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Bevezetés és irodalmi attekintés

A szivinfarktus és az ischémias szivbetegség az 1900-as évek el6tt szinte
teljesen ismeretlen volt. 1920 utan egyre tobb esetrdl szamoltak be, s az 1930-as
évekre mar komoly kozegészségigyi problémat okozott. A statisztikak alapjan
Amerikaban jelenleg minden tizedik masodpercben létrejon egy szivinfarktus.
Magyarorszagon évente 50 ezer ember hal meg szivrohamban. Napjainkban
széles korben elfogadott nézet, hogy a szivhalalozas mégott a mozgasszegeny
életmod, a talzott taplalekfelvétel, a finomitott elelmiszerek tulfogyasztasa és a
rostszegény taplalkozas all. A taplalkozas koleszterinszint noveld hatisanak,
valamint a magas Vvérzsirszint és a szivhaladlozas kozotti 0sszefligges
elméletének akadnak ellenz6i, de a koleszterinszintcsokkentd sztatinok
népszeriisége évek ota toretlen. Kockazatuk abban rejlik, hogy a sztatinok
amellett, hogy blokkoljak a szervezet sajat koleszterinszintézisét, egyéb olyan
maodokon is befolyasoljak az anyagcserét, az 6nszabalyoz6 mechanizmusokat,
melyek jelenlegi ismereteinken még tdlmutatnak. Mellékhatasként egyre
gyakoribb az autoimmun izomérintettség vagy a végzetes veseelégtelenség.

Idiopétias inflammatorikus miopatiak

Az idiopatias inflammatérikus miopéatidk (I11M) olyan neuromuszkularis
betegségek heterogén csoportjait foglaljak magukban, melyeket altalanosan
myositisként szokas emliteni. Ezeket évtizedekig harom alcsoportra osztottak az
izomgyengeség, izomgyulladas és extramuszkularis tinetek megléte és
sulyossagi foka alapjan. 1975-ben Bohan és Peter munkassdga nyoman még
csak két csoportot tartottak szamon, a polymyositist (PM) és a dermatomyositist
(DM), majd 1995-ben Griggs és munkatarsai leirtdk a zarvanytestes myositist is
(inclusion body myositis, IBM), mint harmadik csoportot. 2003-ban egy
nemzetkdzi konferencian (European Neuromuscular Centre International
Workshop — 2003 ENMC-IIM) immunmedialt nekrotizal6 miopatiaval (IMNM)
és nem-specifikus miozitisszel bovitették a meglévd kategoriakat. Az elmdlt
évtized kutatasi eredményei, a myositis-specifikus antitestek (MSA) felfedezése
és a Kkiterjedt klinikai tapasztalatok alapjan szlikségesse valt egy Uj
klasszifikacios rendszer megalkotdsa. A diagndzis feléllitdsakor eldszor az
EULAR/ACR (European League Against Rheumatism/American College of
Rheumatology) klasszifikacids kritériumokat kell figyelembe venni, majd egy
tobblépcsds szempontrendszer alapjan lehet meghatarozni az alcsoportot. A
jelenlegi kategorizalas hat alcsoportot kilonit el: polymyositis (PM)- melynek
alcsoportja lett az immunmedialt nekrotizalé miopéatia (IMNM), zarvanytestes
myositis (IBM), amiopatias dermatomyositis (ADM), dermatomyositis (DM), és
fiatalkori dermatomyositis (juvenilis dermatomyositis, JDM). Amennyiben a
paciens  tinetei megfelelnek az EULAR/ACR I1IM-re felallitott
kritériumrendszerének, a kdvetkezd szempont a paciens életkora az elsd tiinetek
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megjelenésekor. Amennyiben 18 éves kor alatt jelentkeztek a panaszok, Ugy a
bortiinetek megléte esetén juvenilis dermatomyositis, bortiinetek hidnyaban
juvenilis myositis lehet a diagnozis. 18 éves kor {6lott felndttkori
megbetegedésrdl beszélhetiink, ebben az esetben a kovetkezd szempont a
bortiinetek megléte vagy hianya. Amennyiben bdrtiinet nincs, de terdpidra nem
reagalé ujjhajlitdizom gyengeséget panaszol a paciens vagy az izombiopszias
mintan igazolddott a rimmed vakuola, akkor a diagnozis zarvanytestes myositis,
amennyiben sem az ujjhajlitd izom makacs gyengesége nem jellemzd, s a
szovettani képen sem igazolddott rimmed vakudla jelenléte, Ggy a diagnozis
polymyositis. Abban az esetben, ha feln6ttkori kezdetnél bdrtiinetek is
jelentkeznek, eldontendd kérdés, hogy jellemzo-e a fels6 vagy az als6 végtagok
szimmetrikus és progressziv gyengesége, vagy a nyakhajlité izmok gyengilése a
nyakfeszitOkhoz képest, vagy az also végtagok proximalis gyengesége a disztalis
régiokhoz kepest. Amennyiben ezek kozill legalabb egy tinet jelen van, Ggy a
diagndzis dermatomyositis, ha nincs, akkor amiopatias dermatomyositis allhat
fenn.

A koleszterin

A Kkoleszterin a lipidek kozé tartozd, szterdnvazas, szerves molekula.
Nélkulozhetetlen alkotdé eleme az emberi és allati sejtek membranjanak. A
koleszterin prekurzorként szolgal az epesavak, szteroid hormonok és a D-
vitamin bioszintéziséhez. A szervezet minden egyes sejtje kepes szintetizalni,
gerincesekben legnagyobb mennyiségben a majsejtek termelik. Méar szaz évvel
ezelétt megfigyelte Virchow a német patologus, hogy a miokardialis
infarktusban elhunyt paciensek artériainak fala vastag és szabalytalan, illetve
sargas, zsiros anyaggal tOmitett. Az artéridnak ezt a patologids megjelenését
ateroméanak nevezte el. A kutatok kezdetben szkeptikusan alltak a koleszterin és
a szivkoszoriér betegségek kapcsolatdhoz, de késdbb egyre tobb tanulmény
latott napvilagot, melyek bizonyitottdk a koleszterin szerepét a sziv- €s
érrendszeri betegségek kialakuldsaban. Késébbi vizsgalatokban kimutatték,
hogy a koronaria betegségekbdl eredé haldlozas fOleg az alacsony denzitast
lipoprotein (LDL) koleszterinnek tulajdonithatd, mely a total koleszterin 70%-at
teszi ki. Igy sziiletett meg az az elmélet, mely szerint a megemelkedett total,
pontosabban LDL koleszterinszint okozhat koszoriér megbetegedést. Jelenleg a
fejlett orszdgokban és hazankban is emberek millidinak halalat okozzak az
érelmeszesedés talajan kialakult sziv-és érrendszeri betegségek, melyek nem
csak korai halalozassal, hanem hosszu, rokkantsagban telt évekkel is sujtjak a
tarsadalmat.



