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WSTEP — WYSTEPOWANIE | ROLA WAPNIA W ORGANIZMIE

Wapn — jeden z gtéwnych sktadnikéw nieorganicznych organizmu — petni
w nim rdézne funkcje strukturalne i regulacyjne (art. przegl. Schaffner
i Dambader 1989; Kuznicki 1988). W trzech gtdwnych kompartmen-
tach organizmu stezenie wapnia jest bardzo rézne: w koSciach kilkumolowe, we
krwi i innych ptynach ustrojowych — milimolowe, natomiast wewnatrz komoé-
rek — mikromolowe (rys. 1). Catoksztat proceséw utrzymujacych w dynamicz-
nej rownowadze ten specyficzny rozktad nazywamy homeostaza wapniowa.

Rys. 1 Wystepowanie wapnia w trzech gtdbwnych kompartmentach organizmu: w komérkach (A),
we krwi (B) i w kos$ciach (C)
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Dzieki duzej roznicy stezen miedzy wnetrzem komorki a Srodowiskiem
zewnetrznym wapn moze petni¢ role w przekazywaniu sygnatéw przez blone
komorkowag oraz w regulacji procesow fizjologicznych, takich jak: skurcz mies$ni,
ruchliwo$¢ komdrek niemiesniowych i tworzenie cytoszkieletu, wydzielanie,
podziat komdrkowy, synteza biatek i przepuszczalno$¢ przez btony (art. przegl.
Rasmussen 1990; Berridge 1989). Wewnatrzkomérkowa homeostaze
wapniowg mozna schematycznie przedstawi¢ w postaci trzech kolejnych etapow.
Pierwszy polega na aktywacji receptorow btonowych przez réznorodne czynniki
(np. hormony lub zmiany potencjatu), co prowadzi do wzrostu stezenia wolnych
jonow wapnia w cytoplazmie. W drugim etapie jony te sg wigzane przez
specyficzne biatka wigzace wapn, ktore przenoszg sygnat na biatka docelowe.
W trzecim etapie enzymatyczne i strukturalne biatka docelowe wywotujg okres-
long odpowiedz fizjologiczng (rys. 2). Obnizenie stezenia wapnia powoduje jego
oddysocjowanie od biatek wigzacych, co hamuje aktywno$¢ biatek docelowych.

Rys. 2. Aktywacja komérki za posrednictwem jonéw wapnia i biatek wiazacych wapn.

KOMORKOWA HOMEOSTAZA WAPNIOWA W STANACH PATOLOGICZNYCH

Normalne funkcjonowanie komorki ma miejsce wtedy, gdy stezenie Ca2+jest
precyzyjnie kontrolowane zaréwno w czasie, jak i w przestrzeni przez wspot-
dzialajgce ze sobg btonowe i cytoplazmatyczne biatka wigzace wapn. Rézne
stany patologiczne zmieniaja te rownowage, co moze prowadzi¢ do dalszego
rozregulowania metabolizmu komaérki. W momencie uszkodzenia komérki lub
podczas jej starzenia obserwuje sie zaburzenia proceséw biorgcych udziat
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w wewngtrzkomdrkowej homeostazie wapnia, co staje sie powodem zwiek-
szonego wptywu Ca2+ do komarki, uwalniania Ca2+ z wewnatrzkomérkowych
magazyndw i hamowania jego wydalania. Prowadzi to do znacznego wzrostu
stezenia cytoplazmatycznego Ca2+ , kt6re utrzymuje sie na nienormalnie
wysokim poziomie. Na przyktad w komorkach miesni hodowanych in vitro
uzyskanych od pacjentéw chorych na dystrofie miotoniczng, homeostaza Ca2+
jest nieprawidtowa (Jacobs i in. 1991). Gdy jony wapnia sg obecne
w pozywce, komorki te majg wyzszy poziom [Ca2+]w cytoplazmie, niz komarki
0s6b zdrowych, co jest spowodowane zwiekszonym wplywem jondw poprzez
kanat Ca2+.

