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KASUTATUD LUHENDID

Akt — proteiinkinaas B

FOXO — kahvlipea boksi geen , gupp 0 (forkhead box gene, group 0)

GC — gliikokortikoid (glycocorticoid)

hPTH — inimese paratiiroidhormoon (human parathyroid hormone)

IGF-1 — insuliini sarnane kasvufaktor I (insuline like growth factor 1)

MHC — miiosiini rasked ahelad (myosin heavy chain)

MLC — miiosiini kerged ahelad (myosin light chain)

MTOR — rapamiitsiini sihtmédrk imetajates (mechanistic target of rapamycin)
MuRF-1 — (muscle ring finger protein 1)

NaCl — naatrium Kkloriid

SDS-PAAG — naatrium dodetsiiiilsulfaat poliiakriitilamiidgeel

TG - trigliitseriidid

VLDL-TG - viaga madala tihedusega lipoproteiin — trigliitseriidide kompleks (very low
density lipoprotein — triglycerid)



TOO LUHIULEVAADE

Eesmirk: T66 eesméargiks oli vilja selgitada skeletilihaskoe miiopaatia kujunemise eripéra ja

miiopaatilise skeletilihaskoe taastumise diinaamika.

Metoodika: Uuringus kasutati 20 emast tdiskasvanut Wistar liini rotti, kes jagati juhuslikkuse
aluse nelja gruppi — kontrollgrupp (K), gliikokortikoididega mojustatud grupp (GC) ja
gliikokortikoididega mojustatud + taastunud grupid (GC-T 10 péeva ja GC-T 20 paeva). GC ja
GC-T (10 ja 20 pédeva) grupi loomadele manustati kohudonde siistimise teel deksametasooni
(50 pg deksametasooni/100 g kehamassi kohta) kiimne paeva viltel, peale manustamise 10ppu
jaid GC-T grupid vastavalt 10 ja 20 paevaks taastuma. Parast loomade ohverdamist eemaldati
ning kaaluti tagajasemete lihased (m. soleus, m. plantaris, m. extensor digitorum longus, m.
tibialis anterior, m. gastrocnemius). M. plantaris’t analiiiisiti histoloogiliselt ja m. plantaris’e

MHC isovormiline kompositsioon méadrati elektroforeetiliselt.

Tulemused: Pérast viie pdevast deksametasooni manustamist langes katseloomade kehamass
oluliselt (p<0,05). Kehamass langes kogu deksametasooniga manustamise perioodi vialtel. Viie
paevase taastumise jirel oli kehamass oluliselt (p<0,05) tousnud ning jétkas tdusu kogu 20
pdevase taastumise perioodi valtel, kuid ei saavutanud algtaset. M. plantaris’es leiti olulised
muutused (p<0,05) MHC isovormide suhtelises sisalduses. Muutusi rakutuumade hulga ja

lihaskiu ristldikepindala suhtarvus gruppide vahel ei ilmnenud.

Kokkuvote: Lihase massi ja kehamassi suhe ei muutunud gliikokortikoidse miiopaatia
tingimustes Kiirete lihaste, kuid tousis aeglase lihase (m. soleus) puhul. See on loogiline
tulemus, kuna aeglaste lihaskiudude ristldikepindala ei muutunud ning MHC aeglase isovormi
suhteline sisaldus ei muutunud gliikkokortikoididega mojustamise tulemusel m. plantaris’es.
Samas langes kiirete lihaskiudude ristloikepindala ning toimus oluline nihe MHC kiirete
isovormide suhtelises sisalduses, mis saavutas 20 pdevase taastumise perioodi jarel algtaseme.
MHC isovormilise kompositsiooni taastumist m. plantaris’es 20 paevase perioodi jooksul voib

seostada konstantse rakutuumade ja lihaskiu ristldikepindala suhtega gruppide vahel.

Mirksonad: skeletilihas, gliikokortikoidne miiopaatia, lihaskiudude ristldikepindala, MHC

isovormid, taastumine



ABSTRACT

Aim: The purpose of this study was to clarify the peculiarities of the formation of skeletal

muscle myopathy and the dynamics of recovery from that myopathy.

Methods: 20 adult female Wistar strain rats used in the experiment, were divided into four
groups — control (C), glucocorticoid group (GC) and glucocorticoid + recovery groups (GC-T).
The GC and GC-T (10 and 20 days) group animals received intraperitoneal injections of
dexamethasone (50 pug dexamethasone/100 g body mass) for ten days after which the GC-T
groups were left to recover for 10 or 20 days. Hindlimb muscles (m. soleus, m. plantaris, m.
extensor digitorum longus, m. tibialis anterior, m. gastrocnemius) were extracted and weighed.
M. plantaris was analyzed using histological methods and the composition of MHC isoforms

was determined electrophoretically.

Results: After five days of injections a significant loss of body mass was found (p<0.05). The
decline in body mass continued throughout the period of dexamethasone administration. After
five days of recovery significant gain of body mass (p<0.05) was measured and the increase in
body mass continued until the 20th day of recovery, but did not reach the baseline value.
Significant changes (p<0.05) in the relative content of MHC isoforms were found in m.
plantaris. There were no changes in the ratio of nuclei to muscle fiber cross sectional area

between groups.

Conclusions: Ratio between muscle mass to body mass did not change in glycocorticoid
induced myopathy in fast-twitch muscles, but increased in slow-twitch muscle (m. soleus),
which is a logical outcome since the cross sectional area of type | muscle fibers did not change
and neither did the MHC | isoform relative content. However there was a significant shift in
MHC 11 isoforms composition in m. plantaris which returned to baseline values during
recovery. The normalization of MHC Il isoforms composition during recovery may be
attributed to the constant ratio of nuclei to muscle fiber cross sectional area throughout the

experiment.

