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BNIP3 – белок семейства Bcl�2, участвующий в регуляции различных видов клеточной гибели, включая
апоптоз и аутофагию. Однако его роль в этих процессах остается до конца не изученной и зависит от типа
раковых клеток и факторов среды (рН, уровень О2 и т.д.). В данной работе исследовали роль белка BNIP3 в
регуляции апоптоза клеток аденокарциномы лёгкого. Показано, что подавление экспрессии BNIP3 приво�
дит к угнетению клеточного дыхания и стимуляции продукции митохондриальных активных форм кисло�
рода, что может потенциально повлиять на клеточную гибель. Обнаружено, что выход цитохрома с из ми�
тохондрий при индукции апоптоза цисплатином в клетках с нокаутом и нокдауном по BNIP3 был выше, чем
в клетках дикого типа. Кроме того, снижение экспрессии BNIP3 приводило к увеличению активности кас�
пазы�3 и, как следствие, накоплению маркера апоптоза – фрагмента р89 ПАРП при индукции цисплатином
в сравнении с клетками дикого типа. Анализ накопления клеток во фракции SubG1 методом проточной ци�
тофлуориметрии подтвердил усиление гибели клеток с нокаутом по BNIP3. Предварительная обработка ан�
тиоксидантом Тролоксом не влияла на гибель клеток, что свидетельствует о ее независимости от активных
форм кислорода. Представленные данные указывают на то, что BNIP3, участвуя в контроле качества мито�
хондрий, способен оказывать влияние на митохондриальный путь гибели клеток.
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ВВЕДЕНИЕ

Онкологические заболевания являются од�
ной из основных причин смертности людей в
мире, уступая лишь сердечно�сосудистым, а в
некоторых развитых странах занимают лидиру�
ющую позицию. Наиболее распространённой
причиной такой смертности является рак лёгко�
го: ежегодно от него умирает более 1,5 млн чело�
век. Важнейшей причиной развития рака лёгко�
го признаётся курение, однако самый распрост�
ранённый тип – аденокарцинома лёгкого
(АКЛ) – в большей степени, чем другие виды,
ассоциирована с генетической предрасполо�
женностью и воздействием внешних факторов
среды [1]. Раскрытие механизмов функциони�
рования и гибели опухолевых клеток на приме�

ре рака лёгкого является важной задачей при
разработке новых терапевтических препаратов,
в том числе таргетной терапии.

Злокачественные опухоли развиваются из�за
перерождения нормальных клеток в результате
мутаций, как усиливающих пролиферацию, так
и подавляющих механизмы гибели клеток. В
процессах клеточной гибели важную роль игра�
ет семейство белков Bcl�2, функционально раз�
деляющееся на про� и антиапоптотические бел�
ки. Среди проапоптотических представителей
Bcl�2 семейства структурно выделяют белки,
имеющие один из четырех доменов, а именно
BH3�домен, т.н. «BH3�only» белки, регулирую�
щие активности как про�, так и антиапоптоти�
ческих членов данного семейства [2]. Один из
представителей подгруппы «BH3�only», BNIP3

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АКЛ – аденокарцинома лёгкого; ПАРП – поли(АДФ�рибоза)�полимераза; ГАФДГ – гли�
церальдегид�3�фосфат дегидрогеназа; КЦХФ – карбонилцианид�m�хлорфенилгидразон; СПК – скорость потребления
кислорода; HRE – фактор, чувствительный к гипоксии (hypoxia responsible element); HIF�1 – фактор, индуцируемый ги�
поксией (hypoxia inducible factor); siRNA – малые интерферирующие РНК (small interfering RNA); мтАФК – митохондри�
альные активные формы кислорода; ЭТЦ – электрон�транспортная цепь; wt – wild type (дикий тип).