A sztatinok

A sztatinok széles korben alkalmazott, nagy hatékonysagl gyogyszerek a
hiperkoleszterinémia kezeléseben. A koleszterinszint csokkentése mellett
enyhitik a gyulladast és az oxidativ stresszt. A sztatinok a 3-hidroxi-3-
metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA-) reduktdz kompetitiv gatloszerei. A
koleszterin szintézis soran a HMG-CoA reduktaz katalizalja a HMG-CoA
atalakulasat mevalonattd. A sztatinokat a maj metabolizalja, igy els6dleges
hatasukat a majban fejtik ki. A HMG-CoA reduktaz gatlasaval a majban és
egyéb szovetekben csokken a koleszterinszintézis, s mivel a koleszterin nagyon
fontos alkotd eleme a sejtmembranoknak, a sejtek a plazma lipoproteinjeinek
felvételével probaljak a hianyt fedezni, ehhez pedig fokozzak az LDL
receptoraik szintézisét. A sztatinok ilyen kozvetett modon képesek csdkkenteni a
terapia soran néhany esetben sulyos mellékhatasokkal lehet szamolni, melyek a
vazizmokat karositjak. lzomkarositd hatasuk szorosan 0Osszefligg magas
plazmakoncentracidjukkal. A vazizmot intenziv anyagcsere €s magas
vérataramlas jellemzi , igy szamos anyagot nagy mennyiségben képes megkdotni,
ennek kovetkeztében erésen ki van téve a vérben keringd gyogyszerek
hatasainak. A sztatinok altal kivaltott izomkarosodasok kialakulasuk szerint
lehetnek toxikus, nem-autoimmun eredeti miopatidk ¢és sztatin-indukalt
nekrotizalo autoimmun miopatiak (SINAM). A tlinetek sulyossaga dozisfliggo.
A sztatin-indukalt miotoxicitas tlinetei viszonylag széles spektrumon mozognak,
az enyhe nem specifikus mialgidktdl kezdve az emelkedett kreatin kinaz
szintekkel jaré myositisen at egészen az életveszelyes rabdomyositisig, melynek
végsO stadiuma a veseelégtelenség. A toxikus miopatia a sztatin kezelés
megvonasaval legtobb esetben megsziintethetd. A sztatinokhoz kothetd
autoimmun betegségek kozé tartozik a tipikus polymyositis és dermatomyositis.

High mobility group box 1 protein (HMGB1)

Az érett korl paciensek esetében az izompanaszok megjelenéset a
koleszterinszint csokkentését célzo sztatin terapia inicidlja. Egyes esetekben a
kezelés felfliggesztése sem oldja meg a panaszokat, mivel a tineteket
autoimmun folyamatok allandositjadk. A karosodott sejtekbdl kiszabadult
molekuldk, mint a HMGB1, a tovébbiakban is triggerelik a gyulladast. igy a
HMGB1-nek patogén szerepe lehet az izomgyulladas, izomgyengeség,
izomfajdalom kialakulasaban, olyan autoimmun betegségeknél, mint az
idiopéatids inflammatodrikus miopatiak, vagy a reumatoid artritisz. A ,,High
Mobility Group” fehérjék nem-hiszton tipusd kromatinfehérjék, melyek minden
sejttipusban jelen vannak. Az €16 sejtekbdl aktivan, az elpusztult sejtekbdl
passzivan szabadul fol. Az extracelluléris térben alarmin, azaz figyelmeztetd
funkciot ellatva képes aktivalni a természetes (velesziletett) immunrendszert.
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Az extracellularis térbe nagy mennyiségben kijutott HMGB1-nek gyulladaskeltd
hatdsa van. A HMGB1 két, pozitiv toltéstt DNS kot alegységbdl (A és B box)
¢€s egy negativ toltésli savas végz0deésbdl all. Két nuklearis lokalizacios szignal
szakaszt tartalmaz (NLS1: 28-44 aminosavak; NLS2: 179-185 aminosavak),
melyek fontos szerepet toltenek be a fehérje sejtmagba torténd transzportjaban.
A RAGE kotéseért az 50-183 koOzotti aminosav szakasz felelés. Az
extracellularis citokin aktivitas a B boxban talalhatd, és a hasitott A box
alegység segitségével antagonizalhato. A B box 106-0s pozicioban talalhato
ciszteinje nélkilozhetetlen ahhoz, hogy a HMGB1 aktivalni tudja a citokin
felszabadulast. A fehérje transzkripciot stimulalé hatésat a C-termindlis savas
vég biztositja. Jelenleg ismert, bizonyitott receptorai a toll-szerli receptor-4
(TLR-4) és a RAGE (receptor for advanced glycation end products). Szamos
receptor rendszert kapcsolatba hoztak a HMGB1-gyel de ezek feltételezhetéen
nem a valodi receptorai, hanem a HMGB1-gyel komplexbe keriild molekulakra
specifikusak. A HMGB1 és RAGE kozotti kapcsolat hatésa jelenleg intenziv
kutatas targyat képezi. A vizsgalatok 0sszességében arra mutatnak, hogy a
HMGBI1 kotédése RAGE-hez kodzvetlenil aktivalja az NF-kB utvonalat és az
ebbdl fakado citokin képzdédést. A makrofagokon mind a TLR-4 mind pedig a
RAGE receptor megtalalhato, de ha a TLR-4 funkcionalisan inaktiv, vagy nincs
jelen, akkor a sejtet a HMGBL1 egyik izoformaja sem tudja citokintermelésre
Osztonozni. Igy feltételezheté, hogy a HMGBI1-RAGE kapcsolat kdzvetlendil
nem képes citokintermelést indukalni.



Célkitiizések

Humdan biopszids és miitéti anyagokon végzett kisérleteink sordn az aldbbi
kerdésre kerestiink valaszt:

-Hogyan hat az in vivo gyulladasos kornyezet az izom szatellita sejtjeinek
proliferacids és differenciacids képességere?

Egyes [IIM-ben szenvedé paciensek a biopsziavételezés idején mar
kortikoszteroid kezelés alatt alltak, mely tovabbi kérdéseket vetett fel:

-Milyen hatasa lehet az in vivo metilprednizolon kezelésnek a miogenezisre?
-Hogyan befolyasolja a kortikoszteroid kezelés a miozitiszes izombol inditott
primer tenyészetek 0sztddo és fuzionald képességét?

