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Inaczenie aneksyny V w chorobach nerek

Importance of annexin V in kidney diseases
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Aneksyna V (An V) jest biatkiem nalezacym do rodziny biatek cytoplazmatycznych wiazacych
wapn, znajdujgcym sie w wielu tkankach organizmu, m.in w komérkach kanalikéw dystalnych
oraz nabtonka ktebuszkéw nerkowych. Dotychczas poznana biologiczna rola tego biatka jest
zwigzana z apoptoza. An V jest uznawana za wczesny marker tego procesu i wykorzystywana
w jednej z czedciej stosowanych technik detekcji apoptozy, przez wykrywanie zmian bioche-
micznych i morfologicznych zachodzacych w komdérkach. Oznaczanie jej moze by¢ pomocne
do wyjasnienia wielu proceséw zachodzacych w nerkach. Jej zwiekszone stezenie wykazano
zaréwno w stanach ostrych, jak i przewleklych. Stosujac aneksyne V do identyfikacji komérek
bedacych we wczesnej fazie apoptozy w ostrym odmiedniczkowym zapaleniu nerek o etiologii
Escherichia coli wykazano, ze hemolizyny patogennych bakterii stymuluja $mieré komérek
cewkowych, a nasilenie tego procesu zalezy od dawki i czasu dziatania toksyny. W badaniach
nad mechanizmem urazu reperfuzyjnego w ostrym uszkodzeniu nerek stwierdzono ochronne
dziatanie syntetycznego homodimeru aneksyny V na komdrki cewek nerkowych. W nefropatii
cukrzycowej wykorzystano natomiast aneksyne V do badan nad wptywem zaburzer metabo-
licznych na nasilenie apoptozy w komérkach cewek nerkowych. Ponadto oceniano przydatno$é
oznaczania tego biatka, jako biochemicznego markera miazdzycy u pacjentéw z przewlekia
choroba nerek oraz wykorzystano w badaniach przyczyn uposledzonej odpornosci u pacjentéw
z tym rozpoznaniem. Dotychczas ukazaly sie nieliczne prace dotyczace znaczenia aneksyny
V w chorobach nerek w populacji dzieciecej. U dzieci z zespotem nerczycowym oceniono
przydatnos$é prognostyczng aneksyny V, a takze apoptoze limfocytéw T.

aneksynaV - choroby nerek - apoptoza

Summary

Annexin V (AnV) belongs to a cytoplasmic calcium binding protein family found in many body
tissues, including distal tubule cells and glomerular epithelial cells. The biological role of this
protein discovered so far is connected with apoptosis. AnV is considered as an early marker of
that process and is used in one of the most frequently applied apoptosis detection methods,
consisting in the detection of biochemical and morphological changes in cells. Measuring
the AnV level may help understand many renal processes. Elevated AnV levels have been
found in both acute and chronic renal conditions. Applying AnV to identify cells in the early
phase of apoptosis in acute pyelonephritis caused by Escherichia coli showed that hemolysins
of pathogenic bacteria stimulate the death of tubular cells and that the intensification of the
process depends on the level of the toxin and its activity time. Studies on the mechanisms of
reperfusion injury in acute renal injury have revealed protective activity of a synthetic Anv
homodimer with regard to tubular cells. AnV was also used in diabetic nephropathy to study
the influence of metabolic disorders on the intensification of apoptosis in renal tubular cells.
Additionally, the suitability of AnV measurement as a biochemical marker of atherosclerosis
in patients with a chronic renal condition was evaluated. It was also used to study the causes
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of immunodeficiency in patients diagnosed with the above-mentioned condition. There have
been few papers published so far on the significance of AnV in children with renal conditions.
The prognostic value of AnV and T cell apoptosis was evaluated in children with nephrotic

syndrome.
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Aneksyna V, nalezaca do rodziny biatek cytoplazma-
tycznych wiazacych wapn, wystepuje w wielu tkankach
organizmu. Jej obecno$¢ wykazano m.in w komérkach
kanalikéw dystalnych oraz nabtonka ktebuszkéw ner-
kowych [5]. Dotychczas poznana jej biologiczna rola jest
zwigzana z apoptozg. Apoptoza bedaca zaprogramowang
$miercig komdrki, umozliwia usuniecie z organizmu
szkodliwych, zbytecznych lub uszkodzonych komérek.
Warunkuje prawidtowy rozwdj i funkcjonowanie orga-
nizmu, jednak jej nasilenie obserwowuje sie w wielu pro-
cesach patologicznych. Oznaczanie AnV, uznawanej za
wczesny marker apoptozy, moze byé pomocne do wyja-
$nienia wielu proceséw zachodzacych w nerkach.

