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Amac: NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 sinyalizasyon yolagi redoks homeostazinda 6nemli rol oynayan antioksidan enzimlerin ve detoksifikasyon
proteinlerinin ana diizenleyicisidir. Yapisal olarak aktif NRF2/KEAP1 yolaginin, timérigenezi ve metastatik stirecleri inhibe ettigi ve kemorezistansi
tesvik eden hayatta kalma yanlisi genleri indiikledigi icin kanserde cok 6nemli bir role sahip oldugunu gdstermektedir. Yolagin fonksiyonunun
bozuldugu molekiiler mekanizmalar ile beyin timérleri gelisimi arasindaki iliski tam olarak aydinlatilamamistir. Bu calismanin amaci NRF2/KEAP1
yolaginin genetik degisikliklerini ve ifade seviyesi farkliliklarini disiik dereceli glioma (LGG) ve glioblastoma multiform (GBM) patolojisinde
karsilastirmali olarak analiz etmektir.

Gerec¢ ve Yontem: GBM ve LGG hastalarina ve saglikli doku 6rneklerine ait gen ekspresyon profilleri ve DNA dizileri, kanser genom atlas veri
tabanindan indirildi. KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1ve MOAP1 genlerinin mutasyon ve ifade profilleri kapsamli olarak analiz edildi. Calismada

sadece gen ekspresyonu ve mutasyon paternlerinin tespiti degil, ayni zamanda hedef genlerin sagkalim {izerine olan etkileri de belirlendi. Ayrica
belirlenen degisikliklerin hastalik yapici patojenik 6zellikleri tahmini icin PolyPhen-2 ve SNAP araclari kullanildi.

Bulgular: Her iki kanser grubu icin KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAPT genlerinde toplam 16 (12 missense mutasyon, 1 nonsense
mutasyon, 1 delesyon, 2 translokasyon) mutasyon ve gen amplifikasyonu belirlendi ve mutasyon tasima sikhgi %4,6 idi. LGG'li 1 hastada IDH1 R132H
ve NRF2 S164* mutasyon birlikteligi belirlendi. LGG ve GBM alt tiplerinin her ikisi icin de KEAPT, NRF2 ve HMOXT gen ekspresyon seviyeleri, hasta
orneklerinde saghkli 6rneklere gore yiiksek olarak belirlendi (p<0,05).

Sonug: NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 sinyalizasyon yolagi anomalilerinin hedeflenmesi ile glioma tedavisinde 6zellikle kemoterapi duyarlihgi igin yeni
terapotik yaklasimlar saglanabilir.

Anahtar Kelimeler: NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 yolagi, 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.
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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

GIRIS
Beyin dokusu sinirli antioksidan kapasiteye sahiptir ve daha
yliksek enerji gereksinimi ve daha yiiksek lipid ve demir icerigi
nedeniyle oksidatif strese karsi son derece savunmasizdir.
Ayrica serbest oksijen radikallerinin yogunlastigr bir ortamda
norotransmitterlerin oto-oksidasyon ozellikleri ve oksitlenmis
norotransmiterler reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) daha fazla
retilmesine neden olma potansiyeline sahiptir'. Bu durum
beyinde morfolojik ve fonksiyonel dedgisikliklerin yani sira
bilissel islev bozukluklarina ve gerilige neden olur. Bes yiizden
fazla sitoprotektif genin islemlerini kontrol eden NRF2
transkripsiyon faktorlinlin  transaktivasyonundan sorumlu
olan NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 vyolagi, hiicreleri ve dokulari
elektrofilik, oksidatif ve ksenobiyotik stresten korumada
onemli bir hiicresel bilesendir*®. NRF2, normal kosullar altinda
sitoplazmada KEAP1'e baglanir. Hiicreler oksidatif strese maruz
kaldikga, NRF2'nin sitoplazmada bagh oldugu KEAP1'den
ayrildigr ve hedef genine baglandi§i ve transkripsiyonu
uyardigr cekirdege hareket ettigi bulunmustur’®. NRF2'nin
KEAP1'e bagli regillasyonuna ek olarak, cesitli alternatif
KEAP1'den bagimsiz mekanizmalar, NRF2'nin regiilasyonuna
katkida bulunur. Bunlar, hiicresel NRF2 proteinini ve NRF2
ve KEAP1'in aktivitesinde bir artisa neden olan etkilesimini
engelleyen p62/SQSTM1'in KEAP1'e baglanmasini icerir’.
Anormal NRF2/KEAP1 vyolagi, tedavi direncinin gelismesine
neden olur ve sitoprotektif genlerin konstitltif ekspresyonu
nedeniyle kanser hiicrelerine bir bliylime avantaji saglar®*¢,
Kotl huylu hicrelerin, artan NRF2 yolagi aktivitelerinden
yararlandiklari bilinmektedir. Bu durum ilk olarak akciger
kanserinde ve daha sonra yumurtalik, pankreas, karaciger,
pediatrik l6semi ve mesane kanserleri gibi diger cesitli kanser
turrlerinde kesfedildi®®.

