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POPIS KRATICA 
 

 

APS amonij persulfat 

ASB aminosulfobetain-14 

BBC B-box C-terminalna regija (engl. B-box C-terminal domain)  

BMD Beckerova mišićna distrofija 

BSA albumin goveđeg seruma (engl. bovine serum albumine) 

CAPN kalcijem aktivirana neutralna proteaza 

CARP srčani ankirin ponavljajući protein (engl. cardiac ankyrin repeat  

  protein) 

cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kiselina 

CHAPS 3-[(3-kolamidopropil)dimethilammonij]-1-propan-sulfonat 

CK kreatin kinaza (engl. creatine kinase) 

CMV citomegalovirus 

CMYA5 cardiomyopathy associated protein 5 

CSM complete supplement mixture 

DARP dijabetes ankirin ponavljajući protein (engl. diabetes ankyrin repeat  

 protein) 

DM miotonična distrofija (dystrophia myotonica) 

DMD Duchenneova mišićna distrofija 

DMEM Dulbecco's modified Eagle's medium 

DMSO dimetilsulfoksid 

DNA deoksiribonukelinska kiselina 

DRAL down-regulated in rhabdomyosarcoma 

DOB dropout base 

DTT ditiotreitol 

E64 trans-epoksisukcinil-L-leucilamido-(4-gvanido)butan 

EDMD Emery-Dreifussova mišićna distrofija 

EDTA etilendiamin tetraoctena kiselina 

EGTA etilenglikol-bis (β-aminoetil eter)-N,N,N',N'-tetraoctena kisleina 

FKRP fukutinu srodni protein (engl. fukutin related protein) 

FN3 fibronektin tip III ponavljajuća regija (engl. fibronectin type III) 

FHL2 four and a half LIM domain protein 2 
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FSHD facioskapulohumeralna mišićna distrofija 

HRP peroksidaza iz hrena (engl. horse-raddish peroxidase) 

IS insercijski slijed (engl. insertion sequence) 

LB Luria Bertani 

LGMD pojasna mišićna distrofija (engl. limb girdle muscular dystrophy) 

LiAc litijev acetat 

MDC kongenitalna mišićna distrofija  

MES 2-(N-morfolino) etan sulfonska kiselina 

MEX egzon u području M-crte (engl. M-line exon) 

MOPS 3- (N-morfolino) propan sulfonska kiselina 

mRNA glasnička ribonukleinska kiselina (engl. messenger RNA) 

MURF muscle ring finger protein 

MyBP-C miozin vezujući protein C (engl. myosin binding protein C) 

NOS sintetaza dušičnog oksida (engl.nitric oxide synthase) 

PABP2 poli A vezujući protein 2 (engl. poly A binding protein 2) 

PAGE poliakrilamidna gel elektroforeza  

PBS phosphate buffered saline 

PCR lančana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction) 

PEG polietilenglikol 

PIC smjesa inhibitora proteaza (engl.protease inhibitor cocktail) 

POMGnT1 protein O-manoza beta-1,2-N-acetil glukozamin transferaza 1 

POMT1 protein O-manozil transferaza 1 

PVDF poliviniliden difluorid 

RING really interesting new protein 

RNA ribonukleinska kiselina 

SDS natrij dodecil sulfat (engl. soduium dodecyl sulphate) 

SOC super optimal catabolite 

SRF serum response factor 

TAE tris-acetat-EDTA 

TBS fiziološka otopina puferirana trisom (engl.tris buffered saline) 

TCAP titin cap 

TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 

TMD tibijalna mišićna distrofija 

TRIM 32 tripartite-motif-containing protein 32 
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TTN titin 

YPD kvasac-pepton-dekstroza (engl. yeast- peptone- dextrose) 
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1.1. MIŠIĆNO TKIVO 
 
Mišići predstavljaju 40-50% ukupne mase ljudskog tijela. Interakcija proteina u stanicama 

mišićnog tkiva omogućava razvijanje sila potrebnih za kontrakciju mišića, što rezultira 

gibanjem nekih organa, odnosno pokretanjem cijelog tijela.  

Poznata su tri tipa mišićnog tkiva: i) skeletno mišićno tkivo, ii) srčano mišićno tkivo, te iii) 

glatko mišićno tkivo. 

Skeletno mišićno tkivo čine snopovi dugih, cilindričnih vlakana (tzv. mišićna vlakna) sa 

velikim brojem jezgara i optičkom pojavom poprečne ispruganosti citoplazme. Kontrakcija 

skeletnog mišićnog tkiva nastaje uslijed uzajamnog djelovanja aktinskih i miozinskih 

filamenata koji klize jedni duž drugih. Kontrakcija je brza i najčešće pod utjecajem naše 

volje.  

Srčano mišićno tkivo građeno je od izduženih stanica sa jednom jezgrom koje također 

pokazuje poprečnu ispruganost citoplazme. Kontrakcija je snažna, ritmična i nije pod 

utjecajem naše volje. 

Glatko mišićno tkivo čine snopovi vretenastih stanica bez poprečne ispruganosti 

citoplazme. Kontrakcija glatkog mišićja je polagana i bez utjecaja naše volje. 

 

1.1.1. Skeletno mišićno tkivo 

1.1.1.1. Građa skeletnog mišića  

Osnovne jedinice skeletnog mišića, mišićna vlakna, naslagana su u pravilne mišićne 

snopove okružene epimizijem, tj.vanjskom vezivnom ovojnicom koja obavija cijeli mišić, 

dok je svaki pojedinačni snop obavijen perimizijem. Svako mišićno vlakno okružuje njezin 

sloj vezivnog tkiva koji se naziva endomizij (slika 1).  

Skeletno mišićno tkivo bogato je krvnim žilama i živcima. Krvne žile, tj.mreža kapilara 

prisutna je oko svakog mišićnog vlakna, dok živci, koji se granaju poput kapilara, ulaze u 

kontakt sa staničnom membranom, sarkolemom. 

Uz mišićna vlakna skeletno mišićno tkivo sadrži i tzv. satelitske stanice koje omogućavaju 

regeneraciju skeletnog mišića. Satelitske stanice su vretenaste stanice sa jednom jezgrom 

koje se uslijed podražaja (npr.ozljede) aktiviraju,  te stapaju u nova mišićna vlakna. 
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Slika 1. Građa skeletnog mišića. (modificirano prema 1) 

 

 

1.1.1.2. Građa mišićnog vlakna 

Mišićno vlakno nastaje stapanjem nezrelih embrionalnih mišićnih stanica u jedinstvenu 

masu citoplazme (sarkoplazma), dužine oko 30 cm i promjera 10-100µm, s velikim brojem 

jezgara smještenim na periferiji stanice, ispod stanične membrane (sarkoleme). Na 

uzdužnom presjeku mišićnog vlakna, svjetlosnim se mikroskopom uočava njihova 

poprečna ispruganost, tj. izmjena tamnih (A-pruge) i svjetlih (I-pruge) poprečnih pruga. A-

pruga, uglavnom građena od miozina, u svojoj sredini ima svjetlo područje (H-pruga), u 

čijoj se sredini nalazi M-crta. I-pruga, koju uglavnom čini aktin, uzdužno je podijeljenja na 

dva dijela tamnom poprečnom Z-crtom. Područje između dviju Z-crta naziva se sarkomera 

(slika 2).   

Sarkoplazma mišićnog vlakna ispunjena je dugim i cilindričnim snopovima mišićnih 

vlakanaca (miofibrila), koja se sastoje od lančano nanizanih sarkomera usporednih s 

uzdužnom osi mišićnog vlakna. U sarkoplazmi se još nalaze i druge, uobičajene stanične 

organele, među kojima je i sarkoplazmatska mrežica. Njezin karakterističan smještaj, 

zajedno sa T-tubulima (poprečnim cjevčicama) osigurava normalan prijenos signala i 

oslobađanje iona kalcija, što je neophodno za normalu kontrakciju mišića (2). 
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Slika 2. Shematski prikaz građe mišićnog vlakna. (modificirano prema 3) 
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1.2. MIŠIĆNE DISTROFIJE 

 
Mišićne distrofije su skupina tridesetak nasljednih i trenutno neizliječivih 

neuromuskularnih bolesti. Karakterizirane su progresivnom slabošću i propadanjem 

skeletnog, a u nekim slučajevima i srčanog mišićnog tkiva, što u konačnici može dovesti 

do invaliditeta bolesnika i preuranjene smrti. Na razini mišićnog vlakna distrofičan proces 

karakterizira varijabilnost veličine vlakana, centralno smeštene jezgre, te slabost stanične 

membrane što rezultira nekrozom i zamjenom mišićnih vlakana vezivnim i masnim 

tkivom.  

Klasičan način klasifikacije mišićnih distrofija temeljio se na kliničkim karakteristikama 

mišićnih distrofija poput početka, težine i progresije bolesti, skupina mišića koje su 

zahvaćene distrofičnim procesom, te prema načinu nasljeđivanja. Ovakav pristup 

klasifikaciji bio je znatno otežan postojanjem intra- i interfamilijarne varijabilnosti kliničke 

slike. Tek je razvoj metoda molekularne biologije omogućio, otkrićem odgovornih gena i 

proteina, napredak u klasifikaciji mišićnih distrofija koja se danas temelji više na genskom 

uzroku nego na kliničkim simptomima pojedine vrste mišićne distrofije. Zahvaljujući 

spomenutim metodama molekularne biologije, u zadnjih je desetak godina otkriven velik 

broj novih gena i proteina (slika 3), a time i novih vrsta i podvrsta mišićnih distrofija 

(Tablica 1). Tako se danas,  prema najnovijim podacima iz literature, mišićne distrofije 

vežu uz 29 različitih genskih lokusa, odnosno oko 35 različitih bolesti (4).  

Osim bolje klasifikacije, razvoj metoda molekularne biologije omogućio je i bržu i bolju 

dijagnostiku mišićnih distrofija, kao i njihovu prevenciju otkrivanjem prenosioca bolesti i 

mogućnošću prenatalne dijagnostike. Poznavanje odgovornog gena i proteina omogućilo je 

nastavak istraživanja prema boljem razumijevanju mehanizma bolesti, a u posljednje 

vrijeme i prvih koraka u smjeru liječenja mišićnih distrofija (4, 5, 6). 
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Slika 3. Proteini uključeni u nastanak različitih vrsta i podvrsta mišićnih distrofija (preuzeto iz 57) 
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1.3. POJASNE MIŠIĆNE DISTROFIJE 
 
Naziv «pojasne mišićne distrofije» (engl. limb girdle muscular dystrophy, LGMD) prvi su 

upotrijebili Walton i Nattrass 1954. godine (58), želeći njime objediniti sve slučajeve 

mišićnih distrofija koje karakterizira:  

- početak u prva tri desetljeća života,  

- zahvaćenost proksimalnih mišića ekstremiteta, zdjelice i ramenog obruča, bez 

zahvaćenosti mišića lica  

- umjereno teška progresija bolesti, koja može dovesti do teške onesposobljenosti, 

pa i smrti  

- pojavnost u oba spola, te 

- autosomno dominantan ili autosomno recesivan način nasljeđivanja. 

Od samog početka bila je uočljiva velika klinička heterogenost među obiteljima bolesnika 

s pojasnom mišićnom distrofijom. Razlike su se očitovale bilo u načinu nasljeđivanja bilo 

u različitim mišićnim skupinama koje su prve bile zahvaćene distrofičnim promjenama. 

Razvoj metoda molekularne biologije omogućio je otkrivanje gena i proteina odgovornih 

za nastanak pojasnih mišićnih distrofija. Korištenjem spomenutih metoda otkriveno je da 

se obitelji sa dijagnozom pojasne mišićne distrofije mogu grupirati oko više genskih 

lokusa, tj. većeg broja gena i proteina. To je ujedno značilo da pojasne mišićne distrofije uz 

kliničku karakterizira i genetska heterogenost, tj. mogućnost da isti gen pokazuje različitu 

kliničku sliku, odnosno da iste ili vrlo slične simptome mogu uzrokovati različiti geni. 

Spomenute karakteristike pojasnih mišićnih distrofija čine njihovo točno razlikovanje 

samo na temelju kliničke slike nemogućim. Stoga je analiza gena i/ili proteina nužna za 

postavljanje točne i precizne dijagnoze, te pravilno genetsko savjetovanje (59, 60).  

 U zadnjih desetak godina locirano je desetak različitih gena, odnosno proteina odgovornih 

za nastajanje pojasnih mišićnih distrofija (Tablica 1; slika 3) zbog čega se pretpostavilo 

postojanje više podvrsta pojasnih mišićnih distrofija. U cilju njihovog boljeg razumijevanja 

i razlikovanja, od 1995. godine primjenjuje se nomenklatura kojom se pojasne mišićne 

distrofije dijele u dvije velike skupine. Podjela je izvršena prema načinu nasljeđivanja i 

kronologiji otkrića kromosomskog smještaja odgovornog gena. Prema spomenutoj 

nomenklaturi, pojasne mišićne distrofije tip 1 nasljeđuju se autosomno dominantno, a tip 2 

autosomno recesivno (61). 
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1.3.1. Autosomno dominantne pojasne mišićne distrofije 

Do danas je otkriveno 7 tipova pojasnih mišićnih distrofija sa autosomno dominantnim 

načinom nasljeđivanja. Kako su opisane u svega nekoliko obitelji njihova se učestalost 

smatra znatno rjeđom od recesivnih pojasnih mišićnih distrofija. 

 

1.3.1.1. Pojasna mišićna distrofija tip 1A 

Pojasna mišićna distrofija tip 1A (LGMD1A) uzrokovana je mutacijama gena MYOT koji 

kodira miotilin (9). Miotilin je izražen u skeletnom i srčanom mišićnom tkivu, i to u  

području Z-crte gdje stupa u interakcije sa filaminom C i α-aktininom (62). 

 

1.3.1.2. Pojasna mišićna distrofija tip 1B 

Pojasna mišićna distrofija tip 1B (LGMD1B) posljedica je mutacija u LMNA genu koji 

kodira lamin A i C (10), proteine jezgrine ovojnice koji nastaju alternativnim izrezivanjem 

istog gena. Mutacije u genu za lamin A i C  odgovorne su i za nastajanje mnogih drugih 

oboljenja, tzv. laminopatija. U tu se grupu ubrajaju Emery-Dreifussova mišićna distrofija 

sa autosomno dominantnim i vrlo rijetkim autosomno recesivnim načinom nasljeđivanja 

(50, 51), obiteljska parcijalna lipodistrofija Dunningan tipa (63), kardiomiopatija (64), 

Charcot-Marie-Tooth tip 2B1 (65), Hutchinson-Gilford progerija (66), te dermopatija na 

ograničenim dijelovima kože (67).   

 

1.3.1.3. Pojasna mišićna distrofija tip 1C 

Pojasna mišićna distrofija tip 1C (LGMD1C) uzrokovana je mutacijama CAV3 gena (11). 

Osim u LGMD1C mutacije u CAV3 genu pronađene su i u bolesnika sa hiperCKemijom, 

tj. s povišenim vrijednostima kreatin kinaze (CK), ali bez izražene mišićne slabosti (68), 

kao i u nasljednoj „rippling“ mišićnoj bolesti (69).  

Kaveolini su osnovne komponente tzv. «kaveola», tj. invaginacija stanične membrane. 

Interakcije sa brojnim proteinima uključenim u različite procese u mišićnoj stanici upućuju 

na važnost kaveolina-3, no njegova točna funkcija još nije razjašnjena. Neki od proteina s 

kojima kaveolin-3 stupa u interakcije su disferlin (70), NOS (71), te β-distroglikan (72). 

 

1.3.1.4. Pojasne mišićne distrofije tip 1D-1G 

Za razliku od prva tri tipa dominantnih pojasnih mišićnih distrofija, za preostala 4 tipa 

(LGMD1D-1G) odgovoran gen, odnosno protein još je uvijek nepoznat (Tablica 1.).  
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1.3.2. Autosomno recesivne pojasne mišićne distrofije 

Pojasne mišićne distrofije sa autosomno recesivnim načinom nasljeđivanja skupina je 

neuromuskularnih bolesti u kojoj je, u zadnjih desetak godina, otkriven velik broj novih 

gena i proteina, a time i novih tipova recesivnih pojasnih mišićnih distrofija. Trenutno ih je 

poznato 11, označenih slovima od A do K (Tablica 1). 

 

1.3.2.1. Pojasna mišićna distrofija tip 2A 

1989. godine opisana je skupina bolesnika sa Réunion otoka (73) koja je po kliničkoj slici, 

tj. zahvaćenosti mišića, težini i progresiji bolesti odgovarala  juvenilnoj progresivnoj 

mišićnoj distrofiji koju je još 1884. godine opisao Erb (74). Istovremeno način 

nasljeđivanja, kao i kliničke i histološke karakteristike odgovarale su pojasnim mišićnim 

distrofijama s autosomno recesivnim načinom nasljeđivanja (75). Prema klasifikaciji 

pojasnih mišićnih distrofija iz 1995. godine ova pojasna mišićna distrofija označava se kao 

tip 2A (LGMD2A, OMIM #253600). 

Pojasna mišićna distrofija tip 2A uobičajeno započinje tijekom prva tri desetljeća života 

problemima prilikom uspinjanja i trčanja. U početku su predominantno zahvaćeni mišići 

zdjelice, a potom i proksimalni mišići donjih i gornjih ekstremiteta. Gubitak sposobnosti 

hodanja javlja se 10 do 20 godina nakon prvih simptoma bolesti, nakon čega slabošću 

bivaju obuhvaćeni i distalni mišići. Očni i bulbarni mišići, kao i mišići lica gotovo nikad 

nisu zahvaćeni distrofičnim procesom. Rad i funkcija srca su normalni, a u bolesnika nisu 

opisani nikakvi mentalni problemi (75). U LGMD2A bolesnika uobičajno su pronađene 

višestruko povišene vrijednosti kreatin kinaze (CK). Kao i kod ostalih pojasnih mišićnih 

distrofija i kod LGMD2A uočena je velika varijabilnost kliničke slike između bolesnika iz 

različitih obitelji, ali i među bolesnicima iz iste obitelji.  

Korištenjem analize genetske povezanosti (engl. linkage analysis) u bolesnika sa Réunion 

otoka i njihovih obitelji, 1991.godine je otkriven smještaj LGMD2A gena na dugom kraku 

kromosoma 15, u području 15q15.1-15q21.1 (76), odnosno 15q15.1-15q15.3 (77, 78). Isti 

smještaj na kromosomu 15 kasnije je potvrđen i u obiteljima iz drugih dijelova svijeta (79, 

80). Identifikacija gena iz spomenutog područja kromosoma 15 dovela je do otkrića 

CAPN3 mutacija kao odgovornih za nastanak LGMD2A (16). Do sada je opisano više od 

280 različitih CAPN3 mutacija (www.dmd.nl; 81) ravnomjerno raspoređenih uzduž cijelog 

gena. Iako su opisane CAPN3 mutacije koje se javljaju sa većom učestalošću, većina su 

tzv. privatne mutacije. Mutacije sa većom učestalošću javljaju se u određenom 
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geografskom području koje obuhvaća više različitih populacija, što je primjer 550delA 

mutacije i njezine velike učestalosti u populacijama Mediterana i istočne Evrope (82, 83, 

84, 85, 86). Veća učestalost nekih CAPN3 mutacija opisana je i u populacijama sa velikim 

stupnjem konsangviniteta (16, 75, 87, 88, 89). Prema rezultatima analize CAPN3 gena u 

različitim populacijama, može se zaključiti da spektar mutacija prisutan u određenoj 

populaciji ovisi o njezinom geografskom i etničkom porijeklu.   

CAPN3 gen (OMIM#114240) kodira kalpain 3, zbog čega se pojasna mišićna distrofija tip 

2A još naziva i kalpainopatija. Kalpain 3 je neutralna cisteinska proteaza i mišićno 

specifični član kalpainske obitelji proteina. Njegova funkcija u stanici još je uvijek 

nerazjašnjena, a time i mehanizam nastanka pojasne mišićne distrofije tip 2A. Štoviše, 

LGMD2A je bila prva opisana distrofija uzrokovana mutacijama gena koji kodira enzim, a 

ne protein čija je funkcija vezana uz strukturu mišićne stanice. Detaljne karakteristike 

kalpaina 3 biti će opisane u poglavlju o kalpainu 3. 

Prema rezultatima dosadašnjih istraživanja smatra se da je pojasna mišićna distrofija tip 2A 

najčešći tip recesivnih pojasnih mišićnih distrofija (90). Istraživanje pojasne mišićne 

distrofije tip 2A u Hrvatskoj, a u okviru projekta “Genetsko i epidemiološko israživanje 

mišićnih distrofija u Hrvatskoj” (MZT 108041/1998; MZT 010805/2002), pokazalo je da 

je i u Hrvatskoj LGMD2A najučestaliji tip recesivnih pojasnih mišićnih distrofija. Tijekom 

6 godina prikupljeno je 29 nesrodnih LGMD2A obitelji u kojih je analiza CAPN3 gena 

otkrila prisustvo 6 različitih mutacija (85, 91).  

 

1.3.2.2. Pojasna mišićna distrofija tip 2B 

Pojasna mišićna distrofija tip 2B (LGMD2B), kao i Miyoshi miopatija posljedica je 

mutacija DYSF gena (17, 18). Proteinski produkt DYSF gena, disferlin, transmembranski 

je protein i homolog fer-1 proteina, uključenog u proces spermatogeneze C.elegans. Točna 

funkcija disferlina i time mehanizam nastanka LGMD2B nije poznat. Ipak, analiza SJL 

miša, životinjskog LGMD2B modela, pokazala je da u mišićnim stanicama postoji aktivan 

proces popravka stanične membrane koji je u SJL miša onemogućen, ukazujući na 

vjerojatnu ulogu disferlina u tom procesu (92).  

 

1.3.2.3. Pojasne mišićna distrofije tip 2C-2F 

Pojasne mišićne distrofije tip 2C, 2D, 2E i 2F (LGMD2C-2F) ili sarkoglikanopatije 

uzrokovane su mutacijama gena koji kodiraju γ- (19), α- (20), β- (21, 22) i δ-sarkoglikan 

(23).  
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Sarkoglikani su skupina membranskih proteina i sastavni dio distrofin-glikoproteinskog 

kompleksa. Osim sa ostalim članovima kompleksa (distrofin, distroglikani, laminin, itd), 

sarkoglikani se povezuju i među sobom i to točno određenim redoslijedom (93), pa u 

slučaju nedostatka ili smanjenog izražaja jednog sarkoglikana dolazi do smanjenja svih 

ostalih (tzv. sekundarna sarkoglikanopatija). Pretpostavlja se da je upravo nemogućnost 

normalne lokalizacije sarkoglikana i/ili stvaranja njihovog kompleksa mehanizam nastanka 

sarkoglikanopatija (94). Osim toga, sarkoglikani stupaju i u interakcije sa integrinima, tj. 

proteinima uključenim u prijenos signala između izvan- i unutarstaničnog prostora (95).  

  

1.3.2.4. Pojasna mišićna distrofija tip 2G 

Mutacije TCAP gena odgovorne su za nastanak pojasne mišićne distrofije tip 2G 

(LGMD2G), koja je za sada opisana samo u nekoliko brazilskih obitelji (24). Naknadno su 

mutacije u istom genu pronađene i u bolesnika sa dilatirajućom kardiomiopatijom tip 1N 

(CMD1N) (96). 

TCAP gen kodira teletonin, protein sarkomere izražen u skeletnom i srčanom mišiću (97), 

gdje stupa u interkacije sa molekulom titina.  Osim što se veže za određena područja titina, 

pokazano je i da je titin kinazna domena odgovorna za njegovu fosforilaciju (98). 

 

1.3.2.5. Pojasna mišićna distrofija tip 2H 

Pojasna mišićna distrofija tip 2H (LGMD2H) trenutno je opisana samo u populaciji 

Huterita u Kanadi (25). U svih bolesnika pronađena je ista mutacija, D487N, u TRIM32 

genu. Istoimeni proteinski produkt, TRIM32 (TRIpartite-Motif containing protein 32) po 

svojoj je strukturi E3-ubikvitin ligaza, enzim koji sudjeluje u tzv. «označavanju» proteina 

predviđenih za razgradnju putem ubikvitina (99). Točan mehanizam nastanka LGMD2H 

još nije poznat. 

 

1.3.2.6. Pojasna mišićna distrofija tip 2I 

Pojasna mišićna distrofija tip 2I (LGMD2I) uzrokovana je mutacijama FKRP gena koji 

kodira fukutinu srodni protein (engl. fukutin related protein). Mutacije u istom genu 

odgovorne su i za nastanak kongenitalne mišićne distrofije tip 1C (26), «muscle-eye-brain» 

bolesti (42) odnosno Walker-Warburg sindroma (42).  

FKRP protein uključen je u post-translacijske modifikacije α- i β-distroglikana, jednih od 

glavnih komponenti prije spomenutog distrofin-glikoproteinskog kompleksa. Spomenute 

modifikacije omogućavaju interakciju distroglikana sa drugim proteinima kompleksa poput 
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agrina i laminina.  U LGMD2I bolesnika, a uslijed FKRP mutacija, spomenuti procesi su 

onemogućeni, što LGMD2I daje drugačiji i novi mehanizam nastanka u odnosu na 

prethodno opisane recesivne pojasne mišićne distrofije (100).  

