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Roviditések jegyzéke

AMPA — a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav
BSA — borjt szérum albumin

CCL2/MCP1 — kemokin ligand-2/monocita kemoattraktans fehérje-1
CO. — szén-dioxid

DAF-FM diacetat — 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein diacetat
DMEM - Dulbecco modositotta Eagle médium

FBS — fotalis borjasavo
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GSPE - proantocianidin-gazdag sz616mag kivonat
H2DCFDA — 2°,7’-diklorodihidrofluoreszcein diacetat
H20. — hidrogén-peroxid

IL-1B — interleukin-1p

IL-6 — interleukin-6
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NF-xB — nuklearis faktor-kappa B
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NO — nitrogén-monoxid
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NOS2/iNOS — indukalhat6 nitrogén-monoxid-szintaz
NOS3/eNOS — endotelialis nitrogén-monoxid-szintaz

Papp — latszolagos permeabilitasi egyiitthatd

PBS — foszfat pufferoldat

gPCR — kvantitativ valésidejii polimeraz lancreakcio
RT-PCR —reverz transzkripciot kovetd polimeraz lancreakcid
ROS — reaktiv oxigéngyok

RSV — rezveratrol

SNP — natrium-nitroprusszid

TEER - transzendotelidlis elektromos ellenallas

TJ — szoros kapcsolat (tight junction)

TNF-a — tumor nekrézis faktor-a

VEGF — vaszkularis endotelialis novekedési faktor

Z0O-1 - zonula occludens-1 fehérje



1. Bevezetés
1.1. A vér-agy gat miikodése és valtozasai szisztémas és idegrendszeri betegségekben
A vér-agy gat dinamikus hatarfeliiletet képez a kozponti idegrendszer és a vér kozott:
Segit az ionos homeosztazis fenntartasaban és az idegsejtek tdpanyaggal valo ellatasaban
(Abbott ¢és mtsai, 2006). Emellett kulcsfontossagi szerepe van a karos anyagok é&s
bomlastermékek eltavolitdsaban, valamint az idegrendszer és a periféria kozott az
informacid-aramlas biztositasaban (Abbott és mtsai, 2010; Zlokovic, 2008). A gatrendszer
anatomiai alapjat az agyi hajszalereket felépité endotélsejtek képezik (1. abra). Egy felnétt
emberi agyban a hajszalerek felszine 15-20 m?, hossza pedig meghaladja a 600 km-t
(Pardridge, 2002). Az agyi endotélsejtek kozos bazalis membranon osztoznak az agyi
pericitakkal, ezeket pedig az asztroglia sejtek végtalpai burkoljak be (Abbott és mtsai, 2010).
Mindhérom sejttipus kolcsonhatasban all az erek koriili mikroglia és a mikroereket beidegzo
idegsejtekkel (1. abra). Az igy 1étrejovo anatomiai és funkconalis egységet neurovaszkularis
egységnek hivjuk (Neuwelt és mtsai, 2011). A sejtek k6zotti kommunikacioé kulcsfontossagi
a vér-agy gat egészséges mikodésének fenntartasaban. A Kiilonbozo idegrendszert érintd
korallapotokban felborulnak ezek a sejtek kozotti kolesonhatasok, ennek kovetkeztében

karosodik a vér-agy gat szerkezete és miikodése (Zlokovic, 2008).
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1. dbra. A vér-agy gat felépitése sematikus rajzon.

A vér-agy gat sokrétli miikodését az agyi endotélsejtek sajatos morfologidja teszi
lehetdvé, ezek a tulajdonsdgok az agyi mikroerekre jellemzdek, a periférias erek
endotélsejtjeinek jellemzaitdl eltérnek. A vér-agy gat legfontosabb tulajdonsaga €s egyben
a védomuikodésének alapkove a sejtek kozotti szoros kapcsolat (tight junction, TJ). Az

endotélsejteket Osszekotdé TJ-k korlatozzak a paracellularis utvonalon keresztiili sejt- és



anyagaramlast, és ez hozza létre a vér-agy gatra jellemzd polaritast. Az agyi endotélsejtek
integrans membran TJ fehérjéi kozé tartozik a klaudin-5, az okkludin, a tricellulin, a junkcids
adhézids molekuldk (JAM) és az endotelialis sejtadhézidos molekula (ESAM). A membran
TJ fehérjéket a citoszkeletonnal kapcsolofehérjék kotik ossze, ilyenek példaul a zonula
occludens fehérjék (ZO-1 és -2). A szoros kapcsolatok mellett az agyi endotélsejteket
adherens junkcios proteinek is Osszekotik (VE-kadherin; vérlemezke-endotélsejt adhézios
molekula, PECAM), melyek a citoplazmasan elhelyezked6 katenin fehérjéken keresztiil
kapcsolédnak a sejtvazhoz (Deli, 2009). Az agyi endotélsejteket Osszekotd szoros
kapcsolatok igen magas ellenallast alakitanak ki: patkanyok agyi mikroerein ~1500-
2000 Q x cm? elektromos ellendllast mértek, ami nagysagrendekkel kisebb ionatjutast
eredményez a periférids erekhez képest (Butt és mtsai, 1990). A vér-agy gat
védomitkddéséhez hozzajarul az is, hogy a periférias endotélsejtekkel szemben a lapos, orséd
alaku agyi endotélsejtek nem fenesztraltak, és kevés pinocitotikus vezikulat tartalmaznak
(Abbott és mtsai, 2006). Az agyi endotélsejtek luminalis, azaz vér feldli felszinén vastag,
erdsen negativ toltésti glikokalix réteg talalhat6, ami szintén védelmi feladatot lat el
(Logsdon ¢s mtsai, 2021; Walter és mtsai, 2021). A fizikai gat mellett kémiai védelmi
rendszerei is vannak az agyi endotélsejteknek, ilyenek a nagy mennyiségben kifejez6do
efflux pumpafehérjék (Banks, 2016). Ezek egyiranyu anyagaramlést biztositanak az agy
feldl a vérbe, megakadéalyozva ezzel a xenobiotikumok, mérgezd ndvényi és mikrobidlis
vegyiiletek, valamint sok gyogyszerhatdanyag agyba jutdsat. A vér-agy gaton eléfordulod
egyik legismertebb efflux transzporter a P-glikoprotein (ABCB1). Emellett az agyi
endotélsejtekben metabolikus enzimek is termelddnek, melyek védelmet biztositanak a
bioaktiv molekuldk bejutdsdval szemben (Campos-Bedolla és mtsai, 2014).

Szamos vér-agy gaton keresztiili szallitd utvonal segit az idegrendszer sejtjeinek
taplalasaban (Deli, 2011). Kismolekulajt, zsirban oldodé anyagok (példaul alkohol, nikotin)
passzivan, lipid-medialt diffizidval jutnak be a kozponti idegrendszerbe. Mivel a nagyobb
vizoldékony molekuldk, peptidek, fehérjék nem tudnak atjutni az agyi endotélsejtek
paracellularis Gtvonalan a szoros kapcsolatok miatt, ezért ezeknek az anyagoknak a
szallitasaban transzporter fehérjék (pl. SLC fehérjecsalad) vesznek részt. Ez az ttvonal
1étfontossagu a cukrok, aminosavak, lipidek, vitaminok és mas tapanyagok idegrendszerbe
juttatasanak szempontjabol (Campos-Bedolla és mtsai, 2014). Az agyi endotélsejtek TJ-k
altal 1étrehozott polaritasa azt is jelenti, hogy a vér és az agy feldli sejtmembranokon eltérd
tdpanyagszallito fehérjék, receptorok, ioncsatorndk, efflux pumpak és enzimek talalhatéak

(Abbott és mtsai, 2010).
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2. abra. A neurovaszkularis egység miilkodésének sematikus abrazolasa egészséges és koros
allapotban (Profaci és mtsai, 2020 alapjan).

A vér-agy gat mikodésének zavara szdmos neuroldgiai betegség kapcsan
megfigyelhetd, mint példaul a traumas agysériilés, tumor, iszkémia, epilepszia, sztrok vagy
az egyes neurodegenerativ betegségek (Zlokovic, 2008; Benarroch, 2012; Profaci és mtsai,
2020). A gatrendszer karosodasa soran morfologiai és miikddésbeli valtozasok is
végbemennek (2. abra). A szoros és adherens sejtkapcsolatokat kialakito fehérjék, illetve a
transzporterek kifejezddése €s mintdzata megvaltozik, a metabolikus enzimek termelddése
¢és miikodése is modosul (Benarroch, 2012). A hajszalerek bazalis membranja felszakadozik,
emiatt az endotélsejtek, pericitak és asztrocitak kozotti  kapcsolat, anyag- és
informacidaramlés is sériil. Ennek hatasara korallapotokban megndvekszik a vérfehérjék €s
mas potencialisan neurotoxikus molekuldk sejten keresztiili atjutasa (Profaci és mtsai, 2020).
Az egészséges agyi endotélsejtek felszinén a periférids endotélsejtekkel ellentétben alacsony
a leukocita adhézios molekulak expresszidja, ezért a fehérvérsejtek atjutasa a vér-agy gaton
keresztiil korlatozott. Koros allapotokban megemelkedik a sejtadhézidos molekulak
kifejezodése a luminalis membranon, és ennél fogva a fehérvérsejtek bejutasa a vérbol a

kozponti idegrendszerbe (2. abra; Greenwood és mtsai, 2011; Profaci és mtsai, 2020).

1.2. A vér-agy gat valtozasai szisztémas és idegrendszeri gyulladasokban

A dinamikus hatarfeliiletek biologiai miikddésiik betdltéséhez folyamatos
kolesonhatésban allnak a kiilsd és a belso terekkel a lumindlis és abluminalis membranokon
keresztiil. A gatrendszerek homeosztazist fenntartd és védd funkcioi, valamint azok

vizsgalata nemcsak élettani koriilmények kozott fontos, hanem betegségekben is. Egyrészt



a legtobb kortani allapotban megfigyelhetdek a helyi, és sokszor szisztémas gyulladasos
folyamatok, amelyek alapvetéen befolyasoljak a barrierek mikodését. Masrészt az agyi
barrierek miikodésének romlésa, illetve karosodésa is hozzéjarul a gyulladésos folyamatok
¢s betegségek kialakulasdhoz (Neuwelt ¢s mtsai, 2011; Erickson és Banks, 2018). Az
idegrendszeri gyulladas Osszetett folyamat, amelyet a fokozottan termel6dd citokinek,
kemokinek és egyéb gyulladasos mediatorok hoznak 1étre és tartanak fenn, de hozzajarul a
reaktiv asztroglidzis, a mikroglia sejtek aktivalodasa, €s a periférias immunsejtek
agyszovetbe valo bejutasa is. A szisztémas gyulladasok soran felszabaduld citokinek a
keringés utjan a belsd gatrendszerek, igy a kozponti idegrendszert védelmezd vér-agy gat
miikddésére is hatassal vannak (Erickson és Banks, 2018). A gyulladasos sejtekbdl
felszabadul6 citokinek hatdsdra az agyi endotélsejtekben megemelkedik a kemokinek és
sejtadhézios molekulak expresszioja. Az endotelialis kemokinek a fehérvérsejteken 1évo
specifikus receptoraikhoz kotddnek, ezzel eldsegitik a fehérvérsejtek kitapadasat, a
citoszkeleton atrendezodését, ¢s a fehérvérsejtek atjutasat a vér-agy gaton. Emellett az agyi
endotélsejtek szoros kapcsolatainak megnyilasa, tobbek kozott a citokinek és matrix-
metalloproteazok hatasara, lehetdséget ad a fehérvérsejtek paracellularis transzportjara
(Greenwood ¢és mtsai, 2011). A gyulladasos citokinek képesek atjutni az agyi endotél
sejtrétegen (Banks és mtsai, 2018), és ez is hozzdjarul a szisztémas gyulladasok
idegrendszeri hatdsaihoz.

A kozponti idegrendszeri gyulladdsos folyamatokban szdmos proinflammatorikus
citokin és kemokin vesz részt, ezek koziil a tumor nekrozis faktor- o (TNF-a), az interleukin-
1B (IL-1P), az IL-6 és a kemokin ligand-2/monocita kemoattraktans fehérje-1 (CCL2/MCP1)
a leginkabb tanulmanyozott (3. abra; Liebner és mtsai, 2018; Setiadi és mtsai, 2018). Ezek
a citokinek a szisztémas gyulladasok kovetkeztében fellépd neuroinflammacioban, tobbek
kozott koros elhizas soran is fontosak (Marseglia és mtsai, 2014; Hoogland és mtsai, 2015).
Az interleukin-6 (IL-6) citokin viselkedhet gyulladaskelté vagy gyulladasgatld citokinként
is (Garbuzova-Davis és mtsai, 2018). Az IL-6 az agyban el6segiti a mikroglia és az asztroglia
sejtek aktivalodasat, hozzajarul az idegsejtek és asztrocitdk apoptotikus pusztuldsdhoz
(Sochocka és mtsai, 2017). Az IL-6 szekrécidja élettani koriilmények kozott pericita €s
asztrocita sejtekbdl torténik, azonban gyulladast kivaltd kezelésre (pl. bakterialis
lipopoliszacharid) az agyi endotélsejtek is termelnek IL-6 citokint.

A TNF-a fokozza a periférikus immunsejtek bejutdsat az agyba, eldsegiti a
neurodegenracidt, a gliasejtek és neuronok apoptozisat (3. abra), azonban pozitiv hatassal

is rendelkezik: hozzdjarul a szoveti megujulashoz (Sochocka €és mtsai, 2017). A TNF-a
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kozvetleniil fokozza a vér-agy gat permeabilitdsat tenyészetes modelleken (Deli €s mtsai,
1995), és ez a hatas allatkisérletekben is megfigyelhetd volt (Abrahdm és mtsai, 1996). A
TNF-a pericita, illetve asztroglia sejtekben termelddik, azonban megtalalhaté a gatrendszer

luminalis oldalan is, tehat képes atjutni az endotélsejtek rétegén (Banks €s mtsai, 2018).
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3. abra. A gyulladaskelt6 citokinek és kemokinek vér-agy gatat karosité hatasa. BBB: vér-agy gat,
MCP1: monocita kemoattraktans fehérje-1, IL-1B: interleukin-1p, IL-6: interleukin-6, ROS: reaktiv
oxigéngyokok, TNF-a: tumor nekrozis faktor-o (Setiadi és mtsai, 2018 alapjan).

Az IL-1pB és az MCP-1 barriert megnyit6 hatasat szintén kimutattak in vitro vér-agy
gat modellen (6sszefoglalo kozlemények: Deli és mtsai, 2005; Setiadi és mtsai, 2018). Mivel
koréllapotokban tobb citokin egyiittesen termelddik €s fejti ki hatasat, a citokin kombinéacidok
hasznalata gyakori mddja a betegségek modellezésének. Csoportunk korabbi munkéjaban a
TNF-o és az IL-1B citokinek egyiittes alkalmazidsa mar alacsony koncentracidban is
karositotta a vér-agy gat modellt: csokkent az endotélsejt-rétegek impedanciaja és
elektromos ellenallasa, megnétt a jelz8anyagok atjutasa, és megvaltozott a kapcsolofehérjék
mintazata (Harazin és mtsai, 2018). Ezek alapjan kisérleteinkhez a TNF-a és IL-1f citokinek
kombinaciojat alkalmaztuk a gyulladasos karosodasok kivaltdsara tenyészetes vér-agy gat
modellen.

A vér-agy gat a gyulladasos és a kdzponti idegrendszeri betegségeken til szamos mas,
gyulladasos érintettséggel bird szisztémas betegségben is szerepet jatszik (Erickson és

Banks, 2018). Az elhizas egy kronikus gyulladasos allapot, amiben a kardiovaszkularis



rendszer is érintett, illetve kapcsolatban all a cukorbetegséggel, magas vérnyomadssal és
danatos megbetegedésekkel (Upadhyay és mtsai, 2018). A korallapot sordn az agyi érhaldzat
valtozasain kiviil a vér-agy gaton keresztiili leptintranszport is sériil, ez is oka lehet a leptin
rezisztencianak (Rhea és mtsai, 2017). Az elhizas tobb mddon valthat ki kronikus gyulladést:
a zsirszovet altal termelt gyulladaskeltd citokinek szintje megemelkedik, ennek hatasara
pedig szisztémas gyulladas, inzulin-rezisztencia és egyéb korallapotok is kialakulhatnak
(Bull6 és mtsai, 2003; Marseglia és mtsai, 2014). A TNF-a ¢és IL-1p citokinek az elhizas
soran kialakuld gyulladasban is kulcsfontossagli szerepet jatszanak (Marseglia €s mtsai,
2014). A betegség soran megemelkedik a leptin szintje a vérben. A leptin egy zsirsejtek altal
kivalasztott anorektikus hormon, ami a kozponti idegrendszerbe jutva csokkenti az étvagyat,
nagy mennyiségben azonban leptin rezisztencia kialakulasahoz vezethez (Andreoli és mtsai,
2019). A leptin rezisztencia kialakuldsa sordn a két f6 folyamat a periférids és hipotalamikus
gyulladas (de Git és Adan, 2015), valamint a leptin akadalyozott bejutdsa az agyba (Andreoli
¢s mtsai, 2019). Ahhoz, hogy a periférias sejtekben termel6do leptin kifejthesse a hatasat az
agyban, 4t kell jutnia a vér-agy gaton (Banks és mtsai, 1996; Bjerbaek és mtsai, 1998). A
leptin rezisztencia €s a leptin szabdlytalan transzportja kozotti Osszefiiggést mar ragesalo

modellen és elhizott betegeken is leirtak (Caro és mtsai, 1996; Banks, 2008).

1.3. A glutamat szerepe idegrendszeri betegségekben

A glutamat a kdzponti idegrendszer egyik legfontosabb neurotranszmittere, melynek
vérben mért koncentracioja élettani koriilmények kozott az 50-100 uM tartomanyban
mMozog. Receptoraival egyiitt meghatarozo szerepe van kiillonb6zd neuroinflammacioval jard
korallapotok kialakulasaban (3. abra), mint példaul az epilepszia és a Sztrok (Simeone €és
mtsai, 2004). A metabotrop €s ionotrop glutamat receptorok erds expressziot mutatnak a
kozponti idegrendszerben, foleg az agykéregben, a limbikus teriileteken és a bazalis
ganglionokban (Hollmann és Heinemann, 1994; Simeone és mtsai, 2004). Glutamatkotés
hatasara konformacio-valtozas torténik a receptorok csatornajaban, igy kationok aramlanak
a sejtbe (Simeone és mtsai, 2004). Altalanossagban a receptorok ateresztik a natrium- és
kalium-ionokat, azonban a kalciumiont csak egyes tipusok (Ozawa és mtsai, 1998). A
glutamat receptorok talzott aktivitasa soran kontrollalatlan kalciumion-bearamlas torténik,
ami excitotoxicitashoz, az idegsejtek pusztulasahoz és idegi karosodashoz vezet (Simeone
és mtsai, 2004).

A metabotrép  glutamat  receptorok  G-proteinnel  kapcsolt,  szdmos

szignaltranszdukcios Gtvonallal kapcsolatban allo receptorok. Aktivalodasuk lassabb, mint
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az ionotrop receptorok esetében, de hosszantartd hatas alakul ki. Nyolc metabotrop glutamat
receptort kiilonithetiink el (mGluR1-8), melyek egy kivétellel (NGIUR6) megtalalhatoak az
ideg- és gliasejtekben. Szerkezetiiket tekintve hét transzmembran doménbdl allnak (M1-7),
ezen kiviil rendelkeznek egy intracellularis C-terminalis, és egy extracellularis N-terminalis
véggel, az utdbbin foglal helyet a glutamat kétéhely (Simeone és mtsai, 2004).

Az ionotrop glutamat receptorok ligand altal szabalyozott kation csatornak, melyek az
idegsejtek depolarizacidjat okozzak (Dingledine ¢és mtsai, 1999). Az agonistajuk
szelektivitasa alapjan harom csoportra osztjuk Oket: N-metil-D-aszpartit (NMDA)
receptorok, a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav (AMPA) receptorok és kainat
receptorok. Minden receptor tovabbi altipusokra bonthatd, melyek szerkezete alapjdban
véve megegyezik: harom transzmembran (M1, M3, M4) és egy hajtiiszerti doménbdl (M2)
éplilnek fel. Tartalmaznak még egy extracellularis N-terminalis- és egy intracellularis C-
terminalis régiot, valamint egy plusz extracellularis hurkot, amely felszint biztosit a ligand
szamara (Simeone és mtsai, 2004).

Az NMDA receptorok natrium- és kalciumion-bearamlas, illetve kaliumion-kidramlas
révén hosszantartdo valtozasokat idéznek el6. Glutamat- és glicin-kotd részeket is
tartalmaznak: a glutamat kotédése 6nmagaban nem elegendd a receptor aktivalodasahoz,
ehhez a glicin kotédésére is sziikség van. Ezen kiviil kiilonb6z6 poliaminok, cink és protonok
kotohelyeivel is rendelkeznek, melyek szintén modulalhatjék a receptorokat (Sun és mtsai,
2002). Nyugalomban az NMDA receptorok porusaban magnéziumionok kotédnek, amik
egy fesziiltségtiiggd blokkot hoznak 1étre. Ha a sejt depolarizalédik (AMPA vagy kainat
receptor 4ltal), akkor megsziinik a magnéziumion-blokk, és igy az NMDA receptor is képes
aktivalodni. Osszességében tehat a receptor aktivacidjdhoz sziikséges a glutamat, a glicin és
a membran depolarizacioja is. Az NMDA receptorok glutamathoz valo affinitasa 6tszazszor
magasabb, mint az AMPA receptoroké, mégis kevésbé jarulnak hozza az alap szinaptikus
jelatvitelhez, amely a fesziiltségfliggd blokkal magyarazhat6 (Simeone és mtsai, 2004).

Az AMPA receptorok legfontosabb szerepe a gyors, serkent szinaptikus jelatvitelben
van a koOzponti idegrendszerben. Széleskorli expressziot mutatnak neuronokban,
oligodendrocitakban és asztrocitdkban is (Simeone ¢€s mtsai, 2004). Az AMPA receptorok
hidnyoznak az éretlen szinapszisokbdl, igy a késleltetett expressziojuk fontos szerepet jatszik
a fejl6dod agy plaszticitdsanak kialakuldsaban. Patkany iszkémids modellen bebizonyitottak,
megnovekedett az AMPA receptorok altal iranyitott kalciumion-bearamlés, ezt késObb

human kisérletben is kimutattak. Ezzel igazoltdk, hogy az AMPA egy excitotoxikus vegyiilet

7



(Simeone ¢és mtsai, 2004). Csoportunk kordbban agyi endotélsejteken kimutatta a
metabotrop, NMDA és AMPA glutamat receptorok altipusait (Krizbai és mtsai, 1998).

A kainat receptorok otféle alegység (GIUR5-7, KA-1-2) kombinaciojabol felépiild
ionotrop receptorok (4. abra). El6fordulhatnak pre- és posztszinaptikus végzédésekben,
ekkor a f0 szerepiik a szinaptikus jeltovabbitas szabdlyozasa, illetve extraszinaptikusan,
ekkor pedig az idegsejtek ingerlékenységét befolyasoljak (Huettner, 2003). A hippokampalis
moharostok szinapszisaiban iranyitani tudjak az axonalis filopodiumok mozgasat, ami pedig
arra utal, hogy szerepiik van a szinapszisok érésében is (Tashiro és mtsai, 2003). A GIuR6
¢s KA-2 alegységekbdl felépiild receptorok részt vesznek az ismétldodé rohamok
kialakitasaban kronikus epilepszia sordn (Crépel és Mulle, 2015). Egy masik kisérlet
kapcsan GluR6 génkiiitott egerekben azt talaltak, hogy kevésbé hajlamosak a kainat éltal
indukalt rohamokra, tehat a GluR6 alegység kozvetiti a kainat epilepszias rohamot kivaltd

hatasat (Simeone és mtsai, 2004).

Extracellularis

Intracellularis

4. abra A kainat receptorok szerkezete. Glu: glutaminsav kothely; M1-M4: transzmembran
domének. (Simeone ¢és mtsai, 2004 alapjan)

Minden kainat receptor alegység harom transzmembran doménbdl és egy hajtliszerii
doménbdl all (4. abra). Az extracellularis N-terminalis domén tartalmazza a glutamat
kotdhelyet, €s hosszabb strukturat alkot, mint a C-terminalis domén. A GIuRS5 és 6
alegységek mRNS szerkesztésen eshetnek at a Q/R régidoban a hajtiiszerc doménen, ami
csokkenti a receptor atjarhatésagat kétértékli kationokra. Azok a kainat receptorok, amik
tartalmaznak KA-1 vagy KA-2 alegységet, érzékenyebbek a glutamatra és a kainatra (Crépel
és Mulle, 2015). Status epilepticus allatmodellen kimutattdk a GluR5-6 és a KA1-2
receptorok expressziojat asztrocitdkban, azonban ezek az alegységek nem fejezddtek ki a

kontroll, kezeletlen allatokban (Crépel és Mulle, 2015).



1.4. Az excitotoxinok hatasa a vér-agy gatra

A glutaminsavnak fontos szerepet tulajdonitanak szamos idegi folyamatban és
idegrendszeri megbetegedésben (pl. agyi hipoxia, epilepszia). Hatasa az ionotrép €s
metabotrdép glutamat receptorokon keresztiil érvényesiilhet. Kutatocsoportunk korabban
kimutatta, hogy primer patkany agyi endotélsejteken expresszalodnak a metabotrop,
NMDA, illetve AMPA receptorok (Krizbai és mtsai, 1998). Patologias koriilmények kozott
megemelkedik az extracellularis glutamat koncentracid, ami a permeabilitas fokozddasat
eredményezi a vér-agy gaton (5. abra). Ez a folyamat tobb utvonalon is megvalosulhat. A
glutamat hatdsara akvitalodik az ornitin-dekarboxildz, ennek hatdsara megnd a poliaminok
szinjte, valamint szignifikdns ndvekedést valt ki a kalcium/kalmodulin-fiiggd protein kinaz
IT foszforilacidjaban. Ezek a folyamatok mind a vér-agy gat megnyilasahoz vezetnek, amit
primer agyi endotélsejt tenyészeten igazoltunk (Krizbai és mtsai, 1998). Csoportunk azt is
leirta, hogy a glutamat hatassal van az agyi endotélsejtek szoros sejtkapcsolataira is (Andras
¢s mtsai, 2007). Csokkenti az okkludin mennyiségét, illetve a fehérje atrendezddését
eredményezi a sejthatdrokon. Az ionotrdp receptorok gatldsa révén csokkenthetd agyi
endotélsejtekben az okkludin-atrendezddés, a megnovekedett permeabilitds, ezzel
megakadalyozhato a vaszkularis 6déma kialakulasa (Andras és mtsai, 2007). Az iszkémia és
sztrok kapcsan ismert, hogy az agyi erekben a csokkend véraramlas hatasara kevesebb
oxigén és tdpanyag jut el a sejtekhez, emiatt kiiiriilnek az ATP-raktarak, és konnyebben kijut
a glutamat az idegsejtekbdl az extracellularis térbe. A magas extracellularis glutamat
koncentracié megnyitja a vér-agy gatat, és emellett talingerli a glutamat receptorokat, ami
megnoveli az intracellularis kalciumion-koncentraciot és az idegsejtek pusztulasahoz vezet
(Dempsey és mtsai, 2000).

