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Streszczenie

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 kontroluje ekspresje genédw kodujacych enzymy i biatka cytopro-
tekcyjne. Jego aktywacja jest zwiazana ze zmianami konformacyjnymi w biatku inhibitorowym
Keap1 i/lub fosforylacja z udziatem kinaz. Aktywacja czynnika Nrf2 moze prowadzié do indukji
enzyméw 11 fazy odpowiedzialnych za inaktywacje potencjalnych kancerogendw i jest istotna
strategia w chemioprewencji. Uklady enzymatyczne uczestniczac w biotransformacji lekéw
moga obnizad ich dzialanie terapeutyczne przyczyniajac sie do lekoopornosci. Z tego powodu
dokfadne poznanie roli czynnika Nrf2 jest konieczne do oceny jego korzystnych i negatywnych
dziatan, zwtaszcza w odniesieniu do profilaktyki i terapii nowotwordw.
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Summary

The transcription factor Nrf2 controls the expression of genes encoding cytoprotective enzymes
and proteins. Its activation is related to conformational changes in the inhibitory protein Keap1
and/or Nrf2 phosphorylation by upstream kinases. Activation of Nrf2 can lead to the induction of
phase Il enzymes responsible for the inactivation of potential carcinogens. This may constitute an
important strategy of chemoprevention. Moreover, these enzymatic systems participating in the
biotransformation of drugs can reduce their therapeutic effects, contributing to drug resistance. For
this reason, a clear understanding of the role of Nrf2 is essential to assess the beneficial and adverse
effects of its up-regulation, particularly in relation to the prevention and treatment of cancer. This
article summarizes the current state of knowledge on the significance of Nrf2 in tumorigenesis.
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Wykaz skrotow:

ARE - element odpowiedzi antyoksydacyjnej; bZip — motyw zamka leucynowego; CK2 - kinaza

kazeinowa 2; Cul3 - kullina 3; GSK 3 - kinaza syntazy glikogenowej 3f; GST — S-transferaza
glutationowa; y-GCS - syntetaza y-glutamylocysteinowa; HO-1 - oksygenaza hemowa 1; HSP90
- biatko szoku cieplnego; Keap1 - biatko sensorowe/biatko wigzace Nrf2; MAPK - kinazy biatkowe
aktywowane przez mitogeny; Nrf2 — czynnik jadrowy 2; MDR - komérkowa oporno$¢ wielole-
kowa; NQO1 - reduktaza NAD(P)H:chinon 1; PERK - kinaza biatkowa umiejscowiona w siateczce
Srédplazmatycznej; PI3K - kinaza fosfatydyloinozytolu; PKC — kinaza biatkowa C; RFT - reaktywne
formy tlenu; tBHQ - tert-butylohydroksychinon.

WPRoWADZENIE

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 (nuclear factor erythroid
2-related factor 2), kontroluje ekspresje wielu gendw,
ktérych produkty dziataja cytoprotekcyjnie. Sa to m.in.
geny zawierajace w swych promotorach sekwencje ARE
(element odpowiedzi antyoksydacyjnej), kodujace takie
enzymy jak S-transferaza glutationowa (GST), reduktaza
NAD(P)H:chinon 1 (NQO1), oksygenaza hemowa 1 (HO-1)
i syntetaza y-glutamylocysteinowa (y-GCS) [13]. Aktywacje
czynnika Nrf2 wywotuja czynniki prooksydacyjne, przede
wszystkim reaktywne formy tlenu (RFT), a takze zwigzki
o wlasciwosciach elektrofilowych, najczesciej reaktywne
metabolity chemicznych kancerogenéw. Z tego wzgledu
zwiekszona ekspresja Nrf2, to istotny element strategii
chemioprewencyjnej nowotworéw. Jednak uktady enzy-
matyczne uczestniczac w biotransformacji lekéw, moga
obniza¢ ich dziatanie terapeutyczne przyczyniajac sie do
lekoopornosci [99].

W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat
mechanizméw aktywacji Nrf2 i indukcji enzyméw 11 fazy
zwracajac szczegbdlng uwage na nastepstwa tych zjawisk
w profilaktyce i terapii nowotworéw

STRUKTURA BIAtKA NRF2

Nazwa czynnika Nrf2 jest zwigzana z badaniami prowadzo-
nymi nad ekspresjg genéw «- i f-globiny w dojrzewajacych
erytrocytach. Strukture ludzkiego czynnika transkryp-
cyjnego Nrf2 okreslono w 1993 r., wyizolowano wéwczas
cDNA ludzkiego homologa mysiego biatka nuclear factor-
-erythroid 2-NF-E2 [6]. Biatko Nrf2 wyizolowat rok pézniej
zespSt Moi i wsp., ktéry wykorzystujac tandemowe powtd-

rzenia rozpoznajace sekwencje NF-E2 w bibliotece cDNA
Agt11 z linii komérek K562, otrzymali kilka biatek wigza-
cych sie z DNA. Jednym z otrzymanych biatek byt Nrf2,
ktéry w przeciwienstwie do NF-E2, ulega stalej ekspresji
w wiekszo$ci komérek [62].

Nrf2 nalezy do rodziny biatek zawierajacych w strukturze
motyw zamka leucynowego (bZip). Ludzki Nrf2 zawiera
605 aminokwaséw i nalezy do podrodziny biatek ,,cap
‘n’ collar” (CNC), zawierajgcej takze bliZniacze czynniki
NF-E2, Nrfl oraz Nrf3 [19]. Wszystkie biatka wchodzace
w sklad tej podrodziny charakteryzuja sie wysoce kon-
serwatywna sekwencjg, sktadajaca sie z 43 aminokwasdéw,
a potozona blisko N-korica domeny odpowiedzialnej za
wigzanie sie z DNA, czyli tuz przed regionem zamka leu-
cynowego [4]. Chan i wsp. wykazali, ze u myszy pozba-
wionych nrfl /7 wystepowata ciezka anemia i §mier¢ in
utero, co sugeruje, ze czynnik ten jest niezbedny do pra-
widlowego rozwoju komérek, zwlaszcza erytrocytéw [7].
Natomiast myszy nrf2 " s3 zdolne do prawidtowego funk-
cjonowania, rozmnazania i nie zaobserwowano u nich ane-
mii, co potwierdza, iz czynnik Nrf2 nie jest niezbedny do
erytropoezy, wzrostu czy rozwoju [8]. W strukturze czyn-
nika Nrf2 mozna wyréznic kilka konserwatywnych domen:
Neh1-Nehé (ryc.1) [24]. Domena Neh1 zawiera region CNC
oraz domene zamka leucynowego (bZip), domena Neh2
jest N-koricowa, natomiast Neh3 to C-koticowa domena.
Kolejne dwie domeny Neh4 i Nehs5 sg to regiony kwasne,
a Neh6 to region bogaty w seryne.

