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چکیده :

نفروپاتی دیابتی یکی از عوارض دیابت قندی کنترل نشده است است که شایعترین عارضه کلیه است که در نهایت میتواند منجر به نارسایی کلیه شود. یکی از مهمترین ریسک فاکتورهای دیابت نفروپاتیک استرس اکسیداتیو که میتواند در اثر هایپرگلاسمی ایجاد شود. افزایش ROS میتواند منجر به اختلال در متابولیسم کربوهیدرات ها و پیشرفت DN شود.سیستم Nrf2/Keap1 یکی از مهمترین مسیرهای دفاع سلول در برابر استرس اکسیداتیو و حفظ تعادل ردوکس سلولی در سطح فیزیولوژیکی است. Nrf2 یک فاکتور رونویسی است که در سطح پایین ROS از طریق Keap1 غیر فعال نگه داشته میشود اما در حالت پاتوفیزیولوژیک و افزایش ROS این مسیر فعال شده و باعث بیان ژن انزیم های آنتی اکسیدان از جمله هم اکسیژناز، کاتالاز و ... میشود که از این طریق میتواند باعث از بین رفتن استرس اکسیداتیو میشود. پس با شناخت تنظیم کننده های Nrf2 میتوان از آن به عنوان یک هدف برای پیشگیری از عوارض دیابتی بهره برد.در این مطالعه مروری ما به برخی از مکانیسم های تنظیم کننده و تنظیم کننده ها اشاره میکنیم.

مقدمه :

دیابت قندی  (DM) نوعی اختلال متابولیک با علل متعدد است که با هایپرگلایسمی مزمن همراه با اختلال در متابولیسم پروتئین ، چربی و کربوهیدرات ناشی از نقص در ترشح انسولین ، عمل انسولین یا هر دو مشخص می شود. در سطح جهان 382 میلیون نفر در سال 2013 به دیابت مبتلا شده اند و پیش بینی می شود این میزان تا سال 2035 به 592 میلیون نفر برسد(1).بطور مثال برای هند با 65.1 میلیون نفر مبتلا به دیابت در سال 2013 تخمین زده می شود در جایگاه دوم قرار دارد و پیش بینی می شود تا سال 2035 به 109 میلیون نفر برسد(2). اثرات دیابت قندی شامل آسیب طولانی مدت ، اختلال در عملکرد و نارسایی ارگانهای مختلف حیاتی ، به ویژه چشم ، کلیه ، اعصاب ، قلب و عروق خونی است(3). در بین انواع مختلف عوارض دیابت ، نفروپاتی دیابتی (DK) شایعترین عارضه کلیه و اصلی ترین علت بیماری کلیوی مرحله نهایی (ESRD)  است.(4)

دیابت نفروپاتی :

 نفروپاتی دیابتی یا بیماری کلیوی دیابتی (DKD) به عنوان یک بیماری مزمن ، با تغییرات پاتولوژیک پی در پی از جمله هایپرتروفی کلیوی و ضخیم شدن غشای زیرزمین در مراحل اولیه و تجمع ماتریکس خارج سلول (ECM) ، گلومرولوسکلروز و فیبروز بینابینی در اواخر مشخص می شود ، که در نهایت منجر به از بین رفتن عملکرد کلیه میشود(5, 6). به موازات آن ، این بیماری اغلب با سایر فرآیندهای آترواسکلروتیک نیز همراه است. اگرچه پاتوژنز نفروپاتی دیابتی پیچیده است و هنوز ناشناخته است ، اما هایپرگلایسمی عامل اصلی شروع نفروپاتی دیابتی است(7). نفروپاتی دیابتی به احتمال زیاد در بیمارانی رخ می دهد که دیابت انها کنترل شده نیست(8).در اوایل دیابت به ویژه در بزرگسالان جوان، افراد تحت تأثیر هر دو بیماری قرار می گیرند. مطالعات اپیدمیولوژیک گذشته نشان داد که 25 – 40 درصد از افراد مبتلا به دیابت نوع 1 (T1D) و 5-  40٪ از مبتلایان به دیابت نوع 2 (T2D) در نهایت دچار DN می شوند(9).  قبلاً گزارش شده است که بروز بیماری کلیوی مرحله نهایی در 4-17٪ ، 20-30 سال پس از شروع T1D است(10, 11). بنابراین ، غربالگری برای DN باید در اوایل دوره دیابت شروع شود(12). ریسک فاکتورهای متعددی با پیشرفت DN همراه بوده است ، از جمله فشار خون بالا ناشی از آسیب گلومرولی ، پروتئینوری ، هایپرلیپیدمی و استعداد ژنتیکی و همچنین استرس اکسیداتیو .(13, 14)

