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|. BEVEZETES

Jelenlegi ismereteink szerint az elhizds a metalmkzindroma kialakulasanak egyik
mérfoldkdve. Emellett az elhizds egyike a kardiakakiris morbiditds és mortalitds
legelterjedtebb kockazati tényemek, koszénhéen a magas veérnyomassal, ll-es tipusu
diabétesz mellitusszal és hiperkoleszterinémiaald szoros dsszefliggésenek (Lenz és mtsai,
2009). Az obezitds altaldban hosszibidlatt, sok esetben az évtizedek sorardéjl ki.
Ennek ellenére néhany, az elhizasra jellemzetabolikus abnormalitds mar a betegség korai
szakaszaban kimutathato és jelei lathatok a mdtssldgtobblettel rendelkézbetegeken is.
Ennek hatasara szamos tanulmany foglalkozott alljs betegek emelkedett
kardiovaszkuléris kockdzatanak vizsgélataval (Céemtsai, 1999). Az obezitas kdzponti
szerepe a kardiovaszkularis betegségek kialakudasaleszben az adipocita erddet
adipokineknek tulajdonithatd, amelyek részt veszaelkelhizdssal 6sszefiiggnetabolikus
szindroma kialakulasaban (Ai és mtsai, 2011; Ciésrotsai, 2011). Az adipokinek a citokin
szupercsalad tagjai, kozottik a leptin, képesekematonat ciklus ikédésének intenzitasat
fokozni, ami emelheti a koleszterin bioszintézisemeértekét (Ruan és mtsai, 2006). Az
emelkedett leptin koncentraciénak azonban nem dijykdvetkezménye a mevalonat ciklus
es vele egyitt a koleszterinszintézis fokozodaaenlzamosan a sejtmembran dsszetétele is
valtozik, amely befolyasolja a membrancsatornakikdaését. Neutrofilekben, szabad
koleszterin hataséra a kalcium sejtbe aramlasasékkenését talaltdk (Kannan és mtsai,
2007). Adipocitakban, a sériilt ATP- és kalmodulependens HC&" antiport hatasara az
intracellularis [C&'] szintje folyamatosan emelkedett lesz. Ez az Aallapoipogenezis
fokozodasanak és a lipolizis csokkenésének kedzemél, 2002; Zemel, 2009). Ezek a
folyamatok a zsirszovet jelgist ndvekedéséhez vezetnek, tilkrézve az intracedul@e’]
szerepét az obezitas patomechanizmusaban (Shi s, 3001). Masfél a szabadgyok
képzdés karositja a membranon keresztili iontranszparnte /K *-ATPaz, a N&¥C&"* csere
protein és az ATP-fiiggH"/C&" antiport proteinek kozvetlen karositasaval (Koufi@98:
Stark, 2005). Obezitdsban a leptin overexpresszidjdosszu transzmembran doménnel
rendelked leptin receptorokon keresztil, stimulalja a NADRHidazt és szamos sejt
szuperoxid termelését fokozza (Fernandez-Sancheatsss, 2011; Fortuiio és mtsai, 2010;
Koh és mtsai, 2008)In vitro kisérleteikbenFranzoni és mtsai bemutattak, hogy a

sztatinoknak sajat antioxidans aktivitasuk van.rEkevil feltételezték, hogy a fluvasztatin




hiperkoleszterinémias betegekben gatolhatia a NAD#itlazt az adiponektin fokozott
termelésén keresztil (Franzoni és mtsai, 2003;evata €s mtsai, 2010). A NADPH oxidaz
gatlasa a szuperoxid anion csdkkent kéigsét okozza.

Vizsgalatainkat a kutatocsoportunk altal hiperkaterinémias betegek monocitainak
felhasznalasaval elért korabbi kutatasi eredmérslekiolytatasaként végeztik, Doktori
Ertekezésem e munkakon alapul. Korabbi kisérletginkPKC fontossagat emelik ki a
koleszterin bioszintézisét regulalo tén§lezdzil (Balogh és mtsai, 2007; Seres és mtsai,
2007) és ramutatnak az egészséges és hiperkoieémigrs egyének veréb szeparalt
monocitak kalcium homeosztazisanak kulonbségeimsfkaczky és mtsai, 2007; Seres és
mtsai, 2006). Feltételezésink szerint a leptin afaktorok egyike, amely talsulyos
személyek monocitdiban a €a szintiének emelkedéséért félgl Elméletiink
alatdmasztasahoz tanulmanyoztuk a leptin hatasdémumonocitakon, vizsgaltuk a leptin-
indukalt bifazikus koleszterin szintézist, valamatszuperoxid anion kéfidés €s a sejten
beliili szabad Ca kapcsolatat normal testsulyu és talstlyos egyésleddirmazé monocitak
(K és TS monocitak) leptin kezelését kdart. Tovabba elemeztik mindkét monocita
csoportban a CG& szignalok eredetét. Végill, hogy tisztdzzuk a smxieé anion
képsdésének szerepét a sejten belili szabad® @gyensulyanak felborulasaban, a

sejtszuszpenziohoz fluvasztatint adva igy gatadtlNVADPH oxidaz aktivitasat.




Il. IRODALMI ATTEKINTES

1. Obezitas

Az elhizas napjainkban jeléist terhet ré az érintettek egészségére, az egésgségl
és a tarsadalomra egyarant. Eurépaban az elhdkoddk aranya magas, s ez az arany a vilag
legtbbb orszagaban novekuendenciat mutat. Az egészségigyi kiadasok jetemészet
forditjdk az obezitassal 0Osszefégdetegségek kezelésére és kutatasara. Az elhizas
legjelentsebb kiséibetegségei a sziv- és érrendszeri betegségekbfprraalis koleszterin
szint, emelkedett vérnyomas, iszkémiés szivbetegthey az endokrinoldgiai betegségek (pl.
cukorbetegséq), az emésztervi betegségek (zsirmaj, reflux betegség stblggdszervi
betegségek (pl. alvasi apnoe) és a kulodbtirmoros megbetegedések. Az obezitasnak
ezeken kivill is szamos olyan kdvetkezménye ismeetyek nagymértékben rontjak a beteg
életmirbségét (Brgydgyaszati, ortopédiai és egyéb problémak). Agayszeii elhizas tehat
olyan jelenség, amelynek megmtse, gyogyitadsa és kutatasa egyre fontosabb felgdient
az egészsegugyben dolgozok és kutatok szamara.

Annak megallapitasara, hogy kit nevezhetink etiia&, és hogy az elhizas melyik
stadiuméban van, szdmos mddszer létezik. A nagykamggnyi és koltséges mddszereket
elsssorban a kutatdsban alkalmazzak. llyen pl. a demztria, a has komputertomogréfias
(CT) vizsgélata és a magneses rezonancias lekégb#y (Dang és mtsai, 2010). Az
egéeszségugyi gyakorlatban az obezitas mértekéniehérnesére leggyakrabban hasznalt
technikdk az ébbiekkel dsszevetve koltség-, munkaegs idtakarékosabbak. Kdzottik
emlithetjik a hasi elhizds mutatéit: a haskorfogaso csipkorfogatot, és a derék-c$ip
aranyt. Ezek a mérések azért fontosak, mert adilaimas jelertiségét a sziv és érrendszeri
megbetegedések kialakulasaban folyamatosarnilé kutatdsi eredmények tamasztjak ala
(Recio-Rodriguez és mtsai, 2012). Az elhizas éktSléee mégis, egysZmege miatt, egyik
leggyakrabban alkalmazott modszer a testtomegiriBerly Mass Index, BMI) szamolasa,
amely a kg-ban kifejezett testsuly és a méterb&jezett magassag negyzetének hanyadosa
(teststly [kg]/testmagassag [] Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health
Organization, WHO) definiciéja alapjan tulsulyosnsdkinthet az, akinek BMI értéke
meghaladja a 25,0 kgfat, és elhizottnak az, akinek BMI-je 30,0 k§/fal6tt van (WHO,
2012).
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Az elhizassal kapcsolatba hozhatdé egészségigyilépndk megoldasahoz fontos
megismerni kialakuldsanak téngéz mint a beavatkozas lehetséges helyeit. Kiakadaul
multifaktoridlis: részt vesznek benne genetikai,rniandlis, viselkedési és koérnyezeti
tényedk.

Az elhizas legnyilvanvaldbb oka az energiamérldigofellasa: az étkezessel bevitt €s
a felhasznalt energia nem megfélaranya, amihez a fejlett orszagokra jellérowilizacios
valtozasok is nagymértékben hozzajarulnak. A gamgléslbdésével a népesség kdnnyebben
jut élelmiszerhez, az élelmiszerek kaloriaban ggadbhak, €s a magas szénhidrattartalmu
Udititalok fogyasztasat Az U6 életmod, az elégtelen fizikai aktivitas még tovabbt a
felborult energiaegyensulyon.

Az obezitds genetikai hatterének vizsgdlata sorsmeitté valt a monogénes
polimorfizmusok (SNP) szerepe. A genetikai polinorfusok jelenléte az obezitassal
kapcsolatba hozhatdé génekben (FTO, melanocortecdptor, leptin, leptin receptor stb.) és
azok mintdzata a genomon belll szignifikans hat&sélhizasra valdé hajlam szempontjabol
(Fawcett és Barroso, 2010; Dang és mtsai, 2010).

Az obezitds korlefolyasat éleént a fehér zsirszovet mennyiségének ndvekedése
jellemzi. A fehér zsirszovet mechanikai ¥edoszabalyozo és raktarozd szerepe mellett
azonban endokrin funkcidkat is ellat. Az adipociédtal termelt peptidek — adipokinek — k6zé
tartozik pl. a chemerin, az adiponektin és a lepairfenér zsirszovet nbvekedését a termelt
citokinek mennyiségének valtozasa is kiséri. AAgyat és az anyagcserét a hipotalamuszon
hatva szabalyozé leptin mennyisége a zsirszovatéelyosan emelkedik. Etvagycsokkent
kovetkeztében nem tudja megféleh ellatni. A leptin rezisztencia kialakulasa mille
megjelenik az inzulin rezisztencia, amely a Il-ggs$u diabétesz kialakulasanak kockazatat
noveli. A magas vérnyomas betegség és a koleszszim emelkedése tovabb emeli a
betegekben a sziv- és érrendszeri események kaoékdze emlitett obezitast kiger
betegségek egyltteseként azutan megjelenik a nigabo szindrobma, amely
rizikofaktorainak kovetkezményeként tovabb névei abezitas vaszkularis kockazatat. Az
obezitasban a fent emlitett metabolikus valtozaséks kisésbetegségek mar
visszafordithatatlanokka valtak, ezért cél8zer beavatkozast kordbban megkezdeni. A
tulsulyos allapotot kisérbetegségek még nem ,rogziltek”, igy azok életméltbztatéssal is
gyogyithatéak. Kivancsiak voltunk, hogy az eddigtisulyos &llapotban medfigyelt
betegségekhez milyen intracellularis elvaltozasokhébtek, ezért kisérleteinket tulsulyos,

nem pedig elhizott személyeken végeztik.




Az elhizas és kialakulasanak &lépcsijét jelent tulsulyos allapot vizsgalatanak és a
beavatkozdsnak sziikségessége tehét vitathatatlarkdvh soran az |. szamu Belgyogyaszati
Klinikan a tulsulyos egyének monocitaiban megfitng#l koleszterinszintézist, kalcium
jelatvitelt és szabadgyokkéfdest érind valtozasokat vizsgaltam. A leptin kezelés hatasara
bekovetke# intracellularis jelatvitel kiulonbdz lépéseit a hirvié¥ molekulak hatasat vagy

azok képadését gatlo szerek segitségével tanulmanyoztam.

2. Leptin

A leptin a legnagyobb ardnyban éralatti zsirszévet altal termelt, 167 aminosav
hosszusagu, emberben a 7-es kromoszoman taldhbag@&n altal kédolt 16 kDa tomég
hormonfehérje. Koncentracidja a vérben egyenesybhemvan a fehér zsirszévet tomegéevel.
Szabalyozza az étvagyat és a neuroendokrifkodest. Jeledségét a testsuly
szabalyozasaban neve is mutatje@osszo, melybl ered, vékonyat jelent.

A leptin a sejtek transzkripcibjanak, aktivitAséang&s membranpotencialjanak
megvaltoztatasaért fetid. Receptorainak ,splice” variansai alapjan rovid Bosszu
receptorformakrol beszélhetiink. Azlebi tobb szdvetben, mig az utdbbi, amely hosszabb
citoplazma domént (LepRb) kédobként a kozponti idegrendszer (KIR) bizonyos pontjai
de az immunsejtekben is expresszalodik. Annak @eerhogy a leptin a periférias széveteken
is hat, a testsuly, az eveés, az energiafelhaszgéalasglikézanyagcsere regulaciojahoz a KIR
mikodésének befolyasolasa 6nmagaban is elégend

A LepRb, a leptin bekdtését kovet konformaciovaltozas hatasara, a Janus kinaz2/
signal transducer and activator of transcriptionAKQ/STAT3) (tvonalat és a
foszfatidilinozitol-3-kinazt (PI3K) stimulalja (Gawn és Elmquist, 2011). A JAK2 a Tyr985,
Tyrl077 és Tyrl138 tirozin oldallancok foszforil@@t indukalja. Ezaltal, a Tyr1138-on
keresztlil foszforilalodik a STAT3 és a Tyrl077-eerdsztil a STAT5. A Tyr985
foszforilaciojanak kovetkezménye egy protein tirozfoszfatdz molekula, az SHP2
aktivacidja és a LepRb/JAK2 jelatvitel gatlasaétels suppressor of cytokine signaling-3
(SOCS3) megkotése (Myers és mtsai, 2010). A STAAB-melanocortin génexpressziot
szabalyoz6 hatasa miatt nagy szerepet tulajdokitananergia homeosztazisban. A leptin a
szimpatikus idegrendszerre az agucleus arcuatusabanalalhatdé proopiomelanocortin
(POMC) termed neuronokon keresztil, a protein-tirozin foszfé&#P2, majd az azt kdviet

ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase HRijivaciojaval hat (Israel és Chua, 2010).




A leptin a neuropeptid Y és az Agouti-related prot@gRP) orexigén hatasat a PI3K és a
STAT3 expresszidjanak fokozasaval képes csokkenignibefolyasolva az éhséget és az
energiabevitelty. Abra).

