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BNIP3 jako nietypowy przedstawiciel rodziny Bcl-2.
Czes¢ 2: Regulacja ekspresii i aktywnosci BNIP3 oraz
jego rola w chorobie nowotworowej*

BNIP3 as an atypical representative of the Bcl-2 protein
family. Part 2: Regulation of the expression and activity of
BNIP3 protein and its role in tumorigenesis
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

BNIP3 nalezy do rodziny bialek Bcl-2, ktérych funkcja jest regulacja programowanej Smierci
komorki. Jest to jedyne znane biatko proapoptotyczne ulegajace ekspresji w czasie hipoksji, co
jest uwarunkowane obecnoscia w promotorze jego genu elementu odpowiedzi na czynnik trans-
krypcyjny HIF-1. Wyniki badan wskazuja jednak, ze hipoksja prawdopodobnie nie jest czynni-
kiem wystarczajacym do aktywacji BNIP3, a ewentualna Smier¢ komorki zalezna od tego bial-
ka nastepuje dopiero na skutek wtérnych efektéw niedoboru tlenu, m.in. zakwaszenia. Ekspresja
biatka BNIP3 w warunkach hipoks;ji jest takze regulowana przez inne czynniki, takie jak E2F-1,
NF-kB i Rb oraz w warunkach normoksji, np. przez tlenek azotu. Zasadniczymi dla aktywno-
Sci BNIP3 sa réwniez modyfikacje potranslacyjne, jednak ich znaczenie jest ciagle niejasne.
Fosforylacja BNIP3 przez PKC sprzyja jego akumulacji pod wptywem hipoksji, z kolei fosfory-
lacja przez CK2 ma znaczenie dla degradacji tego biatka. Ponadto, aktywno§¢ BNIP3 moze by¢
modulowana przez glikozylacje, czy interakcje z biatkami antyapoptotycznymi rodziny Bcl-2.
BNIP3, jako biatko regulujace programowang smier¢ komorki, jest istotne w progresji choréb
nowotworowych. Wydaje sig, ze jego rola w tym procesie jest uzalezniona od stadium choroby.
Komorki nowotworowe wyksztalcity wiele mechanizméw wyciszania ekspresji lub aktywnosci
biatka BNIP3, wsrdd ktdérych jednym z najczesciej obserwowanych jest metylacja promotora jego
genu.

BNIP3 * HIF-1 « E2F-1 * Rb ° hipoksja * progresja nowotworowa ° regulacja programowanej
$mierci komorki

Summary

BNIP3 belongs to the Bcl-2 protein family that regulates programmed cell death. It is the only
known pro-apoptotic protein expressed during hypoxia and this effect is determined by the HIF-1
responsive element in the bnip3 promoter. However, there is evidence that hypoxia is not a suffi-
cient factor to activate BNIP3; possible cell death dependent on this protein occurs as a result of
secondary effects of oxygen deprivation, such as acidosis. BNIP3 expression is also regulated by

* Praca powstata w ramach grantéw MNiSW nr N301 104 31/3087 i nr 1243/B/P01/2007/33.
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other factors, such as E2F-1, NF-kB, and Rb during hypoxia and nitrogen oxide during normo-
xia. Posttranslational modifications also seem to be essential for BNIP3 activity, but their actual
significance is still unclear. Phosphorylation of BNIP3 by PKC promotes its accumulation under
hypoxic conditions, but phosphorylation by CK2 can accelerate its degradation. In turn, glyco-
sylation and interactions with anti-apoptotic Bcl-2 proteins suppress BNIP3 activity. Our know-
ledge about the role of BNIP3 protein in tumor progression is incomplete. It seems to be depen-
dent on the stage of tumor progression. Tumor cells evolved multiple mechanisms of silencing
BNIP3 expression or activity and promoter methylation is one of the most frequently observed

among them.
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Wykaz skrétow:

BNIP3 - biatko wiazace Bcl-2 i adenowirusowe biatko E1B-19kDa 3 (Bcl-2/adenovirus E1B-19kDa

interacting protein 3); BOP - biatka majgce wytgcznie domene BH3 (BH3-only proteins);

CIP - cieleca fosfataza alkaliczna (calf intestinal alkaline phosphatase); CK2 - kinaza kazeinowa
2 (casein kinase-2); EGF - naskorkowy czynnik wzrostu (epidermal growth factor); HIF-1 - czynnik
indukowany hipoksja 1 (hypoxia-inducible factor-1); HRE - element odpowiedzi na hipoksje
(hypoxia-responsive element); iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu (inducible nitric oxide
synthase); NF-kB - czynnik jadrowy kB (nuclear factor kB); NO - tlenek azotu (nitric oxide);

PCD - programowana $mieré komorki (programmed cell death); PKC - kinaza biatkowa C
(protein kinase C); PLAGL-2 - pleomorphic adenoma gene-like 2; Rb - (biatko) retinoblastoma
(retinoblastoma protein); ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species).