Keywords: Glycocorticoid myopathy, MHC isoforms, recovery, skeletal muscle, cross

sectional area



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Gliikokortikoidse lihasatroofia iseloomustus

Gliikokortikoidsete hormoonpreparaatide manustamisel muutub skeletilihasrakkudes nii
miuofibrillaarsete kui ka sarkoplasmaatiliste valkude ainevahetus, mille tulemusena langeb
valgusisaldus molema suurema lihasvalkude fraktsiooni puhul. Langus valgusisalduses kutsub
mojustatud lihastes esile lihasrakkude atroofia (Seene ja Alev, 1985). Gliikokortikoididest
pohjustatud lihasatroofiat iseloomustab gliikoliiiitiliste ehk II tiiiipi lihaskiudude atroofia, mis
viljendub lihaskiudude ristloike pindala vdhenemises ja vihenenud miiofibrillaarsete valkude
sisalduses lihaskius (Schakman et al., 2008). Liihiajaline kdrgedoosiline steroidide
manustamine voib viia akuutse steroidse miiopaatia tekkimiseni. Patoloogilised karakteristikud
hdlmavad difuusset lihasnorkust, iildist lihaskiudude atroofiat vdi nekroosi koos kdrgenenud
kreatiinkinaasi tasemega veres ja rabdomiioliiiisiga. Taastumisprotsess on sellistel juhtudel
pikaajaline. Seerumi lihasenstiiiimide tase on normaalne v3i natukene suurenenud, pohiliselt on

mojutatud kreatiinkinaasi tase (Owczarek et al., 2005).

1.2 Gliikokortikoidide selektiivne moju

Gliikokortikoidsest ~ miiopaatiast ~ tulenevat  skeletilihaste =~ ndrkust  pohjustavad
miiofibrillaaraparaadi kahjustused ja muutused neuromuskulaarsetes siinapsites, eriti
gliikoliiiitilistes lihaskiududes. Tépselt ei ole teada, kuidas gliikokortikoidide kompleksne
kataboolne moju, eriti kontraktiilvalkude, sealhulgas miiosiini raskete ahelate (MHC)
isovormide selektiivne degradatsioon skeletilihastes realiseerub. Samas on teada, et
skeletilihaste rakusiseste valkude degradatsioon toimub labi liisosomaalse ja mitteliisosomaalse
raja. Kuna liisosoomide sisaldus skeletilihastes, eriti gliikoliiiitilistes lihaskiududes on madal
siis on mitteliisosomaalsel rajal oluline osa miiofbrillaarsete valkude katabolismis ning nende
katabolismi  kiiruses. Samal ajal vdheneb kontraktiilvalkude siinteesi kiirus, eriti
gliikoliititilistes lihaskiududes. Gliikokortikoidide manustamisel on pérssiv. mdju MHC
slinteesile, samas ei pruugi MHC siintees peegeldada MHC erinevate isovormide siinteesi taset,
nagu ka iildine lihasvalkude siinteesi muutus kindlate lihasvalkude siinteesi muutusi kajastada.
Miiopaatilises m. soleus'es ei muutu MHC 1 isovormi (Wistar liini rottidel sisaldus ~ 99%)
slinteesi tase, samuti ei muutu m. plantaris'es MHC | isovormi (Wistar liini rottidel sisaldus ~

5%) siinteesi tase. Miiopaatilistes lihastes vdheneb II tiitipi MHC isovormide siinteesi tase



(Seene et al., 2003). MHC 1lb isovormi suhtelise sisalduse oluline langus ja MHC I1d isovormi
tous miiopaatilises gliikoliiiitilises lihases kinnitab kvalitatiivset {imberkorralduse protsessi
gliikoliiitilistes lihastes gliikokortikoidide tilekiilluse korral (Kaasik et al., 2012b).

Seene ja Viru (1982) uuringus vihenes deksametasooniga mojustatud rottide kehakaal
25% ning m. quadriceps femoris'e kaal 29% sealhulgas gliikoliiiitiliste lihaskiudude mass 48%.
Selline lihasmassi langus oli kooskdlas miiofibrillaarsete aluseliste proteaaside aktiivsusega
(Seene ja Viru 1982).

Kirjanduse andmetel on MHC tundlikumad aluselistele proteaasidele, kui miiosiini
kerged ahelad (MLC) in vitro keskkonnas, samas gliikokortikoidide manustamine suurendab
aluseliste  proteaaside aktiivsust skeletilihastes. Aluselisi proteaase siinteesitakse
nuumrakkudes, peale degranulatsiooni siseneb ensiiiim lihaskiudu. Suurte dooside
gliikokortikoidide manustamisel touseb nuumrakkude arv lihaskiu sidekoelise osa
perivaskulaarsetes poorides (Seene et al., 2003). Nuumrakkude degranulatsioon on selgelt
avaldunud gliikoliiiitiliste lihaskiudude iimber, samas on nuumrakkude arv liimfisdlmede sisis
markimisvaarselt vihenenud. Toendoliselt on lihaste nuumrakkude allikaks ltimfisolmed, mis
viitab nuumrakkude migratsioonile limfisdlmedest (Kaasik 2004). Miiopaatilises lihases, kus
aluseliste proteaaside aktiivsus on suur, eralduvad gliikoliititilised kiud naaberkiududest ning
voivad 16ppresultaadina laguneda. Erinevate metaboolsete ja kontraktiilsete omadustega lihaste
miiofibrillaarvalkude fraktsiooni inkubatsioonil aluseliste proteaasidega rikastatud keskkonnas
ilmneb, et MHC IIb isovormide tundlikus soltub teatud mééaral lihase karakteristikutest. Kiiretes
lihaskiududes, mille oksiidatiivne potentsiaal on madalam on MHC Ilb isovormide tundlikkus
aluseliste proteaaside suhtes korgem. Arvestades MHC isovormide siinteesi taset ja nende
tundlikkust aluseliste proteaaside suhtes on MHC isovormide suhtelise sisalduse muutus
erinevates lihastes loogiline. MHC IIb isovormi siinteesi tase langeb skeletilihastes, mille
oksiidatiivne potentsiaal on madal. Samas suureneb MHC IIb isovormi tundlikkus aluseliste
proteaaside suhtes. Selle tulemusena langeb MHC IIb isovormi suhteline sisaldus miiopaatilises
lihases, MHC lla ja Ild isovormi suhteline sisaldus tduseb ja lihase kontraktiilsed
karakteristikud muutuvad (Seene et al., 2003). Kaasik (2004) leidis, et m. Plantaris'e MHC I1b

isovormi sisaldus langes aluseliste proteaaside toimel 9 + 0,9%.



