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STRESZCZENIE

Aneksyny tworza rodzine bialek oddzialujacych z blonami biologicznymi, ktérej przed-
stawiciele powszechnie wystepuja w organizmach kregowcéw. Oddzialywania te sa
regulowane przez zmiany wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw wapnia ([Ca*] , ), pH, a
takze obecno$c w blonie ujemnie naladowanych lipidow i cholesterolu. Jako biatka reagu-
jace na zmiany [Ca*] oraz czynniki uczestniczace w fuzji bton biologicznych, aneksyny
reguluja szlaki przekazywania sygnaléw, w ktorych uczestnicza izoformy bialkowej kinazy
C (PKC). Wyniki wielu badaf prowadzonych w réznych laboratoriach na $wiecie wskazuja,
ze aneksyny moga w komérce uczestniczyé miedzy innymi w naprawie uszkodzen blon bio-
logicznych (szkielet aktynowy komoérki oraz biatka partnerskie aneksyn z rodziny S100), w
transporcie pecherzykowym, szczegblnie w endocytozie (mikrodomeny blony wzbogacone
w cholesterol), w przekazywaniu sygnalow, w regulacji homeostazy jonéw wapnia, a takze
w regulacji funkcji mitochondriéw i organizacji sieci mitochondrialnej w komérce. Temu
ostatniemu zagadnieniu poswiecony jest niniejszy artykul przegladowy. Autorzy dedykuja
go Panu Profesorowi Lechowi Wojtczakowi, z okazji 90-lecia Jego urodzin.

WPROWADZENIE

Aneksyny tworza rodzine biatek oddzialujacych z blonami biologicznymi,
wystepujaca powszechnie w organizmach kregowcéw. Wyniki wielu badan
wskazujg, ze aneksyny moga petni¢ w komoérce rézne funkcje, miedzy innymi
uczestniczy¢ w transporcie pecherzykowym, szczegélnie w endocytozie. Udziat
aneksyn w transporcie endosomalnym zwiazany jest z ich zdolnoscig, uzalez-
niona od zmian stezenia jonéw wapnia w komoérce, do oddziatywania z btona
plazmatyczng, przede wszystkim z czasteczkami ujemnie natadowanych fosfo-
lipidéw oraz wieloma biatkami partnerskimi [1].

Uczestnictwo aneksyn w transporcie endosomalnym ma znaczenie w regu-
lacji réznorodnych proceséw przekazywania sygnalow. Receptory czasteczek
sygnatowych na powierzchni blony komérkowej ulegaja w trakcie endocytozy
internalizacji, co prowadzi do aktywacji kolejnych etapéw szlaku sygnalowe-
go. Wiaze sie to z powstaniem wyspecjalizowanych dla okreslonego przedziatu
komoérkowego platform sygnalowych, ktére stwarzaja optymalne warunki do
modulagji sily sygnatu. Opisano takze udzial aneksyn w tworzeniu i stabilizacji
bogatych w cholesterol platform sygnalowych [2-6]. Cholesterol reguluje od-
dzialywania z btong plazmatyczna wielu waznych z punktu widzenia funkcjo-
nowania komoérki biatek uczestniczacych w szlakach przekazywania sygnatow
i transporcie pecherzykowym, takich jak receptory SNAP, biatko CD63, P-selek-
tyna, wirusy. Coraz wiecej danych wskazuje, ze aneksyny, np. AnxA6, reguluja
te oddzialywania na drodze zaleznej od cholesterolu [7-9].

Aneksyny sa rodzing bialek cytoplazmatycznych o masie czasteczkowej od
28 do 73 kDa, wystepujacymi w organizmach wszystkich zbadanych pod tym
wzgledem organizméw eukariotycznych, w tym takze we wszystkich organi-
zmach roélin [10,11], w komoérkach drozdzy [12], w tkankach pasozytéw [13], a
takze w komoérkach organizméw prokariotycznych [14,15]. Zaréwno komorko-
we, jak i tkankowe rozmieszczenie aneksyn jest bardzo zréznicowane [1-4,16].
Wszyscy przedstawiciele tej rodziny maja zdolnos¢ odwracalnego wigzania fos-
folipidéw blony plazmatycznej zaleznie od zmian [Ca*] oraz zmian wartosci
wewnatrzkomérkowego pH. W strukturze aneksyn mozna wyréznié, ztozony
glownie z a-helikalnych powtérzen rdzer, w ktérym zachowana w ewolucji
powtarzajaca sie domena zbudowana z 70-80 reszt aminokwasowych odpowie-
dzialna jest za zalezne od stezenia [Ca*] wigzanie z czasteczkami ujemnie na-
tadowanych fosfolipidéw w blonie. Wiekszos¢ przedstawicieli rodziny aneksyn
posiada cztery powtérzenia 70-80 reszt aminokwasowych. Jedynym wyjatkiem
jest aneksyna A6 (AnxA6), w ktorej strukturze sekwencja ta powtérzona jest
o$miokrotnie. Rdzen, dlugi na okoto 300 reszt aminokwasowych ma ksztatt dys-
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ku, ktéry w warunkach in vitro, po zwigzaniu z blong, moze
zmieniac jej przepuszczalnosé dla jonéw. Oprécz rdzenia,
wazng funkcje w czasteczce typowej aneksyny pelni réw-
niez domena N-koricowa, w ktérej zlokalizowane sa miejsca
oddzialywania z bialkami partnerskimi aneksyn. Domena
ta jest charakterystyczna dla okreslonych aneksyn i praw-
dopodobnie odpowiada za indywidualne funkcje poszcze-
golnych przedstawicieli rodziny in vivo [1].