W wyniku aktywacji bialek BOP (BH3-only proteins),
w tym BNIP3 (Bcl-2/adenovirus E1B-19 kDa interac-
ting protein 3), moze doj$¢ do indukcji $Smierci komorki,
dlatego ich aktywno$¢ musi by¢ regulowana ze szczegdl-
na precyzja. Zaréwno nadmiar, jak i niedostatek ktéregos
z tych biatek jest potencjalnie niebezpieczny dla komor-
ki i calego organizmu. Znanych jest wiele mechanizméw
regulacji ekspresji i funkcji biatek BOP, w tym m.in. in-
dukcja transkrypcji, stabilizacja biatka, fosforylacja [22],
czy cigcie proteolityczne [8]. Aktywnos¢é BNIP3 réwniez
jest regulowana na kilku poziomach, cho¢ wielu autoréw
podkresla, ze najwazniejszym mechanizmem jest regula-
cja transkrypcji. Zauwazono, ze poziom biatka najcze¢sciej
koreluje z poziomem mRNA [24].

1. REGULACJA TRANSKRYPCJI ZALEZNA OD HIPOKSJI

HIF-1

W promotorze genu bnip3 znajduja si¢ dwa miejsca wia-
zania czynnika transkrypcyjnego HIF-1 (hypoxia-induci-
ble factor-1; HRE, hypoxia-responsive element) [28], ktéry
jest podstawowym regulatorem transkrypcji genéw odpo-
wiedzi na hipoksje, zwiazanych giéwnie z erytropoeza, an-
giogeneza, wytwarzaniem ATP, proliferacja i Smiercia [12].

Czynnik ten jest zaangazowany w utrzymanie homeostazy
tlenowej w komérce, zapobiegajac akumulacji reaktywnych
form tlenu (reactive oxygen species — ROS), ktéra mogtaby
prowadzi¢ do uszkodzenia biatek, lipidéw i kwaséw nukle-
inowych i w efekcie do dysfunkcji komérki. HIF-1 regu-
luje réwniez liczbe mitochondriéw w komdérce w warun-
kach fizjologicznych in vivo [27]. Ponadto, w pozycji -234
w stosunku do kodonu startowego genu bnip3 znajduje si¢
dodatkowe miejsce wiazania HIF-1, ktore jest odpowie-
dzialne za transaktywacj¢ promotora [28]. Podjednostka
HIF-1a w warunkach normoksji ulega konstytutywnej ubi-
kwitynizacji i degradacji proteasomalnej. W czasie hipok-
sji ubikwitynizacja zostaje zahamowana, dzigki czemu po-
ziom biatka podnosi si¢ [11] (ryc. 1A). Tym samym, po
obnizeniu poziomu tlenu gen bnip3 ulega szybkiej trans-
krypcji, po czym biatko jest kierowane do mitochondrium
i ulega insercji do jego zewngtrznej btony [16].

Mimo ze hipoksja jest czynnikiem toksycznym, wsréd ko-
morek nowotworowych czgsto obserwuje si¢ procesy ada-
ptacji do warunkéw niedoboru tlenu [1]. Jednym z me-
chanizméw moze by¢ nadekspresja HIF-1, zwiazana ze
stymulacja angiogenezy, zmianami metabolizmu wewnatrz-
komérkowego oraz ze wzrostem stopnia inwazyjno$ci nowo-
tworu [11], co czgsto obserwuje si¢ np. w komoérkach raka
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Ryc. 1. Regulacja transkrypcji genu bnip3 zalezna od hipoksji.
A — w warunkach normoksji podjednostka o czynnika
transkrypcyjnego HIF-1 ulega konstytutywnej ubikwitynizacji
i degradadji proteasomalnej, transkrypcja genu bnip3 nie zachodzi.
Po obnizeniu poziomu tlenu ubikwitynizacja HIF-1cx zostaje
zahamowana, dzieki czemu czynnik ten wiaze sie do promotora
bnip3 i inicjuje transkrypcje genu; E3 — ligaza ubikwityny; B —
w czasie normoksji NF-kB pozostaje zwiazany z promotorem genu
bnip3 uniemozliwiajac przytaczenie sie czynnika transkrypcyjnego
E2F-1 i inicjacje transkrypcji. Dodatkowo, aktywno$¢ E2F-1
jest hamowana przez biatko Rb. W warunkach hipoksji NF-«B
oddysocjowuje od promotora, a biatko Rb ulega stopniowej
degradacji, umozliwiajac tym samym inicjacje transkrypdji genu
bnip3 przez E2F-1. Catkowity zanik negatywnej kontroli ze strony
biatka Rb powoduje wzrost poziomu transkrypgji