 

1.3.2.7. Pojasna mišićna distrofija tip 2J 

Pojasna mišićna distrofija tip 2J (LGMD2J) posljedica je mutacija u zadnjem egzonu (Mex 

6) TTN gena koji kodira titin (konektin), najveći humani protein. Trenutno je ovaj tip 

recesivnih pojasnih mišićnih distrofija pronađen isključivo u finskoj populaciji, a u sva tri 

opisana LGMD2J bolesnika pronađena je ista mutacija, delecija/insercija 11bp koja 

zadržava okvir čitanja (27). 

Detaljniji opis LGMD2J karakteristika, kao i ostalih bolesti uzrokovanih mutacijama u 

TTN genu biti će detaljnije opisani u poglavljima o titinu.  

 

1.3.2.8. Pojasna mišićna distrofija tip 2K 

Pojasna mišićna distrofija tip 2K (LGMD2K) zadnje je otkriveni tip recesivnih pojasnih 

mišićnih distrofija, a osim mišićne slabosti karakterizira je i mentalna retardacija bolesnika 

(28). LGMD2K je, poput prethodno opisane LGMD2I, uzrokovana mutacijama gena 

(POMT1) koji kodira enzim uključen u post-translacijske modifikacije drugih proteina. 

POMT1 gen kodira protein O-manoziltransferazu 1, člana konzervirane obitelji O-

manoziltransferaza koje su odgovorne za O-manozilaciju, vrlo važnu post-translacijsku 

modifikaciju eukariotskih proteina.  

 

 
 
1.4. KALPAINI 
 
 
Kalpaini (EC 3.4.22.17) su stanične, neutralne, cisteinske proteaze čiji naziv potječe od  

strukturne sličnosti sa papainom, te ovisnosti o kalciju. Otkriveni su još 1964. godine u 

mozgu štakora (101), no interes za ovu skupinu proteaza javlja se tek nakon 1984. godine 

kada je određen aminokiselinski slijed kokošjeg kalpaina (102).  

Prema predloženoj klasifikaciji kalpaina iz 2003., a koja zahtjeva najmanje 20-25% 

homologije u katalitičkoj domeni, poznato je 14 različitih kalpaina u sisavaca, 4 u vinske 

mušice D.melanogaster, 12 kod C.elegans, 2 u kvasaca i gljiva, 5 u parazitu Trypanosoma 

brucei, te jedan transmembranski kalpain prisutan u različitim biljnim vrstama. Kalpaini se 
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nadalje mogu podijeliti na tzv. klasične i atipične kalpaine, gdje druga skupina ne sadrži 

EF strukture u domeni IV. U sisavaca, od ukupno 14 kalpaina, 8 ih je klasičnih, dok su 

ostalih 6 atipični. Po svojoj izraženosti kalpaini sisavaca su ili ubikvitarni ili tkivno 

specifični (103). Od ubikvitarnih, ali ujedno i svih kalpaina, najistraženiji su ubikvitarni m- 

i µ-kalpain. 

 

1.4.1. UBIKVITARNI KALPAINI 
 
1.4.1.1.Strukturne i biokemijske karakteristike ubikvitarnih m- i µµµµ-kalpaina 

  
M- i µ-kalpain nazive su dobili prema potrebi za kalcijem, pa tako m-kalpain za svoju 

aktivaciju ima potrebu za milimolarnim, a µ-kalpain za mikromolarnim koncentracijama 

kalcija.  

Ubikvitarni m- i µ-kalpain su heterodimeri, građeni od velike i male kalpainske 

podjedinice. Velike podjedinice m- i µ-kalpaina, m-CL i µ-CL,  veličine su 80 kDa, a 

kodirane su različitim genima. CAPN1 gen, smješten na kromosomu 11 kodira mCL, dok 

CAPN2 gen na kromosomu 1 kodira µCL (104). Zajednička karakteristika velikih 

kalpainskih podjedinica podjela je na 4 domene, označene rimskim brojevima od I-IV 

(105). Domena I ima slijed aminokiselina koji ne pokazuje homologiju ni sa jednim 

drugim trenutno poznatim proteinskim slijedom. Sadrži autolitičko mjesto, a točna funkcija 

joj nije poznata. Domena II je proteolitička domena koja se može podijeliti na dvije 

subdomene, IIa i IIb. Ova domena sadrži katalitičko mjesto, tzv. katalitičku trijadu koju, 

kao i kod ostalih cisteinskih proteaza (106), čine cistein, histidin i asparagin. Domena III 

je, poput domene I, nepoznate funkcije, a ima i slijed aminokiselina koji ne pokazuje 

sličnost ni sa jednim drugim proteinom. Ipak, njezina sličnost sa domenama C2 tipa čine je 

srodnom sa drugim kalcij ovisnim proteinima. Štoviše, domena III u svojoj strukturi 

posjeduje jednu EF strukturu, tj. dio koji može vezati kalcij. Nukleotidni slijed domene IV 

vrlo je sličan slijedu kalmodulinskog gena. To je kalcij vezujuća domena u kojoj se nalazi i 

pet EF struktura, koje su bitne za vezanje kalcija, kao i za povezivanje male i velike 

kalpainske podjedinice (107).  

Mala kalpainska podjedinica  (30K, css1) veličine je 28 kDa, a kodirana je CAPN4 genom 

(capns1), smještenim na kromosomu 19 (104). Građena je od dvije domene, V i VI (IV’). 

Domena V je N-terminalna hidrofobna regija bogata glicinom. Domena VI pokazuje 

sličnost sa domenom IV velike podjedinice, pa se još naziva i IV’. Poput domene IV i 
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domena VI je kalcij vezujuća domena, te sadrži pet EF struktura. Mala kalpainska 

podjedinica ima regulatornu ulogu, omogućavajući stvaranje pravilne konformacije velike 

kalpainske podjedinice. Pokazano je i da se nakon aktivacije kalpaina, mala podjedinica 

odvaja od velike, koja nadalje ima sposobnost proteolitičkog djelovanja (108). 2002. 

godine opisana je nova mala podjedinica, css2, kodirana capns2 genom. Sličnost između 

dvije male podjedinice iznosi 85%, a pokazano je da obje imaju istu regulatornu funkciju. 

Ipak, izraženost css2 podjedinice više je tkivno specifična, nego ubikvitarna (109).  

Pretpostavlja se da se aktivacija ubikvitarnih kalpaina odvija u dvije faze. U prvoj fazi 

između ostalog dolazi do autolize, što rezultira cijepanjem kalpaina na N terminalnom 

dijelu. U prvoj fazi najvjerojatnije dolazi i do već spomenutog odvajanja male kalpainske 

podjedinice. U drugoj fazi se aktivacija kalpaina postiže vezanjem kalcija u neposrednoj 

blizini aktivnog mjesta, što približava tri aminokiselinska ostatka koja čine katalitičku 

trijadu (110). Aktivnost ubikvitarnih m- i µ-kalpaina može biti inhibirana njihovim 

specifičnim inhibitorom,  kalpastatinom, koji je poput njih ubikvitarno izražen. Kalpastatin 

čini 5 domena: N-terminalna L domena, te 4 inhibicijske domene od kojih svaka sadrži 3 

regije (A, B i C). Kalpastatin inhibira kalpaine u prisustvu kalcija vezujući se svojom B 

regijom u području aktivnog mjesta kalpaina (111). Inhibicija putem B regije 

potpomognuta je sa regijama A i C, za koje se također otkrilo da mogu i aktivirati 

ubikvitarne kalpaine (112). S obzirom da može zaustaviti djelovanje ubikvitarnih kalpaina, 

kalpastatin se u mišjeg modela već pokazao korisnim za smanjenje posljedica 

nekontroliranog djelovanja kalpaina u mišićnom tkivu (113). 

 

1.4.1.2. Funkcija ubikvitarnih kalpaina  

 
Prisutnost različitih kalpaina i njihovih homologa u svim živim organizmima govori o 

važnosti njihove funkcije u stanici. Točna funkcija još uvijek nije poznata, ali se na temelju 

dokazanih biokemijskih karakteristika pretpostavlja da imaju regulatornu ulogu u nizu 

staničnih procesa (114). Ubikvitarni kalpaini ulaze u interakcije sa različitim protein 

kinazama, proteinima citoskeleta i pritom im mijenjaju strukturu, aktivnost ili neko drugo 

svojstvo. Na taj način kalpaini sudjeluju u kontroli ekspresije gena (115), apoptozi (116, 

117), staničnoj diobi (118) i staničnoj pokretljivosti (119), kao i u nizu drugih procesa.  

Uslijed određenih promjena u stanici može doći do abnormalne proteolize uzrokovane 

aktivnošću ubikvitarnih kalpaina koja dovodi do oštećenja tkiva, što je po prvi puta 

opisano u slučaju Duchenneove mišićne distrofije (120). Ta je distrofija karakterizirana 
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nedostatkom distrofina, strukturnog proteina i navažnije komponente distrofin-

glikoproteinskog kompleksa. Njegov nedostatak izaziva povećanu permeabilnost stanične 

membrane i time omogućava ulazak kalcija u mišićna vlakna, što aktivira ubikvitarne 

kalpaine. Njihovo djelovanje prema raznim proteinima-supstratima dovodi do 

nekontrolirane proteolize i deorganizacije mišićnog vlakna, što u konačnici rezultira 

nekrozom stanica. Osim mišićne distrofije, pojačana aktivnost ubikvitarnih kalpaina 

opisana je i u Alzheimerovoj bolesti (121), katarakti (122), multiploj sklerozi (123), 

moždanom udaru (124), srčanom infarktu (125), te opsesivno-kompulzivnim 

poremećajima (126).  

 

1.4.2. KALPAIN 3 
 
1.4.2.1. Strukturne i biokemijske karakteristike kalpaina 3 
 
Kalpain 3 otkriven je 1989. godine, kada je određen njegov cDNA slijed i strukturne 

karakteristike (127). Godinu dana kasnije otkriven je i smještaj kalpain 3 kodirajućeg gena 

(CAPN3) na kromosomu 15 (104). CAPN3 gen veličine je oko 35kb, a podijeljen je na 24 

kodirajuće regije. Mutacije u CAPN3 genu odgovorne su za nastanak pojasne mišićne 

distrofije tip 2A (16). Molekulska masa kalpaina 3 iznosi 94kDa zbog čega se ovaj protein 

još naziva i p94. Strukturne karakteristike kalpaina 3 pokazuju veliku sličnost sa velikim 

kalpainskim podjedinicama ubikvitarnih m- i µ-kalpaina, poput kojih se može podijeliti na 

četiri domene (slika 4).  

Domena I ima vrlo malu sličnost u aminokiselinskom sastavu sa domenom I ubikvitarnih 

kalpaina, a i duža je za 20-30 aminokiselinskih ostataka. To je posljedica prisustva 

specifičnog, NS slijeda, u kalpainu 3 smještenog  na N-terminalnom kraju domene I. 

Domena II ili proteolitička domena ima najveću sličnost sa istoimenom domenom ostalih 

kalpaina. To se posebno odnosi na područje aktivnog mjesta kojeg čine aminokiselinski 

ostaci cisteina (Cys), histidina (His) i asparagina (Asn). Između cisteinskog ostatka, te 

histidina i asparagina nalazi se još jedan za kalpain 3 specifičan slijed, IS1. Kodiran je 

egzonom 6 CAPN3 gena, te sadrži tri autolitička mjesta (S1, S2, S3). Domena III dijeli 

gotovo 50% sličnosti sa domenom III ubikvitarnih kalpaina, dok je domena IV, poput one 

u ubikvitarnih kalpaina kalcij vezujuća domena sa pet EF struktura. Između domene III i 

IV nalazi se treći specifičan slijed za kalpain 3, IS2. Kodiran je egzonima 14, 15 i 16. U 

svom slijedu  sadrži kratki peptid (engl. nuclear translocation signal)  koji s obzirom na 

svoj aminokiselinski slijed (Arg-Pro-Xaa-Lys-Lys-Lys-Lys-x-Lys-Pro) omogućava ulazak 
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kalpaina 3 u jezgru. Neposredno prije spomenutog peptidnog slijeda nalazi se slijed 

aminokiselina koji je važan za interakciju kalpaina 3 sa N2-A regijom titina (128). Osim te 

regije kalpain 3 cijelim svojim aminokiselinskim slijedom stupa u interakcije i sa C 

terminalnim dijelom titina u području M-crte (129) (slika 5, vidi str. 23).  

Kalpain 3 (p94, n-CL3)  bio je prvootkriveni tkivno specifični kalpain, izražen u odrasle 

osobe u skeletnom mišićnom tkivu gdje je njegova mRNA prisutna u deset puta većoj 

količini od mRNA ubikvitarnih kalpaina (127). Postojanje alternativnog izrezivanja introna 

CAPN3 gena rezultira velikim brojem izoformi kalpaina 3 koje pokazuju različitu 

izraženost, kao i pojavnost u različitim fazama života. Istraživanja u in vitro i in vivo 

uvjetima, pokazala su da u stadiju mioblasta postoje samo alternativne izoforme kalpaina 3 

koje se tijekom diferencijacije zamjenjuju «odraslim» kalpainom 3 (130,131). Tijekom 

embrionalnog razvoja, izraženost kalpaina 3 postoji u srcu i glatkom mišićju (132). U 

lećama štakora, miša i zeca pronađena je izoforma kalpaina 3, Lp82, sa promjenjenim 

egzonom 1, te bez IS1 i IS2 specifičnih slijedova (133), odnosno posebna izoforma u 

mišjim i štakorskim astrocitima (134).    

Pretpostavlja se da se u mišićnom tkivu kalpain 3 nalazi u inaktivnom stanju i to vezan za 

titin na najmanje tri mjesta, da bi se po potrebi aktivirao pod utjecajem još nepoznatog 

signala. Aktivacija se odvija u nekoliko faza, a za njezino odvijanje neophodno je potreban 

kalcij (136). Mišljenja o potrebi kalpaina 3 za kalcijem bila su dugi niz godina podijeljena, 

a glavni uzrok tome je nemogućnost izolacije inaktivne forme (94kDa) zbog njegove brze 

autolize (137). Proces aktivacije započinje intramolekularnim cijpanjem na N-terminalnom 

kraju kalpaina 3. U nastavku se dešava intramolekularno cijepanje u S1 autolitičkom 

mjestu IS1 slijeda, što slijede cijepanja u dva preostala autolitička mjesta S2 i S3. To 

rezultira pojavom N-terminalnog fragmenta veličine 34 kDa i tri duža C-terminalna 

fragmenta veličina 60, 58 i 55kDa (138). Kako su prva dva C-terminalna fragmenta 

posljedica cijepanja u S1, odnosno S2 mjestu njihova je pojava kratkotrajna, pa je 

proteinskom analizom potpuno autoliziranog kalpaina 3 vidljiva, uz N-terminalni 

fragment, samo C-terminalna proteinska vrpca od 55 kDa (136,139). Tako aktiviran 

kalpain 3 sposoban je intermolekularnim cijepanjem aktivirati druge molekule kalpaina 3, 

kao i proteolitički djelovati prema drugim proteinima, tj. supstratima. Do sada je otkriveno 

nekoliko supstrata kalpaina 3 u in vitro uvjetima, među kojima su titin, filamin C, talin, 

vineksin i ezrin (139,140). Nedavno je pokazano da je izražaj miozin lakog lanca 1 (engl. 

myosin light chain 1, MLC1) smanjen u prisustvu kalpaina 3, odnosno u CAPN3 Tg mišu 

kojeg karakterizira povečan izražaj kalpaina 3. Na temelju tih rezultata zaključeno je da bi 
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MLC1 mogao biti još jedan supstrat kalpaina 3 (141). Uz spomenute proteine postoje 

mnogi drugi za koje se trenutno zna samo da stupaju u interakcije sa kalpainom 3 (I. 

Richard, osobna komunikacija). Tek je potrebno odrediti da li su to ujedno i supstrati 

kalpaina 3, a u cilju boljeg razumijevanja kalpaina 3 i njegove funkcije u stanici.  

 

 

 

Slika 4.  Kristalografski i shematski prikaz kalpaina 3 (modificirano prema 135).  
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1.4.2.2. Funkcija kalpaina 3 
 
Interes za kalpain 3 i razotkrivanje njegove funkcije traje od 1995.godine kada je pokazano 

da su CAPN3 mutacije odgovorne za nastanak pojasne mišićne distrofije tip 2A. Takav 

interes za kalpain 3 djelomično se može objasniti činjenicom da je LGMD2A bila prva 

opisana distrofija uzrokovana mutacijama gena koji kodira enzim. To je ujedno 

pretpostavilo postojanje sasvim drugačijeg mehanizma nastanka u odnosu na do tada 

poznate distrofije koje su bile uzrokovane mutacijama gena koji kodiraju strukturne 

proteine. Kako još uvijek nije poznaza funkcija kalpaina 3, nije poznat niti mehanizam 

nastanka pojasne mišićne distrofije tip 2A. Ipak, pretpostavlja se da do distrofičnog 

procesa dolazi uslijed gubitka proteolitičkog djelovanja kalpaina 3. Do takvog se zaključka 

došlo istraživanjem kalpaina 3 u prisutnost 9 različitih mutacija koje na razini proteina 

uzrokuju zamjenu jedne aminokiseline drugom, a karakterizira ih normalan izražaj 

kalpaina 3. Pokazano je da je ovisno o mutaciji bila izgubljena ili sposobnost autolize ili 

interakcija sa titinom. Jedino što je bilo zajedničko svim proučavanim mutacijama bio je 

gubitak proteolitičkog djelovanja kalpaina 3 (142). 

Iako je proteolitičko djelovanje kalpaina 3 svojstvo koje nedostaje u LGMD2A bolesnika, 

u mišjeg modela praćena razina proteolize i sinteze proteina nije pokazala značajnu razliku 

u odnosu na kontrolne uzorke (143). Pojedinčano gledano, neki proteini su pokazali 

smanjen izražaj, a po svojoj funkciji su bili uključeni u proces razgradnje proteina 

(ubikvitin ligaze ili sastavni dijelovi proteasoma), što bi moglo upućivati na uključenost 

kalpaina 3 i u ovaj proces (144). Tu hipotezu potvrđuju i nedavno objavljeni rezultati koji 

su pokazali da kalpain 3 i proces razgradnje proteina putem ubikvitina i proteasoma ne 

djeluju kao dva dovojena procesa, već u seriji. Analiza mišića bez izraženog kalpaina 3 

pokazala su nakupljanje starih i oštećenih proteina, što smatra se, može dovesti do 

poremećaja staničnih funkcija, stanične smrti, te na kraju rezultirati propadanjem mišića 

(145). 

Biopsija mišića oboljelih od pojasne mišićne distrofije tip 2A pokazala je veću učestalost 

apoptotičkih stanica u usporedbi sa drugim distrofijama. Također je pokazano da u 

LGMD2A bolesnika postoje promjene u NF-κB putu. NF-κB je važan transkripcijski 

faktor, koji je građen od dvije podjedinice p65 i p50. U citoplazmi se inaktivira 

interakcijom sa svojim inhibitorom IκBα koji spriječava premještaj NFκB u jezgru i 

transkripciju tzv. «survival» gena.  Pretpostavlja se da kalpain 3 razgrađuje inhibitor IκBα 

i omogućava ulazak NF-κB u jezgru i odgađanje apoptoze. U slučaju nedostatka kalpaina 3 
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ili njegove disfunkcije onemogućen je ulazak NF-κB u jezgru uslijed prisutnog inhibitora, 

pa dolazi do apopotoze (146). Iste promjene pronađene su i u LGMD2A mišjem modelu 

(147). 

Unatoč nepostojanja bilo kakvih promjena u CAPN3 genu, smanjen izražaj kalpaina 3 

uočen je u nekih bolesnika sa pojasnom mišićnom distrofijom tip 2B (148), tibijalnom 

mišićnom distrofijom, odnosno pojasnom mišićnom distrofijom tip 2J (149). Smanjenje 

kalpaina 3 u LGMD2B bolesnika moglo bi se objasniti nemogućnošću, nedavno otkrivene, 

interakcije između kalpaina 3 i disferlina (150). Ipak za konačnu potvrdu ove hipoteze bilo 

bi potrebno odrediti točno mjesto interakcije u oba proteina. U bolesnika sa TMD odnosno 

LGMD2J odgovorne TTN mutacije nalaze se u neposrednoj blizini mjesta na koje se veže 

kalpain 3, u C-terminalnom dijelu titina, pa se pretpostavlja da upravo te mutacije 

onemogućavaju interakciju kalpaina 3 s titinom, uzrokujući destabilizaciju kalpaina 3 i 

njegovo pojačano proteolitičko djelovanje (149). Važnost smanjenjog izražaja kalpaina 3 u 

spomenute tri distrofije ukazuje na određenu ulogu kalpaina 3 u nastanku i ovih mišićnih 

distrofija. 

 

1.5. TITIN 
 
1.5.1. Struktura i funkcija titina  
 
Titin (OMIM#18840) je kodiran TTN genom smještenim na dugom kraku kromosoma 2, u 

području 2q31 (151). TTN gen veličine je 294 kb i podijeljen na 363 kodirajuće jedinice 

(egzona).  

Titin je građen od 38 138 aminokiselina što mu daje molekulsku masu od 4200kDa, te ga 

čini najvećim ljudskim proteinom (152). Proteže se od Z do M-crte, uključujući područje A 

i I-pruge, što ukupno odgovara polovici dužine sarkomere (slika 5; vidi str. 23).  Najvećim 

dijelom (90%) ga čine imunoglobulinska (Ig) i fibronektin tip III (FNIII) ponavljanja. 

Preostalih 10% otpada na 17 jedinstvenih slijedova (engl. unique sequence) koji ne 

pokazuju sličnost ni sa jednim drugim poznatim proteinskim slijedom (153). Na svom C-

terminalnom dijelu titin sadrži serin/treonin kinaznu domenu koja pokazuje sličnost sa 

obitelji kinaza miozin lakog lanca. Titin je izražen u različitim tkivima, no najviše u 

srčanom i skeletnom mišićnom tkivu. 

Titin sadrži nekoliko mjesta podložnih alternativnom izrezivanju introna što rezultira 

postojanjem više različitih izoformi u području Z-crte (154, 155), I-pruge (156), odnosno 
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M-crte (152,157). U području A-pruge N2 regija u titinu skeletnog mišića sadrži isključivo 

N2-A domenu, dok je u srčanom titinu prisutna i N2-B domena (153).  

Titin je, uz miozin i aktin, osnovna kontraktilna jedinica mišićnih vlakana, te ima 

mehaničku, razvojnu i regulatornu ulogu u mišićnoj stanici. Titin sudjeluje u organizaciji 

sarkomere i održavanju njezine strukture, ima utjecaja na kontrakciju mišića, a odgovoran 

je i za njegovu elastičnost. Interakcije sa brojnim proteinima, posebice u području Z i M-

crte, te I-pruge, upućuju na ulogu titina u regulaciji i prijenosu signala u mišićnoj stanici 

(158). 

 

1.5.1.1. Titin u području Z-crte 

U području Z-crte, N-terminalni kraj titina ulazi u interakcije sa više različitih proteina 

poput α-aktinina (159) i teletonina (160,161). α-aktinin veže se za titin u području domene 

sastavljene od višestrukih ponavljanja motiva od 45 aminokiselina. To je područje 

podložno alternativnom izrezivanju koje se različito odvija u različitim tipovima mišića 

(156, 159). Teletonin je 19 kDa velik protein koji se za titin veže u području prva dva 

imunoglobulinska ponavljanja. Osim vezanja u području Z-crte, teletonin ulazi u 

interakcije sa titinom i u području M-crte (I.Richard, osobna komunikacija), a iz literature 

je poznato da ga fosforilira titin kinazna domena smještena u području M-crte (98). TCAP 

gen koji kodira teletonin mutiran je u bolesnika sa pojasnom mišićnom distrofijom tip 2G 

(LGMD2G) (24).  

 

1.5.1.2. Titin u području I-pruge 

Dio titina u području I-pruge sadrži 90 imunoglobulinskih ponavljanja tip I, N2 i PEVK 

regiju (153). N2-A regija titina stupa u interakcije sa kalpainom 3, odnosno MARP 

proteinima, tj. mišićnim ankirin-ponavljajućim proteinima smještenim u neposrednoj 

blizini kalpain 3 vezujućeg mjesta (162). U MARP obitelj proteina koji stupaju u 

interakcije sa titinom ubrajaju se srčani ankirin ponavljajući protein ili CARP (cardiac 

ankyrin repeat protein), Ankrd2/Arpp i dijabetes ankirin-ponavljajući protein (DARP). 

