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BIAŁKA W IĄŻĄCE W APŃ JAKO M ARKERY 
STANÓW PATOLOGICZNYCH

WSTĘP — W YSTĘPOWANIE I ROLA W APNIA W O RG AN IZM IE

W apń — jeden z głównych składników nieorganicznych organizmu — pełni 
w nim różne funkcje strukturalne i regulacyjne (art. przegl. S c h a f f n e r  
i D a m b a d e r  1989; K u ź n i c k i  1988). W trzech głównych kompartmen- 
tach organizmu stężenie wapnia jest bardzo różne: w kościach kilkumolowe, we 
krwi i innych płynach ustrojowych — milimolowe, natomiast wewnątrz komó­
rek — mikromolowe (rys. 1). Całokształt procesów utrzymujących w dynamicz­
nej równowadze ten specyficzny rozkład nazywamy homeostazą wapniową.

Rys. 1. Występowanie wapnia w trzech głównych kompartmentach organizmu: w komórkach (A),
we krwi (B) i w kościach (C)
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Dzięki dużej różnicy stężeń między wnętrzem komórki a środowiskiem 
zewnętrznym wapń może pełnić rolę w przekazywaniu sygnałów przez błonę 
komórkową oraz w regulacji procesów fizjologicznych, takich jak: skurcz mięśni, 
ruchliwość komórek niemięśniowych i tworzenie cytoszkieletu, wydzielanie, 
podział komórkowy, synteza białek i przepuszczalność przez błony (art. przegl. 
R a s m u s s e n  1990; B e r r i d g e  1989). Wewnątrzkomórkową homeostazę 
wapniową można schematycznie przedstawić w postaci trzech kolejnych etapów. 
Pierwszy polega na aktywacji receptorów błonowych przez różnorodne czynniki 
(np. hormony lub zmiany potencjału), co prowadzi do wzrostu stężenia wolnych 
jonów wapnia w cytoplazmie. W drugim etapie jony te są wiązane przez 
specyficzne białka wiążące wapń, które przenoszą sygnał na białka docelowe. 
W trzecim etapie enzymatyczne i strukturalne białka docelowe wywołują okreś­
loną odpowiedź fizjologiczną (rys. 2). Obniżenie stężenia wapnia powoduje jego 
oddysocjowanie od białek wiążących, co hamuje aktywność białek docelowych.

Rys. 2. Aktywacja komórki za pośrednictwem jonów wapnia i białek wiążących wapń.

KOM ÓRKOW A HOMEOSTAZA WAPNIOWA W STANACH PATOLOGICZNYCH

Normalne funkcjonowanie komórki ma miejsce wtedy, gdy stężenie Ca2 + jest 
precyzyjnie kontrolowane zarówno w czasie, jak i w przestrzeni przez współ­
działające ze sobą błonowe i cytoplazmatyczne białka wiążące wapń. Różne 
stany patologiczne zmieniają tę równowagę, co może prowadzić do dalszego 
rozregulowania metabolizmu komórki. W momencie uszkodzenia komórki lub 
podczas jej starzenia obserwuje się zaburzenia procesów biorących udział
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w wewnątrzkomórkowej homeostazie wapnia, co staje się powodem zwięk­
szonego wpływu Ca2+ do komórki, uwalniania Ca2+ z wewnątrzkomórkowych 
magazynów i hamowania jego wydalania. Prowadzi to do znacznego wzrostu 
stężenia cytoplazmatycznego Ca2+ , które utrzymuje się na nienormalnie 
wysokim poziomie. Na przykład w komórkach mięśni hodowanych in vitro 
uzyskanych od pacjentów chorych na dystrofię miotoniczną, homeostaza Ca2 + 
jest nieprawidłowa ( J a c o b s  i in. 1991). Gdy jony wapnia są obecne 
w pożywce, komórki te mają wyższy poziom [Ca2+] w cytoplazmie, niż komórki 
osób zdrowych, co jest spowodowane zwiększonym wpływem jonów poprzez 
kanał Ca2 + .