trzustki. Poniewaz BNIP3 jest genem proapoptotycznym
i jego ekspresja jest niekorzystna dla komdrek nowotwo-
rowych, jest ona wyciszana w wyniku metylacji promoto-
ra [1], ktéry znajduje si¢ w obrebie wyspy CpG. Metylacja
promotora genu bnip3 jest ograniczona wytacznie do ko-
morek nowotworowych, nie obserwuje si¢ jej w sasiaduja-
cych komoérkach prawidtowych [12]. Powoduje to opornosé
komérek nowotworowych na Smier¢ indukowana hipoksja
[1]. Wyciszenie ekspresji BNIP3 na skutek metylacji wy-
stgpuje rowniez w 66% przypadkéw pierwotnych guzéw
jelita grubego, 49% przypadkéw raka zotadka i 10-20%
przypadkéw biataczek limfoblastycznych i szpikowych oraz
szpiczaka mnogiego [2]. Wykazano, ze proces ten mozna
odwrdcié traktujac komorki 5-azacytydyna, ktéra hamu-
je metylacjg, czego nastgpstwem jest podniesienie pozio-
mu biatka BNIP3 [1].

E2F-1

Poza HIF-1 réwniez inne czynniki reguluja ekspresje BNIP3
w warunkach hipoksji (ryc. 1B).

Czynnik transkrypcyjny E2F-1 jest kluczowym regulato-
rem $mierci komérkowej o dziataniu proapoptotycznym
[25]. Promotor genu bnip3, w odréznieniu od gendéw in-
nych biatek proapoptotycznych rodziny Bcl-2, zawiera
element wiazacy E2F-1 [18]. Udowodniono, ze gen bnip3
ulega transkrypcji po aktywacji E2F-1 w czasie hipoksji,
a takze w komoérkach migsnia sercowego z nadekspresja
E2F-1. Prowadzi to do Smierci komoérek, charakteryzuja-
cej si¢ m.in. fragmentacja DNA, w ktérej BNIP3 odgry-
wa giéwna rolg, poniewaz zahamowanie jego aktywnosci
powoduje supresje apoptozy [25].

Ekspresja BNIP3 zalezna od E2F-1 podlega ztozonej regu-
lacji negatywnej. W warunkach fizjologicznych komoérka
potrzebuje mechanizméw hamujacych ekspresje BNIP3,
aby unikna¢ nieuzasadnionej inicjacji programu $mierci.
Jednym z nich jest wigzanie czynnika E2F-1 przez biatko
Rb (retinoblastoma protein), uniemozliwiajace jego przy-
Iaczenie si¢ do promotora genu bnip3 [18].

Zaproponowano hipoteze [21], wedlug ktérej rola Rb w wa-
runkach hipoksji jest utrzymanie poziomu BNIP3 w takim
zakresie, ktory bedzie stymulowat autofagie, ale nie spo-
woduje $§mierci komoérki wskutek zbyt szybkiej degradacji
jej organelli (w sytuacji, gdy biatka BNIP3 jest za duzo),
a jednoczesnie nie dopusci do Smierci nekrotycznej spo-
wodowanej hipoksja. Biatko Rb hamuje réwniez ekspre-
sj¢ BNIP3 zalezna od HIF-1 [21].

E2F-11i NF-xB

W promotorze genu biatka BNIP3 znajduje si¢ réwniez
miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego NF-kB (nuc-
lear factor kB). E2F-1 i NF-kB wptywaja przeciwstawnie
na los komorki — pierwszy jest czynnikiem pro-, drugi an-
tyapoptotycznym. Réwniez w kontekscie ekspresji BNIP3
dziataja one antagonistycznie. Z jednej strony wykazano,
ze aktywacja NF-kB znacznie redukuje wiazanie E2F-1 do
promotora bnip3. Ze wzgledu na bliskie potozenie miejsc
wigzania obu czynnikéw prawdopodobne jest, ze NF-xB
hamuje ekspresj¢ bnip3, a tym samym $mieré komorki,
poprzez zapobieganie rekrutacji czynnika E2F-1. Z dru-
giej strony nadekspresja E2F-1 réwniez ostabia wigzanie
NF-xB do promotora bnip3. W komérkach z knock-outem
genu NF-kB, E2F-1 wiaze promotor bnip3 nawet w warun-
kach fizjologicznych. Oznacza to, ze zapobieganie ekspre-
sji BNIP3 poprzez NF-xB jest mechanizmem chroniacym
komérki przed nieuzasadniona aktywacja biatka proapop-
totycznego. W prawidtowych komoérkach derepresja pro-
motora bnip3 i wiazanie czynnika E2F-1 nastgpuje dopie-
ro po obnizeniu poziomu tlenu [18].

