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1.1. MISICNO TKIVO

Misi¢i predstavljaju 40-50% ukupne mase ljudskog tijela. Interakcija proteina u stanicama
miSi¢nog tkiva omogucava razvijanje sila potrebnih za kontrakciju miSica, Sto rezultira
gibanjem nekih organa, odnosno pokretanjem cijelog tijela.

Poznata su tri tipa miSi¢nog tkiva: 1) skeletno miSi¢no tkivo, ii) sr€ano miSi¢no tkivo, te iii)
glatko miSi¢no tkivo.

Skeletno misi¢no tkivo ¢ine snopovi dugih, cilindri¢nih vlakana (tzv. miSi¢na vlakna) sa
velikim brojem jezgara 1 optickom pojavom poprecne ispruganosti citoplazme. Kontrakcija
skeletnog miSi¢énog tkiva nastaje uslijed uzajamnog djelovanja aktinskih i miozinskih
filamenata koji klize jedni duz drugih. Kontrakcija je brza i najces¢e pod utjecajem nase
volje.

Sr¢ano misi¢no tkivo gradeno je od izduZenih stanica sa jednom jezgrom koje takoder
pokazuje popreCnu ispruganost citoplazme. Kontrakcija je snaZzna, ritmic¢na 1 nije pod
utjecajem nase volje.

Glatko miSi¢no tkivo c¢ine snopovi vretenastih stanica bez poprecne ispruganosti

citoplazme. Kontrakcija glatkog miSicja je polagana i bez utjecaja naSe volje.

1.1.1. Skeletno miSiéno tkivo

1.1.1.1. Grada skeletnog miSi¢a

Osnovne jedinice skeletnog miSi¢a, miSi¢na vlakna, naslagana su u pravilne miSi¢ne
snopove okruZene epimizijem, tj.vanjskom vezivnom ovojnicom koja obavija cijeli miSic,
dok je svaki pojedinacni snop obavijen perimizijem. Svako miSi¢no vlakno okruZuje njezin
sloj vezivnog tkiva koji se naziva endomizij (slika 1).

Skeletno misi¢no tkivo bogato je krvnim Zilama i Zivcima. Krvne Zzile, tj.mreza kapilara
prisutna je oko svakog miSi¢nog vlakna, dok Zivci, koji se granaju poput kapilara, ulaze u
kontakt sa stanicnom membranom, sarkolemom.

Uz miSic¢na vlakna skeletno miSi¢no tkivo sadrzi i tzv. satelitske stanice koje omogucavaju
regeneraciju skeletnog misica. Satelitske stanice su vretenaste stanice sa jednom jezgrom

koje se uslijed podraZaja (npr.ozljede) aktiviraju, te stapaju u nova miSi¢na vlakna.

10
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endomizij

misi¢ho
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; sy misiéno
tetiva epimizij endomizij viakno

Slika 1. Grada skeletnog miSic¢a. (modificirano prema 1)

1.1.1.2. Grada miSi¢nog vlakna

Misi¢no vlakno nastaje stapanjem nezrelih embrionalnih miSi¢nih stanica u jedinstvenu
masu citoplazme (sarkoplazma), duzine oko 30 cm i1 promjera 10-100um, s velikim brojem
jezgara smjeStenim na periferiji stanice, ispod stanicne membrane (sarkoleme). Na
uzduZznom presjeku miSicnog vlakna, svjetlosnim se mikroskopom uocava njihova
poprecna ispruganost, tj. izmjena tamnih (A-pruge) i svjetlih (I-pruge) poprecnih pruga. A-
pruga, uglavnom gradena od miozina, u svojoj sredini ima svjetlo podrucje (H-pruga), u
¢ijoj se sredini nalazi M-crta. I-pruga, koju uglavnom ¢ini aktin, uzduzno je podijeljenja na
dva dijela tamnom poprecnom Z-crtom. Podrucje izmedu dviju Z-crta naziva se sarkomera
(slika 2).

Sarkoplazma miSi¢nog vlakna ispunjena je dugim i cilindricnim snopovima miSi¢nih
vlakanaca (miofibrila), koja se sastoje od lanCano nanizanih sarkomera usporednih s
uzduznom osi miSi¢nog vlakna. U sarkoplazmi se joS nalaze i druge, uobicajene stani¢ne
organele, medu kojima je i sarkoplazmatska mreZica. Njezin karakteristican smjeStaj,
zajedno sa T-tubulima (popre€nim cjevCicama) osigurava normalan prijenos signala i

oslobadanje iona kalcija, Sto je neophodno za normalu kontrakciju miSi¢a (2).
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Slika 2. Shematski prikaz grade miSi¢nog vlakna. (modificirano prema 3)
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1.2. MISICNE DISTROFIJE

Misi¢éne distrofije su skupina tridesetak nasljednih 1 trenutno neizlijecivih
neuromuskularnih bolesti. Karakterizirane su progresivhom slaboS¢u i propadanjem
skeletnog, a u nekim sluc¢ajevima i sr¢anog misi¢nog tkiva, $to u konacnici moze dovesti
do invaliditeta bolesnika i preuranjene smrti. Na razini miSi¢nog vlakna distrofi¢an proces
karakterizira varijabilnost veli¢ine vlakana, centralno smeStene jezgre, te slabost stani¢ne
membrane Sto rezultira nekrozom i1 zamjenom miSi¢nih vlakana vezivnim i1 masnim
tkivom.

Klasican nacin klasifikacije miSi¢nih distrofija temeljio se na klinickim karakteristikama
miSi¢nih distrofija poput pocetka, teZine i progresije bolesti, skupina miSi¢a koje su
zahvacene distroficnim procesom, te prema nacinu nasljedivanja. Ovakav pristup
klasifikaciji bio je znatno oteZan postojanjem intra- i interfamilijarne varijabilnosti klinicke
slike. Tek je razvoj metoda molekularne biologije omogucio, otkri¢em odgovornih gena i
proteina, napredak u klasifikaciji miSi¢nih distrofija koja se danas temelji viSe na genskom
uzroku nego na klinickim simptomima pojedine vrste miSi¢ne distrofije. Zahvaljujuci
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 miSi¢nih distrofija
(Tablica 1). Tako se danas, prema najnovijim podacima iz literature, miSi¢ne distrofije
vezu uz 29 razliCitih genskih lokusa, odnosno oko 35 razlicitih bolesti (4).

Osim bolje klasifikacije, razvoj metoda molekularne biologije omogucio je i brzu i bolju
dijagnostiku misi¢nih distrofija, kao i njihovu prevenciju otkrivanjem prenosioca bolesti i
mogucno$¢u prenatalne dijagnostike. Poznavanje odgovornog gena i proteina omogucilo je
nastavak istrazivanja prema boljem razumijevanju mehanizma bolesti, a u posljednje

vrijeme 1 prvih koraka u smjeru lije¢enja miSi¢nih distrofija (4, 5, 6).
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Slika 3. Proteini ukljuceni u nastanak razli¢itih vrsta i podvrsta misi¢nih distrofija (preuzeto iz 57)



1.3. POJASNE MISICNE DISTROFIJE

Naziv «pojasne miSi¢ne distrofije» (engl. limb girdle muscular dystrophy, LGMD) prvi su
upotrijebili Walton i Nattrass 1954. godine (58), Zele¢i njime objediniti sve slucajeve
miSi¢nih distrofija koje karakterizira:

- pocetak u prva tri desetljeca Zivota,

- zahvacenost proksimalnih miSi¢a ekstremiteta, zdjelice i ramenog obruca, bez

zahvacenosti miSic¢a lica
- umjereno teSka progresija bolesti, koja moze dovesti do teSke onesposobljenosti,
paismrti

- pojavnost u oba spola, te

- autosomno dominantan ili autosomno recesivan nacin nasljedivanja.
Od samog pocetka bila je uocljiva velika klinicka heterogenost medu obiteljima bolesnika
s pojasnom miSi¢nom distrofijom. Razlike su se oCitovale bilo u na¢inu nasljedivanja bilo
u razli¢itim miSi¢nim skupinama koje su prve bile zahvacene distroficnim promjenama.
Razvoj metoda molekularne biologije omogucio je otkrivanje gena i proteina odgovornih
za nastanak pojasnih miSi¢nih distrofija. KoriStenjem spomenutih metoda otkriveno je da
se obitelji sa dijagnozom pojasne miSi¢ne distrofije mogu grupirati oko viSe genskih
lokusa, tj. veceg broja gena i proteina. To je ujedno znacilo da pojasne miSi¢ne distrofije uz
klini¢ku karakterizira i genetska heterogenost, tj. mogucénost da isti gen pokazuje razliitu
klinicku sliku, odnosno da iste ili vrlo sli¢ne simptome mogu uzrokovati razliiti geni.
Spomenute karakteristike pojasnih miSi¢nih distrofija ¢ine njihovo to¢no razlikovanje
samo na temelju klinicke slike nemoguc¢im. Stoga je analiza gena i/ili proteina nuZna za
postavljanje tocne i precizne dijagnoze, te pravilno genetsko savjetovanje (59, 60).
U zadnjih desetak godina locirano je desetak razli¢itih gena, odnosno proteina odgovornih
za nastajanje pojasnih miSi¢nih distrofija (Tablica 1; slika 3) zbog Cega se pretpostavilo
postojanje viSe podvrsta pojasnih miSi¢nih distrofija. U cilju njihovog boljeg razumijevanja
1 razlikovanja, od 1995. godine primjenjuje se nomenklatura kojom se pojasne miSi¢ne
distrofije dijele u dvije velike skupine. Podjela je izvrSena prema nacinu nasljedivanja i
kronologiji otkrica kromosomskog smjeStaja odgovornog gena. Prema spomenutoj
nomenklaturi, pojasne miSi¢ne distrofije tip 1 nasljeduju se autosomno dominantno, a tip 2

autosomno recesivno (61).
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1.3.1. Autosomno dominantne pojasne miSi¢ne distrofije
Do danas je otkriveno 7 tipova pojasnih miSi¢nih distrofija sa autosomno dominantnim
nacinom nasljedivanja. Kako su opisane u svega nekoliko obitelji njihova se ucestalost

smatra znatno rjedom od recesivnih pojasnih miSi¢nih distrofija.

1.3.1.1. Pojasna miSi¢na distrofija tip 1A
Pojasna miSi¢na distrofija tip 1A (LGMD1A) uzrokovana je mutacijama gena MYOT koji
kodira miotilin (9). Miotilin je izrazen u skelethom i sr€anom miSi¢nom tkivu, i to u

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

1.3.1.2. Pojasna miSi¢na distrofija tip 1B

Pojasna miSi¢na distrofija tip 1B (LGMDI1B) 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 1 C odgovorne su i za nastajanje mnogih drugih
oboljenja, tzv. laminopatija. U tu se grupu ubrajaju Emery-Dreifussova miSi¢na distrofija
sa autosomno dominantnim i vrlo rijetkim autosomno recesivnim nac¢inom nasljedivanja
(50, 51), obiteljska parcijalna lipodistrofija Dunningan tipa (63), kardiomiopatija (64),
Charcot-Marie-Tooth tip 2B1 (65), Hutchinson-Gilford progerija (66), te dermopatija na

ograni¢enim dijelovima koze (67).

1.3.1.3. Pojasna miSi¢na distrofija tip 1C

Pojasna miSi¢na distrofija tip 1C (LGMDI1C) uzrokovana je mutacijama CAV3 gena (11).
Osim u LGMD1C mutacije u CAV3 genu pronadene su i u bolesnika sa hiperCKemijom,
tj. s poviSenim vrijednostima kreatin kinaze (CK), ali bez izrazene miSi¢ne slabosti (68),
kao 1 u nasljednoj ,,rippling* miSi¢noj bolesti (69).

Kaveolini su osnovne komponente tzv. «kaveola», tj. invaginacija stanicne membrane.
Interakcije sa brojnim proteinima uklju¢enim u razliCite procese u misi¢noj stanici upucuju
na vaznost kaveolina-3, no njegova to¢na funkcija jos nije razjaSnjena. Neki od proteina s

kojima kaveolin-3 stupa u interakcije su disferlin (70), NOS (71), te B-distroglikan (72).
1.3.1.4. Pojasne miSiéne distrofije tip 1D-1G

Za razliku od prva tri tipa dominantnih pojasnih miSi¢nih distrofija, za preostala 4 tipa

(LGMD1D-1G) odgovoran gen, odnosno protein jos je uvijek nepoznat (Tablica 1.).
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1.3.2. Autosomno recesivne pojasne miSi¢ne distrofije

Pojasne miSi¢ne distrofije sa autosomno recesivnim nac¢inom nasljedivanja skupina je
neuromuskularnih bolesti u kojoj je, u zadnjih desetak godina, otkriven velik broj novih
gena i proteina, a time 1 novih tipova recesivnih pojasnih miSi¢nih distrofija. Trenutno ih je

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

1.3.2.1. Pojasna miSi¢na distrofija tip 2A

1989. godine opisana je skupina bolesnika sa Réunion otoka (73) koja je po klinickoj slici,
tj. zahvacenosti miSi¢a, teZini i1 progresiji bolesti odgovarala juvenilnoj progresivnoj
miSi¢noj distrofiji koju je joS 1884. godine opisao Erb (74). Istovremeno nacin
nasljedivanja, kao i kliniCke i histoloske karakteristike odgovarale su pojasnim miSi¢nim
distrofijama s autosomno recesivnim nacinom nasljedivanja (75). Prema klasifikaciji
pojasnih miSi¢nih distrofija iz 1995. godine ova pojasna miSi¢na distrofija oznacava se kao
tip 2A (LGMD2A, OMIM #253600).

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2A uobiCajeno zapocinje tijekom prva tri desetlje¢a Zivota
problemima prilikom uspinjanja i tréanja. U pocetku su predominantno zahvaceni miSici
zdjelice, a potom 1 proksimalni miSi¢i donjih i gornjih ekstremiteta. Gubitak sposobnosti
hodanja javlja se 10 do 20 godina nakon prvih simptoma bolesti, nakon ¢ega slaboscu
bivaju obuhvaceni i distalni misi¢i. O¢ni i bulbarni miSi¢i, kao i miSici lica gotovo nikad
nisu zahvaceni distrofi¢nim procesom. Rad i funkcija srca su normalni, a u bolesnika nisu
opisani nikakvi mentalni problemi (75). U LGMD2A bolesnika uobi¢ajno su pronadene
viSestruko poviSene vrijednosti kreatin kinaze (CK). Kao i kod ostalih pojasnih miSi¢nih
distrofija i kod LGMD2A uocena je velika varijabilnost klinicke slike izmedu bolesnika iz
razlicitih obitelji, ali i medu bolesnicima iz iste obitelji.

KoriStenjem analize genetske povezanosti (engl. linkage analysis) u bolesnika sa Réunion
otoka i njihovih obitelji, 1991.godine je otkriven smjestaj LGMD2A gena na dugom kraku
kromosoma 15, u podrucju 15q15.1-15g21.1 (76), odnosno 15q15.1-15q15.3 (77, 78). Isti
smjestaj na kromosomu 15 kasnije je potvrden i u obiteljima iz drugih dijelova svijeta (79,
80). Identifikacija gena iz spomenutog podru¢ja kromosoma 15 dovela je do otkrica
CAPN3 mutacija kao odgovornih za nastanak LGMD2A (16). Do sada je opisano vise od
280 razli¢itih CAPN3 mutacija (www.dmd.nl; 81) ravnomjerno rasporedenih uzduz cijelog
gena. lako su opisane CAPN3 mutacije koje se javljaju sa veCom ucestaloS¢u, vecina su

tzv. privatne mutacije. Mutacije sa vefom ucestaloS¢u javljaju se u odredenom
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geografskom podrucju koje obuhvaca viSe razliCitih populacija, §to je primjer 550delA
mutacije 1 njezine velike ucestalosti u populacijama Mediterana i isto¢ne Evrope (82, 83,
84, 85, 86). Veca ucestalost nekih CAPN3 mutacija opisana je i u populacijama sa velikim
stupnjem konsangviniteta (16, 75, 87, 88, 89). Prema rezultatima analize CAPN3 gena u
razli¢itim populacijama, mozZe se zakljuciti da spektar mutacija prisutan u odredenoj
populaciji ovisi o njezinom geografskom i etnickom porijeklu.

CAPN3 gen (OMIM#114240) kodira kalpain 3, zbog ¢ega se pojasna miSi¢na distrofija tip
2A joS naziva i kalpainopatija. Kalpain 3 je neutralna cisteinska proteaza i miSi¢no
specificni Clan kalpainske obitelji proteina. Njegova funkcija u stanici jo§ je uvijek
nerazja$njena, a time i mehanizam nastanka pojasne misiéne distrofije tip 2A. Stovise,
LGMD2A je bila prva opisana distrofija uzrokovana mutacijama gena koji kodira enzim, a
ne protein Cija je funkcija vezana uz strukturu miSiéne stanice. Detaljne karakteristike
kalpaina 3 biti ¢e opisane u poglavlju o kalpainu 3.

Prema rezultatima dosada$njih istraZivanja smatra se da je pojasna miSi¢na distrofija tip 2A
distrofije tip 2A u Hrvatskoj, a u okviru projekta “Genetsko i epidemiolosko israZivanje
miSi¢nih distrofija u Hrvatskoj” (MZT 108041/1998; MZT 010805/2002), pokazalo je da
je 1 u Hrvatskoj LGMD2A najucestaliji tip recesivnih pojasnih miSi¢nih distrofija. Tijekom
6 godina prikupljeno je 29 nesrodnih LGMD2A obitelji u kojih je analiza CAPN3 gena

otkrila prisustvo 6 razli¢itih mutacija (85, 91).

1.3.2.2. Pojasna miSi¢na distrofija tip 2B

Pojasna miSi¢na 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, ukljuenog u proces spermatogeneze C.elegans. Tocna
funkcija disferlina i time mehanizam nastanka LGMD2B nije poznat. Ipak, analiza SJL
miSa, zivotinjskog LGMD2B modela, pokazala je da u miSi¢nim stanicama postoji aktivan
proces popravka stani¢ne membrane koji je u SJL misa onemogucen, ukazujuéi na

vjerojatnu ulogu disferlina u tom procesu (92).

1.3.2.3. Pojasne miSiéna distrofije tip 2C-2F

Pojasne misSi¢ne distrofije tip 2C, 2D, 2E i 2F (LGMD2C-2F) ili sarkoglikanopatije
uzrokovane su mutacijama gena koji kodiraju y- (19), a- (20), B- (21, 22) i d-sarkoglikan
(23).
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Sarkoglikani su skupina membranskih proteina 1 sastavni dio distrofin-glikoproteinskog
kompleksa. Osim sa ostalim ¢lanovima kompleksa (distrofin, distroglikani, laminin, itd),
sarkoglikani se povezuju i medu sobom i to to¢no odredenim redoslijedom (93), pa u
slucaju nedostatka ili smanjenog izraZaja jednog sarkoglikana dolazi do smanjenja svih
ostalih (tzv. sekundarna sarkoglikanopatija). Pretpostavlja se da je upravo nemogucnost
normalne lokalizacije sarkoglikana i/ili stvaranja njithovog kompleksa mehanizam nastanka
sarkoglikanopatija (94). Osim toga, sarkoglikani stupaju i u interakcije sa integrinima, tj.

proteinima uklju¢enim u prijenos signala izmedu izvan- i unutarstani¢nog prostora (95).

1.3.2.4. Pojasna miSi¢na distrofija tip 2G

Mutacije TCAP gena odgovorne su za nastanak pojasne miSi¢ne distrofije tip 2G
(LGMD2G), koja je za sada opisana samo u nekoliko brazilskih obitelji (24). Naknadno su
mutacije u istom genu pronadene i u bolesnika sa dilatiraju¢om kardiomiopatijom tip 1N
(CMDIN) (96).

TCAP gen kodira teletonin, protein sarkomere izrazen u skeletnom i sr¢anom misicu (97),
gdje stupa u interkacije sa molekulom titina. Osim Sto se veZe za odredena podrucja titina,

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

1.3.2.5. Pojasna miSi¢na distrofija tip 2H

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2H (LGMD2H) trenutno je opisana samo u populaciji
Huterita u Kanadi (25). U svih bolesnika pronadena 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. «oznaCavanju» proteina
predvidenih za razgradnju putem ubikvitina (99). To¢an mehanizam nastanka LGMD2H

jos nije poznat.

1.3.2.6. Pojasna miSi¢na distrofija tip 21

Pojasna miSi¢na distrofija tip 21 (LGMD?2I) uzrokovana je mutacijama FKRP gena koji
kodira fukutinu srodni protein (engl. fukutin related protein). Mutacije u istom genu
odgovorne su i za nastanak kongenitalne miSi¢ne distrofije tip 1C (26), «muscle-eye-brain»
bolesti (42) odnosno Walker-Warburg sindroma (42).

