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1. Bevezetés 

1.1. A vér-agy gát működése és változásai szisztémás és idegrendszeri betegségekben 

A vér-agy gát dinamikus határfelületet képez a központi idegrendszer és a vér között: 

segít az ionos homeosztázis fenntartásában és az idegsejtek tápanyaggal való ellátásában 

(Abbott és mtsai, 2006). Emellett kulcsfontosságú szerepe van a káros anyagok és 

bomlástermékek eltávolításában, valamint az idegrendszer és a periféria között az 

információ-áramlás biztosításában (Abbott és mtsai, 2010; Zlokovic, 2008). A gátrendszer 

anatómiai alapját az agyi hajszálereket felépítő endotélsejtek képezik (1. ábra). Egy felnőtt 

emberi agyban a hajszálerek felszíne 15-20 m2, hossza pedig meghaladja a 600 km-t 

(Pardridge, 2002). Az agyi endotélsejtek közös bazális membránon osztoznak az agyi 

pericitákkal, ezeket pedig az asztroglia sejtek végtalpai burkolják be (Abbott és mtsai, 2010). 

Mindhárom sejttípus kölcsönhatásban áll az erek körüli mikroglia és a mikroereket beidegző 

idegsejtekkel (1. ábra). Az így létrejövő anatómiai és funkconális egységet neurovaszkuláris 

egységnek hívjuk (Neuwelt és mtsai, 2011). A sejtek közötti kommunikáció kulcsfontosságú 

a vér-agy gát egészséges működésének fenntartásában. A különböző idegrendszert érintő 

kórállapotokban felborulnak ezek a sejtek közötti kölcsönhatások, ennek következtében 

károsodik a vér-agy gát szerkezete és működése (Zlokovic, 2008). 

 

 
1. ábra. A vér-agy gát felépítése sematikus rajzon. 

 

A vér-agy gát sokrétű működését az agyi endotélsejtek sajátos morfológiája teszi 

lehetővé, ezek a tulajdonságok az agyi mikroerekre jellemzőek, a perifériás erek 

endotélsejtjeinek jellemzőitől eltérnek. A vér-agy gát legfontosabb tulajdonsága és egyben 

a védőműködésének alapköve a sejtek közötti szoros kapcsolat (tight junction, TJ). Az 

endotélsejteket összekötő TJ-k korlátozzák a paracelluláris útvonalon keresztüli sejt- és 
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anyagáramlást, és ez hozza létre a vér-agy gátra jellemző polaritást. Az agyi endotélsejtek 

integráns membrán TJ fehérjéi közé tartozik a klaudin-5, az okkludin, a tricellulin, a junkciós 

adhéziós molekulák (JAM) és az endoteliális sejtadhéziós molekula (ESAM). A membrán 

TJ fehérjéket a citoszkeletonnal kapcsolófehérjék kötik össze, ilyenek például a zonula 

occludens fehérjék (ZO-1 és -2). A szoros kapcsolatok mellett az agyi endotélsejteket 

adherens junkciós proteinek is összekötik (VE-kadherin; vérlemezke-endotélsejt adhéziós 

molekula, PECAM), melyek a citoplazmásan elhelyezkedő katenin fehérjéken keresztül 

kapcsolódnak a sejtvázhoz (Deli, 2009). Az agyi endotélsejteket összekötő szoros 

kapcsolatok igen magas ellenállást alakítanak ki: patkányok agyi mikroerein ~1500-

2000 Ω × cm2 elektromos ellenállást mértek, ami nagyságrendekkel kisebb ionátjutást 

eredményez a perifériás erekhez képest (Butt és mtsai, 1990). A vér-agy gát 

védőműködéséhez hozzájárul az is, hogy a perifériás endotélsejtekkel szemben a lapos, orsó 

alakú agyi endotélsejtek nem fenesztráltak, és kevés pinocitotikus vezikulát tartalmaznak 

(Abbott és mtsai, 2006). Az agyi endotélsejtek luminális, azaz vér felőli felszínén vastag, 

erősen negatív töltésű glikokalix réteg található, ami szintén védelmi feladatot lát el 

(Logsdon és mtsai, 2021; Walter és mtsai, 2021). A fizikai gát mellett kémiai védelmi 

rendszerei is vannak az agyi endotélsejteknek, ilyenek a nagy mennyiségben kifejeződő 

efflux pumpafehérjék (Banks, 2016). Ezek egyirányú anyagáramlást biztosítanak az agy 

felől a vérbe, megakadályozva ezzel a xenobiotikumok, mérgező növényi és mikrobiális 

vegyületek, valamint sok gyógyszerhatóanyag agyba jutását. A vér-agy gáton előforduló 

egyik legismertebb efflux transzporter a P-glikoprotein (ABCB1). Emellett az agyi 

endotélsejtekben metabolikus enzimek is termelődnek, melyek védelmet biztosítanak a 

bioaktív molekulák bejutásával szemben (Campos-Bedolla és mtsai, 2014). 

Számos vér-agy gáton keresztüli szállító útvonal segít az idegrendszer sejtjeinek 

táplálásában (Deli, 2011). Kismolekulájú, zsírban oldódó anyagok (például alkohol, nikotin) 

passzívan, lipid-mediált diffúzióval jutnak be a központi idegrendszerbe. Mivel a nagyobb 

vízoldékony molekulák, peptidek, fehérjék nem tudnak átjutni az agyi endotélsejtek 

paracelluláris útvonalán a szoros kapcsolatok miatt, ezért ezeknek az anyagoknak a 

szállításában transzporter fehérjék (pl. SLC fehérjecsalád) vesznek részt. Ez az útvonal 

létfontosságú a cukrok, aminosavak, lipidek, vitaminok és más tápanyagok idegrendszerbe 

juttatásának szempontjából (Campos-Bedolla és mtsai, 2014). Az agyi endotélsejtek TJ-k 

által létrehozott polaritása azt is jelenti, hogy a vér és az agy felőli sejtmembránokon eltérő 

tápanyagszállító fehérjék, receptorok, ioncsatornák, efflux pumpák és enzimek találhatóak 

(Abbott és mtsai, 2010).    
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2. ábra. A neurovaszkuláris egység működésének sematikus ábrázolása egészséges és kóros 

állapotban (Profaci és mtsai, 2020 alapján). 

 

A vér-agy gát működésének zavara számos neurológiai betegség kapcsán 

megfigyelhető, mint például a traumás agysérülés, tumor, iszkémia, epilepszia, sztrók vagy 

az egyes neurodegeneratív betegségek (Zlokovic, 2008; Benarroch, 2012; Profaci és mtsai, 

2020). A gátrendszer károsodása során morfológiai és működésbeli változások is 

végbemennek (2. ábra). A szoros és adherens sejtkapcsolatokat kialakító fehérjék, illetve a 

transzporterek kifejeződése és mintázata megváltozik, a metabolikus enzimek termelődése 

és működése is módosul (Benarroch, 2012). A hajszálerek bazális membránja felszakadozik, 

emiatt az endotélsejtek, periciták és asztrociták közötti kapcsolat, anyag- és 

információáramlás is sérül. Ennek hatására kórállapotokban megnövekszik a vérfehérjék és 

más potenciálisan neurotoxikus molekulák sejten keresztüli átjutása (Profaci és mtsai, 2020). 

Az egészséges agyi endotélsejtek felszínén a perifériás endotélsejtekkel ellentétben alacsony 

a leukocita adhéziós molekulák expressziója, ezért a fehérvérsejtek átjutása a vér-agy gáton 

keresztül korlátozott. Kóros állapotokban megemelkedik a sejtadhéziós molekulák 

kifejeződése a luminális membránon, és ennél fogva a fehérvérsejtek bejutása a vérből a 

központi idegrendszerbe (2. ábra; Greenwood és mtsai, 2011; Profaci és mtsai, 2020). 

 

1.2. A vér-agy gát változásai szisztémás és idegrendszeri gyulladásokban 

A dinamikus határfelületek biológiai működésük betöltéséhez folyamatos 

kölcsönhatásban állnak a külső és a belső terekkel a luminális és abluminális membránokon 

keresztül. A gátrendszerek homeosztázist fenntartó és védő funkciói, valamint azok 

vizsgálata nemcsak élettani körülmények között fontos, hanem betegségekben is. Egyrészt 
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a legtöbb kórtani állapotban megfigyelhetőek a helyi, és sokszor szisztémás gyulladásos 

folyamatok, amelyek alapvetően befolyásolják a barrierek működését. Másrészt az agyi 

barrierek működésének romlása, illetve károsodása is hozzájárul a gyulladásos folyamatok 

és betegségek kialakulásához (Neuwelt és mtsai, 2011; Erickson és Banks, 2018). Az 

idegrendszeri gyulladás összetett folyamat, amelyet a fokozottan termelődő citokinek, 

kemokinek és egyéb gyulladásos mediátorok hoznak létre és tartanak fenn, de hozzájárul a 

reaktív asztrogliózis, a mikroglia sejtek aktiválódása, és a perifériás immunsejtek 

agyszövetbe való bejutása is. A szisztémás gyulladások során felszabaduló citokinek a 

keringés útján a belső gátrendszerek, így a központi idegrendszert védelmező vér-agy gát 

működésére is hatással vannak (Erickson és Banks, 2018). A gyulladásos sejtekből 

felszabaduló citokinek hatására az agyi endotélsejtekben megemelkedik a kemokinek és 

sejtadhéziós molekulák expressziója. Az endoteliális kemokinek a fehérvérsejteken lévő 

specifikus receptoraikhoz kötődnek, ezzel elősegítik a fehérvérsejtek kitapadását, a 

citoszkeleton átrendeződését, és a fehérvérsejtek átjutását a vér-agy gáton. Emellett az agyi 

endotélsejtek szoros kapcsolatainak megnyílása, többek között a citokinek és mátrix-

metalloproteázok hatására, lehetőséget ad a fehérvérsejtek paracelluláris transzportjára 

(Greenwood és mtsai, 2011). A gyulladásos citokinek képesek átjutni az agyi endotél 

sejtrétegen (Banks és mtsai, 2018), és ez is hozzájárul a szisztémás gyulladások 

idegrendszeri hatásaihoz. 

A központi idegrendszeri gyulladásos folyamatokban számos proinflammatorikus 

citokin és kemokin vesz részt, ezek közül a tumor nekrózis faktor- α (TNF-α), az interleukin-

1β (IL-1β), az IL-6 és a kemokin ligand-2/monocita kemoattraktáns fehérje-1 (CCL2/MCP1) 

a leginkább tanulmányozott (3. ábra; Liebner és mtsai, 2018; Setiadi és mtsai, 2018). Ezek 

a citokinek a szisztémás gyulladások következtében fellépő neuroinflammációban, többek 

között kóros elhízás során is fontosak (Marseglia és mtsai, 2014; Hoogland és mtsai, 2015). 

Az interleukin-6 (IL-6) citokin viselkedhet gyulladáskeltő vagy gyulladásgátló citokinként 

is (Garbuzova-Davis és mtsai, 2018). Az IL-6 az agyban elősegíti a mikroglia és az asztroglia 

sejtek aktiválódását, hozzájárul az idegsejtek és asztrociták apoptotikus pusztulásához 

(Sochocka és mtsai, 2017). Az IL-6 szekréciója élettani körülmények között pericita és 

asztrocita sejtekből történik, azonban gyulladást kiváltó kezelésre (pl. bakteriális 

lipopoliszacharid) az agyi endotélsejtek is termelnek IL-6 citokint.  

A TNF-α fokozza a periférikus immunsejtek bejutását az agyba, elősegíti a 

neurodegenrációt, a gliasejtek és neuronok apoptózisát (3. ábra), azonban pozitív hatással 

is rendelkezik: hozzájárul a szöveti megújuláshoz (Sochocka és mtsai, 2017). A TNF-α 
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közvetlenül fokozza a vér-agy gát permeabilitását tenyészetes modelleken (Deli és mtsai, 

1995), és ez a hatás állatkísérletekben is megfigyelhető volt (Ábrahám és mtsai, 1996). A 

TNF-α pericita, illetve asztroglia sejtekben termelődik, azonban megtalálható a gátrendszer 

luminális oldalán is, tehát képes átjutni az endotélsejtek rétegén (Banks és mtsai, 2018). 

 

 
 
3. ábra. A gyulladáskeltő citokinek és kemokinek vér-agy gátat károsító hatása. BBB: vér-agy gát, 

MCP1: monocita kemoattraktáns fehérje-1, IL-1β: interleukin-1β, IL-6: interleukin-6, ROS: reaktív 

oxigéngyökök, TNF-α: tumor nekrózis faktor-α (Setiadi és mtsai, 2018 alapján). 

 

Az IL-1β és az MCP-1 barriert megnyitó hatását szintén kimutatták in vitro vér-agy 

gát modellen (összefoglaló közlemények: Deli és mtsai, 2005; Setiadi és mtsai, 2018). Mivel 

kórállapotokban több citokin együttesen termelődik és fejti ki hatását, a citokin kombinációk 

használata gyakori módja a betegségek modellezésének. Csoportunk korábbi munkájában a 

TNF-α és az IL-1β citokinek együttes alkalmazása már alacsony koncentrációban is 

károsította a vér-agy gát modellt: csökkent az endotélsejt-rétegek impedanciája és 

elektromos ellenállása, megnőtt a jelzőanyagok átjutása, és megváltozott a kapcsolófehérjék 

mintázata (Harazin és mtsai, 2018). Ezek alapján kísérleteinkhez a TNF-α és IL-1β citokinek 

kombinációját alkalmaztuk a gyulladásos károsodások kiváltására tenyészetes vér-agy gát 

modellen. 

A vér-agy gát a gyulladásos és a központi idegrendszeri betegségeken túl számos más, 

gyulladásos érintettséggel bíró szisztémás betegségben is szerepet játszik (Erickson és 

Banks, 2018). Az elhízás egy krónikus gyulladásos állapot, amiben a kardiovaszkuláris 
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rendszer is érintett, illetve kapcsolatban áll a cukorbetegséggel, magas vérnyomással és 

danatos megbetegedésekkel (Upadhyay és mtsai, 2018). A kórállapot során az agyi érhalózat 

változásain kívül a vér-agy gáton keresztüli leptintranszport is sérül, ez is oka lehet a leptin 

rezisztenciának (Rhea és mtsai, 2017). Az elhízás több módon válthat ki krónikus gyulladást: 

a zsírszövet által termelt gyulladáskeltő citokinek szintje megemelkedik, ennek hatására 

pedig szisztémás gyulladás, inzulin-rezisztencia és egyéb kórállapotok is kialakulhatnak 

(Bulló és mtsai, 2003; Marseglia és mtsai, 2014). A TNF-α és IL-1β citokinek az elhízás 

során kialakuló gyulladásban is kulcsfontosságú szerepet játszanak (Marseglia és mtsai, 

2014). A betegség során megemelkedik a leptin szintje a vérben. A leptin egy zsírsejtek által 

kiválasztott anorektikus hormon, ami a központi idegrendszerbe jutva csökkenti az étvágyat, 

nagy mennyiségben azonban leptin rezisztencia kialakulásához vezethez (Andreoli és mtsai, 

2019). A leptin rezisztencia kialakulása során a két fő folyamat a perifériás és hipotalamikus 

gyulladás (de Git és Adan, 2015), valamint a leptin akadályozott bejutása az agyba (Andreoli 

és mtsai, 2019). Ahhoz, hogy a perifériás sejtekben termelődő leptin kifejthesse a hatását az 

agyban, át kell jutnia a vér-agy gáton (Banks és mtsai, 1996; Bjørbaek és mtsai, 1998). A 

leptin rezisztencia és a leptin szabálytalan transzportja közötti összefüggést már rágcsáló 

modellen és elhízott betegeken is leírták (Caro és mtsai, 1996; Banks, 2008). 

 

1.3. A glutamát szerepe idegrendszeri betegségekben 

A glutamát a központi idegrendszer egyik legfontosabb neurotranszmittere, melynek 

vérben mért koncentrációja élettani körülmények között az 50-100 µM tartományban 

mozog. Receptoraival együtt meghatározó szerepe van különböző neuroinflammációval járó 

kórállapotok kialakulásában (3. ábra), mint például az epilepszia és a sztrók (Simeone és 

mtsai, 2004). A metabotróp és ionotróp glutamát receptorok erős expressziót mutatnak a 

központi idegrendszerben, főleg az agykéregben, a limbikus területeken és a bazális 

ganglionokban (Hollmann és Heinemann, 1994; Simeone és mtsai, 2004). Glutamátkötés 

hatására konformáció-változás történik a receptorok csatornájában, így kationok áramlanak 

a sejtbe (Simeone és mtsai, 2004). Általánosságban a receptorok áteresztik a nátrium- és 

kálium-ionokat, azonban a kalciumiont csak egyes típusok (Ozawa és mtsai, 1998). A 

glutamát receptorok túlzott aktivitása során kontrollálatlan kalciumion-beáramlás történik, 

ami excitotoxicitáshoz, az idegsejtek pusztulásához és idegi károsodáshoz vezet (Simeone 

és mtsai, 2004).  

A metabotróp glutamát receptorok G-proteinnel kapcsolt, számos 

szignáltranszdukciós útvonallal kapcsolatban álló receptorok. Aktiválódásuk lassabb, mint 



7 

 

az ionotróp receptorok esetében, de hosszantartó hatás alakul ki. Nyolc metabotróp glutamát 

receptort különíthetünk el (mGluR1-8), melyek egy kivétellel (mGluR6) megtalálhatóak az 

ideg- és gliasejtekben. Szerkezetüket tekintve hét transzmembrán doménből állnak (M1-7), 

ezen kívül rendelkeznek egy intracelluláris C-terminális, és egy extracelluláris N-terminális 

véggel, az utóbbin foglal helyet a glutamát kötőhely (Simeone és mtsai, 2004). 

Az ionotróp glutamát receptorok ligand által szabályozott kation csatornák, melyek az 

idegsejtek depolarizációját okozzák (Dingledine és mtsai, 1999). Az agonistájuk 

szelektivitása alapján három csoportra osztjuk őket: N-metil-D-aszpartát (NMDA) 

receptorok, α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav (AMPA) receptorok és kainát 

receptorok. Minden receptor további altípusokra bontható, melyek szerkezete alapjában 

véve megegyezik: három transzmembrán (M1, M3, M4) és egy hajtűszerű doménből (M2) 

épülnek fel. Tartalmaznak még egy extracelluláris N-terminális- és egy intracelluláris C-

terminális régiót, valamint egy plusz extracelluláris hurkot, amely felszínt biztosít a ligand 

számára (Simeone és mtsai, 2004). 

Az NMDA receptorok nátrium- és kalciumion-beáramlás, illetve káliumion-kiáramlás 

révén hosszantartó változásokat idéznek elő. Glutamát- és glicin-kötő részeket is 

tartalmaznak: a glutamát kötődése önmagában nem elegendő a receptor aktiválódásához, 

ehhez a glicin kötődésére is szükség van. Ezen kívül különböző poliaminok, cink és protonok 

kötőhelyeivel is rendelkeznek, melyek szintén modulálhatják a receptorokat (Sun és mtsai, 

2002). Nyugalomban az NMDA receptorok pórusában magnéziumionok kötődnek, amik 

egy feszültségfüggő blokkot hoznak létre. Ha a sejt depolarizálódik (AMPA vagy kainát 

receptor által), akkor megszünik a magnéziumion-blokk, és így az NMDA receptor is képes 

aktiválódni. Összességében tehát a receptor aktivációjához szükséges a glutamát, a glicin és 

a membrán depolarizációja is. Az NMDA receptorok glutamáthoz való affinitása ötszázszor 

magasabb, mint az AMPA receptoroké, mégis kevésbé járulnak hozzá az alap szinaptikus 

jelátvitelhez, amely a feszültségfüggő blokkal magyarázható (Simeone és mtsai, 2004). 

Az AMPA receptorok legfontosabb szerepe a gyors, serkentő szinaptikus jelátvitelben 

van a központi idegrendszerben. Széleskörű expressziót mutatnak neuronokban, 

oligodendrocitákban és asztrocitákban is (Simeone és mtsai, 2004). Az AMPA receptorok 

hiányoznak az éretlen szinapszisokból, így a késleltetett expressziójuk fontos szerepet játszik 

a fejlődő agy plaszticitásának kialakulásában. Patkány iszkémiás modellen bebizonyították, 

hogy a hippokampusz CA1 régiójának piramidális sejtjeiben a sejthalált megelőzően 

megnövekedett az AMPA receptorok által irányított kalciumion-beáramlás, ezt később 

humán kísérletben is kimutatták. Ezzel igazolták, hogy az AMPA egy excitotoxikus vegyület 
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(Simeone és mtsai, 2004). Csoportunk korábban agyi endotélsejteken kimutatta a 

metabotróp, NMDA és AMPA glutamát receptorok altípusait (Krizbai és mtsai, 1998). 

A kainát receptorok ötféle alegység (GluR5-7, KA-1-2) kombinációjából felépülő 

ionotróp receptorok (4. ábra). Előfordulhatnak pre- és posztszinaptikus végződésekben, 

ekkor a fő szerepük a szinaptikus jeltovábbítás szabályozása, illetve extraszinaptikusan, 

ekkor pedig az idegsejtek ingerlékenységét befolyásolják (Huettner, 2003). A hippokampális 

moharostok szinapszisaiban irányítani tudják az axonális filopódiumok mozgását, ami pedig 

arra utal, hogy szerepük van a szinapszisok érésében is (Tashiro és mtsai, 2003). A GluR6 

és KA-2 alegységekből felépülő receptorok részt vesznek az ismétlődő rohamok 

kialakításában krónikus epilepszia során (Crépel és Mulle, 2015). Egy másik kísérlet 

kapcsán GluR6 génkiütött egerekben azt találták, hogy kevésbé hajlamosak a kainát által 

indukált rohamokra, tehát a GluR6 alegység közvetíti a kainát epilepsziás rohamot kiváltó 

hatását (Simeone és mtsai, 2004).  

 

 

4. ábra A kainát receptorok szerkezete. Glu: glutaminsav kötőhely; M1-M4: transzmembrán 

domének. (Simeone és mtsai, 2004 alapján)  

 

Minden kainát receptor alegység három transzmembrán doménből és egy hajtűszerű 

doménből áll (4. ábra). Az extracelluláris N-terminális domén tartalmazza a glutamát 

kötőhelyet, és hosszabb struktúrát alkot, mint a C-terminális domén. A GluR5 és 6 

alegységek mRNS szerkesztésen eshetnek át a Q/R régióban a hajtűszerű doménen, ami 

csökkenti a receptor átjárhatóságát kétértékű kationokra. Azok a kainát receptorok, amik 

tartalmaznak KA-1 vagy KA-2 alegységet, érzékenyebbek a glutamátra és a kainátra (Crépel 

és Mulle, 2015). Status epilepticus állatmodellen kimutatták a GluR5-6 és a KA1-2 

receptorok expresszióját asztrocitákban, azonban ezek az alegységek nem fejeződtek ki a 

kontroll, kezeletlen állatokban (Crépel és Mulle, 2015).  
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1.4. Az excitotoxinok hatása a vér-agy gátra 

A glutaminsavnak fontos szerepet tulajdonítanak számos idegi folyamatban és 

idegrendszeri megbetegedésben (pl. agyi hipoxia, epilepszia). Hatása az ionotróp és 

metabotróp glutamát receptorokon keresztül érvényesülhet. Kutatócsoportunk korábban 

kimutatta, hogy primer patkány agyi endotélsejteken expresszálódnak a metabotróp, 

NMDA, illetve AMPA receptorok (Krizbai és mtsai, 1998). Patológiás körülmények között 

megemelkedik az extracelluláris glutamát koncentráció, ami a permeabilitás fokozódását 

eredményezi a vér-agy gáton (5. ábra). Ez a folyamat több útvonalon is megvalósulhat. A 

glutamát hatására akvitálódik az ornitin-dekarboxiláz, ennek hatására megnő a poliaminok 

szinjte, valamint szignifikáns növekedést vált ki a kalcium/kalmodulin-függő protein kináz 

II foszforilációjában. Ezek a folyamatok mind a vér-agy gát megnyílásához vezetnek, amit 

primer agyi endotélsejt tenyészeten igazoltunk (Krizbai és mtsai, 1998). Csoportunk azt is 

leírta, hogy a glutamát hatással van az agyi endotélsejtek szoros sejtkapcsolataira is (András 

és mtsai, 2007). Csökkenti az okkludin mennyiségét, illetve a fehérje átrendeződését 

eredményezi a sejthatárokon. Az ionotróp receptorok gátlása révén csökkenthető agyi 

endotélsejtekben az okkludin-átrendeződés, a megnövekedett permeabilitás, ezzel 

megakadályozható a vaszkuláris ödéma kialakulása (András és mtsai, 2007). Az iszkémia és 

sztrók kapcsán ismert, hogy az agyi erekben a csökkenő véráramlás hatására kevesebb 

oxigén és tápanyag jut el a sejtekhez, emiatt kiürülnek az ATP-raktárak, és könnyebben kijut 

a glutamát az idegsejtekből az extracelluláris térbe. A magas extracelluláris glutamát 

koncentráció megnyitja a vér-agy gátat, és emellett túlingerli a glutamát receptorokat, ami 

megnöveli az intracelluláris kalciumion-koncentrációt és az idegsejtek pusztulásához vezet 

(Dempsey és mtsai, 2000).  

A kainát a glutamát szerkezeti analógja, amit a kainát receptorok nagy affinitással 

kötnek. Ezt az elterjedt farmakont először a Digenea simplex nevű vörös alga fajból 

izolálták. A kainsav mint excitotoxin hosszútávú morfológiai változásokat képes előidézni 

az idegsejteken. Emlős agyba injekciózva hasonló agyi károsodásokat indukál, mint amelyek 

temporális lebeny epilepsziában szenvedő betegeknél figyelhetők meg, ezért kísérletesen 

epilepszia kiváltására alkalmazzák. Ennek során az excitotitoxicitáson kívül az idegsejtek 

pusztulása, vér-agy gát károsodás és neurovaszkuláris változások is megfigyelhetők 

(Klement és mtsai, 2019). 

Az epilepszia kémiai úton történő kiváltására már számos anyagot leírtak, mint a 

pilokarpin, a tetanusz toxin, a kinolinsav és a bikukullin, a legelterjedtebbnek mégis a 
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kainsav bizonyult. A károsító anyagot bejuttathatják szisztémásan vagy célzottan az agyba, 

ettől függően eltérő hatásokat válthat ki. Az amigdalába beinjekciózott kainsav 

patkányokban görcsrohamot indukál, ami a beadás helyétől folyamatosan szétterjed. A 

roham után későbbi időpontban szignifikáns idegi károsodás volt megfigyelhető a 

hippokampusz területén (Jefferys és mtsai, 2016). A hippokampusz területére bejuttatott 

kainsav szintén rohamokat idézett elő, ezen kívül jelentkezett még egyoldali hippokampális 

atrófia és neurodegeneráció is. Érdekesség, hogy amennyiben altatásban lévő állatokba 

juttatják be az anyagot, akkor a görcsroham az 5- 21. napon alakul ki, míg ha éber állatokba, 

akkor a roham sokkal korábban jelentkezik, már alig 20 óra elteltével (Jefferys és mtsai, 

2016). A szisztémás, intraperitoneálisan bejuttatott kainsav patkány modellen 

idegsejtpusztulást és a moharostok terjedését idézi elő (Miyamoto és mtsai, 2008). Ezen 

kívül vazogén agyi ödéma kialakulását indukálja, főleg a talamuszban, valamint citotoxikus 

ödéma kialakulását a hippokampusz és a piriform kéreg területén (Sztriha és mtsai, 1986). 

 

1.5. A citokinek és a glutamát szerepe a vér-agy gát megnyílásában betegségekben 

A vér-agy gát elsődleges károsodását okozhatja trauma, gyulladás, fertőzés, és 

kialakulhat sztrók, agyi iszkémia, epilepszia hatására is (5. ábra).  

 

 

5. ábra A citokinek, a glutamát és a vér-agy gát megnyílás központi szerepe a krónikus agyi 

működési zavarok kialakulásában (Friedman és Heinemann, 2012 alapján).   
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A szérum fehérjék (albumin, trombin) élettani körülmények között nem jutnak be a 

központi idegrendszerbe, patológiás körülmények között azonban megjelenésük az 

asztrociták aktiválódását eredményezi. Az aktivált asztrocitákból gyulladásos citokinek 

szabadulnak fel, ezek pedig a szérum fehérjékkel együtt váltják ki a másodlagos vér-agy gát 

károsodást (5. ábra). A sérült agyszövetben a vaszkuláris endoteliális növekedési faktor 

(VEGF) expressziója megemelkedik az idegsejtekben és az asztrocitákban, a VEGF receptor 

tirozin-kinázok kifejeződése pedig fokozódik az idegsejtekben és agyi endotélsejtekben. A 

VEGF neovaszkularizációhoz, a vér-agy gát megnyílás fennmaradásához és a 

neuroinflammáció fokozódásához vezet a gyulladásos citokinek további emelkedésén 

keresztül. A citokinek által fokozott asztrocita aktiválódás a megemelkedett extracelluláris 

glutamát szinten és a megváltozott glutamát metabolizmuson keresztül pedig növeli az idegi 

hálózatok serkenthetőségét, ami károsan hat a neurovaszkuláris egység működésére 

(5. ábra). Ezek a folyamatok egymást erősítve idegi működési zavarok, krónikus gyulladás, 

fokális epilepszia kialakulását eredményezik az agyban (Friedman és Heinemann, 2012). 

 

1.6. Vér-agy gát protektív gyógyszerhatóanyagok  

A vér-agy gát nélkülözhetetlen szerepet tölt be az agyi homeosztázis fenntartásában és 

a központi idegrendszer fiziológiájában, ezért működési zavara a korábban említett 

útvonalakon keresztül (5. ábra) jelentősen hozzájárul az idegrendszeri kórállapotok 

kialakulásához és súlyosbodásához (Zlokovic, 2008; Friedman és Heinemann, 2012). 

Mindezek alapján a vér-agy gát védelme terápiás célpontként szolgálhat számos 

idegrendszeri betegségben (Krizanac-Bengez és mtsai, 2004; Vangilder és mtsai, 2011). A 

vaszkuláris gyulladás és az oxidatív stressz meghatározó eleme számos központi 

idegrendszeri betegségnek, mint a sztrók, az amiotrófiás laterálszklerózis vagy az epilepszia, 

ezért a gyulladáscsökkentő és antioxidáns szerek használata szintén fontos ezekben a 

kórképekben (Marchi és mtsai, 2011; Watanabe és mtsai, 2018). Kísérleteink során három 

hatóanyagot vizsgáltunk az agyi endotélsejteken megfigyelt kainsav okozta változások 

kivédésére, a gyulladáscsökkentő dexametazont és szimvasztatint, valamint a 

szabadgyökfogó edaravont (6. ábra). 

A sztatinok népszerű és hatékony lipidcsökkentő szerek a hiperkoleszterinémia 

kezelésére, illetve kardiovaszkuláris betegségek megelőzésére. Amellett, hogy a 3-hidroxi-

3-metilglutaril-koenzim A reduktázt gátolják, és ezzel a vér koleszterin szintjét csökkentik, 

jótékony hatásukat számos területen kifejtik. Neuroprotektív hatást mutatnak sejteken és 

állatkísérletekben (Nagaraja és mtsai, 2006), és immunszuppresszáns és antioxidáns hatással 
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is bírnak a szuperoxid-termelés és a lipid-peroxidáció csökkentése révén (Ramirez és mtsai, 

2011). További pleiotróp tulajdonságokkal is rendelkeznek: gátolják a gyulladásos válasz 

kialakulását, javítják az endotélsejt funkciót, valamint antiapoptotikus, antitrombotikus és 

antikonvulzív hatásuk is van (Oesterle és mtsai, 2017). 

 

 

6. ábra. A kísérletekben használt, irodalmi adatok alapján a vér-agy gáton védőhatásúnak bizonyult 

vegyületek szerkezete. 

 

A pleiotróp hatásuk miatt a sztatinok előtérbe kerültek, mint lehetséges neuroprotektív 

hatóanyagok az Alzheimer-kór, az akut sztrók vagy az epilepszia kapcsán. A sztatinok 

védőhatását több összehasonlító munkában is tanulmányozták. Sierra és munkatársai 9 

sztatint vizsgáltak, melyek közül a félszintetikus, lipofil szimvasztatin (6. ábra) bizonyult a 

leghatásosabbnak az idegsejt károsodások elleni védelemben, és a koleszterinszint 

csökkentésében neuronokban. Kis mérete, kompakt szerkezete és jó zsíroldékonysága miatt 

a szimvasztatin lehet képes a legjobban átjutni a vér-agy gáton, ami fokozhatja az in vivo 

hatékonyságát (Sierra és mtsai, 2011). A szimvasztatin nem csak az NMDA által kiváltott 

excitotoxikus sejthalál ellen védőhatású tenyésztett idegsejtekben, hanem az epilepszia 

állatmodelljeiben is a leghatékonyabbnak bizonyult a sztatinok között (Banach és mtsai, 

2014). Kainát-indukált rohamok esetén a szimvasztatin és a lovasztatin csökkentette 

legnagyobb mértékben a rohamok súlyosságát, a gyulladást és a sejthalált a hippokampusz 

területén. Emellett klinikai vizsgálatok is alátámasztották a szimvasztatin jótékony hatását 

epilepsziás betegekben (Banach és mtsai, 2014). A szimvasztatin epilepszia állatmodellben 

normalizálta az agyi elektromos aktivitást, és fokozta az endoteliális nitrogén-monoxid-

szintáz (NOS3/eNOS) expresszióját agymintákban, ami az esetleges vér-agy gát hatására 

utal (Seker és mtsai, 2015). Ezek alapján választottuk a szimvasztatint, hogy a védőhatását 

vizsgáljuk kainát károsítással szemben tenyészetes vér-agy gát modellen. 