* Адресат для корреспонденции.
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(Bcl�2/adenovirus E1B 19 kDa�interacting protein 3)
представляет собой белок с мол. массой 21,5 кДа
и состоит из четырех основных доменов: PEST�
домена на N�конце, атипичного BH3�домена,
консервативного домена (CD) и трансмембран�
ного домена (ТМ) на С�конце [3]. BH3�домен
определяет способность BNIP3 связываться с
комплексами Bcl�2/Beclin�1 и Bcl�XL/ Beclin�1,
что приводит к высвобождению Beclin�1 и сти�
муляции аутофагии [4]. Регуляция клеточной ги�
бели обеспечивается С�концевым ТМ�доменом,
которым белок прикрепляется к наружной
мембране митохондрии [3]. Благодаря ТМ�до�
мену BNIP3 способен взаимодействовать с Bcl�2
и Bcl�XL, блокируя их антиапоптотическое
действие [5]. Помимо этого, BNIP3 модулирует
убиквитин� и рецептор�зависимую митофагию,
а также способствует транслокации E3 убикви�
тинлигазы Parkin в митохондрии, тем самым за�
пуская убиквитин�зависимый тип митофагии
[6]. BNIP3 способен напрямую связываться с ау�
тофагическим белком LC3 на мембранах фаго�
фора, обеспечивая перемещение митохондрий
внутрь аутофагосомы для последующей их дег�
радации [7].

Развитие опухолей в организме зачастую
проходит в условиях гипоксии. Промотор
BNIP3 включает в себя чувствительный к ги�
поксии элемент (HRE), с которым связывается
фактор, индуцируемый гипоксией 1 (HIF�1),
что приводит к увеличению транскрипции
мРНК и последующему накоплению BNIP3 [8].
Накопление BNIP3 приводит к активации ауто�
фагии и адаптации клетки к гипоксическим ус�
ловиям. Таким образом, BNIP3, регулируя кле�
точную гибель в условиях нехватки кислорода,
является потенциально важным белком в про�
цессе канцерогенеза.

Будучи «BH3�only» белком, BNIP3 способен
проявлять проапоптотические функции. Одна�
ко в ряде случаев повышенная экспрессия
BNIP3 коррелирует с более агрессивным фено�
типом опухоли и негативным прогнозом для па�
циентов [8–11]. Вследствие этого его роль в он�
когенезе до сих пор остается неясной и требует
более детального изучения.

Цисплатин – один из препаратов, применя�
емых в послеоперационной химиотерапии рака
легкого, представляет собой платиносодержа�
щее соединение, повреждающее ДНК в резуль�
тате взаимодействия с пуриновыми основания�
ми ДНК [12]. Возникновение устойчивости к
цисплатину у опухолевых клеток является серь�
ёзной медицинской проблемой, требующей ак�
тивного поиска стратегий для ее решения.

В связи с этим целью настоящей работы ста�
ло исследование роли белка BNIP3 в апоптозе,

вызванном цисплатином в клетках АКЛ. Полу�
ченные данные могут не только внести вклад в
фундаментальные знания о механизмах клеточ�
ной гибели, но и способствовать разработке но�
вых подходов к персонифицированной меди�
цине.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Условия культивирования и индукция гибели
клеток. Клетки АКЛ человека линий A549 и
Н23, полученные из коллекции АТСС, культи�
вировали в среде RPMI 1640 («Gibco», США),
содержащей 10%�ную эмбриональную телячью
сыворотку (w/v) («Gibco»), 1%�ный пируват
(w/v) («ПанЭко», Россия), пенициллин/стреп�
томицин (100 ед/мл), гидромицин В
(100 мкг/мл) и генетицин (200 мкг/мл)
(«Gibco»), в атмосфере 5%�ной СО2 при темпе�
ратуре 37°C. По достижении клетками 70%
конфлюентности клеточную гибель индуциро�
вали добавлением цисплатина («Тева», Изра�
иль). В качестве антиоксиданта использовали
водорастворимый аналог витамина Е – Тролокс
(«Roche», Франция). 

