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STRESZCZENIE

B ialka regulujace morfogeneze naskorka zapewniaja jego prawidlowa budowe oraz funk-
cje. Mutacje w ich obrebie prowadza do licznych zaburzen w pelnionej funkcji. Jednym
z takich ostatnio opisanych bialek jest kinaza biatkowa oddzialujaca z receptorem kinaz
serynowo-treoninowych 4 (RIPK4). Kinaza ta w naskoérku pelni wazna funkcje regulatora
homeostazy pomiedzy proliferacja a réznicowaniem si¢ keratynocytow. Mutacje w obrebie
genu kodujacego biatko RIPK4 skutkuja u ludzi letalnym zespolem Bartsocas-Papas lub ze-
spotem mnogich pletwistosci typu Aslana, a jego delecja u myszy (Ripk47) prowadzi do
przedwczesnej $mierci noworodkéw spowodowanej licznymi zrostami skérnymi. RIPK4
odgrywa role w stanie zapalnym skory. Sugeruje si¢, ze bialko to w skoérze pelni role supre-
sora nowotwordéw, poniewaz jego poziom zmniejsza si¢ w rakach kolczystokomérkowych
wzgledem skory zdrowej, a jego indukowana delecja w modelu mysim sprzyja powstawa-
niu i rozrostowi brodawczakéw i rakow kolczystokomérkowych wywolywanych na drodze
chemicznej. W pracy oméwiono rodzine biatek RIP, udzial biatka RIPK4 w r6znicowaniu
sie naskorka i szlakach sygnalizacyjnych, a takze konsekwencje zaburzen wywolanych jego
nieprawidlowa ekspresja.

WSTEP

Skoéra (tac. cutis, gr. derma) jest najwiekszym narzadem czlowieka pelnia-
cym wiele istotnych funkcji w tym przede wszystkim ochronna, stanowigc ze-
wnetrzna powloke ciata. Funkcje bariery i ochrony przed réznymi czynnikami
zewnetrznymi pelni przede wszystkim warstwa rogowa naskorka zbudowana z
korneocytéw, czyli przeksztalconych keratynocytéw oraz naturalnego czynnika
nawilzajacego (NMF) i ptaszcza hydrolipidowego. Keratynocyty stanowia glow-
ny typ komoérek naskérka (95-98% wszystkich komorek), biorg udziat w utrzy-
maniu bariery naskérkowej i w procesach immunologicznych. Réznicowanie
sie keratynocytow jest procesem zlozonym, w ktéry zaangazowanych jest wiele
bialek, zapewniajac prawidiowa budowe i funkcje naskérka oraz jej wytworow.
Jednym z waznych regulatoréw morfogenezy naskérka w rozwoju embrional-
nym jest kinaza oddziatywujaca z receptorem RIPK4, nalezaca do rodziny kinaz
RIP [1].

RODZINA BIALEK RIP

Rodzina oddzialujacych z receptorem kinaz serynowo-treoninowych, a takze
tyrozynowej RIPK obejmuje siedem bialek (RIPK1-RIPK?), ktére cechuje posia-
danie konserwatywnej domeny kinazowej oraz unikalnych domen funkcjonal-
nych [2]. Kinazy RIP nie tylko wykazuja podobieristwo w budowie, ale maja
takze wspolne cechy funkcjonalne. Kazda z tych kinaz odgrywa istotna role w
sytuacjach stresu komérkowego, integrujac zaréwno pozakomoérkowe sygnaty
stresu przekazywane przez rézne receptory na powierzchni komorki, jak i sy-
gnaly stresu wewnatrzkomoérkowego. Aktywnosé tych kinaz obserwuje sie w
sytuacjach stresowych spowodowanych miedzy innymi przez infekcje patoge-
nami, stan zapalny, réznicowanie si¢ komorek czy uszkodzenie nici DNA. Pomi-
mo réznorodnoéci bodZcoéw kinazy RIP prowadza do odpowiedzi sprzyjajacej
przezyciu komoérek oraz odpowiedzi zapalnej poprzez aktywowanie czynnikéw
transkrypcyjnych jak jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (NF-«B) i biatko
aktywujace 1 (AP-1), ale takze moga kierowac komorki na droge $mierci. Uwaza
sig, ze kinazy RIP sg kluczowymi regulatorami przezycia oraz $émierci komorek

[3].

Kinaza RIP1 zostala pierwotnie opisana jako adaptor molekularny prowa-
dzacy do $mierci komérki poprzez oddzialywanie z antygenem Fas/APO1
(CD95). Kolejne badania wykazaly jednak, ze brak RIPK1 w komérkach nie
wplywa znaczaco na proces apoptozy poprzez szlak Fas/ APO1, za to zahamo-
wana zostaje aktywacja szlaku NF-xB indukowana przez czynnik martwicy
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nowotworéw a (TNFa) [2]. RIPK1 jest czeécig dwoéch kom-
plekséw zaangazowanych w aktywacje NF-xB poprzez re-
ceptor czynnika martwicy nowotworéw 1 (TNFR-1). Kom-
pleks I skladajacy sie z receptoréw TNFR1, TRAF2, RIP1,
receptora TNF zwigzanego z domeng $mierci (TRADD)
oraz c-IAP1 prowadzi do aktywacji NF-xB, natomiast w
przypadku niewystarczajacej wydajnosci tego procesu
aktywowany jest kompleks II, ktéry sktada sie z TRADD,
RIPK1, FADD, prokaspazy 8 oraz kaspazy 10 i inicjuje
apoptoze [4]. Elementem strukturalnym, dzieki ktéremu
RIPK1 oddziatuje zaréwno w szlaku sygnalizacyjnym
Fas/APO1 (CD95) jak i zalezna od TNFa aktywacje NF-
kB jest znajdujaca si¢ na C-koricu domena émierci (DD).
Umozliwia ona oddzialywanie z innymi biatkami zawie-
rajacymi tg domene, takimi jak receptor TNFR1 i Fas czy
biatka adaptorowe TRADD i FADD. Kolejnymi opisanymi
cztonkami rodziny biatek RIP byty RIPK2 i RIPK3.

