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SAZETAK

Kalpaini su klasa koju Cine 15 clanova kalcijem aktiviranih nelizosomalnih
neutralnih proteaza koje utjecCu na Sirok raspon stanicnih funkcija. Kalpaini
su obi¢no lokalizirani u citosolu i unutar mitohondrija. Pretjerana aktivacija
kalpaina povezana je s brojnim bolestima mozga, ociju, srca, pluca,
gusterace, bubrega, krvozilnog sustava i skeletnih misi¢a. Stoga kalpain
moze posluziti kao potencijalni terapeutski cilj u mnogim bolestima.

Obzirom da se kalpaini povezuju s kroni¢nim komplikacijama Secerne
bolesti (DM), kao Sto su dijabeticka kardiomiopatija, dijabeticka nefropatija
i dijabetiCcka retinopatija, ovaj pregled sadrzava dosadasnja saznanja
temeljena na literaturnim podacima o strukturi, aktivaciji i bioloSkim
funkcijama kalpaina, te ucinku prekomjerne aktivacije kalpaina u
patogenezi neurodegenerativnih bolesti, bolesti krvozivhog sustava,

autoimunih bolesti i upali.

Kljucne rijeci: kalpaini, dijabeticka kardiomiopatija, dijabeticka
nefropatija, dijabeticka retinopatija, kalpaini u neurodegenerativnim
bolestima, kalpaini u bolesti krvozivhog sustava, kalpaini u autoimunim

bolestima i upali



SUMMARY

Calpains are a class of 15 calcium-activated, non-lysosomal, neutral
proteases that influence a variety of cellular functions. Calpains are
normally localised in the cytosol and mitochondria. Excessive activation of
calpain is associated with numerous diseases of the brain, eyes, heart,
lungs, pancreas, kidneys, circulatory system and skeletal muscles.
Therefore, calpain can serve as a potential therapeutic target for many
diseases.

Considering that calpains are associated with chronic complications of
diabetes (DM) such as diabetic cardiomyopathy, diabetic nephropathy and
diabetic retinopathy, this review presents the current state of knowledge
based on literature data on the structure, activation and biological functions
of calpain, as well as the effects of excessive calpain activation on the
pathogenesis of neurodegenerative diseases, diseases of the circulatory

system, autoimmune diseases and inflammation.

Keywords: calpains, diabetic cardiomyopathy, diabetic nephropathy,
diabetic retinopathy, calpains in neurodegenerative diseases, calpains in
diseases of the circulatory system, calpains in autoimmune diseases and

inflammation.
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1. Uvod

Dijabetes mellitus (DM) povezan je s akutnim i kroni¢nim komplikacijama
koje uzrokuju veliki morbiditet i znacajan mortalitet. Kalpaini, obitelj
Ca(2+)-ovisnih citosolnih cisteinskih proteaza, mogu modulirati strukturu i
funkciju svojih supstrata kroz ogranic¢enu proteoliticku aktivnost. Kalpain je
sveprisutna proteaza osjetljiva na kalcij koja je neophodna za normalnu
fizioloSku funkciju. Promjene u homeostazi kalcija dovode do patoloske
aktivacije kalpaina kod dijabetes mellitusa (DM). Bududi da se ne zna
mnogo o odnosu izmedu kalpaina i DM, u ovom radu ¢e se opisati doprinos
kalpaina kroni¢nim komplikacijama DM, kao Sto su dijabeticka

kardiomiopatija, dijabeticka nefropatija i dijabeticka retinopatija.

Secerna bolest (DM) je kroni¢ni metaboli¢ki poremeéaj koji zahvaéa oko
6,4% odrasle populacije i pritom predstavlja velik globalni problem zbog
svojih zdravstvenih, socijalnih i ekonomskih posljedica. (1) Zahvacda osobe
svih dobi i spola. Veliku ulogu u diabetes mellitusu (DM) imaju genetska
predispozicija, prehrana i nacin Zivota. Kalpaini su cisteinske proteaze
kojima su za aktivaciju potrebni ioni kalcija te stoga utjeCu na procese
regulirane kalcijem kao Sto su stani¢na proliferacija, diferencijacija i
apoptoza. Poremecaji u njihovoj aktivaciji utjeCu na razvoj raznih patoloskih
stanja poput DM te raznih komplikacija kao Sto su neuronska degeneracija
(neurodegeneracija) i siva mrena (katarakt).(2) Prekomjerno su
eksprimirani u neuroloSkim bolestima kao Sto su Alzheimerova bolest,
Parkinsonova i Huntingtonova bolest te u traumatskoj ozljedi mozga.(3)
Kalpaini takoder sudjeluju u brojnim kardiovaskularnim bolestima,
autoimunim bolestima te upalama. Obitelj kalpaina sadrzi 15 c¢lanova, a
najpoznatiji i najistrazeniji su p-kalpain, m-kalpain te kalpastatin. p- i m-
kalpain se ¢esto nazivaju i ,,sveprisutnim', ,,konvencionalnim' ili ,,tipi¢nim"
kalpainima. Razlike u strukturama pojedinih kalpaina omogudéuju im
cijepanje razliCitih supstrata kao Sto su su razni citoskeletni proteini,
receptori, proteini povezani ili usidreni s membranom i protein fosfataze i

kinaze ¢ime uzrokuju aktivacije signalnih puteva poput MAPK signalnog
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puta, BDNF signalnog puta, puta glikogen sintaza kinaze (GSK-3B), PI3K-
Akt puta i NF-kB signalni put. U stanju stresa dolazi do povisene
koncentracije intracelularnog Ca?* i aktivacije kalpaina. Aktivirani kalpaini
cijepaju svoje supstrate te najceSce ostecuju integritet stanica uzrokujuci
njihovu apoptozu. Za razliku od drugih cisteinskih proteaza, kalpaini su
jedinstveni po tome Sto se mogu aktivirati pri neutralnom pH te mogu
regulirati aktivnost supstrata djelomi¢nim cijepanjem.(4) Zbog velikog
broja supstrata, kalpaini sudjeluju u velikom broju patoloskih stanja
ubrzavajudi njihovu progresiju. Otkriveno je da polimorfizmi gena kalpaina-
10 u DM mogu biti predispozicija za razvoj inzulinske rezistencije i povecanu
razinu slobodnih masnih kiselina u dijabetesu tipa 2.(5) Hiperglikemija je
jedna od najvaznijih karakteristika DM, a tijekom nje dolazi do aktivacije
kalpaina u endotelnim stanicama, hepatocitima i B-stanicama gusterace.
Kalpain-10 doprinosi oslobadanju inzulina iz B-stanica gusterace i olakSava
prijenos glukoze unutar stanice pomocu glukoznog transportera 4(GLUT4).
Polimorfizmi gena CAP10 utjeCu na otezano otpustanje inzulina iz B-stanica
gusterace. Kalpain-2, jos jedan kalpain koji ima vaznu ulogu u razvoju DM-
ima sposobnost cijepanja B podjedinice interleukinskog receptora (IR) uz
pomo¢ y-sekretaze Sto sprjeCava vezanje inzulina na receptor i prijenos
signala. Posljedica nemogucnosti prijenosa inzulinskog signala je
nemogucnost stanice da preuzme glukozu iz okoline ¢ime se poveéava njena
koncentracija u krvi (hiperglikemija), a samim time i daljnja aktivacija
kalpaina koji utjeCu na razne signalne puteve unutar stanice i uzrokuju

apoptozu.(6)

S obzirom da kalpaini djeluju na veliki broj procesa u organizmu, mogu biti
potencijalna meta za lijeCenje raznih patoloskih stanja. Do sada je otkriven
relativno mali broj inhibitora kalpaina za koja su potrebna detaljnija
istrazivanja kako bi se odredila njihova klinicka primjena i sigurnost u

lijeCenju patoloskih stanja povezanih s djelovanjem kalpaina.



2. Kalpaini: struktura, aktivacija i bioloske funkcije kalpaina

Kalpaini su obitelj cisteinskih proteaza ovisnih o kalciju koje su ukljucene u
razne procese u organizmu reguliranih kalcijem kao Sto su stanicna
proliferacija, progresija stanicnog ciklusa, prijenos signala, fuzija
membrana, diferencijacija i apoptoza stanica. Svi kalpaini zajedno Cine
jednu superobitelj koja se sastoji od 15 proteina od kojih su najpoznatiji i
najistrazeniji p-kalpain, m-kalpain te kalpastatin. p- i m-kalpain se cesto
nazivaju i ,,sveprisutnim", , konvencionalnim" ili ,,tipicnim"
kalpainima.(2,7) (slika 1).
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Slika 1. Ljudski kalpaini i njihove regulatorne molekule (8). (A) Shematske

strukture. Razvrstavanje prema strukturi i distribuciji tkiva prikazano je u

desnim stupcima. Enzimski kompleksi kalpaina (tercijarne strukture)

pronadeni in vivo prikazani su zajedno s njihovim nazivima enzima

(jednostruke zagrade). Dolje: struktura domene najduze izoforme
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kalpastatina. Cetiri ponavljajuce inhibitorne jedinice oznacene su kao
domene 1-4, Simboli: PC1 i PC2, jezgrene domene proteaze 1 i 2 u domeni
kalpain proteaze (CysPc); C2L, domena slicna C2 domeni; PEF(L) i PEF(S),
penta-EF-hand domene u vecoj (L) odnosno manjoj (S) podjedinici; GR,
hidrofobna domena bogata glicinom; NS/IS1/1S2, CAPN3[p94]-
karakteristicne sekvence; MIT, motiv interakcije mikrotubula i prometa; C2,
C2 domena; Zn, domena motiva Zn-prsta; SOH, SOL-homoloska domena;
IQ, motiv koji je u interakciji s kalmodulinom. (B) Filogenetsko stablo
ljudskog kalpaina (predstavljenog njegovim brojem), nacrtano koristenjem
metode spajanja susjeda i pokretanja nakon poravnavanja svih sekvenci.

Neklasi¢ni kalpaini podijeljeni su u daljnje podobitelji.