Celem pracy jest przedstawienie dotychczasowych
badan dotyczacych zastosowania oznaczania aneksyny

V w réznych schorzeniach nerek.

Bupowa 1 FUNKCIA ANEKSYNY V

Aneksyny to rodzina biatek cytoplazmatycznych wigzacych
wap, charakteryzujgcych sie zdolnoscig interakgji z blona
o tadunku ujemnym Ca*-zaleznie. Ich nazwa pochodzi od
greckiego stowa annex oznaczajacego ,,przynosi¢/trzymaé
razem” i opisuje podstawowg wlasciwos¢ aneksyn, tzn. wig-
zanie i utrzymywanie razem w catosci biologicznych struk-
tur, a zwlaszcza blony komdrkowej. Aneksyny biorg udziat
w przekazywaniu sygnatéw, proliferacji komérki oraz regu-
lacji transportu komérkowego. Typowe cechy kazdego
biatka tej grupy to zdolno$¢ do wigzania ujemnie natadowa-
nych fosfolipidéw Ca?-zaleznie oraz staty element struktu-
ralny, zbudowany z sekwencji 70 aminokwaséw [5,7].

Aneksyny sa szeroko rozpowszechnione zaréwno w kré-
lestwie roslin, jak i zwierzat. U ludzi zidentyfikowano 12
rodzajéw tego biatka, oznaczonych A1 - A111 A13.

Czasteczka aneksyny strukturalnie sktada sie z dwéch
cze$ci: z COOH-konicowego rdzenia i NH2-koricowego
regionu zmiennego. Rdzen jest zbudowany z powté-
rzet sekwencji homologicznych aminokwasdéw i zawiera
miejsca wigzania jondéw Ca?" i fosfolipidéw btony komér-
kowej. NH2-koticowy region jest obszarem determinu-
jacym oddziatywanie z innymi biatkami. Wykazano, ze
aneksyny tworza zwarte czgsteczki o ksztalcie dysku
z nieznacznym wglebieniem w $rodku [5,9].

Aneksyna V (AnV) jest biatkiem o masie czasteczkowej
32-35 kDa i punkcie izoelektrycznym 4,8-5,0. Bierze
udzial w przekazywaniu sygnatéw i proliferacji komdrki,
regulacji transportu pecherzykowego, w oddziatywaniu
z blona komérkowa oraz w homeostazie wapnia. Anv
ma silne wlasciwo$ci antykoagulacyjne, jest inhibito-
rem fosfolipazy A2 oraz biatkowej kinazy C. Jej obecnosé
wykazano w komérkach $rédbtonka i mieéni gtadkich
naczyn krwiono$nych, w ptytkach krwi, limfocytach,
makrofagach i na powierzchni erytrocytéw. Wystepuje
ponadto w duzych ilo$ciach w komérkach kanalikéw
dystalnych oraz nabtonka ktebuszkéw nerkowych [8].
Dotychczas poznana biologiczna rola tego biatka jest
zwigzana z apoptoza [7,9].

