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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Badania nad zaprogramowana martwica dowiodly jej roli w rozwoju i homeostazie organizmu.
Fizjologiczna funkcja martwicy warunkuje prawidtowe dziatanie uktadu immunologicznego,
jest tez mechanizmem $mierci komdrek o obnizonej gotowosci apoptotycznej, w tym komérek
nowotworowych. Coraz cze$ciej wskazuje sie na jej znaczacg role w patogenezie wielu cho-
réb. Podwazono poglad, ze martwica jest procesem biernym, patologicznym i niezaleznym
od gendw, jednak wiedza o jej mechanizmach molekularnych jest wciaz niepetna. Przyczyna
jest mnogoéé i ztozono$¢ szlakéw wyzwalajgcych, brak swoistych markeréw identyfikujgcych
komérki umierajgce w mechanizmie martwicy i nieprecyzyjna nomenklatura.

W pracy oméwiono stan wiedzy o mechanizmach molekularnych powodujacych zaprogramo-
wang martwice, a zwlaszcza jej swoista i czesta odmiane - nekroptoze. Podsumowano role kinaz
RIP1 i RIP3 w nekroptozie. Zwrécono uwage na odmienne skutki ligacji czynnika martwicy
nowotworu « do jego receptora, TNFR1, tj. przezycie, apoptoze lub nekroptoze.

zaprogramowana nekroza - nekroptoza - $mier¢ komorki - szlaki molekularne
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Summary

Programmed necrosis has been proven vital for organism development and homeostasis ma-
intenance. Its regulatory effects on functional activity of the immune system, as well as on
pathways regulating the death mechanisms in cells with diminished apoptotic activity, in-
cluding malignant cells, have been confirmed. There is also increasing evidence indicating
necrosis involvement in many human pathologies. Contrary to previous beliefs, necrosis is
not only a passive, pathological, gene-independent process. However, the current knowledge
regarding molecular regulation of programmed necrosis is scarce. In part this is due to the
multiplicity and complexity of signaling pathways involved in programmed necrosis, as well
as the absence of specific cellular markers identifying this process, but also the ambiguous
and imprecise international terminology. This review presents the current state of the art on
molecular mechanisms of programmed necrosis. In particular, its specific and frequent form,
necroptosis, is discussed. The role of RIP1 and RIP3 kinases in this process is presented, as well
as the diverse pathways induced by ligation of tumor necrosis factor a, to its receptor, TNFR1,
i.e. cell survival, apoptosis or necroptosis.

programmed necrosis - necroptosis - cell death - molecular pathways

® Postepy Hig Med Dosw (online), 2015; 69 1353



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2015; tom 69: 1353-1363

Full-text PDF: | nhttp://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=1186337
Word count: | 3610
Tables: | -
Figures: | 3
References: | 71
Adres autorki: mgr Agata Gizycka, Zaktad Genetyki i Immunologii Klinicznej Instytut Gruzlicy i Choréb Ptuc, ul.
Ptocka 26, 01-138 Warszawa; e-mail: agatagizycka@o2.pl
Wykaz skrétow:  AIF - czynnik indukujacy apoptoze (apoptosis inducing factor), BAD - biatko proapoptotyczne

WPROWADZENIE

z podrodziny BH3-only (BCL-2 associated antagonist of cell death), BAK - biatko proapoptotyczne
z podrodziny BAX (BCL-2 antagonist killer 1), BAX - biatko proapoptotyczne z podrodziny BAX
(BCL-2 associated X protein), BCL-2 - biatko antyapoptotyczne podrodziny BCL-2 (B-cell lymphoma
protein 2), BID - biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (BH3 interacting domain death
antagonist), BIM - biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (BCL-2 interacting mediator of
cell death), BH3-only - rodzina biatek proapoptotycznych, CARD - domena rekrutujaca kaspazy
(caspase recruitment domain), CYLD - deubikwitynaza (cylindromatosis (turban tumor syndrome)),
DD - domena $mierci (death domain), DED - domena efektorowa $mierci (death effector domain),
DISC - kompleks sygnatowy indukujacy smierc komérki (death inducing signaling complex), DR -
receptor smierci (death receptor), FADD - biatko adaptorowe FADD (Fas- associated death domain
protein), FAK - kinaza ogniskowo-adhezyjna (focal adhesion kinase), Fas - receptor smierci Fas (Fas
cell surface death receptor), FasL - ligand receptora Fas (Fas ligand (TNF superfamily, member 6)),
FSC - parametr FSC (forward scatter) - w badaniu cytometrycznym informuje o wielkosci komo-
rek, IKK - kinaza inhibitora kB (I kappa B kinase), NCCD - Komitet do spraw Nazewnictwa Smierci
Komorkowej (Nomenclature Committe on Cell Death), Nec1 - nekrostatyna 1 (necrostatin 1), NF-
KB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), MOMP - permeabilizacja zewnetrznej btony mitochondrium (mitochondrial outer membrane
permeabilization), PARP-1 - polimeraza poli-ADP-rybozy (poly(ADP-ribose) polymerase1), PUMA
- biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (p53 up-regulated modulator of apoptosis),
RIP1 - kinaza RIP1 (receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1), RIP3 - kinaza RIP3
(receptor-interacting serine-threonine kinase 3), RNS - reaktywne formy azotu (reactive nitrogen
species), ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species), SSC - parametr SSC (side scatter)
- w badaniu cytometrycznym informuje o ziarnistosci komorek, tBID - skrécona postac BID (trun-
cated BID), TNF-a - czynnik martwicy nowotworu a (tumor necrosis factor a), TNFR1 - receptor
typu 1 dla TNF (tumor necrosis factor receptor 1), TRADD - biatko adaptorowe TRADD (TNFR1-
associated death domain protein), TRAIL - ligand zwiagzany z czynnikiem martwicy nowotworu
indukujacy apoptoze (TNF-related apoptosis-inducing ligand), TRAF2 - biatko adaptorowe TRAF2,
czynnik 2 zwigzany z receptorem TNF (TNF receptor associated factor 2), TUNEL - metoda detekgji
degradacji DNA (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay).

