
2S26 Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S26–2S31

Nrf2 –  dve tváre regulátora antioxidačného 

systému

Nrf2 –  Two Faces of Antioxidant System Regulation

Pastorek M., Müller P., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Súhrn
Signálna dráha riadená komplexom transkripčného faktora Nrf2 a  jeho represora Keap1  je 
súčasťou jedného z najdôležitejších defenzívnych mechanizmov bunky, ktorý ju ochraňuje 
pred stresom. Po uvoľnení proteínu Keap1 z komplexu Nrf2- Keap1 dochádza k translokácii 
Nrf2 do jadra, kde cez zvýšenie expresie cytoprotektívnych génov pomáha bunke zvládnuť 
oxidačný stres vyvolaný účinkom toxických či karcinogénnych látok. Nie je preto prekvapujúce, 
že indukcia Nrf2 chemopreventívnymi látkami môže mať potenciál pri prevencii nádorových 
ochorení. Podobne ako Nrf2 ochraňuje bunky zdravého tkaniva, v neoplastických bunkách 
môže zmierniť účinok chemoterapeutík, a podporiť tak progresiu rakoviny. Je dokázané, že zvý-
šená expresia a následná nadmerná akumulácia Nrf2 je u mnohých typov nádorov asociovaná 
so zlou prognózou liečby a prispieva aj k fenoménu liekovej rezistencie. Poznanie „dvoch tvárí“ 
Nrf2 ako aj aktivácie ním riadenej signálnej dráhy je preto dôležité nielen pre základný výskum, 
ale má aj klinické implikácie.
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Summary
One of the most prominent defense mechanisms of cells undergoing stress is the Nrf2-Keap1 
signaling pathway. After exposure to either carcinogens or toxic compounds inducing oxida-
tive stress, attacked cells react by release of Keap1 from the Nrf2-Keap1 complex. Freeing Nrf2 
from the complex allows its translocation into the nucleus, thus enabling start of the transcrip-
tional program of cytoprotective genes. Therefore, induction of Nrf2 by chemopreventive com-
pounds may show potential in cancer prevention. But while it protects normal cells, increased 
activity of Nrf2 signaling pathway also facilitates cancer progression and protects neoplastic 
cells from therapeutic agents. Increased expression and subsequent accumulation of Nrf2 con-
tributes to acquired drug resistance and is often associated with worse prognosis. Knowing 
‘both faces’ of Nrf2 signaling pathway is thus relevant not only for basic research but has also 
substantial clinical implications.
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Úvod

Nrf2- Keap1 signálna dráha je hlavným re-
gulátorom bunkovej odpovede na stres 
spôsobený elektrofi lmi a reaktivnými for-
mami kyslíka (reactive oxygen species –  
ROS). Preto je tradične vnímaná ako dô-
ležitý obranný mechanizmus. Aj keď je 
tento pohľad správny, v poslednej dobe 
sa objavujú dôkazy o jej zapojení do vy-
tvárania vhodného prostredia podporu-
júceho prežívanie a proliferáciu nádoro-
vých buniek. Akumulácia Nrf2  pomáha 
nádorovým bunkám lepšie odolávať 
stresu vyvolanému terapiou a  táto jej 
„druhá tvár“ sa stala predmetom záujmu 
výskumu, ktorého cieľom je lepšie pocho-
piť úlohu Nrf2 signálnej dráhy v rakovine 
a vytvoriť stratégie na jej inhibíciu.

Štruktúra Nrf2 a Keap1

Pre pochopenie regulácie signálnej 
dráhy Nrf2- Keap1  je najprv potrebné 
poznať štruktúru jej hlavných aktérov. 
Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 [NF- E2]-re-
lated factor 2) je transkripčný faktor, ktorý 
obsahuje sedem funkčných domén, zná-
mych ako Neh1– 7. Z nich je pre reguláciu 
Nrf2 kľúčová najmä doména Neh2. Obsa-
huje sedem lyzínových rezíduí, na ktoré sa 
viaže ubikvitín, a tiež dve väzobné miesta 
(ETGE a  DLG), ktoré pomáhajú regulo-
vať jeho stabilitu prostredníctvom inte-
rakcie s jeho partnerom Keap1 (Kelch-like 
erythroid cell- derived protein with CNC ho-
mology [ECH]-associated protein 1) [1– 4]. 
Pre stabilitu Nrf2  je rovnako dôležitá na 
serín bohatá doména Neh6 [5] a domény 
Neh3– 5  sú potrebné pre transaktivačnú 
aktivitu Nrf2 [5,6]. Doména Neh1, ktorá ob-
sahuje leucínový zips, zase reguluje väzbu 
transkripčného faktora na DNA a dimerizá-
ciu Nrf2 s Maf [7].