Kinaza RIP2 charakteryzuje sie obecnoscia na C-kon-
cu domeny rekrutacji kaspazy (CARD) aktywujacej i re-
krutujacej kaspazy, ktora jest elementem decydujacym o
apoptotycznych wilasciwosciach tego biatka [2,4]. Bierze
ono réwniez udzial w regulacji aktywacji czynnika trans-
krypcyjnego NF-xB. RIPK2 ulega wigzaniu i ubikwityla-
¢ji przez inhibitor apoptozy sprzezony z chromosomem
X (XIAP), dzieki czemu wchodzi w interakcje z NOD1 i
NOD2 poprzez obecne w nich domeny CARD [5]. Dome-
na kinazowa RIPK2 jest rowniez niezbednym elementem
strukturalnym do przekazu sygnatu i aktywacji NF-xB po-
przez NOD1 i NOD2 [4].

RIPK3 poza homologiczna domeng kinazowa biatek RIP
posiada réwniez unikalng dla siebie domene C-konicowa,
ktéra nie wykazuje homologii do innych znanych domen
apoptotycznych. W jej obrebie zidentyfikowano homotypo-
wy motyw interakcji RIP (RHIM), ktéry umozliwia interak-
¢je RIPK3 z RIPK1 i hamowanie zaleznej od TNFa aktywacji
NF-«B. Kompleks RIPK3-RIPK1 stanowi réwniez mediator
procesu programowanej nekrozy [6].

Kinaza RIP4 zostala opisana po raz pierwszy w 2000 roku
jako oddziatujace z kinaza biatkowa C - delta (PKC-6) bial-
ko DIK (ang. PKC-6 interacting protein kinase). Ortolog biatka
wystepujacy u myszy oddziatuje z kinazg biatkowa C - beta
(PKC-P) i otrzymat nazwe kinazy zasocjowanej z kinaza
biatkowa C (PKK). Ze wzgledu na wystepujaca w biatku
DIK/PKK N-koricowa domene kinazowg, ktéra wykazuje
homologie wzgledem uprzednio zidentyfikowanych biatek
z rodziny RIP, do uzytku weszta nazwa RIPK4 [4]. W struk-
turze kinazy mozna wyrézni¢ réwniez domene posrednia
o niepoznanej funkgji oraz 11 powtérzer ankirynowych na
C-konicu (Ryc. 1) [7].

Odkryte zostaly réwniez kinazy RIP5, RIP6 i RIP7, jed-
nakze ich funkcje biologiczne nie zostaty dotychczas scha-
rakteryzowane. Kinaza SgK288 otrzymata nazwe RIP5 dzie-
ki znaczacemu podobienistwu strukturalnemu do RIPK4.
Ma nie tylko homologiczna domene kinazowa na N-koricu,
ale réwniez powtoérzenia ankirynowe na C-koncu, stad po-
dejrzewa sie réwniez podobieristwa w pelnionych przez
oba bialka funkcjach [3]. RIP6 i RIP7 zawieraja motyw po-
wtérzen bogatych w leucyne (LRR) i znane sa jako kinazy
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy budowe strukturalng kinazy RIPK4. KD - do-
mena kinazowa, ID - domena posrednia, ANK - powtérzenia ankirynowe.

bogate w powtérzenia leucynowe LRRK1 i LRRK2 [3]. W
ich strukturze mozna wyrézni¢ domene Ras ztozonych bia-
tek/C-koniec Roc (Roc/COR), powtérzenia ankirynowe
oraz motyw WD40 (RIPK?7). RIPK7 zostalo rozpoznane jako
istotne biatko w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych,
przede wszystkim w chorobie Parkinsona [8].

RIPK4 W ROZNICOWANIU SIE
NASKORKA (KERATYNOCYTOW)