ng $mierci komdrkowej, niezalezng od dziatania gendw,

dostawy energii i czynnosci kaspaz [2,27]. Ten czytelny

Opublikowane niedawno prace nad mechanizmami $mier-
ci komérkowej doprowadzity do zachwiania uznanego
paradygmatu, w my$l ktérego komérka ludzka umiera
w procesie apoptozy albo martwicy (nekrozy). Typowa
apoptoze, nazwang w pi$miennictwie ,.kanoniczng”, okre-
$lano na podstawie kryteriéw morfologicznych, zwtaszcza
charakterystycznej fragmentacji materiatu genetyczne-
go jadra, czyli kariopyknozy. Z czasem definicje posze-
rzono o obligatoryjne dziatanie enzyméw grupy kaspaz
i czynnikéw rodziny BCL [25,27]. Uznano, ze apoptoza jest
zawsze zalezna od precyzyjnej kontroli mechanizméw
genetycznych i obecnosci energii swobodnej (ATP), pod-
czas gdy martwica (nekroza) jest wytacznie bierng odmia-

dydaktycznie obraz, celnie opisujacy odmiany $mierci
komorek nicieni i owadéw, ulegt jednak zakt6ceniu, gdy
badania prowadzone u gryzoni wykazaly, ze nawet brak
podstawowych genéw odpowiedzialnych za apoptoze, nie
zaburza proceséw $mierci komérkowej [59].

Obecnie wiadomo, ze istnieje wiele rodzajéw $mierci ko-
morki, odrebnych od apoptozy, nad ktérymi przejmuja
kontrole swoiste mechanizmy genetyczne, a ktére mor-
fologicznie przypominajg martwice [36]. Nie umniejszajac
roli tradycyjnie pojmowanej nekrozy - nagtego niezalez-
nego od genéw dzialania mechanicznego, termicznego
lub chemicznego uszkodzenia komdrki - trzeba podkre-
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$li¢, ze czeste przypadki $mierci komdrkowej o cechach
nekrozy réwniez bywaja zaprogramowane genetycznie.
Jak przedstawiono nizej, uczestnicza one w procesach roz-
wojowych oraz w patogenezie licznych choréb [10,19,61].

Wérdd tych proceséw szczegllng uwage zwraca tzw. za-
programowana martwica, czyli nekroza oraz jej szcze-
gélna odmiana - nekroptoza. Mechanizmy nekroptozy,
zajmujgcej posrednie miejsce miedzy apoptoza i mar-
twica, sg przedmiotem rozwazan tej pracy. Podsumowa-
no aktualng wiedze dotyczacg szlakéw molekularnych
wyzwalajacych zaprogramowang martwice, oméwiono
mechanizmy decydujace o aktywacji alternatywnych
szlakéw $mierci, nekroptozy lub apoptozy badZ o prze-
zyciu komérki.

APOPTOZA KANONICZNA

Warto skrétowo oméwié podstawowe wiadomosci o kla-
sycznej apoptozie, tzw. apoptozie kanonicznej. Dokladniej
opisano dwa najlepiej poznane szlaki apoptozy, zewngtrz-
i wewnatrzpochodny, zwlaszcza ze - jak sie obecnie uwaza
- rézne ich elementy moga paradoksalnie uczestniczy¢
w inicjacji i propagacji nekroptozy.

Definicja apoptozy

Apoptoza, zalezna od energii odmiana $mierci komérko-
wej, wywoluje charakterystyczne zmiany w morfologii
komorki. Utrata wody zmniejsza jej objetosé i powoduje
pofatdowanie powierzchni [44]. Cytoplazma i chromaty-
na ulegajg kondensacji, a DNA - miedzynukleosomowe;j
fragmentacji [11,29]. Inng typowa cechg procesu jest prze-
mieszczenie sie fosfatydyloseryny na zewnetrzng strone
blony komérkowej, przez co traci wyjSciowg asymetrie.
Dochodzi do powstania ciatek apoptotycznych - obto-
nionych fragmentéw komdérek zawierajacych organelle
i fragmenty chromatyny [35,45]. Apoptoza nie wyzwala
stanu zapalnego, gdyz zawarto$¢ umierajacych komérek
nie wydostaje sie poza obreb ciatek apoptotycznych, po-
chtanianych nastepnie przez makrofagi, fibroblasty i inne
sgsiadujace komérki [30,36].

Mechanizmy inicjujace apoptoze

Zgodnie z klasyczna interpretacja apoptozy, zachodzi ona
za po$rednictwem jednego z pieciu szlakéw sygnaliza-
cyjnych:

a) zewnatrzpochodnego (zaleznego od receptoréw $mierci),

b) wewnatrzpochodnego (mitochondrialnego),

c) pseudoreceptorowego,

d) sfingomielinowo-ceramidowego lub

e) indukowanego stresem; wybér drogi zalezy zwykle od
typu komérki [36].

Szlak zewnatrzpochodny (receptorowy) apoptozy

Jest wyzwalany wskutek pobudzenia receptoréw $mier-
ci - nalezacych do nadrodziny receptora TNF - przez ich

ligandy. Do najlepiej poznanych par receptor/ligand na-
lezg: TNFR1/TNF-a, Fas/FasL oraz DR4 (lub DR5)/TRAIL
[16]. Wspomniane receptory zawieraja domene zewna-
trzkomérkowsg, swoiscie rozpoznajaca odpowiedni li-
gand, a takze cytoplazmatyczng, zawierajacg tzw. domeny
$mierci (death domain, DD). Przytaczenie odpowiednie-
go ligandu prowadzi do trimeryzacji receptora. Domena
$mierci receptora taczy sie z homologiczng DD jednego
z dwdch biatek adaptorowych: FADD (receptora Fas i DR4)
lub TRADD (TNFR1); to drugie przekazuje sygnat réwniez
do FADD [2,16,33]. Biatka adaptorowe zawieraja takze do-
mene efektorowg $mierci (death effector domain, DED),
taczac sie z jej pomoca zhomologiczng domeng prokaspa-
zy 8. Trzy sktadowe: receptor, adaptor i prokaspaza, two-
rza kompleks sygnatowy DISC (death inducing signaling
complex), w obrebie ktérego zachodzi autokatalityczna
aktywacja kaspazy 8. Uruchomieniu podlega kaskada ka-
spaz wykonawczych (3 i 7), co wywoluje nieodwracalna
$mieré komdrki [23,31,60,70].