Szczegblne wilasciwosci aneksyn sklaniaja wielu badaczy
do wysuniecia hipotezy, ze aneksyny uczestnicza w wielu
procesach zwigzanych z dynamika bton, takich endocytoza
[1-4,16], egzocytoza [17] oraz udzial w wewnatrzkomérko-
wej homeostazie jonowej [1] i przekazywaniu sygnalow,
w ktérych uczestniczy receptor naskérkowego czynnika
wzrostu (EGFR) [2,18,19]. Aneksyny zostaly takze zidentyfi-
kowane w macierzy pozakomoérkowej, gdzie sa prawdopo-
dobnie zaangazowane w procesy koagulacji, mineralizacji i
w apoptoze [9,20,21].

W $wietle najnowszych wynikéw badan dotyczacych
udziatu AnxA6 w regulacji funkcjonowania mitochondriow
[22,23], w niniejszym artykule przegladowym zebrano dane
$wiadczace o lokalizacji bialek z rodziny aneksyn w mito-
chondriach oraz przedstawiono krytyczny przeglad pogla-
déw na mozliwe funkcje aneksyn w mitochondriach.

Mitochondria sg bardzo waznymi organellami w komor-
ce, w ktérych zachodza podstawowe dla przezycia komoérki
procesy, takie jak wytwarzanie energii lub integracja szla-
kow metabolicznych, w ktérych uczestnicza biatka, lipidy i
weglowodany. Tworza bardzo dynamiczng sie¢ i podlegaja
procesom fuzji blon, podziatu, transportu oraz eliminacji z
komérki na drodze mitofagii. Mitochondria pelnig réwniez
wazna funkcje w procesie programowanej $mierci komoérki
oraz w homeostazie wapnia. Jako takie w ostatnich latach
zostaly uznane za jedne z wazniejszych organelli, ktérych
nieprawidlowe dzialanie prowadzi do rozwoju powaznych
stanéw chorobowych takich jak choroby neurodegeneracyj-
ne, nowotwory i cukrzyca [24]. Dodatkowo stwierdzono,
Ze bardzo wazny mechanizm obronny organizmu, kardio-
protekcja, wiagze sie z transportem specyficznych biatek do
mitochondriéw z udzialem biatka szoku cieplnego Hsp90.
Badania proteomiczne wykazaty, ze wsréd biatek traspor-

towanych specyficznie do mitochondriéw w mieéniu ser-
cowym naleza winkulina, kinaza pirogronianowa i AnxA6
[25].

W nastepnym rozdziale niniejszego artykulu przeglado-
wego przedstawiono dane $wiadczgce o obecnosci aneksyn
w mitochondriach (Tab. 1) [22,25-39].

ANEKSYNY MITOCHONDRIOW

ANEKSYNA Al (ANXA1)

Biologiczna aktywnoé¢ AnxAl i jej lokalizacja w komor-
ce w duzej mierze zalezg od modyfikacji potranslacyjnych
biatka. Zwlaszcza modyfikacje w obrebie unikatowej dla
wszystkich aneksyn, domeny N-koricowej, wplywaja na
strukture czasteczki aneksyny i funkcje tego bialka w ko-
moérce [19,40].

W komoérkach mieéni gladkich pochodzacych od pacjen-
tow ze zmianami miazdzycowymi stwierdzono zaburzenia
funkcjonowania mitochondriéw i towarzyszace temu zmia-
ny zawartoéci AnxAl. Wyniki wczesniej prowadzonych
badan wskazywaly na udzial komoérek mieéni gladkich w
rozwoju miazdzycy, a takze zidentyfikowaly AnxAl jako
biatko przeciwzapalne. Badacze, ktérzy wywolali doswiad-
czalnie delecje genu kodujacego AnxAl w komorkach
mieéni gladkich zaobserwowali wzrost produkeji cytokin
prozapalnych w tych komoérkach i zaburzenia organizacji
mitochondriéw, co potwierdza udzial AnxAl w regulacji
proceséw zapalnych [41]. Jakkolwiek czynnik martwicy no-
wotworéw (TNFa, ang. tumour necrosis factor alpha), ktérego
dzialaniu towarzyszy stress oksydacyjny i aktywacja fosfo-
lipazy A, w komorkach L929, nie towarzyszyl wzrostowi
zawarosci AnxAl w komorkach [42].