Kalpaini su otkriveni 1964., a u danasnje vrijeme naziv kalpain se koristi ne
samo za M- i m-kalpain ve¢ i za same podjedinice kalpaina koje imaju
proteaznu aktivnost.(1,9) Dijele na klasi¢ne i neklasi¢ne ovisno o njihovoj
strukturi IV domene (slika 1), odnosno o tome koja je vrsta proteinske
domene vezana za konzerviranu cisteinsku proteaznu domenu. (10,11)
,, Tipicni"" kalpaini se sastoje od 2 podjedinice- manje i veée, koje su
priblizno jednakih veli¢ina unutar obitelji kalpaina. U prisutnosti Ca?*
,,tipi¢ni" kalpaini disociraju na svoje podjedinice. Veca (kataliticka)
podjedinica veli¢ine je oko 80 kDa i sastoji se od Cetiri domene (I, II, III i
IV), dok je manja (regulatorna) podjedinica veli¢ine oko 30 kDa i sastoji se
od dvije domene (Vi VI). (1,2) Domena I je heliks koji se sastoji od 10
aminokiselinskih ostataka i vazna je za regulaciju disocijacije i aktivnosti
vece podjedinice.(12,13) Proteazna (kataliticka) domena II(CysPc) se u
odsutnosti Ca?* sastoji od dvije poddomene IIa(PC1) i IIb(PC2) u diji rascjep
se veze supstrat.(2,4) Aktivno mjesto IIa poddomene (Cys-105(m-kalpain)
ili Cys-115(p-kalpain)) je odmaknuto od katalitickih ostataka IIb
poddomene (His-262(m-kalpain) ili His-272(p-kalpain) i Asn-286(m-
kalpain) ili Asn-296(u-kalpain)) te zajedno tvore kataliticku trijadu- set tri
aminokiselina koje se nalaze na aktivhom mjestu enzima.(slika 2)

Poddomene IIa i IIb vezu po jedan Ca2* u peptidnoj petlji koja se sastoji od



8 odnosno 9 aminokiselina. Interakcijom domene I s domenom IV s jedne
strane te interakcijom poddomene IIb s domenom III s druge strane se
stabilizira inaktivha konformacija domene II.(2,7) Domena III (C2 nalik
domena) prividno nema podudarnost u sekvencama s drugim proteinima,
ali veze kalcijeve ione i fosfolipide te ima ulogu u interakciji sa stani¢nim
membranama.(2,7) Kalpaini se takoder nalaze u obitelji penta-EF-ruka
(heliks-petlja-heliks domena) koji formiraju dimere koji ukljucuju petu EF-
ruku i povezuju se s membranama.(7) Domene IV i VI sadrze pet EF-ruka
od kojih zadnji COOH-kraj pete EF-ruke IV i VI domene ne moze vezati
Ca?*, stoga one zajedno dolaze u interakciju kako bi se formirao
heterodimer.(2) NH> kraj V (hidrofobne) domene nije vezan za druge
dijelove kalpaina zbog cega ima fleksibilnu konformaciju.(7,13) Manja
podjedinica kod p- i m-kalpaina vazna je za pravilnu konformaciju vece
podjedinice i za njenu kataliticku aktivnost.(2) Kod kalpaina-1,2 i 9 manja
podjedinica od 30 kDa se sastoji od dvije domene V i VI koje su nalik domeni
IV kataliticke podjedinice.(12)

Kalpaini su jedinstveni po tome Sto se mogu aktivirati pri neutralnom pH te
mogu regulirati aktivnost supstrata djelomic¢nim cijepanjem za razliku od
tipicnih cisteinskih proteaza koje nisu ovisne o kalciju, potpuno degradiraju

svoj supstrat i aktiviraju se u kiselim uvjetima.(4)



Slika 2. Kristalografska struktura ljudskog m-kalpaina (7). RazliCitim
bojama su oznacene domene dI, dIla, dIIb, dIII, dIV, dV i dVI. I-II je -helix
koji povezuje domene I i IIa. "Domena" povezivaca je crvena linija koja ide
od razmaka izmedu dIII i dIV do donjeg desnog ruba dijagram i oznacen je
III-IV. Naznacene su lokacije predaje EF-1, EF-2 i EF-3 domene IV i VI.
Aktivno srediste Cys, C105, je sivo dok su His-262, Asn-286 i Trp-288 na

vrhu domene IIb.

2.1. Obitelj kalpaina

Superobitelj kalpaina nalazi se u svim organizmima od mikroorganizama do
ljudi te je visokokonzervirana medu kraljeznjacima.(2,7) Prvo prociS¢avanje
kalpaina 1976. godine, kojemu je kasnije utvrden naziv m-kalpain dovela
je do raznih daljnjih otkrica vezanih za ovu superobitelj. Od tada pa do
danas identificirano je sveukupno 15 proteina. Strukture tih proteina
razlikuju se ovisno o njihovoj funkciji.(7) Struktura ,,tipi¢nih" kapaina
poznata je joS od 1991., a u danasnje vrijeme radi se i na istrazivanjima

struktura i funkcija drugih kalpaina koji do sada nisu bili toliko istrazeni.



Tablica 1. Superobitelj kalpaina. Modificirana tablica prema (2)

Kalpain, Drugi naziv Distribucija u tkivu  Lokalizacija Proteazna Povezivanje
gen na aktivhost s 30K
kromosomu
b 3
Kalpain 1 u-kalpain Eksprimiran u 11q13.1 + +
CAPN1 velika jednjaku, kozi i 24
druga tkiva
podjedinica g
Kalpain 2 m-kalpain Eksprimiran u 1g41 + +
CAPN2 lik plu¢ima, zu¢nom
velika mjehuru i 25
podjedinica drugih tkiva
Kalpain 3 p94, nCL-1 Eksprimiran u 15q15.1 + -
CAPN3 kostanoj srzi,
bubregu i 24 druga
tkiva
Kalpain 5 hTRA-3, Eksprimiran u 11g13.5 + -
CAPN5 nCL-3 debelom crijevu,
dvanaesniku i 19
drugih tkiva
Kalpain 6 caANpx Najvige eksprimiran Xq23 - -
CAPNG u posteljici,
endometriju, Zelucu
i manje u 27 tkiva
Kalpain 7 PalBH Eksprimiran u 3p25.1 + -
CAPN7 &titnjadi, jajniku i
25 drugih tkiva
Kalpain 8 pcp-2 Eksprimiran u 1g41 + -
CAPNS Zelucu, plu¢imai 2
druga tkiva
Kalpain 9 pcp-q Eksprimiran u 1q42.2 + +
CAPN9 zelucu, debelom
crijevu i 3 druga
tkiva
Kalpain 10 _ Eksprimiran u 2q37.3 Nije Nije
CAPN10 slezeni, testisima i utvrdeno utvrdeno
25 drugih tkiva
Kalpain 11 _ Eksprimiran u 6p21.1 Nije Nije
CAPN11 testisu utvrdeno utvrdeno
Kalpain 12 Sveprisutan, 19913.2 Nije Nije
CAPN12 utvrdeno utvrdeno

eksprimiran u



masnom tkivu,
debelom crijevu,
zué¢nom mjehuru,
slezeni i 25 drugih

tkiva
Kalpain 13 . Eksprimiran u 2p23.1 Nije Nije
CAPN13 tankom crijevu, utvrdeno utvrdeno
dvanaesniku i 6
drugih tkiva
Kalpain 14 _ Eksprimiran u 2p23.1 Nije Nije
CAPN14 jednjaku utvrdeno utvrdeno
Kalpain 15 goLH Eksprimiran u 16p13.3 Nije Nije
SOLH debelom crijevu utvrdeno utvrdeno
slezeni i 25 drugih
tkiva
Mala podjedinica kalpaina, 30K
CAPNS1 CAPNS1 Eksprimiran u 19913.12 ] +
jednjaku, plu¢ima i
srcu
CAPNS2 CAPNS2 Sveprisutan 16q122 _ +

* Izvor: NIH, National Library of Medicine, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Kalpaini-1, 2, 3, 8, 9, 11 i 12 se nazivaju tipicnim/klasi¢nim kalpainima jer
sadrze Cetiri domene prvotno pronadene u p- i m-kalpainima(kalpainima-1
i 2). Iako kalpaini-3, 8, 11 i 12 imaju domenu sli¢nu kalmodulinu koja je
vazna za povezivanje s podjedinicom od 30 kDa, oni ne dolaze u interakciju
s manjom podjedinicom dok kalpaini-1, 2 i 9 asociraju s njom. Kalpaini-5,
6, 7, 8b, 10a i 15 su atipi¢ni/neklasi¢ni kalpaini sa zamijenjenim ili
izbrisanim domenama. Atipi¢nim kalpainima nedostaje domena IV te ne
mogu formirati dimer s podjedinicom od 30 kDa. Kalpaini-1, 2, 5, 7, 10, 13
i 15 se smatraju sveprisutnim kalpainima koji su najc¢es¢e eksprimirani u
citosolu dok su kalpaini-3, 6, 8, 9, 11 i 12 specifi¢ni za tkiva. Kalpain-3
nalazi se u skeletnim misi¢ima, kalpain-6 u embrionskim misi¢ma i placenti,
kalpain-8 u Zelucu, kalpain-9 u probavnom traktu, kalpain-11 u testisu te
kalpain-12 u folikulima dlake.(2) Kalpaini-1 i 2 dolaze u interakciju s malom

regulatornom podjedinicom koja se joS naziva i kalpain-S1 te tako tvore



heterodimerske proteine koje nazivamo i g- i m-kalpainima prema njihovoj
osjetljivosti na Ca?* ione. y- i m-kalpaini su najvise istrazeni i sveprisutni
kalpaini. (4,14) p-kalpain za svoju aktivaciju zahtijeva koncentracije Ca?*
izmedu 3 i 50 uM dok m-kalpain zahtijeva koncentracije Ca?* izmedu 0,4 i
0,8 mM. Kalpaini-1i 2 Cine vecu podjedinicu, a kalpain-S1 manju.(4) Nakon
aktivacije cijepaju vise kljucnih proteina te tako sudjeluju u regulaciji

sinteze lokalnih proteina i dendriticke strukture.(9)

Kalpain-3, koji se nalazi unutar skeletnih misiéa, lokalizira se uz sarkomere
vezudi se za protein titin te cijepa titin, filamin C, vineksin, ezrin i talin. Za
razliku od drugih kalpaina, on sadrzi tri jedinstvene sekvence NS (N-
terminalna sekvenca), IS1 and IS2 (umetnute sekvence 1 i 2) od kojih
sekvenca IS2 ujedno sluzi i kao inhibitor kalpaina-3. Ako kalpain-3 ne cijepa
svoj supstrat pravilno, dolazi do abnormalnih sarkomera, smrti misi¢nih

vlakana ili slabljenja misi¢ne kontraktilnosti.(15)

Kalpain-4 je mala regulatorna podjedinica koja ima vaznu ulogu u
odrzavanju aktivnosti i stabilnosti kalpaina. Nedostatak kalpaina-4 dovodi
do smrti u ranom embrionalnom razvoju zbog njegova utjecaja na funkciju
M- i m-kalpaina. Takoder ima i vaznu ulogu u migraciji tumora i
karcinogenezi, stoga je u vise vrsta tumora uocena prekomjerna ekspresija
kalpaina-4.(16) Povecana ekspresija i aktivnost kalpaina je povezana s
mnogim patoloskim bolestima oka kao Sto su ablacija retine (odljepljivanje

mreznice), retinitis pigmentosa, retinalna hipoksija i retinalna degeneracija.

