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Abstrakt

Bunécna smrt jako konecné stadium existence buriky, muUzZe byt indukovana jak
nahodné, tak i jako dUsledek aktivace specifickych a regulovatelnych signdlnich drah.
Regulovana nebo-li programovana bunécna smrt mlze byt vyvoldna fadou vné- i vnitro-
bunécnych podnétl, jak fyziologickych, tak nefyziologickych. Po dlouhou dobu byla za
jedinou formu programované bunééné smrti povazovana na kaspdzach zavisla apoptdza.
Nicméné v priibéhu poslednich 10 let se ukazalo, Ze nekroticka bunéénd smrt, se kterou byla
plvodné spojovana nahodna a neregulovatelnd bunécnd smrt, muizZe také probihat
regulovanym zplsobem se specifickymi signdlnimi drdhami a znaky. Mezi signalni drahy
spojované s indukci regulovatelné nekrézy patfi zejména vznik a aktivace RIP1/RIP3 kindzy
obsahujiciho nekrosomu, dale pak cyklofilinem D regulovana permeabilizace mitochondrii €i
reakce na oxidacni stres. K nejvice studovanym signalnim drdaham spojenych s iniciaci
programované nekrdzy patfi TNFa indukovand aktivace na RIP1/RIP3 zavislé nekroptdzy.
Programovana nekréza hraje dulezitou roli vriznych fyziologickych a patologickych
procesech, kupfikladu v ischemicko-reperfiznich onemocnénich, chorobach oci, kize, travici

soustavy, Ci se také uplatfiuje v protinadorové lé¢bé.
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Abstract

Cell death as the final stage of cell existence can be either triggered accidently or it
can result from the activation of specific controllable signalling pathways. Regulated or
programmed cell death can be induced by number of extrinsic or intrinsic stimuli under both
physiological and pathological conditions. For a long time, caspase-dependent apoptosis has
been considered as the only form of programmed cell death. However, in the last 10 years it
has been shown and proofed that also necrotic cell death, formally considered as random
and uncontrollable cell death, may also proceed in controllable manner with specific
signalling pathways and features. Among the signalling pathways associated with the
programmed necrosis belong activation of RIP1/RIP3 kinase-containing necrosome, then
cyclophilin D assisted mitochondrial permeabilization or response to oxidative stress. To the
most studied signal transduction pathways associated with the iniciation of programmed
necrosis belongs TNF-mediated activation of RIP1/RIP3-dependent necroptosis. Programmed
necrosis plays an important role in various physiological and pathological processes, for
example in ischemic-reperfusion disorders, diseases of the eye, skin, gastrointestinal system,

and also can be triggered in cancer therapy.
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1 Uvod

Nekroptdza ¢i programovand nekrdza je vedle kanonické apoptotické signalizace zavislé
na aktivaci kaspaz ¢i autofagické sebedestrukce burky, dalsi typ bunééné smrti predstavujici
fizenou ¢i regulovanou bunéénou sebevrazdu. Ma prdce bude pojedndvat zejména o
zakladnich mechanismech této atypické bunécné smrti, jejiz existence a s ni spojené signdlni
drahy jsou v poslednich letech predmétem intenzivniho vyzkumu. Také se zaméfim na

porovnani a vzajemny vztah programované nekrézy s apoptdzou.

2 Bunécna smrt

Bunécna smrt predstavuje terminalni stadium existence buriky a mlze byt aktivovana
jak fyziologickymi, tak i nefyziologickymi podnéty. Smrt bunék je nedilnou soucasti
ontogeneze organismu, kde hraje esencialni roli napt. pfi formovani organd. Vyznamnou
funkci bunécné smrti je také udrzeni bunééné homeostaze v multibunéénych organismech.
Naopak deregulace bunécné smrti ma za nasledek poskozeni organd, naruseni homeostaze
organismu a mUZe vést i k zavaznym a fatalnim onemocnénim. Fyziologicky relevantni je tzv.
programovana bunécna smrt, kterd muize byt aktivovana plejadou vné- a vnitro- bunécnych
podnétd, ke kterym ndlezi napf. poskozeni DNA ¢i protein(, rdzné formy stresu (oxidativni,
chemicky ¢i tepelny), virové a bakteridlni infekce a také aktivace ¢i inaktivace urcitych

membranovych receptor(.

Pojem a zdakladni morfologické principy bunécné smrti poprvé popsal roku 1842
némecky prirodovédec Carl Vogt a vroce 1885 upresnil némecky cytogenetik Walther
Flemming. Bunécna smrt byla aZ do poloviny minulého stoleti pokladana za nahodny Ci
stresem vyvolany, ale nijak neorganizovany bunécny proces, ktery byl teprve v roce 1964
Richardem Lockshinem spojen s urcitym typem regulace zejména béhem embryogeneze a
pojmenovan ,,programovand bunécna smrt” (Lockshin and Williams 1964). Poté v roce 1972,
Kerr, Wyllie a Currie asociovali programovanou ¢i regulovanou bunécnou smrt savcich bunék
v organismu s jimi zavedenym terminem apoptdza (Kerr, Wyllie, and Currie 1972). Prvni
molekuldrni principy aktivace a regulace apoptdzy v bunkach hdadatka Caenorhabditis

elegans byly popsany Robertem Horvitzem a jeho tymem zacatkem 90. let minulého stoleti
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(Ellis and Horvitz 1986). Za tyto objevy byla R. Horvitzovi v roce 2002 spoluudélena Nobelova
cena. Na zakladé morfologickych kritérii Schweichel a Merker posléze v krysich embryich
vystavenych toxickym latkam, klasifikovaly tfi typy bunécné smrti. Typ I, charakterizovany
kondenzaci a naslednym rozpadem bunky na fragmenty prochazejici fagocytézou a
lysozomalni fragmentaci sousednich bunék. Typ Il bunécné smrti, vyznacujici se primarni
tvorbou lysozom( v umirajicich burikach, aktivaci, naslednou destrukci a fagocytickym
vychytdvanim fragmentl pomoci sousednich bunék a typ Ill bunééné smrti uréeny rozpadem
bunék do opticky nedetekovatelnych fragment( a to vSe probihajici bez ucasti lysozomalniho
systému (Schweichel and Merker 1973). V soucasné dobé jsou tyto typy bunécné smrti

znamy jako apoptdza, autofagie a nekréza.

3 Apoptoza

Apoptdza neboli programovana bunéénd smrt typu 1 je dosud nejlépe charakterizovany
zplUsob bunécéné smrti, reagujici kontrolované na vnéjsi ¢i vnitini signaly (napr. aktivace
receptorl TNF, poSkozeni DNA atd.). Apoptotické burky se lisi od ostatnich bunék mnoha
biochemickymi a morfologickymi znaky. Patfi mezi né aktivace specifickych proteaz-kaspaz,
expozice fosfatidyl serinu na extraceluldrni povrch plazmatické membrany (Brouckaert et al.
2004), naruseni mitochondridlniho membranového potencidlu, smrstovani bunék Cci
vytvareni apoptotickych télisek. Doprovodnym rysem apoptdézy je také degradace
cytoskeletu, po které dojde ke zméné tvaru cytoplazmatické membrany, ¢&i degradace
jaderné DNA spojenad s kondenzaci chromatinu a posléze rozpadem jadra (Susin et al. 2000).
Zbytky apoptotickych bunék jsou odstranény fagocytézou a na rozdil od nekrdzy tento

proces probiha bez zanétlivé reakce.

Apoptdza jako fyziologicky a vysoce regulovatelny proces bunééné smrti, ma esencialni
roli jak béhem embryogeneze, tak i v dospélém organismu. Napriklad je nezbytna pro
odstranéni nadbytecnych neuron( v pribéhu vytvareni mozku, odstranéni meziprstnich blan
¢i pro formovani ocnich cocek. Apoptdzou umiraji také poskozené bunky a to bud jeji
autonomni aktivaci (vnitfni cesta), a nebo napfiklad za pomoci bunék imunitniho systému
(vnéjsi cesta) (obr.2) (Tsuda et al. 2012). K vyznamnym funkcim apoptdzy patfi udrzeni

vnitfni homeostaze, kterd zachovava rovnovahu mezi bunécnou smrti a bunéénym délenim.
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Nefunkéni ¢i poSkozené burnky odstranéné apoptdézou jsou nahrazeny novymi burkami.
Deregulace apoptdzy mize vést ale i k mnoha onemocnénim. K excesivni apoptické bunécné
smrti dochazi napf. pfi srdecnich ¢i mozkovych prihodach/ischemiich (Freude et al. 2000) i
neurodegenerativnich chorobdch a naopak potlaceni apoptdzy v pribéhu karcinogeneze

mUze pfispivat k nddorovym onemocnénim (Urbanik et al. 2011).

Vnéjsi a vnitfni draha apoptdzy jsou odlisné iniciovany, ale v kone¢né fazi maji obdobné
exekucni mechanismy. Vnéjsi apoptotickd draha je indukovana napfiklad vazbou ligandd
(TNFa, FasL a TRAIL) na odpovidajici receptory smrti (TNFR, FasR, atd.) asociované
s cytoplazmatickou membranou, coz posléze vede k pripojeni adapterové molekuly FADD a
iniciaCni kaspdazy-8 a vzniku komplexu DISC. Na rozdil od efektorovych kaspdz (kaspaza-3,
kaspdza-7), které se v bunce vyskytuji jako neaktivni dimery a jsou aktivovany Stépenim,
kaspaza-8, ale i jiné iniciaéni kaspazy (kapsaza-9) jsou produkovdny jako neaktivni
monomery. Aby se kaspdza-8 stala aktivni, musi se v ramci DISCu fetézové multimerizovat a
vramci multimerd vzajemnym Stépenim autoaktivovat a findlné wvytvorit aktivni

heterotetramer (Dickens et al. 2012).