Opisano takze inny mechanizm hamowania ekspresji bnip3
przez NF-kB. Czynnik ten ma zdolno$¢ rekrutacji deace-
tylazy histonéw, ktéra modyfikujac strukturg chromaty-
ny utrudnia dostgp czynnikéw transkrypeyjnych do DNA.
Proces ten jest zalezny od podjednostki p65 NF-kB oraz
elementu odpowiedzi na NF-kB w promotorze genu bnip3.
Sytuacja ta jest nietypowa, poniewaz NF-kB jest na og6t
aktywatorem, a nie represorem transkrypcji. Ponadto,
bnip3 jest jedynym znanym genem proapoptotycznym,
w ktérego promotorze wystgpuje element odpowiedzi na
NF-kB, co dowodzi jego znaczenia jako czynnika regulu-
jacego Smier¢ komorki [19]. Szlak NF-xB, a tym samym
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ekspresja BNIP3, sa regulowane przez kinaze Akt, ktdrej
konstytutywna aktywno$¢ powoduje obnizenie transkryp-
cji genu bnip3 [18].

2. REGULACJA TRANSKRYPCJI NIEZALEZNA OD HIPOKSJI

PLAGL-2

BNIP3 moze ulegaé¢ ekspresji rowniez w niektérych pra-
widltowo unaczynionych guzach i komoérkach nienarazo-
nych na hipoksje. Zidentyfikowano kilka czynnikéw indu-
kujacych transkrypcje jego genu w warunkach normoksji;
jednym z nich jest PLAGL-2 (pleiomorphic adenoma ge-
ne-like 2) [15], ktéry indukuje $Smier¢ fibroblastéw i komo-
rek neuroblastomy poprzez promowanie ekspresji biatka
BNIP3 [2] na drodze niezaleznej od elementu HRE [12].

Tlenek azotu

Réwniez egzo- i endogenny tlenek azotu (NO) reguluje ak-
tywnos¢ promotora i ekspresj¢ genu bnip3. NO, produkt
aktywnosci enzymu iNOS (inducible nitric oxide synthase)
[26], moze zaréwno indukowad, jak i hamowac §mier¢ ko-
morkowa, w zaleznosci od st¢zenia oraz typu komérki [2].
NO jest supresorem ekspresji BNIP3 w hepatocytach, przez
co chroni je przed $miercig [26]. Odwrotna sytuacja wy-
stepuje w przypadku enterocytéw [5] i makrofagéw, gdzie
pod dziataniem NO indukowana jest ekspresja genu bnip3
i Smier¢ komérki. BNIP3 jest zatem mediatorem Smierci
komoérkowej wywotanej przez reaktywne formy azotu po
zwigkszeniu aktywnosci syntazy tlenku azotu (iNOS) [26].

Badania na makrofagach wykazaty, ze indukcja ekspre-
sji BNIP3 przez NO jest zalezna od biatka Ras i szlaku
Raf/MEK/ERK, ktérego aktywacja prowadzi ostatecz-
nie do ekspres;ji i stabilizacji HIF-1 [2] na drodze nieza-
leznej od hipoksji [12]. Jest to przyktad sytuacji, w ktorej
aktywnos¢ Ras prowadzi do §mierci komorki, a nie jej po-
dziatu. Nastgpujaca w konsekwencji tego ekspresja genu
bnip3 jest zatem zalezna od elementu HRE — elementy od-
powiedzi na inne czynniki transkrypcyjne nie sa koniecz-
ne [2]. Ponadto, w pozycji -281 w stosunku do promoto-
ra genu bnip3 znajduje si¢ element niezbedny do inicjacji
jego transkrypcji przez NO [24]. Tlenek azotu aktywu-
je HIF-1 zaréwno w komorkach prawidtowych, jak i no-
wotworowych. Oprdcz tego moze on aktywowac program
Smierci z udzialem p53 lub innych czynnikéw transkryp-
cyjnych, co oznacza, ze §mier¢ komérek w odpowiedzi na
NO jest skutkiem interakcji r6znych szlakéw [2].

3. REGULACIA POTRANSKRYPCYINA

Modyfikacje potranslacyjne stuza regulacji aktywnosci
biatek i daja komdrce mozliwos¢ natychmiastowej odpo-
wiedzi na bodziec z udzialem danego biatka. Za pomoca
modyfikacji biatko moze by¢ zaréwno aktywowane, jak
iutrzymywane w stanie nieaktywnym do momentu, w kt6-
rym jego aktywnos$¢ jest konieczna. Pozwalaja one takze
przyspieszy¢ degradacje biatka w razie potrzeby. Biatka
grupy BOP moga podlegaé réznego rodzaju modyfika-
cjom potranslacyjnym, np.: fosforylacji (biatko Bad moze
by¢ fosforylowane w réznych miejscach, w zaleznosci od
tego, ktéry szlak zostat aktywowany), cigciu proteolitycz-
nemu (Bid ulega aktywacji poprzez cigcie przez kaspaze

8) lub wiazaniu ze strukturami komoérkowymi (Bim ule-
ga sekwestracji po skompleksowaniu z dyneina, biatkiem
zwiazanym z mikrotubulami) [8].

