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WPŁYW PUNKTOWYCH MUTACJI W CIĘŻKIM I LEKKICH ŁAŃCUCHACH MIOZYNY NA 
ZMIANY FUNKCJI SKURCZOWEJ MIĘŚNIA SERCOWEGO PROWADZĄCE DO

KARDIOMIOPATII PRZEROSTOWEJ

W PROW ADZENIE

Dotychczasowe badania wskazują, że pod
stawą molekularnego mechanizmu skurczu 
mięśnia są strukturalne zmiany zachodzące w 
główce miozyny podczas jej oddziaływania z 
aktyną, wiązania i hydrolizy ATP oraz uwalnia
nia produktów hydrolizy. Obok metod krystalo
graficznych, mikroskopowych, a także metod 
biochemii klasycznej, obejmujących badania 
kinetyczne, spektroskopowe czy chemiczne sie
ciowanie, ważną rolę w poznawaniu tych zmian 
odgrywają badania genetyczne. Analiza stru
kturalnych i funkcjonalnych konsekwencji na
turalnych mutacji punktowych, jak i tych indu
kowanych sztucznie stanowi cenne źródło in
formacji nie tylko o molekularnych podstawach 
zaburzenia funkcji skurczowej mięśnia w wielu 
jego stanach patologicznych, ale pomaga też 
lepiej poznać i zrozumieć rolę różnych rejonów 
główki miozyny, określić najważniejsze dla jej 
funkcji obszary, a także sposoby przenoszenia 
informacji pomiędzy nimi.

Jedną z chorób wywołanych przez naturalnie 
występujące mutacje w genach kodujących białka 
aparatu skurczu jest rodzinna kardiomiopatia 
przerostowa (ang. familial hypertrophic cardio- 
myopatyhy FHC). Jest to choroba dziedziczona w 
około 70 % przypadków, co wskazuje na etiologi
czną ważność czynników genetycznych. Dziedzi
czona jest w sposób autosomalny dominujący i 
charakteryzuje się przerostem najczęściej lewej 
komory serca, nie związanym z przeciążeniem ciś
nieniowym (np. z nadciśnieniem tętniczym czy 
stenozą aortalną). W schorzeniu tym pogrubiały 
mięsień jest sztywny. Powoduje to podwyższenie 
ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca 
(Fang 1996).

Mutacje odpowiedzialne za powstanie FHC 
zlokalizowano w 9 genach, których produktami

są takie białka jak izoforma (3 ciężkiego łańcu
cha miozyny (J3-MHC), łańcuchy lekkie miozyny 
— istotny (ELC) i regulujący (RLC), białko C 
wiązane przez miozynę, aktyna -  główny skład
nik filamentu cienkiego oraz połączone z nią 
białka regulujące skurcz: tropomiozyna a, tro- 
ponina T, troponina I, a także tytyna — obficie 
występujący w sarkomerze składnik mofibryli, 
który rozciągając się od linii Z do prążka M 
mechanicznie stabilizuje układ miofilamentów 
sarkomeru (Tabela 1, Ryc.l). Udowodniono też 
związek FHC ze zmianami w locus 7q3., jednak 
dotychczas nie zidentyfikowano odpowiadają
cego mu białka (Dom al-Kw iatkow ska  i współ
aut. 2000). Większość mutacji występujących w 
genach kodujących wyżej wymienione białka to 
mutacje punktowe, wśród których dominują 
małe delecje prowadzące do usunięcia jednego 
aminokwasu i mutacje zmiany sensu, których 
efektem jest podstawienie pojedynczego, naj
częściej wysoce konserwatywnego aminokwasu 
macierzystego przez inny aminokwas. Może to 
wpłynąć na strukturę i funkcję białka, chociaż 
wielkość i znaczenie tych zmian zależne są od 
miejsca, w którym doszło do podstawienia, a 
także od rodzaju aminokwasu, który wymienił 
aminokwas macierzysty. Wbudowanie takich 
„trujących” polipeptydów do sarkomeru zmie
nia jego integralność, co w konsekwencji pro
wadzi do dysfunkcji miocytu. Innym rodzajem 
mutacji punktowych, obserwowanych często w 
przypadku genu kodującego białko C, są pro
wadzące do przedwczesnego zakończenia syn
tezy białka mutacje nonsensowe oraz zmiany 
nukleotydowe w obrębie miejsc donorowych lub 
akceptorowych, które zaburzają proces alterna
tywnego składania eksonów (Dom al-Kw iatko- 
w ska  i współaut. 2000). Powstające w obu przy
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, Główka miozyny 
Lekkie łańcuchy miozyny

padkach białka skrócone poważnie zmieniają 
proporcje prawidłowych składników grubego 
oraz cienkiego filamentu, powodując ostatecz
nie zaburzenia struktury i funkcji sarkomeru.

Tabela 1. Geny zaangażowane w rozwój 
kardiomiopatii przerostowej.

Białko
aparatu
kurczliwego

Gen Lokalizacja
genu

Miejsce 
ekspresji genu

P-MyHC MYH7 14qll.2-ql3 Mięsień sercowy 
i wolny mięsień 
szkieletowy

ELC s/v MYL3 3p21,2-p21.3 Mięsień sercowy 
i wolny mięsień 
szkieletowy

RLC s/v MYL2 12q23-q24.3 Mięsień sercowy 
i wolny mięsień 
szkieletowy

cTnT TNNT2 lq32 Mięsień sercowy

cTnl TNNI3 19pl3.2-ql3.2 Mięsień sercowy

a-TM TPM1 15q22 Mięsień sercowy 
i szybki mięsień 
szkieletowy

cMyBP-C MYBPC3 l l p l l . 2 Mięsień sercowy

cAktyna ACTC 15ql4 Mięsień sercowy
Tytyna TTN 2q24.3 Mięsień sercowy 

i mięsień 
szkieletowy

? ? 7q3 ?

c — oznacza izoformę występującą w mięśniu 
sercowym

Ryc. 1. Schemat organizacji podstawo
wych białek sarkomeru. (wg Kamisago 
i współaut. 2000, zmodyfikowany).

Badania genetyczne ostatnich lat doprowa
dziły do istotnego postępu w zdefiniowaniu mo
lekularnej patogenezy hypertroficznej kardio
miopatii. Różnorodność mutacji w obrębie ge
nów odpowiedzialnych za powstanie choroby 
sprawia, że często pojedynczy objaw kliniczny 
w rzeczywistości reprezentuje grupę genetycz
nie odmiennych zaburzeń. Analiza funkcjonal
na pokazała, że defekty w białkach sarkomeru 
prowadzą do zmian w generowaniu siły przez 
sercowe miocyty. Taki chroniczny bodziec może 
być przyczyną kompensacyjnego przerostu ko
mórek mięśnia sercowego. Jak wykazały bada
nia mikroskopowe, niejednorodnie przerośnięte 
włókna mięśniowe są nieuporządkowane na 
rozległych obszarach i chaotycznie ułożone w 
różnych kierunkach. Brak uporządkowania jest 
prawdopodobnie jedną z przyczyn obserwowa
nej w kardiomiopatii przerostowej nieprawidło
wej sztywności rozkurczowej i zaburzeń rytmu 
serca. Chociaż kardiomiopatia przerostowa mo
że obejmować dowolny fragment komory, to 
najczęściej (-90% przypadków) spotyka się asy
metryczny przerost przegrody międzykomoro- 
wej. W wielu przypadkach przerostowi temu 
towarzyszą zaburzenia funkcji przedniego płat
ka zastawki mitralnej (dwudzielnej), co może 
ograniczać przepływ krwi do aorty. Patologia 
zastawki, obserwowana u około 66% pacjentów 
(Klues i współaut. 1992), obejmuje najczęściej 
jej stan zapalny, zgrubienie, tworzenie płytek i 
skrzepów. Ponieważ zastawki nie zawierają 
mięśniówki serca (myocardium) i prawdopodob
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nie też nie ekspresjonują zmutowanych białek, 
ich uszkodzenia obserwowane w FHC są raczej 
efektami wtórnymi, wynikającymi z mechanicz
nego urazu płatka zastawki, powstającego na 
skutek zmian w architekturze hypertroficznej 
komory. Przerośnięty mięsień komory wykazuje 
zwiększone zapotrzebowanie na tlen. Pier
wszym i często jedynym objawem choroby, 
szczególnie u ludzi młodych może być ich nagły 
zgon w trakcie dużego wysiłku fizycznego.