Gliomalar, beyin tiimorlerinin en malign ve agresif seklidir
ve beyin kanserine bagl &liimlerin ¢ogundan sorumludurlar.
Gliomalar, malign beyin timorlerinin %81'ini temsil eden
en yaygin primer intrakraniyal tlimordirler'®”. Son veriler,
glioblastoma hiicreleri dahil olmak Uizere cesitli kanser hiicresi
tiplerinde "ROS proliferasyonu, hayatta kalmayi ve migrasyonu
tesvik etmede vazgecilmez bir katilimcidir" ifadesini
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desteklemektedir?*". ROS'un asiri tretiminin bu degisiklikleri
tesvik etmede rol oynadigi bilinmektedir?>*'®'2, Bu calismanin
amaci, glioma alt tiplerinde NRF2/KEAP1/p62/SQSTM1 yolagi
genlerindeki patojenik mutasyonlarin ve ekspresyon seviyesi
profillerinin fonksiyonel etkilerini tahmin etmek ve ayrica
bu yolak unsurlarinin glioma patogenezi ve progresyonu
tzerindeki etkilerini netlestirmektir.

GEREG VE YONTEM

Veri Toplama

Glioblastoma multiform (GBM) ve diisiik dereceli glioma (LGG)
veri setleri cbioPortal veri tabanindan temin edilmis olup, hasta
grubumuza ait demografik, klinik ve genetik veriler Tablo 1'de
Ozetlenmistir.

Mutasyon Profil Analizi

cBio Cancer Genomics Portal (http://cbioportal.org), mutasyon
verilerini saglamak icin Kanser Genom Atlas'tan (TCGA) alinan
verileri kullanan acik erisimli bir biyoinformatik aractir’>. GBM
(n=591) ve LGG (n=511) hasta orneklemlerinde KEAP1, NRF2,
p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1'de bulunan mutasyonlari
kapsamli bir sekilde incelemek icin web arayiiziinden ilgili
kanser tiirli olarak secildi. Bu amacla ilgilenilen genlerin ara
yliziiniin sagladigi 6zellikler kullanilarak cBioportal ile kapsamh
mutasyon profil analizleri gerceklestirildi.

Mutasyon Etkisinin /n Silico Analizi

KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1'de bulunan
mutasyonlarin olasi patojenitesi, PolyPhen-2, SNAP ve COSMIC
veri tabanlarindan alinan puanlar kullanilarak belirlendi.
PolyPhen-2, yanlis anlamli mutasyonun proteine zarar verme
olasihgini tahmin eder ve kullaniciya bu sonucu (biyiik bir
olasilikla zarar verici, muhtemelen zarar verici, benin veya
bilinmeyen) bir skor ile verir'*. SNAP, ¢esitli dizi ve varyant
ozelliklerini g6z 6nlinde bulundurarak etki ve notr varyantlar/
es anlamh olmayan SNP'ler arasinda ayrim yapan cevrimici
bir aractir’. Ayrica, tespit edilen mutasyonlar COSMIC veri
tabaninda tarandi ve patojenite puanlari belirlendi'. Ayrica
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Tablo 1. GBM ve LGG'li hastalarin demografik, klinik ve

genetik verileri

Ozellik GBM n=591 | LGG n=511
(%) (%)

Cinsiyet

Erkek/Kadin/NA 175/122/294 | 285/226
59,6 43

Tani yag, yil

(aralik, 21-89)

(aralik, 19-87)

Irk kategorisi

Tablo 1. Devami

Beyaz 252 (43,1) 474 (92,7)
Siyahi veya Afrikan Amerikan 31 (5,3) 21 (4,1)
Asya 4(0,7) 7(1.3)
ub 297 (50,2) 9(1,7)
Orneklem tipi

Primer 584 (98,8) 511 (100)
Rekiirrens 7 (1,2) S

Genel sagkalim durumu

Yasiyor 103 (17,4) 388 (75,9)
Olmiis 478 (80,8) 125 (24,4)
uD 10 (1,7) -
Radyasyon tedavisi

Evet 236 (39,9) 296 (57,9)
Hayir 41 (6,9) 183 (35,8)
ub 314 (53,1) 34 (6,6)
Tiimor hastalik anatomisi

MSS - 511 (100)
Beyin 298 (50,4) -

ub 293 (49,5) -

Tiimor alt tipleri

Glioblastoma multiform 591 (100) -
Astrositom S 192 (37,5)
Oligodendroglioma - 189 (36,9)
Oligoastrositom S 130 (25,4)
Neoplazma histolojik derece