W wyniku starzenia zmienia się dystrybucja wapnia w głównych kompart- 
mentach organizmu: zwiększa się jego ilość w komórkach, a zmniejsza w koś­
ciach. Poziom wapnia we krwi pozostaje taki sam, nawet niewielkie zmiany 
stężenia tego jonu mogą wywołać poważne zaburzenia w funkcjonowaniu 
różnych narządów, m.in. serca. Zawartość całkowitego [Ca2+] w komórce (tab.
1) zwiększa się w miarę starzenia o 52%, a u chorych na chorobę Alzheimera 
nawet o 197%, co stwierdzono w fibroblastach pobranych ze skóry ( P e t e r s o n  
i G o l d m a n ,  1986). W komórkach krwi pacjentów z nadciśnieniem stwierdza 
się zaburzenia w transporcie jonów wapnia przez błony komórkowe oraz wzrost 
jego stężenia wewnątrz komórki (O s h i m a i in. 1988).

T a b e l a  1

Poziom wapnia w fibroblastach ( P e t e r s o n ,  G o l d m a n  1986)

Wapń Linia fibroblastów od pacjentów

pmol Ca2+/p.g białka młodych w starszym wieku z chorobą Alzheimera

całkowity 9,7 ±  0,5 14,6 +  1,0 28,6 ±  1,3
wewnątrzkomórkowy 3,7 ±  0,2 7,6 ±  1,2 14,4 +  0,4

Innym przykładem zaburzeń homeostazy wapniowej jest zachowanie się 
komórek nowotworowych ( B o y n t o n  i W h i t f i e l d  1976; S w i e r e n g a  
i in. 1978). Komórki prawidłowe wymagają do wzrostu odpowiedniego stężenia 
jonów wapnia. Ich podziały zatrzymują się, gdy stężenie [Ca2+] w środowisku jest 
zbyt niskie. Ta sama linia komórek po transformacji nowotworowej wirusem 
SV-40 okazuje się niewrażliwa na zmiany [Ca2+]. Komórki takie dzielą się nawet 
wtedy, gdy stężenie wapnia w środowisku jest bardzo niskie (H a z e 11 o n 
i T u p p e r  1981).W komórkach nowotworowych wykazujących zjawisko tzw. 
oporności wielolekowej (MDR) (N a i r i in. 1986; G r z e l a k o w s k a - S z t a -  
b e r t 1989) poziom wewnątrzkomórkowego Ca2+ jest podwyższony w porów­
naniu z komórkami nowotworowymi wrażliwymi na leki (T s u r u o i in. 1984).

Utrzymujące się wysokie stężenie jonów wapniowych może doprowadzić do 
śmierci komórki m.in. poprzez rozbicie cytoszkieletu i nie kontrolowaną
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aktywację enzymów katabolicznych, np. endonukleaz i proteaz. Apoptoza, czyli 
programowana śmierć komórki, odbywa się najprawdopodobniej m.in. poprzez 
zależne od Ca2+ endonukleazy (O r r e n i u s i in. 1989) (rys. 3)

Rys. 3. Prawdopodobne mechanizmy odpowiedzialne za zależną od wapnia programowaną śmierć
komórki

KLASYFIKACJA BIAŁEK W IĄŻĄCYCH WAPŃ (CaBP)

Na zmiany poziomu jonów wapnia w komórce reagują białka wiążące wapń, 
mające struktury wyspecjalizowane do wiązania tych jonów. Obecnie znanych 
jest ponad 200 takich białek. Część z nich scharakteryzowano, ale tylko dla 
nieznacznej części określono funkcję ( H e i z m a n n  i B e r c h t o l d  1987; 
H e i z m a n n  i H u n z i k e r  1990). Białka wiążące wapń można podzielić na 
cztery grupy:

1. Białka, które wiążą wapń dzięki tzw. domenom „EF-hand” — struk­
turom o charakterystycznej budowie, składającym się z dwóch odcinków 
a-helisy i pętli je łączącej. Zalicza się do nich kalbindyny D28k i kalretininy 
(mające 6 domen „EF-hand”), kalmodulinę i troponinę C (4 domeny), (rys. 4) 
parwalbuminy i onkomodulinę (2+1 nieaktywna) oraz białka z rodziny S-100 (2 
domeny „EF-hand”);