Kazdy z wyzej wymienionych elementéw strukturalnych
czynnika Nrf2 spelnia odrebne zadania. Domena Neh1
odpowiada za wigzanie DNA i dimeryzacje z innymi czyn-
nikami transkrypcyjnymi, takimi jak biatka Maf. Domena

1

DLG ETGE
2HN— Neh6
1 86 112 134 182 200 336 386
A A
wigzanie z Keapl aktywacja degron wigzanie z DNA
transkrypgji

Ryc. 1. Struktura biatka Nrf2
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Neh2 umozliwia interakcje z represorem - Keap1 [25].
Natomiast domena Neh3 dziata jako domena transaktywa-
cyjna, moze tez oddziatywa¢ z elementami aparatu trans-
krypcyjnego i wptywaé na aktywno$¢ Nrf2 [66]. Domeny
Neh4 i Nehs5 biorg udziat w aktywacji czynnika Nrf2 [34].
Ostatni z zidentyfikowanych dotad regionéw to Nehs,
ktéry wraz z Neh2, nazywany jest degronem. Degrony to
swoiste sekwencje aminokwaséw, ktére odpowiadajg za
degradacje czynnika Nrf2. Domena Neh6 w przeciwien-
stwie do Neh2 nie jest podatna na zmiany potencjatu
redoks [60]. Whasciwosci strukturalne Nrf2, maja odzwier-
ciedlenie w funkcji jaka petni w komdrkach, o ktérej bedzie
mowa w nastepnym podrozdziale.

IMECHANIZMY AKTYWACJI | REGULAC)I FUNKCJI CZYNNIKA
TRANSKRYPCYINEGO NRF2

Ochrona przed stresem oksydacyjnym zalezy od spraw-
nego systemu reagowania na zmiany poziomu RFT i aktyw-
nosci enzyméw antyoksydacyjnych, ktérych ekspresja
jest pod kontrola m.in. czynnika Nrf2. W zwigzku z zabu-
rzeniem potencjatu oksydo-redukcyjnego komérki, Nrf2
ulega aktywacji zwiekszajac transkrypcje genéw kodu-
jacych m.in. enzymy II fazy i enzymy antyoksydacyjne,
po uprzednim zwigzaniu sie z sekwencja ARE. Pierwsze
doniesienia o istnieniu sekwencji modulujacej transkryp-
cje tych gendw, pochodza z pracy Prochaska i wsp., ktérzy
zaproponowali wspdlny mechanizm aktywacji dla genéw
kodujacych enzymy 1 i 11 fazy pod wptywem ksenobioty-
kéw [70]. Nastepnie zidentyfikowano sekwencje nukle-
otydowa ARE jako 5’-TGACnnnGC-3’, gdzie ‘n’ oznacza
dowolny nukleotyd. Sekwencje opisano podczas badar nad
5’-regionem genu podjednostki Ya S-transferazy glutationo-
wej u szczura na podstawie analizy mutacyjnej [72]. Tego
rodzaju sekwencje w kolejnych latach stwierdzono w wielu
genach kodujacych m.in. enzymy detoksykacyjne.

Axtywacia Nrr2 z upziatem Keap1

Transkrypcja genédw bedacych pod kontrola $ciezki Nrf2-
-ARE, zalezy od wielu czynnikéw, ktére wplywaja na akty-
wacje Nrf2 [59]. Jednym z takich czynnikéw jest biatko
Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), znane jako
inhibitor Nrf2 (INrf2). Jest to metaloproteina, z domena
palca cynkowego, ktéra facznie zawiera 624 aminokwasy
[1]. Biatko to jest zwigzane z cytoszkieletem i podobne jest
do biatek wigzacych aktyne, po raz pierwszy odkrytych
u gatunku Drosophila [25,102]. Biatko Keap1 jest podzie-
lone na 5 domen, takich jak domena Kelch inaczej zwana
regionem powtdrzen di-glicyny (double-glycine repeat -
DGR), region N-koricowy (NTR), domena BTB/POZ (Bric-
-a-brac, tramtrac, broad complex/poxvirus zinc finger),
interwencyjny region bogaty w cysteine (cysteine-rich
intervening region - IVR) oraz domena C-koricowa (CTR),
przedstawione na ryc. 2 [87,93]. Kazda z wymienionych
domen jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania
$ciezki sygnalizacyjnej Nrf2. Domena BTB/POZ odpowiada
za tworzenie dimerdw Keap1, prowadzac do sekwestracji
Nrf2 w cytoplazmie. Potwierdzily to badania Zipper i Mul-
cahy, ktérzy wykazali, iz mutacja reszty seryny w pozy-

cji 104 w domenie BTB/POZ uniemozliwiata dimeryzacje
Keap1 [87,109]. Biatko Keapl w postaci homodimeru nie
moze skutecznie wigza¢ Nrf2, co powoduje uwolnienie
tego czynnika z kompleksu, wzrost jego stabilnosci oraz
translokacje do jadra komérkowego [108]. Region DGR/
Kelch umozliwia natomiast interakcje Keap1 z cytoszkie-
letem, a takze z czynnikiem Nrf2, za pomoca jego domeny
N-koricowej - Neh2 [25,93]. Domena Neh2 ludzkiego biatka
Nrf2 zawiera dwa, wysoce konserwatywne motywy - DLG
oraz ETGE. Do motywu DLG nalezg aminokwasy od 29 do
31, przy czym gtéwna role spetnia sekwencja Asp-Leu-
-Gly [33,55]. Drugi motyw, ETGE zawiera aminokwasy od
79 do 82 z charakterystyczng sekwencjg Glu-Thr-Gly-Glu
[41,90]. To wlasnie te ugrupowania umozliwiaja potacze-
nie Nrf2 z Keap1. Zaréwno motywy DLG, jak i ETGE biatka
Nrf2 wiazg sie z dwoma identycznymi regionami DGR/
Kelch homodimeru Keapl. Wigzanie to jest prawie 100
razy silniejsze w przypadku motywu ETGE niz DLG [90].
Tong i wsp. zaproponowali tzw. ,,model zawiasu i zatrza-
sku” (hinge and latch mechanism) do scharakteryzowania
tego wzajemnego oddziatywania [91]. Autorzy zatozyli, iz
w warunkach homeostazy potencjatu redoks w komérce,
czynnik transkrypcyjny Nrf2 jest sekwestrowany w cyto-
plazmie przez potgczenie motywami DLG i ETGE z biatkiem
inhibitorowym Keap1 (ryc. 2).

