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1. BEVEZETES

a XXI. szdzadban a civilizalt vildg egyik legnagyobb egészségiigyi kihivdsa a
kardiovaszkuldris haldlozds nagy ardnya. Az ateroszklerdzis, amelynek mai tuddsunk
szerint legfontosabb rizik6 faktorai a civilizaciés életmdod kovetkezményei (helytelen
taplalkozds, mozgishidny, elhizds, dohdnyzds), szorosan Osszefiigg az u.n. metabolikus
szindromadval. Ez a szindroma egyiittesen, de kiilon-kiilon entitdsként is kialakulhat, mint
az elhizds, a 2-es tipusu diabetes mellitus, a hipertonia, és a diszlipidémidk. A magas
LDL-hez kotott szérum koleszterin szint, kiilonosen, ha ehhez alacsony HDL-C szint
tarsul, szinte a kardiovaszkularis 6sszeomlas el0szobdjat jelentik. A koleszterin felvétel a
taplalékkal, illetdleg az endogén koleszterin szintézis a sejtekben kulcskérdése az
ateroszklerézis kialakuldsdnak. Az ateromds plakk képzodésében a Kkoleszterin
homeosztazis felboruldsan kiviil jelentOséget tulajdonitanak még a calcium egyensily
zavaranak, valamint a szabadgyokok fokozott termelddésének. Igy, az utébbi 25-30
évben az ateroszklerdzis kutatds egyre inkabb sejtszintli kutatdssd valt, s6t mai tuddsunk
alapjait ~ a receptorokrél valamint a genetikai szabdlyozasokrdl is éppen az
ateroszklerdzissal foglalkozé kutatdk tették le. Erthetd tehdt, hogy témavalasztdsomkor
ez a kutatdsi teriilet keltette fel érdeklodésemet, és amelynek a Debreceni Egyetem I.
Belgydgyaszati Klinikdjan akkor mar komoly hagyomdényai voltak. Alapelviink volt,
hogy a kardiovaszkuldris megbetegedések sejtszintii kutatdsa teriiletén tjabban
napvildgot latott elméleti eredményeket felhasznélva, betegektdl nyert fehérvérsejteken
vizsgdljuk meg ex vivo kiséreletekben az egyes elméleti eredmények gyakorlati
jelentOségét.

1.1.Neuropeptidek (angiotensin I, leptin) hatasa kontroll és

hiperkoleszterinémiaban (HC) szenvedé betegek fehérvérsejtjeinek szabadgyok

képzésére
Az éltalunk vélasztott mindkét neuropeptid szuperoxid anion termelddést kivalté hatdsa
ismert, és aterogén hatdsukat is erre vezetik vissza. Figyelemre méltd, hogy mind az
angiotensin II (Ang II), mind a leptin bizonyos receptorai (az AT1 és a LpRb), melyek a
monocitdk, és Ang II esetében a neutrofilek felszinén is expresszalodnak, a

proinflammatdrikus citokin I. szupercsalddhoz tartoznak, fgy, stimulalé hatasukhoz



tartozik, hogy a Gi protein- PLC-Ins(1,4,5)P3 utvonalon kiviil, olyan szignalizacids
utakkal is rendelkeznek, mint a PI3 kindz, MAP kindz, PKC, ERKI1/ERK2, és igy a
sejtmagban szabdlyoz6 hatdst fejthetnek ki a gén expresszidkra. Mdsrészrdl tobb, mint
10 éve ismert, hogy a mevalonat ciklus az Rho szupercsalddba tartoz6 Racl/Rac2 kis
GTPaz prenildcidjan keresztiil fontos szabalyozéja a NADPH oxidaz aktivalodasanak.
Ismert az is, hogy a HMG CoA reduktiz enzimet gatld statinok terdpids hatdsa
ateroszklerdzisban, részben a stimulust kovetd szabadgyok képzés gatlasan alapszik.
Szamos, még meg nem oldott kérdés vetddott fel az irodalmi ismeretek alapjan. A két
neuropeptid azonos hatast valt-e ki a kontroll és a HC-ben szenvedd betegek fagocita
sejtieiben? A szigndlok utjai véltoznak-e az egész szervezetben rombolé hatdsu
anyagcsere megbetegedésekben? Hogyan reagdlnak a két neuropeptidre a metabolikus
szindroma kiilonboz6 entitdsaiban szenvedd betegek fagocita sejtjei? Ha a szuperoxid
anion termel0dés sztatin-szenzitiv és sztatin-rezisztens részbdl all, akkor ez az ardny
hogyan alakul a HC-betegek sejtjeiben?

