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Roviditésjegyzék

AA=arachidonic acid; ACAT=acyl-CoA:cholesterol acyltransferase; ACE=angiotensin converting enzyme;
Angll=angiotensinll; AT1R=angiotensin 1I 1 tipusi receptor AT2R=angiotensin II 2 tipusi receptor;
bFGF=basic fibroblastic growth factor; DAG=diacyl glycerol; DM=diabetes mellitus; EGF= epidermal
growth factor; ER= endoplasmic reticulum; ERK=extracellular signal-regulated kinase; FAS=fatty acid
synthase; FMILP=formyl Met-Leu-Phe; GDI=guanosin diphosphate inhibitor; GDP= guanosin diphosphate;
GTP=guanosin triphosphate; HB-EGF=heparin binding-epidermal growth factor; HBSS=Hanks balanced
salt solution; HC=hypercholesterinaemia; HC-25=25-hydroxycholesterol; HDL=high density lipoprotein;
HMG CoA reductase=3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A reductase; ICAM-1=intracellular cell
adhesion molecule-1;  IGF-1= insulinlike growth factor-1; IGF-1=insulinlke growth factor-1;
IL1=intedeukin; JAK=Janus kinase; LDIL=low density lipoprotein; LLOX-1 R=lectin-like oxidized low-
density lipoprotein receptor-1; LPAj=lipoprotein A,; LT=leukotriene; MAPK=p38
mitogen-activated protein kinase; MOCP-1=monocyte chemoattractant protein-1;
Medium V=Ca**-free HBSS+3 mM EGTA + 10 pM Verapamil; MS=metabolikus
szindroma; MUFA=monounsaturated fatty acid; NFkB=nuclear factor kappa B; ObR=
leptin receptor;PAI-I=plasminogen activator inhibitor-I; PDGF=platelet drived growth
factor; PI3K=phosphatidylinositol-3-kinase; PKC=protein kinaseC;
PLC=phospholipase C; PMA=phorbol-12-myristate-13-acetate; PTX=pertussis toxin;
PUFA=polyunsaturated fatty acid; ROS=reactive oxygen species;SCAP=SREBP
cleavage activating protein; SERCA=sarco-endoplasmic reticulum Ca**-ATPase; SFA=
=saturated fatty acid; SOCE=store operated Ca** channels; SR-BI= scavenger receptor
class B type I SR-BIl=scavenger receptor class B type II; SRE=sterol regulating
element; SREBP=SRE binding protein; STAT=signal transducer and activator of
transcription; TF=tissue factor; TGF-p=transforming growth factor;TNF-a=tumor
necrosis factor-oa;VCAM-1=vascular cell adhesion molecule-1; VEGF=vascular

endothelial growth factor; VSMC=vascular smooth muscle cell;



1.0. Bevezetés

A civilizélt vilag egyik legnagyobb egészségiigyi kihivdsa - a tumoros haldlozds
mellett - a kardiovaszkuldris haldlozds nagy ardnya. Az ateroszklerdzis, amelynek mai
tudasunk szerint legfonosabb riziké faktorai a civilizaciés életmod kovetkezményei
(helytelen taplalkozds, mozgédshidny, elhizds, dohdnyzds), szorosan Osszefiigg az u.n.
metabolikus szindroméval. Ez a szindroma egyiittesen, de kiilon-kiilon entitdsként is
kialakulhat, mint az elhizds, a 2-es tipusi diabetes mellitus, a hiperténia, és a
diszlipidémidk. A magas szérum 0ssz. koleszterin és LDL-C szint, kiilonosen, ha ehhez
alacsony HDL-C szint tarsul, szinte a kardiovaszkularis 6sszeomlds el0szobdjat jelenti. A
koleszterin felvétel a tipldlékkal, illetéleg az endogén koleszterin szintézis a sejtekben
kulcskérdése az ateroszklerdzis kialakuldsdnak.

Az ateromas plakk képzddésében a koleszterin homeosztazis felboruldsan kiviil
jelentOséget tulajdonitanak még a calcium egyensily zavardnak, valamint a fokozott
szabadgyok képzddésnek. Igy, az utdbbi 25-30 évben az ateroszklerdzis kutatds egyre
inkabb sejtszintii kutatdssa valt, sét a molekularis bioldgiai kutatdsok alapjait is éppen az
ateroszklerdzissal foglalkoz6 kutatok tették le.

A DEOEC I. Belgyodgyaszati Klinikdjan miikod0 munkacsoport szinte azonnal,
1981-t6l kezdve, az ateroszklerdzis kutatdsnak ezt az akkor még nagyon dj vonalét
kovette. Ebben az idoben mar ismert volt Goldstein €s Brown (1974) LDL receptorokkal
kapcsolatos uttord genetikai munkdja, mely egyben az egész receptor kutatdsnak - az
ateroszklerdzison tilmenden is - 0j lendiiletet adott. Ugyanebben az idOben jelentek meg
az els6 kozlemények a receptorokrol kiinduld jeltovébbitdsi utvonalakrol is (Fain és
Berridge, 1978; Fain és Berridge, 1979). A szigndlok tisztdzdsdnak elsd fejezete azutdn
Berridge és Irvine 1984-ben megjelent Nature kozleményével zarult le. Az L
Belgyogyaszati Klinikdn a munkacsoport akkori alapkoncepcidja az volt, hogy a
nemrégiben felfedezett intracelluldris, és receptorokrdl kiindulé szigndl ttvonalak,
amelyek szorosan Osszefiiggnek a sejtek membranjdnak dallapotdval, anyagcsere
megbetegedésekben nem miitkodhetnek hibatlanul. Ebbdl a koncepciébdl mar logikusan

kovetkezett az a feltételezés, mely akkor még tjnak szamitott, hogy az LDL receptorok



szama, valamint a sejteknek az LDL részecskéket bekebelezd és intracelluldrisan lebontd
képessége lehet még normadlis, mig a koleszterin homeosztdzis intracelluaris reguldcidja
mar sériilhet a beteg egyénekben. Ez annyit jelent, hogy elsdsorban az LDL receptorok
(akkor még ismeretlen) szignal utjai karosodnak hiperkoleszterinémidban.
Témavalasztdsomat az indokolta, hogy a kisérletek egy részében, az LDL
receptorok mellett - mivel a kisérletek a monocita-makrofag rendszer sejtjein torténtek -
kemotaktikus peptidekkel is folytak kisérletek a Gi-proteinhez kapcsolt receptorok
mikodésének tisztdzasara. Ekkor deriilt ki, hogy az angiotensin II-vel és a kiilonb6z0
kemotaktikus peptidekkel stimuldlt sejtek szuperoxid anion termelése nagyobb a
hiperkoleszterinémidban szenvedd betegekben. Ez felvetette annak a lehet0ségét, hogy az
az LDL receptorok milkddése és az immunrendszer kozott szoros Osszefiiggés lehet
(Paragh és mtsai, 1986). A tovabbiakban az is kideriilt, hogy a neuropeptidekkel stimulélt
sejtekben a szuperoxid anion és leukotrién szintézis novekedése a mevalondt ciklus
fokozodéasan keresztiil kovetkezik be, az isoprenyl szintézis eredményeként: ez adta azt
az Otletet, hogy a neuropeptidekkel stimuldt sejtekben a mevalonat ciklus is fokozottan
mikodhet (Paragh és mitsai, 2002; Seres és mtsai, 2005). Végiil az a tény, hogy a
mevalonat ciklus fokozott miikodése a hiperkoleszterinémidban szenvedd betegek
nyugve, tehat nem stimuldlt monocitdiban is megfigyelhetd, tovabbd az a megfigyelés,
hogy ezekben a sejtekben az LDL receptorok szabdlyozd képessége is csokken, vagy
éppen kiesik (Paragh és mtsai, 1998; Paragh és mtsai, 2003), tovdbbi kérdéseket vetett
fel. 1.) Vajon a két neuropeptid, az angiotensin II és a leptin, melyek kéaros hatdsa a
metabolikus szindromdban jol ismert, milyen szerepet jatszanak a szabadgyok képzés
fokozodédsanak eredményeként a koros folyamatokban ? 2.) Milyen Osszefiiggés talalhat6
a metabolikus szindromdban szenvedd betegek sejtjeiben a stimulust kdvetd megvaltozott
Ca”™ szigndl és a sejtmembran kdrosoddsa kozott ? 3.) A metabolikus szindréméban
szenved0 betegekben kimutathat6-e olyan valtozds az LDL receptorok
szignalizacidjaban, amely elvezet a fokozott endogén koleszterin szintézishez - és ebben
a folyamatban a citokin-szerti receptorokkal rendelkezd angiotensin II és leptin jatszanak-

e szerepet?



2.0. Neuropeptidek hatasa kontroll és
hiperkoleszterinémias betegek keringo
fehérvérsejtjeibol szarmazo szabadgyok képzodésére

2.1. Irodalmi el6zmények

2.1.1. Az angiotensin 11

Csaknem 30 éve ismeretes mar, hogy az Ang Il citokin-szerli hatdst képes
kifejteni a szervezetben (Goetzl és mtsai, 1980; Dezs6 és Foris, 1981; Foris és mtsai,
1983). Ennek a kezdetben csak elméleti érdekességgel bird jelenségnek a jelentdségére
azonban csak késObb, 1987 utan eszméltek ra (Yilmaz és mtsai, 1987; Sweet, 1990).
Kitiint ugyanis, hogy az ACE inhibitorok nem csupén a rendlis hipertonidkban fejtenek ki
igen j6 hatést, de csokkenteni képesek az ateroszklerdtikus plakk képzodést és a szivizom
karosodast is. A szerzok egyértelmiien az Ang Il-nek a szuperoxid anion produkciét és
az LT szintézist fokozo hatasat teszik felelossé a hormon karos hatasaiért (Canonico,
1989; Griendling és mtsai, 1994).

A tovédbbiakban az is kideriilt, hogy az Ang II a klasszikus renin-angiotenzin
szisztématodl fiiggetleniil - lokdlisan is keletkezik, és részben lokalisan is fejti ki a hatdsat,
pl. az érfal endotél és simaizomsejtjeire (DezsO és mtsai, 1988; Dezsé és mtsai, 1989;
Tonnesen és mtsai, 1982). Az Ang II hormon, ezt ma mar biztosan tudjuk, igen fontos
szerepet jatszik, fliggetleniil vérnyomdst emeld hatdsatdl, az ateroszklerdzis
kialakuldsaban. Képes oxiddlni a keringd LDL részecskéket, de ezen tilmenden fokozza
az oxLDL megkotésében szerepet jatszé LOX-1 receptor expresszidt (Toba és mtsai,
2006). Fokozza a VSMCk-ben az ICAM-1, VCAM-1, és az E-selectin szintézisét,
indirekt modon segiti eld az NFkB aktivaciéjat. Az érendotélsejtekben és a VSMCk-ben
fokozza az inflammacios faktorok szintézisét: ide tartoznak az IL1, IL6, TNF-a, MCP-1,
TGF-B, PDGF, IGF-1, bFGF, HB-EGF, melyek a TGF-f kivételével mind fokozzdk a
VSMC proliferdciét (Schmidt-Ott és mtsai, 2000).

2.1.2. A leptin
Joval késébb valt ismertté egy masik, 16 kDa silyt peptidhormon, a leptin, mely

a fehér zsirszovetben termelddik, hatdsat a hypothalamicus magvakban fejti ki, és a



testsuly, az étvagy és az energia felhaszndlds szabdlyozdsdban jatszik fontos szerepet
(Zhang és mtsai, 1994; Arora és Anubhuti, 2006; Ronti és mtsai, 2006). Késobb deriilt ki,
hogy a leptin nem csupan ,,egy” az étvagyat szabdlyozé hormonok koziil, de mint az
egyik adipocitokin, fontos OsszekotOszerepet jatszik a zsirszovet és az immunrendszer
kozott (Tilg and Moschen, 2006; Fantuzzi, 2006). Tekintettel arra, hogy az
ateroszklerdzis patomechanizmusdban jelen tuddsunk szerint a citokinek rendkiviil fontos
szerepet jdtszanak, tovdbbd a metabolikus szindroma, koztik az obezitds és a
kardiovaszkularis megbetegedések kozott igen szoros az Osszefiiggés, a leptin szerepét
az ateroszklerozis kialakuldsaban igen fontos tényezoként tarthatjuk szamon (Mathieu és
mtsai, 2006). Az obezitds azonban nem csupdn a metabolikus szindroma tobbi tiinetének
- a hiperténidnak, a diszlipidémidnak, az inzulinrezisztencidnak, a diabetesnek - az egyik
hirnoke lehet, de fontos prediszpoziciot jelent pl. az asztma, a tiidordk és a nem alkoholos
zsirmdj kialakuldsdhoz is. A zsirszovet mai tuddsunk szerint fontos endokrin szerv,
amennyiben az adipocitokinek termelddési helye, madsrészt a zsirsejtek kozott
elhelyezkedd immunsejtekbdl kontrollalatlanul szabadulnak fel az inflammatorikus
citokinek is. Mig a bioldgiailag igen aktiv adipocitokinek a leptin, a resistin, az
adiponectin és a visfatin, nagy mennyiségben szabadulnak fel a zsirsejtekbdl, addig a
TNF-a, az IL6 és IL1 (Tilg és Moschen, 2006) a zsirszovetben jelenlevé immunsejtek
terméke. Az elsOként felfedezett adipocitokin (Saladin és mtsai, 1995) a leptin, egy 167
amindsavbol all6 fehérje, melyet az ob gén kddol, a citokin csalddhoz tartozik, és génje a
»1q31.3” locusban helyezkedik el (Geffroy és mtsai, 1995). Termelddésének
szabdlyozdsdban nem csupdn a taplaltsagi allapot vesz részt, de szintézisét fokozzak
olyan vazoaktiv peptidek, mint az Ang II vagy a endothelin. Bar a leptin koncentracio a
szérumban csupdn néhdny ng/mL, a lokdlis felszabadulds mennyiségérdl és hatdsardl nem
sokat tudunk (Guzik és mtsai, 2006). A magas sz€rum leptin szint, akar az Ang II szint,
redlisan eléforduld lehetdség: az elobbi rendlis hiperténidban, az utébbi a hypothalamus
magvakban elhelyezkedd leptin receptorok rezisztencidja kovetkeztében. A
hiperleptinémidval és insulin rezisztencidval szov0d0, €és a kardiovaszkularis
szovoédmények szempontjabdl igen veszélyes obezitds pontos okdt ma még nem ismerjiik
(Ahima, 2006; Ren, 2004). Mint emlitettilk, a leptin, amely nagy mennyiségben
szabadulhat fel lokélisan, ugyanigy lokélisan fejthet ki barmilyen gyulladdsos



2/1. abra. Jeltovabbitas leegyszeriisitett atjai a citokin-szerii receptorokrol

Jol ldthato, hogy a receptorrol (piros nyil) a szigndl sokféle uton haladhat. A fekete
nyilak jelzik a “kanonikus itat”. Ez a Gi protein-PLC-DAG-AA kaszkdd-PKC, ill. az
Ins(1,4,5)P3- Ca** szigndl. A tovdbbi szigndl utak a sejtmagba vezetnek (zold nyilak) :
ilyenek a RAS-ERK-MAPK, a JAK/STAT szigndl, tovabba a PI3K-Ins(3,4,5)PI3- PLC,
a PI3K- PKCE-NFkB iitvonal.

folyamatot. Ugyanigy a leptin rezisztencia, meglehetdsen bizonytalan fogalomnak tiinik,
és csak egyik formdja a receptorok hidnya vagy koéros miikddése a hypothalamicus
magvakban. A leptin receptorok koziil a ,,short isoform” szerepe a vér-agy gat barrier-en
valé transzport folyamatokban van. A révid forma (Ob-Ra) azt jelenti, hogy a receptor
citoplazmdba érd része - a C termindlis rész - rovidiilt meg. Az Ob-Re a cirkuldl6
plazméban mutathaté ki, amikor a receptor lehasadt része a ,,truncated soluble receptor”
keriil a keringésbe, jelentdsége még nem teljesen tisztazott. Kétségtelen, hogy szdmunkra

a hypothalamicus magvakban, az immunrendszer sejtjeinek felszinén, az endothelidlis



sejteken, a pancreas B sejtjeinek felszinén elhelyezkedd ,,long type isoform”-nak, az Ob-
Rb -nek van jelentdsége.

2.1.3. A citokin-szerii receptorok

Az Ang II és a leptin pleiotrop in vitro - és feltételezhetOen in vivo - hatdsanak
magyardzata specifikus receptoraik kiilonleges természetében rejlik. Az Ang II jelen
tudasunk szerint 1. és 2. tipusi (ATI1 és AT2) receptorokkal rendlekezik az emberi
szervezetben. Az AT2 receptorok valdjdban a magzati szovetben fordulnak eld nagy
stirliségben, mig a felndtt szervezetben csak a kdzponti idegrendszer, a mellékvesekéreg
és veld, a méhizomzat bizonyos helyein mutathatdk ki (Steckelings és mtsai, 2005). Nagy
mennyiségben képesek azonban reexpresszalédni kéros koriilmények kozott, infarktus
utdn a szivizomzatban, kardiovaszkuldris megbetegedésekben az erek simaizomzatiban
és tumoros szovetekben. Az AT2 receptor jelenlegi tuddsunk szerint természetes
antagonista hatdssal rendelkezik, és a szervezetben képes ellenstilyozni mindazt, amit az
Ang II az AT1 receptorokon keresztiil ki tud valtani. Igy, az Ang II az AT2 receptorokon
keresztiil vazodilaticiét okoz, fokozza a regenerdcidt, és a tumoros szovetekben a
vaszkularizaciot.

Az eddig leirtakbdl az vilagosan kitlinik, hogy szdmunkra a helikélis struktiraval
rendelkezd és a cytokin I. ,,superfamily”’-hez tartozé receptorok - azaz a hosszu leptin
receptorok, az ObRb-k és az AT1 Ang II receptorok az izgalmasak. Ezeknek a
receptoroknak a szigndl ttjait az 1. dbran tiintettik fel. Ez a sok tutvonalon torténd
jeltovabbitds ennek a helikdlis struktirdji receptor tipusnak a tulajdonsdga, a sok ut
egymassal valé kolcsonhatdsa, tovabbd annak pontos ismerete, hogy melyik tdtvonal
mikor, milyen sejten nyer prioritdst, bar szamtalan kozleményben olvashatunk réluk, ma
még nem tekinthetd tisztdzottnak. A leptin ObRb esetében Frithbeck (2006), mig az AT1
receptor esetében Touyz és Berry (2002), tovabba Hunyadi és Catt, 2006 06sszefoglald
kozleményét vettiik alapul. Az 1. (leegyszerlsitett) abra megszerkesztése is az 6 adataik
alapjan tortént.

Ennek a bonyolult jeltovabbitasi rendszernek a végallomdsa a magban van, ahol
is a ligand dltal kivaltott stimuldci6 képes szamos target gén amplifikdciéjat elinditani,
igy igen mélyrehaté véltozdsokat képesek létrehozni az anyagcserében. Masrészt, €s ez

rendkiviil fontos tény az ateroszklerdzis patomechanizmusaban, a leptin és az Ang II
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képes fokozni a szabadgyok képzddést: részben az NADPH oxidaz, részben az PLA,
aktivalasa révén (Griendling és mtsai, 1994; Morduchowicz €s mtsai, 1991).

2.1.4. A NADPH oxidaz aktivalodas mechanizmusa fagocita sejtekben.

Az vildgos, hogy a NADPH oxidaz aktivdlédasdhoz fagocita sejtekben az enzim
alegységek Osszekapcsolddasara (assembly) van sziikség, melynek legfontosabb 1épése a
p47°7"* membranba valé transzlokéci6ja (Takeya és Sumimoto, 2003). Mint a 2 abran is
latszik, az oxidase katalitikus magja, a cytochrom bssg, és a gp91ph°", valamint a p22‘°h°X
a membrénba integralédnak A gp91°™* direkt médon vesz részt a szuperoxid
produkciéban, mivel kétéhelyet tertalmaz a NADPH, a FAD €s a hem szamra. A resting

1P soha nem termel szuperoxidot, ehhez az kell, hogy a stimulus

sejtekben a gp9
hatdsara a Rac small GTPase, a p47°"* és a p67°"™ aktivalédjanak, és transzlokdlédjanak
a citoszolbol a membranba. Az aktivalédédst szdmos folyamat megindithatja, igy a Rac
small GTPase-rdl levalik az inhibitorként szerepld GDI, és az enzim konformaciévaltozas
utdn GTP-vé alakul, majd a p67°"*-al komplexet képezve kotédik a gp91°™*-hoz. A
ciklus akkor fejez3dik be, amikor a GTP visszaalakul GDP-vé. A p47°"* jelenéte nélkiil a
szuperoxid termelés nem indul meg, de ennek a molekuldnak inkdbb regulaciés szerepe
van. A stimulus szigndlitjdhoz - taldn ez a leginkdbb ismert 1t, az Gn. convenciondlis,
PMA-val stimuldlhat6, és Ca®*-fiiggd PKC (a, BL BIL y) aktivdlédds is elvezethet. A
PKC ugyanis képes foszforildlni a p47ph°"—ot, amely mint regulator része az enzimnek
meginditja a szuperoxid termelést. Ez a mechanizmus vezet a szuperoxid termeléshez pl.
a kemotaktikus peptidek esetében is, amikor a PTX-szenzitiv Gi protein-PLC-
Ins(1,4,5)P3 - Ca** - DAG szignalit Ca** szignélt és PKC aktivalédast is eredményez
(Tauber, 1987; laccio és mtsai, 2007, ). A NADPH oxidéz egyik leghatdsosabb stimulusa
azonban maga a Ca®* szigndl, mint ez a munkacsoport régebbi munkdjidbol is kideriil
(Fiilop T Jr. és mtsai, 1988). Elvben, a Ca®* szigndl sziikséges lehet a Ca®* fiiggé PKC
aktivaldsdhoz is, és igy feltételezhetjiik, hogy a Ca®* szignél a PKC aktivéldson keresztiil
fejti ki hatdsit a NADPH oxiddzra. A helyzet azonban éppen az udjabb kutatdsok
tikkrében, kicsit bonyolultabb (Granfeldt és mtsai, 2002). El6szor is meg kell emliteni,
hogy nem kifejezetten fagocita sejtekben kimutathaté Nox5-nek az N-termindlis végén
két Ca** kotd hellyel is rendelkezik, és Banfi és mtsai, (2001) szdmos szdvetben

kimutattak Ca>*-al direkt aktivalhaté NADPH oxid4zokat. Masrészrol, a Ca’* aktivalé
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2/2. abra. A NADPH oxidase aktivalodasanak egyszeriisitett vazlata

(Bokoch és Diebold, 2002, Blood 100:2692)

szerepérdl szolva, egy djabban felmeriild kérdés is szébajon. Nevezetesen, a fagocita
sejtekben a NADPH oxiddz vagy a plazmamembrianban helyezkedik el, és akkor
stimuléci6 utdn szuperoxid “release” kovetkezik be, mely patoldgids jelenségekhez vezet,
vagy a a granulumok ill. a fagoszoma membranjahoz kotddve aktivdloédnak, és a ROS
produkcié intracelluldrisan jelentkezik. A citokinek dltal kivaltott stimulus esetében a
NADPH mindkét lokalizacidjdban aktivalédik. Granfeldt és mtsai (2002) szerint az
intracelluldrisan felszabadulé ROS-t a Ca**-influx, mig az extracelluldris szuperoxid
release-t az intracelluldris raktarakbol felszabadulé Ca** szigndl idézi elo.

Végiil szamunkra taldn legfontosabb regulécids ut, a NADPH oxiddznak az Rho

“superfamily”-hez tartozé Rac altal torténd reguldcidja. A humdén neutrofilekben a Rac2,
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mig a monocitdk esetében a Racl tolti be a legfébb regulator szerepét (Zhao X és mtsai,
2003). A stimulus hatdsdra a p21 Rac levdlik a citoszélban a gitld hatdsd guanosin
difoszfat inhibitorrél (2. abra), €s igy a guanosin difoszfat konformaciovaltozas utan
képes guanosintrifoszfattd alakulni, majd ebben a formdban a membrénban a p67ph°"—hoz
kapcsolédni (Bokoch és Diebold, 2002). A p21 Rac 1 vagy 2 isoprenylacidja,
pontosabban geranylgeranyldcidja a molekula membranba valé kihorgonyozasihoz
sziikséges (Delbose és mtsai, 2002) .

Mint ismeretes, az isoprenylek a mevalonat cikluson keresztiil szintetizal6dnak,
mely ciklus a koleszterin szintéziséhez is vezet, ezért a HMG CoA reduktdz kulcsenzim,
melynek gétldsa a statinokkal csokkenti a ROS képzddést is. A 3 abran a mevalonat
ciklust tiintettiik fel, a NADPH oxidaz aktivitds gatlasdanak jobb megértése érdekében. A

2/3. abra. A mevalonat ciklus vazlatos ismertetése

Acefyl CoA + aceloacelyl CoA
T HMG CoA synthase
HMG CoA

lr HMG CoA reductase
Wevalonat /

-‘Illll

Geranyl-PP

|

Holasziorin G Farniesyi-PP

¥

Geranylgeranyl-PP

|

Riva, Rac profeinak
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vazlat megtekintésekor vildgossa valik, hogy a ROS képzddés €s a koleszterin szintézis

szabdlyozdsa azonos tton torténik.

2. 2. Kozvetlen kisérleti elozmények és célkitiizés

2.2.1. A munkacsoport kisérletei, melyek a jelen munkahoz elvezettek

A munkacsoport kisérletei a neuropeptidekkel 25 éves multra tekintenek vissza.
Elészor 1981-ben mutattdk ki, hogy az Ang II patkdny peritonedlis makrofagok
immunfunkcidit képes a koncentraciotdl fiiggden csokkenteni vagy gatolni (Dezsé és
Foris; 1981, Foris és mtsai, 1983). A tovabbiakban egy mdsik neuropeptid, a B-
endorphin analég Met-enkephalin immunaktivitasat vizsgéltk, és hasonlé eredményeket
kaptak (Foris és mtsai, 1984; Foris és mtsai, 1986). A tovabbiakban az is kidertilt, hogy a
somatostatin, valamint a k-elastin is rendelkezik immunstimulidns hatdssal (Foris és
mtsai, 1985; Fiilop és mtsai, 1986). Az Ang II kdros hatdsa a kardiovaszkuldris
megbetegedésekben - fiiggetleniil vérnyomds emeld hatdsatdl - aktudlissa tette az ujabb
vizsgalatokat, és ekkor kimutattdk, hogy az Ang II human neutrofilek intracelluléris
killing aktivitasat képes koncentraciétdl fiiggden fokozni vagy gatolni (Paragh és mitsai,
2002). A 10 nM Ang II hatdsdra a szabadgyok képzddés (szuperoxid és leukotrién)
fokozddott, €s ez a fokozdd4s szignifikdnsan nagyobb volt azokban a sejtekben, melyeket
hiperkoleszterinémidban szenvedd betegektdl nyertek. Azt is kimutattdk, hogy a PTX-
szenzitiv Ins(1,4,5)P3 szigndl az Ang IlI-vel stimuldlt HC neutrofilekben kimarad, és a
Ca®* szigndlért egy verapamil-érzékeny Ca**-influx a felels. Figyelemre mélt azonban,
hogy mar elOzetesen sikeriilt kimutani hasonld eltéréseket a jeltovabbitasban,
amennyiben hiperkoleszterinémids, illetéleg 2 tipusi diabetes mellitusban szenvedd
betegek neutrofiljeit stimuléltdk formyl-Met-Leu-Phe kemotaktikus peptiddel (Foris és
mtsai, 1998, Paragh és mtsai, 1999). Ezek a vizsgalatok arra utaltak, hogy mind HC-ben,
mind 2 tipusi DM-ben megvaltozik a G-proteinhez kotddd receptorok jeltovabbitdsa a
fehérvérsejtekben. Ez a megfigyelés megerdsitette azokat a még régebben végzett
vizsgalatokat, amelyekben kimutatdsra keriilt, hogy idds, egészséges emberek
fehérvérsejtjeiben is megvéltozik az intracelluldris szignalizacié (Fiilop és mtsai, 1989).

Az intracelluléris jeltovabbitas koros véltozdsai kiillonbozé anyagcsere
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megbetegedésekben lényegében vérhaté eredménynek is latszanak, mégis csak igen
kevés tudomanyos eredmény latott napvilagot ezen a teriileten.

2.2.2. A jelen munka célkitiizései

Tekintettel arra, hogy az elmiilt években éppen a citokinek receptorainak a
Jjeltovabbitasdarol egyre tobb, fontos adat vdlt ismertté, ezeket a madr bonyolultabb
rendszerben vizsgdlhato szigndl utakat érinté vdltozdsokat  kivdantuk tisztdzni
hiperkoleszterinémidban szenvedd betegek fehérvérsejtjeiben. Ebben a fejezetben a
neuropeptidek dltal kivaltott szabadgyok képzésre hato vdltozdsokat vizsgdltuk, kiilonos
tekintettel a mevalonadt ciklustol fiiggd, a Rac szabdlyozdsa alatt dllo, tehdt statin-
érzékeny szuperoxid termelddésre. Jelen ismereteink alapjan az Ang I dltal kivdltott
kdros szabadgyok termelést egy mdsik, szintén aterogén hatdsiinak tartott neuropeptid,

a leptin hatdsdval hasonlitottuk ossze.

