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Streszczenie: Jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2 — Nrf2 stano-
wi jeden z kluczowych elementow odpowiedzi komorki na stres oksydacyjny. Nrf2 reguluje ek-
spresje szeregu genow kodujacych enzymy antyoksydacyjne (tj. S-transferaza glutationowa;
oksygenaza hemowa 1 czy katalaza). Co wigcej, doniesienia naukowe sugeruja ze modulacja
wewnatrzkomoérkowej $ciezki Keapl-Nrf2 jak i aktywatory Nrf2 moga stanowi¢ nowy cel terapii
chordb w patogenezie ktorych wskazuje¢ si¢ na istotno$¢ wspotwystgpowania zaburzonej homeosta-
zy oksydacyjnej z nadmierng aktywacja uktadu immunologicznego. Aktywatory Nrf2 (tj. sulforafan,
TBE-31, fumaran dimetylu) wykazuja dzialanie antyoksydacyjne, neuroprotekcyjne, przeciwdepr-
esyjne oraz przeciwzapalne. Aktywacja czynnika Nrf2, stanowi wigc obiecujacy kierunek poszuki-
wania skuteczniejszych form leczenia licznych schorzen w tym chorob neurodegeneracyjnych czy
zaburzen depresyjnych.

Stowa kluczowe: Nrf2, stres oksydacyjny, aktywatory Nrf2, uktad nerwowy
Summary: The nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2) is a key regulator of antioxidant

defenses, control genes encoding antioxidant enzyme (such as: glutathione-S-transferases, heme
oxygenase-1 or catalase ) in response to oxidative stress. Moreover scientific data, suggest that
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modulation of intracellular Keap1-Nrf2 pathway as well as Nrf2 activators may be a novel phar-
macological target for pathologies related with disturbance of oxidative stress and inflammatory.
Nrf2 activators (e.g. sulforaphane,, TBE-31, dimethyl fumarate) have antioxidative, neuroprotec-
tive, antidepressant and anti-inflammatory activity. Nrf2 factor (especially its activation) seems to
be a promising direction for defining more effective treatments of numerous diseases, including
neurodegenerative diseases and depressive disorders.

Keywords: Nrf2, oxidative stress, Nrf2 activators, nervous system

WPROWADZENIE

Zaburzenie rownowagi pro- i antyoksydacyjnej okresla si¢ terminem stres ok-
sydacyjny a jej konsekwencja jest nadmierna produkcja reaktywnych form tlenu
(ang. reactive oxygen species, ROS). Stres, zanieczyszczenia, czy nieprawidtowa
dieta to tylko niektore z czynnikéw, ktére moga przyczynic¢ si¢ do powstawania
ROS. Stres oksydacyjny prowadzi do szeregu uszkodzen komorki, w tym struk-
tury biatek, lipidow, czy DNA. Coraz wigcej doniesien naukowych wskazuje,
ze reakcjom stresu oksydacyjnego nierozerwalnie towarzysza procesy zapalne.
Co istotne, leza one u podstaw rozwoju wielu choréb cztowieka, w tym réwniez
chorob zwiazanych z uktadem nerwowym [16]. Pierwszg linig obrony organizmu
przed nadmierng produkcjg ROS jest jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodze-
nia erytroidalnego typu 2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2)
[25]. Jako ,,molekularny straznik” komorki chroni jg przed uszkodzeniami oksy-
dacyjnymi. Stad zaburzenia funkcji Nrf2 i mozliwosci modyfikacji jego aktyw-
nosci wydaja si¢ by¢ obiecujgcym kierunkiem w poszukiwaniu patomechanizmu
1 potencjalnej terapii wielu chorob, szczegolnie tych, w przebiegu ktérych obser-
wuje si¢ zaburzenie rownowagi oksydacyjno-zapalnej. Interesujacym przyktadem
sa schorzenia zwiazane z dysfunkcjg uktadu nerwowego, ktore stanowig gtoéwny
przedmiot niniejszego artykutu.

CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY Nrf2 —
OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Struktura ludzkiego czynnika Nrf2 zostala okreslona w 1993 r., a rok poz-
niej biatko to po raz pierwszy wyizolowano z ludzkiej linii komoérek przewlektej
biataczki szpikowej (linia K562) [23]. Czynnik Nrf2 kodowany jest przez gen
NFE2L2 zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 2 (2q 31.2). Ulega on
ekspresji w wigkszosci tkanek, lecz najwigksze stgzenie osiaga w nerkach, tkance
mig$niowej, ptucach, sercu, watrobie oraz méozgu [30]. Nrf2 zaliczany jest do
podrodziny bialek Cap’n’collor (CNC), ktére w swojej strukturze zawierajg cha-
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rakterystyczny element molekularny (tzw. motyw zamka lecynowego, ang. basic
leucine zipper, bZip) umozliwiajacy wiazanie z jadrowym DNA. W strukturze
biatka Nrf2 mozna wyrdzni¢ siedem homologicznych, funkcjonalnych domen
(Neh1-Neh7) [24]. Nehl zawiera region CNC-bZip umozliwiajacy przylacze-
nie czynnika Nrf2 do jadrowego DNA oraz wigzanie z innymi czynnikami tran-
skrypcyjnymi. W domenie 2 (Neh2) w regionie N-koncowym wyrdznia si¢ dwa
motywy DLG (sekwencja aminokwasowa leucyna 23 do arginina 43; niskie po-
winowactwo wigzania) oraz ETGE (sekwencja aminokwasowa glutamina 73 do
izoleucyna 86; wysokie powinowactwo wigzania), ktére zapewniajg stabilizacje
oddzialywania biatka Keapl z Nrf2 w cytoplazmatycznym kompleksie. Neh3 wy-
kazuje zdolno$¢ wigzania z chromo-ATP-aza. Z kolei domeny Neh4 i NehS za-
angazowane sg w regulacje funkcjonalnej aktywnosci transkrypcyjnej czynnika
Nrf2. Domena Neh6 zawiera dwa motywy DSGIS (sekwencja aminokwasowa
asparagina 329 do seryna 342) i DSAPGS (sekwencja aminokwasowa seryna 363
do kw. glutaminowy 379). Funkcja konserwatywnej domeny Neh6 zwigzana jest
z regulacjg m.in. procesu protesomalnej degradacji czynnika Nrf2. Neh7 stano-
wi najnowsza zdefiniowang i opisang domene struktury Nrf2. Domena wigze si¢
z receptorem kwasu retinowego alfa warunkujac zahamowanie aktywnosci tran-
skrypcyjnej Nrf2 jak i zaleznych od niego genoéw [15] (Ryc. 1).

