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ÖZ
Amaç: NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 sinyalizasyon yolağı redoks homeostazında önemli rol oynayan antioksidan enzimlerin ve detoksifikasyon 
proteinlerinin ana düzenleyicisidir. Yapısal olarak aktif NRF2/KEAP1 yolağının, tümörigenezi ve metastatik süreçleri inhibe ettiği ve kemorezistansı 
teşvik eden hayatta kalma yanlısı genleri indüklediği için kanserde çok önemli bir role sahip olduğunu göstermektedir. Yolağın fonksiyonunun 
bozulduğu moleküler mekanizmalar ile beyin tümörleri gelişimi arasındaki ilişki tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu çalışmanın amacı NRF2/KEAP1 
yolağının genetik değişikliklerini ve ifade seviyesi farklılıklarını düşük dereceli glioma (LGG) ve glioblastoma multiform (GBM) patolojisinde 
karşılaştırmalı olarak analiz etmektir.

Gereç ve Yöntem: GBM ve LGG hastalarına ve sağlıklı doku örneklerine ait gen ekspresyon profilleri ve DNA dizileri, kanser genom atlas veri 
tabanından indirildi. KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 genlerinin mutasyon ve ifade profilleri kapsamlı olarak analiz edildi. Çalışmada 
sadece gen ekspresyonu ve mutasyon paternlerinin tespiti değil, aynı zamanda hedef genlerin sağkalım üzerine olan etkileri de belirlendi. Ayrıca 
belirlenen değişikliklerin hastalık yapıcı patojenik özellikleri tahmini için PolyPhen-2 ve SNAP araçları kullanıldı.

Bulgular: Her iki kanser grubu için KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 genlerinde toplam 16 (12 missense mutasyon, 1 nonsense 
mutasyon, 1 delesyon, 2 translokasyon) mutasyon ve gen amplifikasyonu belirlendi ve mutasyon taşıma sıklığı %4,6 idi. LGG’li 1 hastada IDH1 R132H 
ve NRF2 S164* mutasyon birlikteliği belirlendi. LGG ve GBM alt tiplerinin her ikisi için de KEAP1, NRF2 ve HMOX1 gen ekspresyon seviyeleri, hasta 
örneklerinde sağlıklı örneklere göre yüksek olarak belirlendi (p<0,05). 

Sonuç: NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 sinyalizasyon yolağı anomalilerinin hedeflenmesi ile glioma tedavisinde özellikle kemoterapi duyarlılığı için yeni 
terapötik yaklaşımlar sağlanabilir.

Anahtar Kelimeler: NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 yolağı, glioma, mutasyon, gen ekspresyonu, oksidatif stress

ABSTRACT
Aim: The NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 pathway is the master regulator of antioxidant enzymes and detoxification proteins, both of which play a 
critical role in redox homeostasis. It shows that the this structurally active pathway has a crucial role in cancer as it inhibits tumorigenesis and 
metastatic processes and it induces pro-survival genes that promote chemoresistance. The relationship between the molecular mechanisms causing 
the pathway to malfunction and the development of brain tumors has yet to be fully clarified. The aim of this study is to analyze the genetic 
changes and expression level differences of the NRF2/KEAP1 pathway comparatively in low-grade gliomas (LGG) and glioblastoma multiforme 
(GBM) pathology. 

Yazışma Adresi/Address for Correspondence: Dr. Dilara Fatma AKIN, Niğde Ömer Halisdemir Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı, Niğde, Türkiye
Tel.: +90 536 302 68 16 E-posta: dilarafatmaakin@gmail.com, dilarabali@ohu.edu.tr ORCID ID: orcid.org/0000-0002-0903-0017

Geliş tarihi/Received: 31.05.2022 Kabul tarihi/Accepted: 06.01.2023

Sunulduğu Kongre: Çalışma 14. Ulusal Tıbbi Genetik Dijital Kongresi’nde 20-22 Kasım 2020 tarihleri arasında özet olarak sunulmuştur.

Nam Kem Med J 2023;11(1):1-11

DOI: 10.4274/nkmj.galenos.2023.74745

https://orcid.org/0000-0002-0903-0017
https://orcid.org/0000-0002-1091-6974


Nam Kem Med J 2023;11(1):1-11AKIN ve AKTAŞ. Glioma Alt Tiplerinde NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 Yolu

2

GİRİŞ 

Beyin dokusu sınırlı antioksidan kapasiteye sahiptir ve daha 
yüksek enerji gereksinimi ve daha yüksek lipid ve demir içeriği 
nedeniyle oksidatif strese karşı son derece savunmasızdır. 
Ayrıca serbest oksijen radikallerinin yoğunlaştığı bir ortamda 
nörotransmitterlerin oto-oksidasyon özellikleri ve oksitlenmiş 
nörotransmiterler reaktif oksijen türlerinin (ROS) daha fazla 
üretilmesine neden olma potansiyeline sahiptir1-3. Bu durum 
beyinde morfolojik ve fonksiyonel değişikliklerin yanı sıra 
bilişsel işlev bozukluklarına ve geriliğe neden olur. Beş yüzden 
fazla sitoprotektif genin işlemlerini kontrol eden NRF2 
transkripsiyon faktörünün transaktivasyonundan sorumlu 
olan NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 yolağı, hücreleri ve dokuları 
elektrofilik, oksidatif ve ksenobiyotik stresten korumada 
önemli bir hücresel bileşendir4-6. NRF2, normal koşullar altında 
sitoplazmada KEAP1’e bağlanır. Hücreler oksidatif strese maruz 
kaldıkça, NRF2’nin sitoplazmada bağlı olduğu KEAP1’den 
ayrıldığı ve hedef genine bağlandığı ve transkripsiyonu 
uyardığı çekirdeğe hareket ettiği bulunmuştur7,8. NRF2’nin 
KEAP1’e bağlı regülasyonuna ek olarak, çeşitli alternatif 
KEAP1’den bağımsız mekanizmalar, NRF2’nin regülasyonuna 
katkıda bulunur. Bunlar, hücresel NRF2 proteinini ve NRF2 
ve KEAP1’in aktivitesinde bir artışa neden olan etkileşimini 
engelleyen p62/SQSTM1’in KEAP1’e bağlanmasını içerir7-9. 
Anormal NRF2/KEAP1 yolağı, tedavi direncinin gelişmesine 
neden olur ve sitoprotektif genlerin konstitütif ekspresyonu 
nedeniyle kanser hücrelerine bir büyüme avantajı sağlar3,5-8. 
Kötü huylu hücrelerin, artan NRF2 yolağı aktivitelerinden 
yararlandıkları bilinmektedir. Bu durum ilk olarak akciğer 
kanserinde ve daha sonra yumurtalık, pankreas, karaciğer, 
pediatrik lösemi ve mesane kanserleri gibi diğer çeşitli kanser 
türlerinde keşfedildi6-9.