استرس اکسیداتیو و دیابت نفروپاتی : 

هایپرگلیسمی ، از طریق برخی مسیرهای پیچیده شامل AGE (Advanced Glycation End-products) ، فعال سازی PKC (پروتئین کیناز C) ، افزایش ROS (گونه های اکسیژن فعال) و افزایش DAG (Diacylglycerol) باعث آسیب به عروق گلومرولی می شود. استرس اکسیداتیو ناشی از هایپرگلیسمی در پاتوژنز دیابت و عوارض آن دخیل است. سطح پایین ROS در بدن برای بقا و تکثیر بسیار مهم است. سطح بالای ROS منجر به آپوپتوز سلولی می شود. سطح بسیار بالای ROS منجر به آسیب ماکرومولکولهای سلولی ، از جمله DNA ، لیپیدها و پروتئین می شود. اگر این آسیب ها ترمیم نشوند ، باعث جهش و در نتیجه آسیب بافتی یا حتی مرگ سلولی نکروتیک می شود.(15-17) همچنین استرس اکسیداتیو در بدن با اختلال در تنظیم قند خون ارتباط دارد. تعداد زیادی از بررسیهای عالی نشان داده اند که استرس اکسیداتیو پیشرفت DN را تسریع می کنند(18-20).شواهد از نقش اصلی ROS در شروع و پیشرفت نفروپاتی دیابتی ثابت کرد که NADPH Oxidase (Nox) ممکن است مسئول این تولید بیش از حد ROS باشد(21).در هایپرگلیسمی ، برخی از ROS ها تولید می شوند و با بدتر شدن قند خون ، تولید آنها نیز افزایش می یابد. دخالت این تولید ROS در هنگام استرس اکسیداتیو (شرایطی که ROS بیشتری نسبت به آنتی اکسیدان ها در آن برقرار است) عاملی است که قند خون را با عوارض عروقی DN مرتبط می کند و این را می توان در دو دیدگاه توصیف کرد (21, 22).مکانیسم اول درگیری مدولاسیون متابولیک مولکولهای بافت هدف است و دوم تغییرات در همودینامیک کلیوی است. شواهد بالینی و تجربی قوی نشان داد که تعدیل متابولیک مولکولهای بافت هدف و تغییرات همودینامیک کلیه اثرات سوء هم افزایی بر روی بافتهای هدف دارد(21).



استرس اکسیداتیو و مسیر Nrf2/Keap1/ARE :

همچنین استرس اکسیداتیو بر بسیاری از کارکردهای سلولی از جمله مسیرهای سیگنالینگ تأثیر می گذارد. این به نوبه خود ، ممکن است باعث القای اتوفاژی یا آپوپتوز شود. مسیر سیگنالینگ NRF2 / KEAP1 مسیر اصلی مسئول دفاع سلول در برابر استرس اکسیداتیو و حفظ تعادل ردوکس سلولی در سطح فیزیولوژیکی است.سیستم Keap1-Nrf2-ARE نقش مهمی در نگهداری از هموستاز گلوکز و سرکوب شروع و یا پیشرفت دیابت دارد(23). 

