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BNIP3 jako nietypowy przedstawiciel rodziny Bcl-2.
Czesc 1: BNIP3 - regulator nieapoptotycznej
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BNIP3 as an atypical representative of the Bcl-2 protein
family. Part 1: BNIP3, a regulator of non-apoptotic
programmed cell death
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatko BNIP3 jest zaliczane do rodziny biatek Bcl-2, regulujacych programowana smier¢ ko-
morki oraz do grupy biatek BOP (BH3-only proteins), ze wzgledu na wystgpowanie tylko jed-
nej domeny BH. Ma ono takze domeng transmembranowa, ktdrej obecnos$¢ warunkuje przynaj-
mniej czesS¢ jego funkcji proapoptotycznych. Mimo pewnych podobienistw do pozostatych biatek
BOP, np. zdolnosci interakcji z antyapoptotycznymi cztonkami rodziny Bcl-2 czy indukcji uwal-
niania cytochromu c¢ z mitchondriéw, BNIP3 jest niewatpliwie biatkiem odmiennym, zaréwno
pod wzgledem aktywnosci, jak i regulacji. Ma ono zdolnos¢ aktywacji nie tylko apoptozy, ale
takze — a moze przede wszystkim — Smierci przypominajacej w przebiegu nekroze, dzigki bez-
posredniemu oddzialywaniu na btong mitochondrialng. Uczestniczy réwniez w autofagii, cho¢
jego rola w tym procesie nie zostata doktadnie poznana. Jest prawdopodobne, ze indukujac lub
stymulujac autofagie, BNIP3 peini funkcje¢ antyapoptotyczna, np. w komdrkach migsnia serco-
wego. Podobnie dzieje si¢ w przypadku komérek, w ktérych biatko to ulega sekwestracji w ja-
drze i dziata jako represor transkrypcji czynnika proapoptotycznego AIF, dzigki czemu komorki
nowotworowe uzyskuja opornos$¢ na chemioterapeutyki.

BNIP3 « programowana $mier¢ komérki  autofagia * mitochondria

Summary

BNIP3 is classified as a member of the Bcl-2 protein family that regulates programmed cell death
and of the BH3-only protein subfamily as it only contains one BH domain. However, the trans-
membrane domain of BNIP3 is involved in at least some of its pro-apoptotic functions. Although
there are some similarities between BNIP3 and other BH3-only proteins, for example the abili-
ty to interact with anti-apoptotic Bcl-2 proteins and to induce cytochrome ¢ release from mito-
chondria, BNIP3 is undoubtedly distinct in regard to its activity and regulatory mechanisms. Not
only can BNIP3 activate apoptosis, but also, or perhaps first of all, it can activate necrosis-like
cell death due to its direct interaction with the mitochondrial membrane. BNIP3 is also involved
is autophagy, but its role in this process is not yet clearly understood. It is possible that the induc-
tion or stimulation of autophagy by this protein can simultaneously inhibit apoptosis, for exam-

* Praca powstata w ramach grantéw MNiSW nr N301 104 31/3087 i nr 1243/B/P01/2007/33.
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ple in cardiac myocytes. In some cells, BNIP3 is sequestered in the nucleus, where it also acts
as an anti-apoptotic factor, namely as a repressor of AIF transcription. This activity may enable
tumor cells to achieve resistance to chemotherapeutics. Understanding BNIP3 functions and re-
gulatory mechanisms can point to new molecular targets in the treatment of cancer and ischemic

heart or brain diseases.
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Wykaz skrétow:

AICD - $mieré indukowana aktywacja (activation-induced cell death); AIF - czynnik indukujacy

apoptoze (apoptosis-inducing factor); BH - (domena) homologii z Bcl-2 (Bcl-2 homology);

BNIP3 - biatko wiazace Bcl-2 i adenowirusowe biatko E1B-19kDa 3 (Bcl-2/adenovirus E1B-19kDa
interacting protein 3); BNIP3L - biatko podobne do BNIP3 (BNIP3-like); BOP - biatka majace
wytacznie domene BH3 (BH3-only proteins); HDAC1 - deacetylaza histondw 1 (histone deacetylase
1); I/R - niedokrwienie/reperfuzja (ischemia/reperfusion); JINK1 - N-terminalna kinaza

biatka c-Jun (c-Jun N-terminal protein kinase); MEFs - mysie fibroblasty embrionalne (mouse
embrional fibroblasts); MMP - permeabilizacja btony mitochondrialnej (mitochondrial membrane
permeabilization); MPT - zmiana przepuszczalno$ci btony mitochondrialnej (mitochondrial
permeability transition); MPTP - megakanat (mitochondrial permeability transition pore);

mTOR - ssaczy cel rapamycyny (mammalian target of rapamycin); NMR - spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego (nuclear magnetic resonance); PCD - programowana $mieré
komérki (programmed cell death); PSF - czynnik splicingowy zwigzany z PTB (PTB-associated
splicing factor); ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species); SDS - dodecylosiarczan
sodu (sodium dodecyl sulphate); TMZ - temozolomid; TSP-1 - trombospondyna 1.

1. RopziNa BIALEK Bel-2

Smier¢ komérki jest procesem kluczowym dla utrzymania
wiasciwego funkcjonowania organizmu wielokomérkowe-
go, m.in. dla zapobiegania transformacji nowotworowe;j.
W zwiazku z tym musi podlega¢ ona bardzo precyzyjnej
kontroli. Pierwszorzedna rolg w regulacji programowanej
Smierci komoérek (programmed cell death — PCD) odgry-
waja bialka rodziny Bcl-2. Jest to heterogenna grupa bia-
ek, ktérych wspdlng cecha jest obecnos¢ przynajmnie;j
jednej domeny BH (Bcl-2 homology). Liczba i kombina-
cja domen BH, budujacych dane biatko, decyduja o jego
wiasciwosciach [33] (ryc. 1).