Kalpain-5 je eksprimiran u vise tkiva, ali kod autosomalno dominantne
neovaskulatorne inflamatorne  vitreoretinopatije je  prekomjerno
eksprimiran samo u oku. To je jedini retinalni kalpain za koji je poznato da

direktno uzrokuje retinalnu bolest.(3)

Kalpain-6 razlikuje se ostalih kalpaina po tome Sto na aktivhom mjestu
CysPC domene umjesto cisteina ima lizin, stoga nema proteoliticku
aktivnost. U svojoj strukturi takoder ne sadrzi penta-EF ruku koja je

potrebna za vezanje za regulatornu podjedinicu zbog ¢ega ne moze imati
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heterodimerski oblik. Nalazi se primarno u skeletnim misiCima i
kardiomiocitima te u placenti. Stabilizira mikrotubule tako Sto se veze za
njih svojom domenom III, promovira akumulaciju LDL kolesterola te tako
utjeCe na razvoj ateroskleroze, a ima i mogucéu ulogu i u organizaciji
citoskeleta.(6)

Kalpain-7 je najkonzerviraniji kalpain koji postoji u organizmima. U svojoj
strukturi ne sadrzi penta-EF ruku, ali sadrzi dvije domene za interakciju s
mikrotubulima. Smatra se da sudjeluje u degradaciji receptora
epidermalnog faktora rasta(EGFR). Jos uvijek mu nije identificiran fizioloski

supstrat i potpuna funkcija.(17)

Kalpain-8, koji je eksprimiran u zZelucu, za razliku od drugih kalpaina moze
biti aktivan bez male regulatorne podjedinice(kalpaina-S1). Smatra se da
kalpain-8 ima ulogu u prijenosu vezikula izmedu ER i Golgijevog aparata,

ali tocna svojstva i fizioloSke funkcije nisu joS u potpunosti odredene.

Kalpain-9 je eksprimiran u gastrintestinalnom traktu. Otkriveno je da je rak
Zeluca povezan sa smanjenom ekspresijom kalpaina-9 u
gastrointestinalnom traktu te da je ekspresija kalpaina-9 povezana s
prognozom bolesti. Zato se smatra da bi kalpain-9 mogao biti novi tumor
prigusivac(supresor) koji degradira onkogene produkte karcinogeneze u
gastrointestinalnom traktu. Kristalografskom analizom strukture utvrdeno
je da se funkcije domena III i IV kalpaina-9 razlikuju od sveprisutnih
kalpaina Sto upucuje da kalpain-9 djeluje na drugacije supstrate te ima
drugadiji mehanizam djelovanja. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se

utvrdila zastitna uloga kalpaina-8 i 9 u zelucanoj sluznici.(2,18,19)

Kalpain-10 je netipi¢ni sveprisutni kalpain koji umjesto domene IV sadrzi
strukturu nalik domeni III. Iako je osjetljiv na Ca2*, smatra se da kalpain-
10 nema vezna mjesta za Ca?* u domenama II i III kakva imaju tipi¢ni
kalpaini te mu proteazna aktivnost jos nije odredena. Otkriveno je osam

varijanti kalpaina-10 od kojih u tri varijante nedostaje citava domena 1II.
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Poremecaji u CAPN10 genu koji kodira za kalpain-10 povezani su sa

poviSenim masnim kiselinama i inzulinskom rezistencijom.(2)

O kalpainu-11 nema puno saznanja osim Sto je eksprimiran u testisima i
uklju¢en u prijenos signala ovisnih o kalciju tijekom mejoze i

spermatogeneze.(20)

Kalpain-12 je pretezno eksprimiran u kozi i folikulima dlake te ima vaznu
ulogu u epidermalnoj diferencijaciji i ciklusu folikula dlake vjerojatno

regulirajuci ekspresiju flagrina.(21)

Za kalpain-13 joS uvijek nema dovoljno podataka o njegovoj funkciji.
Poznato je da je vedinom eksprimiran kao homodimer te njegova PEF
domena ima prilicno malu slicnost s IV domenom kalpaina-1 i manjom

podjedinicom.(22)

Novija otkri¢a pokazuju da je kalpain-14 pretezno eksprimiran u jednjaku
te se smatra da bi mogao imati zastitnu ulogu ocuvanja tkiva u jednjaku, a
poremecaj u CAPN14 genu moze utjecati na razvoj eozinofilnog

ezofagitisa.(23)

Kalpain-15 je visoko eksprimiran u mozgu i o¢ima. Smatra se da bi mogao
uzrokovati razvojne abnomalije oka kao Sto su anoftalmija, mikroftalmija i

siva mrena(katarakta).(24)

U skupinu kalpaina spada i kalpastatin, fizioloski inhibitor kalpaina koji se
nalazi u citosolu.(2) Kalpastatin je stabilan na temperaturama do 100°C i
otporan je na razna denaturiraju¢a sredstva kao Sto su trikloroctena
kiselina, urea i SDS. Labilan je na proteoliticku degradaciju zbog ¢ega u
SDS-PAGE dolazi do nepravilnosti tijekom odredivanja molekularne mase.
Do sada je otkriveno osam izoformi kalpastatina koji variraju u svojoj
molekularnoj masi. Grada kalpastatina se sastoji od cetiri inhibitorne
domene (domena I, domena II, domena III i domena IV) koje pojedinacno
imaju inhibitornu funkciju te L domene i/ili XL domene. (slika 1) Domene I,

II, ITI i IV sadrZze poddomene A, B i C. L domena je NH2- terminalna domena
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koja nema inhibitornu funkciju. XL domena sadrzi tri fosforilacijska mjesta
za protein kinazu A(PKA). (7)

2.2. Mehanizam aktivacije kalpaina

Unutarstani¢na koncentracija kalcija je u opéenito izmedu 50 i 300 nM dok
je izvanstani¢na otprilike 2 mM. Kada dode do stimulusa kao Sto su
oksidacijski ili mehanicki stres, izluCivanje faktora rasta ili upalnih citokina
te hipoksija, Ca?* se izbacuje iz unutarstani¢ne pohrane (endoplazmatskog
retikuluma(ER) i mitohondrija) ili ulazi u stanicu putem ionotropnih
receptora i naponom kontroliranim kalcijevim kanalima.(4) Porastom
intracelularne koncentracije Ca2* kalpaini, koji se inace nalaze inaktivirani
u citosolu, translociraju se do membrana gdje se aktiviraju u prisutnosti
Ca?* i fosfolipida (slika 3). Tijekom aktivacije dolazi do autokataliticke
hidrolize domene I zbog ¢ega podjedinica od 80 kDa disocira od podjedinice
od 30 kDa. (2)

Inaktivirani kalpain Akt|v|ran| kalpam

\ :> Apoptoza

Supstratl u
citosolu

A\
Supstrati u7¢°
jezgri

Slika 3. Aktivacija kalpaina porastom unutarstani¢ne koncentracije Ca?*.

Porastom koncentracije Ca?* dolazi do autokataliticke hidrolize domene I te
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posljedi¢no do disocijacije podjedinice od 30 kDa od podjedinice od 80 kDa

nakon Cega kalpain postaje aktivan te hidrolizira supstratni protein. (25)

Aktivirani kalpain, odnosno podjedinica od 80 kDa dalje hidrolizira ciljani
supstratni protein na membrani ili u citosolu nakon otpustanja s membrane.
U odsutnosti Ca?* proteazne domene IIa i IIb se odvajaju zbog strukturnih
ograni¢enja uzrokovanih interakcijama medu domenama. Strukturne
promjene uzrokovane aktivacijom Ca2?* su potrebne kako bi se uklonila
strukturna ogranicenja te za aktivaciju kako da bi se stvorilo funkcionalno
kataliticko mjesto. PredloZzeni mehanizam za regulaciju aktivnosti m-
kalpaina pomoc¢u Ca?* se sastoji od 2 faze. Prva faza ukljuuje uklanjanje
strukturnih ograni¢enja uzrokovanih interakcijama medu domenama. U m-
kalpainu postoje bar tri razliita vezna mjesta za Ca?*: dvije domene nalik
kalmodulinu IV i VI, regija kisele petlje u domeni III te proteazna domena
II (slika 4). Vezanjem Ca?* na domene IV, VI i III dolazi do otpustanja
domene I od VI i domene II od III te posljedi¢no do disocijacije podjedinice
od 30 kDa od podjedinice od 80 kDa.