W wyniku starzenia zmienia sie dystrybucja wapnia w gtdwnych kompart-
mentach organizmu: zwieksza sie jego ilo§¢ w komorkach, a zmniejsza w kos-
ciach. Poziom wapnia we krwi pozostaje taki sam, nawet niewielkie zmiany
stezenia tego jonu moga wywotaé¢ powazne zaburzenia w funkcjonowaniu
réznych narzgdéw, m.in. serca. Zawarto$¢ catkowitego [Ca2+]w komérce (tab.
1) zwieksza sie w miare starzenia o 52%, a u chorych na chorobe Alzheimera
nawet 0 197%, co stwierdzono w fibroblastach pobranych ze skéry (Peterson
i Goldman, 1986). W komorkach krwi pacjentow z nadci$nieniem stwierdza
sie zaburzenia w transporcie jon6w wapnia przez btony komérkowe oraz wzrost
jego stezenia wewnatrz komérki (Oshima iin. 1988).

Tabela 1
Poziom wapnia w fibroblastach (Peterson, Goldman 1986)
Wapn Linia fibroblastow od pacjentéw
pmol Ca2+p.g biatka mtodych w starszym wieku z chorobg Alzheimera
catkowity 97 + 05 146 + 1,0 286 = 13
wewnatrzkomoérkowy 37 £ 0,2 76 + 12 144 + 04

Innym przyktadem zaburzeA homeostazy wapniowej jest zachowanie sie
komoérek nowotworowych (Boynton i Whitfield 1976; Swierenga
iin. 1978). Komorki prawidtowe wymagajg do wzrostu odpowiedniego stezenia
jondw wapnia. Ich podziaty zatrzymujg sie, gdy stezenie [Ca2+] w Srodowisku jest
zbyt niskie. Ta sama linia komdrek po transformacji nowotworowej wirusem
SV-40 okazuje sie niewrazliwa na zmiany [Ca2+]. Komorki takie dzielg sie nawet
wtedy, gdy stezenie wapnia w S$rodowisku jest bardzo niskie (Hazellon
i Tupper 1981).W komdrkach nowotworowych wykazujgcych zjawisko tzw.
opornos$ci wielolekowej (MDR) (N air iin. 1986; Grzelakowska-Szta-
bert 1989) poziom wewngtrzkomorkowego Ca2+ jest podwyzszony w porow-
naniu z komdérkami nowotworowymi wrazliwymi na leki (T suru o iin. 1984).

Utrzymujace sie wysokie stezenie jonéw wapniowych moze doprowadzi¢ do
Smierci komorki m.in. poprzez rozbicie cytoszkieletu i nie kontrolowang
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aktywacje enzyméw katabolicznych, np. endonukleaz iproteaz. Apoptoza, czyli
programowana $Smier¢ komaérki, odbywa sie najprawdopodobniej m.in. poprzez
zalezne od Ca2+ endonukleazy (Orrenius iin. 1989) (rys. 3)

Rys. 3. Prawdopodobne mechanizmy odpowiedzialne za zalezng od wapnia programowang $mier¢
komorki

KLASYFIKACJA BIALEK WIAZACYCH WAPK (CaBP)

Na zmiany poziomu jondw wapnia w komarce reagujg biatka wigzace wapn,
majace struktury wyspecjalizowane do wigzania tych jonéw. Obecnie znanych
jest ponad 200 takich biatek. Czes¢ z nich scharakteryzowano, ale tylko dla
nieznacznej czesci okreslono funkcje (Heizmann i Berchtold 1987
Heizmann i Hunziker 1990). Biatka wigzace waph mozna podzieli¢ na
cztery grupy:

1. Bialka, ktére wigzg wapn dzieki tzw. domenom , EF-hand” — struk-
turom o charakterystycznej budowie, skiadajgcym sie z dwoch odcinkéw
a-helisy i petli je taczacej. Zalicza sie do nich kalbindyny D28k i kalretininy
(majace 6 domen ,EF-hand”), kalmoduling i troponing C (4 domeny), (rys. 4)
parwalbuminy i onkomoduline (2+1 nieaktywna) oraz biatka z rodziny S-100 (2
domeny ,,EF-hand”);

2. Bialka, ktore zawierajg domeny funkcjonalne i domeny homologiczne do
struktury ,,EF-hand”. Przyktadami sg: a-aktynina (biatko sieciujgce filamenty
aktynowe), dystrofina — produkt genu, ktérego mutacja powoduje dystrofie
Duchenna i Beckera, kalpaina — proteaza zalezna od Ca2+;

3. Biatka wigzace wapn, ktdre nie majg struktur ,,EF-hand”, a ktére wigza
fosfolipidy w sposéb zalezny od jonéw wapnia. Do grupy tej nalezg lipokortyny,
kalpaktyny, chromobindyny i kalcimedyny, ogdlnie zwane anneksynami (Ger -
ke 1989; Gerke iin. 1990). Niektore z tych biatek ulegajg fosforylacji m.in.
w resztach tyrozynowych w czasie aktywacji komérki przez czynniki wzrostowe;

4. Inne biatka, ktérych nie mozna zaklasyfikowa¢ do trzech powyzszych

grup.
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Rys. 4. Budowa domeny EF-hand i schemat biatka wiazagcego wapn zawierajgcego cztery domeny.

