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Bevezetés és irodalmi attekinteés

A szivinfarktus és az ischémias szivbetegség az 1900-as évek elétt szinte teljesen ismeretlen
volt. 1920 utan egyre tobb esetr6l szamoltak be, s az 1930-as évekre mar komoly
kozegészségugyi problemat okozott. A statisztikak alapjan Amerikaban jelenleg minden
tizedik méasodpercben létrejon egy szivinfarktus. Magyarorszagon évente 50 ezer ember hal
meg szivrohamban. Napjainkban széles korben elfogadott nézet, hogy a szivhalalozas mogott
a mozgasszegény életmaod, a tulzott taplalékfelvétel, a finomitott élelmiszerek talfogyasztasa
és a rostszegeny taplalkozas all. A taplalkozas koleszterinszint ndveld hatasanak, valamint a
magas Veérzsirszint és a szivhalalozas kdzotti 6sszefliggés elméletének akadnak ellenzdi, de a
koleszterinszintcsokkent6 sztatinok népszeriisége évek oOta toretlen (1). Kockazatuk abban
rejlik, hogy a sztatinok amellett, hogy blokkoljak a szervezet sajat koleszterinszintézisét,
egyéb olyan modokon is befolyasoljdk az anyagcserét, az 6nszabalyozd mechanizmusokat,
melyek jelenlegi ismereteinken még tdlmutatnak (2). Mellékhatasként egyre gyakoribb az

autoimmun izomérintettség vagy a végzetes veseelégtelenség.

Idiopatias inflammatdrikus miopatiak

Az idiopatias inflammatdrikus miopatiak (11M) 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
munkassaga nyoman még csak két csoportot tartottak szdmon, a polymyositist (PM) és a
dermatomyositist (DM) (3, 4), majd 1995-ben Griggs és munkatarsai leirtak a zarvanytestes
myositist is (inclusion body myositis, IBM), mint harmadik csoportot (5). 2003-ban egy
nemzetkdzi konferencian (European Neuromuscular Centre International Workshop — 2003
ENMC-1IM) immunmedialt nekrotizal6 miopatiaval (IMNM) és nem-specifikus miozitisszel

bovitettek a meglévo kategoridkat (6). Az elmult évtized kutatdsi eredményei, a myositis-
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specifikus antitestek (MSA) felfedezése és a Kkiterjedt Klinikai tapasztalatok alapjan
szllkségessé valt egy Uj klasszifikacios rendszer megalkotasa. A diagnozis felallitasakor
elészor az EULAR/ACR (European League Against Rheumatism/American College of
Rheumatology) klasszifikacios kritériumokat kell figyelembe venni, majd egy tobblépcsos
szempontrendszer alapjan lehet meghatarozni az alcsoportot. A jelenlegi kategorizalas hat
alcsoportot kilonit el: polymyositis (PM)- melynek alcsoportja lett az immunmedialt
nekrotizal6 miopéatia (IMNM), zarvanytestes myositis (IBM), amiopéatids dermatomyositis
(ADM), dermatomyositis (DM), és fiatalkori dermatomyositis (juvenilis dermatomyositis,
JDM) (1. abra) (7). Amennyiben a paciens tlnetei megfelelnek az EULAR/ACR [IM-re
felallitott kritériumrendszerének, a kovetkezd szempont a paciens életkora az elsd tiinetek
megjelenésekor. Amennyiben 18 éves kor alatt jelentkeztek a panaszok, ugy a bortiinetek
megléte esetén juvenilis dermatomyositis, bdrtiinetek hidnyaban juvenilis myositis lehet a
diagnoézis. 18 éves kor folott felnéttkori megbetegedésrdl beszélhetiink, ebben az esetben a
kovetkezé szempont a boértliinetek megléte vagy hianya. Amennyiben bértiinet nincs, de
terapiara nem reagal6 ujjhajlitdizom gyengeséget panaszol a paciens vagy az izombiopszias
mintan igazolddott a rimmed vakuodla, akkor a diagnozis zarvanytestes myositis, amennyiben
sem az ujjhajlitd izom makacs gyengesége nem jellemz6, s a szovettani képen sem
igazolddott rimmed vakuola jelenléte, Ugy a diagnoézis polymyositis. Abban az esetben, ha
felnodttkori kezdetnél bortlinetek is jelentkeznek, eldontendd kérdés, hogy jellemzo-e a felsé
vagy az also végtagok szimmetrikus és progressziv gyengesége, vagy a nyakhajlitd izmok
gyengiilése a nyakfeszitokhoz képest, vagy az alsé végtagok proximalis gyengesége a
disztalis régiokhoz képest. Amennyiben ezek kozil legaldbb egy tiinet jelen van, Ugy a

diagndzis dermatomyositis, ha nincs, akkor amiopatias dermatomyositis allhat fenn.



A péciens tiinetei megfelelnek az EULAR/ACR
1IM-re felallitott kritériumrendszerének

< Eletkor az elsé tiinet megjelenésekor <18
Nem |

fdgen

Heliotrop rash vagy
Gottron papula vagy
Gottron jel

Heliotrop rash vagy
Gottron papula vagy
Gottron jcl

Nem
Igen
klinikai tiinetek:
ujjhajlit6 izom gyengesége
mely terdpira sem javul fels6 végtagok proximalis részét érintd
vagy objektiv szimmetrikus gyengeség mely altaldban progressziv,
izombiopszids mintan vagy Nem Igen
rimmed vakuola also végtagok proximalis részét érintd ]
objektiv szimmetrikus gyengeség mely éltalaban progressziv,
Nem vagy
_— nyakhajlit6 izmok gyengébbek mint a nyakfesziték
Igen vagy
alsé végtagok proximalis izmai gyengébbek mint a disztalisak
Nem Igen

PM Juvenilis myositis | DM |
(IMNM) gt | de nem JDM |

1. abra Az IIM diagnézisanak pontositasa tobblépcsés szempontrendszer alapjan (7)

Polymyositis (PM)

A 2003 évi ENMC-1IM osztalyozasi rendszer alapjan a tipusos polymyositisben vezet6 tiinet
a szubakut vagy ismeretlen kezdetli izomgyengeség, a laboratoriumi eredmények emelkedett
kreatin-kinaz szinteket mutatnak, a kdrszovettani mintdkon pedig jellegzetes CD8+ T-sejtes
beszlir6dés lathatd az izomrostok koriil. Boérelvaltozas nem jellemzé. A polymyositises
paciensek tébb mint felénél a betegség lefolyasa soran diagndzisuk atmindsithetd

zarvanytestes myositisre (IBM) (8).

Dermatomyositis (DM)

A dermatomyositis jellemzé Kklinikai tiinetei a ketoldali, szimmetrikus végtagi
izomgyengeség, és a jellegzetes bérelvaltozasok (heliotrop Kkiiités, periorbitalis 6déma,
Gottron papulak, Gottron jel, erittma a mellkas fels6 részén un. V-jel, perifaszcikularis

atrofia). Klinikopatoldgiai szempontbol a dermatomyositisnek még harom formaja létezik.



Egyik a klinikailag amiopatias DM (CADM), melynél megjelennek a dermatomyositisre
jellemz6 boértiinetek, de nincs izom érintettség. Masik alcsoportba azok a korképek keriltek,
melyek klinikai és patologiai szempontbdl DM-ben jellegzetesek, de nincs bortiinet. A
harmadik tipus a fiatalkori DM, mely a 18. életév elétt jelenik meg (6, 7, 9). A kdzelmultban
megtalaltdk a dermatomyositis-specifikus autoantitesteket is (DMSA). Az autoantitestek
megléte alapjan hat alcsoportot lehet elkiiloniteni, melyeket eltérd klinikopatoldgiai
tulajdonsagok jellemeznek: anti-transzkripcios intermedier faktor 1-y DM (TIF1-y DM), anti-
nuklearis matrix protein 2 DM (NXP-2 DM), anti-melanéma differenciaci6-asszocialt gén 5
DM (MDA-5 DM), anti-kis ubiquitin-szerti modosit6 aktivaldo enzim DM (SAE DM),
szeronegativ DM (10). A jelentds kutatasi eredmények miatt a dermatomyositisek Ujra

osztalyozésa jelenleg is tart (11-13).

Zarvanytestes myositis (inclusion body myositis, IBM)

A 2011 évi ENMC-IBM (ENMC IBM Research Diagnostic Criteria) (14) osztalyozasi
rendszer szerint az IBM jelenleg harom kategoriaba sorolhato: klinikopatoldgiai IBM (CPD-
IBM), klinikai IBM (C-IBM), és feltételezhetd IBM (probable IBM, P-IBM). Az IBM
tobbségében 45 éves kor utan jelentkezik. Altaldnosan jellemz6 a lassan kialakuld, sokszor
aszimmetrikus izomgyengeség. Korszovettani megjelenésére tipikus az endomizium CD8+T
sejteket tartalmazo limfocitas besziir6dése. Ehhez tarsulhat nem nekrotizal6 izomrost invazio,
rimmed vakuodlum, intracellularis fehérje aggregatum és tubulofilamentum. A klinikai és
feltételezhetd IBM korai diagnosztizalasat megkonnyiti az MHC-1 immunhisztokémiali

kimutatasa az izomrostokon (15).

Immunmediélt nekrotizal6 miopatia (IMNM)

Az immunmedialt nekrotizalé miopatia jelenleg hasznalatban 1évé osztalyozasat 2016-ban

hoztak létre egy nemzetkdzi kongresszuson (ENMC International Workshop-2016 ENMC-



IMNM) (16). Osztalyozasa szeroldgiai alapon torténik. A betegségre jellegzetes
autoantitestek megléte alapjan harom alcsoportot kilonbdztetnek meg: anti-3-hidroxi-3-
metil-glutaril koenzim-A reduktaz IMNM (anti-HMGCR IMNM), anti-szignalfelismerd
ribonukleoprotein IMNM (anti-SRP IMNM), szeronegativ IMNM. A harom alcsoport kdzos
tlnetei a proximalis izomgyengeség és az emelkedett szérum kreatin-kinaz szintek (17). Az
anti-HMGCR IMNM -t eredetileg sztatinokkal kezelt pacienseknél irtak le, de mar ismert,
hogy sztatin terapia nélkiil is kialakulhat, jellemzden fiatalabb kortiaknal (akar 10 honapos
korban) és azsiai népeknél (17-20). A szeronegativ IMNM-ban tipusos koros elvaltozas a
nekrotikus €s regeneralddd rostok szorvanyos jelenléte, a gyulladdsos beszlirddés ritka és
féleg makrofagok alkotjak, gyenge vagy erételjes MHC-I expresszié a nem nekrotizald, vagy
nem regeneral6dod rostokon, valamint membrankarositd komplex (MAC) lerakddasa a
szorvanyosan elhelyezkedd nem nekrotizald izomrostok szarkolemmadjan (17, 20-22). Az
autoantitest-pozitiv péaciensek 20%-nal limfocitas besziirédés is jellemzi az érintett izom

szovettani kepét (13).

Antiszintetaz szindroma (ASS)

A betegség elnevezése az aminosav-transzfer RNS szintetdz (ARS) elleni autoantitestek (anti-
ARS vagy antiszintetaz antitestek) jelenlétére utal. Eddig nyolc antitestet sikerult azonositani:
anti-Jo-1 (antihisztidil), anti-PL-7 (antitreonil), anti-PL-12 (antialanil), anti-EJ (antiglicil),
anti-OJ (antiizoleucil), anti-KS (antiaszparagil), anti-Zo (antifenilalanil), anti-Ha (antitirozil).
Az ASS egy szeroldgiai alapon létrehozott kategdria, mely legalabb egyféle anti-ARS
autoantitest jelenlétét feltételezi az alabbi klinikai ttnetekkel: izomgyulladas, intersticialis
tidébetegség (ILD), mechanikus kéz, iziileti gyulladas, Raynaud-szindroma és laz (23). A

klinikai és szovettani jellemzok atfedhetnek a dermatomyositis korképével (23, 24).



Overlap myositis

Az overlap myositis egy heterogén klinikoszerologiai szindroma. A diagnoézist akkor lehet
felallitani, ha az izomgyulladas mellett jelen van legalabb egy atfedd tiinet mely jellemzd
kotoszovetes betegségeknél és /vagy jelen van egy atfedd autoantitest az alabbiak kozdl: anti-
Ku, anti-PM/Scl (polymyositis, szkleroderma), anti-U3-RNP (antifibrillarin), anti-RuvBL1/2,
anti-Ro52/TRIM21 (tripartite motif 21), anti-U1snRNP (U1 kis nuklearis ribonukleoprotein),
anti-NT5C1A (citoszolikus 5° nukleotidaz 1A), anti-PUF-60 (poli-U-kot6 faktor 60 kDa

protein) (25).

Nem specifikus myositis

2003-ban egy nemzetkdzi konferencian hoztak létre (2003 ENMC-IIM) (26) a nem specifikus
myositis alkategoriat melynek kritériumai a perivaszkularis és perimizialis gyulladasos sejt
infiltracié vagy a szorvanyos CD8+ T sejtes beszirddés (6). Gyakorlatilag olyan esetek
keriilnek ebbe a kategdriaba, ahol erételjes MHC-I expresszio van jelen gyulladasos

sejtinfiltracio nelkil. Heterogén csoport, tagjai méas kategdriakba nem sorolhatok.

Antimitokondrialis M2- asszocialt myositis

Antimitokondrialis antitestek szdmos korképnél megjelennek: primer méjcirrdzis, autoimmun
hepatitisz, reumatoid artritisz, pszoriazis, szisztéméas szklerézis (SSc), Sjogren szindroma,
Hashimoto thyreoiditis. Egy tobb mint 200 pacienst vizsgdld japan tanulmény alapjan
mitokondrialis M2 antitestek egyiitt fordulnak elé elhtiz6do, kronikus betegségekkel,
izomsorvadassal és kardiopulmonalis betegségekkel. Konnyen Gsszetévesztheté az IMNM-

val (27, 28).