1.2.Kapcsolat a metabolikus szindroma kiilonb6z6 onallé entitasaiban a

neuropeptidek altal indukalt szabadgvok képziodés és a sejtmembran karosodasa

kozott
Régota ismert az a tény, hogy a kardiovaszkuldris megbetegedésekben szenvedd betegek
keringésében a fehérvérsejtek, vorosvérsejtek és trombocitdk membranjidban jellemzo
valtozasok kovetkeznek be. Ezek a véltozdsok els6sorban a membranban jelenlevo,
koleszterinbdl és szfingolipidekbdl 4116 un. ,raft”-oknak az 4talakuldsabdl szarmaznak.
Ezek a lipid raft-ok magukba foglalnak szdmos G proteinhez ko6t6d6 receptort, mint
amilyen az FMLP kemotaktikus peptidé, az Ang II-€ és a leptiné is. Az atalakulds
lényege, hogy ateroszklerdzisban a sejtek membranjanak lipid ,,raft’-jaiban a koleszterin
tartalom megnd, és ez a citokin, ¢és citokinszerli receptorok szignalizdcidjat
megvéltoztathatja. A metabolikus szindroma 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. A visceralis zsirszovet adipocitdi ugyanis kiilonos

modon, 1ényegében endokrin szervként mitkddnek. Az altaluk termelt hormonok - vagy

faktorok egy része kizardlag, vagy legalabb értékelhetd mennyiségben a zsirszovetben



keletkezik, mig pl. az altaluk termelt proinflammacids citokinek altaldban a zsirszovetben
jelenlevé immunkompetens sejtek termékei. Ujabban felvetdott a calcium anyagcsere és
az obezitds szoros kapcsolata. Az 1,25-dihydroxycalcitriol, melynek szintje obezitdsban
megnd, specifikus receptorain keresztiil fokozza a sejtekbe, igy az adipocitdkba is a Ca**
bedramldst. A magas [Ca’*]i szint ugyanakkor szimuldlni tudja az agouti gén 4ltal
reguldlt agouti protein hatdsat, azaz jelentdsen képes gitolni az adipocitidkban a lipolizist
és fokozni a zsirsavszintdz (FAS) aktivitdsidt. Ez egyiittesen a zsirszovet mennyiségi
fokozodasat idézi eld. Masrészrdl az is ismeretes, hogy a szabadgyok képzddés sulyos
karosit6 hatést fejt ki az ion, de kiilondsen a Ca** transzportra, mivel csaknem az Osszes
sejtmembranban miikodd enzimet ill. csatorndt karositani tudja. Kiilondsen érzékeny
szuperoxid anion hatdsdra a calmodulin, mely alapveté komponense a calmodulin-fiiggd
Ca**-ATPéz enzimnek. Ez az enzim pedig az egyetlen, amely képes eltdvolitani a
felesleges Ca®* mennyiséget a nem-vezetd membrdnnal rendelkezd —sejtekbél.
Kétségtelen, hogy az oxidédcids stressz, a membran valtozasok €s az ion-transzport olyan
sokszorosan kapcsolédnak egymdashoz, hogy az egymdasrahatidsok sorrendje csak nehezen
tisztazhat6. Nem taldltunk azonban adatot arra, hogy a metabolikus szindréma kiillénb6zo
entitisaiban hogyan alakul a membréan rigiditds, az agonista stimulust koveté Ca®*
szignal, vagy a szuperoxid anion €s leukotrién felszabadulas.

