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BEVEZETES

Jelenlegi ismereteink szerint az elhizas a metalmwli
szindréma kialakulasanak egyik mérfoldkéve. Emeli elhizas
egyike a kardiovaszkularis morbiditas és mortaliggelterjedtebb
kockazati tényeiinek, kdszonhéen a magas vérnyomassal, ll-es
tipusu diabétesz mellitusszal és hiperkoleszteriénéath vald szoros
Osszefliggésének. Az obezitas altalaban hosézéladt, sok esetben
az évtizedek soran féflik ki. Ennek ellenére néhany, az elhizasra
jellemz5, metabolikus abnormalitAs mar a betegség korai
szakaszaban kimutathato és jelei lathatok a mdtsalgtobblettel
rendelked betegeken is. Ennek hatdsara szadmos tanulméany
foglalkozott a tdlsulyos betegek emelkedett kardsrkularis
kockdzatanak vizsgalataval. Az obezitds kézponteregze a
kardiovaszkularis betegségek kialakulasaban résazemdipocita
eredeti adipokineknek tulajdonithatd, amelyek részt vekzae
elhizdssal Osszefliggmetabolikus szindréma kialakulasaban. Az
adipokinek a citokin szupercsalad tagjai, kozotlkptin, képesek a
mevalonat ciklus rikddésének intenzitasat fokozni, ami emelheti a
koleszterin  bioszintézisének mértékét. Az emelkedétptin
koncentracionak azonban nem egyedili kbévetkezmanyevalonét
ciklus és vele egyltt a koleszterinszintézis fokiz=a.
Parhuzamosan a sejtmembran osszetétele is valtaahkely
befolyasolja a membrancsatornak tikiddését. Neutrofilekben,
szabad koleszterin hatasara a kalcium sejtbe &samdk
csokkenését talaltdk. Adipocitdkban, a sérilt AEB-kalmodulin-
dependens HC&" antiport hatasara az intracellularis fgaszintje
folyamatosan emelkedett lesz. Ez az allapot a é&pegis
fokozodasanak és a lipolizis csokkenésének kedEz:k a
folyamatok a zsirszovet jeléist ndvekedéséhez vezetnek, tikrozve
az intracellularis [CH] szerepét az obezitds patomechanizmusaban.
Masfebl a szabadgyok képdés karositia a membranon keresztili
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iontranszportot a N&*-ATP&z, a N&C&" csere protein és az
ATP-fuggs H'/Ca* antiport proteinek kozvetlen karositasaval.
Obezitashan a leptin overexpresszidja, a hossziszanaembran
doménnel rendelkéz leptin receptorokon keresztil, stimulalja a
NADPH oxidazt és szamos sejt szuperoxid termelfiddizza. In
vitro kisérleteikben Franzoni és mtsai bemutattdlogy a
sztatinoknak sajat antioxidans aktivitasuk van. rEzé&ivil
feltételezték, hogy a fluvasztatin hiperkoleszténiias betegekben
gatolhatia a NADPH oxidazt az adiponektin fokoztgtmelésén
keresztll. A NADPH oxidaz gatlasa a szuperoxid anisokkent
képzdését okozza.

Vizsgalatainkat a kutatécsoportunk altal
hiperkoleszterinémias betegek monocitainak felh@lssaval elért
korabbi kutatasi eredményeknek folytatdsaként wéigezDoktori
Ertekezésem e munkakon alapul. Korabbi kisérleteanlcPKC
fontossagat emelik ki a koleszterin bioszintéziggfulald tényeik
koziil és ramutatnak az egészséges és hiperkolesndis egyének
véréldl  szepardlt ~monocitak  kalcium  homeosztazisdnak
kildbnbségeire. Feltételezésiink szerint a leptim daktorok egyike,
amely tdlstlyos személyek monocitaiban a **Caszintjének
emelkedéséért feled. EIméletiink alatamasztasahoz tanulmanyoztuk
a leptin hatdsat human monocitdkon, vizsgaltuk @inandukalt
bifazikus koleszterin szintézist, valamint a szopé anion
képzbdés és a sejten beliili szabad ’Gapcsolatat normal testsulyt
és tulsulyos egyénekbszarmazé monocitak (K és TS monociték)
leptin kezelését kovéen. Tovabba elemeztik mindkét monocita
csoportban a CG& szignalok eredetét. Végiil, hogy tisztazzuk a
szuperoxid anion képrésének szerepét a sejten belilli szab&d Ca
egyensulyanak felborulasaban, a sejtszuszpenzidlwasztatint
adva igy gatoltuk a NADPH oxidaz aktivitasat.



A koleszterinszintézis reguléaci6jdban résztvev 6
molekuldk és gatldészereik

MAPK és PD98059

A leptin altal kivaltott jelatviteli Utvonalak ko#italalhaté a
kanonikus MAPK/ERK1/2 dtvonal és a nem kanoniku8 paAP
kinaz dtvonal. A kanonikus MAPK-kaszkad a Ras-ERIRK
Gtvonalon aktivalédik és a sejtmagba jutva a géresgzio
kutatasok a MAPK kaszkad szerepét bizonyitottdk eger
preadipocitak kalcium-indukalt lipid metabolizmusab és a
makrofagok  koleszterin-észter felhalmozasaban, yelell az
atheroszklerézis kezdeti lépéseként habos sejtelilakulnak.
Calleros és mtsai a nuklearis fakioB (NF«B) transzkripcios
aktivitdsanak intracellularis koleszterinfifggrdltozasaban a p38
MAPK/MSK1 mediator szerepét mutattak ki. A p38 MARKonal
NFkB aktivdldé hatasa, koOszonlben részben a mevalonat
bioszintézis gatlasanak, fluvasztatinnal csokkdttiek bizonyult.
A MAPK kaszkadd tehat fontos szerepet jatszik a satferin
homeosztazis fenntartadsaban és a gyulladasos fatgaban.

A MAPK fehérjéknek, az ERK1-nek és ERK2-nek,
aktivaciéjaért a mitogén-aktivalt protein-kindz &m (MEK)
foszforiladlé hatasa felés. A PD98059 egy flavonoid molekula,
amely a MEK-et specifikusan gatolja. Ez a tulajdgs a
novekedési faktor Utvonalak és az ER medialt esgatehozotti
kapcsolatok feltarasaban nyujt segitséget. Tovasdedes korben
alkalmazzak a MAPK kaszkad tagjai bioldgiai folydokan
betdltott szerepének vizsgalatara. Rendkivili  haszdga
oldhatésagabodl, (MEK-kel szembeni) specificitdsalBél abbol a
képességéth fakad, hogy a sejtmembranon keresztil szabadpeské
atjutni.



SCAP és 25-HC

A koleszterinhaztartas fenntartadsa a kolesztentézisért
és felvételért feléls gének transzkripcids szabélyozasan keresztiil
valésul meg. Ennek egyik kbzponti eleme a ,steregutatory
element binding protein” (SREBP) csalad. Az SREBRKER-ben
szintetizalodnak és aktivaciéjukért a SREBP cleavagtivating
protein (SCAP) a felés. A SCAP-nak kels szerepe van: szterol
szenzorként rikodik és az SREBP szallitdsaért felel. Az SREBP-t a
Golgi apparatusba szallitja, ahol az aktivalodikaésnagba jutva
befolyasolja a koleszterinszintézisben és felvételbzerepet jatszd
gének transzkripciojat.

Ha a sejtben a koleszterin mennyisédge akkor az a

SCAP-SREBP-komplexhez kapcsolédik, a komplex kanfmidja
megvaltozik melyet az Insig-1 vagy Insig-2 protetovabbi
bekdtdése kovet. Ebben az esetben a koleszterin fedd-bac
regulator hatdsa miatt az SREBP regulator feladath tudja
ellatni.
A koleszterinszintézis transzkripciés szabalyozdkangatlasa
torténhet 25-hidroxikoleszterinnel (25-HC), ami aldszterinnel
ellentétben a SCAP-ban nem okoz konformécio vadipaie a 25-
HC szenzor proteinen keresztuldstgiti a SCAP-Insig protein
kapcsolat kialakulasat.

