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Bevezetés, elozmények

A hyperchoelszterinaemia €s az érelmeszesedés vezeti a vilag haladlozasi staisztikajat.
A hypercholesterinaemia kezelésére statint szed6k szama jelentds és egyre no.
Azonban a kezelt populacid nagy hanyada nem tudja toleralni a gydgyszer szedését a
vazizmot érintd mellékhatas miatt, igy elesik a gydgyszer sziv- érrendszeri haldlozas
rizikojat csokkentd protektiv hatdsatol. A statin-szedés mellett jelentkezd
izomfajdalmak vagy gyengeség kialakuldsanak pontos oka kutatasok targyat képezi
vilagszerte, de egyeldre nem tisztazott.

1. A vazizom

A vazizom 0OsszehUzddasra specializalodott szovet, mely a hely- ¢és
helyzetvaltoztatasban jatszik elsdsorban szerepet. Az Osszehizodas soran kémiai
energiat (ATP, glikogén, gliik6z) mechanikai energidva alakit at. Myogenezis soran az
orsd alakti myoblastok fuzionalnak és tobb tucat sejtmaggal rendelkezé izomrost
(myotubulus) alakul ki, a myofibrillumok sarcomerakba rendezddése adja a
harantcsikolatot. Az idegsejtekbdl az akcidés potencial a sarcolemman és a T-
tubulusokon keresztiil terjed az izomrost belsejébe. A sarcoplasmaticus reticulum (SR)
termindlis ciszternai a T tubulus két oldaldn, szoros fizikai kozelségben helyezkednek
el: itt, a triadban talalhatoak a dihidropiridin-receptorok (DHPR) és a rianodin
receptorok (RyR). Minden masodik RyR szoros kapcsoltban all egy DHPR-tetraddal.
A tridd két oldalan elkiilonitve milkodik egy-egy kalcium-felszabaditdo egység
(Calcium Realease Unit, CRU). Feladata az elektromos ingeriilet mechanikai valassza
torténd alakitdsa. A sarcolemma tartés repolarizacidja a kalcium-felszabadulas
kaszkadjat megallitja, és az intracellularis (ic.) Ca** visszavételez6dik a raktarba.

A rianodin receptor egy kb. 2MDa molekulatomegii fehérje, homotetramer szerkezeti.
A RyR alacsony szelektivitasi kation csatorna, nagy konduktancidval. Vazizomban
els6dlegesen ligand vezérelt Ca®* csatornaként funkcional, feladata nagy mennyiségli
Ca?* gyors mobilizalasa az SR-b8l. A RyR csatorna-funkcidjat fiziologidsan
alapvetden maga a kalcium szabalyozza: intracellularisan nM-os koncentracid
aktivalja, uM-os koncentracid gatolja a RyR nyitasat. Emellett az SR luminalis Ca?*
koncentracidja is szabalyozo szereppel bir: a magas SR Ca®"-koncentracio fokozza a
RyR nyitvatartasi valoszinliségét.

2. Az elemi kalcium-felszabadulasi események

Az elemi Ca*' felszabadulasi esemény (ECRE, Elementary Calcium Release Event)
jelenleg kisebb egységekre nem bonthatd, lokalis intracellularis Ca**-koncentracio-
emelkedés: egy rianodin receptor-cluster megnyildsanak eredményeként felszabadulo
Ca?"-mennyiség. Az elemi események legalapvetdbb formaja a kalcium-spark. Ugy
tartjuk, hogy a spark az excitacios-kontrakcids kapcsolat fontos, a folyamatot inicialo
eleme. A spark altal reprezentalt lokalis Ca®" -koncentracié emelkedés fuzidja és



generalizacioja kovetkeztében jon létre a globalis ic. Ca*'-tranziens, ami a sejtek
extracellularis stimulusra adott intracelluléris valaszanak egyik k6zos jelatviteli utja. A
spark megjelenési formaja a kapcsolt RyR-k kapuzasi mechanizmusat koveti, ezért a
CRU-k miikodésérdl szolgaltat informaciot: tobbek kozott a kapuzédsarol és a
fiziologias kalcium-fluxusrol.

3. A koleszterin

A koleszterin az emlds sejtmembran fontos alkotoeleme, a membran-fluiditas ¢€s
permeabilitds modulatora. Az abnormalis koleszterin-szint olyan, rendszer-szintli
betegségek kialakulasdhoz vezethet, mint az érelmeszesedés. Az érelmeszesedés
patomechanizmusaban alapvetd szerepe van a keringé LDL és HDL koleszterinnek. A
koleszterin a citoplazma endoplazmatikus retikulumdban szintetizalédik acetil-
koenzim A-bol. A sebességmeghatarozd enzim a HMG-CoA-reduktaz, ami a HMG-
CoA-mevalonat atalakulast katalizdlja. A HMG-CoA reduktiz fiziologids
szabalyozasaban a képz0dott koleszterinnek van a legfontosabb szerepe: gatolja az
enzim aktivitasat €és szintézisét. A HMG-CoA reduktdz enzim kompetitiv gatlasaval
csOkkentik a koleszterin-szintet a statinok. A vézizomban a T-tubulus rendszer
koleszterin koncentracidja magasabb, mint a plazma-membréan felszini részének, a
teljes membran koleszterin-tartalom 80%-a itt talalhat6. A T-tubulus membran
koleszterin tartalma modositja az elektromechanikai kapcsolat kialakitdsaban részt
vevo fehérjék funkcidjat (DHPR).

4. A statinok

1994-ben jelent meg a Scandinavian Simvastatin Survival Study, amelyben a kutatok
4444 hypercholesterinaemias szivbeteget vizsgaltak. 5 éves kovetés soran a
simvastatint szed0k szérum koleszterin-szintje 35%-al csokkent, és a szivinfarktusbol
eredd halalozas esélye 42%-al!

A statinok Osszefoglald név alatt értjiik a HMG-CoA reduktdz gatlok csaladjat. A
statinok gatoljak az érelmeszesedés kialakulasat, €s ezért csak részben felelds a szérum
koleszterin-szint csokkentés: pleiotrop hatasuk van. A kardiovaszkularis mortalitas
csokkenésében szerepet jatszik az atherosclerotikus plakkok stabilizacioja €s az
endothel funkci6 javitasa, melynek hatterében a gatolt izoprenoid termelddés (FPP és
GGPP), a prenilalt fehérjék mennyiségének csokkenése allhat. A  statinok
immunmodulans hatasa is ismert, és szintén a kis GTP-azokhoz kothet6, a MHC-1I-n
keresztiil. A fluvastatinnak daganat-ellenes hatdsa is van: pl. hepatocellularis
carcinomaban gatolja a sejtosztodast, apoptozist indukal.

A statin-terapia mellékhatasaként leggyakrabban a kiilonféle izom-problémak
fordulnak el6 (1-10%), ami sokszor a kezelés felfiiggesztéséhez vezet. A statin-
indukalta 1izompanaszok megjelenése dozisfliggd és csoport-hatas. Jellemz0 tiinetei:
szimmetrikus, proximalis, és dontden nagy izmokat érintd valtozatos tlinetek (myalgia,
miopatia, myositis vagy myonecrosis) emelkedett kreatin-kindz (CK) értékkel. A



rhabdomyolizis a statin-kezelés legsulyosabb ¢és legrettegettebb mellékhatasa,
potencialisan életveszélyes.