Jednak biatko Keap1 w warunkach stresu oksydacyjnego,
spetnia jednoczesnie funkcje sensora potencjatu oksydore-
dukcyjnego. Przez modyfikacje w regionach IVR i/lub BTB
dochodzi do zerwaniu stabszego wigzania (tzw. ,,zatrza-
sku”) z motywem DLG [87]. RozluZnienie wigzania miedzy
Keap1 a Nrf2 stabilizuje Nrf2, pozwala unikngé¢ ubikwity-
nacji i jego translokacji do jadra komérkowego. Swoistymi
sensorami zmian potencjatu redoks sg sulthydrylowe
ugrupowania obecne w cysteinie. Ludzkie biatko Keap1
zawiera 27 czasteczek cysteiny, jednak tylko grupy SH
bedace czescig konserwatywnych cystein, takich jak Cys23,
Cys151, Cys273 i Cys288 spelniaja istotng role w interakcji
z czynnikiem Nrf2 [18]. Dwie z nich, Cys273 oraz Cys288,
znajduja sie w obrebie domeny IVR. W prawidlowych
warunkach grupy SH pozostaja zredukowane, co jest nie-
zbedne do sekwestrowania czynnika Nrf2 w cytoplazmie
oraz jego dalszej ubikwitynacji. Pod wptywem induktoréw
stresu oksydacyjnego czy zwigzkéw chemioprewencyj-
nych, obydwie grupy tworza potaczenie poprzez mostek
disiarczkowy w obrebie homodimeru, co prowadzi do roz-
luZnienia wigzania oraz uwolnienia Nrf2, a nastepnie jego
akumulacji w jadrze oraz indukcji enzyméw II fazy [40,95].
Mozna wiec stwierdzié, iz zaréwno Cys273, jak i Cys288 po
potencjalnym utlenieniu, spetniaja role represoréw w pro-
teosomalnej degradacji czynnika Nrf2. Badania Zhanga
i Hanninka wykazaty, ze komérki z nadekspresjg Cys151
w Keap1 sa bardziej wrazliwe na czynniki chemioprewen-
cyjne, takie jak tert-bytylohydroksychinon (tBHQ) czy sul-
forafan, ktére wywotujg zmiany strukturalne w grupach
sulfhydrylowych biatka Keap1. Tak wiec Cys w pozycji
151 odgrywa istotng role w uwalnianiu i stabilizacji czyn-
nika transkrypcyjnego Nrf2 z potaczenia z biatkiem Keap1.
Dalsze badania tego zespotu wykazaty réwniez, iz mody-
fikacja w pozycji 151, polegajaca na zamianie cysteiny na

142



Krysztofiak A., Krajka-Kuzniak V. — Kiedy obrona staje sie niebezpieczna...

Neh2 oG,

79 ETGE 4

Ryc. 2. Oddziatywanie Nrf2 z Keap1. Keap1 za pomoca domeny DGR jest powiazany z Nrf2 poprzez domeng Neh2. Wiazanie z motywem ETGE jest 100 razy silniejsze
niz z motywem DLG zlokalizowanym w domenie Neh2. Cul3 zaangazowana w dysocjacje kompleksu Nrf2-Keap1 jest zwiazana w regionie IVR biatka Keap1

seryne i ekspozycja na induktory, nie wywotuje spodzie-
wanej stabilizacji czynnika Nrf2, mimo niezmienionych
Cys273 i Cys288 [107]. Moze to wskazywa, iz zmiany kon-
formacyjne w obrebie cysteiny w pozycji 151 biatka Keap1,
sa niezbedne do jego uwolnienia z kompleksu, jaki two-
rzy z czynnikiem Nrf2. Odmienne znaczenie tej cysteiny
wykazali Rachakonda i wsp., wykorzystujgc model, w kté-
rym kowalencyjna rearanzacja w obrebie Cys w pozycji 151
doprowadzita do zerwania potaczenia Keap1-Cul3 [71].

Innym mechanizmem wptywajacym na aktywno$¢ Keapl
jest fosforylacja i defosforylacja tyrozyny w pozycji 141.
Keap1 jest syntetyzowany de novo z ufosforylowang Tyr141,
co jest istotne dla jego stosunkowo dtugiego okresu péttr-
wania. W takiej tez postaci Keap1 bierze udzial w wigzaniu,
ubikwitynacji i degradacji Nrf2. Stres oksydacyjny i elek-
trofile powoduja jednak defosforylacje Tyr141, co znacznie
zmniejsza stabilno$¢ i przyspiesza degradacje Keap1 [29].

Kolejna modyfikacja dotyczy treoniny w pozycji 55 biatka
Keapl. Badania wykazaly, ze biatko szoku cieplnego,
HSP90 (heat shock protein) aktywuje kinaze kazeinowa
CK2 (casein kinase 2), ktéra fosforyluje treonine w pozy-
cji 55 biatka INrf2, co powoduje wzmocnienie oddziatywa-
nia miedzy HSP90 i Keap1 [67]. Opisane wyzej mechanizmy

potwierdzaja istotna role biatka Keap1 w aktywacji czyn-
nika Nrf2 w odpowiedzi na stres oksydacyjny i dziatanie
potencjalnych induktoréw Nrf2.

Axrywaca NRF2 przez FOSFORYLACJE Z UDZIALEM KINAZ

Wiele badan wykazato, ze w aktywacji Nrf2, oprécz zmian
w obrebie biatka Keap1, sa zaangazowane réwniez inne
mechanizmy, ktére wptywajg na jego translokacje do jadra.
Wsréd najwazniejszych proceséw wyrdznia sie fosforyla-
cje Nrf2. Jednym z istotnych aminokwaséw biatka Nrf2
jest seryna 40 lezaca w obrebie domeny Neh2, ktérej grupa
hydroksylowa jest fosforylowana przez kinaze biatkowa C
(PKC) (protein C kinase) [20]. Réwniez kinaza biatkowa
umiejscowiona w siateczce $§rédplazmatycznej (PERK)
(RNA-dependent protein kinase (PKR)-like endoplasmic
reticulum kinase) nasila translokacje czynnika transkryp-
cyjnego Nrf2 przez ostabienie wigzania kompleksu biatko
inhibitor, co chroni komdrke przed stresem oksydacyjnym
[9,10]. Podobnie kinaza kazeinowa 2 (CK2) (casein kinase
2), ktéra katalizuje fosforylacje w domenach Neh4 i Neh5
czynnika Nrf2, odgrywa istotna role w jego aktywacji [3].

Zmiany zachodzace w obrebie mikrofilamentéw aktyno-
wych w wyniku odpowiedzi na stres oksydacyjny dopro-
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wadzaja do translokacji czynnika Nrf2 do jadra. W procesie
tym bierze udzial kinaza fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K)
(phosphoinositide 3-kinase) [32]. Inne badania wykazaty,
ze w indukcje $ciezki Nrf2/ARE sa zaangazowane kinazy
aktywowane mitogenami (MAPK) (mitogen-activated pro-
tein kinase), takie jak kinazy ERK2 (extracellular signal-
-regulated kinase 2) i JNK1 (Jun N-terminal kinase 1)
[35,64,101]. Na podstawie powyzszych przyktadéw wyda-
wac sie moze, iz fosforylacja czynnika Nrf2 z udzialem
kinaz koreluje z jego aktywacjg i kumulacjg w jadrze. Jed-
nak nie wszystkie kinazy spetniaja taka funkcje. W obrebie
kinaz MAPK izoforma p38 hamuje dysocjacje kompleksu
Keap1-Nrf2, przez co nie dochodzi do aktywacji czyn-
nika Nrf2. Potwierdzity to badania Keuma i wsp., w kté-
rych wykazano indukcje HO-1 pod wplywem sulforafanu
w komdrkach nowotworowych HepG2 [36]. Badania Stra-
chana i wsp. dowiodly, ze zbyt dluga kumulacja Nrf2
w jadrze komérkowym prowadzi¢ moze do apoptotycznej
$mierci komérki [80]. Przyktadem sa myszy keap1™”, ktére
wykazaty trwalg kumulacje i aktywacje Nrf2 w jadrze, co
objawia sie $miertelno$cia poporodowa spowodowana
niedozywieniem wynikajacym ze zrogowacenia przetyku
i zotadka [96]. Dalsze badania wskazaly na istotng role
kinazy Fyn, nalezacej do rodziny kinaz tyrozynowych Src,
pelnigcej role molekularnego przetacznika. Powoduje ona
fosforylacje Tyr568 w obrebie czynnika Nrf2, co reguluje
eksport z jadra komérkowego, a nastepnie jego degradacje
[28]. Nadrzedna role w aktywacji kinazy Fyn spetnia kinaza
3B syntazy glikogenowej (GSK3p) (glycogen synthase
kinase 3), ktérej aktywna postaé fosforyluje kinaze Fyn
w resztach treoninowych [27]. Istniejg takze dane wskazu-
jace, iz GSK3p moze bezposrednio fosforylowaé biatkowy
czynnik Nrf2, wylaczajac komérkowa odpowiedZ na stres
oksydacyjny, przez jego przeniesienie z jadra komdrko-
wego [73].

