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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A vér-agy gat dinamikus hatarfeliiletet képez a kozponti idegrendszer és a vér kozott, igy
segit az ionos homeosztazis fenntartdsaban. A gatrendszer homeosztazist fenntart6 és védelmi
rendszerei, valamint azok vizsgalata €élettani koriilmények kozott és betegségekben is fontos. A
legtobb korallapotban megfigyelhetéek a helyi, és sokszor az egész szervezetet érintd
gyulladdsos folyamatok, amelyek befolyasoljak a barrierek miikddését is. A vér-agy gat
els6dleges karosodasat okozhatja trauma, gyulladas, fertdz¢s, és kialakulhat agyvérzés, agyi
iszkémia, vagy epilepszia hatasara is. Ezekben a folyamatokban a citokinek és a glutamat

kiemelt szerepet jatszanak (1. abra).
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1. abra. A gyulladéskelt6 citokinek és kemokinek vér-agy gatat karositd hatdsa. BBB: vér-agy gat,
MCP1: monocita kemoattraktans fehérje-1, IL-1pB: interleukin-1p, IL-6: interleukin-6, ROS: reaktiv
oxigéngyok, TNF-a: tumor nekrozis faktor-a (Setiadi és mtsai, 2018 alapjan).

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 (1. abra), amelyek a vér-agy gat megnyilas fennmaradasahoz és a
neuroinflammacié fokozddasahoz vezetnek. A citokinek tovabb erGsitik az asztrocita
aktivalddast, ami a megemelkedett extracellularis glutamat szinten és a megvaltozott glutamat
metabolizmuson keresztiil noveli az idegi halozatok serkenthetdségét. Az igy létrejott
patologias koriilmények kozott a megemelkedett extracelluldris glutamat szint tovabb kérositja
a vér-agy gat miikodését, emellett tulingerli a glutamat receptorokat, ezen keresztiil megnoveli
az intracellularis kalciumion-koncentraciot és az idegsejtek pusztuldsdhoz vezet. Ezek a

folyamatok egymast erdsitve idegi miikodési zavarok, kronikus gyulladas, és fokalis epilepszia



kialakulasat eredményezik az agyban. A kainat a glutamat szerkezeti analdgja, amit a kainat
receptorok nagy affinitassal kotnek. Elterjedt farmakon a kisérletes epilepszia modellek
létrehozasaban. A kainsav mint excitotoxin hosszitavii morfoldgiai valtozdsokat képes
eléidézni az idegsejtekben.

A kainsav altal kivaltott vér-agy gat karosodasrol mar rendelkezésre allnak adatok
kisérletes allatmodelleken, de a kainsav kozvetlen hatasat agyi endotélsejt tenyészeteken eddig
nem vizsgaltdk. Mivel a vér-agy gat karosodas fontos eleme sok idegrendszeri betegség
patomechanizmusanak, ezért a vér-agy gat védelme fontos terapids célpont lehet ezek
gyogyitasaban. A gyulladasos citokinek agyi endotélsejtekre kifejtett karositdo hatasair6l mar
szamos adat ismert, azonban ezek kivédése a vér-agy gat szintjén tovabbra is fontos feladat.
Egyre nagyobb figyelmet kapnak a természetes vegyiiletek, mint terapias szerek idegi
gyulladdsok kezelésében, foképpen az antioxidans, antiapoptotikus, gyulladdscsokkentd és
neuroprotektiv hatdsuk miatt. Sok ndvényi hatéanyagrol feltételezik, hogy jotékony hatasu
lehet az idegi gyulladassal jaro kozponti idegrendszeri betegségekben. A sz6l6ben talalhatd
bioaktiv fenolos vegyliletek szamos sejtvédé tulajdonsaggal rendelkeznek, mint a
gyulladascsokkentd, antioxidans és kardioprotektiv hatas.

Célunk ezért az volt, hogy megvizsgaljuk a kainsav kozvetlen hatasat tenyésztett agyi
endotélsejteken, és hogy tanulméanyozzuk a gyoégyszerhatdbanyagok potencialis véddohatasat
kainat okozta karositassal szemben, valamint megvizsgaljuk a sz0l6bdl szarmazo természetes
vegyiiletek hatdsat a gyulladésos citokinekkel karositott vér-agy gat modellen. Kisérleteink
soran harom hatéanyagot vizsgaltunk az agyi endotélsejteken megfigyelt kainsav okozta
valtozasok kivédésére, a gyulladdscsokkentd dexametazont €s szimvasztatint, valamint a
szabadgyokfogd edaravont. A citokinekkel karositott vér-agy gat modell védelmére harom
fenolos vegyiilet, az epikatekin, a galluszsav és a rezveratrol, valamint a tobb fenolos vegyiiletet

is tartalmazo6 sz6l0mag kivonat hatasat tanulmanyoztuk.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1. Vegyszerek

Minden laboraru, reagens és vegyszer beszerzése a Sigma-Aldrich Kft.-t6] tortént, hacsak
masképpen nem jeloltik. A proantocianidin-gazdag szélémagkivonat (GSPE) egy
kereskedelemben elérhetd termék (Vitaflavan®), amit a Les Dérives Résiniques et Terpéniques
(Dax, Franciaorszag) cég bocsatott a rendelkezésiinkre. A kivonat epikatekint és galluszsavat
tartalmaz, azonban rezveratrol nem talalhatd benne. A rezveratrolt a Fabron Iberica (Barcelona,

Spanyolorszag) cégtdl szereztiik be.