A statin-indukélta myopatia pontos patomechanizmusa nem tisztizott. Osszességében
a statinok koleszterin-csokkentd hatasa karosodott membran-integritashoz vezethet,
koenzim Q10 (Q10) koncentraciot csokkentd hatdsa miatt a mitokondriumokban az
oxidativ foszforilacio gatlodik, igy csokkenhet a sejtek energia-termelése, €s a prenilalt
fehérjek szamanak csokkentésén keresztiil apoptdzis indukcid kovetkezhet be. Ezen
folyamatok mindegyikében dontd részben involvalt a kalcium-jelatvitel.

5. Koenzim Q10:

A Q10 egy zsirban old6d6d vitamin, ami majdnem minden eukariota sejtben
megtaladlhatd, dontéen a mitokondriumban fordul eld. Az elektron transzport lanc
részeként az aerob sejtlégzés fontos eleme, az ATP-termelés alapja. A keringé Q10
gatolja az oxidalt LDL képzddést, igy véd az érelmeszesedés kialakulasa ellen. Mivel
az izoprén vaz létrehozésa a koleszterin képzéssel kozos utvonalon zajlik, a statinok
csokkentik a Q10 szérum-koncentraciot (akar 40%-al). Ezért felvetddott oki szerepe a
statin-kezelés mellékhatasaként jelentkezd izom-panaszok hatterében. Statin kezelés
mellett csokken a Q10 szérumban mért koncentracioja.

Célkitiizések

PhD munkam sordn célom volt a statin-kezelés vazizom-karositd6 hatdsanak
modellezése, mechanizmusanak vizsgalata. Statint alapvetden hypercholesterinaemias
betegek szednek, ezért célunk volt egy olyan allatmodell kidolgozédsa, amely
biztonsagosan reprodukalja ezt a human Aallapotot. Ezt kovetden mind kontroll
koriilmények kozott, mind hypercholesterinaemia mellett terveztiik vizsgalni a statin-
kezelés vazizmot érintd hatadsat. A miopdatia jelenlétét funkcionalis vizsgalatokkal,
1izomerd-mérésekkel kivantuk bizonyitani, €s fennallasa esetén jellemezni. A kalcium
az ic. jelatviteli Utvonalak mellett a vazizom elektro-mechanikai kapcsolataban is
alapvetd szerepet jatszik. Az izomroston beliili ic. kalciumion-koncentraci6 ([Ca*'];)
valtozasait raciometrikus fluoreszcens festék segitségével terveztiik kimutatni, €s elemi
kalciumfelszabadulasi események elemzésével terveztiik vizsgalni statin jelenlétében.
Szerettilk volna megvizsgalni, hogy a Q10 véd-e a statin-kezelés vazizmot érintd
melléhatasai ellen? Vajon a Q10 koncentracio csokkenése szerepet jatszik-e a miopatia
kialakulasaban? Ezért a kisérleteinket, mind a funkcionalis méréseket, mind az elemi
események vizsgalatat, Q10 jelenlétében is elvégeztiik.

Hipotézisiink az volt, hogy a statinkezelés megvaltoztatja az intracellularis kalcium-
szignalizacios tUtvonal jelatvitelét. Emellett feltételeztiik, hogy a Q10 képes
ellensulyozni a statin altal kivaltott valtozasokat.



Anyagok és modszerek
1. Allatmodell

Kisérleteink soran a statinok csalddjabol a fluvastatint alkalmaztuk. Hatdserdssége

kozepes, szervezeten beliili tovabbi metabolizacido nem sziikséges az aktiv molekula
kialakulaséhoz.

Kisérleteinket felndtt ndstény Fisher patkdnyokon végeztiik. Az allatokat kiilonb6zd
diétak segitségével kezeltiik, melyek alapja a standard ragcsalotap volt. A kisérletiink
soran az allatok az ételhez és vizhez ad libitum hozzaféréssel rendelkeztek. A kezelés
hossza minimum 21 nap volt. A kontroll (K) allatok standard ragcséalotapot kaptak. A
fluvastatin-tartalmu (S) diétat és a koenzim-Q10 (Q10) kiegészitést specidlis,
hypercholesterinaemiat (HC) indukal6 koriilmények kozott is alkalmaztuk. A HC diéta
alapvetden magas koleszterin bevitelen alapult, azonban egyéb anyagokkal is ki kellett
egésziteni, pl. felszivodast segitd kolsavval és tiouracyllal, ami pajzsmirigy-gatlo
hatassal rendelkezik. A szer vazizmot érintd potencialis mellékhatdsa miatt a HC diétak
esetében kontroll csoportként minden esetben csak tiouracyllal kezelt (TU) csoportot
hasznéltunk az eredményeink Osszehasonlitaskor. A fluvastatin kezelések soran az
altalunk hasznilt gyogyszer-dozis (6,4 mg/kg/nap) a human maximalis dozis kb.
Otszorosének felel meg, a koenzim Q10 dézisat (10 mg/kg/nap) szintén Ggy hataroztuk
meg, hogy a human dozist meghaladja.

2. Primer vazizom sejt-kultira

A primer vazizom tenyészet létrehozasa céljabol 3-7 napos Wistar patkényokat
aldoztunk fel. A hatsé végtagbol a m. quadriceps femoris, a m. soleus, ¢s a m.
gastrocnaemius keriilt eltavolitasra. Mechanikai dissectiot kdvetdéen enzimatikus
emésztést végeztiink, majd FBS-tartalmtt HAM F12 taptalajra szélesztettiik a sejteket
a sejt-proliferacio eldsegitése céljabol. A sejtkultirat termosztatban inkubaltuk 24 6ran
keresztiil. A primer sejtkultirakon random mddon két kezelési csoportot hozunk létre.
A kontroll sejteket 16szérumot tartalmazé6 DMEM differencialé tapoldatba helyeztiik.
A statin-kezelt csoport esetén a differencidldo médiumhoz 10 nM fluvastatint is adtunk.
A tenyésztést még tovabbi 48 6ran keresztiil folytattuk.

3. Sejtproliferacié és -differencidcio vizsgalata

A primer vazizom tenyészeteken a szélesztést kovetd 24 (kontroll), 48 €s 72 ora
elteltével fényképeket rogzitettiink egy inverz fénymikroszképon. A képeken
manualisan megjeloltiik a myogen magokat, azonositottuk a tobbmagvu sejteket. A
tenyésztési 1d6 fliiggvényében meghatdroztuk a myogen magok abszolut szamanak
alakuladsat. Elemzésre keriilt az egy izomsejten beliili atlagos magszam ¢és a fzids
index (a tobbmagvu sejtekben 1évé myogen magok szamat viszonyitja az egymagvu
sejtekéhez), az izomsejtek differencidltsdganak megitélésére szolgalt. A tobbmagva
sejtek aranyat is megvizsgaltuk a mononuclearis sejtekhez viszonyitva.



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

A kezelt, feln6tt Fisher patkanyok pentobarbital anesztézidban részesiiltek (27 mg/kg).
Az aorta abdominalis kaniildldsaval vérmintat gyiijtottiink. A Debreceni Egyetem
Klinikai K6zpont Laboratoriumi Medicina Intézetében standardizalt mddszerekkel,
automata berendezések segitségével hatdroztuk meg a szérumban mérhetd 6ssz-, LDL-
, HDL koleszterin ¢és triglicerid koncentraciot és a CK értékét.