A kalcium homeosztazis fenntartasa

A monocitak a C&-t az ER specifikus raktarozé fehérjéihez
kotve taroljak, amit sziikség esetén a citoplazmdtt@tnak. Az ER-
boél a C&" ionok receptor-CA csatornékon kertesziil 1épnek ki a
citoplazméba. A citoplazma €akoncentraci6janak ezt kowet
emelkedése pozitiv visszacsatolasi folyamatként alfey az
organellum C& csatorndinak tovabbi megnyilasat: 2Cindukalta
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Cd" felszabadulas” j6n létre. Az ER-ban fel#éfkalciumhiany
megszlntetésére a sejt kalciumcsatorndinak megayih és az
extracellularis C# beengedésével torekszik. Ezt a kiegyénlit
folyamatot ,raktar altal vezérelt kalcium belépé&k (SOCE)
nevezzuk.

A citoplazmabdl a feleslegben jelen &kalcium Utja az
extracellularis tér vagy az ER felé vezet. A>Chipumpéalaséaért a
citoplazmabél az extracellularis térbe egy Na+f'Gmtiporter és
egy kalmodulin fiigg C&" ATP-4z pumpa felel. Ez utébbi
aktivitasat az intracellularis €aszint egy citoplazmatikus fehérje, a
kalmodulin kozvetitésével szabalyozza. A~ Gealmodulin komplex
a C&" pumpa citoplazmatikus szabalyoz6 régiéjahoz kdpdiq és
az enzim nikodési sebességét noveli, ezaltal kipumpélva a
citoplazmaban ,feleslegben” jelen [@Wkalciumot. Ezen kivil a
citoplazméaba kiaramlott Gabél a kiwrilt intracellularis CA
raktarak az organellum membranban lokalizalt*Qaumpa révén
toltédnek fel djra.

A kalcium jelatvitelben szerepet jatsz6 molekulak é
gatlészereik

Membrancsatornak és verapamil

A verapamil egy fenilalkilamin, melyet a gyégyadwat
tobbek kozott a hipertonia és a szivritmuszavar ekésgre
hasznalnak. A verapamil a fesziltségfiiglCa’- csatornak
inhibitora, melyek kézil az ,L-tipusit” nagyobb ékbnysaggal
blokkolja, mint a ,T-tipusut”. Az ébbi esetében az ,L” a csatorna
hosszan tart6 — ,long-lasting” — aktivaciéjara uta utébbindl pedig
a ,T" a tranziens aktivaciot jelenti. A depolarizédncsatornakat a
nyugvo csatornakhoz képest nagyobb aktivitissatkblga. Ez a
jelenség kifejezettebb az L-tipusba tartozé csatoral, ahol a



depolarizalt csatorndk gatlasa tizszeresen meghakchyugalmi
csatornakét. Gatlé hatasat feltételegbat a csatorna poérusahoz
feszilltség-fiiggetlenill kédve, annak elzarasaval fejti ki. igy az
ioncsatorna membranpotencial valtozasaira nem haa éormal
kapuzasi folyamatokat nem.

Gi protein és pertusszisz toxin

A G protein kapcsolt receptorok (GPCR) egy 7-
transzmembran szakaszbél all6 monomer fehérjés a hozza
kapcsolodo valamelyik heterotrimer-( - ésy- alegységbl allé) G
fehérjélsl felépuls receptorok. A receptorok G fehérje alegysége a
sejtmembran citoplazma i oldalan taladlhaté. A G proteinek a
jelatviteli rendszerek szabalyozasaban fontos pee¢natszd guanin
nukleotid regulator proteinek, amiket-alegységeik alapjan
kilonbda csaladokba sorolunk. A Gi/o protein csaladba w=rtG
proteinek az adenilat-ciklaz gatlasa révén csolkkeat cAMP
képzidését és annak kovetkezményeként a kalcium feldnddossit
az endoplazmatikus retikulumbol.

A Gi/o proteint és a kalcium jelatvitelre gyakorblatasat
pertusszisz toxin (PTX) kezeléssel kiséreltiik métplgi. A PTX
egy ADP-ribozil-transzferaz aktivitassal rendelkemolekula, ami a
Gi/o fehérjecsalad: alegységének ciszteinjét irreverzibilisen ADP-
ribozilalja és az adenilil-ciklaz (AC) gatlasat diéyozza meg. A
PTX kezelés tehat a cAMP kéjmesét hivatott serkenteni. Az Epac
(exchange protein directly activated by cAMP) moleksalad
kozvetlen modon koti a cAMP-t, ami calmodulin kieadl
(CaMKII)-fiiggs jelatviteli Gtvonalakat indit be, kozéttik a Ca
felszabadulasat az endoplazmatikus retikulumb6l. nakn
bizonyitdsa, hogy a PTX aktivalla az Epac-medidaM&lI|
jelatviteli atvonalat, még tovabbi vizsgalatokatémyel. PTX
kezeléssel a Gi/lo protein szerepvallalasat vizsigalinonocitak



Foszfatidilinozitol-3-kinaz és wortmannin

A PI3K-ok regulator/adapter és katalitikus alegysegros
kapcsolatabdl allé heterodimer komplexek, melyek
foszfatidilinozitolok 3-hidroxilcsoportjanak foszitaciéjan
keresztil a sejtek szamos funkciojat szabalyozzdi, pl. a glikéz-
és fehérjeszintézist. A PI3K-hoz Kdb jelatvitelt tobb hormon és
novekedési faktor indukélja igy pl. a leptin ésiazulin jelatvitel
egyik kdzos pontjat képviseli. Az inzulin receptaaé aktivaciéjat
az inzulin receptor szubsztrat -1 és -2 (IRS-1 é&3S-2)
foszforilaciéja, majd a PI3K-kal tdrténgyors asszociacioja koveti.
A kapcsolat kdvetkezménye a PI3K komplex aktivagiéamely
lehetvé teszi a foszfatidilinozitolok foszforilaciojats szubsztratja
a PIP2, amelyet foszfatidilinozitol (3,4,5)-trissfdatta (PIP3) alakit.
A leptin receptor aktivacié6 hatdsara létréjovjelatvitel a
JAK2/STAT3-on keresztil megy végbe. A PIP3 masaulag
hirvivéként az intracellularis folyamatokra olyan szignéblekulak
kdzrenmikddésével hat, mint pl. az Akt vagy a foszfoinatkiti
dependens kinaz-1 (PDK-1). Inzulin, leptin és néddsi faktorok
hatdsara nem-receptor tirozin-kindzok, mint a Jatimezin-kindz
csalad, és adapter fehérjék, mint a GRB-2 (growattof receptor-
bound protein 2) is PI3K jelatvitelt indukalnak. Aaktivalas
lehetiségeinek nagy szama és a mas jelatviteli Gtvonalaii.
Ras/MAPK utvonal) vald kereszi@déseknek kdszonkiEn a PI3K
sok biolégiai folyamat szabalyozasaban vesz részt.

A PI3K gatlasahoz az egyik széles korben alkalntazot
vegyulet egy wortmannin (WMN) néwomba eredéttoxin, amely
az enzim katalitikus alegységéhez kovalensefidiétes meggatolja
a PIP2 és az ATP enzimhez &dését.

Foszfolipaz C és neomycin



A foszfoinozitid specifikus PLC izoenzimek t6bb démntl
felépub 85-150 kDa molekulatémégfehérjemolekulak, melyek az
inozitol foszfolipidek polaris feji részét hasitjde. Sejtfelszini
receptorok iranyitd hatadsara a lipid Ketetegben helyet foglalé
PIP2 hidrolizisével Ins (1,4,5)P3-t és diacilglmér (DAG)
képeznek. G-fehérjéken keresztil a PhGzoforma aktivalodik,
tirozin-kindz receptorok kozreiikodésével pedig a PLE-A PLC
izoenzimek foszforilaciéjukat kovéen a membranba véandorolnak,
ahol a szubsztratjuk talalhat6 és Ins (1,4,5)P8DAG-ot allitanak
els. Az Ins (1,4,5)P3 a Gamobilizalasaban részt véwmasodlagos
hirvivé molekula a DAG pedig a PKC.

