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N GENFEJ]L,
DER GAR LIGE
HJERTET

Mutationer i det lille protein calmodulin har vist sig at veere involveret
i sygdomme, der kan medfare hjerterytmeforstyrrelser og endda hjertestop.
Det har abnet forskernes gjne for, hvilke andre hemmeligheder
dette livsvigtige protein gemmer pa.

nhver hjerteleege har i
skuffen nogle patientjour-
naler, som forbliver en
gade. De kan involvere
bagrn med uforklarlige hjerteproble-
mer eller familier med nedarvede
hjertefejl, hvor man ikke kan finde
et defekt gen. Netop sadan en
familie findes i Sverige: for nu ca.
30 ar siden, besvimede en 12-arig
dreng under en fodboldkamp. Hans
15-arige bror dede pludseligt under

en svgmmekonkurrence. Blandt
deres gvrige sgskende og senere
nevger og niecer lider mange af
hyppige besvimelser. Dog har ingen
af de bergrte familiemedlemmer
vist nogen tegn pa sygdommen
forud for haendelserne. De har
normale hjertediagrammer (EKG),
og deres hjertestruktur er normal
ved ultralydsscanning. Feelles for
hzendelserne er, at de opstar i
situationer med fysisk eller psykisk
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pavirkning. Der ses farst tegn pa en
underliggende hjertesygdom, hvis
man optager et EKG/hjertediagram
under fysisk belastning.

Den svenske familie er i dag diag-
nosticeret med den sjeeldne hjer-
terytmelidelse catecholaminergic
polymorphic ventricular tachycar-
dia (CPVT), som typisk skyldes fejl

i hjertets ryanodinreceptorer, en
klasse af calciumkanaler i hjertecel-



Et meget vigtigt protein

Calmodulin er et meget unikt pro-
tein, fordi det er ekstremt bevaret.
Mennesker har tre gener, som koder
for calmodulin, CALM1-3. Selvom
der er variationer i den genetiske se-
kvens for CALM1-3, produceres der
fuldsteendig identiske proteiner fra
de tre gener - det er usaedvanligt.
Men ogsa nar man kigger pa andre
arter, er calmodulin forblgffende
bevaret. Figuren viser en sammen-
ligning af protein-sekvensen for cal-
modulin fra forskellige arter. Hvert
bogstav repraesenterer en specifik
aminosyre og en rgd markering
indikerer variation i den pageseldende
aminosyre sammenlignet med men-
neske-proteinsekvensen. Selv sa for-
skellige arter som mus og laks har
calmodulin-protein, der er preecis
magen til det i mennesker. | planter

lerne. Fejlene betyder, at patienter-
ne kan besvime eller fa hjertestop
uden varsel, nar hjertet pludseligt
skal preaestere under adrenalinpa-
virkning som ved motion, eller nar
man bliver forskraekket.

Men undersggelser af den sven-
ske families DNA viste, at ingen i
familien havde fejl i de gener, der
koder for ryanodinreceptoren eller
i andre gener, der er kendt for

at veere involveret i sygdommen
CPVT. Derfor indledte den ene af
denne artikels forfattere, Mette
Nyegaard, sammen med en lille
handfuld kollegaer i 2006 jagten
pa det ukendte sygdomsgen.

Det var et mgjsommeligt arbejde
at kortleegge de kromosom- og
genomrader, som de sygdoms-
ramte havde tilfeelles og som var
forskellige fra de raske familiemed-
lemmer. Svaret pa den genetiske
screening var meget overraskende:
De syge familiemedlemmer havde
en punktmutation i genet CALM1.
CALM1 er et af tre gener, som
koder for proteinet calmodulin, der
fungerer som en calcium-sensor

i cellerne. Dette protein var aldrig
for blevet keedet sammen med syg-
domme i mennesker, og grundet