FKRP protein ukljucen je u post-translacijske modifikacije o- i B-distroglikana, jednih od
glavnih komponenti prije spomenutog distrofin-glikoproteinskog kompleksa. Spomenute

modifikacije omogucavaju interakciju distroglikana sa drugim proteinima kompleksa poput
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agrina i laminina. U LGMD?2I bolesnika, a uslijed FKRP mutacija, spomenuti procesi su
onemoguceni, Sto LGMD2I daje drugaciji 1 novi mehanizam nastanka u odnosu na

prethodno opisane recesivne pojasne miSi¢ne distrofije (100).

1.3.2.7. Pojasna miSi¢na distrofija tip 2J

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2J (LGMD?2J) posljedica je mutacija u zadnjem egzonu (Mex
6) TTN gena koji kodira titin (konektin), najve¢i humani protein. Trenutno je ovaj tip
recesivnih pojasnih miSi¢nih distrofija pronaden iskljucivo u finskoj populaciji, a u sva tri
opisana LGMD?2J bolesnika pronadena je ista mutacija, delecija/insercija 11bp koja
zadrZzava okvir Citanja (27).

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

TTN genu biti ¢e detaljnije opisani u poglavljima o titinu.

1.3.2.8. Pojasna miSi¢na distrofija tip 2K

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2K (LGMD2K) zadnje je otkriveni tip recesivnih pojasnih
miSi¢nih distrofija, a osim miSi¢ne slabosti karakterizira je i mentalna retardacija bolesnika
(28). LGMD2K je, poput prethodno opisane LGMD2I, uzrokovana mutacijama gena
(POMTT) koji kodira enzim ukljuen u post-translacijske modifikacije drugih proteina.
POMT1 gen kodira protein O-manoziltransferazu 1, ¢lana konzervirane obitelji O-
manoziltransferaza koje su odgovorne za O-manozilaciju, vrlo vaznu post-translacijsku

modifikaciju eukariotskih proteina.

1.4. KALPAINI

Kalpaini (EC 3.4.22.17) su stani¢ne, neutralne, cisteinske proteaze Ciji naziv potjece od
strukturne sli¢nosti sa papainom, te ovisnosti o kalciju. Otkriveni su jo§ 1964. godine u
mozgu Stakora (101), no interes za ovu skupinu proteaza javlja se tek nakon 1984. godine
kada je odreden aminokiselinski slijed kokoS$jeg kalpaina (102).

Prema predlozenoj klasifikaciji kalpaina iz 2003., a koja zahtjeva najmanje 20-25%
homologije u kataliticCkoj domeni, poznato je 14 razliCitih kalpaina u sisavaca, 4 u vinske
musice D.melanogaster, 12 kod C.elegans, 2 u kvasaca i gljiva, 5 u parazitu Trypanosoma

brucei, te jedan transmembranski kalpain prisutan u razli¢itim biljnim vrstama. Kalpaini se
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nadalje mogu podijeliti na tzv. klasi¢ne 1 atipi¢ne kalpaine, gdje druga skupina ne sadrzi
EF strukture u domeni IV. U sisavaca, od ukupno 14 kalpaina, 8 ih je klasi¢nih, dok su
ostalih 6 atipi¢ni. Po svojoj izraZenosti kalpaini sisavaca su ili ubikvitarni ili tkivno
specificni (103). Od ubikvitarnih, ali ujedno i svih kalpaina, najistrazeniji su ubikvitarni m-

i u-kalpain.

1.4.1. UBIKVITARNI KALPAINI

1.4.1.1.Strukturne i biokemijske karakteristike ubikvitarnih m- i y-kalpaina

M- 1 p-kalpain nazive su dobili prema potrebi za kalcijem, pa tako m-kalpain za svoju
aktivaciju ima potrebu za milimolarnim, a [-kalpain za mikromolarnim koncentracijama
kalcija.

Ubikvitarni m- i p-kalpain su heterodimeri, gradeni od velike i male kalpainske
podjedinice. Velike podjedinice m- i u-kalpaina, m-CL i u-CL, veli¢ine su 80 kDa, a
kodirane su razli¢itim genima. CAPN1 gen, smjeSten na kromosomu 11 kodira mCL, dok
CAPN2 gen na kromosomu 1 kodira pCL (104). Zajednicka karakteristika velikih
kalpainskih podjedinica podjela je na 4 domene, oznaCene rimskim brojevima od I-IV
(105). Domena I ima slijed aminokiselina koji ne pokazuje homologiju ni sa jednim
drugim trenutno poznatim proteinskim slijedom. Sadrzi autoliticko mjesto, a to¢na funkcija
joj nije poznata. Domena II je proteoliticCka domena koja se moZe podijeliti na dvije
subdomene, Ila i IIb. Ova domena sadrZi kataliticko mjesto, tzv. kataliticku trijadu koju,
kao i kod ostalih cisteinskih proteaza (106), Cine cistein, histidin i asparagin. Domena III
je, poput domene I, nepoznate funkcije, a ima i slijed aminokiselina koji ne pokazuje
sli€nost ni sa jednim drugim proteinom. Ipak, njezina sli¢nost sa domenama C2 tipa Cine je
srodnom sa drugim kalcij ovisnim proteinima. StoviSe, domena III u svojoj strukturi
posjeduje jednu EF strukturu, tj. dio koji moZe vezati kalcij. Nukleotidni slijed domene IV
vrlo je slican slijedu kalmodulinskog gena. To je kalcij vezuju¢a domena u kojoj se nalazi i
pet EF struktura, koje su bitne za vezanje kalcija, kao 1 za povezivanje male i velike
kalpainske podjedinice (107).

Mala kalpainska podjedinica (30K, cssl) veliCine je 28 kDa, a kodirana je CAPN4 genom
(capnsl), smjeStenim na kromosomu 19 (104). Gradena je od dvije domene, V i VI (IV’).
Domena V je N-terminalna hidrofobna regija bogata glicinom. Domena VI pokazuje

slicnost sa domenom IV velike podjedinice, pa se jo§ naziva i IV’. Poput domene IV i
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domena VI je kalcij vezuju¢a domena, te sadrzi pet EF struktura. Mala kalpainska
podjedinica ima regulatornu ulogu, omogucavajuci stvaranje pravilne konformacije velike
kalpainske podjedinice. Pokazano je i da se nakon aktivacije kalpaina, mala podjedinica
odvaja od velike, koja nadalje ima sposobnost proteolitickog djelovanja (108). 2002.
godine opisana je nova mala podjedinica, css2, kodirana capns2 genom. Sli¢nost izmedu
dvije male podjedinice iznosi 85%, a pokazano je da obje imaju istu regulatornu funkciju.
Ipak, izraZenost css2 podjedinice vise je tkivno specifi¢na, nego ubikvitarna (109).

Pretpostavlja se da se aktivacija ubikvitarnih kalpaina odvija u dvije faze. U prvoj fazi
izmedu ostalog dolazi do autolize, Sto rezultira cijepanjem kalpaina na N terminalnom
dijelu. U prvoj fazi najvjerojatnije dolazi i do ve¢ spomenutog odvajanja male kalpainske
podjedinice. U drugoj fazi se aktivacija kalpaina postize vezanjem kalcija u neposrednoj
blizini aktivhog mjesta, Sto priblizava tri aminokiselinska ostatka koja ¢ine kataliticku
trijadu (110). Aktivnost ubikvitarnih m- i p-kalpaina moZe biti inhibirana njihovim
specificnim inhibitorom, kalpastatinom, koji je poput njih ubikvitarno izrazen. Kalpastatin
¢ini 5 domena: N-terminalna L domena, te 4 inhibicijske domene od kojih svaka sadrzi 3
regije (A, B 1 C). Kalpastatin inhibira kalpaine u prisustvu kalcija vezujuc¢i se svojom B
regijom u podru¢ju aktivhog mjesta kalpaina (111). Inhibicija putem B regije
potpomognuta je sa regijama A i C, za koje se takoder otkrilo da mogu i aktivirati
ubikvitarne kalpaine (112). S obzirom da moZe zaustaviti djelovanje ubikvitarnih kalpaina,
kalpastatin se u miSjeg modela ve¢ pokazao korisnim za smanjenje posljedica

nekontroliranog djelovanja kalpaina u miSi¢nom tkivu (113).

1.4.1.2. Funkcija ubikvitarnih kalpaina

Prisutnost razli¢itih kalpaina i njihovih homologa u svim Zivim organizmima govori o
vaznosti njihove funkcije u stanici. Tocna funkcija joS uvijek nije poznata, ali se na temelju
dokazanih biokemijskih karakteristika pretpostavlja da imaju regulatornu ulogu u nizu
stani¢nih procesa (114). Ubikvitarni kalpaini ulaze u interakcije sa razliitim protein
kinazama, proteinima citoskeleta i pritom im mijenjaju strukturu, aktivnost ili neko drugo
svojstvo. Na taj nacin kalpaini sudjeluju u kontroli ekspresije gena (115), apoptozi (116,
117), stani¢noj diobi (118) 1 stani¢noj pokretljivosti (119), kao 1 u nizu drugih procesa.

Uslijed odredenih promjena u stanici moze doc¢i do abnormalne proteolize uzrokovane
aktivnoS¢u ubikvitarnih kalpaina koja dovodi do oStecenja tkiva, $to je po prvi puta

opisano u slucaju Duchenneove miSi¢ne distrofije (120). Ta je distrofija karakterizirana
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nedostatkom distrofina, strukturnog proteina 1 navaZnije komponente distrofin-
glikoproteinskog kompleksa. Njegov nedostatak izaziva povecanu permeabilnost stani¢ne
membrane i time omogucava ulazak kalcija u miSi¢na vlakna, Sto aktivira ubikvitarne
kalpaine. Njihovo djelovanje prema raznim proteinima-supstratima dovodi do
nekontrolirane proteolize 1 deorganizacije miSicnog vlakna, Sto u konacnici rezultira
nekrozom stanica. Osim miSi¢ne distrofije, pojacana aktivnost ubikvitarnih kalpaina
opisana je i u Alzheimerovoj bolesti (121), katarakti (122), multiploj sklerozi (123),
mozdanom wudaru (124), sréanom infarktu (125), te opsesivno-kompulzivnim

poremecajima (126).

1.4.2. KALPAIN 3

1.4.2.1. Strukturne i biokemijske karakteristike kalpaina 3

Kalpain 3 otkriven je 1989. godine, kada je odreden njegov cDNA slijed i strukturne
karakteristike (127). Godinu dana kasnije otkriven je i smjeStaj kalpain 3 kodiraju¢eg gena
(CAPN3) na kromosomu 15 (104). CAPN3 gen veli¢ine je oko 35kb, a podijeljen je na 24
kodirajuc¢e regije. Mutacije u CAPN3 genu odgovorne su za nastanak pojasne misi¢ne
distrofije tip 2A (16). Molekulska masa kalpaina 3 iznosi 94kDa zbog ¢ega se ovaj protein
jos$ naziva i p94. Strukturne karakteristike kalpaina 3 pokazuju veliku slicnost sa velikim
kalpainskim podjedinicama ubikvitarnih m- i p-kalpaina, poput kojih se moze podijeliti na
Cetiri domene (slika 4).

Domena I ima vrlo malu sli¢nost u aminokiselinskom sastavu sa domenom I ubikvitarnih
kalpaina, a i duza je za 20-30 aminokiselinskih ostataka. To je posljedica prisustva
specificnog, NS slijeda, u kalpainu 3 smjeStenog na N-terminalnom kraju domene 1.
Domena II ili proteoliticka domena ima najvecu slicnost sa istoimenom domenom ostalih
kalpaina. To se posebno odnosi na podrucje aktivhog mjesta kojeg ¢ine aminokiselinski
ostaci cisteina (Cys), histidina (His) i asparagina (Asn). Izmedu cisteinskog ostatka, te
histidina 1 asparagina nalazi se jo§ jedan za kalpain 3 specifian slijed, IS1. Kodiran je
egzonom 6 CAPN3 gena, te sadrZi tri autoliticka mjesta (S1, S2, S3). Domena III dijeli
gotovo 50% slicnosti sa domenom III ubikvitarnih kalpaina, dok je domena IV, poput one
u ubikvitarnih kalpaina kalcij vezuju¢a domena sa pet EF struktura. Izmedu domene III i
IV nalazi se treci specifican slijed za kalpain 3, IS2. Kodiran je egzonima 14, 151 16. U
svom slijedu sadrZi kratki peptid (engl. nuclear translocation signal) koji s obzirom na

svoj aminokiselinski slijed (Arg-Pro-Xaa-Lys-Lys-Lys-Lys-x-Lys-Pro) omoguc¢ava ulazak
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kalpaina 3 u jezgru. Neposredno prije spomenutog peptidnog slijeda nalazi se slijed
aminokiselina koji je vaZan 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 podrucju M-crte (129) (slika 5, vidi str. 23).

Kalpain 3 (p94, n-CL3) bio je prvootkriveni tkivno specifi¢ni kalpain, izraZzen u odrasle
osobe u skeletnom miSi¢nom tkivu gdje je njegova mRNA prisutna u deset puta vecoj
koli¢ini od mRNA ubikvitarnih kalpaina (127). Postojanje alternativnog izrezivanja introna
CAPN3 gena rezultira velikim brojem izoformi kalpaina 3 koje pokazuju razlicitu
izrazenost, kao 1 pojavnost u razli¢itim fazama Zivota. IstraZzivanja u in vitro 1 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, izrazenost kalpaina 3 postoji u srcu i glatkom misi¢ju (132). U
le¢ama Stakora, miSa i zeca pronadena je izoforma kalpaina 3, Lp82, sa promjenjenim
egzonom 1, te bez IS1 1 IS2 specifi¢nih slijedova (133), odnosno posebna izoforma u
misjim i Stakorskim astrocitima (134).

Pretpostavlja se da se u misSi¢nom tkivu kalpain 3 nalazi u inaktivhom stanju i to vezan za
titin na najmanje tri mjesta, da bi se po potrebi aktivirao pod utjecajem jo§ nepoznatog
signala. Aktivacija se odvija u nekoliko faza, a za njezino odvijanje neophodno je potreban
kalcij (136). Misljenja o potrebi kalpaina 3 za kalcijem bila su dugi niz godina podijeljena,
a glavni uzrok tome je nemogucénost izolacije inaktivne forme (94kDa) zbog njegove brze
autolize (137). Proces aktivacije zapocinje intramolekularnim cijpanjem na N-terminalnom
kraju kalpaina 3. U nastavku se deSava intramolekularno cijepanje u S1 autolitickom
mjestu IS1 slijeda, Sto slijede cijepanja u dva preostala autoliticka mjesta S2 i S3. To
rezultira pojavom N-terminalnog fragmenta veliine 34 kDa i tri duza C-terminalna
fragmenta veli¢ina 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 1 proteoliticki djelovati prema drugim proteinima, tj. supstratima. Do sada je otkriveno
nekoliko supstrata kalpaina 3 u in vitro uvjetima, medu kojima su titin, filamin C, talin,
vineksin i ezrin (139,140). Nedavno je pokazano da je izrazaj miozin lakog lanca 1 (engl.
myosin light chain 1, MLC1) smanjen u prisustvu kalpaina 3, odnosno u CAPN3 Tg misu

kojeg karakterizira povecan izrazaj kalpaina 3. Na temelju tih rezultata zakljuceno je da bi
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MLCI1 mogao biti joS 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.

kataliticko
mjesto

vezanje za titin
autoliza
S1S52S3

Py i
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| il i \

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 miSi¢ne distrofije tip 2A. Takav
interes za kalpain 3 djelomi¢no se moZe objasniti Cinjenicom da je LGMD2A bila prva
opisana distrofija uzrokovana mutacijama gena koji kodira enzim. To je ujedno
pretpostavilo postojanje sasvim drugacijeg mehanizma nastanka u odnosu na do tada
poznate distrofije koje su bile uzrokovane mutacijama gena koji kodiraju strukturne
proteine. Kako joS uvijek nije poznaza funkcija kalpaina 3, nije poznat niti mehanizam
nastanka pojasne miSi¢ne distrofije tip 2A. Ipak, pretpostavlja se da do distroficnog
procesa dolazi uslijed gubitka proteolitiCkog djelovanja kalpaina 3. Do takvog se zakljucka
doslo istrazivanjem kalpaina 3 u prisutnost 9 razli¢itih mutacija koje na razini proteina
uzrokuju zamjenu jedne aminokiseline drugom, a karakterizira ih normalan izraZaj
kalpaina 3. Pokazano je da je ovisno o mutaciji bila izgubljena ili sposobnost autolize ili
interakcija sa titinom. Jedino Sto je bilo zajedni¢ko svim proufavanim mutacijama bio je
gubitak proteolitiCkog djelovanja kalpaina 3 (142).

Iako je proteoliticko djelovanje kalpaina 3 svojstvo koje nedostaje u LGMD2A bolesnika,
u miSjeg modela pracena razina proteolize i sinteze proteina nije pokazala znacajnu razliku
u odnosu na kontrolne uzorke (143). Pojedin¢ano gledano, neki proteini su pokazali
smanjen izraZzaj, a po svojoj funkciji su bili ukljuceni u proces razgradnje proteina
(ubikvitin ligaze ili sastavni dijelovi proteasoma), §to bi moglo upucivati na ukljucenost
kalpaina 3 i u ovaj proces (144). Tu hipotezu potvrduju i nedavno objavljeni rezultati koji
su pokazali da kalpain 3 i proces razgradnje proteina putem ubikvitina i proteasoma ne
djeluju kao dva dovojena procesa, ve¢ u seriji. Analiza miSi¢a bez izraZzenog kalpaina 3
pokazala su nakupljanje starth i oSte¢enih proteina, Sto smatra se, moZe dovesti do
poremecaja stani¢nih funkcija, stani¢ne smrti, te na kraju rezultirati propadanjem miSic¢a
(145).

Biopsija miSica oboljelih od pojasne miSi¢ne distrofije tip 2A pokazala je vecu ucestalost
apoptoti¢kih stanica u usporedbi sa drugim distrofijama. Takoder je pokazano da u
LGMD2A bolesnika postoje promjene u NF-xB putu. NF-xB je vazan transkripcijski
faktor, koji je graden od dvije podjedinice p65 i p50. U citoplazmi se inaktivira
interakcijom sa svojim inhibitorom IkBo koji sprijeCava premjeStaj NFkB u jezgru i
transkripciju tzv. «survival» gena. Pretpostavlja se da kalpain 3 razgraduje inhibitor IkBo

i omogucava ulazak NF-kB u jezgru i odgadanje apoptoze. U slucaju nedostatka kalpaina 3
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ili njegove disfunkcije onemogucen je ulazak NF-«kB u jezgru uslijed prisutnog inhibitora,
pa dolazi do apopotoze (146). Iste promjene pronadene su i u LGMD2A miSjem modelu
(147).

Unato¢ nepostojanja bilo kakvih promjena u CAPN3 genu, smanjen izrazaj kalpaina 3
uocen je u nekih bolesnika sa pojasnom misSi¢nom distrofijom tip 2B (148), tibijalnom
miSi¢nom distrofijom, odnosno pojasnom miSi¢nom distrofijom tip 2J (149). Smanjenje
kalpaina 3 u LGMD2B bolesnika moglo bi se objasniti nemoguénoscu, nedavno otkrivene,
interakcije izmedu kalpaina 3 i disferlina (150). Ipak za kona¢nu potvrdu ove hipoteze bilo
bi potrebno odrediti tocno mjesto interakcije u oba proteina. U bolesnika sa TMD odnosno
LGMD2J odgovorne TTN mutacije nalaze se u neposrednoj blizini mjesta na koje se veze
kalpain 3, u C-terminalnom dijelu titina, pa se pretpostavlja da upravo te mutacije
onemogucavaju interakciju kalpaina 3 s titinom, uzrokujuci destabilizaciju kalpaina 3 i
njegovo pojacano proteoliticko djelovanje (149). Vaznost smanjenjog izrazaja kalpaina 3 u
spomenute tri distrofije ukazuje na odredenu ulogu kalpaina 3 u nastanku i ovih miSi¢nih

distrofija.

1.5. TITIN

1.5.1. Struktura i funkcija titina

Titin (OMIM#18840) je kodiran TTN genom smjeStenim na dugom kraku kromosoma 2, u
podrucju 2q31 (151). TTN gen velicine je 294 kb i podijeljen na 363 kodirajuce jedinice
(egzona).

Titin je graden od 38 138 aminokiselina $to mu daje molekulsku masu od 4200kDa, te ga
¢ini najvecim ljudskim proteinom (152). ProteZe se od Z do M-crte, ukljucujuci podrucje A
i I-pruge, sto ukupno odgovara polovici duzine sarkomere (slika 5; vidi str. 23). Najve¢im
dijelom (90%) ga ¢ine imunoglobulinska (Ig) i fibronektin tip III (FNIII) ponavljanja.
Preostalih 10% otpada na 17 jedinstvenih slijedova (engl. unique sequence) koji ne
pokazuju sli¢nost ni sa jednim drugim poznatim proteinskim slijedom (153). Na svom C-
terminalnom dijelu titin sadrzi serin/treonin kinaznu domenu koja pokazuje sli¢nost sa
obitelji kinaza miozin lakog lanca. Titin je izrazen u razliitim tkivima, no najviSe u
sr¢anom i skeletnom miSi¢nom tkivu.