1.3. Leptin hatiasa a human monocitak endogén koleszterin szintézisére

Az az irodalombdl ismert, és mar emlitett tény, hogy a citokinek 4ltal stimulalt fagocita
sejtekben a szuperoxid anion €s leukotrién képzddése a HMG CoA reduktdz gitlasival
csokkenthetd, felhivta a figyelmet arra, hogy a stimuldcié hatdsdra a mevalonat ciklus
aktivitdsa is fokozddik. Ez a tény azért is figyelemre mélt, mivel a mevalonat ciklus
egyik végterméke éppen a koleszterin. Masrészrdl, az is ismert, hogy a citokinek hatdsara
HepG2 és mesangialis sejtvonalakban fokozodik a SCAP gén expresszidja, és fokozddik
a sejtek endoplazmads retikulumdban a SCAP szintézise is. A SCAP tulsdly vezet azutan
ahhoz az éllapothoz, hogy a koleszterin molekuldk megkotése utan a feleslegben maradt
SCAP képes még komplexet képezni az SREBP2-vel, és a komplex eljut a Golgi-ba, ahol
az SREBP2 aktivalodik. Mindez felvetette azt a lehetdséget, hogy a leptin, amelynek
receptora a citokin receptorokkal azonos tuljadonsidgokkal rendelkezik, képes hatni a

monocitdk endogén koleszterin szintézisére.



2. CELKITUZESEK

1.) A két, ateroszklerdzis patomechanizmusaban is résztvevo peptid, az angiotensin II és
a leptin jeltovabbitdsi tutjait kivantuk Osszehasonlitani kontroll egyének és HC-ben
szenvedd betegek fehérvérsejtjeiben, kiilonbozd gétlészerek in vitro alkalmazdsanak a
segitségével. Tisztazni kivantuk tovabbd a kiilonb6z0 agonistdk hatdsara bekovetkezd
szuperoxid anion és leukotrién képzddés fiiggdségét a mevalonat ciklustdl egészséges €s
beteg egyének fehérvérsejtjein.

2.) Meg kivantuk vizsgdlni, hogy milyen 0Osszefiiggés taldlhatd a metabolikus
szindromdban szenvedd betegek sejtjeiben a neuropeptid stimulust kdvetd szabadgyok
képzddés és a sejtmembran karosodasa kozott. Tervbe vettiik tovdbba annak tisztdzasat
hogy obezitisban a leptin szerepet jitszhat-e az intracelluldris Ca®* homeostasis
zavaranak kialakuldsaban.

3.) Célkitlizésiink volt, annak tisztdzdsa, hogy a leptin képes-e a keringd vérbdl nyert
humén monocitdkban hatni a sejtek endogén koleszterin szintézisére, €s ha igen, akkor

ennek milyen szignalizaciés ttvonala valdsziniisitheto.

3. MODSZEREK

3.1.Beteganyag: A kontroll csoportokban a vért részben egészséges, onként jelentkezd

egészségiigyi dolgozoktdl, részben pedig a Véradé Allomds segitségével onkéntes
véradoktol nyertik. A betegeket az 1. Belgydgydszati Klinika Anyagcsere
Megbetegedések Tanszéke szakrendeléseinek anyagédbdl kértiik fel a vérvételre. Kiilon
nehézséget jelentett a metabolikus szindréma kiilonb6z6 entitdsainak az 6sszegyiijtése,
toviabba azoknak a HC-ben szenvedd betegeknek a kivédlasztdsa, akiknél eldzetes
vizsgélattal tisztaztuk, hogy a LDL receptor defektussal nem kell szdmolnunk, de mar a
nyugvé monocitdk endogén koleszterin szintézise magasabb a kontroll monocitakéndl. A
kontroll és HC betegek demografiai adataihoz sziikséges vizsgdlatokat a DEOEC
Klinikai Biokémiai és Molekularis Patoldgiai 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 véradotol. Az interassay coefficiens nem haladta meg a 15%-ot.