Keap1  obsahuje tri hlavné domény, 
riadiace jeho aktivitu: Kelch, BTB a  IVR. 
Kelch/ DGR doména sprostredkuje väzbu 
Keap1 s Neh2 doménou Nrf2 [2,8]. BTB 
doména je dôležitá pre homodimerizá-
ciu Keap1 a väzbu s proteínom Cul3 a IVR 
doména s  vyšším obsahom cysteíno-
vých reziduí spája BTB doménu s C kon-
com Kelch/ DGR domény [9].

Regulácia signálnej dráhy 

Nrf2- Keap1

V bežných podmienkach je Nrf2  lokali-
zovaný v komplexe s Keap1, ktorý jeho 

hladinu udržiava na bazálnej úrovni. 
Prostredníctvom Kelch domén sa Keap1 
viaže na Nrf2 v dvoch miestach Neh2 do-
mény –  prvá väzba na ETGE miesto má 
vyššiu afi nitu a zabezpečuje naviazanie 
Keap1 na Nrf2 a následná väzba s nižšou 
afi nitou na miesto DLG reguluje správnu 
orientáciu oboch proteínov. Po navia-
zaní oboch väzieb sa sedem ubikvitín 
akceptujúcich lyzínov dostane do pozí-
cie, v ktorej dochádza k ich polyubikvi-
tinácii, a  oba proteíny tak môžu byť 
degradované v 26S podjednotke protea-
zómu [10,11]. V celom procese hrá dôle-
žitú úlohu aj USP15  (ubiquitin-specifi c 
peptidase 15) –  deubikvitinačný enzým, 
ktorý stabilizuje Keap1 a posilňuje jeho 
E3 ligázovú aktivitu, čo nakoniec umož-
ňuje väzbu Nrf2 [12].

Ak je bunka vystavená pôsobeniu 
xenobio tík alebo oxidačnému stresu, do-
chádza k modifi kácii cysteínov, ktoré sa 
nachádzajú v  reakčnom mieste Keap1. 
Jeho schopnosť udržať si správnu ter-
ciárnu štruktúru je tým znížená, čo za-
bráni jeho väzbe na Nrf2 a jeho násled-
nej polyubikvitinácii a degradácii. Podľa 
inej teórie následkom modifi kácie tio-
lov dochádza k  disociácii Cul3  ligázy 
od Keap1  [13]. Spoločným aspektom 
oboch modelov je znemožnenie interak-
cie Keap1 a Nrf2, ktorý môže byť po od-
delení z komplexu aktivovaný a translo-
kovaný do jadra. Tam s  Maf proteínmi 
vytvorí transkripčný komplex rozpozná-
vajúci ARE (antioxidant response ele-
ment) miesta v promótoroch a riadi ex-
presiu génov, ako sú NAD(P)H chinón 
oxidoreduktáza 1, hém oxygenáza 1, glu-
tatión S transferáza či glutamát- cysteín li-
gáza (obr. 1) [14].

Nrf2 ako nádorový supresor

Hlavnou funkciou Nrf2  je aktivácia 
anti oxidačnej odpovede pomocou trans -
aktivácie širokého spektra génov (napr. 
gén kódujúci hém- oxygenázu, gény ria-
diace syntézu glutatiónu). Vďaka rýchlej 
odpovedi na prítomnosť xenobio tík alebo 
oxidačného stresu je táto signálna dráha 
tradične vnímaná ako jeden z hlavných 
obranných mechanizmov bunky a dôle-
žitý regulátor jej prežívania. Je dokázané, 
že aktivácia Nrf2  hrá dôležitú úlohu pri 
ochrane pred diabetom, starnutím, neu-
rodegeneračnými a  kardiovaskulárnymi 

ochoreniami a  v  neposlednom rade aj 
pred nádorovými ochoreniami  [15,16]. 
Niekoľko štúdií na myšiach s vyradením 
génu pre Nrf2 – NFE2L2 – ukázalo, že v po-
rovnaní s kontrolnými myšami jeho neprí-
tomnosť zvyšuje po chemickej indukcii 
pravdepodobnosť výskytu rakoviny ža-
lúdka, kože, čriev alebo močového me-
chúra [17]. Takisto bolo dokázané, že je-
dinci so špecifi ckým SNP v promótorovej 
oblasti NFE2L2 génu majú väčšie riziko 
výskytu nemalobunkového karcinómu 
pľúc spôsobené zrejme signifi kantne zní-
ženou hladinou NFE2L2  mRNA  [18,19]. 
Ochranný potenciál tejto dráhy pravde-
podobne spočíva v jej schopnosti redu-
kovať množstvo ROS a s tým súvisiaceho 
poškodenia DNA [20].

