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Sazetak

Prognosticka i patogenetska uloga Nrf2 u karcinomu plu¢a nemalih stanica

Josip Vranci¢

U Republici Hrvatskoj u 2014. godini, karcinom traheje, bronha i pluca ¢inio je 19% novih slucajeva
karcinoma kod muskaraca i 8% kod Zena. Time je karcinom traheje, bronha i pluca bio na prvom
mjestu po ucestalosti u sijela novodijagnosticiranih novotvorina u muskaraca i na drugom mjestu u
zena. Spomenuti karcinom uzrokovao je 26% smrti u muskaraca i 12% u Zena u ukupnoj stopi
mortaliteta od raka, od ¢ega na karcinom pluc¢a nemalih stanica (NSCLC) otpada preko 80% dijagnoza

i 85% smrtnosti.

Oksidacijski stres je vazan ¢imbenik u karcinogenezi, a uzrok povecanog oksidacijskog stresa u tumoru
mogu biti radioterapija, kemoterapija te upala. Krajnji produkt lipidne peroksidacije, reaktivni aldehid
4-hidroksi-2-nonenal (HNE), smatra se drugim glasnikom oksidacijskog stresa. HNE modificira
metabolizam i signalne puteve tumorskih stanica promjenama aktivnosti proteina i reakcijama s lipidima
i DNK.

Nrf2 je primarni senzor i regulator odgovora na oksidacijski stres, a ujedno je i transkripcijski faktor
koji svojim djelovanjem regulira metabolizam ksenobiotika, te je poznata njegova dvojna uloga u
nastanku malignih oboljenja. U fazi karcinogeneze Nrf2 djeluje protektivno na stanice te sprjecava
malignu alteraciju stanica. U poodmaklim stadijima bolesti njegova poveéana aktivnost uzrokuje
otpornost stanica karcinoma na kemoterapiju i radioterapiju. Takoder je poznat kao jedan od
mehanizama koji stanicama karcinoma omoguéava nesmetano dijeljenje i izbjegavanje programirane
stani¢ne smrti. U karcinomu plu¢a nemalih stanica detektirane su brojne genetske i epigenetske
promjene koje uzrokuju poveéanu aktivnost Nrf2. Ucestalost genetskih i epigenetskih promjena iznosi
i preko 50%, a povisena aktivnost Nrf2 se detektira u vise od polovice uzoraka na imunohistokemijskoj

analizi tkiva.

Kako su usprkos napretku ishodi lije¢enja NSCLC terapijskim rezimima poput platine, koji se
baziraju na indukciji oksidacijskog stresa u stanicama i dalje losi, propituje se uloga Nrf2 kao
¢imbenika koji bi ukazivao na lo$iju prognozu i potrebu za promjenom terapijskog pristupa. Terapija
temeljena na inhibiciji Nrf2 jos uvijek je u povojima zbog nedostatka specifi¢nih inhibitora, iako

takva terapija predstavlja atraktivnu metu, kao dopunu konvencionalnim terapijskim rezimima.

Kljucne rijec¢i: Nrf2, karcinom pluc¢a nemalih stanica, NSCLC, oksidacijski stres, kemorezistencija



Summary

Prognostic and Pathogenetic Role of Nrf2 in Non-Small Cell Lung Carcinoma

Josip Vrancic¢

In the Republic of Croatia in 2014. trachea, bronchus and lung cancer contributed to 19% of new
cancer cases in males, and 8% in females. That made trachea, bronchus and lung carcinoma the most
commonly diagnosed neoplasm in males, and the second one in females.Trachea, bronchus and lung
cancer caused 26% of deaths in males, and 12% in females in the total cancer mortality rate. Non-

small lung cancer accounts for over 80% of diagnosis and 85% of mortality.

Lipid peroxidation end product, a reactive aldehyde 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), is considered to be
the second messenger of oxidative stress. HNE modifies the metabolism of cancer cells by interacting
with proteins, lipids and DNA.

Nrf2 is the primary sensor and regulator of oxidative stress response, and it is also a transcription
factor that regulates the metabolism of xenobiotics by its action, and it has been recognized for its dual
role in the emergence of malignant diseases. During carcinogenesis Nrf2 acts protective, and prevents
malignant alteration. In the advanced stages of the disease, its increased activity causes cancer cells
resistance to chemotherapy and radiotherapy It is also known as one of the mechanisms that allows
cancer cells unhindered growth and enables them to escape programmed cell death. In the NSCLC,
numerous genetic and epigenetic alterations that cause increased activity of Nrf2 have been detected.
The frequency of genetic and epigenetic alterations is over 50%, and increased Nrf2 activity is

detected in more than half of tissue samples on immunohistochemistry.

Despite the progress, NSCLC outcomes of the treatment with therapeutic regimes such as platinum,
whose action is based on oxidative stress induction in the cells are still poor, the role of the Nrf2 as a
factor indicating poor prognosis and the need for change in therapeutic approach is questioned.
Because of the lack of specific inhibitors, therapy based on Nrf2 inhibitors is still in its beginning,
although that kind of therapy presents an attractive target, as a complement to conventional

therapeutic regimens.

Keywords: Nrf2, non-small cell lung carcinoma, NSCLC, oxidative stress, chemoresistance



Karcinom pluc¢a nemalih stanica

Ukupan broj bolesnika dijagnosticiranih s invazivnim rakom u 2014. godini u Hrvatskoj bio je 21 434,
a broj umrlih od raka te godine bio je 13 939. Karcinom traheje, bronha i pluca ¢inio je 19% novih
slucajeva karcinoma kod muskaraca i 8% kod Zena. Time je karcinom traheje, bronha i pluca bio na
prvom mjestu po ucestalosti u sijela novodijagnosticiranih novotvorina u muskaraca i na drugom
mjestu u Zena. Karcinom traheje, bronha i plu¢a uzrokovao je 26% smrti od raka u muskaraca i 12% u

zena (1).

U klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) iz 2015. godine, epitelni tumori pluca
histoloski su podijeljeni u deset glavnih skupina: adenokarcinom, karcinom plocastih stanica,
neuroendokrine tumore, karcinom velikih stanica, adenoskvamozni karcinom pluca, karcinomi po tipu
zlijezda slinovnica, sarkomatoidni karcinomi, papilomi, adenomi i na koncu skupinu drugiih i
neklasificiranih karcinoma (2). Za potrebe lijecenja i klinicku praksu karcinomi pluca se dijele u
skupinu karcinoma pluc¢a nemalih stanica- NSCLC (od eng. non-small cell lung carcinoma) i karcinom

pluca malih stanica- SCLC (od eng. small cell lung carcinoma) (3).

Najvazniji pripadnici skupine karcinoma plu¢a nemalih stanica su adenokarcinom, karcinom plocastih
stanica i karcinom velikih stanica, i oni zajedno ¢ine preko 80% dijagnosticiranih slu¢ajeva karcinoma

pluca (3).