Az edaravon (6. ábra) egy japán gyógyszerhatóanyag, amit akut agyi iszkémia és agyi 

infarktus utáni felépülés elősegítésére, illetve amiotrófiás laterálszklerózis kezelésére 
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használnak (Watanabe és mtsai, 2018). Csoportunk egy korábbi munkája során már vizsgálta 

a szabadgyökfogó edaravon agyi endotélsejtekre kifejtett védőhatását (Tóth és mtsai, 2014). 

A tenyésztett humán agyi endotélsejtek (hCMEC/D3) károsodását metilglioxállal váltottuk 

ki, ami gyulladásos választ aktivál és vaszkuláris károsodást okoz. A metilglioxál idő- és 

koncentráció-függő módon károsította az agyi endotélsejteket, csökkentette a sejtek 

életképességét és a barrier integritását, valamint növelte a ROS-felszabadulást és a 

permeabilitást. Az edaravon kivédte a metilglioxál toxikus hatásait. A hatóanyag önálló 

hatását is leírtuk, elősegítette a TJ képződést és fokozta a gát szorosságát humán agyi 

endotélsejteken (Tóth és mtsai, 2014). További kísérletek is felvetették az antioxidáns 

kezelést, mint új terápiás megközelítést a központi idegrendszeri károsodások kezelésére. 

Kainát-indukálta epilepszia modellben az edaravon szignifikánsan csökkentette a neuronális 

sejthalált és a moharostok növekedését, gátolta a hidroxil gyökök képződését és a lipid 

peroxidációt (Nomura és mtsai, 2014), valamint kivédte a kainsav-indukált glutation 

csökkenést és a 4-hidroxi-2-nonenal emelkedést (Miyamoto és mtsai, 2008). Az edaravon 

nem csak hatékony antioxidáns, hanem antinekrotikus, antiapoptotikus és citokin-ellenes 

hatással is rendelkezik, amit több betegség állatmodelljében is igazoltak (Kikuchi és mtsai, 

2012). 

A glükokortikoidok közé tartozó hidrokortizon a vér-agy gát barrier funkcióit fokozza: 

csökkenti az agyi endotél egysejtrétegek permeabilitását, és megemeli a transzendoteliális 

elektromos ellenállást (Hoheisel és mtsai, 1998). Primer patkány agyi endotélsejt és 

asztrocita ko-kultúra modellen is ugyanezt a hatást fejti ki (Perrière és mtsai, 2007). A 

hidrokortizon hatására erősödik az agyi endotélsejtek közötti szoros kapcsolat, amit egér és 

sertés primer tenyészeteken is igazoltak (Schrot és mtsai, 2005). A dexametazon egy 

szintetikus glükokortikoid, amit széleskörűen használnak a gyógyászatban elsősorban erős 

gyulladáscsökkentő hatása miatt (6. ábra). Immortalizált agyi endotél sejtvonalon a 

dexametazon kezelés (1 µM) csökkentette a sejtréteg paracelluláris átjárhatóságát többféle 

marker molekulára is (Romero és mtsai, 2003). Ennek hátterében az állhat, hogy a kezelés 

hatására megemelkedik az okkludin és a ZO-1 szoros kapcsolatokat kialakító fehérjék 

mennyisége a sejtekben, a ZO-1 festődés folytonossága pedig erősebbé válik (Romero és 

mtsai, 2003). Ezt a hatást igazolták immortalizált egér agyi endotélsejt-vonalon is (Förster 

és mtsai, 2007). Primer agyi endotélsejteken azt is kimutatták, hogy a P-glikoprotein efflux 

transzporter kifejeződése szignifikánsan megemelkedett dexametazon kezelés hatására 

(Torres-Vergara és mtsai, 2018). Pilokarpin-indukált status epilepticus során a dexametazon 

csökkentette a rohamok súlyosságát, a mortalitást, valamint megvédte a vér-agy gátat a 
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károsodástól (Marchi és mtsai, 2011). A dexametazon protektív hatását kainát-indukált 

rohamok esetén is vizsgálták (Sztriha és mtsai, 1986). A dexametazonnal előkezelt 

patkányokban jelentősen csökkent a vazogén agyödéma kialakulása a csak kainsavval oltott 

csoporthoz képest. A dexametazon az agyi erek permeabilitását csökkentő hatását 

valószínűleg a foszfolipáz-A2 enzim gátlásán és védő proteinek, lipomodulin, makrokortin 

szintézise révén fejtette ki (Sztriha és mtsai, 1986). Az elmúlt éveket beárnyékoló COVID-

19 koronavírus járvány, amit a SARS-CoV-2 vírus okoz, a légzési nehézségek és a 

tüdőgyulladás mellett a központi idegrendszert érintő tünetekkel is jár, mint a szag- és 

ízérzékelés elvesztése, fejfájás, látási zavarok és tudatzavar, emellett idegrendszeri 

betegségekkel (agyvérzés, iszkémia, agyvelőgyulladás) is kapcsolatba hozható (Fujimoto és 

mtsai, 2022). Több kísérlet is alátámasztja, hogy a SARV-Cov-2 vírus a vér-agy gáton 

keresztül bejut az agyba. Az agyi endotélsejtekben található β-szekretáz 1 egy 

aszparaginsav-proteáz, transzmembrán fehérje, ami hozzájárul a vér-agy gát integritásának 

elvesztéséhez. A SARS-CoV-2 vírus megnöveli a β-szekretáz 1 fehérje szintjét az agyi 

endotélsejtekben, ezáltal a szoros kapcsolatokat kialakító fehérjék kifejeződését csökkenti, 

így fokozza a vér-agy gát működési zavarát és a cerebrovaszkuláris betegségek kialakulását 

(Fujimoto és mtsai, 2022). A dexametazon pozitív hatásait kimutatták súlyos SARV-Cov-2 

fertőzés esetében és az intenzív kezelés egyik alap gyógyszere lett. A nukleáris faktor-kappa 

B (NF-κB), a ciklooxigenáz-2 és a gyulladásos citokinek gátlása révén csillapítja a fertőzés 

során kialakuló szisztémás sokszervi gyulladást, és csökkenti a központi idegrendszeri 

szövődmények kialakulását (Al-Harbi és mtsai, 2016; Elizagaray és mtsai, 2022), ami 

kapcsolatban állhat nem csak a gyulladást és immunaktiválódást csökkentő, hanem a vér-

agy gát integritást fokozó hatásával is. 

 

1.7. Vér-agy gát protektív természetes hatóanyagok  

Az elmúlt évtizedben előtérbe kerültek a természetes vegyületek, mint terápiás szerek 

idegi gyulladások kezelésében, főképpen az antioxidáns, antiapoptotikus, gyulladás-

csökkentő és neuroprotektív hatásuk miatt (Khadka és mtsai, 2020; Makkar és mtsai, 2020; 

Gugliandolo és mtsai, 2020). Sok növényi hatóanyag képes nagy affinitással kötődni 

különböző agyban található receptorhoz, ezáltal specifikusan serkentenek vagy gátolnak 

számos jelátviteli útvonalat, és fejtik ki hatásukat az idegi gyulladással járó központi 

idegrendszeri betegségekben (Conte és mtsai, 2017; Silva és mtsai, 2019). A természetes 

protektív hatóanyagok másik előnyös tulajdonsága, hogy kevesebb mellékhatással 

rendelkeznek a szintetikus vegyületekhez képest (Khadka és mtsai, 2020; Silva és mtsai, 
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2019). A természetes vegyületek közül a fitokemikáliák (pl. flavonoid és nem-flavonoid 

polifenolok, fenolsavak, terpenoidok, alkaloidok) és egyéb, élelmiszerben is megtalálható 

vegyületek hatását széles körben kutatják idegi gyulladással járó központi idegrendszeri 

betegségek, mint az Alzheimer-kór, Parkinson-kór és agyvérzés lehetséges kezelésére 

(Makkar és mtsai, 2020; Khadka és mtsai, 2020). A flavonoid polifenolok közül a kamillából 

származó apigenin, a zöld teában is megtalálható epigallokatekin-3-gallát, és az 

antocianinok széles körben kutatott vegyületek, melyeknek már igazolták szabadgyökfogó, 

antiapototikus, gyulladáscsökkentő, vírusölő és neuroprotektív hatásait (Spencer és mtsai, 

2012). A kurkuma az egyik legrégebben alkalmazott nem-flavonoid polifenol, amely 

jótékony tulajdonságú többek között a kardiovaszkuláris betegségek, a cukorbetegség, a 

daganatos megbetegedések és az idegrendszeri gyulladások esetében (Khadka és mtsai, 

2020). Több növényi hatóanyag tart jelenleg is a klinikai vizsgálatok II-IV. fázisában: 

például az Alzeimer-kór során a mikroglia- és asztrocita-aktiválódás gátlására és az amiloid 

aggregáció csökkentésére vizsgálják többek között a kurkumint (Longvida®) és az 

epigallokatekin-3-gallátot (Khadka és mtsai, 2020). 

A szőlő (Vitis vinifera) az egyik legrégebbi nemesített növény, melyet az értékes 

tápanyagaiért és gyógyhatásai miatt termesztenek és fogyasztanak. A szőlőtermesztés 

története 6000 éves múltra tekint vissza, és már ókori írásos emlékek is rendelkezésre állnak 

a szőlő egészségre gyakorolt pozitív hatásairól (Kamrani Rad és mtsai, 2019). Az 

etnobotanika is számos betegség gyógyítására alkalmazza, mint például különböző bőr- és 

szemproblémák, hányinger, torokfájás, aranyér, vese- és májbetegségek (Akaberi és 

Hosseinzadeh, 2016), illetve kardiovaszkuláris megbetegedések (Paul és mtsai, 1999). A 

szőlővegyületek elhízás során mutatott előnyös tulajdonságait már kísérletes és klinikai 

vizsgálatokkal igazolták, azonban a molekuláris mechanizmusok még nem teljesen ismertek 

(Aragonès és mtsai, 2016a; Akaberi és Hosseinzadeh, 2016). 

A fenolos vegyületek olyan másodlagos növényi metabolitok, amelyek megtalálhatóak 

egyes zöldségekben, gyümölcsökben és azokból készült italokban, mint például a szőlőben 

és a borban is (Del Rio és mtsai, 2013; Akaberi és Hosseinzadeh, 2016). A szőlő, és a 

szőlőből származó termékek számos bioaktív fenolos vegyületet tartalmaznak, ennek 

köszönhetik olyan jótékony tulajdonságaikat, mint a gyulladáscsökkentő, antioxidáns és 

kardioprotektív hatás (Georgiev és mtsai, 2014; Nassiri-Asl és Hosseinzadeh, 2016). Ezen 

kívül egyes szőlő polifenolok gátolják a gyulladásos citokinek termelődését a zsírszövetben 

(da Costa és mtsai, 2017), és protektív hatást fejtenek ki a vér-agy gátra (Campos-Bedolla 

és mtsai, 2014). A szőlő egyik legfontosabb nem-flavonoid bioaktív fenolos vegyületete a 
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rezveratrol (RSV, 7. ábra), ami főleg a kardiovaszkuláris betegségekben nyújtott protektív 

hatásairól ismert (Nassiri-Asl és Hosseinzadeh, 2016; Wiciński és mtsai, 2018). Korábbi 

kísérletek alapján az RSV gátolni tudja a leptin rezisztencia kialakulását is (Aragonès és 

mtsai, 2016a).  

 

 

 

7. ábra. A kísérletekben használt szőlőmag kivonat típusa, és a fenolos vegyületek szerkezete. 

 

 

A proantocianidin-gazdag szőlőmag kivonat (GSPE, 7. ábra) különböző fenolos 

vegyületeket tartalmaz, van benne többek között epikatekin és galluszsav, de rezveratrol 

nincs. A GSPE a STAT3 útvonal fokozása révén csökkenti a gyulladást, befolyásolja 

bizonyos leptin receptorok kifejeződését, és fokozza a proopiomelanokortin hormon 

expresszióját, ami a testsúly szabályozásában fontos (Ibars és mtsai, 2017). A galluszsav egy 

fenolsav (7. ábra), ami számos növényben (alma, szőlő, eper), valamint a teában és a borban 

is megtalálható. Gyulladáscsökkentő, antioxidáns, tumorellenes, antivirális és 

neuroprotektív hatással is rendelkezik. Emellett gátolja a reaktív oxigéngyökök 

termelődését, és az idegsejtek pusztulását (Khadka és mtsai, 2020). A flavonoidok közé 

tartozó epikatekint (7. ábra) tartalmazza a kakaó, a szőlő és a zöld tea is. Az epikatekin 

védőhatását igazolták oxidált LDL-koleszterin okozta neuronális sejthalál ellen, és az LDL-

koleszterin okozta fehérjeváltozások ellen is hatékony volt endotélsejtekben, így kivédte az 

endoteliális nitrogén-monoxid-szintáz (NOS3/eNOS) csökkenését (Steffen és mtsai, 2007). 
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2. Célkitűzések 

A teljes szervezetet érintő és idegrendszeri gyulladásos folyamatok, az azokat kiváltó 

citokinek, valamint az excitotoxinok mind hozzájárulhatnak a vér-agy gát károsodásához 

betegségekben. Kísérletes állatmodelleken a kainsav által kiváltott vér-agy gát károsodásról 

már rendelkezésre állnak adatok, de a kainsav közvetlen hatását agyi endotélsejt 

tenyészeteken eddig nem vizsgálták. Mivel a vér-agy gát károsodás fontos eleme sok 

idegrendszeri betegség patomechanizmusának, ezért a vér-agy gát védelme fontos terápiás 

célpont lehet ezek gyógyításában. A gyulladásos citokinek agyi endotélsejtekre kifejtett 

károsító hatásairól már számos adat ismert, azonban ezek kivédése a vér-agy szintjén 

továbbra is fontos feladat. 

Mindezek alapján célul tűztük ki, hogy elsőként: 

 vizsgáljuk a kainát receptorok kifejeződését a vér-agy gátat alkotó sejteken, 

 tanulmányozzuk a kainsav közvetlen hatását  

o az agyi endotélsejtek életképességére, morfológiájára, szabadgyök és nitrogén-

monoxid termelésére, 

o az agyi endotélsejtek nitrogén-monoxid-szintáz génjének kifejeződésére, 

o és a tenyészetes vér-agy gát modell permeabilitására; 

 gyógyszerhatóanyagokat vizsgáljunk a kainsav hatásának kivédésére 

o az agyi endotélsejtek életképességére, morfológiájára, szabadgyök és nitrogén-

monoxid termelésére, 

o a tenyészetes vér-agy gát modell permeabilitására; 

 feltárjuk a szőlő fenolos vegyületek és a proantocianidin-gazdag szőlőmag kivonat 

hatását önállóan és citokin-károsítással szemben 

o az agyi endotélsejtek morfológiájára, szabadgyök és nitrogén-monoxid 

termelésére, 

o az agyi endotélsejteken belül az NF-κB sejtmagi transzlokációra, 

o a leptin receptorok agyi endotélsejteken való kifejeződésére, 

o a tenyészetes vér-agy gát modell permeabilitására; 

o és a tenyészetes vér-agy gát modellen keresztüli leptintranszportra. 
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3. Anyagok és módszerek 

3.1. Kísérleti állatok 

A primer agyi endotél- és pericita sejtek, valamint az agykéreg és mikroér minták 

izolálásokhoz 3 hetes Wistar patkányokat használtunk, hímeket és nőstényeket egyaránt. Az 

asztroglia izoláláshoz újszülött patkányokra volt szükségünk. Az állatok a Szegedi Biológiai 

Kutatóközpont konvencionális állatházából származtak, ahol a kísérletek előtt állandó, 

szabályozott körülmények között voltak tartva (12-12 óra fény/sötét ciklus, 21 °C, ivóvíz és 

rágcsálótáp igény szerint). Az Európai Unió által alkotott, az állati jólétről szóló és az 

állatvédelem alapjait meghatározó törvények (2010/63/EU) szerint a szervek felhasználása 

nem minősül állatkísérletnek, így nem volt szükségünk állatkísérletes engedélyre.  

 

3.2. Vegyszerek 

Minden laboráru, reagens és vegyszer beszerzése a Sigma-Aldrich Kft.-től (Merck Life 

Sciences) történt, hacsak másképpen nem jelöltük.  

A proantocianidin-gazdag szőlőmag kivonat (GSPE) egy kereskedelemben elérhető 

termék (Vitaflavan®), amit a Les Dérives Résiniques et Terpéniques (Dax, Franciaország) 

cég bocsátott a rendelkezésünkre. A fehér és kék szőlő magjából származó anyagból 

extrakcióval eltávolítják a magas molekulatömegű oligomer proantocianidineket 

(tallinokat), az alacsony molekulatömegű bioaktív oligomer proantocianidineket pedig 

besűrítik. 100 kg szőlőmagból kb. 1 kg kivonat keletkezik. A GSPE fenolos vegyület 

tartalma magasabb, mint 96%. A kivonat 33,6 ± 12,7 mg/g epikatekint és 15,1 ± 3,5 mg/g 

galluszsavat tartalmaz, azonban rezveratrol nem található benne (Baselga-Escudero és mtsai, 

2014). A rezveratrolt a Fabron Iberica (Barcelona, Spanyolország) cégtől szereztük be. 

 

3.3. Sejttenyésztés 

3.3.1. A vér-agy gát in vitro modellezése 

A kísérleteinket primer patkány agyi endotél egysejtrétegen, valamint a permeabilitási 

teszt és a sejtkapcsoló fehérjék immunfestése esetében három sejttípusból álló ko-kultúra 

modelleken végeztük, amelyekhez primer patkány agyi endotél-, pericita- és gliasejteket 

tenyésztettünk együtt. A különböző sejttípusok izolálását és a modellek összeállítását 

csoportunk már több közleményében is leírta (Nakagawa és mtsai, 2009; Walter és mtsai, 

2015; Harazin és mtsai, 2018). 
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3.3.1.1. Agyi endotélsejtek tenyésztése 

A Szegedi Biológiai Kutatóközpont Biológiai Barrierek Kutatócsoportjában a primer 

agyi endotélsejtek tenyésztése hosszú múltra tekint vissza (Deli és mtsai, 1993 és 1996). 

Munkánk során a 2007-ben Veszelka és munkatársai által leírt agyi endotélsejt izolálásról 

szóló protokollt alkalmaztuk. A kísérletek során a 3 hetes Wistar patkányokat CO2-dal 

történő túlaltatás után dekapitáltuk, felnyitottuk a koponyájukat és eltávolítottuk az agyukat, 

amelyeket jéghideg foszfát pufferbe (PBS) helyeztünk. Ezután steril szűrőpapíron 

eltávolítottuk a kisagyat, a fehérállományt, az agyhártyákat, és a choroid plexust. A 

hátramaradó szürkeállományt DMEM tápfolyadékba (Dulbecco módosította Eagle médium, 

Gibco, Life Technologies, USA) helyeztük, majd szikék segítségével feldaraboltuk. Ezt 

követően II-es típusú kollagenáz enzimmel (CLS2, 1 mg/ml, Roche, Svájc) kezeltük a 

szövetet DNáz (DNáz I, 15 µg/ml, Roche, Svájc) jelenlétében síkrázó készüléken 37 °C-on 

55 percig. Borjú szérum albumin (BSA-DMEM) grádiens (20%) segítségével háromszori 

centrifugálással (1000 × g, 20 perc) elválasztottuk a mikroereket a mielintartalmú, kisebb 

sűrűségű, ideg- és gliasejteket tartalmazó rétegtől. A második enzimes emésztés során a 

sejteket kollagenáz-diszpáz (1 mg/ml, Roche, Svájc) és DNáz (15 µg/ml) enzimekkel 

kezeltük 37 °C-on 35 percig folyamatos enyhe rázatás mellett (100 fordulat/perc). Az 

enzimek segítenek az agyi mikroereket határoló bazális membrán egy részének 

eltávolításával az endotélsejtek elválasztásában a pericitáktól. Végül 33%-os Percoll 

grádienst alkalmazva (1000 × g, 10 perc) elválasztottuk a mikroérfrakciót a periciták és 

vörösvértestek nagy részétől, majd DMEM tápfolyadékkal mostuk a sejteket. 

Az endotélsejteket IV. típusú kollagénnel (100 µl/ml) és fibronektinnel (100 µl/ml) 

bevont, 10 cm átmérőjű Petri-csészékbe (Corning Costar, USA) szélesztettük, majd CO2-

inkubátorba helyeztük. A tápfolyadék, amiben a sejteket tenyésztettük, az alábbiakat 

tartalmazta: 85% DMEM/F12 tápfolyadék, 15% borjúplazmából készített savó (PDS, First 

Link Ltd., Egyesült Királyság), 100 µg/ml heparin, 1 ng/ml bázikus fibroblaszt növekedési 

faktor, 10 mM HEPES puffer, inzulin (5 µg/ml, Pan Biotech, Németország), transzferrin 

(5 µg/ml, Pan Biotech, Németország), szelenit (5 ng/ml, Pan Biotech, Németország) és 

gentamicin (50 µg/ml).  

A tenyészetek tisztaságának fokozására a csoport által korábban kidolgozott és leírt 

módszert alkalmaztuk (Perrière és mtsai, 2005). Az endotélsejt tenyészetben maradt  

pericita-, simaizom- és fibroblasztsejtek eltávolítása érdekében 3 µg/ml puromicin 

antibiotikumot adtunk a tápfolyadékhoz a tenyésztés első három napján. A sejtek toxikus 

koncentrációjú puromicin elleni védelméért a P-glikoprotein efflux transzporter felelős, 
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azonban ez csak az endotélsejtekben expresszálódik nagy mennyiségben, így a puromicin 

egy hatékony endotélsejt szelekciós vegyület. A harmadik-negyedik tenyésztési nap után a 

sejteket a megfelelő tenyésztőlemezekbe, illetve tenyésztőbetétekbe passzáltuk a további 

kísérletekhez. 

 

3.3.1.2. Agyi periciták tenyésztése 

A pericita sejtek izolálását az endotélsejtekkel együtt végeztük a fentebb leírtak 

alapján. Az utolsó lépésnél a sejtszuszpenzió egy részét kivettük, és IV. típusú kollagénnel 

(100 µl/ml) bevont, 6 cm átmérőjű Petri- csészébe (VWR International, USA) szélesztettük. 

A pericitákhoz használt tápfolyadék 90% alacsony glükóz tartalmú DMEM médiumot, 10% 

borjúsavót (FBS, Pan Biotech, Németország) és 50 µl/ml gentamicint tartalmazott. Ezeknél 

a sejteknél puromicin kezelést nem alkalmaztunk, mivel nem expresszálnak P-glikoprotein 

efflux transzportereket. A csoport által korábban közölt módszer alapján a harmadik 

passzálás után használtuk fel a sejteket (Nakagawa és mtsai, 2009). 

 

3.3.1.3. Gliasejtek tenyésztése 

A gliasejt-tenyésztéshez újszülött Wistar patkányokat használtunk (Veszelka és mtsai, 

2007). Az állatok dekapitálását követően a sterilen eltávolított agyakat jéghideg PBS-be 

helyeztük, majd csipeszek segítségével a kisagyat és a fehérállományt leválasztottuk. Az 

agyhártyákat steril, benedvesített szűrőpapíron való görgetéssel távolítottuk el. Az 

agyszövetet tápfolyadékban (90% DMEM + 10% FBS) steril centrifugacsőbe tettük, majd 

egy steril fecskendő és 10 cm hosszú 20 G átmérőjű tű segítségével a sejteket mechanikusan 

disszociáltuk (Nakagawa és mtsai, 2009). A szuszpenziót 40 μm pórusméretű nejlonszűrőn 

(Millipore, USA) engedtük át, hogy eltávolítsuk a nagyobb aggregátumokat. Az átszűrt 

sejteket bevonatlan, 75 cm2 felületű flaskákba (TPP, Svájc) szélesztettük, és 10% 

borjúsavót, valamint 50 µg/ml gentamicint tartalmazó DMEM tápfolyadékban tenyésztettük 

egy hétig. Egy éjszakán át tartó rázatással (200 fordulat/perc síkrázó készüléken) távolítottuk 

el a mikrogliasejteket. Az asztrocitákat IV. típusú kollagénnel (100 µl/ml) bevont 12-lyukú 

tenyésztőedényekbe szélesztettük, majd két hét tenyésztés után használtuk a sejteket a vér-

agy gát modell kialakításához. A gliasejtek több mint 90 %-a gliális fibrilláris savas fehérje 

(GFAP) immunopozitivitást mutatott. 
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3.3.1.4. Háromsejtes vér-agy gát ko-kultúra modellek 

A vér-agy gát ko-kultúra modelljének létrehozásához primer patkány agyi endotélsejteket, 

pericitákat és asztrogliákat tenyésztettünk együtt (Nakagawa és mtsai, 2009). A modell 

kialakításához sejttenyésztő betéteket használtunk (Transwell clear, Corning Costar, USA; 

poliészter membrán, póruméret: 0,4 µm, felszín: 1,12 cm2), melyek segítségével együtt 

tenyésztettük a vér-agy gátat alkotó három sejttípust (8. ábra). 

 

 
 

8. ábra. A vér-agy gát modell sematikus ábrája. 

 

A pericitákat a betétek permeábilis poliészter membránjának alsó, IV. típusú 

kollagénnel (100 µg/ml) bevont oldalára passzáltuk. A periciták letapadása után az agyi 

endotélsejteket a betétek membránjának felső oldalára szélesztettük, ami IV. típusú 

kollagénnel (100 µg/ml) és fibronektinnel (100 µg/ml) volt bevonva. Ezután a kétféle sejtet 

tartalmazó betéteket a gliasejteket tartalmazó 12-lyukú tenyésztőedényekbe helyeztük, és 

további 5 napon keresztül együtt tenyésztettük őket. Mindkét kompartment endotélsejtekhez 

használt tenyésztőmédiumot kapott. Az endotélsejtek a pericita- és gliasejtek jelenlétében 

megőrzik a vér-agy gát tulajdonságaikat, az együtt tenyésztés során az endotélsejtek közötti 

kapcsolatok szorosabbá válnak, a paracelluláris barrier erősödik (Deli és mtsai, 2005). Ez a 

modell lehetővé teszi az endotél sejtrétegek elektromos ellenállásának és permeabilitásának 

mérését. 

 

3.4. Agykéreg és agyi mikroerek izolálása 

A kainát receptorok génexpressziós vizsgálataihoz agykéreg- és agyi mikroér minták 

izolálására is szükség volt. Ezekhez felnőtt, 3 hetes Wistar patkányokat CO2-dal túlaltattunk, 

a fejüket levágtuk, ezután steril körülmények között kivettük az agyukat, és jéghideg PBS-

be helyeztük. Miután az agyhártyákat és a fehérállományt eltávolítottuk, kicsíptünk egy 

darabot az agykéreg szürkeállományából. A fennmaradó szürkeállományt apróra daraboltuk, 

és Ringer-HEPES oldatot (150 mM NaCl, 2,2 mM CaCl2, 0,5 mM MgCl2, 5,2 mM KCl, 
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6 mM NaHCO3, 2,8 mM glükóz, 5 mM HEPES, pH 7,4) tartalmazó Potter-Elvehjem 

homogenizálóban még egyneműbbé tettük a mintát. Ezt követően a nagyobb sűrűségű 

mikroereket 17,5% dextrángrádiens segítségével választottuk el a mielintartalmú rétegtől, 

majd 1% BSA grádiens segítségével még tovább tisztítottuk a szuszpenziót. Ezután egy 

100 μm pórusméretű nejlonszűrővel (pluriStainer, pluriSelect Life Science, Németország) 

eltávolítottuk a nagyobb szövetdarabokat, majd a mikroereket a szuszpenzióból egy 20 μm 

pórusméretű nejlonszűrővel (pluriStainer) szelektáltuk ki. Az így kapott mintát kétszer 

mostuk Ringer-HEPES oldattal. Végül az agykéreg- és mikroér mintákat TriFast reagensben 

(VWR International, USA) homogenizáltuk RNS-izolálás céljából. 

 

3.5. A tenyészetek kezelése 

A kísérleteink során a sejttenyészeteinket különböző koncentrációjú (10-100 µM) 

tápfolyadékban készített kainsav (213 Da, steril vízben beoldva) oldattal kezeltük 1 és 24 

órán keresztül. A kainsav kezelési koncentrációkat szakirodalmi adatok alapján határoztuk 

meg (Mazzone és mtsai, 2010; Basuroy és mtsai, 2013; Bajrektarevic és Nistri, 2017). 

Három különböző lehetséges védőhatású gyógyszerként is használt hatóanyag, a 

szimvasztatin, az edaravon, és a dexametazon önálló, illetve kaináttal szembeni protektív 

hatását (1-1 µM) vizsgáltuk. A szimvasztatint és az edaravont dimetil-szulfoxidban oldottuk 

be, a dexametazont pedig steril vízben. A védőanyagok 1 µM kezelési koncentrációját 

csoportunk saját előzetes eredményei és szakirodalmi adatok alapján választottuk ki 

(Romero és mtsai, 2003; Deli és mtsai, 2005; Sierra és mtsai, 2011; Tóth és mtsai, 2014). 

A citokinekkel károsított modell esetében a TNF-α és IL-1β gyulladásos citokinek 

kombinációját alkalmaztuk, mindkettőt 10 ng/ml koncentrációban. (Harazin és mtsai, 2018). 

A szőlőmag proantocianidinben-gazdag kivonat (10 µg/ml), a rezveratrol (10 µM), az 

epikatekin (10 µM) és a galluszsav (1 µM) kezelési koncentrációját HepG2 humán 

hepatóma sejtvonalon végzett kísérletek alapján állapítottuk meg (Rojas és mtsai, 2014; 

Baselga-Escudero és mtsai, 2014; Aragonès és mtsai, 2016b). A törzsoldatok abszolút 

etanolban készültek, a kezelőoldatokat pedig tápfolyadékban hígítottuk, így az etanol végső 

koncentrációja 0,1% alatt volt. 

Mindkét kísérletsorozat esetén a kontroll csoportba a nem kezelt, azonban minden más 

körülményben azonosan tenyésztett sejtek tartoztak. A reaktív oxigéngyökök képződésének 

vizsgálatakor referenciavegyületként 100 µM hidrogén-peroxid (H2O2, Molar Chemicals, 

Magyarország) oldatot alkalmaztunk, a nitrogén-monoxid termelődés vizsgálatakor pedig 

100 µM nátrium-nitroprusszidot (SNP).   
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3.6. Reverz transzkripciót követő polimeráz láncreakció (RT-PCR) és kvantitatív 

valósidejű polimeráz láncreakció (qPCR) 

Az öt kainát receptor és három nitrogén-monoxid-szintáz izoforma génjeinek 

aktivitását polimeráz láncreakciós (PCR) módszerekkel vizsgáltuk. A vizsgált génekre a 

szakirodalomban leírt specifikus oligonukleotid primerpárokat (1. táblázat) használtuk és 

módosítottuk(Bernard és mtsai, 1999; Hinoi és mtsa, 2001; Maric és mtsai, 2000; Yao és 

mtsai, 2010), melyek különböző exonokat, vagy exon/exon határokat fednek le. 

Referenciaként β-aktin és glicerinaldehid-3-foszfát-dehidrogenáz (GAPDH) génekre 

specifikus primereket alkalmaztunk (1. táblázat). 

 
1. táblázat. A reverz transzkripciót követő polimeráz láncreakcióhoz használt patkány specifikus 

primerek (Tm: olvadási hőmérséklet, bp: bázispár). 

Primer 

neve 
 Szekvencia 

Tm 

(°C) 

Amplikon-

hossz (bp) 
Génazonosító 

Grik1 
fw GGTATAACCCCCACCCATGCAACC 

58 314 NM_017241.2 
rv GAAGGTCATCGTCGAGCCATCTCTG 

Grik2 
fw GGTATAACCCACACCCTTGCAACC 

56 452 NM_019309.2 
rv TGACTCCATTAAGAAAGCATAATCCGA 

Grik3 
fw 

CTTCTTCAAGAAATCCAAGATCTCCAC

C 
57 483 NM_181373.3 

rv TGCTCCCGTTCCGCTGTCTTGC 

Grik4 
fw TACTCTCTGGGCAACAGCCT 

56 289 NM_012572.1 
rv AGGTCTGGTAGCGGGAATTT 

Grik5 
fw TCGCCCGTGTCCTCAACTCA 

55 398 NM_031508.2 
rv CACCGACACCTCCTCAGACTCCG 

nNOS/ 

NOS1 

fw TCTACGCCACAGAGACAGGCAAAT 
51 92 NM_052799 

rv CATGGACATTGCCTTGGCATCGAA 

iNOS/ 

NOS2 

fw AGCATCCCAAGTACGAGT 
48 140 NM_012611 

rv AATCTCGGTGCCCATGTA 

eNOS/ 

NOS3 

fw CGGAGAATGGAGAGAGCTTT 
50 113 NM_021838 

rv GGA GAC ACT GTT GAA TCG GA 

β-actin 
fw TACTCTGTGTGGATTGGTGGC 

52 150 NM_031144.3 
rv GGTGTAAAACGCAGCTCAGTAA 

GAPDH 
fw GGTCATCAACGGGAAACCC 

55 356 NM_017008.4 
rv TCTGAGTGGCAGTGATGGCA 
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Az agykéreg-, mikroér- és agyi endotélsejt mintákat TriFast reagensben (VWR 

International, USA) homogenizáltuk. Ezt követően a gyártó protokollja szerint az össz-RNS-

t kloroformmal kivontuk, izopropanollal kicsaptuk, majd 80% etanollal mostuk. Nanodrop 

ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA) műszerrel történő koncentrációmérést követően 

az össz-RNS-ek 1-1 μg-ját minden mintából és kezelési csoportból DNáz enzimmel 

(ThermoFisher, USA) kezeltük, majd Maxima First Strand cDNS-szintézis kit 

(ThermoFisher, USA) segítségével reverz transzkripciót végeztünk a gyártó utasításainak 

megfelelően. 