Szlak wewnatrzpochodny (mitochondrialny)
apoptozy

Szlak wewnatrzpochodny jest wyzwalany przez wie-
le czynnikéw, np. stres oksydacyjny, uszkodzenie DNA,
utrata czynnikéw wzrostu lub hipoksja [2]. Powoduje to
zwiekszenie przepuszczalnosci btony mitochondrialnej,
co okreéla sie jako permeabilizacja zewnetrznej btony
mitochondrium (mitochondrial outer membrane per-
meabilization, MOMP) [5]. Proces kontroluje grupa biatek
rodziny BCL, wérdd ktérych wyrdznia sie czynniki pro-
apoptotyczne - BAK oraz BAX (podrodzina BAX), a takze
antyapoptotyczne - BCL-2 i BCL-xL (podrodzina BCL-2).
Pierwsze z nich rozszczelniajg zewnetrzna blone mito-
chondrium, drugie dziatajg przeciwstawnie. Ich wzajemna
réwnowage reguluja odgdrnie biatka podrodziny BH3-only,
m.in. BIM, BID, BAD oraz PUMA [53]. W wyniku zjawiska
MOMP do cytoplazmy zostaje uwolnionych wiele czyn-
nikéw, w tym cytochrom C i APAF-1, ktére wigza proka-
spaze 9; powstaje kompleks zwany apoptosomem. W jego
obrebie zachodzi aktywacja kaspazy 9, co podobnie jak
w szlaku receptorowym uruchamia kaskade kaspaz wy-
konawczych i §mieré komérki [34,54]. We wczesnej fazie
procesu oba zasadnicze szlaki apoptozy, zewnatrz- i we-
whnatrzpochodny, spaja biatko BID. Kaspaza 8 katalizuje
wspomniany czynnik, a produkt reakgji, skrécona postaé
BID (truncated BID, tBID), wzbudza droge mitochondrial-
ng, gdyz aktywuje czynno$é BAX i BAK [2,14].

POJE(IE | ROLA ZAPROGRAMOWANEJ MARTWICY

Klasyczna definicja martwicy (nekrozy)

Do niedawna obowigzujgca definicja martwicy podkresla
jej niezalezny od gendw charakter i opisuje jg jako wynik
miejscowego uszkodzenia lub dziatania czynnikéw che-
micznych i termicznych, w tym hipoksji, zmiany tempera-
tury, ci$nienia osmotycznego lub pH [22,49]. Nekroza jest
niezalezna od kaspaz - gtéwnych mediatoréw apoptozy
i ma dotyczyé na ogédt wiekszej grupy komérek, nawet
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calych tkanek i narzadéw [27,64]. W jej przebiegu do-
chodzi do obrzeku organelli komérkowych, onkozy czy-
li zwiekszenia objeto$ci komdrki, przerwania ciaglosci
blony komdrkowej i uwolnienia zawartosci do otoczenia
[46,52,63,67]. Miejscowo rozwija sie stan zapalny [32]. Tak
rozumiana nekroza jest wiec przeciwiefistwem kanonicz-
nej apoptozy - zaleznej od gendéw, niewywotujacej zapa-
lenia i dotyczacej zwykle pojedynczych komdrek [27].

Zaprogramowana martwica (zaprogramowana
nekroza)

Klasyczna definicja martwicy przestata ostatecznie obo-
wigzywaé odkad wykazano udzial genéw w regulacji jej
zapoczatkowania i przebiegu. Wydaje sie, ze genom ko-
morki dazy do mozliwie jak najdtuzszego sprawowania
kontroli nad procesem wiasnej $mierci, nawet jesli prze-
biega pod postacig martwicy. Dobrym przyktadem jest
aktywny udziat w tych procesach enzyméw grupy kalpain
i katepsyn, a takze kinazy RIP1 (receptor (TNFRSF) - inte-
racting serine-threonine kinase 1), cyklofiliny D, czynnika
PARP-1 i kojarzonego dotad wylacznie z apoptoza biatka
AIF [18,19]. Udowodniono tez, ze nawet po zapoczgtkowa-
niu apoptozy, podanie inhibitoréw kaspaz przekierowuje
ten proces na droge nekrozy [69]. Badania ostatnich lat
zaowocowaly wiec opisaniem odmiany martwicy, kté-
ra jest swoiScie regulowana przez program genetyczny.
Wyzwala jg m.in. alkilacyjne uszkodzenie DNA, egzocy-
totoksyny, a takze pobudzenie receptoréw §mierci przez
ich ligandy, zachodzace w okre$lonych warunkach [20].

Obecnie trudno o precyzyjng definicje zjawiska zapro-
gramowanej martwicy. Wéréd przyczyn wymienia sie
zawito$¢, niejednoznaczno$é i dowolnos$é terminologii
stosowanej przez badaczy. Wielu z nich, wraz z rozwojem
wiedzy na temat molekularnych mechanizméw $mierci
komorki, wprowadzito nowe pojecia, odzwierciedlajace
zastosowane modele badawcze i wyptywajace wnioski.
Opisano np. kilka réznych szlakéw sygnalizacyjnych re-
gulowanej martwicy, powstaly tez nowe terminy, takie jak
nekroptoza, ktdre to pojecie wyjasniono nizej.