20 40
I |
Menneske ADQLTEEQIA EFKEAFSLFD KDGDGTITTK ELGTVMRSLG QNPTEAELQD 50
Gris ADQLTEEQIA EFKEAFSLFD KDGDGTITTK ELGTVMRSLG QNPTEAELQD 50
Mus ADQLTEEQIA EFKEAFSLFD KDGDGTITTK ELGTVMRSLG QNPTEAELQD 50
Laks ADQLTEEQIA EFKEAFSLFD KDGDGTITTK ELGTVMRSLG QNPTEAELQD 50
Bananflue ADQLTEEQIA EFKEAFSLFD KDGDGTITTK ELGTVMRSLG QNPTEAELQD 50
Kornblomst ADQLTBEQIS EFKEAFSLFD KDGDGEITTK ELGTVMRSLG QNPTEAELQD 50
Geer SSNLTEEQIA EFKEAFALFD KDNNGS 1888 ELATVMRSLG ESPSEAENND 50
60 80 100
| | |
Menneske MINEVDADGN GTIDFPEFLT MMARKMKDTD SEEEIREAFR VFDKDGNGY | 100
Gris MINEVDADGN GTIDFPEFLT MMARKMKDTD SEEEIREAFR VFDKDGNGY I 100
Mus MINEVDADGN GTIDFPEFLT MMARKMKDTD SEEEIREAFR VFDKDGNGY | 100
Laks MINEVDADGN GTIDFPEFLT MMARKMKDTD SEEEIREAFR VFDKDGNGY I 100
Bananflue MINEVDADGN GTIDFPEFLT MMARKMKDTD SEEEIREAFR VFDKDGNGE | 100
Kornblomst mM|NEVDADGN GTIDFPEFLN EMAKKMKDTD SEEEEKEAFR VFDKD@NGE! 100
Geer ENMNENDNDGN HEIEFSEFLA EMSREEKSND SE@EEEEAFK VFDKNGBGE! 100
120 140
| |
Menneske SAAELRHVMT NLGEKLTDEE VDEMIREAD| DGDGQVNYEE FVQMMTAK 148
Gris SAAELRHVMT NLGEKLTDEE VDEMIREAD| DGDGQVNYEE FVQMMTAK 148
Mus SAAELRHVMT NLGEKLTDEE VDEMIREADI| DGDGQVNYEE FVQMMTAK 148
Laks SAAELRHVMT NLGEKLTDEE VDEMIREAD| DGDGQVNYEE FVQMMTAK 148
Bananflue SAAELRHVMT NLGEKLTDEE VDEMIREADI| DGDGQVNYEE FVEMMTSK 148
Kornblomst SAAELRHVMT NLGEKLTDEE VEEMIREADM DGDGQNINYEE FVKHEMMAK 148
Geer SAAELKHVEET SHGEKLTDAE VDBMERENSH DGSGENNEGE FAALEESK 146
er der desuden kun fa forskelle. Og Det forteeller, at calmodulin er et
i geer — en encellet organisme - er meget vigtigt protein med en fuld-
proteinet nogenlunde samme star- steendig basal funktion. Man vil hgjst
relse og har forholdsvis ens sekvens.  sandsynligt ikke kunne leve uden!
dets afggrende funktion i vores funktion, eksempelvis ved at ak-
celler troede man dengang ikke, tivere bestemte signaler, abne for
at mennesker kunne overleve med iontransport eller teende eller sluk-
calmodulin-mutationer. ke bestemte gener.
Calmodulin - en calciumsensor | kroppens celler fungerer calci-
Siden denne fgrste calmodulin- um-ioner som et af de vigtigste
mutation blev beskrevet i 2012, er signalstoffer. | cellens cytosol - det
andre patienter med uforklarlige vil sige den veeske, der findes inde
hjerteproblemer blevet undersggt. i cellen, men uden for cellekernen
Det betyder, at man i dag kender og organellerne - er calciumkon-
omkring 30 tilfeelde af mutationer i centrationen meget lav, omkring
calmodulin. Alle patienterne lider af 100 nM. Uden for cellen og inde
enten CPVT eller lang QT-syndrom i seerlige organeller, der fungerer
(LQTS), som ogsa er en hjertelidelse  som calciumlager (endoplasma-
med spontane hjertestop. Det er tisk retikulum eller sarkoplasma-
meget overraskende, at calmodu- tisk retikulum i muskelceller), er
lin-mutationer ikke giver symptomer  calciumkoncentrationen 1-2 mM
andre steder i kroppen, da calmo- - altsad mere end 10.000 gange
dulin spiller en vigtig rolle i alle hgjere end i cytosolet. Det betyder,
kroppens celler. Det kan skyldes, at der er en meget stor koncentra-
at hjertemuskulaturen er et hgjt tionsgradient af calcium hen over
specialiseret veev - men det kan dels cellemembranen, dels den
ogsa veere fordi, at man ikke har membran, der adskiller endoplas-
ledt efter disse mutationer i andre matisk/sarkoplasmatisk retikulum
typer patienter. fra cytosolet. Denne gradient kan
drive en kraftig strgm af calcium ind
Men hvad ger calmodulin sa spe- i cellens cytosol, hvis en pore abner,
ciel? Alle kroppens celler produce- eller et transportprotein i membra-
rer calmodulin. Proteinet “maler” nerne aktiveres. Det betyder ogsa,
koncentrationen af calcium og giver  at selv meget sma andringer i
den information videre til andre calcium-maengden i cellen kan fun-
proteiner, som derefter eendrer gere som et signal for en specifik
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Calcium og calmodulin styrer et hjerteslag