Biatka zawierajace 4 domeny BH (BH1-4) to biatka antyapop-

totyczne (m.in. Bcl-2, Bel-X)), ktére wystgpuja najczescie]

na zewnetrznej btonie mitochondrium. Ich funkcja jest bez-

posrednie wigzanie i hamowanie aktywnosci biatek proapop-

totycznych rodziny Bcl-2, ktére z kolei dzieli sig na 2 grupy:

* bialka efektorowe (Bax i Bak), zawierajace 3 domeny
BH (BH1-3) i powodujace permeabilizacj¢ zewngtrz-
nej btony mitochondrialnej (mitochondrial membrane
permeabilization — MMP),

» biatka BOP (BH3-only proteins), zawierajace tylko 1 do-
mene¢ BH i biorace udziat w przekazywaniu wewnatrz
komérki zréznicowanych sygnaléw wskazujacych na
wystapienie czynnikéw stresowych [13].

W chwili wystapienia w komoérce sygnatu inicjujacego
MMP, biatka antyapoptotyczne ulegaja funkcjonalnej neu-
tralizacji poprzez wiazanie z aktywowanymi biatkami BOP
za posrednictwem domeny BH3. Prowadzi to do uwolnie-
nia biatek efektorowych Bax i/lub Bak i w konsekwencji
do permeabilizacji blony mitochondriéw [13]. W ten spo-
sob biatka BOP przekazuja wigkszosé, jesli nie wszystkie,
sygnaty §mierci [46], przeksztalcajac je do nowej postaci,
czytelnej dla efektoréw programowanej Smierci. Decyzja
o inicjacji MMP, a tym samym o losie komérki, jest za-
tem uzalezniona od ztozonych wzajemnych oddziatywan
pomigdzy biatkami rodziny Bcl-2.

Przedstawiony wyzej model, zaktadajacy, ze jedyna rola
biatek BOP jest transmisja sygnatu §mierci do biatek efek-
torowych [37], poprzez neutralizacje biatek antyapopto-
tycznych, jest niepetny. Wykazano, ze biatka efektorowe
do pelnienia swej funkcji czgsto wymagaja dodatkowej
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Ryc. 1. Tradycyjna klasyfikacja biatek rodziny Bcl-2 oraz
pordwnanie ich budowy domenowej. Biatko
BNIP3 zaliczane jest do grupy biatek BOP, mimo
7e wyr6znia sie ono zaréwno pochodzeniem
ewolucyjnym, jak i funkcja w komérce
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aktywacji [38]. Ponadto, biatka BOP moga powodowaé
zmiany konformacyjne biatek efektorowych, sa takze za-
angazowane w stabilizacje bialek Bax i Bak w btonie mi-
tochondrium oraz w tworzenie poréw [13]. Tym samym,
na podstawie mechanizmu dzialania bialek BOP, sklasy-
fikowano je do dwdch grup:

» aktywatoréw (activators; np. tBid, Bim) i

» derepresorow (derepresors, sensitizers, facilitators; np.

Bad) [1,13,22].

Niektorzy autorzy uwazaja, ze biatka BOP nie moga akty-
wowac programowanej §mierci komoérki bez udziatu choc-
by jednego z biatek efektorowych. Co wigcej, przypuszcza-
ja, ze biatka BOP nie sg niezbgdne do zajscia apoptozy i ze
nie wymaga ona bezposredniej aktywacji Bax i Bak, aich
aktywacja w okreslonych warunkach moze stuzy¢ jedynie
amplifikacji sygnatu [1]. Z drugiej strony, dowiedziono, ze
biatka BOP moga ulegac insercji lub by¢ importowane do
zewngetrznej btony mitochondriéw [17], co moze wskazy-
wacé na funkcje potencjalnie niezalezne od bialek Bax i Bak.
Jak wynika z powyzszego zarysu, cz¢S¢ naszej wiedzy na
temat inicjacji, kontroli i egzekucji PCD jest juz ugrun-
towana i jasna. Wciaz jednak pozostaje wiele niewiado-
mych, zwlaszcza dotyczacych funkcjonowania biatek BOP.

Niniejsza praca jest proba uporzadkowania i podsumowa-
nia aktualnej wiedzy na temat biatka BNIP3, jednego z naj-

bardziej intrygujacych biatek grupy BOP.

2. Biatko BNIP3 - wprowADZENIE

Biatko BNIP3 (Bcl-2/adenovirus E1B-19kDa interacting
protein 3) zostato po raz pierwszy zidentyfikowane dzie-
ki zastosowaniu drozdzowego systemu dwuhybrydowe-
go jako biatko mogace wiaza¢ wirusowy supresor apop-
tozy E1B-19K [2]. Nastgpnie dowiedziono, ze BNIP3
moze réwniez wiaza¢ endogenne antyapoptotyczne biatko
Bcl-2 [40]. Potwierdzono takze w jego strukturze obec-
nos$¢ domeny o czegsciowej homologii do BH3 [24] (okre-
Slanej czasem jako BH3-like, jednak najczesciej w lite-
raturze spotyka si¢ okreSlenie BH3) i na tej podstawie
zaliczono BNIP3 do grupy BOP, cho¢ stanowi ono, po-

dobnie jak jego homolog BNIP3L (BNIP3-like)/Nix, od-
rebna gataz ewolucyjna [3] (ryc. 1). Biatko BNIP3 r6zni
si¢ od innych biatek tej grupy takze tym, ze do pelnienia
przynajmniej czesci funkcji proapototycznych jego do-
mena BH3 nie jest wymagana. Wykazuje ono zdolnos¢
bezposredniego oddziatywania na mitochondria, wsku-
tek czego wplywa na potencjal btony mitochondrialnej
[6] (ryc. 2A i B).

BNIP3 w warunkach fizjologicznych jest nieobecny w wigk-
szo$ci typéw komorek organizmu [27], ulega jednak eks-
presji w komoérkach migsnia sercowego [19], a takze na
niskim poziomie w komérkach mézgowych [30] i migsni
szkieletowych. Zréznicowany poziom ekspresji obserwuje
si¢ w komdrkach nowotworowych. Jest on znacznie pod-
wyzszony w raku gruczotu sutkowego i pluc (non-small
cell lung cancer), natomiast obnizony w raku trzustki oraz
w wielu przypadkach raka jelita grubego, zotadka i nowo-
tworéw hematopoetycznych [27].