WYSTEPOWANIE BIALEK WIAZACYCH WAPN W STANACH PATOLOGICZNYCH

Badajgc zmiany patologiczne zwigzane z metabolizmem wapniowym, zwraca
sie m.in. uwage na obecnos¢ réznych biatek wiazacych wapn. Niektore z nich
moga sie sta¢ markerami pewnych chorob (np. te, ktdre wystepuja tylko w $cisle
okreslonych komaérkach lub te, ktorych poziom w komaérce zmienia sie). Biatka
wigzgce wapn, ktdrych wystepowanie i ekspresja zmieniajg sie w stanach
patologicznych mozna podzieli¢ na dwie grupy:

1 Bialka ulegajgce ekspresji w specyficznych warunkach i praktycznie nie
wystepujace w zdrowej tkance (np. onkomodulina i sorcyna);

2. Biatka wystepujace w normalnej tkance, ale majgce zmieniong ekspresje
w warunkach patologicznych, np. kalmodulina, kalbindyny, parwalbuminy,
biatka S-100 (Heizm ann i Schafer 1990).

Nizej opisano wkasciwosci niektorych biatek wigzacych wapn, ktére praw-
dopodobnie bedg mogty byé markerami okreslonych stanéw patologicznych.

Onkomodulina (Mr = 11 700) jest to biatko podobne do parwalbuminy
(MacManus i Whitfield 1983; Gillen iin. 1987). Tworzy ono dimery
(poprzez grupe SH), ktére wydajg sie by¢é formag aktywng biologicznie.
Onkomodulinajest nieobecna w normalnych fibroblastach, ale po transformacji
nowotworowej pojawia sie w tych komoérkach w znacznej ilosci. W czasie

* rozwoju prenatalnego pojawia sie w tozysku, podczas gdy w normalnych
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tkankach cztowieka dorostego nie wystepuje. Onkomodulina zostata znaleziona
w 80% przebadanych nowotworow zwierzecych i ludzkich. Jej poziom w tkan-
kach nowotworowych jest rézny i nie ma zwigzku ani z szybkoscig wzrostu
nowotworu, ani ze zdolno$cig do tworzenia przerzutéw. Onkomodulina jest
obecna w wielu nowotworach ludzkich, ale jej poziom jest niski i dlatego nie
wydaje sie, by oznaczanie poziomu tego biatka mogto mie¢ praktyczne znaczenie
w diagnostyce onkologiczne;j.

Sorcyna (ang. sorcin — soluble resistance-related calcium binding protein)
jest cytoplazmatycznym biatkiem o Mr 22 000, majacym 4 miejsca wigzania
Ca2+. Podobnie jak onkomodulina tworzy dimery. Synteza sorcynyjest znacznie
zwiekszona w komorkach nowotworowych wykazujacych opornos$é wielo-
lekowag, co jest efektem amplifikacji genu sorcyny. Zwielokrotnienie tego genu
zachodzi réwnolegle z ampliflkacja genu P-glikoproteiny, btonowego biatka
transportujacego rozne zwiagzki chemiczne z wnetrza komorki na zewnatrz,
odpowiedzialnego za zwiekszong oporno$¢ komorek nowotworowych na dziata-
nie lekow. Nadprodukcja sorcyny nie jest ani wystarczajgcym, ani niezbednym
warunkiem do uzyskania opornosci na leki ijest najprawdopodobniej przypad-
kowa. Niemniej obecnos¢ tego biatka w badanych komaérkach jest wskaznikiem
nabycia wielolekowej opornosci (Roberts iin. 1989; Hamada iin. 1988;
Meyers i in. 1987; art. przegl. Grzelakowska-Sztabert 1989).