1.3 Gliikokortikoidsete hormoonide antianaboolne moju

Gliikokortikoidide antianaboolne moju skeletilihaskoele avaldub mitme erineva mehhanismi
tulemusena. Esiteks, gliikkokortikoidid inhibeerivad aminohapete transporti lihastesse, mis v3ib
piirata valgusiinteesi. Teiseks, gliikokortikoidid pidurdavad insuliini, insuliini sarnane
kasvufaktor 1 (IGF-1) ja aminohapete (eriti leutsiini) stimuleerivat moju valgusiinteesis
olulistele mMRNA translatsiooni algtatavatele faktoritele ning inhibeerivad IGF-1 anaboolset rolli
valgusiinteesi regulatsioonil (Schakman et al., 2008). Gliikokortikoidsete hormoonpreparaatide
manustamine langetab ka testosterooni kontsentratsiooni veres (Reid et al., 1996), mis on
valgusiinteesi aktiivsust pérssivaks faktoriks. Lisaks on leitud, et gliikokortikoidid
indutseerivad lihasatroofiat inhibeerides miiogeneesi ldbi skeletilihaskoe kasvu stimuleeriva
faktori milogeniini regulatsiooni, mille tulemusena on héiritud differentseerumisprotsesside

kulgemine regenereeruvas skeletilihaskoes (Schakman et al., 2008).

1.4 Gliikortikoidide kataboolne méju

Lihase proteoliiiis 1dbi ubikvitiini — proteasoomi siisteemi on olulise rolliga gliikokortikoidide
kataboolses mdjus. Gliikokortikoidide stimulatsiooni ubikvitiini — proteasoomi siisteemile
vahendavad 14bi kasvanud ekspressiooni mitmed atrogeenid, nditeks atrogin-1 ja MuRF-1.
Gliikokortikoidide stimulatoorne mdju proteoliilisile toimib 1dbi ubikvitiini-proteasoomi
stisteemi, liisosomaalse siisteemi ja kaltsiumist-sdltuva siisteemi. Gliikokortikoidid pohjustavad
peamiselt miiofibrillaarsete valkude degradatsiooni (Singleton et al., 2008). Miiofibrillaarsete
valkude degradatsiooni kinnitab suurenenud 3-metiiiilhistidiini eritus gliikokortikoidide
manustamisel (Kaasik 2004). Valkude degradatsiooni aktiveerimiseks stimuleerivad
gliikokortikoidid mitme ubikvitiini-proteasoomi siisteemi komponendi ekspressiooni, mis on
seotud ubikvitiini konjugeerimisega degradeeruvasse valku, konjugeeriva enstiiimiga, atrogin-
1 ja MuRF-1, kahe lihas-spetsiifilise ubikvitiini ligaasiga voi vastutavad valgu degradatsiooni
eest otse ldbi proteasoomi. Selline geeni transkriptsiooni aktivatsioon on seotud suurenenud
valgu ubikvitiinimisega ja proteosoomi suurenenud proteoliiiitilise aktiivsusega. Kasutades
erinevate proteoliilitiliste radade blokeerijaid on leitud, et gliikkokortikoidid stimuleerivad lisaks
ubikvitiini-proteasoomi siisteemist sdltuvale proteoliiiisile ka kaltsiumist soltuvat ja
liisosomaalset valgu lagundamist. Liisosoomaalse siisteemi gliikokortikoidset atroofset mdju
kinnitab ka suurenenud katepsiin L ekspressioon gliikokortikoididega mdjustatud loomade

lihastes. Kuna proteasoom ei lagunda tervet miiofibrilli, siis vOib eeldada, et aktiin ja miiosiin



peavad olema lahutatud miiofibrillist, tdendoliselt kalpaiinide poolt enne, kui neid saab

lagundada ubikvitiin-proteasoom siisteemis (Schakman et al., 2008; Schakman et al., 2013).

1.5 Miiopaatia kujunemise diinaamika gliikokortikoidide lithiajalisel manustamisel

Minetto ja teised (2015) manustasid suukaudselt tervetele meessoost uuringus osalejatele 7
pdeva jooksul deksametasooni 8 mg/pievas ning tuvastasid, et lithiajaline kliiniliste dooside
piiridesse jaav gliikokortikoidide manustamine véhendab valgusiinteesi, suurendab valgu
degradatsiooni ja halvab mitokondriaalset funktsiooni ning vidhendab lihaskiu ristldikepindala
ja miiosiini kontsentratsiooni lihases. Manustamise jargne langenud lihasvalkude tsirkulatsioon
viitab gliikokortikoidide antianaboolsele mojule, langenud oli ka kreatiinkinaasi ja miioglobiini
tase vorreldes algtasemega. Miioglobiini taseme véiksem langus vorreldes kreatiinkinaasiga
vOib peegeldada valgusiinteesi suuremat langust kiiretes kiududes, mis omavad suuremat
kreatiinkinaasi sisaldust, samas miioglobiini on enam aeglastes kiududes. Miiostatiini
ekspressioon ei suurenenud lithiajalise gliikortikoidide manustamise tulemusel (Minetto et al.,
2015).

Macedo ja teiste (2015) uuringus siistiti isastele tdiskasvanud Wistar liini rottidele
kohudonde deksametasooni 50 pg/ 100g kehakaalu kohta (n=40) (1, 3, 5, 7 voi 10 péeva) ja
kontrollloomadele (n=42) sama kogus fiisioloogilist lahust. Rasva ja mineraalainete vaba mass
langes deksametasooniga mojustatud grupis oluliselt alates kolmandast paevast peale siistimise
algust (3, 5, 7 ja 10 péeval vastavalt 12%, 22%, 23% ja 28% vdrreldes kontrollgrupiga).
Kehamass langes deksametasooniga mdjustatud grupis oluliselt vorreldes kontrollgrupiga
alates viiendast paevast (5, 7 ja 10 pdeval vastavalt 18%, 21% ja 27%). M. tibialis anterior'i
miiostatiini tase oli viiendal pideval mdjustatud grupis 37% korgem vorreldes kontrollgrupiga,
kuid langes kiimnendaks pdevaks algtasemele. MuRF-1 (muscle ring finter protein 1) tase
tousis seitsmendaks pédevaks 44% kontrollgrupi suhtes ning jdi korgendatud tasemele ka
kiimnendaks paevaks (36% vorreldes kontrollgrupiga). M. Soleus'es ei muutunud miiostatiini
ega MuRF-1 tase vorreldes kontrollgrupiga. Samuti ei muutunud m. soleus'e mass kiimne
paevase mojustamise tulemusena, kuid m. tibialis anterior'i mass langes kiimnendaks paevaks
23% vorreldes kontrollgrupiga. Need tulemused on kooskdlas varasemate uuringutega, mis on
ndidanud gliikokortikoidide erinevat moju gliikoliiiitilistele ja oksiidatiivsetele lihaskiududele

(Macedo et al., 2015).



