα. Οι πυρήνες των κυττάρων έχουν το χαρακτηριστικό μπλε 

χρώμα λόγω χρώσης με αιματοξυλίνη. 
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3.1.1.3 Ανοσοϊστοχημική μελέτη του φαινομένου της γήρανσης 
 

Με τη μέθοδο της ανοσοϊστοχημείας ελέγχθηκε η ευαισθησία και η ειδικότητα του 

αντιδραστηρίου GL13 να εντοπίζει τη λιποφουσκίνη, και επομένως τα γηρασμένα 

κύτταρα, σε ανθρώπινα δείγματα ιστών, καθώς και σε ιστούς από ποντίκι. 

Xρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω δείγματα:  

• Ζωικό μοντέλο με ξενομόσχευμα ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων 

μελανώματος, στο οποίο χορηγήθηκε το χημειοθεραπευτικό φάρμακο 

Palbociclib. Το συγκεκριμένο φάρμακο αποτελεί αναστολέα των κυκλινο-

εξαρτόμενων κινασών CDK4/6 (Llanos et al., 2019). Διαπιστώθηκε πως 

υπάρχουν γηρασμένα μελανοκύτταρα μέσα στο ξενομόσχευμα. 

• Ιστός πνεύμονα από ζωικό μοντέλο στο οποίο έχει γίνει χορήγηση του 

αντιβιοτικού Bleomycin που δρα ως αντικαρκινικός παράγοντας αναστέλλοντας 

τη σύνθεση του DNA  (Muñoz-Espín et al., 2018). Με τη χορήγηση του 

φαρμάκου παρατηρήθηκε ίνωση και αύξηση των γηρασμένων κυττάρων σε 

σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα. 

• Ιστός πνεύμονα από ζωικό μοντέλο όπου έχει γίνει επαγωγή τοπικά του 

ογκογονιδίου K-rasV12 (Collado et al., 2005). Παρατηρήθηκε αύξηση των 

γηρασμένων κυττάρων σε σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα. 

• Ανθρώπινη βιοψία μαστού, μετά από ακτινοθεραπεία. Μετά τη χρώση με το 

αντιδραστήριο GL13 εντοπίστηκαν γηρασμένοι ινοβλάστες στον συνδετικό ιστό 

του δείγματος. 

• Ανθρώπινη βιοψία λάρυγγα, μετά από ακτινοθεραπεία. Μετά τη χρώση με το 

αντιδραστήριο GL13, το φαινόμενο της γήρανσης παρατηρήθηκε σε κύτταρα 

του επιθηλίου και του συνδετικού ιστού. 

• Ανθρώπινη βιοψία μελανώματος δέρματος. Στο συγκεκριμένο δείγμα 

εντοπίστηκαν γηρασμένα κύτταρα στην περιοχή του συγγενή σπίλου, ενώ δεν 

παρατηρήθηκαν κατά μήκος της επιδερμίδας (Εικόνα 3.3). 
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Εικόνα 3.3: Ανίχνευση των γηρασμένων κυττάρων σε ιστούς, χρησιμοποιώντας το 
αντιδραστήριο GL13 με ανοσοϊστοχημική τεχνική. Ως δείγματα έχουν χρησιμοποιηθεί 

ανθρώπινες βιοψίες και ζωικά μοντέλα. Η αντίδραση από τον υβριδικό ιστο- / ανοσοχημικό 

προσδιορισμό παρήγαγε ένα ευκρινές καφέ αδιάλυτο προϊόν που θυμίζει τυπικές 

ανοσοϊστοχημικές αντιδράσεις με βάση αντισώματα. Στις εικόνες φαίνονται με έντονη καφέ 

κυτταροπλασματική χρώση τα κοκκία της λιποφουσκίνης. Η ανίχνευση του σήματος μπορεί 

να γίνει εύκολα και με ακρίβεια γιατί το αντιδραστήριο GL13 είναι συζευγμένο με ένα μόριο 

βιοτίνης. Τα κυτταρικά συστήματα και τα δείγματα ιστών που χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικοί 
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μάρτυρες (φυσιολογικά ή νεοπλασματικά), απουσία γηρασμένων κυττάρων, ήταν εντελώς 

αρνητικά στη διαδικασία της χρώσης, επαληθεύοντας την ειδικότητα της μεθόδου. 

 

 

3.1.1.4 Διπλή ανοσοϊστοχημική χρώση χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο GL13 
 
Για τον εντοπισμό ταυτόχρονα της έκφρασης των παραγόντων p16INK4A και 

p21WAF1/Cip1 με το αντιδραστήριο GL13 πραγματοποιήθηκε διπλή ανοσοϊστοχημική 

χρώση στις κυτταρικές σειρές DLFs και Saos p21WAF1/Cip1 Tet-ON. Στα κύτταρα της 

σειράς DLF η επαγωγή της κυτταρικής γήρανσης πραγματοποιήθηκε 

χρησιμοποιώντας UVB ακτινοβολία. Αντίστοιχα στην κυτταρική σειρά Saos 

p21WAF1/Cip1 Tet-ON επιτυγχάνεται με την επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου 

p21WAF1/Cip1 για 48 ώρες. Στα κύτταρα παρατηρήθηκε συνεντοπισμός των 

παραγόντων p16INK4A, p21WAF1/Cip1 και της λιποφουσκίνης. Ειδικότερα, σε κύτταρα 

αρνητικά για τους συγκεκριμένους παράγοντες δεν εμφανίζονται κοκκία 

λιποφουσκίνης στο κυτταρόπλασμα (Εικόνα 3.4.1). 

 

 
Εικόνα 3.4.1: Εντοπισμός της έκφρασης των παραγόντων p16INK4A, p21WAF1/Cip1 και Ki-
67 σε κυτταρικές σειρές. Για την συγκεκριμένη πειραματική διαδικασία  χρησιμοποιήθηκαν 

οι κυτταρικές σειρές DLFs και Saos p21WAF1/Cip1 Tet-ON. Στον πυρήνα των κυττάρων 

εντοπίζεται η έκφραση των παραγόντων p16INK4A και p21WAF1/Cip1 (καφέ χρώμα), ενώ στο 

κυτταρόπλασμα τα κοκκία της λιποφουσκίνης στα γηρασμένα κύτταρα (μωβ χρώμα). Το βέλος 
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με λευκό χρώμα δείχνει τα κοκκία της λιποφουσκίνης, ενώ το κίτρινο την έκφραση των 

παραγόντων στον πυρήνα.  

 
Παράλληλα, η ταυτόχρονη έκφραση των πρωτεϊνών p16INK4A, p21WAF1/Cip1 και Ki-67 με 

το αντιδραστήριο  GL13 μελετήθηκε σε δείγματα ιστών. Οι ιστοί που 

χρησιμοποιήθηκαν είναι πνεύμονας από ζωικό μοντέλο όπου έχει γίνει επαγωγή 

τοπικά του ογκογονιδίου K-rasV12, ανθρώπινη βιοψία μαστού (μετά από 

ακτινοθεραπεία) και πνεύμονας από ζωικό μοντέλο στο οποίο έχει γίνει χορήγηση του 

αντιβιοτικού Bleomycin. Διαπιστώθηκε συνεντοπισμός της  έκφρασης των 

παραγόντων p16INK4A, p21WAF1/Cip1 και της λιποφουσκίνης, ενώ στα κύτταρα τα οποία 

είναι θετικά για τον παράγοντα Ki-67 δεν υπάρχουν κοκκία λιποφουσκίνης στο 

κυτταρόπλασμα (Εικόνα 3.4.2). 

 

Εικόνα 3.4.2: Εντοπισμός της έκφρασης των παραγόντων p16INK4A, p21WAF1/Cip1 και Ki-
67 σε δείγματα ιστών. Για την συγκεκριμένη πειραματική διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν 

δείγματα ιστών με επαγόμενη κυτταρική γήρανση. Στον πυρήνα των κυττάρων εντοπίζεται η 

έκφραση των παραγόντων p16INK4A ,p21WAF1/Cip1 και Ki-67 (καφέ χρώμα), ενώ στο 

κυτταρόπλασμα τα κοκκία της λιποφουσκίνης των γηρασμένων κυττάρων (μωβ χρώμα). Τα 

κύτταρα που εκφράζουν την πρωτεΐνη Ki-67 -και επομένως έχουν πολλαπλασιαστικό 

δυναμικό- δεν έχουν κοκκία λιποφουσκίνης και δεν είναι γηρασμένα. Το βέλος με λευκό χρώμα 

δείχνει τα κοκκία της λιποφουσκίνης, ενώ το κίτρινο την έκφραση των παραγόντων στον 

πυρήνα.  
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3.1.1.5 Σύγκριση του χημικού αντιδραστηρίου GL13 με το αντιδραστήριο SBB και τη 
χρώση SA-β-gal. 
 
 
Ποσοτική εκτίμηση δεδομένων από προηγούμενη δημοσίευση (Georgakopoulou et 

al., 2013) σε σύγκριση με τα αποτελέσματα της τρέχουσας ανάλυσης στις κυτταρικές 

σειρές και τα δείγματα ιστού (Παράγραφος 3.1.1.2, 3.1.1.3), έδειξε κοινό πρότυπο 

έκφρασης μεταξύ της χρώσης SA-b-gal και των αντιδραστηρίων SBB και GL13 σε μια 

σειρά βιολογικών υλικών, παρουσία του φαινομένου της γήρανσης. Από τα δείγματα 

των ιστών, στη συγκεκριμένη ανάλυση χρησιμοποιήθηκε ιστός πνεύμονα από ζωικό 

μοντέλο όπου έχει γίνει επαγωγή τοπικά της έκφρασης του ογκογονιδίου K-rasV12 

(Collado et al., 2005). Σε σειριακές τομές παραφίνης αυτού του δείγματος, όπως και 

στις κυτταρικές σειρές, παρατηρήθηκε ότι τα κύτταρα τα οποία ήταν θετικά για  τη 

χρώση SBB, παρουσίαζαν θετικότητα και για τη χρώση GL13. Επίσης, καθιερώθηκε 

μια σαφής αντίστροφη σχέση με τους δείκτες πολλαπλασιασμού (Ki-67, BrdU). Αυτό 

συμβαίνει καθώς τα κύτταρα τα οποία έχουν πολλαπλασιαστικό δυναμικό δεν 

μπορούν ταυτόχρονα να υπόκεινται σε γήρανση, αφού η τελευταία χαρακτηρίζεται εξ 

ορισμού από διακοπή του κυτταρικού κύκλου (Εικόνα 3.5).  
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Εικόνα 3.5 : Ποσοτική ανάλυση των δεδομένων από τις χρώσεις σε βιολογικά 
συστήματα παρουσία του φαινομένου της γήρανσης. Παρατηρήθηκε αντιστοιχία της 

ειδικότητας μεταξύ της χρώσης SA-β-gal και των χημικών αντιδραστηρίων SBB και GL13. 

Αντίστροφη σχέση της χρώσης με το GL13 και δεικτών πολλαπλασιασμού (ενσωμάτωση Ki67 

και BrdU) απεικονίζεται σε ανθρώπινους διπλοειδείς ινοβλάστες πνευμόνων (DLFs) και 

ανθρώπινα βρογχικά επιθηλιακά κύτταρα (HBEC-Cdc6 Tet-ON) σε συνθήκες επαγωγής ή μη 

της γήρανσης. 

 
Η βιοτινυλιωμένη ενώση του αντιδραστηρίου GL13 δοκιμάστηκε σε διάφορα βιολογικά 

δείγματα ελέγχου και η απόδοση της χρώσης συγκρίθηκε με εκείνη του εμπορικά 

διαθέσιμου SSB. Χρησιμοποιώντας τις κυτταρικές σειρές HeLa και Li-Fraumeni η 

ανοσοϊστοχημική χρώση με το αντιδραστήριο GL13 συγκρίθηκε με τη χρώση του SA-

b-gal. Διαπιστώθηκε, λοιπόν, ότι η χρώση το GL13 δεν παρουσιάζει ψευδώς θετικά  
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και αρνητικά αποτελέσματα σε σχέση με τη χρώση SA-β-gal. Οι συνθήκες που 

εξετάστηκαν είναι συσσώρευση/συρροή κυττάρων και απουσίας ορού από το 

θρεπτικό υλικό των κυττάρων. Ειδικότερα η έλλειψη ορού από το θρεπτικό υλικό 

αναφέρεται στην προσομοίωση συνθηκών ασιτίας, ενώ με τον μεγάλο αριθμό των 

κυττάρων προκύπτει έλλειψη χώρου ανάπτυξης (Εικόνα 3.6). 