Et hjerteslag startes af et sakaldt
aktionspotentiale og en hurtig
streamning af Na*- og K*-ioner hen-
over cellemembranen.

Elektrisk styrede Ca*-kanaler (Ca,,
voltage-gated calcium channel)
maerker denne elektriske stimule-
ring og abner (A). Der er en meget
stor koncentrationsgradient af Ca?*
over membranen, som driver Ca%*
gennem Ca -kanalen og ind i cellen.
Ryanodin-receptoren, som sidder

i membranen til sarkoplasmatisk
retikulum inde i cellen, registrerer
denne stigning i koncentrationen
af Ca?" i veesken inde i cellen (cyto-
solet) og abner (B). Derved strgm-
mer en stor maengde Ca?*-ioner ud
fra sarkoplasmatisk retikulum og
stimulerer sammentraekning af
aktin-myosin-fibre (C).

P& samme tid binder calmodulin
nogle af de Ca?*-ioner, som nu er
til stede i cytosolet (D). Calmodu-

celluleer funktion. For eksempel kan
nogle typer receptorer aktivere sa-
kaldte G-proteiner, som igen aktive-
rer et calcium-transportprotein til at
abne for en calciumindstrgmning.
Denne ggede maengde calcium kan
efterfglgende stimulere frigivelsen
af et hormon fra cellen eller en an-
den aktivitet.

Calcium og calmodulin styrer
et hjerteslag

Under et hjerteslag udnyttes cal-
cium-signalet til at stimulere de
muskelsammentraekninger, som
far hjertet til at pumpe blod rundt

i kroppen. Da hjertet skal pumpe
igen og igen, frigives calcium i bgl-
ger, som styrer hjerteslagene. Det
er derfor ekstremt vigtigt, at calci-
ummaengderne frigives tidsmeessigt
meget preecist - og ligesa vigtigt,
at calcium fjernes igen, inden nee-
ste hjerteslag. Det er en elektrisk
stimulering fra et sakaldt aktions-
potentiale, der udggr startsignalet
for indstremningen af calcium i en
hjertecelle. Calcium-indstremnin-