Вестерн�блот анализ. Контрольные и обрабо�
танные цисплатином клетки лизировали с по�
мощью RIPA�буфера (25 мM Тris�HCl, 150 мM
NaCl, 1%�ный NP�40, 0,5%�ный дезоксихолат
натрия), содержащего протеазный ингибитор
(«Roche», Франция). Полученные образцы сме�
шивали с Лэммли�буфером и инкубировали при
95°C в течение 5 мин. Разделение белков осуще�
ствляли с помощью электрофореза в полиакри�
ламидном геле (SDS�PAGE). Перенос белков на
нитроцеллюлозную мембрану проводили при
110 В в течение 110 мин, далее мембраны поме�
щали в 5%�ный раствор обезжиренного молока,
растворенного в буфере TBST (20 мM Tris,
150 мM NaCl, 0,1%�ный Tween 20, pH 7,4), на
45 мин при комнатной температуре для блоки�
рования неспецифических сайтов связывания с
белком. После этого мембраны отмывали в
TBST (4 × 5 мин) и инкубировали с первичными
антителами при 4°C ~16 ч. После этого мембра�
ну отмывали в TBST (4 × 5 мин), добавляли
раствор вторичных антител в 2,5%�ном обезжи�
ренном молоке и инкубировали в течение часа
при комнатной температуре. Мембрану отмыва�
ли (4 × 5 мин) в TBST, и детектировали сигнал с
помощью ECL субстрата. Регистрация хемилю�
минесценции и анализ изображения проводили
на приборе ChemiDocTM XRS+System («Bio�
Rad», США). Концентрацию белков определяли
с помощью BCA Protein Assay Kit («Thermo
Scientific», США). В работе использовали следу�
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ющие первичные антитела в указанном разведе�
нии: цитохром c 1 : 1000 (11940, «Cell Signaling»,
Нидерланды), ПАРП 1 : 1000 (7150, «Santa Cruz
Biotechnology», США), р89�ПАРП 1 : 1000 (9541,
«Cell Signaling»), BNIP3 1 : 1000 (44060, «Cell
Signaling»), Винкулин 1 : 10 000 (129002,
«Abcam», Великобритания), и 1 : 1000 ГАФДГ
(5174, «Cell Signaling»). В экспериментах также
применяли вторичные антитела против мыши�
ных (ab205719, «Abcam») и кроличьих (ab205718,
«Abcam») иммуноглобулинов в разведении
1:5000.

Создание клеточных линий с нокаутом и нокда�
уном по BNIP3. Для получения стабильной кле�
точной линии с нокаутом по BNIP3, клетки A549
и H23 трансфицировали вектором CRISPR/Cas9
KоBNIP3 Plasmid («Santa Cruz Biotechnology»,
США) с использованием липофектамина LTX
(«Thermo Fisher Scientific», США). Далее прово�
дили отбор флуоресцирующих клонов, содержа�
щих вектор CRISPR/Cas9 KоBNIP3, на сортере
FACS Aria III (BD, США) и осуществляли их
дальнейшее культивирование.

Для получения линии с нокдауном по BNIP3
клетки A549 и Н23 трансфицировали малыми
интерферирующими РНК (siRNA) (CUCGGU�
UUCUAUUUAUAAU) (100 нМ) с использова�
нием липофектамина RNAiMAX («Thermo
Fisher Scientific»). Качество нокаута и нокдауна
по BNIP3 оценивали с помощью Вестерн�блот
анализа.

Измерение интенсивности митохондриального
дыхания. 12 000 клеток рассаживали на 96�лу�
ночный планшет («Seahorse Bioscience», США) в
стандартной среде RPMI 1640, по достижении
70–80% конфлюентности клетки промывали, а
затем инкубировали в среде Seahorse XF (25 мМ
глюкозы, 2 мМ глутамина и 1 мМ пирувата нат�
рия; pH 7,4) 1 ч при 37°C. Оценку скорости пот�
ребления кислорода (СПК) клетками в реаль�
ном времени проводили с помощью прибора
Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer (США). В
процессе оценки дыхания к клеткам добавля�
ли последовательно 1,25 мкМ олигомицина,
1,25 мкМ карбонилцианид�m�хлорфенилгидра�
зона (КЦХФ) и 1,25 мкМ ротенона/антимицина
А, что позволяло оценить исходную скорость
дыхания, связанного с синтезом АТФ, протон�
ную проводимость мембраны и резервную ем�
кости дыхательной цепи. Полученные данные
были нормализованы в расчете на общее содер�
жание белка в каждой лунке.

