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Suahrn

Signalna draha riadend komplexom transkripéného faktora Nrf2 a jeho represora Keap1 je
sucastou jedného z najdolezitejsich defenzivnych mechanizmov bunky, ktory ju ochranuje
pred stresom. Po uvolneni proteinu Keap1 z komplexu Nrf2-Keap1 dochadza k translokacii
Nrf2 do jadra, kde cez zvysenie expresie cytoprotektivnych génov pomaha bunke zvladnut
oxidacny stres vyvolany ucinkom toxickych ¢i karcinogénnych latok. Nie je preto prekvapujice,
ze indukcia Nrf2 chemopreventivnymi latkami m6ze mat potencial pri prevencii nadorovych
ochoreni. Podobne ako Nrf2 ochranuje bunky zdravého tkaniva, v neoplastickych bunkach
mdze zmiernit Ucinok chemoterapeutik, a podporit tak progresiu rakoviny. Je dokazané, ze zvy-
$end expresia a nasledna nadmernd akumulécia Nrf2 je u mnohych typov naddorov asociovana
so zlou progndézou liecby a prispieva aj k fenoménu liekovej rezistencie. Poznanie ,dvoch tvari”
Nrf2 ako aj aktivacie nim riadenej signélnej drahy je preto dolezité nielen pre zékladny vyskum,
ale ma aj klinické implikacie.
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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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Uvod

Nrf2-Keap1 signdlna draha je hlavnym re-
gulatorom bunkovej odpovede na stres
sposobeny elektrofilmi a reaktivnymi for-
mami kyslika (reactive oxygen species -
ROS). Preto je tradi¢ne vnimand ako do6-
lezity obranny mechanizmus. Aj ked' je
tento pohlad spravny, v poslednej dobe
sa objavuju doékazy o jej zapojeni do vy-
tvarania vhodného prostredia podporu-
juceho prezivanie a proliferaciu nadoro-
vych buniek. Akumulacia Nrf2 pomaha
nadorovym bunkdm lepsie odoldvat
stresu vyvolanému terapiou a tato jej
»druhd tvar” sa stala predmetom zaujmu
vyskumu, ktorého cielom je lepsie pocho-
pit ulohu Nrf2 signélnej drahy v rakovine
a vytvorit stratégie na jej inhibiciu.

Struktira Nrf2 a Keap1

Pre pochopenie reguldcie signdlnej
drahy Nrf2-Keap1 je najprv potrebné
poznat strukturu jej hlavnych aktérov.
Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 [NF-E2]-re-
lated factor 2) je transkripcny faktor, ktory
obsahuje sedem funkénych domén, zna-
mych ako Neh1-7. Z nich je pre regulaciu
Nrf2 klticova najma doména Neh2. Obsa-
huje sedem lyzinovych rezidui, na ktoré sa
viaze ubikvitin, a tiez dve vazobné miesta
(ETGE a DLG), ktoré pomahaju regulo-
vat jeho stabilitu prostrednictvom 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 dolezitd na
serin bohatd doména Neh6 [5] a domény
Neh3-5 s potrebné pre transaktiva¢nu
aktivitu Nrf2 [5,6]. Doména NehT, ktord ob-
sahuje leucinovy zips, zase reguluje vazbu
transkripéného faktora na DNA a dimeriza-
ciu Nrf2 s Maf [7].

Keap1 obsahuje tri hlavné domény,
riadiace jeho aktivitu: Kelch, BTB a IVR.
Kelch/DGR doména sprostredkuje vazbu
Keap1 s Neh2 doménou Nrf2 [2,8]. BTB
doména je dolezitd pre homodimeriza-
ciuKeap1avazbu s proteinom Cul3alVR
doména s vyssim obsahom cysteino-
vych rezidui spaja BTB doménu s C kon-
com Kelch/DGR domény [9].

