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Sazetak

Kalpainski enzimski susta¥ine dvije sveprisutne proteazi-kalpaina i m-
kalpaina, te njihov inhibitor, kalpastatin. Kalpiagu heterodimeri koji se sastoje od dvije
podjedinice: velike katalitke velcine 80 kDa organizirane detiri domene, te male
regulatorne vetine 30 kDa organizirane u dvije domene. Na temadjsadasnjih saznanja
o katalitickim svojstvima kalpaina, aktivnost kalpaina se fegukoncentracijom C3d,
autproteolizom, kalpastatinom, st&mdm lokalizacijom i speciénim podr&jem aktivhog
mjesta. Kalpaini sudjeluju u ragiiim stantnim procesima ukljgujuéi stantnu
mobilnost, prijenos signala, st&ni ciklus, apoptozu, patoloSke bolesti i postmontal
proteolizu. Mehanizam posmortalne proteolize mesavilo slozen proces u kojem
sudjeluje velik broj raztitih enzima. Glavnu ulogu u miofibrilarnoj protenliimaju
kalpaini. Miofibrilarna Zilavost posljedica je metke ukaenosti, dok je miofibrilarno
omekSavanje uzrokovano cijepanjem miofibrilarnihotpma kalpainima. Na temelju

vaznih dosadasnjih dokaza, razjasnjeni su mnogpifekoji utjecu mek@&u mesa.

Kljuc¢ne rijegi: p-kalpain,m-kalpain, kalpastatin, proteoliza, meso



Summary

The calpain system consist of calpains, a familyGaf* dependent cysteine
proteases whose members are expressed ubiquitmusiya tissue-specific way. Calpains
are heterodimeric proteins, composed of catalytlwusit of about 80 kDa organised in 4
domains and the small 30 kDa subunit organised mo@ains. Based on the current
knowledge of the catalytic properties of the caipaiit seems that calpain activity is
regulated by C& concentration, calpastatin, intracellular locatzoml subsite specificity of
the calpains. Calpains participate in a varietgafular processes including cell motility,
signal transduction pathways, the cell cycle, apsipt long-term potentiation, pathological
states in cells and postmortem proteolysis. Thectexaechanisms involved in the
postmortem meat tenderization process are comphek iacludes a large number of
different enzymes. The main myofibrillar proteo/sian be attributed to calpains. The
myofibrillar toughness is considered to be affedigdhe development of rigor-mortis and
tenderization caused by calpains break-down ofcdbaractile proteins. Based on the
relevant evidence thus far obtained, factors affgcieat tenderness, although not fully

understood, are in perspective to be clarified.

Key words:u-calpain,m-calpain, calpastatin, proteolysis, meat
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1.Uvod

OmekSavanje mesa jedno je od najistrazivanijih pfdru pogledu senzorske
kvalitete mesa, ali unatotome ono zahtijeva daljnji napredak. Procesi e u
omekSavanje mesa uglavnom su enzimatski te ¢ikljuproteolittke sustave. Nakon smrti
organizma (svinje, goveda i sl.), miofibrilarnautiura misSéa se progresivno mijenja
procesom proteolize tijekom pohrane mesa. Navedemenjene su odgovorne za
omekSavanje mesa (Zamora i sur, 1996). Protedaizdogeni biokemijski proces u kojem
se proteini pod utjecajem endogenih enzima hidrajiz u manje jedinice. Postmortalna
razgradnja misnih proteina odvija se pod utjecajem réish proteaza odnosno
endopeptidaza koje sudjeluju u getnom omekSavanju méiog tkiva. Proteoliza u
misicima zapdinje oslobdanjem C&" iz sarkoplazmatskog retikuluma i aktivacijom

kalpaina koji razlazu membranu i regulatorne pradKrvavica i sur, 2007)..

Dvije su hipoteze koje trenutno objasSnjavaju omeldBge mesa na o0snovi
enzimske biokemije. Prema prvoj hiptezi, na ome&ggy mesa utje iskljuivo p-
kalpain, proteaza odgovorna za miofibrilarnu radgpma proteina (Koohmaraie and
Geesink, 2006). Drugi znanstvenici zastupaju higpotprema kojoj je mekSanje mesa
multienzimski proces koji odgovara apoptozi u kojerkalpain ima vazanu ulogu
(Luciano i sur, 2007). MozZe postojati Zzafna uloga multienzimskih kompleksa iako su
miofibrili vrlo siromasni supstrati za taj protentki sustav. Isto tako, razgradnja strukture
miofibrilnih proteina djelovanjem multienzimskih kgpleksa ne oponaSa razgradnju u
postmortalnim migima. Prema tome, sustav kalpaina (ili neki drugineistrazen sustav)
ostaje proteolitikim sustavom koji je odgovoran za postmortalnu guobtu kljucnih
miofibrilnih proteina Sto rezultira omekSavanjemsaéKoohmaraie i Geesink, 2006). lako
proces omekSavanja mesa nije potpuno razjasnjestpjpovrst dokaz da su kalpainski
enzimi sudionici u postmortalnoj proteolizi (Hufbhergan i Lonergan, 1999; Huff-

Lonergan i sur, 1996; Koohmarie, 1992).



2. Kalpainski enzimski sustav

Kalpainski enzimski sustav se sastoji od dvije sigepne proteazey-kalpaina im-
kalpaina, te njihova inhibitora, kalpastatina. Osim navedena, dobro karakterizirana
proteina, prondeno je joS desetak cDNA molekula srodnih proteBazuki i suradnici
1995. godine spominju i jedan tkivno spefifi kalpain, p94 (kalpain 3). lako je kéina
MRNA kalpaina 3 deset puta éze od koleine mRNA p- i mkalpaina u stanicama
skeletnih misia, nije dokazana njegova ulogapast mortem proteolizi mis¢nog tkiva
(Koohmaraie i sur, 2002).

Kalpaini pripadaju porodici G& ovisnih cisteinskih proteaza. Eksprimirani u kbli
razlicitih ubikvitarnih i tkivnho specitnih izoformi Siroko su rasprostranjeni u viSim
organizmima. Homolozi kataltkih podjedinica kalpaina su taker prisutni i u nizim

organizmima ukljduju¢i nematode, biljke, kvasce i muhe (Perrin i Hutbehler, 2002).