Pierwsze doniesienia na temat funkcji RIPK4 pochodza
z badart nad myszami z delacja genu ripk4. Okazalo sie, ze
u myszy Ripk4”/- naskoérek pozbawiony jest warstwy ro-
gowej, a zamiast niego wystepuje gruba warstwa plaskich
parakeratotycznych komérek (zawierajacymi jadra komor-
kowe). Ponadto naskoérek cechuje hiperplazja warstwy kol-
czystej 1 ziarnistej, co sprawia, ze jego funkcje ochronne sa
powaznie zaburzone [9,10]. Co ciekawe, heterozygotyczne
myszy Ripk4"/-fenotypowo nie réznia si¢ od myszy dzikich
Ripk4*/*. Delecja genu ripk4 jest letalna, poniewaz myszy
Ripk4/- umieraly w ciggu godziny po porodzie w wyniku
uduszenia wywolanego licznymi zaburzeniami w budo-
wie skory i zrostami wszystkich zewnetrznych otworéw
[9,11]. Jak wykazal De Groote i wsp. przyczyng zrostow
jest wystepowanie ektopowej ekspresji E-kadheryny, ktéra
sprawia, ze przylegajace nablonki zbudowane z atypowych
keratynocytow ulegaja fuzji [9]. Dowodem na to sa badania
Urwyler-Rosselet i wsp., ktéra wprowadzajac specyficzng
dla keratynocytéw delecje E-kadheryny u myszy Ripk4”/-
potwierdzila, Ze proces zrostu ogona do ciata czy zroéniecia
sie otworu gebowego u tych myszy mozna odwrécic [12].
Kolejne dowody wskazujace na udzial Ripk4 w procesie
réznicowania sie keratynocytéw potwierdzaja badania gru-
py Adams i wsp., ktérzy wykazali, ze uszkodzenie skory
u myszy skutkuje natychmiastowym spadkiem poziomu
ekspresji biatka Ripk4, utrzymujacy sie az do catkowitego
zagojenia sie rany (ok. 14 dni), a obnizeniu ekspresji Ripk4
towarzyszy wzrost poziomu Ripk3. W mysiej skoérze po-
ziom ekspresji biatka Ripk4 w naskérku i mieszkach wto-
sowych jest wysoki. Ci sami badacze wykazali réwniez, ze
czynniki wzrostu (EGF, TGFp), jak i cytokiny (TNFa lub
IL1PB) oraz ester forbolu (PMA) prowadza do obnizenia
poziomu RIPK4 w ludzkich keratynocytach HaCaT in vi-
tro. Natomiast deksametazon - steroid hamujacy prolifera-
¢je keratynocytéw nieznacznie zwieksza poziom ekspresji
RIPK4 podobnie jak kwas all-trans retinowy (witamina A),
co sugeruje, ze RIPK4 reguluje réwnowage miedzy proli-
feracja a réznicowaniem si¢ keratynocytéw [1]. Ponadto
badania nad wptywem PMA, aktywatora kinazy bialkowej
C-1p (PKC-1p) na poziom ekspresji RIPK4 zwrécily uwage,
na fakt, iz gen ten moze by¢ regulowany przez $ciezke PKC.
Kinaza PKC-1p aktywowana jest przez jony wapnia, ktére
stanowia kluczowy czynnik sygnalowy w réznicowaniu sie
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keratynocytow. Aktywowany PKC promuje réznicowanie
keratynocytéw poprzez indukowanie ekspresji réznych
genéw zwiazanych z tym procesem. Wykazanie, ze kinaza
RIPK4 oddziatuje z biatkowa kinaza C, stanowito podstawe
do poznania molekularnych mechanizméw zaangazowania
RIPK4 w tym procesie [10]. I faktycznie, obnizenie poziomu
RIPK4 przez siRNA powoduje wzrost poziomu inhibitora
czynnika jadrowego kappa B (IxBa), wykazujac po raz ko-
lejny, ze RIPK4 prowadzi do aktywacji szlaku NF-xB [13].
Cho¢ autorzy nie wykazali zmian w tempie proliferacji ko-
morek, to potwierdzili wzrost poziomu ekspresji keratyny
10, markera réznicowania sie keratynocytéw. Co ciekawe,
inne badania wskazuja na bezposérednie odzialywanie kina-
zy RIPK4 z keratyna 14, ktéra nalezy do bialek filamentéw
posrednich charakterystycznych dla keratynocytéw war-
stwy podstawnej skory. Keratyna 14 jest zaangazowana w
tworzenie sie desmosoméw poprzez oddzialywanie z pla-
kofiling 1 (PKP1), cojest istotne dla procesu ré6znicowania sie
keratynocytow [14]. Jak wykazaly badania, bialko PKP1 jest
fosforylowane przez kinaze RIPK4 [15]. Dalsze badania nad
mechanizmem regulacji réznicowania keratynocytéw przez
RIPK4 wykazaly takze, ze kinaza ta moze bezposrednio ak-
tywowac czynnik regulujacy interferon 6 (IRF6) oraz indu-
kowac¢ jego translokacje do jadra [16]. IRF6 jest czynnikiem
transkrypcyjnym, co oznacza, Ze wigze sie w specyficznych
regionach DNA i pomaga w kontrolowaniu aktywnosci
okredlonych genow. Biatko to reguluje transkrypcje genéw
kodujacych biatka istotne w procesie réznicowania w tym
czynnik transkrypcyjny GRHL3 oraz czynnik OVOL1, ktéry
hamuje transkrypcje genéw promujacych proliferacje jak c-
-Myc. Ponad to, wykazano, ze kinaza RIPK4 wraz z czynni-
kiem IRF6 reguluja stan zapalny poprzez przekaz sygnatu
szlakiem kinazy PKC prowadzac do ekspresji cytokin CCL5
oraz CXCL1 [29] Dane z analizy transkryptomu (RNA-seq)
pokazuja, ze aktywacja IRF6 moze odbywac sie zaréwno w
sposob zalezny, jak i niezalezny od RIPK4. Spektroskopia
mas potwierdzila, ze RIPK4 fosforyluje IRF6 na Ser413 i
Ser424, ale takze wyzkazata nowe miejsce fosforylacji Ser90.
W pierwszej kolejnosci fosforylowane sa reszty Ser413 i
Ser424, ktére wzmacniaja fosforylacje na Ser90 przez RIPK4.
Dodatkowo analiza transkryptomu wykazata zmiany w ge-
nach kodujacych biatka zwigzane z metabolizmem lipidéw
i écistych polgczen miedzy komérkowych [17]. Zmutowane
biatko RIPK4 hamuje aktywnos¢ IRF6 oraz nie moze two-
rzy¢ z nim komplekséw. Skutkiem tego jest brak procesu
réznicowania sie keratynocytéw. Jedna z takich mutacji
zmiany sensu (missensownych mutacji) w domenie kina-
zowej RIPK4 (plle121Asn) zostata zidentyfikowana w ze-
spole pletwistosci podkolanowych Bartsocas-Papas (BPS),
charakteryzujacego sie¢ wystepowaniem nieprawidtowosci
czaszkowo-twarzowych, koniczynowych oraz narzadéw
plciowych [10,16]. Natomiast De Groote i wsp. wykazal, ze
RIPK4 znajduje sie za IRF6, dlatego to IRF6 reguluje ekspre-
sje RIPK4 w Xenopus oraz, ze gastrulacja zalezna od IRF6 za-
chodzi czesciowo poprzez regulacje ekspresji kinazy RIPK4,
ktéra w tym procesie reguluje F-aktyne [9].