A DEOEC etikai bizottsagatol az engedélyt kisérleteinkhez megkaptuk.



3.2. Sejtek izolalasa, in vitro korillmények: A monocitikat és a neutrofileket a szokott

modon gradiens centrifugéldssal izolaltuk, és a monocitdk tovdbbi tisztitdsahoz a
Kumagai f. modszert alkalmaztuk. Minden vizsgélatot steril koriilmények kozott
végeztiink, az inkubdciok CO, termosztitban torténtek  (37°C, 5% CO,, 95%
paratartalom).

3.3. A jeltovabbitas utjainak tisztazasdhoz alkalmazott gatlészerek: A sejteket

altaliban HBSS-ben szuszpenddltuk és a stimuldcidkhoz a kovetkezd agonistdkat
hasznaltuk fel elozetes 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 A23187
(Sigma). A gatloszereket a kovetkezd koncentraciokban és ideig alkalmaztuk: a PLC-t
gatlo 5 uM neomycint (Sigma) 60 percig, a Gi proteint gatlé 100 ng/mL pertussis toxint
(Sigma) 120 percig, az intracelluldris Ca®* transzlokaciét gatlé 1.0 pM thapsigargint
(Sigma) 60 percig, az angiotensin II ATI1 receptordt gatlé 1uM losartant (Merck) 20
percig, az AT2 receptorat gatlé 1 uM PD123319-t (Sigma and Aldrich) 20 percig, A
PKC-t gatlo 1.0 uM H-7-t (Sigma) 60 percig, a PI3 kinase-t gatlé6 20 nM wortmannint
(Sigma) 30 percig, a MAP kinase-t gitlé6 50 uM PD98059-t (Sigma) 30 percig, a HMG
CoA reductase-t gatld 5 uM fluvastatint (Merck) 60 és 20 uM lovastatint 120 percig, a
SCAP-SREBP komplex kialakuldsat gatlé 25 uM 25-hydorxycholesterol-t (Sigma)
methyl-B--cyclodextrin komplexben 120 percig. Végiil a Ca**-influx gétlsdra a sejteket
Medium V-ben inkubdltuk 60 percig. A Medium V 10 pM verapamilt ((Sigma) és 3
mmol/L EGTA-t tartalmazott Ca**- mentes HBSS-ben.

3.4. Alkalmazott modszerek

3.4.1. Szuperoxid anion: superoxide dysmutase-zal gétolhaté ferricytochrom C
(Sigma) redukcidjanak spektrofotmetrids mérése

3.4.2. Arachidonsav kaszkad: [14C]arachidonic acidal feltoltott sejtekbdl a stimulus
utdni radioaktiv arachidonsav termékek kidaramldsanak mérése

3.4.3. Leukotrién meghatarozas: reverz HPLC technikdval, ultraibolya tartomanyban
tortént 280 nm-n (UV-VIS, L-4250 detektorral).

3.4.4. [Ca2+]i: Indo1/AM felhasznaldsdval spektrofluorimetridsan (Hitachi, F-4500)

Aexc 405 és Aem 485 nm-on, 37° C-n allandé keverés kozben tortént.



3.4.5. Ins(1,4,5)P3: Belsd standard segitségével reverse phase ion-pair kromatogrifids
modszerrel. A frakciondldst kovetéen a radioaktivitdsokat Packard 2200 CA liquid
scintillaciés szdmldloban hataroztuk meg.

3.4.6. Protein kinase C: **P beépiilését mértiik [**P]JATP-béI histone ITI-S-be.

3.4.7. Membran fluiditas: A fluoreszcencia polarizaciéhoz 1,6-diphenyl-1,3,5-
hexatreine (DPH, Sigma) diszperziét hasznaltunk, a sejtek fluorescencia polarizicidjit
Hitachi F4500 spektrofluorimeterben, polarizaciés feltét segitségével 37° C
homérsékleten mértiik (az excitaciét 355, mig az emissiét 430 nm-en).

