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POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

IRl (eng. ischemia-reperfuzion injury)- ishemijsko-reperfuzijska ozljeda
UPS (eng. ubiquitin proteasome system)- ubikvitin-proteasom sustav
ROS (eng. reactive oxygen species) - reaktivne vrste kisika

InsPs ( eng. inositol 1,4,5- triphosphate) — inozitol 1,4,5-trifosfat
ECM (eng. extracellular matrix) — ekstracelularni matriks

MMP (eng. matrix metalloproteinases) — metaloproteinaze matriksa
NCX (eng. Na*/Ca?* exchanger) - Na*/Ca?* izmjenjivaé

HF (eng. heart failure) — zatajenje srca

IHD (eng. ischemic heart disesase) - ishemijska sr¢ana bolest

AP (lat. angina pectoris) — pektoralna angina

MI (eng. myocardial infarction) — infarkt miokarda

ATP — adenozin trifosfat

MPTP (eng. mitohondrial permeability transition pore) -mitohondrijska permeabilizacijska
pora

pH (lat. potentia hydrogenii) - snaga vodika

EKG -elektrokardiogram

CK (eng.creatine kinase) - kreatin kinaza

TnT - troponin T

ETC (eng. electron transport chain) — elektronski transportni lanac
AIF (eng. apoptosis inducing factor) - inducirajuci faktor apoptoze
SR (eng. sarcoplasmic reticulum) — sarkoplazmatska mrezica

Cyt ¢ (eng. cytochrome c) — citokrom ¢

JP2 (eng.junctophilin-2) —junktofilin-2
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1. Uvod

1.1.  Histologija sréanog miSi¢a

Srce je miSi¢ni organ koji se ritmicki steze, pumpajuéi krv kroz krvni optok. Stijenka mu se

sastoji od 3 sloja: unutrasnji ili endokard, srednji ili miokard i vanjski ili perikard.

Miokard je najdeblji sloj srca, a ¢ine ga sréane misSi¢ne stanice. Zrele sr¢ane miSi¢ne stanice
Siroke su prosjecno 15 um, a duge oko 85 do 100 um. Pokazuju opticku pojavu poprecne
ispruganosti. Svaka sréana mi$i¢na stanica u sredi$tu ima jednu ili dvije blijedo obojene jezgre.
Oko miSi¢nih stanica nakazi se endomizij, njezan omota¢ vezivnog tkiva s bogatom mrezom
krvnih kapilara. Posebna znacajka sr¢anog misi¢nog tkiva je da sadrzi tamne poprecne crte koje
se javljaju u nepravilnim razmacima. Takvi spojni kompleksi nazivaju se prijelazne ploce.

(Slika 1)

Prema gradi i funkciji kontraktilnih proteina sréane miSiéne stanice naizgled se ne razlikuju od
od skeletnih miSi¢nih vlakana. Medutim, T-tubuli su brojniji i ve¢i u miSi¢ima klijetke od onih
u skeletnom misicu. Sarkoplazmatska mrezica nije tako dobro razvijena i prolazi nepravilno

medu miofilamentima. Stoga nema jasno odijeljenih snopova miofibrila.

Sréani misi¢ sadrzi karakteristicne dijade koje su sastavljene od jednog T-tubula i jedne cisterne

endoplazmatskog retikuluma.

Sr¢ane miSi¢ne stanice sadrZavaju brojne mitohondrije. Oni zauzimaju najmanje 40%
citoplazmatskog volumena, $to je odraz potrebe sr¢anog miSi¢a za anaerobnim metabolizmom.
Masne kiseline su glavni izvor energije i pohranjene su kao trigliceridi u lipidnim kapljicama.
Glikogen, kojega u sr¢anom misSi¢u ima malo, moze se razgraditi na glukozu 1 iskoristiti za

stvaranje energije za vrijeme stresa.



Slika 1. Sr¢ano mi$i¢éno tkivo.

( preuzeto sa:
http://stevegallik.org/sites/histologyolm.stevegallik.org/htmlpages/HOLM Chapter07 Page08.html)

Srce posjeduje sustav za stvaranje ritmi¢nih podrazaja. Cine ga dva &vora- sinusatrijski i
atrioventrikularni ¢vor, skupa s atrioventrikularnim snopom. I simpaticki i parasimpaticki dio
vegetativnog Ziv€anog sustava sudjeluju u inervaciji srca i ¢ine spletove rasprostranjene na bazi
srca. Ganglijske Ziv€ane stanice 1 Ziv€ana vlakna smjeSteni su u podruc¢jima uz atrioventikularni
i sinusatrijski ¢vor. Stimulacija parasimpatickog dijela usporava rad srca, dok ga simulacija

simpatickih Zivaca ubrzava. (1)


http://stevegallik.org/sites/histologyolm.stevegallik.org/htmlpages/HOLM_Chapter07_Page08.html

1.2. Bolesti srca

Pod pojmom bolesti srca mozemo ukljuciti zatajivanje srca, urodene sréane greske, ishemijsku
sr€anu bolest, hipertenzivnu srcanu bolest, bolesti endokarda i zalistaka, primarne bolesti
miokarda, bolesti perikarda i tumore srca. (2) Najces¢i uzrok sr¢anih bolesti je ateroskleroza.

Za potrebe ovog rada pobliZze ¢emo opisati pojmove zatajivanja srca i ishemijske sréane bolesti.

1.2.1. Zatajivanje srca

Zatajivanje srca (HF) smatra se epidemijskom bolesti modernog svijeta, zahvacaju¢i oko 1%
do 2% odraslog stanovniStva. HF vode¢i je i rastuci javnozdravstveni problem s visokom
stopom morbiditeta i mortaliteta. (3) Zatajivanje srca je klinicki sindrom koji se sastoji od
znakova i simptoma uzrokovanima disfunkcijom srca kao rezultat poremecenog ventrikularnog
punjenja ili ejekcije krvi.

Etiopatogenetski HF mozemo podijeliti u dvije skupine: zatajivanje lijeve strane srca i
zatajivanje desne strane srca. Zatajivanje lijeve strane srca najcesce je posljedica ishemijske
bolesti srca, a moze biti uzrokovana i arterijskom hipertenzijom, bolestima sréanih zalistaka i
kardiomiopatijama. Zatajivanje lijeve strane srca dogada se uslijed ili povecanog otpora
istjecanju krvi iz lijeve klijetke ili volumne preopterecenosti lijeve klijetke. Treéi razlog je
smanjena kontraktilnost miokarda zbog infarkta, kardiomiopatije ili elektricnih poremecaja u

Srcu.

Zatajivanje desne strane srca moze nastati zbog smanjene kontraktilnosti miokarda, povecanog
otpora istjecanju krvi iz desne Klijetke ili zbog volumne preopterec¢enosti desne klijetke.
Zatajivanje desne strane srca uzrokovano plu¢nom hipertenzijom naziva se plu¢no srce (lat. cor

pulmonale). U klini¢koj praksi najée$¢i uzrok zatajivanja desne klijetke je zatajenje lijeve.