ZESPOLY ZWIAZANE Z MUTACJA W GENIE RIPK4

Ze wzgledu na udziat kinazy RIPK4 w procesie réznico-
wania sie keratynocytéw mutacje w genie prowadzace do
syntezy nieprawidlowego bialka moga skutkowaé w nie-
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prawidtowym formowaniu si¢ naskérka [10]. Gen RIPK4
kodujacy biatko RIPK4 zlokalizowany jest na chromosomie
21q22.3. Mutacje w obrebie domeny kinazowej biatka RIPK4
u ludzi wystepuja w letalnym zespole BPS, opisany powyzej
[18,19], a takze w jego wariancie zespole mnogich pletwisto-
Sci typu Aslana (PPS) [19], czy zespole CHAND (ang. Curly
Hair-Ankyloblepharon-Nail Dysplasia) charakteryzujacego sie
kretymi wlosami, zrosnieciem powiek i dysplazja paznokci
[20]. Zespoly te dziedziczone s3 w sposob autosomalny, re-
cesywny i charakteryzuja sie powaznymi zaburzeniami w
budowie skéry takimi jak zrosty naskérkowe, deformacje
twarzy i ust, rozczepieniem podniebienia i pterygia. Naj-
powazniejszym schorzeniem jest BPS, ktory zostal opisa-
ny przez Bartsocas i Papas w 1972 roku. Jest to schorzenie
letalne o bardzo ztym rokowaniu, najdluzszy opisany czas
przezycia dziecka z tym zespotem wad wynidst 20 miesiecy
[21]. Analizy sekwencjonowania egzonéw genu kodujacego
RIPK4 wykazaly, ze w przypadku PBS dochodzi do muta-
¢ji w reszcie aminokwasowej w pozycji 81, prowadzacej do
zamiany aminokwasu izoleucyny na asparagine w domenie
kinazowej tego biatka. Reszta ta jest wysoce konserwatyw-
na, a mutacja ta pozbawia biatko aktywnosci [18]. Nieza-
lezna grupa badawcza takze wykazata obecno$¢ mutacji w
genie RIPK4 w przypadku PBS z tym wyjatkiem, ze muta-
cje zaobserwowano w pozycji aminokwasu 121 (Ile121Asn)
oraz 184 (Thr184lle) jednak obie w obrebie domeny kinazo-
wej [19]. Lagodniejsza odmiang naskérkowej dysplazji jest
zesp6t CHAND spowodowany mutacjg c850 G >A w egzo-
nie 6 powodujaca zmiane Glu 248 Lys w domenie kinazowej
RIPK4, co uniemozliwia utworzenie aktywnej formy biatka,
jaka jest homodimer RIPK4 [20]. Badania dzieci z PPS oraz
z BPS wskazuja, ze mutacje w RIPK4 moga nasila¢ cechy fe-
notypowe tych ektodermalnych dysplazji wzdluz spektrum
PPS-BPS [22].