1. Abra: A leptin jelatviteli Gtvonalai a hipotalamuszban (Scarpace és Zhang, 2007))
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A leptin étvagycsokkefit hatasat etssorban a JAK2-STAT3 (tvonalon és a PI3K-n keresaiPOMC
szekrécidjanak fokozasaval és a NPY és az AgRRé&zéfjdnak gatlasaval fejti ki. Roviditések: LepRizsszU
izoformdju leptin receptor; JAK2= Janus kinaz; Pi3Koszfatidilinozitol-3-kinaz; PTP1B= protein tiroz
foszfataz 1B; SHP-2 PTPaz= SHP-2 protein tirozszfataz; MEK= mitogén-aktivalt protein-kindz kin&zRK
1/2= extracellularis szignal regulalt kindz; STA®ignal transducer and activator of transcriptio®CS-3=
suppressor of citokine signaling; NPY= neuropeptiddgRP=Agouti-related protein; PIAS3= protein ibfor
of activated STAT.

Az elhizas allapotara a leptin hosszan tartd, Zokotermelése jellendz aminek
kovetkezmeénye a sejtek leptin érzékenységéenek es@lde. A leptin rezisztencia
kialakuldsdban tobb tényeas szerepet jatszik. Az egyik ilyen téngeaz inzulin-PI3K
atvonal hatasa, ami hiperpolarizalja a POMC neukah@s a sejtek leptin érzékenységét
csokkenti (Oswa és Yeo, 2010). Ezen kivil obez#tash leptin rezisztencia mediatoranak
tekintheb még a SOCS3, a PTP1B, az ER stressz és a gywdtattdgamatok, amik gatoljak

a LepRb jelatvitelt (Myers és mtsai, 2010). A leptezisztencia kialakuldsa miatt a nagy
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tomedi fehér zsirszovet ellenére anorexigén hatasat nefja kifejteni, ami az elhizas

sulyosbodasanak és az azzal kapcsolatos korkéakakiasanak kedvez.

2. Abra: A leptin altal regulalt intracellularis je latviteli Gtvonalak attekintése
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2. Abra: Leptin-indukalt jelatviteli folyamatok attekintése. Az &bra azokat a jelatviteli |épéseket
mutatja be, amelyekre a leptin hatassal lehet. Erimsgalatdhoz az egyes lépéseket kiloahbhibitorokkal
gatoltuk, amiket az abran pirossal jeloltem. Raeéisigk: LepRb= hosszu izoformaja leptin receptos G
Jnhibitor” G protein; PTX= pertusszisz toxin; PLCfeszfolipaz C; Ins(1,4,5)P3= inozitol(1,4,5)-triegzfat;
DAG= diacil-glicerol; THAPS= thapsigargin; cPKC= aszikus proteinkinaz C; SRE= sterol regulatory
element; PI3K= foszfatidilinozitol-3-kinaz; WMN= wimannin; MAPK= mitogen activated protein kinase;
SCAP= SREBP cleavage activating protein; SREBProktegulatory element binding protein; 25-HC= 25-
hidroxikoleszterol; HMG CoA red.= 3-hidroxi-3-metlutaril-Koenzim A.
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Az obezitasban fokozottan terridd leptin nem csak a KIR sejtjeinekikbdését
befolyasolja, hanem a periférias sejtekre is hatasm. igy, miutan a LepRb-hoz kdibtt a
koleszterinszintézis, a kalcium transzport, és abadgyokképiaés egymassal 6sszefidgg
jelatviteli rendszerét inditja el. Az ezekhez ayéwhatokhoz koéthét jelatviteli 1épéseket,
amiket kisérleteink soran vizsgaltunk2a Abra mutatja be. A Cd-nak, mint méasodlagos
hirvivének a koncentraciojat a citoszolban tobb mecharszbefolyasolja. Ezek kozil az
egyik a (verapamil szenzitiv) kalcium csatornakomér bedramlas az extracellularis térb
Masik nagy jelertiséggel biré folyamat a kalcium kilépése az endapédikus retikulumbal.
Ennek kivaltasaért az inozitol(1,4,5)-triszfoszfats(1,4,5)P3) ER-membranjahoz &dése
felelés, amely az ER kalcium raktarak gyors kilruléséizak. Az Ins(1,4,5)P3 kéfdését
foszfatidilinozitol (4,5)-biszfoszfatbdl (PIP2) adzfolipdz C (PLC) enzim katalizalja. A
szuperoxid anion képdésének sebességere a MAPK (mitogen activated imprkiease)
rendszer, a G4 és a klasszikus proteinkindz C (cPKC) is hatassal A koleszterinszintézis
leptin altali regulacidja a PKC és a PI3K, steejulatory element (SRE) génexpresszibjara
kifejtett hatdsanak kovetkezménye.

3. Koleszterin szintézis; sztatinok szerepe és plei  otropikus hatasai

A koleszterin bioszintézis Utvonalanak 6tlépése van, melyek sebességét a hozzajuk
tartozé enzimek rfikddése hatarozza meg. Kozulik a legfontosabb, séhgameghatarozo
lépést katalizalo, enzim a 3-hidroxi-3-metil-gluk&@oA reduktdz (HMG-CoA-reduktaz). A
széles korben elterjedt és alkalmazott sztatinbladepést megcélozva gatoljak a koleszterin
de novoszintézisét. Mivel a szérum koleszterin szint 6867ért a maj koleszterinszintézise a
felelos, a sztatinok HMG-CoA reduktaz gatldo hatasa az Jkbleszterinszint jeleds
csokkenését eredményezi (Burns és Rebeck, 2010).

A sztatinoknak koleszteriélt fuggetlen an. pleiotropikus hatasai is vannak. A
mevalonat utvonal szdmos nem szteroid természeprenoid képzéseéért febsl (pl. farnezil-
pirofoszfat [FPP] és geranil- geranil- pirofos4l&aGPP]), melyek a sejten belll 1étfontossagu
fehérjéket izoprenilalnak. Ide tartoz6 fehérjekia ®TP-azok mint pl. a Ras, a Rho és a Rab.
A kis GTPazok GDP-vel kapcsolt inaktiv és GTP-vapésolt aktiv formaja ciklikusan
valtozik. Ennek kdszénh&tn ezek a fehérjék a ndvekedést, a morfogenezsjtraigraciot,

a citokinézist és a molekuldk széllitasat a molatksiljelatvitel kapcsoldiként szabélyozzak. A

Ras és a Rho GTPaz csaladok kiemelt szerepet kapmg@kanis az extracellularis
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stimulusokat képesek tobb intracellularis jelatvifelyamattal dsszekapcsolni (Wang és
mtsai, 2008).

A sztatinok izoprenoid szintézist gatlé hatdsanekat az intracellularis jelatviteli
folyamatok befolyasolasan keresztil tobb pleiokapi hatasa is van. Ide tartoznak az
endothelialis funkcié javitasa, az erekben megfetprulladas csokkentése, a simaizomsejtek

McNamara és mtsddemutattdk, hogy a human mononuklearis sejtekijtoizik a
teljes test koleszterinszintézisének valtozasaitN®mara és mtsai, 1980). Emellett kiemelt
szerepet jatszanak az atheroszklerdzis folyamatdbamek szellemében kisérleteink soran

vizsgaltuk a monocitdk endogén koleszterinszinéézs annak regulaciojat.

a4

3.1 A koleszterinszintézis regulaciéjaban résztvév molekulak és

gatlészereik

3.1.1 MAPK és PD98059

A leptin altal kivaltott jelatviteli uGtvonalak ko#H talalhato a kanonikus
MAPK/ERK1/2 utvonal és a nem kanonikus p38 MAP kidévonal (Yan és mtsai, 2012). A
kanonikus MAPK-kaszkad a Ras-ERK-MAPK utvonaloniadtdik és a sejtmagba jutva a
génexpresszid regulacidjaval szamos bioldgiai folgtot szabalyoz. A legujabb kutatasok a
MAPK kaszkad szerepét bizonyitottak az egér premitigk kalcium-indukalt lipid
metabolizmusaban (Sun és mtsai, 2012) és a makiloté&meszterin-észter felhalmozasaban
(Mei és mtsai, 2012), mellyel az atheroszkleroezdeti Iépéseként habos sejtekké alakulnak.
Calleros és mtsai a nuklearis fakioB (NFxB) transzkripcios aktivitdsanak intracellularis
koleszterinfligg valtozasaban a p38 MAPK/MSK1 mediator szerepétattak ki (Calleros és
mtsai, 2006). A p38 MAPK utvonal MB aktivalé hatasa, kdszonkeh részben a mevalonat
bioszintézis géatlasanak, fluvasztatinnal csokkefitiek bizonyult (Gao és mtsai, 2012). A
MAPK kaszk&d tehéat fontos szerepet jatszik a kodesz homeosztazis fenntartasdban és a
gyulladasos folyamatokban.

A MAPK fehérjéknek, az ERK1-nek és ERK2-nek, a&tivjaért a mitogén-aktivalt
protein-kindz kinaz (MEK) foszforildlo hatasa félgl(Robinson és Cobb, 1997). A PD98059
egy flavonoid molekula, amely a MEK-et specifikusgdtolja. Ez a tulajdonsaga a
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novekedeési faktor Utvonalak és az ER medialt esgekek0z6tti kapcsolatok feltarasaban
nyujt segitséget (Lobenhofer és mtsai, 2000; Watter mtsai, 2000; Wang és mtsai, 2000).
Tovabba széles korben alkalmazzdk a MAPK kaszkagaitebiologiai folyamatokban
betdltott szerepének vizsgalatara (Alessi és mt205; Dudley és mtsai, 1995; Cook és
mtsai, 1997; Pumiglia és mtsai, 1997). Rendkivédsamossaga oldhatésagabdl, (MEK-kel
szembeni) specificitdsabdl és abbdl a képeséédakad, hogy a sejtmembranon keresztl
szabadon képes atjutni (Alessi és mtsai, 1995; &uéd mtsai, 1995).

3.1.2 SCAP és 25-HC

A Kkoleszterinhaztartas fenntartasa a koleszternézisért és felvételért feted gének
transzkripcidés szabalyozasan keresztll valésul reegek egyik kézponti eleme a ,sterol
regulatory element binding protein” (SREBP) csaldd.Az SREBPk az ER-ben
szintetizalodnak és aktivaciojukért a SREBP cleavagiivating protein (SCAP) a febsl A
SCAP-nak ketis szerepe van: szterol szenzorkéfikouik és az SREBP szallitasaért felel.
Az SREBP-t a Golgi apparatusba szallitja, aholldx@dodik és a magba jutva befolyasolja a
koleszterinszintézisben és felvételben szerepstgagenek transzkripciojat (Sun és mitsai,
2007).

Ha a sejtben a koleszterin mennyisédge akkor az a SCAP-SREBP-komplexhez
kapcsolodik, a komplex konformécidja megvaltoziklyee az Insig-1 vagy Insig-2 protein
tovabbi bekaidése kovet. Ebben az esetben a koleszterin feddrbgulator hatdsa miatt az
SREBP regulator feladatat nem tudja ellatni (Sumessi, 2007).

A Koleszterinszintézis transzkripciés szabalyozakangatlasa torténhet 25-
hidroxikoleszterinnel (25-HC), ami a koleszterinrellentétben a SCAP-ban nem okoz
konformécio véltozast, de a 25-HC szenzor protekerasztil ésegiti a SCAP-Insig protein
kapcsolat kialakulasat (Adams és mtsai, 2004; Ntihtts mtsai, 1998).

4. Kalcium

Az emberi szervezetben lekalcium ~1%-a talalhatdé meg az intra- és extratalis

folyadékban oldva. Az ionizalt kalcium a legtobleténi folyamatban alapvefontossagu,
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ezért koncentracioja szigoru szabalyozas alatt Edl.az extracellularis térben 1,16-1,18
mmol/l, a sejten belil pedig hozzadegesen ennek a tizezred része (Fonyd és Lig€)20
A kalcium, mint masodlagos hindv molekula, az intracellularis folyamatok

szabalyozasaban kiemelt szerepet tolt be.

4.1 A kalcium homeosztazis fenntartasa

A monocitdk a C&-t az ER specifikus raktarozé fehérjéihez kotveoljak, amit
szilkség esetén a citoplazméaba juttatnak. Az EReb®&" ionok receptor-Cd csatornakon
kerteszill |épnek ki a citoplazmaba. A citoplazma®*Ckoncentraci6janak ezt kowet
emelkedése pozitiv visszacsatolasi folyamatkénéliv az organellum CG& csatornainak
tovabbi megnyilasat: ,CGa indukélta CA" felszabadulas” jon létre. Az ER-ban feliép
kalciumhiany megszintetésére a sejt kalciumcsatmkanegnyitasaval és az extracellularis
Cd* beengedésével torekszik. Ezt a kiegyénftilyamatot ,raktar altal vezérelt kalcium
belépés™-nek (SOCE) nevezzik.

A citoplazmabdl a feleslegben jelen é&kalcium Utja az extracellularis tér vagy az ER
felé vezet. A C& kipumpalaséért a citoplazmabél az extracellul&ibe egy N3 Ca&*
antiporter és egy kalmodulin figgCa* ATP-4z pumpa felel. Ez utébbi aktivitasat az
intracellularis C& szint egy citoplazmatikus fehérje, a kalmodulin z\titésével
szabalyozza. A Cakalmodulin komplex a CA pumpa citoplazmatikus szabalyozé
régiojahoz kapcsolédik, és az enzimikiidési sebességét noveli, ezaltal kipumpélva a
citoplazméaban ,feleslegben” jelen tkalciumot. Ezen kivill a citoplazmaba kiaramlott€a
bél a kiurilt intracellularis Ca raktarak az organellum membranban lokalizaft*Gaimpa
révén tolbdnek fel ujra (Fonyd és Ligeti, 2008).

4.2 A kalcium jelatvitelben szerepet jatsz6 molekdlk és gatloszereik

4.2.1 Membrancsatornak és verapamil

A verapamil egy fenilalkilamin, melyet a gyégyatham tobbek kdzott a hipertdnia és
a szivritmuszavar kezelésére hasznalnak. A verdpamésziltségfiigy Ce*- csatornak
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inhibitora, melyek koézul az ,L-tipusat” nagyobb @éktnysaggal blokkolja, mint a ,T-
tipusat”. Az ebbbi esetében az ,L” a csatorna hosszan tartdé —g;lasting” — aktivaciéjara
utal, az utobbinal pedig a ,T” a tranziens aktigdgelenti. A depolarizalt ioncsatornakat a
nyugvo csatornakhoz képest nagyobb aktivitassékblga. Ez a jelenség kifejezettebb az L-
tipusba tartoz6 csatornaknal, ahol a depolarizdtarnak gatlasa tizszeresen meghaladja a
nyugalmi csatorndkét. Gatlé hatasat feltételgsdreta csatorna porusdhoz fesziltség-
fuggetlenil kobdve, annak elzarasaval fejti ki. Igy az ioncsatomambranpotencial
valtozasaira nem hat és a normal kapuzasi folyadtattoeem befolyasolja (Freeze és mitsai,
2006; Bergson és mtsai, 2011).