A kainat a glutamat szerkezeti analdgja, amit a kainat receptorok nagy affinitassal
kotnek. Ezt az elterjedt farmakont elészor a Digenea simplex nevii vords alga fajbol
1zolaltdk. A kainsav mint excitotoxin hosszutav morfoldgiai valtozasokat képes eldidézni
az idegsejteken. Emlds agyba injekcidézva hasonl6 agyi karosodasokat indukal, mint amelyek
temporalis lebeny epilepszidban szenvedd betegeknél figyelhetok meg, ezért kisérletesen
epilepszia kivaltasara alkalmazzdk. Ennek soran az excitotitoxicitason kiviil az idegsejtek
pusztuldsa, vér-agy gat karosodds ¢€s neurovaszkularis valtozdsok is megfigyelhetok
(Klement és mtsai, 2019).

Az epilepszia kémiai Uton torténd kivaltadsara mar szdmos anyagot leirtak, mint a

pilokarpin, a tetanusz toxin, a kinolinsav és a bikukullin, a legelterjedtebbnek mégis a
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kainsav bizonyult. A karosit6 anyagot bejuttathatjak szisztémasan vagy célzottan az agyba,
ett6l fliggben eltérd hatasokat valthat ki. Az amigdaldba beinjekciozott kainsav
patkanyokban gorcsrohamot indukal, ami a beadas helyétdl folyamatosan szétterjed. A
roham utan késObbi iddpontban szignifikdns idegi karosodds volt megfigyelhetd a
hippokampusz teriiletén (Jefferys és mtsai, 2016). A hippokampusz teriiletére bejuttatott
kainsav szintén rohamokat idézett eld, ezen kiviil jelentkezett még egyoldali hippokampalis
atrofia és neurodegeneracio is. Erdekesség, hogy amennyiben altatisban 1évé allatokba
juttatjak be az anyagot, akkor a gércsroham az 5- 21. napon alakul ki, mig ha éber allatokba,
akkor a roham sokkal korabban jelentkezik, mar alig 20 ora elteltével (Jefferys és mtsai,
2016). A szisztémas, intraperitonedlisan bejuttatott kainsav patkdny modellen
idegsejtpusztulast és a moharostok terjedését idézi el (Miyamoto és mtsai, 2008). Ezen
kiviil vazogén agyi 6déma kialakuldsat indukélja, féleg a talamuszban, valamint citotoxikus

0déma kialakuldsat a hippokampusz és a piriform kéreg teriiletén (Sztriha és mtsai, 1986).

1.5. A citokinek és a glutamat szerepe a vér-agy gat megnyilasaban betegségekben
A vér-agy gat elsédleges karosodasat okozhatja trauma, gyulladas, fertdzés, és

kialakulhat sztrok, agyi iszkémia, epilepszia hatasara is (5. abra).

Agykarosodas

(trauma, iszkémia, sztrok, fert6zés, status epilepticus)

l

Elsédleges BBB megnyilas
lCitokinek Albumin, |

citokinek M3 sodlagos BBB
Asztrocita aktivalodas —e—— g

megnyilas
I VEGF f<
m
Felborult B P Q
extracellularis Gyulladdsos Erkepz&des “
homeosztazis citokinek
(pl. K*, glutamat), 1 VEGF 4
Felborult 7
glutamat Gyulladas <
metabolizmus 1 Gyulladasos
citokinek

Idegi halozatok (serkenthetéség)
megvaltozasa

yaupjond
sosepe||nAo

Kronikus agyi miikodési zavar
(krénikus gyulladas, fokalis epilepszia)

5. abra A citokinek, a glutamat és a vér-agy gat megnyilas kozponti szerepe a kronikus agyi
miikodési zavarok kialakulasaban (Friedman és Heinemann, 2012 alapjan).
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A szérum fehérjék (albumin, trombin) élettani koriilmények kozott nem jutnak be a
kozponti idegrendszerbe, patologids koriilmények kozott azonban megjelenésiik az
asztrocitak aktivalodasat eredményezi. Az aktivalt asztrocitakbol gyulladéasos citokinek
szabadulnak fel, ezek pedig a szérum fehérjékkel egyiitt valtjak ki a masodlagos vér-agy gat
karosodast (5. abra). A sériilt agyszovetben a vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor
(VEGF) expresszioja megemelkedik az idegsejtekben és az asztrocitdkban, a VEGF receptor
tirozin-kinazok kifejezédése pedig fokozodik az idegsejtekben és agyi endotélsejtekben. A
VEGF neovaszkularizacidhoz, a vér-agy gat megnyilas fennmaraddsdhoz ¢és a
neuroinflammaci6é fokozddasdhoz vezet a gyulladdsos citokinek tovabbi emelkedésén
keresztiil. A citokinek altal fokozott asztrocita aktivalodas a megemelkedett extracellularis
glutamat szinten és a megvaltozott glutamat metabolizmuson keresztiil pedig noveli az idegi
halozatok serkenthetdségét, ami karosan hat a neurovaszkularis egység miikodésére
(5. abra). Ezek a folyamatok egymast erésitve idegi miikodési zavarok, kronikus gyulladas,

fokalis epilepszia kialakulasat eredményezik az agyban (Friedman és Heinemann, 2012).

1.6. Vér-agy gat protektiv gyogyszerhatéanyagok

A vér-agy gat nélkiilozhetetlen szerepet tolt be az agyi homeosztazis fenntartasaban és
utvonalakon keresztiil (5. abra) jelentésen hozzajarul az idegrendszeri korallapotok
Kialakulasahoz és sulyosbodasahoz (Zlokovic, 2008; Friedman és Heinemann, 2012).
Mindezek alapjdn a vér-agy gat védelme terapias célpontként szolgalhat szadmos
idegrendszeri betegségben (Krizanac-Bengez és mtsai, 2004; Vangilder és mtsai, 2011). A
vaszkularis gyulladds és az oxidativ stressz meghatarozé eleme szdmos kozponti
idegrendszeri betegségnek, mint a sztrok, az amiotrofias lateralszklerdzis vagy az epilepszia,
ezért a gyulladdscsokkentd és antioxidans szerek hasznélata szintén fontos ezekben a
korképekben (Marchi és mtsai, 2011; Watanabe és mtsai, 2018). Kisérleteink soran harom
hatéanyagot vizsgaltunk az agyi endotélsejteken megfigyelt kainsav okozta valtozasok
kivédésére, a gyulladascsokkentd dexametazont ¢és szimvasztatint, valamint a
szabadgyokfogd edaravont (6. abra).

A sztatinok népszeri €s hatékony lipidcsokkentd szerek a hiperkoleszterinémia
kezelésére, illetve kardiovaszkularis betegségek megel6zésére. Amellett, hogy a 3-hidroxi-
3-metilglutaril-koenzim A reduktazt gatoljak, és ezzel a vér koleszterin szintjét csokkentik,
jotékony hatasukat szamos teriileten kifejtik. Neuroprotektiv hatdst mutatnak sejteken és

allatkisérletekben (Nagaraja €s mtsai, 2006), és immunszuppresszans €s antioxidans hatdssal
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IS birnak a szuperoxid-termelés és a lipid-peroxidacio csokkentése révén (Ramirez és mtsai,
2011). Tovébbi pleiotrop tulajdonsagokkal is rendelkeznek: gatoljak a gyulladasos vélasz
kialakulasat, javitjak az endotélsejt funkciot, valamint antiapoptotikus, antitrombotikus és

antikonvulziv hatasuk is van (Oesterle és mtsai, 2017).

Szimvasztatin Edaravon Dexametazon

6. abra. A kisérletekben hasznalt, irodalmi adatok alapjan a vér-agy gaton védéhatastiinak bizonyult
vegyiiletek szerkezete.

A pleiotrép hatasuk miatt a sztatinok el6térbe keriiltek, mint lehetséges neuroprotektiv
hatéanyagok az Alzheimer-kor, az akut sztrék vagy az epilepszia kapcsan. A sztatinok
védohatasat tobb Osszehasonlitdé munkaban is tanulmédnyoztdk. Sierra és munkatarsai 9
sztatint vizsgaltak, melyek koziil a félszintetikus, lipofil szimvasztatin (6. abra) bizonyult a
leghatasosabbnak az idegsejt karosodasok elleni védelemben, és a koleszterinszint
csokkentésében neuronokban. Kis mérete, kompakt szerkezete és jo zsiroldékonysaga miatt
a szimvasztatin lehet képes a legjobban atjutni a vér-agy gaton, ami fokozhatja az in vivo
hatékonysagat (Sierra és mtsai, 2011). A szimvasztatin nem csak az NMDA altal kivaltott
excitotoxikus sejthalal ellen védohatasu tenyésztett idegsejtekben, hanem az epilepszia
allatmodelljeiben is a leghatékonyabbnak bizonyult a sztatinok k6zott (Banach és mtsai,
2014). Kainat-indukalt rohamok esetén a szimvasztatin és a lovasztatin csokkentette
legnagyobb mértékben a rohamok stlyossagat, a gyulladast és a sejthalalt a hippokampusz
teriiletén. Emellett klinikai vizsgalatok is alatimasztottak a szimvasztatin jotékony hatasat
epilepszias betegekben (Banach és mtsai, 2014). A szimvasztatin epilepszia allatmodellben
normalizalta az agyi elektromos aktivitast, és fokozta az endotelialis nitrogén-monoxid-
szintaz (NOS3/eNOS) expressziojat agymintakban, ami az esetleges vér-agy gat hatasara
utal (Seker és mtsai, 2015). Ezek alapjan valasztottuk a szimvasztatint, hogy a védéhatasat
vizsgaljuk kainat karositassal szemben tenyészetes vér-agy gat modellen.

Az edaravon (6. abra) egy japan gyogyszerhatéanyag, amit akut agyi iszkémia és agyi

infarktus utani felépiilés eldsegitésére, illetve amiotrofias lateralszklerdzis kezelésére
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hasznalnak (Watanabe és mtsai, 2018). Csoportunk egy korabbi munkéja soran mar vizsgalta
a szabadgyokfogo edaravon agyi endotélsejtekre kifejtett védohatasat (Toth és mtsai, 2014).
A tenyésztett human agyi endotélsejtek (hCMEC/D3) karosodasat metilglioxallal valtottuk
Ki, ami gyulladasos valaszt aktival és vaszkularis karosodast okoz. A metilglioxal id6- és
koncentracio-fliggd modon karositotta az agyi endotélsejteket, csokkentette a sejtek
¢letképességét ¢és a barrier integritdsat, valamint ndvelte a ROS-felszabadulast és a
permeabilitast. Az edaravon kivédte a metilglioxal toxikus hatasait. A hatéanyag 6nallo
hatasat is leirtuk, eldsegitette a TJ képzddést és fokozta a gat szorossagat human agyi
endotélsejteken (Toth és mitsai, 2014). Tovabbi kisérletek is felvetették az antioxidans
kezelést, mint 0j terdpias megkdzelitést a kozponti idegrendszeri karosodasok kezelésére.
Kainat-indukalta epilepszia modellben az edaravon szignifikdnsan csokkentette a neurondlis
sejthalalt és a moharostok novekedését, gatolta a hidroxil gyokok képzodését és a lipid
peroxidaciot (Nomura és mtsai, 2014), valamint kivédte a kainsav-indukalt glutation
csokkenést és a 4-hidroxi-2-nonenal emelkedést (Miyamoto és mtsai, 2008). Az edaravon
nem csak hatékony antioxidans, hanem antinekrotikus, antiapoptotikus és citokin-ellenes
hatéassal is rendelkezik, amit tobb betegség allatmodelljében is igazoltak (Kikuchi és mtsai,
2012).

A gliikokortikoidok koz¢ tartozé hidrokortizon a vér-agy gat barrier funkcidit fokozza:
csokkenti az agyi endotél egysejtrétegek permeabilitasat, és megemeli a transzendotelidlis
elektromos ellenallast (Hoheisel és mtsai, 1998). Primer patkany agyi endotélsejt és
asztrocita ko-kultira modellen is ugyanezt a hatast fejti ki (Perriére és mtsai, 2007). A
hidrokortizon hatasara er6sodik az agyi endotélsejtek kozotti szoros kapcsolat, amit egér és
sertés primer tenyészeteken is igazoltak (Schrot és mtsai, 2005). A dexametazon egy
szintetikus gliitkokortikoid, amit széleskoriien haszndlnak a gydgyéaszatban elsdsorban erds
gyulladascsokkentd hatasa miatt (6. abra). Immortalizalt agyi endotél sejtvonalon a
dexametazon kezelés (1 uM) csokkentette a sejtréteg paracellularis atjarhatosagat tobbféle
marker molekulara is (Romero és mtsai, 2003). Ennek hatterében az allhat, hogy a kezelés
hatasara megemelkedik az okkludin és a ZO-1 szoros kapcsolatokat kialakitd fehérjék
mennyisége a sejtekben, a ZO-1 festédés folytonossaga pedig erdsebbé valik (Romero és
mtsai, 2003). Ezt a hatast igazoltak immortalizalt egér agyi endotélsejt-vonalon is (Forster
¢és mtsai, 2007). Primer agyi endotélsejteken azt is kimutattak, hogy a P-glikoprotein efflux
transzporter kifejez6dése szignifikansan megemelkedett dexametazon kezelés hatasara
(Torres-Vergara és mtsai, 2018). Pilokarpin-indukalt status epilepticus soran a dexametazon

csokkentette a rohamok sulyossagat, a mortalitast, valamint megvédte a vér-agy gatat a
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karosodastol (Marchi és mtsai, 2011). A dexametazon protektiv hatasat kainat-indukalt
rohamok esetén is vizsgaltdk (Sztriha és mtsai, 1986). A dexametazonnal eldkezelt
patkanyokban jelentsen csokkent a vazogén agy6déma kialakulasa a csak kainsavval oltott
csoporthoz képest. A dexametazon az agyi erek permeabilitisat csokkentd hatasat
valészintileg a foszfolipaz-A2 enzim gatldsan €és védod proteinek, lipomodulin, makrokortin
szintézise révén fejtette ki (Sztriha és mtsai, 1986). Az elmult éveket bearnyékolo COVID-
19 koronavirus jarvany, amit a SARS-CoV-2 virus okoz, a 1égzési nehézségek és a
tiidogyulladas mellett a kdzponti idegrendszert érintd tiinetekkel is jar, mint a szag- és
izérzékelés elvesztése, fejfajas, latasi zavarok és tudatzavar, emellett idegrendszeri
betegségekkel (agyvérzés, iszkémia, agyveldgyulladas) is kapcsolatba hozhaté (Fujimoto €s
mtsai, 2022). Tobb kisérlet is alatamasztja, hogy a SARV-Cov-2 virus a vér-agy gaton
keresztiil bejut az agyba. Az agyi endotélsejtekben taldlhatdo P-szekretdz 1 egy
aszparaginsav-proteaz, transzmembran fehérje, ami hozzajarul a vér-agy gat integritasanak
elvesztéséhez. A SARS-CoV-2 virus megnoveli a B-szekretaz 1 fehérje szintjét az agyi
endotélsejtekben, ezaltal a szoros kapcsolatokat kialakitd fehérjék kifejezddését csokkenti,
igy fokozza a vér-agy gat miikodési zavarat és a cerebrovaszkularis betegségek kialakulasat
(Fujimoto és mtsai, 2022). A dexametazon pozitiv hatasait kimutattak salyos SARV-Cov-2
fert6zés esetében és az intenziv kezelés egyik alap gyogyszere lett. A nuklearis faktor-kappa
B (NF-kB), a ciklooxigenaz-2 és a gyulladasos citokinek gatlasa révén csillapitja a fertdzés
soran kialakulo szisztémas sokszervi gyulladast, és csokkenti a kozponti idegrendszeri
szovodmények kialakulasat (Al-Harbi és mtsai, 2016; Elizagaray és mtsai, 2022), ami
kapcsolatban allhat nem csak a gyulladast és immunaktivalodast csokkentd, hanem a vér-

agy gat integritast fokozo hatasaval is.

1.7. Vér-agy gat protektiv természetes hatéanyagok

Az elmult évtizedben eldtérbe kertiltek a természetes vegyliletek, mint terapias szerek
idegi gyulladasok kezelésében, fOképpen az antioxidans, antiapoptotikus, gyulladas-
csokkentd €s neuroprotektiv hatdsuk miatt (Khadka és mtsai, 2020; Makkar és mtsai, 2020;
Gugliandolo és mtsai, 2020). Sok ndvényi hatdanyag képes nagy affinitassal kotddni
kiilonboz6 agyban talalhatd receptorhoz, ezaltal specifikusan serkentenek vagy gatolnak
szamos jelatviteli utvonalat, és fejtik ki hatasukat az idegi gyulladassal jaré kozponti
idegrendszeri betegségekben (Conte és mtsai, 2017; Silva és mtsai, 2019). A természetes
protektiv hatdoanyagok masik elényos tulajdonsaga, hogy kevesebb mellékhatassal
rendelkeznek a szintetikus vegyiiletekhez képest (Khadka és mtsai, 2020; Silva és mtsai,
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2019). A természetes vegyiiletek koziil a fitokemikaliak (pl. flavonoid és nem-flavonoid
polifenolok, fenolsavak, terpenoidok, alkaloidok) és egyéb, élelmiszerben is megtalalhato
vegyliletek hatasat széles korben kutatjak idegi gyulladassal jaré kozponti idegrendszeri
betegségek, mint az Alzheimer-kér, Parkinson-kor és agyvérzés lehetséges kezelésére
(Makkar és mtsai, 2020; Khadka és mtsai, 2020). A flavonoid polifenolok koziil a kamillabol
szarmazd apigenin, a zdOld tedban is megtaldlhatd epigallokatekin-3-gallat, és az
antocianinok széles korben kutatott vegyiiletek, melyeknek mar igazoltak szabadgyokfogo,
antiapototikus, gyulladascsokkentd, virus6ld €és neuroprotektiv hatdsait (Spencer €s mtsai,
2012). A kurkuma az egyik legrégebben alkalmazott nem-flavonoid polifenol, amely
jotékony tulajdonsagu tobbek kozott a kardiovaszkularis betegségek, a cukorbetegség, a
daganatos megbetegedések ¢és az idegrendszeri gyulladdsok esetében (Khadka és mtsai,
2020). Tobb novényi hatéanyag tart jelenleg is a klinikai vizsgalatok II-IV. fazisaban:
példaul az Alzeimer-kor soran a mikroglia- €s asztrocita-aktivalodas gatlasara és az amiloid
aggregacid csokkentésére vizsgaljak tobbek kozott a kurkumint (Longvida®) és az
epigallokatekin-3-gallatot (Khadka és mtsai, 2020).

A sz0616 (Vitis vinifera) az egyik legrégebbi nemesitett ndvény, melyet az értékes
tapanyagaiért €s gyogyhatdsai miatt termesztenek és fogyasztanak. A szdlotermesztés
torténete 6000 éves multra tekint vissza, és mar Okori irdsos emlékek is rendelkezésre allnak
a szO016 egészségre gyakorolt pozitiv hatasairél (Kamrani Rad és mitsai, 2019). Az
etnobotanika is szamos betegség gyogyitasara alkalmazza, mint példaul kiilonboz6 bor- és
szemproblémak, hanyinger, torokfdjas, aranyér, vese- és mdjbetegségek (Akaberi ¢€s
Hosseinzadeh, 2016), illetve kardiovaszkularis megbetegedések (Paul €s mtsai, 1999). A
sz6lovegyliletek elhizds soran mutatott eldnyds tulajdonsdgait mar kisérletes és klinikai
vizsgélatokkal igazoltak, azonban a molekularis mechanizmusok még nem teljesen ismertek
(Aragones és mtsai, 2016a; Akaberi és Hosseinzadeh, 2016).

A fenolos vegyliletek olyan masodlagos ndvényi metabolitok, amelyek megtalalhatdak
egyes zoldségekben, gyiimolcsokben és azokbol késziilt italokban, mint példaul a sz616ben
¢s a borban is (Del Rio és mtsai, 2013; Akaberi ¢s Hosseinzadeh, 2016). A sz6l16, és a
sz6l6bol szarmazo termékek szamos bioaktiv fenolos vegyiiletet tartalmaznak, ennek
koszonhetik olyan jotékony tulajdonsagaikat, mint a gyulladascsékkentd, antioxidans és
kardioprotektiv hatas (Georgiev és mtsai, 2014; Nassiri-Asl és Hosseinzadeh, 2016). Ezen
kiviil egyes sz616 polifenolok gatoljak a gyulladésos citokinek termelddését a zsirszovetben
(da Costa és mtsai, 2017), és protektiv hatast fejtenek ki a vér-agy gatra (Campos-Bedolla
és mtsai, 2014). A sz616 egyik legfontosabb nem-flavonoid bioaktiv fenolos vegyiiletete a
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rezveratrol (RSV, 7. abra), ami féleg a kardiovaszkularis betegségekben nyujtott protektiv
hatasair6l ismert (Nassiri-Asl és Hosseinzadeh, 2016; Wicinski és mtsai, 2018). Korabbi
kisérletek alapjan az RSV gatolni tudja a leptin rezisztencia kialakulasat is (Aragoneés és

mtsai, 2016a).
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Epikatekin Galluszsav Rezveratrol

7. abra. A kisérletekben hasznalt sz616émag kivonat tipusa, és a fenolos vegyiiletek szerkezete.

A proantocianidin-gazdag sz6l6émag kivonat (GSPE, 7. abra) kiilonb6z6 fenolos
vegyiileteket tartalmaz, van benne tobbek kozott epikatekin és galluszsav, de rezveratrol
nincs. A GSPE a STAT3 utvonal fokozasa révén csokkenti a gyulladast, befolyasolja
bizonyos leptin receptorok kifejezddését, és fokozza a proopiomelanokortin hormon
expresszidjat, ami a teststuly szabalyozasaban fontos (Ibars és mtsai, 2017). A galluszsav egy
fenolsav (7. abra), ami szamos névényben (alma, sz616, eper), valamint a teaban és a borban
is megtalalhat6. Gyulladascsokkentd, antioxidans, tumorellenes, antivirdlis ¢és
neuroprotektiv hatdssal is rendelkezik. Emellett gatolja a reaktiv oxigéngyokok
termelddését, és az idegsejtek pusztulasat (Khadka és mtsai, 2020). A flavonoidok kozé
tartozo epikatekint (7. abra) tartalmazza a kakad, a sz610 €s a zold tea is. Az epikatekin
védohatasat igazoltak oxidalt LDL-Koleszterin okozta neuronalis sejthalal ellen, és az LDL-
koleszterin okozta fehérjevaltozasok ellen is hatékony volt endotélsejtekben, igy kivédte az

endotelialis nitrogén-monoxXid-szintaz (NOS3/eNOS) csokkenését (Steffen és mtsai, 2007).
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2. Célkitiizések

A teljes szervezetet érint0 €s idegrendszeri gyulladdsos folyamatok, az azokat kivalto
citokinek, valamint az excitotoxinok mind hozzajarulhatnak a vér-agy gat karosodasahoz
betegségekben. Kisérletes allatmodelleken a kainsav altal kivaltott vér-agy gat karosodasrol
mar rendelkezésre allnak adatok, de a kainsav kozvetlen hatidsat agyi endotélsejt
tenyészeteken eddig nem vizsgaltak. Mivel a vér-agy gat karosodas fontos eleme Sok
idegrendszeri betegség patomechanizmusanak, ezért a vér-agy gat védelme fontos terapias
célpont lehet ezek gyodgyitasaban. A gyulladasos citokinek agyi endotélsejtekre kifejtett
karosité hatasairol mar szamos adat ismert, azonban ezek kivédése a vér-agy szintjén
tovabbra is fontos feladat.

Mindezek alapjan célul ttztiik ki, hogy els6ként:

vizsgaljuk a kainat receptorok kifejezddését a vér-agy gatat alkoto sejteken,

tanulmanyozzuk a kainsav kozvetlen hatasat
monoxid termelésére,
o az agyi endotélsejtek nitrogén-monoxid-szintaz génjének kifejezodésére,
o ¢satenyészetes vér-agy gat modell permeabilitdsara;
e gydgyszerhatéanyagokat vizsgaljunk a kainsav hatasanak kivédésére
monoxid termelésére,
o atenyészetes vér-agy gat modell permeabilitisara;
e feltarjuk a sz6l6 fenolos vegyiiletek és a proantocianidin-gazdag sz616mag kivonat
hatasat onalloan és citokin-karositassal szemben
o az agyi endotélsejtek morfologiajara, szabadgyok és nitrogén-monoxid
termelésére,
o az agyi endotélsejteken beliil az NF-kB sejtmagi transzlokaciora,
o aleptin receptorok agyi endotélsejteken valo kifejez6désére,
o atenyészetes vér-agy gat modell permeabilitisara;

o ¢&s atenyészetes vér-agy gat modellen keresztiili leptintranszportra.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Kisérleti allatok

A primer agyi endotél- és pericita sejtek, valamint az agykéreg és mikroér mintak
izolalasokhoz 3 hetes Wistar patkanyokat hasznaltunk, himeket és ndstényeket egyarant. Az
asztroglia izolalashoz 0jsziilott patkanyokra volt sziikségiink. Az allatok a Szegedi Bioldgiai
Kutatokozpont konvencionalis allathdzabol szdrmaztak, ahol a kisérletek el6tt allando,
szabalyozott koriilmények kozott voltak tartva (12-12 ora fény/sotét ciklus, 21 °C, ivoviz €s
ragcsalotap igény szerint). Az Eurdpai Unio altal alkotott, az allati jolétrol szolo és az
allatvédelem alapjait meghatdrozo torvények (2010/63/EU) szerint a szervek felhasznalasa

nem mindsiil allatkisérletnek, igy nem volt sziikségiink allatkisérletes engedélyre.