Derece | -

Derece Il 248
Derece llI 263
Derece IV -

ub -

Genetik anormallikler

Olgu (sikhk %)

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) S

MOAP1 mutasyonu 2 (0,5) 1(0,2)
SQSTM1-NTRK2 fiizyonu S 1(0,2)
KEAP1 amplifikasyonu 7 (1,2) 12 (2,4)
NFE2L2 derin delesyonu 1(0,2) 1(0,2)

Ozellik gZ;VI n=591 |(_0(/::§ n=511
Genetik anormallikler Olgu (sikhik %)

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 fiizyonu 1(0,2) -

MOAP1 derin delesyonu 1(0,2) -

1p statu

Kazanilimis 41 (6,9) 12 (2,34)
Kayip 8(1,3) 173 (33,8)
Adlandiriimamis 477 (80,7) 307 (60)
ub 65 (10,9) 19 (37.2)
19q stati

Kazanilmig 144 (24,3) 19 (3,7)
Kayip 22 (3,7) 185 (36,2)
Adlandirimamig 313 (52,9) 233 (45,5)
ub 112 (18,9) 74 (14,4)
UD: Uygun degil, MSS: Merkezi sinir sistemi, LGG: Duistik dereceli glioma, GBM:
Glioblastoma multiform

tespit edilen mutant amino asitlerin evrimsel koruma analizleri,
PolyPhen-2'deki “coklu dizi hizalama" ile farkli tiirler arasinda
degerlendirildi.

Gen Ekspresyonu ve Sajgkalim Analizleri

GEPIA, tlimor veya normal dokularda diferansiyel ekspresyon
analizi, kanser tirlerine veya patolojik evrelere gore profil
olusturma, sagkalim analizi, benzer gen tespiti ve korelasyon
analizi gibi 6zellestirilebilir analizler saglamak icin gelistirilmis
interaktif bir aractir’”. KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-
1 ve MOAP1 ekspresyonlarinin profilleri, TCGA verilerinden
elde edilen GBM (n=163), LGG (n=518) 6rneklemlerinin
ve 207 saglikh dokunun verileri kullanilarak GEPIA ile
olusturulan kutu diyagram grafiklerinde analiz edildi. Farkli
gen ekspresyon seviyelerine gore genlerin sagkalim analizleri
(genel/hastaliksiz) GEPIA kullanilarak yapildi.  Sagkalim
grafikleri olusturmak icin %95 giiven araligina sahip Log-rank
testine dayal genel sagkalim (OS) ve hastaliksiz sagkalim (DFS)
analizleri yapildi.

istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin  degerlendirilmesinde kullanilan  tiim
istatistiksel analizler GEPIA veri tabaninda yapildi. Diferansiyel
ekspresyonu olcmek icin tek yonli ANOVA testi kullanildi.
GEPIA, gen ekspresyonuna dayali olarak niikssiiz sagkalim
olarak da adlandirilan OS veya DFS analizini yapar. GEPIA,
hipotez testi icin Log-rank testini, Mantel-Cox testini kullanir.
Diistik ve yliksek ekspresyon gruplarini karsilastirmak icin Log-
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rank testi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel olarak anlaml
deger p<0,05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Mutasyon Profil Analizi Bulgulari

GBM ve LGG hasta 6rneklemlerinde KEAP1, NRF2, p62/
SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1'deki genetik degisiklikleri
belirlemek amaciyla 1106 hastanin genom dizilim verilerini
analiz etmek icin cBioPortal arayiizii kullanildi. GBM ve LGG
hastalarinin %4,6'sinda KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-
1 ve MOAP1'de en az bir genetik degisiklik oldugu bulundu.
Tum c¢alisma genlerinde toplam 16 genetik degisiklik (12
yanlis anlamli, 1 anlamsiz, 1 delesyon, 2 translokasyon) tespit
edildi (Tablo 2). Analiz edilen genler arasindaki degisim sikligi
incelendiginde hasta gruplari arasinda mutasyonu fazla olan
genin KEAP1 (%?1,7), mutasyonu az olan genin ise NRF2 (%0,4)
oldugu belirlendi (Sekil 1). KEAP1'de herhangi bir niikleotit
degisikligi saptanmazken, her iki glioma alt tipinde genin
amplifikasyonu bulundu. GBM ve LGG hasta 6rneklemlerinde
calisma genlerine ait proteinlerin domainlerinde saptanan
mutasyonlarin lokalizasyonu Sekil 2'de temsili olarak
gosterilmistir.

KEAP1 1.7%

NFE2L2 0.4%

SQsSTM1 1.1%

HMOX1 0.9%

MOAP1 0.5%

KEAP1

0.8% .