 

 
Εικόνα 3.6: Χρώσεις με SA-β-gal και το αντιδραστήριο GL13 στις κυτταρικές σειρές 
HeLa και Li-Fraumeni. Οι συνθήκες που μελετήθηκαν είναι η συσσώρευση κυττάρων και η 

απουσία ορού στο θρεπτικό υλικό των κυττάρων, όπου το ποσοτό των γηρασμένων κυττάρων 

είναι ελάχιστο. Παρατηρήθηκε, λοιπόν, ότι η ανοσοϊστοχημική χρώση με το αντιδραστήριο 

GL13 δεν έδωσε ψευδώς θετικά αποτελέσματα συγκριτικά με τη χρώση SA-β-gal. 
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3.2. Μελέτη του φαινομένου της γήρανσης και άλλων παραγόντων σε δείγματα 
εγκεφάλου με τη νόσο Σκλήρυνση κατά πλάκας. 
 
Σε ζωικό μοντέλο μελέτης της Σκλήρυνσης κατά πλάκας, η  απομυελίνωση 

προκαλείται με τη χρήση του τοξικού παράγοντα cuprizone. Σε αυτό το μοντέλο, το 

φαινόμενο της γήρανσης έχει ήδη μελετηθεί χρησιμοποιώντας τη χρώση SA-β-gal και 

έχουν εντοπιστεί γηρασμένα κύτταρα στην περιοχή του χρόνια απομυελινωμένου 

μεσολόβιου (Karamita et al., 2018). Αυτό το εύρημα επιβεβαιώθηκε με χρώση με το 

αντιδραστήριο GL13 σε δείγματα από ανθρώπινο νεκροψικό υλικό, ανιχνεύοντας τη 

λιποφουσκίνη σε γλοιακά κύτταρα σε περιοχές αλλοιώσεων οξείας ενεργής και 

χρόνιας ενεργής απομυελίνωσης. Ο αριθμός των γηρασμένων κυττάρων είναι 

μικρότερος σε χρόνιες ανενεργές απομυελινωμένες βλάβες. Είναι σημαντικό να 

αναφερθεί πως η απομυελίνωση του φλοιού του εγκεφάλου είναι κοινή και εκτεταμένη, 

ιδιαίτερα στα προοδευτικά στάδια της Σκλήρυνσης κατά πλάκας (Bø et al., 2003). Η 

χρώση με το αντιδραστήριο GL13 σε περιοχές του φλοιού με απομυελινωμένες 

βλάβες και με φυσιολογική δομή ανίχνευσε κοκκώδεις εναποθέσεις λιποφουσκίνης σε 

πολυάριθμους νευρώνες. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξε μια σημαντική 

συσχέτιση μεταξύ του αριθμού των γηρασμένων κυττάρων και της έκτασης της 

απομυελίνωσης, υποδεικνύοντας μια σχέση μεταξύ της χρόνιας απομυελίνωσης και 

της γήρανσης.  
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Εικόνα 3.7: Η συσσώρευση της λιποφουσκίνης ως δείκτης της κυτταρικής γήρανσης 
σε δείγματα ανθρώπινων ιστών εγκεφάλου με σκλήρυνση κατά πλάκας.  Οι 

απομυελινωμένες αλλοιώσεις ταυτοποιήθηκαν με ανοσοϊστοχημεία  χρησιμοποιώντας 

αντίσωμα έναντι της βασικής πρωτεΐνης μυελίνης (ΜΒΡ) και ταξινομήθηκαν σε τρεις 

κατηγορίες με κατάλληλο αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης HLA-DR σε σειριακές τομές 

παραφίνης. Οι κατηγορίες αυτές είναι οξεία ενεργή, χρόνια ενεργή και χρόνια ανενεργή 

απομυελίνωση (Trapp et al., 1998). Στην κατηγορία (iv) εντοπίζουμε την ανοσοϊστοχημική 

χρώση με το αντιδραστήριο GL13. Ειδικότερα, στα θετικά-γηρασμένα κύτταρα, στις εικόνες D 

(iv) και Ε(iv), εντοπίζονται κυτταροπλασματικά κοκκία λιποφουσκίνης με χαρακτηριστικό καφέ 

χρώμα. Διαπιστώθηκαν αυξημένα ποσοστά γηρασμένων νευρώνων στην περιοχές με  

απομυελίνωση και ειδικότερα στις περιπτώσεις όπου πρόκειται για χρόνια απομυελίνωση. 
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Στην κατηγορία (i) οι εικόνες αποτελούν ανοσοϊστοχημική χρώση χρησιμοποιώντας αντίσωμα 

έναντι  της πρωτεΐνης ΜΒΡ, ενώ η κατηγορία (ii) δείχνει τα HLA-DR+ μακροφάγα σε κάθε 

δείγμα. Τέλος, οι εικόνες της κατηγορίας (iii) δείχνουν τα CD8+ Τ-λεμφοκύτταρα.  

Γραμμή κλίμακας: A(i),A(ii),B(i),B(ii),C(i),C(ii),C(iii),D(i),D(ii),E(i),E(ii), 50 μm D(iii),E(iii) ή 

25 μm (A(iii),A(iv), B(iii), B(iv), C(iv), D(iv), E(iv). 

 
3.3 Κυτταρομετρία ροής με το χημικό αντιδραστήριο GL13 
 
Για το πείραμα χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική Saos p21WAF1/Cip1. Η ενεργοποίηση της 

έκφρασης του γονιδίου p21WAF1/Cip1  έγινε για 3 ημέρες ώστε να γίνει επαγωγή της 

γήρανσης (Galanos et al., 2016) και ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν 

κύτταρα στα οποία δεν έχει γίνει ενεργοποίηση του γονιδίου (κύτταρα OFF). Στη 

μέθοδο της κυτταρομετρίας έχει προστεθεί το βήμα χρώσης με το χημικό 

αντιδραστήριο GL13 για τον εντοπισμό των γηρασμένων κυττάρων του πληθυσμού. 

Πράγματι, στα κύτταρα Saos p21WAF1/Cip1 μετά από επαγωγή της έκφρασης του 

γονιδίου για 3 μέρες, ο πληθυσμός των γηρασμένων κυττάρων ήταν πολύ 

μεγαλύτερος σε σχέση με αυτόν στα κύτταρα OFF, όπως βρέθηκε με την μέθοδο της 

κυτταρομετρίας ροής (Εικόνα 3.8). 

 

 

 
Εικόνα 3.8: Αποτελέσματα από το πείραμα χρησιμοποιώντας τη μέθοδο της 
κυτταρομετρίας ροής σε συνδυασμό με το αντιδραστήριο GL13. Με την κυτταρομετρία 

ροής εντοπίστηκε αυξημένος αριθμός γηρασμένων κυττάρων στα κύτταρα Saos p21WAF1/Cip1 

Tet-ON για 3 μέρες σε σχέση με τα κύτταρα OFF.  
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3.4 Μελέτη της έκφρασης του miR34c σε γηρασμένα κύτταρα. 
 
To φαινόμενο της γήρανσης αποτελεί θεμελιώδης βιολογική διαδικασία που 

εμπλέκεται σε διάφορες παθολογίες, συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου. Όσον 

αφορά την καρκινογένεση, η γήρανση σημαίνει, τουλάχιστον στις αρχικές της φάσεις, 

μια αντικαρκινική απόκριση που παρακάμπτεται κατά την πρόοδο του καρκίνου. Τα 

micro-RNAs, αποτελούν μια υποκατηγορία ρυθμιστικών RNAs, που συμμετέχουν στη 

ρύθμιση του φαινομένου της γήρανσης. Με τη συγκεκριμένη μεθοδολογία 

παρακάμπτονται τεχνικοί περιορισμοί, επιτυγχάνοντας για πρώτη φορά ταυτόχρονη 

ανίχνευση τόσο ενός micro-RNA όσο και της πρωτεΐνης 53BP1 στο βιολογικό πλαίσιο 

της κυτταρικής γήρανσης, αξιοποιώντας το χημικό αντιδραστήριο GL13. Η μέθοδος 

εφαρμόστηκε σε έναν πρωτότυπο ανθρώπινο μη κακοήθη επιθηλιακό μοντέλο 

γήρανσης, στο οποίο η γήρανση προκαλείται από ογκογονίδιο και δημιουργήθηκε για 

τους σκοπούς της μελέτης. Η κυτταρική σειρά που χρησιμοποιήθηκε είναι η HBEC 

(Human bronchial epithelial cells), στην οποία πραγματοποείται επαγωγή του γονιδίου 

Cdc6  (Komseli et al., 2018). Για την in situ ταυτόχρονη ανίχνευση ακολουθήσαμε μια 

διαδικασία ανοσοφθορισμού τριών σταδίων: i) Υβριδοποίηση in situ φθορισμού (FISH) 

για το miR34c, ακολουθούμενη από ii) χρώση με το χημικό αντιδραστήριο GL13 για 

να εντοπίσουμε τα γηρασμένα κύτταρα, και τέλος iii) ανίχνευση εστιών της πρωτεΐνης 

53ΒΡ1 στον πυρήνα των κυττάρων. Διαπιστώθηκε ότι τα επίπεδα του miR34a στο 

κυτταρόπλασμα, καθώς και οι εστίες της πρωτεΐνης 53PB1 στον πυρήνα είναι αισθητά 

αυξημένα στα γηρασμένα κύτταρα, σε σχέση με τα κύτταρα που χρησιμοποιούνται ως 

αρνητικοί μάρτυρες (Εικόνα 3.9 και 3.10). 
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Εικόνα 3.9: In situ ανίχνευση του miR34c σε γηρασμένα HBEC Cdc6 Tet-ON κύτταρα. 
Διπλή χρώση πραγματοποιήθηκε σε δύο διαδοχικές καταστάσεις: στην κατάσταση OFF όπου 

ο πολλαπλασιασμός των HBEC είναι εμφανής ("OFF") και 6 ημέρες μετά την επαγωγή της 

έκφρασης του Cdc6 όπου τα κύτταρα υπόκεινται στο φαινόμενο της γήρανσης ("6D ON"). 

Βήμα 1: Φθορισμός με in situ υβριδοποίηση του miR34c χρησιμοποιώντας ανιχνευτή LNA 

διπλής σήμανσης με το μόριο DIG. Η έκφραση του συγκεκριμένου miR εντοπίζεται στο 

κυτταρόπλασμα με πράσινο χρώμα (εκπομπή στα 518 nm). Βήμα 2: Χρώση με το χημικό 

αντιδραστήριο GL13, το οποίο απεικονίζεται στο κυτταρόπλασμα με μωβ χρώμα, 

χρησιμοποιώντας δευτερογενές αντίσωμα Alexa Fluor (647 nm). , ενώ με μπλε 

χαρακτηριστικό χρώμα ο πυρήνας του κυττάρου λόγω του της φθορίζουσας χρωστικής DAPI. 

Γραμμή κλίμακας: 50 μm 
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Εικόνα 3.10: Ταυτόχρονη in situ μελέτη την έκφραση του miR34c και πρωτεϊνών κατά 
τη διάρκεια της γήρανσης που προκαλείται από την ενεργοποίηση ογκογονιδίου 
(oncogene-induced senescence-OIS). Διαπιστώθηκε συνεντοπισμός του miR34c και της 

πρωτεΐνης 53BP1 σε γηρασμένα κύτταρα, χρησιμοποιώντας το σύστημα HBEC Cdc6 Tet-ON. 

Πραγματοποιήθηκε πολλαπλή χρώση σε τρεις διαδοχικές καταστάσεις: στην κατάσταση 

“OFF” (μη επαγωγή του γονιδίου Cdc6) όπου είναι εμφανής ο πολλαπλασιασμός των HBECs 

("OFF"), 6 ημέρες μετά την επαγωγή του Cdc6 όταν τα κύτταρα είναι γηρασμένα ("6d ON") και 

στην κατάσταση "απόδραση από τη γήρανση" που ονομάζεται "ESCAPED". Βήμα 1: 
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Φθορισμός με in situ υβριδοποίηση του miR34c χρησιμοποιώντας ανιχνευτή LNA διπλής 

σήμανσης με το μόριο DIG. Η έκφραση του συγκεκριμένου miR εντοπίζεται στο 

κυτταρόπλασμα με πράσινο χρώμα (εκπομπή στα 518 nm). Βήμα 2: Χρώση με το χημικό 

αντιδραστήριο GL13, το οποίο απεικονίζεται στο κυτταρόπλασμα με μωβ χρώμα, 

χρησιμοποιώντας δευτερογενές αντίσωμα Alexa Fluor (647 nm) (εκπομπή στα 668 nm). Βήμα 
3: Ανοσοφθορισμός για τον εντοπισμό της πρωτεΐνης 53BP1, που απεικονίζεται ως κόκκινες 

εστίες στον πυρήνα, χρησιμοποιώντας δευτερογενές αντίσωμα Alexa Fluor (568 nm) 

(εκπομπή στα 618 nm). Η ειδικότητα κάθε μεμονωμένου ανιχνευτή/αντισώματος δοκιμάστηκε 

παραλείποντας διαδοχικά τα ακόλουθα αντιδραστήρια: ανιχνευτής miR34c, αντιδραστήριο 

GL13 και πρωτογενές αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης 53ΒΡ1 σε γηρασμένα κύτταρα (6d ΟΝ). 