Получение цитозольной и митохондриальной
фракций белков. Собранные с планшетов клетки
после осаждения суспендировали в буфере для
фракционирования (150 мM KCl, 1 мM MgCl2,
0,2 мM EGTA, 0,01%�ный дигитонин, 5 мM Тris,

pH 7,5) и инкубировали при комнатной темпе�
ратуре 15 мин. Затем пробы центрифугировали
при 15 000 g 10 мин, что позволяло отделить ци�
тозольную фракцию (надосадочная жидкость)
от митохондриальной (осадок). Анализ белков
из данных фракций проводили методом Вес�
терн�блот.

Измерение уровня митохондриальных актив�
ных форм кислорода. Продукцию митохондри�
альных активных форм кислорода в клетках
оценивали с помощью красителя MitoSOX™
Red («Molecular Probes», США) с использовани�
ем проточного цитофлуориметра FACS Canto II
(«BD», США), согласно инструкции производи�
теля. 

Оценка гибели клеток по размеру популяции
SubG1. После осаждения клетки ресуспендиро�
вали в DPBS, добавляли холодный 70%�ный
этанол по капле при непрерывном перемешива�
нии, после чего инкубировали не менее 60 мин
при температуре –20°С. Перед измерением
клетки осаждали, ресуспендировали в DPBS,
добавляли пропидий йодид (50 мкг/мл) и РНКа�
зу А (100 мкг/мл), инкубировали 15 мин, затем
анализировали на проточном цитометре FACS
Canto II («BD»).

Измерение активности каспазы�3. Клетки
после обработки осаждали центрифугировани�
ем и осадок ресуспендировали в 100 мкл DPBS;
по 25 мкл переносили в три лунки 96�луночного
планшета, оставшиеся 25 мкл использовали для
измерения белка с помощью BCA Protein Assay
Kit («Thermo Fisher Scientific») для последующей
нормализации полученных значений каспазной
активности. Далее добавляли к суспензии кле�
ток 75 мкл буфера (100 мM HEPES, 10%�ная са�
хароза, 0,1%�ный Chaps, 5 мM DTT, 0,001%�ный
NP�40), содержащего флуоресцентный субстрат
(40 мкM DEVD�AMC) для измерения активнос�
ти каспазы�3. Флуоресценцию измеряли на
приборе Varioskan Flash («Thermo Fisher
Scientific»), длина волны поглощения – 380 нм,
длина волны испускания – 460 нм. Измерения
проводили в течение 30 мин с интервалом в
1 мин при 37°С.

Статистическая обработка данных. Экспери�
менты были выполнены в трех повторах, резуль�
таты представлены в виде среднего значения ±
± стандартное отклонение. Сравнение результа�
тов проводили с использованием two�way
ANOVA (* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Получение клеточных линий с нокаутом и
нокдауном по BNIP3. Для изучения роли белка
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BNIP3 в регуляции гибели клеток АКЛ были
созданы линии клеток А549 и Н23, в которых
экспрессия BNIP3 была выключена с использо�
ванием методики CRISPR/Cas9. Для исключе�
ния неспецифических (off�target) эффектов
CRISPR/Cas9 системы вследствие неспецифи�
ческой активности эндонуклеазы Cas9 экспе�
рименты также проводили с использованием
таргетной к мРНК BNIP3 siRNA. Как показал
анализ, оба метода приводили к значительному
снижению содержания белка BNIP3 (рис. 1, а).
BNIP3 на 56% гомологичен другому представи�
телю семейства Bcl�2 – BNIP3L/NIX [13]. Од�
нако применяемые нами методы нокаута и нок�
дауна BNIP3 не приводили к изменению уров�
ня BNIP3L/NIX, что позволило направленно
изучить вклад BNIP3 в процессы клеточной ги�
бели. 

