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Ανάδειξη νέων βιοδεικτών των ενδοθηλιακών κυττάρων, στη νόσο 
Αλτσχάιμερ. 

ΣΥΝΤΟΜΗ ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ 

Πρόσφατες μελέτες κατέδειξαν ότι τα ενδοθηλιακά κύτταρα του αιματοεγκεφαλικού φραγμού 
απομακρύνουν το πεπτίδιο Αβ μέσω ενδοκυττάρωσης και ότι πιθανές βλάβες στην λειτουργία αυτή 
προκαλούν ανάπτυξη της νόσου Αλτσχάιμερ. Ωστόσο, η ακριβής συμβολή των διαφορετικών οδών 
ενδοκυττάρωσης, καθώς και οι εμπλεκόμενοι μοριακοί μηχανισμοί, παραμένουν σε μεγάλο βαθμό 
άγνωστα. Έτσι, χρησιμοποιώντας το μοντέλο που αναπτύχθηκε στο προηγούμενο παραδοτέο, 
μελετήσαμε συνολικά τις οδούς ενδοκυττάρωσης και σηματοδότησης των ενδοθηλιακών κυττάρων που 
εμπλέκονται στην απομάκρυνση του αμυλοειδούς ώστε να αναδείξουμε νέους βιοδείκτες της νόσου που 
εντοπίζονται στα ενδοθηλιακά κύτταρα των ασθενών. 
 
Συνοπτική περιγραφή του έργου που υλοποιήθηκε 
Στο παραδοτέο αυτό διερευνήσαμε συστηματικά τις ενδοκυτταρικές οδούς πρόσληψης του Aβ σε HUVEC 
και σε Ενδοθηλιακά Κύτταρα Μικροαγγείων του Ανθρώπινου Εγκεφάλου (HBMVEC).  
 
Μελέτη σε κύτταρα HUVEC, με χρήση χημικών αναστολέων και πεπτίδιο Αβ42 
Τα HUVEC στερήθηκαν ορό για 1 ώρα και τα προεπεξεργαστήκαμε με αναστολείς για 30 λεπτά. Τα μέσο 
αναρροφήθηκε και αντικαταστάθηκε με μέσο χωρίς ορό που περιείχε τους αναστολείς EIPA (για την 
αναστολή της μακροπινοκυττάρωσης) και/ή τη dynasore (για την αναστολή της ενδοκυττάρωσης με 
διαμεσολάβηση κλαθρίνης) αραιωμένους στις επιθυμητές τελικές συγκεντρώσεις. Για τις ομάδες 
ελέγχου δεν έγινε καμία αλλαγή σε αυτό το στάδιο. Μετά την 30λεπτη προεπεξεργασία με αναστολείς, 
τα μέσα απομακρύνθηκαν και αντικαταστάθηκαν με φρέσκα πλήρη μέσα που περιείχαν πεπτίδιο Aβ 
ή/και δεξτράνη 70 / τρανσφερρίνη μαζί με τους αναστολείς EIPA ή/και dynasore. Για την ομάδα ελέγχου, 
τα μέσα περιείχαν μόνο πεπτίδιο Aβ ή/και δεξτράνη/τρανσφερρίνη. Μετά από 15 λεπτά επώασης, τα 
κύτταρα είτε σταθεροποιήθηκαν και υποβλήθηκαν σε χρώση ανοσοφθορισμού, είτε λύθηκαν και τα 
κυτταρικά εκχυλίσματα αναλύθηκαν με τη χρήση έμμεσης ELISA. 