Druga faza ukljuCuje preslagivanje rascjepa aktivhog mjesta uzrokovano
vezanjem po jednog Ca?* za Ila i IIb poddomene proteazne domene II do
c¢ega dolazi samo ako su otpustena ograni¢enja u prvoj fazi. Ovakav
dvofazni mehanizam aktivacije moze se primijeniti na atipi¢ne kalpaine ili
kalpaine bez podjedinice od 30 kDa zato Sto su poddomene IIa i IIb na koje
se veze Ca?* konzervirane/oCuvane unutar obitelji kalpaina. Kod kalpaina
bez podjedinice od 30 kDa ili kalpaina bez domena III ili IV moze se zaobidi
prva faza aktivacije te se ti kalpaini mogu aktivirati direktno putem druge
faze. Vezanjem Ca?* dolazi do promjene konformacije Sto je potrebno kako
bi se priblizili proteinski ostaci reaktanata i medusobno reagirali. Za
translokaciju kalpaina do membrane potrebno je vezanje Ca?* za domenu
ITI. Aktivnost kalpaina najcesée je regulirana koncentracijom Ca?*. Drugi
nacini regulacije aktivnosti kalpaina mogu biti fosforilacija kalpaina ili
inhibicija pomocu njihovog fizioloskog inhibitora kalpastatina. Deregulacija

aktivnosti kalpaina uzrokuje prekomjerno nakupljanje ili degradaciju
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stani¢nih proteina Sto moZe dovesti do ozbiljnog ostecenja stanice ili
patoloskih stanja.(2,26)

| I 1] v

© O
o Ll Vv Vi

30 kDa

Ny N NF

penta-EF ruke za
vezanje Ca2+

aktivno kataliti¢ko
mjesto

Slika 4. Biokemijska struktura i aktivacija p- i m-kalpaina. A) Heterodimeri
povezani s 'tipicnim' kalpainima, p- i m-kalpain rasporedeni su u veliku
kataliticku podjedinicu i mali broj regulatornih podjedinica. Domena 1II
velike podjedinice sadrzi aminokiselinske ostatke koji su vazni za proteolizu.
Vezanje kalcija dogada se pretezno na sekvencama penta-EF ruku koje se
nalaze na domenama IV i VI. B) Autoliza kalcija s ekstraktom kalpaina i
konformacijske promjene u proteaznoj strukturi. Specificni aminokiselinski

ostaci smjesteni su u domenu II za promicanje proteolize. (24)

Iako je za aktivaciju p-kalpaina potrebna je koncentracija Ca2* izmedu 5 i
50 uM, a za aktivaciju m-kalpaina izmedu 200 i 1000 uM, utvrdeno je da su
oba kalpaina aktivni i na koncentraciji Ca2* 100-300 nM sSto utvrduje da
Ca?* nije jedini faktor potreban za aktivaciju kalpaina in vivo. Postoje
aktivatorski proteini koji pojacavaju osjetljivost kalpaina na koncentraciju
Ca?*. U tom slucaju kalpainima su potrebne manje koncentracije Ca?* kako
bi postigli svoju aktivaciju. Takvi aktivatorski proteini se vezu na membranu
te tamo sudjeluju u aktivaciji kalpaina. Postoje i molekule koje smanjuju

koncentraciju Ca?* potrebnu za autolizu odnosno aktivaciju proteina. Jedna
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od takvih molekula su i fosfolipidi, posebice kiseli fosfolipidi u Ccijoj
prisutnosti p-kalpain, ali ne i m-kalpain postaje aktivan pri pM koncentraciji

Ca2*.

2.3. Fizioloske funkcije kalpaina

Iako se jos uvijek u potpunosti ne zna fizioloska funkcija svih kalpaina, zbog
njihovih razli¢itih struktura i razliCite rasprostranjenosti u stanici i
organizmu mozemo utvrditi kako razliCiti kalpaini imaju razliite funkcije.
Kalpaini cijepaju razne citoskeletne proteine, receptore, proteine povezane
ili usidrene s membranom i protein fosfataze i kinaze. Aktivacija kalpaina
dovodi do skradivanja spektrina u mozgu cijepajuéi spektrin all poznatiji
kao a-fodrin koji je usidren za plazma membranu i veze se za mikrotubule,
kalmodulin i aktin. Time se mijenja dinamicka organizacija membranskih
domena i prijenos kroz membranu C¢ime se mijenja sinapticka stabilnost i
integritet.(4) Povecana koncentracija Ca2?* apoptozom stimuliranom
oksidiranim-LDL-om (lipoprotein niske gustoce) dovodi do aktivacije
kalpaina. Kada stanica ulazi u apoptozu, aktivirani kalpaini cijepaju agonista
smrti u interakciji s BH3 domenom (eng/l. BH3 interacting domain death
agonist- Bid) zbog ¢ega dolazi do promjena u konformacijama Bax-a i Bak-
a u endoplazmatskom retikulumu (ER) i njihove oligomerizacije i lokalizacije
u vanjskoj membrani mitohondrija gdje dolazi prekomjernog stvaranja
slobodnih radikala i otpustanja citokroma c i faktora izazivanja apoptoze
(AIF) u citosolu. Nakon otpustanja citokroma c dolazi do stvaranja
apoptosoma vezanjem s Apaf i prokaspazom-9 ¢ime se stimulira kaspaza-
3 koja zatim aktivira kaspazu-9. AIF takoder uzrokuje aktivaciju kaspaze-
9. Kaspaza-9 u jezgri cijepa PARP zbog Cega dolazi do osStec¢enja DNA i
naposljetku apoptoze. Uz apoptozu, kalpaini utjeCu na brojne signalne
puteve unutar stanice kao Sto su MAPK signalni put, BDNF signalni put koji
kasnije aktivira mTOR put, put glikogen sintaza kinaze (GSK-33), PI3K-Akt
put i NF-kB signalni put.
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Kalpaini aktiviraju MAPK signalni put unutar stanice i povecavaju ulazak
Ca%* u stanicu. Takoder kontroliraju kretanje raznih protein kinaza i
fosfataza i cijepaju citoskeletne proteine ¢ime direktno uzrokuju promjene
u citoskeletu. p- i m- kalpaini imaju suprotne funkcije unutar neuronalnih
stanica. Sinapticki N-metil-D-aspartat receptori (NMDAR) mogu aktivirati
kalpain-1 koji zatim cijepa PHLPP1a i PHLPP1B proteine ¢ime dolazi do
aktivacije Akt i MAPK/Erk signalnih puteva i naposljetku neuroprotekcije.
Ekstrasinapticki NMDAR aktiviraju kalpain-2 uzrokujué¢i degradaciju
obogacdene protein tirozin fosfataze (STEP) na inaktivhe fragmente na
strijatalnoj kori Sto uzrokuje aktivaciju p38 nizvodne signalne puteve smrti
te neurotoksi¢nost. Kalpain-2 sudjeluje i u sinaptickoj plasti¢nosti tako Sto
njegova aktivacija nakon TBS-a (theta burst stimulation), koji je vjerojatno
posljedica ekstrasinapticke ERK aktivacije posredovane BDNF-om, dovodi
do skracivanja PTEN-a i aktivacije mTOR signalnog puta, stimulacije lokalne
sinteze proteina i posljedicno sinteze PHLPP1B Sto ograni¢ava trajanje

aktivacije ERK-a i ograni¢ava sposobnost dugotrajne magnitude.(9,27)
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Slika 5. Razli¢ite substani¢ne lokacije kalpaina-1 i kalpaina-2 i funkcije

kalpaina-1 i -2 u ekscitatornim neuronima. Kalpain-1 je povezan sa
sinaptickim N-metil-D-aspartat (NMDA) receptorima dok se kalpain-2 nalazi
nizvodno od ekstrasinaptickih NMDA receptora u neuronima. Aktivacija

sinaptickih NMDA receptora aktivira kalpain-1, koji cijepa PHLPP1a i



PHLPP1B i na taj nacin pokrece dugotrajno potenciranje (LTP) i potice
prezivljavanje neurona (neuroprotekciju). S druge strane, aktivacija
ekstrasinaptickih NMDA receptora potice fosforilaciju i produljenu aktivaciju
kalpaina-2 koji cijepa supstrate kao Sto su PTEN i STEP, Sto dovodi do

smanjene LTP i neurodegeneracije. (8)

3. Metode otkrivanja (detekcije) i odredivanja kalpaina

Mnogi kalpaini specifi¢ni za tkivo su otkriveni sekvenciranjem cDNA. (28)
Odredivanje ekspresije kalpaina moguce je imunoblot i
imunohistokemijskom metodom u kojoj se koriste protutijela specificna za
kalpain.(29)

Koristenjem kristalografije X zrakama omoguceno je odredivanje
trodimenzionalne strukture kalpaina iz njegovih kristala. ProciS¢eni uzorak
se kristalizira i izlaze X zrakama generiranih iz ubrzavanja elektrona u
sinkrotronskom skladiSnom prstenu ili iz elektrona koji udaraju u bakrenu
anodu te se dobiveni difrakcijski uzorci obraduju kako bi se dobili podaci o
veli¢ini ponavljajucih jedinica koje tvore kristal i simetriji kristala (tablica
2).(30) Za kristalografsko odredivanje strukture najceSce se koriste
rekombinantni proteini uzgojeni unutar E.coli. Protein se prociS¢ava gel-
kromatografijom na 277 K koriStenjem kolona s DEAE/sefarozom, Ni-NTA
agarozom i ponekad na Ultra-gel AcA44, Reactive-Red agarozi ili FPLC na
Q-sefarozi 16/10. Za kristalizaciju se naj¢es¢e provodi Sparse-Matrix
screening metoda difuzije pare viseée kapi na sobnoj temperaturi. Iz
kapljica prvo nastaju P1 kristali(slika 6), a zatim i P21 (slika 7) dodatkom
10 mM ditiotreitola.(31)
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Slika 6. P1 kristal C105S-m-kalpaina. Priblizna veliina je 0.2x0.2x 0.2
mm. (30)

Slika 7. P2; kristal C105S-m-kalpaina. Priblizna veli¢ina je 1.0x0.3x 0.25
mm. (30)
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Tablica 2. Primjer statistike podataka sinkotronom difrakcijom, Brojevi u

zagradama odnose se na ljusku najvece rezolucije. (30)

U prirodnom obliku U prirodnom obliku Se-Met
Prostorna grupa P1 P21 P21
Linija snopa CHESS-F1 CHESS-F1 BNL-X4A
Valna duljina(R) 0,91 0,91 0,979
Parametri jedini¢ne celije
a(R) 57,64 52,25 52,11
b(R) 79,83 157,95 156,12
c(R) 80,88 65,073 64,35
a(®) 60,47 90 90
B (°) 70,8 95,42 95,59
v(°) 79,3 90 90
Udio otapala(%) ~60 ~45 ~45
Rezolucija(A) 25-2,6 25-2,15 25-2,8
Ukupni broj reflekcija 227921 330258 228357
Broj jedinstvenih reflekcija 35649 56269 25513