2. Białka, które zawierają domeny funkcjonalne i domeny homologiczne do 
struktury „EF-hand” . Przykładami są: a-aktynina (białko sieciujące filamenty 
aktynowe), dystrofina — produkt genu, którego mutacja powoduje dystrofię 
Duchenna i Beckera, kalpaina — proteaza zależna od Ca2+;

3. Białka wiążące wapń, które nie mają struktur „EF-hand” , a które wiążą 
fosfolipidy w sposób zależny od jonów wapnia. Do grupy tej należą lipokortyny, 
kalpaktyny, chromobindyny i kalcimedyny, ogólnie zwane anneksynami ( G e r -  
k e 1989; G e r k e i in. 1990). Niektóre z tych białek ulegają fosforylacji m.in. 
w resztach tyrozynowych w czasie aktywacji komórki przez czynniki wzrostowe;

4. Inne białka, których nie można zaklasyfikować do trzech powyższych
grup.
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Rys. 4. Budowa domeny EF-hand i schemat białka wiążącego wapń zawierającego cztery domeny.

WYSTĘPOWANIE BIAŁEK W IĄŻĄCYCH W APŃ W STANACH PATOLOGICZNYCH

Badając zmiany patologiczne związane z metabolizmem wapniowym, zwraca 
się m.in. uwagę na obecność różnych białek wiążących wapń. Niektóre z nich 
mogą się stać markerami pewnych chorób (np. te, które występują tylko w ściśle 
określonych komórkach lub te, których poziom w komórce zmienia się). Białka 
wiążące wapń, których występowanie i ekspresja zmieniają się w stanach 
patologicznych można podzielić na dwie grupy:

1. Białka ulegające ekspresji w specyficznych warunkach i praktycznie nie 
występujące w zdrowej tkance (np. onkomodulina i sorcyna);

2. Białka występujące w normalnej tkance, ale mające zmienioną ekspresję 
w warunkach patologicznych, np. kalmodulina, kalbindyny, parwalbuminy, 
białka S-100 (H e i zm  a n n i S c h a f e r  1990).

Niżej opisano właściwości niektórych białek wiążących wapń, które praw­
dopodobnie będą mogły być markerami określonych stanów patologicznych.

Onkomodulina (Mr =  11 700) jest to białko podobne do parwalbuminy 
( M a c M a n u s  i W h i t f i e l d  1983; G i l l e n  i in. 1987). Tworzy ono dimery 
(poprzez grupę SH), które wydają się być formą aktywną biologicznie. 
Onkomodulina jest nieobecna w normalnych fibroblastach, ale po transformacji 
nowotworowej pojawia się w tych komórkach w znacznej ilości. W czasie 

* rozwoju prenatalnego pojawia się w łożysku, podczas gdy w normalnych
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tkankach człowieka dorosłego nie występuje. Onkomodulina została znaleziona 
w 80% przebadanych nowotworów zwierzęcych i ludzkich. Jej poziom w tkan­
kach nowotworowych jest różny i nie ma związku ani z szybkością wzrostu 
nowotworu, ani ze zdolnością do tworzenia przerzutów. Onkomodulina jest 
obecna w wielu nowotworach ludzkich, ale jej poziom jest niski i dlatego nie 
wydaje się, by oznaczanie poziomu tego białka mogło mieć praktyczne znaczenie 
w diagnostyce onkologicznej.

Sorcyna (ang. sorcin — soluble resistance-related calcium binding protein) 
jest cytoplazmatycznym białkiem o M r 22 000, mającym 4 miejsca wiązania 
Ca2 + . Podobnie jak onkomodulina tworzy dimery. Synteza sorcynyjest znacznie 
zwiększona w komórkach nowotworowych wykazujących oporność wielo- 
lekową, co jest efektem amplifikacji genu sorcyny. Zwielokrotnienie tego genu 
zachodzi równolegle z ampliflkacją genu P-glikoproteiny, błonowego białka 
transportującego różne związki chemiczne z wnętrza komórki na zewnątrz, 
odpowiedzialnego za zwiększoną oporność komórek nowotworowych na działa­
nie leków. Nadprodukcja sorcyny nie jest ani wystarczającym, ani niezbędnym 
warunkiem do uzyskania oporności na leki i jest najprawdopodobniej przypad­
kowa. Niemniej obecność tego białka w badanych komórkach jest wskaźnikiem 
nabycia wielolekowej oporności ( R o b e r t s  i in. 1989; H a m a d a i in. 1988; 
Meyers i in. 1987; art. przegl. G r z e l a k o w s k a - S z t a b e r t  1989).