Για να διερευνήσουμε τις ενδοκυτταρικές οδούς μέσω των οποίων το εξωγενώς προστιθέμενο 
Αβ42 εισέρχεται στα ενδοθηλιακά κύτταρα, επικεντρωθήκαμε αρχικά στην εξαρτώμενη από τη δυναμίνη 
οδό, μία από τις πιο καλά μελετημένες οδούς ενδοκυττάρωσης (Prichard et al., 2022). Η πρωτεΐνη 
δυναμίνη ρυθμίζει το μονοπάτι της ενδοκυττάρωσης με τη μεσολάβηση της κλαθρίνης, καθώς η 
δυναμίνη είναι απαραίτητη για το σχηματισμό κυστιδίων με επικάλυψη κλαθρίνης (Conner & Schmid, 
2003- Macia et al., 2006). Για τη μελέτη αυτής της οδού, χρησιμοποιήσαμε τον δείκτη τρανσφερρίνη και 
τον αναστολέα dynasore. Η τρανσφερρίνη χρησιμοποιείται ως δείκτης ενδοκυττάρωσης με τη 
μεσολάβηση της κλαθρίνης, καθώς εσωτερικεύεται αποκλειστικά μέσω της εξαρτώμενης από τη 
δυναμίνη οδού μέσω της πρόσδεσής της στον υποδοχέα της (Doherty & McMahon, 2009). Το Dynasore 
δρα ως ισχυρός αναστολέας των ενδοκυτταρικών οδών που είναι γνωστό ότι εξαρτώνται από τη 
δυναμίνη, εμποδίζοντας ταχέως το σχηματισμό επικαλυμμένων κυστιδίων εντός δευτερολέπτων από την 
προσθήκη του (Macia et al., 2006).  

Πρώτον, επικυρώσαμε ότι η τρανσφερρίνη εσωτερικεύεται στα HUVEC, επιβεβαιώνοντας τη 
δραστηριότητα του μονοπατιού ενδοκυττάρωσης με τη μεσολάβηση της κλαθρίνης στο κυτταρικό μας 
μοντέλο (Εικόνα 1, Α). Για να διερευνήσουμε περαιτέρω τη συμμετοχή της ενδοκυττάρωσης με τη 
μεσολάβηση της κλαθρίνης, χρησιμοποιήσαμε το dynasore, έναν γνωστό αναστολέα της δυναμίνης, η 
οποία είναι απαραίτητη για τη διάσπαση των κυστιδίων με επικάλυψη κλαθρίνης από την πλασματική 
μεμβράνη. Όταν προστέθηκε dynasore στις καλλιέργειες HUVEC, τα εσωτερικευμένα επίπεδα 
τρανσφερρίνης ήταν σημαντικά χαμηλότερα, φτάνοντας σχεδόν στο μηδέν (Εικόνα 1, Β). Αυτή η 
δραματική μείωση επιβεβαιώνει ότι το dynasore αναστέλλει αποτελεσματικά το μονοπάτι 
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ενδοκυττάρωσης με τη μεσολάβηση κλαθρίνης στα HUVEC και επικυρώνει το ρόλο του στην 
παρεμπόδιση αυτού του ειδικού ενδοκυτταρικού μηχανισμού.  

Έχοντας επιβεβαιώσει ότι η τρανφερρίνη εσωτερικεύεται μέσω ενδοκυττάρωσης 
διαμεσολαβούμενης από κλαθρίνη στο κυτταρικό μας μοντέλο, προχωρήσαμε στη συνέχεια στην 
ταυτόχρονη προσθήκη τρανφερρίνης και Αβ42 (Εικόνα 1, Γ). Σε αυτή τη συνθήκη παρατηρείται η 
συνεντοπισμός της τρανσφερρίνης και του Αβ42, υποδεικνύοντας ότι και οι δύο εσωτερικεύονται μέσω 
της ίδιας οδού. Το εύρημα αυτό ευθυγραμμίζεται με την υπάρχουσα βιβλιογραφία (Ramanathan et al., 
2015, Zlokovic, 2008, Tarasoff-Conway et al., 2015), η οποία καταδεικνύει ότι η πρόσληψη της Αβ42 στον 
ΒΒΒ περιλαμβάνει κυρίως ενδοκυττάρωση με τη μεσολάβηση της κλαθρίνης.  