Rsym 0,041 (0,110)# 0,051 (0,272)* 0,041 (0,157)§
Potpunost(%) 97,7 (98,1)# 92,2 (85,5)* 93,0 (88,2)§
I/o(1) 17,1 (8,8)# 10,3 (2,0)* 25,3 (4,2)8§

# 2,69-2,6 A * 2 .23-2,15 A § 2,90-2,80 A

Za odredivanje aktivnosti kalpaina najcesce se koriste zimografija kazeinom
ili test aktivnosti baziran na Férster rezonantnom prijenosu energije (FRET).
Zimografija kazeinom koristi se za detekciju aktivnosti kalpaina u lizatima
tkiva ili stanica. Lizati tkiva ili stanica se unose u poliakrilamidni gel koji
sadrzi kazein. Enzimi se unutar lizata odvajaju gel elektroforezom. Kalpaini
unutar lizata cijepaju kazein u gelu koji im sluzi kao supstrat te se na
temelju razgradnje kazeina odreduje aktivhost kalpaina. Degradacija
kazeina kalpainom je vidljiva u vrpcama koje su manje obojane ako je
prethodno obojano s Coomassie Brilliant Blue G-250. FRET metoda
temeljena je na kontinuiranom pracenju fluorescencije iz visoko osjetljivog

supstrata koji je specifi¢an za kalpain. (32,33)

20



4. Kalpaini i bolesti

Kalpaini su sveprisutni i imaju velik broj supstratnih proteina stoga imaju
ulogu u patofiziologijama raznih bolesti kao Sto su Alzheimerova i
Parkinsonova bolest, traumatska ozljedi mozga, Huntingtonova bolest,
ateroskleroza, DM te u posljedicama povezanih s DM: dijabeticka

kardiomiopatija, dijabeticka nefropatija i dijabeticka retinopatija.

4.1. Uloga kalpaina u neurodegenerativnim bolestima

Kalpaini sudjeluju u patogenezi raznih neurodegenerativnih stanja kao sto
su Alzheimerova bolest, Parkinsonova i Huntingtonova bolest, traumatska

ozljeda mozga, cerebralna ishemija, ekscitotoksi¢nost i epilepsija.

homeostaza
kalcija
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v

Slika 8. Inhibicija kalpaina u razlic¢itim signalnim putevima (NF-kB, BDNF i
EGF, GSK-33, MAPK, PI3K, mTOR) dovodi do smanjenja neurodegeneracije.
(34)

Glavni uzroci smrti neurona u Alzheimerovoj bolesti su oksidacijski stres i
povisena koncentracija Ca?* sto dovodi do aktivacije kalpaina i smanjenja
regulacije kalpastatina. U histopatoloskim studijama pacijenata s

Alzheimerovom boleS¢u utvrdeno je nakupljanje kalpaina i talozenje
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amiloidnog beta (AB) proteina uz unutarstani¢ne neurofibrilarne ¢vorove
(NFT) i izvanstani¢nu okolinu distrofi¢nih neuriti¢nih senilnih plakova (SP).
Kalpaini su uklju¢eni u MAPK put i aktivaciju neuronske kinaze 5 ovisne o
ciklinu (CDK5) te induciranje formiranja NFT (koji se ve¢inom sastoje od
hiperfosforiliranih tau proteina) zbog cega dolazi do poviSenog p25.
Aktivacijom CDKS5 cijepa se p35, regulatorni protein cdk5, ¢ime nastaje p25.
Nakupljanje p25 dovodi do stvaranja lezija u mozgu uzrokujudi
hiperfosforilaciju tau proteina. Tau hiperfosforilacijom pomocéu p25/cdk5
smanjuje se njegov afinitet za mikrotubule ¢ime dolazi do destabilizacije
mikrotubula i do nakupljanja mikrotubula koji nisu vezani za tau.
Destabilizacijom i nakupljanjem mikrotubula bez tau naposljetku dolazi do
poremecaja u citoskeletu i apoptoze neuronskih stanica. BACE1 aktivacijom
kalpaina aktivira put CDK5 kinaze kojim dolazi do povedane koncentracije
AB i njegovog nakupljanja. (34,35) Inhibitori kalpaina koji smanjuju
cijepanje tau proteina, oSteéenje sinapse i produkciju AR daju obeéavajuce
rezultate u pretklinickim istrazivanjima na Zivotinjskim modelima

Alzheimerove bolesti. (36)

U Parkinsonovoj bolesti razni neurotoksini utjeCu na smrt dopaminergicnih
neuronalnih stanica, a posebice utjeCu na mitohondrijski kompleks 1 vazan
za skladistenje Ca?*. Disfunkcija mitohondrija dovodi do poviSenih
koncentracija Ca?*, stvaranja slobodnih radikala ali i otpustanja
proapoptotskih proteina kao Sto su citokrom c i AIF (engl. apoptosis
inducing factor) aktivacijom kalpaina.(34,35) U Parkinsonovoj bolesti a-
sinuklein, koji je inace ukljuc¢en u otpustanje neurotransmitera i regulaciju
dinamike sinaptickih vezikula, je cijepan kalapinima ¢ime nastaju toksicni
fragmenti koji se nakupljaju te poti¢u stvaranje Lewy-evih tjeleSaca.(36)
Kalpaini takoder aktiviraju p53 koji uzrokuje oste¢enje DNA i CDK5 koji
fosforilira Lewyeva tjeleSca i njegove komponente ¢ime raste ekspresija p25
i p25 se nakuplja u substantia nigra. (34,35) Inhibitori kalpaina koji
smanjuju agregaciju a-sinukleina, zasti¢uju dopaminergicne neurone i

smanjuju disfunkciju mitohondrija imaju potencijal u lije€enju Parkinsonove
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bolesti.(36) Otkriveni su inhibitori kalpaina gabadur, neurodur te kalpeptin
i MDL-28170 koji bi u buducénosti mogli postati terapija za lijeCenje

Parkinsonove bolesti.(34)

Huntingtonova bolest uzrokovana je ekspanzijom trinukleotida CAG cCime
dolazi do cijepanja terminalnog kraja Huntingtin gena(Htt) i deficijencije
proteina. Bolest karakterizira i povecana koncentracija Ca?* cCime se
aktiviraju kalpaini i uzrokuju aktivaciju NMDAR. Povecano izlaganje polyQ,
proteinskog segmenta koji se sastoji od glutamatnih proteinskih jedinica,
dodatno povecdava aktivaciju NMDAR c¢ime se smanjuje prijenos sinaptickih
glutamatnih molekula, poveéava koncentracija Ca2* i mitohondrijski stres
te naposljetku pojacava toksi¢nost u mozgu. Dokazano je da kalpaini mogu
cijepati Htt protein u strijatalnim stanicama na manje N fragmente Sto
dovodi do njihovog nakupljanja u jezgri i doprinosi daljnjoj progresiji
bolesti. Aktivacija kalpaina poprilicno djeluje i na nekrozu neuronskih
stanica tako Sto uzrokuje aktivaciju kaspaze-3. (24,25) Inhibitor kalpaina
olesoxime bi u buduc¢nosti mogao imati veliki terapeutski znacaj u lijecenju
Huntingtonove bolesti zbog svoje neuroprotektivne uloge na ziv€ane stanice

u mnogim neuronalnim poremecajima.(34)

U traumatskoj ozljedi mozga (TBI) dolazi do ozljede aksona i gubitka NF
proteina u bijeloj i sivoj tvari mozga. Kalpaini cijepaju tri NF proteina u
bijeloj tvari: NF68, NF160 i NF200. Fragmenti spektrina koji su nastali
cijepanjem spektrina kalpainom u TBI nalaze se na istoj strani tijela na kojoj
je dosSlo do ozljede ¢ime dolazi do raznih morfoloskih promjena. Aktivacija
kalpaina-1 nakon TBI je brza i prolazna dok je aktivacija kalpaina-2
odgodena i produzena. Aktivacija kalpaina-2 je blisko povezana s
neurodegenerativnim posljedicama TBI-a jer svojom aktivacijom pomocu
ekstrasinaptickih NMDA receptora uzrokuje umiranje neuronalnih stanica i
ekscitotoksi¢nost. Inhibitor kalpaina AK295 [Z-Leu-amino butiri¢na
kiselina-CONH (CH2)3 morfolin] pokazao je smanjeni gubitak memorije i
motorike nakon TBI-a. SJA6017, takoder inhibitor kalpaina, nakon
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administracije dokazao je smanjenu smrt neuronalnih stanica nakon TBI-
a.(34)

Cerebralna ishemija je neurodegenerativno stanje karakterizirano naglim
ostecenjem protoka krvi u dijelu mozga ili cijelom. U cerebralnoj ishemiji
dolazi do asimetri¢ne polarizacije stanica zbog manjka energije dostupne
oste¢enom podrucju mozga i niske koncentracije iona natrija koja ometa
membranski potencijal stanica u mirovanju. Povecan je transport
glutamatnim receptorima zbog njihove hiperaktivacije ¢ime dolazi do
nekontroliranog otpustanja glutamata i povecane koncentracije Ca?* koja
uzrokuje aktivaciju kalpaina. Aktivacija kalpaina u cerebralnoj ishemiji
dovodi do cijepanja N kraja collapsing response mediator proteina 1-5
(CRMP 1-5) i ekscitotoksic¢nosti uzrokovane aktivacijom CDK-5. SNJ-1945,
inhibitor kalpaina, ima potencijalnu ulogu u lijeCenju cerebralne ishemije
zbog protektivne uloge u djelovanju akutne cerebralne ishemije u miseva.
Veliki terapeutski znacaj mogli bi imati i AK295, koji je dokazao znacajnu

neuroprotekciju u stakorskom modelu okluzije cerebralne arterije.(34)

+Ca2+ » kretanje
kalpaina prema
plazmatskoj membrani
< tautolize i proteolize
kalpaina

Traumatska
ozljeda mozga

+Ca2+
Akumulacija kalpaina i
talozenje amiloidnog B
proteina uz SP i NFT

Alzheimerova ULOGA KALPAINA U Huntingtonova
bolest NEURODEGEMNERATIVNIM bolest

BOLESTIMA 1Ca2+ >

ekscitotoksiénost »

aktivacija kalpaina »