Stratifikacija i odabir terapije za pacijente s NSCLC uglavnom ovisi o radioloskoj i patohistoloskoj
dijagnostici kao standardima u klini¢koj praksi. S napretkom spoznaja i tehnologije molekularne
dijagnosti¢ke metode su postupno inkorporirane u ovaj proces. Opée prihvaceni onkogeni faktori
poput KRAS, EGFR ( od eng. epidermal growth factor receptor), ALK (od eng. anaplatic lymphoma
kinase), ROS i BRAF se sve vise sekvencioniraju i detektiraju kao dio standardne dijagnosticke

procedure. Takoder, odabir terapije postaje sve ovisniji o molekularnoj osnovi karcinoma (5).

Pacijenti oboljeli od NSCLC biti ¢e podvrgnuti kombinaciji kirur§kog lijecenja, kemoterapije i/ili
radioterapije, ovisno o stadiju bolesti, operabilnosti i opéem stanju(6). Kemoterapija je danas vazna
komponenta lije¢enja u svim stadijima bolesti, od ranih stadija bolesti pa do kasnijih neoperabilnih
stadija, kada je ona osnova lijeCenja. Nazalost, ve¢ina (55%) pacijenata prilikom dijagnoze ve¢ ima
metastaski oblik bolesti. Terapija bazirana na platini je osnova kemoterapije NSCLC i obi¢no se daje u
kombinaciji s agensima koji vezu tubulin (TBA), ukljucujuci taksane (paklitaksel, docetaksel), vinka
alkaloide (vinorebelin, vinkristin), kaptotecinske analoge (irinotekan, topotekan), te u kombinaciji s

gemcitabinom i pemetreksedom (7).

Ucinkovitost kemoterapije, to¢nije reZzima baziranih na cisplatini, privukla je pozornost 1995.
godinekada je za pacijente podvrgnute adjuvantnoj kemoterapiji utvrden statisticki neznacajan utjecaj

na petogodiSnje preZivljenje u usporedbi s pacijentima koji su lijeeni samo kirurski (5%, p=0.08) (8).



Adjuvatna kemoterapija je usprkos kontroverzama s godinama postala standard lije¢enja NSCLC,
pogotovo s napretkom molekularne dijagnostike i terapijskih opcija. S druge strane, uloga
postoperativne radioterapije ostaje kontroverzna te secini da su pozitivni efekti ograni¢eni na

pacijente u stadiju I i Il bolesti (9).

Kako su usprkos napretku ishodi lijecenja NSCLC terapijskim rezimima poput platine, koji se baziraju
na indukciji oksidacijskog stresa u stanicama (11) i dalje losi, postavlja se pitanje kako prepoznati i

lijeciti pacijente s loSim odgovorom na kemoterapiju.

Oksidacijski stres i karcinogeneza

Oksidacijski stres je poremecaj u stani¢noj redoks ravnoteZi te je ¢esto uzrokovan reaktivnim kisikovim
vrstama (ROS od eng. reactive oxygen species). ROS se definiraju kao kemijske vrste, radikali i spojevi,
koji sadrze kisik i odlikuje ih visoka reaktivnost. Ukljucuju superoksidni (O?") i hidroksilni (HO")
radikal, kao i neke ne-radikale, primjerice vodikov peroksid(H.O2) (11). Najvazniji endogeni izvori
ROS-a su mitohondriji, stani¢na membrana, endoplazmatski retikulum i peroksisomi. Nastanak ROS-a
veze se uz Siroku lepezu mehanizama koja ukljucuje enzimske reakcije i izvanjske stimulanse poput
ionizirajuceg zraCenja, ultraljubicastog dijela spektra, duhanskog dima, infekcija, okoli$nih toksina i
izlozenosti herbicidima/insekticidima. Oksidacijski stres upleten je u brojna patoloska stanja organizma

uklju¢ujuéi upalu, aterosklerozu, neurodegenerativne bolesti i rak.

Stanice raka odlikuje povecana anaerobna glikoliza (Warburgov efekt) i visoka razina oksidacijskog
stresa. Visoka razina oksidacijskog stresa je posljedica nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta kao
rezultat disbalansa izmedu njihova stvaranja i uklanjanja. Visoka koncentracija ROS-a, a time i
reaktivnih aldehida, posljedica je promjena viSe signalnih puteva koje se odrazavaju na metabolizam
stanica raka. Te visoke koncentracije ROS neutraliziraju se pove¢anim antioksidacijskim obrambenim

mehanizmima stanica raka (11).

U kontekstu stani¢nog metabolizma, jasno je da se stanice raka adaptiraju na disbalans u redoks statusu,
koji je uzrokovan njihovim ubrzanim rastom i ograni¢enom dostupnoscu kisika i nutrijenata. Upravo te
prilagodbe i alternativne metabolicke reakcije koje se razvijaju na taj nacin ¢ine ih manje osjetljivima

na kemoterapiju i zracenje (12).

ROS su takoder upletene u obnovu i diferencijaciju normalnih mati¢nih stanica (13). Iako mati¢ne
stanice karcinoma dijele sli¢an fenotip s normalnim mati¢nim stanicama, relativno se malo zna o
njihovom redoks-statusu. Istrazivanja su pokazala da mati¢ne stanice karcinoma dojke i jetre imaju nesto
nize razine ROS-a zbog povecane ekspresije sustava zaduzenih za njihovo odstranjivanje (13,14). Kako

je ekspanzija tumorskih mati¢nih stanica nuzna za prve faze formiranja tumora, odrzavanje niskih razina



ROS je kljuéno za prezZivljenje pre-neoplasti¢nih fokusa. Takoder, iako su terapijski rezimi koji
povecavaju produkciju ROS-a korisni za eliminaciju veéine tumorske mase, takvi pristupi mogu
zakazati u kona¢nom cilju tj. izljeCenju pacijenta upravo zbog superiorne Sposobnosti tumorskih
mati¢nih stanica da prezive uvjete visoke razine ROS-a povecanjem produkcije enzimatskih i
neenzimatskih antioksidansa. Dodatno, takvi terapijski rezimi stvaraju plodno tlo za daljnje oStecenje

DNA i nastanak mutacija, §to u kona¢nici moze rezultirati rezistentnim tumorskim stanicama (15).

ROS ulaze ureakcije sa svim stani¢nim molekulama, a lipidi su posebno osjetljivi. Lipidna peroksidacija
je proces tijekom kojeg oksidansi napadaju dvostruke veze ugljika u lipidima, a posebno su osjetljive
videstruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA od eng. polyunsaturated fatty acids). Citav proces lipidne
perokidacije odvija se u tri faze: inicijacija, propagacija i termincija. U kaskadi reakcija nastaju lipidni
peroksilni radikali i hidroperoksidi. Krajnji rezultat lipdne peroksidacije je velik broj produkata,
reaktivnih aldehida, medu kojima se malondialdehid (MDA), 4- hidroksinonenal (HNE) i akrolein

(ACR) smatraju bioloski najznacajnijima.