Gltowng funkcja biatka Nrf2 w komorce jest aktywacja genow kodujacych en-
zymy antyoksydacyjne (tzw. enzymy Il fazy). W grupie tej wyrdznia si¢ m.in.
S-transferaze glutationowa (ang. glutathione-S-transferase, GST), oksygenaze
hemowa 1 (ang. heme oxygenase-1, HO-1) czy katalaze [1]. Najogolniej mowiac,
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RYCINA 1. Struktura biatka Nrf2. Opracowano na podstawie [24, 13]
FIGURE 1. Structure of Nrf2 protein. Based on [24, 13]
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mechanizm ich dzialania polega na neutralizacji ROS powstajacych w przebie-
gu stresu oksydacyjnego w komorce, co pozwala zachowa¢ homeostaze oksyda-
cyjna. Mozna zatem wysnu¢ stwierdzenie, ze czynnik transkrypcyjny Nrf2 sta-
nowi kluczowy element maszynerii molekularnej zaangazowanej w odpowiedz
komorki na stres oksydacyjny. Coraz wigcej doniesien naukowych wskazuje na
role Nrf2 w regulacji ekspresji genow kodujacych: neurotroficzny czynnik pocho-
dzenia mozgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor, BDNF) czy biatko
p62 (biatko zwiazane z procesem autofagii komodrkowej) [36]. Ponadto, oprocz
wskazanej gtownej funkcji antyoksydacyjnej, Nrf2 zaangazowany jest w regu-
lacje procesow przeciwzapalnych komorki, gtdéwnie poprzez hamowanie czyn-
nika transkrypcyjnego kappaB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells, NF-kB). Regulacja proceséw przeciwzapalnych taczona jest
rowniez z aktywnos$cig wewnatrzkomorkowego szlaku Nrf2-HO-1. Wykaza-
no bowiem, ze zarowno poziom mRNA jak i biatka HO-1 w komoérce podlega
$cistej regulacji Nrf2-zaleznej [41]. Komorkowa aktywnos¢ HO-1 zwigzana jest
z enzymatyczng degradacja hemu do tlenku wegla i wolnych jonow zelaza oraz
biliwerdyny do bilirubiny. Tlenek wegla wykazuje dziatanie hamujace na szlak
zalezny od czynnika NF-kB, prowadzac do obnizenia poziomu ekspresji cyto-
kin prozapalnych [1]. Sugeruje si¢, ze funkcje antyoksydacyjne i przeciwzapalne
czynnika Nrf2 w osrodkowym uktadzie nerwowym sa wynikiem oddzialywania
1 wzajemnej regulacji z NF-kB. Dynamika zmian interakcji tych dwoch czynni-
koéw transkrypeyjnych nie zostala w pelni poznana, stwarza jednak interesujacy
cel naukowy mogacy wyjasni¢ szereg regulacji komérkowych zaangazowanych
w funkcje biologiczne Nrf2 [3].

MECHANIZMY REGULACJI
WEWNATRZKOMORKOWEJ $CIEZKI Nrf2-ZALEZNEJ

Regulacja aktywnos$ci Nrf2 jest procesem zlozonym z kaskady kilku reakcji,
w ktorg zaangazowanych jest wiele czynnikow komorkowych. Wskazana modu-
lacja aktywnosci czynnika Nrf2 jest zalezna od stanu fizjologicznego komorki.

W warunkach prawidtowych (niestresowych) czynnik Nrf2 jest zwigzany
z biatkiem Keap1 (ang. kelch-like ECH-associated protein 1), stanowigcym forme
biatka represorowego, zlokalizowanego w cytoplazmie. W strukturze ludzkiego
biatka Keapl wyroznia si¢ 5 domen: domeng N-koncowa (ang. N-terminal region,
NTR), domen¢ BTB (ang. bric a brac domen), domeng¢ stanowigcg region po-
wtorzen glicyny (ang. double glycine region, DGR), region posredni szczegdlnie
bogaty w cysteing (ang. intervening region, IVR) oraz domene C-koncowa (ang.
C-terminal region, CTR). DGR oraz CTR wigza si¢ do drugiej domeny biatka
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Nrf2 (Neh2) regulujac tym samym interakcje Keap1-Nrf2 w kompleksie cytopla-
zmatycznym [24]. W warunkach prawidlowych utworzony kompleks uniemozliwia
transport Nrf2 do jadra komorkowego, przez co czynnik ten pozostaje w formie
nieaktywnej biologicznie. Wykazano rowniez, ze istotnym elementem regulacji po-
ziomu Nrf2 w komorce jest proces ubikwitynacji polegajacy na dolgczaniu specy-
ficznych reszt ubikwityny predysponujacych biatko do rozktadu enzymatycznego
w proteasomach (uktad ubikwityna/proteasom 26S) [2]. W regulacji procesu degra-
dacji proteosomalnej najistotniejszg role odgrywa aktywnos$¢ ligazy ubikwityny E3
zwigzane]j z kuling, ktora hamuje aktywno$¢ transkrypcyjna czynnika Nrf2 [1].
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RYCINA 2. Mechanizmy regulacji wewnatrzkomodrkowej §ciezki Nrf2-zalezne;j.