Titin sadrzi nekoliko mjesta podloznih alternativnom izrezivanju introna Sto rezultira

postojanjem viSe razliCitih izoformi u podru¢ju Z-crte (154, 155), I-pruge (156), odnosno
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M-crte (152,157). U podrucju A-pruge N2 regija u titinu skeletnog miSica sadrzi iskljucivo
N2-A domenu, dok je u sr¢anom titinu prisutna i N2-B domena (153).

Titin je, uz miozin i aktin, osnovna kontraktilna jedinica miSi¢nih vlakana, te ima
mehanicku, razvojnu i regulatornu ulogu u miSi¢noj stanici. Titin sudjeluje u organizaciji
sarkomere 1 odrZavanju njezine strukture, ima utjecaja na kontrakciju misSica, a odgovoran
je 1 za njegovu elasti¢nost. Interakcije sa brojnim proteinima, posebice u podrucju Z i M-
crte, te I-pruge, upucuju na ulogu titina u regulaciji i prijenosu signala u misi¢noj stanici

(158).

1.5.1.1. Titin u podruéju Z-crte

U podru¢ju Z-crte, N-terminalni kraj titina ulazi u interakcije sa viSe razliitih proteina
poput o-aktinina (159) i teletonina (160,161). a-aktinin veZe se za titin u podru¢ju domene
sastavljene od viSestrukih ponavljanja motiva od 45 aminokiselina. To je podrucje
podloZno alternativnom izrezivanju koje se razli¢ito odvija u razli¢itim tipovima miSic¢a
(156, 159). Teletonin je 19 kDa velik protein koji se za titin veZe u podrucju prva dva
imunoglobulinska ponavljanja. Osim vezanja u podru¢ju Z-crte, teletonin ulazi u
interakcije sa titinom i u podru¢ju M-crte (I.Richard, osobna komunikacija), a iz literature
je poznato da ga fosforilira titin kinazna domena smjeStena u podrucju M-crte (98). TCAP
gen koji kodira teletonin mutiran je u bolesnika sa pojasnom miSi¢nom distrofijom tip 2G

(LGMD2G) (24).

1.5.1.2. Titin u podruéju I-pruge

Dio titina u podrucju I-pruge sadrzi 90 imunoglobulinskih ponavljanja tip I, N2 i PEVK
regiju (153). N2-A regija titina stupa u interakcije sa kalpainom 3, odnosno MARP
proteinima, tj. miSi¢nim ankirin-ponavljaju¢im proteinima smjeStenim u neposrednoj
blizini kalpain 3 vezujuCeg mjesta (162). U MARP obitelj proteina koji stupaju u
interakcije sa titinom ubrajaju se srcani ankirin ponavljajuci protein ili CARP (cardiac
ankyrin repeat protein), Ankrd2/Arpp i dijabetes ankirin-ponavljaju¢i protein (DARP).
Poznato je da je aktivnost MARP proteina promjenjena u Duchenneovoj misi¢noj distrofiji,
kongenitalnoj miopatiji, te spinalnoj miSi¢noj 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 elasti¢na svojstva miSi¢cnom vlaknu (164,

165, 166).

30



1.5.1.3. Titin u podruéju A-pruge
Titin se u podru¢ju A-pruge sastoji od imunoglobulinskih 1 fibronektin tip III
ponavljajucih slijedova. U ovom podruc¢ju titin stupa u interakcije sa miozinom, miozin

vezuju¢im proteinom C (MyBP-C), te AMP-deaminazom (167, 168).

1.5.1.4. Titin u podruéju M-crte

C-terminalni dio titina smjeSten je u podrucju M-crte. Na razini TTN gena ¢ini ga 6
egzona, Mex1-Mex6. Na razini proteina spomenuti egzoni kodiraju domenu sa kinaznom
aktivno$c¢u, te imunoglobulinska ponavljanja (m1-m10) koja su medusobno isprekidana sa
7 jedinstvenih slijedova, IS1-IS7 (slika 5).

U podrucju M-crte titin stupa u interakcije s vise razli¢itih proteina (kalpain 3, miomezin,
DRAL/FHL2, miosprin, KY protein, proteini MUREF obitelji, obskurin, itd), ¢ije ¢e glavne

karakteristike biti opisane u slijede¢im odlomcima teksta.

MUREF proteinska obitelj trenutno broji 3 ¢lana: MURF1, MURF2 i MUREF3 (170). Unutar
njihove proteinske strukture razlikuje se nekoliko domena kao $to su RING domena,
MUREF visoko konzervirana domena, B-Box domena i tzv. «coiled-coil» domena. Sva tri
MUREF proteina sadrZze spomenute domene, sa vrlo malim razlikama u aminokiselinskom
slijedu, dok je C-terminalni kraj razliit i podlozan 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 podru¢ju M-crte u interakcije ulaze MURF1 i MUREF?2 proteini.

MUREF]1 protein izrazen je u skeletnom miSi¢u tijekom razvoja, te u odraslom organizmu.
Sa titinom se veZze u podru¢ju A168-A169 koje se nalazi s N-terminalne strane kinazne
domene titina, kao i u podrucju A-pruge, u regiji A20/21. MURFI je po svojim svojstvima
ubikvitin ligaza, te je do sada pokazano da sudjeluje u «oznaCavanju» titina, nebulina,
teletonina, tropomiozina, itd (171). MURFI sudjeluje u regulaciji izrazavanja gena, a
vazan je i za stabilnost podru¢ja M-crte (172), regulator je kontraktilnosti miokarda (173),

odnosno pojacano je izrazen u atrofiénom misicu (174).
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Slika 5. Shematski prikaz (A) titina u podrudju sarkomere (B) titina i njegovih strukturnih dijelova
(C) titina u podruéju M-crte. Organizacija titina u podruc¢ju M-crte prikazana je sa odgovaraju¢im
egzonima (Mex1-Mex6), odnosno proteinskim slijedovima (imunoglubilnska ponavljanja ml-ml0, te
jednistveni slijedovi IS1-IS7). Prikazano je i mjesto vezanja kalpaina 3 u podrucju IS7 (Mex5). Donji dio
slike predstavlja aminokiselinski slijed zadnjeg imunoglobulinskog ponavljanja m10 zajedno sa smjeStajem

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

Neke od navedenih MURF1 funkcija karakteristika su i MURF2 proteina, koji je joS
ukljuc¢en i u regulaciju dinamike mikrotubula (175, 176). MURF2 protein javlja se u
nekoliko izoformi (MURF2-27kDa, MURF2-50kDa, MURF2-60kDa, MURF2alt-60kDa),
koje se medusobno razlikuju po izraZenosti u razli¢itim tkivima, kao i u domenama koje
sadrze. RING, MFC i Bbox domene prisutne su u svih izoformi, dok se najviSe razlika
uocava u C-terminalnom dijelu proteina (177). MURF-27kDa je izoforma koja je izrazZena
samo u sr¢anom miSicu, dok je u skeletnom miSicu 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 MURFI protein (A168-A169) (171).
Nedavno je MURF2 otkriven i kao dio puta prijenosa signala koji zapo€inje titinom, a
preko nbrl, p62 i MURF2, zavrSava SRF proteinom i njegovim utjecajem na izrazaj

specificnih gena (178).

Protein FHL2 (DRAL) ¢lan je proteinske obitelji sa tzv. LIM domenama, konzerviranim
dvostrukim «zinc-finger» motivima. FHL2 je najviSe izraZen u sr¢anom miSicu, a tek u
manjoj mjeri u skeletnom misi¢u. On se za titin veZe u N2B regiji, tipi¢noj za sr¢ani titin,
ali 1 u podru¢ju M-crte i to u IS2 slijedu. U tom dijelu titina FHL2 djeluje kao adaptorski
protein koji na sebe veze niz drugih proteina, poput metaboli¢kih enzima kreatin kinaze,

adenilat kinaze i fosfofruktokinaze (179).

Kao $to je ve¢ spomenuto, kalpain 3 stupa u interakcije sa titinom u podrucju N2A regije,
odnosno C-terminalnog dijela titina u podru¢ju M-crte. U tom dijelu titina kalpain 3 se
veze u podrucju IS7 slijeda kodiranog egzonom Mex5 (129) (slika 5). U susjednoj m10
regiji, kodiranoj egzonom Mex6, kalpain 3 cijepa titin, Sto je pokazano in vitro pokusima

(139).

KY gen koji kodira istoimeni KY protein u miSa se smatra odgovornim genom za nastanak
skolioti¢nih promjena (180). KY protein je novo identificirani protein, izrazen u skeletnom
1 sr€anom miSi¢nom tkivu. KY protein ima nepoznatu funkciju, ali je poznato da sadrzi
proteazno/glutaminaznu domenu. Pokazano je da KY protein ulazi u interakcije sa

filaminom C, miozin vezuju¢im proteinom C i C-terminalnim krajem titina (181).

Obskurin je 800kDa velik protein koji stupa u interakcije sa titinom u podrucju Z, ali i M-
crte. Sa titinom dijeli strukturnu sli¢nost, ali sadrzi 1 specificne domene zbog kojih se
pretpostavlja da ima ulogu u povezivanju sarkomere sa signalnim putevima koji

kontroliraju nastnak novih misi¢nih vlakanaca (182).

Miosprin (CMYAS) 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 isklju¢ivom izraZaju u skeletnom i sréanom
miSi¢nom tkivu, te posjedovanju SPRY domene. Uz spomenutu domenu, C-terminalni dio

miopsrina sadrzi 1 BBox', BBC 1 FN3 domene Sto ga ¢ini vrlo slicnim TRIM proteinima
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(183). To¢na uloga miosprina nije poznata, ali je za njegov ortolog genetonin-3 pronadena
smjanjena izrazenost u DMD bolesnika (184). Nedavno je pokazano da miosprin ulazi u
interakcije sa o-aktininom-2, pa se pretpostavlja da bi mogao biti ukljuen u proces
nastanka novih miSi¢nih vlakanaca (185). KoriStenjem 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 viSe razli€itth bolesti sr€anog (kardiomiopatije) i

skeletnog miSi¢nog tkiva (misi¢ne distrofije i miopatije).

1.5.2.1. Kardiomiopatije uzrokovane mutacijama u TTN genu

Hipertrofi¢na kardiomiopatija tip 9 (CMH9, OMIM#18840) uzrokovana je mutacijama
TTN gena, a predstavlja jednu od 9 do sada otkrivenih podvrsta hipertrofi¢nih
kardiomiopatija. U 82 bolesnika sa CHM9 pronadena je ista, Arg740Leu, mutacija
smjestena u titinu u podrucju Z-crte (186).

Obiteljska dilatacijska kardiomiopatija tip 1G (CMDIG; OMIM#604145) posljedica je
nekoliko razli¢itih mutacija u TTN genu, smjeStenih: u podrucju Z-crte (Val54Met i
Ala743Val) gdje onemogucuju normalnu interakciju titina sa teletoninom i «o-aktininom
(187); u podrucju prijelaza titina iz Z-crte u I-prugu (Trp930Arg) (188); u N2B podrucju
(Serd4465Asn 1 Glud4053X), prisutnom iskljucivo u titinu sr¢anog misSi¢nog tkiva, pa u
bolesnika sa spomenutim mutacijama nema simptoma zahvacenosti skeletnog miSic¢a

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

1.5.2.2. Bolesti skeletnih miSi¢a uzrokovane mutacijama u TTN genu

Edstromova miopatija (HMEREF, engl hereditary myopathy with early respiratory failure;
OMIM#603689) autosomno je dominantna miSi¢na bolest koju karakterizira proksimalna
slabost gornjih 1 donjih ekstremiteta kao i1 respiratornih miSi¢a §to u ranoj fazi bolesti
dovodi do problema sa disanjem i predstavlja u€estali uzrok smrti. U dvije Svedske obitel;ji
analiza TTN gena otkrila je postojanje mutacije Arg279Trp u Mex1 egzonu, §to u slijedu
proteina odgovara podrucju titin kinaze. Spomenuta mutacija onemogucava odvijanje
normalnog puta prijenosa signala koji zapoc€inje molekulom titina, te preko nbrl, p62 i

MUREF?2 proteina zavrSava aktivno$¢u SRF proteina u jezgri (178).
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Tibijalna miSi¢na distrofija (TMD, OMIM#600334) je autosomno dominantno misSi¢no
oboljenje karakterizirano slaboS¢u 1 atrofijom miSi¢a potkoljenice. Bolest zapoCinje u
kasnim tridesetim godinama Zivota i sporog je napredovanja. Do sada je TMD opisana u
finskoj populaciji (27, 149) gdje se ¢ini jednom od naj¢es¢ih oblika miopatija, te u jednoj
obitelji iz Francuske (27,189), odnosno Belgije (190). U svih opisanih slu¢ajeva tibijalne
miSi¢ne 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, Sto na razini proteina uzrokuje izmjenu Cetiri
aminokiselinska ostatka, (Glu34286_Trp34289delinsValLysGluLys), uz zadrZzan okvir
¢itanja. 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 pronadena u 3 pacijenta i u homozigotnom obliku
(27, 149). U tih bolesnika klinicka slika odgovara pojasnoj misi¢noj distrofiji koja se po
nomenklaturi iz 1995. godine naziva pojasnom miSi¢nom distrofijom tip 2J (LGMD?2]J,
OMIM#608807). LGMD?2J karakterizira puno teza klinicka slika u odnosu na tibijalnu
miSi¢nu distrofiju, kao i vrlo rani pocetak bolesti. Distroficnim procesom vise su zahvaceni
proksimalni miSi¢i zdjelice 1 ekstremiteta Sto 1 odgovara karakteristikama pojasnih
miSi¢nih distrofija. Zanimljivo je da je u bolesnika sa TMD, odnosno LGMD2J pronaden
smanjen izrazaj kalpaina 3. Kao Sto je ve¢ spomenuto, nije razjasnjeno $to uzrokuje to
sekundarno smanjenje kalpaina 3 u TMD, odnosno LGMD?2J 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

Unato¢ viSegodiSnjim istrazivanjima to¢na uloga kalpaina 3 jo$ nije poznata, a ni kako
nedostatak te proteaze dovodi do pojasne miSi¢ne distrofije tip 2A. Dosadasnja istraZivanja
sve viSe povezuju aktivnost kalpaina 3 u stanici sa strukturnim proteinom titinom od kojeg
krece nekoliko vaznih puteva prijenosa signala u misi¢noj stanici i koji posjeduje najmanje
tri vezna mjesta za kalpain 3.

Uzimaju¢i u obzir do sada poznate Cinjenice o odnosu kalpaina 3 i titina pretpostavka je
disertacije da je jedna od uloga kalpaina 3 u stanici regulacija puteva prijenosa signala koji
zapocinju od molekule titina. Nemogucénost takve regulacije, uslijed nedostatka kalpaina 3
ili njegove promijenjene funkcije, bila bi odgovorna, barem djelomi¢no, za nastanak

pojasne misSi¢ne distrofije tip 2A.

2.2. Cilj rada

Cilj rada bio je doprinijeti boljem razumijevanju etiopatogeneze pojasne misi¢ne distrofije
tip 2A, posebice kroz odnos kalpaina 3 i titina. Obzirom na veli¢inu titina (4200 kDa),

istrazivanje je bilo ograniceno iskljuc¢ivo na njegov C-terminalni dio u podruc¢ju M-crte.

U svrhu ostvarivanja op¢eg cilja postavljeni su i slijedeci specificni ciljevi:
- razviti novu metodu analize kalpaina 3, posebno njegove enzimske aktivnosti
- bolje objasniti odnos kalpaina 3 1 C-terminalnog dijela titina u nastanku pojasne
miSi¢ne distrofije tip 2A i tip 2J
- odrediti proteine koji su supstrati kalpaina 3, a smjeSteni su u neposrednoj blizini

C-terminalnog dijela titina.
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci miSié¢nog tkiva

Humane miSi¢ne biopsije dobivene su, nakon pismenog pristanka svakog pacijenta, putem

«Eurobiobank™ mreze (www.eurobiobank.org). Od ukupno 79 analiziranih biopsija, 42 su
potjecale od bolesnika sa pojasnom miSi¢nom distrofijom tip 2A u kojih je dijagnoza
prethodno potvrdena genskom i proteinskom analizom. Preostalih 37 uzoraka pripadali su
zdravim pojedincima (9), bolesnicima sa drugim tipovima miSi¢nih distrofija (9), odnosno
bolesnicima bez postavljene dijagnoze (19). Podaci o koriStenim biopsijama prikazani su u
Tablici 5. u poglavlju “Rezultati”. Dvije TMD biopsije, jedna LGMD?2J biopsija, te DNA
osobe sa LGMD2J dobivena je od prof. B.Udda (Sveuciliste Helsinki, Finska).

U radu su koriStena dva razli¢ita miSja modela za pojasnu miSi¢nu distrofiju tip 2A
(16,147,191), SJL (Charles River Laboratories, Les Oncins, Francuska), te mdm miSevi
(R.E.Bittner, SveuciliSte u Becu, Austrija). Kao kontrola, koriSteni su miSevi linije
129SvPasIco (Charles River Laboratories, Les Oncins, Francuska). Sa miSevima se

postupalo prema europskim pravilima za brigu i koriStenje eksperimentalnih Zivotinja.

3.1.2. Kemikalije
Pri izradi disertacije koriStene su slijedece kamikalije:

» Tris, amonij persulfat, TBS, Tween 20, glicin, DNA pocetnice, MG132, ampicilin,
E64, Ponceau S, NaCl, EGTA, EDTA, saharoza, bromfenol plavo, CHAPS, Triton
X-1001 DTT («Sigma», St.Louis, SAD);

= SDS, TAE pufer, dANTP, 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.O0.C medij, PBS, DMEM, gentamicin, pufer za
nanoSenje 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 miSic¢a

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

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)
kvas¢eve kompetentne stanice (Y187 1 AHI109), «recovery» medij, PEG/LiAc
(«BD Biosciences», Franklin Lakes, SAD)

fetalni govedi serum («Hyclone», Logan, SAD)

ASB-14 («Calbiochem», Darrnstadt, Njemacka)

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, Njemacka)

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 koriSteni 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 misSi¢a

kori§ten je SuperScript™First-Strand Synthesis System komplet (Invitrogen, Carlsbad,

Ukupna RNA miSi¢nog tkiva (5pg) pomijeSana je sa tzv. «nasumi¢nim» pocetnicama

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

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

otopina MgCl, 1 DTT. Nakon 2 minute na 25°C smjesi je dodan i SuperScript enzim
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(50U). Nakon pocetne 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 konacna
koncentracija bila 500 ng/ul. Tako pripremljena cDNA se potom koristila za umnaZanje

lan¢anom reakcijom polimeraze ili je do analize pohranjena na —20°C.

3.2.2. Lan¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) je brza i specificna
metoda in vitro sinteze nukleinskih kiselina kojom su se odabrani odsjecci DNA (geni ili
dijelovi gena) umnazali u velikom broju kopija. Kao kalup za umnazanje koriStena je
cDNA molekula ili komercijalno dostupni plazmidi koji su sadrzavali DNA odsjecke od
interesa.

Reakcijska smjesa, ukupnog volumena od 50 pul, sadrzavala je:
=  cDNA (500 ng) ili plazmidnu DNA (100 ng)

= par oligonukleotidnih pocetnica (100 ng)

= smjesu deoksiribonukleotida (200 uM)

= 10 x PCR pufer

= Pfu Tubo polimerazu (2.5U)

Za amplifikaciju je koriStena Pfu turbo DNA polimeraza jer ima manju ucestalost pogreSke
u odnosu na obi¢nu Taq DNA polimerazu, a omogucava i koriStenje manjih koli¢ina DNA
kalupa, krace vrijeme sinteze DNA, kao i manji ukupni broj PCR ciklusa.

Reakcija umnaZanja odvijala se u stroju za lan€anu reakciju polimerazom (MyCycler
Thermal Cycler, «Bio Rad», Hercules, SAD), a uvjeti pod kojima se reakcija odvijala
ovisili su o karakteristikama regije koja se umnazala. U slu¢aju plazmidne DNA nakon
denaturacije od 30 sekundi na 95°C, uslijedilo je lijepljenje pocetnica (engl. annealing) na
temperaturi od 55°C (30 sec), te sinteza DNA na 72°C. Trajanje sinteze ovisilo je o veli¢ini
PCR produkta (1 minuta za svakih 1000 bp). Pri umnazanju cDNA molekule ocekivan je
veci broj nespecificnih produkata, pa je koriSten tzv. gradijentni PCR program. On je u
potpunosti odgovarao prethodno navedenom programu za umnaZzanje, ali je u svakom redu
stroja za lanCanu reakciju polimerazom podeSena drugacija temepratura lijepljenja

pocetnica. Obi¢no se koristio raspon temperatura izmedu 55° i 75°C. Na taj nacin se
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odjednom testiralo viSe razliCitih temperaturi i uobicajeno na barem jednoj od njih

umnoZen je Zeljeni PCR produkt.