2.2. A vér-agy gat in vitro modellezése

A kisérleteinket primer patkdny agyi endotél egysejtrétegen, valamint a permeabilitasi
teszt és a sejtkapcsold fehérjék immunfestése esetében harom sejttipusbol allo ko-kultira
modelleken végeztiik, amelyekhez primer patkany agyi endotél-, pericita- és gliasejteket
tenyésztettiink egyiitt. A kiilonbozd sejttipusok izoldlasat és a modellek Osszeallitasat
csoportunk mar tobb kdzleményében is leirta (Nakagawa és mtsai, 2009; Walter és mtsai, 2015;
Harazin és mtsai, 2018). A ko-kultiira modellhez a tenyésztobetétek poliészter membranjanak
(0,4 um porusméret, 1,12 cm? felszin; Transwell, Corning Costar, USA) also, un. abluminalis
felszinére pericitakat szélesztettiink, majd hagytuk a sejteket letapadni. Ezutan a
tenyésztobetéteket a 12-lyukt lemezekben talalhatdo asztrogliasejtek folé helyeztiik, és a
membranok felsé, un. luminalis oldalara agyi endotélsejteket pipettaztunk. A harom sejttipust

ezt kovetden 5 napig tenyésztettiik egyiitt.

2.3. A tenyészetek kezelése

készitett kainsav oldattal kezeltiik 1 és 24 6ran keresztiil. A kainsav kezelési koncentraciokat
szakirodalmi adatok alapjan hataroztuk meg. A harom gyogyszerként is hasznalt hatdanyag, a
szimvasztatin, az edaravon, ¢és a dexametazon 0nallo, illetve kainattal szembeni protektiv
hatasat 1 uM koncentracioban vizsgaltuk. A citokinekkel karositott modell esetében a TNF-a
¢és IL-1P gyulladasos citokinek kombinaciojat (10+10 ng/ml) alkalmaztuk (Harazin és mtsai,
2018). A szdéldmag kivonat (10 pg/ml), a rezveratrol (10 uM), az epikatekin (10 uM) és a
hepatdma sejtvonalon végzett kisérletei alapjan allapitottuk meg. Mindkét kisérletsorozat
esetén a kontroll csoportba a nem kezelt, azonban minden mas koriilményben azonosan

tenyésztett sejtek tartoztak.

2.4. Reverz transzkripciot koveté polimeraz lancreakcié (RT-PCR) és kvantitativ
valosidejii polimeraz lancreakcié (QPCR)

Az 6t kainat receptor és harom nitrogén-monoxid-szintaz izoforma gének aktivitasanak
vizsgalatahoz agykérget és agyi mikroereket izolaltunk Wistar patkanyokbol, valamint patkany
agyi endotélsejteket tenyésztettiink. A mintdkat TriFast reagensben homogenizaltuk. Ezt
kovetden a gyartd protokollja szerint az 6ssz-RNS-t kloroformmal kivontuk, majd az 6ssz-
RNS-ek 1-1 pg-jat minden mintabol és kezelési csoportbol DNaz enzimmel kezeltiik. Ezutan a

Maxima First Strand cDNS-szintézis kit segitségével reverz transzkripciot végeztiink. A



polimeraz lancreakcidkat Labcycler 48 Gradient muiszerrel végeztiink FIREPol DNS polimeraz
segitségével. A kapott amplikonokat 2% agar6z gélen azonositottuk, majd az izolalt PCR
fragmenteket kapillaris szekvendlassal igazoltuk. A NOS izoformdk génaktivitasdban
bekovetkezett valtozdsokat qPCR-ral is megvizsgaltuk. A polimeraz lancreakciot 2 x Power
SYBR Green PCR Master Mix felhasznalasaval hajtottuk végre RotorGene 3000 miiszer
segitségével. Minden gén kifejez6dését a B-aktinhoz és a GAPDH-hoz, mint belsé kontrollhoz
normalizaltuk (ACt). A AACt meghatarozasdhoz a célgének génexpresszidjat a kezeletlen,
kontroll csoport génexpresszidjahoz viszonyitottuk. A relativ génexpresszids valtozast a 2744¢

formula segitségével hataroztuk meg.

2.5. Valoésidejii sejtanalizis

A sejttenyészetek bioldgiai allapotdnak nyomon kovetésére impedanciamérd rendszert
(xCELLigence RTCA-SP, Agilent, USA) hasznaltunk, amely a sejtek ndvekedésérol.
letapadasarol és életképességérol ad informacidt. Az impedanciamérés eldonye, hogy jelzdéanyag
nélkiili, valosidejii vizsgalatot tesz lehetdvé akar hosszi idon keresztiil is. A sejteket egy
specialis, 96-lyuku tenyésztdlemezbe szélesztettiik, amely impedancia mérésére alkalmas arany
elektrodakat tartalmaz az aljan. A sejtek a kirakast kovetd 3. napon bendtték a teljes felszint,
nem novekedett tovabb a sejtindex. Ekkor a sejteket kainsavval és védéanyagokkal kezeltiik. A
miiszer a sejtindexet a kezelés utan 10 percenként rogzitette 24 dran keresztiil. Az impedancia

értekeket a kezelés eldtti utolso idépont értékeihez normalizaltuk.

