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KASUTATUD LUHENDID

EDTA — etiileendiamiintetra-dadikhappe dinaatrium sool

GM — gliikokortikoidne miiopaatia

KCI - kaaliumkloriid

m. EDL — musculus extensor digitorum longus

m. TA —musculus tibialis anterior

MHC — miiosiini rasked ahelad (myosin heavy chain)

MP — miiofibrillaarsed valgud

SDS — naatrium dodetsiiiilsulfaat

SDS-PAAG — naatrium dodetsiiiilsulfaat poliiakriitilamiidgeel
SP — sarkoplasmaatilised valgud

TRIS — tris(hiidroksiimetiiiil)Jaminometaan



TOO LUHIULEVAADE

Eesmirk: Uurimistdd eesmérgiks oli selgitada gliikokortikoidide manustamise jérgsest

milopaatiast taastumise moju organismi seisundile.

Metoodika: Eksperimendis kasutati 22-24 kuu vanuseid emaseid Wistar liini rotte (n=21),
kes jaotati viide gruppi: kontrollgrupp (kontroll); deksametasooni manustamine 10 pdeva
(DEX 10p), deksametasooni manustamine koos 10-pidevase taastumisega (taast 10p),
deksametasooni manustamine koos 20-pdevase taastumisega (taast 20p), deksametasooni
manustamine koos 20-pdevase taastumise ja harjutusega (taast+harj 20p), harjutus sooritati
vertikaalsel jooksurajal. Deksametasooni manustati katseloomadele 10 pideva jooksul
kohuoonde (50 pg/100 g kehamassi kohta) ning méérati tagajdsemete haardejoud, kehamass,
lihaste mass (m. plantaris, m. soleus, m. extensor digitorum longus, m. tibialis anterior, m.
gastrocnemius) ning m.plantaris’ e valguline sisaldus (miiofibrillaarsed ja sarkoplasmaatilised

valgud ning miiosiini rasked ahelad).

Tulemused: 10-pdevane deksametasooni manustamine vdhendas oluliselt nii katseloomade
tagajdsemete haardejoudu, kehamassi, lihaste massi kui ka miofibrillaarsete- ja
sarkoplasmaatiliste valkude sisaldust. 20-paevase taastumise 10puks saavutas lihasjoud ning
miiofibrillaarsete ja sarkoplasmaatiliste valkude sisaldus algtasemele ldhedase tulemuse,
teised eelnimetatud niitajad jdid oluliselt madalamaks. Jouharjutuse kasutamine taastumisel ei
suurendanud oluliselt uuritavaid niitajaid. Miiosiini raskete ahelate sisaldus kéaesolevas

eksperimendis langes, aga ei erinenud statistiliselt oluliselt kontrollgrupi tulemustest.

Kokkuvote: Gliikokortikoidne miiopaatia kutsub esile mitmeid muutusi organismis, milleks
on lihasjou, kehamassi, lihaste massi ning valgusisalduse vdhenemine. Gliikokortikoidsest
milopaatiast taastumise efektiivsus ilmneb ainuiliksi ravimi manustamise l0petamisel, aga
teatud olukordades ei pruugi olla see voimalik. Kédesolevas uuringus ei saanud kinnitust
jouharjutuste kasutamise efektiivsus lithiajalisel treeningul gliikokortikoidse miiopaatia korral.
Kuigi mitmetes uuringutes on kasutanud erinevaid kehalise aktiivsuse programme, pole leitud
kehalise aktiivsuse vormi ja sekkumise aega, mis aitaks dra hoida gliikokortikoidide

manustamisest tingitud kdrvalmdjusid.

Mirksonad: Gliikokortikoidne miiopaatia, lihasjoud, kehamass, skeletilihas, jouharjutus



ABSTRACT

Aim: The purpose of this study was to clarify the recovery process from glucocorticoid

induced myopathy.

Methods: 21 female Wistar strain rats (22-24 months old) were divided into five groups:
control (kontroll); dexamethasone administration for 10 days (DEX 10p), dexamethasone
administration with 10 days recovery (taast 10p), dexamethasone administration with 20 days
recovery (taast 20p), dexamethasone administration with 20 days recovery and exercise
(taast+harj 20p), exercises were performed on vertical treadmill. Dexamethasone was
administered intraperitoneally (50 pg/100 g body mass) and animals were measured for
hindlimb grip strength, body mass, muscle mass (m. plantaris, m. soleus, m. extensor
digitorum longus, m. tibialis anterior, m. gastrocnemius) and protein content (myofibrillar

and sarcoplasmatic proteins, myosin heavy chains) for m. plantaris.

Results: After 10 days dexamethasone treatment a significant loss of hindlimb grip strength,
body mass, muscle mass and decrease in myofibrillar and sarcoplasmatic proteins was found.
After 20 days recovery period hindlimb grip strength and protein content did not have
significant differences compared with baseline values, other measured values remained
significantly lower. Resistance exercise did not show superior effects in measured values.

Myosin heavy chain content decreased but not significantly.

Conclusions: Glucocorticoid myopathy causes many changes which are loss of strength,
body mass, muscle mass and protein content. Recovery from glucocorticoid myopathy
appears even with stopped adminstration, but in some cases the treatment might be essential
and can not be removed. This experiment did not find superior effects of short time resistance
exercises during the recovery from glucocorticoid myopathy. Different exercise programs

have been used, but the most effective seems to be unclear.