W warunkach prawidtowych cytoplazmatyczny kompleks Keap1-Nrf2 podlega degradacji proteo-
litycznej (uktad ubikwityna/proteasom). Wzrost reaktywnych form tlenu lub aktywatory Nrf2 wa-
runkuja rozpad kompleksu Keap1-Nrf2 (zmiana konformacji biatka Keapl, fosforylacja czynnika
Nrf2). Uwolniony Nrf2 migruje do jadra komoérkowego taczy si¢ z elementem odpowiedzi anty-
oksydacyjnej ARE indukujac transkrypcje enzymow antyoksydacyjnych (m.in. enzymoéw 11 fazy).
Opracowano na podstawie [9]

FIGURE 2. Mechanisms of Nrf2-dependent intracellular signaling pathway.

Under normal (unstressed) conditions Nrf2 is subject to proteolytic degradation (ubiquitin / prote-
asome pathway mediated by Keapl protein). During increase the reactive oxygen species or Nrf2
activators, Nrf2 is derepressed via modification of Keap1protein or phosphorylation of a serine res-
idue (Ser40) in the Neh2 domain of Nrf2. Next Nrf2 translocates into nucleus and activates selected
target genes through antioxidant response elements, exerting antioxidant effects. Based on [9]
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Wzrost poziomu ROS, badz ekspozycja na specyficzne aktywatory Nrf2 (np.
sulforafan, TBE-31, fumaran dimetylu, kurkumina, resweratrol, kwercetyna) za-
poczatkowujg zmiany, w efekcie ktorych kompleks Keap1-Nrf2 ulega rozpadowi.
Badania naukowe wskazuja, ze mechanizm tej reakcji zwigzany jest z utlenieniem
reszt cysteinowych (szczegodlnie cysteiny w pozycji 151) obecnych na powierzch-
ni biatka Keapl, warunkujgcych zmiany organizacji przestrzennej biatka Keapl
1 ostatecznie oddysocjowanie Nrf2 z kompleksu. Nastepnie, czynnik ten na dro-
dze transportu aktywnego przemieszcza si¢ do jadra komorkowego, gdzie hetero-
dimeryzuje z matymi biatkami Maf (ang. small Maf proteins, sMaf). Umozliwia
to rozpoznanie i1 oddziatywanie z elementem odpowiedzi antyoksydacyjnej (ang.
antioxidant response element, ARE). Proces ten jest niezbedny do indukcji eks-
presji genow 1 w nastepstwie syntezy enzymow antyoksydacyjnych [25] (Rye. 2).

Zaprezentowany mechanizm aktywacji Nrf2 jest jak dotad najlepiej opisanym,
jednak jak sie okazuje, w §wietle najnowszych danych literaturowych, nie jedyny.
Wskazuje si¢ migdzy innymi na istotng rol¢ modyfikacji potranslacyjnych czyn-
nika Nrf2 (np. fosforylacja przez kinaze¢ biatkowg C, szczegdlnie na serynie 40),
czy mechanizméw epigenetycznych (np. metylacja promotoréw gendw; acetylacja/
fosforylacja biatek histonowych; regulacja przez male niekodujace czasteczki RNA
— mikroRNA — miR153, miR27a; miR144) zaangazowanych w kontrole ekspresji
genow KEAP1 i NFE2L2 [18].

ZNACZENIE AKTYWNOSCI KOMORKOWEJ
CZYNNIKA TRANSKRYPCYJNEGO Nrf2
W PATOGENEZIE WYBRANYCH CHOROB
ZWIAZANYCH Z UKLADEM NERWOWYM

Aktualnie w bazie PubMed znajduje si¢ ponad 14 tys. prac opisujacych funk-
cje Nrf2 oraz jego potencjalne korelacje z ré6znymi chorobami, w tym nowo-
tworami (ponad 5 tys. prac), chorobami sercowo-naczyniowymi (ponad 1,3 tys.
prac), chorobami uktadu oddechowego (ponad 800 prac), chorobami neurodege-
neracyjnymi (757 prac), udarem niedokrwiennym moézgu (227 prac), czy zaburze-
niami depresyjnymi (133 prac).

Ze wzgledu na fakt, iz rola czynnika Nrf2 w patogenezie i chemioterapii cho-
rob nowotworowych jest najobszerniej dyskutowana, w niniejszej pracy autorzy
skupili si¢ przede wszystkim na wybranych schorzeniach zwigzanych z dysfunk-
cja uktadu nerwowego.

CHOROBY NEURODEGENERACYJNE
Wraz z postepujacym starzeniem si¢ spoteczenstwa, odnotowuje si¢ staty
trend wzrostu liczby 0so6b cierpiacych na choroby neurodegeneracyjne. Prognozy
statystyczne wskazuja, ze juz w 2030 r. liczba pacjentéw ze zdiagnozowanymi
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schorzeniami neurodegeneracyjnymi w samej tylko Polsce przekroczy 9 milio-
néw [17]. Choroby te stanowig zalezny od wieku, nieuleczalny zespot heterogen-
nych zaburzen, ktorych cecha wspolna jest postepujacy proces neurodegeneracji
komorek mozgowych. Wsrdd najczesciej wystepujacych wyrdznia sig: chorobe
Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona, stwardnienie rozsiane, czy ataksje rdze-
niowo — mo6zdzkowa. Pomimo intensywnych badan, patogeneza zaburzen neu-
rodegeneracyjnych w dalszym ciggu jest niewystarczajagco poznana, co znajduje
odzwierciedlenie w braku skutecznych ich terapii [16].