Vnitfni draha apoptotické bunécné smrti je aktivovana rlznymi stresovymi podnéty,
onkogeny, ultrafialovym a y-zdfenim, poskozenou DNA, hypoxii atd. Kritickym momentem
této apoptotické drahy je otevieni Bax/Bak kandll nachazejici se na vnéjsi mitochondrialni
membrané a uvolnéni proteini z mitochondridlniho mezimebranového prostoru do
cytoplazmy. Bax a Bak ale i ostatni pro-apoptotické proteiny obsahuji BH3-doménu, pomoci
které interaguji s anti-apoptotickymi proteiny (napf. Bcl-xL, Bcl-2, MCL-1), které otevieni
Bax/Bak kanal( blokuji. VSak po stresovém signdlu se na anti-apoptotické proteiny navazi
pro-apoptotické BH3-only proteiny (napf. Bim, Bid, Bad, Noxa, Puma), ¢imz je inhibuji a
nasledné umoznuji ¢i nékteré primo pfispivaji (viz nize) k multimerizaci Bax/Bak proteint a
vytvareni téchto kanall (Willis et al. 2007). Nicméné otevieni kanald mize byt pfimo
spoluaktivovano interakci nékterych BH3-only proteind napf. (Bim ¢i tBid) s proteiny Bax Ci
Bak (Kuwana et al. 2005). Po otevieni Bax/Bak kandll se z mezimembranového prostoru
mitochondrii do cytoplazmy uvolni cytochrom-c, ktery nasledné interaguje s receptorem
Apaf-1 obsahujicim N-termindlni CARD doménu. Navazani cytochromu-c na Apaf-1 vyvola
konformacni zménu a hydrolyzu dATP/ATP, které jsou na Apaf-1 navazané. V zavislosti na

vyméné dATP/ATP na dADP/ADP heterodimery Apaf-1-cytochrom-c a vytvareji heptamericky
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komplex apoptosom (obr.1) (Ledgerwood and Morison 2009) umoZnujici vazbu a
autoaktivaci CARD doménu obsahujici kaspdzy-9 (Kim et al. 2005). Z mitochondrii se ale
mohou uvolfiovat i jiné molekuly neZ je cytochrom-c, jako naptiklad SMACs ¢i DIABLO, které
podporuji aktivaci kaspaz vazbou na jejich inhibitory IAPs. Mezi lidské IAPs patfi XIAP, clAP1 a
clAP2. XIAP je pfimy inhibitor kaspazy-3 a kaspdzy-9 zatimco clAP1 a clAP2 reguluji receptory
zprostredkovanou signalni drahu interakcemi s TNF receptorem asociovanymi TRAF
(Guicciardi et al. 2011). Dal$i vyznamnymi molekulami Ucastnici se apoptdzy jsou AIF a
EndoG, které se dostanou z mitochondrii do cytosolu az po uvolnéni cytochromu-c a

nasledné translokuji do jadra, kde se podileji na stépeni a kondenzaci jaderné DNA (Arnoult

et al. 2003).
Stress stimuli
Apaf-1 % ° _l
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(#)

Cytochrome ¢ Mitochondria

dATP/ATP
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- Active caspase-3
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Obr. 1 Vznik apoptosomu a jim zprostfedkovana aktivace kaspazy-9. Permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni
membrdany uvolnény cytochrom-c se vaze na cytoplazmaticky protein Apaf-1. Nasledné dochazi ke konformacni
zméné a hydrolyze k Apaf-1 vazaného dATP/ATP na dADP/ADP a z heterodimeru Apaf-1-cytochrom-c vznikne
apoptosom, jehoz centrdlni kruh tvofi sedm CARD a NOD domén s vyc¢nivajicimi WD-40 repeticemi vazici
cytochrom-c. Navdzanim prokaspazy-9 na CARD doménu a jeji nasledné dimerizaci dochazi k jeji autoaktivaci.

Nasledné aktivovana kaspaza-9 stépi a aktivuje kaspdzu-3 (Ledgerwood and Morison 2009).
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Po vytvoreni signalizacniho komplexu DISC a apoptosomu u vnéjSi a vnitini
k sousledné ¢i nasledné aktivaci efektorovych kaspaz (kaspdzy-3, -6 a -7). Efektorové kaspazy
se v bunce vyskytuji jako neaktivni dimery a jsou aktivovany pravé stépenim iniciacnimi
kaspazami. Vyznamnou efektorovou kaspdzou je kaspdza-3, ktera v pribéhu apoptdzy stépi
stovky cytoplazmatickych i jadernych proteini a aktivuje endonukledzu DFF40/CAD.
V normalnich burikach je DFF40/CAD v komplexu s jeho inhibitorem DFF45/ICAD, nicméné v
apoptotickych burnkach aktivni kaspaza-3 DFF45/ICAD $tépi na tfi domény, DFF40/CAD se
uvolni a po ndsledné dimerizaci $tépi chromozomalni DNA aZz do nukleosomalnich
fragment(, coz mda za duisledek naslednou kondenzaci chromatinu (Woo et al. 2004).

V poslednim stddiu je apopticka burika fragmentovana do apoptotickych télisek.

Odstranéni apoptotickych bunék je zprostfedkovano fagocytdézou apoptotickych
télisek identifikovatelnych exponovanym fosfatidyl serinem a jinymi s membranou
asociovanymi Ci sekretovanymi faktory (Brouckaert et al. 2004). Tento proces v€asného a
efektivniho vychytavani bez dniku bunéénych slozek probéhne v podstaté bez zanétlivé

reakce.
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Obr.2 Schématické znazornéni dvou hlavnich apoptotickych signalnich drah. Apoptéza muze byt indukovana
rdznymi vnéjsimi a vnitfnimi podnéty. Na vnéjsi draze se podili vazba ligand( smrti (TNF, FASL a TRAIL) na
receptory smrti (TNFR, FAS, atd.), coZ vede k pfipojeni novych molekul FADD a kaspazy-8. Kaspaza-8 je poté
aktivovdna, Stépi nasledné efektorové kaspazy, jako je kaspaza-3, které iniciuji apoptézu. Mitochondrie jsou
zapojeny do vnitfni drahy, ktera muiZe byt vyvolana rlznymi stresovymi podnéty, jako jsou onkogeny,
ultrafialové zareni, y-zareni, poskozeni DNA, hypoxie, ztrata faktorl preZiti a plisobeni chemoterapie. Stresové
signaly mohou byt dale prfendseny BH3-only proteiny z rodiny Bcl-2, které spolu aktivuji pro-apoptické proteiny
Bax a Bak. Ty nasledné vytvareji kanaly ve vnéjsi mitochondrialni membrané vedouci k uvolnéni cytochromu-c a
dalSich proteinli z mezimembranového prostoru mitochondrii do cytoplazmy. Cytochrom-c se vaze na Apaf-1 a
dojde k vytvoreni apoptosomu aktivujici kaspazu-9, kterd nasledné stépi kaspdzu-3, coz vede k apoptdze. Anti-
apoptoticky Bcl-2 inhibuje Bax a Bak a tim zabraruje permeabilizaci vnéjsi mitochondrialni membrany (Tsuda et

al. 2012).

4 Autofagie

Pojem autofagie pred vice nez 40 lety zaved| Christian de Duve na zdkladé pozorovani
prabéhu degradace mitochondrii a dalSich intraceluldrnich struktur v lysozomech krysich
jater po pfidani pankreatického hormonu glukagonu (Deter and De Duve 1967).
V soucasnosti jsou identifikovany tfi hlavni typy autofagie: makroautofagie, mikroautofagie a

chaperony zprostiedkovana autofagie z nichz vSechny jsou terminovany hydrolytickou
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degradaci autofagického karga (obr.3) (Ding 2010). Makroautofagie zprvu zacina izolaci
membrany oznacované také jako fagofor, ktera je odvozena z lipidové dvojvrstvy za pfispéni
endoplazmatického retikula, Golgiho apardtu nebo endosomi (Axe et al. 2008).
ProdluZzovanim membrany fagoforu dochazi k tvorbé autofagosomu zprostredkované dvéma
ubiquitin-like konjugaénimi systémy, Atgl2 kunjugacnim systémem (zahrnujici Atgl2, Atg7,
Atgl0, Atg5 a Atgl6) a Atg8 konjugacnim systémem (obsahujici Atg8, Atg7, Atg3, a Atg4).
V ramci Atgl2 konjugaéniho systému, Atgl2 konjuguje s Atg5 a nasledné tento konjugat
interaguje s Atgl6 a tvofi oligomer, zatimco v Atg8 konjugacnim systému, Atg8 konjuguje s
fosfatidylethanolaminem. Ndasledné se tyto ubiquitin-like proteinové konjugdaty vazi na
membranu vznikajiciho autofagosomu. Atg8-fosfatidylethanolaminem se vaze na obé strany
membrany, zatimco Atg12-Atg5-Atgl6 je lokalizovdn pouze na vnéjSim povrchu membréany a
disociuje z membrany az po dokonceni autofagosomu. Prostfednictvim autofagosomu se
prenasi jeho obsah do lysozomu a to pomoci jeho fuze slysozomem, kdy se tvofi tzv.
autofagolysozom (Sou et al. 2008). Pfi mikroautofagii jsou naopak cytosolické komponenty
pfimo pfFijaty lysozomy prostfednictvim invaginace lysozomalni membrany. Béhem
chaperony zprostifedkované autofagii dochazi k transportu proteinli obsahujici KFERQ motiv,
ktery asociuje s chaperonovym proteinem (napf. Hsc70), jenz je rozezndn pomoci
lysozomalniho membranového receptoru LAMP-2A. Pomoci této interakce jsou proteiny
preneseny do lysozomu, kde dochazi k jejich degradaci protedzami (Santambrogio and
Cuervo 2011). Lysozomy kromé protedz Stépici proteiny obsahuiji i jiné hydrolytické enzymy

jako lipazy stépici tuky, ¢i nukleazy, které stépi DNA.