Gliomalar, beyin tümörlerinin en malign ve agresif şeklidir 
ve beyin kanserine bağlı ölümlerin çoğundan sorumludurlar. 
Gliomalar, malign beyin tümörlerinin %81’ini temsil eden 
en yaygın primer intrakraniyal tümördürler10,11. Son veriler, 
glioblastoma hücreleri dahil olmak üzere çeşitli kanser hücresi 
tiplerinde “ROS proliferasyonu, hayatta kalmayı ve migrasyonu 
teşvik etmede vazgeçilmez bir katılımcıdır” ifadesini 

desteklemektedir2,3,11. ROS’un aşırı üretiminin bu değişiklikleri 
teşvik etmede rol oynadığı bilinmektedir2,3,10,12. Bu çalışmanın 
amacı, glioma alt tiplerinde NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 yolağı 
genlerindeki patojenik mutasyonların ve ekspresyon seviyesi 
profillerinin fonksiyonel etkilerini tahmin etmek ve ayrıca 
bu yolak unsurlarının glioma patogenezi ve progresyonu 
üzerindeki etkilerini netleştirmektir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Veri Toplama

Glioblastoma multiform (GBM) ve düşük dereceli glioma (LGG) 
veri setleri cbioPortal veri tabanından temin edilmiş olup, hasta 
grubumuza ait demografik, klinik ve genetik veriler Tablo 1’de 
özetlenmiştir. 

Mutasyon Profil Analizi

cBio Cancer Genomics Portal (http://cbioportal.org), mutasyon 
verilerini sağlamak için Kanser Genom Atlas’tan (TCGA) alınan 
verileri kullanan açık erişimli bir biyoinformatik araçtır13. GBM 
(n=591) ve LGG (n=511) hasta örneklemlerinde KEAP1, NRF2, 
p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1’de bulunan mutasyonları 
kapsamlı bir şekilde incelemek için web arayüzünden ilgili 
kanser türü olarak seçildi. Bu amaçla ilgilenilen genlerin ara 
yüzünün sağladığı özellikler kullanılarak cBioportal ile kapsamlı 
mutasyon profil analizleri gerçekleştirildi.

Mutasyon Etkisinin In Silico Analizi

KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1’de bulunan 
mutasyonların olası patojenitesi, PolyPhen-2, SNAP ve COSMIC 
veri tabanlarından alınan puanlar kullanılarak belirlendi. 
PolyPhen-2, yanlış anlamlı mutasyonun proteine zarar verme 
olasılığını tahmin eder ve kullanıcıya bu sonucu (büyük bir 
olasılıkla zarar verici, muhtemelen zarar verici, benin veya 
bilinmeyen) bir skor ile verir14. SNAP, çeşitli dizi ve varyant 
özelliklerini göz önünde bulundurarak etki ve nötr varyantlar/
eş anlamlı olmayan SNP’ler arasında ayrım yapan çevrimiçi 
bir araçtır15. Ayrıca, tespit edilen mutasyonlar COSMIC veri 
tabanında tarandı ve patojenite puanları belirlendi16. Ayrıca 

Materials and Methods: Gene expression profiles and DNA sequences of GBM (n=591) and LGG (n=511) patients and healthy tissue were downloaded 
from the TCGA database. Not only were gene expression and mutation patterns determined in this study, but also the impacts of genes on survival 
were assessed. PolyPhen-2 and SNAP tools were used to estimate the pathogenic properties of the changes identified. 

Results: A total of 16 mutations and gene amplification were identified in the KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1, and MOAP1 for both cancer 
groups, and the mutation carrying frequency was 4.6%. IDH1 p.R132H and NRF2 p.S164* mutation association was determined in 1 patient with 
LGG. KEAP1, NRF2, and HMOX1 expression levels for both LGG and GBM subtypes were determined to be high in patient samples compared to 
healthy samples (p<0.05). 

Conclusion: By targeting the NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 pathway anomalies, new therapeutic approaches can be provided in the treatment of 
glioma, particularly for chemotherapy sensitivity.

Keywords: NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 signaling pathway, glioma, mutation, gene expression, oxidative stress
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tespit edilen mutant amino asitlerin evrimsel koruma analizleri, 
PolyPhen-2’deki “çoklu dizi hizalama” ile farklı türler arasında 
değerlendirildi.

Gen Ekspresyonu ve Sağkalım Analizleri

GEPIA, tümör veya normal dokularda diferansiyel ekspresyon 
analizi, kanser türlerine veya patolojik evrelere göre profil 
oluşturma, sağkalım analizi, benzer gen tespiti ve korelasyon 
analizi gibi özelleştirilebilir analizler sağlamak için geliştirilmiş 
interaktif bir araçtır17. KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-
1 ve MOAP1 ekspresyonlarının profilleri, TCGA verilerinden 
elde edilen GBM (n=163), LGG (n=518) örneklemlerinin 
ve 207 sağlıklı dokunun verileri kullanılarak GEPIA ile 
oluşturulan kutu diyagram grafiklerinde analiz edildi. Farklı 
gen ekspresyon seviyelerine göre genlerin sağkalım analizleri 
(genel/hastalıksız) GEPIA kullanılarak yapıldı. Sağkalım 
grafikleri oluşturmak için %95 güven aralığına sahip Log-rank 
testine dayalı genel sağkalım (OS) ve hastalıksız sağkalım (DFS) 
analizleri yapıldı.