5. Patologiai, szovettani vizsgalatok

Sectio soran eltavolitasra keriilt a sziv, a maj, a vese €s a hatsé végtagbol a m. extensor
digitorum longus (EDL) és a m. soleus (Sol), rogzitésre keriilt a szervek tomege. A
szovettani feldolgozas soran formalin pufferrel fixaltuk a mintat, az automata, parafin
viaszos bedgyazast kovetden mikrotommal szeleteket készitettlink, targylemezre vald
rogzitést kovetden hematoxilin-eozinnal festettiink. Az izom-metszeteken a miopatia
jeleit kerestiik, és meghataroztuk az izomrostok atmérdit. A vesékben vese-
elégtelenségre utald jeleket, mig a majban a magas koleszterin-szint kvetkezményét,
pl. a zsiros degeneracido megjelenését kerestiik. A munka soran a Kenézy Korhaz
Patholdgia Osztalya segitett mliszerparkjaval és szakértelmével.

6. Az izmok kontrakcids erejének vizsgalata

A kontrakcids eré mérését a patkanyok gyors tipusu, EDL és lassu, Sol izmain egyarant
elvégeztiikk. Az izmokat Krebs oldattal perfundalt kisérleti kamraba helyeztiik, egyik
végiiket fixen rogzitettik, a masik véget egy kapacitiv mechanoelektromos
transzducerhez kapcsoltuk, elektromos ingerelést két platina elektroddal végeztiik. Az
1izmok passziv fesziilését transzducer segitségével addig noveltiik, amig maximalis
izomerd-valaszt kaptunk. Az egyedi rdngdsokat (twitch) rovid supramaximalis
ingerléssel valtottuk ki. Tetanust EDL izmok esetében 200 Hz frekvencidval 200 ms
hosszl elektromos impulzus-sorozattal indukaltunk, Sol izmok esetében 100 Hz
frekvenciaval ingereltiink 300 ms id6tartamig. A twitch €s a tetanusz idGtartamat
hataroztuk meg. A Time To Peak (TTP) értékét a tranziens kezdetétdl a maximalis
amplitudé eléréséhez sziikséges iddtartamban definidltuk. Az izmok faradasanak
mérésekor 150 tetanuszt generaltunk egymas utan, 2 s-os iddeltérésekkel. Az utolso
tetanusz amplitidojat az adott sorozatban 1évd elsd tetanusz amplitidojara
normalizaltuk. Ismert, hogy kiilonbség van a lassu €s 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.

7. Izolalt vazizomrostok preparaldsa

A kiilonbozd diétaval kezelt Fisher patkdnyokbol a nyugalmi [Ca®']; -mérésekhez a
mellsé végtagi m. extensor digitorum communis-t (EDC) preparaltuk ki, az elemi
események méréséhez az m. flexor digitorum brevis-t (FDB). Az izmokat FCS tartalmu



DMEM oldatban enzimatikus emésztésnek tettiik ki (1-es tipusti kollagenaz). Ca**-
mentes FCS tartalmi Krebs oldattal mosast alkalmaztunk, majd &évatos triturdldst
végeztiink, hogy egyedi izomrostokat kapjunk. A mechanikai behatast kdvetden a
rostokat 20 percig pihentettik modositott Krebs oldatban. Ezt kovetéen az
1izomrostokat tiveg kapillaris segitségével dvatosan a mérdkadba helyeztiik.

8. Nyugalmi intracellularis kalcium-koncentraci6 meghatarozésa

A nyugalmi [Ca®']; -t meghatiroztuk mind a kezelt allatokbol izolalt vazizom-
rostokon, mind a primer tenyészetbdl szarmazo6 vazizomsejteken is. Az izolalt rostok
¢s a tenyésztett sejtek fluoreszcens jeldlése azonos modon zajlott. A mintat normal
HEPES-Tyrode (nTyr) oldatba helyeztiik és 5 uM Fura-2 AM (kalcium-érzékeny,
ratiometrikus, fluoreszcens) festékkel feltoltést végeztiik, majd lemosast alkalmaztunk.
A méreést perfuzios kadban végeztiik, nTyr oldattal perfundéltunk. Idében valtakozva
torténd kettds gerjesztést (340 és 380 nm) alkalmazva, az emittalt fényt 510 nm-en
detektaltuk inverz fluoreszcens mikroszkdppal, 40x olaj-immerzids objektivvel.
Grynkiewicz egyenletét hasznalva, a kalciumot nem kotott és a kalciummal teljesen
telitett festék fluoreszcencia hanyadosabol hataroztuk meg a nyugalmi [Ca*']; —t.

9. Elemi kalcium-felszabadulasi események detektalasa

Felndtt Fischer patkanyokbol 1zolalt vazizom-rostokat hasznaltunk. Az FDB izmokon
a sejtmembrant saponinnal permeabilizaltuk és 50 pM Fluo-3 fluoreszcens festékkel
feltoltottiik. Majd a rostokat {iveg alji mérdékadba, kéalium-szulfat tartalmua relaxalo
belsd oldatba helyeztiik, amiben a méréseinket végeztiik. A detektalast konfokalis 1ézer
pasztazd mikroszkoppal (CLSM) végeztiik 63x viz-immerzios objektivvel (NA 1,2).
Argonion lézerrel gerjesztettiik 488 nm-en, az emittalt fényt 520 nm-nél regisztraltuk.
A detektdlds line scan modban tortént: az id6 fiiggvényében abrazolddott a
fluoreszcencia intenzitds valtozas térbeli lokalizacidja. Az 512 pixel hosszusagu
pasztdzand6 vonal a vazizomrost atmérdjével parhuzamosan keriilt kijelolésre. Az
1024x512 pixel méreti képet egy automatikus esemény-felismerd program
segitségével elemeztiik, melyet a munkacsoportunk fejlesztett. A sparkok jellemzésére
az alabbi paramétereket hasznaltuk: az amplitiddo normalizalt fluoreszcencia
ndvekedés (AF/F0), vagyis az ebbdl szamitott [Ca®*]; valtozas; a teljes idSbeli hossz
(duration); az amplitddd eléréséhez sziikséges id6 (TTP) az SR-bdl torténd Ca'-
felszabadulas idétartamara enged kovetkeztetni; a Full Time at Half Maximum
(FTHM) maximalis jelintenzitas, az amplitadd 50%-os értékénél mért iddtartam; a Full
Width at Half Maximum (FWHM) az FTHM-hez tartozo6 térbeli szélesség, vagyis az
amplitado 50%-nal mért térbeli kiterjedés.

10. Statisztikai analizis

Az azonos kezelési csoportbol szarmazo adatokat atlagoltuk. Az eredményeket atlag +
standard hiba (SEM, standard error of the mean) formdban adtuk meg. A
szignifikanciat egy utas (one way) ANOVA variancia-analizis és a megfeleld post hoc



proba, a Student-Newman-Keuls Mddszer segitségével hataroztuk meg. Mivel a sejt-
tenyészet eredményei nem mutattak normal eloszlast, Mann-Whitney-féle rangdsszeg
probat hasznaltunk. 95%-o0s konfidencia intervallumot hasznaltunk, tehat a
kiilonbségeket P<0,05 esetén tekintettilk szignifikdnsnak. Az elemi események,
sparkok esetében n a sparkok szamat jeloli, egyébként n a rostok vagy izmok szamat
adja meg az adott kezelési csoporton beliil. A hypercholesterinaemiat okoz6 diétak
esetében a statisztikai szamitasok soran a TU kezelési csoportot hasznaltuk referencia
csoportkeént.