A neomycin egy aminoglikozid antibiotikum, ami az
inozitol foszfolipidekkel kéidve képes a PLC-t gatolni. A PIP2-hoz
nagy affinitassal kédik ezért a PLC-t akadalyozza az Ins(1,4,5)P3
és a DAG didllitasaban.

Inozitol triszfoszfat

A PLC hataséara képds Ins(1,4,5)P3 szabalyoz6 szerepet
jatszik az intracellularis kalcium homeosztazis nimtasaban.
Receptorai a sejten bellli kalcium raktarak (endoplatikus
retikulum, kivalasztd vezikulumok) felszinén takiibak. Az
Ins(1,4,5)P3 kdtdése az ER fellletén talalhatd klaszterekbe
rendeddott receptorokhoz az intracellularis kalcium ra#kagyors
kitirtilését eredményezi, majd disszociacidja a csatél a C&'
szignal terminacidjat hozza létre. Az intracellida€a’- raktarak
urilése a citoplazma €akoncentraciéjanak emelkedésével jar, ami
a plazmamembran €aATP4z-4t aktivalja. Az aktivaciot kovien a
Ca&* ATPaz a citoplazméaban feleslegben 8évC&™t az
extracellularis térbe pumpalja. Ezzel ellentéteBatva a raktarban
fellépd kalcium koncentraciécsokkenést a sejtmembranoaskéil
tortérd Ca* bearamlas pétolja. Az ER-ben talalhaté Stiml pnote
érzékeli az ER kalcium raktaranak drulését és amsepjbranhoz
vandorolva a raktar altal vezérelt kalcium csatknpdrusat kialakitd
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Orai proteineket aktivalja, ami szikséges a csatéinyilasahoz és
a kalcium belépéséhez. Ezt raktarak altal vez&eit belépésnek
nevezzik. Néhany, az utdbbislien megjelent tanulmany azonban
nagyobb jeleritséget tulajdonit a raktar altal vezérelt csatornako
keresztiil tortét Ca* belépésének az azt kogetalcium jelatviteli
folyamatok aktivalasaban.

Intracellularis kalcium transzlokacio és thapsigarg

A thapsigargin (TG) egy szeszkviterpén lakton, amiehz
ernybsviragzatliThapsia garganicanbévény gyokeréll nyernek. A
TG nagyon hatékony és specifikus gatléja az inthaléeis C&*
ATPazoknak, azokkal egy un. ,dead-end” komplexetakmtca
komplexet alkot, lehetetlenné téve a tovabbi katli Ennek
kovetkezménye az intracellularis Caraktarak kiiiriilése és a
citoszolikus C&' szint megnévekedése.

A TG felfedezése és alkalmazéasa a kutatasban gekmt
megkdnnyitette a kalciummal kapcsolatba hozhat6luléelks
folyamatok vizsgalatat, igy példaul a Caitoszolba keriilésének
moédjat. Alkalmazasaval lehiaté valt a PLC lathaté hatasanak
kizardsa a CA belépésére a citoszolba. Tovabba az a tény, hogy a
TG a kalcium bearamlasat ugyanolyan mértékben dkdiyv mint a
PLC (az inozitol triszfoszfat emelése nélkul), &tnasztotta ala,
hogy az endoplazmatikus retikulum nem az egyeddiiaba a
citoszolikus C&-nak: a sejtmembranon keresztilli bearamlas
ugyanolyan fontos szerepet jatszik.

A TG fontossaga a Garaktar altal vezérelt belépésének
vizsgélata sordn az egyéb befolydsold téblezhatdsanak
minimalizalasa (receptorok, G-proteinek, PLC stb.).

Proteinkinaz C

A PKC izoenzim csaladba szerin/treonin kinazokotarak.
Az enzimcsalad tagjai a klasszikus {§I, Bll, y), az (j tipusug 3, 6,

10



n) és az atipusos,(M) izoformak. Az el§ csoport tagjai mind a
kalcium mind a DAG hataséara aktivalédnak, az i$ipPKC-k csak
a DAG-ra érzékenyek, az atipusosak pedig ezek lgipiikre sem.

A PLC hatdsdra a PIP2 hidrolizalédik, aminek
kovetkezménye a DAG kéfigdése és az intracellularis kalcium
koncentraci6 emelkedése. Az inaktiv, citoszolbanalhtato
klasszikus PKC molekuldk ezeknek a masodlagos Wkaek a
hatasara a sejtmembranhoz transzlokalédnak, kingmgfminak és
konformaciéjuk megvaltozik. A membran foszfatidésinjéhez
kotsds aktiv PKC a fehérjék szerin és treonin oldallahcaéles
szubsztratspecifitdssal foszforildlja. A monocitéldbb PKC
izoformat is expresszalnak, ezek kozott van a &KEKOBI,
PKCBII, PKCS, PKCe, és a PKC.

NADPH oxidaz (Nox)

A NADPH oxidazok tdbbkomponetisenzimek, melyek a
NADPH-r6l szarmazé elektronokat hasznaljak szupdroanion
termeléséhez. A képdd szuperoxid anionbdl ezt koven
kilonbdd enzimek katalizalé hatdsanak eredményeként szamos
reaktiv oxigén gyok (ROS) jon létre, melyekéglleges szerepe az
immunvédekezésben van.

Nyugvé monocitdkban a Nox rendszer inaktiv:
komponensei a citoszolban és a membranban elké&mal
helyezkednek el. Aktivalé hatasra a citoszolbaalhalté elemek a
membranba vandorolnak és 0Osszes#dredk a membranban
talalhaté alkotorészekkel. A létrejott asszociatam aktiv enzim,
amely a szuperoxid anion kémiését katalizalja.

Korabbi tanulmanyokban bizonyitottak, hogy a matddc
lipid oxidalé képességére — amely egy szuperoxitbrafliggs
esemény — a kalcium sejtbe aramlasa és az inw&dl kalcium
mobilizaciéja nagy hatassal van. Az intracellula@* szint
valtozdsa mas jelatviteli atvonalakat is nagyméregk befolyasol,

11



pl. a kalciumfliig§ PKC és a citoszolikus foszfolipaz A2 (cPLA2)
atvonalakat. Az emelkédintracellularis [C& altal aktivalt cPLA
arachidonsav (AA) képzésén keresztil képes a muhoces
egymastdl nem fiiggetlen médon hatnak a NADPH oxalaA
cPLA mikddését a kalciumon kivill a PKC foszforilalé hatasa
szabdlyozza. A PKC-k a MAPK csalad tagjait képeaktivalni,
melyek szerepe bizonyitott a Nox-bdél szarmazé R@8ukalt
jelatviteli atvonalakban. A ROS és a MAPK szoropdsolata annak
is kdszonhdt, hogy a MAPK kozvetlen médon tudja befolyasolni a
Nox ROS-termelését. A ROS szintjének emelkedésetagypsits
kaszkadfolyamatot indithat be, amely magas ROS dundciot
eredményezhet.

A kalcium és Nox kapcsolata nem egyoldald: nem eaak
intracellularis [CA"] emelkedése hat a Nox aktivitdsara, hanem
ennek forditottja is igaz: a Nox hatasara keleikROS aktivalja a
rianodin receptorokat (RyRs), melyek az *Cmobilizaciéjanak &
aktivatorai kdzé tartoznak.