4.2.2 G protein és pertusszisz toxin

A G protein kapcsolt receptorok (GPCR) egy 7-zamsmbran szakaszbdl allo
monomer fehérjéll és a hozza kapcsolodo valamelyik heterotrinaer - €sy- alegységbl
allo) G fehérjébl felépulb receptorok. A receptorok G fehérje alegysége tmsepbran
citoplazma fedli oldalan taldlhat6. A G proteinek a jelatviteBrdszerek szabalyozasdban
fontos szerepet jatszé guanin nukleotid regulatatemnek, amiketa-alegységeik alapjan
kulonbo® csaladokba sorolunk. A Gi/o protein csaladba rxt® proteinek az adenilat-
ciklaz géatlasa réven csokkentik a CAMP kégesét és annak kdvetkezmeényeként a kalcium
felszabadulasat az endoplazmatikus retikulunjptaingmool és Kurose, 2011).

A Gi/o proteint és a kalcium jelatvitelre gyakordlatasat pertusszisz toxin (PTX)
kezeléssel kiséreltik meg gatolni. A PTX egy ADBbril-transzferaz aktivitassal rendelkez
molekula, ami a Gi/o fehérjecsaladalegységének ciszteinjét irreverzibilisen ADP-gibélja
és az adenilil-ciklaz (AC) gatlasat akadalyozza meBTX kezelés tehat a cCAMP kéuesét
hivatott serkenteni. Az Epac (exchange proteinctliyeactivated by cAMP) molekulacsalad
kozvetlen modon koti a cAMP-t, ami calmodulin kieds (CaMKII)-figg jelatviteli Gtvonalakat
indit be, kozéttik a Ca felszabadulasat az endoplazmatikus retikulumbéhak bizonyitasa,
hogy a PTX aktivalja az Epac-medialt CaMKII jeldél Gtvonalat, még tovabbi vizsgalatokat

igényel Locht és mtsai, 2031 PTX kezeléssel a Gi/o protein szerepvallalasasgaltuk

V4
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4.2.3 Foszfatidilinozitol-3-kinaz és wortmannin

A PI3K-ok regulator/adapter és Kkatalitikus alegysggpros kapcsolatabdl allé
heterodimer komplexek, melyek foszfatidilinozitol8khidroxilcsoportjanak foszforilaciéjan
keresztll a sejtek szamos funkcidjat szabalyozaaikt pl. a glikoz- és fehérjeszintézist. A
PI3K-hoz k66do jelatvitelt tobb hormon és ndvekedési faktor indligk igy pl. a leptin és az
inzulin jelatvitel egyik k6zos pontjat képviselizAnzulin receptoranak aktivaciojat az inzulin
receptor szubsztrat -1 és -2 (IRS-1 és IRS-2) twdatioja, majd a PI3K-kal torténgyors
asszociacidja koveti. A kapcsolat kdvetkezménye 18K Pkomplex aktivacioja, amely
lehetvé teszi a foszfatidilinozitolok foszforilaciojatté szubsztratia a PIP2, amelyet
foszfatidilinozitol (3,4,5)-triszfoszfatta (PIP3)akit. A leptin receptor aktivacio hatdséara
létrejovo jelatvitel a JAK2/STAT3-on keresztil megy végbePA3 mésodlagos hindiént
az intracellularis folyamatokra olyan szignal malkk kdzrenikédésével hat, mint pl. az
Akt vagy a foszfoinozitid-dependens kinaz-1 (PDK4bgulin, leptin és ndvekedési faktorok
hatdsara nem-receptor tirozin-kindzok, mint a Jaimazgin-kinaz csalad, és adapter fehérjék,
mint a GRB-2 (growth factor receptor-bound prot@jnis PI3K jelatvitelt indukalnak. Az
aktivalas lehdiségeinek nagy szama é€s a mas jelatviteli uUtvonalail. Ras/MAPK
utvonal) valéo keresztédéseknek koszonhin a PI3K sok biologiai  folyamat
szabalyozésaban vesz részt.

A PI3K gatldsdhoz az egyik széles korben alkalntazegyilet egy wortmannin
(WMN) nevi gomba eredét toxin, amely az enzim katalitikus alegységéhezakavsen
kotédik és meggatolja a PIP2 és az ATP enzimheé&dé&stét (Donato és mtsai, 2010; Acosta-
Martinez, 2011).

4.2.4 Foszfolipdz C és neomycin

A foszfoinozitid specifikus PLC izoenzimek t6bb ndéntdl felépilb 85-150 kDa
molekulatome@§ fehérjemolekuldk, melyek az inozitol foszfolipidgbolaris feji részeét
hasitjak le. Sejtfelszini receptorok iranyité hatasa lipid ketisrétegben helyet foglalé PIP2
hidrolizisével Ins (1,4,5)P3-t és diacilgliceroDAG) képeznek. G-fehérjéken keresztil a
PLC izoforma aktivalodik, tirozin-kinaz receptorok kemikodésével pedig a PLE-A
PLC izoenzimek foszforilaciojukat kovien a membranba vandorolnak, ahol a szubsztratjuk
talalhatd és Ins (1,4,5)P3-t és DAG-ot allitanak &z Ins (1,4,5)P3 a Gamobilizalasaban
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részt vev masodlagos hirviy molekula a DAG pedig a PKC aktivatora (Rebecchi és
Pentyala, 2000).

A neomycin egy aminoglikozid antibiotikum, amiiapzitol foszfolipidekkel kdidve
képes a PLC-t gatolni. A PIP2-hoz nagy affinitadg#tdik ezért a PLC-t akadalyozza az
Ins(1,4,5)P3 és a DAG@llitasaban (Gabev és mtsai, 1989).

4.2 .5 Inozitol triszfoszfat

A PLC hataséara kepdoé Ins(1,4,5)P3 szabalyozd szerepet jatszik az ielkdéris
kalcium homeosztazis fenntartdsaban. Receptorai egens belldli kalcium raktarak
(endoplazmatikus retikulum, kivalaszté vezikulumdé&lszinén talalhatéak. Az Ins(1,4,5)P3
kotédése az ER fellletén talalhaté klaszterekbe reiutidtz receptorokhoz az intracelluléris
kalcium raktarak gyors kiliriilését eredményezi, maigszociacidja a csatornarél a’Ca
szignal terminacidjat hozza létre. Az intracellidaEa*- raktarak trilése a citoplazma®a
aktivaciot koveen a C&" ATPAz a citoplazméaban feleslegbensl@e -t az extracelluléris
térbe pumpalja. Ezzel ellentétesen hatva a rakidddkeps kalcium koncentraciocsokkenést a
sejtmembranon keresztill torté€&" bearamlas pétolja. Az ER-ben talalhaté Stim1 pnote
érzékeli az ER kalcium raktaranak urtlését és amsejbranhoz vandorolva a raktar altal
vezérelt kalcium csatornak poérusat kialakité Orebdtgineket aktivalja, ami szikséges a
csatorna kinyilasahoz és a kalcium belépéséhezrakirak altal vezérelt Eabelépésnek
nevezzuk. Néhany, az utdbbidlten megjelent tanulmany azonban nagyobb jés&get
tulajdonit a raktar altal vezérelt csatornakon &eti@ tortéis Ca* belépésének az azt koet
kalcium jelatviteli folyamatok aktivdlasaban (Airés mtsai, 2007; Ridiger és mtsai, 2012;
Leybaert és Sanderson, 2012; Putney, 2011).

4.2.6 Intracellularis kalcium transzlokacio és thamargin

A thapsigargin (TG) egy szeszkviterpén lakton, lgteaz ernysviragzatiThapsia
garganica noévény gyokerall nyernek. A TG nagyon hatékony és specifikus gghtiéz

intracellularis C&" ATPazoknak, azokkal egy Un. ,dead-end” komplexsékutca komplexet
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alkot, lehetetlenné téve a tovabbi katalizist. Enkévetkezménye az intracellularis Ca
raktarak kiliriilése és a citoszolikus’Cszint megnévekedése (Akolkar és mtsai, 2012).

A TG felfedezése és alkalmazdsa a kutatdsban gekamt megkonnyitette a
kalciummal kapcsolatba hozhat6é cellularis folyarkatdzsgalatat, igy példaul a €a
citoszolba kerllésének modjat. Alkalmazaséaval faretvalt a PLC lathatd hatasanak
kizarasa a Ca belépésére a citoszolba. Tovabbéa az a tény, hd@y a kalcium bearamlasat
ugyanolyan mértékben aktivalta, mint a PLC (az itwbzriszfoszfat emelése nélkll), azt
tamasztotta ala, hogy az endoplazmatikus retikuheémm az egyedili forrdsa a citoszolikus
Cd*-nak: a sejtmembranon keresztiili bearamlas ugyandhntos szerepet jatszik.

A TG fontossaga a Chraktar altal vezérelt belépésének vizsgalata sarargyéb
befolyasold tények hatdsanak minimalizalasa (receptorok, G-proteiflC stb.) (Putney,
2007).

4.2.7 Proteinkinaz C

A PKC izoenzim csaladba szerin/treonin kindzokotarak. Az enzimcsalad tagjai a
klasszikus ¢, Bl, Bll, y), az yj tipusa 4, 5, 6, n) és az atipusog,(M1) izoformak. Az el§
csoport tagjai mind a kalcium mind a DAG hatas&tavalodnak, az Uj tipusu PKC-k csak a
DAG-ra érzékenyek, az atipusosak pedig ezek kdapiikee sem.

A PLC hataséara a PIP2 hidrolizalédik, aminek koeethénye a DAG képrése és az
intracellularis kalcium koncentracio emelkedése.idaktiv, citoszolban talalhato klasszikus
PKC molekulak ezeknek a masodlagos hitkihnek a hatdsara a sejtmembranhoz
transzlokalédnak, kihorgonyzdédnak és konformacidjukegvéltozik. A membran
foszfatidilszerinjehez kédo aktiv PKC a fehérjék szerin és treonin oldalléhcaéles
szubsztratspecifitassal foszforildlja (Kheifets Mechly-Rosen, 2007). A monocitak tobb
PKC izoformat is expresszalnak, ezek kozott vaKk@d PKCBI, PKCBII, PKCS, PKCe, és a
PKC( (Kang és mtsai, 2011).
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5. NADPH oxidaz (Nox)

A NADPH oxidazok tobbkomponetisenzimek, melyek a NADPH-rol szarmazo
elektronokat hasznaljak szuperoxid anion termelEséA képadé szuperoxid anionbdl ezt
koveten kiulonbod enzimek katalizald hatdsanak eredményeként szasaidiv oxigén
gyok (ROS) jon létre, melyek éldleges szerepe az immunvédekezésben van (Bokoch és
Diebold, 2002.).

Nyugvé monocitakban a Nox rendszer inaktiv. kompsee a citoszolban és a
membranban elkulonilten helyezkednek el. Aktivaddakra a citoszolban talalhaté elemek
(p67, p47, Racl) a membranba vandorolnak és osseésinek a membranban talalhatod
alkotorészekkel (gp91, gp22). A létrejott asszarrabz aktiv enzim, ami a szuperoxid anion
képzdesét katalizélja (Cathcart, 2004).

A monocitak lipid oxidald képessegere — ami szopier anion-fligg esemény — a
kalcium sejtbe aramlasa és az intracellularis katcmobilizacidja nagy hatassal van (Li és
mtsai, 1993). Az intracellularis €a szint véaltozdsa mas jelatviteli Gtvonalakat is
nagymértékben befolyasol, pl. a kalciumfad@KC és a citoszolikus foszfolipaz A2 (cPLA2)
Utvonalakat. Az emelkéd intracellularis [C4T altal aktivalt cPLA arachidonsav (AA)
képzésén keresztil képes a monocitak és makrofédgmk aktivitasanak regulaciodjara.
Hasonloképpen a PKC is szerepet kap a Nox aktijdmd: a p47phox és a p67phox
foszforilacidja az aktivacid meghatarozé Iépésendnocitakban expresszalt PKC izoformak,
melyek nmikddését a kalcium regulalja: PKCPKOBI és PK@Il. A cPLA és a PKC-k
egymastol nem fuggetlen médon hatnak a NADPH oxalak cPLA niikodését a kalciumon
kivil a PKC foszforilalé hatasa is szabalyozza.hCatt (2004) mutatta be, hogy a cPLA
foszforilaciojahoz, aktivacidéjahoz és ezek kovethémyeként a Nox szabalyozdsahoz a
PKCa szukséges (Cathcart, 2004). A Nox szabalyozastivdibba szikség van a PE@a,
amely feltételezhéen mind a p47phox és p67phox foszforilaciojaérgkamembranhoz
vandorlaséért és a Nox enzim 6sszesédéslének kontrolljdért feléd (Cathcart, 2004). A
PKC-k a MAPK csalad tagjait képesek aktivalni (pRK1/2). A MAPK utvonalak szerepe
bizonyitott a Nox-bdl szarmazé ROS indukalt jeléliutvonalakban. A ROS és a MAPK
szoros kapcsolata annak is kész6éhbbgy a MAPK kdzvetlen médon tudja befolyasolni a
Nox ROS-termelését. A ROS szintjének emelkedésepggisitc kaszkadfolyamatot indithat
be, amely magas ROS koncentraciot eredményezhatdépaés Fulton, 2011). A fentebb
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emlitetteken kivil a Nox aktivdlasdaban meghatarezérepet jatszik még az Akt és a
kalmodulin kinz is (Babior, 2002).

3. Abra
Monocita aktivacid Monocita aktivacio
) A \
V.4
Membran
+ Ca** \
felszabadulas €és bear
(Raelycre (Racl Yoo
Transz- @
PKCa ;
|
cPLA, Foszforilacid

PKCd —»

M

3. Abra: A NADPH oxidaz regulacidja monocitakbara{ficart és mtsai (2004) nyoman). Réviditések: PKC=
proteinkinaz C; cPLA= citoszolikus foszfolipaz A; AA= arachidonsav.