Nieuzasadnione powielanie terminologii, wprowadza-
nie nowych oraz jednoczesne uzywanie starszych, ogél-
niejszych poje¢, sktonito Komitet do spraw Nazewnictwa
Smierci Komérkowej (Nomenclature Committe on Cell
Death, NCCD) do uporzadkowania stosowanej nomenkla-
tury. W wytycznych z 2012 r., Komitet zalecit autorom,
aby kazdorazowo definiowali opisowo omawiane pojecia
regulowanej martwicy, a zwlaszcza badany mechanizm
molekularny [20]. Ma to ulatwi¢ poréwnanie poszcze-
gélnych Sciezek molekularnych regulujacych zjawisko
zaprogramowanej martwicy. Jednak autorzy czesto nie
stosuja sie do tych zalecen.

Poje¢cie nekroptozy
Szczegblne postaci zaprogramowanej martwicy to: apone-

kroza i nekroptoza. Pojecie ,,aponekroza” wprowadzono
w celu opisania procesu o jednoczesnych molekularnych

imorfologicznych cechach apoptozy i nekrozy [13]. Nekrop-
toze zdefiniowano pierwotnie jako proces zachodzacy po
ligacji TNF-a z jego receptorem (TNFR1), hamowany przez
biatko o ztozonej nazwie: chemiczna nekrostatyna 1 hamujg-
caRIP1 (RIP1-targeting chemical necrostatin-1) w obecnosci
inhibitoréw kaspaz; jest to wiec proces od kaspaz niezalezny
[8]. Oba pojecia bywaja traktowane jako synonimy: starsze
definicje nekroptozy réwniez zwracaty uwage na obecnos¢
wspdlnych cech apoptozy i martwicy, definiujgc jg jako mniej
lub bardziej zaawansowang apoptoze, ktéra zostata prze-
rwana i przeszla w martwice [27,58]. Jest to notabene zgodne
z pierwotng definicjg aponekrozy [13].

Niekiedy termin nekroptozy stosuje sie wymiennie z zapro-
gramowang martwica. Jest to jednak niezgodne z wytycz-
nymi NCCD, ktdry zaleca, by mianem nekroptozy okreslaé
regulowang nekroze, zalezng od kinaz RIP1 i RIP3, pod wa-
runkiem wyraZnego zasygnalizowania ich ekspresji przy
pierwszym uzyciu tego terminu [20]. Te ostatnia definicje
uscis§lono w wyniku dwéch obserwacji: 1) poznana wcze-
$niej kinaza RIP1 przekazuje sygnaly sprzyjajace nekrozie
za po$rednictwem interakcji ze swoim homologiem - RIP3;
2) odkryto postaci regulowanej martwicy zalezne wylgcz-
nie od RIP3 (a wiec bez udziatu RIP1) [17].

Obecnie przez nekroptoze uwaza sie kaskade zdarzeri mo-
lekularnych prowadzacg do martwicy komdrki, kontrolo-
wana przez jej genom i zalezng od kinazy RIP3.

Nekroptoza jest szczeg6lng odmiang bardziej ogdlnego zja-
wiska, jakim jest zaprogramowana, a wiec regulowana gene-
tycznie martwica (nekroza). Zgodnie z najnowszym pismien-
nictwem i zaleceniami NCCD, innymi odrebnymi postaciami
regulowanej martwicy sa réwniez regulowana nekroza za-
lezna od permeabilizacji bton mitochondrium oraz zjawisko
parthanatos - niezalezny od kaspaz proces, angazujacy szcze-
gblnie enzymy naprawcze DNA jak PARP-1 [17,20].

Dowoby NA UDZIAL MECHANIZMOW GENETYCZNYCH W MARTWICY

O genetycznie zaprogramowanym charakterze nekrozy
$wiadczy jej udzial w procesach rozwojowych ssakéw.
Uczestniczy np. w $mierci ludzkich chondrocytéw pod-
czas wzrostu kosci [19] lub w dojrzewaniu pecherzykdéw
Graffa[48]. Martwica bierze wiec udziat w fizjologicznych
procesach rozwoju organizmu, co obalito dogmat, w mysl
ktérego nekroze uwazano wylacznie za proces patologicz-
ny - w opozycji do apoptozy mogacej by¢ zaréwno zjawi-
skiem fizjologicznym, jak i patologicznym.

Regulowana martwice wyzwala kontakt z niektérymi pa-
togenami, zwlaszcza wirusami, stad jest uwazana obecnie
za istotny mechanizm obronny [6]. Wiadomo, ze wirus
HIV-1 zabija limfocyty T CD4+ raczej w procesie nekro-
zy niz apoptozy [39,71]. Odkryto, ze wirus cytomegalii
(CMV) indukuje nekroptoze zalezng od RIP3, ale nie RIP1,
co potwierdza wazna role RIP3 w regulowanej martwicy
w przebiegu niektérych infekcji wirusowych [62]. Opi-
sano postaé¢ martwicy istotna dla wyzwolenia antybak-
teryjnej odpowiedzi immunologicznej [66]. Nekroptoza

1356



Gizycka A. i wsp. — Zaprogramowana martwica i nekroptoza — mechanizmy molekularne

moze wyzwolié , fizjologiczng” $mieré komérek uktadu
immunologicznego i nerwowego, co potwierdzono, wy-
kazujac w tych przypadkach ekspresje licznych gendw,
przypuszczalnie regulujacych proces martwicy, w tym
udziat RIP3 w homeostazie limfocytéw [3]. Podobne wnio-
ski wynikaja z obserwacji Hitomi i wsp., ktérzy udowod-
nili, ze nekrostatyna Nec-1, allosteryczny inhibitor RIP1,
odgrywa istotng role w regulacji liczby makrofagéw akty-
wowanych podczas infekcji, gdyz wydtuza czas ich prze-
zycia [28]. Wiele doniesiefi wskazuje réwniez na istotng
role nekroptozy w takich procesach, jak niedokrwienne
uszkodzenie mézgu, zawat serca i $mieré komérek nowo-
tworowych powodowana przez cytostatyki [8,24,42,55,58].
Proces ten uczestniczy réwniez w patogenezie zapale-
nia trzustki, posocznicy, choréb neurodegeneracyjnych
i chordb siatkéwki (odwarstwienie, utrata fotorecepto-
réw) [10,26,61,62]. Zaprogramowana martwica bywa tez
skutkiem ekspozycji komérek na toksyny [71]. Nadmierna
aktywacja PARP-1 (czyli proces parthanatos) uczestniczy
w martwicy wyzwalanej alkilacja DNA [18].