A klinikumban jol ismert jelenség, hogy egyes pacienseknél a sztatin kezelés
autoimmun folyamatokat beinditva krénikus miopatiat okoz. Ez t6bb kérdést is
felvetett:

-Sztatin indukélta miopatias izomban a makrofagok és a miogén sejtek hogyan
hatnak egymas proliferaciéjara?

-A pravasztatin, mint ismert gyulladascsokkenté anyag, képes-e mersékelni az
izomgyulladast?

- Hogyan hat a pravasztatin a miogén sejtek proliferacids és differenciacids
képességere?

Az izomgyulladas in vitro modellezésére C2C12 izomsejtekbdl és RAW264.7
makrofagokbdl all6 kokultardkat hoztunk létre, melyeken tanulmanyoztuk a
sejtek osztodasi ratajat es IL-6 termelését, az izomsejtek fuzios kapacitasat,
valamint a pravasztatin kezelésre torténd valtozasokat. Hipotézisiink az volt,
hogy a gyulladasos kdrnyezet a szatellita sejteket a regeneraciés folyamatok
beinditasara serkenti. Emellett azt is feltételeztiik, hogy a gyulladast mérséklo
szteroid kezelés rontja az izomregeneracio esélyeit. A pravasztatintdl pedig
gyulladascsokkentd hatast vartunk.



Anyagok és mddszerek

Human eredetl harantcsikolt izomszoveten végzett kisérletek, vizsgalatok

Human eredetii hardntcsikolt izomszévet felhaszndlasanak etikai jovahagyasa

A vizsgalati protokollt a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum Human Etikai Bizottsaga hagyta jova. Minden péciens irasbeli és
szobeli tajekoztatast kapott a vizsgalat menetérdl, €s irasban beleegyezd
nyilatkozatot tett arrol, hogy szévetmintajat kisérleteinkhez felhasznalhatjuk.

Biopszias mintak és miitéti anyagok beszerzése

Kisérleteinkhez hasznalt human izom mintak egy része polymyositisben (n=15)
¢s dermatomyositisben (n=6) szenvedd paciensek izombiopszias anyaga, masik
része oszteoartritiszes betegek (n=12) ortopédiai miitét soran felszabaditott
vazizom darabjai. A 21 IIM péciens koziil 13 a biopszia vételt megelézéen nem
kapott kortikoszteroid terapiat mig 8 beteg napi 12-16 mg methylprednisolon
kezelést kapott. Az 1IM péciensek életkora 23 és 74 év kozott valtozott (52,7 +
13,3; mean = SD, n=21). Nemek szerint 3 férfi és 18 nd vett részt a
vizsgalatokban. A proximalis izmok biopsziavételezése sebeészi uton tortent
helyi érzéstelenitésben (deltaizom, négyfejii combizom - attol fliggben, hogy az
adott paciensnél melyik volt leginkabb érintett). A k6zéps6 farizombol szarmazéd
mintakat coxartrozisban szenvedd paciensek csipOprotézis miitéte soran
gyljtottik (¢letkor szerint 65,3 + 8,8, n=12, 4 férfi, 8 no).

Human vazizom szatellita sejtjeibdl inditott primer sejttenyészetek

A biopszias és csipOprotézis mitétek soran gylijtott izommintak szatellita sejtjeit
mechanikus és enzimatikus elvalasztassal szabaditottuk ki. A biopszias mintat
0,75 mg/ml 2-es tipust kollagendzt valamint tripszint tartalmaz6 Ca2+- és
Mg2+- mentes foszfat pufferben emésztettik. A kiszabadult sejteket 5% magzati
szarvasmarha és 5% loszérumot (HS) tartalmazo6 HAM’s F12 ndvesztd
médiumban liveg fed6lemezre szélesztettik és 37: C-on 5% CO2 jelenlétében
tenyésztettik. A differenciacio beinditasahoz a tenyesztett sejteket 4 nap utan
2% HS-t és 2% FBS-t tartalmazd differenciacios tapfolyadékba helyeztik a
kovetkezd 7 napra.

Proliferacio és differenciacié vizsgalata human vazizom primer sejttenyészetein

A human vazizomsejtek primer sejtkultirdirdl a kiszélesztéstol szamitott 2.
naptdl kezdve a 11. napig felvételeket készitettiink 24 dranként faziskontraszt
mikroszkép és a hozza kapcsolt Canon EOS-300D, digitalis tikorreflexes
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kamera segitségével. Minden veglemezrdl 5 foto késziilt az egyes napokon. A
fotokon manualisan jel6ltik a miogén sejtmagokat, majd morfometriai elemzést
végeztlink. A proliferacio jellemzéséhez norméltuk a miogén magok szdmanak
novekedeset a tenyeszet 2. napjan szamolt magszamra. A differenciacio
kifejezésére a flzids indexet adtuk meg, mely a miotubulusokban talalhatd
magok szama €s az 0sszes miogén magszam hanyadosaként fejezhetd ki.

Immunhisztokémia a HMGB1 kimutatasara:

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz (IHC) formalinban fixalt, parafinba
agyazott izommintakat dolgoztuk fel. A HMGB1-re specifikus elsédleges
antitestet (egérben termeltetett monoklonalis anti-HMGB1 antitest) 1%
szarvasmarha szérum albumint tartalmazd foszfat pufferben (PBS) 1:500
ardnyban higitva hasznaltuk 2pg/ml végkoncentracioban. A metszeteket a
primer antitesttel egy éjszakan at inkubaltuk 4C-on, nedves kamraban és masnap
haromszor mostuk 10 percig PBS-ben. A mosasi Iépéseket kovetéen torma
peroxidazzal konjugélt, egér ellen termeltetett masodlagos antitesttel 15 percig
inkubaltunk szobahdmérsékleten. A reakciot VECTOR DAB peroxidaz
szubsztrat kit segitségevel tettilk a gyarto altal javasolt protokollt kdvetve. A
sejtmagok kontrasztfestése hematoxilinnal tortént. A szdvettani festéshez human
manduldbdl keszult metszetek szolgaltak pozitiv kontrollként. A negativ
kontrollhoz primer antitestet nem tartalmazd, 1%-os borja szérum albumin
(BSA) oldattal inkubaltuk a metszeteket

Immunhisztokémia CD45 kimutatasara

Formalinban fixalt, parafinba &gyazott human izombdl késziilt metszeteken
mutattuk ki a CD45 pozitiv sejtek jelenlétét.