Aktywacja Nrf2 z udziatem kinaz jest kolejng alternatywna
$ciezkg, mogaca prowadzi¢ do indukcji enzyméw 11 fazy
w nastepstwie dziatania stresu oksydacyjnego i czynni-
kéw chemioprewencyjnych. Jednak mechanizm aktywacji
Nrf2 z udziatem kinaz wymaga przeprowadzenia dalszych
badan w celu doktadnego wyjasnienia.

MecHanizm ReuLAc) NRF2

Mimo zaawansowanego poznania procesu aktywacji
Nrf2, mechanizmy lezace u podstaw jego regulacji nadal
nie sg do korica zrozumiate. Wiele badant wykazato, ze
niezbednymi elementami do translokacji czynnika do
jadra sa sekwencja lokalizacji jadrowej bNLS (bipartite
nuclear localization signal) oraz sekwencja eksportu
z jadra NESzip (nuclear export signal) [26]. Obydwie
sekwencje sygnatowe znajduja sie w czesci C-koricowej
a subkomérkowe umiejscowienie Nrf2 zalezy od réwno-
wagi miedzy eksportem a importem do jadra komérko-
wego [48]. Istnieja doniesienia o jeszcze jednym waznym
motywie, ktéry moze decydowaé, po ktérej ze stron
blony jadrowej ma by¢ umiejscowiony czynnik trans-
krypcyjny Nrf2. Nazwano go NES_, (TA - transactivation
domain) i znajduje sie w domenie Neh5 [49]. Funkcja

NES_, w warunkach stresu oksydacyjnego jest wzma-
ganie, a w przypadku jego braku hamowanie translo-
kacji do jadra Nrf2. Spetnia tym samym dodatkowa role
regulacyjng w przekazywaniu sygnatu. Pod wptywem
dziatania stresu oksydacyjnego, czy tez czynnikéw che-
mioprewencyjnych, z wykorzystaniem analizy immu-
nofluorescencyjnej oraz immunoblotu, wykazano iz
czynnik Nrf2 zaczyna kumulowa¢ sie juz 15 minut po
ekspozycji, natomiast eksport z jadra pojawia sie po 8
godzinach [26].

Wszystkie dotychczas opisane mechanizmy regula-
cji czynnika Nrf2 prowadzg do kontroli jego zdolnosci
laczenia sie z sekwencjg ARE i nasilenia transkrypcji
gendw kodujacych enzymy II fazy. Aby byto to mozliwe
czynnik transkrypcyjny Nrf2 musi najpierw potaczy¢
sie z matymi biatkami Maf (sMaf), tworzac heterodimer,
zdolny do pelnienia funkcji regulacyjnych [23]. Do bia-
tek sMaf zaliczaja sie: MafF, MafG i MafK, a ich wspélna
cechg jest konserwatywny region zasadowy oraz motyw
zamka leucynowego [63]. Tworzacy sie homodimer
sMaf/sMaf nie ma mozliwo$ci wzmacniania transkryp-
gji i traktowany jest jako jej represor [88]. Utworzenie
sie heterodimeru Nrf2/sMaf wykazuje powinowactwo
i zdolnos¢ do taczenia sie z ARE oraz tym samym wzmac-
nianiem ekspresji catej grupy enzyméw cytoprotekcyj-
nych [103].

Istotny jest takze sposéb oddziatywania koaktywatoréw
z Nrf2, ktére sg niezbedne do interakcji z DNA. Naleza
do nich CBP (CREB-binding protein), a takze p300,
CARM1, PRMT1, RAC3 oraz SRC3 [52]. Czynnik Nrf2
taczy sie z biatkami CBP za pomoca domen Neh4 oraz
Nehs5 [34]. Ponadto wykazano, ze p300/CBP ma zdol-
no$¢ acetylowania reszt lizyny obecnych w domenie
Neh1, tym samym zwiekszajgc wigzanie Nrf2 do promo-
toréw gendw, zawierajgcych w swej sekwencji struk-
ture elementu odpowiedzi antyoksydacyjnej [82]. Choé¢
biatka z rodziny Maf i CBP sa niezbedne do taczenia sie
z czynnikiem Nrf2, poniewaz prowadza do wzmocnienia
ochrony antyoksydacyjnej, opisano dotad kilka jeszcze
innych biatek, ktérych rola w tym procesie na poziomie
jadra komdrkowego jest nie mniej istotna. Warto w tym
miejscu wymieni¢ biatko KAP1 (KRAB-associated protein
1). Dowiedziono, iz utatwia ono aktywno$¢ transkryp-
cyjna Nrf2, przez taczenie sie z jego N-koricowg domeng
transaktywacyjna, Neh3. Ponadto mutacja typu KAPI
knockdown powodowata wzrost wrazliwo$ci na stres
oksydacyjny [58]. Odmienne dziatanie wykazuje biatko
Bach1 w przypadku regulacji Nrf2. Jest ono jak gdyby
antagonista Nrf2, poniewaz taczy sie z sekwencjg ARE,
ale oddziatywanie to nie prowadzi do ekspresji gendw,
wrecz przeciwnie, odpowiada za jej hamowanie [12].
Mate biatka Maf maja zdolnos$¢ taczenia sie z Bach1. Tak
wiec w zalezno$ci od zaangazowania drugiego biatka do
dimeryzacji z sMaf, moze mie¢ ono wptyw na aktywacje
lub represje $ciezki sygnalizacyjnej [63].

Nrf2 po odlaczeniu od sekwencji ARE, ulega degradacji
przez przytaczenie reszt ubikwityny przez zasocjowana
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z Keap1 ligaze ubikwityny (E3). Zachodzi to w obrebie
domeny Neh2 w wyniku Cul3-E3-zaleznej ubikwityna-
¢ji, z udzialem nastepujacych enzyméw: E1-enzym akty-
wujacy ubikwityne, E2-enzym przenoszacy zaktywowana
ubikwityne i E3-enzym ligaza ubikwityny. Keapl odgrywa
istotna role w regulacji ubikwitynacji Nrf2, poniewaz kul-
lina 3 (Cul3) (cullin 3) bedaca podjednostka kompleksu
ligazy E3 wiaze sie bezposrednio do tego biatka. W kolej-
nym etapie Nrf2 ulega degradacji za po$rednictwem pro-
teasomu 265 w cytoplazmie. Wykazano, iz degradacja
Nrf2 nie zachodzi wytacznie w cytoplazmie, lecz moze
przebiegal takze w jadrze komérkowym. Umozliwia to
import kompleksu Keap1/Cul3-Rbx1 (ring-box protein-1)
do jadra, ktéry jest istotnym mechanizmem autoregulacji
czynnika Nrf2. Kontroluje swoja degradacje przez regu-
lacje ekspresji genéw Cul3-Rbx1. Tak wiec indukcja Cul3-
-Rbx1 przez Nrf2 prowadzi do obnizenia poziomu tego
czynnika [84,87].