A koleszterin



A Kkoleszterin a lipidek kozé tartozd, szteranvazas, szerves molekula (29). Nélkuldzhetetlen
alkotd 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 képes szintetizalni, gerincesekben legnagyobb mennyiségben a méjsejtek termelik (30).
Mar szaz évvel ezel6tt megfigyelte Virchow a német patologus, hogy a miokardialis
infarktusban elhunyt paciensek artéridinak fala vastag és szabalytalan, illetve sargas, zsiros
anyaggal tomitett. Az artérianak ezt a patoldgias megjelenését ateromanak nevezte el. A
kutatok kezdetben szkeptikusan alltak a koleszterin és a szivkoszorGér betegségek
kapcsolatahoz, de késébb egyre tobb tanulmany latott napvilagot, melyek bizonyitottak a
koleszterin szerepét a sziv- és érrendszeri betegségek kialakuldsaban. Késébbi vizsgalatokban
kimutattdk, hogy a koronaria betegségekbdl eredd haldlozas fdleg az alacsony denzitasu
lipoprotein (LDL) koleszterinnek tulajdonithatd, mely a total koleszterin 70%-at teszi ki. gy
szlletett meg az az elmélet, mely szerint a megemelkedett totdl, pontosabban LDL
koleszterinszint okozhat koszoruér megbetegedést (31). Legels6k kozott emlithet6 az 1948-as
hires Framingham tanulmany (32) Tobb mint 6tezer, 30 és 62 éves kor kozotti férfit és n6t
vizsgaltak, s megallapitottdk, hogy a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsara hatéast
gyakorol a vérnyomas, a vér koleszterin- és trigliceridszintje, az életkor és a nem, tovabba
kiilonboz6 pszichoszocialis tényezOk is. Ennek alapjan kidolgoztdk a koronaria
megbetegedések kockazatanak tobbvaltozdés modelljét, a Framingham Heart Score -t (33).
Jelenleg a fejlett orszdgokban és hazankban is emberek millidinak haldlat okozzék az
érelmeszesedés talajan kialakult sziv-és érrendszeri betegségek, melyek nem csak korai

halalozéssal, hanem hosszU, rokkantsagban telt évekkel is sujtjak a tarsadalmat (2. abra).
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2. abra. A WHO magyarorszagi statisztikdja. A 10 leggyakoribb halalok 2019-ben, korra
és nemre valo tekintet nélkil (WHO statistical profile - Top 10 causes of death in Hungary
for both sexes aged all ages (2019)).

Az érelmeszesedés kialakulasa a ,,sériilésre adott valasz” hipotézis szerint (damage response
hypothesis) az érendotél sejtjeinek sériilésével kezdédik. Ezt kovetden a sérulés helyén a
simaizomsejtek és az aktivalt makrofagok lipideket, foleg LDL-t abszorbealva habos sejtekké
alakulnak, melyek halmaza a ,,zsiros csik”. Majd tovabbi monocitak és makrofagok érkeznek
a teruletre, feltételezhetéen a felgytilt koleszterin eltakaritdsara. Az ér medialis rétegébdl
simaizomsejtek vandorolnak az intimaba, tovabba érkeznek még B- és T-sejtek is (34). Az ide
sereglett sejtek kemoattraktansokkal tovabbi immunsejteket vonzanak a sérilt terlletre. A
fehérvérsejtek oxidaljak az LDL-t és stimulaljak a simaizomsejtek proliferaciojat. Az oxidalt
LDL o6nmagaban is immunogén, ezentdl kdénnyen bejut a leukocitdkba, immobilizélja a
makrofagokat, s citotoxikus hatasa van az érendotélsejtekre és a simaizomsejtekre. A
makrofagok interleukin-1-et (IL-1) és tumornekrozis faktort (TNF) szabaditanak fol, valamint
monocita kemoattraktans protein-1-gyel (MCP-1) tovabbi leukocitakat vonzzanak a terlletre
¢és fokozzak azok adhézids képességét. A koleszterinbdl és az ide 6zOnlott sejtekbdl végiil

kialakul egy novekvo plakk. A stabil plakkok jellemzdéen lassan nének. Belsejukben sok a
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simaizomsejt, kevés az immunsejt. Erlumen feléli oldaluk vastag fibrotikus fallal védett, igy
kevésbé hajlamosak kiszakadni. Az instabil plakkok gyorsan ndvekednek, kdzepukben
nekrotizald, zsiros részt tartalmaznak makrofagokkal, és kevés simaizomsejttel. Az érlumen
felé néz6 fibrotikus sapkajuk vékony, ezért konnyen felszakadnak. A plakk felszakadasa
beinditja a véralvadasi kaszkadot. A folyamat el6rehaladtaval az artéridk fala
megkemenyedik, a lumenik besziikiil, igy az érintett terilet vérellatdsa romlik. A nagyobb
plakkok méretiik miatt felszakadas nélkil is okozhatnak emboliat (35-37). Az érfalrdl levald
plakkok szitkebb lumenti artériakhoz érve elzarhatjdk a lument. Az ateroszklerdzis az
érendotél integritdsat is csokkenti, s az erfal kiboltosulasa (ateroszklerotikus aneurizma)

veérzésekhez vezet. A test barmelyik artériaja érintett lehet (3. abra).

Intakt ér  Kezdddo 1¢zi6 Zsiros csik Ateréma Komplikalt 1¢zi6

Erendotél diszfunkcié  Ateroszklerozis Fejlodo Miokardiélis infarktus
allapota megjelenése  ateroszklerozis  Agyérkatasztrofa

3. abra. Az érelmeszesedés kialakulasanak folyamata és kdvetkezményei (38, 39).

A sztatinok

A sztatinok széles korben alkalmazott, nagy hatékonysagi gyogyszerek a
hiperkoleszterinémia kezeléseében (40, 41). A koleszterinszint csokkentése mellett enyhitik a
gyulladast és az oxidativ stresszt (42). A természetben el6forduld sztatinok penészgombak
masodlagos anyagcseretermékei. Az elGszor felfedezett sztatin a kompaktin vagy mevasztatin
volt (ML-236B), melyet 1973-ban izolalt Akira Endo japan biokémikus a Penicillium

citrinum nevli penészgombabol. A legelsd, kereskedelmi forgalomban elérhetd sztatint, a
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lovasztatint Monascus ruber és Aspergillus terreus nevii gombakbol nyerték ki. A lovasztatin
bevezetése 6ta mar szdmos sztatin megjelent, melyek koziil jelenleg elérhetd a félszintetikus
szimvasztatin és pravasztatin valamint a szintetikus fluvasztatin, atorvasztatin, roszuvasztatin,
pitavasztatin is. Napjainkban az atorvasztatin és a roszuvasztatin a legnépszeriibbek (43) (44).
A sztatinok hatasat felfedezésik 6ta mar szamos nagyszabasu klinikai vizsgalatban tesztelték,
s kimutattak, hogy a vér LDL koncentraciojat 25-35%-kal, a szivrohamok gyakorisagat 25-
30%-kal csokkentik jelentésebb mellékhatds nélkil. 2005-ben az egyik gyogyszercsoport
értékesitésével 25 milliard dollar jovedelmet értek el. Becslések szerint vilagszerte jelenleg

30 millié ember &ll sztatin kezelés alatt (45, 46).

A sztatinok szerkezete, farmakokinetikai sajatsagai, hatdsmechanizmusa

A sztatinok a 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA-) reduktdz kompetitiv
gatloszerei. A koleszterin szintézis sordn a HMG-CoA reduktaz katalizalja a HMG-CoA
atalakulasat mevalonatta. A sztatinokat a maj metabolizalja, igy elsédleges hatasukat a
maéjban fejtik ki. A HMG-CoA reduktaz gatlasaval a majban és egyéb szovetekben csokken a
koleszterinszintézis, s mivel a koleszterin nagyon fontos alkot6 eleme a sejtmembranoknak, a
sejtek a plazma lipoproteinjeinek felvételével probaljak a hianyt fedezni, ehhez pedig

fokozzak az LDL receptoraik szintézisét (4. abra). A sztatinok ilyen kdzvetett mddon képesek

crer
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4. abra. A sztatinok feltételezett hatasmechanizmusa (48)
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A sztatinok szerkezetében harom f6 rész talalhato: egy HMG-CoA analdg, egy hidrofob
gylri, mely a HMG-CoA reduktdzhoz valé kotédésért felel, és oldalcsoportok, melyek a
molekula oldékonysagat és a sztatinok szamos farmakokinetikai sajatossagat meghatarozzak
(49-51). A pravasztatin a mevasztatin aktiv, tisztitott metabolitja, eredetileg mevasztatinnal
kezelt kutyak vizeletébol nyerték ki (52, 53). A sztatinok célszerve a médj, itt torténik a
metabolizmusuk. A lovasztatin, szimvasztatin, atorvasztatin es cerivasztatin metabolizmusa a
CYP 3A4, a fluvastatin metabolizmusa a CYP 2C9 fehérjék segitségével torténik, melyek a
citokrom P450 szupercsalad tagjai. A pravastatin metabolizmusa nem veszi igénybe a
citokrom rendszert, metabolizmusaban tobbféle reakcid szerepel, példaul izomerizacio,
szulfatacio, glutation konjugéacio, oxidacid (54, 55). A pravasztatin a majsejtek
citoplazmdjaban enzimatikusan, illetve egy része abszorpcié elétt a gyomorsavban nem
enzimatikusan atalakul két, viszonylag inaktiv metabolitta (56). A lipofil sztatinok szisztémaés
biohasznosulasa a lipofil jelleg miatt alacsony (kivétel a pitavastatin), ugyanis a béltraktusbol
a portalis vénan keresztill egyenesen a majba jutnak (Hepatic first-pass effect). Ez egyben
elényds is, mivel a lipofil molekuldk kdnnyen penetralndk az extrahepatikus sejteket,
szdmtalan nem kivant mellékhatast okozva. A hidrofil sztatinok aktiv transzporttal tudnak
bejutni a hepatocitédkba, igy csak korlatozott mértékben képesek penetralni a nem hepatofil
sejteket (57). A pravasztatin és a roszuvasztatin kiemelkedéen hidrofil a tobbi sztatinhoz
képest, igy feltehetden kevésbé képesek atjutni az izomsejtek membranjan, mint a lipofil
tarsaik. Ennek ellenére a hidrofil sztatinokkal torténé kezelések esetén ugyanolyan
gyakorisaggal fordul elé sulyos rabdomiolizis (58). A pravasztatin az egyetlen sztatin mely
nem kotddik plazmafehérjékhez, igy a vérben a szabad koncentricidja a tobbi sztatinéhoz
képest magasabb (59, 60). A sztatinok szamos emlds sejttenyészetben hatékonyan kifejtik
gatlo hatasukat. A pravasztatinon kivil in vitro minden sztatin gatolja a koleszterin szintézist

olyan extrahepatikus sejtek tenyészeteiben, mint pl. egér peritonealis makrofagok, patkany
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simaizomsejtek, human monocita-makrofag sejtek. Hasonld6 hatds eléréséhez a
pravasztatinb6l sokkal nagyobb dézisra van szikség, mely azzal magyarazhatd, hogy az
extrahepatikus sejtek nehezebben veszik fel a pravasztatint mint a hepatocitadk. Komai és
munkatarsai mdjsejtekben a pravasztatin felvételét segitd, specidlis hordozé molekulat

talaltak (61).

A sztatinok pleiotrop hatésa

A sztatinok a koleszterinszint csokkentése mellett egyéb hatdsokat is eldsegitenek, melyek
fliggetlenek a szérum koleszterinszint valtozasatdl (49) (4. tablazat). Az egyik ilyen pleiotrép
hatés az izoprenoid intermedierek keletkezésének gatlasa. A mevalonat Gtvonalnak nem csak
a Kkoleszterin az egyetlen fontos terméke. Az ubikvinonok az elektrontranszportban, a
dolikolok a glikoproteinek szintézisében vesznek részt, az izopentenil-adenin pedig a
transzfer RNS alkotorésze (62, 63). A sztatinok jelentds immunmodulalé hatassal is birnak.

Patkany sejteken végzett kisérletek soran a lovasztatin gatolta a makrofagok TNF és IL-1

Ve

,,,,,,,,,,

monocita/makrofagok és T-sejtek proliferacidjara, differenciaciojara és szekréecios
aktivitasara. A hidrofil és lipofil sztatinok IFN-y stimulussal egyiitt alkalmazva gatoljak a
human makrofagok, érendotél sejtek és simaizom sejtek MHC 11 expresszidjat (65-76). Kwak
¢s munkatarsai megfigyelték, hogy a sztatinok dézisfiiggden gatoljadk az interferon-y altal
indukalt MHC Il expressziot endotélsejteken, monocita-makrofag sejteken, vaszkularis
simaizomsejteken és fibroblasztokon (71). A T-sejtet aktivald6 MHC Il molekula mellett az
érgyulladas masik fontos komponense a CD40-CD40 ligand (CD40L) utvonal. A CD40 és
ligandja a tumor nekrézis faktor proteincsaladba tartoznak, melyek szamos gyulladasos
folyamatban részt vesznek, pl.. fehérvérsejtek adhézidja és migracidja, kemokin- és
citokintermelés indukalasa, fibroblasztok aktivalasa (77). Sztatin kezelés hatasara mind
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human endotélsejteken, mind monocita-makrofag sejteken csokkent a CD40 expresszidja
(78). A magas zsirtartalmu diétan tartott egereknél a gyulladasos citokinek emelkedésével
parhuzamosan a 4-1BB (TNF-a receptorcsaldd) expresszioja vazizomban fokozddik.
Ugyanez megfigyelhet6 izom-makrofag kokulturéban is. A 4-1BB ligandja az izmot infiltralé
makrofagokon van jelen, s a receptor-ligand kapcsolddas hatasara gyulladasos citokinek

szabadulnak f6] mind az izomsejtbdl, mind a makrofagbol (79).