A parafinos metszeteket elobb deparafinaltuk, rehidraltuk, majd az endogén
peroxidazok hatasanak kiklszobolésére desztillalt vizzel készitett 0,3%-0s H,O,
oldattal inkubaltuk 15 percig nedves kamraban, szobahdOmérsekleten. Az
antigének feltarasa Tris-EDTA oldattal (10 mM Tris bazis, 1 mM EDTA oldat,
0.05 % Tween 20, pH 9.0) tortént hagyomanyos konyhai f6z6kuktaban (100::C),
a forrastdl szamitva 20 percig. A nem specifikus koétohelyeket 5% BSA-PBS
oldattal blokkoltuk. A szdvetmetszeteket 1 oran at inkubaltuk egérben termelt
monoklonalis, human CD45 elleni antitesttel, melyet 2,5% BSA-PBS-ben 1:50
aranyban higitottunk. Negativ kontrollhoz primer antitest nelkil készult 2,5%
BSA-PBS-ben inkubaltuk a metszeteket. A masodlagos antitest peroxidaz
polimerrel konjugalt, kecskében termeltetett nyul elleni antitest. A reakciot
VECTOR VIP peroxidaz szubsztrat kit alkalmazasaval tettik lathatova, a gyarto
altal javasolt protokoll alapjan. A metszeteket metilénkékkel kontrasztositottuk.



Western blot analizis a human izommintak HMGB1 tartalmanak
meghatarozasara

A western blot vizsgalathoz az izomszovetekbdl késziilt lizatumok teljes
proteintartalmat hasznaltuk. Az izommintak egy darabjat a miitétet kovetden
azonnal lefagyasztottuk folyekony nitrogénben majd lizis pufferben (20 mM
TrissHCI, 5 mM EGTA, and pH 7.5) homogenre dorzsoltik mozsar
segitségevel. A szovetlizatumokat 40-50 kHz frekvencias, 5-10 méasodpercig
tartdé szonikus kavitdcionak vetettiik ald. Az igy elokészitett mintdkat
elektroforézishez alkalmazott oldatban higitottuk (50 % glicerol, 10 % SDS, 310
mM Tris—HCI, pH 6.8; 100 mM DTT, 0.02 % brémfenolkék) és 10 percig
foztiik. Mintanként 30 pg fehérjét szeparaltunk 7,5%-0s SDS-PAGE geélen, majd
a proteineket elektroforetikus eljarassal nitrocellul6z membrénra juttattuk.
Transzfer utdn a membran nem specifikus kotohelyeit 5% zsirmentes tejport
tartalmazd foszfat pufferrel blokkoltuk 30 percig, szobahdémérsékleten.
Blokkolas utan a membrant egy éjszakan at inkubaltuk 4::C-on HMGBL1 elleni
¢s aktin elleni elsddleges antitesttel. A membranokat mésnap 3x10 percig
mostuk PBST oldatban (0.1 % Tween-20 PBS-ben) majd 1 o6ran keresztil
inkubaltuk HRP-vel kapcsolt masodlagos antitestekkel, melyeket 5% zsirmentes
tejport tartalmaz6 PBS-ben higitottunk. A lumineszcens jeleket megndvelt
kemilumineszcencias eljarassal detektaltuk (ECL) a gyartd altal javasolt
protokollt kbvetve.

Egér eredetll immortalizalt sejtvonalakon végzett kisérletek

Egér eredetii sejtvonalak tenyésztése

A C2C12 egy immortalizalt egér vazizom sejtvonal, mely egy kifejlett C3H
egértorzs harantcsikolt izomzatabol indult. A RAW 264.7 makrofag sejtvonalat
Prof. Virdg Léaszl6 ajandékozta a kisérleteinkhez. A sejteket Dulbecco éltal
modositott Eagle’s médiumban tenyésztettiik, melyet kiegészitettiink 50U/ml
penicillinnel, 50ug/ml streptomycinnel, a proliferacibhoz 10% fotalis
borjuszérummal (FBS), a mioblasztok miotubulussa torténd
differencialtatdsahoz pedig 2% l6szérummal (HS). A sejteket 37C-on inkubaltuk
5% CO2 tartalmu termosztatban. A tapoldatot két naponta frissre csereltiik.

« 7 e

crer

csészék széli részére helyeztiink 10° darab C2C12 sejtet 200 pl médiumban.
Ugyanezen csészék kozépsé részén 5x10° darab RAW264.7 sejt tenyésztését
inditottuk el 100 ul tapfolyadékban. Miutan a sejtek letlepedtek a minimalis
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térfogati médiumban, gyengéden atmostuk Oket foszfat puffer oldattal (PBS),
majd 2 ml médiumban folytattuk a tenyésztésiiket. Ily modon a kétféle sejttipus
egy ideig direkt sejt-sejt kapcsolat néelkil egyazon tapfolyadékban tenyészett. A
monokultirak sejtjeit is a fent leirt elrendezésnek megfeleléen helyeztiink el a
petri-csészékben, hogy az 0Osszehasonlitasbol eredé hibazas lehetOségét
minimalizaljuk. A médiumot két naponta frissre cseréltik. A sejteket May-
Griinwald és Giemsa oldattal festettilk meg. A miianyag petri-csésze aljan iilo,
letapadt C2C12 sejteket haromszor mostuk PBS oldatban majd 5 perc metanolos
fixalast kovetden 5 percig festettiik Giemsa festékkel. Ezt kdvetden mosasi 1€pés
nélkul May-Grinwald oldatot adtunk a sejtekhez, melyet kdzvetlendl
felhasznalas el6tt csapvizben higitottunk (25x) és 15 perc szobahdmérsékleten
torténd inkubaciot kovetden a sejteket csapvizzel Ovatosan atmostuk majd
hagytuk megszaradni. A sejtekrdl felvételeket készitettiink, melyeken ImagelJ
szoftver programmal hataroztuk meg a sejtek altal lefedett tertleteket

Tenyésztési protokoll kokulturaban tartott sejtvonalak IL-6 termelésének
megfigyeléséhez

96 Ilyuku sejttenyészté mikrolemezekre 200 upl térfogati proliferaltatd
médiumban 5x10% darab C2C12 sejtet és 50 darab RAW264.7 makrofagot
helyeztiink el lyukanként. A tenyé€sztés harmadik napjan a sejteken 1évo
tapoldatot 2% I6szérumot tartalmazé médiumra cseréltik a mioblasztok
differenciadlodasanak tamogatasara. Az 1,3,5,7, és 9. napokon a médiumot
begylijtottiik, és rovid centrifugdlast kovetéen (2000 rpm, 5 perc) -80C-ra
helyeztiikk a tovabbi felhasznélasig. A megfeleld Osszehasonlitds érdekében a
C2C12 és RAW264.7 monokulturakat is a fent leirt médon gondoztuk.