2.6. A vér-agy gat modell gatmiikodésének vizsgalata

Az agyi endotélsejtek kozotti szoros kapcsolatokat kialakito fehérjék korlatozzak a
paracellularis Ut atjarhatosagat. A transzendotelialis elektromos ellenédllas (TEER) egy olyan
érzékeny modszer, ami a gatrendszerek paracellularis szorossagat tiikrozi. A agyi endotélsejtek
ellendllas értékeit Epithelial Volt/Ohm Meter (EVOM) rezisztencia-mérdvel és STX-2
elektroddkkal mértiik a harmas ko-kultira modelleken. A TEER értékekbdl levontuk a
sejtmentes tenyésztobetéteken mért ellenallis értékek atlagat (~110 Q x cm?), majd a
tenyésztémembran felszinéhez viszonyitva (Q x cm?) atlagoltuk és abrazoltuk a TEER
értekeket.

Az endotél sejtrétegek permeabilitdsanak meghatarozasahoz két olyan jelzéanyagot
hasznaltunk, amelyekre a sejtréteg ateresztoképessége élettani koriilmények kozott alacsony:
ezek a paracellularis uton atjuté fluoreszcein és a transzcellularis Gtvonalon atjutdé szérum

albumin. Ezeknek a permeabilitasi jelzémolekuldknak az atjutasat mind a kontroll, mind a



kezelt csoportokon megmértiik. A kisérlet végén 6sszegytijtottiik a folyadékokat az alsoé és felsd
lemezolvasoval A kapott eredményeket a latszolagos permeabilitasi egyiitthatd (Papp)

segitségével fejeztik ki.

2.7. Leptintranszport vizsgalatok

A leptin atjutasanak vizsgalatat TNF-a és IL-1B gyulladéasos citokinekkel torténd 6 oras
karositas utan mértiik. A rezveratrolt és a proantocianidin-gazdag sz616mag kivonatot vagy
onalloan teszteltiik, vagy 30 perc eldkezelést kovetden. A kezelés utols6 1 orajaban a
tenyésztobetétek felsd folyadékterében 1évo oldatokhoz adtuk a leptint (1 pg/ml). A kezelés
végén Osszegyljtottiik a folyadékokat mindkét folyadéktérbdl, majd a mintdk leptin tartalmat
ELISA kit (Merck, Németorszag) felhaszndlasdval hataroztuk meg a gyartd utasitdsainak

megfelelden.

2.8. Reaktiv oxigéngyokok képzodésének vizsgalata

Az oxidativ stressz mértékének megallapitdsa céljabol kisérleteink soran a reaktiv
oxigéngyokok (ROS) képzddését is vizsgaltuk agyi endotélsejtekben. Ehhez a 2°,7’-dikloro-
dihidro-fluoreszcein diacetatot (DCFDA) alkalmaztuk. Az 6nall6 kainat kezelést 1 és 24 6ran
keresztiil végeztiik, a védéanyagok 0ndllo és kainsavval szembeni hatdsit pedig 1 6ran at
vizsgaltuk. A fenolos vegyiiletek 6nallé és gyulladdsos citokinekkel szembeni hatasat 1 6ran
keresztiil kovettiik nyomon. A kezeldoldatokat 2 uM DCFDA-t tartalmazé Ringer-HEPES
oldatra cseréltiik és a sejteket tjabb 1 6ran 4t inkubaltuk, mikdzben 5 percenként fluoreszcencia
intezitdst mértliink fluoreszcens leolvasd késziilékkel. Referenciavegyiiletként hidrogén-

peroxid oldatot (100 uM) hasznaltunk.

2.9. Nitrogén-monoxid felszabaduldsanak vizsgalata

Az agyi endotélsejtek intracellularis nitrogén-monoxid (NO) tartalméanak
meghatarozasahoz a 4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluoreszcein diacetatot (DAF-FM
diacetat) hasznaltuk. A kezelési koncentraciok és idok a kainsavas és citokines modellek
esetében is megegyeztek a 2.8. pontban leirtakkal. A kezeldoldatokat 2 uM DAF-FM diacetatot
tartalmaz6 Ringer-HEPES oldatra cseréltiik és a sejteket Gijabb 1 6ran 4t inkubaltuk, mikdzben
5 percenként fluoreszcencia intezitdst mértiink fluoreszcens leolvasd késziilékkel.

Referenciavegyiiletként natrium-nitroprusszid oldatot (100 uM) hasznaltunk.