Nrf2 ako onkoproteín

Napriek pozitívnej asociácii antioxidač-
nej odpovede riadenej Nrf2  signálnou 
dráhou so zníženým rizikom vzniku ná-
dorových ochorení môže mať jej dlho-
dobá aktivácia negatívny efekt. Kon-
štitutívne zvýšená hladina Nrf2  bola 
detekována v nádoroch hlavy a krku, va-
ječníkov, prsníkov a pľúc a bola dokázána 
aj jej spojitosť so zrýchlenou nádorovou 
progresiou [21– 26]. Zhoršená prognóza 
liečby nádorov so zvýšenou hladinou 
Nrf2  je dôsledkom jej schopnosti pod-
porovať proliferáciu a zvyšovať odolnosť 
na chemo-  a  rádioterapiu  [21,25,27]. 
Tento jav je podporený viacerými štú-
diami, podľa ktorých Nrf2  prispieva 
k  vlastnej aj získanej chemorezistencii 
pravdepodobne skrz zvýšenie odolnosti 
na stres [21,25,26,28,29]. Keďže viacero 
Nrf2 indukovaných génov kóduje cyto-
protektívne proteíny, akými sú NAD(P)H
chinón oxidoreduktáza 1, hém oxyge-
náza 1, glutatión, glutatión- S- transfe-
ráza, potenciálnym mechanizmom môže 
byť zvýšená obrana bunky proti poško-
deniu spôsobeného ROS, keďže ROS sú 
čiastočne generované pôsobením anti-
neoplastických látok. Naviac prote-
íny ako GSH (redukovaná forma gluta-
tiónu), ktoré obsahujú reaktívne tiolové 
skupiny, sa môžu viazať na elektrofi lné 
medzi produkty metabolizmu antineo-
plastických látok a  alkylačných činidiel 
a tak ich inaktivovať. Nádorové bunky so 
zvýšenou hladinou Nrf2 sú menej citlivé 
na často používané chemoterapeutiká, 
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Obr. 1. Regulácia signálnej dráhy Nrf2-Keap1.

Za bazálnych podmienok (A) väzba Keap1 na ETGE a DLG domény Nrf2 zabezpečí orientáciu oboch proteínov vhodnú k ubiquitinácii 
a po nej ich následne nasmeruje do proteazómu, kde sú potom degradované. Po modifi kácii cysteínov spôsobenej oxidatívnym stre-
som alebo prítomnosťou xenobiotík (B) je Keap1 neschopný väzby na Nrf2, disociácia Cul3 z BTB domén Keap1 zase zabráni ubiquitinácii 
Nrf2-Keap1 komplexu (C). V oboch prípadoch je Nrf2 uvoľnený a translokovaný do jadra, kde spolu s Maf proteínmi vytvorí transkripčný 
komplex a riadi expresiu génov zapojených do odpovede na oxidatívny stres (D).