Poznato je da je aktivnost MARP proteina promjenjena u Duchenneovoj mišićnoj distrofiji, 

kongenitalnoj miopatiji, te spinalnoj mišićnoj atrofiji (163). PEVK regija, tj. regija bogata 

aminokiselinskim ostacima prolina, glutaminske kiseline, valina i lizina odgovorna je za 

interakciju titina sa nebulinom i aktinom, te daje elastična svojstva mišićnom vlaknu (164, 

165, 166). 
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1.5.1.3. Titin u području A-pruge 

Titin se u području A-pruge sastoji od imunoglobulinskih i fibronektin tip III  

ponavljajućih slijedova. U ovom području titin stupa u interakcije sa miozinom, miozin 

vezujućim proteinom C (MyBP-C), te AMP-deaminazom (167, 168). 

 

1.5.1.4. Titin u području M-crte 

C-terminalni dio titina smješten je u području M-crte. Na razini TTN gena čini ga 6 

egzona, Mex1-Mex6. Na razini proteina spomenuti egzoni kodiraju domenu sa kinaznom 

aktivnošću, te imunoglobulinska ponavljanja (m1-m10) koja su međusobno isprekidana sa 

7 jedinstvenih slijedova, IS1-IS7 (slika 5). 

U području M-crte titin stupa u interakcije s više različitih proteina (kalpain 3, miomezin, 

DRAL/FHL2, miosprin, KY protein, proteini MURF obitelji, obskurin, itd), čije će glavne 

karakteristike biti opisane u slijedećim odlomcima teksta.  

 

MURF proteinska obitelj trenutno broji 3 člana: MURF1, MURF2 i MURF3 (170). Unutar 

njihove proteinske strukture razlikuje se nekoliko domena kao što su RING domena, 

MURF visoko konzervirana domena, B-Box domena i tzv. «coiled-coil» domena. Sva tri 

MURF proteina sadrže spomenute domene, sa vrlo malim razlikama u aminokiselinskom 

slijedu, dok je C-terminalni kraj različit i podložan alternativnom izrezivanju introna. 

Posjedovanje spomenutih domena ubraja MURF proteine u obitelj TRIM proteina za koje 

je poznato da sudjeluju u procesu razgradnje proteina putem ubikvitina. Za sada je poznato 

da sa titinom u području M-crte u interakcije ulaze MURF1 i MURF2 proteini.  

MURF1 protein izražen je u skeletnom mišiću tijekom razvoja, te u odraslom organizmu. 

Sa titinom se veže u području A168-A169 koje se nalazi s N-terminalne strane kinazne 

domene titina, kao i u području A-pruge, u regiji A20/21. MURF1 je po svojim svojstvima 

ubikvitin ligaza, te je do sada pokazano da sudjeluje u «označavanju» titina, nebulina, 

teletonina, tropomiozina, itd (171). MURF1 sudjeluje u regulaciji izražavanja gena, a 

važan je i za stabilnost područja M-crte (172), regulator je kontraktilnosti miokarda (173), 

odnosno pojačano je izražen u atrofičnom mišiću (174). 



    
 

 32 

Slika 5. Shematski prikaz (A) titina u području sarkomere (B) titina i njegovih strukturnih dijelova 

(C) titina u području M-crte. Organizacija titina u području M-crte prikazana je sa odgovarajućim 

egzonima (Mex1-Mex6), odnosno proteinskim slijedovima (imunoglubilnska ponavljanja m1-m10, te 

jednistveni slijedovi IS1-IS7). Prikazano je i mjesto vezanja kalpaina 3 u području IS7 (Mex5). Donji dio 

slike predstavlja aminokiselinski slijed zadnjeg imunoglobulinskog ponavljanja m10 zajedno sa smještajem 

Mex6 mutacija i epitopa m10-1 protutijela (modificirano prema 27 i 169). 

  

Neke od navedenih MURF1 funkcija karakteristika su i MURF2 proteina, koji je još 

uključen i u regulaciju dinamike mikrotubula (175, 176). MURF2 protein javlja se u 

nekoliko izoformi (MURF2-27kDa, MURF2-50kDa, MURF2-60kDa, MURF2alt-60kDa), 

koje se međusobno razlikuju po izraženosti u različitim tkivima, kao i u domenama koje 

sadrže. RING, MFC i Bbox domene prisutne su u svih izoformi, dok se najviše razlika 

uočava u C-terminalnom dijelu proteina (177). MURF-27kDa je izoforma koja je izražena 

samo u srčanom mišiću, dok je u skeletnom mišiću najzastupljenija forma MURF2-60kDa, 

koja ujedno ima i svoju alternativnu izoformu s kojojm se razlikuje samo u zadnjih 40-tak 

aminokiselina. Za MURF2 je metodom dvostrukog hibrida pokazano isto mjesto 
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interakcije sa C-terminalnim titinom kao i za MURF1 protein (A168-A169) (171). 

Nedavno je MURF2 otkriven i kao dio puta prijenosa signala koji započinje titinom, a 

preko nbr1, p62 i MURF2, završava SRF proteinom i njegovim utjecajem na izražaj 

specifičnih gena (178). 

 

Protein FHL2 (DRAL) član je proteinske obitelji sa tzv. LIM domenama, konzerviranim 

dvostrukim «zinc-finger» motivima. FHL2 je najviše izražen u srčanom mišiću, a tek u 

manjoj mjeri u skeletnom mišiću. On se za titin veže  u N2B regiji, tipičnoj za srčani titin, 

ali i u području M-crte i to u IS2 slijedu. U tom dijelu titina FHL2 djeluje kao adaptorski 

protein koji na sebe veže niz drugih proteina, poput metaboličkih enzima kreatin kinaze, 

adenilat kinaze i fosfofruktokinaze (179). 

 

 Kao što je već spomenuto, kalpain 3 stupa u interakcije sa titinom u području N2A regije, 

odnosno C-terminalnog dijela titina u području M-crte. U tom dijelu titina kalpain 3 se 

veže u području IS7 slijeda kodiranog egzonom Mex5 (129) (slika 5). U susjednoj m10 

regiji, kodiranoj egzonom Mex6, kalpain 3 cijepa titin, što je pokazano in vitro pokusima 

(139).  

 

KY gen koji kodira istoimeni KY protein u miša se smatra odgovornim genom za nastanak 

skoliotičnih promjena (180). KY protein je novo identificirani protein, izražen u skeletnom 

i srčanom mišićnom tkivu. KY protein ima nepoznatu funkciju, ali je poznato da sadrži 

proteazno/glutaminaznu domenu. Pokazano je da KY protein ulazi u interakcije sa 

filaminom C, miozin vezujućim proteinom C i C-terminalnim krajem titina (181). 

 

Obskurin je 800kDa velik protein koji stupa u interakcije sa titinom u području Z, ali i M-

crte. Sa titinom dijeli strukturnu sličnost, ali sadrži i specifične domene zbog kojih se 

pretpostavlja da ima ulogu u povezivanju sarkomere sa signalnim putevima koji 

kontroliraju nastnak novih mišićnih vlakanaca (182). 

 

Miosprin (CMYA5) je nedavno identificiran protein koji stupa u interakcije sa 

disbindinom koji je pak putem distrobrevina povezan sa distrofin-glikoproteinskim 

kompleksom. Miosprin je svoj naziv dobio po isključivom izražaju u skeletnom i srčanom 

mišićnom tkivu, te posjedovanju SPRY domene. Uz spomenutu domenu, C-terminalni dio 

miopsrina sadrži i BBox', BBC i FN3 domene što ga čini vrlo sličnim TRIM proteinima 
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(183). Točna uloga miosprina nije poznata, ali je za njegov ortolog genetonin-3 pronađena 

smjanjena izraženost u DMD bolesnika (184). Nedavno je pokazano da miosprin ulazi u 

interakcije sa α-aktininom-2, pa se pretpostavlja da bi mogao biti uključen u proces 

nastanka novih mišićnih vlakanaca (185). Korištenjem metode dvostrukog hibrida 

pokazano je i da miosprin ulazi u interakcije i sa C-terminalnim dijelom titina (I.Richard, 

osobno komunikacija). 

 

1.5.2. Bolesti uzrokovane mutacijama u genu za titin 

Mutacije u TTN genu uzrokom su više različitih bolesti srčanog (kardiomiopatije) i 

skeletnog mišićnog tkiva (mišićne distrofije i miopatije). 

 

1.5.2.1. Kardiomiopatije uzrokovane mutacijama u TTN genu  

Hipertrofična kardiomiopatija tip 9 (CMH9, OMIM#18840) uzrokovana je mutacijama 

TTN gena, a predstavlja jednu od 9 do sada otkrivenih podvrsta hipertrofičnih 

kardiomiopatija. U 82 bolesnika sa CHM9 pronađena je ista, Arg740Leu, mutacija 

smještena u titinu u području Z-crte (186).  

Obiteljska dilatacijska kardiomiopatija tip 1G (CMD1G; OMIM#604145) posljedica je 

nekoliko različitih mutacija u TTN genu, smještenih: u području Z-crte (Val54Met i 

Ala743Val) gdje onemogućuju normalnu interakciju titina sa teletoninom i  α-aktininom 

(187); u području prijelaza titina iz Z-crte u I-prugu (Trp930Arg) (188); u N2B području 

(Ser4465Asn i Glu4053X), prisutnom isključivo u titinu srčanog mišićnog tkiva, pa u 

bolesnika sa spomenutim mutacijama nema simptoma zahvaćenosti skeletnog mišića 

(187); te u području A-pruge (43628_43629insAT) (188). 

  

1.5.2.2. Bolesti skeletnih mišića uzrokovane mutacijama u TTN genu  

Edstromova miopatija (HMERF, engl hereditary myopathy with early respiratory failure; 

OMIM#603689) autosomno je dominantna mišićna bolest koju karakterizira proksimalna 

slabost gornjih i donjih ekstremiteta kao i respiratornih mišića što u ranoj fazi bolesti 

dovodi do problema sa disanjem i predstavlja učestali uzrok smrti. U dvije švedske obitelji 

analiza TTN gena otkrila je postojanje mutacije Arg279Trp u Mex1 egzonu, što u slijedu 

proteina odgovara području titin kinaze. Spomenuta mutacija onemogućava odvijanje 

normalnog puta prijenosa signala koji započinje molekulom titina, te preko nbr1, p62 i 

MURF2 proteina završava aktivnošću SRF proteina u jezgri (178).   
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Tibijalna mišićna distrofija (TMD, OMIM#600334) je autosomno dominantno mišićno 

oboljenje karakterizirano slabošću i atrofijom mišića potkoljenice. Bolest započinje u 

kasnim tridesetim godinama života i sporog je napredovanja. Do sada je TMD opisana u 

finskoj populaciji (27, 149) gdje se čini jednom od najčešćih oblika miopatija, te u jednoj 

obitelji iz Francuske (27,189), odnosno Belgije (190). U svih opisanih slučajeva tibijalne 

mišićne distrofije mutacije u TTN genu nalaze se u posljednjem, Mex6, egzonu TTN gena 

koji kodira imunoglobulinsko ponavljanje m10 (slika 5). U finskoj populaciji opisana je 

delecija, te istovremena insercija 11 bp, što na razini proteina uzrokuje izmjenu četiri 

aminokiselinska ostatka, (Glu34286_Trp34289delinsValLysGluLys), uz zadržan okvir 

čitanja. U francuskoj obitelji promjena 34315-og kodona CTG u CCG uzrokuje promjenu 

aminokiseline leucina u prolin, dok u belgijske TMD obitelji promjena 34306-og kodona 

ATT u AAT uzrokuje zamjenu aminokiseline izoleucina u asparagin (Ile34306Asn). 

Jedino je mutacija iz finske populacije pronađena  u 3 pacijenta i u homozigotnom obliku 

(27, 149). U tih bolesnika klinička slika odgovara pojasnoj mišićnoj distrofiji koja se po 

nomenklaturi iz 1995. godine naziva pojasnom mišićnom distrofijom tip 2J (LGMD2J, 

OMIM#608807). LGMD2J karakterizira puno teža klinička slika u odnosu na tibijalnu 

mišićnu distrofiju, kao i vrlo rani početak bolesti. Distrofičnim procesom više su zahvaćeni 

proksimalni mišići zdjelice i ekstremiteta što i odgovara karakteristikama pojasnih 

mišićnih distrofija. Zanimljivo je da je u bolesnika sa TMD, odnosno LGMD2J pronađen 

smanjen izražaj kalpaina 3. Kao što je već spomenuto, nije razjašnjeno što uzrokuje to 

sekundarno smanjenje kalpaina 3 u TMD, odnosno LGMD2J bolesnika. Ipak, s obzirom da 

se Mex6 mutacije nalaze u blizini veznog mjesta za kalpain 3, smatra se da bi one mogle 

biti odgovorne za ovu pojavu (149). 
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2.1. Hipoteza 
 
Unatoč višegodišnjim istraživanjima točna uloga kalpaina 3 još nije poznata, a ni kako 

nedostatak te proteaze dovodi do pojasne mišićne distrofije tip 2A. Dosadašnja istraživanja 

sve više povezuju aktivnost kalpaina 3 u stanici sa strukturnim proteinom titinom od kojeg 

kreće nekoliko važnih puteva prijenosa signala u mišićnoj stanici i koji posjeduje najmanje 

tri vezna mjesta za kalpain 3. 

Uzimajući u obzir do sada poznate činjenice o odnosu kalpaina 3 i titina pretpostavka je 

disertacije da je jedna od uloga kalpaina 3 u stanici regulacija puteva prijenosa signala koji 

započinju od molekule titina. Nemogućnost takve regulacije, uslijed nedostatka kalpaina 3 

ili njegove promijenjene funkcije, bila bi odgovorna, barem djelomično, za nastanak 

pojasne mišićne distrofije tip 2A. 

 

 

2.2. Cilj rada 
 
Cilj rada bio je doprinijeti boljem razumijevanju etiopatogeneze pojasne mišićne distrofije 

tip 2A, posebice kroz odnos kalpaina 3 i titina. Obzirom na veličinu titina (4200 kDa), 

istraživanje je bilo ograničeno isključivo na njegov C-terminalni dio u području M-crte. 

 
U svrhu ostvarivanja općeg cilja postavljeni su i slijedeći specifični ciljevi: 

- razviti novu metodu analize kalpaina 3, posebno njegove enzimske aktivnosti 

- bolje objasniti odnos kalpaina 3 i C-terminalnog dijela titina u nastanku pojasne 

mišićne distrofije tip 2A i tip 2J 

- odrediti proteine koji su supstrati kalpaina 3, a smješteni su u neposrednoj blizini 

C-terminalnog dijela titina. 
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3.1. MATERIJALI 
 
3.1.1. Uzorci mišićnog tkiva 
 
Humane mišićne biopsije dobivene su, nakon pismenog pristanka svakog pacijenta, putem 

«Eurobiobank” mreže (www.eurobiobank.org). Od ukupno 79 analiziranih biopsija, 42 su 

potjecale od bolesnika sa pojasnom mišićnom distrofijom tip 2A u kojih je dijagnoza 

prethodno potvrđena genskom i proteinskom analizom. Preostalih 37 uzoraka pripadali su 

zdravim pojedincima (9), bolesnicima sa drugim tipovima mišićnih distrofija (9), odnosno 

bolesnicima bez postavljene dijagnoze (19). Podaci o korištenim biopsijama prikazani su u 

Tablici 5. u poglavlju ”Rezultati”. Dvije TMD biopsije, jedna LGMD2J biopsija, te DNA 

osobe sa LGMD2J dobivena je od prof. B.Udda (Sveučilište Helsinki, Finska). 

U radu su korištena dva različita mišja modela za pojasnu mišićnu distrofiju tip 2A 

(16,147,191), SJL (Charles River Laboratories, Les Oncins, Francuska), te mdm miševi 

(R.E.Bittner, Sveučilište u Beču, Austrija). Kao kontrola, korišteni su miševi linije 

129SvPasIco (Charles River Laboratories, Les Oncins, Francuska). Sa miševima se 

postupalo prema europskim pravilima za brigu i korištenje eksperimentalnih životinja. 

 

3.1.2. Kemikalije 
 
Pri izradi disertacije korištene su slijedeće kamikalije: 

� Tris, amonij persulfat, TBS, Tween 20, glicin, DNA početnice, MG132,  ampicilin, 

E64, Ponceau S, NaCl, EGTA, EDTA, saharoza, bromfenol plavo,  CHAPS, Triton 

X-100 i DTT  («Sigma», St.Louis, SAD); 

�  SDS, TAE pufer, dNTP, DOB medij, YPD medij, smjesa aminokiselina (complete 

supplement mixture), urea, tiourea  («QBiogene», Morgan Irvine, SAD); 

�  poliakrilamidni gelovi (4-12% Bis-Tris), MES i MOPS pufer, agaroza, TOP10 

kompetentne E.coli stanice, S.O.C medij, PBS, DMEM, gentamicin, pufer za 

nanošenje uzoraka (4x LDS NuPAGE), agar, monoklonska anti-V5 protutijela,  

etidij-bromid, Syber safe,  («Invitrogen», Carlsbad, SAD); 

�  filter papiri, Bradford reagens, proteinski standard (Precision Plus prestained 

Protein Standards) («BioRad», Hercules, SAD); 

� Pfu Turbo DNA polimeraza, ukupna humana odrasla mRNA skeletnog mišića 

(engl. total human adult mRNA)  («Stratagene», La Jolla, SAD); 
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� inhibitor proteaza PIC (engl. protease inhibitor cocktail), FuGENE6 («Roche», 

Basel, Švicarska); 

� Immobilon-P PVDF membrana («Millipore», Billerica, SAD); 

� Etanol i octena kiselina («VWR Prolabo», Fontenay-sous-bois, Francuska) 

� IgG-HRP sekundarna protutijela («Amersham Biosciences», Piscataway, SAD) 

� kvaščeve kompetentne stanice (Y187 i AH109), «recovery» medij, PEG/LiAc 

(«BD Biosciences», Franklin Lakes, SAD) 

� fetalni goveđi serum («Hyclone», Logan, SAD) 

� ASB-14 («Calbiochem», Darrnstadt, Njemačka) 

� DNA biljeg mol.mase («Eurogentec», Seraing, Belgija)  

� monoklonska anti-titin protutijela («US Biological», Swampscott, SAD) 

� poliklonska anti-V5 protutijela («Abcam», Cambridge, Velika Britanija) 

� poliklonska anti-laminin protutijela («Progen», Heidelberg, Njemačka) 

� sekundarna fluorescentna protutijela (Alexa 488, Alexa 546, Alexa 633), Topro3 

(«Molecular Probes», Eugene, SAD) 

� monoklonska anti-MURF1 protutijela (anti-TRIM63) («Abnova», Tapei, Tajvan) 

� Fluoromount –G (“Southern Biotech”, Birmingham, SAD) 

� monoklonska anti-PSMC3 protutijela (TBP1-19) (“Affiniti Research Products 

Ltd.”, Devon, Velika Britanija) 

� komercijalni plazmid pCMVSport6/PSMC3 (“Image Clone”, Cambridge, Velika 

Britanija) 

Komercijalni kompleti korišteni u radu navedeni su prilikom opisa svake pojedine metode. 

 

3.2. METODE 
 
3.2.1.Priprema komplementarne DNA (cDNA) 
 
Za sintezu cDNA molekule iz komercijalno dostupne mRNA odraslog humanog mišića 

korišten je SuperScriptTMFirst-Strand Synthesis System komplet (Invitrogen, Carlsbad,  

SAD).   

Ukupna RNA mišićnog tkiva (5µg) pomiješana je sa tzv. «nasumičnim» početnicama  

(engl. random hexamers) i 10mM dNTP-om , te denaturirana 5 minuta na 65°C. Smjesa je 

potom ohlađena na ledu, te su joj dodani svi sastojci SuperScript kompleta: RT pufer, 

otopina MgCl2 i DTT.  Nakon 2 minute na 25°C smjesi je dodan i SuperScript enzim 
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(50U). Nakon početne inkubacije na 25°C (10 minuta), sinteza cDNA se odvijala na 42°C 

tijekom 50 minuta, a potom je uslijedila krajnja reakcija na 70°C (15 minuta). Za 

uklanjanje preostale RNA smjesa je inkubirana sa RNAazom H na 37°C tijekom 20 

minuta. Sintetizirana cDNA molekula se potom razrijedila kako bi joj konačna 

koncentracija bila 500 ng/µl. Tako pripremljena cDNA se potom koristila za umnažanje 

lančanom reakcijom polimeraze ili je do analize pohranjena na –20°C. 

 

3.2.2. Lančana reakcija polimerazom (PCR) 
 

Lančana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) je brza i specifična 

metoda in vitro sinteze nukleinskih kiselina kojom su se odabrani odsječci DNA (geni ili 

dijelovi gena) umnažali u velikom broju kopija. Kao kalup za umnažanje korištena je 

cDNA molekula ili komercijalno dostupni plazmidi koji su sadržavali DNA odsječke od 

interesa.      

 Reakcijska smjesa, ukupnog volumena od 50 µl, sadržavala je: 
� cDNA (500 ng) ili plazmidnu DNA (100 ng)  

� par oligonukleotidnih početnica (100 ng) 

� smjesu deoksiribonukleotida (200 µM) 

� 10 x PCR pufer  

� Pfu Tubo polimerazu (2.5U)   

Za amplifikaciju je korištena Pfu turbo DNA polimeraza jer ima manju učestalost pogreške 

u odnosu na običnu Taq DNA polimerazu, a omogućava i korištenje manjih količina DNA 

kalupa, kraće vrijeme sinteze DNA, kao i manji ukupni broj PCR ciklusa. 

Reakcija umnažanja odvijala se u stroju za lančanu reakciju polimerazom (MyCycler 

Thermal Cycler, «Bio Rad», Hercules, SAD), a uvjeti pod kojima se reakcija odvijala 

ovisili su o karakteristikama regije koja se umnažala. U slučaju plazmidne DNA nakon 

denaturacije od 30 sekundi na 95°C,  uslijedilo je lijepljenje početnica (engl. annealing) na 

temperaturi od 55°C (30 sec), te sinteza DNA na 72°C. Trajanje sinteze ovisilo je o veličini  

PCR produkta (1 minuta za svakih 1000 bp). Pri umnažanju cDNA molekule očekivan je 

veći broj nespecifičnih produkata, pa je korišten tzv. gradijentni PCR program. On je u 

potpunosti odgovarao prethodno navedenom programu za umnažanje, ali je u svakom redu 

stroja za lančanu reakciju polimerazom podešena drugačija temepratura lijepljenja 

početnica. Obično se koristio raspon temperatura između 55° i 75°C. Na taj način se 
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odjednom testiralo više različitih temperaturi i uobičajeno na barem jednoj od njih 

umnožen je željeni PCR produkt. 

 

Tablica 2. Slijed oligonukleotidnih početnica korištenih u lančanim reakcijama polimerazom 

GEN NAZIV 
POČETNICE 

SLIJED (5'→→→→ 3') VELIČINA 
PCR 

PRODUKTA 
Mex1 a. CACCATGactgaaccaaaagctcctg titin  

(Mex1+ Mex6) Mex6 m. aatggatcgaatatgtatatt 

1760 bp 

Mex5  a. CACCATGacagcttccttaatggtcctt titin  

(Mex5+ Mex6) Mex6 m. aatggatcgaatatgtatatt 

620 bp 

murf1 a. CACCATGgattataagtcgagcctgatcc MURF 1 

murf1 m. ttactggtgtccttcttccttccct 

1059 bp 

murf2 a. CACCATGagcgcatctctgaattaca MURF 2 

murf2 m. ttcatttagggagttcaaccag 

1644 bp 

murf2 a. CACCATGagcgcatctctgaattaca MURF 2alt 

murf2alt m. aatccaatccattaaagtaaaaat 

1622 bp 

tcap a. CACCATGgctacctcagagctgagctgcga teletonin 

(TCAP) tcap m. gcctctctgtgcttcctgggacatg 

505 bp 

psmc3 a. CACCATGcaggaaatgaatctgctg PSMC3 

psmc3 m. ggcatagtattgtaggttggc 

1330 bp 

cmya5 a. CACCATGctgataaaatggtttcta miosprin (C-

terminalni dio) cmya5 m. cttgtgccttacagaatccgggggctc 

3491 bp 

 
 
3.2.3. Mutageneza 
 
Komercijalni komplet za mutagenezu (The QuickChange site-directed mutagenesis kit, 

Stratagene, La Jolla, SAD) korišten je za promjenu nukleotidnog slijeda DNA odsječka od 

interesa, a u cilju kreiranja željenih točkastih mutacija.  

Mutageneza započinje reakcijom umanažanja koja se sastoji od 12 reakcijskih ciklusa 

podijeljenih na denatruaciju (95°C, 30 sekundi), lijepljenje početnica (55°C, 1 min), te 

sintezu DNA lanca (68°C, 1 minuta/1kb). 
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Reakcijska smjesa (50µl) sadržavala je: 

� DNA kalup, tj. plazmidnu DNA kojoj se želi promjeniti nukleotidni slijed (50 ng)  

� par oligonukleotidnih početnica (125 ng) 

� smjesu deoksiribonukleotida (200 µM) 

� 10 x PCR pufer  

� betain 

� DMSO 

� Pfu Tubo polimerazu (2.5U)   

   

Karakteristike oligonukleotidnih početnica koje u svom slijedu sadrže željenu mutaciju 

(nukleotidni slijed, Tm i dužina) određene su prema uputama proizvođača.  