3.2. Vegyszerek

Minden laboraru, reagens és vegyszer beszerzése a Sigma-Aldrich Kft.-td1 (Merck Life
Sciences) tortént, hacsak masképpen nem jeloltiik.

A proantocianidin-gazdag sz6l6mag kivonat (GSPE) egy kereskedelemben elérhetd
termék (Vitaflavan®), amit a Les Dérives Résiniques et Terpéniques (Dax, Franciaorszag)
cég bocsatott a rendelkezésiinkre. A fehér és kék sz616 magjabdl szarmazd anyagbol
extrakcioval eltavolitjdk a magas molekulatomegli oligomer proantocianidineket
(tallinokat), az alacsony molekulatomegii bioaktiv oligomer proantocianidineket pedig
bestiritik. 100 kg sz616magbol kb. 1 kg kivonat keletkezik. A GSPE fenolos vegyiilet
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 talalhat6 benne (Baselga-Escudero és mtsai,

2014). A rezveratrolt a Fabron Iberica (Barcelona, Spanyolorszag) cégtol szereztiik be.

3.3. Sejttenyésztés
3.3.1. A vér-agy gat in vitro modellezése

A kisérleteinket primer patkany agyi endotél egysejtrétegen, valamint a permeabilitasi
teszt és a sejtkapcsold fehérjék immunfestése esetében harom sejttipusbol allo ko-kultura
modelleken végeztiikk, amelyekhez primer patkany agyi endotél-, pericita- és gliasejteket
tenyésztettiink egyiitt. A kiillonbozd sejttipusok izoldldsat és a modellek Osszeallitasat
csoportunk mar tobb kézleményében is leirta (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 Biologiai Kutatokdzpont Biologiai Barrierek Kutatocsoportjaban a primer
agyi endotélsejtek tenyésztése hosszi multra tekint vissza (Deli és mtsai, 1993 és 1996).
Munkank soran a 2007-ben Veszelka és munkatarsai altal leirt agyi endotélsejt izolalasrol
sz6l6 protokollt alkalmaztuk. A kisérletek soran a 3 hetes Wistar patkanyokat CO.-dal
torténd tulaltatas utan dekapitaltuk, felnyitottuk a koponyajukat és eltavolitottuk az agyukat,
amelyeket jéghideg foszfat pufferbe (PBS) helyeztiink. Ezutan steril sziir6papiron
eltavolitottuk a kisagyat, a fehérallomanyt, az agyhartyakat, és a choroid plexust. A
hatramarad¢ sziirkedllomanyt DMEM tépfolyadékba (Dulbecco modositotta Eagle médium,
Gibco, Life Technologies, USA) helyeztiik, majd szikék segitségével feldaraboltuk. Ezt
kovetden ll-es tipust kollagenaz enzimmel (CLS2, 1 mg/ml, Roche, Svajc) kezeltiik a
szovetet DNaz (DNaz 1, 15 pg/ml, Roche, Svéjc) jelenlétében sikrazo késziiléken 37 °C-on
55 percig. Borju szérum albumin (BSA-DMEM) gradiens (20%) segitségével haromszori
centrifugalassal (1000 x g, 20 perc) elvalasztottuk a mikroereket a mielintartalmu, kisebb
stirliségli, ideg- ¢és gliasejteket tartalmazo rétegtdl. A masodik enzimes emésztés soran a
sejteket kollagenaz-diszpaz (1 mg/ml, Roche, Svajc) és DNaz (15 pg/ml) enzimekkel
kezeltiik 37 °C-on 35 percig folyamatos enyhe razatas mellett (100 fordulat/perc). Az
enzimek segitenek az agyi mikroereket hatirold bazalis membran egy részének
eltavolitasaval az endotélsejtek elvalasztasaban a pericitaktol. Végiill 33%-0s Percoll
gradienst alkalmazva (1000 x g, 10 perc) elvalasztottuk a mikroérfrakciot a pericitak és
vorosvértestek nagy részétél, majd DMEM tapfolyadékkal mostuk a sejteket.

Az endotélsejteket IV. tipusu kollagénnel (100 pl/ml) és fibronektinnel (100 pl/ml)
bevont, 10 cm atmér6jii Petri-csészékbe (Corning Costar, USA) szélesztettiik, majd COo-
inkubatorba helyeztiik. A tapfolyadék, amiben a sejteket tenyésztettiik, az aldbbiakat
tartalmazta: 85% DMEM/F12 tapfolyadék, 15% borjiiplazmabol készitett savo (PDS, First
Link Ltd., Egyesiilt Kiralysag), 100 pg/ml heparin, 1 ng/ml bazikus fibroblaszt novekedési
faktor, 10 mM HEPES puffer, inzulin (5 ug/ml, Pan Biotech, Németorszag), transzferrin
(5 pg/ml, Pan Biotech, Németorszag), szelenit (5 ng/ml, Pan Biotech, Németorszag) és
gentamicin (50 pg/ml).

A tenyészetek tisztasaganak fokozasara a csoport altal korabban kidolgozott és leirt
modszert alkalmaztuk (Perriere és mtsai, 2005). Az endotélsejt tenyészetben maradt
pericita-, simaizom- ¢és fibroblasztsejtek eltavolitasa érdekében 3 pg/ml puromicin

antibiotikumot adtunk a tapfolyadékhoz a tenyésztés elsé harom napjan. A sejtek toxikus

crer
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azonban ez csak az endotélsejtekben expresszalodik nagy mennyiségben, igy a puromicin
egy hatékony endotélsejt szelekcios vegyiilet. A harmadik-negyedik tenyésztési nap utan a
sejteket a megfeleld tenyésztélemezekbe, illetve tenyésztobetétekbe passzaltuk a tovabbi

kisérletekhez.

3.3.1.2. Agyi pericitak tenyésztése

A pericita sejtek izolalasat az endotélsejtekkel egyiitt végeztik a fentebb leirtak
alapjan. Az utolso 1épésnél a sejtszuszpenzid egy részét kivettiik, és IV. tipust kollagénnel
(100 pl/ml) bevont, 6 cm atmérdji Petri- csészébe (VWR International, USA) szélesztettiik.
A pericitdkhoz hasznalt tapfolyadék 90% alacsony gliikoz tartalmtit DMEM médiumot, 10%
borjusavot (FBS, Pan Biotech, Németorszag) és 50 ul/ml gentamicint tartalmazott. Ezeknél
a sejteknél puromicin kezelést nem alkalmaztunk, mivel nem expresszalnak P-glikoprotein
efflux transzportereket. A csoport altal korabban ko6zolt mddszer alapjan a harmadik

passzalas utan hasznaltuk fel a sejteket (Nakagawa ¢€s mtsai, 2009).

3.3.1.3. Gliasejtek tenyésztése

A gliasejt-tenyésztéshez 0jsziilott Wistar patkanyokat hasznaltunk (Veszelka és mtsai,
2007). Az allatok dekapitalasat kovetden a sterilen eltavolitott agyakat jéghideg PBS-be
helyeztiik, majd csipeszek segitségével a kisagyat €s a fehéralloméanyt levalasztottuk. Az
agyhartydkat steril, benedvesitett szlir@papiron valé gorgetéssel tavolitottuk el. Az
agyszovetet tapfolyadékban (90% DMEM + 10% FBS) steril centrifugacsdbe tettiik, majd
egy steril fecskendd és 10 cm hosszu 20 G atmérdjii ti segitségével a sejteket mechanikusan
disszocidltuk (Nakagawa és mtsai, 2009). A szuszpenziot 40 pm porusméretii nejlonsziirén
(Millipore, USA) engedtiik at, hogy eltavolitsuk a nagyobb aggregatumokat. Az atsziirt
sejteket bevonatlan, 75cm? feliiletii flaskdkba (TPP, Svajc) szélesztettiik, és 10%
borjusavot, valamint 50 pg/ml gentamicint tartalmaz6 DMEM tapfolyadékban tenyésztettiik
egy hétig. Egy €éjszakan at tartd razatassal (200 fordulat/perc sikrdzo késziiléken) tavolitottuk
el a mikrogliasejteket. Az asztrocitakat IV. tipusu kollagénnel (100 pl/ml) bevont 12-lyuka
tenyésztéedényekbe szélesztettiik, majd két hét tenyésztés utan hasznaltuk a sejteket a vér-
agy gat modell kialakitasahoz. A gliasejtek tobb mint 90 %-a glialis fibrillaris savas fehérje

(GFAP) immunopozitivitast mutatott.
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3.3.1.4. Haromsejtes vér-agy gat ko-kultura modellek

A vér-agy gat ko-kultura modelljének létrehozasahoz primer patkdny agyi endotélsejteket,
pericitdkat és asztroglidkat tenyésztettiink egyiitt (Nakagawa és mtsai, 2009). A modell
kialakitasahoz sejttenyészté betéteket hasznaltunk (Transwell clear, Corning Costar, USA;
poliészter membran, poéruméret: 0,4 pm, felszin: 1,12 cm?), melyek segitségével egyiitt

tenyésztettiik a vér-agy gatat alkotd harom sejttipust (8. abra).

vér feldli oldal —H—— agyi endotélsejt _

‘ pericita
agy feldli oldal — = oo

A e asztroglia

8. abra. A vér-agy gat modell sematikus abraja.

A pericitakat a betétek permeabilis poliészter membranjanak also, V. tipusu
kollagénnel (100 pg/ml) bevont oldalara passzaltuk. A pericitdk letapadasa utan az agyi
endotélsejteket a betétek membranjanak fels6 oldalara szélesztettik, ami V. tipust
kollagénnel (100 pg/ml) és fibronektinnel (100 ug/ml) volt bevonva. Ezutan a kétféle sejtet
tartalmazo betéteket a gliasejteket tartalmazo 12-lyuku tenyésztéedényekbe helyeztiik, €s
tovabbi 5 napon keresztiil egyiitt tenyésztettiik 6ket. Mindkét kompartment endotélsejtekhez
hasznalt tenyésztoémédiumot kapott. Az endotélsejtek a pericita- és gliasejtek jelenlétében
megorzik a vér-agy gat tulajdonsagaikat, az egyiitt tenyésztés soran az endotélsejtek kdzotti
kapcsolatok szorosabba valnak, a paracellularis barrier erdsddik (Deli és mtsai, 2005). Ez a
modell lehetdvé teszi az endotél sejtrétegek elektromos ellendllasanak és permeabilitasanak

mérését.

3.4. Agykéreg és agyi mikroerek izolalasa

A kainat receptorok génexpresszios vizsgalataihoz agykéreg- és agyi mikroér mintak
izolalasara is sziikség volt. Ezekhez felnétt, 3 hetes Wistar patkanyokat CO»-dal talaltattunk,
a fejiiket levagtuk, ezutan steril koriilmények kozott kivettiik az agyukat, és jéghideg PBS-
be helyeztiik. Miutdn az agyhartyakat és a fehérallomanyt eltavolitottuk, kicsiptiink egy
darabot az agykéreg sziirkeallomanyabol. A fennmarad6 sziirkeallomanyt aproéra daraboltuk,

¢és Ringer-HEPES oldatot (150 mM NaCl, 2,2 mM CaClz, 0,5 mM MgClz, 5,2 mM KClI,
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6 MM NaHCOs, 2,8 mM gliikéz, 5 mM HEPES, pH 7,4) tartalmazo Potter-Elvehjem
homogenizaloban még egynemiibbé tettiik a mintat. Ezt kovetéen a nagyobb stirliségii
mikroereket 17,5% dextrangradiens segitségével valasztottuk el a mielintartalmu rétegtol,
majd 1% BSA gradiens segitségével még tovabb tisztitottuk a szuszpenziot. Ezutdn egy
100 um porusméretii nejlonsziirével (pluriStainer, pluriSelect Life Science, Németorszag)
eltavolitottuk a nagyobb szovetdarabokat, majd a mikroereket a szuszpenziobdl egy 20 pm
porusméretli nejlonszirdével (pluriStainer) szelektaltuk ki. Az igy kapott mintat kétszer
mostuk Ringer-HEPES oldattal. Végiil az agykéreg- és mikroér mintakat TriFast reagensben
(VWR International, USA) homogenizaltuk RNS-izolalas céljabol.

3.5. A tenyészetek kezelése

tapfolyadékban készitett kainsav (213 Da, steril vizben beoldva) oldattal kezeltiik 1 és 24
oran keresztiil. A kainsav kezelési koncentracidkat szakirodalmi adatok alapjan hataroztuk
meg (Mazzone és mtsai, 2010; Basuroy és mtsai, 2013; Bajrektarevic és Nistri, 2017).
Harom kiilonb6z6 lehetséges védOhatdsu gyogyszerként is hasznalt hatéanyag, a
szimvasztatin, az edaravon, ¢s a dexametazon 6nalld, illetve kainattal szembeni protektiv
hatasat (1-1 uM) vizsgaltuk. A szimvasztatint és az edaravont dimetil-szulfoxidban oldottuk
csoportunk sajat elzetes eredményei és szakirodalmi adatok alapjan valasztottuk ki
(Romero és mtsai, 2003; Deli és mtsai, 2005; Sierra és mtsai, 2011; Toth és mtsai, 2014).

A citokinekkel karositott modell esetében a TNF-a és IL-1B gyulladasos citokinek
kombinéciojat alkalmaztuk, mindkett6t 10 ng/ml koncentracidban. (Harazin és mtsai, 2018).
A sz6lémag proantocianidinben-gazdag kivonat (10 ug/ml), a rezveratrol (10 uM), az
hepatéma sejtvonalon végzett kisérletek alapjan allapitottuk meg (Rojas és mtsai, 2014;
Baselga-Escudero és mtsai, 2014; Aragonés és mtsai, 2016b). A torzsoldatok abszolut
etanolban késziiltek, a kezel6oldatokat pedig tapfolyadékban higitottuk, igy az etanol végsd
koncentrécidja 0,1% alatt volt.

Mindkét kisérletsorozat esetén a kontroll csoportba a nem kezelt, azonban minden mas
koriilményben azonosan tenyésztett sejtek tartoztak. A reaktiv oxigéngyokok képzodésének
vizsgalatakor referenciavegyiiletként 100 uM hidrogén-peroxid (H2O2, Molar Chemicals,
Magyarorszag) oldatot alkalmaztunk, a nitrogén-monoxid termelddés vizsgalatakor pedig

100 puM natrium-nitroprusszidot (SNP).
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3.6. Reverz transzKkripciot koveté polimeraz lancreakcio (RT-PCR) és kvantitativ
valésidejii polimeraz lancreakcio (QPCR)

Az 6t kainat receptor és harom nitrogén-monoxid-szintaz izoforma génjeinek
aktivitasat polimeraz lancreakcios (PCR) modszerekkel vizsgaltuk. A vizsgalt génekre a
szakirodalomban leirt specifikus oligonukleotid primerparokat (1. tablazat) hasznaltuk és
modositottuk(Bernard €s mtsai, 1999; Hinoi és mtsa, 2001; Maric és mtsai, 2000; Yao és
mtsai, 2010), melyek kiilonb6z6 exonokat, vagy exon/exon hatarokat fednek le.
Referenciaként B-aktin és glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) génekre
specifikus primereket alkalmaztunk (1. tablazat).

1. tablazat. A reverz transzkripciot kovetd polimerdz lancreakcidhoz hasznalt patkdny specifikus
primerek (Tm: olvadasi hémérséklet, bp: bazispar).

GGTATAACCCCCACCCATGCAACC
58 314 NM_017241.2
rv. GAAGGTCATCGTCGAGCCATCTCTG

fw  GGTATAACCCACACCCTTGCAACC
Grik2 56 452 NM_019309.2
rv. TGACTCCATTAAGAAAGCATAATCCGA

CTTCTTCAAGAAATCCAAGATCTCCAC
C

rv. TGCTCCCGTTCCGCTGTCTTGC

57 483 NM_181373.3

fw  TACTCTCTGGGCAACAGCCT
Grik4 56 289 NM_012572.1
rv. AGGTCTGGTAGCGGGAATTT

fw TCGCCCGTGTCCTCAACTCA

55 398 NM_031508.2
rv. CACCGACACCTCCTCAGACTCCG
fw TCTACGCCACAGAGACAGGCAAAT
nNOS/
NOS1 51 92 NM_052799
rv. CATGGACATTGCCTTGGCATCGAA
fw  AGCATCCCAAGTACGAGT
48 140 NM_012611
rv. AATCTCGGTGCCCATGTA
eNOS/ fw CGGAGAATGGAGAGAGCTTT
NOS3 50 113 NM_021838
rv  GGA GAC ACT GTT GAATCG GA
TACTCTGTGTGGATTGGTGGC
52 150 NM_031144.3

rv. GGTGTAAAACGCAGCTCAGTAA

g

fw  GGTCATCAACGGGAAACCC
GAPDH 55 356 NM_017008.4
rv. TCTGAGTGGCAGTGATGGCA
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Az agykéreg-, mikroér- és agyi endotélsejt mintdkat TriFast reagensben (VWR
International, USA) homogenizaltuk. Ezt koveten a gyart6 protokollja szerint az 6ssz-RNS-
t kloroformmal kivontuk, izopropanollal kicsaptuk, majd 80% etanollal mostuk. Nanodrop
ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA) miiszerrel torténd koncentraciomérést kovetden
az 0ssz-RNS-ek 1-1 pg-jat minden mintabdl és kezelési csoportbol DNaz enzimmel
(ThermoFisher, USA) kezeltik, majd Maxima First Strand CcDNS-szintézis kit
(ThermoFisher, USA) segitségével reverz transzkripciot végeztiink a gyartd utasitdsainak
megfelelden.

A polimeraz lancreakciokat Labcycler 48 Gradient (SensoQuest, Németorszag)
miiszerrel végeztiink FIREPol DNS polimeraz (Solis BioDyne, Esztorszag) segitségével. A
kezdeti héinaktivalast (95 °C, 3 perc) kovetden az alabbi, 35 alkalommal ismétlodé ciklust
allitottuk be: denaturdci6 95 °C-on 30 masodpercig, primertapadds a megfeleld Tm
hémérsékleteken (1. tablazat) 30 masodpercig, polimerizacido 70 °C-on 40 masodpercig. A
72 °C-0s 5 percig tart6 utopolimerizaciot kovetéen 2% agardz gélen (VWR International,
USA) azonositottuk a kapott amplikonokat, majd az izolalt PCR fragmenteket kapillaris
szekvenalassal igazoltuk. A NOS primerek esetében a gélfotok intenzitasat Imagel)
szoftverrel (National Institutes of Health, USA) szamszersitettiik.

A NOS izoformak génaktivitisiban bekovetkezett valtozasokat (PCR-ral is
megvizsgaltuk. A polimeraz lancreakciot 2 x Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, USA) felhasznaldsaval hajtottuk végre RotorGene 3000 miszer
(Corbett Research, Ausztralia) segitségével. A kezdeti hdinaktivalast (95 °C, 2 perc)
kovetden az alabbi, 40 alkalommal ismétlédo ciklust allitottuk be: denaturacidé 95 °C-on
5 masodpercig, primertapadas és polimerizacio 60 °C-on 30 masodpercig. A fluoreszcens
szignalok minden polimerizacids 1épés utan Osszegyljtésre keriiltek, majd a regisztracid
végén olvadasi gorbe keriilt felvételre 55 és 95 °C fok kdzott. Minden gén kifejezddését a B-
aktinhoz és a GAPDH-hoz, mint belsd kontrollhoz normalizaltuk (ACt), mivel ezek a gének
az endotélsejtekben nagymértékben expresszalodnak. A AACt meghatdrozasahoz a célgének
génexpressziojat a kezeletlen, kontroll csoport génexpresszidjahoz viszonyitottuk. A relativ

génexpresszios valtozast a 2 24t formula segitségével hataroztuk meg.

3.7. Valosidejii sejtanalizis
A sejttenyészetek biologiai allapotanak nyomon kovetésére impedanciamérd rendszert
(XCELLigence RTCA-SP, Agilent, USA) hasznaltunk (9. abra), amely a sejtek

novekedésérol. letapadasarol és életképességérdl ad informaciot (Kiss és mtsai, 2013). Az

24



impedanciamérés elénye, hogy jelzdéanyag nélkiili, valosidejli vizsgélatot tesz lehetévé akar
hosszl id6n keresztiil is (Solly és mtsai, 2004).

A sejteket egy specialis, 96-lyuku tenyésztdlemezbe szélesztettiik (E-plate, Agilent,
USA), amely impedancia mérésére alkalmas arany elektrodakat tartalmaz az aljan. A sejtek
letapadnak, novekednek, osztodnak, egyre jobban lefedik az elektrodak felszinét (9. abra).
Ezzel aranyosan emelkedik az impedancia, amit a sejtindexszel fejeziink ki. A rendszer ezt

az érteket az (Rn-Rp)/15 képlet segitségével hatarozza meg, amelyben R, a sejtek és az

crer
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9. abra. A valosideji sejtanalizishez hasznalt impedanciamérd rendszer (xCELLigence RTCA-SP,
Agilent, USA) (a), és a rendszer mitk6dési elvének abrazolasa (b) (Solly és mtsai, 2004 alapjan).

A 96-lyuku tenyésztdlemezeket IV. tipust kollagénnel (100 pg/ml) és fibronektinnel
(100 pg/ml) vontuk be az agyi endotélsejtek szamara, és 1. tipusu kollagénnel (150 ug/ml) a
pericitdk és asztroglidk szamara. A lemez lyukaiba 50 pl tapfolyadékot pipettaztunk, majd
megmértiik a hattérimpedanciat. Ezt kdvetden 50 pl sejtszuszpenziot (5 x 10° sejt/lyuk)
tettlink minden egyes lyukba. A lemezt a kisérlet végéig 37 °C-os CO: inkubatorban
tartottuk. Az agyi endotélsejtek a kirakast kovetd 3. napon bendtték a teljes felszint, nem
kezeltiik, illetve a védéanyag dexametazonnal, szimvasztatinnal és edaravonnal. A miiszer a
sejtindexet a kezelés utan 10 percenként rogzitette 24 o6ran keresztiil. Az impedancia
értekeket a kezelés el6tti utolsod iddpont értékeihez normalizaltuk, igy hatdroztuk meg a

kezelési csoportok hatasat.
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3.8. A vér-agy gat modell funkcidinak vizsgalata
3.8.1. Transzendoteliilis elektromos ellenallas mérése

Az agyi endotélsejtek kozott olyan szoros kapcsolatokat kialakitd fehérjék talalhatok,
amelyek korlatozzak a paracellularis ut atjarhatosagat. A transzendotelialis elektromos
ellendllas (TEER) egy olyan érzékeny modszer, ami a gatrendszerek paracelluldris
szorossagat tiikkrozi (Deli és mtsai, 2005). A TEER a szoros kapcsolatok natriumionnal
szembeni ateresztoképességét adja meg, hiszen a tapfolyadékokban a legnagyobb
mennyiségben jelenlévé elem a natriumion (150 mM), csak gy, mint a fiziologias
testnedvekben (Benson és mtsai, 2013). A agyi endotélsejtek ellendllas értékeit Epithelial
Volt/Ohm Meter (EVOM) rezisztencia-mérdvel és STX-2 elektrodakkal (World Precision
Instruments, USA) mértiik a harmas ko-kultira modelleken a tadpfolyadék cseréje eldtt
minden masodik nap. A TEER értékekbdl levontuk a sejtmentes tenyésztdbetéteken mért
ellenéllas értékek atlagat (~110 Q x cm?), majd a tenyésztdmembran felszinéhez viszonyitva

(Q x cm?) 4tlagoltuk és abrazoltuk a TEER értékeket.

3.8.2. Permeabilitasi vizsgalat

Az endotél sejtrétegek permeabilitasinak meghatarozasahoz két olyan jelzdanyagot
hasznaltunk, amelyekre a sejtréteg ateresztoképessége €lettani koriilmények kdzott alacsony
(Abbott és mtsai, 2006), ezek a paracellularis uton atjutd natrium fluoreszcein (SF; 10, 376
Da) és a transzcellularis utvonalon atjutdé szérum albumin, amit Evans-kék festékkel
jeloltiink (EBA; 1% BSA+167,5 pg/ml Evans-kék, 67 kDa). Fiziologias koriilmények kozott
a vér-agy gat ateresztoképessége igen alacsony mindkét anyagra (Deli és mtsai, 2005).
Ezeknek a permeabilitasi jelzomolekulaknak az atjutasat mind a kontroll, mind a kezelt

csoportokon megmértiik (10. abra).
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L
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10. abra. Permeabilitasi vizsgalatok tenyészetes in vitro vér-agy gat modellen.
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Az agyi endotélsejt rétegeket elészor onalldan kainsavval kezeltiik 1, illetve 24 6ran
keresztiil. A kainsav hatdsanak kivédésére a véddanyagokat (szimvasztatin, edaravon vagy
dexametazon) egyiitt alkalmaztuk a karositd anyaggal 24 6ran keresztiil. A citokinekkel
karositott modell esetében 30 percen at elokezeltiik a sejteket a fenolos vegyiiletekkel, majd
a TNF-a és IL-1P gyulladasos citokinek kombinacidjaval kérositottuk a sejtrétegeket 6 6ran
keresztiil. A kezelést kovetd TEER mérés utdn a tenyésztobetéteket 12-lyuka lemezekbe
helyeztiik, amelyek lyukanként 1,5 ml, 37 °C-0s Ringer-HEPES oldatot tartalmaztak. A
fels6é folyadéktérben a kezel6oldatokat 500 pul Ringer-HEPES oldatra cseréltiik, amely
fluoreszceint és albumint tartalmazott. A tenyésztéedényeket 30 percen keresztiil 37 °C-on
CO: inkubatorban tartottuk sikrazé késziiléken (100 fordulat/perc; OS10 sikrazo, BioSan,
Lettorszag) (10. abra). Az enyhe razatassal az oldatok folyamatos mozgatasat biztositottuk,
ami fontos koriilmény a permeabilitds mérése soran (Youdim és mtsai, 2003). A kisérlet
végén Osszegyljtottiik a folyadékokat az alsé kompartmentekbdl, majd meghataroztuk a
Optima, BMG Labtech, Németorszag). A fluoreszcein emisszidjat 520 nm-en mértiik
485 nm-en torténd gerjesztést kovetden, az Evans-kék elnyelését pedig 584 nm-en térténd
gerjesztés utan hataroztuk meg 680 nm-en. A latszdlagos permeabilitasi egytitthatot (Papp) @

kovetkez0 képlet segitségével hataroztuk meg:

- [C]BX Ve
wp Ax[CL x

ahol [C]g az als6 kompartment mintaiban mért jelzGanyag-koncentracio, [Cla a felsé
kompartmentbe mért kiindulasi jelz6anyag-koncentraciod, Vs az alsé6 kompartment térfogata
(1,5ml), A a membran felszine (1,12 cm?) és t a permeabilitds vizsgalat idébeni hossza

(30 perc).