W przeciwieństwie do innych białek wiążących wapń kalmodulina występuje 
powszechnie we wszystkich komórkach, chociaż jej stężenie nie wszędzie jest 
jednakowe. W kilku przypadkach stwierdzono, że poziom kalmoduliny wzrasta 
w wyniku transformacji nowotworowej wywołanej wirusami (art. przegl. 
H e i z m a n n  i B e r c h t o l d  1987). Ponadto w komórkach mięśni gładkich 
u szczurów z nadciśnieniem poziom prawidłowej kalmoduliny wzrasta i pojawia 
się jej zmutowana forma.

Inne białka wiążące wapń, takie jak parwalbuminy, kalbindyny i białka 
S-100 wykazują specyficzność tkankową i komórkową i dlatego mogą się okazać 
szczególnie dobrymi markerami niektórych chorób. Parwalbumina jest białkiem 
wiążącym wapń o M r =  12 000, występującym w wysokim stężeniu w szybkich 
miofibrylach mięśni szkieletowych. Fibryle te w pierwszej kolejności ulegają 
dezintegracji w przebiegu miopatii i dlatego w surowicy myszy Mdx (odpowied­
nik ludzkiej dystrofn Duchenna) obserwuje się znacznie podwyższony poziom 
parwalbuminy, co jest konsekwencją zwiększonej martwicy mięśni szkieleto­
wych (J o c k u s c h i in. 1990). Oznaczenie poziomu parwalbuminy w surowicy 
może być czułym markerem stopnia dezintegracji mięśni szkieletowych (parwal­
buminy nie znajduje się w mięśniach gładkich i mięśniu sercowym).

Parwalbumina występuje w ośrodkowym układzie nerwowym — w nie­
których GABA-ergicznych neuronach hipokam pa (S k o 11 i i N i t s c h  1991). 
U pacjentów cierpiących na epilepsję obserwowano ubytek komórek hipokam­
pa, głównie w tzw. obszarach CA1 i CA3 ( L e r n a t h  i R i b a k  1991), 
natomiast komórki nerwowe z obszaru CA2 były mniej wrażliwe na uszkodzę-
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nie. Badania immunologiczne prowadzone na szczurach wykazały, że obszar 
CA2 ma wyższy niż w obszarach CA1 i CA3 poziom parwalbumin (i kalbindyn 
D28K) w komórkach piramidalnych. Sugeruje się, że komórki piramidalne 
obszaru CA2 są oporne na toksyczność wapniową wywołaną nadmiernym 
pobudzeniem właśnie dzięki ochronnej roli białek wiążących wapń (L e r n a t h 
i R i b a k  1991. U pacjentów z chorobą Alzheimera zmniejsza się liczba 
neuronów zawierających parwalbuminę ( I c h i m i y a  1988). U pacjentów 
z syndromem DiGeorge obserwuje się delecję genu parwalbuminy, co może być 
markerem tej choroby (B e r c h t o 1 d i in. 1987).

W mózgu pacjentów z chorobą Alzheimera poziom kalbindyny D28k obniża 
się, co jest najprawdopodobniej spowodowane zmniejszaniem się liczby neuro­
nów zawierających to białko (B a i m b r i d g e i in. 1985). Zaobserwowano, że 
D28k, podobnie jak parwalbumina, chroni komórki nerwowe przed toksycznym 
wpływem wapnia, który pojawia się w komórce w zwiększonej ilości w wyniku 
nadmiernego pobudzenia. Hodowane in vitro neurony hipokampa zawierające 
kalbindynę D28k są bardziej oporne na niszczący wpływ elektrostymulujących 
aminokwasów, niż neurony nie mające tego białka ( M a t t s o n  i in. 1991). 
Neurony z kalbindyną D28k bardziej efektywnie niż neurony bez niej obniżają 
wysoki poziom wewnątrzkomórkowego wapnia pojawiający się po pobudzeniu. 
Ekspresja kalbindyn D28k występujących w komórkach nerwowych jest regulo­
wana m.in. przez glukokortykoidy oraz przez neuronalne czynniki wzrostu. 
W przewlekłych chorobach neurologicznych, takich jak choroba Alzheimera, 
Huntingtona czy Parkinsona, poziom kalbindyny D28k (oraz jej mRNA) jest 
zredukowany w objętych chorobą rejonach mózgu. Wymienione przykłady 
świadczą o tym, że zmniejszająca się w różnych stanach patologicznych (lub wraz 
z wiekiem) w różnych procesach patologicznych ekspresja kalbindyny D28k 
może prowadzić do zachwiania homeostazy wapniowej kierowanej przez układ 
neuronalny.