W przeciwienstwie do innych biatek wigzacych wapn kalmodulina wystepuje
powszechnie we wszystkich komorkach, chociaz jej stezenie nie wszedzie jest
jednakowe. W kilku przypadkach stwierdzono, ze poziom kalmoduliny wzrasta
w wyniku transformacji nowotworowej wywotanej wirusami (art. przegl.
Heizmann i Berchtold 1987). Ponadto w komdrkach miesni gtadkich
u szczuréw z nadcisnieniem poziom prawidtowej kalmoduliny wzrasta i pojawia
sie jej zmutowana forma.

Inne biatka wigzgce wapn, takie jak parwalbuminy, kalbindyny i biatka
S-100 wykazuja specyficznosé tkankowa i komaérkowag i dlatego moga sie okazaé
szczegoblnie dobrymi markerami niektérych chordb. Parwalbumina jest biatkiem
wigzagcym wapn o Mr = 12 000, wystepujagcym w wysokim stezeniu w szybkich
miofibrylach miesni szkieletowych. Fibryle te w pierwszej kolejnosci ulegaja
dezintegracji w przebiegu miopatii i dlatego w surowicy myszy Mdx (odpowied-
nik ludzkiej dystrofn Duchenna) obserwuje sie znacznie podwyzszony poziom
parwalbuminy, co jest konsekwencjg zwigkszonej martwicy miesni szkieleto-
wych (Jockusch iin. 1990). Oznaczenie poziomu parwalbuminy w surowicy
moze by¢ czutym markerem stopnia dezintegracji miesni szkieletowych (parwal-
buminy nie znajduje sie w miesniach gtadkich i mie$niu sercowym).

Parwalbumina wystepuje w o$rodkowym uktadzie nerwowym — w nie-
ktorych GABA-ergicznych neuronach hipokampa (Sko 11i i Nitsch 1991).
U pacjentéw cierpigcych na epilepsje obserwowano ubytek komoérek hipokam-
pa, gtownie w tzw. obszarach CAl i CA3 (Lernath i Ribak 1991),
natomiast komorki nerwowe z obszaru CA2 byly mniej wrazliwe na uszkodze-
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nie. Badania immunologiczne prowadzone na szczurach wykazaly, ze obszar
CA2 ma wyzszy niz w obszarach CAl i CA3 poziom parwalbumin (i kalbindyn
D28K) w komorkach piramidalnych. Sugeruje sie, ze komdrki piramidalne
obszaru CA2 sg oporne na toksyczno$¢ wapniowg wywotang nadmiernym
pobudzeniem witasnie dzieki ochronnej roli biatek wigzacych wapn (Lernath
i Ribak 1991. U pacjentow z chorobg Alzheimera zmniejsza sie liczba
neuronow zawierajagcych parwalbumine (lchimiya 1988). U pacjentéw
z syndromem DiGeorge obserwuje sie delecje genu parwalbuminy, co moze by¢
markerem tej choroby (Berchtold iin. 1987).

W moézgu pacjentéw z chorobg Alzheimera poziom kalbindyny D28k obniza
sig, co jest najprawdopodobniej spowodowane zmniejszaniem sie liczby neuro-
néw zawierajacych to biatko (Baimbridge iin. 1985). Zaobserwowano, ze
D28k, podobnie jak parwalbumina, chroni komaérki nerwowe przed toksycznym
wptywem wapnia, ktdry pojawia sie w komorce w zwiekszonej ilosci w wyniku
nadmiernego pobudzenia. Hodowane in vitro neurony hipokampa zawierajace
kalbindyne D28k sg bardziej oporne na niszczacy wptyw elektrostymulujacych
aminokwaséw, niz neurony nie majace tego biatka (Mattson i in. 1991).
Neurony z kalbindyng D28k bardziej efektywnie niz neurony bez niej obnizaja
wysoki poziom wewngtrzkomaérkowego wapnia pojawiajacy sie po pobudzeniu.
Ekspresja kalbindyn D28k wystepujacych w komdrkach nerwowych jest regulo-
wana m.in. przez glukokortykoidy oraz przez neuronalne czynniki wzrostu.
W przewlektych chorobach neurologicznych, takich jak choroba Alzheimera,
Huntingtona czy Parkinsona, poziom kalbindyny D28k (oraz jej mRNA) jest
zredukowany w objetych chorobg rejonach mézgu. Wymienione przykiady
Swiadcza o tym, ze zmniejszajgca sie w roznych stanach patologicznych (lub wraz
z wiekiem) w roznych procesach patologicznych ekspresja kalbindyny D28k
moze prowadzi¢ do zachwiania homeostazy wapniowe]j kierowanej przez uktad
neuronalny.