3.9. Leptintranszport vizsgalatok

A leptin atjutasanak vizsgalatara a rezveratrolt és a sz6l6mag proantocianidin-gazdag
kivonatot valasztottuk ki. Az anyagokat vagy onalldan teszteltiik, vagy 30 perc elékezelést
kovetd TNF-a és IL-1p gyulladasos citokinekkel torténd 6 oras karositas sordn. A kezelés
utolso 1 drajaban a tenyésztobetétek felsé folyadékterében 1évé oldatokhoz adtuk a leptint
(1 pg/ml). A kisérlet soran sikrazo késziiléken tartottuk a tenyésztélemezeket COo-

inkubatorban. A kezelés végén Osszegylijtottiik a folyadékokat mindkét folyadéktérbol, majd
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a mintak leptin tartalmat ELISA kit (Merck, Németorszag) felhasznalasaval hataroztuk meg

a gyartd utasitasainak megfelelden.

3.10. Reaktiv oxigéngyokok képzodésének vizsgalata

Az oxidativ stressz mértékének megallapitasa céljabol kisérleteink sordn a reaktiv
oxigéngyokok (ROS) képzodését is vizsgaltuk agyi endotélsejtekben (Veszelka és mtsai,
2013; Lénart és mtsai, 2015). Ehhez a 2’,7’-diklorodihidrofluoreszcein diacetatot
(H.DCFDA, Molecular Probes, USA) alkalmaztuk, ami egy nem fluoreszcens reagens. A
molekula a sejtek membranjan atjutva a citoplazmaban kdlcsonhatasba 1ép az észterazokkal,
amik lehasitjadk rola az acetat- és észtercsoportokat. A festék ezaltal toltést kap, igy
nehezebben jut ki a sejtekbdl, ezért felhalmozdodik. Amennyiben reaktiv oxigéngyokok
képzddnek a sejtekben, azok fluoreszcenssé alakitjak a molekulat. A fluoreszcencia
intenzitasat spektrofotométerrel rogzithetjiik. A kisérlethez az agyi endotélsejteket 96-lyuku,
fekete falu, atlatszo, mianyag alju tenyészt6lemezekben (Corning Costar, USA)
novesztettilk. Az 6ndllo kainat kezelést 1 és 24 oran keresztiil végeztiik, a véddanyagok
0nallo és kainsavval szembeni hatasat pedig 1 6ran at vizsgaltuk. A fenolos vegyiiletek
6nallo és gyulladasos citokinekkel szembeni hatasat pedig 1 6ran keresztiil vizsgaltuk. Az
agyi endotélsejteket 1 6ran at 37 °C-on 2 uM HoDCFDA-t tartalmaz6é Ringer-HEPES
oldatban inkubaltuk, kézben pedig fluoreszcens spektrofotométer (BMG Fluostar Optima)
segitségével mértiik a keletkezd reaktiv oxigéngyokok mennyiségét (gerjesztés 495 nm,
emisszid 515 nm hullamhosszon). A festék sejtekbe vald bejutdsdnak megsegitésére
pluronsavval is kezeltik a tenyészeteket (1,5 uM; Molecular Probes, USA).
Referenciavegyiiletként 100 uM H,O; oldatot alkalmaztunk.

3.11. Nitrogén-monoxid felszabadulasanak vizsgalata

Az agyi endotélsejtek intracellularis nitrogén-monoxid (NO) tartalmanak
meghatarozasahoz a 4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluoreszcein diacetatot (DAF-FM
diacetat) hasznaltuk (Kojima és mtsai, 1998; Lénart és mtsai, 2015). A DAF-FM diacetat
diffuzioval a sejtekbe jut, ahol észterazok deacetilaljak. A sejtekben termelédé NO esetén a
DAF-FM diacetat kolcsonhatasba 1ép a nitrozoniumionnal, igy egy heterociklikus,
fluoreszcens vegyiilet jon létre, ami nem tud kijutni a sejtbdl, ezért megnd az intracelluldris
koncentracioja. A  kisérletekhez 96-lyuka, fekete fala, atlatszo6, miianyag alju

tenyésztdlemezeket hasznaltunk. A kezelési koncentraciok és 1dok a kainsavas és citokines
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modellek esetében is megegyeztek a 3.10. fejezetben leirtakkal. Az agyi endotélsejteket
2 uM DAF-FM diacetatot tartalmazé Ringer-HEPES oldatban 1 6ran at fluoreszcens
spektrofotométerrel vizsgaltuk (BMG Fluostar Optima, gerjesztés: 485 nm, emisszid: 538
nm hullamhosszon), és ezzel mértiik a sejtekben talalhato NO mennyiségét. A proba sejtekbe
val6 bejutasanak megsegitésére pluronsavval is kezeltiik a tenyészeteket (1,5 uM; Molecular

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

3.12. Immunhisztokémia
3.12.1. Sejtkapcsol6 fehérjék immunfestése

Az immunhisztokémiai kisérlet soran agyi endotélsejtekben a szoros kapcsolatok
klaudin-5 integralis membran fehérjéjét és a ZO-1 linker fehérjéjét mutattuk ki kainsav
kezelést kovetden, a citokinekkel kivaltott gyulladasos modellben pedig a klaudin-5 fehérje
mellett a B-katenin linker molekulat vizualizaltuk. Els6dleges antitestként anti-klaudin-5
(nyul poliklonalis), anti-ZO-1 (nytl poliklonalis, Invitrogen, USA) és anti- -katenin (nyul
poliklonalis) ellenanyagokat hasznaltunk. Masodlagos ellenanyagként Cy3-jeldlt anti-nytl
ellenanyagot hasznaltunk H33342 magfestékkel (Calbiochem, USA) kombinalva (2.
tablazat).

2. tablazat. A kisérletek soran hasznalt elsédleges és masodlagos ellenanyagok, és festékek.

Sigma SAB4502981 1,6 pg/ml AB_10753223
anti-zO-1  Invitrogen 61-7300 nyil 0,625 ug/ml  AB_2533938
- Sigma C2206 nyil 1,6 pg/ml AB_476831
?Qj;,;‘ié’ﬁ'“ Abcam ab5593 il 5 el AB_304969
- Bf)?gi";‘]glg y 5c-372 — 25 i AB_632037
?gg:g{,‘;" Sigma C2306 bérany 1 pg/ml AB_258792
- ThermoFisher A11034 kecske 1 pg/ml AB_2576217
H33342 Calbiochem 382065 - 1 pg/ml -

A permeabilitasi vizsgalatok utan a tenyésztébetéteken 1évd agyi endotélsejteket
Ringer-HEPES pufferrel mostuk. A 24 o6ras kainattal és védéanyagokkal torténé kezelés
utan a sejteket 1% paraformaldehiddel fixaltuk 20 percig 4 °C-on, majd 0,2% Triton-X100
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oldattal (AppliChem, Németorszag) permeabilizaltuk 10 percig 4 °C-on. A 6 oras
citokinkezelés és 30 perces fenolos vegyiiletekkel torténd eldkezelés utdn a mintdkat
jéghideg aceton:metanol 1:1 eclegyével fixaltuk és permeabilizaltuk 5 percig -20 °C-on.
Ezutan minden mintat PBS-sel mostunk, majd 3% BSA-PBS oldatban blokkoltuk a nem
specifikus kotOhelyeket 1 6ran 4t szobahdmérsékleten. A kiillonb6z6é primer antitestekkel
egy €jszakan keresztiil 4 °C-on, majd masnap a masodlagos antitesttel és a magfestékkel
1 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk a mintakat. Az inkubacios 1épések kozott €s utan
PBS-sel mostuk a sejteket. Legvégiil lefedtiikk a mintakat (Fluoromount-G, Southern
Biotech, USA), és konfokalis mikroszkoppal (Leica SP5, Németorszag) képeket
készitettiink. A kainattal kezelt csoportokban a szoros kapcsolatok festddési mintdzatat
MATLAB programmal (MathWorks, USA) elemeztiik ki. A képek nem egyenletes hatterét
a program segitségével meghataroztuk és kivontuk az eredetibdl, majd a sziirkearnyalatos
képeket binarissa alakitottuk. Az 5 pixelnél kisebb objektumokat kizartuk, ezaltal
csOkkentve a hamis strukturak szamat, majd az objektumok méreteit meghataroztuk a binaris
képek pixelszamai alapjan. Az objektumszdm az egymastdl kiilonallo, azaz egymashoz nem

kapcsolodo struktirak szamat fejezi ki.

3.12.2. Leptin receptorok immunfestése

A gyulladasos citokinekkel ¢és fenolos vegyiiletekkel kezelt mintdk esetében a leptin
receptorok immunfestését is elvégeztik. Ebben az esetben IV. tipusi kollagénnel
(100 pg/ml) és fibronektinnel (100 pug/ml) bevont tenyésztObetéteken novesztettiik a
sejteket. Elsddleges antitestként anti-leptin receptor (nyul poliklondlis, Abcam, Egyesiilt
Kiralysag) ellenanyagot hasznaltunk (2. tablazat). A festési protokoll tobbi 1épése
megegyezett a fentebb leirtakkal.

3.12.3. Az NF-kB transzkripcios faktor sejtmagba torténé bejutasanak vizsgalata

A gyulladasos citokinekkel és fenolos vegytiletekkel kezelt mintdk esetében az NF-kB
transzkripcids faktor sejtmagba torténd bejutdsat is vizsgaltuk. Ehhez I. tipust kollagénnel
(150 pg/ml) bevont feddlemezekre (felszin: 1 cm?, boroszilikat, VWR International, USA)
passzaltuk a sejteket 2,5 x 10* sejt/feddlemez stiriiségben. A citokinekkel torténd kezelés
rovidebb volt, csupan 1 6ra. Az NF-xB p65 alegységének jelolésére primer ellenanyagként
anti-p65 antitestet (nyul poliklonalis, Santa Cruz Biotechnology, USA) hasznaltunk,
masodlagos antitestként pedig Alexa Fluor 488-gyal jelolt anti-nyul ellenanyagot
(ThermoFisher, USA) (2. tablazat). Az NF-xB festés vizualizalasahoz spinning disk
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konfokalis mikroszkopot (Yokogawa W1/Olympus IX83, Japan) hasznaltunk. A
citoplazmas és sejtmagi NF-kB fest6dés intezitasanak vizsgalatat ImageJ szoftverrel

végeztiik. A protokoll tobbi eleme megegyezik a 3.12.1. részben leirtakkal.

3.13. Statisztikai kiértékelés

A dolgozatban szerepld adatokat atlag + SD (szoras) vagy SEM (az atlag standard
hibaja) értékként adtunk meg. A reverz transzkripciot kovetd polimeraz lancreakcioval
vizsgalt nitrogén-monoxid-szintazok intenzitas mérését, a leptin receptorok kifejezodését és
a leptintranszportot ImageJ szoftverrel végeztiik. A klaudin-5 és ZO-1 sejtkapcsold fehérjék
festddésének mintazatit MATLAB program (MathWorks, Natick, USA) segitségével
értékeltiik ki. Az adatok statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc., USA) programot hasznaltuk.
A kiilonb6z6 kezelési csoportok kozotti kiillonbségeket t-teszttel vagy egyutas ANOVA-t
kovetd Dunnett, illetve Bonferroni tesztekkel elemeztiik. A p < 0,05 értékeket tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak. Kisérletenként a parhuzamos mintak szama legalabb harom
volt. Minden kisérletet legaldbb hdromszor megismételtiink kiilon izolalt primer

tenyészetekbol.
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4. Eredmények
4.1. A kainat receptorok expressziojanak vizsgalata agyszovetben, agyi mikroerekben
és primer agyi endotélsejtekben

Mivel a kainat receptorok kifejezddését agyi endotélsejteken korabban a szakirodalom
alapjan nem mutattak ki, ezért megvizsgaltuk a receptorok jelenlétét RT-PCR segitségével.
Mind az 6t kainat receptor gén, Grikl (GIuK1/GIuR5), Grik2 (GluK2/GIluR6), Grik3
(GIuK3/GIuR7), Grik4 (GluK4/KA-1) és Grik5 (GIuK5/KA-2) termékét kimutattuk patkany
agykéreg mintaban (12a abra). Az izolalt patkany agyi mikroerckben a Grikl és a Grik4,
mig primer agyi endotélsejtekben csak a Grikl gén kifejezodését figyeltiik meg (12a abra).

Grik1 Grik2 Grik3 Grik4 Grik5

BR MV BEC BR MV BEC BR MV BEC BR Mv  BEC BR MV BEC

B-aktin GAPDH

BR MV BEC BR MV BEC

12. abra. (a) A Grik1-5 kainat receptor gének kifejez6désének vizsgalata RT-PCR modszerrel
agykéreg, izolalt patkany mikroér és primer agyi endotélsejt mintakban. (b) B-aktin és GAPDH
referencia gének kifejezddése a mintdkban. BEC: agyi endotélsejt, BR: agykéreg, GAPDH:
glicerinaldehid-3-foszfaz-dehidrogenaz, MV: mikroér. A fragmenseket 2% agardz gélen futtattuk
meg.

A Grik5 gén expresszidja is nagyon kis mértékben detektalhatd volt a mikroér és az
endotélsejt mintdkban (12a abra). A kapott eredményeket kapillaris DNS szekvenaléssal
erOsitettik meg. A B-aktin és GAPDH haztartasi gének kifejezddése azonos volt az

agykéreg, a mikroér és az endotélsejt mintakban (12b abra), ezzel igazoltuk a templatok

megfeleld mindségét.

4.2. A kainsav hatasa a vér-agy gat sejtjeinek életképességére: valosideji sejtanalizis

crcr

endotél-, pericita- és asztroglia sejteket kezeltiink két kiilonb6z6 koncentracidban. A kainsav

sejtekre gyakorolt 6nallo hatasat, a sejtrétegek biologiai allapotat, impedancia mérésen

crer

kezelés utan (11. abra). A sejtek életképességét 24 oOran keresztiill mértik. Agyi

32



endotélsejtek esetében a 10 uM kainsav nem karositotta a sejtréteget sem az 1 oras, sem a
24 oras vizsgalt idopontban (11a-b abra). A 100 uM kainsav mar az 1 6ras idépontban is
szignifikansan csokkentette az endotélsejtek életképességét (11a abra), ugyanezt a hatast

figyeltiikk meg a 24 6ras idépontban is (11b abra).
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11. abra. A kainsav (KA, 10 és 100 uM) hatasa a vér-agy gat kiilonbozo sejttipusainak
életképességére (impedancia mérés) 1 és 24 oOras kezelést kovetden: (a-b) agyi endotélsejtek, (c-d)
asztrocitak, (e-f) agyi pericita sejtek (atlag = SEM, n = 3-12). Statisztikai proba: egyutas ANOVA és
Bonferroni-teszt, ** p < 0,01 a kontroll csoporthoz képest. K: kontroll csoport.

A kainsav kezelés egyik vizsgalt koncentracioban sem befolyasolta az asztroglia-
(11c-d abra) és pericita sejtek impedanciaval mért életképességét (11e-f abra). Mivel az
endotélsejtek esetében a 100 pM bizonyult hatékony karositd koncentracionak, ezért a

tovabbi kisérletekben ezzel dolgoztunk.

4.3. A kainsav kezelés hatasa az agyi endotélsejtek permeabilitasara

tortént karositas (1 és 24 ora) utan vizsgaltuk a kis molekulasulyu fluoreszcein (13a abra)
¢és a nagy molekulastlyt albumin (13b abra) jelzéanyagokra. A fluoreszcein permeabilitasa
4,72 x10% cm/s volt, az albuminé 0,31 x 10® cm/s, amely megegyezik a korabbi
tanulmanyainkban leirt barrier szorossagat jellemzd adatokkal (Harazin és mtsai, 2018;
Veszelka és mtsai, 2018), és azt mutatjak, hogy az 4altalunk harom sejttipus egyiitt
tenyésztésével 1étrehozott modell alkalmas volt a kisérletek elvégzésére. A kainsav kezelés
szignifikdnsan fokozta a permeabilitdst, mar az egyoras kezelés is megndvelte a

jelzbéanyagok atjutasat az endotélsejt rétegeken. A fluoreszcein permeabilitasat 40%-kal, az
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albuminét 64%-kal fokozta (13a-b abra). Hasonlo6 hatas volt megfigyelhetd 24 ora elteltével
IS, a fluoreszcein atjutasa ~25%-kal emelkedett, az albuminé pedig 70%-kal (13a-b abra).

a b

Fluoreszcein Albumin

200+ 1 éra 24 6ra 200- 1 6ra 24 éra
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Papp (kontroll %)
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g
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13. abra. A kainsav hatasa a tenyészetes vér-agy gat modell permeabilitasara 1, illetve 24 oras
100 uM kainsav kezelést kovetden. (a) Fluoreszeein permeabilitas (376 Da). (b) Evans-kékkel jelolt
albumin permeabilitas (67 kDa). Atlag + SD, n=4-8. Statisztikai proba: t-teszt, ** p<0,01 a
kontroll csoporthoz képest. K: kontroll csoport, KA: kainsav, Papp: latszolagos permeabilitasi
egyiitthato.

4.4. A kainsav kezelés hatasa az agyi endotélsejtek szabad oxigéngyok és nitrogén-
monoxid termelésére

A reaktiv oxigéngyokok (ROS) képz6désének vizsgalatahoz a HoDCFDA reagenst
hasznaltuk, amelynek fluoreszcencia intenzitasat spektrofotométerrel mértiikk. A szabad
oxigéngyokok szintje nem valtozott agyi endotélsejtekben kainsav kezelés (100 uM)
hatéséra egyik idépontban sem (1 és 24 6ra), szemben a referencia vegyiiletként alkalmazott

hidrogén-peroxid kezelés (100 uM) hatasaval (14a abra).

RQOS termel&dés NO termel6dés

¢ 6 1dra 24 ora
20001 1 ora o 24 6ra .
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Fluoreszcencia intenzitads

Fluoreszcencia intenzitas

K KA H,0, K KA Hz0, K

14. abra. A kainsav (KA, 100 uM) hatasa az agyi endotélsejtek (a) szabad oxigéngydk (ROS) és (b)
nitrogén-monoxid (NO) termelésére 1, illetve 24 6ras kezelést kovetéen. Referencia vegyiilet a ROS
mérése soran: hidrogén-peroxid (100 uM), referencia vegyiilet az NO termel6dés mérése soran:
natrium-nitroprusszid (100 uM). Atlag £ SD, n=4-6. Statisztikai proba: egyutas ANOVA és
Dunnett-teszt; * p < 0,05, *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz képest. K: kontroll csoport, H.O5:
hidrogén-peroxid, SNP: natrium-nitroprusszid.
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A nitrogén-monoxid termelddés vizsgalata sordn szintén egy fluoreszcens probat
alkalmaztunk, a DAF-FM diacetat reagenst. NO-donorként natrium-nitroprusszidot adtunk
a sejtekhez. Egyoras kezelést kovetden a kainsav fokozta az agyi endotélsejtekben a NO

termel6dését, azonban a 24 6ras idépontban nem volt valtozas a kontroll csoporthoz képest

(14b abra).

4.5. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon védéhatasa a kainsavval kezelt agyi
endotélsejtek életképességére

Az agyi endotélsejteken megfigyelt, fentebb leirt kainsav okozta karositas kivédésére
harom gyogyszerhatdanyagot vizsgaltunk: a gyulladacsokkentd dexametazont, a lipid- és
gyulladascsokkenté szimvasztatint és a szabadgyOkfogd edaravont. A kainsav (100 uM)
okozta életképesség csokkenéssel szemben mind a harom hatéanyag, az edaravon (1 uM), a
dexametazon (1 uM) és a szimvasztatin (1 uM) is szignifikans véd6hatast mutatott 24 oras
kezelést kovetden (15. abra). A dexametazon bizonyult a leghatasosabbnak, kainsav
jelenlétében 46%-kal novelte a sejtek életképességet, mig az edaravon és a szimvasztatin 34
¢s 30%-kal a kainsav okozta impedancia csokkenéshez képest (15. abra). A harom

kiilonb6z6 hatdanyaggal kezelt kisérleti csoport kozott nem volt statisztikailag kimutathatd

kiilonbség.
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15. abra. Szimvasztatin (SIM, 1 uM), edaravon (EDA, 1 uM) és dexametazon (DXM, 1 uM) hatasa
a kainsavval (KA, 100 uM) kezelt agyi endotélsejtek életképességére 24 oras idépontban. Atlag +
SD, n=4-8. Statisztikai proba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; *** p <0.001 a kontroll
csoporthoz képest; #p<0,05, ##p<0,01, #H#p<0,001 a kainsavwal kezelt csoporthoz
viszonyitva. K: kontroll csoport.
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4.6. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon hatdasa a kainsavval kezelt vér-agy gat
ko-kultira modell permeabilitasara

A kainsav 6nallo hatasa mellett a harom gyodgyszerhatdanyagot tanulmanyoztuk a
tenyészetes vér-agy gat modell ateresztOképességére kainattal szemben kis és nagy
molekulatomegli jelzéanyagokra. A szimvasztatin (1 uM) és az edaravon (1 uM)
szignifikansan csokkentette a kainsav kezelés (100 uM) altal megemelt jelz6anyag atjutast
mindkét marker esetén 24 oOras kezelést kovetéen (16a-b abra). A dexametazon (1 uM)
védohatast mutatott a nagy molekulatomegli albumin atjutasdnak fokozddasaval szemben
(16b abra), azonban a fluoreszcein esetében ez a hatas nem volt statisztikailag szignifikans

(16a abra).

L
(=2

Fluoreszcein Albumin
200+ 2504
200+
— 150+ _
= R
% ‘E 150+
2 100 - - - . - - - ----------- #;e; ;‘---- g
~ Hit = 100 -—1=
& &
a” a’
50+
7/ 50
/ /
7 7
. Z 7 ,
K SIM EDA DXM K EDA
+ KA +KA

16. abra. Szimvasztatin (SIM, 1 uM), edaravon (EDA, 1 uM) és dexametazon (DXM, 1 uM) hatasa
a kainsavval (KA, 100 uM) kezelt vér-agy gat modell permeabilitasara (a) natrium-fluoreszcein és
(b) Evans-kék albumin jelzéanyagokra 24 6ras idépontban. Atlag+ SEM, n = 3-9. Statisztikai proba:
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 viszonyitva. K: kontroll csoport, Papp:
latszolagos permeabilitasi egyiitthato.

4.7. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon hatiasa a kainsavval kezelt agyi
endotélsejtek reaktiv oxigéngyok és nitrogén-monoxid termelésére

A kainsav kezelés (100 uM) ugyan nem valtoztatta meg agyi endotélsejtekben a
szabad oxigéngydk termelést, ennek ellenére megvizsgaltuk a szimvasztatin, az edaravon és
a dexametazon (1-1 uM) hatasat is ebben a tesztben. Az edaravon erés gyokfogd hatast
mutatott 6nalldan, és a kainsavval karositott csoportban egyarant, mig a szimvasztatinnak €s
a dexametazonnak nem volt hatdsa a reaktiv oxigéngyokok termelddésére agyi
endotélsejtekben (17a abra). Egyik hatéanyag sem volt hatassal az agyi endotélsejtek NO
termelésére, azonban a dexametazon szignifikansan csokkentette az 1 oras kainsav kezelés

altal megemelt NO termelést (17b abra).

36



W
{=3

ROS termelédés (1 6ra) NO termel6dés (1 6ra)
150+ 1504
sk
® =
B u B
5 5
S 1004 -- i s % 1001 -
2 i il
3 % 3
c c
H ] s
§ / _ 2 sod
g % & g
o c
3 5 E
T % i
7R77 i ol 1L
K SIM EDA DXM KA simMm EDA DXM H;0, K SiM
LKA +KA

17. abra. Szimvasztatin (SIM, 1 uM), edaravon (EDA, 1 uM) és dexametazon (DXM, 1 pM) hatasa
a kainsavval (KA, 100 uM) kezelt agyi endotélsejtek (a) szabad oxigéngyok (ROS) és (b) nitrogén-
monoxid (NO) termelésére. Referencia vegylilet a ROS mérése soran: hidrogén-peroxid (100 uM),
referencia vegyiilet a NO termel6dés mérése soran: natrium-nitroprusszid (100 uM). Atlag + SD,
n =5-13. Statisztikai proba: 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 viszonyitva. K:
kontroll csoport, KA: kainsav, H,O,: hidrogén-peroxid, SNP: natrium-nitroprusszid.

4.8. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon hatisa a kainsavval Kkezelt agyi

Az ¢életképességi, permeabilitdsi, ROS- ¢és NO-termelddési kisérletek mellett
megvizsgaltuk, hogy milyen hatdsa van a kainsavnak ¢és a kiilonbdzd hatdanyagoknak a
sejtkapcsolo fehérjék immunfestédésére. A vér-agy gat szoros sejtkozotti kapcsolatait
kialakitoé fehérjéi koziil a két legfontosabb a klaudin-5 integrans membran fehérje és a
citoplazmas ZO-1 kapcsolofehérje, melyek folytonos, dvszerii immunfestddést mutatnak
élettani koriilmények kozott (18a abra). A kainsav-kezelt csoportban (100 uM) a klaudin-5
¢s ZO-1 fehérjék festddési mintdzata megvaltozott, a sejthatarokon felszakadozottsagot
figyelhettiink meg, apoptotikus testek is megjelentek 24 oras kezelést kovetéen. Mindharom
hatéanyag, a szimvasztatin (1 uM), az edaravon (1 uM) és a dexametazon (1 uM) hatasara
a szoros kapcsolatokat kialakitd fehérjék immunfestédése a kontroll csoporthoz hasonld

mintazatot mutatott (18a abra).
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18. abra. Szimvasztatin (SIM, 1 uM), edaravon (EDA, 1 uM) és dexametazon (DXM, 1 uM) hatasa
a kainsavval (KA, 100 uM) kezelt agyi endotélsejtek klaudin-5 és zonula occludens-1 sejtkapcsolo
fehérjéinek immunfestédésére 24 oras id6pontban. (a) Immuncitokémia, piros: Sejtkapcsold
fehérjék; kék: sejtmag. Nyilak: a sejtkapcsold fehérjék festédésének felszakadozasa, megvaltozasa.
Csillag: apoptotikus testek. Mérce: 10 um. Az objektumszamok elemzése (b) klaudin-5 és (c) zonula
occludens-1 ellenanyaggal jeldlt immunfluoreszcens képeken MATLAB szoftverrel. Atlag + SEM,
n = 4-7. Statisztikai proba: 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 viszonyitva. K:
kontroll csoport, ZO1: zonula occludens-1 fehérje.