AnxAl wykryto bezposrednio, z wykorzystaniem
specyficznych przeciwciat, w mitochondriach komorek
B wysepek Langerhansa trzustki szczura oraz w komor-
kach watroby szczura. W komérkach {3, oprécz btony mi-
tochondriow, AnxA1l zlokalizowano w formie zwigzanej
z blong plazmatyczng, siateczka srédplazmatyczng (ER)
oraz blona granuli wydzielniczych zwierajacych insuli-
ne, co mogtoby $wiadczy¢ o udziale AnxAl w wydzie-
laniu insuliny [26]. W przypadku mi-

Tabela. 1. Aneksyny zidentyfikowane w mitochondriach.

Aneksyna  Biatko, lipid, komérka, narzad, organizm
wysepki Langerhansa, trzustka szczura
AnxAl watroba szczura
ceramidy w blonach mitochondriéw
AnxA2 prohibityna (p32) i prohibiton (p37) w mitochondriach
serce Swini
AnxA5 watroba szczura (kardiolipina, mitoplasty)
makrofagi J774
AnxA7 miesnie Xenopus leavis (doroste osobniki)
biatko Drpl
jadra i sperma ssakow
ameloblasty i odontoblasty siekaczy szczura
AnxA6 watroba ssakow

teczowka pstraga teczowego

kardioprotekcja wywotana przez zahamowanie aktywnosci

kinazy syntazy glikogenu w wyizolowanym sercu ssaka
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tochondriéw watroby szczura AnxAl

Pi$miennictwo wystepowala w formie ufosforylowa-
[26] nej na resztach tyrozylowych przez nie-
[27] zidentyfikowana kinaze tyrozynowa i
[28] biatkowa kinaze C [27]. Rola tej fosfo-
[29] rylacji nie zostata okreslona.

[30] Nowe $wiatto na funkcje AnxAl w
[31,32] mitochondriach rzucily wyniki badarn
(33] zespolu kierowanego przez profesor
[34] Anite Draeger [28]. Badacze ci wykaza-
[22] li, ze AnxAl jest biatkiem rozpoznaja-
[35] cym rejony btony plazmatycznej wbo-
[36] gacone w ceramidy, tzw. platformy
[37,38] ceramidowe. Ceramidy uczestnicza w
Eg} wielu waznych procesach w komorce,

takich jak proliferacja, réznicowanie,
zahamowanie wzrostu i apoptoza. W
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trakcie apotozy produkcji ceramidéw towarzyszyly zmiany
przepuszczalnosci blony mitochondrialnej. Wykazano, ze
rejony btony plazmatycznej wzbogacone w ceramidy i ule-
gajace inwaginacji maja fizyczny kontakt z zewnetrzna blo-
na mitochondrialng, dzieki czemu moga bezposrednio do-
sta¢ sie do mitochondriéw, zmienié¢ przepuszczalnosé btony
mitochondrialnej i wywota¢ apoptoze [28]. Dalsze badania
wykazaly, ze ceramidy tworza w blonie mitochondrialnej
pory o érednicy okoto 10 nm, ktére umozliwiajg transfer
praktycznie wszystkich bialek rozpuszczalnych pomiedzy
cytoplazma a przestrzenia miedzybtonowa w mitochon-
driach. Tworzenie takich kanaléw jest hamowane przez
biatka antyapoptotyczne jak biatko Bcl-xL a stymulowane
przez biatka Bax [43].

ANEKSYNA A2 (ANXA2)

Bardzo podobna pod wzgledem budowy do AnxAl,
AnxA2 rowniez wystepuje w komoérkach w formie zwia-
zanej z bfong plazmatyczng i blong endosoméw. Partne-
rem AnxA2 jest bialko z rodziny 5100, bialko p11. Nie jest
ono niezbedne do wigzania AnxA2 z blonami, tak jak w
przypadku AnxAl [44,45]. W komoérkach nowotworo-
wych, w ktérych ryzyko uszkodzenia btony plazmatycz-
nej rosénie, a takze ze wzgledu na stres oksydacyjny, w
komérkach nowotworowych dochodzi do wzmozonej
ekspresji genoéw kodujaych aneksyny, w tym AnxA2,
zeby kompensowaé w ten sposéb skutki mozliwych
uszkodzen [46].

Wigzanie AnxA2 z blonag wczesnych endosoméw
zwigzane jest z wysokim powinowactwem tego biatka do
cholesterolu [44,47], za co odpowiada charakterystyczna
dla AnxA2 domena N-konicowa [48]. Wyniki badani na
komoérkach pochodzacych od pacjentéw z choroba Nie-
manna-Picka typu C (NPC1) lub liniach komérkowych,
w ktérych wywotano doswiadczalnie gromadzenie sie
cholesterolu w przedziale péznych endosoméw/lizoso-
moéw, wykazaly przemieszczenie AnxA2 do blon prze-
dzialu magazynujacego cholesterol w spos6b zalezny
od zmian stezenia Ca?** [49]. Wykazano takze, ze AnxA2,
podobnie jak AnxA1l, ulega fosforylacji na reszcie tyrozy-
lowej 23 (Y23), co wydaje si¢ mie¢ znaczenie dla wigzania
biatka z btong endosomoéw [45]. Bialkiem partnerskim
AnxA2 jest biatko p11 (5100A10), a tworzacy sie tetramer
(AnxA2 p1l,) pelni wiele funkcji w organizmie, zaré6wno
w stanie normy, jak i patologii, uczestniczac miedzy inny-
mi w procesie fibrynolizy, w regulacji przepuszczalnosci
bton dla jonéw, w oddziatywaniach cytoszkieletu z btona
plazmatyczna, w regulacji transportu receptoréw LDL w
komorce, a takze w regulacji proceséw redoks [50,51].