Produkt dobiven reakcijom umnažanja u nastavku je inkubiran 1 sat na  37°C sa Dpn I 

restrikcijskim enzimom (10U). Spomenuti enzim specifičan je za metiliranu DNA, te se 

koristi za razgradnju početnog DNA kalupa, pri čemu u otopini ostaje samo «mutirana» 

plazmidna DNA.   

Uspješno provedena mutageneza provjeravala se DNA sekvencioniranjem «mutiranog» 

plazmida, dobivenog metodama opisanim u daljnjem tekstu (transformacija bakterijskih 

stanica, izolacija plazmidne DNA). 

 
Tablica 3. Slijed oligonukleotidnih početnica korištenih u reakciji mutageneze 

GEN SLIJED (5'→→→→ 3') VRSTA MUTACIJE 
I34306N a. 

caggggaggttccacaAtgaaaacacagatgacctg 

titin  

(Mex5+ Mex6) 

I34306N m. 

caggtcatctgtgttttcaTtgtggaacctcccctg 

ATT→ AAT 

promjena 34306. 

aminokiseline 

Ile (I) → Asn (N) 

L34315P a. 

gatgacctgacaacccCgatcatcatggacg 

titin  

(Mex5+ Mex6) 

L34315P m. 

cgtccatgatgatcGgggttgtcaggtcatc 

CTG→ CCG 

promjena 34315. 

aminokiseline 

Leu (L) → Pro (P) 
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3.2.4. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu 
 
Elektroforeza DNA u agaroznom gelu korištena je za provjeru: 

i) rezultata umnažanja lančanom reakcijom polimeraze, odnosno  

ii) rezultata cijepanja restrikcijskim enzimima. 

Agaroza je pomiješana sa 1x TAE puferom (2M Tris-acetat, 0.05M EDTA, pH 8.3), te 

zagrijavana dok se nije otopila. Količina agaroze, odnosno volumen pufera ovisio je o 

postotku gela koji se odredio prema veličinama DNA fragmenata. Otopljena i dovoljno 

ohlađena agaroza izlila se u kadicu za elektroforezu. Prije izlijevanja dodana joj je otopina 

etidij bromida (1:10 000) ili Syber safe otopina (1:10 000). Obje su kemikalije 

interkalirajući reagensi koji se ugrađuju između DNA lanca i time omogućavaju 

vizualizaciju DNA pod UV svjetlom.  

Nakon polimerizacije agaroznog gela i uklanjanja češlja, uzorci su naneseni u jažice 

agaroznog gela uz prethodno miješanje sa puferom za nanošenje uzoraka (3 volumena 55% 

saharoze i jedan volumen otopine bromfenol plavo: 0.4% bromfenol plavo, 0.2M Tris pH 

7.6, 0.5M EDTA, 10% SDS). Za određivanje veličina razdvojenih DNA fragmenata, na gel 

se uvijek nanosio i biljeg molekulske mase.  

Elektroforeza se odvijala u 1x TAE puferu, pod stalnim naponom od 100V, a trajanje je 

ovisilo o veličinama DNA fragmenata, koji su nakon završene elektroforeze vizualizirani 

pomoću UV-transiluminatora.  

 

 

3.2.5. Ekstrakcija DNA iz agaroznog gela 
 
Ekstrakcija specifičnog PCR produkta iz agaroznog gela provodila se u cilju uklanjanja 

tragova DNA početnica i svih ostalih nespecifičnih produkata koji mogu interferirati u 

postupku kloniranja. U tu svrhu korišten je komercijalni komplet NucleoSpin Extract II 

(«Macherey Nagel», Dueren, Njemačka). 

Nakon provjere uspješnosti PCR reakcije elektroforezom u agaroznom gelu, pod UV 

svjetlom je odrezan što manje dio gela koji je sadržavao željeni PCR produkt, te je 

inkubiran u NT puferu (200µl / 100mg gela) 5 do 10 minuta na 50°C. Otopina je potom 

nanesena na kolonu sa silika membranom, te centrigufirana 1 minutu na 11 000 g. Dok je 

DNA vezana za membranu, neželjeni produkti poput soli uklonjeni su uz pomoć NT3 

pufera i centrifugiranjem 1-2 minute na 11 000 g. Pročišćena DNA je potom eluirana sa 



    
 

 43 

30µl alkalnog pufera NE (5 mM Tris/HCl, pH 8.5). Uspješnost ekstrakcije provjerena je 

određivanjem koncentracije DNA, odnosno elektroforezom u agaroznom gelu. 

                                                          

3.2.6. Vezanje odsječaka DNA s plazmidom  

Za vezanje odsječaka DNA sa plazmidom (kloniranje) korišten je pcDNA™3.1 Directional 

TOPO® Expression komplet («Invitrogen”, Carlsbad, SAD) koji omogućuje brzo i 

efikasno kloniranje PCR produkata sa tupim krajevima, ali i transfekciju i izražaj 

kloniranog gena u staničnim kulturama sisavaca. PCR produkt umnožen je pomoću 

specifičnih oligonukleotidnih početnica, od kojih je jedna morala započinjati slijedom 

ACCATG, kao što je prikazano u Tablici 2. 

Glavni sastojak kompleta za kloniranje je pcDNA™3.1D/V5-His-TOPO® ekspresijski 

vektor (slika 6) koji sadrži: 1) CMV promotor koji omogućava izražavanje gena od 

interesa u stanicama sisavaca; 2) TOPO® klonirajuće mjesto za brzo i efikasno kloniranje 

PCR produkata sa tupim krajevima; 3) C-terminalni peptid koji sadržava V5 peptid, kao i 

polihistidinski slijed (6xHis) za detekciju i pročišćavanje izraženog proteina. 

Postupak kloniranja sastojao se u miješanju pročišćenog PCR produkta u odnosu 1:1 sa 

vektorom pcDNA3.1D/V5-His-TOPO uz dodatak otopine soli (engl. salt solution) i sterilne 

destilirane vode do ukupnog volumena od 6 µl. Reakcija se odvijala tijekom 5 minuta na 

sobnoj temperaturi.  

     
3.2.7. Transformacija bakterija  
 
Kompetentne TOP10 E.coli stanice (50 µl) pomiješane su sa 2 µl produkta vezanja DNA 

odsječka sa plazmidom i ostavljene 30 minuta na ledu. U nastavku  su bakterije podvrgnute 

termičkom šoku zagrijavanjem 30 sekundi na 42°C i ponovnim hlađenjem na ledu. U 

svaku je epruvetu potom dodano 250 µl tekućeg hranjivog medija (S.O.C. medij). Epruvete 

su inkubirane 1 sat na 37°C. 

Smjesa je na kraju zasađena na ploče sa krutom hranjivom podlogom (2.5% LB prah, 1.5% 

agar, pH 7.5) kojoj je dodano 100 µg/ml ampicilina. Ploče sa bakterijama  inkubirane su 

tijekom noći na 37°C. 
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Slika 6. pcDNA3.1.D/V5-His-TOPO ekspresijski vektor 

 
 
3.2.8. Izolacija plazmidne DNA iz bakterija (mini-, maksi-prep) 
 
U radu su korišteni komercijalni kompleti za tzv. mini i maksi izolaciju plazmidne DNA iz 

bakterija (Qia Miniprep, Qia Maxiprep, «Qiagen», Hilden, Njemačka). 

Kolonije bakterija koje su izrasle na hranjivoj podlozi tijekom noći, vrhom su čačkalice 

prenesene u jažice mikrotitarske pločice sa 100 µl tekućeg hranjivog medija 

(LB+antibiotik). Pločica je inkubirana tijekom dva sata na 37°C.  

PCR reakcijom sa specifičnim DNA početnicama provjerilo se koje kolonije na 

mikrotitarskoj pločici sadrže željeni DNA odsječak. Za kolonije u kojima je dobiven 

pozitivan rezultat pripremljena je tzv. noćna prekultura: tekući hranjivi medij sa 

antibiotikom (5 ml) pomiješan je sa 5 µl  «pozitivne» kolonije i ostavljen tijekom noći na 

37°C. 

Slijedeće jutro prekonoćna kultura je centrifugirana na 3000 rpm, 15 minuta na temperaturi 

od +4°C. Nakon centrifugiranja talog je resuspendiran u 250 µl pufera P1. Otopini je 

potom dodano 250 µl pufera za lizu P2, te 350 µl  pufera za neutralizaciju N3. Sadržaj 

epruvete potom je centrifugiran 10 minuta na 13 000 rpm. Supernatant je prenesen na 

kolonu, te ponovno centrifugiran 1 minutu na 13 000 rpm. Uslijedilo je ispiranje kolone sa 

PB, odnosno PE puferom. Na kraju je plazmidna DNA eluirana u 100 µl  pufera za eluciju 

(EB).  

Dobivenom plazmidu spektrofotometrijski je određena apsorbancija (U-2000 

spektrofotometar, «Hitachi», Japan) pri valnoj duljini od 260 nm. Očitani rezultat se 

pcDNA3.1D/V5-His-TOPO

5514 bp

6xHis

Amp(R)Neo(R)

V5 epitope

SV40 pA

BGH pA

BGH reverse primer CMV forward primer

T7 primerV5 reverse primer

CMV promoter

SV40 early promoter

bla promoter

T7 promoter

directional TOPO overhangTOPO binding site

TOPO binding site

f1 origin

pUC origin
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koristio za izračunavanje DNA koncentracije, uzimajući u obzir teorijski podatak da je pri 

A260=1 koncentracija genomske DNA 50 µg/ml. 

Za provjeru uspješnosti ugradnje željenog DNA odsječka svaki je plazmid podvrgnut DNA 

sekvencioniranju, koje nije omogućilo samo provjeru ugradnje DNA odsječka, već i 

provjeru prisutnosti eventualnih točkastih mutacija nastalih uslijed umnažanja DNA 

odsječka iz nekog drugog plazmida ili cDNA molekule. Uspješnost ugradnje DNA 

odsječka mogla se provjeriti i pomoću restrikcijskih enzima odabranih pomoću 

resktrikcijske mape svakog plazmida. 

Za plazmide koji su imali pravilno ugrađen odsječak uslijedila je ponovna izolacija iz 

bakterija ali u većem volumenu, tzv. maksi prep.  

 

3.2.9. Transfekcija 

Transfekcija je metoda neviralnog prijenosa gena kojim se plazmidna DNA sa genom (ili 

njegovim dijelom) od interesa unosi u eukariotske stanice. U radu je korišten komercijalni 

pripravak FuGENE6, tj. smjesa liposoma kojom su se geni od interesa unosili u NIH3T3 

stanice. 

NIH3T3 su stanice mišjih fibroblasta dobivene iz NIH Swiss mišjeg embrija. 24 sata prije 

transfekcije stanice su tripsinizirane, te pripremljene u određenoj koncentraciji u Petrijevim 

zdjelicama od 10 ml, odnosno mikrotitarskoj pločici sa 6 jažica. Uobičajeno je bilo 1-2 x 

106 stanica po jednoj Petrijevoj zdjelici, odnosno 0,5 x 106 stanica po jažici mikrotitarske 

pločice. 

400 µl hranjivog medija (DMEM, 10% fetalni goveđi serum, 0.02% gentamicin) 

inkubirano je 5-10 minuta sa 30 µl FuGENE6 u polistirenskim epruvetama. U drugom setu 

epruveta pripremljena je DNA jednog ili više plazmida. Ukupna količina plazmidne DNA 

iznosila je 5 µg, a odnos količina pojedinih plazmida ovisio je o njihovoj koncentraciji i 

veličini tj. broju baznih parova. Na taj se način osiguralo da je svaki plazmid prisutan u 

jednakom broju kopija. Nakon inkubacije, smjesa medija i FuGENE6 oprezno je (kap po 

kap) prenesena u epruvetu sa plazmidima, te ostavljena 30-45 minuta kako bi se stvorio 

zajednički kompleks plazmida i FuGENE6. Na kraju je  smjesa oprezno (kap po kap) 

nanesena u Petrijeve zdjelice sa pripremljenim stanicama, te ostavljena u inkubatoru 18-24 

sati, nakon čega je otprilike 30 % stanica bilo transfecirano, tj. sadržavalo unesene 

plazmide. Trajanje transfekcije je optimizirano za svaki pojedini plazmid.  
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U slučaju stanica pripremljenih u jažicama mikrotitarske pločice korišten je isti postupak 

transfekcije, ali je odnos FuGENE6 i plazmidne DNA bio 3:1 (200 µl hranjivog medija 

DMEM+  12 µl FuGENE6 + 4 µl plazmidne DNA). 

Neki od korištenih gena rezultirali su izražajem proteina male molekulske mase, koji su u 

stanici podložni razgradnji od strane proteasoma. U takvim se slučajevima 5 sati prije 

završetka transfekcije u Petrijeve zdjelice sa stanicama dodavalo 10 µl 5mM MG132 (Z-

Leu-Leu-Leu-al), reverzibilnog inhibitora proteasoma, koji je omogućio nastavak analize, 

tj. detekciju spomenutih proteina metodama proteinske analize. 

  

 

3.2.10. Priprema uzoraka za proteinsku analizu 

3.2.10.1. Priprema proteina staničnog lizata 

Nakon završene transfekcije stanice su plastičnom lopaticom sastrugane sa dna Petrijeve 

zdjelice i zajedno sa hranjivim medijem centrifugirane 5 minuta na 4ºC i 1200 rpm. Talog 

stanica je ispran i resuspendiran u 1x PBS-u (0.9mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2x6H20, 

2.67mM KCl, 1.47mM KH2PO4, 137.93mM NaCl, 8.06mM Na2HPO4x7H20), te ponovno 

centrifugiran pod istim uvjetima. Talog stanica oprezno je odvojen od nadtaloga, te 

inkubiran 30 minuta na ledu u puferu za lizu (20mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 2Mm 

EGTA, 01% Triton 100) kojem su dodani inhibitori proteaza (PIC i E64). Stanicama je 

uobičajeno dodano 20 µl pufera za lizu po jednoj Petrijevoj zdjelici. Nakon centrifugiranja 

(10000g, 10 minuta, 4ºC), nadtalog sa proteinima je odvojen od taloga, te mu je dodan 

pufer za nanošenje uzoraka na gel (4x NuPAGE LDS sample buffer pH 8.4 / 400mM 

DTT), u odnosu 4:1. Tako pripremljen uzorak denaturiran je tijekom 10 minuta na 70ºC. 

Nakon toga uzorak se nanosio na poliakrilamidni gel ili je do nastavka analize pohranjen 

na -20ºC. 

 

3.2.10.2. Priprema ukupnih proteina mišićnog tkiva 

Odmah nakon biopsije mišić je stavljen u epruvetu i uronjen tridesetak sekundi u posudu sa  

tekućim dušikom. Smrznuti mišić pohranjen je do analize na -80°C.   

Prije početka analize mišić je izvagan te mu je dodan isti pufer za lizu (25µl/mg mišića) 

koji je korišten i za pripremu staničnog lizata. Mišić je potom homogeniziran 2-3 puta po 

10 sekundi (Ultra-Turrax T8, Ika, Staufen, Njemačka). Homogenizirana smjesa je 

centrifugirana 5 minuta na 8000g (+4ºC). Po završenom centrifugiranju nadtalog je 
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odvojen od taloga te mu je dodan pufer za nanošenje uzoraka na gel (4x NuPAGE LDS 

sample buffer pH 8.4 / 400mM DTT), u odnosu 4:1. Nakon denaturacije na 70ºC (10 

minuta) uzorak je nanesen na poliakrilamidni gel ili pohranjen na –80ºC.  

 

3.2.10.3. Priprema citoskeletnih proteina mišićnog tkiva 

Korištenjem komercijalnog kompleta za izolaciju proteina različite subcelularne 

lokalizacije (ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit, «Calbiochem», 

Darrnstadt, Njemačka) izolirani su i ukoncentrirani citoskeletni proteini iz uzorka mišićnog 

tkiva.  

Mišićno tkivo je usitnjeno, izvagano, te mu je dodan određeni volumen pufera za 

ekstrakciju I (50 mg / 200 µl). Nakon kratkog miješanja na vorteksu smjesa je ostavljena 

10 minuta na rotoru na 4°C, te potom centrifugirana na 800 g (10 minuta, 4°C). Nadtalog, 

koji odgovara citosolnoj frakciji prenesen je u novu epruvetu i smrznut na –80°C, dok je 

talogu dodan pufer za ekstrakciju II (50 mg / 200 µl). Smjesa je pomiješana na vorteksu, te 

ostavljena 10 minuta na rotoru (4°C). Nakon centrifugiranja (5500g, 10 minuta, 4°C), 

nadtalog (frakcija membranskih proteina) je smrznut na –80°C, a talogu je dodan pufer za 

ekstrakciju III (50mg / 100 µl). Nakon miješanja na vorteksu, te inkubacije na rotoru (10 

minuta, 4°C), smjesa je centrifugirana na 6800g tijekom 10 minuta na 4°C. Nadtalog 

(jezgreni proteini) je pohranjen na –80°C, a talogu je dodan pufer sastava: 7M urea, 2M 

tiourea, 1% Triton X-100, 1x ASB-14, 2%CHAPS. Smjesa je dobro pomiješana na 

vorteksu, te inkubirana 15 minuta na 60°C. Nakon centrifugiranja na 15 000 g (15 minuta) 

nadtalog (proteini citoskeleta) je alikvotiran , te mu je dodan pufer za nanošenje uzoraka 

(4x NuPAGE LDS sample buffer pH 8.4 / 100mM DTT)  u odnosu 4:1. Proteini su u 

nastavku denaturirani 10 minuta na 70°C, te naneseni na poliakrilamidni gel ili pohranjeni 

na -20°C. 

 

3.2.11. Određivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu 

Prije dodavanja pufera za nanošenje uzoraka u uzorcima staničnog lizata ili mišićnog tkiva 

određena je koncentracija proteina spektrofotometrijskom metodom po Bradfordu. Metoda 

se temelji na mjerenju absorbancije proteinskog uzorka i reagensa koji sadrži boju 

Coomassie Briliant  Blue G-250 na valnoj duljini od 595 nm. Za određivanje koncentracije 

proteina, a na temelju izmjerene absorbancije, koristila se baždarna krivulja koja je 
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dobivena mjerenjem absorbancija niza različitih, ali poznatih koncentracija albumina 

goveđeg  seruma (50-200 µg/ml). 

 

3.2.12. Denaturirajuća poliakrilamidna gel elektroforeza  

Denaturirajuća poliakrilamidna gel elektroforeza korištena je za razdvajanje proteina iz 

uzoraka staničnog lizata ili mišićnog tkiva. U radu su korišteni gotovi, komercijalni 

poliakrilamidni gelovi (4-12% Bis-Tris gel).  

Gel je stavljen u aparaturu za poliakrilamidnu elektroforezu (X Cell SureLock Mini-Cell, 

Invitrogen, Carlsbad, SAD), uz prethodno uklanjanje češlja. U jažice su potom naneseni 

uzorci, pripremljeni kao što je prethodno opisano, te proteinski standard (Precision Plus 

prestained Protein Standards) pomoću kojeg se naknadno određivala molekulska masa 

proteina od interesa.  

Elektroforeza se odvijala uz stalni napon od 120V u jednom od dva komercijalna pufera: 

MES (50mM MES pH 7.2, 50mM Tris, 0.1% SDS, 1mM EDTA) ili MOPS SDS pufer za 

elektroforezu (50mM MOPS pH 7.7, 50mM Tris, 0.1% SDS, 1mM EDTA). Koji se pufer 

koristio i koliko je elektroforeza trajala ovisilo je o veličini proteina koje smo željeli 

analizirati (slika 7). 

  

 

3.2.13. Prijenos proteina na membranu (engl. western blotting) 

Western blot analiza je prijenos elektroforetski razdvojenih proteina sa poliakrilamidnog 

gela na membranu. U radu je korištena aparatura za tzv. mokri prijenos ( Mini Trans Blot 

Cell, Bio Rad, Hercules, SAD). 

Po završetku elektroforeze u plitku posudu sa puferom za prijenos na membranu (0.2 M 

glicin, 25mM Tris, 0.1% SDS, 20% etanol, pH 8.3) stavljena su 2 filter papira, PVDF 

membrana (prethodno aktivirana u etanolu), te poliakrilamidni gel. «Sendvič» kojeg su 

redom činili filter papir-membrana-gel-filter papir, stavljen je u aparaturu za mokri 

prijenos, pazeći da njegov položaj u odnosu na elektrode omogući prijelaz negativno 

nabijenih proteina sa gela na membranu. 

Prijenos se odvijao tijekom jednog sata u puferu za prijenos na membranu, pri stalnom 

naponu od 100V. Nakon prijenosa membrana je inkubirana 10 minuta u otopini 0.2% 

Ponceau crveno / 1% octena kiselina, te potom odbojavana u 1% otopini octene kiseline. 

Tim postupkom je bilo moguće vizualizirati proteine na membrani, tj. provjeriti efikasnost 
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prijenosa. Pri analizi uzoraka mišićnog tkiva, vizualizacija proteina se koristila i za 

usporedbu miozina, najzastupljenijeg proteina u mišićnom tkivu, kojim se procjenjuje 

kvaliteta analiziranog mišića. Uslijed nepravilnog smrzavanja mišićnog tkiva, odnosno 

uslijed distrofičnog procesa, ispitivani uzorak može imati potpuni nedostatak, odnosno 

smanjenu količinu miozina u odnosu na kontrolu. Za takav se uzorak rezultat dobiven 

nakon inkubacije sa specifičnim protutijelima ne može pravilno interpretirati. 

            
Slika 7. Profil razdvajanja proteinskog standarda u različitim gelovima korištenjem MOPS ili MES pufera 

(preuzeto iz komercijalnog kataloga «Invitrogen», Carlsbad, SAD za 2006)    
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3.2.14. Inkubacija membrane sa specifičnim protutijelima 

Nakon završenog prijenosa proteini su vezani za površinu membrane što omogućuje 

njihovu identifikaciju pomoću specifičnih protutijela. 

Membrana je inkubirana 1 sat u otopini blokirajućeg reagensa kako bi se spriječila pojava 

nespecifičnog signala. Za to je korištena otopina 5% mlijeka u TBS Tween puferu (100 

mM Tris, 1.5M NaCl, 0.5% Tween 20 (polioksietilensorbitan monolaurat), pH 8.0). 

Slijedile su inkubacije od jednog sata sa jednim od specifičnih primarnih protutijela 

navedenih u Tablici 4, te nadalje inkubacija sa odgovarajućim sekundarnim protutijelom.  

Između svake inkubacije membrana je dobro isprana (4x5 min) u TBS Tween puferu. Na 

samom kraju membrana je inkubirana u West Pico kemiluminiscentnom supstratu (Super 

SingnalWest Pico Chemiluminescent Substrate, «Pierce», Rockford, SAD), te stavljena u 

kazetu sa filmom. Prva ekspozicija obično je trajala 3 min, nakon čega se, ovisno o jačini 

signala, vrijeme slijedeće ekspozicije skratilo ili produžilo. 

S obzirom da je korištena PVDF membrana, postupak inkubacije sa različitim primarnim i 

sekundarnim protutijelima mogao se ponavljati 2-3 puta, pri čemu je između svakog novog 

ciklusa membrana inkubirana 30 min na 55ºC u otopini za dehibridizaciju (65mM Tris HCl 

pH 6.8, 2% SDS), te potom dobro isprana u TBS Tween puferu. Postupkom dehibridizacije 

uklonjena su sva prethodno vezana protutijela pa se membrana iznova mogla inkubirati sa 

nekim drugim primarnim i sekundarnim protutijelom. 

 

Tablica 4. Protutijela i njihova razrjeđenja korištena u analizi prijenosom na membranu i imunohistokemiji 

PRIMARNO PROTUTIJELO SEKUNDARNO PROTUTIJELO 
Proteinska  analiza prijenosom na membranu 

monoklonsko anti V5 (1:5000) anti-miš IgG-HRP (1:10 000) 
poliklonsko anti calpain 3-IS2 regija (1:150) anti-zec IgG-HRP (1:10 000) 

poliklonsko anti titin- m10 regija (1: 300) anti-zec IgG-HRP (1:10 000) 
poliklonsko anti KY (1:3000) anti-zec IgG-HRP (1:10 000) 

monoklonsko anti MURF1 (1:100) anti-zec IgG-HRP (1:10 000) 
monoklonsko anti PSMC3 (1:2500) anti-miš IgG-HRP (1:10 000) 

  
Imunohistokemija 

monoklonsko anti V5 (1:200) anti-miš IgG-Alexa 488/546 ili 633 (1:1000) 
poliklonsko anti V5 (1:200) anti-zec IgG-Alexa 488/546 ili 633 (1:1000) 

monoklonsko anti titin (1:10) anti-miš IgG-Alexa 488/546 ili 633 (1:1000) 
poliklonsko anti laminin (1:400) anti-zec IgG-Alexa 488/546 ili 633 (1:1000) 
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3.2.15. Imunohistokemija 

 3.2.15.1. Analiza fenotipa NIH3T3 stanica  

Stanice, pripremljene u mikrotitarskoj pločici sa 6 jažica, su nakon završene transfekcije 

isprane 3 puta po 5 minuta u 1x PBS-u, te potom fiksirane u 3.7% otopni formaldehida. 