Badania procentowego udziału mutacji po
szczególnych genów kodujących białka sar- 
komeryczne w rozwoju kardiomiopatii przero
stowej wykazały, że 15% wszystkich przypad
ków tej choroby wywołane jest mutacjami w

genie kodującym jeden z trzech składników 
troponiny — troponinę T. Taki sam udział w 
rozwoju FHC mają mutacje genu kodującego 
białko C, 3% przypadków wiąże się z mutacjami 
w genach tropomiozyny a i troponiny I, a 1% z 
mutacjami w lekkich łańcuchach miozyny — 
istotnym i regulującym (Dom al-Kwiatkow ska  i 
współaut. 2000). Najwięcej, bo ponad 35% za
chorowań na hypertroficzną kardiomiopatię ro
dzinną wywołują punktowe mutacje w genie 
MYH 7 kodującym izoformę (3 ciężkiego łańcu
cha miozyny mięśnia sercowego człowieka. Te
mu zagadnieniu poświęcony jest niniejszy arty
kuł.

CIĘŻKI ŁAŃCUCH M IOZYNY I JEGO IZOFORM Y

Miozyna — główny składnik filamentu gru
bego, jest molekularnym motorem, który prze
kształca energię chemiczną w pracę skurczu 
mięśnia. Zbudowana jest z dwóch łańcuchów 
ciężkich (MHCs), tworzących pałeczkę i dwie 
główki, oraz dwóch par łańcuchów lekkich 
(LCs), związanych ze strukturą główek (patrz też 
art. Pliszki w  tym numerze KOSMOSU).W mięś
niu sercowym człowieka zidentyfikowano izo- 
formy a i P ciężkich łańcuchów miozyny, będą
ce produktami dwóch różnych genów. Izofor- 
ma (3 jest prawie wyłączną formą w komorach 
ludzkiego serca (-90%), obserwowaną tam we 
wszystkich przedziałach wieku. Ulega także 
ekspresji w przedsionkach oraz w wolno kur
czących się mięśniach szkieletowych. Przedsio
nek serca zawiera głównie izoformę typu a (Bou- 
VAGNET i współaut. 1984). Dojrzałe serca gryzo
ni, w których wzór izoform MHCs w porównaniu 
z mięśniem sercowym człowieka jest nieco od
mienny, adaptują się do zwiększonych hemo
dynamicznych wymagań poprzez reekspresję 
genów płodowych. Chroniczne przeciążenie 
pracą komory szczurzego serca indukuje przej
ście dominującej tu formy a ciężkiego łańcu
cha, o wysokiej aktywności ATP-azowej, w for
mę typu p, która wykazuje niższą aktywność 
ATP-azy, co koreluje z niższą maksymalną szyb
kością skracania włókien. Przekształcenie 
molekularnego fenotypu związane jest ze zmia
nami funkcji skurczowej i stanu energetyczne
go serca. W dotkniętych hypertrofią przedsion
kach serca człowieka także obserwowano poja
wianie się znacznych ilości izoformy P-MHC, 
która w prawidłowych warunkach prawie tam 
nie występuje (Cummins i Lam bert  1986). Obe
cności P-MHC w przedsionkach towarzyszył 
spadek maksymalnej szybkości skracania włó
kien i wzrost wydajności skurczu (Arndt i

współaut. 1989). Oczekiwano, że w podobny 
sposób regulowana jest kurczliwość komór lu
dzkiego serca w różnych jego stanach patologi
cznych. Liczne badania wskazują jednak na 
istnienie innego mechanizmu regulacji niż 
zmiana wzoru izoform ciężkich łańcuchów mio
zyny. Mimo, że w komorach serca zdrowego 
człowieka obok dominującej tu formy P-MHC 
występują też niewielkie ilości izoformy a-MHC 
(~ 4%), nie ustalono dotychczas czy może to 
mieć istotne znaczenie fizjologiczne, tym bar
dziej, że różnice w poziomach ekspresji a-MHC 
między komorami serc pacjentów z kardiomio- 
patią przerostową, a komorami serc kontrol
nych wynoszą mniej niż 1% (Ritter  i współ
aut. 1999). Gen MYH 7 kodujący izoformę 
P ciężkiego łańcucha miozyny oraz MYH 6 ko
dujący izoformę a-MHC znajdują się na długim 
ramieniu chromosomu 14q 11.2- ql3. (Saez i 
współaut. 1987).

Zidentyfikowano ponad 50 mutacji w 
MYH 7. Są one często przyczyną nagłej śmierci 
obciążonych nimi pacjentów, ale niektóre wiążą 
się z łagodnym przebiegiem choroby. Zdecydo
wana większość mutacji znalezionych w genie 
MYH 7 występuje w rejonie główki, czyli sub- 
fragmencie-1 (SI) miozyny. Pozostałe, znalezio
ne w początkowym fragmencie pałeczkowatej 
części miozyny — subfragmencie-2 (S2), sku
pione są bliżej połączenia S1-S2. Główki, będą
ce N-końcowymi fragmentami ciężkiego łańcu
cha, we wszystkich typach mięśni charakte
ryzują się wspólnym schematem budowy pomi
mo występowania istotnych często różnic w 
sekwencji aminokwasowej tworzących je łańcu
chów polipeptydowych. Poznanie krystalicznej 
struktury główki miozyny (Raym ent i współaut. 
1993, Rayment i Holden 1994) pozwoliło na 
wyróżnienie w niej dwóch domen: (i) motorycz-
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nej -  obejmującej dystalną część główki zawie
rającą miejsce wiązania i hydrolizy ATP, a także 
miejsca kontaktu z aktyną i (ii) regulatorowej — 
utworzonej przez C-końcowy fragment ciężkie
go łańcucha SI oraz niekowalencyj nie związane 
z nim łańcuchy lekkie (Ryc. 2). Domena moto- 
ryczna, zwana również katalityczną, zbudowa
na jest wyłącznie z łańcucha ciężkiego, obejmu
jąc jego fragment N-końcowy (25 kDa), central
ny (50 kDa) i część fragmentu C-końcowego, 
którego masa cząsteczkowa wynosi 20 kDa. 
Miejsce katalityczne znajduje się w N-końco- 
wym fragmencie, natomiast 50 kDa centralny 
fragment, podzielony długą wąską szczeliną na

czenia tych mutacji posłużono się krystaliczną 
strukturą główki miozyny mięśnia szkieletowe
go kury (Raym ent i współaut. 1993). Naniesienie 
na nią mutacji znalezionych w izoformie (3 cięż
kiego łańcucha miozyny komór mięśnia serco
wego człowieka pokazało, że nie są one rozmie
szczone w sposób przypadkowy, lecz skupione 
wokół ważnych pod względem funkcjonalnym i 
strukturalnym rejonów SI, a mianowicie przy 
powierzchni oddziaływania główki miozyny z 
aktyną, wokół kieszeni katalitycznej oraz w jej 
wnętrzu, w rejonie zawierającym reaktywne 
grupy tiolowe i w domenie regulatorowej główki 
miozyny, obejmując zarówno ciężki łańcuch

Ryc. 2. Struktura główki miozyny mięśnia szkieletowego kuiy, z zaznaczeniem reszt aminokwasowych odpowia
dających punktowym mutacjom w genie kodującym izoformę [3 ciężkiego łańcucha miozyny komór mięśnia 
sercowego człowieka. Rycinę przygotowano w oparcu o współrzędne atomowe S I z pliku Protein Data Bank.

dwie subdomeny -  górną i dolną, zawiera po 
obu jej stronach miejsca kontaktu z aktyną. Z 
obecnych w domenie regulatorowej dwóch łań
cuchów lekkich, łańcuch zwany istotnym (ELC) 
połączony jest ze środkową częścią a-helikalne- 
go, C-końcowego fragmentu ciężkiego łańcucha 
SI, natomiast regulujący (RLC) owija się wokół 
a-helisy ciężkiego łańcucha główki w jego koń
cu C.