3.4.8. Koleszterin szintézis: [14C]aceta’1t beépiilését hatdroztuk meg a monocitdk

koleszterin frakcigjba.

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Neuropeptidek altal kivaltott szabadgyok képzédés szabalyozasa: A leptin
humédn monocitdkban, mig az Ang II humdn granulocitidkban és monocitdkban a
neuropeptidek  koncentracigjatdl fiiggd moédon képes fokozni a szuperoxid anion
termelését, az arahidonsav termékek kidramlasat €s a leukotrién C4 és B4 szintézisét. A
neuropeptidekkel stimuldlt HC sejtekben a szabdgyok képzddés szignifikdnsan nagyobb.
Ez egyértelmlien a statin-szenzitiv szabadgyok képzddés fokozdddsanak eredménye. A
fluvastatin kezelésben részesiilt betegekben a neutrofilek stimulusra adott reakcidja
normalizdlédott. A HC sejtek fokozott szabadgyok képzodésének oka, hogy a Racl/Rac2
mevalonét cikluson keresztiil torténd isoprenildcidja sokkal jelentdsebb szerepet jétszik a
HC leukocitdkban, mint a kontrollokban. Erre vezethetd vissza a statin-terdpia sikeres
alkalmazdsa is. A jeltovéabbitds utja a HC sejtekben megvaltozik, mégpedig az Ang II és a
leptin esetében azonos mddon. A HC sejtek szignalizdcidjdban a verapamil-szenzitiv
Ca’* csatorndkon keresztiili Ca2+—influx, az PI3 kindz aktivdl6dasin keresztiil érvényesiilo
keriiléutvonal, valamint a Racl/Rac2 aktivdlédas jatszik fontos szerepet a NADPH
oxidaz €s az arachidonsav kaszkad robbandsaért felelds foszfolipdz A, aktivdlédasiban.
Osszefoglalva: a HC sejtekben nem miikodik sem az AT1, sem a LpRb receptorrdl
érkezd stimulus esetében az u.n. “kanonikus” Gi protein — phospholipase C —

Ins(1,4,5)P3 — Ca’* transzlok4ci6 szigndl ut, helyette a verapamil-szenzitiv csatorndkon



at kovetkezik be a Ca2+—szigna’11. Tovébbi szignalizacids dtvonalat jelent a PI3 kinase altal
hasitott Ins(3,4,5)P3, mely a phospholipase C egy isoformjat képes aktivilni, de ennnek a
down-straem reguldcionak a szerepe a HC sejtekben nem jelentds.

4.2. Metabolikus szindromaban szenved6 betegek stimulalt leukocitaiban keletkezo
raktiv oxigén species-ek (ROS) membran karosito hatasa: Metabolikus
szindromdban szenvedd betegek (obezitds, 2  tipusi diabetes  mellitus,
hiperkoleszterinémia) granulocitdiinak membréan rigiditdsa, a membranhoz kotott PKC
aktivitdsa, a verapamil-szenzitiv Ca”* csatorndn keresztiil létrejtt Ca™* szigndlja,
valamint a membrédn telitett zsirsav, lipidhidroperoxid és konjugélt dién tartalma
szignifikdnsan megndtt. A membranhoz kotott koleszterin mennyisége ezzel szemben
csak hiperkoleszterinémids betegek membranjdban volt emelkedett. Az Ang Il-vel
stimuldlt granulocitdk  fokozott szuperoxid anion termelése  és arachidonsav
metabolizmusa mindhdrom betegcsoportban, a membranban levd lipid raftok
atrendez6désének €s a membran rigiditds fokozodasdnak a kovetkezménye. Circulus
vitiosus-ként viszont a fokozottan felszabadulé szabadgyokok a beteg csoportokban
kérositjdk a sejtmembaén allapotdt. Obezitdsban nyugvé monocitdk magas [Ca**]i értéke,
valamint a leptinnel kivéltott Ca®* szigndlja az id6gorbe alakjat tekintve is megvaltozik.
A kisebb csics iddben késdbb jelentkezik, és a magas bazdlis szinthez képest is csak
lassan normalizdlédik. Az id6gorbe alatti teriilettel (AUC érték) szamolva
kiértékelhettiik a thapsigargin és a verapamil szenzitiv Ca** szigndlok mennyiségét az
agonistdk dltal indukalt intracelluldris folyamatokban. Eredményeink szerint az obez
monocitdk esetében a fokozott ROS képzddés eredményeként kérosultak a Ca®
homeosztazist biztosité enzimek: kiilonosen a SERCA-hoz kapcsolt thapsigargin-
szenzitiv Ca-ATPase és a calmodulin-dependens Ca**-ATPase, mely a calcium effluxot
biztositja a sejtb6l. A HMG CoA reduktdz-t gatld fluvastatin preinkubdcié az eredeti
calcium homeosztézist helyreallitotta, részben antioxidans hatdsa révén.

