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Roviditések jegyzéke

ADP: adenozin difoszfat

AMP: adenozin monofoszfat

ATP: adenozin trifoszfat

cAMP: ciklikus AMP

CK: kreatin kindz

CLSM: konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkop (Confocal Laser Scanning Microscope)
CoQ10: koenzim Q10 (ubiquinon)

CRU: kalcium-felszabadito egység (Calcium Realease Unit)

DHPR: dihidropiridin receptor

DMEM: Dubecco’s Modified Eagle’s Medium

ECRE: elemi kalcium-felszabadulasi esemény (Elementary Calcium Release Event)
EDL: m. extensor digitorum longus

ER: endoplazmas retikulum

ESC: Europai Kardiologiai Tarsasag (European Society of Cardiology)

FBS: (fetal bovin serum)

FDB: m. flexor digitorum brevis

FTHM: iddbeli félértek szélesség (full time at half maximum)

FWHM: térbeli félérték szélesség (full width at half maximum)

GTP: guanozin trifoszfat

HC: hypercholesterinaemias kezelési csoport

HC+S: hypercholesterinaemids ¢s fluvastatin kezelési csoport

HC+S+Q10: hypercholesterinaemias és fluvastatin €s koenzim Q10 kezelési csoport
HDL: nagy siirtiségli lipoprotein (high-density lipoprotein)

HMG-CoA-reduktaz: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzim A reduktaz

K: kontroll csoport



LDL.: kis stirtiségli lipoprotein (Low Density Lipoprotein)

MDSC: izomfejlédés iranyaban elkotelezodott Ossejt (Muscle-Derived Stem Cell)
MHC: miozin nehéz lanc (myozin heavy chain)

MHC-II: F6 hisztokompatibilitasi komplex Il. (Major Histocompatibility Complex II)
MLC: miozin konnyl lanc (myosin light chain)

mtsa/mtsai: munkatirsa/munkatarsai

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat (redukalt forma)

nTyr: normal HEPES-Tyrode oldat

PGCla: PPARYy la koaktivatora

PPARYy: peroxiszoma proliferator-akitvalta receptor y

Q10: koenzim Q10 kezelési csoport

RCT: (Randomised Controlled Trial) randomizalt kontrollalt vizsgalat

ROS: reaktiv oxigén-gyokok (Reactive Oxygen Species)

RyR: Ryanodin Receptor

S: fluvastatin kezelési csoport

S+Q10: fluvastatin és koenzim Q10 kezelési csoport

SAMS: statin-szedéshez tarsithatd izomtiinetek (Statin-Associated Muscle Symptoms)
SERCA: sarco- endoplazmaticus reticulum Ca?" — ATP-4z

Sol: m. soleus

SR: sarcoplazmaticus reticulum

Statin: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase inhibitor

TTP: csucs eléréséhez sziikséges 1d0 (time to peak)

TU: tiouracyl kezelési csoport (HC kezeléshez kontroll)



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

Az érelmeszesedés szovodményei €s a hatterében allo emelkedett koleszterin-szint vezeti a
vilag haldlozasi statisztikait és a trend egyre ndvekvd tendenciat mutat. (www.who.int) 2000 -
2012 kozott globalisan 1 millidval nétt a stroke miatti haldlozas és majdnem masfél millidval
nétt az ischaemids szivbetegség miatti halalozas. A hypercholesterinaemia kezelésére statint
szedOk szama jelentds €s egyre nd. Azonban a kezelt populacidé nagy hanyada nem tudja
toleralni a gyogyszer szedését a vazizmot érintd mellékhatds miatt, igy elesik a gydgyszer
sziv- érrendszeri haldlozés rizikojat csokkentd protektiv hatasatol. A statin-szedés mellett
jelentkez6 izomféjdalmak vagy gyengeség kialakuldsanak pontos oka kutatasok targyat képezi

vilagszerte, de egyeldre nem tisztazott.
1. A vazizom

A vazizom 0Osszehuizodésra specializaloédott szovet, mely a hely- és helyzetvaltoztatasban
jatszik elsésorban szerepet. Az 6sszehuzodas soran kémiai energiat (ATP, glikogén, gliikdz)
mechanikai energiava alakit at, ezzel biztositja a test és a belsd zsigeri szervek aktiv

mozgésait. Miitkodése soran hot termel, igy jelentOs szerepe van a hdszabalyozasban.

Fejlodéstanilag a kozépso csiralemez (mezoderma) szarmazéka, mesenchyma-sejtek alkotjak.
A multipotens prekurzor sejtek myoblast irdnyba determinalddnak, és myotubulusokka

fuzionalnak. Az igy kialakul6 izomrostok tobbmagvu oridssejtek (1. abra).

Az izomrostok kialakuldsa nem zérul le a magzati korban, a postnatalis ¢letben is képzddik de
novo vazizomrost a novekedés sordn gyermekkorban, vagy izomsériilést kovetden
felndttkorban is. A regenerdcioban a rostok lamina basalisa alatt elhelyezkedd prekurzor
sejtek vesznek részt: a pluripotens, izomfejlédés irdnyaban elkotelezddott dssejt MDSC-k
(Muscle-Derived Stem Cell) vagy a szatellita sejtek. [zomkarosodas esetén a nyugvd sejtek
aktivalédnak és differencidlédnak. (Mauro 1961, Seale és mtsai 2000, Qu-Petersen és mtsai

2002, Buckingham és mtsai 2003)

A myogenezis mikroszkopos morfologiaja

crer

A myogenezis morfologidjat primer tenyészetbdl szdrmazd szatellita sejtek vagy

immortalizalt myoblast sejtvonalak tenyésztése soran figyelhetjiik meg. A myoblastok orso



alakuak, fibroblasthoz hasonldé megjelenéstick nagy sejtmaggal €s jol lathaté nucleolussal. A
myoblastok fuzigjaval elongalt, cilindrikus, sokmagvi izomcsdvek jonnek létre: a
myotubulusok. A myotubulusok koriil membrana basalis alakul ki, de ekkor a sejtmagok még
centralisak. A kontraktilis fehérj¢k i1s megjelennek ¢és kotegekbe rendezddnek. A
myotubulusok egyre tobb myoblasttal fuzionalnak €s egyre tobb myofibrillum szintetizalodik
az oOridssejten beliil: igy jon létre a tobb tucat sejtmaggal rendelkezd izomrost. Jellemzdje,
hogy a magok a perifériara szorulnak, és a myofibrillumok sarcomerakba rendezédnek, amik

fénymikroszkoposan harantcsikolat képében is lathatéak. A parhuzamos lefutdsu izomrostok

kialakulasa jelenti a vazizom-differencialodas végallapotat (1. abra).

1. abra. A myogenezis. A: 24 ora tenyésztést kévetoen lathato szatellita sejtek és myoblastok.

B: 72 ora tenyésztést kovetoen tobbmagvu myotubulusok is megfigyelhetoek. (sajat anyag)
A vazizomszovet felépitése, miikodése

Az izmokat egy kotdszOvetes tok boritja: a fascia. Az izomszovet izomrostokbol épiil fel,
amiket szintén kotészovet hatirol. Az izomrostok sejtplazmdja a sarcoplazma, amit
elsésorban izomfibrillumok toltenek ki, emellett glikogén és vOrds szinli, oxigént tarolo
mioglobin is taldlhato benne. Az izomfibrillumok izomfilamentumokbdl 4&llnak. Az
izomfilamentumok hérom tipusa a vastag filamentum, ami miozinbdl all; a vékony

filamentum, ami dontden aktinbol tevodik 0ssze és az elasztikus filamentum, amit titin alkot.

A vazizmok miikddésében alapvetd szerepe van a miozinnak. A miozin (220 kDa) az ATP-
dependens motoros fehérjék csaladjaba tartozik, melyek kozos jellemzdje, hogy aktint kotnek,
ATP-t hidrolizélnak és erét generalnak. Két nehézlancbol (MHC) és négy konnyii lancbol
(MLC) all. A nehéz lanc és az f-aktin kotodése a miozin ATP-az aktivitasanak aktivatora. A
miozin molekulak a farki résziiknél helikalisan kapcsoldédnak 6ssze, kb. 200 molekulabol all

0ssze egy vastag filamentum (2. abra). (Aguilar és mtsa 2010)



Az aktin egy 42 kDa tomegii globularis fehérje. A vazizomban linedris polimerek formajaban

alkotja a vékony filamentumot: két aktin-lanc egymassal helikalisan 0sszetekeredik (f-aktin).

A vékony filamentumot a tropomiozin stabilizdlja: egy kétlancu, a-hélix szerkezetli 70 kDa
tomegl fehérje, mely Osszetekeredik a vékony filamnetummal és nyugalmi allapotban gatolja

az aktin-miozin kdlcsonhatast (2. dbra).

A vékony filamentum felépitésében szabalyozoként szerepelnek a troponinok. A troponin-
komplex a tropnin C-bdl, T-bdl és I-bdl all. A troponin I (24 kDa) az aktint koti és
megakadalyozza a miozzinal valé kereszthidak létesitését (inhibitoros alegység). A troponin C
(18 kDa) kalcium-koté fehérje, kalcium-kotott dllapotban gatolja az 1 alegység miikodését: a
tropnin I elmozdul az aktin és a miozin molekulak koziil és 1étrejohet a keresztkotés. A

troponin T (37 kDa) a tropomiozinhoz rogziti a komplexet.

A titin (régi nevén connectin) az elasztikus filamentum alkotoja, a legnagyobb ismert fehérje,
ami molekularis rugoként funkciondl. A vastag filamentumot rogziti a Z-lemezhez. Az izom

passziv nyUjthatosagaért felelds (2. dbra). (Labeit és mtsai 1990)
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vékony (aktin) titin vastag (miozin)
filamentum filamentum

2. abra. A vékony és a vastag filamentumok szerkezete, kapcsolata. (Damjanovich és

mtsai, 2007)

A sarcolemma az izomrost plazmamembranja, €s az idegsejtekbdl eredd stimulus (akcios
potencidl) tovaterjedésében jatszik fontos szerepet. Betiiremkedései koriilveszik az
izomfibrillumokat (T tubulus), igy a hosszi rostok is id6ben szinte egyszerre képesek
aktivalddni, 6sszehangolva az izom-0sszehtuzdodast. Az izomrost két végén a sarcolemma az

inakhoz rogziti a sejtet.

A sarcoplazmaticus retikulum (SR) egy specialis, sima felszinli endoplazmatikus retikulum,
ami minden miofibrillumot koriilvéve halot alkot a sejt belsejében. Zsakszerii kiszélesedései a

terminalis ciszternak. FO funkcidja az intracellulléris kalcium raktarozasa.



A myofilamentumok az izomfibrillumon beliil szabalyosan rendezddnek el. Két Z lemez
kozotti rész a szarkomera, ami a miofibrillumok szerkezeti egysége, és adja az izom
elnevezésében kozrejatszd harantcsikolatot. A m. biceps brachii-ban, példaul, kb. 100000
szarkomera kapcsolodik egymdéshoz egy izomrostban. A szarkomerdn beliil az aktin
filamentumok a Z-lemezhez kapcsolddnak és a miozin filamentumokat is ide rogziti a titin.
Az aktin a szarkomera két szélén helyezkedik el, mig a miozin molekuldk a szarkomera
kozepén. Az atfedésben 1évo részen az aktin és a miozin egymas mellett torténd elcsuszéasa

hozza létre az izommunkat (2. abra).
A vazizom-0sszehizodas mechanizmusa

Idegimpulzus hatdsdra a vazizomsejtek membranjan terjedd akcids potencidl késdbb
részletezett moédon az intracellularis kalcium-koncentracid emelkedéséhez vezet. Ekkor a
troponin C kalcium-kotése miatt, konformacio-valtozasok sorozataval a tropomiozin szabadda
teszi a miozin-koté helyet az aktinon. Ezaltal az aktinhoz tud kotddni az ATP-miozin
komplex (a miozin feji része), és a kapcsolodas hatasara végbemegy az ATP teljes hidrolizise,
valtozdson megy keresztiil, és az aktint magaval huzza, elmozditja a miozinhoz képest
(sliding filament mechanizmus, erdgeneralas). ADP disszocial a kotohelyrdl. A szabad
kotohelyre tijabb ATP molekula kotddhet be, ekkor az aktin-miozin kapcsolat megsziinik. Ha
az intracellularis kalcium-koncentraci6 tovabbra is kellden magas ahhoz, hogy a troponin C
molekula kalciumot kotott allapotban legyen, a fenti 1épések sorozatos ismétlédése révén a
szarkomerdk egyre nagyobb mértékli rovidiilése kovetkezik be, 1étrehozva az

izomdosszehtzodast (a kémiai energia mechanikai energiava alakul).

A vazizom 0sszehtzodasa soran az energiat az ATP szolgaltatja. Azonban az ATP tartalékok
nagyon hamar, kb. 1 s alatt kiiiriilnek. Tartés izommunka esetén az ATP-t az izmok tobb
forrasbol és tobbféle modon potolhatjak: glikogén vagy glukdéz metabolizmus (glikolizis),
oxidativ foszforilaci6, kreatin kindz reakcio, purin nukleotid ciklus, lipid metabolizmus.

(Darras 2017)
A vazizomrostok tipusai

A vazizomrostokat tobbféle szempont szerint lehet kategorizalni. Egyik elterjedt csoportositas
a miozin ATP-az aktivitdsan alapul: igy a legjelentésebb kiilonbség a kontrakcio

sebességében lesz, mivel a magas ATP-az aktivitds gyorsabb kontrakcios ciklusokat
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eredményez. Az 1. tipusu rostok ATP-4z aktivitasa alacsony, aerob energiatranszfer biztositja
az ATP-ellatottsagot. Sok mitokondriummal, myoglobinnal és bdséges kapillaris-halozattal
rendelkeznek. Kontrakcios idejiik hossza: 100 ms, 10-30 Hz (slow twitch). A fast twitch, 11.B
tipusu rostok energia-ellatasukat a rovid tava, glikolitikus folyamatok dominaljak, (sok
glikogén és miozin-ATPaz), igy 2-3-szor olyan gyorsan tudnak &sszehizddni, mint a lassa
izomrostok (30-70 Hz). Az izomrostok felsorolasa 0sszehizodasi id0 szerint rangsorolva
(leglassabbtol a leggyorsabbig): I.- 1.C- I1.C- IL.A- IL.D- ILB. (Westwood és mtsai: 2005) A
miozin nehézldnc (MHC) tipusok alapjan is lehet csoportositani, az igy képzett csoportok

nagyjabol megfeleltethetéek egymasnak (1. tablazat).

Izomrostok csoportositasa

ATP-az aktivitas MHC

1. tipus MHC IB

IC. tipus MHC If > MHC Ila
IIC tipus MHC Ila > MHC 1P
IIA tipus MHC Ila

IIB tipus MHC IIb

1. tablazat. Az izomrostok csoportositasa ATP-az aktivitas és MHC alapjan.

Az egyes izmokat kiilonboz0 tipust izomrostok alkotjak, kiilonb6z6 aranyban. Az izmok rost-
Osszetétele nem konstans: funkcidfiiggd modon valtozhat. A gyors izmokban tobb a II. tipusu

izomrost, mig a lassu izmokban az 1. tipust izomrostok domindlnak.
Az elektromechanikai kapcsolat (ECC)

Az idegsejtekbdl terjedd akcios potencidl a tovabbterjed a sarcolemmén és a T-tubulusok
segitik az elektromos ingeriilet rost belesjébe jutasat. A SR terminalis ciszternai a T tubulust
két oldalan, szoros fizikai kozelségben helyezkednek el, ez az anatomiai képlet a triad. A
triadban foglalnak helyet az elektromechanikai kapcsolat kialakitasaért felelés molekuldk: a
dihidropiridin-receptorok (DHPR) és a rianodin receptorok (RyR). Minden mdasodik RyR
szoros kapcsoltban all egy DHPR-tetraddal. A triad két oldalan két, elkiilonitve mitk6do
funkcionalis egység a ,,couplon”, melyet a RyR-k, DHPR-k ¢és a tobbi junkcionélis fehérje
egylittese alkot. Ennek feladata az elektromos ingeriilet mechanikai valassza torténd alakitasa,
¢s a ketté kozotti kapcsolat kialakitasaért az intracellularis kalcium-jel felelds. Elterjedt
megnevezés a kalcium-felszabaditd egység (Calcium Realease Unit, CRU), ami a két

kiilonall6 membran taldlkozdsanal jon létre (sarcolemma és SR); véazizom esetén a triad
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alkotja. A vazizomrostok a kontrakcidhoz sziikséges kalcium-jelet teljes egészében az
intracellularis raktarabol (SR) biztositjak, kiilsé, extracellularis kalcium belépésére nincs
szlikség. A vazizom szovetre jellemzd, hogy az akcids potencial iddtartama olyan rovid, hogy
az izomkontrakcio kezdetekor a membran elektromosan mar Gjra ingerelhetd (tetanizalhato).
Ilyenkor a rostok intracellularis kalcium-koncentracioja emelkedett, és egy ujabb akcids
potencial hatdsara tovabbi kalcium szabadul fel a RyR-n keresztiil. A magasabb kalcium-
koncentracio kdvetkezményesen ndveli az izom-kontrakcio erejét, mivel emelkedik a troponin
C-hez kotott kalcium mennyisége. A sarcolemma tartdos repolarizacidja a kalcium-
felszabadulas kaszkadjat megallitja, és az intracellularis kalcium visszavételezOdik a SR-be a
SERCA pumpa segitségével (3. abra). (Rios és mtsa 1997, Lytton és mtsai 1992, Block és
mtsai 1988)

A dihidropiridin-receptor (Cavl.1)

A dihidropiridin-receptor lassu kinetikaju, fesziiltségfiiggd L-tipusu Ca®" csatorna, aktivacids
kiiszobe -35 mV. Kb. 440 kDa tomegii, 6t polipeptid alegységbdl all. Az al-alegység
tartalmazza a csatorna porusat és az organikus csatorna-gatlok is ide kdtddnek, pl. a névadod
dihidropiridin. A vazizomban ez az alegység tartalmaz egy citoplazmatikus nytlvanyt, ami a
sejtmembran depolarizaciojat érzékeli €s ennek kovetkeztében konformacio-valtozason megy
keresztiil. Az al ¢és az intracellularis B alegység foszforilacids helyeket tartalmaz, ami a

crer

transzmembran y és o alegységek.

A csatorna a plazmamembran fesziiltségvaltozasanak hatasara befelé iranyulod, hosszan tartd
Ca?"-dramot hoz létre. Vazizomban a T-tubulus membranban négyesével csoportokat képezve
fordul el6. Ez a négyes csoport mechanikai kapcsolatban all egy, az SR membranban

elhelyezked6 RyR-al.

A sarcolemma mentén terjedd gyors (3-5 ms) akcios potencial aktivalja a DHPR- t, ami
azonnali konformacié valtozdson megy keresztiil (al alegység, 1d. fent). A csatorna lassu
kinetik4ja miatt a nyitasa tobb idét vesz igénybe, mint egy akcids potencial, igy Ca**-t nem is
enged be egy akcids potencidl alatt. A konforméacid-valtozas okozza a szoros fizikai
kozelségben 1évé RyR aktivacidjat, és ennek hatisara indul meg az SR-bél a Ca?* kidraml4s.

Ez a kezdeti kalcium-koncentracidé emelkedés a kalcium-indukalta kalcium felszabaditas
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révén tovabbi RyR-kat nyit meg, igy az intracellularis kalcium-koncentracid gyorsan

emelkedhet (3. és 4. abra).

-tubul < AP .

-
=
0

2+#-“

3. abra. Az elektromechanikai kapcsolat miikodése vazizomban. Az intracellularis
raktarbol torténd Ca’" felszabadulds mechanizmusa, kapcsolata a kontrakcios elemekkel és

visszavételezése a raktarba. AP: akcios potencial, TnC: troponin C. (Szentesi és mtsai 2019)
A rianodin receptor

A rianodin receptor egy kb. 2 MDa molekulatomegti fehérje, homotetramer szerkezetli. A
RyR alacsony szelektivitdsu kation csatorna, nagy konduktancidval. Vdazizomban
elsédlegesen ligand vezérelt Ca?" csatornaként funkcional, feladata nagy mennyiségii Ca®"
gyors mobilizalasa az SR-b6l. A rianodin receptornak 3 izoformdja ismert: a RyR1
legnagyobb szdmban a vazizomzatban fordul eld, a RyR2 szivizmon, a RyR3 pedig dontden
az agyban, illetdleg embriondlis vazizmokon is jelen van. Utobbi a kifejlett izombol szinte
teljesen eltlinik, csak a lassu izmokban, mint péld4ul a rekeszizom vagy a szemmozgat6 izom
marad meg minimalis mennyiségben az egyedfejlodést kdvetden. A RyR1 egyrészt egy
kiterjedt citoszolikus részbdl all (a-solenoid scaffold), ami a fé regulatorikus fehérjéket
kapcsolja a poérushoz. A RyR porusénak szerkezete a hat transzmembran ioncsatorna
szupercsalad szerkezetével homolog, és egy egyedi domain épiil be a masodik és a harmadik
transzmembran hélix kozé, ami az a-solenoid scaffold paros EF-kéz motivumaval keriil

interakcioba és a csatorna Ca®* kapuzasat biztositja. (Nelson és mtsai 2002)

Viézizomban a RyR-k sakktdbla-szerien rendezOdnek el: minden RyR-hez négy masik
kapcsolodik a “sarkokndl”. Csak minden masodik RyR 1ép kapcsolatba a DHPR-kel. A

vazizomban a kalcium-indukalta kalcium felszabaditds a DHPR kalcium csatorna funkcidja
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nélkil jon 1étre, és a RyR-n keresztiili kalcium-felszabaduléas aktivalja a szomszédos, DHPR-

el kapcsolatban nem 1év6 RyR-ket (4. abra).
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4. abra. A vazizomrostok Ca?* felszabadité egysége (CRU). A: Tetrddokba rendezédott
DHPR-ek elektronmikroszkopos képe vazizomban. B: Lila: DHPR tetradok, zéld és kek:
RyR1. (Yin 2008)

A RyR szabalyozasa

A RyR csatorna-funkcidjat fiziologidsan alapvetéen maga a kalcium szabalyozza:
intracellularisan nM-os koncentracid aktivalja, pM-os koncentraci6é gatolja a RyR nyitasat: a
RyR nagy affinitisti Ca**-kétéhelye aktivéator, mig alacsony affinitistu Ca*"-kdtéhelye gatolja
a RyR csatorna-funkci6jat. Emellett az SR luminalis Ca** koncentracidja is szabalyozo
szereppel bir: a magas SR Ca®’-koncentracié fokozza a RyR nyitvatartasi valosziniiségét,
mivel a RyR lumindlis oldalan is talalhato Ca®’-kotd hely, ami a csatorna aktivitdsat fokozza.