Tablica 2. Slijed oligonukleotidnih pocetnica koriStenih u lan¢anim reakcijama polimerazom

GEN NAZIV SLIJED (5'— 3") VELICINA
POCETNICE PCR
PRODUKTA
titin Mexl1 a. CACCATGactgaaccaaaagctectg 1760 bp
(Mex1+ Mex6) Mex6 m. aatggatcgaatatgtatatt
titin Mex5 a. CACCATGacagcttccttaatggtcett 620 bp
(Mex5+ Mex6) Mex6 m. aatggatcgaatatgtatatt
MURF 1 murf] a. CACCATGgattataagtcgagcctgatcc 1059 bp
murfl m. ttactggtgtccttcttcetteect
MUREF 2 murf?2 a. CACCATGagcgcatctctgaattaca 1644 bp
murf2 m. ttcatttagggagttcaaccag
MUREF 2alt murf?2 a. CACCATGagcgcatctctgaattaca 1622 bp
murf2alt m. aatccaatccattaaagtaaaaat
teletonin tcap a. CACCATGgctacctcagagcetgagetgcga 505 bp
(TCAP) tcap m. gcctetetgtgcttectgggacatg
PSMC3 psmc3 a. CACCATGcaggaaatgaatctgctg 1330 bp
psmc3 m. ggcatagtattgtaggttggc
miosprin (C- cmyas a. CACCATGctgataaaatggtttcta 3491 bp
terminalni dio) cmyas m. cttgtgccttacagaatccgggggctce
3.2.3. Mutageneza

Komercijalni komplet za mutagenezu (The QuickChange site-directed mutagenesis Kkit,

Stratagene, La Jolla, SAD) koriSten je za promjenu nukleotidnog slijeda DNA odsjecka od

interesa, a u cilju kreiranja Zeljenih tockastih mutacija.

Mutageneza zapocinje reakcijom umanazanja koja se sastoji od 12 reakcijskih ciklusa

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

sintezu DNA lanca (68°C, 1 minuta/1Kkb).

40




Reakcijska smjesa (50ul) sadrzavala je:

= DNA Kkalup, tj. plazmidnu DNA kojoj se Zeli promjeniti nukleotidni slijed (50 ng)
* par oligonukleotidnih pocetnica (125 ng)

= smjesu deoksiribonukleotida (200 uM)

= 10 x PCR pufer

* betain

= DMSO

* Pfu Tubo polimerazu (2.5U)

Karakteristike oligonukleotidnih pocetnica koje u svom slijedu sadrZze Zeljenu mutaciju
(nukleotidni slijed, Tm i duZina) odredene su prema uputama proizvodaca.

Produkt dobiven reakcijom umnaZanja u nastavku je inkubiran 1 sat na 37°C sa Dpn I
restrikcijskim enzimom (10U). Spomenuti enzim specifi¢an je za metiliranu DNA, te se
koristi za razgradnju pocetnog DNA kalupa, pri ¢emu u otopini ostaje samo «mutirana»
plazmidna DNA.

Uspjesno provedena mutageneza provjeravala se DNA sekvencioniranjem «mutiranog»
plazmida, dobivenog metodama opisanim u daljnjem tekstu (transformacija bakterijskih

stanica, izolacija plazmidne DNA).

Tablica 3. Slijed oligonukleotidnih pocetnica koristenih u reakciji mutageneze

GEN SLIJED (5'—> 3") VRSTA MUTACIJE
titin 134306N a. ATT— AAT
(Mex5+ Mex6) | caggggaggttccacaAtgaaaacacagatgacctg promjena 34306.
134306N m. aminokiseline
caggtcatctgtgttttcaTtgtggaacctccectg Ile (I) = Asn (N)
titin L34315P a. CTG— CCG
(Mex5+ Mex6) gatgacctgacaacccCgatcatcatggacg promjena 34315.
L34315P m. aminokiseline
cgtccatgatgatcGgggttgtcaggtcatce Leu (L) — Pro (P)

41



3.2.4. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Elektroforeza DNA u agaroznom gelu koriStena je za provjeru:

1) rezultata umnazanja lancanom reakcijom polimeraze, odnosno

i1) rezultata cijepanja restrikcijskim enzimima.
Agaroza je pomijeSana sa 1x TAE puferom (2M Tris-acetat, 0.05M EDTA, pH 8.3), te
zagrijavana dok se nije otopila. Koli¢ina agaroze, odnosno volumen pufera ovisio je o
postotku gela koji se odredio prema velicinama DNA fragmenata. Otopljena i dovoljno
ohladena 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
interkaliraju¢i reagensi koji se ugraduju izmedu DNA lanca i time omogucavaju
vizualizaciju DNA pod UV svjetlom.
Nakon polimerizacije agaroznog gela 1 uklanjanja ceSlja, uzorci su naneseni u jaZice
agaroznog gela uz prethodno mijeSanje sa puferom za nanoSenje 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 odredivanje veli¢ina 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 veli¢inama DNA fragmenata, koji su nakon zavrSene elektroforeze vizualizirani

pomocu UV-transiluminatora.

3.2.5. Ekstrakcija DNA iz agaroznog gela

Ekstrakcija specificnog PCR produkta iz agaroznog gela provodila se u cilju uklanjanja
tragova DNA pocetnica i1 svih ostalih nespecificnih produkata koji mogu interferirati u
postupku kloniranja. U tu svrhu koriSten je komercijalni komplet NucleoSpin® Extract 11
(«Macherey Nagel», Dueren, Njemacka).

Nakon provjere uspjeSnosti PCR reakcije elektroforezom u agaroznom gelu, pod UV
svjetlom je odrezan S$to manje dio gela koji je sadrzavao Zeljeni PCR produkt, te je
inkubiran u NT puferu (200ul / 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, neZeljeni produkti poput soli uklonjeni su uz pomo¢ NT3

pufera i centrifugiranjem 1-2 minute na 11 000 g. ProciS¢ena DNA je potom eluirana sa
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30ul alkalnog pufera NE (5 mM Tris/HCI, pH 8.5). UspjesSnost ekstrakcije provjerena je

odredivanjem koncentracije DNA, odnosno elektroforezom u agaroznom gelu.

3.2.6. Vezanje odsjec¢aka DNA s plazmidom

Za vezanje odsjecaka DNA sa plazmidom (kloniranje) koristen je pcDNAT™3.1 Directional
TOPO® Expression komplet («Invitrogen”, Carlsbad, SAD) koji omogucuje brzo i
efikasno kloniranje PCR produkata sa tupim krajevima, ali i transfekciju 1 izraZaj
kloniranog gena u stani¢nim kulturama sisavaca. PCR produkt umnoZen je pomocu
specifi¢nih oligonukleotidnih pocetnica, od kojih je jedna morala zapocCinjati slijedom
ACCATG, kao sto je prikazano u Tablici 2.

Glavni sastojak kompleta za kloniranje je pcDNA™3.1D/V5-His-TOPO® ekspresijski
vektor (slika 6) koji sadrzi: 1) CMV promotor koji omogucava izrazavanje gena od
interesa u stanicama sisavaca; 2) TOPO® kloniraju¢e mjesto za brzo i efikasno kloniranje
PCR produkata sa tupim krajevima; 3) C-terminalni peptid koji sadrzava V5 peptid, kao i
polihistidinski slijed (6xHis) za detekciju i prociS¢avanje izraZenog proteina.

Postupak kloniranja sastojao se u mijeSanju prociS¢enog 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 pl. Reakcija se odvijala tijekom 5 minuta na

sobnoj temperaturi.

3.2.7. Transformacija bakterija

Kompetentne TOP10 E.coli stanice (50 pl) pomijesane su sa 2 ul produkta vezanja DNA
odsjecka sa plazmidom i ostavljene 30 minuta na ledu. U nastavku su bakterije podvrgnute
termickom Soku zagrijavanjem 30 sekundi na 42°C i ponovnim hladenjem na ledu. U
svaku je epruvetu potom dodano 250 ul tekuceg hranjivog medija (S.O.C. medij). Epruvete
su inkubirane 1 sat na 37°C.

Smjesa je na kraju zasadena na ploce sa krutom hranjivom podlogom (2.5% LB prah, 1.5%
agar, pH 7.5) kojoj je dodano 100 pg/ml ampicilina. PloCe sa bakterijama inkubirane su

tijekom no¢i na 37°C.
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SV40 early promoter

1 origin bla promoter
BGH pA CMV promoter
BGH reverse primer CMV forward primer
6xHis T7 promoter
V5 reverse primer T7 primer
V5 epitope TOPO binding site
TOPO binding site Neo(R) SV40 pA pUC origin Amp(R) directional TOPO overhang

-

pcDNA3.1D/V5-His-TOPO
5514 bp
Slika 6. pcDNA3.1.D/V5-His-TOPO ekspresijski vektor

3.2.8. Izolacija plazmidne DNA iz bakterija (mini-, maksi-prep)

U radu su koriSteni komercijalni kompleti za tzv. mini i maksi izolaciju plazmidne DNA iz
bakterija (Qia Miniprep, Qia Maxiprep, «Qiagen», Hilden, Njemacka).

Kolonije bakterija koje su izrasle na hranjivoj podlozi tijekom noc¢i, vrthom su ¢ackalice
prenesene u jazice mikrotitarske ploCice sa 100 ul tekuceg hranjivog medija
(LB+antibiotik). Plo¢ica je inkubirana tijekom dva sata na 37°C.

PCR reakcijom sa specificnim DNA pocetnicama provjerilo se koje kolonije na
mikrotitarskoj plocici sadrze Zeljeni DNA odsjeCak. Za kolonije u kojima je dobiven
pozitivan rezultat pripremljena je tzv. nocna prekultura: tekuci hranjivi medij sa
antibiotikom (5 ml) pomijeSan je sa 5 Ul «pozitivne» kolonije i ostavljen tijekom noci na
37°C.

Slijedece jutro prekono¢na kultura je centrifugirana na 3000 rpm, 15 minuta na temperaturi
od +4°C. Nakon centrifugiranja talog je resuspendiran u 250 ul pufera P1. Otopini je
potom dodano 250 pl pufera za lizu P2, te 350 ul pufera za neutralizaciju N3. SadrzZaj
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 pul pufera za eluciju
(EB).

Dobivenom plazmidu spektrofotometrijski je odredena apsorbancija (U-2000

spektrofotometar, «Hitachi», Japan) pri valnoj duljini od 260 nm. Ocitani rezultat se
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koristio za izra¢unavanje DNA koncentracije, uzimajuci u obzir teorijski podatak da je pri
Ajeo=1 koncentracija genomske DNA 50 pg/ml.

Za provjeru uspjesSnosti ugradnje Zeljenog DNA odsjecka svaki je plazmid podvrgnut DNA
sekvencioniranju, koje nije omogucilo samo provjeru ugradnje DNA odsjecka, vec i
provjeru prisutnosti eventualnih tockastih mutacija nastalih uslijed umnazanja DNA
odsjecka iz nekog drugog plazmida ili ¢cDNA molekule. Uspjesnost ugradnje DNA
odsjeCka mogla se provjeriti i pomocu restrikcijskih enzima odabranih pomocu
resktrikcijske mape svakog plazmida.

Za plazmide koji su imali pravilno ugraden odsjecak uslijedila je ponovna izolacija iz

bakterija ali u ve¢em 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 koriSten komercijalni
pripravak FuGENES, tj. smjesa liposoma kojom su se geni od interesa unosili u NIH3T3
stanice.

NIH3T3 su stanice miSjih fibroblasta dobivene iz NIH Swiss miSjeg embrija. 24 sata prije
transfekcije stanice su tripsinizirane, te pripremljene u odredenoj koncentraciji u Petrijevim
zdjelicama od 10 ml, odnosno mikrotitarskoj plocici sa 6 jazica. Uobicajeno je bilo 1-2 x
10° stanica po jednoj Petrijevoj zdjelici, odnosno 0,5 x 10° stanica po jaZici mikrotitarske
plocice.

400 pl hranjivog medija (DMEM, 10% fetalni govedi serum, 0.02% gentamicin)
inkubirano je 5-10 minuta sa 30 pl FuGENES®6 u polistirenskim epruvetama. U drugom setu
epruveta pripremljena je DNA jednog ili viSe plazmida. Ukupna koli¢ina plazmidne DNA
iznosila je 5 pug, a odnos koli¢ina pojedinih plazmida ovisio je o njihovoj koncentraciji i
veli€ini tj. broju baznih parova. Na taj se nacin osiguralo da je svaki plazmid prisutan u
jednakom broju kopija. Nakon inkubacije, smjesa medija i FuGENEG6 oprezno je (kap po
kap) prenesena u epruvetu sa plazmidima, te ostavljena 30-45 minuta kako bi se stvorio
zajednicki kompleks plazmida 1 FuGENE6. Na kraju je smjesa oprezno (kap po kap)
nanesena u Petrijeve zdjelice sa pripremljenim stanicama, te ostavljena u inkubatoru 18-24
sati, nakon Cega je otprilike 30 % stanica bilo transfecirano, tj. sadrZavalo unesene

plazmide. Trajanje transfekcije je optimizirano za svaki pojedini plazmid.
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U slucaju stanica pripremljenih u jaZicama mikrotitarske plocice koriSten je isti postupak
transfekcije, ali je odnos FuGENES6 i plazmidne DNA bio 3:1 (200 ul hranjivog medija
DMEM+ 12 ul FuGENES6 + 4 pul plazmidne DNA).

Neki od koriStenih gena rezultirali su izraZzajem proteina male molekulske mase, koji su u
stanici podlozni razgradnji od strane proteasoma. U takvim se sluCajevima 5 sati prije
zavrSetka transfekcije u Petrijeve zdjelice sa stanicama dodavalo 10 pl SmM MG132 (Z-
Leu-Leu-Leu-al), reverzibilnog inhibitora proteasoma, koji je omogucio nastavak analize,

tj. detekciju spomenutih proteina metodama proteinske analize.

3.2.10. Priprema uzoraka za proteinsku analizu

3.2.10.1. Priprema proteina stani¢nog lizata

Nakon zavrSene transfekcije stanice su plasticnom lopaticom sastrugane sa dna Petrijeve
zdjelice 1 zajedno sa hranjivim medijem centrifugirane 5 minuta na 4°C i 1200 rpm. Talog
stanica je ispran i resuspendiran u 1x PBS-u (0.9mM CaCl,, 0.5 mM MgCl,x6H,0,
2.67mM KCl, 1.47mM KH,PO,, 137.93mM NaCl, 8.06mM Na,HPO4x7H,0), 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
uobicajeno dodano 20 pl pufera za lizu po jednoj Petrijevoj zdjelici. Nakon centrifugiranja
(10000g, 10 minuta, 4°C), nadtalog sa proteinima je odvojen od taloga, te mu je dodan
pufer za nanoSenje 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 70°C.
Nakon toga uzorak se nanosio na poliakrilamidni gel ili je do nastavka analize pohranjen

na -20°C.

3.2.10.2. Priprema ukupnih proteina misi¢nog tkiva

Odmah nakon biopsije miSi¢ je stavljen u epruvetu i uronjen tridesetak sekundi u posudu sa
teku¢im duSikom. Smrznuti misi¢ pohranjen je do analize na -80°C.

Prije pocetka analize miSi¢ je izvagan te mu je dodan isti pufer za lizu (25ul/mg misica)
koji je koriSten i za pripremu stani¢nog lizata. MiSi¢ je potom homogeniziran 2-3 puta po
10 sekundi (Ultra-Turrax T8, Ika, Staufen, Njemacka). Homogenizirana smjesa je

centrifugirana 5 minuta na 8000g (+4°C). Po zavrSenom centrifugiranju nadtalog je
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odvojen od taloga te mu je dodan pufer za nanoSenje uzoraka na gel (4x NuPAGE LDS
sample buffer pH 8.4 / 400mM DTT), u odnosu 4:1. Nakon denaturacije na 70°C (10

minuta) uzorak je nanesen na poliakrilamidni gel ili pohranjen na —80°C.

3.2.10.3. Priprema citoskeletnih proteina misi¢nog tkiva

KoriStenjem komercijalnog kompleta za izolaciju proteina razliCite subcelularne
lokalizacije (ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit, «Calbiochem»,
Darrnstadt, Njemacka) izolirani su i ukoncentrirani citoskeletni proteini iz uzorka misi¢nog
tkiva.

Misi¢no tkivo je usitnjeno, izvagano, te mu je dodan odredeni volumen pufera za
ekstrakciju 1 (50 mg / 200 pl). Nakon kratkog mijeSanja 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 ul). Smjesa je pomijeSana 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 pl). Nakon mijeSanja 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 pomijeSana 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 nanoSenje 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. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Prije dodavanja pufera za nanoSenje uzoraka u uzorcima stani¢nog lizata ili miSi¢nog tkiva
odredena je koncentracija proteina spektrofotometrijskom metodom po Bradfordu. Metoda
se temelji na mjerenju absorbancije proteinskog uzorka i reagensa koji sadrZi boju
Coomassie Briliant Blue G-250 na valnoj duljini od 595 nm. Za odredivanje koncentracije

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

govedeg seruma (50-200 pg/ml).

3.2.12. Denaturirajuca poliakrilamidna gel elektroforeza

Denaturiraju¢a poliakrilamidna gel elektroforeza koriStena je za razdvajanje proteina iz
uzoraka stani¢nog lizata ili miSi¢nog tkiva. U radu su koriSteni gotovi, komercijalni
poliakrilamidni gelovi (4-12% Bis-Tris gel).

Gel je stavljen u aparaturu za poliakrilamidnu elektroforezu (X Cell SureL.ock Mini-Cell,
Invitrogen, Carlsbad, SAD), uz prethodno uklanjanje CeSlja. U jaZice su potom naneseni
uzorci, pripremljeni kao Sto je prethodno opisano, te proteinski standard (Precision Plus
prestained Protein Standards) pomocu kojeg se naknadno odredivala 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, ImM EDTA). Koji se pufer
koristio 1 koliko je elektroforeza trajala ovisilo je o veli€ini proteina koje smo Zeljeli

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 koriStena aparatura za tzv. mokri prijenos ( Mini Trans Blot
Cell, Bio Rad, Hercules, SAD).

Po zavrSetku 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. «Sendvi¢» kojeg su
redom Cinili filter papir-membrana-gel-filter papir, stavljen je u aparaturu za mokri
prijenos, paze¢i da njegov polozaj u odnosu na elektrode omogu¢i 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 moguce vizualizirati proteine na membrani, tj. provjeriti efikasnost
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prijenosa. Pri analizi uzoraka miSicnog tkiva, vizualizacija proteina se Kkoristila 1 za
usporedbu miozina, najzastupljenijeg proteina u miSi¢nom tkivu, kojim se procjenjuje
kvaliteta analiziranog miSi¢a. Uslijed nepravilnog smrzavanja miSi¢nog tkiva, odnosno
uslijed distrofi¢nog procesa, ispitivani uzorak moZe imati potpuni nedostatak, odnosno
smanjenu koli¢inu miozina u odnosu na kontrolu. Za takav se uzorak rezultat dobiven

nakon inkubacije sa specificnim protutijelima ne moze pravilno interpretirati.

Table 1 — Migration patterns of protein standards® on NuPAGE™ Novex Gels

Bz T Tris-Acetate
B ] 10 10% 1% A-12% 12% Bis- 2% - by 3-B%
Bis-Tris Gel | Bis-Tris Gl | Bis-Tris Gl | Bis-Trls Gel | Bis-Trii Ged | Bis-Tris Gel Tris, Gl Tris Gl T Gl TA Gl
wMES wMOPS wiIMES wiMOPS wWIMES w/MOPS wiMES wINMOPS wiTA wiTA
Running Running Running Runreng Rurstiiieg Runfing Running Running Aunning Running
Buiter Bufier Buber Budler Bufter Huffes Buffer Eudtar Buffpr Bufter
200kDa
L) 116 kDa
97kDa 116 kDa
— 00 K
7 kD —— 1
FAEDS 116 kDa U 6 kDa 200 A2 | 400 kD |
97 kiDa
a0 116 kDa
E e |
< 57 kDa 116 kDa | 200 kD&
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£
40 — —H§ -
LE-" ! g7kpDa S33K0a 8
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Slika 7. Profil razdvajanja proteinskog standarda u razli¢itim gelovima koriStenjem MOPS ili MES pufera

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

Nakon zavrSenog prijenosa proteini su vezani za povrSinu membrane S$to omogucuje
njihovu identifikaciju pomocu specifi¢nih protutijela.

Membrana je inkubirana 1 sat u otopini blokirajuceg reagensa kako bi se sprijecila pojava
nespecificnog signala. Za to je koriStena 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 specificnih primarnih protutijela
navedenih u Tablici 4, te nadalje inkubacija sa odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom.
Izmedu svake inkubacije membrana je dobro isprana (4x5 min) u TBS Tween puferu. Na
samom kraju membrana je inkubirana u West Pico kemiluminiscentnom supstratu (Super
Singnal®West Pico Chemiluminescent Substrate, «Pierce», Rockford, SAD), te stavljena u
kazetu sa filmom. Prva ekspozicija obi¢no je trajala 3 min, nakon ¢ega se, ovisno o jacini
signala, vrijeme slijedece ekspozicije skratilo ili produZilo.