Επιπλέον, σε αυτή τη συνθήκη (Εικόνα 1, Γ), παρατηρήθηκε μείωση των επιπέδων 
ενδοκυτταροποιημένης τρανσφερρίνης σε σύγκριση με την πρώτη συνθήκη (Εικόνα 1, Α). Μια πιθανή 
εξήγηση είναι ότι η Αβ42 και η τρανσφερρίνη μπορεί να ανταγωνίζονται για τον ίδιο υποδοχέα για την 
εσωτερίκευση. Αυτό θα μπορούσε να σημαίνει ότι είτε η τρανσφερρίνη μπορεί να συνδεθεί με την LDL 
Receptor Related Protein 1 (LRP-1), έναν υποδοχέα που έχει αποδειχθεί ότι χρησιμοποιείται από την 
Αβ42 (Deane et al., 2009), είτε η Αβ42 μπορεί να είναι σε θέση να συνδεθεί με τον υποδοχέα 
τρανσφερρίνης (TfR), ο οποίος παραδοσιακά χρησιμοποιείται από τη τρανσφερρίνη (Cheng et al., 2004). 
Μια άλλη πιθανότητα είναι ότι όταν το Αβ42 είναι παρών, μπορεί να καταλαμβάνει ένα τμήμα του 
ενδοκυτταρικού μηχανισμού με τη μεσολάβηση της κλαθρίνης, μειώνοντας την αποτελεσματικότητα της 
εσωτερίκευσης της τρανσφερρίνης και οδηγώντας σε μείωση των επιπέδων τρανσφερρίνης στο 
εσωτερικό του κυττάρου. Η ακριβής εξήγηση ξεφεύγει από το πεδίο εφαρμογής της παρούσας μελέτης 
και δεν θα εμβαθύνουμε περαιτέρω σε αυτήν. 
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Εικόνα 1: Ανάλυση της ενδοκυττάρωσης της τρανσφερρίνης και του Aβ42. Τα HUVEC στερήθηκαν ορό για 
1 ώρα, υποβλήθηκαν σε προεπεξεργασία με 100 μmol/l Dynasore για 30 λεπτά (μόνο στο Β) και 
ακολούθησε επώαση για 15 λεπτά με 50 μg/ml τρανσφερρίνης (πράσινο) ή/και 2 μmol/l Aβ42 (κόκκινο). 
Οι πυρήνες χρωματίστηκαν με Hoechst (μπλε). Μπάρα κλίμακας = 5 μm. 

 
Ωστόσο, ο συνεντοπισμός της τρανσφερρίνης και της Αβ42 δεν είναι πλήρης (Εικόνα 1, Γ), 
υποδεικνύοντας ότι η Αβ42 μπορεί να εσωτερικευθεί μέσω εναλλακτικών οδών εκτός από την 
ενδοκυττάρωση με τη μεσολάβηση της κλαθρίνης. Στην πραγματικότητα, η ενδοκυττάρωση με τη 
μεσολάβηση της κλαθρίνης είναι μόνο μία και όχι η κυριότερη από τις πολλές διαφορετικές 
ενδοκυτταρικές οδούς που χρησιμοποιούνται από τα ΕΚ (Villaseñor et al., 2019). Είναι ενδιαφέρον ότι 
πρόσφατες μελέτες υποδεικνύουν ότι στη ΝΑ υπάρχουν αυξημένα επίπεδα του VEGF (Cho et al., 2017), 
ενός αυξητικού παράγοντα που επάγει την εσωτερίκευση μέσω της μακροπινοκυττάρωσης (Basagiannis 
et al., 2016). Ως εκ τούτου, αυτό μας οδήγησε να προτείνουμε την υπόθεση ότι η μακροπινοκυττάρωση 
μπορεί να συμβάλλει στη διακύττωση του Aβ42 διαμέσου του ΕΚ στον ΒΒΒ, λειτουργώντας ενδεχομένως 
ως μηχανισμός κάθαρσης του Aβ42 στον εγκέφαλο (βλέπε πιο κάτω). 
 