Za razliku od kratkozivuéih ROS, reaktivni aldehidi su dugozivuéi, vodotopivi spojevi, koji imaju

sposobnost difuzije s mjesta nastanka ¢ime obnasaju ulogu ,,drugih glasnika oksidacijskog stresa“ (15).

HNE je najistrazivaniji predstavnik 4-hidroksialkenala koji nastaje peroksidacijom omega-6 masnih
kiselina (16), medu koje se ubraja i arahidonska kiselina. Otkriven je 60-ih godina proslog stolje¢a, dok
je u 80-ima privukao interes kao citotoksi¢ni produkt peroksidacije mikrosomskih lipida jetre. Nastavak
istraZivanja pokazao je kako reaktivni aldehidi imaju zna¢ajan genotoksic¢an efekt u ljudi (17). Danas se
zna da HNE mozZe kovalentno modificirati brojne makromolekule kao $to su DNA i proteini (16).
Interakcije s proteinima su posebno zanimljive jer mogu izazvati dugoro¢ne promjene u stanici kada
HNE reagira s transkripcijskim faktorima osjetljivima na stres poput: Nrf2, AP-1, NFkB i PPAR te
ovisno o koncentraciji i bioloskim uvjetima moze potaknuti proliferaciju/diferencijaciju, autofagiju,

nekrozu ili apoptozu (17).

Utjecaj HNE-a na transkripcijske faktore osjetljive na stres poput Nrf2 (nuclear-factor erythroid 2-
related factor 2), AP-1 (activating protein-1), NFkB, PPAR (peroxisome-proliferator-activated
receptors) omogucava stanicama adaptaciju i efikasnu obranu od stresora. HNE takoder modulira i
utjeCe na mitogen-aktivirajucu protein kinazu, signalni put receptora epidermalnog faktora rasta
(EGFR/AKkt signalni put), te modulira aktivnost protein kinaze C (PKC) i tako ostvaruje svoju Siroku
lepezu aktivnosti i utjecaja na klju¢ne puteve stani¢nog prezivljenja, proliferacije i diferencijacije
(15,16,17).



Nrf2

Mnoge su nezavisne studije potvrdile HNEom uzrokovanu indukciju aktivnosti Nrf2 kao primarni
senzor i regulator odgovora na oksidacijski stres (18,19,20,21,22,23).

U fizioloskim uvjetima Nrf2 je u citoplazmi vezan na represorski protein Keapl, ¢ime se ubikvintira
Cul3-Keap1 ubikvintin E3 ligaznim kompleksom §to dovodi do posljedi¢ne brze razgradnje u
proteasomima. Prilikom izlaganja stanice oksidacijskom stresu i elektrofilnim molekulama, dolazi do
modifikacije reaktivnih cisteinskih ostataka Keapl i promjene konformacije kompleksa te dolazi do
otpustanja Nrf2, translokacije u jezgru i transkripcije mnogih citoprotektivnih gena. Svaki od potonjih
gena navedenih u tablici 1 sadrzava barem jedan antioksidativni element odgovora (ARE-
antioxidative response element), tj 5-A/GTGAc/GNNNGCA/G-3' sekvencu u promotoru (24). Glavni
geni koji podlijezu indukciji od strane HNE-Nrf2-ARE su:

1. Hem-oksigenaza-1 (HO-1), antioksidacijski protein koji katalizira pretvorbu hema u biliverdin,
nakon cCega slijedi pretvorba potonjeg u bilirubin. I biliverdin i bilirubin imaju vaZna
antioksidacijska svojstva, a dokazana je povisSena aktivnost HO-1 kao posljedica izlozenosti
HNEu.

2. Tioredoksin (Trx) i tioredoksin reduktaza (TrxR); Trx je mali ubikvitarni antioksidacijski
protein s dva cisteinska (Cys) ostatka u katalitickoj regiji, a TrxR je NADPH ovisni enzim
zaduzen za redukciju Trx u njegov aktivan oblik. Dokazana je uloga HNE kao induktora
aktivnosti sustava Trx/TrxR.

3. Glutamat cistein ligaza (GCL); enzim zaduzen za najvazniji korak u sintezi GSH, takoder je
podlozan indukciji putem sustava HNE-Nrf2

4. Aldo-keto reduktaze/AKR (17)

Osim §to kontrolira ekspresiju glutamat-Cistein ligaze, Nrf2 takoder kontrolira dostupnost cisteina
unutar stanica. Potonje je posljedica povecane ekspresije SCL7A11 gena, koji kodira cistin-glutamatni
transporter XCT. U izmjeni koju katalizira XCT, glutamat izlazi, a cistin ulazi u stanicu. Cistin se dalje
reducira u cistein, $to je katalizirano tioredoksin-reduktazom ili GSH ovisnim sustavom. Takoder,
cistein je zajedno sa selenom u formi selenocisteina, dio aktivnog katalitickog mjesta tioredoksin-
reduktaze i glutation-peroksidaze. XCT je stabiliziran od strane CD44, povrsinskog s tumorima

povezanog antigena, Koji je ujedno i marker mati¢nih stanica karcinoma (11).

lako je zastita stanica koju Nrf2 pruza vazna za prevenciju karcinogeneze u normalnim tkivima, u
stanicama s razvijenim punim malignim obiljezjima, Nrf2 predstavlja prednost u ubrzanom malignom

rastu pruzajuéi rezistenciju na kemoterapiju (25).
Opisano je nekoliko mehanizama koji dovode do konstitutivne aktivacije Nrf2:

1. Somatske mutacije Keapl, ili mutacije u Keapl-vezu¢oj domeni na Nrf2 koje ometaju njihovu

interakciju



2. Epigenetske modifikacije ekspresije Keapl koje dovode do neadekvatne represije i razgradnje
Nrf2

3. Akumulacija disruptorskih proteina poput p62, koji posljedi¢no uzrokuju disocijaciju Nrf2-
Keapl kompleksa

4. Indukcija transkripcije Nrf2 onkogenima K-Ras, B-Raf i C-Myc

5. Posttranslacijske modifikacije cisteinskih ostataka Keap1 sukcinilacijom (uo¢eno u obiteljskom
papilarnom karcinomu bubrega uzrokovanom gubitkom funkcije enzima fumarat-hidrataze)
(25-33)

Konstitutivna aktivacija transkripcijskog faktora Nrf2 uzrokuje poveéanu ekspresiju gena povezanih s

metabolizmom lijekova, te tako povecava rezistenciju stanica na kemoterapiju i zracenje.

U tablici 1. prikazani su geni Ciju transkripciju pozitivno regulira Nrf2.