2.10. Immunhisztokémia

Sejtkapcsolo fehérjék immunfestése: A klaudin-5 integrans membran fehérjét és a ZO-1
linker fehérjét mutattuk ki az agyi endotélsejtek szoros kapcsolataiban kainsav kezelést
kovetden. A citokinekkel kivaltott gyulladasos modellben a klaudin-5 fehérje mellett a -
katenin kapcsolofehérjét festettiik. Els6dleges antitestként anti-klaudin-5, anti-ZO-1 és anti-3-
katenin nyul poliklondlis ellenanyagokat hasznaltunk. Masodlagos ellenanyagként Cy3-jelolt
anti-nyul ellenanyagot hasznaltunk H33342 magfestékkel kombinalva. A mintakat konfokalis
mikroszkoppal (Leica SP5, Németorszag) vizsgaltuk.

Leptin receptorok immunfestése. A gyulladasos citokinekkel és fenolos vegyiiletekkel
kezelt mintak esetében a leptin receptorok immunfestéséhez elsddleges antitestként anti-leptin
receptor (nyul poliklonalis) ellenanyagot hasznaltunk, masodlagos ellenanyagként pedig Cy3-
jelolt anti-nyul ellenanyagot H33342 magfestékkel kombindlva. A mintdkat konfokalis
mikroszkdppal (Leica SP5, Németorszag) vizsgaltuk.

Az NF-kB transzkripcios faktor sejtmagba torténé bejutisianak vizsgdalata: A
gyulladasos citokinekkel és fenolos vegyiiletekkel kezelt mintdk esetében az NF-«xB
transzkripcids faktor sejtmagba torténd bejutdsat is vizsgaltuk. Az NF-kB p65 alegységének
jelolésére primer ellenanyagként anti-p65 antitestet (nydl poliklonalis) hasznaltunk,
masodlagos antitestként pedig Alexa Fluor 488-gyal jelolt anti-nytl ellenanyagot. Az NF-xB
festés vizualizalasahoz spinning disk konfokalis mikroszkdpot (Yokogawa W1/Olympus 1X83,

Japan) alkalmaztunk.

2.11. Statisztikai kiértékelés

A dolgozatban szerepld adatokat atlag + SD (szo6ras) vagy SEM (az atlag standard hibaja)
értekként adtuk meg. A reverz transzkripciot kovetd polimerdz lancreakcidval vizsgalt
nitrogén-monoxid-szintazok intenzitas mérését, az NF-xB festés intenzitasanak hanyadosat és
a leptin receptorok kifejez6dését Imagel szoftverrel elemeztik. A klaudin-5 és ZO-1
sejtkapcsolo fehérjék festddésének mintdzatait MATLAB program (MathWorks, Natick, USA)
segitségével értékeltilk ki. Az adatok statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., USA) programot hasznaltuk. A kiilonboz6 kezelési csoportok kozotti
kiilonbségeket t-teszttel vagy egyutas ANOVA-t koveté Dunnett, illetve Bonferroni tesztekkel
elemeztiik. A p <0,05 értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. Kisérletenként a
parhuzamos mintdk szama legalabb harom volt. Minden kisérletet legalabb haromszor

megismételtiink kiilon izolalt primer tenyészetekbdl.



3. EREDMENYEK
3.1. A kainat receptorok expresszidjanak vizsgialata 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, Grik2, Grik3, Grik4 és Grik5 termékét kimutattuk
patkany agykéreg mintaban. Az izolalt patkany agyi mikroerekben a Grikl és a Grik4, mig
primer agyi endotélsejtekben csak a Grikl gén kifejez6dését figyeltik meg. A kapott

eredményeket kapillaris DNS szekvenalassal erdsitettiik meg.

3.2. A kainsav hatasa a vér-agy gat sejtjeinek életképességére: valosidejii sejtanalizis

endotél-, pericita- és asztroglia sejteket kezeltink 10 és 100 uM koncentracidban. Agyi
endotélsejtek esetében a 10 uM kainsav nem karositotta a sejtréteget sem az 1 6rds, sem a 24
orés vizsgalt idOpontban. A 100 uM kainsav mar az 1 6rds idOpontban is szignifikdnsan
csOkkentette az endotélsejtek életképességét, ugyanezt a hatést figyeltik meg a 24 oras
idépontban is. A kainsav kezelés egyik vizsgalt koncentracidban sem befolyasolta az asztroglia-
¢s pericita sejtek impedanciaval mért életképességét. Mivel az endotélsejtek esetében a 100 uM

bizonyult hatékony karosité koncentracionak, ezért a tovabbi kisérletekben ezzel dolgoztunk.

3.3. A kainsav kezelés hatasa az agyi endotélsejtek permeabilitasara

crer

tortént karositas (1 és 24 ora) utan vizsgaltuk a kis molekulasulyt fluoreszcein €és a nagy
molekulastlyt albumin jelz8anyagokra (2. dbra).
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2. abra. A kainsav hatasa a tenyészetes vér-agy gat modell permeabilitasara 1, illetve 24 6ras 100 uM
kainsav kezelést kovetden. (a) Fluoreszcein permeabilitas (376 Da). (b) Evans-kékkel jelolt albumin
permeabilitds (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.



A Kkainsav kezelés szignifikansan fokozta a permeabilitast, mar az egyoras kezelés is
megnovelte a jelzéanyagok atjutasat (fluoreszcein 140%, albumin 164%) az endotélsejt

rétegeken. Hasonlo hatas volt megfigyelhetd 24 ora elteltével is.