Krystaliczna struktura główki miozyny 
mięśnia sercowego nie została dotychczas po
znana, dlatego dla zinterpretowania efektów 
zmian indukowanych przez podstawienia w ge
nie MYH7 oraz określenia funkcjonalnego zna-

tworzący trzon tej domeny, jak i związane z nim 
lekkie łańcuchy — istotny i regulujący (Raym ent 
i współaut. 1995). Mimo, że interpretacja efe
któw wszystkich zlokalizowanych dotychczas w 
genie MYH 7 podstawień nie jest jeszcze możli
wa ze względu na brak wystarczającej ilości 
badań, to dokładna charakterystyka niektórych 
z nich ujawniła, że mutacje w ciężkim łańcuchu 
typu (3 mają znaczący wpływ na strukturę i 
funkcję mięśnia sercowego. Już sama ich loka
lizacja dostarcza pewnych informacji o sposobie 
wywoływania przez nie zaburzeń w funkcjono
waniu molekularnego motoru, jakim jest mio
zyna.
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M UTACJE W  REJONIE ODDZIAŁYW ANIA GŁÓWKI M IOZYNY Z AKTYNĄ

Jedna z najwcześniej poznanych i najlepiej 
scharakteryzowanych grup mutacji w (3-MHC 
zlokalizowana jest w górnej subdomenie 50 kDa 
centralnego fragmentu ciężkiego łańcucha SI, 
przy powierzchni oddziaływania miozyny z 
aktyną. Badania efektów niektórych spośród 
zidentyfikowanych w tym rejonie podstawień 
aminokwasowych wykazały, że mogą one desta
bilizować lub zmieniać strukturę miejsc konta
ktu z aktyną przyczyniając się w ten sposób do 
osłabienia akto-miozynowych oddziaływań w 
procesie generowania siły. Największe zaintere
sowanie wzbudziła arginina 403, której odpo
wiednikiem w miozynie mięśnia szkieletowego 
kury jest arginina 405. Aminokwas ten znajduje 
się u podstawy pętli (Pro404-Lys415), która 
wysunięta nieco ze struktury główki miozyny 
stanowi część akto-miozynowej powierzchni 
kontaktowej. Jak wykazała analiza rentge- 
nostrukturalna, nie bierze on udziału w żad
nych specyficznych oddziaływaniach z innymi 
resztami aminokwas owymi SI. Przypuszcza się 
natomiast, że bezpośrednio oddziałuje z aktyną 
lub stabilizuje pętlę wiążącą aktynę (R aym en t i 
współaut. 1995). Arginina 403 może być zastą
piona w wyniku mutacji przez glutaminę, leu- 
cynę lub tryptofan. Te trzy niezależne mutacje 
towarzyszące kardiomiopatii przerostowej są 
przyczyną odmiennych cech klinicznych choro
by. O ile bowiem podstawienie Arg403 tryptofa- 
nem lub leucyną powoduje stosunkowo łagod
ny przebieg choroby, to mutacja Arg403-jGln 
jest przyczyną wysokiej śmiertelności wśród ob
ciążonych nią ludzi, którzy zazwyczaj umierają 
przed 40 rokiem życia. Badania miozyny z mu
tacją Arg403—>Gln, pochodzącej z mięśnia ser
cowego człowieka, wykazały spadek szybkości 
przemieszczania przez nią filamentów aktyno
wych w teście ruchliwości in vitro oraz poważną 
redukcję stymulowanej przez aktynę aktywno
ści MgATP-azowej miozyny (C u d a  i współaut. 
1993). Także włókna wyizolowane z wolnego 
mięśnia szkieletowego pacjentów z tą mutacją 
wykazywały spadek maksymalnej szybkości 
skracania i znaczną redukcję generowanej 
przez nie siły izometrycznej w porównaniu z 
włóknami zdrowymi (C u d a  i współaut. 1993, 
1997).

Aby prawidłowo zinterpretować struktural
ne i funkcjonalne skutki mutacji, niezbędne 
jest zrozumienie zależności między zachodzący
mi w mięśniu procesami chemicznymi, w wyni
ku których uwalniana jest energia, a zjawiska
mi mechanicznymi, w których ta energia jest

wykorzystywana (szerzej problem ten omówio
ny jest w art. P lis z k i w  tym numerze KOSMO
SU). Dotychczasowe wyniki badań oraz nowe 
hipotezy dotyczące tych zagadnień można stre
ścić następująco: skurcz mięśnia jest wynikiem 
cyklicznego oddziaływania główek miozyny z 
filamentami aktyny. Proces ten sprzężony jest z 
hydrolizą jednej cząsteczki ATP w każdym cy
klu. Badania kinetyczne wykazały, że powino
wactwo S1 do aktyny spada wraz z wiązaniem 
ATP w centrum katalitycznym, a następująca 
po tym hydroliza nukleotydu zachodzi bez 
udziału aktyny. Rolą aktyny jest natomiast 
przyspieszanie uwalniania ortofosforanu (Pi), 
jednego z produktów hydrolizy ATP. Reakcja ta 
przywraca wysokie powinowactwo główki mio
zyny do filamentów aktyny i jej właśnie towa
rzyszą zmiany struktury główki połączone z 
zamianą energii chemicznej w pracę, czyli prze
sunięciem filamentu aktynowego o pewien od
cinek. Miejsca kontaktu domeny motorycznej 
SI z aktyną oraz wiązania nukleotydu w cen
trum katalitycznym oddalone są od siebie o 
około 4-5 nm. Analiza krystalicznej struktury 
główki miozyny sugeruje, że przenoszenie infor
macji pomiędzy tymi rejonami zachodzi podczas 
otwierania/zamykania szczeliny znajdującej 
się w centralnym fragmencie ciężkiego łańcu
cha która, jak już wcześniej wspomniano, roz
ciąga się od miejsc oddziaływania SI z aktyną 
do podstawy kieszeni katalitycznej, gdzie znaj
duje się pętla wiążąca fosforan y ATP. Do zmian 
szerokości szczeliny dochodzi w wyniku rotacji 
dolnej subdomeny centralnego fragmentu cięż
kiego łańcucha SI względem subdomeny gór
nej. Gdy wiązany jest ATP, zarówno kieszeń 
katalityczna, jak i szczelina są otwarte (stan 
otwarty). Hydroliza nukleotydu wymaga za
mknięcia kieszeni, co wyzwala zmiany zamyka
jące szczelinę (stan zamknięty główki). Na tym 
etapie oba produkty hydrolizy: Pj i ADP, znajdu
ją się jeszcze w centrum katalitycznym. Połącze
nie główki miozyny z aktyną prowadzi do uwol
nienia Pi i jednocześnie ponownego otwarcia 
szczeliny. Jaka jest jednak dokładna kolejność 
tych zjawisk, dotychczas nie ustalono, nie ma 
bowiem możliwości wykrystalizowania SI połą
czonego z aktyną. Istnieją natomiast dowody na 
to, że przejściu od stanu zamkniętego do otwar
tego towarzyszą zmiany konformacji kilku rejo
nów domeny motorycznej, które z kolei inicjują 
obrót całej domeny regulatorowej. Domena 
regulatorowa jest sztywnym elementem działa
jącym na zasadzie ramienia dźwigni. Ruch ra
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mienia, które w jego końcu C połączone jest z 
nieruchomym filamentem miozynowym, powo
duje w efekcie przesunięcie filamentu aktyno
wego, przez „silnie” z nim związaną domenę 
motoiyczną główki, o około 10 nm w kierunku 
centrum sarkomeru. Można zatem przypusz
czać, że mutacje powodujące zaburzenie które
gokolwiek etapu wymienionych wyżej proce
sów, bądź trwałe zmiany strukturalne w tych 
rejonach główki, które ważne są dla ich wzaje
mnej komunikacji, spowodują upośledzenie 
czynności skurczowej mięśnia. Badania miozy
ny Dictyostelium discoideum wykazały, że sztu

cznie indukowane mutacje punktowe, położone 
w dolnej subdomenie 50 kDa fragmentu blisko 
powierzchni oddziaływania z aktyną, wywołują 
wyraźny spadek szybkości przemieszczania 
przez zmodyfikowaną miozynę filamentów akty
nowych w testach ruchliwości in vitro, przy 
niezmienionej aktywności ATP-azowej (Fujita i 
współaut. 1997). Sugeruje to, że towarzyszące 
kardiomiopatii przerostowej mutacje w miej
scach kontaktu główki miozynowej z aktyną 
mogą prowadzić do częściowego zaburzenia 
przekształcania energii chemicznej w ruch.