Tablica 1. Geni pozitivno regulirani od strane Nrf2 u ljudi:

Detoksikacija-
prva faza:
oksidacija,
redukcija ili
hidroliza lijekova

Detoksikacija-
druga faza:
konjugacija
lijekova

Detoksikacija-
faza 3: transport

Antioksidacijski
mehanizmi: GSH
sustav

Simbol
AKR1B1

AKR1C1

ALDH3A1

CBR1
EPHX1

PTGR1
NQO1

MGST1
SULT1A1

UGT1A1
UGT2B7
ABCB6
ABCC2
ABCC3
GCLC
GCLM
GGT1
GLRX
GLS
GPX2

GSR1
SCL7A11

Ime

aldo-keto reduktaza, obitelj 1, ¢lan B1 (i 1B8 i
1B10)

aldo-keto reduktaza, obitelj 1, ¢lan C1 (i 1C2 i
1C3)

aldehid dehidrogenaza, obitelj 3, ¢lan A1l (i
3A2)

karbonil reduktaza 1 (i 3)

epoksid hidrolaza 1, mikrosomalna

prostaglandin reduktaza 1
NAD(P)H: kinon oksidoreduktaza

mikrosomalna glutation-S- transferaza 1 (i 2)
sulfotransferazna obitelj, citosolna forma,
clan1 (i2)

UDP glukuronoziltransferaza, obitelj 1, ¢lan
Al (i 1A6)

UDP glukuronoziltransferaza, obitelj 2, ¢lan
B7 (i 2B34)

ATP-vezZuci kazetni transporter, obitelj B
(MDR/TAP), ¢lan 6

ATP-veZuci kazetni transporter, obitelj C
(CFTR/MRP), &lan 2

ATP-veZuci kazetni transporter, obitelj C
CFTR/MRP), ¢lan 3

glutamat-cistein ligaza, kataliticka
podjedinica

glutamat-cistein liigaza, modificirajuca
podjedinica

gama-glutamil transferaza

glutaredoksin

glutaminaza

glutation peroksidaza 2

glutation reduktaza

cistin-glutamatni transporter (XCT)

Ref
(34,35)

(34,35)
(35,36)

(35)
(35,36)

(34,35)
(34,35,36)

(35,36)
(35)

(35)
(35,36)
(37)
(35,36,37)
(36)
(34,35,36,37)
(35,36,37)
(35)

(35)

(35)

(35)

(34,35,36)
(34,36)



Antioksidacijski
mehanizmi: Trx

sustav

Metabolizam

ugljikohidrata i

redukcija
NADPH

Metabolizam
Zeljeza i hema

Transkripcijski
faktori i
povezani
proteini

Supstratni
adapter

ubikvintin ligaze

PRDX6
SRXN1
TXN1
TXNRD1
G6PD
HDK1
ME1

PGD
TALDO1
TKT
UGHD
BLVRA
BLVRB

FECH
FTH1

FTHL12

FTHL17

FTL1

HMOX1
MAFG

PPARG

PPARGC1B

RXRA
KEAP1

peroksiredoksin 6

sulfiredoksin 1

tioredoksin 1

tioredoksin reduktaza 1

glukoza-6- fosfat 1 dehidrogenaza
heksokinaza, domena 1

mali¢ni enzim 1, NADP+ -ovisan, citosolna
forma

6-fosfoglukonat dehidrogenaza
transaldolaza

transketolaza 1

UDP- glukoza dehidrogenaza

biliverdin reduktaza A

biliverdin reduktaza B [flavin reduktaza
(NADPH)]

feroketolaza

ferritin, polipeptid velike molekularne mase
1

feritin, nalik polipeptidu velike molekularne
mase 12

feritin, nalik polipeptidu velike molekularne
mase 17

feritin, polipeptid male molekularne mase
hem oksigenaza

MafG protein

peroksisomski proliferacijskim signalom
aktivirani receptor gama (PPARY)
peroksisomski proliferacijskim signalom
aktivirani receptor gama (PPARY),
koaktivator beta

retinoidni X receptor alfa (RXRa)
Kelch-like ECH-associated protein 1

(36,37)
(34,35)
(36,37)
(34,35,36,37)
(34,35,36,37)
(35)

(34)

(34,35,36)
(35)

(35)

(35)

(35)
(35,36)

(36)
(34,35,36,37)

(34,35)
(35)
(34,35,36)

(34,35,36,37)
(34,37)

(38,39)

(38)

(38,39)
(38)



Antioksidacijska zaStita
Kako bi se u¢inkovito zastitile od Stetnih ucinaka oksidacijskog stresa, stanice su razvile raznovrsne

mehanizme obrane koje u prakti¢ne svrhe mozemo podijeliti na neenzimatske i enzimatske.

Superoksid dismutaze (SOD) su prva linija obrane od superoksidnih aniona. Mn-SOD lokalizirana je u
mitohondrijskom matriksu, dok je ZnCu-SOD u citoplazmi. Izvanstani¢na izoforma SOD (EC-SOD),
izluCuje se van stanica u obliku homotetramera, a u plu¢ima se vezuje uz podrucja s visokim sadrzajem
kolagena tipa I poput intralveolarnih septa. SniZena aktivnost CuZn superoksid dismutaze Cesto se
pronalazi u tumorima, te daje naslutiti kako bi sniZzena obrana zajedno s njihovom povecanom

produkcijom ROS-a mogla biti jedan od klju¢nih koraka u karcinogenezi (40).

Vodikov peroksid, proizveden enzimatskim djelovanjem SOD ili oksidaza poput ksantin oksidaze,
reducira se do vode djelovanjem katalaze i glutation-peroksidaze. Katalaza, jedan od najefikasnijih
enzima uopce, najzasluznija je za brzu razgradnju vodikova peroksida (41) te privlaci pozornost kao
potencijalno vazan faktor u razvoju tumora i njihovom odgovoru na terapiju. Tako povecana ekspresija
katalaze u stanicama karcinoma dojke dovodi do smanjenog proliferacijskog i migracijskog kapaciteta

i izmijenjenog odgovora na kemoterapeutike i zracenje (42).

Peroksidaze su grupa enzima zaduZena za redukciju organskih i anorganskih peroksida. Za razliku od
SOD i katalaze, peroksidaze nisu ovisne o metalima u aktivnom mjestu enzima, ve¢ u aktivnom mjestu
kljuénu ulogu obnasa cistein. Prema tome, razlikujemo dvije grupe peroksidaza: glutation peroksidaze
(koje koriste GSH kao donor elektrona) i tioredoksin peroksidaze (TRX kao donor elektrona). GSH
peroksidaze u reakcijama redukcije koriste GSH kao donor elektrona, $to dovodi do nastanka
oksidiranog glutationa (GSSG), koji se potom reducira u nativni oblik djelovanjem glutation reduktaze
koja kao kofaktor koristi NADPH. Tioredoksin peroskidaze reduciraju hidroperokside koristeéi
tioredoksin kao donor elektrona, koji se potom obnavlja djelovanjem, takoder NADPH-ovisne,
tioredoksin reduktaze (41).