ROLA RIPK4 W STANIE ZAPALNYM SKORY

Stan zapalny pojawia sie w organizmie w odpowiedzi
na szkodliwe dla zdrowia czynniki takie jak drobnoustro-
je chorobotworcze, promieniowanie, substancje chemiczne
lub przerwanie ciggltosci tkanek. Charakteryzuje sie zwiek-
szong aktywacja komorek ukltadu odpornosciowego, w tym
komoérek tucznych, makrofagéw tkankowych i neutrofili,
ktére odpowiadaja za produkcje mediatoréw stanu zapal-
nego. Zalicza si¢ do nich cytokiny, chemokiny, aktywne
aminy, peptydy oraz mediatory lipidowe [23]. Za aktywo-
wanie odpowiedzi zapalnej odpowiadaja receptory rozpo-
znajace wzorce (PRR), do ktérych naleza miedzy innymi
receptory toll-podobne (TLR), receptory lektynowe typu C
(CLR) czy receptory NOD-podobne (NLR) [23]. Recepto-
ry PRR oddzialuja z wzorcami molekularnymi zwiazany-
mi z patogenami (PAMP) lub z powstajacymi endogennie
wzorcami molekularnymi zwigzanymi z uszkodzeniem
(DAMP), co prowadzi do aktywacji szlakéw sygnalizacyj-
nych regulujacych ekspresje mediatoréw pro- i przeciwza-
palnych. Kinazy z rodziny RIP, w tym RIPK4, pelnig role
bialek adaptorowych wspomagajacych transdukcje sygnatu
Sciezkami aktywowanymi w procesach zapalnych, w tym w
szlaku NF-xB a takze JNK/STAT [6], co przedstawia Ryc. 2.
Czynnik NF-kB jest jednym z najwazniejszych czynnikéw
transkrypcyjnych, ktéry odpowiada za regulacje ekspresji
wielu genéw kodujacych réznorodne biatka, w tym cytokin
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i chemokin w czasie odpowiedzi zapalnej. W formie nieak-
tywnej NF-xB w cytoplazmie jest zwigzany z biatkiem in-
hibitorowym IxBrktéry maskuje jego sekwencje lokalizacji
jadrowej (NLS). Aktywacja Sciezki NF-xB moze zachodzi¢
na drodze klasycznej (kanonicznej), jak i alternatywnej. W
przypadku klasycznej drogi aktywny kompleks kinaz inhi-
bitorow kB (IKK) skladajacy sie z dwéch podjednostek ka-
talitycznych IKKa i IKKP oraz podjednostki regulatorowej
IKKY (znanej rowniez jako NEMO) [24] bezposrednio fosfo-
ryluje inhibitor IxB. Fosforylacja ta prowadzi do jego degra-
dacji w proteasomie, a tym samym odsloniecia sekwencji
NLS czynnika NF-xB, ktéry nastepnie ulega translokacji do
jadra komérkowego.

Jak wykazaly liczne badania biatko RIPK4 wspomagania
oddzialywanie miedzy podjednostkami IKKa i IKKp oraz
prowadzi do ich aktywacji poprzez fosforylacje IKKa na
resztach Ser176/180, oraz IKKp na resztach Ser177/181 sta-
bilizujac caty kompleks IKK, a tym samym zwiekszajac jego
efektywnosc [13,25]. Co ciekawe kinaza RIPK4 moze uczest-
niczy¢ w aktywacji éciezki NF-kB zaréwno na drodze kla-
sycznej, jak i alternatywnej [13]. Zaprojektowanie mutanta
punktowego RIPK4 o zmniejszonej aktywnosci domeny ki-
nazowej pozwolilo wykazaé, ze domena ta jest niezbedna i
wystarczajaca, aby biatko mogto aktywowac szlak NF-xB. Z
kolei wystepujace na C-koricu powtérzenia ankirynowe po-
przez wewnatrzczasteczkowe interakcje moga prowadzic
do zahamowania aktywnosci domeny kinazowej RIPK4,
wywierajac dominujacy negatywny efekt na jej zdolnos¢
do aktywacji czynnika NF-xB [7,10]. Badania na keratyno-

cytach, réwniez potwierdzaja powyzsze doniesienia [1,11].
W modelu mysim wykazano, ze myszy ze specyficzna co
do miejsca nadekspresja Ripk4 w skorze (k14-Ripk4) wyka-
zuja znacznie szybszy i intensywniejszy odczyn zapalny w
odpowiedzi na ester forbolu, ktéry utrzymuje sie dtuzej w
poréwnaniu do myszy kontrolnych. Pomimo wzmozonej
odpowiedzi, stan zapalny ma przebieg prawidlowy, ktory
z biegiem czasu mija. Chroniczny stan zapalny jest jednym
z czynnikow promujacych nowotworzenie, dlatego tym
bardziej zaskakujace sa obserwacje wskazujace, ze nade-
kspresja RIPK4 nie zwigksza tempa pojawiania si¢ induko-
wanych przez PMA guzéw [11]. Jak wykazano pézniej, to
spadek ekspresji RIPK4 przyczynia si¢ do rozwoju nie me-
lanotycznych nowotworéw skéry w tym raka kolczytoko-
moérkowego [26].

Stan zapalny jest procesem wyjatkowo zlozonym, beda-
cym pod kontrolg wielu szlakéw sygnalizacyjnych. Oprécz
szlaku NF-xB istotne znaczenie ma przekaz sygnatu droga
JAK/STAT. Kinazy biatka c-Jun (JNK) zwane inaczej ki-
nazami aktywowanymi stresem (SAPK) naleza do rodziny
kinaz aktywowanych mitogenem (MAPK). Uczestnicza
one w transdukcji sygnatu po aktywacji receptoréw przez
cytokiny typu I/Il. Kinazy JNK fosforyluja i aktywuja
przekazniki sygnatu i aktywatory transkrypcji (STAT) re-
gulujace ekspresje cytokin [27], rycina 2. Wykazano takze,
ze kinazy te ulegaja aktywacji miedzy innymi po stymu-
lacji komérek TNF-a, co prowadzi do transkrypcji genow
zaleznych od AP-1 oraz aktywagji $ciezki NF-xB [23]. Ki-
naza RIPK4 prawdopodobnie jest zaangazowana w akty-
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Rycina 2. Schemat zaangazowania RIPK4 w szlaki sygnalizacyjne regulujace réznicowanie, proliferacje i stan zapalny w skorze.
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wacje kinazy JNK [18]. Badania na keratynocytach wyka-
zaly, ze stymulowanie komorek interleuking 17 (IL17) po-
woduje wzrost ekspresji RIPK4, ktéry z kolei prowadzi do
aktywacji czynnika transkrypcyjnego STAT3 indukujace-
go ekspresje chemokin takich jak CCL20, CXCL1, CXCL2,
CXCLS8, CXCL10, przy czym najwyzszy wzrost obserwu-
je sie dla CCL20 [28,29]. Prawdopodobnie kinaza RIPK4
moze fizycznie i funkcjonalnie oddziatywac rodzing biatek
adaptorowych zaleznych od TNF (TRAF), ktére réwniez
prowadza do aktywacji Sciezki sygnalnej NFxB czy JNK.
RIPK4 stabilizuje m.in. TRAF2 poprzez promowanie jego
ubikwitynacji w procesie aktywacji NF-xB indukowanej
TNFa [30].