Ryanodin
receptor

%
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lin binder ogsa til Ca -kanalen og
ryanodinreceptoren. Nar calmodulin
binder Ca?*, aendres proteinets tredi-
mensionelle struktur. Denne &n-
dring signalerer til calciumkanalerne
om at lukke. Pa den made fungerer
calmodulin som en Ca?*-sensor, der

gen sker hovedsageligt gennem to
calcium-kanaler: elektrisk styrede
kanaler i cellemembranen (Ca,) og
de for omtalte ryanodinreceptorer
(RyR), der sidder i membranen til
sarkoplasmatisk retikulum. Farst
stimulerer et aktionspotentiale Ca,
til at dbne, og de indstremmende
calcium-ioner stimulerer sa RyR til
at dbne og lade store meengder cal-
cium stremme fra sarkoplasmatisk
retikulum ind i cytosolet. Den sam-
menlagte stigning i calciumniveauet
stimulerer sammentreekningen af
cellens muskelfibre.

Calmodulin binder til bestemte om-
rader pa Ca - og RyR-kanalerne. Nar
calcium-koncentrationen i cytosolet
overstiger en teerskelveerdi, binder
calcium-ioner til calmodulin. Der-
med sker der en konformationseen-
dring af calmodulin, som forplanter
sig til Ca, eller RyR, der som falge
heraf lukker. Dermed lukkes den
indgaende strgm af calcium, og
cytosolet kan temmes for calcium
for at ggre klar til neeste hjerteslag.
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Cytosol

Sarkoplasmatisk
retikulum

USAMMANMMINNL BBMINIIIMLEKS SEBBEY
Ekstracelluleert rum

hjeelper med at lukke kanalerne.
Hvis ikke det sker, strammer for
meget Ca?* ind i cytosolet. Det kan
gore hjerteslaget sa langt, at cellen
ikke nar at nulstille, inden et nyt
aktionspotentiale ankommer, og sa
kan hjerterytmen kortslutte.

Calmodulin-mutationer kan
give hjertestop

Hos patienter med calmodu-
lin-mutationer er en af de 148
aminosyrer i calmodulin udskiftet
med en anden. Denne udskiftning
pavirker ofte bade bindingen af
calcium - den kan i nogle tilfeelde
veere 50 gange darligere - og bin-
dingen til Ca, og RyR. Det betyder,
at calmodulin for det forste “maler”
calcium-koncentrationen forkert.
For det andet bliver beskeden om
gndringer i calcium-koncentrati-
onen videregivet forkert eller for
sent til Ca, og RyR. Den manglende
information fra calmodulin forplan-
ter sig som en dominoeffekt: Nar
Ca, og RyR ikke modtager rettidig
besked fra calmodulin om at lukke,
vil calcium-ionerne fortseette med
at stramme ind i hjertecellen, som
igen vil fortseette med at traekke
sig sammen, indtil calcium-strgm-
men bliver stoppet. Netop sadan en
situation med for meget calcium i
hjertecellens cytosol giver en me-
get stor risiko for, at hjerterytmen



Calciumioner

Figurerne viser calmodulins
struktur og vekselvirkning

med ryanodinreceptoren.
N-domeene

B. Calmodulin er her vist i gr4, '
mens aminosyrer, som er muteret <
hos patienter, er fremheevet i gran. =
Neesten alle kendte mutationer er i

det C-terminale domaene.

A. Den tredimensionelle struktur
af calmodulin ligner en handvaegt

og bestar af to domaener (N- og
C-domeenet) forbundet af en fleksibel
linker-region. Alfa-helix er vist i lilla,
mens beta-strenge er grgnne og loops
er pink. De fire calcium-ioner, som
bindes af calmodulin, er gule.

C. Calmodulin bundet til ryanodinreceptoren.
For begge proteiner er overfladen vist. Ryanodin-
receptoren sidder i membranen til sarkoplama-
tisk retikulum med en meget stor del stikkende
ud i cytosolet. Calmodulin binder til et omrade

pa siden af ryanodinreceptoren.

kortsluttes og ligger til grund for
hjerterytmeforstyrrelser og i veerste
tilfeelde hjertestop.