Keywords: Glucocorticoid myopathy, muscular strength, body mass, skeletal muscle,

resistance exercise



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Gliikokortikoidne miiopaatia

Meditsiinipraktikas on laialt levinud gliikokortikoidide kasutamine erinevate siisteemsete
haiguste ning ka pehmekoeliste struktuuride hdirete korral. Gliikokortikoidne miiopaatia
(GM) voib ravimi korvalmdjuna tekkida kdigil, aga on leitud, et suur risk miiopaatia
tekkimiseks on vanemaealistel (Pereira ja Carvalho, 2011). Juba fiisioloogiliselt toimuvad
vananemisel skeletilihastes erinevad muutused, mis toovad vananevale populatsioonile kaasa
terve rea probleeme, mis voivad viia tdieliku litkumatuseni (Seene et al., 2011). Bioloogilised
ja fiisioloogilised muutused skeletilihastes vananemise korral on lihasmassi, jou ja
vastupidavuse vdhenemine. Lihasndrkus ning tasakaalu halvenemine suurendab omakorda
kukkumisriski, mille tagajérjel voivad tekkida tosised vigastused (Haus et al., 2007; Trappe,
2009; Santos et al., 2011).

Kodige sagedamini esineb GM  fluorineeritud  gliikkokortikoidide  kasutamisel
(deksametasoon, triamtsinoloon, betametasoon), kuid ei avaldu véikestes doosides tavaliselt
enne nelja nddalat. GM tekkepohjuseks on valkude degradatsiooni suurenenemine ning
valgusiinteesi vihenemine. Lisaks sellele toimub IGF-1 inhibitsioon, suureneb miiostatiini
ekspressioon, tekib mitokondriaalne diisfunktsioon ning langeb kaaliumi ja fosfaatide tase

seerumis (Salehian ja Kejriwal, 1999).

1.2 Gliikokortikoidse miiopaatia moju lihasjoule ning lihaste massile

Uks pohilistest GM ilmingutest on lihasjdu langus. Lihasjdu languse peamiseks pdhjuseks
GM korral on kiirete lihaskiudude atroofia (Seene et al., 1988), mistdttu on rohkem haaratud
suurema kiirete lihaskiudude osakaaluga lihased (nditeks m. tibialis anterior, m. plantaris, m.
extensor digitorum longus) ning vihem aeglased (nditeks m. soleus) (Schakman et al., 2008),
sama kinnitab ka Riso et al. (2008) uuring, kus leiti gliikokortikoidide manustamise jéargselt
statistiliselt oluline langus m. extensor digitorum longus’ e massis, m. soleus’ e mass oluliselt
ei vihenenud (Riso et al., 2008). On selgusetu, kuidas realiseerub kiuspetsiifline mdju

miiopaatia korral (Schakman et al., 2008).

Kaasik et al. (2007) leidsid, et 10-pdevase deksametasooni manustamisel (100 pug/100g
kehamassi kohta) vidhenes oluliselt katseloomade tagajdsemete joud. Samas uuringus vorreldi
ka noori ja vanu loomi ning tuvastati, et vanadel katseloomadel vidhenes tagajasemete joud

55% rohkem vorreldes noorte loomadega ning oli pirast manustamist kaks korda véiksem.
6



Selgus, et deksametasooni manustamine vdhendas oluliselt ka vanade ja noorte loomade
lilkumisaktiivsust, sealjuures tendents langusele oli vanadel katseloomadel suurem (Kaasik et
al., 2007).

Minetto et al. (2015) uurisid gliikokortikoidide manustamist (8 mg/pdevas) tervetel
tidiskasvanud meestel (n=5). Uuringus tuvastati, et vaatamata I ja IIA tiilipi lihaskiudude
ristloikepindala vihenemisele m. vastus lateralis’ es, suurenes 7-pdevase gliikokortikoidide
manustamise jargselt maksimaalne isomeetriline joud reie nelipealihases 13%. Uurijate
arvates voOis antud fenomen olla pdhjustatud gliikokortikoidide mojust nérvisiisteemi
(kortikaalsete ja kortikospinaalsete keskuste) erutatavusele (Minetto et al., 2015). Seene ja
Viru (1982) tuvastasid 10-pdevase deksametasooni manustamise jdrgselt treenimata
katseloomade m. quadriceps femoris’ e suhtelise massi vihenemise 29% vorra. Treenitud
katseloomade m. quadriceps femoris’ e suhteline mass langes aga 16% (Seene ja Viru, 1982),
millest voib jareldada, et varasem fiilisiline aktiivsus on miiopaatiaga kaasnevate siimptomite
ennetamisel oluline. Kaasik et al. (2007) leidsid, et 10-paevase deksametasooni manustamise
jargselt viahenes m. gastrocnemius’ e mass 30-kuu vanustel katseloomadel 40% rohkem

vorreldes noorte (4 kuud) loomadega (Kaasik et al., 2007).

1.3 Gliikokortikoidse miiopaatia moju kehamassile

Sarnaselt lihasmassile langeb miiopaatia korral ka {ildine kehamass (Trappe, 2009). Savary
et al. (1998) manustasid katseloomadele joogivee kaudu deksametasooni (vastavalt grupile
kas 543 voi 564 pg/1 kg kehamassi kohta) ning leidsid, et 5-6 pdeva kestnud manustamine
kutsus esile olulise languse katseloomade kehamassis. Kehamass langes sarnaselt nii

tdiskasvanud kui vanadel loomadel (Savary et al., 1998).

Macedo et al. (2016) leidsid, et 10-pdevane deksametasooni manustamine (50 ug/100 g
kehamassi kohta) vdhendas tdiskasvanud katseloomadel rasvavaba massi alates 3.
manustamise paevast (Macedo et al., 2016). Rasvavaba massi olulise languse 10-pievasel
deksametasooni manustamisel tuvastas ka Ellam (2016), kes uuris lisaks ka rasvavaba massi
taastumise diinaamikat. Uuringust selgus, et 20. taastumise pdevaks oli rasvavaba mass
olulisel mddral tdusnud ning ei erinenud statistiliselt kontrollgrupi tulemustega. Samas
uuringus leiti, et lithiajaline gliikokortikoidide manustamine ei avalda mdju luumassile ja
luutihedusele (Ellam, 2016). Kehamassi languse {iheks pohjuseks GM korral voib olla lisaks
lihasmassi vdhenemisele ka rasvamassi vdhenemine. Ellam (2016) tuvastas 10-pédevase
deksametasooni manustamise (50 pg/100 g kehamassi kohta) jéargselt lipoliiiitilise moju
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katseloomade rasvkoele. Lisaks sellele tdheldati, et manustamisele jargnev 20-pdevaline

taastumine ei initsieerinud rasvamassi taastumist (Ellam, 2016).