Eredmények
1. A statin-kezelés hatdsa a primer vazizom sejtkulturara

A proliferdld6 médiumban a vazizomsejtek 24 ora alatt majdnem teljes konfluenciat
értek el. Kontroll koriilmények kozott a differenciald6 médiumban tovabbi 24 6ra alatt
orsoformat vettek fel a sejtek, és szamuk csokkent a vazizom-sejt f1zidé miatt. Tovabbi
24 ora elteltével a targylemezen teljes konfluenciat észleltiink €s minden latoétérben
voltak tobb, mint tiz sejtmagot tartalmazo, nagy myotubulusok. A fluvastatinnal kezelt
lemezeken 24 o6ra differencialtatast kovetden az ors6 formacido mennyisége elmaradt a
kontroll tenyészetekhez képest, €s tovabbi 24 6ra mulva is sok kerek, nem differencialt
sejtet lehetett latni. Alig volt észlelhetd vazizom-sejt fuzid, és nagy myotubulusok
szinte egyaltalan nem alakultak ki a tenyésztés soran. A statin jelenlétében fejlodo
tenyészetekben az izomrostok alig tobb, mint tiz magbol alltak, mig a kontroll
myotubulusok nem csak sokkal gyakoribbak, de sokkal nagyobbak is voltak.

Morfometriai analizis: a kontroll csoportban a myogen magok szdma emelkedett a
tenyésztés soran. A 24 Oras proliferacids fazis utani allapotot tekintettiik kiindulési
értéknek minden csoportban (6nkontrollos elrendezés), ehhez viszonyitva kaptuk a
relativ magszamot. A K csoportban a referencia-érték meghatarozasat kovetden az elsd
24 ora alatt 58%-os relativ myogen magszam-emelkedést észleltiink, mig a masodik
24 6ra alatt tovabbi 54%-o0s novekedést tapasztaltunk. Ezzel ellentétben a S csoportban
az elsO 24 ora alatt csak 3%-al novekedett a myogen magok szdma, €s a kovetkez6 24
oraban 18%-o0s (nem szignifikans mértékil) csokkenés volt megfigyelhetd. A kontroll
értékekhez viszonyitva a statin-kezelt csoport adatai szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak mind a masodik, mind a harmadik tenyésztési napon. A fizi6s index mind a K,
mind a S csoportban konstans modon emelkedett, azonban a S csoport értéke
szignifikdnsan alacsonyabb volt mindkét napon. A tenyészet fejlettségét értékeltiik az
1izomsejtek atlagos magszamanak megadasaval is. 48 oOra tenyésztést kovetden a K
csoportban atlagosan 2 magvu izomsejteket lathattunk, 72 6ra elteltével 3 magvuakat.
A fluvastatin jelenléte mellett az atlagos magszam szignifikansan csokkent: 48 ora
tenyésztési 1donél még atlagosan mononukledris izomsejteket szamoltunk, 72 o6ra
tenyésztésnél csak két magvuakat. 72 O6ra tenyésztési 1d0 elteltével kontroll



koriilmények ko6zott a legtobb sejt 2-5 magvi volt. A tobb, mint 6t maggal rendelkezd
sejtek/rostok 20%-ban fordultak eld atlagosan, és 5% tobb, mint 10 maggal rendelkez6
myotubulus volt. Azonban fluvastatin mellett 72 o6ra tenyésztést kovetden is az
izomsejteknek még tobb, mint 50%-a mononuclearis volt, 40%-a 2-5 maggal
rendelkezett, és az ettél is nagyobb, differencialtabb izomsejtek/tubulusok csak
Osszesen 6%-ban voltak jelen a tenyésztési id6 végén. Osszességében statin kezelés
hatasara szignifikansan kevesebb izom eredetli sejtet kaptunk. A sejtproliferacio
gatlasa mellett a fluvastatin alkalmazasaval az izomsejtek differencidlodasa is elmaradt
a kontroll tenyészetben tapasztaltakhoz képest.

2. Anatomiai eredmények

A kezelések hatdsara az allatok atlagos sulya kis mértékben valtozott. A relativ,
testtomeghez viszonyitott izomtomeg a TU, HC ¢és HC+S kezelési csoportokban kisebb
volt a kontroll allatokhoz képest az EDL, a Sol és a szivizom esetében is. A HC ¢és
HCHS diétak esetében a kontrollként hasznalt TU csoporthoz hasonlitva a vazizmok
testtomeghez viszonyitott ardnydban nem volt kiilonbség. Statin kezelés hatdsira a K
allatokhoz képest szintén csdkkent mind az EDL, mind a Sol izmok testtdmeghez
viszonyitott aranya, a Sol izmok esetén kifejezetten. A szivizom testtomeghez
viszonyitott tdmege szintén alacsonyabb volt a S csoportban a K-hoz képest.

A patoldgiai feldolgozas soran makroszkopos szervi eltérést nem é€szleltiink.
Mikroszkdpos vizsgalattal a majban a koleszterin-dus étrend (HC) hatadsara mérsékelt
foku zsiros degeneraciot talaltunk. A vese €s a sziv szerkezetében nem taldltunk
patologias eltérést egyik kezelési csoportban sem. A vazizmok fénymikroszkdpos
vizsgalata soran egyértelmii karosodas jeleit nem tudtuk kimutatni, a harantcsikolat
megtartott volt és gyulladdsos jeleket sem észleltiink egyik kezelési csoportban sem.
Azonban a S éllatok izomrostjainak keresztmetszete nagy szorast mutatott, relative
vastag és vékony rostok egyarant el6fordultak. A tobbi kezelési csoportra ez nem volt
jellemzd. A S csoportokban (mind a S, mind a HC+S csoportban egyardnt) az atlagos
izomrost- keresztmetszet is szignifikdnsan csokkent, mivel a relative vékonyabb rostok
fordultak el nagyobb szdmban. K: 1835 + 79 um? (n=161), S: 1448+44 pm? (n=288);
HC: 2065+82 pm? (n=116); HC+S: 1664+44 pm? (n=226). A K éllatokhoz képest sem
a HC, sem a TU csoportban mért keresztmetszetek nem kiilonboztek szignifikansan:
TU: 1801+65 um? (n=128).

3. A szérum lipidek és a kreatin-kindz enzim koncentracio

A kontroll allatok szérumbol mért koleszterin, triglicerid és CK értékeit a referencia-
tartomanyon beliill mértiikk, és a HDL/LDL aradny is megfelelt a ragcsaloknal
megszokott erés HDL dominancianak. A diéta hatdsdra a HC patkanyok koleszterin
értékei tobb, mint hétszeres emelkedést mutattak. Emellett a két lipoprotein aranya is
megfordult: a HC éllatok vérmintaiban az atherogen LDL dominalt (az emberi szérum
koleszterin-aranyokhoz hasonléan), mig a protektiv HDL csak az 6ssz-koleszterin kb.



40%-a volt. A statin kezelés a lipoproteinek aranyat nem befolyasolta. Az irodalmi
adatok alapjan a HMGCoA-reduktaz kezelés patkanyokndl alapvetéen a triglicerid
koncentraciot csokkenti. A mi eredményeink is ezt tdmasztjak ala, bar valosziniileg az
alacsony mintaszdm miatt statisztikailag nem szignifikans a csokkenés mértéke.