2.3 Alkalmazott modszerek

2.3.1. Beteganyag

A kontroll csoportokban a vért részben egészséges, Onként jelentkezd
egészségiigyi dolgozoktdl, részben pedig a Véradé Allomds segitségével onkéntes
véradoktol nyertiik. A hiperkoleszterinémids csoportok ugynacsak onkéntes, a véradas
céljardl felvildgositott, az 1. Belgydgydszati Klinika Anyagcsere Megbetegedések
Tanszékének szakrendelésein el0szor jelentkezd betegek voltak, akik addig kezelésben
még nem részesiiltek. A betegeken elvégeztik az LDL receptorok szdménak é&s
funkcidjanak vizsgdlatit Goldstein és Brown (1974) moddszere szerint, tovdbba
megvizsgiltuk a monocitdkon észlelhetd, és 50 pg/mL LDL-proteinnel kivalthatd negativ
feed back reakcidt is. Kovetkezésképpen az altalunk vizsgalatra kivéalasztott betegek nem
szenvedtek LDL receptor hidnyba és/vagy diszfunkciéban. A kontroll és HC betegek
demografiai adatait az A., B. és C Tablazatokon tiintettiik fel. A tdblazatokban
feltiintetett vizsgédlatokat a DEOEC  Klinikai Biokémiai és Molekularis Patologiai
Intézetében végezték el. Egy-egy kisérlet elvégzéséhez a vénds vérvétel (10-15 mL) 4-5
napos intervallumokban tortént 6-8 HC betegtdl és 3-4 kontroll véradétdl. Az interassay
coefficiens nem haladta meg a 15%-ot. A DEOEC etikai bizottsdgitdl az engedélyt
kisérleteinkhez megkaptuk.
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A. Tablazat

Paraméterek Kontroll (n=24) HC (n=32)
Eletkor 48.9+6.8 51.6+5.5
BMI (kg/m?) 22.8+3.1 23.1+3.3
WHR 0.86+0.11 0.89+0.14
Koleszterin (mmol/L) 4.4+0.49 9.5+1.52
Tg (mmol/L) 1.8+0.23 1.9+0.25
HDL-C (mmol/L) 1.34+0.14 1.26+0.21
LDL-C(mmol/L) 3.18+0.42 8.23+1.03

Adatok a 4-8. abrdkhoz.. Roviditések: HC= hiperkoleszterinémidban szenvedo betegek;

BMI=body mass index; WHR=waist-to-hip ratio; Tg=triglicridek

B. Tablazat

Paraméterek Kontroll (n=24) HC (n=22)
Eletkor 56.3+6.3 54.2+5.8
BMI (kg/mz) 22.3+3.4 22.61+4.1
) WHR 0.88+0.1 0.89+0.18
Ehezési vércukor
(mmol/L) 5.2+0.68 5.5+1.1
Insulin (mU/L) 20.5+3.4 21.8+5.8
HbA1C % 4.5+0.53 4.6x1.1
Koleszterin (mmol/L) 4.5+0.57 9.8+1.05%
Tg (mmol/L) 1.82+0.23 2.05+0.38
HDL-C (mmol/L) 1.65+0.15 1.25+0.17
LDL-C (mmol/L) 3.88+0.43 8.781.0°

Adatok a 9. és 10 abrahoz.. Roviditések: lasd A. Tablazat.

A C Tablazatban vizsgilt betegek esetében a kisérletek nem 6nkontrollosak voltak.
A HC+Flu csoportban a betegek 6 hétig részesiiltek 40 mg/nap fluvastatin (Lescol)
kezelésben. A kezelés elotti értékekhez képest a véltozdsok a kovetkezdk voltak:
0ssz. koleszterin: - 17.4%; HDL-C:35.9%; trigliceridek... -9.6%; apolipoprotein Al:
+6.2%; apolipoprotein B100: -18.3%; LDL/HDL: -28.1%; LDL-C: -24.6%.
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C. Tablazat

Paraméterek Kontroll (n=14) HC (n=28) HC+Flu (n=21)
Eletkor 58.2+6.3 55.7+6 59.2+6.8
BMI(kg/mz) 23.8+3.2 22.6+3.5 24.1+£3.8
WHR 0.86+0.11 0.95+0.15 0.92+0.13
Koleszterin a
(mmol/L) 4.6x0.51 8.7+1 5.9+0.68
Tg(mmol/L) 1.740.22 1.9+0.24 1.7£0.20
HDL-C (mmol/L) 1.35%0.15 1.31+0.15 1.40+0.16
LDL-C(mmol/L) 3.43+0.41 6.72+1.1 4.11+0.44*

Adatok a 11. és 12. abrahoz.. Roviditések: (lasd A. Tablazat)HC+Flu=HC betegek
kezelése 6 hétig 40 mg/nap Lescol-al.

2.3.2 Neutrofil és monocita izolalas

A neutrofileket a vérbél Boyum (1968) mddszere szerint izolédltuk Ficoll-Hypack
slirliség gradiensen. Az igy nyert sejtszuszpenzié tisztasdga 95%, mig az €10 sejtek ardnya
mofolégiai vizsgélattal (tripan-kék mdédszer) 96% volt.

A monocitak izolaldsa kétféle médon tortént: az elsd 1épésben Boyum (1969) mddszere
szerint izoldltuk a mononukledris sejteket, majd a tovabbiakban Kumagai és mtsai (1978)
szerint tisztitottuk a monocitdkat. A mononukledris sejtszuszpenziét elozdleg fetal calf
serum-al eldkezelt petri csészékbe helyeztiik (90 mm diameter), majd EGTA-t tartalmz6
jéghideg HBBS puffer oldatban felszuszpenddltuk a letapadt monocitdkat. A végso,
tisztitott monocita szuszpenzi6 tisztasaga 93-96 %-os tisztasagu, mig az €10 sejtek ardnya
90-95% volt.

Bizonyos esetekben a kontroll véradoktél nyert monocitdkat azonban az
eldszepardlds utan Wahl és mtsai (1984) modszere szerint counterflow elutriacidval
Beckman JE-6B centrifugin és Beckman standard elutridciés kamréat haszndlva
szepardltuk. A sejtszuszpenzid tisztasdgat anti CD14 markerrel igazoltuk..

2.3.3. In vitro kisérleti koriillmények

A sejteket dltaldban HBSS-ben szuszpenddltuk és a stimuldciokhoz a kovetkezd
agonistikat hasznaltuk fel el6zetes kisérletek utdn: 10 nM angiotensin II (Serva), 100

ng/mL leptin (Sigma), 10 nM formyl-Met-Leu-Phe (Serva), 100 nM PMA (Sigma), 1 uM
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A23187 (Sigma). A gatloszereket a kovetkezd koncentracidkban €s ideig alkalmaztuk: a
PLC-t gatl6 5 uM neomycint (Sigma) 60 percig, a Gi proteint gatl6 100 ng/mL
pertussis toxint (Sigma) 120 percig, az intracellularis Ca®* transzlokdciot gatlé 1.0 uM
thapsigargint (Sigma) 60 percig, az angiotensin II AT1 receptorat gatlé 1uM losartant
(Merck) 20 percig, az AT2 receptorat gatlé 1 uM PD123319-t (Sigma and Aldrich) 20
percig, A PKC-t gatlé6 1.0 uM H-7-t (Sigma) 60 percig, a PI3 kinase-t gatl6 20 nM
wortmannint (Sigma) 30 percig, a MAP kinase-t gatlo6 50 uM PD98059-t (Sigma) 30
percig, a HMG CoA reductase-t gatlo 5 uM fluvastatint (Merck) 60 percig, és 20 uM
lovastatint 120 percig, a SCAP-SREBP komplex kialakuldsat gatlé 25 puM 25-
hydorxycholesterol-t (Sigma) methyl-B--cyclodextrin komplexben 120 percig. Végiil a
Ca’*-influx gitldsdra a sejteket Medium V-ben inkubdltuk 60 percig. A Medium V 10
UM verapamilt ((Sigma) és 3 mmol/L EGTA-t tartalmazott Ca®*- mentes HBSS-ben.

2.3.4. Szuperoxid anion meghatarozas

A szuperoxid anion generdléddsidt Cohen és Chovaniek (1978) mddszerével
vizsgaltuk, amely a superoxide dysmutase-val gatolhaté ferricytocrom C (Sigma)
redukcidjdnak spektrofotmetrids mérésén alapszik. A felszabadul6 szuperoxid
mennyiségét nmol 0,7/10° sejt/30 min -ben fejeztiik ki.

A kisérletek egy részében a mérést Varga és mtsai (2001) mddszere szerint 96
lukd Nunclon microplate-ben végeztiik és a spectrofotometrids leolvasds ELISA reader-
ben (Antos Labtec, Wien, Austria) tortént.

2.3.5. Arahidonsav derivatumok kiarmalasanak mérése

Az arahidonsav kaszkad intenzitidsanak méréséhez Boraschi és mtsai (1985)
modszerét hasznaltuk, amely azon alapszik, hogy ['*Clarachidonic acid-al (Amersham,
58.4 mCi/mmol) feltoltott sejtekbdl stimuldcid hatdsara mértiik a jelzett arahidonsav
derivatumok kidramldsat. A kisérletekhez 5 X 10° granulocitit 60 percig inkubéltunk
0.2 uCi jelzett ["*Clarachidonic acid-al 37° C-n. Er6teljes mosds utin megmértiik a
sejthez-kotott radioaktivitdsokat, majd 20 perces stimuldciés periddus utdn a sejteket
centrifugaltuk és megmértiik a feliiliszok radioaktivitasit. A mérések Packard 2200 CA
szcintillaciés szamlaléban torténtek. A spontdn kidramlds levondsa utdn a kidramlo
radioaktivitast a sejthez-kotott aktivitds szazalékaban fejeztiik ki. A mddszer alapjan nem

tudunk kiilonbséget tenni a kiilonbdz6 arahidonsav szarmazékok kozott, viszont jol jelzi,
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hogy milyen esetekben érdemes a joval dragabb €s munkaigényesebb leukotrién
meghatdrozasokat is elvégezni.

2.3.6. Leukotrién B4 és C4 meghatarozas

Eldkisérletekben a munkacsoport standardok segitségével a neuropeptidek éltal
granulocitdkban kivéltott leukotrién szintézist mar megvizsgalta: standardok Sigma,
StLouis, MO) segitségével meghataroztdk a szintetizalt LTB4, LTC4, LTD4 és LTE4
mennyiségeket. Ré€szben jelentdségiik miatt, részben pedig a leglatvanyosabb novekedés
miatt jelen kisérleteink sordn csak az LTB4 és LTC4 keriilt meghatarozasra. A
meghatdrozasok Jubiz és mtsai (1985) mddszere szerint torténtek Huwyler és Gut (1990)
moédositdsa szerint. A granulocitdkat HBSS-ben (107 sejt/mL) szuszpendaltuk és 37° C-n
CO, inkubétorban dllandé keverés mellett stimuldltuk 30 percig. A sejtszuszpenziébol
100 pL mennyiséget adtunk 300 plL isopropanol tartalmu formilsavhoz és a végsd pH-t
3.0-ra allitottuk be. Erds vortexelés kozben 3-szoros mennyiségli dichloromethan-t
adtunk hozza, majd a fazisok kiilonvalasztisa céljabol 10 percig 10.000 g-n
centrifugdltuk. Az als6 szerves fazishoz 25 pL ultra tiszta vizet adtunk &lland6
wortexelés kozben, majd djra 10 000 g-n centrifugaltuk 2 percig. A mintdk volumenét
50°C-n nitrogén dram alatt csokkentettiik 20-30 pl-re. A HPLC-be (Merck-Hitachi,
Darmstadt, Germany) juttatishoz 20 pum hurokhoz illeszkedé Rheodyne 7125 szelepet
hasznaltunk. A szepardlds LiChroper 100.18 oszlopon tortént (részecske méret: 5 pum;
Smm i.d.; 125mm hossz), az elucié6 metanol:viz 60:40 ardnyid keverékével pH 7.4-n
tortént, mely pH-t 0.25% Na,EDTA-t (Merck) tartalmazé jégecettel allitottunk be. A
leukotriének meghatarozas reverz HPLC technikdval, ultraibolya tartomédnyban tortént
280 nm-n (UV-VIS, L-4250 detektorral). Az egyes mintdkban az LTB4 és LTC4
koncentracigjat a retencids id6 és nemzetkozi standardokkal kapott csicsmagassagok
segitségével af D6000 HPLC-Manager Software modell (Merck, Darmstadt, Germany)

segitségével szamoltuk ki.
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2.3.7.Matematikai Kiértékelés

A paramétereket leird statisztikdval jellemeztiik (atlag, szérds, esetszam). Az egyes
betegcsoportok kontrollhoz viszonyitott kiillonbségét ANOV A teszttel illetve parositatlan
t-teszttel hasonlitottuk Ossze.

Sajat részvétel Intenziven vettem részt a beteganyag kivalasztasaban valalmint az

eredmények Kkiértékelésében. A szuperoxid anion és a ['*Clarahidonsav kidramlas
méréseiben a munkacsoport laboratériumaban iranyitas mellett vettem részt a
sejtek szeparalasaban és a meghatarozasok Kivitelezésében. A leukotrién

meghatarozasokat dr. Keresztes Tamas végezte el.

2.4. Kisérleti eredmények

Els6 kisérletsorozatunkban megvizsgdltuk kiilonboz6 Ang II koncentraciok
hatdasat a human neutrofilek szabadgyok termelésére (4. abra). A szuperoxid termelést a
10-100 nM koncentracidok kozott észleltiik, ennél kisebb és ennél nagyobb Ang II
koncentraciok hatdstalanok voltak. A HC sejtek éltal termelt szuperoxid mindkét esetben
szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrollok 4ltal termelt mennyiség. Amennyiben az
Ang II hatésit az AA kaszkad aktivitdsdra vizsgéltuk, azt taldltuk, hogy a ['*C]AA-val
feltoltott sejtek spontdn leaddsa ugyancsak 10-100 nM Ang II dltal volt fokozhat6, mig
1000 nM hatdsdra a kontroll csoportban a ["'C]AA leadds a “none” csoporthoz képest
csak kissé fokozodott (P<0.05). Ezzel szemben a HC neutrofilek izotép leadédsa
szignifikdnsan nagyobb volt 1000 nM Ang II stimuldci6é utdn, mint a 100 nM hormon
altal kivaltott leadds (P<0.001). Ugyanez a koncentracié-fiiggden fokozhaté reakcid volt
észlelthetd HC neutrofilek esetében, ha az Ang II éltal kivéltott LTB4 és LTC4 termelést
vizsgiltuk. A 10 -100 nM kozott észlelhetd reakcid6 maximum tehat csak a kontroll
sejtekre volt érvényes akar a szuperoxid rilizt, akdr az AA kaszkdd intenzitdsat

vizsgaltuk.

2/4. abra. Kiilonb6z6 angiotenzin II koncentraciok hatasa kontroll és
hiperkoleszterinémiaban szenvedé betegek neutrofiljeinek szuperoxid (A),
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arachidonsav szarmazékok (B), leukotrién B4 (C) és leukotrién C4 (D) termelésére.
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Rovidités: AA=arachidonic acid. Minden érték 3 meghatdrozds dtlaga+SD. A
vizsgdlathoz 8 kontroll véradé és 11 HC beteg vérét haszndltuk fel. A. A “none”
csoporthoz képest a novekedés szignifikdans (P<0.001); b A kontroll és a HC csoport
kozétt a kiilonbség szignifikdns (P<0.001); B. A “none” csoporthoz képest a
novekedés szignifikans (P<0.001); b A kontroll és a HC csoport kozott a kiilonbség
szignifikans (P<0.001) ¢ Az 1000 nM adltal okozott csokkenés szignifikdns volt
(P<0.001) d Az 1000 nM dltal okozott fokozodds szignifikdnsan nagyobb volt mint a
100 nM hatisa (P<0.001). C. “A kontroll és a HC csoport kozott a kiilonbség
szignifikdns volt (P<0.001); bA csokkenés a 10-100 nM-al kapott értékekhez képest
szignifikdns volt (P<0.001); ‘A Jokozodas a 10-100 nM-al kapott értékekhez képest
szignifikdns volt (P<0.001). D. (lisd C pont)

2/5. abra. Losartan (L) és PD 123319 (PD) hatasa az Ang II altal kivaltott

szuperoxid termelédésre kontroll és HC neutrofilekben
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A vizsgdlatot 6 kontroll és 6 HC-ben szenvedd beteg neutrofiljeivel végeztiik el. A

novekedés szignifikdans (P<0.001); b A gatlas szignifikdans (P<0.001); “ A PD dltal
okozott fokozodds szignifikdans (P<0.001). Roviditések: K-=kontroll, All=angiotensin
II, L=Losartan, PD=PD123319)

A kovetkezdkben Losartan és PD123319 eldinkubécié segitségével megvizsgiltuk, hogy
az Ang II szuperoxid termelést beindité hatdsaban mennyiben vesznek részt az AT1 és
az AT2 receptorok (5. abra). Kisérleteink szerint a kontroll és HC neutrfilekben az Ang
IT 10-100 nM koncentraciéban fokozta a szuperoxid képzdodését, és ez egyértelmiien
gatolhaté volt Losartannal. Az AT2 receptorokat gitlé PD123319 ezzel szemben a
kontroll sejtekre nem fejtett ki hatast, mig a HC sejtekben az 0sszes koncentracidban (10-
1000 nM) fokozta az Ang II éltal kivéltott szuperoxid termelést. Ez utobbi jelenség
feltehetéen arra vezethetd vissza, hogy az AT2 receptorok csak a HC sejtek felszinén
fordulnak eld szdmottevd stirliségben, €s gatlasuk esetén nem érvényesiil az ATl
receptorokkal szembeni antagonizal6 hatasuk.

2/6. abra. Osszehasonlité vizsgalatok kontroll és HC monocitik és neutrofilek kozott
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A vizsgdlatokban 11 kontroll és 10 HC beteg vett részt. “A Jfokozodas szignifikdans
(P<0.001), b A kiilonbség a neutrofil és a monocita értékek kozott szignifikdns
(P<0.001), ‘A kiilonbség a kontroll és HC csoportok kozott szignifikdns volt (P<0.001).

Roviditések: K=kontroll, HC= hiperkoleszterinémids)

A kovetkezd kisérletben a kontroll és HC betegek granulocitdinak és monocitdinak
reakcidjat hasonlitottuk Ossze a kiillonb6z6 Ang II koncentraciok hatdsara (6. abra). A
szuperoxid termelést a monocitdk esetében is a 10-100 nM koncentracidk fokoztdk csak,
és a monocitdk esetében is magasabb volt a szuperoxid termelés a HC sejtekben. Meg
kell azonban jegyezniink, hogy a monocitdk szuperoxid termelése szignifikdnsan
alacsonyabb volt mind a kontroll, mind a HC csoportban, mint neutrofilekben. A
tovabbiakban a leptin 1-1000 ng/mL koncentracidéinak hatdsat hasonlitottuk Ossze
kontroll és HC monocitdkban, és a szuperoxid termelést hatdroztuk meg (7 abra).
Eredményeink szerint a leptin 50-100 ng/mL koncentraciéban képes volt fokozni a

2/7. abra. A leptin Kkiilonb6z6 koncentraciéinak hatasa kontroll és HC-ban szenved6
betegek monocitaiban a NADPH oxidaz aktivalédasara



23

250

200 - { l
O Kentroll b.c SE

150 o

100 - T c N

50 - ]

HH
A

szuperoxid anion {(nmolf30 mer't:m:'.iti monocita)

none 1 10 50 100 500
leptin {[ngfmL)

A kisérletben 8 kontroll és 8 HC beteg vett részt. * Az emelkedés szignifikdns (P<0.05),
b A kontroll és HC csoport kozti kiilonbség szignifikans (P<0.001), ¢ Az emelkedés

szignifikdns (P<0.001).

szuperoxid termelddést, és az Ang II-hoz hasonléan, a HC monocitdkban a reakcid
szignifikdnsan jelentésebb volt. A leptin < 50 ng/mL, valamint > 250 ng/mL
koncentracidkban nem volt hatdssal a NADPH oxidaz aktivdlodaséra.

A hasonlatossdg az Ang II és a leptin in vitro hatasai kozott, felvetették azt a lehetOséget,
hogy az egybevagd eredmények oka a mar emlitett, az AT1R és az ObRb jeltovabbitisa
kozotti hasonlésdg, vagy éppen azonossdg lehet. Ezért a kovetkezd kisérletben a
monocitdkat a “Modszerek” részben mar ismertetett médon a Gi proteineket gatlo PTX-

el, a PLC-t gatlé neomycinnel, az intracelluldris Caaql®* raktdrakbél a Ca®*-t kiiirito,

2/8.abra. A NADPH oxidaz aktivalodas szignalizacios uitjanak vizsgalata kontroll és

HC monocitakban az AT1 és a leptin receptorok esetében gatloszerek segitségével
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Roviditések: Ang Il=angiotensin II, PTX=pertussis toxin, Neomyc=neomycin,
Thaps=thapsigargin, WTM=wortmannin, PD980=PD98059 *A gdtldsok szignifikansak
(P<0.001). A kisérletben 16 kontroll egyén és 14 HC beteg vett részt.

Ca-ATPase inhibitor thapsigarginnal, a mediumbdl torténd Ca**-influx-ot gatl6 verapamil
tartalmi Medium V-vel, a PI3K-t giatl6 WTM-el, a MAPK-t gatl6 PD98059-¢l, és a
konvencionalis PKC isoformokat gatlé H-7-el kezeltiik el6. Eredményeinket a 8. abran
foglaltuk 0ssze. Mind az Ang II, mind a leptin esetében a kontroll monocitdkban a
szuperoxid generdciot a PTX, a neomycin, a thapsigargin, a wortmannin és a H-7 voltak
képesek csokkenteni, mig a medium V semmiféle hatast nem gyakorolt a NADPH oxidaz
aktivalédasara.. Ezzel szemben a HC monocitidkban a legjelentésebb gatlast a Medium V-
vel értiik el. Ezen kiviil gatlé hatést fejtettek ki a wortmannin a PD98059 és a H-7, és
kisebb mértékben a neomycin €s a thapsigargin is. A HC sejtek esetében a PTX
semmiféle hatdst nem volt képes kifejteni. Az Ang II és a leptin okozta szuperoxid

generacidé érzékenysége kozott nem sok eltérés taldlhatd: az figyelemre mélto, hogy a
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MAPK-t gitl6 PD98059 a HC sejtekben mindkét peptid esetében gétolt, de a kontroll
monocitdk szuperoxid termelésére Ang II stimulus utdn hatdstalan volt, mig a leptin
stimulust szignifikdnsan gatolta. A kissé bonyolultank t{ind eredmény magyardzata az
lehet, hogy a Ca”™* szignil a NADPH oxiddz legfontosabb aktivétora, és ennek eredetét a
kontroll sejtekben az intracelluldris Ca®* raktdrak képezik, mig a HC sejtekben a Ca®* az
extracelluldris milliobdl szdrmazik, és a verapamil-szenzitiv csatorndkon keresztiil jut be
a sejtekbe. Fel kell azonban figyelniink arra, hogy a HC monocitdkban a szignalizaci6 -
ha kis mértékben is - de egy masik, nevezetesen a PI3K— PLC — thapsigargin-érzékeny
Ca* pool ttvonalon is bekdvetkezhet. Ennek a jelentGsége azonban valdszinfileg
lényegesen kisebb a neuropeptidek altal kivaltott karos jelenségekben.

A NADPH oxiddz aktivdléddsaban, mint ezt mar emlitettik a legfontosabb
szerepet a Ca®* szigndlon kiviill a “mevalonat ciklus — izoprenilek — Racl/Rac2
aktivalédas” jatszhatja. Tudvalevd, hogy a mevalonét ciklus kulcsenzime a HMG CoA
reduktédz, és ennek inhibitorai a statinok, melyek a kardiovaszkuléris megbetegedésekben
fontos gyogyszerként hasznalatosak. Ezért a kovetkezo kisérletek soran a két neuropeptid
altal kivaltott szuperoxid generalas fiiggését kivantuk megvizsgalni az izoprenilaciotol.
Eldszor is megvizsgéltuk, hogy az Ang II-n és a leptinen kiviil mas, kozismerten NADPH
oxidaz aktivalédast kivalto stimuldlészerek hogyan hatnak a kontroll és HC monocitdkra
(9. abra). A 9 dbra eredményei szerint az Ang II, a leptin és az FMLP esetében a HC
sejtek szuperoxid termelése nagyobb, mint a kontroll sejteké, ezzel szemben a PKC-t
aktivalo PMA, ill. a Ca®* szignélon keresztiil aktivdlé Ca ionophor A23187 4ltal kivaltott
ROS képzodés a kontroll monocitakban nagyobb. A 10. dbran a kiilonb6z6 stimulusok
altal kivaltott szuperoxid termelés lovastatinnal in vitro gitolhaté €s nem gatolhatd
ardnyat tiintettiik fel. Mar a kontroll csoportban azt taldltuk, hogy csak a citokin-szer(i
hatdssal rendelkezd harom peptid (Ang II, leptin és FMLP) volt képes a lovastatinnal
gatolhaté ROS képzddést fokozni, a PMA és az A23187 ilyen hatdssal gyakorlatilag nem
rendelkezett. A HC sejtekben ez a lovastatin-€érzékeny ROS termelddés fokozottan

érvényesiilt. Ebbdl azt a kovetkeztetést vonhattuk le, hogy az dltalunk hasznélt
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2/9.abra. Kiilonbo6z6 stimulalészerek hatasa kontroll és HC monocitak szuperoxid
anion termelodésére
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Roviditések: ~ HC=hiperkoleszterinémia, Ang IlI=angiotensin II, Lp=leptin,
a

FMLP=formyl-Met-Leu-Phe, PMA=forbolmiristat actdt, A231=A23187. A HC
sejtekben kivaltott szuperoxid termelés szignifikansan nagyobb, mint a kontroll

sejtekbe (P<0.001), b A kontroll sejtekben kivdltott reakcio szignifikdnsan nagyobb,
mint a HC monocitdikban (P<0.05).

neuropeptidek altal kivaltott szuperoxid termelés egy része statinnal gatolhatd, és ez a
mevalondt cikluson keresztiil torténd fokozddas a HC sejtekben sokkal jelentdsebb.

Az eddigi eredmények mindenesetre felvetik azt a lehetdséget, hogy a statin
terapia egyik fontos hatdsa a kardiovaszkuldris megbetegedésekben nem csupan a
koleszterin szintézis gatldsdn, de éppen a szabadgyok képzddés csokkentésén keresztiil
valosul meg. Kovetkezd kisérletsorozatunkban kontroll egészséges véradok, HC-ben
szenvedo 28 beteg, valamint HC-ben szenvedo és 6 hétig napi 40 mg fluvastatinnal kezelt

21 beteg 10 nM Ang II-vel stimuldlt neutrofiljeinek a szabadgyok képzését vizsgaltuk
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2/10.abra. Kiilonb6z6 stimulaloszerek altal Kivaltott szuperoxid anion termelés
lovastatin szenzitiv és rezisztens részének alakulasa kontroll és HC monocitakban
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Roviditések: Lov=lovastatin, Ang II=angiotensin I, Lp=leptin, FMLP= formyl-Met-
Leu-Phe, PMA=phorbol ester, A231=A23187. “A Lov-szenzitiv rész szignifikdnsan

nagyobb, mint a kontroll sejtekben (P<0.001).

meg (11. abra) Eredményeink szerint a fluvastatin kezelés szignifikdnsan csokkentette a
neutrofilek szuperoxid termelését a kezelésben nem részesiilt HC csoporthoz képest. A
fluvastatin kezelés azonban nem valtoztatott azon a tényen, hogy a HC sejtekben a ROS
képzddést PTX-el nem, csak a Medium V-vel lehetett géitolni. A mepacrin iranti
érzékenység is azonos volt a HC és a fluvastatinnal kezelt HC csoportokban. A 12 4bran
az Ang II altal indukalt LTC4 szintéziseket tiintettiik fel. A HC csoportban az Ang II altal
kivaltott LTC4 szintézis szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll sejtekben, és a
fluvastatin kezelés jelentdsen csokkentette az LTC4 mennyiségét. A gatlasok jellegén
azonban a fluvastatin terdpia nem véltoztatott, amennyiben a kezelés ellenére a nem-

kezelt HC csoporthoz hasonléan csak a Medium V és a mepacrin volt hatasos.
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2/11.4abra. Ang II (10 nM) hatasa a szuperoxid anion termelédésre egészséges
kontroll egyének, HC-ben szenveddé kezeletlen és fluvastatinnal kezelt betegek

neutrofiljeiben.
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Roviditések: HC=hyperkoleszterinémidban szenvedd betegek, HC+Flu=fluvastatinnal
kezelt HC betegek , All=angiotensin II, PTX=pertussis toxin, Thaps=thapsigargin,
Medium V= verapamilt tartalmazé Ca’* mentes medium, Mep=mepacrin.a A

szuperoxid termelés nagyobb, mint a kontroll és “Flu+HC csoportban(P<0.001), bA
szuperoxid termelés nagyobb, mint a kontroll csoportban(P<0.001), ‘A gdtlds
szignifikdns (P<0.001 ),dA gdtlds szignifikdans (P<0.05).
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2/12.4bra. Ang II (10 nM) hatasa a leukotrién C4 szintézisre egészséges kontroll
egyének, HC-ben szenvedo kezeletlen és fluvastatinnal kezelt betegek

neutrofiljeiben.
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Roviditések: LTC4=leukotriénC4, Flu=fluvastatin terdpia alkalmazdsa, All=
angiotensin II, PTX=pertussis toxin, Thaps=thapsigargin, Medium V=varapamilt

tartalmazé Ca’* mentes tdpfolyadék, Mep=mepacrin. “ A HC csoprtban az LTC4
termelés szignifikdansan magasabb, mint a kontroll és fluvastatinnal kezelt

csoportokban(P<0.001), Az LTC4 termelés szignifikansan magasabb, mint a kontroll
csoportban (P<0.05), ‘A gatlas szignifikdns (P<0.001).