Γραμμή κλίμακας: 20 μm 

 

 

 

3.5 Μέτρηση των επιπέδων της λιποφουσκίνης σε βιολογικά δείγματα 
 
Βασική ιδέα αυτών των πειραμάτων είναι να ερευνήσουμε αν τα επίπεδα της 

ελεύθερης λιποφουσκίνης σε βιολογικά υγρά, ιστούς και εκχύλισμα κυττάρων 

διαφοροποιούνται ανάλογα με την ηλικία και σε τι ποσοστό, καθώς επίσης, αν 

αλλάζουν σε κάποιες ασθένειες, αποτελώντας, ίσως, μελλοντικό προγνωστικό δείκτη.  

 

3.5.1 Μέτρηση των επιπέδων της λιποφουσκίνης σε κύτταρα 
 
Με βάση την εξαιρετική εξειδίκευση του αντιδραστηρίου GL13, σχεδιάσαμε ένα 

γρήγορο, πολύ εξειδικευμένο και ακριβές πρωτόκολλο για την ανίχνευση και τη 

μέτρηση των επιπέδων της διαλυτής λιποφουσκίνης σε υπερκείμενο κυτταρικής 

καλλιέργειας και εκχύλισμα κυττάρων. Για το πείραμα χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική 

σειρά HBEC Cdc6 Tet-ON και τα αντίστοιχα κύτταρα OFF (όπου δεν έχει γίνει 

επαγωγή έκφρασης του γονιδίου) και πραγματοποιήθηκαν 3 επαναλήψεις σε κάθε 

συνθήκη. Διαπιστώθηκε ότι τα επίπεδα της λιποφουσκίνης είναι 8 φορές μεγαλύτερα 

στα γηρασμένα κύτταρα σε σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα (κύτταρα OFF) κάθε 

κυτταρικής σειράς. Όσον αφορά τη μέτρηση των επιπέδων της λιποφουσκίνης στο 

υπερκείμενο των κυττάρων, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι στα γηρασμένα κύτταρα τα 
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επίπεδα είναι 4 φορές υψηλότερα σε σχέση με τα μη γηρασμένα (Εικόνα 3.11). 

 

Εικόνα 3.11: Ανίχνευση απομονωμένης λιποφουσκίνης με το αντιδραστήριο GL13 και 
τη μέθοδο της χημειοφωταύγειας από υπερκείμενο κυτταρικής καλλιέργειας και 
κυτταρική λύση. (1) Εικόνες που δείχνουν ένταση φωτός χημειοφωταύγειας από 

υπερκείμενο των κυτταρικών σειρών HBEC-CDC6 Tet-OFF και Tet-ON. (2) Εικόνες που 

δείχνουν ένταση φωτός χημειοφωταύγειας από εκχύλισμα κυττάρων που προέρχονται από 

κυτταρικά μοντέλα (HBEC-Cdc6 Tet-ON και Saos-2 p21WAF-1/Cip1 Tet-ON) με καθιερωμένη 

γήρανση (μετά από επαγωγή της έκφρασης των γονιδίων Cdc6 και p21 αντίστοιχα) σε 

σύγκριση με τους αντίστοιχους, αρνητικούς μάρτυρες (HBEC-Cdc6 κύτταρα OFF και Saos-2 

p21WAF-1/Cip1 κύτταρα OFF). (3) Πίνακας που δείχνει τις τιμές και τα στατιστικά δεδομένα των 

μετρήσεων έντασης φωτός με τη μέθοδο της χημειοφωταύγειας σε κάθε ομάδα και δείγμα. 
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3.5.2 Μέτρηση των επιπέδων της λιποφουσκίνης σε ορούς αίματος  
 

Στηριζόμενοι στα αποτελέσματα των πειραμάτων ανίχνευσης και μέτρησης των 

επιπέδων της διαλυτής λιποφουσκίνης σε υπερκείμενο κυτταρικής καλλιέργειας και 

εκχύλισμα κυττάρων, σχεδιάσαμε ένα πρωτόκολλο εντοπισμού της λιποφουσκίνης 

στον ορό του αίματος. Συγκεκριμένα το φαινόμενο της κυτταρικής γήρανσης 

μελετήθηκε σε δείγματα υγειών και ασθενών ατόμων, μετρώντας τα επίπεδα της 

λιποφουσκίνης με τη χρήση του αντιδραστηρίου GL13. Οι υγιείς ταξινομήθηκαν σε δύο 

υποκατηγορίες με βάση την ηλικία, ενώ οι ασθενείς ταξινομήθηκαν ανάλογα με την 

ασθένεια από την οποία πάσχουν. Οι ασθένειες που εξετάσθηκαν είναι η καρδιακή 

ανεπάρκεια, η ρευματοειδής αρθρίτιδα, ο καρκίνος και οι νευροεκφυλιστικές παθήσεις 

(Πίνακας 3.1). Επιλέχθηκαν οι συγκεκριμένες παθολογικές καταστάσεις λόγω 

βιβλιογραφικών αναφορών που τις συσχετίζουν με την αυξημένη εμφάνιση 

γηρασμένων κυττάρων. Από τον ορό του αίματος απομονώθηκε η λιποφουσκίνη και 

η ανίχνευση της έγινε με τη μέθοδο της χημειοφωταύγειας, χρησιμοποιώντας το 

χημικό αντιδραστήριο GL13 (Παράγραφος 2.6). 

Πίνακας 3.1 Δείγματα ορών αίματος που μελετήθηκαν για τη μέτρηση των διαλυτών επιπέδων 

λιποφουσκίνης ανάλογα με την κατάσταση της υγείας των δοτών και της ηλικίας τους.  

 
Το πρωτόκολλο εφαρμόστηκε για τον προσδιορισμό της λιποφουσκίνης σε ορούς 

αίματος από νέους (δείγματα ελέγχου) και ηλικιωμένους. Επίσης έγινε έλεγχος των 

επιπέδων της λιποφουσκίνης σε «υγιή» άτομα, οι οποίοι δεν φέρουν υποκείμενα 

νοσήματα, καθώς και σε ασθενείς που πάσχουν από διαφορετικά είδη παθολογικών 

ασθενειών, όπως καρδιακή ανεπάρκεια, νευροεκφυλιστικές παθήσεις (άνοια), 

Βιολογικό υλικό Συνθήκη/ασθένεια ηλικία αριθμός δειγμάτων  
Ορός αίματος  νέοι υγιείς 21-25 10 
Ορός αίματος  ηλικιωμένοι υγιείς 65-94 10 

Ορός αίματος  καρδιακή ανεπάρκεια 62-85 10 
Ορός αίματος  νευροεκφυλιστικές νόσοι 49-94 10 
Ορός αίματος  ρευματοειδής αρθρίτιδα 27-67 10 
Ορός αίματος  καρκίνος 55-83 10 
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ρευματοειδή αρθρίτιδα και καρκίνο. Από κάθε ομάδα χρησιμοποιήθηκαν 10 άτομα και 

το ηλικιακό εύρος κάθε κατηγορίας αναφέρεται στον Πίνακα 3.1. Παρατηρήσαμε ότι 

στα δείγματα ορού ασθενών με καρκίνο οι τιμές ήταν 11.9 φορές πιο υψηλές σε σχέση 

με τα δείγματα αναφοράς. Αντίστοιχα σε δείγματα ασθενών με ρευματοειδή αρθρίτιδα 

τα επίπεδα της λιποφουσκίνης ήταν 12.2 φορές μεγαλύτερα σε σχέση με αυτά των 

δειγμάτων αναφοράς (Εικόνα 3.12). Αυτό μας δείχνει ότι τα επίπεδα της 

λιποφουσκίνης αυξάνονται σε παθολογικές καταστάσεις σε σχέση με τις φυσιολογικές. 

Παρατηρήσαμε, μάλιστα, πως αυτή η αύξηση δεν είναι αποτέλεσμα του γήρατος αλλά 

της παθογένειας. Συγκεκριμένα στις ομάδες που αφορούν το γήρας, μελετήθηκαν 

ασθενείς χωρίς υποκείμενα νοσήματα, ώστε να υπάρχει μόνο μία παράμετρος.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 3.12: Γραφική αναπαράσταση των αποτελεσμάτων. Σε κάθε δείγμα μετρήθηκε η 

έντασης της χημειοφωταύγειας ύστερα από επώαση με το αντιδραστήριο GL13. Τα δείγματα 

ορού που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονται από διαφορετικές ομάδες ατόμων (ο αριθμός των 

ατόμων που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε ομάδα είναι 10). Υπάρχουν στατιστικά σημαντικές 
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διαφορές στις τιμές των επιπέδων της λιποφουσκίνης μεταξύ των δειγμάτων από νέους και 

ηλικιωμένους δότες, καθώς επίσης και μεταξύ νέων υγιών ατόμων και ατόμων με διάφορες 

παθολογικές καταστάσεις. 

 
 

3.5.3 Μέτρηση των επιπέδων της λιποφουσκίνης σε ωοθυλακικό υγρό 
 
Για το συγκεκριμένο πείραμα απομονώθηκε ωοθυλακικό υγρό από γυναίκες, οι οποίες 

χωρίστηκαν σε δύο μεγάλες κατηγορίες. Οι φυσιολογικές δότριες ωαρίων ανήκουν στο 

εύρος ηλικίας 23-27 έτη και οι γυναίκες οι οποίες είναι στείρες ανήκουν στο ηλικιακό 

εύρος 33-46 έτη. Από κάθε ομάδα εξετάστηκαν 5 άτομα-δότριες ωοθυλακικού υγρού. 

Τα επίπεδα της λιποφουσκίνης στείρων γυναικών είναι 8 περίπου φορές υψηλότερα 

συγκριτικά με τις φυσιολογικές δότριες. Τα αποτελέσματα ενισχύουν την 

βιβλιογραφική αναφορά της παρουσίας της λιποφουσκίνης στο ωοθυλακικό υγρό. 
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Εικόνα 3.13: Γράφημα που δείχνει την ένταση φωτός της χημειοφωταύγειας των 
δειγμάτων ωοθυλακικού υγρού που προέρχονται από δύο διαφορετικές ομάδες 
ατόμων (n=5 σε κάθε ομάδα) με τη χρήση του αντιδραστηρίου GL13. Παρατηρούνται 

σαφείς διαφορές στα επίπεδα λιποφουσκίνης μεταξύ δειγμάτων από φυσιολογικές δότριες 

ωαρίων και στείρων γυναικών. Τα αποτελέσματά μας επιβεβαίωσαν την παρουσία 

λιποφουσκίνης στο ωοθυλακικό υγρό, δείχνοντας  οκταπλάσια περίπου αύξηση των επιπέδων 

της λιποφουσκίνης σε στείρες γυναίκες σε σύγκριση με τις φυσιολογικές δότριες. 

Συγκεκριμένα, οι μετρήσεις από αυτά τα δείγματα αντιστοιχούν σε 7,5 φορές αύξηση των 

επιπέδων λιποφουσκίνης. 
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3.5.4 Προσδιορισμός των επιπέδων της λιποφουσκίνης σε ομογενοποιημένο 
ανθρώπινο ιστό ήπατος. 
 
Ως ένα επιπρόσθετο επίπεδο επικύρωσης των προηγούμενων αποτελεσμάτων, 

χρησιμοποιήθηκαν δείγματα ηπατικού ανθρώπινου ιστού χωρισμένα σε δύο 

κατηγορίες, με κριτήριο το ηλικιακό εύρος. Ένα κομμάτι του ιστού μονιμοποιήθηκε σε 

φορμόλη και εγκλείστηκε σε παραφίνη, ενώ το υπόλοιπο ομογενοποιήθηκε όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 2.6. Κοινός παρανομαστής και των δύο πειραμάτων 

ήταν η χρήση του αντιδραστηρίου GL13 με διαφορετικές τεχνικές, ανοσοϊστοχημική 

μέθοδο και χημειοφωταύγεια. Τα απολέσματα ήταν ενθαρρυντικά, καθώς αναδείχθηκε 

και στις δύο περιπτώσεις η ευαισθησία και η ακρίβεια του αντιδραστηρίου. και 

αξιολογήθηκε το ποσοστό των γηρασμένων κυττάρων, το οποίο εμφάνιζε κοινό 

πρότυπο και στις δύο περιπτώσεις.  
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Εικόνα 3.15: Σχηματική απεικόνιση η οποία συνοψίζει δύο εναλλακτικές διαδικασίες 
που μπορούν να απεικονίσουν τη συσσώρευση λιποφουσκίνης στον ανθρώπινο 
ηπατικό ιστό με τη χρήση του βιοτινυλιωμένου SBB αναλόγου GL13. (a) Δείγματα 

ανθρώπινων ηπατικών ιστών απομονώθηκαν από νεαρά (αριστερά) και ηλικιωμένα (δεξιά) 

άτομα. (b) Μέρος του ιστού μονιμοποιήθηκε με φορμαλδεΰδη, εγκλείστηκε σε παραφίνη 

(FFPE) και μελετήθηκε με οπτική μικροσκοπία. Συγκεκριμένα εφαρμόσθηκε η ιστοχημική-

ανοσοϊστοχημική μέθοδος σε ιστούς FFPE χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο GL13, 

δείχνοντας εμφανείς διαφορές στα επίπεδα λιποφουσκίνης μεταξύ των νέων και των 
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ηλικιωμένων δειγμάτων σε μεγεθύνσεις x1000 και x4000. (c) Ένα άλλο μέρος κάθε δείγματος 

ανθρώπινου ηπατικού ιστού ομογενοποιήθηκε, η λιποφουσκίνη απομονώθηκε και 

χρησιμοποιήθηκε σε πείραμα χημειοφωταύγειας με το αντιδραστήριο GL13. Η προκύπτουσα 

φωτεινότητα μετρήθηκε όπως περιγράφεται στην πειραματική διαδικασία (Παράγραφος 2.6). 