A statin diéta mellett a szérum CK értékei szignifikansan emelkedtek: a S allatok CK
érteke kb. 1,5—szerese volt a kontrollnak. A HC diéta mellett alkalmazott statin joval
nagyobb aranyban, kb. haromszorosara novelte a CK értékét, ami mar vazizom-
karosodasra, miopatia jelenlétére utal: a Statin Muscle Safety Task Force 2014
klasszifikacidja alapjan az enyhe izomnekrozis kategéridba sorolhato, igy
bizonyitottnak tekinthetjiik az izomkarosodas jelenlétét. Sem a TU, sem a HC diéta
nem emelte a CK értéket. Véleménylink szerint a CK alapvetden a vazizmokbol
szarmazik, mivel szivizom-karosodasra (pl. miokardidlis infarktus) utalo
makroszkdépos vagy mikroszkopos eltérést nem tapasztaltunk. Ha az atlagos
izomtomegre, pl. az EDL éatlagos tomegére normalizaljuk a kiilonboz6é diétas
csoportokban mért CK értékeket, a statin kezelés hatdsa még markdnsabban
jelentkezik, mivel az emelkedett CK értéket alacsonyabb izomtdmegek mellett
detektaltuk.

4. Az intracellularis nyugalmi kalcium-koncentraci6 meghatarozasanak eredményei

A tenyésztett vazizom sejtek nyugalmi intracellularis kalcium-ion koncentracioja
([Ca**]i) a S csoportban szignifikdnsan kisebb volt, mint a kontroll csoportban, és a
myotubulusok értékei tovabbi csokkenést mutattak a szatellita sejtek értékeihez képest
1S. Ezzel ellentétben a feln6tt allatokbol izolalt, fluvastatinnal tartosan kezelt
izomrostok nyugalmi [Ca2+]i-ja szignifikansan emelkedett a kontroll allatokéhoz
képest. Ez az emelkedés a koleszterin-kezeléstdl fiiggetlentiil jelentkezett. A HC diéta
onmagaban is szignifikdnsan megemelte az izolalt rostok nyugalmi intracellularis
szignifikansan magasabb nyugalmi [Ca**]i-t eredményezett mind a TU, mind a HC
diétas csoporthoz képest. A tiouracyl kezelés onmagaban szignifikdns mértékben
csokkentette a nyugalmi kalcium koncentraciét a kontroll értékhez viszonyitva.

5. Az izomer0 vizsgalatanak eredményei

A kiilonboz6 diétds csoportokbol szarmazo izmok (gyors EDL és lassi Sol)
kontrakcids erejét egyarant meghataroztuk. Az izomkontrakcidk iddbeli lefolyéasa
hasonl6 volt a TU és a HC diéta mellett. Azonban a statinkezelésben is részesiil6 HC+S
csoportban mind a twitch, mind a tetanusz amplitaddja kisebb volt mind a HC, mind a
TU csoporthoz képest, €s a kontrakcidk hossza is rovidebbnek adddott ebben a kezelési
csoportban. A TTP érték sem az EDL, sem a Sol esetében nem mutatott szignifikans
kiilonbséget a statinkezelés hatdsara. Azonban a Sol izmokon regisztralt kontrakcidk
teljes idOtartama atlagosan mind a twitch, mind a tetanusz esetében szignifikdnsan
rovidebb volt a statinkezelt allatokban, és ez a tendencia az EDL esetében is



megfigyelhetd volt, bar a kiilonbség mértéke nem adodott szignifikansnak. 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 szignifikans kiillonbséget kimutatni). Fontos azonban
kiemelni, hogy a statinkezelt és hypercholesterinaemas csoportban az allatok
1izomrostjainak keresztmetszeti teriilete szignifikansan kisebb volt, mint a HC allatoké.
Az izomerdt a keresztmetszetre normalizalva sem a gyors, EDL izmok, sem a lassu,
Sol izmok esetében nem volt szignifikans kiilonbség az izomerdkben (sem a twitch-
ekében, sem a tetanuszokéban) a két kezelési csoport kozott. Ezek alapjan ugy véljiik,
hogy inkdbb az izomszovet-vesztés allhat az abszolit izomerd csokkenésének
hatterében, és nem az egyes rostok maximalis erejének csokkenése miatt latunk kisebb
kontrakcios erdt a statinkezelésben részesiilt csoportban. (EDL izmok: HC twitch
17,6+3,1 mN/mm? vs. HC+S 17,243.3 mN/mm?, HC tetanusz 31,5+5,8 mN/mm? vs.
HCH+S 34,5+7,8 mN/mm?. Sol izmok: HC twitch 7,7+0,7 mN/mm? vs. HC+S 7,0+0,7
mN/mm?, HC tetanusz 22,5+2,4 mN/mm? vs. HC+S 20,2+4,5 mN/mm?). Az izmok
faradasat vizsgalva az EDL izmok estén nem tapasztaltunk szignifikans mértéki
kiilonbséget az izomerd-csokkenés mértékében: TU csoportban a kezdd maximalis erd
0,63+0,03-d részére csokkent az izomerd, n=5 vs. a HC csoportban 0,724+0,03 n=6, és
HC+S 0,76+0,0, n=8. Azonban a Sol izmok eset¢ében a HC+S csoport izmai
szignifikansan nagyobb mértékli faradast mutattak mind a TU-hoz, mind a HC
csoporthoz viszonyitva. A TU kezelés mellett a faradas mértéke 0,79+0,05 volt, n=7,
a HC csoportban 0,80+0,03-nak adodott, n=6; mig a HC+S kezelés mellett 0,64+0,06,
n=9. Osszességében megallapitottuk, hogy a hypercholesterinaemia nem valtoztatta
meg az altalunk vizsgalt vazizmok miikodését, sem a kontrakcid kinetikajaban, sem a
kontrakci6 erejében nem talaltunk kiilonbséget a kontroll-csoportunkhoz (TU) képest.
Azonban a statinkezelés csokkentette az altalunk vizsgalt izmokon a kontrakcidk
id6beli hosszat: mind az egyedi 6sszehtizodasokét, mind a tetanuszokét, és a csokkenés
mértéke a lassi tipusit Sol izmok estében szignifikidns mértékli volt. Emellett a
fluvastatin adagolas szignifikansan csokkentette a vazizom-kontrakcid erejét. (A
statin-indukalta izomerd csokkenés mellett emelkedett nyugalmi [Ca®*]i -t talaltunk.)

A Q10 diétat fogyaszto allatok €s a kontroll allatok kozott nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget az izomerdben egyik izomtipuson sem (n=5 Q10 és n=10 K). Szintén nem
volt szignifikéns kiilonbség a twitch/tetanusz aranyban sem a Q10 kezelésben részesiild
¢s a kontroll allatok kozott. Nem talaltunk szignifikdns valtozast a twitch vagy a
tetanusz amplitidokban a HC ¢és HC+Q10 csoport kozott sem. A HC+S allatok
csoportjahoz viszonyitva sem igazolodott szignifikans mértékii kiilonbség a
HC+S+Q10 csoportok izomerd eredményeiben. Nem taldltunk szignifikans eltérést a
kontrakcidk iddbeli lefutdsdban sem: az idOtartam és a TTP értékei sem kiilonboztek
egymastol egyik kezelés-par kombinacioban sem. Osszességében megallapithatjuk,
hogy eredményeink alapjan nem talaltunk szignifikans mértékii hatast sem a gyors,
sem a lassi izmok kontrakciojdban a Q10 kezelés mellett, sem a kontrakciok



kinetikdjaban, sem a kontrakcids erében. A fluvastatin tartalmu diéta eredményeit sem
befolyasolta a koenzim Q10 jelenléte a diétaban.