Fosforylacja

Pierwsza z waznych modyfikacji biatka BNIP3 jest opisa-
na wczesniej dimeryzacja (patrz czgs¢ I, podrozdziat 2.2).
Stosujac elektroforez¢ w warunkach denaturujacych najczg-
Sciej wykrywa si¢ dwie formy BNIP3: okoto 31 i 60 kDa,
co odpowiada najprawdopodobniej formie mono- i dime-
rycznej. Oprécz tego w lizatach z kardiomiocytéw pod-
danych dziataniu hipoksji mozna wykry¢ przynajmniej 4
szybciej migrujace formy, z ktérych najszybciej migruja-
ca osigga wartos¢ okoto 21 kDa, co odpowiada obliczonej
masie molekularnej tego biatka. Podobny efekt daje trakto-
wanie miocytéw fosfataza CIP (calf intestinal alkaline pho-
sphatase). Powstawanie szybciej migrujacych form biatka
BNIP3 w czasie hipoksji ulega zahamowaniu po podaniu
wanadianu sodu, bedacego inhibitorem fosfataz, jak i po
traktowaniu komorek inhibitorem fosfatazy PP2a — kwa-
sem okadaikowym. Sugeruje to, ze fosforylacja jest przy-
najmniej czg¢Sciowo odpowiedzialna za zmiang szybkosci
migracji BNIP3 w zelu poliakrylamidowym. Fosforylacja
biatka BNIP3 zostata potwierdzona z zastosowaniem ko-
lumny powinowactwa biatek fosforylowanych [9].

Wyniki te dowodza, ze monomeryczny BNIP3 ulega w ko-
morce fosforylacji, nie jest jednak jasne, jakie ma to zna-
czenie dla jego aktywnosci. Traktowanie kardiomiocytéw
jonoforem wapnia A23187 prowadzi do akumulacji BNIP3
na drodze zaleznej od kinazy biatkowej C (protein kina-
se C-PKC), co moze oznaczad, ze fosforylacja przez PKC
stabilizuje BNIP3 [9]. Wydaje si¢ réwniez bardzo praw-
dopodobne, ze fosforylacja BNIP3 ma na celu znakowa-
nie biatka do degradacji proteasomalnej lub ze BNIP3 jest
degradowany przez proteazy zalezne od kinaz [9]. BNIP3
zawiera domeng PEST odpowiedzialng za kierowanie biat-
ka do degradacji [5], ktéra moze by¢ fosforylowana przez
kinaz¢ CK2 (casein kinase 2). Ponadto dowiedziono, ze
fosforylacja BNIP3 zalezna od CK2 zapobiega uszkodze-
niom mitochondriéw w kardiomiocytach oraz ich Smierci
w warunkach hipoksji [17]. Nie mozna zatem wykluczy¢,
ze degradacja biatka jest jedna z przyczyn pojawiania si¢
w zelu szybciej migrujacych form [9].

Wedtlug dostgpnych obecnie danych wiadomo, ze fosfory-
lacja BNIP3 moze powodowac¢ zaréwno stabilizacje biatka,
jak i przyczyniaé si¢ do jego degradacji. Efekt fosforylacji
BNIP3 zalezy najprawdopodobniej od miejsca przytacze-
nia grupy fosforanowej, ktére z kolei jest uwarunkowane
tym, ktora kinaza odpowiada za modyfikacje.

Glikozylacja

BNIP3 moze podlegac glikozylacji, co zostalo zaobserwo-
wane w komorkach raka gruczotu sutkowego. Przytaczenie
acetyloglukozaminy powoduje zmiang lokalizacji BNIP3
w komorce, supresje jego aktywnosci i w konsekwen-
cji op6znia Smier¢ komoérki w odpowiedzi na hipoksje.
Oprécz tego, wydaje sig, ze glikozylacja jest zwiazana row-
niez z tzw. tropizmem narzadowym, tj. wpltywa na wyboér
organu, w ktérym preferencyjnie powstaja guzy wtérne.
Wzmozona glikozylacja z udziatem acetyloglikozaminy
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jest rezultatem wzrostu udzialu oddychania beztlenowego
w metabolizmie komorki, zjawiska powszechnego w wa-
runkach niedoboru tlenu. Intensywna glikoliz¢ obserwu-
je si¢ czesto w komorkach nowotworowych, ze wzgledu
na silna hipoksje wewnatrz guzéw litych. Komorki, ktére
zdotaja przystosowac sig¢ do hipoksji, zyskuja przewage se-
lekcyjna nad komérkami prawidlowymi [13].