MUTACJE W REJONIE KIESZENI WIĄŻĄCEJ NUKLEOTYD

Wśród znalezionych w rejonie kieszeni kata
litycznej mutacji związanych z kardiomiopatią 
przerostową wyróżnia się te położone we wnę
trzu kieszeni oraz umiejscowione na zewnątrz, 
u jej podstawy, przy powierzchni białka. Podle
gające mutacji reszty aminokwasowe, położone 
wewnątrz kieszeni wiążącej nukleotyd, znajdu
ją się albo w bliskim sąsiedztwie pętli wiążącej 
fosforan, a ich łańcuchy boczne wchodzą w 
skład struktur tworzących część podstawy 
miejsca aktywnego, lub wpływają na ułożenie 
innych reszt bezpośrednio zaangażowanych w 
wiązanie fosforanu. Zakłada się, że wszelkie 
zmiany aminokwasów w tym rejonie mogą wpły
wać na pozycję kiytycznych reszt w kieszeni 
nukleotydowej i zmieniać przez to katalityczną 
funkcję cząsteczki miozyny oraz jej właściwości 
kinetyczne (Rayment i współaut. 1995). Mutacje 
zlokalizowane u podstawy kieszeni wiążącej nu
kleotyd obejmują dosyć liczną grupę amino
kwasów, których łańcuchy boczne najczęściej 
skierowane są ku powierzchni białka. Położone 
w pobliżu szczeliny dzielącej 50 kDa fragment 
SI, blisko rejonu przypuszczalnego wiązania 
aktyny, mogą mieć wpływ zarówno na między - 
domenowe oddziaływania, jak i na kontakt SI 
z aktyną. Ponadto bliskie sąsiedztwo kieszeni 
nukleotydowej i zależne od ładunku oddziały

wania podlegających mutacji reszt z resztami 
aminokwasowymi bezpośrednio zaangażowa
nymi w wiązanie i hydrolizę ATP sugerują, że 
jakiekolwiek zmiany ładunku, powstałe w wy
niku wprowadzenia nowego aminokwasu, będą 
negatywnie wpływać na aktywność miozynowej 
ATP-azy. Przykładem tego jest efekt mutacji w 
wyniku której Arg 249 zastępowana jest gluta
miną. Zmodyfikowana w ten sposób miozyna 
uzyskana z serc transgenicznych myszy wyka
zywała prawie dwukrotny spadek aktywności 
ATP-azowej w porównaniu z miozyną typu dzi
kiego. Obserwowano też podobny spadek szyb
kości przemieszczania przez nią filamentów 
aktynowych w testach ruchliwości in vitro (Ro- 
OPNARINE i Leinwand 1998). Arginina 249 znaj
duje się u podstawy kieszeni katalitycznej w 
odległości ~ 29 A od pętli wiążącej fosforan. 
Łańcuchy boczne tej reszty aminokwasowej 
skierowane są ku powierzchni cząsteczki w 
stronę szczeliny dzielącej centralny fragment 
ciężkiego łańcucha główki (Raym ent i współaut.
1995). Przypuszcza się, że mutacja w tym miej
scu może zaburzać ruch dolnej subdomeny za
mykający szczelinę. U pacjentów z tego typu 
mutacją obserwuje się łagodny przebieg choro
by i rzadkie przypadki wystąpienia nagłej 
śmierci.

MUTACJE W REJONIE ZAWIERAJĄCYM REAKTYWNE GRUPY TIOLOWE

W subdomenie dolnej 50 kDa fragmentu SI 
miozyny mięśnia sercowego zlokalizowano mu
tacje, z których dwie: Phe513->Cys i 
Gly584—>Arg, położone są blisko Cys705 i 
Cys695 wchodzących w skład biegnącej pod 
kieszenią nukleotydową a-helisy stanowiącej 
fragment C-końcowego segmentu ciężkiego łań
cucha główki. Resztom tym w mięśniu szkiele
towym kury odpowiadają Cys707 i Cys697, a 
ich wysoce reaktywne grupy tiolowe znane są

jako SHI i SH2. Wiadomo, że chemiczna mody
fikacja obu cystein wpływa na aktywność ATP
azową miozyny (Sleep i współaut. 1981), a indu
kowane wiązaniem nukleotydu zmiany konfor- 
macyjne w domenie motorycznej główki obej
mują również helikalne fragmenty zwierające te 
reszty aminokwasowe (Duke i współaut. 1976, 
Burkę i Reisler  1977).

W helisie z reaktywnymi cysteinami znajdu
ją się też trzy glicyny: Gly699, Gly703 i Gly710,
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reszty pełniące często funkcję „zawiasów” w 
białkach. Wyniki licznych eksperymentów pod
kreślają szczególną rolę glicyny 699, która znaj
duje się w miejscu zagięcia helisy, stanowiąc 
łącznik pomiędzy dwoma jej krótkimi fragmen
tami, z których jeden zawiera grupę 
SHl(Cys707), a drugi SH2 (Cys697) (Ryc. 3). 
Doświadczenia polegające na zastąpieniu 
Gly699 innymi aminokwasami sugerują, że re
szta ta odgrywa kluczową rolę w zmianach wza
jemnej orientacji fragmentów łańcucha zawie
rających grupy SHI i SH2 (Huston i współaut.
1988) uczestniczących, jak się uważa, w łącze
niu zmian konformacyjnych zachodzących w 
domenie motorycznej z ruchem domeny regula
torowej (ramienia dźwigni). Zastąpienie glicyny 
699 alaniną w embrionalnej miozynie kury spo
wodowało zahamowanie jej motorycznej aktyw
ności oraz znaczny spadek aktywności ATP- 
azowej (K inose i współaut. 1996). Podobne ba
dania przeprowadzono na miozynie z Dictyoste- 
lium discoideum (Patterson  i współaut. 1997), 
gdzie indukowane mutacje redukowały szyb
kość wędrowania filamentów aktynowych po 
opłaszczonej zmutowaną miozyną powierzchni 
do 10% szybkości prawidłowej. Obserwowano 
też utratę stymulacji ATP-azowej aktywności 
miozyny przez aktynę, co wyjaśnia przyczynę jej 
zmniejszonej aktywności motorycznej. Sugeru
je się, że zaburzenie ruchliwości może wynikać

Ryc. 3. Rozmieszczenie reszt Cys707 i Cys 697 z 
reaktywnymi grupami tiolowymi SH1 i SH2 odpowie
dnio, oraz Gly 699 w helikalnym fragmencie ciężkie
go łańcucha główki miozyny.

z wydłużenia czasu trwania kompleksu 
AM *ADP lub kompleksu AM w trakcie hydrolizy 
każdej cząsteczki ATP (AM-akto-miozyna). W 
świetle tych wyników można przypuszczać, że 
wymienione na wstępie naturalne mutacje, 
znalezione w sąsiedztwie reaktywnych reszt cy
sternowych mogą mieć wpływ na przekazywanie 
zmian konformacyjnych z domeny motorycznej 
do domeny regulatorowej.