Zaburzenia szlakéw sygnalizacyjnych kontrolujacych
nekroptoze biorg udziat w nowotworzeniu. W komoér-
kach przewlektej biataczki limfatycznej wykazano defekt
waznych efektoréw tego procesu, takich jak RIP3 i CYLD,
a w czerniaku dotyczyt tylko CYLD. Polimorfizm genu
RIP3 wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju chto-
niakéw nieziarniczych [1,43,67]. Nekroptoza, podobnie
jak apoptoza, odpowiada za $mier¢ komérek nowotwo-
ru wywotang radioterapig, terapia fotodynamiczna, pro-
mieniowaniem jonizujacym, a takze cytostatykami [15].
Zaklada sie, ze nekroptoza moze by¢ pomocniczym me-
chanizmem $mierci w niezdolnych do apoptozy komdér-
kach nowotworowych, uruchamianym pod nieobecnosé
niezbednych determinantéw apoptozy [18,28].

Jak wynika z powyzszego przegladu pi§miennictwa, to
wlasnie nekroptoza jest najcze$ciej obserwowang odmia-
ng regulowanej martwicy. Nalezy podkreslié, ze zachodzi
przy braku aktywacji kaspaz, a ponadto podlega dodat-
kowemu wzmocnieniu, jesli ich inhibitory znajduja sie
w $rodowisku komdrki [64].

NEKROPTOZA - MOLEKULARNE MECHANIZMY.
GrownNa RoLA KINAZ RIP

Wystapienie zjawiska nekroptozy zalezy od czynnikéw
genetycznych, epigenetycznych i farmakologicznych
[18]. Nie ma watpliwosci, ze moze ja wyzwoli¢ potacze-
nie receptoréw $mierci z ich ligandami. I tak wzbudzenie
TNFR1, Fas, receptoréw TRAIL, a takze RIP1 moze spowo-
dowaé zaréwno apoptoze, jak i martwice. O wyborze me-
chanizmu, w ktérym umiera komérka decyduje interakcja
z innymi biatkami, stezenie glukozy oraz dostepno$é ATP
niezbednego do aktywacji kaspaz [19,69].

Kinazy RIP1iRIP3

Aktywnos¢ kinaz RIP1 i RIP3 jest nieodzowna w mechani-
zmie nekroptozy, natomiast niektére postaci zaprogramo-

wanej nekrozy sg od nich niezalezne [65]. Biatka te nalezg
do rodziny kinaz serynowo-treoninowych. Kinaza RIP1 ma
domene $mierci (death domain, DD) i domene rekrutujaca
kaspazy (caspase recruitment domain, CARD), tym samym
przypomina swoja budowg biatko adaptorowe FADD. Sa
to cechy strukturalne niezwykle istotne dla petnionych
przez nig funkcji. Natomiast kinaza RIP3 zawiera homo-
typowy motyw (RIP homotypic interaction motif, RHIM),
ktéry wystepuje w jednej z domen kinazy RIP1. Umozliwia
to wzajemng interakcje obu biatek [12]. Wykazuja az 33%
homologii domeny kinazowej, jednak réznice budowy
sprawiajg, iz inhibitor RIP1 - wspomniana nekrostatyna
Nec-1 - nie hamuje kinazy RIP3 [7]. Kinaza RIP1 uczest-
niczy nie tylko w wyzwalaniu procesu zaprogramowanej
nekrozy, ale tez apoptozy. Pelni ponadto zasadnicza role
w aktywacji NF-kB w wyniku dziatania TNF-a (vide nizej),
co w przypadku krwinek biatych stymuluje synteze cy-
tokin prozapalnych. Wraz ze swym homologiem - kinaza
RIP3 - uwalnia alarminy, czyli biatka promujgce odpo-
wiedZ immunologiczna w wielu chorobach. Z rozwazan
tych plynie wniosek o istotnej roli RIP1 i RIP3 w wywo-
tywaniu zapalenia w dwéch mechanizmach - zaleznym
i niezaleznym od nekrozy [40,46].

W procesie nekroptozy obie kinazy powodujg swa wza-
jemna fosforylacje i tworza pronekrotyczny kompleks,
kontrolujacy wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych
(reactive oxygen species, ROS) [6]. Aktywno$¢ kinaz RIP
jest niezbedna dla nekroptozy mediowanej przez recep-
tory $§mierci w obecnosci inhibitora kaspaz Z-VAD.fmk,
zaréwno w komdérkach mysich, jak i ludzkich [18]. RIP1
jest przy tym zaangazowana az w trzy rézne procesy re-
gulujgce zywotno$¢ komérki - apoptoze, nekroptoze i ak-
tywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB, ktéry promuje
przezycie. Istotne dla zrozumienia w jaki sposéb zapada
»decyzja” o przezyciu bgdz $mierci jest poznanie mecha-
nizméw regulujacych dzialanie tej kinazy [7].