6. Az elemi kalcium-felszabadulasi események vizsgalatdnak eredményei

Eredményeink szerint a statin kezelt (S) allatokbol izolalt FDB izomrostokon
szignifikdnsan (p=0,033) tobb elemi kalcium-felszabaduldsi eseményt (sparkot)
tudtunk detektalni, mint a kontroll allatok rostjain. A S csoportban 2,24+0,2
Hz/sarcomer volt a kalcium-spark frekvencia, n=17 vs. K: 1,59+0,1 Hz/sarcomer,
n=21. A kalcium-sparkok legtobb morfologiai paraméterben (amplitido, FWHM,
TTP) nem tapasztaltunk szignifikans mértékii kiilonbséget a kontroll diéta és a
fluvastatin kezelés kozott. Kismértéki, de szignifikans (p=0,002) eltérést tapasztaltunk
a detektalt sparkok iddbeli hosszaban. A S 4llatok izomrostjain mért sparkok
hosszabbak voltak a kontrollhoz képest: 39,3+0,3 ms, n=3962, vs. K 37,8+0,4 ms,
n=1605. Igy megallapitottuk, hogy a fluvastatin emeli a kalcium-sparkok frekvencidjat,
mig az egyes sparkok morfometriai paramétereit (amplitad6, FWHM, TTP, duration)
alig befolyasolta.

A HC allatok esetén nem talaltuk szignifikans eltérést a sparkok frekvenciajaban a
kontroll (normdl koleszterin szinttel rendelkezd) patkanyokhoz képest (HC: 1,55+0,17
Hz/sarcomer, n=21, vs. kontroll: 1,59+0,1 Hz/sarcomer, n=21, p=0,871). A kalcium-
sparkok morfoldgidja ellenben az 0Osszes, 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.
kontroll: 0,34+0,003, n=1667, p<0,001). A kalcium sparkok FWHM értéke is
szignifikdnsan kisebb volt a HC izomrostokban: (HC: 1,254+0,02 um vs. kontroll:
1,33+0,02 um, p = 0,002). A HC sparkok rise time értéke szignifikansan hosszabb volt
(HC: 17,5+0,3 vs. kontroll: 15,7+0,3 ms, p<0,001). Az elemi események duration
értéke 1s szignifikansan nagyobb volt a HC allatok esetén (HC: 41,1+0,4 vs. kontroll:
37,8+0,4 ms, p<0,001). Osszességében azt tapasztaltuk, hogy a HC diéta hatasara a
kalcium- sparkok térben és intenzitasban kisebbek, emellett iddben hosszabbak
(lassabbak); de ugyanolyan gyakorisaggal fordulnak eld, mint a kontroll allatok
sparkjai.

A statinkezelt HC patkanyok rostjain szignifikdnsan nagyobb volt a kalcium-spark
frekvencia (HC+S: 2,38+0,26 Hz/sarcomer, n=18, vs. HC: 1,55+0,17 Hz/sarcomer,
n=21, p=0,006), tehat wugyanolyan irdnyG valtozast tapasztaltunk, mint a
normocholesterinaemids allapotban alkalmazott statinkezelés esetén. A HCHS
rostokon mért sparkok amplitudéja szignifikansan (p < 0,001) nagyobb volt a HC
csoporthoz viszonyitva (HC: 0,31+0,002 vs. HC+S: 0,35+0,002). Emellett az FWHM
is szignifikansan (p<0,001) magasabb volt (HC: 1,25+0,02 vs. HC+S: 1,36+0,02 pum).
A TTP értéke szignifikansan (p<0,001) csokkent a statinkezelés hatasara (HC:
17,5+0,3 vs. HC+S: 16,0+0,2 ms). Az események iddbeli hossza is szignifikdnsan
(p=0,003) révidebb lett a HC diétdhoz viszonyitva (HC: 41,1+0,4 vs. HC+S: 39,5+0,3



ms). Osszességében a fluvastatinnal kezelt HC allatok esetén a sparkok amplitiddja
magasabb, térbeli kiterjedése szélesebb és az iddbeli lefutdsa rovidebb volt a HC
allatokon  detektalt  kalcium-sparkokhoz  viszonyitva. = Azonban ha a
normokoleszterinaemids S patkanyokhoz viszonyitottuk a HC+S sparkok értékeit,
akkor nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a kalcium- sparkok morfometriai
paramétereiben, ezért ugy véljiik, hogy a fluvastatin kezelés visszaforditotta vagy
semlegesitette a hypercholesterinaemia 4ltal generalt valtozasokat a spark
morfologidban.

Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a kalcium- spark frekvencidban a kontroll és a
Q10-el kezelt allatok kozott (K: 1,15+£0,2 Hz/sarcomer n=11, vs. Q10: 1,19+0,21
Hz/sarcomer, n=11, p=0,989). A S+Q10 allatok izomrostjain szignifikansan (p=0,001)
kevesebb kalcium-sparkot detektaltunk, mint a S rostokon, a S+Q10 csoportban a
spark-frekvencia a kontroll csoportnak megfeleld tartomanyba csokkent (S+Q10:
1,11+£0,12 Hz/sarcomer, n=12, vs. S: 2,33+0,21 Hz/sarcomer, n=15). A spark
amplitado szignifikdnsan csokkent a Q10 kezelés hatasara, a kontroll érték 90,8%-ara
(p<0,001). A sparkok egyéb morfometriai paramétereiben nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a két kezelési csoport kozott. A Q10 csoportban a rise time a kontroll
96,9% volt (p=0,1412), az FWHM ¢érteéke a kontroll értek 100,3 %-a volt (p=0,3202),
duration a kontroll érték 100,3%-anak adddott (p=0,3049). Osszefoglalva azt
tapasztaltuk, hogy a koenzim Q10 adagolas kivédte a fluvastatin spark-frekvenciara
gyakorolt hatasat és csokkentette a spark-amplitadot, mig az Gsszes tobbi paraméter
nem valtozott szignifikans mértékben. A S allatok esetében a Q10 ugyanolyan hatést
valtott ki, mint a kontroll diéta mellett adagolva.

Diszkusszio, kovetkeztetések, ij tudomanyos eredmények
1. Allatmodell

A statin-asszocialt miopatia gyakoribb (a statin-szeddk 9-20%), mint amit a klinikai
tanulméanyok kézolnek (1-5%), és gyakran a gyogyszerszedés felfiiggesztéséhez vezet
(1 éves kezelés mellett 50%). Ezaltal ezek a betegek elesnek a statinok koleszterin-
csokkentd, tovabba kardiovaszkularis morbiditadsra €és mortalitasra kifejtett jotékony
hatasatol. Azon betegeknél is ultrastukturdlis vazizomkarosodast lehet kimutatni,
akiknek nincsenek miopatids panaszaik.