MUTACJE NA POGRANICZU DOMEN MOTORYCZNEJ I REGULATOROWEJ

Jak wynika ze struktury główki miozynowej, 
helikalny fragment z grupą SH1 (tzw. helisa 
SH1) może oddziaływać z większą helisą, zwaną 
przekaźnikiem, która wychodzi ze szczeliny i 
biegnie poniżej kieszeni wiążącej nukleotyd w 
kierunku domeny regulatorowej główki (patrz 
Ryc.5 wart. Pliszki w  tym numerze KOSMOSU). 
Helisa ta prawdopodobnie odgrywa ważną rolę 
w transmitowaniu do ramienia dźwigni zmian 
strukturalnych zachodzących w domenie moto
rycznej podczas oddziaływania miozyny z akty
ną oraz wiązania nukleotydu. Krótka helisa 
SH1 przechodzi bezpośrednio w małą, zwartą 
domenę wyznaczoną przez reszty aminokwaso- 
we 711-781 sąsiadującą z domeną regulatoro
wą. Domena ta, nazwana „konwerterem”, pod
czas zamykania/otwierania szczeliny pomiędzy 
subdomenami 50 kDa fragmentu ulega rotacji 
o kąt -70. Wywołane jest to ruchem obrotowym 
przekaźnika i towarzyszącą temu zmianą ułoże
nia helisy SH1. Jak wynika z badań krystalo
graficznych, osią obrotu konwertera są reszty 
aminokwasowe 707-711 wchodzące w skład 
dystalnego fragmentu helisy SH1 (Houdusse i

Cohen 1996; patrz też art. przegl. Geeves i 
H olmes 1999). W rejonie konwertera zidentyfi
kowano cztery naturalnie występujące mutacje. 
Wszystkie zlokalizowane są w tej części ciężkie
go łańcucha, która graniczy lub bezpośrednio 
tworzy powierzchnię kontaktu z lekkim łańcu
chem istotnym miozyny. Testy ruchliwości in 
vitro, którym poddano miozynę z mutacją Arg 
719—>Gln położoną w obszarze graniczącym z 
miejscem wiązania ELC, wykazały wzrost szyb
kości przemieszczania filamentów aktynowych 
w porównaniu z miozyną kontrolną (Poetter i 
współaut. 1996). Przeprowadzono także bada
nia kurczliwości włókien zawierających miozy
nę z mutacją Gly741^Arg znajdującą się w 
pobliżu miejsca wiązania ELC. Poddane analizie 
włókna pochodziły z mięśnia płaszczkowatego 
łydki (soleus), zawierającego od 75% do 90% 
wolno kurczących się włókien, których izoforma 
(3-MHC, identyczna z izoformą występującą w 
miozynie komór serca, kodowana jest przez ten 
sam gen znajdujący się na chromosomie 14 
(Cuda i współaut. 1993, 1997). Zmutowana for
ma (3-MHC ulega ekspresji w wolnym mięśniu
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szkieletowym pacjentów z hypertroficzną kar- 
diomiopatią. Podstawienie Gly741 argininą po
wodowało redukcję maksymalnej szybkości 
skracania włókien do 39% wartości prawidło
wych oraz 58% spadek generowanej przez nie 
siły izometrycznej (Lankford i współaut. 1995).

Badane włókna wykazywały też zmienioną 
sztywność co, jak sugerują autorzy, może być 
związane ze zmianą elastyczności rejonu kon
wertera w którym występuje mutacja, utrud
niającą transmisję siły z domeny motoiycznej 
do ramienia dźwigni.

DOMENA REGULATOROWA GŁÓWKI MIOZYNY I JEJ MODYFIKACJE

Mutacje zlokalizowane w domenie regulato
rowej obejmują zarówno lekkie łańcuchy, jak i 
łańcuch ciężki, a dokładniej te jego fragmenty, 
które wchodzą w skład powierzchni wspólnej 
dla MHC i lekkiego łańcucha istotnego. Wiąza
nie lekkich łańcuchów przez C-końcową a-heli- 
sę ciężkiego łańcucha zapewnia jej sztywność, 
niezbędną do pełnienia funkcji ramienia 
dźwigni. Usunięcie jednego lub obu lekkich łań
cuchów prowadzi do spadku ruchliwości fila
mentów aktynowych in vitro bez istotnego obni
żenia aktywności ATP-azowej miozyny (Lowey i 
współaut. 1993), natomiast wbudowanie do
datkowych segmentów ciężkiego łańcucha wraz 
z łańcuchami istotnymi powoduje, że zmodyfi
kowana miozyna przemieszcza filamenty akty
nowe szybciej niż miozyna kontrolna (Uyed a  i 
współaut. 1996). Całkowite usunięcie domeny 
regulatorowej wywołuje około 90% redukcję ru
chliwości in vitro, choć nie zmienia funkcji kata
litycznej miozyny (Itakura  i współaut. 1993,

W aller  i współaut. 1995). Eksperymenty in vi
vo, w których sprawdzano jakie zmiany w fun
kcjonowaniu mięśnia sercowego wyzwala po
zbawienie miozyny jej domeny regulatorowej, 
■wykazały asymetryczny przerost badanych 
serc, ograniczony pierwotnie do ich przedniej 
ściany. Analiza histologiczna potwierdziła 
wyraźną hypertrofię miocytów i zaburzenie ich 
organizacji. Obserwowano też ciężką w przebie
gu patologię zastawek serca. Włókna wyizolo
wane z takich serc wykazywały zmniejszenie 
zależności rozwijanego napięcia od stężenia jo
nów wapnia oraz spadek szybkości rozkurczu 
(Welikson i współaut. 1999). Z przeprowadzo
nych doświadczeń wynika zatem, że zaburzenia 
produkcji siły, wywołane przez mutacje wpły
wające na funkcjonowanie domeny regulatoro
wej jako ramienia dźwigni, mogą być wystarcza
jące dla wyzwolenia rozwoju hypertroficznej 
kardiomiopatii.

MUTACJE W LEKKICH ŁAŃCUCHACH MIOZYNY

W sercu człowieka ekspresji ulegają dwie 
izoformy lekkich łańcuchów istotnych, będące 
produktami dwóch różnych genów: forma 
przedsionkowa (ALC1), zbudowana ze 196 ami
nokwasów, kodowana przez gen umieszczony 
na chromosomie 17q21 (Seharaseyon  i współ
aut. 1990), oraz forma komorowa (VLC1), zbu
dowana ze 194 aminokwasów i kodowana przez 
gen, któiy w sercu człowieka umieszczony jest 
na chromosomie 3p21 (Fodor  i współaut.
1989). VLC1 jest identyczny z izoformą, która 
występuje w dojrzałym, wolno kurczącym się 
mięśniu szkieletowym. W okresie życia płodo
wego izoforma przedsionkowa łańcucha istot
nego występuje w dużych ilościach w całym 
sercu, a więc zarówno w komorach, jak i przed
sionkach. Po urodzeniu jej ilość w komorach 
gwałtownie spada, jednakże w przypadku róż
nych wad rozwojowych serca nadal utrzymuje 
się na wysokim poziomie (Auckland  i współaut. 
1986, M oczarska 1997). U dorosłego człowieka 
pojawianie się ALC1 w komorach serca wyzwa
lane jest obecnością takich chorób, jak np. 
kardiomiopatia przerostowa (HCM), kardiomio-

patia rozstrzeniowa (IDC-idopathic dilated car
diomyopathy) (Morano i współaut. 1997), czy 
uszkodzenie funkcji zastawek (Sutsch  i współ
aut. 1992), i może stanowić mechanizm adap
tacyjny, który poprzez zmianę ekspresji genu 
kodującego lekkie łańcuchy istotne, kompen
suje wymagania wzmożonej pracy serca lub 
zaburzonej funkcji sarkomeru. Regulacja eks
presji ALC1 w ludzkim sercu nie została dokład
nie poznana. Nie wiadomo także, w jakim sto
pniu i w jaki sposób izoformy lekkich łańcu
chów miozyny wpływają na kinetykę oddziały
wania główek miozyny z filamentem aktyno
wym. Wpływ ELC może zależeć od cyklicznego 
wiązania jego końca N z aktyną. Niedawne ba
dania wykazały, że ciężki łańcuch główki mio
zyny i lekki łańcuch istotny oddziałują nie z tym 
samym, lecz z dwoma sąsiednimi monomerami 
aktyny w filamencie aktynowym (Timson i 
współaut. 1998). Zaproponowano zatem, że 
ELC stanowi łącznik w oddziaływaniu MHC z 
drugim monomerem aktyny. Kompetycyjne za
blokowanie tego oddziaływania przez wprowa
dzenie syntetycznego peptydu o sekwencji koń
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ca N łańcucha istotnego podnosi produkcję siły 
i szybkość skracania wyizolowanych włókien. 
Wysunięto hipotezę, że wzmocnienie wiązania 
główek z aktyną przez kontakt z ELC stanowi 
dla nich dodatkowe „obciążenie” prowadzące do 
zmniejszenia szybkości aktomiozynowego cy
klu (M o ra n o  i współaut. 1995, M o r a n o  i H a a se
1997). Sekwencja aminokwasowa końca N izo
formy przedsionkowej ELC jest wyraźnie różna 
od sekwencji końca N formy komorowej (F o d o r  
i współaut. 1989), a to powoduje, że wiązanie 
ALC1 z aktyną jest słabsze, co zwiększa siłę 
generowaną przez miozynę zawierającą tę izo
formę. Wydaje się zatem, że oddziaływanie koń
ca N lekkiego łańcucha istotnego z aktyną jest 
jednym z mechanizmów kontrolujących kinety
kę oddziaływania główek miozyny z filamentem 
aktynowym i generowania siły (patrz też art. 
M o c z a r s k ie j  1999).