W etiopatogenezie chorob neurodegeneracyjnych (szczegdlnie w chorobie Al-
zheimera i Parkinsona) u pacjentow obserwuje si¢ zaburzenie potencjalu reduk-
cyjno-oksydacyjnego [14]. Co wigcej w przebiegu choroby Alzheimera wskazuje
sie, ze wzrost poziomu ROS jest skorelowany ze stopien toksycznos$ci ztogow
amyloidu-beta [40]. Dysfunkcja gtéwnych komérkowych uktadow antyoksyda-
cyjnych w rozwoju powyzszych choréb zostata powiazana z rolg zmian aktywno-
$ci czynnika Nrf2 [12].

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease, AD)

W badaniach majacych na celu poszukiwanie mechanizméw chordb neurodege-
neracyjnych lub mozliwosci ich terapii najczesciej wykorzystuje si¢ zwierzece mode-
le. W przypadku AD, do najwazniejszych zalicza si¢ modele transgeniczne oparte na
mutacji genu APP (gen biatka prekursorowego p-amyloidu), MAPT (gen kodujacy
biatko tau), apoE (gen kodujacy apolipoproteing E) oraz genéw presenilin [42].

W zakresie badan przedklinicznych Mota i wsp., podjeli probe oceny roli
czynnika Nrf2 w transgenicznym zwierzecym modelu AD tj. mysim modelu 3xT-
g-AD [31]. Model ten zostat opisany w 2003r., i oparty jest na mutacji genu APP,
preseniliny 1 oraz bialka tau. Nalezy zaznaczy¢, ze model ten prezentuje u zwie-
rzat najpelniejszy obraz patologii wystepujacy w przebiegu klinicznym choroby
Alzheimera [42]. W przeprowadzonym badaniu naukowcy zaobserwowali wzrost
poziomu formy fosforylowanej czynnika Nrf2 na serynie 40 (p-S40-Nrf2) w jed-
nojadrzastych komorkach krwi obwodowej (ang. peripheral blond mononuclear
cell, PBMC) pozyskanych od 3-miesi¢cznych myszy 3xTg-AD. Co wigcej, ocena
poziomu biatka Nrf2 zostata réwniez przeprowadzona we frakcji jadrowej wyizo-
lowanej z probek kory mézgowej 3-miesi¢cznych myszy 3xTg-AD (samce, sami-
ce). Wyniki analiz biochemicznych u samcow wykazaty wzrost poziomu biatka
Nrf2 w korze moézgowej ktory byl odwrotnie skorelowany z poziomem mRNA
oraz biatka dysmutazy ponadtlenkowej 1. Poziom ligazy glutaminianowo-cyste-
inowej (ang. glutamate-cysteine ligase catalytic, GCL) nie ulegl zmianie. Intere-
sujacym jest rowniez brak zmian w poziomie czynnika Nrf2 w korze mozgowej
samic. Wyniki przedstawionego badania sugeruja, ze w przebiegu AD dochodzi
do zaburzenia antyoksydacyjnej regulacji Nrf2-zaleznej, poniewaz pomimo ob-
serwowanej migracji czynnika Nrf2 do jadra komorkowego, synteza enzymow
antyoksydacyjnych nie jest w nim zapoczatkowywana. Co wigcej, wskazuje sig,
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ze regulacja wewnatrzkomorkowych reakcji zintegrowanych z czynnikiem Nrf2,
moze by¢ zalezna od pflci jak i odmienna dla danych grup wiekowych [31]. Po-
twierdzeniem roli Nrf2 w patogenezie AD sa réwniez wyniki badan przeprowa-
dzonych z wykorzystaniem myszy Nrf2-KO (z delecjg genu kodujacego czynnik
Nrf2; ang. Nrf2 knockout mice; Nrf2 ©'0), U zwierzat Nrf20'0), wykazano obnizony
poziom ekspresji genu GSTM1 (gen zaangazowany w regulacje aktywnosci anty-
oksydacyjnej S-transferazy glutationowej zalezny od NFE2L2) oraz genéw KRAS
1 WDFY1 zaangazowanych w regulacje sygnalizacji komorkowej i procesow za-
palanych. Co wigcej Rojo 1 wsp., wykazali u tych zwierzat gromadzenie si¢ biatka
amyloidu-beta oraz zwigkszong fosforylacje biatka tau. Sg to typowe cechy patolo-
giczne, ktore obserwuje si¢ w AD.W hipokampie myszy Nrf2-KO (w odniesieniu
do szczepu dzikiego) wykazano rowniez podwyzszony poziom markerow stresu
oksydacyjnego i parametréw prozapalnych. Obserwowanym zmianom towarzyszy-
ly nieprawidtowos$ci w procesie uczenia si¢ przestrzennego oraz procesach pamie-
ciowych, co jest rowniez charakterystycznym objawem choroby [35].

W badaniach post mortem (posmiertne), z wykorzystaniem metody immu-
nohistochemicznej podj¢to probe oceny lokalizacji komorkowej czynnika Nrf2
determinujacej endogenng aktywacje kaskad antyoksydacyjnych w hipokampie
pacjentéw z AD (doktadniej neurony pola CA1). Wyniki badan wykazaty istotne
statystycznie spadki poziomu czynnika Nrf2 w jadrze komoérkowym neuronow
hipokampa AD. Wyniki te zostaty rowniez potwierdzone w obserwacji prepara-
tow z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. Z kolei analiza molekularna
przeprowadzona technika Western Blot wykazata spadki poziomu biatka Nrf2 we
frakcji jadrowej kory mdzgu pacjentow z AD, co jest zgodne ze zmiany w struk-
turze hipokampa chorych przedstawionymi powyzej [34].