Nrf2  (NF-E2-related factor 2) :

 Nrf2 یک فاکتور رونویسی با وزن KDa  66  است که دارای هفت دامنه بسیار محافظت شده و یک موتیف لوسین زیپر اتصالی به DNA است(24).
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[bookmark: _Hlk35181299] .همچنین Nrf2 مجموعه ای از ژن های آنزیم های آنتی اکسیدان و سم زدایی را القا می کند و نقش مهمی در محافظت از بدن در برابر تنش های مختلف محیطی ، مانند الکتروفیل ها ، گونه های اکسیژن فعال (ROS) و گونه های نیتروژن فعال (RNS) ایفا می کند(25). Nrf2 به طور گسترده در همه سطوح اندام انسان در سطح پایین بیان می شود. همانطور که Nrf2 یک مکانیسم دفاعی سلولی مهم را تنظیم می کند ، تنظیم دقیق ان برای حفظ هموستاز سلولی بسیار مهم است. فعال سازی این مسیر در جلوگیری از بیماری های انسانی مانند سرطان ، بیماری های عصبی ، بیماری های قلبی عروقی ، ایسکمی ، دیابت ، فیبروز ریوی و بیماری های التهابی از اهمیت ویژه ای برخوردار است. در مقابل ، سطح بالای تشکیل دهنده Nrf2 در بسیاری از تومورها یا رده های سلولی سرطان رخ می دهد. بیان بیش از حد Nrf2 در سلولهای سرطانی آنها را از اثرات سمیت سلولی درمان های ضد سرطان محافظت می کند ، و در نتیجه مقاومت شیمیایی یا رادیوآزمایی ایجاد می کند. بنابراین ، درک مقررات Nrf2 و شناسایی فعال کننده یا مهار کننده های Nrf2 جهت پیشگیری از بیماری یا به عنوان عوامل حساس کننده در طول درمان سرطان ، به ترتیب ، تأثیر بسزایی در سلامت انسان خواهد داشت(26).در نتیجه اهمیت Nrf2 اکنون به عنوان یک هدف درمانی افزایش یافته است23 Keap1  عنصر نظارتی اصلی در سیگنالینگ Nrf2 را تشکیل می دهد. در یک بررسی عالی با ارائه مسیر Nrf2 / Keap1  از منظر زیست شناسی ، از آن به عنوان یک "مبدل" حساس به اکسیداتیو و همچنین سیگنال های متقابل آنزیمی و پروتئین استفاده شد(27). شناسایی Keap1  به سرعت محققان این زمینه را به سمت تمرکز بر مکانیسم های مولکولی تنظیم Nrf2 سوق داد. تغییر وضعیت مجموعه KeaP1 بر عملکرد کل مسیر Nrf2 / Keap1  تأثیر می گذارد(27).

Keap1  (Kelch-like ECH-associated protein 1)   :

Keap1 یک لیگاز E3 یوبیکیتین مبتنی بر Cullin3 است که عملکرد آداپتور بستر را بازی می کند [5]. پنج دامنه در مولکول Keap1 کشف شده است. آنها NTR ، BTB ، IVR ، DGR و CTR هستند(28).
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دامنه IVR غنی از سیستئین به اکسیداسیون حساس است(29). Keap1یک پروتئین غنی از سیستئین است که شامل 25 باقیمانده سیستئین در موش یا 27 باقی مانده در انسان است سه باقیمانده سیستئین مهم (Cys151 ، Cys273 ، و Cys288) هستند که مشخص شده است برای حفظ تمامیت ساختاری Keap1 بسیار مهم هستند(30-32). دامنه DGR جایی است که Keap1 به حوزه Neh2 Nrf2 متصل می شود(33).
دو مکانیسم مهم فعال سازی Nrf2 بین سالهای 2002 و 2004 مشخص شد. بقایای سیستئین در Keap1 به عنوان حسگر استرس اکسیداتیو  و حسگر فعال سازی Nrf2 عمل می کند.(34)


تاثیر استرس اکسیداتیو و فعال سازی مسیر Nrf2/Keap1/ARE :