Jednymi z bialek partnerskich AnxA2 w komoérce sa
biatka mitochondrialne prohibityna (p32, ang. prohibitin)
i prohibiton (p37, ang. prohibitone), wystepujac powszech-
nie w $wiecie organizméw zywych. Bialka te mialyby
pelni¢ funkcje w regulacji dtugosci zycia komorki, a tak-
ze jako biatka opiekuricze [29]. Czy ich oddzialywanie z
AnxA2 moze $wiadczy¢, Ze aneksyna ta wystepuje row-
niez w mitochondriach? Odpowiedz na to pytanie wyma-
ga dalszych badan.
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ANEKSYNA A5 (ANXAD)

W komérkach ssakéw AnxA5, biatko cytoplazmatyczne
lub zwiazne z blong plazmatyczng, zostato réwniez zidety-
fikowane na terenie jadra komérkowego i w formie zwigza-
nej z blong mitochondriéw [30,52]. Ta ostatnia lokalizacja
wydaje sie nie dotyczy¢ AnxA5 w komoérkach ukladu ner-
wowego oraz mieéni szkieletowych i mieénia sercowego

[53].

Jedna z najwazniejszych wlasciwosci AnxAb5, tego naj-
mniejszego przedstawiciela z rodziny aneksyn, jest zdol-
noé¢ wigzania si¢ w sposob zalezny od stezenia jonéw wap-
nia z ujemnie natadowanymi czasteczkami fosfatyloseryny
i tworzenia dwuwymiarowych, regularnych struktur na
powierzchni btony. Dzieki tej wlasciwosci wysunieto przy-
puszczenie, ze AnxAb5 uczetniczy w naprawie bton biolo-
gicznych, tworzac w miejscach uszkodzenia blony rodzaj
warstwy ochronnej [54]. Wyniki doswiadczeni z wykorzy-
staniem zwierzat transgenicznych wskazuja, ze AnxA5
wplywa na wrazliwoé¢ komérek (B-lymfocytéw) na czynni-
ki wywotujace apoptoze tych komoérek [55].

Obserwacje poczynione na makrofagach linii J774 po-
twierdzily wczedniejsze obserwacje innych linii komoérko-
wych, ze AnxA5 wigze sie blonami pecherzykéw uczest-
niczacych w procesie endocytozy, a takze blong mitochon-
driéw [33]. Wydaje sig, ze za wiazanie AnxA5 z mitochon-
driami odpowiadaja rejony blony szczegélnie bogate w
czasteczki kardiolipiny. Dodatkowo wykazano z wykorzy-
staniem sztucznych bton lipidowych oraz mitochondriow
wyizolowanych z watroby szczura, a takze techniki EPR, ze
AnxA5 wplywa lokalnie na zmiany ptynnosci blony mito-
chondrialnej, co moze zmieniac jej wtasciwosci i zaburzad
prawidlowe funkcjonowanie mitochondriéw [31,32].

Podsumowujac, wydaje sie, ze AnxA5 moze uczestniczy¢
w regulacji funkcjonowania mitochondriéw w komérkach,
a co za tym idzie w rozwoju choréb zwigzanych z zabu-
rzeniami wlasciwego dziatania sieci mitochondrialnej. Na
przyklad choroba Wilsona zwigzana z nieprawidlowym
transportem jonéw miedzi w organizmie, wigze sie takze
ze spadkiem zawartosci bialek macierzy mitochondrialnej
(np. cytochromu b5), apoptoza, a takze wzrostem zawarto-
$ci AnxA5 w komoérkach [56].

ANEKSYNA A7 (ANXA7?)