A sztatinok mellékhatasai, sztatin-indukalt miopatiak

A sztatin terapia soran néhany esetben sulyos mellékhatasokkal lehet szamolni, melyek a
vazizmokat  karositjak. Izomkarosito  hatasuk  szorosan  6sszefligg ~ magas
plazmakoncentraciojukkal (80-82). A vazizmot intenziv anyagcsere és magas verataramlas
jellemzi (83), igy szdmos anyagot nagy mennyiségben képes megkétni, ennek kovetkeztében
er6sen ki van téve a vérben keringd gyogyszerek hatasainak (84). A sztatinok altal kivaltott
izomkarosodasok kialakulasuk szerint lehetnek toxikus, nem-autoimmun eredetii miopatiak
és sztatin-indukalt nekrotizalé autoimmun miopéatidk (SINAM). A tinetek sulyossaga
dozisfiiggé (85). A sztatin-indukalt miotoxicitas tlnetei viszonylag széles spektrumon
mozognak, az enyhe nem specifikus mialgidktdl kezdve az emelkedett kreatin kinaz
szintekkel jar0 myositisen at egészen az életveszélyes rabdomyositisig, melynek végsé
stadiuma a veseelégtelenseg. A toxikus miopatia a sztatin kezelés megvonasaval legtdbb
esetben megsziintethetd (86). A pontos patomechanizmus még ismeretlen, de feltételezhetd,
hogy bizonyos nélkilozhetetlen metabolitok hianya és a membranintegritds meggyengulése
vezet miotoxicitashoz (87). A SINAM egy ritka és sulyos formaja a gyogyszer-indukalt
miopétidknak, melynél a sztatin kezelés hatasara olyan autoimmun folyamatok indulnak be,
melyeket mar nem lehet megallitani a sztatin kezelés felfuggesztésével (86). Ennek a
jelenségnek az egyik lehetséges magyardzata az, hogy egyes pacienseknél jelen van egy
latens, orokletes metabolikus miopatia, mely teljesen tiinetmentes addig, amig a sztatin
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kezelés a HMG-CoA reduktaz ellen képz6dott antitestek szintjét jelentésen meg nem emeli.
Ugyanis a HMG-CoA reduktaz kompetitiv gatlasa stimulalja ezen enzim de novo szintézisét,
igy az felhalmozddik a sejtekben (88). Sztatin kezelést kovetdéen a regeneralddo
izomrostokban olyan magas a HMG-CoA reduktaz szintje, mely képes allandésitani az
autoimmun allapotot (89-91). llyen esetekben csak agressziv, immunszupressziv szerek
segithetnek (92). A sztatinokhoz kothetdé autoimmun betegségek kozé tartozik a tipikus
polymyositis és dermatomyositis (93). A HMG-CoA reduktaz gatlasahoz kothetd
izomtoxicitas rendkivil ritka, de stlyos mellékhatas. Egyik leggyakoribb nem kivant hatas a
mialgia, melynek jellemzd tiinete a diffuz izomfajdalom és izomgyengeség, normal plazma
CK (kreatin-kinaz) értékek mellett. Az izombiopszids mintdkon a mitokondrialis diszfunkcid
jelei, fokozott lipid raktarozas, és un. rongyos-vords izomrostok (red-ragged fibers) lathatok
(41, 87, 94). Egyes tanulmanyok szerint a sztatinok a Q10 hianyon keresztil is kifejthetnek
karos hatast, ugyanis in vitro kisérletekben a Q10 koenzim adagolésa gatolta a sztatin
indukalta apoptozist (95). Klinikai gyakorlatban is megfigyelték a Q10 pozitiv szerepét a
sztatin-indukalt miopatidk tuneteinek enyhitésében (96). Az etanol intoxik&ciéhoz hasonloan
a sztatinok is ronthatjdk az izomsejtek membran integritasat, mely a sejtproliferacio
csokkenéséhez vezet (41, 97). A sztatinoknal megfigyelték, hogy befolyasoljak az izomsejtek
membranjanak Na*/K* ATPaz és Na*/Ca?" ATPaz pumpait, melynek hatasa szintén toxikus
lehet az izomra (98). A sztatin-indukalt miopétidk kockazata kombinalt terapidk esetén
jelentésen novekszik. Azok a gyogyszerek lehetnek veszélyesek, melyek gatoljak a citokrom
P-450 rendszert vagy azonos enzimen keresztul metabolizalédnak a méjban. Ilyenek lehetnek
pl. a makrolid antibiotikumok, azol gytr(t tartalmaz6 gombacellenes szerek, ciklosporinok, és
a nagy mennyiségii grapefruitlé. Ezek a szerek sztatinokkal egyiitt alkalmazva drasztikusan
megemelik a sztatinok plazma-koncentraciojat melynek kovetkeztében kialakulhat miopétia

(99, 100).
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Miopétidhoz vezethet olyan gyogyszerinterakcio is, amikor a paciens multidrog-rezisztens
fehérje 2 (MRP2) elleni gatldszert kap sztatinnal egyutt, ugyanis a hidrofil sztatinok nem
képesek diffuzidval bejutni a sejtekbe, mint a lipofil sztatinok, igy hordozé molekulak
segitségére szorulnak. Ilyen transzporter példaul az MRP2. Ez a kombinacio is tulzottan
megemeli a vér sztatin koncentraciojat (41). A HMG-CoA reduktaz elleni autoantitestek
mellett fokozodik a nem nekrotizal6 izomrostok szarkolemmajanak MHC-1 expresszioja,
valamint jelentds miofagocitdzis jelenik meg anélkiil, hogy az izomszdvetben limfocitas
beszlirddés lenne észlelhetd. Ezek a tlinetek egyiittesen jellemzdek a toxikus miopatiara (86).

Alfirevic és munkatarsai a sztatin-indukalt miotoxicitas fenotipusanak standardizacidja
kapcsan azt javasoltdk, hogy a tlinetek és mérhetd jelek szerint hét fokozat lehetséges:
emelkedett CK szintek, toleradlhaté mialgia, nem toleralhaté mialgia, miopatia, sulyos
miopétia, rabdomiolizis, autoimmun-medialt nekrotizal6 myositis (42). A sztatinok
mellékhatasait szamos mechanizmussal magyarazzak, pl.: mitokondriélis karosodas (42, 87,
101, 102) a szarkolemma gétolt glikoprotein szintézise (103), és gatolt klorid csatorna
aktivacioj (104), az intracellularis kalcium koncentracio emelkedése és a membran fluiditast
érinté valtozadsok (105-107). A sztatin indukélta miopéatidk hisztopatologiai sajatsagai a
nekrotizald rostok, miofagocitozis és a nagy tomegben jelentkezé fagocitdld makrofagok
jelenléte (108). Az izomszovetbe sziirédott jelentdés mennyiségii makrofag a takaritason kiviil
patogén funkciot is betdlthet, karosithatja az izomrostokat. A sztatinok gyulladascsokkentd
hatdsa jol ismert, azonban elképzelhet6, hogy a makrofdgokon keresztill izomgyulladast
provokalnak. Az izomzatot érinté hatdsok mellett a hossz(i tava sztatin kezelés esetében

megfigyeltek emelkedett majenzim szinteket, és gyakoribb volt a diabétesz mellitusz (109).
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High mobility group box 1 protein (HMGB1)

Az érett korl paciensek eseteben az izompanaszok megjelenését a koleszterinszint
csokkentését célzo sztatin terdpia inicialja. Egyes esetekben a kezelés felfliggesztése sem
oldja meg a panaszokat, mivel a tiineteket autoimmun folyamatok allandositjak. A karosodott
sejtekbdl kiszabadult molekuldk, mint a HMGBI, a tovabbiakban is triggerelik a gyulladast.
gy a HMGB1-nek patogén szerepe lehet az izomgyulladas, izomgyengeség, izomfajdalom
kialakulasaban, olyan autoimmun betegségeknél, mint az idiopatias inflammatorikus
miopétidk, vagy a reumatoid artritisz. A ,,High Mobility Group” fehérjék nem-hiszton tipusd
kromatinfehérjek, melyek minden sejttipusban jelen vannak. Neviket onnan kaptak, hogy
erdsen polaros jellegiik és kis méretiik miatt nagyon mozgékonyak a gélelektroforézis soran.
Funkcionalis alegységeik szerint megkulonboztetiink A, B és C alcsoportokat. A HMGBL1 25
kDa molekulatomegli, 215 aminosavbol 4all6 konzervalt, kromoszomalis fehérje (110).
Sokoldalu, a sejten belll és a sejten kivil is fontos funkciot tolt be. Az é16 sejtekbdl aktivan,
az elpusztult sejtekbdl passzivan szabadul fol. Az extracellularis térben alarmin, azaz
figyelmeztetd funkciot ellatva képes aktivalni a természetes (velesziiletett) immunrendszert.

Jelenleg ismert, bizonyitott receptorai a toll-szerti receptor-4 (TLR-4) és a RAGE (receptor
for advanced glycation end products). Szamos receptor rendszert kapcsolatba hoztak a
HMGB1-gyel de ezek feltételezhetden nem a valddi receptorai, hanem a HMGBI1-gyel
komplexbe keriilé molekulakra specifikusak. Az extracellularis térbe nagy mennyiségben
kijutott HMGB1-nek gyulladaskeltd hatasa van. Hatasat nagyban befolyasolja, hogy
onmagaban vagy partnermolekuldkkal alkotott komplexben kotddik a receptoraihoz. A
HMGBI hajlamos megkdtni kiilonb6z6 proinflammatérikus molekulékat, s ezek szinergista
maodon fokozzak egymas hatasat, pl.: DNS, RNS, hisztonok, nukleoszémak, lipopoliszacharid
(LPS), SDF-1 (stromal cell-derived factor-1, CXCL-12), interleukin-1o (IL-1a), IL-1B és

egyéb faktorok. A HMGB1 minden egyes redox allapotahoz kiilonb6z6 citokin-stimulélo és
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kemoattraktans aktivitas kapcsolddik. Amikor a HMGB1 egyedill kapcsolddik receptorahoz,
az altala kifejtett proinflammatorikus hatas a HMGBL1 redox allapotanak fliggvénye, melyet a
molekulaban talalhatd harom cisztein allapota hataroz meg. Nyugvo sejtek magjaban a
HMGBL teljesen redukalt formaban van jelen, ilyenkor mind harom ciszteinen tiol csoport
talalhat6. Ebben a formaban kemokinként viselkedik, mert a sejtbdl kiszabadulva és CXCL-
12-vel (SDF-1) komplexet alkotva a CXCR4 receptorhoz kapcsolodik, és felerdsiti a
tarsmolekula kemotaktikus hatasét. igy vesz részt a leukocitak, fibroblasztok toborzasaban
(111). Enyhe oxidalo hatésra diszulfid HMGB1 keletkezik, azaz a C23-as és C45-0s ciszteinje
kozott diszulfid hid alakul ki, mig a C106-0s cisztein tovabbra is redukalt form&ban marad.
Ezzel a mddosulassal kemotaktikus hatdsat elveszitve csak citokinként viselkedik, az
extracelluléris térben TLR-4 receptorhoz kotddve erésen aktivalja a proinflammatorikus
citokinek termelddését (112). Venereau és munkatarsai azt talaltdk, hogy a diszulfid HMGB1
képes aktivalni a nuklearis faktor (NF) -xB utvonalat (NF-kB) tovabba a fibroblasztokat és a
makrofagokat olyan gyulladasos citokinek termelésére serkenti, mint az interleukin-6 (IL-6),
IL-8, tumornekrozis faktor-a (TNF-a) (111). Tovabb oxidalva szulfonil csoportok rakddnak
egy vagy tobb ciszteinjére, s a molekula 6nmagéban nem fejt ki tébbé proinflammatdrikus
hatast (112). A redukalt és diszulfid forma reverzibilisen képes egymaésba atalakulni, mig a
szulfonildlt HMGBL1 irreverzibilis allapotu. Az oxidalt és a denaturdlt fehérjének sem
kemoattraktiv sem proinflammatérikus hatdsa nincs (113). A HMGB1 és RAGE kozotti
kapcsolat hatésa jelenleg intenziv kutatds targyat képezi. A vizsgalatok 6sszességében arra
mutatnak, hogy a HMGB1 ko6tddése RAGE-hez kdzvetlenll aktivélja az NF-«xB tutvonalat és
az ebbdl fakado citokin képzédést. A makrofagokon mind a TLR-4 mind pedig a RAGE
receptor megtalalhat, de ha a TLR-4 funkcionalisan inaktiv, vagy nincs jelen, akkor a sejtet
a HMGBI egyik izoformaja sem tudja citokintermelésre dsztondzni. fgy feltételezhetd, hogy

a HMGB1-RAGE kapcsolat kdzvetleniil nem képes citokintermelést indukalni. Lu és Billiar
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legUjabb felfedezése szerint a RAGE segiti, hogy a HMGB1 és a vele komplexben allé
tarsmolekulak endocitézissal a sejtbe keruljenek, és eljussanak az endolizoszémalis
kompartmentekbe. A lizoszoma savas kdzegében a HMGBL1 detergensként kezd viselkedni és
feloldja a partikulum membranjat. igy a vele komplexben kozlekedd molekula sértetleniil
bejut a citoszolba, ahol tovabbi receptorokat aktivalva gyulladast indukdl. A HMGB1
molekulan két LPS-koto hely talalhato, igy a HMGB1 a RAGE receptoron keresztiil LPS-t is
képes szallitani az extracellularis térbdl a citoszolban 1év6 kaszpaz 11-hez (114) (115). A
HMGBL1 LPS-t szallité funkcidja jatszik szerepet a kaszpaz 11 altal medidlt piroptdzisnal is.

A HMGBI1 az extracellularisan jelen 1évé nukleinsavakat is a RAGE receptor segitségével
juttatja a sejtbe, ahol pl. a DNS-t felismeri az endoszomalis TLR-9 vagy a citoplazmatikus
ciklikus GMP-AMP szintaz (cGAS), vagy az AIM2 inflammaszéma komplex. Ez a
mechanizmus sulyos karokat okozhat a szervezetben egyes autoimmun betegségek
fellangolasanal (pl. lupusz) és nagyobb sérilések esetén. A HMGB1-nek igy kettds alarmin
funkcigja van, egyrészt figyelmezteti a sejtet a megvaltozott, veszélyes kornyezetrol,
masrészt jelt ad az extracellularis kornyezetnek a megvaltozott mikodési sejtek
megjelenésérol (116-119). A kutatdcsoportok kiilonbozd stratégiakkal igyekeznek géatolni a
HMGB1-fiiggd gyulladasos folyamatokat, féleg a TLR4-HMGBL1 illetve a RAGE-HMGB1
utvonalak blokkolasdval. Gyulladasos betegségek preklinikai vizsgalataiban (pl. izileti
gyulladas, hasnyalmirigy gyulladas) j6 eredményeket értek el a HMGBL ellen termeltetett

antitestek és rekombindns HMGB1 box A fehérjék alkalmazasaval (120-123).

1 79 89 163 186 215
NH2— A box: DNS-kot6 régio H B box: DNS-kot6 régid H savas jellegli régio — COOH
89 108 150 183
TLR-kot6 hely RAGE-kot6 hely

5. dbra. A HMGB1 sematikus felépitése. 4 HMGBI két, pozitiv tiltésii DNS kotd
alegységbol (A és B box) és egy mnegativ toltésti savas veégzodésbol all. Keét nuklearis
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lokalizacios szignal szakaszt tartalmaz (NLS1: 28-44 aminosavak; NLS2: 179-185
aminosavak), melyek fontos szerepet toltenek be a fehérje sejtmagba torténd transzportjaban.
A RAGE koteséért az 50-183 kozotti aminosav szakasz felelds. Az extracellularis citokin
aktivitas a B boxban talalhato, és a hasitott A box alegység segitségével antagonizalhaté. A B
box 106-0s pozicidban talalhaté ciszteinje nélkilozhetetlen ahhoz, hogy a HMGB1 aktivalni
tudja a citokin felszabadulast. A fehérje transzkripciot stimulalé hatésat a C-termindlis savas
Vvég biztositja

AKktiv szekrécio Passziv fg!szabadulés
Ol
:.}o '\.‘-\ - ;’hl.