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

A szabad oxigéngyokok szintje nem valtozott agyi endotélsejtekben kainsav kezelés
(100 uM) hatasara egyik idopontban sem (1 és 24 dra), szemben a referencia vegyiiletként
alkalmazott hidrogén-peroxid kezelés (100 uM) hatasaval. Egyoras kezelést koveten a kainsav
fokozta az agyi endotélsejtekben a NO termelddését, azonban a 24 6ras idépontban nem volt

valtozas a kontroll csoporthoz képest.

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

Az agyi endotélsejteken megfigyelt, fentebb leirt kainsav okozta karositas kivédésére
harom gyogyszerhatéanyagot vizsgéltunk: a gyulladidcsokkentd dexametazont, a lipid- ¢és
gyulladascsokkentd szimvasztatint és a szabadgyokfogd edaravont. A kainsav okozta
¢letképesség csokkenéssel szemben az edaravon, a dexametazon és a szimvasztatin IS
szignifikans védOhatast mutatott 24 6ras kezelést kovetden (3. abra). A dexametazon bizonyult
a leghatasosabbnak, kainsav jelenlétében 46%-kal novelte a sejtek ¢letképességét a kainsav

okozta impedancia csokkenéshez képest (3. abra).

a
o
=3

501 -

Normalizalt sejtindex (kontroll %)

=}

3. abra. Szimvasztatin (SIM, 1 uM), edaravon (EDA, 1 uM) és dexametazon (DXM, 1 uM) hatéasa 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, ### p < 0,001 a kainsavval kezelt csoporthoz viszonyitva. K: kontroll
csoport.



3.6. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon hatasa a kainsavval kezelt vér-agy gat ko-
kultura modell permeabilitasara

A szimvasztatin és az edaravon szignifikdnsan csokkentette a kainsav kezelés altal
megemelt jelzOanyag atjutast mindkét jelzbanyag esetén 24 oOras kezelést kovetden (4a-b abra).
A dexametazon védohatast mutatott a nagy molekulatomegli albumin atjutasanak

fokozodasaval szemben (4a-b abra), de a fluoreszcein esetében nem.
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4. 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 jelzdanyagokra 24 6ras id6pontban. 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: latszélagos
permeabilitasi egylitthato.
3.7. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon hatisa a Kkainsavval Kkezelt agyi
endotélsejtek reaktiv oxigéngyok és nitrogén-monoxid termelésére

A kainsav kezelés ugyan nem valtoztatta meg agyi endotélsejtekben a szabad oxigéngydk
termelést, ennek ellenére megvizsgaltuk a szimvasztatin, az edaravon és a dexametazon hatasat
is ebben a tesztben. Az edaravon erds gyokfogd hatist mutatott onalloan és a kainsavval
kérositott csoportban egyarant a reaktiv oxigéngyokok termelddésére agyi endotélsejtekben.
Egyik hatéanyag sem volt 6nallo hatassal az agyi endotélsejtek NO termelésére, azonban a
dexametazon szignifikansan csokkentette az egyoras kainsav kezelés altal megemelt NO

termelést.

3.8. A szimvasztatin, edaravon és dexametazon hatiasa a Kkainsavval kezelt agyi
endotélsejtek morfologiajara

A vér-agy gat szoros sejtkozotti kapcsolatait kialakito fehérjéi koziil a két legfontosabb a
klaudin-5 integrans membran fehérje és a citoplazmas ZO-1 kapcsolofehérje, melyek folytonos,
ovszerli immunfestédést mutatnak élettani koriilmények kozott. A kainsav-kezelt csoportban a

klaudin-5 és ZO-1 fehérjék festddési mintazata megvaltozott, a sejthatarokon



felszakadozottsagot figyeltiink meg. Mindharom hatéanyag hatasara a szoros kapcsolatokat
kialakitd fehérjék immunfestédése a kontroll csoporthoz hasonlé mintdzatot mutatott. Az
immunfestésben latott valtozasokat MATLAB program segitségével értékeltiik ki. A kontroll
csoporthoz képest a kainsavval karositott csoportban szignifikinsan megemelkedett az
immunfestéssel jelol6dé objektumok szama, ami jelzi a sejtkapcsold fehérjék szemmel is
lathaté szakadozott mintazatat. Az edaravon és a dexametazon szignifikansan csokkentette a
kainsav altal megemelt objektumszamot mindkét fehérje esetében, mig a szimvasztatin a ZO-1

fehérje felszakadozott mintadzatat mérsékelte.

3.9. A nitrogén-monoxid-szintaz gének kifejezodése agyi endotélsejtekben, és ennek
valtozasa kainsavval és dexametazonnal torténo kezelés hatasara
Mindharom NOS izoformat — a neuronalist, az indukalhatot és az endotelialist —

detektaltuk primer agyi endotélsejtekben RT-PCR, illetve gPCR modszerek segitségével.

