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KEAP-1/NRF2 YOLAGININ KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERINDEKI
ROLU UZERINE ETKISI
Yiiksek Lisans Tezi

Sena OKMEN
DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI, SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Temel Onkoloji Anabilim Dah
OZET

Akciger kanseri, yilda ortalama 1,6 milyon 6liimle diinya capinda kansere bagl
Oliimlerin en yaygin nedenidir. Kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri, tim akciger kanseri
vakalarmin %385'ini olusturur. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin en yaygin alt tipleri
adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinomdur.

Akcigerler stirekli olarak lipitlere, proteinlere, oksidatif strese neden olan kimyasallara
ve kanserojenlere maruz kalir. Buna karsilik, akciger hiicreleri kendilerini bu hasara karsi
korumak i¢in sitoprotektif mekanizmalara girerler. Akciger hiicrelerinde, Kelch benzeri ECH
baglayici protein 1 (Keapl)-niikleer faktor eritroid-2 ile iliskili faktor-2 (Nrf2) yolu, oksidatif
stresle basa c¢ikmada esastir. Cevresel veya dahili hasara yanit olarak, Keapl-Nrf2 yolu,
hiicreleri oksidatif strese karst koruyan ve hiicre hayatta kalmasini destekleyen bircok
sitoprotektif/savunma proteininin ekspresyonunu arttirir. Akciger kanseri Orneklerinde
Keap1/Nrf2 yolu mutasyonlariin timor ilerlemesi, kemoterapotik ilaglara direng ve kotii
prognoz ile bu 6rneklerde yiiksek Nrf2 ve Keapl ekspresyonu ile iligkili oldugu belirlenmistir.

Tez calismamizda Dokuz Eyliil Universitesi Temel Onkoloji Anabilim Dal1 arsivinde
bulunan KHDAK patolojik tanist almig doku drnekleri kullanilmis; Keap1/Nrf2 yolaginin gen
ve protein ifadeleri, adenokarsinomlu ve skuamoz hiicreli karsinomali 48 hastanin dokularinda
kantitatif eszamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve immiinohistokimyasal (IHK)
boyama yontemleri ile degerlendirildi ve elde edilen verilerin istatistiksel analizi yapildi.
Gergeklestirilen Q-PCR sonuglarina gore adenokarsinom hastalarinda yliksek KEAP1 gen
ekspresyonu gozlenirken, skuamoz hiicreli karsinom hastalarinda KEAP1 gen ekspresyonu
daha diigiik bulundu. Her iki hasta tipinde yiiksek NRF2 gen ekspresyonu gozlenmistir. NRF2
gen ekspresyonu yiiksek evreli akciger kanseri hastalarinda daha yiiksek bulundu. KEAP1 ve
NRF2 gen ekspresyon seviyeleri ile hasta sag kalimi arasinda anlamli bir iliski gézlenmedi.
IHK sonuglarinda, yiiksek Nrf2 protein ekspresyonu olan hastalarin genel ve olaysiz sag kalimi
anlamli derecede diisiik bulunmustur. Ayni hastalarda Keap1 ekspresyonu ile hasta sag kalimi
arasinda anlamli bir iligki bulunmadi.

Anahtar kelimeler: Akciger kanseri, Keapl, Nrf2, sag kalim, gen ekspresyonu, protein
ekspresyonu
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THE ROLE OF KEAP-1/NRF2 PATHWAY IN NON SMALL CELL LUNG CANCER
Master Thesis
Sena OKMEN

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, HEALTH SCIENCE INSTITUTE

Department of Basic Oncology
ABSTRACT

Lung cancer is the most common cause of cancer-related death worldwide, with an
average of 1.6 million deaths yearly. Non-small cell lung cancer accounts for 85% of all lung
cancer cases. The most common subtypes of non-small cell lung cancer are adenocarcinoma
and squamous cell carcinoma.

The lungs are constantly exposed to lipids, proteins, chemicals that cause oxidative stress,
and carcinogens. In turn, lung cells engage cytoprotective mechanisms to protect themselves
against this damage. In lung cells, the Kelch-like ECH binding protein 1 (Keap1)-nuclear factor
erythroid-2-related factor-2 (Nrf2) pathway is essential in coping with oxidative stress. In
response to environmental or internal damage, the Keapl-Nrf2 pathway increases the
expression of many cytoprotective/defense proteins that protect cells against oxidative stress
and promote cell survival. In lung cancer samples, it has been determined that the Keap1/Nrf2
pathway mutations are associated with tumor progression, resistance to chemotherapeutic drugs
and poor prognosis, and high Nrf2 and Keap1 expression in these samples.