AnxA7 wystepuje w komoérce w dwoch izoformach. R6z-
ni sie od innych aneksyn tym, ze w aminowym koncu cza-
steczki biatka znajduje sie domena zbudowana ze 167 reszt
aminokwasowych (wigksza izoforma), o hydrofobowym
charakterze. Reszta czgsteczki (299 reszt aminokwasowych)
to przede wszystkim cztery, powtarzajace sie domeny wia-
zace jony wapnia i czasteczki lipidéw, ktérych sekwencja
jest zachowana w ewolucji. Analiza struktury biatka po-
zwolita stwierdzi¢, ze AnxA7 wiaze sie z blonami biolo-
gicznymi, gdzie moze tworzy¢ zalezne od potencjatu blony
kanaty jonowe wykazujace selektywnos¢ w stosunku do
jonéw wapnia, wiaze sie takze z GTP i jest biatkiem uczest-
niczacym w fuzji blon. Wyniki badari z wykorzystaniem
zwierzat transgenicznych wskazuja, ze AnxA7 wspoéltdziata

www.postepybiochemii.pl



z receprotrem I[P, w uwalnianiu jonéw wapnia z siateczki
srodplazmatycznej [57], a takze uczestniczy w procesie roz-
woju réznego typu nowotworéw. Zaskakujaco, w przypad-
ku takich nowotworéw jak glioblastomy melanomy i nowo-
twor prostaty, jest supresorem nowotworéw, poczas gdy w
wypadku nowotworéw watroby, ukladu pokarmowego i
raka piersi stymuluje rozwéj nowotworu [58].

Dwadziescia lat temu wykazano, ze AnxA7 w réznych
tkankach Xenopus laevis, z wyjatkiem miesni szkieletowych,
zlokalizowana jest w formie zwigzanej z blonami organelli
komoérkowych, takimi jak jadro i mitochondria. Jaka funkcje
moglaby peini¢ AnxA7 w mitochondriach pozostaje kwe-
stig otwarta, jakkolwiek wielu badaczy podkresla zdolnosé
biatka do zmiany przepuszczalnosci blon biologicznych dla
jonéw, a wiec mozliwosc regulacji stezenia jonéw wapnia w
mitochondriach [34].

ANEKSYNA A6 (ANXAO6)

AnxAG6 jest nietypowym przedstawicielem rodziny anek-
syn. W przeciwienstwie do innych aneksyn jest zbudowana
z oémiu powtarzajacych sie¢ domen, tworzacych rdzen cza-
steczki. Analiza bioinformatyczna pozwolila na wysuniecie
przypuszczenia, ze AnxA6 mogta powstac w trakcie ewolu-
i z polaczenia genéw kodujacych aneksyne A5 (AnxA5) i
aneksyne A10 (AnxA10) [1,59]. Organizacja rdzenia AnxA6
pozwala bialku na wiazanie si¢ z dwoma réznymi blonami
jednoczesnie, np. blona plazmatyczna i blona pecherzyka
transportujacego [59]. Sprawia to, ze AnxA®6 jest uznawana
za biatko, ktére uczestniczy w reorganizacji struktury bto-
ny plazmatycznej i bton wewnatrzkomérkowych poprzez
wplyw na homeostaze cholesterolu w komoérce i organiza-
gje szkieletu podbtonowego [60,61]. Nalezy w tym miejscu
podkresli¢, ze zaburzenia transportu i skfadowania chole-
sterolu w komérkach moga wptywac réwniez na funkcjo-
nowanie mitochondriéw i organizacje sieci mitochondrial-
nej, jak opisano w fibroblastach pobranych od pacjentéw, u
ktérych zdiagnozowano chorobe Niemanna-Picka typu C,
charakteryzujaca sie ponadnormatywna zawartosciag cho-
lesterolu w przedziale p6Znych endosoméw/lizosoméw i
zahamowaniem transportu zwrotnego lipidu do btony pla-
zmatycznej [62].

AnxA6 wystepuje w komoérkach w dwoéch izoformach
rézniacych sie tylko szedcioma resztami aminokwasowymi.
Odgrywa role w organizacji szkieletu komorki, w transpor-
cie cholesterolu, w transporcie pecherzykowym i w réznych
szlakach przekazywania sygnatéw, w ktérych uczestnicza
biatka Ras, Ras/MAPK i FAK/PI3K [63] oraz w naprawie
uszkodzeni blon biologicznych [64].

