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A miosztatin mutans Compact egér izom-fenotipusa és a miosztatin/lGF-1 mRNS

szintjei patolégias human szivekben

Az 1997-ben felfedezett miosztatin a TGF-p csalad tagjaként a vazizom
novekedésének fontos negativ regulatora. Fokozott termel6dése a vazizom tomegének
csOkkenését okozza, példaul cachexids betegeknél, izomsorvaddsban, illetve Oregedéssel
kapcsolatos izomvesztés kapcsan. Masrészrol szdmos miosztatin mutaciorél van mar
tudomasunk, leirtak természetes mutaciokat (Belgian Blue és Piedmontese szarvasmarhakban,
szalonagarban, sertésben, birkdban és emberben is), illetve 1étrehoztak mesterségesen
génkilitott miosztatin  egérmutansokat iS. A jelenleg ismert mutansok mindegyike
hipermuszkuléris fenotipust mutatott, igy a miosztatin szintjének modulalasa reménykeltd

terapias lehetdségnek tlinik izomvesztéssel jard patologias allapotokban.

A miosztatin f6 termelddési helye a vazizom, ugyanakkor kisebb mennyiségben a
szivizomban is kifejez6dik. JelentGs szerepet jatszik a sziv oxidativ metabolizmusanak
fenntartdsdban ¢és a szivizomsejtek fizioldgias, illetve patologids hipertrofidjanak
szabalyozasaban. Ennek mechanizmusa, illetve a sziv patoldgias allapotaiban betoltott Szerepe
még nem tisztazott. Szivelégtelenségben a szivben és a betegek szérumaban is emelkedett
miosztatin protein szintet mutattak Ki, igy biomarkerként, illetve terapias célpontként vald

alkalmazasara is lehetdség nyilhat.

Az Mstn génrdl szintetizalt protein még éretlen, a bioldgiailag aktiv molekula
kialakulasa tobb lépésben torténik. El6szor promiosztatin keletkezik az endoplazmatikus
retikulumban, mely vagy intracellularisan tovabb modosul, vagy promiosztatinként
szekretalodik, és az extracellularis matrixban tarolodik. A promiosztatin hasitasaval 1étrejon
az érett miosztatin, valamint egy propeptid, az Gn. latens asszocialt fehérje. A szekrécio utan,
vagy az extracellularis matrixbol felszabadulva a dimer miosztatin-propeptid komplex a
keringésbe jut, ahol egyéb protedzok vagy matrix metalloprotedzok hatasara a propeptid
lehasad, az érett miosztatin dimer aktivva valik és a célszervekhez jutva lokalisan és
szisztémasan fejti ki hatasat. A miosztatin IIB tipusu aktivin receptorhoz (ActRIIB)
kapcsolodik, amely a kotddés hatasara foszforildlja az I-es tipusu aktivin receptort (ActRI), és
a két receptor dimerizalodik. A miosztatin kotése az ActRIIB-hez a Smad2 és -3
foszforilacidjat okozza, melynek hatasara a Smad2/3 a Smad4-gyel heterodimert képez. A

komplex a sejtmagba jutva gatolja a miogenikus faktorok kifejez6dését az izomsejtekben,



ezzel gatolva a mioblaszt proliferaciot és differenciaciot, illetve gatolja a fehérjeszintézist és

crer

Az izomnovekedés szabalyozdsdban a miosztatin mellett az inzulinszerti ndvekedési
faktor 1 (IGF-I) is kiemelt jelent6séggel bir, azonban az IGF-l1 a vaz- és szivizomzat
novekedését pozitivan regulalja. Tobb szakirodalmi adat utal arra, hogy a miosztatin és az

IGF-I kdlesondsen befolyasoljak egymas jelatvitelét.

Kutatocsoportunk célja a miosztatin szerepének €s hatdsmechanizmusanak vizsgalata
vaz- ¢€s szivizomban. PhD tanulmanyaim keretében két modellrendszerben végeztem

vizsgalatokat erre vonatkozolag:

1. A miosztatin Compact mutaciéjat hordozoé egerek vazizmaiban

2. Egészséges és patolégias human szivmintakban

1. A Compact (Cmpt) mutacié a miosztatin génjének természetes mutacioja, amely
hosszu szelekcid, majd beltenyésztés kovetkeztében fixalodott az un. Cmpt egerekben. Ezen
propeptidet érinti, amelyben 12 bazisparnyi, kereteltolédast nem okozd delécid torténik.
Jelenleg még nem tisztazott, hogy a propeptid Cmpt muticidja milyen mechanizmussal
eredményezi a miosztatin hatdsdnak elmaradasat, de a mutdcié Un. modifikator gének
jelenlétében jelentés mértékii izomtdmeg-ndvekedést okoz az egerekben. A modifikator
gének ¢és hatasaik még szintén nem ismertek. Munkank soran a Cmpt egerek részletes
morfologiai és rosttipus-Osszetétel vizsgalatat végeztiik el him, vad tipusit BALB/c egerek
analizisével parhuzamosan, és eredményeinket 6sszehasonlitottuk a miosztatin génkititott egér
izmainak szakirodalombdl ismert adataival. Megvizsgaltuk, hogy a megndvekedett
izomtomeg hatterében a rostok szamanak (hiperplazia) vagy a rostok méretének (hipertrofia)
novekedése all-e, a rosttipus Osszetétel esetében pedig a kiillonbozé MHC (miozin nehéz
lanc/myosin heavy chain) izoformak (gyors tipusi MHCII izoformak: glikolitikus MHCIIB,
glikolitikus-oxidativ. MHCIIX, oxidativnz. MHCIIA és a lassa tipusi MHCI)
immunhisztokémiai analizisét végeztiik el. Tovabba mértiik az MHC izoformak transzkript

szintjét is QRT-PCR segitségével.

Eredményeink alapjan a hipermuszkularis Cmpt egerek gyors tipusu tibialis anterior
(TA) és extensor digitorium longus (EDL) izmaiban a rostszam szignifkdnsan megemelkedett,

mig az izomrostok mérete (az EDL izom IIB rostjain kiviil) szamottevéen nem valtozott. A



kevert tipusu soleus (SOL) izom masképpen viselkedett, a kis mértékii hiperplazia mellett
inkabb az izomrostok mérete nétt meg jelentésen. A Cmpt egerek TA és EDL izmaban a
glikolitikus IIB rostok szama szignifikansan megndtt, mig az oxidativabb 11X ill. ITA rostok
szdma szignifikansan lecsokkent. Ezzel szemben a SOL izomban a lassu tipust I rostok
aranya szignifikansan megemelkedett, mig a gyors oxidativ IIA rostok ardnya jelentdsen
lecsokkent a vad tipushoz képest. A qRT-PCR-rel mért MHC transzkript szintek a rostszintii
fehérjekifejez6déssel Osszhangban valtoztak, tehat a izmok rostosszetételének valtozasa
els@sorban transzkript szinten reguldlddott. Az altalunk leirt glikolitikus rosttipus-valtas a
miosztatin génkiiitott egerek izmaiban is megfigyelheté volt, igy nagy valoszinliséggel a
miosztatin hatas elmaradasanak tulajdonithatd. Ennek alapjan a miosztatin hasonld
metabolikus hatassal rendelkezhet a vazizomban, mint a szivizomban, ahol a miosztatin a sziv
oxidativ anyagcser¢jét tamogatja, €és hidnyaban a sziv anyagcseréje patologias (glikolitikus)
iranyba tolodik. Ugyanakkor a Cmpt egerek izmainak a génkiiitott egerektol eltérd jellemzoi
(példaul a hiperplazia dominancidja) arra utalnak, hogy a Cmpt egér genetikai hattere
(modifikator gének) is befolyasoljak az izmok fenotipusat. Ezen gén vagy gének azonositasa
tovabbi informdcioval szolgalhat az izomndvekedés mechanizmusaval kapcsolatban, és Uj

terapias célpontokat jelenthetnek az izombetegségek kezelésében.

2. A miosztatin és az IGF-I fontos szerepet jatszhat a human szivelégtelenség
patomechanizmusdban, ugyanakkor a szakirodalombol hidnyzik ezen faktorok és
receptorainak osszehasonlitd génexpresszios vizsgalata egészséges és patologias szivek
kiilonboz6 régidiban. PhD projektem keretében human szivmintak régiok szerinti qRT-PCR
analizisét végeztem el. A bal kamra, jobb kamra ¢€s szeptum szivmintdk egészséges
kontrollokbol, és dilatativ (DCM), illetve iszkémias (ICM) kardiomiopatias paciensekbdl
szarmaztak, melyekb6l mértiikk a miosztatin, az aktivin receptor 11B (ActRIIB), az IGF-1 és az
IGF-I receptor (IGF-IR) transzkript szintjét, valamint a miosztatin mRNS mennyiségét
negativan szabalyozd6 mIiR-208 expressziojat. A mért transzkript szintek egymashoz
viszonyitott aranyaibol komplex paramétereket képeztiink, és a miosztatin és IGF-1 jelatvitelre

vonatkozodan vontunk le kovetkeztetéseket.