In our thesis study, tissue samples with pathological diagnosis of NSCLC found in the
archive of Dokuz Eyliil University Department of Basic Oncology were used; The gene and
protein expressions of the Keapl / Nrf2 pathway were evaluated by quantitative simultaneous
polymerase chain reaction (PCR) and immunohistochemical (IHC) staining methods in the
tissues of 48 patients with adenocarcinoma and squamous cell carcinoma, and statistical
analysis of the obtained data was performed. According to the Q-PCR results, high KEAPI
gene expression was observed in adenocarcinoma patients, while KEAP1 gene expression was
lower in squamous cell carcinoma patients. High NRF2 gene expression was observed in both
types of patients. NRF2 gene expression was found to be higher in high-stage patients. No
significant correlation was observed between KEAP1 and NRF2 gene expression levels and
patient survival. According to the results of IHC, the overall and event-free survival of patients
with high Nrf2 protein expression was significantly lower. No significant correlation was found
between Keap1 protein expression and patient survival in the same patients.

Keywords: Lung cancer, Keapl, Nrf2, survival, gene expression, protein expression
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1. GIRIS VE AMAC
1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Diinya capinda kanserle iliskili mortalitenin en yaygin nedeni; her y1l tahmini 1,6 milyon
Oliim ile akciger kanseridir ve en sik goriilen alt tipler olan adenokarsinom ile skuamoz hiicreli
karsinomun da aralarinda bulundugu kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), teshis edilen
tim diger akciger kanseri vakalarinin %85’ini olusturmaktadir (1,2,3). Akciger kanserinin
kadin tiimorlerinde insidans oran1 %14,32 iken, erkeklerde goriilen tiimorlerin %22,83"inii
olusturur ve her iki cinsiyet i¢in de en fazla 6liime sebep olan kanserdir. Akciger kanserinin 5
yillik genel sag kalim oran1 %15°den azdir. Evre I akciger kanseri olan hastalarin 5 yillik sag
kalim oran1 %60-90 iken, evre IIIb ve evre IV olan hastalarda sadece %5-20'dir. Cogu akciger
kanseri, etkili tan1 yontemlerinin olmamasi nedeniyle orta ve gec¢ evrelerde tespit edilir. Bu
nedenle, akciger kanserinin erken teshisi ve tedavisi mortalitesini kontrol etmede 6nemli bir rol

oynamaktadir (4,5,6).

Her ne kadar hedefe yonelik tedavi KHDAK hastalarinda kemoterapiye yanit1 giiclendirse
de Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) Klinik Uygulama Klavuzu'nda bilinmeyen
mutasyon durumu ya da belirli mutasyonu olmayan KHDAK hastalari i¢in platinyum temelli
tedaviler standart terapi olarak kabul edilmektedir. Ancak opere edilemeyen KHDAK ig¢in
tedavi genellikle palyatiftir. Akciger kanserinde kemoterapinin basarisizliginin arkasindaki en

biiyiik etken ila¢ direncidir.

Akciger siirekli olarak lipidlere, proteinlere ve DNA'ya oksidatif strese neden olan
kimyasallara ve kanserojenlere maruz kalir. Buna karsilik, akciger hiicreleri kendilerini bu
hasarlara karst korumak i¢in sitoprotektif mekanizmalar1 aktive etmelidir(7). Akciger kanseri
timorleri, oksidatif strese neden olan hasarlara veya timor biiylimesinin mikrogevre
kosullarinda iiretilen ksenobiyotiklerin toksisitesine karsi koruma saglayan bu yetenegi miras
almaktadir (8). Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1 (Keapl)-niikleer faktor eritroid-2 ile
iligkili faktor-2 (Nrf2) yolu, oksidatif stresle baga ¢ikmada hiicreler i¢in 6nemli bir belirleyicidir
(9). Cevresel veya endojen hasarlara yanit olarak, Keap1-Nrf2 yolu, hiicreleri oksidatif strese
kars1 koruyan ve hiicre sag kalimini tesvik eden bir dizi sitoprotektif/savunma proteininin

ekspresyonunu arttirir (10).



Onceki veriler, akciger kanserinde Keapl-Nrf2 yolunun anormal durumlarinin
bulundugunu gostermektedir (11,12,13). Akciger kanserinde yiiksek Nrf2 Seviyeleri ve Keapl
disfonksiyonu siklikla tespit edilmistir ve tiimor ilerlemesi, sitoproteksiyon, kemoterapotik

ilaglara direng ve kotii prognoz ile iliskili olmas1t miimkiindiir (14).