Zaprezentowane wyniki badan, sugeruja na silng korelacje czynnika Nrf2
z etiopatogeneza choroby Alzheimera. Nalezy pamigtac, ze w patogenezie AD
istotna jest zaro6wno aktywacja jak i supresja czynnika Nrf2. Jest to bardzo ztozo-
na zalezno$¢ wieclouktadowa, ktdra nie jest w pelni opisana w literaturze nauko-
wej. Wskazuje si¢, ze $ciezka regulacji czynnika Nrf2 w chorobach neurodege-
neracyjnych (rowniez w AD), jest zalezna od badanej struktury mozgowej; typu
komorek jak rowniez stadium choroby [13]. Co wigcej istotnym jest rowniez fakt,
ze obecne wyniki badan wskazujg rolg czynnika Nrf2 w indywidualnej regulacji
proces6w amyloidopatii i taupatii. Brak jest ujecia roli tego czynnika we wzajem-
nych regulacjach tych procesow patologicznych, ktore w przebiegu klinicznym
AD czgsto wspotwystepuja u pacjentow. Waznym jest rOwniez, brak uniwersal-
nego wzoru zmian ekspresji Nrf2, w przeprowadzanych badaniach o charakterze
przedklinicznym 1 post-mortem. To dodatkowo wskazuje, ze $ciezka regulacji
czynnika Nrf2 jest uktadem bardzo ztozonym.
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Choroba Parkinsona (ang. Parkinson’s disease, PD)

Wyniki badan przedklinicznych przeprowadzonych z wykorzystaniem myszy
Nrf2-KO wykazaty, ze niedobdr czynnika Nrf2 wzmacnial efekt indukowany po-
daniem toksyny — MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny) [10].
MPTP jest najlepiej poznang substancja neurotoksyczna, ktéra wykorzystywana
jest do indukcji objawdéw choroby Parkinsona. U zwierzat jej podanie prowadzi
do neurodegeneracji (m.in. uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych w obrebie
szlaku nigrostriatalnego prazkowia) zblizonych do obrazu klinicznego PD [10].
Z kolei Williamson i wsp., w ocenie roli wewnatrzkomodrkowej $ciezki Keap1-N-
rf2 w przebiegu PD wykorzystali mechanizm wyciszania genu w procesie inter-
ferencji RNA (siRNA skierowane ,,przeciwko” KEAPI; siKeapl). Naukowcy
zaobserwowali ze dostrukturalne podanie siKeapl w okolicy prazkowia myszy,
indukowato efekt protekcyjny wzgledem neurondéw dopaminergicznych po po-
daniu MPTP [43]. Ponadto w zwierzgcym modelu PD, opartym na dostruktural-
nym podaniu 6-hydroksydopaminy (6-OHDA, neurotoksyna indukujaca procesy
neurodegeneracyjne $ciezki nigrostriatalnej) wykazano zaburzenie réwnowagi
antyoksydacyjnej zwigzanej z gromadzeniem si¢ ROS oraz nasilong odpowiedz
zapalng skorelowang z aktywacja mikrogleju [4]. Przedstawione wyniki wskazuja
na potencjalna role aktywacji czynnika Nrf2 w regulacji systemow antyoksyda-
cyjnych i zapalnych, ktérych dysfunkcje obserwuje si¢ w przebiegu PD.

Analiza wybranych biomarkeréw stresu oksydacyjnego regulowanych przez
czynnik Nrf2 przeprowadzona we krwi obwodowej pacjentdéw z PD (mutacja
w genie kodujacym biatko parking — PARK?2) wykazata u chorych podwyzszone
poziomy malonodialdehydu (produkt peroksydacji lipidow) i aktywnosci dysmu-
tazy ponadtlenkowej [38].

W badaniach post mortem wykazano wzrost poziomu czynnika Nrf2 w istocie
czarnej chorych. Zmiany lokalizacji czynnika Nrf2 (doktadniej jego translokacja
z cytoplazmy 1 akumulacja w jadrze komorkowym) w neuronach istoty czarnej
byly pozytywnie skorelowane z aktywacja odpowiedzi antyoksydacyjnej zalez-
nej od Nrf2 [34]. Co wigcej Fao 1 wsp., w swojej pracy przegladowej wskazujg
na fakt, ze w przebiegu PD obserwowane zmiany aktywnosci czynnika Nrf2 sg
zwigzane z wewnatrzkomorkowa kaskada reakcji PI3K/Akt/GSK-3p oraz regula-
cja czynnika NF-kB [15].

UDAR NIEDOKRWIENNY MOZGU
Udary moézgu (krwotoczny lub niedokrwienny) stanowia trzecia, co do czgsto-
$ci przyczyng zgondéw na §wiecie. Wedlug statystyk udar niedokrwienny mozgu
stanowi najcze¢stsza posta¢ udaréw (w populacji europejskiej okoto 80% wszyst-
kich przypadkow) [21]
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W zakresie badan naukowych, podstawowym dyskutowanym zagadaniem jest
rola regulacji i zmian dynamiki sygnalizacji zaleznej od czynnika Nrf2 w prewen-
cji jak i ukierunkowanej interwencji w stanach udaru niedokrwiennego.

Zwierzece modele doswiadczalne udaru niedokrwiennego polegaja na ograni-
czeniu dostepu tlenu i glukozy do okreslonych rejonow tkanki nerwowej (struk-
tur mozgu). Wsrod wykorzystywanych w badaniach wyréznia si¢ modele odtwa-
rzajace warunki catkowitego (globalnego) lub czg¢sciowego (tzw. ogniskowego)
oraz czasowego lub permanentnego (statego) niedokrwienia [22].