ANeksynA V A APOPTOZA

Aneksyna V jest wykorzystywana w jednej z cze$ciej sto-
sowanych technik detekcji apoptozy przez wykrywanie
zmian biochemicznych i morfologicznych zachodza-
cych w komérkach. Wczesnym objawem apoptozy jest
utrata asymetrii w rozmieszczeniu lipidéw btonowych
w warstwie zewnetrznej i wewnetrznej, zachodzaca bez
naruszenia integralno$ci btony komérkowej. Fosfatydy-
loseryna obecna w zdrowych komdérkach od strony cyto-
plazmatycznej btony ulega przemieszczeniu do warstwy
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zewnetrznej, co stanowi sygnal pozwalajgcy na rozpo-
znanie komérki apoptotycznej i sprawne jej usuniecie
przez fagocyty. Aneksyna V wykazuje duze powinowac-
two do fosfatydyloseryny, stad oznaczanie jej umozliwia
wykrycie zmian charakterystycznych dla apoptozy [7].

Oznaczanie AnV moze by¢é pomocne do wyja$nienia
wielu proceséw odbywajacych sie w nerkach. Zacho-
dzaca w tym narzadzie apoptoza jest procesem bedacym
elementem ich fizjologicznego rozwoju lub nastepstwem
uszkodzen.

ANEKSYNA \/ W CHOROBACH NEREK

Zjawisko zaprogramowanej $§mierci komérek badano
m.in. w nefropatii cukrzycowej [17]. Zaburzenia meta-
boliczne w cukrzycy maja wplyw na rozwéj patologicz-
nych zmian w nerkach, tj.: ostrej hipertrofii komérek
cewek nerkowych, przewlektej nefropatii ktebuszkowej
oraz §rédmigzszowego wiéknienia [13]. Ortiz i wsp. zasu-
gerowali, ze metaboliczne zmiany w cukrzycy wptywaja
na ekspresje genéw regulatorowych apoptozy, induku-
jac $mieré komérek nabtonka cewek nerkowych [14].
Bamri-Ezzine i wsp. ocenili proces apoptozy w nerczycy
glikogenowej w przebiegu cukrzycy oraz udzial w nim
systemu Fas/Fas-L i aktywacji kaskady kaspaz. Badanie
przeprowadzono na szczurach, u ktérych wywotano stan
hiperglikemii, podajac dootrzewnowo streptozotocyne,
a nastepnie pozostawiono przez 12 tygodni bez lecze-
nia insuling. Do identyfikacji populacji komdrek apopto-
tycznych zastosowano aneksyne V oraz TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine
triphosphate nick-end labeling). Po podaniu AnV do tet-
nicy nerkowej pobrano tkanki narzadu i poddano je oce-
nie w mikroskopie $wietlnym i elektronowym, a takze
wykonano badania immunohistochemiczne oraz immu-
nofluorescencyjne. Wykazano duza liczbe komdrek
o mocnym sygnale blonowym dla AnV, jako wczesnego
markera apoptozy. Autorzy stwierdzili, ze glikogen
kumuluje sie przede wszystkim w komérkach cewek
nerkowych dystalnych oraz w czesci grubej wstepujacej
petli nefronu i wysuneli wnioski, ze kumulacja glikogenu
powoduje §mier¢ komdrek cewek nerkowych w wyniku
apoptozy, a system Fas/Fas-L odgrywa decydujacg role
w zainicjowaniu tego procesu [1].

Oznaczanie AnV zastosowano takze w badaniach nad
udziatem uropatogennej bakterii Escherichia coli i jej
toksyn w rozwoju apoptozy komérek proksymalnych
cewek nerkowych [2]. Wiadomo, ze w przebiegu ostrego
odmiedniczkowego zapalenia nerek moze dochodzi¢
do powstania nieodwracalnych zmian o charakterze
blizn w nerkach, ale molekularne mechanizmy oddzia-
tywania bakterii na tkanke nerkowg pozostajg niewy-
jasnione. W badaniach eksperymentalnych Chen i wsp.
poddali komérki cewek proksymalnych ekspozycji na
toksyny uropatogennej E. coli 06K13H1 oraz niepatogen-
nej W3110W [2]. Stosujac aneksyne V do identyfikacji
komérek bedacych we wczesnej fazie apoptozy stwier-
dzili, ze tylko hemolizyny patogennych bakterii stymu-

lujg $mieré komdrek cewkowych niezaleznie od kaspaz,
a z udziatem receptoréw Fas aktywujacych kinaze
ERK1/2. Autorzy wykazali réwniez zalezno$¢ nasilenia
procesu apoptozy od dawki i czasu dziatania toksyny
[2]. Zdaniem badaczy toksyny bakteryjne prowadzg do
zaburzen wewnatrzkomdérkowej homeostazy wapnia
w cewkach proksymalnych, co wywotuje indukcje apop-
tozy w ich komdrkach, a w konsekwencji bliznowacenie
tkanki nerkowe;j.