1.4 Gliikokortikoidse miiopaatia moju skeletilihase valgulisele kompositsioonile

Koige tdhtsamateks valkudeks skeletilihastes jou genereerimise aspektist on miiosiin ja
aktiin, mis interaktsioonis sidekoelise vorgustikuga, mis koosneb peamiselt kollageenist, teeb
liigutustegevuse organismi jaoks vOimalikuks (Patel ja Lieber, 1997; Kjaer, 2004).
Lihasndrkuse korral on leitud seosed muutustega nii miiosiini kvaliteedis kui ka kvantiteedis,
gliikokortikoidid avaldavad miiosiini rasketele ahelatele (MHC) kataboolset mdju (Salehian ja
Kejriwal, 1999). Miiosiini ndol on tegemist vordlemisi suure valguga (molekulaarkaal ~520
kDa), mis koosneb kahest raskest ahelast (~220 kDa) ning neljast kergest ahelast (~20 kDa)
(Ohtsuki et al., 1986).

Kaasik et al. (2007) leidsid, et MHC siintees toimus deksametasooni manustamise jargselt
30-kuu vanustel katseloomadel 30% ja aktiini siintees 23% aeglasemalt vorreldes 4-kKuu
vanuste loomadega. Leiti, et kontraktiilvalkude degradatsioon oli vanadel loomadel kaks
korda suurem. On teada, et GM moju algab madala oksiidatiivse potentsiaaliga lihaskiudude
perifeerias ning realiseerub esialgu miiosiini filamentidest ning liigub seejérel edasi teistele
miiofibrillaaraparaadi osadele (Seene et al., 1988). GM korral leiab aset MHC isovormilise
kompositsiooni muutumine, mille tulemusel remodelleeruvad lihaskiud kiiremalt aeglasemale
(Seene et al., 2003).

Lihasatroofia  korral aktiveeruvad proteoliiiitilised  silisteemid ning véheneb
kontraktiilvalkude ning organellide sisaldus lihases (Bonaldo ja Sandri, 2013). Savary et al.
(1998) eksperimendis uuriti lisaks kehamassile ka skeletilihaste valgusisaldust ning leiti, et
deksametasooni manustamine vdhendas oluliselt tdiskasvanud katseloomade valgusisaldust
lihastes, kus prevaleerivad gliikoliiiitilised ning okstidatiiv-gliikoliiiitilised lihaskiud.
Peamiselt okstidatiivseid lihaskiude sisaldavates lihastes olulisi muutusi valgusisalduses ei
tdheldatud (Savary et al., 1998). Atroofia tingimustes on leitud, et viheneb skeletilihaste
valgusisaldus, mis on peamiselt pohjustatud miiofibrillaarvalkude degradatsioonist. M.
Soleus’ e denervatsioonil leiti, et kahe nddala mdodudes oli oluliselt vihenenud lihasmass.
Lihasvalkude fraktsioneerimisel leiti, et miiofibrillaarvalkude sisaldus oli langenud 50%,
sarkoplasmaatiliste valkude osas oli langus oluliselt viiksem (20%) (Sato et al., 2014). Samas
on tdheldatud, et miiofibrillaarsete ja sarkoplasmaatilise valkude degradatsioon atroofia korral

toimub sarnases mahus (Goldberg, 1969).



1.5 Gliikokortikoidsest miiopaatiast taastumine ja kehalised harjutused

Gliikokortikoidsest miiopaatiast taastumisel on oluline ldpetada voi vidhendada
gliikokortikoidide tarbimine. Kui tabimist ei ole voimalik tervislikel pohjustel 10petada, tuleks
véltida fluorineeritud gliikokortikoide ning eclistada naiteks madalas doosis prednisolooni.
Lisaks sellele tuleks rakendada teisi strateegiaid, mis aitaksid vihendada gliikokortikoididest
pohjustatud probleeme (Pereira ja Carvalho, 2010). Kuna gliikokortikoidse miiopaatia korral
esineb lihasjou langus, arvatakse, et abi voiks olla jouharjutustest (Seene ja Kaasik, 2012).
Potentsiaalne harjutusprogramm peaks olema individualiseeritud ja vOtma arvesse inimese
tervislikku seisundit ning peaks olema suunatud nii jou- kui ka vastupidavuse arendamisele
(Lapier, 1997).

Joutreening suurendab miiofibrillaarsete ning sealhulgas kontraktiilsete valkude siinteesi,
mis on ddrmiselt vajalik funktsionaalsuse séilitamiseks (Seene ja Kaasik, 2012; Moore et al.,
2009). Pu et al. (2001) leidsid randomiseeritud kontrollitud uuringus, et kdrge intensiivsusega
progressiivne joutreening suurendas oluliselt vanemaealiste naiste funktsionaalset voimekust.
Lisaks sellele on leitud, et jouharjutused kiirendavad vanemaealistel lihaste ainevahetust ning
suurendavad sellest tulenevalt lihaste funktsioneerimisvoimet ning elukvaliteeti (Seene et al.,
2011). Seene et al. (2010) leidsid, et joutreening tdi kaasa hiipertroofia nii kiiretes kui
aeglastes lihaskiududes, suurendades sealjuures ka rakutuumade arvu. Vananeva lihase
miofibrillaarsete valkude metabolism on seotud muutustega MHC isovormilises
kompositsioonis ning on selles osas joutreeninguga vihesel méidral mojutatav (Seene et al.,
2011). Samas on teada, et vananemise ja miiopaatiaga kaasnev lihasndrkus on seotud otseselt
lihasjou  langusega, mistdttu on  jOutreeningu  rakendamine  kontraktiilaparaadi

stimuleerimiseks digustatud (Seene ja Kaasik, 2012).