Az immunfestésben latott valtozadsokat MATLAB program segitségével értékeltiik ki
mind a klaudin-5 (18b abra), mind a ZO-1 (18¢ abra) esetében. A kontroll csoporthoz
képest a kainsavval karositott csoportban szignifikdinsan megemelkedett az immunfestéssel
jelolédd objektumok szama, ami jol jelzi a sejtkapcsold fehérjék szemmel is lathato
szakadozott mintdzatat. Az edaravon és a dexametazon szignifikdnsan csokkentette a
kainsav altal megemelt objektumszdmot mindkét fehérje esetében, mig a szimvasztatin

csupan a ZO-1 fehérje felszakadozott mintazatat mérsékelte (18b-c abra).
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4.9. A nitrogén-monoxid-szintaz gének Kkifejezodése agyi endotélsejtekben, és ennek
valtozasa kainsavval és dexametazonnal torténo kezelés hatasara

Mindharom NOS izoformat — a neuronalist, az indukalhatot és az endotelialist —
detektalni tudtuk primer agyi endotélsejtekben RT-PCR, illetve gPCR moddszerek
segitségével. Az endotelidlis NOS3 és a neuronalis NOS1 gének magas expressziot mutattak
az agyi endotélsejtekben, mig az indukalhatdé NOS2 csupéan kis mértékben fejezddott ki
(19a-b abra). A 24 6ras kainsav kezelés (100 uM) szignifikansan megemelte a NOS2/iNOS
gén expressziojat, azonban nem volt hatdssal a NOS1/nNOS és a NOS3/eNOS gének

kifejezddésére, ezt mindkét modszerrel igazolni tudtuk (19b-c abra).
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19. abra. Nitrogén-monoxid-szintaz gének kifejez0dése agyi endotélsejtekben. (a-b) A neuronalis
(NOS1/nNOS), az indukalhaté (NOS2/iNOS) és az endotelialis (NOS3/eNOS) nitrogén-monoxid-
szintdz mRNS kifejezddése primer agyi endotélsejtekben 24 ords kainsav (KA, 100 uM) és
dexametazon (DXM, 1 uM) kezelés hatasara. Az RT-PCR utan a fragmensek elvalasztasa 2% agaréz
gélen tortént, majd a gélképeket intenzitisméréssel elemeztiik. (C) Nitrogén-monoxid-szintaz
izoformak génexpresszios valtozasai QPCR-ral. A relativ génexpresszids valtozast ugy kaptuk meg,
hogy a kezelési csoportok génexpresszidjat a kontroll csoport génexpressziodjahoz viszonyitottuk. A
normalizaldshoz a B-aktint és a GAPDH haztartdsi géneket alkalmaztuk. Atlag = SEM, n=4.
Statisztikai proba: egyutas ANOVA ¢és Bonferroni-teszt; * p < 0,05 a kontroll csoporthoz képest;
# p < 0,05 a kainsavval kezelt csoporthoz viszonyitva.. K: kontroll csoport.
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Mivel az agyi endotélsejtekben kainsav hatdsdra megemelkedett NO termelddést csak
a dexametazon tudta mérsékelni, ezért ezt a hatdanyagot vizsgaltuk a NOS izoformak
kifejezodésére. A dexametazon kezelés (1 uM) csokkenteni tudta a kainsav altal megnovelt
NOS2/iNOS expressziot, de a masik két NOS gén kifejezédésére nem volt hatassal. A
NOS3/eNOS gén expresszidja a kainsavval és dexametazonnal kezelt csoportban a RT-PCR
vizsgélat alapjan enyhén megemelkedett, azonban ez az eredmény nem volt igazolhato a

gPCR modszerrel (19b-c¢ abra).

4.10. A sz6l6bol szarmazo természetes vegyiiletek hatasa a citokinekkel karositott vér-
agy gat modell szorossagara — barrier integritas vizsgalatok

Arra vonatkozoan, hogy a sz6l0bdl szarmazd természetes vegyiiletek milyen hatassal
birnak a citokinekkel karositott tenyészetes vér-agy gat modell integritasara, permeabilitasi
és morfologiai vizsgalatokat végeztiink. Az endotélsejtek karositdsahoz a citokinek
hataroztuk meg (Harazin és mtsai, 2018). A hirom sejttipusbol allo vér-agy gat modell
integritdsat a TEER értékkel és a latszolagos permeabilitasi egylitthatoval jellemeztiik. A
6 oras citokin kezelés szignifikansan lecsokkentette a modell elektromos ellenallasat, ezt a

hatast egyik tesztelt vegyiilet sem tudta kivédeni (20. abra).
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20. abra. A proantocianidin-gazdag sz6l6mag kivonat (GSPE) és a fenolos vegyiiletek hatasa a
citokinekkel (CK; TNF-o, IL-1B) karositott vér-agy gat modell integritasara. Transzendotelialis
elektromos ellenallds. Atlag + SEM, n = 4-8. Statisztikai proba: egyutas ANOVA és Bonferroni-
teszt; ** p < 0,01 a kontroll csoporthoz képest. K: kontroll csoport, EC: epikatekin, GA: galluszsav,
RSV: rezveratrol, TEER: transzendotelialis elektromos ellenallas.

A kontroll csoport esetében alacsony jelzéanyag atjutast mértiink (21la-b abra)
fluoreszceinre (1,75 x 107> cm/s) és albuminra (0,35 x 107° cm/s). A 6 6ras citokin kezelés
szignifikdnsan megnovelte mindkét jelzOanyag atjutdsat a sejtrétegeken, Gsszhangban a

TEER értékekkel (20. abra). A sz6lémag proantocianidin-gazdag kivonat (10 pg/ml), az
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epikatekin (10 uM) és a galluszsav (1 pM) egyik marker esetében sem mutatott védéhatast.
A rezvetratrol (10 uM) a fluoreszcein esetében nem, albumin esetében azonban hatasosnak

bizonyult: szignifikansan csokkentette a citokin kezelés altal megnovelt jelzOanyag atjutast

(21b abra).
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21. abra. A proantocianidin-gazdag sz6l6mag kivonat (GSPE) és a fenolos vegyiiletek hatasa a
citokinekkel (CK: TNF-a+IL-1B) karositott vér-agy gat modell integritasara. (a) Fluoreszcein
permeabilitas. (b) Evans-kékkel jelolt albumin permeabilitas. Atlag + SEM, n = 4-8. Statisztikai
proba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz képest; # p < 0,05
a citokinekkel karositott csoporthoz viszonyitva. K: kontroll csoport, EC: epikatekin, GA:
galluszsav, RSV: rezveratrol, TEER: transzendotelialis elektromos ellenallas.

A vér-agy gat alapjat képezd endotélsejtek kozotti szoros kapcsolatok szerkezetét két
fehérje immunfestésével vizsgaltuk: az integrans membranfehérje klaudin-5 és az adherens
kapcsolatokat kialakité B-katenin folytonos, dvszerli festddést mutatott az endotélsejtek

hatarain a kontroll csoportban (22. abra).

K CK CK+GSPE CK+EC CK+GA CK+RSV

klaudin-5

B-katenin

22. abra. Az agyi endotélsejtek klaudin-5 és P-katenin sejtkapcsold fehérjéinek morfologiai
vizsgalata citokinekkel és sz616bol szarmazd természetes vegyiiletekkel torténd kezelés hatasara.
Piros: sejtkapcsold fehérjék; kék: sejtmag. Nyilak: a sejtkapcsolo fehérjék festddésének
felszakadozasa, megvaltozasa. Csillag: citoplazmatikus atrendezédés. Mérce: 10 um. K: kontroll
csoport, CK: citokin-kezelt csoport; GSPE: proantocianidin-gazdag szélémag kivonat, EC:
epikatekin, GA: galluszsav, RSV: rezveratrol.
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Ez a mintézat citokin kezelés hatasara megvaltozott, a klaudin-5 fehérje festédése
gyengébb ¢és szakadozott lett, a Pf-katenin festés esetén pedig sejten beliili atrendezddés
figyelhetd meg: a sejthatarrdl a citoplazmaba és a magba kertil at a fehérje. A természetes
szOlokivonatokkal torténé 30 perces elokezelés hatasara a sejtkapcsold fehérjék

immunfestddése a kontroll csoportéhoz volt hasonl6 (22. abra).

4.11. A sz6l6bol szarmazo természetes vegyiiletek hatasa a citokinekkel karositott vér-
agy gat modellre — reaktiv oxigéngyok és nitrogén-monoxid termelés

A gyulladasos citokinekkel torténd kezelés nem befolyasolta az endotélsejtek szabad
oxigéngyok- és NO termelését (23a-b abra). Az agyi endotélsejteck ROS termelését a
sz6l6mag proantocianidin-gazdag kivonat (10 pg/ml) és az epikatekin (10 uM)
szignifikdnsan csokkentették, erés gyokfogd hatast mutattak. A rezveratrol (10 uM)
onmagaban nem valtoztatta meg a sejtek ROS termelését, azonban citokinekkel egyiitt

alkalmazva csokkentette azt (23a abra).
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23. abra. A sz616bdl szarmazo természetes vegyiiletek hatasa a (a) reaktiv oxigéngyok (ROS) és (b)
nitrogén-monoxid (NO) termelédésére citokinekkel karositott agyi endotélsejtekben. Referencia
vegylilet a ROS mérése soran: hidrogén-peroxid (100 uM), referencia vegyiilet az NO termel6dés
mérése soran: natrium-nitroprusszid (100 uM). Atlag + SEM, n = 8. Statisztikai proba: egyutas
ANOVA ¢s Bonferroni-teszt; ** p < 0,01, *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz képest; # p < 0,05,
## p < 0,01, ### p < 0,001 a citokinekkel karositott csoporthoz viszonyitva. K: kontroll csoport, CK:
citokin-kezelt csoport; GSPE: proantocianidin-gazdag sz6lémag kivonat, EC: epikatekin, GA:
galluszsav, RSV: rezveratrol, H,O2: hidrogén-peroxid, SNP: natrium-nitroprusszid.

Az epikatekin és a rezvetratrol citokinekkel egyiitt alkalmazva csokkentették az
endotélsejtek NO termelését. Ezzel szemben a sz6l6mag proantocianidin-gazdag kivonat
onalléan ¢és citokinekkel kozdsen is szignifikdnsan megndvelte az NO termelddést

(23b abra). A galluszsavnak egyik vizsgalatban sem volt hatasa. A referencia vegyiiletként
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alkalmazott hidrogén-peroxid és natrium-nitroprusszid szignifikdnsan megemelte a ROS,

illetve NO termelést (23. abra).

4.12. A sz616b6l szarmazo természetes vegyiiletek hatasa a citokinekkel karositott vér-
agy gat modellre — az NF-kB sejtmagi bejutasa

A citokinek altal kivaltott sejtszintli gyulladasos valasz kimutatasanak megbizhatod
modja az NF-kB transzkripcids faktor p65 alegységének a citoplazmabdl a sejtmagba torténd
bejutasanak a vizsgalata. A kontroll csoportban az NF-kB p65 alegysége foként a
citoplazmaban volt megfigyelhetd (24a abra). Ez citokin kezelés hatasdra megvaltozott,
megnott a sejtmag/citoplazma immunfestés fluoreszcens intenzitas hanyadosa (24b abra).
A szO6lémag proantocianidin-gazdag kivonat, a galluszsav és a rezveratrol szignifikansan
csOkkentette ezt a hanyadost, azaz gatolta az NF-«xB transzkripcids faktor sejtmagba jutasat.
Az epikatekin nem volt hatdssal a transzkripcios faktor p65 alegységének elhelyezkedésére

(24b abra).
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24. abra. A természetes vegyiiletek hatasa a citokinekkel kezelt agyi endotélsejtekben az NF-xB
sejtmagba torténd bejutasara. (a) NF-kB immunfestédése. Z61d: NF-xB p65 alegysége; kék: sejtmag.
Mérce: 10 um. (b) Az NF-xB immunfestés kiértékelése fluoreszcencia intenzitas alapjan
(sejtmag/citoplazma). Atlag + SEM, n = 8. Statisztikai proba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt;
**p<0,01 a kontroll csoporthoz képest; ## p < 0,01, ### p <0,001 a citokinekkel karositott
csoporthoz viszonyitva. K: kontroll csoport, CK: citokin-kezelt csoport; GSPE: proantocianidin-
gazdag sz616mag kivonat, EC: epikatekin, GA: galluszsav, RSV: rezveratrol.

4.13. A sz616bol szarmazo természetes vegyiiletek hatasa a citokinekkel karositott vér-
agy gat modellre — a leptin receptorok kifejezédése és a leptintranszport

A leptin receptorok jelenlétét agyi endotélsejtekben mindegyik kezelési csoportban
igazoltuk immuncitokémiaval egy olyan ellenanyaggal, ami minden izoformat felismer

(25a abra).
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25. abra. A természetes vegyiiletek hatdsa a leptin receptorok kifejezédésére agyi endotélsejtekben
és a vér-agy gaton keresztiili leptintranszportra citokin-karositassal szemben. (a) A leptin receptorok
immuncitokémiai festddése (piros) citokinekkel és természetes vegyiiletekkel kezelt agyi
endotélsejtekben. Kék: sejtmag. Mérce: 10 um. (b) Leptintranszport a vér-agy gat modellen keresztiil
citokinekkel és természetes vegyiiletekkel torténd kezelés hatasara. Atlag + SEM, n = 4. Statisztikai
proba: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz képest. K: kontroll

csoport, CK: citokin-kezelt csoport; GSPE: proantocianidin-gazdag sz6lomag kivonat, RSV:
rezveratrol.

A vér-agy gaton valo leptin atjutds vizsgadlatdhoz véddanyagként a szOolomag
proantocianidin-gazdag kivonatot és a rezveratrolt vélasztottuk ki (25b 4bra). Onmagaban
egyik anyag sem valtoztatta meg a leptin vér-agy géat modellen keresztiili transzportjat, a
citokin kezelés azonban szignifikdnsan, 57%-kal megnovelte. Ezt a megemelt atjutast sem a

sz6l6émag proantocianidin-gazdag kivonat, sem a rezveratrol nem befolyasolta (25b abra).
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5. Megbeszélés

5.1. A Kkainat agyi endotélsejtekre Kkifejtett Kkarosité hatasanak Kkivédése
gyogyszerhatéanyagokkal

Az excitotoxicitds, azaz a glutamat receptorok hiperaktivacioja az egyik legfébb
karosito folyamat a kdzponti idegrendszert érinté megbetegedések soran, amely a neuronok
pusztuldsdhoz és a vér-agy gat karosodasahoz vezethet (Friedman és Heinemann, 2012;
Klement és mtsai, 2019). A vér-agy gat kiilonbozo tenyészetes modelljein mar igazoltak,
hogy a glutamat noveli az agyi endotélsejtek ateresztOképességét, és csokkenti a szoros
kapcsolatok integritasat (Andras és mtsai, 2007; Kuhlmann és mtsai, 2008; Basuroy és mtsai,
2013). Az NMDA és AMPA ionotrép glutamat receptor agonistakrol is leirtak mar, hogy
sertés agyi endotélsejtekben csokkentik a sejtréteg ellendllasat, valamint megemelik a
permeabilitasat (Basuroy €s mtsai, 2013). Basuroy és munkatarsai ugyanezen a vér-agy gat
modellen azt is kimutattdk, hogy a kainsav sejtkarosodast okoz, megnoveli a DNS
¢s a kainat kozvetlen hatdsat nem vizsgaltak.

A glutamat receptorok koziil az NMDA, az AMPA és a metabotrop glutamat
receptorok jelenlétét igazoltdk mar agyi endotélsejtekben RNS, fehérje vagy funkcionalis
szinten (Krizbai és mtsai, 1998; Parfenova és mtsai, 2003; Andras ¢s mtsai, 2007; Scott és
mtsai, 2007; Kuhlmann és mtsai, 2008; Reijerkerk ¢és mtsai, 2010). Sajat eredményeink
alatamasztjak a Grikl és a Grik4 kainat receptor gének kifejezddését izolalt agyi
mikroerekben, valamint a Grikl gén kifejez6dését tenyésztett agyi endotélsejtekben. Az
izolalt mikroér frakcidk az agyi endotélsejtek mellett pericitakat és asztrocita végtalpakat is
tartalmaztak. Habar a glutamat képes megvaltoztatni az agyi pericita sejtek miikodését (Hall
¢és mtsai, 2014), a kainat receptorok kifejezddését még nem igazoltak ezeken a sejteken. A
Grik4 gén kifejezodését mar leirtak asztrocita sejtekben tenyészeten (Cauley és mtsai, 1997)
és in vivo is (Vargas és mtsai, 2013).

Kisérleteinkben impedancia alapu, valosidejii sejtanalizissel igazoltuk, hogy a kainsav
csokkenti a patkany agyi endotélsejtek életképességét (26. abra), azonban nem befolyasolta
azt agyi pericita €s asztroglia sejtrétegek impedancidjat. Habar szamos kutatds alatamasztja
az idegsejtek és az oligodendrocitak kainsavval szembeni érzékenységét, az agyi pericitak
¢s asztrocitak kainsav-indukalta karosoddsarol nincsenek szakirodalmi adatok. Az altalunk
alkalmazott kainsav koncentraci6 magasnak mondhato, azonban a kiilonboz6 tenyészetes

vér-agy gat modelleken végzett vizsgdlatokban hasonléan magas kainat és glutamat
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koncentraciokat alkalmaztak (Krizbai €s mtsai, 1998; Andras és mtsai, 2007; Basuroy és
mtsai, 2013). Ezzel Osszefiiggésben epilepszias betegek hippokampuszaban 50-75 uM

extracellularis glutamat koncentraciot is mértek, ami az excitotoxikus neurotranszmitterek

crer

1993).

3. tablazat. Gyogyszerhatdéanyagok védéhatasai az excitotoxin kainsav karosito hatasaival szemben
a vér-agy gat tenyészetes modelljén.

e e ow
=

1) N
Barrier integritasa N7 N N N
NO termelé6dés N - - N7
_ N n.v. n.v. N7
Roviditések: AN: emeli; V: csokkenti; -: nincs hatasa; n.v.: nem vizsgaltuk. KA: kainsav,

SIM: szimvasztatin, EDA: edaravon, DXM: dexametazon, ROS: reaktiv oxigéngydk, NO: nitrogén-
monoxid, NOS2/iNOS: indukalhaté nitrogén-monoxid-szintaz.

Eredményeink alapjan a kainat megndvelte a vér-agy gat modell ateresztOképességét
fluoreszcein és albumin jelz8anyagokra, és megvaltoztatta az agyi endotélsejtekben a szoros
kapcsolatokat kialakito fehérjék festddési mintazatat (3. tablazat). A kapott eredményeink
Osszhangban vannak a kutatdcsoport sajat (Andras és mtsai, 2007), és mas kutatocsoportok
(Kuhlmann és mtsai, 2008; Basuroy és mtsai, 2013) korabban leirt adataival a glutamat vér-
agy gat megnyilast okozo hatasarol.

Az oxidativ stressz és a reaktiv oxigéngyokok termelédése hozzdjarul az
excitotoxicitashoz. Habar sertés agyi endotélsejtekben kimutattak, hogy a kainsav fokozza a
ROS-termelddést (Basuroy és mtsai, 2013), a mi kisérleteinkben tenyészetes patkany vér-
agy gat modellen a kainat erre nem volt hatassal (3. tablazat). Ennek a hatterében az eltér6
kainat kezelési koncentracidé és detektalasi modszer allhat. Kisérleteink igazoltak, hogy
kainsav hatasara megemelkedik az NO-termelddés, és fokozodik a NOS2/iNOS mRNS
expresszidja (3. tablazat). Elettani koriillmények kozott az agyi endotélsejtek NOS2/iNOS

szintje elhanyagolhat6, azonban kiillonboz6 korallapotok soran megemelkedik (Naseem,
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2005). Kisérleteinkben a NOS2/iNOS expresszio fokozodasa a kainat karosito hatasara utal.
Kapott eredményeink 0Osszhangban vannak korabbi adatokkal, miszerint a patkany
agykéregbe juttatott kainsav noveli a mikroerek NOS aktivitasat (Lei és mtsai, 1996).

A vér-agy gat idegrendszeri betegségekben igazolt szerepe miatt egyre tobb kutatas
iranyul a véd6hatast vegyiiletekre. Szamos gyulladascsokkentd és antioxidans gyogyszerrol
¢s tjonnan kifejlesztett hatdoanyagrol igazoltdk tenyészetes modelleken, hogy vér-agy gat
protektiv hatdssal is rendelkeznek (Deli és mtsai, 2005), és ezek koziil mar tobb szert is
alkalmaznak a sztrok, az amiotrofias lateralszkler6zis, vagy az epilepszia kezelésére (Marchi
és mtsai, 2011; Watanabe ¢s mtsai, 2018; Hachinski és mtsai, 2019). Kisérleteinkkel
kimutattuk, hogy a szimvasztatin megvédte az agyi endotélsejteket a kainat karosito
hatasaival szemben életképességi és permeabilitasi vizsgalatokban, valamint visszaallitotta
a sejtkapcsolatok megvaltozott immunfestését (3. tablazat). Az eredményeink 6sszhangban
allnak a fluvasztatin véd6hatasaval glutamattal kivaltott in vitro vér-agy gat karosodas esetén
(Kuhlmann és mtsai, 2008). A szimvasztatin NMDA-indukalt excitotoxicitas esetén is
védOhatastunak bizonyult tenyésztett kortikalis idegsejteken (Zacco és mtsai, 2003).

A sztatinok agyi bejutdsa az egyik kulcsfontossagli tényezd a lehetséges terapias
hatékonysagukban kiilonb6zé neuroldgiai korképekben. A gyodgyszeratjutas fontos
szabalyoz6i az agyi endotélsejtek szallitorendszerei. A sztatinok nem csak passzivan
juthatnak be az agyba zsiroldékonysaguk alapjan, hanem aktiv médon szallitofehérjék (pl.
OATP/SLCO fehérjecsalad) vihetik be az agyba és efflux transzporterek (pl. P-glikoprotein)
gatolhatjak meg a bejutasukat. Ezek a szallitofehérjék jelen van a vér-agy gaton, és
befolyasoljak a kozponti idegrendszerre hat6 szerek agyba vald bejutasat (Campos-Bedolla
és mtsai, 2014; Veszelka és mtsai, 2018). Csoportunk kordbban madr igazolta egyéb
sztatinok, a rozuvasztatin, a pravasztatin és az atorvasztatin hatékony atjutasat a vér-agy gat
tenyészetes modelljén (Veszelka és mtsai, 2018). Sajat eredményeink és az irodalmi adatok
alatamasztjak a sztatinok lehetséges terapias alkalmazasat az epilepszia (Banach és mtsai,
2014), a sztrok és neurodegenerativ betegségek gyodgyitasdban (Malfitano €s mtsai, 2014).

Az edaravon szintén véddhatastinak bizonyult a kainsav-indukalta karosodasokkal
szemben, ¢s csOkkentette a reaktiv oxigéngyokok termelddését agyi endotélsejtekben
(3. tablazat), ami Gsszhangban van korabbi eredményeinkkel (Toth és mtsai, 2014).
Vaszkularis endotélsejtekben eldsegitette a TJ-k kialakuldsat (Onodera és mtsai, 2013), €s
az NMDA-iltal kivaltott excitotoxicitds sordn antioxidans hatast mutatott agyszeleteken
(Nakano-Okuda ¢és mtsai, 2006). Az edaravon védo hatasat kainattal kivaltott epilepszia

modellekben is kimutattak patkdnyokban (Miyamoto és mtsai, 2008; Nomura éS mtsai,
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2014). Ezek a preklinikai adatok mind alatamasztjak az edaravon vér-agy gat védelmében
betdltott szerepét, igy ez is hozzajarulhat az akut sztrok és az amiotrofias lateralszklerdzis
klinikai kezelésében megfigyelt hatékonysagahoz (Watanabe és mtsai, 2018).

A dexametazon vér-agy gat szorossagat fokozo hatisat mar korabbi kisérletekben is
igazoltdk tenyészetes modelleken (Deli és mtsai, 2005; Forster és mtsai, 2007). A
dexametazon fokozza a klaudin-5 és ZO-1 TJ fehérjék kifejezddését karositott agyi
endotélsejt tenyészetekben (Blecharz €s mtsai, 2010; Hue és mtsai, 2015), ami megerdsiti
sajat eredményeinket is. In vitro eredményeink 6sszhangban allnak a kainattal (Sztriha és
mtsai, 1986) és pilokarpinnal (Marchi és mtsai, 2011) indukalt epilepszia allatmodellekben
megfigyelt adatokkal, ezekben a dexametazon vér-agy gatat védé hatast mutatott.
Kisérleteinkben a dexametazon csokkentette az agyi endotélsejtekben a kainsav kezelés altal
megnovelt NO termelddést és a NOS2/iNOS gén kifejezddését (3. tablazat). Sajat
eredményeinkhez hasonloan a dexametazon csokkentette a vér-agy gat ateresztoképességét
¢s a NOS2/iNOS aktivitast lipopoliszachariddal kezelt egerekben is (Minami és mtsai,
1998). Habar a dexametazon terapias hatékonysaga epilepszidban még vitatott, jotékony
hatast fejtett ki gyermekkori gyogyszer-rezisztens epilepsziaban (Marchi és mtsai, 2011).
Kisérleti eredményeink és a dexametazon klinikai alkalmazasa az agyodéma csokkentésére
tamogatjak a dexametazon alkalmazasanak lehetéségét a vér-agy gat karosodas

csokkentésére epilepsziaban is.

5.2. A gyulladasos citokinek agyi endotélsejtekre kifejtett karosité hatasanak kivédése
természetes hatoanyagokkal

Kisérleteink sordan négy szO610bdl szarmazo kivonatot, illetve vegyiiletet vizsgaltunk.
A GSPE kiilonbozd fenolos vegyiileteket tartalmaz, amik féleg a flavonoid csaladhoz
tartoznak (Baselga-Escudero és mtsai, 2014). Az epikatekin flavonoid, mig a rezveratrol és
a galluszsav nem-flavonoid vegyiiletek. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a fenolos
flavonoid és a nem-flavonoid természetes anyagok lehetséges védOhatasat is a vér-agy gat
modellen. A rezveratrol az egyik leginkabb tanulmanyozott bioaktiv fenolos vegyiilet,
szamos jotékony tulajdonsagat leirtdk, mint példaul a gyulladascsékkentd és antioxidans
hatast (Nassiri-Asl és Hosseinzadeh, 2016). Tobb kutatdcsoport is vizsgalta mar a rezveratrol
hatasat az elhizasra, és az ehhez kapcsolodo korallapotokra (Aragoneés és mtsai, 2016a;
Akaberi és Hosseinzadeh, 2016). Habar mar szamos természetes anyag vér-agy gatra

kifejtett hatasat megvizsgaltdk (Campos-Bedolla és mtsai, 2014), mi tanulmanyoztuk
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els6ként a GSPE és a fenolos vegyliletek agyi endotélsejtekre és leptintranszportra kifejtett
hatasat tenyészetes vér-agy gat modellen.