Funktionelle studier udfert pa Aal-
borg Universitet under ledelse af
professor Michael Toft Overgaard,
og andre steder i verden, har gene-
relt afslgret, at CPVT-associerede
calmodulin-mutationer aendrer
calmodulins evne til at lukke
RyR-kanalen, mens LQTS-associere-
de calmodulin-mutationer pavirker
lukningen af Ca,-kanalen.

Calmodulin: lille men vigtig
Da calmodulin bliver produceret

i alle kroppens celler, kan det be-
tragtes som et “husholdnings-pro-
tein”; et protein som er med til at
opretholde de basale funktioner
for at cellen kan eksistere. Men af
flere grunde er calmodulin unik.
Calmodulin kan nemlig vekselvirke
med mere end 300 andre proteiner
i cellen, hvilket er et overveelden-
de tal. Samtidig er calmodulin et
forholdsvis lille protein bestaende

Cytosol

mmm

Membran

af blot 148 aminosyrer. Det betyder,
at enhver aminosyre er vigtig, og at
selv sma aendringer i calmodulin
kan have indflydelse pa proteinets
struktur og dermed funktion.

Strukturelt er calmodulin bygget op,
sa det har form som en handvaegt
med to kugleformede domaener, der
er forbundet af en fleksibel keede af
aminosyrer. Hvert domeene er for-
met saledes, at aminosyrerne kan
koordinere (binde) to calcium-ioner.

Det ene domaene (kaldet det C-ter-
minale domaene) binder calcium
steerkt og kan derfor male lave kon-
centrationer. Det andet domaene
(kaldet det N-terminale domeene)
binder calcium svagere, og maler
farst ved hgjere koncentrationer.
Det betyder, at calmodulin kan fun-
gere som en sensor af calcium-kon-
centrationer over et bredt omrade.
Pa den made kan calmodulin fglge
dynamikken af calciumstremninger
under et hjerteslag og videregive
information om aendringer til andre

proteiner sasom Ca,- og RyR-kana-
lerne.

Hos patienter med mutationer i
calmodulin findes mutationerne
altid i et af domeaenerne. Faktisk har
neesten alle patienter mutationer i
det C-terminale domeene - kun den
svenske familie har en mutation i
det N-terminale domeene. Det er
ikke afklaret, hvorfor mutationerne
er sadan fordelt. Man kan forestille
sig, at patienter med mutationer an-
dre steder ikke kan leve med dem

- at et foster med sadan en muta-
tion ville blive aborteret spontant.
Omvendt kan man ogsa forestille
sig, at disse mutationer slet ikke vil
give sygdom, og derfor er man ikke
stgdt ind i dem, nar man undersg-
ger hjertepatienter.

Man kan danne sig et billede af, i
hvilken grad et bestemt gen taler
mutationer, ved at sgge i store data-
baser, som indeholder gensekven-
ser fra rigtig mange mennesker fra
raske populationer (baggrundsbe-
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1: Na*-kanalerne lukker, og
andringen i membranpo-
tentialet far nu K*-kanaler
til at abne sig, sa K*ioner
bevaeger sig ud af cellen.

@

2: Den ekstracellulzere stigning i °
K*-koncentrationen og eendringen i det ®
elektriske potentiale stimulerer abningen af
Ca?*-kanaler i cellemembranen og derefter i
membranen til sarkoplasmatisk retikulum.

B

- Na* i ] q
Aktionspotentiale 0: Na™-kanaler i cellemembranen registrerer den elektriske

impuls og abner. Na* strammer hurtigt gennem membranen

og ind i cellen i kraft af koncentrationsgradienten. Det forlgser

noget af den potentielle elektriske energi over membranen, og
Na* membranpotentialet bliver farst neutralt og derefter positivt.

Q\Q@E@QRW\WWW !
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140 mM K> 2 5mMK
10 mM Na%* i% 140 mM Na2*
100 nM Ca?* 2 2mM Ca?"

