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Kalmodulin je modulatorski protein ovisan o kalciju, koji regulira
tridesetak enzimskih sustava. Do poremecaja njegove razine u stanici, a i do
njegove preraspodjele izmedu citosolne i membranske frakcije dolazi pod
utjecajem kemijskih (10111 metala) i bioloSkih ¢inilaca (hormoni, virusi). Te su
pojave osobito izrazene pri malignoj transformaciji stanice, Zasebno su
obradena oba razreda Cinilaca, a ovaj pregled ukratko opisuje i najvaznije
analiticke postupke za Udredwan]e razine kalmodulina u homogenatima
tkiva i stanica. Detaljni mehanizam djelovanja kemijskih i bioloskih &inilaca
na razinu kalmodulina jo$ nije poznat.

Kljuéne rijeci: biosinteza kalmodulina, intracelularni procesi, kalcij, maligna
transformacija, modulatorski protein, regulacija razine kalcija, staniéni
metabolizam,

Kalmodulin je nesumnjivo najvazniji predstavnik porodice proteina ovisnih o kalciju,
koji reguliraju stani¢ne funkcije. Kako na njegovu aktivnost ne utjece samo kalcij, nego
i drugi agensi (u prvom redu ioni te$kih metala), istrazivanje kalmodulina doprinosi
novim spoznajama o mehanizmu toksi¢nog djelovanja metala, ali i drugih, anorganskih
i organskih tvari. Taj regulacijski protein otkriven je sredinom Sezdesetih godina kao
aktivator fosfodiesteraze ciklickih nukleotida (1), no ubrzo se pokazuje da je to samo
jedna od mno$tva njegovih bioloskih funkcija. Kalmodulin ne samo da utjece na
razgradnju ciklickih nukleotida aktivacijom fosfodiesteraze 3’,5-ciklickih nukleotida
(PDE) nego i na njihovu sintezu, djelujuci na adenilat ciklazu (2, 3). Osim $to na taj
nadin regulira razinu cikli¢kih nukleotida u stanici (a time, naravno, i 0 njima ovisan
staniéni metabolizam), kalmodulin aktivira i o kalciju ovisnu ATP-azu, »pumpu za
kalcij« (4, 5), sudjelujuéi tako u regulaciji razine kalcija u stanici. No to su samo
najvaznije funkcije tog nadasve vaZnog i zanimljivog proteina: danas je poznato vise od
trideset enzima i enzimskih sustava reguliranih s pomocu kalmodulina (slika 1) (6), pa
Vanaman ne pretjeruje kada u njemu vidi protein koji »vjerojatno regulira sve u stanici,
pocev od diobe pa do kretanja i izluivanja« (7). Sve su te funkcije usko povezane s
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Slika 1. Osnowvna fizioloska dijelovana kalmodulina. Za detalje vidi ref. 6.

vezanjem kalcija, pa se kalmodulin mozZe smatrati klju¢em za razumijevanje djelovanja
kalcija na stani¢ni metabolizam,

Po kemijskoj strukturi kalmodulin je malen (148 aminokiselinskih ostataka,
M,=17000), izrazito kiseo protein (pH;=3,9—4,3) sastavlien od samo jednog
polipeptidnog lanca. Zbog nedostatka cisteinskih ostataka i predominacije alfa-
-uzvojniea u strukturi izuzetno je otporan na denaturaciju: zadrzava aktivnost i nakon
nekoliko minuta kuhanja (8), pa se ta osobina kalmodulina iskori§tava i pri njegovoj
izolaciji (9). Primarna struktura proteina dobro je ocuvana tijekom evolucije (10), pa se
strukture kalmodulina izoliranih iz divergentnih biljnih i Zivotinjskih vrsta vrlo malo
razlikuju (8). Stovise, kalmodulin izoliran iz jedne vrste moZe aktivirati PDE iz neke
druge vrste bez izrazitije razlike u aktivnosti (8). Te dvije Cinjenice valja imati na umu i
pri njegovu analitickom odredivanju.

Aktivnost kalmodulina usko je povezana s vezanjem kalcija, a Cesto i drugih metala
(11). Unato¢ mnogobrojnim nesuglasicama, danas se s dosta sigurnosti moze reci da
kalmodulin veze Cetiri kalcijeva iona (slika 2), i to na dva mjesta niskog afiniteta
(K,=5x10" Lmol~'; petlje III i IV) i dva mjesta visokog afiniteta (K,=5x10° Lmol~',
petlje I i II) (12). Drugi ioni takoder se vezu za kalmodulin (11), bilo za Cetiri glavna
(vkalcijska«) ili pak za Sest alosterickih (»sporednih«) mjesta na molekuli (13). Vazno je
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IV

Slika 2. Rendgenska struktura kompleksa kalmodulina s kalcijem, CaM. Cay: molekula se sastofi
od sedam alfa-uzvojnica (A do G) i éetiri petlje za vezanje kalcija (T do IV), Slika je preuzeta iz ref.
39, uz manje mwi:'f{km';je.

pritom napomenuti da se neki metali (Ca’*, Sr**) vezu samo za glavna, drugi (Mg*~,
Zn?*, Mn?*, Cu?*, Hg?*, AI’*) samo za sporedna, dok se treci (La’*, Tb*+, Pb**, Cd**)
mogu vezati i za jedna i za druga mjesta (13).