Lisaks lihasjou langusele, on vanemaealistel tdheldatud ka skeletilihaste oksiidatiivse
potentsiaali langust, mistottu voiks taastumisprotsessis kasutada ka lihasvastupidavust
arendavaid harjutusi (Seene ja Kaasik, 2012). Vastupidavusliku iseloomuga treening
suurendab kardiovaskulaarset vdimekust ning mitokondrite arvu lihases (Michael et al.,
2010). Vastupidavusliku treeningu mdjul suureneb skeletilihaste oksiidatiivne potentsiaal ning
paraneb miiofibrillaarsete valkude ainevahetus (Seene ja Kaasik, 2012). Vastupidavusliku
iseloomuga treening ei kutsu esile kiill lihashiipertroofiat, aga on leitud, et see vdhendab
atroofia tekkimist (Lapier, 1997). Lihaste oksiidatiivse potentsiaali ning kontraktiilsuse
arendamisega on vdimalik sdilitada lihaste plastilisust, mis loob vananevale populatsioonile
eeldused iseseisvuse sdilitamiseks liigutustegevusel (Suominen, 2011). Hickson et al. (1981)

leidsid, et GM poolt pohjustatud lihasmassi kadu on vdimalik ennetada jooksutreeninguga.
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Falduto et al. (1992) alustasid vastupidavusliku treeninguga 4. glikokortikoidide
manustamise pdeval kui 10% lihasmassi kadu oli juba toimunud ja leidsid, et 12 nidala
moddudes oli m. quadriceps femoris’ ¢ ja m. plantaris’ e mass oluliselt suurem vorreldes

kontrollgrupi katseloomadega, kes treeningus ei osalenud.
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2. TOO EESMARK JA ULESANDED

Uurimistod eesmdrgiks oli selgitada gliikokortikoidide manustamise jérgsest miiopaatiast

taastumise mdju organismi seisundile.
Lahtuvalt t66 eesmairgist seati jairgmised iilesanded:

1. Maiirata gliikkokortikoidide manustamise modju lihasjoule, kehamassile, skeletilihaste
massile ning m. plantaris’ e valgulisele sisaldusele

2. Selgitada gliilkokoidsest miiopaatiast taastumise diinaamikat lihasjoule, kehamassile,
lihaste massile ning jouharjutuse mdju taastumisele

3. Selgitada m. plantaris’ e miiofibrillaarsete ja sarkoplasmaatilise valkude ning miiosiini

raskete ahelate sisalduse taastumist gliitkokortikoidsest miiopaatiast

11



3. METOODIKA

3.1 Katseloomad

Eksperimendis kasutati 22 kuni 24 kuu vanuseid emaseid Wistar liini rotte (n=21).
Katseloomad jaotati 5 gruppi: kontrollgrupp (kontroll) (n=4); deksametasooni manustamine
10 pdeva (DEX 10p) (n=5); deksametasooni manustamine koos 10-pdevase taastumisega
(taast 10p) (n=4); deksametasooni manustamine koos 20-pievase taastumisega (taast 20p)
(n=4); deksametasooni manustamine koos 20-pievase taastumise ja harjutusega (taast+harj
20p) (n=4). Kogu eksperimendi véltel sdilitati  koigil loomadel sarnased
keskkonnatingimused. Loomad olid ithesugusel dieedil (R70, Laktamiin, Stockholm, Rootsi)
ja toitu ning vett said katseloomad ad libitum. Vivaariumi temperatuur oli 21 °C ning
reguleeritud valguse/pimeduse tsiikkel (12/12 tundi). Eksperimendid viidi 1dbi vastavalt Eesti
Vabariigi Pollumajandusministeeriumi loomkatsete 1idbiviimise komisjoni loale nr. 48

7.02.2006.

3.2 Deksametasooni manustamine

Gliikokortikoidse miiopaatia esile kutsumiseks manustati katseloomadele deksametasooni
(Dexafort 3 mg/ml; International B.V. Boxmeer, the Netherlands), mis lahjendati 0,15 M
NaCl kontsentratsioonini 500 pg/ml. Koikidele loomadele siistiti kohuddonde 50 pg
deksametasooni 100 g kehamassi kohta 10 pédeva jooksul. 24 tundi pérast 10-pdevast
deksametasooni manustamist DEX 10p grupi loomad ohverdati ketamiini (Bioketan
Vetoquinol Biowert Sp. Z o.0.) iiledoosiga. Taast 10p ja taast 20p grupi loomad jéeti
vivaarumisse taastuma. Taasttharj 20p loomad sooritasid kehakaaluga jouharjutusi
vertikaalsel jooksurajal. Kdik taastumisgruppide loomad ohverdati pérast taastumisperioodi

16ppu ketamiini ja ksiilasiini iiledoosiga.

3.3 Jouharjutus vertikaalsel jooksurajal

Katseloomade jouharjutust sooritati vertikaalsel jooksurajal (Pehme ja Seene, 1996),
vastavalt tabelis 1 toodud skeemile. JGuharjutustega alustati taastumise 4. péeval, igal
harjutuskorral sooritati vastavalt 3, 4, 5 kordust (1 kordus = 5 sekundit, mille jooksul ldbitud
teepikkus = 1,5 m), puhkeintervall seeriate vahel 1-2 minutit. Algne liikumiskiirus harjutusel

oli 12 m/min, pérast 4. korda suurendati kiirust 18 m/min.
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Tabel 1. Katseloomade jouharjutuse labiviimise skeem vertikaalsel jooksurajal.