Autofagie je proces, ktery je daleZity pro poskytnuti Zivin pomoci degradace bunééného
obsahu béhem hladovéni ¢i pro recyklaci stavebnich material(. Hraje ulohu pfi odstrafiovani
Spatné slozenych nebo agregovanych protein(, poskozenych organel jako jsou mitochondrie,
endoplazmatické retikulum a peroxisomy, nebo slouzi k likvidaci intracelularnich patogena.
Navic také podporuje prezentaci antigenu na povrchu bunék, chrani proti nestabilité genomu
a zabranuje nekréze, coz je klicovou roli v prevenci riznych onemocnéni, jako je rakovina,
neurodegenerace, kardiomyopatie, diabetes, onemocnéni jater, autoimunitni onemocnéni a
infekce. Mimo jiné, jeji geneticka inhibice podporuje bunéény proces starnuti (Glick, Barth,

and Macleod 2010).
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Néktera experimentdlni data dokazuji, Ze autofagie neni pouze mechanismus dilezity
pro preziti bunék, ale naopak muze zprostfedkovdvat programovanou bunécnou smrt typu Il,
ktera je zavisld na pritomnosti autofagickych protein( a tvorbé autofagosomu. Autofagicka
bunécna smrt probihd u Bax/Bak deficientnich bunék, které nemohou podstoupit apoptdzu.
Nicméné tato smrt bunék neni indukovana napf. TNFa jako apoptdza ¢i nedostatkem Zivin
jako autofagie, ale cytotoxickymi Cinidly, jako etoposid, staurosporin Ci tapsigargin. Navic
autofagickd bunééna smrt je zfejmé fizena také proteiny Bcl-2 rodiny, Bcl-2 ¢i Bcl-xL, které
blokuji apoptézu a mimo jiné se také zjistilo, ze pro jeji aktivitu je zasadni aktivace JNK
(Shimizu et al. 2010). S autofagickou smrti se mulieme setkat u nékterych

neurodegenerativnich onemocnéni napf. Parkinsonova choroba (Xiong et al. 2013).
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Obr.3 Tri formy autofagie: makroautofagie, mikroautofagie a chaperony zprostfedkovana autofagie.
Macroautofagie zacind de novo izolaci membrany miskovitého tvaru neboli fagoforu. ProdlouZeni izolované
membrdany je podporovano Atg geny, béhem které dochazi k pohlcovani cytosolickych komponent. Vytvoreny
dvoumembranovy autofagosom se nakonec slouci s lysozomem a tvofi autofagolysozom, uvniti' kterého je
pohlceny obsah degradovan lysozomalnimi hydrolazami. Mikroaufagie se vyznacuje pohlcenim cytosolickych
bilkovin, organel, a dokonce i Casti jaderného materidlu diky invaginaci lysozomalni membrany. Chaperony
zprostfedkovand autofégie je proces pfimého transportu skupiny protein(, které obsahuji KFERQ motiv, ktery
asociuje s Hsc70. Tento komplex se pak vaze na LAMP-2A na lysozomalni membrané. Vsechny formy autofagie

nasledné vedou k degradaci cytosolickych komponent lysozomalnimi hydrolazami (Ding 2010).
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5 Regulovana nekréza/nekroptéza

Po dlouhou dobu byla apoptdza povaZzovdna za jedinou formu programované bunécné
smrti, zatimco nekréza byla spojovana s neregulovatelnym a nekontrolovatelnym procesem.
Nicméné experimentdlni data a publikované vysledky z poslednich deseti let presvédcive
dokazuji, Ze nekréza muzZe byt prirozené ¢i patologicky aktivovatelna a regulovatelna.
Apoptdza a nekréza byly dlouho pokladany za dva odliSné mechanismy bunééné smrti s
rozdilnymi biochemickymi, morfologickymi a funkénimi charakteristikami. Nicméné tento
nazor byl vyvracen po objevu, Ze rlizné typy bunék zemiou mechanismem indukovanym
stejnou molekulou TNFa, pficemzZ se projevuji znaky charakteristické pro apoptdézu nebo
nekrézu (Laster, Wood, and Gooding 1988). V roce 1996 experimentalni data ukazala dalsi
vzdjemnou souvislost apoptotické a nekrotické bunécné smrti objevem anti-apoptotickych
proteinl (Bcl-2, Bcl-xL) inhibujici obé tyto drahy bunécné smrti (Shimizu et al. 1996). Z téchto
objevl vyplyva, Ze nekrdza mize sdilet s apoptdzou nékteré signalni kroky a roku 2000 tento
typ bunécné smrti byl pojmenovan aponekrdza, nicméné tento nazev se uz dnes nepouziva

(Formigli et al. 2000).

Posun vndazoru na existenci fyziologicky relevantni a regulovatelné nekrotické
signalizace pfinesla v roce 2003 identifikace kindzy RIP1, jakozto kritické komponenty TNFa
indukované nekrdzy (Chan et al. 2003). Od roku 2005 se zacal pro tento proces regulovatelné
nekrézy pouzivat pojem nekroptdéza a v té dobé byly také tymem dr. Yuan identifikovany
nekrostatiny jako inhibitory nekroptézy (Degterev et al. 2005). Nekrostatin-1 blokaci
kinazové aktivity RIP1 efektivné blokuje napf. TNFa indukovanou nekroptdzu, ale nema

zadny vliv na s aktivaci kaspaz spojenou apoptézou. (Degterev et al. 2008).

5.1 RIP1/RIP3 zprostfedkovana nekroptdza

5.1.1 Signalizace vedouci k aktivaci nekroptozy

Doposud nejvice prostudovana forma aktivace nekroptdzy je pomoci TNFa, ktery se
vaze na jeho receptor TNFR1 (obr.4) (Tsuda et al. 2012). TNFa je homotrimerni protein, ktery
je produkovan napfiklad aktivovanymi makrofagy, jehoz kazda podjednotka obsahuje 157

aminokyselin (Chen and Goeddel 2002). Drive byl TNFa pouze spojovan s aktivaci
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prozanétlivé odpovédi ¢i apoptdzy, ale experimentalni data v publikacich z posledniho

desetileti dokazuji, Ze TNFa je i induktorem programované nekrozy.

TNFa se vaie na extraceluldrni ¢ast TNFR1 a indukuje allosterické zmény v
intracelularni &asti receptoru. Extraceuldrni ¢ast TNFR1 obsahuje ¢tyfi na cystein bohaté
domény (CRDs) a trimerizacni Usek nazvany PLAD (Andera 2009). Aktivovany TNFR1 spousti
naslednou signalizaci vytvofenim komplexu | s proteiny, které obsahuji doménu smrti, jako je
TRADD, RIP1, FADD a nékolik E3 ubiquitinaénich ligdz, jako jsou TRAF2/5 a IAPs
(clAP1/clAP2), které jsou navazané pres TRAF2/5 (Endres et al. 2003).

RIP1 je ¢lenem RIP rodiny obsahujici homologni N-terminalni kindzovou doménu.
Ubiquitinace RIP1 urcuje, zda funguje jako molekula pro-pfeziti nebo jako kindza podporujici
bunécnou smrt, aktivita RIP1 neni dualezita. Z poc¢atku se RIP1 kinaza stava ¢lenem komlexu |
pomoci TNFR1 pres doménu smrti a je polyubiquitinylovana pomoci clAP1, clAP2 a TRAF2/5
na pozici lysinu 63. Polyubiquitinylovana RIP1 kindza interaguje s TAK1, ktery vaze TAB2/3 a
aktivuje pfes NEMO modulator IKK komplex cozZ je souhrnné oznaceni pro usporadani IKKa,
IKKB, IKKy. Aktivovany IKK fosforyluje IkB proteiny, inhibitory transkripéniho faktoru NF-kB,
coz vede k jejich proteosomadlni degradaci a naslednému uvolnéni transkripéniho faktoru
NF-kB a jeho translokaci do bunécného jadra, kde aktivuje genovou expresi (Urbanik et al.
2011), spojenou s prezitim bunék, produkci rlstovych faktor(l ¢i imunitni zénétlivou
odpovédi. NF-kB ma také vyznam v embryonalnim vyvoji a ve vyvoji a fyziologii tkani (Hou et

al. 2008).