AnV byta réwniez wykorzystana w badaniach przy-
czyn uposledzonej odporno$ci u pacjentéw z przewle-
kta chorobg nerek (PChN). Gtéwna role w zaburzeniach
odpornosci petnia limfocyty T. Ich obnizona liczbe oraz
nieprawidlowg proliferacje wykazano u chorych z PChN,
zaréwno w okresie przeddializacyjnym, jak i u prze-
wlekle dializowanych. Sugeruje sie, ze u tych pacjen-
téw obwodowe komdrki jednojadrzaste oraz monocyty
moga podlegaé nasilonemu procesowi apoptozy [3].
Meier i wsp. podjeli prébe wyjasnienia, w jakim stopniu
zaburzenie to dotyczy limfocytéw T u chorych na PChN.
U oémiu pacjentéw z PChN w stadium przeddializacyj-
nym, osiemnastu dializowanych przynajmniej przez 6
miesiecy oraz u siedemnastu oséb zdrowych stanowig-
cych grupe kontrolng, oznaczono markery aktywacji
limfocytéw T (CD69) i apoptozy, m.in. aneksyne V. Wyka-
zano, ze u chorych na PChN jest znaczgco wiecej komé-
rek o sygnale pozytywnym dla AnV, a wiec znajdujacych
sie w wczesnej fazie apoptozy. Ponadto stwierdzono, ze
jest to bardziej nasilone u pacjentéw przewlekle dializo-
wanych niz u leczonych zachowawczo [12].

Rola aneksyny V byta takze oceniana w ostrym uszko-
dzeniu nerek wywotanym ich niedokrwieniem oraz
w urazie reperfuzyjnym. Zaburzenia te mogg by¢ powi-
ktaniem wstrzgsu, przeszczepu nerki oraz operacji
kardiologicznych. Najwieksze znaczenie w patogene-
zie uszkodzenia nerek przypisuje sie fazie reperfuzji,
w przebiegu ktérej dochodzi do martwicy cewek ner-
kowych oraz do powstania $rédmiazszowych naciekéw
zapalnych. Wiadomo, ze translokacja fosfatydyloseryny
na zewnetrzng powierzchnie komérek cewkowych jest
waznym sygnatem prozapalnym w kaskadzie zdarzeni
prowadzacych do uszkodzenia nerek. Dochodzi wéw-
czas do aktywacji limfocytéw (szczegélnie limfocytéw
T), uktadu komplementu, zwiekszenia aktywnosci pro-
zakrzepowej oraz infiltracji przez monocyty i makro-
fagi. Wever i wsp. wysuneli hipoteze, Ze ostoniecie grup
fosfatydyloseryny moze chronié komdrki cewek nerko-
wych przed uszkodzeniem [16]. Wykorzystano powino-
wactwo aneksyny V do tych grup, jednak ze wzgledu na
szybki klirens tego biatka, zastosowano w badaniu syn-
tetyczny homodimer dianeksyne. Jego ochronne dziata-
nie oceniono u myszy, u ktérych wywotano 20-minutowe
niedokrwienie obu nerek, a nastepnie 3-8-dniowe zjawi-
sko reperfuzji. Po podaniu dianeksyny zaobserwowano
mniejsze uszkodzenie komérek proksymalnych cewek
nerkowych, mniejszy naptyw limfocytéw, zmniejszenie
transkrypcji i ekspresji markeréw uszkodzenia nerek,
takich jak NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipo-
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calin) i KIM-1 (kidney injury molecule-1) oraz poprawe
funkgcji nerek. Dianeksyna wydaje sie zatem obiecujacym
narzedziem terapeutycznym, chronigcym przed skut-
kami niedokrwienia i reperfuzji nerek, ale wymaga to
jednak dalszych obserwacji i badan klinicznych.