NOS1/nNOS NOS2/iNOS NOS3/eNOS

K KA  KA+DXM K

NOS1/nNOS NOS2/iNOS NOS3/eNOS

| B

Relativ génexpresszié véltozas
2 o
°

KA KA + DXM KA KA + DXM KA KA + DXM

5. abra. Nitrogén-monoxid-szintaz gének kifejezodése agyi endotélsejtekben. (a-b) A NOS1/nNOS, a
NOS2/iNOS ¢és a NOS3/eNOS mRNS kifejezddése RT-PCR-ral primer agyi endotélsejtekben 24 6ras
kainsav (KA, 100 uM) és dexametazon (DXM, 1 uM) kezelés hatasara. (c) NOS izoformak
génexpresszios valtozasai qPCR-ral. 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.

Az endotelialis NOS3 ¢és a neuronalis NOS1 gének magas expressziot mutattak az agyi
endotélsejtekben, mig az indukalhatdé NOS2 csupan kis mértékben fejezddott ki (5a-b abra). A

24 oras kainsav kezelés szignifikdnsan megemelte a NOS2/iNOS gén expresszidjat, azonban
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nem volt hatassal a NOS1/nNOS és a NOS3/eNOS gének kifejezédésére (5b-c abra). Mivel az
agyi endotélsejtekben kainsav hatdsara megemelkedett NO termelddést csak a dexametazon
tudta mérsékelni, ezért ezt a hatdanyagot vizsgaltuk a NOS izoformak kifejezédésére. A
dexametazon kezelés csokkenteni tudta a kainsav altal megnovelt NOS2/iNOS expressziot, de

a masik két NOS gén kifejez6désére nem volt hatassal (5¢ abra).

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

A hérom sejttipusbdl allo vér-agy gat modell integritasat a TEER értékkel, a latszolagos
permeabilitasi egyiitthatoval ¢és immunfestéssel jellemeztiik. A 6 ords citokin kezelés
szignifikansan csokkentette a modell elektromos ellenallasat, ezt a hatdst egyik tesztelt vegytilet
sem tudta kivédeni. A kontroll csoport esetében alacsony jelzdanyag atjutdst mértiink
fluoreszceinre és albuminra (6a-b abra). A 6 6ras citokin kezelés szignifikansan megndvelte
mindkét jelzOanyag atjutdsat a sejtrétegeken, Osszhangban a TEER értékekkel. A
sz6l6émagkivonat, az epikatekin és a galluszsav egyik marker esetében sem mutatott véddhatast.
A rezvetratrol szignifikansan csokkentette a citokin kezelés altal megnovelt albumin jelzéanyag

atjutast (6b abra).

a Fluoreszcein b Albumin

Kk * Kk .

Papp (X103 cmls)
N

Papp (x10°° cmis)
N

6. abra. A proantocianidin-gazdag sz6l6mag kivonat (GSPE) és a fenolos vegyiiletek hatasa a
citokinekkel (CK: TNF-a+IL-1p) 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 szoros kapcsolat membranfehérje klaudin-5 és az adherens kapcsolatokat kialakito [3-
katenin folytonos, 6vszeri Immunfestédést mutatott az agyi endotélsejtek hatarain a kontroll
csoportban. Ez a mintazat citokin kezelés hatasara megvaltozott, a klaudin-5 fehérje festédése
gyengébb és szakadozott lett, a P-katenin festés esetén pedig sejten beliili atrendezédést

figyeltiink meg: a sejthatarrdl a citoplazméba és a magba kertiil at a fehérje. A természetes
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sz6l6kivonatokkal torténd kezelés hatasara a sejtkapcsold fehérjék immunfestédése a kontroll

csoportéhoz volt hasonlo.

3.11. A sz616bdl 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. Az agyi endotélsejtek ROS termelését a sz6l0magkivonat és az
epikatekin szignifikdnsan csokkentették, erds gyokfogd hatast mutattak. A rezveratrol
onmagadban nem valtoztatta meg a sejtek ROS termelését, azonban citokinekkel egyiitt
alkalmazva csokkentette azt. Az epikatekin €s a rezvetratrol citokinekkel egylitt alkalmazva
csokkentették az endotélsejtek NO termelését. Ezzel szemben a sz6ldmagkivonat 6nalldan és

citokinekkel kdzosen is szignifikdnsan megnovelte az NO termelddést.

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

A citokinek altal kivaltott sejtszintli gyulladdsos véalasz kimutatdsadnak megbizhaté modja
az NF-kB transzkripcios faktor p65 alegységének a citoplazmabol a sejtmagba torténd
bejutdsdnak a vizsgalata. A kontroll csoportban az NF-kB p65 alegysége foként a
citoplazmaban volt megfigyelhetd. Ez citokin kezelés hatasara megvaltozott, megndtt a
sejtmag/citoplazma immunfestés fluoreszcens intenzitds hanyadosa. A szélémagkivonat, a
galluszsav és a rezveratrol szignifikdnsan csokkentette ezt a hanyadost, azaz gatolta az NF-xB

transzkripcios faktor sejtmagba jutasat.