PRzEZYCIE, APOPTOZA | NEKROPTOZA - TRZY GEOWNE PROCESY
WYZWALANE PRZEZ TEN SAM CZYNNIK

Czynnikiem inicjujacym jest zwykle przytgczenie czynni-
ka martwicy nowotworu a (TNF-a) do jego receptora typu
I (TNFR1), co prowadzi do trimeryzacji i aktywacji tego
ostatniego oraz rekrutacji wielu biatek, np. TRADD, RIP1
i TRAF2 [15]. Opisujac to zjawisko bardziej szczegStowo,
do aktywnego receptora przylacza sie czynnik adapto-
rowy TRADD. Powstaje platforma, do ktdrej dotaczaja sie
kinazy RIP i biatka adaptorowe FADD i TRAF2. Powstaty
kompleks uczestniczy w wielu szlakach molekularnych
i jest punktem wyjscia do powstania podkomplekséw za-
angazowanych w sygnalizacje komdrkowa [41]. To whasnie
ligacja TNF-a/TNFR prowadzi do rozwoju jednego z trzech
zupetnie odmiennych, wymienionych juz scenariuszy: 1)
przezycia, 2) apoptozy i 3) nekroptozy. Na zatgczonych
rycinach przedstawiono je z pominieciem mniej waznych
elementéw w celu zachowania przejrzystosci.

Za przezycie komérki (ryc. 1) odpowiada inaktywacja RIP1,
zjednoczesnym wzbudzeniem aktywnej postaci NF-kB. Ak-
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Ryc. 1. Sciezki sygnalizacyjne wzbudzane przez ligacje TNF-a z TNFR: PRZEZYCIE; przytaczenie TNF-a prowadzi do trimeryzacji receptora TNFRT i rekrutacji wielu biatek

przekaznikowych, w tym TRADD, RIP1, TRAF2. Kinaza RIP1 jest ubikwitynowana, co jest réwnoznaczne z jej dezaktywacja. Zwykle zachodzi niskiego stopnia
aktywaja kaspazy-8, ktdra degraduje kinaze RIP1, tym samym hamujac Sciezke nekroptozy. Po uformowaniu platformy TNFR1/TRADD/TRAF2/IKK i aktywadji
kinazy IKK czynnik transkrypcyjny NF-KB zostaje uwolniony z kompleksu z jego inhibitorem. NF-kB podlega translokacji do jadra komdrkowego i wzbudza geny
docelowe, odpowiedzialne za przezycie i proliferacje komdrki; w krwinkach biatych sprzyja ekspresji gendw promujacych odczyn zapalny. W niewielkiej ilosci jest
formowany kompleks DISC, a biatko FADD niezbedne do jego powstania, blokuje nekroptoze [7,9,41,65]. Szczegétowy opis procesu w tekscie

tywacja tego czynnika zachodzi w wyniku rekrutacji RIP1
i jej nastepczej, zaleznej od ligandu ubikwitynacji, ktéra
ogranicza powstanie proapoptotycznego kompleksu sygna-
lizacyjnego (DISC). Aktywacja czynnika transkrypcyjnego
NF-kB (dzieki dzialaniu IKK), zwieksza ekspresje gendéw
odpowiedzialnych za przezycie komdrki. Korzystna wydaje
sie tez czesciowa aktywacja kaspazy 8: niewielkie jej steze-
nia nie sg w stanie wzbudzi¢ szlaku zewngtrzpochodnego
apoptozy, ale wystarczaja do skutecznej degradacji RIP1,
tym samym hamuja wiec nekroptoze [9,40,50].

W przypadku apoptozy (ryc. 2) powstanie typowego kom-
pleksu DISC dokonuje sie za sprawa przytaczenia TNF-a do
jego receptora, jednak w sytuacjach sprzyjajacych apopto-

zie, ktérymi w warunkach do$wiadczalnych sg obecnosé
inhibitoréw syntezy biatek, stosunkowo duze stezenie
ATP, nadekspresja polipeptydu o nazwie zinc-finger like
protein, a takze niedostateczna sygnalizacja kinazy FAK
(focal adhesion kinase). Wéwczas na skutek dziatania ne-
krostatyn jest hamowany szlak nekroptozy, a niewielkie
stezenie deubikwitynazy CYLD powoduje, iz kinaza RIP1
pozostaje nieaktywna. W tych warunkach program apop-
tozy jest realizowany w komdrce przez opisany wyzej
szlak zewnatrzpochodny [7,9].

Jesli natomiast po inicjacji opisanego procesu nie zo-
staja spelnione warunki zaistnienia apoptozy, komérka
wchodzi w szlak nekroptozy (ryc. 3). Bezposrednia przy-
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Ryc. 2. Sciezki sygnalizacyjne wzbudzane przez ligacje TNFa 2 TNFR: APOPTOZA;
przyfaczenie TNF-a do TNFRT uruchamia w warunkach sprzyjajacych
apoptozie jej szlak receptorowy. Powstaje w duzych ilosciach kompleks
DISC, w ktdrego sktad wchodzi biatko adaptorowe FADD i prokaspaza-8.
Nastepuje aktywacja kaspazy-8, kaspaz wykonawczych i faza efektorowa
apoptozy. Po skréceniu biatka Bid przez aktywna kaspaze-8, zachodzi
zjawisko MOMP, uruchomiajace mitochondrialng Sciezke apoptozy. Oba
szlaki apoptozy zbiegaja sie na poziomie aktywacji kaspaz wykonawczych
[9,20,35,65]. Szczegdtowy opis procesu znajduje sie w tekscie

czyna takiego zjawiska moze by¢ np. obserwowane w ko-
mdrkach nowotworowych zahamowanie aktywnosci ka-
spaz w nastepstwie mutacji ich genéw lub tez opisywane
w warunkach do$wiadczalnych dziatanie swoistych inhi-
bitoréw. Najczestszg przyczyna wydaje sie jednak nagta
utrata ATP lub nadmierna ekspozycja komérki na wolne
rodniki tlenowe i azotowe (reactive nitrogen species,
RNS) [9]. Nalezy podkreslié, ze gtéwnym elementem uru-
chamiajacym proces nekroptozy jest aktywacja kinazy
RIP1, wyj$ciowo zahamowanej w wyniku ubikwityna-
cji. Proces ten dokonuje sie pod wptywem enzymu deu-
bikwitynazy CYLD. Tak wiec, nekroptoza dokonuje sie
w obecnosci odpowiednio aktywnych RIP1 oraz - jak juz
wyjasniono - RIP3 [7]. Szczegdtowy opis tych proceséw
zawarto w opisach do ryc. 1-3.