Egészséges kontroll szivekben az izomnovekedés szabalyozasdban ellentétes hatasu
miosztatin/IGF-I expresszio aranya szignifikansan magasabb volt a bal kamra/szeptum
régioban, mint a jobb kamraban. A miosztatin transzkript szintje a DCM betegekbdl szarmazo
mintakban jelentdsen megnovekedett mindegyik szivrégioban, ugyanakkor az egészséges

szivekre jellemz6 aszimmetria (miosztatin expresszids dominancia a bal szivfélben, IGF-I



dominancia a jobb szivfélben) a DCM-es mintakban is megmaradt. Ezzel szemben az ICM-es
betegeknél nem valtozott jelentés mértékben a miosztatin MRNS szintje, ugyanakkor
szignifikans valtozasokat detektaltunk az IGF-I expresszidjaban. A miosztatin transzkripcidjat
negativan regulaldé miR-208 kismértékii emelkedést mutatott mind DCM, mind ICM szivek
bal kamrajaban, tehat nem az eltér6 miR-208 mintazat volt felelds a két betegcsoport
jelentésen kiilonbozé miosztatin ¢ mRNS  szintjéért, hanem valészinlileg az eltérd

transzkripcids regulacio.
Konkluzio/Tézisek

A miosztatin jelatvitel kiilonboz6 aspektusait irtuk le vaz- és szivizomban, két
modellrendszert alkalmazva: (i) a miosztatin mutans hiperizmolt Cmpt egeret, és (ii)

egészséges, illetve patologids human szivmintékat.

1. A Cmpt egerek glikolitikus (TA, EDL) ¢és oxidativ (SOL) izmainak részletes
morfologiai analizise alapjan az egerek megndvekedett izomtomegének hatterében
minden esetben hiperplazia (rostszam névekedés) all, mig rost-hipertrofiat (rostméret
novekedést) a TA izomban nem tapasztaltunk, az EDL izom esetében a rostméret
novekedése specifikusan a glikolitikus IIB rostokra korlatozodott, az oxidativ SOL
izomban pedig az Osszes rosttipus esetében megfigyelhet6 volt. A Cmpt egerekben tett
megfigyelések a miosztatin hiany izomspecifikus morfologiai hatasaira utalnak.

2. A Cmpt egerek gyors-tipust glikolitikus izmai (TA, EDL) szignifikdnsan tobb
glikolitikus 1B rostot, illetve megndvekedett MHCIIB transzkript szintet mutattak.
Irodalmi adatok alapjan a miosztatin génkiiitott egerekben hasonld glikolitikus
eltolodast figyeltek meg, amely valoszinisiti, hogy ezekért a valtozasokért a
miosztatin hianya a felelés mind a Cmpt, mind a génkiiit6tt egerekben. A genetikai
hattér (modifikator gének) szerepére utalhat azonban, hogy a Cmpt egerek oxidativ
SOL izméban nem jelenik meg glikolitikus irdnyt valtozas.

3. A human szivekkel kapcsolatos tanulmanyunk eredményei alapjan egészséges human
szivmintak bal kamrajaban a miosztatin jelatvitel dominal az IGF-1 felett, szemben a
jobb kamrai IGF-I dominanciaval. A miosztatin/IGF-1 expresszios arany térbeli
asszimmetriaja valdszinlileg fontos szerepet jatszik a bal és jobb kamra

novekedésének eltérd szabalyozasaban.



4. A miosztatint mint erételjesen up-regulalt gént azonositottuk DCM-ben, amely egy
potencialis kompenzalé mechanizmus részének tekinthetd a szivelégtelenség
patomechanizmusaban; ugyanakkor ICM-ben ilyen jellegii valtozast nem detektaltunk.

5. A miR208b mérsékelt up-regulacioja patologias human szivekben a miosztatinnal
ellentétes szabalyozd mechanizmusként szolgalhat. Mivel a miR-208b expresszioja
hasonlé volt DCM és ICM szivekben, a DCM-ben tapasztalt emelkedett miosztatin

MRNS szintet a transzkripcié fokozodasa okozhatja.
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