1.6 Gliikokortikoidide m6ju inhibeerimine

Umeki ja teiste (2015) poolt ldbiviidud uuringus leiti, et deksametasooni manustamine koos
klenbuterooliga vidhendas deksametasooni poolt esilekutsutavat lihasatroofiat, inhibeerides
samaaegselt MHC isovormide iileminekut Kiirelt aeglasele. Akt/mTOR raja aktiveerimine oli
deksametasooniga mojustatud grupis oluliselt suuremal mééral inhibeeritud vorreldes
klenbuterooli ja deksametasooniga mojustatud grupi ja kontrollgrupiga. Deksametasoon
supresseeris ka IGF-I ekspressiooni, kuid klenbuterool ndrgestas seda mdju. Miiostatiini
ekspressioon jdi muutumatuks. Klenbuteroolil puudus moju Akt/FOXO raja aktivatsioonile.
Need tulemused viitavad, et klenbuterool antagoniseerib deksametasooni poolt esilekutsutavat
lihasatroofiat ja MHC isovormide nihet kiirelt acglasele mojutades Akt/mTOR signaalraja
aktiivsust ja IGF-I ekspressiooni (Umeki et al., 2015).

Hickson ja teised (1981) tuvastasid, et kehaline aktiivsus vo0ib pidurdada
gliilkokortikoidide manustamisest tingitud lihasatroofiat. Nad kastreerisid voi voltsopereerisid
65 pédeva vanuseid rotte ning jagasid seejdrel loomad treening- voi inaktiivsesse gruppi.
Treeninguid viidi 14bi jooksulindil viiel pdeval nddalas, 12 nddala jooksul. Viimasel 10
treeningpéeval siistiti katseloomadele naha alla kortisoonatsetaati (100 mg/kg) voi 1%
karbokstiilmetiiiiltselluloosi. Kehamass langes ligikaudu 25% kdigis gruppides, kellele
manustati kortisoonatsetaati. M. plantaris'e ja m. gastrocnemius'e massid, kus domineerivad
gliikoliititulised lihaskiud, olid ligikaudu 35% madalamad kortsioonatsetaadiga mojustatud
loomadel vdrreldes vastavalt kortisooni vabade inaktiivsete voltsopereeritud ja kastreeritud
loomadega. Kehaline aktiivsus vdhendas 25 - 50% lihasmassi kadu vdltsopereeritud ja
kastreeritud loomadel vorreldes vastavate inaktiivsete loomadega. M. plantaris'es oli molema
kortisoonatsetaadiga mojustatud grupi (kastreeritud ja voltsopereeritud) valgu kontsentratsioon
ja tsitraadi siintaasi aktiivsus sarnased, kuid valgu kogused lihase massi suhtes vihenesid
proportsionaalselt atroofiaga. Samas miioglobiini kontsentratsioon suurenes m. plantarise's
kortisoonatsetaadiga mojustatud loomadel, kuigi absoluutne miioglobiini kogus lihase massi
kohta langes. Miioglobiini tase suurenes m. planataris'es mdlemal, nii treeninggrupil, kui
kortisoonatsetaadiga mdjustatud grupil, kuid tsitraadi siintaasi aktiivus suurenes ainult
treeningu tulemusena. Need tulemused nditavad, et kehaline aktiivsus voib pidurdada
gliikokortikoidset lihasatroofiat (Hickson et al., 1981). Sama leidsid ka Seene ja Viru (1982)
kelle uuringus langes deksametasooniga mdjustatud kehaliselt aktiivsete rottide m. quadriceps
femoris'e mass 16%, inaktiivsetele loomadel 29%. Samas leidsid nad, et ainult mdoddukas
kehaline aktiivsus omab antikataboolset mdju skeletilihastes ning kurnav treening vastupidi

suurendab kataboolset mdju. (Seene ja Viru 1982).
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Van den Beukel ja teised (2015) leidsid, et gliikokortikoididega mojustatud hiirte
viimine kiilma keskkonda ( +4 °C ) 24 tunniks vidhendas plasma trigliitseriidide

kontsentratsiooni ning see moju kestis veel 24 tundi peale kiilma mdjustuse 1oppu. Kiilma

kdrgemaks kortikosterooniga ja kiilmaga mdjustatud hiirtel vorreldes kontrollgrupiga (van den

Beukel et al., 2015).
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2. TOO EESMARK JA ULESANDED

Uurimist6d eesmargiks oli vilja selgitada skeletilinaskoe miiopaatia kujunemise eriparad ja

miiopaatilise skeletilihaskoe taastumise diinaamika.
T606 eesmérgi tditmiseks seati jargmised tilesanded:

1. Selgitada miiopaatilise protsessi kulgemise eriparasid erineva kontraktiilse iseloomuga
skeletilihastes.

2. Selgitada miiopaatilise seisundi ulatust lihase ja lihaskiudude ristldikepindalade
muutuste tasemel.

3. Selgitada gliikokortikoidsete hormoonide poolt tingitud miiopaatia foonil

skeletilihaskoe regeneratiivset diinaamikat.
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3. METOODIKA