Tato drdha mUzZe byt inhibovana deubiquitinaci RIP1, ktery je poté uvolnén do
cytoplazmy a dochazi k tvorbé komplexu Il. Dosud jsou zndmy dvé ubiquitin hydrolazy (CYLD,
A20), které se podili na této regulaci NF-kB drahy. Nadorovy supresor CYLD blokuje aktivaci
NF-kB Stépenim polyubiquitinylovanych retézci na RIP1 kindze (Kovalenko et al. 2003).
Nadorové bunky nesouci neaktivni CYLD vykazuji zvySenou proliferacni aktivitu a snizenou
apoptdzu (Urbanik et al. 2011). Deubiquitindza A20 odstranuje retézce ubiquitinu z TRAF2 a
clAP1 a inhibuje tim jejich signaliza¢ni aktivity (Shembade and Harhaj 2010). Aktivace drahy
je téz inhibovana RIP3 kinazou, skrze jim aktivovanou fosforylaci RIP1. RIP1-RIP3 interakce je

zavisla na jejich intaktnich a nemutovanych RHIM doménach (Sun et al. 2002).
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Deubiquitinylovana kinaza RIP1 se uvolni z komplexu | do cytoplazmy, kde nasledné
spoluvytvari komplexy Il DISC ¢i nekrosom. Komplex Ila-DISC se sklada z TRADD, FADD, RIP1
a kaspazy-8 a slouzi jako platforma pro aktivaci kaspazy-8 a ndslednou aktivaci apoptotické
signalizace. Aktivovand kaspaza-8 vedle jinych cilovych proteint Stépi RIP1 kindzu a tim i
blokuje na RIP1 zavislém vytvareni a aktivaci komplexu llb-necrosomu (Wang and Wang
2008). Inhibice ¢i inaktivace kaspazy-8 (napf. pomoci CrmA) zablokuje apoptdzu a aktivuje
signalni drahy vedouci k nekroptéze (Vercammen et al. 1998). Potlaceni exprese CYLD
inhibuje TNFa indukovanou nekroptdzu poukazujici na deubiquitinaci RIP1 jako dulezity krok
v TNFa indukované nekroptéze (Hitomi et al. 2008). Tvorba komplexu Il mize byt také

aktivovana inhibici clAP1/2 (Mahoney et al. 2008).

Multiproteinovy komplex zvany nekrosom obsahuje zejména RIP1 a RIP3 kinazy,
které spolu interaguji pomoci jejich RHIM domén. Tvorba nekrosomu je vyznamné
regulovana ubiquitinaci a vzdjemnou fosforylaci RIP1 a RIP3, kdy fosforylace RIP1 pomoci
RIP3 je pomérné slaba, odpovida pfiblizné autofosforylaci RIP1. Pro tvorbu komplexu a
nekrotickou bunéénou smrt je nezbytnd kindazova aktivita jak RIP1 tak RIP3 (Li et al. 2012).
V bunkach snadprodukovanou RIP3 kindzou je aktivace nekroptdzy zprostiedkovana
ligandem TNFa a prekvapivé nezdvisla na pfitomnosti RIP1 a také proteinl Bax a Bak
(Moujalled et al. 2013). Pro aktivaci a prlibéh nekroptdzy je esencidlni interakce RIP3 s
proteinem MLKL prostfednictvim jeho kinaze-podobné domény. MLKL je pomoci RIP3
fosforylovana, nasledné tvofi oligomer, ktery se vaze k fosfolipidim, fosfatidylinositolu a
kardiolipinu. MLKL je ndsledné translokovan z cytosolu do plazmatické a intracelularnich
membran, kde vytvarenim pérd primo narusuje integritu téchto membran a podili se tim na

aktivaci nekrotické smrti (Zhao et al. 2012).
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Obr. 4 Molekularni signalni drdha nekroptdzy. Po vazbé ligandu TNFa na TNFR1 dojde k pfipojeni TRADD , RIP1,
TRAF2, TRAF5 a clAP na aktivovany receptor na bunééném povrchu, dojde k tvorbé komplexu I. V komplexu
clAPs polyubiquitinyluje RIP1, ktery tvofi komplex s TAK1, TAB2 a TAB3. Dojde k aktivaci NF-kB, coZ ma za
nasledek indukci transkripce genl a usnadnéni preZiti bunék. Po vazbé ligandu na TNFR1, komplex je
internalizovan endocytézou, ktera vede k preskupeni komplexu | na komplex Il (DISC, zahrnujici FADD, TRADD,
RIP1, RIP3 a kaspdazu-8). Deubiquitinace RIP1 je rozhodujici pro pfechod mezi komplexem | a komplexem I,
pfiCemZ se tento stav se méni pomoci clAP a CYLD (clAPs polyubiquitinyluje RIP1, ktery je deubiquitinylovan
pomoci CYLD). Za normalnich okolnosti je v komplexu Il kaspaza-8 aktivovéna a Stépi RIP1 a RIP3, cozZ vede k
apoptdze. Kdyz? je kaspdza-8 inhibovana, dojde k vzajemné fosforylaci RIP1 a RIP3 a tvorbé tzv. nekrosomu, coz

vede k nekroptdze (Tsuda et al. 2012).

Dalsi draha nekroptotické bunécné smrti, ktera je zprostfedkovana RIP1/RIP3 kindzou
je indukovéana stimulaci TLRs, zejména TLR3 a TLR4. TLR3 je aktivovan vazbou virové dsRNA
nebo syntetizovanym analogem dsRNA poly(l:C), zatimco TLR4 je aktivovdn vazbou
lipopolysacharidu LPS, komponentem bunécné stény Gram negativnich bakterii. Po stimulaci
TLR3/TLR4 dochazi kinterakci s RIP1 prostfednictvim s TLR asociovaného adapterového
proteinu TRIF, pomoci homotypické interakce jejich RHIM domén. TRIF se na TLR3/TLR4 vaze
pres TIR doménu a to primou interakci s TLR3 ¢i nepfimou prostrednictvim dalSiho
adapterového proteinu TRAM. Navic na TLR4 se prostfednictvim TIRAP vaze také MyD88,

ktery rovnéZz mulze zprostfedkovavat signalizaci jako TRIF. Po vazbé RIP1 na TRIF dochazi
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k jeho ubiquitinaci a ndsledné aktivaci NFk-B. Nicméné TLRs ligandy mohou indukovat
aktivaci kaspaz, které nasledné RIP1 Stépi, ¢imZ je aktivovana apoptdza. Pokud dojde
k inhibici ¢i odstranéni kaspdzy-8, je indukovana nekroptdza. V prabéhu indukce nekroptozy
misto RIP1 m{zZe s TRIF interagovat RIP3 a draha je na RIP1 nezavisld, nicméné je vsak zavisla
na MLKL, ktery se vaze na oligomerizované RIP3. Tedy TRIF je schopen interagovat jak s RIP1
tak RIP3, pficemz interakce s RIP1 vede zejména k aktivaci NF-kB signalizace a s RIP3 pak

k aktivaci nekroptozy (Kaiser et al. 2013).

Béhem nekrdézy dochdzi kvelké produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), které
nasledné poskozuji bunécéné struktury a tim podporuji bunéénou smrt. Jejich hlavnim
zdrojem je mitochondrialni dychaci fetézec, ktery se sklada ze ¢tyr komplexd, kdy komplex |
a komplex Il jsou hlavnimi centry této produkce (Q. Chen et al. 2003). Pro tvorbu ROS je
dllezity nekrosomadlni komplex RIP1-RIP3, ktery podnécuje glykogenolyzu (Stépeni glykogenu
na glukézu) a glutaminolyzu (konverze glutaminu na laktat). Nekrosomalni RIP3 zvySuje
aktivitu glykogen fosforylazy (PYGL), glutamdat-amoniak ligdzy (GLUL) a glutamat
dehydrogendzy 1 (GLUD1), kdy vSechny tyto enzymy jsou nezbytné pro produkci ROS.
Aktivovany GLUL katalyzuje v cytosolu tvorbu glutaminu z glutamdatu a amoniaku. Po
presunuti glutaminu do mitochondrii, se z néj opét stava amoniak a glutamat, ktery podléha
deaminaci, coZ je reakce katalyzovand aktivnim GLUD1. Po této deaminaci z glutamatu
vznika a-ketoglutarat, ktery je zdrojem Krebsova cyklu. Aktivni PYGL katalyzuje odbouravani
glykogenu na glukdza-1-fosfat, ktery se mlZe zménit na glykolyticky substrat
glukdza-6-fosfat, z néhoz vznika pryuvat, ktery vstupuje do mitochondrie, kde je rovnéz jako
o-ketoglutarat zpracovan Krebsovym cyklem. Tedy tento zvySeny katabolizmus je zdrojem
substratld Krebsova cyklu, ktery poté zvySuje elektronovy transport a oxidativni fosforylaci,
coz ma za nasledek zvysenou hladinu ATP a produkci ROS (Zhang et al. 2009). Mimo jiné
RIP3 také podporuje tvorbu methylglyoxalu, cytotoxické latky, kterd vznika ze substratu
glykolyzy, glyceraldehyd-3-fosfatu. Kovalentné se vaze na bilkoviny a tvofi pokrocilou glykaci
konecnych produktd AGEs (Van Herreweghe et al. 2002), které také spousti tvorbu ROS
(Aronson 2002).
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Ke zvySené produkci ROS také dochazi pfi TNFa indukované nekrotické bunécéné smrti
a to aktivaci NADPH oxiddazy NOX1, ktera je navazana pomoci RIP1 na plazmatické
membrané. Aktivace NOX1 zdvisi na riboflavinové kindze, ktera propojuje doménu smrti
TNFR1 a p22phox (také znamy jako CYBA ), coz je podjednotka NOX1, ale i ostatnich NADPH
oxidaz (Yazdanpanah et al. 2009).