Zajednicka osobina nabrojenih antioksidacijskih enzima je NADPH kao reduciraju¢i ekvivalent.
NADPH uz to $to je kofaktor tioredoksin i glutation reduktazi, takoder odrzava i katalazu u aktivnoj
formi. Unutarstani¢ni NADPH pretezno nastaje djelovanjem glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G6PD),
prvog koraka pentoza fosfatnog puta, te obnasa klju¢nu ulogu u odrzavanju puferskog kapaciteta

unutarstani¢nog glutationa (GSH/GSSG) (11).

Zanimljivo je da Nrf2 kontrolira ekspresiju G6PD ¢ime sudjeluje u preusmjeravanju glukoze u pentoza
fosfatni put. Osim G6PD, Nrf2 regulira ekspresiju i preostala 3 stani¢na enzima putem ¢ijeg djelovanja
nastaje NADPH: mali¢ni enzim 1 (ME1), 6-fosfoglukonat dehidrogenazu (PGD), izocitrat
dehidrogenazu 1 (IDH1). Ovime je dodatno naglaSena sredis$nja, regulacijska uloga Nrf2 u odgovoru na

oksidacijski stres (43).



Neenzimatski antioksidansi su male hidro- i liposulobilne molekule zasluzne za nespecifi¢nu zastitu od
slobodnih radikala. Glutation (GSH) je jedan od najvaznijih predstavnika neenzimatskih antioksdansa,
iako moze sudjelovati i u enzimskoj kaskadi kao kofaktor. Omjer oksidirane i reducirane forme
(GSH/GSSG) jedan je od najznacajnijih odrednica oksidacijskog stresa. Kao supstrat za enzime
glutation peroksidazu i transferazu §titi stanice od djelovanja vodikova peroksida, $titi membranu od

lipidne peroksidacije i obnaSa klju¢nu ulogu u redukciji vitamina C i E u izvorne oblike.

Vitamin C, odnosno L-askorbinska kiselina, obnasa ulogu unutar- i izvanstani¢nog antioksidansa

vodene faze primarno odstranjuju¢i ROS. Uz to, esencijalan je za konverziju slobodnih radikala

vitamina E u nativnu formu vitamina E.

Vitamin E (a-tokoferol) nalazi se u hidrofobnim unutarnjim podruc¢jima stanicne membrane i klju¢an
je obrani membrane od oksidacijskih ostecenja. Vitamin E kao donor elektrona peroksilnom radikalu,
meduproduktu lipidne peroksidacije, zaustavlja pokrenutu kaskadu reakcija, Stiti integritet membrane a

time i stanicu od krajnjih produkata lipidne peroksidacije. Alfa-tokoferol je najaktivnija forma vitamina

E i glavni membranski antioksidans stanica (41).

Duhanski dim
Infekcija
Zracenje
Kemoterapija

Trx G6PD

NADPH —  PPP

— H20+0:2

Slika 1. Antioksidacijska zaStita stanice i uloga Nrf2.
ecSOD- izvanstani¢na forma superoksid dismutaze, G6PD- glukoza-6-fosfat dehidrogenaza, GSH-

glutation, HNE- 4-hidroksinonenal, PPP- pentoza fosfatni put, SOD- superoksid dismutaza, Trx-

tioredoksin, XCT- cistin-glutamatni transporter

° Feritin °

XCT



Uloga Nrf2 u karcinogenezi

Uloga Nrf2 u regulaciji stani¢nog rasta
Ucinci Nrf2 nisu ograniceni na izrazaj citoprotektivnih enzima koji Stite stanicu od oksidacijskih i

elektrofilnih podrazaja. Postoje dokazi o ulozi Nrf2 u regulaciji drugih transkripcijskih faktora (44) i
gena zaduzenih za stani¢ni rast i prezivljenje (45,46,47). Takoder je otkriveno da Nrf2 djelomi¢no

sudjeluje u regulaciji proliferacije stanica od strane EGFR-MEK1/2-ERK osi (48).

Nedavna je studija pokazala da Nrf2, zajedno s PI3K/AKkt signalnim putem sudjeluje u
preusmjeravanju metabolizma u pentoza fosfatni put i skretanju metabolita glukoze u puteve de novo
sinteze nukleotida (49). Nrf2 takoder inducira sintezu GSH i NADPH (49) i regulira gene zaduzene za
metabolizam lipida (50,51). Povec¢ana dostupnost metabolita potice proliferaciju stanica i sigurno je
dio lepeze mehanizama kojima Nrf2 inducira rast tumora. Vazno je napomenuti da indukcija
metabolickih gena od strane Nrf2 mora zadovoljiti 2 osnovna preduvjeta: PI3K/Akt signalni put mora
biti aktivan i sam Nrf2 se mora akumulirati u koli¢inama ve¢im od onih potrebnih za transkripciju
antioksidacijskih enzima (49). Potonje objasnjava ograni¢enost onkogenih u¢inaka transkripcijskog

faktora na stanice koje su ve¢ prethodno krenule putem maligne transformacije.

Vrijedno je spomenuti i zanimljivu interakciju s E-kadherinom, klju¢nim adhezijskim proteinom u
ljudskim tkivima (52), koji obnasa duznost korepresora Nrf2 u prisutnosti B-katenina te veze Nrf2 u
blizini stani¢ne membrane i time sprjecava njegovu translokaciju u jezgru. Takoder, povecana
rezistencija na doksorubicin je zamje¢ena u stani¢nim linijama hepatocelularnog karcinoma s niskom
ekspresijom E-kadherina (53). Spomenuto je zanimljivo zbog ¢injenice da je smanjena ekspresija E-
kaadherina uobicajen nalaz tokom progresije tumora i korelira s pove¢anim invazivnim potencijalom

stanica (54).

Nrf2 i regulacija apoptoze
Uz povecanje proliferacijskog potencijala, kljuan korak u karcinogenezi je izbjegavanje stani¢nih

tumor-supresorskih mehanizama. Nefunkcionalni i slabo regulirani apoptoticki putevi su jedna od
glavnih znacajki stanica karcinoma. Veze i medudjelovanja Nrf2 i nekih efektora apoptoze su

zamijecene u vise studija.