Taastumine Harjutuskorrad | Jooksulindi Teepikkus Kordused
(pdevad) litkumiskiirus

4 1. harjutuskord | 12m/min 1,5m 3x kehamass
5 Puhkepédev

6 2. harjutuskord | 12m/min 1,5m 4x kehamass
7 Puhkepidev

8 3. harjutuskord | 12m/min 1,5m 5x kehamass
9 Puhkepidev

10 Puhkepiev

11 4. harjutuskord | 12m/min 1,5m 5x kehamass
12 Puhkepéev

13 5. harjutuskord | 18m/min 1,5m 3x kehamass
14 Puhkepidev

15 6. harjutuskord | 18m/min 1,5m 4x kehamass
16 Puhkepéev

17 Puhkepidev

18 7. harjutuskord | 18m/min 1,5m 4x kehamass
19 Puhkepéev

20 8. harjutuskord | 18m/min 1,5m 5x kehamass

3.4 Katseloomade kehakaalu méiidramine

Eksperimendi alguses fikseeriti kdikide katseloomade kehamass ning katse kdigus kaaluti

loomi iga pdev kuni ohverdamiseni (tdpsusega =1 g).

3.5 Katseloomade tagajisemete maksimaalse haardejou méiidramine

Tagajdsemete maksimaalne haardejoud (tdpsusega +£0,05 N) médrati eksperimendi alguses,

parast 10-pdevast deksametasooni manustamist ning 10., 15., ja 20. taastumise péeval.
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Haardejou modtmiseks kasutati spetsiaalset laboratoorsetele katseloomadele konstrueeritud

diinamomeetrit — Grip Strength Meter 0167-004L (Columbus Instruments, USA).

3.6 Lihaste eraldamine ja kaalumine

Pérast katseloomade ohverdamist eemaldati jargmised lihased: m. soleus, m. plantaris, m.
extensor digitorum longus (m. EDL), m. tibialis anterior (m. TA), m. gastrocnemius, puhastati,

kaaluti tdpsusega £1 mg ning sdilitati -80 °C juures edaspidisteks analiilisideks.

3.7 Valgusisalduse mairamine skeletilihases

Sarkoplasmaatiliste valkude eraldamiseks pulbristati kiilmutatud m. plantaris’ e koetiikk
(50 mg) vedelas ldmmastikus ja homogeniseeriti lahuses (20 Mm TRIS, 2 mM EDTA, 175
Mm KCI, 0,5% Triton X-100 pH=6,8) ning inkubeeriti jdil 10 minutit. Seejérel tsentrifuugiti
10 000 pooret minutis 15 minutit +4 °C juures (Sato et al.,, 2009). Koguti supernatant
(sarkoplasmaatilised valgud) ja méérati valk, sadet kasutati miiofibrillaarsete valkude

maidramiseks.

Miiofibrillaarsete valkude eraldamise protseduur pohineb Drzymala-Celichowka et al.
(2012) kirjeldatud metoodikal. Sade (miiofibrillaarsed valgud) suspendeeriti 1 ml 2% SDS’ i,
segati ja proove kuumutati (100 °C) 10 minutit. Pirast kuumutamist tsentrifuugiti 10 000
pooret/minutis 20 minutit +25 °C juures. Miiofibrillaarseid valke sisaldav supernatant koguti,

madrati valk ja kasutati edaspidisteks analiilisideks.

Sarkoplasmaatiliste ja miiofibrillaarsete valkude kontsentratsioon médrati uuritavates
proovides kasutades DC Protein Assay (Bio-Rad). Antud analiilis pdhineb Lowry meetodil
(Lowry et al., 1951) ja voimaldab maiidrata valkude kontsentratsiooni detergenti (SDS)

sisaldavates proovides.

3.8 Miiosiini raskete ahelate (MHC) sisaldus

MHC sisaldus m.plantaris’ e miiofibrillaarvalkude fraktsioonis méérati elektroforeetiliselt
kasutades SDS-PAAG tehnikat (Laemmli, 1970). Akriiiilamiidi kontsentratsioonid lahutavas
ja kontsentreerivas geelis olid vastavalt 10% ja 4%, lahutav geel sisaldas 10% gliitserooli.
Uuritavad proovid lahjendati valgu kontsentratsioonini 0,5 pg/ml Laemmli proovi puhvriga

(5% P-merkaptoetanool, 100 mM Tris, 5% gliitserool, 4% SDS, 0,05% broomfenoolsinine,
14



pH 6,8) (Laemmli, 1970), radadele kanti 5-7 ul proovi. Analiiiisitavate molekulide suuruse
madramiseks jooksutati proove paralleelselt markeriga (kindlaksmddratud suurusega
molekulide segu Protein Marker VI (10-245) prestained Protein Ladder, Appli Chem).
Elektroforeesi tingimused: 2,5h, 15 mA, +4 °C (Mini-Protean 3 Cell, Bio-Rad, USA).
Lahutatud valkude visualiseerimiseks varviti geelid Coomassie Brilliant Blue vérvilahusega.
MHC molekulkaalule (190 kD) vastav band identifitseeriti kasutades molekulkaalu markerit
(Protein Marker V1 (10-245) prestained Protein Ladder, Appli Chem). Geelide pildistamiseks
ja dokumenteerimiseks (joonis 1) kasutati G:box Biolmaging Systems (Syngene, UK) ja
MHC analiiiisimiseks programmi GeneSpan (Syngene, UK). MHC sisaldus véljendati AU
(kokkuleppeline iihik)/mg lihaskoe kohta (Mozaffar et al., 2007).

lrada llrada marker KkDa
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Joonis 1. M. plantaris’ e miofibrillaarsete valkude elektroforeogramm (10% SDS-PAAG).
MHC — miiosiini rasked ahelad; marker — 10-245 kDa.

3.9 Statistika

Kogutud andmed toodeli statistiliselt, arvutati aritmeetiline keskmine ja standardhélve.