Nakon ispiranja u 1 x PBS-u, stanice su permeabilizirane tijekom 30 minuta u otopini 

1xPBS/ 0.2% Triton X-100, te potom inkubirane 1 sat u otopini 1xPBS/20%SVF. 

Uslijedila je inkubacija sa jednim ili više primarnih protutijela (Tablica 4), te u nastavku sa 

jednim ili više odgovarajućih sekundarnih protutijela. Pri korištenju sekundarnih protutijela 

pazilo se da njihova fluorescencija ne interferira, te da se svako od njih može naknadno 

promatrati pod mikroskopom.  

U nastavku su stanice inkubirane 2 sata sa protutijelima usmjerenim protiv aktina, a kako 

bi se njegovom vizualizacijom proučavao fenotipa stanica. U nekim je slučajevima 

stanicama dodavana i boja Topro 3 (1:500) kojom su se bojale jezgre stanica.  

Na samom kraju stanice su pokrivene pokrovnim stakalcem, te promatrane pod 

konfokalnim mikroskopom (Leica, Wetzlar, Njemačka).  

 

3.2.15.2. Proučavanje lokalizacije plazmidne DNA u in vivo uvjetima (unosom u miša) 

Pedeset mikrograma plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/Mex1-Mex6 uneseno je 

elektroprijenosom u lijevi prednji mišić tibialis anterior (TA) 6 kontrolnih (129SvPasIco), 

odnosno  5 LGMD2A miševa (C3-Kin-lacZ).  

Nakon 7 dana miševi su žrtvovani, pri čemu je TA mišić zamrznut na plutenom čepu koji 

je tridesetak sekundi držan u izopentanu ohlađenom u tekućem dušiku. U 3 kontrolna i 3 

LGMD2A miša orijentacija mišića bila je poprečna, a u preostale 3 kontrole i 2 LGMD2A 

miša uzdužna. Od svakog smrznutog mišića pripremljeni su histološki preparati sa 

rezovima debljine 8 µm, koji su se potom koristili za imunohistokemijsku detekciju 

unesenog plazmida, kao i endogenog titina i laminina. 

Rezovi su blokirani 1 sat u otopini 1 x PBS/ 15% fetalni goveđi serum, a potom 2 sata sa 

primarnim protutijelima na sobnoj temperaturi. Uzdužni rezovi bili su inkubirani sa mišjim 

monoklonskim protutijelima usmjerenim protiv titina, te zečjim poliklonskim protutijelima 

usmjerenim protiv V5 peptida. Poprečni rezovi inkubirani su sa zečjim poliklonskim 

protutijelima usmjerenim protiv laminina i mišjim monoklonskim protutijelima protiv V5 

peptida. Razrjeđenja korištenih protutijela navedena su u Tablici 4. Nakon ispiranja sa 1 x 

PBS (3 x 10 minuta), rezovi su inkubirani 1 sat u tami i na sobnoj temperaturi sa 
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sekundarnim protutijelima konjugiranim sa Alexa 546 ili Alexa 488 bojom. Nakon 

ispiranja u 1 x PBS (10 minuta) preparati su inkubirani 15 minuta sa Topro3 bojom 

(1:500), a u cilju vizualizacije staničnih jezgri, te potom isprani u 1 x PBS (3 x 10 minuta). 

Na kraju su rezovi pokriveni pokrovnim stakalcem uz prethodno dodavanje Fluoromount –

G pripravka, te nakon 24 sata gledani pod konfokalnim mikroskopom (Leica, Wetzlar, 

Njemačka). 

 

3.2.16. Enzimska reakcija određivanja aktivnosti kalpaina 3 

Mišićno tkivo izvagano je i homogenizirano u puferu za lizu kao što je već prethodno 

opisano. Nakon centrigufiranja (8 000g, 5 min, 4°C) 25 µl nadtaloga (otprilike 100 µg 

proteina) inkubirano je na 37°C u 50 µl reakcijske smjese koja je sadržavala 3 µg 

kalpain3C129S staničnog lizata i 5 mM CaCl2.  Kalpain 3 C129S stanični lizat pripremljen je 

unosom pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/hC129S plazmida u NIH3T3 stanice koje su potom 

lizirane na prethodno opisan način. Stanični lizat pohranjen je na –80ºC. Izbor supstrata 

(kalpain 3C129S) i princip enzimske reakcije objašnjeni su u poglavlju «Rezultati». 

Enzimska reakcija zaustavljena je nakon jednog sata dodavanjem 15µl LDS NuPage pufera 

4x / 400mM DTT. Dvadeset mikrolitara reakcijske smjese analizirano je prethodno 

opisanim metodama proteinske analize: SDS-PAGE, prijenos na membranu i inkubacija sa 

specifičnim protutijelima. Za određivanje aktivnosti kalpaina 3 korištena su anti V5 

monoklonska protutijela, te poliklonska anti-kalpain 3 antitijela usmjerena protiv IS2 dijela 

kalpaina 3.  

 

 

3.2.17. Metoda dvostrukog hibrida  

Postojanje interakcije između dva proteina određuje se pomoću metode dvostrukog hibrida 

(engl. yeast-two-hybrid). Princip metode i interpretacija rezultata objašnjeni su u poglavlju 

“Rezultati”.  

Metoda dvostrukog hibrida relativno je jednostavna, a sastoji se od: 

� Vezanja DNA slijeda proteina od interesa  sa određenim plazmidom 

cDNA slijedovi proteina od interesa povezani su sa plazmidima pGAD, odnosno pAS ili 

pGBKT7 na prethodno opisan način.  
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� Transformacije stanica kvasca sa plazmidima 

Pedeset mikrolitara kompetentnih kvaščevih stanica pomiješano je sa 0.25 ug plazmida, a 

potom je smjesi dodano 300 µl otopine PEG/litijev acetat. Nakon kratkog miješanja na 

vorteksu, smjesa je inkubirana 30 minuta na 30°C. Uslijedio je termički šok (42°C, 15 

min), a potom centrifugiranje 15 sekundi na 13000 rpm. Talog je odvojen od nadtaloga, te 

je resuspendiran u 250 µl tzv. “recovery” medija. Smjesa je ostavljena 1sat i 30 minuta na 

30°C, te potom zasađena na Petrijeve ploče sa DOB medijem (0.17% kvaščeve dušične 

baze, 2% dekstroza, 0.5% amonij-sulfat) kojem je dodana smjesa aminokiselina (engl. 

complete supplement mixture) s izuzetkom leucina, odnosno triptofana (CSM-Leu, CSM-

Trp). 

Za transformaciju pGAD plazmida koristile su se AH109 kvaščeve stanice, koje su nakon 

transformacije zasađene na podlogu sa manjkom leucina, kojeg je pGAD plazmid 

sposoban sintetizirati. Y187 stanice korištene su za pAS ili pGBKT7 plazmid, a zasađene 

su na podlogu sa manjkom triptofana, s obzirom da spomenuti plazmidi sadrže gen za 

njegovu sintezu. 

� Rasta kvaščevih kolonija u neselektivnom mediju 

Kolonija kvasca koja sadrži pGAD, odnosno pAS plazmid  vrhom je čačkalice prenesena u 

100 µl destilirane vode, te dobro resuspendirana. Za svaku suspenziju određen je turbiditet 

pri valnoj duljini od 600nm, te je ista količina oba plazmida nanesena u obliku kruga na 

isto mjesto Petrijeve ploče sa neselektivnim medijem YPD (2% pepton, 1% kvaščev 

ekstrakt, 2% dekstroza, pH 6.5). Ploče su inkubirane 24-36 sati na 30°C. 

� Rasta kvaščevih kolonija u selektivnom mediju 

Jedna od izraslih kolonija kvasca na neselektivnom mediju vrhom je čačkalice 

resuspendirana u 100 µl destilirane vode, te nasađena na Petrijevu ploču sa selektivnim 

medijem, tj. DOB medijem i smjesom svih aminokiselina osim histidina, triptofana i 

leucina (CSM-His-Leu-Trp). Petrijeve ploče inkubirane su 4-5 dana na 30°C. 
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4.1. ENZIMSKI TEST ZA ODREĐIVANJE  AKTIVNOSTI KALPAINA 3 

 

4.1.1. Princip enzimskog testa 

Kalpain 3C129S je inaktivni kalpain 3 koji ne može aktivirati ni sebe ni druge molekule 

kalpaina 3, ali može biti pocijepan od strane drugih aktivnih molekula kalpaina 3. Pritom 

kao rezultat cijepanja nastaju N-terminalni fragment veličine od 30 kDa i C-termnalni 

fragment od 55 kDa. Ove činjenice iskorištene su za razvitak enzimskog testa kojim se 

aktivnost kalpaina 3 u in vitro uvjetima  određuje prema mogućnosti cijepanja supstrata, 

kalpaina 3C129S. Cijepanje supstrata vidljivo je prisustvom proteinske vrpce od 60 kDa koja 

sadržava C-terminalni dio supstrata (55 kDa) i V5-peptid (5 kDa) koji potječe od vektora 

(pcDNA3.1D/V5-His-TOPO). 

Istim testom moguće je i testirati izražaj i autolizu kalpaina 3 korištenjem protutijela 

usmjerenih protiv kalpaina 3. Epitop spomenutih protutijela nalazi se u području IS2 regije 

i prisutan je i u kalpainu 3 i u korištenom supstratu (kalpain 3C129S), no veća molekularna 

masa supstrata, a  zbog prisustva V5-peptida, omogućava razlikovanje proteinskih vrpca 

supstrata od onih koje pripadaju kalpainu 3 iz testiranog mišićnog ili nekog drugog uzorka 

(slika 8).  

 
Slika 8. Princip enzimskog testa za određivanje aktivnosti kalpaina 3 
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4.1.2. Optimizacija enzimskog testa 

Kako bi se odredila količina kalpaina 3C129S koja je optimalna za enzimski test, različite 

koncentracije supstrata analizirane su SDS-PAGE metodom i prijenosom na membranu 

nakon in vitro produkcije (transfekcije i lize stanica). Procjenjeno je da je 3 µg liziranih 

stanica sa izraženim supstratom optimalno za enzimski test pri efikasnosti transfekcije 

između 20-30 %.  

 

Za provjeru linearnosti enzimske reakcije test je izvođen pri različitim vremenima 

inkubacije, od 1 do 60 minuta. Prema dobivenim rezultatima, trajanje inkubacije od jednog 

sata određeno je kao optimalno jer se aktivnost lako detektira i još uvijek je u linearnom 

području (slika 9A). 

 

S obzirom da u literaturi postoje proturječni podaci koji se tiču ovisnosti aktivnosti 

kalpaina 3 o kalciju, test je izveden uz i bez prisustva kalcija. Na slici 9B. vidljivo je da je  

kalcij neophodan za aktivnost kalpaina 3.  

 

Pri optimizaciji testa provjereno je i da li različit način smrzavanja mišića (direktno u 

tekućem dušiku, odnosno smrzavanje u izopentanu ohlađenom u tekućem dušiku) mijenja 

rezultat enzimskog testa. Kao što je pokazano na slici 9C. za oba mišića dobiven je isti 

rezultat, što upućuje da način smrzavanja ne utječe na krajnji rezultat enzimskog testa. 

 

S obzirom da je u literaturi već pokazano da loše «rukovanje» mišićem može dovesti do 

razgradnje kalpaina 3 i time lažno pozitivnih rezultata, isto je provjereno za enzimski test. 

Točnije, mišićni uzorci preinkubirani su 0, 10, 30, 60, 90 i 120 minuta na 37°C prije 

inkubacije sa supstratom 1 sat na 37°C. Deset minutna preinkubacija dala je iste rezultate 

kao uzorak bez preinkubacije (0 minuta). Svaka duža preinkubacija rezultirala je u sve 

većem smanjenju aktivnosti kalpaina 3 (slika 9D). Istovremeno kako se aktivnost tijekom 

vremena smanjivala, izražaj kalpaina 3 ostao je isti i nakon 120 minuta preinkubacije (slika 

9E). 
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Slika 9. Optimizacija enzimskog testa za određivanje aktivnosti kalpaina 3 (A) Linearnost enzimskog 

testa pri različitom vremenu inkubacije. Prisutnost proteinske vrpce od 60kDa bila je kvantitativno određena 

nakon različitih vremena inkubacije. (B) Rezultati enzimske aktivnosti kalpaina 3 bez (stupac 1) i sa kalcijem 

(stupac 2). Kalpain 3 nije bio aktivan bez prisustva kalcija. (C) Rezultati dobiveni za dva mišića smrznuta u 

tekućem dušiku (stupac 1), odnosno u izopentanu ohlađenom u tekućem dušiku (stupac 3). Stupac 5 

odgovara uzorku supstrata bez mišića, a stupci 2 i 4 uzorcima mišića bez supstrata. (D) Smanjenje enzimske 

aktivnosti kalpaina 3 uslijed različitog vremena preinkubacije (10, 30, 60, 90 i 120 minuta). K odgovara 

uzorku bez preinkubacije (0 minuta). Stupci  (a) i (b) odgovaraju uzorcima inkubiranim bez i sa supstratom. 

(E) Preinkubacija od 120 minuta nije promjenila izražaj kalpaina 3, ali je enzimska aktivnost u potpunosti 

izgubljena. Stupci (a) i (b) odgovaraju uzorcima inkubiranim bez i sa supstratom. 
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4.1.3. Analiza humanih biopsija enzimskim testom 

Rezultati enzimskog testa za ukupno 79 humanih biopsija prikazani su u Tablici 5A-D, 

odnosno na slici 10. U cilju procjene mogućnosti korištenja enzimskog testa u 

dijagnostičke svrhe, analiza aktivnosti kalpaina 3 provedena je kao slijepi pokus u kojem 

se tek nakon završenog enzimskog testa rezultat aktivnosti kalpaina 3 usporedio sa prije 

poznatim rezultatima analize CAPN3 gena. 

Slika 10. Analiza izražaja (anti kalpain 3 protutijelo) i enzimske aktivnosti (anti V5 protutijelo) 

kalpaina 3 u 5 humanih biopsija. Svaka biopsija inkubirana je bez (stupac a) i sa supstratom (stupac b). 

Proteinska vrpca od 100kDa odgovara supstratu, kalpainu 3C129S , 94kDa kalpainu 3 iz mišića, 60kDa 

produktu cijepanja supstrata kalpainom 3, 55kDa autoliziranom i aktivnom kalpainu 3 iz mišića. Normalan 

izražaj i aktivnost kalpaina 3 opažena je u kontrolnom mišiću (D-13). Mišići M-12 i D-17 su 2 LGMD2A 

mišića za koje je pronađen normalan izražaj i aktivnost kalpaina 3. Ipak, za mišić  D-17, prisustvo p94 i 

proteinskih vrpci oko 60Kda (stupac a) ukazuju da autoliza kalpaina 3 nije potpuna  i znatno je sporija u 

odnosu na kontrolu. Mišić D-30 odgovara LGMD2A mišiću sa potpunim nedostatkom i izražaja i aktivnosti 

kalpaina 3. U slučaju zadnjeg mišića (D-27) rezultate enzimskog testa nije moguće interpretirati na pravilan 

način, a uslijed potpunog nedostatka miozina.  

Bojanje membrane (nakon prijenosa proteina) sa Ponceau crvenom otopinom omogućilo je 

vizualizaciju miozina, kojim se procjenjuje kavaliteta korištenog mišića. Uzorci u kojih je 

miozin bio smanjen ili negativan bili su isključeni iz analize, tj. njihov rezultat enzimske 

aktivnosti kalpaina 3 nije se uzimalo u obzir.  

Iz Tablice 5A vidljivo je da je u svih 9 kontrolnih uzoraka dobivena normalna enzimska 

aktivnost kalpaina 3. U 23/34 LGMD2A biopsije opažena je ili smanjena ili negativna 

enzimska aktivnost kalpaina 3. U gotovo svim uzorcima izražaj kalpaina 3 strogo je 
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korelirao sa dobivenim rezultatima enzimskog testa. Izuzetak su 4 biopsije (D-23, B-14, B-

15, G-2) u kojih je izražaj kalpaina 3 znatno smanjen, ali je enzimska aktivnost u 

potpunosti izgubljena. U preostalih 11/34 (32%) LGMD2A biopsija dobiven je normalan i 

izražaj i aktivnost kalpaina 3, unatoč prisustvu mutacija u CAPN3 genu (Tablica 5B). 

Tablica 5C prikazuje rezultate enzimskog testa dobivene za biopsije bolesnika sa drugim, 

ne LGMD2A, neuromuskularnim bolestima. Normalan izražaj i aktivnost kalpaina 3 

dobiven je gotovo za sve analizirane uzorke, s izuzetkom dvije LGMD2B biopsije. U jedne 

je unatoč normalnom izražaju kalpaina 3 enzimska aktivnost smanjena (D-15), a u druge su 

smanjeni i izražaj i aktivnost kalpaina 3 (D-16). U tablici 5D prikazani su rezultati 

aktivnosti kalpaina 3 za nedijagnosticirane biopsije. U gotovo svih uzoraka dobiven je 

rezultat normalnog izražaja i aktivnosti kalpaina 3. Samo u jedne biopsije (B-2) uočen je 

smanjen izražaj i aktivnost kalpaina 3.  

 

Tablica 5. Prikaz rezultata enzimskog testa za 79 humanih biopsija. (A) Kontrolne biopsije (B) LGMD2A biopsije 
(C) Biopsije sa drugim neuromuskularnim oboljenjima (D) Nedijagnosticirane biopsije. 

A 
Biopsija Status Miozin Izražaj kalpaina 3 Aktivnost 

kalpaina 3 
D-1 normalan normalan normalan normalna 
D-2  normalan normalan normalan normalna 
D-3 normalan normalan normalan normalna 
D-4 normalan normalan normalan normalna 
D-5 normalan smjanjen normalan normalna 

D-10  DMD prenositeljica normalan normalan normalna 
D-11  DMD prenositeljica normalan normalan normalna 
D-12  DMD prenositeljica normalan normalan normalna 
M-9  DMD prenositeljica normalan normalan normalna 

 
B 

Biopsija Status Miozin Izražaj kalpaina 3 Aktivnost 
kalpaina 3 

G-10037 c.[2362_2363delAGinsTCATCT] 
+ [664G>A] 

negativan negativan negativna 

G-10081 c.[2362_2363delAGinsTCATCT] + 
[2362_2363delAGinsTCATCT] 

negativan negativan negativna 

G-12807 c.[2362_2363delAGinsTCATCT] + 
[2362_2363delAGinsTCATCT] 

negativan negativan negativna 

D-31 c.[550delA] + [550delA] smanjen negativan negativna 
G-T2 c.[550delA] + [550delA] negativan negativan negativna 
D-27 p.[Phe200_Leu204del] + [?] negativan negativan negativna 
G-1 c.[946-1G>A] + [1466G>A] smanjen normalan normalna 
G-3 p.[Ser86Phe] + [Ser86Phe] smanjen smanjen smanjena 

D-19  c.[550delA] + [550delA] normalan negativan negativna 
D-20 c.[550delA] + [2092C>T] normalan negativan negativna 
D-22 c.[616delG] + [1339T>C] normalan negativan negativna 
D-26 c.[1992+1G>T] + [2036_2037delCA] normalan negativan negativna 
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B-13  c. [550delA]  + [?] normalan negativan negativna 
G-4 c.[717delT] + [c.717delT] normalan negativan negativna 
G-5 c.[717delT] + [c.717delT] normalan negativan negativna 
G-6 c.[2362_2363delAGinsTCATCT] + 

[2362_2363delAGinsTCATCT] 
normalan negativan negativna 

B-23  c.[550delA] + [1524G>A] normalan negativan negativna 
G-08188 c.[2362_2363delAGinsTCATCT] + 

[2362_2363delAGinsTCATCT] 
normalan negativan negativna 

D-28 c.[550delA] + [2288A>G] normalan negativan negativna 
D-29 p.[Gly445Arg] + [?] normalan negativan negativna 
D-30 p.[Phe200_Leu204del] + [?] normalan negativan negativna 
M-10  c.[883_884delGAinsCT; 887delA] + 

[2442G>A] 
normalan negativan negativna 

M-11  c.[535G>C] + [1746-20C>G] normalan negativan negativna 
G-T3  c.[550delA] + [550delA] normalan negativan negativna 
D-21 c.[550delA] + [550delA] normalan negativan negativna 
D-24 c.[550delA] + [1063C>T] normalan smanjen smanjena 
D-23 c.[550delA] + [865C>T] normalan smanjen negativna 
B-14 p.[Arg448Cys] + [Arg448Cys] normalan smanjen negativna 
B-15  p.[Arg437Gly] + [Arg437Gly] normalan smanjen negativna 
G-2 p.[Pro319Leu] + [Ser86Phe] normalan smanjen negativna 
G-7 c.[2230A>G] + [946-1G>A] normalan smanjen smanjena 

M-12 c.[1466G>A] + [1711delC] normalan normalan normalna 
D-25 c.[1099G>A] + [1322delG] normalan normalan normalna 
D-17 c.[550delA] + [1468C>T] normalan normalan normalna 
D-18 p.[Arg493Trp] + [Phe525Ser] normalan normalan normalna 
D-32 c.[550delA] + [1465C>T] normalan normalan normalna 
G-T1 p.[Ala702Val] + [Ala702Val] normalan normalan normalna 
B-17 c.[1192T>C] + [1524+1G>C] / normalan normalna 
B-19 p.[Arg355Trp] + [Glu647X] / normalan normalna 
B-16 p.[Arg355Trp] + [ ? ] / normalan normalna 
B-20  p.[Gly445Arg] + [? ] / normalan normalna 
B-22  p.[Arg440Gln] + [? ] / normalan normalna 

C 
Biopsija Status Miozin Izražaj kalpaina 3 Aktivnost 

kalpaina 3 
D-6 FSHD normalan normalan normalna 
D-7 FSHD normalan normalan normalna 
D-8 FSHD normalan normalan normalna 
D-9 FSHD normalan normalan normalna 
B-12 kongenitalna miopatija  / normalan normalna 
D-13 LGMD2I  normalan normalan normalna 
D-14 LGMD2B  normalan normalan normalna 
D-15 LGMD2B   normalan normalan smanjena 
D-16 LGMD2B  normalan smanjen smanjena 

D 
 

Biopsija 
Status Miozin Izražaj kalpaina 3 Aktivnost 

kalpaina 3 
M-2 LGMD fenotip smanjen smanjen smanjena 
M-1 LGMD fenotip smanjen negativan negativna 
B-2 mišićna slabost normalan smanjen smanjena 
B-9 mišićna slabost normalan normalan normalna 
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M-3 poliomiozitis normalan normalan normalna 
M-4 poliomiozitis normalan normalan normalna 
M-5 LGMD fenotip normalan normalan normalna 
M-6  LGMD fenotip normalan normalan normalna 
M-7 LGMD fenotip normalan normalan normalna 
M-8 LGMD fenotip normalan normalan normalna 
B-1 visoke CK vrijednosti / normalan normalna 
B-4 visoke CK vrijednosti / normalan normalna 
B-7 visoke CK vrijednosti / normalan normalna 
B-3 mišićna slabost / normalan normalna 
B-5 mišićna slabost / normalan normalna 
B-6  mišićna slabost / normalan normalna 
B-8  mišićna slabost / normalan normalna 

B-11  mišićna slabost / normalan normalna 
B-10  mišićna slabost normalan normalan normalna 

 

4.1.4. Analiza različitih mišjih modela enzimskim testom 

Enzimski test korišten je i za analizu aktivnosti kalpaina 3 u LGMD2A mišjeg modela, kao 

i u SJL i mdm miševa. Kao što je prikazano na slici 11. normalna enzimska aktivnost 

postojala je u svih analiziranih miševa, osim, kao što se i očekivalo, u LGMD2A mišjem 

modelu (kalpain 3 -/-). 

             
Slika 11. Analiza izražaja (anti kalpain 3 protutijelo) i enzimske aktivnosti (anti V5 protutijelo) 

kalpaina 3 u različitih mišjih modela. Svaki analizirani mišić bio je inkubiran bez (stupac a) i sa 

supstratom (stupac b). Protein od 100kDa odgovara nepocijepanom supstratu, protein od 60kDa produktu 

cijepanja supstrata kalpainom 3, a protein od 55kDa autoliziranoj, aktivnoj formi kalpaina 3 iz mišića. 

Normalna enzimska aktivnost kalpaina 3 postojala je u kontroli 129SvPasIco, te mdm i SJL mišu. 

Nepostojanje izražaja, kao i enzimske aktivnosti kalpaina 3 uočeno je u LGMD2A modelu (kalpain 3 -/-). K 

odgovara uzorku supstrata bez mišića. 
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4.2. ODNOS KALPAINA 3 I TITINA U NASTANKU POJASNE M. DISTROFIJE 

        TIP 2A (LGMD2A) 

Istraživanje usmjereno prema boljem razumijevanju odnosa kalpaina 3 i titina u nastanku 

LGMD2A uključivalo je otkrivanje mjesta u C- terminalnom dijelu titina koja su podložna 

cijepanju, uz već poznatu IS7 regiju. Za bolje razumijevanje dobivenih rezultata u in vitro 

uvjetima istraživanje je prošireno na LGMD2A mišje modele i čovjeka, u kojima se 

nastojalo potvrditi postojanje cijepanja titina kalpainom 3, kao i njihova važnost u 

nastanku pojasne mišićne distrofije tip 2A. 