Tumor supresor p53, koji pokrece apoptozu po nepopravljivom ostecenju DNA, inhibira
transkripcijsku aktivnost Nrf2 u vise stani¢nih linija (55). Inicijalna je pretpostavka bila da p53
navedeni u¢inak ostvaruje direktnim vezanjem na ARE. Daljnjim istrazivanjem je dokazanoda se
ihibicija ne ostvaruje vezanjem na ARE, ve¢ da je direktni inhibitor protein p21 (56). Sli¢no je
primjecéeno prilikom transfekcije vise stani¢nih linija ,.hiperaktivnim* mutantima p53R?73H j p53248Q
gdje je stani¢noj smrti prethodila smanjena indukcija ekspresije enzima koji sudjeluju u drugoj fazi

detoksikacije lijekova (57). Sve navedeno sugerira kako je inhibicija Nrf2 esencijalan korak u apoptozi
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koju pokrece p53. Tako bi povecana ekspresija Nrf2 i njegovih transkripata mogla interferirati teu

konacnici zaustaviti apoptozu koju p53 pokrece prilikom oStecenja DNA i doprinijeti karcinogenezi.

Sljedeca vazna spona izmedu aktivnosti Nrf2 puta i pro- i antiapoptotic¢kih puteva je regulacija

proteina iz Bcl-2 obitelji (58,59,60). Keapl direktno vezuje Bcl-2 i poti¢e ubikvitinaciju ovog

antiapoptoti¢kog proteina Cul3-ubikvintin- E3 ligaznim sustavom teizaziva posljedi¢nu razgradnju u

proteasomima (58). Keapl se pritom veze na BH2 domenu Bcl-2, istu onu kojom potonji stvara vezu s

proapoptoti¢kim proteinom Bax (61). Tako se Keapl natjeCe s Bax-om za vezno mjesto na Bcl-2,

dovodi do povecanog obrtaja Bel-2, stabilizacije Bax-a i posljedi¢no poti¢e apoptozu. Suprotno, u

slu¢aju smanjene razine Keapl ili mutacija koje dovode do promjena u aktivnom mjestu proteina,

razina unutarstani¢nih antiapoptotickih signala posredovanih Bcl-2 raste. Potonje barem dijelom moze

objasniti terapijsku rezistenciju tumora sa smanjenom razinom Keapl (62)

Nedavno je takoder dokazano da Nrf2 moze direktno aktivirati transkripciju antiapoptotskih proteina

Bcl-2 i Bcl-XL te doprinijeti prezivljenju stanica i otpornosti na terapiju (60,63).

POVECAN RAST STANICA
-EGFR-MEK1/2-ERK
modulacija stani¢ne

proliferacije
-PI3/Akt— povecan
metabolizam

TNrf2

(povecana aktivnostili

ekspresija)

lE-kadherin
-korepresor Nrf2

Slika 2. Nrf2 kao protoonkogen

POVECANO
PREZIVLIAVANJE STANICA
-p53— inhibicija apoptoze
Bcl-2/Bax— prevladavanje
antiapoptotickog Bcl-2

KEMOREZISTENCUA
-Indukcija antioksidacijskih
enzima
- MDR proteiniza smanjenje
unutarstani¢ne koncentracije
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Mutacije Nrf2 i Keapl u karcinomu plu¢a nemalih stanica

Prva mutacija u Nrf2 signalnom putu je primije¢ena 2006 godine. Radilo se o dvije tockaste mutacije
koje su zahvatile Kelch-nalik ponavljaju¢u domenu Nrf2 (64), ujedno i domenu kojom Keapl vezuje
Nrf2. Navedeni je rad dokazao da su i to¢kaste mutacije dovoljne da se znaano omete vezanje i

ubikvitinacija Nrf2 te posljedi¢no povisi njegova razina u stanicama. U godinama nakon toga, samo u

karcinomima pluca je identificirano preko 50 razli¢itih mutacija Nrf2/Keap1 (18).

U karcinomu pluca, Nrf2 put je podrobnije prouc¢avan u karcinomu plu¢a nemalih stanica, ucestalijem
tipu, te formi koju karakterizira veca neosjetljivost na terapiju nego $to je slucaj s karcinomom pluca
malih stanica. Primije¢ene su mutacije u genu za Keapl u 25% pacijenata i gubitak heterozigotnosti
(LOS od eng. Loss of heterozygoosity) (65). Sli¢ni su rezultati uo¢eni i u proucavanim stani¢nim
linijjama u tom istrazivanju kao i medu raznim skupinama pacijenata u istrazivanjima koja su

uslijedila (66,67,68).

Mutacije kodirajuce regije Nrf2 takoder su prvo opisane u karcinomu pluca i dominantno se radi o
mutacijama Keapl-vezu¢e domene Neh2, koja se sastoji od ETGE i DLG motiva (69). Mutacije
ETGE motiva su imale vec¢i utjecaj na aktivnost Nrf2 od mutacija DLG motiva, jer je funkcionalan
ETGE motiv dostatan za vezanje s Keapl. 1z ove studije vrijedi izdvojiti da mutacije Keapl i Nrf2 ni u
jednom uzorku nisu bile udruzene, §to indicira da su ove abnormalnosti dovoljno snazne da se

medusobno iskljucuju.

Obiljezja pacijenata s mutacijama Nrf2 su veca incidencija puSenja i karcinoma plocastih stanica,

manja incidencija EGFR mutacija te loSija prognoza.

Epigenetske modifikacije ekspresije i posttranskripcijska regulacija

Iako se ne radi o mutacijama, znacaj promijenjenog obrasca metilacije mozda i nadmasuje klasi¢ne

mutacije kodirajuéih regija Nrf2 i Keapl.

Aberantna hipermetilacija CpG otoka je primije¢ena u promotorskoj regiji Keapl gena u istrazivanju
na stani¢nim linijama i manjem broju humanih uzoraka (70). Tretman tih stani¢nih linija s
hipometiliraju¢im agensom 5'-azacitidinom je uzrokovao povecanje ekspresije Keapl. Kasnije je na
nesto veéem broju pacijenata, to¢nije 47, potvrden ovaj nalaz. Takoder je potvrdeno da je aberantna
hipermetilacija promotorske regije Keap1l ucestalija od mutacija gena i gubitka heterozigotnosti (47%
naprama 15% i 21%) (71).

Histon acetil-transferaze (HAT) su enzimi koji su primarno epigenetski transkripcijski koaktivatori, ali
takoder u odredenim uvjetima acetiliraju i ne-histonske proteine. HAT kao p300 i CBP acetiliraju Nrf2
u njegovim C-terminalnim domenama Neh1 i Neh3. U oba slucaja acetilacija Nrf2 proteina rezultira

aktivacijom transkripcije, ali €ini se da p300 svoje ucinke ostvaruje u stani¢noj jezgri dok CBP

12



acetilira Nrf2 u citoplazmi §to uzrokuje njegovu translokaciju u jezgru i transkripcijsku aktivnost

(72,73).

