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Wplyw mutacji w TPM2 wywolujacych miopatie na zalezng od tropomiozyny
regulacje dlugosci cienkiego filamentu

Znaczenie konserwacji dlugosci filamentu cienkiego dla skurczu mig$nia

Zawite mechanizmy prowadzace do skurczu migsni od dawna fascynowaty naukowcow i dzigki licznym
badaniom dokonano wielu przetomowych odkry¢. Jednak nie wszystkie aspekty regulacji skurczu migsni sa
w petni poznane. Skurcz sarkomeru, podstawowej jednostki kurczliej komérek miesniowych, jest napedzany
cyklicznymi oddziatywaniami miedzy glowkamii miozyny wystajacymi z filamentow grubych a aktynowymi
filamentami cienkimi. Jednym z gléwnych pytan, na ktore wcigz nie znamy odpowiedzi jest pytanie o to w
jaki spsob utrzymywana jest odpowiednia dlugos¢ filamentow, ktora bezposrednio wptywa na liczbe gtowek
miozyny oddziatujacych z aktyna. Jest to istotne, gdyz im wigcej gtdwek miozyny zwigzanych jest z aktyna,
tym migénie kurcza si¢ z wickszg sila. Co ciekawe, podczas gdy dlugos¢ grubych filamentow miozynowych
jest taka sama, cienkie filamenty w réznych typach wtdkien migsniowych majg r6zng dtugosé. Jaki zatem jest
mechanizm utrzymujacy dhlugos¢ cienkiego filamentu?

Tropomiozyna (Tpm) jest wydtuzonym biatkiem, ktore stabilizuje aktyng polimeryzujac wzdhuz filamentu w
formie dtugich tancuchéw. Tpm wiaze troponine (Tn), biatko ktére w sposéb zalezny od stezenie Ca** moze
przesuwaé tancuchy Tpm w poprzek filamentu. Tpm i Tn wspélnie kontrolujg dostep do aktyny innych
ligandow, w tym kofiliny (Cof) i tropomoduliny (Tmod), dwoch biatek odgrywajacych role w konserwacji
dhugosci filamentow cienkich. Tpm asystuje Tmod w wigzaniu do jednego z koncow filamentu. Gdy Tmod
silnie wigze sie na koncu, wowczas wydtuzanie filamentu jest zahamowane. Z drugiej strony Tpm reguluje
zdolno$¢ Cof do przecinania i skracania filamentow aktynowych. Oddziatujac z tymi biatkami Tpm moze
modulowa¢ skurcz poprzez utrzymywanie filamentéw cienkich w odpowiedniej dtugosci.

Mutacje w TPM2, genie kodujacym Tpm2.2 — mig$niowa izoforme¢ Tpm, sa odpowiedzialne za cigzkie
zaburzenia mig$ni znane jako wrodzone miopatie i artrogrypozy. Zaburzenia te wykazujg zroznicowane
objawy, do ktérych nalezg ostabienie mie$ni lub nadmierna kurczliwo$é. Weiaz nie jest jasne czy mutacje w
TPM2 prowadza do zmian w dtugos$ci filamentéw i czy zmiany te majag wplyw na rozwdj patologicznych
objawow.

Cel projektu

Poprzez zbadanie wptywu mutacji w TPM2 na dlugos$¢ filamentu cienkiego zamierzam pozna¢ molekularny
mechanizm, ktory potencjalnie faczy zmienng dtugos¢ cienkich filamentéw z etiologia wrodzonych choréb
mie$ni. Planuje zgromadzi¢ eksperymentalne dane, ktore wyjasnig czy Tpm2.2 jest wlaczona w regulacje
dhugosci filamentu oraz czy mutacje wywotujace choroby zakltocaja te funkcje. W szczegdlnosci zbadam
wplyw mutacji na stabilno$¢ filamentu cienkiego, wigzanie Tmod do aktyny i jej zdolno$¢ do hamowania
procesu wydhuzania filamentu, oraz regulacje przecinania i skracania filamentu przez Cof.

Opis badan

Aby zbada¢ skutki mutacji w TPM2, oczyszczg aktyne, Tn i miozyne z mig$ni kurczaka. Pozostate biatka beda
to biatka rekombinowane, co oznacza, ze kodujace je geny zostang wprowadzone do komorek bakteryjnych,
po czym bakterie zostang zaindukowane do produkcji duzych ilosci tych biatek. Do DNA kodujacego Tpm2.2
zostaty wprowadzone mutacje wykryte u pacjentow, u ktorych zdiagnozowano miopatie. Oczyszczone biatka
mig$niowe i rekombinowane zostang ze sobg potaczone w celu zrekonstruowania cienkich filamentow. Testy
przeprowadzone metodami biochemicznymi oraz z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej beda tak
zaplanowane aby pozwolity na sprawdzenie w jaki sposéb mutacje wptywaja na funkcje Tpm2.2 i regulacje
dhugosci cienkiego filamentu przez Tmod i Cof.

Oczekiwane znaczace wyniki

Realizacja projektu pozwoli na odkrycie nowych mechanizméw zwigzanych z rozwojem wrodzonych choréb
miesni oraz dostarczy informacji na temat mechanizméw odpowiedzialnych za rozwo6j wrodzonych choréb
mig$niowych. Badania zapewnig kompleksowa analizg roli wzajemnych oddziatywan migdzy aktyng, Tpm?2.2,
Tn, Cof i Tmod w regulacji dtugosci cienkiego filamentu. Badania pomoga w zrozumieniu molekularnych
podstaw rozwoju nieuleczalnych jak dotad chorob migsni.