Zatajivanje lijevog i desnog srca moze biti akutno i kroni¢no. Najces¢i simptomi zatajenja
lijevog srca su dispneja, umor, ortopneja, paroksizmalna nocna dispneja, hipoksijska
encefalopatija i bendopneja, dok ¢e se zatajenje lijevog srca prezentirati edemima donjih
ekstremiteta, pogorSanjem bubrezne funkcije, proSirenjem vratnih vena zbog poviSenog

venskog tlaka, hepatomegalijom, splenomegalijom i distenzijom abdomena. (2)

Klinicki spektar HF je varijabilan i1 baziran je na specificnom podlijeZe¢em patoloSkom stanju.
Pacijenti s HF neko vrijeme mogu biti asimptomati¢ni dok se ne izvr§i funkcionalno
remodeliranje srca. U suprotnom dolazi do ozljeda srca koje dovode do akutnog src¢anog
zatajivanja, kao Sto su koronarna ishemija, miokarditis ili akutna valvularna regurgitacija.
Promjene u renin-angiotenzin-aldosteronskom sustavu, natriuretickom peptidnom sustavu i
simpatickom tonusu rezultiraju oksidativnim stresom 1, s vremenom, disfunkcijom srca.
Hormonske i citokinske alteracije rezultiraju atrofijom 1 slaboS¢u skeletne i1 respiratorne

muskulature, §to dodatno pridonosi pojavi simptoma HF. (4,5)

1.2.2. Ishemijska bolest srca

Ishemijska bolest srca (IHD) obuhvaca bolesti koje nastaju zbog poremecaja ravnoteze izmedu
opskrbe krvlju i potrebe srca za oksigeniranom krvi. IHD najcesca je bolest srca i vode¢i uzrok
smrti u vecini razvijenih zemalja svijeta. Unato¢ tome $to se proteklih godina radi na
strategijama optimiziranja prevencije i lijeCenja ishemijske sr€ane bolesti i unato¢ tome $to se
broj smrtnih slué¢ajeva od ove bolesti u razvijenim zemljama smanjuje, posljedice IHD-a i dalje
predstavljaju velik teret za zdravstveni sustav i ljudsko zdravlje. (6) Faktori rizika za IHD

ukljucuju dob, razinu kolesterola, krvni tlak i puSenje cigareta (Tablica 1) (7)



Tablica 1. Faktori rizika za razvoj ishemijske bolesti srca

Faktori na koje se moze Faktori na koje se vjerojatno | Nepromjenjivi faktori
utjecati moze utjecati

Kolesterol Lipoprotein a Dob

Povisen LDL-C Intolerancija na glukozu Spol

Snizen HDL-C Oksidirani lipidi Obiteljsko nasljedivanje
Trigliceridi Hematoloska stanja

PoviSen krvni tlak Stres

Pusenje cigareta
Dijabetes

Pretilost

Sjedilacki nacin zivota

Konzumacija alkohola

Uzrok vise od 95% svih slucajeva IHD-a jest ateroskleroza, dok se kao ostali uzroci spominju
embolija, tromboza, spazam koronarne krvne Zile, stenoza, uS¢a koronarnih arterija, arteritisi,
anemije, trovanje ugljikovim monoksidom, tirotoksikoza i hipertrofija miokarda. Klinicke
manifestacije IHD-a ocituju se u obliku Cetiri sindroma: pektoralna angina, infarkt miokarda,

kroni¢na ishemijska bolest srca i nagla sréana smrt. (2)

1.2.3. Pektoralna angina

Pektoralna angina (AP) klini¢ka je manifestacija relativne ishemije miokarda koja je kratkog
trajanja i ve¢inom prestaje smirivanjem pacijenta ili primjenom nitroglicerina. AP nastaje
zbog neravnoteze u opskrbi miokarda s kisikom i njegovoj potrebi za kisikom, a gotovo svi
pacijenti imaju koronarnu aterosklerozu. Klini¢ki se o€ituje naglom pojavom prekordijalne
boli koja se moze $iriti u lijevu ruku ili lijevu stranu vrata, uz popratni osje¢aj neugode i
pritiska u prsima. (2,8) Razlikujemo 3 skupine AP-a: stabilna, nestabilna i Prinzmetalova AP.

Za stabilnu ili tipiénu AP karakteristi¢no je da bol obi¢no nastaje pri fizickoj aktivnosti zbog



povecane potrebe miokarda za kisikom. Klini¢ki se prezentira kao bol u prednjem lijevom
dijelu prsnog kosa ili nelagodom u susjednim podru¢jima. (9) Kod nestabilne AP bol nije
inicirana naporom, ¢esto se poja¢ava i mnogo je jaca nego u stabilnoj AP. Nestabilna AP
¢esto prethodi infarktu miokarda. Prinzmetalova AP nastaje pri mirovanju zbog spazma

koronarnih krvnih zila.

1.2.4. Infarkt miokarda

Infarkt miokarda (MI) definiran je prisutno$¢u nekroze miokarda u klinickim uvjetima akutne
ishemije miokarda, $to je potkrijepljeno anamnezom, fizikalnim pregledom, EKG nalazima i

biokemijskim biljezima nekroze miokarda.

1.2.4.1. Etiologija i epidemiologija

Infarkt miokarda bolest je starije dobi, s obzirom da je vise od polovine pacijenata starije od 65
godina. U dobi do 60 godina pojavljuje se 4-5 puta ¢es¢e u muskaraca, dok u uznapredovaloj
dobi ta razlika postaje manje uocljiva. Infarkt miokarda ce$ée se pojavljuje u osoba s
hipertenzijom, dijabetesom, pretilos¢u, sjedilackim nacinom zivota, obiteljskom sklonosti
sr¢anim bolestima i aterosklerozi ili osoba koje puse cigarete. U vise od 95% pacijenata MI je
uzrokovan aterosklerozom koronarnih arterija. U ostale uzroke IM-a spadaju arterijska
hipertenzija, embolija koronarnih krvnih Zzila, spazam koronarnih krvnih zila, sistemni
vaskulitis i neke druge rijetke bolesti. Svi ovi uzroci dovode do neadekvatne opskrbe tkiva

kisikom i ishemijskog oSte¢enja sréanog tkiva. (2)

1.2.4.2.  Patogeneza

Patogenetski, MI mozemo podijeliti na transmuralni i subendokardijalni infarkt.



Transmuralni infarkt ogranien je na anatomsko podrucje koje opskrbljuje jedna koronarna
arterija, a lokalizacija infarkta ovisi 0 mjestu tromboze koronarne arterije. Najcescée su to lijeva
prednja silazna arterija (prednja stijenka lijeve klijetke, prednji dio pregrade ventrikula i Citav
opseg apeksa), desna koronarna arterija (straznji dio stijenke lijeve klijetke, straznji dio
ventrikularne pregrade i desna klijetka) i lijeva cirkumfleksna arterija (lateralna stijenka lijeve
klijetke i desna klijetka). Lokalizacija, veli¢ina i morfologija MI-a ovise o lokalizaciji, tezini i
brzini nastanka okluzije koronarne Zile, veli¢ini podrucja koje Zzila opskrbljuje, potrebi
zahvacenog miokarda za kisikom 1 metabolickim tvarima, izraZzenosti kolateralne cirkulacije,
mjestu i tezini spazma zahvacene arterije te ostalim ¢imbenicima. OKluzivni trombi prekidaju

dotok krvi te ukoliko on potraje 20-30 minuta, dolazi do nekroze miokarda.

Subendokardijalni MI nastaje tijekom hipotenzivnih stanja. Koronarne arterije nisu zacepljene
i Cesto ne pokazuju ateroskleroti¢na suzenja. Ishemija obi¢no zahvaca Citav opseg lijeve klijetke

i ograni¢ena je na subendokardijalni dio miokarda. (2)

1.2.4.3. Patologija

Prve makroskopski vidljive promjene u miokardu nakon MI-a vide se tek nakon 24 sata od
okluzivnog zacepljenja koronarne arterije. Tijekom drugog dana infarktom zahvaceno podrucje
poprima blijedi izgled. Tri do pet dana nakon nastanka okluzije, podrucje infarkta djeluje
zuckasto ili pjegasto. Krajem prvog tjedna infarkt je najcesce sivo-zuckast i meksi od okolnog
miokarda. Tijekom drugog tjedna infarkt sadrZi crvene zone povecane prokrvljenosti i sive
fibroti¢ne dijelove. Nakon treCeg tjedna postaje crvenkasto-siv i nalik je rani koja cijeli.