Sarkoplasmatisk
retikulum

4: Til sidst pumpes Ca?* ud af
cellen og ind i sarkoplasmatisk
retikulum mod koncentrations-
gradienten under forbrug af ATP.
Samtidig bruger Na*/K*-pumpen

3: Den ggede intracelluleere koncentration af Ca** registreres af myosin-aktin-fibrene,
som traekker sig sammen. Den samtidige sammentraekning af alle hjertecellerne
sarger for, at hjertet som helhed kan pumpe blod ud i kroppen. Ca?*-kanalerne lukker
for strammen af Ca?*, men K*-ionerne har stadig et stort ligevaegtspotentiale, sa
K*-kanalerne fortseetter med at lukke K*-ioner ud. Dermed vendes koncentrations-
gradienten af K*-ioner, og membranpotentialet bliver negativt igen.

Sadan foregar et hjerteslag

Sammentraekning af hjertemusklen pumper blodet
rundt i kroppen. Hjertemuskelcellerne er opbygget

af striber af aktin og myosin (A), som kan treekke

sig sammen, nar de stimuleres af Ca?*-ioner.

B. Hjerteceller opretholder en koncentrationsgradient
af K*, Na* og Ca?*-ioner over cellemembranen. Der-
med opstar en potentiel energi (membranpotentialet),
som udnyttes ved et hjerteslag. Med en elektrode kan
man male eéendringerne i hjertecellens membran-
potentiale under et hjerteslag (C).
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folkningen). Ggr man det, er der pa-
faldende f& mutationer i calmodulin
sammenlignet med andre gener.
Det tyder pa, at der er mange cal-
modulin-mutationer, som man ikke
kan leve med.

Viden om calmodulin-muta-
tioner giver nye perspektiver

| dag behandles patienter med
calmodulin-mutationer med almin-
delige hjerte-behandlinger. Mange
far indopereret en defibrillator for
hurtigt at genoprette forstyrrelser i
hjerterytmen og undga hjertestop,
og de far medicinsk behandling, der
deemper effekten af adrenalin. Med
det, vi kender til calmodulin-muta-
tioner i dag, kan vi begynde at danne
os et billede af, hvilke konsekvenser

Nyegaard M. m. fl.:
(2012) Mutations in
calmodulin cause
ventricular tachycardia
and sudden cardiac de-
ath. Am J Hum Genet.
91(4):703-12.

doi: 10.1016/
j.ajhg.2012.08.015.
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ATP til at genoprette den
originale koncentrationsgradient
af Na* og K* for at ggre klar til
neeste hjerteslag.

Ca 2+ K*

en eventuel nyopdaget mutation vil
have. Det giver laegerne en bedre for-
staelse af, hvilken medicinsk behand-
ling den enkelte patient bgr modtage
for at undga hjerterytmeforstyrrelser
og hjertestop. Det dbner ogsa en der
til udvikling af ny medicin, der kan vir-
ke mere specifikt til gavn for patienter
med calmodulin-mutationer.

Patienter med calmodulin-mutationer
er ogsa videnskabeligt og medicinsk
interessante af mere generelle
arsager: Nar man forstar fglgerne af
mutationerne, kan man udlede viden
om, hvordan det raske protein ma
virke. Samtidig far man en stgarre for-
staelse for, hvordan calmodulin vek-
selvirker med andre proteiner i hjer-
tet. Det er interessant, fordi flere af
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Tid

de molekyler, calmodulin vekselvirker
med, er mal for mange almindelige
former for hjertemedicin. Derfor har
opdagelsen af denne nye gruppe af
patienter abnet for nye vinkler i forsk-
ningen og dermed ogsa potentielt for
fremstilling af ny medicin.

Endelig er der et vigtigt spargsmal,
som traenger sig pa: Kan det virkelig
passe, at mutationer i sa vigtigt og
bevaret et protein som calmodulin
udelukkende giver hjerteproblemer,
eller kan vi i fremtiden forvente at
opdage skadelige effekter af muta-
tionerne i gvrige dele af kroppen,
for eksempel hjernen? | sa fald kan
forekomsten og konsekvenserne af
calmodulin-mutationer vaere mere
omfattende, end vi hidtil har troet. m