4 U {4
Redukalt HMGB1/ Diszulfid Oxidalt
(all-thiol-HMGB1) HMGBI HMGBI1

S -S
-Cp3—Cys— Cig6- \ | - (‘:23_(‘:45_(;106'
| o B — By

} ) SH )
Kemoattraktans Citokin indukalé Immunrendszeren

aktivitas aktivitas kiviili aktivitas
| ! )
Leukocitak Gyulladas Gyulladas
toborzasa kialakitésa megsziintetése

6. abra. A HMGBI1 aktivitasanak redox kontrollja (113)

A HMGBI redox allapota szovetfiiggd is. Példaul a diszulfid HMGB1-et normal esetben
magasan expresszalja a I1ép és a maj szOvete, ugyanakkor az izomban ez a forma csak akut
sérilés utan jelenik meg (124). Gyulladds soran a sejtek mikrokdrnyezetében nagy
mennyiségli ROS (reaktiv oxigén gyok) talalhatd, melyet legnagyobb mennyiségben a
leukocitak szabaditanak f6l. A HMGBI1 feltételezhetéen akkor oxidalddik, mikor a sejtbdl

kijutva gyulladasos kornyezetbe ker(l. A teljesen redukélt HMGB1 extracelluléris feléletideje
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szérumban in vitro 17 perc, majd diszulfid HMGB1-gyé konvertalddik (125). Zandarashvili
¢s munkatarsai kiilonboz6 extracellularis folyadékokban vizsgaltak a HMGB1 kinetikdjat, s
azt talaltdk, hogy a HMGBL1 teljesen redukalt és diszulfid allapotai kozti egyensulyt az
extracellularis kornyezet alakitja. Michele Ferrara és munkatarsai kozleményikben azt
taglaljak, hogy az infiltralé és cirkulalé leukocitdk a diszulfid HMGB1 transzporterei.
Izomszovet-specifikus HMGB1 knockout egereken végzett kisérleteikben azt talaltdk, hogy
az izomsériilést kovetd 6. ordban elkezdddott a leukocitak besziirédése s ezzel parhuzamosan
egyre emelkedett a kimutathatd HMGB1 mennyisége is. Tovabba nagyobb mennyiségben
taldltak dsHMGB1-et a sérilt izom feltluszdjdban, mint lizatuméban. A HMGB1 redox
izoforméainak eloszlasa hasonld volt a vad tipus és az izomspecifikus HMGB1 knock out
egerek esetében, ¢és sériilést kovetden a totdl HMGBI1 legnagyobb része diszulfid allapotban
volt. Ez alapjan arra kovetkeztettek, hogy a dsHMGB1 a sérllt izomban a nem-miogén
sejtekbdl szabadul fel és feltételezhetéen az izmot infiltrald leukocitdkbol szarmazik. A
dsHMGB1 a 1ép, mdj és tumor szOvetek esetében is a leukocitdkbdl szabadulhat fol.
Feltételezhetd, hogy a HMGBI1 oxidacioja fiziologias és patologias korilmények kozott
idében ¢és térben szabalyozott folyamat lehet, mely finoman 6sszehangolja a gyulladasos ¢€s
regenerdcidos folyamatokat (125, 126). Szadmos tanulmény foglalkozik a HMGB1
izomregeneracidban betoltott szerepével (127, 128). Az izom és mdj szdvetében az akut
sériilést kovetd regeneraciot a HMGBI1 redox izoformai iranyitjak (129). A regenerdlédd
izomrostok sejtmagjai nagy mennyiségben expresszalnak HMGB1-et és mind a teljesen
redukalt mind a diszulfid HMGB1 forma nagy mennyiségben jelenik meg a sérilt izmok

tenyészté médiumaban (111).
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Célkituzések

Human biopszias és miitéti anyagokon végzett kisérleteink soran az alabbi kérdésre kerestiink

vélaszt:

1.

-Hogyan hat az in vivo gyulladasos kornyezet az izom szatellita sejtjeinek
proliferéacids és differenciacios képességére?

-Milyen hatésa lehet az in vivo metilprednizolon kezelésnek a miogenezisre?

-Hogyan befolyasolja a kortikoszteroid kezelés a myositises izombdl inditott primer
tenyészetek osztddo és flzionalo képességét?

-Sztatin indukélta miopétias izomban a makrofdgok és a miogén sejtek hogyan hatnak
egymas proliferaciojara?

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

Hogyan hat a pravasztatin a miogén sejtek proliferacios és differenciacios

képessegére?
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Anyagok és modszerek

Human eredetii harantcsikolt izomszoveten végzett kisérletek, vizsgalatok

Humadn  eredetii  harantcsikolt  izomszovet  felhasznalasanak  etikai
jévahagyéasa
A vizsgélati protokollt a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Human
Etikai Bizottsdga hagyta jova. Minden paciens irasbeli és szobeli tajékoztatast kapott a
vizsgalat menetérdl, és irasban beleegyezd nyilatkozatot tett arrol, hogy SzOvetmintajat

kisérleteinkhez felhasznalhatjuk.

Biopszids mintak és miitéti anyagok beszerzése
Kisérleteinkhez hasznélt humén izom mintak egy része polymyositisben (n=15) és
dermatomyositisben (n=6) szenvedd paciensek izombiopszids anyaga, masik része
oszteoartritiszes betegek (n=12) ortopédiai miitét soran felszabaditott vazizom darabjai. A 21
IIM paciens koziil 13 a biopszia vételt megel6zden nem kapott kortikoszteroid terapiat mig 8
beteg napi 12-16 mg methylprednisolon kezelést kapott. Az 1IM paciensek életkora 23 és 74
év kozott valtozott (52,7 = 13,3; mean + SD, n=21). Nemek szerint 3 férfi €s 18 n6 vett részt
a vizsgalatokban. A proximalis izmok biopsziavételezése sebészi Uton tortént helyi
érzéstelenitésben (deltaizom, négyfejii combizom - attdl fiiggden, hogy az adott paciensnél
melyik volt leginkabb érintett). A kozépsé farizombodl szarmaz6 mintdkat coxartrozisban
szenved6 paciensek csipdprotézis miitéte soran gyijtottiik (életkor szerint 65,3 + 8,8, n=12, 4

férfi, 8 nd).
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Human vazizom szatellita sejtjeibdl inditott primer sejttenyészetek

A biopszias €s csipOprotézis miitétek soran gyiijtdtt izommintak szatellita sejtjeit mechanikus
és enzimatikus elvalasztassal szabaditottuk ki Jaffe modszerének modositott valtozata alapjan
(145). A biopszias mintat 0,75 mg/ml 2-es tipust kollagenazt (Sigma, St. Louis, MO, USA)
valamint tripszint (Difco, Detroit, MI, USA) tartalmazé Ca®*- és Mg*'- mentes foszfat
pufferben emésztettiik. A kiszabadult sejteket 5% magzati szarvasmarha (FBS) - és 5%
l6szérumot (HS) (Gibco, Life Technologies, Budapest, Hungary) tartalmaz6 HAM’s F12
novesztd médiumban (Sigma, St. Louis, MO, USA) liveg fed6lemezre szélesztettiik és 37 C-
on 5% CO:- jelenlétében tenyésztettiik. A differencidcid beinditasahoz a tenyésztett sejteket 4
nap utan 2% HS-t és 2% FBS-t tartalmazo differenciacios tapfolyadékba helyeztik (DMEM,;
Sigma) a kdvetkezd 7 napra.

Proliferacio  és differenciacio  vizsgalata human vazizom primer
sejttenyészetein

A human vazizomsejtek primer sejtkultarairol a kiszélesztéstol szamitott 2. naptol kezdve a
11. napig felvételeket készitettiink 24 éranként faziskontraszt mikroszkdp és a hozza kapcsolt
Canon EOS-300D (Canon Corp., Japan) digitalis tukorreflexes kamera segitségével. Minden
iiveglemezrdl 5 fotd késziilt az egyes napokon. A fotokon manudlisan jeldltiik a miogén
sejtmagokat, majd morfometriai elemzést végeztiink. A proliferacio jellemzéséhez normaltuk
a miogén magok szamanak ndvekedését a tenyészet 2. napjan szamolt magszamra. A
differenciacio kifejezésére a fuzids indexet adtuk meg, mely a miotubulusokban talalhat6

magok szama ¢és az dsszes miogén magszam hanyadosaként fejezhetd ki.
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Immunhisztokémia a HMGB1 kimutatasara:

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz (IHC) formalinban fixalt, parafinba &gyazott
izommintakat dolgoztuk fel (146). A HMGB1-re specifikus elsédleges antitestet (egérben
termeltetett monoklondlis anti-HMGB1 antitest, Sigma, St. Louis, MO, USA) 1%
szarvasmarha szérum albumint tartalmaz6 foszfat pufferben (PBS) 1:500 aranyban higitva
hasznaltuk 2ug/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 lépéseket kovetden torma peroxidazzal konjugalt, egér ellen termeltetett masodlagos
antitesttel (Super SensitiveTM One-Step Polymer-HRP Detection System, Biogenex
Laboratories, CA, USA) 15 percig inkubaltunk szobahdmérsékleten. A reakciét VECTOR
DAB peroxidaz szubsztrat kit segitségével tettlik lathatova (Vector Laboratories, Burlingame,
CA) a gyartd altal javasolt protokollt kovetve. A sejtmagok kontrasztfestése hematoxilinnal
tortént. A szovettani festéshez human manduldbdl készilt metszetek szolgaltak pozitiv
kontrollként. A negativ kontrollhoz primer antitestet nem tartalmazd, 1%-os borju szérum

albumin (BSA) oldattal inkubaltuk a metszeteket

Immunhisztokémia CD45 kimutatasara

Formalinban fixalt, parafinba agyazott human izombdl készllt metszeteken mutattuk ki a
CD45 pozitiv sejtek jelenlétét. A paraffinos metszeteket elébb deparaffinaltuk, rehidraltuk,
majd az endogén peroxidazok hatasanak kikliszobolésére desztillalt vizzel készitett 0,3%-0s
H20, oldattal inkubaltuk 15 percig nedves kamraban, szobah6mérsékleten. Az antigének
feltarasa Tris-EDTA oldattal (10 mM Tris bazis, 1 mM EDTA oldat, 0.05 % Tween 20, pH
9.0) tortént hagyomanyos konyhai fézékuktaban (100 C), a forrastol szamitva 20 percig. A
nem specifikus kotéhelyeket 5% BSA-PBS oldattal blokkoltuk. A szovetmetszeteket 1 6ran

at inkubaltuk egérben termelt monoklonalis, human CDA45 elleni antitesttel (CD45 clone
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2B11 + PD7/26 mmAB, Dako, Glostrup, Dania), melyet 2,5% BSA-PBS-ben 1:50 aranyban
higitottunk. Negativ kontrollhoz primer antitest nélkil készult 2,5% BSA-PBS-ben
inkubaltuk a metszeteket. A masodlagos antitest peroxidaz polimerrel konjugalt, kecskében
termeltetett nydl elleni antitest (K4002, Dako EnVision+ System-HRP Labelled Polymer
Anti-Mouse, Dako, Glostrup, Denmark). A reakciét VECTOR VIP peroxidaz szubsztrat kit
(SK4600, Vector Laboratories, Burlingame, CA) alkalmazasaval tettiik lathatdva, a gyartd

altal javasolt protokoll alapjan. A metszeteket metilénkékkel kontrasztositottuk

Western blot analizis a human izommintak HMGB1 tartalmanak
meghatarozasara

A western blot vizsgalathoz az izomszdovetekbdl késziilt lizatumok teljes proteintartalmat
hasznaltuk. Az izommintak egy darabjat a mitétet kovetéen azonnal lefagyasztottuk
folyékony nitrogénben majd lizis pufferben (20 mM Tris—-HCI, 5 mM EGTA, and pH 7.5)
homogénre dorzsoltik mozsar segitségevel. A szdvetlizdtumokat 40-50 kHz frekvencias, 5—
10 masodpercig tartd szonikus kavitacionak vetettiik ald. Az igy eldkészitett mintakat
elektroforézishez alkalmazott oldatban higitottuk (50 % glicerol, 10 % SDS, 310 mM Tris—
HCI, pH 6.8; 100 mM DTT, 0.02 % bromfenolkék) és 10 percig foztiikk. Mintanként 30 pg
fehérjét szeparaltunk 7,5%-0s SDS-PAGE gélen, majd a proteineket elektroforetikus
eljarassal nitrocelluléz membranra juttattuk (BioRad, Wien, Ausztria). Transzfer utadn a
membran nem specifikus kotéhelyeit 5% zsirmentes tejport tartalmazo foszfat pufferrel
blokkoltuk 30 percig, szobahémérsékleten. Blokkolas utdn a membrant egy éjszakan at
inkubaltuk 4 C-on HMGB1 elleni (1:700 higitas; egér monoklonalis HMGBL elleni antitest,
Sigma, St. Louis, MO, USA) ¢és aktin elleni elsédleges antitesttel (1:1500 higitas; Santa-Cruz
Biotechnology Inc., Heidelberg, Németorszag). A membranokat masnap 3x10 percig mostuk
PBST oldatban (0.1 % Tween-20 PBS-ben) majd 1 éran keresztil inkubaltuk HRP-vel

kapcsolt masodlagos antitestekkel (1:1000; HRP-kapcsolt kecskében nyul és egér ellen
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termelt 1gG; Bio-Rad Laboratories, CA, USA), melyeket 5% zsirmentes tejport tartalmazé
PBS-ben higitottunk. A lumineszcens jeleket megndvelt kemilumineszcencids eljarassal
detektaltuk (ECL) (Thermo Scientific, Budapest, Magyarorszag) a gyarté altal javasolt

protokollt kdvetve.

Egér eredetli immortalizalt sejtvonalakon végzett kisérletek

Egér eredetii sejtvonalak tenyésztése

A C2C12 egy immortalizalt egér vazizom sejtvonal, mely egy Kkifejlett C3H egértdrzs
harantcsikolt izomzatabol indult (ECACC, European Collection of Cell Cultures, United
Kingdom). A RAW 264.7 makrofag sejtvonalat (American Type Culture Collection) Prof.
Virag Laszlé ajandékozta a kisérleteinkhez. A sejteket Dulbecco altal modositott Eagle’s
médiumban  tenyeésztettik, melyet kiegészitettink 50U/ml  penicillinnel, 50ug/mi
streptomycinnel, a proliferaciohoz 10% fotalis borjaszérummal (FBS), a mioblasztok
miotubulussa torténd differencialtatdsahoz pedig 2% loszérummal (HS). A sejteket 37C-on

inkubaltuk 5% CO2 tartalmu termosztatban. A tapoldatot két naponta frissre cseréltik.

o7 e

crer

részére helyeztiink 10° darab C2C12 sejtet 200 pl médiumban. Ugyanezen csészék kdzépsd
részén 5x10° darab RAW?264.7 sejt tenyésztését inditottuk el 100 pl tapfolyadékban. Miutan
a sejtek leiilepedtek a minimalis 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 nélkil egyazon tapfolyadékban tenyészett. A

30



monokultirdk sejtjeit is a fent leirt elrendezésnek megfeleléen helyeztiink el a petri-
csészékben, hogy az dsszehasonlitasbol eredd hibazas lehetdségét minimalizaljuk.

A médiumot két naponta frissre cseréltik.