S obzirom da je koriStena PVDF membrana, postupak inkubacije sa razli¢itim primarnim 1
sekundarnim protutijelima mogao se ponavljati 2-3 puta, pri cemu je izmedu svakog novog
ciklusa membrana inkubirana 30 min na 55°C u otopini za dehibridizaciju (65mM Tris HCI
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 razrjedenja koriStena u analizi prijenosom na membranu i imunohistokemiji

PRIMARNO PROTUTIJELO | SEKUNDARNO PROTUTIJELO
Proteinska analiza prijenosom na membranu
monoklonsko anti V5 (1:5000) anti-mi§ 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-mi§ IgG-HRP (1:10 000)
Imunohistokemija

monoklonsko anti V5 (1:200) anti-mi§ 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-mi$ 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 plocici sa 6 jaZica, su nakon zavrSene 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 viSe primarnih protutijela (Tablica 4), te u nastavku sa
jednim ili viSe odgovarajucih sekundarnih protutijela. Pri koriStenju sekundarnih protutijela
pazilo se da njihova fluorescencija ne interferira, te da se svako od njih moze naknadno
promatrati pod mikroskopom.

U nastavku su stanice inkubirane 2 sata sa protutijelima usmjerenim protiv aktina, a kako
bi se njegovom vizualizacijom proucavao fenotipa stanica. U nekim je slucajevima
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, Njemacka).

3.2.15.2. Proucavanje lokalizacije plazmidne DNA u in vivo uvjetima (unosom u misa)
Pedeset mikrograma plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/Mex1-Mex6 uneseno je
elektroprijenosom u lijevi prednji miSic¢ tibialis anterior (TA) 6 kontrolnih (129SvPaslco),
odnosno 5 LGMD2A miSeva (C3-Kin-lacZ).

Nakon 7 dana miSevi su Zrtvovani, pri ¢emu je TA miSi¢ zamrznut na plutenom ¢epu koji
je tridesetak sekundi drZan u izopentanu ohladenom u teku¢em dusiku. U 3 kontrolna i 3
LGMD?2A misa orijentacija miSica bila je poprecna, a u preostale 3 kontrole 1 2 LGMD2A
miSa uzduZna. Od svakog smrznutog miSi¢a pripremljeni su histoloSki preparati sa
rezovima debljine 8 pwm, 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 govedi serum, a potom 2 sata sa
primarnim protutijelima na sobnoj temperaturi. UzduZni rezovi bili su inkubirani sa mi§jim
monoklonskim protutijelima usmjerenim protiv titina, te ze¢jim poliklonskim protutijelima
usmjerenim protiv V5 peptida. Poprecni rezovi inkubirani su sa zecjim poliklonskim
protutijelima usmjerenim protiv laminina i miSjim monoklonskim protutijelima protiv V5
peptida. Razrjedenja koriStenih 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 stani¢nih 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,

Njemacka).

3.2.16. Enzimska reakcija odredivanja aktivnosti kalpaina 3
Misi¢no tkivo izvagano je i homogenizirano u puferu za lizu kao $to je ve¢ prethodno
opisano. Nakon centrigufiranja (8 000g, 5 min, 4°C) 25 ul nadtaloga (otprilike 100 ug

proteina) inkubirano je na 37°C u 50 ul reakcijske smjese koja je sadrzavala 3 pg

C1295 C129S
3 3

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

stani¢nog lizata i 5 mM CaCl,. Kalpain stani¢ni lizat pripremljen je

lizirane na prethodno opisan nacin. Stani¢ni lizat pohranjen je na —80°C. Izbor supstrata

(kalpain 3¢'%%°

) i princip enzimske reakcije objasnjeni su u poglavlju «Rezultati».

Enzimska reakcija zaustavljena je nakon jednog sata dodavanjem 15ul 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
specificnim protutijelima. Za odredivanje aktivnosti kalpaina 3 koriStena 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 izmedu dva proteina odreduje se pomoc¢u metode dvostrukog hibrida
(engl. yeast-two-hybrid). Princip metode i interpretacija rezultata objasnjeni su u poglavlju
“Rezultati”.
Metoda dvostrukog hibrida relativno je jednostavna, a sastoji se od:

» Vezanja DNA slijeda proteina od interesa sa odredenim plazmidom
cDNA slijedovi proteina od interesa povezani su sa plazmidima pGAD, odnosno pAS ili

pGBKT7 na prethodno opisan nacin.
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* Transformacije stanica kvasca sa plazmidima
Pedeset mikrolitara kompetentnih kvasc¢evih stanica pomijeSano je sa 0.25 ug plazmida, a
potom je smjesi dodano 300 ul otopine PEG/litijev acetat. Nakon kratkog mijeSanja na
vorteksu, smjesa je inkubirana 30 minuta na 30°C. Uslijedio je termicki Sok (42°C, 15
min), a potom centrifugiranje 15 sekundi na 13000 rpm. Talog je odvojen od nadtaloga, te
je resuspendiran u 250 pl tzv. “recovery” medija. Smjesa je ostavljena 1sat i 30 minuta na
30°C, te potom zasadena na Petrijeve ploce sa DOB medijem (0.17% kvasceve duSicne
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 kvasceve stanice, koje su nakon
transformacije zasadene na podlogu sa manjkom leucina, kojeg je pGAD plazmid
sposoban sintetizirati. Y187 stanice koriStene su za pAS ili pGBKT?7 plazmid, a zasadene
su na podlogu sa manjkom triptofana, s obzirom da spomenuti plazmidi sadrze gen za
njegovu sintezu.

= Rasta kvascevih kolonija u neselektivnom mediju
Kolonija kvasca koja sadrzi pGAD, odnosno pAS plazmid vrhom je ¢ackalice prenesena u
100 pl destilirane vode, te dobro resuspendirana. Za svaku suspenziju odreden je turbiditet
pri valnoj duljini od 600nm, te je ista koli¢ina oba plazmida nanesena u obliku kruga na
isto mjesto Petrijeve ploce sa neselektivnim medijem YPD (2% pepton, 1% kvascev
ekstrakt, 2% dekstroza, pH 6.5). Ploce su inkubirane 24-36 sati na 30°C.

= Rasta kvascevih kolonija u selektivhom mediju
Jedna od izraslih kolonija kvasca na neselektivnom mediju vrhom je cackalice
resuspendirana u 100 pl destilirane vode, te nasadena na Petrijevu plocu sa selektivnim
medijem, tj. DOB medijem i smjesom svih aminokiselina osim histidina, triptofana i

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

4.1.1. Princip enzimskog testa

Kalpain 3“'%%°

je inaktivni kalpain 3 koji ne moze aktivirati ni sebe ni druge molekule
kalpaina 3, ali moze biti pocijepan od strane drugih aktivnih molekula kalpaina 3. Pritom
kao rezultat cijepanja nastaju N-terminalni fragment veli¢ine od 30 kDa i C-termnalni
fragment od 55 kDa. Ove cCinjenice iskoriStene su za razvitak enzimskog testa kojim se
aktivnost kalpaina 3 u in vitro uvjetima odreduje prema mogucénosti cijepanja supstrata,
kalpaina 3C18, Cijepanje supstrata vidljivo je prisustvom proteinske vrpce od 60 kDa koja
sadrzava C-terminalni dio supstrata (55 kDa) 1 V5-peptid (5 kDa) koji potjece od vektora
(pcDNA3.1D/V5-His-TOPO).

Istim testom moguce je i testirati izrazaj i autolizu kalpaina 3 koriStenjem protutijela
usmjerenih protiv kalpaina 3. Epitop spomenutih protutijela nalazi se u podrucju IS2 regije

i prisutan je i u kalpainu 3 i u koristenom supstratu (kalpain 3<'*5

), no vec¢a molekularna
masa supstrata, a zbog prisustva V5-peptida, omogucava razlikovanje proteinskih vrpca
supstrata od onih koje pripadaju kalpainu 3 iz testiranog miSi¢nog ili nekog drugog uzorka

(slika 8).

CMV promotor

//61 298

Amp( calpain C129S
SDS-PAGE, prijenos na membranu,
pcDNA3.1DV5-His -TOPO/ inkubacija sa protutijelima usmjerenim

hC129S protiv V5 peptida

& y " = 100 kDa

C129s V5 peptid
WSS = 60kDa

37°C/1h00

v

Ca? SDS-PAGE, prijenos na membranu,
inkubacija sa protutijelima usmjerenim
protiv IS2 regije kalpaina 3

S - 100 kDa

misino tkivo

S - 60 kDa
§ @ | ™ 55 kDa

Slika 8. Princip enzimskog testa za odredivanje aktivnosti kalpaina 3
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4.1.2. Optimizacija enzimskog testa

Kako bi se odredila koli¢ina kalpaina 3C18 koja je optimalna za enzimski test, razlicite
koncentracije supstrata analizirane su SDS-PAGE metodom i prijenosom na membranu
nakon in vitro produkcije (transfekcije 1 lize stanica). Procjenjeno je da je 3 ug liziranih
stanica sa izraZenim supstratom optimalno za enzimski test pri efikasnosti transfekcije

izmedu 20-30 %.

Za provjeru linearnosti enzimske reakcije test je izvoden pri razli¢itim vremenima
inkubacije, od 1 do 60 minuta. Prema dobivenim rezultatima, trajanje inkubacije od jednog
sata odredeno je kao optimalno jer se aktivnost lako detektira i joS uvijek je u linearnom

podrucju (slika 9A).

S obzirom da u literaturi postoje proturje¢ni podaci koji se tiCu 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 razli¢it nafin smrzavanja miSi¢a (direktno u
tekuc¢em dusSiku, odnosno smrzavanje u izopentanu ohladenom u teku¢em dusiku) mijenja
rezultat enzimskog testa. Kao Sto je pokazano na slici 9C. za oba miSi¢a dobiven je isti

rezultat, Sto upucuje da nacin smrzavanja ne utjece na krajnji rezultat enzimskog testa.

S obzirom da je u literaturi ve¢ pokazano da loSe «rukovanje» miSicem moze dovesti do
razgradnje kalpaina 3 1 time laZzno pozitivnih rezultata, isto je provjereno za enzimski test.
Tocnije, miSi¢ni 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 duza preinkubacija rezultirala je u sve
vecem smanjenju aktivnosti kalpaina 3 (slika 9D). Istovremeno kako se aktivnost tijekom

vremena smanjivala, izrazaj kalpaina 3 ostao je isti i nakon 120 minuta preinkubacije (slika

9E).
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Slika 9. Optimizacija enzimskog testa za odredivanje aktivnosti kalpaina 3 (A) Linearnost enzimskog
testa pri razli¢itom vremenu inkubacije. Prisutnost proteinske vrpce od 60kDa bila je kvantitativno odredena
nakon razli¢itih 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 miSi¢a smrznuta u
tekuéem dusSiku (stupac 1), odnosno u izopentanu ohladenom u tekucem dusiku (stupac 3). Stupac 5
odgovara uzorku supstrata bez miSica, a stupci 2 i 4 uzorcima miSic¢a bez supstrata. (D) Smanjenje enzimske
aktivnosti kalpaina 3 uslijed razli¢itog 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 izrazaj 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 mogucnosti KkoriStenja enzimskog testa u
dijagnosticke svrhe, analiza aktivnosti kalpaina 3 provedena je kao slijepi pokus u kojem
se tek nakon zavrSenog enzimskog testa rezultat aktivnosti kalpaina 3 usporedio sa prije

poznatim rezultatima analize CAPN3 gena.

D-13 M-12 D-17 D-30 D-27
a b a b a b a b a b
200kDa miozin
o0l —— - - -]
anti V5
100kDa
94kDa W -
anti kalpain 3
60kDaj
55kDa

Slika 10. Analiza izrazaja (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 3“'*® | 94kDa kalpainu 3 iz misi¢a, 60kDa
produktu cijepanja supstrata kalpainom 3, 55kDa autoliziranom i aktivnhom kalpainu 3 iz mi§i¢a. Normalan
izraZaj i aktivnost kalpaina 3 opaZena je u kontrolnom miSi¢u (D-13). MiSi¢i M-12 i D-17 su 2 LGMD2A
miSi¢a za koje je pronaden normalan izrazaj i aktivnost kalpaina 3. Ipak, za misi¢ 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. Misi¢ D-30 odgovara LGMD2A miSi¢u sa potpunim nedostatkom i izraZaja i aktivnosti
kalpaina 3. U slu¢aju zadnjeg miSi¢a (D-27) rezultate enzimskog testa nije moguce interpretirati na pravilan

nacin, a uslijed potpunog nedostatka miozina.

Bojanje membrane (nakon prijenosa proteina) sa Ponceau crvenom otopinom omogucilo je
vizualizaciju miozina, kojim se procjenjuje kavaliteta koriStenog misSic¢a. Uzorci u kojih je
miozin bio smanjen ili negativan bili su iskljuceni 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 opaZena je ili smanjena ili negativha

enzimska aktivnost kalpaina 3. U gotovo svim uzorcima izraZaj 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 izrazaj kalpaina 3 znatno smanjen, ali je enzimska aktivnost u
potpunosti izgubljena. U preostalih 11/34 (32%) LGMD2A biopsija dobiven je normalan i
izrazaj i aktivnost kalpaina 3, unato¢ prisustvu mutacija u CAPN3 genu (Tablica 5B).
Tablica 5C prikazuje rezultate enzimskog testa dobivene za biopsije bolesnika sa drugim,
ne LGMD2A, neuromuskularnim bolestima. Normalan izrazaj i aktivnost kalpaina 3
dobiven je gotovo za sve analizirane uzorke, s izuzetkom dvije LGMD2B biopsije. U jedne
je unato¢ normalnom izrazaju kalpaina 3 enzimska aktivnost smanjena (D-15), a u druge su
smanjeni 1 izrazaj 1 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 izraZaja i aktivnosti kalpaina 3. Samo u jedne biopsije (B-2) uocen je

smanjen izrazaj 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 Izrazaj 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 Izrazaj kalpaina 3 Aktivnost
kalpaina 3
G-10037 ¢.[2362_2363delAGinsTCATCT] negativan negativan negativna
+ [664G>A]
G-10081 c.[2362_2363del AGinsTCATCT] + negativan negativan negativna
[2362_2363del AGinsTCATCT]
G-12807 c.[2362_2363del AGinsTCATCT] + negativan negativan negativna
[2362_2363delAGinsTCATCT]
D-31 c.[550delA] + [550delA] smanjen negativan negativna
G-T2 ¢.[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 ¢.[550delA] + [2092C>T] normalan negativan negativna
D-22 c.[616delG] + [1339T>C] normalan negativan negativna
D-26 ¢.[1992+1G>T] + [2036_2037delCA] normalan negativan negativna
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B-13 c. [550delA] +[?] normalan negativan negativna
G-4 ¢.[717delT] + [c.717delT] normalan negativan negativna
G-5 ¢.[717delT] + [c.717delT] normalan negativan negativna
G-6 ¢.[2362_2363delAGinsTCATCT] + normalan negativan negativna

[2362_2363del AGinsTCATCT]
B-23 c.[550delA] + [1524G>A] normalan negativan negativna
G-08188 ¢.[2362_2363del AGinsTCATCT] + normalan negativan negativna
[2362_2363del AGinsTCATCT]

D-28 c.[550delA] + [2288A>G] normalan negativan negativna

D-29 p-[Gly445Arg] + [?] normalan negativan negativna

D-30 p.[Phe200_Leu204del] + [7] normalan negativan negativna

M-10 c.[883_884delGAinsCT; 887delA] + normalan negativan negativna

[2442G>A]

M-11 ¢.[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 ¢.[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] + [Argd37Gly] normalan smanjen negativna
G-2 p.[Pro319Leu] + [Ser86Phe] normalan smanjen negativna
G-7 ¢.[2230A>G] + [946-1G>A] normalan smanjen smanjena

M-12 c.[1466G>A] + [1711delC] normalan normalan normalna

D-25 ¢.[1099G>A] + [1322delG] normalan normalan normalna

D-17 ¢.[550delA] + [1468C>T] normalan normalan normalna

D-18 p.[Arg493Trp] + [Phe525Ser] normalan normalan normalna

D-32 ¢.[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-[Argd40GIn] +[? ] / normalan normalna

C
Biopsija Status Miozin Izrazaj 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
Status Miozin Izrazaj kalpaina 3 Aktivnost
Biopsija kalpaina 3

M-2 LGMD fenotip smanjen smanjen smanjena
M-1 LGMD fenotip smanjen negativan negativna
B-2 miSi¢na slabost normalan smanjen smanjena
B-9 miSi¢na 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 miSic¢na slabost / normalan normalna
B-5 miSic¢na slabost / normalan normalna
B-6 miSi¢na slabost / normalan normalna
B-8 miSic¢na slabost / normalan normalna
B-11 miSi¢na slabost / normalan normalna
B-10 miSic¢na slabost normalan normalan normalna

4.1.4. Analiza razlic¢itih miSjih modela enzimskim testom

Enzimski test koriSten je i za analizu aktivnosti kalpaina 3 u LGMD2A miSjeg modela, kao

1 u SIL 1 mdm miSeva. Kao Sto je prikazano na slici 11. normalna enzimska aktivnost

postojala je u svih analiziranih miSeva, osim, kao Sto se i ofekivalo, u LGMD2A miSjem

modelu (kalpain 3 -/-).

100kDa

60kDa

100kDa

60kDa
55kDa

mdm kalpain 3 -/- 129svPaslco SJL
K a b b a b a b
- v— o —— — ——
mm— e e

lanti V5

anti kalpain 3

Slika 11. Analiza izrazaja (anti kalpain 3 protutijelo) i enzimske aktivnosti (anti V5 protutijelo)

kalpaina 3 u razli¢itih misjih modela. Svaki analizirani miSi¢ 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 miSica.

Normalna enzimska aktivnost kalpaina 3 postojala je u kontroli 129SvPaslco, te mdm i SJL miSu.

Nepostojanje izraZaja, kao i enzimske aktivnosti kalpaina 3 uo¢eno je u LGMD2A modelu (kalpain 3 -/-). K

odgovara uzorku supstrata bez misica.
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4.2. ODNOS KALPAINA 3 I TITINA U NASTANKU POJASNE M. DISTROFIJE
TIP 2A (LGMD2A)

IstraZivanje usmjereno prema boljem razumijevanju odnosa kalpaina 3 i titina u nastanku
LGMD2A ukljucivalo je otkrivanje mjesta u C- terminalnom dijelu titina koja su podloZna
cijepanju, uz ve¢ poznatu IS7 regiju. Za bolje razumijevanje dobivenih rezultata u in vitro
uvjetima istraZivanje je proSireno na LGMD2A miSje modele i Covjeka, u kojima se
nastojalo potvrditi postojanje cijepanja titina kalpainom 3, kao i njihova vaZnost u

nastanku pojasne miSi¢ne 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 vifro uvjetima

Slijed C-terminalnog dijela titina koji sadrzi (a) IS7 i m10 regiju (Mex5+Mex6), odnosno
(b) podrucje od m3 regije do STOP kodona (Mex1-STOP) kloniran je u pcDNA3.1.D-V5-
His-TOPO plazmid (slika 12). Spomenuti plazmidi izrazeni su u NIH3T3 stanicama u

prisustvu pSRD/kalpain 3, odnosno pSRD/kallpain3C129S

plazmida, koji su bili ve¢ 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.

CMV promotor
CMV promotor
Amp(R)
Amp(R / /N %
mex5
pcDNA3.1D/ V5-His- TOPO/Mex5+6 mex6 pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/ Mex1-STOP
6135 bp _ Mex1-STOP
7269 bp
V5 epitop
N
6xHis Sv4o PA \\\ V5 epitop
SV40 pA i . VA: 6xHis
Neo(R)
Neo(R)

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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Kra¢i slijed titina (Mex5-6) bio je pocijepan u prisustvu kalpaina 3, pri ¢emu je vidljiva
proteinska vrpca od 18 kDa. U duzem slijedu titina (Mex1-6) osim fragmenta od 18kDa,

uoceno je i prisustvo dodatne proteinske vrpce od 45kDa (slika 13).

A

pl8

Slika 13. Cijepanje C-terminalnog dijela titina kalpainom 3 (anti V5 protutijelo). Stupac 1 odgovara

C1298
3

lizatu stanica transfeciranih sa titinom i inaktivnom formom kalpaina 3 (kalpain ), a stupac 2 titinu i

aktivnom kalpainu 3. (A) Titin (IS7 i m10 regija) pocijepan je kalpainom 3, pri ¢emu je uocljiv produkt
cijepanja od 18kDa. (B) Kalpain 3 cijepa titin (od m3 regije do STOP kodona) pri ¢emu nastaju proteinske
vrpce od 18 145 kDa.

4.2.1.2. Cijepanje titina kalpainom 3 u miSjem modelu

Citoskeletni miSi¢ni proteini kontrolnog miSa, kao 1 2 razli¢ita LGMD2A modela
analizirani su poliakrilamidnom gel elektroforezom, preneseni na membranu, te inkubirani
sa protutijelima usmjerenim prema m10 regiji titina (m10-1). Kao $to je pokazano na slici
14. u normalnog je miSa uoceno prisustvo proteinske vrpce od 45kDa, dok je ista bila

odsutna u oba analizirana LGMD2A mi§ja modela.