İstatistiksel Analiz

Çalışma verilerinin değerlendirilmesinde kullanılan tüm 
istatistiksel analizler GEPIA veri tabanında yapıldı. Diferansiyel 
ekspresyonu ölçmek için tek yönlü ANOVA testi kullanıldı. 
GEPIA, gen ekspresyonuna dayalı olarak nükssüz sağkalım 
olarak da adlandırılan OS veya DFS analizini yapar. GEPIA, 
hipotez testi için Log-rank testini, Mantel-Cox testini kullanır. 
Düşük ve yüksek ekspresyon gruplarını karşılaştırmak için Log-

Tablo 1. GBM ve LGG’li hastaların demografik, klinik ve 
genetik verileri

Özellik GBM n=591 
(%)

LGG n=511 
(%)

Cinsiyet 

Erkek/Kadın/NA 175/122/294 285/226

Tanı yaşı, yıl 59,6 
(aralık, 21-89)

43 
(aralık, 19-87)

Irk kategorisi

Beyaz 252 (43,1) 474 (92,7)

Siyahi veya Afrikan Amerikan 31 (5,3) 21 (4,1)

Asya 4 (0,7) 7 (1,3)

UD 297 (50,2) 9 (1,7)

Örneklem tipi

Primer 584 (98,8) 511 (100)

Rekürrens 7 (1,2) -

Genel sağkalım durumu

Yaşıyor 103 (17,4) 388 (75,9)

Ölmüş 478 (80,8) 125 (24,4)

UD 10 (1,7) -

Radyasyon tedavisi

Evet 236 (39,9) 296 (57,9)

Hayır 41 (6,9) 183 (35,8)

UD 314 (53,1) 34 (6,6)

Tümör hastalık anatomisi

MSS - 511 (100)

Beyin 298 (50,4) -

UD 293 (49,5) -

Tümör alt tipleri

Glioblastoma multiform
Astrositom
Oligodendroglioma
Oligoastrositom

591 (100)
-
-
-

-
192 (37,5)
189 (36,9)
130 (25,4)

Neoplazma histolojik derece 
Derece I
Derece II
Derece III
Derece IV
UD

-
248
263
-
-

Genetik anormallikler Olgu (sıklık %)

IDH1 mutasyonu 25 (6,3) 394 (76,8)

IDH2 mutasyonu 1 (0,3) 21 (3,5)

NFE2L2 mutasyonu 1 (0,3) 1 (0,2)

SQSTM1 mutasyonu 3 (0,8) 2 (0,4)

HMOX1 mutasyonu 2 (0,5) -

MOAP1 mutasyonu 2 (0,5) 1 (0,2)

SQSTM1-NTRK2 füzyonu - 1 (0,2)

KEAP1 amplifikasyonu 7 (1,2) 12 (2,4)

NFE2L2 derin delesyonu 1 (0,2) 1 (0,2)

Tablo 1. Devamı

Özellik GBM n=591 
(%)

LGG n=511 
(%)

Genetik anormallikler Olgu (sıklık %)

SQSTM1 amplifikasyonu 1 (0,2) 2 (0,4)

SQSTM1 derin delesyonu 1 (0,2) 2 (0,4)

HMOX1 amplifikasyonu 2 (0,5) 4 (0,8)

HMOX1 derin delesyonu 1 (0,3) 3 (0,6)

TXNRD2-HMOX1 füzyonu 1 (0,2) -

MOAP1 derin delesyonu 1 (0,2) -

1p statü
Kazanılmış 
Kayıp 
Adlandırılmamış 
UD

41 (6,9)
8 (1,3)
477 (80,7)
65 (10,9)

 
12 (2,34)
173 (33,8)
307 (60)
19 (37,2)

19q statü 
Kazanılmış 
Kayıp 
Adlandırılmamış 
UD

144 (24,3)
22 (3,7)
313 (52,9)
112 (18,9)

19 (3,7)
185 (36,2)
233 (45,5)
74 (14,4)

UD: Uygun değil, MSS: Merkezi sinir sistemi, LGG: Düşük dereceli glioma, GBM: 
Glioblastoma multiform
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rank testi kullanıldı. Tüm testlerde istatistiksel olarak anlamlı 
değer p<0,05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Mutasyon Profil Analizi Bulguları 

GBM ve LGG hasta örneklemlerinde KEAP1, NRF2, p62/
SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1’deki genetik değişiklikleri 
belirlemek amacıyla 1106 hastanın genom dizilim verilerini 
analiz etmek için cBioPortal arayüzü kullanıldı. GBM ve LGG 
hastalarının %4,6’sında KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-
1 ve MOAP1’de en az bir genetik değişiklik olduğu bulundu. 
Tüm çalışma genlerinde toplam 16 genetik değişiklik (12 
yanlış anlamlı, 1 anlamsız, 1 delesyon, 2 translokasyon) tespit 
edildi (Tablo 2). Analiz edilen genler arasındaki değişim sıklığı 
incelendiğinde hasta grupları arasında mutasyonu fazla olan 
genin KEAP1 (%1,7), mutasyonu az olan genin ise NRF2 (%0,4) 
olduğu belirlendi (Şekil 1). KEAP1’de herhangi bir nükleotit 
değişikliği saptanmazken, her iki glioma alt tipinde genin 
amplifikasyonu bulundu. GBM ve LGG hasta örneklemlerinde 
çalışma genlerine ait proteinlerin domainlerinde saptanan 
mutasyonların lokalizasyonu Şekil 2’de temsili olarak 
gösterilmiştir.

LGG Hastalarında Mutasyon Profil Analiz Bulguları 

LGG genetik anomalilerini taşıma sıklığı %6,1 olarak belirlendi. 
LGG grubunda altı mutasyon (NRF2, p.S164*; SQSTM1, 
p.R107Q ve p.A2V; MOAP1, p.K164N ve p.R204T) tespit edildi. 
Bulgularımıza göre, NRF2 geninde bulunan anlamsız p.S164* 
mutasyonunun, NRF2 polipeptitinin 164. amino asitte erken 
sonlanmasına neden olduğu ve bunun sonucunda trunkat 
bir protein oluşumuna neden olduğu düşünüldü. Glioma 
için NRF2 p.S164* ve IDH1 p.R132H yanlış anlamlı mutasyon 
karakteristiğinin bir arada bulunduğu Astrositom alt tipinde bir 
hasta vardı.