2.5. A kisérleti eredmények megbeszélése

Lényegében eldszor vizsgaltuk meg az Ang Il koncentracié fiiggd és bifazisos
hatdsit a szabadgyok képzddésre. A szuperoxid termelddés esetében ez természetesen
nem értékelhetd, mivel a nyugvé granulocitakban a NADPH oxidaz inaktiv, disszocialt

dllapotban van jelen, és a mérheté érték csak 10-15 nmol/30 min/10° sejt. A nyugvé HC
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sejtekben mérhetd aktivitds ennek kb. a kétszerese. Ezt a t€nyt mi nem értékelnénk tul,
hiszen a nyugvo sejtekben mérhetd ,alapjarat” feltehetben csak mitermék, ami a
sejtszepardlds sordn kialakulé és elkeriilhetetlen sejtpusztulds, és az azt kovetd
autofagocitdzis eredménye. Ezért nem tudunk egyetérteni Mohdcsi és mtsai (1996)
véleményével, akik szerint ateroszklerézisban a resting granulocitik szuperoxid
termelése fokozott. Azzal sem tudunk egyetérteni, hogy a FMLP-vel stimuldlt HC
granulocitdk szuperoxid termelése alacsonyabb, mint a kontroll sejteké (Harangi és mtsai,
2002). Ennek kiilonben ellentmondanak Bonneaut és mtsai, (1996) vizsgdlatai is, akik
kimutattdk, hogy LDL jelenlétében a granulocitdk FMLP-vel kivéltott szuperoxid
termelése éppen fokozddik, feltehetéen a sejtek membran-koleszterin tartalménak
novekedése kovetkeztében. Visszatérve az Ang Il koncentraci6 fiiggd in vitro hatasdhoz,
ugy tlinik, hogy a hormon a szuperoxid termelést csak egy viszonylag sziik tartomdnyban
- 10 - 100 nM koncentraciéban - képes fokozni, a nagyobb koncentraciok lényegében
hatdstalanok maradnak. Ezekben a kisérletekben megerdsitettilk azt a régebbi
eredményiinket, hogy a HC neutrofilek szuperoxid termelése kb. 75%-os emelkedést
mutat. Ezzel szemben a hormon PLA,-t aktividlé hatdsa esetében a > 100 nM
koncentraciok esetében kontroll sejtekben csokken az AA kaszkad aktivitdsa, ill. az LT
szintézis. Fontos eredménynek tartjuk, hogy a koncentraci6 emelésével a HC sejtekben
ardnyosan no a leukotrién szintézis mértéke. Ennek oka feltehetden az enzimaktivalodas
eltérd voltdban kereshetd. Azt fontosnak tartjuk azonban kiemelni, hogy mivel a lokalisan
termel6dé Ang II koncentracidjarol a szervezetben fogalmunk sincs, az énszabalyozdéként
is haté koncentracio-fiiggés az AA-kaszkdd esetében, éppen a HC-ben szenvedd
betegekben nem miikodik.

A tovabbiakban azt is sikeriilt tisztdznunk, hogy a 10 uM losartan szinte teljesen
kivédi az Ang II hatdsat mind a kontroll, mind a HC sejtekben, mig az AT?2 receptor gatl6
PD123319 a kontroll sejtekben hatéstalan, de a HC sejtekben fokozza az Ang II hatdsét.
Ez azt jelenti, hogy a mar emlitett irodalmi adatok alapjan, (Steckelings és mtsai, 2005)
az AT2 receptorok a kardiovaszkularis megbetegedésben szenveddk neutrofiljein is jelen
vannak, és védo receptorként mitkodnek. Gatlasuk esetén, az ATI receptoron keresztiil

érvényesiilo karos ROS képzddés igy csak fokozddik.
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A kovetkezokben a leptinnek a NADPH oxiddz aktivdlasra kifejtett hatdsat
vizsgaltuk, és ehhez csak monocitdkat tudtunk haszndlni, mivel Zarkesh-Esfahani és
mtsai (2004) szerint a granulocitakra a hormon csak indirekt hatast képes kifejteni. Az
Ang II-vel stimulélt kontroll és HC monocitik teljesen azonos médon reagdltak, mint a
neutrofilek, csak kb. 15-20%-al kisebb volt az aktivitdsuk. A leptinnel elhérhet6 NADPH
oxiddz aktivdlds hasonlé volt az Ang II hatdsdhoz: egy bizonyos 50-100 ng/ml
koncentraciéban fokozta a szuperoxid termelést és a HC sejtekben ez a hatds nagyobb
volt. A kiilonboz6 gatlészerek alkalmazdsaval meghatarozott szigndl dtak esetében azt
talaltuk, hogy a kontroll és a HC monocitdkban a jeltovabbitds eltért egymdstdl, mig az
Ang II és a leptin szignalizdcié lényegében nem kiilonbozott. A gatldsos in vitro
kisérletek eredményeként a kontroll monocitikban az aldbbi jeltovabbitdst tartjuk

lehetségesnek:

NADPH oxidaz

PKC /
™~
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A régebbi elképzelésektdl ez a modell annyiban tér el, hogy a WTM esetében is talaltunk
gatlo hatést, ezért feltételezziik, hogy ez az enzim a keltkez6 Ins(3,4,5)P3 révén részben a
PLC, részben pedig a PKCE aktivédldsan keresztiil is képes hatni a NADPH oxidazra.

A HC monocitdk jeltovabbitasat illetéen az alabbi modellt tartjuk lehetségesnek.
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Sejtmag

A feketével jelzett utvonal nem a PTX-szenzitiv Gi proteinen keresztiil halad, mivel ez a
HC sejtekben nem miikodik. A Ca®* transzlokdci6 az intracelluldris raktirakb6l a WTM-
érzékeny PI3K aktivdlodasdnak €s a felszabadul6 Ins(3,4,5)P3 PLC-t aktivalé hatdsdnak
az eredménye. A pirossal jelzett Ca®*-influx a verapamil-szenzitiv csatorndkon keresztiil
a HC sejtekben kétségteleniil a legjelentdsebb szignalizacid: ezenkiviil még megemlithetd
a PKC inhibitor H-7 és a MAPK inhibitor PD98059 erds gétl hatésa is.

Tovéabbi kisérleteinkben a Racl szabdlyozé hatdsat vizsgéltuk meg kiilonb6zo
NADPH oxidazt aktivalé stimulusok hatasara kontroll és HC monocitakban, €s
eredményeink szerint csak az Ang II és a leptin 4dltal 1étrehozott szuperoxid generacio
koszonhetd szamottevOen a lovastatinnal gatolhaté Racl isoprenildcionak. Egy kisfokau,
éppen szignifikdns Rac isoprenildcié mutathat6 ki a kemotaktikus peptid FMLP-stimulus
utdn, de a PMA-val, ill. az A23187-¢el stimuldlt sejtekben a lovastatin semmiféle gatl6
hatdst nem fejt ki. Fontos adat volt szdmunkra, kiilondsen a munka folytatdsa
szempontjabol, hogy a HC monocitdkban a Racl-en keresztiil torténd szuperoxid
termelés fokozdédds Iényegesen nagyobb volt, mint a kontroll sejtekben.
Eredményeinkbdl az is kideriilt, hogy a HC sejtekben mért fokozott szuperoxid kidramlas

foleg az Ang II és a leptin stimulusok utan volt mérhetd, mig az FMLP-stimulus utan
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csak kisfoku volt a HC sejtek hiperreaktivitisa. A PMA €s Ca ionofér esetében tényleg a
kontroll sejtekben mértiink magasabb szuperoxid produkciot.

A statinok hatdsat a HC sejtekben taldlt fokozott szuperoxid termelésre ex vivo
kisérleteinkkel is ald tudtuk tdmasztani, amikor fluvastatinnal 6 hétig kezelt betegekben
hasonlitottuk 0ssze az Ang II-stimulus 4ltal kivéltott szuperoxid és a LTC4 termelddést.
A fluvastatin ugyan csokkentette a szabadgyok képzddést, de a koros jeltovabbitasi
utvonalon nem volt képes véltoztatni. Mind a HC, mind fluvastatinnal kezelt HC
csoportban a szignalizicidban a Ca**-influx és a PLA, aktivdl6das Jatszott szerepet a

NADPH oxidaz aktivalédasaban.

2.6. A 2. fejezet osszefoglalasa

Az Ang II humdn granulocitikban és monocitikban, mig a leptin
monocitikban in vitro képes fokozni a szabadgyok termeliodést. Ez a hatds
koncentrdcio fiiggo, és a HC sejtekben jelentosebb, mint a kontroll sejtekben. Ennek
feltételezheté oka, hogy a HC sejtekben a Racl/Rac2 mevalondt cikluson keresztiil
torténd isoprenildcioja sokkal jelentosebb szerepet jatszik a HC leukocitakban, mint a
kontrollokban. Erre vezetheté vissza a statin-kezelés sikeres alkalmazdsa is. A
Jjeltovabbitas utja a HC sejtekben megvaltozik, mégpedig az Ang II és a leptin esetében
azonos médon. A HC sejtek szignalizdcidjdban a verapamil-szenzitiv Ca’* csatorndkon
keresztiili Ca2+-inﬂux, az PI3K aktivdloddsdn keresztiil érvényesiilo keriildiitvonal,
valamint a Racl/Rac2 aktivdlodds jdtszik fontos szerepet a NADPH oxiddz

aktivalodasaban.
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3.0. Kapcsolat a neuropeptidekkel stimulalt leukocitak

szabadgyok termelése és a sejtmembran kozott

3.1. Irodalmi el6zmények

3.1.1. A metabolikus szindroma (MS)

A metabolikus szindréma elnevezést Reaven (1988) hasznalta el6szor, bar a
gondolat mér az 1920-as évektol fogva ismert volt ( Kylin, 1923). Az egyes faktorok
sorrendje, jelentdésége idonként és leiréjukként valtozik, de a lényeg megmarad.
Nevezetesen, a diabetes, a magasvérnyomds, az abdominadlis obezitds, a diszlipidémia és
a trombétikus hajlam, amely egyiitt jar a hiperinsulinémidval és az insulin
rezisztencidval. Fiiggetleniil att6l, hogy mi a legmegfelelobb sorrend, ezeket az
entitisokat az is egyesiti, hogy direkt riziké faktorai az ateroszklerézisnak és a
myocardialis infarctusnak. Eppen ebbdl az okbél az MS ma az egyik legfontosabb
népegészségiigyi probléma (Fiilop és mtsai, 2006). A WHO szerint az MS diagnosztikus
kategoria, melynek kozéppontjdban a gliik6z anyagcsere all (WHO, 1999). Az MS
patogenezisének a meghatdrozdsa azért olyan nehéz, még ennyi éves intenziv kutatds utan
is, mivel multietiol6gids megbetegedés 1évén, kialakuldsaban szerepet jatszik a kornyezet,
a taplalkozasi szokdsok, az életmdd és a genetika. Mégis, jelenleg kialakult egy olyan
nézet, hogy a kdzéppontban az insulin rezisztencia és az abdomindlis tipusi elhizas 4ll
(Carr és mtsai, 2004). Az insulin rezisztencia kovetkezménye a hiperinsulinémia, amely
egyenes uton vezet a diszlipidémidhoz (Taskinen, 2005), a vérnyomds emelkedéséhez a
nitrogénoxid szintézis csokkenésén keresztiil, valamint a véralvadds fokozdddsidhoz
fel az okozati 0Osszefiiggéseknek (Fiilop és mtsai, 2006). Szdmunkra az MS kiilénb6z06
entitdsainak vizsgélata azért volt olyan fontos, hiszen a munkacsoport régebbi vizsgélatai
soran pl. 2 tipusu diabetes mellitusban szenvedd normolipémids valamint nem diabeteses
diszlipidémids betegek fehérvérsejtjeinek intracellularis jeltovdbbitdsidban ugyanazokat

az eltéréseket taldlta (Foris és mtsai, 1999, Paragh és mtsai, 2001, Paragh és mtsai, 2002).
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3/1. abra. A metabolikus szindréoma Kialakulasanak egyik lehetdsége - vazlatosan

Visceralis obezitis

l

insulin rezisztencia

|
{ I I 1

Dyslipidaenifa .
e Hypertonia Hypercoagulatio
/ Proinflammatorikus allapot

Ateroszklerozis, 2 tipusu diabetes mellitus

Meg kell allapitanunk, hogy pillanatnyilag, ez a civilizalt viligban mar epidemiol6giai
szempontbdl is kiemelkedd fontossdgu népbetegség, etioldgiai szempontbol bizonytalan.
Azt is mondhatjuk, hogy az MS taldn inkdbb egy koncepcid, amely mindenesetre ilyen
szempontbdl a klinikumban is j6l haszndlhaté. Még hasznosabb azonban ez a koncepcié a
kutatémunkdban, hiszen ha ezek a korképek valamilyen szinten, de kozos nevezdvel
rendelkeznek, az igazdn hatdsos terapids beavatkozdsnak ezt, vagy ezeket a pontokat

kellene megcéloznia.



36

3.1.2. Az obezitas jelentosége

A metabolikus szindréma kialakuldsdban csaknem az Osszes tedria igen eldkeld
pozicidban foglalkozik az obezitdssal, konkrétan a visceralis tipusu elhizdssal. Tobb mint
félszdz éve ismert, hogy a zsirszovet, mint endokrin szerv, szabdlyozdja a
taplalékfelvételnek (Kennedy, 1953). A visceralis zsirszovet adipocitdi ugyanis kiilonos
modon, 1ényegében endokrin szervként miitkodnek. Az éltaluk termelt hormonok - vagy
faktorok egy része kizdrdlag, vagy legaldbb értékelhetd mennyiségben a zsirszovetben
keletkezik, mig pl. az daltaluk termelt proinflammadcids citokinek dltaldban az
immunrendszer termékei, amelyeket a zsirszovet is képes termelni (2. abra).

3/2. abra. A visceralis adipocitak altal termelt hormonhatasi faktorok

Promflammuactos citokinek
IINEa
IL-1
1-6

Renin-ansio-

tensin-alidosteron
rendser:

Az adipocitdk rendkiviil fogékonyak a kiilonb6zd akut és kronikus gyulladasok sordn
felszabaduld ,,cytokine I superfamily” tagjaival szemben és ezeknek hatdsdra a
zsirszovetben tovdbbi proinflammdcids faktorok szabadulnak fel, melyek az érfalat
karosit6é hatasukndl fogva maguk is résztvesznek az ateroszklerdzis kialakuldsdban (Berg
és Scherer, 2005). Ezek a faktorok tobbek kozott az IL-1, IL-6, C-reactive protein, TNFa,
P-selectin, PAI-1, ICAM-I, VCAM-I, Ang II, VEGF, serum amyloid A3 (SAA3). Ezek a
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faktorok direkt vagy indirekt titon mind résztvesznek az ateroszklerdzis és nem kevésbé
az insulin rezisztenia kialakuldsiaban (Ziccardi P és mtsai, 2002; Kern és mtsai, 2001).
Nem elhanyagolhatd, hogy a zsirszovetben termelddnek a renin-angiotensin rendszer
tagjai is (Fleming és mtsai, 2006), melyek koziil az ATI receptoron keresztiil hato

hormon karos hatdsait kardivaszkuldris megbetegedésekben a 2.1.1 fejezetben mar

targyaltuk.
Az adipokinek koziil legel6szor a leptint fedezték fel, mely hormon mar szintén

targyaldsra keriilt a 2.1.2. fejezetben. A leptin, valamint a zsirszovetben is termelddd

tobbi karos hatdsu és elobb felsorolt citokinnel egyiitt a resistin, és az adiponutrin is
fokozni képesek az insulin rezisztencidt, a hiperténiat, a diszlipidémiat, egyszoval
képesek arra, hogy az obezitds talajan elokészitsék az ateroszklerézis kialakuldsat. A
leptin mennyisége a keringésben ardnyos a zsirszovet mennyiségével, és kifejezetten
proinflammatérikus hatast fejt ki (Lau és mtsai, 2005). Ki kell azonban emelni, hogy az
adiponectin, mely szintén a zsirszovetben termelddik, éppen ellentétes hatdst valt ki:
eldszor is szérumkoncentricidja ellentétesen valtozik a zsirszovet mennyiségével,
vazodilaticiot és az insulin irdnti érzékenység fokozdodasat segiti el (Higashiura és
mtsai, 2004). Hasonld, kifejezetten a kardiovaszkularis megbetegedésekkel szemben
véddhatast biztosité hormonnak tekinthetd az apelin, és a viszonylag Gjonnan fefedezett
hormon, a visfatin (Tatemoto és mtasai, 1998; Fukuhara és mtsai, 2005).

Az elmondottak alapjén tényleg jogosnak lédtszik az obezitds karos, és egyben
centrdlis szerepének a hangsilyozdsa az ateroszklerdzis patomechanizmusdban. Ez anndl
is inkdbb fontos kérdés, mivel a civilizacids taplilkozds és életvitel Gjabban Eurdpa és
Amerika legtobb dllaméban sulyos problémaként veti fel az elhizast, sajnos mar nemcsak
fiatal felnott, de gyermekkorban is. Az obezitas elleni kiizdelemben, nemrég a Zemel
munkacsoport kutatdsai (Zemel €s mtsai, 2000) vetettek fel egy 1j lehetOséget, mely
egyben a calcium anyagcsere és az obezitds szoros kapcsolatira is rdirdnyitotta a
figyelmet. A fokozott calcium bevitel fogydst el6idézd hatdsdnak az alapja, hogy a
keringésben jelenlevd 1,25-dihydroxyvitamin Ds szintje szabédlyozni képes a szovetekben
a zsirraktarozast (Shi és mtsai, 2001). Ez a vitamin specifikus receptorokkal rendelkezik
az adipocitdk felszinén, és képes fokozni a Ca** bedramldst a sejtekbe. A szerzék szerint

ez az oka annak, hogy obezitisban az adipocitak [Ca’*]i szintje jelentésen megnd. A
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vitamin receptorainak expresszidja megtaldlhaté a monocita/makrofag rendszer sejtjeinek
felszinén is, és fontos szerepet jatszanak pl. az osteoclastok kialakuldsdban (Kreutz és
mtsai, 1993). A magas [Ca™]i szint ugyanakkor szimuldlni tudja az agouti gén altal
reguldlt agouti protein hatdsat, azaz jelentdsen képes gatolni az adipocitdkban a lipolisist
és fokozni a fatty acid synthase (FAS) aktivitasat. Ez egyiittesen fokozott zsirlerakddast
idéz eld a zsirszovetben (Shi és mtsai, 2001). A Zemel munkacsoport szerint azonban a
magas calcium tartalmu diéta, kiilondsen ha a calcium a tejtermékekkel jut a szervezetbe,
jelentdsen képes csokkenteni az 1,25-dihydroxy Ds szintet a szervezetben, és igy az
[Ca®™]i szintet is a zsirsejtekben melynek eredményeként né a lipolisis és csokken a FAS
aktivitds (Sun és Zemel, 2004). A Zemel munkacsoport kisérleteinek tovabbi
jelentdsége, hogy az obez egyének egyéb sejtjeiben is megemelkedett [Ca®*i szintén
koros reakcidkat vonhat maga utdn , melyek jelentdsége jelenleg még részben ismeretlen.

3.1.3. A sejtmembran valtozasai metabolikus szindromaban

Régota ismert az a tény, hogy a kardiovaszkulédris megbetegedésekben szenvedd
betegek keringésében a fehérvérsejtek, vorosvérsejtek €s trombocitdk membranjaban
jellemzd valtozdsok kovetkeznek be. Ezek a vatlozdsok elsOsorban a membrinban
jelenlevd, koleszterinbdl és szfingolipidekbdl all6 un. ,raft’-oknak az atalakuldsabol
szarmaznak. Ezek a lipid raft-ok magukba foglalnak szdmos G proteinhez kotddod
receptort, mint amilyen az FMLP kemotaktikus peptidé, az Ang II-é és a leptiné is (Ma és
mtsai, 2007). Az datalakulds lényege, hogy ateroszklerosisban illetdleg ,,aging”’-ben a
sejtek membrinjanak lipid raft-jaiban a koleszterin tartalom megnd, €és ez a citokin, €s
citokinszerl receptorok szignalizaciéjat megvaltoztatja ( Fiilop és mtsai, 2004; Fiilop és
mtsai, 2006). A lipid raft-ok koleszterin tartalmanak novekedése, pl.
hiperkoleszterinémidban, gétlé hatdsa a szigndl transzdukciéra abban jut kifejezésre,
hogy megsziinik a Ca** mobilizdcié az intracelluldris raktirakbél, és ehelyett a Ca**-
influx kovetkezik be az agonista hatdsara (Kannan és mtsai, 2007).

3.1.4. Az intracellularis calcium homeosztazis

Az intracelluldris calcium homeosztdzis  szerepe azonban a metabolikus
szindromaban sokkal fontosabb és bonyolultabb folyamat eredménye. Amennyiben

elmondhatjuk, hogy az intracelluldris szignalizacié legfontosabb eredményei a Berridge-
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Irvine iskola, a NADPH oxiddz szabdlyozdsa Bokoch és mtsai, az obezitds és a calcium
bevitel kérdése a Zemel munkacsoport tevékenységének koszonhetd, akkor joggal
mondhatjuk el, hogy amit ma az intracelluldris szabad calcium szabalyozasdnak
szerepérdl tudunk az a Carafoli munkacsoport eredménye. A nem vezetd membrannal
rendelkezd sejtekben, mint amilyenek az altalunk vizsgdlt monocitdk vagy neutrofilek is,
az intracelluldris szabad calcium szint viszonylag alacsony ~ 100-200 nM koncentracid
koriil oszcillal. A [Ca®*]i egyensuly szabdlyozdsat és ennek jelent0ségét a szervezetben
éppen a Carafoli munkacsoport eredményei alapjan kiséreljik meg szdmunkra
legfontosabb elemeiben 0Osszefoglalni (Carafoli, 2005; Guerini és mtsai, 2005). Az
[Ca®™]i megemelkedése gyors folyamat, amelyet kiilonbdzé stimulusok véltanak ki. Azok
a receptorok, melyek Gi proteinnel koétddnek a PLC-hez, ennek az enzimnek az
aktivdlédasa révén Ins(1,4,5)P3-t szabaditanak fel (Berridge és Irvine, 1989). Az
Ins(1,4,5)P3 specifikus receptoraihoz kotédve, melyek az endoplasmds reticulum
membranjan helyezkednek el, képesek csatorndt nyitni, és a Ca”* rilizt eldidézni ebbdl a
legfobb intracellularis Ca** raktarb6l. Amennyiben az intracelluldris Ca®* raktirak
kitirtilnek, a sejtek felszini membranjaban elhelyezkedd un. L (al) csatorndk nyilnak
meg, és a Ca’* az extracelluldris térbél dramlik be a sejtbe. A nem-vezetd membrannal
rendelkezd sejtekben ez a folyamat nem teljesen tisztdzott, feltehetéen egy segédfehérje
képes a folyamatot eldsegiteni. A citoplazmdban a Ca®™ -t egy fehérje - a calmodulin koti
meg, mely egyben szabdlyozdja is annak, hogy a sejtben tartésan ne haladja meg az
[Ca®™]i szint a szokdsos mértéket. A tartésan magas [Ca®*]i szint ugyanis apoptotikus
hatdssal rendelkezik. A nem-vezetd membrdnnal rendelkezdé sejtekben egy finom
mechanizmus gondoskodik a szigndl utin a Ca®* extrusio-rél, és ez a calmodulin-
dependens Ca**-ATPase. Ez a pumpa nagy affinitdssal tud Ca**-t kotni, de a kapacitasa
kicsi, és csak finom kiegyenlitésekre képes. Ezzel szemben a membréan belsé oldaldhoz
kotott Na*/Ca™ | ill a H'/Ca®* exchange protein nagy teljesiménnyel képes a Ca**
eltdvolitdsara, ezzel szemben az affinitdsa kisebb, csak akkor képes miikddni, ha legaldbb
1 uM a membrankézeli Ca®* koncentriciGja. Ez pedig leginkabb a vezetd membrannal
biré sejtekben fordul eld, tehat ezeknek az exchange proteineknek is ott van a
legfontosabb szerepiik. Az [Ca®']i egyensily fenntartdsiban részvevé komponensek

vazlatos rajzat a 3. abran tiintettik fel.
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3/3. abra. Az intracellularis szabad calcium egyensiily megtartasanak egyszeriisitett

vazlata nem-vezeté membrannal rendelkez6 sejtekben

Itt kell megemliteniink egy 4ltalunk is gyakran haszndlt gatlészer, a thapsigargin
jelent6ségét a nem-vezetd membrinnal rendelkezd sejtek calcium homeosztazisanak
kutatasdban. A thapsigargin, melyet egy Thapsia garganica L nevli ndvénybdl allitotak
eld, eredetileg tumor promoterként volt ismeretes, és csak 1985-ben fedezték fel SERCA
gitlo természetét (Ali et al., 1985). Tovdbbi kisérletek sordn tisztaztdk, hogy a
thapsigargin a nem-vezetd membrdnnal rendelkezd sejtekben gatolja az intracellularis
Ca®* raktdrak membrinjdnak SERCA aktivitdsit, és ennek eredményeként az
intracelluldris Ca®* raktdrak kiiiriilnek. Ennek a kiiiriilésnek a kovetkezménye a ,,store

operated Ca™* entry”, mely a sejtmembranban az L tipusi Ca®* csatornak megnyildsat, és
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egy gyors Ca’ szigndlt eredményez. Ezt koveti, mint kovetkezmény egy ugyancsak
gyors szuperoxid anion riliz a fagocita sejtekbdl (Treiman és mtsai, 1998; Jin és mtsai,
2006). Az a tény, hogy hiperkoleszterinémidval jar6 korképekben az [Ca®*]i szint a
trombocitidkban megemelkedik, régéta ismert tény (Le Quan-Sang €és mtsai, 1987).
Legujabban viszont Kannan és mtsai (2007) azt mutattdk ki, hogy ateroszklerdzisban a
koleszterinben felddsilt raft-okban olyan Ca®* csatorndk képesek megnyilni a
plazmamembranban, amelyek a citokinszerli receptorok aktivalddasakor az agonistdk
hatdsdra nagymennyiségii Ca”* influx-ot eredményeznek.

Az ma mér ismeretes, hogy az [Ca™"]i egyensulyért felelés enzimek, fehérjék,
pumpdk és csatorndk rendkiviil érzékenyek a szabadgyokokkel, kiilondsen a szuperoxid

anionnal szemben ( Kourie, 1998).

3. 2. Kozvetlen kisérleti elozmények és célkitiizés

3.2.1. A munkacsoport kisérletei, melyek a jelen munkahoz elvezettek

A munkacsoport elsd intracellularis calcium-egyensullyal foglalkoz6 dolgozatai
mar 1987-ben megjelentek: ezeknek a munkdknak taldn egyik legfontosabb eredménye
volt, hogy idds (> 65 éves) egészséges emberek resting monocitdiban mar kimutattak a
megemelkedett [Ca®*]i szintet, valamint azt is, hogy a spontdn, és a Ca®* szignalt kovetd
Ca” extrusio a sejtbdl az idés csoportban csdkken (Fiildp és mtsai, 1987; Fiilop és mtsai,
1987). Késobb ezt a jelenséget mutattdk ki alkoholos médjcirrhosis-ban szenvedd betegek
neutrofiljeiben is (Baffy és mtsai, 1990). A munka folytatisaként, inkdbb az agonistak
(FMLP, Ang II) okozta Ca®™ szigndl in-put oldalat tanulmanyoztak, és azt taldltak, hogy
bér 2 tipusid DM-ben és diszlipidémidban is magas a nyugvé granulocitdk [Ca®*]i szintje,
de a stimulust kovetd szigndl csicsa kisebb, és idében elhiz6dd. Ezenkiviil a Ca*t
szignalt az Ins(1,4,5)P3 szignalt gatlo6 PTX-el nem lehet kivédeni, csak a verapamilt is
tartalmaz6 Medium V-vel. Ez arra utalt, hogy a metabolikus szindrémdban szenvedd
betegek esetében a Ca*t szigndl eredete az extracellularis millié (Foris és mtsai, 1998;

Paragh és mtsai,1999; Paragh és mtsai, 2002).
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3.2.2. A jelen munka célkitiizései

Jelen munkdnknak tobb célja is volt. 1.) Elsésorban tisztdzni kivdantuk, hogy a
metabolikus szindromdban szenvedd betegek viszonylag tisztdan eldfordulo formdiban
milyen kiilonbségeket taldlunk granulocitikban az agonista dltal kivdltott szabadgyok
képzésben. 2.) Milyen elvdltozdsokat tudunk kimutatni a granulocitak membrdnjdban,
melyek a kontroll sejtektol eltéréek ? 3.) Ezek az eltérések mennyiben vezethetok vissza
az eltérd szabadgyik képzddésre ? 4.) A zavart [Ca’*]i egyensiily mennyiben jellemzi a
metabolikus szindromdban szenvedd betegek monocitdit/granulocitdit, ennek mi a
magyardzata, és mennyiben fiigg 0ssze a fokozott szabadgyok képzodéssel? Ennek az
ut6bbi kérdésnek a vizsgdlatakor kiilonis tekintettel voltunk az obezitds és az [Ca’Ji

szint emelkedés Osszefiiggésére.

3.3. Alkalmazott modszerek

3.31. Beteganvag

A beteganyagra vonatkozé altaldnos leirdsokat lasd a 2.3.1. fejezetben. A tabldzatokban

feltiintetett vizsgdlatokat a DEOEC Klinikai Biokémiai és Molekuldris Patoldgiai

Intézetében végezték el.

A. Tablazat

Paraméterek Kontrol Obez 2 tipusi DM HC
(n=12) (n=11) (n=10) (n=12)
Eletkor (év) 55.6+6.3 54.246.0 56.5+6.3 52.8+5.8
BMI (kg/m2) 21.8+3.4 31.1+4.4* 26.8+3.6 24.1+2.8
WHR 0.85+0.1 1.30+0.22" 0.96+0.17 1.01+0.15
Ehgyomri vércukor* 5.1+0.68 5.3+0.78 8.9+1.1% 5.4+0.76
Insulin (mU/L) 22.7+3.4 21.543.6 38.3+5.01° 22.6+3.6
HbA,C % 4.9+0.53 5.0+0.59 7.8+0.98" 4.9+0.61
Koleszterin* 4.5+0.57 5.1+0.87 4.9+0.87 9.8+1.05"
Tg* 1.71+£0.23 2.58+0.38" 1.85+0.24 1.78+0.22
HDL-C* 1.45+0.15 1.52+0.21 1.38+0.18 1.15+0.17°
LDL-C* 3.27+0.43 3.81+0.65 3.4+0.66 8.44+1.0°

Roviditések: HC= hiperkoleszterinémidban szenvedd betegek; DM = diabetes mellitus;
BMI=body mass index; WHR=waist-to-hip ratio;Tg=triglicridek *A paraméter
dimenzidja: mmol/L. * Az értékek a kontrollokban mért értékektdl szignifikdnsan
eltérnek (P<0.01).
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Egy-egy kisérlet elvégzéséhez a vénds vérvétel (10-15 mL) 4-5 napos intervallumokban
tortént 6-8 HC betegtdl és 3-4 kontroll vérad6tdl. Az interassay coefficiens nem haladta
meg a 15%-ot. A DEOEC etikai bizottsdgatél engedélyt a kisérletekhez megkaptuk.