A kezelési koncentrcidkat és az inkubacios id6ket szakirodalmi adatok és sajat korabbi
eredményeink alapjan valasztottuk ki (Baselga-Escudero és mtsai, 2014; Rojas és mtsai,
2014; Aragonés ¢és mtsai, 2016a; Harazin és mtsai, 2018). A GSPE-vel és a fenolos
vegyiiletekkel torténd kezelés nem befolyasolta az agyi endotélsejtek €letképességét, kivéve
a legmagasabb kezelési koncentracioban alkalmazott GSPE és rezveratrol csoportokat
(Ardid-Ruiz és mtsai, 2020, 1. abra), ami megerdsiti ezeknek az élelmiszerekben is
megtalalhat6 vegyiileteknek a biztonsagos alkalmazasat.

A kronikus szisztémds gyulladas, amit az adipocitakbol felszabaduld gyulladasos
citokinek ¢és az aktivalt immunsejtek valtanak ki, kozponti eleme az elhizés
patomechanizmusanak (Marseglia és mtsai, 2014). A keringd gyulladaskeltd citokinek
kozvetleniil hatnak az agyi endotélsejtekre €s karositjak a vér-agy gatat: a megvaltozott TJ
fehérje kifejezddés €és sejten beliili redisztribucid és a megemelkedett ateresztoképesség
kovetkeztében sériil a vér-agy gat integritdsa, emellett az oxidativ stressz és a vér-agy gat
gének kifejezddésének valtozasai is hozzajarulnak a gatfunkcidk romlasahoz (Deli és mtsai,
2005; Lopez-Ramirez és mtsai, 2013; Liebner és mtsai, 2018; Harazin és mtsai, 2018). A
vér-agy gat szisztémas gyulladas altal okozott karosodasa kotheti 0ssze a metabolikus
szindromat/koros elhizast és az ezekkel Osszefiiggd idegrendszeri betegségek stilyosbodasat
(Rhea és mtsai, 2017; Van Dyken és Lacoste, 2018). Hasonloan a szisztémas gyulladashoz,
a koros elhizds sordn is megemelkedik a gyulladdsos citokinek termeldédése szamos
agyteriileten, ami helyi gyulladashoz vezet féleg a hipotalamusz teriiletén (Rhea és mtsai,
2017). Az idegi gyulladas és a vér-agy gat karosodasa kozott kétiranya kapcsolat van:
mindkettd elindithatja és/vagy fokozhatja a masik korallapotot (Rhea és mtsai, 2017). Az
elhizés, a gyulladas és a leptin megndvekedett szintje a vérben jol tanulméanyozott folyamat
(Bastard és mtsai, 2006; Marseglia és mtsai, 2014). Az agyi leptintranszport lecsokken az
elhizas soran, mig a vérben 1évé leptin szintje megemelkedik, ezek a folyamatok pedig
hozzajarul a leptinrezisztencia kialakulasahoz a betegség soran (Caro és mtsai, 1996). A két
leghatékonyabb gyulladéskeltd citokin, amik kdzvetleniil karositjdk az agyi endotélsejteket,
a TNF-a és az IL-1B (Deli és mtsai, 2005; Harazin és mtsai, 2018). A gyullad4sos folyamat
tanulmanyozasara, ami koros elhizés soran €s a vér-agy gat szintjén is megfigyelhetd (Rhea
és mtsai, 2017; Van Dyken és Lacoste, 2018), citokinekkel kezelt tenyészetes vér-agy gat
modellt haszndltunk, hogy megvizsgaljuk a sz6l6bdl szarmazod fenolos vegyiiletek

lehetséges védohatasat.
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A citokinek karositottak a vér-agy gat integritasat, amire a lecsdkkent elektromos
ellenallasi értékek és a megndvekedett ateresztoképesség is utal. Korabbi kisérleteinkben
hasonld citokinek altal kivaltott csokkenést figyeltink meg az agyi endotélsejtek
életképességében és a gatrendszer szorossagaban (Harazin és mtsai, 2018). A citokinek
fokoztdk az albumin atjutdst, amit egyediil a rezveratrol tudott csdkkenteni a vizsgalt
anyagok koziil (4. tablazat). Ez Osszhangban van a rezveratrol vér-agy gat protektiv
hatasaval sejttenyészetekben és allatmodellekben is (Clark és mtsai, 2012; Campos-Bedolla
¢s mtsai, 2014; Kaisar és mtsai, 2015).

Az elhizashoz kapcsolodd  koérallapotok  sordn  (metabolikus — szindroma,
kardiovaszkularis zavarok) a fenolos vegyiiletek az antioxiddns hatdsuk révén tudjak
leginkabb kifejteni jotékony tulajdonsagaikat (Diaz-Gerevini et al., 2016; Wicinski et al.,
2018). Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a GSPE, az epikatekin és a rezveratrol is
csokkentette a reaktiv oxigéngyokok termelddését citokinek jelenlétében (4. tablazat) a
szakirodalmi adatokhoz hasonléan (Kaisar és mtsai, 2015; Panickar és mtsai, 2015).

A tesztelt vegyiiletek eltérd hatast fejtettek ki az agyi endotélsejtek NO termelésére: a
GSPE 6nmagaban és citokinekkel egyiitt alkalmazva is megnovelte az NO szintet, mig az
epikatekin és a rezveratrol csokkentették azt citokinek jelenlétében (4. tablazat). A NOS
mindharom izoforméja kifejezodik az agyi endotélsejtekben (Veszelka és mtsai, 2018). A
GSPE a NOS3/eNOS izoforman keresztiil hatékonyan tudja fokozni az NO termelddését
(Fitzpatrick és mtsai, 2002), és csokkenteni a metabolikus szindromdhoz kapcsol6dd magas
vérnyomast (Pons és mtsai, 2016), ezéltal véd a magas vérnyomas okozta agyi vaszkularis
karosodastol (Hao és mtsai, 2018). Ezzel szemben a rezveratrol gatolja a NOS2/iNOS
akvititasat, és képes visszaallitani az agyi érhalozat allapotat diabéteszes patkanyokban
(Arrick és mtsai, 2011). Az epikatekin szintén jotékony hatast fejtett ki az oxidativ stressz
okozta endotelialis zavarok soran a NOS2/iNOS gatlasa révén (Steffen és mtsai, 2007).
Feltételezziik, hogy a GSPE, a rezveratrol €és az epikatekin kiilonb6z6 NOS izoforméakon
kifejtett eltérd hatdsai magyardzhatjak az altalunk agyi endotélsejteken kapott eredményeket.

A citokinek gyulladaskeltd hatasat az NF-kB transzkripcios faktor sejtmagi
transzlokacidja idézi eld, ami hozzajarul a vér-agy gat karosodasdhoz (Harazin és mtsai,
2018). A GSPE, a galluszssav és a rezveratrol képes volt gatolni ezt a citokin-indukalt
folyamatot (4. tablazat). Adataink 6sszhangban vannak korabbi megfigyelésekkel: a GSPE
(Sen és Bagchi, 2001), a galluszsav (Del Bo és mtsai, 2016) és a rezveratrol (Diaz-Gerevini
¢s mtsai, 2016) hasonl6 hatasat mar kimutattadk citokinnel kezelt endotélsejteken, vagy

gyulladésos koriilmények kozott.
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Kisérleteink soran a galluszsavat és az epikatint abban a koncentracioban alkalmaztuk,
mint amit a GSPE kivonat tartalmazott az altalunk hasznalt higitasban (Baselga-Escudero és
mtsai, 2014). A galluszsav nem valtoztatta meg sem a reaktiv oxigéngyokok, sem az NO
szintjét. A GSPE ¢és a galluszsav is gatolni tudta az NF-kB transzkripcios faktor citokinek
altal kivaltott sejtmagi transzportjat, az epikatekin azonban ezt nem befolyasolta
(4. tablazat). Az epikatekin dnmagaban nem fokozta az NO szintjét agyi endotélsejtekben,
de citokinek jelenlétében csokkentette (4. tablazat). A GSPE-hez hasonloan az epikatekin
mérsékelte a reaktiv oxigéngyokok termelodését (4. tablazat). Adataink arra utalnak, hogy
a galluszsav és az epikatekin hozzajarulhatnak a GSPE kivonat hatasaihoz, de abban mas
vegytiletek, példaul katekin, epikatekin-gallat, gallat dimer (Baselga-Escudero és mtsai,

2014) hatasai is érvényesiilhetnek.

4. tablazat. A természetes hatdanyagok védohatésai gyulladasos citokinekkel szemben a vér-agy gat

tenyészetes modelljén.
_ ¢

- - - N
TJ immunfestés v N AN N )
NO termelédés - 2) N7 - v
Leptintranszport N - n.v. n.v. -

Roviditések: N: emeli; V: csokkenti; -: nincs hatdsa; n.v.: nem vizsgaltuk. CK: citokinek,
GSPE: proantocianidin-gazdag sz6lémag kivonat, EC: epikatekin, GA: galluszsav, RSV: rezveratrol,
TJ: szoros kapcsolat, ROS: reaktiv oxigéngyok, NO: nitrogén-monoxid, NK-«B: nuklearis faktor-
kappa B.

A leptin harom utvonalon keresztiil juthat be az agyba: a vér-agy gatat alkoto
endotélsejtek rétegén keresztiil (Banks és mtsai, 1996), a vér-cerebrospinalis folyadék gatat
alkot6 choroid plexus epitélsejteken keresztiil (Zlokovic és mtsai, 2000), és a mediobazalis
hipotalamuszt korbevevé tanicitakon keresztiil, amik szoros kapcsolataik révén gatat
alkotnak az eminentia medialis és a cerebrospinalis folyadék kozott (Balland és mtsai, 2014).

A leptin aktiv, endocitozis-fiiggd transzportjat mar korabban leirtak human tenyésztett vér-
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agy gat modellen (Gonzalez-Carter és mtsai, 2016). Kisérleteinkben a vér-agy gaton
keresztiili leptin atjutast fokoztdk a citokinek, ezt viszont nem tudta befolyasolni sem a
GSPE, sem a rezveratrol (4. tablazat).

Eredményeinkkel igazoltuk, hogy a természetes sz6l6 vegyiiletek megvédik a
tenyészetes vaszkuldris endotélsejteket a citokinek altal keltett gyulladastol és oxidativ
stresszt6l az NF-kB utvonalon keresztiil, ezzel alatamasztottuk a sz6l6 kivonatok
etnofarmakologiai alkalmazasat sziv- €s érrendszeri betegségekben (Paul és mtsai, 1999;
Darshan ¢és Doreswamy, 2004). Klinikai vizsgélatok szintén bizonyitottak a GSPE, ¢és az
6nallo sz616 fenolos vegyiiletek hatékonysagat kardiovaszkularis megbetegedések soran
(Weseler és Bast, 2017). A GSPE kardiovaszkularis rendszerre Kifejtett jotékony hatasat
igazoltak elhizott cukorbetegeken is (Kar és mtsai, 2009). Tovabbi klinikai vizsgalatokban
a GSPE és a rezveratrol csokkentették az oxidativ stresszt tulstilyos betegekben (De Groote
¢és mtsai, 2012). A sz616bol szarmaz6 vegyliletek egyéb jotékony hatasait in vitro és klinikai
kisérletekkel is kimutattak elhizas soran. A GSPE a taplalékbevitel csokkentésével és az
energiafelhasznalds novelésével gatolta a sulygyarapodast tulkoros patkanyokban (Serrano
¢és mtsai, 2017), valamint egészséges onkéntesekben is mérsékelte az energiabevitelt (Vogels
¢s mtsai, 2004). A rezveratrol, az epikatekin és a galluszsav is a fitodsztrogének csaladjaba
tartozik, és affinitast mutat az 6sztrogén receptorokhoz (Simoncini és mtsai, 2011; Hidalgo
¢és mtsai, 2012). Nem zarhato ki, hogy az 6sztrogén receptorokon és az endotelialis NOS3
enzim aktivacigjan keresztiil kifejtett hatds is hozzdjarul az agyi endotélsejteken mért
védohatasukhoz.

Eredményeink sszhangban allnak a szakirodalmi megfigyelésekkel, és alatamasztjak,
hogy a sz616bdl szarmazo természetes vegyliletek jotékony hatast fejthetnek ki a vér-agy

gatra elhizas soran.

5.3. Osszegzés

Szamos betegséghez tarsul szisztémas és idegrendszeri gyulladas. Ezekben a
felszabadul6 citokinek és az excitotoxinok vér-agy gat karosodast hoznak létre, ami tovabb
stlyosbitja a neuroinflammaciot. Ennek megakadalyozasa a gatrendszer védelmével fontos
feladat ezeknek a gyulladasos betegségeknek a gyogyitasaban. Mivel a gyulladassal is jaro
kozponti idegrendszeri betegségek kezelése még nem megoldott, ezért a kiegészitd
kezelések és 0j szerek feltarasa fontos és aktudlis kutatasi teriilet. Vizsgalataink soran az

excitotoxikus kainat, valamint a TNF-a és az IL-1p gyulladasos citokinek altal okozott
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karosodasok kivédésére gyodgyszerhatéanyagok ¢és természetes vegyiiletek agyi
endotélsejtekre kifejtett hatasat tanulmanyoztuk.

Kisérleteinkben igazoltuk a kainat receptorok jelenlétét tenyésztett primer agyi
endotélsejteken és izolalt agyi mikroér frakcidban. E10szor mutattuk ki, hogy az excitotoxin
kainat kozvetleniil karositja az agyi endotélsejteket. Kainsav kezelés hatasara a TJ fehérjék
festddési mintazata szakadozottd valt a sejthatdrokon, ami a vér-agy gat megnyildsara utalt.
A kainat megndvelte a jelzOanyagok atjutdsat a barrieren, valamint az NO termelddését és a
NOS2/iNOS mRNS expresszidjat agyi endotélsejteken. A szimvasztatin, edaravon és
dexametazon véddéhatast mutatott a kainsav altal csokkentett életképesség, megndvelt
jelzdanyag atjutas ¢€s a sejtek kozotti kapesolatok immunfestésében mért valtozasok ellen
tenyészetes vér-agy gat modellen. Ezen feliil a dexametazon kivédte a kainsav kezelés altal
fokozott NO termel6dést és NOS2/iNOS expressziot.

Tenyészetes agyi endotélsejteken és vér-agy gat modellen kapott eredményeinkkel
alatdmasztottuk a természetes sz616 hatdoanyagok antioxidans és gyulladascsokkentd hatasat
vaszkuldris endotélsejteken. Ezek az eredmények Gsszhangban allnak a sz6lé kivonatok
hagyomanyos felhasznalasaval és a bioaktiv szdl0 vegyiiletekkel végzett klinikai
vizsgalatokkal sziv- és érrendszeri megbetegedésekben. Adataink alapjan a GSPE és a sz016
fenolos vegyliletek a vér-agy gatra kifejtett jotékony hatasuk révén fontos elemei lehetnek a
kronikus elhizas kezelésének. A vizsgalt természetes hatdanyagok részben gatolni tudtak a
endotélsejt tenyészeteken végzett kisérleteink ravilagitottak arra, hogy a sz616b6l szarmazo
természetes vegyiiletek milyen mechanizmusok révén allhatnak kapcsolatban a leptin
transzportjaval. Eredményeink felhivjak a figyelmet a természetes vegyiiletek lehetséges
jotékony hatésara élelmiszerek vagy taplalékkiegészitok dsszetevojeként.

Mindezek az eredmények megerdsitik a természetes vegyliletek és a klinikumban mar

hasznalt gydgyszerhatéanyagok a vér-agy gatra kifejtett protektiv hatasat.
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6. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott halas koszonettel tartozom témavezetéimnek, Prof. Deli Marianak és
Dr. Harazin Andrasnak a munkam soran nyujtott lelkiismeretes szakmai iranyitasért. Kiilon
koszondm Prof. Deli Mdrianak sziintelen tamogatasat és példamutatasat, valamint, hogy
lehetdséget biztositott szamomra, hogy a csoportjaban kiemelkedé szakmai koriilmények
kozott és barati kornyezetben dolgozhassak. Szeretnék koszonetet mondani Dr. Harazin
Andrasnak, hogy didkkoromban végtelen tiirelemmel megtanitotta nekem a kutatashoz
szlikséges alapvetd kisérletes technikdkat. Mindig viddman gondolok vissza az egyiitt
elvégzett kisérletekre.

Ezton szeretném megkdszonni a Bioldgiai Barrierek Kutatocsoport valamennyi
jelenlegi és egykori munkatarsdnak — Dr. Veszelka Szilvia, Dr. Hoyk Zsoéfia, Dr. Walter
Fruzsina, Dr. Bocsik Alexandra, Dr. Harazin Andras, Dr. Mészaros Maria, Dr. Grof Ilona,
Dr. Ana Raquel Pato Santa Maria, Vigh Judit, Porkolab Gergd, Szecskd Aniko6, Barabasi
Bedta, ¢és a hallgatdink — a barati 1égkort és a rengeteg szakmai tdmogatést, segitséget.
K6sz6n6m, hogy mindig szint visztek a sziirke hétkdznapokba!

K6szonom Prof. Ormos Palnak és Prof. Nagy Ferencnek, az SZBK féigazgatoinak,
Prof. Zimanyi Laszlonak a Biofizikai Intézet igazgatdjanak és Dr. Sikloés Laszlonak, a
Biofizikai Intézet Molekularis Neurobiologiai Kutatoegysége vezetdjének, hogy lehetdvé
tették az intézetben vald6 munkdmat. Koszonom a kutatdegység, a Biofizikai Intézet és az
egész kutatokozpont minden munkatarsanak timogatésat.

Szeretném megkoszonni egylittmiikodé partnereinknek — Dr. Andrea Ardid-Ruiz,
Dr. Zvara Agnes, Josvay Katalin, Dr. Patricia Campos-Bedolla, Dr. Tubak Vilmos,
Dr. Kincses Andras —, hogy lehetové tették a kozos cikkek 1étrejottét.

Koszondm barataimnak, hogy az egyetemi és a doktori éveim alatt végig hittek
bennem ¢€s rengeteg erdt adtak.

Végiil pedig halaval tartozom Edesanydamnak szereté iranymutatisaért, valamint
Edesapamnak, Batyamnak és Kereszttestvéreimnek, hogy mindvégig batoritottak és
tamogattak dlmaim megvalésitasaban. Paromnak, Adamnak kiilon koszonom a toretlen

tamogatasat, kitartasat, és hogy a nehéz napokon is szeretettel ¢s megértéssel fordult felém.
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8. Osszefoglalo

Gyogyszer- és természetes hatéanyagok védohatasanak vizsgalata vér-agy gat

karosodassal szemben tenyészetes modellen

A vér-agy gat dinamikus hatarfeliiletet képez a kozponti idegrendszer €s a vér kdzott,
igy segit az ionos homeosztazis fenntartdsaban. A gatrendszer homeosztazist fenntartod €s
védelmi rendszerei, valamint azok vizsgalata ¢élettani koriilmények kozott €s betegségekben
is fontos. A legtobb korallapotban megfigyelhetéek a helyi, és sokszor az egész szervezetet
érintd gyulladasos folyamatok, amelyek befolyasoljak a barrierek miikodését is. A
szisztémads gyulladdsok soran felszabadulo citokinek a keringés utjan a belsé gatrendszerek,
igy a kozponti idegrendszert védelmezd vér-agy gat mitkodésére is hatissal vannak. A
gyulladésos citokinek képesek atjutni az agyi endotélsejtek rétegén, hozzajarulva ezaltal a
szisztémas gyulladasok idegrendszeri hatasaihoz. Igy az agyi gatrendszerek miikodésének
karosodasa hozzajarul az idegrendszeri gyulladasos folyamatok ¢és Dbetegségek
kialakulasahoz, ami egy ongerjeszt6 folyamat.

A vér-agy gat elsddleges karosodasat okozhatja trauma, gyulladas, fertézés, és
kialakulhat agyvérzés, agyi iszkémia, vagy epilepszia hatasdra. A szérum fehérjék a
karosodott vér-agy gaton keresztiil bejutnak a kozponti idegrendszerbe, és aktivaljdk az
asztrocita sejteket. Az aktivalt asztrocitakbol gyulladésos citokinek szabadulnak fel, és a
vaszkularis endotelialis novekedési faktor termelddése megemelkedik az idegsejtekben és
az asztrocitdkban. A vaszkularis endotelidlis ndvekedési faktor szint novekedése
neovaszkularizaciohoz, a vér-agy gat megnyilas fennmaradasédhoz és a neuroinflammacié
fokozodasahoz vezet a gyulladasos citokinek tovabbi emelésén keresztiil. A citokinek
tovabb erdsitik az asztrocita aktivalodast, ami a megemelkedett extracellularis glutamat
szinten €s a megvaltozott glutamat metabolizmuson keresztiil noveli az idegi halozatok
serkenthetdségét. Az igy létrejott patologias koriilmények kozott a megemelkedett
extracellularis glutamat szint tovabb karositja a vér-agy gat miikodését, emellett tulingerli a
glutamat receptorokat, ezen keresztiil megndveli az intracellularis kalciumion-koncentraciot
¢és az idegsejtek pusztuldsahoz vezet. A kainat a glutamat szerkezeti analogja, amit a kainat
receptorok nagy affinitassal kotnek. Elterjedt farmakon a kisérletes epilepszia modellek
létrehozasaban. A kainsav mint excitotoxin hosszitavi morfologiai valtozasokat képes
el6idézni az idegsejtekben. Ezek a folyamatok egymast erdsitve idegi miikodési zavarok,

krénikus gyulladas, és fokalis epilepszia kialakulasat eredményezik az agyban.
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A teljes szervezetet érintd ¢és az idegrendszeri gyulladasos folyamatok, az azokat
kivalté citokinek, valamint az excitotoxinok mind hozzajarulhatnak a vér-agy gat
karosodasahoz betegségekben. Kisérletes allatmodelleken a kainsav altal kivaltott vér-agy
gat valtozasokrol mar rendelkezésre allnak adatok, de a kainsav kozvetlen hatasat agyi
endotélsejt tenyészeteken eddig nem vizsgaltak. Mivel a vér-agy gat karosodas fontos eleme
sok idegrendszeri betegség patomechanizmusanak, ezért a vér-agy gat védelme fontos
terapias célpont lehet ezek gyogyitdsaban. A gyulladasos citokinek agyi endotélsejtekre
kifejtett karositd hatasair6l mar szamos adat ismert, azonban ezek kivédése a vér-agy gat
szintjén tovabbra is fontos feladat.

Kisérleteinkben impedancia alapu, valdsidejii sejtanalizissel igazoltuk, hogy a kainsav
csokkenti a patkany agyi endotélsejtek életképességét, azonban nem befolyasolta azt agyi
pericita és asztroglia sejtrétegek impedancidjat. Eredményeink alapjan a kainat megndvelte
a vér-agy gat modell ateresztOképességét fluoreszcein és albumin jelzdéanyagokra, és
megvaltoztatta az agyi endotélsejtekben a szoros kapcsolatokat kialakito fehérjék festodési
mintazatat. Az oxidativ stressz, a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok termelddése, hozzajarul
az excitotoxicitashoz. Kisérleteink igazoltadk, hogy kainsav hatasdra megemelkedik az
nitrogén-monoxid-termelodés, és fokozodik az indukalhaté nitrogén-monoxid-szintaz
MRNS expresszidja agyi endotélsejtekben, ami a kainat karosité hatasara utal. A kapott
eredményeink §sszhangban vannak a kutatdcsoport sajat és mas kutatécsoportok kordbban
leirt adataival a glutamat vér-agy gat megnyilést és karosodast okoz6 hatdsarol.

Szamos gyulladascsokkentd és antioxidans gyogyszerrdl €s ujonnan kifejlesztett
hatdanyagrol igazoltak tenyészetes modelleken, hogy vér-agy gat protektiv hatdssal is
rendelkeznek. Ezek koziil mar tobb szert is alkalmaznak az agyvérzés, az amiotrofias
lateralszkler6zis, vagy az epilepszia kezelésére. Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a
szimvasztatin megvédte az agyi endotélsejteket a kainat karositd hatdsaival szemben
¢életképességi €s permeabilitasi vizsgalatokban, valamint visszaallitotta a sejtkapcsolatok
megvaltozott immunfestését. Az eredményeink Osszhangban 4allnak a fluvasztatin
védOhatasaval glutamattal kivaltott in vitro vér-agy gat karosodas esetén. Csoportunk
korabban mar igazolta a sztatinok hatékony atjutasat a vér-agy gat tenyészetes modelljén,
ami szintén aldtdmasztja lehetséges terapias alkalmazasukat a vér-agy gat karosodassal jaré
idegrendszeri betegségek gyogyitasaban.

Az edaravon szintén védoéhatasunak bizonyult a kainsav-indukalta vér-agy gat
sériiléssel szemben, ¢és csokkentette a reaktiv oxigéngyokok termelddését agyi

endotélsejtekben, ami egyezik mas patologias modellen kapott korabbi eredményeinkkel.
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Az edaravon védohatasat kainattal kivaltott epilepszia allatmodellekben is kimutattak. A
preklinikai adatok igazoljak az edaravon vér-agy gatra Kifejtett véddszerepét, igy ez is
hozzajarulhat az agyvérzés és az amiotrofias lateralszklerozis klinikai kezelésében
megfigyelt hatékonysagahoz.

A dexametazon szintén novelte a vér-agy gat szorossagat a kainattal kezelt tenyészetes
vér-agy gat modellen, és fokozta a szoros kapcsolatok fehérjéinek kifejez6dését.
Kisérleteinkben a dexametazon csokkentette az agyi endotélsejtekben a kainsav kezelés altal
megnovelt nitrogén-monoXid-termelddést és az indukalhatd nitrogén-monoxid-szintaz gén
kifejez6dését. In vitro eredményeink 6sszhangban allnak a dexametazon vér-agy gatat védo
hatasaval kainattal és pilokarpinnal indukalt epilepszia allatmodellekben, és jotékony
terapias hatdsaval gyermekkori gyogyszer-rezisztens epilepszidban. Kisérleti eredményeink
¢és a dexametazon klinikai hasznalata az agyddéma terapiajaban tamogatjak a dexametazon
alkalmazasanak lehetdségét a vér-agy gat karosodas csokkentésére epilepsziaban is.