A polimeráz láncreakciókat Labcycler 48 Gradient (SensoQuest, Németország) 

műszerrel végeztünk FIREPol DNS polimeráz (Solis BioDyne, Észtország) segítségével. A 

kezdeti hőinaktiválást (95 °C, 3 perc) követően az alábbi, 35 alkalommal ismétlődő ciklust 

állítottuk be: denaturáció 95 °C-on 30 másodpercig, primertapadás a megfelelő Tm 

hőmérsékleteken (1. táblázat) 30 másodpercig, polimerizáció 70 °C-on 40 másodpercig. A 

72 °C-os 5 percig tartó utópolimerizációt követően 2% agaróz gélen (VWR International, 

USA) azonosítottuk a kapott amplikonokat, majd az izolált PCR fragmenteket kapilláris 

szekvenálással igazoltuk. A NOS primerek esetében a gélfotók intenzitását ImageJ 

szoftverrel (National Institutes of Health, USA) számszerűsítettük. 

A NOS izoformák génaktivitásában bekövetkezett változásokat qPCR-ral is 

megvizsgáltuk. A polimeráz láncreakciót 2 × Power SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, USA) felhasználásával hajtottuk végre RotorGene 3000 műszer 

(Corbett Research, Ausztrália) segítségével. A kezdeti hőinaktiválást (95 °C, 2 perc) 

követően az alábbi, 40 alkalommal ismétlődő ciklust állítottuk be: denaturáció 95 °C-on 

5 másodpercig, primertapadás és polimerizáció 60 °C-on 30 másodpercig. A fluoreszcens 

szignálok minden polimerizációs lépés után összegyűjtésre kerültek, majd a regisztráció 

végén olvadási görbe került felvételre 55 és 95 °C fok között. Minden gén kifejeződését a β-

aktinhoz és a GAPDH-hoz, mint belső kontrollhoz normalizáltuk (ΔCt), mivel ezek a gének 

az endotélsejtekben nagymértékben expresszálódnak. A ΔΔCt meghatározásához a célgének 

génexpresszióját a kezeletlen, kontroll csoport génexpressziójához viszonyítottuk. A relatív 

génexpressziós változást a 2−ΔΔCt formula segítségével határoztuk meg. 

 

3.7. Valósidejű sejtanalízis 

A sejttenyészetek biológiai állapotának nyomon követésére impedanciamérő rendszert 

(xCELLigence RTCA-SP, Agilent, USA) használtunk (9. ábra), amely a sejtek 

növekedéséről. letapadásáról és életképességéről ad információt (Kiss és mtsai, 2013). Az 
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impedanciamérés előnye, hogy jelzőanyag nélküli, valósidejű vizsgálatot tesz lehetővé akár 

hosszú időn keresztül is (Solly és mtsai, 2004).  

A sejteket egy speciális, 96-lyukú tenyésztőlemezbe szélesztettük (E-plate, Agilent, 

USA), amely impedancia mérésére alkalmas arany elektródákat tartalmaz az alján. A sejtek 

letapadnak, növekednek, osztódnak, egyre jobban lefedik az elektródák felszínét (9. ábra). 

Ezzel arányosan emelkedik az impedancia, amit a sejtindexszel fejezünk ki. A rendszer ezt 

az értéket az (Rn-Rb)/15 képlet segítségével határozza meg, amelyben Rn a sejtek és az 

elektróda között mért impedanciát, Rb pedig a tápfolyadék háttér impedanciáját jelenti. 

 

 
 
9. ábra. A valósidejű sejtanalízishez használt impedanciamérő rendszer (xCELLigence RTCA-SP, 

Agilent, USA) (a), és a rendszer működési elvének ábrázolása (b) (Solly és mtsai, 2004 alapján). 

 

A 96-lyukú tenyésztőlemezeket IV. típusú kollagénnel (100 µg/ml) és fibronektinnel 

(100 µg/ml) vontuk be az agyi endotélsejtek számára, és I. típusú kollagénnel (150 µg/ml) a 

periciták és asztrogliák számára. A lemez lyukaiba 50 µl tápfolyadékot pipettáztunk, majd 

megmértük a háttérimpedanciát. Ezt követően 50 µl sejtszuszpenziót (5 × 103 sejt/lyuk) 

tettünk minden egyes lyukba. A lemezt a kísérlet végéig 37 ºC-os CO2 inkubátorban 

tartottuk. Az agyi endotélsejtek a kirakást követő 3. napon benőtték a teljes felszínt, nem 

növekedett tovább a sejtindex. Ekkor a sejteket 10 vagy 100 µM koncentrációjú kainsavval 

kezeltük, illetve a védőanyag dexametazonnal, szimvasztatinnal és edaravonnal. A műszer a 

sejtindexet a kezelés után 10 percenként rögzítette 24 órán keresztül. Az impedancia 

értékeket a kezelés előtti utolsó időpont értékeihez normalizáltuk, így határoztuk meg a 

kezelési csoportok hatását. 
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3.8. A vér-agy gát modell funkcióinak vizsgálata 

3.8.1. Transzendoteliális elektromos ellenállás mérése 

Az agyi endotélsejtek között olyan szoros kapcsolatokat kialakító fehérjék találhatók, 

amelyek korlátozzák a paracelluláris út átjárhatóságát. A transzendoteliális elektromos 

ellenállás (TEER) egy olyan érzékeny módszer, ami a gátrendszerek paracelluláris 

szorosságát tükrözi (Deli és mtsai, 2005). A TEER a szoros kapcsolatok nátriumionnal 

szembeni áteresztőképességét adja meg, hiszen a tápfolyadékokban a legnagyobb 

mennyiségben jelenlévő elem a nátriumion (150 mM), csak úgy, mint a fiziológiás 

testnedvekben (Benson és mtsai, 2013). A agyi endotélsejtek ellenállás értékeit Epithelial 

Volt/Ohm Meter (EVOM) rezisztencia-mérővel és STX-2 elektródákkal (World Precision 

Instruments, USA) mértük a hármas ko-kultúra modelleken a tápfolyadék cseréje előtt 

minden második nap. A TEER értékekből levontuk a sejtmentes tenyésztőbetéteken mért 

ellenállás értékek átlagát (~110 Ω × cm2), majd a tenyésztőmembrán felszínéhez viszonyítva 

(Ω × cm2) átlagoltuk és ábrázoltuk a TEER értékeket. 

 

3.8.2. Permeabilitási vizsgálat 

Az endotél sejtrétegek permeabilitásának meghatározásához két olyan jelzőanyagot 

használtunk, amelyekre a sejtréteg áteresztőképessége élettani körülmények között alacsony 

(Abbott és mtsai, 2006), ezek a paracelluláris úton átjutó nátrium fluoreszcein (SF; 10 , 376 

Da) és a transzcelluláris útvonalon átjutó szérum albumin, amit Evans-kék festékkel 

jelöltünk (EBA; 1% BSA+167,5 µg/ml Evans-kék, 67 kDa). Fiziológiás körülmények között 

a vér-agy gát áteresztőképessége igen alacsony mindkét anyagra (Deli és mtsai, 2005). 

Ezeknek a permeabilitási jelzőmolekuláknak az átjutását mind a kontroll, mind a kezelt 

csoportokon megmértük (10. ábra). 

 

 

10. ábra. Permeabilitási vizsgálatok tenyészetes in vitro vér-agy gát modellen. 
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Az agyi endotélsejt rétegeket először önállóan kainsavval kezeltük 1, illetve 24 órán 

keresztül. A kainsav hatásának kivédésére a védőanyagokat (szimvasztatin, edaravon vagy 

dexametazon) együtt alkalmaztuk a károsító anyaggal 24 órán keresztül. A citokinekkel 

károsított modell esetében 30 percen át előkezeltük a sejteket a fenolos vegyületekkel, majd 

a TNF-α és IL-1β gyulladásos citokinek kombinációjával károsítottuk a sejtrétegeket 6 órán 

keresztül. A kezelést követő TEER mérés után a tenyésztőbetéteket 12-lyukú lemezekbe 

helyeztük, amelyek lyukanként 1,5 ml, 37 °C-os Ringer-HEPES oldatot tartalmaztak. A 

felső folyadéktérben a kezelőoldatokat 500 µl Ringer-HEPES oldatra cseréltük, amely 

fluoreszceint és albumint tartalmazott. A tenyésztőedényeket 30 percen keresztül 37 °C-on 

CO2 inkubátorban tartottuk síkrázó készüléken (100 fordulat/perc; OS10 síkrázó, BioSan, 

Lettország) (10. ábra). Az enyhe rázatással az oldatok folyamatos mozgatását biztosítottuk, 

ami fontos körülmény a permeabilitás mérése során (Youdim és mtsai, 2003). A kísérlet 

végén összegyűjtöttük a folyadékokat az alsó kompartmentekből, majd meghatároztuk a 

jelzőanyagok koncentrációját fluoreszcens többlyukú lemezolvasóval (BMG Fluostar 

Optima, BMG Labtech, Németország). A fluoreszcein emisszióját 520 nm-en mértük 

485 nm-en történő gerjesztést követően, az Evans-kék elnyelését pedig 584 nm-en történő 

gerjesztés után határoztuk meg 680 nm-en. A látszólagos permeabilitási együtthatót (Papp) a 

következő képlet segítségével határoztuk meg: 

 

ahol [C]B az alsó kompartment mintáiban mért jelzőanyag-koncentráció, [C]A a felső 

kompartmentbe mért kiindulási jelzőanyag-koncentráció, VB az alsó kompartment térfogata 

(1,5 ml), A a membrán felszíne (1,12 cm2) és t a permeabilitás vizsgálat időbeni hossza 

(30 perc). 

 

3.9. Leptintranszport vizsgálatok 

A leptin átjutásának vizsgálatára a rezveratrolt és a szőlőmag proantocianidin-gazdag 

kivonatot választottuk ki. Az anyagokat vagy önállóan teszteltük, vagy 30 perc előkezelést 

követő TNF-α és IL-1β gyulladásos citokinekkel történő 6 órás károsítás során. A kezelés 

utolsó 1 órájában a tenyésztőbetétek felső folyadékterében lévő oldatokhoz adtuk a leptint 

(1 µg/ml). A kísérlet során síkrázó készüléken tartottuk a tenyésztőlemezeket CO2-

inkubátorban. A kezelés végén összegyűjtöttük a folyadékokat mindkét folyadéktérből, majd 
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a minták leptin tartalmát ELISA kit (Merck, Németország) felhasználásával határoztuk meg 

a gyártó utasításainak megfelelően. 

 

3.10. Reaktív oxigéngyökök képződésének vizsgálata 

Az oxidatív stressz mértékének megállapítása céljából kísérleteink során a reaktív 

oxigéngyökök (ROS) képződését is vizsgáltuk agyi endotélsejtekben (Veszelka és mtsai, 

2013; Lénárt és mtsai, 2015). Ehhez a 2’,7’-diklorodihidrofluoreszcein diacetátot 

(H2DCFDA, Molecular Probes, USA) alkalmaztuk, ami egy nem fluoreszcens reagens. A 

molekula a sejtek membránján átjutva a citoplazmában kölcsönhatásba lép az észterázokkal, 

amik lehasítják róla az acetát- és észtercsoportokat. A festék ezáltal töltést kap, így 

nehezebben jut ki a sejtekből, ezért felhalmozódik. Amennyiben reaktív oxigéngyökök 

képződnek a sejtekben, azok fluoreszcenssé alakítják a molekulát. A fluoreszcencia 

intenzitását spektrofotométerrel rögzíthetjük. A kísérlethez az agyi endotélsejteket 96-lyukú, 

fekete falú, átlátszó, műanyag aljú tenyésztőlemezekben (Corning Costar, USA) 

növesztettük. Az önálló kainát kezelést 1 és 24 órán keresztül végeztük, a védőanyagok 

önálló és kainsavval szembeni hatását pedig 1 órán át vizsgáltuk. A fenolos vegyületek 

önálló és gyulladásos citokinekkel szembeni hatását pedig 1 órán keresztül vizsgáltuk. Az 

agyi endotélsejteket 1 órán át 37 C-on 2 µM H2DCFDA-t tartalmazó Ringer-HEPES 

oldatban inkubáltuk, közben pedig fluoreszcens spektrofotométer (BMG Fluostar Optima) 

segítségével mértük a keletkező reaktív oxigéngyökök mennyiségét (gerjesztés 495 nm, 

emisszió 515 nm hullámhosszon). A festék sejtekbe való bejutásának megsegítésére 

pluronsavval is kezeltük a tenyészeteket (1,5 µM; Molecular Probes, USA). 

Referenciavegyületként 100  µM H2O2 oldatot alkalmaztunk. 

 

3.11. Nitrogén-monoxid felszabadulásának vizsgálata 

Az agyi endotélsejtek intracelluláris nitrogén-monoxid (NO) tartalmának 

meghatározásához a 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein diacetátot (DAF-FM 

diacetát) használtuk (Kojima és mtsai, 1998; Lénárt és mtsai, 2015). A DAF-FM diacetát 

diffúzióval a sejtekbe jut, ahol észterázok deacetilálják. A sejtekben termelődő NO esetén a 

DAF-FM diacetát kölcsönhatásba lép a nitrozóniumionnal, így egy heterociklikus, 

fluoreszcens vegyület jön létre, ami nem tud kijutni a sejtből, ezért megnő az intracelluláris 

koncentrációja. A kísérletekhez 96-lyukú, fekete falú, átlátszó, műanyag aljú 

tenyésztőlemezeket használtunk. A kezelési koncentrációk és idők a kainsavas és citokines 
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modellek esetében is megegyeztek a 3.10. fejezetben leírtakkal. Az agyi endotélsejteket 

2 µM DAF-FM diacetátot tartalmazó Ringer-HEPES oldatban 1 órán át fluoreszcens 

spektrofotométerrel vizsgáltuk (BMG Fluostar Optima, gerjesztés: 485 nm, emisszió: 538 

nm hullámhosszon), és ezzel mértük a sejtekben található NO mennyiségét. A próba sejtekbe 

való bejutásának megsegítésére pluronsavval is kezeltük a tenyészeteket (1,5 µM; Molecular 

Probes), USA. NO donorként 100 µM SNP oldatot alkalmaztunk. 

 

3.12. Immunhisztokémia 

3.12.1. Sejtkapcsoló fehérjék immunfestése 

Az immunhisztokémiai kísérlet során agyi endotélsejtekben a szoros kapcsolatok 

klaudin-5 integrális membrán fehérjéjét és a ZO-1 linker fehérjéjét mutattuk ki kainsav 

kezelést követően, a citokinekkel kiváltott gyulladásos modellben pedig a klaudin-5 fehérje 

mellett a β-katenin linker molekulát vizualizáltuk. Elsődleges antitestként anti-klaudin-5 

(nyúl poliklonális), anti-ZO-1 (nyúl poliklonális, Invitrogen, USA) és anti- β-katenin (nyúl 

poliklonális) ellenanyagokat használtunk. Másodlagos ellenanyagként Cy3-jelölt anti-nyúl 

ellenanyagot használtunk H33342 magfestékkel (Calbiochem, USA) kombinálva (2. 

táblázat). 

 

2. táblázat. A kísérletek során használt elsődleges és másodlagos ellenanyagok, és festékek. 

Antitest, 

festék 
Forgalmazó Katalógusszám Gazdaszervezet Koncentráció 

Antitest 

regisztrációs 

szám 

anti-

klaudin-5 
Sigma SAB4502981 nyúl 1,6 µg/ml AB_10753223 

anti-ZO-1 Invitrogen 61-7300 nyúl 0,625 µg/ml AB_2533938 

anti- β-

katenin 
Sigma C2206 nyúl 1,6 µg/ml AB_476831 

anti-leptin 

receptor 
Abcam ab5593 nyúl 5 µg/ml AB_304969 

anti-p65 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-372 nyúl 2,5 μg/m AB_632037 

anti-nyúl-

IgG-Cy3 
Sigma C2306 bárány 1 µg/ml AB_258792 

anti-nyúl-

IgG-A488 
ThermoFisher A11034 kecske 1 µg/ml AB_2576217 

H33342 Calbiochem 382065 - 1 µg/ml - 

 

A permeabilitási vizsgálatok után a tenyésztőbetéteken lévő agyi endotélsejteket 

Ringer-HEPES pufferrel mostuk. A 24 órás kaináttal és védőanyagokkal történő kezelés 

után a sejteket 1% paraformaldehiddel fixáltuk 20 percig 4 °C-on, majd 0,2% Triton-X100 
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oldattal (AppliChem, Németország) permeabilizáltuk 10 percig 4 °C-on. A 6 órás 

citokinkezelés és 30 perces fenolos vegyületekkel történő előkezelés után a mintákat 

jéghideg aceton:metanol 1:1 elegyével fixáltuk és permeabilizáltuk 5 percig -20 °C-on. 

Ezután minden mintát PBS-sel mostunk, majd 3% BSA-PBS oldatban blokkoltuk a nem 

specifikus kötőhelyeket 1 órán át szobahőmérsékleten. A különböző primer antitestekkel 

egy éjszakán keresztül 4 °C-on, majd másnap a másodlagos antitesttel és a magfestékkel 

1 órán át szobahőmérsékleten inkubáltuk a mintákat. Az inkubációs lépések között és után 

PBS-sel mostuk a sejteket. Legvégül lefedtük a mintákat (Fluoromount-G, Southern 

Biotech, USA), és konfokális mikroszkóppal (Leica SP5, Németország) képeket 

készítettünk. A kaináttal kezelt csoportokban a szoros kapcsolatok festődési mintázatát 

MATLAB programmal (MathWorks, USA) elemeztük ki. A képek nem egyenletes hátterét 

a program segítségével meghatároztuk és kivontuk az eredetiből, majd a szürkeárnyalatos 

képeket binárissá alakítottuk. Az 5 pixelnél kisebb objektumokat kizártuk, ezáltal 

csökkentve a hamis struktúrák számát, majd az objektumok méreteit meghatároztuk a bináris 

képek pixelszámai alapján. Az objektumszám az egymástól különálló, azaz egymáshoz nem 

kapcsolódó struktúrák számát fejezi ki. 

 

3.12.2. Leptin receptorok immunfestése 

A gyulladásos citokinekkel és fenolos vegyületekkel kezelt minták esetében a leptin 

receptorok immunfestését is elvégeztük. Ebben az esetben IV. típusú kollagénnel 

(100 µg/ml) és fibronektinnel (100 µg/ml) bevont tenyésztőbetéteken növesztettük a 

sejteket. Elsődleges antitestként anti-leptin receptor (nyúl poliklonális, Abcam, Egyesült 

Királyság) ellenanyagot használtunk (2. táblázat). A festési protokoll többi lépése 

megegyezett a fentebb leírtakkal. 

 

3.12.3. Az NF-κB transzkripciós faktor sejtmagba történő bejutásának vizsgálata 

A gyulladásos citokinekkel és fenolos vegyületekkel kezelt minták esetében az NF-κB 

transzkripciós faktor sejtmagba történő bejutását is vizsgáltuk. Ehhez I. típusú kollagénnel 

(150 µg/ml) bevont fedőlemezekre (felszín: 1 cm2, boroszilikát, VWR International, USA) 

passzáltuk a sejteket 2,5 × 104 sejt/fedőlemez sűrűségben. A citokinekkel történő kezelés 

rövidebb volt, csupán 1 óra. Az NF-κB p65 alegységének jelölésére primer ellenanyagként 

anti-p65 antitestet (nyúl poliklonális, Santa Cruz Biotechnology, USA) használtunk, 

másodlagos antitestként pedig Alexa Fluor 488-gyal jelölt anti-nyúl ellenanyagot 

(ThermoFisher, USA) (2. táblázat). Az NF-κB festés vizualizálásához spinning disk 



31 

 

konfokális mikroszkópot (Yokogawa W1/Olympus IX83, Japán) használtunk. A 

citoplazmás és sejtmagi NF-κB festődés intezitásának vizsgálatát ImageJ szoftverrel 

végeztük. A protokoll többi eleme megegyezik a 3.12.1. részben leírtakkal. 

 

3.13. Statisztikai kiértékelés 

A dolgozatban szereplő adatokat átlag ± SD (szórás) vagy SEM (az átlag standard 

hibája) értékként adtunk meg. A reverz transzkripciót követő polimeráz láncreakcióval 

vizsgált nitrogén-monoxid-szintázok intenzitás mérését, a leptin receptorok kifejeződését és 

a leptintranszportot ImageJ szoftverrel végeztük. A klaudin-5 és ZO-1 sejtkapcsoló fehérjék 

festődésének mintázatát MATLAB program (MathWorks, Natick, USA) segítségével 

értékeltük ki. Az adatok statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software Inc., USA) programot használtuk. 

A különböző kezelési csoportok közötti különbségeket t-teszttel vagy egyutas ANOVA-t 

követő Dunnett, illetve Bonferroni tesztekkel elemeztük. A p < 0,05 értékeket tekintettük 

statisztikailag szignifikánsnak. Kísérletenként a párhuzamos minták száma legalább három 

volt. Minden kísérletet legalább háromszor megismételtünk külön izolált primer 

tenyészetekből. 
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4. Eredmények 

4.1. A kainát receptorok expressziójának vizsgálata agyszövetben, agyi mikroerekben 

és primer agyi endotélsejtekben 

Mivel a kainát receptorok kifejeződését agyi endotélsejteken korábban a szakirodalom 

alapján nem mutatták ki, ezért megvizsgáltuk a receptorok jelenlétét RT-PCR segítségével. 

Mind az öt kainát receptor gén, Grik1 (GluK1/GluR5), Grik2 (GluK2/GluR6), Grik3 

(GluK3/GluR7), Grik4 (GluK4/KA-1) és Grik5 (GluK5/KA-2) termékét kimutattuk patkány 

agykéreg mintában (12a ábra). Az izolált patkány agyi mikroerekben a Grik1 és a Grik4, 

míg primer agyi endotélsejtekben csak a Grik1 gén kifejeződését figyeltük meg (12a ábra).  

 

 
 

12. ábra. (a) A Grik1-5 kainát receptor gének kifejeződésének vizsgálata RT-PCR módszerrel 

agykéreg, izolált patkány mikroér és primer agyi endotélsejt mintákban. (b) β-aktin és GAPDH 

referencia gének kifejeződése a mintákban. BEC: agyi endotélsejt, BR: agykéreg, GAPDH: 

glicerinaldehid-3-foszfáz-dehidrogenáz, MV: mikroér. A fragmenseket 2% agaróz gélen futtattuk 

meg.  

 

A Grik5 gén expressziója is nagyon kis mértékben detektálható volt a mikroér és az 

endotélsejt mintákban (12a ábra). A kapott eredményeket kapilláris DNS szekvenálással 

erősítettük meg. A β-aktin és GAPDH háztartási gének kifejeződése azonos volt az 

agykéreg, a mikroér és az endotélsejt mintákban (12b ábra), ezzel igazoltuk a templátok 

megfelelő minőségét. 

 

4.2. A kainsav hatása a vér-agy gát sejtjeinek életképességére: valósidejű sejtanalízis 

A kainsav megfelelő sejtkárosító koncentrációjának meghatározásához patkány agyi 

endotél-, pericita- és asztroglia sejteket kezeltünk két különböző koncentrációban. A kainsav 

sejtekre gyakorolt önálló hatását, a sejtrétegek biológiai állapotát, impedancia mérésen 

alapuló valósidejű sejtanalízissel követtük nyomon 10 és 100 µM koncentrációjú kainsav 

kezelés után (11. ábra). A sejtek életképességét 24 órán keresztül mértük. Agyi 
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endotélsejtek esetében a 10 µM kainsav nem károsította a sejtréteget sem az 1 órás, sem a 

24 órás vizsgált időpontban (11a-b ábra). A 100 µM kainsav már az 1 órás időpontban is 

szignifikánsan csökkentette az endotélsejtek életképességét (11a ábra), ugyanezt a hatást 

figyeltük meg a 24 órás időpontban is (11b ábra).  

 

 
 

11. ábra. A kainsav (KA, 10 és 100 µM) hatása a vér-agy gát különböző sejttípusainak 

életképességére (impedancia mérés) 1 és 24 órás kezelést követően: (a-b) agyi endotélsejtek, (c-d) 

asztrociták, (e-f) agyi pericita sejtek (átlag ± SEM, n = 3-12). Statisztikai próba: egyutas ANOVA és 

Bonferroni-teszt, ** p < 0,01 a kontroll csoporthoz képest. K: kontroll csoport. 

 

A kainsav kezelés egyik vizsgált koncentrációban sem befolyásolta az asztroglia-  

(11c-d ábra) és pericita sejtek impedanciával mért életképességét (11e-f ábra). Mivel az 

endotélsejtek esetében a 100 µM bizonyult hatékony károsító koncentrációnak, ezért a 

további kísérletekben ezzel dolgoztunk. 

 

4.3. A kainsav kezelés hatása az agyi endotélsejtek permeabilitására 

A hármas ko-kultúra modell áteresztőképességét 100 µM koncentrációjú kainsavval 

történt károsítás (1 és 24 óra) után vizsgáltuk a kis molekulasúlyú fluoreszcein (13a ábra) 

és a nagy molekulasúlyú albumin (13b ábra) jelzőanyagokra. A fluoreszcein permeabilitása 

4,72 × 10-6 cm/s volt, az albuminé 0,31 × 10-6 cm/s, amely megegyezik a korábbi 

tanulmányainkban leírt barrier szorosságát jellemző adatokkal (Harazin és mtsai, 2018; 

Veszelka és mtsai, 2018), és azt mutatják, hogy az általunk három sejttípus együtt 

tenyésztésével létrehozott modell alkalmas volt a kísérletek elvégzésére. A kainsav kezelés 

szignifikánsan fokozta a permeabilitást, már az egyórás kezelés is megnövelte a 

jelzőanyagok átjutását az endotélsejt rétegeken. A fluoreszcein permeabilitását 40%-kal, az 
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albuminét 64%-kal fokozta (13a-b ábra). Hasonló hatás volt megfigyelhető 24 óra elteltével 

is, a fluoreszcein átjutása ~25%-kal emelkedett, az albuminé pedig 70%-kal (13a-b ábra). 

 
 

13. ábra. A kainsav hatása a tenyészetes vér-agy gát modell permeabilitására 1, illetve 24 órás 

100 µM kainsav kezelést követően. (a) Fluoreszcein permeabilitás (376 Da). (b) Evans-kékkel jelölt 

albumin permeabilitás (67 kDa). Átlag ± SD, n = 4–8. Statisztikai próba: t-teszt, ** p < 0,01 a 

kontroll csoporthoz képest. K: kontroll csoport, KA: kainsav, Papp: látszólagos permeabilitási 

együttható. 

 

4.4. A kainsav kezelés hatása az agyi endotélsejtek szabad oxigéngyök és nitrogén-

monoxid termelésére 

A reaktív oxigéngyökök (ROS) képződésének vizsgálatához a H2DCFDA reagenst 

használtuk, amelynek fluoreszcencia intenzitását spektrofotométerrel mértük. A szabad 

oxigéngyökök szintje nem változott agyi endotélsejtekben kainsav kezelés (100 µM) 

hatására egyik időpontban sem (1 és 24 óra), szemben a referencia vegyületként alkalmazott 

hidrogén-peroxid kezelés (100 µM) hatásával (14a ábra). 

 

 
 

14. ábra. A kainsav (KA, 100 µM) hatása az agyi endotélsejtek (a) szabad oxigéngyök (ROS) és (b) 

nitrogén-monoxid (NO) termelésére 1, illetve 24 órás kezelést követően. Referencia vegyület a ROS 

mérése során: hidrogén-peroxid (100 µM), referencia vegyület az NO termelődés mérése során: 

nátrium-nitroprusszid (100 µM). Átlag ± SD, n = 4–6. Statisztikai próba: egyutas ANOVA és 

Dunnett-teszt; * p < 0,05, *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz képest. K: kontroll csoport, H2O2: 

hidrogén-peroxid, SNP: nátrium-nitroprusszid. 
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A nitrogén-monoxid termelődés vizsgálata során szintén egy fluoreszcens próbát 

alkalmaztunk, a DAF-FM diacetát reagenst. NO-donorként nátrium-nitroprusszidot adtunk 

a sejtekhez. Egyórás kezelést követően a kainsav fokozta az agyi endotélsejtekben a NO 

termelődését, azonban a 24 órás időpontban nem volt változás a kontroll csoporthoz képest 

(14b ábra). 

 

4.5. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon védőhatása a kainsavval kezelt agyi 

endotélsejtek életképességére 

Az agyi endotélsejteken megfigyelt, fentebb leírt kainsav okozta károsítás kivédésére 

három gyógyszerhatóanyagot vizsgáltunk: a gyulladácsökkentő dexametazont, a lipid- és 

gyulladáscsökkentő szimvasztatint és a szabadgyökfogó edaravont. A kainsav (100 µM) 

okozta életképesség csökkenéssel szemben mind a három hatóanyag, az edaravon (1 µM), a 

dexametazon (1 µM) és a szimvasztatin (1 µM) is szignifikáns védőhatást mutatott 24 órás 

kezelést követően (15. ábra). A dexametazon bizonyult a leghatásosabbnak, kainsav 

jelenlétében 46%-kal növelte a sejtek életképességet, míg az edaravon és a szimvasztatin 34 

és 30%-kal a kainsav okozta impedancia csökkenéshez képest (15. ábra). A három 

különböző hatóanyaggal kezelt kísérleti csoport között nem volt statisztikailag kimutatható 

különbség. 

 

 
 

15. ábra. Szimvasztatin (SIM, 1 µM), edaravon (EDA, 1 µM) és dexametazon (DXM, 1 µM) hatása 

a kainsavval (KA, 100 µM) kezelt agyi endotélsejtek életképességére 24 órás időpontban. Átlag ± 

SD, n = 4–8. Statisztikai próba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; *** p < 0.001 a kontroll 

csoporthoz képest; # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 a kainsavval kezelt csoporthoz 

viszonyítva. K: kontroll csoport. 

 



36 

 

4.6. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon hatása a kainsavval kezelt vér-agy gát 

ko-kultúra modell permeabilitására 

A kainsav önálló hatása mellett a három gyógyszerhatóanyagot tanulmányoztuk a 

tenyészetes vér-agy gát modell áteresztőképességére kaináttal szemben kis és nagy 

molekulatömegű jelzőanyagokra. A szimvasztatin (1 µM) és az edaravon (1 µM) 

szignifikánsan csökkentette a kainsav kezelés (100 µM) által megemelt jelzőanyag átjutást 

mindkét marker esetén 24 órás kezelést követően (16a-b ábra). A dexametazon (1 µM) 

védőhatást mutatott a nagy molekulatömegű albumin átjutásának fokozódásával szemben 

(16b ábra), azonban a fluoreszcein esetében ez a hatás nem volt statisztikailag szignifikáns 

(16a ábra).  

 

 
16. ábra. Szimvasztatin (SIM, 1 µM), edaravon (EDA, 1 µM) és dexametazon (DXM, 1 µM) hatása 

a kainsavval (KA, 100 µM) kezelt vér-agy gát modell permeabilitására (a) nátrium-fluoreszcein és 

(b) Evans-kék albumin jelzőanyagokra 24 órás időpontban. Átlag ± SEM, n = 3–9. Statisztikai próba: 

egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; ** p < 0,01 a kontroll csoporthoz képest; # p < 0,05, 

## p < 0,01, ### p < 0,001 a kainsavval kezelt csoporthoz viszonyítva. K: kontroll csoport, Papp: 

látszólagos permeabilitási együttható. 

 

4.7. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon hatása a kainsavval kezelt agyi 

endotélsejtek reaktív oxigéngyök és nitrogén-monoxid termelésére 

A kainsav kezelés (100 µM) ugyan nem változtatta meg agyi endotélsejtekben a 

szabad oxigéngyök termelést, ennek ellenére megvizsgáltuk a szimvasztatin, az edaravon és 

a dexametazon (1-1 µM) hatását is ebben a tesztben. Az edaravon erős gyökfogó hatást 

mutatott önállóan, és a kainsavval károsított csoportban egyaránt, míg a szimvasztatinnak és 

a dexametazonnak nem volt hatása a reaktív oxigéngyökök termelődésére agyi 

endotélsejtekben (17a ábra). Egyik hatóanyag sem volt hatással az agyi endotélsejtek NO 

termelésére, azonban a dexametazon szignifikánsan csökkentette az 1 órás kainsav kezelés 

által megemelt NO termelést (17b ábra).  
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17. ábra. Szimvasztatin (SIM, 1 µM), edaravon (EDA, 1 µM) és dexametazon (DXM, 1 µM) hatása 

a kainsavval (KA, 100 µM) kezelt agyi endotélsejtek (a) szabad oxigéngyök (ROS) és (b) nitrogén-

monoxid (NO) termelésére. Referencia vegyület a ROS mérése során: hidrogén-peroxid (100 µM), 

referencia vegyület a NO termelődés mérése során: nátrium-nitroprusszid (100 µM). Átlag ± SD, 

n = 5-13. Statisztikai próba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; ** p < 0,01, *** p < 0,001 a 

kontroll csoporthoz képest; # p < 0,05, ### p < 0,001 a kainsavval kezelt csoporthoz viszonyítva. K: 

kontroll csoport, KA: kainsav, H2O2: hidrogén-peroxid, SNP: nátrium-nitroprusszid. 