2.1. Struktura kalpaina

Dvije nageXe izoforme kalpaina syi-kalpain i mkalpain (Slika 1). To su
heterodimeri koji se sastoje od zajede, male regulatorne podjedinice (Capn4),dned
28 kDa, i velike katalitike podjedinice (80 kDa) koja se razlikuje kpdi m-kalpaina.
Velike katalitcke podjedinice se ndesobno razlikuju u kadini kalcija potrebnoj za
induciranje njihove aktivnosti. Tako, velika podj@da p-kalpaina (Capnl) zahtjeva
koncentraciju kalcijevih iona reda w&he mikromola (3-50uM za postizanje polovice
maksimalne aktivnosti), doksu velikoj podjedinici mkalpaina (Capn2) potrebne
koncentracije C4 reda vekine milimola, i to 0.4-0.8 mM za postizanje polaic
maksimalne aktivnosti.

Kalpaini su smjeSteni u citosolu, te &ai da su djelomino povezani sa substanim
strukturama, kao Sto su miofibrili u skeletnim raigia, citoskelet u nemi&im
stanicama, vezikule i plazma membrane. Maksimaktivraost postizu kod neutralnog pH
(oko pH 7.5) (Goll i sur, 2003; Perrin i Huttenlach2002).



Slika 1. Kristalografska struktura humanekalpaina. Domene, u ragiiim bojama,
ozn&ene su kao: dl, dlla, dlib, dlll, dIV, dV i dVL. II-je a-uzvojnica koja povezuje
domene I i lla. Vezna ,domena“ je crvena linija &ta dlll i dIV (IlI-1V). Naznaceni su
polozaji veznih mjesta EF-1, EF-2 i EF-3 i dome¥a VI. Aktivha mjesta Cys, C105, su
u sivoj boji kao i His-262, Asn-286 i Trp-288 nahurdomene lib. [Preuzeto od Goll i sur,
2003.]



Kalpaini sadrze Sest domena s rmadin funkcijama. Velika podjedinica je
organizirana wetiri domene (domene | — IV), dok je mala podjecinorganizirana u dvije
domene (domene V i VI). lako je na temelju amigekinskog slijeda velika podjedinica
podijeljena ucetiti domene, kristalografska su istraZivanja huogam-kalpaina pokazala
kako velika podjedinica ima Sest "domena”, od kaojje sadrze samo 18 (I domena, N-
terminalna) i 17 (vezna domena) aminokiselinskitatadka.

Domenu [¢ini N-terminalni kraj katalittke podjedinice. Ima slijed aminokiselina koji
ne pokazuje homologiju ni sa jednim drugim trenupoznatim polipeptidnim slijedom.
Sadrzi autolittko mjesto, a téna funkcija joj nije poznata.

Domena Il je proteolitka domena koja se moze podijeliti na dvije poddaenéid
i 1IB. Sadrzi Cys ostatak na mjestu 1lbk@lpain) ili 105 (n-kalpain), His ostatak na
mjestu 272 g-kalpain) ili 262 (m-kalpain) i Asn ostatak na mjestu 296kalpain) ili 286
(m-kalpain). Ova tri ostatk&ine aktivno mjesto enzima, te zajedno tvore kat&lit trijadu
karakteristénu za cisteinske proteaze kao Sto su papain i gateSlijed domene II,
medutim, vrlo se malo podudara s drugim cisteinskimtgazama, te je domena vjerojatno
evoluirala iz nekog drugog srodnog gena.

Domena Il je poveznica iznde katalittke domene i domene IV za vezanje’Ca
Funkcija domene Il jos nije poznata. Prema dosadaspoznajama smatra se da je
ukljucena u vezanje fosfolipida te da na taginamozZe sudjelovati u interakciji sa
stanthom membranom. Taker secini da sudjeluje i u regulaciji aktivnosti kalpaina
svojim sudjelovanjem u bitnim elektrostatskim iaterijama.

Domena IV ima aminokiselinski slijed djelotno homologan sa kalmodulinskim
slijedom, te sadrzi EF struktureER-hand, t. C&" vezna mijesta (Slika 2).
Kristalografskom analizom utéeno je pet EF struktura (EF-1, EF-2, EF-3, EF-4i3}
od N-terminalnog kraja do C-terminalnog kraja velibodjedinice, bitne za vezanje
kalcijevih iona. Peta, C-terminalna EF strukturajsluje u dimerizaciji velike i male
podjedinice.

Domenu V ¢ini N-terminalni kraj male podjedinice. Bogata jelicoppskim
aminokiselinskim ostacima, te &esto opisuje kao hidrofobna domena.

Poliprolin povezuje domenu V sa C-terminalnom doomenVI, koja je homologna
domeni IV katalittke podjedinice. Poput domene IV i domena VI je kakezujua
domena, te je kristalografskom analizom démo pet EF struktura (Goll i sur, 2003;
Strobl i sur, 2000; Hosfield i sur, 1999).
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Slika 2. Shematski dijagram prikazuje strukturu éom humanogu- i m-kalpaina
predvidenu njihovim aminokiselinskim slijedom i struktudemena humanogtkalpaina
odreienu kristalografijom. Vertikalne trake prikazujusée€F-veznih mjesta u 80-kDa
podjedinici i pet EF-veznih mjesta u 28-kDa podpedi Kristalografska strukturan-
kalpaina pokazuje da Sesto EF-vezno mjesto ptedei aminokiselinskim slijedom na
granici domena Il i lll nema strukturu EF-veznogestp u kalpainskoj molekuli, te
vjerojatno ne veze G4 Kristalografska analiza ukazuje na to da je EEreemjesto na C-
terminalnom kraju domene IV i VI 80- i 28-kDa podjeicama ukljgeno u udruzivanje

tih podjedinica, a ne za vezanje?C4Modificirano prema Goll i sur, 2003.]