Jeżeli, jak wyżej wspomniano, ELC jest do
datkowym łącznikiem w oddziaływaniach 
MHC/aktyna, to osłabienie jego interakcji z 
ciężkim łańcuchem miozyny powinno wywołać 
zmiany w funkcjonowaniu główek, podobnie jak 
to ma miejsce w przypadku osłabienia wiązania 
aktyna/ELC (M o ra n o  i współaut. 1996). Zało
żenie to potwierdzają wyniki badań aktywności 
motoiycznej miozyny pochodzącej od pacjentów 
z kardiomiopatią HOCM (ang. hypertrophic ob
structive cardiomyopathy) charakteryzującą się 
przerostem mięśni brodawkowatych lewej ko
mory serca, a wywołaną punktową mutacją 
polegającą na zastąpieniu w ELC metioniny- 
149 waliną. Metionina-149 znajduje się przy 
powierzchni kontaktu ELC z łańcuchem cięż
kim. Badania ruchliwości in vitro tak zmutowa
nej miozyny wykazały wzrost szybkości prze
mieszczania filamentów aktynowych. Podobny 
wzrost aktywności motorycznej obserwowano w 
przypadku miozyny z omawianą wcześniej mu
tacją Arg719->Gln w ciężkim łańcuchu, blisko 
powierzchni kontaktu MHC/ELC, i w rzadko 
spotykanej punktowej mutacji Argl54->His w 
łańcuchu istotnym, w miejscu jego oddziaływa
nia z ciężkim łańcuchem miozyny ( P o e t t e r  i 
współaut. 1996).Wyniki te wskazują, że zabu
rzenie oddziaływania łańcucha ciężkiego z lek
kim łańcuchem istotnym, rzeczywiście zmienia 
funkcjonowanie główki miozyny.

Zmiany kurczliwości mięśnia sercowego 
mogą być także wywołane mutacjami punkto
wymi zlokalizowanymi w lekkim łańcuchu re
gulującym. Chociaż obecny stan wiedzy pozwa
la jedynie spekulować na temat mechanizmów, 
które przy udziale RLC mogą prowadzić do 
zmiany funkcji skurczowej serca, to towarzy
sząca często mutacjom tych łańcuchów hyper- 
trofia kardiomiocytów wskazuje, że modyfikacja

struktury łańcucha regulującego wyzwala pro
cesy kompensujące osłabienie funkcji skurczo
wej i jednocześnie adaptujące serce do pracy w 
nowych warunkach. Poznanie tych zjawisk mo
że ułatwić zrozumienie roli łańcuchów regulu
jących w oddziaływaniu główek miozyny z akty
ną w procesie skurczu mięśnia. Badania mio
zyny z mięśni szkieletowych wykazały, że usu
nięcie łańcuchów regulujących w sposób istot
ny obniża szybkość przemieszczania filamen
tów aktynowych w testach ruchliwości in vitro 
(LOWEY i współaut. 1993). Natomiast częściowa 
wymiana komorowych RLC na izoformy szkie
letowe w sercach myszy transgenicznych pro
wadziła do spadku kurczliwości lewej komory 
serca i zaburzenia jej funkcji rozkurczowej (Gu- 
l i c k  i współaut. 1997). Uszkodzenie genu kodu
jącego komoro we formy łańcucha regulującego 
prowadzi do dezorganizacji sarkomeru i rozwo
ju kardiomiopatii rozstrzeniowej (C h en  i współ
aut. 1998). Wszystkie te obserwacje wskazują, 
że dla prawidłowej struktury oraz funkcji mio- 
cytów serca potrzebne są nieuszkodzone łańcu
chy regulujące.

W sercu ludzkim znaleziono kilka izoform 
lekkich łańcuchów regulujących: formę przed
sionkową (ALC2), którą koduje gen o nie pozna
nej dotąd lokalizacji, oraz dwie formy komoro- 
we: VLC2a i VLC2b mające ten sam ciężar 
cząsteczkowy, ale różne punkty izoelektryczne, 
a kodowane przez gen umieszczony na chromo
somie 12q23-q24. (M a c e r a  i współaut. 1992). 
Interesująca jest fizjologiczna rola izoenzymów 
VLC2. Badania miozyny uzyskanej z komór serc 
pacjentów cierpiących na kardiomiopatię 
HOCM wykazały wyraźny spadek ekspresji for
my VLC2a na korzyść formy VLC2b (R i t t e r  i 
współaut. 1999). Czy zatem łańcuch regulujący 
ma wpływ na kinetykę oddziaływania główek 
miozyny z aktyną, a zmiana ekspresji jego ko
morowych izoform reguluje kurczliwość kardio
miocytów? Przemawia za tym fakt, iż polimor
fizm RLC występuje w wolno kurczących się 
komorach serca ludzkiego, czy też w mięśniu 
soleus, a nie wykazują go szybko kurczące się 
przedsionki serca człowieka ani podobnie szyb
ko pracujące komory serca szczura. Jednak 
pozostaje też wiele znaków zapytania. Dlaczego, 
na przykład, u większości pacjentów z poważ
nym upośledzeniem funkcji skurczowej serca 
wywołanym różnymi jego chorobami proporcje 
izoenzymów VLC2 pozostają niezmienione?

Koniec N lekkiego łańcucha regulującego 
zawiera miejsce wiążące kationy dwuwartościo- 
we (Ca2+, Mg2+), a także miejsce fosforylacji, 
przy czym formy VLC2 serca człowieka ulegają 
fosforylacji w jednym miejscu (seiyna 15), a 
izoforma przedsionkowa może być mono- i difo-
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sforylowana (seiyna 21 i 22) (Morano  i współ
aut. 1989). Fosforylacja katalizuje kinaza lek
kich łańcuchów miozyny, która aktywowana 
jest przez odwracalne, zależne od jonów wapnia 
wiązanie kalmoduliny. Fosforylacja RLC inicju
je skurcz mięśnia gładkiego. W mięśniu serco
wym i szkieletowym nie jest potrzebna dla wy
zwolenia aktywności skurczowej. Jaką zatem 
funkcję pełni fosforylacja łańcuchów regulują
cych w mięśniu sercowym? Podczas skurczu i 
rozkurczu ludzkiego serca poziomy fosforylacji 
RLC nie zmieniają się. Wynika to z ciągłej akty
wacji kinazy lekkich łańcuchów w czasie cyklu 
pracy serca. Obserwacje fizjologiczne szczurów 
ujawniły, że starzeniu się organizmu towarzy
szy spadek prawidłowych poziomów fosforylacji 
RLC do wartości znacznie niższych od tych, 
które występują u zwierząt młodych. Duży wy
siłek fizyczny jest przyczyną wzrostu poziomów 
fosforylacji RLC miozyny komór serca (Fitzsi- 
MONS i współaut. 1990). Może to być przejawem 
mechanizmu adaptacyjnego umożliwiającego 
wykonanie zwiększonej pracy. Natomiast róż
nym stanom chorobowym prowadzącym do po
ważnego uszkodzenia mięśnia sercowego i zwią
zanego z tym upośledzenia jego funkcji skurczo
wej towarzyszy często całkowita defosforylacja 
RLC (zagadnienie to omówiła szerzej w artykule 
przeglądowym M oczarska  1999), co wskazywa
łoby, że ta modyfikacja odgrywa ważną fizjologi
czną rolę w regulowaniu kurczliwości serca.