3.1 Katseloomad

Eksperimendis kasutati tdiskasvanud emaseid Wistar liini rotte (n=20). Katseloomad jaotati 4
gruppi: glikokortikoididega mojustatud (GC), gliikkokortikoididega mdjustatud + taastunud
grupid (GC-T 10 pdeva ja GC-T 20 péeva) ja kontrollgrupp (K). Igas grupis oli 5 looma.
Kogu eksperimendi viltel siilitati kdigil loomadel identsed keskkonnatingimused.
Loomad olid iihesugusel dieedil (R70, Laktamin, Stockholm, Sweden) ja toitu ning vett said
katseloomad ad libitum. Eksperimendi algul fikseeriti kdikide katseloomade kehamass ning
katse kdigus kaaluti loomi iga pdev kuni ohverdamiseni. Vivaariumi temperatuur oli 21 °C
ning valguse/pimeduse tsiikkel reguleeritud (12/12 tundi). Eksperimendid viidi 14bi vastavalt
Eesti Vabariigi Pollumajandusministeeriumi loomkatsete lédbiviimise komisjoniloale nr. 48

7.02.2006

3.2 Deksametasooni manustamine

Deksametasoon (Dexafort 3 mg/ml; International B.V. Boxmeer, Netherlands) lahjendati 0,15
M NaCl kontsentratsioonini 500 pg/ml. Kdikidele GC, GC-T 10 pdeva ja GC-T 20 pdeva
gruppide loomadele siistiti kdhuddnde 50 ug deksametasooni 100 g kehamassi kohta kiimne
pdeva viltel. K grupi loomadele manustati vastav kogus 0,15 M NaCl. Kuna eksperimendi
eesmargiks oli uurida loomade taastumist pérast gliikokortikoidse miiopaatia esilekutsumist,
vdhendati deksametasooni doosi antud t66s 100 pg/100 g kehamassi kohta (Kaasik et al., 2000)
50 pg/100 g kehamassi kohta viéltimaks katseloomade véljalangemist.

K, GC ja GC-T (10 pédeva ja 20 pdeva) grupi loomad ohverdati ketamiini (Bioketan
Vetoquinol Biovert Sp. Zo.o.) ja ksiilasiini (Xylapan Vetoquinol Biowert Sp. Z o0.0.)
iiledoosiga.

Lihased eemaldati, puhastati, kaaluti ning séilitati -80° C juures edaspidisteks

analiitisideks.
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3.3 Histoloogilised uuringud

Histokeemiliseks analiiiisiks kasutati uuritavate gruppide loomade m. plantaris’e ekvatoriaalset
osa. Selleks 1digati pdrast lihase eemaldamist ja kaalumist lihase keskosast umbes 5 mm
paksune koeproov ja fikseeriti korgil, kasutades kiilmutatud koepreparaatidele moeldud
kinnistit Tissue Tek O.C.T. Compound (USA). Seejarel kiilmutati preparaate, eelnevalt vedelas
lammastikus jahutatud isopentaanis ning sdilitati edasise uurimiseni -80 °C juures.
Preparaatidelt 16igati 10 um paksused jarjestikused 16igud -20 °C juures kiilmutusmikrotoomil
(Cryo-Star HM 560, MICROM International GmbH, Germany). M. plantaris’e rakulise
struktuuri terviklikkust hinnati valgusmikroskoobis (suurendus 200x).

Kiutliiibi ja ristldikepindala ning tuumade arvu samaaegseks méadramiSeks kasutati
alternatiivset histokeemilist meetodit (Sakkas et al., 2003), mis ihendab kahte tehnikat: erinevat
tiitipi lihaskiudude identifitseerimist ja ristldikepindala miiramist miiosiini ATP-aasse
aktiivsuse alusel pérast eelinkubatsiooni kas happelises (pH 4,3) voi aluselises (pH 10,2)
keskkonnas (Brooke & Kaiser, 1970) ja tuumade vérvimist hematoksiiliiniga.

Preparaatide analiiiisil kasutati valgusmikroskoopi (Olympus BX-41), koos spetsiaalse
korglahutusega digitaalse kaameraga (Color view IIlu) kasutades 200x, 400x ja 1000x
suurendusi ning analiilisi tarkvara (Cell' A Olympus, Soft Imaging System GmbH, Germany).
Analiitisiti K ja GC grupi kohta vastavalt 3152 ja 3137 lihaskiu ristldikepindala ning loendati

180 lihaskiu tuumade arv.

3.4 Miiofibrillaarvalkude eraldamine ja MHC isovormilise kompositsiooni méiramine

Miiofibrillaarvalgud eraldati ja MHC isovormiline kompositsioon méérati K, GC ja GC-T 20
péeva grupi loomade m. plantaris’es. Miiofbirllaarvalgud eraldati kaheastmeliselt nagu varem
kirjeldatud (Seene et al., 2005) ja valgu kontsentratsioon proovis méarati Bradfordi (1976) jérgi.
Proovidele lisati vordne maht gliitserooli ning séilitati miiosiini raskete ahelate (MHC)
isovormilise kompositsiooni madramiseks -80° C juures. MHC isovormid lahutati SDS-PAAG-
il Mizunoya ja kaasautorite metoodika jirgi (Mizunoya et al., 2008). Akriililamiidi
kontsentratsioonid lahutavas ja kontsentreerivas geelis olid vastavalt 8% ja 4%, lahutav geel
sisaldas 30% gliitserooli. Uuritavad proovid lahjendati valgu kontsentratsioonini 0,1 pg/ml
Laemmli proovi puhvriga (Laemmli, 1970), rajale kanti 0,3-0,5 pug miiofibrillaarvalku.

Elektroforeesi tingimused: 1h 10 mA ja seejérel 24 h 100 V, +4° C (Mini-Protean 3 Cell,
Bio-Rad, USA). Pérast elektroforeesi geelid fikseeriti 50% etanoolis.
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Geelid véarviti hobedaga vastavalt Oakley ja kaasautorite (Oakley et al., 1980)
metoodikale. Identifitseeriti 4 valgubandi: MHC I, MHC IIa, MHC Ild/x, MHC IIb. Geelide
pildistamiseks ja dokumenteerimiseks kasutati seadet G:box Biolmaging Systems (Syngene,
UK) ja programmi GeneSnap (Syngene, UK), MHC isovormide analiilisimiseks programmi

GeneTools (Syngene, UK). Maérati erinevate MHC isovormiline kompositsioon.

3.5 Statistika

Keskvaartused ja keskvédartuste standardvead arvutati individuaalsetest véartustest standard
protseduuridega. Gruppide keskmiste véartuste erinevuse hindamiseks kasutati Student’i t-testi
ning erinevused loeti oluliseks, kui p<0,05. Tendents loeti oluliseks, kui p<0,1.