Białka z rodziny S-100 to co najmniej 10 różnych polipeptydów (Mr od 9000 
do 14 000), występujących na ogół w określonym typie komórek. Białka S-100 
zawierają dwie domeny ,,EF-hand” ; monomer może zatem wiązać dwa jony 
wapnia, a dimer cztery. Niektóre białka z tej rodziny wiążą jony cynku. Białka 
S-100 mają dwie ważne cechy odróżniające je od innych białek zawierających 
domeny „EF-hand” . Pierwsza — to wydzielanie białek S-100 na zewnątrz 
komórki do płynów ustrojowych lub pożywki, co wskazuje, że mogą one działać 
pozakomórkowo. Druga cecha — geny kodujące białka S-100 są aktywowane 
w określonej fazie cyklu komórkowego łub w przebiegu procesu różnicowania. 
Nie są to więc białka stale syntetyzowane w komórce.

Mózgowe białka S-100 występują w postaci dimerów zbudowanych z dwóch 
rodzajów podjednostek: S-lOOa i S- 100/k Polipeptydy te wykazują około 50% 
identyczności i mogą tworzyć homo- i heterodimery. Białko S-I00ß zlokali­
zowano w największej ilości w komórkach gleju, ale występuje ono również 
w adipocytach. Białko S-lOOa znajduje - się przede wszystkim w neuro-
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T a b e l a  2
Właściwości białek S-100

Nazwa białka 
(genu) Występowanie Indukowanie*

Ekspresja zależna 
od cyklu kom órko­

wego lub etapu 
różnicowania

Pozakomórkowe 
(E) i tworzące 

dimer (D)

S-lOOa neurony, mięśnie, + D
nerka, skóra

S-100/? komórki gleju, tkanki + E/D
tłuszczowej, jądra

S-100L komórki płuc

M RP-14 *w ostrych i przewlekłych + E/D
CF-A g stanach zapalnych
L -l Ag

M R P-8 *w przewlekłych stanach + E/D
L -l Ag zapalnych

Kalcyklina *surowicą w fibroblastach + E/D
PRA połączony z receptorem

prolaktyny

18A2 *surowicą w fibroblastach +
P9Ka w komórkach mioepitelialnych +
pEL68 w nowotworach + E/D
mtsl w przerzutach nowotworowych +
42A *NGF w komórkach PC 12 +

ICaBP *witaminą D w komórkach jelita +

p il podjednostka anneksyny II
42C *N GF w komórkach PC 12 + D

nach centralnego i obwodowego układu nerwowego, a mniejsze jego ilości 
występują w komórkach mięśni, nerki i melanocytach. Dotychczas nie wyjaś­
niono jaką rolę pełnią białka S-lOOa i S-100/?. Ostatnio stwierdzono jednak, że 
homodimer S-100/1 wydłuża czas przeżycia neuronów w hodowli oraz stymuluje 
wydłużanie neurytów ( K l i g m a n  i M a r s h a k  1985). Wydzielanie S-100/1 
zachodzi pod wpływem hormonu kortykotropowego.