Regulacia signalnej drahy
Nrf2-Keap1

V beznych podmienkach je Nrf2 lokali-
zovany v komplexe s Keap1, ktory jeho

hladinu udrziava na bazalnej Urovni.
Prostrednictvom Kelch domén sa Keap1
viaze na Nrf2 v dvoch miestach Neh2 do-
mény — prva vazba na ETGE miesto ma
vyssiu afinitu a zabezpecuje naviazanie
Keap1 na Nrf2 a nasledna vazba s nizSou
afinitou na miesto DLG reguluje spravnu
orientaciu oboch proteinov. Po navia-
zani oboch vazieb sa sedem ubikvitin
akceptujucich lyzinov dostane do pozi-
cie, v ktorej dochadza k ich polyubikvi-
tinacii, a oba proteiny tak mozu byt
degradované v 26S podjednotke protea-
zému [10,11].V celom procese hra doéle-
Zitu dlohu aj USP15 (ubiquitin-specific
peptidase 15) - deubikvitina¢ny enzym,
ktory stabilizuje Keap1 a posilfiuje jeho
E3 ligdzovu aktivitu, ¢o nakoniec umoz-
nuje vazbu Nrf2 [12].

Ak je bunka vystavend pdsobeniu
xenobiotik alebo oxida¢nému stresu, do-
chadza k modifikécii cysteinov, ktoré sa
nachdadzaju v reakénom mieste Keap1.
Jeho schopnost udrzat si spravnu ter-
cidrnu Struktdru je tym znizend, ¢o za-
brani jeho vazbe na Nrf2 a jeho nasled-
nej polyubikvitinacii a degradacii. Podla
inej tedrie nasledkom modifikacie tio-
lov dochddza k disociacii Cul3 ligazy
od Keap1 [13]. Spolo¢nym aspektom
oboch modelov je znemoZnenie interak-
cie Keap1 a Nrf2, ktory moze byt po od-
deleni z komplexu aktivovany a translo-
kovany do jadra. Tam s Maf proteinmi
vytvori transkripcny komplex rozpozna-
vajuci ARE (antioxidant response ele-
ment) miesta v prométoroch a riadi ex-
presiu génov, ako su NAD(P)H chinén
oxidoreduktdza 1, hém oxygendza 1, glu-
tation S transferdza i glutamadt-cystein li-
gdza (obr. 1) [14].

Nrf2 ako nadorovy supresor

Hlavnou funkciou Nrf2 je aktivacia
antioxidac¢nej odpovede pomocou trans-
aktivécie sirokého spektra génov (napr.
gén kodujuci hém-oxygenazu, gény ria-
diace syntézu glutationu). Vdaka rychlej
odpovedi na pritomnost xenobiotik alebo
oxida¢ného stresu je tato signalna draha
tradi¢ne vnimana ako jeden z hlavnych
obrannych mechanizmov bunky a déle-
Zity reguldtor jej prezivania. Je dokazané,
Ze aktivacia Nrf2 hra dolezitu dlohu pri
ochrane pred diabetom, starnutim, neu-
rodegenera¢nymi a kardiovaskularnymi

ochoreniami a v neposlednom rade aj
pred nadorovymi ochoreniami [15,16].
Niekolko studii na mysiach s vyradenim
génu pre Nrf2 - NFE2L2 - ukazalo, Ze v po-
rovnani s kontrolnymi mySami jeho nepri-
tomnost zvysuje po chemickej indukcii
pravdepodobnost vyskytu rakoviny Za-
ludka, koze, criev alebo mocového me-
chura [17]. Takisto bolo dokazané, ze je-
dinci so Specifickym SNP v promoétorovej
oblasti NFE2L2 génu maju vacsie riziko
vyskytu nemalobunkového karcindmu
plic spésobené zrejme signifikantne zni-
zenou hladinou NFE2L2 mRNA [18,19].
Ochranny potencial tejto drahy pravde-
podobne spociva v jej schopnosti redu-
kovat mnozstvo ROS a s tym suvisiaceho
poskodenia DNA [20].