Citoszol

A kalcium és Nox kapcsolata nem egyoldalt: nem caakintracellularis [CE]
emelkedése hat a Nox aktivitasara, hanem enneltdtyd is igaz: a Nox hataséra keletkez
ROS aktivalja a rianodin receptorokat (RyRs), mielge intracellularis Cd mobilizaciéjanak
f6 aktivatorai kozé tartoznak (Souvannakitti és mtsaD10). A Nox regulacidjat

monocitakban 8. Abra mutatja be.
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I1l. CELKITUZESEK

Kutatocsoportunk a korabbi kisérletei soran graritde és monocitak jelatviteli
folyamatait tanulmanyozta. Monocitakn vitro LDL-kezelésével sikerllt az endogén
Hiperkoleszterinémids betegek neutrofiljeinek Angizin-1I indukalt @ képzésére és a
jelatviteli folyamatok elvaltozasaira a fluvaszaial tortéié kezelés jotékonyan hatott (Seres
€és mtsai, 2005). Monocitakn vitro leptin kezelése emelte azok endogén koleszterol
szintézisének mértékét; az emelkedés nagyobb \phrkoleszterinémias (HC) betegek
monocitain. A leptin stimulalt monocitdk koleszterszintézisét a fluvasztatin és a 25-HC
csokkentette (Kosztaczky és mtsai, 2007; Koszta€ézakgntsai, 2006). Hiperkoleszterinémias
betegek neutrofilieiben a PTX-szenzitiv Ins(1,45)Blatvitel hibasan tkodott és a Ca
szignal lecsokkent. Emellett a betegek sejtjeiberCa&" szignalok az extracellulris
médiumbdl, nem pedig intracellularis raktarakboérezaztak, mint ahogy azt a kontroll
neutrofilekben lattuk. Tovabbéa lecsokkent’Tszignalokat és azok késleltetett visszatérését
figyeltik meg ids egyének monocitdiban FMLP (N-formil-metionil-ldyghenilalanin) és
K-elastin kezelést kovéen (Fulop és mtsai, 1987). Ezen kivll azt talalhdgy az dregedés
megemelte a monocitdRCa" izotdp felvételét, de a Eakiaramlasa a sejtekblassabb volt,
mint kontroll monocitakban (Fulop és mtsai, 198&;ab és mtsai, 1987).

A dolgozat elédleges célja a tulsulyos allapotban megvaltozdikddési monocitak
jeltovabbitasi rendszerének atfogd megismerése wWhlinkam soran, a kutatdocsoportunk

korabbi eredményeire alapozva, az alabbi vizsgélelicegzesétitztem ki célul:

- eddigi kisérleteinkil eltérben a leptin kezelés, és annak hatasara bekdwvetkez
jelatviteli folyamatban tapasztalt valtozasokastiljyos, de egészséges férfiakon is
vizsgalni akartuk;

- kllénb6s leptin koncentracidkat hasznaltunk, feltételezwe aokhoz tartozé
koleszterinszintézist szabdlyozé jelatvitelbelérdseket, a leptinhez kapcsoldédd
szabalyozas részletesebb megismeréséhez gat@ORB-ot és a MAPK-t;

- feltételeztik a membranhoz koétott PKC (mPKC) szétrepleptinkezelést kouiet
koleszterinszintézis szabalyozasaban, ezéHG] pcetat beépiilése mellett annak

szintjét is mértik;
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az intracellularis kalciumnak, mint a leptinhez ddit jelatvitel kulcsfontossagu
hirvivéjének, szintjét és transzlokacidjat az ER felédtkdszkad egyes tagjainak
és a membran kalciumcsatornéinak gatldsaval térkiépéel;

a NADPH oxidaz aktivitasat a Okalcium pumpék rilkddésére gyakorolt hatasa
és az intracellularis [G§ Nox-ra gyakorolt hatasa miatt vizsgaltuk;
fluvasztatinnal a @-képzddés csokkentését céloztuk meg, @inita

o

membrancsatornék és a jelatvitel normalizalodaddtik.
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IV. A VIZSGALATBA BEVONT SZEMELYEK, ANYAGOK ES
MODSZEREK

Vizsgalt személyek

A kisérleteket 16 normdl testsulya és 18 tulsulyegeszséges feérfin végeztik.
Kizérolag férfiak bevonasa leliee tette a nemek kozotti kilénbségek kizarasat.oamal

testsulyu és tulsulyos 6nkéntesek demografiai #datd. Tablazatmutatja be.

Laboratériumi paraméterek meghatarozasa

A vérmintadkat (10-15 ml) a méréseinkhez 4-5 nap@&atulsulyos és 3-4 kontroll
onkéntes vénajabol vettiik. Az interassay variakaefficiens nem haladta meg a 15%-ot. A
szerum koleszterin és triglicerid szintek mérés@&tiraatikus uton, kolorimetrias tesztekkel
végeztik (GPO-PAP, Modular P-800 Analyzer, Rochiati), mig a HDL-koleszterint
homogén, enzimatikus, kolorimetrias méréssel hatakomeg (Roche HDL-C plus 3rd
generation). Az LDL-koleszterint homogén, enzimasik kolorimetrids maddszerrel mértiuk
(Roche LDL-C plus 2nd generation). Az apolipopnoteizsgalata immuno-turbidimetrias
méreéssel tortént (Roche Tina-Quant APO A (VersipnT2na-Quant APO B (Version 2),
Roche Ltd). A leptin koncentraciojat a szérumbamgetitiv enzim immunoassay-vel mértik

(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA)

Monocitak izolacibja

A monocitakat vénas vétbizolaltuk Boyum moédszere szerint (Boyum, 1968). A
mononuklearis sejt szuszpenzidkat (90 mm abpigrfetal calf serummal ékezelt Nunc
petricsészékbe helyeztik, majd ezt kéeet Kumagai és mtsai (Kumagai €s mtsai, 1979)
modszere szerint tovabb szeparaltuk. A petrics&Zgié orara 37 C ° termosztatba tettlk,
hogy a mononuklearis sejtékzil a monocitak a 10 % fetal calf szérummal keWRPMI
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1640 odatban letapadjanak. A monocita monolayerekeinnal 37 C°s RPMI 1640-el

erdteliesen mostuk, hogy a limphocitakat eltavolitsulEzutan egy éjszakan at 4 C°-n

inkubaltuk a sejteket. Masnapoeljes hideg RPMI 1640 oldatban a monocitékat tabbs

mosassal eltavolitottuk. Végul a kapott sejtszuszige93-96%-0s tisztasagban tartalmazott

monocitakat és az &kejtek aranya 90-95 % volt.

1. Tablazat: A normal testsulyu kontroll és a tulslyos férfiak demografiai adatai és

laboratoriumi paraméterei

Paraméterek
n
Kor (év)

BMI (kg/m?)
Derék-csip arany (WHR)
Ehomi vércukor (mmol/l)

Szisztolés vérnyomas
Diasztolés vérnyomas
Ehomi inzulin (mU/l)
Leptin (ng/ml)
HbA1c (%)
Koleszterin (mmol/l)
Triglicerid (mmol/l)
HDL-C (mmol/l)

LDL-C (mmol/l)

Kontroll
16
40,545,8
22,1+1,5
0,81+0,11
5,2+0,5
122,7+£15,3
76,4+10,1
20,8+3,6
12,6+2,1
4,5+0.8
4,1+0,6
1,64+0,18
1,55+0,25

3,48+0,65

Tulsulyos
18
42,2+5,5
29,7+4.8*
1,32+0,15*
5,5+1,0
125,5+£15,5
80,3+12,5
21,6+4,0
39,748,6*
4,7+0,9
5,0+0,8
2,71+0,35%
1,50+0,25

4,91+0,68*

Az értékek atlage SD-ben vannak kifejezve. Roviditések: BMI= testtipindex (body mass index); Hb&L
glikozilalt Hgb. * A kontroll és a talstlyos csofok kozotti kiilonbségek szignifikdnsak£®,001).
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Kisérleti korilmények

A monocitakat HBSS-ben szuszpendaltuk fel. A ma@décstimulacidja az endogén

“ s

sz

tanulmanyokat alapul véve kilontibmhibitorokat alkalmaztunk az alabbiak szerint:

2.Tablazat: Inhibitorok felhasznalasa a kisérleteksoran

Gatlészer Gatlas helye Alkalmazott Alkalmazott
koncentracio idétartam (min)
Neomycin PLC 5uM 60
PTX Gi 100 ng/ml 120
Thapsigargin (1) SERCA 15 pM 2
Thapsigargin (2) SERCA 1uM 60
Medium V Verapamil szenzitiv. 10 pM Verapamil + 60
ioncsatornak 3mM EGTA
WMN PI3K 20 nM 30
H-7 cPKC 1uM 60
PD98059 MAPK 50 uM 30
Fluvasztatin HMG-CoA reduktaz 5uM 60
25-HC + Metil - SCAP 25 UM 120
ciklodextrin

2.Tablazat: Inhibitorok alkalmazasa monocitak jelatviteli ttvonalainak vizsgalatahoz.PLC= foszfolipaz C;
PTX= pertusszisz toxin; SERCA= szarko- és endopéikms retikulum kalcium ATP-az; EGTA= etilénglikol
tetraecetsav; WMN= wortmannin; PI3K= foszfatidilzitwl-3-kinaz; H-7= protein-kinaz gatlé szer (1-(5-
izokinolinil-sulfonil)-2-metilpiperazin); cPKC= karenciondlis protein kinaz C; MAPK= p38 mitogén aftt
protein kinaz; 25-HC= 25-hidroxi-koleszterin; SCARsterol regulatory element binding protein cleavage
activating protein.

A kulénb6z monocita csoportokat a leptin kezelést mézfidn 120 percen at HBSS-
ben inkubaltuk, mivel ez azdthrtam volt a leghosszabb az inhibitorok hasznadatirtérd
inkubacios idk kozll. A kilénbod gatloszereket a fent emlitett HBSS inkub&cié s@an
gatlashoz szikséges inkubacios hossznak megdaleltéé idopontokban adtuk. A leptint a

gatlészert tartalmazoé sejtszuszpenziokhoz a széksdgnkubaciot koveien adtuk hozza. A
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leptinnel tortéd stimulacidé idtartama a vizsgalt paraméterek tipusatél fliggou: a
Ins(1,4,5)P3 meghatarozads 20 maéasodperc, az irtdoe [C&L'] mérés 6 perc, és a
szuperoxid anion meghatarozas 30 perc hosszu simultan kdvetkezett. Az inkubéacié 37
‘C-on CQ inkubatorban tértént (C£6%, leved 95%, paratartalom 95%). A kisérleteket a

Ve

A membranhoz kotott protein kindz C meghatarozasa

A modszert a Bell és mtsai (Bell és mtsai, 198@ldeirt Gopalakrishna és mtsai
(Gopalakrishna és mtsai, 1986) altal médositott andeégeztilk. A leptin stimulaciot kovet
0—45 perc idtartamban a monocita szuszpenzi6t>(3@jt/ml) 4 °C-on centrifugaltuk. A
pelletet jéghideg Hepessel bedllitott pH-ju HBS&Halmazo EDTA-ban, 0,5 mmol/l EGTA-
ban, fenil-metil-szulfonil-fluoridban (Sigma), ésupeptinben (Sigma) vettik fel Gjra. A
sejteket ultrahangos eljarassal tartuk fel (Bransonifier 450), majd 100000 g-vel
centrifugaltuk 4°C-on 45 percen at (Beckman L5- 65B). A pelletet [@hal (Sigma) és 1%-
os Nonidet P-40 (Sigma)-el oldottuk fel. A pelletat fentiek szerint még egyszer
homogenizaltuk és centrifugaltuk. A membranfrakd®kC aktivitasanak meghatarozasahoz
mértiik a>P, 100-200 cpm/mg{P]-ATP-b3l, 100 pg/ml hiszton 11I-S-be (Sigma) épuilését 10
mmol/l MgCl, 1,5 mmol/l CaCl, 96 ug/ml I-foszfatidil-L-szerin (Sigma), 6,5ug/Holeoil-
2-acetil-sn-glicerol (Sigma), 50 pmol/l adenozinrifeszfatNa (ATP, Sigma), és 100-200
cpm/mg F?P]JATP jelenlétében. A reakciét, 10 perc elteltenijiggghideg triklor-ecetsavval és
bovine serum albuminnal (BSA) allitottuk le. Ezutarcsapadékot 0,45 pum Millipore HA
sZirén sAirtik at és 5 x2ml jéghideg triklor-ecetsavval mé&stA radioaktivitast Packard
2200 CA liquid szcintillaciés szamlaléval hatardetmeg. A PKC aktivitast a beépiitP

(pmol/min/mg fehérje) mennyiségével fejeztik ki.

Az endogén koleszterin szintézis mérése

A mérést McNamara és mtsai (McNamara e€s mtsai,)1986lszere szerint végeztik
el. A monocitakat (10 sejt), melyeket 1 ml 2,5 nmol/l [ZC]-acetatot (1,8 GBg/mmol
specifikus aktivitas [Isotope Institute of the Hangn Academy of Sciences]) tartalmazo

HBSS-ben szuszpendaltunk fel 1-500 ng/ml leptinéela fent emlitett gatlészerekkel
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inkubaltuk. A reakciot a 4h inkubacio végén 0,5nil M KOH-dal allitottuk le és a mintakat
70 °C-on 90 percig szaponifikaltuk. Bélsstandardként [1,2H]-koleszterint (1480
GBg/mmol) hasznaltunk. Az el nem szappanositotiddiket hexannal vontuk ki. Az
extraktumokat aluminium-oxid oszlopokra vittik & a szteroid frakciot aceton és dietil-éter
1:1 aranyu keverékével eludltuk. Az eluatumok sagéit koveten meértik radioaktivitasukat.

Az értékeket a szintetizalt koleszterin pmol/H/@nocita mennyiségével fejeztiik ki.

Szuperoxid anion képz 6édeés

A szuperoxid anion termelés mérése a leptin staniat koveten 30 percen
keresztll, a ferricitokrom C (Sigma) szuperoxidndizgaz gatolhaté redukcidjaval tortént
(Cohen és Chovaniek, 1978). Minden mérés triplikdtan tortént. Az eredményeket a° 10

“ sz

monocita) egységben fejeztik Ki.