—_—

——
- -
—

1 2 3

p45

Slika 14. Cijepanje titina kalpainom 3 u miSjim modelima. Stupac 2 odgovara frakciji citoskeletnih
proteina kontrolnog miSa (129SvPaslco), a stupci 1 i 3 LGMD 2A mi§jim modelima. U kontrolnog miSa

uocljivo 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 LGMD?2J, te 4 kontrolne biopsije koje potjecu
od 2 zdrave osobe, jedne DMD prenositeljice, te jednog FSHD bolesnika. Kao i kod
miSeva, citoskeletni proteini humanih miSi¢a analizirani su poliakrilamidnom gel
elektroforezom, preneseni na membranu, te inkubirani sa protutijelima usmjerenim protiv

m10 regije titina (m10-1).

U sve 4 kontrolne biopsije uocena je prisutnost p45, kao i tri dodatna produkta cijepanja,
velic¢ine od 10 do 20 kDa. U 4 od 5 analiziranih LGMD?2A biopsija, kao i u jedne LGMD2J
biopsije uoCen je nedostatak sva 4 produkta cijepanja. U jednoj preostaloj LGMD2A
biopsiji (slika 15, stupac 7) uocena su samo 2 od 4 produkta cijepanja, a njihov je intenzitet

bio znatno slabiji u odnosu na kontrolne uzorke.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
i | . ‘L..

Slika 15. Cijepanje titina kalpainom 3 u humanim biopsijama. Proteinska vrpca od 45kDa, kao i 3

Yvyy

dodatna proteinska fragmenta oznafena crnim strelicama odgovaraju produktima cijepanja titina kalpainom
3. Stupci 1, 4, 6, 9 1 11 odgovaraju kontrolnim biopsijama. Stupci 2, 3, 7, 8 i 10 odgovaraju LGMD2A
biopsijama, a stupac 5 LGMD2]J biopsiji.

4.2.2. Lokalizacija p45 proteinskog fragmenta u miSi¢noj stanici

Unosom plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/Mex1-6 u miSeve promatrao se smjestaj C-
terminalnog dijela titina (LGMD2A miSevi) 1 p45 proteinskog fragmenta koji nastaje
cijepanjem C-terminalnog titina u kontrolnih miSeva (slika 16A), a uslijjed prisustva
kalpaina 3. S obzirom da C-terminalni titin na svom C-terminalnom kraju sadrzi V5 peptid,

u analizi je koriSteno protutijelo usmjereno protiv V5 peptida, kojim se omogucilo
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razlikovanje unesenog od endogenog titina. Imunohistokemijska analiza uzduznih rezova
miSica pokazala je da je u kontrolnih miSeva V5 signal difuzno razmjeSten u stanici (slika
16B), dok je u LGMD2A miseva isklju¢ivo u podrucju sarkomere (slika 16C), poput
endogenog titina. Bojanje popre¢nih rezova sa Topro3 bojom pokazalo je da C-terminalni

titin (nepocijepant ili p45 forma) ne ulazi u jezgru (slika 16D 1 E).

Slika 16. Odredivanje smjeStaja C-terminalnog titina (anti V5 protutijelo) unosom u miSeve. (A)
Proteinska analiza miSi¢a sa protutijelom usmjerenim protiv V5 peptida. Stupci 1-6 odgovaraju kontrolnim
miSevima, a stupci 7-11 LGMD2A miSevima. Strelica pokazuje p45, proteinski fragment cijepanja C-
terminalnog titina kalpainom 3. (B) Difuzan smjestaj p45 proteinskog fragmenta u kontrolnog misa. (C)
Sarkomerni smjestaj nepocijepanog C-terminalnog titina u LGMD2A miSa. (D) Bojanje stani¢nih jezgri
(crveno) i p45 proteina (zeleno) u kontrolnog misa. (E) Bojanje stani¢nih jezgri (crveno) i p45 proteina

(zeleno) u LGMD2A misa.
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4.3. ODNOS KALPAINA 31 TITINA U NASTANKU POJASNE M. DISTROFIJE
TIP 2J (LGMD 2J)

Ispitivanjem razliitih karakteristika kalpaina 3 (interakcija sa titinom, proteoliticka

aktivnost, cijepanje C-terminalnog dijela titina) u prisustvu Mex6 mutacija, razjasnila se

moguca uloga kalpaina 3 u nastanku LGMD?2]J.

4.3.1. Utjecaj Mex6 mutacija na interakciju kalpaina 3 i titina

Sustav dvostrukog hibrida koji je koristen u doktorskoj disertaciji temelji se na koriStenju
transkripcijskog faktora GAL4. U stanice kvasca unose se 2 razliCita plazmida. Jedan
plazmid sadrzava cDNA slijed proteina “mamac” (pAS/kalpain 3) koji se nalazi u nastavku
GAL 4 vezuju¢e domene. Drugi plazmid sadrzava cDNA slijed proteina ‘“meta”
(pGAD/titin-normalan ili mutiran slijed) koji se nalazi u nastavku GAL 4 aktivacijske
domene. Nakon izrazaja spomenutih proteina u stanicama kvasca, te u slucaju interakcije

izmedu dva proteina do¢i ¢e do priblizavanja GAL4 vezujuce i aktivacijske domene, te ¢e

TRF 1+

unos u stanice kvasca
interakcija

“meta” “mamac”

ALY AD .. ALY BD
||

| #= Transkripcija

Promotor GAL4 HIS3 gen

2 poont 2 poorl
/ GAL4 //—— GAL4
camF //— vezujuéa  amp™ //’_~ aktivacijska
domena 4~ domena
(BD) (AD)
cDNA slijed cDNA
proteina proteina
“mamac” “meta”

Slika 17. Shematski prikaz metode dvostrukog hibrida (modificirano prema 192)
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biti omogucena transkripcija gena za sintezu histidina.

Zasadivanjem transformiranih kvasaca na selektivni medij bez histidina omogucen je rast
samo onih stanica koje mogu sintetizirati histidin, $to je ujedno znak interakcije izmedu
dva analizirana proteina (slika 17).

Interakcija izmedu kalpaina 3 i titina, u podrucju IS7 regije kodirane Mex5 egzonom
potvrdena je metodom dvostrukog hibrida. Istovremeno, cilj pokusa bio je provjeriti da li
je spomenuta interakcija onemogucena uslijed prisustva mutacija u Mex6 egzonu
(I34306N, L34315P i 11bp del/ins).

Kao $to je vidljivo na slici 18, kvaSceve kolonije dobivene su za sve testirane slijedove
titina 1 kalpaina 3, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da prisustvo mutacija u Mex6 egzonu
ne mijenja interakciju titina sa kalpainom 3.

pGAD-TTN-I13406N
+ pAS-kalpain3

pGAD-TTN-L34315P
+ pAS-kalpain3

pGAD-TTN-11bp del/ins
+ pAS-kalpain3

pGAD-TTN-wt
+ pAS-kalpain3

Slika 18. Rezultat metode dvostrukog hibrida za interakciju kalpaina 3 i razli¢itih slijedova
Mex5+Mex6 titina. Kvasceve kolonije rasle su na histidin-, leucin-, triptofan- selektivnom mediju (-HLT) i
dobivene su za sve koristene kombinacije.

4.3.2. Utjecaj Mex6 mutacija na izrazaj i aktivnost kalpaina 3

4.3.2.1. Utjecaj Mex6 mutacija na izrazaj i aktivnost kalpaina 3 u in vitro uvjetima

Aktivnost kalpaina 3 u in vifro uvjetima ispitivana je istovremenom transfekcijom i
izrazajem kalpaina 3, njegovog supstrata (kalpain 3 “'*%) 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 sprije¢ila cijepanje supstrata (kalpain 3 '*°)

aktivnim kalpainom 3.
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60kDa

anti V5

Slika 19. Rezultat enzimske aktivnosti kalpaina 3 (anti V5 protutijela) u prisustvu
Mex6 mutacija u in vitro uvjetima. Aktivnost kalpaina 3 testirana je kao mogucnost
cijepanja supstrata (kalpain 3°'%*%) u prisustnosti normalnog slijeda titina (stupac 2), titina
sa L34315P mutacijom (stupac 3), titina sa 11bp del/ins mutacijom (stupac 4) i titina sa
[34306N mutacijom (stupac 5). Stupac 1 odgovara NIH3T3 stanicnom lizatu nakon
transfekcije i izraZaja supstrata, kalpaina 3'**°. Proteinska vrpca od 100kDa odgovara

kalpainu 3128 dok 60kDa odgovara produktu cijepanja supstrata kalpainom 3.

4.3.2.2. Utjecaj Mex6 mutacija na izrazaj i aktivnost kalpaina 3 u hum.biopsijama

Aktivnost kalpaina 3 ispitana je na humanim biopsijama koje potjecu od 2 TMD i jednog
LGMD?2J bolesnika. Kao Sto je pokazano na slici 20. u oba je TMD miSi¢a dobiven
normalan izrazaj, kao 1 normalna aktivnost kalpaina 3. U dva razli¢ita miSica (m.flexor
carpi i dijafragma) LGMD2J bolesnika nije bilo moguce ocitati rezultat enzimskog testa, a

zbog gotovo potpunog nedostatka miozina (slika 20).

T-1 T-2 J-10/1 J-102  D-9

a b a b a b a b b
- g miozin

- = 9 S
anti V5

C -

anti kalpain3

o s o -

Slika 20. Rezultat izraZaja miozina (bojanje sa Ponceau Red otopinom), enzimske aktivnosti kalpaina 3

(anti V5 protutijela) i izraZzaja kalpaina 3 (anti kalpain 3 protutijela) za 5 humanih biopsija. Svaki
miSi¢ bio je inkubiran bez (stupci a) i sa supstratom (stupci b). Proteinska vrpca od 100kDa odgovara
supstratu, kalpainu 3'*, 60kDa produktu cijepanja supstrata, dok je vrpca od 55kDa autolizirani i aktivirani
kalpain 3 iz miSi¢a. D-9 odogovara kontrolnom miSi¢u, dok su T1 i T2 dva TMD misi¢a. J-10/1 and J-10/2 su

dva razli¢ita misic¢a iste LGMD2J biopsije.

67



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 sadrzi 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 3“'*°). Transfecirane stanice su lizirane, a proteini su razdvojeni
poliakrilamidnom gel -elektroforezom, preneseni na membranu, te inkubirani sa
protutijelom usmjerenim protiv V5 peptida. Kao sto je prikazano na slici 22. normalni
slijed titina je, kao Sto je ve¢ 1 pokazano, pocijepan pri ¢emu nastaje proteinski fragment od
18kDa. Isti nacin cijepanja karakteristika je i titina koji u svom slijedu nosi mutaciju

134306N. U preostale dvije mutacije spomenuti produkt cijepanja nije vidljiv.

CMV promotor

CMV promotor
/ %
Amp(R! / Amp(R /
4 /«%f? VR
ex6 ex6

PcDNA3.1D/V5-His-TOPO/I34306N =\ 134306N pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/L34315P :\L34315P
6135 bp I 6144 bp T\ V5 epitop

SV40 pA SV40 pA

CMV promotor

Amp(R / /N

"/ /mex5
st
A :
PCDNA3.1D/V5-His-TOPO, ==\  '10p deliins
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6135 bp
V5 epitop

/ M 6xHis

SV40 pA

Slika 21. Shematski prikaz plazmida pcDNA3.1D/V5-His-TOPO sa Mex6 mutacijama: I134306N,
L34315P, 11bp del/ins.
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S obzirom da je mutacija 11bp del/ins jedina do sada opisana mutacija koja uzrokuje
LGMD?2]J, izostanak cijepanja titina kalpainom 3, a uslijed prisustva mutacije potvrden je i

u in vivo uvjetima (slika 15).

normalan slijed L34315P 11bp del/ins 134306N

a b a b a b a
‘ o

Slika 22. Cijepanje titina kalpainom 3 u prisustvu Mex6 mutacija. Razliciti slijedovi titina bili su
izrazeni u NIH3T3 stanicama sa kalpainom 3 (stupci b) ili njegovom inaktivnom formom, kalpainom 3<'*°
(stupci a). pl8 proteinska vrpca uocena je kod titina sa normalnim slijedom, odnosno onim sa 134306N
mutacijom.

b

pl8

4.4. ISPITIVANJE SUPSTRATA KALPAINA 3 U C-TERMINALNOM DIJELU
TITINA

Ispitivanje supstrata kalpaina 3 izvodeno 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 istraZivanje su bili ukljuceni proteini MURF obitelji, KY

protein, podjedinica proteasoma PSMC3, teletonin i miosprin (CMYAS).

4.4.1. Obitelj MUREF proteina

4.4.1.1. Analiza MURF1 proteina kao moguceg 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 1 metode».

Rezultiraju¢i plazmid (slika 23A) potom je izrazen u NIH3T3 stanicama, zajedno sa
pTOM/kalpain 3 ili pTOM/kalpain 3°'**® plazmidom. Stanini lizat transfeciranih stanica
analiziran je poliakrilamidnom gel elektroforezom, prenesen na membranu, te inkubiran
protutijelom usmjerenim protiv V5 peptida. Kao Sto je vidljivo na slici 23B u stani¢nom
lizatu sa MURFI1 proteinom i aktivnim kalpainom 3 uocava se postojanje proteinske vrpce
od 37kDa koja je odsutna u lizatu sa MURFI proteinom i inaktivnim kalpainom 3, a koja

pokazuje da je MURF1 supstrat kalpaina 3.
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MURF1
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6586 bp
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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

3¢5 "a stupac 2 lizatu sa MURF] 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 mogucih supstrata kalpaina 3

Lancanom reakcijom polimeraze umnoZeni su, te potom klonirani u pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO plazmid: 1) najzastupljenija izoforma MURF2 proteina u misi¢cu, MURF2-60kDa
(AJ243489, gi: 14588847), odnosno i1) MURF2-alternativna izoforma 60kDa (AJ431704,
gi: 24939888) koja se od MURF2-60kDa razlikuje u C-terminalnom dijelu. Analiza
spomenutih proteina, na isti na¢in kao MURF]1 protein, pokazala je odsustvo bilo kakvih
produkata cijepanja u slucaju MURF2 proteina. Za razliku od toga alternativna forma je

supstrat kalpaina 3, §to potvrduje 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 3. U stupcu 2, slike D vidljiva je proteinska vrpca od 20kDa, koja je produkt cijepanja
MUREF2alt proteina kalpainom 3.

4.4.2. Analiza PSMC3 proteina kao moguceg supstrata kalpaina 3

Komercijalni plazmid pCMVSport6/PSMC3 (BC005783; gi: 13543236) koriSten je za
umnazanje humanog slijeda PSMC3, proteinske podjedinice proteasoma, te potom
kloniran u pcDNA3.1D7V5-His-TOPO plazmid (slika 25A).

Analiza plazmida u NIH3T3 stanicama na nacin opisan za prethodno navedene proteine

pokazala je prisustvo proteinske vrpce od 40kDa, prisutne iskljucivo u lizatu stanica sa
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PSMC3 i aktivnim kalpainom 3. To ujedno potvrduje PSMC3 kao supstrat kalpaina 3.
(slika 25B).
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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

3C1% 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 mogucéeg supstrata kalpaina 3

pCTGFP/mKY plazmid (G.Blanco,b MRC Mammalian Genetics Unit, Harwell, Velika
Britanija) koji sadrzi miSji slijed KY proteina (AJ293727, gi: 48715087) koriSten je za
transfekciju NIH3T3 stanica zajedno sa pTOM/kalpain 3, odnosno pTOM/kalpain 3C1298
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 stancnog lizata, sa protutijelom
usmjerenim protiv V5 peptida, pokazala je da je unato¢ prisustvu KY proteina kalpain 3

aktivan 1 cijepa C-terminalni dio titina (slika 26B).
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100 kDa [

Slika 26. (A) Analiza KY proteina kao supstrata kalpaina 3 (anti KY protutijelo). Stupac 1 odgovara

C1298
3

lizatu stanica sa KY proteinom i i inaktivnim kalpainom , 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 stani¢nom lizatu sa KY proteinom, titinom i

inaktivnim kalpainom 3“'***. U stupcu 1 uoéljivo je prisustvno produkta cijepanja titina kalpainom 3 (p18).

4.4.3.3. Utjecaj KY proteina na morfologiju stanica sa izraZenim kalpainom 3

U NIH3T3 stanice uneseni su pPCTGFP/mKY 1 pTOM/kalpain3, odnosno pCTGFP/mKY 1
pTOM/kalpain3“'**® plazmid. Stanice su po zavrienoj transfekciji fiksirane, te podvrgnute
imunohistokemijskoj analizi. Mikroskopski pregled preparata pokazao je da stanice sa

3€12%8 zadrzavaju tipican izduZeni, zvjezdasti oblik fibroblasta (slika

izraZenim kalpainom
27A-C). Stanice fibroblasta sa izrazenim aktivnim kalpainom 3 imaju uobicajeno okrugli

oblik, koji je zadrzan unato€ prisustvu KY proteina.

4.4.3.4. Interakcija KY proteina sa C terminalnim dijelom titina

Interakcija izmedu KY proteina (pGBKT7/KY) i C-terminalnog dijela titina (pGAD!/titin-
Mex5-6) analizirana je metodom dvostrukog hibrida. Nepostojanje interakcije medu
analiziranim proteinima i time nemogucnost sinteze histidina uzrokuje izostanak rasta

kvascevih kolonija na selektivnom mediju (slika 28B).
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Slika 27. Utjecaj KY proteina na morfologiju stanica sa izraZenim kalpainom 3. (A) Izrazaj kalpaina
3% (anti kalpain 3 protutijelo) u citoplazmi stanice fibroblasta. (B) Izrazaj KY proteina (anti KY
protutijelo) u citoplazmi stanice fibroblasta. (C) Stanica fibroblasta, sa uobicajenim izduZenim oblikom, na
kojoj je istovremeno prikazan smjeitaj KY proteina, kalpaina 3'*® i aktina. (D) IzraZaj aktivnog kalpaina 3
u stanici fibroblasta. Uslijed prisutnosti kalpaina 3 stanica fibroblasta poprima okrugli oblik. (E) Izrazaj KY
proteina u stanici fibroblasta sa izraZenim kalpainom 3. (F) Prikaz dviju stanica fibroblasta. U stanici
izduZenog oblika prikazan je smjeStaj aktina. U drugoj, okrugloj stanici istovremeno je prikazan smjeStaj KY

proteina, kalpaina 3 i aktina.

Slika 28. Rezultat metode dvostrukog hibrida za KY i C-terminalni dio titina (A) Rast kvaScevih
kolonija na mediju sa manjkom leucina i triptofana. (B) Izostanak rasta kvasc¢evih kolonija na selektivnom

mediju (medij sa manjkom histidina, leucina i triptofana).
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4.4.4. Analiza teletonina (TCAP) kao mogucéeg 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 nacin. Kao §to je vidljivo na
slici 29B, teletonin nije supstrat kalpaina 3 jer se nije uocio niti jedan produkt cijepanja u

lizatu NIH3T3 stanica sa teletoninom i aktivnim kalpainom 3.

CMV promotor B
1 2
Amp(R)
- teletonin
pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/TCAP = B
6019 bp T

V5 epitop
ﬂ 6xHis

SV40 pA/
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 3%,

4.4.5. Analiza miosprina (CMYAS) kao moguéeg supstrata kalpaina 3

S obzirom da je veli¢ina komplementarne DNA miosprina (CMYAS; NM_153610; gi:
62241002) 12 kb, u pcDNA3.1D/V5-His-TOPO plazmid unesen je samo C-terminalni dio
miosprina (3.5 kb) koji sadrzava BBox', BBC, FN3 1 SPRY domene.