NFE2L2 0.3%

SQSTM1 1.1%

HMOX1 0.8%

MOAP1 0.5%

KEAP1 2.3%

NFE2L2 0.4%

SQSTM1 1.4%

HMOX1 1.4%

.
I

MOAP1 0.6%

LGG Hastalarinda Mutasyon Profil Analiz Bulgulan

LGG genetik anomalilerini tasima sikligi %6,1 olarak belirlendi.
LGG grubunda alti mutasyon (NRF2, p.S164*; SQSTMT,
p.R107Q ve p.A2V; MOAP1, p.K164N ve p.R204T) tespit edildi.
Bulgularimiza gore, NRF2 geninde bulunan anlamsiz p.S164*
mutasyonunun, NRF2 polipeptitinin 164. amino asitte erken
sonlanmasina neden oldugu ve bunun sonucunda trunkat
bir protein olusumuna neden oldugu diistinildi. Glioma
icin NRF2 p.5164" ve IDH1 p.R132H yanhs anlamli mutasyon
karakteristiginin bir arada bulundugu Astrositom alt tipinde bir
hasta vardi.

Astrositom alt tipi SQSTM1 olan iki farkli hastada SQSTM1,
p.R107Q ve p.A2V yanlis anlamli mutasyonlar tanimlandi.
p.A2V  mutasyonunu tasiyan hastanin IDH1 p.R132H
mutasyonunu da tasidigi belirlendi. Noral gelisimden sorumlu
bir tirozin kinaz olan NTRK2 ile p62/SQSTM1 t (5;9) (q35;921)
flizyon geni, oligodendroglioma alt tipine sahip bir hastada
tanimlandi. Astrositom alt tipinde IDH1 p.R132H yanhs anlaml
mutasyon tasiyan iki farkli hastada, apoptozda anahtar rol
oynayan BH3 benzeri bir protein olan apoptoz modulatori 1
(MOAP-1), PNMA alaninda p.K164N ve p.R204T mutasyonlari
ile tanimlandi.

GBM+LGG

Degigim sikligi

GBM

Mutasyon verisi # +
CNAverisi + +

LGG

¥ In-frame mutasyon (bilinmeyen 6nem) ¥ Yanlg anlaml mutasyon (bilinmeyen 6nem)

I Derin delesyon (bilinmeyen dnem) Degisiklik yok

¥ Trunkat mutasyon (bilinmeyen dnem) I Fizyon I Amplifikasyon (bilinmeyen 6nem)

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

dagilimi
GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Diisiik dereceli glioma
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GBM Hastalarinda Mutasyon Profil Analizi Bulgulan

GBM genetik anomalilerinin tasima prevalansi %3,5 olarak
saptandi. GBM grubunda on mutasyon NRF2, p.E564K; p62/
SQSTM1 p.R96Q; p.E280del, p.F193L; p.R183P, HMOX-T1,
p.-A194T; p.F33L, TXNRD2-HMOX1 flizyon geni; MOAP-1,
p.P45L; p.A111V tespit edildi. NRF2-p62/SQSTM1; HMOX1-
MOAP1 birlikteligi olan mutasyon tasima sikligi, GBM hasta
grubu icin istatistiksel olarak anlamhyd (sirasiyla p=0,037 ve
p=0,055). p62/SQSTM1'de tanimlanan mutasyonlar, PBI, LIR
ve TBS alanlarindaydi. p.R183P mutasyonu, TBS Alanindayd:.
Ayni alanda p.F193L ve PBI alaninda p.R96Q mutasyonu,
IDH2 p.G383V ve p.K251N yanlis anlamli mutasyonlari tasiyan
23 yasinda bir kadin hastada tanimlandi. Ayni hastada DNA
baglama alani p.E564K yanlis anlamli mutasyonunda NRF2
oldugu belirlendi. SOSTM1 p.E280del cerceve kaymasi delesyon,
LIR alanindaydi. Ek olarak flizyon geni t(5;9)(q35;q21), noral
gelisimden sorumlu bir tirozin kinaz olan p62/SQSTM1 ve
NTRK2 ile tanimlandi. HMOX1 mutasyonlari sadece GBM hasta
grubunda tespit edildi. HMOX-1'de tespit edilen tiim yanhs
anlamli mutasyonlar, Heme oksijeneaz alaninda bulunuyordu.

A KEAP1

.‘

MOAP1'deki iki yanlis anlamli mutasyon (p.P45L ve p.A111V),
PNMA alaninda tanimland.