Glavna tema ovog ¢lanka bit ¢e povezanost fizioloskih i patoloskih stanja s razinom
kalmodulina u stanici. MoZe se, naime, pretpostaviti da se na intracelularne procese
regulirane kalmodulinom moZe djelovati dvojako: ili izravnim utjecajem na aktivnost
kalmodulina ili pak poremetnjom njegove razine ili preraspodjele unutar stanice. Bez
obzira na to §to je tumalenje ovog drugog mehanizma znatno oteZano zbog mnostva
fizioloskih funkcija kalmodulina, odredivanje razine tog proteina moZe u najmanju
ruku biti dobar pokazatelj fizioloskog stanja stanice: To osobito vrijedi u slucaju porasta
razine kalmodulina pri malignoj transformaciji stanica.

Citatelja koji se viSe zanima za taj nadasve vazan modulatorski protein upucujemo na
nekoliko odabranih ¢lanaka (6, 7, 11, 14, 15).
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ANALITICKI POSTUPCI

Za mjerenje razine kalmodulina u homogenatu stanica ili tkiva razvijena su tri, danas
ve standardna postupka (ovdje valja napomenuti da postoje ve¢ gotovi setovi za sve tri
metode). To su: elektroforeza na poliakrilamidnom gelu, enzimska i radioimunolotka
metoda. Zbog vrlo niske razine kalmodulina u tkivu (oko 50 mg/kg; 0,3 — 5% ukupnog
proteina) uobicajeno bojenje poliakrilamidnih plo¢a (Coomassie blue) nije dovoljno
osjetljivo, pa je nuino provesti razvijanje ploca srebrnim solima (silver stain) &ime se
postize oko stotinu puta veca osjetljivost (16). Po moguénosti detekcije kalmodulin se
bitno ne izdvaja od drugih proteina (0,25 ng/mm?; drugi proteini 0,05—0,1 ng/mm?
(16). Iako se tom metodom mogu dobiti vrlo dobre i reproducibilne vrijednosti za
razinu kalmodulina u stanici (linearni odziv u rasponu od 1 do 100 ng proteina
nanesenog na gel (17), valja napomenuti da je bojenje srebrnim solima dosta osjetljiv
postupak, a metoda je usto i dugotrajna.

Druga metoda za analiticko odredivanje kalmodulina u homogenatu osniva se na
stimulaciji fosfodiesteraze ciklickih nukleotida pri reakciji hidrolitickog cijepanja
ciklickog adenozin-monofosfata. Pri analizi tom metodom (18) koriste se dvije
uzastopne enzimske reakcije. Prva je cijepanje ciklickog adenozin-3’,5-monofosfata
(cAMP):

cAMP PDE 5'— AMP

a druga je hidroliza 5-AMP do anorganskog fosfata:
5'— AMP 5" —nukleotidaza

adenozin + P,

Fosfati se, kao kona¢ni produkti reakcije, odreduju nekom standardnom, obiéno
spektrofotometrijskom metodom. Unato¢ dosta velikoj osjetljivosti (oko 20 ng) i
kratkom vremenu potrebnom za analizu, nedostatak je metode da mjeri samo biologki
aktivan kalmodulin (nesto se kalmodulina, naime, denaturira pri preparaciji ekstrakta
koja ukljucuje grijanje uzorka). Na to¢nost metode utje¢u i komponente uzorka kao 3to
su npr. proteoliticki enzimi i endogena fosfodiesteraza.

Treca metoda (19) temelji se na imunolo$koj reakciji kalmodulina s odgovarajucim
antitijelom koja se prati mjerenjem razrjedenja kalmodulina obiljeZenog jodnim
izotopom '#’I (radioimunoloski test, RIA). Metoda je vrlo osjetljiva (granica detekcije
15 pg), reproducibilna (3 —5%] i vrlo jednostavna za primjenu. Pote$koce se ipak mogu
ofekivati zbog lose kvalitete antitijela (kriZanje s kalmodulinom iz druge vrste i drugim
proteinima, posebice onima koji vezu kalcij).