Ο ρόλος της μακροπινοκυττάρωσης στην πρόσληψη του Αβ42 στα ενδοθηλιακά κύτταρα 
Για να διερευνήσουμε κατά πόσον η μακροπινοκυττάρωση εμπλέκεται στην πρόσληψη του Aβ42 από τα 
ΕΚ, εξετάσαμε αρχικά τον πιθανό συνεντοπισμό του Aβ42 με δεξτράνη υψηλού μοριακού βάρους 
(δεξτράνη 70 kDa) στα ενδοσώματα. Η δεξτράνη 70 kDa χρησιμεύει ως δείκτης για τα ενδοκυτταρικά 
κυστίδια που σχηματίζονται μέσω της μακροπινοκυττάρωσης (μακροπινοσώματα) (Dharmawardhane et 
al., 2000). Υπό συνθήκες όπου υπάρχει τόσο η Aβ42 όσο και η Dextran 70 kDa, η Aβ42 συγκεντρώνεται 
αποτελεσματικά σε ενδοσώματα θετικά στη δεξτράνη (Εικόνα 2). Αυτό παρέχει πρώτες ενδείξεις ότι η 
μακροπινοκυττάρωση χρησιμεύει ως οδός για την είσοδο του Aβ42 στο ΕΚ, μια πολύ ενδιαφέρουσα 
παρατήρηση που δεν είναι γνωστή μέχρι σήμερα. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2: Μελέτη συνεντοπισμού του Aβ42 με τον δείκτη μακροπινοκυττάρωσης Dextran. Τα HUVEC 
στερήθηκαν ορό για 1 ώρα και στη συνέχεια επωάστηκαν για 15 λεπτά με 1,5 mg/ml Dextran 70 kDa 
(κόκκινο) και 2 μmol/L Aβ42 (πράσινο) μόνο στη δεύτερη συνθήκη. Οι πυρήνες χρωματίστηκαν με Hoechst 
(μπλε). Μπάρα κλίμακας = 2,5 μm. 
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Επιπλέον, χρησιμοποιήσαμε έναν χημικό αναστολέα της μακροπινοκυττάρωσης, προκειμένου να 
επιβεβαιώσουμε τα πιο πάνω ευρήματα. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήσαμε τον χημικό αναστολέα EIPA, 
ο οποίος είναι ειδικός αναστολέας της μακροπινοκυττάρωσης (Mercer & Helenius, 2009). Η 
μακροπινοκυττάρωση και η ενδοκυττάρωση με τη μεσολάβηση της κλαθρίνης παρεμποδίστηκαν είτε 
μεμονωμένα, χρησιμοποιώντας τους αναστολείς EIPA και dynasore αντίστοιχα, είτε ταυτόχρονα 
χρησιμοποιώντας και τους δύο αναστολείς μαζί (Εικόνα 3, Α).  Στην πρώτη συνθήκη (Εικόνα 3, Α), όπου 
προστέθηκαν Aβ42 και Dextran 70, η επεξεργασία με EIPA είχε ως αποτέλεσμα μια αξιοσημείωτη μείωση 
του συνεντοπισμού μεταξύ Aβ42 και Dextran 70 kDa. Το εύρημα αυτό υποδηλώνει ότι η 
μακροπινοκυττάρωση διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην πρόσληψη του Aβ42. Επιπλέον, τα επίπεδα 
ενδοκυττάρωσης για την Aβ42 μειώθηκαν όταν προστέθηκε είτε EIPA είτε dynasore. Η πιο δραματική 
μείωση παρατηρήθηκε όταν οι δύο αναστολείς εφαρμόστηκαν μαζί, καταργώντας σχεδόν πλήρως την 
ενδοκυττάρωση τόσο της Aβ42 όσο και της δεξτράνης 70 kDa (Εικόνα 3, Α).  

Στη συνέχεια προχωρήσαμε στην ποσοτικοποίηση της πρόσληψης του Αβ42 μετά από 
επεξεργασία των κυττάρων με αυτούς τους αναστολείς. Τα αποτελέσματα έδειξαν στατιστικά σημαντική 
μείωση της πρόσληψης Αβ42 και στις τρεις συνθήκες (επώαση με EIPA, με dynasore, με EIPA/Dynasore). 
Ειδικότερα, ο συνδυασμός των δύο αναστολέων οδήγησε στη μεγαλύτερη μείωση, με την πρόσληψη του 
Αβ42 να μειώνεται κατά 80% (Εικόνα 3, Β).  