(Meissner és mtsai 1986, Csernoch 1999)

Fiziolégidsan az intracellularisan magas (nagyobb, mint 1 mM) magnézium-koncentracio
gatolja a RyR miikodését. Egyik elmélet szerint a Mg" kompetitiven gatolja a nagy affinitasu,
aktivalo Ca*"-kotéhelyet (Jona és mitsai 2001), mig a masik elmélet szerint a Mg" az alacsony
affinitast helyért verseng a Ca**-al és ehhez kétddve a csatorna inaktivaciojat okozza. (Zucchi

és mtsa 1997)

Az ATP potens RyR aktivator, mely Ca®" hianyaban is aktivalja a RyR-t, Ca®"-al egyiitt
submaximalis aktivaciot okoz. (DHPR aktivacié dnmagéban nem elég, az ATP egy szolubilis
agonista). Az ATP hatdsa nem a csatorna foszforilacidjan keresztiil valésul meg. Tovabbi
agonistak az AMP, ADP, cAMP, adenin, adenozin: a magnézium hatasanak ellenstulyozasa a

szerepiik. A citidin-, guanozin-, inozitol- és uridin-trifoszfat kevésbé hatékony. (Zarka és mtsa
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1993) A RyR aktivitasat foszforliacio tjan is lehet szabalyozni. A szimpatikus idegrendszer
aktivacioja katekolaminok felszabadulasaval jar, amik az izomban aktivaljak a PKA-t. A PKA
foszforilalja és aktivalja a RyR-t, a DHPR-t, és a SERCA-t: igy a szimpatikus aktivaci6 az
ezidd alatt bekdvetkezd akcids potencidl altal generalt Ca®" tranziens amplitiddjat emeli. A
RyR defoszforildlasaban a protein foszfataz 2B, vagyis calcineurin vesz részt. (Strand és

mtsai 1993)

Farmakolodgiai agonistak: a 4-kloro-m-krezol és a suramin direkt aktivatorok. A xantin-
szarmazékok, pl. a koffein a receptor érzékenységét ndveli a nativ ligand, a Ca®" irdnt. A
koffein 5 mmol/l koncentracid felett adagolva a RyR Ca®'- szenzitivitdsat jelentdsen,
mikromoldrisrol pikomolaris tartomdnyba ndveli, ezért a nyugalmi Ca®" koncentracié is
aktivalja a RyR-t. Alacsonyabb koffein-koncentracid6 a RyR-k kvantdlis aktivacidihoz
vezetnek. A sebészeti altatdsokhoz hasznalt halothan is ndveli a RyR Ca®" permeabilitasat.

(Xu és mtsai 1998)

A receptor antagonistai: a névadd rianodin egy mérgezé ndvényi alkaloid, a Dél-Amerikai
Ryania speciosa-bol izolaltak és rovarirtd szerként hasznaltdk. Nagy affinitassal, specifikusan
kotédik a nyitott RyR-hez, és nanomoléris koncentracidban félig nyitott allapotban,
mikromolaris koncentracioban zart allapotban régziti a csatornat. A félig nyitott allapotban
rogzitett RyR-n keresztiill Ca®" szivarog (leak) a citoszolba, melynek kdvetkezménye a
kalcium-raktarak kitiriilése és massziv izomkontrakci6. A mikromoldaris gatldas eredménye
paralizis, mind eml6s6kon, mind a rovarokon. A klinikai gyakorlatban Dantrolent hasznalnak,
emellett tovabbi antagonistak procain, tetracain (lokal anesztetikumok) és a ruténium-voros.

(Vites es mtsa 1994)
2. A kalcium jelatvitele

A kalcium az emberi szervezetben a legnagyobb mennyiségben el6forduld elem. A vérben
1,3-1,5 mmol/l kalciumion talalhato, intracellularisan alacsonyabb a koncentracioja, kb. 100
nM, amit aktiv folyamatokkal tartanak fenn a sejtek. Ezért intracellularisan nagy
koncentracio-valtozasok alakulhatnak ki gyorsan, igy kivald6 masodlagos hirvivd; az egyik
leggyakrabban el6fordulo, legtobb sejt-folyamatban részt vevd szekunder messenger
molekula, precizen szabalyozott és flexibilis. Az intracelluldris kalcium-koncentracié térben,
iddben (iddtartam, frekvencia) és amplitidoban bekodvetkezd véltozasa egyarant informaciot

hordoz a sejtek szamara. (Diem és mtsa 1971, Berridge és mtsai 1998)
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Az elemi kalcium-felszabadulasi események

Az elemi Ca*" felszabadulasi esemény (ECRE, Elementary Calcium Release Event) jelenleg
kisebb egységekre nem bonthatd, lokalis intracelluldris Ca**-koncentracio-emelkedés: egy
rianodin receptor-cluster megnyildsanak eredményeként felszabadulé Ca?"-mennyiség.
Specialis technika mellett rogzithetd €s abrazolhato: felfedezését a konfokalis mikroszkopia
fejlédése tette lehetévé, ami kis térben (0,4 x 0,4 x 0,8 pm?) képes kdvetni fluoreszcencia
valtozasokat. Emellett elengedhetetlen olyan fluoreszcens kalciumindikator hasznalata,
aminek kelléen alacsony a hattér fluoreszcenciaja, hogy a kismértékii fluoreszcencia-
intenzitds-emelkedés az izomrost nyugalmi Ca’’-koncentracidja mellett is pontosan
detektalhatd legyen. Az elemi eseményeknek tobb formédja van, a legalapvetdbb a kalcium-
spark. (5. és 6. abra) Ugy tartjuk, hogy a spark az exciticios-kontrakciés kapcsolat fontos, a
folyamatot iniciald eleme. A spark 4ltal reprezentalt lokalis Ca®>" -koncentracié emelkedés
fizioja és generalizacioja kovetkeztében jon létre a globalis intracellularis Ca**-tranziens, ami
a sejtek extracellularis stimulusra adott intracelluldris véalaszanak egyik kozos jelatviteli utja.
A spark megjelenési forméja a kapcsolt RyR-k kapuzasi mechanizmusat koveti, ezért a CRU-
k mukodésérdl szolgaltat informéacidt: tobbek kozott a kapuzasardl és a fiziologias kalcium-

fluxusrol.

5. abra: Kalcium sparkok emlds vazizom roston A fiiggéleges (y) tengely a rost
hossztengelyével parhuzamos fizikai kiterjedés, a vizszintes (x) tengely idé dimenzio (sajat

anyag)

A spontan Ca?* sparkot 1992-ben fedezte fel Cheng és Cannell szivizmon. El8szor a Nature
elutasitotta a kdzleményltiket, miiterméknek véleményezve, de hamar fény deriilt az izom-
¢lettanban betoltott alapvetd szerepére. (Cheng és mtsai 1993, Tsugorka és mtsai 1995)

Késoébb leirtak, hogy kétéltliek harantcsikolt izman is, az intakt rostokon nagyszamu spark
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figyelhetd meg (Klein és mtsai 1996). Emlés vazizmon ellenben a spontan ECRE-k joval
ritkabban fordulnak eld. (Shirokova és mtsai 1998) Az embriondlis emlds vazizmokon még
lehet spontan sparkot detektalni, ennek oka a RyR1 és RyR3 koexpresszidja. A fejlddés soran
a RyR3 eltlinik, igy spontan elemi események nem figyelhetéek meg, de kiilonb6zo
eljarasokkal felfedhetéek. Leirtak pl., hogy exogén RyR3 expresszi6 mellett depolarizacio
hatdséra felndtt vazizmon is szamos spark jelent meg, mig RyR1 overexpresszido mellett ezt
nem tapasztaltak. Kétéltiiek vazizman a RyR1 és RyR3 izoforma is jelen van, ez magyardzza,
hogy joval nagyobb szamban lehet elemi eseményeket detektalni. (Pouvreau és mtsai 2007)
Izomdisztofidban, kiilonosen mechanikai stressz kovetkeztében, megemelkedik a spark

frekvencia. (Kirsch és mtsai 2001, Zhou és mtsai 2003, Zhou és mtsai 2006)
Az elemi kalcium-felszabadulasi események fajtai

Mind kétéltiiek, mind emlds6k vazizman a legaltalanosabb elemi esemény a spark. A spark a
citoszolikus Ca?" -koncentracié idében rdvid: altaldban 10-20 ms ideig tartd; térben erdsen
lokalizalt (2-3 pm) atmeneti emelkedése. Jellemzdi a rovid rise time (a csucs eléréséhez
sziikséges 1d0), az exponencidlis lecsengés a csucs utan, és hogy a térbeli kiterjedése Gauss-
eloszlast kovet. (6. abra) A sparkot kb. 20 csatorna idében egyszerre torténd megnyilasanak
tartjuk, a nyitott csatorndk szdma egy elemi esemény soran allandd. A koordinalt nyitas direkt
mechanikai intervencid kovetkezménye lehet, amit a spark kerek morfoldgidja is alatdmaszt.
Megsziinésében szerepet jatszhat az SR lokalis Ca?'deplécidja mellett az emelkedett
Ca®'koncentracio RyR csatorna-funkciot gatld szerepe. Emlds vazizmon az események kb.
2/3-része spark, mig a tobbi ember (6. abra), vagy a kettd kombinacidja. Emldsok esetén az
embert tekintjilk az abszolut elemi eseménynek, mivel jelenleg egy RyR megnyilasanak a
kovetkezményének tartjuk. Az ember térbeli lokalizaltsaga nagyon hasonld a sparkhoz,
azonban amplitadoja sokkal kisebb ¢és idében sokkal hosszabb. (Klein és mtsa 2006, Csernoch
2007, Kirsch és mtsai 2001, Zhou és mtsai 2003, Cheng és mtsai 1993, Cheng és mtsai 1999,
Sebille ¢s mtsai 2005, Endo 1977)

syl ¢

Spark

6. abra. Elemi kalcium-felszabaduldsi események fajtai. Spark: rovid, magas amplitudoju.

Ember: hosszu, kis amplitudoju. FO: nyugalmi fluoreszcencia (sajat anyag)
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3. A koleszterin

A koleszterint 1815-ben fedezte fel M.E. Cheyreul, francia kémikus. Az emlds sejtmembran
fontos alkotoeleme, a membran-fluiditds és permeabilitds modulatora, fontos szerepe van a
lipid-tutajok ¢és a kaveoldk kialakitasaban. (Yeagle 1991) A szteroid hormonok, az epesavak
¢s a D vitamin prekurzora. (Payne és mtsa 2004) A membran transzport, transzmembran
jelatvitel (pl. a G-proteinekhez kapcsolt jelatvitel) és a sejtproliferacio fontos eleme.
(Incardona és mtsa 2000) Az abnormadlis szérum koleszterin-szint olyan, rendszer-szintii
betegségek kialakulasdhoz vezethet, mint az érelmeszesedés. Rudolf Virchow német
patologus mar tobb, mint 100 éve kimutatott koleszterint a szivinfarktus miatt elhunyt

emberek artériainak falaban. (Tobert 2003)

A Framingham-tanulmany volt az egyik elsd vizsgalat, ami populdcios szinten is bizonyitotta
az emelkedett szérum koleszterinkoncentracié €s a kardiovaszkuléris eredetii haldlozas kozotti
Osszefliggést. Ez azért kiemelt jelentdségii, mert a XX. szazadban egyre inkabb a nem-fert6zo
betegségek vezetik a halalozasi statisztikdkat: az érelmeszesedés talajan kialakulo sziv-
érrendszerrel Osszefliggd mortalitas a vezetd halalok nemcsak a fejlett orszagokban, de vilag-
viszonylatban, és Magyarorszagon is (7. dbra). T6bb milli6 ember haldlaért felelds jelenleg is,
¢€s egyre nagyobb az érintettek ardnya. Emellett a betegség altal a tarsadalomra rott teher is
oriasi: nemcsak a korai haldlozésért felelds, de rokkantsagban eltoltott €letévekhez is vezet.
(History of the Framingham Heart Study, The top 10 causes of death) 2011-ben a csak a
koszorusereket érintd atherosclerosis egyike volt a tiz legkoltségesebb egészségiigyi
ellatasoknak az USA-ban, az ebbdl eredd teljes korhazi koltség 10,4 milliard $-nak adodott.
(Pfuntner és mtsai 2013)

Az érelmeszesedés kialakuldsa lasst, tobb évtizeden keresztiil zajlik. Panaszokat vagy
tiineteket csak elérehaladott allapotban okoz, férfiaknal altalaban 40 év felett, n6knél 50-60 év
felett. A szervezet artériai barhol érintettek lehetnek: a sziv- vagy agyi infarktus (stroke) akar
azonnali halalt okozhat; emellett stilyos, also végtagi mozgéssal dsszefliggd fajdalom, vagy a
veseartériak érintettsége esetén stilyos magas vérnyomas vagy veseelégtelenség is kialakulhat

kovetkezményeként.
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7. abra. A WHO magyarorszagi statisztikija: mortalitas és betegség-teher. A: A
cardiovascularis betegségek vezetik a haldlozasi statisztikat. B: A sziv-érrendszeri betegségek

miatti betegség-teher. (Hungary: WHO statistical profile)

Az atherosclerosis a nagy artéridk intima rétegében bekovetkezd progressziv, lipid- és
inflammatorikus sejt felhalmozodéssal jellemezheté gyulladdsos folyamat. Az érelmeszesedés
patomechanizmusaban alapvetd szerepe van az ApoB-tartalmu keringé lipoproteineknek. A
70 nm-nél kisebb atmérdjii ApoB tartalmu lipoproteinek atjutnak az endothel rétegen, ahol pl.
proteoglycanokkal torténd interakcid soran csapdéaba keriilnek és felhalmozddnak az artériak
falaban. Az egyre ndvekvO lipid depozitumok atheroma, meszes plakk kialakuldsést
eredményezik, ami a plakk megrepedésével jarhat. A sériilt plakk thrombotikus folyamtokat
indukal: thrombus kialakulasdhoz vetehet, ami akut érelzarddast: insatbil anginat, akut

szivinfarktust vagy halalt okozhat. (2019 ESC/EAS guidelines for the management of
dyslipidaemias) (8. abra)

Az ApoB-vel rendelkezd lipoproteniek dontd tobbsége LDL-koleszterin. Emiatt az LDL-
koleszterin koncetracié csokkentésének keimelt szerepe van az akut kardiovaszkuldris
betegségek primer és szekunder prevencidjaban egyarant. (2019 ESC/EAS guidelines for the

management of dyslipidaemias)
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8. abra. Az atherosclerosis kialakulasanak folyamata és szovodményei. A: Az
érelmeszesedes kialakuldsa. Az érelmeszesedés szovodmeényei: B: Aneurisma és ruptura. C:
Thrombus. Elzarja az érlument. D: Kritikus sziikiilet, a mogottes teriiletek veérellatisa nem

elégseges. (Stages of endothelial dysfunction in atherosclerosis) (Ross 1993, Ross 1999)
A koleszterin

Az eml0s sejtek vagy a taplalékkal veszik fel a koleszterint, vagy de novo szintetizaljak. Az
endogén bioszintézis a jelentdsebb koleszterin-forras, emberben 70%-ban igy képzddik a

szervezetben 1évo koleszterin.

A szervezet kozel Osszes sejtje képes a koleszterin szintézisére, azonban a majsejtek annyi
koleszterint allitanak eld, mint a szervezet 0sszes sejtje egyiitt. A koleszterin a citoplazmaban,
az endoplazmatikus retikulumban szintetizdlodik acetil-koenzim A-bol, a mevalonat
utvonalon keresztiil (9. abra). A sebességmeghatirozé enzim a HMG-CoA-reduktaz,
(féléletideje 4 o6ra), ami a HMG-CoA-mevalonat atalakulést katalizalja. Az elsd, koleszterin-

irdnyban elkotelezett 1épés a szkvalén-lanoszterol atalakulés.

Acetil-CoA

3 hidroxi-3-metilglutaril-CoA
l HMGCoA reduktaz
Mevalonat

l

Izopentelil-5-pirofoszfat

l

Geranil-pirofoszfat

l

Farnezil-pirofoszfat

l l

Geranilgeranil-pirofoszfat szkvalén

| l

Prenilalt fehérjék lanoszterol
Hem-A l
Dolikol
Ubikinon koleszterol

9. abra. A koleszterin szintézise. (Tkonen 2008 nyomdan)
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A HMG-CoA reduktdz fiziologids szabalyozasaban a képzddott koleszterinnek van a
legfontosabb szerepe: a koleszterin gatolja az enzim aktivitdsat és szintézisét. Hormonalis
szabalyozo6i koziil az inzulin és trijod-tirozin aktivalja, mig a glukagon és a kortizol gatolja az
enzim miikddését. A HMG-CoA reduktaz enzim diurndris ritmus szerint miikodik, ¢jszaka a
legaktivabb, és ébredés utan 6 oraval a legalacsonyabb az enzim aktivitaisa. A HMG-CoA
reduktdz enzim farmakologiai gatldsaval csokkentik a koleszterin-szintet a statinok, a

leggyakrabban hasznalt koleszterin-csokkentd gyogyszerek. (Marshall, 1995)

A taplalékkal felvett koleszterin negativan regulalja a de novo szintézist. A koleszterin a
vékonybélben szivodik fel. Az ezetimibe gatolja a vékonybélbdl torténd koleszterin
felszivodast. A hidrofob lipidek a vérkeringésben egy hidrofil burokba csomagolva
szallitodnak a lipoproteinek segitségével, pl. a HDL, LDL. A burok apoproteinekbdl és
foszfolipidekbdl all, ezen beliil helyezkednek el a zsirok, a koleszterin, a koleszterin-észterek
¢s a triglicerid. A lipoproteineket fehérjetartalmuk szerint csoportositva nevezték el, minél

nagyobb a fehérjetartalom, annal nagyobb a lipoprotein denzitasa (2. tablazat).

Lipoprotein: | fehérje % lipid % 6 lipid f6 apoprotein
Kilomikron 1-2% 98-99% triglicerid B 48, C-IlI, C-lII, E

VLDL 7-10% 90-93% triglicerid B-100, C-I, C-ll, C-lll, E
IDL 15-20% 80-85% triglicerid, koleszterin-észter | B-100, E

LDL 20-25% 75-80% koleszterin-észter B-100

HDL 40-55% 50-55% foszfolipid, koleszterin-észter | A-l, A-ll, C-I, C-ll, C-IIl, E

2. tablazat. Lipoproteinek (Marshall 1995 nyomdan)

A szervezet legtobb sejtje az LDL-bdl nyeri a koleszterint. A majsejtek felveszik a keringd
LDL kb. 50%-4t, emellett a bél, a mellékvese és a gonddok a legnagyobb felhasznalok. A
keringd LDL koncentracid egyenes ardnyban 4all az érelmeszesedés kialakuldsanak
valoszintiségével. A HDL koleszterint gylijt mas lipoproteinekbdl, vagy sejtek membranjabol,
pl az artéridk falabol. A HDL-koleszterin legnagyobb részét a mdj veszi fel. (reverz
koleszterin transzport). Kordbban obszervacids vizsgélatok igazoltdk, hogy a plazma HDL
koleszterin koncentracio6 forditott aranyossagban all az érelmeszesedés kockéazataval. Jelenleg

randomizécios vagy genetikai vizsgalatok nem igazoljak egyéretelmiien, hogy a terapias

21




HDL-koncentraci6 emelés csokkentené a kardiovaszkularis betegség kialakuldsasnak

kockazatat. (2019 ESC/EAS guidelines for the management of dyslipidaemias)

A koleszterint a szervezet kiilonbozo sejtjei a sejtfelszini LDL receptorukkal veszik fel. Az ic.
szabad koleszterin negativ visszacsatolassal gatolja az LDL-receptorok szintézisét,
felgyorsitja a HMG-CoA reduktaz lebontasat, ill. gatolja az enzim transzkripciojat. Az LDL
intracellularis felvétele egyidejiileg az acil-CoA-aciltranszferaz aktivacidjat eredményezi, ami
a szabad koleszterint jra észteresiti, igy megszlinteti a negativ regulacidt. A koleszterin-
¢szterek lipid-cseppecskék formajaban taroloédnak a citoplazmédban, melyb6él a CEH
(koleszterin-észter hidrolaz) enzim kdonnyen mobilizal szabad koleszterint. Genetikai betegség
kovetkeztében 1étrejové LDL-receptorok szdmanak csokkenése vagy funkcidjanak hidnya

familiaris hypercholesterinaemia kialakuldsahoz vezet.

A koleszterin leggyakrabban kiilonb6zé membranokba épiil be, pl. a plazma membran, az ER,
vagy a mitokondrium. A plazmamembran lipidjeinek kb. 20-25%-a koleszterin. Sok
koleszterin taldlhato pl. a Golgi-késziilékben, de az ER koleszterin tartalma viszonylag
alacsony, és ott szabdlyozd funkcidja van. A membranokban a koleszterin ndveli a
rendezettséget, a fluiditast és hozzdjarul a szemipermeabilitas kialakitasdhoz. A koleszterin
részt vesz a plazmamembran lateralis organizacidjaban: pl. lipid-tutajok kialakitasaban, amik
alapvetd fontossagu teriiletek: jelatviteli-, membran-transzport- vagy sejt-adhézios és az
apoptotikus folyamatokban jatszanak szerepet. A koleszterin egy része oxiszterolla alakul, igy
szabadon mozog a citoszolban is, ¢és hirvivé lipid funkciot lathat el. Oxiszterolként {iriil a
majsejtekbol a felesleges koleszterin egy része is (epesavként). Emellett a koleszterin tobb
hormon alapja: pl. a mellékvese hormonok, a nemi hormonok és a D vitamin eléanyaga.

(Ghada, 2018)

A vazizomban a T-tubulus rendszer koleszterin koncentracidja magasabb, mint a plazma-
membran felszini részének, a teljes membran koleszterin-tartalom 80%-a itt talalhat. A
szfingolipid koncentracio is magas, ez a szerkezet a lipid-tutajok felépitésé¢hez hasonlit. A T-
tubulus membran koleszterin tartalma modositja az itt talalhatd, elektromechanikai kapcsolat
kialakitdsaban részt vevO fehérjék funkciojat (DHPR). Metil-B-ciklodextrinnel (MBCD)
torténd részleges koleszterin-elvonas hatdsasara a disszocialt felnott rostok elektro-
mechanikai kapcsolata megsziinik, és a rost depolarizalodik. A rostok nyugalmi ic. kalcium-
koncentracioja emelkedik, az ic. raktarakbol kalcium szabadul fel. Ezek alapjan feltételezhetd,

hogy a T-tubulus membran koleszterin koncentracidja befolydsolja az elektromechanikai
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kapcsolatot: direkt interakciéban a fehérje-komplexumokkal (pl. DHPR), és indirekt médon, a
lipid kornyezet megvaltoztatdsa és a jarulékos fehérjékkel pl. a kaveolin 3-al torténd
interakcid révén. (Barrientos és mtsai, 2017) Akut koleszterin-elvonds hatasara a primer
tenyésztett csirke-vazizomsejtek proliferacioja fokozddik. (Portilho és mtsai 2012) Ezzel
szemben a vazizom membranok koleszterin-dusitdsanak elektro-mechanikai kapcsolatra vagy

ic. kalcium-koncentraciéra gyakorolt hatasa nem ismert. (Barrientos és mtsai 2017)

Mivel a szervezetiink sejtjei nem tudjak a koleszterint lebontani, a felesleges koleszterint
leadjak: passziv diffuzioval, vagy apolipoprotein-medidltan (Apoprotein Al). Passziv diffuzio
soran a sejtmembranbol a HDL-re keriil a koleszterin. A maj, vagy pl. az agy a HDL-bol
képes koleszterint felvenni scavanger receptor segitségével (SRB1). A HDL-bdl a koleszterin-
észterek az LDL-re keriilhetnek, és ujra felhasznalodhatnak a periférids szovetekben, vagy
dontéen a majban. A koleszterin a majbol az epén keresztiil iiriil. Az enterohepatikus
korforgéas soran a kivélasztott koleszterin kb. 50%-a visszavételezddik. Mivel a szervezet a
koleszterint nem tudja lebontani, vagy kivéalasztani a vesén keresztiil, igy a széklettel torténd
iirités az egyediili mod, ahogyan tdvozhat a szervezetbdl. (Jones és mtsa 2004, Goedeke és

mtsa 2012, Ikonen 2008)

4. A statinok

Akira Endo, Japan biokémikus, 1971-ben kezdett kutatni egy human koleszterin-csdkkentd
gyogyszer utan. Munkassagat kovetve az elsd gyogyszerként torzskonyvezett vegyiilet az
Aspergillus terreus gombabol izolalt lovastatin volt, majd 1988-ban Svédorszagban
torzskonyveztették a simvastatint. 1994-ben jelent meg a Merck 4ltal tdmogatott Scandinavian
Simvastatin Survival Study, amelyben a kutatok 4444 szivbeteget vizsgaltak, akiknek magas
volt a szérum koleszterin-szintje. 5 éves kovetés soran a simvastatint szedok koérében nem
csak a koleszterin-szint csokkent 35%-al, hanem a szivinfarktusbol eredd haldlozas esélye is:
42%-al. A markans eredmények miatt etikatlannak tartottdk a placebo csoportot kezelés
nélkiil hagyni, igy id6 el6tt ledllitottak a tanulmanyt. A Merck 1995-ben tobb, mint 1 milliard
$ jovedelmet ért el a simvastatin eladasabol. A koleszterin kutatasaért Nobel-dijat nyert
Michael C. Brown és Joseph Goldstein mondta Endo-r6l: "The millions of people whose lives
will be extended through statin therapy owe it all to Akira Endo." (Endo 1992, Randomised
trial 1994, Simons 2003, Endo 2004, Stossel 2008)
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A statinok szerkezete, hatasmechanizmusa

A statinok Osszefoglald név alatt értjiik a HMG-CoA reduktaz gatlok csaladjat. Képviseloi:
atorvastatin, cerivastatin, fluvastatin, lovastatin, mevastatin, pitavastatin, pravastatin,
rosuvastatin, simvastatin. A lovastatinhoz szerkezetileg nagyon hasonld a simvastatin és a
pravastatin: a természetes vegylilet kémiai modositasaval hoztdk létre. A simvastatin €s a
lovastatin inaktiv laktonok: a szervezeten beliil metabolizadlodnak bioldgiailag aktiv hidroxi-
sav formava. A statinok masik csoportja teljesen mesterséges, és a butiril-csoport helyett egy
nagyobb, fluorofenil csoporttal rendelkezik, ami polaris interakciok kialakitdsaval el0segiti a
molekula jobb kotodését a HMG-CoA enzimhez: fluvastatin, cerivastatin, atorvastatin,
rosuvastatin. (11. abra) Ezek a vegyiiletek aktiv hidroxi-sav formaval rendelkeznek. A
fluvastatin indol gylirlis szerkezetli. Emellett a statinok lipofil/hidrofil tulajdonsdga is
befolyasolja a mellékhatasok tipusat és gyakorisagat. A lipofil statinok (cerivastatin,
simvastatin, lovastatin; gyengén lipofil: fluvastatin ¢és atorvastatin) elsOsorban
vazizomrendszeri, mig a hidrofil statinok (rosuvastatin és pravastatin) majpanaszok
kialakuldsara hajlamositanak. Emellett a stainok LDL-koleszetrin csokkentd hatasanak
erdssége is befolyasolja a vazizom-eredeti mellékhatasok megjelenésének gyakorisagat.