4.2.1. Cijepanje C-terminalnog dijela titina kalpainom 3  

4.2.1.1. Cijepanje C-terminalnog dijela titina kalpainom 3 u in vitro uvjetima 

Slijed C-terminalnog dijela titina koji sadrži (a) IS7 i m10 regiju (Mex5+Mex6), odnosno 

(b) područje od m3 regije do STOP kodona (Mex1-STOP) kloniran je u pcDNA3.1.D-V5-

His-TOPO plazmid (slika 12). Spomenuti plazmidi izraženi su u NIH3T3 stanicama u 

prisustvu pSRD/kalpain 3, odnosno pSRD/kalpain3C129S plazmida, koji su bili već prisutni 

u laboratoriju.  Transfecirane stanice su u nastavku lizirane, a proteini su razdvojeni 

poliakrilamidnom gel elektroforezom, preneseni na membranu, te inkubirani sa 

protutijelom usmjerenim protiv V5 peptida.  

Slika 12. Shematski prikaz plazmida.  pcDNA3.1D/V5-His-TOPO sa IS7 i m10 regijom titina (Mex5+6), 

odnosno sa titinom od m3 regije do STOP kodona (Mex1-STOP). 
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Kraći slijed titina (Mex5-6) bio je pocijepan u prisustvu kalpaina 3, pri čemu je vidljiva 

proteinska vrpca od 18 kDa. U dužem slijedu titina (Mex1-6) osim fragmenta od 18kDa, 

uočeno je i prisustvo dodatne proteinske vrpce od 45kDa (slika 13).      

                                  

Slika 13. Cijepanje C-terminalnog dijela titina kalpainom 3 (anti V5 protutijelo). Stupac 1 odgovara 

lizatu stanica transfeciranih sa titinom i inaktivnom formom kalpaina 3 (kalpain 3C129S), a stupac 2 titinu i 

aktivnom kalpainu 3. (A) Titin (IS7 i m10 regija) pocijepan je kalpainom 3, pri čemu je uočljiv produkt 

cijepanja od 18kDa. (B) Kalpain 3 cijepa titin (od m3 regije do STOP kodona) pri čemu nastaju proteinske 

vrpce od 18 i 45 kDa. 

4.2.1.2. Cijepanje titina kalpainom 3 u mišjem modelu  

Citoskeletni mišićni proteini kontrolnog miša, kao i 2 različita LGMD2A modela  

analizirani su poliakrilamidnom gel elektroforezom, preneseni na membranu, te inkubirani 

sa protutijelima usmjerenim prema m10 regiji titina (m10-1). Kao što je pokazano na slici 

14. u normalnog je miša uočeno prisustvo proteinske vrpce od 45kDa, dok je ista bila 

odsutna u oba analizirana LGMD2A mišja modela. 

                                              

Slika 14. Cijepanje titina kalpainom 3 u mišjim modelima. Stupac 2 odgovara frakciji citoskeletnih 

proteina kontrolnog miša (129SvPasIco), a stupci 1 i 3 LGMD 2A mišjim modelima. U kontrolnog miša 

uočljivo je prisustvo proteinske vrpce od 45kDa (p45). 
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4.2.1.3. Cijepanje titina kalpainom 3 u humanim biopsijama 

Prisutnost proteinske vrpce od 45kDa (p45) testirana je i u humanim biopsijama. Ukupno 

je testirano 10 biopsija: 5 LGMD2A, jedna LGMD2J, te 4 kontrolne biopsije koje potječu 

od 2 zdrave osobe, jedne DMD prenositeljice, te jednog FSHD bolesnika. Kao i kod 

miševa, citoskeletni proteini humanih mišića analizirani su poliakrilamidnom gel 

elektroforezom, preneseni na membranu, te inkubirani sa protutijelima usmjerenim protiv 

m10 regije titina (m10-1).  

U sve 4 kontrolne biopsije uočena je prisutnost p45, kao i tri dodatna produkta cijepanja, 

veličine od 10 do 20 kDa. U 4 od 5 analiziranih LGMD2A biopsija, kao i u jedne LGMD2J 

biopsije uočen je nedostatak sva 4 produkta cijepanja. U jednoj preostaloj LGMD2A 

biopsiji (slika 15, stupac 7) uočena su samo 2 od 4 produkta cijepanja, a njihov je intenzitet 

bio znatno slabiji u odnosu na kontrolne uzorke. 

             

Slika 15. Cijepanje titina kalpainom 3 u humanim biopsijama. Proteinska vrpca od 45kDa, kao i 3 

dodatna proteinska fragmenta označena crnim strelicama odgovaraju produktima cijepanja titina kalpainom 

3. Stupci 1, 4, 6, 9 i 11 odgovaraju kontrolnim biopsijama. Stupci 2, 3, 7, 8 i 10 odgovaraju LGMD2A 

biopsijama, a stupac 5 LGMD2J biopsiji. 

 

4.2.2. Lokalizacija p45 proteinskog fragmenta u mišićnoj stanici  

 
Unosom plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/Mex1-6 u miševe promatrao se smještaj C-

terminalnog dijela titina (LGMD2A miševi) i p45 proteinskog fragmenta koji nastaje 

cijepanjem C-terminalnog titina u kontrolnih miševa (slika 16A), a uslijed prisustva 

kalpaina 3. S obzirom da C-terminalni titin na svom C-terminalnom kraju sadrži V5 peptid, 

u analizi je korišteno protutijelo usmjereno protiv V5 peptida, kojim se omogućilo 
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razlikovanje unesenog od endogenog titina. Imunohistokemijska analiza uzdužnih rezova 

mišića pokazala je da je u kontrolnih miševa V5 signal difuzno razmješten u stanici (slika    

16B), dok je u LGMD2A miševa isključivo u području sarkomere (slika 16C), poput 

endogenog titina. Bojanje poprečnih rezova sa Topro3 bojom pokazalo je da C-terminalni 

titin (nepocijepani ili p45 forma) ne ulazi u jezgru (slika 16D i E).  

 

               
Slika 16. Određivanje smještaja C-terminalnog titina (anti V5 protutijelo) unosom u miševe. (A) 

Proteinska analiza mišića sa protutijelom usmjerenim protiv V5 peptida. Stupci 1-6 odgovaraju kontrolnim 

miševima, a stupci 7-11 LGMD2A miševima. Strelica pokazuje p45, proteinski fragment cijepanja C-

terminalnog titina kalpainom 3. (B) Difuzan smještaj p45 proteinskog fragmenta u kontrolnog miša. (C) 

Sarkomerni smještaj nepocijepanog C-terminalnog titina u LGMD2A miša. (D) Bojanje staničnih jezgri 

(crveno) i p45 proteina (zeleno) u kontrolnog miša. (E) Bojanje staničnih jezgri (crveno) i p45 proteina 

(zeleno) u LGMD2A miša.   
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4.3. ODNOS KALPAINA 3 I TITINA U NASTANKU POJASNE M. DISTROFIJE 
       TIP 2J (LGMD 2J) 
 
Ispitivanjem različitih karakteristika kalpaina 3 (interakcija sa titinom, proteolitička 

aktivnost, cijepanje C-terminalnog dijela titina) u prisustvu Mex6 mutacija, razjasnila se 

moguća uloga kalpaina 3 u nastanku LGMD2J. 

 

4.3.1. Utjecaj Mex6 mutacija na interakciju kalpaina 3 i titina 

Sustav dvostrukog hibrida koji je korišten u doktorskoj disertaciji temelji se na korištenju 

transkripcijskog faktora GAL4. U stanice kvasca unose se 2 različita plazmida. Jedan 

plazmid sadržava cDNA slijed proteina “mamac” (pAS/kalpain 3) koji se nalazi u nastavku 

GAL 4 vezujuće domene. Drugi plazmid sadržava cDNA slijed proteina “meta” 

(pGAD/titin-normalan ili mutiran slijed) koji se nalazi u nastavku GAL 4 aktivacijske 

domene. Nakon izražaja spomenutih proteina u stanicama kvasca, te u slučaju interakcije 

između dva proteina doći će do približavanja GAL4 vezujuće i aktivacijske domene, te će  

Slika 17. Shematski prikaz metode dvostrukog hibrida (modificirano prema 192) 
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biti omogućena transkripcija gena za sintezu histidina.  

Zasađivanjem transformiranih kvasaca na selektivni medij bez histidina omogućen je rast 

samo onih stanica koje mogu sintetizirati histidin, što je ujedno znak interakcije između 

dva analizirana proteina (slika 17). 

Interakcija između kalpaina 3 i titina, u području IS7 regije kodirane Mex5 egzonom 

potvrđena je metodom dvostrukog hibrida. Istovremeno, cilj pokusa bio je provjeriti da li 

je spomenuta interakcija onemogućena uslijed prisustva mutacija u Mex6 egzonu 

(I34306N, L34315P i 11bp del/ins). 

Kao što je vidljivo na slici 18, kvaščeve kolonije dobivene su za sve testirane slijedove 

titina i kalpaina 3, na osnovu čega se može zaključiti da prisustvo mutacija u Mex6 egzonu 

ne mijenja interakciju titina sa kalpainom 3. 

                              
Slika 18.  Rezultat metode dvostrukog hibrida za interakciju kalpaina 3 i različitih slijedova 
Mex5+Mex6 titina. Kvaščeve kolonije rasle su na histidin-, leucin-, triptofan- selektivnom mediju  (-HLT) i 
dobivene su za sve korištene kombinacije. 

 
4.3.2. Utjecaj Mex6 mutacija na izražaj i aktivnost kalpaina 3 
 

4.3.2.1. Utjecaj Mex6 mutacija na izražaj i aktivnost kalpaina 3 u in vitro uvjetima 
 
Aktivnost kalpaina 3 u in vitro uvjetima ispitivana je istovremenom transfekcijom i 

izražajem kalpaina 3, njegovog supstrata (kalpain 3 C129S) i normalnog ili mutiranog slijeda 

titina (tri Mex6 mutacije). Prisutnost proteinske vrpce od 60 kDa  (slika 19) pokazuje da 

prisutnost mutacija u Mex6 egzonu nije spriječila cijepanje supstrata (kalpain 3 C129S) 

aktivnim kalpainom 3. 
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Slika 19. Rezultat enzimske aktivnosti kalpaina 3 (anti V5 protutijela) u prisustvu 

Mex6 mutacija u in vitro uvjetima. Aktivnost kalpaina 3 testirana je kao mogućnost 

cijepanja supstrata (kalpain 3C129S) u prisustnosti normalnog slijeda titina (stupac 2), titina 

sa L34315P mutacijom (stupac 3), titina sa 11bp del/ins mutacijom (stupac 4) i titina sa 

I34306N mutacijom (stupac 5).  Stupac 1 odgovara NIH3T3 staničnom lizatu nakon 

transfekcije i izražaja supstrata, kalpaina 3C129S. Proteinska vrpca od 100kDa odgovara  

kalpainu 3C129S, dok 60kDa odgovara produktu cijepanja supstrata kalpainom 3.  

 

 4.3.2.2. Utjecaj Mex6 mutacija na izražaj i aktivnost kalpaina 3 u hum.biopsijama 

Aktivnost kalpaina 3 ispitana je na humanim biopsijama koje potječu od 2 TMD i jednog 

LGMD2J bolesnika. Kao što je pokazano na slici 20. u oba je TMD mišića dobiven 

normalan izražaj, kao i normalna aktivnost kalpaina 3. U dva različita mišića (m.flexor 

carpi i dijafragma) LGMD2J bolesnika nije bilo moguće očitati rezultat enzimskog testa, a 

zbog gotovo potpunog nedostatka miozina (slika 20).  

 

                                                      
 

Slika 20. Rezultat izražaja miozina (bojanje sa Ponceau Red otopinom), enzimske aktivnosti kalpaina 3 

(anti V5 protutijela) i izražaja kalpaina 3 (anti kalpain 3 protutijela) za 5 humanih biopsija. Svaki 

mišić bio je inkubiran bez (stupci a) i sa supstratom (stupci b). Proteinska vrpca od 100kDa odgovara 

supstratu, kalpainu 3C129S, 60kDa produktu cijepanja supstrata, dok je vrpca od 55kDa autolizirani i aktivirani 

kalpain 3 iz mišića. D-9 odogovara kontrolnom mišiću, dok su T1 i T2 dva TMD mišića. J-10/1 and J-10/2 su 

dva različita mišića iste LGMD2J biopsije. 
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4.3.3. Utjecaj Mex6 mutacija na cijepanje C-terminalnog dijela titina kalpainom 3 

Za ispitivanje utjecaja prisustva Mex6 mutacija na cijepanje titina (IS7 regija) kalpainom 

3, slijed IS7 i m10 regija titina, kodiranih Mex5 i Mex6 egzonom i koji sadrži tri prije 

spomenute Mex6 mutacije, kloniran je pcDNA3.1D/V5-His-TOPO plazmid (slika 21).  

Spomenuti plazmidi potom su uneseni u NIH3T3 stanice u prisustvu kalpaina 3 ili njegove 

inaktivne forme (kalpain 3C129S). Transfecirane stanice su lizirane, a proteini su razdvojeni 

poliakrilamidnom gel elektroforezom, preneseni na membranu, te inkubirani sa 

protutijelom usmjerenim protiv V5 peptida. Kao što je prikazano na slici 22.  normalni 

slijed titina je, kao što je već i pokazano, pocijepan pri čemu nastaje proteinski fragment od 

18kDa. Isti način cijepanja karakteristika je i titina koji u svom slijedu nosi mutaciju 

I34306N. U preostale dvije mutacije spomenuti produkt cijepanja nije vidljiv. 

Slika 21. Shematski prikaz plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO sa Mex6 mutacijama: I34306N, 

L34315P, 11bp del/ins.   
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S obzirom da je mutacija 11bp del/ins jedina do sada opisana mutacija koja uzrokuje 

LGMD2J, izostanak cijepanja titina kalpainom 3, a uslijed prisustva mutacije potvrđen je i 

u in vivo uvjetima (slika 15).   

  

           
Slika 22. Cijepanje titina kalpainom 3 u prisustvu Mex6 mutacija.  Različiti slijedovi titina bili su 
izraženi u NIH3T3 stanicama sa kalpainom 3 (stupci b) ili njegovom inaktivnom formom, kalpainom 3C129S 
(stupci a). p18 proteinska vrpca uočena je kod titina sa normalnim slijedom, odnosno onim sa I34306N 
mutacijom. 
 
 
4.4. ISPITIVANJE SUPSTRATA KALPAINA 3 U C-TERMINALNOM DIJELU 
       TITINA 
 

Ispitivanje supstrata kalpaina 3 izvođeno je u in vitro uvjetima analiziranjem proteina za 

koje se metodom dvostrukog hibrida pokazalo da ulaze u interakciju sa kalpainom 3 ili C-

terminalnim dijelom titina. U istraživanje su bili uključeni proteini MURF obitelji, KY 

protein, podjedinica proteasoma PSMC3, teletonin i miosprin (CMYA5). 

 

4.4.1. Obitelj MURF proteina 

 
4.4.1.1. Analiza MURF1 proteina kao mogućeg supstrata kalpaina 3 

Humani slijed komplementarne DNA MURF1 (AJ291713, gi: 18073355) unesen je u 

ekspresijski vektor pcDNA3.1D/V5-His-TOPO prema postupku opisanom u poglavlju 

«Materijali i metode».  

Rezultirajući plazmid (slika 23A) potom je izražen u NIH3T3 stanicama, zajedno sa 

pTOM/kalpain 3 ili pTOM/kalpain 3C129S plazmidom. Stanični lizat transfeciranih stanica 

analiziran je poliakrilamidnom gel elektroforezom, prenesen na membranu, te inkubiran 

protutijelom usmjerenim protiv V5 peptida.  Kao što je vidljivo na slici 23B u staničnom 

lizatu sa MURF1 proteinom i aktivnim kalpainom 3 uočava se postojanje proteinske vrpce 

od 37kDa koja je odsutna u lizatu sa MURF1 proteinom i inaktivnim kalpainom 3, a koja 

pokazuje da je MURF1 supstrat kalpaina 3.  
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Slika 23. (A) Shematski prikaz plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/MURF1. (B) Analiza MURF1 

proteina kao supstrata kalpaina 3. Stupac 1 odgovara lizatu stanica sa MURF1 i i inaktivnim kalpainom 

3C129S, a stupac 2 lizatu sa MURF1 i kalpainom 3. U stupcu 2 vidljiva je proteinska vrpca od 37kDa, koja je 

produkt cijepanja MURF1 proteina kalpainom 3. 

 

 

4.4.1.2. Analiza MURF2 i MURF2alt proteina kao mogućih supstrata kalpaina 3 

Lančanom reakcijom polimeraze umnoženi su, te potom klonirani u pcDNA3.1D/V5-His-

TOPO plazmid: i) najzastupljenija izoforma MURF2 proteina u mišiću, MURF2-60kDa 

(AJ243489, gi: 14588847), odnosno ii) MURF2-alternativna izoforma 60kDa (AJ431704, 

gi: 24939888) koja se od MURF2-60kDa razlikuje u C-terminalnom dijelu. Analiza 

spomenutih proteina, na isti način kao MURF1 protein, pokazala je odsustvo bilo kakvih 

produkata cijepanja u slučaju MURF2 proteina. Za razliku od toga alternativna forma je 

supstrat kalpaina 3, što potvrđuje proteinska vrpca od 20kDa (slika 24). 
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Slika 24. (A) Shematski prikaz plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/MURF2. (B) Analiza MURF2 

proteina kao supstrata kalpaina 3. (C) Shematski prikaz plazmida pcDNA3.1D/V5-His-

TOPO/MURF2alt. (D) Analiza MURF2alt proteina kao supstrata kalpaina 3.  Stupac 1 odgovara lizatu 

stanica sa MURF2 ili MURF2alt i kalpainom 3, a stupac 2 lizatu sa MURF2 ili MURF2alt i inaktivnim 

kalpainom 3C129S. U stupcu 2, slike D vidljiva je proteinska vrpca od 20kDa, koja je produkt cijepanja 

MURF2alt proteina kalpainom 3. 

 

 

4.4.2. Analiza PSMC3 proteina kao mogućeg supstrata kalpaina 3 

Komercijalni plazmid pCMVSport6/PSMC3 (BC005783; gi: 13543236) korišten je za 

umnažanje humanog slijeda PSMC3, proteinske podjedinice proteasoma, te potom 

kloniran u pcDNA3.1D7V5-His-TOPO plazmid (slika 25A). 

Analiza plazmida u NIH3T3 stanicama na način opisan za prethodno navedene proteine 

pokazala je prisustvo proteinske vrpce od 40kDa, prisutne isključivo u lizatu  stanica sa 
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PSMC3 i aktivnim kalpainom 3. To ujedno potvrđuje PSMC3 kao supstrat kalpaina 3. 

(slika 25B). 

 

        

Slika 25. (A) Shematski prikaz plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/PSMC3. (B) Analiza PSMC3 

proteina kao supstrata kalpaina 3. Stupac 1 odgovara lizatu stanica sa PSMC3 i i inaktivnim kalpainom 

3C129S, a stupac 2 lizatu sa PSMC3 i kalpainom 3. U stupcu 2 vidljiva je proteinska vrpca od 40kDa, koja je 

produkt cijepanja PSMC3 proteina kalpainom 3. 

 
 

4.4.3. KY protein 

 

4.4.3.1. Analiza KY  kao mogućeg supstrata kalpaina 3 
 
pCTGFP/mKY plazmid (G.Blanco, MRC Mammalian Genetics Unit, Harwell, Velika 

Britanija) koji sadrži mišji slijed KY proteina (AJ293727, gi: 48715087) korišten je za 

transfekciju NIH3T3 stanica zajedno sa pTOM/kalpain 3, odnosno pTOM/kalpain 3C129S 

plazmidom. Analiza lizata transfeciranih stanica, sa protutijelom usmjerenim protiv KY 

proteina, pokazala je odsustvo produkata cijepanja , tj. KY protein nije supstrat kalpaina 3 

(slika 26A).  

 

4.4.3.2. Utjecaj KY proteina na aktivnost kalpaina 3 

U NIH3T3 stanice unosili su se plazmidi pCTGFP/mKY, pcDNA3.1D/V5-His-

TOPO/titinMex5-6, te pTOM/kalpain 3. Analiza stančnog lizata, sa protutijelom 

usmjerenim protiv V5 peptida, pokazala je da je unatoč prisustvu KY proteina kalpain 3 

aktivan i cijepa C-terminalni dio titina (slika 26B).  
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Slika 26. (A) Analiza KY proteina kao supstrata kalpaina 3 (anti KY protutijelo). Stupac 1 odgovara 

lizatu stanica sa KY proteinom i i inaktivnim kalpainom 3C129S, a stupac 2 lizatu sa KY proeinom i kalpainom 

3. (B) Utjecaj KY proteina na aktivnost kalpaina 3 (anti V5 protutijelo). Stupac 1 odgovara lizatu stanica 

sa KY proteinom, titinom i kalpainom 3. Stupac 2 odgovara staničnom lizatu sa KY proteinom, titinom i 

inaktivnim kalpainom 3C129S. U stupcu 1 uočljivo je prisustvno produkta cijepanja titina kalpainom 3 (p18). 

 

 

 4.4.3.3. Utjecaj KY proteina na morfologiju stanica sa izraženim kalpainom 3 

U NIH3T3 stanice uneseni su pCTGFP/mKY i pTOM/kalpain3, odnosno pCTGFP/mKY  i 

pTOM/kalpain3C129S plazmid. Stanice su po završenoj transfekciji fiksirane, te podvrgnute 

imunohistokemijskoj analizi. Mikroskopski pregled preparata pokazao je da stanice sa 

izraženim kalpainom 3C129S zadržavaju tipičan izduženi, zvjezdasti oblik fibroblasta (slika 

27A-C). Stanice fibroblasta sa izraženim aktivnim kalpainom 3 imaju uobičajeno okrugli 

oblik, koji je zadržan unatoč prisustvu KY proteina.  

 

 

4.4.3.4. Interakcija KY proteina sa C terminalnim dijelom titina 

Interakcija između KY proteina (pGBKT7/KY) i C-terminalnog dijela titina (pGAD/titin-

Mex5-6) analizirana je metodom dvostrukog hibrida. Nepostojanje interakcije među 

analiziranim proteinima i time nemogućnost sinteze histidina uzrokuje izostanak rasta 

kvaščevih kolonija na selektivnom mediju (slika 28B).  
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Slika 27. Utjecaj KY proteina na morfologiju stanica sa izraženim kalpainom 3. (A) Izražaj kalpaina 

3C129S (anti kalpain 3 protutijelo) u citoplazmi stanice fibroblasta. (B) Izražaj KY proteina (anti KY 

protutijelo) u citoplazmi stanice fibroblasta. (C) Stanica fibroblasta, sa uobičajenim izduženim oblikom, na 

kojoj je istovremeno prikazan smještaj KY proteina, kalpaina 3C129S i aktina. (D) Izražaj aktivnog kalpaina 3 

u stanici fibroblasta. Uslijed prisutnosti kalpaina 3 stanica fibroblasta poprima okrugli oblik. (E) Izražaj KY 

proteina u stanici fibroblasta sa izraženim kalpainom 3. (F) Prikaz dviju stanica fibroblasta. U stanici 

izduženog oblika prikazan je smještaj aktina. U drugoj, okrugloj stanici istovremeno je prikazan smještaj KY 

proteina, kalpaina 3 i aktina. 

 

 

Slika 28. Rezultat metode dvostrukog hibrida za KY i C-terminalni dio titina (A) Rast kvaščevih 

kolonija na mediju sa manjkom leucina i triptofana. (B) Izostanak rasta kvaščevih kolonija na selektivnom 

mediju (medij sa manjkom histidina, leucina i triptofana). 
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4.4.4. Analiza teletonina (TCAP) kao mogućeg supstrata kalpaina 3 

Humani slijed teletonina (NM_003673; gi: 19924299) kloniran je u pcDNA3.1.D/V5-His-

TOPO plazmid (slika 29A), te analiziran na prethodno opisan način. Kao što je vidljivo na 

slici 29B, teletonin nije supstrat kalpaina 3 jer se nije uočio niti jedan produkt cijepanja u 

lizatu NIH3T3 stanica sa teletoninom i aktivnim kalpainom 3. 

 

            

Slika 29. (A) Shematski prikaz plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO sa teletoninom. (B) Analiza 

teletonina kao supstrata kalpaina 3. Stupac 1 odgovara lizatu stanica sa teletoninom i kalpainom 3, a 

stupac 2 lizatu sa teletoninom i inaktivnim kalpainom 3C129S.  

 
 

4.4.5. Analiza miosprina (CMYA5) kao mogućeg supstrata kalpaina 3 

S obzirom da je veličina komplementarne DNA miosprina (CMYA5; NM_153610; gi: 

62241002) 12 kb, u pcDNA3.1D/V5-His-TOPO plazmid unesen je samo C-terminalni dio 

miosprina (3.5 kb) koji sadržava BBox', BBC, FN3 i SPRY domene.  