Biatka z rodziny S-100 to co najmniej 10 réznych polipeptydow (Mr od 9000
do 14 000), wystepujacych na ogét w okreSlonym typie komoérek. Biatka S-100
zawierajg dwie domeny ,,EF-hand”; monomer moze zatem wigza¢ dwa jony
wapnia, a dimer cztery. Niektore biatka z tej rodziny wigzg jony cynku. Biatka
S-100 majg dwie wazne cechy odrézniajgce je od innych biatek zawierajacych
domeny ,EF-hand”. Pierwsza — to wydzielanie biatek S-100 na zewnatrz
komarki do ptyndw ustrojowych lub pozywki, co wskazuje, ze mogg one dziata¢
pozakomoérkowo. Druga cecha — geny kodujgce biatka S-100 sg aktywowane
w okreslonej fazie cyklu komérkowego tub w przebiegu procesu réznicowania.
Nie sg to wiec biatka stale syntetyzowane w komorce.

Mdézgowe biatka S-100 wystepujg w postaci dimeréw zbudowanych z dwéch
rodzajéw podjednostek: S-IOOa i S-100/k Polipeptydy te wykazujg okoto 50%
identycznosci i mogg tworzy¢ homo- i heterodimery. Biatko S-1008 zlokali-
zowano w najwiekszej ilosci w komaérkach gleju, ale wystepuje ono réwniez
w adipocytach. Biatko S-IOOa znajduje -sie przede wszystkim w neuro-
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Tabela 2
Wiasciwosci biatek S-100
Nazwa biatka Ekspresja zalezna Pozakomérkowe
zwa bi . . 5rko-
(genu) Wystepowanie Indukowanie*  °d cyklul Igon:orko (E) i tworzace
wego fub etapu dimer (D)
réznicowania
S-100a neurony, miesnie, + D
nerka, skora
S-100/? komérki gleju, tkanki + E/D
thuszczowej, jadra
S-100L komorki ptuc
MRP-14 *w ostrych i przewlektych + E/D
CF-Ag stanach zapalnych
L-1 Ag
MRP-8 *w przewlektych stanach + E/D
L-1 Ag zapalnych
Kalcyklina *surowicg w fibroblastach + E/D
PRA potaczony z receptorem
prolaktyny
18A2 *surowicg w fibroblastach +
P9Ka w komorkach mioepitelialnych +
pEL68 w nowotworach + E/D
mtsl w przerzutach nowotworowych +
42A *NGF w komoérkach PC 12 +
ICaBP *witaming D w komdérkach jelita +
pil podjednostka anneksyny Il
42C *NGF w komoérkach PC 12 + D

nach centralnego i obwodowego ukiadu nerwowego, a mniejsze jego ilosci
wystepujg w komérkach miesni, nerki i melanocytach. Dotychczas nie wyjas-
niono jaka role peinig biatka S-100a i S-100/?. Ostatnio stwierdzono jednak, ze
homodimer S-100/1 wydtuza czas przezycia neuronow w hodowli oraz stymuluje
wydtuzanie neurytow (Kligman i Marshak 1985). Wydzielanie S-100/1
zachodzi pod wptywem hormonu kortykotropowego.

Synteza biatka S-100/1 w mdézgu pacjentow z chorobg Downa i Alzheimera
jest podwyzszona (Griffin i in. 1989). Zwiekszenie ilosci biatka S-100
w trakcie rozwoju moézgu moze by¢ przyczyng neurologicznych zmian wy-
stepujacych w chorobie Downa, co sugeruje sie m.in. na podstawie obserwacji
myszy transgenicznych (z genem biatka S-100). Dodatkowg wskazowkg sugeru-
jaca, ze biatko S-100/1jest zwigzane z patogenezg syndromu Downa jest fakt, ze
fragment chromosomu 21 zawierajgcy gen tego biatka ulega triplikacji. Poziom
biatka S-100/1 oznaczony w plynie moézgowo-rdzeniowym jest podwyzszony
réwniez w innych chorobach osrodkowego uktadu nerwowego, takich jak
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nowotwory, zmiany towarzyszace miazdzycy naczyn mézgowych, wylew krwi
do mdzgu. Uzycie monoklonalnych przeciwciat skierowanych przeciwko biatku
S-100/7 umozliwia identyfikacje réznych nowotworéw ukladu nerwowego
u ludzi. W tabeli 3 pokazano wjakich nowotworach znajduje sie, a wjakich nie
ma biatka S-100/k We wszystkich badanych przypadkach znaleziono to biatko
w nowotworach pochodzacych z komoérek wspomagajacych (gleju), a nie
znaleziono w nowotworach wywodzacych sie z neuronéw (Van Eldik i in.
1986).