(Harangi és mtsai, 2013)

HQ coa
HO o
Butyryl group of OH
type 1 statins o EL =

—

CH3 Fluorophenyl group of
type 2 stalins

10. abra: Az 1. és 2. tipusu statinok szerkezete. A: Az 1. tipusu statinok szerkezeti képlete
butiril oldalcsoportot tartalmaz (simvastatin, pravastatin). B: A 2. tipusu statinok fluorofenil
csoporttal rendelkeznek (fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin, és a mar forgalombol kivont

cerivastatin). (Istvan és mtsa 2001)

A statin csalad tagjainak fo hatdsa a szérum koleszterin-szint csokkentése, akar 55%-al.
Hatdsmechanizmusuk: gatoljdk a HMG-CoA - mevalonat atalakulast a katalizalo enzim, a
HMG-CoA reduktdz kompetetiv gatlasaval. Ez a sebességmeghatarozo 1épés a koleszterin

bioszintézise soran. Az intracellularis koleszterin-koncentracio csokkenés kovetkeztében a
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majsejtek fokozzdk a sejtfelszini LDL-receptor expresszidt, ami fokozza a vérben keringd
LDL felvételét. Ezaltal az LDL (és mas, apoB tartalmt lipoproteinek) plazmakoncentracioja

csokken. (2019 ESC/EAS guidelines for the management of dyslipidaemias)

Kisérleteink soran a statinok csaladjabdl a fluvastatint alkalmaztuk. (11. dbra) A fluvastatin a
lovastatin szintetikus szarmazéka, 1993-ban kapott FDA engedélyt. 20 ¢s 40 mg-os kapszula
¢és 80 mg-os elnyujtott hatasu formaja létezik. A kezd6 dozis 20 mg/nap, a maximalis dozis 80
mg/nap. A gyoégyszer hatdanyaga a natrium-fluvastatin: Co4H2sFNO4eNa, molekulatomege

433,46 Da, fehéres-halvanysarga hygroscopikus por, jol oldodik vizben, etanolban és

HO COOH
CH

metanolban (12 abra). (Lescol)

11. abra. A fluvastatin molekulaképlete.

A statinok atheroscleortikus eredetii sziv-érrendszeri megbetegedés kialakulasat

csokkentéso hatasa — alkalmazasi eloirat

A statinok gatoljak az érelmeszesedés kialakulasat. A 2019-es ESC ajanlas a dyslipidaemak
kezelésérdl alapjan a kardiovaszkularis eredeti megbetegedések primer prevencidjaként 3
mmol/l feletti LDL koleszterin koncentracid esetén életmddi valtoztatdsok sikertelensége
esetén, mig 4,9 mmol/l felett az életmodvaltassal egyidében gyogyszeres intervencid inditasat
javasoltja (ITa/A szintli evidencia). Szekunder prevencio céljabol 1,4 mmol/l feletti LDL
koleszterin koncentracio esetén ¢€letmodi valtoztatdsokkal egyiitt javasolt a gydgyszeres
intervencid (I. A szintli evidencia). Az elsé valasztandd gyogyszer statin; a célértékek
eléréséhez sziikséges maximalisan toleralhatd dozisban. Amennyiben Onmagdban a
statinkezelés nem eredményez megfelelé mértékiit LDL koncentracio csokknést, ezetimibe-el
torténd kiegészités javasolt. Az ezetimibe gatolja a vékonybélbdl torténd koleszterin
felszivodasat, ezaltal csokkenti a majba torténd koleszterin transzportot. Ennek kdvetkeztében

a majsejtek felszinén az LDL-receptor expreszzid fokozodik, igy az LDL felvételre keriil a
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plazmabol. Amennyiben igy sem sikeriil elérni a célértéket, PCSK-9-inhibitor (Proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9) terdpiaval torténd kiegészités javasolt. A PCSK-9 fehérje
az sejtfelszini LDL receptorhoz koétddve a lizoszoémalis lebontds eldsegitése révén csokkenti
az LDL-receptor koncentraciot, kdvetkezményesen emelve a keringd LDL koncentraciot. A
PCSK-9 inhibitor monoklondlis antitestek gatoljak a keringd fehérje mukodését. (2019
ESC/EAS guidelines for the management of dyslipidaemias) Cochrane Osszefoglald is
megerodsitette, hogy a statinok primer prevencidban csokkentik az 6ssz-haldlozas mellett a
fobb kardiovaszkularis események eléforduldsat. Becslések szerint a lakossag 10%-a statin-
szedd. (Bruckert és mtsai 2005, Goodman ¢s mtsai 2015, Stone €s mtsai 2014, Piepoli és

mtsai 2016, Taylor és mtsai 2013)
A statinok pleiotrop hatasa

A statinok gatoljak az érelmeszesedés kialakulasat, és ezért csak részben felelds a koleszterin-
szint csOkkenés. Bar az LDL koncentracid csokkentés a statinok fo hatasa, a kardiovaszkularis
mortalitds csokkenésében fontos szerepet jatszik a gyulladascsokkentd és antioxidans hatasuk
is. Az atherosclerotikus plakkok stabilizacidja és az endothel funkcid javitdsa hatterében a
gatolt izoprenoid termelddés (FPP és GGPP), a prenilalt fehérjék mennyiségének csokkenése
allhat. A leggyakoribb prenilalt fehérjék a G-proteinek koz¢ tartozd kis GTP-azok. A Ras
csalad alapvetden a sejt-proliferacioban jatszik szerepet (protoonkogének), a Rho csaladd a
sejt-morfologia kialakitdsdban (az aktin citoszkeleton valtozasait szabdlyozza), egyéb
csaladok a kiilonb6z6 transzport folyamatokért felelések. A Rho GTP-azok ¢és a Rho-
asszocialt protein kindzok (ROCK) szabalyozzdk az érfal simaizom-rétegének kalciumion
koncetracié valtozastol fiiggetlen Osszehtizodasat ¢és koszoruér-spazmus kialakuldsat is
indukalhatjak. A Rac (a Rho csalad egyik tagja) egyrészt a citoszkeleton remodellingjéért
felelds; emellett fontos szerepe van a reaktiv oxigén-gyokok képzésében is. A statinok
gatoljak a Racl-medidlta NADPH oxidaz aktivitast, igy az angiotenzin II indukalta reaktiv
oxigéngyok-képzddés gatldsa révén megakadalyozzdk a vasculdris hypertrofia kialakulasat
simaizmokon és szivizmon. Az érfalban taldlhaté Racl aktivitdsa Osszefliggésben all az
érelmeszesedéssel, neointima proliferacioval, szivizom hypertrofiaval ¢€s endothel

diszfunkcioval. (Wang és mtsai 2008)

A statinok immunmodulans hatasa is ismert, és szintén a kis GTP-azokhoz ko6thetd, a MHC-

c sy

------

26



2008) A fluvastatinnak kimutatott daganat-ellenes hatasa is van: pl. hepatocellularis

carcinomaban gatolja a sejtosztddast, apoptozist indukal. (Paragh és mtsai 2005)
A statinok mellékhatasai, myopatia

A statin-terapia jotékony hatasai mellett nem mentes mellékhatasoktol. Leggyakrabban a
kiilonféle izom-problémak fordulnak eld (1-10%), emellett mdajenzim-emelkedés és
metabolikus eltérések, pl diabetes mellitus fordulhatnak eld6 még megemlitendd
gyakorisaggal. (Naci és mtsai 2013) Az altalunk is vizsgalt vazizom-mellékhatas sokszor a
kezelés felfiiggesztéséhez vezet: akar a paciensek 75% abbahagyja a statinok szedését a

terapia kezdetétdl szamitott 2 éven beliil. (Chodick és mtsai 2008, Saxon és mtsa 2016)

Kanadai munkacsoport elemzése szerint a randomizalt, kontrollalt vizsgalatok (RCT-k)
alulbecsiilik a statin-kezeléshez kothetd izom-fajdalmak megjelenését. Az RCT-k atlagosan 1-
5% kozé teszik a myalgia megjelenésének valoszinliségét, mig megfigyeléses vizsgalatok
magasabb, 11-29% kozotti érteket jelentettek. Ennek oka egyrészt, hogy a nagy RCT-knél
mar a bevalogatas soran kizarjak a panaszos betegeket. Masrészt a diagnosztika is nehezitett:
az egységes nevezéktan hianya miatt kiillonféle izomtiinetek (myalgia, miopatia, myositis,
myonecrosis ¢s rhabdomyolizis) fogalmat kiilonb6z6 munkacsoportok eltéréen hasznaljak.
Emiatt sokaig nem voltak egységes kérdodivek és tesztek a vazizom-mellékhatasok sziirésére.
(Mancini és mtsai 2011, Saxon és mtsa 2016) Ezt felismerve tobb munkacsoport is dolgozott
ki ajanlast, pl. az amerikai National Lipid Association 2014-ben jelentette meg a Statin
myalgia klinikai index score tablazatat. Javaslatuk a nomenklatira egységesitésére: myalgia
barmilyen izom-diszkomfort-érzés CK emelkedés nélkiil (fajdalom, izomgorcs, zsibbadas,
»influenza-szerli érzés”). A miopatia izomgyengeséget jelent, nem feltétleniil fajdalmas és
feltétleniil jar emelkedett CK-val. A myositis izomgyulladas: fajdalmas, nyomasérzékeny
izmokkal. A myonecrosis jellemzdje a CK emelkedés (szérumban mérve). Klinikai
rhabdomyolizis: myoglobinuriaval vagy akut veseelégtelenséggel tarsulé izomnekrdzis. Az
eltérd klinikai képek hatterében eltérd patomechanizmus allhat. (Rosenson és mtsai 2014) Az
Eurdpai Atherosclerosis Tarsasag 2015-0s ajanlasa mas irdnyba mutat: az 0sszes izom-eredetii
tiinetet ¢és panaszt ,,statin-asszocialt izom tiinetek” 0Osszefoglalo névvel javasolt illetni
(SAMS), és ehhez a szérumban mért CK értékét rendelik hozza, egyiitt hat stlyossagi
kategoriat képezve. (Stroes 2015) 2014-ben publikdltak a nemzetk6zi konszenzus
dokumentumot, mely egy multidiszciplinaris szakértdi egyiittmiikodés keretében jott 1étre a

statin-szedéssel Osszefiiggd miopatia témajadban. Szintén egységes elnevezést ajanlanak a
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valtozatos formdban megjelend tiineteknek: statin-szedéssel 0sszefiiggd miotoxicitds (SRM),
¢s a szérum-CK emelkedés tarsitasaval hoztak létre 7 stlyossagi kategoriat, ami egyben

etioldgiai differencialast is eredményez. (Alfirevic és mtsai 2014)

A statin-indukalta izompanaszok megjelenése dozisfiiggd és csoport-hatds: a statin-csalad
minden tagjara jellemzO. A statin-miopatia jellemzd tiinetei: daltaldban szimmetrikus,
proximalis, és dontden nagy izmokat érintd valtozatos tlinetek (myalgia, miopatia, myositis
vagy myonecrosis) emelkedett CK értékkel, melyek id6ben a statin-kezeléshez kothetdek, a
statin kezelés megsziintetésével reverzibilisek és a terapia Ujrainditasakor reprodukalhatoak
ugy, hogy kézben az izompanaszok lehetséges egyéb oki tényezoi ki lettek zarva. (Rosenson
és mtsai 2014) ElsOsorban alsd végtagi panaszok domindlnak: csipd-comb- vagy labikra
tajékon, emellett a hatizom érintettsége gyakori. IdOben 4ltaldban a statin-kezelés
megkezdését kovetdéen 1 honapon beliil jelentkeznek, de gyakorlatilag béarmikor
eléfordulhatnak. A testmozgas noveli a statin-miopatia kialakuldsanak valdsziniiségét, emiatt
a statint szeddk fizikai aktivitasa lecsokkenhet, ami rontja az ¢életmindséget és/vagy a kezelés
elhagyasahoz vezethet. (Goodman 2015) A miopatia kialakulasanak ismert rizikotényezoi az
1d6s kor, maj- vagy vesekarosodas jelenléte. Fibratok, vagy egyéb, olyan gyogyszerek
egyiittes alkalmazasa, amelyek vagy ugyanazon a citokrom P 450 enzimen keresztiil
metabolizdlodnak a majban, vagy gatoljdk ugyanazt a CYP enzimet, ami a statin
metabolizmusat is végzi (fluvastatin esetén a CYP 2C9, tobbi statin esetén a CYP 3A4), pl.
makrolid antibiotikumok, antimikotikumok, cyclosporin és a grapefruit 1¢, megemelik a
2016) Egy esettanulmany alapjan ismert példaul, hogy a kronikus, nagy do6zisu grapefruit-1¢
fogyasztasa miatt stlyos statin-asszocialt miopatia alakult ki, rhabdomyolizissel (CK: 2640
U/N). (Dreier és mtsa 2004). A thabdomyolizis a statin-kezelés legstilyosabb ¢s legrettegettebb
mellékhatasa, potencidlisan ¢életveszélyes. Az izomszovet akut karosodasa kovetkeztében a
sériilt izomsejtek alkotoi a véraramba keriilnek: a myoglobin akut veseelégtelenséget okozhat,
mig a hyperkalaemia a szivizom funkcidjat gatolhatja. 2001-ben a cerivastatint kivontak a
forgalombol a mellékhatasaként kialakulé rhabdomiolizis, és kovetkezményes mortalitas-
emelkedés miatt. Cerivastatin mellékhatasaként 10-szer annyi rhabdomyolizist jelentettek,
mint a tobbi statin szedése mellett egylittesen. (Huerta-Alardin és mtsai 2005, Furberg és

mtsa 2001)

A statin-miopatia szdvettani jellemzdi: mononukledris sejt infiltracio, myofagocitdzis és az

izomrostok alak- és méretbeli variabilitasa. (Chucrallah 1992) Allatmodellen (patkany)
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legalabb 10 napra volt sziikség a statin-kezelés indukalta izom-nekrozis kialakuldsahoz.
Mitokondrium karosodas és subsarcolemmalis felhalmozodasa utan a kontraktilis elemek, az
endoplazmatikus  retikulum  kdrosodott, majd izomrost nekrézis jelentkezett.
Elektronmikroszkoppal a subsarcolemmaris teriileten figyeltek meg megnagyobbodott,
degeneralt mitokondriumokat, aberrans myelinoid hurkokkal és spheroidokkal. Szdvettanilag
szegmentalis nekrozis, gyulladdsos infiltrdtum (dontéen mononuclearis sejt), megdrzott
bazéalis membran mellett az elhalt citoplazma felszivodasa &brazolodott. A kezelés
felfiiggesztésekor regeneracio jelei latszottak. A vizsgalat soran a m. Soleus-t nem érintette a
nekrdzis (dontéen I. tipusti rostokat tartalmaz és a gyors, glycolitikus II.B rostok alig
fordulnak elé benne). Ugy talaltik, hogy az izomrostok statin-érzékenysége egybevag a
metabolikus tulajdonsagaikkal: legkevésbé érzékeny az I. tipusu rost, novekvd sorrendben
koveti a ILA., II.D., majd a IL.B. tipust izomrost karosoddsa a leggyakoribb. (Westwood
2005) Mohaupt human vazizom biopsziaval a T-tubulus rendszer vacuolizasiojat azonositotta
a statin-szedéssel Osszefiiggésben ¢ép sarcolemma mellett. Tovabba a myofibrillumok
subsarcolemmalis levalasat, ¢és variabilis rostaitmérdket detektalt fénymikroszkoppal,
elektronmikroszkoppal a mitokondriumok megdrizték strukturajukat. (Mohaupt és mtsai

2009)
A statin miopatia patomechanizmusa: lehetséges teoriak:

A statin-kezelés indukélta mitokondrium karosodds és az izomrost-nekrozis mevalonat
adasaval kivédhetd. A sejtmembran alacsony koleszterin-tartalma megvaltoztatja a membran
fluiditasat és az ioncsatornak aktivaciojat, pl. megvaltozik a rianodin receptoron keresztiil
triggerelt Ca®’ felszabadulas, kirosodik a Ca’?’ jelatvitel. Azonban a mevalonat-utvonal
gatlasa nem csak a mevalonat és a koleszterin hidnyat idézi eld, hanem egyéb fontos, a
koleszterin-szintézis utvonalon 1évé molekula képzddése is gatolt. A csokkent farnezil-
pirofoszfat és geranilgeranil-pirofoszfat tartalom karosodott sejt-névekedéshez €s az autofagia
aktivalodasdhoz vezet. Az ubiquinon a mitokondrialis elektron-transzport miikodéséhez
szlikséges az oxidativ foszforilacid soran, szintjének csokkenése karosithatja az elektron-
transzfert az 1., IIl. és II. komplex kozott. Ismert, hogy a geranylgeranoil adagolas szintén
kivédte a statinok myotoxicitasat, ez a molekula a koleszterinnek nem prekurzora, de az
ubiquinonnak igen. Emellett a selenoproteinek termelddése is csokken a mevalonat utvonal
gatlasaval, melyek ismert anti-inflammatorikus hatassal rendelkeznek (a reaktiv
oxigéngyokokkel szembeni védelem miatt), emellett egyik tipusuk elengedhetetlen a

pajzsmirigy-hormonok megfeleld6 miikddéséhez. A humén genom projekt sordn tobb
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selenoproteint azonositottak, tobbek kozott a SeIN-t is, mely az ER-ben a RyR-al kapcsoltan
helyezkedik el és annak megfeleld miikodéséhez hozzajarul. A SelW hidnya vazizomfunkcio-
karosodashoz és kalcium-lerakddashoz vezet, emellett tobb kis selenoprotein is taldlhatd az
ER-ben. (Bellinger és mtsai 2009, Mofshammer és mtsai 2014) Mohaupt és munkacsoportja
kiilon vizsgalta a jelenleg is statint szedd ¢€s a kezelést felfiiggesztett (atlag 12 hét) miopatias
betegek csoportjat, és a RyR3 mRNS overexpresszoiojat azonositottdk a statin-szedéssel
Osszefiiggésben, mely alapjan a kalcium-homeosztazis valtozasat feltételezik lehetséges oki
tényezoként. A strukturalis eltéréseket nem tudtdk a CK ért¢ek emelkedéséhez tarsitani,
melynek oka szerintiik az intakt sarcolemma. Véleményiik alapjan lehetséges, hogy egy mar
meglévo strukturalis eltérést hoz felszinre a statin-terapia. (Mohaupt és mtsai 2009) Goodman
2015-ben megjelent cikkében patkanyokon in vivo alkalmazott statin kezelést (simvastatin 80
mg/kg/nap) olyan doézisban, ami a koleszterin-szintet csokkentette, de latvanyos izom-
karosodassal vagy CK emelkedéssel nem jart. (Azonban az allatok testtomeg-gyarapodasa
20%-kal elmaradt a kontrollhoz képest.) Azt tapasztalta, hogy a statin kezelés mind a m.
Soleuson, mind a m. EDL-n ndveli a myostatin, az atrogin-1 és a MuRF1 (Muscle-specific
RING-finger protein) mRNS expressziojat. Emellett a m. EDL-n az AMP-aktivalta protein-
kinaz o, az endothelidlis- és a neuronalis nitrogén-monoxid-szintdz (eNOS, nNOS) fehérje
expresszidja is emelkedett, és a zsirsav oxidacioért felelds B-hidroxiacil-CoA- dehidrogenaz
aktivitas csokkent. Azonban a PGCla és az altala regulalt NRF1 (Nuclear Respiratory Factor
1) és Tfam (mitokondrialis transzkripcios faktor A) fehérje expresszidja az ¢ kisérletében nem
valtozott. Korabbrol ismert volt a statinok PGCla csokkentd hatasa mind human, mind
patkany vazizomban, ami a mitokondriumok méretének csokkenéséhez vezetett. Az atrogin-1
csokkenti a piruvat-dehidrogendz komplex aktivitasat, igy fokozza az izmok glikogén
tartalmat. A statinok csokkentik a gliikoz oxidaciot, ami glilkéz intolerancia, inzulin
rezisztencia kialakulasa mellett a FoxO target géneket aktival, tobbek kozott atrofidért felelds
géneket. A vazizmok lipid-tartalmanak emelkedése is vazizom inzulin-rezisztencia
kialakuldsdhoz vezet. A statinok fokozzdk az LDL felvételét a véazizomsejtekbe ¢és a
lipoprotein lipaz aktivitast, ez a csokkent zsirsav-oxidacios kapacitassal egyiitt toxikus lipid
terheléshez vezet, ami az inzulin-rezisztencia kialakuldsan keresztiil az atrofidért felelds gének
aktivalodasdhoz vezet. A statinok fokozzdk az endotheliumban is az NO-termelést a RhoA
geranilgeranilaciojanak gatldsaval. (Stroes és mtsai 2015, Westwood és mtsai 2005, Flint és
mtsai 1997, Goodman és mtsai 2015) Més szerzOk azt tapasztaltdk, hogy statin hatdsaként a
myocitdk membranjaban csokken a koleszterin tartalom (Harper és mtsa 2007), és a HMG-

CoA reduktaz gatlasa miatt csokken a fehérjék prenilacidja, igy megvaltozik a kis GTP-azok
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mukodése is (Wang és mtsai 2008). A foszfolipid kettsrétegek megfeleld, normal
koleszterin-szintje fontos tényezd abban, hogy meggatolja a natrium szivargast (leaking) a
membranon keresztiil, ami altal csokken a Na/K pumpa energiafelhasznélésa, és csokken a
sejt ATP-felhasznalasa (Haines 2001). A sejtfelszini membran csokkent koleszterin tartalma
ATP deplécidhoz vezet, ez a kalcium homeosztdzisban is valtozdsokat idéz eld. A statinok
karositjak a mitokondriumok miikodését (Sirvent és mtsai 2005) és/vagy koenzim Q10-hidny
kialakulasdhoz vezetnek, ami szintén miopatiat okozhat (Harper és mtsa 2007; Ghirlanda és
mtsai 1993), mivel ezen allapotok aktivaljdk az apoptozis kaszkadot (Dirks és mtsa 2006;
Kaufmann és mtsai 2006; Kohro és mtsa 2009). Tovabba az ubiquitin/proteoszoéma utvonal
valtozasait is Osszefliggésbe hoztdk a statin-indukalta miopatia kialakuldsaval (Buettner és
mtsa 2008). Egyelére nem teljesen tisztazott, hogy milyen molekularis eltérések vezetnek a

statin-asszoicalta miopatia kialakuldsdhoz, bar vannak ismert farmakologiai tulajdonsagok.