KEAP1-NRF2 mutasyonel durumunun KHDAK i¢in kotii prognoz ve kemoterapdtik
direnc ile iliskili oldugunu gosteren artan veriler vardir (11). Ornegin, Inoue ve arkadaslari, 109
KHDAK vakasindan klinik doku &rneklerinde immiinohistokimyasal analizlerle Nrf2
ekspresyonunu incelediler ve Nrf2'nin daha yiiksek niikleer birikiminin daha kotii akciger
kanserine 6zgii sag kalim ile iliskili oldugunu gézlemlediler (15). Immiinohistokimya ile Yang
ve arkadaglari, evre IIIB veya IV KHDAK olan 60 hastanin Nrf2 ekspresyon durumunu analiz
ettiler ve her iki grupta da platin bazli tedavilere yanit1 karsilastirdilar. Hemen hemen tiim
vakalarda nrf2 i¢in pozitif boyama farkli derecelerde bulunsada, evre IV hastalig1 olan hastalar
evre I1IB hastalig1 olan hastalara gore daha yiiksek Nrf2 ekspresyonu sergiledi (P=0.017). Ilging
bir sekilde, <%75 pozitif boyamasi olan hastalar, %75-100 pozitif boyamasi olanlara gére daha
yiiksek bir yanit orani elde ettiler (P=0.003; r=0.447) ve bu durum nrf2 ekspresyonunun platin
bazli tedavilerin etkinligini tahmin etmek i¢in yararli bir endeks olabilecegini

distindiirmektedir (16).

flging bir sekilde, cesitli KHDAK tiimor drnekleri ile yapilan ¢alismalarin sonuglari,
NRF2 veya KEAP1 mutasyonunun olusumunun birbiri ile alakasiz iken farkli histolojilerle
iliskili oldugunu gostermistir. Solis ve ark. (17), adjuvan tedaviyi takiben 304 tiimoér dokusu
ornegini (190 adenokarsinom ve 114 skuaméz hiicreli karsinom) incelediler. KHDAK
orneklerinin %26'sinda niikleer Nrf2 ekspresyonunun skuamdéz hiicreli karsinomda (%38)
adenokarsinomdan (%18; P<0.0001) onemli 6l¢iide daha yaygin oldugunu tespit ettiler ve
niikleer Nrf2 bollugu ile daha kétii progresyonsuz sagkalim iliskisi kurdular. Li ve arkadaslari
(18), papiller adenokarsinom tiimorlerinde Keap1 degisikliklerinin sikliginin (% 60), daha 6nce
KHDAK i¢in bildirilenden anlamli olarak (% 3-19) daha yiiksek oldugunu bildirmistir (19).
Yakin zamanda yapilan bir calismada Frank ve arkadaslar1 (20), KHDAK'li 1.391 hastanin
tiimdr dokularini analiz etti ve Nrf2 mutasyonlarinin sikliginin% 3.5 (n = 49) oldugunu, Keap1

mutasyonlarmin ise% 11.3 (n = 157) oldugunu tespit etti.

Son yillarda ilag sirketleri, Keapl-Nrf2 etkilesimini engelleyebilen yeni ve etkili
molekiilleri tanimlamak i¢in Keapl-Nrf2 yolagi hedeflerine odaklandilar. Keapl veya Nrf2



molekiillerini hedeflemenin agik bir avantaji, standart antitiimdr kemoterapilerinin etkinliginde
beklenen artig olacaktir ve cesitli kemoterapi ilaclarinin detoksifikasyonunda yer alan
detoksifikasyon yolaklarinin hedeflenmesi, alternatif veya yedek detoksifikasyon yolagi

aktivasyonu olasiligini azaltmak i¢in de gerekli olacaktir.

Son zamanlarda, Nrf2 inhibisyonu, Nrf2'nin agir1 aktivasyonunu gosteren kanserler i¢in
umut verici bir terapotik yaklasim haline gelmistir ve sonug olarak, Keapl/ Nrf2 yolu
deregiilasyonu olan NSCLC hastalarinda Nrf2 inhibitorlerinin klinik uygulamasi yararli bir

terapotik strateji olabilir (21).
1.2. Arastirmanin Amaci

Onceki veriler, akciger kanserinde Keapl-Nrf2 yolaginin anormal durumlarinin
bulundugunu gostermektedir. Akciger kanserinde yliksek Nrf2 Seviyeleri ve Keapl
disfonksiyonu siklikla tespit edilmistir ve tiimor ilerlemesi, sitoproteksiyon, kemoterapotik
ilaglara direng ve kotil prognoz ile iliskili olmast miimkiindiir. Fakat literatiirde, Keap1/Nrf2
yolaginin disfonksiyonun ozellikle erken evre KHDAK vakalarinda hastaligi belirleyici bir
biyomarker olabilecegi ile ilgili sinirli sayida arastirma bulunmaktadir. Planlanan bu ¢aligmada
amacimiz, adenokarsinom ve squamoz hiicreli karsinom hastalarinda Keap1/Nrf2 yolaginin
ekspresyon diizeyini gézlemleyerek, bu yolak ekspresyonunun erken evre KHDAK vakalarinda
aday biyobelirte¢ olup olamayacagini arastirmaktir. Bu ¢alismada Dokuz Eyliil Universitesi
Temel Onkoloji Anabilim Dali arsivinde bulunan KHDAK patolojik tanisi konulmus doku
ornekleri kullanilacak olup; real time PCR yontemi ile KEAP-1/NRF2 gen ekspresyonu,
immiinohistokimya yontemi ile Keapl/Nrf2 protein ekspresyonlart degerlendirilecek ve elde

edilen veriler ile istatistiksel analiz yapilacaktir.