Létrehoztunk egy olyan allatmodellt patkanyokon, ami megfeleléen magas szérum
koleszterin-szinttel rendelkezik ahhoz, hogy a human viszonyokat j6 tudja modellezni.
Az irodalomban koleszterin dus diétdk hatdsara kb. két-6tszords koleszterin
koncentracio-emelkedést tapasztaltak a szérumban, a pajzsmirigy-miikodés gatlasat
mellett elért szérum koleszterin koncentracio emelkedésének mértéke még
alacsonyabb. Mi a két mddszer kombinacigjat alkalmaztuk, igy kb. nyolcszoros
emelkedést tapasztaltunk a kontrollhoz képest. Azonban ismert, hogy a pajzsmirigy-



mikodés gatlasanak vazizom-karositd hatasa lehet. Ezért 1étrehoztunk egy olyan
kontroll csoportot is, ahol csak a pajzsmirigy-miikodést gatld tiouracylt alkalmaztuk.
Eredményeink alatamasztjak, hogy az Aaltalunk észlelt véazizom-karosodas a
fluvastatinnak koszonhetd, €és nem hozhatd Osszefliggésbe az allatok hypothyreoid
statuszaval.

2. Myopathia

A kisérleteink sordn a vazizomrostok atmérdjének €s izomerejének csokkenése alapjan
kimondhatjuk, hogy az altalunk alkalmazott fluvastatin kezelés miopatiat okozott. A
statinkezelt hypercholesterinaemids dallatok vazizomrostjainak magasabb volt a
nyugalmi [Ca®']i-ja, ami szintén alatdmasztja a vazizom-karosodas jelenlétét. Ezt a
specialis izomkarosodas marker, a CK emelkedett értéke is megerdsiti. Ha a kiilonb6z6
statin asszocialt myopathia klasszifikdcidokat hasznalva értékeljiik az altalunk kapott
eredményeket, azonos kovetkeztetésre juthatunk. A Statin Muscle Safety Task Force
besoroldsa alapjan kimondhatjuk a miopatia jelenlétét az igazolt izomgyengeség miatt,
melyet enyhe foku izomnekrozis kisér a mérsékelt CK emelkedés miatt. Az Europai
Atherosclerosis Téarsasag kritériumai alapjan SAMS+minor CK emelkedés kategoridba
sorolhatd az eredményiink. Igy a vazizom karosodas funkcionalisan és biomarker
szinten is megerdsitésre kertilt.

Primer tenyésztés soran a tadpkozeghez adagolt fluvastatin csokkentette a
karosodas kialakulasasbol fizioldgidsan az kovetkezne, hogy valaszként beindulnak a
regeneracids folyamatok. A felndttkori vazizom-regeneracio a rostok lamina basalisa
alatt elhelyezkedd prekurzor sejtekbdl indul. A kisérletiink sordn azt tapasztaltuk, hogy
a fluvastatin adagolas hatdsara €éppen ezek a regenerdciohoz sziikséges, esszencialis
folyamatok blokkolodnak: mind a kezdeti 1épésben, a sejtproliferacid akadalyozasa
révén, mind az utvonal késébbi elemeiben, a differenciacidban tapasztalt elmaradas
révén. Igy a sejttenyészetben kapott eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a
regeneracid lehetdsége elvész a karosodott izmok szamadra statin kezelésben. Ennek
hatterében feltehetdleg nem a sejtmembran koleszterin-tartalménak csokkenése all,
mivel ismert, hogy akut koleszterin-deplécio hatdsara (MBCD segitségével) a primer
tenyésztett csirke-vazizomsejtek proliferacidja fokozodik.

A kalcium-homeosztazis valtozasait korabban is Osszefiiggésbe hoztdk a statin-
indukalta miopatiaval. A T-tubulus rendszer strukturalis gyengeségét is leirak statin-
kezelésben részesiild betegek esetében, nevezetesen, hogy a T-tubulusok a koleszetrin-
depléci6 hatasara sokkal sériilékenyebbek, mint a sarcolemma vagy az SR egyéb
részei. Ismert tovabba, hogy akut fluvastatin kezelés befolyasolja a kalcium-spark
aktivitast vazizomrostokon. Statin-asszocialt miopatiaban szenvedd betegek vizsgalata
érzékenyebb a kalcium altali aktivaciora, igy a hardntcsikolt izomban toérténd
overexpresszioja emelkedett nyugalmi intracellularis kalcium-koncentracidhoz vezet.



A fentiekkel egybehangzé modon a mi vizsgalataink soran is hatdrozottan emelkedett
nyugalmi, [Ca®']i-t detektaltunk a tartosan fluvastatinnal kezelt A4llatok
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 elérhetd izomerd jelentésen csokkent mind a lassu, mind a gyors
1izmokon; mind a twitch, mind a tetanusz esetén. Meg kell azonban jegyezniink, hogy
emellett a fluvastatin kezelés hatdsara a vazizomrostok, €s Osszességében az izom
atmérdjének csokkenését tapasztaltuk. Az atmérdkre torténd normalizalast kovetden
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a statin-kezelt és a kontroll allatok izomereje
kozott. Ez azt sugallja, hogy a statin kezelés nem azt befolyasolja, hogy az aktivacio
hatdsara milyen moédon alakulnak ki a keresztkotések, hanem elsddlegesen az
izomszovet-vesztés allhat a csokkent izomerd hatterében. Azonban a csokkent
kontrakcids erd mellett a kontrakciok idébeni lefutasa is megvaltozott a tartos
fluvastatin- kezelés hatasara, els6sorban a lassti, Sol izmok esetében. A jelentdsen
rovidebb kontrakcids 1d6 az izom-aktivacids folyamatban torténd valtozasra utal.

3. Elemi események

Kimutattuk, hogy a hypercholesterinaemids patkanyok esetében a magas szérum
koleszterin koncentraci®6 nem befolydsolta a spontan kalcium-felszabadulési
események frekvencidjat, de az egyes sparkok kisebbek ¢€s lassabbak lettek. Az
emelkedett szérum koleszterin koncentracid a sejtmembranokban is emeli a
koleszterin-tartalmat. Egy korabbi, mesterségesen koleszterin-szegény membranu
sziv- és simaizom sejteken végzett tanulmany kimutatta, hogy a membran koleszterin
tartalma befolyésolja a kalcium- sparkok paramétereit. Ez alapjan ugy véljiik, hogy a
mi kisérleteink sordn ¢észlelt spark-jellemzdk valtozasa leginkabb a membran
megvaltozott fluiditasdval all Osszefliggésben, ami a patkanyok koleszterin-dis
taplalasa miatt emelkedett szérum koleszterin kdovetkezménye. Meg kell jegyezniink
azonban, hogy kisérleteink sordn az izolalt vazizom-rostok sejtfelszini membranjat
permeabilizaltuk egy rovid saponinos kezelés segitségével. Mivel eredményeink
egybevagnak a fent idézett sziv- €s simaizom adatokkal, ez megerdsiti azt a nézetiinket,
hogy 6nmagaban a saponin kezelésnek elhanyagolhat6 hatdsa volt a kalcium sparkok
egyedi paramétereire.