Mutasyon Etkisinin /n Silico Analizinin Bulgulari

PolyPhen-2, SNAP Veri tabani ve COSMIC programlarinin analiz
sonuglarina gore calismamizda tespit edilen mutasyonlardan
ozellikle NRF2 p.E564K, SQSTM1 p.R96Q ve HMOX1 p.F33L
mutasyonlarinin, 1'e yakin olmalari ve "etkilenmeleri” nedeniyle
skorlarinin patojenik olabilecegi ve hastalik yapici 6zelliklere
sahip olduklarinin 6ngdrilebildigi belirlendi.

Ozellikle Tablo 2'de GBM hasta grubunda bulunan
mutasyonlarin tamaminin patojenik oldugu gorilmektedir.
Coklu dizi hizalama analizi sonucunda, tespit edilen 12
mutasyondan 10'unun, farkli tirler arasinda korunan kritik
noktada bulunan amino asitlerini degistirdigi kesfedildi. Ayrica
NRF2'de bulunan, p.E564K, p.S164*; SOSTM1 p.R96Q, p.R183P
ve p.R107Q; HMOX1 p.A194T, p.F33L mutasyonlari COSMIC
veri tabaninda somatik mutasyonlar olarak mevcuttur ve farkl
solid kanser tiirleri icin 6zellikle belirtiimektedirler.

B NRF2
p.5164"

4o el

16-89 111-134 182-209 209-316
T T T
Keap1 Baglama alani Transaktivasyon alani Represor baglama alani
C p62/SQSTM1
R96Q pF193L
p.A2V P p-R107Q P.R1BIP l
D HMOX-1 PF33L

_[

p.P45L PA11IV

E MOAP1 |

BH3-benzeri
120127 aa

T
Nrf2 Baglama Alani

337-394 435-568
T

Maf heterodimerizasyon/DNA baglama alani

p.E280del
PEST1 LIR
266-294aa 321-342aa
p.A194T

Heme_Oksijenaz
1-288aa

p.K164N P-R204T

202-205aa

T

PNMA  1-351aa

Sekil 2. GBM ve LGG hastalarinda tespit edilen KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 proteinlerinin ve mutasyonlarinin
alan mimarisinin sematik gosterimi (A) Insan Keap1, 624 amino asit igeren bir polipeptittir. (B) Insan NRF2'si, yedi Neh alani igeren
605 amino asit iceren bir polipeptittir. (C) Insan p62/SQSTM1, 440 amino asit iceren bir polipeptittir. (D) Insan HMOX-1, 288 amino
asit iceren bir polipeptittir. (E) Insan MOAP1, 351 amino asit iceren bir polipeptittir

GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Diisiik dereceli glioma
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Gen Ekspresyonu ve Sagkalim Analizi Bulgulan

GBM (n=163), LGG (n=518) hastalarinin saglikli gruba gore
karsilastiriimasi  sonucunda KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1,
HMOX-1 ve MOAP1 gen ekspresyon profilleri belirlendi. Analiz
sonuclarina gore KEAP1, NRF2 ve HMOX1 ekspresyon seviyeleri
hasta numunelerinde saglikl numunelere gore istatistiksel
olarak anlamli ve her iki kanser grubunda daha yliksek, MOAP1
ekspresyonu ise hasta numunelerinde saglikli gruba gore daha
distik bulundu (p<0,005) (Sekil 3). LGG grubundaki NRF2 icin
p degeri, OS analizi bulgularina gére anlamli bulundu. Diistik
dizeyde NRF2 ekspresyonuna sahip olanlarin, yiiksek diizeyde
olanlara gore istatistiksel olarak anlaml derecede daha uzun
0S siiresine sahip oldugu bulundu (p=0,00027). Ancak DFS
analiz sonuclarimiza gore, LGG hasta grubunda yiiksek NRF2
ekspresyonu, diisik NRF2 ekspresyonu olan bireylere gore
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,0011). HMOX1'in dsiik
gen ekspresyonuna sahip bireyler, LGG hasta grubunda yiiksek
gen ekspresyonuna (p=0,025) sahip olanlardan istatistiksel
olarak anlamli derecede daha uzun bir OS siresine sahipti.

Disiik dizeyde MOAP1 ekspresyonu olan bireyler, yiliksek
dizeyde ekspresyona sahip olanlara gore daha uzun OS'ye
sahipti (p=0,008, Sekil 4). SQSTM1 gen ekspresyonu disiik
olan bireyler, GBM hasta grubunda gen ekspresyonu yiiksek
olanlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha uzun
DFS periyoduna sahipti (p=0,0043, Sekil 5). Ayrica, yiksek
HMOX1 ekspresyonu seviyeleri disinda diger tim genlerde ve
her iki kanser alt tipinde yiiksek ekspresyon seviyelerine sahip
bireyler, uzun OS'ye sahipti. Her bir gen i¢in mutasyonlu ve
mutasyonsuz bireylerin m-RNA diizeylerinin karsilastiriimasi
sonucunda gruplar arasinda istatistiksel fark bulunmadi.
Sonuclar Sekil 5'te sunulmustur.