Podobny wptyw ma protymozyna « (PTMa), peptyd
wyizolowany z grasicy, moze sie tagczy¢ z domena DGR,
podobnie jak czynnik Nrf2 [37]. Zawiera jednoczesnie
w swej strukturze sygnat lokalizacji jadrowej (NLS),
a tym samym wiec moze byé w tym procesie swoistym
przeno$nikiem catego kompleksu [69]. Odkryto réwniez,
ze mate biatko karioferyna KPNA6, znana jako impor-
tyna alfa 7, takze jest zdolne do przenoszenia przez
btone jadrowg Keap1, dzieki interakcji z jego C-kotico-
wym fragmentem [83]. Istnieja réwniez doniesienia,
ze Keapl ma zaréwno sygnal lokalizacji jadrowej, jak
i sygnat eksportu, przez co przenika do jadra, odlacza
Nrf2 od sekwencji ARE, a caty taki kompleks powraca do
cytoplazmy, gdzie nastepuje degradacja czynnika trans-
krypcyjnego [65].

W ramach odpowiedzi na stres oksydacyjny Jaiswal zapro-
ponowat teorie, na podstawie, ktérej mozna wyrdzni¢ dwie
fazy odpowiedzi na stres. Wczesna odpowiedz na stres,
powoduje translokacje Nrf2 do jadra i aktywacje ekspre-
sji genéw zaleznych od ARE. Natomiast odpowiedz pdzna
dotyczy przylaczania innych biatek, takich jak Bach1:MafG,
MafG/K/F:MafG/K/F, c-Jun:c-Fos oraz komplekséw c-Jun
z powigzanym z Fos antygenem 1 (Fra-1) (Fos-related anty-
gen-1), czy kinazy Fyn, ktére wiazac sie do ARE hamuja
ekspresje genéw indukowang przez Nrf2 [30].

Podsumowujac, mechanizm aktywacji czynnika Nrf2 jest
regulowany na wielu etapach, co w zarysie przedstawiono
na ryc. 3. Mimo ztozonego procesu aktywacji czynnika
Nrf2, istnieje wiele potencjalnych miejsc do interwencji
terapeutycznej. Jednocze$nie indukcja Nrf2, moze wywo-
tywa¢ niekorzystne zmiany na poziomie komérkowym
i by¢ powiazana z wieloma chorobami, takimi jak nowo-
twory czy choroby neurodegeneracyjne.

NRF2 - KORZYSTNA ROLA W TERAPII | CHEMIOPREWENCI

Chorobe nowotworowa charakteryzuje bardzo czesto
dtugi okres czasu od inicjacji, az do petnoobjawowego
stanu chorobowego. Proces kancerogenezy moze trwac

kilka miesiecy czy nawet lat. Najistotniejszg przyczyna
pojawiania sie nowotwordw sg mutacje w obrebie gendw,
ktére poprzez rézne mechanizmy prowadza do nieprawi-
dlowego rozwoju komérek. Wéwezas prawidtowe komérki
nabywaja cechy komérek nowotworowych, takich jak:
niekontrolowany wzrost, unikanie supresorowych sygna-
téw wzrostu, nieuleganie procesowi apoptozy, indukcji
angiogenezy, zdolnosci do inwazji odlegtych tkanek i pro-
cesu metastazy oraz zmiany metabolizmu [16]. Uszko-
dzenia materiatu genetycznego w gtéwnej mierze sg
spowodowane przez substancje kancerogenne i ich meta-
bolity, ktére ulegaja wprawdzie detoksykacji i eliminacji.
Jednak w przypadku dtugotrwatego narazenia badz jedno-
razowego kontaktu z silnym kancerogenem, mechanizmy
naprawy moga nie by¢ wystarczajace do zahamowania
procesu nowotworowego. Leki przeciwnowotworowe
w wielu przypadkach nie zawsze sa skuteczne, co wynika
czesto ze stosowania ich w bardzo zaawansowanych sta-
diach choroby [31]. Alternatywa do klasycznego podejscia
do terapii nowotwordw jest skoncentrowanie sie na kon-
troli procesu kancerogenezy i prébie oddziatywania tera-
peutycznego na jego wczesnych stadiach. Takie podejscie
zwykorzystaniem naturalnych badZ syntetycznych, mato-
czgsteczkowych substancji chemicznych w celu inhibicji
czy odwrdcenia procesu kancerogenezy na réznych jej
etapach nazywane jest chemioprewencja [79]. Zapropo-
nowanie takiej koncepcji walki z chorobg nowotworowa
sprawito, iz w przeciagu ostatniego pétwiecza przepro-
wadzono wiele badar, czego skutkiem sa rézne strate-
gie chemioprewencyjne. Ze wzgledu na punkty uchwytu
i potencjalne cele, czynniki chemioprewencyjne mozna
podzieli¢ na dwie grupy: zwiazki supresyjne, wptywa-
jace na juz zainicjowane komérki nowotworowe i zwiazki
antyinicjujace (blokujace) [100]. Substancje blokujace
proces nowotworzenia mogg dziataé przez zmiatanie wol-
nych rodnikéw, pobudzanie naprawy uszkodzonego DNA,
czy tez wptywajac na poziom enzymdw 1 i 11 fazy metabo-
lizmu. Natomiast zwigzki nalezgce do grupy supresoréw
oddziatuja gtéwnie na ekspresje genéw odpowiedzialnych
za proliferacje i podzialy komérek, zmniejszajac je, a takze
przywracajac prawidtowy poziom i przebieg apoptozy,
tym samym nie doprowadzajac do kumulacji uszkodzo-
nych komdrek [57].

Aktywacja czynnika Nrf2 w odpowiedzi na stres oksyda-
cyjny i czynniki chemioprewencyjne jest wiec jednym
z przyktaddw strategii w chemioprewencji [47]. Przez
indukcje tej $ciezki sygnalizacyjnej mozna doprowadzié
do unieczynnienia substancji toksycznych w tym takze
wolnych rodnikéw zdolnych do uszkodzenia DNA [15].
Skoro wiec organizm dysponuje tak skutecznym mecha-
nizmem ochrony, warto zada¢ sobie pytanie dlaczego ist-
nieje potrzeba jego sztucznej stymulacji? Hybertson i wsp.
sugeruja, iz trzeba wspomdc system w odpowiednim cza-
sie, np. w sytuacjach wysokiego narazenia oraz wptyna¢
na odpowiedz, w chwili gdy poziom niekorzystnych czyn-
nikéw przerasta mozliwosci detoksykacyjne komdrki [21].
Pojawily sie doniesienia o obnizeniu aktywacji $ciezki Nrf2
wraz z wiekiem, co moze powodowa¢ stabszg odpowiedz
antyoksydacyjna [89].
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Ryc. 3. Mechanizm aktywadji i inaktywacji czynnika Nrf2. W fizjologicznych warunkach Nrf2 jest w cytosolu zwigzany z biatkiem represorowym Keap1. Kompleks