LUSZCZYCA A RIPK4

Luszczyca (fac. psoriasis) to przewlekla, nawracajaca cho-
roba skoéry uwarunkowana genetycznie o dziedziczeniu
wielogenowym. Charakteryzuje si¢ nadmierng i niekontro-
lowang proliferacja komoérek naskorka, a takze akantoza i
parakeratoza. Choroba ta jest czesta przyczyna probleméw
dermatologicznych - dotyczy ok 2% populacji zachodniej
ze zmienng czesto$cia wystepowania w zaleznosci od grup
etnicznych [31]. Luszczyca jest schorzeniem nalezacym do
chorob o podlozu autoimmunizacyjnym, w ktérej posredni-
czg limfocyty T i wydzielane przez nie cytokiny. Istotna role
w regulacji wydzielania i ekspresji prozapalnych cytokin i
czynnikéw wzrostu pelni czynnik transkrypcyjny NF-xB,
co ma istotne znaczenie w patogenezie i rozwoju luszczy-
cy [32], podobnie jak chemokina CCL20 i IL17 oraz czynnik
transkrypcyjny STATS3, ktére ulegaja zwiekszonej ekspresji
w skérnych zmianach tuszczycowych. Jak juz wspomniano
wczeéniej, kinaza RIPK4 odgrywa szczeg6lna role w trans-
dukcji sygnatu szlakiem NF-xB, oraz uczestniczy w akty-
wacji czynnika transkrypcyjnego STAT3 prowadzacego do
ekspresji chemokiny CCL20 po stymulacji komorek IL-17.
Dodatkowo badania histopatologiczne biopsji skéry pacjen-
tow z tuszczyca potwierdzaja znacznie wyzszy poziom eks-
presji biatka RIPK4 w poréwnaniu do poziomu w zdrowej,
prawidtowej skérze [28].

RIPK4 I CHOROBY AUTOIMMUNOLOGICZNE

Zaburzenia autoimmunologiczne rozwijaja sie w wyniku
utraty tolerancji ukladu odpornosciowego wobec antyge-
néw wiasnych, co prowadzi do niszczenia tkanek organi-
zmu. Choroby z tej grupy moga by¢ wielonarzadowe lub
ograniczac sie do specyficznych organéw.

Regulacja szlaku sygnalizacyjnego NF-xB przez kinaze
RIPK4 ma istotne znaczenie w patogenezie tocznia ru-
mieniowatego uktadowego (tac. lupus erythematosus syste-
micus). Jest to autoimmunologiczne schorzenie charakte-
ryzujace sie nieprawidtowa odpowiedzig ukltadu immu-
nologicznego na wlasne antygeny i rozwinieciem sie pro-
cesu zapalnego wielu tkanek i narzadéw, miedzy innymi
nerek, stawow czy skoéry. D. Oleksyn i wsp. wykazali, ze
w modelu mysim Sle (Sle1Sle3) wykorzystywanym do ba-
dan nad toczniem rumieniowatym specyficzny dla komo-
rek B knockout Ripk4 (ang. B cell-specific PKK conditional
knockout) skutkuje zmniejszeniem charakterystycznych
dla tocznia symptoméw takich jak powiekszenie $ledzio-
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ny, zwiekszenie populacji komoérek B czy spontaniczne
tworzenie si¢ osrodkéw rozmnazania [33]. Zwiekszenie
iloéci i dysfunkcja komoérek B odgrywa wazna role w roz-
woju choréb autoimmunologicznych ze wzgledu na ich
zdolnoé¢ do produkcji autoprzeciwcial oraz czgsteczek
regulujacych odpowiedz immunologiczna takich jak cy-
tokiny i chemokiny [34]. RIPK4 poprzez regulacje szla-
ku NF-xB kontroluje transkrypcje biatek z rodziny BCL2,
ktorych aktywnos¢ jest krytyczna dla przezycia aktyw-
nych komérek B. Obnizenie poziomu Ripk4 w komor-
kach B skutkuje zmniejszeniem odpowiedzi receptoréw
limfocytu B (BCR) receptoré6w TLR4 na stymulacje anty-
-immuboglobuling M (IgM) i lipopolisacharydem (LPS),
co prowadzi do ograniczonej sygnalizacji na szlaku NF-
kB i zmniejszenia poziomu ekspresji bialek antyapopto-
tycznych Bcl-x, i Bcl-2 [35]. W badaniach nad modelem
Sle z knockoutem Ripk4 w komérkach B zaobserwowano
réwniez spadek poziomu przeciwciat IgG1, IgG2b, IgG2c
oraz IgM, ktérych wysoki poziom jest charakterystyczny
dla modelu tocznia rumieniowatego [33].