BNIP3 wydaje si¢ kluczowym regulatorem Smierci komor-
kowej spowodowanej hipoksja i na tej wtasnie funkcji kon-
centruje si¢ ogromna wigkszos¢ badan nad tym biatkiem.
Stopniowo jednak coraz bardziej oczywiste staje sig, ze rola
BNIP3 w komérce nie ogranicza si¢ wytacznie do induk-
cji PCD w warunkach niedoboru tlenu i ze jego rola jest
znaczaca takze w czasie normoksji (patrz czes¢ II). Biatko
to moze indukowac zaréwno apoptoze, jak i §mier¢ o cha-
rakterze nieapoptotycznym, w zaleznosci od typu komor-
ki i rodzaju bodZzca [30].

2.1. Domena BH3

Domena BH3 jest at-helisa [38], charakterystyczna zarow-
no dla pro-, jak i antyapoptotycznych biatek rodziny Bcl-2,
niezbe¢dna do interakcji pomigdzy nimi [40]. Po aktywa-
cji biatek BOP, ich domena BH3 wnika do hydrofobowe-
go rowka na powierzchni globularnej struktury biatek an-
tyapoptotycznych [38], utworzonej z domen BH1, BH2
i BH3, powodujac ich neutralizacje. Domeny BH3 po-
szczegblnych biatek BOP maja zr6znicowany stopiefi po-
winowactwa do réznych biatek antyapoptotycznych [43]:
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e Bim, Puma i tBid wiaza wszystkie biatka antyapopto-
tyczne;

e Noxa wigze Mcl-11 Al;

e Bad wigze Bcl-2, Bel-XL 1 Bel-w.

Tym samym w réznych komérkach, ze wzgledu na wyste-
powanie réznych biatek antyapoptotycznych, do induk-
cji apoptozy wymagany jest rowniez inny zestaw biatek
BOP [1,38].

Domena BH3 biatka BNIP3 znajduje si¢ na N-konicu i za-
wiera dwa kluczowe i konserwatywne aminokwasy — leu-
cyng w pozycji 1 i kwas asparaginowy w pozycji 6, nie
zawiera jednak dwoch innych aminokwaséw charaktery-
stycznych dla BH3 — glicyny i kwasu glutaminowego, od-
powiednio, w pozycjach 5 i 7 [24]. Dyskusyjne jest, czy
domena ta uczestniczy w interakcjach BNIP3 z innymi
biatkami rodziny Bcl-2. CzgS$¢ autoréw uwaza, ze jest
ona odpowiedzialna za heterodimeryzacj¢ z biatkami an-
tyapoptotycznymi, np. Bcl-2 czy Bel-XL, przez co moze
modulowac¢ ich aktywnos¢ [6,37,40]. Z kolei badania na
innych modelach komérkowych wskazuja, ze odmiennie
niz w przypadku pozostatych bialek BOP, domena BH3
biatka BNIP3 nie jest niezbgdna do interakcji z pozosta-
tymi cztonkami rodziny Bcl-2, poniewaz odpowiada za
nie domena transmembranowa (transmembrane doma-
in — TM) [24].

2.2. Domena transmembranowa

Wigkszos¢ biatek rodziny Bcl-2, oprécz domen BH, zawie-
ra na C-koricu domeng transmembranowa, ktéra determi-
nuje lokalizacje subkomdrkowa danego biatka. W przypad-
ku BNIP3 domena TM kieruje biatko do mitochondrium
[40] i umozliwia jego wbudowanie si¢ w zewnetrzng blo-
n¢ mitochondrialng [35]. Podczas gdy domena C-koricowa
(TM) zostaje wbudowana w btong, domena N-koricowa
pozostaje w cytoplazmie [30]. Obecnie wydaje sig, ze to
wlasnie domena TM jest zasadnicza do pelnienia funk-
¢cji proapoptotycznych, poniewaz odpowiada za zachowa-
nie lokalizacji mitochondrialnej [21] i homodimeryzacje
biatka BNIP3 [6]. Potwierdzaja to wyniki badafi na izo-
lowanych mitochondriach, wedtug ktérych domena BH3
nie jest niezbgdna do zajs$cia procesu permeabilizacji bto-
ny mitochondrialnej, zwanego MPT (mitochondrial per-
meability transition), ale zalezy on przede wszystkim od
domeny TM oraz C-korica [21].

Domena TM biatka BNIP3 wystepuje w postaci ciasno za-
socjowanego, helikalnego dimeru, zaréwno w srodowisku
lipidowym, jak i w obecnosci detergentu [6]. Wlasciwos¢
t¢ potwierdzily badania w btonach biologicznych E. coli.
Powstate z jej udzialem dimery sa oporne nawet na dzia-
tanie dodecylosiarczanu sodu (sodium dodecyl sulpha-
te — SDS), dzigki czemu moga by¢ wykrywane technika
‘Western blotting z zastosowaniem elektroforezy w warun-
kach denaturujacych [34].

Struktura domeny TM BNIP3, okreslona dzigki zastoso-
waniu techniki NMR (nuclear magnetic resonance) oraz
modelowania opartego na dynamice molekularnej, suge-
ruje mozliwos¢ tworzenia przez BNIP3 kanatéw jonowych
w blonie. Wynika to z wiasciwosci strukturalnych dime-
ru, tj. wezta umiejscowionego posrodku btony, bogate-

go w wiazania wodorowe His-Ser; dostgpnosci wezta dla
wody i obecnosci ciagtego hydrofilowego traktu wzdtuz
catego regionu transmembranowego. Struktura i dynami-
ka domen TM, jak réwniez korelacja zmian pH ze zmia-
nami przepuszczalnosci bton wskazuja na to, ze BNIP3
tworzy w blonach kanat protonowy [6]. Zdolnos¢ dome-
ny TM do homodimeryzacji wylacznie w btonach biolo-
gicznych moze stuzy¢ jako mechanizm zapewniajacy, ze
biatko najpierw zostanie zlokalizowane w mitochondrium,
a dopiero péZniej ulegnie dimeryzacji [34].