2.2. Kalpastatin

Istrazivanjem aktivnostimkalpaina u ekstraktima mi&iog tkiva otkriveno je da
postoje i inhibitori njihove aktivnosti. Utdeno je da je inhibitor na toplinu neosjetljiv
protein (do 100°C) otporan na razne denatuiiemjagense kao Sto su urea, SDS ili
triklorocetna kiselina. Inhibitor je nazvan kalmst. Rani pokuSaji prasScavanja
kalpastatina dali su vrlo varijabilne rezultatedta je utjecalo jako puno faktora. Danas je
poznato da je kalpastatin monomer, polipeptid §pagroblika (Goll i sur, 2003). Brojnim
je istrazivanjima otkrivena puno detaljnija strutguoblik i karakteristike ovog inhibitora
kalpaina. Kalpastatin se zajedno sa kalpainom nalazstom starinom podrdju i
specifini je kompetitivni inhibitor kalpaina. Istrazivanjsu pokazala da sadrZetiri
ponavljajie inhibitorne domene |, II, lll, IV, te N-terminalndomenu koja nema
inhibitorsku aktivnost i koja je nazvana domenom(Slika 3). Aminokiselinski slijed
inhibitorskih domena nije homologan ni s jednim fodgm Sto govori da je kalpastatin
jedinstveni inhibitor. Svaka inhibitorska domenazmaanhibirati jednu molekulu kalapina
tako da je prisutnost viSe domena objaSnjenje Zedfmastatin mozZe inhibirati viSestruke
kalpainske molekule. Proavanje aminokiselinskog slijeda kalpastatina idi &g vrsta
dovelo je do identifikacije 3 poddomene A, B i C €Wdt i sur, 2004). Inhibitorske
moguenosti pojedinih domena na ili mkalpainu razlikuju se prema svojotiokovitosti
(Kawasaki i sur, 1989). Domena | je napkovitija inhibitorska domena, zatim slijede
domena 1V, domena lll, te hajmanjéinkovita domena Il. Takder, inhibicijap-kalpaina
je winkovitija negom-kalpaina. Razlozi razlite mogutnosti inhibicije kalpaina pojedinim
domenama joS uvijek nisu poznati. Konzervirani akiselinski slijedovi svake domene
su bitni za inhibitorsku aktivnost, te je mutacijaiaiju aminokiselina u ovom podfju
inhibitorska aktivnost kalpastatina gotovo potpgoniStena. Kalpastatin, kojem nedostaje
poddomena B nema inhibitorsku aktivnost, kao nip&atatinske molekule kojima
nedostaju vazni aminokiselinski ostaci, éega se moZze zakljiii da je kompletna

kalpastatinska molekula najakovitiji inhibitor (Goll i sur, 2003).

10



XL L 1 I I v
* & % A B C A B C A B C A B C

1 786

Kalpastatin govedeg srea

L I II I v
A B C A B C A B C A B C
N ﬁ!j:.:l:l:l:i C
1 708

Kalpastatin ljudske jetre

II 1 v
A B C A B C A B C
S | — i —
1 429

Kalpastatin eritrocita svinje

Slika 3. Shematski prikaz strukturnin domena talitgta oblika kalpastatina. Oblici
kalpastatina koji sadrze L ili XL domene prdeai su u tkivima razditih vrsta te nisu
jedinstveni za navedene vrste i tkiva. A, B i Qisgpoddomene u svakoj domeni. *** Tri
mjesta na XL domeni su fosforilirana protein-kinazé. [Modificirano prema Goll i sur,
2003.]

11



3. Regulacija kalpainske aktivnosti

S obzirom da su kalpaini proteaze prisutne u ciopi stanice u velikim
kolicinama, te da na taj i@ mogu cijepati mnoge unutarstamé signalne i strukturne
proteine, vrlo je vazna sloZena strategija za prasti vremensku regulaciju aktivnosti

kalpaina.

JoS uvijek nije u potpunosti poznato kako kalpaijeluju in vivo. Postoji niz
dokaza da su kalpairiivrsto regulirani brojnim mehanizmima, koji uldjuju inhibitor
kalpaina - kalpastatin, koncentraciju kalcija, autoprotetkt cijepanje, aktivatore,
fosfolipide. Takaer, kalpaini sadrze puno fosforilacijskih mjestakad da se njihova

aktivnost moZze regulirati i fosforilacijom (Periitdutenlocher, 2002).

3.1. Autoproteoliitko cijepanje

Danas je poznato daui i mkalpain podlijeZu autolizi kada se inkubiraju s&Ca
(Cong i sur, 1989). lako nije neudhjeno za proteolitke enzime da podlijezu autolizi,
autoliza kaplaina ima nekoliko posebnih svojsta¢mtka autoliza u prisutnosti €aima
za posljedicu smanjenu potrebu za koncentracijom* aja omogiuje postizanje
polovice maksimalne aktivnosti-kalpaina i m-kalpaina bez utjecaja na spediiiu
aktivnost drugih enzima (Goll i sur, 1995; Edmumndsir, 1991). Autoliza reducira masu
80 kDa podjedinicei-kalpaina na 76 kDa, masu 80 kDekalpaina na 78 kDa, te masu
zajedntke 28 kDa podjedinice- i m-kalpaina na 18 kDa (Graham-Siegenthaler i sur,
1994). Istrazivanja slijeda aminokiselina pokazdg@usu tijekom autolize iz velike i male
podjedinice uklonjeni N-terminalni krajevi (SuzuKi990). lako se autoliza datg brzo,
ona se odvija u nekoliko koraka. Mala podjedinim&kalpaina se autolizira brze nego
velika podjedinica, dok se autoliza veligedjedinice uu-kalpainskoj molekuli dogia
istom ili ¢cak v&om brzinom nego autoliza male podjedinice u ovojakwali (Brown i
Crawford, 1993). lako su biokemijske promjene kgate autolizu ve& vrlo dobro
okarakterizirane, fiziolosko ztanje autolize ostaje kontroverznKoncentracije C&
potrebne za autolizu su &tie ili malo viSe od onih potrebnih za proteokti aktivhost u