Nrf2 ako onkoprotein

Napriek pozitivnej asociacii antioxidac-
nej odpovede riadenej Nrf2 signdlnou
drahou so znizenym rizikom vzniku na-
dorovych ochoreni méze mat jej dlho-
doba aktivacia negativny efekt. Kon-
stitutivne zvysend hladina Nrf2 bola
detekovéna v nadoroch hlavy a krku, va-
je¢nikov, prsnikov a pltic a bola dokazana
aj jej spojitost so zrychlenou nadorovou
progresiou [21-26]. ZhorSend progndza
lie¢cby nadorov so zvysenou hladinou
Nrf2 je désledkom jej schopnosti pod-
porovat proliferaciu a zvy$ovat odolnost
na chemo- a radioterapiu [21,25,27].
Tento jav je podporeny viacerymi stu-
diami, podla ktorych Nrf2 prispieva
k vlastnej aj ziskanej chemorezistencii
pravdepodobne skrz zvysenie odolnosti
na stres [21,25,26,28,29]. KedZe viacero
Nrf2 indukovanych génov kéduje cyto-
protektivne proteiny, akymi su NAD(P)H
chinén oxidoreduktaza 1, hém oxyge-
naza 1, glutatién, glutatién-S-transfe-
raza, potencidlnym mechanizmom méze
byt zvysena obrana bunky proti posko-
deniu spdsobeného ROS, kedZe ROS su
¢iastocne generované pdésobenim anti-
neoplastickych latok. Naviac prote-
iny ako GSH (redukovand forma gluta-
tiénu), ktoré obsahuju reaktivne tiolové
skupiny, sa mozu viazat na elektrofilné
medziprodukty metabolizmu antineo-
plastickych latok a alkyla¢nych ¢inidiel
a tak ich inaktivovat. Nadorové bunky so
zvysenou hladinou Nrf2 su menej citlivé
na casto pouzivané chemoterapeutika,
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Obr. 1. Reguldcia signalnej drahy Nrf2-Keap1.

Za bazalnych podmienok (A) vdazba Keap1 na ETGE a DLG domény Nrf2 zabezpeci orientaciu oboch proteinov vhodnu k ubiquitinécii
a po nej ich nasledne nasmeruje do proteazomu, kde su potom degradované. Po modifikacii cysteinov spdsobenej oxidativnym stre-
som alebo pritomnostou xenobiotik (B) je Keap1 neschopny vazby na Nrf2, disocidcia Cul3 zBTB domén Keap1 zase zabrani ubiquitinécii
Nrf2-Keap1 komplexu (C).V oboch pripadoch je Nrf2 uvolneny a translokovany do jadra, kde spolu s Maf proteinmi vytvori transkripcny
komplex a riadi expresiu génov zapojenych do odpovede na oxidativny stres (D).

2528 Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2526-2531




NRF2 — DVE TVARE REGULATORA ANTIOXIDACNEHO SYSTEMU

ako napr. cisplatinu, 5-fluorouracil, ¢i do-
xorubicin. Po inhibicii expresie Nrf2 po-
mocou siRNA sa ich rezistencia zase zni-
zila [21,22,23,28,30-32]. ZniZena alebo
zvysend expresia Nrf2 je v priamej ko-
reldcii s citlivostou nadorovych buniek
na terapiu, ¢o je dékazom jej dolezitosti
vo vytvoreni chemorezistencie. V ne-
davnej studii bola tiez ukdzand spoji-
tost medzi zvysenou hladinou Nrf2 v na-
dorovych bunkdach plicneho karcinomu
A549 s ich schopnostou proliferacie pro-
strednictvom aktivacie expresie génov
zodpovednych za regeneraciu NADPH
(dihydronicotinamide-adenine dinu-
cleotide phosphate) [33]. Pomocou mic-
roarray analyzy bolo navyse identifiko-
vanych viacero génov kontrolovanych
Nrf2, ktoré sa zcastnuju biosyntézy pu-
rinov - stavebnych kameriov RNA a DNA
a tiez proteinov zapojenych v metabo-
lizme glukézy [34]. Uvedené skutocnosti
potvrdzuju hypotézu o onkogénnom
potencidli Nrf2, ktory aktivuje viacero
mechanizmov podporujucich nddorovu
progresiu a prezivanie.