4.3. A leptin stimulus hatasa kontroll és HC-ben szenvedo betegek monocitainak
endogén Koleszterin szintézisére: Eredményeink szerint a leptin 10-100 ng/mL
koncentraciéban in vitro koriilmények kozott fokozza mind a kontroll, mind a HC
monocitdkban az endogén koleszterin szintézist, ezzel szemben > 250 ng/mL

koncentracidkban a kontroll sejtekben csokkenti, mig a HC sejtekben tovabb fokozza azt.



A sejthez kotott koleszterin mennyisége azonban csak a HC sejtekben fokozddik a leptin
kezelés utan. A koleszterin szintézis fokozddasdban a kisebb leptin koncentraciok
esetében a Ca** szigndl, a PI3 kinase, a MAP kinase és a HC sejtekben a konvenciondlis
PKC vesznek részt. Ezek a szigndl utak, hasonldan a citokinekhez, a magban a SCAP
gén amplifikdcigjdhoz vezethetnek. A kontroll monocitdkban a koleszterin szintézis
szuppresszidja egyértelmlien a H-7-szenzitiv  konvenciondlis PKC aktivaloddsanak
eredménye, mely megerdsiti azt a régebbi eredményiinket, hogy H-7-el az LDL adasaval
kivalthat6 és az endogén koleszterin szintézisét gatlé negativ ,,feed back™ reakcid is
felfiiggeszthetd. A HC monocitdkban a tovdbbi koleszterin szintézis fokozddadsa ezzel
szemben csak a PI3 kinase-t gdtl6 wortmannin-al fiiggeszthetd fel, mely irodalmi adatok
alapjdn arra utal, hogy ebben a folyamatban a PI3 kinase — Ins(3,4,5)P3 — PKC¢ —

NFkB szignalizacids utvonal vesz részt.

5. Osszefoglalas

5.1.A metabolikus szindromdban szenvedd betegek neuropeptidekkel stimulalt
fagocita sejtjeinek a kontroll sejtekhez viszonyitva fokozott a szuperoxid anion
termelésiik. Ez a fokozddds a mevalondt ciklusnak a stimulust kovetd intenzitds-
novekedésével magyardzhatd, melyben az izoprenildcié és Racl/Rac2 aktivdlodas
vesznek részt. A fokozott szabadgyok képzddés a beteg csoportok sejtjeiben, in vitro és
in vivo, statinokkal gatolhato.

5.2.A proinflammatérikus citokin csalddba tartozé angiotensin II és leptin
szignalizacidja a granulocitdkban és monocitdkban nem tér el 1ényegesen egymastol, de a
metabolikus szindrémaban, és kiilonosen a HC-ben szenvedd betegek sejtjeiben lényeges
valtozast taldltunk. A betegek sejtjeiben a stimulust kovetd gyors szuperoxid és
leukotrién képz6édés a verapamil-szenzitiv Ca’* csatorndk megnyildsdnak az eredménye,
mig a kontroll csoportban az intracelluldris raktarakbol dramlik ki a Ca®* a citoszélba.