Zivim stanicama (Cong i sur, 1982hog slinosti tih potreba za ¢§ uin vitro analizama
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proteolitika aktivnost je préena autolizom, osim ako koncentracije’Caisu paZljivo
odabrane tako da budu malo nize od onih potrebaihpakretanje autolizeAnalize
proteolitcke aktivnosti koja je prgena autolizom povavaju vjerojatnost da su
neautolizirani kalpaini zapravo proenzimi koji zZekfju autolizu za svoju aktivaciju
(Mellgren, 1987). Koncept da su kalpaini proenzjensiroko prihvéen u 1990-tima te su
radovi opisivali autolizu kao ,aktivaciju* kalpaindako su brojna istrazivanja pokazivala
da su neautoliziranp-kalpain i neautoliziranim-kalpain (Goll i sur, 1992) aktivhe
proteaze, druga kinéla istrazivanja su pronasla da autoliza prethoditgmlitickoj
aktivnosti kalpaina (Zalewska i sur, 2004). Krietiafijom je utvdeno da autoliza
kalpaina uklanja N-terminalne krajeve no ipak mnijekazano da N-terminalni krajevi
blokiraju aktivno mjesto enzima. Stoga je pitargsy li neautolizirani kalpaini enzimski
aktivni ili nisu joS uvijek sporno (Goll i sur, 199 no¢ini se da autoliza ima neku vaznu
ulogu u funkciji kalpaina. Modie je da peptidi otpusSteni tijjekom autolize kalpaimaju
vazna, a joS uvijek neotkrivena svojstva. Stégauloga autolize u fizioloSkoj funkciji

kalpaina ostati aktivho podtje istrazivanja u nadolazien godinama (Goll i sur, 2003).

3.2.Regulacija kalcijem

Utemeljeno na trenutnom znanju o katakim svojstvima kalpainagini se da je
kalpainska aktivnost u stanicama regulirana i jemama koncentracije €apotrebnih za
njenu proteolittku aktivnost. JoS od prve djelotne karakterizacijemn-kalpaina bilo je
jasno da su koncentracije Taotrebne za proteolifke i druge aktivnosti puno ve od
koncentracija C4 koje se nalaze u Zivim stanicama. Samo su korajerC&" potrebne

za autolizyu-kalpaina u fizioloSkom rasponu (Maravall i surQp,

Postoje brojni pokusaji da se identificira mehamizza smanjivanje potrebnih €aza
dva nafexa kalpaina. Ti su se pokuSaji fokusirali na dvarpgd. Prvo, pronalazenje
mehanizma za smanjenje koncentracije >*Caotrebnih za indukciju autolize s
pretpostavkom da se autolizirani enzimi mogu akdivis fizioloSkim koncentracijama
Cc&”*. Drugo, brojna istraZivanja su opisala molekulgeksmanjuju potrebu kalpaina za
Ccd* u in vitro testovima (Goll i sur, 2003). Endogeni spojevispthi u mistnim
stanicama mogu reagiratngkalpainom reducirajti njegovu potrebu za kalcijem. Tako je

zabiljeZena interakcijan-kalpaina s fosfolipidima te smanjenje koncenteadfalcija
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potrebnog za autolizu (Arthur i Crawford, 1996; @on sur, 1989). Otkriveni su i
proteinski aktivatori enzima kalpaina koji péewaju katalittku aktivnost kalpaina bez

utjecaja na koncentracju Egotrebnu za proteolitku aktivnost (Goll i sur, 2003).

Nadalje, brojni pokus$aji da se odredi broj i afiiitvezanja C& naisli su na nekoliko
poteskda. Prvo, kalpaini brzo autoliziraju u prisutnosé?Cpa se moraju prodanasini
za sprij@avanje autolize. Drugo, kalpaini se taloZe iznatbdehih koncentracija Cate

to taloZenje utjge na mjerenja vezanja €4Dutt i sur, 2000).

3.3. Reqgulacija vrlo spectinim podriéjem aktivhog mjesta

Patetne su studije pokazale dakalpaini razgrduju tropomiozin, troponine i C
protein, ali ne razgtwju miozin i aktin, dva glavna proteina u néisom skeletu, Sto
implicira da kalpaini imaju ograteno i vrlo specifino podrdje u aktivnom mjestu
(Dayton i sur, 1975). Kalpaini cijepaju proteine ograntéenom broju mjesta i stvaraju

velike fragmente polipeptida, a ne male fragmelneainokiseline (Goll i sur, 1999).

3.4. Reqgulacija kalpastatinom

Poznato da je Gapotreban kalpastatinu za vezanje i inhibicijuple@ha pricemu
koncentracije Cd potrebne za vezanje kalpaina na kalpastatin owiskalpainskoj
molekuli (naime, ne postoje dokazi da kalpastatzevkalcij). Takder se zna da je
inhibicija kalpastatinom povratna i da se vezarip&esm moze otpustiti u nerazgi@nom
obliku keliranjem C& s EDTA.U svim sl&ajevima osim kod neautoliziranagkalpaina,
koncentracija C4 potrebna za vezanje kalpaina s kalpastatinomaépnmanja nego ona
potrebna za pokretanje protealike aktivnosti. Vezanje autokkih fragmenata kalpaina
za kalpastatin prvo je ukazivalo na to da se k&dpasveze za domene 1V i VI kalpainske
molekule. Daljnja istrazivanja su pokazala da sgdpmena A specifno veze za domenu
IV kalpaina na C& ovisan nain te da se poddomena C kalpastatina spedifiveZe za
domenu VI kalpaina. Kalpastatinski peptidi koji gl samo poddomenu B ne blokiraju

vezanje kalpaina za st&ne membrane iako reduciraju stopu autolize kalpdurazeni
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kalpastatinski fragmenti koji sadrze samo poddonfen€ a ne i poddomenu B, blokiraju

vezanje kalpaina za sténe membrane, ali ne utj@ na brzinu autolize.

Budwi da su koncentracije Gapotrebne za vezanje kalpastatina s kalpainima
manje nego one potrebne za pokretanje njihove qibtdée aktivnosti, stanice moraju
posjedovati neki mehanizam koji bi oma@gu kalpainsku aktivnost u prisutnosti
kalpastatina. U suprotnom bi ra&aukoncentracija Ca uzrokovala vezanje kalpastatina
prije nego su kalpaini u mog@nosti zapoeti proteolittku aktivhost. Ovaj mehanizam
moZe uklj&ivati pomicanje kalpaina od kalpastatina ili smafgekoncentracije Ca
potrebne za proteoliku aktivnost kalpaina bez utjecaja na koncentra€iti potrebnu za
vezanje kalpastatina, ili obje ove m@gosti. Trenutno dostupne informacije dovode do
nekoliko zakljiaka o inhibiciji kalpaina kalpastatinom i postaylj nekoliko pitanja.