Keskmise véartuste vordlus toimus Student’ i t-testiga (olulisuse nivoo p<0,05).
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4. TOO TULEMUSED
4.1 Lihasjoud

Eksperimendi tulemused niitasid, et deksametasooni manustamine (50 pg/100 g) kiimne
pdeva jooksul vidhendas statistiliselt oluliselt (p<0,05) katseloomade tagajasemete
haardejoudu (joonis 2). 10. pievaks oli gruppides lihasjoud langenud vastavalt 31,2%; 28,8%
ja 27,9%. Kaks gruppi (taast 10p ja taast 20 p) demonstreerisid taastumise 10. pédevaks
endiselt statistilist erinevust lihasjou osas vorreldes algtasemega, samuti ka seda, et lihasjou
langus jétkus eelnimetatud gruppides ka pédrast deksametasooni manustamist. 15. ja 20.
pédevaks oli vaatlusaluste lihasjoud taastunud sellisele tasemele, kus statistilisi erinevusi
gruppide keskmistes tulemustes vorreldes algnditajatega ei esinenud. Taastumise 20. pdevaks
jai lihasjoud (taast 20p grupis) 16,5% ja (taast+harj 20p grupis) 3,1% madalamaks vorreldes
algtasemega.
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Joonis 2. Katseloomade tagajasemete haardejoud (N), X+SD.

Statistiliselt oluline muutus nivool * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001 vorreldes vastava grupi
algtasemega. Taast 10p — deksametasooni manustamine koos 10-pdevase taastumisega; taast
20p — deksametasooni manustamine koos 20-pédevase taastumisega; taast+harj 20p —

deksametasooni manustamine koos 20-paevase taastumise ja harjutusega.
4.2 Kehamass

Sarnaselt lihasjoule, leidis 10-pdevase deksametasooni manustamise tulemusena aset
langus ka katseloomade kehamassis (joonis 3). Kehamassi langus oli kdikides gruppides

oluline (p<0,05) ning vorreldes algtasemega vastavalt 24,2%; 23,9% ja 23,3% madalam.
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Taastumise 10. pdevaks oli méirgata kahes grupis (taast 10p ja taast 20p) endiselt kehamassi
languse tendentsi (kehamass langes veel 0,5% ja 2,5% vorra), treeninggrupi katseloomad olid
samaks hetkeks saavutanud aga 3,2% kehamassi tdusu, mis oli ka statistiliselt oluline
vorreldes manustamise 10petamisel saadud tulemustega (p<0,05). Kehamass taastus
monevorra nii 15. kui ka 20. taastumise paevaks, jdddes aga algtasemest oluliselt madalamaks
(p<0,05). Vorreldes manustamise 13petamisel saadud tulemustega oli kehamassi tous 15. ja
20. péevaks harjutuste grupis aga statistiliselt oluline (p<0,05). 20. taastumise pédevaks jdi
katseloomade kehamass molemas grupis vorreldes algtasemega vastavalt 15,7% ja 12,5%
madalamaks. Gruppide vahelises vordluses oli mérgata, et (taast+harj 20p) grupis tdusis
kehamass kiill 3,2% rohkem, aga see ei olnud (vorreldes taast 20p grupiga) statistiliselt

oluline erinevus (p=>0,05).
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Joonis 3. Katseloomade kehamass (g), X+SD.

Statistiliselt oluline muutus nivool * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001 vorreldes vastava grupi
algtasemega, # p<0,05; ## p<0,005 vorreldes manustamise ldpetamisega. Taast 10p —
deksametasooni manustamine koos 10-pdevase taastumisega; taast 20p — deksametasooni
manustamine koos 20-pédevase taastumisega; taast+harj 20p — deksametasooni manustamine

koos 20-pdevase taastumise ja harjutusega.

4.3 Lihaste mass

Eksperimendi tulemused néitasid, et viie uuritava lihase (m.plantaris, m.soleus, m. extensor
digitorum longus (m.EDL), m. tibialis anterior (m. TA), m. gastrocnemius) mass viahenes 10-

paevase deksametasooni manustamise jargselt statistiliselt oluliselt (p<0,05), ning ei ei olnud
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10. taastumise pdevaks oluliselt tousnud (joonis 4). M. plantaris’ e mass jai vorreldes
algtasemega 32,9%, m. soleus 16,6%, m.EDL 30,7%, m. TA 28,9% ning kdige rohkem m.
gastrocnemius 34,4% madalamaks. Taastumisel (vorreldes deksametasooni manustamise

1opetamisega) suurenes oluliselt nii m. plantaris’ e kui ka m. TA” i mass.
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Joonis 4. Katseloomade lihaste mass (mg) 10-péevasel taastumisel, X+SD.

Statistiliselt oluline muutus nivool ** p<0,005; ** p<0,001 vorreldes vastava lihase
algtasemega, # p<0,05; ### p<0,001 vorreldes manustamise 10petamisega (DEX 10p). DEX
10p — deksametasooni manustamine 10 pdeva; taast 10p — deksametasooni manustamine koos

10-pdevase taastumisega.

Selgus, et ka 20-pdevase taastumise jargselt ei olnud lihaste massid deksametasooni
manustamisest taastunud, jdddes pérast taastumist koikides lihastes (v.a. m.soleus) statistiliselt
oluliselt madalamaks (p<0,05) (joonis 5). Vdrreldes algtasemega jai m. plantaris’ e mass
16,2%, m. soleus 6,8%, m. EDL 13,9%, m. tibialis anterior 11,3% ning m. gastrocnemius
19,7% madalamaks. 20-paevasel taastumisel suurenes statistiliselt oluliselt nii m. plantaris’ e,

m. EDL’ i, m. TA’ i kui ka m. gastrocnemius’ ¢ mass.
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Joonis 5. Katseloomade skeletilihaste mass (mg) 20-paevasel taastumisel gliikokortikoidsest
milopaatiast, X+SD.

Statistiliselt oluline muutus nivool * p<0,05; ** p<0,005; ** p<0,001 vorreldes vastava lihase
algtasemega, ## p<0,005; ## p<0,001 vorreldes manustamise 1dpetamisega (DEX 10p). DEX
10p — deksametasooni manustamine 10 péeva; taast 20p — deksametasooni manustamine koos

20-pdevase taastumisega.