Tenyésztési protokoll és pravasztatin kezelés az IL-6 citokin vizsgalatahoz

10° darab C2C12 sejtet szélesztettiink 24 lyuku tenyésztd edénybe, lyukanként 2
ml proliferaltatdé médiumban. A tenyésztés harmadik napjan a médiumot 2%
l6szérumot tartalmazé, differencidciot segitd tapoldatra cseréltiik. A hatodik
napon, amikor a tenyeészet mar jelentés mennyiségii miotubulust tartalmazott
5x10* darab RAW 264.7 makrofagot szélesztettiink a ndvekvd izomsejtekre. Az
igy létrehozott kokultarat 24 oran at kezeltik 500 uM pravasztatinnal szérum
mentes DMEM-ben. A tenyésztd médiumot begyiijtés utan centrifugaltuk es -
80C-on tartottuk a tervezett mérésekig. A megfeleld Osszehasonlithatosag
érdekében monokultirékat is inditottunk, melyeket a kokulturakkal azonos
modon kezeltink. Kontrollnak kezeletlen sejteket hasznaltunk.



Tenyésztési protokoll és pravasztatin kezelés a C2C12 és RAW264.7 sejtek
proliferaciojanak vizsgalatahoz

96 lyuku tenyésztd edényben monokulturakat inditottunk lyukanként 10° darab
C2C12 sejtekkel és 5x10? darab RAW 264.7 makrofagokkal. Miutan a sejtek
megtapadtak a tenye€sztd edény aljan, 500 uM pravasztatin kezelést inditottunk
10% FBS tartalmu, proliferaltat6 médiummal. 24 o6rds kezelést kovetden
felvételeket készitettiink az egyes lyukakban taladlhato tenyészetekrdl és Imagel
szoftver program segitségevel meghataroztuk a sejtek altal lefedett teriileteket.

Tenyésztési protokoll és pravasztatin kezelés a C2C12 sejtek differenciacidjanak
vizsgalatahoz

5x10%? darab C2C12 sejtet szélesztettiink 96 lyukll tenyésztd edény egyes
lyukaiba 10% FBS-sel szupplementalt proliferaltato mediumban. A harmadik
napon a magas szérumtartalmu tenyészt0 médiumot alacsony szérum tartalmu
differencialtatd tapoldatra cseréltik, majd a negyedik napon 500 uM
pravasztatint adtunk a sejteknek. Az 5. 7. 9. napokon a pravasztatinnal kezelt és
nem kezelt (kontroll) tenyészeteket dvatosan atmostuk PBS pufferrel majd May-
Grinwald Giemsa protokoll szerint megfestettiik a tenyészet sejtjeit. A negyedik
naptol kezdve a tenyésztd oldatot kétnaponta lecseréltiik friss médiumra ugy,
hogy a pravasztatinnal kezelt sejtek a médiumcsere alkalmaval tovabbra is
kaptak pravasztatint. A  tenyészetr6l fotokat készitettiink melyeken
meghataroztuk a miotubulusok ¢és a festddott sejtmagok szamat.

Kiserleti ,, kostoltatas ” sejtkulturdkon

A Kisérlet sordn az volt a célunk, hogy a miogén és mieloid sejtek
,megkostoljak” egymas szolubilis faktorait, citokinjeit, és egyéb anyagcsere
termékeit. C2C12 és RAW 264.7 sejteket szélesztettiink 96 lyukt tenyésztd
edényekbe. A tenyésztés 5. napjan a sejtek feliiluszojat begyjtottik, 2000 rpm
sebességgel 5 percig centrifugadltuk, majd 0,22 pm poérusdtmérd;i
fecskendésziirbn atnyomtuk. Az izomsejtekr6l begyajtott fellildszo felét
kiegeszitettiik azonos terfogatu friss tapoldattal, s az igy higitott médiumot, mely
tartalmazta a C2C12 sejtek anyagcsere termékeit, a makrofagokra helyeztik.
Hasonld6 modon jartunk el a RAW 264.7 sejtekrdl levett feliiluszokkal is,
melyeket a fenti médon higitva az izomsejtekre helyeztiink. Az igy megcsereélt,
és friss médiummal is Kkiegészitett tapfolyadékban a monokultdrakat még 24
oraig tenyésztettiik 37C-on, 5% CO2 -ot tartalmaz6 termosztatban. 24 o6ra
elteltével a feliiluszot begyljtottik, centrifugdltuk, leszlirtiik, majd ELISA
vizsgélat ala vetettiik. Kontrollként a monokultdrakkal parhuzamosan, azonos
feltételek kozott tenyésztett kokultdrakat hasznaltunk.
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ELISA vizsgalat az IL-6 citokin mennyiségi meghatarozasara

forgalomban elérheté ELISA kittel mértiik a gyarto utasitasa alapjan. A méres 3
bioldgiai parhuzamossal tortent

Immuncitokémia az IL-6 kimutatasara

A kokultaraban tartott sejteket 3 pg/ml Brefeldin A -val kezeltik 1 éran
keresztiil, hogy megakadalyozzuk a proteinek szallitasat az endoplazmatikus
retikulum és a Golgi apparatus kozott. Ezt kovetden a sejteket haromszor
mostuk PBS-sel majd 4%-os paraformaldehid (PFA; pH 7.4) oldattal fixaltuk 15
percig szobahdmérsékleten. Az autofluoreszcencia elkeriilésére glicinnel torténd
kioltast alkalmaztunk, melynek soran 5 percig 30 mM glicin-PBS oldatban (pH
7.4) inkubéaltuk a tenyészetet. A sejtmembrant 0,5% Tritonx-100-PBS oldattal
torténd 20 perces kezeléssel tettiik atjarhatovd. A nem-specifikus kothelyeket
egy oran at blokkoltuk, majd a blokkolashoz hasznélt oldatot kiegészitettik IL-6
elleni antitesttel és ezzel inkubaltuk a tenyészeteket 4C-on egy éjszakan at,
nedves kamraban. A sejteket masnap haromszor mostuk 0,1% Tween-20-PBS
oldattal majd a PBS-ben higitott masodlagos antitestettel inkubaltuk egy éran
keresztiill szobahdmérsékleten, nedves kamrdban. A tenyészeteket ezutan
haromszor mostuk PBS-ben majd 5 pl Mowiol 4-88 oldatot racseppentve
Uveglappal lefedtik. A kiértékelés soran a festés pozitivitasat vizsgaltuk,
kvantitativ analizist fluoreszcens jelintenzités alapjan nem végeztink.