Spadek pH i wzrost poziomu jonéw wapnia
wywolane hipoksja

Liczne badania potwierdzaja, ze hipoksja w wielu przy-
padkach nie jest czynnikiem wystarczajacym do aktywacji
biatka BNIP3. Wprawdzie powoduje ona ekspresje i aku-
mulacje BNIP3 w cytoplazmie lub w postaci luzno zwia-
zanej z btonami, to jednak dopiero zakwaszenie cytopla-
zmy pozwala na jego aktywacj¢ i indukcj¢ programowane;j
Smierci komorki. Zakwaszenie wynika bezposrednio ze
zmiany metabolizmu tlenowego na glikolizg, ktéra podnosi
zuzycie glukozy i powoduje nadmierne wytwarzanie kwa-
su mlekowego, a w konsekwencji spadek pH. W tych wa-
runkach BNIP3 ulega translokacji na mitochondria i wbu-
dowaniu do blony mitochondrialnej [4]. Wedlug innych
autoréow zakwaszenie jest czynnikiem potrzebnym juz na
etapie akumulacji biatka. Wykazano, ze poziom mRNA
BNIP3 wzrasta poréwnywalnie w czasie hipoksji w komor-
kach ulegajacych zakwaszeniu, jak i w komoérkach, w kté-
rych pH zostato zneutralizowane. Jednak biatko akumuluje
znacznie szybciej w komorkach zakwaszonych, co ozna-
cza, ze spadek pH stabilizuje BNIP3. Podobnie, Smier¢
komoérek zalezna od BNIP3 nastgpuje tylko w komorkach
zakwaszonych [22]. Stabilizacja BNIP3 odbywa si¢ po-
przez zapewnienie opornosci na degradacje proteolitycz-
na, jednak dotyczy to tylko formy monomerycznej. Poza
zmiang lokalizacji subkomérkowej, nabycie opornosci na
degradacje moze si¢ odbywaé¢ w wyniku zmiany konfor-
macji biatka [14].

Roéwniez inne czynniki moga powodowaé akumulacje
biatka BNIP3 w komérce, w tym wzrost poziomu jonéw
wapnia, ktéry wystepuje w czasie uszkodzen zwigzanych
z niedotlenieniem i reguluje wiele biatek rodziny Bcl-2.
Jonofor wapnia A-23187 powoduje podniesienie poziomu
BNIP3 w warunkach hipoksji, ale takze normoksji, przy
okoto 10-krotnie wyzszym stezeniu. Inhibitor kinazy biat-
kowej C — kalfostin C — blokuje indukcj¢ BNIP3 przez jony
wapnia, z kolei aktywator PKC (PMA) stymuluje akumu-
lacje BNIP3 w czasie hipoksji. Sugeruje to, ze wzrost po-
ziomu cytosolowego wapnia aktywuje PKC, ktéra z kolei
powoduje akumulacj¢ BNIP3 niezaleznie od zakwasze-
nia. Poréwnywalny efekt wywiera reoksygenacja. Szybki
wzrost poziomu BNIP3 (2-4 godzin) po przywréceniu pra-
widlowego ci$nienia tlenu wskazuje, podobnie jak w przy-
padku zakwaszenia, na posttranskrypcyjny mechanizm re-
gulacji [9] (ryc. 2).

Interakcje z innymi biatkami

Aktywnos$¢ BNIP3 moze by¢ modulowana np. poprzez
interakcje z Bcel-2 i Bel-XL, ktére konkuruja o wiazanie
z jego domeng transmembranowa (TM), uniemozliwiajac
dimeryzacj¢ BNIP3 [5]. Nadekspresja tych biatek antyapop-
totycznych chroni makrofagi przed $miercia indukowanag
tlenkiem azotu, ktory jest przez nie wytwarzany w czasie

- BNIP3

™

hipoksja

Ryc. 2. Etapy aktywacji BNIP3 w odpowiedzi na hipoksje. A — przy
prawidtowym cisnieniu tlenu poziom BNIP3 w wiekszosci komdrek
jest niski; B — hipoksja powoduje akumulagje biatka w cytoplazmie,
w postaci luZno zwiazanej z btonami cytoplazmatycznymi
lub z biatkami btonowymi, a nawet w jadrze komédrkowym.
Alternatywnie, po obnizeniu poziomu tlenu nastepuje nasilenie
transkrypcji genu bnip3, jednak biatko jest niestabilne i ulega
degradacji; € — skutki przedtuzajacego sie niedoboru tlenu, tj.
zakwaszenie cytoplazmy oraz wzrost cytosolowego poziomu
jonéw wapnia, prowadza do akumulacji BNIP3, jego translokagji
na mitochondria i wbudowania sie w btone mitochondrialna, co
inicjuje program $mierci komorki
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reakcji zapalnej [24]. Réwniez zachodzaca w btonach in-
terakcja migdzy domenami TM biatek BNIP3 i BNIP3L
skutkuje supresja aktywnosci proapoptotycznej BNIP3 [20].