Rota FADD, ROS 1 INNYCH CZYNNIKOW W REGULACJI NEKROPTOZY

Jak wczesniej wspomniano, biatko adaptorowe FADD bie-
rze udziat w wyzwalaniu nekroptozy przez TNF-a. Od-
grywa gtéwna role w procesach apoptozy i nekroptozy
wywolanych przez aktywacje Fas, a utrata jego ekspresji
hamuje indukcje obu proceséw. Wydaje sie, ze w przypad-
ku nekroptozy oligomeryzacja FADD jest wystarczajacym
sygnatem do zapoczatkowania procesu [59]. Przypusz-
czalnie takze ligand $mierci TRAIL, dziatajac przez FADD,
moze oprécz apoptozy indukowaé wtasnie nekroptoze
[38]. Wykazano, ze nekroptoza moze zachodzi¢ mimo bra-
ku inhibitoréw kaspaz. Jednak proces ten, jesli wyzwala
go stymulacja receptoréw Fas, DR4 lub DR5, wymaga za-
hamowania czynno$ci kaspaz.

Podsumowujac, biatko FADD jest niezbedne do zapoczat-
kowania nekroptozy, gdy proces $mierci jest wyzwalany
przez FasL bagdZ TRAIL. Je$li natomiast proces jest inicjo-
wany przez TNF-a, to rola FADD jest sporna. Cze$¢ donie-
siefi przemawia za jego rolg jako negatywnego regulatora,
ktéry sprzyja apoptozie i hamuje nekroptoze [65]. Wia-
domo jednak, ze w przypadku nekroptozy wynikajacej
z ligacji TNF-a/TNFR1, FADD pos$redniczy w akumulacji
wolnych rodnikéw tlenowych [41].

Komdrki, w ktérych biatko RIP1 jest hamowane lub go
brak, sg na ogét oporne na nekroptoze mediowang przez
TNF-a i Fas [59]. Ostatnie badania prowadzone na mode-
lu embrionalnych fibroblastéw mysich wskazuja jednak,
ze TNF-a moze z pominieciem RIP1 aktywowa¢ kinaze
RIP3 i doprowadzi¢ w ten sposéb do zaprogramowanej
martwicy, mimo braku RIP1. Warunkiem koniecznym jest
ekspresja TNFR1 oraz TRADD [47].

Innym czynnikiem niezbednym do wyzwolenia nekrop-
tozy sg jony wapnia, ktére pobudzaja wytwarzanie kwasu
mlekowego i tlenku azotu oraz aktywacje kalpain. Mito-
chondria promuja martwice w razie gwaltownej perme-
abilizacji bton tej organelli. Dlugotrwaty wzrost przepusz-
czalno$ci btony wewnetrznej mitochondriéw prowadzi
do obrzeku organelli, przerwania jej blony zewnetrznej
i uwolnienia do cytoplazmy wielu czynnikéw, zwtaszcza
cytochromu C, co moze stanowié bezposredni bodziec
indukujacy nekroptoze [57]. Wybér tego drugiego szlaku
$mierci komdrkowej (nalezy jeszcze raz podkresli¢, ze oba
zjawiska mogg by¢ nastepstwem dziatania m.in. TNF-a),
zalezy przypuszczalnie od nadmiernego wytwarzania ROS
i wyczerpania zapaséw ATP, spowodowanego dysfunkcja
mitochondriéw [4]. W modelu embrionalnych fibrobla-
stéw mysich Lin i wsp. wykazali, ze gléwnym elementem
warunkujacym akumulacje ROS w procesie nekroptozy
wzbudzanej przez TNF-a sa biatka RIP, TRAF2 oraz - jak
wspomniano wyzej - FADD [41]. Generacja ROS prowadzi
do uszkodzeti DNA, a posrednio stymuluje tez uwalnianie
PARP-1, odpowiedzialnego za naprawe nici DNA. Jest to
jednak proces zalezny od energii, wiec dzialaniem niepo-
zadanym wzmozonej aktywnosci PARP-1jest wyczerpanie
zasobéw NAD" i ATP. Znaczny spadek stezenia ATP w ko-
mdrce stwarza warunki stymulujgce rozwdj nekroptozy.
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Ryc. 3. Scieki sygnalizacyjne wzbudzane przez ligacje TNF-a z TNFR1: NEKROPTOZA; nekroptoza zachodzi z udziatem biatka RIP1, ktére stanowi czes¢ kompleksu
tworzacego sie w oparciu o aktywowany receptor TNFRT. Proces ten hamuja nekrostatyny. Rola RIP1 jest kluczowa, zas do jego aktywacji niezbedna jest
aktywno$¢ enzymu CYLD powodujacego deubikwitynacje RIP1. W nekroptozie uczestnicza takze: kinaza RIP3 i FADD. Do regulowanej nekrozy dochodzi
réwniez po aktywagji PARP w wyniku uszkodzenia DNA. Dalsze etapy nekroptozy poznano stabo. Prawdopodobnie kompleks FADD/ RIP3/RIP1 sprzyja

uwalnianiu ROS i permeabilizacji mitochondriéw, co powoduje Smier¢ komdrkowa, miedzy innymi w mechanizmie MPT, przez uwalnienie cytochromu Ci AIF

[4,7,9,15,20,38,65,68]. Szczegdtowy opis procesu znajduje sie w tekscie

Natomiast catkowite wyczerpanie zasobéw ATP wywo-
tuje , katastrofe energetyczng”, ktéra uruchamia pro-
ces odmienny zaréwno od apoptozy, jak i regulowanej
martwicy, przywodzacy na mysl klasyczng nekroze [4].

Nalezy podkre$lié, ze dane pi$miennictwa charaktery-
zujace role mitochondriéw w nekroptozie sg niekom-
pletne [68]. Niguet i wsp. wykazali, ze nekroza komdrek
nerwowych ,,dzieli” z apoptozg wewnetrzny szlak tego
procesu, czyli uwolnienie do cytoplazmy cytochromu

C i powstanie apoptosomu, a nawet aktywacje kaspazy
9 i kaspaz wykonawczych [49].