Az Ins(1,4,5)P3 meghatarozasa

Az Ins(1,4,5)P3 meghatarozasat Patthy modszerénszeégeztik (Patthy és mtsai,
1990). A HBSS-el készitett monocita szuszpenzidkaf sejt/ml) 4 6ran keresztiil razéas
kdzben inkubaltuk 37TC-on 100-200uCi myo-[’H]inositol (Amersham) és 10 nmol/l LiCl
jelenlétében C@inkubatorban. A gatlészerek megfélédoncentracidit a myo®H]- inozitol
eldinkub4cid vége étt 30-120 perccel adtuk a keverékekhez. Alapos stokéveten
meghataroztuk a sejtekhez tartoz6 radioaktivitignintaban a beépiilt mydH]- inozitol a
gatlészerek jelenlétében is meghaladta az alkalthtedfes radioaktivitas 6tven szazalékat. A
gatlészereket — a mosést kdet — Gjra hozzaadtuk a monocitdkhoz és a sejtékeighml
allitottuk le, melyet telitett kalium-hidrogén-kanéttal semlegesitettiink. Az Ins(1,4,5)P3-ot
reverz fazisu ion-par kromatografia hasznalataxalaituk. Bel$ standardként Ins(1,4,5)P3-
ot (Amersham) hasznaltunk. A kéuibtt Ins(1,4,5)P3 mennyiségét az Ins(1,4,5)P3 gmgl|

0sszfehérje hanyadossal fejeztik Ki.
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Az intracellularis [Ca *"] meghatérozasa

Az intracellularis [C&] meghatarozasat a koradbban lefrtak szerint végeztil
(Kosztaczky és mtsai, 20075 x 1¢ monocitat 1 ml térfogatban 2Ql Indo 1/AM
(Calbiochem) hozzaadasa utdan 30 percen at 37°Gmattunk. A sejteket ezt koven
alaposan mostuk és Ujra felvettik HBSS-ben. A ldegie a gatlészereket a leptin stimulaciot
megebzéen a korabban meghatarozottoheén adtuk. Az alkalmazott gatloszerek nem
befolydsoltdk az Indo 1/AM képességét a citoszorbad C& mennyiségének
meghatarozasaban. A intracellularis {§aneghatarozasa spektrofluoriméterben (Hitachi, F-
4500) 405 és 485 nm-en, 37°C-on, folyamatos keésrtmellett tortént. A méréshez hasznalt
sejtszuszpenziét, amely 2 ml HBSS-berf h@onocitat tartalmazott, kiivettaba helyeztiik,
majd a sejteket 50 ng/ml végkoncentracidju leptirstenulaltuk a 6 perc hosszu méres
nulladik percében. A G4 szignalokat a bazalis (nyugalmi) intracellulai@a’] -t a leptin-
stimulalt intracellularis [CZ] —bdl kivonva kaptuk meg. A gorbe alatti teriiletatea under

curve [AUC])) a hat perc fitartamhoz tartozé Gaszignalok gorbéidl szamoltuk.

Statisztikai analizis

A dolgozatban vizsgalt paraméterek elemzésére Istdiisztikat alkalmaztunk
(esetszam, atlag, széras). A monocitak mPKC s#intgs intracellularis kalcium
koncentraciéit gorbe alatti tertlet (AUC) szamoladéadtuk meg amit egyutas ANOVA-val
elemeztink. A csoportok ko6zotti killonbségek vizaggah a Newman-Keuls kiegésziesztet
hasznaltuk. Az elemzéseink soran<a (@05 valdszifiségi szintet tekintettilk statisztikailag

szignifikansnak.
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V. EREDMENYEK

1. Leptin hatdsanak vizsgalata az endogén koleszter  inszintézisre

1.1 Leptin koncentracidgradiens hatasanak vizsgalata

Az els) kisérletsorozat soran a leptin endogén koleszsziimézisre gyakorolt hatas
kontroll (K) és tulsulyos egyénekb szarmazoé (TS) monocitakon, kulonbdz leptin

koncentraciok alkalmazasa mellett vizsgali4. Abra).

4. Abra

Endogén koleszterin szintézis

e b
15 - a a H Kontroll

10 - M Tulsulyos

0} 1 10 50 100 250 500

Szintetizalt koleszterol(pmol/60

Leptin(ng/ml)

4. Abra: Az endogén koleszterinszintézis valtozasai kilénboé leptin koncentraciokkal torténé kezelést
kovetden K és TS monocitdkbanAz értékek atlag+SD-ben vannak kifejezve. (aKAes T< értékek kozotti
kilonbségek szignifikansak (p 0,001); (b) a koleszteradzintézis emelkedése szignifiki (p < 0,001); (c) a
koleszterol szintézis cstkkenése szignifil (p < 0,001).

A TS csoportba tartozo, nyugalmi allapotd monociték &nlerin szintézisének al
szinte magasabb volt, mint a csoportba tartoz6 monocitasetéen. Ksejtekben 10-100
ng/ml leptin stimulalta a koleszterin szintézistijgmmagasabb: 2-500 ng/ml leptin
koncentracié csokkentette azt. Ezzel szember500 ng/ml leptin koncentracia TS

monocitak endogén koleszterin szintézisének jétemdvekeéséhez vezetett, amelyrra

~
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enged kovetkeztetni, hogy TS monocitakban, az efrdgpleszterin szintézist limitalo

szabalyozé mechanizmus sérdlt.

[V

Tanulmanyoztuk az 50 és 500 ng/ml leptinnel stimh@adogén koleszterin szintézis

downstream regulaciojat a két monocita csoportBaigblazas).

3. Tablazat: Kulonb6z6 gatlészerek hatasa a kontroll és tulsulyos egyéneid szeparalt

monocitak leptin stimulalt endogén koleszterinszirdzisére

Gatlészerek Szintetizalt koleszterin mennyisége (pmol/60 perdl monocita)
Kontroll monocitak Tulsulyos egyének monocitai
Lp50 Lp500 Lp50 Lp500
Nincs 16,8+3,2 5,56+1° 28,2+6,3* 28,7+5,5*
Neomycin 13,1+2,5** 5,7+¥1,1 25,315,5 26,945,1
Pertussis toxin 15,2+3.1 5,1+0,9 27,845,5 27,345,8
Thapsigargin 12,6+2,2** 7,1£1,2 26,515,1 30,1+6,1
Medium V 15,9+3,4 6,1+1,1 13,5+3,1** 14,7+2,2**
H-7 16,1+3,1 14,742, 7 27,9455 26,8+5,1
Wortmannin 10,8+2,1** 9,1+1,8 12,7+2,5** 11,2+2,1**
PD98059 11,6%2,2** 5,6+1,0 14,842, 7** 26,2+2,5
Fluvasztatin 10,8+2,0** 6,1+1,1 8,2+1,8** 5,5+1,1**
25-HC 8,6+1,4** 5,5£1,0 7,1+£1,2** 5,7+1,3**

Az értékek atlag+SD-ben vannak megadva. Lp50= 3fngptin; Lp500= 500 ng/ml leptin.

2 A leptin koleszterinszintézist csokkértatasa szignifikans €0,001).

P A szintézis helyreallasa szignifikans(p001). Az érték nyugvé K sejtekben 12,8+2,2, Tfiekben pedig
16,5+3,3 pmol koleszterin/60 perc/ihonocita

* A klllonbség K és TS sejtek kdzott szignifikdns@01).

** A gatlas szignifikans (g0,001).

50 ng/ml leptin koncentracid6 mindkét monocita tipas ndvelte a koleszterin

szintézist bar a reakcio kifejezettebb volt TSeddjen. A koleszterin szintézis emelkedését a
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PI3K inhibitor WMN, a MAPK inhibitor PD98059, a HMGOA reduktaz inhibitor
fluvasztatin és a SCAP inhibitor 25-HC mindkét maie csoportban gatolta. Kontroll
sejtekben a leptin-indukalt koleszterin szintézest PLC inhibitor neomycin és az
intracellularis C&' raktarak szupresszora a thapsigargin is csokkentézzel szemben TS
monocitakban a verapamilt tartalmazé Medium V gatbaldta a leptin-indukalt koleszterin
szintézist. Ezen kivul mindkét monocita csoportib@mulmanyoztuk a jelatviteli Gtvonalak
mikodését 500 ng/ml leptin hozzaadasat késet Kontroll monocitakban a koleszterin
szintézis csokkenését a thapsigargin, a H-7 ésramaanin ebkezelés megszintette, amely a
Cd*-jelatvitel, a cPKC és a PI3K aktivaciéjanak széreputal a leptin-indukalt koleszterin
Medium V-vel, wortmanninnal, 25-HC-vel és fluvagirinal csokkentette a leptin hataséara

fokozodott koleszterin szintézist.

1.3 A PKC szerepe a koleszterin szintézis regulagaban

A kontroll és a TS sejteknek a cPKC inhibitor H-el7-szemben tanudsitott
erzekenysége kozotti szignifikans kilonbség figyalket a PKC izoformak jeletségére
iranyitotta az endogén koleszterin egyensuly remjban. Az5. Abra felvilagositast ad a
K és TS monocitak leptin kezelést kdvedktiv — membranhoz kotott — PKC szintjének
valtozasairdl. A koleszterin szintézis mérését kéme a mPKC szint leptin kezelést kovet
betoltott lehetséges szerepének tisztazasat.

A PKC aktivitast a kontroll és az TS monocitakbarb@ és 500 ng/ml koncentraciéju
leptin-stimulaciot koveéten 45 percen &t mértik. A kontroll csoportban aagsleptin
koncentraciéval tortén stimulaciot koveten 5 perccel egy korai csucsot, mig 500 ng/mi
stimulaciét koveten 30-35 perccel egy masodik csucsot is megfigyklti leptin-indukalt
PKC id5 gorbék a TS monocitdkban azt mutattak, hogy a Rik@Gvitdsa nyugvd TS
sejtekben a kontroll sejteknél megfigyelt aktivitétszerese. Ezen feliul 50 ng/ml leptin TS
monocitakban két csuccsal rendelkemo gorbét eredményezett, mig 500 ng/ml-es

koncentracional egyetlen nagy csucsot lattunk, medymaximuma 30 percnél volt.
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5. Abra

mPKC aktivalasa leptinnel

12000

- H\O\._.
8000 T

< /( T =—KLp(50)
Q T FASS

4§6000 + A —&—KLp(500)
Q.

TLp(50)

4000 | 1 /L l"

/ \ —8—TLp(500)
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oI I . : l
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mPKC aktivitas(beépilt 32P/min/mg

A pontok az atlagtSDertékeket jeloli. Roviditések:K=kontroll; T=tulsulyos; Lp(50) = 50 ng/t leptin;
Lp(500) = 500 ng/mleptin; mPKC=membranhoz kotétt protein kinaz C.
AUC szamolasakoa kontroll csoportban, az 50 és 500 ng/ml le-indukcié esein az el$
csucsok kozel azonos érték voltak és a masodik nagy csucs kizarélag az 50@Ingptin
hozzdadasa utén jelent mdg Tablazat).

A TS csoportokban a lep-indukalt membranhoz kotétt PKC aktivacio kifejeréth
volt, mint a kontroll sejtekben és az 500 ng/minsiiaciot kbved nagy csucs magasabb v
mint az 50 ng/mkes leptin koncentracié hozzdadasa utan &z két csucs 6ssge. A4.
Tablazat AUC értékei azt mutatjak, hogy mindkét kontroll nogita csoportban
membrankotétt PKC aktivitds csucsokat a wortmareléiinkubacié gatolta, amig az 5!
ng/ml leptin kezelést kbvétmasodik csucs esetén a PKC aktivitast a wortmaésa H-7 is
csokkentette. TS monocitakban a PKC aktivitds meigidja a 7-re flggetlen az
alkalmazott leptin koncentraciotol és a PKC akéisit csak a PI3K inhibitor wortmanr
gatolja. A fenti eredményeket dsszegeugy ftinik, hogy TS monocitdkban a-7 szenzitiv

cPKC aktivacié hianya jeletd szerepet jatszik a leptin kezelés koleszterintézisre hatt
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4.Tabladzat: Kontroll és tulsulyos egyének monocithan mért mPKC aktivitas

érzékenysége a kulonbdkinhibitorokra

Csoportok Leptin (ng/ml) WMN H-7 mPKC (AUC)x10°
50 500 1. cstcs 2. csucs
Kontroll + - - - 8,67+1,5 0
monocitak + - + - 0,97+0,2 0
m _ _ + 6,81+1,F 0
- + - - 10,41+2,% 75,07+15,3
- + + - 0,61+1,f 6,82+1,4
- + - + 8,41+1,5  8,04+13
Tulsulyos + - - - 26,0245, 146,52+26,8
egyének + - + - 6,96+1,3 15,62+3,4
monocitai + - - + 25,78+5,1 140,21+27,6
- + - - 265,48+53,7
- I + - 33,64+6,5
- + - + 269,18+51,8

Roviditések: mPKC = membranhoz kététt proteinki@dAUC= 45 perc idgorbe alatti tertlet; WMN= 10 uM
wortmannin; H-7= 10 uM H-7. Az elsés masodik csucs AUC értékeit a 0-15 és 15-45fieszamoltuk.

& A gétlas wortmanninnal szignifikans volt£0,001).

® A gatlas H-7-el szignifikans volt 0,001).

© A cslcs szignifikdnsan magasabb volt az 50 nggptinnel indukalt cstcsnal gD,001).

4 Az el és masodik cslcs szignifikdnsan magasabb volt ®8oaitdkban, mint kontroll monocitakban (p
<0,001)

¢ Az elss és masodik cslcs 0sszege szignifikdnsan alacsonyait az egyetlen, 500 ng/ml leptinnel stimulalt
csucs (p<0,001).

2. Leptin hatasanak vizsgalata az intracellularis k  alcium

viszonyokra és a Nox m dkodésére

2.1 A K és TS monocitak leptin indukalt intracelluaris kalcium valtozasai

A kovetked kisérletsorozatban a tulsulyos és a normal tegtsiggyének

monocitainak leptin-indukalt intracelluléris [Ehvaltozasait hasonlitottuk dss#& @Abra).
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6. Abra: Intracellularis [Ca®'] valtozasok a kontroll és tulstlyosegyénelbél szarmazé

leptinnel stimulalt monocitakban

' Leptin-stimulalt [Ca?*],
200 =@= Kontro

=== TUlsulyos
600 —o— K. Szignal

500 | ==T.Szignal P

400

300

[CaZ*]; (nmol/1)

200

100

sz

intracellularis [C&'] értékeketés a C?* szignalokat (leptirstimulalt és nyugalmi kalcium szintek kiilénbsé
mutatja be kontroll és tulsulyegyénekbe. Az értékek atlagtSD-ben vannak kifejezve.