Slijedom promjena, nakon Sest tjedana to podrucje postaje sivo i nalik vezivnom oziljku. (2)

U tijeku drugog dana MI-a, nekroza miocita i kapilara srca postaje mikroskopski vidljiva. Uz
to je uocljiva infiltracija neutrofilnih leukocita. Od cetvrtog do Sestog dana neutrofili se
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zamjenjuju makrofazima koji pridonose stvaranju granulacijskog tkiva i, u konacnici, vezivnog

oziljka. Pregled mikroskopskih promjena prikazan je u Tablici 2. (2)

Tablica 2. Slijed promjena u infarktu miokarda

VRIJEME VRSTA PROMJENA MIKROSKOPSKE PROMJENE

0-24 sata ireverzibilno oStecenje miocita Pocetni znakovi oStec¢enja miokarda,
valovita vlakna, hiperkontrakcija

1-3 dana nekroza + akutna upala Ocita nekroza miocita, brojni
neutrofili
4-6 dana akutna + kroni¢na upala piknoti¢ni neutrofili, makrofagi,

ostatci nekroti¢nih miocita

7-14 dana kroni¢na upala + granulacijsko | makrofagi, angioblasti, fibroblasti
tkivo
2-5 tjedana granulacijsko tkivo angioblasti, fibroblasti, makrofagi,
kolagen
6 tjedana oziljak fibroblasti i obilan kolagen

1.24.4. Patofiziologija ishemijskog ostec¢enja

Ishemija rezultira nizom biokemijskih 1 metabolickih promjena u miokardu. Manjak kisika u
miokardu zaustavlja proces oksidativne fosforilacije i tako uzrokuje depolarizaciju membrane
mitohondrija, poremeéenu sintezu ATP-a i izostanak kontraktilne funkcije kardiomiocita.
Trosenje ATP-a dodatno pojacava i aktivnost mitohondrijske F-ATP-aze, enzima Kkoji u
normalnim uvjetima Kkoristi gradijent vodikovih iona za sintezu ATP-a, ali ga u ovim uvjetima
razgraduje ATP da bi odrzao potencijal mitohondrijske membrane. Bez prisustva ATP-a i Na*
-K*, ATP-aza ne moze vrsiti svoju funkciju, $to vodi do nakupljanja intracelularnog Na* .
Suprotno Na+ -K+ ATP-azi, kojoj je funkcija poremecena tek pri vrlo niskoj koncentraciji
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ATP-a, Ca?* crpke koje se nalaze na sarkoplazmi i membrani sarkoplazmatske mrezice vrlo su
osjetljive na snizenje koncetracije ATP-a. Stoga ve¢ blagi pad ATP-a usporava izbacivanje Ca?*
iz sarkoplazme. Tako se tijekom dijastole njegova koncentracija u sarkoplazmi povecéava i
negativno djeluje na relaksaciju miokarda. (10) U nedostatku kisika stanica kreé¢e u anaerobnu
glikolizu, koriste¢i glikogen za rezervu glukoze. To rezultira nakupljanjem laktata u stanici i
snizenim stani¢nim pH-om. Anaerobna glikoliza takoder povecava osmolarnost unutarstanicne
tekucine, jer se jedna molekula glikogena, koja je osmotski gotovo neaktivna, sad pretvara u
vise osmotski aktivnih molekula laktata. Smanjeni rad osmotski aktivne Na* - K* ATP-aze
takoder pridonosi povecanju osmolarnosti. Niski pH razli¢itim mehanizmima utjee na
kontraktilnost miokarda. Povisenje koncentracije H* iona ometa vezivanje Ca?* za troponin C.
Acidoza smanjuje aktivnost miozinske ATP-aze i usporava prijenos Ca®" iz sarkoplazme u
sarkoplazmatsku mrezicu. Tim mehanizmima acidoza smanjuje kontraktilnost miokarda.
Povecani broj vodikovih iona aktivira i Na* -H* izmjenjiva¢ koji izbacuje visak H* iona iz
stanice i ubacuje Na* ione, koji zatim aktiviraju 2Na* -Ca?" izmjenjiva¢ koji izbacuje Na* iz
stanice, a ubacuje Ca?*. Nadalje, H* ioni se kompetitivnim mehanizmima bore s Ca?* ionima
za vezivno mjesto na mitohondrijskoj permeabilizacijskoj pori (MPTP), ¢ime sprjeavaju njeno
otvaranje. Konac¢ni rezultat smanjenja vrijednosti pH u ishemiji je protektivan zbog smanjene
kontraktilnosti kardiomiocita i smanjenja potrosnje ATP-a. Ipak, visak intracelularnog Ca?* i
Na* nakupljenog zbog smanjenja pH moze uzrokovati bubrenje stanice i naposljetku njenu

smrt. (11)

1.2.4.5. Klinicka slika i komplikacije

Dijagnoza IM-a zasniva se na klinickom pregledu, elektrokardiografskom (EKG) nalazu i

laboratorijskim nalazima.



Tipi¢ni simptomi IM-a ukljucuju snaznu visceralnu bol u prekordiju, koja se moze $iriti u lijevu
ruku i lijevu stranu vrata, ali za razliku od boli u AP-u, ne prolazi na nitroglicerin. Takva bol
moze biti pra¢ena simptomima mucnine ili anksioznosti i povra¢anjem. Krvni tlak je obi¢no
promijenjen, puls i disanje ubrzano, a na plu¢ima se mogu ¢uti krepitacije U oko 20% pacijenata

IM se prezentira bez simptoma.

Promjene na EKG-u se najcesce pojavljuju tek nekoliko sati nakon pocetka sr¢anog napadaja.

Moze do¢i do podizanja ili spuStanja ST spojnice, obrnutih T valova i1 patoloskih Q zubaca.

U prva dva sata nakon IM moze do¢i do povisenja mioglobulina te do povisenja serumskih
troponina nakon 6 sati . Iz oStecenih miocita olobada se i enzim kreatin kinaza (CK), a posebno

je koristan izoenzim CK-MB koji se u tijelu nalazi u kardiomiocitima.

Smrtni ishod se oc¢ekuje u oko 20% pacijenata koji imaju dijagnozu IM-a. Prezivjeli pacijenti
¢e u oko 80-90% slucajeva razviti komplikacije. Najcesce i najznacajnije komplikacije infarkta
miokarda su aritmije, zatajivanje srca, proSirenje infarkta, tromboza i tromboembolija,

fibrinozni perikarditis, ruptura miokarda te ventrikularna aneurizma. (2)
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2. Svrha rada

Bolesti sréanog misSica, posebno ishemijska bolest srca, vodec¢i su uzrok smrtnosti u populaciji.
Brojne ekperimentalne studije pokazale su bitnu ulogu kalpaina u ozljedi miokarda za vrijeme
ishemije, reperfuzije i postishemijskog remodeliranja. PoviSenje kalcija u citosolu i
mitohondrijima za vrijeme ishemije i reperfuzije uzrokuje aktivaciju kalpaina. Nakon aktivacije
oni mogu oStetiti kontraktilni aparat i smanjiti proizvodnju energije cijepanjem strukturnih i
funkcionalnih proteina miocita i mitohondrija. Kalpaini su takoder ukljuceni u strukturno
remodeliranje nakon infarkta miokarda otpustanjem proapoptotickih faktora iz mitohondrija.
Inhibicija kalpaina mozZe sprijeciti ili umanjiti ozljedu miokarda za vrijeme ishemije, reperfuzije

i infarkta miokarda.(12)

Svrha ovog rada je sakupiti dosadasnja saznanja o mehanizmima djelovanja kalpaina,
potencijalnom kardioprotektivnom ucinku ihnibicije njegove aktivnosti i samim time

potencijalnoj terapijskoj strategiji ovih bolesti.
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3. Pregled literature na zadanu temu