3.13. A sz016bdl szarmazo természetes vegyiiletek hatasa a citokinekkel karositott vér-agy
gat modellre — a leptin receptorok kifejezodése és a leptintranszport

A leptin receptorok jelenlétét agyi endotélsejtekben mindegyik kezelési csoportban
igazoltuk immuncitokémiaval. A vér-agy gaton valo leptin atjutas vizsgalatahoz véddanyagként
a sz6lémagkivonatot és a rezveratrolt valasztottuk ki. Onmagéban egyik anyag sem véltoztatta
meg a leptin vér-agy gat modellen keresztiili transzportjat, a citokin kezelés azonban
szignifikansan megnovelte. Ezt a megemelt atjutast sem a sz6l6émagkivonat, sem a rezveratrol

nem befolyasolta.
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4. OSSZEFOGLALAS

Szamos betegséghez tarsul szisztémas és idegrendszeri gyulladas. Ezekben a felszabadulo
citokinek és az excitotoxinok vér-agy gat kdrosodast hoznak létre, ami tovabb sulyosbitja a
neuroinflammaciot. Ennek megakadalyozasa a gatrendszer védelmén keresztiil fontos feladat
ezeknek a gyulladasos betegségeknek a gyogyitasaban. Mivel a gyulladéssal is jard kdozponti
idegrendszeri betegségek kezelése még nem megoldott, ezért a kiegészitd kezelések és 0j szerek
feltarasa fontos ¢és aktualis kutatdsi teriilet. Vizsgalataink sordn az excitotoxikus kainat,
valamint a TNF-a és az IL-1p gyulladasos citokinek altal okozott karosodasok kivédésére
gyogyszerhatoanyagok ¢és természetes vegyiiletek agyi endotélsejtekre kifejtett hatasat
tanulmanyoztuk.

Kisérleteinkben igazoltuk a kainat receptorok jelenlétét tenyésztett primer agyi
endotélsejteken ¢és izolalt agyi mikroér frakcidban. Kimutattuk, hogy az excitotoxin kainat
kozvetleniil karositja az agyi endotélsejteket. Kainsav kezelés hatasara a szoros kapcsolatokat
kialakito fehérjék festddési mintdzata szakadozottd valt a sejthatarokon, ami a vér-agy gat
megnyilasara utalt. A kainat megnovelte a jelzéanyagok atjutasat a barrieren, valamint az NO

termelddését és a NOS2/iNOS mRNS expresszidjat agyi endotélsejteken (7. abra).

Gydgyszerhatéanyagok Veér-agy gat Excitotoxin
T életképesség l
T barrier integritasa l
edaravon | ROS termelddés kdinsav

NO termelédés |
NOS2/iNOS |

7. abra. Gyogyszerhatéanyagok védohatasai az excitotoxin kainsav karosito hatasaival szemben a vér-
agy gat tenyészetes modelljén. N emeli; V: csokkenti. KA: kainsav, SIM: szimvasztatin, EDA:
edaravon, DXM: dexametazon, ROS: reaktiv oxigéngyok, NO: nitrogén-monoxid, NOS2/iNOS:
indukalhat6 nitrogén-monoxid-szintaz.

A szimvasztatin, edaravon és dexametazon véddéhatast mutatott a kainsav altal
csokkentett ¢életképesség, megnovelt jelzéanyag atjutas €s a sejtek kozotti kapcsolatok
immunfestésében mért valtozasok ellen tenyészetes vér-agy gat modellen. Ezen feliil a

dexametazon kivédte a kainsav kezelés altal fokozott NO termelddést és NOS2/iINOS

expressziot (7. abra).
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Adataink alapjan a szdlémagkivonat ¢és a sz6l6 fenolos vegyliletek jotékony hatast
fejtettek ki a vér-agy gatra citokin karositast kovetden (8 abra). A vizsgalt természetes
hatdéanyagok részben gatolni tudtak a citokinek altal kivaltott gyulladast, féképpen a Szoros
sejtkapcsolatokra kifejtett karositd hatast és az NK-kB sejtmagi bejutasat, ami kulcseleme a

gyulladasos sejtvalasznak.

Vér-a at
Természetes hatéanyagok a9 Gyulladasos citokinek

permeabilitas |
T TJ immunfestés l
ROS termelédés TNF-a
NO termel6dés ILA1B

galluszsayv
| INF«B transzlokacio |

leptintranszport T

8. abra. A természetes hatoanyagok védohatasai gyulladdsos citokinekkel szemben a vér-agy gat
tenyészetes modelljén. M. emeli; \: csokkenti. CK: citokinek, GSPE: proantocianidin-gazdag
szO0lémagkivonat, EC: epikatekin, GA: galluszsav, RSV: rezveratrol, TJ: szoros kapcsolat, ROS: reaktiv
oxigéngyok, NO: nitrogén-monoxid, NK-kB: nuklearis faktor-kappa B.

Tenyészetes agyi endotélsejt rétegeken és vér-agy gat modellen kapott eredményeinkkel
alatdmasztottuk a kordbbi munkikban a természetes sz6l6 hatdéanyagok antioxidans és
gyulladascsokkentd hatasat vaszkularis endotélsejteken leiré adatokat. Eredményeink
Osszhangban allnak a sz6l6 kivonatok hagyomanyos felhasznalasdval €s a bioaktiv sz616
vegyiiletekkel végzett klinikai vizsgalatokkal sziv- és érrendszeri megbetegedésekben. Agyi
endotélsejt tenyészeteken végzett kisérleteink ravilagitottak arra, hogy a sz6l6bol szarmazo
természetes vegyliletek milyen mechanizmusok révén allhatnak kapcsolatban a leptin
transzportjaval. Eredményeink felhivjak a figyelmet a természetes vegyiiletek lehetséges

jotékony hatéasara élelmiszerek vagy taplalékkiegészitok dsszetevojeként.