Sekwestracja

Aktywnos¢ biatka BNIP3 moze by¢ takze hamowana w wy-
niku jego sekwestracji w jadrze (np. w astrocytach czy ko-
morkach linii U251 pochodzacej z glejaka), ktéra uniemoz-
liwia jego dostep do mitochondriéw w czasie normoks;ji.
W warunkach niedoboru tlenu BNIP3 w komérkach pra-
widtowych (astrocytach) ulega translokacji na mitochon-
dria, gdzie indukuje PCD (programmed cell death). Co
zaskakujace, wymuszona nadekspresja biatka BNIP3 w ko-
morkach glejowych nie powoduje przyspieszonej §mierci
komorek, a wprost przeciwnie — sprawia, ze staja si¢ one
oporne na hipoksj¢ [7]. Niedawno wykazano, ze BNIP3
dziata w jadrze komorki jako represor transkrypcji genu
proapoptotycznego (AlF; patrz czes¢ I, rozdziat 3), przez
co moze wspomagaé¢ komoérki w nabywaniu opornosci na
$mier¢ indukowana hipoksja czy chemioterapeutykami [5].

4. RoLa BNIP3 w PROGRES)I CHOROBY NOWOTWOROWE)

Rola BNIP3 w rozwoju choroby nowotworowe;j jest bardzo
ztozona. Jego poziom jest zréznicowany w réznych typach
nowotworéw. Wydaje si¢ ponadto, ze biatko to moze mie¢ od-
mienne znaczenie dla komérek nowotworowych w zaleznosci
od stadium choroby. Wyzsza ekspresja BNIP3 w inwazyjnym
stadium raka gruczotu sutkowego podnosi szanse przezycia
pacjentki, co moze mie¢ zwiazek ze wzrostem wrazliwosci
komorek na indukcjg programowanej Smierci. Z drugiej stro-
ny, im wyzsza aktywnos$¢ BNIP3 w stadium preinwazyjnym
nowotworu, tym gorsze prognozy [3]. Podniesienie poziomu
BNIP3 w komérkach nowotworowych jest zwigzane przede
wszystkim z powszechnym wyst¢gpowaniem regionéw hipok-
sji wewnatrz guzow litych [5]. Hipoksja moze prowadzi¢ do
Smierci komdrek nowotworowych, ale moze takze posred-
nio podnosi¢ czgstos¢ mutacji, przyczyniajac si¢ do wytwo-
rzenia opornosci na terapie przeciwnowotworowe oraz zdol-
nosci do przerzutowania. Hipoksja jest zatem uznawana za
czynnik podnoszacy stopient ztosliwosci nowotworu. Badania
ekspresji BNIP3 w komérkach poddanych dziataniu hipoksji
wykazaly znaczny wzrost jego poziomu, m.in. w liniach na-
btonkowych, srédbtonkowych i makrofagowych, przy czym
w wielu przypadkach wzrost byt wyraZzniejszy w komérkach
nowotworowych niz w odpowiadajacych im komoérkach pra-
widlowych pobranych od tego samego pacjenta. Jest to zaska-
kujace, poniewaz w komoérkach nowotworowych biatka pro-
apoptotyczne sa najczesciej eliminowane. Podejrzewa sig, ze
podniesienie poziomu BNIP3 w poczatkowym stadium hi-
poksji w guzie powoduje pozytywna selekcje komérek opor-
nych na apoptozg, co prowadzi do bardziej agresywnego fe-
notypu w pézniejszym stadium [12]. Jesli BNIP3 indukuje
lub stymuluje autofagig, moze w ten sposéb dostarcza¢ do-
datkowych sktadnikéw odzywczych komérkom nowotworo-
wym, promujac ich proliferacje [3]. Wyjatkiem od tej reguly
sg mysie komorki raka sutka, u ktérych dopiero zahamowa-
nie ekspresji BNIP3 powoduje nabycie zdolnosci przerzuto-
wania do ptuc, watroby i kosci [13].