Klicovym rysem nekrdzy je naruseni plazmatické a intraceluldrnich membrdn, coz se
déje pomoci peroxidace lipidl. Organelami, jejichz membrany jsou béhem nekroptdzy
poruseny jsou lysozomy, obsahujici plejadu hydrolytickych enzymuU. Peroxidace lipidd
lysozomalnich membran zplsobuje jejich permeabilizaci (LMP) a nasledné uvolnéni
hydrolytickych enzymU protedz, nukledz ¢i lipaz, které se nasledné podili na exekuci
nekrotické bunécné smrti. Mechanismus a signalni drahy vedouci k permeabilizaci lysozom(
byly podrobnéji analyzovdny u TNFa indukované nekroptézy. Pfi ni dochdzi k aktivaci
cytosolické fosfolipazy A2 (cPLA2), cozZ je esterdza produkujici z membranovych fosfolipid(
kyselinu arachidonovou. Jeji metabolismus vede k tvorbé ROS a procesu peroxidace lipidd
zpusobujici LMP (Adibhatla, Hatcher and Dempsey 2003). B€hem nekrdzy je také indukovdan
hydrolyticky sfingomyelin fosfodiesteraza transformujici sfingomyelin na ceramid, z kterého
nasledné mulze vzniknout sfingosin, ktery opét zplsobuje lipidovou peroxidaci a LMP
(Kagedal et al. 2001). Dalsi vyznamné latky jsou i kalpainy, cytoplazmatické cysteinové
protedzy, které se aktivuji po zvySeni cytosolického vapniku (Bano et al. 2005). Aktivované
kalpainy se premisti na lysozomalni membranu, kde Stépi integralni protein Hsp70 a
spoluaktivuji tak LMP (Oikawa et al. 2009). Nicméné aktivované kalpainy jsou také schopné
$tépit Na*/Ca®" vyméniky na plazmatické membrané (Bano et al. 2005) a mitochondriich (Kar

et al. 2009), coz vede k nardstu koncentrace Ca®* v cytosolu a v mitochondrialni matrix.

Nekrotické bunky se svoji morfologii, ale i biochemickymi znaky liSi od bunék
apoptotickych (tab. 1) (zdroj vlastni). Jsou zejména charakterizované zvétSenim objemu
buiky a organel, ztratou membranové integrity, prasknutim plazmatické membrany a
naslednym vylitim intracelularniho obsahu, se kterym se mohou uvolnit mnohé prozanétlivé
faktory tzv. DAMPs. Mezi DAMPs patfi proteiny tepelného Soku (napf. Hsp70, Hsp90),
histonové proteiny, HMGBs a nékolik dalSich faktor( (RNA, DNA), které pusobi na rzné PRRs
napf. TLRs bunék imunitniho systému, ¢imz aktivuji zanétlivou reakci tvorbou a uvolnénim

prozanétlivych cytokind (Zhang et al. 2010). Po stimulaci TLRs dochazi k vazbé adapterovych
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molekul prostrednictvim jejich TIR domény napf. MyD88, TRIF, TIRAP a TRAM. Pfijeti téchto

molekul aktivuje rGzné transkrip¢ni faktory, jako napfiklad NF-kB, IRF3/7 a MAP kinazy, které

indukuji produkci a uvolnéni prozanétlivych cytokinli z makrofagd a cDCs a typ | IFN

stimulujici aktivitu NK bunék (Kumar, Kawai and Akira 2011).

Apoptoza

Nekroptdéza

MORFOLOGIE

Burika

zmenseni objemu

narlst objemu

Mitochondrie

normalni, i kdyz pozdéji
mUze dojit k poklesu objemu

vyrazné zvétSeni objemu

Kondenzace chromatinu

ano, vyznacny znak

parcialni kondenzace

Fragmentace bunky

ano, vznik apoptotickych
télisek

prasknuti buriky

Tvorba zahyb( na
plazmatické membrané

pfitomna

neni charakterizovana

Membranova integrita

in vivo neporusena, ¢asto
byva narusena ke konci

narusena v rané fazi

Tkanovy zanét

vétSinou nedochazi k zanétu

vyrazné prozanétliva

FUNKCE

Bunécna hladina ATP zachovdna (v ranné fazi) vyrazné potlac¢ena

Produkce ATP obvykle zachovédna, ale mize | vyrazné snizena
byt snizena

Spotrfeba ATP snizena pokracuje

Otevieni MPTP

muze k ni dojit, ale neni
urcujicim znakem

nastava v rané fazi

Ztrata AW,

nastava ve stredni fazi

nastava v rané fazi

Uvolnéni apoptogenl
(uvolnéni cytochromu-c)

zejména pomoci
permeabilizace OMM
prostfednictvim Bax/Bak
kanald

neni typické, ale mlze byt
pritomné v dusledku
prasknuti OMM nasledované
po otevieni MPTP

Kaspazova aktivita

kaskada kaspazové aktivace
je velice dulezita

normalné neni pritomna, ale
muze k ni dojit s
prasknutim OMM

Aktivita dalSich proteaz

neni nezbytna, jen
sekundarni aktivace napfr.
kalpaint

kalpainy, katepsiny a dalsi
lysozomalni proteazy

Externalizace fosfatidyl
serinu

pfitomna v rané fazi
S neporusenou
membranovou integritou

pfitomna se ztratou
membranové integrity

Extraceluldrni znaky
(napriklad uvolnéni HMGB1)

chybi

pritomny

Tab. 1 Rozdilné morfologické a biochemické znaky apoptdzy a nekroptdzy. (zdroj vlastni)
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V konecné fazi jsou nekrotické bunky oznaceny fosfatidyl serinem a fagocytovany
makrofagy stejné jako u apoptdzy. Nicméné prijem apoptotickych bunék je ucinnéjsi jak
kvantitativné tak kineticky nez fagocytdza bunék nekrotickych. DalSim rozdilem je, Ze
apoptotické bunky jsou vychytdvany v dobé, kdy je jejich membrana neporusend. Naopak
fagocytdza nekrotickych bunék nastava, kdyz bunky ztraci integritu membrany. Vyznamnym
rozdilem také je, Ze apoptotické buriky pred tim neZ jsou fagocytovany, tak se fragmentuji do
mnoha malych ¢&astic, které jsou snadno rozpoznatelné. Naproti tomu nekrotické burky
zvysuji svoji velikost, a do takto zvétSenych bunék pronikaji makrofagy svymi vybézky a

fagocytuji pouze malé Casti téchto destruovanych bunék (Brouckaert et al. 2004).

5.1.2 Regulace nekroptdzy

Dalezitym regulatorem jak TNFa indukované apoptdzy i nekroptdzy je protein FLIP
(Micheau et al. 2001). FLIP je soucasti komplexu zvaného ripoptosom (komplex Il), ktery se
kromé jiného skladd z RIP1, RIP3, FADD, kaspazy-8 ¢i kaspdzy-10. K tvorbé ripoptosomu
dochazi kromé TNFa indukované signalizace i po stimulaci TLR3 (Feoktistova et al. 2011) i
inhibici pomoci SMACs. Tyto clAPs za normalnich okolnosti potlacuji RIP1 kinazovou aktivitu,
ktera je pro skladani ripoptosomu nezbytnd a proto jejich nepfitomnost podporuje tvorbu
tohoto komplexu. Kdyz clAPs chybi, kaspazova aktivita je fizena FLIP, ktery dale rozhoduje,
zda probéhne na RIP3 zavisla nekroptdza Ci na kaspaze zavisld apoptdza. Vznik ripoptosomu
neni ale zavisly jen na aktivaci TNFR1 ¢i dalSich receptor( smrti, nebot genotoxickym stresem

aktivovana tvorba ripoptosomu probiha v bunkach bez TNFR1 (Tenev et al. 2011).

Na regulaci apoptdzy a nekroptdzy se podili dvé sestfihové varianty proteinu FLIP a to
dlouhd FLIP, a alternativhé sestfizenda kratkd forma FLIPs. FLIP, v nizké koncentraci
spoluaktivuje kaspazu-8 a tvofi s ni proteolyticky aktivni heterodimer kaspaza-8-FLIP,. Tento
heterodimer stépi RIP1, ¢imZ je blokovdna na RIP1 zavisld nekroptdza. Vyssi koncentrace
FLIP, pak mlze blokovat autoaktivaci kazpazy-8 v DISCu a inhibovat apoptézu aktivovanou
receptory smrti (Olivier Micheau et al. 2002). FLIPs plsobi podobné s tou vyjimkou, Ze jeho
heterodimer kaspdza-8-FLIPs neaktivuje kaspazu-8 a tudiz také neinhibuje nekroptézu
(Feoktistova et al. 2011). Pokud FLIP neni viibec pfitomen, tak aktivace receptor(i smrti vede

zejména k indukci apoptdzy, v pfipadé inhibice kaspaz pak nekroptdzy. Naproti tomu virovy
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inhibitor kaspazy-8 CrmA blokuje jen aktivaci kaspazy-8 v DISCu a tim i receptory smrti
indukovanou apoptézu. CrmA ale neblokuje aktivaci kaspazy-8 v jejim intraceluldarnim
komplexu s FLIP. a tudiz na rozdil od FLIPs aktivné nepfispiva k mozné indukci nekroptdzy

(Oberst et al. 2011).