Являясь адаптерным белком, обеспечиваю�
щим утилизацию поврежденных митохондрий в
аутофагосоме, BNIP3 участвует в митофагии,
контролируя качество митохондрий. Логично
предположить, что подавление экспрессии
BNIP3 может ослабить процесс митофагии и
привести к появлению дефектных органелл, не
способных адекватно обеспечивать энергией
клетку. Для проверки этого предположения на�
ми была проведена оценка функциональной ак�
тивности митохондрий, в частности дыхания
органелл с помощью прибора Seahorse Analyzer,
позволяющего оценивать потребление кислоро�

да митохондриями в клетке in situ. Выяснилось,
что нокаут BNIP3 приводил к угнетению как ба�
зального (~ в 2,5 раза), так и максимально воз�
можного, стимулируемого протонофором
КЦХФ, дыхания (~ в 7 раз) (рис. 1, б, в). По всей
вероятности, снижение потребления кислорода
клетками после нокаута BNIP3 обусловлено не
снижением содержания митохондрий в клетке,
а угнетением митофагии, в результате чего пов�
режденные и слабодышащие, митохондрии не
утилизируются, но вносят вклад в снижение ды�
хания клеток.

Влияние BNIP3 на выход цитохрома с из ми�
тохондрий при индукции цисплатином. Одним из
основных событий митохондриального пути
апоптоза является выход цитохрома с из межмем�
бранного пространства органелл. Оказавшись в
цитозоле, цитохром с принимает участие в соз�
дании комплекса апоптосомы, в которой проис�
ходит активация каспазного каскада [14]. Мож�
но предположить, что в условиях подавления
митофагии, вызванной снижением уровня
BNIP3, появится популяция митохондрий более
чувствительная к пермеабилизации внешней
мембраны в условиях индукции апоптоза. 

Оценку выхода цитохрома с при апоптозе,
вызванном цисплатином (30 мкМ), исследовали
в клетках A549 как дикого типа, так и с нокаутом
(A549 KоBNIP3) и нокдауном (A549 siBNIP3)
BNIP3. Результаты исследования показали, что
выход цитохрома с из митохондрий в клетках с
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Рис. 1. а – Вестерн�блот анализ содержания белка BNIP3 в клетках дикого типа и дефицитных по гену BNIP3; б – оцен�
ка потребления кислорода клетками дикого типа и с дефицитом BNIP3. Инъекции олигомицина, КЦХФ и антимицина с
ротеноном соответствуют стрелкам 1, 2 и 3 соответственно; в – гистограмма, отражающая максимальный (стимулируе�
мый КЦХФ) и базальный уровни дыхания; СПК (пмоль/мин/мг белка) – скорость поглощения кислорода, нормализо�
ванная на общее содержание белка в пробе. Эксперименты были выполнены в трех повторах
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нокаутом и нокдауном по BNIP3 был более вы�
ражен, чем в контрольных клетках (рис. 2, а–г).
При этом разницы между клетками с нокаутом и
с нокдауном по BNIP3 не наблюдалось, поэтому
дальнейшие эксперименты проводились на ли�
нии A549 KоBNIP3 со стабильно подавленной
экспрессией BNIP3.

Оценка цисплатин�индуцированного апоптоза
в линиях клеток со сниженной экспрессией
BNIP3. Выход цитохрома с приводит к стимуля�
ции каспазного каскада и активации эффектор�
ной каспазы�3, ответственной за появление био�
химических и морфологических признаков
апоптоза. Оценка показала, что подавление
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Рис. 2. Вестерн�блот�анализ содержания цитохрома с в цитозольной (цито) и митохондриальной (мито) фракциях линий
A549 wt и A549 KoBNIP3 (а), A549 wt и A549 siBNIP3 (б) спустя 24 ч после индукции апоптоза цисплатином, и их денси�
тометрическая оценка (в, г). Винкулин использовали в качестве контроля загрузки белка, относительно которого рассчи�
тывали уровень цитохрома с. Эксперименты были выполнены в трех повторах