MTT teszt a sejtek életképessegének meghatarozasara

A tenyésztes hetedik napjan meghataroztuk a kontroll és a pravasztatinnal kezelt
C2C12 sejtek életképességét MTT-teszt segitsegével. Az MTT teszt egy
kolorimetrias vizsgalat, mely alkalmas a sejtek metabolikus aktivitasanak
értékelésére, valamint az életképes sejtek szamanak meghatarozasara. A
metabolikusan aktiv sejtek képesek endocitozissal folvenni a tetrazélium-bromid
molekulakat (3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil-2H  tetrazolium  bromid)
melyeket a mitokondrialis dehidrogenazok lilaskék szinti formazan kristalyokka
alakitanak. A sejteket 30 percig inkubaltuk 0,01% MTT reagenssel 37C-on 5%
CO2-t tartalmazo termosztatban. Az inkubacios id6 leteltével az MTT reagenst
Is tartalmaz6 mediumot eltavolitottuk, a sejteket pedig 100 pl DMSO-ban
lizaltuk. A szolubilizalt sejteket egy tiszta ELISA-mikrolemezre, melyen
lemértik a kékes oldat optikai denzitdsdt 550 nm hullamhosszon. A
pravasztatinnal kezelt sejtekbdl szarmazd abszorbancidt a kezeletlen sejtek
abszorbanciajanak szazalékaban fejeztik Ki.
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Statisztikai analizis humdn vazizom eredetii sejteken és egér sejtvonalakon
végzett kisérletek adataibol

A human vézizom eredetli sejteken végzett kisérletek adataibol a leird
statisztikdkat es a statisztikai teszteket a SigmaPlot 12 programba agyazott
SigmasStat szoftver alkalmazésaval szamoltuk. A nem normal eloszlasu adatok
két csoportjanak 6sszehasonlitasat Mann-Whitney Rank Sum teszttel végeztik.
Harom ilyen csoport esetén a rangok varianciajat elemezve a Kruskal-Wallis one
way modszerét a Dunn-féle modszerrel egytt hasznaltuk, s post hoc paronkent
teszteltink (ANOVA on Ranks). A nem-linearis gorbek illeszkedését GraphPad
Prism 6.0 programmal szamoltuk és hasonlitottuk 6ssze. Az eredményeket atlag
+ SEM (atlag standard hibaja). A kulonbségeket 0,05 alatti p értek esetén
tekintettik szignifikdnsnak. Az egér sejtvonalakon végzett vizsgalatok esetén az
adatok legalabb harom filiggetlen kisérlet eredményeibdl szarmaznak. A
statisztikai vizsgalatokhoz ismételten a GraphPad Prism 6.0 szoftvert
hasznaltuk. Az értékeket az atlag + atlagok standard deviacidja formaban adtuk
meg. Az eredmények szignifikanciajat egy utas ANOVA variancia-analizissel és
a paronkénti atlagok kulénbségének vizsgalatara hasznalatos Bonferroni-teszt
(Bonferroni multiple comparison) segitségével hataroztuk meg.

Néhany esetre parositatlan T-probat alkalmaztunk

Eredmények

Human harantcsikolt izomsz0veten végzett vizsgalatok eredményei

Idiopatias gyulladasos miopdtiaban szenvedo betegek izommintdibol inditott
primer sejtkultirakban a sejtek proliferacios képessége csokken

Human vazizom szatellita sejtjeibdl inditott primer sejtkultirakat hasonlitottunk
0ssze. A szatellita sejtek egy része 9 11IM-ben szenvedd betegtdl szarmazott, akik
kdzil hatan meg nem kaptak kortikoszteroid kezelést, hArman pedig mar kezelés
alatt alltak. A szatellita sejtek masik része 7, csipbiziileti porckopasban
(coxarthrosis) szenvedd pacienstdl szarmazott, akik kortorténetében nem
szerepelt 1IM. A teljesen egészséges donorok hianyaban ezeket a tenyészeteket
hasznaltuk referenciakent. A miogen sejtmagok szaméat normalizéltuk a
tenyésztés masodik napjan szamolt sejtmagszamra, igy korrigaltuk a szatellita
sejtek preparélasa soran keletkezett esetleges eltéréseket. Két paraméteres
exponencialis ndvekedési gorbéket illesztettliink az adatokra (y = y0*exp(k*x)).
A nemlinearis illeszkedés és a gorbék 6sszehasonlitasa soran azt talaltuk, hogy a
harom adathalmaz harom egyedi gorbét fed le (p<0,0001). A k paraméter
értékei mutatjak a novekedés Utemét, mely coxarthrosis esetén 0,307+0,028,
kezeletlen myositises paciensek esetében 0,211+0,035, és kortikoszteroid
kezelés alatt a4ll6 myositises péacienseknél 0,295+0,043-nak adodott. Ezek az
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értékek azt jelzik, hogy a szatellita sejtekban, mioblasztokban és
miotubulusokban 1évé miogén sejtmagok szama kisebb mértékben emelkedik a
kezeletlen 1IM péaciensek biopszids mintaibdl inditott primer tenyészeteiben,
mint a coxarthrosisos paciensek miitéti anyagdbdl inditott sejtkultiraiban. Az
[IM-ben szenvedd paciensek standard, kortikoszteroidokkal torténd kezelése
hatdssal volt az izmaikbol inditott primer tenyészetek proliferacios ttemére is,
ugyanis novekedési ratdjuk a coxarthrosisos paciensek mintéibdl inditott
tenyeszetekhez kozelitett. A tenyészeteket 11 napig tartottuk fenn és vizsgaltuk.
A faziskontraszt mikroszkép alatt készult felvételek alapjan a tenyésztés 6.
napjan, a proliferacié elérehaladott, de a differenciacié még korai stddiumaban,
a sejtek morfoldgiaja nem valtozott. Ebben a stddiumban a coxarthrosisos és I[IM
tenyészetek miotubulusai 2-10 sejtmagot tartalmaztak, de kisebb a sejtszam és a
sejtmagszam is. A tenyésztés 10. napjara a kiilonbség még inkabb szembetiind.
A proliferacios rataval szemben a prekurzor sejtek flazios kapacitdsa nem
karosodott az IIM-ben szenvedd paciensektdl szarmazd primer tenyészetekben.
A flzibs index adataira illesztett 3 paraméteres szigmoid gorbék (y = a/(1+exp(-
(x-x0)/b))) nem kilonbdztek egymastol szignifikansan (p=0,285). A kezeletlen
IIM péciensek mintdibdl inditott tenyészetek esetén a fuzids indexre illesztett
gorbék enyhe jobbra tolédast mutattak (coxarthrosisos mintak tenyészetei: x0 =
2.745 + 0.25 nap; kezeletlen 1IM tenyészetei: x0 = 3.404 + 0.086 nap), mely arra
utal, hogy kissé késett a sejtek fuzigja. A kortikoszteroidokkal torténd kezelés
azonban balra tolta el a fuziés index gorbéjét (x0O = 1.831 £ 0.29 nap), S az
eltolodas hasonld mértékii volt, mint a kezeletlen myositises gorbe eltolddasa a
coxarthrosisoshoz képest.