1) Ucinkovita inhibicija kalpaina kalpastatinom zahtjeva@zanje kalpastatina na
kalpaine na tri mjesta u kalpainskoj molekuli:*Cavisno vezanje poddomene A
kalpastatina za domenu IV kalpaina i poddomene Ipaktatina za domenu VI
kalpaina, kao i vezanje poddomene B kalpastatingpa@dritje blizu aktivhog
mjesta kalpaina.

2) Vezanje fragmenata kalpastatina koji sadrze poddema i C za kalpaine
sprijetava vezanje kalpaina za membraneédaga se zaklguje da vezanje kalpaina
za membrane ukljiuje domene IV i VI kalpainske molekule. Nije jasje li
vezanje kalpaina za sté&ne membrane povezano uz vezanje fosfolipida za
kalpaine.

3) Budwi da najginkovitija inhibicija kalpaina kalpastatinom zahtge sve
kalpastatinske poddomene (A, B, C) vjerojatno jsel@aa maksimalnu inhibitorsku
ucinkovitost sve tri poddomene moraju vezati za kialpstovremeno. Kalpastatin
se ne mozednkovito vezati na kalpain kojemu nedostaju domBne VI ili ako

kapastatinu nedostaju poddomene (Goll i sur, 2003).
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4. Uloga kalpaina

U posljednjih se pedeset godina péae interes za iziavanjem uloge kalpaina u
fizioloSkim i patoloskim procesima. Posljednja adtivanja fokusirana su na povezanost
kalpaina s procesima na razini tkiva i organa pagljeda mozga i ishemije (Vanderklish i
Bahr, 2000), migne distrofije (Sorimachi i Suzuki, 2000) i dijabste(Horikawa i sur,
2000). Uzrok bolesti vezanih za kalpain je porastdentracije C& unutar stanice kao
posljedica razgradnje proteina ili polipeptida k&ji poznati kao supstrati kalpaina. Uloga
kalpaina 3 u mignoj distrofiji udova, mogéa uloga kalpaina 9 u tumorima, te uloga
kalpaina 10 u dijabetesu tipa Il su iznimke, jeugok bolesti mutacija gena za kalpain
(Goll i sur, 2003). Migina distrofija je bila prva bolest povezana s aki&n kalpaina.
Gotovo sve vrste mi&nih distrofija ukljusuju gubitak CA&". NajeXe distrofije,
Duchenneova i Becherova, uzrokovane su mutacijona ¢®ji kodira protein distrofin.
Gubitak distrofina dovodi do omekSavanja plazmatskenbrane stanica skeletnh rosi
dolazi do ulaza izvanstamiog C&* u misine stanice. Staéma koncentracija Garaste,
Sto aktivira kalpaine (Jacquemond, 1997). Alzheowarbolest, stvaranje mrena, infarkt
miokarda, multipla skleroza, ishemija, traumatskede mozga i cijeli niz drugih bolesti
povezani su s kalpainima ili neodgovartamm aktivnogu kalpaina. ©it dokaz je
povetana koltina m-kalpaina u citosolnoj, ali ne i membranskoj frak€isuji i sur, 1998)
te u neurofibrilarnim snopima (Grynspan i sur, 1997) u mozgu kod Alzheimerove
bolesnika. Omjer autoliziranih prema neautolizimni-kalpainima je trostruko Ve i
kolicina kalpastatina je niza u prednjem dijelu mozgd Rtzheimerove bolesti nego kod
normalnog mozga (Nixon i Mohan, 1999). Dominantaipain u I€i oka, m-kalpain,
aktiviran je injektiranjem Ca& u koncentracijama od 1000 $to uzrokuje cijepanje- i
B-kristala. Nastali fragmenti kristala se spajajuda@mu tvore mrene (Goll i sur, 2003). U
ishemijskim podrijima raste stagha koncentracija G4 pokretajdi neprikladnu
kalpainsku aktivnost. Dezmimispektrin su razgeeeni u ishemijskim srcima, a razgradnja
se pojavljuje nakon povanja C&" (Tsuji i sur, 2001) i inhibirana je sintskim
kalpainskim inhibitorima. Prod&no je da koncentracijg-kalpaina, a zatim i-kalpaina

rastu nakon infarkta miokarda (Sandmann i sur, 2001
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lako je fizioloSka uloga kalpaina joS uvijek slafaaumljiva i neistrazena, pokazalo
se da kalpaini imaju ulogu u vaznom paguustanéne biologije, u stakinoj mobilnosti i
stantnim ciklusima (Glading i sur, 2002). Posebn¢itodokaz o ulozi kalpaina u
stantnom ciklusu je uloga u mitozi i mejozi. Inaktivribldk kalpaina inaktivira citostatki
faktor (CSF) koji je vazan za otpuStanje jajnihngta iz metafaze. Pri fertilizaciji,
poveana koncentracija Gabi aktivirala kalpain i ne bi doslo do otpustajgaih stanica.
Najdirektniji dokaz o ulozi kalpaina u mejozi jgehtiranje mkalpaina u jezgru. Kada se
injekcija obavlja u interfazi, dolazi do brzog ptgza u metafazu, a kada se injekcija
kalpaina obavlja u metafazi, dolazi do brzog pagel u anafazu (Carafoli i Molinari,
1998). Pod odienim fizioloSkim uvjetima, kalpaini reguliraju i mgsavanje krvi, igraju
vaznu ulogu u patenju te su upleteni u apoptozu. Apoptoza moZzeibiucirana na
nekoliko n&ina, a jedan od njih ukljwje C&". To, zajedno s ulogom proteolize u
razgradnji povezanoj sa smrti stanica vodi do ndeguoge kalpaina. Ove pretpostavke su
utemeljene na brojnim otkima da je cijepanje supstrata kalpaina pdem® u apoptozi.
lako kalpaini ne razgdaju proteine u potpunosti, cijepaju ih na male, rdobefinirane
fragmente, Sto onda aktivira proces apoptoze (Nathr, 1996). Razgradnja kiaih
miofibrilarnih proteina inducirana kalpainima uzrgkpostmortalne proteolize, a aktivnost

kalpaina odgovorna je za promjenu méakmniSta (Koohmaraie i Geesink, 2006).