در شرایط استراحت ، Keap1 با Nrf2 در تعامل است تا یک مجموعه را تشکیل دهد(35, 36). در این شرایط ، Keap1 به عنوان مهار کننده Nrf2 عمل می کند. علاوه بر این ، این مهار کننده Nrf2 همچنین می تواند با Cul3-E3-ligase در تعامل باشد، که واسطه تخریب Nrf2 در سیستم یوبیوکیتین پروتئازوم است. پس از آن ، عملکرد رونویسی Nrf2 سرکوب می شود(37).
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 هنگامی که سلول ها در معرض استرس اکسیداتیو یا الکتروفیلی قرار دارند ، فعال سازی Nrf2 شامل اکسیداسیون باقیمانده های سیستئین کلیدی در Keap1 می باشد یعنی  پس مانده های سیستئین Keap1 اصلاح می شوند (تغییرات کنفورماسیونی)(31, 34). سپس Keap1 توانایی خود را برای تعدیل Nrf2 از دست می دهد و این اجازه تفکیک مجتمع Keap1 / Nrf2 و جابجایی Nrf2 به هسته را می دهد(38, 39). در هسته ، Nrf2 با کمک پروتئین sMaf به ARE متصل می شود(40). 
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سپس ، Nrf2 باعث رونویسی از آنزیم های و آنتی اکسیدان و سم زدایی از جمله heme oxygenase-1 و superoxide dismutase 1 گلوتاتیون پراکسیداز (GPx) , همی اکسیژناز-1 (HO-1) 
کاتالاز (CAT)، NADPH-Quinone Oxidoreductase-1  (NQO-1) و گلوتامات سیستئین لیگاز (GCL) میشود(41-43). شواهدی وجود دارد که نشان می دهد Nrf2 مستقیماً ژنهای مرتبط با متابولیسم سلولی را تنظیم می کند.بنابراین ، عملکرد آنتی اکسیدانی سیستم Keap1-Nrf2 به نظر می رسد نقش مهمی در حفظ متابولیسم گلوکز از طریق ترشح انسولین و استفاده گلوکز در بافتهای حساس به انسولین بازی می کند(44, 45).
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نقش مسیر Nrf2/Keap1/ARE در دیابت نفروپاتی :

مطالعات گذشته این موضوع را اثبات کرده اند که فعال شدن سیستم Keap1-Nrf2 به سرکوب دیابت کمک می کند. در ازمایشی استرس اکسیداتیو ناشی از هایپرگلیسمی و آسیب دیدگی کلیوی در موش های که Nrf2 انها ناک اوت شدند و تحت درمان با استرپتوزوتوسین بودند از موش هایی که در گروه کنترل از نوع وحشی قرار داشتند شدیدتر بودند، که این نشان دهنده ی اثر مفید Nrf2 در DN است(46, 47).این نتایج نشان می دهد که هایپرگلیسمی باعث افزایش استرس اکسیداتیو و سرعت بخشیدن به آسیب کلیوی در موش Nrf2 KO می شود و Nrf2 به عنوان یک عامل دفاعی در برابر برخی از عوارض دیابتی عمل می کند(46).
 یک یافته مهم دیگر این است که القای Nrf2 از سلولهای B پانکراس در برابر انواع مختلفی از آسیب ها ، از جمله مواردی که مربوط به اکسیدان ها ، مواد شیمیایی سمی و التهاب است، محافظت می کند. همچنین فعال شدن سیگنالینگ Nrf2 با افزایش فسفوریلاسیون AMPK ، مصرف اکسیژن و جذب گلوکز و سرکوب گلوکونوژنز و افزایش وزن بدن ، شروع و یا پیشرفت مقاومت به انسولین را سرکوب می کند. این عملکردهای Nrf2 در کنار هم منجر به محافظت بدن در برابر دیابت می شود. فعال سازی Nrf2 همچنین به عنوان یک هدف امیدوار کننده برای پیشگیری از عوارض دیابتی ظاهر شده است(48).
جدا از نقش مثبت آن در سلولهای طبیعی ، مسیر NRF2 / KEAP1 تاثیر منفی هم دارد .بطور مثال باعث مقاومت در برابر دارو و بقای سلولهای سرطانی خاص میشود. جهش های سوماتیک در ژن های کد کننده پروتئین NRF2 و KEAP1 که منجر به فعال شدن دائمی این مسیر تنش زا می شود ، در بسیاری از انواع سرطان یافت می شود(35).