Ristldikepindalade jaotuse muutuste statistilist usaldusvaérsust hinnati y2 testi alusel.
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4. TOO TULEMUSED

4.1 Muutused kehamassis gliikokortikoidsete hormoonidega méjustamisel ning
mojustamise jirgsel taastumisel

Koikide gruppide keskmine kehamass oli sarnane eksperimendi alguses. Olulist erinevust
keskmises kehamassis tiheldati alates GC manustamise viiendast paevast ning kiimnendal
paeval oli kehamass keskmiselt 24% madalam algtasemest. Taastumisel ilmnes oluline
muutus kehamassis vorreldes GC manustamise kiimnenda pdevaga alates viiendast
taastumise paevast. Katseloomade kehamass tousis pérast kiimne paevast GC mojustamist

20ndaks taastumise paevaks keskmiselt 10% (joonis 1).

450 -

400 -

*
*
*
*
*
*

350 -+

300 -+

250 -

200 -

150 -

100 -

50 -

T
M.
ML
M
M.
SOOI

10 S5pdeva 10pdeva 20pdeva

taastumine

kontroll 1 5

gliikokortikoidne miiopaati

Q

Joonis 1. Kehamassi diinaamika mojustuse algusest kuni 20ne paevase taastumise 16puni.

* - p<0,05 vorreldes kontrollgrupiga

# - p<0,05 vorreldes GC manustamise kiimnenda paevaga

4.2 Lihase massi ja kehamassi suhte diinaamika gliikokortikoidsete hormoonidega
mojustamisel ning mojustusest taastumisel

Andmed lihase massi ja kehamassi suhte osas néitasid, et m. soleus’e massi ja kehamassi

suhe oli oluliselt korgem GC mojustamise kiimnendal pdeval (joonis 2A). M. soleus’e mass

oli 20ndaks taastumise paevaks keskmiselt 93,2% algtasemest. M. plantaris’e ja m. tibialis
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anterior’i massi ja kehamassi suhtes ei ilmnenud gruppide vahel statistiliselt olulisi erinevusi
(vastavalt joonis 2B ja joonis 2C). M. plantaris’e ja m. tibialis anterior’i massid olid 20ndal
taastumise paeval keskmiselt vastavalt 83,8% ja 88,7% algtasemest. M. tibialis anterior’i ja
m. gastrocnemius’e masside ja kehamassi suhted olid oluliselt kdrgemad taastumise 20ndal
paeval vorreldes GC manustamise kiimnenda paevaga (vastavalt joonis 2D ja joonis 2E). M.
extensor digitorum longus’e mass oli keskmiselt 86,1% ja m. gastrocnemius’e mass oli

keskmiselt 80,3% vdrreldes algtasemega.
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Joonis 2. Lihaste massi ja kehamassi suhete diinaamika gliikokortikoidse
hormoonpreparaadiga (GC) mojustamise ja taastumise ajal.

* - p <0,05 vorreldes kontrollgrupiga

#-p < 0,05 vorreldes GC mdjustamise kiimnenda pievaga,

& - p <0,1 vorreldes GC kiimme péeva grupiga.

A —m. soleus’e massi ja kehamassi suhe

B — m. plantaris’e massi ja kehamassi suhe

C — m. extensor digitorum longus’e ja kehamassi suhe

D — m. tibialis anterior massi ja kehamassi suhe

E — m. gastrocnemius’e massi ja kehamassi suhe

4.3 Lihaskiudude ristldikepindalade muutused gliikokortikoidsete hormoonidega
mojustamisel

Tulemused m. plantaris’e lihaskiudude ristldikepindalade kohta nditasid, et GC
mojustamisel toimub skeletilihasrakkude tiiiibi spetsiifiline lihasatroofia. Lihasrakkude
ristldikepindala langeb eelkdige kiirete lihaskiudude populatsioonis, seetdttu toimub kiirete
lihaskiudude histogrammis GC mojustatud grupil nihe viiksema ristloikepindala suunas
(joonis 3A). Aeglaste lihaskiudude graafikus risldikepindalade jaotuvuses sellist nihet ei

ilmnenud (joonis 3B).
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Joonis 3. Lihaskiudude ristldikepindalade jaotuvus m. plantaris’es (PLA).

A — kiirete lihaskiudude ristldikepindala jaotuvus K (n=2734) ja GC mdjustatud grupil (n=2701), *** p<0,01.
B — aeglaste lihaskiudude ristldikepindala jaotuvus K (n=418) ja GC kiimme pédeva mdjustatud grupil (n=436),
SMO - statistiliselt mitteoluline. C — K m. plantaris’e koepreparaat, pH 10,2, mATP-aasi vérving, suurendus
200x, kiired rakud vérvunud tumedalt ja aeglased rakud vérvunud heledalt. D — GC mdjustatud grupi m.
plantaris’e koepreparaat, pH 10,2, mATP-aasi vérving, suurendus 200x, kiired rakud varvunud tumedalt ja

aeglased rakud varvunud heledalt.

4.4 Gliikokortikoidsete hormoonidega mdjustamise ja selle jirgse taastumise moju
MHC kompositsioonile

Gliikokortikoidsete hormoonide manustamine mojutas tulemuste pdhjal MHC isovormide
suhtelist sisaldust m. plantaris’es. Eksperimentide tulemused néitasid, et MHC lla isovormi
suhteline sisaldus oli GC mojustamise kiimnendal paeval (26%) oluliselt suurem vorreldes
kontrollgrupiga (17,8%) ja MHC Ilb suhteline sisaldus oli GC mojustamise kiimnendal
péaeval (29,4%) oluliselt madalam vorreldes kontrollgrupiga (35,1%) . MHC lla isovormi
suhteline sisaldus (18,9%) oli oluliselt langenud ja MHC I1b isovormi sisaldus (34,5%) oli
oluliselt tdusnud GC mdjustamise ja 20ne pdevase taastumise jargselt vorreldes kiimne

pievase GC mojustamisega (joonis 4).
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Joonis 4. M. plantaris’e MHC isovormilise kompositsiooni muutused GC mdjustamisel ja
20 péevasel taastumisel.
* - p<0,05 varreldes kontrollgrupiga