+prijenos sinaptickih

| Parkinsonova glutamatnih molekula
bolest -+ iniciranje nekroze

substantia
nigra < aktivacija kalpaina
< neuronalna apoptoza

Slika 9. Uloga kalpaina u raznim neurodegenerativnim bolestima. (26)
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Kalpain-2 ima veliku ulogu u neurodegenerativhim bolestima tako Sto
uzrokuje degradaciju STEP na inaktivne fragmente i aktivaciju p38 nizvodne

signalnih puteve smrti neurona.(27)

4.2. Kalpaini u bolestima krvozilnog sustava

Kalpaini sudjeluju u patogenezi raznih kroni¢nih vaskularnih bolesti kao Sto
su ateroskleroza, dijabeticka angiopatija ili retinopatija i aneurizme. Do ovih
stanja dolazi zbog disfunkcionalnog proteolitickog sustava kalpaina ili

defektivnog metabolizma kalpaina u krvnim zilama.(37)

Aterosklerozu karakterizira zadebljanje sistemskih arterija. Posljedicni
aterosklerotski  plakovi zatim mogu dovesti do smrtonosnih
kardiovaskularnih posljedica kao Sto su mozdani udar i infarkt miokarda.
Smatra se da je oksidativni stres potaknut reaktivnim kisikovim vrstama
(ROS) u ateroskleroti¢nim lezijama uzrok ateroskleroze jer poti¢e razne
komponente upale (upalni citokini i kemokini, adhezijske molekule...) kroz
transkripcijske faktore osjetljive na redoks reakcije. Prekomjerna ekspresija
adhezijskih molekula dovodi do adhezije leukocita za endotelne stanice, a
kemoatraktantski protein 1 monocita potencira pokretljivost monocita,
odnosno makrofaga. Regrutirani makrofagi zatim internaliziraju LDL (low-
density lipoprotein) kolesterol nakon cega slijedi njegova lizosomalna
degradacija. U odgovoru na oksidirani ili enzimski modificirani LDL dolazi do
induciranja kalpaina-2. Kalpain-6 se u makrofagima aktivira u odgovoru na
proupalne citokine kao Sto je tumorski faktor nekroze a (TNF-a) i veze se
za CWC22 te time sprjeCava njegovu pratnju exon-junction kompleksa
(EJC) do jezgre. Kalpain-6 pojacava internalizaciju LDL kolesterola u
makrofagima c¢ime se joS vise potiCe induciranje kalpaina-2. Kalpain-2
degradira vaskularno endotelni (VE-) kadherin, vazni faktor u funkciji
barijere epitelnih stanica, zbog c¢ega dolazi do deorganizacije barijere.
Tijekom dislipidemije kalpain se aktivira u limfnim endotelnim stanicama sSto

dovodi do smanjene stabilnosti regulatornih T stanica proizvodnjom TGF-1
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i smanjene imunosupresije u arterijama. U aktivaciji kalpaina ulogu ima i
VEGF Cime se potice aktivacija Akt i eNOS te produkcija NO.(6,37,38)

Do pocetka nastanka aneurizmalnih bolesti dovodi pretjerani oksidativni
stres u ateropronim (atheroprone) arterijama uzrokujuéi nakupljanje
metaloproteinaza matriksa (MMP) i preuredenje vaskularnih tkiva. Smatra
se da kalpaini imaju ulogu u ateroskleroti¢nim aneurizmama aorte. Kalpain-
1 dovodi do vaskularne fibroze povezane sa starenjem u vaskularnim
glatkim misi¢énim stanicama (VSMC) pojacavanjem MMP2 i ubrzavanjem

arterijske kalcifikacije. (37)
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meta: VE-kadherin NEOWVASKULARNE ZILE neovaskularne Zile tumora...)
I : meta: SOCS3
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Slika 10. Pregled regulacije degenerativnih vaskularnih poremecaja

kalpainima. (35)

4.3. Kalpaini u autoimunim bolestima i upali

Kalpaini imaju vaznu ulogu u mnogim autoimunim bolestima kao Sto su
eozinofili¢cni ezofagitis i autosomno dominantna neovaskularna upalna

vitreoretinopatija (ADNIV).
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Eozinofilicni ezofagitis je kroni¢ni inflamatorni poremecéaj izazvan
alergijskom hipersenzitivnoSéu na hranu, a povezan je sa mutacijama u
CAPN14 genu koji kodira za kalpain-14. Neravnoteza u proteolitickoj funkciji
kalpaina-14 u jednjaku moze biti izazvana okolisnim ili genetickim
¢imbenicima i moZe dovesti do sklonosti za ostecenje tkiva te gubitka
cjelovitosti tkiva u jednjaku. Eozinofilicni ezofagitis djelomicno je uzrokovan
i povedanom razinom IL-13. IL-13 poveclava ekspresiju kalpaina
povecavanjem stresa u ER. Prekomjerna ekspresija kalpaina-14 uzrokuje
smanjenu ekspresiju DSG1 koji je uklju¢en u interakcije izmedu stanica
uzrokujuéi gubitak stabilnosti barijere i povecanje protoka fluorescein
izotijacijanat-dekstrana kroz epitelni sloj.(23,39,40) Kalpain-14 je inhibiran
raznim inhibitorima klasi¢nih kalpaina kao Sto su: E-64, acetil-CAST, PD-
151746 i MDL-28170.(40)

ADNIV je nasljedna autoimuna bolest koja oponasa cCeste bolesti oka kao
Sto su uveitis, retinitis pigmentosa, proliferativna vitreoretinopatija i
proliferativna dijabeticka retinopatija. Uzrokovana je mutacijama u genu za
kalpain-5 koje mijenjaju afinitet kalpaina-5 za vezanje na membranu.
Kalpain-5 u ADNIV uzrokuje ostecenje fotoreceptorskih stanica koje uz
teSke intraokularne upale i neovaskularizaciju naposljetku dovodi do

sljepoce.(41)

Kalpaini sudjeluju u raznim procesima upale. Upala je obrambena reakcija
tijela na Stetne podrazaje i vazna je za odrzavanje homeostaze tijekom
ozljeda ili infekcija. Kalpain degradira IkB, inhibitor NFkB, ¢ime doprinosi
aktivaciji NFkB koji je vazan za transkripciju raznih medijatora upale kao
Sto su TNF-aq, ciklooksigenaza-2 i IL-1 te na taj nacin utjecu na razvoj upale.
Kalpaini u makrofagima u mirovanju cijepaju selenoprotein-K ¢ime se
makrofagi odrzavaju u inaktivnhom stanju. U infekciji liSmanijom kalpain-1
pomaze patogenu da da se ubaci u stanicu inhibirajuci transkripciju RNA
polimeraze III i ostecujuci funkciju makrofaga. Kalpaini sudjeluju u apoptozi
neutrofila i njihovom prijelazu u nekrozu te sprjecavaju njihovu moguénost

ingestiranja patogena. Nakon apoptoze dolazi do otpusStanja molekula
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patogena iz mrtvog neutrofila u okolinu stanica gdje hidrolaze i proteaze iz
neutrofila ostecuju okolno tkivo. Ukljueni u regulaciju proliferacije T
limfocita, kalpaini utjeCu na vezanje antigena-1 povezanog s funkcijom
limfocita(LFA-1) za interstani¢cnu adhezijsku molekulu-1(ICAM-1) ¢ime T
limfociti ostaju na mjestu infekcije ili u limfnom <&voru. U infekciji
lipopolisaharidima kalpaini cijepanjem pre-IL-1a povecavaju njegov afinitet
za receptor IL-1 ¢ime se pojacava upalni odgovor. U starijoj dobnoj skupini
utvrdena je manja razina kalpaina Sto se moze povezati sa hipoimunosti
starijih osoba.(39)

5. Kalpaini u sec¢ernoj bolesti

Secéerna bolest (DM) je kompleksni metaboli¢cki poremecaj kojeg
karakterizira povisena razina glukoze u krvi koja nastaje zbog smanjenog
luCenja inzulina iz gusterace ili inzulinske rezistencije.(42) Vecina
dijabetickih poremedaja su multifaktorijalni, odnosno uzrokovani
djelovanjem vise Cimbenika kao Sto su genetska predispozicija, pretilost,
nacin prehrane i Zivota. Danas je DM sve ¢esSéa bolest, a zahvacda osobe svih

dobnih skupina.

Dijabetes tipa I (T1DM) uzrokovan je autoimunim uniStavanjem B-stanica
gusterace sto onemogucuje gusteradi da stvara i izlu€uje inzulin. B-stanice
gusterace u Langerhansovim otoci¢ima potaknute visokom koncentracijom
glukoze u krvi otpustaju inzulin, a kao posljedica metabolizma glukoze u
njima raste koncentracija Ca?* u citoplazmi zatvaranjem Katp kanala. Ca?*
ulazi u stanicu gdje je potreban za egzocitozu inzulinskih granula
posredovanu Ca?*. Inzulin se zatim veze na tirozin kinazni inzulinski
receptor (IR) sastavljen od a i B podjedinica. Svojim vezanjem na f
podjedinicu inzulinskog receptora uzrokuje njezinu autofosforilaciju i
signalizira jetri da pretvori viSak glukoze u glikogen te ostalim stanicama u
tijelu da iskoriste glukozu kako bi ponovno doslo do normalne koncentracije

glukoze u krvi. Kada je koncentracija glukoze u krvi niska, dolazi do
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stimulacije a-stanica gusteracCe da otpuste glukagon koji dalje signalizira
jetru da pretvori glikogen u glukozu koja se zatim otpusta u krv kako bi se
postigla normalna koncentracija glukoze u krvi. (1,5,12) Imunosne stanice
poput makrofaga, CD4 i CD8 T limfocita te B limfocita imaju ulogu u
unistavanju B-stanica gusterace u T1DM zbog Cega dolazi do proizvodnje
manje koli¢ine inzulina i naposljetku poviSene koncentracije glukoze u

krvi(hiperglikemije) jer ona ne moze uci u stanice.(42)