Tabela 3

Immunologiczna lokalizacja biatka S-100/ w ludzkich
nowotworach uktadu nerwowego (Van Eld ik i in. 1986)

Nowotwaér S-100/?
Astrocytoma (gwiazdziak) 23/23
Glioblastoma (glejak) 14/14
Schwannoma (ostoniak) 6/6
Ependymoma (komarki wysciotki) 313
Oligodendrogloma (skapodrzewiak) 0/5
Memigioma (oponiak) 0/12
Medulloblastoma (rdzeniak) 0/7
Neuroblastoma (zwojak zarodkowy) 0/7

Biatko S-100a w komarkach mie$niowych jest obecne tylko w fibroblastach
serca i fibrylach typu | mieéni szkieletowych (Elaimoto i Kato 1987).
W surowicy pacjentow z dystrofig miotoniczng typu 1 stwierdza sie podwyz-
szony poziom enzymow takich jak enolaza miesniowa (dwukrotny), kinaza
kreatyninowa i mioglobina (trzykrotny), anhydraza weglanowa (czterokrotny)
oraz ponad szesciokrotny — biatka S-I0Oa. Wydaje sie, ze biatko to i jego
poziom jest czutym i tatwym do oznaczania markerem tej dystrofii.

Biatko S-1008 wystepuje w czerniakach i liniach komoérkowych otrzymanych
z tych nowotworow. Nie znaleziono biatka S-\00R w normalnych melanocytach,
w komaérkach epitelialnych iw fibroblastach. Sugeruje sie, ze synteza tego biatka
zwigksza sie po transformacji nowotworowej melanocytéw w zwigzku z progre-
sjg cyklu komorkowego.

Poziom kalbindyny D9k w jelicie cienkim zmienia si¢ w réznych stanach
patologicznych. Zaobserwowano korelacje miedzy poziomem kalbindyny D9k
a zdolnoscig jelita do wchianiania wapnia (tab. 4). Ponadto u szczurow
z nadcis$nieniem poziom kalbindyny D9k obniza sie (Rao iin.).

Dwa biatka z rodziny biatek S-100 zwane MRP-8 i MRP-14 (to ostatnie jest
identyczne z tzw. antygenem mukowiscydozy — patrz nizej) sg biatkami
charakterystycznymi dla komdrek pochodzacych ze szpiku. W warunkach
normalnych obserwuje sie je w granulocytach i monocytach krwi, a nie ma ich
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w ptytkach krwi i limfocytach oraz w normalnych tkankowych makrofagach
(tab. 5).
Tabela 4

Poziom kalbidyny D9k w jelicie (Staun, Jarnum 1988)

Pacjenci z ograniczonym Liczba Poziom kalbidyny D9k
wchtanianiem jelitowym  przypadkéw ug/mg (biopsje)
Short-bowel syndrom 5 2,5
Celiakia

nietraktowana 4 0,3

remisja 7 18
Jelitowa bypass 5 13,7
Biegunka chroniczna 7 11,5
Kontrola
(podraznienie jelit) 12 6,9

Tabela 5

Ekspresja MRP-8 i MRP-14 w komoérkach biataczki i
w stanach zapalnych (Zwa1d o i in. 1983)

Stan chorobowy MRP-8 MRP-14
% komorek pozytywnych

Ostra biataczka szpikowa 10-40 10-40
Ostra biataczka limfatyczna 0 0
Przewlekta biataczka szpikowa 50-80 50-80
Przewlekta biataczka limfatyczna 0 0
Ostre stany 'zapaline 0 15-78
(np. zapalenie dzigset)

Przewlekte stany zapalne

(np. reumatoidalne zapalenie stawéw) 50-100 50-100

W ostrych stanach zapalnych (np. w zapaleniu dzigset, tuszczycy, Swierz-
bigczce) w makrofagach pojawia sie jedynie biatko MRP-14. W przewlektych
stanach zapalnych, takich jak np. reumatoidalne zapalenie stawdw, makrofagi
syntetyzujg oba biatka: MRP-8 i MRP-14. Obecnos$¢ makrofagéw zawierajagcych
MRP-8 wskazuje na przewlekta nature stanu zapalnego (Odink i in. 1987)
Zwaldo iin. 1988).