Η σημαντική μείωση της πρόσληψης του Αβ42 όταν χρησιμοποιήθηκαν τόσο η EIPA όσο και η 
dynasore μαζί υποδηλώνει ισχυρή συνεργιστική επίδραση στην ενδοκυττάρωση του Αβ42. Αυτό σημαίνει 
ότι η συνδυασμένη επίπτωση στην πρόσληψη Αβ42 όταν αναστέλλεται τόσο η μακροπινοκυττάρωση όσο 
και η ενδοκυττάρωση με τη μεσολάβηση της κλαθρίνης είναι μεγαλύτερη από το άθροισμα των 
επιμέρους επιδράσεών τους. 
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Εικόνα 3: Οι επιδράσεις των αναστολέων EIPA και/ή Dynasore στην πρόσληψη Dextran70 και/ή Αβ42. 
(Α) Τα HUVEC στερήθηκαν ορό για 1 ώρα, στη συνέχεια προεπεξεργάστηκαν για 30 λεπτά με τους 
αναστολείς EIPA ή/και Dynasore και ακολούθησε επώαση 15 λεπτών με 2 μmol/L Αβ42 (πράσινο) και 1,5 
mg/ml Dextran 70 kDa (κόκκινο) μόνο στην πρώτη συνθήκη. Οι πυρήνες χρωματίστηκαν με Hoechst 
(μπλε). Μπάρα κλίμακας = 2,5 μm. (Β) Ποσοτικοποίηση της πρόσληψης του Αβ42 με συνεστιακή 
μικροσκοπία παρουσία των αναστολέων EIPA και/ή Dynasore. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσος 
φθορισμός κανονικοποιημένος σε σχέση με τον έλεγχο (HUVEC) (n = 4, μέσος όρος ± S.D., *p ≤ 0,05- **p 
≤ 0,01- ***p ≤ 0,001- ****p≤0,0001, t-test του φοιτητή). 
 

Ταυτόχρονα, επαναλάβαμε το πείραμα με δοκιμασία ELISA για να ποσοτικοποιήσουμε το Αβ42 
που ενδοκυτταρώθηκε από τα HUVEC, έτσι ώστε να αξιολογήσουμε το ρόλο της μακροπινοκυττάρωσης, 
της ενδοκυττάρωσης με διαμεσολάβηση της κλαθρίνης και του συνδυασμού τους στην πρόσληψη του 
Αβ42 (Εικόνα 4). Παρατηρήθηκε ότι η αναστολή κάθε μονοπατιού ξεχωριστά οδήγησε σε στατιστικά 
σημαντική μείωση της πρόσληψης του Αβ42. Και πάλι, η συνδυασμένη αναστολή της ενδοκυττάρωσης 
με τη μεσολάβηση της κλαθρίνης (μέσω του dynasore) και της μακροπινοκυττάρωσης (μέσω της EIPA) 
οδήγησε στη μεγαλύτερη μείωση της πρόσληψης Αβ42, καταδεικνύοντας μια συνεργιστική επίδραση. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 4: Δοκιμή ELISA για το Aβ42 υπό την αναστολή της μακροπινοκυττάρωσης και/ή της 
ενδοκυττάρωσης με τη μεσολάβηση της κλαθρίνης. Τα HUVEC στερήθηκαν ορό για 1 ώρα, στη συνέχεια 
προεπεξεργάστηκαν για 30 λεπτά με τους αναστολείς EIPA ή/και Dynasore και ακολούθησε 15λεπτη 
επώαση με 2 μmol/L Aβ42. Η επίδραση της αναστολής της ενδοκυτταρικής οδού στην πρόσληψη του 
Aβ42 αναλύθηκε με τη χρήση δοκιμασίας ELISA σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα (n = 5, μέσος όρος ± S.D., *p 
≤ 0,05- **p ≤ 0,01- ***p ≤ 0,001- ****p≤0,0001, t-test του φοιτητή).  
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Τα ευρήματα αυτά υποδεικνύουν ότι τόσο η μακροπινοκυττάρωση όσο και η ενδοκυττάρωση με τη 
μεσολάβηση της κλαθρίνης εμπλέκονται στην εσωτερίκευση του Aβ42 στα ΕΚ και υπογραμμίζουν την 
πολυπλοκότητα των μηχανισμών εσωτερίκευσης του Aβ42. Στους επόμενους μήνες του έργου θα 
προχωρήσουμε στην μελέτη των μονοπατιών ενδοκυττάρωσης σε ενδοθηλιακά κύτταρα ασθενών, ώστε 
να αναδείξουμε τις επιπτώσεις που επιφέρει η νόσος στην κάθαρση του αμυλοειδούς. 
 