 

 

4.8. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon hatása a kainsavval kezelt agyi 

endotélsejtek morfológiájára 

Az életképességi, permeabilitási, ROS- és NO-termelődési kísérletek mellett 

megvizsgáltuk, hogy milyen hatása van a kainsavnak és a különböző hatóanyagoknak a 

sejtkapcsoló fehérjék immunfestődésére. A vér-agy gát szoros sejtközötti kapcsolatait 

kialakító fehérjéi közül a két legfontosabb a klaudin-5 integráns membrán fehérje és a 

citoplazmás ZO-1 kapcsolófehérje, melyek folytonos, övszerű immunfestődést mutatnak 

élettani körülmények között (18a ábra). A kainsav-kezelt csoportban (100 µM) a klaudin-5 

és ZO-1 fehérjék festődési mintázata megváltozott, a sejthatárokon felszakadozottságot 

figyelhettünk meg, apoptotikus testek is megjelentek 24 órás kezelést követően. Mindhárom 

hatóanyag, a szimvasztatin (1 µM), az edaravon (1 µM) és a dexametazon (1 µM) hatására 

a szoros kapcsolatokat kialakító fehérjék immunfestődése a kontroll csoporthoz hasonló 

mintázatot mutatott (18a ábra).  
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18. ábra. Szimvasztatin (SIM, 1 µM), edaravon (EDA, 1 µM) és dexametazon (DXM, 1 µM) hatása 

a kainsavval (KA, 100 µM) kezelt agyi endotélsejtek klaudin-5 és zonula occludens-1 sejtkapcsoló 

fehérjéinek immunfestődésére 24 órás időpontban. (a) Immuncitokémia, piros: sejtkapcsoló 

fehérjék; kék: sejtmag. Nyilak: a sejtkapcsoló fehérjék festődésének felszakadozása, megváltozása. 

Csillag: apoptotikus testek. Mérce: 10 μm. Az objektumszámok elemzése (b) klaudin-5 és (c) zonula 

occludens-1 ellenanyaggal jelölt immunfluoreszcens képeken MATLAB szoftverrel. Átlag ± SEM, 

n = 4-7. Statisztikai próba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; * p < 0,05, ** p < 0,01 a kontroll 

csoporthoz képest; ## p < 0,01, ### p < 0,001 a kainsavval kezelt csoporthoz viszonyítva. K: 

kontroll csoport, ZO1: zonula occludens-1 fehérje. 

 

 

Az immunfestésben látott változásokat MATLAB program segítségével értékeltük ki 

mind a klaudin-5 (18b ábra), mind a ZO-1 (18c ábra) esetében. A kontroll csoporthoz 

képest a kainsavval károsított csoportban szignifikánsan megemelkedett az immunfestéssel 

jelölődő objektumok száma, ami jól jelzi a sejtkapcsoló fehérjék szemmel is látható 

szakadozott mintázatát. Az edaravon és a dexametazon szignifikánsan csökkentette a 

kainsav által megemelt objektumszámot mindkét fehérje esetében, míg a szimvasztatin 

csupán a ZO-1 fehérje felszakadozott mintázatát mérsékelte (18b-c ábra). 
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4.9. A nitrogén-monoxid-szintáz gének kifejeződése agyi endotélsejtekben, és ennek 

változása kainsavval és dexametazonnal történő kezelés hatására 

Mindhárom NOS izoformát – a neuronálist, az indukálhatót és az endoteliálist – 

detektálni tudtuk primer agyi endotélsejtekben RT-PCR, illetve qPCR módszerek 

segítségével. Az endoteliális NOS3 és a neuronális NOS1 gének magas expressziót mutattak 

az agyi endotélsejtekben, míg az indukálható NOS2 csupán kis mértékben fejeződött ki  

(19a-b ábra). A 24 órás kainsav kezelés (100 µM) szignifikánsan megemelte a NOS2/iNOS 

gén expresszióját, azonban nem volt hatással a NOS1/nNOS és a NOS3/eNOS gének 

kifejeződésére, ezt mindkét módszerrel igazolni tudtuk (19b-c ábra).  

 

 
 

19. ábra. Nitrogén-monoxid-szintáz gének kifejeződése agyi endotélsejtekben. (a-b) A neuronális 

(NOS1/nNOS), az indukálható (NOS2/iNOS) és az endoteliális (NOS3/eNOS) nitrogén-monoxid-

szintáz mRNS kifejeződése primer agyi endotélsejtekben 24 órás kainsav (KA, 100 µM) és 

dexametazon (DXM, 1 µM) kezelés hatására. Az RT-PCR után a fragmensek elválasztása 2% agaróz 

gélen történt, majd a gélképeket intenzitásméréssel elemeztük. (c) Nitrogén-monoxid-szintáz 

izoformák génexpressziós változásai qPCR-ral. A relatív génexpressziós változást úgy kaptuk meg, 

hogy a kezelési csoportok génexpresszióját a kontroll csoport génexpressziójához viszonyítottuk. A 

normalizáláshoz a β-aktint és a GAPDH háztartási géneket alkalmaztuk. Átlag ± SEM, n = 4. 

Statisztikai próba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; * p < 0,05 a kontroll csoporthoz képest; 

# p < 0,05 a kainsavval kezelt csoporthoz viszonyítva.. K: kontroll csoport. 
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Mivel az agyi endotélsejtekben kainsav hatására megemelkedett NO termelődést csak 

a dexametazon tudta mérsékelni, ezért ezt a hatóanyagot vizsgáltuk a NOS izoformák 

kifejeződésére. A dexametazon kezelés (1 µM) csökkenteni tudta a kainsav által megnövelt 

NOS2/iNOS expressziót, de a másik két NOS gén kifejeződésére nem volt hatással. A 

NOS3/eNOS gén expressziója a kainsavval és dexametazonnal kezelt csoportban a RT-PCR 

vizsgálat alapján enyhén megemelkedett, azonban ez az eredmény nem volt igazolható a 

qPCR módszerrel (19b-c ábra). 

 

4.10. A szőlőből származó természetes vegyületek hatása a citokinekkel károsított vér-

agy gát modell szorosságára – barrier integritás vizsgálatok 

Arra vonatkozóan, hogy a szőlőből származó természetes vegyületek milyen hatással 

bírnak a citokinekkel károsított tenyészetes vér-agy gát modell integritására, permeabilitási 

és morfológiai vizsgálatokat végeztünk. Az endotélsejtek károsításához a citokinek 

koncentrációját (TNF-α: 10 ng/ml, IL-1β: 10 ng/ml) csoportunk egy korábbi munkájában 

határoztuk meg (Harazin és mtsai, 2018). A három sejttípusból álló vér-agy gát modell 

integritását a TEER értékkel és a látszólagos permeabilitási együtthatóval jellemeztük. A 

6 órás citokin kezelés szignifikánsan lecsökkentette a modell elektromos ellenállását, ezt a 

hatást egyik tesztelt vegyület sem tudta kivédeni (20. ábra). 

 

20. ábra. A proantocianidin-gazdag szőlőmag kivonat (GSPE) és a fenolos vegyületek hatása a 

citokinekkel (CK; TNF-α, IL-1β) károsított vér-agy gát modell integritására. Transzendoteliális 

elektromos ellenállás. Átlag ± SEM, n = 4-8. Statisztikai próba: egyutas ANOVA és Bonferroni-

teszt; ** p < 0,01 a kontroll csoporthoz képest. K: kontroll csoport, EC: epikatekin, GA: galluszsav, 

RSV: rezveratrol, TEER: transzendoteliális elektromos ellenállás. 

 

A kontroll csoport esetében alacsony jelzőanyag átjutást mértünk (21a-b ábra) 

fluoreszceinre (1,75 × 10−5 cm/s) és albuminra (0,35 × 10−5 cm/s). A 6 órás citokin kezelés 

szignifikánsan megnövelte mindkét jelzőanyag átjutását a sejtrétegeken, összhangban a 

TEER értékekkel (20. ábra). A szőlőmag proantocianidin-gazdag kivonat (10 µg/ml), az 
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epikatekin (10 µM) és a galluszsav (1 µM) egyik marker esetében sem mutatott védőhatást. 

A rezvetratrol (10 µM) a fluoreszcein esetében nem, albumin esetében azonban hatásosnak 

bizonyult: szignifikánsan csökkentette a citokin kezelés által megnövelt jelzőanyag átjutást 

(21b ábra). 

 

 

21. ábra. A proantocianidin-gazdag szőlőmag kivonat (GSPE) és a fenolos vegyületek hatása a 

citokinekkel (CK: TNF-α+IL-1β) károsított vér-agy gát modell integritására. (a) Fluoreszcein 

permeabilitás. (b) Evans-kékkel jelölt albumin permeabilitás. Átlag ± SEM, n = 4-8. Statisztikai 

próba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz képest; # p < 0,05 

a citokinekkel károsított csoporthoz viszonyítva. K: kontroll csoport, EC: epikatekin, GA: 

galluszsav, RSV: rezveratrol, TEER: transzendoteliális elektromos ellenállás. 

 

A vér-agy gát alapját képező endotélsejtek közötti szoros kapcsolatok szerkezetét két 

fehérje immunfestésével vizsgáltuk: az integráns membránfehérje klaudin-5 és az adherens 

kapcsolatokat kialakító β-katenin folytonos, övszerű festődést mutatott az endotélsejtek 

határain a kontroll csoportban (22. ábra).  

 

 

22. ábra. Az agyi endotélsejtek klaudin-5 és β-katenin sejtkapcsoló fehérjéinek morfológiai 

vizsgálata citokinekkel és szőlőből származó természetes vegyületekkel történő kezelés hatására. 

Piros: sejtkapcsoló fehérjék; kék: sejtmag. Nyilak: a sejtkapcsoló fehérjék festődésének 

felszakadozása, megváltozása. Csillag: citoplazmatikus átrendeződés. Mérce: 10 μm. K: kontroll 

csoport, CK: citokin-kezelt csoport; GSPE: proantocianidin-gazdag szőlőmag kivonat, EC: 

epikatekin, GA: galluszsav, RSV: rezveratrol.   
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Ez a mintázat citokin kezelés hatására megváltozott, a klaudin-5 fehérje festődése 

gyengébb és szakadozott lett, a β-katenin festés esetén pedig sejten belüli átrendeződés 

figyelhető meg: a sejthatárról a citoplazmába és a magba kerül át a fehérje. A természetes 

szőlőkivonatokkal történő 30 perces előkezelés hatására a sejtkapcsoló fehérjék 

immunfestődése a kontroll csoportéhoz volt hasonló (22. ábra). 

 

4.11. A szőlőből származó természetes vegyületek hatása a citokinekkel károsított vér-

agy gát modellre – reaktív oxigéngyök és nitrogén-monoxid termelés  

A gyulladásos citokinekkel történő kezelés nem befolyásolta az endotélsejtek szabad 

oxigéngyök- és NO termelését (23a-b ábra). Az agyi endotélsejtek ROS termelését a 

szőlőmag proantocianidin-gazdag kivonat (10 µg/ml) és az epikatekin (10 µM) 

szignifikánsan csökkentették, erős gyökfogó hatást mutattak. A rezveratrol (10 µM) 

önmagában nem változtatta meg a sejtek ROS termelését, azonban citokinekkel együtt 

alkalmazva csökkentette azt (23a ábra). 

 

23. ábra. A szőlőből származó természetes vegyületek hatása a (a) reaktív oxigéngyök (ROS) és (b) 

nitrogén-monoxid (NO) termelődésére citokinekkel károsított agyi endotélsejtekben. Referencia 

vegyület a ROS mérése során: hidrogén-peroxid (100 µM), referencia vegyület az NO termelődés 

mérése során: nátrium-nitroprusszid (100 µM). Átlag ± SEM, n = 8. Statisztikai próba: egyutas 

ANOVA és Bonferroni-teszt; ** p < 0,01, *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz képest; # p < 0,05, 

## p < 0,01, ### p < 0,001 a citokinekkel károsított csoporthoz viszonyítva. K: kontroll csoport, CK: 

citokin-kezelt csoport; GSPE: proantocianidin-gazdag szőlőmag kivonat, EC: epikatekin, GA: 

galluszsav, RSV: rezveratrol, H2O2: hidrogén-peroxid, SNP: nátrium-nitroprusszid. 

 

Az epikatekin és a rezvetratrol citokinekkel együtt alkalmazva csökkentették az 

endotélsejtek NO termelését. Ezzel szemben a szőlőmag proantocianidin-gazdag kivonat 

önállóan és citokinekkel közösen is szignifikánsan megnövelte az NO termelődést 

(23b ábra). A galluszsavnak egyik vizsgálatban sem volt hatása. A referencia vegyületként 
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alkalmazott hidrogén-peroxid és nátrium-nitroprusszid szignifikánsan megemelte a ROS, 

illetve NO termelést (23. ábra). 

 

4.12. A szőlőből származó természetes vegyületek hatása a citokinekkel károsított vér-

agy gát modellre – az NF-κB sejtmagi bejutása  

A citokinek által kiváltott sejtszintű gyulladásos válasz kimutatásának megbízható 

módja az NF-κB transzkripciós faktor p65 alegységének a citoplazmából a sejtmagba történő 

bejutásának a vizsgálata. A kontroll csoportban az NF-κB p65 alegysége főként a 

citoplazmában volt megfigyelhető (24a ábra). Ez citokin kezelés hatására megváltozott, 

megnőtt a sejtmag/citoplazma immunfestés fluoreszcens intenzitás hányadosa (24b ábra). 

A szőlőmag proantocianidin-gazdag kivonat, a galluszsav és a rezveratrol szignifikánsan 

csökkentette ezt a hányadost, azaz gátolta az NF-κB transzkripciós faktor sejtmagba jutását. 

Az epikatekin nem volt hatással a transzkripciós faktor p65 alegységének elhelyezkedésére 

(24b ábra). 

 

 
 
24. ábra. A természetes vegyületek hatása a citokinekkel kezelt agyi endotélsejtekben az NF-κB 

sejtmagba történő bejutására. (a) NF-κB immunfestődése. Zöld: NF-κB p65 alegysége; kék: sejtmag. 

Mérce: 10 μm. (b) Az NF-κB immunfestés kiértékelése fluoreszcencia intenzitás alapján 

(sejtmag/citoplazma). Átlag ± SEM, n = 8. Statisztikai próba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; 

** p < 0,01 a kontroll csoporthoz képest; ## p < 0,01, ### p < 0,001 a citokinekkel károsított 

csoporthoz viszonyítva. K: kontroll csoport, CK: citokin-kezelt csoport; GSPE: proantocianidin-

gazdag szőlőmag kivonat, EC: epikatekin, GA: galluszsav, RSV: rezveratrol. 

 

4.13. A szőlőből származó természetes vegyületek hatása a citokinekkel károsított vér-

agy gát modellre – a leptin receptorok kifejeződése és a leptintranszport 

A leptin receptorok jelenlétét agyi endotélsejtekben mindegyik kezelési csoportban 

igazoltuk immuncitokémiával egy olyan ellenanyaggal, ami minden izoformát felismer 

(25a ábra).  
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25. ábra. A természetes vegyületek hatása a leptin receptorok kifejeződésére agyi endotélsejtekben 

és a vér-agy gáton keresztüli leptintranszportra citokin-károsítással szemben. (a) A leptin receptorok 

immuncitokémiai festődése (piros) citokinekkel és természetes vegyületekkel kezelt agyi 

endotélsejtekben. Kék: sejtmag. Mérce: 10 μm. (b) Leptintranszport a vér-agy gát modellen keresztül 

citokinekkel és természetes vegyületekkel történő kezelés hatására. Átlag ± SEM, n = 4. Statisztikai 

próba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz képest. K: kontroll 

csoport, CK: citokin-kezelt csoport; GSPE: proantocianidin-gazdag szőlőmag kivonat, RSV: 

rezveratrol. 

 

A vér-agy gáton való leptin átjutás vizsgálatához védőanyagként a szőlőmag 

proantocianidin-gazdag kivonatot és a rezveratrolt választottuk ki (25b ábra). Önmagában 

egyik anyag sem változtatta meg a leptin vér-agy gát modellen keresztüli transzportját, a 

citokin kezelés azonban szignifikánsan, 57%-kal megnövelte. Ezt a megemelt átjutást sem a 

szőlőmag proantocianidin-gazdag kivonat, sem a rezveratrol nem befolyásolta (25b ábra). 
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5. Megbeszélés 
 

5.1. A kainát agyi endotélsejtekre kifejtett károsító hatásának kivédése 

gyógyszerhatóanyagokkal 

Az excitotoxicitás, azaz a glutamát receptorok hiperaktivációja az egyik legfőbb 

károsító folyamat a központi idegrendszert érintő megbetegedések során, amely a neuronok 

pusztulásához és a vér-agy gát károsodásához vezethet (Friedman és Heinemann, 2012; 

Klement és mtsai, 2019). A vér-agy gát különböző tenyészetes modelljein már igazolták, 

hogy a glutamát növeli az agyi endotélsejtek áteresztőképességét, és csökkenti a szoros 

kapcsolatok integritását (András és mtsai, 2007; Kuhlmann és mtsai, 2008; Basuroy és mtsai, 

2013). Az NMDA és AMPA ionotróp glutamát receptor agonistákról is leírták már, hogy 

sertés agyi endotélsejtekben csökkentik a sejtréteg ellenállását, valamint megemelik a 

permeabilitását (Basuroy és mtsai, 2013). Basuroy és munkatársai ugyanezen a vér-agy gát 

modellen azt is kimutatták, hogy a kainsav sejtkárosodást okoz, megnöveli a DNS 

fragmentációját, ezáltal a sejtek halálához vezet, azonban a kainát receptorok kifejeződését 

és a kainát közvetlen hatását nem vizsgálták. 

A glutamát receptorok közül az NMDA, az AMPA és a metabotróp glutamát 

receptorok jelenlétét igazolták már agyi endotélsejtekben RNS, fehérje vagy funkcionális 

szinten (Krizbai és mtsai, 1998; Parfenova és mtsai, 2003; András és mtsai, 2007; Scott és 

mtsai, 2007; Kuhlmann és mtsai, 2008; Reijerkerk és mtsai, 2010). Saját eredményeink 

alátámasztják a Grik1 és a Grik4 kainát receptor gének kifejeződését izolált agyi 

mikroerekben, valamint a Grik1 gén kifejeződését tenyésztett agyi endotélsejtekben. Az 

izolált mikroér frakciók az agyi endotélsejtek mellett pericitákat és asztrocita végtalpakat is 

tartalmaztak. Habár a glutamát képes megváltoztatni az agyi pericita sejtek működését (Hall 

és mtsai, 2014), a kainát receptorok kifejeződését még nem igazolták ezeken a sejteken. A 

Grik4 gén kifejeződését már leírták asztrocita sejtekben tenyészeten (Cauley és mtsai, 1997) 

és in vivo is (Vargas és mtsai, 2013). 

Kísérleteinkben impedancia alapú, valósidejű sejtanalízissel igazoltuk, hogy a kainsav 

csökkenti a patkány agyi endotélsejtek életképességét (26. ábra), azonban nem befolyásolta 

azt agyi pericita és asztroglia sejtrétegek impedanciáját. Habár számos kutatás alátámasztja 

az idegsejtek és az oligodendrociták kainsavval szembeni érzékenységét, az agyi periciták 

és asztrociták kainsav-indukálta károsodásáról nincsenek szakirodalmi adatok. Az általunk 

alkalmazott kainsav koncentráció magasnak mondható, azonban a különböző tenyészetes 

vér-agy gát modelleken végzett vizsgálatokban hasonlóan magas kainát és glutamát 
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koncentrációkat alkalmaztak (Krizbai és mtsai, 1998; András és mtsai, 2007; Basuroy és 

mtsai, 2013). Ezzel összefüggésben epilepsziás betegek hippokampuszában 50-75 µM 

extracelluláris glutamát koncentrációt is mértek, ami az excitotoxikus neurotranszmitterek 

nagyon magas koncentrációjára utal patológiás körülmények között (During és Spencer, 

1993). 

3. táblázat. Gyógyszerhatóanyagok védőhatásai az excitotoxin kainsav károsító hatásaival szemben 

a vér-agy gát tenyészetes modelljén.  

      KA    SIM EDA DXM 

Életképesség     

Barrier integritása     

ROS termelődés - -  - 

NO termelődés  - -  

NOS2/iNOS  n.v. n.v.  

Rövidítések: : emeli; : csökkenti; -: nincs hatása; n.v.: nem vizsgáltuk. KA: kainsav,  

SIM: szimvasztatin, EDA: edaravon, DXM: dexametazon, ROS: reaktív oxigéngyök, NO: nitrogén-

monoxid, NOS2/iNOS: indukálható nitrogén-monoxid-szintáz. 

 

Eredményeink alapján a kainát megnövelte a vér-agy gát modell áteresztőképességét 

fluoreszcein és albumin jelzőanyagokra, és megváltoztatta az agyi endotélsejtekben a szoros 

kapcsolatokat kialakító fehérjék festődési mintázatát (3. táblázat). A kapott eredményeink 

összhangban vannak a kutatócsoport saját (András és mtsai, 2007), és más kutatócsoportok 

(Kuhlmann és mtsai, 2008; Basuroy és mtsai, 2013) korábban leírt adataival a glutamát vér-

agy gát megnyílást okozó hatásáról.  

Az oxidatív stressz és a reaktív oxigéngyökök termelődése hozzájárul az 

excitotoxicitáshoz. Habár sertés agyi endotélsejtekben kimutatták, hogy a kainsav fokozza a 

ROS-termelődést (Basuroy és mtsai, 2013), a mi kísérleteinkben tenyészetes patkány vér-

agy gát modellen a kainát erre nem volt hatással (3. táblázat). Ennek a hátterében az eltérő 

kainát kezelési koncentráció és detektálási módszer állhat. Kísérleteink igazolták, hogy 

kainsav hatására megemelkedik az NO-termelődés, és fokozódik a NOS2/iNOS mRNS 

expressziója (3. táblázat). Élettani körülmények között az agyi endotélsejtek NOS2/iNOS 

szintje elhanyagolható, azonban különböző kórállapotok során megemelkedik (Naseem, 



47 

 

2005). Kísérleteinkben a NOS2/iNOS expresszió fokozódása a kainát károsító hatására utal. 

Kapott eredményeink összhangban vannak korábbi adatokkal, miszerint a patkány 

agykéregbe juttatott kainsav növeli a mikroerek NOS aktivitását (Lei és mtsai, 1996). 

A vér-agy gát idegrendszeri betegségekben igazolt szerepe miatt egyre több kutatás 

irányul a védőhatású vegyületekre. Számos gyulladáscsökkentő és antioxidáns gyógyszerről 

és újonnan kifejlesztett hatóanyagról igazolták tenyészetes modelleken, hogy vér-agy gát 

protektív hatással is rendelkeznek (Deli és mtsai, 2005), és ezek közül már több szert is 

alkalmaznak a sztrók, az amiotrófiás laterálszklerózis, vagy az epilepszia kezelésére (Marchi 

és mtsai, 2011; Watanabe és mtsai, 2018; Hachinski és mtsai, 2019). Kísérleteinkkel 

kimutattuk, hogy a szimvasztatin megvédte az agyi endotélsejteket a kainát károsító 

hatásaival szemben életképességi és permeabilitási vizsgálatokban, valamint visszaállította 

a sejtkapcsolatok megváltozott immunfestését (3. táblázat). Az eredményeink összhangban 

állnak a fluvasztatin védőhatásával glutamáttal kiváltott in vitro vér-agy gát károsodás esetén 

(Kuhlmann és mtsai, 2008). A szimvasztatin NMDA-indukált excitotoxicitás esetén is 

védőhatásúnak bizonyult tenyésztett kortikális idegsejteken (Zacco és mtsai, 2003).  

A sztatinok agyi bejutása az egyik kulcsfontosságú tényező a lehetséges terápiás 

hatékonyságukban különböző neurológiai kórképekben. A gyógyszerátjutás fontos 

szabályozói az agyi endotélsejtek szállítórendszerei. A sztatinok nem csak passzívan 

juthatnak be az agyba zsíroldékonyságuk alapján, hanem aktív módon szállítófehérjék (pl. 

OATP/SLCO fehérjecsalád) vihetik be az agyba és efflux transzporterek (pl. P-glikoprotein) 

gátolhatják meg a bejutásukat. Ezek a szállítófehérjék jelen van a vér-agy gáton, és 

befolyásolják a központi idegrendszerre ható szerek agyba való bejutását (Campos-Bedolla 

és mtsai, 2014; Veszelka és mtsai, 2018). Csoportunk korábban már igazolta egyéb 

sztatinok, a rozuvasztatin, a pravasztatin és az atorvasztatin hatékony átjutását a vér-agy gát 

tenyészetes modelljén (Veszelka és mtsai, 2018). Saját eredményeink és az irodalmi adatok 

alátámasztják a sztatinok lehetséges terápiás alkalmazását az epilepszia (Banach és mtsai, 

2014), a sztrók és neurodegeneratív betegségek gyógyításában (Malfitano és mtsai, 2014). 

Az edaravon szintén védőhatásúnak bizonyult a kainsav-indukálta károsodásokkal 

szemben, és csökkentette a reaktív oxigéngyökök termelődését agyi endotélsejtekben  

(3. táblázat), ami összhangban van korábbi eredményeinkkel (Tóth és mtsai, 2014). 

Vaszkuláris endotélsejtekben elősegítette a TJ-k kialakulását (Onodera és mtsai, 2013), és 

az NMDA-által kiváltott excitotoxicitás során antioxidáns hatást mutatott agyszeleteken 

(Nakano-Okuda és mtsai, 2006). Az edaravon védő hatását kaináttal kiváltott epilepszia 

modellekben is kimutatták patkányokban (Miyamoto és mtsai, 2008; Nomura és mtsai, 
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2014). Ezek a preklinikai adatok mind alátámasztják az edaravon vér-agy gát védelmében 

betöltött szerepét, így ez is hozzájárulhat az akut sztrók és az amiotrófiás laterálszklerózis 

klinikai kezelésében megfigyelt hatékonyságához (Watanabe és mtsai, 2018). 

A dexametazon vér-agy gát szorosságát fokozó hatását már korábbi kísérletekben is 

igazolták tenyészetes modelleken (Deli és mtsai, 2005; Förster és mtsai, 2007). A 

dexametazon fokozza a klaudin-5 és ZO-1 TJ fehérjék kifejeződését károsított agyi 

endotélsejt tenyészetekben (Blecharz és mtsai, 2010; Hue és mtsai, 2015), ami megerősíti 

saját eredményeinket is. In vitro eredményeink összhangban állnak a kaináttal (Sztriha és 

mtsai, 1986) és pilokarpinnal (Marchi és mtsai, 2011) indukált epilepszia állatmodellekben 

megfigyelt adatokkal, ezekben a dexametazon vér-agy gátat védő hatást mutatott. 

Kísérleteinkben a dexametazon csökkentette az agyi endotélsejtekben a kainsav kezelés által 

megnövelt NO termelődést és a NOS2/iNOS gén kifejeződését (3. táblázat). Saját 

eredményeinkhez hasonlóan a dexametazon csökkentette a vér-agy gát áteresztőképességét 

és a NOS2/iNOS aktivitást lipopoliszachariddal kezelt egerekben is (Minami és mtsai, 

1998). Habár a dexametazon terápiás hatékonysága epilepsziában még vitatott, jótékony 

hatást fejtett ki gyermekkori gyógyszer-rezisztens epilepsziában (Marchi és mtsai, 2011). 

Kísérleti eredményeink és a dexametazon klinikai alkalmazása az agyödéma csökkentésére 

támogatják a dexametazon alkalmazásának lehetőségét a vér-agy gát károsodás 

csökkentésére epilepsziában is. 

 

5.2. A gyulladásos citokinek agyi endotélsejtekre kifejtett károsító hatásának kivédése 

természetes hatóanyagokkal 

Kísérleteink során négy szőlőből származó kivonatot, illetve vegyületet vizsgáltunk. 

A GSPE különböző fenolos vegyületeket tartalmaz, amik főleg a flavonoid családhoz 

tartoznak (Baselga-Escudero és mtsai, 2014). Az epikatekin flavonoid, míg a rezveratrol és 

a galluszsav nem-flavonoid vegyületek. Célunk az volt, hogy megvizsgáljuk a fenolos 

flavonoid és a nem-flavonoid természetes anyagok lehetséges védőhatását is a vér-agy gát 

modellen. A rezveratrol az egyik leginkább tanulmányozott bioaktív fenolos vegyület, 

számos jótékony tulajdonságát leírták, mint például a gyulladáscsökkentő és antioxidáns 

hatást (Nassiri-Asl és Hosseinzadeh, 2016). Több kutatócsoport is vizsgálta már a rezveratrol 

hatását az elhízásra, és az ehhez kapcsolódó kórállapotokra (Aragonès és mtsai, 2016a; 

Akaberi és Hosseinzadeh, 2016). Habár már számos természetes anyag vér-agy gátra 

kifejtett hatását megvizsgálták (Campos-Bedolla és mtsai, 2014), mi tanulmányoztuk 
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elsőként a GSPE és a fenolos vegyületek agyi endotélsejtekre és leptintranszportra kifejtett 

hatását tenyészetes vér-agy gát modellen.  

A kezelési koncentrciókat és az inkubációs időket szakirodalmi adatok és saját korábbi 

eredményeink alapján választottuk ki (Baselga-Escudero és mtsai, 2014; Rojas és mtsai, 

2014; Aragonès és mtsai, 2016a; Harazin és mtsai, 2018). A GSPE-vel és a fenolos 

vegyületekkel történő kezelés nem befolyásolta az agyi endotélsejtek életképességét, kivéve 

a legmagasabb kezelési koncentrációban alkalmazott GSPE és rezveratrol csoportokat 

(Ardid-Ruiz és mtsai, 2020, 1. ábra), ami megerősíti ezeknek az élelmiszerekben is 

megtalálható vegyületeknek a biztonságos alkalmazását. 

A krónikus szisztémás gyulladás, amit az adipocitákból felszabaduló gyulladásos 

citokinek és az aktivált immunsejtek váltanak ki, központi eleme az elhízás 

patomechanizmusának (Marseglia és mtsai, 2014). A keringő gyulladáskeltő citokinek 

közvetlenül hatnak az agyi endotélsejtekre és károsítják a vér-agy gátat: a megváltozott TJ 

fehérje kifejeződés és sejten belüli redisztribúció és a megemelkedett áteresztőképesség 

következtében sérül a vér-agy gát integritása, emellett az oxidatív stressz és a vér-agy gát 

gének kifejeződésének változásai is hozzájárulnak a gátfunkciók romlásához (Deli és mtsai, 

2005; Lopez-Ramirez és mtsai, 2013; Liebner és mtsai, 2018; Harazin és mtsai, 2018). A 

vér-agy gát szisztémás gyulladás által okozott károsodása kötheti össze a metabolikus 

szindrómát/kóros elhízást és az ezekkel összefüggő idegrendszeri betegségek súlyosbodását 

(Rhea és mtsai, 2017; Van Dyken és Lacoste, 2018). Hasonlóan a szisztémás gyulladáshoz, 

a kóros elhízás során is megemelkedik a gyulladásos citokinek termelődése számos 

agyterületen, ami helyi gyulladáshoz vezet főleg a hipotalamusz területén (Rhea és mtsai, 

2017). Az idegi gyulladás és a vér-agy gát károsodása között kétirányú kapcsolat van: 

mindkettő elindíthatja és/vagy fokozhatja a másik kórállapotot (Rhea és mtsai, 2017). Az 

elhízás, a gyulladás és a leptin megnövekedett szintje a vérben jól tanulmányozott folyamat 

(Bastard és mtsai, 2006; Marseglia és mtsai, 2014). Az agyi leptintranszport lecsökken az 

elhízás során, míg a vérben lévő leptin szintje megemelkedik, ezek a folyamatok pedig 

hozzájárul a leptinrezisztencia kialakulásához a betegség során (Caro és mtsai, 1996). A két 

leghatékonyabb gyulladáskeltő citokin, amik közvetlenül károsítják az agyi endotélsejteket, 

a TNF-α és az IL-1β (Deli és mtsai, 2005; Harazin és mtsai, 2018). A gyulladásos folyamat 

tanulmányozására, ami kóros elhízás során és a vér-agy gát szintjén is megfigyelhető (Rhea 

és mtsai, 2017; Van Dyken és Lacoste, 2018), citokinekkel kezelt tenyészetes vér-agy gát 

modellt használtunk, hogy megvizsgáljuk a szőlőből származó fenolos vegyületek 

lehetséges védőhatását.  
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A citokinek károsították a vér-agy gát integritását, amire a lecsökkent elektromos 

ellenállási értékek és a megnövekedett áteresztőképesség is utal. Korábbi kísérleteinkben 

hasonló citokinek által kiváltott csökkenést figyeltünk meg az agyi endotélsejtek 

életképességében és a gátrendszer szorosságában (Harazin és mtsai, 2018). A citokinek 

fokozták az albumin átjutást, amit egyedül a rezveratrol tudott csökkenteni a vizsgált 

anyagok közül (4. táblázat). Ez összhangban van a rezveratrol vér-agy gát protektív 

hatásával sejttenyészetekben és állatmodellekben is (Clark és mtsai, 2012; Campos-Bedolla 

és mtsai, 2014; Kaisar és mtsai, 2015).  

Az elhízáshoz kapcsolódó kórállapotok során (metabolikus szindróma, 

kardiovaszkuláris zavarok) a fenolos vegyületek az antioxidáns hatásuk révén tudják 

leginkább kifejteni jótékony tulajdonságaikat (Diaz-Gerevini et al., 2016; Wiciński et al., 

2018). Kísérleteinkben azt találtuk, hogy a GSPE, az epikatekin és a rezveratrol is 

csökkentette a reaktív oxigéngyökök termelődését citokinek jelenlétében (4. táblázat) a 

szakirodalmi adatokhoz hasonlóan (Kaisar és mtsai, 2015; Panickar és mtsai, 2015). 