W przewlektych i ostrych biataczkach szpikowych obserwuje sie obecno$é
zarbwno MRP-8 i MRP-14. W innych nowotworach uktadu biatokrwinkowego
nie stwierdzono obecnosci tych biatek. Obecno$¢ MRP-14 w surowicy wynika
albo ze zwiekszonej lizy makrofagéw i innych komorek, albo jest skutkiem
wydzielania tego biatka przez komdrki w trakcie zapalenia. U pacjentéw
z mukowiscydoza obserwuje sie podwyzszony poziom biatka ,,CF-antygen”
identycznego z biatkiem MRP-14. Mukowiscydozg zwigzana jest z nienormalnie
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niskim transportem jonéw chlorkowych przez btone. Gen odpowiedzialny za te
chorobe zostat zidentyfikowany, sklonowany, a defekt genu w postaci mutacji
wykryty (art. przegl. Koshland 1989). CF-antygen (MRP-14) jest zawsze
obecny w surowicy (u os6b zdrowych 2-135 ng.ml'l), ale u chorych na
mukowiscydoze (Briggen iin. 1988) jest obecny w duzo wyzszym stezeniu
(250-2500 ng.mlI"). Zwiekszony poziom CF-antygen (MRP-14) obserwuje sie
u osobnikéw heterozygotycznych, ktérzy nie wykazujg objawow chorobowych
(12-380 ng.mlI"). Oznaczenie poziomu tego biatka w surowicy jest czulszym
testem niz oznaczenie innych biatek, np. zwigzanych z aktywacjg granulocytow,
i moze by¢ testem na nosicielstwo genu mukowiscydozy.

Tabela 6
CaBP jako markery choréb
Biatko Stan chorobowy

Onkomodulina niektére nowotwory
Sorcyna komaérki nowotworowe z MDR
Parwalbumina choroby miesni

choroba Alzheimera
Kalbidyna D9k choroby jelit, nadcisnienie
D 28k choroba Alzheimera
Biatko S-100 dystrofia

czerniaki

nowotwory nerki
nowotwory mozgu

MRP-8 chroniczne stany zapalne,
ostre stany zapalne

MRP-14/CF-Ag mukowiscydoza

Kalcyklina niektére nowotwory

marskos$¢ zotciowa

18A2, p9Ka, pEL68, mtsl i 42A to nazwy tego samego biatka (genu)
wykrytego w réznych komérkach i badanego przez r6zne grupy badaczy (zob.
Tab. 2 iart. przegl. Hilt i Kligman 1991). Biatko kodowane przez ten gen
wigze wapn ijest indukowane przez rdzne czynniki. Niektdre z nich sg zwigzane
ze stanami patologicznymi; np. zwiekszong synteze tego biatka obserwuje sie po
transformacji nowotworowej, a szczeg6lnie w nowotworach wykazujacych
zdolnos¢ do przerzutdw. Biatko 18A2 wystepuje w réznych tkankach, ale jego
najwieksze stezenie jest w macicy i w tozysku ciezarnych myszy. Szczyt syntezy
18A2 obserwuje sie w fazie S cyklu komérkowego (Jackson-Grusbyiin.
1987). Polipeptyd p9Ka pojawia sie w 10-15-krotnej ilosci w mioepitelialnych
komorkach ssak6w po ich przeksztatceniu z macierzystych komorek epitelial-
nych (Barraclough iin. 1990).

Komérki pheochromocytoma PC 12 wykazujg wiasciwosci chromafmowych
komorek nadnerczy. Pod wpltywem nerwowego czynnika wzrostu (NGF)
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Rys. 5. Wystepowanie kalcykliny w watrobie i nerce wyznaczane przy pomocy przeciwciat. (Komaérki

zawierajace kalcykling majg ciemne zabarwienie). Oznaczenia: a i b — watroba (marsko$¢ z6tcio-

wa); c-f— nerka (zdrowa), c — fragment ktebka; d — cewki w korze, e — cewki w rdzeniu, f— rdzen
i Sciana miedniczki nerkowej
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komarki te uzyskujg wihasciwosci sympatetycznych neuronéw, czego wyrazem
jest m.in. pojawienie sie i wzrost neurytow (Kligman i Marshak 1985).
Ten proces moze byé odzwierciedleniem indukowanego przez NGF procesu
réznicowania embrionalnych neuroblastéw. W czasie r6znicowania sie¢ komdrek
PC 12 pod wptywem NGF pojawiajg sie dwa biatka wigzace Ca2+, zwane 42A
(majace 101 reszt aminokwasowych) i 42 C (identyczne z pil podjednostka
anneksyny Il) majace 95 reszt aminokwasowych. Poziom mRNA 42C wzrasta
5-krotnie, a mMRNA 42A — 25-krotnie (Masiakowski i Shooter 1988).