Η ανάλυση δείχνει μια οκταπλάσια αύξηση των επιπέδων λιποφουσκίνης σε ιστούς ήπατος 

ηλικιωμένων σε σύγκριση με τα δείγματα των νέων ατόμων. Τα αποτελέσματα συνάδουν με 

τις μικροσκοπικές παρατηρήσεις. Τυπικό σφάλμα, n=3, P <0,05. 

 
 
 
3.6 Απεικόνιση της λιποφουσκίνης με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 
 
Για να επαληθευτεί ότι το εκχυλισμένο υλικό που απομονώθηκε μέσω της διαδικασίας 

(η οποία περιγράφεται στην Παράγραφο 2.6) αποτελεί λιποφουσκίνη 

χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος του ηλεκτρονικού μικροσκοπίου διέλευσης (Παράγραφος 

2.8).  Παρατηρήθηκε ότι το εκχυλισμένο υλικό παρουσιάζει μορφολογικά 

χαρακτηριστικά παρόμοια με αυτά της απομονωμένης λιποφουσκίνης (Siakotos et al., 

1970, 1973), καθώς αποτελεί ένα συσσωμάτωμα οξειδωμένων λιπιδίων και 

πρωτεϊνών. Συγκεκριμένα, οι σχηματισμοί λιποφουσκίνης χαρακτηρίζονται από μικρές  

ηλεκτρονιοδιαυγείς περιοχές, οι οποίες υποδηλώνουν τον εντοπισμό των συστατικών 

των λιπιδίων και ευρείες ηλεκτρονιόπυκνες περιοχές που εμφανίζουν πολύ λεπτούς 

κυστιδιακούς σχηματισμούς (Εικόνα 3.16). 
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Εικόνα 3.16: Παρατήρηση εκχυλίσματος λιποφουσκίνης με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 
διέλευσης. Παρατηρείται ότι οι σχηματισμοί λιποφουσκίνης εμφανίζουν την ίδια μορφολογία 

είτε εξάγονται από ανθρώπινο ηπατικό ιστό (i) είτε από ορό αίματος (ii, iii). Οι σχηματισμοί 

λιποφουσκίνης χαρακτηρίζονται από μικρές ηλεκτρονιοδιαυγείς περιοχές (κεφαλές βελών) 

που δείχνουν την παρουσία λιπιδίων και μεγαλύτερες ηλεκτρονιόπυκνες περιοχές 

(αστερίσκοι). Γραμμή κλίμακας: 200 nm. 
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Στα πλαίσια της συγκεκριμένης διατριβής μελετάται ο καθοριστικός ρόλος του 

φαινομένου της γήρανσης σε φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις, με τη χρήση 

του χημικού αντιδραστηρίου GL13.  

Το φαινόμενο της κυτταρικής γήρανσης περιγράφηκε για πρώτη φορά πριν από 

περίπου πέντε δεκαετίες όταν ο Hayflick και ο συνάδελφός του (Hayflick and 

Moorhead, 1961; Hayflick, 1965) έδειξαν ότι τα φυσιολογικά ανθρώπινα κύτταρα (στην 

προκειμένη περίπτωση ινοβλάστες) δεν πολλαπλασιάζονταν επ 'αόριστον στην 

καλλιέργεια. Αυτά τα κύτταρα διαπιστώθηκε ότι είχαν πεπερασμένη αναπαραγωγική 

διάρκεια ζωής και στη συνέχεια υποβάλλονταν σε αναδιπλασιασιαστική ή κυτταρική 

γήρανση. Ο αριθμός των διαιρέσεων που ολοκληρώνουν τα κύτταρα όταν φτάσουν 

στο τέλος της αναπαραγωγικής διάρκειας ζωής τους έχει χαρακτηριστεί ως το όριο 

Hayflick. Ο σύνδεσμος μεταξύ του ορίου Hayflick και της γήρανσης ήταν, για πολλά 

χρόνια, αδύναμος – κυρίως γιατί φαινόταν ότι τα γηρασμένα κύτταρα εκφυλίζονται, αν 

και παρέμεναν βιώσιμα και μεταβολικά ενεργά. Η σχέση με τον καρκίνο ήταν πιο 

εμφανής. Ακόμα και πριν από 50 χρόνια, ήταν προφανές ότι τα περισσότερα καρκινικά 

κύτταρα δεν έχουν πεπερασμένη αναπαραγωγική διάρκεια ζωής (Sager, 1991). Τις 

επόμενες δεκαετίες οι μελέτες πάνω στην κυτταρική γήρανση, τον καρκίνο και το 

γήρας έχουν ενισχυθεί.  

Ο ρόλος της γήρανσης στις ανθρώπινες ασθένειες είναι σαφής από τις κυτταρικές 

μελέτες, ενώ υπάρχουν αρκετά in vivo δεδομένα (Muñoz-Espín and Serrano, 2014; 

Childs et al., 2015). Επιπλέον, στοιχεία που συνδέουν τη γήρανση με ασθένειες που 

σχετίζονται με την ηλικία έχουν προκύψει πρόσφατα. Αυτές οι ασθένειες 

περιλαμβάνουν τα νευροεκφυλιστικά νοσήματα, τον διαβήτη, τον καταρράκτη, τα 

καρδιαγγειακά νοσήματα και την ίνωση του ήπατος (Muñoz-Espín and Serrano, 2014; 

Childs et al., 2015; He and Sharpless, 2017). Στις περισσότερες μελέτες η ανίχνευση 

της γήρανσης γίνεται σε ex vivo καλλιέργειες κυττάρων ή σε νωπό ιστό 

χρησιμοποιώντας την χρώση SA-β-gal ή έμμεσους δείκτες που χρησιμοποιούνται σε 

ιστολογικά δείγματα μονιμοποιημένα σε φορμαλδεϋδη δείγματα (Serrano et al., 1997; 

Haugstetter et al., 2010; Muñoz-Espín and Serrano, 2014; He and Sharpless, 2017).  

Παρόλα αυτά, η χρώση που στηρίζεται στην ενζυμική δραστικότητα SA-β-gal δεν είναι 

κατάλληλη για μονιμοποιημένους ιστούς, με αποτέλεσμα η μελέτη της γήρανσης σε 

ανθρώπινα δείγματα να αποτελεί πρόκληση. Η ανίχνευση των γηρασμένων κυττάρων 
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μπορεί, επίσης, να πραγματοποιηθεί με την ιστοχημική χρώση  Sudan Black B (SBB), 

η οποία συνδέεται με τη λιποφουσκίνη, έναν ακόμα δείκτης της γήρανσης 

(Georgakopoulou et al., 2013). Η λιποφουσκίνη αποτελεί συσσωμάτωμα οξειδωμένων 

μακρομορίων, διατηρείται σε μονιμοποιημένα δείγματα και έχει βρεθεί ότι είναι αρκετά 

ανθεκτική, καθώς απομονώθηκε από ανθρώπινο απολίθωμα ηλικίας 210.000 ετών 

(Harvati et al., 2019; Myrianthopoulos et al., 2019).  

Στηριζόμενοι στη χημική δομή του αντιδραστηρίου Sudan Black B, πραγματοποιήθηκε 

η σύνθεση ενός χημικού αναλόγου που ονομάζεται GL13. Για να μπορεί να γίνει 

εύκολα και ειδικά η ανίχνευση του αντιδραστηρίου GL13 έχει συνδεθεί με ένα μόριο 

βιοτίνης, η οποία πειραματικά εντοπίζεται εύκολα. Με αυτό τον τρόπο το 

αντιδραστήριο GL13 είναι κατάλληλο για να χρησιμοποιηθεί σε πολλές τεχνικές, όπως 

η ανοσοϊστοχημεία, η κυτταρομετρία ροής, ο έμμεσος ανοσοφθορισμός και η 

χημειοφωταύγεια, ώστε να εντοπίσει τα κοκκία της λιπουσκίνης των γηρασμένων 

κυττάρων. 

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής, αρχικά το αντιδραστήριο δοκιμάστηκε, με τη 

μέθοδο της ανοσοϊστοχημείας και του ανοσοφθορισμού, σε κυτταρικά μοντέλα στα 

οποία είχε γίνει επαγωγή του φαινομένου της γήρανσης. Τα είδη της κυτταρικής 

γήρανσης που μελετήθηκαν ήταν η αναδιπλασιαστική και η πρώιμη γήρανση (με 

επαγωγή έκφρασης ογκογονιδίου ή έκθεση σε ακτινοβολία). Ως αρνητικοί μάρτυρες 

χρησιμοποιήθηκαν οι ίδιες κυτταρικές σειρές χωρίς την επαγωγή του φαινομένου. Σε 

αυτά τα δείγματα παρατηρήθηκαν αυξημένα ποσοστά γηρασμένων κυττάρων σε 

σχέση με τους αρνητικούς μάρτυρες, ενδεικνύοντας την ακρίβεια και την εύκολη χρήση 

του αντιδραστηρίου. 

Παράλληλα, η χρώση του GL13 συγκρίθηκε με άλλους βιοδείκτες, όπως η ενζυμική 

δραστικότητα SA-β-gal και η χρώση SBB,  στις κυτταρικές σειρές HeLa και Li-

Fraumeni. Oι στρεσογόνες συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν για τη σύγκριση των 

χρώσεων ήταν έλλειψη θρεπτικών υλικών (συνθήκες ασιτίας) και μεγάλος αριθμός 

κυττάρων (έλλειψη χώρου ανάπτυξης). Συγκρίνοντας εικόνες οπτικού μικροσκοπίου 

και ποσοτικοποιώντας τον αριθμό των γηρασμένων κυττάρων σε κάθε χρώση, 

προέκυψε το συμπέρασμα ότι η μέθοδος εντόπισης της γήρανσης με το αντιδραστήριο 

GL13, σε αντίθεση με τις άλλες δύο χρώσεις, χαρακτηρίζεται από ειδικότητα και 

ευαισθησία. Αυτό συμβαίνει, καθώς η ανοσοϊστοχημική χρώση με το αντιδραστήριο 
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GL13 δεν έδωσε ψευδώς θετικά και αρνητικά αποτελέσματα, όπως οι άλλες δύο 

χρώσεις. 

Όσον αφορά τα δείγματα των ιστών που αποτελούν αρχειακό υλικό, με τη μέθοδο 

εντόπισης γηρασμένων κυττάρων με το αντιδραστήριο GL13, υπήρχε η δυνατότητα 

σάρωσης μεγάλου αριθμού δειγμάτων με προκαρκινικές ή καρκινικές αλλοιώσεις. 

Επιπλέον, επιβεβαιώθηκαν βιβλιογραφικά δεδομένα για την αύξηση του αριθμού των 

γηρασμένων κυττάρων μετά από ακτινοθεραπεία, χημειοθεραπεία ή έκθεση σε  UV 

ακινοβoλία. Πραγματοποιήθηκε, επίσης, παράλληλη μελέτη της έκφρασης 

παραγόντων όπως οι πρωτεΐνες p53, 53BP1, καθώς και η έκφραση mi-RNAs (mir-

34a) σε σχέση με το φαινόμενο της γήρανσης σε δείγματα ιστών και κυτταρικά 

μοντέλα. 

Μελέτες έχουν αναφέρει την ύπαρξη ελεύθερης λιποφουσκίνης στον ορό του αίματος, 

η οποία μπορεί να συνδέεται με παθολογικές καταστάσεις ή με το γήρας (Brunk and 

Terman, 2002a; Jung, Höhn and Grune, 2010; Feng et al., 2015). Σχεδιάστηκε, 

λοιπόν, ένα πρωτόκολλο το οποίο στηρίζεται στην ειδική σύνδεση αντιδραστηρίου  

GL13-λιποφουσκίνης και η ανίχνευση του σήματος γίνεται μέσω της τεχνικής της 

χημειοφωταύγειας. Τα δείγματα μελέτης χωρίστηκαν σε 3 μεγάλες κατηγορίες, υγιείς 

σε νεαρή ηλικία (21-25 ετών), ηλικιωμένοι (>65 ετών) χωρίς υποκείμενα νοσήματα και 

ασθενείς. Οι ασθένειες που μελετήθηκαν περιελάμβαναν την καρδιακή ανεπάρκεια, τις 

νευροεκφυλιστικές παθήσεις (άνοια), τη ρευματοειδή αρθρίτιδα και τον καρκίνο. 