CELKITUZESEK

Kutatécsoportunk a korabbi kisérletei soran gracitdé és
monocitak jelatviteli folyamatait tanulmanyozta. Mizitdk in vitro
LDL-kezelésével sikeriilt az endogén koleszterinntgzis PKC
betegek neutrofilieinek Angiotenzin-Il indukalt,Cképzésére és a
jelatviteli folyamatok elvaltozasaira a fluvasztatal torté kezelés
jétékonyan hatott. Monocitak in vitro leptin kezedéemelte azok
endogén koleszterol szintézisének mértékét; azkeaés nagyobb
volt hiperkoleszterinémias (HC) betegek monocitaik. leptin
stimulalt monocitak koleszterin szintézisét a flsztatin és a 25-HC
csokkentette. Hiperkoleszterinémias betegek naljgiben a PTX-
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szenzitiv Ins(1,4,5)P3 jelatvitel hibasarikidott és a C& szignal
lecsokkent. Emellett a betegek sejtieiben a**Cswignalok az
extracellularis médiumbdl, nem pedig intracellidaniaktarakbol
szarmaztak, mint ahogy azt a kontroll neutrofilekb@tuk. Tovabba
lecsbkkent C# szignalokat és azok késleltetett visszatérését
figyeltik meg ids egyének monocitaiban FMLP (N-formil-metionil-
leucil-phenilalanin) ésc-elastin kezelést kovéen. Ezen kivil azt
talaltuk, hogy az 6regedés megemelte a monocit&ka45zotop
felvételét, de a CA kiaramlasa a sejtekb lassabb volt, mint
kontroll monocitdkban.

A dolgozat elédleges célja a talstlyos allapotban
megvaltozott mkddédi monocitdk jeltovabbitasi rendszerének
atfogd megismerése volt. Munkam soran, a kutatGmsopk
kordbbi eredményeire alapozva, az aldbbi vizsgélatlvégzését
tliztem ki célul:

- eddigi kisérleteinkil eltérsen a leptin kezelés, és annak
hatdsara bekdvetkéz jelatviteli folyamatban tapasztalt
véaltozasokat tllsulyos, de egészséges férfiakamzggalni
akartuk;

- kulénb6d leptin koncentracidkat hasznaltunk, feltételezve
az azokhoz tartoz6 koleszterinszintézist szabalyozé
jelatvitelbeli eltéréseket, a leptinhez kapcsolédabalyozas
részletesebb megismeréséhez gatoltuk a SCAP-ot és a
MAPK-t;

- feltételeztik a membranhoz kététt PKC (mPKC) spét a
leptinkezelést kovét koleszterinszintézis szabalyozasaban,
ezért a [14C] acetat beépilése mellett annak égirmj
meértik;

- az intracellularis kalciumnak, mint a leptinheztddo
jelatvitel  kulcsfontossagl  hindyenek, szintjét és

a membran kalciumcsatornainak gatlasaval térképéetji

13



- a NADPH oxidaz aktivitasat a 50 kalcium pumpéak
mitkodésére gyakorolt hatdsa és az intracellularis’JCa
Nox-ra gyakorolt hatasa miatt vizsgaltuk;

- fluvasztatinnal a @-képzidés csokkentését céloztuk meg,
amitsl a membrancsatornak és a jelatvitel normalizaladas
vartuk.

A VIZSGALATBA BEVONT SZEMELYEK,
ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalt személyek

A Kkisérleteket 16 normal testsulydG és 18 tulsilyos,
egészséges férfin végeztik. Kizarélag férfiak bégan a
kisérletekbe lehévé tette a nemek kozotti killdbnbségek hatdsanak
kizarasat.

Laboratériumi paraméterek meghatarozasa

A vérmintakat (10-15 ml) a méréseinkhez 4-5 napéra
tulsilyos és 3-4 kontroll dnkéntes vénajabdl vették interesszé
variacios koefficiens nem haladta meg a 15%-ot. Z€rim
koleszterin és triglicerid szintek mérését enzikai Gton,
kolorimetrias tesztekkel végeztik (GPO-PAP, Modulgr800
Analyzer, Roche/Hitachi), mig a HDL-koleszterint nmmgén,
enzimatikus, kolorimetrias méréssel hataroztuk fffigeche HDL-C
plus 3rd generation). Az LDL-koleszterint homogé&mzimatikus,
kolorimetrias moddszerrel mértik (Roche LDL-C plusnd2
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generation). Az apolipoprotein vizsgalata immundstdimetrias
méréssel tortént (Roche Tina-Quant APO A (Versiprilrtha-Quant
APO B (Version 2), Roche Ltd). A leptin koncenti@ék a
szérumban kompetitiv enzim immunoassay-vel mértGlayman
Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA)

Monocitak izolacidja

A monocitakat vénas vésb izolaltuk Boyum mddszere
szerint. A mononukleéris sejt szuszpenzidkat (90 BumELjii)
Nunc petricsészékbe helyeztik, fetal calf serum-keadeltik eb,
majd ezt kéveten Kumagai és mtsai mddszere szerint tovabb
szeparaltuk. Végil, a kapott sejtszuszpenzid 93-86%sztasagban
tartalmazott monocitakat, és ad ékjtek aranya 90-95 % volt.

Kisérleti korilmények

A monocitdkat HBSS-ben szuszpendaltuk fel. A matdéci
stimulaciéja az endogén koleszterinszintézis és PiK€halata soran
1-500 ng/ml végkoncentraciéju leptin (Sigma) adagaval tortént.
A monocitdk intracellularis kalcium homeosztazidads NADPH-
oxidaz aktivitdsanak vizsgalatdhoz 50 ng/ml végkom@ciojl
leptint haszndltunk. Korabbi tanulmanyokat alapéVes kilonboé
inhibitorokat alkalmaztunk a jelatviteli folyamat@gyes Iépéseinek
gatlasahoz.

A kilénbdzd monocita csoportokat a leptin  kezelést
megebzéen 120 percen at HBSS-ben inkubaltuk, mivel ez az
idétartam volt a leghosszabb az inhibitorok hasznédatédrtérd
inkubacios idk kozul. A kilonbdd gatlészereket a gatlashoz
szilkséges inkubéaciés hossznak medielel elté6 idépontokban
adtuk. A leptint a gatlészert tartalmazé sejtszeszpkhoz a
sziikséges @éinkubaciot kdveien adtuk hozza. A leptinnel tori&n
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stimulacié iditartama a vizsgalt paraméterek tipusatol fuggdatt: a
Ins(1,4,5)P3 meghatarozas 20 masodperc, az inukoe [C&']
mérés 6 perc, és a szuperoxid anion meghatarozgerdOhosszU
stimulacié utan kovetkezett. Az inkubaci6 3T-on CQ
inkubéatorban tortént (CO5%, leveg 95%, paratartalom 95%). A
kisérleteket a monocitak izolaciojat kod€t 6ran belil elvégeztiik.

A membranhoz kapcsolt protein kindz C
meghatarozasa

A mddszert a Bell és mtsai altal leirt Gopalakrisks mtsai
altal modositott modon végeztik. A leptin stimufddidvety 0-45
perc idstartamban a monocita szuszpenzi6t>($@jt/ml) 4 °C-on
centrifugaltuk. A pelletet jéghideg Hepessel bédlipH-ju HBSS-t
tartalmaz6 EDTA-ban, 0,5 mmol/l EGTA-ban, fenil-ihstzulfonil-
fluoridban (Sigma), és leupeptinben (Sigma) vetfék Gjra. A
sejteket ultrahangos eljarassal tartuk fel (BranSmmifier 450),
majd 100000 g-vel centrifugaltuk -on 45 percen at (Beckman
L5- 65B). A pelletet Chaps-al (Sigma) és 1%-o0s MehiP-40
(Sigma)-el oldottuk fel. A pelletet a fentiek sz#rimég egyszer
homogenizaltuk és centrifugaltuk. A membranfrakcidRKC
aktivitasanak meghatarozasahoz mértiilkk’@, 100-200 cpm/mg
[*P]-ATP-b3l, 100ug/ml hiszton I1I-S-be (Sigma) épilését 10
mmol/l MgCh, 1,5 mmol/l CaGl 96pg/ml I-foszfatidil-L-szerin
(Sigma), 6,5ug/ml 1-oleoil-2-acetil-sn-glicerol ¢&ia), 50umol/l
adenozin 5-trifoszfatNa (ATP, Sigma), és 100-200 cpm/mg
[*P]ATP jelenlétében. A reakciét 10 perc eltelte ujéghideg
triklor-ecetsavval és bovine serum albuminnal (B%#ljtottuk le.
Ezutan a csapadékot 0,45um Millipore HAugIn sZirtik at és 5x
2ml jéghideg triklor-ecetsavval mostuk. A radioakfist Packard
2200 CA liquid szcintillaciés szamlaloval hatardetuneg. A
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sZiréket toluol koktéllal oldottuk. A PKC aktivitast aebpuilt*P
(pmol/min/mg fehérje) mennyiségével fejeztik ki.