# - p<0,05 vorreldes GC manustamise kiimnenda paevaga.

4.5 Tuumapopulatsioon gliikokortikoidse miiopaatia tingimustes

Tulemused néitasid, et lihaskiudude tuumapopulatsioon sdilib gliikkokortikoidse miiopaatia
tingimustes  kontrollloomadega  vdorreldaval tasemel ning piisib  stabiilsena
gliikokortikoididest pohjustatud miiopaatia jérgsel taastumise perioodil (joonis SA). Katsete
tulemused niitasid samas, et paralleelselt miiopaatiliste protsesside arenguga voib oluliselt
kasvada sidekoeliste struktuuride osakaal lihaskiudude vahel. Eksperimentide tulemuste
kvalitatiivne analiiiis nditas sidekoe poolt hdivatud ruumi olulist suurenemist atrofeerunud
lihaskiudude timber (joonis 5B), mis vdib omakorda olla madravaks takistavaks asjaoluks
regeneratiivse  potentsiaali  realiseerimisel nii  skeletilihaskoe struktuursest  kui

funktsionaalsest aspektist ldhtudes.
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Joonis 5. Lihaskiudude (n=180) tuumade ja ristldikepindalade suhe.

A — kontrollgrupi, GC mdjustatud ja taastumise GC-T 20 pdeva gruppide lihaskiudude tuumade arvu ja

ristldikepindalade suhted. B — 10 pédeva GC mdjustatud grupi koepreparaat, nooltega tahistatud suurenenud
sidekoe hulk.
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ARUTELU

Gliikokortikoidsete hormoonide, kliinilises praktikas tuntud, kui immuunosupresseerivad
ja poletikuvastased ravimid mille pikaajalisel ja korgetes doosides manustamisel on
mirkimisviirsed korvalmdjud — sealhulgas kiire iseloomuga (II tiilipi) lihaskiudude atroofia,

lihasmassi langus ja jouvoimete langus (Seene, 1994; Seene et al., 1999).

Meie katsetulemuste pohjal ilmnes oluline katseloomade kehamassi langus viiendal paeval
parast gliikokortikoidide korgete dooside manustamist. Samal ajal niitasid meie katsete
tulemused, et liksikute uuritud skeletilihaste massi langus on proportsionaalne kehamassi
langusega, vilja arvatud aeglase kontraktiilse iseloomuga skeletilihase puhul (m. soleus).
Madala oksiidatiivse potentsiaaliga II tiitipi lihaskiud on kirjanduse andmetel gliikokortikoidide
kataboolsele toimele kdige tundlikumad (Seene & Kaasik, 2016), mille pdhjuseks voib olla
gliikokortikoidsete hormoonide mojul ulatuslikult tdusnud mitteliisosomaalsete proteaaside,
eriti aluseliste proteaaside aktiivsus (Seene & Viru, 1982). Kirjanduse andmed néitavad samuti,
et korgete gliikokortikoidsete hormoonide dooside manustamine langetab testosterooni ja
insuliini kontsentratsiooni veres (Tomas, 1982). Uurijad on varasemate uuringute tulemuste
alusel iiksmeelel, et lihasvalkude siinteesi ekstensiivsel inhibeerimisel on miiopaatilise seisundi
kujunemisel vaiksem roll vorreldes tilesvoimendatud lihasvalkude katabolismiga (Seene, 1994;

Lofberg et al., 2002).

Meie andmed tuumapopulatsiooni tasemel nditasid, et lihaskiudude tuumade hulk
lihaskiudude ristldikepindala kohta ei muutunud korgete gliikokortikoidsete hormoonide
dooside manustamisel, mis sdilitab meie arvates hea baasi valgusiinteesi normaliseerumiseks
gliikokortikoidide destruktiivse moju 16ppemisel. Eeltoodud seisukohta toetavad meie
tulemused miiosiini raskete ahelate isovormide kompositsiooni muutuste kohta,
glikokortikoidide manustamisel ja milopaatilisest seisundist taastumisel. Meie katsete
tulemused néitasid kiire kontraktiilse iseloomuga skeletilihase (m. plantaris) MHC isovormilise
kompositsiooni nihet gliikkokortikoidide toimel suunaga MHC — Ilb — MHC Ild — MHC lla
ning miiopaatia esilekutsumise jargsel taastumisperioodil suunaga MHC Ila — MHC Ild —
MHC Ilb.

Varasemad uuringud on ndidanud MHC IIb isovormi suhtelise sisalduse langust uuritud
skeletilihastes (Kaasik et al., 2012a), kuid kirjanduses on vidhe andmeid MHC isovormide
sisalduse ja lihasrakkude ristldikepindala kohta gliikokortikoidsest miiopaatiast taastumisel.
Meie katsete tulemused nditasid, et uuritud kiire kontraktiilse iseloomuga skeletilihastes ilmnes

tendents skeletilihaste ja katseloomade kehamassi suhte taastumisele 20ndal post-
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eksperimentaalsel péeval. Kirjanduse andmed néditavad, et skeletilihaskoe regeneratsiooni
diinaamika soltub lihasmassi tasemest ja regeneratsiooni mehhanismi aluseks olevatest

satelliitrakkude arvukusest (Shultz & Darr, 1990).

Meie katsete andmed niitasid et m. plantaris’e, m. extensor digitorum longus’e, m. tibialis
anterior’i ja m. gastrocnemius’e mass moodustas gliikokortikoidide manustamise mojul
kontrolltasemest vastavalt 59,9%, 75,9%, 73,2% ja 64,5%. Kdrge oksiidatiivse potentsiaaliga
skeletilihased ja I tiiipi lihaskiud on gliikokortikoidsete hormoonide kataboolsele toimele
resistentsed, mida autorid on pohjendanud madala proteoliiiitilise aktiivsusega aeglastes
lihastes. Kuna I tiiiipi lihastel on oluline roll lihastoonuse ja kehaasendi hoidmisel ning samuti
on I tiitipi lihastele iseloomulik funktsionaalne aktiivsus tingimustes, kus kiire iseloomuga
lihased on passiivsed, siis eeltoodud funktsionaalsed eripidrad voivad samuti selgitada

gliikokortikoidsete hormoonide norgalt viljendunud maoju (Seene et al., 1988).