AnxA6 wystepuje w formie zwigzanej z blona wcze-
snych endosomoéw, ale mozna ja takze zaobserwowaé w
formie zwigzanej z blonami péznych i recyrkulujacych en-
dosomoéw. Poprzez oddzialywanie z aktyna moze uczestni-
czy¢ w przebudowie szkieletu komorki [65], jak réowniez w
transporcie cholesterolu z przedzialu péznych endosoméw
do aparatu Golgi'ego i blony plazmatycznej [8,66] oraz w
zalezne od cholesterolu wigzaniu sie fosfolipazy A, (cPLA,)
z blonami aparatu Golgi'ego [67], a takze w procesie recy-
klingu integryn do blony komérkowej [68].
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Rycina 1. Aktywnos¢ aneksyny A6 jako kanatu jonowego in vitro (B). Wpltyw
K201 (B) na aktywnos$¢ AnxA6a; ; z - oznacza stan zamkniety kanatu. Badania
elektrofizjologicznych wilasnosci kanatéw jonowych tworzonych przez AnxA6
i jej fragment zawierajacy koniec aminowy (AnxA6a) wykonano przy uzyciu
techniki czarnych blon lipidowych (BLM) (dr A. Sekrecka Belniak, dane nieopu-
blikowane). Technika ta umozliwia pomiar pradéw jonowych ptynacych przez
pojedyncze biatko kanalowe. Zapis pracy pojedynczego kanatu tworzy charak-
terystyczny obraz jego aktywnosci. Do$wiadczenia byty wykonywane z zastoso-
waniem techniki czarnych blon lipidowych (BLM) opisanej przez Zampighi’ego
i wsp. [80]. Technika BLM polega na utworzeniu sztucznej dwuwarstwy lipido-
wej na otworze o $rednicy 250 pm znajdujacym sie pomiedzy dwiema komorami
wypelnionymi odpowiednimi roztworami. Uklad do$wiadczalny sktadat sie z:
1) uchwytu na kuwete, 2) teflonowej kuwety pomiarowej z otworem o $rednicy
250 um (Warner Corporation Corp.), 3) mieszadel magnetycznych, 4) mostkow
agarozowych zawierajacych 3 M KCl, 5) elektrod Ag/AgCl. Uchwyt z kuweta-
mi i elektrodami umieszczony byl w klatce Faradaya w celu wyeliminowania
zakléceni elektromagnetycznych. Caly uklad doswiadczalny ustawiony byt na
stole antywibracyjnym, by zabezpieczy¢ go przed drganiami mechanicznymi.
Komory ukladu napetniano roztworem zawierajacym 10 mM bufor cytrynia-
nowy, pH 4,6; 0,1 mM EGTA oraz 150 mM lub 450 mM KCI odpowiednio dla
strony cis i trans. Dwuwarstwe lipidowg tworzono przez naniesienie na otwor
matej ilosci mieszaniny lipidow z azolektyny zawieszonych w n-dekanie (25 mg/
ml), ktéore w srodowisku wodnym spontanicznie dazyty do utworzenia dwu-
warstwy lipidowej. Podczas powstawania dwuwarstwy lipidowej mierzono jej
pojemnos¢ elektryczng oraz przewodnictwo. Blony lipidowe charakteryzujace
sie pojemnoscig w zakresie 80-190 pF oraz oporem pomiedzy 10 a 50 GQ uzna-
wano za odpowiednie do przeprowadzenia doswiadczeri. Komory naczynka
pomiarowego, rozdzielone blong lipidowa potaczone byly przez elektrolityczny
mostek agarozowy z elektrodg pokryta chlorkiem srebra. AnxA6 dodawano do
komory trans naczynka pomiarowego. Rekonstytucja, czyli wbudowanie sie bial-
ka kanatowego w sztuczna blone lipidowa nastepowata po spontanicznej fuzji
biatka z dwuwarstwa lipidowq. Zmiany natezenia pradu jonowego, w zakresie
PA, przeplywajacego przez uklad mierzono przy uzyciu wzmacniacza Bilayer
Membrane Amplifier (BLM-120, BioLogic). Czestotliwos¢ probkowania sygnatu
wynosita 100 kHz. Nastepnie sygnat filtrowano z czestotliwoscig 500 Hz. Kon-
wersje sygnatu elektrycznego z analogowego na cyfrowy umozliwial konwerter
PowerLab 2/20, ADInstruments. Do zapisu danych wykorzystywano oprogra-
mowanie Chart v5.2.7 (PowerLab, ADInstruments). Analize danych wykonano
przy uzyciu oprogramowania pClamp9.0 (Axon Laboratory).

W komérkach o podwyzszonej zawartosci LDL lub cho-
lesterolu AnxA6 ulega przemieszczeniu do przedziatu p6z-
nych endosoméw, gdzie wspotuczestniczy w kierowaniu
czasteczek cholesterolu do lizosoméw, skad podlega on re-
cyklingowi do blony plazmatycznej [69,70]. W komorkach
z zaburzonym transportem cholesterolu, jego zawartos¢ w
blonach aparatu Golgi’ego spada. Odpowiednie stezenie cho-
lesterolu jest niezbedne do przylaczania cPLA, i utrzymania
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= Spadek naptywu jondw
wapnia

= Zaburzenia
przekazywania sygnatow
zwigzanych z Ca?*

= Wzrost odpornoscina
apoptoze wywotana
naptywem jondw Ca’*
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Rycina 2. Udziat wybranych bialek z rodziny aneksyn w regulacji dynamiki sieci mitochondrialnej. AnxA67- - w wyniku braku funkcjonalnego genu AnxA6 dochodzi do
spadku ilosci polaczen z siateczka $rédplazmatyczng, co powoduje zaburzenia w przekazywaniu sygnalow zwigzanych ze zmianami wewnatrzkomoérkowego stezenia jo-
néw wapnia. Ponadto brak AnxA6 powoduje uwolnienie weczesniej zwigzanego biatka Drpl, prowadzac do intensywnego podzialu mitochondriéw i powodujac fragmen-
tacje sieci mitochondrialnej. AnxA6*/* - przy nadprodukcji AnxA6 dochodzi do zwigzania biatka Drp1, co prowadzi do zahamowania procesu podzialu mitochondriéw
oraz nadmiernej aktywnosci procesu ich laczenia si¢ przy udziale biatek mitochondrialnych OPA1, MFN1 oraz MFN2. RFT - nagromadzenie uszkodzen mitochondriéw
wywolanych reaktywnymi formami tlenu prowadzi do apoptozy. Jednym z biatek uczestniczacych w tym procesie jest takze AnxA5. Objasnienia na rycinie: AnxA5 -
aneksyna A5; AnxA6 - aneksyna A6; Drpl - ang. Dynamin related protein 1; MFN1 - mitofuzyna 1; MFN2 - mitofuzyna 2, OPA1 - ang. Optic atrophy 1, RFT - reaktywne