Az idiopatias gyulladdsos miopdtiaban szenvedo pdciensek izommintdiban
kevesebb a regeneral6do izomrost és a HMGBL1 a sejtmagban lokalizalodik

Felnétt vazizombol késziilt szovettani metszeteken megfestettilk a HMGBI1-et.
A metszeteket 4 coxarthrosisos, 4 kezeletlen 1IM-ben szenvedd ¢és 4
kortikoszteoid kezelt 1IM-ben szenvedd paciens izommintaibol készitettiik.
Néhany paciens mintait sejttenyesztéshez es hisztologiai festéshez is fel tudtuk
hasznélni. A kisebb méretli mintak csak egyféle vizsgéalathoz voltak elegenddek.
Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn az 1IM-ben szenvedd paciensektol
szarmazO metszeteken kevesebb volt az izomrostokban a HMGB1 pozitiv
miogén sejtmag, mint a coxarthrosisos metszeteken. Az infiltradl6 mononuklearis
¢s endotél sejtek minden csoportban HMGBI1 pozitiv festddést mutattak. A
vazizomrostok minden csoportban tartalmaztak HMGB1 pozitiv és HMGB1
negativ._magokat is. Mononuklearis sejtes beszirddést a coxarthrosisos
izmokban is talaltunk, de a kortikoszteroiddal nem kezelt 1IM péciensek
mintaiban sokkal hangsulyosabb volt a gyulladasos infiltracio, melyet CD45-re
specifikus festéssel igazoltunk.
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Az izom keresztmetszetének egységnyi teriiletén a HMGB1 pozitiv miogén
magok szama szignifikdnsan kisebb volt (p<0,05) mind a kezeletlen (402.5 +
60.2 mm2) mind a kezelt IIM (360.1 £ 77.5 mmz2) csoportban a coxarthrosisos
kontroll csoporthoz képest (882.74 + 155.1 mm2). Az izomregeneracio jeleinek
azonositdsa érdekében megvizsgaltuk az izomrostok centralisan elhelyezkedd
sejtmagjainak aranyat. A centralis helyzetii sejtmagokat az izom mintak
keresztmetszeti felszinén szamoltuk. A 11 minta 4 coxarthrosisos betegtol, 4
[IM-ben szenvedd, de kortikoszteroiddal nem kezelt betegtél és 3 IIM-ben
szenvedd és metilprednizolon terapia alatt allo pacienstdl szarmazott. Az izmok
keresztmetszeti képén hat latotérben szdmoltuk meg a centralis sejtmagokat,
atlagoltuk, s az aranyt az 6sszes miogén magszamhoz viszonyitva adtuk meg.

Azt taldltuk, hogy a coxarthrosisos mintakban az 0sszes miogen sejtmag
4,53+1,35%-a centralis helyzetii, s ehhez képest a kortikoszteroid terapiaban
nem részesiilé [IM paciensek mintaiban jelentdsen kevesebb a centralis magok
szama (p=0,039), az 0Osszes miogén magnak csak 1,37£0,51%-a. A
kortikoszteroid terdpiaban részesult paciensek mintaiban ez az arany
2,32+0,62% volt, mely egyik csoport eredményeitdl sem tér el szignifikansan.

Az idiopatias gyulladdsos miopadtiaban szenvedd pdciensek izommintai kevesebb
HMGB1-et tartalmaznak, mint a kontroll

Western blot vizsgalattal hataroztuk meg 8 coxarthrosisos beteg, 9
kortikoszteroid kezelésben nem részesilt 1IM paciens és 6 kortikoszteroiddal
kezelt paciens izommintdinak HMGBL1 tartalméat. Késobb patologus javaslatara
kizartunk 5 mintdt, melyek olyan paciensektdl szarmaztak, akik nem feleltek
meg egyértelmilen a diagnosztikai kritériumoknak, vagy a kisérleteink alatt
valtozott meg a diagnozisuk (pl. szisztémas lupus erythematosus). A
fennmaradd 23 minta esetében az atlagos relativ optikai denzitdsokat aktinra
normalizdlva a kovetkez0 eredményeket kaptuk az egyes csoportokban:
coxarthrosis esetén 0,488+0,15; kezeletlen myositis esetén 0,157+0,033; kezelt
myositis esetén 0,14+0,039. A myositises csoport izommintainak HMGB1
tartalma szignifikansan kisebb volt (p<0,05) a coxarthrosisos csoportéhoz
képest, de a kezelt és kezeletlen 11M csoportokat egymassal 6sszehasonlitva nem
talaltunk szamottevd kiilonbséget

Egér eredetll sejtvonalakon végzett kisérletek eredményei

A kokulturaban torténo tenyésztés nem volt hatassal a C2C12 és RAW264.7
sejtek proliferacios kepességere

A kokultaraban torténd tenyésztés nem volt hatassal a RAW 264.7 makrofagok
és a C2C12 izomsejtek proliferaciojara. A kétfele sejttipus egymasra hatasat
vizsgélva, a sejteket mono-és kokultlraban tenyeésztettik és figyeltik, hogyan
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hatnak egymaés proliferacios képességére. Egy nappal a szélesztést kovetden a
sejtek altal elfoglalt teriilet a C2C12 izomsejtek eseteben, monokultiraban
2,3+0,9%, kokulturaban 3,1+1,2% (p>0,05), RAW makrofagok esetében
monokultaraban 8,0+1,9%, kokultiraban 5,8+2,0% (p>0,05). A kétféle sejttipus
novekedési Uteme kozotti kiloénbseg a tenyésztés harmadik napjara valt
kifejezetté, amikor a C2C12 sejtek altal boritott felulet monokultdraban
10,1+3,4%, kokultaraban 12,1+5,4% (p>0,05) volt, RAW 264.7 makrofagok
esetében pedig monokultardban 34,6+6,6%, és kokultirdban 31,6+3,6%
(p>0,05) volt. A RAW 264.7 sejtek proliferacioja a harmadik naptdl kezdve
szignifikansan gyorsabbnak mutatkozott a C2C12 sejtekénél monokulturaban
(p<0,0001) és kokultaraban is (p<0,0001). A kokulturaban térténd tenyésztésnek
azonban sem a mioblasztok sem a makrofagok osztddasi ratajara nem volt
hatasa.

A kokulturdaban torténd tenyésztés fokozta a kokultdra IL-6 termeléseét

A C2C12 és RAW264.7 sejtek kokulturaban torténd tenyésztése serkentOen
hatott az I1L-6 termelésre.