Kaneko i wsp. ocenili stezenie aneksyny V we krwi
chorych na rézne schorzenia, w tym u 130 pacjentéw
z chorobami nerek, ptuc i watroby oraz u 23 z zawatem
mie$nia sercowego rozpoznanym w ciggu 6 godzin od
pojawienia sie bélu w klatce piersiowej. Wyniki ozna-
czeth poréwnano z badaniami wykonanymi u 196 zdro-
wych oséb, stanowiacych grupe kontrolna. Wykazano,
ze stezenie aneksyny V w osoczu gwaltownie ro$nie
u 91,3% badanych juz we wczesnym stadium zawatu
serca, nawet je$li aktywno$¢ kinazy kreatynowej pozo-
staje jeszcze w normie. Mogloby to oznaczaé, ze anek-
syna V jest dobrym markerem diagnostycznym zawatu
serca. Stwierdzono jednak, ze w przypadku przebytych
w przeszto$ci ostrych zespotéw wiericowych, w cho-
robach nerek oraz ptuc stezenie aneksyny V w osoczu
oscyluje w granicach normy, a u pacjentéw po urazach
i z rozpoznanymi chorobami watroby jest tylko nie-
znacznie wyzsze od tych w grupie kontrolnej [6].

Mastuda i wsp. badali umiejscowienie aneksyny v
w nerkach szczurdéw, u ktérych wywotano ktebuszkowe
zapalenie nerek. Oznaczono ponadto stezenie tego biatka
w osoczu i moczu zwierzat, stosujac metody immuno-
enzymatyczne. Obecno$¢ aneksyny V wykazano przede
wszystkim w cewkach dystalnych, ale réwniez w kte-
buszkach i w §rédbtonku naczyth wewnatrznerkowych.
Po podaniu antygenu nefrytogennego nie zaobserwo-
wano zmian stezenia aneksyny V w osoczu, natomiast
wykazano szybki jego wzrost w moczu korelujacy ze
wzrostem stezet dehydrogenazy mleczanowej (lactate
aldehydrogenase - LDH) i N-acetylo-beta-D-glukozami-
nidazy (N-acetyl-p-glucosaminidase -NAG) [11].

Inne badania przeprowadzone przez tych autoréw doty-
czyly stezeri aneksyny V w moczu pacjentédw z réznymi
schorzeniami nerek. Stezenie AnV oznaczano metodg
ELISA w moczu 25 chorych z zespotem nerczycowym (ZN),
16 z nefropatia toczniowa, 25 z nefropatia IgA, 18 z PChN
oraz u 105 0séb bez nieprawidlowo$ci w badaniu fizykal-
nym, badaniach biochemicznych krwi i moczu oraz bez
hematurii i biatkomoczu w wywiadzie. U chorych z pierw-
szych dwdch grup stwierdzono znaczaco wyzsze stezenie
aneksyny V w moczu w poréwnaniu do grupy kontro-
Inej, najwyzsze u pacjentéw z zespotem nerczycowym.
Korelowalo ono dodatnio z biatkomoczem, natomiast nie
stwierdzono zwigzku ze stezeniem w surowicy mocznika
i kreatyniny oraz z klirensem kreatyniny endogenne;j. Na
podstawie przedstawionych badar autorzy wysuneli wnio-
sek, ze wzrost stezenia aneksyny V- w moczu jest wynikiem
uwalniania jej z uszkodzonych struktur nerek, zaréwno
cewek dystalnych, jak i ktebuszkéw nerkowych. Brak wzro-
stu stezenia aneksyny V w moczu chorych na PChN wska-
zuje - zdaniem badaczy - na przydatno$¢ oznaczania tego
biatka jako wskaznika ostrego uszkodzenia nerek [10].