Az endogén koleszterin szintézis mérése

A mérést McNamara és mtsai médszere szerint véigetti
A monocitakat (10 sejt), melyeket 1 ml 2,5 nmol/l [2C]-acetéatot
(1,8 GBg/mmol specifikus aktivitds [Isotope Instiu of the
Hungarian Academy of Sciences]) tartalmazé HBSS-ben
szuszpendaltunk fel 1-500 ng/ml leptinnel és gadoskkel
inkubaltuk. A reakciot a 4h inkubacié végén 0,5nt) M KOH-dal
allitottuk le és a mintakat 7&-on 90 percig szaponifikaltuk. Béls
standardként [1,2H]-koleszterint (1480 GBg/mmol) hasznaltunk.
Az el nem szappanositott lipideket hexannal vontik Az
extraktumokat aluminium-oxid oszlopokra vittik #$ a szteroid
frakciot aceton és dietil-éter 1:1 aranyl keverékéludltuk. Az
eludtumok szaritdsat kovein mértiik radioaktivitdsukat. Az
értékeket a szintetizalt koleszterin  pmol/H/20monocita
mennyiségével fejeztik ki.

Szuperoxid anion képz 6dés

A szuperoxid anion termelés mérése a leptin smat
koéveen 30 percen keresztil, a ferricitokrém C (Signmjpgroxid
dizmutdz géatolhatd redukcidjaval tortént. Minden résé
triplikdtumban tortént. Az eredményeket a kégiitt O, nmol//30
perc/16 monocita-ban fejeztiik ki.
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Az Ins(1,4,5)P3 meghatarozésa

Az Ins(1,4,5)P3 meghatarozasat Patthy modszeranszer
végeztiik. A HBSS-el készitett monocita szuszpemtiikd sejt/ml)
4 6ran keresztiil inkubaltuk 32-on 100-200uCi myo-[PHJinositol
(Amersham) és 10 nmol/l LiCl jelenlétében egy rhaai CQ
inkubatorban. A géatlészerek megféldtoncentracioit a myo®H]-
inozitol ebinkubacié vége étt 30-120 perccel adtuk a keverék
alikvotjaihoz. Alapos moséast kdvein meghataroztuk a sejtekhez
tartoz6 radioaktivitast. A mintdban a beépiilt myidH inozitol a
gatlészerek jelenlétében is meghaladta az alkalthateljes
radioaktivitds 6tven szazalékat. A gatldszerekatmosast kovéen
— Ujra hozzadadtuk a monocitakhoz és a sejteket §Omin
jéghideg perklérsavval allitottuk le, melyet tetitkalium-hidrogén-
karbonattal semlegesitettiink. Az Ins(1,4,5)P3-etne fazisu ion-
par kromatogréfia hasznalataval izolaltuk. Belstandardként
Ins(1,4,5)P3-ot (Amersham) hasznaltunk. A kit Ins(1,4,5)P3
mennyiségét az Ins(1,4,5)P3 pmol /mg 0Osszfehérjeyddossal
fejeztik ki.

[Ca®"limeghatéarozasa

5 x 1¢ monocitat 1 ml térfogatban 20l Indo 1/AM
(Calbiochem) hozzaadasa utan 30 percen at 37°Gzattunk. A
sejteket ezt kovéen alaposan mostuk, és az alikvotokat Ujra
felvettilk HBSS-ben. A sejtekhez a gatlészerekepén stimulaciot
megebzéen a korabban meghatarozott hén adtuk. Az
intracellularis [C&"] meghatarozasa spektrofluoriméterben (Hitachi,
F-4500) 405 és 485 nm-en, 37°C-on, folyamatos ketés mellett
tortént. A méréshez hasznalt sejtszuszpenziét,yatnell HBSS-ben
10° monocitat tartalmazott, kiivettaba helyeztiik, majsejteket 50
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ng/ml végkoncentracioju leptinnel stimulaltuk a&@hosszi mérés
nulladik percében. Az intracellularis [Eh szinteket megadott
egyenlet szerint szamoltuk. A €a szignalokat a bazalis
(nyugalmi)[C&']; -t a leptin stimulalt intracellularis [ —bdl
kivonva kaptuk meg. A gorbe alatti terlletet (aremsler curves
[AUC)) a hat perc idtartamhoz tartoz6 G szignalok gorbéibi
szamoltuk.

Statisztikai analizis

A dolgozatban vizsgélt paraméterek elemzésére Isiatisztikat
alkalmaztunk (esetszam, atlag, szoras). A monoatBKC szintjeit
és intracellularis kalcium koncentracioit gorbettlgeriilet (AUC)
szamolasaval adtuk meg amit egyutas ANOVA-val eliimk. A
csoportok kozotti  kilonbségek vizsgalatdra a Newitenls
kiegészit tesztet hasznaltuk. Az elemzéseink soran <a Og05
valosziriiségi szintet tekintettiik statisztikailag szignifikaak.

EREDMENYEK

Az elsy kisérletsorozat soran a leptin endogén koleszterin
szintézisre gyakorolt hatasat kilénbozeptin  koncentracidk
alkalmazasa mellett vizsgaltuk.

A TS csoportba tartozd6 nyugalmi allapotd monocitak
koleszterin szintézisének alap szintje magasabty moht a kontroll
csoportba tartoz6 monocitdk esetén. Kontroll sepek 10-100
ng/ml leptin stimulalta a koleszterin szintézisignmagasabb, 250-
500 ng/ml leptin koncentracié csokkentette azt.dEzzemben, 10—
500 ng/ml leptin koncentracié az TS monocitak erfuogoleszterin
szintézisének jeletis ndvekedéséhez vezetett.
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Ezen kivil tanulmanyoztuk az 50 és 500 ng/ml leyin
stimulalt endogén koleszterin szintézis downstreagulacidjat a két
monocita csoportban. 50 ng/ml leptin koncentraciGndkét
monocita tipusban nodvelte a koleszterinszintéziét b reakcid
kifejezettebb volt TS sejtekben. A koleszterin &&ziis emelkedését
a PI3K inhibitor WMN, a MAPK inhibitor PD98059, aNH5CoA
reduktaz inhibitor fluvasztatin és a SCAP inhibig-HC mindkét
monocita csoportban gatolta. K sejtekben a lepiiukalt
koleszterin szintézist a PLC inhibitor neomycinagsintracellularis
Cd" raktarak szupresszora a thapsigargin (TG) is asitkite. Ezzel
szemben TS monocitdkban a verapamilt tartalmazéiumed/
gatolni tudta a leptin-indukalt koleszterin szirgéz

Ezen kivil mindkét monocita csoportban tanulmanyloz
jelatviteli utvonalak nikddését 500 ng/ml leptin  hozzaadasat
koveten. K monocitdkban a koleszterin szintézis csok&éna TG,

a H-7 és a WMN ékezelés megsziintette, amely &'galatvitel, a
cPKC és a PI3K aktivaciojanak szerepére utal aineptiukalt
csoportban a Gabearamlasanak gatlasa Medium V-vel, WMN-nal,
25-HC-vel és fluvasztatinnal csokkentette a leptiatasara
fokozddott koleszterin szintézist.