Mindezek az eredmények megerdsitik a természetes vegyliletek és a klinikumban mar

hasznalt gyogyszerhatoanyagok vér-agy gatra kifejtett protektiv hatasat.
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SUMMARY

Inflammation and blood-brain barrier (BBB) dysfunction are common features of
different neuropathological conditions. Inflammatory cytokines and the excitotoxin glutamate
contribute not only to neuronal damage, but to BBB opening in neurological diseases. The
dysfunction of BBB further promotes neuroinflammation and brain pathologies thus forming a
vicious circle. Our goal was to study BBB changes induced by kainate, a glutamate analog
excitotoxin, and inflammatory cytokines on culture models of the BBB and investigate the
protective effects of clinically used drugs, and natural compounds from grape. Kainate
treatment directly damaged brain endothelial cells and significantly increased the permeability
of the BBB model for marker molecules. The opening of the barrier was verified by the changed
immunostaining pattern of tight junction proteins. Kainate stimulated the production of nitric
oxide in brain endothelial cells. The antiinflammatory simvastatin and dexamethasone, and the
antioxidant edaravone protected brain endothelial cells and preserved the barrier integrity.
Dexamethasone attenuated the kainate-induced nitric oxide production by decreasing the
INOS/NOS2 mRNA expression. Natural phenolic compounds epicatechin, gallic acid and
resveratrol, and the proanthocyanidin-rich grape seed extract were tested against cytokine-
induced damages on a BBB model. We demonstrated that grape phenolic compounds protect
cultured brain endothelial cells against tumor necrosis factor-a and interleukin-1f induced
inflammation and oxidative stress through the NF-«B pathway. These data support the potential
use of grape extracts and compounds in cardiovascular diseases. We successfully described the
protective effects of clinically used drugs and grape natural compounds at the level of the BBB,

which in the future may contribute to the treatment of diseases associated with BBB damage.
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¢és egykori munkatarsanak — Dr. Veszelka Szilvia, Dr. Hoyk Zso6fia, 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, Szecské Aniko, Barabasi Beata, és a hallgatoink
— a barati 1égkort és a rengeteg szakmai tamogatast, segitséget. Kdszondom, hogy mindig szint
visztek a sziirke hétkdznapokba!

K06szondm Prof. Ormos Palnak és Prof. Nagy Ferencnek, az SZBK f6igazgatdinak, Prof.
Ziményi Laszlonak a Biofizikai Intézet igazgatojanak és Dr. Siklos Laszlonak, a Biofizikai
Intézet Molekularis Neurobiologiai Kutatdegysége vezetdjének, hogy lehetové tették az
intézetben vald6 munkdmat. Koszondm a kutatoegység, a Biofizikai Intézet és az egész
kutatokdzpont minden munkatarsanak tdmogatasat.

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

K06szonom barataimnak, hogy az egyetemi és a doktori éveim alatt végig hittek bennem
¢s rengeteg erdt adtak.

Végiil pedig halaval tartozom Edesanyamnak szereté iranymutatasaért, valamint
Edesapamnak, Batyamnak és Kereszttestvéreimnek, hogy mindvégig batoritottak és timogattak
almaim megvalositisaban. Paromnak, Adamnak kiilon koszonom a toretlen tAmogatasat,

kitartasat, és hogy a nehéz napokon is szeretettel és megértéssel fordult felém.
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Tarsszerzoi nyilatkozat

Kijelentem, hogy ismerem Barna Lilla PhD fokozatra palyazo doktorjelolt ,,Gyégyszer-

és természetes hatoanyagok védohatasanak vizsgalata vér-agy gat karosodassal szemben

crer

Felelés szerzéként kijelentem, hogy Barna Lilla jelentésen hozzajarult az alabb felsorolt

tudomanyos publikaciok eredményéhez.

Barna L, Walter FR, Harazin A, Bocsik A, Kincses A, Tubak V, Josvay K, Zvara A,
Campos-Bedolla P, Deli MA.

Simvastatin, edaravone and dexamethasone protect against kainate-induced brain
endothelial cell damage.

Fluids and Barriers of the CNS. 17(1):5 (2020)

IF: 7,662

Ardid-Ruiz A, Harazin A, Barna L, Walter FR, Bladé C, Suarez M, Deli MA, Aragonés G.
The effects of Vitis vinifera L. phenolic compounds on a blood-brain barrier culture model:
Expression of leptin receptors and protection against cytokine-induced damage.

Journal of Ethnopharmacology. 247:112253 (2020)

IF: 4,360

Igazolom, hogy az ebben a dolgozatban bemutatott eredményeket egyetlen mas PhD
dolgozat sem mutatta be és a jovoben sem hasznaljak fel tudomanyos fokozat megszerzéséhez.

Szeged, 2023. aprilis 3.

Prof. Deli Maria

kutatoprofesszor
SZBK, Biofizikai Intézet
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