A tesztelt vegyületek eltérő hatást fejtettek ki az agyi endotélsejtek NO termelésére: a 

GSPE önmagában és citokinekkel együtt alkalmazva is megnövelte az NO szintet, míg az 

epikatekin és a rezveratrol csökkentették azt citokinek jelenlétében (4. táblázat). A NOS 

mindhárom izoformája kifejeződik az agyi endotélsejtekben (Veszelka és mtsai, 2018). A 

GSPE a NOS3/eNOS izoformán keresztül hatékonyan tudja fokozni az NO termelődését 

(Fitzpatrick és mtsai, 2002), és csökkenteni a metabolikus szindrómához kapcsolódó magas 

vérnyomást (Pons és mtsai, 2016), ezáltal véd a magas vérnyomás okozta agyi vaszkuláris 

károsodástól (Hao és mtsai, 2018). Ezzel szemben a rezveratrol gátolja a NOS2/iNOS 

akvititását, és képes visszaállítani az agyi érhálózat állapotát diabéteszes patkányokban 

(Arrick és mtsai, 2011). Az epikatekin szintén jótékony hatást fejtett ki az oxidatív stressz 

okozta endoteliális zavarok során a NOS2/iNOS gátlása révén (Steffen és mtsai, 2007). 

Feltételezzük, hogy a GSPE, a rezveratrol és az epikatekin különböző NOS izoformákon 

kifejtett eltérő hatásai magyarázhatják az általunk agyi endotélsejteken kapott eredményeket. 

A citokinek gyulladáskeltő hatását az NF-κB transzkripciós faktor sejtmagi 

transzlokációja idézi elő, ami hozzájárul a vér-agy gát károsodásához (Harazin és mtsai, 

2018). A GSPE, a galluszssav és a rezveratrol képes volt gátolni ezt a citokin-indukált 

folyamatot (4. táblázat). Adataink összhangban vannak korábbi megfigyelésekkel: a GSPE 

(Sen és Bagchi, 2001), a galluszsav (Del Bo és mtsai, 2016) és a rezveratrol (Diaz-Gerevini 

és mtsai, 2016) hasonló hatását már kimutatták citokinnel kezelt endotélsejteken, vagy 

gyulladásos körülmények között.  
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Kísérleteink során a galluszsavat és az epikatint abban a koncentrációban alkalmaztuk, 

mint amit a GSPE kivonat tartalmazott az általunk használt hígításban (Baselga-Escudero és 

mtsai, 2014). A galluszsav nem változtatta meg sem a reaktív oxigéngyökök, sem az NO 

szintjét. A GSPE és a galluszsav is gátolni tudta az NF-κB transzkripciós faktor citokinek 

által kiváltott sejtmagi transzportját, az epikatekin azonban ezt nem befolyásolta  

(4. táblázat). Az epikatekin önmagában nem fokozta az NO szintjét agyi endotélsejtekben, 

de citokinek jelenlétében csökkentette (4. táblázat). A GSPE-hez hasonlóan az epikatekin 

mérsékelte a reaktív oxigéngyökök termelődését (4. táblázat). Adataink arra utalnak, hogy 

a galluszsav és az epikatekin hozzájárulhatnak a GSPE kivonat hatásaihoz, de abban más 

vegyületek, például katekin, epikatekin-gallát, gallát dimer (Baselga-Escudero és mtsai, 

2014) hatásai is érvényesülhetnek.  

 

4. táblázat. A természetes hatóanyagok védőhatásai gyulladásos citokinekkel szemben a vér-agy gát 

tenyészetes modelljén.  

 CK GSPE EC GA RSV 

Permeabilitás  - - -  

TJ immunfestés      

ROS termelődés -   -  

NO termelődés -   -  

NF-κB transzlokáció   -   

Leptintranszport  - n.v. n.v. - 

Rövidítések: : emeli; : csökkenti; -: nincs hatása; n.v.: nem vizsgáltuk. CK: citokinek,  

GSPE: proantocianidin-gazdag szőlőmag kivonat, EC: epikatekin, GA: galluszsav, RSV: rezveratrol,  

TJ: szoros kapcsolat, ROS: reaktív oxigéngyök, NO: nitrogén-monoxid, NK-κB: nukleáris faktor-

kappa B. 

 

A leptin három útvonalon keresztül juthat be az agyba: a vér-agy gátat alkotó 

endotélsejtek rétegén keresztül (Banks és mtsai, 1996), a vér-cerebrospinális folyadék gátat 

alkotó choroid plexus epitélsejteken keresztül (Zlokovic és mtsai, 2000), és a mediobazális 

hipotalamuszt körbevevő tanicitákon keresztül, amik szoros kapcsolataik révén gátat 

alkotnak az eminentia medialis és a cerebrospinális folyadék között (Balland és mtsai, 2014). 

A leptin aktív, endocitózis-függő transzportját már korábban leírtak humán tenyésztett vér-
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agy gát modellen (Gonzalez-Carter és mtsai, 2016). Kísérleteinkben a vér-agy gáton 

keresztüli leptin átjutást fokozták a citokinek, ezt viszont nem tudta befolyásolni sem a 

GSPE, sem a rezveratrol (4. táblázat).  

Eredményeinkkel igazoltuk, hogy a természetes szőlő vegyületek megvédik a 

tenyészetes vaszkuláris endotélsejteket a citokinek által keltett gyulladástól és oxidatív 

stressztől az NF-κB útvonalon keresztül, ezzel alátámasztottuk a szőlő kivonatok 

etnofarmakológiai alkalmazását szív- és érrendszeri betegségekben (Paul és mtsai,1999; 

Darshan és Doreswamy, 2004). Klinikai vizsgálatok szintén bizonyították a GSPE, és az 

önálló szőlő fenolos vegyületek hatékonyságát kardiovaszkuláris megbetegedések során 

(Weseler és Bast, 2017). A GSPE kardiovaszkuláris rendszerre kifejtett jótékony hatását 

igazolták elhízott cukorbetegeken is (Kar és mtsai, 2009). További klinikai vizsgálatokban 

a GSPE és a rezveratrol csökkentették az oxidatív stresszt túlsúlyos betegekben (De Groote 

és mtsai, 2012). A szőlőből származó vegyületek egyéb jótékony hatásait in vitro és klinikai 

kísérletekkel is kimutatták elhízás során. A GSPE a táplálékbevitel csökkentésével és az 

energiafelhasználás növelésével gátolta a súlygyarapodást túlkoros patkányokban (Serrano 

és mtsai, 2017), valamint egészséges önkéntesekben is mérsékelte az energiabevitelt (Vogels 

és mtsai, 2004). A rezveratrol, az epikatekin és a galluszsav is a fitoösztrogének családjába 

tartozik, és affinitást mutat az ösztrogén receptorokhoz (Simoncini és mtsai, 2011; Hidalgo 

és mtsai, 2012). Nem zárható ki, hogy az ösztrogén receptorokon és az endoteliális NOS3 

enzim aktivációján keresztül kifejtett hatás is hozzájárul az agyi endotélsejteken mért 

védőhatásukhoz. 

Eredményeink összhangban állnak a szakirodalmi megfigyelésekkel, és alátámasztják, 

hogy a szőlőből származó természetes vegyületek jótékony hatást fejthetnek ki a vér-agy 

gátra elhízás során. 

 

5.3. Összegzés 

Számos betegséghez társul szisztémás és idegrendszeri gyulladás. Ezekben a 

felszabaduló citokinek és az excitotoxinok vér-agy gát károsodást hoznak létre, ami tovább 

súlyosbítja a neuroinflammációt. Ennek megakadályozása a gátrendszer védelmével fontos 

feladat ezeknek a gyulladásos betegségeknek a gyógyításában. Mivel a gyulladással is járó 

központi idegrendszeri betegségek kezelése még nem megoldott, ezért a kiegészítő 

kezelések és új szerek feltárása fontos és aktuális kutatási terület. Vizsgálataink során az 

excitotoxikus kainát, valamint a TNF-α és az IL-1β gyulladásos citokinek által okozott 
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károsodások kivédésére gyógyszerhatóanyagok és természetes vegyületek agyi 

endotélsejtekre kifejtett hatását tanulmányoztuk. 

Kísérleteinkben igazoltuk a kainát receptorok jelenlétét tenyésztett primer agyi 

endotélsejteken és izolált agyi mikroér frakcióban. Először mutattuk ki, hogy az excitotoxin 

kainát közvetlenül károsítja az agyi endotélsejteket. Kainsav kezelés hatására a TJ fehérjék 

festődési mintázata szakadozottá vált a sejthatárokon, ami a vér-agy gát megnyílására utalt. 

A kainát megnövelte a jelzőanyagok átjutását a barrieren, valamint az NO termelődését és a 

NOS2/iNOS mRNS expresszióját agyi endotélsejteken. A szimvasztatin, edaravon és 

dexametazon védőhatást mutatott a kainsav által csökkentett életképesség, megnövelt 

jelzőanyag átjutás és a sejtek közötti kapcsolatok immunfestésében mért változások ellen 

tenyészetes vér-agy gát modellen. Ezen felül a dexametazon kivédte a kainsav kezelés által 

fokozott NO termelődést és NOS2/iNOS expressziót. 

Tenyészetes agyi endotélsejteken és vér-agy gát modellen kapott eredményeinkkel 

alátámasztottuk a természetes szőlő hatóanyagok antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatását 

vaszkuláris endotélsejteken. Ezek az eredmények összhangban állnak a szőlő kivonatok 

hagyományos felhasználásával és a bioaktív szőlő vegyületekkel végzett klinikai 

vizsgálatokkal szív- és érrendszeri megbetegedésekben. Adataink alapján a GSPE és a szőlő 

fenolos vegyületek a vér-agy gátra kifejtett jótékony hatásuk révén fontos elemei lehetnek a 

krónikus elhízás kezelésének. A vizsgált természetes hatóanyagok részben gátolni tudták a 

citokinek által kiváltott gyulladást, ami fontos eleme az elhízás patológiájának. Agyi 

endotélsejt tenyészeteken végzett kísérleteink rávilágítottak arra, hogy a szőlőből származó 

természetes vegyületek milyen mechanizmusok révén állhatnak kapcsolatban a leptin 

transzportjával. Eredményeink felhívják a figyelmet a természetes vegyületek lehetséges 

jótékony hatására élelmiszerek vagy táplálékkiegészítők összetevőjeként. 

Mindezek az eredmények megerősítik a természetes vegyületek és a klinikumban már 

használt gyógyszerhatóanyagok a vér-agy gátra kifejtett protektív hatását. 
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8. Összefoglaló 

 

Gyógyszer- és természetes hatóanyagok védőhatásának vizsgálata vér-agy gát 

károsodással szemben tenyészetes modellen 

 

A vér-agy gát dinamikus határfelületet képez a központi idegrendszer és a vér között, 

így segít az ionos homeosztázis fenntartásában. A gátrendszer homeosztázist fenntartó és 

védelmi rendszerei, valamint azok vizsgálata élettani körülmények között és betegségekben 

is fontos. A legtöbb kórállapotban megfigyelhetőek a helyi, és sokszor az egész szervezetet 

érintő gyulladásos folyamatok, amelyek befolyásolják a barrierek működését is. A 

szisztémás gyulladások során felszabaduló citokinek a keringés útján a belső gátrendszerek, 

így a központi idegrendszert védelmező vér-agy gát működésére is hatással vannak. A 

gyulladásos citokinek képesek átjutni az agyi endotélsejtek rétegén, hozzájárulva ezáltal a 

szisztémás gyulladások idegrendszeri hatásaihoz. Így az agyi gátrendszerek működésének 

károsodása hozzájárul az idegrendszeri gyulladásos folyamatok és betegségek 

kialakulásához, ami egy öngerjesztő folyamat.  

A vér-agy gát elsődleges károsodását okozhatja trauma, gyulladás, fertőzés, és 

kialakulhat agyvérzés, agyi iszkémia, vagy epilepszia hatására. A szérum fehérjék a 

károsodott vér-agy gáton keresztül bejutnak a központi idegrendszerbe, és aktiválják az 

asztrocita sejteket. Az aktivált asztrocitákból gyulladásos citokinek szabadulnak fel, és a 

vaszkuláris endoteliális növekedési faktor termelődése megemelkedik az idegsejtekben és 

az asztrocitákban. A vaszkuláris endoteliális növekedési faktor szint növekedése 

neovaszkularizációhoz, a vér-agy gát megnyílás fennmaradásához és a neuroinflammáció 

fokozódásához vezet a gyulladásos citokinek további emelésén keresztül. A citokinek 

tovább erősítik az asztrocita aktiválódást, ami a megemelkedett extracelluláris glutamát 

szinten és a megváltozott glutamát metabolizmuson keresztül növeli az idegi hálózatok 

serkenthetőségét. Az így létrejött patológiás körülmények között a megemelkedett 

extracelluláris glutamát szint tovább károsítja a vér-agy gát működését, emellett túlingerli a 

glutamát receptorokat, ezen keresztül megnöveli az intracelluláris kalciumion-koncentrációt 

és az idegsejtek pusztulásához vezet. A kainát a glutamát szerkezeti analógja, amit a kainát 

receptorok nagy affinitással kötnek. Elterjedt farmakon a kísérletes epilepszia modellek 

létrehozásában. A kainsav mint excitotoxin hosszútávú morfológiai változásokat képes 

előidézni az idegsejtekben. Ezek a folyamatok egymást erősítve idegi működési zavarok, 

krónikus gyulladás, és fokális epilepszia kialakulását eredményezik az agyban. 
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A teljes szervezetet érintő és az idegrendszeri gyulladásos folyamatok, az azokat 

kiváltó citokinek, valamint az excitotoxinok mind hozzájárulhatnak a vér-agy gát 

károsodásához betegségekben. Kísérletes állatmodelleken a kainsav által kiváltott vér-agy 

gát változásokról már rendelkezésre állnak adatok, de a kainsav közvetlen hatását agyi 

endotélsejt tenyészeteken eddig nem vizsgálták. Mivel a vér-agy gát károsodás fontos eleme 

sok idegrendszeri betegség patomechanizmusának, ezért a vér-agy gát védelme fontos 

terápiás célpont lehet ezek gyógyításában. A gyulladásos citokinek agyi endotélsejtekre 

kifejtett károsító hatásairól már számos adat ismert, azonban ezek kivédése a vér-agy gát 

szintjén továbbra is fontos feladat. 

Kísérleteinkben impedancia alapú, valósidejű sejtanalízissel igazoltuk, hogy a kainsav 

csökkenti a patkány agyi endotélsejtek életképességét, azonban nem befolyásolta azt agyi 

pericita és asztroglia sejtrétegek impedanciáját. Eredményeink alapján a kainát megnövelte 

a vér-agy gát modell áteresztőképességét fluoreszcein és albumin jelzőanyagokra, és 

megváltoztatta az agyi endotélsejtekben a szoros kapcsolatokat kialakító fehérjék festődési 

mintázatát. Az oxidatív stressz, a reaktív oxigén- és nitrogéngyökök termelődése, hozzájárul 

az excitotoxicitáshoz. Kísérleteink igazolták, hogy kainsav hatására megemelkedik az 

nitrogén-monoxid-termelődés, és fokozódik az indukálható nitrogén-monoxid-szintáz 

mRNS expressziója agyi endotélsejtekben, ami a kainát károsító hatására utal. A kapott 

eredményeink összhangban vannak a kutatócsoport saját és más kutatócsoportok korábban 

leírt adataival a glutamát vér-agy gát megnyílást és károsodást okozó hatásáról. 

Számos gyulladáscsökkentő és antioxidáns gyógyszerről és újonnan kifejlesztett 

hatóanyagról igazolták tenyészetes modelleken, hogy vér-agy gát protektív hatással is 

rendelkeznek. Ezek közül már több szert is alkalmaznak az agyvérzés, az amiotrófiás 

laterálszklerózis, vagy az epilepszia kezelésére. Kísérleteinkkel kimutattuk, hogy a 

szimvasztatin megvédte az agyi endotélsejteket a kainát károsító hatásaival szemben 

életképességi és permeabilitási vizsgálatokban, valamint visszaállította a sejtkapcsolatok 

megváltozott immunfestését. Az eredményeink összhangban állnak a fluvasztatin 

védőhatásával glutamáttal kiváltott in vitro vér-agy gát károsodás esetén. Csoportunk 

korábban már igazolta a sztatinok hatékony átjutását a vér-agy gát tenyészetes modelljén, 

ami szintén alátámasztja lehetséges terápiás alkalmazásukat a vér-agy gát károsodással járó 

idegrendszeri betegségek gyógyításában. 

Az edaravon szintén védőhatásúnak bizonyult a kainsav-indukálta vér-agy gát 

sérüléssel szemben, és csökkentette a reaktív oxigéngyökök termelődését agyi 

endotélsejtekben, ami egyezik más patológiás modellen kapott korábbi eredményeinkkel. 
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Az edaravon védőhatását kaináttal kiváltott epilepszia állatmodellekben is kimutatták. A 

preklinikai adatok igazolják az edaravon vér-agy gátra kifejtett védőszerepét, így ez is 

hozzájárulhat az agyvérzés és az amiotrófiás laterálszklerózis klinikai kezelésében 

megfigyelt hatékonyságához. 

A dexametazon szintén növelte a vér-agy gát szorosságát a kaináttal kezelt tenyészetes 

vér-agy gát modellen, és fokozta a szoros kapcsolatok fehérjéinek kifejeződését. 

Kísérleteinkben a dexametazon csökkentette az agyi endotélsejtekben a kainsav kezelés által 

megnövelt nitrogén-monoxid-termelődést és az indukálható nitrogén-monoxid-szintáz gén 

kifejeződését. In vitro eredményeink összhangban állnak a dexametazon vér-agy gátat védő 

hatásával kaináttal és pilokarpinnal indukált epilepszia állatmodellekben, és jótékony 

terápiás hatásával gyermekkori gyógyszer-rezisztens epilepsziában. Kísérleti eredményeink 

és a dexametazon klinikai használata az agyödéma terápiájában támogatják a dexametazon 

alkalmazásának lehetőségét a vér-agy gát károsodás csökkentésére epilepsziában is. 

A tumor nekrózis faktor-α és az interleukin-1β fontos és sokat tanulmányozott 

citokinek a központi idegrendszeri gyulladásos folyamatok kialakításában és fenntartásában. 

Ezek a citokinek a szisztémás gyulladások következtében fellépő neuroinflammációban, 

többek között kóros elhízás során is meghatározóak. A gyulladásos citokinek agyi 

endotélsejtekre kifejtett károsító hatásairól már számos adat ismert, azonban ezek kivédése 

a vér-agy szintjén még nem megoldott. Kísérleteink során négy szőlőből származó kivonatot, 

illetve vegyületet vizsgáltunk. A szőlőmag kivonat különböző fenolos vegyületeket 

tartalmaz, többek között a flavonoid epikatekint, valamint a nem-flavonoid rezveratrolt és 

galluszsavat. A rezveratrol az egyik leginkább kutatott bioaktív fenolos vegyület, számos 

jótékony tulajdonságát leírták, mint például a gyulladáscsökkentő és antioxidáns hatást. 

Több kutatócsoport is vizsgálta már a rezveratrol hatását az elhízásra, és az ehhez 

kapcsolódó kórállapotokra. Habár már számos természetes anyag vér-agy gátra kifejtett 

hatását megvizsgálták, mi tanulmányoztuk elsőként a szőlőmag kivonat és a fenolos 

vegyületek agyi endotélsejtekre és leptintranszportra kifejtett hatását tenyészetes vér-agy gát 

modellen.  

A kóros elhízás során és a vér-agy gát szintjén is megfigyelhető a gyulladásos 

változások tanulmányozására citokinekkel kezelt tenyészetes vér-agy gát modellt 

használtunk, hogy megvizsgáljuk a szőlőből származó fenolos vegyületek lehetséges 

védőhatását. A citokinek károsították a vér-agy gát integritását, amit a lecsökkent elektromos 

ellenállási értékek és a megnövekedett áteresztőképesség jelzett. A citokinek fokozták az 

albumin átjutását, amit egyedül a rezveratrol tudott csökkenteni a vizsgált anyagok közül. 
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Ez a megfigyelés egyezik a rezveratrol sejttenyészetekben és állatmodellekben korábban 

leírt vér-agy gát protektív hatásával. Kísérleteinkben azt találtuk, hogy a szőlőmag kivonat, 

az epikatekin és a rezveratrol is csökkentette a reaktív oxigéngyökök termelődését citokinek 

jelenlétében a szakirodalmi adatokhoz hasonlóan. A tesztelt vegyületek eltérő hatást fejtettek 

ki az agyi endotélsejtek nitrogén-monoxid termelésére: a szőlőmag kivonat önmagában és 

citokinekkel együtt alkalmazva is megnövelte a nitrogén-monoxid szintet, míg az epikatekin 

és a rezveratrol csökkentették azt citokinek jelenlétében. Feltételezzük, hogy a szőlőmag 

kivonat, a rezveratrol és az epikatekin különböző nitrogén-monoxid-szintáz izoformákon 

kifejtett jótékony hatásai magyarázhatják az agyi endotélsejteken kapott eredményeinket. A 

citokinek gyulladáskeltő hatását az NF-κB transzkripciós faktor sejtmagi transzlokációja 

idézi elő, ami hozzájárul a vér-agy gát károsodásához. A szőlőmag kivonat, a galluszsav és 

a rezveratrol képes volt gátolni ezt a citokin-indukálta folyamatot, az epikatekin azonban ezt 

nem befolyásolta. Az epikatekin önmagában nem fokozta a nitrogén-monoxid szintjét agyi 

endotélsejtekben, de citokinek jelenlétében csökkentette. Kísérleteinkben a galluszsav nem 

változtatta meg sem a reaktív oxigéngyökök, sem a nitrogén-monoxid szintjét. 

Eredményeink szerint a vér-agy gáton keresztüli leptin átjutást fokozták a citokinek, ezt 

azonban nem tudta befolyásolni sem a szőlőmag kivonat, sem a rezveratrol. Adataink arra 

utalnak, hogy a galluszsav és az epikatekin hozzájárulhatnak a szőlőmag kivonat hatásaihoz, 

de abban más vegyületek hatásai is érvényesülhetnek. 

Kutatásunk eredményeit összefoglalva igazoltuk, hogy a természetes szőlő vegyületek 

megvédik a tenyészetes agyi endotélsejteket a citokinek által keltett gyulladástól és oxidatív 

stressztől az NF-κB útvonalon keresztül, ezzel alátámasztottuk a szőlő kivonatok lehetséges 

alkalmazását szív- és érrendszeri betegségekben. Eredményeink összhangban állnak in vitro 

és klinikai megfigyelésekkel, amelyek szintén bizonyították a szőlőmag kivonat és az önálló 

szőlő fenolos vegyületek hatékonyságát kardiovaszkuláris megbetegedések és elhízás során. 

Mindezek alapján a szőlőből származó természetes vegyületek jótékony hatást fejthetnek ki 

a vér-agy gátra kóros elhízásban. 

Kutatómunkánk során sikerült a gyógyászatban már használt hatóanyagok és a szőlő 

természetes vegyületeinek vér-agy gátra kifejtett védőhatását kimutatnunk, ami reményeink 

szerint hozzájárulhat a vér-agy gát károsodással járó betegségek jövőbeli kezeléséhez. 
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9. Summary 

 

The protective effect of clinically used drugs and natural compounds against blood-

brain barrier dysfunction 

 

The blood-brain barrier forms a dynamic interface between the central nervous system 

and the circulation and maintains brain ionic homeostasis. The protective and homeostatic 

functions of the blood-brain barrier are important in health and disease and their 

investigation is a crucial topic in biomedical research. Local or systemic inflammation is a 

hallmark of many pathological conditions which affect biological barriers. Cytokines 

released in systemic inflammation have an impact on inner biological barriers including the 

blood-brain barrier which protects the central nervous system. Proinflammatory cytokines 

can cross brain endothelial cells lining brain microvessels and thus contribute to neuronal 

damage in systemic inflammation. The dysfunction of brain barriers further promotes 

neuroinflammation and brain pathologies thus forming a vicious circle. 

Pathologies like trauma, inflammation, infection, stroke, ischemia or epilepsy can all 

lead to the primary damage and opening of the blood-brain barrier. Serum proteins enter the 

brain parenchyma through the impaired blood-brain barrier and activate astroglial cells. 

Activated astrocytes secrete inflammatory cytokines, and the level of vascular endothelial 

growth factor is elevated in neurons and astroglia. The upregulation of vascular endothelial 

growth factor leads to neovascularization, maintains the opening of the blood-brain barrier 

and increases neuroinflammation via cytokine overexpression. Cytokines further enhance 

the activation of astrocytes which increase the excitability of neuronal networks through 

elevated extracellular glutamate level and altered glutamate metabolism. High extracellular 

glutamate concentrations damage the blood-brain barrier, and lead to excitotoxicity and 

neuronal cell death. Kainic acid is a glutamate analog, which binds with high affinity to 

kainate receptors and is widely used to induce epilepsy in animal models. Kainic acid as an 

excitotoxin induces long-term morphological changes in neurons which can lead to the 

development of functional neurological disturbances, chronic neuroinflammation and focal 

epilepsy.  

Systemic or neuronal inflammation, inflammatory cytokines and excitotoxins can all 

contribute to blood-brain barrier dysfunction and damage in diseases. Kainate-induced 

blood-brain barrier changes were already described in animal studies, but the direct effect of 

kainic acid on brain endothelial cells has not been investigated in detail yet. Since the 
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impairment of the blood-brain barrier is a key factor in the pathomechamism of several 

neuronal diseases, the protection of the blood-brain barrier is an important therapeutic target 

in the treatment of these diseases. The damaging effects of inflammatory cytokines on brain 

endothelial cells are well known, but finding protective molecules against these changes at 

the level of the blood-brain barrier is still an important task. 

In our studies using real-time impedance measurement, we demonstrated that kainic 

acid decreased the viability of brain endothelial cells but not that of brain pericytes or 

astrocytes. Based on our results, kainate treatment increased the permeability of the blood-

brain barrier model for fluorescein and albumin marker molecules, and changed the 

immunostaining pattern of tight junction proteins in brain endothelial cells. Oxidative stress, 

the production of reactive oxygen and nitrogen species, contributes to excitotoxicity. Our 

results confirm that kainate treatment elevates nitric oxide production and enhances 

inducible nitric oxide synthase mRNA expression in brain endothelial cells further 

supporting the damaging effect of kainic acid. These results are in concordance with 

previous data from our as well as other research groups demonstrating that glutamate induces 

blood-brain barrier opening and dysfunction. 

Several drugs and newly developed molecules with anti-inflammatory and/or 

antioxidant properties were identified that showed blood-brain barrier protective effects on 

culture models. Many of these drugs are already used in the clinical treatment of stroke, 

amyotrophic lateral sclerosis or epilepsy. We revealed that simvastatin protected brain 

endothelial cells against the damaging effects of kainate in viability and permeability assays, 

and restored the changes in the immunostaining pattern of tight junction proteins. These 

results are in line with the protective effect of fluvastatin against glutamate-induced in vitro 

blood-brain barrier breakdown. The transport of statins across a culture model of the blood-

brain barrier was previously described by our group that also supports the potential 

therapeutic use of statins in the treatment of central nervous system diseases with blood-

brain barrier impairment. 

Edaravone showed protective effects against kainate-induced blood-brain barrier 

damage and decreased the production of reactive oxygen species in brain endothelial cells 

in concordance with our previous results on other pathological models. Edaravone was also 

found to protect the blood-brain barrier in kainate-induced animal models of epilepsy. All 

these preclinical findings support the blood-brain barrier protecting effects of edaravone 

which can contribute to its efficacy in the clinical treatment of stroke and amyotrophic lateral 

sclerosis. 
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Dexamethasone increased the tightness and enhanced the expression of tight junction 

proteins in the blood-brain barrier culture model treated with kainate. Furthermore, 

dexamethasone inhibited the elevation of nitric oxide production and inducible nitric oxide 

synthase expression in brain endothelial cells induced by kainate treatment. Our in vitro data 

are supported by papers on the blood-brain barrier protective effects of dexamethasone in 

kainate- or pilocarpine-induced animal models of epilepsy and on the beneficial therapeutic 

effects of the drug in pediatric drug-resistant epilepsy. Our experimental results and the 

clininal use of dexamethasone to treat brain edema support the potential application of 

dexamethasone to attenuate blood-brain barrier damage in epilepsy. 

Tumor necrosis factor-α and interleukin-1β are important and well-studied cytokines 

that induce and maintain central nervous system inflammation. These cytokines have a 

pivotal role in neuroinflammation caused by systemic inflammation and in the 

pathophysiology of many diseases, including chronic obesity. The negative effects of 

inflammatory cytokines on blood-brain barrier functions and morphology are well 

documented, but the problem of finding effective molecules to protect against these changes 

is still not yet solved. In our studies we investigated four grape compounds. The grape seed 

extract contains different phenolic compounds, including the flavonoid epicatechin and the 

non-flavonoid resveratrol and gallic acid. Resveratrol is one of the most studied bioactive 

phenolic compounds with many beneficial properties including anti-inflammatory and 

antioxidant effects. The effects of resveratrol in obesity and related pathologies have already 

been investigated by other research groups. Although natural compounds were studied on 

blood-brain barrier models before, we were the first to examine the effects of a grape seed 

extract and phenolic compounds on brain endothelial cells and the transport of leptin using 

a culture model of the blood-brain barrier. 

To investigate the inflammatory processes observed in chronic obesity and at the level 

of the blood-brain barrier, we used a culture model of the blood-brain barrier treated with 

cytokines. The potential protecting effect of natural grape phenolic compounds was 

investigated on this model. Cytokines disrupted the integrity of the barrier as reflected by 

the decreased electrical resistance and increased permeability values. Cytokine treatment 

elevated the permeability for albumin, which was only attenuated by resveratrol. These 

results are in agreement with the protective effects of resveratrol in other culture models and 

in animal studies. In our experiments grape seed extract, epicatechin and resveratrol reduced 

the production of reactive oxygen species in the presence of cytokines similarly to literature 

data. The tested compounds exerted different effects on the production of nitric oxide in 
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brain endothelial cells. Grape seed extract alone and in the presence of cytokines elevated 

the level of nitric oxide, while epicatechin and resveratrol decreased it when given together 

with cytokines. We hypothesize that grape seed extract, epicatechin and resveratrol may act 

on different nitric oxide synthase isoforms and that can explain our findings on nitric oxide 

production in brain endothelial cells. The proinflammatory effects of cytokines contributing 

to the damage of the blood-brain barrier are mediated by the nuclear translocation of the 

transcriptional factor NF-κB. Grape seed extract, resveratrol and gallic acid but not 

epicatechin inhibited this cytokine-induced process. Epicatechin in itself did not influence 

the production of nitric oxide in brain endothelial cells, but reduced it in the presence of 

cytokines. Gallic acid did not change the level of reactive oxygen species or nitric oxide. In 

our experiments, cytokines enhanced the transport of leptin across the blood-brain barrier 

model, which was not affected by grape seed extract or resveratrol. Our data suggest that 

gallic acid and epicatechin contribute to the beneficial effects of grape seed extract, but we 

cannot exclude that the effects of other compounds are also involved. 

To summarize our results, we demonstrated that grape phenolic compounds protect 

cultured brain endothelial cells against cytokine-induced inflammation and oxidative stress 

through the NF-κB pathway. These data support the potential use of grape extracts and 

compounds in cardiovascular diseases. Our findings are in accordance with in vitro and 

clinical data which verified the effectiveness of grape seed extract and grape phenolic 

compounds in cardiovascular diseases and chronic obesity. In conclusion, grape natural 

products can exert beneficial effects on the blood-brain barrier in obesity. 

We successfully described the protective effects of clinically used drugs and grape 

natural compounds at the level of the blood-brain barrier, which in the future may contribute 

to the treatment of diseases associated with blood-brain barrier damage. 
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10. Függelék 
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Abstract 

Background:  Excitotoxicity is a central pathological pathway in many neurological diseases with blood–brain barrier 
(BBB) dysfunction. Kainate, an exogenous excitotoxin, induces epilepsy and BBB damage in animal models, but the 
direct effect of kainate on brain endothelial cells has not been studied in detail. Our aim was to examine the direct 
effects of kainate on cultured cells of the BBB and to test three anti-inflammatory and antioxidant drugs used in clini‑
cal practice, simvastatin, edaravone and dexamethasone, to protect against kainate-induced changes.

Methods:  Primary rat brain endothelial cell, pericyte and astroglia cultures were used to study cell viability by imped‑
ance measurement. BBB permeability was measured on a model made from the co-culture of the three cell types. 
The production of nitrogen monoxide and reactive oxygen species was followed by fluorescent probes. The mRNA 
expression of kainate receptors and nitric oxide synthases were studied by PCR.

Results:  Kainate damaged brain endothelial cells and made the immunostaining of junctional proteins claudin-5 
and zonula occludens-1 discontinuous at the cell border indicating the opening of the barrier. The permeability of 
the BBB model for marker molecules fluorescein and albumin and the production of nitric oxide in brain endothe‑
lial cells were increased by kainate. Simvastatin, edaravone and dexamethasone protected against the reduced cell 
viability, increased permeability and the morphological changes in cellular junctions caused by kainate. Dexametha‑
sone attenuated the elevated nitric oxide production and decreased the inducible nitric oxide synthase (NOS2/iNOS) 
mRNA expression increased by kainate treatment.