Az intracellularis hatasok mellett farmakokinetikai hatdsoknak is szerepe van a statin-
kezeléshez kothetd vaziozomkarosodas hatterében. A gyogyszer felszivodast, disztribuciot és
kivalasztast a hepatocitdk ¢és miocitdk membran-transzportja és a biotranszformacidoban
bekovetkezd valtozasok is befolyasoljadk. A magasabb statin-koncentracid hozzajarulhat
toxikus hatasok kialakuldsahoz. GWAS (genom-wide association studies) vizsgalattal tobb
SNP-t (single nucleotid polimorphism) és haplotipust azonositottak: OATP (organic anion
transporting polypeptide), NTCP (Na-taurocholate cotransporting polypeptide), P-gp (ATP
dependent transporters P-glycoprotein), BCRP (breast cancer resistance protein), MCT,
MRP (multidrug resistance-associated protein) génekben. Az OATP-t kédolé SLCOIBI1
(solute carrier organic anion transporter family 1B1) gén ¢521C homozig6ta varians jelenléte
mellett a miopdatia rizikoja 17-szeres a vad tipushoz képest (Esélyhanyados:16,9, 95%

confidencia intervallum: 4,7-61,1). (Moffhammer és mtsai 2014)

Osszességében a statinok koleszterin-szint- csokkentd hatdsa karosodott membran-
integritdshoz vezethet, Q10 koncentracidt csokkentd hatdsa miatt a mitokondriumokban az
oxidativ foszforilacio gatlodik, igy csokkenhet a sejtek energia-termelése, és a prenilalt
fehérjék szaménak csokkentésén keresztiil apoptdzis indukcid kovetkezhet be. Ezen
folyamatok mindegyikében dontd részben involvalt a kalcium-jelatvitel. (Wang és mtsai 2008,

Paragh és mtsai 2005, Saxon és mtsa 2016)
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5. Koenzim Q10:

A koenzim Q10 (vagyis ubiquinon) egy 1,4 benzokinon. (12. adbra) Elnevezésében a Q a
quinon csoportot jeldli, mig a 10 az izoprenyl alegységek szdmat adja meg. A Q10 egy
zsirban 0ld6d6 vitamin, ami majdnem minden eukaridta sejtben megtaladlhatd, dontéen a
mitokondriumban fordul eld. Az elektron transzport lanc részeként az aerob sejtlégzés fontos
eleme, mely a test energia-termelésének 95%-4t ad6 ATP-termelés alapja. A Q10 elektron
karrierként funkciondl, ami az 1. és II. enzim komplexrdl a III. enzim-komplexhez széllitja az
elektronokat. Mas molekula nem végzi ezt a feladatot. Antioxidans hatdsa is van: a 1égzési
lancban a molekula oxidalt és redukalt allapota valtakozik. Redukalt allapotban az elektronjait
gyengén koti, és konnyen leadja mas, oxidalt molekulaknak. Gétolja pl. a lipid peroxidéciot,
mas antioxidansokat regeneral (pl. E vitamin). A keringd Q10 gatolja az oxidalt LDL
képzddést, igy véd az érelmeszesedés kialakuldsa ellen. Bioszintézise majdnem minden
sejtben zajlik. Mivel az izoprén részek létrehozasa a koleszterin képzéssel kozds utvonalon
zajlik, a HMG-CoA -gatl6 statinok csokkentik a Q10 szérum-koncentraciot (akar 40%-al). A
taplalékkal atlagosan 2-3 mg Q10-t vesziink fel naponta, legfontosabb forras a hus, (sziv és
m4j) és hal. Emellett ndvényi olajokban, olajos magvakban, zoldségekben (petrezselyem) és

az avokadoban fordul el nagyobb mennyiségben.

12. abra. Koenzim Q10 szerkezeti képlete.
A koenzim Q10 szerepe a statin-miopatiaban:

Mivel a statinok géatoljak a HMG-CoA-reduktazt, ezaltal az azonos utvonalon képz6dd Q10
szintézise is gatolt. Ezért felvetddott oki szerepe a statin-kezelés mellékhatasaként jelentkezd
izom-panaszok hatterében. Statin kezelés mellett csokkent a Q10 szérum koncentracioja.
Tobb kisérleti tanulmany is sziiletett statin-miopatias betegeken torténd Q10 alkalmazasrol
(Caso és mtsai 2007, Young és mtsai 2007). Azonban ezek eredménye nem egyértelmi, az

adatok elemzésébdl sziiletett tanulmdny nem igazolta egyértelmiien jotékony hatasat, csak,
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mint trendet irta le.(Banach és mtsai 2015) 2015-ben terveztek egy olyan vizsgélatot, ahova
csak igazolt statin miopatids betegeket valogattak be a kezelési fazisba. Az izomfajdalmakat
jelzd betegeknek csak 36%-ban tudtak igazolni a statin-eredetet. A vizsgalatban 600 mg/nap
CoQ10-t hasznaltak, ami hatékonyan emelte a szérum CoQ10 koncentraciot, és ellensulyozta
a statin-kezelés altali csokkentést is. Azonban igy sem talaltdk protektivnek az izompanaszok

mérséklésében. (Taylor és mtsai 2015)

Az USA FDA-ban, ahogyan Magyarorszagon is, gyogyszerként nincs torzskdnyvezve, csak
taplalék-kiegészito.
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I1. Célkituzések

PhD munkam soran célom volt a statin-kezelés vazizom-karositd hatasdnak modellezése,

mechanizmuséanak vizsgalata.

Mivel a statin kezelést alapvetden hypercholesterinaemids betegek szedik, szerettiik volna e
tényezé hatdsat is vizsgalni. Ezért elsd 1épésben célunk volt egy olyan allatmodell

kidolgozasa, amely biztonsagosan reprodukalja ezt a human allapotot.

Ezt kovetden terveztik vizsgdlni mind kontroll korilmények kozott, mind
hypercholesterinaemia mellett a statin-kezelés vazizmot érintd hatasat. A miopatia jelenlétét
funkciondlis vizsgélatokkal, izomerd-mérésekkel kivantuk bizonyitani, illetdleg fennalldsa
esetén jellemezni. Azt feltételeztilk, hogy a gyors rostokban gazdag izmok, -eltérd
anyagcser¢jiik miatt, eltér6 modon reagdlnak a statin alkalmazasara is. Ezért mind gyors,

mind lassu tipust izmon elvégeztiik funkcionélis méréseinket.

Mivel a szakirodalomban sok, diverz teoria létezik a miopatia kialakulasara, mi egy kozos
1épés vizsgalatat terveztiik: a kalcium-homeosztdzis valtozdsa minden elméletben szerepet
jatszik. A kalcium az intracellularis jelatviteli itvonalak mellett a vdzizom elektro-mechanikai
kapcsolataban is alapvetd szerepet jatszik. Az izomroston beliili kalciumkoncentracio
valtozasait ratiometrikus fluoreszcens festék segitségével terveztiik kimutatni. A statin
elektromechanikai kapcsolatra kifejtett feltételezett hatdsanak vizsgalata céljabol elemi
kalciumfelszabaduldsi eseményeket rogzitettiink, majd azok paramétereit (iddbeliségét,

térbeliségét, intenzitasat) elemeztiik.

Irodalmi adatok szolnak a koenzim Q10 protektiv hatdsardl statin-miopatia esetén. Szerettiik
volna megvizsgalni, hogy a Q10 valéban véd-e a statin-kezelés vazizmot érintd melléhatasai
ellen? Vajon a Q10 koncentracié csokkenése szerepet jatszik-e a miopatia kialakuldsaban?
Ezért a kisérleteinket, mind a funkcionalis méréseket, mind az elemi események vizsgalatat,

Q10 jelenlétében is elvégeztik.

Hipotézisiink az volt, hogy a statinkezelés megvaltoztatja az intracelluldris kalcium-
szignalizacios utvonal jelatvitelét. Emellett feltételeztiik, hogy a Q10 képes ellensulyozni a

statin altal kivaltott valtozasokat.
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III. Anyagok és modszerek

1. Allatmodell

Kisérleteinket felndtt ndstény Fisher patkanyokon végeztilk. A nemi kiilonbségek vazizom-
rendszerre kifejtett hatdsdnak kikiiszobolése érdekében kizardlag azonos nemi allatokkal
dolgoztunk. Emellett az életkoruk (2 honap) is azonos volt a kisérlet kezdetén, hogy az izmok
természetes Oregedése ne befolydsolja a méréseinket. Az allatok stlya egy sulytartoméanyon
beliil (100-150 g kozott) volt a vizsgalatunk megkezdése elott, hogy a méretbdl adodod
kiilonbségek, amik az izomtdomegre is hatissal vannak, ne befolydsolhassdk a mérésiink

eredményét.

Az allatok gondozasaban ¢s feldldozasa soran kovettiik a Debreceni Egyetem Etikai Kodexét,
mely az Eurdpai Unid irdnyelveinek megfeleld szabalyozést biztosit. Az etikai engedély
szama: 2/2006.DE MAB. Az allatok elhelyezése specidlis allathizban, hagyomanyos

ketrecekben tortént, allando szobahdmérsékleten.
A Kkezelés menete

Az allatokat kiilonb6z0, eldre elkészitett, kevert diétak segitségével kezeltiik, melyek alapja a
standard ragcsalotap volt. A diétak pontos Osszetétele a 3. tablazatban lathat6. A kontroll tap
mellett fluvastatin-tartalmia  diétdt alkalmaztunk, ¢és minden kezelést specidlis,
hypercholesterinaemiat indukalod koriilmények kozott is elvégeztiink; emellett koenzim-Q10
kiegészitést is alkalmaztunk minden egyes diéta-tipus esetén. Mindazonaltal sziikség volt
néhany specialis kontroll csoport felallitasara is. A kiilonféle diétak részletesen alabb keriilnek
bemutatasra (3. tablazat). A tapkeverék eldallitisat a Charles River magyarorszagi
laboratoriuméaban végezték erre a célra kifejlesztett tap-keverd berendezés segitségével. A
kisérletiink sordn az allatok az ételhez és a vizhez ad libitum hozzaféréssel rendelkeztek. A
kezelés hossza minimum 21 nap volt. A kezelés alatt az allatok tomegét és az elfogyasztott
tap mennyiségét napi rendszerességgel mértilk. A kontroll allatok standard ragcsalotapot
kaptak. A kiilonb6z6 kezelési csoportok megkiilonboztetésére a 3. tablazatban hasznalt

roviditéseket hasznaljuk.
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Diéta ) koleszterin | kolsav tiouracyl |fluvastatin | koenzimQ10
jelolése Osszetevék: mg/kg/nap | mg/kg/nap | mg/kg/nap | mg/kg/nap | mg/kg/nap

K standard ragcsalétap - - - - -

HC standard ragcsalotap 5 1 1 - -
HC+S standard ragcsalotap 5 1 1 6,4 -
HC+S+Q10 |standard ragcsalotap 5 1 1 6,4 10

S standard ragcsalotap - - - 6,4 -

Q10 standard ragcsalotap - - - - 10
S+Q10 standard ragcsalotap - - - 6,4 10

TU standard ragcsalétap - - 1 - -

3. tablazat. Az altalunk hasznalt kiilonb6z6 diétak osszetétele.

K:  kontroll, HC:  hypercholesterinaemiat  indukalo  diétas  csoport, HCHS:
hypercholesterinaemias  koriilmények kozott  alkalmazott  fluvastatin - kezelt  csoport,
HC+S+Q10: hypercholesterinaemas kériilmények kozott alkalmazott fluvastatin- és koenzim-
Q10 kezelt csoport, S: fluvastatinnal kezel diétas csoport, Q10: Koenzim-Q10-el kezelt diétas
csoport, S+QI10: fluvastatinnal és koenzim QIl0-el kezelt diétas csoport, TU: tiouracyl

tartalmu diéta, amely kontrollként funkcional.
A hyperkoleszterinaemias allatmodell

Mivel az altalunk vizsgélni kivant gyogyszert magas koleszterin-szinttel rendelkez6 emberek

szedik, ezért modellezni kivantuk ezt az allapotot az allatkisérletiink soran.

A ragcesalok Ossz-koleszterin szintje a szérumban kontroll koriilmények kozott alacsony, a
humén értékekkel Osszevetve nagysagrendileg az ember Ossz-koleszterin-szintjének a
negyede. Emellett a lipoproteinekhez vald kotddése is eltér az emberétdl: a vezetd lipoprotein
a HDL, ami a legjelentdsebb frakcio, a lipidek kdzel 90%-a ebben a formdban van jelen a
keringésiikben. A vérplazma LDL koncentracidja igy nagyon alacsony, szinte alig par
szazalékban kimutathat6. Dontéen ennek koszonhetd, hogy érelmeszesedésre nem

hajlamosak. Ezért munkank soran olyan médszert dolgoztunk ki, amely a diéta modositasaval
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jelentésen megemelte a ragcsalok plazméban mért Gssz-koleszterin-szintjét a human
viszonyokkal Osszevethetd értékekre. Emellett az altalunk alkalmazott specidlis étrend a

lipoproteinek aranyat is a human viszonyokat reprezentald6 modon valtoztatta meg.

Onmagaban a zsirdis vagy koleszterindus taplalék nem emeli meg jelentdsen a patkanyok

crer

alkalmaztunk.

A hypercholesterinaemids diéta (HC) alapvetden magas koleszterin bevitelen alapult. A
ragcsalok esetében a folos mennyiségii koleszterin nem szivodik fel, igy védve oket a
hypercholesterinaemia hatasatol. A hypercholesterinaemas allatmodell biztositdsa érdekében
kolsavval egészitettiik ki a diétat. A kolsav lehetévé tette a f6los koleszterin tdpcsatornabol
torténd felszivasat. Mindazondltal a felszivodas fokozdsa sem eredményezett szadmunkra
elfogadhatdé mértekii, kellden magas koleszterin-koncentracio emelkedést a szérumban. Ezért
hasznaltunk tiouracylt is a még markansabb szérum-koleszterin-szint emelés céljabol. A
tiouracyl azonban nem a tdpcsatornan keresztiil, hanem attél teljesen eltéré modon jarul hozza

crer

alulmiikodéshez vezet, ami hormonalisan emeli a szérumban keringd koleszterin
patkanyoknal. Mivel azonban a csokkent pajzsmirigymiikodésnek ismert a vazizom-funkciot
érintd negativ hatdsa, emiatt sziikségesnek lattuk létrehozni egy tiouracyllal kezelt kontroll
csoportot is (TU). Ily modon a hypothyreosis esteleges vazizom-karosité hatasat ki tudtuk
sziirni ¢s el tudtuk kiiloniteni a statin-kezelés kovetkeztében esetlegesen észlelet eltérésektol.
A hypercholesterinaemiat okoz6 diétdk esetében kontroll csoportként minden esetben ezt, a
tiouracyl csoportot hasznaltuk az eredményeink 0sszehasonlitaskor, tehat ez esetben a kontroll
megnevezeEs erre a kezelési modra utal. (DeSesso és mtsa 2001, Suckow és mtsai 2006, Giknis

és mtsa 2008, Faqui 2013)
A kezelésre hasznalt gyogyszerek dozisa

A statinok csoportjabdl a fluvastatint alkalmaztunk kisérleteink soran. Hatdserdssége kozepes,
szervezeten beliili tovabbi metabolizacid nem sziikséges az aktiv molekula kialakuldsahoz. A
statin hatasdt mind 6nmagéban alkalmazva, mind a humén alkalmazést jobban tiikr6zo

hypercholesterinaemias allapot mellett megvizsgaltuk. A tiszta statinhatds megismerését azért
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is tartottuk fontosnak, hogy kontrollként alkalmazhassuk a HC+S tartalmu kezelések mellett

észlelt hatasokhoz.

A fluvastatin human alkalmazésa soran a betegek tobbségénél hasznalt terapids dozis 20 vagy
40 mg/nap, a maximalis alkalmazhaté dozis 80 mg/nap. Egy atlagos felndttnél 70 kg
testtomeggel szamolva, az alkalmazott dozisok 0,29 mg/kg/nap illetve 0,57 mg/kg/napnak
adodnak, a maximalis dozis 1,14 mg/kg/napnak felel meg. Az altalunk hasznalt gydgyszer-
dozis a human maximalis dozis kb. Otszordsének felel meg. A valasztott dozistol (6,4
mg/kg/nap) a mellékhatdsok szamanak emelkedését vartuk. Azonban nem szerettiink volna
olyan toxikus gyogyszer-koncentraciot létrehozni, ami olyan kiugréoan magas, hogy human

viszonylatban val6 dsszehasonlitdsra nem ad alapot.

A koenzim Q10 dozisat szintén Ugy hataroztuk meg, hogy a human doézist kiss¢ meghaladja.
Statin miopatia kivédésére 100-600 mg kozotti napi doézisokat hasznaltak eddig megjelent
tanulmanyokban, ami 1,4-8,5 mg/kg/napnak felel meg. Az irodalmi adatok szerint a 600
mg/nap dozis teljes egészében kompenzalta a statin-kezelés kovetkeztében létrejové Q10
szérum-koncentracié csokkenést. Mi 10 mg/kg/nap mennyiségben almaztunk a kisérleti

allatainkon.
A kezelés leteltét koveté protokoll

A kezelési 1d6 letelte utan az allatok pentobarbital anesztéziaban részesiiltek (27 mg/kg). Az
altalunk hasznalt dozis anaesthesidt okozott, majd exsanguinatio kovetkezett: a hasiireg
megnyitdsa utdn az aorta abdominalis keriilt kaniildlasra 23 G x 1 7”7, ISO 6009 szinkod
szerint kék konuszu th segitségével (atmérdje 0,6 mm, hossza 30 mm, rovid metszlappal). Az
eszkoz steril volt, nem pirogén, nem toxikus. Ily modon (fecskendd segitségével) el6szér min.
5 ml vérmintat gyljtottiink laboratoriumi kémiai analizis céljabol. A mintat a rutin
labordiagnosztikdban hasznalt vérvételi csObe injektaltuk. Az elveszitett vérmennyiség

hypovolaemids cardiogen sokkot eredményezett, ami az allat pusztulasat jelentette.

Ekkor azonnal eltavolitasra keriilt a mells6 végtagbol a m. flexor digitorum brevis (FDB), m.
extensor digitorum communis (EDC), a hatsé végtagbol a m. extensor digitorum longus
(EDL) ¢és a m. soleus (Sol). Az izmok tovabbi feldolgozasa az elvégzendd kisérlet

milyenségétol fliggott, leirasat a kovetkezd pontokban a kisérletek bemutatasakor adjuk meg.
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Egyes éllatok pentobarbital anesztéziat €s a vérminta begyiijtését kdvetden patologiai
feldolgozasra kertiltek, ilyen esetekben értékelésre keriilt az allatok post mortem sulya, az

altalunk vizsgalt izmok, a m4j és a sziv tomege, részletesen lasd késobb.
2. Primer vazizom sejt-kultara

A primer vazizom tenyészet létrehozasa céljabol 3-7 napos Wistar patkdnyokat aldoztunk a
DE Allat-Etikai Engedélyének megfeleléen. Az eutanaziat kovetéen a hatsd végtagbol a m.
quadriceps femoris, a m. soleus, és a m. gastrocnaemius kerllt eltavolitasra. Mechanikai
dissectiot kovetden kalcium- és magnéziummentes foszfat puffer oldatban enzimatikus
MO, USA) és 1 mg/ml koncentracidju tripszinnel (Difco, Detroit, MI, USA). Filtraciot és
centrifugalast kovetden a disszocialt sejteket szuszpendaltuk 15% FBS-tartalmtt HAM F12
taptalajjal (Sigma) a sejt-proliferacio eldsegitése céljabol. A taplalo médium 2,5 mg/ml
glukozt, 0,3 mg/ml glutamatot, 1,2 mg/ml NaHCOs-t tartalmazott. A feliilfert6z6dés
elkeriilése végett kombinalt antibiotikus és antimikotikus kezelést alkalmaztunk, amely a
korokozok széles spektruma ellen hatasos. Az altalunk hasznalt szerek a kdvetkezdek voltak:
50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin és 1,25 pg/ml fungizon. A szélesztést 32 mm
atmérdji, 0,07 mm vastag steril, iveg fedélemezen végeztiikk (Biophysical Technologies,
Sparks, MD, USA). A sejtkultrat 37°C-n és 5% légkori COor-tartalmt termosztatban
inkubaltuk 24 oran keresztiill. A tenyésztés sikerességét vizualis kontroll segitségével
ellendriztiik: az inkubécidos periodus leteltét kovetden fénymikroszkép segitségével
meggy6zddtiink arrdl, hogy vannak sejtek minden targylemezen és a sejtek morfologiaja
megfeleld. Ezt kdvetden a primer sejtkultirakon random moddon két kezelési csoportot hozunk
létre: a fluvastatinnal kezelt és a kontroll csoportot. A kontroll sejteket 5% l6szérumot
tartalmaz6 DMEM (Sigma) differencialo tapoldatba helyeztiik. A statin-kezelt csoport esetén
szintén ehhez a differencidlo médiumhoz fluvastatint is adtunk 10 nM koncentracidban, majd
tovabb inkubaltuk a két csoportot 37 °C-n, 5% CO: mellett még legalabb 48 o6ran keresztiil
(13. abra).
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100 ym

13. abra: Primer vazizom sejtkultira fényképe. Ldthatoak a satellita sejtek, myoblastok és

a tobbmagvu myotubulusok. Tenyésztési ido: 72 ora. (sajat anyag)
3. Sejtproliferacio és -differenciacio vizsgalata

A primer vazizom tenyészeteken a szélesztést kdvetd 24, 48 és 72 ora elteltével fényképeket
rogzitettiink egy inverz fénymikroszkdphoz csatlakoztatott Canon EOS-300D (Canon Corp.,
Japan) digitalis, egy objektives tiikorreflexes fényképezOogép segitségével. Az elsd, 24 oranal
rogzitett képsorozat azonos tenyésztési koriilmények mellett késziilt mindkét csoportban.
Ebben az idépontban alkalmaztuk a kiilonb6zd kezeléseket, igy minden egyes sejtkulturanal
volt egy sajat viszonyitasi alap a kezelést megel6zd allapotrol (6nkontroll). Minden
alkalommal 6t egymastol fiiggetlen latdteret rogzitettiink naponta, sejt-kultiranként. A
latoterek kivalasztasa az liveg fedélemezeken egy bizonyos séma szerint tortént, fentrdl lefelé
¢s mindkét oldal irdnyaba, minden alkalommal ¢és minden tenyészeten ugyanolyan
sorrendben. Igy igyekeztiink elkeriilni a fedélemez széli és kozépsé része kozott meglévd
denzitas-kiilonbségbol adodo torzitds lehetdségét, mivel ily moédon minden fedélemezen
azonos aranyban kertiltek rogzitésre a hipotetikusan kiilonboz6é denzitast kozépso és széli
teriiletek. A rogzitett képeken manudlisan megjeldltiik a myogen magokat, elkiilonitve a nem
izom-eredetli sejtmagoktdl. Azonositottuk a tobbmagva sejteket is, igy morfometrias
méréseket is végezhettlink a képeken. A tenyésztési ido fliggvényében meghataroztuk a
myogen magok abszolut szamanak alakulasat, amibdl a tenyészet fejlettségére
kovetkeztethettiink. A tobbmagvu izomsejtek jelenléte az izomszovet differencidldédasanak
érettebb stadiumat jellemzi, és minél nagyobb a tobbmagvu sejtek aranya, illetéleg minél
magasabb az egy izomsejtben 1évé magok szdma, annal érettebb a tenyészet. Ezért elemzésre
keriilt az egy izomsejten beliili atlagos magszam ¢€s a fizids index is: ami egyszeriien a

tobbmagvu sejtekben 1évé myogen magok szamat viszonyitja az egymagvu sejtekéhez.
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Emellett a fentebb emlitettekbdl logikusan kovetkezik, hogy a tobbmagva sejtek aranyat is
megvizsgaltuk a mononuclearis sejtekhez viszonyitva. Igy a kiilonbozé fejlettségi szintii
izomsejtek ardnyabol a statinkezelés és/vagy Q10 kezelés myogenezist, sejtproliferaciot és

differenciaciot érint6 hatasarol tudtunk kovetkeztetést levonni (Cseri és mtsai 2002).