Az A Tablazatban az 1. és 2 Tablazatra, valamint a 4-7. abrara vonaktozdé
demografiaia adatokat foglaltuk ossze. Az A Tablazat adataibol is lathat6, hogy a

betegek kivalasztdsakor 0ndllo entitdsként jelentkezd obezitdst, diabetest és HC-t

kivantunk egymas mellett vizsgélni.

B Tablazat

Paraméterek Kontroll (n=26) Obez (n=21)
Eletkor (év) 40.5+5.8 42.2+5.5
BMI (kg/m?) 22.1x1.5 29.7+4.8°
WHR 0.81+0.11 1.32+0.15"
Ehgyomri vércukor (mmol/L) 5.2+0.5 5.5+1.0
Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 122.7+15.3 125.5+15.5
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 76.4+10.1 80.3£12.5
Ehgyomri insulin (mU/L) 20.8+3.6 21.6+4.0
Leptin (ng/mL) 12.6x2.1 39.748.6"
HbAlc (%) 4.5+0.8 4.7+0.9
Koleszterin (mmol/L) 4.1+0.6 5.0+0.8
Triglicerid (mmol/L) 1.64+0.18 2.71+0.35°
HDL-C (mmol/L) 1.55%0.25 1.50%0.25
LDL-C (mmol/L) 3.48+0.65 4.91+0.68"

Roviditések: BMI=body mass index; WHR=waist-to-hip-ratio; HbA 1C =glycosilated
Hgb. A kontrolltél valé eltérések szignifikdnsak (P<0.01)

A B Tablazatban foglalt adagok a 3. és 4. Tablazatra, valamint 8-11 abrara
vonatkozé demografiai adatokat foglaltuk dssze.

3.3.2 Sejtek izolalasa

A granulocitdk €s monocitdk vérbdl valé izoldlasara vonatkozé leirdsokat lasd a 2.3.2

fejezetben.

3.3.3. In vitro kisérleti koriilmények
A sejteket 4ltaldban HBSS-ben szuszpendéltuk és a stimuldciokhoz a kovetkezd

agonistdkat hasznaltuk fel el6zetes kisérletek utdn: 10 nM angiotensin II (Serva), 100

ng/mL leptin (Sigma). A gatloszereket a kovetkezd koncentraciokban és ideig
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alkalmaztuk: a PLC-t gatlé 5 UM neomycint (Sigma) 60 percig, a Gi proteint gatlé 100
ng/mL pertussis toxint (Sigma) 120 percig, az intracelluldris Ca®* transzlokéciét gatl6 1.0
uM thapsigargint (Sigma) 60 percig, a PI3 kinase-t gatl6 20 nM wortmannint (Sigma) 30
percig, a MAP kinase-t gatl6 50 uM PD98059-t (Sigma) 30 percig, a HMG CoA
reductase-t gatld 5 pM fluvastatint (Merck) 60 percig, a PLA,-t gatld6 1 pM mepacrint
(Sigma) 60 percig. Végiil a Ca**-influx gitldsdra a sejteket Medium V-ben inkubaltuk 60
percig. A Medium V 10 pM verapamilt ((Sigma) és 3 mmol/L EGTA-t tartalmazott
Ca®*- mentes HBSS-ben.

3.3.4. Szuperoxid anion meghatarozas

A szuperoxid anion generdléddsidt Cohen és Chovaniek (1978) mddszerével
vizsgéltuk, de a kisérletek egy részében a mérést Varga és mtsai (2001) mddszere szerint
96 luku Nunclon microplate-ben végeztiik. A felszabadul6 szuperoxid mennyiségét nmol

0,7/10° sejt/30 min -ben fejeztiik ki. A részletesebb leirést ldsd 2.3.4. fejezetben.

3.3.5. Arahidonsav derivatumok kiarmalasanak mérése

Az arahidonsav kaszkad intenzitisdanak méréséhez Boraschi és mtsai (1985)

moédszerét hasznaltuk. A részletesebb leirast lasd a 2.3.5. fejezetben.

3.3.4. Leukotrién C4 meghatarozas

A meghatdrozdsok Jubiz és mtsai (1985) mddszere szerint torténtek Huwyler és Gut

(1990) médositasa szerint. A részletesebb leirast 1asd a 2.3.6. fejezetben.

3.3.5.]Ca*']li meghatarozas

Az intracelluldris szabad Ca®* meghatdrozasokat Mc Cormach és Cobbold (1990)
médszere szerint végeztiik: a HBSS-ben szuszpendalt 5 X 10° fehérvérsejthez 20 pL
Indo1/AM -t (Calbiochem) adtunk és a festékfelvétel 37° C-n 30 percig tortént dlland6
keverés kozben. Erés mosés utdn 2 mL HBSS-ben 10° sejtszuszpenzié képezte a végsd
keveréket. A mérés spektrofluorimetridsan tortént (Hitachi, F-4500) 405 és 485 nm-on,
37° C-n allandé keverés kozben. A kolonbozd gatldszerekkel torténd eldinkubdcidk soran
a leghosszabb inkubécids id6hoz igazodva, legalabb 120 percig inkubdltuk a sejteket
HBSS-ben, majd a 3.3.3. fejezetben feltiintetett idopontoknak megfeleléen adtuk a

rendszerhez stimulacié el6tt a gatldszereket, €s ezek a gatloszerek a moséfolyadékban,

valamint a végso szuszpenzidban is jelen voltak. A gatloszerek az Indol/AM felvételét
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nem befolydsoltdk. A stimuldcié mér a kiivettaban tortént leptinnel, ill angiotensin II-vel,
a gitlészerek jelenlétében. Egyes esetekben a mérések Medium V-ben torténtek: a Ca™*
mentesen elkészitett HBSS puffer 10 uM verapamilt (Sigma) és 3 mM EGTA-t
tartalmazott. A méréseket 6 percen keresztiil folytattuk és az értékeket areas under time-
curves (AUC)-ban fejeztiik ki.

3.3.6.Ins(1.4,5)P3meghatarozas
A meghatdrozdst Shayman és BeMeut (1988) 4ltal médositott eredetileg Dillon és mtsai

(1987) altal kidolgozott, valamint Patthy és mtsai (1990) mdédszerének segitségével
,reverse phase ion-pair” chromatografidval végeztiik. A 10’/mL sejtszuszpenziét HBSS-
ben 4 6rdn at inkubdltuk 37° C-n CO, inkubétorban, allandé razas kozben, 25 uM
my0[3H]in0sit01 (Amersham) és LiCl; jelenlétében,. Mosds utdn meghatdroztuk a sejthez
kotott radioaktivitast, mely legaldbb 50 %-a volt a total aktivitdsnak. A sejteket stimulalés
utdn 20 masodperccel perklosavval kezeltiik, majd telitett KHCOj5 oldattal neutralizaltuk

az elegyet. A kiilonbozd gatlészereket a 3.3.3 fejezetben ismertetett koncentraciéban és

iddvel a stimuléci6 eldtt adtuk a sejtekhez, és ezek a gatlészerek a mosofolyadékban és a
végsd sejtszuszpenzidban is jelen voltak. A precipititumot centrifugdltuk, 0.45 um
Millipore filteren sziirtiilk. Az Ins(1,4,5)P3 mennyiségét belsé standard (Amersham)
segitségével mértiikk reverse phase ion-pair kromatografids modszerrel. A frakciondlast
kovetden a radioaktivitdsokat Packard 2200 CA liquid scintillaciés szadmlaloban
hataroztuk meg. Az Ins(1,4,5)P3 mennyiségét pmol/mg protein-ként adtuk meg.

3.3.7. Protein kinase C aktivitas meghatarozasa

A mddszer kidolgozasahoz Bell és mtsai (1986) valamin Gopalakrishna és mtsai (1986)
altal leirt mddszereket vettiik alapul. . A sejtekbdl 5 X 10° szuszpenziot készitettiink
HBSS-ben, majd 4° C-n gyors centrifugédlds utdn a sejteket felszuszpendaltuk jéhideg
HBSS-ben, amely EGTA-t, phenyl-methylsulfonylfluorid-ot (Sigma), leupeptint (Sigma)
tartalmzott. Ebben az elegyben a sejteket ultrahangosan feltartuk (Branson Sonifier 450),
100 000 g-vel centrifugdltuk 45 percig 4° C-n (Beckman L5-65B). Mind a szupernatanst,
mely a citoszélban levd enzimet tartalmazta, mind az iiledéket, mely a membanhoz
kotott PKC aktivitdst hordozta Chaps-al (Sigma) és 1 %-os Nonidet P-40-el (Sigma)
szolubilizaltuk. A membran frakci6 PKC aktivitdsat oly médon hataroztuk meg, hogy a

2P beépiilését mértiik [“P]JATP (Amersham)-b6l 100 pg/mL histone III-S-be (Sigma).
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Az elegy tartalmzott MgCl,-t, CaCl,-t, L-phsphatidyl-L-serine-t (Sigma), 100-200 cpm
[**P]ATP-t, oleoyl-2-actyl-sn-glycerol-t (Sigma), és ATP-t (Sigma). A reakciét 10 perc
mulva jéghideg triklérecetsavval A4llitottuk le, bovin serum albumin, mint carrier
jelenlétében. A precipititumot 0.45 um Millipore HA filteren szlrtiik, majd hideg
triklérsavval mostuk, a filtereket toluol cocktail-ban oldottuk és Packard CA liquid
scintillaciés szamldléban meghatdroztuk a radioaktivitdsokat. A PKC aktivitdsokat az

inkorporalt **P pmol/min/mg protein egységben fejeztiik ki.

3.3.8. Membran fluiditas meghatarozasa

A membrin fluiditdst Shinitzky és Yuli (1984) mddszere szerint hatdroztuk meg . A
fluoreszcens polarizacidhoz 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatreine (DPH, Sigma) diszperzi6t
(2.15 pmol/L) haszndltunk amelyet 1:1 ardnyban kevertiink Ossze a 10®/mL
sejtszuszpenzidval. A 30 perces 37° C-n, sotétben torténd inkubdcié és mosds utdn a
sejtek fluorescens polarizacigjait megmértiik Hitachi F4500 spektrofluorimeterben,
polarizacios feltét segitségével 37° C homérsékleten. Az excitacidt 355, mig az emissiot
430 nm-en mértilk. Az eredményeket, mint polarizicids értékeket adtuk meg (P), mely

inverz modon adja meg a sejtmembran fluiditasat.

3.3.9.Membranhoz kotott koleszterin meghatarozas

A sejtek membranhoz kotott koleszterin tartalméat Goh és mtsai (1990) mddszere szerint
hatdroztuk meg. A membran szepardldst a PKC aktivitds mérésénél (3.3.7 fejezet)
ismertetett médon végeztiik el. A lecentrifugdlt membran preparatumot natrium dodecyl
sulfat és EDTA tartalmu Tris pufferban oldottuk, majd ebbdl az elegybdl 400 pL-nyi
mennyiséghez adtunk 100 pL mennyiséget a kovetkezd elegybdl: natrium foszfat (pH
7.3), natrium taurocholat, polyethilen glycoll, 0.2 U. cholesterol oxidase (Sigma), 0.4 U.
horse radish peroxidase type IV (Sigma), valamint P-hydroxyphenyl acetic acid. 60
perces 30°-n torténd inkubdcié utan az elegyet 2 mL 50 mM natrium phosphat-al (pH 7.4)
feltoltottiik, és a fluorescenciat mértikk Hitachi F-4500 spectrofluorimeterben 325 nm

hullamhosszon az extinkciot és 415 nm-en az emissziot.
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3.3.10.1. A membran zsirsav (FA) tartalmanak meghatarozasa
A meghatdrozashoz Chenery és McLean (1979) mddszerét alkalmaztuk, Varga és mtsai

(1997) médositasa szerint. A lipideket 5 X 10° sejtbdl extrahdltuk chloroform:methanol
2:1 v/v keverékével Bligh és Dyer (1959) moddszere szerint. Az organikus fézist
Osszegyujtottiik, harom részletre osztottuk, majd N, dram alatt beszaritottuk. Az
extraktumot savas kozegben hidrolizdltuk és a szabad zsirsavakat metilaltuk (100 °C, 60
min), a reakciét 1 ml desztillaltviz hozzaadasaval allitottuk le. A zsisav-metilésztereket n-
hexan-al extrahaltuk. A zsirsav-metilészterek elvalasztasa Hewlett-Packard (Palo Alto,
CA, USA) gazkromatograffal, a detektdlds 5970 tipusu tomeg-szelektiv detektorral
tortént. A mintdkban levl zsirsavakat (telitett zsirsavak: saturated fatty acids (SFA),
egyszeresen telitetlen zsirsavak: monounsaturated fatty acids (MUFA), és tobbszorosen
telitetlen: polyunsaturated fatty acids (PUFA) kontroll zsirsavak (Sigma Co. St. Luis,
MO, USA) segitségével azonositottuk. Az egyes tipusba tartozé zsirsavak mennyiségét a
totdl zsirsav tartalom mol%-4ban adtuk meg.

3.3.10.2. A membran konjugalt dién tartalmanak meghatarozasa

A meghatdrozds Balla és mtsai (1991) moédszere szerint tortént. A fentiekben leirt
extrahdlassal kapott, N, dramban bepdrolt lipid extraktum egy részét cyclohexanban
oldottuk, majd egy révid centrifugélds utdn a szerves fazis optikai densitdsit 234 nm-en
leolvastuk Az eredményeket optikai densités (0.d)/ 10° sejt egységben adtuk meg.

3.3.10.3. A membran lipid hidroperoxid tartalmanak meghatarozasa

A membran lipid extraktumdnak hidroperoxid tartalmat jodometrids mdoddszerrel
hataroztuk meg Balla és mtsai (1991) mdédszere szerint. A beparolt extraktum egy részét
kloroformban oldottuk Az organikus fazist ecetsav jelenlétében KJ-vel hoztuk Ossze és 5
perces sotétben torténd inkubdcié utdn a reakciét kadmium-acetit hozzdaddsaval
allitottuk le. A vizes fazist 10 percig 2000 g-n centrifugdltuk, majd a feliiliszokat
spektrofotometridsan 353 nm-on analizdltuk. Az eredményeket nmol hidroperoxid/10°
sejt-ben fejeztiik ki a kovetkezd moldris extinkcids koefficiens segitségével Iy: 2,19 *10*
M'em™.

3.3.11. Matematikai Kiértékelés

A paramétereket leird statisztikdval jellemeztiik (atlag, szords, esetszam). Az egyes

betegcsoportok kontrollhoz viszonyitott kiillonbségét ANOV A teszttel illetve parositatlan
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t-teszttel hasonlitottuk dssze. A 6 percig tarté [Ca **]i meghatdrozdsok sordn a gorbe
alatti teriileteket (area under curves (AUC)) szintén ANOVA segitségével hasonlitottuk
Ossze, a részletes Osszevetésekhez pedig a Newman-Keuls tesztet haszndltunk
kiegészitésként. Az elemzések sordn p<=0.05 valdsziniliségi szintet tekintettiik
szignifikdnsnak.

Sajat munka: A  betegek kivalasztasaban, a Kisérletek megtervezésében és

kiértékelésében valamint a laboratériumi munka egyes fazisaiban vettem részt. A
leukotrién és 3.3.10.1-3 fejezetekben ismetetett meghatarozasokat Dr. Keresztes

Tamas és Dr. Varga Zsuzsa végezték el.

3.4. Kisérleti eredmények

3.4.1 Metabolikus szindromaban szenved6 betegek neutrofiljeinek koros membran
elvaltozasai

Az j6l ismert tény, hogy HC-ben szenvedd betegek leukocitdinak membranjat a
magas koleszterinszint, tovabb4d a fokozott membranrigiditds jellemzi. Sajat régebbi
vizsgalataink szerint azt is tudtuk, hogy pl. a membrdnhoz ko6tott konvencionédlis PKC
aktivitds is fokozott 2 tipusi DM-ben. Eppen az elézé fejezetben targyalt
szigndlvéltozdsok a HC sejtekben hivtdk fel a figyelmet arra is, hogy a Ca®* szigndlt a
Ca™ bedramlds a verapamil-szezitiv csatorndkon keresztiil szolgéltatja ezekben a
sejtekben. A stimulus kovetd fokozott szabadgyok képzddés is bizonyitott volt el6zo
kisérleteink sordn, igy két kérdést kellett tisztdznunk: 1. van-e egyaltalan kimutathato
karosodds az MS-ben szenvedd betegek leukocita membranjaban, és 2. ha igen, akkor ez
kapcsolatban 4llhat-e a fokozott szabadgyok képzddéssel? Elsdsorban tehat
megvizsgaltuk az MS-ben szenvedd betegek neutrofiljeinek membrdnjaban néhany
jellemzd paraméter alakuldsit. A csoportokat gy valogattuk Ossze, hogy a hdrom
csoportban az obezitds, a 2 tipusi DM és a HC viszonylag izoldltan fordult eld, tehat a
vizsgalatokbdl azokat a betegeket kihagytuk, akiknél ezek a szimptomdak keveredve
fordultak eld. Az 1. Tablazatban az egyes betegcsoportok neutrofiljeiben a 10 nM Ang

II-vel kivéltott verapamil-szenzitiv Ca® szigndlokat, tovabb4 a resting sejtekben mérhetd
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3/1. Tablazat. Metabdlikus szindromaban szenved6 betegek neutrofiljeinek

membranjat jellemzo adatok

L X
V-szenzitiv Ca?* ~ MPKC activitds

Fluoreszcencia
Kisérleti csoportok ¥ e
szigndl (AUC)  (pmol “"P/min/mg
P)
protein)
Kontroll 497+178 286+38 0.313+0.09
Obez 2567+511* 1088+186* 0.501+0.1*
2 tipusi DM 3627+£701* 1657+278* 0.54+ 0.15*
HC 2055+376* 0.58+0.13*

32904653 *

Minden adat dtlag+SD érték. Rovidirések: AUC= area under curves; V-szenzZitiv= a
Ca** szigndlt 10 uM verapamillal gdtoltuk; mPKC=membrdnhoz kitott protein kinase

C; DM= diabetes mellitus. A neutrofileket 10 nM Ang Il-vel stimuldltuk; g Az

értékek resting neutrofilekre vonatkoznak; * Az eltérés a kontroll csoporttol
szignifikdns (P<0.001).

membréanhoz kotott PKC aktivitdsokat és a resting sejtekben mért membran rigiditdsokat
tiintettiik fel. Eredményeink szerint az obezitds, a 2 tipusi DM és a HC mindharom
vizsgdlt patamétert szignifikansan fokozta. Arra a kérdésre tehdt vélaszt kaptunk, hogy
mindhdrom betegcsoportban, ha kiilonboz6 mértékben is, de a kontroll értékektdl eltérd
membranhoz kotott Ca®™ csatorna mukodés, mPKC aktivitds és membran rigiditas
mutathaté ki. Mindharom paraméter esetében az elvéltozdsokat a kontroll<Ob<DM<HC
sorrend jellemezte. Azt is fontos eredménynek tartjuk, hogy a nyugvéd sejtek mPKC
aktivitdsa esetében 5-10-szeres emelkedéseket mértiink. A kovetkezOkben tovabb
vizsgaltuk kémiai moddszerekkel a hiarom betegcsoportban a neutrofilekre jellemzo
tulajdonsagokat, és az adatokat a 2. Tablazatban foglaltuk 0ssze. Az altalunk vizsgalt

MS betegek sejtjeinek membranjdban nétt a telitett zsirsavak (SFA), a PUFA, a konjugélt
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3/2. Tablazat. Metabolikus szindromaban szenvedé betegek neutrophiljainak lipid

osszetételét és lipid oxidacidjat jellemzo paraméterek

Paraméterek Kontroll Obez 2 tipusu -DM HC

Membranhoz kotott

koleszterin 5.12+0.98 5.25+ 1.1 498 +£0.78  10.1£2.01*
(ng/10"neutrofil)
SFA (mol %) 50.99+10.1 61.148.8%  59.8+10.1%  64.36.8*
MUFA (mol %) 21.96%3.6 19.8+£3.3 21.1£3.9 20.69+7.5
PUFA (mol%) 27.6+2.3 15.5+£3.1% 15.1£2.7% 14.68+3.2*
US/SFA 0.97 .0.57* 0.61* 0.55%*
Conjugélt dien

0.048+0.0065* 0.051+0.015* 0.052+0.01%*
(Az3s/ml x 10° sejt) 0.014+0.0013

Lipid hidroperoxid * .
6 . 0.143+0.022  0.198+£0.035*  0.211+0.04 (9964003
(nmol/10° sejt) I

Minden adat az dtlag+SD-t jelenti. Roviditések: DM=diabetes mellitus; SFA =
saturated fatty acid; MUFA = monounsaturated fatty acid; polyunsaturated fatty acid
=PUFA. * A kontroll csoporttol valo eltérés szignifikdans (P<0.001).

diének és a lipid hidroperoxidok mennyisége, mig csokkent a UFA/SFA aranya. Ezzel
szemben a membranhoz kotott koleszterin mennyisége csak a HC csoportban fokozddott.
A membran rigiditds novekedése és a funkciondlis paraméterek valtozdsa, melyeket az 1
Tablazatban tiintettiink fel, tehat nem irhaték obezitisban vagy 2 tipusi DM-ben a
sejtekben felszaporodott koleszterin szdmldjara. Sokkal valdsziniibbnek latszik, hogy a
kéros valtozasokért a membranban lezajlé lipidperoxidacié a felelds. Emellet sz6lnak a
4. abra adatai is, amennyiben az Ang II éltal kivéltott szuperoxid generdlds mindharom

betegcsoportban fokozddott. Eredményeink szerint a szignaliz4cids utak is azonos
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3/4. abra. Angiotensin II (10 nM) hatasa a metabolikus szindromaban szenvedo
betegek neutrofiljeinek szuperoxid termelésére
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Roviditések: PTX= pertussis toxin; M=mepacrin; V=Medium V; Flu=fluvastatin

Az Ang II dltal kivaltott szuperoxid riliz a kontrollhoz képest fokozott(P<0.001); b A
gatlds szignifikdns (P<0.001

modon véltoztak MS-ben, amennyiben a kontroll csoporttal szemben hatdsos géatlast csak
a PLA,-t gatlé mepacrin és a Ca**-influxot gitld Medium V fejtett ki. A fluvastatin
természetesen mind a kontroll, mind a hdrom MS csoportban gétolta a szuperoxid
termelést, de az MS csoportokban a gatlds abszolit értékben és aranyaiban is nagyobb
volt mint a kontroll sejtekben. Meg kell még emliteni, hogy bizonyos fokozatossagot
észleltiink a kontroll csoport és az egyes korképesk esetében, €s a sorrend alakuldsat a
kovetkez6 mddon tudjuk érzékeltetni: C<Ob<t2DM<HC. Hasonl6 ardnyt talaltunk, ha a
[""C]AA-val feltoltott sejteket stimuldltuk Ang II-vel, és az AA 4talakuldsi termékek
kiaramlasat mértiik a sejtekbol (5. abra). Kovetkeztetéseket lehet levonni abbdl az
adatbdl a jeltovabbitas megvaltozdsara vonatkozdan, hogy a mepacrin ugyan jelentOsen
gdtolta a kidramldst a kontroll sejtekbdl is, de ez nem volt olyan jelentds, mint az MS

csoportokban. Végiil a fluvastatin esetében észlelt jelentds gatlds megerdsitette azt a
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3/5. abra. Angiotensin II (10 nM) hatasa a metabolikus szindromaban szenvedé
betegek neutrofiljeinek arahidonsav metabolitokat szintetizal6o képességére
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Roviditések: PTX= pertussis toxin; M=mepacrin; V=Medium V; Flu=fluvastatin
Az Ang II dltal kiviltott [C] AA derivditum riliz a kontrollhoz képest
Jokozott(P<0.001); b A gdtlds szignifikdns (P<0.001).

tényt, hogy a mevalonat ciklus fontos szerepet jatszik az AA kaszkad aktivélasaban is.
Eredményeinket 0sszefoglalva tehdt elmondhatjuk, hogy a HC-ban szenvedd betegek
granulocitdin kiviil a csak obezitadsban, vagy csak diabetesben szenvedd betegek sejtjei a
stimulus hatdsdra fokozottabban termelnek mind szuperoxidot, mind pedig AA
termékeket, és ez oka lehet a membranban észlelhet6 lipid peroxidacionak, és fokozott
membrén rigiditdsnak, mar a betegektdl nyert nyugvé granulocitdk membréanjaban is. A
folyamat tehét ugy képzelheto el, hogy a proinflammatoérikus citokinek, Ang II, leptin és
még szamos tényezd, mint pl. az antioxiddns hatdsu HDL-hez kotott PON aktivitas
csokkenésének hatdsdra, a szervezetben eltolddik a redox-dllapot, és a megvaltozott
granulocita membran kovetkeztében az Ujabb stimulus hatdsara ezekben a sejtekben a

szabadgyok képzés mintegy ,.circulus vitiosus”-ként fokozottan érvényesiil. Ezt az
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elképzelést megerdsiti az a tény, hogy ha megvizsgaltuk a kontroll és a harom beteg
csoport sejtjeiben a nyugvé sejtek membran rigiditdsa é€s az Ang II altal kivaltott
szuperoxid képzodés, illetdleg az LTC4 szintézis kozotti korrelaciot, akkor az dsszes MS
beteg értékeivel szdmolva mindkét esetben szoros pozitiv korreldciét tudtunk kimutatni
(6. és 7. abra). Ilyen korrelacio a kontroll granulocitdkon nem volt kimutathato.

3/6. abra. Korrelacié a nyugalmi membran fluiditas és az angiotensin II altal
stimulalt szuperoxid termelés kozott
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Roviditések: rx = Korreldcios koefficiens a kontroll csoportban; rys = Korreldcios
koefficiens a hdarom metabolikus szindromadban. Az rys szignifikdns (P<0.001).
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3/7. abra. Korrelacié a membran fluiditas és az angiotensin II -vel stimulalt
neutrofilek altal szintetizalt LTC4 kozott
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Roviditések: rx = Korreldcios koefficiens a kontroll csoportban; rys = Korreldcios
koefficiens a hdarom metabolikus szindromadban. Az rys szignifikdns (P<0.001).

3.4.2. Obez egyének monocitainak és hiperkoleszterinémiaban szenvedé betegek

sranulocitdinak kéros Ca** homeosztizisa

Az MS betegek granulocitdin tapasztalt eltérések, a membran valtozdsok és az
Ang II hatdsdra torténd szabadgyok képzés jelentds fokozoddsa, két irdnyban is
felkeltette az érdeklOdésiinket: 1. Az obezitds, amely esetében felmeriil az inkdbb
teoretikus, mint gyakorlati kérdés, hogy mennyiben tekinthetd mar manifeszt

betegségnek maga az obezitds? 2. A leptin, amely az el6z0 fejezetek adatai alapjan
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citokin-szert hatassal rendelkezik, és amely az obezitdsok bizonyos fajtdiban fokozottan

termelddik a zsirszovetben, jatszhat-e valamilyen szerepet az obez allapot romlasaban ?

3/8. abra. Leptin (50 ng/mL) altal kivaltott intracellularis szabad Ca®* szintek
alakulasa kontroll és obez egyének granulocitaiban
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Az, mint az irodalmi bevezetésben mar szé volt réla, kezdettdl fogva vildgos volt
szamunkra, hogy a sejtek magas [Ca®*]i szintje az obezitds kialakuldsdnak, illetéleg
romlasédnak kérdésében rendkiviil fontos jelenség. Kérdéses volt tehdt, hogy az obez
egyének esetében a leptin hogyan hat a Ca®* szignal alakuldséra (8. abra). Ezekhez a
kisérletekhez a normds sulyd és obez egyének monocitdin végeztiik a kisérleteket, és a
sejteket 50 ng/mL leptinnel stimuldltuk. Eredményeink szerint, az obez egyének nyugvo,
bazalis [Ca2+]i szintje csaknem kétszerese volt a kontroll sejtekének. Ezzel szemben, a
leptin 4ltal indukalt Ca®* szingdl cstcsa alacsonyabb volt és csak késve, a mérés 2-ik

perce helyett, csak a 4-5-ik percben jelentkezett. Ha azonban, mint a 8. abran ezt
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feltlintettiik, a leptin 4ltal stimuldlt értékekbdl kivontuk a bazalis [Ca2+]i értékeket,

feltiint, hogy a kés6i normalizal6déds eredmémyeként az obez csoportban a gorbe alatti

3/3. Tablazat. A leptinnel indukalt Ca** szignalok gatolhatésiaga normal és obez
férfiak neutrofiljeiben

~ Kontroll  Obese  Kontrol  Obese
Preinkubacidk
Ca” szigndl (AUC)  Agatlasok %-a
Leptin 1497+178 3309+489? - -
PTX + Leptin 14554267 33254628 0 0
Neomycin + Leptin 768+145° 26774555 48.7+8.1 19.143.2
Thaps + Leptin 500+121°  2285+467°  60.6+11.5 30.945.5
WTM + Leptin 688+142° 2773+548°  54.0+10.2 16.243.1
Medium V + Leptin 15114311 894+185" 0 73.0£13.2

Minden adat az dtlag+SD értéket jelenti. Roviditések: AUC = Areas under Ca’* curves;
PTX= pertussis toxin; Thaps = thapsigargin, WIM = Wortmannin; Medium V=
preinkubdcié Ca** mentes mediumban + 10 UM verapamil.preincubation in Cd** free

medium containing 3 mM EGTA, 10 uM verapamil.. ? AUC értékek szignifikdansan
kiilonboznek a kontroll értékektol (P< 0.001),

b A gatlasok szignifikdnsak (P<0.001).

teriilet a 6 perces mérési id0 alatt magyobb értéket ad, mint a kontroll sejtekben. Az
,,areas under curves” , a tovabbiakban AUC értékekkel szamolva, ezt szamszeruen is ki
tudtuk fejezni (3. Tablazat). Elsésorban ki kell emelniink, hogy az obez csoportban a
leptin éltal kivéltott szingdl AUC-ban szignifikdnsan nagyobb volt az obez, mint a
kontroll csoportban. Kiilonb6z6 gétlészereket alkalmazva, az taldltuk, hogy a kontroll
monocitdk esetében a PLC-t gitlé neomycin, az intracelluldris raktirakbdl torténd Ca**

kiaramlast gatl6 thapsigargin, valamint a PI3K-t gatl6 wortmannin voltak képesek gatolni
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a szingdlok AUC értékeit. Az igy elérhetdé gatlaisok mértéke 50-60 % volt. Ezzel
szemben az obez monocitidkban ugyanezekkel a gatloszerekkel csak 15-30 %-os

gatlasokat tudtunk elérni. A Ca** mentes és 10 uM verapamilt tartalmazé Medium V a

3/4. Tablazat. A leptin (50 ng/mL) Kivaltott Ins(1,4,5)P3szignal kontroll és obez
egyének monocitaiban

Preinkubéci6 Kontroll Obez
Ins(1,4,5)P3 (pmol/mg protein)
None 25.7+4.5 36.8+7%
Leptin 98.6+21" 50.4+11"
PTX + Leptin 101.222 53.1+11
Neomycin + Leptin 56.8+12° 31.126.5
WTM + Leptin 65.5+13.5° 30.5+6°

Roviditések: Ins(1,4,5)P3 = inositol(1,4,5)trisphosphate; PTX = pertussis toxin; WTM
= Wortmannin. Minden adat az dtlag+SD értéket jelenti.. “ A bazdlis érték

b
szignifikdnsan alacsonyabb, mint a kontroll monocitikban (P<0.001); A leptin dltal
kivaltott emelkedés szignifikdans (P<0.001); ‘A gdtlds szignifikdns (P<0.001) és
d

(P<0.05).

kontroll sejtekben semmiféle hatdst nem valtott ki, jelezve, hogy a Ca** szigndl az
intracelldlularis raktarakbol szdrmazik, mig az obez monocitdkban a leptin altal indukalt
Ca®* szingdl t5bb mint 70 %-os gtldsit eredményezte. Ezek az eredmények ramutatnak
arra, hogy a manifeszt HC-ben nem szenvedd obez egyének esetében is érvényes az el6z0
fejezetben mar kimutatott megvaltozott szingalizacids tt, mely szerint a beteg egyénektdl
szdrmazé sejtekben a Ca®* bedramlds a verapamil-érzékeny Ca®* csatornikon keresztiil
képezi azt a szignalt, amely pl. a szabadgyokok fokozott képzéséhez is elvezet.