Kalcyklina to biatko wigzace wapn (Kuznicki i Filipek 1987, Kuzni-
ck i 1991), ktérego gen ulega ekspresji pod wptywem czynnikéw wzrostowych
(Calabrella iin. 1986). Normalnie wystepuje w fibroblastach i komadrkach
epitelialnych (Kuznicki iin. 1992). Zwiekszony poziom mRNA kalcykliny
(pojawiajacy sie w fazie Go/S cyklu komorkowego) stwierdzono w ostrej
biataczce szpikowej, w niektdrych typach czerniakéw (Wetermaniin. 1992),
w neuroblastoma (Toniniiin. 1991) i w nowotworze Hodgkina (Gabius
i in. 1989) (rys. 5). Ponadto kalcyklina okazata sie identyczna z biatkiem
zwigzanym z receptorem prolaktyny (Murphy i in. 1989). Nie dziwi wiec
obserwacja Thordarsona iin. (1991), ze kalcyklina jest wydzielana przez
komarki doczesnej i stymuluje wydzielanie laktogenu Il z trofoblastu. Jest to
kolejny przyktad biatka z rodziny S-100, ktore wystepuje pozakomorkowo
i wykazuje okreslona aktywnos$¢ biologiczng. Oznaczanie poziomu kalcykliny
w tkankach lub w ptynach ustrojowych moze mie¢ znaczenie diagnostyczne. Ze
wzgledu na to, ze kalcyklina wystepuje w fibroblastach, choroby zwigzane
z przerostem tkanki tgcznej mogag by¢ diagnozowane na podstawie wzrostu
poziomu tego biatka. Inne choroby, np. zo6iciowa marsko$¢ watroby (ktorg
cechuje zwiekszona proliferacja komorek kanalikow zo6tciowych), mogg byé
réwniez w ten sposob diagnozowane (Kuznicki in. 1992).

ZAKONCZENIE

Oznaczanie wystepowania biatek wigzgcych wapnh oraz ich poziomu nie jest
dotychczas stosowane rutynowo w celach diagnostycznych. Sytuacja ta moze sie
niedtugo zmieni¢, poniewaz coraz wiecej danych wskazuje na to, ze biatka te
moga byé markerami wielu stanéw patologicznych.

Niektore wiasciwosci biatek wigzacych wapnh czynig je szczegdlnie cennymi
markerami: a) wystepuja one tylko w pewnych tkankach i typach komdrek i to
w duzym stezeniu, b) ekspresja wielu z nich zalezy od fazy cyklu komérkowego,
c) wystepuja gtéwnie w cytoplazmie, d) niektére sg wydzielane na zewnatrz do
ptynow ustrojowych, e) nie ulegajg szybkiej proteolizie. W najblizszych latach
mozna oczekiwaé¢ nowych informacji na temat zastosowania biatek wigzacych
wapn jako markeréw standw patologicznych.
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CALCIUM BINDING PROTEINS AS MARKERS OF PATHOLOGICAL CONDITIONS

Summary

The distribution of calcium ion in eukaryota and its role in cellular functions are described in the
introduction. Next chapter contains the information about calcium homeostasis under pathological
conditions such as muscle dystrophy and tumorigenesis. Classification of calcium binding proteins
and their general properties are summarized in the next chapter. Sorcin, oncomodulin, parvalbumin,
calbindin and S-100 proteins are described in the relation to some pathological situations. Majority of
information is focused on some members of S-100 proteins family such as S-100 alpha, S-100 beta,
MRP-8 i MRP-14 (cystic fibrosis antigen), p9Ka and calcyclin. These proteins seem to be potential
markers of some diseases since they are: soluble, expressed in tissue- and cell-specific manner,
excreted from cells, and resistant to proteolysis. It is suggested that some members of S-100 proteins
family might become the clinically useful markers of some diseases.
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