Dijabetes tipa II (T2DM) je uzrokovan poremecajem sekrecije i djelovanja
inzulina, a karakterizira ga inzulinska rezistencija i povecana proizvodnja
inzulina (hiperinzulinemija) u pocCetku bolesti. Do inzulinske rezistencije
vjerojatno dolazi zbog smanjene ekspresije IR na povrsSini stanica. Do
hiperinzulinemije na pocetku bolesti dolazi zbog pretjeranog rada B-stanica
gusterace kako bi nadoknadile inzulinsku rezistenciju, a do nedostatka
inzulina dolazi kada je bolest ve¢ uznapredovala zbog zamora B-stanica
gusterace. U ovom tipu dijabetesa takoder dolazi do hiperglikemije zbog

nedostatka inzulina.(5,42)

U oba tipa bolesti dolazi do oslabljenog djelovanja inzulina na Sto utjecu
nakupljanje unutarstani¢nih lipida, poveéana koncentracija slobodnih
masnih kiselina te otpustanje raznih citokina poput TNF-a i IL-6.
Oslabljenim djelovanjem inzulina dolazi do hiperglikemije koja dalje dovodi
do osjecaja gladi jer stanice ne unose dovoljno glukoze, zedi te osmotske
diureze i prekomjernog mokrenja. Takoder moze dodi i do dehidratacije i
nedostatka elektrolita ako unos hrane i tekuéine ne zadovoljava potrebu za
ispravljanjem gubitaka.(42) Tijekom hiperglikemije dolazi do aktivacije
kalpaina u endotelnim stanicama, hepatocitima i B-stanicama gusterace.
Kako je prethodno navedeno, kalpain-10 doprinosi oslobadanju inzulina iz
B-stanica gusterace i olaksava prijenos glukoze unutar stanice pomocu
glukoznog transportera 4 (GLUT4), dok polimorfizmi CAPN10 gena ostecuju
funkciju kalpaina-10 uslijed ¢ega je otezano otpustanje inzulina iz B-stanica
gusterace i prijenos glukoze u stanicu putem GLUT4. Izvanstanic¢ni kalpain-

2 otpusten iz egzosoma ima sposobnost direktnog cijepanja ektodomene B
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podjedinice IR i olakSava cijepanje B podjedinice IR y-sekretazom Sto

sprjeCava prijenos signala inzulina IRS-1/Akt/ERK putem.(6)
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Slika 8. U patogenezu dijabetesa uklju¢eni su konvencionalni i
nekonvencionalni kalpaini. (a) Kalpain-10 doprinosi oslobadanju inzulina iz
otodica u kojima se nalaze B-stanica gusterace. (b) Izvanstanicni kalpain-2
koji se oslobada iz egzosoma upravlja direktnim cijepanjem ektodomene (3
podjedinice IR. Takvo cijepanje ometa signaliziranje inzulina IRS-1/Akt/ERK
putem. (c) Konvencionalni kalpaini u dijabetesu pridonose ishemijskoj
ozljedi miokarda. Mitohondrijski kalpain smanjuje stvaranje ATP-a
degradacijom ATP5A1, smanjuje autofagiju degradacijom LAMP2 i Atg5
promovirajudi stani¢nu smrt.; Atg5- protein povezan s autofagijom 5; ATP-
adenozin trifosfat; ATP5A1- ATP sintaza, H+ transportiraju¢i mitohondrijski
F1 kompleks alfa podjedinica 1; ERK- kinaza regulirana izvanstani¢nim
signalom; IR- inzulinski receptor, IRS-1- supstrat 1 inzulinskog receptora;
LAMP2- membranski protein 2 povezan s lizosomom; sIR- topljivi inzulinski

receptor; SNP- polimorfizam jednog nukleotida.(6)
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Kao Sto je ranije navedeno DM je kompleksni metaboli¢ki poremecaj te zbog
svoje kompleksnosti izaziva mnoge druge poremecaje koje mozemo
podijeliti na 2 skupine: mikrovaskularne i makrovaskularne poremedaje.
Mikrovaskularne posljedice su neuropatija, nefropatija te retinopatija, a
makrovaskularne posljedice su razne kardiovaskularne bolesti, bolesti

krvnih Zila te mozdani udar.(42)

5.1. Kalpaini u dijabetickoj kardiomiopatiji

Osobe s DM imaju vedi rizik za razvoj bolesti perifernih arterija, infarkta
miokarda, mozdanog udara i koronarne srane bolesti. (42) Dijabeticka
kardiomiopatija je ventrikularna disfunkcija na koju izravno utjecu i TIDM
i T2DM djelovanjem na strukturu i funkciju sr¢anog tkiva u odsutnosti
promjena u krvnom tlaku i koronarne arterijske bolesti. Bolest je u pocetku
karakterizirana miokardijalnom fibrozom, dijastolickom disfunkcijom,
kasnije sistolickom disfunkcijom i naposljetku otkazivanjem rada srca.
Mehanizmi koji sudjeluju u dijabetickoj kardiomiopatiji odnose se na
povecani oksidacijski ili nitrozativni stres, signalizaciju receptora
angiotenzina II, pojacano djelovanje receptora za naprednu glikaciju
krajnjih produkata, nakupljanje krajnjih produkata napredne glikacije te
aktivaciju raznih proupalnih puteva i signalnih puteva stani¢ne smrti.
Navedeni mehanizmi djeluju uz smanjenu aktivhost Ca?*-ATP-aza u
sarkoplazmatskom ili endoplazmatskom retikulumu, uz promjene u sastavu
izvanstanicnog matriksa s pove¢anom kardijalnom fibrozom i promjenu
izoforme teskog lanca miozina. U odgovoru na visoku koncentraciju glukoze
src¢ani fibroblasti prolaze znacajnu hiperplaziju(povecanje broja stanica).
Proliferacija fibroblasta uzrokovana je mnogim faktorima uklju¢ujuci NF-kB,
koji je potreban za indukciju proupalnih citokina kao sto je TNF-a koji je
prekomjerno eksprimiran u srcu pacijenata s dijabetesom. Kalpaini poticu
razvoj dijabeticke kardiomiopatije induciranjem stanja fibroze u sréanom
tkivu aktivacijom NF-kB signalnog puta. (12,43) Kalpaini u mitohondriju
doprinose ozlijedi miokarda u dijabetesu smanjujuci proizvodnju ATP-a
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degradacijom ATP5A1 (ATP sintaze a) i smanjenjem regulacije autofagije
degradacijom LAMP2 (membranskog proteina 2 povezanog s lizosomom) i
Atg5 (protein 5 povezan s autofagijom) uzrokujuéi stani¢énu smrt. (6)
Mitohondrijski kalpaini cijepanjem ATP5A1 utjecu na povedano stvaranje
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u mitohondriju uzrokujudi oksidativni stres,
disfunkciju mitohondrija i hipertrofiju(povecanje koli¢ine tkiva ili organa) u
kardiomiocitima i stanicama pod stresom te sudjeluju kao glasnici u drugim
signalnim putevima stani¢ne smrti. Oksidacijski stres uzrokovan ROS
dovodi i do otpustanja proapoptotskih proteina citokroma c i AIF koji

naposljetku dovode do apoptoze stanica.(43)

5.2. Kalpaini u dijabetickoj nefropatiji

Dijabeticka nefropatija je multifunkcionalna progresivha bolest koja
uzrokuje kroni¢nu bolest bubrega u zavrsnoj fazi. Javlja se u oba tipa DM,
a karakterizirana je gubitkom naboja barijere na glomerularnoj bazalnoj
membrani i ekspanzijorm molekularnog matriksa te disfunkcijom podocita,
specijaliziranih stanica koje formiraju filtracijsku barijeru oko glomerularnih
kapilara. Disfunkcija podocita povezana je S povecanom
mikroalbuminurijom, a njihovo unistenje s proteinurijom koja se pojavljuje

u dijabetickoj nefropatiji.
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Slika 12. Patoloski znakovi dijabeticke nefropatije. (44)

Uz dijabeticku nefropatiju se povezuju mnoga druga patoloska stanja poput
zadebljanja glomerularne bazalne membrane, upale te glomerularna
skleroza. U bolesti dolazi do raznih strukturnih i morfoloskih promjena zbog
kompleksne patogeneze bolesti jer ukljucuje razne faktore, molekule i
stanice. (12,42,45) Utvrdeno je da kalpain-10 ima vaznu ulogu u renalnom
metabolizmu. U kroni¢nom stanju povisene glukoze, smanjuje se ekspresija
kalpaina-10 koji se nalazi u mitohondriju. Smanjenjem ekspresije
mitohondrijskog kalpaina-10 dolazi do nakupljanja njegovih supstrata i
mitohondrijske disfunkcije. (12,45) Kalpain-10 se nalazi i u citosolu i u
mitohondriju stanica proksimalnih tubula te tamo regulira prolaz iona kalcija
iz mitohondrija i endoplazmatskog retikuluma u citoplazmu. U
mitohondrijima renalnih stanica cijepa elektronski transportni lanac
smanjujuci mitohondrijsko disanje dovodeci do disfunkcije mitohondrija te
naposljetku smrti renalnih stanica. U patoloskim, odnosno stresnim

stanjima, renalne stanice prolaze kroz gubitak ATP-a Sto dovodi do
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povecanog otpustanja Ca2* iz ER i aktivacije kalpaina. Dokazano je da se
njegova ekspresija smanjuje u renalnoj disfunkciji i tijekom starenja. U
razvoju dijabeticke nefropatije kalpain-10 inducira apoptozu u stanicama
superiornih bubreznih kanala. (45,46) U renalnoj ishemiji tubularne epitelne
stanice otpustaju kalpaine u izvanstani¢ni okoliS Cime se povecava
mobilnost epitelnih stanica i pomaze u popravku tubula. Smatra se da
kalpaini imaju ulogu u ozljedi proksimalnih tubula buduci da njihova
prekomjerna aktivacija dovodi cijepanja talina, vinkulina i paksilina sto
naposljetku uzrokuje nekrozu.(46) Otkriveno je da inhibitori kalpaina PD
150606 i E-64 imaju potencijalni znacaj u terapiji dijabeticke nefropatije jer

smanjuju ozljedu uzrokovanu ishemijom i renalnu disfunkciju.(12)