TS monocitaknal a nyugalmintracellularis [C&"] szintek a K sejtekhez képe
magasabbak voltak, mig a **- id3 gorbék cslicsai alacsonyabbak voltak ébéth késbb
jelentek meg. A C& wzignalok bemutatasa 6. Abran lathat6. Az5. Tablazatbana C&"
szgnalok gorbe alatti terlletbekifejezett ertékeit adjuk meg. A TS monocitak AUGekei
szignifikansan magsabbak voltak, mint a K monocitak értékei, amiodéla, az alacson

csucs ellenére, az alapvonalhoz téftelhizédé, lassablisszatérés leht

2.2 A megvaltozott kalcium szignalok okana vizsgalata

A C&* szignalok eredetének felkutatdsahoz a mdakat pertusszisz toxinr,

neomycinnelthapsigarginnal, wortmannint és Medium Wel inkubaltuk eb.
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5. Tablazat: Leptin-indukalt Ca?'-szignalok gatlasa normal testsulyG kontroll és

tulsulyos férfiak monocitaiban

Eléinkub&cié soran Kontroll Tulsulyos Kontroll Tulsulyos
hasznalt anyag: n=16 n=18 n=16 n=18
Cd" szignal AUC értéke Gatlas mértéke (%)

Leptin 1497+178 3309+489 - -

PTX + Leptin 1455+267 33251628 0 0
Neomycin + Leptin 768+145 26774555 48,7+8.1 19,1+3.2
Thaps + Leptin 590+121  2285+467  60,6+11.5  30,945.5
WMN + Leptin 688+142 27734548  54,0+10.2  16,2+3.1
Medium V + Leptin 15114311  894+18% 0 73,0£13.2

Az értékek atlag+SD-ben vannak kifejezve. RovidikesAUC= a C& gorbe alatti teriilet értéke; PTX=
pertusszisz toxin; Thaps= thapsigargin; WMN= wommia; Medium V= az éinkubécié C&"-mentes 3 mM
EGTA-t és 10uM verapamilt tartalmaz6 médiumban tortént. Az étéla stimulalt - nyugvdé AUC értékeket
jelentik.

” A kontroll és a talstlyos egyénehliszarmazé monocitak kozétti killonbség szignifikgms0,001),

és az inhibitoros kezelés szignifikans hatast érpeD(001).

A kapott adatok szerint a PTX nem volt hatassapdin-indukalt C&" szignalokra, ami arra
utal, hogy a C& szintjének valtozasa leptin kezelést kdeet figgetlen a G protein
aktivacigjatol. A neomycin, thapsigargin és WMN &jtekben nagyobb mértékben gatolta a
Cd* szignalokat, mint a TS monocitakban, mert ez utdfsioportban a géatlas szazaléka
mindodssze 19,1; 30,9 és 16,2 volt szemben a Kkbgte szamolt 48,7; 60,6 és 54,0
ertékekkel. A legkifejezettebb gatldé hatasa a Tj&lseMedium V-ben tortéh inkubacionak
volt (73,0 %), mig K monocitakban a €aszignalokat az extracellularis €ahianya nem
befolyasolta (0% gatlas). Ez arra enged kovetkeztétogy a verapamil-szenzitiv Ea
csatornék csak a TS sejtekben vesznek részt adepiikalt C&" szignalok elidézésében.
Ezzel ellentétben azt taldltuk, hogy a “Catranszlokaciéja thapsigargin szenzitiv
intracellularis raktarakbol nagyobb K sejtekbengmsikzerepe a TS monocitdkban kevésbé

kifejezett.
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2.3 Az Ins(1,4,5)P3 szintjének valtozasa a kalciujalatvitel gatlasa soran

A kovetke®d kisérletsorozatban a K és TS monocitdkban tapgaddibinbségeket
tovabb vizsgaltuk. 6. Tablazat a leptin-indukalt Ins(1,4,5)P3 szignalokat és avalaszat
mutatja a kilonbdgjelatviteli dtvonalak gatlasara.

Az Ins(1,4,5)P3 értéke kontroll sejtekben a leptezelést kdvéen 98,6 pmol/mg
fehérje volt, amelyet a neomycin és a wortmanriengsen géatolt. TS monocitdkban a leptin
kezelés kisebb Ins(1,4,5)P3 szintemelkedést eregimétt, de a nyugvo TS sejtek alapszintje
magasabb volt a kontroll monocitakénal. Az eredre&ngrra is ramutatnak, hogy a PLC
leptin indukalt aktivaciojat egy wortmannin szenzifitvonal aktivacidja okozta, ami nem a

PTX szenzitiv Gproteinen keresztull tortént.

6. Tablazat: Leptin-indukalt Ins(1,4,5)P3 emelkedés normal testsulyd és tulsulyos

egyénektl szarmaz6 monocitakban

Eléinkubacié soran Kontroll Tulsulyos
hasznalt anyag: Ins(1,4,5)P3 (pmol/mg fehérje)
@ 25,7+4,5 36,8+7
Leptin 98,621 50,411
PTX + Leptin 101,2+22 53,1+11
Neomycin + Leptin 56,8+12 31,1%6,5
WMN + Leptin 65,5+13,5 30,56

Roviditések: Ins(1,4,5)P3 = inozitol(1,4,5)triszt#; PTX = pertusszisz toxin; WMN = wortmanninz A
értékek atlag+SD-ben vannak kifejezve. A meghatisokat duplikatumban végeztik.

"Az alapérték szignifikansan magasabb a kontrodliétnél (g 0,001);

" a leptin-indukalt emelkedés szignifikans(p001);

™ a gétlas szignifikans §0,001).
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2.4 A szuperoxid anion kép#édésben tapasztalt valtozaso

A tovabbiakban tisztdzni akartuk a szuperoxid aki@pdé: szerepét a megvaltoz
C&* homeosztazisban. &zo6r meghatéroztuk a lep-indukalt szuperoxid anion kéfidést &
két monocita csoportbaid.(Abra).

Eredményeink alapjan a leptin intenzivebb szupedraxiion képédést idézett éI TS
monocitakban, mint &ontrollokban, és ez a szuperoxid anion Kéjgs PTX rezisztens vo
A neomycin, thapsigargin €s wortmannin szignifikiéingatolta a NADPH oxidaz aktivacio
kontroll monocitakban §0,001), mig a médium V hatasara a szuperoxid aképmdés
valtozatlan maradt. Kiemeleri hogy a legkifejezettebb gatlast a thapsigargiltotta ki,
jelezve az intracellularis raktarakbdl toréiCe®" transzlokacié jeleségét a leptinhe

kapcsolodo jelatvitelben.

7. Abra: Inhibitorok hatasa a leptin altal kivaltott szuperoxid anion képzdésreK és TS

monocitdkban

4 )

Leptin kezelés hatasa a 0% képz6désre

250 -
H Kontroll

200 - Tulsulyos

50 -

0% képz6dés(nmol/30 min/107
monocita)
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Az &bra kilénbo& inhibitorok hatasat mutatja be a kontroll és tljlee monocita csoportok lep-indukalt
szuperoxid anion termelésére. Adirkubacié idtartama inhibitoronként valtozott. PTX=pertusszisxin;
Neom=neomycin; TG= thapsigargiWwMN= wortmannin; Flu= fluvasztatin. Az értékek atlagt-ben vannak
kifejezve.?® A szuperoxid anion képrés mértéke szignifikdnsan magasablezeletlel csoportokéhoz képest
(p<0,001);® A kontroll és talstlyos csoport kdzétti killonbsé&igsifikans (j<0,001); A atlas a leptin-indukalt
értékekhez képest szignifikaf{p<0,001), é¢ (p<0,05).
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Ezzel szemben a szuperoxid anion Ké@st TS monocitakban a Médium V gatc
szignifikAnsan, a neomycin, thapsigargin és wortmrarpedig csak mérsékelten. E:
eredmények alapjan a €aszignal fontos 6sszetéje a leptinindukalt NADPH oxidé:
aktivacidjanak, és ezek a jelatviteli utvonalak ckidoznek a kontroll és a tulsuly
szemeélyekBl szarmazamonocitdkban. A tovabbiakban fluvasztatinnal toft@ibinkubacio
mindkét nonocita csoportban a lep-indukalt szuperoxid anion kéfdés szignifikan:
csokkenését eredményezte, ahol a TS csoportbatéa gételjesebb vol

2.5 A kalcium jelatvitel gatlasanak kovetkezmény:

A 8. Abra a C&" szignal iddgorbéket thapsigargin, wortmannin és a szuperaxian

gatlasaban is részt vefluvasztatin jelenlétében abraz..

8.Abra: Kulénb6zé inhibitorok hatasa a leptin-indukalt Ca®* szignalokra kontroll és

tulsulyos férfiakbo6l szarmaz¢é monocitakban.

8. A Abra
4 o . o M
Thapsigargin hatasa a kalcium szignalokra
400 -
= o==Kontroll
350 A = = TUlstlyos
300 - \ === Kontroll+TG
% 250 s e—g=— TUIsulyos+TG
€
£ 200
&
w 150
o
100
50
0
0 1 2 3 4 5 6
T(min)
W J

Minden adatpont atlag + SbBen van kifejezve (n=6). A ¢* szignalok AUChan vannak feiintetve.A Ca®*
szignalokat thapsigargind@hkubéciot koveien abrazoltuk. Kontroll monocitakban a thapsigamatid hatas:
szignifikans volt (g0,001).
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8. B Abra

Medium V elGinkubacid hatasa az intracellularis kalcium h
koncentracidra
450 --0= Kontroll
400 === TUllsulyos
350 === .+ Medium V
< 300 —t—T.+ Medium V
(@]
£ 250
< 200 ‘} *\
o~ -— em» o= -
(¢°] -
& 150 §, - ~ .}
100
50 _ - - + = —T
0 m= o o o
0 1 2 3 4 5 6
- T(min) )

Minden adatpont &atlag + SPen van kifejezve (n=6). A ¢* szignalok AUCbkan vannak felintetve. A C&*

szignalokat Medium

V éinkubaciot kéveien abrazoltuk. Tulstlyos monocitakban a Medium Ydghatasa

szignifikans volt (50,001).

8. C Abra
4 . ) . . . M
Fluvasztatin hatasa az intracellularis kalcium
koncentracidra
450
=-0= Kontroll
400 o
=== TUlsulyos
— 350
= 200 == K.+F|u
[e) =—p—T.+Flu
£ 250
+E 200 }_ _ _*
o 150 _ - - S~ }
O 100
50
= |
0 ma—— - o =
0 1 2 3 4 5 6
- T(min) )
Minden adatpont atlag + SBen van kifejezve (n=6). A ¢* szignalok AUCban vannak felintetve. Talsulyos

monocitakban a fluvasztatin gatlo hatasa szigmifikéolt (;<0,001).

w
co
=l

~



8. D Abra

4 . ., . . h
Fluvasztatin, thapsigargin és Medium V hatdsa az
intracellularis kalcium koncentracidra
350 - = Tllsutlyos
300 =m= T.+Flu
<= 250 =o=—T +Flu+TG
° ——T.+Flu+V
200
g f’%---—-%\\\
4+ 150 o \\*
(o]
G 100
50 o
0 -
0 1 2 3 4 5 6
\ T(min) )

Fluvasztatin, fluvasztatin+thapsigargin és fluvatet- Medium V ebinkubacié hatdsa a ** szignalokra.

Minden adatpont atlag + SBen van kifejezve (n=6). A ¢* szignalok AUCbhan vannak feiintetve.A gatlas
fluvasztatinnal és fluvasatin+thapsigarginal szignifikans volt (§0,001).

Thapsigargin a Ca szignalokat csaK sejtekben gatolté8. A és8. B Abra), mig a
Médium V csak a TS monocitakra volt hatas8. B Abra). A fluvasztatin kezelés hatastal
volt kontroll sejtekben; TS sejtekben helylitotta a sériilt intracellularis [¢*] egyensulyt,
tehat meggatolta a citoszolikus szabad® csokkenését8. C Abra). TS monocitak
fluvasztatinnal tortént ékezelésekor vizsgaltuk a thapsigargin és a Médiuhmiasat8. D
Abra). Ebben az esetben a tin indukalt intracellularis [C4] cslics magassagat csal
thapsigargin csokkentette. (A gatlas mértéke 68MoM). Ezek az eredmények azt mutat|
hogy a HMG CoA reduktaz inhibitor fluvasztatin képalt helyreallitani TS monocitakbar

intracellularis [C4"] homeosztazis

2.6 A Nox és a kalcium viszonyok kapcsola

Véglil vizsgaltuk a leptin &ltal indukalt szuperoxidion kép#dés és C** szignalok
kozotti 6sszeflggéeseket. TS monocitakban pozitiwekéciot figyeltink meg a leptin alt
indukalt szuperoxid anion képdés és C** szignalok kozottq. Abra).
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9. Abra: A szuperoxid anion kép#dés és a kalcium szignalokkapcsolate K és TS

monocitakban.
4 . s . o R
Szuperoxid anon képz6dés és kalcium szignalok
korrelacidja
6000
e Kontroll
5000 = Tulstlyos .

——Linearis (Kontroll)
——Linearis (Tulsulyos)

CaZ*(nmol/1)
S
8

2000 e

° e O
‘ “
1000 ®
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Szuperoxid anion képzédés(nmol/30 min/107 sejt)

(. J

A talsulyos monocitak o) leptir-indukalt szuperoxid anion kéfidése és CA wignalja (AUC) kozott
szignifikans pozitiv korrelaciét figyeltink m: (r= 0,7765) (g0,001) Kontroll sejtekbe (0) nem volt
szignifikans korrelacié (r= 0771, n.s.

Ezt az Osszeflggést kontroll sejtekben nem talathdg. Ez alapjan feltételezlbie
hogy a szuperoxid anion k&mEsnek TS monocitak etében szerepe van a karosoc

intracellularis [C4'] viszonyok kialakiasaban.
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VI. MEGBESZELES

Az obezitas kialakuldsa soran kulcsszerepet jaegziin hatasat vizsgaltuk talsulyos
€s normal testsulya egészséges férfiak iérémlalt monocitakon. A leptinnek éhség- és
energiabevitel szabdlyozd szerepe mellett az ielirdéris folyamatok regulaciéjaban is
kiemelt szerepe van. Korabbi tanulmanyainkban hjitottuk, hogy 2-es tipusu diabétesz
mellituszban és hiperkoleszterinémiaban szetivedtegek neutrofiljeiben a FMLP és
angiotenzin Il indukalt jelatvitel eltér az egéespse kontrollokéitol (Foris és mtsai, 1998;

Paragh és mtsai, 1999; Paragh és mtsai, 2002).