3.1.  Sustav kalpaina

Kalpaini su skupina kalcij-ovisnih nelizosomskih cisteinskih proteaza koje su u svom
inaktivnom obliku smje$tene U stani¢cnom citosolu kompetitivno vezani za svoj unutarstanic¢ni
inhibitor kalpastatin. Aktivacija kalpaina se dogada u odredenim uvjetima te se smatra klju¢nim
mehanizmom u aktivaciji brojnih supstrata poput receptora faktora rasta, citoskeletnih proteina,
mitohondija te proteina povezanih s mikrotubulima. Na taj nac¢in kalpaini imaju bitnu ulogu u

stani¢nom ciklusu, apoptozi i diferencijaciji. (13)
Molekule kalpaina mogu se nalaziti u brojnim vrstama, od gljiva do ljudskog organizma. (14)

Geneticke alteracije u tkivno ovisnim kalpainima su odgovorni za razne bolesti, osiguravajuci
sigurne dokaze o vaznosti ovih enzima. (15) Pokazalo se da prekomjerna aktivacija kalpaina
potice razvoj onih patoloskih stanja koja su povezana s gubitkom kontrole kalcija. U takvim

slucajevima, inhibicija aktivacije kalpaina predstavlja potencijalnu strategiju u lijeCenju.

3.1.1. Nomenklatura

Nazive p-kalpain i m-kalpain u literaturi prvi su koristili Cong i sur. 1989. Oni oznacuju
mikromolarnu (), odnosno milimolarnu (m) koncentaciju Ca?* koja je potrebna za njihovu
aktivaciju. Tako je p-kalpain aktiviran pri koncentraciji Ca?* od 3-50 pmol/L, dok se m-kalpain

aktivira pri koncentraciji od 400-800 pmol/L Ca?*. (16,17)

Kalpainski sustav veoma je kompleksan i spominje se vise od 25 kalpainskih i kalpainu sli¢nih
molekula. (13) Geni povezani s 15 takvih proteina numeric¢ki su nazvani CAPNI1 sve do

CAPNI1S5, dok su njihove kodiraju¢e molekule nazvane kalpain-1 do kalpain-15.
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Kalpain-1 i kalpain-2 bioloski su aktivne proteaze samo u obliku dimera s 30-kDa

podjedinicom.

Kalpaini su podijeljeni u dvije glavne kategorije- tipi¢ni i atipi¢ni kalpaini. Tipi¢ni kalpaini
imaju domenu IV nalik kalmodulinu na svom COOH kraju, dok atipi¢ni nemaju tu komponentu.
U skupinu tipi¢nih kalpaina spadaju u-kalpain, m-kalpain, te kalpaini 5, 7, 10, 13 i 15. Nazivaju
se joS§ i ubikvitarnim kalpainima te se nalaze u gotovo svim stanicama. (18) Za razliku od
ubikvitarnih kalpaina, tkivno specifi¢ni kalpaini prisutni su u odredenim stanicama ili tkivima.
Tako kalpain 3 nalazimo u skeletnim misi¢ima, kalpain 6 u placenti i embrionalnim mi$i¢ima,
kalpaine 8 i 9 u gastrointestinalnom traktu, kalpain 11 u testisima te kalpain 12 u folikulima

dlake. (12)

3.1.2. Struktura domena p- i m- kalpaina

Kalpaini p- 1 m- su dimeri koji se sastoje od dvije podjedinice: 80 kDa i 30 kDa (Slika 2).

Veca 80kDa kataliti¢ka podjedinica kodirana je razli¢itima genima na kromosomima 11 1 1.

(19) Sastoji se od 4 domene.

Prva domena p-kalpaina sadrzi amfipati¢ku alfa zavojnicu na N-terminalnom kraju koja je bitna
za oznaCavanje i migriranje p-kalpaina u mitohondijski intramembranski prostor. Domena | m-

kalpaina ne sadrZi takvu komponentu.

Domena Il predstavlja domenu kataliticke CysP proteaze. Sastoji se od dvije odvojene jezgrene

domene proteaze- PC1 i PC2. Obje jezgrene domene imaju mjesta na koja se veze po jedna

molekula Ca?*. (12)
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Domena Il strukturno je slicna C2 domenama i ima sposobnost kalcij-0visSnog vezivanja
fosfolipida. Povezana je s dijelovima domene II koji vezu kalcij. Sudjeluje u regulaciji

kalpainske aktivnosti putem elektrostatskih interakcija i prepoznavanju supstrata (12,14)

Domena 1V sadrzi penta-EF izdanak koji moze vezati kalcij, kalpastatin ili malu podjedinicu
(kalpain 4). Penta- EF strukture smatraju se medu najvaznijim komponentama u aktivaciji
kalpaina. (14) Razlikujemo pet EF struktura u velikoj katalitickoj podjedinici. Penta EF
struktura veze se za odgovarajuce sekvence na maloj podjedinici kalpaina (30 kDa) i tako

sudjeluje u procesu dimerizacije velike i male podjedinice. (20,21)

Manja 30kDa podjedinica, odgovorna za stabilnost vece podjedinice, sastoji se od dvije
domene. Jedina poznata funkcija VV domene je vezivanje C-terminalnog kraja domene 1V velike
podjedinice. Domena VI identi¢na je domeni IV i sluzi vezivanju Ca®" i formiranju

heterodimera. (12,14)

80 kD subunit

. | EF hands I T
Cys His Asn I B
sosubunit | bk || F

Vv VI

Slika 2. Shematski prikaz strukture kalpaina.

(preuzeto s: https://celljournal.org/journal/article/fulltext/role-of-calpain-in-apoptosis)

14


https://celljournal.org/journal/article/fulltext/role-of-calpain-in-apoptosis

3.1.3. Regulacija kalpainske aktivnosti

Kalpastatin je jedini poznati specifi¢ni endogeni inhibitor i regulator p- i m- kalpaina. Humani
kalpastatin je kodiran genom na kromosomu 5 i prezentira se u vise izoformi. Sastoji se od Cetiri
inhibitorne domene I, II, 11l i IV i jedne N-terminalne domene koja nema inhibitornih
sposobnosti (Slika 3). Svaka inhibitorna podjedinica kompetitivno inhibira jednu molekulu
kalpaina blokirajuci supstratu pristup katalitiCkom centru. (12) Kalpastatin inhibira iskljucivo
molekule kalpaina, ne i ostale proteaze. (22) Proces vezivanja kalpastatina s kalpainom i
njegove inhibicije ovisan je o kalciju. Koncentracija kalcija za ovaj proces je niza od one

potrebne za pola maksimalne proteoliticke aktivnosti u- i m- kalpaina. (23)

Domain
XL L 1 2 3 4

Region A B C A BC A BC A BC
—— - — i — " — - —

Consensus: GxxE/DxTIPPxYR GKREVTIPPKYR ~ GEDDETIPSEYR GEKEETIPPDYR GERDDTIPPEYR

Slika 3. Shematski prikaz strukture kalpastatina.