5.3. Kalpaini u dijabetickoj retinopatiji

Dijabeticka retinopatija naj¢esca je mikrovaskularna komplikacija DM. Moze
se podijeliti u 2 kategorije: rani stadij neproliferativhe dijabeticke
retinopatije i kasni stadij proliferativhe dijabeticke retinopatije. Bolest je
karakterizirana krvarenjima u mreznici, mikroaneurizmama, promjenama
venskog kalibra te disfunkcijom retinalnih krvnih Zila.(42) Smanjen protok
krvi u retinalnim arterijama moze dovesti do stani¢ne smrti u Stapi¢ima i
cunji¢cima, retinalnim pigmentnim stanicama te posljedi¢no sljepoce. U
retinalnom tkivu dolazi do ozljede zbog izlaganja ishemije kisiku i repefuziji,

ali i zbog same ishemije.
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Slika 13. In vivo model dijabeticke retinopatije povezane s kalpainom.
Hiperglikemija je izazvana i.p. streptozotocinom (SZT). U izazvanom DM se
pokazala povecana aktivacija CAPN5 i CAPN10, kao i poveéana ekspresija
CAPN1. Aktivirani oksidativni stres i apoptotski putevi rezultirali su

degeneracijom ganglijskih stanica retine (RGC)(47)

Neregulirani kalpaini aktiviraju razne signalne puteve ili uzrokuju
neprimjerenu angiogenezu i regrutaciju imunosnih stanica nakon smrti
fotoreceptorskih stanica (slika 13). Kalpaini su ukljueni u cijepanje a-

spektrina, rhodopsina u Stapi¢éima, m-opsina u cunji¢éima, vimentina u
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Millerovim stanicama(vrsta glijalnih stanica u retini) i kaspaze-3.(11)
Tijekom ishemijske ozljede retine aktivirani kalpaini uzrokuju smrt
hipoksi¢nih retinalnih stanica cijepanjem a-spektrina. Tijekom hipoksije
dolazi do neovaskularizacije potaknute vaskularnim endotelnim faktorom
rasta A (VEGF) koja uzrokuje ostecenje retine i sljepocu. Ekspresija kalpaina
u ledi pacijenata s DM su viSi kod pacijenata koji imaju DM duze vrijeme,
dijagnozu napredne dijabeticke retinopatije ili viSu razinu Alc hemoglobina.
(46)
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6. Zakljucak

Kalpaini su obitelj cisteinskih proteaza koja se sastoji od 15 ¢lanova, za c&iju
aktivaciju su potrebni ioni kalcija (Ca%*) te na taj nacin utjeCu na procese
regulirane kalcijem kao sSto su stani¢na proliferacija, diferencijacija i
apoptoza. Klasi¢ni kalpaini su kalpain-1, 2, 3, 8,9, 11 i 12 koji sadrze Cetiri
domene prvotno pronadene u u- i m-kalpainima (kalpainima-1i 2). Atipicni
kalpaini su kalpain-5, 6, 7, 8b, 10a i 15 kojima nedostaje domena IV te ne
mogu stvarati dimer s podjedinicom od 30 kDa. Do aktivacije kalpaina dolazi
porastom unutarstanicne koncentracije Ca?* wuslijed oksidacijskog ili
mehanickog stresa, hipoksije ili luCenja upalnih citokina i faktora rasta ¢ime
se kalpaini translociraju do membrana i aktiviraju u prisutnosti Ca?* i
fosfolipida. Njihovom aktivacijom dolazi do autokataliticke hidrolize domene

I, podjedinica od 80 kDa disocira do podjedinice od 30 kDa.

Kalpaini su ukljuceni su velik broj stani¢nih procesa cijepajuéi supstrate kao
Sto su razni citoskeletni proteini, receptori, proteini povezani ili usidreni s
membranom i protein fosfataze i kinaze pritom uzrokujuéi aktivacije
signalnih puteva poput MAPK signalnog puta, BDNF signalnog puta koji
kasnije aktivira mTOR put, puta glikogen sintaza kinaze (GSK-33), PI3K-Akt
puta i NF-kB signalni puta koji najcesé¢e dovode do destrukcije citoskeleta i

apoptoze.

U neurodegenerativhnim bolestima kalpaini dovode do daljnje
neurodegeneracije i apoptoze neurona hiperfosforilacijomm tau proteina,
cijepanjem a-sinukleina i Htt proteina. U atreoskleroznim bolestima kalpaini
imaju ulogu u degradaciji VE-kadherina, cijepanju CWC22, IkB i SOCS3
uzrokujudi disorganizaciju barijere endotelnih stanica, nakupljanje LDL-a i
pojacCavajuc¢i proupalnu NFkB kaskadu u makrofagima. Mutacije u
kalpainima uzrokuju i razne nasljedne autoimune poremecaje poput
eozinofilicnog ezofagitisa (mutacija u CAPN14) ili autosomno dominantne
neovaskularne upalne vitreoretinopatije (ADNIV)(mutacija u CAPN5). U
upalama kalpaini degradiraju IkB Cime doprinose aktivaciji NFkB koji je
vazan za transkripciju raznih medijatora upale kao Sto su TNF-q,
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ciklooksigenaza-2 i IL-1 te na taj nacin promovira upalno stanje. Takoder
su ukljuceni i u regulaciju proliferacije T limfocita promoviraju¢i vezanje
LFA-1 za ICAM-1. U mnogim bolestima dolazi i do upalnih stanja kojima
kalpaini dodatno pridonose aktivirajuéi upalne signalne puteve kao sto je
NF-kB zbog cega dolazi do Iucenja proupalnih citokina i aktivacije

imunosnog odgovora.

U dijabetesu tipa 1 (T1DM) imunosne stanice poput makrofaga, B limfocita
te CD4 i CD8 T limfocita, na koje kalpain utjeCe smanjenjem njihove
stabilnosti, imaju ulogu u unistavanju B-stanica gusterace zbog ¢ega dolazi
do proizvodnje manje koliCine inzulina i naposljetku poviSene koncentracije
glukoze u krvi. Kalpaini potiCu razvoj dijabeticke kardiomiopatije
induciranjem stanja fibroze u sréanom tkivu aktivacijom NF-kB signalnog
puta, dijabeticke nefropatije induciranjem apoptoze u stanicama superiornih
bubreznih kanala te dijabeticke retinopatije uzrokujuéi neprimjerenu
angiogenezu i regrutaciju imunosnih stanica nakon smrti fotoreceptorskih

stanica.

Kalpaini na razne nacine utjeCu u patogenezi i razvoju DM: smanjenjem
imunosupresije, odnosno promoviranjem upalnog stanja, destrukcijom
citoskeleta i cijepanjem citoskeletnih proteina, inhibicijom signala inzulina
cijepanjem podjedinice inzulinskog receptora. Tijekom stanja stresa u
stanici kao Sto je oksidacijski ili mehanicki stres, izluCivanje faktora rasta ili
upalnih citokina te hipoksija, dolazi do izbacivanja Ca2* iz stanicnih
spremnika i njegove povisene unutarstanicne koncentracije ¢ime dolazi do
aktivacije kalpaina. Aktivni kalpaini cijepaju supstrate i aktiviraju razne
signalne puteve kojima dolazi do dodatne aktivacije kalpaina i naposljetku

do apoptoze stanica.

Inhibitori kalpaina imaju potencijalan terapeutski ucinak u lijeCenju mnogih
patoloskih stanja u kojima su ukljuceni kalpaini. Veliku prepreku koristenja
tih inhibitora i klinickim lijeCenjima cini nespecificnost tih inhibitora,
odnosno mogucnost djelovanja na vise vrsta kalpaina zbog ¢ega bi mogli

imati nezeljeno toksi¢no djelovanje. Razvojem novih metoda i specifi¢nih
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inhibitora mogli bi se bolje istraziti supstrati kalpaina te bi se na taj nacin

moglo doprinijeti lijeCenju nekih od navedenih bolesti.
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7. Kratice

ADNIV - autosomno dominantna neovaskularna upalna vitreoretinopatija
AIF - faktor induciranja apoptoze (eng. apoptose inducing factor)
Akt - protein kinaza B

Apaf-1 - faktor 1 aktiviranja apoptotske proteaze (eng. apoptotic protease
activating factor 1)

BDNF - neurotrofi¢ni faktor koji potjece iz mozga (eng. brain-derived neurotrophic

factor)

Bid - BH3 interakcijski agonist smrti (eng. BH3-interacting death agonist)
CDKS5 - kinaza 5 ovisna o ciklinu

CWC22 - protein homolog povezan s spliceosomom

DM - diabetes mellitus, Secerna bolest

EGFR - receptor epidermalnog faktora rasta (eng. epidermal growth factor

receptor)

eNOS - endotelna sintaza dusikovog oksida (eng. endothelial nitric oxide

synthase)
ER - endoplazmatski retikulum

Erk - kinaza regulirana izvanstanicnim signalom (eng. extracellular signal-

regulated kinase)

GLUT4 - transporter glukoze 4

GSK-3B - kinaza glikogen sintaze-3 beta (eng. glycogen synthase kinase-3 beta)
ICAM1 - interstani¢na adhezijska molekula 1

IR - inzulinski receptor

LDL - lipoprotein niske gustoce (eng. low density lipoprotein)

LFA1 - antigen-1 povezan s funkcijom limfocita
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MAPK - protein kinaza aktivirana mitogenom (eng. mitogen-activated protein

kinase)

MMP - metaloproteinaze matriksa

MTOR - meta rapamicina kod sisavaca (eng. mammalian target of rapamycin)
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat

NFT - neurofibrilarni ¢vorovi

NF-kB - nuklearni faktor kappa lakog lanca pojacivaca aktiviranih B stanica(eng.

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

NMDAR - N-metil D-aspartat receptor

PARP - poli (ADP-riboza) polimeraza (eng. poly (ADP-ribose) polymerase)
PI3K - fosfatidilinozitol-3 kinaza (eng. phosphatidylinositol 3-kinase)

PTEN - homolog fosfataze i tenzina (eng. phosphatase and tensin homolog)
Rb - retinoblastom

ROS - reaktivne kisikove vrste

STEP - strijatalno obogacena protein tirozin fosfataza (eng. striatal-enriched

protein-tyrosine phosphatase)

T1DM - Secerna bolest tipa 1

T2DM - Secerna bolest tipa 2

TBI - traumatska ozljeda mozga

TGF-B - transformirajucdi faktor rasta B (eng. transforming growth factor beta)
TNF-a - tumorski faktor nekroze a (eng. tumor necrosis factor a)

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta

VSMC - vaskularne glatke misi¢ne stanice
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