Conclusion:  Kainate directly damaged cultured brain endothelial cells. Simvastatin, edaravone and dexamethasone 
protected the BBB model against kainate-induced changes. Our results confirmed the potential clinical usefulness of 
these drugs to attenuate BBB damage.
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Introduction
Excitotoxicity has a pivotal role in many neurological dis-
eases, including stroke, traumatic brain injury, epilepsy 
and neurodegenerative disorders like multiple sclero-
sis, Alzheimer’s, Huntington’s and Parkinson’s diseases 
[1–3]. Glutamate is one of the most important excita-
tory neurotransmitters of the CNS, and together with 
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endogenous or exogenous excitotoxins, like N-methyl-
d-aspartate (NMDA), α-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazolepropionic acid (AMPA) and kainate, act 
on specific receptor families. Receptors of glutamate 
(NMDA receptors: GluN1-3B; AMPA receptors: GluA1-
4; kainate receptors: GluK1-5; metabotropic receptors: 
mGluR1-8) are highly expressed in different brain areas 
such as cortex, limbic system, basal ganglions, hippocam-
pus and cerebellum [4]. Excitatory neurotransmitters are 
fundamental for physiological processes, but the exces-
sive stimulation of these receptors causes excitotoxic-
ity, the damage or death of the nerve cells [4]. Kainate 
is a natural glutamate analogue isolated from seaweed 
which can bind to glutamate receptors. In research kain-
ate is used to induce epilepsy in animal experiments in 
which not only excitotoxicity and neuronal damage but 
also blood–brain barrier (BBB) leakage and neurovas-
cular changes are observed [5]. Among the excitatory 
compounds the effect of glutamate and the presence of 
glutamate receptors on brain endothelial cells have been 
described previously by our group and others [6–11], but 
kainate effects and receptors are less investigated at the 
level of BBB.

Taking into account the central role of the BBB in cen-
tral nervous system (CNS) physiology [12] and neuro-
pathologies [13] the cerebral vasculature emerges as a 
therapeutic target for neurological diseases [14, 15]. Vas-
cular inflammation and oxidative stress are central path-
ways in many CNS diseases such as stroke, amyotrophic 
lateral sclerosis and epilepsy, and anti-inflammatory or 
antioxidant drugs are also used to treat them [15–17]. For 
the present study we selected three clinically used drugs, 
the anti-inflammatory simvastatin and dexamethasone, 
and the free radical scavenger edaravone. Besides their 
lipid-lowering effect, statins also exhibit neuroprotec-
tive, immunosuppressive, anticonvulsant and antioxi-
dant properties [18, 19]. The pleiotropic effects of statins 
include the inhibition of inflammatory responses and the 
improvement of endothelial functions [20]. Simvastatin 
is a lipophilic statin exerting neuroprotective effects [21], 
which also protects the BBB in an acute stroke model in 
rats [22]. Edaravone is an excellent free radical scaven-
ger molecule, which is clinically used for treating acute 
stroke and amyotrophic lateral sclerosis [17]. Our group 
demonstrated the protective effect of edaravone on brain 
endothelial cells against methylglyoxal-induced bar-
rier damage [23]. In a kainate-induced epilepsy model 
in rats edaravone significantly decreased neuronal cell 
death and hyperexcitability [24]. Dexamethasone, a syn-
thetic corticosteroid, has a strong anti-inflammatory 
and immunosuppressant effects. It also enhances barrier 
properties in culture models of the BBB, including eleva-
tion of transendothelial electrical resistance, decrease in 

paracellular permeability and upregulation of tight junc-
tion proteins [25, 26]. Dexamethasone was protective in 
animal models, too: it  decreased the BBB permeability 
and edema in kainate-induced seizures in rats [27] and 
protected the BBB from damage and reduced the severity 
of seizures in pilocarpin-induced status epilepticus [16]. 
In addition, dexamethasone exerted beneficial effects in 
pediatric drug resistant epileptic patients [16].

Our aim was to investigate the direct effect of kainate 
on culture models of the three major cell types of the 
BBB, brain endothelial cells, pericytes and astrocytes, 
and to test clinically used therapeutic molecules simv-
astatin, edaravone and dexamethasone as potential pro-
tective agents against kainate-induced brain endothelial 
damage using a BBB co-culture model.

Materials and methods
Materials
All reagents were purchased from Sigma-Aldrich Cor-
poration (subsidiary of Merck, Darmstadt, Germany), 
unless otherwise indicated. The source and catalogue 
number of the reagents are listed in Additional file  1: 
Table S1.

Cell cultures
The isolation of primary rat brain endothelial cells, glial 
cells and pericytes and the co-culture BBB model were 
done as described in our previous studies [28, 29]  and 
in Additional file 1: Detailed protocol. Primary rat brain 
endothelial cells were isolated from 3-week-old out-
bred male and female Wistar rats (Harlan Laboratories, 
USA). Following isolation cells were seeded onto collagen 
type IV and fibronectin coated (100  µg/ml each) Petri 
dishes (100  mm; Corning, USA). Cells were maintained 
in DMEM-F12 supplemented with 15% plasma-derived 
bovine serum (PDS; First Link, UK), 5  μg/ml insulin, 
5  μg/ml transferrin, 5  ng/ml sodium selenite (Pan Bio-
tech, Germany), 10 mM Hepes, 1 ng/ml basic fibroblast 
growth factor, 100  μg/ml heparin and 50  μg/ml gen-
tamycin. During the first 3  days of culture the capillary 
endothelial cells were kept in culture medium containing 
3 μg/ml puromycin to eliminate P-glycoprotein negative 
cell types [30]. Cells were used at the first passage (P1) for 
experiments.

Primary rat brain pericytes were isolated by the same 
protocol, except that puromycin treatment was not 
applied. After isolation pericytes were seeded onto col-
lagen type IV coated (100  µg/ml) Petri dishes (60  mm; 
VWR International, USA) and cultured in DMEM 
medium (Gibco, Life Technologies, USA) containing 10% 
fetal bovine serum (FBS, Pan Biotech, Germany) and 
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gentamycin (50 μg/ml). Cells were used at the third pas-
sage (P3) for experiments.

Primary rat astrocytes were obtained from 1-day-
old Wistar rats. Following mechanical dissociation of 
brain tissue and filtration, cell clusters were plated onto 
uncoated 75  cm2 flasks (TPP, Switzerland) and cultured 
in DMEM supplemented with 10% FBS and gentamycin 
(50 μg/ml) until they reached 90% confluency. Cells were 
passaged (P1) to collagen type IV (100  µg/ml) coated 
12-well plates (Corning, USA) at a cell number of 5 × 104 
cells/well and cultured for 2 weeks before use in the co-
culture model. Glia cultures included more than 90% 
GFAP immunopositive astrocytes (Additional file 1: Fig-
ure S1).

For the co-culture BBB model [31] first pericytes 
(1.5 × 104 cells/cm2) were passaged to the bottom side 
of the 12-well format culture inserts (Transwell clear, 
polyester membrane, 0.4 µm pore size, 1.12 cm2 surface; 
Corning, USA) coated with collagen type IV (100  µg/
ml), then brain endothelial cells (7.5 × 104 cells/cm2) 
were added to the upper side coated with collagen type 
IV and fibronectin (100  µg/ml each). The inserts were 
placed into 12-well plates containing confluent P1 astro-
cyte layers. Endothelial culture medium was added to 
both compartments. Cells were co-cultured for 4  days 
before experiments [30, 31]. For longer version of the cell 
culture protocol and immunostaining of pericytes (see 
Additional file 1: Detailed protocol, Figure S1).

Treatments
Rat brain endothelial cells, astrocytes and pericytes were 
treated with kainate (213  Da; 100  mM stock solution 
was prepared in sterile water by the addition of NaOH) 
at 10 µM and 100 µM concentrations in culture medium 
for 1 and 24  h, based on our preliminary experiment 
and in agreement with literature data [32]. Simvastatin, 
edaravone (for both 1  mM stock solution was prepared 
in dimethyl sulfoxide) and dexamethasone (cyclodextrin 
complex; 10  mM stock solution was prepared in sterile 
water) were applied at a concentration of 1  µM based 
on our preliminary study and literature data [21, 23, 
25]. The control group received culture medium. Triton 
X-100 (TX-100) detergent was used at 1% concentration 
in viability assays as a reference compound to cause cell 
death (Additional file  1: Figure S2). As reference com-
pounds hydrogen peroxide (H2O2; 100 µM) was used for 
the measurement of reactive oxygen species and sodium 
nitroprusside (SNP; 100 µM) during the nitric oxide pro-
duction assay.

Real‑time cell analysis
For dynamic monitoring of living brain endothelial cells 
impedance-based cell electronic sensing was used, which 

is a non-invasive, label-free technique. This method has 
been established to follow not only cell attachment and 
growth, but cell viability as well. We have verified by end-
point colorimetric tests and morphological methods that 
impedance changes can sensitively detect cell damage 
[23, 29, 33] and protection [23, 29]. The RTCA-SP sys-
tem (ACEA Biosciences, CA, USA) registers the imped-
ance of cells automatically every 10 min. For every time 
point cell index is defined as (Rn − Rb)/15, where Rn is the 
impedance of the wells containing cells and Rb means the 
background impedance of the wells containing medium 
but not cells. Cells were passaged to special 96-well 
microtiter plates with gold electrodes (E-plate, ACEA 
Biosciences, CA, USA) which were coated with collagen 
type IV and fibronectin (100  µg/ml each) for rat brain 
endothelial cells or with collagen type I (150  µg/ml) for 
rat astrocytes and pericytes. For measuring background 
impedance 50  µl culture medium was added to each 
well, then 50 µl cell suspension was seeded at a density of 
6 × 103 cells/well. When the impedance of cells reached 
a plateau phase, they were treated with kainate  and the 
selected drugs and were monitored for an additional 
24 h. As a reference compound to induce cell death Tri-
ton X-100 (TX-100) detergent was used at 1% concentra-
tion (Additional file 1: Figure S2).

Total RNA isolation and reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT‑PCR)
Total RNA was isolated from rat brain cortex, microves-
sels and brain endothelial cells by using TriFast rea-
gent (VWR International, USA), then 1  µg RNA from 
each sample was transcribed to complementary DNA 
by Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 
Fisher, USA). Previously designed specific oligonucleo-
tide primer pairs, covering different exons or exon/exon 
boundaries, were used and modified for the five rat kain-
ate receptor genes [34–36] and for the three nitric oxide 
synthase genes [37] (Additional file 1: Table S2). Primers 
for β-actin and glyceraldehyde 3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH) genes were used as loading controls 
(Additional file  1: Table  S2). PCR was performed with 
FIREPol DNA Polymerase (Solis BioDyne, Estonia) in 
Labcycler 48  s Gradient (SensoQuest, Germany). After 
heat inactivation for 3  min at 95  °C, the cycling condi-
tions were the following: denaturation for 30 s at 95  °C, 
annealing for 30 s at the appropriate annealing tempera-
ture (Additional file 1: Table S2), polymerization for 40 s 
at 72  °C (35 cycles), final extension for 5  min at 72  °C. 
Products were analysed on 2% agarose gel (VWR Inter-
national, USA), then isolated fragments were sequence 
verified by capillary DNA sequencing. Band intensities 
on the gel photos were quantified by ImageJ software 
(National Institutes of Health, USA). The qPCR was 
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performed with 2 × Power SYBR Green PCR Master Mix 
(Applied Biosystems, USA) in a RotorGene 3000 instru-
ment (Corbett Research, Australia). After heat activa-
tion at 95  °C for 2  min the cycling conditions were the 
following: denaturation for 5  s at 95  °C, annealing and 
polymerization for 30 s at 60 °C (40 cycles). Fluorescent 
signals were collected after each extension step and at the 
end the registration of the melting curve was performed 
between 55 and 95  °C. Relative gene expression levels 
were normalized to endogenous control genes (β-actin 
and GAPDH) (ΔCt). Then ΔΔCt was calculated in com-
parison to the relative expression of the target genes in 
untreated control groups. Fold changes were calculated 
using the 2−ΔΔCt formula.

Measurement of permeability for marker molecules
Two marker molecules were used for the permeabil-
ity measurement: Evans blue-labeled albumin (EBA: 1% 
BSA + 167.5 µg/ml Evans blue; 67 kDa) and sodium fluo-
rescein (SF; 10  µg/ml; 376  Da). After treatment, inserts 
were placed into 12-well plates containing 1.5 ml Ringer–
Hepes buffer (150  mM NaCl, 2.2  mM CaCl2, 0.2  mM 
MgCl2, 5.2  mM KCl, 5  mM glucose, 6  mM NaHCO3 
and 10  mM Hepes; pH 7.4) supplemented with insulin, 
transferrin and sodium selenite and 0.1% BSA. The cul-
ture medium was changed in the upper compartment 
to 0.5  ml Ringer–Hepes buffer containing EBA and SF. 
For 30  min the plates were kept on a horizontal shaker 
(150  rpm) in a CO2 incubator then samples were col-
lected from both compartments. The concentrations of 
the marker molecules were measured by a fluorescence 
multiwell plate reader (Fluostar Optima, BMG Labtech-
nologies, Germany) at 584  nm excitation and 680  nm 
emission wavelengths for EBA, and 485  nm excitation 
and 520  nm emission wavelengths for SF. The appar-
ent permeability coefficients (Papp) were calculated as 
described in our earlier studies [29, 38].

Measurement of reactive oxygen species and nitric oxide 
production
Chloromethyl-dichloro-dihydro-fluorescein diacetate 
(DCFDA, Molecular Probes, Life Technologies, USA) was 
used for ROS detection, and 4-amino-5-methylamino-
2′,7′-difluorofluorescein diacetate (DAF-FM, Molecular 
Probes, Life Technologies, USA) for NO detection as 
fluorescent probes, as described in our previous studies 
[39, 40]. Brain endothelial cells were cultured in 96-well 
plates with black walls and transparent plastic bottoms 
(Corning, NY, USA). After treatments for 1 or 24 h, cells 
were incubated in Ringer–Hepes buffer containing 2 µM 
DCFDA or 2 µM DAF-FM probes. Pluronic acid (Molec-
ular Probes, Life Technologies, USA; 16 µM) was used to 
help the probes crossing the cell membrane. Fluorescence 

was detected by Fluostar Optima multiwell plate reader 
(BMG Labtechnologies, Germany) at 485  nm excitation 
and 538 nm emission wavelengths at every 3 min for 1 h.

Immunohistochemistry
For the immunostaining of junctional proteins claudin-5 
and zonula occludens-1 (ZO-1) rat brain endothelial 
cells (2.5 × 104 cells/well) were grown on glass cover-
slips (1  cm2, borosilicate, VWR, USA) coated overnight 
at 4  °C with rat tail collagen (150  µg/ml). Cells treated 
with kainate and protective drugs for 24  h were fixed 
with 1% paraformaldehyde for 20  min at 4  °C, permea-
bilized with 0.2% Triton-X100 for 10  min at 4  °C, then 
blocked with 3% BSA-PBS for 1 h at room temperature. 
Samples were incubated with rabbit anti-claudin-5 poly-
clonal (SAB4502981, 1:800 dilution in 3% BSA-PBS, anti-
body registry ID: AB_10753223; Sigma-Aldrich, USA) or 
rabbit anti-ZO-1 polyclonal (61-7300, 1:400 dilution in 
3% BSA-PBS, antibody registry ID: AB_2533147; Invit-
rogen, USA) primary antibodies overnight at 4  °C, then 
with anti-rabbit secondary antibody conjugated with 
Cy3 (C2306, 1:400 dilution in PBS, antibody registry ID: 
AB_258792; Sigma-Aldrich, USA) and H33342 nucleus 
stain (1  µg/ml) for 1  h at room temperature [40]. Cells 
were washed with PBS between the incubations. Cover-
slips were mounted in Fluoromount-G (Southern Bio-
tech, USA) and visualized by Leica SP5 confocal laser 
scanning microscope. Tight junction staining patterns 
(4–7 images in each group) were analysed by MATLAB 
software (MathWorks, Natick, MA, USA). The back-
grounds of each image were determined and subtracted 
to compensate the occasional non-uniform background. 
The grayscale images were converted to binary. The 
object number reveals the number of the separated struc-
ture elements of the images, indicating discontinuity in 
the staining pattern.

Statistical analysis
Data are presented as mean ± SD or SEM. Intensity meas-
urements for nitric oxide synthase (NOS) RT-PCR were 
analysed by ImageJ software (National Institutes of Health, 
USA). Statistical analysis was done by GraphPad Prism 5.0 
software (GraphPad Software, USA). Significance between 
groups was determined using t-test or one-way ANOVA 
followed by Dunnett or Bonferroni posttests. Differences 
were considered statistically significant at p < 0.05. All 
experiments were repeated at least twice.

Results
Effect of kainate on cell viability of rat brain endothelial 
cells, astrocytes and pericytes
Viability and integrity of brain endothelial, astrocyte 
and pericyte cell layers were monitored with real-time 
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impedance measurement for 24 h after kainate treatment 
(10 and 100 μM) (Fig. 1a). Kainate at 100 μM concentra-
tion decreased endothelial cell viability compared to the 
control at both time points. Interestingly, kainate had no 
effect on cultured astrocytes and pericytes (Fig.  1b, c). 
Based on this result the 100  μM kainate treatment was 
selected for further experiments.

Expression of kainate receptors in rat brain cortex, rat 
brain microvessels and primary rat brain endothelial cells
In rat brain cortex all of the five kainate receptor genes 
were expressed (GluK1/GluR5, GluK2/GluR6, GluK3/
GluR7, GluK4/KA-1 and GluK5/KA-2) as shown in 
Fig.  2. In isolated rat brain microvessels the expression 
of GluK1 and GluK4, while in primary rat brain endothe-
lial cell cultures GluK1 expression was detected by RT-
PCR. GluK5 gene expression was also slightly detectable 
in these samples (Fig.  2). These results were verified by 
capillary DNA sequencing. The expression of housekeep-
ing genes β-actin and GAPDH were similar in rat brain 

cortex, isolated rat brain microvessel and primary rat 
brain endothelial cell samples (Additional file  1: Figure 
S3).

Effect of kainate on the permeability of the BBB co‑culture 
model
The tightness of the BBB model was tested by the 
measurement of Papp for marker molecules fluorescein 
(4.72 × 10−6 cm/s) and albumin (0.31 × 10−6 cm/s) which 
were in the range we measured in previous studies [29, 
41]. Kainate treatment (100  μM) significantly increased 
the permeability of the BBB model for both markers at 
the 1 and 24 h time points (Fig. 3).

Effect of kainate on reactive oxygen species and nitric 
oxide production
Kainate did not show any effect on the basal ROS produc-
tion of brain endothelial cells after 1 or 24 h compared to 
the control group, but it elevated NO generation in brain 
endothelial cells after 1 h (Fig. 4). Hydrogen peroxide was 

Fig. 1  The effect of kainate on cell viability. a Cultured rat brain endothelial cells. b Rat astrocyte cultures. c Rat brain pericyte cultures after 1 h 
or 24 h treatment with kainate (KA). Control group (C) received only culture medium. Mean ± SEM, n = 3–12, ANOVA, Bonferroni-test, **p < 0.01 
compared to the control group

Fig. 2  Expression of kainate receptors. GluK1/GluR5, GluK2/GluR6, GluK3/GluR7, GluK4/KA-1 and GluK5/KA-2 mRNA expression is shown in rat 
brain cortex (BR), isolated rat brain microvessels (MV) and primary rat brain endothelial cells (BEC). The predicted length of the products is shown in 
Additional file 1: Table S2. Fragments were visualized on 2% agarose gel. M: 1 Kb Plus DNA ladder
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used as a reference inducer of ROS in the assay (Fig. 4), 
as in our previous study [29], while sodium nitroprusside 
was given to increase NO production [40].

Effect of simvastatin, edaravone and dexamethasone 
on the cell viability of kainate‑treated brain endothelial 
cells
Simvastatin, edaravone or dexamethasone at 1 μM con-
centration significantly increased cell viability measured 
by the impedance assay and compared to the kainate 
treatment group (100  μM) as reflected by the elevated 
cell index of rat brain endothelial cells at 24 h timepoint 
(Fig. 5).

Effect of simvastatin, edaravone and dexamethasone 
on the permeability of kainate‑treated BBB co‑culture 
model
To test the protective molecules, the permeability meas-
urements were performed similarly as described above. In 
this assay simvastatin and edaravone significantly attenu-
ated the increased permeability for both markers caused by 
kainate treatment, while dexamethasone blocked the bar-
rier opening effect only for the transcellular marker albu-
min (Fig. 6).

Fig. 3  The effect of kainate on the permeability of the BBB co-culture model. a Permeability for sodium fluorescein (SF; 376 Da). b Permeability 
for Evans blue-labelled albumin (EBA; 67 kDa). Treatment with 100 µM kainate (KA) lasted for 1 or 24 h. Control groups (C) received only culture 
medium. Mean ± SD, n = 4–8, t-test, *p < 0.05, ***p < 0.001 compared to the control group. Permeability is expressed as apparent permeability 
coefficient (Papp)

Fig. 4  The effect of kainate treatment on primary rat brain endothelial cells. a Reactive oxygen species (ROS) production. b Nitric oxide (NO) 
production. Cells were treated with 100 µM kainate (KA) for 1 or 24 h. Control groups (C) received only culture medium. Hydrogen peroxide (H2O2, 
100 µM) served as reference compound in the ROS measurement, and sodium nitroprusside (SNP, 100 µM) served as reference compound in the 
NO assay. Mean ± SD, n = 4–6, ANOVA and Dunnett test, *p < 0.05, ***p < 0.001 compared to the control group
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Effect of simvastatin, edaravone and dexamethasone 
on the morphology of kainate‑treated endothelial cells
The tight paracellular barrier formed by brain endothe-
lial cells in the BBB model was visualized by the con-
tinuous, belt-like pericellular localization of integral 
membrane tight junction protein claudin-5 and linker 
protein ZO-1 (Fig.  7a). In the kainate treated group 

junctional staining patterns of claudin-5 and ZO-1 were 
weaker and more fragmented at the cell border, as com-
pared to the control group, while in cells treated with 
simvastatin, edaravone or dexamethasone the staining 
patterns of tight junction proteins were more similar to 
the control group (Fig.  7a). The object number on the 
immunostained pictures significantly increased due to 
kainate treatment as compared to the control group 
indicating a disturbance in the proper localization of 
the junctional proteins. Edaravone and dexamethasone 
significantly decreased the object number compared to 
the kainate-treated group for both immunostainings, 
while simvastatin was efficient to reduce the discontin-
uous pattern of ZO-1 immunostaining (Fig. 7b, c).

Effect of simvastatin, edaravone and dexamethasone 
on reactive oxygen species and nitric oxide production 
of kainate‑treated brain endothelial cells
Although kainate did not influence the ROS production 
of brain endothelial cells we tested the effect of simv-
astatin, edaravone and dexamethasone in this experi-
ment. Here edaravone showed a strong antioxidant 
effect on the basal ROS production alone or when it 
was given together with kainate (Fig.  8a). Simvastatin 
and dexamethasone had no effect on the generation 
of ROS in brain endothelial cells. More importantly, 
dexamethasone significantly reduced the elevated NO 
production induced by short-term kainate treatment 
(Fig. 8b).

Fig. 5  The effect of kainate and protective compounds on cell 
viability of primary rat brain endothelial cells. Rat brain endothelial 
cells were treated with 100 µM kainate (KA) without or with 
simvastatin (SIM, 1 µM), edaravone (EDA, 1 µM) or dexamethasone 
(DXM, 1 µM) for 24 h. Control groups (C) received only culture 
medium. Mean ± SD, n = 4–8, ANOVA, Bonferroni test, ***p < 0.001 
compared to the control group, #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 
compared to the kainate-treated group

Fig. 6  The effect of kainate and protective compounds on the permeability of BBB co-culture model. a Permeability for sodium fluorescein (SF; 
376 Da). b Permeability for Evans blue-labelled albumin (EBA; 67 kDa). Primary brain endothelial cells co-cultured with astrocytes and pericytes on 
inserts were treated with 100 µM kainate (KA) without or with simvastatin (SIM, 1 µM), edaravone (EDA, 1 µM) or dexamethasone (DXM, 1 µM) for 
24 h. Control groups (C) received only culture medium. Mean ± SEM, n = 3–9, ANOVA, Bonferroni-test, **p < 0.01 compared to the control; #p < 0.05, 
###p < 0.001 compared to the kainate- treated group. Permeability is expressed as apparent permeability coefficient (Papp) in the  % of the control 
values
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Expression of nitric oxide synthase genes in brain 
endothelial cells
The expression of all three nitric oxide synthase genes 
was detected in rat brain endothelial cell cultures with 
RT-PCR and qPCR (Fig. 9). The endothelial NOS3 and 
the neuronal NOS1 genes were highly expressed in 
rat brain endothelial cells while the inducible NOS2 
showed a low expression level (Fig.  9a). Kainate treat-
ment significantly elevated the NOS2/iNOS gene 
expression but had no effect on NOS1/nNOS and 
NOS3/eNOS mRNA expressions as detected by both 
methods. Dexamethasone attenuated the increased 
expression of NOS2/iNOS caused by kainate treatment 
while it did not modify the expression of NOS1/nNOS 

(Fig.  9). The expression level of NOS3/eNOS mRNA 
was elevated in the kainate + dexamethasone group 
measured by RT-PCR, but this result was not con-
firmed by qPCR.

Discussion
Excitotoxicity is one of the main pathological pathways 
in CNS diseases leading to both neuronal injury and BBB 
dysfunction [5, 42]. Glutamate was shown to increase 
BBB permeability and reduce the integrity of tight junc-
tions in culture models of the BBB [8, 32, 43]. Ionotropic 
glutamate receptor agonists NMDA and AMPA were also 
described to decrease resistance and increase permeabil-
ity of porcine brain endothelial cells [32]. The same team 

Fig. 7  The effect of kainate treatment on the immunostaining of tight junction proteins claudin-5 and zonula occludens-1 in primary rat brain 
endothelial cells. a Representative confocal microscopy images of the immunostaining of junctional proteins claudin-5 and zonula occludens-1 
(ZO-1) in rat brain endothelial cells treated with 100 µM kainate (KA) alone or with simvastatin (KA + SIM, 1 µM), edaravone (KA + EDA, 1 µM) or 
dexamethasone (KA + DXM, 1 µM) for 24 h. Control groups (C) received only culture medium. Red: junctional protein staining, blue: cell nuclei. 
Arrowheads: fragmented junctional staining and gaps, asterisks: apoptotic body. n = 6–10. Scale bar: 10 µm. b The object number on the claudin-5 
immunostained pictures was quantified by MATLAB software. c The object number on the ZO-1 immunostained pictures was quantified by MATLAB 
software. Mean ± SEM, n = 4–7, ANOVA, Bonferroni test, *p < 0.05, **p < 0.01 compared to the control group, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared to the 
kainate-treated group
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reported that kainate also induced cell damage, increased 
DNA fragmentation and cell death in this BBB model, but 
further direct effects or the presence of kainate receptors 
were not investigated.

In the present study we demonstrated that kainate 
decreased cell viability measured by impedance in brain 
endothelial cells, but not in cultures of brain pericytes or 
glial cells. While several studies confirm the sensitivity of 
cultured neurons and oligodendrocytes for kainate toxic-
ity, there are no data in the scientific literature regarding 
kainate-induced cell death in astrocyte or brain pericyte 
cultures. The kainate concentration used in our experi-
ment is high, however, both for glutamate and kainate in 
culture models of the BBB similarly high concentrations 
were applied [6, 8, 32]. Extracellular glutamate concen-
trations as high as 50 and 75 µM were measured in the 
hippocampus of human patients with epilepsy by micro-
dialysis [44] indicating that in pathological conditions 
very high concentrations of excitotoxic neurotransmit-
ters can be released.

Kainate also increased the permeability of marker mol-
ecules fluorescein and albumin across the BBB model and 
changed the staining pattern of tight junction proteins 
in brain endothelial cells. These data are in concord-
ance with the barrier opening effect of glutamate in our 
previous study [8] and with data from other groups [32, 
43]. Among the receptors mediating the effect of excita-
tory mediators several types of the AMPA, NMDA and 
metabotropic glutamate receptors were described in 
brain endothelial cells at RNA, protein or functional 
levels [6–10, 43]. In addition to these receptors, we also 

found the mRNA expression of GluK1 and GluK4 in 
isolated brain microvessels and GluK1 in cultured brain 
endothelial cells. The brain microvessel fractions con-
tain not only brain endothelial cells, but also pericytes 
and astrocytic endfeet. While brain pericytes are respon-
sive to glutamate [45], there are no data on the presence 
of kainate receptors in brain pericytes. Astroglia cells 
express GluK4/KA1 both in vivo [46] and in culture [47].

Although oxidative stress and the production of excess 
ROS contribute to the damage in excitotoxicity, and 
kainate was described to increase ROS production in 
porcine brain endothelial cells [32] in the present experi-
ments kainate had no effect on ROS production in our 
model. The higher concentration of kainate and the dif-
ferent detection method in the study of Basuroy et  al. 
may explain the dissimilarity [32]. We found that kainate 
elevated NO production and the band intensity of iNOS 
mRNA. The level of iNOS is negligible in endothelial 
cells under physiological conditions, but it is increased 
in pathologies [48]. In our study the increased mRNA 
level of iNOS also indicates the damaging effect of kain-
ate. Our observations are in accordance with previous 
results showing that kainate injection into cerebral cortex 
increased NOS activity in microvessels in rats [49].

The importance of the BBB as a therapeutic target is 
increasingly recognized and several anti-inflammatory 
or antioxidant drugs and novel molecules were identi-
fied as BBB protective on culture models [25] and intro-
duced in the therapy of disease like stroke, amyotrophic 
lateral sclerosis and epilepsy [15–17]. We demonstrated 
that simvastatin protected brain endothelial cells in the 

Fig. 8  The effect of kainate treatment on primary rat brain endothelial cells. a Reactive oxygen species (ROS) production. b Nitric oxide (NO) 
production. Cells were treated with 100 µM kainate (KA) without or with simvastatin (SIM, 1 µM), edaravone (EDA, 1 µM) or dexamethasone (DXM, 
1 µM) for 1 h. Control groups (C) received only culture medium. Hydrogen peroxide (H2O2, 100 µM) served as reference compound in the ROS 
measurement, and sodium nitroprusside (SNP, 100 µM) was used to release NO. Mean ± SD, n = 5–13, ANOVA, Bonferroni test, **p < 0.01, ***p < 0.001 
compared to the control group, #p < 0.05, ###p < 0.001 compared to the kainate-treated group
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viability and permeability assays against kainate-induced 
changes and also restored cell morphology. These find-
ings are in agreement with the protective effects of flu-
vastatin in BBB disruption induced by glutamate in vitro 
[43]. Simvastatin showed also neuroprotective effect 
against NMDA-induced excitotoxicity in a culture model 
[50]. Our data are in concordance with the potential 
therapeutic use of statins in epilepsy [19], stroke and 
neurodegenerative diseases [51]. Brain penetration is a 
key factor in the potential therapeutic efficacy of statins 
in neurological diseases. Statins can be ligands of solute 
carriers, like OATPs, and efflux transporters, such as 
P-glycoprotein, which were identified at the level of the 

BBB and regulate CNS drug disposition [38, 41]. In a pre-
vious study we measured the permeability of rosuvasta-
tin, pravastatin and atorvastatin on our BBB model and 
found good penetration for these molecules [41].

Edaravone was also protective against kainate induced 
damage and it reduced ROS levels and kainate-induced 
NO production in our experiments. These data confirm 
our previous results on the protective and antioxidant 
effects of edaravone on cultured brain endothelial cells 
[23]. Edaravone promoted tight junction formation in 
vascular endothelial cells [52] and exerted antioxidant 
effects during NMDA excitotoxicity on brain slices [53]. 
The protective effect of edaravone was also demonstrated 

Fig. 9  Expression of nitric oxide synthases in primary rat brain endothelial cells. a Expression of neuronal nitric oxide synthase (nNOS/NOS1), 
inducible nitric oxide synthase (iNOS/NOS2) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS/NOS3) mRNA in primary rat brain endothelial cells 
treated with 100 µM kainate (KA) alone and with dexamethasone (KA + DXM, 1 µM) for 24 h. Control groups (C) received only culture medium. The 
predicted length of the products is shown in Additional file 1: Table S2. Fragments were visualized on 2% agarose gel. M: 1 Kb Plus DNA ladder. b 
Relative gene expression changes of nitric oxide synthases measured by qPCR. Fold change is the expression ratio compared to untreated control 
groups, where negative values mean target gene downregulation, positive values mean target gene upregulation. Mean ± SEM, n = 4, ANOVA, 
Bonferroni test, *p < 0.05 compared to the control group; #p < 0.05 compared to the kainate-treated group
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in kainate-induced epilepsy models in rats [24, 54]. All 
these preclinical data support the BBB protective effects 
of edaravone which may contribute to its efficacy in the 
clinical treatment of acute stroke and amyotrophic lateral 
sclerosis [17].

The barrier tightening effect of dexamethasone was 
described in several studies using culture models of the 
BBB [25, 26]. Dexamethasone upregulated claudin-5 and 
ZO-1 tight junction proteins in damaged brain endothe-
lial cell cultures [55, 56] supporting our data. The obser-
vations of the present study confirm data demonstrating 
the BBB protective effects of dexamethasone obtained 
in animal models of epilepsy induced by kainate [27] 
and by pilocarpine [16]. In addition to its barrier pro-
tecting effect dexamethasone decreased NO production 
and the iNOS mRNA expression elevated by kainate in 
brain endothelial cells. In accordance with our results 
dexamethasone decreased both BBB permeability and 
iNOS activity in lipopolysaccharide-treated mice [57]. 
Although the therapeutic efficacy of dexamethasone in 
epilepsy is still controversial, it exerted beneficial effects 
in pediatric drug resistant epileptic patients [16].