Πειράματα confocal μικροσκοπίας έδειξαν ότι η πρόσληψη του Aβ παρουσιάζει χρόνο- και δόσο-
εξαρτώμενο χαρακτήρα. Το σύνολο των πειραμάτων που παρουσιάζονται εδώ αφορούν χρόνο επώαση 
κυττάρων  σε συγκέντρωση Aβ 2 μΜ για 15 λεπτά.  Προκειμένου να γίνει ποσοτική αξιολόγηση, τα 
κύτταρα εκτέθηκαν σε 2 μΜ Aβ για 15 λεπτά, συνθήκη στην οποία παρατηρήθηκε ισχυρή πρόσληψη 
Aβ. Όπως είναι ήδη γνωστό, η ενδοθηλιακή πρόσληψη του Aβ αποτελεί βασικό μηχανισμό κάθαρσης 
μέσω του BBB. Ενώ η κλαθρίνο-εξαρτώμενη ενδοκύττωση (clathrin mediated endocytosis - CME) μέσω 
υποδοχέων όπως LRP1 και RAGE έχει μελετηθεί εκτενώς, αποτελεί μόνο μία από τις διαθέσιμες οδούς. 
Προκειμένου να διερευνηθεί η πιθανή συμβολή της μακροπινοκυττάρωσης, ως μηχανισμός πρόσληψης 
του Αβ, αξιολογήθηκε ο βαθμός συγκατανομής μεταξύ Aβ και Dextran-Texas Red (70 kDa), κλασικού 
δείκτη μακροπινοκυτταρικών κυστιδίων. Τα πειράματα μικροσκοπίας, όπως ενδεικτικά απεικονίζονται 
στην Εικόνα 5 έδειξαν μερική επικάλυψη, υποδεικνύοντας ότι μέρος του Aβ εισέρχεται μέσω 
μακροπινοκυττάρωσης. Περαιτέρω φαρμακολογική αναστολή κατέδειξε ότι: ο αναστολέας EIPA μείωσε 
την πρόσληψη Aβ κατά ~65% στα BECs και ~46% στα HUVECs,  ο αναστολέας του μονοπατιού CME 
dynasore μείωσε την πρόσληψη κατά 40% και 16% αντίστοιχα, ενώ ο συνδυασμός των δύο αναστολών 
μείωσε την πρόσληψη κατά ~85% (Εικόνα 5 Α και Β).  Τα αποτελέσματα αυτά υπογραμμίζουν τον 
συμπληρωματικό ρόλο της μακροπινοκυττάρωσης και της CME στην πρόσληψη και κάθαρση του Aβ 
από ενδοθηλιακά κύτταρα του BBB. 
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Εικόνα 5. Η μακροπινοκυττάρωση και η ενδοκυττάρωση μέσω κλαθρίνης συμβάλλουν στην πρόσληψη 
του Aβ από ενδοθηλιακά κύτταρα του εγκεφάλου. (A) Αντιπροσωπευτικές εικόνες confocal από HBMEC 
δείχνουν συνεντοπισμό του Aβ (πράσινο) και της Dextran 70 kDa (κόκκινο) μετά από 15 λεπτά 
συνεπώασης, υποδεικνύοντας πρόσληψη μέσω μακροπινοκυτταρικών κυστιδίων. Οι εικόνες δείχνουν 
επίσης εσωτερίκευση του Aβ μετά από 30 λεπτά προ-επεξεργασίας με 50 μM EIPA, 100 μM Dynasore ή 
τον συνδυασμό τους. Γραμμή κλίμακας: 5 μm. (B) Ποσοτικοποίηση της ενδοκυτταρικής έντασης 
φθορισμού του Aβ ανά κύτταρο. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± SD από τουλάχιστον 20 
κύτταρα ανά συνθήκη σε τρία ανεξάρτητα πειράματα· p < 0.05, one-way ANOVA· ns: μη σημαντικές 
διαφορές· * p< 0.05· ** p< 0.01· *** p< 0.001· **** p< 0.0001. 
 