Nadal nie poznano doktadnie mechanizméw reguluja-
cych dalsze etapy aponekrozy. Sg przypuszczalnie po-
wiazane z aktywacja autofagii i zwiekszong synteza jej
markera LC3II, ktéry jest efektywnie hamowany przez
biatko Nec-1 o potwierdzonych wtadciwosciach inhi-
bicyjnych wobec samej nekroptozy [28]. Autofagia to
katalityczny proces polegajacy na degradacji wielko-
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czasteczkowych sktadnikéw cytoplazmy, a nawet catych
organelli komérkowych [36]. Odpowiada za zachowanie
homeostazy i umozliwia przezycie komérki w warun-
kach stresowych [51]. Degradowane czasteczki i orga-
nella sag zamykane w obtonionych pecherzykach zwa-
nych autofagosomami, ktére tacza sie z lizosomami, co
strawia ich zawarto$¢ [21]. Niektérzy badacze sugeruja,
iz autofagia jest mechanizmem wykonawczym nekrop-
tozy, ze wzgledu na czestg obecno$é autofagosoméw
w komérkach przechodzacych aponekroze. Uwaza sie,
iz autofagia moze stanowi¢ swoisty mechanizm uprzata-
jacy zawarto$¢ komérki w przebiegu regulowanej mar-
twicy [68].

METODY DETEKCJI MARTWICY

Badanie mechanizméw zaprogramowanej nekrozy na-
trafia na liczne problemy natury technicznej. Z powodu
braku jednoznacznych markeréw martwicy identyfika-
cjakomérek umierajgcych w tym mechanizmie nie jest
tatwa. O ile w apoptozie, okre§lanej mianem $mierci
typulimechanizmach §mierci powigzanych z autofagia
(typ 11), istnieje wiele biochemicznych cech stuzacych
do ich identyfikacji, o tyle w nekrozie (typ III) stosuje
sie raczej typowanie oparte na przestankach negatyw-
nych: braku aktywacji kaspaz, uwolnienia cytochromu C
i oligonukleosomowej fragmentacji DNA [37]. Apoptoza
i nekroza mogg przebiegaé w nietypowy sposéb. Pierw-
szy z tych mechanizméw moze zachodzié bez oligonu-
kleosomowej degradacji DNA, drugi - jak juz wspomnia-
no - zuwolnieniem cytochromu C z mitochondriéw [20].
Ponadto, przy braku fagocytozy komérek apoptotycz-
nych, wchodza czesto we wtérna nekroze o cechach
wsp6lnych z pierwotnie zachodzacg martwica [37]. Ze
wzgledu na to, ze jedyna swoista cechg nekrozy jest
wzrost przepuszczalnosci bton, w celu jej oceny pré-
buje taczy¢ sie mikroskopie elektronowa z barwieniem
hematoksyling/eozyng. Inng metodg detekcji procesu
jest potaczenie reakcji TUNEL (wynik dodatni) i reakcji
badajacej aktywnosé kaspaz (wynik ujemny). Pozwala
to na wizualizacje degradacji DNA, charakterystycznej
dla apoptozy i nekroptozy, a takze aktywno$ci kaspaz,

PismiennicTwo

bedacej cecha jedynie apoptozy. Do oceny nekroptozy
in vivo stuzy réwniez badanie ekspresji RIP1 i RIP3 [20].

Krysko i wsp. zaproponowali detekcje oparta na czte-
rech parametrach. Pierwszym z nich jest morfologia
komérki, ktéra oceniaja badaniem przepuszczalno$ci
bton komérkowych w cytometrii przeptywowej (np.
jodkiem propidyny, a takze na bazie parametréw FSC
i SSC charakteryzujgcych odpowiednio wielko$¢ i ziar-
nisto$¢ komérek). Zwykle bada sie ja w kontekscie cha-
rakterystycznych markeréw powierzchniowych, ktére
sa drugim parametrem, zwlaszcza ekspozycji fosfaty-
dyloseryny w barwieniu aneksyna V. Jako trzeci ele-
ment oceniana jest obecno$¢ charakterystycznych
zmian wewnatrzkomérkowych, takich jak fragmentacja
DNA w cytometrii przeptywowej, aktywacja kaspaz lub
uwolnienie cytochromu C (technikg Western blotting).
Ostatnim parametrem, dostepnym do oceny, zwlaszcza
w hodowlach komdrkowych, jest obecno$¢ uwalnianych
do $rodowiska biatek: kaspaz, HMGB-1 i cytokeratyny
18 [37]. Biatko HMGB-1 jest uwalniane z komdrek ne-
krotycznych, moze réwniez charakteryzowaé komérki
apoptotyczne wchodzace we wtérna nekroze [56]. Na-
tomiast obecna pozakomdrkowo cytokeratyna 18 jest
dobrym markerem martwicy komérek nabtonkowych
[37]. Wydaje sie, ze zastosowanie wymienionych wyzej
kryteriéw oceny pozwala na jednoznaczne odréznienie
komoérek apoptotycznych od nekrotycznych.

PopsumowaNIE

Doktadniejsze zrozumienie proceséw odpowiedzialnych
za zaprogramowang martwice, w tym za jej szczegdlna
postaé, nekroptoze, stwarza szanse na nowe sposoby le-
czenia, zwtaszcza w chorobach nowotworowych. Wiedza
ta moze sie przyczynic do stworzenia lekéw aktywuja-
cych nekrotyczny szlak $mierci komdrkowej w przypad-
kach opornych na apoptoze. Podobne nadzieje nalezy
wigzaé ze zrozumieniem ztozonych mechanizméw de-
cydujacych o przezyciu lub $mierci komérki. Umiejetne
sterowanie tymi procesami mogtoby sie sta¢ cennym
narzedziem zaréwno badawczym, jak i terapeutycznym.
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