A PKC aktivitdst a K és az TS monocitdkban az 5GE>
ng/ml koncentraciéju leptin-stimulaciot kéven mértik. A kontroll
csoportban alacsony leptin  koncentracioval tdrtéstimulaciot
kdveen 5 perccel egy korai csucsot, mig 500 ng/ml déniat
kdveen 30-35 perccel egy méasodik csucsot is megfiggklti
leptin-indukalt PKC id gorbék a TS monocitdkban azt mutatték,
hogy a PKC aktivitAsa nyugvd TS sejtekben a kohtsejteknél
megfigyelt aktivitds hétszerese. Ezen fellil 50 ngleptin TS
monocitakban két cslccsal rendelkeré gorbét eredményezett,
mig 500 ng/ml-es koncentraciénal egyetlen nagy smutattunk,
melynek maximuma 30 percnél volt. Azégbrbe alatti tertletek
szamolasakor (AUC) a kontroll csoportban az 50 68 Bg/ml
leptin-indukci6 esetén az élesicsok kdzel azonos értéknél voltak,
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és a masodik nagy csucs kizarélag az 500 ng/minlduizzaadasa
utan jelent meg.

A TS csoportokban a leptin-indukalt membranhoz &6t6
PKC (mPKC) aktivacio kifejezettebb volt, mint a Kjt&ekben, és az
500 ng/ml stimulaciét kdvétnagy cslcs magasabb volt, mint az 50
ng/ml-es leptin koncentracié hozzaadasa utan ddifjiz két cslcs
Osszege. Mindkét K monocita csoportban a mPKC i#sv
csucsokat a WMN éinkub&cié gatolta, amig az 500 ng/ml leptin
kezelést kdveét masodik csucs esetén a PKC aktivitast a WMN és a
H-7 is csokkentette. TS monocitakban a PKC akswitzisztenciaja
a H-7-re figgetlen az alkalmazott leptin koncenétét, és a PKC
aktivitast csak a PI3K inhibitor WMN gatolja.

A kdvetked kisérletsorozathan a TS és K monocitak leptin-
indukalt intracellularis [CH] valtozasait hasonlitottuk dssze. TS
monocitaknal a nyugalmi intracelluléris [€pszintek a K sejtekhez
képest magasabbak voltak, mig a?Caidé gorbék csucsai
alacsonyabbak voltak és diden kéébb jelentek meg. A TS
monocitak AUC értékei szignifikansan magasabbakakoimint a K
monocitak értékei, aminek oka, az alacsony csutendke, az
alapvonalhoz tortéhelh(z6do, lassabb visszatérés lehet.

A C&* szignalok eredetének felkutatdsadhoz a monocitakat
pertusszisz toxinnal (PTX), neomycinnel, TG-nal, WMal és
medium V-vel inkubaltuk él
A PTX nem volt hatassal a leptin-indukélt ‘Caszignalokra. A
neomycin, TG és WMN a K monocitakban nagyobb mé&eék
gatolta a CH szignalokat, mint a TS monocitakban.
Legkifejezettebb géatlé hatdsa a TS sejtek MediurheX-tortéd
inkubaci6janak volt, mig K monocitakban a “Cazignalokat az
extracellularis C& hianya nem befolyasolta. Ezzel ellentétben azt
talaltuk, hogy a C& transzlokacidja TG szenzitiv intracellularis
raktarakb6l nagyobb kontroll sejtekben, mig szerepe TS
monocitakban kevésbé kifejezett.

Az Ins(1,4,5)P3 szintjét K sejtekben a leptin készel
koveben a neomycin és a WMN jelésen gatolta. TS
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monocitakban a leptin kezelés kisebb Ins(1,4,5)ABtemelkedést
eredményezett, de a nyugvé TS sejtek alapszintgasabb volt a K
monocitakénal.

A tovabbiakban tisztazni akartuk g @épdés szerepét a
megvaltozott CH homeosztazisban. &zor meghatéaroztuk a leptin-
indukalt Q képzdést a két monocita csoportban. Eredményeink
alapjan a leptin intenzivebb szuperoxid anion kélpst idézett él
TS monocitdkban, mint a K-ban, és ez ak@pzdés PTX rezisztens
volt. A neomycin, TG és WMN szignifikansan gatolga Nox
aktivaciéjat K monocitakban (p <0,001), mig a médiv hataséara
az Q képaddés valtozatlan maradt. Legkifejezettebb gatlasiGa
valtotta ki. Ezzel szemben a szuperoxid anion &éest TS
monocitakban a Médium V gatolta szignifikansan,eamycin, TG
és WMN pedig csak mérsékelten. Ezen eredményelaalap C&"
szignal fontos Osszetéje a leptin-indukalt NADPH oxidaz
aktivaciojanak, és ezek a jelatviteli Utvonalakdkiloznek a K és a
TS személyekli szarmazé monocitdkban. A tovabbiakban
fluvasztatinnal tortéh eldinkubacié mindkét monocita csoportban a
leptin-indukalt Q képzdés szignifikdns csokkenését eredményezte,
ahol a TS csoportban a gatlaételjesebb volt.

A TG a C&" szignalokat csak K sejtekben gatolta, mig a
Médium V csak a TS monocitéakra volt hatassal. Avdkrtatin
kezelés hatastalan volt kontroll sejtekben; TS ekbgn
helyredllitotta a sérilt intracellularis [ER egyensulyt, tehéat
meggatolta a citoszolikus szabad*Cesékkenését. TS monocitak
fluvasztatin ebkezelésekor vizsgéltuk a TG és a Médium V hatésat.
Ebben az esetben a leptin indukalt intracellulis®] csics
magassagat csak a TG csOkkentette. Ezek az eredinémt
mutatjdk, hogy a HMG CoA reduktaz inhibitor fluvestin képes
volt helyredllitani TS monocitdkban az intraceltida [C&]
homeosztazist.

Végill vizsgaltuk a leptin altal indukalt,&xépzdés és Ca
szignalok kozoétti Osszefliggéseket. TS monocitakbaoeitiv
korrelaciot figyeltink meg a leptin altal induk&tuperoxid anion
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képzbdés és Cd szignalok kozétt. Ezt az 8sszefiiggést K sejtekben
nem talaltuk meg.

MEGBESZELES

Az obezitas kialakuldsa soran kulcsszerepet jatsptin
hatasat vizsgaltuk tdlsulyos és normal testsulyéseggges férfiak
vérélbl izolalt monocitdkon. A leptinnek éhség- és eragiitel
szabalyozé szerepe mellett az intracellularis folgok
regulacidjaban is kiemelt szerepe van. Fontossad#izza kdtdo
jelatviteli folyamatok bonyolult kapcsolatrendszésehangsulyozza.
Korabbi tanulméanyainkban bizonyitottuk, hogy a 2-#pusu
diabétesz mellituszban és hiperkoleszterinémidbanved betegek
neutrofilieiben a formil-Met-Leu-Phe (FMLP) és aognzin I
indukalt jelatvitel eltér az egészséges kontrolitdié