A kokultiraban 1év6 sejtekben immunfestéssel tettiik 1athatova az IL-6 citokint.
Azt talaltuk, hogy az IL-6 termelés jelen van a proliferald6 miogén sejtekben és
monocita/makrofagokban tovabbad megfigyelhetd a miogenezis differenciacios
stadiumaban fejlédé miotubulusokban is. A sejttenyészet médiumaban
monitoroztuk a sejtekb6l felszabadult IL-6 koncentraciojat. A tenyésztés 1-3
napjan mely a miogenezis proliferacios stddiuma, alacsony IL-6 koncentraciokat
mértiink a tenyészetek felliluszojaban és nem talaltunk szignifikans kilonbseget
a kokultirék és a monokulturak kozott. A tenyésztés 6todik napjatdl kezdve az
IL-6 koncentracioja a kokultardk esetében fokozatosan emelkedett, de a
monokulturaknal véltozatlanul alacsony maradt. A hetedik és kilencedik napon
az IL-6 koncentracio tovabb emelkedett, s a monokultarédk IL-6 termeléséhez
képest szignifikdnsan magasabb lett. Annak ellenére, hogy a C2C12 és a RAW
264.7 sejtek is szabaditottak fel mérhet6 mennyiségii 1L-6-0t, monokultirakban
a 9 napos tenyésztés alatt végig alacsony volt a citokin koncentracioja.

A pravasztatin fokozta a kokultdra és az izomsejttenyeszet IL-6 termelését

A pravasztatin fokozta a kokultdrak IL-6 termelését. A sztatinok ismert
gyulladascsokkentd hatasa miatt feltételeztiik, hogy a vizoldékony pravasztatin
csokkenti a kokulturak IL-6 termelését. A feltételezés alatdmasztasahoz 500uM
pravasztatinnal kezeltiink 6 napos mono-és kokultarékat, 24 oran keresztil. Az
elvarasainkkal ellentétben azt talaltuk, hogy a pravasztatin szignifikansan emelte
a sejtek IL-6 termelését mind C2C12 monokultdraban (kontroll: 2,3+0,2 pg/ml;
pravasztatin kezelt: 18,0£1,5 pg/ml; p<0,001) mind kokultaraban (kontrol:
129,345,8 pg/ml; pravasztatin kezelt: 945,8+50,2 pg/ml; p<0,001). A RAW
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264.7 makrofagok monokultiraja esetében pravasztatin kezelés hatdsara nem
talaltunk jelentds valtozast a sejtek IL-6 felszabaditasaban (kontrol: 2,5+0,1
pg/ml; pravasztatin kezelt: 1,8+0,1 pg/ml; p>0,05).

A pravasztatin csokkentette az izomsejtek proliferacios képességét

A C2C12 sejtek intenziv IL-6 termelése mogott a pravasztatin kezelésre
megszaporodott sejtszamot feltételeztik. Megvizsgaltuk a 24 6ras monokulturak
proliferacidjat pravasztatin kezelés mellett. 24 6ra elteltével a pravasztatinnal
kezelt mioblasztok szama jelentdsen csokkent (p<0,01). Ezzel szemben a 24
oras kezelés nem okozott valtozast makrofagok szamaban (p>0,05). Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a kokultira megnovekedett IL-6 termelését pravasztatin
kezelést kovetden feltételezhetben nem a megndvekedett sejtszam
eredményezte. A pravasztatin jelentdsen rontotta a C2CI12 izomsejtek
proliferacids képességet.

A pravasztatin csokkentette az izomsejtek differenciacios kapacitasat

A pravasztatin kiemelkedéen negativ hatast gyakorolt a C2CI12 sejtek
proliferacidjara, ezért megvizsgaltuk hatasat a sejtek differencidcidjara is. A
fuzios index (FI) kifejezi a miotubulusokban 1év6 sejtmagok aranyat a tenyészet
0sszes sejtmagjahoz viszonyitva. Differencialodé C2C12 sejteket 9 napon at
kezeltink pravasztatinnal, s a tenyésztés 7. és 9. napjan szignifikdnsan (p<0,05)
kevesebb miotubulust taldltunk a tenyészetekben a kezeletlen kontrollhoz
képest. A kontroll tenyeszetek esetében a flzids index az 5. naptol kezdve
fokozatosan ndétt, de a pravasztatinnal kezelt tenyészetek esetében nem valtozott.
A Kkezelt sejtek eletképessége azonban a kontroll sejtekéhez volt hasonld
(p>0,3). A pravasztatin rontotta a C2C12 sejtek differenciacios képessegét.
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Osszefoglalas

A hiperkoleszterinémia kezelésében els6ként valasztandd gyodgyszerek a
sztatinok. Alkalmazasuk soran ritkdn el6fordulhat sulyos, izomkarositd
mellékhatas.

Munkank sordn human izombiopszids mintakon és mitéti anyagokon, valamint
primer izomsejt tenyészeteken vegzett kisérleteinkben tanulmanyoztuk a
gyulladédsos kornyezet hatadsat az szatellita sejtek életképessegére. Az
izomgyulladadst C2CI12 izomsejtekbdl és RAW264.7 makrofagokbdl 4llo
kokultarakon modelleztiik in vitro.

A szteroiddal nem kezelt paciensektdl szdrmazd izmokban a regeneralodo rostok
szama kevesebb, valamint az izmokbol inditott primer tenyészetekben a sejtek
lassabban osztodtak a kontrollhoz képest. A paciensek elézetes kortikoszteroid
kezelése mersékelte a vazizmok gyulladasos besziirddéset.

A HMGB1-et a szteroid kezeléstdl és betegségtdl fliggetleniil az 1izmok és az
infiltrditum sejtmagjaiban taldltuk. A szteroid kezelés ellenére is kevesebb
HMGB1-et tartalmaztak a myositises paciensek mintai. A kortikoszteroid
kezelés nem befolydsolta sem az izmok Osszes HMGB1 tartalmat, sem a
HMGBL1 pozitiv sejtmagok vagy a regeneralodo rostok szamat.

A kokulturaban tenyesztett sejtek nem voltak hatassal egymas proliferacios
képességeére, azonban az egyuttélés fokozta a kokultira IL-6 termelését. Az
izomsejtek IL-6 termelése a differenciacié stddiumaban makrofagok nélkil is
emelkedett, de nem ¢érte el a vele egy stddiumban ¢16 kokultira
citokintermelését. A pravasztatin kezelés tovabb fokozta az izomsejtkultira és a
kokultdra 1L-6 termelését is és rontotta az izomsejtek osztodasi és flzios
képességet. A makrofagok IL-6 termelésére vagy osztodasara nem volt hatassal.
Eredményeink arra utalnak, hogy a pravasztatin egyes esetekben fokozhatja az
izomgyulladast, s a folyamatban a HMGB1-nek is lehet szerepe.
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