Рис. 3. Анализ активности каспазы�3 в клетках линий А549 (а) и Н23 (б) дикого типа и со сниженной экспрессией BNIP3.
Активность каспазы�3 нормализировали на уровень белка в образцах. Вестерн�блот маркера апоптоза – ПАРП (в) и гис�
тограмма, соответствующая денситометрическому анализу уровня р89 ПАРП (г), в клетках линии A549 wt и A549
KoBNIP3 через 24 ч после индукции цисплатином. ГАФДГ использовали как контроль загрузки белка, относительно ко�
торого рассчитывали уровень р89 ПАРП. Эксперименты были выполнены в трех повторах
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экспрессии BNIP3 в клетках линий А549 и Н23
статистически достоверно приводило к стиму�
ляции активности каспазы�3 спустя 24 ч после
индукции апоптоза (рис. 3, а, б). Одной из ми�
шеней эффекторных каспаз является по�
ли(АДФ�рибоза)�полимераза (ПАРП). Расщеп�
ление ПАРП и появление фрагмента в 89 кДа
(р89) относится к характерным признакам апоп�
тотической гибели клетки. Анализ расщепления
ПАРП также продемонстрировал повышенноe
накоплениe фрагмента р89 ПАРП в нокаутных
клетках по сравнению с диким типом
(рис. 3, в, г).

В дополнение к описанным выше признакам
апоптоза был произведён анализ популяции
SubG1 в клетках A549 wt и A549 KоBNIP3 мето�
дом проточной цитофлуориметрии. Популяция
SubG1 отражает апоптотическую фракцию кле�
ток, содержащих фрагментированную ДНК.
Исследование показало, что в клетках дикого
типа популяция SubG1 составляла 11,8%, в то
время как в нокаутной линии она была в два ра�
за выше – 26,3%. Таким образом, нами выявле�
но значительное усиление чувствительности к
цисплатину в клетках, дефицитных по BNIP3,
по сравнению с клетками дикого типа спустя
24 ч после индукции апоптоза (рис. 4), что со�
гласуется с данными, полученными при оценке
активности каспазы�3 и расщепления ПАРП.

Изменение уровня митохондриальных актив�
ных форм кислорода при нокауте BNIP3. Выход
цитохрома с из митохондрий способен вызвать
нарушение в функционировании дыхательной

цепи, что ведет к утечке электронов и образова�
нию супероксидного радикала [15]. Кроме того,
цисплатин может вызывать образование мтАФК
в результате непосредственного воздействия на
митохондрии [16]. Это, в свою очередь, может
внести вклад в стимуляцию клеточной гибели.
Действительно, оценка содержания митохонд�
риальных активных форм кислорода (мтАФК) с
помощью метода проточной цитометрии после
окрашивания флуоресцентным красителем
MitoSox Red показала, что в клетках A549
KoBNIP3 их уровень после индукции апоптоза
цисплатином был практически в два раза выше
по сравнению с клетками дикого типа (рис. 5).
Анализ проводился через 6, 12, 16 и 24 ч после
индукции апоптоза. Для репрезентативности
была выбрана точка 16 ч, так как именно в этот
временной интервал наблюдалась максималь�
ная разница в уровне мтАФК между линиями
A549 wt и A549 KoBNIP3.

Для оценки вклада мтАФК в усиление апоп�
тоза в линии, нокаутной по BNIP3, нами был
проведен эксперимент с дополнительной обра�
боткой клеток антиоксидантом Тролоксом, во�
дорастворимым аналогом витамина Е. Тролокс
способен предотвращать апоптоз, вызванный
окислительным стрессом, индуцируемым ши�
роким спектром токсических агентов в различ�
ных внутриклеточных компартментах [17].
Клетки линии A549 wt и A549 KoBNIP3 2 ч ин�
кубировали с различными концентрациями
Тролокса в диапазоне от 100 до 500 мкМ, после
чего подвергали индукции цисплатином в тече�
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Рис. 4. Цитометрический анализ уровня апоптотической популяции SubG1 (а) клеток линии A549 wt и A549 KoBNIP3 че�
рез 24 ч после индукции цисплатином и гистограмма, соответствующая полученным результатам (б). Цитометрия была
выполнена в трех повторах



ГОРБУНОВА и др.