Plazmid pcDNA3.1D/V5-His-TOPO/CMYAS5-Cterm (slika 30A) izraZzen je u NIH3T3
stanicama, te analiziran na nac¢in opisan za prethodno navedene proteine. Na slici 30B nisu
vidljivi proteinski fragmenti koji bi upucivali na zakljucak da je miosprin supstrat kalpaina
3. Takav rezultat nije bilo moguce potvrditi jer u svakom slijedecem pokusu nije bila

postignuta dovoljna izraZenost 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 3“'*%.
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5.1. ENZIMSKI TEST ZA ODREDIVANJE AKTIVNOSTI KALPAINA 3

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2A (LGMD2A) se poput drugih pojasnih distrofija odlikuje
varijabilnos¢u klinicke slike. Stoga je klinicki postavljenu dijagnozu LGMD2A potrebno
potvrditi molekularnom analizom odgovornog gena (CAPN3), odnosno proteina (kalpain
3). Proteinska analiza kalpaina 3 relativno je jednostavna 1 brza, ali nije u potpunosti
osjetljiva, s obzirom da je opisano nekoliko CAPN3 mutacija koje pokazuju normalan
izrazaj kalpaina 3. Do danas je takav rezultat opisan u 7 mutacija «missense» tipa:
p-Thr184Met i p.Gly222Arg (193), p.Arg489GlIn, p.Argd90GlIn i p.Argd90Trp (194), te
p.Gly496Arg i p.Ser606Leu (195). Proteinsku analizu nadalje komplicira moguénost lazno
pozitivnih rezultata, tj. sekundarno smanjenje izrazaja kalpaina 3 u pacijenata sa pojasnim
miSi¢nim distrofijama tip 2B (148), tip 2J (149) i tip 21 (196). Analiza CAPN3 gena
pouzdaniji je dijagnosticki pristup od proteinske analize. No ve¢ina CAPN3 mutacija su
privatne mutacije i samo se pojedine javljaju sa vecom ucestaloS¢u. To ujedno znaci da
otkrivanje CAPN3 mutacija podrazumijeva, ukoliko spektar mutacija u nekoj populaciji
nije poznat, analizu sve 24 kodiraju¢e jedinice CAPN3 gena, Sto ovaj pristup ¢ini
kompliciranim, skupim i neadekvatnim za rutinsku praksu. U cilju poboljSanja LGMD2A
dijagnostike, ali 1 boljeg i1 lakSeg istrazivanja funkcije kalpaina 3 1 njegovih drugih
karakteristika, dio disertacije bio je usmjeren prema razvitku enzimskog testa za
odredivanje aktivnosti kalpaina 3. Enzimski test, ¢iji je princip opisan u poglavlju
« Rezultati », istovremeno analizira izrazaj kalpaina 3, kao i njegovu autoliticku i

proteoliticku aktivnost usmjerenu prema supstratu, inaktivnom kalpainu 3 (kalpain 3C1298y,

Mogucnost primjene optimiziranog enzimskog testa ispitana je na 79 humanih biopsija,
odnosno 3 razli¢ita miSja modela. Analiza humanih biopsija (kontrolnih, LGMD2A, ne-
LGMD2A i nedijagnosticiranih) provedena je kao slijepi pokus, u kojem su se rezultati
aktivnosti kalpaina 3 usporedivali tek nakon zavrSenog testa sa prije poznatim rezultatima
analize CAPN3 gena 1i/ili kalpaina 3. Nakon provjere kvalitete miSi¢a ukupno je
analizirano 34 uzoraka miSi¢a bolesnika sa LGMD2A, odnosno 9 uzoraka miSi¢a zdravih
osoba (kontrolne biopsije). Dok su u kontrolnih biopsija sve karakteristike kalpaina 3 bile,
prema ocekivanju normalne, u 23 LGMD?2A biopsije pronadena je smanjena ili potpuno
izostala aktivnost kalpaina 3. Rezultati dobiveni za LGMD2A biopsije gotovo su u
potpunosti odgovarali prethodno dobivenim rezultatima klasicne proteinske analize

kalpaina 3. Ipak, u 4 je misi¢a (D-23, B-14, B-15 i G-2) pokazana veca osjetljivost
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enzimskog testa, s obzirom da je klasicnom proteinskom analizom dobiven smanjen izrazaj
kalpaina 3, a ezimskim testom potpuni gubitak proteoliticke aktivnosti. Veca osjetljivost
enzimskog testa pokazana je i tijekom njegove optimzacije, gdje je preinkubacija misi¢a od
120 minuta na 37°C rezultirala potpunim gubitkom enzimske aktivnosti uz zadrZan
normalan izraZzaj kalpaina 3. U preostalih 11/34 LGMD2A biopsija, Sto odgovara nesto
viSe od 30% analiziranih LGMD2A biopsija, enzimski test je pokazao normalan izrazaj i
aktivnost kalpaina 3. To je malo veci postotak od ve¢ objavljenog istraZivanja po kojem
postotak LGMD2A biopsija sa normalno izraZenim kalpainom 3 iznosi 20% (194).
Zadrzavanje ili gubitak enzimske aktivnosti kalpaina 3 u LGMD2A biopsija sa razli¢itim
CAPN3 mutacijama u poprilicnom je skladu sa ve¢ objavljenim istraZivanjem korelacije
genotipa i1 fenotipa u LGMD2A bolesnika (86). Prema tom istraZivanju, ali i enzimskom
testu mutacije «nonsense» ili «frameshift» tipa rezultiraju potpunim gubitkom izrazaja, pa
time i aktivnosti kalpaina 3, Sto se najCeS¢e ocituje i kao teZa kliniCka slika. Iako je
uvrijezeno pravilo da se mutacije «missense» tipa povezuju sa blazom klinickom slikom,
ipak se smatra da je njihov ucinak na izraZaj kalpaina 3 1 time klinicku sliku nepredvidiv.
Enzimski test potvrduje te Cinjenice, pa tako neke od analiziranih «missense» mutacija
(p.-Argd37Gly (c.1309C>T), p.Argd48Cys (c.1342C>G)) uzrokuju potpuni gubitak
izraZzaja 1 aktivnosti kalpaina 3, dok druge (p.Gly367Ser (c.1099G>A), p.Trp398Arg
(c.1192T>C), p.Arg355Trp (c.1063C>T), p.Argd89GIn (1466G>A), p.Argd89Trp
(c.1465C>T), p.Argd90Trp (c.1468C>T)) nemaju utjecaja na njegovo proteoliticko
djelovanje, barem prema kalpainu 3°'**°. Ovo je ujedno prvi puta da se za ovdje nabrojene
“missense” mutacije pokazala normalna aktivnost kalpaina 3. Izuzetak je mutacija
p-Argd90Trp (c.1468C>T) za koju je ve¢ pokazan normalan izraZaj kalpaina 3 (194), ali
smanjena mogucnost autolize, §to je i potvrdeno enzimskim testom. Takav rezultat ujedno
upucuje na zakljuak da nemogucénost odvijanja normalne autolize ne sprjecava
proteoliticko djelovanje. ObjaSnjenje dobivenim rezultatima za «missense» mutacije joS
nije poznato, a nije ni vidljiva eventualna korelacija izmedu poloZaja mutacije u genu i
utjecaja na aktivnost kalpaina 3. Ipak, na osnovu dobivenih rezultata moze se zakljuciti da
bi odredivanje aktivnosti kalpaina 3 dalo bolju procjenu tezine i progresije klinicke slike
nego jednostavna procjena tih faktora na osnovu tipa mutacije. Za potvrdu ove
pretpostavke potrebna je analiza daleko veceg broja biopsija. Istovremeno, vrlo je vazno
napomenuti da rezultati enzimskog testa pokazuju da LGMD2A moZe nastati ne samo

zbog gubitka proteoliticke aktivnosti kalpaina 3, ve¢ i zbog gubitka nekih drugih svojstava
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kalpaina 3 poput nemoguc¢nosti 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
izrazajem. Obje biopsije u kojih je pronadeno smanjenje aktivnosti kalpaina 3 odgovarale
su bolesnicima sa LGMD2B, od kojih je jedan sloZeni heterozigot (c. [401C>T] +
[c.5022delT]), a drugi homozigot sa delecijom u egzonu 29 (c.3152delG). U prvoj biopsiji
aktivnost kalpaina 3 bila je oekivano smanjena s obzirom da je takav bio i njegov izrazaj.
Ovakav rezultat nije neuobiCajen s obzirom da ve¢ postoji nekoliko opisanih slucajeva
LGMD2B bolesnika sa smanjenim izraZzajem kalpaina 3 (148, 197). Smanjenje kalpaina 3
u LGMD2B bolesnika moglo bi se objasniti postojanjem interakcije izmedu kalpaina 3 i
disferlina (150), odnosno mogucnosti da spomenute DYSF mutacije obuhvacaju podrucje
disferlina neophodno za interakciju sa kalpainom 3. Ipak, utemeljenost ove hipoteze
zahtijeva poznavanje tocnog mjesta interakcije. U LGMD2B biopsiji sa c.3152delG
mutacijom uocena je smanjena aktivnost kalpaina 3 unato¢ njegovom normalnom izrazaju.
Takav rezultat govori joS jednom u prilog vece osjetljivosti enzimskog testa u odnosu na
klasi¢nu proteinsku analizu, ali ujedno pokazuje da bi promjene u svojstvima kalpaina 3
mogle biti puno ¢eS¢e u LGMD2B bolesnika nego se dosad mislilo. U cilju boljeg
razumijevanja sloZenog odnosa izmedu kalpaina 3 i disferlina bilo bi potrebno analizirati
viSe LGMD2B biopsija, te vidjeti da li su spomenute promjene aktivnosti kalpaina 3

povezane s pojavom LGMD2B fenotipa.

Nedijagnosticirane biopsije ukljucivale su pacijente sa hiperCKemijom, polimiozitisom,
LGMD fenotipom ili miSi¢énom slabo$¢u, te je u vecine njih ve¢ bila napravljena analiza
viSe razli¢itih gena ukljuCenih u nastanak raznih miSiénih distrofija, no bez pozitivnog
rezultata. Jedna od testiranih biopsija (B-2) pokazala je smanjen izrazaj 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 pronadena niti jedna
mutacija. Osim toga, klinicka slika nije odgovarala simptomima LGMD?2A, pa je
vjerojatnije da spomenuta biopsija odgovara jednoj od onih distrofija koje pokazuju

sekundarno smanjenje izrazaja kalpaina 3: LGMD2B, LGMD2I ili LGMD?2]J.

S obzirom da se primjena enzimskog testa na humanim biopsijama pokazala uspjeSnom,

analizirano je 1 nekoliko razli¢itih mi§jih modela: kontrolni 129SvPaslco, LGMD2A misSji
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model, SJIL 1 mdm miS. Kontrolni mi§ pokazao je normalan izraZaj 1 aktivnost kalpaina 3,
dok je, prema ocekivanju, u LGMD2A miSa dobiven negativan izrazaj, a time 1 negativna
aktivnost kalpaina 3. SJL mi§ je LGMD2B misji model za kojeg je bilo interesantno
provjeriti svojstva kalpaina 3, a s obzirom na rezultate dobivene za LGMD?2B biopsije. Za
SJL miSa je ve¢ pokazano da izrazaj kalpaina 3 nije smanjen (198) Sto je, uz normalnu
aktivnost, potvrdeno i enzimskim testom. To upucuje na zakljucak da delecija od 171bp u
genu za disferlin SJL miSa, uz zadrZani okvir ¢itanja ne sadrZi mjesto interakcije disferlina
sa kalpainom 3. Kao Sto je ve¢ spomenuto u uvodnom dijelu, sekundarno smanjenje
kalpaina 3 karakteristika je 1 mdm miSa, prirodno postojeceg modela karakteriziranog
miSicnom distrofijom s miozitisom 1 delecijom 83 aminokiseline u N2-A regiji titina (199).
Spomenuta delecija uklanja 21 od 88 aminokiselina veznog mjesta za kalpain 3
onemogucujuci interakciju titina i kalpaina 3 te njegovu destabilizaciju. Unato¢ tome
proteoliticka aktivnost, analizirana enzimskim testom, bila je normalna, upucujuéi na

zakljucak da mdm mutacija nema utjecaja na autolizu ili aktivnost kalpaina 3.

Enzimski test predstavlja jednostavnu i brzu metodu odredivanja izraZaja i aktivnosti
kalpaina 3. Koristenjem 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. Unato¢ uo¢enim laZno pozitivnim,
odnosno lazno negativnim rezultatima enzimski test poboljSava trenutno dostupne
LGMD2A dijagnosticke metode kalpaina 3 jer ima vecu osjetljivost, te istovremeno
analizira 3 razliita svojstva kalpaina 3. StoviSe, enzimski test ima moguéu primjenu u
bazi¢nom istraZivanju kalpaina 3 kojim se nastoje Sto bolje razumijeti osobine i funkcije
ove proteaze. S obzirom na pretpostavku da se kalpain 3 u miSicu nalazi u inaktivnom
stanju ukazuje se potreba za otkrivanjem njegovog aktivacijskog/aktivacijskih signala,
kojima bi bilo moguce bolje razumijeti nacin regulacije ove proteaze u misi¢noj stanici.
Enzimski test, s obzirom na moguénost pracenja aktivnosti kalpaina 3 bilo u in vitro ili in

vivo uvjetima, mogao bi znatno doprijeniti tom istraZivanju.
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5.2. ULOGA ODNOSA KALPAINA 31 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
Mex®6), bilo je dokazano prisustvom proteinskog fragmenta od 18kDa (139). S obzirom na
veli¢inu analiziranog C-terminalnog dijela titina, te dobivenog proteinskog fragmenta p18
mjesto cijepanja najvjerojatnije se nalazi pri kraju IS7 (Mex5), odnosno na pocetku m10
(Mex6) podrucja. U cilju ispitivanja postojanja i drugih mjesta cijepanja u C-terminalnom
dijelu titina, koriSten je slijed titina koji je na razini gena odgovarao kraju egzona Mex1 pa
sve do STOP kodona. Analiza tog duzeg slijeda rezultirala je pojavom p18, ali i dodatnog
proteinskog fragmenta veli¢ine otprilike 50kDa, upucujuéi na postojanje jos jednog mjesta
cijepanja. Polozaj 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 vaznost rezultata dobivenih u in vitro uvjetima ista je analiza
napravljena na uzorcima misSi¢a kontrolnih miSeva i zdravih osoba. Za razliku od rezultata
dobivenih u in vitro uvjetima, analiza kontrolnih miSeva rezultirala je prisustvom
proteinskog fragmenta veliCine 45kDa. Ovaj produkt cijepanja odgovara fragmentu od
50kDa uoc¢enom tijekom in vitro analize. Razlika od nekoliko kDa posljedica je prisutnosti
V5 peptida na C-terminalnom kraju titina koriStenog u in vitro analizi. U skladu sa
rezultatima dobivenim na miSu, analiza uzoraka miSi¢a zdravih osoba takoder je rezultirala
pojavom p45 fragmenta. Ipak, u humanih biopsija uoceno je prisustvo jo§ 3 produkta
cijepanja. Njihova velicina bila je oko 10, 15 i 20kDa. Fragment od 15kDa najvjerojatnije
odgovara p18 fragmentu uocenom tijekom in vitro analize. Kao i u prethodnom slucaju,
razlika u veli¢ini posljedica je pristunosti V5 peptida na C-terminalnom dijelu titina.
Nepostojanje p18 fragmenta prilikom analize kontrolnog misa nije u potpunosti jasno, no
pretpostavlja se da koriSteno protutijelo (m10-1) pokazuje razliitu osjetljivost prema

misjem, odnosno humanom proteinskom slijedu titina.

Nakon potvrde titina kao in vivo supstrata kalpaina 3, odvijanje procesa cijepanja titina
kalpainom 3 testirano je na uzorcima miSi¢a dva miSja modela za LGMD2A. Tako svaki

model karakterizira drugacéija mutacija u genu za kalpain 3, zajedni¢ki im je potpuni
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nedostatak izraZaja kalpaina 3. Dok jedan model karakterizira delecija u katalitickoj
domeni proteina, drugi model sadrZi deleciju smjeStenu na samom pocetku gena. Analiza
titina u oba je modela pokazala izostanak pojave p45 fragmenta, Sto potvrduje da
spomenuti produkt cijepanja nastaje kao posljedica proteolitickog djelovanja kalpaina 3
prema titinu. U nastavku su analizirani i miSi¢i 5 bolesnika s LGMD2A. U cetiri biopsije
prethodno je, koriStenjem enzimskog testa, pokazan potpuni nedostatak izrazaja, a time i
aktivnosti kalpaina 3. Osim toga, u sve Cetiri biopsije pronaden je i potpuni nedostatak sva
4 produkta cijepanja titina kalpainom 3. Na osnovu rezultata dobivenih u LGMD2A misjih
modela i humanih biopsija, moZe se zakljuciti da cijepanje titina kalpainom 3 predstavlja
vazan dio normalne homeostaze skeletnog misi¢a, a moguce je i da neodvijanje tog procesa

ima odredenu ulogu u nastanku pojasne miSi¢ne distrofije tip 2A.

U preostaloj LGMD2A humanoj biopsiji uofeno 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 izrazaj 1 aktivnost kalpaina 3. Prethodno su
genskom analizom u tog bolesnika otkrivene dvije CAPN3 mutacije: 1322delG i
Gly367Ser. Prva mutacija smjeStena je u egzonu 10, a uzrokuje pomak okvira ¢itanja.
Tocnije, uslijed njezinog prisustva javlja se preuranjeni STOP kodon, te nastaje “krnji”
protein koji je najvjerojatnije razgraden odmah nakon sinteze. Na osnovu toga se moze
zakljuciti da normalan izrazaj i aktivnost kalpaina 3 potjece od drugog alela koji nosi
Gly367Ser mutaciju, smjestenu u egzonu 8 CAPN3 gena. To ujedno upucuje na zakljucak
da spomenuta mutacija pripada skupini mutacija “missense” tipa koje nemaju utjecaja na
proteolit¢ko mjesto kalpaina 3. Ipak, potrebno je napomenuti da unato€ €injenici da je u in
vitro uvjetima kalpain 3 bio normalno izraZzen i aktivan, u in vivo uvjetima nije bio u
mogucnosti u potpunosti cijepati svoj supstrat, C-terminalni dio titina. Razlika u cijepanju
dva razliCita supstrata ve¢ je otprije poznata za nekoliko mutacija “missense” tipa koje su
cijepale kalpain 3'*5, dok su bile inaktivne prema drugom supstratu, fodrinu (108). Ta
razlika objaSnjena je postojanjem drugacijih mehanizama prepoznavanja, odnosno
ukljucenosti razlicitih domena kalpaina 3 u prepoznavanje ova dva supstrata. Isto tako je
moguc¢e da u in vivo uvjetima odredeni faktori sprjeCavaju 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 odredene zakljucke bilo bi

potrebno analizirati veci broj biopsija sa normalnim izraZajem i aktivnoscu kalpaina 3.
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5.2.2. Istrazivanje funkcije produkata cijepanja titina kalpainom 3

Vaznost cijepanja titina kalpainom 3, te pojava p45 fragmenta nastojala se ispitati unosom
C-terminalnog dijela titina u kontrolne i LGMD2A miseve. U LGMD2A miSevima uneseni
titin nije bio pocijepan, a lokalizacija mu je bila u potpunosti sarkomerna. Za razliku od
toga u kontrolnih miSeva, djelovanjem kalpaina 3, uneseni titin bio je pocijepan, a nastali
p45 fragment pokazao je da nije iskljuivo vezan uz sarkomeru. lako svi do sada
prezentirani rezultati upucuju na vaznost cijepanja titina kalpainom 3 tesko je predvidjeti
pravu svrhu tog procesa. Moguce je da je cijepanje potrebno za odvajanje titina i njegovog
C-terminalnog dijela ili je moZda upravo odvajanje titina od C-terminalnog kraja potrebno
za njegovu normalnu funkciju. S druge strane moguce je i1 da p45 proteinski fragment,
jednom kad je odvojen od ostatka titina, ima odredenu ulogu u stanici. Za bolje
razumijevanje postavljenih hipoteza neophodno je, za buduca istrazivanja, konstruirati
odgovarajue miSje modele: jedan sa delecijom p45 fragmenta, drugi sa njegovim
povecanim izraZzajem. Analiza takvih miS§jih modela pomogla bi u boljem razumijevanju
svojstava p45 fragmenta, osobito da li je nedostatak spomenutog fragmenta ukljucen u

nastanak pojasne miSi¢ne distrofije tip 2A.

5.3. ULOGA ODNOSA KALPAINA 31 TITINA U NASTANKU LGMD2J
5.3.1. Utjecaj Mex6 mutacija na funkciju kalpaina 3

Osim Sto kalpain 3 cijepa C-terminalni dio titina u blizini ili u samoj IS7 regiji, to je ujedno
1 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, smjeStene su tri razli¢ite Mex6
mutacije. Naj¢esca od njih pronadena je u finskoj populaciji i rije¢ je o istovremenoj
deleciji 1 inserciji 11 bp, Sto na razini proteina uzrokuje promjenu Cetiri aminokiselinska
ostatka (Glu34286_Trp34289delinsValLysGluLys), uz zadrzan okvir Cc¢itanja (27).
Preostale dvije mutacije su “missense” tipa, a pronadene su u jedne francuske

(Leu34315Pro), odnosno belgijske (Ile34306Asn) obitelji (189, 190).

Sve tri Mex6 mutacije uzrokuju nastanak tibijalne miSi¢ne distrofije, dok je 11bp del/ins
mutacija pronadena i u homozigotnom obliku $to je osobina pojasne miSi¢ne distrofije tip

2]. Proteinska analiza nekih TMD, odnosno LGMD2J bolesnika, pokazala je postojanje
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sekundarnog smanjenja izraZaja kalpaina 3, Sto je bio prvi dokaz stvarnog, a ne samo in
vitro postojanja interakcije izmedu titina i kalpaina 3. Do sada nema objasnjenja toj pojavi,
ali se pretpostavlja da bi Mex6 mutacije mogle onemoguciti interakciju kalpaina 3 i titina,
Sto bi dovelo do njegove destabilizacije i pojaCane proteoliticke aktivnosti (149). S
obzirom na smjeStaj Mex6 mutacija u neposrednoj blizini veznog mjesta za kalpain 3,
sekundarno smanjenje kalpaina 3 upravo se moZe objasniti prisustvom Mex6 mutacija, a
koje bi mogle utjecati na interakciju titina i kalpaina 3 ili na proteoliticku 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 mogucnost interakcije kalpaina 3 sa titinom u prisustvu
Mex6 mutacija. Interakcija izmedu razlicitih slijedova titina (normalnog ili mutiranog) i
kalpaina 3 testirana je KkoriStenjem 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 znacilo da Mex6

mutacije nemaju utjecaja na interakciju titina i kalpaina 3.