Synteza białka S-100/1 w mózgu pacjentów z chorobą Downa i Alzheimera 
jest podwyższona ( G r i f f i n  i in. 1989). Zwiększenie ilości białka S-100 
w trakcie rozwoju mózgu może być przyczyną neurologicznych zmian wy­
stępujących w chorobie Downa, co sugeruje się m.in. na podstawie obserwacji 
myszy transgenicznych (z genem białka S-100). Dodatkową wskazówką sugeru­
jącą, że białko S-100/1 jest związane z patogenezą syndromu Downa jest fakt, że 
fragment chromosomu 21 zawierający gen tego białka ulega triplikacji. Poziom 
białka S-100/1 oznaczony w płynie mózgowo-rdzeniowym jest podwyższony 
również w innych chorobach ośrodkowego układu nerwowego, takich jak
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nowotwory, zmiany towarzyszące miażdżycy naczyń mózgowych, wylew krwi 
do mózgu. Użycie monoklonalnych przeciwciał skierowanych przeciwko białku 
S-100/7 umożliwia identyfikację różnych nowotworów układu nerwowego 
u ludzi. W tabeli 3 pokazano w jakich nowotworach znajduje się, a w jakich nie 
ma białka S-100/k We wszystkich badanych przypadkach znaleziono to białko 
w nowotworach pochodzących z komórek wspomagających (gleju), a nie 
znaleziono w nowotworach wywodzących się z neuronów (Van E l d i k  i in.
1986).

T a b e l a  3

Immunologiczna lokalizacja białka S-1 OOy? w ludzkich 
nowotworach układu nerwowego (Van E ld  i k i in. 1986)

Nowotwór S-100/?

Astrocytoma (gwiaździak) 23/23
Glioblastoma (glejak) 14/14
Schwannoma (osłoniak) 6/6
Ependymoma (komórki wyściółki) 3/3
Oligodendrogloma (skąpodrzewiak) 0/5
Memigioma (oponiak) 0/12
Medulloblastoma (rdzeniak) 0/7
Neuroblastoma (zwojak zarodkowy) 0/7

Białko S-lOOa w komórkach mięśniowych jest obecne tylko w fibroblastach 
serca i fibrylach typu I mięśni szkieletowych ( E l a i m o t o  i K a t o  1987). 
W surowicy pacjentów z dystrofią miotoniczną typu 1 stwierdza się podwyż­
szony poziom enzymów takich jak enolaza mięśniowa (dwukrotny), kinaza 
kreatyninowa i mioglobina (trzykrotny), anhydraza węglanowa (czterokrotny) 
oraz ponad sześciokrotny — białka S-lOOa. Wydaje się, że białko to i jego 
poziom jest czułym i łatwym do oznaczania markerem tej dystrofii.

Białko S-100ß występuje w czerniakach i liniach komórkowych otrzymanych 
z tych nowotworów. Nie znaleziono białka S-\00ß w normalnych melanocytach, 
w komórkach epitelialnych i w fibroblastach. Sugeruje się, że synteza tego białka 
zwiększa się po transformacji nowotworowej melanocytów w związku z progre­
sją cyklu komórkowego.

Poziom kalbindyny D9k w jelicie cienkim zmienia się w różnych stanach 
patologicznych. Zaobserwowano korelację między poziomem kalbindyny D9k 
a zdolnością jelita do wchłaniania wapnia (tab. 4). Ponadto u szczurów 
z nadciśnieniem poziom kalbindyny D9k obniża się (R a o i in.).

Dwa białka z rodziny białek S-100 zwane MRP-8 i MRP-14 (to ostatnie jest 
identyczne z tzw. antygenem mukowiscydozy — patrz niżej) są białkami 
charakterystycznymi dla komórek pochodzących ze szpiku. W warunkach 
normalnych obserwuje się je w granulocytach i monocytach krwi, a nie ma ich
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w płytkach krwi i limfocytach oraz w normalnych tkankowych makrofagach 
(tab. 5).

T a b e l a  4

Poziom kalbidyny D9k w jelicie ( S t a u n ,  J a r n u m  1988)

Pacjenci z ograniczonym 
wchłanianiem jelitowym

Liczba
przypadków

Poziom kalbidyny D9k 
ug/mg (biopsje)

Short-bowel syndrom 5 2,5
Celiakia

nietraktowana 4 0,3
remisja 7 1,8

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

T a b e l a  5

Ekspresja MRP-8 i MRP-14 w komórkach białaczki i 
w stanach zapalnych (Z w a 1 d o i in. 1983)

Stan chorobowy M RP-8 M RP-14
% komórek pozytywnych

Ostra białaczka szpikowa 
Ostra białaczka limfatyczna 
Przewlekła białaczka szpikowa 
Przewlekła białaczka limfatyczna 
Ostre stany zapalne 
(np. zapalenie dziąseł)
Przewlekłe stany zapalne
(np. reumatoidalne zapalenie stawów)