Obecność lekkich łańcuchów regulujących 
i ich oddziaływanie z łańcuchem ciężkim zwię
ksza strukturalne uporządkowanie filamentów 
miozynowych. W przypadku usunięcia lub usz
kodzenia RLC (np. przez częściową proteolizę) 
porządek ten zostaje zaburzony. Badania mi
kroskopowe ujawniły, że fosfoiylacja RLC ma 
wpływ na ułożenie główek na filamencie miozy- 
nowym: zwiększa ich odległość od osi tego fila
mentu i przybliża je do filamentów aktynowych. 
Zatem proces ten może ułatwiać międzyfi- 
lamentowe oddziaływania i generowanie siły. 
Efekt fosforylacji najlepiej jest widoczny przy 
niskich poziomach aktywacji wapniowej, a więc 
w warunkach, jakie panują w mięśniu serco
wym (Pawloski -Dahm  i współaut. 1998). Spa
dek poziomu fosforylacji RLC redukuje cyklicz
ne akto-miozynowe oddziaływania. Może to być 
czynnikiem wyzwalającym rozwój kardiomiopa- 
tii przerostowej.

W łańcuchu regulującym zidentyfikowano 
pięć mutacji towarzyszących hypertroficznej 
kardiomiopatii. Mogą one redukować stabilność 
i/lub zmieniać konformację tego łańcucha za
kłócając w ten sposób jego oddziaływanie z 
łańcuchem ciężkim miozyny. Trzy spośród zna
lezionych w RLC mutacji, a mianowicie

Alal3—>Thr, Glu22—>Lys i Pro95—>Ala związane 
są z chorobą HOCM (Poetter i współaut. 1996). 
Pozostałe dwie Phel8-jLeu i Arg58->Gln, od
kryte przez Flavigny i współautorów (1998) u 
pacjentów we Francji, prowadzą do rozwoju 
typowej formy kardiomiopatii przerostowej 
przebiegającej bez zaczopowania światła lewej 
komory serca. Zmutowane reszty aminokwaso- 
we położone są najczęściej albo w bliskim sąsie
dztwie miejsca fosforylacji, albo w pobliżu pętli 
wiążącej kationy dwuwartościowe. Dlatego też 
zbadano ich wpływ na zdolność fosforylacji i 
wiązanie jonów wapnia (Szczęsna  i współaut. 
2001). Okazało się, że oba procesy są wyraźnie 
zmienione, a charakter tych zmian uzależniony 
jest od miejsca mutacji. Położone najbliżej miej
sca wiązania jonów wapnia mutacje 
Glu22—>Lys i Arg58—>Gln powodowały spadek 
powinowactwa do Ca2+ lub całkowite wyeli
minowanie jego wiązania przez RLC. Fosforyla
cja RLC miozyny z mutacją Arg58-4Gln przy
wracała wiązanie Ca2+, natomiast mutant 
Glu22—>Lys nie ulegał fosforylacji nawet w obe
cności 20-krotnego nadmiaru kinazy lekkich 
łańcuchów. Poetter i współautorzy (1996) po
kazali, że aktywność motoryczna tak zmienio
nej miozyny nie różni się od preparatów kon
trolnych, chociaż według innych eksperymen
tatorów zastąpienie Glu22 przez lizynę powodo
wało zaburzenie relaksacji wyizolowanych włó
kien, obniżenie generowanego przez nie napię
cia i spadek ich sztywności, co sugeruje, że 
miejsce wiążące kation dwuwartościowy jest 
ważne dla prawidłowej funkcji miozyny, a poja
wiające się w jego bezpośrednim sąsiedztwie 
mutacje mogą mieć wpływ na oddziaływanie 
RLC z łańcuchem ciężkim. Przeprowadzone 
przez Szczęsną  i współautorów (2001) badania 
miozyny z mutacją znajdującą się w bliskim 
sąsiedztwie miejsca fosforylacji RLC 
(Ala 13—>Thr) wykazały kilkakrotny spadek po
winowactwa takiego mutanta do Ca2+. Jego 
fosforylacja powodowała poważny wzrost stałej 
równowagi wiązania wapnia, znacznie przekra
czający wartości obserwowane dla miozyny ty
pu dzikiego. Zatem fosforylacja RLC może od
wracać fizjologiczne konsekwencje mutacji w 
pracującym sercu, przez co staje się ważnym 
procesem regulującym skurcz mięśnia serco
wego. Niektórzy badacze zakładają, że w zdro
wym sercu fosforylacja moduluje miejscową 
elastyczność domeny regulatorowej, co potrzeb
ne jest dla prawidłowej funkcji główek. Z kolei 
mutacje w tym rejonie mogą przyczyniać się do 
trwałej zmiany jego sztywności, zaburzając w 
ten sposób skuteczność całego procesu. Obser
wowane w warunkach doświadczalnych przy
wrócenie przez fosforylację upośledzonej muta
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cją zdolności wiązania jonów wapnia można 
natomiast traktować jako przywrócenie miejscu 
wiążącemu kationy dwuwartościowe właściwej 
konformacji. Sugeruje to, że oba procesy, a więc 
zarówno fosforylacja jak i wiązanie jonów wa
pnia, wzajemnie na siebie wpływają wywołując 
zmiany struktuiy tych miejsc, jak również są

siadujących z nimi rejonów. Mutacje w łańcu
chu regulującym mogą zakłócać jego oddziały
wanie z ciężkim łańcuchem miozyny oraz lek
kim łańcuchem istotnym, co prawdopodobnie 
wpłynie na funkcjonowanie domeny regulatoro
wej jako ramienia dźwigni i w konsekwencji 
zaburzy prawidłowe działanie główek miozyny.

MECHANIZM WYZWALAJĄCY PRZEROST KARDIOMIOCYTOW

Ostatnio coraz więcej uwagi poświęca się 
badaniom zmierzającym do wyjaśnienia me
chanizmu, który poprzez mutacje w białkach 
sarkomerycznych, wyzwala hypertroficzną 
odpowiedź miocytów. Dotychczas jednak nie 
udało się jednoznacznie zdefiniować czynnika 
przenoszącego sygnał inicjujący przerost komó
rek mięśniowych. Co więcej, uzyskane w róż
nych laboratoriach wyniki nie zawsze są zgod
ne.

Dla prawidłowej funkcji sarkomeru nie
zbędne jest utrzymanie odpowiedniego stężenia 
jonów wapnia, które regulują kurczliwość mio
cytów. Liczne badania sugerują, że obecność 
zmutowanych białek w sarkomerze lub sztucz
na stymulacja hypertrofii prowadzą do wzrostu 
wewnątrzkomórkowego stężenia Ca2+, co po
zwala sercu zachować prawidłową kurczliwość 
i wydajność jego pracy. Przeprowadzone przez 
Sussm an i współautorów (1998) badania wyka
zały, że kalcineuryna — fosfataza aktywowana 
przez jony wapnia — odgrywa ważną rolę w 
patogenezie hypertroficznej kardiomiopatii 
(HCM). Wysunięto przypuszczenie, że może ona 
inicjować zmiany przerostowe w sercu, co 
wskazywałoby na istnienie powiązań między 
stężeniem Ca a obecnością tej sygnalnej —jak 
założyli autorzy — molekuły. Dla potwierdzenia 
wysuniętej hipotezy przedstawiono wyniki ba
dań, w których zastosowano inhibitory kalcy- 
neuryny: cyklosporynę A (CsA) i FK506, na 
trzech modelach transgenicznych myszy. Ich 
wspólną cechą było zaburzenie kurczliwości 
serca wywołane zmianą funkcji białek sarkome
rycznych na skutek mutacji w kodujących je 
genach. Odpowiednio wczesne podawanie inhi
bitorów chroniło myszy genetycznie predyspo
nowane do choroby przed jej rozwojem. Jednym 
z przykładów są transgeniczne zwierzęta, któ
rych serca zawierały miozynę z mutacją w lek
kich łańcuchach regulujących. Mutacja unie
możliwiała fosforylację tych łańcuchów. U ta
kich zwierząt dochodziło zwykle do rozwoju kar
diomiopatii przerostowej, prawdopodobnie na 
skutek upośledzenia funkcji główek miozyny i 
przez to kurczliwości serca. Podawanie CsA 
chroniło je przed rozwojem HCM. Innym mode