KALMODULIN I MALIGNA TRANSFORMACIJA

Prva veza izmedu kalmodulina i maligne transformacije uoena je 1976. godine kada
je otkriveno da u fibroblastima pile¢eg embrija transformiranim virusima dolazi do
Cetverostrukog porasta topljivog kalmodulina prema ukupnim proteinima (20). Mnogo
se vise saznalo o toj pojavi istrazivanjem normalnog i tumorskog tkiva jetre (21 —25). U
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normalnoj jetri izmjerena je koncentracija kalmodulina od oko 0,22 do 0,59 pug/mg
proteina (22) i 40 —78 pg/g tkiva (23). U tumorskom tkivu jetre izmjerena je, medutim,
i do Sest puta veca koncentracija kalmodulina (24, 25), mjerena prema masi tkivai 2 —3
puta veéa koncentracija prema ukupnim proteinima (21, 22). Brzina rasta tumora
pokazala se vaznom za koncentraciju kalmodulina: brzorastuci tumori imaju viSu razinu
kalmodulina od tumora koji rastu sporo (22 — 26).

Dosta radova napravljeno je i na drugim tkivima, ponajviSe na fibroblastima iz
pileceg zametka (20, 27— 30), no i na bubrezima Stakora (31, 32), limfocitima (33),a i na
stani¢nim linijama — misjim (3T3 (32), govedim (MDBK) i ljudskim (WISH (34). I tu
se redovito zapaZa povedanje razine kalmodulina pri virusnoj transformaciji — od 1,7
(27) do 4,3 puta (20). Najveéi porast razine kalmodulina zabiljeZen je kod leukemicnih
limfocita (6 — 10 puta prema razini u normalnim limfocitima (33, 35).

Maligna transformacija utjefe i na raspodjelu kalmodulina unutar stanice (izmedu
citosola i staniénih membrana). U normalnoj jetri kalmodulin je rasporeden izmedu
topljive (citosolne) i taloZzne (membranske) frakcije u omjeru 2:1. U tumorskom tkivu
(Morrisov hepatom) povecava se taj omjer 6 —43 puta u korist citosolne frakcije (24). U
drugim sludajevima ta pojava nije toliko izraZena. U kulturi fibroblasta pile¢eg embrija
(50—90% kalmodulina u citosolu) opaZeno je tek remecenje preraspodjele
kalmodulina nakon maligne transformacije (27, 28), dok neka druga istrazivanja
pokazuju podjednak porast kalmodulina u obje frakcije (21, 22).

Razina kalmodulina povigena je i u drugim tkivima koja se ubrzano dijele. Osobito
treba istaknuti psorijazu kod koje je na mjestima lezija izmjeren vrlo velik porast razine
ukupnog kalmodulina: i do trideset puta prema kontrolnoj skupini (mjereno prema
ukupnoj DNA (36). Novija istraZivanja, medutim, pokazuju da ta pojava nije specifi¢na
samo za psorijazu, vec i za druge koZne lezije (37).

DRUGI (KEMIJSKI I BIOLOSKI) CINIOCI

O utjecaju drugih ¢inilaca na razinu kalmodulina u stanici zna se mnogo manje. Cini
se da najjaci utjecaj imaju ioni metala koji pokazuju afinitet prema kalmodulinu. Kalcij
utjede na biosintezu kalmodulina (38), a takoder i na njegovu raspodjelu izmedu citosola
i stani¢nih membrana (39). Dvovalentni metalni ioni koji se vezu za kalmodulin (Pb**,
Sr2+, Cd?*, Ba?*, Mn?*), kako pokazuju mjerenja in vitro, uzrokuju i preko stotinu puta
veée vezanje kalmodulina za moidane membrane (40). Do sli¢nog opaZanja dolazi i
jedan od autora ovog &lanka nalazeéi da takvo djelovanje imaju i ioni Ni** (41). Nakon
akutne intoksikacije nikal(IT)-acetatom, koncentracija kalmodulina vezanog za
membrane u bubreznom tkivu §takora raste oko 20% u razdoblju od osam sati nakon
injiciranja, da bi se nakon sedam dana vratila na normalnu vrijednost. Taj nalaz
potkrepljuje i Cinjenica da citosolna koncentracija kalmodulina pokazuje obrnuti trend,
dok ukupna koncentracija kalmodulina u stanici ostaje nepromijenjenom. Nikal je, valja
napomenuti, takoder metal koji se veze za kalmodulin (42) i koji je, kao i gore navedeni
metali, inhibitor PDE (43).