Nrf2 —Keap1 przytacza reszty ubikwityny, poprzez ligaze zalezng od Cul3, ktdra jest przytaczona do Keap1. Taki kompleks jest rozpoznawany przez proteasom
265, co prowadzi do ubikwitynadji i dalej do degradacji Nrf2. W warunkach stresowych, czyli pod wptywem oddziatywania RFT lub elektrofiléw, dochodzi do
zerwania wiazania Nrf2-Keap1. Za dysocjacje tego kompleksu moga by¢ odpowiedzialne zmiany konformacyjne w biatku Keap1 oraz fosforylacja Nrf2 przez
kinazy, m.in. PKCi GSK3p. Nrf2 ulega translokacji do jadra, gdzie jest poddany heterodimeryzacji z biatkiem Maf i CBP. Przytaczenie catego kompleksu do DNA
inicjuje proces transkrypcji genéw zawierajacych w promotorze sekwencje odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE)

Zwraca sie jednocze$nie uwage na zaangazowanie czyn-
nika Nrf2 w hamowaniu proceséw zapalnych oraz choréb
neurodegeneracyjnych, np. choroba Alzheimera i Parkin-
sona [44,56,92]. Nrf2 zmniejsza poziom czynnikéw proza-
palnych, takich jak: cyklooksygenaza 2 (COX-2), syntaza
tlenku azotu (iNOS), IL-1p, IL-6 oraz TNF-a [38]. Jednocze-
$nie stanom zapalnym towarzyszy nadmierne powstawa-
nie RFT, ktére moga bezposrednio oddziatywa¢ z kinazami
MAPK i tym samym wptywac na $ciezki zalezne zaréwno
od Nrf2, jak i odgrywajacego w tych procesach gtéwna role
czynnika transkrypcyjnego NF-kB. To sprzezenie miedzy
aktywacja Nrf2 i inhibicjg NF-kB moze by¢ wykorzystane
zaréwno w projektowaniu lekéw przeciwzapalnych, jak
i w poszukiwaniu zwigzkéw chemioprewencyjnych i tera-
peutycznych [74].

Wsrdd induktoréw enzyméw I fazy znajduje sie wiele
zwigzkéw wystepujacych w jadalnych owocach i warzy-
wach, a takze przyprawach i ziotach. Stwarza to moz-
liwosci dostarczania ich w codziennej diecie, a dzieki
regularnemu i odpowiednio dlugiemu okresowi przyjmo-
wania, moga petni¢ funkcje czynnikéw chemioprewen-

cyjnych. Do powszechnie wystepujacych w przyrodzie
zwiazkéw aktywujacych enzymy 11 fazy naleza m.in.: poli-
fenole, izotiocyjaniany, flawonoidy, tiokarbaminiany, chi-
nony, ditiolotiony [5,56] (tabela 1), a ktdre zostaly szerzej
oméwione wczesniej [42]. W wyniku syntezy chemicznej
powstaly syntetyczne modulatory aktywacji Nrf2, takie
jak oltipraz, czy butylohydroksyanizol (BHA) [22]. Zwigzki
te sg zdolne do zerwania wigzania miedzy Nrf2 i Keap1,
co umozliwia nasilenie ekspresji enzyméw 11 fazy. Mecha-
nizm oddziatywania dotyczy przede wszystkim reak-
cji z ugrupowaniami sulfhydrylowymi, w reaktywnych
domenach biatek Nrf2 i Keap1 zawierajacych cysteine.
Jednym z zaproponowanych mechanizméw przez Din-
kova-Kostova i wsp. jest reakcja tio-Michaela [13]. Grupa
-SH z niesparowang parg elektronowg na atomie siarki,
odgrywa role stabej zasady Lewisa i przez to moze ulec
addycji nukleofilowej do nienasyconego zwiazku karbo-
nylowego. Induktory $ciezki Nrf2-ARE odgrywaja wiec
w tej reakcji role akceptoréw. Przytaczenie induktora
do grupy -SH zmniejsza powinowactwo Keapl do Nrf2,
powodujac jednocze$nie dysocjacje i nasilenie ekspresji
gendéw kodujgcych enzymy II fazy. Nizej przedstawiono
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reakcje Michaela jako mechanizm interakcji induktoréw
Nrf2 z ugrupowaniem sulfthydrylowym obecnym w cyste-
inie w biatku Keap1 [56]:

Keap1 . Keap1
9 s o s o]

R R RN R RN

Keap1—SH +

Nieco odmienny charakter ma interakcja zwiazkéw zawie-
rajacych w swej strukturze atom siarki. Dzieki oddziaty-
waniu elektrofilowemu ugrupowania -N=C=S, a zwlaszcza
atomu wegla, otoczonego przez dwa bardziej elektro-
ujemne atomy siarki oraz azotu, nastepuje przeksztatce-
nie czasteczki izotiocyjanianu w ditiokarbaminian, co jest
réwnoznaczne ze zmniejszeniem wigzania Nrf2-Keap1
i tym samym indukcja genéw enzyméw II fazy zaleznych
od Nrf2 [56]:

Keap1—S R
—Cc= — \C—N/H
— S=C=N
Keap1—SH <+ { Vi

Chemioprewencyjne wlasciwosci zwiazkéw chemicznych
nie ograniczaja sie jedynie do bezposredniego stymulowa-
nia enzyméw detoksykacyjnych przez aktywacje czynnika
Nrf2. Badania wykazaly, iz zwiazki np. takie jak: EGCG, kur-
kumina, resweratrol czy genisteina maja réwniez zdolnos§¢
regulacji ekspresji genéw poprzez mechanizmy epigene-
tyczne, takie jak metylacja DNA, modyfikacja chromatyny
oraz zaangazowanie miRNA [50,51]. Wykazano, iz sulfora-
fan ma zdolno$¢ regulowania demetylacji wysp CpG czyn-
nika Nrf2 w komérkach nowotworowych, a tym samym
indukowania odpowiedzi antyoksydacyjnej, co $wiadczy
o jego chemioprewencyjnych wiasciwosciach [106]. Prawie
identyczny mechanizm opisano dla z-ligustilidu, zwiazku
wyizolowanego z korzenia dziegiela chifiskiego (radix
Angelica Sinensis) i jego wptywu na komérki raka stercza
[81]. Wykorzystanie epigenetycznej modulacji indukcji
odpowiedzi antyoksydacyjnej przez Nrf2 stwarza wiec
potencjalne nowe mozliwo$ci terapeutyczne w obrebie
$ciezki sygnatowej regulowanej przez ten czynnik trans-

krypcyjny.

Mechanizmy lezace u podstaw regulacji oddziatywania
Nrf2-Keap1 nadal pozostajg niewyjasnione. ChodZ znamy
bardzo wiele zwigzkéw wplywajacych na ten szlak prze-
kazywania sygnatu, dalsze badania powinny by¢ ukie-
runkowane na swoiste oddzialywania tych substancji
na poziomie komdérkowym. W przysztosci doktadniejsze
poznanie molekularnych podstaw indukcji odpowiedzi
antyoksydacyjnej pozwoli opracowaé preparaty farmaceu-
tyczne mogace celowo i z duza efektywnoscig indukowad
$ciezke Nrf2-ARE. By¢ moze dzieki temu mozliwa bedzie
skuteczniejsza prewencja i walka z nowotworami, u kté-
rych podstaw lezg zaburzenia homeostazy redoks.