Nrf2 i autofagija

Poremecaj autofagije je dodatni faktor koji moze utjecati na poveéanu aktivnost Nrf2 u stanicama
raka. Kao posljedica poremecaja autofagije dolazi do nakupljanja proteina p62, poliubikvitin vezuceg
proteina koji detektira supstrate za proces autofagije. STGE motiv p62 stupa u sli¢nu interakciju s DC
proteinskim dZepovima Keap1 sa jednakim afinitetom kao i DLG motiv Nrf2 (18). Poremecaj
autofagije uzrokuje nakupljanje p62 u stanici u obliku inkluzijskih tjeleSaca. Nakupljeni p62 dovodi do
kompeticije izmedu p62 i Nrf2 te do posljedicnog oslobadanja Nrf2, njegove stabilizacije i

translokacije u jezgru.

Utjecaj nakupljanja p62 na prognozu bolesti je ispitan u dvije studije koje su zajedno brojile preko 500

pacijenata, te je koli¢ina citoplazmatskog p62 negativno korelirala s ishodom i odgovorom na terapiju
(74,75).

Utjecaj izrazaja Nrf2 1 Keapl na prognozu karcinoma pluc¢a nemalih

stanica

Istrazivanjem funkcija Nrf2 nametnulo se pitanje o utjecaju promjena ekspresije Nrf2, mutacija i
epigenetskih promjena na prognozu kao i odgovor na terapiju. Ukoliko nije drugacije navedeno,
studije su proucavale pacijente koji su uz kirurski zahvat podvrgnuti adjuvantnoj kemoterapiji

baziranoj na platini.

U karcinomu pluc¢a nemalih stanica detektirano je preko 50 polimorfizama jedog nukleotida
kodirajucih regija Nrf2 i Keap1 (65). Istovremeno, udio pacijenata s takvim mutacijama varira medu
studijama od 10 do 25% ( 65,66,67,68,76). Mutacije Nrf2 potvrdene su kao legitiman prognosticki
marker u karcinomima pluca, glave i vrata (47), dok su mutacije Keapl predlozene kao marker lose
prognoze, poveéanog rizika za metastaze, ponovnu pojavu bolesti te rezistenciju na kemoterapiju (77).
Dodatno je uz 14 najces¢ih mutacija kodirajuce regije Nrf2 uocena poviSena ekspresija MRP3 gena
(78), zasluznog za rezistenciju na brojne kemoterapeutike (79). Prezivljenje pacijenata s mutacijama

Nrf2 i povecanom ekspresijom Nrf2 je bilo znacajno losije u odnosu na kontrole.

Vazno je napomenuti da je zbog razli¢itog obrasca i tipova mutacija medu studijama provedenim u
Aziji (66,68) 1 onima provedenim u Sjedinjenim Americkim Drzavama (66), nuzan oprez pri

interpretaciji rezultata.

13



Takoder, Okano i al. dokazala su da homozigoti za jedan od naj¢escih polimorfizama, 617 A/A, imaju
smanjeni uc¢inak pozitivne povratne sprege u transkripciji Nrf2 i gena ARE kasete u usporedbi s
heterozigotima, 617 C>A. Spomenuta grupa homozigota je pokazala znacajno bolje prezivljenje

tokom 1700 dana poslije operacijskog zahvata (80,81).

Epigenetske promjene promotora Keap1 velikim dijelom doprinose losijem odgovoru na kemoterapiju
i progresiji bolesti. Dok ucestalost mutacija i gubitka heterozigotnosti varira izmedu 15 i 20%, u skoro
polovici (47%) tumora zamijeéena je aberantna hipermetilacija promotorske regije (71). Coxovom
regresijom demonstrirano je da kombinacija mutacije i aberantne hipermetilacije, pronadena u 26%

pacijenaza, nosi posebice losu prognozu (71).

Dodatno, pretjerani izrazaj histon acetil transferaza hMOF uocen je u tkivu NSCLC u usporedbi s
prileze¢im normalnim tkivom pluéa (p=0.0001) u kohorti od 54 pacijenta. Doticni enzim stupa u
fizicku interakciju s transkripcijskim faktorom Nrf2, acetilira ga, te tako dovodi do njegove retencije u
jezgri i povecane transkripcijske aktivnosti. Acetilacija se odvija kao odgovor na oksidacijski podrazaj
(hidrogen peroksid) i kemoterapeutike. U skupini s visokom razinom hMOF ukupno i prezivljenje bez

bolesti bilo je znacajno losije nego u skupini pacijenata s ekspresijom hMOF (82).

Brojne su studije radene kako bi se dokazala povezanost signala imunohistokemije tkiva karcinoma na
Nrf2 i klinicke i patoloske slike (83,84,85,86). Sve su studije pokazale negativnu korelaciju izmedu
Nrf2 i ukupnog prezivljenja te prezivljenja bez bolesti tj. 10siji odgovor na kombinaciju kirur§kog
lijecenja i adjuvantne kemoterapije rezimima baziranim na platini. Dodatno, jedna je studija pokazala
pozitivnu korelaciju izmedu izrazaja Nrf2 i metastaza u limfnim ¢vorovima i negativnu korelaciju s

diferencijacijom tumora (83).

Kako povecana ekspresija transkripcijskog faktora na imunohistokemiji ne znaci ujedno i povecanu
transkripcijsku aktivnost, javlja se potreba za pronalaskom dodatnog markera koji bi odrazavao
transkripcijsku aktivnost Nrf2. Mjerenje broja kopija mRNA Nrf2 zasigurno precizno odrazava
transkripcijsku aktivnost Nrf2 i ja¢inu pozitivne povratne sprege (87), ali kompleksnost i cijena RT-

PCR zasigurno ograni¢avaju implementaciju analize u rutinsku klinicku praksu.

Alternativni pristup se bazira na detekciji dodatnog produkta transkripcije koji bi odrazavao aktivnost
Nrf2. Broj gena koji imaju antioksidacijski element odgovora u promotoru i koje transkribira Nrf2 je
pozamasan (tablica 1) te se zasad ne nalazi pouzdan marker transkripcijske aktivnosti Nrf2. Jedna je
skupina tome pokuSala doskociti promatranjem izrazaja NQO1 (NAD(P)H kinon oksidoreduktaze 1),
transkripta Nrf2 (tablica 1). Medutim, pozitivan izrazaj i NQO1 i Nrf2 nije bio bolji prognosticki
pokazatelj od samog Nrf2. Tek je dvostruka negativna ekspresija Nrf2 i NQOI predvidala odli¢ne
ishode za pacijente (83). Druga je studija zajedno s izrazajem Nrf2 na imunohistokemiji promatrala

izrazaj njegova stabilizatora DJ1 (od eng. nuclear factor erythroid derived 2-like 2) (85).
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Na koncu, Qian i al. su predlozili testiranje ekspresije 35 s Nrf2 povezanih gena metodom TMA (od
eng. tissue microarray) te formiranje posebne ocjenske ljestvice NAMS. Spomenuta je ljestvica
pokazala statisticki najvecu znacajnost u predvidanju ishoda, odnosno, ukupnog prezivljenja i

prezivljenja bez bolesti u usporedbi s drugim klini¢kim i genetskim pokazateljima u studiji (88).