W modelu cz¢éciowego trwalego niedokrwienia wywotanego zamknigciem
tetnicy srodkowej mozgu (ang. permanent middle cerebral artery occlusion mo-
del, pMCAO), wykazano wzrost poziomu biatka Nrf2 oraz aktywnosci dysmu-
tazy ponadtlenkowej i oksygenazy hemowej-1 w strukturach mézgowych obje-
tych niedokrwieniem [7]. Podobne wyniki opublikowat Zhao i wsp. Zastosowany
model pMCAO indukowat u myszy wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenko-
wej itendencje wzrostowa poziomu malonodialdehydu. Obserwowane zmiany
w aktywnos$ci wybranych parametrow stresu oksydacyjnego byly pozytywnie
skorelowane ze wzrostem poziomu biatka Nrf2 i HO-1 w korze mozgowej obje-
tej niedokrwieniem [48]. Co wigcej, Zhao i wsp., wykazali ze podanie paeonolu
(20-hydroksy-40-metyloksyacetofenon, naturalny zwigzek pozyskiwany z piwo-
nii krzewiastej majacy dzialanie antyoksydacyjne) warunkowato efekt neuropro-
tekcyjny, biochemicznie zwigzany ze zwigkszeniem aktywnos$ci (tzw. up-regu-
lacja) $ciezki Nrf2-HO1-zaleznej [48]. Interesujacym sg rowniez wyniki badan
Clausen i wsp., ktorzy wykazali, ze podanie fumaranu (dzialajacego przez szlak
aktywacji czynnika Nrf2) w modelu pMCAO warunkowato: wzrost poziomu biat-
ka Nrf2, zwiekszenie ekspresji Hsp72, wzrost poziomu cytokiny zapalnej IL-10
oraz obnizenie poziomu cytokiny IL-12p70 [11].

Wnhioski jakie mozna wysungé, z publikowanych wynikoéw prac wskazuja
na potencjalng neuroprotekcje, warunkowang aktywacja czynnika Nrf2. Innymi
stowy, sugeruje si¢, ze aktywacja czynnika Nrf2 (endogenna, egzogenna) moze
minimalizowa¢ skutki uszkodzen warunkowanych niedotlenieniem. Oczywiscie,
wskazana funkcja czynnika Nrf2 wymaga jeszcze wielu dodatkowych badan.

ZABURZENIA DEPRESYJNE

Zaburzenia depresyjne stanowig istotny problem zdrowia psychicznego na §wie-
cie. Statystyki wskazujg na coraz wyzsza zachorowalnos¢ szczeg6lnie w krajach wy-
soko rozwinigtych. Szacuje si¢ ze stanowia one 4,4% globalnego obcigzenia wszyst-
kimi chorobami. Rocznie na depresje cierpi ponad 350 miliondw 0sob. Niestety coraz
cze$ciej diagnozuje si¢ ja w grupie osob mtodych w tym réwniez u dzieci [49].

W badaniach przedklinicznych zaburzen depresyjnych, stosuje si¢ zwierze-
ce modele depresji umozlwiajace indukowanie zachowan podobnych do depresji
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(ang. depression like-behavior). Obecnie w literaturze naukowej, opublikowa-
no nie wiele prac oceniajacych role czynnika Nrf2 w regulacji zachowan typu
depresyjnego.

W zwierzecym modelu wymuszonej bezradnos$ci (ang. learned helplessness),
w grupie doswiadczalnej zwierzat wykazano obnizenie poziomu bialek Keapl
oraz Nrf2 w korze przedczotowej i zakrecie zgbatym hipokampa szczurow —
strukturach mézgowych szczegdlnie istotnych w patogenezie depresji [46]. Z ko-
lei w modelu przewlektego tagodnego stresu (ang. chronic mild stress, CMS) na-
ukowcy obserwowali obnizony poziom biatka Nrf2 w korze przedczotowej grupy
stresowanej [28]. Badania te sugeruja, ze $ciezka Keap1-Nrf2 jest zaangazowana
w mechanizmy odporno$ci na dziatanie czynnikow stresowych, ktore odgrywaja
kluczowg role w rozwoju zaburzen depresyjnych. Bouvier i wsp., w szczurzym
modelu porazki konfrontacji spotecznej (ang. social defeat) oraz CMS wykazali
zalezno$¢ wyksztatcenia u zwierzat podatnosci (wrazliwos$ci) na czynniki streso-
we z utrzymujacym si¢ stresem oksydacyjnym. Co wigcej zaburzona homeostaza
oksydacyjna byta skorelowana z niskim poziomem biatka BDNF. Naukowcy row-
niez zaobserwowali, ze niski poziom biatka BDNF hamowat translokacj¢ czyn-
nika Nrf2 do jadra komdrkowego konstytutywnie blokujac aktywacje enzymow
antyoksydacyjnych i tym samym przywrocenie homeostazy oksydacyjnej [6].

Roéwnie interesujace sa wyniki, uzyskane z wykorzystaniem modeli transge-
nicznych. U myszy pozbawionych genu kodujacego Nrf2, odnotowano zacho-
wania (objawy) podobne do depresji u ludzi, tj. wydtuzony czas bezruchu, czy
anhedonia (brak odczuwania przyjemnos$ci). Obserwowanym zmianom beha-
wioralnym towarzyszyly liczne zmiany biochemiczne, np. podwyzszony poziom
gtéwnych cytokin zapalnych w surowicy krwi (m.in. interleukiny 6, interleukiny
10) oraz obnizony poziom biatka BDNF i jego receptora TrkB (receptor z rodzi-
ny kinazy zwigzanej z tropomiozyna; ang tropomyosin receptor kinase B, TrkB)
w korze przedczolowej, polu CA3 i zakrecie zgbatym hipokampa [19]. W innym
badaniu u myszy Nrf2-KO wykazano rowniez, zmieniony profil biatek, takich
jak czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor, VEGF) i synaptofizyna, w porownaniu do szczepu dzikiego [27]

W badaniach post mortem w korze grzbietowo-bocznej przedczotowej (pole 9
Brodmanna) pacjentow z duza depresja (ang. major depressive disroder, MDD),
obserwowano spadki poziomu biatka Nrf2 w poréwnaniu z grupa kontrolng [29].