تنظیم مسیر Nrf2/Keap1/ARE :

مسیر سیگنالینگ Nrf2 / ARE توسط مکانیسم های پیچیده تنظیم می شود. مدل های تنظیم شامل تنظیم در  سطح رونویسی ، سطح ترجمه و سطح پس از ترجمه است. Kwak و همکاران دریافت که Nrf2 می تواند خود را از طریق یک عنصر خاص از پروموتور خود بطور خودکار تنظیم کند(49). امروزه ، تصور می شود microRNA در تنظیم استرس اکسیداتیو شرکت می کنند. پیشنهاد شده است که ژن Nrf2 را می توان مستقیماً باmiR-28، miR-34a و miR-144  تنظیم کرد(50-53). علاوه بر این ، ژن Nrf2 می تواند به طور غیرمستقیم با مهار تنظیم ژن Keap1 توسط miR-200a تنظیم شود(54). علاوه بر این ، پیشنهاد می شود که متیلاسیون DNA و اصلاح هیستون می توانند مسیر Nrf2 / ARE را تنظیم کنند(55-58). همچنین همانطور که در بالا گفتیم، Nrf2 در سیستم یوبیوکیتین پروتئازوم تخریب می شود. این فرآیند پروتئین Nrf2 را در سطح پایین نگه می دارد و با جلوگیری از رونویسی از ژن های ناخواسته ، هموستاز ردوکس سلولی را حفظ می کند. علاوه بر سیستم ubiquitin پروتئازوم، پروتئین های دیگر می توانند Nrf2 را با تعامل با مجموعه Nrf2-Keap1 تنظیم کنند. به عنوان مثال ، مهار مسیر اتوفاژی منجر به تجمع بیش از حد p62 می شود. با تعامل مستقیم با Keap1 ، P62 باعث تخریب Nrf2 با واسطه Keap1 می شود(59). علاوه بر تنظیم رونویسی و ترجمه ، مسیر Nrf2 نیز می تواند پس از ترجمه تنظیم شود. به عنوان مثال ، پروتئین کیناز C فسفوریلاسیون Nrf2 را در باقی مانده سرین 40 کاتالیز می کند ، که برای تقویت جداسازی Nrf2 از Keap1 ضروری است(60).
از طرف دیگر از انجا که تخریب Nrf2 در سیستم پروتئازوم رخ می دهد، بنابراین ، سرکوب تخریب Nrf2 از طریق مهار فعالیت پروتئازوم به نظر می رسد یک استراتژی مناسب برای DN باشد. مطالعات از طرف دیگر و گروههای ما نشان داد كه دوز كم MG132 ، یك مهاركننده پروتئازوم ، اثرات پیشگیری و درمانی بر رشد و پیشرفت DN در جوندگان دارد(61, 62).
همچنین فعال سازی هسته ای Nrf2 ممکن است توسط استیله شدن ایجاد شود. در هسته ، Nrf2 تحت استیل قرار می گیرد و باعث اتصال دامنه bZip با توالی ARE می شود و در نتیجه رونویسی ژن را افزایش می دهد. در مقابل ، د استیلاسیون باعث آزادسازی Nrf2 از توالی ARE می شود و باعث خاتمه رونویسی و صادرات آن به سیتوپلاسم می شود(40, 63).

فعال کننده های مسیر Nrf2/Keap1/ARE :

به تازگی ، تعداد زیادی از فعال کننده های Nrf2 برای کشف پتانسیل درمانی Nrf2 در مدلهای تجربی DN استفاده شده است. در این مطالعات ، فعال کننده های Nrf2 مثل Sulforaphane،
 Resveratrol and rosuvastatin،  Polydatin (resveratrol analogue)از طریق مکانیسم های مختلف بر روی یک سری اهداف عمل می کنند(40, 64, 65).
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