formy tlenu. Inne wyjasnienia w tekscie pracy. Schemat opracowano na podstawie informacji zawartych w pracach [22,23].

prawidlowego transportu kaweoliny do blony plazmatyczne;j.
Zaburzenia tego procesu powoduja nagromadzenie sie kawe-
oliny oraz powstawanie kaweoli z podwyzszona zawartoscia
AnxA6. Powyzsze obserwacje wskazuja na udzial AnxA6 w
transporcie EGFR [66,67]. Zatem obok zdolnosci AnxA6 do od-
dziatywania z szkieletem aktynowym bialko bierze udziat w
regulacji transportu endocytarnego, tworzeniu mikrodomen
blonowych oraz hamowaniu przekazywania sygnatu pocho-
dzacego od EGFR [71].

Przypuszczenie o udziale aneksyn, w tym AnxA6, w trans-
porcie jonéw wapnia przez btony biologiczne uzyskato popar-
cie badaczy zajmujacych sie wczesnymi etapami mineralizacji,
zachodzacymi w pecherzykach macierzy pozakomoérkowej,
wydzielanymi do srodowiska przez komérki kompetentne w
mineralizacji [72-74]. Zaobserwowano, ze inhibitor kanatéw
tworzonych przez aneksyny, pochodna 1,4-benzotriazepiny
(K-201), powoduje znaczne obnizenie stezenia Ca** w komor-
kach [75]. Wcze$niej opisano, ze w makrofagach, w ktorych
wywolano stres oksydacyjny mozna zaobserwowac dysocjacje
AnxA6 z blony plazmatycznej do cytoplazmy, co wiazato sie
znacznym wzrostem [Ca*']  [76].

Na rycinie 1 przedstawiono wyniki do$wiadczenia, z
ktérego wynika, ze aktywnosé AnxA6 (N-koricowego frag-
mentu biatka zawierajacego cztery domeny wiazace jony
wapnia) jako kanalu jonowego ulega zahamowaniu in vitro
w obecnosci K-201 (Sekrecka-Belniak i wsp., dane nieopu-
blikowane).
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Wyniki niedawno prowadzonych badan wykazaly, ze
pochodna K-201 dziafa nie tylko na kanaty jonowe tworzone
przez czasteczki aneksyn. Zwiazek ten stabilizuje takze stan
zamkniety receptora rianodynowego typu 2 (kanatu wapnio-
wego siateczki Srodplazmatycznej), zwiekszajac powinowac-
two kalstabiny-2 (biatka wigzacego FK506) do tego receptora
[77]. W swietle tych obserwacji trudno jest stwierdzi¢, czy ha-
mujacy wpltyw K-201 na aktywnos¢ kanatowa aneksyny jest
specyficzny. Podobny efekt do K-201 uzyskano w przypad-
ku zastosowania techniki siRNA umozliwiajacej wyciszenie
ekspresji genu kodujacego AnxA5 w komoérkach [75]. Anali-
za proteomiczna pecherzykéw macierzy pochodzacej z tkan-
ki chrzestnej 17-dniowych embrionéw kurzych wykazala,
obok aneksyn, obecnosé nastepujacych kanatéw jonowych:
VDAC, TRPV4 i CLIC4. Zahamowanie procesu mineralizacji
w obecnoéci takich zwigzkow jak pochodna 1,4 benzothiaze-
piny (K-201) i jony cynku wskazuje, Ze to aneksyny mogtyby
by¢ odpowiedzialne za transport jonéw wapnia do Swiatta
pecherzykéw macierzy pozakomorkowej [78,79] (Ryc. 1 [80]).

Wyniki szeroko zakrojonych badan pozwalaja stwier-
dzi¢, ze zaburzenia poziomu i funkcjonowania AnxA6 to-
warzysza rozwojowi szeregu powaznych choréb, w tym no-
wotworéw, w ktérych AnxA6 moze odgrywac role zaréw-
no promotora, jak i supresora nowotworu [63]. Niedawno
stwierdzono, ze mechanizm kardioprotekcji w odpowiedzi
na niedotlenienie, a potem stres oksydacyjny, moze polegac
na transporcie szeregu biatek do mitochondriéw w miesniu
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sercowym z udzialem biatka szoku cieplnego Hsp90, takich
jak m.in. winkulina, kinaza pirogronianowa i AnxA6 [25].