A 4. Tablazatban a leptin altal kivaltott Ins(1,4,5)P3 szignélokat tiintettiik fel, annak
eldontésére, hogy a Ca’* szigndl intracelluldris eredetének hidnya, vagy csdkkenése
mennyiben szdrmazik abbdl a jelenségbdl, hogy mar az Ins(1,4,5)P3 szignal megjelenése

is zavartan miikodik. A 4. Tablazatban feltiintetett adatok lényegében nem hoztak
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varatlan eredményt szdmunkra, mivel a ,resting” obez monocitdkban az Ins(1,4,5)P3
szint bar magasabb, mint a kontrollokban, a leptin stimulust kévetd szigndl alacsonyabb.

Mindkét csoportban jellemzd, hogy a szignal PTX-el nem gatolhatd, mig neomycin, és

3/9. abra. Leptin (50 ng/mL) altal kivaltott szuperoxid anion teremlédés normal és
obez egyének monocitaiban
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Minden adat az dtlag+SD értékét jelenti. Roviditések: Ob=obez; PTX=pertussis toxin;
Neomyc=neomycin; Thaps=thapsigargin; V=Meidum V; WTM=wortmannin;

Flu=fluvastatin. a A leptin dltal kivaltott szuperoxid riliz “ kontrollokhoz viszonyitva
nagyobb (P<0.001); b A gatlas szignifikdns (P<0.001)

wortmannin a kontrollokban nagyobb, az obezek sejtjeiben kisebb gétlast fejt ki. Ezek az
adatok arra utalnak, hogy az obez monocitdkban a kis Ins(1,4,5)P3 szigndl csak részben
jarul hozza a Ca®™* szigndlhoz, annak nagyobb része a verapamil szenzitiv Ca®
csatorndkon keresztiil a médiumbdl keriil be a sejtbe. A megnétt és idoben elhtiz6do
Ca”™ szigndl, valamint az emelkedett [Ca®*]i szint a nyugvé obez sejtekben, csak

z 2 z 2 .s v oz 2+ - . s 2
részben magyarazhatd a csatornakon Keresztiil torténd Ca™*-influx kimutatdsdval.
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Figyelembe kell venni azt a tényt is, hogy a Ca”* szignal és a NADPH oxidédz aktival6das
szoros kolcsonhatdsban 4ll egymdssal. Ez azt jelenti, hogy a magas Ca®* szint aktivalja,

mint errdl az eldz6 fejezetben mér sz6 esett, direkt és indirekt tton - a PKC aktivdlason

3/10. abra. A leptin altal indukalt Ca®* szignal gorbék alakuldsa normal égyének

monocitaiban Kiilonb6z6 gatlészerek jelenlétében

4 430

—k— Cortrol
33 4 .

- - Cortrol+Mediurm W
am 230 - & - Db+Medium W'

]
=

&
Cx ™ zzigral (ronaliL)

¥ Agnil frmaliL)
ra
=

00

o
oh
=

—=— 05
Oke+AU
4 Ob+ALThaps
Dbee Bty

e
=
=

ra

th

=
=

=
o
=

Ca* szigral (rroldL)
Cx ™ szigral (rooliL )

=
=
=

wh
=

=

keresztiil - a NADPH oxiddz enzimet. Masrészrol a ROS képzddés jelentdsen kérositja a
sejtmembran iontranszportért felelds csatorndit. A 9. abran a leptin altal indukalt
szuperoxid képzOdést, valamint annak gatolhatésagit tiintettik fel normal és obez
egyének monocitdiban. Eredményeinket a kovetkezOkben foglalhatjuk 6ssze: 1. A leptin
altal kivaltott ,,oxidative burst” nagyobb az obez csoportban, mint a kontroll sejtekben. 2.
A PTX rezisztencia mindkét csoportban arra utal, hogy a PTX-érzékeny Gi protein a
leptin esetében nem vesz részt a szignalizdcidban. 3. Az alternativ utat jelent6 ,,PI3K —

Ins(3,4,5)P3 — PLC — Ins(1,4,5P3 — Ca”* felszabadulds” leptin stimulus utdn mind a
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kontroll, mind az obez sejtekben mukodik, de az utébbiak esetében joval kisebb a
jelentdsége. Erre utal, hogy a Medium V-vel csak az obez sejtekben tudtuk a ROS
képzddést gétolni. A fluvastatinnal elért gatlds az obez monocitdk esetében nagyobb volt,
ez lényegében arra mutat, hogy ismeretlen okbdl, de a Rac-reguldcié szerepe az obez
monocitdkban nagyobb, mint a kontroll sejtekben. A 10. abran a 6 perces mérések soran
kialakult Ca** szigndl gorbéket dbréazoltuk leptin stimuldcié utdn normél és obez egyének
monocitdiban. A 10A. abra a thapsigargin jelenlétében kialakult valtozasokat mutatja,
amennyiben a thapsigargin csak a kontroll sejtekben volt képes gitolni a Ca** szignalt.
Ezzel szemben a 10B. dbra adatai szerint az obez sejtekben észlelhetd, idoben elhtiz6dd
szignalt a Medim V gatolta, mig a kontroll sejtekben mért gorbékre hatdstalan volt.
Erdekesnek tartjuk azt az eredményiinket, amelyet a 10C. &bran tiintettiink fel,
nevezetesn, hogy a HMG CoA reduktdz gatlo fluvastatinnal elokezelt kontroll sejtekben a
statin semmiféle hatdst sem fejtett ki, mig az obez monocitdkban képes volt a korai csics
és a gyors normalizdlédads helyredllitisara. Ezt az eredményt jol értelmezi az a tény,
melyet a 10D. abran tlntettink fel: a fluvastatinnal kezelt obez sejtekben a
kontrollokéhoz hasonld allapot alakult ki, amennyiben ezekben a sejtekben a Ca®*
szigndlt az intracelluldris raktdrakbdl valé Ca** mobilizdciét gatlé thapsigarginnal tudtuk
csokkenteni.

Mindez arra utal, hogy a fluvastatin hatasara, feltehetéen a ROS képzddés csokkentésén
keresztiil, helyredllithatd6 az obez monocitikban az egészséges intracelluldris Ca®™
homeosztdzis. Mindenestre a leptin 4ltal indukélt Ca** szignal ndvekedés és a szuperoxid
termelddés kozotti szoros Korrelacid, melyr6l a 11. dabra tandskodik, megerdsiti azt az
elképzelésiinket, hogy obezitdsban a leptin - esetleg a lokdlisan termel6dd leptin - és az
altala indukélt szabadgyok képzOdés hozzdjarul obezitdsban a calcium homeosztazis

felbillenéséhez.
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3/11. abra. Korrelacio a leptin-indukalta Ca** szignal és szuperoxid riliz kozott
kontroll és obez egyénektol szarmazé monocitakban
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Roviditések: rx = Korreldcios koefficiens a kontroll csoportban; rogp = Korreldcios
koefficiens az obez csoporban (szignifikancia: P<0.001)

3.5 A kisérleti eredmények megbeszélése

A metabolikus szindromaban szenvedd betegek granulocitdival végzett
kisérleteinkben az egyik legnagyobb gondot a viszonylag 0ndllé entitast képviseld
beteganyag kivdlasztdsa jelentette. Az eredmények alapjdn a membran koros éllapotara
jellemzd elvaltozasok mindegyike jelen volt mindegyik entitds esetén. Az 1 és 2 Téblazat
eredményeit Osszevetve azonban azt megdllapithatjuk, hogy ezek a véltozdsok nem a

membanhoz kotott koleszterin mennyiségének novekedésétdl fiiggnek. A V-szenzitiv
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csatorndkhoz kotott Ca® szigndlok novekedése Kannan és mtsai (2007) vizsgilatai
szerint lehet a raftokban felszaporodd koleszterin eredménye is, €s ennek csak részben
mond ellent az a tény, hogy az Ang II 4ltal kivaltott Ca™* bedramlds az obez és a DM-es
betegek granulocitdiban is megndtt. Figyelembe kell venni, hogy a membran rigiditas,
valamint az SFA, conjugdlt diének és a lipid hidroperoxidok mennyiségének
novekedését, valamint a PUFA csokkenését ezekben a beteg csoportokban is kimutattuk.
A fokozott szabadgyok képzodés, és a kdovetkezményes membran rigiditds, amely mint
ezt kimutattuk, a metabolikus szindréméban szenvedd betegek sejtjeire dltaldban jellemzd
volt, eredményezhette a raftok atrendezddését ezekben a csoportokban is (Ayuyan és
Cohen, 2006; Lu és mtsai, 2007). A PUFA mennyiségi csokkenése a sejtmembranban
onmagaban is fontos komponense a raftok atalakuldsidnak (Ma és mtsai, 2004). Az
oxidaci6 membrant karosito hatdsa tehat nem kétséges, €s sajat vizsgalataink alapjan azt
is megallapithatjuk, hogy a metabolikus szindromaban szenvedd betegek granulocitéi -
legaldbb is bizonyos agonistdk hatdsiara - mint az Ang II - fokozottan képesek
szuperoxidot és arahidonsav derivatumokat termelni. Az is bizonyos, hogy az Ang II
stimulus szignalizicdja megvdltozik, nem csak a HC, de az obez és a DM-es
csoportokban is, amennyiben a Gi proteint gatlo6 PTX hatdstalan, mig a Medium V, mely
a Ca”*-influxot gétolja, szignifikdnsan csokkenti a NADPH oxiddz és az arahidonsav
kaszkad aktivdlédasat. A HMG CoA reduktazt glto statin, a fluvastatin gatlé hatdsa az
Osszes beteg csoportban, arra utal, hogy a 2, fejezetben ismertetett Rac2 aktivdlodas
kimaradédsa jelentésen képes csokkenteni nemcsak a HC, de az obez és a DM
csoportokban is a szabadgyok képzddést. A szabad gyokok membrant kdrosité hatdsdnak
nem elhanyagolhaté vonatkozésa az a tény, miszerint a szabadgyokok képesek karositani
a membrdnhoz kotott ion csatorndk, pumpdk miikodését. Ennek eredménye a nyugvd
sejtekben mérhet$ magas [Ca**]i szint, tovabbd a magas intracelluldris Na* és alacsony
pH érték is (Kourie,1998; Stark, 2005). A reaktiv oxidaciés termékek (ROS) dltal
létrehozott iontranszport gitlds f0 tdmadéaspontja a csatorndk €s a pumpdk szabad SH
csoportjai, melyeken az oxidéacié keresztkotéseket hoz 1étre (Rohn és mtsai, 1996).
Masrészrél az immunsejtekben a legfontosabb calcium szigndl szabdlyozé calmodulin is
kart szenved az oxidaci6 folyaméan (Chen és mtsai, 2005). A calmodulin molekuldban a

144-145 metionin oxiddlédik, melynek eredményeként a molekula helikdlis strukturdja
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megvaltozik, és a 20S proteosomdban tobb 1épcsdben hasad. Ennek eredménye részben
szignalizdciés zavar, mdsrészt a csokkent Ca’* extrusio a sejtbél a CaM-fiiggd Ca*
pumpékon keresztiil. A CaM-fiiggé Ca®*-ATPase miikodésének zavara nem-vezetd
membréannal rendelkezd sejtekben azért jar silyos kovetkezményekkel, mert ez az
egyetlen médja a folosleges Ca’* eltdvolitdsanak a sejtekbdl (Guerini és mtsai, 2005). A
tartésan magas [Ca®*]i szint az immunsejtek gyulladdsos 4llapotat jellemzi, és
apoptosishoz vezet, (Carafoli, 2005). Az obez betegeink monocitdiban leptinnel
elidézett Ca** gorbék arra utalnak, hogy bar a betegek sejtjeiben a szignal csticsok
alacsonyak, az elhiz6dé normalizdcié miatt a szigndl jelentésebb, mint a kontroll
sejtekben. Rendkiviil eredményesnek tartjuk, hogy a kovetkeztetések levondsdhoz 6
perces mérés utdn a calcium gorbék alatti teriilettel (areas under curves) szamoltunk, mint
ezt a metodikai részben mdr leirtuk. Ez adott lehetdséget arra, hogy az agonistak altal
stimuldlt sejtekben a kdrosodds mechanizmusat bdvebben és hatdsosan elemezziik.
Kiilonos jelentdséglinek tartottuk az [Ca®*]i szintek koéros szabdlyozdsat
obezitdsban, ahol is ennek kiilonds jelentdsége van az adipocitdkban, mint ezt Sun és
Zemel (2004) vizsgélataibdl tudjuk. Az bizonyos, hogy obezitdsban, ha nem is
kvantitative, de az elvaltozasok irdnyat tekintve mindaz a sejtszintli szignalizacids zavar
kimutathaté, mint a silyos diszlipidémidkban (HC csoport). Az is bizonyos, hogy obez
betegekben a viszcerdlis zsirszovet éltal termelt adipokinek, tobbek kozott a leptin is,
gyulladésos tiineteket védltanak ki az immunsejtekben. Ennek az eredménye, hogy az obez
egyénektdl nyert monocitdk az agonista stimulus hatdsara hasonl6 médon reagélnak, mint
a HC csoportban. Mi konkrétan obez egyének monocitdin a leptin hatdsara bekovetkezd
Ca® szigndl valtozdsokat hasonlitottuk ©ssze a kontroll sejtek reakcidival.
Kisérleteinkhez 50 ng/mL koncentriacidban hasznéltuk a leptint, ami lényegében egy
jelentds mértékii hiperleptinémianak felel meg. Mint ezt mar el6zdleg emlitettiik, a leptin
esetében a szérumban mérhet6 leptin koncentracié nem mond ebben a vonatkozasban til
sokat, mivel a lokdlisan felszabadul6, €s nem meghatiarozhaté leptin koncentraciok
alapjan tudndnk csak véleményt mondani az in vitro haszndlt koncentracidk
jelentdségérél (Ren, 2004). Vizsgdlataink alapjan a leptin Ca** szigndlt vélt ki a
monocitdkban, €és ez kiillonosen jelentds az obez csoportban. A gatlészerekkel végzett

vizsgdlatok alapjan kimondhatjuk, hogy a PTX hatastalan volt, mig mind a kontroll, mind
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az obez sejtekben gatldst tudtunk elérni a PLC-t g4tlé neomycinnel, a SERCA Ca®* -
ATPase gatlo és raktart kiiiritd  thapsigargin elOkezeléssel, valamint a PI3K-t gatl6
wortmanninnal. Ezeknek a gétloszereknek a hatdsa 1ényegesen kisebb volt az obez
sejtekben, ahol igazi gatldst akkor kaptunk, ha a mérést verapamilt tartalmazd Ca®
mentes médiumban végeztiik. A szuperoxid meghatdrozasok sordn ugyanezt a gatlas-
rendet taldltuk, amelynek a lényege, hogy a kontroll monocitdk leptin-szignalizaciéjaban
egy PTX-rezisztens IP; szignalon keresztiil indul meg a Ca** szigndl, amelyben a PI3K is
részt vesz. Ez az 1t az obez sejtekben kisebb mértékben, de részt vesz a szignalizacidban,
bér itt a legfontosabb szigndl it egy verapamil szenzitiv Ca** influx. Az Ins(1,4,5)P3
szignadl mérésekor szintén azt taldltuk, hogy megjelenése PTX-fiiggetlen, de gatolhatd
mindkét csoportban neomycinnel és wortmanninnal. Tekintettel arra, hogy az egyes
gitloszerek hatdsa magyardzatra szorul, eloszor is a thapsigargin hatdsat kell
megmagyaraznunk: a thapsigargin egy novényi eredetli terpén-lakton szarmazék, amely
tumor-promoter természetérdl ismert (Thastrup, 1990). Hatdsdnak 1ényege, hogy Kkiiiriti
az ER-ben levé Ca®' raktdrakat, és a Ca**-ATPase gatldsdval, egyben gitolja a Ca** re-
uptake”-ot (Lytton és mtsai, 1991). Ezért, 60 perces elOkezelés utdn, Ca>* mentes
mediumban az Gjabb, agonista stimulusra, a Ca** szignal csokken, vagy nem is mérhetd.
Ezzel szemben pl. az obez egyének monocitdiban, ahol a Ca®* extrusio is csokkent, az
[Ca®*]i szint megnd, de ez a szigndl nagysidgan (AUC-ban kifejezve) nem véltoztat. A
jeltovabbitdsokat gitlé szerek haszndlatdndl a wortmanninal gitolhaté PI3K szerepe
szorul még magyardzatra: Frithbeck (2006) szerint a leptin receptor jeltovabbitdsdban
részt vesz egy Gi protein - PLC - IP; utvonal, de ez a mi esetiinkben, vagy nem jatszik
szerepet, vagy a G protein PTX-rezisztens. A leptin és tegyiik hozz4 az Ang II esetében
is 1étezik, egy alternativ ut is (Touyz és Berry, 2002). Ez az 1t azon alapszik, hogy a
PI3K dltal hasitott Ins(3,4,5)P3 képes a PLC-t aktivélni, és igy, egy keriild uton de
érvényesiil a PLC - IP; - Ca” szigndl (Wu és mtsai, 2000; Keqiang és Snyder, 2004).
Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy a kontroll és az obez csoportban a leptinnel stimulalt
monocitdk szignalizdcidja nem csupan a Ca® szigndlok eredetét illetden kiilonbozik
egymastol, de a calcium gorbék késve bekovetkezd normalizdléddsa a CaM-fiiggé Ca-
ATPase oxidécids kdrosoddsanak a kovetkezménye. Ennek bizonyitéka az a megfigyelés,

hogy a fluvastatinnal el6kezelt sejtekben a calcium gorbe teljesen normalizdlddik, sot a



65

leptinnel kivaltott szigndl visszanyeri a thapsigarginnal szembeni érzékenységét is. A
fluvastatin rendkiviili hatdsa a Ca®* szigndlra nem magyardzhaté pusztdin a NADPH
oxidazt gatlo tulajdonsdgdval, ugyanis még nem kozolt adataink szerint ilyen helyreallité
hatassal pl. az ugyancsak NADPH oxiddz gatlé a-tocopherol nem rendelkezik. Ezek
szerint a fluvastatin, amely hatdsat a granulocita NADPH oxidase-re a Rac2 small
GTPase activdlasanak felfiiggesztésén keresztiil fejti ki, nem csak ezen az tuton képes

hatni a Ca>* szigndlra (Bokoch és Diebold, 2002; Delbosc és mtsai, 2002).

3.7. A 3. fejezet dsszefoglalasa

Metabolikus szindromdban szenvedo betegek (obezitds, 2 tipusiu diabetes mellitus,
hiperkoleszterinémia) granulocitdinak membrdn rigiditdsa, a membrdnhoz kotott PKC
aktivitdsa, a verapamil-szenzitiv Ca’* csatorndn keresztiil létrejott Ca’* szigndlja,
valamint a membrdn telitett zsirsav, lipidhidroperoxid és konjugdlt dién tartalma
szignifikdnsan megnott. A membrdnhoz kotott koleszterin mennyisége ezzel szemben
csak hiperkoleszterinémids betegek membrdanjaban volt emelkedett. Az Ang Il-vel
stimulalt granulocitak  fokozott szuperoxid anion képzodése és arahidonsav
metabolizmusa mindhdrom betegcsoportban, a membrdanban levo lipid raftok
dtrendezodésének és a membrdn rigiditds fokozoddasanak a kovetkezménye. Circulus
vitiosus-ként viszont a fokozottan felszabadulo szabadgyokok a beteg csoportokban
kdrositigk a sejtmembdn dllapotdt. Obezitdsban, a nyugvé monocitik magas [Ca’*Ji
értéke, valamint a leptinnel kiviltott Ca’* szigndlja az idégorbe alakjdt tekintve is
megvdltozik. A kisebb csiics idoben késobb jelentkezik, és a magas basalis szinthez
képest is csak lassan normlizdalodik. Az idogorbe alatti teriilettel (AUC érték) szdamolva
kiértékeltiik a thapsigargin és a verapamil szenzitiv Ca’* influx részvételét az agonista-
indukdlt Ca’* szigndlban. Eredményeink szerint az obez monocitik esetében a
fokozott ROS képzédés eredményeként kdrosultak az Ca’* homeosztizist biztosité
enzimek: kiilonosen a SERCA-hoz kotott thapsigargin-szenzitiv Ca-ATPase és a
calmodulin-dependens Ca’*-ATPase, mely a calcium extrusiét biztositjia a sejtbél. A
HMG CoA reductase gidtlo fluvastatin preinkubdcio az eredeti calcium homeosztdzist

helyreallitotta.
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4.0. Leptin hatasa a human monocitik endogén
koleszterin szintézisére

4.1. Irodalmi el6zmények

4.1.1 Az LDL receptorok szerepe a hiperkoleszterinémia kialakulasaban

A koleszterin homeosztazis sejtszintli szabdlyozdsanak kérdésével elsGsorban a
Nobel-dijas Goldstein munkacsoport foglalkozott, €s elsd ebben a targykorben megjelent
dolgozatuk az 1973-as évre tehetd (Hazzard és mtsai, 1973; Brown és mtsai, 1973).

Ezekben az években még élenjarénak volt tekinthetd, hogy pontosan tisztdzni
tudtdk az LDL receptorok specificitdsat, affinitdsat, szamit a humdén fibroblasztok
felszinén, tovabba a receptorok génjét is azonositottdk (Brown és mtsai, 1974). A
kozvetlen gyakorlati oka ezeknek a vizsgdlatoknak, melyek a receptorokrol alkotott igen
szegényes tuddasunk idején torténtek, az volt, hogy egy 0roklédd, korai haldllal jard
megbetegedés - a familidris hypercholesterinaema (FH) - okat keresték. Fredrickson és
mtsai (1978) vizsgdlatai alapjan kideriilt, hogy ez a megbetegedés az LDL receporok
teljes hidnyaval jar és jellemzOje a mar gyermekkorban megjelend rendkiviili nagysagu
hiperkoleszterinémia, ¢és a sdlyos ateroszklerézis. A megbetedés az élettel
osszeegyeztethetetlen. A korkép igen ritka, el6forduldsa 1 millié ember koziil csak 1, és
emlitett formdjdban csak homozygotdkon fordul eld. Joval gyakoribbak a heterozygota
formdk, melyekre a kordbban (35 - 40 éves korban) jelentkez6 magas LDL-C szint és
infarctus a jellemzd. Az LDL receptorok leggyakrabban jelentkezd allél mutdnsa, amikor
a receptor jelen a van a sejt felszinén, de nem képes LDL-t kotni (R), amikor jelen van a
receptor, de csak csokkent mennyiségben tud LDL-t kotni (R™), tovdbbi amikor a
receptor képes az LDL megkotésére de nem képes internalizdlédni (R"0), Meg kell
jegyezni, hogy a FH minden formédjinak tisztdzdsa, tovdbba a kimutatisukra szolgalé
metodikai leirdsok a munkacsoport szivds, sok éves munkdjanak az eredménye
(Goldstein and Brown, 1974; Brown és Goldstein, 1974; Brown és Goldstein, 1976).

Tovabbi kutatdsaik eredményeként az is kidertilt, hogy az LDL receptor f0szerepe nem
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csak abban van, hogy képes eltdvolitani az LDL-t a keringésbdl, hanem inkébb
szabdlyozd szerepet tOlt be, nem csupdn a mdjsejtekben, de a periférids sejtek
tobbségében is (Balasubramaniam és mtsai, 1976; Brown és Goldstein, 1979). Ennek a
szabdlyoz6 szerepnek a lényege a kovetkezd: Az LDL részecske a specifikus
receptorokhoz kotddve internalizalédik a receptorral é€s az u.n. ,,coated pitt’-el egyiitt,
majd a keletkezé endocitds veszikulumban a lizoszémaélis enzimek hatdsara az LDL
protein része lebomlik, mig az LDL receptor kiszabdulva a citoszdlba, visszajut a
membrdanba. A felszabadul6 koleszterin az ACAT hatdsdra eszterifikdlodik
koleszterinoleattd. A szabdlyozds lényege abba van, hogy a sejt belsejébe juté LDL
részecske hatdsira a HMG CoA reductase enzim valamint az 4j LDL receptorok
szintézise csokken, mig a koleszterin észterifikalasdért felelos ACAT enzim szintézise
nd. Ennek a szabdlyozasnak a vazlatat az 1. abran tiintettiik fel.
4/1. abra. Az LDL receptor miikodésének és szabalyozé szerepének vazlata

Goldstein és Brown szerint
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A 70-es évek végén az a kérdés fel sem meriilt, legfeljebb csak sejtések formdjaban, hogy
az LDL részecske és a receptor kotddése utdn milyen mechanizmus vezet pl. a HMG
CoA reduktiz enzim vagy az LDL receptorok szintézisének csokkentéséhez. Ma mar
csak torténeti érdekességli Brown és Goldstein mar idézett (1 abra) 1979-ben irédott

dolgozatanak az része, amelyben a regulaci6 kérdését targyaljak.

Model 1

Binding — Internalization — Degradation — Regulation

Model 2

Binding — Regulation

!

Internalization

!

Degradation
A két modell dgy értelmezhetd, hogy a 2-es variacié esetében a szerzok feltételezték,
hogy a reguldcié magatdl a liporotein - receptor kotddés bekovetkeztébdl johet 1étre.

Tobb mint 10 év telt el, mig a kérdésre a munkacsoport megtaldlta a helyes

valaszt, amennyiben természetesen a ,,Model 17 szerint torténik a szabdlyozds. Addig
azonban legaldbb olyan nagy érdeklddéssel fordultak a kutaték az atheroszkler6zis
kialakuldsdban direkt médon résztvevo foam sejt képzodés felé.