Προς περαιτέρω επιβεβαίωση αυτών των ευρημάτων, προχωρήσαμε σε καταστολή της έκφρασης των 
πρωτεϊνών Rac1 και Cdc42 μέσω siRNA, οι οποίες αποτελούν βασικούς ρυθμιστές της 
μακροπινοκυττάρωσης. Η αποτελεσματική καταστολή αυτών των γονιδίων επιβεβαιώθηκε με πειράματα 
western blotting, Εικόνα 6Α. Η καταστολή της έκφρασης των Rac1 και Cdc42 οδήγησε σε σημαντική 
μείωση στην πρόσληψη του Aβ κατά περίπου 50% και 40% αντίστοιχα (Εικόνα 6C και D). Τα 
αποτελέσματα αυτά αναδεικνύουν ότι η μακροπινοκυττάρωση, μαζί με την ενδοκυττάρωση μέσω 
κλαθρίνης (CME), ως κύριες οδούς που διευκολύνουν τη μεταφορά και κάθαρση του Aβ διαμέσου του 
αιματοεγκεφαλικού φραγμού.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 6. Η καταστολή της έκφρασης των Rac1 ή Cdc42 μειώνει την πρόσληψη Aβ42 και Dextran70 σε 
ενδοθηλιακά κύτταρα του εγκεφάλου. A, B. Ανάλυση Western blot που αποτυπώνει την αποτελεσματική 
καταστολή της έκφρασης των Rac1 (50 nM siRNA, πεπτίδιο C) και Cdc42 (10 nM siRNA, πεπτίδιο B ή C) 
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στα BECs, 72 ώρες μετά τη διαμόλυνση. Η β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης ισοφόρτωσης. 
C. Αντιπροσωπευτικές εικόνες confocal από κύτταρα BECs που επωάστηκαν με 2 μM Aβ42 (πράσινο) και 
1.5 mg/mL Texas Red-Dextran70 (κόκκινο) για 15 λεπτά στους 37 °C. Οι πυρήνες χρωματίστηκαν με 
Hoechst 33342 (μπλε). Τα κύτταρα στα οποία έγινε καταστολή έναντι των Rac1 ή Cdc42 εμφάνισαν 
μειωμένη πρόσληψη τόσο του Aβ42 όσο και της Dextran70 σε σύγκριση με τα κύτταρα-μάρτυρες όπου 
έγινε διαμόλυνση με scramble siRNA. Γραμμή κλίμακας: 5 μm. D. Ποσοτικοποίηση της ενδοκυτταρικής 
έντασης φθορισμού ανά κύτταρο για την πρόσληψη Aβ42 και Dextran70. Τα δεδομένα παρουσιάζονται 
ως μέση τιμή ± SD από τρία ανεξάρτητα πειράματα (≥20 κύτταρα/συνθήκη). Η καταστολή του Rac1 
οδήγησε σε ~50% μείωση της πρόσληψης Aβ42, ενώ η καταστολή του Cdc42 σε ~40% μείωση, σε 
σύγκριση με τους μάρτυρες. Παρόμοια πρότυπα παρατηρήθηκαν και για το Dextran70. **p < 0.01· ***p 
< 0.001· ****p < 0.0001. 
 
Συνοψίζοντας, τα αποτελέσματα αυτά ταυτοποιούν τη μακροπινοκυττάρωση ως συμπληρωματικό 
μηχανισμό της CME στη μεσολάβηση της κάθαρσης του Aβ από τα ενδοθηλιακά κύτταρα του εγκεφάλου.  
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