Deregulacia signalnej drahy Nrf2
Doposial bolo popisanych niekolko me-
chanizmov, ktorymi nadorové bunky
konstitutivne aktivuju signalnu drahu
Nrf2. Napriklad epigenetické utime-
nie expresie pomocou metylacie Spe-
cifickych CpG miest v prométorovej
oblasti Keap1 vedie k nedostatoc¢nej
represii Nrf2 vo viacerych typoch né-
dorov [26,35]. Modifikacia expresie
Keap1 je klinicky signifikantnd, v plic-
nych karcindbmoch a malignych glié-
moch bola asociovanad so zhor3enou
progndézou lie¢by [35]. Zvysenie hladiny
Nrf2 moze byt indukované aj sprostred-
kovane aktivaciou onkoproteinov ako
B-Raf, c-Myc, K-Ras [21,28,30,36-39],
posttransla¢nymi modifikdciami cys-
teinov v Keap1, alebo nahromadenim
proteinov schopnych rozrusit komplex
Nrf2-Keap1 [13,40-45].

Komunikacia Nrf2 s inymi
signalnymi drahami

So zvysenou aktivitou signalnej drahy
Nrf2 moéze Gzko suvisiet aj jej interak-
cia s inymi signalnymi drdhami, ktoré su
pocas malignej transformacie casto de-
regulované. Protein p53 negativne re-

guluje transkripciu cielovych génov
Nrf2 ako napr. GST1, NQOT a x-ct [46].
Po kotransfekcii niekolkych bunkovych
linii s vektormi obsahujucimi kombina-
ciu Nrf2 a p53 bola oproti transfekcii sa-
motnym Nrf2 pozorovana znizend ex-
presia jeho viacerych cielovych génov.
Silnad indukcia p53 tak moze zatial ne-
vysvetlenym mechanizmom znizit ucin-
nost antioxida¢nej odpovede nadoro-
vych buniek a podporit tak bunkovu
smrt [34]. Na druhej strane je zauji-
mavé, ze indukcia p21"**1, tercového
proteinu p53, pomaha Nrf2 stabilizo-
vat [47]. Deje sa tak pomocou vazby
p21"* na Nrf2, ktora zabranuje jeho na-
viazaniu na Keap1 a naslednej ubikuviti-
nacii Nrf2-Keap1 komplexu. Pri absencii
p21%AF! je bazdlna a aj indukovatelna ex-
presia génov regulovanych Nrf2 znizena.

Prostrednictvom interakcie proteinov
Keap1 a p62 je signalna draha Nrf2 velmi
uzko prepojend s procesom bunkovej
autofagie. Priamym nasledkom nadmer-
nej ektopickej expresie p62 alebo blo-
kovania autofagického ,toku” je znize-
nie hladiny Keap1 prostrednictvom jeho
vazby na p62, ktory ho nasmeruje do au-
tofagozémov. Tam dochdadza k jeho de-
gradacii, ¢o vedie k zvy3eniu stability
Nrf2 a teda aj k vyssej expresii nim ria-
denych génov [48-50]. Zvysenie sta-
bility Nrf2 tymto sp6ésobom sa nazyva
nekanonicka aktivacia Nrf2, pretoze jej
mechanizmus nie je zavisly od modifi-
kacie cysteinov na Keap1, ale od expre-
sie p62. V mysiach, ktoré mali naruseny
proces autofdgie bola zaznamenana
zvy$end akumuldcia Nrf2, ¢o sa preja-
vilo poskodenim pecene [50]. Naopak,
pouzitie siRNA pre p62 zvysilo hladinu
a stabilitu Keap1 a nepriamo tak zni-
Zilo hladinu Nrf2 a expresiu jej cielovych
génov [49,51]. Tieto experimenty potvr-
dzuju Uzke spojenie aktivacie Nrf2 drahy
s procesom autofagie a davaju novy po-
hlad na funkéné prepojenie jednotlivych
mechanizmov, ktoré napomahaju néa-
dorovej bunke k prezitiu.