A sejteket May-Grinwald és Giemsa oldattal festettiik meg. A milanyag petri-csésze aljan
116, letapadt C2C12 sejteket haromszor mostuk PBS oldatban majd 5 perc metanolos fixalast
kdovetden 5 percig festettiik Giemsa festékkel (Magyarorszag, Haldsztelek, Molar Chemicals
Kft.). Ezt kovetéen mosasi Iépes nélkil May-Grinwald oldatot adtunk a sejtekhez, melyet
kozvetleniil felhasznalas el6tt csapvizben higitottunk (25x) és 15 perc szobahdmérsékleten
torténd inkubaciot kovetden a sejteket csapvizzel ovatosan atmostuk majd hagytuk
megszaradni. A sejtekrol felvételeket készitettink (EVOS FLC Cell Imaging System, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) melyeken ImageJ szoftver (NIH, Bethesda, MD,

USA) programmal hataroztuk meg a sejtek altal lefedett terlileteket

Tenyésztesi protokoll kokultirdban tartott sejtvonalak IL-6 termelésének
megfigyeléséhez

96 lyuku sejttenyésztd mikrolemezekre 200 pl térfogati proliferaltatdé médiumban 5x102
darab C2C12 sejtet és 50 darab RAW264.7 makrofagot helyeztiink el lyukanként. A
tenyésztés harmadik napjan a sejteken 1év6 tapoldatot 2% loszérumot tartalmazé médiumra
cseréltik a mioblasztok differencidlodasanak tdmogatésara. Az 1,3,5,7, és 9. napokon a
médiumot begyljtottiik, és rovid centrifugalast kovetden (2000 rpm, 5 perc) -80C-ra
helyeztik a tovabbi felhasznalasig. A megfelel6 Gsszehasonlitds érdekében a C2CI12 és

RAW?264.7 monokulturékat is a fent leirt médon gondoztuk.

Tenyeésztési protokoll és pravasztatin kezelés az 1L-6 citokin vizsgalatahoz

10° darab C2C12 sejtet szélesztettiink 24 lyuku tenyésztd edénybe, lyukanként 2 ml

proliferaltat6 médiumban. A tenyésztés harmadik napjan a médiumot 2% l6szérumot
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tartalmazd, differencidciot segitd tdpoldatra cseréltiik. A hatodik napon, amikor a tenyészet
mar jelentds mennyiségi miotubulust tartalmazott 5x10% darab RAW 264.7 makrofagot
szélesztettiink a novekvo izomsejtekre. Az igy létrehozott kokulturat 24 6ran at kezeltiik 500
MM pravasztatinnal (Cat.no. P4498, Sigma-Aldrich) szérum mentes DMEM-ben. A tenyészto
médiumot begyilijtés utan centrifugaltuk és -80C-on tartottuk a tervezett mérésekig. A
megfeleld 0Osszehasonlithatosag érdekében monokulturdkat is inditottunk, melyeket a

kokultarakkal azonos médon kezeltlink. Kontrollnak kezeletlen sejteket hasznaltunk.

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

96 lyuku tenyésztd edényben monokultirakat inditottunk lyukanként 10° darab C2C12
sejtekkel és 5x10° darab RAW 264.7 makrofagokkal. Miutan a sejtek megtapadtak a
tenyészté edény aljan, 500 uM pravasztatin kezelést inditottunk 10% FBS tartalmu,
proliferdltatd médiummal. 24 o6ras kezelést kovetden felvételeket készitettiink az egyes
lyukakban talalhato tenyészetekrdl és Imagel szoftver program segitségével meghataroztuk a

sejtek altal lefedett teriileteket.

Tenyésztési  protokoll és pravasztatin - kezelés a C2C12 sejtek
differenciaciojanak vizsgalatahoz

5x102 darab C2C12 sejtet szélesztettiink 96 lyuki tenyészté edény egyes lyukaiba 10% FBS-
sel szupplementélt proliferaltatd6 médiumban. A harmadik napon a magas szérumtartalmu
tenyészté médiumot alacsony szérum tartalmu differencialtatd tapoldatra cseréltiik, majd a
negyedik napon 500 pM 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 gy, hogy a

pravasztatinnal kezelt sejtek a médiumcsere alkalméval tovabbra is kaptak pravasztatint. A
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tenyészetrdl fotokat készitettiink melyeken meghatdroztuk a miotubulusok és a festddott

sejtmagok szamat.

Kiserleti ,, kostoltatas” sejtkultiurdakon

A kisérlet soran az volt a célunk, hogy a miogén ¢s mieloid sejtek ,,megkostoljak™ egymas
szolubilis faktorait, citokinjeit, és egyéb anyagcsere termékeit. C2C12 és RAW 264.7 sejteket
sz¢lesztettiink 96 lyuku tenyésztd edényekbe. A tenyésztés 5. napjan a sejtek feliiliszojat
begytjtottilk, 2000 rpm sebességgel 5 percig centrifugéaltuk, majd 0,22 pm poérusatmérdji
fecskendésziiron atnyomtuk (Sigma-Aldrich). Az izomsejtekrdl begyiijtott felliliszd felét
kiegeszitettik azonos térfogatu friss tapoldattal, s az igy higitott médiumot, mely tartalmazta
a C2C12 sejtek anyagcsere termékeit, a makrofagokra helyeztilk. Hasonlé6 modon jartunk el a
RAW 264.7 sejtekrdl levett feliilaszokkal is, melyeket a fenti modon higitva az izomsejtekre
helyeztink. Az igy megcsereélt, és friss médiummal is kiegészitett tapfolyadékban a
monokultirakat még 24 6raig tenyésztettiik 37C-on, 5% CO; -ot tartalmazé termosztatban.
24 ora elteltével a feliiluszot begytyjtottiik, centrifugaltuk, lesziirtiik, majd ELISA vizsgalat
ald vetettuk. Kontrollként a monokultardkkal parhuzamosan, azonos feltételek kdzott

tenyésztett kokulturakat hasznaltunk.

ELISA vizsgalat az IL-6 citokin mennyiségi meghatarozasara

A sejttenyészetekr6l szarmazd médium 1L-6 koncentracidjat a kereskedelmi forgalomban
elérhetd ELISA kittel mértiik a gyart6 utasitasa alapjan (Murine IL-6 ELISA Set, Diaclone

Research, France). A mérés 3 bioldgiai parhuzamossal tortént

Immuncitokémia az IL-6 kimutatasara

A kokultaraban tartott sejteket 3 pg/ml Brefeldin A -val kezeltiik (Sigma-Aldrich) 1 6réan

keresztll, hogy megakadalyozzuk a proteinek szallitdsat az endoplazmatikus retikulum és a
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Golgi apparatus kozott. Ezt koveten a sejteket haromszor mostuk PBS-sel majd 4%-0s
paraformaldehid (PFA; pH 7.4) oldattal fixaltuk 15 percig szobahdémérsékleten. Az
autofluoreszcencia elkeriilésére glicinnel torténd kioltast alkalmaztunk, melynek soran 5
percig 30 mM glicin-PBS oldatban (pH 7.4) inkubaltuk a tenyészetet. A sejtmembrant 0,5%
Tritonx-100-PBS oldattal torténd 20 perces kezeléssel tettiik atjarhatova. A nem-specifikus
kotohelyeket egy oran at blokkoltuk (Serum-free protein block, Dako, Carpinteria, CA), majd
a blokkolashoz hasznalt oldatot kiegészitettik IL-6 elleni antitesttel (Cat.no.NB600-1131,
Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) 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 (Cat.no. A32731, Invitrogen, Life
Technologies, San Francisco, CA, USA) inkubaltuk egy 6ran keresztiil szobahdmérsékleten,
nedves kamréban. A tenyészeteket ezutdn haromszor mostuk PBS-ben majd 5 pl Mowiol 4-
88 oldatot (Cat.no. 81381, Sigma-Aldrich, Dorset, UK) racseppentve tveglappal lefedtik. A
kiértékelées soran a festés pozitivitdsat vizsgéltuk, Kkvantitativ analizist fluoreszcens

jelintenzitas alapjan nem végeztink.

MTT teszt a sejtek életképessegének meghatarozasara

A tenyésztés hetedik napjan meghataroztuk a kontroll és a pravasztatinnal kezelt C2C12
sejtek életképességét MTT-teszt segitségével (Sigma-Aldrich). Az MTT teszt egy
kolorimetrids vizsgalat, mely alkalmas a sejtek metabolikus aktivitasanak értékelésére,
valamint az életképes sejtek szdmanak meghatarozasara. A metabolikusan aktiv sejtek
képesek endocitozissal folvenni a tetrazolium-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% CO»-t tartalmazé termosztatban.
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Az inkubécids id6 leteltével az MTT reagenst is tartalmazé médiumot eltavolitottuk, a
sejteket pedig 100 pl DMSO-ban lizaltuk. A szolubilizélt sejteket egy tiszta ELISA-
mikrolemezre, melyen lemertiik a kékes oldat optikai denzitasat 550 nm hullamhosszon. A
pravasztatinnal kezelt sejtekbdl szarmazo abszorbanciat a kezeletlen sejtek abszorbancidjanak

szézalékaban fejeztiik ki.

Statisztikai analizis humdn vazizom eredetii sejteken és egér sejtvonalakon
végzett kisérletek adataibol

A humian vézizom eredetli sejteken végzett kisérletek adataibol a leird statisztikakat és a
statisztikai teszteket a SigmaPlot 12 programba agyazott SigmaStat szoftver (Systat Software
Inc., Chicago, IL, USA) alkalmazésdval szdmoltuk. A nem normal eloszlasu adatok két
csoportjanak 0sszehasonlitadsdt Mann-Whitney Rank Sum teszttel végeztik. Harom ilyen
csoport esetén a rangok varianciajat elemezve a Kruskal-Wallis one way mddszerét a Dunn-
féle modszerrel egyutt hasznaltuk, s post hoc paronként teszteltink (ANOVA on Ranks). A
nem-lineéris gorbék illeszkedését GraphPad Prism 6.0 programmal szamoltuk és
hasonlitottuk dssze (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Az eredményeket atlag +
SEM (atlag standard hibaja). A kilonbségeket 0,05 alatti p érték esetén tekintettiik
szignifikdnsnak. Az egér sejtvonalakon végzett vizsgalatok esetén az adatok legaldbb harom
fiiggetlen kisérlet eredményeibdl szarmaznak. A statisztikai vizsgéalatokhoz ismételten a
formdban adtuk meg. Az eredmények szignifikancigjat egy utas ANOVA variancia-
analizissel eés a paronkénti atlagok kiilonbségének vizsgalatara hasznélatos Bonferroni-teszt
(Bonferroni multiple comparison) segitségével hataroztuk meg. Néhany esetre parositatlan T-

prébat alkalmaztunk.
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Eredmények

Human harantcsikolt izomszoveten végzett vizsgalatok eredményei

Idiopatidas gyulladasos miopdtiaban szenvedd betegek izommintdibol inditott

primer sejtkultirakban a sejtek proliferacios képessége csokken
Human vazizom szatellita sejtjeibdl inditott primer sejtkultirakat hasonlitottunk dssze. A
szatellita sejtek egy része 9 1IM-ben szenved6 betegtdl szarmazott, akik koziil hatan még nem
kaptak kortikoszteroid kezelést, harman pedig méar kezelés alatt alltak. A szatellita sejtek
masik része 7, csipbiziileti porckopasban (coxarthrosis) szenvedé pacienst6l szarmazott, akik
kortorténetében nem szerepelt 1IM. A teljesen egészséges donorok hianyaban ezeket a
tenyészeteket hasznaltuk referenciaként. A miogén sejtmagok szdmat normalizaltuk a
tenyésztés masodik napjan szamolt sejtmagszamra, igy korrigaltuk a szatellita sejtek
preparalasa soran keletkezett esetleges eltéreseket. Két parameéteres exponencialis névekedesi
gorbéket illesztettiink az adatokra (y = yO*exp(k*x)). A nemlinearis illeszkedes és a gorbék
0sszehasonlitasa soran azt talaltuk, hogy a harom adathalmaz harom egyedi gorbét fed le
(p<0,0001). A k parameter értékei mutatjak a ndvekedés ttemét, mely coxarthrosis esetén
0,307+0,028, kezeletlen myositises paciensek esetében 0,211+0,035, és kortikoszteroid
kezelés alatt all6 myositises pacienseknél 0,295+0,043-nak adodott. Ezek az ertékek azt
jelzik, hogy a szatellita sejtekban, mioblasztokban és miotubulusokban 1évé miogén
sejtmagok szama kisebb mértékben emelkedik a kezeletlen 1IM paciensek biopszias
mintaibol inditott primer tenyészeteiben, mint a coxarthrosisos paciensek miitéti anyagabol

inditott sejtkultaraiban (8. abra).
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7. abra. Faziskontraszt mikrografok human izommintdkbdl inditott primer
tenyészetekrdl a tenyésztés 6. és 10. napjan.

A, D: Coxarthrosisos paciensek izmabdl szarmazo primer tenyészet, B, E: kortikoszteroiddal
nem kezelt idiopéatids gyulladdsos miopdtiaban szenvedd pdciensektdl szarmazo primer
tenyészet, C, F: kortikoszteroid terdpidban részesult idiopatids gyulladasos miopéatiaban
szenvedo pdciensektol szarmazo primer tenyészet. A skala 10 um hosszusdgot jelol. A fotok
egyseges nagyitasnal késziltek. Az A fotohoz mellékeltink egy kétszeres nagyitasu képet,
melyen fehér nyilakkal jel6ltlink néhany sejtmagot.
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Az IIM-ben szenvedd paciensek standard, kortikoszteroidokkal torténd kezelése hatassal volt
az izmaikbol inditott primer tenyészetek proliferacios Utemére is, ugyanis ndvekedési ratajuk
a coxarthrosisos paciensek mintaibol inditott tenyészetekhez kozelitett. A tenyészeteket 11
napig tartottuk fenn és vizsgaltuk. A 7. abran lathaté a szamolashoz hasznalt néhany
reprezentativ foto, két kiilonbozé idépontban. A faziskontraszt mikroszkop alatt keészilt
felvételek azt mutatjdk, hogy a tenyésztés 6. napjan, a proliferacido eldrehaladott, de a
differenciaci6 még korai stddiumaban, a sejtek morfolégidja nem valtozott. Ebben a
staddiumban a coxarthrosisos és 1M tenyészetek miotubulusai 2-10 sejtmagot tartalmaztak, de
Kisebb a sejtszam és a sejtmagszam is (7.A-C abra). A tenyésztés 10. napjara a kildnbség
még inkabb szembetliné (7.D-F &bra). A proliferdcids ratdval szemben a prekurzor sejtek
fuziés kapacitasa nem karosodott az IIM-ben szenvedd paciensektél szarmazd primer
tenyészetekben. A f0zids index adataira illesztett 3 paraméteres szigmoid gorbék (y =
a/(1+exp(-(x-x0)/b))) nem kulonboztek egymastol szignifikansan (p=0,285). A kezeletlen
1M péciensek mintaibol inditott tenyészetek esetén a fuzids indexre illesztett gorbék enyhe
jobbra tolodast mutattak (coxarthrosisos mintak tenyészetei: x0 = 2.745 + 0.25 nap;
kezeletlen 1M tenyészetei: X0 = 3.404 + 0.086 nap), mely arra utal, hogy Kissé késett a sejtek
fuzidja. A kortikoszteroidokkal torténd kezelés azonban balra tolta el a fuzios index gorbéjét
(x0 = 1.831 £ 0.29 nap), s az eltolédas hasonldo mértékii volt, mint a kezeletlen myositises

gorbe eltolodasa a coxarthrosisoshoz képest (8.B &bra).
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8. dbra. A mioblasztok proliferacios és fuzioés tulajdonsagai coxarthrosisban és
idiopatias gyulladdsos miopatidban szenvedd paciensek vazizmaibdl inditott primer
sejttenyészetekben.