Wspomniane wczesniej badania na izolowanych mitochon-
driach sugeruja jednak, ze formowanie homodimeréw nie
jest warunkiem koniecznym do zaj$cia permeabilizacji
btony [21], podobnie jak nie jest niezbgdne do proapopto-
tycznej aktywnosci BNIP3 [10]. Wskazuje to na istnienie
kilku réznych, potencjalnie niezaleznych mechanizméw
permeabilizacji blony mitochondrialnej przez BNIP3, pro-
wadzacej do spadku potencjatu transmembranowego oraz
dysfunkcji mitochondriéw, a w konsekwencji do Smierci
komorki (patrz nizej).

Podczas gdy homodimeryzacja wydaje sig by¢ cecha wy-
tacznie lokalizacji mitochondrialnej biatka BNIP3 [29],
sama domena TM odpowiada takze za jego oddziatywa-
nie z innymi biatkami, np. receptorem btonowym trom-
bospondyny 1 (TSP-1), CD47 [26]. Ponadto, interakcje
pomigdzy osadzonymi w btonach regionami r6znych bia-
tek BOP moga modulowac¢ ich funkcje proapoptotyczne.
Przyktadem jest oddziatywanie BNIP3 z BNIP3L za po-
Srednictwem domen TM, ktére znosi dzialanie proapop-
totyczne biatka BNIP3 [34].

3. Rora BNIP3 w PROGRAMOWANE) SMIERCI KOMORKI

Do niedawna wyrézniano wytacznie dwa typy Smierci
komorkowej: apoptoze, uwazang za proces kontrolowany
i fizjologiczny, utozsamiany tym samym Zz programowa-
na $miercia komorki oraz nekroze — proces przypadkowy
i patologiczny. W ostatnich latach zaczyna jednak domi-
nowac poglad, ze tego rodzaju dychotomiczny podziat jest
zbyt uproszczony [8], poniewaz intensywne badania nad
$Smiercig komérkowa ujawnity istnienie alternatywnych
typéw $mierci (autofagia [28], katastrofa mitotyczna [8],
pyroptoza [15]), ktére réwniez mozna zaliczy¢é do PCD.
Opisano takze mechanizmy $mierci komérkowej wykazu-
jace zaréwno cechy apoptozy, jak i nekrozy [45]. Ponadto,
poddaje si¢ w watpliwos¢ przypadkowos¢ procesu nekro-
zy [16], czego rezultatem jest powstanie terminu ‘necro-
sis-like cell death’. Obecnie wyrdznia si¢ 3 podstawowe
rodzaje Smierci komoérkowej:

e Smier¢ typu I — apoptoza,

e Smier¢ typu Il — autofagia,

e $mier¢ typu III — nekroza [7].

Witasciwosci proapoptotyczne biatka BNIP3 okresla sig
jako stabe, a maksimum jego aktywnosci jest op6Znione
w poréwnaniu z innymi biatkami proapoptotycznymi ro-
dziny Bcl-2 [42]. Badania potwierdzaja udzial BNIP3 we
wszystkich trzech z wyzej wymienionych typéw Smierci
komorki. To, w jaki sposéb BNIP3 wptywa na funkcjo-
nowanie mitochondriéw, a tym samym, jaki szlak Smierci
zostanie uaktywniony, wydaje si¢ zaleze¢ przede wszyst-
kim od typu komoérek. Zaobserwowano, ze najczesciej:
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e w kardiomiocytach zlokalizowanie BNIP3 w btonie mi-
tochondrium powoduje uwolnienie cytochromu c, akty-
wacje kaspaz i apoptoze [32],

e w neuronach aktywacja BNIP3 jest zwigzana z uwol-
nieniem endonukleazy G, ale nie cytochromu c, przez
co komoérki ging na drodze niezaleznej od kaspaz [44],

* w komoérkach nabtonkowych BNIP3 nie powoduje uwol-
nienia z mitochondriéw zadnych biatek, przez co nie ak-
tywuje rowniez kaspaz, ale wywotuje spadek potencja-
tu mitochondrialnego i $mier¢ komérek przypominajaca
w przebiegu nekroze [35].

W kardiomiocytach mozliwe jest takze rownoczesne wy-
stapienie cech nekrozy, apoptozy i autofagii [10]. Oprécz
tego, typ Smierci komorki indukowanej za posrednictwem
BNIP3 moze zaleze¢ od poziomu jego ekspresji, interakcji
z biatkami rodziny Bcl-2 i innymi oraz od kondycji mito-
chondriéw, zwiazanej bezposrednio z potencjalem btony
mitochondrialnej [30].

Mechanizm $mierci uruchamiany w odpowiedzi na hipok-
sj¢ nie jest w pelni poznany, poniewaz notowano zaréwno
przypadki apoptozy, nekrozy, jak i autofagii [4]. BNIP3 do
petnej aktywacji programu $mierci wymaga czg¢sto udziatu
dodatkowych czynnikéw, bedacych nastgpstwem hipoksji,
np. niedostatku glukozy, zakwaszenia, czy braku czynni-
kéw wzrostowych [29]. Moze to by¢ przyczyna zréznico-
wania mechanizméw prowadzacych do $mierci komorki
po aktywacji BNIP3.