Jelen kisérleteink soran a leptin edténddon befolyasolta a
K és TS monocitak koleszterinszintézisét, kalciuiszanyait és a
Nox aktivitast. A monocitakat kilénbézkoncentracidja leptinnel
kezeltilk és K monocitakban a leptin koleszterimt&zisre gyakorolt
bifazikus hatasét lattuk. Ez a jelenség TS monklc#a hianyzott: a
leptin koncentracié emelésével a koleszterin szigtéolyamatosan
emelkedett. A kapott eredmények alapjan a monocsaportok
kozotti feltételezett jelatvitelbeli kilonbségekdd és 500 ng/ml
leptin stimulacioét koveéten vizsgéltuk. Ebben a folyamatban
kilonboz eredel Ca* jel, PISK, MAPK és HMG-CoA reduktaz
jatszanak szerepet. A leptinhez ddit jelatvitel soran az inozitol
foszfolipidek szamos cellularis folyamat regulatorA leptinhez
kotéds jelatviteli folyamat monocitakban 6sszeolvadhatsm#okin
Gtvonalakkal, és a leptin-jelatvitel dsszetarthgy &dzds citokin
célgén felé a nukleuszba. Az obezitds soran a zoskethen
emelkedett szamban jelen &wmakrofagok feldéisek a citokin
termelés nagy részéért. Juge-Aubry és Meier betautadgy leptin
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hatdsara a monocitak interleukin-1 receptor antatprszekrécidja
fokozodik, amely hozzajarulhat obezitdsban a lep8risztencia
kialakulasdhoz. A leptin a human monocitak citotenmelésének,
igy pl. a TNF-a, IL-6, és IL-12 termelésének mothdaban is részt
vesz. Obezitdsban a human zsirszdvet egy enyhe folk@amatos
gyulladasos allapotot hoz létre, melynek hatasar&SREBP és a
SCAP expresszioja fokozédik, és ennek kovetkeztében
koleszterinszintézis hatasfoka is emelkedik. Ké&émk soran, a
monocitakat leptin mellett 25-HC-vel és fluvasziatl kezelve, a
koleszterin szintézis gatlasat figyeltik meg. Ezaisa engedett
kovetkeztetni, hogy a monocitakban a leptin indték&hetabolikus
valtozasok kialakulasaban a SREBP2-SCAP rendszezasepet
kaphat. Kutatécsoportunk korabbi kisérleteiben a
hiperkoleszterinémidban szendedetegek nyugvé és leptinnel
kezelt monocitainak eltdr koleszterin homeosztazisat talalta.
Jelenlegi vizsgéalatainkban a koleszterin szintéziglacidjanak a K
és TS monocitédkban tapasztalt éitérivolta két kérdést vetett fel: K
monocitakban mi az oka a magas (500 ng/ml) leptimckntracioval
tortérd kezelést koveét koleszterinszintézis csokkenésének, és ez
miért nem tapasztalhatd6 TS monocitdk esetén is?5@Z ng/ml
leptin altal ebidézett koleszterin szintézis csdkkenés métgkitt az
intracellularis forrasbél szarmazé Caszignalok H-7-el tértéh
gatlasakor és a WMN &lezelést kovéien. A H-7 hasznalata soran
tehat vilagossa valt a €afliggs cPKC jelents szerepe a
koleszterinszintézis mértékének csodkkentésében snalggotin
koncentracioval tortéhstimulacio esetén. Emellett a SOCS3 képes a
hosszl izoformaji leptin receptor aktivitdsat ceklkni: a SOCS3
molekuldk dokkolasi helye a Tyr985, melyen kerdsatyr1138-
medialt STAT3 aktivacid antagonistijakéntiikidnek. Ezért a
SOCS3-at, mint a leptin rezisztencia kialakulasanaky
meghataroz6 szerdjpét irtdk le. A SOCS3 expresszidjad#dobez
egerek nucleus arcuatusaban fokozott, de egészeéumsek leptin
jelatvitelében betoltott szerepe még tovabbi viksips targya.
Makrofagok PIM2 antigén kezelését kévaetmelkedett SOCS3 és
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ERK1/2 expressziéjaban mind a PKC, mind a PI3K tyéd
szerepét bizonyitottak. A PKC és a SOCS csalé#onese tehat
egymastél nem fliggetlen, ami tovabkisiti a PKC feltételezett
szerepét a leptin rezisztens koleszterinszintémisbe
Kutatécsoportunk korabbi kisérletei soran monotigdkmegfigyelte
a mar korabban leirt leptinhez kothgtlatviteli atvonalat, amelynek
egyik eleme a DAG é&ltal éldézett PKC-aktivacio. Az 50 ng/ml
leptinnel tortént stimulaci6 a K és a TS monocitoportban is
emelkedett koleszterin szintézishez vezetett. Ez eazlkedett
koleszterin szintézis rendkivil érzékeny volt a tw@nnin
elékezelésre, amely arra utal, hogy a PI3K aktivacidla és a
termebdott Ins(3,4,5)P3-nak szerepe van a koleszterimtézs
fokozddasaban alacsony leptin dézis alkalmazas&eté@n. Az
Ins(3,4,5)P3 tovabba emeli a PKC autofoszforilaciéjanak
aktivaciojat és ez altal az NB expresszidjat. A mPKC goérbe alatti
teriilet értékek alapjan elmondhatjuk, hogy kontrotinocitakban a
WMN szenzitiv. PKC aktivitas mindkét leptinkoncermi@
alkalmazasa utan megjelent. A K sejteknél megfigg8l masodik
csucs H-7 szenzitivnek bizonyult. TS monocitakz@iriban a WMN
gatlas hatasossaga mellett a PKC szintézis H-Bateris volt. A
koleszterin szintézis a PKC szinttel 6sszhangbarhyzamosan
valtozott: a WMN K és TS monocitdkban is gatolta a
koleszterinszintézist, mig a H-7-re csak a K motddcivoltak
érzékenyek. A PKC aktivitds és a koleszterinsziatéaktivitasa
kozotti hidat eredményeink alapjan a RK®épezi, amely az
inhibitor-xB (I-xB) foszforilaciojan keresztll aktivalja az NB-t,
amely a magba jutva transzkripciés aktivatorkénikaaik. Az
NFkB és a koleszterinszintézis szoros kapcsolatat d@&BN
sztatinokkal és a koleszterinszintézis fokozoddsasaemben
tanusitott érzékenysége tamasztja ala. A PKC mell&k és a TS
monocitak koleszterin  szintézis szabalyozasanak figyedt
kilénbségeihez a PI3K kilonb#zregulacidja, a megvaltozott
membrandsszetétel és membran rigiditas és a TS aitéko
membran raftjainak koleszterin akkumulaciéja isz#garulhat.
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Kisérleteinkben a TS monocitdk kalciumhéztartdsétsan
véltozasokat tapasztaltunk. Az intracellularis T azignifikansan
magasabb volt nyugvé TS monocitdkban és a lepfmukiciot
kéveth C&* szignalok csucsai kisebbek voltak, mint a kontroll
monocitakéi. Emellett az intracellularis [Ch visszatérése az
alapszintre késleltetett volt, amelyet a?Cdassabb kiaramlasa
okozott a citoplazméabdl. Mindezek a TS monocitalerjisen
felborult C&" homeosztazisara utalnak. Az eredményeink alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy TS monob#alka leptin részt
vesz az intracellularis [G§ emelésében, ezen sejtek 6®r
szabadgyokkémiz képessége miatt. Az intracellularis fQa
homeosztazis kibillenését az intracellularis késkies| torténs Ca*
transzlokacio sérillésével és a*Caitoszolbdl tértét lassabb
kidramlasaval jellemezhetjik.

A jelenség hatterében tdbb dolog allhat: 1. A ,kakos”
Jreceptor - Ins(1,4,5)P3 - intracellularis Cakészletek - Cd
szignal” jelatviteli Utvonal sérilése. 2. A kalciurazignalok
eredetének a Gaverapamil-érzékeny Ga csatornakon keresztiil
tortérs bearamlasa felé eltolédasa. 3. Az intracellulg@a’"]
késleltetett visszatérése a nyugalmi szintre, adoggzt a leptin
stimuléciot kdvet Cat* idé-gorbéken lathatjuk.

Amikor a C&" szignalok ié-gorbéit vizsgaltuk a gérbe
alatti teriilet koncepcié alkalmazéaséaval a telje$ €zignalok (AUC)
jelentss emelkedését talaltuk TS monocitakban a K-hoz #épe
AUC leptin &ltal kivaltott emelkedését TS monociiak a C&
szignalok lassabb normalizalédasa okozta. A moabkcrindkét
csoportjdban a TG gatlé hatdsa a WMN-szenzitivkhaz hosszu
tipust leptin receptorok szignalizaciéjaban valGszvételének
tudhaté be. A PI3 kinaz képes a foszfatidilinozitBlAG-ra és
Ins(3,4,5)P3-ra hasitani, amely aktivalja az Ing@)P3 képzését
indukalé PLC enzimet. Ennek kdvetkeztében, a TGdkkent gatlé
hatdsa TS monocitdkban arra utal, hogy ezekbejtekisen a leptin-
indukalt C&" szignalt a C& extracellularis térbl tortérs bearamlasa
okozza, ellenben az irodalomban arra is talalh&onyiték, hogy a
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PTX-rezisztens Ins(1,4,5)P3 is részt vesz a szigmal A TG
Kontroll és TS sejtekben is gatolta a ®épzdést, amely szerint a
Cd" szignal indukalta Nox aktivacié részben az intHat&isan
mobilizalt szabad C&tél fiigg. Az Ins(1,4,5)P3 leptin hataséara
bekovetked emelkedés WMN éinkubacido hatasara tortén
szignifikans csokkenése tamogatja feltevésiinkely seerint a P13
kindz a PLC szabalyozasaval szerepet jatszik @nlémukalt C&"
szignal kialakulasaban. Monocitakban az Ins(1,85@bidézte
raktariirités kovetkezménye a “Caextracellularis térbl torténs
bearamlasa, amely segiti a készlet pétlasat. Aadalularis [CA]
emelkedése pedig szilkséges a Nox, agdmelésért felés enzim,
aktivaciéjghoz. Az intracellularis €2 homeosztazis és a
szabadgyokkégirés kdzotti kapcsolat Kontroll és TS monocitakban
tovabbi vizsgalatot igényel. Kordbban kdzoltik, v@g angiotensin