Glavni problem u odi@vanju fizioloSke uloge je mala kélna supstrata kalpaina
in vivo. Nadalje, véina pretpostavki o ulozi kalpaina temelji se naait/anjima poméu
inhibitora, a jedini apsolutni inhibitor kalpaina kalpastatin koji ne moze&iuw stanice te

se ne moze Koristiti za pokusevitro (Carafoli i Molinari, 1998).
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4.1. Kalpaini u postmortalnoj proteolizi migiog tkiva

Mnogi faktori, ukljutuju¢i kapacitet zadrZzavanja vode, boju, te nutritivmjednost
i sigurnost, odréuju kvalitetu mesa. Vaznost ovih parametara vasrabzirom na
proizvodnju i profil korisnika. Miris, okus, goost i mekda utje&u na kvalitetu mesa. Od
ovih svojstava mekia se neprestano i kao jedan od najvaznijih svojstava mesa (Miller
i sur, 2001). Brojna istrazivanja pokazuju da jdikee kolicina mesa namjenjena za
maloprodaju tvrda. Pokazano je da potto&maju razliku izméu tvrdog i mekog mesa
(Huffman i sur, 1996). Tradicionalne metode za dhamnje promjena mekSanja mesa nisu
efikasne zbogega su tinjeni veliki napori za razvijanje sustava za Kiagianje mekdae.
To uklju¢uje vidljivu i blisku-infracrvenu spektroskopiju e i sur, 1998; Park i sur,
1998), metode analize tekstura (Li i Shatadal, 20@1marbling ili mjerenja sile smicanja
(Shackelford i sur, 1999). Uspdreanjem ovih metoda, postaje jasno da jedino metoda
mjerenja sile smicanja tao odréuje mek@u mesa (Wheeler i sur, 2002). U industriji se
nage&e koristi spektroskopija iako je manjecta od metode mjerenja sile smicanja
(Koohmaraie i Geesink, 2006).

Postoje tri faktora koja oddeju omekSavanje mesa: Zilavost, fazar&ivanja i
faza omekSavanja. Dok se fazeévi&ivanja i omekSavanja odvijaju tijekom perioda
pohrane, p&etna Zzilavost postoji tijekom klanja i ne mijenja sjekom perioda pohrane
(Koohmaraie i Geesink, 2006). Zilavost se definkao otpornost na pomicanje
neskrgenih miséa (Marsh i Leet, 1966).

Mrtvacka ukaenost je prvi korak pretvorbe mig&i u meso. Biokemijski je
karakterizirana kodinom energetski bogatih spojeva, ukljuci ATP, kreatin-fosfat i
glikogen, zajedno s aktivn@$ ATP-aze, kinaze i glikoligkih enzima u migu. U zivom
miSi¢u ili neposredno nakon smrti, ATP, koji se konthamio hidrolizira stagnom ATP-
azom ili miozinom, resintetizira se pombkreatin-kinaze ili glikolittkom razgradnjom
glukoze. U ranoj postmortalnoj fazi, kéilha ATP-a ostaje konstantna dok je koncentracija
kreatin-fosfata dovoljno visoka (Suyama i Konos@87). Kontrakcije u zivim migima
inicirane su otpustanjem €&z endoplazmatskog retikuluma. Tijekom kontrakaijiica,
ATP se razgrduje na ADP uz otpuStanje energije, dok miozin estajsto vezan za aktin

te uzrokuje vlaknaste pokrete. Glave miozina kojgs vezane za aktin, mogu se odvoijiti
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ako su nove molekule ATP-a dostupne za vezanje. d€athis¢ pretvori u meso, glave
miozina su vezane za aktin i klizanje vlakana jernaogyéeno (Swatland. 1994). Kada je
pH misia oko 6, Sto je optimalni pH za aktivhost miozingkeP-aze, ATP brzo opada do
razine koja je nedovoljna za odvajanje osnovnihttaieijskih proteina. Aktin i miozin se
ireverzibilno vezu i formiraju aktomiozin Sto seikaizuje kao mrtvé&ka ukaenost
(Lawrie, 1992).

Razlike u zilavosti mesa nastaju tijekom klanjatijekom postmortalne pohrane.
Ucvr&ivanje tijekom prvih 24 sata postmortem uzrokovg@@romjenom u interakciji
aktin/miozin iz slabo vezanog stanjacursto vezano stanje. To paanje Zilavosti i

cvrstace moze biti, ali i ne mora, uzrokovano skvanjem (Goll i sur, 1995).

Faza uvr&ivanja uzrokovana je skiwanjem sarkomera tijekom razvoja
ukocenosti (Koohmaraie, 1996). Taj proces se uglavndmja postmortalno u prvih 24
sata (Wheeler i Koohmaraie, 1999). Dok je fazar&tivanja gotovo jednaka kod svih
organizama pod istim uvijetima, faza omekSavanjarie varijabilna (Koohmaraie i sur,
2006). Ponekad i poslije smrti i tijekom pohranelipg proces omekSavanja (Jiang,
1998). Postoje velike razlike u brzini i stupnjuspoortalnog omekSavanja. Poznato da je
za omekSavanje mesa odgovorna postmortalna prdeatiofibrilnih proteina. Ti su
proteini ukljuteni u inter- i intramiofibrilne veze ili u povezimpy miofibrila kao i u
povezivanju miginih stanica s osnovnim lamelama. Funkcija ovih ginat je odrzavanje
strukturnog intergriteta miofibrila. Njihova razgirga uzrokuje slabljenje miofibrila i
omekSavanje. lako se mogu mijenjati tijekom godprajcip funkcije spomenutih proteina
ostaje isti. Proteoliza Kljimih miofibrila i povezanih proteina odgovorna je za

postmortalno omekSavanje (Koohmaraie i Geesink6R00

Postoji niz dokaza za upletenost sustava kalpain@ostmortalnu proteolizu i

omekSavanje:

1) inkubacija miofibrila s kalpainima daje istu politicku strukturu kao ona

naiena u postmortalnim miSma (Geesink i Koohmaraie, 1999);

2) injekcija ili infuzija kalcija u misie ubrzava postmortalnu proteolizu i
omekSavanje (Koohmaraie i sur, 1988), dok infuzijainjekcija inhibitora kalpaina

inhibira postmortalnu proteolizu i omekSavanje (Kowraie, 1990);
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3) razlika u brzini proteolize i omekSavanja izituaaznih vrsta moze se objasniti
razlicitom aktivnosti kalpastatina ( Koohmaraie i sur91g

4) efekt @vrstivanja se moze objasniti porastom aktivnosti kaktasa (Garsen |
sur, 1995).