Dyskusyjne jest czy BNIP3 do swojej aktywnosci proapop-
totycznej wymaga biatek efektorowych Bax i Bak, tak jak
pozostate biatka BOP. Badania na mysich fibroblastach em-
brionalnych (mouse embrional fibroblasts — MEFs) wyka-
zaty, ze delecja Bax i Bak powoduje opornos¢ na smierc
indukowana hipoksja, mimo wyraznego wzrostu poziomu
BNIP3. Podobnie dzieje si¢ w przypadku komérek MEF
Bax™/Bak™~ z wymuszona nadekspresja BNIP3 w warun-
kach normoksji, podczas gdy prawidtowe komoérki wytwa-
rzajace zwigkszona ilos¢ BNIP3 gina z powodu utraty po-
tencjatu mitochondrialnego. Wedtug autoréw tych badan
biatka Bax i Bak uczestnicza zaréwno w Smierci kaspazo-
zaleznej, jak 1 niezaleznej, indukowanej przez BNIP3 [24].

Istnieja jednak inne mozliwe mechanizmy permeabilizacji
btony mitochondrialnej przez BNIP3 prowadzace do utra-
ty potencjatu (ryc. 2).

Oprécz interakcji z Bax i Bak, moze to by¢ bezposrednie od-
dzialywanie na tzw. megakanaty (mitochondrial permeability
transition pores — MPTP) [42], zlokalizowane w miejscach
potaczenia wewngtrznej i zewngtrznej btony mitochondrial-
nej [21], lub ich posrednia aktywacja poprzez zwigkszenie
pobierania wapnia przez mitochondria. Innym potencjalnym
mechanizmem jest tworzenie przez dimery BNIP3 kanatéw
w zewngtrznej blonie mitochondriéw [42], co wynika ze
wspomnianych wyzej wtasciwosci domeny TM.

BNIP3 petni bardzo istotna role w komérkach migsnia ser-
cowego. W kardiomiocytach, w ktérych wystapit tzw. ze-
spot poreperfuzyjny (ischemia/reperfusion — I/R), czyli skut-
ki przywrdcenia krazenia, obserwuje si¢ wzrost aktywnosci
BNIP3 zwiazany ze wzrostem wytwarzania reaktywnych
form tlenu (reactive oxygen species — ROS), zakwaszeniem

™

aktywacja -
™

cytochrom ¢

cytochrom ¢

v

Ryc. 2. Potencjalne mechanizmy permeabilizacji btony mitochondrialnej
przez BNIP3. A — po aktywacji BNIP3 wbudowuje sie w btone
mitochondrium z udziatem domeny transmembranowej, gdzie
dimeryzuje, tworzac kanat protonowy. Wnikajace do przestrzeni
miedzybtonowej jony wodoru powoduja spadek potencjatu
btonowego i otwarcie megakanatow (MPTP); B — aktywowany
BNIP3 wbudowuje sie w btone mitochondrialng i oddziatuje
bezposrednio na kompleks MPTP w postaci monomeru lub dimeru,
powodujac jego otwarcie; C — aktywacja BNIP3 powoduje jego
zwigzanie z biatkiem Bcl-2 i oddysocjowanie biatek Bax i/lub Bak.
Whbudowanie sie biatek efektorowych w btone mitochondrialng
prowadzi do uwolnienia cytochromu ¢ do cytoplazmy

™ aktywacja

cytoplazmy [19] i spadkiem wytwarzania ATP, co ostatecz-
nie prowadzi do Smierci komérek. Stanowi to potwierdzenie
tezy, ze hipoksja sama w sobie nie musi by¢ dla komédrek
stresem letalnym [37]. Trudno jednoznacznie okresli¢, jaki
charakter ma Smier¢ kardiomiocytéw nastgpujaca w odpo-
wiedzi na I/R. Z czgsci badan wynika, ze zachodzi ona na
drodze zaleznej od cytochromu c, biatka AIF i kaspaz [19],
jednak inne badania wskazuja, ze mozliwa jest takze Smierc¢
kaspazoniezalezna [23]. Oprécz tego, w szczurzych komoér-
kach mig$nia sercowego poddanych I/R zaobserwowano au-
tofagi¢, podobnie jak w komérkach poddanych chroniczne-
mu niedokrwieniu. Autofagia moze wynika¢ z uruchomienia
w koméree mechanizméw, majacych na celu usunigcie uszko-
dzonych przez BNIP3 mitochondriéw, a przez to ogranicze-
nie wyptywu czynnikéw proapoptotycznych i zapobieganie
apoptozie [19]. W autofagosomach indukowanych aktywa-
cja BNIP3 czgsto obserwuje si¢ zdegradowane mitochon-
dria [18]. Wiadomo takze, ze w rejonach nasilonej autofa-
gii obniza sig czgstotliwos¢ apoptozy, tym samym autofagie
mozna uzna¢ za mechanizm chronigcy miocyty przed Smier-
cia i przed uszkodzeniami mig$nia sercowego po wystapie-
niu I/R. Podobny efekt mozna uzyska¢ hamujac catkowicie
aktywnos$¢ BNIP3 [19]. Rola tego biatka dla komdrek mig-
$nia sercowego jest zatem dwoista.

3.1. Apoptoza

BNIP3 moze potencjalnie indukowac apoptoze co najmniej
na dwa sposoby. Po pierwsze, dziatajac jak klasyczne biat-
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ko BOP, tj. powodujac neutralizacj¢ bialek antyapoptotycz-
nych rodziny Bcl-2 poprzez heterodimeryzacjg za posred-
nictwem ich domeny BH3. BNIP3 najprawdopodobniej
jednak nie oddziatuje z Bcl-2 czy Bcl-X| za posrednic-
twem wiasnej domeny BH3, ale za posrednictwem do-
meny transmembranowej [31], co nie jest typowe dla bia-
tek grupy BOP. Niemniej jednak, BNIP3 moze w mysich
embrionalnych fibroblastach poddanych dziataniu hipok-
sji powodowac¢ uwolnienie i/lub aktywacj¢ biatek efekto-
rowych Bax i Bak, posrednio indukujac wyptyw cytychro-
mu ¢ z mitochondriéw i apoptoze [24], co Swiadczy o jego
przynajmniej cz¢sciowym podobienistwie do innych biatek
BOP (ryc. 2C). Po drugie, BNIP3 moze powodowac¢ uwol-
nienie cytochromu c, bezposrednio oddzialujac na blong
mitochondrium. Przyktadem sa embrionalne komorki kory
mozgowej szczura traktowane cyjankiem potasu w krétko-
trwatej hodowli in vitro, w celu uzyskania warunkéw nasla-
dujacych hipoksje. Wrazliwos¢ komérek kory na cyjanek
koreluje z poziomem biatka BNIP3. Ponadto, transfekcja
komdrek cDNA genu bnip3 i wynikajaca z niej nadekspre-
sja biatka powoduje wzmocnienie tego efektu. Badane ko-
morki ging na drodze zaleznej od kaspaz. Czynnikiem ini-
cjujacym szlak BNIP3 w warunkach normoksji moze by¢
wywotany przez cyjanek stres oksydacyjny [30].