Pod koniec XX wieku AnxA6 wykryto w mitochondriach
komorek watroby [37] w formie zwiazej z blong grzebieni
mitochondrialnych [38], w jadrach i spermie ssakéw [35], w
tkance zebowej szczura [36] oraz w teczéwce oka ryb [39].
Sadzono w tym okresie, ze AnxA6 moze uczetniczy¢ w re-
gulacji wewnatrzmitochondrialnej homeostazy wapnia.

Nowe $wiatlo na zwiazki funkcjonalne pomiedzy AnxA6
a mitochondriami rzucity badania dotyczace oddzialywan
pomiedzy AnxA6 i biatkiem Drpl.

Biatko Drpl (ang. dynamin-related protein 1) nalezy do ro-
dziny dynamin (GTPaz). Uczestniczy w kontroli bardzo
waznych z punktu widzenia organizacji sieci mitochondrial-
nej proceséw takich jak podzial mitochondriéw (ang. mito-
chondrial fission), a takze likwidowanie polaczenia blonowego
pomiedzy powstajacymi mitochondriami potomnymi. Wy-
kazano, ze w podziale mitochondriéw wazna role odgrywa-
ja miejsca polaczenia mitochondriow z btonami ER, a takze
biatko MEN2 (ang. mitofusin-2) wchodzace w sklad wieksze-
go kompleksu biatek laczacych ER z mitochondriami [81].
Biatko Drpl oddzialuje takze z wieloma innymi bialkami,
na przykiad Fisl (ang. mitochondrial fission protein 1), MIEF1
(ang. mitochondrial elongation factor 1) i INF2 (ang. ER-locali-
zed inverted formin 2) [23,82-85] uczestniczac w utrzymywaniu
delikatnej rownowagi pomiedzy podzialem mitochondriéw,
a ich fuzjg, dynamicznego procesu, ktéry determinuje prawi-
dlowe funkcjonowanie calej komoérki [86,87].

Ostatnio przedstawiono wyniki do$wiadczer,, $wiadcza-
cych, ze aneksyny, przede wszystkim AnxA6, moga wspot-
uczestniczy¢ w regulacji biogenezy, organizacji sieci mitochon-
drialnej i funkcji mitochondriéw (Ryc. 2). W fibroblastach po-
chodzacych od myszy ANXA6 / stwierdzono obniZenie zdol-
nosci pobierania jonéw wapnia przez mitochondria i jednocze-
sne podwyzszenie [Ca®] . Towarzyszyla temu fragmentacja
mitochondriéw, zaburzenia tempa oddychania komérkowego
i obnizenie potencjalu blony mitochondrialnej. Zaobserwowa-
no, ze AnxA6 wiaze sie z biatkiem Drpl, a fragmentacja mito-
chondriéw w komoérkach ANXA6 / ulegata zahamowaniu w
obecnosci inhibitora aktywnosci dynamin, mdivi-1. W komoér-
kach ANXAG6 */* podwyzszone [Ca®] . wplywalo na rozpad
kompleksu AnxA6-Drpl, translokacje AnxA6 do blony pla-
zmatycznej i wzrost fragmentacji mitochondriéw [22].

PODSUMOWANIE

Wyniki szeregu badan przeprowadzonych w niezaleznych
laboratoriach naukowych na $wiecie pozwalaja na wycia-
gniecie wnioskéw na temat obecnosci przedstawicieli rodzi-
ny aneksyn w formie zwigzanej z bfong mitochondriéw, ich
udziatu w regulacji funkcjonowania mitochondriéw oraz or-
ganizagji sieci mitochondrialnej. Przypuszcza sie, ze aneksyny
w mitochondriach rozpoznaja rejony blony wzbogacone w
okreslone lipidy, takie jak kardiolipina, ceramid lub fosfatydy-
loseryna. Oddziatuja takze z biatkami, takimi jak Drpl, ktére
reguluje organizacje sieci mitochondrialnej. Czy aneksyny,
ze wzgledu na swoje zdolnosci do zmiany przepuszczalnosci
blon biologicznych dla jonéw, szczegélnie Ca**, moga uczest-
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niczy¢ w regulacji wewnatrzmitochondrialnej homeostazy jo-
nowej, pozostaje kwestig otwartq dla przysztych badan.
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ABSTRACT

Annexins form a family of membrane- and calcium-binding proteins, widely distributed in vertebrates. Their interactions with membranes are reg-
ulated by changes of intracellular concentration of calcium ([Ca*], ), pH, and the presence of negatively charged phospholipids as well as cholesterol
in membranes. As protein participating in membrane fusion and sensors of a [Ca*],  Annexins may regulate various signaling pathways including
patways involving protein kinase C (PKC isoforms. They also particpate in membrane repair mechanisms (along with actin cytoskeleton and S100
protein), in the vesicular transport (cholesterol enriched domains) as well in in intracellular calcium homeostasis and regulation of mitochondrial
function and mitochondrial network structure. The last possibility is a topic of present review commemorating 90th Birthday of Professor Lech

Wojtczak.
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