5.2 Programovana/regulovana nekréza nezavisla na RIP kinazach

5.2.1 Signalizace vedouci k aktivaci nekroptdzy

Poly (ADP-rib6za) polymeraza-1 (PARP-1) je jaderny enzym aktivovany DNA zlomy
hrajici klicovou roli pti opravé poskozené DNA. PARP-1 je aktivovan alkyla¢nimi Cinidly jako
MNNG nebo MMS (obr.5) (Cabon et al. 2012) a za vyuZiti NAD" modifikuje cilové proteiny
fetézci poly ADP ribéz (PAR). V duasledku hyperaktivace PARP-1 dochazi k rapidnimu
vy&erpdni intracelularniho NAD" a nasledné i ATP. Dojde k prudkému nér(stu intraceluldrni
koncentrace Ca®" a aktivaci kalpaind. Ty $tépi Bid na tBid, ktery se prostfednictvim
oligomerizace Bax/Bak podili na permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany (OMM).
Kalpainy také stépi mitochondridlni AIF na tAlF, které se dostavaji Bax/Bak kanaly do
cytosolu a nasledné do jadra, kde tvofi aktivni degradacni komplex s histonem H2AX a
cyklofilinem A, vyvolavajici na kaspaze nezdvislou rozsahlou chromatinolyzu a nakonec
nekrézu (Cabon et al. 2012). Jak uz bylo uvedeno vyse, tak AIF se Ucastni i apoptdzy, kde
zpUsobuje kondenzaci chromatinu a fragmentaci DNA. Rozdilem je, Ze béhem nekrozy
dochazi k inhibici tvorby ATP a AIF zplsobuje pouze fragmentaci DNA, nikoliv kondenzaci

chromatinu jako tomu je u apoptdzy (Daugas et al. 2000).
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Obr. 5 PARP-1 aktivace pomoci MNNG. MNNG indukované poskozeni DNA vede pres PARP-1 k depleci NAD" a
ATP a také k aktivaci kalpainG. Kalpainy S$tépi BID na tBID aktivujici Bax, ktery vyvolava mitochondridlni
permeabilizaci a nasledné uvolfiovani tAIF z mitochondrii do cytosolu a jadra. Anti-apoptoticky protein Bcl-2
tomuto uvolnéni maze zabranit. V jadre tAIF asociuje s CypA a H2AX se kterymi tvori DNA degradacni komplex,

podporujici chromatinolyzu a ztratu Zivotaschopnosti bunék (Cabon et al. 2012).

Drive poly (ADP-ribéza) polymerdza-1 byla povazovana za nedilnou soucast TNFa
indukované nekroptdzy, nyni ale vime, Ze PARP-1 drdha a TNFa indukovand nekroptdza jsou
dvé odlisSné a nezavislé cesty programované nekrdzy. Tento nazor potvrzuji mnoha
experimentdlni data ukazujici napfiklad Ze, inhibice PARP-1 drahy nechrdni proti TNFa
indukované nekroptéze Ci naopak preruseni TNFa indukované nekroptdzy nezabrani nekréze
zprostiedkovanou PARP-1. Konkrétné, i kdyz RIP1 a RIP3 se ucastni jak TNFa indukované
nekroptdzy tak PARP-1 zprostfedkované nekrdzy, jejich funkce jsou v kazdé draze na sobé
nezavislé. Napriklad TNFa indukuje nekroptézu v L929Ts a NIH3T3 bunkach exprimujici RIP3,
ale ne v 293T, MCF-7 a Hela bunkach, které RIP3 postradaji. Naproti tomu, jak MNNG tak
MMS indukuji nekrdzu ve vsech téchto bunécnych liniich, z ¢ehoz vyplyva, Ze RIP3 kinazova

aktivita neni nutnd pro jejich funkci v PARP-1 zprostfedkované nekrdze. DalSim dlikazem
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nezavislosti obou drah je také ucinek nekrostatin(, inhibitord RIP1, které blokuji TNFa
indukovanou nekrézu a na nekrézu indukovanou MNNG nemaji zadny vliv (Sosna et al.

2014).

PARP-1 mUZe rovnéz zprostiedkovavat nekroptézu indukovanou oxida¢nim stresem
(obr.6) (Duan, Gross and Sheu 2007), ktery se vyznamné podili na neuronalni bunécné smrti
pfi ischemii, Alzheimerové chorobé ¢i Parkinsonové chorobé. Driaha je indukovana
glutamatem, ktery inhibuje syntézu glutationu, coZz mda za nasledek snizeni jeho hladiny,
aktivaci NMDA receptoru a zvy$eni transportu Ca®* do bufiky. Poté se Ca®" translokuje do
mitochondrii, kde dojde ke zvyseni produkce ROS, zejména superoxidd O,". Aktivace PARP-1
je také zavisld na oxidu dusnatém (NO), ktery je produkovdn pomoci nNOS aktivované
zvydenou hladinou cytosolického Ca**. NO interaguje s O,, &imz vznikd ONOO’, ktery se
presune do jadra, kde poskozuje DNA, indukuje aktivaci PARP-1 a ndslednou nekrézu (Duan,

Gross and Sheu 2007).

U&ast PARP-1 v glutamatem indukované nekroptdze byla potvrzena pomoci PARP-1
inhibitoru PJ34. Ukdzalo se, Ze tento inhibitor v HT-22 burikdch ma ochranny ucinek pred
glutamatem indukovanou nekroptézou jeSté 8 hodin po expozici glutamatu (X. Xu et al.

2010).
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Obr. 6 Iniciace a exekuce PARP-1 zprostiedkované nekrdzy. Za patologickych podminek masivné aktivované
NMDA receptory zpUsobi silny narist cytosolické hladiny Ca®, které se poté dostanou do mitochondrie.
Nadbytek mitochondridlniho Ca’* vede ke ztraté AW,, a tvorbé O, ZvySena hladina cytosolického Ca’™ také
aktivuje nNOS a zvySuje produkci NO. ONOO je tvoren reakci O, s NO a pak se $ifi do jadra kde zplsobuje
poskozeni DNA. V reakci na toto poskozeni DNA se aktivuje PARP-1. Aktivace PARP-1 dale indukuje translokaci
AIF z mitochondrie do jadra, coZ zpUsobuje fragmentaci DNA. Poskozeni DNA v kombinaci s nedostatkem

energie zpUsobi mitochondrialni dysfunkci a dochazi k bunééné smrti (Duan, Gross and Sheu 2007).

V reakci na oxidac¢ni stres mlze také dojit k programované nekrdéze zprostredkované
cyklofilinem D, coz je peptidylprolyl cis-trans izomeraza kédovana jadernym genem ppif
(Baines et al. 2005). Cyklofilin D (CypD) je spolu s ANT a VDAC soucasti tzv. MPTP
nachazejiciho se na kontaktnich mistech mezi vnitfni a vnéjsi mitochondridlni membranou
(obr.7) (Crompton 1999). Mitochondridlni propustnost hraje velice vyznamnou roli jak
v apoptotické tak nekrotické bunécné smrti. Klicovym krokem v apoptdze je permeabilizace
vneéjsi mitochondrialni membrany. Naopak pro nekrézu je charakteristické otevreni MPTP
kanalu na vnitfni mitochondrialni membrané (IMM). Permeabilizace OMM je indukovéana
oligomerizaci Bax a Bak, pro-apoptotickych Bcl-2 proteinl a umoZiuje uvolnéni

mitochondridlnich apoptogentl do cytoplazmy, jako je cytochrom-c. Tyto apoptogeny aktivuji
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kaspdzy a naslednou bunétnou smrt (Schinzel et al. 2005). Kdyz je OMM
nepermeabilizovand, tak apoptogeny nepropousti, umoziuje pouze prlichod pro ionty a
malé molekuly. Naopak IMM je nepropustna i pro tyto malé molekuly, dokonce i protony,
coz vede k utvoreni elektrického a chemického gradientu mezi matrix a mezimebranovym
prostorem. Zejména prlchod elektrond vrdmci dychaciho tetézce vytvari protonovy
gradient, ktery zplsobuje, Ze je matrix negativni a tato zména elektrického potencialu (AW,)
fidi pfeménu ADP na ATP pomoci oxidativni fosforylace. Oxida¢ni stres indukuje uvolfiovani
vapniku z intracelularnich zasob, ktery je ndsledné pfijat do mitochondridlni matrix. Tato
zvySend koncentrace vapniku vede k otevieni MPTP a ndsledné k naruseni gradientld a
zvysené propustnosti membrany podnécujici ztratu AW, a zastaveni syntézy ATP (Schinzel et
al. 2005). Na otevieni MPTP se také podili Bax/Bak, a to bez své schopnosti oligomerizace a
vytvareni kanall ve vnéjsi mitochondrialni membrané. Bax/Bak obnovuji mitochondrialni fuzi
v burikdch bez Bax a Bak, které jinak vykazuji fragmentované mitochondrie, kdy pravé tato
obnova fuze poté potencuje otevieni MPTP (Whelan et al. 2012). Pferozdéleni rozpustnych
latek a iontl pres IMM umoznuje vstup velkého mnozstvi vody do matrix, coz zpUsobi
zvétsSeni jeho objemu a roztahnuti IMM. Nicméné OMM zvétsit objem nemuUzZe a tak tedy
expanze IMM muze vést k prasknuti OMM a nasledné dojde k uvolnéni apoptogen(i véetné

cytochromu-c do cytoplazmy a nastava apoptdza (Schinzel et al. 2005).

VNEIST VNITRI
MEMBRANA MEMBRANA
VDAC ANT
CyP-D

Obr. 7 Struktura MPTP. Zakladni jednotka MPTP je komplex VDAC-ANT-CypD nachdzejici se na kontaktnich

mistech mezi vnitfni a vnéjsi mitochondridlni membranou (Crompton 1999).
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Oxidacni stres vede také k akumulaci p53 v mitochondridlni matrix, ktery rovnéz
pomoci interakce s regulatorem MPTP cyklofilinem D indukuje otevieni MPTP a nekrdézu. K
aktivaci této nekrotické signalizace zprostredkované p53 dochdzi zejména pfi ischemickych
mozkovych stavech a indukce nekrdzy je z¢asti inhibovatelnd cyklosporinem A, inhibitorem
cyklofilinu D (Vaseva et al. 2012). Interakce p53 s cyklofilinem D m{ze byt zprostfedkovana

mitochondridlni GTPazou Drpl (Guo, Sesaki, and Qi 2014).