TARTISMA

Calismamizda sitoprotektif yolakta kilit aktorler olan KEAPT,
NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAPT'in mutasyon
profilleri ve gen ekspresyon paternleri GBM ve LGG hasta
orneklemlerinde  degerlendirilmis  ve  karsilastirilmistir.
Oncelikle TGCA veri setlerinde bulunan toplam 1102 GBM
ve LGG hastasinin genom dizileme sonuclarindan, ilgilenilen
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Sekil 3. GBM (A) ve LGG (B) hastalarinda GEPIA kullanilarak beyin dokularinda NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 genlerinin
dokuya 6zgi diferansiyel ekspresyonunun karsilastirmali analizi. Timor ve normal dokular arasinda NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve
MOAPT genlerinin m-RNA ekspresyonu. Gen ekspresyon seviyelerini 6lgmek icin TPM (Milyon Basina Transkript) kullanildi. Ekspresyon
verileri 6nce diferansiyel analiz igin log2 (TPM+1) dondstiiriilir ve log2FC medyan (Timér) - medyan (Normal) olarak tanimlanir.
Onceden ayarlanmis esiklerden daha yiiksek [log2FC] degerlerine ve daha diisiik q degerlerine sahip genler, diferansiyel olarak eksprese
edilmis genler olarak kabul edilir. Istatistiksel olarak anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edildi. Log2(TPM + 1) log 6lcegi icin kullanildi

GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Diisiik dereceli glioma
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KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 genlerinin
mutasyon profilleri kapsaml bir sekilde analiz edilmistir.
Calismamizda GBM ve LGG hastalarinda NRF2/KEAP1 sinyal
yolaginda saptanan 16 mutasyondan 12'si yanlis anlamh
mutasyon, 1'i anlamsiz mutasyon, 1'i delesyon ve 2'si
translokasyon bulundu. Hasta gruplarinin LGG icin 9%6,1,
GBM icin %3,5 oraninda mutasyon tasidigi ve her iki timor
tipi icin de en fazla genetik anormallik tasiyan genin %71,7
oraninda KEAP1 oldugu belirlendi. Calisma genlerinde,
ozellikle genlerin  6nemli alanlarini  kodlayan dizilerde
mutasyonlar tespit edilmistir. Calismamizda tespit ettigimiz
NRF2 p.E564K, p62/SQSTM1 p.R96Q ve HMOX1 p.F33L yanlis
anlamli mutasyonlarin, tiirler arasi evrimsel analizi sonuclarina
gore evrim siirecinde korunan kritik amino asitleri etkiledigi
belirlendi. Evrimsel analiz sonuclarina gore, sz konusu yanhs
anlamli mutasyonlarin, evrimsel siire¢ boyunca korunmus
amino asitler lizerindeki etkileri ve bunlarin alanlarindan,
fonksiyonel patojenik etki analizleri sonucunda elde edilen
olasi patojenik 0zellikleri ve antioksidan yanit genlerinin
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ekspresyonunu degistirme olasiligindan  dolayi
gelisiminde etkili olabilecegi diisuintilmektedir.
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NRF2-ECH homoloji alanlari olarak bilinen yiiksek oranda
alan vardir®®®8. NRF2'de tanimladigimiz
p.E564K mutasyonu, proteinin Maf heterodimerizasyon/
DNA baglama alani/Nehl'i Gzerinde bulunur. Neh1, NRF2
dimerizasyon partnerleri, sMaf proteinleri ile DNA baglanmasi
ve heterodimer olusumu icin gerekli olan iyi korunmus bir

korunmus yedi

CNC-bZIP bolgesi ve ayrica NRF2 niikleer translokasyonu igin
gerekli bir nikleer lokalizasyon sinyali icerir. Ayrica Neht,
NRF2 protein stabilitesini dizenlemek icin E2 ubiquitin-
konjugasyon enzimi UbcM2 ile etkilesime girebilir®68918,
NRF2'nin bir transkripsiyon faktorii oldugu distinilirse,
p.E564K mutasyonu, detoksifikasyondan sorumlu genlerin
aktivasyonunu/konstitiitif  ekspresyonunu etkileyecek  bir
konumdadir ve ayni mutasyon NLS sinyalini iceren alanda yer
aldigr icin proteinin lokalizasyonu agisindan potansiyel bir
sorun olusturabilir.
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Sekil 4. Farkli NRF2, p62/SQSTM1, HMOX-1 ve MOAP1 seviyelerine gére GBM ve LGG hastalarinin OS (A, B) ve DFS'nin (C, D) Kaplan-