Conclusion
In conclusion, we proved for the first time that the excito-
toxin kainate directly damaged cultured brain endothelial 
cells. Kainate made the immunostaining of junctional pro-
teins discontinuous at the cell border indicating the open-
ing of the BBB model. Kainate increased the permeability 
of the BBB model for marker molecules, the production of 
nitric oxide (NO) and the mRNA expression of inducible 
nitric oxide synthase (NOS2/iNOS) in brain endothelial 
cells. The presence of kainate receptors was also demon-
strated on brain endothelial cells. Simvastatin, edaravone 
and dexamethasone protected the BBB model against 
kainate-induced reduced cell viability, increased perme-
ability and morphological changes in cellular junctions. 
Dexamethasone attenuated the elevated nitric oxide pro-
duction and decreased the mRNA expression of inducible 
nitric oxide synthase (NOS2/iNOS) increased by kainate 
treatment. Our results confirmed the potential clinical 
usefulness of these drugs to attenuate BBB damage.
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Simvastatin, edaravone and dexamethasone protects against kainate-induced brain 

endothelial cell damage  
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Cell cultures, detailed protocol 

Primary rat brain endothelial cells were isolated from three-week-old male and female Wistar 

rats (Harlan Laboratories, USA), as it is described in our previous papers [Walter et al., 2016; 

Harazin et al., 2018]. Animals were sacrificed with CO2 then forebrains were collected in 

phosphate buffered saline (PBS) on ice. After removing meninges, the tissue was cut into 

1 mm3 pieces and enzymatically digested by 1 mg/ml collagenase type II (Roche, 

Switzerland), and 15 µg/ml deoxyribonuclease type I (Roche, Switzerland) in Dulbecco’s 

modified Eagle medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12, Gibco, Life Technologies, 

USA) for 55 min at 37 °C. After the digestion the cells were mixed with 20% bovine serum 

albumin (BSA)-DMEM and centrifuged three times (1,000 × g, 20 min) to separate the brain 

microvessel fraction from the myelin rich brain tissue fraction. After each centrifugation step 

the cell pellets were collected and pooled. The collected microvessels were further digested 

by 1 mg/ml collagenase-dispase (Roche, Switzerland) in DMEM/F12 containing 15 µg/ml 

deoxyribonuclease type I (Roche, Switzerland) for 35 min at 37 °C. Brain microvascular 

endothelial cell clusters were separated on a 33 % Percoll gradient (1,000 × g, 10 min) then 

collected and washed twice in DMEM/F12. Cells were seeded onto collagen type IV and 

fibronectin coated (100 µg/ml each) Petri dishes (100 mm; Corning, USA). Cells were 

maintained in DMEM-F12 supplemented with 15 % plasma-derived bovine serum (PDS; First 

Link, UK), 5 μg/ml insulin, 5 μg/ml transferrin, 5 ng/ml sodium selenite (Pan Biotech, 

Germany), 10 mM Hepes, 1 ng/ml basic fibroblast growth factor, 100 μg/ml heparin and 

50 μg/ml gentamycin. During the first three days of culture the capillary endothelial cells 

were kept in culture medium containing 3 μg/ml puromycin to eliminate P-glycoprotein 

negative cell types [Perrière et al., 2005]. Cells were used at the first passage for experiments. 

Primary rat brain pericytes were isolated by the same protocol, except that puromycin 

treatment was not applied. After isolation pericytes were seeded onto collagen type IV coated 
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(100 µg/ml) Petri dishes (60 mm; VWR International, USA) and cultured in DMEM medium 

(Gibco, Life Technologies, USA) containing 10 % fetal bovine serum (FBS, Pan Biotech, 

Germany) and gentamycin (50 μg/ml). Cells were used at the third passage for experiments. 

Primary rat astrocytes were obtained from 1-day-old Wistar rats. Meninges were removed 

then the brain tissue was mechanically dissociated with a long needle connected to a syringe. 

The homogenate was filtered through a nylon mesh (40 μm, Millipore, USA) to remove larger 

vessels and tissue debris. Cell clusters were plated onto uncoated 75 cm2 flasks (TPP, 

Switzerland) and cultured in DMEM supplemented with 10 % FBS and gentamycin 

(50 μg/ml) until they reached 90 % confluency. For the BBB co-culture model cells were 

cultured for 2 weeks (first passage) before use in appropriate collagen type IV (100 µg/ml) 

coated 12-well plates (Corning, USA) at a cell number of 5 × 104 cells/well. Confluent glia 

cultures included 90 % GFAP immunopositive astroglia and 10 % CD11b immunopositive 

microglia.  

Brain endothelial cells were co-cultured with brain pericytes and astrocytes to induce the BBB 

characteristics [Nakagawa et al., 2009]. First pericytes (1.5 × 104 cells/cm2) were passaged to 

the bottom side of the 12-well format culture inserts (Transwell clear, polyester membrane, 

0.4 µm pore size, 1.12 cm2 surface; Corning, USA) coated with collagen type IV (100 µg/ml), 

then brain endothelial cells (7.5 × 104 cells/cm2) were added to the upper side coated with 

collagen type IV and fibronectin (100 µg/ml each). The inserts were placed into 12-well 

plates containing confluent astrocyte layers. Endothelial culture medium was added to both 

compartments. Cells were co-cultured for four days before experiments [Perrière et al., 2005].  
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Figure S1. Characterization of primary rat astrocytes and pericytes. Cell morphology was 

characterized by glial fibrillary acidic protein (GFAP, astroglia) and α-smooth muscle actin 

(α-SMA, pericyte) immunostaining and visualized by confocal microscopy (Leica TCS SP5, 

confocal laser scanning microscope; Leica Microsystems, Germany). Cells were fixed with 

cold acetone-methanol solution (1:1) for 10 min, washed with phosphate buffered saline 

(PBS) and non-specific binding sites were blocked with 3% BSA-PBS for 1 h at room 

temperature. Incubation with mouse anti-α-SMA (Dako, USA) and mouse anti-GFAP primary 

antibodies lasted overnight at 4 °C. Cells were incubated with anti-rabbit secondary antibody 

labeled with Cy3 or anti-mouse secondary antibody labeled with Alexa Fluor 488 (Life 

Technologies, USA) and H33343 dye to stain nuclei for 1 h at room temperature. Between 

incubations cells were washed three times with PBS. Scale bar = 25 µm. 
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Figure S2. Effect of Triton X-100 (TX-100) on cell viability measured by impedance 

kinetics. Triton X-100 detergent was used at 1% concentration as a reference compound to 

cause cell death. The impedance of the control group (C) remained stable during the 24-h 

period. 

 

 

 

 

 

 

Figure S3. Expression of housekeeping genes (β-actin and glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase – GAPDH) in rat brain cortex (BR), isolated rat brain microvessels (MV) and 

primary rat brain endothelial cells (BEC). The predicted length of the products is shown in 

Table S2. Fragments were visualized on 2% agarose gel. M: 1 kb Plus DNA ladder. 
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Table S1. Origin and catalogue number of reagents used in this study 

Product name Company Country 
Catalogue 

number 

collagenase type II Roche Switzerland C6885 

deoxyribonuclease type I Roche Switzerland D4513 

Dulbecco’s modified Eagle 

medium (DMEM) 

Gibco, Life 

Technologies 
USA 21885025 

Dulbecco's Modified Eagle 

Medium/Nutrient Mixture F-12 

(DMEM/F12) 

Gibco, Life 

Technologies 
USA 31331028 

bovine serum albumin (BSA) Sigma, Merck Germany A7906 

collagenase-dispase Roche Germany 11097 113001 

Percoll Sigma, Merck Germany P4937 

collagen type IV Sigma, Merck Germany C5533 

fibronectin Sigma, Merck Germany F1141 

plasma-derived bovine serum 

(PDS) 
First Link UK 60-00-850 

insulin 

Pan Biotech Germany P07-03110 transferrin 

sodium selenite 

Hepes Sigma, Merck Germany H4034 

basic fibroblast growth factor Sigma, Merck Switzerland F0291  

heparin Sigma, Merck Germany H3149 

gentamycin Sigma, Merck Germany G1397 

puromycin Sigma, Merck Germany P7255 

fetal bovine serum (FBS) Pan Biotech Germany P30-3702 

kainic acid Sigma, Merck Germany K-0250 

simvastatin Sigma, Merck Germany S-6196 

edaravone Sigma, Merck Germany M70800 

dexamethasone Sigma, Merck Germany D2915 

hydrogen peroxide (H2O2) Molar Chemicals Hungary 03650 

sodium nitroprusside (SNP) Sigma, Merck Germany 71778 

collagen type I 
isolated in our 

laboratory 
- - 

TriFast reagent VWR International USA 30-2010 

Maxima First Strand cDNA 

Synthesis Kit 
Thermo Fisher USA K1671 

FIREPol DNA Polymerase Solis BioDyne Estonia 01-01-01000 
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agarose VWR International USA 443666A 

Evans blue Sigma-Aldrich USA E2129 

sodium fluorescein Sigma-Aldrich USA F6377 

chloromethyl-dichloro-

dihydro-fluorescein diacetate 

(DCFDA) 

Molecular Probes, Life 

Technologies 
USA C6827 

4-amino-5-methylamino-2’,7’- 

difluorofluorescein diacetate 

(DAF-FM) 

Molecular Probes, Life 

Technologies 
USA D23844 

pluronic acid 
Molecular Probes, Life 

Technologies 
USA P6867 

paraformaldehyde Sigma-Aldrich USA 441244 

Triton-X100 AppliChem Germany A4975 

rabbit anti-claudin-5 polyclonal 

antibody 
Sigma-Aldrich USA SAB4502981 

rabbit anti-ZO-1 polyclonal 

antibody 
Invitrogen USA 61-7300 

anti-rabbit secondary antibody 

conjugated with Cy3 
Sigma-Aldrich USA C2306 

H33342 nucleus stain Calbiochem USA 382065 

Fluoromount-G Southern Biotech USA 0100-01 
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Table S2. Rat-specific primers used for RT-PCR. 

Primer 

name 
 Sequence 

Tm 

(°C) 

Amplicon 

length (bp) 
Gene ID 

GluK1/ 

GluR5 

fw GGTATAACCCCCACCCATGCAACC 
58 314 NM_017241.2 

rv GAAGGTCATCGTCGAGCCATCTCTG 

GluK2/ 

GluR6 

fw GGTATAACCCACACCCTTGCAACC 
56 452 NM_019309.2 

rv TGACTCCATTAAGAAAGCATAATCCGA 

GluK3/ 

GluR7 

fw CTTCTTCAAGAAATCCAAGATCTCCACC 
57 483 NM_181373.3 

rv TGCTCCCGTTCCGCTGTCTTGC 

GluK4/ 

KA-1 

fw TACTCTCTGGGCAACAGCCT 
56 289 NM_012572.1 

rv AGGTCTGGTAGCGGGAATTT 

GluK5/ 

KA-2 

fw TCGCCCGTGTCCTCAACTCA 
55 398 NM_031508.2 

rv CACCGACACCTCCTCAGACTCCG 

nNOS/ 

NOS1 

fw TCTACGCCACAGAGACAGGCAAAT 
51 92 NM_052799 

rv CATGGACATTGCCTTGGCATCGAA 

iNOS/ 

NOS2 

fw AGCATCCCAAGTACGAGT 
48 140 NM_012611 

rv AATCTCGGTGCCCATGTA 

eNOS/ 

NOS3 
fw CGGAGAATGGAGAGAGCTTT 50 113 NM_021838 

β-actin 
fw TACTCTGTGTGGATTGGTGGC 

52 150 NM_031144.3 
rv GGTGTAAAACGCAGCTCAGTAA 

GAPDH 
fw GGTCATCAACGGGAAACCC 

55 356 NM_017008.4 
rv TCTGAGTGGCAGTGATGGCA 
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A B S T R A C T

Ethnopharmacological relevance: The medicinal properties of grapes (Vitis vinifera L.) are well known since an-
cient times. Ethnobotanical grape preparations, like the Ayurvedic Darakchasava are used as cardiotonic and for
the treatment of cardiovascular diseases. Dried grape products are also applied in Iranian traditional medicine
for memory problems, which are linked to the pathology of brain microvessels, a special part of the cardio-
vascular system. The anti-inflammatory and protective effects of these traditional preparations on the cardio-
vascular system are related to their bioactive phenolic compounds.
Aim of the study: The blood-brain barrier (BBB), formed by brain capillaries, is not only involved in inflammatory and
other diseases of the central nervous system, but also in many systemic diseases with an inflammatory component.
Dietary obesity is a systemic chronic inflammatory condition in which the peripheral and central vascular system is
affected. Among the cerebrovascular changes in obesity defective leptin transport across the BBB related to central leptin
resistance is observed. Our aim was to study the protective effects of grape phenolic compounds epicatechin (EC), gallic
acid (GA) and resveratrol (RSV) and grape-seed proanthocyanidin-rich extract (GSPE) on a cytokine-induced vascular
endothelial inflammationmodel. Using a culture model of the BBBwe investigated cytokine-induced endothelial damage
and changes in the expression of leptin receptors and leptin transfer.
Materials and methods: For the BBB model, primary cultures of rat brain endothelial cells, glial cells and pericytes
were used in co-culture. Cells were treated by tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-1 β (IL-1β)
(10 ng/ml each) to induce damage. Cell toxicity was evaluated by the measurement of impedance. The ex-
pression of leptin receptors was assessed by RT-qPCR and western blot. The production of reactive oxygen
species (ROS) and nitric oxide (NO) were detected by fluorescent probes.
Results: GSPE (10μg/ml), EC (10 μM), GA (1 μM) or RSV (10 μM) did not change the viability of brain endothelial cells.
The gene expression of the short leptin receptor isoform, Ob-Ra, was up-regulated by GSPE, EC and RSV, while the
mRNA levels of Lrp2 and clusterin, clu/ApoJ were not affected. The tested compounds did not change the expression of
the long leptin receptor isoform, Ob-Rb. RSV protected against the cytokine-induced increase in albumin permeability of
the BBB model. GSPE and EC exerted an antioxidant effect and GSPE increased NO both alone and in the presence of
cytokines. The cytokine-induced nuclear translocation of transcription factor NF-κB was blocked by GSPE, GA and RSV.
Cytokines increased the mRNA expression of Lrp2 which was inhibited by EC. RSV increased Ob-Ra and Clu in the
presence of cytokines. Cytokines elevated leptin transfer across the BBBmodel, which was not modified by GSPE or RSV.
Conclusion: Our results obtained on cell culture models confirm that natural grape compounds protect vascular
endothelial cells against inflammatory damage in accordance with the ethnopharmacological use of grape
preparations in cardiovascular diseases. Furthermore, grape compounds and GSPE, by exerting a beneficial effect
on the BBB, may also be considered in the treatment of obesity after validation in clinical trials.
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1. Introduction

Grape (Vitis vinifera L.) is one of the oldest domesticated plants
consumed both for its nutritional and medicinal values. The history of
grape consumption goes back to at least 6000 years, to the time of
ancient Egyptians and Greeks (Kamrani Rad et al., 2019). The Ebers
Papyrus from 1550 BCE already mentions the beneficial effects of grape
for medical problems (Inoue and Craker, 2014). Based on the Greek
tradition Avicenna, the Persian physician and scientist, wrote in his
“The Canon of Medicine” that grape improved oral health (Faridi et al.,
2015). The ethnobotanical use of grape includes illnesses like skin and
eye diseases, nausea, sore throats, haemorrhoids, kidney and liver dis-
eases (Akaberi and Hosseinzadeh, 2016). The Ayurvedic Darakchasava,
a grape preparation, is used as a cardiotonic and for the treatment of
cardiovascular diseases (Paul et al., 1999). In addition to its application
as a cardiac stimulant it is considered as a general health tonic for the
promotion of good health. Traditional use of dried grapes was described
for the treatment of cardiovascular conditions such as capillary
bleeding, edema and inflammation (Darshan and Doreswamy, 2004).
The Iranian traditional medicine has a special interest in the ther-
apeutic potential of grape and dried grape for different ailments, in-
cluding memory problems (Bakhtiyari et al., 2017). Memory problems,
either from vascular or neurodegenerative origin, are linked to the
pathology of brain microvessels (Sweeney et al., 2018), a special part of
the cardiovascular system. The blood-brain barrier (BBB), formed by
brain capillaries, is not only involved in inflammatory and other dis-
eases of the central nervous system, but also in many systemic diseases
with an inflammatory component (Erickson and Banks, 2018). Dietary
obesity is a chronic inflammatory condition in which the cardiovascular
system is also affected. Among the cerebrovascular changes in obesity
defective leptin transport across the BBB related to central leptin re-
sistance is observed (Rhea et al., 2017). The anti-obesity effects of grape
compounds have been recently confirmed by experimental and clinical
investigations, although the molecular mechanisms are not fully un-
derstood (Aragones et al., 2016a; Akaberi and Hosseinzadeh, 2016).

Obesity is considered one of the most important epidemics world-
wide and is related to other pathologies such as cardiovascular disease,
diabetes, cancer and hypertension, (Upadhyay et al., 2018). There is an
association between obesity and a systemic chronic low-grade in-
flammation: excessive production of pro-inflammatory adipokines in

obese subjects induces systemic inflammation, insulin resistance and
other related pathologies (Bulló et al., 2003; Marseglia et al., 2014).
Pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor-α (TNF-α) and in-
terleukin-1β (IL-1β) are central regulators of this systemic and neuronal
inflammation in obesity (Marseglia et al., 2014) as well as inducers of
blood-brain barrier (BBB) dysfunction (Deli et al., 2005; Liebner et al.,
2018). Obesity causes an increase in the levels of circulating leptin, a
hormone secreted by adipocytes that regulates food intake by acting on
the central nervous system. However, this excess of leptin is not func-
tional, resulting in a state known as leptin resistance (Andreoli et al.,
2019). The two major mechanisms that contribute to leptin resistance
are inflammation, in both the periphery and the hypothalamus during
obesity (de Git and Adan, 2015), and the inability of leptin to enter the
brain (Andreoli et al., 2019). Because leptin is produced in the per-
iphery and its main function is exerted in the brain, it is transported
across the BBB (Banks et al., 1996; Bjorbaek et al., 1998a). The asso-
ciation between leptin resistance and the deficient transfer of leptin
across the BBB has been observed in both obese patients and rodent
models of obesity (Caro et al., 1996).

Leptin receptors (Ob-R) belong to the gp130 family of cytokine re-
ceptors and are expressed in the brain as well as in some peripheral
tissues such as the liver (Tartaglia, 1997; Aragones et al., 2016a). The
longest isoform is Ob-Rb, which contains a cytoplasmatic domain in-
volved in the activation of the leptin signalling pathway (Lee et al.,
1996) through janus kinase 2 (JAK2) and the signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3) (Aragones et al., 2016a). Sup-
pressor of cytokine signalling 3 (SOCS3) and the protein tyrosine
phosphatase 1B (PTP1B) are known inhibitors of the leptin cascade
(Bjorbaek et al., 2000; Zabolotny et al., 2002). The Ob-Ra isoform lacks
intracellular signalling domains and transports leptin from the blood to
the cerebrospinal fluid (Bjorbaek et al., 1998a). Clusterin (Clu), also
known as apolipoprotein J (ApoJ), is a protein that stimulates the an-
orexigenic effect of leptin by increasing the interaction of leptin with its
receptor (Byun et al., 2014). The LDL receptor-related protein-2 (LRP2/
megalin) is also important in the clusterin-induced increase in leptin
receptor binding (Gil et al., 2013; Byun et al., 2014). Ob-Ra and LRP2
are expressed in both the endothelium of cerebral microvessels
(Hileman et al., 2002; Bell et al., 2007; Gosselet et al., 2009) and
choroid plexus (Dietrich et al., 2008) and are implicated in the trans-
port of leptin to the brain.

Abbreviations

ANOVA analysis of variance
ApoJ apolipoprotein J
BBB blood-brain barrier
BSA bovine serum albumin
cDNA complementary DNA
Clu clusterin
Ct cycle threshold
CSF cerebrospinal fluid
DAF-FM 4-amino-5-methylamino-2′,7′-difluorofluorescein diace-

tate
DCFDA chloromethyl-dichloro-dihydro-fluorescein diacetate
DMEM/F12 Dulbecco's modified Eagle medium/nutrient mixture F-

12
EC epicatechin
ELISA enyzme linked immunosorbent assay
FBS fetal bovine serum
GA gallic acid
GSPE grape-seed proanthocyanidin-rich extract
HPLC-MS/MS high-performance liquid chromatography – tandem

mass spectometry
IL-1β interleukin-1β

kDa kilodalton
LRP2 low density lipoprotein-related protein 2
NF-κB nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells

transcription factor
NO nitric oxide
Ob-Ra leptin receptor isoform a
Ob-Rb leptin receptor isoform b
Papp apparent permeability coefficient
PBS phosphate buffer solution
PPIA peptidylprolyl isomerase A
PTP1B protein tyrosine phosphatase 1B
RT-qPCR real-time quantitative polymerase chain reaction
RBEC rat brain endothelial cells
tjuvROS reactive oxygen species
RSV resveratrol
SDS sodium dodecyl sulphate
SEM standard error mean
SOCS3 suppressor of cytokine signalling 3
STAT3 signal transducer and activator of transcription 3
TEER transendothelial electrical resistance
TJ tight junction
TNF-α tumor necrosis factor-α
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Phenolic compounds are plant secondary metabolites found in
fruits, vegetables and beverages, including grapes (Del Rio et al., 2013;
Akaberi and Hosseinzadeh, 2016). The beneficial health effects of grape
and grape products and the anti-inflammatory and protective effects of
traditional grape preparations on the cardiovascular system are related
to their bioactive phenolic compounds (Georgiev et al., 2014). The
biological activities of grape phenolic compounds include among others
anti-inflammatory, antioxidant and cardioprotective effects (Georgiev
et al., 2014; Nassiri-Asl and Hosseinzadeh, 2016). The grape phenolic
compound resveratrol (RSV) is a major component in the ethnobota-
nical Darakchasava (Paul et al., 1999), and recent biomedical studies
demonstrated its cardiovascular protective effects (Arrick et al., 2011;
Clark et al., 2012; Georgiev et al., 2014; Diaz-Gerevini et al., 2016;
Nassiri-Asl and Hosseinzadeh, 2016; Wicinski et al., 2018). In addition,
RSV can improve leptin resistance by acting at different levels of the
leptin pathway (Aragones et al., 2016a). Grape polyphenols inhibit the
production of pro-inflammatory adipokines (da Costa et al., 2017) and
exert a protective effect on the BBB (Campos-Bedolla et al., 2014).
Previous studies from our research group have shown that grape seed
proanthocyanidin extract (GSPE) enhanced the activation of STAT3 and
increased the proopiomelanocortin mRNA levels in the hypothalamus
of obese rats, while in the skeletal muscle it restored the expression of
Socs3 and Ptp1b (Ibars et al., 2017). Experimental data suggest that
extracts and phenolic compounds from grape may also exert a protec-
tive effect on BBB dysfunction induced by inflammation and associated
with obesity, but the effects of RSV or GSPE have not been investigated
on leptin receptors or transfer at the level of brain endothelial cells.

Our aim was to study the protective effects of grape phenolic
compounds epicatechin (EC), gallic acid (GA) and RSV and grape-seed
proanthocyanidin-rich extract (GSPE) on a cytokine-induced vascular
endothelial inflammation model. Using a culture model of the BBB we
investigated cytokine-induced endothelial damage and changes in the
expression of leptin receptors and leptin transfer.

2. Materials and methods

2.1. Reagents and compounds

GSPE is a commercial product (Vitaflavan®) produced from white
and red grape seeds which was kindly provided for our studies by the
company Les Dérives Résiniques et Terpéniques (Dax, France). The
extraction is made by hot water and a food grade solvent and at each
step of the four-stage process high molecular weight oligomeric
proanthocyanidins (tannins) are gradually eliminated, while low mo-
lecular weight bioactive oligomeric proanthocyanidins (dimers, tri-
mers, tetramers and pentamers) are concentrated. The total content of
the phenolic compounds in GSPE is higher than 96%. The yield of GSPE
is about 1%, 1 kg extract is produced from 100 kg grape seed
(Vitaflavan manufacturing process, n.d.). According to previous ana-
lysis performed in our group using HPLC-MS/MS (Baselga-Escudero
et al., 2014), this proanthocyanidin-rich extract contained EC
(33.6 ± 12.7mg/g), GA (15.1 ± 3.5mg/g), but not RSV
(0.0 ± 0.0mg/g) as shown in Table S1. GA (G7384) and EC (E4018)
were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). RSV was pur-
chased from Fagron Iberica (Barcelona, Spain).

2.2. Cell culture and in vitro blood-brain barrier model

Primary rat brain endothelial cells (RBEC) were isolated from 3
week-old outbred Wistar rats (Harlan Laboratories, Indianapolis, IN,
USA) as described in our previous paper (Nakagawa et al., 2009).
Forebrains were collected and meninges were removed, then the tissue
was cut into 1mm3 pieces by scalpel and digested with enzymes (1mg/
ml collagenase type II, and 15 μg/ml deoxyribonuclease type I (Roche,
Basel, Switzerland) in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM/F12,
Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) at 37 °C for 55min.

Microvessels were separated from the myelin rich brain tissue fraction
by centrifugation in 20% BSA-DMEM gradient (1000×g, 20 min, 3
times). The collected vessels were further digested with enzymes (1mg/
ml collagenase-dispase, and 15 μg/ml deoxyribonuclease type I; Roche,
Basel Switzerland) in DMEM/F12 at 37 °C for 35min. Brain micro-
vascular endothelial cell clusters were separated on a 33% continuous
Percoll gradient (1000×g, 10min), collected, and washed twice in
DMEM/F12. Cells were seeded onto Petri dishes (100mm; Orange
Scientific, Braine-l'Alleud, Belgium) coated with collagen type IV and
fibronectin (100 μg/ml each). Cultures were maintained in DMEM/F12
supplemented with 15% plasma-derived bovine serum (First Link,
Wolverhampton, UK), insulin-transferrin-sodium selenite mix (Pan
Biotech, Aidenbach, Germany), 1 ng/ml basic fibroblast growth factor
(Roche, Basel, Switzerland) 100 μg/ml heparin and 50 μg/ml genta-
mycin. For the first 3 days of culture cells were grown in medium with
3 μg/ml puromycin to eliminate P-glycoprotein negative contaminating
cell types (Perriere et al., 2005). When endothelial cells reached 90%
confluency, they were seeded to E-plate, culture inserts or coverslips
coated with collagen type IV and fibronectin. For the permeability and
leptin transfer study endothelial cells were seeded to the upper side of
culture inserts (12-well format, Transwell clear, polyester membrane,
0.4 μm pore size, 1.12 cm2 surface, Corning, NY, USA).

Primary rat brain pericytes were isolated by the same protocol as
primary rat brain endothelial cells, except that the second enzymatic
digestion was shorter (15min), and no puromycin selection was used.
Cells were seeded into uncoated dishes and cultured in DMEM (Gibco,
CA, USA) with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, CA, USA) and
gentamycin. Pericytes were used for the experiments at the third pas-
sage.

One-day-old Wistar rats were used for the isolation of primary rat
astrocytes. Meninges were removed, and brain tissue was dissociated
mechanically by a syringe attached to a long needle. The homogenate
was filtered through a nylon mesh (40 μm, Millipore, MA, USA) to
collect large, undissociated tissue pieces and blood vessels. Cells from
the filtrate were pipetted into uncoated 75 cm2 flasks (TPP,
Trasadingen, Switzerland) in DMEM containing 10% FBS (Gibco, CA,
USA) and gentamycin (50 μg/ml). When cells reached 90% confluency,
they were passaged for 12-well plates (Corning, NY, USA) at a cell
number of 5× 104 cells/well and cultured for two weeks. Confluent
glia cultures contained around 90% astroglia (glial fibrillary acidic
protein immunopositive cells) and 10% microglia (CD11b im-
munopositive cells).

To enhance the BBB properties of the model, primary endothelial
cells were cultured together with astrocytes and pericytes (Nakagawa
et al., 2009). Rat pericytes were subcultured to the bottom side of the
culture membranes precoated with collagen type IV and brain en-
dothelial cells to the upper side, precoated with collagen type IV and
fibronectin. Culture inserts were then placed into 12-well plates con-
taining confluent glia cell layers. Both fluid compartments received
endothelial culture medium. After two days of co-culture, 550 nM hy-
drocortisone was added to the medium to tighten the intercellular
junctions (Perriere et al., 2005; Nakagawa et al., 2009).

2.3. Treatments of cells

For the impedance-based viability assays RBECs were treated in the
following concentration ranges: GSPE 1–50 μg/ml, RSV and EC
1–100 μM, and GA 0.3–10 μM. These concentration ranges were se-
lected based on our previous studies using HepG2 human hepatoma cell
line (Baselga-Escudero et al., 2014; Aragones et al., 2016b; Rojas et al.,
2014). Stock solutions were prepared in ethanol. Treatment solutions
were diluted in culture medium. The final concentration of ethanol was
below 0.1% in the treatment solutions. We used a combination of two
cytokines, TNF-α (10 ng/ml) and IL-1β (10 ng/ml) to cause damage in
the BBB model (Harazin et al., 2018) for all the experiments and assays
where indicated. Culture medium was given for the control groups.
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2.4. Real-time cell microelectronic sensing

Real-time cell electronic sensing is an impedance-based, label-free
technique for dynamic monitoring of living adherent brain endothelial
cells (Harazin et al., 2018). The RTCA-SP instrument (ACEA Bios-
ciences, San Diego, CA, USA) registers the impedance of cells in every
10min and for each time point cell index is calculated as (Rn−Rb)/15,
where Rn is the cell-electrode impedance of the well when it contains
cells and Rb is the background impedance of the well with the medium
alone. E-plates, special 96-well plates with built in gold electrodes, were
coated with collagen type IV and fibronectin for RBECs at room tem-
perature and dried for 20min under sterile air-flow. For background
measurements culture medium (60 μl) was added to each well, then
50 μl of RBEC suspension was distributed at a cell density of
5× 103 cells/well. After cells reached a steady growth phase they were
treated with different phenolic compounds and cytokines.

2.5. Total RNA isolation and gene expression analysis

The expression of key genes from the leptin signalling pathway was
evaluated. For RNA isolation and to obtain the cDNA, TriFast (PeqLab,
VWR International, Vienna, Austria) and Maxima First Strand cDNA
Synthesis kit with dsDNase (Thermo Scientific, Massachusetts, USA),
were respectively used according to the manufacturer instructions.
Finally, qPCR with iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad,
Barcelona, Spain) was performed to analyse the gene expression of
peptidylprolyl isomerase A (Ppia), leptin receptor isoform b (Ob-Rb),
leptin receptor isoform a (Ob-Ra), low density lipoprotein-related pro-
tein 2 (Lrp2 or megalin), clusterin (Clu, or ApoJ), suppressor of cytokine
signalling 3 (Socs3) and protein-tyrosine phosphatase 1B (Ptp1b).
Table 1 shows the forward and reverse primers for the various genes
used in this study. They were obtained from Biomers.net (Ulm, Ger-
many). A cycle threshold (Ct) value was generated by setting the
threshold during the geometric phase of the cDNA sample amplifica-
tion. The fold change in expression of each mRNA was calculated with
respect to the Control group using the ΔΔCt method corrected for the
primer efficiency and converted to relative expression ratio with Ppia as
the reference gene (Plut et al., 2003).

2.6. Protein determination and western blot

Radioimmunoprecipitation assay buffer supplemented with pro-
tease and phosphatase inhibitor cocktail was used to extract the protein
content from RBEC previously treated with phenolic compounds during
24 h. It was quantified by Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, Madrid, Spain). To perform the western blot, a total of 25 μg

of protein was solubilized and boiled for 5min in a loading buffer so-
lution containing 0.5M Tris HCl pH 6.8, glycerol, SDS, 2-
Mercaptoethanol and 1% bromophenol blue. The total protein extracts
were separated using SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of the
TGX FastCast acrylamide kit, 10% (Bio-Rad, Barcelona, Spain) and
electrotransferred onto supported polyvinylidene fluoride (PVDF)
membranes using TransBlot Turbo RTA Transfer kit (Bio-Rad). After
blocking, the membranes were incubated overnight in agitation at 4 °C
with an antibody specific for detecting Ob-Rb (ab177469, Abcam,
Cambridge, UK), The protein levels were detected by the chemilumi-
nescent detection reagent ECL Select western blotting detection reagent
(GE Healthcare, Barcelona, Spain) using GeneSys image acquisition
software (G-Box series; Syngene, Barcelona, Spain). Finally, protein
band quantification was performed using ImageJ (W.S Rasband, NIH,
MD, USA). The studied protein levels were normalized respect to β-
actin.

2.7. Evaluation of anti-inflammatory properties of the studied phenolic
compounds

To determine the capacity of the selected phenolic compounds to
revert the inflammation caused by cytokines in RBEC cells an in vitro
assay was carried out. RBECs were pretreated with 10 μM RSV or EC,
1 μM GA or 10 μg/ml GSPE for 30 min, then 10 ng/ml TNF-α + 10 ng/
ml IL-1β were added to the cells. The co-treatment with phenolic
compounds was maintained during 24 h during which cell viability was
continuously monitored by impedance measurement.

2.8. Measurement of barrier integrity and transfer of leptin

Transendothelial electrical resistance (TEER) is a sensitive method
to measure the paracellular tightness of BBB culture models (Deli et al.,
2005). We used Epithelial-Volt-Ohm meter (EVOM) and STX2 elec-
trodes (World Precision Instruments, USA) to measure TEER, which was
expressed relative to the surface area of the monolayers (Ω cm2) after
subtraction of TEER in cell free inserts. TEER was measured every day
(days 2–4) until brain endothelial cells reached confluency.

Cells were pre-treated with the phenolic compounds (10 μM RSV,
10 μM EC, 1 μM GA or 10 μg/ml GSPE) for 30 min, then treated with
the combination of cytokines (TNF-α + IL-1β, 10 ng/ml each) for 6 h.
For the permeability measurement two marker molecules, fluorescein
sodium (MW: 376 Da, 10 μg/ml) and Evans blue labeled albumin
(67 kDa; 1% albumin and 167.5 μg/ml dye) were added to the upper,
luminal compartment of inserts. Cell treatments and the permeability
assays were performed in phenol red-free culture medium supple-
mented with 1% PDS, insulin-transferrin-sodium selenite and 10 mM

Table 1
A summary of the rat-specific primer sequences used for qRT-PCR analysis.