Podsumowujac, powyzsze badania wskazujg na istotng role Nrf2 w patome-
chanizmie wielu schorzen uktadu nerwowego. Tym samym biatko to wydaje sig
stanowi¢ obiecujacy punkt uchwytu dla nowoczesnych form terapii opisanych za-
burzen. Szczegodlnym zainteresowaniem naukowcow cieszg si¢ aktywatory czyn-
nika Nrf2 (farmakologiczna aktywacja Sciezki Keap1-Nrf2) o wysokim potencja-
le terapeutycznym.
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AKTYWATORY CZYNNIKA Nrf2 - JAKO POTENCJALNY
CEL TERAPII WYBRANYCH CHOROB
ZWIAZANYCH Z UKLADEM NERWOWYM

SULFORAFAN

Sulforafan (/-izotiocyjano-4-metylosulfinylobutan, SFN) to siarkowy zwigzek
organiczny, ktorego prekursorem jest glukorafanina, wystepujaca w warzywach
krzyzowych, takich jak brokuly, czy kalafior [19]. Jest to zwigzek o niskiej tok-
sycznos$ci oraz wysokiej biodostgpnosci. Wykazuje on zdolnos$¢ przenikania przez
barier¢ krew-mozg, co jest cechg pozadang dla wykorzystania go w potencjalnej
terapii chorob zwigzanych z zaburzeniem funkcji uktadu nerwowego [8]. W kon-
tekscie badan nad terapig chordb neurodegeneracyjnych, SFN oceniany jest przede
wszystkim pod wzgledem regulacji neuroplastycznosci oraz procesu neurogene-
zy. Wyniki badan wskazuja, ze SFN tagodzi deficyty poznawcze w zwierzgcych
modelach AD. Co wigcej wykazuje on zdolno$¢ do ochrony komorek nerwowych
(neuroprotekcja) przed mechanizmami cytotoksycznymi zwigzanymi z agregacja
biatka amyloidu-beta [47]. Zastosowanie SFN w mysim modelu choroby Parkin-
sona warunkowato wzrost aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych, indukujac
tym samym efekt neuroprotekcyjny. Zwigzek ten hamowal rowniez nadmierng
aktywacj¢ mikrogleju w odpowiedzi na reakcje zapalna wykazujac potencjalne
wlasciwosci przeciwzapalne [20]. Potencjal neuroprotekcyjny sulforafanu wy-
kazano rowniez w badaniach nad potencjalizacja terapii udaru niedokrwiennego
mozgu. Zastosowanie SFN warunkowato ochrone komorek przed stanem nie-
dokrwienia, co byto zwigzane z aktywacja Sciezki Nrf2-zaleznej [37]. Réwnie in-
teresujace wydaja si¢ badania wskazujace na potencjalne przeciwdepresyjne dzia-
anie sulforafanu. Jego aktywnos¢ antydepresyjng i przeciwlgkowa wykazano np.
w modelu chronicznego tagodnego stresu [44]. Z kolei badania naszego zespotu,
po raz pierwszy ukazaly, ze sulforafan odwraca zachowania depresyjno-podobne
w modelu usuniecia opuszek wechowych, ktory jest modelem depresji agitowane;j
(najczestszej przyczyny samobdjstw u ludzi) u myszy [33].

TBE-31

TBE-31 to zwiazek, ktory dzieki obecnosci chemicznej grupy izocyjaniano-
wej (Ryc. 3) ma zdolno$¢ taczenia si¢ z biatkiem Keapl, prowadzac tym samym
do uwolnienia czynnika Nrf2 z kompleksu cytoplazmatycznego [32]. Dziatanie
TBE-31 oceniano zarowno w badaniach in vitro (regulacja procesu neurogenezy
komoérek PC12 — komorki pochodzace z guza chromochtonnego wywodzace si¢
z linii neuroblastow) [45] jak i in vivo prowadzonych z wykorzystaniem modeli
roznych chorob. W schorzeniach zwigzanych z uktadem nerwowym interesuja-
cym sa wyniki wskazujace na potencjalne dziatanie przeciwzapalne tego zwigzku.
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Sulforafan TBE-31 Fumaran dimetylu

RYCINA 3. Wybrane aktywatory czynnika Nrf2. Warto zwrdci¢ uwage na nukleofilowe grupy che-
miczne, od ktorych zalezy wysokie powinowactwo do reszt cysteinowych biatka Keap! (warunku-
jace zmiang konformacji biatka Keap! i uwolnienie Nrf2 z kompleksu cytoplazmatycznego). Grupa
izotiocyjanianowa (N=C=S) dla sulforafanu, dla TBE-31 grupa cyjanianowa,(C=N), dla fumaranu
dimetylu grupa karbonylowa zawarta w wigzaniu estrowym (C=0). Opracowano na podstawie [50]
FIGURE 3. The chemical structure of Nrf2 activators.

Significance role of nucleophilic chemical groups, on which the high affinity for the cysteine resi-
dues of the Keap1 protein is dependent (modification of cysteine residues in Keap! protein subse-
quently leading to Nrf2 release from the cytoplasmic complex). The isothiocyanate group (N = C =
S) for sulforaphane, the cyanate group, (C=N) for TBE-31; the carbonyl group contained in the ester
bond (C = O) for dimethyl fumarate. Based on [50]

W modelu depresji indukowanym podaniem lipopolisacharydu, po zastosowaniu
TBE-31 we krwi myszy obserwowano m.in. obnizenie poziomu czynnika martwi-
cy nowotworow (ang. tumor necrosis factor a, TNF-0), stanowigcego najlepiej
opisang cytoking prozapalng. Zwigzek ten réwniez wykazywal dziatanie prze-
ciwdepresyjne (m.in. zmniejszyt czas bezruchu myszy w tescie zawieszenie za
ogon oraz tescie wymuszonego ptywania) [45].