Kirjanduse andmed néitavad, et gliilkokortikoidsete hormoonide korge tase stimuleerib
miiostatiini (negatiivse lihasmassi ja kasvu regulatsioonifaktori) produktsiooni (Ma et al.,
2003), mis voib inhibeerida skeletilihaste satelliitrakkude proliferatsiooni ja differentseerumist
ning seelébi mojutada lihaskoe regeneratsiooni- ja taastumisvoimet (McCroskery et al., 2003)
ning valgusiinteesi intensiivsust (Welle et al., 2006). On ka teada, et skeletilihase
satelliitrakkude arvukus ja aktivatsiooni tase on eritiiiibiliste lihaskiudude puhul erinev (Kadi

et al., 2004), mis voib samuti olla liheks regeneratsiooni eriparasid selgitavaks faktoriks.

Meie katsete tulemused nditasid, et gliikokortikoidse miiopaatia tingimustes suureneb
olulisel maédral rakuvahelise sidekoe hulk, mis voOib viidata ekstratsellulaarse maatriksi
funktsiooni hdirumisele mojustatud lihastes. Varasemad uuringud on nididanud, et modduka
iseloomuga funktsionaalne koormus voib olla efektiivne vahend gliikokortikoidide mdju
parssimisel ja lihasmassi vihenemisel (Hickson & Davis, 1981; Czerwinski et al., 1987). Meie
katsetulemuste pdhjal voib spekuleerida, et gliikkokortikoidse miiopaatia tingimustes
tileméddraselt suurenev ekstratsellulaarne sidekoe hulk on pérssiva iseloomuga funktsionaalse
aktiivsuse mdju avaldumise suhtes. Varasemad uuringud on ndidanud, et gliikokortikoidse
miiopaatia tingimustes voib aset leida lihaskiudude 16plik destruktsioon mehhaanilise
16henemise kaudu (Aru, 2008).

Seni avaldatud uuringute tulemused pdohinevad valdavalt korgete dooside
gliikokortikoidsete hormoonide kasutamisel miiopaatilise protsessi initseeriana. Korgete
hormoonpreparaadi dooside kasutamisel voib leida aset kiill muljetavaldav lihasmassi langus,
kuid samal ajal voib toimuda lihase, kui organi regeneratsioonivoime langus, mille oluliseks

pohjuseks voib olla suurenenud sidekoe hulk lihaskiudude vahel.
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Kirjanduse analiiiis niitab, et korgete gliikokortikoidsete hormoonide dooside manustamise
tulemusena areneb katseloomade organismis ulatuslik ja selektiivse iseloomuga miiopaatiline
seisund. Kirjanduse andmed nditavad samuti, et varasemalt on eksperimentides kasutatud
deksametasooni doosideks olnud 100 pg/ 100 g kehamassi kohta, millega on kaasnenud
skeletilihaste atroofia korval siisteemse iseloomuga kdrvalmdjud, mis vdivad spekulatiivselt
olla sekundaarseteks lihaskoe seisundit mojutavateks faktoriteks. Oma eksperimentides
kasutasime miiopaatia esile kutsumiseks deksametasooni doosi 50 pg/ 100 g kehamassi kohta,
mis meie tulemuste alusel on piisav kutsumaks esile degeneratiivset protsessi lihaskoes, kuid
samal ajal nditavad meie tulemused, et glitkokortikoidide destruktiivne mdju ulatub manustamis
perioodist kaugemale, mojutades seelébi taastumisprotsesside avaldumist ja nende eripirade
selgitamist. Manustatava doosiga manipuleerimise korval on miiopaatia kujunemise protsessis
olulisel kohal manustamisperioodi pikkus — varasemates ja meie eksperimentides kiimme
pdeva. Oma tulemustele tuginedes voOime spekulatiivselt arvata, et edasiste uuringute
kavandamisel voiks kaaluda manustatava hormoonprepraraadi koguse vdhendamist ja samal
ajal manustamisperioodi liihendamist, mis aitaks leevendada sekundaarsete destruktiivsete

mehhanismide rakendumist ning tipsemini selgitada lihaskoe taastumise diinaamikat.

25



JARELDUSED

To606 tulemuste pohjal saame teha jargnevad jéreldused:

1. Katseloomade kehamass langeb gliikokortikoidsete hormoonide manustamise mdjul
alates viiendast hormoonpreparaadiga mdjustamise paevast ning kehamassi taastumine
algab viis pdeva peale gliikokortikoidse hormoonpreparaadi manustamise 1dpetamist,
kuid jaab 20ne taastumispdeva puhul madalamaks kontrolltasemega vorreldes.

2. Katseloomade lihaste massi ja kehamassi suhe ei muutu gilikokortikoidse miiopaatia
kujunemisprotsesses Kiire kontraktiilse iseloomuga lihastes ja tduseb aeglase
kontraktiilse iseloomuga lihastes.

3. Gliikokortikoidsete hormoonide poolt tingitud miiopaatiast taastumise algfaasis (10
pdeva) katseloomade kiire kontraktiilse iseloomuga lihaste massi ja kehamassi suhe ei
muutu ja nditab tendentsi tdusule 20ndaks miiopaatiast taastumise paevaks.

4. Gliikokortikoidsete hormoonide mojul vdheneb lihaskiudude ristldikepindala kiire
kontraktiilse iseloomuga lihase kiiretes lihaskiududes ja ei muutu I tiiiipi aeglastes
lihaskiududes.

5. Miiosiini raskete ahelate kompositsioonis toimub gliikokortikoidsete hormoonide
manustamisel nihe (MHC Ilb — MHC IId — MHC lla) kiiremalt kompositsioonilt
aeglasemale ja 20ne pdevase regeneratiivse perioodi jooksul taastub miiosiini raskete
ahelate isovormide ekspressioon algtasemele.

6. Kimne pidevane gliikokortikoidsete hormoonide manustamine ei mojuta lihasraku
tuumade arvukust lihaskiudude ristldikepindala suhtes, kuid suurendab sidekoe hulka

lihaskiudude vahel.
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