Choroba zwyrodnieniowa stawéw OA (tac. Osteoarth-
ritis) jest choroba przewlekla rozwijajaca sie w wyniku
dziatania czynnikéw mechanicznych i biologicznych,
ktére prowadza do patologicznych zmian i degeneracji
chrzastki stawowej oraz podchrzestnej tkanki kostnej.
Procesowi towarzyszy zwiekszona produkcja czynnikow
prozapalnych przez chondrocyty, ktére ulegaja proceso-
wi senescencji i w konsekwencji chronicznie utrzymujacy
sie w obrebie stawu stan zapalny [36]. Proliferacja chon-
drocytéw w tkankach dotknietych zwyrodnieniowa cho-
robg stawdéw jest nizsza niz w przypadku tkanek zdro-
wych, natomiast poziom apoptozy jest znacznie wyzszy.
Kinaza RIPK4 jest regulatorem obu tych proceséw. Ba-
dania grupy Zou i wsp. (2018) wykazaty, ze poziom eks-
presji RIPK4 jest podwyzszony w tkance dotknietej OA
w stosunku do zdrowych komoérek, natomiast wycisze-
nie genu RIPK4 skutkuje wzrostem tempa proliferacji i
zmniejszeniem poziomu apoptozy chondrocytéw [37].
Regulacja tego procesu przez kinaze RIPK4 moze zacho-
dzi¢ na drodze sygnalizacji przez szlak WNT/ B-katenina.
Aktywnosé B-kateniny w chondrocytach sprzyja ich réz-
nicowaniu i dojrzewaniu. W modelu mysim wykazano,
ze aktywacja szlaku WNT/B-katenina moze prowadzi¢
do wyksztalcenia sie fenotypu podobnego do zwyrod-
nieniowej choroby stawoéw [38]. W tkankach dotknietych
OA obserwowany jest zwiekszony poziom bialek takich
jak Wnt3a, B-katenina czy ufosforylowanej formy kinazy
syntazy glikogenu 3 (p-GSK-3f3), natomiast wyciszenie
RIPK4 powoduje obnizenie ich poziomu. Ponadto podda-
nie komorek stymulacji agonista szlaku WNT/ B-katenina
odwraca efekt wyciszenia RIPK4 [37].

Zmieniony poziom RIPK4 obserwowany jest réwniez
w tkankach mie$niowych przy stwardnieniu zanikowym
bocznym (fac. sclerosis lateralis amyotrophica). Schorzenie
to objawia si¢ degeneracja nerwéw ruchowych i w kon-
sekwengji zanikami mie$niowymi oraz postepujacym pa-
ralizem. Analiza mikromacierzy cDNA wykazala spadek
ekspresji RIPK4 w tkance migsni brzuchatych tydki myszy
SOD19%4 w poréwnaniu do myszy typu dzikiego w okre-
sie przed wystapieniem pierwszych symptoméw [39].
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RIPK4 A RAKI SKORY

Raki skéry sa u ludzi o fototypie 1-3 (wg. Fitzpatricka),
popularnie zwanej rasa bialg, jednym z najczesciej wyste-
pujacych nowotworéw stanowigcym okoto 10% wszyst-
kich nowotworéw ztosliwych. Rak kolczystokomoérkowy
(SCQ) (fac. carcinoma spinocellulare, ang. squamous cell car-
cinoma) stanowiacy ok. 20% wszystkich rakéw skory jest
drugim co do czestosci wystepowania, po raku podstaw-
nokomoérkowym (BCC) nowotworem skéry. SCC moze sie
rozwija¢ z keratynocytéw (warstwy kolczystej naskoérka)
lub przydatkéw skéry, szczegdlnie w obrebie odstonie-
tych czesci ciala, a czesto$¢ wystepowania jest najwyzsza
u 0s6b pracujacych na wolnym powietrzu, jak réwniez u
ludzi czesto opalajacych sie. Waznym czynnikiem pro-
gnostycznym jest glebokos¢ naciekania nowotworu oraz
miedzy innymi charakter stanu przednowotworowego,
z ktérego rozwinal sie. Zdolnos$é do metastaz (tworzenie
przerzutéw) jest mniejsza w przypadku, gdy SCC rozwi-
nat sie w ognisku rogowacenia stonecznego w poréwnaniu
do przypadku rozwoju raka na podtozu blizn owrzodzen
i przewleklych stanéw zapalnych skory. Rak kolczysto-
-komérkowy daje przerzuty u 2-3% pacjentéw [40]. Ba-
dania nad rolag RIPK4 w rakach skéry wykazaty wyskoki
poziom mutacji w SCC [41,42]. Co ciekawe, wg bazy Bio-
portal czesto$¢ mutacji w genie RIPK4 (domena kinazowa
i powtdrzen ankirynowych) jest najwyzsza w SCC (w 20%
przypadkéw) w poréwnaniu do innych nowotworéw,
np. dla czerniaka wynosi ok 6%, jajnika 1%, dla pozosta-
tych <1% [43,44]. Zwiekszony rozrost guzéw SCC u my-
szy z indukowana delecja Ripk4, a takze nizszy poziom
ekspresji RIPK4 w SCC u ludzi w poréwnaniu do skéry
zdrowej [26], sugeruje, Ze biatko to w skérze moze pelnic