3.2 Autofagia

Funkcja autofagii jest zasadniczo ochrona komorki przed
skutkami niedoboru sktadnikéw odzywczych lub groma-
dzenia si¢ nadmiaru dlugo zyjacych biatek i uszkodzonych
organelli w cytoplazmie i jako taka jest procesem sprzy-
jajacym przezyciu komoérki. Jednak w pewnych warun-
kach moze stuzy¢ réowniez eliminacji komorek, jest wte-
dy okreslana jako programowana Smier¢ komérkowa typu
2 [28]. U ssakow, proces autofagii jest zwigzany z nowo-
tworami, kardiomiopatia, starzeniem i innymi stanami pa-
tologicznymi [12].

Cho¢ zaleznosci migdzy biatkiem BNIP3 a autofagia byty
wielokrotnie obserwowane, jego rola w tym procesie jest
bardzo niejasna. Czgs¢ autoréw uwaza, ze BNIP3 ma zdol-
nos$¢ indukcji autofagii, poniewaz jego nadekspresja po-
woduje masowy wzrost intensywnosci tego procesu [24],
np. w komorkach glejaka czy w komérkach embrional-
nych. Jednakze ekspresja BNIP3 nastgpuje relatywnie poz-
no w czasie autofagii indukowanej hipoksja w poréwnaniu
z formowaniem si¢ autofagosoméw [4]. Z kolei wyciszenie
ekspresji BNIP3 hamuje autofagi¢ indukowana hipoksja
i $mier¢ komorek, ale nie hamuje kolokalizacji LC3 (naj-
lepiej scharakteryzowanego markera autofagii) i autofago-
somoéw. Sugeruje to raczej, ze BNIP3 jest zaangazowany
w jeden z posrednich etapéw procesu autofagii [10], ale
nie jest jej induktorem. Przypuszcza si¢, ze BNIP3 moze
by¢ zaangazowany w fuzj¢ lizosoméw z autofagosomami.
Do petnienia tej funkcji w czasie autofagii niezbgdna jest
domena TM biatka BNIP3 [4].

Poza hipoksja, réwniez ceramid C2 moze indukowa¢ Smierc¢
komoérek glejaka, ktéra nie wykazuje cech apoptozy (kon-
densacja i fragmentacja chromatyny), ale nast¢puje na sku-
tek wzmozonej autofagii — w komérkach widoczna jest silna
wakuolizacja cytoplazmy i akumulacja na btonach wakuol
biatka LC3. Réwnoczesnie udowodniono, ze traktowanie
komérek glejaka ceramidem C2 powoduje utrate potencjatu

mitochondrialnego na drodze zaleznej od BNIP3. Wzrost
poziomu biatka BNIP3 w komdrkach traktowanych cera-
midem odbywa sig na drodze transkrypcyjnej. Podobny re-
zultat, tj. Smier¢ komorek glejaka na drodze autofagii daje
nadekspresja BNIP3 [14]. Badania te réwniez nie wyjasnia-
ja mechanizmu wiazacego BNIP3 z autofagia.

Zdaniem Chena i wsp. [12] autofagia indukowana hipok-
sja jest poczatkowo procesem adaptacyjnym, stuzacym
ochronie komorki przed skutkami stresu. W tym celu ak-
tywowany jest szlak PKC8/JNK1 — aktywacja JNK1 (c-Jun
N-terminal protein kinase) prowadzi prawdopodobnie do
fosforylacji Bcl-2 i dysocjacji bekliny 1 lub zahamowania
aktywnosci biatka mTOR (mammalian target of rapamy-
cin), co w obu przypadkach powoduje inicjacje autofagii.
Przedluzajaca si¢ aktywnosé szlaku PKCS/JNK 1, wynika-
jaca z dlugotrwatej hipoksji, prowadzi w koricu do akty-
wacji HIF-1 i BNIP3, a tym samym do $mierci komérki.
Autorzy sugeruja, ze jest to wywotane nagromadzeniem
reaktywnych form tlenu w koméree [12].

Zastanawiajace jest, dlaczego HIF-1, uwazany za czyn-
nik sprzyjajacy przezyciu komdérki, indukuje transkryp-
cje proapoptotycznego biatka BNIP3. Zaproponowano
hipotezeg, wedtug ktérej BNIP3 wraz z jego homologiem
BNIP3L, jest czgScia proprzezyciowej odpowiedzi na hi-
poksje, zaleznej od HIF-1. Wykazano, Zze obnizenie po-
ziomu BNIP3 i BNIP3L znaczaco hamuje przeksztalca-
nie biatka LC3 do postaci LC3II, ktéra jest markerem
autofagii i przyspiesza Smier¢ komoérek w czasie hipok-
sji. Zahamowanie ekspresji kazdego z tych biatek z osob-
na powodowato czgsciowa supresje autofagii, a jednocze-
sny brak obydwu powodowal catkowite zablokowanie tego
procesu, zaréwno w komoérkach prawidtowych, jak i no-
wotworowych. W warunkach normoksji wymuszona eks-
presja obydwu biatek byta czynnikiem wystarczajacym do
indukcji autofagii. Tym samym mozna stwierdzié, ze hi-
poksja nie indukuje §mierci komérki, ale prowadzi do uru-
chomienia mechanizméw obronnych. Poniewaz autofagia
jest kontrolowana poprzez interakcje bekliny 1 z Bcel-2,
mechanizm indukcji autofagii moze polegac na ostabieniu
tej interakcji. Dowiedziono, ze biatka BNIP3 i BNIP3L
powoduja oddysocjowanie bekliny 1 od Bcl-2 w warun-
kach hipoksji na skutek konkurencji o wigzanie Bcl-2 za
posrednictwem domen BH3 biatek BNIP [5]. Poniewaz,
wedlug autoréw opisanych wczesniej badan [4], w zalez-
nosci pomigdzy BNIP3 a autofagia zaangazowana jest do-
mena TM BNIP3, mozliwe jest istnienie dwéch réznych,
calkowicie niezaleznych mechanizméw, ktérych aktywa-
cja moze dawaé odmienny skutek.