Nékterd experimentdlni data dokazuji, Ze jak CypD zprostifedkovana nekroptdza tak
TNFa indukovand nekréza se ucastni ischemicko-reperfuznich (IR) onemocnéni. Nicméné
neni zfejmé, zda se vzdjemné doplnuji. Pro uréeni vyznamu obou nekrotickych signalizaci
byly vyuZity mysi s geneticky inaktivovanymi CypD, RIPK3 ¢i obéma medidtory programované
nekrézy. Inaktivace CypD ¢i RIPK3 sice prodlouzila preziti mysi s IR, ale neposkytla
dlouhodobou ochranu a postizené mysi nakonec stejné zemrely. Naproti tomu inaktivace
obou genl ¢i soucasna inhibice RIPK1 nekrostatinem-1 a CypD sanglifehrinem vedla
k dlouhodobému preZiti IR mysi (Linkermann et al. 2013). Kombinovana terapie zamérena
jak na inhibici RIP kinaz, tak i MPTP (CypD) muze byt Uspésna pri lIé¢bé napfiklad srdecnich

ischemickych onemocnéni.

5.2.2 Regulace programované nekrozy

Aktivace a prabéh PARP-1 indukované nekrézy muze byt z ¢asti inhibovan interakci
Hsp70 s AIF, mitochondrialnim flavoproteinem, ktery se po indukci translokuje pfes cytosol
do jadra. AIF obsahuje tfi rGzné funkcni oblasti. Prvni oblast se vyskytuje mezi
aminokyselinami 150 a 268, kam se vaZze Hsp70. Druhd doména, ktera se nachazi mezi zbytky
367 a 459, obsahuje jadernou lokalizaéni sekvenci a treti je C-termindlni doména, kterd je
vyzadovana pro chromatinovou kondenzacni aktivitu. Pokud dojde k deleci domény 150-268,
Hsp70 s AIF neni schopen interagovat, ¢imz se AIF m(Ze transportovat do jadra, kde se
Ucastni degradace DNA (Gurbuxani et al. 2003). Hsp70 se také muZe podilet na ochrané
bunék pred NO a ROI. Nicméné Hsp70 nechrani buriky pfimo destrukci reaktivnich radikald
nebo predchazejici prevenci bunék, ale spiSe se zda, Ze upravuje bunécnou odpovéd' az po
toxickém zdsahu (Bellmann et al. 1996). Potvrdil to i ve svych studiich Simon, ktery ukazal, ze
Hsp70 neinhibuje UV svétlem indukované uvolnéni 0,, ale posléze snizuje 0, indukovanou

produkci -6 (Simon et al. 1995).
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Dalsi vyznamnou roli ve stresem aktivované nekréze hraji stresové kindzy, zejména
pak JNKs. Inhibice JNKs pomoci SP600125 castecné blokovala na aktivaci PARP-1 nekrézu
indukovanou pomoci MNNG (Y. Xu et al. 2006).

CypD zprostiedkovand nekrotickd bunéénd smrt mlze byt inhibovana cyklosporinem A
(CsA), ktery interaguje s CypD, inhibuje otevieni MPTP a snizuje citlivost na Ca**. CsA ma
neuroprotektivni Gcinky, sniZzuje rozsah infarktu ¢i brani mitochondrialni dysfunkci béhem
ischemického posSkozeni mozku. CsA také brani ischemickému poskozeni sitnicovych

gangliovych bunék (Kim et al. 2014).

6 Nekroptdza a apoptoza

Ligandem stimulované receptory smrti, zejména TNFR1 mohou po vzniku komplexu I,
skladajiciho se z FADD, RIP1, RIP3 a kaspdzy-8 aktivovat jak apoptdzu, tak i nekroptdzu. Kdyz je
kaspdaza-8 inhibovana, tak RIP1 a RIP3 jsou fosforylovany, nekrosom je aktivovan a v disledku toho
dojde k navozeni nekroptézy. Naproti tomu aktivni kaspaza-8 Stépenim RIPK1 blokuje vznik
ripoptosomu a aktivuje apoptozu. Elegantné o vztahu mezi aktivitou kaspazy-8 a regulaci
nekroptdzy vypovidaji recentni publikace vyuzivajici geneticky modifikovanych mysi. Kfizenim
RIPK3 deficientnich mysi s mySmi haplodeficientnimi na kaspazu-8 (geneticka inaktivace
kaspazy-8 je embryonalné letalni) dokazali, Ze je to pravé aktivita kaspazy-8, ktera reguluje
nekroptdzu v embryogenezi-mysi s soucasné inaktivovanou RIPK3 a kaspdzou-8 se rodi Zivé a
prezivaji do dospélosti (Kaiser et al. 2011). Naopak recentnéjsi publikace v ¢asopise Science
ukazuje, Ze mysi exprimujici mutovanou RIPK3 (mutace D161N inaktivujici kinazovou
aktivitu) hynou v priilbéhu embryogeneze kvili zvySené na kaspaze-8 zavislé apoptdze
endotelialnich a epitelialnich bunék. V bunkach téchto mysi nadmérné vznika kaspazu-8
aktivujici komplex FADD, kaspaza-8, RIPK1 a RIPK3/D161N, ktery jinak v burikach
obsahujicich wt RIPK3 ¢i neobsahujicich RIPK3 vibec nevznika. Z toho plyne, Zze obdobné jako
kaspaza-8 muze Stépenim RIPK1 blokovat nekroptdzu, tak i enzymaticky aktivni RIPK3 muze
doposud nevyjasnénym mechanismem blokovat apoptdzu zavislou na aktivaci kaspazy-8
(Newton et al. 2014).

Mezi faktory, které maiji vliv na pfepinani mezi apoptézou a nekroptdzou patfi stimuly
pfirodni povahy, typ bunék a aktivita kaspaz. Napfiklad shikonin, ktery byl dfive povazovan
pouze za induktora apoptdzy je schopen indukovat nekroptézu v bunkach MCF-7 a HEK293,
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ale apoptdzu jen v burikdch HL-60 (Han et al. 2007). Nicméné v HL-60 burikach je mozné
kromé apoptdzy vyvolat i nekroptdzu, ale za pomoci jiného induktoru a to DT-GMCSF
(Horita, Frankel and Thorburn 2008). Pfesny mechanismus, jaky typ bunék je zdvisly na
jakém stimulu pro aktivaci apoptdzy ¢i nekroptdzy, je dosud nejasny. Oba typy bunécné
smrti navzajem funguji jako zaloZzni mechanismy a pokud je apoptdza inhibovana, mlize byt
indukovdna nekréza a naopak (Han et al. 2009). Rozdilné bunécné prostfedi a mezibunécéna
komunikace mohou vést az k tomu, Ze v tkanich ¢i orgdnech (prsni zlazy, epitel tenkého
streva) muZe nastat situace, kdy jedna burika zemre apoptézou a dalsi nekroptdzou

(Trichonas et al. 2010).

7 Patologické stavy a nekroptdza

Programovana nekréza doprovazi napfiklad ischemicko-reperfuzni onemocnéni. Béhem
ischemie se spousti fada déjh, které probihaji i po obnoveni cirkulace (v reperfuzi) a jez
mohou vést k dalSimu poskozeni dosud Zivotaschopnych bunék (ischemicko-reperfuzni
poskozeni). Na IR se kromé nekroptdzy podileji i volné kyslikové radikaly, naruseni iontové
homeostdazy, aktivace proteaz ¢i aktivace zanétlivych mechanismi. Vétsina téchto procesu

neni tkanoveé specifickd a maze probihat v rGznych organech.

Ischemické poskozeni mozku naptiklad pfi novorozenecké hypoxické ischemii byl prvni
model onemocnéni, pti kterém role nekroptézy byla zkoumana (Degterev et al. 2005). Po IR
poskozeni dochazi k aktivaci RIP1 zprostfedkované bunécéné smrti iniciované autofosforylaci
RIP1/3 kinaz. Tato draha je do znacné miry zavisla na ROS, které jsou produkovany hlavné
prostiednictvim mitochondridlniho dychaciho retézce, NADPH oxiddzou NOX1 nachazejici se
v cytoplazmatické membrané nebo prostfednictvim metabolismu sacharidl. (Oerlemans et

al. 2012).

Jako prevence nekrotické bunécné smrti slouZi inhibitor nekrostatin-1 inhibujici na RIP1
zavislou nekrézu snizenim RIP1/3 fosforylace ¢i omezenim zanétlivé odpovédi a tvorby ROS
(Oerlemans et al. 2012). Inhibici RIP1 zprostfedkované nekrézy dochdzi k zabranéni
poskozeni neuron( (Chavez-Valdez et al. 2012), sniZeni pocatecni ztraté myocyt(, ale také
nejspiSe vede ke zvySené odolnosti na oxidacni stres a brani dalSimu IR zranéni. Snizuje

rozsah infarktu ¢i zachovava dlouhodobou srdecni funkci (Oerlemans et al. 2012).
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Programovana nekréza je aktivovana i pfi rGznych ocnich chorobach. Jednim ze
zavaznych onemocnéni je napfiklad odchlipeni sitnice spocivajici v odlouceni senzorické ¢asti
od pigmentového epitelu, které muze vést az kuplné slepoté. Fyzické oddéleni
fotoreceptorli je vidét v rliznych sitnicovych onemocnénich, jako je vékem podminéna
degenerace makuly (oblast uprostred sitnice), diabetickd retinopatie nebo rhematogeni
odchlipeni sitnice, kde je nekroptdza nejcastéji zprostiedkovana pomoci RIP kindz. Pfi
experimentalnim odchlipeni sitnice u potkanli je nekrotickd smrt fotoreceptori z casti
blokovatelnda nekrostatinem (Dong et al. 2012) a muzZe probihat soucasné s apoptdzou

(Trichonas et al. 2010).