NRF2 - cZYNNIK PATOGENNY

Mimo pozytywnego znaczenia czynnika Nrf2 w hamowa-
niu procesu kancerogenezy zauwazono réwniez, ze moze
by¢ zaangazowany w procesy promocji i rozwoju nowo-
tworéw. Jak juz wspomniano komdrki nowotworowe cha-

Tabela 1. Przyktady potengjalnych induktoréw $ciezki Nrf2-ARE

Klasa chemiczna Struktura chemiczna Przyktad zwigzku

Naturalne induktory
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rakteryzuja sie mutacjami w materiale genetycznym, co
daje im swoistg niezalezno$¢, ale tez pewnego rodzaju
,hie§miertelno$¢”. W czasie intensywnego wzrostu komé-
rek ro$nie zapotrzebowanie energetyczne, ktérego zré-
dtem sa mitochondria. Jednak zwiekszone wytwarzanie
ATP, niezbedne do wzrostu i réznicowania komdrek nowo-
tworowych, sprzyja powstawaniu w mitochondrialnym
taicuchu oddechowym znacznych ilosci RFT. Jesli nie
bedzie temu procesowi towarzyszyta wzmozona odpo-
wiedZ antyoksydacyjna lub sprawnie dziatajacy system
enzyméw antyoksydacyjnych moze doj$¢ do wytgczenia
cyklu komérkowego i indukcji apoptozy.

Stymulujac odpowiedz antyoksydacyjna, a tym samym
doprowadzajac do inhibicji apoptozy, czynnik Nrf2 pro-
muje przetrwanie i rozwdj komérek nowotworowych [18].
DeNicola i wsp. wykazali, ze wiele onkogenéw, takich jak:
Myc, K-Ras oraz B-Raf, moze sie przyczynia¢ do wzmacnia-
nia ekspresji Nrf2, a tym samym zahamowania wewnatrz-
komérkowego stresu oksydacyjnego, co w konsekwencji
prowadzi do progresji onkogenezy [11].

Mutacje w obrebie Nrf2 opisano dla wielu nowotwordéw
m.in. w raku przetyku, trzustki, skéry czy ptuc, w ktérych
jednoczes$nie oszacowano czesto$¢ wystepowania muta-
cji dotyczacych molekularnych interakcji Keap1-Nrf2
na okoto 25% [18,39,53]. Najcze$ciej opisywane zmiany
dotycza motywéw ETGE i DLG domeny Neh2, jak réw-
niez domeny Kelch/DGR, ktére odpowiadaja za potaczenie
Nrf2 i Keap1l. Objawiajg sie zwiekszonym poziomem Nrf2
w komérce przez ostabienie interakcji ze swoistym inhi-
bitorem, a tym samym pominieciem procesu degradacji.
Gléwnym skutkiem tych somatycznych mutacji jest zwiek-
szenie oddziatywania czynnika transkrypcyjnego na odpo-
wiednie geny, a zarazem indukcja ich ekspresji [46,84].

Mutacje w obrebie omawianego czynnika transkrypcyj-
nego mogg dotyczy¢ réwniez zjawisk epigenetycznych,
ktére nie maja swojego odzwierciedlenia w sekwencji
jadrowego DNA. Wykazano bardzo matg ekspresje lub
catkowity brak mRNA biatka Keap1 w niektdrych liniach
komérkowych raka ptuc. Byto to zwigzane z hipermetyla-
cja wysp CpG promotorowego regionu genu Keapl. Dowie-
dziono réwniez, ze zastosowanie 5-aza-2"-deoksycytydyny
przywraca prawidlowe ilo§ci mRNA Keapl [97]. Tym
samym mozna stwierdzié, iz nadekspresja Nrf2 w komér-
kach nowotworowych moze by¢ zwigzana m.in. ze zjawi-
skiem epigenetycznego wyciszania genu jego inhibitora.

Powaznym problemem w skutecznej chemioterapii nowo-
twordw staje sie coraz cze$ciej oporno$¢ komdrek na
zastosowane leczenie. Jest to zwiazane z farmakologicz-
nymi wlasciwosciami wiekszo$ci lekéw chemioterapeu-
tycznych. Ich waski indeks terapeutyczny, a wiec réznica
miedzy dawka efektywng a toksycznag, powoduje, ze cze-
sto stezenie w miejscu dziatania, czyli w poblizu komé-
rek nowotworowych nie jest wystarczajace. Moze to by¢
spowodowane np. zbyt nasilonym metabolizmem, ogra-
niczonym poziomem aktywacji prolekdéw, zta farmakoki-
netykg oraz wptywem mikro$rodowiska nowotworu [45].

Wiekszym problemem staje sie mechanizm powigzany
z komdrkowa oporno$cia wielolekowa, MDR (multi-drug
resistance). Zjawisko to najcze$ciej jest spowodowane
przez refluks ksenobiotykéw do przestrzeni pozakomér-
kowej. Pozwala to komérkom nowotworowym uniknaé
toksycznego dziatania czy tez ingerencji leku w mole-
kularne procesy wewnatrzkomdrkowe, a co za tym idzie
zwiekszy¢ swoja przezywalnos¢. Gléwnymi biatkami, ktére
odpowiadaja za transport lekéw poza komdrke sg trans-
portery ABC (ATP-binding cassette transporter, ABC), sta-
nowiace rodzine biatek zawierajacych kasete wigzacg ATP.
Najwazniejszymi przedstawicielami tej grupy sa glikopro-
teina P (zwana réwniez MDR-1/P-gp lub ABCB1), biatko
MRP (multidrug resistance protein) (ABCC1) oraz BCRP
(breast cancer resistance protein) (ABCG2) [104]. Badania
wykazaly, ze czynnik Nrf2 wplywa aktywnie na wzmoze-
nie ekspresji szczeg6lnie dwdch ostatnich biatek [17,75,94].
Wskazuje to, iz Nrf2 zwieksza oporno$¢ komdrek nowo-
tworowych na leczenie. Ponadto wykazano zalezno$¢ mie-
dzy poziomem czynnika Nrf2 a opornoscig na leki, takie
jak cisplatyna, doksorubicyna, etopozyd i 5-fluoroura-
cyl [2,76,99]. Pacjenci z mutacja powodujaca nadekspre-
sje uktadu Keap1-Nrf2 maja gorsze rokowania, co sie wigze
z tym, iz komdrki nowotworowe sg chronione przed che-
mioterapig na podobnej zasadzie jak funkcjonuje fizjolo-
giczna obrona przed stresem oksydacyjnym [18]. W celu
zwiekszenia skutecznosci terapii represja tej $ciezki
sygnatowej moze sie okaza¢ kluczowa. Dlatego w tym celu
mozna wykorzysta¢ inhibitory Nrf2, do ktérych nalezy
np. popularna witamina C. Zastosowanie witaminy C spo-
wodowato spadek stezenia GSH i wzrost odpowiedzi na
lek w linii komdrkowej pochodzacej z ludzkiej przewle-
ktej biataczki szpikowej KCL22/SR odpornej na inhibitor
kinazy tyrozynowej BCR/ABL - imatinib. Byto to wynikiem
zmniejszenia przez witamine C, per se jako antyoksydanta,
poziomu RFT i supresji wigzania Nrf2-DNA w regionie pro-
motorowym genu syntetazy y-glutamylocysteiny (y-GCS) [86].
Zmiany potencjatu redoks spowodowane antyoksydan-
tami moga wiec wptywaé hamujaco na ekspresje genéw
zalezng od Nrf2, a tym samym zmniejszy¢ oporno$é na
leki. Istnieje takze hipotetyczna mozliwo$¢ ograniczenia
ekspresji enzyméw znajdujacych sie pod kontrolg czyn-
nika Nrf2 przez takie $rodki jak: tiazolidinediony (doustne
leki hipoglikemizujace, np. pioglitazon, rosiglitazon), kwas
retinowy czy 17B-estradiol. Zwigzki te indukuja odpowied-
nio: receptory aktywowane przez proliferatory peroksy-
soméw y (PPARY), receptor kwasu retinowego o (RAR«)
oraz receptor estrogenowy o« (ERa) [18,54,78]. Badania
wykazaly, ze w obecno$ci kwasu retinowego, Nrf2 two-
rzy kompleks z receptorem RARa [98]. Kompleks taki nie
ma zdolnosci przytaczenia sie do sekwencji ARE i wzmac-
niania transkrypcji genéw. Podobna zalezno$¢ opisano
dla receptoréw PPARY, dla ktérych sugeruje sie nawet, ze
potaczenie tiazolidinedionéw z lekami przeciwnowotwo-
rowymi moze zmniejszy¢ oporno$¢ na leczenie komérek
nowotworowych raka ptuc [105]. Mozliwosci zahamowa-
nia $ciezki Nrf2 maja réwniez zwiazki matoczasteczkowe
obecne w roélinach. Na przyktad luteolina, nalezaca do fla-
wonoidéw, a wystepujaca powszechnie w selerze, zielonej
papryce, pietruszce czy rumianku, jest potencjalnym inhi-
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bitorem czynnika transkrypcyjnego z powodu redukowa-
nia jego ilodci zaréwno na poziomie biatka jak i mRNA [85].
Podobne wlasciwosci ma apigenina, ktéra wykazuje zdol-
no$¢ uwrazliwienia pierwotnie opornych komérek raka
watroby na leczenie doksorubicyna [14]. Wykorzystanie
inhibitoréw Nrf2 moze sie okaza¢ obiecujacym elementem
farmakoterapii, pozwalajacym zmniejszy¢ oporno$¢ komd-
rek rakowych na zastosowane $rodki cytotoksyczne, przy-
czyniajac sie tym samym do wzrostu skutecznosci leczenia
choréb nowotworowych. Jednak do petnego zrozumienia
wszystkich implikacji wynikajacych z udziatu Nrf2 w pro-
mowaniu onkogenezy, a zwlaszcza opornosci wielolekowej,
konieczne jest przeprowadzenie doktadniejszych badan.