Meier analizi

GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Diisiik dereceli glioma, DFS: Hastaliksiz sagkalim, OS: Genel sagkalim
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NRF2 p.S164* anlamsiz mutasyonu kesik mutasyondur ve
NRF2 protein sentezi tamamlanmadan dnce 164. kodon kadar
erken bir zamanda durdurma kodonunun olusumuna neden
olmasi beklenir. IDH1, izositratin alfa-ketoglutarataya (a-KG)
donusiimiinii katalize ederek sitoplazmada ve peroksizomlarda
NADPH diretimi ile enerji metabolizmasinda yer alir. Cok sayida
calisma, IDH1 mutasyonunun NADPH'de diistise ve hiicrelerde
ROS birikmesine neden olabilecegini bildirmistir'®?. Bununla
birlikte, IDH1 mutasyonlarinin biyolojik 6nemi ile hicresel
redoks homeostazi arasindaki iliski tam olarak bilinmemektedir.
Ozellikle IDH1 p.R132H'yi asiri eksprese eden hiicrelerin
kemoterapotik temozolomide karsi daha duyarl oldugu ve
bu hiicrelerde NRF2 ekspresyonunun 6nemli 6l¢lide azaldig
belirlenmistir®. NRF2'nin gliomada tedavi direnci ve koti
prognoz ile iliskili oldugu bilinmektedir**?*. Calismamizda LGG
alt tipinde IDH1; NRF2 (p.R132H; p.S164*) mutasyonlari ve GBM
alt tipinde (p.G383V; p.K251N; p.E564K) mutasyonlari tasiyan
2 birey bulunmaktadir. cBioPortal ile hastalarda incelendiginde
NRF2 ekspresyon seviyesinin hicresel diizeyde distugu
belirlendi. Polipeptidin erken sonlanmasina neden olan, LGG'de
p-R132H mutasyonunun ve NRF2 p.S164* mutasyonunun
iliskisi kemoterapi duyarliligina neden olabilir.

Kanonik olmayan yolagin en iyi bilinen mekanizmasi, p62/
SQSTM1 proteini aracihgiyla NRF2 aktivasyonudur. Cok
alanh ve cok islevli bir protein olan p62/SQSTM1, otofaji

yolagr ve NRF2 aktivasyonu ile hiicreleri stresten korur. p62
proteinini kodlayan p62/SQSTM1, OS yaniti, apoptoz ve
hiicre farkhlasmasi dahil olmak tlizere cesitli temel hiicresel
suireclerde yer alan bir adaptér proteinidir*?'. p62/SQSTM1,
ubikuitin proteinlerini otofagozom membranina sabitleyerek
istenmeyen molekiillerin parcalanmasini kolaylastirr. Ayrica,
p62/SQSTM1, nérodejenerasyonla iliskili coklu yolaklar icin bir
sinyal merkezi gorevi gorir ve norodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde potansiyel bir terap6tik hedef olarak goriiltir* 22,
Sekil 2'de gosterilen p.R96Q mutasyonu, protein-protein
etkilesimleri icin bir modilator olan PB1 alanini etkiler. Ayni
zamanda p.F193L ve p.R183P protein-protein etkilesimlerinde
yer alan ZZ tipi cinko parmak alaninda bulunur. p.E280del
ayni zamanda PEST alanindadir ve cerceve kaymasi mutasyona
neden olacak ve fonksiyonel olmayan polipeptit Uretimine
yol acacak bir konumdadir. Literatiirde, tam uzunluktaki p62/
SQSTM1'in, bir pozitif geri besleme déngsii aracihgryla NRF2
aktivasyonunu dizenledigi bilinmektedir*'2?",

NTRK1, 2 ve 3 dahil olmak {izere gen fiizyonlar, TRK
reseptorlerinin yapisal aktivasyonuna veya asiri ekspresyonuna
neden olarak potansiyel olarak onkogenezise yol acar?. p62/
SQSTM1-NTRK2 fiizyon proteininde, calismamizda otofajide
yer alan cok islevli bir sinyal adaptdri olan SQSTM1'in ekson
1-5 ile NTRK2'nin 16-20 eksonlarina birlestigini, bunun da
p62/SQSTM1'in aminoterminal kismini TrkB'nin kinaz alanina
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Sekil 5. Her bir gen icin mutasyon durumu gosterilmektedir ve kat degisimi, degistiriimemis gruplardaki (A) LGG (B) GBM'deki
ekspresyon seviyelerine normalize edilen degistirilmis gruplardaki ekspresyon seviyelerini gostermektedir

GBM: Glioblastoma multiform, LGG: Diisiik dereceli glioma
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baglayan bir okuma cercevesinin olusmasiyla sonuclandigini
saptadik.