Astrositom alt tipi SQSTM1 olan iki farklı hastada SQSTM1, 
p.R107Q ve p.A2V yanlış anlamlı mutasyonlar tanımlandı. 
p.A2V mutasyonunu taşıyan hastanın IDH1 p.R132H 
mutasyonunu da taşıdığı belirlendi. Nöral gelişimden sorumlu 
bir tirozin kinaz olan NTRK2 ile p62/SQSTM1 t (5;9) (q35;q21) 
füzyon geni, oligodendroglioma alt tipine sahip bir hastada 
tanımlandı. Astrositom alt tipinde IDH1 p.R132H yanlış anlamlı 
mutasyon taşıyan iki farklı hastada, apoptozda anahtar rol 
oynayan BH3 benzeri bir protein olan apoptoz modülatörü 1 
(MOAP-1), PNMA alanında p.K164N ve p.R204T mutasyonları 
ile tanımlandı. 

Şekil 1. GBM ve LGG kanserli hasta grubunda (A, B) KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP-1 genlerindeki mutasyonların 
dağılımı

GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Düşük dereceli glioma
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GBM Hastalarında Mutasyon Profil Analizi Bulguları

GBM genetik anomalilerinin taşıma prevalansı %3,5 olarak 
saptandı. GBM grubunda on mutasyon NRF2, p.E564K; p62/
SQSTM1 p.R96Q; p.E280del, p.F193L; p.R183P, HMOX-1, 
p.A194T; p.F33L, TXNRD2-HMOX1 füzyon geni; MOAP-1, 
p.P45L; p.A111V tespit edildi. NRF2-p62/SQSTM1; HMOX1-
MOAP1 birlikteliği olan mutasyon taşıma sıklığı, GBM hasta 
grubu için istatistiksel olarak anlamlıydı (sırasıyla p=0,037 ve 
p=0,055). p62/SQSTM1’de tanımlanan mutasyonlar, PBI, LIR 
ve TBS alanlarındaydı. p.R183P mutasyonu, TBS Alanındaydı. 
Aynı alanda p.F193L ve PBI alanında p.R96Q mutasyonu, 
IDH2 p.G383V ve p.K251N yanlış anlamlı mutasyonları taşıyan 
23 yaşında bir kadın hastada tanımlandı. Aynı hastada DNA 
bağlama alanı p.E564K yanlış anlamlı mutasyonunda NRF2 
olduğu belirlendi. SOSTM1 p.E280del çerçeve kayması delesyon, 
LIR alanındaydı. Ek olarak füzyon geni t(5;9)(q35;q21), nöral 
gelişimden sorumlu bir tirozin kinaz olan p62/SQSTM1 ve 
NTRK2 ile tanımlandı. HMOX1 mutasyonları sadece GBM hasta 
grubunda tespit edildi. HMOX-1’de tespit edilen tüm yanlış 
anlamlı mutasyonlar, Heme oksijeneaz alanında bulunuyordu. 

MOAP1’deki iki yanlış anlamlı mutasyon (p.P45L ve p.A111V), 
PNMA alanında tanımlandı.

Mutasyon Etkisinin In Silico Analizinin Bulguları

PolyPhen-2, SNAP Veri tabanı ve COSMIC programlarının analiz 
sonuçlarına göre çalışmamızda tespit edilen mutasyonlardan 
özellikle NRF2 p.E564K, SQSTM1 p.R96Q ve HMOX1 p.F33L 
mutasyonlarının, 1’e yakın olmaları ve “etkilenmeleri” nedeniyle 
skorlarının patojenik olabileceği ve hastalık yapıcı özelliklere 
sahip olduklarının öngörülebildiği belirlendi. 

Özellikle Tablo 2’de GBM hasta grubunda bulunan 
mutasyonların tamamının patojenik olduğu görülmektedir. 
Çoklu dizi hizalama analizi sonucunda, tespit edilen 12 
mutasyondan 10’unun, farklı türler arasında korunan kritik 
noktada bulunan amino asitlerini değiştirdiği keşfedildi. Ayrıca 
NRF2’de bulunan, p.E564K, p.S164*; SQSTM1 p.R96Q, p.R183P 
ve p.R107Q; HMOX1 p.A194T, p.F33L mutasyonları COSMIC 
veri tabanında somatik mutasyonlar olarak mevcuttur ve farklı 
solid kanser türleri için özellikle belirtilmektedirler.

Şekil 2. GBM ve LGG hastalarında tespit edilen KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 proteinlerinin ve mutasyonlarının 
alan mimarisinin şematik gösterimi (A) İnsan Keap1, 624 amino asit içeren bir polipeptittir. (B) İnsan NRF2’si, yedi Neh alanı içeren 
605 amino asit içeren bir polipeptittir. (C) İnsan p62/SQSTM1, 440 amino asit içeren bir polipeptittir. (D) İnsan HMOX-1, 288 amino 
asit içeren bir polipeptittir. (E) İnsan MOAP1, 351 amino asit içeren bir polipeptittir

GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Düşük dereceli glioma



Nam Kem Med J 2023;11(1):1-11AKIN ve AKTAŞ. Glioma Alt Tiplerinde NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 Yolu

6

Ta
bl

o 
2.

 L
G

G
 v

e 
G

BM
 h

as
ta

la
rı

nd
a 

N
RF

2,
 p

62
/S

Q
ST

M
1,

 H
M

O
X-

1 
ve

 M
O

AP
1 

ge
nl

er
in

in
 m

ut
as

yo
nl

ar
ı

N
o

G
en

N
t 

al
te

ra
sy

on
Rs

 s
ay

ı
Al

te
ra

sy
on

 t
ip

i
Lo

ka
liz

as
yo

n
AA

 
po

zi
sy

on
u

ID
H

1/
2 

M
ut

as
yo

nu
 

ile
 b

ir
lik

te
 

bu
lu

nm
a

Ka
ns

er
 

ti
pi

Tü
m

ör
 

ti
pi

Kl
in

ik
 ö

ne
m

 

Po
ly

Ph
en

-2
 

(s
ko

r)
SN

AP
 

(s
ko

r)
CO

SM
IC

 
ta

hm
in

C-
1

N
RF

2
c.