Primer name Direction Primer sequences (5′-3′) Primer length (nucleotides) Tm (°C) Amplicon lenght (nucleotides)

Clu FW gctctcagcaatcgggtgaa 20 55 153
RV atgccattgtcccaggtcag 20 54

Lrp2 FW ggagccagtcagtagccaag 20 51 136
RV cctgggaggacagccaattt 20 55

Ob-Ra FW cactgttaatttcacaccagag 22 55 235
RV gtcattcaaaccatagtttagg 22 53

Ob-Rb FW ccagtacccagagccaaagt 20 59 122
RV ggatcgggcttcacaacaagc 21 62

Ppia FW cttcgagctgtttgcagacaa 21 53 138
RV aagtcaccaccctggcacatg 21 57

Ptp1b FW cccttttgaccacagtcgga 20 55 119
RV ttggtaaagggccctgggtg 20 58

Socs3 FW ctggacccattcgggagttc 20 56 148
RV ctgggagctaccgaccattg 20 54

Abbreviations: Clu (Clusterin), Lrp2 (Low density lipoprotein-related protein 2), Ob-Ra (Leptin receptor isoform A), Ob-Rb (Leptin receptor isoform B), Ppia
(Peptidylprolyl isomerase A), Ptp1b (Protein-tyrosine phosphatase 1B), Socs3 (Suppressor of cytokine signalling 3).
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HEPES. The inserts were kept for 30 min in the 12-well plates on a
horizontal shaker, after that samples were collected from both com-
partments and the concentrations of the marker molecules were mea-
sured by spectrofluorometer (Fluorolog-3, Horiba Scientific, Japan;
fluorescein: excitation wavelength 480 nm, emission wavelength
515 nm; Evans blue: excitation wavelength 584 nm, emission wave-
length 680 nm). The apparent permeability coefficients (Papp) were
calculated as described in our earlier studies (Campos-Bedolla et al.,
2014; Harazin et al., 2018).

For the leptin transfer experiment RSV (10 μM) and GSPE (10 μg/
ml) were chosen to be tested either alone or combined with cytokines.
In the last 1 h of the experiment, leptin (1 μg/ml) was added to the
upper compartments of the inserts. The plates were kept on a horizontal
shaker, after that samples were collected from both compartments and
the leptin content of the samples were measured by an ELISA kit
(Merck, Germany) according to the manufacturer's protocol.

2.9. Measurement of reactive oxygen species and nitric oxide production

Nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) production was
measured by fluorescent probes as described earlier (Veszelka et al.,
2013; Lénárt et al., 2015). NO was detected by 4-amino-5-methyla-
mino-2′,7′-difluorofluorescein diacetate (DAF-FM, Molecular Probes,
Life Technologies, USA) and ROS was detected by chloromethyl-di-
chloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFDA, Molecular Probes, Life
Technologies, USA). These probes cross the cell membrane by diffusion
and then are activated by cytoplasmic esterases. After oxidation of
DCFDA or reaction of NO with DAF-FM, fluorescent molecules are
produced. The signal is proportional to the produced NO or ROS.
Confluent brain endothelial cells were cultured in 96-well black plates
with glass bottoms (Corning, NY, USA). Cells were treated the same way
as in the permeability measurement for 1 h at 37 °C. Treatments were
done in phenol red-free culture medium containing 2 μM DAF-FM or
2 μM DCFDA and 1.5 μM pluronic acid (Molecular Probes, Life Tech-
nologies, USA) to help the probes penetrating the cell membrane. As a
positive control sodium nitroprusside (60 μM) was used for the NO
production measurement and hydrogen peroxide (100 μM) for the ROS
assay. Fluorescence was detected by Fluostar Optima multiwell plate
reader (BMG Labtechnologies, Germany) at 485 nm excitation and

520 nm emission wavelengths at every 5min for 1 h. Fluorescent values
were presented as a percentage of the control group.

2.10. Immunhistochemistry

Cells were grown on culture inserts coated with collagen type IV and
fibronectin for junctional protein and leptin receptor immunostaining,
or on coated glass coverslips (1 cm2, borosilicate, VWR, USA) coated
with collagen type I for NF-κB staining. Cells treated with cytokine and/
or phenolic compounds (6 h for junctional proteins and leptin receptor,
1 h for NF-κB) were fixed and permeabilized with ice-cold acetone-
methanol (1:1) for 5min, washed with PBS, then blocked in 3% BSA-
PBS for 1 h at room temperature. Incubation with rabbit anti-β-catenin
polyclonal (C2206, Sigma-Aldrich, USA), rabbit anti-claudin-5 poly-
clonal (SAB4502981, Sigma-Aldrich, USA) or rabbit anti-leptin receptor
polyclonal (ab5593, Abcam, UK) primary antibodies lasted overnight at
4 °C, then secondary labeling with anti-rabbit Cy3 (C2306, Sigma-
Aldrich, USA) and nucleus stain (H33342, Sigma-Aldrich, USA) was
kept on the cells for 1 h at room temperature. Rabbit anti-p65 poly-
clonal antibody (sc-372, Santa Cruz Biotechnology, USA) was used to
stain NF-κB p65 subunit for overnight, then samples were incubated
with anti-rabbit secondary antibody labeled with Alexa Fluor 488
(A11029, ThermoFisher Scientific, USA) and H33342 dye for 1 h at
room temperature. Cells were washed with PBS between the incuba-
tions. Samples were mounted in Fluoromount-G (Southern Biotech,
USA). Tight junction protein and leptin receptor stainings were visua-
lized with Leica SP5 confocal laser scanning microscope, NF-κB staining
with a spinning disc confocal microscope (Yokogawa W1/Olympus
IX83, Japan). Images were analysed by ImageJ software (National
Institutes of Health, USA).

2.11. Statistical analysis

The data are expressed as the means ± SEM. Multiple independent
groups were compared by one-way analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by Tukey, Dunnett or Bonferroni post hoc test when it necessary.
Outliers were determined by Grubbs’ test. The statistical analyses were
performed using XLSTAT 2017: Data Analysis and Statistical Solution
for Microsoft Excel (Addinsoft, Paris, France) and GraphPad Prism 5

Fig. 1. The effect of different concentrations
of grape seed proanthocyanidin-rich extract
and grape phenolic compounds on the cell
viability of rat brain endothelial cells.
Cultured brain endothelial cells were treated
for 24 h with grape seed proanthocyanidin-
rich extract (GSPE; 1, 5, 10 and 50 μg/ml),
epicathecin (EC; 1, 10, 50 and 100 μM),
gallic acid (GA; 0.3, 1, 3 and 10 μM) and
resveratrol (RSV; 1, 10, 50 and 100 μM).
The control group (C) received culture
medium. Statistical analysis: one-way
ANOVA followed by Bonferroni post-test,
***P< 0.001, **P< 0.01; mean ± SEM,
n= 6.
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(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). p<0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Effect of phenolic compounds on brain endothelial cell viability

RBECs were treated with the selected phenolic compounds at dif-
ferent concentrations for 48 h and monitored continuously by im-
pedance (Fig. S1). According to the results showed in Fig. 1 24-h was
selected to continue with the studies. GSPE was tested at 1, 5, 10 and
50 μg/ml concentrations, and only the highest concentration produced
a decrease in the cell viability (13.5%; p < 0.01) compared to the
control (Fig. 1). EC also caused a small decrease (11%) in the cell
viability of cells treated with the highest concentration with respect to
the control (Fig. 1). On the other hand, GA did not significantly change
the cell index at any evaluated concentration. The biggest decrease in
the brain endothelial cell impedance (29%, p < 0.01) was seen at the
highest concentration of RSV (100 μM) compared to the other condi-
tions (Fig. 1). At 48-h incubation time-point GSPE at 50 μg/ml con-
centration further decreased cell impedance by 26% (Fig. S1). EC and
GA, components of GSPE, were not toxic to RBECs at any concentration
tested through the period evaluated. RSV, a well-examined polyphenol
that is not present in GSPE, showed a concentration and time-depen-
dent effect on cell viability. The two highest concentrations of RSV, 50
and 100 μM, caused a marked reduction (25% and 75% decrease) in the
cell index when time increased (Fig. S1), thus reducing the integrity of
the cell layer. For further experiments, we selected the following safely
applicable concentrations which did not decrease endothelial cell via-
bility: 10 μg/ml for GSPE, 10 μM for RSV or EC, and 1 μM for GA.

3.2. Effect of phenolic compounds on cytokine treated BBB model: cell
impedance and barrier integrity

The treatment concentrations of TNF-α and IL-1β (10 + 10 ng/ml)
to induce brain endothelial damage were determined in our previous
study (Harazin et al., 2018). Cytokines decreased the cell index of rat
brain endothelial cells below 50% at 6 h timepoint (Fig. 2A). GSPE and
the grape phenolic compounds which alone had no effect on impedance
showed a trend to modify this effect, but did not protect brain en-
dothelial cells against the cytokine-induced viability decrease (Fig. 2A).

The integrity of the BBB model was tested by the measurement of
TEER and permeability coefficients for well-known marker molecules
fluorescein (1.75 ± 0.11× 10−5 cm/s) and albumin
(0.35 ± 0.10×10−5 cm/s). Cytokine treatment significantly de-
creased TEER (Fig. S2) and increased the permeability of the BBB model
for both markers (Fig. 2B and C). No protective effect was seen for GSPE
or for the tested molecules (Fig. S2 and Fig. 2B and C), except for 10 μM
RSV, which significantly blocked the barrier opening effect of the cy-
tokines for albumin (Fig. 2C).

The tight paracellular barrier formed by brain endothelial cells in
the BBB model was visualized by the continuous, belt-like pericellular
localization of integral membrane TJ protein claudin-5 and adherens
junction protein β-catenin (Fig. 3). As compared to the control group, in
the cytokine treated group junctional staining of claudin-5 was weaker
and more fragmented at the cell border and cytoplasmic redistribution
of β-catenin was observed, while in cells treated with both grape
compounds and cytokines the staining pattern of TJ proteins was more
similar to the control group (Fig. 3).

3.3. Effect of phenolic compounds on cytokine treated BBB model: nitric
oxide and reactive oxygen species production

GSPE and EC showed a strong antioxidant effect on the basal ROS
production of brain endothelial cells, which was maintained in the
presence of cytokines (Fig. 4A). RSV alone had no effect, while it caused

a decreased generation of ROS in brain endothelial cells when it was
given together with cytokines. EC and RSV together with cytokines also
reduced the NO production (Fig. 4B). In contrast, GSPE elevated NO

(caption on next page)
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generation in brain endothelial cells both alone and in the presence of
cytokines. GA had no effects. Hydrogen peroxide was used as a re-
ference inducer of ROS in the assay (Harazin et al., 2018), while sodium
nitroprusside was given to increase NO production, as in our previous
study (Lénárt et al., 2015).

3.4. Effect of phenolic compounds on cytokine-induced NF-κB nuclear
translocation in brain endothelial cells

The inflammatory reaction induced by cytokines can be reliably
measured by the translocation of the p65 subunit of NF-κB transcrip-
tional factor from the cell cytoplasm to the nucleus as shown in our
previous study (Harazin et al., 2018). The localization of NF-κB p65 is
mostly cytoplasmic in the control group, which changes after treatment
with inflammatory cytokines in rat brain endothelial cells (Fig. 5). This
NF-κB nuclear translocation was inhibited by GSPE, GA and RSV, while
EC showed no effect.

3.5. The effect of phenolic compounds on leptin receptors in brain
endothelial cells

Treatment for 24 h with GSPE, EC and RSV increased the expression
of Ob-Ra (15-fold, 8-fold, 12-fold, respectively) as compared to the
control (Fig. 6A). The relative gene expression of Ob-Rb and Lrp2 was
not changed by treatment with phenolic compounds (Fig. 6A). The gene
expression of other important components of the leptin pathway,
namely Clu (Fig. 6A), Socs3 and Ptp1B (Fig. S3), was also unchanged as
compared to control group. Cytokine treatment increased the relative
gene expression of Lrp2 (16-fold) in brain endothelial cells, while it had
no effect on the other leptin receptors (Fig. 6B). EC, but not the other
phenolic compounds tested, decreased this cytokine-induced elevation
in Lrp2 mRNA expression. GSPE when added together with cytokines
reduced the gene expression of Clu. In contrast, RSV increased the ex-
pression of Ob-Ra (7-fold) and Clu (2-fold) mRNA as compared to the
cytokine groups.

In brain endothelial cells the expression of Ob-Rb protein, the
longest isoform of leptin receptors which activates the leptin cascade,
did not present any significant change compared to control group after
treatment with 10 μg/ml GSPE, 10 μM EC, 1 μMGA or 10 μM RSV for
24 h (Fig. 7 A and B). The presence of leptin receptor isoforms was also
confirmed in brain endothelial cells by immunohistochemistry in all
treatment groups (Fig. 7 C).

Leptin transfer across the BBB model was unchanged by GSPE and
RSV but was increased by cytokines (157%) as compared to the control
group (Papp 8.7 ± 0.1 10−6 cm/s). This effect of the cytokines on leptin
transport was not modified by GSPE or RSV (Fig. 8).

4. Discussion

In the present study we tested four grape-derived extracts or com-
ponents. GSPE is a complex mixture of different phenolic compounds,
which mostly belong to the flavonoids family (Baselga-Escudero et al.,
2014). EC is a flavonoid, whereas RSV, a stilbene, and GA, a phenolic
acid, are non-flavonoids. GSPE contains EC and GA, but not RSV. The
reason to select these four grape components was to get information on
the potential BBB protective effects of the two main chemical groups in
which phenolic compounds are divided. A further rationale to in-
vestigate RSV in our study was that it is the most studied bioactive
grape compound with several therapeutic properties, such as anti-in-
flammatory and anti-oxidant effects (Nassiri-Asl and Hosseinzadeh,
2016). RSV has also been investigated in obesity and obesity related
pathologies among others by our research group (Akaberi and
Hosseinzadeh, 2016; Aragones et al., 2016a). While several nutrients
have been already investigated for their BBB-related effects (Campos-
Bedolla et al., 2014), our study is the first to examine GSPE on brain
endothelial cells and phenolic compounds on leptin transport using a
BBB model.

The tested concentration ranges and incubation times were based on
previous experimental data from our groups (Baselga-Escudero et al.,
2014; Aragones et al., 2016a; Rojas et al., 2014; Harazin et al., 2018).
The viability of brain endothelial cells was not changed by GSPE or the
three grape phenolic compounds except for the highest concentrations
of GSPE and RSV (Fig. 1), in agreement with the general safe applic-
ability of these food components.

Chronic systemic inflammation, caused by pro-inflammatory cyto-
kines released from peripheral adipocytes and activated immune cells,
is a central component in the pathomechanism of obesity (Marseglia
et al., 2014). Circulating proinflammatory cytokines reach and damage
the BBB: the morphological and functional changes are well described
and include impaired barrier integrity reflected by tight junction
changes and increased permeability, oxidative stress and expression

Fig. 2. The effect of grape seed proanthocyanidin-rich extract (GSPE) and grape
phenolic compounds on cytokine treated blood-brain barrier (BBB) model. A)
Rat brain endothelial cells were treated with cytokines TNF-α and IL-1β (CK)
without or with proanthocyanidin-rich extract and phenolic compounds. B) and
C) The BBB model was treated with cytokines without and with proanthocya-
nidin-rich extract and its compounds, then permeability was measured for
fluorescein and albumin. The control group (C) received culture medium.
Statistical analysis: one-way ANOVA followed by Bonferroni post-test,
***P< 0.001, #P< 0.05. *: compared to C; #: compared to CK; mean ± SEM,
n= 4–8. EC, epicathecin; GA, gallic acid; RSV, resveratrol.

Fig. 3. Rat brain endothelial cells were treated with cytokines without or with grape seed proanthocyanidin-rich extract and grape phenolic compounds and stained
for tight junction proteins claudin-5 and β-catenin. The control group received culture medium. Scale bar: 10 μm. C, control group; CK, cytokine treated group; GSPE,
grape seed proanthocyanidin-rich extract; EC, epicathecin; GA, gallic acid; RSV, resveratrol.
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changes in BBB-related genes (Deli et al., 2005; Liebner et al., 2018;
Harazin et al., 2018; Lopez-Ramirez et al., 2013). The dysfunction and
disruption of the BBB caused by systemic inflammation links metabolic
syndrome and obesity to the neuropathologies observed in these con-
ditions (Rhea et al., 2017; Van Dyken and Lacoste, 2018). Parallelly to
the systemic inflammation, obesity increases pro-inflammatory cyto-
kine production in multiple brain regions leading to local inflammatory
processes, especially in the hypothalamus (Rhea et al., 2017). There is a
bidirectional relationship between neuroinflammation and BBB dis-
ruption: both can initiate and/or aggravate the other pathological
process (Rhea et al., 2017). To study cellular inflammation, described in
obesity and also observed at the level of BBB in this pathology (Rhea
et al., 2017; Van Dyken and Lacoste, 2018), we used cytokine-treated
culture models of the BBB as a simplified model system.

The relationship between obesity, inflammation and higher plasma
leptin levels is well established (Bastard et al., 2006; Marseglia et al.,
2014). Brain permeability to leptin is impaired during obesity and the
plasma levels of this hormone are elevated compared to non-obese
patients (Caro et al., 1996), thus, contributing to leptin resistance in
obesity. The two most prominent pro-inflammatory cytokines which
directly damage brain endothelial cells are TNF-α and IL-1β (Deli et al.,
2005; Harazin et al., 2018). Therefore, our aim was to test if grape
phenolic compounds can protect brain endothelial cells from cytokine-
induced changes. The cell viability of brain endothelial cells as well as
the barrier integrity of the BBB model were reduced by treatment with
TNF-α and IL-1β, as reflected by the reduced impedance and resistance

values and increased permeability for marker molecules. Similar results
on brain endothelial toxicity and barrier integrity damage were ob-
tained in our previous study (Harazin et al., 2018). Although in the
viability assay protective trends were seen with the grape compounds
(Fig. 2A), only RSV could decrease the cytokine induced barrier damage
of brain endothelial cells as reflected in the albumin permeability
(Fig. 2C). This observation is in concordance with experimental data
showing a BBB protective effect of RSV both in animal studies and in
cultures (Clark et al., 2012; Campos-Bedolla et al., 2014; Kaisar et al.,
2015). One of the mechanisms by which phenolic compounds/flavo-
noids exert their beneficial effects in obesity related pathologies in-
cluding metabolic syndrome or cardiovascular conditions is their anti-
oxidant effects (Diaz-Gerevini et al., 2016; Wiciński et al., 2018). We
found that GSPE, EC and RSV decreased ROS production in brain en-
dothelial cells in the presence of cytokines (Fig. 4A) in agreement with
literature data (Kaisar et al., 2015; Panickar et al., 2015).

The effect of the tested extract and compounds on brain endothelial
NO production was dissimilar: GSPE increased NO levels both alone and
in the presence of cytokines, while EC and RSV decreased NO levels
when given together with cytokines (Fig. 4B). All three isoforms of
nitric oxide synthase (NOS) are expressed in brain endothelial cells and
in our BBB culture model (Veszelka et al., 2018). GSPE is an efficient
inducer of NO production by the endothelial isoform NOS3 (Fitzpatrick
et al., 2002), and can decrease metabolic syndrome related high blood
pressure (Pons et al., 2016) and protect against high blood pressure
induced cerebral vascular damage by this mechanism (Hao et al.,

Fig. 4. The effect of grape seed proanthocyanidin-rich extract and grape phenolic compounds on the reactive oxygen species and nitric oxide production in cytokine
treated rat brain endothelial cells. Statistical analysis: one-way ANOVA followed by Bonferroni post-test, ***P< 0.001, ###P< 0.001, ##P< 0.01, #P< 0.05. *:
compared to C; #: compared to CK. Mean ± SEM, n= 8. C, control group; CK, cytokine treated group, GSPE, grape seed proanthocyanidin-rich extract; EC,
epicathecin; GA, gallic acid; RSV, resveratrol; H2O2, hydrogen peroxide, SNP, sodium nitroprusside.

Fig. 5. Immunohistochemical staining and
analysis of NF-κB activation. A) Rat brain
endothelial cells were treated with culture
medium, cytokines, or cytokines and grape
seed proanthocyanidin-rich extract or grape
phenolic compounds. Nuclear localization of
the NF-κB p65 subunit was monitored by
immunostaining (green). Cell nuclei were
labeled with Hoechst 33342 (blue). Scale
bar: 10 μm. B) Fluorescent intensity of the
NF-κB immunostaining in cell nuclei and
cytoplasm. Statistical analysis: one-way
ANOVA followed by Bonferroni post-test,
***P< 0.001, ###P< 0.001, ##P< 0.01,
#P< 0.05. *: compared to C; #: compared to
CK. Mean ± SEM, n= 8. C, control group;
CK, cytokine treated group, GSPE, grape
seed proanthocyanidin-rich extract; EC,

epicathecin; GA, gallic acid; RSV, resveratrol. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this
article.)
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2018). In contrast, RSV inhibited the inducible isoform NOS2 and re-
stored the altered cerebrovascular response in diabetic rats (Arrick
et al., 2011), while EC also exerted its beneficial effect on oxidative
stress caused endothelial dysfunction by the inhibition of NOS2 (Steffen
et al., 2007). We hypothesize that the different action of GSPE, RSV and
EC on different NOS isoforms may explain the observed changes in
brain endothelial cells. The pro-inflammatory effects of cytokines are
triggered by the nuclear translocation of the transcription factor NF-κB,
which contributed to barrier damage in our BBB model (Harazin et al.,
2018). This cytokine-induced nuclear translocation was blocked by

GSPE, GA and RSV (Fig. 5). Similar effects were observed in cytokine
treated endothelial cells or in inflammatory conditions for GSPE (Sen
and Bagchi, 2001), GA (Del Bo et al., 2016) and RSV (Diaz-Gerevini
et al., 2016).

The tested compounds did not change either the mRNA expression
(Fig. 6) or protein levels (Fig. 7) of the long leptin receptor isoform, Ob-
Rb, which is implicated in the leptin signalling pathway (Lee et al.,
1996). The results obtained on Ob-Ra, described as the most important
receptor isoform implicated in the leptin transfer across brain en-
dothelial cells (Tartaglia, 1997), were remarkable. The gene expression

Fig. 6. Relative gene expression of leptin receptors and other components of the leptin cascade in rat brain endothelial cells. Peptidylprolyl isomerase A (Ppia) gene
was used as reference. A) Cells were treated with grape seed proanthocyanidin-rich extract and grape phenolic compounds for 24 h. B) Cells were treated with
cytokines without and with grape seed proanthocyanidin-rich extract and grape phenolic compounds for 6 h. Statistical analysis: one-way ANOVA followed by
Dunnett post-test, **P < 0.01, *P < 0.05, ##P < 0.05, #P < 0.05. *: compared to C; #: compared to CK. Mean ± SEM. C, control group; Ob-Ra, leptin receptor
isoform a; Ob-Rb, leptin receptor isoform b; Lpr2, low density lipoprotein-related protein 2; Clu, clusterin; CK, cytokine treated group, GSPE, grape seed proan-
thocyanidin-rich extract; EC, epicathecin; GA, gallic acid; RSV, resveratrol.

Fig. 7. (A–B) Expression of leptin receptor b (Ob-Rb) protein in rat brain endothelial cells. Cells were treated with grape seed proanthocyanidin-rich extract and
phenolic compounds for 24 h. A) Representative image of the western blot. B) Quantification of the western blot image. C) Immunohistochemical staining of leptin
receptor isoforms (red) in brain endothelial cells treated with cytokines without or with grape seed proanthocyanidin-rich extract and phenolic compounds for 6 h.
Cell nuclei were labeled with Hoechst 33342 (blue). Scale bar: 10 μm. Mean ± SEM. C, control group; CK, cytokine treated group, GSPE, grape seed proantho-
cyanidin-rich extract; EC, epicathecin; GA, gallic acid; RSV, resveratrol. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to
the Web version of this article.)

A. Ardid-Ruiz, et al. Journal of Ethnopharmacology 247 (2020) 112253

9



of the short leptin receptor isoform, Ob-Ra, was up-regulated by GSPE,
EC and RSV, while the mRNA levels of Lrp2 and Clu/ApoJ were not
affected (Fig. 6A). Based on the gene expression results GSPE, EC and
RSV may potentially help the transfer of leptin to the brain. Our results
are novelty because recent investigations are focused on designing
leptin analogues or Ob-R agonists to selectively improve leptin trans-
port across the BBB without disturbing the integrity of the barrier
(Roujeau et al., 2014). In this sense, GSPE had a more important impact
on the overexpression of Ob-Ra pointing to a synergistic effect of the
phenolic compounds when tested as a complex mixture. The exact
content of each phenolic compound in the tested 10 μg/mL GSPE was
1.16 μM (0.34 μg/mL) for EC, 0.89 μM (0.15 μg/mL) for GA and 0 μM
for RSV (Baselga-Escudero et al., 2014) indicating a synergistic action
of EC in low amount with other compounds present in the extract. The
third receptor implicated in the leptin action in the brain is the LRP2
(Byun et al., 2014; Gil et al., 2013). The results were similar to those
obtained for Ob-Rb, demonstrating that the compounds do not mod-
ulate the Lrp2 expression in brain endothelial cells.

Cytokines increased the mRNA expression of Lrp2, but not the other
leptin transporters (Fig. 6). Although there are no data on the direct
effect of cytokines on brain endothelial leptin receptors, the central role
of endothelial LRP2 in obesity is established. Mice with endothelial-
specific megalin deficiency develop obesity, show disrupted leptin
signalling and neuroinflammation (Bartolome et al., 2017). From the
tested compounds, two could modify the expression of leptin receptors
in the presence of cytokines: the increased Lrp2 expression was partially
blocked by EC, while RSV increased Ob-Ra and Clu. In addition, cyto-
kines elevated leptin transfer across the BBB model, which was not
modified by the tested GSPE or RSV (Fig. 8). An active and endocytosis-
dependent transport for leptin was demonstrated on a human culture
model of the BBB (Gonzalez-Carter et al., 2016). In this work the major
role of LRP2 in leptin transfer across the BBB was suggested.

To summarize the individual effects of the phenolic compounds of
GSPE on brain endothelial cells we can state that GA, which was used in
the same concentration as found in the GSPE treatment solution, did not
reproduce GSPE's ROS reducing, NO increasing, Ob-Ra mRNA upregu-
lating effects, or in the presence of cytokines the downregulation of Clu
gene activity. GSPE and GA, but not EC decreased cytokine-induced NF-
κB translocation in endothelial cells. As we observed in the case of GA,
EC did not elevate NO production or modified Clu expression. In con-
trast to GA, EC reduced ROS production and upregulated Ob-Ra mRNA
expression indicating that EC may contribute to GSPE's effects. GSPE
and GA did not modify the cytokine-induced Lrp2 mRNA expression,

but EC, used in a concentration 10 times higher than in the GSPE
treatment solution, could reduce this effect of the cytokines.

There are three points of entry for leptin in the brain: (i) the en-
dothelial cells of the BBB (Banks et al., 1996), (ii) the epithelial cells of
the choroid plexus that form the blood-cerebrospinal fluid (CSF) barrier
(Zlokovic et al., 2000) and (iii) the mediobasal hypothalamus sur-
rounded by tanycytes which form a barrier between the median emi-
nence and CSF by thigh junctions (Balland et al., 2014). Ob-Rb is ex-
pressed in epithelial and brain endothelial cells as well as in tanycytes
(Bjorbaek et al., 1998a; Boado et al., 1998; Hileman et al., 2000; Pan
et al., 2008; Balland et al., 2014) whereas LRP2 is an alternative
transporter at the BBB (Dietrich et al., 2014; Bartolome et al., 2017).
However, brain endothelial and choroid plexus epithelial cells highly
express Ob-Ra compared with Ob-Rb (Bjorbaek et al., 1998a). In ad-
dition, the Km of the leptin transport at the BBB is about 1 nM (Banks
et al., 2000), due to its good affinity to both Ob-Ra and Ob-Rb (Fong
et al., 1998). However, in the case of LRP2, leptin presents a lower
affinity and a dissociation constant of 200 nM (Hama et al., 2004),
suggesting that Ob-R are most important binding sites for leptin. In the
case of the expression of additional molecules which are involved in the
leptin signalling pathway, clusterin (Byun et al., 2014), Socs3 (Hama
et al., 2004; Bjorbaek et al., 1998b) and Ptp1b (Zabolotny et al., 2002),
we could not observe any change when cells were treated with poly-
phenols as compared to the control (Fig. S3). Our results that brain
endothelial cells express higher Ob-Ra than Ob-Rb and Lrp2 levels are in
agreement with literature data (Bjorbaek et al., 1998a). Although our
present data are in concordance with previous in vivo results from our
groups and data from the literature, it is a limitation of the study that
we used culture models of the BBB for the investigation.

We demonstrated that natural grape compounds protect cultured
vascular endothelial cells against cytokine-induced inflammatory and
oxidative damage via the NF-κB pathway. These data corroborate the
ethnopharmacological use of grape preparations, among others the
Ayurvedic Darakchasava, in heart and vascular diseases (Paul et al.,
1999; Darshan and Doreswamy, 2004). Clinical studies also prove the
efficacy of individual grape phenolic compounds, like RSV, and grape
extracts, like GSPE, to improve cardiovascular health (Weseler and
Bast, 2017). The beneficial effect of GSPE on cardiovascular parameters
were also described in obese diabetic patients (Kar et al., 2009) and in
another clinical study both RSV and GSPE decreased oxidative stress in
obese subjects (De Groote et al., 2012). Grape compounds may have
additional beneficial effects in obesity as demonstrated by both in vivo
and clinical studies. GSPE inhibited body weight gain in aged rats by
limiting food intake and increasing energy expenditure (Serrano et al.,
2017) and also reduced energy intake in healthy volunteers (Vogels
et al., 2004). Our data on leptin transporters are consistent with these
observations and suggest that the effects of phenolic grape compounds
at the level of BBB may be beneficial in obese conditions.

As a conclusion, our results obtained on cell culture models confirm
that natural grape compounds have a protective ‒ antioxidative and
anti-inflammatory ‒ effect on vascular endothelial cells in accordance
with the traditional use of ethnobotanical grape preparations and
clinical studies with bioactive grape extracts in cardiovascular diseases.
Furthermore, grape compounds and GSPE, by exerting a beneficial ef-
fect on the BBB, may also be considered in the treatment of obesity after
validation in clinical trials. Two grape phenolic compounds, namely EC
and RSV, and the seed extract GSPE increased the gene expression of
Ob-Ra, the main leptin transporter from blood to the brain across the
BBB, in cultured brain endothelial cells. We also observed that natural
grape compounds partially reverted the cytokine-induced inflammation
process, which is associated with obesity. Therefore, our experiments
performed on cell culture models shed light about the mechanisms by
which grape phenolic compounds are involved in interacting with
leptin transport, and consequently, highlight their potential to be used
as possible ingredients in functional food.

Fig. 8. The transfer of leptin across the blood-brain barrier model treated with
cytokines without or with grape seed proanthocyanidin-rich extract (GSPE) and
resveratrol (RSV) for 6 h. Mean ± SEM, n=4. C, control group; CK, cytokine
treated group.
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 Table S1. Identified phenolic compounds and derivatives from grape seed proanthocyanidin-rich 
extract (GSPE) determined by reversed-phase HPLC-MS/MS (Baselga-Escudero et al., 2014) 
 
 
 

Phenolic compound mg compound/g GSPE extract 
GA 15.1 ± 3.5 

Vanillic acid 0.2 ± 0.05 
Procyanidin dimer 82.2 ± 13.1 

Dimer B2 30.8 ± 8.3 
Catechin 51.8 ± 14.9 

EC 33.6 ± 12.7 
Gallate dimer 23.9 ± 7.4 

Epigallocatechin gallate 0.1 ± 0.0 
Trimer C1 4.4 ± 1.0 
EC gallate 10.3 ± 5.5 
Quercetin 0.2 ± 0.0 

RSV 0.0 ± 0.0 
 
Abbreviations: EC ((-)-Epicatechin), GA (Gallic acid), RSV (Resveratrol). 
 
  



Fig. S1. The effect of different concentrations of grape seed proanthocyanidin-rich extract and 
grape phenolic compounds on the cell viability of rat brain endothelial cells. Cells were treated for 
48 h with A) grape seed proanthocyanidin-rich extract, B) epicathecin, C) gallic acid and D) 
resveratrol. Mean ± SEM, n=6. EC, GSPE, grape seed proanthocyanidin-rich extract; EC, 
epicathecin; GA, gallic acid; RSV, resveratrol. 
 
 

  
  



Fig. S2. The effect of grape seed proanthocyanidin-rich extract and grape phenolic compounds on 
the electrical resistance of cytokine treated in vitro rat blood-brain barrier model. Brain endothelial 
cells co-cultured with pericytes and astrocytes on culture inserts were treated with cytokines 
without and with grape seed proanthocyanidin-rich extract and grape phenolic compounds for 6 h. 
The control group (C) received culture medium. Statistical analysis: one-way ANOVA followed 
by Dunnett post-test, **P<0.01, compared to C; mean ± SEM, n=4-8. GSPE, grape seed 
proanthocyanidin-rich extract; EC, epicathecin; GA, gallic acid; RSV, resveratrol. 
 
 

 
 
Fig. S3. Relative gene expression of components of the leptin cascade in rat brain endothelial cells. 
After treatment total RNA was extracted, reverse transcription and qPCR were performed for the 
selected genes. Peptidylprolyl isomerase A (Ppia) gene was used as reference. Cells were treated 
with grape seed proanthocyanidin-rich extract and phenolic compounds for 24 h. Statistical 
analysis: one-way ANOVA followed by Dunnett post-test, mean ± SEM. C, control group; Socs3, 
suppressor of cytokine signalling 3; Ptp1b, protein tyrosine phosphatase 1b; CK, cytokine treated 
group, GSPE, grape seed proanthocyanidin-rich extract; EC, epicathecin; GA, gallic acid; RSV, 
resveratrol. 
 
 

 