ние 24 ч. Данные эксперимента показали, что
присутствие антиоксиданта не влияло на обра�
зование фрагмента р89 ПАРП в условиях индук�
ции апоптоза (рис. 6). Отсутствие эффекта Тро�
локса на цисплатин�индуцированную гибель
клеток линии A549 wt и A549 KoBNIP3 можно
объяснить тем, что продукция АФК является
лишь следствием пермеабилизации митохонд�
риальной мембраны и не вносит сколь�либо су�
щественный вклад в прогрессию апоптоза.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Стимуляция апоптоза воздействием на ми�
тохондрии показала себя действенной стратеги�

ей утилизации опухолевых клеток [15, 18]. Пов�
реждение митохондрий, дестабилизация внеш�
ней мембраны, стимуляция образования АФК –
все это способствует индукции митохондриаль�
ного пути апоптоза. Однако в клетке существу�
ют системы, ответственные за поддержание
контроля качества органелл. Работа этих систем
по утилизации митохондрий, не справляющих�
ся со своими функциями, способна снизить эф�
фективность терапии. Важную роль в поддержа�
нии качества митохондрий и, следовательно, их
функции как регуляторов клеточной гибели,
контролируемой выходом цитохрома с в цито�
плазму, играют белки системы митофагии, такие
как PINK1�Parkin, BNIP3�Nix, а также деацети�
лазы семейства Сиртуинов (Sirt1�5), прямо или
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Рис. 6. Вестерн�блот�анализ маркера апоптоза – ПАРП (а) и гистограмма, соответствующая денситометрическому ана�
лизу уровня р89 ПАРП (б) в клетках линии A549 wt и A549 KoBNIP3. Тубулин использовали как контроль загрузки белка,
относительно которого рассчитывали уровень р89 ПАРП. Эксперимент был выполнен в трех повторах

Рис. 5. Оценка мтАФК (а) в клетках линии A549 wt и A549 KoBNIP3 через 16 ч после индукции цисплатином и гистограм�
ма, соответствующая полученным результатам (б). Цитометрия была выполнена в трех повторах
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опосредованно контролирующие митохондри�
альную аутофагию – митофагию [19]. Было по�
казано, что накопление поврежденных митохо�
ндрий в результате ингибирования PINK1�
Parkin� и Sirt3�зависимой митофагии способно
усилить чувствительность к программируемой
гибели клеток [20, 21]. Аналогичную роль регу�
лятора митофагии играет белок BNIP3. Можно
предположить, что он также потенциально спо�
собен регулировать гибель клеток, в частности
апоптоз. В наших экспериментах клетки, дефи�
цитные по BNIP3, демонстрировали понижен�
ный уровень митохондриального дыхания по
сравнению с клетками дикого типа вследствие
того, что повреждённые митохондрии не удаля�
лись из них (рис. 1). Присутствие в клетке попу�
ляции дефектных митохондрий делало ее более
чувствительной к токсическим агентам.
Действительно, нокаут по BNIP3 и, как след�
ствие, подавление BNIP3�зависимой митофа�
гии, существенно стимулировал выход цитохро�
ма с в условиях индукции апоптоза (рис. 2). Это
вызывало более интенсивную каспазную актив�
ность, что оценивалось как непосредственно,
так и по накоплению продуктов расщепления
одной из мишеней каспазы�3 – ПАРП и появле�
нию фрагмента р89 ПАРП (рис. 3). Известно,
что регулятор клеточного цикла белок р53 вы�
полняет онкосупрессорную функцию, что мо�
жет вносить вклад в ответ на стимуляцию кле�
точной гибели. Нами было установлено, что от�
ношение фосфорилированной формы р53 (р�
р53) к исходному белку увеличивается в присут�
ствии цисплатина одинаково вне зависимости
от присутствия BNIP3 как в клетках А549, так и
Н23. Отсутствие разницы в отношении р�р53 к
р53 в клеточных линиях АКЛ дикого типа и де�
фицитных по BNIP3 дает основание предполо�
жить о р53�независимом механизме гибели кле�
ток в процессе BNIP3�регулируемого апоптоза.