16
87

G
>A

CO
SV

67
96

09
17

Ya
nl

ış
 a

nl
am

lı 
m

ut
as

yo
n

N
eh

1 
D

N
A 

ba
gl

am
a 

al
an

ı
p.

E5
64

K
p.

G
38

3V
p.

K2
51

N
G

BM
Pr

im
er

Bü
yü

k 
bi

r 
ol

as
ılı

kl
a 

za
ra

r 
ve

ric
i

(1
.0

0)

Et
ki

(5
1)

Pa
to

je
ni

k
(0

,9
4)

C-
2

N
RF

2
c.

49
1C

>G
CO

SV
67

96
25

80
An

la
m

sı
z 

m
ut

as
yo

n
N

eh
5 

al
an

ı
p.

S1
64

*
p.

R1
32

H
LG

G
Pr

im
er

N
A

N
A

Pa
to

je
ni

k
(0

,9
1)

C-
3

SQ
ST

M
1

c.
28

7G
>A

CO
SV

62
43

51
09

Ya
nl

ış
 a

nl
am

lı 
m

ut
as

yo
n

PB
I a

la
nı

p.
R9

6Q
p.

G
38

3V
p.

K2
51

N
G

BM
Pr

im
er

Bü
yü

k 
bi

r 
ol

as
ılı

kl
a 

za
ra

r 
ve

ric
i

(1
.0

0)

Et
ki

(6
0)

Pa
to

je
ni

k
(0

,9
9)

C-
4

SQ
ST

M
1

-
-

D
el

es
yo

n
LI

R 
al

an
ı

p.
E2

80
de

l
-

G
BM

Pr
im

er
N

A
N

A
U

N
K

C-
5

SQ
ST

M
1

c.
57

9C
>T

CO
SV

10
06

57
68

6
Ya

nl
ış

 a
nl

am
lı 

m
ut

as
yo

n
TB

S 
al

an
ı

p.
F1

93
L

p.
G

38
3V

p.
K2

51
N

G
BM

Pr
im

er
Be

ni
n

(0
.1

2)
Et

ki
(3

0)
N

öt
r

(0
,0

2)

C-
6

SQ
ST

M
1

c.
54

8G
>C

CO
SV

10
06

57
71

4
Ya

nl
ış

 a
nl

am
lı 

m
ut

as
yo

n
TB

S 
al

an
ı

p.
R1

83
P

-
G

BM
Pr

im
er

Be
ni

n
(0

.2
2)

Et
ki

(3
8)

Pa
to

je
ni

k
(0

,9
7)

C-
7

SQ
ST

M
1

c.
32

0G
>A

CO
SV

62
43

41
38

Ya
nl

ış
 a

nl
am

lı 
m

ut
as

yo
n

-
p.

R1
07

Q
-

LG
G

Pr
im

er
M

uh
te

m
el

en
 z

ar
ar

 v
er

ic
i

(0
.6

5)
N

öt
r

(-
10

)
Pa

to
je

ni
k

(0
,9

0)

C-
8

SQ
ST

M
1

c.
5C

>T
CO

SV
62

43
55

09
Ya

nl
ış

 a
nl

am
lı 

m
ut

as
yo

n
PB

I a
la

nı
p.

A2
V

p.
R1

32
H

LG
G

Pr
im

er
Be

ni
n

(0
.3

3)
N

öt
r

(-
94

)
U

N
K

C-
9

SQ
ST

M
1

t(
5;

9)
(q

35
;q

21
)

-
Fü

zy
on

 g
en

i
-

SQ
ST

M
1-

N
TR

K2
-

LG
G

Pr
im

er
N

A
N

A
U

N
K

C-
10

H
M

O
X1

c.
58

0G
>A

CO
SV

53
34

03
35

Ya
nl

ış
 a

nl
am

lı 
m

ut
as

yo
n

H
em

e 
ox

yg
en

as
e 

al
an

ı
p.

A1
94

T
p.

R1
32

H
G

BM
Pr

im
er

Be
ni

n
(0

.0
2)

N
öt

r
(-

83
)

Pa
to

je
ni

k
(0

,7
6)

C-
11

H
M

O
X1

c.
99

C>
A

CO
SV

99
33

07
61

Ya
nl

ış
 a

nl
am

lı 
m

ut
as

yo
n

H
em

e 
ox

yg
en

as
e 

al
an

ı
p.

F3
3L

-
G

BM
Pr

im
er

M
uh

te
m

el
en

 z
ar

ar
 v

er
ic

i
(0

.8
6)

Et
ki

(3
0)

Pa
to

je
ni

k
(0

,9
6)

C-
12

H
M

O
X1

-
-

Fü
zy

on
 g

en
i

H
em

e 
ox

yg
en

as
e 

al
an

ı
TX

N
RD

2-
H

M
O

X1
-

G
BM

Pr
im

er
N

A
N

A
U

N
K

C-
13

M
O

AP
1

c.
13

4C
>T

CO
SV

52
09

29
48

Ya
nl

ış
 a

nl
am

lı 
m

ut
as

yo
n

PN
M

A 
al

an
ı

p.
P4

5L
-

G
BM

Pr
im

er
Bü

yü
k 

bi
r 

ol
as

ılı
kl

a 
za

ra
r 

ve
ric

i
(0

.9
8)

Et
ki

(6
6)

N
öt

r
(0

,0
3)

C-
14

M
O

AP
1

c.
33

2C
>G

CO
SV

52
09

22
85

Ya
nl

ış
 a

nl
am

lı 
m

ut
as

yo
n

PN
M

A 
al

an
ı

p.
A1

11
V

-
G

BM
Pr

im
er

M
uh

te
m

el
en

 z
ar

ar
 v

er
ic

i
(0

.6
1)

N
öt

r
(-

83
)