funkcje supresora nowotworéw [10]. W celu zbadania czy
brak Ripk4 sprzyja karcenogenezie Chen i wsp. stworzy-
li myszy z indukowana delecja RIPK4 w keratynocytach
(naskorku) RIPK4FX©, Skoéra takich zwierzat charakteryzo-
wala sie grubsza warstwg naskorka, a keratynocyty zwiek-
szonym poziomem biatka TP63, jego lokalizacja jadrowa
a takze spadkiem fosforylacji czynnika transkrypcyjnego
NF-xB (p65). Nastepnie zwierzetom podano poprzez na-
skoérng aplikacje chemiczne kancerogeny: roztwory DMBA
(7,12-dimethyl-1,2-benzanthracene) oraz PMA w acetonie
w celu wywotania zmian nowotworowych i obserwowano
pojawianie sie SCC i brodawczakéw (papilloma) przez 27
tygodni. Okazato sie, ze u myszy Ripk4®<°, brodawczakéw
bylo tyle samo, ale pojawialy si¢ wczedniej i byly wieksze
niz u myszy typu dzikiego. Z kolei raki zaobserwowano u
9 myszy RipkF°juz w 27 tygodniu trwania do$wiadcze-
nia, natomiast u myszy typu dzikiego zadnego nawet po
54 tygodniach. Poniewaz nie zaobserwowano tworzenia
si¢ spontanicznych rakéw kolczystokomérkowych u my-
szy Ripk4®<© naukowcy stwierdzili, ze delecja RIPK4 nie
wywoluje kancerogenezy, a jedynie sprzyja i promuje pro-
gresje nowotworéw [45].

Do nowotworéw skéry zaliczany jest réwniez czerniak
(tac. melanoma malignum) wywodzacy sie z stransformowa-
nych melanocytéw. Czerniak moze rozwina¢ si¢ ze zna-
mion barwnikowych powstajacych na skutek nieprawidto-
wosci rozwojowych skory, ktére ujawniaja sie w réznym
okresie zycia, jak i de novo w prawidlowej skorze, blonie
sluzowej czy blonie naczyniowej galki ocznej. Nalezy do
najbardziej ztosliwych nowotworéw [40]. Jak do tej pory nie
ma doniesieni na temat roli biatka RIPK4 w czerniaku. Nasze
nieopublikowane badania wskazuja jednak na bardzo niski
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przerywana oznacza mutacje w genie kodujacym RIPK4.
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poziom RIPK4 w prawidlowych melanocytach (wzgledem
keratynocytow).

PODSUMOWANIE

RIPK4 odrywa kluczowgq role w embriogenezie i home-
ostazie naskérka poprzez regulowanie procesu réznicowa-
nia si¢ keratynocytéw, a takze w stanie zapalnym (Ryc. 3). Z
punktu widzenia gojenia si¢ ran stosowanie inhibitoréw dla
specyficznych RIPK4 mogloby mie¢ zastosowanie praktycz-
ne, jednak z uwagi na jej wykazang role supresora nowo-
tworéw takie dziatanie mogloby sprzyjaé procesowi kance-
rogenezy. Ponadto ostatnimi czasy pojawia sie wiele prac
wskazujacych na role onkogenna biatka RIPK4, ktére wska-
zuja na specyficzna i zalezng od typu tkanki i nowotworu
odmienng funkcje tego biatka w réznych szlakach sygnato-
wych [10]. Pomimo wzrastajacej wiedzy na temat mechani-
zmoéw funkcjonowania kinazy RIPK4 nie wiele wiadomo o
fizjologicznych sygnatach regulujacych te kinaze. Poznanie
mechanizméw prowadzacych do aktywacji RIPK4 miatoby
ogromna warto$¢ w procesie zrozumienia funkcjonowania
tej kinazy na poziomie biochemicznym oraz sposobu, w jaki
kontroluje réZznicowanie si¢ naskérka czy proces nowotwo-
rzenia. Wiadomo, ze kinaza PKC-1p konstytutywnie ak-
tywuje RIPK4, ktéry moze by¢ nastepnie degradowany w
proteasomie na drodze zaleznej od kompleksu SCFFT*F [46].
Kompleks ten podobnie jak kinaza RIPK4 pelni podwoéjna
role w rozwoju i progresji nowotworéw. Ze wzgledu na
wciaz niepelng wiedze o kinazie RIPK4 i mozliwosciach jej
zastosowania praktycznego, badania nad tym biatkiem po-
winny by¢ kontynuowane.
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ABSTRACT

Proteins which regulate morphogenesis of the epidermis ensure its proper construction and function and mutations or abnormal expression
of those proteins impact epidermal function. One recently described protein is Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 4 (RIPK4).
Mutations in RIPK4 cause the autosomal-recessive form of Bartsocas-Papas syndrome and Popliteal Pterygium Syndrome the Aslan type. In
mice, deletion of Ripk4 (Ripk47) leads to premature death of neonates caused by numerous skin adhesions. RIPK4 regulates development and
maintenance of differentiation and proliferation homeostasis of keratinocytes, as well as inflammation. RIPK4 also appears to act as a tumor
suppressor in skin, since expression is decreased in squamous skin carcinoma and inducible deletion in mice facilitates induction and growth
of papillomas and squamous skin carcinomas in chemical carcinogenesis. The review describes the RIP family, the engagement of RIPK4 in
differentiation of the epidermis and consequences resulting from its improper expression.
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