Slijede¢i korak bilo je odredivanje aktivnosti kalpaina 3 u prisustvu Mex6 mutacija, pri
¢emu je koriSten prije spomenuti enzimski test za odredivanje aktivnosti kalpaina 3. U in
vitro uvjetima dobivena je normalna aktivnost kalpaina 3 iako te rezultate treba uzeti sa
zadrskom jer su i titin i kalpain 3 bili uneseni transfekcijom u stanice fibroblasta, te nema
dokaza da je medu njima doslo do interakcije kakva normalno postoji izmedu kalpaina 3 i
titina. Za dobivanje informativnijih rezultata analizirani su uzorci miSi¢a osoba s TMD i
LGMD2]J. U TMD biopsija nije uo€ena nikakva promjena aktivnosti u odnosu na kontrolni
uzorak, dok je kod LGMD2J uzoraka interpretacija rezultata bila nemoguca zbog
razgradnje proteina koja je nastupila zbog nepravilnog pohranjivanja miSica. Stoga je
jedina preostala mogucnost, a koja moZe dati podatak o aktivnosti kalpaina 3 u prisutnosti
Mex6 mutacija, analiza nedavno konstruiranog LGMD2J miSjeg modela koji nosi

mutaciju 11 bp del/ins u homozigotnom obliku (neobjavljeni rezultati).

Kao sto je prethodno spomenuto kalpain 3 cijepa titin u producju IS7 i m10 regije, Sto se
oCituje pojavom pl8 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 pl8, tj. izostanak cijepanja titina kalpainom 3. To je ujedno bila i prva uocena
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posljedica ove dvije Mex6 mutacije na odnos kalpaina 3 i titina. Moguce objaSnjenje
izostanka cijepanja je promjena strukturnih karakteristika C-terminalnog dijela titina, a
uslijed prisustva mutacija, $to onemogucava normalno proteoliticko djelovanje kalpaina 3.
Mutacija 11bp del/ins istovremena je delecija i insercija 11 bp, koja ukljucuje gubitak
triptofana (Trp), visoko konzervirane aminokiseline prisutne u svih imunoglobulinskih
ponavljanja, koja se smatra bitnom 1 za njihovu strukturnu stabilnost (200). U
Leu34315Pro mutacije dolazi do zamjene 34315. aminokiseline leucina prolinom. Obje su
aminokiseline nepolarne i hidrofobne, no zbog specificnih strukturnih karakteristika
prolina moguce je da promjena strukture titina onemogucava kalpain 3 da cijepa svoj
supstrat. Preostalu Mex6 mutaciju, Ile34306Asn, karakterizira zamjena 34306.
aminokiseline izoleucina u asparagin. Cini 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 pl8 fragmenta. Ipak, intenzitet pl18 produkta
cijepanja je u slucaju 1le34306Asn mutacije bio smanjen u odnosu na normalni slijed titina.
Takvo djelomi¢no cijepanje titina zanimljivo je ako je poznata informacija da se klinicka
slika bolesnika sa Ile34306Asn mutacijom ¢ini blazom u odnosu na 11bp del/ins mutaciju
(B.Udd, osobna komunikacija). Potvrda ovdje prikazanih rezultata i postojanja eventualne
korelacije izmedu klinicke slike i cijepanja titina zahtjeva analizu dodatnih bolesnika sa
tom Mex6 mutacijom. U slucaju 11bp del/ins mutacije rezultati su potvrdeni analizom
uzorka miSi¢a bolesnika s LGMD2J. Spomenuta analiza pokazala je odsustvo sva 4
produkta cijepanja titina kalpainom 3 u LGMD2J biopsije, §to je rezultat identi¢an onom

dobivenom za LGMD2A biopsije.

Ovdje prikazani rezultati pokazali su da prisutnost Mex6 mutacije doista imaju utjecaj na
kalpain 3, Sto se ocituje kao sekundarno smjenjenje izrazaja kalpaina 3 u TMD i LGMD?2J
bolesnika. Dok interakcija titina i kalpaina 3 nije promjenjena u prisutnosti Mex6 mutacija,
uoceno je da spomenute mutacije onemogucavaju cijepanje titina kalpainom 3, Sto je
prethodno pokazano i za pojasnu miSi¢nu distrofiju tip 2A. Stoga se mozZe zakljuiti da
LGMD2A i LGMD2J, unato¢ mutacijama u razli¢itim genima, karakterizira ista
nemogucénost cijepanja titina kalpainom 3. Kao S$to je ve¢ spomenuto, izostanak
spomenutog procesa mogao bi biti, barem djelomi¢no, odgovoran za nastanak distrofi¢nog
procesa. Vaznost rezultata dobivenih za Mex6 mutacije je u Cinjenici da je pokazana
vaznost uloge kalpaina 3 i njegovog odnosa sa titinom u nastanku na samo LGMD2A, ve¢

i LGMD2J.
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5.4. ISPITIVANJE SUPSTRATA KALPAINA 3 U C-TERMINALNOM DIJELU
TITINA

U cilju razumijevanja mehanizma nastanka pojasne misi¢ne distrofije tip 2A, Ono i sur. su
1998. godine (142) in vitro analizirali svojstva mutiranog kalpaina 3 koji je sadrZavao
jednu od 9 mutacija “missense” tipa (Leul82GlIn, Gly234Glu, Pro319Leu, His334Gln,
Val354Gly, Argd90Trp, Arg572GIn, Ser744Gly, Arg769Gln) prethodno ve¢ pronadenih u
bolesnika sa LGMD2A. Kako su neki od analiziranih mutanata i dalje zadrzavali
sposobnost autolize, odnosno sposobnost vezanja za titin pretpostavilo se da ta svojstva
nisu klju¢na za pojavu distrofi€nog procesa. Jedino svojstvo koje je bilo zajednicko svim
mutantima bio je gubitak proteolitickog djelovanja kalpaina 3. Takvi su rezultati uputili na
zakljucak da su proteoliticka cijepanja kalpainom 3 vrlo vazna i neophodna za normalnu
homeostazu skeletnog miSi¢a. Smatra se da ta cijepanja nisu jednostavni razgradni procesi,
ve¢ dogadaji koji reguliraju i mijenjaju svojstva i funkciju supstrata, kao i puteva prijenosa
signala u koje su ukljuceni (81). Takve pretpostavke ujedno ukazuju na potrebu za
identifikacijom supstrata kalpaina 3 Sto bi omogucilo daljnje razumijevanje njegove

funkcije, kao i mehanizam nastanka distroficnog procesa.

Do sada je otkriveno tek nekoliko supstrata kalpaina 3, medu kojima su talin, vineksin,
titin, te filamin C (139). Proteoliticko 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 izrazaj u prisutnosti kalpaina 3, zbog Cega je zakljueno da je

MLC1 jos 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 istrazivanje 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 smjeSteni u blizini C-terminalnog dijela titina u
podrucju M-crte. Ti proteini ukljucivali su MURF obitelj proteina, KY protein, teletonin,
podjedinicu proteasoma PSMC3 i miosprin (CMYAS). 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 izrazen u skeletnom 1 sranom misSicu u podrucju
Z-crte (97). Nedavno je lokaliziran i u podru¢ju M-crte u neposrednoj blizini titin kinazne
domene (I.Richard, osobno komunikacija). S obzirom na smjestaj u blizini veznog mjesta
za kalpain 3, ali i mjesta interakcije titina sa MURF proteinima, teletonin je analiziran kao
potencijalni supstrat kalpaina 3. Kao §to je ve¢ spomenuto, proteinska analiza je pokazala
da teletonin nije supstrat kalpaina 3. Isti je rezultat dobiven i za miosprin. Miosprin
(CMYADS) 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 1 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 sadrzi sve domene (BBC, FN3 i SPRY) zbog kojih se
miosprin smatra ¢lanom TRIM obitelji proteina. Prva analiza C-terminalong dijela
miosprina u prisutnosti kalpaina 3 nije pokazala prisutnost niti jednog produkta cijepanja.
Spomenuti rezultat nije bilo mogucée potvrditi jer se pri svakoj ponovnoj analizi uocio
nedovoljan izraZzaj miosprina. Osim toga treba napomenuti da ovdje prikazani rezultati ne
isklju¢uju mogucnost da je neki drugi dio molekule miosprina podloZan proteolitickom
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 istraZivanje
ipak je pokazalo da nema direktne interakcije izmedu KY proteina i C-terminalnog dijela
titina (201). Takav je rezultat potvrden i u ovom radu. Nadalje je pokazano da KY nije
supstrat kalpaina 3, ali i da nema utjecaja na morfologiju stanica sa izrazenim kalpainom 3,
kao ni na njegovu proteoliticku aktivnost. Unato¢ nepostojanju interakcije izmedu KY
proteina i kalpaina 3, on ostaje interesantan protein koji bi mogao imati odredenu ulogu u
prijenosu signala povezanim sa C-terminalnim dijelom titina. Najnoviji podaci govore o
KY proteinu kao mogu¢em aktivnom sudioniku, odnosno kao o proteinu koji je indirektno
povezan sa proteinima ukljuenim u prijenos signala koji zapocinje od molekule titina

(201).

Od proteina MURF obitelji kao potencijalni supstrati kalpaina 3 analizirani su MURFI,
MURF2-60kDa i njegova alternativna izoforma MURF2alt-60kDa. MURF1 je E3-
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ubikvitin ligaza ukljucena u niz razlicitih stani¢nih procesa. Metoda dvostrukog hibrida
pokazala je da MURFI stupa u interakcije sa kalpainom 3, kao i sa titinom u neposrednoj
blizini titin kinazne domene. Analiza MURF]1 proteina u prisutnosti kalpaina 3 pokazala je
postojanje proteinskog fragmenta veliCine 37kDa Sto upucuje na zakljucak da je MURFI
supstrat kalpaina 3. Tijekom razdvajanja u poliakrilamidnom gelu MURFI1 putovao je
vecom molekulskom masom od teoretske, a Sto se moZe objasniti visokim udjelom kiselih
aminokiselina na C-terminalnom kraju proteina. Spomenuta razlika molekulske mase

onemogucila je lokalizaciju mjesta cijepanja.

MUREF?2 javlja se u nekoliko izoformi, ali je umnazanjem miSi¢ne cDNA dobivena samo
njegova najucestalija miSi¢na 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 zapoCinje od titin kinazne domene (178). Unato¢
slicnostima sa MURF1 proteinom, MURF2-60kDa nije bio pocijepan kalpainom 3. Kada
je bila analizirana njegova alternativna izoforma uocen je proteinski fragment od 20kDa,
na osnovu ¢ega se zakljucilo da je MURF2alt-60kDa jos jedan in vitro supstrat kalpaina 3.
Tocno mjesto cijepanja nije bilo moguce odrediti, a ponovno zbog vece molekulske mase
od teoretske. Ipak, kako spomenuti proteinski fragment od 20kDa nije bio vidljiv prilikom
analize MURF2-60kDa moZe 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 izraZaja i replikacije virusnih gena. Naknadno
je otkrivena kao sastavni dio 19S regulatornog dijela 26S proteasoma. Regulatorni dio
proteaosma sadrzi 6 ATP-aza, gdje je jedna od njih upravo PSMC3. Toc¢na funkcija
PSMC3, odnosno 19S komponente je nepoznata ali se pretpostavlja da je ovaj dio
proteasoma odgovoran za prepoznavanje poliubikvitiniranih proteina, kao i za njihovo
premjeStanje do 20S komponente proteasoma koja ima proteoliticko djelovanje (202).
Analiza PSMC3 kao potencijalnog supstrata kalpaina 3 otkrila je postojanje proteinskog
fragmenta veli¢ine oko 40kDa. Kao i u slu¢aju MURF proteina, pove¢ana molekulska

masa nije dopustila preciznije otkrivanje mjesta cijepanja.

Zanimljivo je primjetiti da su sva tri novootkrivena supstrata kalpaina 3 ukljucena u proces

razgradnje proteina, bilo kao ubikvitin ligaze ili kao dijelovi proteasoma. U literaturi vec¢
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postoji nekoliko objavljenih istraZivanja koja su pokazala povezanost procesa razgradnje
proteina 1 kalpaina 3. Tako je pokazano da su proteini ukljuceni u poliubkvitinilaciju, E2
konjugiraju¢i enzimi ili podjedinice proteasoma imali smanjeni izrazaj u odsutnosti
kalpaina 3 (143). Nedavno je dokazano da aktivnost kalpaina 3 i proces ragradnje proteina
ne djeluju kao dva paralelna, ve¢ kao jedan serijski proces. To je istraZivanje pokazalo da
nedostatak kalpaina 3 rezultira nakupljanjem starih 1 oSte¢enih proteina, te da spomenute
nakupine mogu dovesti do smrti stanice i biti, barem jednim dijelom, odgovorne za
nastanak distroficnog procesa (145). Svi ti rezultati upucuju na potrebu nastavka
istraZzivanje prema boljem razumijevanju uloge kalpaina 3 u procesu razgradnje proteina.
Potvrda otkrivenih supstrata u in vivo uvjetima, odredivanje posljedica proteoliticke
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 LGMD?2A.

Iako su tijekom izrade doktorske radnje otkrivena tri nova supstrata kalpaina 3 neophodno
je nastaviti istrazivanje u ovom smjeru, te potvrditi dobivene rezultate i u in vivo uvjetima.
Osim toga, rezultati nedavno zavrSene metode dvostrukog hibrida (I.Richard, osobna
komunikacija) pokazali su velik broj drugih proteina koji stupaju u interakcije sa
kalpainom 3. KoriStenjem odgovarajuc¢eg metodoloSkog pristupa (npr. usporedba izrazenih
proteina 2D elektroforezom) bilo bi moguce utvrditi koji su od pronadenih «partnera»
kalpaina 3 ujedno i njegovi supstrati. Otkrivanje novih supstrata kalpaina 3, posebice u
podrucju M-crte, doprinijelo bi boljem razumijevanju mehanizma LGMD2A 1 LGMD?2]J.
Ti, joS neotkriveni, supstrati osobito bi pomogli objasniti vaZnost cijepanja titina

kalpainom 3 i kako nedostatak tog procesa moze rezultirati distrofi¢nim procesom.
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Na temelju dobivenih rezultata doktorske radnje doneseni su slijedeci zakljucci:

1.

Enzimski test predstavlja novu metodu analize kalpaina 3, kojom se omogucava
istovremeno odredivanje izraZaja, autoliticke i proteoliticke aktivnosti kalpaina 3
Spomenuti enzimski test ima mogucu primjenu u rutinskoj dijagnostici LGMD2A,
a zbog vece osjetljivosti u odnosu na klasi¢nu proteinsku analizu kalpaina 3, kao i u
bazicnim istraZivanjima kalpaina 3, posebice u onima usmjerenim prema
pronalasku aktivacijskog/aktivacijskih signala kalpaina 3.

Primjena optimiziranog enzimskog testa na uzorcima biopsija miSi¢a bolesnika s
pojasnom miSi¢nom distrofijom tip 2A (LGMD2A) pokazala je da njih 30% ima
normalnu enzimsku aktivnost kalpaina 3, $to upucuje na zakljucak da bi neka druga
svojstva kalpaina 3, poput neprepoznavanja supstrata ili promjenjenog smjestaja u
stanici, mogla biti odgovorna za nastanak LGMD2A.

Primjena enzimskog testa na humanim biopsijama pokazala je i da bi pacijenti sa
pojasnom miSi¢nom distrofijom tip 2B koji pokazuju sekundarno smanjenje
izrazaja kalpaina 3 mogli biti daleko brojniji nego Sto se trenutno misli, Sto upucuje
na zaklju¢ak o mogucoj ukljucenosti kalpaina 3 i u nastanku ovog tipa pojasnih

miSicnih distrofija.

C-terminalni dio titina sadrZi dva mjesta koja su podlozZna cijepanju kalpainom 3,
Sto je u kontrolnih miSeva i uzoraka misica zdravih osoba vidljivo kao prisustvo
p15 1 p45 proteinskih fragmenata.

Produkti cijepanja titina, p15 i p45, nisu prisutni u LGMD2A misjih modela, kao ni
u uzorcima misi¢a bolesnika s LGMD2A, sto potvrduje da su spomenuti fragmenti
doista posljedica proteolitickog djelovanja kalpaina 3 prema titinu.

Cijepanje titina kalpainom 3 predstavlja vazan proces u normalnoj misi¢noj
homeostazi, te bi izostanak ovog procesa mogao biti, barem djelomi¢no, odgovoran
za nastanak LGMD2A. To ujedno govori u prilog postavljenoj hipotezi da je jedna
od uloga kalpaina 3 regulacija puteva prijenosa signala koji zapocinju od molekule
titina.

Preliminarni rezultati smjeStaja p45 proteinskog fragmenta upucuju na njegovu
mogucu ulogu u mi$iénoj stanici, Sto treba potvrditi na odgovaraju¢im misjim
modelima.

Mutacije gena koji kodira titin, a koje su smjeStene u njegovom posljednjem

egzonu (Mex6) i odgovorne za nastanak LGMD2J i TMD, ne mijenjaju interakciju
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10.

11.

12.

kalpaina 3 sa titinom, ali djelomi¢no (Ile34309Asn) ili potpuno (Leu34315Pro i
11bp del/ins) onemogucavaju cijepanje titina kalpainom 3. Ovakav rezultat upucuje
na zakljucak da i pojasnu miSi¢nu distrofiju tip 2J, poput LGMD2A, karakterizira

isti izostanak cijepanja C-terminalnog dijela titina kalpainom 3.

Analiza viSe razli¢itih proteina, smjeStenih 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 upucuje na zakljucak o mogucoj ulozi kalpaina 3 u
tom procesu, te bi nastavak istraZivanja trebao pokazati koliko je ta potencijalna
uloga kalpaina 3 bitna za nastanak LGMD2A.

Analiza MURF2 proteina, teletonina, KY proteina i miosprina pokazala je da
spomenuti proteini nisu supstrati kalpaina 3.

Osim Sto nije supstrat kalpaina 3, KY protein nema ni utjecaja na proteoliticku
aktivnost kalpaina 3, a potvrdeno 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 1 titina u etiopatogenezi pojasne miSi¢ne distrofije tip 2A
(LGMD2A).

U cilju poboljSanja trenutno dostupnih LGMD2A dijagnostickih metoda, kao i onih koji se
koriste za osnovna znanstvena istraZivanja kalpaina 3, prvi dio disertacije bio je posvecen
razvitku 1 optimizaciji enzimskog testa kojim se istovremeno uz izraZaj analizira i
autoliticka i proteoliticka aktivnost kalpaina 3 u in vitro uvjetima. Primjena enzimskog
testa na 34 uzorka miSi¢a molekularno potvrdenih bolesnika s LGMD2A pokazala je da u
30% LGMD?2A biopsija kalpain 3 ima normalnu enzimsku aktivnost. Ovaj rezultat upucuje
na zakljucak da bi, osim proteoliticke aktivnosti kalpaina 3, i neka njegova druga svojstva
mogla biti odgovorna za nastanak LGMD2A.

IstraZzivanje usmjereno prema boljem razumijevanju odnosa kalpaina 3 i titina pokazalo je
da u C-terminalnom dijelu titina postoje dva mjesta podloZna cijepanju kalpainom 3.
Rezultirajuci proteinski fragmenti, p45 1 p15, odsutni su ukoliko nema izrazaja kalpaina 3
(LGMD2A), ali i ukoliko su prisutne mutacije u Mex6 egzonu gena za titin (LGMD?2J).
Stoga se moze zakljuciti da je, unato¢ razli¢itom genskom uzroku, izostanak cijepanja
titina zajednicka karakterisitka LGMD2A 1 LGMD?2J, te bi mogao, barem djelomi¢no, biti
odgovoran za nastanak ove dvije distrofije.

Ispitivanje razli¢itih proteina kao potencijalnih supstrata kalpaina 3 pokazalo je da su
MURF1, MURF2alt i PSMC3 cijepani kalpainom 3 u in vitro uvjetima. UkljuCenost sva tri
supstrata u proces proteinske razgradnje upucuje na mogucu 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 Mili¢

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 pl5, 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 (LGMD?2J). 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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0108052/2002 “Genetsko i epidemioloSko istrazivanje miSi¢nih distrofija u Hrvatskoj”,
pod vodstvom prof.dr.sc. Nine Canki-Klain. U okviru Medicinskog fakulteta Sveucilista u
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