N
öt

r
(0

,0
5)

C-
15

M
O

AP
1

c.
49

2G
>C

CO
SV

99
36

56
09

Ya
nl

ış
 a

nl
am

lı 
m

ut
as

yo
n

PN
M

A 
al

an
ı

p.
K1

64
N

 p.
R1

32
H

LG
G

Pr
im

er
Bü

yü
k 

bi
r 

ol
as

ılı
kl

a 
za

ra
r 

ve
ric

i
(0

.9
9)

Et
ki

(1
7)

N
öt

r
(0

,4
6)

C-
16

M
O

AP
1

c.
61

4G
>A

CO
SV

52
09

30
35

Ya
nl

ış
 a

nl
am

lı 
m

ut
as

yo
n

PN
M

A 
al

an
ı

p.
R2

04
T

p.
R1

32
H

LG
G

Pr
im

er
Bü

yü
k 

bi
r 

ol
as

ılı
kl

a 
za

ra
r 

ve
ric

i
(0

.9
6)

Et
ki

(5
5)

N
öt

r
(e

 0
,0

4)

U
N

K:
 B

ili
nm

iy
or

, N
A:

 M
ev

cu
t d

eğ
il,

 S
N

P:
 T

ek
 n

ük
le

ot
id

 p
ol

im
or

fiz
m

, C
: D

eğ
iş

im
, U

TR
: Ç

ev
ril

m
em

iş
 b

öl
ge

, L
G

G
: D

üş
ük

 d
er

ec
el

i g
lio

m
a;

 G
BM

: G
lio

bl
as

to
m

a 
m

ul
tif

or
m

e



Nam Kem Med J 2023;11(1):1-11 AKIN ve AKTAŞ. Glioma Alt Tiplerinde NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 Yolu

7

Gen Ekspresyonu ve Sağkalım Analizi Bulguları

GBM (n=163), LGG (n=518) hastalarının sağlıklı gruba göre 
karşılaştırılması sonucunda KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, 
HMOX-1 ve MOAP1 gen ekspresyon profilleri belirlendi. Analiz 
sonuçlarına göre KEAP1, NRF2 ve HMOX1 ekspresyon seviyeleri 
hasta numunelerinde sağlıklı numunelere göre istatistiksel 
olarak anlamlı ve her iki kanser grubunda daha yüksek, MOAP1 
ekspresyonu ise hasta numunelerinde sağlıklı gruba göre daha 
düşük bulundu (p<0,005) (Şekil 3). LGG grubundaki NRF2 için 
p değeri, OS analizi bulgularına göre anlamlı bulundu. Düşük 
düzeyde NRF2 ekspresyonuna sahip olanların, yüksek düzeyde 
olanlara göre istatistiksel olarak anlamlı derecede daha uzun 
OS süresine sahip olduğu bulundu (p=0,00027). Ancak DFS 
analiz sonuçlarımıza göre, LGG hasta grubunda yüksek NRF2 
ekspresyonu, düşük NRF2 ekspresyonu olan bireylere göre 
istatistiksel olarak anlamlıydı (p=0,0011). HMOX1’in düşük 
gen ekspresyonuna sahip bireyler, LGG hasta grubunda yüksek 
gen ekspresyonuna (p=0,025) sahip olanlardan istatistiksel 
olarak anlamlı derecede daha uzun bir OS süresine sahipti. 

Düşük düzeyde MOAP1 ekspresyonu olan bireyler, yüksek 
düzeyde ekspresyona sahip olanlara göre daha uzun OS’ye 
sahipti (p=0,008, Şekil 4). SQSTM1 gen ekspresyonu düşük 
olan bireyler, GBM hasta grubunda gen ekspresyonu yüksek 
olanlara göre istatistiksel olarak anlamlı derecede daha uzun 
DFS periyoduna sahipti (p=0,0043, Şekil 5). Ayrıca, yüksek 
HMOX1 ekspresyonu seviyeleri dışında diğer tüm genlerde ve 
her iki kanser alt tipinde yüksek ekspresyon seviyelerine sahip 
bireyler, uzun OS’ye sahipti. Her bir gen için mutasyonlu ve 
mutasyonsuz bireylerin m-RNA düzeylerinin karşılaştırılması 
sonucunda gruplar arasında istatistiksel fark bulunmadı. 
Sonuçlar Şekil 5’te sunulmuştur.

TARTIŞMA 

Çalışmamızda sitoprotektif yolakta kilit aktörler olan KEAP1, 
NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1’in mutasyon 
profilleri ve gen ekspresyon paternleri GBM ve LGG hasta 
örneklemlerinde değerlendirilmiş ve karşılaştırılmıştır. 
Öncelikle TGCA veri setlerinde bulunan toplam 1102 GBM 
ve LGG hastasının genom dizileme sonuçlarından, ilgilenilen 

Şekil 3. GBM (A) ve LGG (B) hastalarında GEPIA kullanılarak beyin dokularında NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 genlerinin 
dokuya özgü diferansiyel ekspresyonunun karşılaştırmalı analizi. Tümör ve normal dokular arasında NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve 
MOAP1 genlerinin m-RNA ekspresyonu. Gen ekspresyon seviyelerini ölçmek için TPM (Milyon Başına Transkript) kullanıldı. Ekspresyon 
verileri önce diferansiyel analiz için log2 (TPM+1) dönüştürülür ve log2FC medyan (Tümör) – medyan (Normal) olarak tanımlanır. 
Önceden ayarlanmış eşiklerden daha yüksek [log2FC] değerlerine ve daha düşük q değerlerine sahip genler, diferansiyel olarak eksprese 
edilmiş genler olarak kabul edilir. İstatistiksel olarak anlamlılık değeri p<0,05 olarak kabul edildi. Log2(TPM + 1) log ölçeği için kullanıldı

GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Düşük dereceli glioma
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KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 genlerinin 
mutasyon profilleri kapsamlı bir şekilde analiz edilmiştir. 
Çalışmamızda GBM ve LGG hastalarında NRF2/KEAP1 sinyal 
yolağında saptanan 16 mutasyondan 12’si yanlış anlamlı 
mutasyon, 1’i anlamsız mutasyon, 1’i delesyon ve 2’si 
translokasyon bulundu. Hasta gruplarının LGG için %6,1, 
GBM için %3,5 oranında mutasyon taşıdığı ve her iki tümör 
tipi için de en fazla genetik anormallik taşıyan genin %1,7 
oranında KEAP1 olduğu belirlendi. Çalışma genlerinde, 
özellikle genlerin önemli alanlarını kodlayan dizilerde 
mutasyonlar tespit edilmiştir. Çalışmamızda tespit ettiğimiz 
NRF2 p.E564K, p62/SQSTM1 p.R96Q ve HMOX1 p.F33L yanlış 
anlamlı mutasyonların, türler arası evrimsel analizi sonuçlarına 
göre evrim sürecinde korunan kritik amino asitleri etkilediği 
belirlendi. Evrimsel analiz sonuçlarına göre, söz konusu yanlış 
anlamlı mutasyonların, evrimsel süreç boyunca korunmuş 
amino asitler üzerindeki etkileri ve bunların alanlarından, 
fonksiyonel patojenik etki analizleri sonucunda elde edilen 
olası patojenik özellikleri ve antioksidan yanıt genlerinin 

ekspresyonunu değiştirme olasılığından dolayı glioma 
gelişiminde etkili olabileceği düşünülmektedir.

NRF2-ECH homoloji alanları olarak bilinen yüksek oranda 
korunmuş yedi alan vardır6,8,9,18. NRF2’de tanımladığımız 
p.E564K mutasyonu, proteinin Maf heterodimerizasyon/
DNA bağlama alanı/Nehl’i üzerinde bulunur. Neh1, NRF2 
dimerizasyon partnerleri, sMaf proteinleri ile DNA bağlanması 
ve heterodimer oluşumu için gerekli olan iyi korunmuş bir 
CNC-bZIP bölgesi ve ayrıca NRF2 nükleer translokasyonu için 
gerekli bir nükleer lokalizasyon sinyali içerir. Ayrıca Neh1, 
NRF2 protein stabilitesini düzenlemek için E2 ubiquitin-
konjugasyon enzimi UbcM2 ile etkileşime girebilir5,6,8,9,18. 
NRF2’nin bir transkripsiyon faktörü olduğu düşünülürse, 
p.E564K mutasyonu, detoksifikasyondan sorumlu genlerin 
aktivasyonunu/konstitütif ekspresyonunu etkileyecek bir 
konumdadır ve aynı mutasyon NLS sinyalini içeren alanda yer 
aldığı için proteinin lokalizasyonu açısından potansiyel bir 
sorun oluşturabilir.

Şekil 4. Farklı NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 seviyelerine göre GBM ve LGG hastalarının OS (A, B) ve DFS’nin (C, D) Kaplan-
Meier analizi

GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Düşük dereceli glioma, DFS: Hastalıksız sağkalım, OS: Genel sağkalım



Nam Kem Med J 2023;11(1):1-11 AKIN ve AKTAŞ. Glioma Alt Tiplerinde NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 Yolu

9

NRF2 p.S164* anlamsız mutasyonu kesik mutasyondur ve 
NRF2 protein sentezi tamamlanmadan önce 164. kodon kadar 
erken bir zamanda durdurma kodonunun oluşumuna neden 
olması beklenir. IDH1, izositratın alfa-ketoglutarataya (α-KG) 
dönüşümünü katalize ederek sitoplazmada ve peroksizomlarda 
NADPH üretimi ile enerji metabolizmasında yer alır. Çok sayıda 
çalışma, IDH1 mutasyonunun NADPH’de düşüşe ve hücrelerde 
ROS birikmesine neden olabileceğini bildirmiştir19,20. Bununla 
birlikte, IDH1 mutasyonlarının biyolojik önemi ile hücresel 
redoks homeostazı arasındaki ilişki tam olarak bilinmemektedir. 
Özellikle IDH1 p.R132H’yi aşırı eksprese eden hücrelerin 
kemoterapötik temozolomide karşı daha duyarlı olduğu ve 
bu hücrelerde NRF2 ekspresyonunun önemli ölçüde azaldığı 
belirlenmiştir20. NRF2’nin gliomada tedavi direnci ve kötü 
prognoz ile ilişkili olduğu bilinmektedir3,4,20. Çalışmamızda LGG 
alt tipinde IDH1; NRF2 (p.R132H; p.S164*) mutasyonları ve GBM 
alt tipinde (p.G383V; p.K251N; p.E564K) mutasyonları taşıyan 
2 birey bulunmaktadır. cBioPortal ile hastalarda incelendiğinde 
NRF2 ekspresyon seviyesinin hücresel düzeyde düştüğü 
belirlendi. Polipeptidin erken sonlanmasına neden olan, LGG’de 
p.R132H mutasyonunun ve NRF2 p.S164* mutasyonunun 
ilişkisi kemoterapi duyarlılığına neden olabilir.

Kanonik olmayan yolağın en iyi bilinen mekanizması, p62/
SQSTM1 proteini aracılığıyla NRF2 aktivasyonudur. Çok 
alanlı ve çok işlevli bir protein olan p62/SQSTM1, otofaji 

yolağı ve NRF2 aktivasyonu ile hücreleri stresten korur. p62 
proteinini kodlayan p62/SQSTM1, OS yanıtı, apoptoz ve 
hücre farklılaşması dahil olmak üzere çeşitli temel hücresel 
süreçlerde yer alan bir adaptör proteinidir4,21. p62/SQSTM1, 
ubikuitin proteinlerini otofagozom membranına sabitleyerek 
istenmeyen moleküllerin parçalanmasını kolaylaştırır. Ayrıca, 
p62/SQSTM1, nörodejenerasyonla ilişkili çoklu yolaklar için bir 
sinyal merkezi görevi görür ve nörodejeneratif hastalıkların 
tedavisinde potansiyel bir terapötik hedef olarak görülür4,12,21. 
Şekil 2’de gösterilen p.R96Q mutasyonu, protein-protein 
etkileşimleri için bir modülatör olan PB1 alanını etkiler. Aynı 
zamanda p.F193L ve p.R183P protein-protein etkileşimlerinde 
yer alan ZZ tipi çinko parmak alanında bulunur. p.E280del 
aynı zamanda PEST alanındadır ve çerçeve kayması mutasyona 
neden olacak ve fonksiyonel olmayan polipeptit üretimine 
yol açacak bir konumdadır. Literatürde, tam uzunluktaki p62/
SQSTM1’in, bir pozitif geri besleme döngüsü aracılığıyla NRF2 
aktivasyonunu düzenlediği bilinmektedir4,12,21.