( preuzeto s: http://calpain.org/overview.rb?cls=calpastatin )

Kalpain i kalpastatin se unutar stanice nalaze veoma blizu jedan drugome. Stoga su potrebni
mehanizmi koji ¢e onemoguciti kalpainu da obavlja svoju biolosku funkciju, s obzirom da se
kalpastatin veZze za njega pri porastu koncentracije kalcija. (12) Konformacijske promjene

kalpainu omogucuju translokaciju u stani¢nu membranu, gdje fosfolipidi reduciraju prag
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koncentracije Ca?* potrebnog za kalpainsku aktivaciju ili zatvaraju kalcijske kanale, $to dovodi
do njegove aktivacije. Translokacija kalpaina u membranu kardiomiocita za vrijeme ishemije
neovisna je o njegovoj aktivaciji, s obzirom na to da ishemijom izazvana intracelularna acidoza
utjece inhibitorno na aktivaciju samog kalpaina. Normalizacijom intracelularnog pH dolazi do
aktivacije kalpaina. Unato¢ translokaciji, kalpain ostaje inaktivan i nakon 60 minuta trajanja

ishemije i tek pri reperfuziji se aktivira. (24)

3.2.  Fizioloske funkcije i patofizioloSke implikacije kalpainskog sustava

Smatra se da kalpaini nemaju klju¢nu ulogu u intracelularnoj digestiji proteina. Za razliku od
lizosomalnih proteaza, kalpaini proteoliticki cijepaju proteine na velike fragmente s
potencijalnom regulatornom i signalnom funkcijom. (21) Mnoge studije, uklju¢ujuci one na
transgeni¢nim miSevima, indiciraju da su kalpaini uklju¢eni u embrionalni razvoj i strani¢nu
funkciju, citoskeletne/ membranske dijelove i pokretljivost stanica, intracelularnu signalnu
provodljivost, regulaciju ekspresije gena, apoptozu i dugorocno potenciranje sinapticke

transmisije.

Nedostatak sinteze kalpaina ili disregulacija njihove aktivnosti koja ometa proteolizu
strukturnih ili regulatornih proteina javlja se u nizu bolesti poput misi¢nih distrofija, dijabetesa
melitusa (tip 2), karcinoma Zeluca, Alzheimerove bolesti, multiple skleroze i pojave katarakte.

(12)
3.3.  Uloga kalpaina u o$te¢enju kardiomiocita

Moguénost da kalpainski sustav moze imati bitnu ulogu u oste¢enju miokardijalnih stanica
eksperimentalno je istrazena u literaturi i nekoliko studija su se fokusirale na efekte kalpainskih

inhibitora u oporavku disfunkcije kardiomiocita u razli¢itim animalnim modelima.
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Kalpaini sudjeluju u procesu miogeneze, tako da je njihova povecana reaktivnost ukljucena u
razvoju bolesti srca. U sr¢anom miSicu, kalcij je nuzan za odrzavanje ravnoteze procesa
ekscitacije 1 kontrakcije. Poremecena regulacija stanicne homeostaze kalcija Cesto rezultira
preopterecenjem kalcijem, Sto dovodi do prejake kalpainske reakcije i rezultira oStecenjem
kardiomiocita. Nekontrolirana aktivnost kalpaina povezana je s patogenezom reperfuzijske
ozljede miokarda (IRI), hipertrofijom srca, zatajenjem srca i ishemijom srca. Inhibicija kalpaina
pokazala se korisnom u usporavanju sréanog zatajenja i smanjenu veli¢ine infarkta nakon

ishemije/reperfuzije. (25)

Ishemijsko ostecenje tkiva zbog infarkta miokarda povecano je proteolitickom aktivnoSc¢u
endogenih enzima. Kalpaini se smatraju vjerojatnim kandidatima za to, s obzirom da su
aktivirani putem kalcijevih iona kojima se koncentracija povec¢ava u ishemi¢nim uvjetima. (26)
Kalpaini ostaju neaktivni prije reperfuzije zbog snizenog pH i povecane ionske snage u
ishemi¢nom miokardu. (27) Proces nastanka ishemijsko-reperfuzijske ozljede kardiomiocita
nije do kraja razjaSnjen u svojim patofizioloSkim mehanizmima. Postoji nekoliko teorija,
ukljuéujuéi preoptereéenje mitohondija i citosola s Ca?*, otpustanje reaktivnih molekula kisika
(ROS), akutni upalni odgovor i poremecaj metabolizma. Ovi procesi mogu djelovati zajednicki
te uzrokovati ireverzibilnu Stetu na ishemi¢nim kardiomiocitima uslijed reperfuzije. (Slika 4)
U fizioloSkim uvjetima kalpain se nalazi u inaktiviranom obliku u citosolu, vezan za svoj
inhibitor kalpastatin. PoviSenje razine kalcija uzrokovat ¢e njegovu translokaciju i kona¢no

aktivaciju.
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Slika 4. Shematski prikaz dogadaja koji vode do ishemijsko-reperfuzijske ozljede u srcu.

( preuzeto s: https://www.spandidos-publications.com/10.3892/etm.2016.3877 )

Aktivirani kalpain ima brojne supstrate kao $to su faktor rasta, citoskeletni proteini, proteini
povezani s mikrotubulima te mitohondriji, $to ima klju¢nu ulogu u procesima stani¢nog ciklusa,

apoptoze i diferencijacije, negativno utje¢uéi na funkciju kardiomiocita.

Kalpainski sustav dio je integriranog proteolitickog sustava koji je bitan za odrzavanje strukture

i funkcije src¢ane sarkomere. Neravnoteza ovog sustava uzrokuje disfunkciju sarkomera. (13)

Proteoliza unutar sr¢ane sarkomere regulirana je pretezno s tri sistema: ubikvitin proteasom
sustav (UPS), autofagija/lizosomalna razgradnja i sustav kalpaina. Razgradnja miofibrilarnih
proteina utjece na aktivaciju kalpaina. Proces razgradnje koji prati IRI ukljucuje strukturne ili
regulatorne proteine kontraktilnog aparata. Studije in vitro pokazale su da su mnogi od tih

proteina potencijalne mete aktiviranih kalpaina, $to dovodi do razvoja postishemijske ozljede
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miokarda. (28) Nekoliko eksperimentalnih studija pokazale su da gubitak ili neorganizacija T-
tubula predstavlja kljucan faktor u razvoju zatajenja srca. Poremecaj T-tubula posredovan
kalpainom pokazao se kao bitan faktor u eksperimentalnom modelu zatajenja miokarda. (13)
Inhibicija aktivnosti kalpaina §titi od disfunkcije srca o¢uvanjem ekspresije junktofilina-2 (JP2)

i integriteta T-tubula u mi§jem modelu zatajenja srca. (Slika 5)

Cardiac Stress with
Calpain inhibitor
“Q:‘ S :9'?

Normal Cardiac Stress

Slika 5. Prikaz utjecaja inhibicije kalpaina na remodeliranje T-tubula.

( preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6115647/#abs0015title )
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Deregulacija kalpaina poznata je kao efektivan mehanizam indukcije apopotoze u sré¢anim
sarkomerama preko razli¢itth puteva, a apoptoza u kardiomiocitima smatra se bitnim

mehanizmom za IRI. (13,14)

3.4. Uloga kalpaina u IRI-u miokarda

3.4.1. Globalna ishemija

Otkriveno je da globalna ishemija u izoliranom srcu stakora inducira vremenski ovisnu
translokaciju m-kalpaina na membranu, $to inicijalno nije povezano s aktivacijom kalpaina koja
se javlja samo za vrijeme reperfuzije i normalizacije unutarstani¢ne pH vrijednosti. (24) U
sli¢nim uvjetima, gubitak miofibrilarnog dezmina, a-aktinina i spektrina javlja se u srcu guinea
svinje, $to je reducirano kalpainskim inhibitorom I. (29) Imunohistokemijske studije otkrile su
proteolizu kalspektrina i a-fodrina na interkalarnim diskovima i sarkolemi nakon
postishemijske reperfuzije u srcu Stakora. Ti se procesi takoder mogu sprijeéiti inhibicijom

kalpaina inhibitorom |I.