Na preraspodjelu kalmodulina utje¢u i drugi agensi. Metodom imunofluorescencije
pronadeno je da u kori nadbubrezne Zlijezde Stakora dolazi do pojacana vezanja
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kalmodulina za nukleus nakon supkutane injekcije kortikotropina (44) $to je dovelo
autore do hipoteze da kalmodulin sudjeluje u hormonskoj regulaciji nuklearnih
procesa. Slicno djelovanje ima i gonadotropin-oslobadajuéi hormon (GnRH), koji
izaziva za 4 — 6% pojacano vezanje kalmodulina za plazmatske membrane pituicita (45).
Suprotno djelovanje imaju estrogen i progesteron koji u miometriju kuniéa s
odstranjenim jajnicima izazivaju porast kalmodulina u citosolu za 20—40% (46).
Produzena stimulacija dopaminskih receptora takoder uzrokuje otpustanje kalmodulina
sa stanicne membrane (47, 48).

Do porasta koncentracije kalmodulina u citosolu dolazi i prilikom regeneracije jetre
izmedu 6. i 14. sata nakon parcijalne hepatektomije (23, 49, 50). Zanimljivo je da je ta
pojava popracena i promjenom razina drugih metabolita vezanih za metabolizam
kalmodulina (cAMP, protein kinaza I i II).

ZAKLJUCAK

Procesi kojima dolazi do poremetnje i preraspodiele razine kalmodulina u stanici jos
su daleko od toga da budu potpuno razjasnjeni. Dapace, imajuéi u vidu svu slozenost
bioloskih funkcija kalmodulina i jos k tome raznorodnost procesa u kojima se opazaju
promijene njegove koncentracije unutar stanice, tedko je i vjerovati da se sve te pojave
mogu objasniti jednostavnim i jedinstvenim mehanizmom. U ovom kratkom pregledu
stoga Cemo se kloniti pretjeranih generalizacija i spekulacija; Eitaoca svakako
upucujemo na odli¢nu raspravu o tom problemu (51).

Boljem razumijevanju navedenih pojava sigurno pridonose spoznaje o biosintezi
kalmodulina. lako se sintetizira s ostalim proteinima na granici G,/S faze stanicnog
ciklusa (29, 52, 53), u stanicama koje se oporavljaju od deprivacije kalcija moZe doci i do
specifiéne  sinteze kalmodulina (32, 54). Poremeéaj razine kalmodulina u
transformiranim stanicama moze se dovesti u vezu s poznatom &injenicom da manjak
kalcija inhibira proliferaciju samo normalnih stanica, dok na transformirane stanice ne
utjece (55, 56). U ranim fazama mitoze povecava se razina kalcija u stanici (57), a1 sam
se kalmodulin ponaa kao mitogen buduéi da stimulira sintezu DNA (54, 58).

Unato¢ nemoguénosti postavljanja opéenitog mehanizma koji bi povezivao normalna
i patoloska stanja s razinom kalmodulina, mogu se postaviti tri osnovne hipoteze:

1. Transformirane stanice gube sposobnost da snizuju razinu kalmodulina nakon
njegove sinteze s ostalim proteinima u fazi G,/S stani¢nog ciklusa. Tu hipotezu osobito
potkrepljuju istraZivanja M. Veigl i suradnika na kulturi normalnih i transformiranih
stanica (30).

2. Transformacija izaziva promjene na proteinima (i drugim spojevima) koji vezu
kalmodulin. To se osobito odnosi na komponente staniéne membrane. (Ovim se
mehanizmom moZe obuhvatiti i djelovanje drugih agensa, npr. iona metala).

3. Osnovni poremecaj je gubitak sposobnosti prenoSenja normalnog kalcijskog
signala (regulacija fluksa kalcija ili utjecaj na pojedine stupnjeve prijenosa). Kako je
kalmodulin ukljuéen u gotovo sve staniéne procese ovisne o kalciju, taj ce se poreme¢aj
oCitovati i u promjeni njegove razine.
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lako navedene hipoteze ne mogu detaljno razjasniti mehanizam koji dovodi do

poremecaja razine kalmodulina u stanici, promjene razine kalmodulina u tkivima i
stanicama mogu upozoriti na neke zajednicke korijene patolodkih stanja.
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Summiary

CALMODULIN LEVELS AND THE CHANGES IN CELL PHYSIOLOGY

Calmodulin is a calcium-dependent regulator protein which activates about thirty enzymatic
systems. [ts intracellular levels, as well as the distribution between cytosolic and membrane
fractions, are dependent on chemical (metal ions) and biological agents (hormones, viruses). The
changes in levels are particularly pronounced after the cell transformation. The influence of
transformation and the effect of chemical/biological agents are discussed separately as are the
analytical methods for calmodulin determination. A detailed mechanism of action of chemical
and biological agents on calmodulin levels is not yet known.
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Key fermy: calmodulin biosynthesis, intracellular processes, calcium, malignant transformation,
modulatory protein, regulation of calcium level, cell metabolism.

406