Bu da p62/SQSTM1'nin  kontrolsiiz aktivasyonuna yol
acabilir*'22'22_ Bax  baglayici  protein  MOAP1'in  p62
degradasyonu vyoluyla p62/SQSTM1-KEAP1-NRF2 sinyalini
diizenledigi literatlirde ancak yakin zamanda bildirilmistir.
MOAP1, p62'nin PB1-ZZ alanlar ile etkilesime girer ve kendi
oligomerizasyonuna ve sivi-sivi faz ayrimina midahale
ederek p62'yi parcalar®®. p.R96Q mutasyonu, PBI alaninda
bulundugundan, MOAP1-p62/SQSTM1 etkilesimini etkileme
ozelligine sahip olabilir. Ekspresyonu NRF2 proteini tarafindan
diizenlenen HMOX-1, sitoprotektif bir ajan olarak kabul edilir
ve ekspresyon aktivite seviyelerinin modilasyonu terapotik
potansiyel sunar. HMOX-1, bir antioksidan, antienflamatuvar,
anti-apoptotik faktor olarak kabul edilmistir ve OS'nin neden
oldugu doku hasarina karsi savunma mekanizmalarindan birini
olusturdugu bilinmektedir. insan glioma tiimérlerinde, HMOX-
1'in normal beyin dokularina kiyasla ve tlimorin ilerlemesi
sirasinda asiri eksprese edildigi bilinmektedir, ancak HMOX-
1'in glioblastoma tlimor ilerlemesini nasil etkilediginin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar belirsizligini korumaktadir?#2s,
Calismamizda tespit edilen p.F33L ve p.A96T mutasyonlari
Heme oksijeneaz alanindadir. Evrimsel siire¢c boyunca tirler
arasinda p.F33L mutasyonunun korundugunu belirledik.
P6lonen ve ark.” NRF2/p62 aktivasyonunun, GBM'nin
mezenkimal alt tipi icin prognostik bir belirte¢ olabilecegini
bildirmistir. Bu calismada GBM alt grubundaki NRF2 ve
p62'deki yanlis anlamli mutasyonlarin (C-1, C-3, C-4, C-5 ve
C-6) mezenkimal alt tip gelisiminden sorumlu olabilecegini
diistinliyoruz.

Calismanin Kisithhklari

Glioma patogenezinden sorumlu genlerin kapsamli molekiiler
profil analizlerini  gerceklestirdik. ~ Calismamizin  belirli
sinirlihklarroldugunun farkindayiz. Bunun nedeni, bu calismanin
biyoinformatik araclar kullanilarak sinirli bir deneysel tasarimla
gerceklestirilmesidir. Bu nedenle, KEAP1, NRF2, p62/SQSTM1,
HMOX-1 ve MOAP1'in glioma patogenezi lizerindeki etkisini
acikhga kavusturmak icin 1slak bir laboratuvar calismasina ve
daha biiylk bir 6rneklem grubuna ihtiyag vardir.

SONUG

Ayni hasta poptilasyonundan olusturulan iki tlimér grubundaki
saglikli hasta 6rneklemlerine gore de gen ekspresyon analizleri
yapildi. Gen ekspresyon profilleri analizimizin bir sonucu
olarak, saghkh NRF2, KEAP1 ve HMOX-1 orneklemleriyle
karsilastirildiginda bu yolagin her iki gliomada da yukar
regile oldugu bulundu. MOAP1'in ekspresyon seviyesi,
saglikli 6rneklem grubuna gore istatistiksel olarak anlamh
derecede distktiir (p<0,05). Ancak, SQSTM1'in ekspresyon
duzeyinde herhangi bir onemli degisiklik tespit etmedik.
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Calismamiz GBM ve LGG arasindaki molekiiler farkhliklari ve
ekspresyon profillerini belirleyerek yeni terapotik yaklasimlarin
gelistirilmesinde faydali olabilecek sonuglara sahiptir. Bu
calisma, gliomalarda saptanan NRF2/KEAP1/p62/SQSTM
yolagl mutasyonlarinin sikliginin ve molekiler 6zelliklerinin
anlasiimasi acisindan 6nemlidir.

Tesekkiir

Calismamizda kullanilan veriler TCGA Arastirma Agi'nin
halka agik veri tabanindan elde edilmistir: https://www.
cancer.gov/tega. Verilerin kullanilabilirligi icin TCGA ve GEPIA
veritabanlarina tesekkiir ederiz.

Etik

Etik Kurul Onayi ve Hasta Onayi: In silico olarak biyoinformatik
analiz edildigi icin gerekmemektedir.

Hakem Degerlendirmesi: Editorler kurulu disinda olan kisiler
tarafindan degerlendirilmistir.
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