Kontrakcija miokarda inicirana je s Ca?* pomodu troponina/tropomiozina, koji su poznati kao
supstrati kalpaina. Stoga bi oni trebali biti djelomi¢no odgovorni za disfunkciju miokarda u IRI-
u. Degradacija troponina T (TnT) uocena je za vrijeme ishemije/reperfuzije izoliranog srca
Stakora i reducirana je inhibicijom kalpaina s inhibitorima PD150606 i PD151746. (30) Isto
tako, prekomjerna ekspresija kalpastatina prijenosom gena sprje¢ava razgradnju troponina i
poboljsava kontraktilnu funkciju u srcima Stakora izloZenima globalnoj ishemiji pracenoj

reperfuzijom. (12)
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3.4.2. OfStecenje funkcije mitohondrija

Ostecenje mitohondrija ima sredi$nju ulogu u patofiziologiji reperfuzijske ozljede putem
poremecenog oksidativnog metabolizma, pracenog poremecajima u stvaranju energije te
akumulacije produkata toksi¢nih za miokard (Slika 6). Sr¢ani mitohondriji nalaze se
sarkolemalno ispod plazmatske membrane i interfibrilarno izmedu miofibrila. (31-33) U
animalnom i humanom srcu p-kalpain, m-kalpain i kalpain 10 prisutni su u citosolu i
intermembranoznom prostoru mitohondrija. Jedna od najtezih posljedica oSte¢enja
mitohondrija kalpainima je poremecaj u oksidativnoj fosforilaciji s gubitkom stvaranja ATP-a.
Ostec¢enje mitohondrija moze se dogoditi na bilo kojoj razini transportnog lanca elektrona
(ETC). (12) Ostecenje mitohondrijske respiracije uoceno je u izoliranom prokrvljenom srcu
zeca. Stadij 3 respiracije znacajno se smanjio tijekom 45 minuta globalne ishemije 1 dodatno se
smanjio tijekom 60 min reperfuzije. Ova reakcija mogla bi biti zna¢ajno umanjena dodatkom
inhibitora kalpaina A-705239 u reperfuzijsku teku¢inu. Smanjeni stadij 3 respiracije ukazuje na
ostecenje ETC-a, ponajprije kompleksa 1, koji je rana meta ishemije miokarda. (34) Inhibitor
kalpaina A-705239 dodan prije ishemije i reperfuzije takoder sprjeCava povecanje

permeabilnosti unutarnje membrane mitohondrija. (35)
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Slika 6. Shematski prikaz predloZenih mehanizama kojima kalpain sudjeluje u IRI-u i kardioprotektivni u¢inci
predkondicioniranja i postkondicioniranja.

( preuzeto s: http://www.semanticscholar.org/paper/Contibution-of-calpains-to-myocardial-injury.-Inserte-

Hernando/c81bd77cefd71a2504d1bcaf58be46d6f571934c/figure/3 )

Za vrijeme reperfuzije, mitohondriji stvaraju reaktivne vrste kisika koje vode do dodatnog
oSte¢enja mitohondrija i miocita. (36,37) Ovisno o stupnju oksidativnog oStecenja, skupa s
mitohondrijskim preopterecenjem kalcijem i aktivacijom kalpaina, propusnost mitohondrija
moze se promijeniti stvaranjem unutrasnjih membranskih pora. (38) Promjena permeabilnosti
moze rezultirati puknu¢em vanjske membrane mitohondrija i oslobadanjem citokroma c, $to je
bitan korak u induciranju apoptoze. Mitohondrijski kalpain igra bitnu ulogu u procesu
programirane stani¢ne smrti tako Sto generira ili oslobada apoptoticke ¢imbenike u
mitohondrijima za vrijeme ishemije i reperfuzije. Aktivacija mitohondrijskog p-kalpaina
uzrokuje otpustanje induciraju¢eg faktora apoptoze (AIF) iz mitohondrija mi§jeg srca. Uz to,

aktivnost mitohondrijskog p-kalpaina u puferiranim misjim srcima za vrijeme ishemije pra¢ena

22


http://www.semanticscholar.org/paper/Contibution-of-calpains-to-myocardial-injury.-Inserte-Hernando/c81bd77cefd71a2504d1bcaf58be46d6f571934c/figure/3
http://www.semanticscholar.org/paper/Contibution-of-calpains-to-myocardial-injury.-Inserte-Hernando/c81bd77cefd71a2504d1bcaf58be46d6f571934c/figure/3

je smanjenjem AlF-a u mitohondrijima. Inhibicija p-kalpaina koriste¢i inhibitor MDL-28170

oc¢uvala je koncentraciju AIF-a u mitohondrijima i reducirala ozljedu srca (Slika 7). (12,39)

Primary Mediators of
Ischemia/Reperfusion Injury

Proposed Cardioprotective

Interventions

Oxidative stress

> Antioxidant therapy

Abrupt correction
of acidosis

Na*-H* exchange inhibition

MPT

Calcium

> Cyclosporin A

overload

v

Na*-Ca?* exchange inhibition

Sustained

ischemia Calpain __,Cytoskeletal

activation lesions

Loss of plasma ATP /

membrane integrity depletion

\
Necrotic

myocyte death

s> Enhance cytoske!etal signaling?
Heat shock protein/chaperone activity

Slika 7. Graficki prikaz primarnih medijatora u IRI-u i predloZene kardioprotektivne intervencije.

( preuzeto s: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043661814001418 )

3.4.3. Djelomi¢na ishemija i infarkt miokarda

Za razliku od globalne ishemije, u eksperimentalnim uvjetima djelomi¢ne ishemije
privremenom okluzijom koronarnih arterija trajanje ishemije moze se vremenski produziti kako
bi se omogucilo ireverzibilno oSte¢enje miokarda na ogranicenom podrucju infarkta bez rizika
od ranog globalnog zatajenja srca s reperfuzijom. U izoliranom perfuziranom srcu Stakora
pokazala se translokacija kalpaina na stanicnu membranu u prvih 30 minuta okluzije lijeve
prednje silazne koronarne arterije, bez njegove inicijalne aktivacije. Aktivacija kalpaina
zapocinje tek s pocetkom reperfuzije, Sto se vidi po hidrolizi a-fodrina. Moguce ju je sprijeciti
inhibicijom kalpaina s MDL-28170 inhibitorom i tako bi veli¢ina infarkta mogla biti reducirana

za 32%. (24)
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Inhibicija razgradnje a-fodrina i poboljSanje funkcije lijevog ventrikula koriStenjem inhibitora
kalpaina SNJ-1945 30 minuta prije koronarne okluzije takoder je pokazana u blagoj
ishemiji/reperfuziji u srcu Stakora. (40) Protektivni ucinci inhibicije kalpaina na ozljedu
miokarda demonstrirani su i dodavanjem inhibitora prije i za vrijeme reperfuzije. Dva nova
inhibitora (A-705239 i A-705253) proucavani su u izoliranim perfuziranim srcima zeceva
izlozenima 60-minutnoj okluziji interventrikularnog ramusa lijeve koronarne arterije, pracenoj
reperfuzijom u trajanju 120 minuta. Inhibitori su dodavani u perfuzijsku teku¢inu u razli¢itim
koncentracijama prije blokade koronarne arterije. Veli¢ina infarkta znafajno je smanjena u
prisutstvu oba inhibitora. Najbolji efekt postignut je s 10 mmol/L A-705253, ¢ime se podruje

infarkta smanjilo za 61.8% (41)

3.5. Molekularne uloge kalpaina u patofiziologiji remodeliranja sréanog miSi¢a

Remodeliranje srca proces je zamjene i rekonstrukcije ireverzibilno oste¢enog miokarda nakon
ishemije. Proapoptotic¢ki faktori generiraju se i oslobadaju iz mitohondrija u miokardu ve¢

tijekom ishemije i reperfuzije, Sto se smatra vrlo bitnim u remodeliranju nakon Ml-a. (12)