Programovana nekréza se podili i na ocnich onemocnénich, které maji ischemicky
charakter, jako je retinalni cévni okluze ¢i glaukom. Zjistilo se, Zze na ischemické bunécné
smrti se ucastni kromé RIP3, také jeho substrat Daxx, ktery zprostfedkovava RIP3
indukovanou smrt gangliovych bunék sitnice. Za normalnich okolnosti se Daxx prevainé
nachazi v jadre, nicméné po urcitém stresu je exportovan do cytoplazmy, kde zvysSuje aktivitu
sodného vyméniku NHE1, coZ vede ke smrti bunék. Na pfesunu Daxx z jadra do cytoplazmy
se podili RIP3, ktery se vaze na jeho serine/proline/threonine bohatou doménu, fosforyluje ji
na serinu 668, ¢imz pravé spousti jeho jaderny export. Pokud je RIP3 nedostatek, jaderny
export Daxx je inhibovan a nasledné do zna¢né miry dojde k potlaceni bunééné smrti.
Jadernému exportu Daxx se da také zabranit leptomycinem B, ktery omezuje navazani
exportinu. Fosforylace Daxx muzZe byt také zplsobena HIPK1, s tim rozdilem, Ze po stresu je
HIPK1 exportovdn z jadra, zatimco RIP3 je importovdn do jadra, kde oba fosforyluji jejich

substrat Daxx, ktery je poté exportovan do cytoplazmy (Lee et al. 2013).

Nekroptdza také muze byt aktivovana pfi koznich zanétech. Epidermalni keratinocyty
poskytuji zakladni strukturalni a imunologickou bariéru tvotici obranu proti potencidlné
patogennim mikroorganismim. Mechanismy regulujici integritu bariéry a vrozenou imunitni
odpovéd v epidermis jsou dilezité pro udrZeni imunitni koZni homeostaze a patogenezi
zanétlivych koznich onemocnéni. Vyvoj zdnétu kdze u mysi je vyvoldna pomoci RIP3
zprostiedkované programované nekrézy v FADD deficientnich keratinocytech. Tyto mysi
posléze podléhaji tézkym zdnétim kUZe. Tento mechanismus zavisi také na

deubiquitinyla¢nim enzymu CYLD. Naopak nekrdéza keratinocyt( je potlatena nedostatkem
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RIP3 ¢i nadbytkem FADD. Tato regulace je dalezita pro udrzovani kozni imunitni homeostazy

a prevenci chronického zanétu v kliZi (Bonnet et al. 2011).

Na koZni onemocnéni ma také vliv kaspaza-8 a to zejména na atopickou dermatitidu,
zanétlivé kozni onemocnéni. Dochazi k naruseni funkce bariéry kize a jejimu naslednému
zvySeni nachylnosti k dehydrataci a infekci. Chronicka ztrata epidermdlni kaspazy-8
zplUsobuje mnoho aspektl atopické dermatitidy, véetné spongiotického fenotypu, coZ je
morfologicky znak, ktery popisuje oddéleni keratinocytl v epidermis Stépenim E-cadherin,
které zprostredkovdvaji keratinocytovou soudrinost. Aby se zabranilo této vadé, staci

potlacit aktivitu matrixové metaloproteindzy-2, kterd E-cadheriny $tépi (C. Li et al. 2010).

Nekroptéza se muize podilet i na onemocnéni travici soustavy a to zejména stiev.
Epitelidini bunécnda smrt je znakem stfevniho zdnétu a je moiZnym patogennim
mechanismem Crohnovy choroby u lidi, coZz je nevylécitelné onemocnéni vyznacujici se
zanétem tenkého a tlustého stfeva. Predpokladd se, Ze dysfunkce stfevniho epitelu je
nasledkem nadmérné translokace komenzalnich bakterii do stfevni stény. U zdravych jedinct
stfevni epitel udrzuje fyzickou bariéru ztizenou burikami, které jsou v tésném kontaktu.
Navic, specializované epitelové buriky, jako jsou Panethovy buriky a poharkové buriky
poskytuji prirozenou obranyschopnost sekreci hlenu a antimikrobialnich peptid(i. Regulace
nekroptdzy stfevnich epitelidlnich bunék je velice podobna regulaci nekrézy epidermalnich
keratinocyt(, i zde hraji roli kaspaza-8, FADD a RIP3. U mysi s podminénou deleci kaspazy-8

AIEC

ve stfevnim epitelu (Casp8~ ") dochazi ke spontannimu vyvinuti zanétlivych 1ézi v terminalni

Casti tenkého streva (ileum) a jsou velmi citlivé na kolitidy (zanét tlustého stfeva). Navic

MEC my&i postradaji Panethovy bufiky a vykazuji snizeni potet poharkovych bunék, co?

Casp8
zpusobuje dysregulovanou antimikrobidlni imunitni bunécnou funkci stfevniho epitelu.
EpitelidIini bunécna smrt indukovana pomoci TNFa je taktéZ jako u keratinocytll spojena se
zvySenou expresi RIP3, jejichz vysoka hladina u pacientd s Cohronovou chorobou je zejména
v Panetovych bunkich a v termindlnim ileu (Ginther et al. 2011). Na epitelidlni nekrdéze a
ztraté Panethovych bunék se také podili nedostatek FADD. Z téchto poznatkl vyplyva, ze
mechanismy, které brani RIP3 zprostfedkované epitelidlni bunécné smrti jsou rozhodujici pro

udrZovani stfevni homeostaze, a Ze programovana nekrdéza stfevnich epitelidlnich bunék

muZe byt zapojena do patogeneze zdnétlivych stfevnich onemocnéni (Welz et al. 2011).
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Nekroptéza mUlze byt naopak pfinosna v protinadorové |écbé. Konkrétnim prikladem
nam muZe byt akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) u déti, kdy glukokortikoidy obsahujici
chemotearpeutika indukuji pfevdzné apoptotickou bunécnou smrt. AvSak ALL burky se
postupem stdvaji rezistentnimi na tuto chemoterapii nadprodukci Mcl-1 z rodiny Bcl-2 a jeho
asociaci sjednim zinduktorl autofagocytézy beclinem-1. Disociace beclinu-1 od Mcl-1
pomoci nizkomolekularniho inhibitoru Bcl-2 protein( obatoclaxu ¢i aktivace autofagocytdzy
rapamycinem zprostfedkovanou inhibici mTOR vedla pak namisto apoptdzy k chemoterapii
indukované nekroptdze, zavislé na pfitomnosti a aktivité RIPK1 a tudiZ i k moZné nekroptézu
vyuzivajici terapeutické intervenci (Bonapace et al. 2010). Obatoclax aktivuje autofagocytézu
a na autofagosomech pak vytvareni RIPK1/RIPK3 obsahujiciho ripoptosomu (Basit,

Cristofanon and Fulda 2013).
8 Zaver

Cilem této bakalarské prace primarné bylo pfedstavit programovanou nekrézu Ci
nekroptdzu jako dalsi fyziologicky vyznamnou a regulovatelnou signalizaci vedouci k bunééné
smrti. DalSim cilem bylo porovnat vzdjemné vztahy a komunikaci nekroptdzy s apoptotickou
bunécénou smrti. Nekrdza byla zprvu povazovéna za neregulovanou bunéénou smrt, nicméné
akumulované a publikované poznatky zejména z posledniho desetileti tento nazor vyvratily a
presvédcivé zaradily regulovanou nekrézu/nekroptézu vedle apoptdzy jako dalsi typ

fyziologicky indukovatelné a regulovatelné bunécné smrti.

Nekroticka signalizace mlze byt aktivovatelnd poskozenim DNA ¢i protein(i, TNFa,
cyklofilinem D regulovanou permeabilizaci mitochondrii ¢i reakci na oxidacni stres a hraje roli
pfi udrzeni bunécéné homeostaze, poskozeni orgdnl ¢i muzZe vést i k zavaznym a fatalnim
onemocnénim. Programovana nekréza muzZe apoptotickou signalizaci komplementovat
(srdecni ischemie reperfuze a dalsi ptiklady) ¢i nahrazovat-antivirova ¢i protinddorova
odpovéd. Biochemicky se programovana nekréza od apoptdzy liSi zejména snizenim
produkce ATP, brzkou ztratou membranového potencidlu a fyziologicky pak indukci zanétlivé
reakce. Typologicky a zpUsobem indukce prozatim rozliSujeme nékolik forem programované
nekrézy. Patii mezi né PARP-1 zprostifedkovana nekrdza vyznacujici se permeabilizaci vnéjsi

mitochondridlni membrany a uvolnénim AIF zpUsobujici rozsahlou chromatinolyzu DNA ¢i
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cyclofilinem D zprostfedkovand nekrdza, béhem které dochdzi k otevieni MPTP, ztraté
membranového potencidlu, zastaveni syntézy ATP, transferu vody do mitochondrie a jejimu
naslednému prasknuti souvisejicim s uvolnénim cytochromu-c. Nejlépe popsanou je pak
TNFa ¢i jinymi signdly indukovana nekroptdza, jejiz indukce a pribéh jsou zavislé na aktivaci
a aktivité RIP1 a RIP3 kindz a jejich multimernim komplexu, deubiquitinaci RIP1 pomoci clAPs

a inhibici kaspazy-8.

Nekroptdza, ale i jiné formy bunécné smrti, je atraktivnim cilem mnoha vyzkum, kde
pochopeni mechanismu signalnich drah a jejich regulace je zasadni pro potencionalni l1é¢bu
mnoha chorob. Napfiklad nekroptdza se vyznamné Gcastni ischemicko-reperfuznim poranéni
mozku a srdce, zanétlivych, traumatickych ¢i virovych onemocnéni. Nicméné nejen inhibici
programované nekrdzy se da zabranit patologickym jevim, naopak i jeji indukce pro nas

mUZe mit pozitivni vyznam, zejména v protinadorové ¢i protiviralni |é¢bé.
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