FUMARAN DIMETYLU (ang. dimethyl fumarate, DMF)

Fumaran dimetylu ma juz zastosowanie kliniczne w leczeniu postaci rzuto-
wo-remisyjnej (najczestsza postaé) stwardnienia rozsianego. Lek Tacfidera (na-
zwa handlowa) jest doustnym estrem kwasu fumarowego, zawierajagcym aktywny
metabolit w postaci fumaranu dimetylu. Obecnie jest to jedyny zarejestrowany
lek dziatajacy bezposrednio na czynnik Nrf2 (regulacja szlaku Nrf2-zaleznego)
[26]. Badania kliniczne trzeciej fazy wykazaty, ze DMF warunkowal zmniej-
szenie czgsto$ci nawrotow postaci rzutowo remisyjnej stwardnienia rozsianego
w porownaniu do grupy osob otrzymujacych placebo [5]. Lek Tecfidera wedtug
zalecen producenta winien by¢ przyjmowany w postaci doustnej w dawkach: 120
do 240 mg dwa razy dziennie. Prace naukowe nad rola DMF wciaz sa inten-
sywnie realizowane. Dla przyktadu Wang i wsp., w badaniach prowadzonych na
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progenitorowych komoérkach nerwowych, wykazali ze DMF zmniejszyt produk-
cj¢ ROS indukowang H,O,. Co wigcej, ten aktywator czynnika Nrf2 hamowat
komorkowe procesy apoptotyczne oraz zwigkszyt poziom mRNA i biatka Nrf2.
Autorzy takze zasugerowali zaangazowanie wewnatrzkomorkowego szlaku Nrf-
2-ERK1/2 MAPK w regulacji neuroprotekcji indukowanej przez DMF [39]. Efekt
neuroprotekcyjny fumaranu zostal rowniez ukazany w zwierzgcym modelu udaru
niedokrwiennego moézgu [11].

PODSUMOWANIE

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 jako ,,molekularny straznik” niewatpliwie spet-
nia istotng role w regulacji proceséw antyoksydacyjnych i zapalnych komorki.
Liczne wyniki badan naukowych, wskazuja na szereg zmian w regulacji $ciezki
Nrf2-zaleznej w przebiegu choréb, w patogenezie ktorych dochodzi do zaburze-
nia homeostazy oksydacyjno-zapalnej w tym schorzen neurodegeneracyjnych,
udaru niedokrwiennego mozgu czy tez zaburzen nastroju. Zaprezentowane w ni-
niejszym artykule wyniki badan, wskazuja na potencjalng istotnos¢ aktywacji
(szczegolnie egzogennej) Sciezki Nrf2 w terapii wybranych jednostek chorobo-
wych zwigzanych z dysfunkcja uktadu nerwowego. W tym aspekcie aktualnie
prowadzonych jest wiele prac, ktore wskazuja, ze aktywatory Nrf2 (tj. sulforafan,
TBE-31, fumaran dimetylu,) indukuja wielokierunkowe dziatanie m.in. antyok-
sydacyjne, przeciwzapalne, przeciwdepresyjne, przeciwlekowe czy neuroprotek-
cyjne. Istotnym potwierdzeniem roli aktywacji Sciezki Nrf2 w potencjalizacji po-
wszechnie stosowanych metod farmakoterapii jest zarejestrowanie leku Tecfidera
w leczeniu postaci rzutowo-remisyjnej stwardnienia rozsianego. Rownie cieka-
wym wydajg si¢ by¢ badania, ktorych celem jest okreslenie roli czynnika Nrf2 jak
ijego aktywatorow w patogenezie oraz farmakoterapii zaburzen depresyjnych.
Wiedza na temat roli Nrf2 w przebiegu zaburzen depresyjnych jest stosunkowo
mata, nie mniej w bazach naukowych obserwujg si¢ coraz wiecej prac podejmuja-
cych t¢ tematyke. Na podstawie przedstawiony wynikoéw wydaje sig, ze sulforafan
jako zwiazek bioaktywny charakteryzujacy si¢ niska toksyczno$ci jest najlepiej
opisanym aktywatorem Nrf2 mogacym mie¢ istotne znaczenie w potencjalizacji
terapii zaburzen depresyjnych. Nalezy rowniez mie¢ na uwadze fakt, ze regulacja
aktywnosci komorkowej czynnika Nrf2 moze przebiega¢ odmiennie dla danych
schorzen uktadu nerwowego. Co wiecej, nalezy mie¢ $wiadomos¢ koniecznos$ci
kontroli egzogennej aktywacji czynnika Nrf2, gdyz przedtuzajaca si¢ aktywacja
moze zaindukowa¢ efekt negatywny w postaci progresji choroby. W przedstawio-
nej tematyce artykutu wciaz jest wiele pytan, na ktore naukowcy poszukujg od-
powiedzi. W zakresie biologii komorki najistotniejszym jest dokladne poznanie



Nrf2 A UKEAD NERWOWY 115

i opisanie molekularnych kaskad reakcji zaangazowanych w modulacje aktyw-
nosci transkrypcyjnej czynnika Nrf2, jak i regulacji jego aktywacji komorkowe;j
w periodyce dtugoterminowej. Bez watpienie czynnik Nrf2 jest interesujacym ale
i rowniez obiecujacym cele molekularnych mogacym wyznaczy¢ nowe kierunki
farmakoterapii chorob o podtozu neurobiologicznym oraz neurologicznym.
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