A fluvastatin kezelés emelte a spontdn kalcium sparkok frekvenciajat, ezt a hatast
kovetkezetesen ki tudtuk mutatni mind a normal szérum koleszterin szinttel
rendelkez6, mind a hypercholesterinaemids patkanyok vazizmain. A fluvastatin
kezelés azonban nem valtoztatta meg a sparkok egyedi karakterisztikajat, kivéve az
idobeli  hosszukban bekovetkezd kis eltérést. A  statin-asszocidlt miopatia
kialakuldsanak hatterében az intracellularis kalcium jeldtvitel érintettségét régota
feltételezik. Kimutattdk, hogy a simvastatin intracellularis kalcium-tranzienseket
triggerel egészséges human véazizom-sejteken, tovabba, hogy fokozza az SR-bdl
torténd kalcium-csorgast egészséges €s RyR mutdns egerek izolalt vazizmain. A



Simvastatin akut, in vitro alkalmazasa soran a kalcium homeosztazis zavarat irtak le,
¢s megnovekedett a sparkok amplitiddja mind egészséges human, mind patkany
izmokon. A mi kisérleteink sordn azonban a hossza tavu fluvastatin alkalmazisa nem
befolyasolta szignifikdns mértékben a sparkok amplitudojat. Az eltérést jol
magyarazhatja a gyogyszer eltérd adagolasi modja (akut, in vitro alkalmazas vs. 4 hétig
tartd in vivo alkalmazas). Lehetséges, hogy a statinok spark-amplitidora kifejtett
hatasa fiigg a kezelés hosszatol €s intenzitdsatol, ez mégsem magyarazza egyértelmiien,
hogy miért novekedett meg a spark frekvencia a fluvastatin kezelt csoportunkban. Ugy
veéljiik, hogy a fajok kozotti kiilonbség allhat a jelenség hatterében, mivel a mi
eredményeinkkel Osszhangban 1év6é eredményeket publikdlt nemrég egy
munkacsoport, akik hasonld patkany modellt hasznaltak: statin kezelés hatasara
emelkedett a sparkok frekvencidja és idébeli hossza; mig miopatias panaszokkal
rendelkezd statin-kezelt betegeknél csokkent kalcium-spark frekvenciat talaltak.
Erdekes, hogy a panaszmentes statin-szedé betegek esetén nem talaltak valtozast a
sparkok frekvencidjaban; ez alapjan feltételezhetd, hogy a kalcium-homeosztazisnak
szerepe van a statin-indukalt miopatia kialakulasaban. Fontos megjegyezniink, hogy az
emelkedett spark-frekvenciat minden kezelési csoport-parban (ahol egyediil a
fluvastatin adagolas jelentett kiilonbséget a diétak kozott) észleltiik kisérleteink soran
(kivéeve a QIl0-tartalmu diétas parokat, 1d. késobb). Ennélfogva a mi vizsgalati
modelliinkben ezt az eredményt tekintjiik a legspecifikusabb f6 valtozasnak, amit a
fluvastatin adagolasa okozott. Az altalunk hasznalt allatmodellben a fluvastatin kezelés
a kontroll értékre. Ezért lehetséges, hogy a HC és a HC+S csoportok kozott mért
kiilonbség az egyes sparkok paramétereiben (amplitido, iddtartam, stb.) nem a
fluvastatin direkt hatdsa, inkabb a koleszterin szint csokkenés eredményének a hatdsa
lehet, mivel a HC+S sparkok a kontroll koriilmények kozott mért sparkokhoz
hasonloak.

A koenzim Q10 kiegészitd adagolasa soran legfontosabb hatasként azt tapasztaltuk,
hogy a fluvastatin kezelt patkdnyok véazizmain szignifikansan csdkkent a spontdn
kalcium-felszabaduléasi események frekvencidja. Tehat a Q10 adagolasa kivédte a
fluvastatin spark-frekvencia fokozo hatdsat, azonban az egy elemi esemény soran
felszabadul6 kalcium mennyiségére nem volt hatassal. Feltételezve, hogy a kalcium
homeosztazis valtozasa, vagy pontosabban a kalcium- sparkok frekvencidjanak
valtozasa Osszefliggésbe hozhaté a statin-indukalta miopatia kialakuldséaval,
eredményeink azt tamasztjak ala, hogy a koenzim Q10 kiegészitd adagolasa
csokkentheti a patologids i1zom-elvaltozasok kialakuldsanak esélyét a statint
(elsdsorban fluvastatint) szedd betegek korében. Bar a Q10 adagolés klinikai
hatékonysagarol ellentmondd eredmények sziilettek a stain-indukalta miopatia
esetében, eredményeink arra utalhatnak, hogy a Q10 védd hatast fejthet ki a statin-
indukalta vazizom-panaszok megeldzésében. Mivel kimutattak, hogy permeabilizalt
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noveli a kalcium- sparkok frekvencidjat, €s ismert, hogy a koenzim Q10 kiegészités
csOkkenti a ROS szintet patkany vdzizmon, eredményeink alapjan ugy véljiik, hogy a
ROS-nak is szerepe van a statin-indukalta miopatia kialakulasdban. Azonban
eredményeink alapjan nem észleltink a Q10 adagolasnak makroszkdposan
kimutathato izommiikddésbeli hatasat sem a kontroll, sem a HC vagy HC+S diétak
mellett sem.

Osszegezve azt tapasztaltuk, hogy a fluvastatin koleszterin-szinttdl fiiggetlen modon
konzisztensen €s specifikusan novelte a kalcium-spark frekvenciat a vazizom-sejteken,
¢s ezt a hatdst a diétdban 1év0 koenzim Q10 ki tudta védeni. Ezen eredmények is
megerdsitik a kalcium-jelatvitel szerepét a statin-indukalta miopatia kialakuldsaban,
emellett magyarazattal szolgalhatnak, hogy a Q10 statinnal térténd egyiittes
alkalmazéasa hogyan képes csokkenteni a miopatiat a panaszos statin-szedd betegek
korében.

Osszefoglalas

A statinok a kardiovascularis prevencio hatékony gyodgyszerei. A statin-asszocialt
miopatia patomechanizmusa a mai napig sem tisztazott. Munkéank soran kidolgoztunk
egy hyperkoleszterinaemids (HC) allatmodellt. Kisérleteink sordn tartdsan
fluvastatinnal (S) és/vagy konezim Q10-el (Q10) kezeltiink patkdnyokat, és az
izomerdben ¢és a kalcium- homeosztazisban bekovetkezd 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). Az LDL/HDL arany is
megnott (0,29+0,02 vs. 1,56+0,17), amit a statin kezelés antagonizalt, és megemelte a
szérum kreatin-kindz (CK) értékét. A tenyészett myotubulusok proliferacios rataja és
fuzios képessége csokkent S kezelés hatasara, €s a szatellita sejtek és myotubulusok
nyugalmi intracellularis kalcium koncentracioja ([Ca*']i) is csokkent. Azonban a
kifejlett vazizomrostok nyugalmi [Ca2+]i—t emelte a fluvastatin kezelés (116+4 nM vs.
1514£5 nM; n=33 ¢és 34). Az S éllatok m. extensor digitorum longus (EDL) rostjainak
keresztmetszeti teriilete szignifikdnsan csokkent. Mind az EDL, mind a m. soleus (Sol)
1izomereje csOkkent, €s a Sol izmon a twitch és tetanusz idébeli hossza is rovidiilt. A
HC nem befolyasolta, a S kezelés emelte a kalcium-spark-frekvenciat, amit a Q10 oly
moddon antagonizalt, hogy nem valtozott az egy esemény alatt felszabadult kalcium
mennyisége. Osszességében azt tapasztaltuk, hogy a fluvastatin a vér koleszterin
koncentraciojatol fliggetlentil, kovetkezetesen €s specifikusan névelte a vazizomsejtek
kalcium-spark frekvenciajat, €s ezt a hatast meggatolta a Q10 adagolas. Eredményeink
igazoljak a statin kezelés hatasara kialakulé miopatia jelenlétét, csokkent izomerdvel
¢s emelkedett szérum CK értékkel. Emellett alatamasztjak a kalcium-homeosztazis
szerepét a statin-asszocialt miopatia kialakulasdban, ¢s a Q10 izompanaszokkal
szembeni protektiv hatasdban.
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