A tumor nekrozis faktor-a és az interleukin-1p fontos és sokat tanulmanyozott
citokinek a kozponti idegrendszeri gyulladasos folyamatok kialakitasaban és fenntartasaban.
Ezek a citokinek a szisztémds gyulladdsok kovetkeztében fellépd neuroinflammécioban,
tobbek kozott koros elhizds sordn is meghatarozdak. A gyulladdsos citokinek agyi
endotélsejtekre kifejtett karositd hatdsair6l mar szamos adat ismert, azonban ezek kivédése
a vér-agy szintjén még nem megoldott. Kisérleteink soran négy sz616bdl szarmazo kivonatot,
illetve vegyiiletet vizsgaltunk. A szd6lémag kivonat kiilonb6zd fenolos vegyiileteket
tartalmaz, tobbek kozott a flavonoid epikatekint, valamint a nem-flavonoid rezveratrolt és
galluszsavat. A rezveratrol az egyik leginkabb kutatott bioaktiv fenolos vegyiilet, szamos
jotékony tulajdonsagat leirtdk, mint példaul a gyulladdscsokkentd €s antioxidans hatast.
Tobb kutatocsoport is vizsgalta mar a rezveratrol hatdsat az elhizasra, és az ehhez
kapcsolodo korallapotokra. Habar mar szdmos természetes anyag vér-agy gatra kifejtett
hatdsat megvizsgaltdk, mi tanulmanyoztuk els6ként a sz6ldmag kivonat €és a fenolos
vegyliletek agyi endotélsejtekre €s leptintranszportra kifejtett hatasat tenyészetes vér-agy gat
modellen.

A koros elhizds sordn és a vér-agy gat szintjén is megfigyelhetd a gyulladasos
valtozasok tanulmanyozéasara citokinekkel kezelt tenyészetes vér-agy gat modellt
hasznaltunk, hogy megvizsgaljuk a sz6l6bdl szarmazd fenolos vegyiiletek lehetséges
védohatasat. A citokinek karositottak a vér-agy gat integritasat, amit a lecsokkent elektromos
ellenallasi értékek és a megnovekedett ateresztoképesség jelzett. A citokinek fokoztak az

albumin atjutasat, amit egyediil a rezveratrol tudott csokkenteni a vizsgalt anyagok koziil.
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Ez a megfigyelés egyezik a rezveratrol sejttenyészetekben és allatmodellekben korabban
leirt vér-agy gat protektiv hatasaval. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a sz6ldmag kivonat,
az epikatekin és a rezveratrol is csokkentette a reaktiv oxigéngyokok termelddését citokinek
jelenlétében a szakirodalmi adatokhoz hasonloan. A tesztelt vegyliletek eltérd hatast fejtettek
ki az agyi endotélsejtek nitrogén-monoxid termelésére: a sz6l6mag kivonat 6nmagaban és
citokinekkel egyiitt alkalmazva is megndvelte a nitrogén-monoxid szintet, mig az epikatekin
¢s a rezveratrol csokkentették azt citokinek jelenlétében. Feltételezziik, hogy a sz6lémag
Kivonat, a rezveratrol és az epikatekin kiilonb6zé nitrogén-monoxid-szintaz izoformakon
kifejtett jotékony hatasai magyarazhatjak az agyi endotélsejteken kapott eredményeinket. A
citokinek gyulladaskeltd hatasat az NF-kB transzkripcids faktor sejtmagi transzlokacidja
idézi el6, ami hozzajarul a vér-agy gat karosodasahoz. A sz6l6mag kivonat, a galluszsav és
a rezveratrol képes volt gatolni ezt a citokin-indukalta folyamatot, az epikatekin azonban ezt
nem befolyasolta. Az epikatekin dnmagaban nem fokozta a nitrogén-monoxid szintjét agyi
endotélsejtekben, de citokinek jelenlétében csokkentette. Kisérleteinkben a galluszsav nem
valtoztatta meg sem a reaktiv oxigéngyokok, sem a nitrogén-monoxid szintjét.
Eredményeink szerint a vér-agy gaton keresztiili leptin atjutast fokoztdk a citokinek, ezt
azonban nem tudta befolyasolni sem a sz616mag kivonat, sem a rezveratrol. Adataink arra
utalnak, hogy a galluszsav és az epikatekin hozzajarulhatnak a sz616mag kivonat hatasaihoz,
de abban mas vegyiiletek hatésai is érvényesiilhetnek.

Kutatasunk eredményeit 6sszefoglalva igazoltuk, hogy a természetes sz616 vegyiiletek
megvédik a tenyészetes agyi endotélsejteket a citokinek altal keltett gyulladastol és oxidativ
stressztl az NF-kB utvonalon keresztiil, ezzel aldtdmasztottuk a sz616 kivonatok lehetséges
alkalmazasat sziv- és érrendszeri betegségekben. Eredményeink 6sszhangban allnak in vitro
és klinikai megfigyelésekkel, amelyek szintén bizonyitottak a sz616mag kivonat és az 6nallo
sz016 fenolos vegyiiletek hatékonysagat kardiovaszkuléaris megbetegedések és elhizas soran.
Mindezek alapjan a sz616b6l szarmazo természetes vegyiiletek jotékony hatast fejthetnek ki
a vér-agy gatra koros elhizasban.

Kutatdomunkénk soran sikeriilt a gyogyaszatban mar hasznalt hatéanyagok és a sz616
természetes vegyiileteinek vér-agy gatra kifejtett véddhatasat kimutatnunk, ami reményeink

szerint hozzéjarulhat a vér-agy gat kdrosodassal jaro betegségek jovobeli 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-a and interleukin-1f 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-kB. Grape seced 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-xB 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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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.

Keywords: Blood-brain barrier, Brain endothelial cells, Kainate, Simvastatin, Edaravone, Dexamethasone,
Permeability, Reactive oxygen species, Nitric oxide synthase

Introduction
Excitotoxicity has a pivotal role in many neurological dis-
eases, including stroke, traumatic brain injury, epilepsy
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endogenous or exogenous excitotoxins, like N-methyl-
D-aspartate (NMDA), a-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
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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 pg/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 pg/ml insulin,
5 pg/ml transferrin, 5 ng/ml sodium selenite (Pan Bio-
tech, Germany), 10 mM Hepes, 1 ng/ml basic fibroblast
growth factor, 100 pg/ml heparin and 50 pg/ml gen-
tamycin. During the first 3 days of culture the capillary
endothelial cells were kept in culture medium containing
3 pg/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 pg/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 pg/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 cm? flasks (TPP, Switzerland) and cultured
in DMEM supplemented with 10% FBS and gentamycin
(50 pg/ml) until they reached 90% confluency. Cells were
passaged (P1) to collagen type IV (100 pg/ml) coated
12-well plates (Corning, USA) at a cell number of 5 x 10*
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 x 10* cells/cm?) were passaged to the bottom side
of the 12-well format culture inserts (Transwell clear,
polyester membrane, 0.4 um pore size, 1.12 cm? surface;
Corning, USA) coated with collagen type IV (100 pg/
ml), then brain endothelial cells (7.5 x 10* cells/cm?)
were added to the upper side coated with collagen type
IV and fibronectin (100 pg/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 uM and 100 uM 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 pM 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 (H,O,; 100 uM) was used for
the measurement of reactive oxygen species and sodium
nitroprusside (SNP; 100 uM) 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
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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 (R,_R;)/15, where R, is the
impedance of the wells containing cells and R, 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 pug/ml each) for rat brain
endothelial cells or with collagen type I (150 pg/ml) for
rat astrocytes and pericytes. For measuring background
impedance 50 pl culture medium was added to each
well, then 50 pl cell suspension was seeded at a density of
6 x 10° 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 pg 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 P-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 Image] software
(National Institutes of Health, USA). The qPCR was
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performed with 2 x 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 (B-actin
and GAPDH) (ACt). Then AACt was calculated in com-
parison to the relative expression of the target genes in
untreated control groups. Fold changes were calculated
using the 2724t 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 ug/ml Evans blue; 67 kDa) and sodium fluo-
rescein (SF; 10 pg/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 CaCl,, 0.2 mM
MgCl,, 52 mM KCI, 5 mM glucose, 6 mM NaHCO,
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 SE.
For 30 min the plates were kept on a horizontal shaker
(150 rpm) in a CO, 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 (P,,,) 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 uM
DCFDA or 2 uM DAF-FM probes. Pluronic acid (Molec-
ular Probes, Life Technologies, USA; 16 uM) was used to
help the probes crossing the cell membrane. Fluorescence

Page 4 of 13

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 (2.5x 10* cells/well) were grown on glass cover-
slips (1 cm? borosilicate, VWR, USA) coated overnight
at 4 °C with rat tail collagen (150 pg/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 pg/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 4 SD or SEM. Intensity meas-
urements for nitric oxide synthase (NOS) RT-PCR were
analysed by Image] 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 uM) (Fig. 1a). Kainate at 100 pM 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 pM 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 GIuK5/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 B-actin and GAPDH were similar in rat brain
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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 P, . for marker molecules fluorescein
(4.72 x 107° cm/s) and albumin (0.31 x 10~ cm/s) which
were in the range we measured in previous studies [29,
41]. Kainate treatment (100 pM) 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
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Brain pericytes (1 h)
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Fig. 1 The effect of kainate on cell viability. a Cultured rat brain endothelial cells. b Rat astrocyte cultures. ¢ 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
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Fig. 2 Expression of kainate receptors. GIuK1/GIuR5, GluK2/GluR6, GIuK3/GIuR7, GluK4/KA-1 and GIuK5/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 UM con-
centration significantly increased cell viability measured
by the impedance assay and compared to the kainate
treatment group (100 pM) 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).
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viability of primary rat brain endothelial cells. Rat brain endothelial
cells were treated with 100 uM kainate (KA) without or with
simvastatin (SIM, T uM), edaravone (EDA, 1 uM) or dexamethasone
(DXM, 1 uM) 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

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
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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. 8Db).
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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,
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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 uM kainate (KA) alone or with simvastatin (KA4SIM, 1 uM), edaravone (KA+EDA, 1 uM) or
dexamethasone (KA + DXM, 1 uM) 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 um. b The object number on the claudin-5
immunostained pictures was quantified by MATLAB software. ¢ 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
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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]. lonotropic
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
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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 uM 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
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viability and permeability assays against kainate-induced = BBB and regulate CNS drug disposition [38, 41]. In a pre-
changes and also restored cell morphology. These find-  vious study we measured the permeability of rosuvasta-
ings are in agreement with the protective effects of flu-  tin, pravastatin and atorvastatin on our BBB model and
vastatin in BBB disruption induced by glutamate in vitro  found good penetration for these molecules [41].

[43]. Simvastatin showed also neuroprotective effect Edaravone was also protective against kainate induced
against NMDA-induced excitotoxicity in a culture model =~ damage and it reduced ROS levels and kainate-induced
[50]. Our data are in concordance with the potential NO production in our experiments. These data confirm
therapeutic use of statins in epilepsy [19], stroke and our previous results on the protective and antioxidant
neurodegenerative diseases [51]. Brain penetration is a  effects of edaravone on cultured brain endothelial cells
key factor in the potential therapeutic efficacy of statins  [23]. Edaravone promoted tight junction formation in
in neurological diseases. Statins can be ligands of solute  vascular endothelial cells [52] and exerted antioxidant
carriers, like OATPs, and efflux transporters, such as effects during NMDA excitotoxicity on brain slices [53].
P-glycoprotein, which were identified at the level of the  The protective effect of edaravone was also demonstrated
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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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Supplementary information accompanies this paper at https://doi.
0rg/10.1186/512987-019-0166-1.

[ Additional file 1. Detailed protocol, additional figures and tables. }

Abbreviations

AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid;

BBB: blood-brain barrier; BEC: brain endothelial cells; BR: brain;

BSA: bovine serum albumin; CNS: central nervous system; DAF-FM:
4-amino-5-methylamino-2’,7-difluorofluorescein diacetate; DCFDA:

Page 11 of 13

chloromethyl-dichloro-dihydro-fluorescein diacetate; DMEM: Dulbecco’s
modified Eagle medium; DXM: dexamethasone; EBA: Evans blue-labeled
albumin; EDA: edaravone; eNOS/NOS3: endothelial nitric oxide synthase; FBS:
fetal bovine serum; H,O,: hydrogen peroxide; iNOS/NOS2: inducible nitric
oxide synthase; KA: kainate; MV: microvessel; NMDA: N-methyl-p-aspartate;
nNOS/NOST: neuronal nitric oxide synthase; NO: nitric oxide; P, apparent
permeability coefficient; PBS: phosphate buffered saline; PDS: plasma-derived
bovine serum; ROS: reactive oxygen species; RT-PCR: reverse transcription
polymerase chain reaction; SF: sodium fluorescein; SIM: simvastatin; SNP:
sodium nitroprusside; ZO-1: zonula occludens protein-1.

Authors’ contributions

LB, FRW and AH performed the measurements, analysed the data, prepared
the figures and tables, wrote the first version of the manuscript. AB performed
experiments, analysed the data and edited the manuscript. AK and AZ per-
formed experiments, contributed reagents/materials/analysis tools, analysed
the data, prepared the figures. KJ and VT contributed reagents and analysis
tools and edited the manuscript. PCB designed the experiments and edited
the manuscript. MD designed and supervised the experiments and the analy-
sis of the data, contributed reagents/materials/analysis tools, wrote the final
version of the manuscript. All authors read and approved the final manuscript.

Funding

The work was supported by a bilateral grant from the Hungarian Academy

of Sciences (SNK-51/2013, NKM-51/2014, NKM-61/1/2015) and CONACYT,
Mexico (Bilateral Program CONACYT 193490-2012, project register at IMSS
R-2012-785-062). FRW was supported by the Janos Bolyai Research Fellowship
of the Hungarian Academy of Sciences, the National Research, Development
and Innovation Office, Hungary (OTKA PD-128480) and the UNKP-19-SZTE42
Bolyai 4 Scholarchip New National Excellence Program of the Ministry for
Innovation and Technology.

Availability of data and materials
The dataset used and/or analysed during the current study are available from
the corresponding author on reasonable request.

Ethics approval and consent to participate

The procedure of organ harvesting required to obtain primary cells from
brain is exempt of animal experimentation permission based on the Directive
2010/63/EU of the European Parliament and of the Council on the protection
of animals used for scientific purposes.

Consent for publication
Not applicable.

Competing interests
Vilmos Tubak is employed by Creative Laboratory Ltd. The authors declare that
they have no competing interests.

Author details

! Institute of Biophysics, Biological Research Centre, Temesvari krt. 62,

Szeged 6726, Hungary. 2 Doctoral School in Biology, University of Szeged,
Somogyi u. 4, Szeged 6720, Hungary. * Creative Laboratory Ltd, Temesvari
krt. 62, Szeged 6726, Hungary. 4 Institute of Biochemistry, Biological Research
Centre, Temesvari krt. 62, Szeged 6726, Hungary. ° Institute of Genetics, Bio-
logical Research Centre, Temesvari krt. 62, Szeged 6726, Hungary. ® Unidad de
Investigacion Medica en Enfermedades Neurologicas, Hospital de Especiali-
dades, Centro Medico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social,
Av. Cuauhtémoc 330, Col. Doctores, 06720 Ciudad de México, DF, México.

’ Department of Cell Biology and Molecular Medicine, University of Szeged,
Szeged, Hungary.

Received: 15 October 2019 Accepted: 27 December 2019
Published online: 10 February 2020

References

1. LaiTW, Zhang S, Wang YT. Excitotoxicity and stroke: identifying novel
targets for neuroprotection. Prog Neurobiol. 2014;115:157-88. https://doi.
0rg/10.1016/j.pneurobio.2013.11.006.


https://doi.org/10.1186/s12987-019-0166-1
https://doi.org/10.1186/s12987-019-0166-1
https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2013.11.006
https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2013.11.006

Barna et al. Fluids Barriers CNS

(2020) 17:5

Barker-Haliski M, White HS. Glutamatergic mechanisms associated with
seizures and epilepsy. Cold Spring Harb Perspect Med. 2015;5(8):a022863.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a022863.

Schrattenholz A, Soskic V. NMDA receptors are not alone: dynamic
regulation of NMDA receptor structure and function by neuregulins and
transient cholesterol-rich membrane domains leads to disease-specific
nuances of glutamate-signalling. Curr Top Med Chem. 2006;6(7):663-86.
https://doi.org/10.2174/156802606776894519

Simeone TA, Sanchez RM, Rho JM. Molecular biology and ontogeny of
glutamate receptors in the mammalian central nervous system. J Child
Neurol. 2004;19(5):343-60. https://doi.org/10.1177/088307380401900507
Klement W, Blaquiere M, Zub E, deBock F, Boux F, Barbier E, et al. A
pericyte-glia scarring develops at the leaky capillaries in the hippocam-
pus during seizure activity. Epilepsia. 2019;60(7):1399-411. https://doi.
org/10.1111/epi.16019.

Krizbai IA, Deli MA, Pestendcz A, Siklés L, Szabd CA, Andrés |, et al.
Expression of glutamate receptors on cultured cerebral endothelial cells.
J Neurosci Res. 1998,;54(6):814-9. https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-
4547(19981215)54:6%3C814:AID-JNR9%3E3.0.CO;2-3

Parfenova H, Fedinec A, Leffler CW. lonotropic glutamate receptors in
cerebral microvascular endothelium are functionally linked to heme
oxygenase. J Cereb Blood Flow Metab. 2003;23(2):190-7. https://doi.
0rg/10.1097/01.WCB.000004823561824.C4

Andras IE, Deli MA, Veszelka S, Hayashi K, Hennig B, Toborek M. The NMDA
and AMPA/KA receptors are involved in glutamate-induced alterations
of occludin expression and phosphorylation in brain endothelial cells. J
Cereb Blood Flow Metab. 2007,27(8):1431-43. https://doi.org/10.1038/
5jjcbfm.9600445

Scott GS, Bowman SR, Smith T, Flower RJ, Bolton C. Glutamate-stimu-
lated peroxynitrite production in a brain-derived endothelial cell line

is dependent on N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor activation.
Biochem Pharmacol. 2007;73(2):228-36. https://doi.org/10.1016/j.
bcp.2006.09.021

. Reijerkerk A, Kooij G, van der Pol SM, Leyen T, Lakeman K, van Het

Hof B, et al. The NR1 subunit of NMDA receptor regulates monocyte
transmigration through the brain endothelial cell barrier. J Neurochem.
2010;113(2):447-53. https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2010.06598 x.

. Negri S, Faris P, Pellavio G, Botta L, Orgiu M, Forcaia G, et al. Group 1

metabotropic glutamate receptors trigger glutamate-induced intracel-
lular Ca(**) signals and nitric oxide release in human brain microvascular
endothelial cells. Cell Mol Life Sci. 2019. https://doi.org/10.1007/50001
8-019-03284-1.

Abbott NJ, Patabendige AA, Dolman DE, Yusof SR, Begley DJ. Structure
and function of the blood-brain barrier. Neurobiol Dis. 2010;37(1):13-25.
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2009.07.030.

Sweeney MD, Kisler K, Montagne A, Toga AW, Zlokovic BV. The role

of brain vasculature in neurodegenerative disorders. Nat Neurosci.
2018;21(10):1318-31. https://doi.org/10.1038/541593-018-0234-x.
Krizanac-Bengez L, Mayberg MR, Janigro D. The cerebral vasculature

as a therapeutic target for neurological disorders and the role of

shear stress in vascular homeostasis and pathophysiology. Neurol Res.
2004;26(8):846-53. https://doi.org/10.1179/016164104X3789
HachinskiV, Einhdupl K, Ganten D, Alladi S, Brayne C, Stephan BCM,

et al. Preventing dementia by preventing stroke: the Berlin Manifesto.
Alzheimers Dement. 2019;15(7):961-84. https://doi.org/10.1016/].
jalz.2019.06.001.

Marchi N, Granata T, Freri E, Ciusani E, Ragona F, Puvenna V, et al. Efficacy
of anti-inflammatory therapy in a model of acute seizures and in a popu-
lation of pediatric drug resistant epileptics. PLoS ONE. 2011;6(3):e18200.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0018200.

Watanabe K, Tanaka M, Yuki S, Hirai M, Yamamoto Y. How is edaravone
effective against acute ischemic stroke and amyotrophic lateral scle-
rosis? J Clin Biochem Nutr. 2018;62(1):20-38. https://doi.org/10.3164/
jcbn.17-62.

Ramirez C, Tercero |, Pineda A, Burgos JS. Simvastatin is the statin that
most efficiently protects against kainate-induced excitotoxicity and
memory impairment. J Alzheimers Dis. 2011;24(1):161-74. https://doi.
0rg/10.3233/JAD-2010-101653.

Banach M, Czuczwar SJ, Borowicz KK. Statins—are they anticonvul-
sant? Pharmacol Rep. 2014;66(4):521-8. https://doi.org/10.1016/j.phare
0.2014.02.026.

20.

21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Page 12 of 13

Oesterle A, Laufs U, Liao JK. Pleiotropic effects of statins on the cardiovas-
cular system. Circ Res. 2017;120(1):229-43. https://doi.org/10.1161/CIRCR
ESAHA.116.308537.

Sierra S, Ramos MC, Molina P, Esteo C, Véazquez JA, Burgos JS. Statins as
neuroprotectants: a comparative in vitro study of lipophilicity, blood—
brain-barrier penetration, lowering of brain cholesterol, and decrease

of neuron cell death. J Alzheimers Dis. 2011;23(2):307-18. https://doi.
org/10.3233/JAD-2010-101179.

Nagaraja TN, Knight RA, Croxen RL, Konda KP, Fenstermacher JD. Acute
neurovascular unit protection by simvastatin in transient cerebral
ischemia. Neurol Res. 2006;28(8):826-30. https://doi.org/10.1179/17431
3206X153914

Toth AE, Walter FR, Bocsik A, Sdntha P, Veszelka S, Nagy L, et al. Edaravone
protects against methylglyoxal-induced barrier damage in human brain
endothelial cells. PLoS ONE. 2014;9(7):e100152. https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0100152.

Nomura S, Shimakawa S, Miyamoto R, Fukui M, Tamai H. 3-Methyl-1-phe-
nyl-2-pyrazolin-5-one or N-acetylcysteine prevents hippocampal mossy
fiber sprouting and rectifies subsequent convulsive susceptibility in a rat
model of kainic acid-induced seizure ceased by pentobarbital. Brain Res.
2014;1590:65-74. https://doi.org/10.1016/j.brainres.2014.05.017.

Deli MA, Abraham CS, Kataoka Y, Niwa M. Permeability studies on in vitro
blood-brain barrier models: physiology, pathology, and pharmacology.
Cell Mol Neurobiol. 2005;25(1):59-127. https://doi.org/10.1007/s1057
1-004-1377-8

Forster C, Kahles T, Kietz S, Drenckhahn D. Dexamethasone induces the
expression of metalloproteinase inhibitor TIMP-1 in the murine cerebral
vascular endothelial cell line cEND. J Physiol. 2007;580(Pt.3):937-49. https
///doi.org/10.1113/jphysiol.2007.129007

Sztriha L, Joo F, Szerdahelyi P, Eck E, Koltai M. Effects of dexametha-

sone on brain edema induced by kainic acid seizures. Neuroscience.
1986;17(1):107-14. https://doi.org/10.1016/0306-4522(86)90229-0
Walter FR, Valkai S, Kincses A, Petnehdzi A, Czeller T, Veszelka S, et al. A ver-
satile lab-on-a-chip tool for modeling biological barriers. Sens Actuators
B: Chem. 2016;222:1209-19. https://doi.org/10.1016/j.snb.2015.07.110.
Harazin A, Bocsik A, Barna L, Kincses A, Véradi J, Fenyvesi F, et al. Protec-
tion of cultured brain endothelial cells from cytokine-induced damage
by a-melanocyte stimulating hormone. PeerJ. 2018;6:e4774. https://doi.
org/10.7717/peerj.4774.

Perriere N, Demeuse P, Garcia E, Regina A, Debray M, Andreux JP,

et al. Puromycin-based purification of rat brain capillary endothelial

cell cultures Effect on the expression of blood-brain barrier-specific
properties. J Neurochem. 2005;93(2):279-89. https://doi.org/10.111
1/j.1471-4159.2004.03020.x

Nakagawa S, Deli MA, Kawaguchi H, Shimizudani T, Shimono T, Kittel A,
et al. A new blood-brain barrier model using primary rat brain endothe-
lial cells, pericytes and astrocytes. Neurochem Int. 2009;54(3-4):253-63.
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2008.12.002.

Basuroy S, Leffler CW, Parfenova H. CORM-AT prevents blood-brain
barrier dysfunction caused by ionotropic glutamate receptor-mediated
endothelial oxidative stress and apoptosis. Am J Physiol Cell Physiol.
2013;304(11):C1105-15. https://doi.org/10.1152/ajpcell.00023.2013.

Kiss L, Walter FR, Bocsik A, Veszelka S, Ozsvéri B, Puskas LG, et al. Kinetic
analysis of the toxicity of pharmaceutical excipients Cremophor EL and
RH40 on endothelial and epithelial cells. J Pharm Sci. 2013;102(4):1173-
81. https://doi.org/10.1002/jps.23458.