10-40 10-40 
0 0 

50-80 50-80 
0 0

0 15-78 

50-100 50-100

W ostrych stanach zapalnych (np. w zapaleniu dziąseł, łuszczycy, świerz­
biączce) w makrofagach pojawia się jedynie białko MRP-14. W przewlekłych 
stanach zapalnych, takich jak np. reumatoidalne zapalenie stawów, makrofagi 
syntetyzują oba białka: MRP-8 i MRP-14. Obecność makrofagów zawierających 
MRP-8 wskazuje na przewlekłą naturę stanu zapalnego ( O d i n k  i in. 1987) 
Z w a 1 d o i in. 1988).

W przewlekłych i ostrych białaczkach szpikowych obserwuje się obecność 
zarówno MRP-8 i MRP-14. W innych nowotworach układu białokrwinkowego 
nie stwierdzono obecności tych białek. Obecność MRP-14 w surowicy wynika 
albo ze zwiększonej lizy makrofagów i innych komórek, albo jest skutkiem 
wydzielania tego białka przez komórki w trakcie zapalenia. U pacjentów 
z mukowiscydozą obserwuje się podwyższony poziom białka „CF-antygen” 
identycznego z białkiem MRP-14. Mukowiscydozą związana jest z nienormalnie
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niskim transportem jonów chlorkowych przez błonę. Gen odpowiedzialny za tę 
chorobę został zidentyfikowany, sklonowany, a defekt genu w postaci mutacji 
wykryty (art. przegl. K o s h l a n d  1989). CF-antygen (MRP-14) jest zawsze 
obecny w surowicy (u osób zdrowych 2-135 ng.ml'1), ale u chorych na 
mukowiscydozę (B r ü g g e n i in. 1988) jest obecny w dużo wyższym stężeniu 
(250-2500 ng.ml"1). Zwiększony poziom CF-antygen (MRP-14) obserwuje się 
u osobników heterozygotycznych, którzy nie wykazują objawów chorobowych 
(12-380 ng.ml"1). Oznaczenie poziomu tego białka w surowicy jest czulszym 
testem niż oznaczenie innych białek, np. związanych z aktywacją granulocytów, 
i może być testem na nosicielstwo genu mukowiscydozy.

T a b e l a  6
CaBP jako markery chorób

Białko Stan chorobowy

Onkomodulina
Sorcyna
Parwalbumina

Kalbidyna D9k 
D 28k
Białko S-100 

MRP-8

M R P-14/CF-A g
Kalcyklina

niektóre nowotwory
komórki nowotworowe z MDR
choroby mięśni
choroba Alzheimera
choroby jelit, nadciśnienie
choroba Alzheimera
dystrofia
czerniaki
nowotwory nerki
nowotwory mózgu
chroniczne stany zapalne,
ostre stany zapalne
mukowiscydoza
niektóre nowotwory
marskość żółciowa

18A2, p9Ka, pEL68, m tsl i 42A to nazwy tego samego białka (genu) 
wykrytego w różnych komórkach i badanego przez różne grupy badaczy (zob. 
Tab. 2 i art. przegl. H i l t  i K l i g m a n  1991). Białko kodowane przez ten gen 
wiąże wapń i jest indukowane przez różne czynniki. Niektóre z nich są związane 
ze stanami patologicznymi; np. zwiększoną syntezę tego białka obserwuje się po 
transformacji nowotworowej, a szczególnie w nowotworach wykazujących 
zdolność do przerzutów. Białko 18A2 występuje w różnych tkankach, ale jego 
największe stężenie jest w macicy i w łożysku ciężarnych myszy. Szczyt syntezy 
18A2 obserwuje się w fazie S cyklu komórkowego ( J a c k s o n - G r u s b y i i n .
1987). Polipeptyd p9Ka pojawia się w 10-15-krotnej ilości w mioepitelialnych 
komórkach ssaków po ich przekształceniu z macierzystych komórek epitelial- 
nych (B a r r a c 1 o u g h i in. 1990).