3.5.1. Hipertrofija

Remodeliranje srca karakterizirano je hipertrofijom. Ovaj proces definiran je povecanjem
individualnih  kardiomiocita, iniciranim mehanizmima osjetljivima na rastezanje i
neurohumoralnim mehanizmima (otpustanje kateholamina, endotelina-1, angiotenzina 2,
citokina, kemokina i faktora rasta). Zajednicki signalni putevi ovih mehanizama stvaraju

neravnotezu izmedu sinteze i razgradnje proteina te tako postaju meta kalpainske aktivnosti.
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Faktor xb nedavno se pokazao kljuénim faktorom transkripcije u tom procesu. Kalpaini
smanjuju u¢inak inhibitora IxBa, §to je nuzan korak u translokaciji NF-xB i eksperimentom na
misevima pokazalo se da su oni koji nemaju p50 podjedinicu na NF-kB ili imaju izrazen super-
represor NF-xB razvili ograni¢enu hipertrofiju srca kao odgovor na kroni¢no otpustanje
angiotenzina 2. Uz to, pokazalo se da povecano otpustanje angiotenzina 2 vodi do povecane
ekspresije NF-kB p65 podjedinice u srcu divljeg miSa i znaCajnog smanjenja utjecaja

angiotenzina 2 kod miSeva koji imaju znacajniju ekpresiju kalpastatina. (42)

Signalne kaskade vezivanja angiotenzina 2 s receptorima angiotenzina 2 tipa 1 vezanima za G-
protein mogu ukljucivati znacajno povecavanje oslobadanja inozitola 1,4,5-trifosfata (InsP3) iz
membrana kardiomiocita, vezivanje InsPss InsPs receptorima na endoplazmatskom retikulumu

1 otpustanje kalcija iz pohrane u citosol, Sto moze dovesti do aktivacije kalpaina.

Dodatni signalni putevi ukljuceni u kalpainsku aktivnost mogu paradoksalno smanjiti
hipertrofiju srca. Kalpainska aktivnost utjece na signalne efektore koji sudjeluju u
remodeliranju sréanog miSi¢a. Ravnoteza izmedu ovih puteva koji djeluju u suprotnim

smjerovima, moze rezultirati hipertrofijom srca. (43)

3.5.2. Upalne/imunosne reakcije

Kroni¢ni sréani stres dovodi do upalne i imunosne reakcije u srcu, neovisno o svom uzroku.
(43) Otpustaju se endogeni stresni proteini, tzv. alarmini, i predstavljaju ligande za toll-like
receptore na povrsini upalnih/imunosnih stanica i sr¢anih stanica. Povezivanje ovih proteina s
receptorima uzrokuje aktivaciju upalnih stanica. Upalne stanice otpustaju citotoksi¢nu
komponentu, pogorSavajuci oSteCenje na endotelnim stanicama i povecavajuci ekspresiju

alarmina. (44)
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Da kalpaini igraju klju¢nu ulogu u mehanizmima ovih procesa pokazalo se u eksperimentalnim
modelima kardiovaskularnog remodeliranja induciranog angiotenzinom 2. MiSevi s jacom
ekspresijom kalpastatina pokazali su neuparenu i odgodenu sposobnost regurgitacije upalnih
stanica. To se moze pripisati defektu u procesu kemotaksije ovisnom o NF-kB 1/ili ograni¢enom
cijepanju citoskeletnih vezivnih molekula kao §to su talin i ezrin. Ove molekule odgovorne su

za ekstravazaciju i migraciju leukocita. (42)

Uz to, adhezivnost endotela za cirkulirajuce leukocite kao odgovor na porast angiotenzina 2

ogranicena je u miseva koji imaju manjak p-kalpaina ili preveliku ekspresiju kalpastatina. (43)

3.5.3. Fibroza

Intersticijska fibroza sudjeluje u remodeliranju miokarda i pridonosi ukoc¢enosti miokarda, §to
dovodi do promjena u sistolickoj 1 dijastolickoj funkciji, kao 1 pove¢anom riziku od aritmija.
Ove promjene predstavljaju ili reparativni odgovor na ozljedu tkiva ili reaktivni odgovor na
stimulaciju fibroblasta.(45) Za nastanak fibroze potrebna je pretvorba fibroblasta u aktivne
miofibroblaste s ekspresijom a- glatkomiSi¢nog aktina. Takvi miofibroblasti migriraju i luce
proinflamatorne citokine i kolagen. Akumulacija kolagena tipa I i Il te drugih sastavnica
ektracelularnog matriksa (ECM) u intersticij 1 perivaskularno podru¢je miokarda ovise o
ravnotezi izmedu odlaganja i razgradnje ECM proteina. Aktivnost kalpaina moze utjecati na
ovu ravnotezu. U eksperimentalnom modelu kardiovaskularnog remodeliranja posredovanog
angiotenzinom 2, pokazalo se da povecana ekspresija kalpastatina ogranicava fibrozu oko aorte
1 tkivnih arterija. Sto je dokazano mikroskopiranjem pod polariziranim svjetlom Sirius red
bojanjem i imunohistokemijskom analizom kolagena tipa I. (42) Ova promjena pracena je

paradoksalnim smanjenjem aktivnosti metaloproteinaza matriksa (MMP).
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Antifibroticka aktivnost kalpaina radije se objasnjava smanjenjem odlaganja kolagena nego
povecavanjem njegove razgradnje. Ova hipoteza temeljena je na opservaciji da glatkomisi¢ne
stanice izdvojene iz miSeva s jace izrazenim djelovanjem kalpastatina stvaraju manje kolagena

kao odgovor na angiotenzin 2. (43)

3.5.4. Apoptoza/nekroza

Kalpaini igraju vaznu ulogu i u signaliziranju stani¢ne smrti U srcu.(46) Za vrijeme
reperfuzijske faze, koncentracija Ca?" u sréanim sarkomerama raste kao posljedica reverzne
aktivnosti Na*/Ca?* pumpe. Porast i oscilacije u koncentraciji Ca?* u citosolu odgovorne su za
reperfuzijsku nekrozu kardiomiocita induciraju¢i jaku kontraktilnu aktivaciju, enzimsku
aktivaciju koja vodi do fragilnosti citoskeleta i sarkoleme te utjecu¢i na promjenu
permeabilnosti mitohondrija. Jedna od glavnih odrednica preoptere¢enja kalcijem za vrijeme
reperfuzije je dodatni ulaz kalcija kroz sarkolemalnu Na*/Ca?* pumpu (NCX) koja radi suprotni

uéinak i posljedi¢no povecava koncentraciju Na* u citosolu. (27)

Kalcijem aktivirani kalpaini hidroliziraju proteine u sarkolemi i citoskeletu, posljedi¢no
uzrokujuci rupturu sarkoleme. Tako uzrokovana proteoliza a-fodrina i ankirina, proteina koji
tvore strukturni kompleks koji odrzava stabilnost Na*/K*'- ATPaze, rezultira gubitkom
aktivnosti pumpe i posljedi¢no ulaz Ca?* kroz obrnutu NXC $to dovodi do reperfuzijske ozljede.
(27,43). Kalpainska aktivnost odgovorna je i za proteolizu troponina, utje¢uci na miofibrilarnu

razgradnju i gubitak strukture sr¢ane sarkomere.