Inni autorzy badali przydatno$¢ oznaczania AnV jako
biochemicznego markera miazdzycy u pacjentéw z prze-
wlekta chorobg nerek. U 46 chorych z PChN bez objawéw
klinicznych miazdzycy oznaczono w krwi stezenie anek-
syny V, lipidogram oraz zmierzono grubos$¢ kompleksu
intima-media tetnicy szyjnej. Stwierdzono, ze obnizeniu
przesaczania klebuszkowego towarzyszy wzrost steze-
nia aneksyny V we krwi, co koreluje z zaburzeniami lipi-
dogramu. Zdaniem badaczy wzrost stezenia tego biatka
u chorych z przewlekla chorobg nerek moze wskazywaé
na dysfunkcje $rédbtonka naczyn i byé wskaznikiem
prognostycznym rozwoju powiktat sercowo-naczynio-
wych w chorobach nerek [4].

Simsek i wsp. badali przydatno$é oznaczania aneksyny
V jako markera prognostycznego u dzieci z zespotem
nerczycowym. Do badania zakwalifikowano 23 dzieci ze
steroidowrazliwym zespotem nerczycowym, 22 dzieci ze
steroidoopornym zespotem nerczycowym oraz 22 zdro-
wych (grupa kontrolna). U badanych oznaczono we krwi
stezenie aneksyny V, mocznika, kreatyniny, biatka cat-
kowitego, albumin i cholesterolu oraz w 24-godzinnej
zbiérce moczu stezenie AnV, biatka i kreatyniny. Stwier-
dzono istotnie wyzsze stezenie aneksyny V w moczu
pacjentéw ze steroidoopornym zespotem nerczycowym
w poréwnaniu do pozostatych grup dzieci. Nie wykazano
istotnej réznicy miedzy stezeniami tego biatka w moczu
chorych ze steroidowrazliwym zespotem nerczycowym
a grupa kontrolng, zaréwno w czasie rzutu, jak i remisji
choroby. Stwierdzono, ze stezenie aneksyny V w dobo-
wej zbiérce moczu nie koreluje z jej stezeniem we krwi
ani z biatkomoczem we wszystkich badanych grupach.
Wedtug badaczy zwiekszone stezenie AnV w moczu
pacjentéw ze steroidoopornym zespotem nerczycowym
moze by¢ skutkiem nasilonej apoptozy w tkance nerko-
wej w nastepstwie choroby i stanowi¢ wskaznik dalszego
przebiegu ZN [15].

Zachwieja i wsp. zastosowali AnV w badaniu procesu
apoptozy limfocytéw T u dzieci z ZN. Wykazali, ze liczba
komérek limfocytéw T we wczesnej fazie apoptozy byta
znaczgco wieksza w grupie dzieci z pierwszym rzutem
zespotu nerczycowego w poréwnaniu z grupa dzieci
znajdujgcych sie w remisji i osobami z grupy kontrol-
nej [18]. Wyniki te wskazuja, ze zmniejszenie sie liczby
i zaburzenie funkgcji limfocytéw T u dzieci z zespotem
nerczycowym w czasie rzutu wynika z nasilenia apop-
tozy tych komérek.

PobsumowaNie

Aneksyna V jest biatkiem wystepujacym w duzych
ilosciach w komérkach kanalika dystalnego oraz
nabtonka ktebuszkéw nerkowych. Dzieki duzemu
powinowactwu do fosfatydyloseryny, oznaczanie jej
umozliwia wykrycie wczesnych zmian charaktery-
stycznych dla apoptozy. Oznaczajac stezenie anek-
syny V w krwi lub moczu wykazano znamienny udziat
apoptozy w wielu stanach patologicznych nerek. Jej
zwiekszone stezenie wykazano zaréwno w stanach
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ostrych, takich jak ostre odmiedniczkowe zapalenie
nerek, ostre uszkodzenie nerek, jak i przewlektych
np. nefropatia cukrzycowa. By¢ moze dalsze badania
umozliwia, ze w przysztosci biatko to bedzie mogto

PismiennicTwo

by¢ wykorzystywane jako narzedzie diagnostyczne,
dzieki czemu mozliwe bedzie wykrycie zmian na
wczesnym etapie rozwoju, a wiec odpowiednio wcze-
sne wdrozenie terapii.
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