W przeciwienistwie do oméwionego mechanizmu leko-
opornosci komérek nowotworowych stymulowanych
przez czynnik Nrf2 pojawia sie idea wykorzystania zwiek-
szonej ekspresji enzyméw 11 fazy do celéw terapeutycz-
nych. Niektdre leki chemioterapeutyczne musza zostaé
w organizmie aktywowane do farmakologicznie czynne;j
postaci, poniewaz podawane sa w postaci prolekéw. Reak-
cje aktywacji najczes$ciej zachodza z udziatem cytochromu
P450, przyktadem moze by¢ reakcja konwersji cyklofos-
famidu do alkilujgcych metabolitéw. Hayes i McMahon
zauwazyli, ze w komérkach nowotworowych, ktére wyka-
zujg mutacje w uktadzie Nrf2-Keap1, wystepuje jednocze-
$nie zwiekszony poziom ekspresji, takich enzymdw jak
NQO1, co umozliwia aktywacje cytotoksycznych lekéw
[18]. Stwarza to jednocze$nie mozliwo$¢ podania mniej-
szych dawek lekéw, a przez to zmniejszenie niepozada-
nych dziatan.

Czynnik Nrf2, oprécz stymulowania genéw kodujacych
enzymy detoksykacyjne, ma zdolno$¢ indukowania wielu
bialek, ktére w sekwencji promotorowej swego genu maja
tzw. element odpowiedzi antyoksydacyjnej. W fizjologicz-
nych warunkach, dzieki ARE jest mozliwe przetrwanie
komorki przez wzmozenie transkrypcji biatek ochronnych
i promujacych przetrwanie. Do takich biatek nalezy m.in.
antyapoptotyczne biatko Bcl-xL. W komérkach nowo-
tworowych jego indukcja jest jednak niekorzystna, gdyz
unikanie programowanej $mierci moze prowadzi¢ do pro-
gresji nowotworu. Badania wykazaly, iz Nrf2 stymuluje
ekspresje Bcl-xL przez laczenie sie z sekwencja ARE [68].
Tym samym mozna przypuszczaé, ze komérki nowotwo-

PismienNIcTWO

rowe zyskuja zdolno$¢ unikania apoptozy, jesli dochodzi do
aktywacji $ciezki Nrf2, czy to poprzez mutacje, czy terapie
antyoksydantami.

Wzmozona proliferacja komérek, ktéra jest charaktery-
styczna dla procesu onkogenezy, nie bytaby mozliwa bez
zapewnienia odpowiedniej ilo$ci materiatu budulcowego
oraz energetycznego. Modyfikacja, czy tez catkowite prze-
programowanie metabolizmu w kierunku optymalizacji
wzrostu jest jedna z podstawowych cech we wszystkich
nowotworach [16]. Sugeruje sie, ze duza role w tym pro-
cesie moze odgrywaé czynnik Nrf2, ktéry szczegdlnie pod
wplywem szlaku sygnatowego kinazy PI3K-Akt, przekiero-
wuje glukoze oraz glutamine na anaboliczne $ciezki meta-
boliczne [61].

PobsumowaNIE

Rola czynnika Nrf2, pod ktérego kontrola pozostaje wiele
istotnych dla komérkowej homeostazy gendw o dziataniu
cytoprotekcyjnym, jest przedmiotem wielu badan, ktére
wskazuja, ze nie mozna jej jednoznacznie okresli¢. Z jed-
nej strony aktywacja czynnika Nrf2 wywotuje indukcje
enzymow I fazy zaleznych od ARE - elementu odpowie-
dzi na antyoksydanty, co sprzyja detoksykacji kanceroge-
néw i elektrofilowych metabolitéw, mogacych indukowaé
powstanie stresu oksydacyjnego. W inicjacji i progresji
nowotworu stres oksydacyjny odgrywa istotna role, dla-
tego wptyw na aktywacje czynnika Nrf2 przez zmiany
konformacyjne w biatku Keap1 oraz fosforylacje z udzia-
tem kinaz jest wazng strategia w chemioprewencji. Z dru-
giej strony pojawily sie doniesienia o nadekspresji Nrf2
w komérkach nowotworowych, co moze chronié je przed
cytotoksycznymi skutkami antynowotworowej terapii pro-
wadzac do lekooporno$ci. Aktywacja i inaktywacja Nrf2
chroni komérki przez RFT, apoptoza i sprzyja ich przezy-
walnosci w niekorzystnych warunkach. Znajomos$¢ duali-
stycznego dziatania czynnika Nrf2 jest konieczna do oceny
korzystnych i negatywnych skutkéw, szczegdlnie w profi-
laktyce i terapii nowotwordw.
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