A proteazóm

Keap1

NRF2

degradácia

B C

D

transkripcia
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z  bZip rodiny. Z  dostupných možností 
vychád zajúcich zo súčasných poznatkov 
sa tak ponúka využitie Nrf2 siRNA  [52] 
či PI3K inhibítorov  [33] a  v  neposled-
nom rade i prírodných látok so známou 
schopnosťou modulácie Nrf2 dráhy [53]. 
Nádejou by mohla byť aj alternatívna 
terapia lentivírusovými vektormi, ktoré 
obsahujú gén konvertujúci neškodné 
predliečivo na toxickú látku. Pri zara-
dení tohto génu za ARE miesta s vyso-
kou väzbovou aktivitou Nrf2 by tak do-
chádzalo k efektívnemu zničeniu nielen 
nádorových buniek, ale aj okolitého ná-
dorového mikroprostredia [54,55]. V bu-
dúcnosti by sa tiež dali využiť vedomosti 
o interakcii Nrf2 s inými signálnymi drá-
hami a využiť potenciál iných, lepšie mo-
dulovateľných cieľov. V  tomto bode je 
zaujímavé spomenúť DMF (dimetyl fu-
marát), ktorý sa v  klinickej praxi pou-
žíva pri liečbe psoriázy, roztrúsenej 
sklerózy a  iných auto imunitných ocho-
rení [56– 61]. Mechanizmus jeho účinku 
nebol doposiaľ úplne vysvetlený, no 
bolo potvrdené, že sa viaže na reduko-
vanú formu glutatiónu a  jeho metabo-
lit monometyl fumarát je potentným ak-
tivátorom Nrf2 signálnej dráhy  [62,63]. 
Uvažuje sa dokonca aj o jeho využití pri 
liečbe nádorových ochorení. V literatúre 
bola popísaná jeho schopnosť inhibovať 
rast a  metastázovanie na myšom mo-
deli melanómu a bunkách derivovaných 
z  pa cientov s  glio blastómom  [64– 66]. 
Tento fenomén je nesporne zaujímavý, 
keďže súčasťou účinku DMF je aktivácia 
Nrf2 dráhy, ktorá je u nádorov spájaná 
práve so zvýšenou proliferáciou a zrých-
lenou progresiou. Poznatky získané 
s DMF naznačujú, že výsledok aktivácie 
Nrf2 dráhy je závislý aj od kontextu iných 
dejov a zasluhuje si ďalšie skúmanie.

Zhrnutie

Niekoľko štúdií uvedených v tomto pre-
hľadnom článku potvrdilo schopnosť 
Nrf2 signálnej dráhy chrániť bunky zdra-
vého tkaniva pred xenobio tikami alebo 
oxidačným stresom, ktorý môže poten-
ciálne viesť k  malígnej transformácii. 
Na druhej strane bola pozorovaná kore-
lácia zvýšenia hladiny Nrf2 so zhoršenou 
prognózou liečby u viacerých typov ná-
dorových ochorení. Otázkou zostáva, či 
sa aktivácia Nrf2  podieľa na vzniku ná-

guluje transkripciu cieľových génov 
Nrf2  ako napr. GST1, NQO1  a  x- ct  [46]. 
Po kotransfekcii niekoľkých bunkových 
línií s vektormi obsahujúcimi kombiná-
ciu Nrf2 a p53 bola oproti transfekcii sa-
motným Nrf2  pozorovaná znížená ex-
presia jeho viacerých cieľových génov. 
Silná indukcia p53  tak môže zatiaľ ne-
vysvetleným mechanizmom znížiť účin-
nosť antioxidačnej odpovede nádoro-
vých buniek a  podporiť tak bunkovú 
smrť  [34]. Na druhej strane je zaují-
mavé, že indukcia p21WAF1, terčového 
proteínu p53, pomáha Nrf2  stabilizo-
vať  [47]. Deje sa tak pomocou väzby 
p21WAF1 na Nrf2, ktorá zabraňuje jeho na-
viazaniu na Keap1 a následnej ubikviti-
nácii Nrf2- Keap1 komplexu. Pri absencii 
p21WAF1 je bazálna a aj indukovateľná ex-
presia génov regulovaných Nrf2 znížená.

Prostredníctvom interakcie proteínov 
Keap1 a p62 je signálna dráha Nrf2 veľmi 
úzko prepojená s  procesom bunkovej 
autofágie. Priamym následkom nadmer-
nej ektopickej expresie p62  alebo blo-
kovania autofagického „toku” je zníže-
nie hladiny Keap1 prostredníctvom jeho 
väzby na p62, ktorý ho nasmeruje do au-
tofagozómov. Tam dochádza k jeho de-
gradácii, čo vedie k  zvýšeniu stability 
Nrf2 a teda aj k vyššej expresii ním ria-
dených génov  [48– 50]. Zvýšenie sta-
bility Nrf2  týmto spôsobom sa nazýva 
nekanonická aktivácia Nrf2, pretože jej 
mechanizmus nie je závislý od modifi -
kácie cysteínov na Keap1, ale od expre-
sie p62. V myšiach, ktoré mali narušený 
proces autofágie bola zaznamenaná 
zvýšená akumulácia Nrf2, čo sa preja-
vilo poškodením pečene  [50]. Naopak, 
použitie siRNA pre p62 zvýšilo hladinu 
a  stabilitu Keap1  a  nepriamo tak zní-
žilo hladinu Nrf2 a expresiu jej cieľových 
génov [49,51]. Tieto experimenty potvr-
dzujú úzke spojenie aktivácie Nrf2 dráhy 
s procesom autofágie a dávajú nový po-
hľad na funkčné prepojenie jednotlivých 
mechanizmov, ktoré napomáhajú ná-
dorovej bunke k prežitiu.