Данные, полученные нами на клетках АКЛ,
согласуются с результатами, показанными как
на опухолевых, так и на нормальных клетках
[11, 22]. Клетки, имеющие поврежденные мито�
хондрии с пониженным уровнем дыхания, более
чувствительны к индукции апоптоза, что объяс�
няется дестабилизацией электрон�транспорт�
ной цепи (ЭТЦ) и облегчению выхода цитохро�
ма с [17, 23, 24]. Известно, что выход цитохрома
с из митохондрий в цитоплазму приводит к бло�
кированию переноса электронов в ЭТЦ и утечке
электронов с образованием супероксидрадикала
[25]. В наших условиях нокаут по BNIP3 приво�
дил к появлению в клетках АФК в результате как
блокирования дыхательной цепи, так и подав�
ленной митофагии. В ряде исследований было
продемонстрировано, что повышенный уровень

мтАФК приводит к усилению клеточной гибели,
в том числе и апоптозу [26–28]. Вместе с тем,
имеются данные об отсутствии значимых эф�
фектов АФК на гибель клеток или, наоборот, о
стимуляции апоптоза при действии антиокси�
дантов в одиночном или совокупном воздей�
ствии с противоопухолевыми препаратами
[29–31]. В наших условиях антиоксидант Тро�
локс не влиял на апоптоз, индуцированный
цисплатином. По всей видимости, увеличение
уровня мтАФК в клетках, погибающих по меха�
низму апоптоза, является лишь следствием на�
рушения ЭТЦ митохондрии, обусловленного
выходом цитохрома с, и связывание мтАФК ан�
тиоксидантом не предотвращает начавшийся
процесс сборки апоптосомы, индуцированной
выходом цитохрома с.

Полученные данные схематически представ�
лены на рис. 7. Подавление экспрессии BNIP3
приводит к появлению поврежденных (дефект�
ных) митохондрий, более подверженных дест�
руктивным изменениям, в процессе индукции
апоптоза. Это облегчает выход цитохрома с, ин�
тенсифицируя последующие этапы апоптозного
каскада, в частности активацию каспазы�3.
Можно предположить, что подавление митофа�
гии в процессе противоопухолевой терапии поз�
волит сделать ее более эффективной.

Снижению эффективности химиотерапии
часто способствует приобретенная резистент�
ность к используемому препарату, в частности к
цисплатину. В этих условиях стимуляция иных
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Рис. 7. Схематическое изображение регуляции цисплатин�
индуцированного мтАФК�независимого апоптоза в клет�
ках, дефицитных по BNIP3
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BNIP3 is a member of Bcl�2 family of proteins involved in regulation of various forms of cell death. However, its role
in these processes remains unclear and varies depending on the type of cancer cells and environmental factors (pH,
O2 level, etc.). Here, the role of BNIP3 in apoptosis regulation in lung adenocarcinoma cells was investigated. The
suppressed expression of BNIP3 caused inhibition of oxygen consumption and stimulated production of the mito�
chondrial reactive oxygen species, suggesting the role of BNIP3 in induction of mitochondrial dysfunction and its
potential involvement in regulation of cell death. Indeed, cytochrome c release in the cells with BNIP3 knockout and
knockdown was higher than in the wild�type (WT) upon apoptosis stimulation by cisplatin. Moreover, suppression of
BNIP3 expression led to the increase in the caspase�3 activity and, as a consequence, accumulation of the apoptotic
marker – p89 fragment of poly(ADP�ribose)�polymerase (PARP) – as compared to WT cells. Analysis of the SubG1
population by flow cytometry confirmed the elevated level of apoptosis in the BNIP3 knockout cells. Pretreatment
with the antioxidant Trolox did not affect cell death, indicating that it was independent on reactive oxygen species.
These data show that BNIP3 is involved in maintaining normal functioning of mitochondria and, as a result, can reg�
ulate the mitochondrial pathway of cell death.
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