4.1.2. A makrofagok (makrofag-szerii sejtek) és a scavenger receptorok szerepe az

ateroszklerozis kialakulasaban

A 70-as évek végén mar nagy érdeklddéssel fordultak a kutatok a makrofagok és
makrofag-szerli sejtek felszinén taldlhatd u.n. scavenger receptorok felé (Basu és mtsai,
1977; Shechter és mtsai, 1981; Brown és Goldstein, 1983; Chait és mtsai, 1983). Az érfal
intimdban a nagyszdmu makrofdg habossejtté alakulva taldlhaté meg, €és belsejiikben
lipidcseppek halmozdédnak fel. Mai tuddsunk szerint az ateroszklerotikus plakkok

kialakuldsdban az SR-BI és SR-BII valamint a HDL receptorok ko-lokalizdlédnak a
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caveolin-al a caveoldkban, és fontos tulajdonsdguk, hogy nem down-reguldlédnak a
koleszterinészter felszaporoddsakor (de Villiers és Smart, 1999) A makrofagok felszinén
expresszalodd scavenger receptorok az LDL-t kationizalt formadban veszik fel, ami in
vivo koriilmények kozott oxiddcidt, vagy diabetesben a gliikozidalt format jelenti. A
makrofagok fokozott szabadgyok termelés esetén maguk alakitjak 4t az LDL-t oxLDL-é€,
mely a lectin like oxidized LDL receptorokon (LOX-1) jut be a makrofidgokba. Ez az a
ma mér ismert mechanizmus, mely a plakk képzddés leggyakoribb utja és az
ateroszklerdzis kialakuldsanak legveszélyesebb eldidézdje (Adachi és Tsujimoto, 2006).
A moédosult LDL hatdsdra - amennyiben egészséges szervezetrdl van sz6 - megindul az
eszterifikéacid, az ABC transzporter proteinek miitkodése, ill a cAMP-fiiggo protein kinase
aktivalodasa. Az utobbi hatdsdra beindul a fokozott apoE szekrécid, valamint a HDL
receptorok expresszidja. A szintetizdlodé apoE beépiill a HDL receptorokhoz kotddo
HDL-be, és ezzel a HDL részecske koleszterin felvevo képessége tobbszorosére nd.
Ezeknek a valtozdsoknak a hatdsdra a koleszterin tdvozik a sejtb6l. Amennyiben a
védekez0 mechanizmusok nem indulnak be, a koleszterin cseppek formdjdban a
makrofagokban marad és ,,foam sejt” keletkezik, mely hozzdjarul az aterdmds plakk
képzddéshez az érfalban (Basu és mtsai,1977; Bellosta és mtsai, 1995; Adachi és
Tsujimoto, 2006). Az eddig lerirtakbdl az vildgossa valhat, hogy a foam sejt képzddés az
ateroszklerdzis kialalkudsdnak egyik rendkiviil fontos pontja. Mukacsoportunk szdmos
publikécidja latott napvildgot ezen a teriileten, de mivel én ezekben a vizsgilatokban
nem vettem részt, €s disszerticiom targykorét nem érintik ezek az eredmények, a foam
sejt képzodés mechanizmusat bodvebben nem érinteném ( Kovacs és mtsai, 1988; Paragh
és mtsai, 1998; Kérpati és mtsai, 1999)

4.1.3. Az intracellularis koleszterin bioszintézis szabalyozasa

Csak 1993-ban jelent meg az a kozlemény, amelyben el0szor érintették djra azt a kérdést,
mi is lehet az az intracelludris szabdlyoz6 mechanizmus, amely 6rkodik a koleszterin
homeosztdzis fenntartdsdn (Briggs és mtsai, 1993; Wang és mtsai, 1993). Ekkor sikeriilt
csak tisztizni, hogy az LDL receptor, valamint a HMG CoA reduktase synthase
génjeinek a szabdlyozdsdban egy ,,sterol regulating element” - tovdbbiakban SRE vesz
részt, melynek a génekhez jutdsat egy fehérje, az SRE binding protein (SREBP) segiti

eld. Az is kideriilt, hogy ez a fehérje az endoplazmas retikulum membrinjadban
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szintetizdl6dik, akkor ha az intracelluléris koleszterin szint csokken, és a sejtnek sziiksége
van koleszterinre. Ujabb 3 évnek kellett eltelnie ahhoz, hogy a szenzor fehérjét is
kitudjak mutatni (Hua és mtsai, 1996). Kideriilt, hogy az SREBPIla és 1c isoformok,
azonos gén altal kdédoltak, csak a hasitdsuk torténik kiilonb6zd helyeken. Ez a két fehérje
inkabb a zsiranyagcsere szabalyozdsiban jatszik szerepet, mig a koleszterin homeosztazis
szabdlyozdsaban az  SREBP2 vesz részt. A magban azonban csak az SREBP2 N-
termindlis 450 amindsavbol all6 része jut be, amelynek hasitdsa két részletben (Spl és
Sp2) torténik a Golgiban. Az, hogy az SREBP el tud jutni a Golgiba, az annak az
eredménye, hogy egy ugyancsak az ER membrédnban szintetizdl6dé fehérje az SREBP
cleavage activating protein (SCAP) képes a C-termindlis végével megkdtni az SREBP C-
termindlis végét. A SCAP molekula két fontos domain-je a koleszterin-szenzor rész,
amellyel érzékelni képes a sejtben levd szabad koleszterin mennyiségét, valamint a C-
termindlis WD-rész, mely altaldban a transzportidlasban szerepet jatsz6 fehérjék szokott
szekvencigjat képviseli (Smith és mtsai, 1999). A SCAP WD domain-jét a 2. abran
tiintettiik fel. Amennyiben a sejtben sok a koleszterin, a koleszterin a szenzor részhez
kotddik, melynek kovetkeztében a SCAP olyan konformécié valtozédson esik at, hogy az
Insig proteinek is be tudnak kotddni, igy bar a WD C-termindlis vége a molekuldnak
megkoti az SREBP C-termindlis részét, de az Insig proteinek az egész komplexet
lehorgonyozzdk az ER membrdnban. Amennyiben a sejtben nincs elegendd koleszterin, a
SCAP koleszterint kot domain-jei iiresen maradnak. Az intracellularis szabalyozas
folyamatat vazlatosan a 3. dbran tiintettiik fel. A molekula WD részével megkéti az
SREBP2 C-termindlis végét, az {iiresen maradt koleszterin érzékel6 domain-ek
kovetkeztében a sziikséges konformdcid véltozas nem jon létre, és az Insig fehérje nem
képes a SCAP-hoz kapcsolédni. A SCAP ezen konformicidja alkalmas arra, hogy a
COPII szallité vesiculumhoz kotédve, az SREBP-t a Golgi-ba széllitsa. Az SREBP
kétszeres hasitdsa az Spl €és Sp2 helyen a Golgi-ban kovetkezik be, €s innen jut el az N-
termindlis 450 amindsavat tartalmaz6 rész a magba, ahol az SRE-t széllitja mindazon
génekhez, amelyek a koleszterin szintet a sejtben megemelik: igy fokozza tobbek kozott a
HMG CoA reduktédz szintaz, és az LDL receptorok szintézisét is (Weber és mtsai,2004;
Gimpl és mtsai, 2002; McPherson és Gauthier, 2004). Az Insig 1 és 2 proteinek az ER

membran fehérjéi, melyek génjeit az insulin szabélyozza, és fontos szerepiik van abban,



71

4/2 abra. A SCAP C-terminalis WD részének struktiraja

a.) feliilnézetbol - Ga-hoz valo kotodés utdn (Smith és mtsai, 1999)
b.) oldal nézetbol

hogy a megemelkedett intracellularis koleszterin szint esetén a SCAP-SREBP2
komplexet az ER membranban tartsak (4. abra). A két Insig protein koziil a magas
koleszterin tartalom down regulélja az Insig 1-t, és ilyenkor csak az Insig2 koti meg nagy
affinitassal a SCAP-ot, mig a koleszterin csokkenés meginditja az Insig 1 szintézist, mely
kisebb affinitdssal de részt vesz a SCAP-SREBP komplex megkotésében és fixdlasdban
(McPherson és Gautheir, 2004; Loewen és Levine, 2002). Konnyl beldtni, hogy a SCAP
és a két Insig protein mennyiségének genetikus szabdlyozdsa a kulcsa az endogén

koleszterin szintézis szabdlyozdsdnak (Yang €és mtsai, 2000).
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4/3 abra. Az SREBP és a SCAP szerepe az endogén koleszterin szintézis

szabalyozasaban.

Endoplasmas SR

—

Nueleus

*%W@

4/4 abra. Insig protein szerpe a SCAP-SREBP komplex kialakulasaban
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4.1.4. Citokinek hatasa a SCAP-SREBP szabalyoz6 mechanizmusra

Az elmondottakbdl logikusan kovetkezik, hogy amennyiben a SCAP génjeiben muticio
kovetkezik be, gy nem tudja szabdlyozo feladatdt betolteni: ennek egyik eredménye az
lehet, hogy nem képes érzékelni a koleszterin felszaporoddsat a sejtben, nem képes az
Insig proteinhez kotddve lehorgonyozni, és ledllitani a tovabbi koleszterin szintézist, ill
inkorpordciét az LDL receptorokon keresztiil. A madsik lehetdség, hogy a SCAP
valamilyen stimulus hatdsdra tdltermelddik, és a felesleges SCAP, miutdn megkdtotte a
sziikséges koleszterin mennyiséget, képes még SREBP2-t a Golgi-ba széllitani. Ennek
eredménye ugyancsak az lesz, hogy a koleszterin tiltermelddik a sejtekben. Ruan és
mtsai (2001) mutattdk ki, hogy TNF-0, valamint IL-1f stimulus hatdsara human
mesangialis sejtekben sejtekben a SCAP gének amplifikdcidja, valamint a SCAP
szintézis fokozddasa indul meg, melynek eredménye az LDL receptorok expresszidjanak
fokozodéasa lesz. Tekintettel arra, hogy a magba bejut6 SREBP2 N-termindlis 450
amindsav nem csupdn az LDL receptor, de a HMG CoA reduktiz szintézisét is fokozza,
joggal tételezhetjiik fel, hogy az intracellularis koleszterin szintet mind a koleszterin
import, mind az endogén bioszintézis noveli. Legijabban Fon Tacer és mtsai (2007)
mutattdk ki, egerekben, hogy TNF-a addsara egerekben a méjban fokozddott az Insig
gének expresszidja, fokozddott a keringésben az LDL-koleszterin mennyisége, tovabba
csokkent a koleszterin lebontasi termékeinek tdvozasa az epével. A citokinek eddigi
karos, az ateroszklerozist fokozé hatdsdhoz ez az eddig ismeretlen, endogén koleszterin

szintézist fokoz6 hatds is hozzajarul.

4.2. Kozvetlen elozmények és célKitiizés

4.2.1. A munkacsoport kisérletei, melyek a jelen munkahoz elvezettek

Eldszor 1998-ban kozolte a munkacsoport azt a jelenséget, hogy 2 tipusi DM-ben
a betegektSl nyert nyugvé (resting) monocitdk ['*Clacetédt inkorpordciéja a koleszterin
frakciéba 26.5%-al nagyobb volt, mint a kontroll csoportokban. Ennek ellenére, az LDL
adasdval kivalthat6 negativ “feed back” reakcié csokkent mértékben érvényesiilt: az 50

pg/mL LDL proteinnel torténd blokkolds utdn a kontroll csoportban a ['“Clacetat
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inkorporacio 54.7%-al csokkent, mig a diabetes-es csoportban ez csak 7.4% volt (Paragh
és mtsai, 1998). Lényegében az LDL atlal kivéltott negativ “feed back™ reakcié ehhez
hasonld csokkenése volt kimutathaté végsd stddiumban levé hemodializdlt krénikus
veseelégtelenségben szenvedd betegek monocitdinak vizsgélatakor is: a kontroll
monocitdkban az LDL 4ltal kivaltott ["*Clacetét inkorporacié csokkenése 49.1%, mig a
beteg csoportban csak 24.8% volt (Karpati és mtsai, 1999). A legmarkansabb
eredményeket akkor kaptdk, amikor a hiperkoleszterinémidval tdrsult obez betegek
monocitdinak endogén koleszterin szintézisét vizsgaltdk: ebben az esetben a beteg
csoportban a resting monocitdk ['*Clacetdt inkorporacidjanak az emelkedése 62.3%-os
volt, és a kontroll csoportban észlelt LDL altal kivaltott 45.6%-o0s csokkenéssel szemben
a beteg csoportban a csokkenés csak 16.7% volt. Ebben az esetben, a csak HC-ben
szenvedd, valamint az obez, de nem hiperkoleszterinémids betegekben a kontrolloktdl
eltérés nem volt kimutathat6. (Paragh és mtsai, 2003). Ezek a kisérletek arra mutattak,
hogy 2 tipusu diabetesben, valamint obez HC-s betegek esetében eleve magasabb az
endogén koleszterin szintézis, de ami ennél is fontosabb, az LDL-el bevitt koleszterint a
sejt nem, vagy csak csokkent mértékben képes észlelni. Ezek szerint ezekben a
betegekben, pl. a monocitdkban, a 4.1.3 fejezetben targyalt regulaciés mechanizmus
karosodott. A teljesség kedvéért meg kell még emliteni, hogy a diabetes-es, valamint a
hemodializilt betegek monocitdinak 5 napos tenyésztése utdn nyert makrofidgokban az
acetildlt LDL (acLDL) kotodése és intracellularis degraddcidja nem vdltozott, de
csokkent az acLDL éltal kivaltott apoE szekrécid, €s megnétt a koleszterin zarvanyok
szama (Karpati és mtsai, 1999). Osszefoglalva, az eldzetes vizsgélatok szerint kiillonbozo,
az  ateroszkler6zis  szempontjabol rizik6tényezOnek  szdmité  anyagcsere
megbetegedésben mind a monocitdkban, mind a tenyésztés utjan kialakult
makrofagokban nem az LDL receptorok szdmdnak vagy funkciéjanak csokkenésével,
hanem az intracelluldris reguldciés mechanizmusok kédrosoddsaval kell szamolni. Az is
figyelemreméltd, hogy ezek a zavarok rovidebb-hosszabb in vitro tenyésztések utdn is
kimutathatok, tehat nem az extracellularis milli6 fiiggvényei.

4.2.2. A jelen munka célkitiizései

Az intracelluldris koleszterin homeosztazis zavarainak leggyakoribb oka a

SCAP vagy az Insig protein génjeinek mutdcioja, tovabbd, mint ez az idézett
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iroldalombdol ismeretes, a SCAP gének expresszojanak fokozoddsa. Az is ismert, hogy a
gyulladdsos citokinek képesek fokozni a SCAP szintézist, igy joggal meriilt fel az a
kérdés, hogy a citokin természetii leptin, amely mint azt kimutattuk, képes fokozni a
mevalondt ciklus intenzitdsdt, jdtszhat-e valamilyen szerepet az intracelluldris
koleszterin szintézis fokozdsdban. A tovdbbiakban azt is tisztdzni kivantuk, hogy a HC-
ben szenvedd betegek esetében taldlhato-e kiilonbség a kontroll és a HC monocitik
kozott a leptin dltal kivadltott mevalondt ciklus fokozoddsdban és a jeltovabbitds
litjdban.

4.3. Az alkalmazott modszerek

4.3.1. Beteganyag

A vizsgélatokat egészséges onkéntes véradok, valamint frissen diagnosztizdlt HC-ben
szenved0 betegek monocitdval végeztilk. A betegek a kisérlet idején semmiféle
gyogyszeres kezelésben nem részesiiltek. A Zocor (Fluvastatin) terdpidt a vérvételek utan
kezdtiik el, és 4 hetes (40 mg/nap) kezelés utin a 31 beteg koziil utdlag 4 beteget
kizartunk a kisérletekbedl, mivel nem jol reagdltak a statin-kezelésre. A megmaradt 27
beteg a Zocor kezelésre jol reagalt, amit az is mutatott, hogy a szérum 0Ossz.koleszterin
30.6+£5.1%-al, mig az LDL-C 39.8+6.1%-al csokkent. A tovédbbiakban Goldstein és
Brown (1974) mddszere szerint kizartuk az LDL receptor szdmszerli csokkenésének
és/vagy diszfunkcidjdnak a lehetdségét. A munkacsoport régebbi munkdi alapjan (Paragh
és mtsai, 2003) tovéabbi kritérium volt a betegek kivalogatdsakor a resting monocitdkban
mért bazilis endogén koleszterin szintézis mértéke (> 13.1 pmol/60 perc/10’ monocita),

tovabba a 6 mmol/L izoldlt LDL-re adott koleszterin szintézis csokkenés, (< 45%).
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A. Tablazat

Parameterek Kontroll HC
n= 20 21
Eletkor (év) 55.6x6.3 52.8+5.8
BMI (kg/m?) 21.8+34 23.1+4.1
WHR 0.85+0.1 1.01+0.18
Ehomi vércukor (mmol/L) 5.1+0.68 5.8+1.1
Insulin (mU/L) 22.7+3.4 25.5+5.8
HbA C % 4.9+0.53 5.1+1.1
Koleszterin (mmol/L) 4.5+0.57 9.8+1.05"
Triglycerid (mmol/L) 1.71+0.23 1.94+0.38
HDL-C (mmol/L) 1.45+0.15 1.55+0.17
LDL-C (mmol/L) 3.27+0.43 6.44+1.00°
Koleszterin szintézis resting a
monocitdkba (pmol/10” sejt/60 min) 12.7£1.8 15.4+24
LDL-C-indukalta (6 mmol/L) 57.88.7 12.6£1.6"
koleszterin szintézis gatlas %

A kiilonbség a kontroll és a HC csoport kozott szignifikans (P<0.001). Rovidirések:
HC = hyperkoleszterinémia; BMI = body mass index; WHR =waist-to-hip-ratio

Az ily moédon szelektdlt kontroll és beteganyag demografiai adatait az A Tablazat

tartalmazza. A beteganyagra vonatkozd altalanos leirdsokat lasd a 2.3.1. fejezetben.

A téblazatban feltiintetett vizsgélatokat a DEOEC Klinikai Biokémiai és Molekularis
Patoldgiai Intézetében végezték el. Egy-egy kisérlet elvégzéséhez a vénas vérvétel (10-15
mL) 4-5 napos intervallumokban tortént 6-8 HC betegtdl és 3-4 kontroll véradétdl. Az
interassay coefficiens nem haladta meg a 15%-ot. A DEOEC etikai bizottsagiatdl az
engedélyt a kisérletekhez megkaptuk.

4.3.2 Sejtek izolalasa

A monocitidk vérb6l valo izoldldsara vonatkozod leirasokat 1asd a 2.3.2 fejezetben.

4.3.3. In vitro kisérleti koriilmények
A sejteket 4ltaldban HBSS-ben szuszpendéltuk és a stimuldciokhoz a kovetkezd

agonistdkat haszndltuk fel el6zetes kisérletek utdn: 10 nM angiotensin II (Serva), 50-100
ng/mL leptin (Sigma), A gatloszereket a kovetkezd koncentraciokban és ideig
alkalmaztuk: a PLC-t gatl6 5 UM neomycint (Sigma) 60 percig, a Gi proteint gatlé 100
ng/mL pertussis toxint (Sigma) 120 percig, az intracelluldris Ca®* transzlokdci6t g4tlé 1.0
uM thapsigargint (Sigma) 60 percig, a PI3 kinase-t gatl6 20 nM wortmannint (Sigma) 30
percig, a MAP kinase-t gatlé 50 uM PD98059-t (Sigma) 30 percig, a konvenciondlis
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protein kinase C cPKC inhibitor 1.0 uM H-7-t (Sigma) 60 pecig, a HMG CoA reductase-t
gatld 5 puM fluvastatint (Merck) 60 percig, 60 percig, a SCAP-SREBP komplex
kialakuldsat gatld6 25 puM 25-hydorxycholesterol-t (Sigma) methyl-B--cyclodextrin
komplexben 120 percig (Adams és mtsai, . Végiil a Ca**-influx gétldsdra a sejteket
Medium V-ben inkubdltuk 60 percig. A Medium V 10 uM verapamilt ((Sigma) és 3
mmol/L EGTA-t tartalmazott Ca**- mentes HBSS-ben.

4.3.4. Endogén koleszterin bioszintézis meghatarozas

A mérést McNamara és mtsai (1985) mddszere szerint végeztiik. A HBSS-ben elkészitett
sejtszuszpenzidt (10° sejt/mL) 4 6ran keresztiil inkubdltuk 2.5 nmol/L [2-"*Clacetat-al
(Amersham, 1.8 GBg/mmol). A stimulidcié az angiotensin II és a leptin kiilonb6z6
koncentracidval tortént. A kiilonbozo gatldszereket a stimulacid eldtt a megjelolt idoben
(30-120 perc) és végsd koncentracidkban adtuk a sejtekhez (lasd. 4.3.3. fejezet ) A
reakciot 1.0 mol/L KOH -val allitottuk le, majd a mintdkat szaponifikdltuk 70° C-n, 90
percig. Bels standardként [1.2->H]cholesterol (Amersham, 1480 GBg/mmol)
hasznaltunk. A nem szaponifidlt lipideket hexane-al extrahaltuk, majd az extraktumot
aluminium oszlopokra helyeztiikk és a szteroid frakciot aceton/diethyleter 1:1 ardnyu
keverékével eludltuk. A mintdkat N, aramlas alatt szaritottuk, a radioaktivitasokat
Packard CA liquid scintillaciés szamldléban meghatdroztuk és a koleszterin szintézis
intenzitdsat pmol/60 min/10’ sejtben fejeztiik ki.

. 4.3.4.Ins(1,4,5)P3 meghatarozas

A meghatdrozast Shayman és BeMeut (1988) altal mdédositott eredetileg Dillon és mtsai
(1987) 4ltal kidolgozott, valamint Patthy és mtsai (1990) mddszerének segitségével
»reverse phase ion-pair” chromatografidval végeztiikk. A leirdst részletesen lasd a 3.3.6.

fejezetben.
4.3.5. Intracelluliris szabad Ca?* meghatarozas

Az intracelluldris szabad Ca®* meghatdrozasokat Mc Cormach és Cobbold (1990)

modszere szerint végeztilk. Részletes lefrast ldsd a 3.3.5 fejezetben. A kolonbozd

gatloszerekkel torténd eldinkubdciok sordn a leghosszabb inkubécids idOhoz igazodva,

legalabb 120 percig inkubdltuk a sejteket HBSS-ben, majd a 4.3.3. fejezetben

feltiintetett idopontoknak megfeleléen adtuk a rendszerhez stimuldcié eldtt a
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gatloszereket. A gatlészerek az Indol/AM felvételét nem befolydsoltdk. A stimuldci6
mdr a kiivettdban tortént. Egyes esetekben a mérések Medium V-ben torténtek: a Ca**
mentesen elkészitett HBSS puffer 10 uM verapamilt (Sigma) és 3 mM EGTA-t
tartalmazott.

. 4.3.7. Membranhoz kotott koleszterin meghatarozasa

A sejtek membranhoz kotott koleszterin tartalméat Goh és mtsai (1990) mdédszere szerint

hatdroztuk meg. A médszert a 3.3.9. fejezetben ismertettiik.

Matematikai kiértékelés

A paramétereket leird statisztikdval jellemeztiik (atlag, szérds, esetszam). Az egyes
betegcsoportok kontrollhoz viszonyitott kiilonbségét ANOVA teszttel illetve parositatlan
t-teszttel hasonlitottuk Ossze. A 6 percig tartd [Ca 2+ ]i meghatdrozasok sordan a gorbe
alatti teriileteket (area under curves (AUC)) szintén ANOVA segitségével hasonlitottuk
Ossze, a részletes Osszevetésekhez pedig a Newman-Keuls tesztet hasznédltunk
kiegészitésként. Az elemzések sordn p<=0.05 valdszinliségi szintet tekintettiik
szignifikdnsnak.

Sajat munka: A  betegek kivalasztasaban, a Kisérletek megtervezésében és
kiértékelésében valamint a laboratériumi munka egyes fazisaiban vettem részt.

4.4. Kisérleti eredmények

Els0 kisérletsorozatunkban kontroll, valamint magas endogén koleszterin
bioszintézist produkdld betegcsoport monocitdit 6 O6rdn keresztiil inkubdltuk 2 és 6
mmol/L.  LDL tartalmu tdpfolyadékban, annak eldontésére, hogy az inkubécié alatt
véltozik-e a sejtek ['*Clacetdt inkorpordciéja a koleszterin frakciéba (5. dbra).
Eredményeink szerint a 2 mmol/LL LDL-t tartalmazé mediumban a HC monocitdkban a
koleszterin bioszintézis iiteme a 6 6rds inkubdcid alatt végig magasabb volt, mint a
kontroll sejtekben. A jelzett acetdt beépiilés kiilonben sem a kontroll, sem a HC
monocitdkban nem valtozott a 6 6rds inkubécids periddus alatt. Fontos eredménynek
tartjuk, hogy a 6 mmol/L LDL-t tartalmazé médiumban a kontroll monocitdkban
megfigyelhetd volt a negativ feed back jelenség, amennyiben az id6 eldrehaladtaval a
[*Clacetat inkorporéci6 jelentésen csokkent. Ezzel szemben a HC monocitikban, mint

ezt a 4.2.1 fejezetben ismertettiik, az LDL adésaval kivaltott negativ feed back reakci

nem érvényesiilt. Ezek a sejtek tehat LDL-el felvett koleszterin mennyiség hatdsara nem
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voltak képesek csokkenteni a sajat endogén koleszterin szintézisiiket. Eredményeink

szerint tehat az vildgossa valt, hogy a koleszterin homeosztazis ezekben a kérosnak

4/5 abra. A [“*Clacetit beépiilés alakulisa kontroll és HC monocitiba 2 és 6

mmol/L LDL jelenlétében a 6 éras inkubacio alatt
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tekinthetd HC monocitdkban alapvetéen nem fiigg az extracelluldris millié koleszterin

tartalmatol, mivel feltehetben a genetikai szabdlyozds kéarosult. A 2.4 fejezetben

targyalt kiséreleti eredmények alapjan az vildgos volt, hogy a leptin bizonyos
koncentracié tartomanyban képes a mevalonat ciklus intenzitdsat fokozni, hiszen a leptin
altal indukélt statin-szenzitiv szuperoxid produkcié éppen a mevalondt ciklus
aktivitdsanak fokozasan alapszik. A 6. abran az emelked6 koncentraciéban alkalmazott
leptin hatdsat igy, az endogén koleszterin bioszintézis alakuldsidra vizsgaltuk meg.
Eredményeink szerint a leptin 10-100 ng/mL koncentracidkban szignifikdnsan fokozta a
koleszterin szintézist a kontroll sejtekben, mig > 250 ng/mL koncentricidkban a

nyugalmi bazalis értékhez képest csokkentette azt. Egészen masként hatott azonban a
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leptin a HC monocitdkra, mivel azokban 10-1000 ng/mL koncentrdciéban csak fokozni
volt képes a koleszterin szintézisét, azaz a leptin koleszterin szintézist csokkentd hatdsa a
4/6 abra. Kiilonbo6z6 leptin koncentraciok hatasa kontroll és HC monocitak endogén

koleszterin szintézisére
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* A kontroll és a HC csoport kozott a kiilonbség szignifikdans (P<0.001); b A leptin
okozta emelkedés szignifikans (P<0.001); ‘A leptin okozta szupresszio szignifikdns

(P<0.001) .

HC monocitdkban egyéltalin nem érvényesiilt. Ki kell emelniink azt, hogy mind a
nyugvl sejtekben, mind az Osszes alkalmazott koncentricié esetében a HC sejtekben
magasabb volt az endogén koleszterin szintézis, mint a kontroll monocitdkban. A

tovabbiakban a 2.4. fejezet 8. abrajan feltiintetett és a szuperoxid stimulaciot abrazold

kisérleti modellhez hasonl6an megvizsgaltuk, hogy a leptin 100 ng/mL koncentracidjanak
hatdsa a koleszterin szintézis fokozoddsdra milyen szignalizdcidés utakon torténhet.
Ezekben a kisérletekben is kiilonb6z0, az intracelluldris szingaliziciot elfogadottan gatld
szerek jelenlétében tortént a leptin stimuldcié (7. abra). Igy, a sejteket a stimuldci6 elbtt a
PLC-t gitl6 neomycinnel, a Gi proteint gitlé PTX-el, az intracelluldris Ca®* raktdrakat
kiiirit§ thapsigarginnal, a Ca** csatorndkat gétlé verapamillal (Medium V= Ca®* mentes

médium+ 3 mM EGTA + verapamil) kezeltiikk, a tovdbbiakban alkalmaztuk még a
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konvenciondlis PKC géatl6 H-7-et, a PI3K-t gitl6 wortmannint, a MAPK-t gitl6
PD98059-t, a HMG CoA reduktaz-t gatlé fluvastatint és a SCAP-ot gatlé 25-HC-t.
4/7 abra. Kiilonbozo6 gatloszerek hatasa a 100 ng/mL leptin altal 1étrehozott

koleszterin szintézis fokozodasara
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Roviditések: HC=hyperkoleszterinémia, Neomyc=neomycin, PTX=pertussis toxin,
Thaps=thapsigargin, V=verapamil, WTM=wortmannin, Flu=fluvastatin, 25-HC 25-
hydroycholesterol.

? A novekedés szignifikdns volt a nyugvo sejtekhez képest (P<0.001);

b A kontroll és a HC csoport kozti kiilonbség szignifikdns volt (P<0.001); ‘A gatlas
szignifikdns volt (P<0.001).