Παρατηρήσαμε ότι στα δείγματα ορού ασθενών με καρκίνο οι τιμές ήταν 11.9 φορές 

πιο υψηλές σε σχέση με τα δείγματα αναφοράς, τα οποία δεν είναι άλλα από τα 

δείγματα των υγιών ατόμων σε νεαρή ηλικία. Αντίστοιχα σε δείγματα ασθενών με 

ρευματοειδή αρθρίτιδα τα επίπεδα της λιποφουσκίνης ήταν 12.2 φορές μεγαλύτερα σε 

σχέση με αυτά των δειγμάτων αναφοράς. Αυτό μας δείχνει ότι τα επίπεδα της 

λιποφουσκίνης αυξάνονται σε παθολογικές καταστάσεις σε σχέση με τις φυσιολογικές. 

Παρατηρήσαμε, μάλιστα, πως αυτή η αύξηση δεν είναι αποτέλεσμα του γήρατος αλλά 

της παθογένειας. 

Συμπερασματικά, ο ρόλος της γήρανσης είναι καθοριστικός σε ποικίλες συνθήκες. Γι’ 

αυτό τον λόγο, η εύρεση κατάλληλων βιοδεικτών με υψηλή ειδκότητα και ευαισθησία  

είναι απαραίτητη για τον εντοπισμό των γηρασμένων κυττάρων και τη ευρύτερη μελέτη 

του ρόλου του φαινομένου της κυτταρικής γήρανσης. Τα αποτελέσματα των 
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πειραμάτων στους ορούς αίματος είναι ιδιαίτερα ενθαρρυντικά, καθώς αν η τεχνική 

εφαρμοστεί σε μεγάλη κλίμακα δειγμάτων, τότε μία απλή μέτρηση των επιπέδων της 

λιποφουσκίνης στον ορό με το αντιδραστήριο GL13 θα μπορούσε να αποτελέσει ένα 

νέο διαγνωστικό δείκτη.  

Λαμβάνοντας υπόψη όλα τα παραπάνω,, στην παρούσα διατριβή 

παρουσιάζεται  ένα σύνολο πειραματικών προσεγγίσεων εντοπισμού γηρασμένων 

κυττάρων μέσω του αντιδραστηρίου GL13 ή μέτρησης των επιπέδων της 

λιποφουσκίνης με μεγάλη ευαισθησία και ειδικότητα αποτελώντας ένα σημαντικό και 

καινοτόμο επιστημονικό εργαλείο στη μελέτη της κυτταρικής γήρανσης. Το 

αντιδραστήριο λόγω της φύσης του και της σύνδεση του με ένα μόριο βιοτίνης μπορεί 

να εντοπιστεί εύκολα και να προστεθεί σε ήδη υπάρχοντα πρωτόκολλα in situ και μη 

τεχνικών. Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται οι μεθοδολογίες και τα είδη των 

βιολογικών δειγμάτων μελέτης της κυτταρικής γήρανσης με το GL13, που 

μελετήθηκαν στα πλαίσια της συγκεκριμένης διατριβής και οι αντίστοιχες δημοσιεύσεις 

όπου περιγράφονται.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Κυτταρικές 
σειρές/ 
Βιολογικό 
δείγμα 

Κατηγορία 
δείγματος 

Μέθοδος εφαρμογής του 
GL13 Δημοσίευση 

U2OS Cdt1 
Tet-ON 

Ανθρώπινη 
κυτταρική σειρά Ανοσοϊστοχημεία Evangelou et al., 

2016 

U2OS E2F1-
ER 

Ανθρώπινη 
κυτταρική σειρά Ανοσοκυτταροχημεία Evangelou et al., 

2016 

HBEC Cdc6 
Tet-ON 

Ανθρώπινη 
κυτταρική σειρά 

Ανοσοκυτταροχημεία, 
Ανοσοφθορισμός, ISH 

Evangelou et al., 
2016; Komseli et al., 
2018 

DLFs Ανθρώπινη 
κυτταρική σειρά 

Ανοσοκυτταροχημεία, Διπλή 
ανοσοκυτταροχημεία 

Evangelou et al., 
2016 

Saos p53 Tet-
OΝ 

Ανθρώπινη 
κυτταρική σειρά Ανοσοκυτταροχημεία Evangelou et al., 

2016 

Saos p21 Tet-
OΝ 

Ανθρώπινη 
κυτταρική σειρά 

Ανοσοκυτταροχημεία, 
Κυτταρομετρία ροής, Διπλή 
ανοσοκυτταροχημεία 

Evangelou et al., 
2016 

HeLa Ανθρώπινη 
κυτταρική σειρά 

SA-β-gal,SBB, 
ανοσοϊστοχημική χρώση 

Evangelou et al., 
2016 

Li-Fraumeni Ανθρώπινη 
κυτταρική σειρά 

SA-β-gal,SBB, 
ανοσοϊστοχημική χρώση 

Evangelou et al., 
2016 

Ωοθυλακικό 
υγρό 

Ανθρώπινα 
δείγματα Χημειοφωταύγεια Rizou et al., 2019 

Ορός αίματος Ανθρώπινα 
δείγματα Χημειοφωταύγεια Rizou et al., 2019 

Ιστός 
εγκεφάλου 

Ανθρώπινα 
δείγματα Ανοσοϊστοχημεία Kritsilis et al., 2018 

Ξενομόσχευμα 
μελανοκυττάρ
ων 

ζωικό μοντέλο 
(ποντίκι) Ανοσοϊστοχημεία Evangelou et al., 

2016 

Πνεύμονας ζωικό μοντέλο 
(ποντίκι) 

Ανοσοϊστοχημεία, Διπλή 
ανοσοϊστοχημεία 

Evangelou et al., 
2016 

Βιοψία 
ακτινοβολημέν
ου ιστού 
λάρυγγα 

Ανθρώπινα 
δείγματα 

Ανοσοϊστοχημεία, Διπλή 
ανοσοϊστοχημεία 

Evangelou et al., 
2016 

Βιοψία 
δέρματος/μελά
νωμα 

Ανθρώπινα 
δείγματα Ανοσοϊστοχημεία Evangelou et al., 

2016 
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A Novel Quantitative Method for the Detection of Lipofuscin,
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Abstract

Lipofuscin accumulation is a hallmark of senescence. This nondegradable material aggregates in the
cytoplasm of stressed or damaged cells due to metabolic imbalance associated with aging and age-related
diseases. Indications of a soluble state of lipofuscin have also been provided, rendering the perspective of
monitoring such processes via lipofuscin quantification in liquids intriguing. Therefore, the development of
an accurate and reliable method is of paramount importance. Currently available assays are characterized by
inherent pitfalls which demote their credibility. We herein describe a simple, highly specific and sensitive
protocol for measuring lipofuscin levels in any type of liquid. The current method represents an evolution of
a previously described assay, developed for in vitro and in vivo senescent cell recognition that exploits a
newly synthesized Sudan Black-B analog (GL13). Analysis of human clinical samples with the modified
protocol provided strong evidence of its usefulness for the exposure and surveillance of age-related
conditions.

Key words Lipofuscin, GL13 (SenTraGor™), Senescence, Biological fluids, Aging, Age-related
diseases

1 Introduction

We have recently shown that cytoplasmic lipofuscin aggregation is a
landmark of senescence [1, 2]. The latter represents a cellular
response mechanism against stress or damage [3–7]. Subsequently,
we developed a novel reagent (GL13) and a hybrid histochemica-
l–immunohistochemical method that allows for recognition of
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senescent cells in vitro and in vivo, with high specificity and sensi-
tivity [8]. GL13 is a biotinylated Sudan Black-B (SBB) chemical
analog (commercially available as SenTraGor™ by Arriani Pharma-
ceuticals Greece, Catalog number: AR8850040-AR8850080).
GL13 interacts potently and specifically with lipofuscin and can be
detected via an antibody-mediated chromogenic or fluorescent
assay [8–11]. As a result, the application of GL13 outperforms
most of the available and widely used senescent cell-staining meth-
ods with respect to their technical challenges, inherent limitations
and systematic errors [8]. Interestingly, unprecedented quantifica-
tion capacities also emerge, as shown herein. The currently
described protocol represents an advancement rendering lipofuscin
levels measurable in biological fluids. More specifically, we present a
novel quantitative detection method of soluble or extracted lipo-
fuscin levels in cell culture supernatants, body fluids and tissue
homogenates that utilizes an antibody-mediated chemilumines-
cence assay.

Lipofuscin is a nondegradable substrate of metabolism that
accumulates in cells due to impaired mitochondrial/lysosome
(mitochondrial–lysosomal axis theory) and proteasome function,
upon stress or cellular damage [12–20]. Stressed or damaged cells
have ceased to proliferate and are therefore not able to degrade this
substrate by cell division [17, 20]. The bulk mass of this heteroge-
neous material consists of oxidized proteins/lipoproteins, oxidized
lipids and metals that become resistant to hydrolysis by lysosomal
enzymes [17–19]. Lipofuscin is not inactive and harmless but
harbors detrimental properties. Firstly, lipofuscin accumulation is
known to reduce proteostasis and, particularly, the proteasomal
activity, thus inhibiting the effective turnover of modified/oxidized
proteins [17, 19, 21]. Secondly, it facilitates production of reactive
oxygen species (ROS) via the Fenton reaction, mediated by its
integrated redox-active metals [17, 19, 21]. Together, these lead
to increased formation of oxidized intracellular molecules which, in
turn, further promote lipofuscin aggregation in a positive feedback
loop [17, 18, 21]. Based on the above, intracellular aggregation of
lipofuscin signifies an impaired cellular status and deregulated
homeostasis.

The quantification of lipofuscin is regarded as being of high
importance for a wide range of life sciences and related disciplines.
Lipofuscin levels seem to provide a lifetime history of cumulative
exposure to metabolic stress and, thus, are directly related to the
aging process and bear pathophysiological relevance [19, 21–23].
Increasing evidence supports a linear correlation of lipofuscin levels
with age and age-related diseases [19, 21, 24]. This is rather well
anticipated given that the number of senescent cells in tissues and
organs increases with age as stress and damage accumulates [3–7,
20]. Interestingly, some age determination methods of organisms
based on the quantification of lipofuscin have been described
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[25–29], while a broad spectrum of age-related disorders, includ-
ing Alzheimer’s and Parkinson’s disease, age-related macular
degeneration, heart failure and others, have been associated with
tissue and organ lipofuscin accumulation [19, 30–33]. Of note,
early studies showed increased lipofuscin levels with age in periph-
eral human lymphocytes and plasma cells [34]. In addition, the
presence of lipofuscin pigments was reported in erythrocyte mem-
branes of Alzheimer’s patients [35].

A number of studies provide indications that lipofuscin also
exists in a soluble form in different body fluids. More specifically,
Feng et al. claimed that lipofuscin concentrations detected in the
plasma of human cases exhibited significantly higher levels than
those observed in the saliva [36]. Similarly, detectable lipofuscin
levels have also been reported in the plasma of mice [37]. Indirect
evidence regarding the existence of lipofuscin in the plasma or
blood serum based on its autofluorescence properties (soluble
lipofuscin fluorophores) have also come in light [38–45]. Some of
these reports focused on the putative correlation of lipofuscin levels
in body fluids (mainly plasma) with age and different pathologies,
in an attempt to establish a sensitive and reliable method for detect-
ing and monitoring both aging and disease [38, 40, 42, 43, 46].

Yet a number of inherent difficulties are related with the mea-
surement of lipofuscin to a good precision. Lipofuscin composition
varies considerably between different tissues, organs, and species,
thus leading to differences in distribution, staining, solubility, and
enzymatic activity [47–49]. Additionally, this complicated mixture
of oxidized macromolecules exhibits autofluorescent properties
that possibly rely on Schiff bases formed by reactions between
carbonyls and amino residues [18]. Broad deviations in excitation
and emission (wavelengths ranging from 320 to 480 nm and from
460 to 630 nm, respectively) pose serious difficulties to methods
based on direct spectroscopic characterization [14, 24, 50]. As a
result, both the accuracy and the credibility of the available quanti-
fication methods to date, most of which rely mainly on lipofuscin
autofluorescence, have received severe criticism.