4. A lipidek és a kreatin-kinaz enzim vizsgalata a vérszérumban

gyljtott vér-mintakat (5 ml) fecskendd segitségével vettiik le €s olyan, alvadasgatloval ellatott
kémcsébe gyljtottiik, amelyek a rutin klinikai kémiai vizsgalatok sordan hasznalatosak. A
mintakat 30 percen beliil elszéllitottuk a Debreceni Egyetem Klinikai K&zpont Laboratoriumi
Medicina Intézetébe. Az itt hasznalatos standardizalt modszerekkel, és rutin diagnosztikaban
hasznalatos automata berendezések segitségével hataroztuk meg a szérum koleszterin-szintet,
a hypercholesterinaemids és/vagy statin-diéta sikerességének igazoldsa végett. A lipidek koziil
az Ossz-koleszterin mellett mértiikk az atherogen LDL és az anti-atherogen HDL koleszterin
monitorozasdnak céljabol a klinikai gyakorlathoz hasonléan a szérum CK értéket is

detektaltuk (Thomas 1992, Fridewald és mtsai 1972).
5. Patologiai, szovettani vizsgalatok

A kiilonboz6 diétaval kezelt Fisher patkanyok patologiai feldolgozdsa soran eldszor az
allattetemek makroszkopos leirdsa tortént meg, majd ezt kovetden sectiora keriilt sor.
Rogzitésre keriilt az allatok post mortem tomege. Sectio soran eltavolitasra keriilt a sziv, a
maj, a vese €s az EDL ¢és Sol izmok, majd a szerv-tomegek is mérésre keriiltek, és ezt

kovetden a fent emlitett szervek tovabbi feldolgozasra keriiltek szdvettani analizis céljabol.

A szovettani metszetek készitése sordn a fixalads 8%-os formalin pufferrel tortént, 24 o6ran
keresztiil. A bedgyazéas automata segitségével (Shandon pathcenter, Thermo-Shandon, USA)
tortént, €s parafin viaszt hasznaltunk a miivelethez. A beagyazast kovetden mikrotommal 4
um vastagsagu szeleteket készitettiink a szervekrdl, amiket targylemezre valdo rogzitést
kovetéen hematoxilin-eozinnal festettiink. Ezt kovetden az elkésziilt szovettani metszeteket
LEICA DM 2500 mikroszkoppal vizsgaltuk, és a képeket LEICA DFC 420 tipust kamera
segitségével rogzitettiik (Leica Microsystems, Germany). Az igy késziilt képeken a kiilonb6z6

diétas csoportba tartozo allatok izmainak atmérdit hataroztuk meg egy, a mikroszkophoz
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tartozo szoftver (LEICA Application Suite V3) segitségével. Az izmokban emellett miopatia
jeleit kerestiik. A vesékben vese-elégtelenségre utald jeleket, mig a méjban a magas
koleszterin-szint kovetkezményét, pl. a zsiros degeneracid megjelenését kerestiik. A munka

soran a Kenézy Korhaz Patholdgia Osztalya segitett miiszerparkjaval és szakértelmével.
6. Az izmok kontrakcios erejének vizsgalata

Mivel a gyors ¢és lasst izmok rostdsszetétele eltérd, €s irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a
statin-indukalta miopatia mértéke eltéré lehet a kiilonb6zd izomrost-tipusok esetén, ezért a
kontrakcids eré mérését a patkanyok gyors tipusu, EDL ¢és lassu, Sol izmain egyarant

elvégeztiik.

azonnal a kisérleti kamradba helyeztiik az izmokat ¢és a vitalitds fenntartdsa érdekében
folyamatosan Krebs oldattal perfundaltuk 10 ml/perc sebességgel. A Krebs oldat az alabbi
Osszetevokbdl allt: 135 mM NaCl, 5 mM KCl, CaCl; 2,5 mM CaCl, 1 mM MgSOs4, 10 mM
HEPES, 10 mM gluk6éz, 10 mM NaHCOs; pH 7,2; az oldat hdmérséklete 23°C volt. A
kisérleti kamra légtartalma 95% O és 5% COz volt, hdmérseklete 23°C.

Az izmok egyik végét fixen egy fém rudhoz rogzitettilk, mig a masik vége egy kapacitiv
mechanoelektromos transzducerhez kapcsolodott. Ezt kovetden két platina elektrodot

érintettiink a méréshez hasznalt izomhoz, elektromos ingerelés céljabol (14. abra).

A vazizmok nyugalmi hossza in vivo anatémiailag olyan, hogy az izomrostok kissé
megnyujtott allapotban vannak, ezaltal passziv fesziilésiik van. Ez a vazizomban talalhato
rugalmas elemeknek koszonhetd. Az aktiv fesziilés az izomkontrakcido kovetkeztében
bekovetkezd fesziilés-novekedés, amibdl megkapjuk a keresztmetszetre vonatkoztatott
izomerd nagysagat, amit mi is mértiink munkank soran. A hossz-fesziilés 0Osszefliggés
értelmében a vazizomrostok hosszat kiilséleg valtoztatva valtozik a kontrakcids erd nagysaga
1s, dontOen azért, mert valtozik az aktin és a miozin molekulak atfed6 része, ezaltal valtozik a
kereszthidak szama. A kontrakcids erd maximuma 2 pm-es sarcomerhossznal talalhato, alatta
¢s felette is kisebb. Ezért kisérletiink soran az izmok passziv fesziilését addig noveltiik a
transzducer segitségével, amig maximalis izomerd-valaszt kaptunk. Ezutan 60 percig hagytuk,
hogy a rendszer egyensulyba keriiljon, majd méréseinket e mellet a rogzitett hossz (és passziv

eléfeszitett allapot) mellett végeztiik.
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Elsé lépésben az egyedi rangasokat (twitch) vizsgaltuk: 2 secundumonként végeztiink
elektromos ingerlést. Az egyedi rangasokat rovid (2 ms hosszu), supramaximalis ingerléssel
valtottuk ki. Legalabb 10 rangéast vizsgaltunk minden izmon. Az izom rdvidiilését a
transzducer fesziilés-valtozassa konvertalta, igy kerilt rogzitésre az izomerd értéke. Az
adatokat 2 kHz frekvenciaval digitalizaltuk (Digidata 1200 A/D kartyan rogzitettilk és
Axotape szoftver segitségével taroltuk, Axon Instrumentes, Foster City, USA). Az egyes erd-
tranziensek amplitiddjanak variabilitdsa 3% alatt volt egy sorozaton beliil. A tranziensek

amplitidojanak atlaga az adott izomra nézve jellegzetes volt.

Majd kovetkezd 1épésben az izmokat tetanizaltuk: sorozatingerlést alkalmaztunk olyan
frekvenciaval, hogy a kovetkez0 kontrakcié kezdete megelézze az el6z6 kontrakcid
maximumat, igy az egyes rangasok mar nem voltak elkiilonithetdek (komplett tetanusz). Az
izomrostok maximalis ereje, vagyis fesziilése az izometrias komplett tetanusz nagysagaval
jellemezhetd. (Izometrias kontrakcid esetében az izom hossza nem valtozik, csak a fesziilése
nd.) A tetanusz kivaltasakor Ranatuga modszere alapjan jartunk el: EDL izmok esetében 200
Hz frekvencidval alkalmaztunk elektromos impulzus-sorozatot 200 ms id6tartamon keresztiil,
¢s 100 Hz frekvenciaval ingereltiink 300 ms id6tartamig Sol izmok esetében. Az adatrogzités

¢s tarolas modja azonos volt, mint a twitch kivaltasakor.

Az egyedi rangasok (twitch) és a tetanusz idOtartamat (duration) a tranziens kezdetétdl a

.....

A kontrakcidk (twitch vagy tetanusz) iddbeli lefolydsanak jellemzésére hasznaltuk tovabba a
tranziens cstcsanak eléréséhez sziikséges 1d6: a TTP értékét is, melyet a tranziens kezdetétdl

a maximalis amplitado eléréséhez sziikséges iddtartamban hataroztunk meg.

Az izmok faraddsdnak mérésekor 150 tetanuszt generaltunk egymds utdn, 2 s-os
idoeltérésekkel. Az izom faradasanak mértékét ugy kvantifikaltuk, hogy az egyes tetanuszok

amplitidojat az adott sorozatban 1évo elsd tetanusz amplitidojara normalizaltuk.

A motoros egység (egy neuron és az altala beidegzett izomrostok egysége) jellemezhetd az
egyszeri izom-0sszehtizodas sordn létrejovo fesziilés és a tetanusz sordn elért maximalis
fesziilés ardnyaval (twitch/tetanusz ardny). Ismert, hogy kiilonbség van a lassu és a gyors
motoros egységek kozott: a lassu motoros egységek twitch/tetanusz aranya alacsonyabb. Ezért
ezt az indikatort is hasznaltuk a kiilonb6zo diétas kezelések (statin, Q10, stb.) hatdsanak

megitélésre (Celichowski és mtsa 1993, Oddoux és mtsai 2009, Ranatunga 1982), (14. ébra).
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14. abra: A kontrakciés eré méréséhez hasznalt elrendezés. Az izom egyik végen a
kisméretii femrudhoz térténd rogzités, a masik végén a transzducer lathato. Az izom hasandl
az ingerléshez hasznalt két platina elektrod latszik. Az egész elrendezés Krebs oldattal téltott

mérokadban foglal helyet. (munkacsoportunk altal készitett foto)
7. 1zolalt vazizomrostok preparalasa

A kiilonbozé diétaval kezelt Fisher patkanyokbol a nyugalmi Ca**-koncentracio-mérésekhez a
mellsé végtagi EDC-t preparaltuk ki, az elemi események méréséhez az FDB-t. Az izmokat
azonnal modositott Krebs oldatba helyeztiik (6sszetétele: 145 mM NaCl, 2,5 mM CaCly, 1
mM MgSO4, 10 mM HEPES, 10 mM glukoéz, 10% FCS, pH 7,2; 23°C), és preparal6 olloval 3
nagyobb részre vagtuk. Ezt kovetéen 4% FCS tartalmu DMEM-re cseréltiik az oldatot, amely
1,25 mg/l Amphotericin B-t, 50000 NE/I Penicillint és 50 mg/l Streptomycint is tartalmazott,
¢s az izomdarabokat 90 percig tarté enzimatikus emésztésnek tettiik ki, mely a kotdszoveti
elemeket elbontotta. E célbol 1. tipusu kollagenazt (Sigma) alkalmazunk 1 mg/ml
koncentracioban, és 37°C-n, razva inkubaltuk. Ennek hatasara a fascidk felbomlottak és az
izomszdvet disszocialt. A kollagendz tartalmi oldat eltivolitasa utdn Ca**-mentes, 10% FCS
tartalmi Krebs oldattal mosast alkalmaztunk, majd ebben az oldatban dvatos triturdlast
végeztlink, hogy egyedi izomrostokat kapjunk. A mechanikai behatast kdvetéen a rostokat
minimum 20 percig pihentettiilk 6-8 °C-n a modositott Krebs oldatban. Ezt kdvetden vizualis
kontroll segitségével (CK2 inverz mikroszkép, Olympus, Tokyo, Japan, 100x nagyités)
kivalogattuk azokat a rostokat, amik intaktnak abrazolodtak és membran-karosodas jele nem
volt észlelhetd, majd iiveg kapillaris segitségével ovatosan fiirdetokadba helyeztiik azokat a

mérés elokészitése céljabol.
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8. Nyugalmi intracellularis kalcium-koncentracio meghatarozasa

A nyugalmi intracellularis kalcium-koncentraciot meghataroztuk mind a kezelt allatokbol

izolalt vazizom-rostokon (15. abra), mind a primer tenyészetbdl szdrmaz6 vazizomsejteken is.

Az izolalt rostok és a tenyésztett sejtek fluoreszcens jelolése azonos modon zajlott. A mintat 2
ml normdl HEPES-Tyrode (nTyr) oldatba helyeztiik (137 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,5 mM
MgCl, 1,8 mM CaCly, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1 g/ glikéz, pH=7,4) és 5 uM Fura-2 AM
(acetoxi-metilészter) kalcium-érzékeny fluoreszcens festékkel feltoltést végeztik. Az AM
forma atjut a sejtmembranon és a sejten beliil intracellularis észterdzok lehasitjak az acetoxi-
metilésztert a Fura-2 molekulardl, szabadda téve a ratiometrikus kalcium-indikatort. Az
extracellularis acetilkolin-észetrdz enzim gatlasa céljabol 150 nM neostigmint alkalmaztunk
(Stigmosan) az oldatban, ily modon elézve meg, fogy a festék a sejtekbe/rostokba jutas elott
aktivva valjon. A toltést 37°C-n, 5% CO> mellett, 90 percig végeztiik, majd a maradék Fura-2

festék eltavolitasa céljabol lemosast alkalmaztunk.

A kalciumot kotott és nem kotott Fura-2 festék abszorpcids spektruma eltér egymastol
(ratiometrikus), ezért a két kiilon hullamhosszon valtakozva gerjesztett (340 €s 380 nm) sejtek

vagy rostok emisszidjanak ardnyabol a minta kalciumion-koncentracidja kiszamolhato.

15. abra: Fluoreszcens festékkel feltoltott izolalt vazizomrost konfokalis mikroszkdopos

képe. Lathato a harantcsikolat és a sejtmagok a széleken. (sajat anyag)

A valtakoz6 gerjesztést kettds monokromatorral végeztiik (Photon Tecnology International
DeltaScan™ Piscataway, NJ, USA). A berendezés (16. abra) egyrészt egy Xenon lampabol
all, melynek fényét egy forgotiikros sugarosztd két nyaldbra osztja. A két sugarnyalab egy-
egy monokromatoron halad at, melynek eredményeként egy 340 ¢és egy 380 nm
hullamhossztsagu fénynyaldb keletkezik. A két nyaldb optikai szalon keresztiil vezetddik
tovabb, majd egy csatoldo egység utan egy dikroikus tiikor irdnyitja a 304/380 nm
hullamhosszi fénysugarakat a targyasztalon 1évo sejtekig/rostokig. A festékkel feltoltott
minta targylemezét perfuzios kadba helyeztiik, melyet nTyr oldattal toltottiink fel, és a
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perfuzid soran szintén ezt az oldatot hasznaltuk. Az aramlds balrdl jobbra tortént,
perisztalktikus pumpa segitségével (Econo-pump™ System), jobb oldali elszivassal (kiilsd
perfuzid, 3 ml/min). A mérést inverz fluoreszcens mikroszkdppal (Diaphot Nikon, Tokyo,
Japan) végeztiik, 40x olaj-immerzios objektiv segitségével. Az id6ben valtakozva torténd
kettds gerjesztés eredményeképpen 1étrejové emittalt fényt fotoelektron-sokszorozé
segitségével, interferencia szlirével, 510 nm-en detektaltuk (16. abra). A jeleket 10 Hz
frekvencidaval regisztraltuk. A hattér fluoreszcencia meghatarozdsa a targylemez
sejtektdl/rostokto] mentes helyén tortént, ami a mérés soran automatikusan levonasra keriilt a
fluoreszcencia értékekbdl. A mért fluoreszcencia értékekbdl a kalcium koncentracio

szamitasdhoz Grynkiewicz és mtsai egyenletét hasznaltuk:
[Caz+]i =Kq- B ) (R‘Rmin) / (Rmax‘R)

ahol a Ky a festék disszociacids allandoja, az R az altalunk mért fluoreszcencia értékek
hanyadosa: R=F340/F380. Az Rmin a festék kalciumot nem kotott allapotdhoz tartozéd
fluoreszcencia hanyados, az Rmax a kalciummal teljesen telitett festék fluoreszcencia-
hanyadosanak értéke. A B egy, a mérdrendszerre jellemzd allandd. A mérérendszeriink
kalibralasa soran a Kq = 118 nM-nak adddott, az Rmin értéke 0,2045 volt a kisérletiink soran,

az Rmax a 8,315, a B érteke 10 volt (Grynkiewicz és mtsai 1985, Szappanos és mtsai 2004).
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16. dbra: A Photon Tehchnology International DeltaScan™ Kkettés monokromator

miikodése és a Fura2-AM Kkalcium-indikatorral tortén6 mérés sematikus abraja.
9. Elemi kalcium-felszabadulasi események detektalasa

Az elemi események detektaldsanak a céljabol izolalt vazizom-rostokat hasznaltunk a
kiilonbozo diétaval kezelt Fischer patkdnyokbdl. Az izolalt FDB izmokon az enzimatikus
emésztést és a rostok pihentetését kovetden a sejtmembran permeabilizalasara keriilt sor,

melyet a mérékadban végeztiik.

Ismert, hogy emlds vazizmokon spontdn elemi események igen ritkan detektalhatdéak. A
spark-frekvencia novelésére tobb eljaras is alkalmazhato, amik az események mennyiségét és
nem a mindségét valtoztatjak. Mivel az elemi események létrejéttében alapvetd szerepe van
az SR ¢és a T tubulus membran kozotti szerkezeti kapcsolatnak, és vdzizom-tenyészeten az
elemi események a T tubulustol mentes helyeken lokalizdlodnak, ezért az egyik technika az
emlds vazizomrostok mechanikai nyuzasa. Ennek soran a sejtfelszini membran és a T tubulus

membran mechanikusan eltavolitdsra keriill. A sejtfelszini membran eltavolitasara jo
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eredménnyel alkalmazhatdé a saponin is, ami detergens hatdsandl fogva a membrant
premeabilizalja és ezzel egy idoben nem sérti mechanikailag a membran alatti struktarakat

(Szentesi es mtsai 2004).

Emellett az extracellularis kalciumion-koncentracié nodvelésével vagy a magnéziumion-
koncentracio csokkentésével szintén emelni lehet az elemi események gyakorisagat, tovabba a
f6 intracellularis anion: a glutamat szulfatra vald cseréjével, illetéleg ozmotikus sokk

alkalmazasaval is.

Munkénk soran relaxalo oldatban (125 mM K-glutamat, 5 mM MgCl,, 0,13 mM CaCl,, 10
mM HEPES, 1 mM EGTA, 5 mM Nax-ATP, 10 mM Na-foszfokreatin, 10 mM gliikoz, 8%
dextran, pH = 7,2) 0,01% saponint alkalmaztunk, 2-3 percig. Illy modon, amellett, hogy
fokozni tudtuk az elemi események szamat a rostokon, egyuttal a kalcium-indikator festék

bejutasat is eldsegitettiik a rost belsejébe (Szentesi és mtsai 2004).

A spontan kalcium-felszabadulassal jaré események detektalasdra Fluo-3 fluoreszcens
festéket hasznaltunk a permeabilizal6 oldatban, 50 uM koncentracioban. A fluo-3 alkalmas az
€16 sejtek belsejében torténd mérésre, konfokalis pasztdzo mikroszkoppal torténd detektalasra,
1ézermikroszkopos vizsgalatok végzésére. 488 nm hullamhosszusagh fénnyel gerjesztheto,
emisszidja 525 nm-nél van. A Fluo-3 festék kalciumot nem kotétt allapotban mérhetd, hattér
fluoreszcencia értéke rendkiviil alacsony, azonban kalcium-kotés hatasara bekovetkezd
fluoreszcencia-intenzitds nagymértékii valtozasa kellden érzékennyé teszi az olyan kismértékii
intracellularis kalcium-koncentracié valtozasok detektalasara, mint amilyenek az elemi

kalcium-események: a sparkok.

A saponinnal permeabilizalt és fluoreszcens festékkel feltdltott rostokat tiveg alji mérdkadba,
kalium-szulfat tartalmu relaxalo belsd oldatba helyeztiik, amiben a méréseinket végeztiik. Az
oldat Gsszetétele az alabbiakbol allt: 95 mM K>SOs4, 1 mM EGTA, 6 mM MgCl,, 0,26 mM
CaCly, 5 mM Nay-ATP, 10 mM gliikéz, 10 mM Na-foszfokreatin, 10 mM HEPES, 8%
dextran, 0,1 mM fluo-3, pH = 7,2. A szulfation jelenléte hozzdjarult az elemi események

crer

Zhou és mtsai 2003).

A detektalast konfokalis 1ézer pasztdzo mikroszkdppal (CLSM) végeztiikk (Zeiss LSM 510
META, Oberkochen, Németorszag) 22°C hdmérsékleten, 63x viz-immerzids objektivvel (NA

1,2). A Fluo-3-t argonion lézerrel gerjesztettiik 488 nm-en, 5% lézerintenzitassal.
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A CLSM olyan optikai mikroszkop, ami lehetdvé teszi nem atlatszo, vastag bioldgiai mintak
kiilonbozd szdveti mélységekben torténd pontos vizsgalatat. A mikroszkopbdl érkezd
pasztazd 1ézersugar egy féligateresztd tiikkron athaladva, fokuszélva jut el a mintdhoz (17.
abra). A megfeleld hullamhosszisagu 1ézerfény gerjeszti a mintdban hasznalt fluoreszcens
festéket, €s a gerjesztett fény a tér minden irdnyaba emittalédik. Az objektivbe csak a
megfeleld iranyba es6é sugarak jutnak. Egy féligateresztd tiikkron keresztiil a fénysugarak egy
um-es atmérdjii ’pinhole” méretli apertiran at érkeznek a detektorra. Ez biztositja, hogy a
fokuszsikon kiviilrél ne érkezhessenek fénysugarak a detektorra, vertikdlisan limitalva a

leképzést. Az emittalt fényt egy savsziiron keresztiil regisztraltuk.

A CLSM XY pdasztazas funkcidjanak hasznalataval horizontdlisan tetszéleges méretben és
valaszthatd sebességgel, soronként vizsgdlhatjuk a mintdt a kivant vertikélis szoveti
mélységben (XY, vagy kétdimenzios leképzési mod). Ezt a technikat nem tudtuk alkalmazni
az elemi események detektalasa sordn, mivel a soronkénti térbeli leképezés iddbeli

paraméterei nem tették lehetdvé a gyors jelenségek detektalasat.
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17. abra: A konfokalis 1ézermikroszkop és az elemi események detektalasanak sematikus

abraja. NA: numerikus appertura, PMT: foton sokszorozo

Az altalunk is hasznalt /ine scan modban (18. dbra) a mintdn (az izomroston) egy vonalat
jeloltiink ki, amely mentén tortént a pasztazas. Az igy keletkezett képen a fluoreszcencia
intenzitas valtozasa lathatd oly médon, hogy az x tengelyen az id6 fiiggvényében abrazolddik
az y tengelyen a térbeli lokalizacié: az altalunk kijeldlt vonal origdjatol valo tavolsag (18.

abra). A pasztazas sebessége ez esetben sokkal gyorsabb, mint az xy leképezésé, ezért az
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elemi események detektalasara ezt a leképzési modot hasznéltuk. A pasztazandd vonalat a
vazizomrost hosszaval parhuzamosan jeloltiik ki, 512 pixelbdl allt, egy pixel mérete 0,142 um
x 0,142 pm volt. A pasztazas 2 ps/pixel sebességgel tortént, a vonal Gjrapasztdzasa 1,54 ms

utan indult Gjra. A modszer segitségével 1024x512 pixel méretti képet kaptunk.