NTRK1, 2 ve 3 dahil olmak üzere gen füzyonları, TRK 
reseptörlerinin yapısal aktivasyonuna veya aşırı ekspresyonuna 
neden olarak potansiyel olarak onkogenezise yol açar22. p62/
SQSTM1-NTRK2 füzyon proteininde, çalışmamızda otofajide 
yer alan çok işlevli bir sinyal adaptörü olan SQSTM1’in ekson 
1-5 ile NTRK2’nin 16-20 eksonlarına birleştiğini, bunun da 
p62/SQSTM1’in aminoterminal kısmını TrkB’nin kinaz alanına 

Şekil 5. Her bir gen için mutasyon durumu gösterilmektedir ve kat değişimi, değiştirilmemiş gruplardaki (A) LGG (B) GBM’deki 
ekspresyon seviyelerine normalize edilen değiştirilmiş gruplardaki ekspresyon seviyelerini göstermektedir

GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Düşük dereceli glioma
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bağlayan bir okuma çerçevesinin oluşmasıyla sonuçlandığını 
saptadık. 

Bu da p62/SQSTM1’nin kontrolsüz aktivasyonuna yol 
açabilir4,12,21,22. Bax bağlayıcı protein MOAP1’in p62 
degradasyonu yoluyla p62/SQSTM1-KEAP1-NRF2 sinyalini 
düzenlediği literatürde ancak yakın zamanda bildirilmiştir. 
MOAP1, p62’nin PB1-ZZ alanları ile etkileşime girer ve kendi 
oligomerizasyonuna ve sıvı-sıvı faz ayrımına müdahale 
ederek p62’yi parçalar23. p.R96Q mutasyonu, PBI alanında 
bulunduğundan, MOAP1-p62/SQSTM1 etkileşimini etkileme 
özelliğine sahip olabilir. Ekspresyonu NRF2 proteini tarafından 
düzenlenen HMOX-1, sitoprotektif bir ajan olarak kabul edilir 
ve ekspresyon aktivite seviyelerinin modülasyonu terapötik 
potansiyel sunar. HMOX-1, bir antioksidan, antienflamatuvar, 
anti-apoptotik faktör olarak kabul edilmiştir ve OS’nin neden 
olduğu doku hasarına karşı savunma mekanizmalarından birini 
oluşturduğu bilinmektedir. İnsan glioma tümörlerinde, HMOX-
1’in normal beyin dokularına kıyasla ve tümörün ilerlemesi 
sırasında aşırı eksprese edildiği bilinmektedir, ancak HMOX-
1’in glioblastoma tümör ilerlemesini nasıl etkilediğinin altında 
yatan moleküler mekanizmalar belirsizliğini korumaktadır24,25. 
Çalışmamızda tespit edilen p.F33L ve p.A96T mutasyonları 
Heme oksijeneaz alanındadır. Evrimsel süreç boyunca türler 
arasında p.F33L mutasyonunun korunduğunu belirledik. 
Pölönen ve ark.12 NRF2/p62 aktivasyonunun, GBM’nin 
mezenkimal alt tipi için prognostik bir belirteç olabileceğini 
bildirmiştir. Bu çalışmada GBM alt grubundaki NRF2 ve 
p62’deki yanlış anlamlı mutasyonların (C-1, C-3, C-4, C-5 ve 
C-6) mezenkimal alt tip gelişiminden sorumlu olabileceğini 
düşünüyoruz.

Çalışmanın Kısıtlılıkları

Glioma patogenezinden sorumlu genlerin kapsamlı moleküler 
profil analizlerini gerçekleştirdik. Çalışmamızın belirli 
sınırlılıkları olduğunun farkındayız. Bunun nedeni, bu çalışmanın 
biyoinformatik araçlar kullanılarak sınırlı bir deneysel tasarımla 
gerçekleştirilmesidir. Bu nedenle, KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, 
HMOX-1 ve MOAP1’in glioma patogenezi üzerindeki etkisini 
açıklığa kavuşturmak için ıslak bir laboratuvar çalışmasına ve 
daha büyük bir örneklem grubuna ihtiyaç vardır.

SONUÇ

Aynı hasta popülasyonundan oluşturulan iki tümör grubundaki 
sağlıklı hasta örneklemlerine göre de gen ekspresyon analizleri 
yapıldı. Gen ekspresyon profilleri analizimizin bir sonucu 
olarak, sağlıklı NRF2, KEAP1 ve HMOX-1 örneklemleriyle 
karşılaştırıldığında bu yolağın her iki gliomada da yukarı 
regüle olduğu bulundu. MOAP1’in ekspresyon seviyesi, 
sağlıklı örneklem grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 
derecede düşüktür (p<0,05). Ancak, SQSTM1’in ekspresyon 
düzeyinde herhangi bir önemli değişiklik tespit etmedik. 

Çalışmamız GBM ve LGG arasındaki moleküler farklılıkları ve 
ekspresyon profillerini belirleyerek yeni terapötik yaklaşımların 
geliştirilmesinde faydalı olabilecek sonuçlara sahiptir. Bu 
çalışma, gliomalarda saptanan NRF2/KEAP1/p62/SQSTM 
yolağı mutasyonlarının sıklığının ve moleküler özelliklerinin 
anlaşılması açısından önemlidir.

Teşekkür

Çalışmamızda kullanılan veriler TCGA Araştırma Ağı’nın 
halka açık veri tabanından elde edilmiştir: https://www.
cancer.gov/tcga. Verilerin kullanılabilirliği için TCGA ve GEPIA 
veritabanlarına teşekkür ederiz.
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