Based on the excellent specificity of GL13 reagent, we describe
a rapid, highly specific and precise protocol for detecting and
measuring soluble lipofuscin levels in cell culture supernatants,
body fluids as well as cell and tissue homogenates. In brief, lipo-
fuscin is initially isolated from the studied biological samples
according to the modified Folch extraction method [51], resus-
pended and treated with GL13 to saturation. Then, a primary anti-
biotin antibody is applied and after incubation, a secondary anti-
body is used for detecting the lipofuscin–GL13 complex via a
chemiluminescence reaction. Finally, lipofuscin levels are quantified
on the basis of the resulting signal intensity (see Fig. 1). For deter-
mining the crude lipofuscin content of analyzed samples, lumines-
cence is measured and signal intensity is matched with the
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Fig. 1 Schematic workflow of lipofuscin isolation and detection procedures using different biological speci-
mens. A diagram depicting key components of the protocol, as described in experimental procedure.
Lipofuscin is isolated from homogenized human liver tissue, human blood serum, and cell lysates using
chloroform–methanol and 10 mg/ml proteinase K incubation and centrifugation. Lipofuscin is dissolved in
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corresponding values of a calibration curve created by following a
similar protocol with the exception of lipofuscin being extracted
from fresh aged human liver tissue. While in the young samples,
lipofuscin levels were low [Relative Light Units (RLU): 10-471], in
those obtained from aged individuals, we observed a 7.6-fold
increase in measurement (RLU: 486-3.252). These findings not
only provide an indication of the baseline levels of lipofuscin in
humans (young cases) and of its distribution in elderly individuals,
but also clearly confirm the linear correlation between lipofuscin
and age, further denoting its putative role as a biomarker for
monitoring the aging process (see Fig. 2). A stepwise scheme has
been applied for validating the protocol (see Fig. 3). First, cell
extracts from cellular models with established senescence and
their corresponding, senescence-negative controls were analyzed
and differences in lipofuscin levels were measured (see Fig. 3). Mea-
surements showed a significant increase in soluble lipofuscin levels
in the samples obtained from senescent cells in comparison to those
from untreated cells [HBEC-CDC6 Tet-Off vs HBEC-CDC6
Tet-On (6 days on induction), Saos-2 p21WAF1/Cip1 Tet-Off vs
Saos-2 p21WAF1/Cip1 Tet-On (10 days induction)] (see Figs. 1
and 3). Subsequently, we extracted intracellular lipofuscin from
the same cellular models and repeated the quantification assay
(see Fig. 1). The protocol was then implemented for determining
lipofuscin in blood sera from young (controls) and aged but
“healthy” individuals as well as patients suffering from different
kinds of pathologies. These included heart failure, neurodegenera-
tive disorders (dementia), rheumatoid arthritis and cancer
(see Table 1, Fig. 4a, b). Clinical sample collection and their experi-
mental use were approved by the Bio-Ethics Committee of Medical
School of Athens, in accordance with the Declaration of Helsinki
and local laws and regulations. Written consent was also obtained
from the patients. As an additional level of validation, lipofuscin
levels measured in human tissues by the herein presented GL13-
based chemiluminescence assay were correlated with lipofuscin
concentration in the same tissues as assessed by the hybrid histo-
chemistry–immunohistochemistry method [8] (see Fig. 5). Further
control experiments included electron microscopy in order to verify
that the extracted material exhibits morphological features similar
to those described for isolated lipofuscin [54] (see Fig. 6).

The current method allows for an accurate estimation of solu-
ble lipofuscin levels practically in any biological material. Given that

!

Fig. 1 (continued) organic phase, which is evaporated and weighed. Crude lipofuscin extract is resuspended
in 1% v/v Tween 20/TBS. After centrifugation, the pellet is resuspended in EtOH 50% and the biotin-
conjugated SBB analog (GL13) is added. GL13 binds to lipofuscin and the anti-biotin HRP antibody binds to
the biotin moiety of GL13. HRP will react upon addition of luminescent substrate (luminol and H2O2) and light
will be emitted. Concentration of lipofuscin in each sample is linearly proportional to light intensity
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lipofuscin concentration has often been associated to age and vari-
ous age-related diseases [19, 25–33], the applicability domain of
the protocol presented herein is particularly broad. The determina-
tion of lipofuscin distribution in human body fluids according to
age, gender or any other epidemiological characteristic is now
feasible in the general population. To our knowledge, this issue
has not been sufficiently addressed in the past. Furthermore, the
method itself may well promote biomedical and clinical investiga-
tions on whether soluble lipofuscin levels could serve as a putative
biomarker of aging and/or disease. In this context, wide-scale
screening of populations, as well as groups of differences in age
and disease, is likely to assist in determining cases that are at “risk,”
despite a “young” and/or “healthy” phenotype, hence providing a
new tool for early detection. Additionally, monitoring lipofuscin in
the blood serum could provide valuable information on patient
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Fig. 2 (a) Schematic summary of the procedure implemented to create a calibration curve. The calibration
curve is constructed by following steps 1-III to 34 as described in experimental procedure, with the exception
of preparing 5–7 serial dilutions of the sample obtained after step 31 (dilution of each sample by 20% using
0.5% v/v Tween 20/TBS buffer). Measurements are recorded on an Excel spreadsheet and linear regression
analysis is performed. Determination of back calculated values may be assisted by using the Data analysis
add-in of Microsoft Excel and implementing manual functions. (b) The calibration curve for the determination
of crude lipofuscin content in liver tissue samples along with related parameters and metrics. Linear
regression analysis has been performed with no weighting factors, while the 0.0 point was neither included
nor the curve forced through it upon fitting (Error bars, 95% confidence intervals; n ¼ 3). The LOD and LOQ
values are determined as 3.3 " SY/slope and 10 # SY/slope, respectively, where SY is the standard error of the
response at low concentration. Back calculated values exhibited error values lower than 10.6%, demonstrat-
ing the validity of the calibration curve
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Fig. 3 Lipofuscin detection with GL13 and chemiluminescence after isolation from cell culture supernatant and
cell lysis. (1) Images showing chemiluminescence intensity from supernatant of HBEC-CDC6 Tet-Off and
Tet-On cell lines. (2) Images showing chemiluminescence intensity of cell extracts derived from cellular
models with established senescence (HBEC-CDC6 Tet-On and Saos-2 p21WAF-1 Tet-On) in comparison with
their corresponding, senescence-negative controls (HBEC-CDC6 Tet-Off and Saos-2 p21WAF-1 Tet-Off).
(3) Table showing the values and the statistical data of chemiluminescence intensity measurements in
each group and sample

Table 1
Groups of human specimens used for measuring soluble lipofuscin levels along with their health
condition and number of individual samples

Biological specimen Condition/disease (age, in years) Number of samples

Blood serum Young healthy (21–25) 10

Blood serum Aged healthy-MRMFa (65–94) 10

Blood serum Heart failure (62–85) 10

Blood serum Neurodegenerative diseases/dementia (49–94) 10

Blood serum Rheumatoid arthritis (27–67) 10

Blood serum Cancer (55–83) 10

Follicular fluid Infertile women (33–46) 5

Follicular fluid Oocyte donors (normal) (23–27) 5

aMedical record plus medications-free

A Novel Quantitative Method for the Detection of Lipofuscin, the Main By. . . 125



outcome, recurrence of disease and response to therapeutic inter-
ventions toward a personalized medicine strategy. Moreover, new
drug leads could be screened in a high-throughput manner for
their effect on cellular senescence, thus facilitating discovery of
senolytics, an emerging and highly promising class of bioactive
compounds [55]. Other potential applications might involve the
food industry, where monitoring superior quality properties such as
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Fig. 4 (a) Graph showing luminescence intensity of serum samples derived from different groups of individuals
(n ¼ 10 in each group) after treatment with GL13. Clear differences in lipofuscin levels are evident between
samples from young and aged “MRMF” individuals but also between young healthy individuals and others
falling under various pathological entities. The measurements in aged and pathological samples correspond to
increase of lipofuscin levels ranging between 5.3-fold and 12.2-fold in comparison to young healthy samples
(Error bars, Standard Error; *, P < 0.05). (b) Graph showing chemiluminescence intensity of follicular fluid
samples derived from different groups of individuals (n ¼ 5 in each group) after treatment with GL13. It has
been previously shown that an altered redox state of follicular fluid albumin influences the viability of aspirated
human oocytes [52]. Lipofuscin accumulation in the form of inclusions within oocytes is associated with a
significantly reduced fertilization rate and unfavorable blastocyst development [53]. Clear differences in
lipofuscin levels are evident between samples from normal oocyte donors and infertile women. Our results
confirmed this notion in follicular fluid, showing an eightfold increase in lipofuscin among infertile women
compared to normal donors. The measurements obtained from these samples correspond to a 7.5-fold
increase of lipofuscin levels in comparison to normal donor samples (Error bars, Standard Error; *, P < 0.05)
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age, freshness and health of consumable organisms are of great
commercial importance. A similar approach has been followed in
demographic analyses of economically important species (e.g., the
blue crab Callinectes sapidus) by measuring extracted fluorescence
[29], yet with the drawbacks of conventional methodologies
[28, 56, 57]. Finally, the method could be exploited by the cos-
metics industry in order to monitor the efficiency and response to
rejuvenation-treatments and antiaging products.

In only a limited number of available reports, soluble lipofuscin
levels were measured using a spectrophotometer according to the
Tsuchida method that is based on lipofuscin autofluorescence in the
blood serum. The concentration of fluorophores is expressed in
arbitrary units in comparison to the fluorescence of a quinine
sulphate reference [29, 40, 57]. The major disadvantage of this
approach is that, apart from lipofuscin, several other fluorophores
exist in the blood and its derivatives, as is the case with other tissues.
These fluorophores include a wide spectrum of molecules such as
amino acids (tryptophan) and proteins (albumin, enzymes and
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others), porphyrins, carotenoids, vitamins (vitamin A, riboflavin,
thiamine), pyridine nucleotides (NADH/NAD+, NADPH/
NADP+), pyridoxic acid lactone, pyridoxal phosphate Schiff bases,
and protein-bound bilirubin [23, 57–59]. Given that their fluores-
cence spectra are highly similar to those of lipofuscin, they may well
interfere with measurements, thus producing serious analytical
errors. Therefore, the specificity of the aforementioned method in
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Fig. 5 Schematic illustration summarizing two alternative procedures that can depict lipofuscin accumulation
in human liver tissue with the use of the biotinylated SBB analog GL13. (a) Human liver tissue samples were
isolated from young (left) and aged (right) individuals. (b) Part of the tissue was formalin fixed, paraffin
embedded (FFPE) and used for light microscopy. The histochemical–immunohistochemical assay was
performed in FFPE tissues using GL13, showing evident differences in lipofuscin levels between young and
aged samples at the 100" and 400" magnifications. (c) Another part of each human liver tissue sample was
homogenized, and lipofuscin was isolated and treated with GL13. The resulting luminescence was measured
as described in experimental procedure. The analysis shows an eightfold increase of lipofuscin levels in young
compared to aged liver tissue samples, in agreement with the microscopic observations (measurements in
Relative Light Units $ Standard Error, n ¼ 3; *, P < 0.05)
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determining lipofuscin levels has been strongly questioned. In
addition, the estimation of lipofuscin levels is rather relative and
lacks accuracy when using a standard curve based on a quinine
sulphate reference [29, 40, 57]. In line with the above, fluorimetry
has been extensively criticized when exploited in marine biology for
determining the age of aquatic organisms. The main concerns
raised were the absence of specificity which is not counterbalanced
by high-throughput assays, the poor correlation between extracted
fluorescence and in situ lipofuscin levels, and the lack of evidence
that normalization to cellular protein content actually leads to a
reliable lipofuscin assay [56]. A flow-cytometric (FACS) approach
for the quantification of extractable neurolipofuscin again exhibited
fundamental precision pitfalls [22]. Our proposed method specifi-
cally detects lipofuscin by exploiting the unique features of GL13 in
a rapid, simple and straightforward manner. Electron microscopy
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Resuspension of  
lipofuscin extract 

in 50% EtOH

5 min

Absorption of  lipofus-
cin on formvar/carbon 

coated grid
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Fig. 6 Lipofuscin extract observation under a transmission electron microscope (TEM). (a) Diagrammatic
representation of the procedure followed for the preparation and positive staining of the lipofuscin sample on a
formvar/carbon coated grid. The grid with the absorbed/stained lipofuscin sample was observed under a TEM
operating at 80 KV and equipped with a digital camera. (b) Transmission electron micrographs of lipofuscin
formations exhibiting the same morphology whether extracted from human liver tissue (i) or from blood serum
(ii, iii). Lipofuscin formations were characterized by small electron-lucent areas (arrowheads) indicating the
localization of lipid components, and wide electron-dense areas exhibiting very fine vacuolization (asterisks).
Scale bar: 200 nm

A Novel Quantitative Method for the Detection of Lipofuscin, the Main By. . . 129



analysis confirmed the morphological characteristics of lipofuscin in
the extracted material [54] (see Fig. 6). Moreover, the calibration
curve presented herein is designed to directly correlate crude lipo-
fuscin concentration with its corresponding chemiluminescence
signal, thus enabling self-consistent, precise and convenient mea-
surements in a range of different samples (see Fig. 2). Lastly, a
strong correlation between chemiluminescence measurements
(amount of crude lipofuscin) and in situ lipofuscin concentration
was observed in control experiments (see Fig. 5).