Wyciszenie ekspresji lub aktywnosci BNIP3 odgrywa waz-
na role w progresji wielu typéw nowotwordw [12], szcze-
gblnie w pdzniejszych stadiach [3]. Komérki nowotworo-

we wyksztalcity kilka strategii pozwalajacych na ochrong
przed $miercia indukowang BNIP3. Moze to by¢ opisany
wczesniej epigenetyczny mechanizm metylacji promoto-
ra genu bnip3 lub nadekspresja biatka Bcl-2, ktore wiaze
i dezaktywuje BNIP3. Zauwazono réwniez, ze traktowa-
nie komoérek nowotworowych czynnikiem EGF (epidermal
growth factor) chroni je przed Smiercig zalezng od BNIP3
[5]. Nadekspresja receptora EGF moze zatem réwniez
stanowi¢ mechanizm obronny komérek nowotworowych.
Ponadto, obserwuje si¢, ze BNIP3 w komdrkach nowotwo-
rowych moze by¢ zlokalizowany nie na mitochondriach,
ale w jadrze, np. w komérkach glejaka wielopostaciowego.
W odpowiadajacych im komérkach prawidtowych, w kt6-
rych BNIP3 réwniez ulega sekwestacji w jadrze, hipoksja
powoduje translokacje biatka na mitochondria i indukcje
programowanej $mierci [7]. Komoérki nowotworowe moga
naby¢ oporno$¢ na $mier¢ indukowang hipoksja, bloku-
jac mechanizm translokacji BNIP3 z jadra do mitochon-
driéw, czego dowodzi istnienie linii glejaka opornych na
anoksje [10]. Dodatkowo, komoérki glejaka wykorzystuja
aktywnos$¢ BNIP3 jako represora transkrypcji genu czyn-
nika proapoptotycznego AlF, co zapewnia im opornos¢ na
chemioterapeutyki dziatajace za jego posrednictwem [5].

W komoérkach raka ptuc zaobserwowano, ze nadekspre-
sja supresora nowotworéw p53 koreluje ze wzrostem po-
ziomu mRNA i biatka BNIP3 oraz ze wzrostem apoptozy.
Efekt ten jest wyrazniejszy w komérkach wysokoprzerzu-
tujacych, poniewaz apoptoza w liniach wysoko- i nisko-
przerzutujacych jest prawdopodobnie zalezna od réznych
szlakéw sygnatowych. Nadekspresja BNIP3 réwniez przy-
spiesza apoptoze linii wysokoprzerzutujacych zalezng od
pS53. p53 ma zdolno$¢ wigzania wielu biatek rodziny Bcl-2,
regulujac w ten sposéb rownowage migdzy biatkami pro-
i antyapoptotycznymi [23].

5. PopsumowaNIE

BNIP3 jest jedynym znanym biatkiem proapoptotycz-
nym, ktére ulega ekspresji w warunkach hipoksji, dzigki
obecnosci w promotorze jego genu elementu odpowiedzi
na czynnik transkrypcyjny HIF-1. Dodatkowo, transkryp-
cja genu bnip3 zalezna od hipoksji moze by¢ inicjowana
przez czynnik E2F-1, ktéry podlega negatywnej regula-
cji ze strony NF-kB i biatka Rb. Istnieja pewne doniesie-
nia na temat wzajemnych zaleznosci migdzy tymi dwoma
mechanizmami [21], jednak sgq one wciaz bardzo niejasne.
Niemniej jednak, istnienie alternatywnego mechanizmu
indukcji ekspresji biatka BNIP3 w czasie hipoksji w ra-
zie defektu szlaku HIF-1 dowodzi znaczenia biatka BNIP3
w odpowiedzi na niedoboér tlenu.

Mimo powszechnos$ci pogladu, ze regulacja transkrypcji
genu bnip3 jest podstawowym mechanizmem regulujacym
funkcjonowanie biatka, nie sposéb pomina¢ znaczenia jego
regulacji potranskrypcyjnej. Wyniki badan wskazuja, ze
hipoksja czgsto nie jest czynnikiem wystarczajacym do ak-
tywacji BNIP3, a dopiero jej wtérne efekty, m.in. zakwa-
szenie, sa przyczyna indukcji programu $§mierci na drodze
zaleznej od tego biatka. Wskazuje to na istotny udziat mo-
dyfikacji potranslacyjnych w regulacji funkcji BNIP3, jed-
nak ich znaczenie ciagle nie zostato wyjasnione. Wydaje
sig, ze fosforylacja moze mie¢ co najmniej dwa przeciw-
stawne znaczenia, w zaleznosci od miejsca ufosforylowa-
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nia: modyfikacja z udziatem kinazy biatkowej C powoduje
akumulacje BNIP3, podczas gdy fosforylacja zalezna od
CK2 prawdopodobnie sprzyja jego degradacji.

Zaburzenia procesOw inicjacji i egzekucji programowane;j
$mierci komorki sa przyczyna wielu chordb, ktére sa czgsto
zwiazane z wystgpowaniem w tkankach rejonéw hipoksji.
Poznanie funkcji biatka BNIP3 oraz mechanizméw regu-
lujacych jego ekspresje i aktywacje moze zatem wskazac

PismiENNICTWO

nowe cele molekularne, istotne w terapii przeciwnowo-
tworowej, jak i terapii choréb niedokrwiennych migsnia
sercowego czy mozgu.
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