Katseloomad, kes sooritasid taastumisperioodil harjutust, demonstreerisid taastumise
10puks sarnaseid tulemusi katseloomadega, kes harjutust ei sooritanud (joonis 6). Koikide
lihaste massides oli taastumisperioodi 16puks tuvastatav oluline langus vorreldes algtasemega
(p<0,05), jaades m. plantaris’ es 22,1%, m.soleus’es 16,5%, m. extensor digitorum longus’ es
22%, m. tibialis anterior’ is 12,6% ning m. gastrocnemius’ es 26,9% madalamaks. Harjutust
sooritanud katseloomadel suurenes pérast deksametasooni manustamise lopetamist oluliselt
m. plantaris’ e, m. TA’ i ja m. gastrocnemius’ e mass. M. soleus’ e ja m. EDL’ i massides

olulist suurenemist ei esinenud.
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Joonis 6. Katseloomade skeletilihaste mass (mg) 20-pdevaselt taastumisel jouharjutustega
gliikokortikoidsest miiopaatiast, X£SD.

Statistiliselt oluline muutus nivool ** p<0,005; *** p<0,001, # p<0,05; ## p<0,005<; ###
p<0,001 vorreldes manustamise 16petamisega (DEX 10p). DEX 10p — deksametasooni

manustamine 10 pédeva; taast+harj 20p — deksametasooni manustamine koos 20-pédevase

taastumise ja harjutusega.

4.4 Miiofibrillaarsete ja sarkoplasmaatiliste valkude sisaldus

Eksperiment nditas, et 10-pdevase deksametasooni manustamise jargselt vidhenes
statistiliselt oluliselt nii miiofibrilaarsete kui ka sarkoplasmaatiliste valkude sisaldus
m.plantaris’ es (joonis 7). Miiofibrillaarsete valkude sisaldus vdhenes 41,7% ning
sarkoplasmaatiliste valkude sisaldus 37,5%. Taastumisel ilmnes, et valgusisaldus suurenes 20
pdevaga sellisele tasemele, kus olulist erinevust algtasemega vdrreldes ei esinenud, aga

tulemused jdid endiselt 23,3% ja 16,3% madalamaks.

20



()]
=
I

L
=
1

i
=1
1

[[] MF valgud

Bl 5P valzud

MI" ja 8P valpusisaldos lihows es
(m.plantaris) (mg lihases)
[t [#3]
(=] =]

fuy
=
1

kontroll DEX 10p taast 20p

Joonis 7. Katseloomade miiofibrillaarsete (MF) ja sarkoplasmaatiliste (SP) valkude sisaldus
m.plantaris’ es (mg lihases), X£SD.

Statistiliselt oluline muutus nivool ** (MF), ## (SP) p<0,005 vorreldes vastava valgu
algtasemega.

4.5 Miiosiini raskete ahelate sisaldus

Miiosiini raskete ahelate (MHC) sisalduse médramisel selgus, et 10-pédevasele
deksametasooni manustamisele jargnes 13% langus katseloomade MHC sisalduses (joonis
8). 20. taastumise pdevaks oli MHC sisaldus langenud veel 6,3%, aga vorreldes

kontrollgrupiga ei esinenud statistiliselt olulist erinevust.
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Joonis 8. Katseloomade MHC sisaldus (kokkuleppeline iihik (AU)/mg lihaskoe kohta)
m.plantaris’ es, X+SD. DEX 10p — deksametasooni manustamine 10 pédeva; taast 20p —

deksametasooni manustamine koos 20-pievase taastumisega.
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5. ARUTELU

Gliikokortikoidide kasutamine on meditsiinis laialt levinud ning leiab rakendust peamiselt
slisteemsete haiguste ning pehmekoeliste hdirete korral (Pereira ja Carvalho, 2011).
Gliikokortikoidset ~ miiopaatiat (GM) seostatakse fluorineeritud  gliikokortikoidide
kasutamisega, mille korral leiab aset lihasvalkude degradatsioon ning siinteesi vahenemine

(Salehian ja Kejriwal, 1999).

Uks pohilistest GM ilmingutest on lihasjou langus (Seene, 1988). Kiesolevas
eksperimendis leiti, et deksametasooni manustamine (50 pg/100 g kehamassi kohta) viahendas
10. pdevaks oluliselt katseloomade tagajasemete haardejoudu (keskmiselt 29,3%). Sarnaste
tulemusteni joudsid ka Kaasik et al. (2007), kes leidsid 10 paeva jooksul poole suurema doosi
deksametasooni manustamisel (100 ug/100 g kehamassi kohta) olulise languse katseloomade
tagajasemete lihasjous. Antud uuringus ilmnes, et molemas taastumise grupis langesid
tagajdsemete haardejou nditajad ka péarast deksametasooni manustamise 10petamist ning olid
10. taastumise paevaks statistiliselt oluliselt madalamad. 15. ja 20. pdevaks oli katseloomade
tagajdsemete haardejoud madrgatavalt suurenenud ning ei erinenud oluliselt algtasemest.
Harjutust sooritanud katseloomade lihasjoud oli kiill monevdrra suurem kui katseloomadel,
kes harjutusi ei sooritanud, aga statistilist olulist erinevust tulemustes ei ilmnenud.
Jouharjutuste sooritamisel on tiheldatud lihaste ainevahetuse kiirenemist ning
funktsionaalsuse paranemist (Seene et al.,, 2011), aga antud uuringus see lihasjou osas
kinnitust ei leidnud. Voib eeldada, et harjutuse positiivne moju jounditajatele ilmneb suuremal
maédral hiljem (Falduto et al., 1992).