Another approach described by Feng et al. used an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit provided by the Shanghai
Huyu Biological Technology Co. Ltd. to estimate lipofuscin levels
in human saliva and plasma [36]. A comparison with our method is
not feasible since no details regarding the kit or its composition
(particularly which component of lipofuscin the applied primary
antibody reacts against) are available in the literature. Since its
publication in 2015, and to the best of our knowledge, the above
method and its accompanying kit have never been used elsewhere
by the same or other researchers. Similar issues exist with the
Human Quantitative Competitive ELISA Lipofuscin (LPF) kit
distributed by MyBioSource (catalog # MBS7230952). Since the
composition of lipofuscin varies considerably among different tis-
sues and species [47–49], particularly with respect to the protein
fraction, the ELISA assay raises serious concerns about the lipofus-
cin module targeted by the primary antibody and, to an extent,
about the specificity, sensitivity, accuracy and suitability of the
overall method. No information on this matter exists in the
literature.

2 Materials

2.1 Lipofuscin
Isolation

1. Chloroform.

2. Methanol.

3. 0.9% sodium chloride in dH2O.

4. 10 mg/ml proteinase K.

5. 20" TBS. Dissolve 121 g of Tris ultrapure in 800 ml of
dH2O. Adjust the pH to 7.4 with concentrated HCl.

6. 1" TBS in dH2O.

7. 50% (vol/vol) ethanol absolute in 1" TBS.

8. Greiner Microlon Black 96-well plate.

9. Centrifuge.

10. Homogenizer.

11. Rotary evaporator with vacuum controller and vacuum pump.
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12. High vacuum pump.

13. Ultrasonic bath.

14. Analytical balance.

15. 50 ml round bottom flask.

2.2 Lipofuscin
Detection Using GL13
and Chemilumine-
scence

1. 80 mg SenTraGor. Dissolve 80 mg of SenTraGor in 14.5 ml
100% ethanol and incubate for 120 min in water bath at 37 %C.

2. Chemiluminescence Reagent. Add equal volumes of Lumi-
GLO Reagent A and Reagent B.

3. Anti-biotin HRP-linked antibody diluted 1:1000 in 0.1% v/v
Tween 20/TBS.

4. Tween 20.

5. Fluorchem HD2 system equipped with a CCD camera.

2.3 Positive Staining
of Lipofuscin for
Electron Microscopy

1. Uranyl acetate.

2. Lead citrate.

3. Formvar/carbon-coated copper grids, 200 mesh.

4. Tweezers, antimagnetic stainless steel, style #5.

5. Grid-box for storage of grids.

6. Electron microscope.

3 Experimental Procedure

3.1 Lipofuscin
Isolation (Timing:
4–5 h)

1. I. Human blood serum: Transfer 500 μl of serum in 1.5 ml
Eppendorf (see Notes 1 and 2, Table 2).

II. Cell lysis: Incubate cell pellet with Co-IP lysis buffer for
60 min at 4 %C.
III. Liver tissue: Homogenize tissue using PBS 1" 2–3 times
for 20–30 s each, pausing for 10–15 s between each homoge-
nization and placing samples on ice.

2. Centrifuge at 6–8 %C for 10 min at 232 " g.

3. Transfer supernatant in 1.5 ml eppendorf.

4. Centrifuge at 6–8 %C for 10 min at 7400 " g to sediment
lipofuscin (see Note 3).

5. Resuspend the pellet in a mixture 2:1 chloroform and metha-
nol (see Notes 4 and 5).

6. Dilute sample by 20% using a solution of 0.9% NaCl in distilled
water and vortex.

7. Use ultrasonication for 1 min to enhance resuspension and
transfer lipofuscin to organic phase (see Notes 6 and 7,
Table 2).
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8. Incubate the samples for 15 min at room temperature with
gentle shaking.

9. Centrifuge at 3700 " g for 10 min at 6–8 %C.

10. Remove the aqueous (upper) phase using a pipette.

11. Transfer and keep organic phase in 1.5 ml eppendorf.

12. Incubate intermediate phase with 10 mg/ml Proteinase K for
30 min at 37 %C with gentle shaking (see Note 8).

13. Centrifuge at 3700 " g for 10 min at 6–8 %C.

14. Discard supernatant and resuspend pellet in a mixture 2:1
chloroform: methanol (see Note 4).

15. Dilute by 20% using 0.9% NaCl in distilled water and vortex.

16. Incubate the mixtures for 15 min at room temperature with
gentle shaking.

17. Centrifuge at 3700 " g for 10 min at 6–8 %C.

18. Using a pipette, remove (upper) aqueous phase (see Note 9).

19. Transfer and keep organic phase in 1.5 ml eppendorf.

20. Merge organic phase samples from steps 11 and 19, transfer
into a preweighed 50 ml round bottom flask and evaporate
solvent using a rotary evaporator apparatus and a heating bath
at 37 %C (see Notes 10 and 11).

Table 2
Troubleshooting

Step Problem Possible reason Solution

1 I Low amount of pellet Low lipofuscin content in
blood serum

Increase volume of blood serum
sample

7 Large amounts of lipofuscin
trapped in intermediate
phase

Sonication conditions not
optimal

Increase sonication time. This step is
crucial to transfer chloroform-
insoluble lipofuscin components
in organic phase

23 Solvent is not completely
evaporated under a
474 mbar vacuum

Traces of the aqueous phase
have been isolated along
with the organic phase

Gradually increase vacuum in rotary
evaporator down to 72 mbar and
extend evaporation time

24 Incomplete precipitation of
lipofuscin

Speed of centrifugation Increase centrifuge acceleration up
to 7400 " g

25 Amount of GL13 not
sufficient to saturate
lipofuscin content of
sample

High levels of lipofuscin in
analyzed sample

Increase volumes of GL13 stock
solution and EtOH 50%
resuspension solution in same
proportions

32 Poor resuspension of crude
lipofuscin extract in 0.5%
v/v Tween 20/TBS buffer

Excess amount of lipofuscin Incubate for 5–10 min in water bath
at 37 %C
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21. Connect the round bottom flask to a high vacuum pump for
10 min.

22. Use an analytical balance to weigh the spherical flask and
determine the weight of the dried crude lipofuscin content.

23. Resuspend crude lipofuscin extract in 1% v/v Tween/TBS
using ultrasonication for 5–10 min at 37 %C (see Notes 12
and 13, Table 2).

3.2 Lipofuscin
Detection Using GL13
and Chemilumine-
scence (Timing: 4–5 h)

24. Centrifuge at 7400 " g for 10 min at 6–8 %C (see Note 14,
Table 2).

25. Resuspend pellet in 200 μl EtOH 50% and add 7.5 μl of the
GL13 stock solution. Incubate for 8 min at room temperature
with gentle shaking (see Notes 15 and 16, Table 2).

26. Centrifuge at 7400 " g for 10 min at 6–8 %C.

27. Wash with 500 μl of EtOH 50% and centrifuge at 6–8 %C for
10 min at 7400 " g (see Note 17).

28. Resuspend pellet in 100 μl of TBS 1".

29. Add the anti-biotin HRP-linked antibody diluted 1:1000 in
0.1% v/v Tween 20/TBS to each sample. Incubate for
120 min at room temperature with gentle shaking (see
Note 18).

30. Centrifuge at 7400 " g for 10 min at 6–8 %C.

31. Wash with 200 μl TBS 1" and centrifuge at 7400 " g for
10 min at 6–8 %C. Repeat this step twice.

32. Resuspend the lipofuscin pellet in 90 μl 0.5% v/v Tween
20/TBS and transfer the solution in a 96-well plate (see
Note 19, Table 2).

33. Mix equal volumes of chemiluminescence substrate Lumiglo®

Reagent A and B in a plastic tube protected from light (see
Note 20).

34. Add 10 μl (dilution factor: 1/10) of chemiluminescence solu-
tion in every sample-containing well.

35. After 1 min approximately, measure emitted light using a mul-
tiplex chemiluminescence imaging system.

36. Quantify luminescence intensity with AlphaView software
v1.3.0.7.

3.3 Positive Staining
of Lipofuscin for
Electron Microscopy
(Timing: 1 h)

1. In samples derived from step 19 of the experimental procedure,
add 20 μl EtOH 50% and resuspend.

2. Place drops of 5–10 μl of liquid sample onto a sheet of Parafilm
in a petri dish.

3. Place formvar/carbon-coated 200 mesh copper grids on drops
of liquid sample and allow to absorb for 5 min at RT.
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4. Wick away excess liquid sample from each grid applying care-
fully the torn edge of Whatman filter paper at the edge of
the grid.

5. Immediately float the grids on filtered drops (20–30 μl) of 7%
uranyl acetate (aqueous solution) onto a sheet of Parafilm in a
petri dish. Stain for 25 min at room temperature in the dark.

6. Wash grids under a stream of distilled water.

7. Drain the grids.

8. Float the grids on filtered drops (20–30 μl) of 0.4% lead citrate
(aqueous solution) onto a sheet of Parafilm in a petri dish. Place
NaOH tablets or 10 N NaOH solution droplets around the
Parafilm sheet in the petri dish to create a dry alkaline atmo-
sphere, lacking CO2. Stain each grid for 3 min at room tem-
perature (see Note 21).

9. Immediately apply very short (~2 s) washes of the grids with
0.02 N NaOH solution and then wash thoroughly under a
stream of distilled water.

10. Dry the grids and store them in a grid box.

11. Observe the grids under a transmission electron microscope.

4 Notes

General: Precise and careful handlings during various steps of the
protocol are required.

1. Fresh—or stored for a short period of time—biological mate-
rial is preferred. It has been shown that during long term
storage, blood derivatives may lose their osmotic, hemostatic,
immunologic and other physiological properties, as more pro-
teins included in the samples tend to transform into lipofuscin
with time [60].

2. Low amount of pellet indicates low lipofuscin content in the
sample. To overcome this, increased sample volume should be
analyzed.

3. The molecular weight of lipofuscin is similar to that of
mitochondria.

4. Chloroform and methanol are hazardous chemicals. Avoid
contact with skin, eyes and airways.

5. The usage of chloroform when extracting lipofuscin is asso-
ciated with a variety of health, security, and regulatory issues.
Dichloromethane/methanol could replace the employed chlo-
roform/methanol steps in order to bypass these issues [61].

6. Ultrasonication contributes in dissolving chloroform-insoluble
lipofuscin components.
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7. If large amounts of lipofuscin are trapped in intermediate phase
increase the duration of sonication. This step is crucial to
transfer chloroform-insoluble lipofuscin components into the
organic phase.

8. Proteinase K will release lipids from lipoprotein structures in
order to enable quantification of chloroform-insoluble
lipofuscin.

9. It is important to remove the aqueous phase without entering
the organic phase to avoid decrease in lipofuscin levels.

10. Chloroform should be totally evaporated. If possible, use a
rotary evaporator connected to a vacuum controller and set
the cut-off value at 474 mbar. Evaporation time depends on
total solvent volume.

11. If the solvent is not completely evaporated under 474 mbar
vacuum, probably due to traces of the aqueous phase that have
been isolated along with the organic phase, gradually decrease
vacuum in rotary evaporator down to 72 mbar and extend
evaporation time.

12. It is important to ensure that lipofuscin is entirely resuspended.

13. Samples can be stored for 12 h at 4 %C.

14. Upon incomplete lipofuscin precipitation increase centrifuge
acceleration up to 7400 " g.

15. The GL13 stock solution should be passed through a 0.22-μm
filter before use. For further details, see Evangelou et al. [8].

16. GL13 amounts should always be adjusted in a manner that
ensures sufficient saturation of sample lipofuscin content.

17. Repeat this step several times (2–3 minimum). Observe color
of supernatant. Washing has been sufficiently performed when
supernatant is clear and transparent, without any blue haze or
floating particles of SBB analog.

18. Avoid repeated freeze–thaw cycles of the anti-biotin HRP con-
jugate antibody which may result in reduced activation of the
HRP enzyme.

19. Poor resuspension of crude lipofuscin extract in 0.5%v/v
Tween 20/TBS buffer indicates excess in lipofuscin amounts.
To address this issue incubate for 5–10 min in water bath at
37 %C.

20. The volume of chemiluminescence substrate depends on the
number of samples.

21. Avoid breathing over the grids in order to prevent the forma-
tion of lead precipitates due to the addition of CO2 in the
atmosphere.
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Chronic expression of p16INK4a in the epidermis
induces Wnt-mediated hyperplasia and
promotes tumor initiation
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Vassilis G. Gorgoulis 6,8,9,10 & Ittai Ben-Porath 1✉

p16INK4a (CDKN2A) is a central tumor suppressor, which induces cell-cycle arrest and

senescence. Cells expressing p16INK4a accumulate in aging tissues and appear in pre-

malignant lesions, yet their physiologic effects are poorly understood. We found that pro-

longed expression of transgenic p16INK4a in the mouse epidermis induces hyperplasia and

dysplasia, involving high proliferation rates of keratinocytes not expressing the transgene.