Il és a leptin a K-hoz képest emelte a szuperoridraés leukotrién
képaidést hiperkoleszterinémias betegek neutrofiljeibéa a
szabadgyokkég@ést mind aZn vivo és azn vitro sztatinkezelés is
részlegesen gatolta. A plazmamembranban talalhato
kalcium/kalmodulin dependens ATPaz az egyetlen seed nem-
ingerelhet sejtekben a kalcium kipumpalasara. igy, az intralkéeis
[Ca’] szabélyozasaban ez a legmeghatarozobb enzimatiltis C
pumpa. Ebben a tanulmanyban TS monocitakban anigptieralt
O, képadésének szignifikdns emelkedését talaltuk. TS mitdloc
esetében a szuperoxid anion kégzsének csdokkenése Medium V és
fluvasztatin  elkezelés hatdsara nem pusztan megvaltozott
jelatvitelre, hanem egyf@l a O, képzdés mevalonat ciklus
fllggésére, masfé@la sztatinok endogén antioxidans aktivitasara utal
A sztatinok a HMG CoA reduktaznak, a mevalonat uskl
kulcsenzimének inhibitorai. Tovabba a sztatinokmdéiotropikus
hatasuk is van, igy nem csak a koleszterin szsttéfitoljak, hanem

a Rho szupercsalad tagjait is, melyek a sejt mEndldioért,
tumorképsdésért és a Racl kis GTPaz aktivaciojaért felelek.
utdébbi szerepet jatszik a monocitdk NADPH oxidativitisanak
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Angll és a leptin stimulalt © képzést részben csdkkenteni. A
mevalonat ciklus-fig§ (fluvasztatinnal gatolhaté) része a leptin-
indukalt szuperoxid anion ké@idésnek kifejezettebb TS
monocitakban, mint K monocitdkban. Ez a felfedegAsa feltevést
tamasztja al4, hogy az endogén antioxidans aldiviedn az egyedilli
jellemzje a sztatinoknak a ROS kéjuiés gatlasaban. A fluvasztatin
képes a TS sejtekben megsziintetni az intraceBuldGe’]
késleltetett alapszintre kerllését, felt@leet a fokozott @ képdés
gatlasaval, mellyel jeleésen csokkenti a Gh szignalt. A
fluvasztatin kezelés eredményeképpen a sejtekb@e ‘aszignal a
TG érzékeny készleth szarmazott, a Ca bearamlasa a €a
csatornakon keresztil megéllt, és a szabad® Gdtinése a
citoszolbdl helyreallt. Ezen kivil TS monocitakbamignifikans,
erds pozitiv korrelaciét talaltunk a leptin-indukaltuperoxid anion
képzidés és a Gaszignalok AUC értékei kozott.

Eredményeink 0sszegzéseként azt a kovetkeztetégikvo
le, hogy a TS monocitakban egy H-7-el szemben étigk de
wortmanninra érzékeny PKC aktivitas van jelen, anwallészirtileg
egy atipusos CGa szignal fiiggetlen PKC aktivalasanak koszoéhet
és amely feldlssé tehét a leptin-medialt koleszterin szintézis
fokozaséban. TS monocitdkban a *Cazignalok emelkedését
részben a leptin indukalt szuperoxid anion Kéés
membrantranszport karosité hatasanak kovetkezmények C&'
sérillt effluxa okozza. A Gahomeosztazis felborulasa kulcsszerepet
jatszik szamos betegség, pl. obezitas, inzulin seéencia,
hipertenzi6 és atheroszklerézis tiinetében. Tel@ aszignalizacio
terdpids beavatkozasi pontot jelent az obezitasBarsztatinok,
kdszonheten azon képességiknek, hogy a szabadgyt&lépz
gatlasan keresztiil csokkentik az intracellularis®[C szintjét és
csokkentik a koleszterinszintézist, fontos szerejszanak az
obezitdssal kapcsolatos betegségek, pl. inzulinisziEncia,
hiperkoleszterinémia és atheroszklerézis kezelésébe
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OSSZEFOGLALAS

Az obezitas fontos szerepet jatszik szamos betegség
kialakulasdban. A leptin egy zsirszévet erédebrmon, melynek
szintje tulstly esetén emelkedett. A leptin monkicéh a
gyulladasos folyamatok és a koleszterin bioszistézigulacidért
felelss.

Kisérleteinkben céluliiztik ki a leptin koncentraciéfudgg
hatasanak vizsgalatat tulsulyos férfiak monocitai@S) és az
alacsony  és magas leptin koncentraciéhoz tartozé
koleszterinszintézist regulald jelatviteli rendsderfeltérképezését.
Vizsgaltuk ezen kiviil a kontroll és TS monocitak’ Cszignaljait,
NADPH oxidaz aktivaciojat, és a kozottik feltételtz
osszefiiggéseket. A leptin altal kivaltott  °Ca és  koleszterin
jelatvitel vizsgalata sordn a monocitakat leptinésl kilonbda
gatlészerekkel kezeltiikdl

Eredményeink  szerint  kontroll (K) monocitak
koleszterinszintézisét a leptin koncentracioftidgfazikus médon
befolyasolta, mig a TS monocitaknal a kolesztenmézis magas
leptin koncentracié hatasara nem csokkent. 50 nigiptin kezelés a
C&* szignalt, a PI3K-t, a MAPK-t és a HMG CoA reduktaz
stimuldlta. K monocitdkban az 500 ng/ml leptin Kézge kdved
koleszterinszintézis csokkenés &Qaltsl, a PI3K aktivaciotol és a
H-7 szenzitivn cPKC& fiiggétt. TS monocitdkban a
koleszterinszintézis szabalyozasaban egyedil a Pjatszott
szerepet. A TS monocitdk nyugalmi intracellulari€a]]-ja
magasabb volt, mint a K sejtekben. A leptin induké&la*
valtozashoz egy K-hoz képest alacsonyabb cslics égugalmi
szinthez tortéth csokkent visszatérés tartozott. Az intracelluléris
jelatvitel kulonbos gatloszereit hasznélva azt talaltuk, hogy K
sejtekben a A szignalok intracellularis forrasbol szarmaztakg mi
TS monocitdkba a Gh az extracellularis téh aramlott be. A
leptin-indukalt @ képzidés TS monocitakban szignifikans pozitiv
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korrelaciét mutatott a CG& szignalokkal. A fluvasztatin a TS
monocitdk  intracellularis  [G4  homeosztazisat  teljesen
helyredllitotta, amely pleiotropikus hatasanak, a
szabadgyokkégidést gatld hatdsanak kdszorihed sztatinok ezért
nem csak koleszterinszintézist gatld hatasuk midignem
antioxidans hatadsuknak készordest is hasznosnak bizonyulhatnak
az obezitas kezelésében.

Eredményeink a TS monocitdk sérilt H-7 szenzitiKCP
aktivaciojat, PI3K medialt PKC aktivaciéjat és a ridé
kalciumcsatornak kovetkeztében emelkedett* Gaintjeit mutatjak
be leptin kezelést kovtn.
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