Nrf2 kao meta terapije NSCLC

Istrazivanja in vitro i in vivo pruzaju dovoljno dokaza da se Nrf2 smatra atraktivnom terapijskom
metom u karcinomu pluc¢a nemalih stanica. Kao §to je prije spomenuto, prepoznata je dvojna uloga
Nrf2 u karcinogenezi; u ranom stadiju djeluje protektivno aktivacijom citoprotektivnih gena te
poticanjem eliminacije i metabolizma ROS, HNE i ksenobiotika iz stanice, a u kasnijim stadijima
bolesti njegovo djelovanje omogucéava prezivljenje stanicama raka povecanjem rezistencije na

konvencionalnu kemo- i radioterapiju.

te u teoriji djeluje obecavajuce u kombinaciji s trenutnim terapijskim rezimima. Takoder, zastita
stanica karcinoma od strane Nrf2 nije ograni¢ena na kemoterapeutike koji svoj efekt ostvaruju
stvaranjem ROS i HNE, tako da bi se uc¢inkovitost mnogih kemoterapijskih rezima mogla povecati u
kombinaciji s agensima koji djeluju inhibitorno na Nrf2 (89). Vazno je spomenuti kako je knockdown
Nrf2 u seroznom karcinomu endometrija, inace izuzetno rezistentnom na terapiju, senzitizirao na
kemoterapiju samo stanice s visokim bazalnim razinama aktivnosti Nrf2 (90). Potonje sugerira kako bi

rezim baziran na inhibiciji Nrf2 bio siguran za normalne stanice.

Provedena su istrazivanja kako bi se ispitala ué¢inkovitost apigenina (prirodnog bioflavonoida koji se
nalazi u sastavu mnogih vrsta voca i povréa) u inhibiciji Nrf2 puta. Apigenin je, kao posljedicu
smanjene aktivnosti PI3/Akt signalnog puta, inhibirao Nrf2 i na razini transkripcije i translacije.
Takoder, apigenin je senzitizirao doksorubicin rezistentnu stani¢nu liniju hepatocelularnog karcinoma
BEL-7402 na terapiju doksorubicinom. Uz to, doksorubicin u kombinaciji s apigeninom bio je

uspjesniji od samog doksorubicina u terapiji BEL-7402 ksenograftova (91,92).

Sve trans retinoi¢na kiselina- ATRA (od eng. all trans-retinoic acid) je sljede¢i predlozeni inhibitor
Nrf2. Svoj uéinak ostvaruje poticanjem formiranja kompleksa Nrf2 i RARa (od eng. retinoic acid
receptor alpha). Ti se kompleksi ne vezu na ARE sekvence te je posljedi¢no blokirana transkripcija

putem Nrf2 (92,93,94).

Malabrikon-A (MAL-A) je prooksidacijski spoj vjerojatno vece aktivnosti u leukemijama nego u
solidnim tumorima. Svoje djelovanje ostvaruje snizavanjem razine Nrf2 u stanici i povecanjem
disbalansa u redoks statusu stanica (95). MAL-A inducira peroksidaciju kardiolipina, a bioloski

najaktivniji produkt je HNE. Kako je HNE prepoznat kao drugi glasnik oksidacijskog stresa i u
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visokim koncentracijama inducira apoptozu u stanicama, mozemo pretpostaviti kako je HNE zajedno
sa snizenom razinom Nrf2 zasluZan za opisanu kemosenzibilizaciju (92). Potvrdu ove pretpostavke
mozemo traziti u rezultatima nedavne in vitro i klinicke studije koja je dokazala postupno snizenje
koncentracije kardiolipina u uzorcima tkiva hepatocelularnog karcinoma u usporedbi s normalnim
tkivom. Posljedi¢no tome, smanjena je oksidacija kardiolipina i smanjen je nastanak HNE-a. Ovo bi

mogla biti jedna od prilagodbi stanica raka kojom izbjegavaju apoptozu (96).

Leinonen i al. su razvili zanimljiv pristup problematici i upotrijebili terapijsku strategiju znanu kao
suicidalna genska terapija. Upotrebom lentivirusnog vektora, timidin kinaze herpes simpleks virusa,
koji sadrzava ARE sekvencu u promotoru (ARE-HSV-TK), upotrijebili su konstitutivno visoku
ekspresiju Nrf2 protiv samih stanica. Spomenuti je pristup testiran na adenokarcinomu pluca te su

rezultati obecavajuci i in vitro i in vivo (97).

Zaklju¢no, zasad jo$ postoji nekoliko prepreka za efikasnu inhibiciju Nrf2 koja bi sinergisticki
djelovala s konvencionalnom kemo- i radioterapijom. Supstance koje inhibiraju Nrf2 su ve¢inom
neselektivni elektrofili ¢ije potencijalno vezanje na cistein u drugim proteinima nosi veliki rizik od
nespecifi¢nih toksi¢nih u¢inaka na drugim proteinima kao npr. enzimima (89,94). Takoder, Nrf2
mozda ima i druge uloge dijametralno suprotne od citoprotekcije. Ovo treba biti u potpunosti ispitano
prije implementacije inhibitorne kemoterapije. Primjeceno je da Nrf2 sudjeluje u diferencijaciji stanica
akutne mijeloi¢ne leukemije inducirane vitaminom D (98) i da Keapl inhibira o PPARY ovisnu
diferencijaciju (99). Time bi inhibicija Nrf2 mogla ponistiti pozitivne u¢inke agensa koji izazivaju

diferencijaciju malignih stanica (89).

Zakljucak

Nrf2 je zasigurno zanimljiva dijagnosticka i terapijska meta u karcinomu plu¢a nemalih stanica.
Prilikom dijagnostike pruza nam moguénost da prepoznamo pacijente kojima bi mogao koristiti
alternativni pristup u terapiji. Neovisno o razvoju specifi¢nih inhibitora Nrf2, upravo potencijal da se
imunohistokemijskom analizom tkiva prepoznaju pacijenti s loSijom prognozom i lo$ijim odgovorom
na terapiju pruza mogucnost personalizacije i optimizacije terapije za pojedinog pacijenta. Prije
implementacije Nrf2 u rutinsku patohistolosku analizu potrebno je daljnjim studijama odrediti
pouzdanost i negativnu prediktivnu vrijednost samog Nrf2 te mozda inkorporirati dodatni marker koji

bi odrazavao transkripcijsku aktivnost Nrf2 u rutinsku analizu.

Takoder, razvoj strategija koje ¢e eksploatirati konstitutivno povisene razine Nrf2 u stanicama doima
se kao zanimljiva alternativa konvencionalnim terapijskim reZimima. Takav pristup bi nam mogao
omoguciti da prilagodljivog protivnika kao §to je karcinom pobijedimo iskoristavanjem njegovih

oruzja.
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