Iz navedenih istrazivanja i mnogih drugih jasnalgesustav kalpaina ima vaznu ulogu u

postmortalnoj proteolizi i omekSavanju (Koohmaridizeesink, 2006).

No, iako su vrlo dojmljivi dokazi da je kalpainsgroteoliticki sustav temeljni
mehanizam omekSavanja mesa, postoje i sumnjeJedima od takvih spoznaja je dause
kalpaini tako brzo inaktiviraju da se ne mozeurati na njihovo sudjelovanje pri
omekSavanju izmi 24 i 48 sati. U tom periodu mésiimaju dvostruko véu aktivnost
kalpastatina od aktivnosti kalpaina, pansé pi-kalpaini autoliziraju. Jedan od argumenata
je da 24-48 sati nakon smrti nema dovolprkalpaina dostupno za omekSavanje. Ovi
podaci su, mdutim, dobiveni koristéd manje osjetljivu metodologiju za odiganje
aktivnostip-kalpaina. Drugi vazan argument protiv sudjelovd@hpaina u postmortalnom
omekSavanju je viSak kalpastatina u odnosu-Rkalpain, prem@&emup-kalpain nikada ne

moze biti aktivan (Jiang, 1998).
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5. Metode za mjerenje aktivnosti kalpaina

lako izrazavanje katalitki aktivnih proteaza moze smanijiti potrebu @géavanja
kalpaina, u peetku nije bilo mogte dobiti mjerljive koltine katalittki aktivhog p-
kalpaina. Katalittki aktivni m-kalpain se moze dobiti u $en kolicinama iz E.coli samo
ako je 28-kDa podjedinica skena na 85. aminokiselini (Graham-Siegenthaler | sur
1994). Prgis¢cavanjem-kalpaina je prvi put opisano prije 25 godina ([t sur, 1976).
PratiS¢avanje p-kalpaina bilo je i joS je uvijek teze od pr&avanjam-kalpaina. Neka
tkiva ili stanice, poput ljudskih eritrocita i trdracita, sadrze viSg-kalpaina, dok ostala
tkiva poput glatkih migia Zeluca i krvnih Zila sadrZze uglavnarmkalpain (Taylor i sur,
1991). Skeletni misi i bubrezi véine sisavaca sadrze jednake &ole p-kalpaina im-
kalpaina. Razlog razitih udjela p- i mkalpaina u razéitim tkivima i stanicama je
nepoznat, no puno je lakSe pisiiti znaajne koltine p-kalpaina iz eritrocita ili
trombocita nego iz jetre ili glatkih mi& (Thomson i sur, 2000).

U mnogim sldajevima kalpaini i kalpastatin izdvajaju se iz rhalizoraka tkiva
tako da zahtjevni i slozeni viSestupanjski postupeparacije nisu odgovargjuu
razvijanju metoda pogodnih za pi&avanje kalpaina iz malih uzoraka tkiva, vazna je
brzina ekstrakcije i separacije, kako bi se izlgegbstmortalne promjene, autoliza ili
razgradnja enzima. Postoji @gnita metoda koja koristi relativno jednostavnueftipu
opremu i reagense. Postupak ukljie brzo polijevanje tkiva sa EDTA prije samog
homogeniziranja uzorka (Karlsson, 2000), jer prisst C&" rezultira brzom autolizom
kalpaina. NuZna je prisutnost EDTA ili nekog drugkgmpleksa koji veze G u
otopinama za homogenizaciju stanica ili tkiva i ufgsima za préiScavanje kako bi
koncentracija slobodnih abila $to niza (Goll, 2003). Sljediekoraci su homogeniziranje
i centrifugiranje (Karlsson, 2000). Homogenat seektho nanosi na kolonu ili se moze
isoljavati amonijevim sulfatom pidemu se kalpaini isoljavaju 30-45% -tnim Za&sijem
amonijevim sulfatom, a kalpastatin 40-50% -tnimi&asjiem amonijevim sulfatom. Prve
dvije kromatografske metode p@iscavanja kalpaina su anionsko-izmjenjika
kromatografija i hidrofobna kromatografija (Golsur, 2003). Ovom metodom odvajaju se
u-kalpain i mkalpain jedan od drugoga te od inhibitora kalp@ssai potreban je samo
mali uzorak. U toj fazi modie je odrediti aktivnost-kalpaina, m-kalpaina i kalpastatina

pojedin&no. Frakcijeu-kalpaina i kalpastatina i dalje sadrze i mnogegdrproteine, dok
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je mkalpain relativnocist. Daljnje pra@iScavanje u-kalpaina i m-kalpaina provodi se
ionoizmjenjiva&dkom kromatografijom na Mono Q koloni. Ovom metodatobiju se
elektroforetskkisti preparatu-kalpaina im-kalpaina (Karlsson, 2000).

Najce&e koriSten supstrat za mjerenje aktivnosti kalpgen&azein. Analize koje
ukljucuju razgradnju kazeina kalpainintasto zahtijevaju naknadno uklanjanje supstrata
od hidrolizata, talozenjem poréwo trikloroctene kiseline (TCA). Nakon talozenjaT GA-
topivom hidrolizatu se mjeri apsorbancija pri 278 fWaxman, 1981) metodama koje
ukljucuju vezanje fluoreskamina (Melloni i sur, 1984)hbje (Jiang i sur, 1991). Jiang i
suradnici su 1997. razvili neSto pojednostavljenetadu za analizu razgradnje kazeina
kalpainom, u odnosu na predhodno navedene. Meté&tjacuje inkubaciju kalpaina s
kazeinom te izravno mjerenje apsorbancije pri 560 Metoda se temelji na zadanju
reakcijske smjese koje je uzrokovano agregacijoanolizata tijekom reakcije. Za razliku
od prethodno navedenih metoda, ovom metodom nijeelpoo odvajati supstrat od
hidrolizata, te se aktivnost kalpaina moze kontamuo pratiti u vidljivom dijelu spektra.
Aktivnost kalpaina se izrazava maksimalnom brzineakcije AAsqo/min) na 25 °C.