Komórki pheochromocytoma PC 12 wykazują właściwości chromafmowych 
komórek nadnerczy. Pod wpływem nerwowego czynnika wzrostu (NGF)
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Rys. 5. Występowanie kalcykliny w wątrobie i nerce wyznaczane przy pomocy przeciwciał. (Komórki 
zawierające kalcyklinę mają ciemne zabarwienie). Oznaczenia: a i b — w ątroba (marskość żółcio­
wa); c -f— nerka (zdrowa), c — fragment kłębka; d — cewki w korze, e — cewki w rdzeniu, f  — rdzeń

i ściana miedniczki nerkowej
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komórki te uzyskują właściwości sympatetycznych neuronów, czego wyrazem 
jest m.in. pojawienie się i wzrost neurytów ( K l i g m a n  i M a r s h a k  1985). 
Ten proces może być odzwierciedleniem indukowanego przez N G F procesu 
różnicowania embrionalnych neuroblastów. W czasie różnicowania się komórek 
PC 12 pod wpływem N G F pojawiają się dwa białka wiążące Ca2+, zwane 42Ä 
(mające 101 reszt aminokwasowych) i 42 C (identyczne z p i l  podjednostką 
anneksyny II) mające 95 reszt aminokwasowych. Poziom mRNA 42C wzrasta 
5-krotnie, a m RNA 42A — 25-krotnie ( M a s i a k o w s k i  i S h o o t e r  1988).

Kalcyklina to białko wiążące wapń ( K u ź n i c k i  i F i l i p e k  1987; K u ź n i -  
c k  i 1991), którego gen ulega ekspresji pod wpływem czynników wzrostowych 
(C a 1 a b r e 11 a i in. 1986). Normalnie występuje w fibroblastach i komórkach 
epitelialnych ( K u ź n i c k i  i in. 1992). Zwiększony poziom mRNA kalcykliny 
(pojawiający się w fazie Go/S cyklu komórkowego) stwierdzono w ostrej 
białaczce szpikowej, w niektórych typach czerniaków (W e t e r m a n i in. 1992), 
w neuroblastoma (T o n i n i i in. 1991) i w nowotworze Hodgkina (G a b i u s 
i in. 1989) (rys. 5). Ponadto kalcyklina okazała się identyczna z białkiem 
związanym z receptorem prolaktyny ( M u r p h y  i in. 1989). Nie dziwi więc 
obserwacja T h o r d a r s o n a i in. (1991), że kalcyklina jest wydzielana przez 
komórki doczesnej i stymuluje wydzielanie laktogenu II z trofoblastu. Jest to 
kolejny przykład białka z rodziny S-100, które występuje pozakomórkowo 
i wykazuje określoną aktywność biologiczną. Oznaczanie poziomu kalcykliny 
w tkankach lub w płynach ustrojowych może mieć znaczenie diagnostyczne. Ze 
względu na to, że kalcyklina występuje w fibroblastach, choroby związane 
z przerostem tkanki łącznej mogą być diagnozowane na podstawie wzrostu 
poziomu tego białka. Inne choroby, np. żółciowa marskość wątroby (którą 
cechuje zwiększona proliferacja komórek kanalików żółciowych), mogą być 
również w ten sposób diagnozowane ( K u ź n i c k i  in. 1992).

ZAKOŃCZENIE

Oznaczanie występowania białek wiążących wapń oraz ich poziomu nie jest 
dotychczas stosowane rutynowo w celach diagnostycznych. Sytuacja ta może się 
niedługo zmienić, ponieważ coraz więcej danych wskazuje na to, że białka te 
mogą być markerami wielu stanów patologicznych.

Niektóre właściwości białek wiążących wapń czynią je szczególnie cennymi 
markerami: a) występują one tylko w pewnych tkankach i typach komórek i to 
w dużym stężeniu, b) ekspresja wielu z nich zależy od fazy cyklu komórkowego, 
c) występują głównie w cytoplazmie, d) niektóre są wydzielane na zewnątrz do 
płynów ustrojowych, e) nie ulegają szybkiej proteolizie. W najbliższych latach 
można oczekiwać nowych informacji na temat zastosowania białek wiążących 
wapń jako markerów stanów patologicznych.
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CALCIUM  BINDING PROTEINS AS M ARKERS OF PATHOLOGICAL CONDITIONS

S u m m a r y

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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