Bernard A, Ferhat L, Dessi F, Charton G, Represa A, Ben-Ari Y, et al. Q/R
editing of the rat GIURS and GIuR6 kainate receptors in vivo and in vitro:
evidence for independent developmental, pathological and cellular
regulation. Eur J Neurosci. 1999;11(2):604-16. https://doi.org/10.104
6/j.1460-9568.1999.00479.x

Hinoi E, Yoneda Y. Expression of GIUR6/7 subunits of kainate receptors

in rat adenohypophysis. Neurochem Int. 2001;38(6):539-47. https://doi.
0rg/10.1016/50197-0186(00)00115-7

Maric D, Liu QY, Grant GM, Andreadis JD, Hu Q, Chang YH, et al. Functional
jonotropic glutamate receptors emerge during terminal cell division
and early neuronal differentiation of rat neuroepithelial cells. J Neurosci
Res. 2000,61(6):652-62. https://doi.org/10.1002/1097-4547(20000
915)61:6<652:AID-JNR9>3.0.CO;2-J

Yao SY, Ljunggren-Rose A, Chandramohan N, Whetsell WO Jr, Sriram
S.Invitro and in vivo induction and activation of nNOS by LPS in


https://doi.org/10.1101/cshperspect.a022863
https://doi.org/10.2174/156802606776894519
https://doi.org/10.1177/088307380401900507
https://doi.org/10.1111/epi.16019
https://doi.org/10.1111/epi.16019
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-4547(19981215)54:6%3C814::AID-JNR9%3E3.0.CO;2-3
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-4547(19981215)54:6%3C814::AID-JNR9%3E3.0.CO;2-3
https://doi.org/10.1097/01.WCB.000004823561824.C4
https://doi.org/10.1097/01.WCB.000004823561824.C4
https://doi.org/10.1038/sj.jcbfm.9600445
https://doi.org/10.1038/sj.jcbfm.9600445
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2006.09.021
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2006.09.021
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2010.06598.x
https://doi.org/10.1007/s00018-019-03284-1
https://doi.org/10.1007/s00018-019-03284-1
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2009.07.030
https://doi.org/10.1038/s41593-018-0234-x
https://doi.org/10.1179/016164104X3789
https://doi.org/10.1016/j.jalz.2019.06.001
https://doi.org/10.1016/j.jalz.2019.06.001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0018200
https://doi.org/10.3164/jcbn.17-62
https://doi.org/10.3164/jcbn.17-62
https://doi.org/10.3233/JAD-2010-101653
https://doi.org/10.3233/JAD-2010-101653
https://doi.org/10.1016/j.pharep.2014.02.026
https://doi.org/10.1016/j.pharep.2014.02.026
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.116.308537
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.116.308537
https://doi.org/10.3233/JAD-2010-101179
https://doi.org/10.3233/JAD-2010-101179
https://doi.org/10.1179/174313206X153914
https://doi.org/10.1179/174313206X153914
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0100152
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0100152
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2014.05.017
https://doi.org/10.1007/s10571-004-1377-8
https://doi.org/10.1007/s10571-004-1377-8
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2007.129007
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2007.129007
https://doi.org/10.1016/0306-4522(86)90229-0
https://doi.org/10.1016/j.snb.2015.07.110
https://doi.org/10.7717/peerj.4774
https://doi.org/10.7717/peerj.4774
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2004.03020.x
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2004.03020.x
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2008.12.002
https://doi.org/10.1152/ajpcell.00023.2013
https://doi.org/10.1002/jps.23458
https://doi.org/10.1046/j.1460-9568.1999.00479.x
https://doi.org/10.1046/j.1460-9568.1999.00479.x
https://doi.org/10.1016/S0197-0186(00)00115-7
https://doi.org/10.1016/S0197-0186(00)00115-7
https://doi.org/10.1002/1097-4547(20000915)61:6<652::AID-JNR9>3.0.CO;2-J
https://doi.org/10.1002/1097-4547(20000915)61:6<652::AID-JNR9>3.0.CO;2-J

Barna et al. Fluids Barriers CNS

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

(2020) 17:5

oligodendrocytes. J Neuroimmunol. 2010;,229(1-2):146-56. https://doi.
org/10.1016/jjneuroim.2010.07.023.

Campos-Bedolla P, Walter FR, Veszelka S, Deli MA. Role of the blood-brain
barrier in the nutrition of the central nervous system. Arch Med Res.
2014;45(8):610-38. https://doi.org/10.1016/j.arcmed.2014.11.018.
Veszelka S, Toth AE, Walter FR, Datki Z, Mdzes E, Fllop L, et al. Docosahex-
aenoic acid reduces amyloid-{3 induced toxicity in cells of the neurovas-
cular unit. J Alzheimers Dis. 2013;36(3):487-501. https://doi.org/10.3233/
JAD-120163.

Lénart N, Walter FR, Bocsik A, Santha P, Toth ME, Harazin A, et al. Cultured
cells of the blood-brain barrier from apolipoprotein B-100 transgenic
mice: effects of oxidized low-density lipoprotein treatment. Fluids Barriers
CNS. 2015;12:17. https://doi.org/10.1186/512987-015-0013-y.

Veszelka S, Toth A, Walter FR, Toth AE, Gréf |, Mészaros M, et al. Com-
parison of a rat primary cell-based blood-brain barrier model with
epithelial and brain endothelial cell lines: gene expression and drug
transport. Front Mol Neurosci. 2018;11:166. https://doi.org/10.3389/fnmol
.2018.00166.

Friedman A, Heinemann U. Role of blood-brain barrier dysfunction

in Epileptogenesis. In: Noebels JL, Avoli M, Rogawski MA, Olsen RW,
Delgado-Escueta AV, editors. Jasper’s basic mechanisms of the Epilepsies
4th edition. Bethesda (MD): National Center for Biotechnology Informa-
tion (US); 2012. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK98210/.
Kuhlmann CR, Gerigk M, Bender B, Closhen D, Lessmann V, Luhmann HJ.
Fluvastatin prevents glutamate-induced blood-brain-barrier disrup-
tion in vitro. Life Sci. 2008;82(25-26):1281-7. https://doi.org/10.1016/j.
1fs.2008.04.017.

During MJ, Spencer DD. Extracellular hippocampal glutamate

and spontaneous seizure in the conscious human brain. Lancet.
1993;341(8861):1607-10. https://doi.org/10.1016/0140-6736(93)90754-5.
Hall CN, Reynell C, Gesslein B, Hamilton NB, Mishra A, Sutherland BA, et al.
Capillary pericytes regulate cerebral blood flow in health and disease.
Nature. 2014;508(7494):55-60. https://doi.org/10.1038/nature13165.
Vargas JR, Takahashi DK, Thomson KE, Wilcox KS. The expression of kain-
ate receptor subunits in hippocampal astrocytes after experimentally
induced status epilepticus. J Neuropathol Exp Neurol. 2013;72(10):919-
32. https://doi.org/10.1097/NEN.0b013e3182a4b266.

Cauley K, Kukekov V, Young D. Kainate/AMPA receptors expressed

on human fetal astrocytes in long-term culture. J Neurosci Res.
1997;47(3):311-21. https://doi.org/10.1002/(SIC1)1097-4547(19970
201)47:3%3c311:AID-JNR9%3e3.0.CO;2-L.

Naseem KM. The role of nitric oxide in cardiovascular diseases.

Mol Aspects Med. 2005;26(1-2):33-65. https://doi.org/10.1016/.
mam.2004.09.003

49.

50.

51.

53.

54.

55.

56.

57.

Page 13 of 13

Lei DL, Yang DL, Liu HM. Local injection of kainic acid causes widespread
degeneration of NADPH-d neurons and induction of NADPH-d in
neurons, endothelial cells and reactive astrocytes. Brain Res. 1996;730(1—
2):199-206. https://doi.org/10.1016/0006-8993(96)00447-7

Zacco A, Togo J, Spence K, Ellis A, Lloyd D, Furlong S, et al. 3-hydroxy-
3-methylglutaryl coenzyme A reductase inhibitors protect cortical
neurons from excitotoxicity. J Neurosci. 2003;23(35):11104-11. https://
doi.org/10.1523/JNEUROSCI.23-35-11104.2003

Malfitano AM, Marasco G, Proto MC, Laezza C, Gazzerro P, Bifulco M.
Statins in neurological disorders: an overview and update. Pharmacol Res.
2014;88:74-83. https://doi.org/10.1016/j.phrs.2014.06.007.

. Onodera H, Arito M, Sato T, Ito H, Hashimoto T, Tanaka Y, et al. Novel

effects of edaravone on human brain microvascular endothelial cells
revealed by a proteomic approach. Brain Res. 2013;1534:87-94. https.//
doi.org/10.1016/j.brainres.2013.08.019.

Nakano-Okuda Y, Hasegawa K, Hirai K, Kanai-Ochiai R, Morimoto M, Sugi-
moto T. Effects of edaravone on N-methyl-p-aspartate (NMDA)-mediated
cytochrome c release and apoptosis in neonatal rat cerebrocortical slices.
Int J Dev Neurosci. 2006;24(6):349-56. https://doi.org/10.1016/].ijdev
neu.2006.08.001

Miyamoto R, Shimakawa S, Suzuki S, Ogihara T, Tamai H. Edaravone
prevents kainic acid-induced neuronal death. Brain Res. 2008;1209:85-91.
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2008.02.064.

Blecharz KG, Haghikia A, Stasiolek M, Kruse N, Drenckhahn D, Gold R,

et al. Glucocorticoid effects on endothelial barrier function in the murine
brain endothelial cell line cEND incubated with sera from patients

with multiple sclerosis. Mult Scler. 2010;16(3):293-302. https://doi.
org/10.1177/1352458509358189.

Hue CD, Cho FS, Cao S, Dale Bass CR, Meaney DF, Morrison B 3rd.
Dexamethasone potentiates in vitro blood-brain barrier recovery after
primary blast injury by glucocorticoid receptor-mediated upregulation of
Z0-1 tight junction protein. J Cereb Blood Flow Metab. 2015;35(7):1191—
8. https://doi.org/10.1038/jcbfm.2015.38.

Minami T, Okazaki J, Kawabata A, Kawaki H, Okazaki Y, Tohno Y. Roles

of nitric oxide and prostaglandins in the increased permeability of the
blood-brain barrier caused by lipopolysaccharide. Environ Toxicol Phar-
macol. 1998;5(1):35-41. https://doi.org/10.1016/51382-6689(97)10004-7

Publisher’s Note
Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in pub-
lished maps and institutional affiliations.

Ready to submit your research? Choose BMC and benefit from:

fast, convenient online submission

thorough peer review by experienced researchers in your field

rapid publication on acceptance

support for research data, including large and complex data types

gold Open Access which fosters wider collaboration and increased citations

maximum visibility for your research: over 100M website views per year

K BMC

At BMC, research is always in progress.

Learn more biomedcentral.com/submissions



https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2010.07.023
https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2010.07.023
https://doi.org/10.1016/j.arcmed.2014.11.018
https://doi.org/10.3233/JAD-120163
https://doi.org/10.3233/JAD-120163
https://doi.org/10.1186/s12987-015-0013-y
https://doi.org/10.3389/fnmol.2018.00166
https://doi.org/10.3389/fnmol.2018.00166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK98210/
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2008.04.017
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2008.04.017
https://doi.org/10.1016/0140-6736(93)90754-5
https://doi.org/10.1038/nature13165
https://doi.org/10.1097/NEN.0b013e3182a4b266
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-4547(19970201)47:3%3c311:AID-JNR9%3e3.0.CO;2-L
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-4547(19970201)47:3%3c311:AID-JNR9%3e3.0.CO;2-L
https://doi.org/10.1016/j.mam.2004.09.003
https://doi.org/10.1016/j.mam.2004.09.003
https://doi.org/10.1016/0006-8993(96)00447-7
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.23-35-11104.2003
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.23-35-11104.2003
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2014.06.007
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2013.08.019
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2013.08.019
https://doi.org/10.1016/j.ijdevneu.2006.08.001
https://doi.org/10.1016/j.ijdevneu.2006.08.001
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2008.02.064
https://doi.org/10.1177/1352458509358189
https://doi.org/10.1177/1352458509358189
https://doi.org/10.1038/jcbfm.2015.38
https://doi.org/10.1016/S1382-6689(97)10004-7

SUPPLEMENTARY DATA

Simvastatin, edaravone and dexamethasone protects against kainate-induced brain

endothelial cell damage

Lilla Barna, Fruzsina R. Walter, Andras Harazin, Alexandra Bocsik, Andras Kincses, Vilmos

Tubak, Katalin Josvay, Agnes Zvara, Patricia Campos-Bedolla, Maria A Deli

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 CO> then forebrains were collected in
phosphate buffered saline (PBS) on ice. After removing meninges, the tissue was cut into
1 mm?® pieces and enzymatically digested by 1 mg/ml collagenase type Il (Roche,
Switzerland), and 15 pg/ml deoxyribonuclease type 1 (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 x 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 pg/ml
deoxyribonuclease type | (Roche, Switzerland) for 35 min at 37 °C. Brain microvascular
endothelial cell clusters were separated on a 33 % Percoll gradient (1,000 x g, 10 min) then
collected and washed twice in DMEM/F12. Cells were seeded onto collagen type IV and
fibronectin coated (100 ug/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 pg/ml insulin, 5 pg/ml transferrin, 5 ng/ml sodium selenite (Pan Biotech,
Germany), 10 mM Hepes, 1 ng/ml basic fibroblast growth factor, 100 pg/ml heparin and
50 pg/ml gentamycin. During the first three days of culture the capillary endothelial cells
were kept in culture medium containing 3 pg/ml puromycin to eliminate P-glycoprotein
negative cell types [Perricre 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

1



(100 pg/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 pg/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 um, Millipore, USA) to remove larger
vessels and tissue debris. Cell clusters were plated onto uncoated 75cm? flasks (TPP,
Switzerland) and cultured in DMEM supplemented with 10 % FBS and gentamycin
(50 ug/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 pg/ml)
coated 12-well plates (Corning, USA) at a cell number of 5 x 10* 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 x 10* cells/cm?) were passaged to
the bottom side of the 12-well format culture inserts (Transwell clear, polyester membrane,
0.4 pm pore size, 1.12 cm? surface; Corning, USA) coated with collagen type 1V (100 pg/ml),
then brain endothelial cells (7.5 x 10* cells/cm?) were added to the upper side coated with
collagen type 1V and fibronectin (100 ug/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 [Perriére et al., 2005].
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Astrocytes Pericytes
GFAP staining a-SMA staining

Figure S1. Characterization of primary rat astrocytes and pericytes. Cell morphology was
characterized by glial fibrillary acidic protein (GFAP, astroglia) and a-smooth muscle actin
(a-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-a-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 um.
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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.
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Figure S3. Expression of housekeeping genes (B-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.



Table S1. Origin and catalogue number of reagents used in this study

Product name Company Country Cr?lj?rl]%%l:e
collagenase type Il Roche Switzerland C6885
deoxyribonuclease type | Roche Switzerland D4513
e oo | eieges | US| axesoas
DuIb_ecco's Mpdified_ Eagle Gibco. Life
Medium/Nutrient Mixture F-12 Techno,logies USA 31331028
(DMEM/F12)
bovine serum albumin (BSA) Sigma, Merck Germany AT7906
collagenase-dispase Roche Germany 11097 113001
Percoll Sigma, Merck Germany P4937
collagen type IV Sigma, Merck Germany C5533
fibronectin Sigma, Merck Germany F1141
EJFI)aDsga-derived bovine serum First Link UK 60-00-850
insulin
transferrin Pan Biotech Germany P07-03110
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 (H202) Molar Chemicals Hungary 03650
sodium nitroprusside (SNP) Sigma, Merck Germany 71778
collagen type | iscI)Iated in our i i

aboratory
TriFast reagent VWR International USA 30-2010
g"y?}’i;g;gﬁtt Strand cDNA Thermo Fisher USA K1671
FIREPol DNA Polymerase Solis BioDyne Estonia 01-01-01000




agarose VWR International USA 443666A

Evans blue Sigma-Aldrich USA E2129

sodium fluorescein Sigma-Aldrich USA F6377

chloromethyl-dichloro- .

dihydro-fluorescein diacetate Mole_lggl?]rnzlrgbie::é Life USA C6827

(DCFDA) g

4-amino-5-methylamino-2°,7’- .

difluorofluorescein diacetate MOIeﬁ:l?]rnzlrgbfjs’ Life USA D23844

(DAF-FM) g

pluronic acid Molecular Probfes, Life USA P6867
Technologies

paraformaldehyde Sigma-Aldrich USA 441244

Triton-X100 AppliChem Germany A4975

rabbit anti-claudin-5 polyclonal | - ;012 Ajdrich USA SAB4502981

antibody

rab_blt anti-ZO-1 polyclonal Invitrogen USA 61-7300

antibody

antl_-rabblt segondary antibody Sigma-Aldrich USA C2306

conjugated with Cy3

H33342 nucleus stain Calbiochem USA 382065

Fluoromount-G Southern Biotech USA 0100-01




Table S2. Rat-specific primers used for RT-PCR.

Primer Tm  Amplicon
name Sequence C) length (bp) Gene ID
Glukl W GGTATAACCCCCACCCATGCAACC
GIURE 53 314 NM_017241.2
u v  GAAGGTCATCGTCGAGCCATCTCTG
Glukz) W GGTATAACCCACACCCTTGCAACC
GIUR6 56 452 NM_019309.2
u rv  TGACTCCATTAAGAAAGCATAATCCGA
Gluka W CTTCTTCAAGAAATCCAAGATCTCCACC
GIURT 57 483 NM_181373.3
u rv  TGCTCCCGTTCCGCTGTCTTGC
Gluka/ W TACTCTCTGGGCAACAGCCT
56 289 NM_012572.1
KA-1 v  AGGTCTGGTAGCGGGAATTT
Gluks/ W TCGCCCGTGTCCTCAACTCA
55 398 NM_031508.2
KA-2 rv  CACCGACACCTCCTCAGACTCCG
ANOS/ W TCTACGCCACAGAGACAGGCAAAT
51 92 NM_052799
NOS1 1y CATGGACATTGCCTTGGCATCGAA
iNOS/ W  AGCATCCCAAGTACGAGT
48 140 NM_012611
NOS2 |, AATCTCGGTGCCCATGTA
?“N(%Sg fw  CGGAGAATGGAGAGAGCTTT 50 113 NM_021838
fw TACTCTGTGTGGATTGGTGGC
B-actin 52 150 NM_031144.3
v  GGTGTAAAACGCAGCTCAGTAA
fw GGTCATCAACGGGAAACCC
GAPDH 55 356 NM_017008.4

TCTGAGTGGCAGTGATGGCA
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: The medicinal properties of grapes (Vitis vinifera L.) are well known since an-

Blood-brain barrier cient times. Ethnobotanical grape preparations, like the Ayurvedic Darakchasava are used as cardiotonic and for

Brain _endmhehal cell the treatment of cardiovascular diseases. Dried grape products are also applied in Iranian traditional medicine

Eyt“)kme;_ for memory problems, which are linked to the pathology of brain microvessels, a special part of the cardio-
picatechin

vascular system. The anti-inflammatory and protective effects of these traditional preparations on the cardio-
G T vascular system are related to their bioactive phenolic compounds.

rape-seed proanthocyanidin-rich extract
Leptin receptors Aim of the study: The blood-brain barrier (BBB), formed by brain capillaries, is not only involved in inflammatory and
Resveratrol 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 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.
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-a (TNF-a) and interleukin-1  (IL-1f)
(10ng/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 (10 pg/ml), EC (10 uM), GA (1 pM) or RSV (10 uM) 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-kB 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 BBB model, 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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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-1B interleukin-1p3

kDa kilodalton

LRP2 low density lipoprotein-related protein 2

NF-xB  nuclear factor k-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-a tumor necrosis factor-a

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 (Bull6 et al., 2003; Marseglia et al., 2014).
Pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor-a (TNF-a) and in-
terleukin-1f (IL-1P) 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.
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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 Ptplb (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%, 1kg extract is produced from 100kg 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 1 mm? pieces by scalpel and digested with enzymes (1 mg/
ml collagenase type II, and 15 pg/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.
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Microvessels were separated from the myelin rich brain tissue fraction
by centrifugation in 20% BSA-DMEM gradient (1000xg, 20 min, 3
times). The collected vessels were further digested with enzymes (1 mg/
ml collagenase-dispase, and 15 pg/ml deoxyribonuclease type I; Roche,
Basel Switzerland) in DMEM/F12 at 37 °C for 35 min. Brain micro-
vascular endothelial cell clusters were separated on a 33% continuous
Percoll gradient (1000x g, 10min), collected, and washed twice in
DMEM/F12. Cells were seeded onto Petri dishes (100 mm; Orange
Scientific, Braine-I'Alleud, Belgium) coated with collagen type IV and
fibronectin (100 pg/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 pg/ml heparin and 50 pg/ml genta-
mycin. For the first 3 days of culture cells were grown in medium with
3 pg/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 um pore size, 1.12 cm? 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 (15 min), 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 pm, Millipore, MA, USA) to
collect large, undissociated tissue pieces and blood vessels. Cells from
the filtrate were pipetted into uncoated 75cm? flasks (TPP,
Trasadingen, Switzerland) in DMEM containing 10% FBS (Gibco, CA,
USA) and gentamycin (50 pg/ml). When cells reached 90% confluency,
they were passaged for 12-well plates (Corning, NY, USA) at a cell
number of 5 x 10*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 1-50pug/ml, RSV and EC
1-100 uM, and GA 0.3-10uM. 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-a (10 ng/ml) and IL-1f3 (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
10 min 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 20 min under sterile air-flow. For background
measurements culture medium (60 pul) was added to each well, then
50pul of RBEC suspension was distributed at a cell density of
5 x 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 AACt 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
24h. It was quantified by Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, Madrid, Spain). To perform the western blot, a total of 25 ug

Table 1
A summary of the rat-specific primer sequences used for qRT-PCR analysis.

Journal of Ethnopharmacology 247 (2020) 112253

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 -
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 uM RSV or EC,
1 uM GA or 10 pg/ml GSPE for 30 min, then 10 ng/ml TNF-a + 10 ng/
ml IL-13 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 (Q cm?) 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 uM RSV,
10 uM EC, 1 uM GA or 10 pug/ml GSPE) for 30 min, then treated with
the combination of cytokines (TNF-a + IL-1f3, 10 ng/ml each) for 6 h.
For the permeability measurement two marker molecules, fluorescein
sodium (MW: 376 Da, 10 pg/ml) and Evans blue labeled albumin
(67 kDa; 1% albumin and 167.5 pg/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

Primer name Direction Primer sequences (5’-3') Primer length (nucleotides) Tm (°C) Amplicon lenght (nucleotides)

Clu FwW gctetcageaategggtgaa 20 55 153
RV atgccattgtcccaggtcag 20 54

Lrp2 FwW ggagccagtcagtagccaag 20 51 136
RV cctgggaggacagecaattt 20 55

Ob-Ra FW cactgttaatttcacaccagag 22 55 235
RV gtcattcaaaccatagtttagg 22 53

Ob-Rb FW ccagtacccagagccaaagt 20 59 122
RV ggatcgggcttcacaacaagce 21 62

Ppia FW cttcgagctgtttgcagacaa 21 53 138
RV aagtcaccaccctggcacatg 21 57

Ptplb FwW cccttttgaccacagtcgga 20 55 119
RV ttggtaaagggeeetgggtg 20 58

Socs3 FwW 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 (P,pp) were
calculated as described in our earlier studies (Campos-Bedolla et al.,
2014; Harazin et al., 2018).

For the leptin transfer experiment RSV (10 uM) and GSPE (10 ug/
ml) were chosen to be tested either alone or combined with cytokines.
In the last 1h of the experiment, leptin (1 ug/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; Lénart 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 1hat 37 °C. Treatments were
done in phenol red-free culture medium containing 2 uM DAF-FM or
2uM DCFDA and 1.5puM pluronic acid (Molecular Probes, Life Tech-
nologies, USA) to help the probes penetrating the cell membrane. As a
positive control sodium nitroprusside (60 M) was used for the NO
production measurement and hydrogen peroxide (100 uM) for the ROS
assay. Fluorescence was detected by Fluostar Optima multiwell plate
reader (BMG Labtechnologies, Germany) at 485nm excitation and
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520 nm emission wavelengths at every 5 min for 1 h. Fluorescent values
were presented as a percentage of the control group.

2.10. Immunbhistochemistry

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 cm?, borosilicate, VWR, USA) coated
with collagen type I for NF-kB staining. Cells treated with cytokine and/
or phenolic compounds (6 h for junctional proteins and leptin receptor,
1h for NF-xB) were fixed and permeabilized with ice-cold acetone-
methanol (1:1) for 5 min, washed with PBS, then blocked in 3% BSA-
PBS for 1 h at room temperature. Incubation with rabbit anti-3-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 hat room temperature. Rabbit anti-p65 poly-
clonal antibody (sc-372, Santa Cruz Biotechnology, USA) was used to
stain NF-kB 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 1hat
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-kB 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 pg/ml),
epicathecin (EC; 1, 10, 50 and 100 pM),
gallic acid (GA; 0.3, 1, 3 and 10 pM) and
resveratrol (RSV; 1, 10, 50 and 100 pM).
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.

10 1 10 50 100

GSPE (ug/ml) EC (uM)
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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 48h 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 pg/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 uM) compared to the other condi-
tions (Fig. 1). At 48-h incubation time-point GSPE at 50 ug/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 puM, 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 ug/ml for GSPE, 10 uM for RSV or EC, and 1 uM for GA.

3.2. Effect of phenolic compounds on cytokine treated BBB model: cell
impedance and barrier integrity

The treatment concentrations of TNF-a and IL-1f (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 x 10”5 cm/s) and albumin
(0.35 + 0.10 X 10™>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 uM
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 (3-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 PB-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
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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
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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-a and IL-1f (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.

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 (Lénart et al., 2015).

3.4. Effect of phenolic compounds on cytokine-induced NF-xB 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-kB transcrip-
tional factor from the cell cytoplasm to the nucleus as shown in our
previous study (Harazin et al., 2018). The localization of NF-kB p65 is
mostly cytoplasmic in the control group, which changes after treatment
with inflammatory cytokines in rat brain endothelial cells (Fig. 5). This
NF-kB 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.
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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 pg/ml GSPE, 10 uM EC, 1 uM GA or 10 uM 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 (P, 8.7 + 0.1 107 ° 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

CK+EC

CK+GA CK+RSV

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 B-catenin. The control group received culture medium. Scale bar: 10 um. C, control group; CK, cytokine treated group; GSPE,
grape seed proanthocyanidin-rich extract; EC, epicathecin; GA, gallic acid; RSV, resveratrol.
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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; H>O,, hydrogen peroxide, SNP, sodium nitroprusside.

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-a and IL-1f3 (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-a and IL-1f3, as reflected by the reduced impedance and resistance

A c cK CK+GSPE B

Fluorescent intensity

c

CK+EC

CK+GA CK+RSV

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; Wicinski 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. 5. Immunohistochemical staining and

analysis of NF-kB activation. A) Rat brain

endothelial cells were treated with culture

"k medium, cytokines, or cytokines and grape
seed proanthocyanidin-rich extract or grape
phenolic compounds. Nuclear localization of
the NF-kB p65 subunit was monitored by
immunostaining (green). Cell nuclei were
labeled with Hoechst 33342 (blue). Scale
bar: 10 um. B) Fluorescent intensity of the
NF-kB 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,
+CK #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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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.
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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 um. 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.)
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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-xB,
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
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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.

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 ug/mL GSPE was
1.16 uM (0.34 pg/mL) for EC, 0.89 uM (0.15 pg/mL) for GA and 0 uM
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-
kB 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,
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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 K, 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-kB 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.
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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+74
Epigallocatechin gallate 0.1+£0.0
Trimer C1 44+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.
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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.
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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.
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