lem doświadczalnym były transgeniczne myszy 
z nadekspresją tropomiozyny (3. Mutacja prowa
dziła do rozwoju kardiomiopatii rozstrzeniowej 
i, dodatkowo, do defektu w usuwaniu jonów 
wapnia. Wczesne podanie cyklosporyny zapo
biegało rozwojowi choroby. Ponieważ, jak suge
rują autorzy badań, wzrost podstawowego po
ziomu Ca2+ w miocycie związany był z rozwojem 
kardiomiopatii u |3-tropomiozynowych mutan
tów, uzyskane przez nich wyniki uznano za 
dowód, że kalcyneuiyna może pośredniczyć w 
przekazywaniu sygnału inicjującego zmiany w 
miocytach w odpowiedzi na utrzymujące się 
zaburzenie poziomu wapnia w komórce.

Przeciwnego zdania byli jednak badacze z 
innego laboratorium. Wyniki ich doświadczeń 
pokazały, że hamowanie kalcyneuryny nie 
chroni przed HCM, a wprost przeciwnie — 
wzmaga rozwój choroby, co wykazano na przy
kładzie transgenicznych myszy z mutacją 
Arg403->Gln w izoformie a ciężkiego łańcucha 
miozyny (Fatkin  i współaut. 2000). Okazało się, 
że podawanie CsA myszom z defektami w biał
kach sarkomerycznych, podobnymi do tych 
znalezionych u człowieka, zdecydowanie pogłę
bia histopatologiczne zmiany i często jest przy
czyną nagłej śmierci poddanych eksperymento
wi zwierząt. Badania przeprowadzone z zasto
sowaniem cyklosporyny A, FK 506 oraz mino- 
xidilu (agonisty kanałów potasowych) wykaza
ły, że czynniki te przyspieszają rozwój hypertro
fii u myszy z mutacją Arg403—>Gln. W celu 
zdefiniowania mechanizmu wyzwalającego hy
pertroficzną odpowiedź w zmutowanych miocy
tach, porównywano odpowiedzi na te czynniki 
miocytów zmutowanych i miocytów typu dzikie
go. Miocyty pochodzące od myszy zdrowych, 
pod wpływem minoxidilu i CsA wykazywały 
ponad 30% wzrost rozkurczowego stężenia 
Ca2+. W miocytach myszy z mutacją Arg 
403-aGin wzrost rozkurczowego stężenia Ca2+ 
w odpowiedzi na te czynniki nie przekraczał 
10%. Badania te potwierdzają wysuniętą wcześ
niej hipotezę, że regulacja poziomu wapnia w 
zmutowanych komórkach mięśnia sercowego 
jest zaburzona i to prawdopodobnie odgrywa 
istotną rolę w rozwoju hypertrofii. Mniejszy
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wzrost poziomu rozkurczowego stężenia Ca2+ w 
miocytach z mutacją Arg 403—>Gln w odpowie
dzi na działanie minoxidilu lub CsA w porówna
niu z jego wzrostem w miocytach typu dzikiego, 
a także w zdrowych komórkach innego typu 
traktowanych w ten sam sposób, zinterpre
towano jako wskaźnik wyczerpania się we
wnątrzkomórkowych zapasów Ca2+. Autorzy 
sugerują, że aparat kurczliwy miocytów z pun
ktową mutacją w ciężkim łańcuchu funkcjonuje 
jak nie podlegająca regulacji „pułapka jonowa”, 
która jest przyczyną chronicznego podwyższe
nia poziomu wapnia w sarkomerze. Hipotezę tę 
potwierdzają fizjologiczne badania zmutowa
nych włókien mięśniowych, które wykazują wy
ższy niż normalnie rozwój napięcia izometiy- 
cznego przy submaksymalnych poziomach 
Ca2+ (B la n c h a rd  1997) oraz obniżoną szybkość 
relaksacji (G e o r g a k o p o u lo s  1999). W zdrowym 
miocycie utrzymywana jest równowaga wapnio
wa pomiędzy sarkomerem, siateczką sarkopla- 
zmatyczną i cytoplazmą. Zaburzenie funkcji 
sarkomeru przesuwa równowagę wapniową, co 
być może wyzwala czynniki, które przebudowu

ją miocyt i ostatecznie zmieniają strukturę 
mięśnia sercowego. Zatem właściwy dla zdro
wych komórek mięśniowych przepływ jonów 
wapnia, niezbędny dla prawidłowego funkcjo
nowania mechanizmu pobudzenie — skurcz, w 
zmutowanych miocytach jest wyraźnie upośle
dzony. Skoro więc zastosowane w eksperymen
tach czynniki modyfikują stężenie Ca2+ w ko
mórce i dramatycznie przyspieszają rozwój kar- 
diomiopatii przerostowej, to należy sądzić, że 
różne czynniki środowiskowe zmieniające ho
meostazę wapniową będą mieć wpływ na obraz 
choroby, co mogłoby w pewnym stopniu tłuma
czyć zróżnicowany jej przebieg obserwowany u 
pacjentów z tymi samymi mutacjami (M a ro n  i 
współaut. 1987, F a tk in  i współaut. 2000). Jeżeli 
jest tak w rzeczywistości, fakt ten może mieć 
ogromne znaczenie terapeutyczne, szczególnie 
w przypadku tych pacjentów, którzy są genety
cznie obciążeni kardiomiopatią przerostową, 
ale nie wykazują jeszcze żadnych objawów kli
nicznych choroby. Prewencyjne podawanie im 
leków blokujących kanały wapniowe być może 
opóźni rozwój choroby lub złagodzi jej przebieg.

THE INFLUENCE OF POINT MUTATIONS IN THE MYOSIN HEAVY AND LIGHT CHAINS ON 
CHANGES IN CARDIAC MUSCLE FUNCTION THAT CAUSE FAMILIAL HYPERTROPHIC CARDIO

MYOPATHY

Sum m ary

Multiple point mutations in different genes encoding 
cardiac muscle structural proteins like (3-myosin heavy 
chain ((3-MHC), essential and regulatory light chains, tro
ponin T, troponin I, a-tropomyosin, actin, titin and myosin 
binding protein C, have been related to the familial hyper
trophic cardiomyopathy (FHC). FHC is a genetically domi
nant, autosom al heart d isease characterized  by 
unexplained increase in the left ventricular wall thicknes in 
the absence of another cause of cardiac hypertrophy such 
as chronic hypertension, valvular disease or metabolic 
disorders. The mechanism by which mutations in the sar- 
comeric protein genes produce cardiac hypertrophy is un
known. Some of the recent studies suggest that the 
mutations lead to abnormal Ca2+ responses that trigger 
myocyte growth and remodel the heart. The (3-cardiac iso
form of the myosin heavy chain was the first locus associ
ated with FHC. More than 50 point mutations have been

described that lie in the head region of the myosin molecule 
where they are clustered near functionally significant re
gions of the myosin motor domain, such as the actin-bind
ing sites, the nucleotide pocket, the area close to the thiol 
hinge region and the myosin light chain-binding domain. A 
number of mutations have also been described at the 
head-rod junction. Biochemical and in vitro functional 
studies have shown that the mutant (3-MHC protein has 
impaired contractility characterized by reduced contraction 
velocity and impaired interaction with actin filaments. In
vestigation of the effects of point mutations in the myosin 
molecule on cardiac function and physiology provide new 
insights not only into the mechanisms by which mutations 
produce pathology, but also into the role and function of 
different parts of the myosin head and the pathways of 
information transfer between them.
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