A detektalast kovetden 12 bites digitalizaciot alkalmaztunk. Az elemi eseményeket tartalmazo
képeket egy automatikus esemény-felismerd program segitségével elemeztilk, melyet a
munkacsoportunk fejlesztett (Szabo és mtsai 2010). A festék fakulasara korrekciot
alkalmaztunk. A fotokarosodas elkeriilése végett egy pozicidban egyetlen mérést végeztiink és
egy képet rogzitettiink. A fakulasra korrigalt képeket a hattér fluoreszcenciara normalizaltuk.
A szoftver a rogzitett kép elemi eseményektdl mentes részét hasznalta a fakulas és a hattér
fluoreszcencia meghatarozasahoz. A fakulasra torténd korrekcid soran a mért fluoreszcencia
intenzitdsat az y tengely mentén atlagoltuk ¢€s simitottuk. A hattér fluoreszcencia

meghatarozasa az x tengely mentén torténd atlagoléassal tortént, simitas nélkiil.

A

g

18. abra: A vonal menti leképzés sematikus abraja. A: egy izomrost sematikus rajza, rajta
a hossztengelyével parhuzamosan felvett vonal pirossal. A szaggatott vonal jeloli, hogy
idoben tobbszor ismételve torténik a vonal pasztazasa. B: egy line scan modban késziilt kép,
amin az X tengely ido dimenziot, az Y tengely tér dimenziot (a felvett vonal mentén) abrazol.

(Munkacsoportunk sajat anyaga)

A program a wavelet transzformation elv alapjan detektalta az elemi eseményeket és ezt
kovetden meghatarozta azok, altalunk igényelt paramétereit. A sparkok jellemzésére az

alabbi, a 19. abran bemutatott paramétereket hasznaltuk és szamoltattuk ki a programmal:

- az amplitddé: normalizalt fluoreszcencia ndvekedés (AF/Fo), vagyis ebbdl szamitott

kalcium-koncentracio6 valtozas;
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- a teljes 1dobeli hossz (duration);

- a TTP vagy rise time az amplitido (csucs) eléréséhez sziikséges idd; értékébdl az SR-bol

torténo kalcium-felszabadulas idétartamara kovetkeztethetiink;

- az FTHM, ami a maximalis jelintenzitds, vagyis az amplitidé 50%-os értékénél mért

idotartam;

- az FWHM, ami a térbeli szélesség jellemzésére szolgal: az FTHM-hez tartozo térbeli

szélesség, vagyis az amplitadd 50%-nal mért térbeli kiterjedés.

amplitadd ’ \r“\\

Iqy (s,

19. abra: A kalcium-spark morfologidja. Az y-t leképzésnek megfeleloen térbeli és idobeli
jellemzok, és a jel-intenzitdast reprezentalo amplitudo. FTHM: full time at half maximum,

FWHM: full width at half maximum.
10. Statisztikai analizis

Az azonos kezelési csoportbdl szarmazé adatokat atlagoltuk, €s az atlagok standard hibait
szamitottuk ki. A szovegben és az dbrakon az eredményeket mindeniitt atlag + standard hiba
(SEM, standard error of the mean, az atlagtol vald eltérés standard hibaja) formaban adtuk
meg. A szignifikanciat egy utas (one way) ANOVA variancia-analizis és a megfeleld post hoc
proba, a Student-Newman-Keuls Modszer segitségével hataroztuk meg. Mivel a sejt-tenyészet
eredményei nem mutattak normal eloszladst, Mann-Whitney-féle rangdsszeg probat
hasznaltunk. 95%-o0s konfidencia intervallumot hasznaltunk, tehat a kiilonbségeket P<0,05

esetén tekintettiik szignifikansnak.
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Az elemi események, sparkok esetében n a sparkok szdmat jeloli, egyébként n a rostok vagy

izmok szamat adja meg az adott kezelési csoporton beliil.

A hypercholesterinaemiat okozo6 diétak esetében a statisztikai szdmitasok soran a TU kezelési

csoportot hasznaltuk referencia csoportként.
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IV. Eredmények

1. A statin-kezelés hatasa a primer vazizom sejtkultirara

Altalanos, morfolégiai megfigyelések

A proliferalé6 médiumban a vazizomsejtek majdnem teljes konfluenciat értek el 24 6ra alatt
(20. abra). Kontroll koriilmények kozott, a differenciald6 médiumban tovabbi 24 6ra alatt
ors6format vettek fel a sejtek. A sejtek szama lathatoan csokkent. (A pontos szdmadatokat a
késObbiekben részletezziik.) Ennek magyardzata, hogy elkezdddott a rostok kialakulasa,
melynek kezdeti 1épéseként a sejtek egymasba olvadtak és tobb magvi sejtek jottek létre a
vazizom-sejt fizio kovetkeztében. Tovabbi 24 ora elteltével a sejtek a targylemezen elérték a
teljes konfluenciat, tobb rétegben egymasra néttek €s emellett latdterenként észlelhetd voltak,
nagy myotubulusok, amelyek tobb, mint tiz sejtmagot tartalmaztak €s ezek szdmos esetben

sokszor tiz magbol alltak.

Azok a tenyészetek, ahol a differencialdé médium fluvastatinnal lett kiegészitve, 24 ora
differencialtatast kovetden az ors6 formacidé mennyisége szemmel is lathaté modon elmaradt a
kontroll tenyészetekhez képest, €s tovabbi 24 6ra mulva sem volt észlelhetd jelentds valtozas:
alig volt orso alakt izomsejt ¢és sok kerek, nem differenciélt sejtet lehetett latni. A vazizom-
sejt fuzid alig volt észlelhetd, és nagy myotubulusok szinte egyaltalan nem alakultak ki a
tenyésztés soran, illetdleg az a néhany tobb magvl sejt is szemmel lathatéan is sokkal
rovidebb €s vékonyabb volt, mint a kontroll myotubulusok, ami arra utal, hogy kevesebb sejt
mint tiz magbol alltak, mig a kontroll myotubulusok nem csak sokkal gyakoribbak, de sokkal
nagyobbak is voltak (20. dbra).
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24. ora
onkontroll

48. ora

72. ora

20. abra: K, S tenyészetek reprezentativ képei a tenyésztési ido6 fiiggvényében. A 24 oras
fenykép a proliferaltato fazis utan késziilt, eddig az osszes csoport kontroll médiumban nott.
24 ora utan, a diferenciacio fazisaban fluvastatinnal egészitettiik ki a tapoldatokat. A nyilak a

nagy, tobb, mint tiz magot tartalmazo myotubulusokat jelolik.
A részletes, mennyiségi elemzés eredményei

A részletes morfometriai analizis soran nem a sejtszamot, hanem a myogen sejtmagok szamat
hasznéltuk fel mennyiségi analizis céljabol, mivel a differencialodas soran a sejtszam csokken

az érettebb forma, a myotubulus megjelenésekor az izomsejtek flizidja miatt.

A kontroll csoportban a myogen magok szdma emelkedett a tenyésztés soran. Kiindulasi
értéknek a 24 oras proliferacios fazis utani allapotot tekintettiik minden csoportban, ehhez
viszonyitottuk az adott tenyé€szet 48 és 72 oranal detektalt értékeit (onkontrollos elrendezés),
igy kaptuk a relativ magszdmokat. A kontroll csoportban a referencia-érték (24 ora
proliferacié utani magszam) meghatarozasat kovetden az elsé 24 ora alatt 58%-os relativ
myogen magszam-emelkedést észleltiink, mig a masodik 24 o6ra alatt tovabbi 54%-o0s
novekedést tapasztaltunk az el6z6 napi eredményekhez képest. Ezzel ellentétben, a S
csoportban az elsé 24 ora alatt csak 3%-al novekedett a myogen magok szdma, és a kdvetkezd
24 6raban 18%-o0s (nem szignifikdns mértékil) csokkenés volt megfigyelhetd az izom eredetii

magok szamaban (21.A éabra). A kontroll értékekhez viszonyitva a statin-kezelt csoport adatai
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szignifikansan kiilonboztek (alacsonyabbak voltak) mind a maésodik, mind a harmadik

tenyésztési napon.

A fuzios indexet az izomsejtek differencialtsaganak megitélésére hasznaltuk. A fuzids index a
tobb magvu sejtekben 1évé myogen magok aranya az 6sszes myogen maghoz viszonyitva. A
fuzids index mind a kontroll, mind a statin-kezelt csoportban konstans modon emelkedett,
azonban a S kezelési csoportban értéke szignifikansan alacsonyabb volt mindkét napon (21.B

abra).

Ertékeltiik a tenyészet fejlettségét oly modon is, hogy megallapitottuk az izomsejtek dtlagos
magszamat. 48 oOra tenyésztést kdvetden a kontroll csoportban atlagosan az izomsejtek 2
magvuak voltak, és 72 ora tenyésztési idonél 3 magviak. A fluvastatin jelenléte az izomsejtek
atlagos magszamat szignifikdnsan csokkentette: 48 oOra tenyésztési idonél még atlagosan
mononukledrisak voltak az izomsejtek és 72 dra tenyésztésnél is csak két magvuak (21.C

abra).

Részleteiben megvizsgalva az izomsejtek méretét azt kaptuk, hogy a 72 ora tenyésztési ido
elteltével kontroll koriilmények kozott a legtobb sejt 2-5 magvu volt, az ettél nagyobb, tobb
maggal rendelkez6 sejtek/rostok 20%-ban fordultak eld atlagosan: a sejtek atlag 15%-a 6-10
magva volt, és 5%-a tobb, mint 10 maggal rendelkez6 myotubulus volt. Azonban a
fluvastatinnal kezelt csoportban 72 dra tenyésztést kovetden is az izomsejteknek még tobb,
mint 50%-a mononuclearis volt. A myogen sejtek tovabbi 40%-a 2-5 maggal rendelkezett, és
az ettdl is nagyobb, differencialtabb izomsejtek/tubulusok csak dsszesen 6%-ban voltak jelen
a tenyésztési 1d6 végén (a kontroll csoportnal a 6 vagy tobb magvu sejtek aranya 20%-t tett

ki), (21.D ébra).

Osszességében a statin kezelés hatasara szignifikansan kevesebb vazizomsejtet kaptunk. A
sejtproliferacid gatlasa mellett a fluvastatin alkalmazaséaval az izomsejtek differencialodasa is

elmaradt a kontroll tenyészetben tapasztaltakhoz képest.

55



3.0 4 1.0 ~
© —@— Kontroll | | A 09 1 —@— Kontroll
£ 25 —— Statin ’ —— Statin
3
= w 081
= | [9)
@ 2.0 -g
% _g 0.7 A
(o)) N
g 1.5 | 2
c 0.6
)
g
> -
= 10 0.5 1 B
0.5 T T T 0.4 T T T
1 2 3 1 2 3
A tenyészet kora (nap) A tenyészet kora (nap)
4.5 4 0.6 +
—@— Kontroll .
- 4.0 1 on.ro C o |
S —( — Statin :
<
8 3.5 _g 044 - mmmm Kontroll
3 ] /D Statin
4 *
~E 3.0 <
g 2 03+
> 25 1 2 D
1S o
2 .0 2 o021
o)) . | /
8
< 454 0.1 4 I
1.0 . . . 0.0 ﬂ . =
1 2 3 Egymagvi  2-5magva 6-10magvd 11+ magvu
A tenyészet kora (nap) Sejt magszama

21. abra. A fluvastatin hatasa a vazizomsejtek proliferaciojara és differencialodasara.
Primer vazizom sejt kultura. A: A miogén magok relativ szamat a 24 h tenyészetési idonél
meért értékekhez viszonyitottuk, mivel ekkor kezdtiik a kezelést a statin csoportban. B: A fuzios
index a tobb magvu sejtben szamolt miogén magok szamat adja meg az Osszes miogén
magszamhoz viszonyitva. C: Az egy izomsejtben talalhato magok datlagos szamanak valtozasa
a tenyesztés soran. D: A hisztogram az izomsejtek fejlettségbeli megoszlasat abrazolja a
sejtek atlagos magszamanak megoszlasa alapjan. Tenyésztési id6.: 72 ora. *: szignifikans

kiilonbség a kontrollhoz képest (p<0,05).
2. Anatomiai eredmények

Az éllatok atlagos sulyaban kismértékii kiilonbséget talaltunk az egyes kezelési csoportok
kozott a kiilonbozo diétak hatdsara (4. tablazat). A relativ izomtdmeg (a testtomeghez
viszonyitott izomtdmeg) a TU, HC és HC+S kezelési csoportokban kisebb volt a kontroll
allatokhoz képest, mind az EDL, mind a Sol és a szivizom esetében is. A HC és HC+S diétak
eset¢ben a kontrollként hasznalt TU csoporthoz hasonlitva a vazizmok testtomeghez

viszonyitott aranyaban nem volt jelentds kiilonbség. Statin kezelés hatasara a kontroll
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allatokhoz képest szintén csokkent mind az EDL, mind a Sol izmok testtomeghez viszonyitott

aranya, a Sol izmok esetén kifejezetten. A szivizom testtdomeghez viszonyitott tdmege szintén

alacsonyabb volt a statin terdpidban részesiild allatok esetén a kontrollhoz képest (4. tablazat).

ossztomeg (W) |sziv m. EDL | m. Sol EDL/W [ Sol/W | Sziv/iW
(2) (mg) (mg) (mg) Yo Yo %0
K (n=6) 127,3+20,5 527434 |76,4+3,3 |91,0+6,6 |60+7 71£5 |4,1+0,8
S (n=5) 124,7+0,9 45018 [63,8+1,0 [71,7£2,9 [51+4 572 |3,6+0,5
TU (n=6) 134,14£9,8 354+10 |56,5+3,3 |72,343,3 |42+5 54+£3 [2,6+0,2
HC (n=4) 119,3+£2,1 35627 |51,14£3,1 |67,742,8 |43+3 57+4 |3,0+0,4
HC+S (n=5) |132,3+3,6 358436 |55,14£3,6 |73,8+6,9 |42+4 562 |2,7+0,3

4. tablazat: anatémiai eredmények. A kiilonbozo kezelési csoportokban meért atlagos
testtomeg, a szivizom, a m. EDL és Sol tomege, és a szerv-tomegek testtomeghez viszonyitott

%-o0s aranya. Zarodjelben az allatok szama talalhato.

A patologiai feldolgozas sordn makroszkopos szervi eltérést nem észleltiink, a vizsgalt

szervek morfologiaja megtartott volt.

Mikroszképos vizsgalattal a majban €szleltiink szovettani eltérést: a koleszterin-dus étrend
(HC) hatasara a majban mérsékelt foku zsiros degeneraciot talaltunk. A méajsejtek kozott
kerek, kis ¢és nagyméretii lipid-cseppecskék felhalmozodéasa volt lathatd a szdvettani
metszeten (22. abra). A vese ¢és a sziv szerkezetében fénymikroszkoppal detektalhato

patologias eltérést egyik kezelési csoportban sem észleltiink.
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22. abra. A m&j fénymikroszképos képe a Kiilonboz6é Kkezelési csoportokban.
Fénymikroszkoppal a maj szerkezetében szoveti eltéerés nem volt lathato a K, S, TU kezelési
csoportokban. Meérsékelt zsiros degenerdcio (kis és nagy lipid cseppek, nyillal jelolve) volt
lathato a HC, HC+S csoportokban. HE festés, 300x nagyitds.

A vazizmok fénymikroszképos vizsgalata soran egyértelmii vazizom-karosodas jeleit nem
tudtuk kimutatni. A harantcsikolat megtartott volt. Kifejezett gyulladdsos jeleket sem
¢észleltiink egyik kezelési csoportban sem. Az egyedi izomrostok keresztmetszetének elemzése
soran azt tapasztaltuk, hogy a statin-kezelésben részesiil6 allatok izomrost- keresztmetszet
értékei nagy szorast mutattak, a rostok atmérdjének viszonylagos homogenitasa megbomlott
¢s relative vastag és vékony rostok egyarant eléfordultak. A tobbi kezelési csoportra ez nem
volt jellemzd, ott az egy izomban 1év6 rostok keresztmetszetének értékei nem mutattak nagy
differenciat. (23. abra). A statin-kezelt csoportokban (mind a S, mind a HC+S csoportban
egyarant) az atlagos izomrost- keresztmetszet is szignifikdnsan csokkent, mivel a relative
vékonyabb rostok fordultak eld nagyobb szamban. K (n=161): 1835 + 79 pm?, S (n=288):
1448 + 44 pm?;, HC (n=116): 2065 + 82 pum?, HC+S (n=226): 1664 + 44 um?>. A kontroll
allatokhoz képest sem a HC, sem a TU csoportban mért keresztmetszetek nem kiilonboztek

szignifikansan. (TU (n=128) 1801 + 65 um?.)
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TU HC

23. abra. Az EDL izom fénymikroszkopos képei a kiilonbozo6 kezelési csoportokban.

Egyik kezelt csoportban sem lathato strukturdlis eltérés a fénymikroszkopos vizsgalat sordn. A
statinnal kezelt csoportokban a rostatmérok méretbeli ingadozadsa figyelheto meg. HE festés,

300x nagyitas.

3. A szérum lipidek és a Kkreatin-kinaz enzim meghatarozasanak

eredményei

A kontroll patkdnyok szérumbol mért koleszterin, triglicerid és CK értékeit a referencia-
tartomanyon beliil mértiik, és a HDL/LDL arany is megfelelt a ragcsaloknal megszokott erds

HDL dominancianak. (Suckow 2006, Yerroum és mtsai 1999)

A diéta hatasara a HC patkanyok koleszterin értékei tobb, mint hétszeres emelkedést mutattak
(5. tablazat). Emellett a két lipoprotein aradnya is megfordult: a HC allatok vérmintaiban az
atherogen LDL domindlt (az emberi szérum koleszterin-aranyokhoz hasonloan), mig a

protektiv HDL csak az 6ssz-koleszterin kb. 40%-a volt (5. tablazat).

A statin kezelés a lipoproteinek ardnyat nem befolyéasolta. Az irodalmi adatok alapjan a

HMG-CoA-reduktaz kezelés patkanyoknal alapvetden a triglicerid koncentraciot csokkenti. A
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mi eredményeink is ezt tdmasztjak ala (5. tdblazat), bar valdszintileg az alacsony mintaszam

miatt statisztikailag nem szignifikans a csokkenés mértéke. (Krause és mtsa 1995)

A statin diéta mellett a szérum CK értékei szignifikansan és jelentés mértékben emelkedtek: a
S allatok CK értéke kb. 1,5-szerese volt a kontrollnak. (5. tdblazat). A HC diéta mellett
alkalmazott statin joval nagyobb ardnyban, kb. haromszorosara novelte a CK értékét (5.
tablazat), ami mar vazizom-kéarosodasra, miopatia jelenlétére utal. Ez az eredmény a Statin
Muscle Safety Task Force 2014 klasszifikacidja alapjan az enyhe izomnekrozis kategoridba
sorolhato, igy bizonyitottnak tekinthetjiik az izomkarosodas jelenlétét. Az eurdpai besorolést
nem tudtuk alkalmazni, mivel itt a szubjektiv tiinetek (SAMS) megléte a klasszifikacié alapja,
amit kisérleti koriilményeink kozott nem tudtunk mérni. Sem a TU, sem a HC diéta nem
emelte a CK értéket. Véleményiink szerint a CK alapvetden a vazizmokbol szarmazik, mivel
szivizom-karosodasra (pl. miokardidlis infarktus) utal6 makroszképos vagy mikroszkopos
eltérést nem tapasztaltunk. Ha az atlagos izomtomegre, pl. az EDL atlagos tomegére
normalizaljuk a kiilonb6z6 diétas csoportokban mért CK értékeket, a statin kezelés hatasa

még markansabban jelentkezik, mivel az emelkedett CK értékeket alacsonyabb izomtomegek

mellett detektaltuk.
Koleszterin HDL/LDL
Minta szam |(mmol/l) TG (mmol/l) [CK (U/1) (mmol/l/mmol/l)

TU 9 1,45+0.08 0,35+0,04# |563,9+136 3,44+0,6#

S 10 1,58+0,10 0,56+0,06 059,6+£361 6,57+0,9

HC+S (12 6,81+1,69* 0,46+0,06 1513,4+410*$ 0,94+0,2%*

HC 16 10,74+2,0* 0,53+0,06* |576,3+149 0,64+0,1%*

K 15 1,52+0,05 0,74+0,08 636,3+139 9,95+1,8

5. tablazat: Vérszérumban mért lipid- és CK értékek. Az szérum ossz-koleszterin,
triglicerid, CK koncentracio és HDL/LDL arany a kiilonbozo kezelési csoportokban. A HC és
HC+S kezelések esetében kontrollként a TU csoportot hasznaltuk. p<0,05: *vs. TU, #vs. K, §
vs. HC
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4. Az intracellularis nyugalmi kalcium-koncentracio meghatarozasanak

eredményei

crer

meghataroztuk mind a differencidlodas elétt allo szatellita sejtek, mind a myoblast-fuzion
atesett myotubulusok esetében. A kontroll tenyészeteken a fejlodé vazizom-sejtek nyugalmi
[Ca?"]i—ja kozott gyakorlatilag nem volt kiildnbség (24.A 4bra). A S csoportban a nyugalmi
[Ca®']; szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll csoportban, és a myotubulusok értékei
tovabbi csokkenést mutattak a szatellita sejtek értékeihez képest is (24.A abra). A kiilonbség

itt is szignifikans volt a kontroll értékéhez viszonyitva.

A 160, | B H&
140 - i
140 A
120 + mmm Kontroll | & #
s * = Statn | & 120 ] z
< 100 — = *
= £ 100 4
+ *
~ 80 - * ©
3 O &0
- | E
E ©0 = 60
S 2
% 40 - E 40
20 4 20 1
0 T 0 T T T T T
Szatellita sejt Myotubulus K S TU HC HC+S

24. abra. Nyugalmi kalcium-koncentracio A: Patkany primer vdzizomtenyészetbol
szarmazo szatellitasejtek és myotubulusok. B: Izolalt patkany vazizomrostok. *: p<0,05 vs. K;

#: p<0,05 vs. TU; &: p<0,05 vs. HC.

Ezzel ellentétben a felndtt dallatokbol izolalt, fluvastatinnal tartosan kezelt izomrostok
nyugalmi [Ca®']i-ja ellentétes iranyba valtozott: szignifikinsan emelkedett a kontroll
allatokéhoz képest. Ez az emelkedés a koleszterin-kezeléstol fliggetlentil jelentkezett, a
hyperkoleszterinaemias diéta mellett is tapasztaltuk, még kifejezettebb mértékben. A HC diéta

onmagaban is szignifikdnsan megemelte az izolalt rostok nyugalmi intracelluléris kalcium-

crcr

nyugalmi [Ca®']i-t eredményezett mind a TU, mind a HC diétds csoporthoz képest. A
tiouracyl kezelés dnmagéaban kis mértékben csokkentette a nyugalmi kalcium koncentraciot.
A kiilonbség szignifikans volt a kontroll értékhez viszonyitva. Itt is kiemelném, hogy a HC és

a HC+S diétak esetében a TU kezelési csoportot hasznaltuk viszonyitasi alapnak (24.B abra).
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5. Az izomero vizsgalatinak eredményei

A kiilonboz6 diétas csoportokbol szarmazo kiilonbozé tipusu izmok (a gyors tipusu EDL, ¢€s a
lassi Sol 1izmok) kontrakcidos erejét egyarant meghataroztuk. Kezdeti [épésként
Osszehasonlitottuk az egyedi rangasok (a twitch-ek) és a tetanuszok kinetikdjat a TU (mint
kontroll csoport), a HC és a HC+S kezelési csoportokban (25. abra). A kontrakciok iddbeli
lefolyasa hasonld volt a TU és a HC diéta mellett. Azonban szembedtld volt a kiilonbség,
hogy a statinkezelésben is részesiil6 HC+S csoportban mind a twitch, mind a tetanusz
amplitaddja kisebb volt mind a HC, mind a TU csoporthoz képest. Illetleg a kontrakciok

hossza is rovidebbnek adddott ebben a kezelési csoportban. A pontos szdmadatokat alabb

részletezem.
EDL Sol
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25. abra. TU, HC és HC+S allatokbdl izolalt izmokon mért eré tranziensek A felso
paneleken twitch (A: EDL; B: Sol) idobeli lefutasa lathato. Az also paneleken a komplett
tetanusz (C: EDL; D: Sol) kinetikajat abrazoltuk.
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Tartés statinkezelés hatdsara megvaltozott az izomkontrakciok iddbeli kinetikaja.
Részleteiben vizsgalva meghataroztuk a TTP és az id6tartam atlagos értékeit a kiilonbozo
diétas csoportokban mind twitch, mind tetanusz esetében; mind az EDL, mind a Sol izmokon

(26. abra).