Eredményeinket az aldabbiakban foglalhatjuk Ossze: 1. Arra az eredményre alapozva,
hogy a kontroll sejtekben a leptin 4ltal kivaltott stimuldciét a neomycin, a thapsigargin, a
wortmannin, a PD98059, a fluvastatin és a 25-HC gétolta, arra kell kovetkeztetniink,
hogy a jeltovédbbitasban a PLC és a kovetkezményes intracelluléris raktarakbol szarmazo
Ca’t szigndl, a PI3K és MAPK vesz részt, tovabbda a koleszterin szintézisért feleld

kulcsenzim, a HMG CoA reduktdz, valamint a SCAP jatszik fontos szerepet. A HC
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monocitdkban a jeltovabbitds dtja annyiban tér el a kontroll sejtekben észleltektdl, hogy
H-7-szenzitiv PKC, valamint a verapamil-érzékeny csatornikon bedramlé Ca®* vesz részt

1 Tablazat. A 100 ng/mL leptin altal 1éterhozott Ins(1,4,5)P3 szignal alakulasa
kontroll és HC monocitakban

Kontroll HC
n=20 n=21
Inkubacié
Ins(1,4,5)P3 (pmol/mg protein)
Atlag+SD P Atlag+SD P

Leptin 58.3+12.5 65.7£11.3
Neomycin-+leptin 15.5+£3.2 <0.001 17.8+3.8 <0.001

PTX+leptin 61.1+11.3 64.8+13.1
WMN-+leptin 11.6£2.3 <0.001 10.5+2.1 <0.001

PD98059+leptin 54.8+11.6 63.7£11.8

Roviditések:. PTX= pertussis toxiny WTM= wortmannin. A basalis Ins(1,4,5)P3 szint a
monocitikban 21.8+3.7, ill. 38.4+6.5 pmol/mg protein volt.

a jeltovabbitdsban, mig a thapsigargin teljesen hatistalan volt. A kontroll és HC sejtek
kozott a leptin- szignalizaciobol ad6dé leglényegesebb kiilonbség abban foglalhaté 6ssze,
hogy a Ca®* szigndl eredete a kontroll monocitidkban az PLC — Ins(1,4,5)P3 —
Ca**dtvonal, mig a HC sejtekben a Ca” influx — PKC transzlokdcié. A 100 ng/mL
leptin altal kivaltott Ins(1,4,5)P3 szigndl alakuldsat az 1. Tablazatban tintettiik fel.
Elsésorban meg kell jegyezniink, hogy a HC sejtekben a nyugvo, bazilis érték magasabb
volt, mint a kontroll sejtekben, ezért a HC sejtekben a leptin altal stimuldlt Ins(1,4,5)P3
emelkedés csak 71.1% volt, mig a kontrollokban 167.4%. A géatlast mindkét csoportban a
PLC gatl6 neomycin és a PI3K gatl6 wortmannin fejtette ki, mig a PTX hatdstalannak
bizonyult. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az Ins(1,4,5)P3 szigndl mind a kontroll, mind
a HC csoportban 1étrejon, de egy PTX-rezisztens alternativ tton keresztiil. Ezek utdan

érdeklédésiink a Ca®* szignél alakuldsa felé fordult. A 3.4.2. fejezetben targyalt, és ott,

az obezitdsban észlet és a 8. abran feltiintetett leptin 4ltal kivaltott Ca®* szigndlok

tanulsagait alapul véve, a kisérleteket a HC monocitdkkal is elvégeztiik. Eredményeinket
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a 8. abran tiintettiik fel. Az 4brdn jol lathat6, hogy leptin stimulus utdn a [Ca**]i a
kontroll sejtekben egy hatdrozott csticsot mutat a stimulacié 2-ik percében, majd gyorsan

4/8 abra. A leptin (100 ng/mL) altal kivaltott [Ca**]i szintek és Ca”* szignalok
alakulasa kontroll és HC monocitakban

900
—ao— Kontroll [Ca2+]i
80D 4| —©— HC[Ca2+]i
--# - Kontroll (Ca2+szignal)
700 q|--# - HC (Ca2+szignal)
600 -
=
° 4
2 500
=
& 400 4 bl
[} . .
o
200 4 =
100 - S e -
o '. T . T T ’ ¥ ‘ | ‘ e ‘
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normalizdlédik. Ezzel szemben a HC monocitdkban a magas nyugalmi érték a stimulus
hatdsdra csak lassan emelkedik, és a csucsdt csak a 4-ik percben éri el, és az indul6
értékre valé visszatérés még a 6-ik percben sem kovetkezik be. Amennyiben a Ca®*
szigndlokat tiintettiilk fel oly médon, hogy az induld értékeket kivontuk a leptin 4ltal
stimuldlt értékekbdl, és a 6 perces mérési gorbék alatti teriileteket szamitottuk ki (areas
under curves), és az értékeket AUC-ban adtuk meg, kideriilt, hogy a leptin altal indukalt
Ca”™ szigndl a HC monocitdkban nagyobb, mint a kontroll sejtekben. A 2. Tablazat
adatai szdmszeriien is jOl mutatjdk, hogy a Ca®™ szigndl AUC-ban kifejezve milyen
gatloszerekkel és milyen mértékben gatolhat6. A kontroll sejtekben a legnagyobb
gatlasokat a neomycin, a thapsigargin €s a wortmannin eredményezték, de kisfokd gatlast
(P<0.05) a Medium V is képes volt kifejteni. Ezzel szemben a HC monocitdkban a Ca**

szigndl igazdn jelent0s gatlojanak csak a Medium V mutatkozott, de kisebb gatlast a
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wortmannin, a neomycin és a thapsigargin is kifejtett. Ez arra mutat -megegyezden az
elobbi kisérletekkel - hogy a Ca™ szignél 1étrejottében a kontroll sejtekben is szamolnunk

4/2 Tablazat. A leptin altal kivaltott Ca** szignalok (AUC-ban kifejezve) és azok
valtozasa Kiilonboz6 gatlészerek jelenlétében kontroll és HC monocitakban

——2—
C

a”" szignal AUC-ban*

Inkubicick Kontroll HC
n=20 n=21
Leptin 1351328 4562863"
Neomyc + leptin _ 4018+78.5°
PTX + leptin 1289258 43994901
Thaps + leptin 4012275.5°
Medium V + leptin 12174201
WMN + leptin

Roviditések. HC= hiperkoleszterinémidaban szenvedo betegek; PTX= pertussis toxin;
WTM = wortmannin; Medium V =Ca’*-mentes medium +Verapamil; Thaps =
thapsigargin; A sejtek 100 ng/mL leptinnel lettek stimuldlva; *Az értékeket, mint a 6

perces idogorbe alatti teriiletet szamoltuk (AUC. “A kontroll és a HC monocitdk kozti
értékek szignifikdnsan kiilonboznek egymdstol (P<0.001); bA gdtldsok szignifikansak
(P<0.001), ¢ (P<0.01), d (P<0.05).

kell a Ca® influx-al, mig a HC sejtekben a nagymértékii Ca®™ bedramlds mellett az
endogén Ca®* transzlokacié is részt vesz a folyamatban.

Osszefoglalva a kis (100 ng/mL) leptin koncentricié hatdsit a koleszterin
szintézis fokozdédasdra, eredményeink alapjan ugy véljik, a stimuldcié a citokin-
stimulusokhoz hasonléan elvezet a HMG CoA reduktdz szintézisét szabalyoz6 gének
amplifikdcidjdhoz, amelynek eddig ismert egyetlen ttja az Insig- SCAP-SREBP2
komplex 4ltal létrehozott promdcion keresztiil vezet. A SCAP ,,overproduction”
szerepére utal, hogy a leptin hatasat 25-HC-val is gatolni tudtuk. Ez az ut a kontroll és a

HC monocitdkban azonosnak t{inik. M4s kérdés, hogy a leptin intracelluldris
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szignalizacidja milyen utakon keresztiil éri el a SCAP-SREBP2 miikodését szabdlyoz6

géneket. Ezekben a folyamatokban részt vesz a PLC, az Ins(1,4,5)P3 és Ca** szignal,

tovabba a PI3K és a MAPK. Eredményeink szerint a kiilonbség, azaz a nagyobb reakcid a

HC monocitdkban abbdl adddik, hogy a jeltovédbbitasban a nagyobb, és az extracelluldris

térbdl szarmazé Ca>* szigndl, tovabba a konvenciondlis PKC aktivalodas is részt vesz.
4/9 abra. Kiilonbo6z6 gatloszerek hatasa az 500 ng/mL leptin altal 1étrehozott

koleszterin szintézis valtozasokra kontroll és HC monocitakban

O Control
35 EHC

25 -

20 4

10 4

|

FES,EF g e

Koleszterin szintézis {(pmoll60 perci10’ seijt)

Roviditések:ldsd a 7. dbran.“ A nyugvo sejtekben a koleszterin szintézis szignifikdnsan
b

nagyobb, mint a kontrollokban (P<0.001); = a nem-kezelt sejtekhez képest a csokkenés

szignifikdns (P<0.001); ‘ a nem-kezelt sejtekhez képest az emelkedés szignifikdns

(P<0.001); d a csokkenés gdtldsa szignifikdans (P<0.001); ¢ az emelkedés gadtldsa
szignifikdns (P<0.001).

A kovetkezd 1épésben az 500 ng/mL leptin daltal létrehozott koleszterin szintézis
valtozdshoz vezetd szignalizacids utakat kiséreltiik meghatdrozni  kontroll és HC

monocitdkban (9. abra). Ebben az esetben is megéllapithat6, hogy a nyugvé HC
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monocitdkban az endogén koleszterin szintézis magasabb mint a kontroll sejtekben. A
tovabbiakban az is kitlinik, hogy a kontrollokban a nagy leptin koncentraci6é hatdsara a
szintézis csOkkenése 50.7%, és ezt a csOkkenést thapsigargin, H-7 és wortmannin
el0kezeléssel tudtuk részlegesen kivédeni. A HC sejtekben ezzel szemben az 500 ng/mL
leptin hatdsdra 64.8%-os emelkedést taldltunk, melyet, a mevalondt ciklusra hat6
fluvastatinon és 25-HC-n kiviil a Ca**-influx-ot gatld Medium V-vel, valamint a PI3K-t
gitlé wortmanninnal tudtunk kivédeni. Erdekes tényként szogezhetjiik le tehat, hogy az
500 ng/mL leptinnel stimuldlt kontroll és HC monocitdkban nem csak a jeltovdbbitas

utja, de a stimuldcié eredménye is merdben kiilonbozik a kétféle sejtben.

4/10 abra. Kontroll és HC monocitak sejthez-kotott koleszterin tartalma kiilonb6zo

leptin koncentraciokkal torténé stimulacio utan 4 éraval
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“a sejthez kotott koleszterin tartalom a nem kezelt dllapothoz képest szignifikdansan

megemelkedett (P<0.001)
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A kontroll sejtekben a leptin éltal kivaltott koleszterin szintézist érintd szuppresszidban a
Ca®™ szigndl, a H-7 szenzitiv PKC jatszik szerepet, mig a HC monocitdkban a Ca®
influx és a PI3 kinase utjan a koleszterin szintézis tovabbi fokozddasa jon 1étre.

Végiil igen érdekes eredményt kaptunk, amikor megvizsgaltuk a kiilonb6zo
koncentracidju leptinnel 4 6ran keresztiil szérum mentes médiumban kezelt kontroll és
HC monocitak koleszterin tartalmat (10. abra). A sejthez kotott kolszterin tartalom
ugyanis csak az 50-500 ng/mL leptinnel stimuldlt HC monocitdkban emelkedett meg
szignifikdnsan. Kisérleteink alapjan tehat azt kimondhatjuk, hogy az egészséges kontroll
véradoktol nyert monocitidkban leptin-stimuldcié hatdsdra bar megndtt az endogén
koleszterin szintézise, de feltehetden megndtt a felesleges koleszterin leaddsa, a reverz
koleszterin transzport is. Ez a folyamat azonban a HC-ben szenvedd betegek sejtjeiben

nem kovetkezik be.

4.5. Kisérleti eredmények megbeszélése

Eredményeink értékeléséhez feltétleniil figyelembe kell venni, amit mér a
modszertani részben (4.3.1) is leirtunk, hogy kisérleteink sordn olyan betegek
monocitdival dolgoztunk, akiknél eldzetes teszteléssel ki tudtuk mutatni a sejtekben a
fokozott endogén koleszterin szintézist, tovdbba a reaktivitds csokkenését LDL
hozzdaddsa utin. Ez a jelenség az dltalunk vizsgalt betegcsoport 78.7%-aban volt
kimutathat6, mig az altalunk kivélasztott kontroll csoportban egyetlen esetet sem
taldltunk. Madasként fogalmazva azt mondhatjuk, hogy a hiperkoleszterinémidk egy
csoportjara jellemzd, hogy az intracelluléris koleszterin szintézise megnd, €s a koleszterin
bevitelt kovetd negativ ,feed back™ reakcié nem, vagy csak csokkenten mikodik.
Tekintettel arra, hogy az in vitro kisérletekhez sziikséges procedurdk soran a HC
monocitdk tulajdonsdgai nem valtoznak, fel kell tételezniink, hogy a sejtek koros, a
kontroll monocitakétdl eltérd tulajdonsagal rendelkeznek. Eredményeink szerint ezek a
sejtek a kontroll sejtektdl eltéréen reagdlnak a kis és nagy koncentraciéju leptin
stimuldcidra, amiben biztosan szerepet jatszanak a sejtmembrént érintd véltozdsok. A

, T 2 17 . sz 2 2
fokozott membran rigiditds, a membranban levé verapamil-szenzitiv Ca™ csatorndk
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viselkedése, a membranhoz kotott koleszterin mennyiségének megnovekedése és a mar
nyugalmi dllapotban megemelkedett convenciondlis PKC aktivitds jellemzi ugyanis a
HC-ben szenvedd betegek leukocitdit. Jelen vizsgdlataink alapjan csak feltételezhetjiik,
hogy ezekben az dltalunk kivdlogatott betegekben olyan tuljadonsdgai kddoltak
genetikailag a monocitdknak, melyeknek eredménye lett a leptinre adott eltérd reakcio.

A 10-100 ng/mL leptin hatdsdra bekovetkezd fokozott koleszterin szintézis
kontroll és HC sejtekben egyardant magyardzhatd azokkal az adatokkal mely szerint a
proinflammatorikus citokinek hatdsdra megnd az LDL receptorok expresszidja, és ez a
SCAP ,,overproduction” eredménye (Ruan és mtsai, 2001; Liu és mtsai, 2003). Direkt
vizsgalatok hidnydban még annyit tehetiink ehhez, hogy a 25-HC altal 1étrjott gatlas
Adams és mtsai (2004) eredményei szerint a SCAP-Insig kotddését idézi eld, oly modon,
hogy a gatldszer egy putativ szenzor proteinhez kotddik, mely azutdn mdsodik 1épésben
eldsegiti a SCAP kotddését az Insig proteinhez. Jelen tuddsunk alapjan tehit nem zéarhat6
ki az sem, hogy az Insig proteinek ardnya, esetleg mennyisége és/vagy kotOképessége
valtozik meg a HC sejtekben (Loewen és Levine, 2002). Eredményeink alapjdn azok a
jeltovébbitdsi utak, amelyek a nucleusban kivélthatjdk a SCAP és/vagy Insig proteinek
génjeinek megvaltozott expresszidjat, leptin stimuldcié utdn mind a kontroll, mind a HC
monocitdkban jelen lehetnek (Sweeney, 2002; Frithbeck, 2006). A leptin stimulécio
lehetséges szignalizacids tutjait a nucleusig a 11. abran tuntettik fel. A kis leptin
koncentracidk altal kivaltott fokozott koleszterin szintézisben akar kontroll, akar HC
monocitakrol van sz0, részt vesz a Ca*t szingdl, a PI3K, a MAPK, és a HC sejtek
esetében a convenciondlis, H-7-el gatolhaté PKC. Az alapvetd eltérés a két sejtféleség
koz6tt a Ca?t szigndl endogén vagy exogén eredetében eredetében van. A kontroll
monocitdk esetében tehdt a cPKC szerepe a HMG CoA reduktiz szabalyozdsaban
egyértelmii: csak a nagy leptin koncentraciok szuppresszalo hatdsa gatolhat6 H-7-el. A
Ca”™ szingdl feltehetéen a PKC aktivdlédds eléfeltétele, mig a munkacsoport régebbi
munkdiban ki tudta mutatni, hogy kontroll monocitdkban H-7-el az LDL altal indukalt
negativ feed back reakcid is kivédhetd (Seres és mtsai, 2007). A PKC activdlodas
hatdséra fokozédik a NADPH oxiddz aktivdlédds, mivel a PKC fokozza a gp91 P

expresszidjat - ennek eredménye a szuperoxid anion felszabadulds (Mazzi és mitsai,
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2004), mig HepG2 sejtekben és fibroblasztokban az oxidacids folyamatok gétoljdk a
HMG CoA reduktiz génjeinek expresszidjat (De Felice és mtsai, 2004).

4/11 abra. A leptin stimulaciot koveto jeltovabbitasi utak potencialis szerepe a gén

amplifikaciéban
Leptin
/ \ ™. N T papk
st ez 24 —
Ins(3,4,5)P3

C-az+
> \
[ ——
NADPH c.PKC
oxidase

Leptin hatasa
a gén amplifikaciokra

Nehezebben értelmezheté a PKC isoformok szerepe a HC monocitdkban. A kis leptin
koncentracidokkal valé stimulus utan ugyanis a H-7 szenzitiv PKC a 7. abra adatai szerint
egyértelmiien a koleszterin szintézis fokozoddsaban vesz részt. Az elemzésbdl azonban
nem maradhat ki az az eredmény, melyet a 9. abra tartalmaz: a HC monocitdk esetében
ugyanis ugy tlnik, hogy a nagy leptin koncentracidk hatisdra a HMG CoA reduktdz
enzim gatldsa nem kovetkezik be, és ennek a fokozott koleszterin szintézisnek a gatlasat
csak a Ca’* influxot gatlo Medium V-vel, valamint a PI3K-t gitlé6 wortmanninnal tudtuk
elérni. A leptin kezelés hatasara az aktivalt PI3K Ins(3,4,5)P3-t hasit, mely a PKCE-t, ezt
az atipikus PKC izoformot megkotve, azt aktivdlni képes (Balla, 2006; Hirai és Chida,
2003; Leevers €és mtsai, 1999; Maroni és mtsai, 2005). Elképzelhetd tehdt, hogy a még
csak kevéssé ismert PKCE a convenciondlis PKC-vel ellentétesen, a HC sejtekben részt

vesz a HMG CoA reduktdz aktivdlasidban. Ennek mechanizmusit nem vizsgéltuk, de
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joggal meriil fel a PKCE&-nak az a hatdsa, hogy az NFkB inhibitordnak megkotésével
aktivdlni képes azt (Folgueira és mtsai, 1996; Diaz-Meco és mtsai, 1994). Az NFxB
szerepe az ateroszklerdzis kialakuldsdban, a gyulladdsos sejtelvaltozasokban és az
apoptoézisban kozismert (de Nigris és mtai, 2002).

Fontosnak, és tovabbi kutatdsra érdemesnek tartjuk azt az eredményiinket, hogy a
HC monocitdk esetében a sejthez kotott szabad koleszterin tartalom is jelentésen megno,
ami arra utal, hogy ezekben a sejtekben a reverz koleszterin transzport is sériilt, és a
sejtek képtelenek a felesleges koleszterin leaddsdra. A HC monocitdk esetében tehat az
intracellularis koleszterin homeosztazis teljes cs6djérdl van szo.

Végiil meg kell emliteniink, hogy a ,,kis” €s ,,nagy” leptin koncentracidk egyarant
szupravitdlisnak tekinthetOk, de azt azért ki szeretnénk emelni, hogy a zsirsejtekbdl
lokalisan felszabaduld, €s hatdsukat helyben kifejté leptin mennyiségét nem ismerjik -
és az Ang II-h6z hasonléan ezeknek a lokalis millidknek a hatdsdval mindenkor szdmolni

kell

4.6. A 4. fejezet osszefoglalasa

Kimutattuk, hogy a leptin 10-100 ng/mL koncentrdciéban in vitro koriilmények
kozott fokozza mind a kontroll, mind a HC monocitikban az endogén koleszterin
szintézist, ezzel szemben > 250 ng/mL koncentrdciokban a kontroll sejtekben csokkenti,
mig a HC sejtekben tovdabb fokozza azt. A sejhez kotott koleszterin mennyisége azonban
csak a HC sejtekben fokozodik a leptin kezelés utdn. A koleszterin szintézis
fokozéddsdban a kisebb leptin  koncentrdciok esetében a Ca’* szigndl, a PI3K, a
MAPK és a HC sejtekben a cPKC vesznek részt. Ezek a szigndl utak a magban
Jeltehetéen a SCAP gén amplifikdcidjahoz vezethetnek. A kontroll monocitikban a
koleszterin  szintézis szuppresszioja egyértelmiien a  H-7-szenzitiv cPKC
aktivdloddsdanak eredménye,mig a HC monocitikban a tovdbbi koleszterin szintézis
fokozoddsdban lehetséges, hogy a wortmannin-érzékeny PI3K — PKC§ — NFkB

szignalizdcios utvonal vesz részt.
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5. Osszefoglalas

Az ateroszklerdzis Kkialakulasaban is fontos és karos szerepet jatszo két

neuropeptid, az angiotensin II és a leptin stimuldcio hatasat vizsgaltuk

hiperkoleszterinémiaban (HC), obezitasban, 2 tipusi diabetes mellitusban szenvedo

betegek granulocitaiban és monocitaiban.

Eredményeink szerint:

1.

2.

A metabolikus szindromaban szenvedo betegek neuropeptidekkel stimulalt
fagocita sejtjeinek a kontroll sejtekhez viszonyitva fokozott a szuperoxid
anion termelédésiik. Ez a fokozédas a mevalonat ciklusnak a stimulust
koveto intenzitas-novekedésével magyarazhaté, melyben az izoprenilacio és
Racl/Rac2 aktivalédas vesznek részt. A fokozott szabadgyok képzodés a
beteg csoportok sejtjeiben in vitro és in vivo statinokkal gatolhato.

A proinflammatoérikus citokin csaladba tartozé angiotensin II és leptin
szignalizacidja a granulocitikban és monocitikban nem tér el lényegesen
egymastol, de a metabolikus szindromaban, és Kiilonosen a HC-ben
szenvedo betegek sejtjeiben lényeges valtozast talaltunk. A betegek
sejtjeiben a stimulust koveté gyors szuperoxid és leukotrién képzodés a
verapamil-szenzitiv Ca’* csatornik megnyilasdnak az eredménye, mig a
kontroll csoportban az intracelluldris raktirakbél aramlik ki a Ca** a
citoszolba.

A metabolikus szindromaban szenvedé betegek sejtjeiben nem csak a
sejtmembran Ca®* csatornainak a miikodése valtozik, de nagyobb a nyugvé
(resting) sejtekben a membran rigiditds, a membranhoz Kkotott
proteinkinase C aktivitds, valamint a membran telitett zsirsav,
lipidhidroperoxid és konjugalt dién tartalma. A membranhoz Kkotott
koleszterin mennyisége ezzel szemben csak hiperkoleszterinémias betegek

membranjaban volt emelkedett.
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Vizsgalataink alapjan megallapithaté, hogy a membranban észlelt
valtozasok egy része a fokozott szabadgyok képzodés eredménye, mig
,circulus vitiosus”-ként, a membranban észlelt valtozasok hozzajarulnak a
koros szignalizaciot koveto fokozott szabadgyok képzodéshez. Obezitasban
a nyugvé monocitdk és granulocitik magas [Ca®*]i értéke, valamint a
leptinnel Kkivaltott Ca®* szignalja az idégorbe alakjat tekintve is
megvaltozik. A Kisebb csics idében késobb jelentkezik, és a magas basalis
szinthez képest is csak lassan normlizalédik. A 6 percig mért idégorbe alatti
teriilettel ,,areas under curves” (AUC érték) szamolva azonban
kimutattuk, hogy leptin altal kivaltott Ca®* szignil az obez betegek
sejtjeiben, az idében elhizédé Ca’* szignal miatt szignifikdnsan nagyobb,
mint a kontroll sejtekben.

A betegek sejtjeiben a leptin stimulacié hatasara bekovetkezé fokozott
szabadgyok képzédés, eredményeink szerint okozéja lehet a kéros Ca**
szignal-gorbéknek, és az emelkedett [Ca?*]i -nak. Ennek oka a Calmodulin-
fiiggé Ca’*-ATPase erés szabadgyok érzékenység, mely a nem-vezetd
membrannal rendelkezé sejtekben az egyetlen tutja a felesleges Ca®
ennek a jelenségnek a statin iranti érzékenység, mivel az adipocitiakban a
magas [Ca™]i jelentésen fokozza a zsirsejtek méretét, és igy a zsirszovet
mennyiségét. Fluvastatinnal in vitro koriilmények kozott részben vissza
tudtuk allitani a kontrollokra jellemzé Ca®* homeosztazist.

Az elsé 2 pontban ismertetett eredmények alapjan - melyek szerint a HC-
ben szenvedé betegekben - a neuropeptidekkel stimulalt granulocitak és
monocitak fokozott szabadgyok képzodése a statin-érzékeny mevalonat
ciklus intenzitdsanak kovetkezménye, azt a kérdést Kellett megoldanunk,
hogy mi ennek a fokozott biokémiai kaszkadnak a jelentésége az
ateroszklerozis patomechanizmusaban. Megerdositette kérdésfelvetésiinket
az az eredményiink is, hogy neuropeptidek altal kivaltott szabadgyok
képzodésben olyan szignalizasciés utakat mutattunk ki (PI3 kinase, MAP

kinase, proteinkinase C), melyek koztudottan a nucleusban is Kkifejtik
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hatasukat. Ezek utidn az elézmények utdan megvizsgaltuk a [“*Clacetat
inkorporacios modszert alkalmazva a neuropeptid-stimulust Kkoveto
endogén koleszterin bioszintézist kontroll és HC-ben szenvedé betegek
monocitaiban. Régebbi vizsgalataink alapjan a betegek koziil csak azoknak
a sejtjeit alkalmaztuk Kisérleteinkben, akiknél a monocitadk endogén
koleszterin szintézise magasabb volt 13.1 pmol/60 perc/10 sejt-nél, tovabba
a 6 mmol/L. LDL adasara bekovetkezo negativ feed back reakcié kisebb volt
45 % -nal.

Kimutattuk, hogy a leptin 10-100 ng/mL koncentraciéban in vitro
koriilmények kozott fokozza mind a kontroll, mind a HC monocitakban az
endogén Koleszterin  szintézist, ezzel szemben > 250 ng/mL
koncentraciokban a kontroll sejtekben csokkenti, mig a HC sejtekben
tovabb fokozza a szintézist. A membranhoz kotott koleszterin mennyisége
azonban csak a HC sejtekben fokozddik a leptin kezelés utan. A koleszterin
szintézis fokozédasiaban a kisebb leptin koncentriciok esetében a Ca’*
szignal, a PI3 kinase, a MAP Kkinase és a HC sejtekben a convencionalis
proteinkinase C vesznek részt. Ezek a szignal utak a magban feltehetéen a
SCAP gén amplifikaciéjahoz, majd a SCAP-SREBP2 uton Kkeresztiil
fokozott HMG CoA reductase szintézishez  vezethetnek. A kontroll
monocitiakban a koleszterin szintézis szuppresszioja egyértelmiien a H-7-
szenzitiv convencionalis proteinkinase C aktivalodasanak eredménye.
Végso osszefoglalasként tehat a metabolikus szindrémaban, de kiilonosen a
HC-ben szenvedé betegek granulocitaiban és monocitaiban a citokinekhez
kozelallé neuropeptidek a szabadgyok képzédés eredményeként olyan
membrén elvaltoziasokhoz, valamint megzavart Ca>* homeosztizishoz
vezetnek, melyek “circulus vitiosus”-ként tovabb fokozzak a mevalonat
cikluson keresztiil bekovetkez6 NADPH oxidaz és lipoxigenaz aktivalodast.
Az a tény, hogy ez a folyamat statin-érzékeny egyben felveti a statinok ij

alkalmazasi lehet6ségét is.



94

6. Irodalomjegyzék

1.) Adachi H, Tsujimoto M. Endothelial scavenger receptors. (2006) Progr Lipid Res 45:
379-404.

2.)Adams CM, Reitz JK, DeBrabander JM, Feramisco JD, Li L, Brown MS, Goldstein
JL. Cholesterol and 25-hydroxycholesterol inhibit activation of SREBPs by different
mechanisms, both involving SCAP and Insigs. (2004) J biol Chem 279: 52772-52780

3.) Ahima RS. Adipose tissue as an endocrine organ. (2006) Obesity 5: 242S-249S.

4.) Ali H, Christensen SB, Foreman JC, Pearce FL, Piotrowski W, Thastrup O. The
ability of thapsigargin and thapsigargicin to activate cells involved in the inflammatory
response. (1985) Br J Pharmacol 85: 705-712.

S.) Arora S, Anubhuti. Role of neuropeptides in appetite regulation and obesity - A
review. (2006) Neuropeptides 40: 375-401.

6.) Ayuyan AG, Cohen FS. Lipid peroxides promote large rafts: effects of excitation of
probes in fluorescence microscopy and electrochemical reactions during vesicle
formation. (2006) Biophys J 91: 2172-2183.

7.) Baffy G, Varga Z, Foris G, Leovey A. Disturbed intracellular calcium-related
processes of hepatocytes and neutrophils in human alcoholic liver disease. (1990) Clin
Biochem 23:241-245.

8.) Balasubramaniam S, Goldstein JL, Faust JR, Brown MS. Evidence for regulation of
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase activity and cholesterol synthesis in
nonhepatic tissues of rat. (1976) Proc Natl Acad Sci USA 73: 2564-2568.

9.) Balla J, Jacob HS, Eaton JW, Beicher JD, Vercelotti GM. Hemin: A possible
mediator of low density liporotein oxidation and endothelial injury. (1991) Atheroscle
Thromb 11: 1700-1711.

10.) Balla T. Phosphoinositide-derived messengers in endocrine signaling. (2006) J
Endocrinol 188: 135-153.

11.) Banfi B, Molnar G, Maturana A, Steger K, Hegedus B, Demaurex N, Krause KH. A
Ca’*-activated NADPH oxidase in testis, spleen and lymph nodes. (2001) J Biol Chem
276: 37594-37601.



95

12.) Basu SK, Anderson RGW, Goldstein JL, Brown MS. metabolism of cationized
lipoproteins by human fibroblasts. Biochemical and morphologic correlations. (1977) J
Cell Biol 74: 119-135.

13.) Bell RM, Hannun Y, Loomish C. Mixed micell assay of protein kinase C. (1986)
Methods Enzymol 124: 353-359.

14.) Bellosta B, Mahley RW, Sanan DA, Murata J, Newland JM, Taylor JM, Pitas RE.
macrophage specific expression of human apolipoprotein E reduces atherosclerosis in
hypercholesterolemic apoliprotein E-null mice. (1995) J Clin Invest 96: 2170-2179.

15.) Berg AH, Scherer PE. Adipose tissue, inflammation, and cardivascular disease.
(2005) Circ Res 96: 939-949.

16.) Berridge MJ, Irvine RF. Insitol phosphate, a novel messenger in cellular signal
transduction. (1984) Nature 312: 315-321.

17.) Bligh EG, Dyer WJ. A rapid method of total lipid extraction and purification. (1959)
Can J Biochem Physiol 37: 911-917.

18.) Bokoch GM, Diebold BA. Current molecular models for NADPH oxidase
regulation by Rac GTPase. (2002) Blood 100: 2692-2696.

19.) Bonneaut C, Rémy C, Tissot M, Athias A, Roch-Arveiller M, Giroud JP. effects of
human low density lipoprotein on superoxide production by Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phanylalanine activated polymorphonuclear leukocytes. (1997) Eur J Chem Clin
Biochem 35: 73-80.

20.) Boraschi D, Censini S, Bartalini M, Tagliabue A. Regulation of arachidonic acid
metabolism in macrophages by immune and non-immune interferons. (1985) J Immunol
135:502-505.

21.) Boyum A. Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human blood.
(1968) J Clin Lab Invest Suppl 98: 77-108.

22.) Briggs MR, Yokoyama C, Wang X, Brown MS, Goldstein JL. Nuclear protein tha
binds sterol regulatory element of low density lipoprotein receptor promoter. 1.
Identification of the protein and delineation of its target nucleotide sequence. (1993) J
Biol Chem 268: 14490-14496.

23.) Brown MS and Goldstein JL. Familial hypercholesterolemia: Defective binding of
lipoproteins by cultured fibroblasts associated with impaired regulation of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase activity. (1974) Proc Natl Acad Sci USA 71: 788-
792.