5.3 A metabolikus szindromdban szenvedd betegek sejtjeiben nem csak a
sejtmembran Ca®* csatorndinak a miikodése véltozik, de nagyobb a nyugvé (resting)
sejtekben a membran rigiditds, a membranhoz kotott proteinkinase C aktivitds, valamint

a membran telitett zsirsav, lipidhidroperoxid és konjugélt dién tartalma. A membrianhoz
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kotott  koleszterin mennyisége ezzel szemben csak hiperkoleszterinémids betegek
membranjdban volt emelkedett.

5.4.Vizsgdlataink alapjan megéllapithatd, hogy a membranban észlelt valtozasok
egy része a fokozott szabadgyok képzddés eredménye, mig ,.circulus vitiosus”’-ként, a
membranban észlelt véltozasok hozzdjarulnak a kdros szignalizaciot kovetd fokozott
szabadgyok képzédéshez. Obezitisban a nyugvé monocitdk és granulocitdk magas
[Ca®]i értéke, valamint a leptinnel kivéltott Ca®* szigndlja az id8gorbe alakjat tekintve is
megvaltozik. A kisebb csics idében késobb jelentkezik, és a magas bazdlis szinthez
képest is csak lassan normlizélédik. A 6 percig mért idogorbe alatti teriilettel ,,areas under
curves” (AUC érték) szadmolva azonban kimutattuk, hogy a leptin éltal kivaltott Ca®
szignal az obez betegek sejtjeiben, az idében elhizédé Ca®* szigndl miatt szignifikdnsan
nagyobb, mint a kontroll sejtekben.

5.5. A betegek sejtjeiben a leptin stimuldcid hatasara bekovetkezd fokozott
szabadgyok képzddés, eredményeink szerint, okozdja lehet a koéros Ca* szigndl-
gorbéknek, és az emelkedett [Ca**]i -nak. Ennek oka a Calmodulin-fiiggé Ca**-ATPase
erds szabadgyok érzékenység, amely a nem-vezetd membrannal rendelkezd sejtekben az
egyetlen ttja a felesleges Ca®* eltdvolitisdnak a sejtbdl. Fontos kovetkezménye az
obezitds terdpidjdban ennek a jelenségnek a statin irdnti érzékenység, mivel az
adipocitdkban a magas [Ca®*]i jelentésen fokozza a zsirsejtek méretét, és igy a zsirszovet
mennyiségét. Fluvastatinnal in vitro koriilmények kozott részben vissza tudtuk éllitani a
kontrollokra jellemzé Ca®* homeosztézist.

5.6.Az els6 2 pontban ismertetett eredmények alapjan - melyek szerint a HC-ben
szenvedd betegekben, a neuropeptidekkel stimulélt granulocitdk és monocitdk fokozott
szabadgyok képzddése a statin-érzékeny mevalonat ciklus intenzitdsanak kovetkezménye,
azt a kérdést kellett megoldanunk, hogy mi ennek a fokozott biokémiai kaszkddnak a
jelentdsége az ateroszklerdzis patomechanizmusdban. Megerdsitette kérdésfelvetésiinket
az az eredményiink is, hogy neuropeptidek altal kivaltott szabadgyok képzédésben olyan
szignalizasciés utakat mutattunk ki (PI3 kinase, MAP kinase, proteinkinase C), melyek
koztudottan a nucleusban is kifejtik hatasukat. Ezek utdn az eldzmények utan
megvizsgiltuk a ['*Clacetat inkorporéaciés mddszert alkalmazva a neuropeptid-stimulust

kovetd  endogén koleszterin bioszintézist kontroll és HC-ben szenvedd betegek
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monocitdiban. Régebbi vizsgalataink alapjan a betegek koziil csak azoknak a sejtjeit
alkalmaztuk kisérleteinkben, akiknél a monocitdk endogén koleszterin szintézise
magasabb volt 13.1 pmol/60 perc/10’ sejt-nél, tovabbd a 6 mmol/L LDL addsdra
bekovetkezd negativ feed back reakcid kisebb volt 45%-nal.