Continuous p16INK4a expression increases the number of epidermal papillomas formed after

carcinogen treatment. Wnt-pathway ligands and targets are activated upon prolonged

p16INK4a expression, and Wnt inhibition suppresses p16INK4a-induced hyperplasia. Senolytic

treatment reduces p16INK4a-expressing cell numbers, and inhibits Wnt activation and

hyperplasia. In human actinic keratosis, a precursor of squamous cell carcinoma, p16INK4a-

expressing cells are found adjacent to dividing cells, consistent with paracrine interaction.

These findings reveal that chronic p16INK4a expression is sufficient to induce hyperplasia

through Wnt-mediated paracrine stimulation, and suggest that this tumor suppressor can

promote early premalignant epidermal lesion formation.
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Running Title: In situ assays guiding cancer therapy  

 

Abstract  

 

In the era of precision medicine immunohistochemistry (IHC) and immunocytochemistry (ICC) 

share some of the highlights in personalized treatment. Survival data obtained from clinical trials 

shape the cut-offs and IHC scoring that serve as recommendations for patient selection both for 

targeted and conventional therapies.  Assessment of Estrogen and Progesterone Receptors along 

with HER2 status has been among the first approved immunostaining assays revolutionizing 

breast cancer treatment. Similarly, ALK positivity predicts the efficacy of ALK inhibitors in 

patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). In recent years, Programmed Death Ligand 1 

(PD-L1) IHC assays have been approved as companion or complimentary diagnostic tools 

predicting the response to checkpoint inhibitors. Anti-PD-L1 and anti-PD-1 monoclonal 

antibodies have inaugurated a new period in the treatment of advanced cancers, but the path to 

approval of these biomarkers is filled with immunohistochemical challenges. The latter brings to 

the fore the significance of molecular pathology as a hub between basic and clinical research. 

Besides, novel markers are translated into routine practice, suggesting that we are at the 

beginning of a new exciting period. Unraveling the molecular mechanisms involved in cellular 

homeostasis unfolds biomarkers with greater specificity and sensitivity. The introduction of 

GL13 (SenTraGor®) for the detection of senescent cells in archival material, the implementation 

of key players of stress response pathways and the development of compounds detecting 

common mutant P53 isoforms in dictating oncological treatments are paradigms for precision 

oncology.   
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model to study genome dynamics and
concurrently monitor micro-RNAs and
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senescence
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and Vassilis G. Gorgoulis1,4,14*

Abstract

Background: Senescence is a fundamental biological process implicated in various pathologies, including cancer.
Regarding carcinogenesis, senescence signifies, at least in its initial phases, an anti-tumor response that needs to be
circumvented for cancer to progress. Micro-RNAs, a subclass of regulatory, non-coding RNAs, participate in senescence
regulation. At the subcellular level micro-RNAs, similar to proteins, have been shown to traffic between organelles
influencing cellular behavior. The differential function of micro-RNAs relative to their subcellular localization and their
role in senescence biology raises concurrent in situ analysis of coding and non-coding gene products in senescent cells
as a necessity. However, technical challenges have rendered in situ co-detection unfeasible until now.

Methods: In the present report we describe a methodology that bypasses these technical limitations achieving for the
first time simultaneous detection of both a micro-RNA and a protein in the biological context of cellular senescence,
utilizing the new commercially available SenTraGorTM compound. The method was applied in a prototypical human
non-malignant epithelial model of oncogene-induced senescence that we generated for the purposes of the study.
For the characterization of this novel system, we applied a wide range of cellular and molecular techniques, as well as
high-throughput analysis of the transcriptome and micro-RNAs.
(Continued on next page)
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Abstract: Ageing is a major risk factor for developing many neurodegenerative diseases. Cellular
senescence is a homeostatic biological process that has a key role in driving ageing. There is evidence
that senescent cells accumulate in the nervous system with ageing and neurodegenerative disease
and may predispose a person to the appearance of a neurodegenerative condition or may aggravate
its course. Research into senescence has long been hindered by its variable and cell-type specific
features and the lack of a universal marker to unequivocally detect senescent cells. Recent advances
in senescence markers and genetically modified animal models have boosted our knowledge on the
role of cellular senescence in ageing and age-related disease. The aim now is to fully elucidate its role
in neurodegeneration in order to efficiently and safely exploit cellular senescence as a therapeutic
target. Here, we review evidence of cellular senescence in neurons and glial cells and we discuss
its putative role in Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and multiple sclerosis and we provide,
for the first time, evidence of senescence in neurons and glia in multiple sclerosis, using the novel
GL13 lipofuscin stain as a marker of cellular senescence.

Keywords: neurodegeneration; cellular senescence; ageing; Alzheimer’s disease; multiple sclerosis;
Parkinson’s disease; lipofuscin; SenTraGorTM (GL13); senolytics

1. Ageing and Neurodegeneration

Ageing is a universal process characterized by the accumulation of biological changes that lead to
the organism’s functional decline over time. Human ageing is accompanied by a gradual build-up of
cognitive and physical impairment and an increased risk of developing numerous diseases including
cancer, diabetes, cardiovascular, musculoskeletal and neurodegenerative conditions. Age-related
disability and morbidity adversely affect the quality of life; they are ultimately associated with an
increased risk of death and bear dire consequences for the individual, the family and society.

Ageing is the most important risk factor for the development of neurodegenerative disease and
typically, most neurodegenerative disorders manifest in the elderly [1]. The annual incidence of
Alzheimer’s disease (AD) has been shown to increase exponentially with advancing age [2,3]. Notably,
Down syndrome, a progeroid condition, has been associated with AD, and mouse models of premature
ageing have been reported to overproduce A� and show impaired learning and memory [4–7].
Incidence of Parkinson’s disease (PD), the second most common age-related neurodegenerative
condition also increases with age [8,9]. The great majority of AD and PD cases are sporadic and
typically manifest at a much older age than hereditary ones. Despite the differences in pathology
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Abstract: Autophagy is a catabolic process that preserves cellular homeostasis. Its exact
role during carcinogenesis is not completely defined. Specifically in head and neck cancer,
such information from clinical settings that comprise the whole spectrum of human carcinogenesis
is very limited. Towards this direction, we examined the in situ status of the autophagy-related
factors, Beclin-1, microtubule-associated protein 1 light chain 3, member B (LC3B) and sequestosome
1/p62 (p62) in clinical material covering all histopathological stages of human head and neck
carcinogenesis. This material is unique as each panel of lesions is derived from the same patient
and moreover we have previously assessed it for the DNA damage response (DDR) activation
status. Since Beclin-1, LC3B and p62 reflect the nucleation, elongation and degradation stages of
autophagy, respectively, their combined immunohistochemical (IHC) expression profiles could grossly
mirror the autophagic flux. This experimental approach was further corroborated by ultrastructural
analysis, applying transmission electron microscopy (TEM). The observed Beclin-1/LC3B/p62 IHC
patterns, obtained from serial sections analysis, along with TEM findings are suggestive of a declined
authophagic activity in preneoplastic lesions that was restored in full blown cancers. Correlating these
findings with DDR status in the same pathological stages are indicative of: (i) an antitumor function
of autophagy in support to that of DDR, possibly through energy deprivation in preneoplastic
stages, thus preventing incipient cancer cells from evolving; and (ii) a tumor-supporting role in the
cancerous stage.
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Summary

Cellular senescence contributes to organismal development,

aging, and diverse pathologies, yet available assays to detect

senescent cells remain unsatisfactory. Here, we designed and

synthesized a lipophilic, biotin-linked Sudan Black B (SBB) ana-

logue suitable for sensitive and specific, antibody-enhanced

detection of lipofuscin-containing senescent cells in any biolog-

ical material. This new hybrid histo-/immunochemical method is

easy to perform, reliable, and universally applicable to assess

senescence in biomedicine, from cancer research to gerontology.

Key words: aging; biotin-linked compounds; immunohisto-

chemistry; senescence; Sudan Black B.

Cellular senescence is a fundamental biological process involved in

normal embryonic and adult life and implicated in various pathological

conditions and therapeutic interventions (Campisi & d’Adda di Fagagna,

2007; Halazonetis et al., 2008; Gorgoulis & Halazonetis, 2010; Rodier &

Campisi, 2011; Mu~noz-Esp!ın & Serrano, 2014; Georgakopoulou et al.,

2016). Therefore, detection and measurement of senescent cells in

biological material, with a sensitive, precise, and easy-to-perform assay

would be highly desirable and provide major benefits for research and

clinical practice.

We recently reported specific recognition of senescent cells in

biological material including cultured cells, fresh/frozen, and archival

(formalin-fixed and paraffin-embedded, FFPE) tissues, applying the

Sudan Black B (SBB) histochemical dye (Georgakopoulou et al., 2013;

Galanos et al., 2016; Liakou et al., 2016; Petrakis et al., 2016). SBB

reacts with lipofuscin, a non degradable aggregate of oxidized proteins,

lipids, and metals (Jung et al., 2007). Lipofuscin accumulates in

senescent cells, as a by-product of the senescent process, and should

be considered as a new ‘hallmark’ of senescence (Jung et al., 2007;

Georgakopoulou et al., 2013; Galanos et al., 2016; Liakou et al., 2016;

Petrakis et al., 2016). On the contrary, the most widely used method,

measuring senescence-associated b-galactosidase activity (SA-b-gal;
Dimri et al., 1995), is applicable only in fresh samples. Additionally,

SA-b-gal assay has been shown to produce false-positive results, under

certain cell culture conditions (confluence and serum starvation), as well

as negative ones in certain cells that fully undergo senescence, but do

not exhibit SA-b-gal activity (Georgakopoulou et al., 2013; Mu~noz-Esp!ın

& Serrano, 2014). Hence, the SBB histochemical assay bypasses these

weaknesses and broadens the spectrum of applications (Jung et al.,

2007; Georgakopoulou et al., 2013; Mu~noz-Esp!ın & Serrano, 2014;

Galanos et al., 2016; Liakou et al., 2016; Petrakis et al., 2016).

Although the SBB-based method is easy and fast, it exhibits some

technical challenges that can compromise the overall sensitivity and

utilization of the assay, when performed by non pathologists (Geor-

gakopoulou et al., 2013).

First, the visualization of SBB-positive lipofuscin granules that appear as

variably sized blue-black or brown cytoplasmic granules is not always

straightforward and requires high magnifications (up to 91000) for light

microscopy. Especially, in FFPE sections, the lipofuscin granules can be very

small, due to partial lipid striping of lipofuscin during sample preparation,

therebymaking the granules hard to detect. If the proportion of senescent

cells within a tissue is low and these cells are widely scattered, their

identification could be challenging. Second, the SBB staining requires

longer experience to become familiar with the detection of positive cells,

especially when evaluating the staining reaction under the light micro-

scope without any counter stain. Equally important is to gain experience

with discrimination of true SBB-positive lipofuscin granules in senescent

cells from ‘background dirt’, reflecting nonspecific excess and precipita-

tion of the dye that can compromise the analysis.
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BCIP/NBT, 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl phosphate/Nitroblue tetrazolium salt;

DAB, 3,30-Diaminobenzidine; DCC, N,N’-dicyclohexylcarbodiimide; DMAP,
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Black B.
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INTRODUCTION 
 
While the research on cancer development and 
progression is focusing mainly on neoplastic cells, 
increasing evidence points to a decisive role of the 
stroma and its interactions with cancer cells in tumor 
growth. Indeed, numerous studies indicate that a normal 
microenvironment can hamper tumor development, while 
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an activated stroma can support tumor progression [1-7]. 
The stroma is composed of extracellular matrix (ECM) 
components (such as collagens and proteoglycans) and of 
many cell types. Among them, fibroblasts play a key role 
as they are responsible for the deposition and remodeling 
of ECM constituents, as well as for the release of 
cytokines and growth factors acting in a paracrine 
manner on cancer cells [8-11]. 
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ABSTRACT 
 
The cell surface proteoglycan syndecan 1 (SDC1)  is overexpressed  in the malignant breast stromal fibroblasts, creating a
favorable milieu for tumor cell growth. In the present study, we found that ionizing radiation, a well‐established treatment
in human breast cancer, provokes premature senescence of human breast stromal  fibroblasts  in vitro, as well as  in  the
breast tissue in vivo. These senescent cells were found to overexpress SDC1 both in vitro and in vivo. By using a series of
specific  inhibitors and siRNA approaches, we showed that this SDC1 overexpression  in senescent cells  is the result of an
autocrine action of Transforming Growth Factor‐β  (TGF‐β)  through  the Smad pathway and  the  transcription  factor Sp1,
while  the  classical  senescence pathways of p53 or p38 MAPK  ‐ NF‐kB are not  involved.  In addition,  the highly  invasive
human breast cancer cells MDA‐MB‐231 (in contrast to the low‐invasive MCF‐7) can also enhance SDC1 expression, both in
early‐passage  and  senescent  fibroblasts  via  a  paracrine  action  of  TGF‐β.  The  above  suggest  that  radiation‐mediated
premature  senescence  and  invasive  tumor  cells,  alone  or  in  combination,  enhance  SDC1  expression  in  breast  stromal
fibroblasts, a poor prognostic factor for cancer growth, and that TGF‐β plays a crucial role in this process. 
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