Interakcja migdzy BNIP3 a Bcl-2 w celu uwolnienia bekli-
ny 1 iindukcji autofagii wydaje si¢ mie¢ znaczenie réwniez
w procesie kontroli liczby mitochondriéw, ktdry jest zalez-
ny od HIF-1 i zachodzi zar6wno w warunkach fizjologicz-
nych, jak i w czasie hipoksji. W warunkach niedoboru tlenu
redukcja liczby mitochondriéw, a tym samym intensywno-
$ci oddychania tlenowego i wytwarzania energii, zaleza od
ekspresji BNIP3, przy czym jego obecnosc jest wystarcza-
jaca do zajscia tych proceséw. Hipoksja, za posrednictwem
BNIP3, moze selektywnie indukowa¢ autofagie mitochon-
driéw, ale nie retikulum endoplazmatycznego. Autofagia
jest w tym wypadku procesem adaptacyjnym, a ewentu-
alna $mier¢ komorki rezultatem jej niepowodzenia [41].
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Oprocz przedstawionych wyzej modeli, istnieje jeszcze je-
den opisujacy zwiazek BNIP3 z autofagia, wedtug ktérego
BNIP3 hamuje autofagi¢ wiazac biatko Rheb, bedace ak-
tywatorem mTOR [10]. Model ten jest jednak w opozycji
do pozostatych, ktére opisuja dodatnia korelacje migdzy
poziomem BNIP3 a intensywnoscia autofagii.

3.3. Nekroza

BNIP3 moze takze indukowaé Smier¢ komorki, ktora
w przebiegu przypomina nekrozg i jest niezalezna od ka-
spaz [39], biatka Apaf-1 i cytochromu c. Ten rodzaj $§mierci
(‘necrosis-like cell death’) nastgpuje w wyniku permeabi-
lizacji blony mitochondrium, co prowadzi do utraty poten-
cjalu mitochondrialnego 1 wytwarzania reaktywnych form
tlenu. W wyniku tego nastgpuje szybka utrata integralnosci
btony komérkowej, ktéra w czasie poprzedza fragmentacje
DNA. Charakterystyczna dla komérek ginacych w ten spo-
s6b jest rowniez znaczaca wakuolizacja cytoplazmy [35].

Utrata potencjalu mitochondrialnego i wytwarzanie ROS
moze by¢ zaréwno przyczyna, jak i rezultatem otwarcia me-
gakanatow, w zaleznosci od sygnatu indukujacego Smierc
komoérki. Aktywowany BNIP3 moze oddziatywaé bezpo-
Srednio na elementy kompleksu MPTP, powodujac jego
otwarcie lub tez wptywac na inne biatko btony, co spowodu-
je utrate potencjatu i wytwarzanie ROS oraz wtérne otwar-
cie kanatéw MPTP [35]. Hipotetycznie, takze sama inkor-
poracja BNIP3 do btony mitochondrialnej moze podnosi¢
jej przepuszczalnosé, powodujac spadek pH w przestrzeni
migdzybtonowej mitochondrium na skutek wptywu proto-
néw z cytosolu. To z kolei moze prowadzi¢ do hiperpolary-
zacji wewngtrznej btony mitochondrialnej, otwarcia mega-
kanaléw i Smierci na drodze ‘necrosis-like’ [6] (ryc. 2A).

Smier¢ aktywowanych limfocytéw T (activation-induced cell
death — AICD) przypomina w przebiegu nekrozg, poniewaz
nie jest zalezna od kaspaz, a charakteryzuje si¢ wzrostem
wytwarzania ROS i szybka utrata potencjatu mitochon-
drialnego [36]. Aktywowane komorki T sa eliminowane
z krwiobiegu przez trombospondyng 1 (TSP-1), oddzia-
tujaca z receptorem CD47, ktdry z kolei aktywuje BNIP3.
Nie dotyczy to spoczynkowych limfocytéw T. Interakcja ta
ma znaczenie w wygaszaniu reakcji zapalnej [26]. U myszy
CD47-- obserwowano spowolnione ustgpowanie stanu za-
palnego wywotanego oksazolonem, co byto spowodowane
defektami programowanej Smierci komoérek T. Aktywacja
CD47 przez TSP-1 moze powodowac szybka i kaspazo-
niezalezng Smieré komérek in vitro. W stanie spoczynku
limfocytéw T BNIP3 jest fizycznie zwiazany z CD47; po
inicjacji Smierci komoérkowej, zostaje przeniesiony na mi-
tochondria, gdzie powoduje ich dysfunkcj¢. W limfocy-
tach T stymulacja receptora TCR/CD3 indukuje ekspre-
sj¢ BNIP3, dzigki czemu aktywowane limfocyty staja si¢
wrazliwe na Smier¢. Interakcja z CD47 pozwala réwniez
na ochrong BNIP3 przed degradacja proteasomalng i wspo-
maga jego akumulacje. Smier¢ aktywowanych limfocytéw
T u myszy CD47-, ktéra ostatecznie po dtugim czasie po-
woduje zanik stanu zapalnego, nastgpuje wskutek powol-
nej akumulacji BNIP3 na btonach mitochondrialnych [25].