5.7.Kimutattuk, hogy a leptin 10-100 ng/mL koncentraciéban in vitro
koriilmények kozott fokozza mind a kontroll, mind a HC monocitdkban az endogén
koleszterin szintézist, ezzel szemben > 250 ng/mL koncentraciékban a kontroll sejtekben
csokkenti, mig a HC sejtekben tovabb fokozza a szintézist. A membrdanhoz kotott
koleszterin mennyisége azonban csak a HC sejtekben fokozodik a leptin kezelés utdn. A
koleszterin szintézis fokozdéddsdban a kisebb leptin koncentricidk esetében a Ca®*
szigndl, a PI3 kinase, a MAP kinase és a HC sejtekben a konvencionélis proteinkinase C
vesznek részt. Ezek a szigndl utak a magban feltehetéen a SCAP gén amplifikaciéjahoz,
majd a SCAP-SREBP2 iton keresztiil fokozott HMG CoA reductase szintézishez
vezethetnek. A kontroll monocitdkban a koleszterin szintézis szuppresszidja
egyértelmiien a H-7-szenzitiv konvenciondlis PKC aktivdlédasanak az eredménye.

5.8.Végso osszefoglalasként tehat a metabolikus szindroméban, de kiilonosen a
HC-ben szenvedd betegek granulocitdiban és monocitdiban, a citokinekhez kozelallo
neuropeptidek a szabadgyok képzddés eredményeként olyan membrén elvaltozasokhoz,
valamint megzavart Ca®* homeosztdzishoz vezetnek, melyek “circulus vitiosus”-ként
tovabb fokozzdk a mevalondt cikluson keresztiil bekdvetkezd NADPH oxiddz és
lipoxigendz aktivalodast. Az a tény, hogy ez a folyamat statin-érzékeny, egyben felveti a

statinok dj alkalmazasi lehetdségét is.

6. UJ EREDMENYEK
6.1. Elészor mutattuk ki, hogy a citokin-szerii receptorokkal rendelkezé Ang II és

leptin HC-ben szenvedé betegek monocitaiban és/vagy granulocitidiban fokozza a
ROS Kképzédést, és ez a fokozédas a Racl/Rac2 fokozott isoprenilaciéjanak a

kovetkezménye.
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6.2. Elészor mutattuk ki, hogy az Ang II és a leptin szignaliziciés utja a HC-ben
szenved6 betegek fagocita sejtjeiben megvaltozik: a kanonikus utvonal nem
miikodik, és a Ca®" szignal a verapamil-szenzitiv Ca®* csatornakon 4t bekovetkezo
Ca’*-influx eredménye.
6.3. Sikeriilt tisztazni, hogy a metabolikus szindréma egyes elkiiloniilt entitasaiban
a fokozott ROS képzodés osszefiiggésben all a membran rigiditassal, de nem fiigg a
membranhoz kotott koleszterin mennyiségétol. A membran karosodasok sulyossaga
az egyes entitisokban a Kkovetkez6: obezitas < 2 tipusa diabetes mellitus <
hiperkoleszterinémia.
6.4. Monocita-modell kisérletekben elészor mutattuk ki, hogy obezitasban a leptin
résztvehet az [Ca’*]i megemelkdésében, és a leptin altal kivaltott Ca®* szignal
idogorbéje alatti teriilet (AUC) korosan megnétt, az idogorbe alakja megvaltozott.
Ijj, és fontos adatnak tartjuk, hogy fluvastatinnal in vitro a Ca® szignal
idogorbéjének a korrekcigjat tudtuk elérni obezitasban.
6.5. Elészor irtuk le, hogy a leptin koncentracié fiiggden bifazisos hatast fejt ki a
human monocitak endogén koleszterin szintézisére: 10-100 ng/mL koncentraciéban
fokozza, mig > 250 ng/mL gatolja a mevalonat ciklus aktivitasat. HC monocitakban
a leptin 10-500 ng/mL Kkoncentracioban csak koleszterin szintézis fokozoédast volt
képes kivaltani, és ezekben sejtekben a koleszterin reverz transzportja sem
miikodott.
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