A miopatias betegek egy része kortikoszteroid kezelésben részesilt. Szaggatott vonalak jelzik
a kontrolltol eltéro gorbéket. A gorbék illesztése nem linearis.

A: miogén sejtmagok szama normalizalva a tenyésztés 2. napjan szamolt miogén
sejtmagszamra. Az adatokra két paraméteres exponencialis gorbét illesztettiink. B: a
sokmagvu sejtek miogén sejtmagjainak aranya az 6sszes miogén sejtszamhoz viszonyitva. Az
adatokra harom paraméteres szigmoid gorbét illesztettiink.
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Az idiopatias gyulladdsos miopatiaban szenvedo pdciensek izommintaiban

kevesebb a regeneral6do izomrost és a HMGBL a sejtmagban lokalizalddik
Feln6tt vazizombol késziilt szovettani metszeteken megfestettiik a HMGB1-et. A metszeteket
4 coxarthrosisos, 4 kezeletlen 11M-ben szenvedd és 4 kortikoszteoid kezelt IIM-ben szenvedd
paciens izommintaibol készitettiik. Néhany péaciens mintait sejttenyésztéshez és hisztologiai
festéshez is fel tudtuk hasznalni. A kisebb méretli mintak csak egyféle vizsgalathoz voltak
elegendéek. Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn az 1IM-ben szenvedd paciensektol
szarmaz6 metszeteken kevesebb volt az izomrostokban a HMGBL1 pozitiv miogén sejtmag,
mint a coxarthrosisos metszeteken (9.A abra). Az infiltrald6 mononuklearis és endotél sejtek
minden csoportban HMGBI1 pozitiv festddést mutattak (9. dbra). A vazizomrostok minden
csoportban tartalmaztak HMGB1 pozitiv és HMGB1 negativ magokat is. Mononukleéris
sejtes beszilirédést a coxarthrosisos izmokban is talaltunk, de a kortikoszteroiddal nem kezelt
IIM paciensek mintaiban sokkal hangsulyosabb volt a gyulladasos infiltracio, melyet CD45-
re specifikus festéssel igazoltunk (9. abra részlet).
Az izom keresztmetszetének egységnyi teriiletén a HMGB1 pozitiv miogén magok szama
szignifikansan kisebb volt (p<0,05) mind a kezeletlen (402.5 + 60.2 mm?) mind a kezelt 1IM
(360.1 + 77.5 mm?) csoportban a coxarthrosisos kontroll csoporthoz képest (882.74 + 155.1
mm?) (10. bra).
Az izomregeneracio jeleinek azonositasa érdekében megvizsgaltuk az izomrostok centralisan
clhelyezked6 sejtmagjainak aranyat. A centralis helyzetii sejtmagokat az izom mintak
keresztmetszeti felszinén szamoltuk (11. abra). A 11 minta 4 coxarthrosisos betegtol, 4 [IM-
ben szenvedd, de kortikoszteroiddal nem kezelt betegtol és 3 IIM-ben szenvedd ¢és
metilprednizolon terapia alatt all6 pacienst6l szarmazott. Az izmok keresztmetszeti képén hat
latétérben szamoltuk meg a centrélis sejtmagokat, atlagoltuk, s az aranyt az 6sszes miogén

magszamhoz viszonyitva adtuk meg. Azt talaltuk, hogy a coxarthrosisos mintdkban az 6sszes
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miogén sejtmag 4,53+1,35%-a centralis helyzetii, s ehhez képest a kortikoszteroid terapiaban
nem részesiilé IIM paciensek mintaiban jelentdsen kevesebb a centralis magok szdma
(p=0,039), az 6sszes miogén magnak csak 1,37+0,51%-a. A Kortikoszteroid terdpiaban
részesult paciensek mintadiban ez az ardny 2,32+0,62% volt, mely egyik csoport

eredményeitdl sem tér el szignifikansan. (12. dbra)
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9. dbra. HMGB1 kimutatasa immunhisztokémiai festéssel huméan vazizomban.

A: Coxarthrosishan szenvedd padciensek miitéti anyagabol késziilt metszet, HMGBI+
reszekkel, B és C: kortikoszteroid terapidban nem részesilt idiopatias gyulladasos
miopdtiaban szenvedo paciens biopszias mintajabol késziilt metszet HMGB1+ festodéssel, D:
kortikoszteroid terapiaban részesiilt idiopatids gyulladdasos miopdtiaban szenvedd pdciens
biopszias mintdjabol késziilt metszet HMGBI+ festodéssel. Az A és B fotokhoz mellékelt
képeken CD45+ sejteket megjelenito immunhisztokémiai festés eredménye lathato. M=
miogén sejtmagok, 1= endotél sejtek és infiltralo sejtek magjai. A skala 50 um hosszlsagot
jelol.
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10. abra. lzomrostok keresztmetszeti fellletén vizsgalt HMGBL1 pozitiv sejtmagok
szdma human izommintdkban. Coxarthrosisos csoport: 4 minta, 6sszesen 30 vizsgalt
latoter. Kortikoszteroid terapidban nem reszesilt idiopatias gyulladasos miopatia csoport: 4
minta, 0Osszesen 28 vizsgalt latétér. Kortikoszteroid terapiaban részesilt idiopatiés
gyulladasos miopatia csoport: 4 minta, 6sszesen 20 vizsgalt latotér. Az oszlopok atlagokat
jelolnek. A fiiggdleges vonalak mutatjak a SEM-et.
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11. abra. Centralizalt sejtmagok human vazizom keresztmetszeti képén.

A: coxarthrosishan szenvedd pacienstdl szarmazo minta, B: kortikoszteroiddal nem kezelt
IIM pacienstol szarmazo minta, C: kortikoszteroiddal kezelt IIM pacienstol szarmazo minta.
Az ,,M” betiivel jelzett részek a centralisan elhelyezked6é miogén sejtmagokat jelolik. A skdla
50 um hosszisagot mutat.
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p=0,039

n.sz.

Centralis sejtmagok szdzalékos ardnya (%)

Coxarthrosis  myositis myositis
kontroll  nem kezelt kezelt

12. &bra. Centralizalt sejtmagok szazalékos megoszlasa. Centralizalt magok szazalékban
kifejezve coxarthrosisos (n=4; 30 latétér), kortikoszteroiddal nem kezelt (kezeletlen myositis,
n=4; 28 latotér), és kortikoszteroiddal kezelt 1IM (kezelt myositis, n=4; 20 latéter) 1IM-ben
szenvedo pdcienstol szarmazo izommintakban. Az oszlopok dtlagértekeket mutatnak. A
fiiggdleges vonalak a SEM-et jelolik.

Az idiopatias gyulladdsos miopatiaban szenvedd pdciensek izommintai

kevesebb HMGB1-et tartalmaznak, mint a kontroll
Western blot vizsgalattal hataroztuk meg 8 coxarthrosisos beteg, 9 kortikoszteroid kezelésben
nem részesllt 1M péaciens és 6 kortikoszteroiddal kezelt paciens izommintainak HMGB1
tartalmat. Késébb patologus javaslatara kizartunk 5 mintat, melyek olyan paciensektol
szarmaztak, akik nem feleltek meg egyértelmiien a diagnosztikai kritériumoknak, vagy a
kisérleteink alatt valtozott meg a diagnozisuk (pl. szisztémas lupus erythematosus). A
fennmarad6 23 minta esetében az atlagos relativ optikai denzitdsokat aktinra normalizélva a
kovetkezé 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 szignifikdnsan kisebb volt (p<0,05) a
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coxarthrosisos csoportéhoz képest, de a kezelt és kezeletlen 1IM csoportokat egymassal

Osszehasonlitva nem talaltunk szamottevé kiilonbséget (13. abra).
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13. 4bra. HMGB1 (25kDa) expresszié vizsgalata Western blot mddszerrel human
izommintakbol. A vazizmok 8 oszteoartrézisos (C), 6, kortikoszteroiddal kezelt, 1IM -ben
szenvedo (T) és 9, kortikoszteroiddal nem kezelt, IIM-ben szenvedé (U) pdcienstol
szarmaztak. Belso kontrollként aktint hasznaltunk (42kDa). A csillagok az elégtelen diagnozis
miatt kisziirt pdaciensek mintdait jelolik. A HMGB1-et jelzo savok relativ optikai denzitdsat az
ugyanazon mintakbol szarmazo, aktint jel6lo savok optikai denzitasaval hasonlitottuk ossze.
Az oszlopok atlagértékeket mutatnak. A fiiggdleges vonalak a SEM-et jelolik.

Egér eredetli sejtvonalakon végzett kisérletek eredmeényei

A kokulturdban torténd tenyésztés nem volt hatassal a C2C12 és RAW264.7

sejtek proliferacios képességere
A kétféle sejttipus egymasra hatasat vizsgalva, a sejteket mono-és kokultiraban tenyésztettiik
és figyeltik, hogyan hatnak egymas proliferacids képességére (14. abra). Egy nappal a
szélesztést kovetden a sejtek altal elfoglalt terilet a C2C12 izomsejtek esetében,
monokultdraban 2,3+0,9%, kokultrdban 3,1+1,2% (p>0,05), RAW makrofagok esetében
monokultdraban 8,0+1,9%, kokultaraban 5,8+2,0% (p>0,05). A kétféle sejttipus ndvekedési
uteme kozotti kilonbség a tenyésztés harmadik napjara valt kifejezetté, amikor a C2C12
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sejtek altal boritott fellllet monokulturaban 10,1+3,4%, kokultdraban 12,1+5,4% (p>0,05)
volt, RAW 264.7 makrofagok esetében pedig monokultaraban 34,6+6,6%, és kokulturaban
31,6+£3,6% (p>0,05) volt. A RAW 264.7 sejtek proliferacioja a harmadik naptol kezdve
szignifikansan gyorsabbnak mutatkozott a C2C12 sejtekénél monokultaraban (p<0,0001) és
kokultardban is (p<0,0001). A kokultaraban torténé tenyésztésnek azonban sem a

mioblasztok sem a makrofagok osztddasi ratajara nem volt hatasa.
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14. abra: C2C12 izomsejtek és RAW 264.7 makrofagok proliferaciéja mono- és
kokultdraban. 6 sejtkultirdbol szarmazo eredmények. Minden értéket az atlag + az
atlagok standard deviacidja (SD) formaban adtuk meg.
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A kokulturaban torténd tenyésztés fokozta a kokultura I1L-6 termelését

A C2C12 és RAW264.7 sejtek kokulturaban torténd tenyésztése serkentden hatott az 1L-6
termelésre.

A kokultaraban 1év6 sejtekben immunfestéssel tettiik lathatova az I1L-6 citokint.

Azt taldltuk, hogy az IL-6 termelés jelen van a proliferald miogén sejtekben és
monocita/makrofagokban tovabba megfigyelhetd a miogenezis differenciacids stadiumaban
fejl6dé miotubulusokban is (15.AB abra).

tenyésztés 1-3 napjan mely a miogenezis proliferaciés stadiuma, alacsony IL-6
koncentraciokat mértiink a tenyészetek fellluszojaban és nem talaltunk szignifikans
kilénbséget a kokultdrak és a monokultarak kozoétt (15.C abra).

A tenyésztés otodik napjatdél kezdve az IL-6 koncentracidja a kokulturak esetében
fokozatosan emelkedett, de a monokultdraknal valtozatlanul alacsony maradt. A hetedik és
kilencedik napon az IL-6 koncentracid tovabb emelkedett, s a monokultdrak I1L-6
termeléséhez képest szignifikansan magasabb lett. Annak ellenére, hogy a C2C12 és a RAW
264.7 sejtek is szabaditottak fel mérheté mennyiségii IL-6-0t, monokultdrakban a 9 napos
tenyésztés alatt végig alacsony volt a citokin koncentracioja.

A tenyésztés hatodik napjan, a ,,kostoltatas” utani 24. 6raban a monokultirak IL-6 termelése

egymastol nem tér el, de a kokultura IL-6 termelésétdl jelentdsen elmarad (15.D abra).

46



Il C2C12 monokultira
@ RAW 264.7 monokultira
A Kokultira

I Monokultira
[, K 6stoltatas™
CIKokultura

250 1 70 1

*%k%

60- I

N.SZ.

*dek

200 4 HH

150 - Ye v %

w
]
1

100 - sk
a

N

50 4

Feliiluszo6 IL-6 koncentracidja (pg/ml)
>

Feliilusz6 1L-6 koncentracidja (pg/ml)
= 8
1
F

L
Jriara e 0
1 3 5 7 9 C2Cl12 RAW
Tenyésztés ideje (nap) 264.7

15. &bra: C2C12 izomsejtek és RAW 264.7 makrofagok IL-6 termelése mono-és
kokultirdban. A Az IL-6 immunfluoreszcens festéssel torténd kimutatisa a proliferdlé
C2C12 mioblaszt és RAW 264.7 sejtek 3 napos kokultdrajaban. B Differencialé6 C2C12
miotubulusok és RAW 264.7 makrofagok 6 napos kokultaraban. A skala 100um hosszt mutat.
A fehér nyilak egy nem differencidlodott mioblasztra és egy differencialt miotubulusra
mutatnak. A piros nyilak a RAW makrofagokat jel6lik. C Mono-és kokultdrak felliluszojanak
IL-6 koncentracidja 9 napos tenyésztés ideje alatt. Minden egyes csoport 3 sejttenyészet
atlagat mutatja. D C2C12 és RAW264.7 sejttenyészetek felliszojanak IL-6 koncentracidja a
tenyésztés 6. napjan, 24 oraval a ., kostoltatas” utan. Minden egyes csoport 4 sejttenyészetet
Harom csillaggal jeloltik (***) a szignifikans eltérést a C2C12 monokultdrahoz képest, ahol
p<0,001; harom kettds kereszttel jeloltiik (###) a szignifikans eltérést a RAW 264.7
monokultirahoz képest, ahol p<0,001; nsz: nem szignifik&ns kilonbség, ahol p>0,05.
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A pravasztatin fokozta a kokultura és az izomsejttenyészet IL-6 termelését

A sztatinok ismert gyulladascsokkenté hatasa miatt feltételeztiik, hogy a vizoldékony
pravasztatin csokkenti a kokulturdk IL-6 termelését. 500uM pravasztatinnal kezeltink 6
napos mono-és kokulturakat, 24 6ran keresztiil (16. abra). Az elvarasainkkal ellentétben azt
taldltuk, hogy a pravasztatin szignifikdnsan 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: 129,3+5,8 pg/ml; pravasztatin kezelt: 945,8+50,2 pg/ml; p<0,001). A
RAW 264.7 makrofadgok monokultiraja esetében pravasztatin kezelés hatasara 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).