Kiesolev eksperiment néitas, et 10-pdevane deksametasooni manustamine vihendas kdigi
viie uuritava lihase (m.plantaris, m.soleus, m. extensor digitorum longus, m. tibialis anterior,
m. gastrocnemius) massi olulisel méadral. Lihasjou languse peamiseks pohjuseks GM korral
on II thiipi lihaskiudude atroofia, mistottu on rohkem haaratud kiireid lihaskiude sisaldavad
lihased (Seene, 1988; Schakman et al., 2008). Varasemalt on leitud, et gliikokortikoidide
manustamine ei mojuta oluliselt oksiidatiivse iseloomuga lihaseid (Schakman et al., 2008),
mis on vastuolus kdesoleva uuringu tulemustega. Taastumisperioodil ilmnes oluline tdus
antud uuringu katseloomade lihaste massides vdorreldes ravimi manustamise 15petamisega,
kuid lihaste kaalud jdid vorreldes algtasemega oluliselt madalamaks. Erandiks oli m. soleus,
mis 20-péevasel taastumisel ilma treeninguta ei erinenud oluliselt algtasemest. M. Soleus’ e
massi suurenemine iihes grupis voib viidata GM kiuspetsiifilisele mdjule, mille tulemuseni

joudis ka Riso et al. (2008). Falduto et al. (1992) leidsid 12-nddalase taastumise jargselt
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olulise lihasmassi suurenemise katseloomadel, kes sooritasid jooksutreeningut, mistottu ei
pruukinud olla kéesolevas eksperimendis rakendatud 20-pdevane sekkumine piisav, et

véljenduks oluline erinevus treenitavate lihaste massides.

Kédesolevas uuringus selgus, et 10-pdevane deksametasooni manustamine vidhendas
katseloomade kehamassi (keskmiselt 23,8%). Nagu ka eclnevate niitajate osas kestis
gliikkokortikoidide mdju ka taastumise algfaasis, kus kehamassi langes esimese 2-3 péeva
jooksul veelgi. Harjutust sooritanud katseloomade kehamass suurenes meie eksperimendis
taastumisel statistiliselt oluliselt (eksperimendi 16puks 3,2% rohkem vorreldes harjutust mitte
sooritanud grupiga), jaddes 20. pdevaks siiski algtasemest 12,5% madalamaks. Kehamass
langeb GM korral nii lihas- kui ka rasvamassi arvelt (Macedo et al., 2016; Ellam, 2016).
Ellam (2016) tuvastas 20-paevase taastumise jargselt kiill olulise suurenemise rasvavaba
massis, aga rasvamassi taastumine selle aja jooksul ei realiseerinud, mis voib selgitada

osaliselt ka meie tulemusi.

Eksperimendi tulemused néitasid, et m. plantaris’ e valgusisaldus langes miiopaatia
tingimustes  statistiliselt oluliselt. Langus toimus nii miiofibrillaarsete Kkui ka
sarkoplasmaatiliste valkude osas sarnaselt (vastavalt 41,7% ja 37,5%). Varasemalt on radgitud
peamiselt miiofibrillaarsete valkude sisalduse langusest lihasatroofia tingimustes (Sato et al.,
2014), samas {ihtivad kdesoleva uuringu tulemused Goldberg (1969) eksperimendiga, kus
tuvastati sarnane langus nii miiofibrillaarsete kui ka sarkoplasmaatiliste valkude osas. 20.
taastumise pdevaks ei erinenud antud uuringus valkude tase m. plantaris’ es statistiliselt

oluliselt vorreldes kontrollgrupi loomadega.

Varasemates uuringutes on leitud, et GM tingimustes vidheneb oluliselt MHC siintees
(Kaasik et al., 2007). Ka kidesoleva eksperimendi tulemused niitasid MHC sisalduse langust,
mis oli parast deksametasooni manustamise 16petamist 13% ja langes 20. paevaks veel 6,3%.
Vaatamata kestvale langusele taastumisperioodil ei olnud tulemused statistiliselt olulised,
millest vOib jdreldada, et organism suudab vordlemisi hésti sdilitada miiopaatia tingimustes
MHC sisaldust, mis vOib olla ka tuheks oluliseks faktoriks funktsionaalsuse sdilitamise
aspektist. GM korral leiab aset MHC isovormilise kompositsiooni transformatsioon, mille

kaigus remodelleeruvad lihaskiud kiiremalt aeglasemale (Seene et al., 2003).

GM kutsub esile mitmeid muutusi organismis, milleks on lihasjou, kehamassi, lihaste
massi ning valgusisalduse vdhenemine. GM taastumise efektiivsus ilmneb ainuiiksi ravimi
manustamise Idpetamisel, aga teatud olukordades ei pruugi olla see véimalik. Kéesolevas

uuringus ei saanud kinnitust jouharjutuste kasutamise efektiivsus liithiajalisel treeningul GM
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korral. Olulist positiivset mdju on tdestatud pikemaajaliste harjutusprogrammide kasutamisel,
kuigi jaab selgusetuks, milline oleks kdige efektiivsem harjutusmetoodika gliikokortikoidsest

miiopaatiast taastumisel (Falduto et al., 1992).
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6. JARELDUSED

1. Glikokortikoidide manustamise jargselt langes oluliselt katseloomade tagajdsemete
haardejoud, keha- ja lihaste mass (m. plantaris, m.soleus, m. extensor digitorum longus,
m. tibialis anterior, m. gastrocnemius) ning m. plantaris’ e miiofibrillaarsete ja
sarkoplasmaatiliste valkude sisaldus. Miiosiini raskete ahelate sisalduses olulisi muutusi ei
toimunud.

2. Gliikokortikoidsest miiopaatiast taastumisel suurenes katseloomade tagajdsemete
haardejoud ning ei erinenud statistiliselt oluliselt algtasemest

3. Kehamass suurenes taastumisel oluliselt vorreldes miiopaatia seisundiga kuid jai
statistiliselt oluliselt madalamaks algtasemest.

4. Taastumisperioodil suurenes skeletilihaste mass oluliselt vorreldes gliikokortikoidse
miiopaatia seisundiga, kuid jai oluliselt madalamaks uuritavate skeletilihaste algtasemest.

5. Gliikokortikoidsest miiopaatiast taastumisel miiofibrillaarsete ja sarkoplasmaatiliste

valkude sisaldus suurenes ja ei erinenud oluliselt algtasemest.
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