Metode za analiziranje enzimske aktivnosti nakonektebforeze u
poliakrilamidnom gelu opisane su za raité proteine ukljdujué¢i i proteaze (Arhtur i
Mykles, 2000). Dokazana je uspjesSnost primjene ikake zimografije za oddévanje
aktivnosti kalpaina u nekoliko laboratorija. Ukratkuzorci se, u prisutnosti EDTA koji
stabilizira kalpaine, nanose u nedenaturiiauuvjetima na poliakrilamidni gel u kome je
kopolimeriziran kazein. Nakon elektroforeze gelsgiinkubiraju preko réo u puferu koji
sadrzi C&" i redukcijska sredstva za aktiviranje kalpaina.tdavrijeme se kazein, u
podritju aktivne kalpainske zone, razdtge u male fragmente koji difundiraju izvan gela,
a sam kalpain se ta#ter razgrduje. Gel se zatim boji u otopini Coomassie briljptgvo,
pri cemuu-kalpain im-kalpain dajwistu zonu na tamnoplavom gelu. Kuatia kalpaina je
proporcionalna osvjetljenjtiste zone, a zbog svoje dee pokretljivosti u gelum-kalpain
se moze lako razlikovati qdkalpaina (Raser i sur, 1995) (Slika 4). Ovi gelsgine mogu
lako fotografirati, a korisna zamjena je koriStefijigorescentnog izotiocijanat kazeina
gelovi su promatrani i fotografirani ultraljudaistim svjetlom, te se aktivnost kalpaina vidi
kao tamna (nefluorescentna) zona na svijetloj podl&azeinska zimografija ima i
prednosti i nedostatke u usporedbi sa standardnetbdom za kalpaine. Za razliku od
mnogih istrazivanja kalpaina u otopini, zimogramsw pod utjecajem kalpastatina ili

drugog reverzibilnog inhibitora kalpaina, bddda se ovi inhibitori ne vezu u odsutnosti
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C&* te se odvajaju od kalpaina tijekom elektroforeZénografijom se stoga moze
odredivati ukupna aktivnost kalpaina u tkivu ili stammca u kojima bi kalpastatin u
normalnim okolnostima djelor@mo ili potpuno prekrio aktivnost kalpaina (Arhtur i
Mykles, 2000). Kazeinska zimografija ima veliku spbnost razliti aktivnostu-kalpaina

I mkalpaina u jednom koraku iz sirovog ekstrakta,j@azbog toga ova metoda vrlo
popularna za oddvanje aktivnostiu-kalpaina im-kalpaina u stanici ili ekstraktu tkiva
(Zhao i sur, 1998). Kalpaingjje su male podjedinice prosle autolizu prije poksamja na
gel, funkcioniraju normalno, te se mogu detektitizeinskom zimografijom. To se
pripisuje mobilnosti malih podjedinica vé&ie 28 do 20 kDa. Za razliku od toga, kalpaini
¢ije su velike podjedinice proSle autolizu prije df@nja na gel, nisu bili stabilni u gel
sustavu te se nisu mogli odrediti. Osnovni nedaktakazeinske zimografije je
neprikladnost za preciznu kvantifikaciju jer je pg8 mnogo duZi nego standardna
kazeinska metoda, a i broj uzoraka koji se istoem®onodrduju ogranten je brojem
uzoraka koje je moge nanjeti na isti gel (Arhtur i Mykles, 2000).

Odreiivanje kalpaina zimografijom pondo nedenaturiranog kazeina kojeg sadrze
poliakrilamidni gelovi izvorno je razvijena aa vitro istrazivanja (Raser i sur, 1995). Od
nedavno se primijenjuje na vivo istrazivanja akutne ozljede srediSnjegcaivog sustava
(Zhao i sur, 2000). Ova tehnika omdégua istovremeno mjerenje dva glavna oblika
kalpaina, m-kalpaina iu-kalpaina te pruza priliku za analiziranje proteazktivnosti
citosolnih i ukupnih membranskih frakcija, Sto jeZzmo uzeti u obzir jer kalpainska
translokacija moze biti oddwjuca za njegov napad na membranu citoskeleta proteina
(Saido i sur, 1994).
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pu-kalpain, nativni

p-kalpain, autolizirani =

m-kalpain, nativni U H
m-kalpain, autolizirani ‘.‘

Slika 4. Kazeinski zimogranu-kalpaina i mkalpaina, nativhog i autoliziranog.
Aktivnost je mjerena, u mi&ma: (A) M.longissimus dorsi (B) M. Semimembranosus2
sata nakon smrti dviju svinja. [Preuzeto od Pomposur, 2008.]
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6. Zakljucak

Tekstura i mekéa smatraju se najvaznijim kvalitativnim svojstvinnaesa jer
odreiuju odobravanje potro&a te plasiranje kogaog proizvoda na trziSte. BioloSki i
ostali faktori koji odrduju mek@&u mesa predmet su intenzivnih biokemijskih
istrazivanja. Postoje tri vazna faktora koji atlrpl omekSavanje mesa, a to su zilavost,
faza @vr&ivanja i faza omekSavanja. Dokazano je da je pas&ima proteoliza mesa
povezana s djelovanjem kalpaina. Kalcij ima &hu ulogu u aktivaciji kalpaina Sto
dovodi do proteolize miofibrilarne strukture mesékad je ona regulirana i brojnim
drugim mehanizmima. Zbog velike vaznosti m@kanesa &injeni su zndajni napori
kako bi se osigurala me&a odgovarajéa za trziSte. Postmortalna aktivnost kalpaina
moze se koristiti kao indikator kotree kvalitete mesa. Aktivnost kalpaina ¢tefte se
odreiuje spektrofotometrijskim i fluorometrijskim metada uz supstrat kazein, te u
novije vrijeme metodom kazeinske zimografije. Ptahanje cjelokupnog mehanizma
aktivacije kalpaina u ranoj postmortalnoj fazi i tode za aktivaciju kalpaina unutar
odreienih ogranienja, zn#&ajno bi utjecalo na sposobnost industrije mesa za

proizvodnju proizvoda konzistentne méko
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