&&&
1000 - =
B Monokultara Q
g 750 - = Pravasztatin \
0 [ Kokultura \
= 500 \
<
& N
8 250+ Hit# \
- —1\
5
g
20T skskok 5
s N\
= \
- \
N
5 10 1 \
= n.SZ.
i \
ol v N\
Kokultura

C2C12 RAW
264.7

16. abra: C2C12 izomsejtek es RAW 264.7 makrofag kokulturak feltlaszéjanak IL-6
koncentracioja a tenyésztés 7. napjan, 24 oras pravasztatin kezelést kovetoen és kontroll
koérulmények kozott. Az egyes csoportok négy sejttenyészet értékeit reprezentaljak. Minden
értéket az atlag + az atlagok standard deviacioja (SD) forméban adtuk meg. Harom
csillaggal jeloltik (***) a szignifikans eltérést a pravasztatinnal kezelt és nem kezelt kultarak
kozott, ahol p<0,001; hdarom kettds kereszttel jeloltiik (###) a szignifikans eltérést a nem
kezelt mono-és kokultarak kozott, ahol p<0,001; &&&-val jeldltik a szignifikans kiilonbseget
a pravasztatinnal kezelt mono-és kokultdrak; nsz: nem szignifikans kiilénbség, ahol p>0,05.
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A pravasztatin csokkentette az izomsejtek proliferacids képességét

A C2C12 sejtek intenziv IL-6 termelése mogott a pravasztatin kezelésre megszaporodott
sejtszamot feltételeztiik. Megvizsgaltuk a 24 6ras monokulturék proliferaciojat pravasztatin
kezelés mellett. 24 ora elteltével a pravasztatinnal kezelt mioblasztok szdma jelentdsen
csokkent (p<0,01; 17.AB abra), de a 24 6ras kezelés nem okozott valtozast a makrofagok
szdméban (p>0,05; 17.CD 4bra). EbbOl arra kovetkeztettiink, hogy a kokultira
megnodvekedett IL-6 termelését pravasztatin kezelést kovetéen nem a megndvekedett
sejtszam eredményezte (17.EF abra).
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17. abra: Pravasztatin hatasa a C2C12 mioblasztokra és RAW 264.7 makrofagokra.
Atesé fénynél késziilt felvételek nativ, nem festett tenyészetekrol a tenyésztés elsé
napjan. A nem kezelt C2C12 sejtek, B 500 uM pravasztatinnal kezelt C2C12 sejtek,
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C kezeletlen RAW 264.7 sejtek, D 500 uM pravasztatinnal kezelt RAW 264.7 sejtek. A skala
100 pum hosszuségot jeldl. E C2C12 monokultdrakban a sejtek altal fedett relativ felulet, a
latotér %-ban kifejezve, F RAW 264.7 monokultirakban a sejtek altal fedett relativ felilet, a
latotér %-ban kifejezve. Az egyes oszlopok 6 sejtkultirabdl szarmazd adatokat mutatnak,
minden sejtkultarandl 5 latoteret vizsgaltunk. Minden értéket az atlag + az atlagok standard

.....

ahol p<0,01; nsz: nem szignifikans kiilonbség.

A pravasztatin csokkentette az izomsejtek differenciacios kapacitasat

s

megvizsgaltuk hatasat a sejtek differenciaciojara is (18.AB abra).

A fuziés index (FI) kifejezi a miotubulusokban 1évd sejtmagok aranyat a tenyészet 0sszes
sejtmagjahoz viszonyitva. Differencialodd C2C12 sejteket 9 napon at kezeltlink
pravasztatinnal, s a tenyésztes 7. és 9. napjan szignifikansan (p<0,05) kevesebb miotubulust
talaltunk a tenyészetekben a kezeletlen kontrollhoz képest (18.C abra).

A kontroll tenyészetek esetében a fzids index az 5. naptdl kezdve fokozatosan nétt, de a
pravasztatinnal kezelt tenyészetek esetében nem valtozott. A kezelt sejtek életképessége

azonban a kontroll sejtekéhez volt hasonlé (p>0,3) (18.D abra).
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18. abra: A pravasztatin hatasa a C2C12 sejtek differenciaciojara. Fénymikroszkop
alatt készult felvételek, May-Grinwald-Giemsa festés. A pravasztatinnal nem kezelt, 7
napos, differencidlodd C2C12 sejtek, B pravasztatinnal kezelt, 7 napos, differencialodo
C2C12 sejtek. A skala 100 um hosszt jeldl. C A pravasztatinnal kezelt C2C12 sejttenyészetek
flzids indexe a kontroll tenyészetekhez hasonlitva, a differenciacié 5. (D5), 7. (D7) és 9. (D9)
napjan. D MTT teszt a pravasztatinnal kezelt és kontroll C2C12 sejtek életképességének
meghatarozasara a tenyésztés 7. napjan. Minden értéket az atlag + az atlagok standard

.....

kildnbséget, ahol p<0,001; nsz: nem szignifikans kilénbség, ahol p>0,05)
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Diszkusszi6, kdvetkeztetések

Gyulladasban a human vazizom

Az idiopatias inflammato6rikus miopatidk a vazizomrendszer kronikus, immunmedialt
elvaltozasai, melyek az izmok fajdalmat és gyengeségét okozzak (147). Munkank soran
eloszor arra a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy kronikus myositisben hatéssal van-e a
gyulladasos kornyezet az izom szatellita sejtjeinek proliferaciés és differenciacios
képessegere. Az izmokat gyulladascsokkentd hatasi metilprednizolonnal kezelt és nem
kezelt, idiopatids inflammatdrikus miopatidban szenvedd paciensektdl gyijtottik. A
paciensek kortikoszteroiddal torténé kezelése hatassal volt a vAzizmok gyulladdsos
infiltracidjara, és az izombdl inditott primer tenyészetek izomsejtjeinek proliferaciojara és
differenciaciojara is. A szteroidokkal nem kezelt, [IM paciensekt6l szarmazo tenyészetekben
a sejtek osztédasa és fazidja is lassabb volt a referenciaként hasznélt coxarthrosisos
mintakbol inditott primer tenyészetekhez viszonyitva. Adataink alapjan az idiopatias
inflammatorikus miopatidban szenvedd paciensek izmaibdl inditott primer sejttenyészet
proliferacids képessége az Aaltalunk hasznalt kontrolléhoz képest csokkent. Ennek
megfeleléen a centralis sejtmagot tartalmazo izomrostbol is kevesebbet talaltunk az 1M
mintdk metszetein a coxarthrosisos kontrollhoz képest. A péciensek elézetes kortikoszteroid
kezelése novelte a centralis magokat tartalmazo rostok szdmat. A metilprednizolon kezelés in
vivo mérsékelte a vazizmok gyulladasos sejtes beszlir6dését. Venereau €s munkatarsai leirtak,
hogy az extracelluldris térben alarmin funkciot ellaté HMGB1 nagy mennyiségben
kifejezddik a regenerdl6dd izomrostok sejtmagjaiban, tovabba HMGBI1 teljesen redukalt és
diszulfid HMGB1 formaja is nagy mennyiségben kimutathato sériilt izmok tenyésztd
médiumaban. Kivancsiak voltunk arra, hogy az altalunk gy(jtott izommintakban a HMGBI -

et a sejtmagban vagy a citoplazmaban talaljuk meg, és mutat-e mennyiségbeli eltérést a
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coxarthrosisos kontroll, a szteroiddal kezelt és nem myositises paciensektdl szarmazo
izommintak kozott. A HMGB1-et immunhisztokémiai festéssel szdvettani metszeteken
mutattuk ki, s mind a miogén mind pedig az infiltratum sejtjeiben a sejtmagban
lokalizalddott, kortikoszteroid kezeléstdl és betegségtol fliggetleniil. Az izommintdk HMGB1
tartalmaban kilonbségeket talaltunk, ugyanis a myositis megléte a szteroid kezeléstol
fliggetlendl is az izommintak kevesebb HMGBL1 tartalmahoz vezetett, mely alatdmasztja az
ismert irodalomi adatokat (Venereau és munkatarsai). A kortikoszteroid kezelés nem volt
hatassal az izommintadk 6sszes HMGBL1 tartalmara, tovabba nem befolyasolta a HMGB1
pozitiv sejtmagok és a regeneracidt jelz6 centralis magok szdméat sem. Salomonsson és
munkatarsai azt talaltdk, hogy miopatias egérnél az MHC-1-et tllexpresszalé izomrostok
HMGBI1 expresszidja megndtt és a kiterjedt gyulladasos besziirddés mononuklearis sejtjei
HMGB1 pozitivitast mutattak (148). Ezzel szemben vizsgalataink soran kevesebb HMGB1-et
talaltunk a gyulladdsos miopéatias izmokban, mint a kontrollként hasznalt coxarthrosisos
mintakban. A kuldnbség eredhet abbdl, hogy a mintéinkban nem talalkoztunk extrémen nagy
kiterjedésti mononuklearis infiltracioval, de az egér és human szervezet alapvetd kiilonbségei
miatt is okozhatnak eltérést. A kiilonbség abbdl is adddhat, hogy egészséges embertdl
szarmazd izomminta hianydban coxarthrosisos paciensek izmait hasznaltuk referencia
anyagként. Nem zarhatjuk ki annak a lehetségét, hogy az IIM mintdk HMGBI1 tartalma csak
a coxarthrosisos mintdk HMGBL1 tartalmahoz képest kisebb. Eredményeinkb6l arra is
kdvetkeztethetlink, hogy a degenerativ izileti elvaltozasok nem csak az izilet képleteinek
funkciogjat karositjak, de a kornyezd vazizomszovet is érintett lehet. Ulfgren és munkatarsai
2004-ben publikaltdk, hogy az egeszséges human véazizomszdvetben nem tudtak HMGB1-et
kimutatni, ellenben az 1IM-ben szenvedd paciensek izomszovetében kiemelkedd HMGBI
expresszidt taldltak az infiltraitum és az érendotél sejtjeinek citoplazméajaban, valamint

extracellularisan is (149). Az 1IM mintak szdvettani metszeteiben talaltunk HMGB1 pozitiv
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sejtmagot tartalmazé izomrostokat, de kevesebbet, mint a coxarthrosisos mintak
metszeteiben. A citoplazma HMGBL1 negativitasa azzal magyarazhat6, hogy a HMGB1 nem
csak a sejtplazmaba de az extracellularis térbe is képes athelyez6dni, igy a mintafeldolgozés

soran a detektalhato fehérje egy részét elveszithettik.

Izomgyulladas modellezése laboratoriumban

A koéros autoimmun folyamatok altal fenntartott, kronikus izomgyulladasra jellemzd, hogy az
izmokat infiltralo sejtek tobbségét makrofagok alkotjak. SINAM-ban a limfocitas infiltracid
altalaban hianyzik, de jelentds a miofagocitdzis (150). Ezt a fiziologidstol eltérd allapotot
igyekeztink modellezni in vitro RAW264.7 makrofagok és C2C12 izomsejtek kokultaraban
torténd tenyésztésével. Az izomregeneracid soran torténd miogenezis egyes fazisai jol
modellezhetdk  felnétt  vazizombdl izoladlt szatellita  sejtekb6l inditott  primer
sejttenyészetekkel vagy immortalizalt sejtvonalakkal (151). A miogén és mieloid sejtek
kozotti kapcsolatok feltarasara és az inflammatérikus miopatiak in vitro modellezésére mar
Cantini és Carraro is izom-makrofag kokuturakat hasznalt (152). Dort és munkatarsai 2019-
ben publikaltdk, hogy a makrofagok jelentds szerepet jatszanak a vazizom regeneracios
folyamataiban (153). Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a kokulturdban tenyésztett
izomsejtek és makrofagok nem befolyasoltdk egymas proliferacios képességét, melybdl arra
kovetkeztethetlink, hogy sejtvonalak esetében, a miogenezis ezen korai stddiumaban sem a
miogén sem a mieloid sejtek nem szabaditanak fol jelent6s mennyiségben olyan citokineket,
melyek hatdssal lennének a sejtek osztdédasara. Chazaud és munkatérsai 2003-ban azt talalték,
hogy human primer izomsejt tenyészetben a makrofagok fokoztak a sejtek proliferaciojat.
Feltételezték, hogy a jelenség mogott szolubilis faktorok és kdzvetlen sejt-sejt kapcsolat
allhat. A kemotaktikus faktorokra fokuszalva nem tudtak olyan anyagot megnevezni, mely a

szatellita sejtekbol és mioblasztokbdl felszabadulva a sejtek osztddasat gyorsitotta, de
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kisérleteik alapjan arra kovetkeztettek, hogy a kdzvetlen sejt-sejt kapcsolat a makrofag és az
izomsejt kozott gyengitette a miogén sejtek apoptotikus hajlamat, s ez vezetett a tenyészet
fokozott sejtdenzitdsdhoz (154). Munkacsoportunk ezzel szemben azt talalta, hogy a C2C12
és RAW264.7 sejtvonalak kokultaraban tartasa fokozta a tenyészet IL-6 termelését, azonban
differenciacio stadiumaba lépve makrofagok jelenléte nélkiil is jelentésen emelkedett, annak
ellenére, hogy a C2C12 sejtek proliferacidja lassabb, mint a RAW264.7 sejtek osztddasa.
Kisérleteink soran a differencialodd izomsejteket tartalmazé kokulturdk fokozott IL-6
termelése mogott csak feltételezhetd, hogy a C2C12 sejtek intenzivebb citokintermelése all,
ugyanis a differencialédé izomsejtek monokultirajaban mért citokin mennyisége
szignifikdnsan kisebb volt, mint a vele egy fejlédési stadiumban 1évé kokultura IL-6
produktuma. Az irodalomban tobb kdzlemény is megjelent arr6l, hogy a miogén sejtek, mint
a szatellita sejtek, mioblasztok és miotubulusok, szamos miokint (izomsejtek altal termelt
citokin) képesek felszabaditani, melyekkel autokrin vagy parakrin modon szabélyozzak az
izomregeneracids folyamataik egyes lépéseit (155, 156). Az IL-6 feltételezhetben az izom
behatast kovetéen a szatellita sejtek aktivalodnak, proliferalnak és differencidlédnak, s a
sejtek fazidjaval érett miotubulusok keletkeznek. Az IL-6 felszabadulhat az infiltrald
gyulladasos sejtekbél, a szatellita sejtekbdl, és az izomrostokbdl is. Az IL-6 lehet az a
szolubilis faktor mely elinditja majd szabalyozza a szatellita sejtekb6l induldé miogenezis
egyes allomasait. A regenerdcidéban betoltott szerepe mellett feltételezik, hogy az IL-6
patoldgias allapotban is komoly feladatot lat el, ugyanis Carson és Baltgalvis krénikusan
emelkedett szisztémas IL-6 szinteket mért sz&mos olyan daganat tipus esetében, melyek
cachexiat, azaz koros sovanysagot eredményeztek. Elképzelhetd, hogy a megemelkedett IL-6