Inhibícia a modulácia Nrf2

Napriek negatívnej korelácii aktivity 
Nrf2 s úspešnosťou liečby je vývoj špeci-
fi ckých inhibítorov Nrf2 problematický, 
najmä kvôli jeho štruktúrnej podob-
nosti s  inými transkripčnými faktormi 

ako napr. cisplatinu, 5- fl uorouracil, či do-
xorubicín. Po inhibícii expresie Nrf2 po-
mocou siRNA sa ich rezistencia zase zní-
žila  [21,22,23,28,30– 32]. Znížená alebo 
zvýšená expresia Nrf2  je v  priamej ko-
relácii s  citlivosťou nádorových buniek 
na terapiu, čo je dôkazom jej dôležitosti 
vo vytvorení chemorezistencie. V  ne-
dávnej štúdii bola tiež ukázaná spoji-
tosť medzi zvýšenou hladinou Nrf2 v ná-
dorových bunkách pľúcneho karcinómu 
A549 s ich schopnosťou proliferácie pro-
stredníctvom aktivácie expresie génov 
zodpovedných za regeneráciu NADPH 
(dihydronicotin amide-adenine dinu-
cleotide phosphate) [33]. Pomo cou mic-
ro  array analýzy bolo navyše identifi ko-
vaných viacero génov kontrolovaných 
Nrf2, ktoré sa zúčastňujú bio syntézy pu-
rínov –  stavebných kameňov RNA a DNA 
a tiež proteínov zapojených v metabo-
lizme glukózy [34]. Uvedené skutočnosti 
potvrdzujú hypotézu o  onkogénnom 
potenciáli Nrf2, ktorý aktivuje viacero 
mechanizmov podporujúcich nádorovú 
progresiu a prežívanie.

Deregulácia signálnej dráhy Nrf2

Doposiaľ bolo popísaných niekoľko me-
chanizmov, ktorými nádorové bunky 
konštitutívne aktivujú signálnu dráhu 
Nrf2. Napríklad epigenetické utlme-
nie expresie pomocou metylácie špe-
cifických CpG miest v  promótorovej 
oblasti Keap1  vedie k  nedostatočnej 
represii Nrf2  vo viacerých typoch ná-
dorov  [26,35]. Modifikácia expresie 
Keap1  je klinicky signifi kantná, v  pľúc-
nych karcinómoch a  malígnych glió-
moch bola asociovaná so zhoršenou 
prognózou liečby [35]. Zvýšenie hladiny 
Nrf2 môže byť indukované aj sprostred-
kovane aktiváciou onkoproteínov ako 
B- Raf, c- Myc, K- Ras  [21,28,30,36– 39], 
posttranslačnými modifikáciami cys-
teínov v  Keap1, alebo nahromadením 
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dorového ochorenia, alebo vzniká len 
sekundárne ako súčasť „malígneho fe-
notypu“. Za aktiváciu Nrf2  v  nádoroch 
by tiež mohla byť zodpovedná jej inter-
akcia s inými signálnymi dráhami, ktoré 
sú v  nádoroch často deregulované. 
Potlačenie nadmernej aktivácie tejto sig-
nálnej dráhy by tak mohlo byť sprostred-
kované moduláciou signálnych dráh, 
ktoré s ňou priamo interagujú, alebo po-
mocou špecifi ckých inhibítorov Nrf2. Tie 
sa však zatiaľ nachádzajú len vo fáze vý-
voja. Odpovede by mohla priniesť pod-
robnejšia analýza DMF vo vzťahu k  ná-
dorovým ochoreniam, ktorý sa v klinickej 
praxi zväčša používa pri liečbe autoimu-
nitných ochorení. Napriek jeho vlastnosti 
aktivátora Nrf2  dráhy bola na experi-
mentálnych modeloch pozorovaná jeho 
schopnosť inhibovať rast nádoru. Možné 
využitie DMF v onkologickej liečbe pou-
kazuje na to, že modulácia Nrf2 signál-
nej dráhy je zaujímavá nielen z hľadiska 
výskumu, ale lepšie poznanie jej chemo-
preventívnych účinkov a fenoménu lie-
kovej rezistencie má aj klinický potenciál.
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