Wykazano réwniez, ze BNIP3 moze posredniczy¢ w §mier-
ci komoérkowej wykazujacej rownoczesnie cechy apopto-
zy i nekrozy, np. wczesna ekspozycje fosfatydyloseryny,

ale brak uwalniania cytochromu c i aktywacji kaspaz [26].
Lacznie dane te wskazuja, ze z cala pewnoscia nie istnie-
je pojedynczy mechanizm indukcji $mierci komérkowe;j
przez BNIP3, a zalezy on zaréwno od typu komorki, jak
i warunkéw wewnatrz i na zewnatrz komorki.

3.4. Aktywnos¢ antyapoptotyczna

W ostatnim czasie odkryto nowa i zaskakujaca funkcje
biatka BNIP3, zwigzana z programowana §mierciag komor-
ki. W prawidiowych astrocytach BNIP3 jest umiejscowio-
ny w jadrze, co ma na celu zapobieganie jego translokacji
na mitochondria i indukcji §mierci komérki w warunkach
fizjologicznych. Podobne zjawisko obserwuje si¢ w ko-
morkach linii U251 pochodzacej z glejaka, dzigki czemu
komorki nowotworowe zyskuja opornosé na smieré¢ indu-
kowana hipoksja [11], jak i temozolomidem (TMZ) [9].
Poczatkowo sadzono, Ze jest to jedynie prosty mechanizm,
polegajacy na sekwestracji biatka, zapobiegajacy wiazaniu
si¢ BNIP3 z btona mitochondrium. Okazato si¢ jednak, ze
BNIP3 nie tylko nie ma mozliwos$ci indukcji Smierci ko-
morek glejaka, ale bierze réwniez czynny udziat w jej za-
pobieganiu dzigki zdolnoSci wiazania DNA. Udato sie
potwierdzié¢, ze BNIP3 swoiscie wiaze si¢ do promotora
genu czynnika AIF (apoptosis-inducing factor), induku-
jacego kaspazoniezalezng Smieré¢ komérkowa, i powodu-
je represje jego transkrypcji. BNIP3 tworzy w jadrze ko-
morek glejaka kompleks z PSF (PTB-associated splicing
factor) oraz deacetylaza histonéw HDAC1 (histone deace-
tylase 1), ktéra zmieniajac stopieri kondensacji chromatyny
w poblizu promotora genu AIF zapobiega jego ekspresji.
Tym samym rola BNIP3 w hamowaniu transkrypcji genu
AIF polega najprawdopodobniej na rekrutacji deacetyla-
zy HDAC1. W opisanych badaniach ukazano nowa, anty-
apoptotyczng wiasciwos¢ BNIP3, dzigki ktérej komorki no-
wotworowe uzyskuja opornos¢ na chemioterapeutyki [9].

4. PobsumowANIE

Biatka rodziny Bcl-2 sklasyfikowano na podstawie ich struk-
tury, ktéra determinuje funkcje. Cho¢ BNIP3, mimo od-
miennego pochodzenia, strukturalnie przypomina pozostate
biatka BOP, to jednak mechanizm jego dziatania i znacze-
nie dla komérki wydaja si¢ go wyrézniaé. Wigkszos¢ biatek
grupy ‘BH3-only’ pelni funkcje pomocnicze — przekazu-
je sygnaty proapoptotyczne i aktywuje biatka efektorowe.
BNIP3 moze indukowaé smieré komorki bez udziatu in-
nych biatek, oddziatujac bezposrednio na btong mitochon-
drialna. To wskazywatoby, ze jest on raczej biatkiem efek-
torowym, a nie pomocniczym.

BNIP3 moze aktywowac nie tylko apoptoze, ale i inne
programy $mierci. Co wigcej, nie jest jasne, czy autofa-
gia, w ktorej indukcji uczestniczy to biatko, ma na celu
spowodowanie $mierci komérki, czy przeciwnie — jej za-
pobieganie. By¢ moze dysfunkcja mitochondriéw, wywo-
tana przez BNIP3, indukuje tzw. mitofagie, czyli rodzaj
autofagii majacy na celu usunigcie uszkodzonych organelli
i zapobieganie aktywacji szlaku §mierci [28]. Dodatkowo,
proces ten pozwala na odzyskanie czgsci ‘unieruchomio-
nych’ w organellach komponentéw, niezb¢dnych do ada-
ptacji do niekorzystnych warunkéw, np. aminokwaséw
czy kwaséw ttuszczowych [20]. BNIP3 moze by¢ zatem
nie tyle egzekutorem PCD, co raczej ‘ostatnig deska ra-
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tunku’ komérki przed Smiercia. W przypadku kardiomio-
cytéw, narazonych na reperfuzje po wczesniejszym nie-
dokrwieniu, BNIP3 wydaje si¢ pelni¢ wtasnie funkcje
ochronna. Mechanizm regulacji transkrypcji BNIP3 an-
gazujacy biatko Rb (patrz cz¢s¢ 1I), ma prawdopodobnie
na celu utrzymanie takiego poziomu BNIP3, ktéry po-
zwoli na aktywacj¢ autofagii, ale nie spowoduje Smierci
komérki. Sugeruje to, ze w pewnych okreslonych warun-
kach, biatko to moze wykazywac réwniez dzialanie an-
tyapoptotyczne, co potwierdza odkryta niedawno funkcja
BNIP3 jako represora transkrypcji czynnika proapopto-
tycznego AIF.

PismienNICTWO

Mnogo$¢ mechanizméw charakteryzujacych dziatanie
BNIP3 oraz ich odmienno$§¢ w poréwnaniu z pozostaty-
mi biatkami BOP nakazuja postawi¢ pytanie, czy obecny
podziat biatek Bcl-2 nie jest zbyt uproszczony. Cho¢ wie-
dza na temat biatka BNIP3 jest wciaz bardzo skromna, wy-
daje sig, ze jego charakterystyka znacznie wykracza poza
ramy wyznaczone biatkom BOP.
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