Plazmid pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/CMYA5-Cterm (slika 30A) izražen je u NIH3T3 

stanicama, te analiziran na način opisan za prethodno navedene proteine. Na slici 30B nisu 

vidljivi proteinski fragmenti koji bi upućivali na zaključak da je miosprin supstrat kalpaina 

3. Takav rezultat nije bilo moguće potvrditi jer u svakom slijedećem pokusu nije bila 

postignuta dovoljna izraženost miosprina.  
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Slika 30. (A) Shematski prikaz plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO sa C-terminalnim dijelom 

miosprina. (B) Analiza C-terminalnog dijela miosprina kao supstrata kalpaina 3. Stupac 1 odgovara 

lizatu stanica sa miosprinom i kalpainom 3, a stupac 2 lizatu sa miosprinom i inaktivnim kalpainom 3C129S.  
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5.1. ENZIMSKI TEST ZA ODREĐIVANJE AKTIVNOSTI KALPAINA 3 

Pojasna mišićna distrofija tip 2A (LGMD2A) se poput drugih pojasnih distrofija odlikuje 

varijabilnošću kliničke slike. Stoga je klinički postavljenu dijagnozu LGMD2A potrebno 

potvrditi molekularnom analizom odgovornog gena (CAPN3), odnosno proteina (kalpain 

3). Proteinska analiza kalpaina 3 relativno je jednostavna i brza, ali nije u potpunosti 

osjetljiva, s obzirom da je opisano nekoliko CAPN3 mutacija koje pokazuju normalan 

izražaj kalpaina 3. Do danas je takav rezultat opisan u 7 mutacija «missense» tipa: 

p.Thr184Met i p.Gly222Arg (193), p.Arg489Gln, p.Arg490Gln i p.Arg490Trp (194), te 

p.Gly496Arg i p.Ser606Leu (195). Proteinsku analizu nadalje komplicira mogućnost lažno 

pozitivnih rezultata, tj. sekundarno smanjenje izražaja kalpaina 3 u pacijenata sa pojasnim 

mišićnim distrofijama tip 2B (148), tip 2J (149) i tip 2I (196).  Analiza CAPN3 gena 

pouzdaniji je dijagnostički pristup od proteinske analize. No većina CAPN3 mutacija su 

privatne mutacije i samo se pojedine javljaju sa većom učestalošću. To ujedno znači da 

otkrivanje CAPN3 mutacija podrazumijeva, ukoliko spektar mutacija u nekoj populaciji 

nije poznat, analizu sve 24 kodirajuće jedinice CAPN3 gena, što ovaj pristup čini 

kompliciranim, skupim i neadekvatnim za rutinsku praksu. U cilju poboljšanja LGMD2A 

dijagnostike, ali i boljeg i lakšeg istraživanja funkcije kalpaina 3 i njegovih drugih 

karakteristika, dio disertacije bio je usmjeren prema razvitku enzimskog testa za 

određivanje aktivnosti kalpaina 3. Enzimski test, čiji je princip opisan u poglavlju 

« Rezultati », istovremeno analizira izražaj kalpaina 3, kao i njegovu autolitičku i 

proteolitičku aktivnost usmjerenu prema supstratu, inaktivnom kalpainu 3 (kalpain 3C129S).  

Mogućnost primjene optimiziranog enzimskog testa ispitana je na 79 humanih biopsija, 

odnosno 3 različita mišja modela. Analiza humanih biopsija (kontrolnih, LGMD2A, ne-

LGMD2A i nedijagnosticiranih) provedena je kao slijepi pokus, u kojem su se rezultati 

aktivnosti kalpaina 3 uspoređivali tek nakon završenog testa sa prije poznatim rezultatima 

analize CAPN3 gena i/ili kalpaina 3. Nakon provjere kvalitete mišića ukupno je 

analizirano 34 uzoraka mišića bolesnika sa LGMD2A, odnosno 9 uzoraka mišića zdravih 

osoba (kontrolne biopsije). Dok su u kontrolnih biopsija sve karakteristike kalpaina 3 bile, 

prema očekivanju normalne, u 23 LGMD2A biopsije pronađena je smanjena ili potpuno 

izostala aktivnost kalpaina 3. Rezultati dobiveni za LGMD2A biopsije gotovo su u 

potpunosti odgovarali prethodno dobivenim rezultatima klasične proteinske analize 

kalpaina 3. Ipak, u 4 je mišića (D-23, B-14, B-15 i G-2) pokazana veća osjetljivost 
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enzimskog testa, s obzirom da je klasičnom proteinskom analizom dobiven smanjen izražaj 

kalpaina 3, a ezimskim testom potpuni gubitak proteolitičke aktivnosti. Veća osjetljivost 

enzimskog testa pokazana je i tijekom njegove optimzacije, gdje je preinkubacija mišića od 

120 minuta na 37°C rezultirala potpunim gubitkom enzimske aktivnosti uz zadržan 

normalan izražaj kalpaina 3.  U preostalih 11/34 LGMD2A biopsija, što odgovara nešto 

više od 30% analiziranih LGMD2A biopsija, enzimski test je pokazao normalan izražaj i 

aktivnost kalpaina 3. To je malo veći postotak od već objavljenog istraživanja po kojem 

postotak LGMD2A biopsija sa normalno izraženim kalpainom 3 iznosi 20% (194). 

Zadržavanje ili gubitak enzimske aktivnosti kalpaina 3 u LGMD2A biopsija sa različitim 

CAPN3 mutacijama u popriličnom je skladu sa već objavljenim istraživanjem korelacije 

genotipa i fenotipa u LGMD2A bolesnika (86). Prema tom istraživanju, ali i enzimskom 

testu mutacije «nonsense» ili «frameshift» tipa rezultiraju potpunim gubitkom izražaja, pa 

time i aktivnosti kalpaina 3, što se najčešće očituje i kao teža klinička slika. Iako je 

uvriježeno pravilo da se mutacije «missense» tipa povezuju sa blažom kliničkom slikom, 

ipak se smatra da je njihov učinak na izražaj kalpaina 3 i time kliničku sliku nepredvidiv. 

Enzimski test potvrđuje te činjenice, pa tako neke od analiziranih «missense» mutacija 

(p.Arg437Gly (c.1309C>T), p.Arg448Cys (c.1342C>G))  uzrokuju potpuni gubitak 

izražaja i aktivnosti kalpaina 3, dok druge (p.Gly367Ser (c.1099G>A), p.Trp398Arg 

(c.1192T>C), p.Arg355Trp (c.1063C>T), p.Arg489Gln (1466G>A), p.Arg489Trp 

(c.1465C>T), p.Arg490Trp (c.1468C>T)) nemaju utjecaja na njegovo proteolitičko 

djelovanje, barem prema kalpainu 3C129S. Ovo je ujedno prvi puta da se za ovdje nabrojene 

“missense” mutacije pokazala normalna aktivnost kalpaina 3. Izuzetak je mutacija 

p.Arg490Trp (c.1468C>T) za koju je već pokazan normalan izražaj kalpaina 3 (194), ali 

smanjena mogućnost autolize, što je i potvrđeno enzimskim testom. Takav rezultat ujedno 

upućuje na zaključak da nemogućnost odvijanja normalne autolize ne sprječava 

proteolitičko djelovanje. Objašnjenje dobivenim rezultatima za «missense» mutacije još 

nije poznato, a nije ni vidljiva eventualna korelacija između položaja mutacije u genu i 

utjecaja na aktivnost kalpaina 3. Ipak, na osnovu dobivenih rezultata može se zaključiti da 

bi određivanje aktivnosti kalpaina 3 dalo bolju procjenu težine i progresije kliničke slike 

nego jednostavna procjena tih faktora na osnovu tipa mutacije. Za potvrdu ove 

pretpostavke potrebna je analiza daleko većeg broja biopsija. Istovremeno, vrlo je važno 

napomenuti da rezultati enzimskog testa pokazuju da LGMD2A može nastati ne samo 

zbog gubitka proteolitičke aktivnosti kalpaina 3, već i zbog gubitka nekih drugih svojstava 
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kalpaina 3 poput nemogućnosti prepoznavanja in vivo supstrata ili nenormalne lokalizacije 

u stanici. 

S izuzetkom dva uzorka u svih ostalih ne-LGMD2A biopsija (FSHD, LGMD2B, LGMD2I 

i CMD) dobivena je normalna aktivnost kalpaina 3, zajedno s njegovim normalnim 

izražajem. Obje biopsije u kojih je pronađeno smanjenje aktivnosti kalpaina 3 odgovarale 

su bolesnicima sa LGMD2B, od kojih je jedan složeni heterozigot (c. [401C>T] + 

[c.5022delT]), a drugi homozigot sa delecijom u egzonu 29 (c.3152delG). U prvoj biopsiji 

aktivnost kalpaina 3 bila je očekivano smanjena s obzirom da je takav bio i njegov izražaj. 

Ovakav rezultat nije neuobičajen s obzirom da već postoji nekoliko opisanih slučajeva 

LGMD2B bolesnika sa smanjenim izražajem kalpaina 3 (148, 197). Smanjenje kalpaina 3 

u LGMD2B bolesnika moglo bi se objasniti postojanjem interakcije između kalpaina 3 i 

disferlina (150), odnosno mogućnosti da spomenute DYSF mutacije obuhvaćaju područje 

disferlina neophodno za interakciju sa kalpainom 3. Ipak, utemeljenost ove hipoteze 

zahtijeva poznavanje točnog mjesta interakcije. U LGMD2B biopsiji sa c.3152delG 

mutacijom uočena je smanjena aktivnost kalpaina 3 unatoč njegovom normalnom izražaju. 

Takav rezultat govori još jednom u prilog veće osjetljivosti enzimskog testa u odnosu na 

klasičnu proteinsku analizu, ali ujedno pokazuje da bi promjene u svojstvima kalpaina 3 

mogle biti puno češće u LGMD2B bolesnika nego se dosad mislilo. U cilju boljeg 

razumijevanja složenog odnosa između kalpaina 3 i disferlina bilo bi potrebno analizirati 

više LGMD2B biopsija, te vidjeti da li su spomenute promjene aktivnosti kalpaina 3 

povezane s pojavom LGMD2B fenotipa. 

Nedijagnosticirane biopsije uključivale su pacijente sa hiperCKemijom, polimiozitisom, 

LGMD fenotipom ili mišićnom slabošću, te je u većine njih već bila napravljena analiza 

više različitih gena uključenih u nastanak raznih mišićnih distrofija, no bez pozitivnog 

rezultata. Jedna od testiranih biopsija (B-2) pokazala je smanjen izražaj i aktivnost 

kalpaina 3, dok su u svih ostalih dobiveni normalni rezultati za kalpain 3. U spomenute 

biopsije B-2 napravljena je analiza cijelog CAPN3 gena, no nije pronađena niti jedna 

mutacija. Osim toga, klinička slika nije odgovarala simptomima LGMD2A, pa je 

vjerojatnije da spomenuta biopsija odgovara jednoj od onih distrofija koje pokazuju 

sekundarno smanjenje izražaja kalpaina 3: LGMD2B, LGMD2I ili LGMD2J. 

S obzirom da se primjena enzimskog testa na humanim biopsijama pokazala uspješnom, 

analizirano je i nekoliko različitih mišjih modela: kontrolni 129SvPasIco, LGMD2A mišji 
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model, SJL i mdm miš. Kontrolni miš pokazao je normalan izražaj i aktivnost kalpaina 3, 

dok je, prema očekivanju, u LGMD2A miša dobiven negativan izražaj, a time i negativna 

aktivnost kalpaina 3. SJL miš je LGMD2B mišji model za kojeg je bilo interesantno 

provjeriti svojstva kalpaina 3, a s obzirom na rezultate dobivene za LGMD2B biopsije. Za 

SJL miša je već pokazano da izražaj kalpaina 3 nije smanjen (198) što je, uz normalnu 

aktivnost, potvrđeno i enzimskim testom. To upućuje na zaključak da delecija od 171bp u 

genu za disferlin SJL miša, uz zadržani okvir čitanja ne sadrži mjesto interakcije disferlina 

sa kalpainom 3. Kao što je već spomenuto u uvodnom dijelu, sekundarno smanjenje 

kalpaina 3 karakteristika je i mdm miša, prirodno postojećeg modela karakteriziranog 

mišićnom distrofijom s miozitisom i delecijom 83 aminokiseline u N2-A regiji titina (199). 

Spomenuta delecija uklanja 21 od 88 aminokiselina veznog mjesta za kalpain 3 

onemogučujući interakciju titina i kalpaina 3 te njegovu destabilizaciju. Unatoč tome 

proteolitička aktivnost, analizirana enzimskim testom, bila je normalna, upućujući na 

zaključak da mdm mutacija nema utjecaja na autolizu ili aktivnost kalpaina 3. 

Enzimski test predstavlja jednostavnu i brzu metodu određivanja izražaja i aktivnosti 

kalpaina 3. Korištenjem testa pokazano je da 30% LGMD2A biopsija ima normalno 

aktivan kalpain 3, odnosno da bi LGMD2B pacijenti sa sekundarnim promjenama u 

kalpainu 3 mogli biti brojniji nego se trenutno misli. Unatoč uočenim lažno pozitivnim, 

odnosno lažno negativnim rezultatima enzimski test poboljšava trenutno dostupne 

LGMD2A dijagnostičke metode kalpaina 3 jer ima veću osjetljivost, te istovremeno 

analizira 3 različita svojstva kalpaina 3. Štoviše, enzimski test ima moguću primjenu u 

bazičnom istraživanju kalpaina 3 kojim se nastoje što bolje razumijeti osobine i funkcije 

ove proteaze. S obzirom na pretpostavku da se kalpain 3 u mišiću nalazi u inaktivnom 

stanju ukazuje se potreba za otkrivanjem njegovog aktivacijskog/aktivacijskih signala, 

kojima bi bilo moguće bolje razumijeti način regulacije ove proteaze u mišićnoj stanici. 

Enzimski test, s obzirom na mogućnost praćenja aktivnosti kalpaina 3 bilo u in vitro ili in 

vivo uvjetima, mogao bi znatno doprijeniti tom istraživanju.  
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5.2. ULOGA ODNOSA KALPAINA 3 I TITINA U NASTANKU LGMD 2A  

5.2.1. Cijepanje C-terminalnog titina kalpainom 3 

Titin je jedan od nekoliko, trenutno poznatih in vitro supstrata kalpaina 3. Cijepanje titina, 

analizom C-terminalnog dijela kodiranog sa krajem Mex4 i zadnja dva egzona (Mex5 i 

Mex6), bilo je dokazano prisustvom proteinskog fragmenta od 18kDa (139). S obzirom na 

veličinu analiziranog C-terminalnog dijela titina, te dobivenog proteinskog fragmenta p18 

mjesto cijepanja najvjerojatnije se nalazi pri kraju IS7 (Mex5), odnosno na početku m10 

(Mex6) područja. U cilju ispitivanja postojanja i drugih mjesta cijepanja u C-terminalnom 

dijelu titina, korišten je slijed titina koji je na razini gena odgovarao kraju egzona Mex1 pa 

sve do STOP kodona. Analiza tog dužeg slijeda rezultirala je pojavom p18, ali i dodatnog 

proteinskog fragmenta veličine otprilike 50kDa, upućujući na postojanje još jednog mjesta 

cijepanja. Položaj ovog drugog mjesta cijepanja najvjerojatnije je unutar proteinskog 

slijeda kodiranog egzonom Mex3, tj. unutar jedinstvenog slijeda IS6 ili m8 

imunoglobulinskog ponavljanja.   

Kako bi se odredila važnost rezultata dobivenih u in vitro uvjetima ista je analiza 

napravljena na uzorcima mišića kontrolnih miševa i zdravih osoba. Za razliku od rezultata 

dobivenih u in vitro uvjetima, analiza kontrolnih miševa rezultirala je prisustvom 

proteinskog fragmenta veličine 45kDa. Ovaj produkt cijepanja odgovara fragmentu od 

50kDa uočenom tijekom in vitro analize. Razlika od nekoliko kDa posljedica je prisutnosti 

V5 peptida na C-terminalnom kraju titina korištenog u in vitro analizi. U skladu sa 

rezultatima dobivenim na mišu, analiza uzoraka mišića zdravih osoba također je rezultirala 

pojavom p45 fragmenta. Ipak, u humanih biopsija uočeno je prisustvo još 3 produkta 

cijepanja. Njihova veličina bila je oko 10, 15 i 20kDa. Fragment od 15kDa najvjerojatnije 

odgovara p18 fragmentu uočenom tijekom in vitro analize. Kao i u prethodnom slučaju, 

razlika u veličini posljedica je pristunosti V5 peptida na C-terminalnom dijelu titina. 

Nepostojanje p18 fragmenta prilikom analize kontrolnog miša nije u potpunosti jasno, no 

pretpostavlja se da korišteno protutijelo (m10-1) pokazuje različitu osjetljivost prema 

mišjem, odnosno humanom proteinskom slijedu titina.  

Nakon potvrde titina kao in vivo supstrata kalpaina 3, odvijanje procesa cijepanja titina 

kalpainom 3 testirano je na uzorcima mišića dva mišja modela za LGMD2A. Iako svaki 

model karakterizira drugačija mutacija u genu za kalpain 3, zajednički im je potpuni 
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nedostatak izražaja kalpaina 3. Dok jedan model karakterizira delecija u katalitičkoj 

domeni proteina, drugi model sadrži deleciju smještenu na samom početku gena. Analiza 

titina u oba je modela pokazala izostanak pojave p45 fragmenta, što potvrđuje da 

spomenuti produkt cijepanja nastaje kao posljedica proteolitičkog djelovanja kalpaina 3 

prema titinu. U nastavku su analizirani i mišići 5 bolesnika s LGMD2A. U četiri biopsije 

prethodno je, korištenjem enzimskog testa, pokazan potpuni nedostatak izražaja, a time i 

aktivnosti kalpaina 3. Osim toga, u sve četiri biopsije pronađen je i potpuni nedostatak sva 

4 produkta cijepanja titina kalpainom 3. Na osnovu rezultata dobivenih u LGMD2A mišjih 

modela i humanih biopsija, može se zaključiti da cijepanje titina kalpainom 3 predstavlja 

važan dio normalne homeostaze skeletnog mišića, a moguće je i da neodvijanje tog procesa 

ima određenu ulogu u nastanku pojasne mišićne distrofije tip 2A.  

U preostaloj LGMD2A humanoj biopsiji uočeno je prisustvo p45 i p20 proteinskih 

fragmenata, ali je njihov intenzitet bio slabiji u odnosu na kontrolne uzorke. Osim toga, 

enzimskim testom je pokazan normalan izražaj i aktivnost kalpaina 3. Prethodno su 

genskom analizom u tog bolesnika otkrivene dvije CAPN3 mutacije: 1322delG i 

Gly367Ser. Prva mutacija smještena je u egzonu 10, a uzrokuje pomak okvira čitanja. 

Točnije, uslijed njezinog prisustva javlja se preuranjeni STOP kodon, te nastaje “krnji” 

protein koji je najvjerojatnije razgrađen odmah nakon sinteze. Na osnovu toga se može 

zaključiti da normalan izražaj i aktivnost kalpaina 3 potječe od drugog alela koji nosi 

Gly367Ser mutaciju, smještenu u egzonu 8 CAPN3 gena. To ujedno upućuje na zaključak 

da spomenuta mutacija pripada skupini mutacija “missense” tipa koje nemaju utjecaja na 

proteolitčko mjesto kalpaina 3. Ipak, potrebno je napomenuti da unatoč činjenici da je u in 

vitro uvjetima kalpain 3 bio normalno izražen i aktivan, u in vivo uvjetima nije bio u 

mogućnosti u potpunosti cijepati svoj supstrat, C-terminalni dio titina. Razlika u cijepanju 

dva različita supstrata već je otprije poznata za nekoliko mutacija “missense” tipa koje su 

cijepale kalpain 3C129S, dok su bile inaktivne prema drugom supstratu, fodrinu (108). Ta 

razlika objašnjena je postojanjem drugačijih mehanizama prepoznavanja, odnosno 

uključenosti različitih domena kalpaina 3 u prepoznavanje ova dva supstrata. Isto tako je 

moguće da u in vivo uvjetima određeni faktori sprječavaju normalno i potpuno 

prepoznavanje i cijepanje supstrata, dok u in vivo uvjetima nema prepreka za odvijanje tih 

procesa. Kako bi potvrdili ovdje prikazane rezultate i donijeli određene zaključke bilo bi 

potrebno analizirati veći broj biopsija sa normalnim izražajem i aktivnošću kalpaina 3. 
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5.2.2. Istraživanje funkcije produkata cijepanja titina kalpainom 3 

Važnost cijepanja titina kalpainom 3, te pojava p45 fragmenta nastojala se ispitati unosom 

C-terminalnog dijela titina u kontrolne i LGMD2A miševe. U LGMD2A miševima uneseni 

titin nije bio pocijepan, a lokalizacija mu je bila u potpunosti sarkomerna. Za razliku od 

toga u kontrolnih miševa, djelovanjem kalpaina 3, uneseni titin bio je pocijepan, a nastali 

p45 fragment pokazao je da nije isključivo vezan uz sarkomeru. Iako svi do sada 

prezentirani rezultati upućuju na važnost cijepanja titina kalpainom 3 teško je predvidjeti 

pravu svrhu tog procesa. Moguće je da je cijepanje potrebno za odvajanje titina i njegovog 

C-terminalnog dijela ili je možda upravo odvajanje titina od C-terminalnog kraja potrebno 

za njegovu normalnu funkciju. S druge strane moguće je i da p45 proteinski fragment, 

jednom kad je odvojen od ostatka titina, ima određenu ulogu u stanici. Za bolje 

razumijevanje postavljenih hipoteza neophodno je, za buduća istraživanja, konstruirati 

odgovarajuće mišje modele: jedan sa delecijom p45 fragmenta, drugi sa njegovim 

povečanim izražajem. Analiza takvih mišjih modela pomogla bi u boljem razumijevanju 

svojstava p45 fragmenta, osobito da li je nedostatak spomenutog fragmenta uključen u 

nastanak pojasne mišićne distrofije tip 2A.  

 

5.3. ULOGA ODNOSA KALPAINA 3 I TITINA U NASTANKU LGMD2J 

5.3.1. Utjecaj Mex6 mutacija na funkciju kalpaina 3  

Osim što kalpain 3 cijepa C-terminalni dio titina u blizini ili u samoj IS7 regiji, to je ujedno 

i jedno od tri mjesta u titinu za koje je metodom dvostrukog hibrida pokazano da stupa u 

interakcije sa kalpainom 3 (129). U susjednoj, m10 regiji, smještene su tri različite Mex6 

mutacije. Najčešća od njih pronađena je u finskoj populaciji i riječ je o istovremenoj 

deleciji i inserciji 11 bp, što na razini proteina uzrokuje promjenu četiri aminokiselinska 

ostatka (Glu34286_Trp34289delinsValLysGluLys), uz zadržan okvir čitanja (27). 

Preostale dvije mutacije su “missense” tipa, a pronađene su u jedne francuske 

(Leu34315Pro), odnosno belgijske (Ile34306Asn) obitelji (189, 190).  

Sve tri Mex6 mutacije uzrokuju nastanak tibijalne mišićne distrofije, dok je 11bp del/ins 

mutacija pronađena i u homozigotnom obliku što je osobina pojasne mišićne distrofije tip 

2J. Proteinska analiza nekih TMD, odnosno LGMD2J bolesnika, pokazala je postojanje 
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sekundarnog smanjenja izražaja kalpaina 3, što je bio prvi dokaz stvarnog, a ne samo in 

vitro postojanja interakcije između titina i kalpaina 3. Do sada nema objašnjenja toj pojavi, 

ali se pretpostavlja da bi Mex6 mutacije mogle onemogućiti interakciju kalpaina 3 i titina, 

što bi dovelo do njegove destabilizacije i pojačane proteolitičke aktivnosti (149). S 

obzirom na smještaj Mex6 mutacija u neposrednoj blizini veznog mjesta za kalpain 3, 

sekundarno smanjenje kalpaina 3 upravo se može objasniti prisustvom Mex6 mutacija, a 

koje bi mogle utjecati na interakciju titina i kalpaina 3 ili na proteolitičku aktivnost 

kalpaina 3, posebice na njegovo cijepanje C-terminalnog dijela titina. U cilju potvrde te 

pretpostavke nekoliko svojstava kalpaina 3 analizirano je u in vitro i in vivo uvjetima. 

Prvo analizirano svojstvo bila je mogućnost interakcije kalpaina 3 sa titinom u prisustvu 

Mex6 mutacija. Interakcija između različitih slijedova titina (normalnog ili mutiranog) i 

kalpaina 3 testirana je korištenjem metode dvostrukog hibrida. Rast kolonija na 

selektivnom hranjivom mediju za sve analizirane kombinacije pokazao je postojanje 

interakcije kalpaina 3 sa normalnim, ali i mutiranim titinom. To je ujedno značilo da Mex6 

mutacije nemaju utjecaja na interakciju titina i kalpaina 3.  