A TTP érték sem az EDL, sem a Sol esetében nem mutatott szignifikans kiilonbséget a
statinkezelés hatdsdra. Azonban a Sol izmokon regisztralt kontrakciok teljes iddtartama
atlagosan mind a twitch, mind a tetanusz esetében szignifikansan rovidebb volt a statinkezelt
(26. abra) allatokban, és ez a tendencia az EDL esetében is megfigyelhetd volt, bar a

kiilonbség mértéke nem adddott szignifikansnak.
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26. abra. Az izom-osszehtizédasok kinetikai paraméterei 4,B: Az amplitudo-maximum
elerésének ideje (TTP) EDL (A) és Sol (B) izmok esetén. C,D: Az izom-0sszehuzodas teljes
idotartama EDL (C) és Sol (D) izmok esetén. *: p<0,05 vs. TU.
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Az Osszehuzodasok amplitudojat is 0sszehasonlitottuk a kiilonboz6 kezelési csoportokban,
mind az EDL, mind a Sol izmok esetében. A 27. dbran az dsszesitett eredmények lathatoak. A
HC+S csoportban mind a twitch, mind a tetanusz sordn elért maximalis izomerd
szignifikansan kisebb a HC csoporthoz képest mind a két izomtipus esetében. A HC és TU

allatok kozott nem tudtunk szignifikdns kiillonbséget kimutatni az abszolat izomerdben.
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27. abra: Maximalis izomeré TU (n=5), HC (n=6) és HC+S (n=10) dllatok mintaibol
szamitott atlagolt, abszolut izomero. A: EDL, B: Sol izmok eredményei. * p<0,05 vs. HC

Fontos azonban kiemelni, hogy a statinkezelt és hypercholesterinaemas csoportban az allatok
izomrostjainak keresztmetszeti teriilete szignifikansan kisebb volt, mint a HC allatoké. Ezért
az izomerdt a keresztmetszetre normalizalva is 0sszehasonlitottuk az Osszesitett eredményeket
a HC és a HCHS csoportokban (6. tablazat). Az EDL izmok mérési eredményei: a HC
csoportban 17,6 £3,1 mN/mm? volt a twitch-ek 4tlagos, keresztmetszetre szamolt izomereje
vs. a HC+S kezelés mellett 17,2 + 3.3 mN/mm?. A tetanusz mérésekor a HC diéta mellett 31,5
+ 5,8 mN/mm?nek adédott az atlagos, keresztmetszetre szadmolt izomerd vs. a HC+S
csoportban 34,5 + 7,8 mN/mm?-t kaptunk. A Sol esetében a HC kezelési csoportban a twitch
keresztmetszetre vonatkoztatott atlagos erejét 7,7 + 0,7 mN/mm?-nek mértiikk vs. a HC+S
diéta mellett 7,0 = 0,7 mN/mm?-t kaptunk a twitch esetében. A tetanusz mérésekor a HC
diétas csoportban 22,5 + 2.4 mN/mm? volt az atlagos, keresztmetszetre vonatkoztatott

izomer vs. a HC+S kezelés mellett 20,2 + 4,5 mN/mm?.

Osszességében sem a gyors, EDL izmok, sem a lassi, Sol izmok esetében nem volt
szignifikans kiilonbség az ily mddon mért izomerdkben (sem a twitch-ekében, sem a

tetanuszokéban) a két kezelési csoport kozott. (6. tablazat)
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HC (mN/mm?) |HC+S (mN/mm?)
EDL twitch 17,643,1 17,243,3
tetanus 31,5+5,8 34,5+7,8
Sol twitch 7,7£0,7 7,0+£0,7
tetanus 22,524 20,2+4.5

6. tablazat: Keresztmetszetre normalizalt izomeré 4 HC és HC+S csoportokban a
keresztmetszetre normalizalt izomerd, twitch és tetanusz ingerlés mellett, EDL és Sol izmok

eseteben.

Ezek alapjan gy véljiik, hogy inkdbb az izomszovet-vesztés allhat az abszolut izomerd
csOkkenésének hatterében, és nem az egyes rostok maximalis erejének csokkenése miatt

latunk kisebb kontrakcios erdt a statinkezelésben részesiilt csoportban.

Az izmok faradasat tetanusz-sorozatok kivaltasaval vizsgaltuk. Maximalis izomerd mellett a
tesztsorozat végén mért tetanusz amplitidojat hasonlitottuk 0ssze a sorozatban kivaltott elsé
tetanusz amplitudojaval. Az EDL izmok vizsgalatakor nem tapasztaltunk szignifikans
mértékll kiillonbséget az izomerd-csokkenés mértékében. A TU kezelési csoportban a kezdd
maximalis erd 63 + 3%-ra csokkent az izomerd a faradéas sordn, n=5 vs. a HC csoportban 72 +
3%-ra csokkent a sorozat végén mért amplitido, n=6 (7. tdblazat). A HC+S diéta mellett 76 +
5%-ra csOkkent a maximalis izomerd a sorozat utolsd tetanuszaban, n=8. Azonban a Sol
izmok esetében a HC+S csoport izmai szignifikdnsan nagyobb mértékli faradast mutattak
mind a TU-hoz, mind a HC csoporthoz viszonyitva. A TU kezelés mellett a faradas mértéke
79 £ 5% volt, n=7, a HC csoportban ettdl nem tért el jelentdsen: 80 + 3%-nak adodott, n=6;
mig a HC+S kezelés mellett szignifikansan kisebb volt a sorozat utolso tetanuszaban mért

izomerd, tehat nagyobb a faradas mértéke: a kiindulasi érték 64 + 6%-a, n=9 (7. tablazat).
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TU HC HC+S

EDL 63+3% 724+3% 76+5%

n=5 n=6 n=8

Sol 79+5% 80+3% 64+6% **

n=7 n=6 n=9

7. tablazat: Tetanusz-sorozattal kivaltott faradas mértéke 4 TU, HC és HC+S kezelési
csoportokban tetanusz-sorozattal kivaltott faradas mértéke EDL és Sol izmok esetén. A
faradas a maximalis izomerd elérését kéveto elsé és az adott ingerlési sorozatban az utolso

tetanusz amplitudojanak hanyadosaval jellemezheto, szdazalékban megadva. * p<0,05 vs. TU,

#p<0, 05 vs. HC

Osszességében megallapitottuk, hogy a hypercholesterinaemia nem véltoztatta meg az
altalunk vizsgalt vazizmok miikodését, sem a kontrakcid kinetikajaban, sem a kontrakcid
erejében nem talaltunk kiilonbséget a kontroll-csoportunkhoz (TU) képest. Azonban a
statinkezelés csOkkentette az altalunk vizsgalt izmokon a kontrakciok idobeli hosszat: mind az
egyedi 0sszehtizodasokét, mind a tetanuszokét, és a csokkenés mértéke a lassu tipust Sol
izmok estében szignifikdns mértékli volt. Emellett a fluvastatin adagolds szignifikansan
csokkentette a vazizom-kontrakcid erejét. A statin-indukélta izomerd csokkenés mellett

emelkedett intracellularis nyugalmi kalcium-koncentraciot talaltunk.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a Q10 koenzim kiegészitd adagolasa hatassal van-e az
altalunk észlelt, fluvastatin altal generalt vazizom-funkcié csokkenésre, vagy annak
mértékére. Ezért elsd 1épésben megvizsgaltuk, hogy a koenzim Q10-nek 6nmagaban van-e
mérhetd hatdsa az izom-kontrakcio erejére? Kisérleteinket elvégeztiik mind az EDL, mind a

Sol izmokon. A mérésre keriild mintdk 5 Q10 kezelt és 10 kontroll allatbdl szdrmaztak.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az izomerdben: sem a twitch, sem a tetanusz atlagos
amplitidojaban a Q10 diétat fogyasztd allatok €s a kontroll allatok kozott egyik izomtipuson
sem (28. abra). Szintén nem volt szignifikans kiilonbség a twitch/tetanusz aranyban sem a

Q10 kezelésben részesiild és a kontroll allatok k6zott (nem kozolt adat).
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28. abra. Kontroll és Q10 kezelt patkanyok izolalt vazizmain mért eré-tranziensek A
twitch atlagos kinetikdja az EDL (A) és a Sol (B) izmokon. A tetanusz atlagos kinetikdaja az
EDL (C) és a Sol (D) izmokon. A twitch (E) és tetanusz (F) maximalis izomereje, dtlag.

Zardjelben az egyes csoportokban mérésre keriilt izmok darabszama keriilt feltiintetésre.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a koenzim Q10 adagolasnak milyen hatasa van

hypercholesterinaemias koriilmények kozott, illetdleg statinkezelés mellett (29. 4dbra). Nem
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talaltunk szignifikdns valtozast a twitch vagy a tetanusz amplitidokban a HC és HC+Q10

csoport kozott. A hyperkoleszterinaemids, statinkezelt allatok csoportjdhoz viszonyitva sem

igazolodott szignifikans mértéki kiilonbség a HC+S+Q10 csoportok izomerd eredményeiben.
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29. abra. HC, S és Q10 kezelt patkanyok izolalt vazizmain mért maximalis eré atlagok

Hypercholesterinaemias diéta mellett 6nmagaban (A, B) és fluvastatin kezeléssel kombinaltan

(C, D) alkalmazott Q10 kezelés hatasdara az izolalt vazizmokon mért maximalis izomerdk

atlagos ertékei. EDL (A, C) és Sol (B, D) izmon mért twitch és tetanusz maximalis izomereje,

atlag. Zarojelben a mért izmok szama talalhato.

Nem talaltunk szignifikans eltérést a kontrakciok idobeli lefutdsaban sem: az iddtartam ¢€s a

TTP értékei sem kiilonboztek egymastdl statisztikailag jelentdés mértékben egyik kezelés-par

kombinécioban sem (nem kozolt adat).
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Osszességében megallapithatjuk, hogy eredményeink alapjan nem talaltunk szignifikans
mértékil hatast sem a gyors, sem a lassu izmok kontrakciojaban a Q10 kezelés mellett, sem a
kontrakciok kinetikdjadban, sem a kontrakcids erdben. A fluvastatin tartalmu diéta eredményeit

sem befolyasolta a koenzim Q10 jelenléte a diétaban.
6. Az elemi kalcium-felszabadulasi események vizsgalatanak eredményei

Irodalmi adatok szerint az akut simvastatin alkalmazasa megvaltoztatja a kalcium sparkok
megjelenését (Sirvent és mtsai 2005), ezért mi is megvizsgaltuk a tartds fluvastatin kezelés

hatasat a spontan kalcium-felszabadulasi eseményekre (30. dbra).

200 ms

| 10 i

30. abra: Spontan kalcium-felszabadulasi események K és S kezelési csoportokban. 4:
Kontroll, B: Statin-kezelt allatok FDB izmairol késziilt konfokalis, line scan képek.
Reprezentativ sparkok és térbeli és idobeli profiljuk a kontroll (C) és a statin-kezelésben
reszesiilo allatok (D) képein. A térbeli és idobeli profilt ot egymast koveté sor/oszlop
atlagabol szamoltuk az esemény maximuman. Az adatrégzités a kovetkezo paraméterek

mellett tortént: 1024x512 pixel, 1,53 ms/vonal, 0,14 um/pixel; T: 22°C.
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Els6 1épésben a fluvastatin hatasat a kontroll diétaval vetettiik 6ssze. Eredményeink szerint a
statin kezelt (S) allatokbol izolalt FDB izomrostokon tobb elemi kalcium-felszabadulasi
eseményt (sparkot) tudtunk detektalni, mint a kontroll allatok rostjain: szignifikdnsan (p =
0,033) magasabb volt a kalcium-spark frekvencia a kontrollhoz képest. A statin-kezelésben
részeslilt csoportban 2,24 + 0,2 Hz/sarcomer volt a kalcium-spark frekvencia, n = 17. A
kontroll csoportban ezzel szemben csak 1,59 + 0,1 Hz/sarcomer volt a sparkok eléfordulési

gyakorisdga, n =21 (31. abra).
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31. abra: A kalcium- sparkok gyakorisaga izolalt vazizom-rostokon. A kalcium- sparkok
gvakorisaga izolalt FDB izomrostokon mért képek alapjan szamolva. Csillaggal jeloltiik a

szignifikans (p<0,05) kiilonbséget a statinkezelésben nem részesiilt csoporthoz képest.

A kalcium- sparkok morfoldgiai jellemzdit: id6beli és térbeli kiterjedését is 6sszehasonlitottuk
a kiillonbozo kezelési csoportokban. A legtobb paraméterben (amplittdé, FWHM, TTP) nem
tapasztaltunk szignifikdns mértéku kiilonbséget a kontroll diéta €s a fluvastatin kezelés kozott

(32. abra A,B,C panel)

Ki szeretnénk emelni, hogy kismértékii, de szignifikans (p = 0,002) eltérést tapasztaltunk a
detektalt sparkok iddbeli hosszdban. A statinkezelésben részesiilt allatok izomrostjain mért
sparkok hosszabbak voltak a kontrollhoz képest: 39,3 ms + 0,3, n = 3962, mig a kontroll diéta
mellett a sparkok hossza atlagosan 37,8 &+ 0,4 ms-nak adodott, n = 1605 (32. dbra, D).
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32. abra: Az egyedi Kkalcium-felszabadulasi események paraméterei. A: Az egyedi
kalcium- sparkok atlagos amplitudoértékei a relativ frekvencia fiiggvényében. B, C, D: a
sparkok FWHM (B), TTP (C) és idotartam (D) értékei a kiilonbozo kezelési csoportokban,
horizontdlis box plot formaban. Az dtlag (szaggatott vonal) és a median (folytonos vonal)
mellett az elsé és harmadik kvartilis abrdzolodik a vizszintes tengelyen, a hiba az 5 és a 95%
percentilis értékeket jeloli. A 0,1 AF/F-nél kisebb amplitudoju és a 0,3 um-nél kisebb FWHM
ertékkel rendelkezé eseményeket nem vettiik bele az elemzésbe. * p<0,05 a normal
koleszterin-szinttel rendelkezo vs. hyperkoleszterinaemias kezelési csoport-parok, # p<0,05 a

statinkezelést kapott vs nem kapott kezelési csoport-parok.
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Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a fluvastatin emeli a kalcium- sparkok
frekvencidjat, mig az egyes sparkok morfometriai paramétereit (amplitado, FWHM, TTP,

duration) alig befolyésolta.

Mivel a statinkezelés legfobb indikacidja a hyperkolesterinaemia kezelése, ezért célszerli a
statinkezelés lehetséges mellékhatasait is ezen a populacion vizsgalni. Igy kovetkez6 korben
tisztaztuk, hogy a magas koleszterin-szintnek (33. 4dbra) dnmagaban van-e hatdsa az elemi

események eléfordulasara?
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33. abra: Spontin Kkalcium-felszabadulisi események HC és HC+S Kkezelési

csoportokban. HC (4) és HC+S (B) kezelésben részesiilt patkanyok FDB-rostjain detektalt

line scan konfokalis képek. Reprezentativ sparkok térbeli profillal és idobeli lefutdssal
jellemezve HC (C) és HC+S (D) rostokon detektalt képekrol. Az adatrogzités paraméterei:
1024x512 pixel, 1,53 ms/vonal, 0,14 um/pixel; T= 22 °C.

Méréseink alapjan azt mondhatjuk, hogy a hypercholesterinaemias allatokbol izolalt FDB
rostokon nem taldltuk szignifikdns eltérést a sparkok frekvencidjaban a kontroll (normal

koleszterin szinttel rendelkezd) patkanyokhoz képest: a HC kezelés hatasara az atlagos spark-
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frekvencia 1,55 + 0,17 Hz/sarcomer-nek adodott, n= 21, vs. a kontroll csoportban 1,59 + 0,1

Hz/sarcomer, n =21, p = 0,871 (31. dbra).

A kalcium- sparkok morfologidja ellenben az Osszes, altalunk vizsgéalt paraméter mentén
kismértékii, de statisztikailag szignifikdns eltérést mutatott. A HC allatok spark-amplitiddja
alacsonyabb volt a kontrollhoz képest (HC: 0,31 = 0,002, n = 2239, vs. K: 0,34 + 0,003,
n=1667, p < 0,001) (32. ébra, A). A kalcium sparkok térbeli kiterjedése (FWHM) is
szignifikansan kisebb volt a HC izomrostokban: (HC: 1,25 + 0,02 um vs. K: 1,33 + 0,02 pum,
p = 0,002) (32. abra, B). A HC allatok rostjain detektalt sparkok szignifikdnsan hosszabb 1d6
alatt érték el az amplitido-maximumot, tehat a rise time értéke szignifikdnsan hosszabb volt
(HC: 17,5 £ 0,3 vs. K: 15,7 £ 0,3 ms, p < 0,001) (32. abra, C). Emellett az elemi események
teljes idOtartamanak értéke is szignifikdnsan nagyobb volt a HC éllatok esetén a kontrollhoz

viszonyitva (HC: 41,1 + 0,4 vs. K: 37,8 £ 0,4 ms, p <0,001) (32. 4bra, D).

Osszességében azt tapasztaltuk, hogy a HC diéta hatdsara a kalcium- sparkok térben és
intenzitasban kisebbek, emellett idoben hosszabbak (lassabbak); de ugyanolyan gyakorisaggal

fordulnak eld, mint a kontroll allatok sparkjai.

Tehat véleménylink szerint a hyperkoleszterinaemias allapot befolyasolja a kalcium- sparkok

crer

események frekvencidjara nincs hatassal.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a fluvastatin hatdsit a HC diéta mellett. A statinkezelt
hypercholesterinaemias patkadnyok izolalt rostjain szignifikdnsan nagyobb volt a kalcium-
sparkok frekvencigja (HC+S: 2,38 + 0,26 Hz/sarcomer, n=18, vs. HC: 1,55 + 0,17
Hz/sarcomer, n = 21, p = 0,006) (31. abra), tehat ugyanolyan irdnyu valtozast tapasztaltunk,

mint a nem- hypercholesterinaemids allapotban alkalmazott statinkezelés esetén.

A morfometriai paraméterek tekintetében azt kaptuk eredményiil, hogy a HC+S rostokon mért
sparkok amplituddja szignifikdnsan (p < 0,001) nagyobb volt a HC csoporthoz viszonyitva
(HC: 0,31 £ 0,002 vs. HC+S: 0,35 £ 0,002) (32. dbra, A). Emellett a térbeli félérték-szélesség
(FWHM) is szignifikansan (p < 0,001) magasabb volt (HC: 1,25 + 0,02 vs. HC+S: 1,36 £ 0,02
um) (32. abra, B). A TTP értéke szignifikansan (p < 0,001) csokkent a statinkezelés hatdsara
(HC: 17,5 = 0,3 vs. HC+S: 16,0 £ 0,2 ms) (32. abra, C), és az események iddbeli hossza
(duration) is szignifikansan (p = 0,003) révidebb lett a HC diétdhoz viszonyitva (HC: 41,1 +
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0,4 vs. HC+S: 39,5 + 0,3 ms) (32. abra, D). A 0,1 AF/F-nél kisebb amplitadojt és a 0,3 pm-

nél kisebb FWHM értékkel rendelkezd eseményeket nem vettiik bele az elemzésbe.

Osszességében a fluvastatinnal kezelt hypercholesterinaemids allatok mintdin mért sparkok
amplitidoja magasabb, térbeli kiterjedése szélesebb és az idObeli lefutdsa rovidebb volt a
hypercholesterinaemias allatokon detektalt kalcium-sparkokhoz viszonyitva. Azonban ha a
normal koleszterin-szinttel rendelkezd, statin-kezelt patkanyokhoz viszonyitottuk a HC+S
sparkok értékeit, akkor nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kalcium- sparkok

morfometriai paramétereiben.

Ezen eredmény birtokdban gy véljiik, hogy a fluvastatin kezelés visszaforditotta vagy

crer

(32. abra).

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk azt is, hogy a koenzim Q10 adagolasnak van-e hatasa a spontan
kalctum-felszabadulasi eseményekre a patkanyok izolalt FDB rostjain, és vajon a fluvastatin

altal okozott hatdsokat képes-e antagonizalni?

Eredményeink alapjan nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kalcium- sparkok
frekvenciajaban a kontroll diétaval taplalt és a Q10-el kezelt allatok kozott (K: 1,15 + 0,2
Hz/sarcomern= 11, vs. Q10: 1,19 + 0,21 Hz/sarcomer, n =11, p = 0,989) (34. 4bra).

Miutén azt tapasztaltuk, hogy a koenzim Q10 adagoldsnak onmagiban nem volt hatdsa a
kalcium- sparkok gyakorisagara, megvizsgaltuk, hogy képes-e ellenstlyozni, és ha igen,
milyen mértékben a fluvastatin-kezelés hatasara tapasztalt, a sparkok gyakorisdgaban észlelt

valtozasokat?

A kombindlt, Q10+S kezelésben részesiilé allatok izolalt FDB rostjain kevesebb kalcium-
sparkot detektalunk, mint a csak fluvastatinnal kezelt rostokon, tehat szignifikansan (p =
0,001) alacsonyabb spark-frekvencidt mértiink a S csoporthoz képest (S+Q10: 1,11 = 0,12
Hz/sarcomer, n =12, vs. S: 2,33 = 0,21 Hz/sarcomer, n = 15). (34. ébra)

Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a S+Q10 csoportban a sparkok frekvenciaja
(1,11 £ 0,12 Hz/sarcomer) a kontroll csoportnak megfeleld tartomanyba csokkent (1,15 + 0,2

Hz/sarcomer).
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34. abra: Kalcium- sparkok gyakorisaga Q10 diéta mellett. 4 kalcium- sparkok

gyvakorisaga izolalt FDB izomrostokon mért képek alapjan szamolva. *: p<0,05 vs. K, #:

p<0,05 vs. S.

Elemeztiikk a Q10 kezelés hatasat a sparkok morfometriai paramétereire is. Azt tapasztaltuk,
hogy az elemi események amplitudoja szignifikansan csokkent a Q10 kezelés hatdsara, a Q10

csoportban kontroll érték 90,8%-at mértiik (89,0-92,6%, p<0,001) (35. abra, A).

A sparkok egyéb paramétereiben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két kezelési
csoport kozott. A Q10 csoportban a rise time a kontroll 96,9% volt (95% CI: 93,6-100,2%, p
=0,1412) (35. abra, B). Az FWHM ¢értéke a kontroll diéta mellett mért érték 100,3 %-a volt
(95% CI: 96,4-104,2%, p = 0,3202) (35. abra, C). A sparkok atlagos iddtartama a kontroll
értek 100,3%-anak adodott méréseink soran (95% CI: 97,8-102,7%, p = 0,3049) (35. abra,
D).

Tehat Osszefoglalva azt tapasztaltuk, hogy a koenzim Q10 adagolas jelenléte befolyasolta a

spark-amplitadot.
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35. abra. Koenzim Q10 kezelés hatasa az elemi kalcium-felszabadulasi eseményekre.
Izolalt vazizom rostokon detektalt elemi események morfometriai paraméterei, kontroll diéta
mellett alkalmazott Q10 és statin+Q10 kezelés hatasa. Az értékeket atlagolas utan a kontroll
diéta eredményeire normalizaltuk (szaggatott vonallal jelolve). A: Amplitudo, B: TTP, C:
FWHM, és D: idotartam. *: p<0,05 vs. az adott diéta Q10 kezelés nélkiili parja.