1. A koleszterinszintézis regulaciojanak meghataroz 6 kulonbségei

Jelen kisérleteink soran a leptin elténddon befolyasolta a kontroll és a tulsulyos
férfiakbdl szarmazo monocitak koleszterinszintézisglcium viszonyait és a NADPH oxidaz
aktivitast. A monocitakat kilénbéz koncentraciéju leptinnel kezeltik és kontroll
monocitakban a leptin koleszterin szintézisre gyakdifazikus hatasat lattuk. Ez a jelenség
TS monocitakban hianyzott: a leptin koncentraciéelésevel a koleszterin szintézis
folyamatosan emelkedetd.( Abra). A kapott eredmények alapjan a monocita csoportok
kozotti feltételezett jelatvitelbeli kulonbségels#l és 500 ng/ml leptin stimulaciot kogen
vizsgaltuk. Ebben a folyamatban kilénboeredet C&”* jel, PI3K, MAPK és HMG-CoA
reduktaz jatszanak szerepet. A leptinhezéddtjelatvitel soran az inozitol foszfolipidek
szamos cellularis folyamat, pl. membrén transz@smpoptozis, regulatorai.

A leptinhez kobdo jelatviteli folyamat monocitdkban 6sszeolvadhatsnw@tokin
utvonalakkal (Balla, 2001; Greenberg és Obin, 2086 leptin -jelatvitel 6sszetarthat egy
k6z0ds citokin célgén felé a nukleuszba. Az obedtaan a zsirszdvetben emelkedett szamban
jelen 1é\b makrofagok felglsek a citokin termelés nagy részéért. Juge-AubryMéser
kimutatta, hogy leptin hatasadra a monocitak intadle-1 receptor antagonista (IL-1Ra)
szekrecioja fokozodik, ami obezitasban hozzajatubhdeptin rezisztencia kialakulasahoz
(Juge-Aubry és Meier, 2002; Juge-Aubry és mtsad420Az IL-1Ra az interleukin 1 citokin
csalad tagja, ami az ILedés IL-1B funkcidjat gatolja. A leptin a human monocitako&in
termelésének, igy pl. a tumor necrosis factofTNF-o), IL-6, €s IL-12 termelésének

modulalasaban is részt vesz (Procaccini és mt8aR)2 Obezitdsban a human zsirszovet egy
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enyhe foku, folyamatos gyulladasos allapotot hdrelg¢Fain, 2010), ennek hatasara az
SREBP és a SCAP expresszidja fokozddik és ennektké&xtében a koleszterinszintézis
mértéke is emelkedik (Ruan és mtsai, 2006; Ma ésaimt2008). Kisérleteink soran,
monocitakat leptin mellett 25-hidroxikoleszterinréd fluvasztatinnal kezelve, a koleszterin
szintézis gatlasat figyeltik meg. A 25-HC gatldédsat arra engedett kdvetkeztetni, hogy a
monocitakban a leptin indukalta metabolikus valsm& kialakulasaban a SREBP-SCAP
rendszer is szerepet kaphat. A 25-HC a SCAP-ra kimvetlen médon kapcsolddik, hanem
hatasat feltételezh@#n egy szenzor proteinen keresztil fejti ki. A katerinnel ellentétben a
25-HC a SCAP-ban nem okoz konformacio valtozasg @8-HC szenzor proteinen keresztil
elésegiti a SCAP-Insig protein kapcsolat kialakulg&etbior, 2002; Souvannakitti és mtsai,
2010).

Kutatocsoportunk korabbi kisérleteiben a hiperkaiEsnémiaban szenvédetegek
nyugvo és leptinnel kezelt monocitainak dté&oleszterin homeosztazisat talalta (Paragh és
mtsai, 2003). Jelenlegi vizsgéalatainkban a kolesetszintézis regulaciojanak a K és TS
monocitakban tapasztalt elémivolta két kérdést vetett fel: K monocitdkban azi oka a
magas (500 ng/ml) leptin koncentracidval toétekezelést kovét koleszterinszintézis
csokkenésének és ez miért nem tapasztalhaté TS ait@nesetén is? Ahogyan az3a
Tablazat adataibol l1athatd, az 500 ng/ml leptin altdliéézett koleszterin szintézis csokkenés
mérséksdott az intracellularis forrasbol szarmaz& Cezignalok H-7-el tortéhgatlasakor és
a wortmannin élkezelést koveéien. A H-7 hasznélata soran tehat vilagossa vakaiGggs
cPKC jelenss szerepe a koleszterinszintézis mértékének cstiddadmen a magas leptin
koncentracidval tortént stimulacié esetén. Emede®OCS3 képes a hosszu izoformaju leptin
receptor aktivitdsat csdkkenteni: a SOCS3 molekwékkolasi helye a Tyr985, melyen
keresztll a Tyr1138-medialt STAT3 aktivacio antagt@jaként nikddnek (Bjorbak és mtsai,
2000). Ezért a SOCS3-at, mint a leptin rezisztendelakulasanak egy meghatarozo
szerepdjét irtdk le (Howard és Flier, 2006; Séron és m2ad6). Korabban igazoltak, hogy a
SOCS3 expresszidjadd/iobez egerekucleus arcuatusabafokozott (You és mtsai, 2010),
de egészséges emberek leptin jelatvitelében b#téiérepe még tovabbi vizsgalodas targya.
Makrofagok PIM2 antigén kezelését kdveimelkedett SOCS3 és ERK1/2 expresszidjaban
mind a PKC, mind a PI3K jelatvitel szerepét bizootgak (Narayana és mtsai, 2009). A PKC
és a SOCS csaladikbdése tehat egymastol nem fliggetlen (Hwang éd,ri23@7a; Hwang
és mtsai, 2007b), ami tovabboésiti a PKC feltételezett szerepét a leptin reziszte
koleszterinszintézisben. Kutatocsoportunk koraliétetei soran monocitakban megfigyelte

a mar korabban leirt leptinhez kothgelatviteli ttvonalat, amelynek egyik eleme a diac
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glicerol altal ebidézett PKC-aktivacio (Kosztaczky és mtsai, 20@VB. Tablazat adatai azt
mutatjak, hogy az 50 ng/ml leptinnel tortént stifmid a kontroll és a TS monocita
csoportban is emelkedett koleszterin szintézishezetett. Ez az emelkedett koleszterin
szintézis rendkivil érzékeny volt a wortmannidkekelésre, ami arra utal, hogy a PI3K
aktivacidjanak és a terndelott Ins(3,4,5)P3-nak szerepe van a koleszterimtézs
fokozodasaban alacsony leptin dozis alkalmazaséatden. Az Ins(3,4,5)P3 tovabba emeli a
PKC( autofoszforilacidéjanak aktivaciojat és ezéltal MExB expresszidjat (Diaz-Meco és
mtsai, 1994). A4. Tablazatban feltintetett, leptin hatasara kialakuld6 mPKC godiatti
terilet értékek alapjan elmondhatjuk, hogy kontralbnocitakban a wortmannin szenzitiv
PKC aktivitas mindkét leptin koncentracié alkalmse&itan megjelent. Az. Abran kontroll
sejteknél megfigyelhét masodik csucs H-7 szenzitivnek bizonyult, a TS ocdéknal
azonban a wortmannin gatlas hatasossaga melleKCGy Rintézis H-7 rezisztens vold.(
Tablazat). A koleszterin szintézis a PKC szinttel 6sszhamglparhuzamosan valtozott: a
wortmannin K és TS monocitakban is gatolta a ka@srszintézist, mig a H-7-re csak a K
monocitak voltak érzékenyelB.( Tabldza). A WMN kezelés eredményeképpen mindkét
monocita csoportban megfigyeltigjatldo hatas a PI3K szerepére utal a PKC aktivalay).
Azonban az OW monocitak rezisztencidja a H-7-elrdmn arra enged kovetkeztetni, hogy a
koleszterinszintézis negativ visszacsatolasanakyhiaem a klasszikus, hanem egy atipusos
PKC szabalyozasa alatt allhat. A PKC aktivitas dekeszterinszintézis aktivitasa kozotti
hidat eredményeink alapjan a PK&épezi, amely az inhibitatB (I-xB) foszforilaciéjan
keresztll aktivalja az NéB-t, amely a magba jutva transzkripcios aktivatatkénikodik
(Diaz-Meco és mtsai, 1994). Az NB és a koleszterinszintézis szoros kapcsolatatFaBN
sztatinokkal és a koleszterinszintézis fokozodds&amemben tanudsitott érzékenysége
tamasztja ala (Inoue és mtsai, 2002; Mandosi €aifi810). A PKC mellett a kontroll és a
TS monocitak koleszterin szintézis szabalyozasamagfigyelt kilénbségeihez a PI3K
kilénb6ad regulécidja, a megvaltozott membranosszetétel émbran rigiditds és a TS
monocitak membran raftjainak koleszterin akkumugcis hozzajérulhat (Calleros és mtsai,

2006; Seres és mtsai, 2006). A koleszterinszintéggin kezelést kovét megvaltozott

Ve
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10. Abra: A koleszterinszintézis regulacidjanak eliré jeltovabbitasa K és TS

monocitdkban

Ins(1,4,5)P3

/ \ PLC

Koleszterin szintézis

Mevalonat-ciklus

!

SCAP-gének
(HMG-CoA red.)

Az abra a K és TS monocitdk koleszterin regulacigka eltéé, altalunk feltételezett jelatviteli

Utvonalakat mutatja be. A zdld és piros nyilakkeloft Utvonalak az eredményeink szerint a K és TS

monocitakban meghatarozobb Gtvonalakat jelolikzAggatott nyilakkal jel6lt (Gprotein szerepét a koleszterin
szintézisében nem tudtuk bizonyitani. Magas legtincentracidval tortéhkezelés esetén K monocitdkban a
klasszikus PKC koleszterin szintézist csotkkematasara kovetkeztethatiink, mig a TS monocitakban
koleszterin szintézis negativ visszacsatolasaréhyhert a PKCteheb feleléssé. Roviditések: LepRb= hosszu
izoformdju leptin receptor; & ,inhibitor” G protein; PLC= foszfolipdz C; Ins(12)P3= inozitol(1,4,5)-
triszfoszfat; DAG= diacil-glicerol; cPKC= klasszi&yproteinkindz C; SRE= ,sterol regulatory elememI3K=
foszfatidilinozitol-3-kinaz.
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2. Az intracellularis kalcium szint és a Nox szabal yozasa

Kisérleteinkben a TS monocitak kalciumhaztartdsdbavaltozdsokat tapasztaltunk.
Az intracellularis [CAT] szignifikdnsan magasabb volt nyugvé TS monocitakBs a leptin
stimuléciét kovet Cea* szignalok cslicsai kisebbek voltak, mint a kontrotnocitak C&'
tranziensei. Emellett az intracellularis fJavisszatérése az alapszintre késleltetett volt,
amelyet a C4 lassabb kipumpalasa okozott a citoplazmabdl. Mirklea tulsulyos egyének
monocitainak jelertsen megvaltozott G homeosztazisara utalnak. Az eredményeink
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy T@haouitakban a leptin — mas citokinek
mellett — részt vesz az intracellularis fJaemelésében, ezen sejtekeiszabadgysk képz
képessége miatt. Az intracellularis f(Jahomeosztazis megvaltozasat az intracellularis
készletekbl torténs Ca* transzlokécié sériilésével és a’Caitoszolbdl tortét lassabb
kipumpalassal jellemezhetjuk.

A jelenség hatterében tobb dolog allhat: 1. A ,kakos” ,receptor - Ins(1,4,5)P3 -
intracellularis C&" készletek - C& szignal” jelatviteli dtvonal sériilése. 2. A kalgiu
szignalok eredetének a €averapamil-érzékeny Gha csatornakon keresztiil tortén
bearamlasa felé eltolédasa. 3. Az intracellula@st] késleltetett visszatérése a nyugalmi
szintre, ahogyan azt a leptin stimulaciét kéveet* ids-gorbéken lathatjuk.

Amikor a C&" szignalok (leptin-indukalt emelkedés és a intiatélis [C&']
nyugalmi szintjének kilonbsége)sigiorbéit vizsgaltuk a telies aszignalok gorbe alatti
terlletének jeles emelkedését talaltuk TS monocitdkban a K morkioiiad képest
(3309+489 szemben a 1497+178-al). Az AUC leptinalakivaltott emelkedését TS
monocitakban a CG& szignélok lassabb normalizalédasa okozta. A mad@locmindkét
csoportjaban a thapsigargin gatl6 hatasa a WMNztterPI3 kindz hosszu tipusua leptin
receptorok szignalizacidjaban valo részvételéndkato be (Frihbeck, 2006; Balla, 2006). A
PI3 kinaz képes a foszfatidilinozitolt diacil-gliodra és Ins(3,4,5)P3-ra hasitani, amely
aktivalja az Ins(1,4,5)P3 képzését indukélo PLCireak (Visnjic és Banfic, 2007). Ennek
kovetkeztében, a thapsigargin lecsokkent gatléshal®es monocitdkbarb( Tablazal) arra
utal, hogy ezekben a sejtekben a leptin-indukaft' Gaignalt a C& extracellularis térdl
tortérd bearamlasa okozza, ellenben az irodalomban ataéaibato bizonyiték, hogy a PTX-
rezisztens Ins(1,4,5)P3 is részt vesz a szigna(vém és mtsai, 2000; Gerasimenko és
Gerasimenko, 2004). X. Abra azt mutatja be, hogy a thapsigargin K és TS degeks

gatolta a szuperoxid anion képst, ami szerint a €aszignal indukalt NADPH oxidaz
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aktivacié részben az intracellularisan mobilizaiatsad C&-tél fiigg. Az Ins(1,4,5)P3 leptin
hatasara bekdvetkéemelkedés WMN éinkubacio hatasara tortészignifikans csdkkenése
(6. Tablazah alatamasztja feltevésinket, miszerint a PI3 kisaPLC szabélyozéasaval
szerepet jatszik a leptin indukalt Tazignal kialakulasaban. Monocitakban az Ins(1RB5)
elsidézte raktarirités kovetkezménye a’‘Cextracellularis térl torténs belépése, amely
segiti a készlet pétlasat. Az intracellularis {amelkedése pedig szilkséges a NADPH
oxiddz, a @ termeléseért felés enzim, aktividcidjdhoz (Schepers és mtsai, 2089).
intracellularis C& homeosztazis és a szabadgyokkéiés kozotti kapcsolat K és TS
monocitakban tovabbi vizsgalatot igényel. Korablkéaodltik, hogy az angiotenzin Il és a
leptin a kontrollokéhoz képest emelte a szuperoaiion és leukotrien képdést
hiperkoleszterinémias betegek neutrofiljeiben ézabadgyokké@mést mind ain vivo és az

in vitro statin kezelés is részlegesen gatolta (Seresss,12005; Kosztaczky és mtsai, 2006).
A plazmamembranban talalhatd kalcium/kalmodulineshefens ATPaz az egyetlen rendszer
nem-ingerelhét sejtekben a kalcium kipumpélasara. igy, az inthakéeis kalcium
koncentracié szabalyozasaban ez a legmeghatarengimatikus C& pumpa (Cartwright és
mtsai, 2009; Bobe és mtsai, 2004). A kalmodulin 45-is metioninjanak specifikus
oxidacioja miatt - érzékeny a szabadgyokokre, nkelyatasara a 20S proteoszémaban a
molekula tobb lépcidben lebomlik (Sacksteder és mtsai, 2006). Ebbeamalmanyban, TS
monocitakban a leptin-generalt szuperoxid anionz&@@sének szignifikAns emelkedését
talaltuk. TS monocitak esetében a szuperoxid aképmdésének csokkenése Medium V és
fluvasztatin edkezelés hatasara nem pusztan megvaltozott jeldeéyitbanem egyfél a
szuperoxid anion képdés mevalonat ciklus flggésére, masfeh sztatinok endogén
antioxidans aktivitdsara utal. A sztatinok a HMG ACceduktdznak, a mevalonéat ciklus
kulcsenzimének, inhibitorai (Fritz, 2009). Tovabadztatinoknak pleiotropikus hatasuk is
van, igy nem csak a koleszterin szintézist gatplffdnem a Rho szupercsalad tagjait is,
melyek a sejt proliferaciéért, tumorkéusért és a Racl kis GTPaz aktivaciojaért felelnek
(Zhou és Liao, 2010; Diebold és Bokoch, 2005). Eibhbi szerepet jatszik a monocitak
Angll és a leptin stimulalt szuperoxid anion képzesszben csokkenteni (Seres és mitsai,
2005; Kosztaczky és mtsai, 2006). A mevalonat siligd (fluvasztatinnal gatolhato) része
a leptin-indukalt szuperoxid anion képi&snek kifejezettebb TS, mint K monocitakban. Ez a
felfedezés azt a feltevést tamasztja ald, hogy radbgen antioxidans aktivitas nem az
egyeduli jellemdje a sztatinoknak a ROS kéjues gatlasdban. A fluvasztatin képes TS

sejtekben megsziintetni az intracellularis{Tkésleltetett alapszintre keriilését, feltdlest a
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fokozott szuperoxid anion kéfaés gatlasaval, mellyel jeléisen csokkenti a Gaszignalt.