Slijedeći korak bilo je određivanje aktivnosti kalpaina 3 u prisustvu Mex6 mutacija, pri 

čemu je korišten prije spomenuti enzimski test za određivanje aktivnosti kalpaina 3. U in  

vitro uvjetima dobivena je normalna aktivnost kalpaina 3 iako te rezultate treba uzeti sa 

zadrškom jer su i titin i kalpain 3 bili uneseni transfekcijom u stanice fibroblasta, te nema 

dokaza da je među njima došlo do interakcije kakva normalno postoji između kalpaina 3 i 

titina. Za dobivanje informativnijih rezultata analizirani su uzorci mišića osoba s TMD i 

LGMD2J. U TMD biopsija nije uočena nikakva promjena aktivnosti u odnosu na kontrolni 

uzorak, dok je kod LGMD2J uzoraka interpretacija rezultata bila nemoguća zbog 

razgradnje proteina koja je nastupila zbog nepravilnog pohranjivanja mišića. Stoga je 

jedina preostala mogućnost, a koja može dati podatak o aktivnosti kalpaina 3 u prisutnosti 

Mex6 mutacija,  analiza nedavno konstruiranog LGMD2J mišjeg modela koji nosi 

mutaciju 11 bp del/ins u homozigotnom obliku (neobjavljeni rezultati).   

Kao što je prethodno spomenuto kalpain 3 cijepa titin u produčju IS7 i m10 regije, što se 

očituje pojavom p18 proteinskog fragmenta. Kako se u neposrednoj blizini mjesta 

cijepanja nalaze Mex6 mutacije ispitano je ima li njihovo prisustvo kakav utjecaj na 

cijepanje titina kalpainom 3. In vitro analiza 11bp del/ins i Leu34315Pro mutacija pokazala 

je odsustvo p18, tj. izostanak cijepanja titina kalpainom 3. To je ujedno bila i prva uočena 
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posljedica ove dvije Mex6 mutacije na odnos kalpaina 3 i titina. Moguće objašnjenje 

izostanka cijepanja je promjena strukturnih karakteristika C-terminalnog dijela titina, a 

uslijed prisustva mutacija, što onemogućava normalno proteolitičko djelovanje kalpaina 3. 

Mutacija 11bp del/ins istovremena je delecija i insercija 11 bp, koja uključuje gubitak 

triptofana (Trp), visoko konzervirane aminokiseline prisutne u svih imunoglobulinskih 

ponavljanja, koja se smatra bitnom i za njihovu strukturnu stabilnost (200). U 

Leu34315Pro mutacije dolazi do zamjene 34315. aminokiseline leucina prolinom. Obje su 

aminokiseline nepolarne i hidrofobne, no zbog specifičnih strukturnih karakteristika 

prolina moguće je da promjena strukture titina onemogućava kalpain 3 da cijepa svoj 

supstrat. Preostalu Mex6 mutaciju, Ile34306Asn, karakterizira zamjena 34306. 

aminokiseline izoleucina u asparagin. Čini se da ova aminokiselinska zamjena ne uzrokuje 

dovoljno velike strukturne promjene C-terminalnog dijela titina,  s obzirom da je in vitro 

analiza te mutacije rezultirala prisustvom p18 fragmenta. Ipak, intenzitet p18 produkta 

cijepanja je u slučaju Ile34306Asn mutacije bio smanjen u odnosu na normalni slijed titina. 

Takvo djelomično cijepanje titina zanimljivo je ako je poznata informacija da se klinička 

slika bolesnika sa Ile34306Asn mutacijom čini blažom u odnosu na 11bp del/ins mutaciju 

(B.Udd, osobna komunikacija). Potvrda ovdje prikazanih rezultata i postojanja eventualne 

korelacije između kliničke slike i cijepanja titina zahtjeva analizu dodatnih bolesnika sa 

tom Mex6 mutacijom. U slučaju 11bp del/ins mutacije rezultati su potvrđeni analizom 

uzorka mišića bolesnika s LGMD2J. Spomenuta analiza pokazala je odsustvo sva 4 

produkta cijepanja titina kalpainom 3 u LGMD2J biopsije, što je rezultat identičan onom 

dobivenom za LGMD2A biopsije.  

Ovdje prikazani rezultati pokazali su da prisutnost Mex6 mutacije doista imaju utjecaj na 

kalpain 3, što se očituje kao sekundarno smjenjenje izražaja kalpaina 3 u TMD i LGMD2J 

bolesnika. Dok interakcija titina i kalpaina 3 nije promjenjena u prisutnosti Mex6 mutacija, 

uočeno je da spomenute mutacije onemogućavaju cijepanje titina kalpainom 3, što je 

prethodno pokazano i za pojasnu mišićnu distrofiju tip 2A. Stoga se može zaključiti da 

LGMD2A i LGMD2J, unatoč mutacijama u različitim genima, karakterizira ista 

nemogućnost cijepanja titina kalpainom 3. Kao što je već spomenuto, izostanak 

spomenutog procesa mogao bi biti, barem djelomično, odgovoran za nastanak distrofičnog 

procesa. Važnost rezultata dobivenih za Mex6 mutacije je u činjenici da je pokazana 

važnost uloge kalpaina 3 i njegovog odnosa sa titinom u nastanku na samo LGMD2A, već 

i LGMD2J.  
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5.4. ISPITIVANJE SUPSTRATA KALPAINA 3 U C-TERMINALNOM DIJELU 

TITINA 

U cilju razumijevanja mehanizma nastanka pojasne mišićne distrofije tip 2A, Ono i sur. su 

1998. godine (142) in vitro analizirali svojstva mutiranog kalpaina 3 koji je sadržavao 

jednu od 9 mutacija “missense” tipa (Leu182Gln, Gly234Glu, Pro319Leu, His334Gln, 

Val354Gly, Arg490Trp, Arg572Gln, Ser744Gly, Arg769Gln) prethodno već pronađenih u 

bolesnika sa LGMD2A. Kako su neki od analiziranih mutanata i dalje zadržavali 

sposobnost autolize, odnosno sposobnost vezanja za titin pretpostavilo se da ta svojstva 

nisu ključna za pojavu distrofičnog procesa. Jedino svojstvo koje je bilo zajedničko svim 

mutantima bio je gubitak proteolitičkog djelovanja kalpaina 3. Takvi su rezultati uputili na 

zaključak da su proteolitička cijepanja kalpainom 3 vrlo važna i neophodna za normalnu 

homeostazu skeletnog mišića. Smatra se da ta cijepanja nisu jednostavni razgradni procesi, 

već događaji koji reguliraju i mijenjaju svojstva i funkciju supstrata, kao i puteva prijenosa 

signala u koje su uključeni (81). Takve pretpostavke ujedno ukazuju na potrebu za 

identifikacijom supstrata kalpaina 3 što bi omogućilo daljnje razumijevanje njegove 

funkcije, kao i mehanizam nastanka distrofičnog procesa.  

Do sada je otkriveno tek nekoliko supstrata kalpaina 3, među kojima su talin, vineksin, 

titin, te filamin C (139). Proteolitičko djelovanje kalpaina 3 prema spomenutim proteinima 

pokazano je u in vitro uvjetima. Potvrda postojanja cijepanja titina u in vivo uvjetima po 

prvi put je dokazana u ovoj disertaciji. Nedavno je pokazano i da miozin laki lanac 1 

(MLC1) ima smanjeni izražaj u prisutnosti kalpaina 3, zbog čega je zaključeno da je 

MLC1 još jedan supstrat kalpaina 3 (141).  

U okviru doktorske radnje analizirano je nekoliko proteina, potencijalnih supstrata 

kalpaina 3. Za te je proteine metodom dvostrukog hibrida pokazano da stupaju u 

interakcije sa kalpainom 3 ili titinom. S obzirom na istraživanje uloge odnosa kalpaina 3 i 

C-terminalnog dijela titina, prednost je dana proteinima za koje je poznato, iz literature ili 

metodom dvostrukog hibrida, da su smješteni u blizini C-terminalnog dijela titina u 

području M-crte. Ti proteini uključivali su MURF obitelj proteina, KY protein, teletonin, 

podjedinicu proteasoma PSMC3 i miosprin (CMYA5). Za MURF1, MURF2alt i PSMC3 

proteine pokazano je da su in vitro supstrati, dok tri preostala proteina nisu bila pocijepana 

kalpainom 3. 
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Teletonin (TCAP) je sarkomerni protein izražen u skeletnom i srčanom mišiću u području 

Z-crte (97). Nedavno je lokaliziran i u području M-crte u neposrednoj blizini titin kinazne 

domene (I.Richard, osobno komunikacija). S obzirom na smještaj u blizini veznog mjesta 

za kalpain 3, ali i mjesta interakcije titina sa MURF proteinima, teletonin je analiziran kao 

potencijalni supstrat kalpaina 3. Kao što je već spomenuto, proteinska analiza je pokazala 

da teletonin nije supstrat kalpaina 3. Isti je rezultat dobiven i za miosprin. Miosprin 

(CMYA5) je novo otkriveni protein, za kojeg je metodom dvostrukog hibrida pokazano sa 

stupa u interakcije sa disbindinom koji je nadalje povezan sa distrobrevinom, dijelom 

distrofin-glikoproteinskog kompleksa (183). Nedavno je otkriveno i da miosprin ulazi u 

interakcije i sa C-terminalnim dijelom titina (I.Richard, osobno komunikacija). Njegova 

precizna funkcija nije poznata, ali se pretpostavlja da bi mogao imati ulogu u 

miofibrilogenezi (185). S obzirom na njegovu veliku molekulsku masu analiziran je samo 

njegov C-terminalni dio, koji sadrži sve domene (BBC, FN3 i SPRY) zbog kojih se 

miosprin smatra članom TRIM obitelji proteina. Prva analiza C-terminalong dijela 

miosprina u prisutnosti kalpaina 3 nije pokazala prisutnost niti jednog produkta cijepanja. 

Spomenuti rezultat nije bilo moguće potvrditi jer se pri svakoj ponovnoj analizi uočio 

nedovoljan izražaj miosprina. Osim toga treba napomenuti da ovdje prikazani rezultati ne 

isključuju mogućnost da je neki drugi dio molekule miosprina podložan proteolitičkom 

djelovanju kalpaina 3. Stoga bi bilo potrebno ponoviti istu analizu, ali sa cjelokupnim 

proteinom.  

Iako je prvotno pokazano da stupa u interakcije sa titinom (181), najnovije istraživanje 

ipak je pokazalo da nema direktne interakcije između KY proteina i C-terminalnog dijela 

titina (201). Takav je rezultat potvrđen i u ovom radu. Nadalje je pokazano da KY nije 

supstrat kalpaina 3, ali i da nema utjecaja na morfologiju stanica sa izraženim kalpainom 3, 

kao ni na njegovu proteolitičku aktivnost. Unatoč nepostojanju interakcije između KY 

proteina i kalpaina 3, on ostaje interesantan protein koji bi mogao imati određenu ulogu u 

prijenosu signala povezanim sa C-terminalnim dijelom titina. Najnoviji podaci govore o 

KY proteinu kao mogućem aktivnom sudioniku, odnosno kao o proteinu koji je indirektno 

povezan sa proteinima uključenim u prijenos signala koji započinje od molekule titina 

(201).  

Od proteina MURF obitelji kao potencijalni supstrati kalpaina 3 analizirani su MURF1, 

MURF2-60kDa i njegova alternativna izoforma MURF2alt-60kDa. MURF1 je E3-
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ubikvitin ligaza uključena u niz različitih staničnih procesa. Metoda dvostrukog hibrida 

pokazala je da MURF1 stupa u interakcije sa kalpainom 3, kao i sa titinom u neposrednoj 

blizini titin kinazne domene. Analiza MURF1 proteina u prisutnosti kalpaina 3 pokazala je 

postojanje proteinskog fragmenta veličine 37kDa što upućuje na zaključak da je MURF1 

supstrat kalpaina 3. Tijekom razdvajanja u poliakrilamidnom gelu MURF1 putovao je 

većom molekulskom masom od teoretske, a što se može objasniti visokim udjelom kiselih 

aminokiselina na C-terminalnom kraju proteina. Spomenuta razlika molekulske mase 

onemogućila je lokalizaciju mjesta cijepanja. 

MURF2 javlja se u nekoliko izoformi, ali je umnažanjem mišićne cDNA dobivena samo 

njegova najučestalija mišićna izoforma, MURF2-60kDa. MURF2 dijeli mnoge strukturne i 

funkcionalne karakteristike sa MURF1 proteinom. MURF2-60kDa je uz to i dio, nedavno 

otkrivenog, signalnog puta koji započinje od titin kinazne domene (178). Unatoč 

sličnostima sa MURF1 proteinom, MURF2-60kDa nije bio pocijepan kalpainom 3. Kada 

je bila analizirana njegova alternativna izoforma uočen je proteinski fragment od 20kDa, 

na osnovu čega se zaključilo da je MURF2alt-60kDa još jedan in vitro supstrat kalpaina 3. 

Točno mjesto cijepanja nije bilo moguće odrediti, a ponovno zbog veće molekulske mase 

od teoretske. Ipak, kako spomenuti proteinski fragment od 20kDa nije bio vidljiv prilikom 

analize MURF2-60kDa može se pretpostaviti da se mjesto cijepanja nalazi na samom C-

terminalnom kraju proteina, unutar zadnjih 40-tak aminokiselina po kojima se MURF2-

60kDa i njegova alternativna izoforma razlikuju.  

Podjedinica proteasoma, PSMC3, prvotno je identificirana kao protein koji stupa u 

interakcije sa Tat proteinom, tj. aktivatorom izražaja i replikacije virusnih gena. Naknadno 

je otkrivena kao sastavni dio 19S regulatornog dijela 26S proteasoma. Regulatorni dio 

proteaosma sadrži 6 ATP-aza, gdje je jedna od njih upravo PSMC3.  Točna funkcija 

PSMC3, odnosno 19S komponente je nepoznata ali se pretpostavlja da je ovaj dio 

proteasoma odgovoran za prepoznavanje poliubikvitiniranih proteina, kao i za njihovo 

premještanje do 20S komponente proteasoma koja ima proteolitičko djelovanje (202). 

Analiza PSMC3  kao potencijalnog supstrata kalpaina 3 otkrila je postojanje proteinskog 

fragmenta veličine oko 40kDa. Kao i u slučaju MURF proteina, povećana molekulska 

masa nije dopustila preciznije otkrivanje mjesta cijepanja.  

Zanimljivo je primjetiti da su sva tri novootkrivena supstrata kalpaina 3 uključena u proces 

razgradnje proteina, bilo kao ubikvitin ligaze ili kao dijelovi proteasoma. U literaturi već 
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postoji nekoliko objavljenih istraživanja koja su pokazala povezanost procesa razgradnje 

proteina i kalpaina 3. Tako je pokazano da su proteini uključeni u poliubkvitinilaciju, E2 

konjugirajući enzimi ili podjedinice proteasoma imali smanjeni izražaj u odsutnosti 

kalpaina 3 (143). Nedavno je dokazano da aktivnost kalpaina 3 i proces ragradnje proteina 

ne djeluju kao dva paralelna, već kao jedan serijski proces. To je istraživanje pokazalo da 

nedostatak kalpaina 3 rezultira nakupljanjem starih i oštećenih proteina, te da spomenute 

nakupine mogu dovesti do smrti stanice i biti, barem jednim dijelom, odgovorne za 

nastanak distrofičnog procesa (145). Svi ti rezultati upućuju na potrebu nastavka 

istraživanje prema boljem razumijevanju uloge kalpaina 3 u procesu razgradnje proteina. 

Potvrda otkrivenih supstrata u in vivo uvjetima, određivanje posljedica proteolitičke 

aktivnosti kalpaina 3 prema tim supstratima, odnosno posljedica izostanka njegovog 

djelovanja pomogle bi objasniti da li je ova potencijalna uloga kalpaina 3 nekako povezana 

sa nastankom LGMD2A. 

Iako su tijekom izrade doktorske radnje otkrivena tri nova supstrata kalpaina 3 neophodno 

je nastaviti istraživanje u ovom smjeru, te potvrditi dobivene rezultate i u in vivo uvjetima. 

Osim toga, rezultati nedavno završene metode dvostrukog hibrida (I.Richard, osobna 

komunikacija) pokazali su velik broj drugih proteina koji stupaju u interakcije sa 

kalpainom 3. Korištenjem odgovarajućeg metodološkog pristupa (npr. usporedba izraženih 

proteina 2D elektroforezom) bilo bi moguće utvrditi koji su od pronađenih «partnera» 

kalpaina 3 ujedno i njegovi supstrati. Otkrivanje novih supstrata kalpaina 3,  posebice u 

području M-crte, doprinijelo bi boljem razumijevanju mehanizma LGMD2A i LGMD2J. 

Ti, još neotkriveni, supstrati osobito bi pomogli objasniti važnost cijepanja titina 

kalpainom 3 i kako nedostatak tog procesa može rezultirati distrofičnim procesom. 
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Na temelju dobivenih rezultata doktorske radnje doneseni su slijedeći zaključci: 

1. Enzimski test predstavlja novu metodu analize kalpaina 3, kojom se omogućava 

istovremeno određivanje izražaja, autolitičke i proteolitičke aktivnosti kalpaina 3 

2. Spomenuti enzimski test ima moguću primjenu u rutinskoj dijagnostici LGMD2A, 

a zbog veće osjetljivosti u odnosu na klasičnu proteinsku analizu kalpaina 3, kao i u 

bazičnim istraživanjima kalpaina 3, posebice u onima usmjerenim prema 

pronalasku aktivacijskog/aktivacijskih signala kalpaina 3. 

3. Primjena optimiziranog enzimskog testa na uzorcima biopsija mišića bolesnika s  

pojasnom mišićnom distrofijom tip 2A (LGMD2A) pokazala je da njih 30% ima 

normalnu enzimsku aktivnost kalpaina 3, što upućuje na zaključak da bi neka druga 

svojstva kalpaina 3, poput neprepoznavanja supstrata ili promjenjenog smještaja u 

stanici, mogla biti odgovorna za nastanak LGMD2A. 

4. Primjena enzimskog testa na humanim biopsijama pokazala je i da bi pacijenti sa 

pojasnom mišićnom distrofijom tip 2B koji pokazuju sekundarno smanjenje 

izražaja kalpaina 3 mogli biti daleko brojniji nego što se trenutno misli, što upućuje 

na zaključak o mogućoj uključenosti kalpaina 3 i u nastanku ovog tipa pojasnih 

mišićnih distrofija. 

 

5. C-terminalni dio titina sadrži dva mjesta koja su podložna cijepanju kalpainom 3, 

što je u kontrolnih miševa i uzoraka mišića zdravih osoba vidljivo kao prisustvo 

p15 i p45 proteinskih fragmenata.  

6. Produkti cijepanja titina, p15 i p45, nisu prisutni u LGMD2A mišjih modela, kao ni 

u uzorcima mišića bolesnika s LGMD2A, što potvrđuje da su spomenuti fragmenti 

doista posljedica proteolitičkog djelovanja kalpaina 3 prema titinu. 

7. Cijepanje titina kalpainom 3 predstavlja važan proces u normalnoj mišićnoj 

homeostazi, te bi izostanak ovog procesa mogao biti, barem djelomično, odgovoran 

za nastanak LGMD2A. To ujedno govori u prilog postavljenoj hipotezi da je jedna 

od uloga kalpaina 3 regulacija puteva prijenosa signala  koji započinju od molekule 

titina. 

8. Preliminarni rezultati smještaja p45 proteinskog fragmenta upućuju na njegovu 

moguću ulogu u mišićnoj stanici, što treba potvrditi na odgovarajućim mišjim 

modelima.  

9. Mutacije gena koji kodira titin, a koje su smještene u njegovom posljednjem 

egzonu (Mex6) i odgovorne za nastanak LGMD2J i TMD, ne mijenjaju interakciju 
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kalpaina 3 sa titinom, ali djelomično (Ile34309Asn) ili potpuno (Leu34315Pro i 

11bp del/ins) onemogućavaju cijepanje titina kalpainom 3. Ovakav rezultat upućuje 

na zaključak da i pojasnu mišićnu distrofiju tip 2J, poput LGMD2A, karakterizira 

isti izostanak cijepanja C-terminalnog dijela titina kalpainom 3.  

 

10. Analiza više različitih proteina, smještenih u neposrednoj blizini C-terminalnog 

dijela titina rezultirala je identifikacijom tri nova in vitro supstrata, tj. proteina 

cijepana kalpainom 3: MURF1, MURF2alt i PSMC3. Povezanost sva tri supstrata s 

procesom proteinske razgradnje upućuje na zaključak o mogućoj ulozi kalpaina 3 u 

tom procesu, te bi nastavak istraživanja trebao pokazati koliko je ta potencijalna 

uloga kalpaina 3 bitna za nastanak LGMD2A. 

11. Analiza MURF2 proteina, teletonina, KY proteina i miosprina pokazala je da 

spomenuti proteini nisu supstrati kalpaina 3.  

12. Osim što nije supstrat kalpaina 3, KY protein nema ni utjecaja na proteolitičku 

aktivnost kalpaina 3, a potvrđeno je i da ne stupa u direktnu interakciju sa C-

terminalnim dijelom titina. 
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Disertacija je bila usmjerena prema boljem razumijevanju funkcije kalpaina 3, posebice 

uloge odnosa kalpaina 3 i titina u etiopatogenezi pojasne mišićne distrofije tip 2A 

(LGMD2A).  

U cilju poboljšanja trenutno dostupnih LGMD2A dijagnostičkih metoda, kao i onih koji se 

koriste za osnovna znanstvena istraživanja kalpaina 3, prvi dio disertacije bio je posvećen 

razvitku i optimizaciji enzimskog testa kojim se istovremeno uz izražaj analizira i 

autolitička i proteolitička aktivnost kalpaina 3 u in vitro uvjetima. Primjena enzimskog 

testa na 34 uzorka mišića molekularno potvrđenih bolesnika s LGMD2A pokazala je da u 

30% LGMD2A biopsija kalpain 3 ima normalnu enzimsku aktivnost. Ovaj rezultat upućuje 

na zaključak da bi, osim proteolitičke aktivnosti kalpaina 3, i neka njegova druga svojstva 

mogla biti odgovorna za nastanak LGMD2A.  

Istraživanje usmjereno prema boljem razumijevanju odnosa kalpaina 3 i titina pokazalo je 

da u C-terminalnom dijelu titina postoje dva mjesta podložna cijepanju kalpainom 3. 

Rezultirajući proteinski fragmenti, p45 i p15, odsutni su ukoliko nema izražaja kalpaina 3 

(LGMD2A), ali i ukoliko su prisutne mutacije u Mex6 egzonu gena za titin (LGMD2J). 

Stoga se može zaključiti da je, unatoč različitom genskom uzroku, izostanak cijepanja 

titina zajednička karakterisitka LGMD2A i LGMD2J, te bi mogao, barem djelomično, biti 

odgovoran za nastanak ove dvije distrofije.  

Ispitivanje različitih proteina kao potencijalnih supstrata kalpaina 3 pokazalo je da su 

MURF1, MURF2alt i PSMC3 cijepani kalpainom 3 u in vitro uvjetima. Uključenost sva tri 

supstrata u proces proteinske razgradnje upućuje na moguću povezanost kalpaina 3, 

odnosno nastanka LGMD2A fenotipa, sa tim procesom. 
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THE ROLE OF CALPAIN 3 AND TITIN RELATIONSHIP IN THE 

ETHIOPATOGENESIS OF LIMB GIRDLE MUSCULAR DYSTROPHY TYPE 2A 

(LGMD2A) 

 

 

Astrid Milić 

 

Zagreb, 2007. 

 

This PhD thesis was directed towards a better understanding of calpain 3 function, 

especially possible involvement of calpain 3 and titin relationship in the ethiopathogenesis 

of LGMD2A.  

In order to improve presently available LGMD2A diagnostic methods, as well as those 

used in calpain 3 fundamental research, the first part of the thesis was focussed on the 

development of an in vitro calpain 3 activity assay in which the expression, the 

autocatalytic and proteolytic properties of calpain 3 are tested at once. This activity assay 

was validated on 34 human biopsies with moleculary diagnosed LGMD2A, revealing that 

30% of LGMD2A biopsies have a normal calpain 3 activity. This finding suggests that 

additional calpain 3 properties could be responsible for the appearance of LGMD2A 

phenotype.  

The work aimed at better understanding of the relationship between calpain 3 and titin 

resulted in the identification of two C-terminal titin fragments, p45 and p15, that are 

products of in vivo cleavage by calpain 3. Titin fragments were not observed in the absence 

of calpain 3 (LGMD2A), as well as in the presence of mutations in the last exon of the 

gene coding for titin (LGMD2J). This inadequate processing of titin represents a common 

characteristic of LGMD2A and LGMD2J and may be, at least partially, part of their 

pathophysiological mechanisms.  

The search for calpain 3 substrates resulted in the identification of MURF1, MURF2alt and 

PSMC3 as calpain 3 in vitro substrates. Implication of these proteins in the process of 

protein degradation suggests a possible involvement of calpain 3, and therefore LGMD2A 

phenotype, in this process.  
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