24.) Brown MS, Goldstein JL. Receptor-mediated control of cholesterol metabolism.
Study of human mutants has disclosed how cells regulate a substance that is both vital
and lethal. (1976) Science 191: 150-154.



96

25.) Brown MS, Goldstein JL. Receptor-mediated endocytosis: Insights from the
lipoprotein receptor system. (1979) Proc Natl Acad Sci USA 76: 3330-3337.

26.) Brown MS, Goldstein JL. Lipoprotein metabolism in the macrophage: implications
for cholesterol depositions in atherosclerosis. (1983) Annu Rev Biochem 52: 223-261.

27.) Brown MS, Dana SE, Goldstein JL. Regulation of 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase activity in human fibroblastas by lipoproteins. (1973) Proc Natl
Acad Sci USA 70: 2162-2166.

28.) Brown MS, Dana SE, Goldstein JL. Regulation of 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase activity in cultured human fibroblasts. Comparison of cells from a

normal subjects and from a patient with homozygous familial hypercholesterolemia.
(1974) J Biol Chem 249: 789-796.

29.) Carafoli E. Calcium - a universal carrier of biological signals. (2005) FEBS J 272:
1073-1089.

30.) Carr DB, Utzschneider KM, Hull RL, Kodama K, Retzlaff BM, Brunzell JD. Intra-
abdominal fet is a major determinant of the National Cholesterol Education Program
Adult Panel III criteria for the metabolic syndrome. (2004) Diabetes 53: 2087-2094.

31.) Cathcart, M.K. (2003) Regulation of superoxide anion production by NADPH
oxidase in monocyte/macrophages: Contributions to atherosclerosis. Atheroscler Thromb
Vasc Biol 24: 23-28.

32.) Chait A. The role of lipoprotein receptors in lipid transport and in the pathogenesis
of the hyperlipoproteinemia.( 1983) Spec Top endocrinol Metab 5: 1-53.

33.) Chenery RJ, McLean AE. The effects of fatty acids and antioxidants in the culture
medium on membrane composition and properties of the microsomal enzymes and aryl
hydrocarbon hydroxylase and cytochrom C reductase of cultured liver cells. (1979)
Biochem Biphys Acta 572: 9-18.

34.) Cohen HJ, Chovaniek ME. Superoxide generation by digitonin stimulated guinea
pig granulocytes. (1978) J Clin Invest 61: 1088-1096.

35.) De Felice B, Santillo M, Seru R, Damiano S, Matrone G, Mondola P. Modulation of
3-hydroxy-3 methylglutaryl-CoA reductase gene expression by CuZn superoxide
dismutase in human fibroblasts and HepG2 cells. (2004) Gene Expr 12: 29-38.

36.) De Nigris F, Lerman LO, Napoli C. New insight in the transcriptional activity and
coregulator molecules in the arterial wall. (2002) Int J Cardiol 86:153-168.

37.) de Villiers W]JS, Smart EJ. Macrophage scavenger receptors and foam cell
formation, (1999) J Leukocyte Biol 66: 740-746.



97

38.) Delbosc S, Morena M, Djouad F, Ledoucen C, Sescomps B, Cristol JP. Statins, 3-
hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A reductase inhibitors, are able to reduce
superoxide anion production by NADPH oxidase in THP-1 derived monocytes. (2002) J
Cardiovasc Pharmacol 40: 611-617.

39.) Dezso B, Foris G. Effect of angiotensin II on the Fc receotir activity of rat
macrophages. (1981) Immunology 42: 277-283.

40.) Dezso B, Jacobsen J, Poulsen K. Evidence for presence of angiotensins in normal,
unstimulated alveolar macrophages and monocytes. (1989) J Hypertens 7:5-11.

41.) Dezso B, Nielsen AH, Poulsen K. Identification of renin in resident alveolar
macrophages and monocytes: HPLC and immunohistochemical study. (1988) J Cell Sci
91: 155-159.

42.) Diaz MT, Dominiquez I, Sanz L, Dent P, Lozano J, Municio MM, Berra E, Hay RT,
Sturgill TW, Moscat J. EPKC induces phosphorylation and inactivation of IkB-a. (1994)
EMBO J 13: 2842-2848.

43.) Dillon SB, Murray JJ, Varghese MW, Snyderman R. Regulation of inositol
phosphate metabolism in chemoattractant-stimulated human polymorphonulear
leukocytes. (1987) J Biol Chem 262: 11546-11552.

44.) Fain J, Berridge MJ. Relationship between 5-hydroxytryptemine activation of
phosphatidylinositol hydrolysis and calcium-ion entry in Calliphora salivary gland.
(1978) Biochem Soc Trans 6: 1038-1039.

45.) Fain J, Berridge MJ. Relationship between hormonal activation of
phosphatidylinositol hydrolysis, fluid secretaition and calcium flux in the blowfly
salivary gland. (1979) Biochem J 178: 45-58.

46.) Fantuzzi G. Leptin: Nourishment for the immune system. (2006) Eur J Immunol 36:
3101-3104.

47.) Fleming I, Kohlstedt K, Busse R. The tissue renin-angiotensin system and
intracellular signalling. (2006) Curr Opin Nephrol Hypertension 15:8-13.

48.) Folgueira L, McElhinny JA, Bren GD, MacMorran WS, Diaz-Meci MT, Moscat J,
Paya CV. Protein kinase C¢ mediates NF-kB activation in human immunodieficieny
virus-infected monocytes. (1996) J Virol 70: 223-231.

49.) Fon Tacer K, Kuzman D, Seliskar M, Pompon D, Rozman D. FNF-(alpha)
interferes with lipid homeostasis and activates acute and pro-atherogenic
processes.(2007) Physiol Genomic 12: Epub ahead of print.

50.) Foris G, Dezs6 B, Medgyesi GA, Fiist G. Effect of angiotensin II on macrophage
functions. (1983) Immunology 48:529-535.



98

51.) Féris G, Gyimesi E, Komaromi I. The mechanism of antibody-dependent cellular
cytotoxicity stimulation by somatostatin in rat peritoneal macrophages.(1985) Cell
Immunol 90: 217-225.

52.) Féris G, Medgyesi GA, Gyimesi E, Hauck M. met-enkephalin induced alterations of
macrophage functions. (1984) Mol Immunol 21: 747-750.

53.) Foris G, Medgyesi GA, Hauck M. Bidirectional effect of met-enkephalin on
macrophage effector functions. (1986) Mol Cell Biochem 69: 127-137.

54.) Foris G, Paragh G, Dezso B, Keresztes T, Balogh Z, Szabo J. Altered postreceptor
signal transduction of formyl-Met-Leu-Phe receptors in polymorphonuclear leukocytes of

patients with non-insulin-dependent diabetes mellitus. (1998) Clin Immunol
Immunopathol 86: 95-101.

55.) Friihbeck G. Intracellular signalling pathways activated by leptin. ( 2006) Biochem
J 393: 7-20.

56.) Fukuhara A, Matsuda M, Nishizawa M. Visfatin: a protein secreted by visceral fat
that mimics the effects of insulin. (2005) Science 307: 426-430.

57.) Fiilop T Jr, Jacob MP, Varga Z, Foris G, Leovey A, Robert L. Effect of elastin
peptides on human monocytes: Ca** mobilization, stimulation of respiratory burst and
enzyme secretion. (1986) Biochem Biophys Res Commun 141: 92-98.

58.) Fiilop T Jr., Hauck M, Worum I, Foris G, Leovey A. Alterations of the FMLP-
induced
Ca®* efflux from human monocytes with aging. (1987) Immunol Lett 14: 283-286.

59.) Fulop T Jr., Larbi A, Douzich N, Levesque I, Varin A, Herbein G. Cytokine
receptor signalling and aging. (2006) Mech Ageing Dev 526-537.

60.) Fiilop T Jr., Larbi A, Douziech N, Fortin C, Guerard KP, Lesur O, Khalil A, Dupuis
G. Signal transduction and functional changes in neutrophils with aging. (2004) Aging
Cell Blackwell Bublishing Ltd. pp217-226.

61.) Fiilop T Jr., Tessier D, Carpentier A. The metabolic syndrome. (2006) Pathol Biol
54: 375-386.

62.) Fiilop TJr., Varga Z, Csongor J, Foris G, Leovey A. Age related impairement in
phosphatidylinositol breakdown of polymorphonuclear granulocytes. (1989) FEBS Lett
245: 249-252.



99

63.) Fiilop TJr., Varga Z, Nagy JT, Foris G. Studies on opsonized zymosan, FMLP,
carbachol, PMA and A23187 stimulated respiratory burst of human PMNLs. (1988)
Biochem Int 17: 419-426.

64.) Geffroy S, De Voss P, Staels B, Duban B, Auwerx J, de Martinville B. Localization
of the human OB gene (OBS) to chromosome 732 by fluorescence in situ hybridization.
(1995) Genomics 28:603-604.

65.) Gimpl G, Burger K, Fahrenholz F. A closer look at the cholesterol sensor. (2002)
Trends in Biochem Sci 27: 596-599.

66.) Goetzl EJ, Klickenstein LB, Watt KW, Wintroub BU. The preferential human
mononuclear leukocyte chemotactic activity of the substituent tetrapeptides of
angiotensin II. (1980) Biochem Biophys Res Commun 97: 1097-1102.

67.) Goh EH, Krauth DK, Colles SM. Analysis of cholesterol and demosterol in cultured
cells without solvent extraction. (1990) Lipids 25: 738-745.

68.) Goldstein JL, Brown MS. Binding and degradation of low density lipoprotein by
cultured human fibroblasts: comparison of cells from a normal subject and from a patient
with homozygous familial hypercholesterolemia. (1974) J Biol Chem 249: 5153-5162.

69.) Gopalakrishna R, Barsky SH, Thomas TP, Andershon WB. Factors influencing
chelator stable detergent extractable phorbol diester-induced membrane association of
proteinkinase C. (1986) J Biol Chem 261: 16438-16445.

70.) Granfeldt D, Samuelsson M, Karisson A. Capacitative Ca’" influx and activation of
the neutrophil respiratory burst. Different regulation of plasma membrane-and granule-
localized NADPH-oxidase. (2002) J Leukoc Biol 71: 611-617.

71.) Griendling KK, Minieri CA, Ollerenshaw JD, Alexander RW. Angiotensin II
stimulate NADH and NADPH oxidase activity in cultured vascular smooth muscle cells.
(1994) Circ Res 74: 1141-1148.

72.) Guerini D, Coletto L, Carafoli E. Exporting calcium from cells. (2005) Cell Calcium
38:281-289.

73.) Guzik TJ, Mangalat D, Korbut R. Adipocytokines - novel link between
inflammation and vascular funtion ? (2006) J Physiol Pharmacol 57: 505-528.

74.) Harangi M, Remenyik EE, Seres I, Varga Z, Katona E, Paragh G. Determination of
DNA damage induced by oxidative stress in hyperlipidemic patients. (2002) Mutat Res
513:17-25.



100

75.) Hazzard WR, Goldstein JL, Schrott MG, Motulsky AG, Bierman EL.
Hyperlipidemia in coronary heart disease. 3. Evaluation of lipoprotein phenotypes of 156

genetically defined survivors of myocardial infarction. (1973) J Clin Invest 52: 1569-
1577.

76.) Higashiura K, Ura N, Ohata J, Togashi N, Takagi S, Saitoh S, Murakami H,
Takagawa Y, Dhimamoto K. Correlation of adiponectin level with insulin resistance and
atherosclerosis in Japanese male population. (2004) Clin Endocrinol 61: 753-759.

77.) Hirai T, Chida K. Protein kinase C¢ (PKC¢): Activation mechanisms and cellular
funkctions. (2003) J Biochem 133: 1-7.

78.) Hua X, Nohturfft A, Goldstein JL. brown MS. Sterol resistance in CHO cells traced
to point mutation in SREBP cleavage protein. (1996) Cell 87: 415-426.

79.) Hunyadi L, Catt J. Pleiotropic AT1 receptor signaling pathways mediating
physiological and pathogenic actions of angiotensin II. (2006) Mol Endocrinol 20: 953-
970.

80.) Huwyler J, Gut J. Single-step organic extraction of leukotrienes and related
compounds and their simultaneous analysis by high-performance liquid cromatography.
(1990) Anal Biochem 188: 374-382.

81.) Iaccio A, Collinet C, Gesualdi NM, Ammendola R. Protein kinase C-a and -6 are
required for NADPH oxidase activation in WKYMVm-stimulated IMR90 human
fibroblasts. (2007) Arch Biochem Biophys 459: 288-294.

82.) Jacob MP, Fiilop T Jr., Foris G, Robert L. Effect of elastin peptides on ion fluxes in
mononuclear cells, fibroblasts, and smooth muscle cells. (1987) Proc Natl Acad Sci USA
84: 995-999.

83.) Jin SW, Zhang L, Lian QQ, Wu P, Zhou XY, Xiong W, Ye DY. Close functional
coupling between Ca2+ release-activated Ca2+ channels and reactive oxygen species
production in murine macrophages. (2006) Mediators Inflamm 2006: 1-8.

84.) Jubiz W, Nolan G, Kaltenborn KC. An improved technique for extraction,
identification and quantification of leukotrienes. (1985) J Liq Chromatog 8:1519.

85.) Kannan KB, Barlos D, Hauser CJ. Free cholesterol alters lipid raft structure and
function regulating neutrophil Ca** entry and respiratory burst: correlations with calcium
channel raft trafficing. (2007) J Immunol 178: 5253-5261.

86.) Karpati I, Paragh G, Kovacs E, Balogh Z, Szabolcs M, Szab6 J, Kakuk G, Féris
G.Disturbed LDL and scavenger receptor functions in monocytes from chronic
haemodialysed patients (1999) Nephrol Dial Transplant 14: 2664-2668.



101

87.) Kennedy GC. The role of depot fat in the hypothalamic control of food intake in
the rat. (1953) Proc Royal Soc (London) Ser. B 140: 578-591.

88.) Keqiang Y, Snyder SH. PIKE GTPase: a novel mediator of phosphoinositide
signaling. (2004) J Cell Sci 117: 155-161.

89.) Kern PA, Ranganathan S, Li C, Wood L, Ranganathan G. Adipose tissue tumor
necrosis factor and interleukin-6 expression in human obesity and insulin resistance.
(2001) Am J Physiol Endocrinol Metab 280: E745-E751.

90.) Kourie JI. Interaction of reactive oxygen species with ion transport mechanisms.
(1998) Am J Physiol 275: C1-24.

91.) Kovacs EM, Paragh G, Varga Z, Foris G, ledovey A. Human model for studying in
vitro the regulating function of specific and scavenger LDL receptors. (1988) Acta med
Hung 45: 135-144.

92.) Kreutz M, Andreesen R, Krause SW, Szabd A, Ritz E, Reichel H. 1,25-
dihydroxyvitamin D3 production and Vitamin D3 receptor expression are
developmentally regulated during differentiation of human monocytes into macrophages.
(1993) Blood 82: 1300-1307.

93.) Kumagai K, Itoh K, Hinuma S, Tada M. Pretreatment of plastic Petri dishes with
fetal calf serum. A simple method for macrophage isolation. (1979) J Immunol Methods
29: 17-25.

94.) Kylin E. Studien iiber das Hypertonie-Hyperglykemie-Hyperurikemie syndrom.
(1923) Zentralblatt fiir Innere Medizin. 44:105-127.

95.) Lau DC, Dhillon B, Yan H, Szmitko PE, Varma S. Adipokines: molecular links
between obesity and atherosclerosis. (2005) Am J Physiol Heart Circ Physiol 288:
H2031-H2041.

96.) Le Quan-Sang KH, Levenson J, Simon A, Meyer P, Devynck MA. Platelet
cytosolic free Ca2+ concentration and plasma cholesterol in untreated hypertensives.
(1987) J Hypertens %: S251-S254.

97.) Leevers SJ, Vanhaasenbrock B, Waterfield MD. Signalling through
phosphoinositide 3-kinases: the lipids take centre stage. (1999) Cur Opin Biol 11: 219-
225.

98.) Liu J, Zhang F, Li C, Lin M, Briggs MR. Synergistic activation of human LDL
receptor expression by SCAP ligand and Oncostatin M. (2003) Arterioscler Thromb Vasc
Biol 23: 90-96.

99.) Loewen CJR, Levine TP. Cholesterol homeostasis: Not until the SCAP Lady
Insigs.(2002)Current Biology 12: R779-R781.



102

100.)Lu SP, Feng MHL, Huang HL, Huang YC, Tsou WI, Lai MZ. Reactive ocxgen
species promote raft formation in T lymphocytes. (2007) Free Radical Biol Med 42: 936-
944.

101.) Lytton J, Westlin M, Hanley MR. Thapsigargin inhibits the sarcoplasmic or
endoplasmic reticulum Ca-ATPase family of Ca pumps. (1991) J Biol Chem 266: 17067-
17071.

102.) Ma DW, Seo J, Switzer KC, Fan YY, McMurray DN, Lupton JR, Chapkin RS. n-3
PUFA and membrane microdomains: a new frontier in bioactive lipid research.(2004) J
Nutr Biochem 15: 700-706.

103.) Maroni P, Bendinell P, Picolett R. Intracellular signal transduction pathways
induced by leptin in C2C12 cells. (2005) Cell Biol Int 20: 542-550.

104.) Mathieu P, Pibarot P, Despres JP. Metabolic syndrome: the danger signal in
atherosclerosis. (2006) Vasc Health Risk Manag 2: 285-302.

105.) Mazzi P, Donini M, Margotto D, Wientjes F, Dusi S. IFN-y induces gp91phox
expression in human monocytes via protein kinase C-dependent phosphorylation of PU.1.
(2004) J Immunol 172:4941-4947.

106.) McCormach J, Cobbold PH. Cellular Calcium: a Practical Approach. 1991.0xford
University Press, Oxford. pp. 39-41.

107.) McPherson R, Gauthier A. Molecular regulation of SREBP function: the Insig-
SCAP connection and isoform-specific modulation of lipid synthesis. (2004) Biochem
Cell Biol 82: 201-211.

108.) Mohacsi A, Kozlovszky B, Kiss I, Seres I, Fiilop T. Neutrophils obtaiend from
obliterative atherosclerotic patients exhibit enhanced resting respiratory burst and

increased degranulation in response to various stimuli. (1996) Biochem Biophys Acta
1316: 210-216.

109.) Morduchowicz GA, Sheikh-hamad D, Dwyer BE, Stern N, Jo OD, Yanagawa N.
Angiotensin II directly increases rabbit renal brush-border membrane sodium transport:
presence of local signal transduction system. (1991) J Membr Biol 122:43-53.

110.) Paragh G, Balogh Z, Kovacs E, Szabolcs M, Szabo J, Csapo K, Foris G. Disturbed
regulation of cholesterol synthesis in monocytes of obese patients with
hypercholesterolemia. (2003) Metabolism Clin Exp 52:1-6.

111.) Paragh G, Kovacs E, Seres I, Keresztes T, Balogh Z, Szabo J, Teichmann F, Foris
G. Altered signal pathway in granulocytes from patients with hypercholesterolemia.
(1999) J Lipid Res 40:1728-1733.



103

112.) Paragh G, Kovacs EM, Szabolcs M, Szabo J, Balogh Z, Kovécs P, Foris G.
Specific and scavenger low-density lipoprotein receptors involved in the disturbed lipid

metabolism of patients with non-insulin-dependent diabetes mellitus are independent of
obesity. (1998) Metabolism 47: 1070-1074.

113.) Paragh G, Szabo J, Kovacs E, Keresztes T, Karpati I, Balogh Z, Pall D, Foris G.
Altered signal pathway in angiotensin II-stimulated neutrophils of patients with
hypercholesterolemia. (2002) Cell Signal 14: 787-792.

114.) Patthy M, Balla T, Aranyi O. High performance reversed-phase ion pair
chromatographic study. (1990) J Chromatogr 253: 201-216.

115.) Reaven GM. Banting lecture 1988. Role of insulin resistance in human disease.
(1988) Diabetes 37: 1595-1607.

116.) Ren I. Leptin and hyperleptinemia - from friend to foe for cardivascular function.
(2004) J Endocrinol 181: 1-10.

117.) Ronti T, Lupattelli G, Mannarino E. The endocrine function of adipose tissue: an
update. (2006) Clin Endocrinol 64: 355-365.

118.) Ruan XZ, Varghese Z, Powis SH, Moorhead JF. Dysregulation of LDL receptor
under the influence of inflammatory cytokines: A new pathway for foam cell formation.
((2001) idney Int 60: 1716-1725.

119.) Sacksteder CA, Whittier JE, Xiong Y, Li J, Galeva NA, Jacoby ME, Purvine SO,
Williams TD, Rechsteiner MC, Bigelow DJ, Squier TC. Terciary structural
rearrangements upon oxidation of Methionin 145 in calmodulin promotes targeted
proteosomal degradation. (2006) Biophys J 91: 1480-1493.

120.) Saladin S, De Vos P, Guerre-Millo Transient increase in obese gene expression
after food intake or insulin administration. (1995) Nature 377:527-529.

121.) Schmidt-Ott KM, Kagiyama S, Pillips MI. The multiple actions of angiotensin II
in atherosclerosis. (2000) Regulatory Peptides 93:65-77.

122.) Seres 1, Foris G, Kovacs E, Péll D, Varga Z, Balogh Z, Paragh G. Crosstalk of
sterol-dependent and non-sterol dependent signaling in human monocytes after in vitro
addition of LDL. (2007) Cell Biochem Funct 25:55-62.

123.) Shayman JA, BeMeut DM. The separation of myoinositol phosphates by ion-pair
chromatography. (1988) Biochem Biophys Res Commun 151: 114-122.



104

124.) Shechter I, Fogelman AM, Haberland ME, Seager J, Hokom M, Edwards PA. The
metabolism of native and malondialdehyde-altered low density lipoproteins by human
monocyte-macrophages. (1981) J Lipid Res 22: 63-71.

125.) Shi H, Norman AW, Okamura WH, Sen A, Zemel MB. 1,25-Hydroxyvitamin D3
modulates human adipocyte metabolism via nongenomic action. (2001) FASEB J 15:
2751-2752.

126.) Shinitzky M, Yuli L. Membrane fluidity and cellular functions. In: Physiology of
Membrane Fluidity.Ed. by Shinitzky M. CPC Press, Boca Raton (1984) Vol:1, pp.1-52.

127.) Stark G. Functional consequences of oxidative membrane damage. (2005) J
Membr Biol 205:1-16.

128.) Steckeling UM, Kaschina E, Unger Th. The AT2 receptor - A matter of love and
hate. (2005) peptides 26: 1401-1409.

129.) Sun X, Zemel MB. Calcium and dairy products inhibit weight and fat regain during
ad libitum consumption following energy restriction in Ap2-Agouti transgenic mice.
(2004) J Nutr 134: 3054-3060.

130.) Sweeney G. Leptin signalling. (2002) Cell Signal 14: 655-663.

131.) Sweet CS. Issues surrounding a local cardiac renin system and the beneficial
actions of angiotensin-converting enzyme inhibitors in ischemic myocardium. (1990) Am
J Cardiol 65: 111-131.

132.) Takeya R, Sumimoto H. Molecular mechanism for activation of superoxide-
producing NADPH oxidases. (2003) Mol Cell 16: 271-277.

133.) Taskinen MR. Type 2 diabetes as a lipid disorder. (2005) Curr Mol Med 5: 297-
308.

134.) Tatemoto K, Hosoya M, Habata Y. Isolation and characterization of a novel
endogenous peptide ligand for the human APJ receptor. (1998) Biochem Biophys Res
Commun 251: 471-476.

135.) Tauber Al Protein kinase C and the activation of the human neutrophil NADPH-
oxidase. (1987) Blood 69: 711-720.

136.) Thasturp O. Role of Ca**-ATPase in regulation of cellular Ca2+ signalling, as
stidied with the selective microsomal Ca**-ATPase inhibitor, thapsigargin.(1990) Agents
Actions 29: 8-15.

137.) Tilg H and Moschen AR. Adipocytokines: mediators linking adipose tissue,
inflammation and immunity. (2006) Nat Rev Immunol 6: 772-783.



105

138.) Toba H, Shimizu T, Miki S, Inoue R, Yoshimura A, Tsukamoto R, Sawai N,
Kobara M, Nakata T. Calciun channel blockers reduce angiotensin II-induced superoxide
generation and inhibit lectin-like oxidized low density lipoprotein receptor -1 expression
in endothelial cells.(2006) Hypertens Res 29: 105-116.

139.) Tonnesen MG, Klempner MS, Austen KF, Wintroub BU. Identification of a
human neutrophil angiotensin II-generating protease as Cathepsin G. (1982) J Clin Invest
69: 25-30.

140.) Touyz RM, Berry C. Recent advances in angiotensin II signaling. (2002) Braz J
med Biol Res 35:1001-1015.

141.) Treiman M, Caspersen C, Christensen SB. A tool coming of age: thapsigargin as
an inhibitor of sarco-endoplasmic reticulum Ca2+-ATPases. (1998) TIPS 19: 131-135.

142.) Varga Z, Czompa A, Kakuk G, Antus S. Inhibition of the superoxide anion release
and hydrogen peroxide formation in PMNLSs by flavonoligands. (2001) Phytother Res 15:
608-612.

143.) Varga Z, Paragh G, Karpati I, Seres I, Buris L, Kakuk G. Granulocyte function and
lipid peroxidation in untreated patients with hyperlipoproteinemia. (1997) Orv Hetilap
138: 2301-2304.

144.) Wahl LM, Katona IM, Wilder RL, Winter CC, Haraoui B, Scher I. Isolation of
human mononuclear cell subsets by counterflow centrifugal elutriation (CCE). 1.
Characterization of B-lymphocyte-, and monocyte-enriched fractions by flow cytometric
analysis.(1984) Cell Immunol 85: 373-383.

145.) Wang X, Briggs MR, Hau X, Yokoyama C, Goldstein JL, Brown MS. Nuclear
protein tha binds sterol regulatory element of low density lipoprotein receptor promoter.
II. Purification and characterzation. (1993) J Biol Chem 268: 14497-14504.

146.) Weber LW, Boll M, Stampf A. Maintaining cholesterol homeostasis: sterol
regulatory element-binding proteins. (2004) World J Gastroenterol 10: 3081-3087.

147.) World Health Organization . Definition, diagnosis, and classification of diabetes
mellitus and its complications. 1999. (Report of a WHO consultation).

148.) Wu D, Huang CK, Jiang H. Roles of phospholipid signaling in chemoattractant-
induced responses. (2000) J Cell Sci 113: 2935-2940.



106

149.) Yang T, Goldstein JL, Brown MS. Overexpression of membrane domain of SCAP
prevents sterols from inhibiting SCAP SREBP exit from endoplasmic reticulum. (2000)
Cell 102:315-323.

150.) Yilmaz G, Aksulu HE, Demirel E, Ercan ZS, Zengil H, Turker RK. Modulation by
endothelium of the vascular effects of angiotensin II. (1987) Agents Actions 21:184-190.

151.) Zemel MB, Shi H, Greer B, DiRienzo D, Zemel PC. Regulation of adiposity by
dietary calcium. (2000) FASEB J 14: 1132-1138.

152.) Zhang Y, Proenca R, Maffei M, Barone M, Leopold L, Friedman JM. Positional
cloning of the mouse obese gene and its human homologue. (1994) Nature (London) 372:
425-432.

153.) Zhao X, Kevin AC, Cathcart MK. Human monocytes use Racl, not Rac2, in the
NADPH oxidase complex. (2003) J Biol Chem 278: 40788-40792.

154.) Ziccardi P, Nappo F, Giugliano G, Esposito K, Marfella R, Cioffi M, D’ Andrea F,
Molinari AM, Giiugliano G. Reduction of inflammatory cytokine concentrations and

improvement of endothelial functions in obese women agter weight loss ove one year.
(2002) Circulation 105: 804-809.

Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

1. Seres I, Foris G, Péall D, Kosztaczky B, Paragh G Jr. Varga Z, Paragh G.

Angiotensin II-induced oxidative burst is fluvastatin sensitive in neutrophils of
patients with hypercholesterolemia. (2005) Metabolism 54: 1147-1154
2. . Kosztaczky B, Foris G, Seres I, Balogh Z, Fiilop P, Koncsos P, Paragh G.

Neuropeptides induced a pronounced and statin-sensitive dysregulation of
mevalonate cycle in human monocytes of patients with hypercholesterolemia.
(2006) Neuropeptides 40: 309-316.

3. Seres I, Foris G, Varga Z, Kosztaczky B, Kassai A, Balogh Z, Fiilop P, Paragh G.
The association between angiotensin II-induced free radical generation and
membrane fluidity in neutrophils of patients with metabolic syndrome. (2006) J
Membr Biol 214: 91-98.

4. Kosztaczky B, Foris G, Paragh G Jr, Seres I, zsiros E, Koncsos P, Balogh Z,

Paragh G. Leptin stumulates endogenous cholesterol synthesis in human



107

monocytes: New role of an old player in atherosclerotic plaque formation. (2007)
Int J Biochem Cell Biol 39: 1637-1645.
. Balogh Z, Féris G, Kosztaczky B, Paragh G Jr, Seres I, Zsiros E, Kénya G,

paragh G. The concentration dependent biphasic effect of leptin on endogenous

cholesterol synthesis in human monocytes. (2007) Peptides 28:2081-2083.



108

Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom elsdsorban témavezetéimnek, Dr. Paragh Gyorgy egyetemi
tandr, professzor urnak, az 1. Belgyogydszati Klinika igazgatéjanak és Dr. Foris
Gabriella tudomdnyos tandcsado, professzornonek, akiknek a témavdlasztdast és a
munkdmban valo gondos segitséget koszonhetem.

Koszom tovdabbd Dr. Seres Ildiko és Dr. Varga Zsuzsa tandrnéknek a sokrétii
laboratoriumi segitséget, amelyet munkdm sordn nyijtottak. Koszonom Kardnyi Zsolt
matematikusnak, hogy segitséget nytjtott az eredmények kiértékelésekor, és koszonom
Dr. Keresztes Tamdsnak a leukotrién meghatdrozdsok elvégzését.

Végiil, de nem utolso sorban, koszonom Dr. Nagy Bélanénak az egészen

rendkiviili asszisztensi munkat.