Inhibicia a modulacia Nrf2

Napriek negativnej koreldcii aktivity
Nrf2 s ispesnostou liecby je vyvoj Speci-
fickych inhibitorov Nrf2 problematicky,
najmd kvoli jeho Struktirnej podob-
nosti s inymi transkripénymi faktormi

z bZip rodiny. Z dostupnych moznosti
vychédzajucich zo sucasnych poznatkov
sa tak ponuka vyuzitie Nrf2 siRNA [52]
¢i PI3K inhibitorov [33] a v neposled-
nom rade i prirodnych latok so zndmou
schopnostou modulacie Nrf2 drahy [53].
Nadejou by mohla byt aj alternativna
terapia lentivirusovymi vektormi, ktoré
obsahuju gén konvertujuci neskodné
predliecivo na toxicku latku. Pri zara-
deni tohto génu za ARE miesta s vyso-
kou vazbovou aktivitou Nrf2 by tak do-
chadzalo k efektivnemu zniceniu nielen
nadorovych buniek, ale aj okolitého na-
dorového mikroprostredia [54,55]. V bu-
ducnosti by sa tiez dali vyuzit vedomosti
o interakcii Nrf2 s inymi signalnymi dra-
hami a vyuZzit potencial inych, lepsie mo-
dulovatelnych cielov. V tomto bode je
zaujimavé spomenut DMF (dimetyl fu-
marat), ktory sa v klinickej praxi pou-
ziva pri lie¢be psoridzy, roztrisenej
sklerézy a inych autoimunitnych ocho-
reni [56-61]. Mechanizmus jeho Ucinku
nebol doposial Uplne vysvetleny, no
bolo potvrdené, Ze sa viaze na reduko-
vanu formu glutatiéonu a jeho metabo-
lit monometyl fumarét je potentnym ak-
tivatorom Nrf2 signalnej drahy [62,63].
Uvazuje sa dokonca aj o jeho vyufZiti pri
liecbe nadorovych ochoreni. V literature
bola popisana jeho schopnost inhibovat
rast a metastazovanie na mysom mo-
deli melanému a bunkach derivovanych
z pacientov s glioblastémom [64-66].
Tento fenomén je nesporne zaujimavy,
kedZe sucastou Ucinku DMF je aktivacia
Nrf2 dréhy, ktord je u nddorov spajana
prave so zvysenou proliferaciou a zrych-
lenou progresiou. Poznatky ziskané
s DMF naznacuju, Ze vysledok aktivacie
Nrf2 drahy je zavisly aj od kontextu inych
dejov a zasluhuje si dalsie skimanie.

Zhrnutie

Niekolko studii uvedenych v tomto pre-
hladnom ¢lanku potvrdilo schopnost
Nrf2 signalnej drahy chréanit bunky zdra-
vého tkaniva pred xenobiotikami alebo
oxida¢nym stresom, ktory moze poten-
cialne viest k malignej transformacii.
Na druhej strane bola pozorovana kore-
lacia zvysenia hladiny Nrf2 so zhordenou
prognézou liecby u viacerych typov na-
dorovych ochoreni. Otdzkou zostdva, Ci
sa aktivacia Nrf2 podiela na vzniku na-
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dorového ochorenia, alebo vznika len
sekundarne ako sucast ,maligneho fe-
notypu”. Za aktivaciu Nrf2 v nadoroch
by tiez mohla byt zodpovedna jej inter-
akcia s inymi signalnymi drdhami, ktoré
su v nadoroch casto deregulované.
Potlacenie nadmernej aktivécie tejto sig-
nélnej drahy by tak mohlo byt sprostred-
kované moduldciou signalnych dréh,
ktoré s nou priamo interaguju, alebo po-
mocou specifickych inhibitorov Nrf2. Tie
sa vsak zatial nachadzaju len vo faze vy-
voja. Odpovede by mohla priniest pod-
robnejsia analyza DMF vo vztahu k na-
dorovym ochoreniam, ktory sa v klinickej
praxi zvac¢sa pouziva pri liecbe autoimu-
nitnych ochoreni. Napriek jeho vlastnosti
aktivatora Nrf2 drahy bola na experi-
mentalnych modeloch pozorovana jeho
schopnost inhibovat rast nadoru. Mozné
vyuzitie DMF v onkologickej lie¢be pou-
kazuje na to, ze modulacia Nrf2 signal-
nej drahy je zaujimava nielen z hladiska
vyskumu, ale lepsie poznanie jej chemo-
preventivnych ucinkov a fenoménu lie-
kovej rezistencie ma aj klinicky potencial.
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