szint vezetett az izomtémeg nagyfoku csokkenéséhez (157). Cantini és munkatarsai mar
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1995-ben leirtak, hogy a citokinek kozul az IL-6 lehet az egyik, melyet mind a miogén sejtek,
mind a monocitak és makrofagok is felszabaditanak, s mely jelentds szerepet jatszik a két
sejttipus kapcsolataban az izom regenerdcidja sordn (152). A laboratériumunkban tartott
sejttenyészeteink esetében a tenyésztés kezdetétdl detektalhaté mennyiségi IL-6 citokin
termeléssel talalkoztunk mind a C2C12 mind a RAW sejtek esetében. Az IL-6 jelenlétét a
sejtkultira feliiliszojabol ELISA modszerrel mutattuk ki, a sejtekben 1évé citokint pedig
fluoreszcens immunfestéssel tudtuk detektalni mindkét sejttipus esetében. Mivel a
sejtkultarak feliilliszojanak megcserélésével nem értiink el a kokultirahoz mérhetd, fokozott
IL-6 termelést, arra kovetkeztettiink, hogy a kokultira fokozott IL-6 termelése mogott vagy
az izomsejt és makrofag kozotti kozvetlen sejtkapcsolat allhat, vagy pedig parakrin aton, kis
tdvolsagban hat6 szolubilis faktorok. Serrano és munkatarsai kisérleteikben bizonyitotték,
hogy a szatellita sejtek altal mediélt vazizom hipertrofia esetén az IL-6 a szabalyozas
kulcsmolekuldja (158). Mar egyre szélesebb korben elfogadott, hogy a miogén sejtek mind
fizioldgias, mind patologias korilmények kozott immunsejtekkel is kapcsolatban allnak. A
koztiik 1évé kommunikacio citokinekkel vagy kemokinekkel torténik, s Gjabban feltételezik,
hogy kozvetlen sejt-sejt kontaktus is kialakul koztuk (159-161). Az izmok regeneraciojaban
fontos szerep jut az IL-6-nak, melyet makrofagokbdl felszabadulva proinflammatérikus
citokinként, miogén sejtek altal termelve pedig miokinként ismeriink (152, 158, 162). A
sztatinok szdmos pozitiv terapias hatdssal birnak, példaul csokkentik a vér koleszterinszintjét
és gatoljak a gyulladast, de ennek ellenére néha sulyos miopatiat is okozhatnak (80, 81, 163).
Mivel ismert a sztatinok gyulladascsokkentd hatasa, és az 1L-6 ismert proinflammatdrikus
citokin, kisérleteinkben arra szamitottunk, hogy az izom-makrofag kokultara differenciacios
fazisdban megemelkedett IL-6 termelés pravasztatin kezeléssel gatolhat. Ennek ellenére azt
talaltuk, hogy a C2C12 monokultira és a C2C12-RAW kokultdra IL-6 termelését a

pravasztatin kezelés tovabb fokozta. A kezelés a C2C12 sejtek proliferacios es differenciacios
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képességét is rontotta. A 6 napos makrofag monokultira IL-6 termelése pravasztatin
kezelésre nem valtozott és a tenyészet denzitasaban sem talaltunk valtozast. A miogén sejtek
életképességét nem befolyésolta a pravasztatin kezelés. Ezekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a
gyulladasos miopatia esetében az izomregeneracid elégtelenségét nem a sejtek
életképességbeli valtozasa okozza, hanem a gatolt differenciacid. A kokultdra megndvekedett
IL-6 termelését feltételezhetden a pravasztatin altal stimulalt izomsejtek adhattak. A sztatinok
nem csak az izomsejtekre, hanem a makrofagokra is képesek hatast gyakorolni, melynek a
sztatin indukalta miopatiakban patoldgias szerepe lehet (150). Fu és munkatarsai leirtak, hogy
a sztatin kezelés nincs hatassal a monocitdk citokintermelésére, ellenben a differencialddott
makrofagok citokintermelését fokozza. Kisérleteikben a fluvasztatin fokozta a differencialt
makrofagok 1L-6 termelését (164). Elképzelhetd, hogy a mi vizsgalataink soran a pravasztatin
amiatt nem volt hatdssal a RAW sejtek IL-6 termelésére, mert direkt stimulus (pl.:
lipopoliszacharid; LPS) hianydban a RAW 264.7 monokultira féleg monocitakat
tartalmazott. Loppnow és munkatarsai 2011-ben azt talaltak, hogy LPS-t és pravasztatint
egyuttesen alkalmazva szinergisztikus hatast tudtak elérni a human vaszkuléris izomsejtekbél
és mononuklearis sejtekbdl allo kokultara IL-6 termelésére (165). Munkacsoportunk korébban
azt talélta, hogy a sztatinok csokkentették az izomsejt tenyészet proliferacids képességét és a
miotubulusok  fGziés  kapacitdsat  (166), tovabba a  felnétt  vazizomrostok
kalciumhomeosztéazisara is negativ hatassal volt (167). Grunwald és munkatarsai hasonlo
eredményekrél  szamoltak be, wugyanis human vazizombdl szdrmazd  primer
sejttenyészetekben a roszuvasztatin és a szimvasztatin karositotta a mioblasztok
proliferacidjat és a szimvasztatin a differenciaciot is késleltette (168). A sztatin indukélta
toxikus miopatia pontos patomechanizmusa még nem ismert, de feltételezhetd, hogy

bizonyos esszencialis metabolitok hianya és a megbomlott membranintegritas vezet az izom
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karosodasahoz. Koradbban patkany vazizmon végzett Kisérleteinkben a sztatinok negativ
hatast gyakoroltak a kalcium homeosztazisra, mely az izomer6 csokkenéséhez vezetett (167).

Korabbi eredményeink és mas irodalmi adatok alapjan azt feltételezziik, hogy az IL-6 mellett
a HMGBI a masik lehetséges szabalyoz6 molekula, mely fenntartja a kokultaraban €16 sejtek
kozti kapcsolatot (127, 169, 170). A HMGB1 stimuldlja a human monocitadk citokin
termelését, s ezek kozott az I1L-6 is szerepel (170). A krénikus gyulladasos folyamatokban
szabalyozhatja az izom-makrofag interakciot és kemoattraktiv hatassal birhat a migrald
mioblasztokra (127, 169). A HMGBI1 vészjelzoként funkcionalva gyulladaskeltd citokinek

felszabadulasat indukalja (171, 172)
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Osszefoglalas

A hiperkoleszterinémia kezelésében els6ként valasztando gyogyszerek a sztatinok.
Alkalmazésuk sorén ritkan el6fordulhat silyos, izomkarositd mellékhatds. Munkank sorén
human izombiopszias mintdkon ¢és miitéti anyagokon, valamint primer izomsejt
tenyészeteken végzett kisérleteinkben tanulmanyoztuk a gyulladasos kérnyezet hatasat az
szatellita sejtek életképességére. Az izomgyulladast C2C12 izomsejtekb6l és RAW264.7
makrofagokbol allé kokultirdkon modelleztlk in vitro. A szteroiddal nem kezelt paciensektol
szarmazd izmokban a regeneralddo rostok szdma kevesebb, valamint az izmokbdl inditott
primer tenyészetekben a sejtek lassabban osztodtak a kontrollhoz képest. A péaciensek
elézetes kortikoszteroid kezelése mérsékelte a vazizmok gyulladdsos besziirddését. A
HMGB1-et a szteroid kezeléstdl és betegségt6l fliggetleniil az izmok és az infiltratum
sejtmagjaiban talaltuk. A szteroid kezelés ellenére is kevesebb HMGB1-et tartalmaztak a
myositises paciensek mintai. A kortikoszteroid kezelés nem befolyésolta sem az izmok 6sszes
HMGB1 tartalméat, sem a HMGB1 pozitiv sejtmagok vagy a regeneralédd rostok szamat. A
kokultardban tenyeésztett sejtek nem voltak hatdssal egymas proliferacios képességére,
azonban az egyttélés fokozta a kokultdra IL-6 termelését. Az izomsejtek IL-6 termelése a
differenciacio stadiumaban makrofagok nélkil is emelkedett, de nem érte el a vele egy
stadiumban €16 kokultira citokintermelését. A pravasztatin kezelés tovabb fokozta az
izomsejtkultdra és a kokultdra IL-6 termelését is és rontotta az izomsejtek osztodasi és fazids
képességét. A makrofagok IL-6 termelésére vagy osztdédasara nem volt hatéssal.
Eredményeink arra utalnak, hogy a pravasztatin egyes esetekben fokozhatja az

izomgyulladast s a folyamatban a HMGB1-nek is szerepe lehet.

59



Summary

Statins are the first line drugs for treating hypercholesterolemia, but rarely, they can have
severe, muscle-damaging side effects. We performed experiments on human surgical and
biopsy speciments, primary muscle cell cultures, and mouse cell lines. Muscle inflammation
was modeled in vitro on cocultures of C2C12 and RAW264.7 cells. The number of
regenerating fibers was lower in the muscles derived from patients without steroid treatment,
and in the primary cell cultures initiated from their samples, the rate of proliferation and
differentiation was slower compared to the controls. Previous corticosteroid treatment of
patients increased the number of regenerating fibers and reduced the inflammatory infiltration
in skeletal muscle. HMGB1 was found in the nuclei of muscle cells and infiltrating cells
regardless of disease or steroid treatment. Despite pre-treatment, samples derived from
patients with myositis contained less HMGB1. Corticosteroid treatment had no effect either
on total HMGB1 content of muscles or the number of HMGB1 positive nuclei or
regenerating fibers. In cocultures cells did not affect on each other’s proliferative capacity,
however coexistence increased the IL-6 production of the coculture. At the stage of
differentiation, IL-6 production of muscle cells was elevated even without the presence of
macrophages, but the cytokine level was not as high as in a coculture of the same age.
Pravastatin treatment further increased IL-6 production of muscle monocultures and
cocultures and impaired their proliferation and differentiation ability. Pravastatin did not
affect on IL-6 production or proliferation of macrophages. Our results suggest that
pravastatin may increase myositis in some cases and that HMGB1 may play a role in this

process.
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Onaélléan és csapatban végzett munkak

A klinikai diagnozisok felallitasat és az izombiopsziak vételezését, valamint a csipdprotézis
miitéteket sebészek, patologusok és belgydgyasz szakorvosok végezték: Dr. Danké Katalin,
Dr. Griger Zoltan, Dr, Csernatony Zoltan, Dr. Kovacs llona, Dr. Hortobagyi Tibor. A mintak
tovabbi kezelését, gylijtését magam végeztem. Az eredmények statisztikai elemzésében részt
vettem és ebben nagy segitséget kaptam Dr. Vincze Janostdl, Dr. Cseri Juliannatol, Dr.
Szentesi Pétertol.

A CD45 és a HMGBL1 kimutatdsat célzé immunhisztokémiai festésben és a metszetek
elkészitését én végeztem, ehhez technikai, anyagi-targyi segitséget kaptam Dr. Poér Agnes és
Dr. Kovacs llona patologusoktol.

A human vazizom szatellita sejtjeit magam izolaltam és a sejttenyészeteket is én inditottam és
tartottam fenn. A humén sejtek proliferdcidjat és differencidcidjat magam vizsgaltam, a
sejtmagok és miotubulusok megszamolasat is magam végeztem, ebben Dr. Cseri Juliannatol
kaptam gyakorlati segitséget. A Western blot vizsgéalatokat magam végeztem, ezekben Dr.
Fodor Janostol kaptam targyi, technikai segitséget. Az immunfluoreszcens festésrél Dr.
Szentesi Péter segitségével készitettiink felvételeket.

Az egér eredetll sejtvonalak tenyésztését, a kokulturak 1étrehozasat, a proliferacioé vizsgalatat,
a mintagy(jtést, az IL-6 citokin ELISA méréseket, az immuncitokémiai festéseket, a

pravasztatin kezelést, az MTT teszteket, s ezek kiértékelését is magam végeztem.
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Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Dr. Csernoch Ldaszlo professzor
urnak, és Dr. Tézsérné Dr. Benk6 Szilvia docens asszonynak, akik lehetdvé tették szdmomra,
hogy az intézetben végezhessem el az értekezés alapjaul szolgald kisérletes munkakat, és
akik 1d6t és faradtsagot nem kimélve segitették munkamat.

Itt szeretném kdszonetemet kifejezni Dr. Szentesi Péternek, aki tirelmével, batoritasaval
segitett atlenditeni a nehezebb napokon, s akihez batran fordulhattam szakmai segitségért.
K0szOnettel tartozok minden tarsszerzOmnek az eredményes k6zos munkaért.

Joszivvel gondolok Dr. Almassy Janosra, Dr. Fodor Janosra, Dr. Gonczi Ménikara, Dr.
Dienes Beatrixra, Dr. Magyar Janosra, Dr. Banyasz Tamasra, Dr. Nanasi Péterre is, akiktol
rengeteget tanulhattam a szakmarol és az életrol.

Halaval tartozok még munkacsoportunk minden tagjanak, koztiik Orosz Jozsefnek és Talasné
Ori Rozanak, akik betekintést engedtek az egerekkel torténd kisérletes munka rejtelmeibe.
Kdszonet jar munkacsoportunk minden tagjanak, akik négy teljes éven &t korulvettek
baréatsaggal és jokedvvel.

Héalaval tartozok Dr. Vincze Janosnak és Dr. Cseri Julianndnak a kozlemények
dsszedllitasaban és a statisztikai probakban nyujtott segitséguikért.

Nem utolso sorban itt szeretnék kdszonetet mondani korabbi témavezetdmnek, Dr. Marodi
Laszlonak, hogy segitett elindulni a PhD utvesztdiben.

Ordk halaval tartozok korabbi témavezetémnek, Dr. Dankoé Katalin professzor asszonynak az
elsé kozleményem megsziiletéséért, a sok biztatasért, észinte lelkesedéseért.

Kdszoénom férjemnek, szlileimnek, barataimnak tirelmiiket, szeretetiiket és batoritasukat.
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