Majd megvizsgaltuk a Q10 kezelés hatdsidt az elemi kalcium-felszabadulasi események
morfometriai paramétereire statinkezelés mellett is. A statin-kezelt allatok esetében a koenzim
Q10 ugyanolyan hatast valtott ki, mint a kontroll diéta mellett adagolva; nevezetesen az

amplitado kis mértékben csokkent, mig az Gsszes tobbi paraméter nem valtozott szignifikans
mértékben (35. abra).

Tehat O0sszességében azt tapasztaltuk, hogy a koenzim Q10 adagolasa kivédte a fluvastatin

spark-frekvenciara gyakorolt hatasat.
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V. Diszkusszio, kovetkeztetések

1. Allatmodell

Munkénk soran egy, a hypercholesterinaemia kezelésére hasznalt gyogyszer, a fluvastatin
vazizomzatra kifejtett hatdsait vizsgaltuk. A statin-asszocialt miopatia gyakoribb (a statin-
szedok 9-20%), mint amit a klinikai tanulményok kozolnek (1-5%), és gyakran a
gyogyszerszedés felfliggesztéséhez vezet (1 éves kezelés mellett 50%). Ezaltal ezek a betegek
elesnek a statinok koleszterin-csokkentd, tovabba kardiovaszkularis morbiditasra és
mortalitasra kifejtett jotékony hatdsatol (Buettner és mtsa 2008). Azon betegeknél is
ultrastukturalis vazizomkarosodast lehet kimutatni, akiknek nincsenek miopatias panaszaik

(Draeger ¢és mtsai 2006, Mohaupt és mtsai 2009)

Elsé Iépésben létrehoztunk egy olyan allatmodellt patkanyokon, ami megfeleléen magas
szérum koleszterin-szinttel rendelkezik ahhoz, hogy a humén viszonyokat j6 tudja modellezni.
Alapvetden a ragcesalok esetében nem konnyt feladat tartés hypercholesterinaemias allapotot

eléidézni; példaul az érelmeszesedés jellemzéen nem fordul eld koriikben.

Az irodalomban fellelhetd allatmodellekhez viszonyitva a mi modelliinkben elért koleszterin
szérumszintje jelentdsen magasabb, ami sokkal jobban tiikr6zi a human viszonyokat. Az
irodalomban talalt diétdk 1-4%-ban tartalmaztak koleszterint. Ilyen étrend hasznélataval kb.
két-6tszOrds koleszterin koncentracid-emelkedést tapasztaltak a szérumban. (Santillo és mtsai
1999, Lee és mtsai 2007, Lu és mtsai 2007, Adameova és mtsai 2007) Masok 6nmagaban a
pajzsmirigy-miikodés gatlasat alkalmaztdk. Azonban az ily mddon elért szérum koleszterin
koncentracido emelkedésének mértéke még alacsonyabb volt (maximum az adott éllatfaj

normal értékének kétszerese). (Santillo és mtsai 1999, Mochizuki és mtsai 1999,)

Mi a két modszer kombinacidjat alkalmaztuk, igy kb. nyolcszoros emelkedést tapasztaltunk a
kontrollhoz képest. Azonban ismert, hogy a pajzsmirigy-miikddés gatlasanak vazizom-
karositd hatasa lehet, ezért 1étrehoztunk a kezelésmentes kontroll mellett egy olyan kontroll
csoportot, amely allatok csak a pajzsmirigy-mikodést gatld tiouracylt kaptdk, és a
hyperkoleszterinaemias kezelési csoportokban ezt hasznaltuk kontrollnak, amiatt, hogy a
pajzsmirigy-funkcio gatlds vazizomra kifejtett hatasat meg tudjuk kiilonboztetni az altalunk

vizsgalt anyagok hatdsatol. Eredményeink aldtdmasztjak, hogy az altalunk észlelt vazizom-
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karosodas a fluvastatinnak kdszonhetd és nem hozhatéd 0sszefiiggésbe az allatok hypothyreoid

statuszaval.
2. Myopathia

A statin indukalta miopatia magyarazatara az irodalomban szamos tedria latott napviladgot (pl.
Sirvent és mtsai 2008), amik az altalunk tapasztaltakat is magyardzhatjdk: nevezetesen a

2+]i

megvaltozott nyugalmi [Ca™"];-t, a csokkent izomer6t és a gatolt myotubulus fejlédést.

A fluvastatin adagoldasa mellett a vazizom-karosodas mértékét kivantuk felmérni. A
kisérleteink soran a vazizomrostok atmérdjének ¢és izomerejének csokkenése alapjan
kimondhatjuk, hogy az altalunk alkalmazott fluvastatin kezelés miopatidt okozott. A
statinkezelt hypercholesterinaemids allatok vazizomrostjainak magasabb volt a nyugalmi
[Ca’']i-ja, ami szintén aldtdmasztja a vazizom-karosodds jelenlétét. Emellett a specialis

izomkarosodas marker, a CK emelkedett értéke is megerdsiti a miopatia fennallasat.

Ha a kiilonboz6 statin asszocialt myopathia klasszifikaciokat hasznélva értékeljiik az altalunk

kapott eredményeket, azonos kovetkeztetésre juthatunk.

A Statin Muscle Safety Task Force besorolasa alapjan kimondhatjuk a miopatia jelenlétét az
igazolt izomgyengeség miatt, melyet enyhe foku izomnekrozis kisér a mérsékelt CK

emelkedés miatt.

Az Eurdpai Atherosclerosis Tarsasag kritériumai alapjan SAMS + minor CK emelkedés
kategoriaba sorolhaté az eredményiink, melynek okaként a szoba jovo lehetdségek kozil a
statin kezelés mellékhatasa igazolhatd, mint egyediili eltérés a tobbi kezelési csoporthoz

viszonyitva.

fgy tehat mindkét besorolas szerint igazolodott a statin asszocialt miopétia jelenléte, és a

vazizom kérosodas funkcionalisan és biomarker szinten is megerdsitésre kertilt.

Masrészrol primer tenyésztés sordn a tapkozeghez adagolt fluvastatin csokkentette a

crer

kovetkeztetiink, hogy mivel a fentiek alapjan bizonyitottan kialakult vazizom-karosodas,

ebbdl fiziologidsan az kdvetkezne, hogy valaszként beindulnak a regeneracids folyamatok.
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A felnéttkori vazizom-regeneracid a rostok lamina basalisa alatt elhelyezkedd prekurzor
sejtekbdl indul. Az MDSC-k kétféle modon is részt vehetnek a regeneracioban: egyrészt
kozvetleniil beléphetnek a vazizom-differencidcid tUtvonalba, masrészt szatellita-sejtek
képzése révén. Izomkarosodas esetén ezek a nyugvod sejtek aktivalédnak és vazizomrosttd

differencialodnak, és at tudjak venni a kdrosodott rostok funkciojat.

A Kkisérletiink sordn azt tapasztaltuk, hogy a fluvastatin adagolas hatisara éppen ezek a
regeneracidohoz sziikséges, esszencidlis folyamatok blokkolédnak. A gatlds mind a kezdeti
Iépésben, a sejtproliferacié akaddlyozasa révén, mind az utvonal késObbi elemeiben, a

differenciacioban tapasztalt elmaradas révén érvényesiil.

gy a sejttenyészetben kapott eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a regenerécio
lehetdsége elvész a karosodott izmok szamara statin kezelésben. (Mauro 1961, Seale és mtsai

2000, Qu-Petersen és mtsai 2002, Buckingham és mtsai 2003)

Ennek hatterében feltehetéleg nem a sejtmembran koleszterin-tartalménak csokkenése all,
mivel ismert, hogy akut koleszterin-deplécié hatdsara (MBCD segitségével) a primer
tenyésztett csirke-vazizomsejtek proliferacidja fokozoédik: mononukleéris, dezmin-pozitiv
sejtek szdma, €s a sejtek dezmin-expressziodja is kifejezettebb. A MBCD hatasara fokozodik a

p53 epresszid, €s a MyoD1 expresszio is. (Portilho és mtsai, 2012)

A kalcium-homeosztazis valtozéasait korabban is Osszefiiggésbe hoztak a statin-indukalta
miopatiaval (Sacher és mtsai 2005). A T-tubulus rendszer strukturdlis gyengeségét is leirak
statin-kezelésben részesiild betegek esetében (Draeger és mtsai 2006), nevezetesen, hogy a T-
tubulusok a koleszetrin-deplécid hatasara sokkal sériilékenyebbek, mint a sarcolemma vagy az
SR egyéb részei. Ismert tovabba, hogy akut fluvastatin kezelés befolyasolja a kalcium-spark
aktivitast vazizomrostokon (Sirvent és mtsai 2005). Statin-asszocialt miopatidban szenvedd
2010). A RyR 3-as izoformaja érzékenyebb a kalcium altali aktivaciora, igy a harantcsikolt
izomban torténd overexpresszidja emelkedett nyugalmi intracellularis  kalcium-

koncentracidhoz vezet (Legrand és mtsai 2008).

A fentiekkel egybehangzdé moédon a mi vizsgalataink soran is hatarozottan emelkedett

nyugalmi, [Ca®"]i-t detektaltunk a tartdsan fluvastatinnal kezelt 4llatok vazizomrostjaiban. Ez
az eredmény vazizom-karosodas jelenlétére utal, ahogyan azt a statin-kezelt allatok

emelkedett szérum CK értéke alapjan vartuk. Fluvastatin adagolas mellett a maximalisan
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elérhetd izomerd jelentdsen csokkent mind a lasst, mind a gyors izmokon; mind a twitch,
mind a tetanusz esetén. Meg kell azonban jegyezniink, hogy emellett a fluvastatin kezelés
hatasara a vazizomrostok, és Osszességében az izom atmérdjének csokkenését tapasztaltuk.
Az atmérdkre torténd normalizalast kovetéen nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget a statin-
kezelt és a kontroll allatok izomereje kozott. Ez azt sugallja, hogy a statin kezelés nem azt
befolyasolja, hogy az aktivaci6 hatdsara milyen mdédon alakulnak ki a keresztkotések, hanem
elsddlegesen az izomszdvet-vesztés allhat a csdkkent izomerd hétterében. Azonban a csdkkent
kontrakcios eré mellett a kontrakcidok idébeni lefutdsa is megvaltozott a tartds fluvastatin-
kezelés hatasara, elssorban a lassu, Sol izmok esetében. A jelentdsen rovidebb kontrakcios

1d6 az izom-aktivacios folyamatban torténd valtozasra utal.
3. Elemi események

Kimutattuk, hogy a hypercholesterinaemias patkanyok esetében a magas szérum koleszterin
koncentracié nem befolyasolta a spontan kalcium-felszabadulési események frekvenciajat, de
az egyes sparkok kisebbek és lassabbak lettek. Az emelkedett szérum koleszterin
koncentracié a sejtmembranokban is emeli a koleszterin-tartalmat (Somodi és mtsai 2013).
Egy korabbi, mesterségesen koleszterin-szegény membranti sziv- €és simaizom sejteken
végzett tanulmany kimutatta (Léhn és mtsai 2000), hogy a membran koleszterin tartalma
befolyasolja a kalcium- sparkok paramétereit. Ez alapjan ugy véljiik, hogy a mi kisérleteink
soran észlelt spark-jellemzok valtozasa leginkabb a membran megvaltozott fluiditasaval all
Osszefiiggésben, ami a patkanyok koleszterin-dus taplaladsa miatt emelkedett szérum
koleszterin kovetkezménye. Meg kell jegyezniink azonban, hogy kisérleteink soran az izolalt
vazizom-rostok sejtfelszini membranjat permeabilizaltuk egy rdvid saponinos kezelés
segitségével. A saponin a lipid kettds rétegek koleszterin tartalméaval 1ép interakcidba
(Bangham és mtsai 1962), és gy permeabilizalja a membrant, ezért elképzelhetd, hogy a
saponin hatdsa kiss¢ mas volt az eltér6 szérum koleszterin-szinttel rendelkezd allatok
esetében, mivel a hypercholesterinaemias patkanyok sejtfelszini membranjaban emelkedhetett
a koleszterin tartalom. Bar ugy véljiik, hogy ez a lehetséges kiilonbség elhanyagolhato
hatassal birhatott az eredményeinkre, a kovetkeztetéseink soran mégis figyelembe vessziik ezt
a lehetdséget is. Mivel eredményeink egybevagnak a fent idézett sziv- és simaizom adatokkal,
ez megerdsiti azt a nézetiinket, hogy dnmagéaban a saponin kezelésnek elhanyagolhat6 hatdsa

volt a kalcium sparkok egyedi paramétereire.
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A fluvastatin kezelés emelte a spontan kalcium sparkok frekvencidjat, ezt a hatast
kovetkezetesen ki tudtuk mutatni mind a normal szérum koleszterin szinttel rendelkezd, mind
a hypercholesterinaemids patkanyok vazizmain. A fluvastatin kezelés azonban nem valtoztatta
meg a sparkok egyedi karakterisztikdjat, kivéve az idobeli hosszukban bekovetkezd kis
eltérést. A statin-asszocidlt miopatia kialakulasdnak hatterében az intracellularis kalcium
jelatvitel érintettségét régota feltételezik. Kimutattdk, hogy a simvastatin intracelluldris
kalcium-tranzienseket triggerel egészséges human vazizom-sejteken (Sacher és mtsai 2005),
tovabba, hogy fokozza az SR-bdl torténd kalcium-szivargast (leaking) egészséges és RyR
mutans egerek izolalt vazizmain (Knoblauch és mtsai 2013). A Simvastatin akut, in vitro
alkalmazdsa sordn a kalcium homeosztazis zavarat irtdk le, és megndvekedett a sparkok
amplitiddja mind egészséges human, mind patkany izmokon (Sacher és mtsai 2005, Sirvent
és mtsai 2005). A mi kisérleteink soran azonban a hosszu tava fluvastatin alkalmazasa nem
befolyasolta szignifikdns mértékben a sparkok amplituddjat. Az eltérést jol magyardzhatja a
gyogyszer eltérd adagoldsi moddja (akut, in vitro alkalmazads vs. 4 hétig tartd in vivo
alkalmazés). Lehetséges, hogy a statinok spark-amplitddéra kifejtett hatdsa fiigg a kezelés
hosszatdl €s intenzitasatol, ez mégsem magyarazza egyértelmiien, hogy miért névekedett meg
a spark frekvencia a fluvastatin kezelt csoportunkban. Ugy véljiik, hogy a fajok kozotti
kiilonbség allhat a jelenség hatterében, mivel a mi eredményeinkkel Osszhangban 1évo
eredményeket publikalt nemrég egy munkacsoport (Lotteau és mtsai 2015), akik hasonlo
patkany modellt hasznaltak: statin kezelés hatdsara emelkedett a sparkok frekvencidja é€s
idébeli hossza; mig miopatids panaszokkal rendelkezd statin-kezelt betegeknél csokkent
kalcium-spark frekvenciat talaltak (Sirvent és mtsai 2012). Erdekes, hogy a panaszmentes
statin-szedd betegek esetén nem taldltak valtozast a sparkok frekvencidjadban; ez alapjan
feltételezhetd, hogy a kalcium-homeosztazisnak szerepe van a statin-indukalt miopatia
kialakulasaban. Fontos megjegyeznlink, hogy az emelkedett spark-frekvenciat minden
kezelési csoport-parban (ahol egyediil a fluvastatin adagolas jelentett kiilonbséget a diétak
kozott) észleltiik kisérleteink soran (kivéve a QlO-tartalmt diétds parokat, 1d. késobb).
Ennélfogva a mi vizsgalati modelliinkben ezt az eredményt tekintjiik a legspecifikusabb {6

valtozasnak, amit a fluvastatin adagoldsa okozott.

Az altalunk hasznalt allatmodellben a fluvastatin kezelés a hypercholesterinaemias patkanyok

crer

HC ¢és a HC+S csoportok kozott mért kiilonbség az egyes sparkok paramétereiben (amplitado,

id6tartam, stb.) nem a fluvastatin direkt hatdsa, inkdbb a koleszterin szint csokkenés
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eredményének a hatasa lehet, mivel a HC+S sparkok a kontroll koriilmények kézott mért

sparkokhoz hasonloak.

A koenzim Q10 kiegészité adagolasa soran legfontosabb hatasként azt tapasztaltuk, hogy a
fluvastatin kezelt patkanyok vazizmain szignifikansan csokkent a spontan kalcium-
felszabadulasi események frekvencidja. Tehat a Q10 adagolasa kivédte a fluvastatin spark-
frekvencia fokozo hatasat, azonban az egy elemi esemény soran felszabaduld kalcium
mennyiségére nem volt hatdssal. Feltételezve, hogy a kalcium homeosztazis valtozasa, vagy
pontosabban a kalcium- sparkok frekvencidjanak valtozasa Osszefiiggésbe hozhato a statin-
indukalta miopatia kialakuldsaval, eredményeink azt tdmasztjak ala, hogy a koenzim Q10
kiegészitd adagolasa csokkentheti a patologias izom-elvéltozasok kialakulasanak esélyét a
statint (elsésorban fluvastatint) szedd betegek korében, azéltal, hogy kivédi vagy megeldzi a
koleszterin-csokkentd gyodgyszer altal okozott valtozasokat. Bar a Q10 adagolas klinikai
hatékonysagardl ellentmond6 eredmények sziilettek a stain-indukalta miopatia esetében,
(Littlefield és mtsai 2014, Skarlovnik és mtsai 2014), eredményeink arra utalhatnak, hogy a

Q10 védd hatast fejthet ki a statin-indukalta vazizom-panaszok megel6zésében.

Mivel kimutattak, hogy permeabilizalt vazizom-rostokon a reaktiv oxigén-gyokok (ROS)
2005), és ismert, hogy a koenzim Q10 kiegészités csokkenti a ROS szintet patkany vazizmon
(Kon és mtsai 2007), eredményeink alapjan ugy véljikk, hogy a ROS-nak is szerepe van a
statin-indukalta miopatia kialakuldsaban. Azonban eredményeink alapjan nem észleltiink a a
Q10 adagolasnak makroszkoposan kimutathaté izommiikodésbeli hatasat sem a kontroll, sem

a HC vagy HC+S diétak mellett sem.

Osszegezve azt tapasztaltuk, hogy a fluvastatin koleszterin-szinttél fiiggetlen médon
konzisztensen és specifikusan novelte a kalcium-spark frekvenciat a vazizom-sejteken, €és ezt
a hatast a diétaban 1évé koenzim Q10 ki tudta védeni. Ezen eredmények is megerdsitik a
kalcium-jelatvitel szerepét a statin-indukalta miopatia kialakulasaban, emellett magyarazattal
szolgalhatnak, hogy a Q10 statinnal torténd egyiittes alkalmazéasa hogyan képes csokkenteni a

miopatiat a panaszos statin-szedo betegek korében.
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Osszefoglalas

A statinok a cardiovascularis prevencio hatékony gyogyszerei. A statin-asszocialt miopatia
patomechanizmusa a mai napig sem tisztazott, amihez a megfeleld allatmodell hidnya is

hozzéjarulhat. Felvetdédik a kalcium-homeosztazis valtozasainak ¢€s a koenzim Q10 (Q10)

crer

Munkénk soran kidolgoztunk egy hyperkoleszterinaemias (HC) allatmodellt, amivel
tanulmanyozhaté a fluvastatin vazizmokra kifejtett hatasa. Kisérleteink soran tartdsan
fluvastatinnal és/vagy QI10-el kezeltiink patkdnyokat, és az izomerdben ¢és a kalcium-

homeosztazisban bekdvetkezd valtozasokat vizsgaltuk.

A HC allatok szérum-koleszterin koncentracidja tobb, mint hétszeresére emelkedett a
kontrollhoz képest (1.5 = 0.1 vs. 10.7 + 2.0 mmol/l; n = 15 és 16), és az LDL/HDL arany is
megndtt (0.29 £ 0.02 vs. 1.56 = 0.17). Ezen valtozasokat a statin kezelés visszaforditotta, és
egyrészt megemelkedett a szérumban a kreatin-kindz (CK) értéke, ami vazizom-kéarosodas
jelenlétére utal, masrészt az allatok m. extensor digitorum Ilongus (EDL) rostjainak
keresztmetszeti teriilete szignifikdnsan csokkent. A tenyészett myotubulusok proliferacios
ratdja és fuzios képessége is csokkent a statin kezelés hatdsara, és a szatellita sejtek és
myotubulusok nyugalmi intracellularis kalcium koncentracidja is csokkent. Azonban a
kezelés (116 =4 nM vs. 151 = 5 nM; n = 33 ¢és 34), és mind az EDL, mind a m. soleus (Sol)
izomereje csokkent (twitch és tetanusz egyarant). Emellett a Sol izmon a twitch és tetanusz
idoébeli hossza is rovidiilt. A HC nem befolyasolta, azonban a fluvastatin kezelés emelte a
kalctum-spark-frekvenciat. A Q10 kivédte a fluvastatin ezen hatasat, azonban alapvetden nem
befolyasolta az egy esemény alatt felszabadult kalcium mennyiségét. Osszességében azt
tapasztaltuk, hogy a fluvastatin a vér koleszterin koncentracidjatol filiggetleniil,
kovetkezetesen €s specifikusan ndvelte a vazizomsejtek kalcium-spark frekvenciajat, és ezt a

hatast meggatolta a Q10 adagolas.

Eredményeink egyértelmiien igazoljak a statin kezelés hatdsara kialakuld miopatia jelenlétét,
csokkent izomerdvel és emelkedett szérum CK értékkel. Emellett alatdmasztjak a kalcium-
homeosztazis szerepét a statin-asszocialt miopatia kialakulasaban, és a Q10 izompanaszokkal

szembeni protektiv hatdsaban.
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Summary

Statins are effective drugs in cardiovascular disease prevention. Although the
pathomechanism of statin-induced myopathy is not completely understood, changes in
calcium homeostasis and reduced coenzyme Q10 levels are hypothesized to play important
roles. However, the lack of an animal model is one of the important drawbacks in studying

statin associated myopathy.

In order to study the effects of fluvastatin on skeletal muscle, an animal model with high
blood cholesterol level (HC) was developed by our research group. In our experiments,
fluvastatin and/or coenzyme Q10 (Q10) was administered chronically to rats, and the

modifications of the calcium homeostasis and the strength of their muscles were investigated.

In HC animals cholesterol levels rose more than seven fold (from 1.5 + 0.1 to 10.7 + 2.0
mmol/l; n = 15 and 16) with a dramatic increase in low density lipoprotein/ high density
lipoprotein ratio (from 0.29 £+ 0.02 to 1.56 £+ 0.17). While the latter was reversed by statin
treatment, an elevation in blood creatine kinase level indicated the presence of muscle
wasting, fibers from m. extensor digitorum longus (EDL) also showed significant reduction in
cross sectional area. Statin treatment also decreased the proliferation and fusion of skeletal
myotubes in culture, and resting intracellular calcium concentration ([Ca®"]i) was reduced in
satellite cells and myotubes. In adult skeletal muscle fibers statin treatment increased resting
[Ca?']i (116 = 4 nM vs. 151 £ 5 nM; n = 33 and 34) and decreased both twitch and tetanic
force both in EDL and m. soleus (Sol). In addition, in Sol the duration of twitch and tetanic
force was shortened. HC did not change, but Fluvastatin increased the spark frequency. Q10
supplementation prevented the spark frequency increasing effect of fluvastatin without having

a major effect on the amount of calcium released during individual sparks.

In conclusion, we have found that fluvastatin, independently of the cholesterol level in the
blood, consistently and specifically increased the frequency of calcium sparks in skeletal
muscle cells, an effect which could be prevented by the addition of coenzyme Q to the diet.
These results clearly indicate that statin administration in these animals results in a myopathy
characterized by decreased muscle force and elevated plasma CK level. Our results also
support theories favouring the role of calcium handling in the pathophysiology of statin-

induced myopathy and the protective effect of coenzyme Q in statin treated patients.
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