Na aktivnost kalpaina utje¢u dva mehanizma dizajnirana da sprijece smrt kadiomiocita za
vrijeme reperfuzijske faze. Prvo, kratke ishemijske epizode u miokardu sprjecavaju stani¢nu
smrt kardiomiocita induciranu naknadnom prolongiranom ishemijom i reperfuzijom. Ovaj

proces pracen je smanjenjem kalpainske aktivnosti zbog slabljenja signala kalcija i/ili zbog
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fosforilacije kalpaina. Drugo, produzena acidoza u prvim minutama reperfuzije srca Stiti

kardiomiocite, djelomi¢no zbog ograni¢avanja kalpainske aktivnosti. (43)
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4. Rasprava

Bolesti srca vodeci su uzrok morbiditeta i mortaliteta. Reperfuzijske strategije trenutni su
standard u lije¢enju ishemijske bolesti srca. Medutim, one mogu rezultirati s paradoksalnom
disfunkcijom kardiomiocita, poznatom kao ishemijsko-reperfuzijska ozljeda (IRI). Poznate su
razli¢ite forme IRI-a, od kojih su samo prve dvije reverzibilne: reperfuzijom inducirane
aritmije, zatajivanje miokarda, mikrovaskularna opstrukcija i letalna reperfuzijska ozljeda
miokarda. To¢an mehanizam IRI-a nije u potpunosti poznat. Nema dvojbe da je rana
farmakoloska 1 mehanicka reperfuzija jedini nacin da se sprijeci progresija nekroze miokarda i
smanji veli¢ina infarkta. Medutim, proces ponovnog uspostavljanja krvnog optoka u
ishemi¢nom miokardu moze inducirati IRI, koji ¢e paradoksalno reducirati povoljne efekte
reperfuzije. Molekulatne, stani¢ne i tkivne prilagodbe kao $to su stani¢na smrt, upala,
neurohumoralna aktivacija i1 oksidativni stres smatraju se kljuénim mehanizmima u IRI-u.
Ipak, to¢ni patofizioloski mehanizmi ostaju nedovoljno istraZeni 1 veliki su izazov u klinickoj
praksi. (13) U posljednje vrijeme sve se vise istrazuje uloga kalpaina u brojnim bolestima, pa
tako i u bolestima srca. Nekontrolirana aktivnost kalpaina povezana je s patofiziologijom

nekoliko kardiovaskularnih bolesti, ukljuc¢ujuci IRI.

Kalpaini su skupina kalcij-ovisnih nelizosomskih proteaza koje su prije reperfuzije inaktivne
zbog acidoze i ionske snage u ishemi¢nom miokardu. Za vrijeme reperfuzije dokazana je
aktivacija kalpaina i degradacija strukturnih proteina. (47) Aktivirani kalpain ima brojne
supstrate koji sudjeluju u apoptozi, stani¢nom ciklusu i diferencijaciji, negativno utje¢uéi na
kardiomiocitnu funkciju. (13) Pokazalo se da inhibicija kalpaina sprjeCava citoskeletno
odvajanje al i a2 podjedinica Na*/K*-ATP-aze u reperfuziranom miokardu i usporava

smanjenje aktivnosti Na*-pumpe. (27)
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Sustav kalpaina bitan je za odrZavanje funkcije i strukture sr¢ane sarkomere. (13) Deregulacija
kalpaina pokazala se efektivnim mehanizmom indukcije apoptoze u sréanim sarkomerama
preko razli¢itih puteva, a apoptoza kardiomiocita smatra se vaznim mehanizmom u IRI-u.
Degradacija miofibrilarnih proteina koji sudjeluju u procesu kontrakcije takoder se smatra
efektom aktivacije kalpaina, kao i prekid integriteta T-tubula, $to je bitan faktor u nastanku
zatajenja miokarda. (13) Mnogo je literature koja istrazuje povezanost kalpaina s procesom
remodeliranja srca, uklju¢ujuéi ventrikularnu hipertrofiju, upalu i fibrozu te, u konacnici,
stanjivanje stijenke ventrikula. Kontroliranje njegove aktivnosti moglo bi razviti nove
terapijske pokuSaje u lijeCenju zatajivanja srca. Strategije lijeCenja testirane na animalnim
modelima uklju¢uju smanjivanje njegove ekspresije te povecanu ekspresiju kalpastatina.
Primjerice, kontinuirana perfuzija farmakoloSkog inhibitora kalpaina u inicijalnom periodu
reperfuzije nakon ishemije miokarda pokazala se uspjesnom u reduciranju veli¢ine infarkta.
(24) Isto tako, povecana ekspresija kalpastatina u modelu endotoksemije inhibira aktivaciju
kalpaina i poboljsava funkciju miocita. (48) Uzevsi u obzir sposobnost ekstracelularnog
kalpaina da smanji oSteéenje plazmatske membrane ozlijedenog miotubula i da ubrza
regeneraciju kapilarnog endotela, strategije potencijalno ukljucuju eksternalizaciju kalpaina.
Molekularni mehanizmi ukljuéeni u njegovu eksternalizaciju svakako moraju biti jasnije

identificirani prije nego se ovaj terapijski pristup uzme u obzir. (43)
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5. Zakljucak

Sakupivsi dosadasnja saznanja o ovoj temi, mozemo zakljuciti da disregulacija aktivnosti
kalpaina igra bitnu ulogu u reperfuzijskoj stani¢noj smrti, remodeliranju 1 zatajivanju srca, $to
implicira na ¢injenicu da bi inhibicija kalpaina mogla biti dobra terapijska strategija u IHD-u.
Ipak, potreban je oprez u razmatranju neselektivne inhibicije kalpaina, jer bi to moglo
promijeniti osnovne fizioloSke funkcije, ukljucujuci recikliranje proteina te tako imati Stetan
utjecaj. Nedavni napredak postignut u kristalnoj strukturi kalpaina trebao bi olakSati razvoj
novih inhibitora kalpaina, specifi¢nijih za svaku izoformu. To ¢e biti presudno za precizno
razjasnjenje uloga svake izoforme 1 za dizajniranje strategija koje ¢e se koristiti u lijecenju

kardiovaskuparnih bolesti povezanih s ovim proteazama. (15)

Unato¢ svim ovim saznanjima, to¢an mehanizam utjecaja kalpaina na bolesti miokarda i dalje

ostaje nedovoljno istrazen.
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6. Sazetak

Bolesti miokarda, ponajprije ishemijska sr¢ana bolest, veliki su javnozdravstveni problem u
svijetu i vodeéi uzrok smrti u vecini razvijenih zemalja svijeta. U posljednjih 30-ak godina broj
smrtnih slu¢ajeva od IHD u tim zemljama se smanjio, ali u mnogim dijelovima svijeta taj broj
i dalje raste (Rusija i neke isto¢noeuropske zemlje). Moguénost da sustav kalpaina igra ulogu
u ovim bolestima eksperimentalno je istrazena u literaturi i neke studije su se fokusirale na
efekte inhibicije kalpaina u poboljsanju disfunkcije miokarda. Kalpaini su skupina
nelizosomskih cisteinskih proteaza koji se aktiviraju u prisutnosti kalcija. Nekontrolirana
aktivnost kalpaina povezana je s patogenezom reperfuzijske ozljede miokarda, hipertrofije
miokarda, sr¢anog zastoja 1 ishemije miokarda. Inhibicija kalpaina moze znatno usporiti proces
zatajivanja srca i reducirati veli¢inu infarkta nakon ishemije-reperfuzije. Pretjerana aktivacija
kalpaina igra ulogu u ostecenju mitohondrija i oksidativnoj fosforilaciji za vrijeme IRI. Stoga

inhibicija kalpaina predstavlja potencijalnu terapijsku strategiju u lijeenju bolesti miokarda.

Klju¢ne rije¢i : kalpain, inhibicija kalpaina, bolesti miokarda

7. Summary

Miocardial diseases, primarily IHD, are a major public health problem worldwide and leading
cause of death in the most developed countries. In the last thirty years the number of deaths
from IHD has decreased, but in many parts of the world this number continues to grow (Russia
and some Eastern European countries). The possibility that the calpain system could play a role
in these deseases has been experimentally investigated in the literature and several studies have

focused on the effects of calpain inhibitors in improving myocardial dysfunction. Calpains are
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a group of non-lysosomal calcium-activated cystein proteases. Uncontrolled activation of
calpain has been found to be involved in the pathogenesis of IRI, cardiac hypertrophy,
myocardial stunning and cardiac ischemia. Calpain inhibition significanty attenuate myocardial
stunning and reduced infarct size after ischemia-reperfusion. Calpain inhibition therefore serves

as a potential medical therapy for patients suffering of myocardial diseases.

Key words: calpain, calpain inhibition, myocardial diseases
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