A fluvasztatin kezelés eredményeképpen a sejtekb@d* szignal a thapsigargin érzékeny
készletlsl szarmazott, a G4 bearamlasa a acsatornakon keresztiil megallt, és a szabad
cd" eltinése a citoszolbdl helyreall8.(Abra). Ezen kiviill TS monocitakban szignifikans,
erds pozitiv korrelaciét talaltunk a leptin-indukalzuperoxid anion kégirlés és a Ca
szignalok AUC értékei kozott. A TS monocitak ‘Caszintiének és ROS képzésének
valtozéasait d.1. Abra szemlélteti.

11. Abra: TS monocitdk emelkedett [C4")-nak és G termelésének kapcsolata

NADPH /
oxidaz

i
R ﬁ
o0 e u iy
mﬁﬁﬁﬂ?ﬁﬁg@ﬁwggﬂug Mgnﬂﬂﬂgﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬁm

Az 4bra a TS monocitak esetében a leptin hatask@vbtkes [Ca]; emelkedés és NADPH oxidaz aktivitas
fokozddasanak szignifikdns pozitiv korrelacidjamelketséges magyarazataval szolgal. A sejtbé k&cium a
NADPH oxidaz aktivitdsat fokozza. A fokozottan t&lfdd O, az ER kalcium dritését fokozza. Az ER
lumenének csokkén kalcium koncentracidja fokozza a szabadgyokképst, amelynek pozitiv
visszacsatolasaként a mitokondrium is fokozott ékmen termel @ -t. A szabadgydkok karositjak a
plazmamembran G ATP-azt (PMCA), ami a kalciumot nem tudja megféleebességgel a sejtplazmabol
eltavolitani. A TS monocitakban ez lehet az okit@szol emelkedett Caés Q koncentracidjanak.
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Eredményeink 0sszegzéseként azt a kovetkeztetagtkvie, hogy TS monocitakban
egy H-7-el szemben érzéketlen, de wortmanninrakérgé PKC aktivitas van jelen, ami
valészitileg egy atipusos Gaszignal fiiggetlen PKC aktivalasanak koszoGhets ami
feleléssé tehét a leptin-medialt koleszterin szintézis fokozasabe® monocitdkban a &4
szignalok emelkedését részben a leptin indukalt peazoxid anion képilés
membrantranszport karosité hatasanak kévetkezményakCa" sériilt effluxa okozza.

A C&* homeosztazis felborulasa kulcsszerepet jatszitnegdetegség, pl. obezitas,
inzulin  rezisztencia, hipertenzio és atheroszklerdzkialakulasdban. A testsuly
szabalyozasaban szerepet jatsz6 géntermék, az agmain befolyasolja a Gabelépést és
az intracellularis [Cd] szintek emelkedésével gatolja a lipolizist éssegiti a lipogenezist
human és egér adipocitakban. Mivel emberben aztagamieint a zsirszovet is termeli, ezért
hasonléképpen fejthet ki parakrin hatasokat azadeftularis [C4']-ra igy stimulalva ade
novolipogenezist és &egitve az obezitas kialakulaséat. Eszerint d €zignalizaci6 terapias
beavatkozéasi pontot jelenthet az obezitasban (Zex@9). A sztatinok, koszonltiein azon
képességuknek, hogy a szabadgyokkdpz gatlasan keresztil csdkkentik az intracelkilari
[Ca®"] szintjét és csokkentik a koleszterinszintéziehtds szerepet jatszanak az obezitassal
kapcsolatos betegségek, pl. inzulin rezisztenciperkoleszterinémia és atheroszklerézis

kezelésében.
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VIl. OSSZEFOGLALAS

Az obezitas fontos szerepet jatszik szamos betdgatkulasaban, melyek kdzoétt az
atheroszkler6zis és a tumoros megbetegedések ysthiedpnak. A leptin egy zsirszovet
eredett hormon, melynek szintje tulsuly esetén emelkedAttleptin monocitdkban a
gyulladasos folyamatok és a koleszterin bioszistézgulacioért felék.

Kisérleteinkben célultiztik ki a leptin koncentraciofigghatasanak vizsgalatat
tulsulyos férfiak monocitaiban (TS) és az alacsésymagas leptin koncentraciéhoz tartozo
koleszterinszintézist regulald jelatviteli rendsdefeltérképezését. Vizsgaltuk ezen kivil a K
és TS monocitak CGa szignaljait, NADPH oxidaz aktivacidjat, és a kduét feltételezett
Osszefuggéseket. A leptin altal kivaltott kalcius kbleszterin jelatvitel vizsgalata soran a
monocitakat leptinnel és kulonbdgatiészerekkel kezeltiikéel

Eredményeink szerint a K monocitak koleszteringziset a leptin koncentraciofigg
bifazikus modon befolyasolta, mig TS monocitdknakaeszterinszintézis magas leptin
koncentracié hatasara nem csokkent. 50 ng/ml leggirelés a CGA szignalt, a PI3K-t, a
MAPK-t és a HMG CoA reduktazt stimulalta. K monaéiban az 500 ng/ml leptin kezelést
kévet koleszterinszintézis csokkenés a’Cpltsl, a PI3K aktivaciotsl és a H-7 szenzitiv
cPKC-6l fuggott. TS monocitakban a koleszterinszintéziabgilyozasaban egyedil a PI3K
jatszott szerepet. A TS monocitak nyugalmi intrldétis kalcium szintje magasabb volt,
mint a K sejtekben. A leptin indukalt kalciumvaléshoz egy a K monocitakéhoz képest
alacsonyabb cslcs és a nyugalmi szinthez i®rtésokkent visszatérés tartozott. TS
monocitakban a Gaszintek lassabb cstkkenése miatt & Gaignalok a K csoporthoz képest
magasabbak voltak. Az intracellularis jelatviteltkiboz gatlészereit hasznalva azt talaltuk,
hogy K sejtekben a Gaszignalok intracellularis forrasbél szarmaztakg S monocitakba a
kalcium az extracellularis tésbaramlott be. A leptin-indukalt szuperoxid aniofpkidés TS
monocitakban szignifikans pozitiv korrelaciét motae C&* szignalokkal. Fluvasztatin a TS
monociték intracellularis [G4 homeosztazisat teliesen helyredllitotta, amebioptopikus
hatdsanak, a szabadgyokkégest gatlo hatasdnak kdszortheA sztatinok ezért nem csak
koleszterinszintézist gatldé hatdsuk miatt, hanertiogiddns hatasuknak koszonben is
hasznosnak bizonyulhatnak az obezitas kezelésében.

Eredményeink a TS monocitak sérilt H-7 szenzitik€Raktivacigjat, PI3K medialt
PKC aktivaciojat és a sérilt kalciumcsatornak kkeetében emelkedett €aszintjeit

mutatjak be leptin kezelést koven. A C&" eltérésekre a fluvasztatin kedden hatott.
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Vill. SUMMARY

Obesity takes major part in the development of mooe diseases including
atherosclerosis and cancer. Leptin is an adipgseadiderived hormone, the level of which is
increased in overweight. Leptin takes part in locdlammations and in the regulation of
cholesterol biosynthesis in human monocytes.

In our studies we aimed at defining the concemratiependence of the effect of
leptin in monocytes of overweight men (OW), and diogvnstream signaling of high and low
leptin concentrations targeting the  regulation cbblesterol synthesis. Additionally, €a
signals, Nox activation, and their hypothesizedralation in control and OW monocytes
were investigated in our experiments. To revealsiggaaling mechanisms in connection with
calcium and cholesterol triggered by leptin we stated monocytes with leptin in the
presence or absence of different inhibitors.

Our results demonstrate that the biphasic effectarftrol monocytes depends on
concentration, while OW monocytes only presenteglvaked cholesterol synthesis. The
stimulation with 50 ng/mL leptin induced €asignal, activation of PI3K, MAPK and HMG
CoA reductase. The suppression of cholesterol sgighn the control monocytes stimulated
with 500 ng/mL leptin was shown to be dependenthenC&" signal, PI3K activation and the
H-7 sensitive cPKC, whereas the cholesterol syrghiesOW monocytes was only increased
by PI3K. Our results demonstrate that the OW motescliad higher basal intracellular fa
level than the control cells. On the other handhen OW monocytes the leptin-induced peak
of the C&" signal was lower with a delayed return to the bleseel. Despite the lower Ga
peaks OW monocytes presented highef*Gagnals than control monocytes due to the
delayed return to the baseline values. Th& €ignals in control monocytes originated from
intracellular pools, while they were originated rifp®y Ce&*-influx from medium in the OW
cells. Leptin induced superoxide anion generatlmwad significant positive correlation with
Cd* signals in OW monocites. The treatment with fluséis completely restored the
intracellular [C4"] homeostasis in OW monocytes. The beneficial efiéstatins on elevated
intracellular [C&"] level might be the consequence of their pleiotragfects (e.g. inhibiting
free radical generation). Statins therefore mightibeful for the treatment of obesity not only
due to their ability to decrease cholesterol sysithdut their anti-oxidative effect.

Our results demonstrate that damage of H-7 seasttAKC activation, PI3K mediated
PKC activation and elevated €devels characterize the leptin-signaling in OW moytes.
Fluvastatin affected abnormal €#evels beneficially.
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Xl. ROVIDITESEK

AA arachidonsav

AC adenilil-ciklaz

AgRP agouti-related protein

Akt protein kinaz B

Angll angiotenzin-II

ANOVA varianciaanalizis, one-way analysis of vada
ApoA apolipoprotein A

ApoB apolipoprotein B

AUC gorbe alatti tertlet

BSA Bovine Serum Albumin

BMI Body Mass Index

CaMKIl kalmodulin kinz 1l

cPKC konvencionalis proteinkindz C

mPKC membranhoz kotott proteinkinaz C
cPLA citoszolikus foszfolipaz A

DAG diacil-glicerol

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA etilénglikol-tetraecetsav

ER endoplazmatikus retikulum

ERK 1/2 extracellularis szignal reguldlt kindz
Flu fluvasztatin

FMLP N-formil-metionil-leucil-phenilalanin
FOXO1 forkhead box O1

FPP farnezil-pirofoszfat

FTO fat mass and obesity-associated protein
GGPP geranil-geranil-pirofoszfat

GPCR Go protein kapcsolt receptor

GRB-2 growth factor receptor-bound protein 2
HBSS Hank’s Balanced Salt solution

25-HC 25-hidroxikoleszterin

HMG-CoA 3-hidroxi-3-metil-glutaril-Koenzim A
HVA high voltage activated (calcium channel)
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IL-6 interleukin 6
IL-12 interleukin 12
Ins(1,4,5)P3 inozitol (1,4,5)- triszfoszféat
Insig-1 insulin-induced gene 1
Insig-2 insulin-induced gene 2
IRS-1 inzulin receptor szubsztrat 1
IRS-2 inzulin receptor szubsztrat 2
JAK/STAT Janus kinase/ signal transducer and aidiof transcription Gtvonal
K normal testsulyu férfiakbol izolalt ,kontrolfhonocitak
KIR k6zponti idegrendszer
LDL low density lipoprotein
LEP-Rb hosszu izoformaju leptin receptor
Lp leptin
LVA low voltage activated (calcium channels)
MAP mitogen activated protein
MEK mitogén-aktivalt protein-kinaz kindz
MS metabolikus szindréma
MSK1 mitogen- and stress activated protein kifhase
Neom neomycin
NF«B nuclear factor-kappa-B
Nox NADPH oxidaz
NPY neuropeptid Y
PDK-1 foszfoinozitid-dependens kinaz-1
PI3K foszfatidil-inozitol 3-kinaz
PIAS3 protein inhibitor of activated STAT
PIP2 foszfatidilinozitol (4,5)-biszfoszfat
PIP3 foszfatidilinozitol (3,4,5)-triszfoszfat
PKC proteinkinaz C
PLC foszfolipaz C
POMC proopiomelanocortin
PTH parathormon
PTP1B protein tirozin foszfatdz 1B
PTX pertusszisz toxin
ROS reactive oxigen species
()




RyRs
SCAP
SEM
SNP
SOC
SOCS3
SREBP
TG
TNF-a
TS
WHO
WHR
WMN

rianodin receptorok

SREBP cleavage activating protein
standard error of the mean

single nucleotide polimorphism
store-operated calcium

suppressor of citokine signaling3

sterol regulatory element binding protein
thapsigargin

tumor necrosis factor-alpha

tulsulyos férfiakbdl izolalt monocitak
World Health Organization, Egészséglgyi VélZgrvezet
derék-csip arany

wortmannin
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