1.3. Arastirmanin Soru ve Hipotezleri

KHDAK hastalarin1 erken evrede tespit edebilmek, hastaligin mortalitesini kontrol
etmede onemli bir rol oynamaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, segilen adekarsinom ve squamoz
hiicreli karsinom vakalarinda Keap1/Nrf2 ekspresyonunu tespit ederek bu yolagin KHDAK

erken evre tanisinda bir biyobelirte¢ olup olamayacagini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Akciger Kanseri

Diinya capinda kanserle iliskili mortalitenin en yaygin nedeni; her y1l tahmini 1.6 milyon
oliim ile akciger kanseridir ve en sik goriilen alt tipler olan adenokarsinom ile skuamoz hiicreli
karsinomun da aralarinda bulundugu kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), teshis edilen
tim diger akciger kanseri vakalarinin %85’ini olusturmaktadir (1,2,3). Akciger kanserinin
kadin tiimorlerinde insidans oram1 %14.32 iken, erkeklerde goriilen tiimorlerin %22.83"linii
olusturur ve her iki cinsiyet i¢in de en fazla 6liime sebep olan kanserdir. Akciger kanserinin 5
yillik genel sag kalim oran1 %15°den azdir. Evre I akciger kanseri olan hastalarin 5 yillik sag
kalim oran1 %60-90 iken, evre IIIb ve evre IV olan hastalarda sadece %5-20'dir. Cogu akciger
kanseri, etkili tan1 yontemlerinin olmamasi ve baglangigta halsizlik, 0kstiriik gibi spesifik
olmayan semptomlar verdiginden orta ve gec evrelerde tespit edilir. Hastalarin ancak %10’una
erken evrede teshis konulabilir. Hastalarin coguna genelde evre 111 ve 1V’te tan1 konulabilmesi
nedeniyle 5 yillik sagkalimi %5°in altinda seyretmektedir (4). Tan1 konulmus hastalarin tamami
degerlendirildiginde ise ortalama sagkalim 1 yil bulunmustur (1). Bu nedenle, akciger
kanserinin erken teshisi ve tedavisi mortalitesini kontrol etmede dnemli bir rol oynamaktadir

(4,5,6).
2.1.1. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Sigara kullanimi; akciger kanserinin en belirgin ve giiclii etiyolojik faktoriidiir. Sigara
icimiyle artan akciger kanseri riski arasindaki iliski birgok epidemiyolojik calisma ile
gosterilmistir (22,23). Sigara dumaninda yer alan karsinojenik maddeler, akciger hiicrelerine
zarar vererek DNA hasarina ve genetik mutasyonlara neden olur (24). Sigara dumaninda
bulunan baglica karsinojenler arasinda benzoapiren, nitrozaminler, benzene, formaldehit ve
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar) bulunur (25). Bu maddeler akciger dokusunda
genetik degisikliklere ve kanser gelisimine yol acan hiicresel hasara neden olurlar (26). Bir
meta-analiz ¢alismasi, sigara igenlerin akciger kanseri gelistirme riskinin, sigara igmeyenlere
kiyasla 20 ila 30 kat daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur . Ayn1 ¢alisma, sigara i¢enlerin
yasam boyu akciger kanseri gelistirme riskinin erkeklerde %23, kadinlarda ise %13 oldugunu

gostermistir (27) .



Sigara i¢imi ne kadar uzun siire ve ne kadar yogun oldugu da akciger kanseri riskini
etkiler. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan bir calismada, giinde bir paket sigara
icenlerin akciger kanseri riskinin, yarim paket icenlere kiyasla 25 kat daha yiiksek oldugu
bulunmustur (28) Sigaray1 birakmak, akciger kanseri riskini azaltmanin 6nemli bir yolu olarak
kabul edilir. Ornegin, sigaray1 birakan bir kisinin akciger kanseri riski, sigara igmeye devam
eden bir kisiye gore zaman i¢inde azalmaya baglar. Bir ¢aligma, 50 yasinda sigaray1 birakan bir
kisinin, 10 y1l sonra sigaray1 birakmayan bir kisiye gore akciger kanseri gelistirme riskinin yari

yariya azaldigini gostermistir (29).

Mesleki karsinojenler, calisma ortamlarinda maruz kalinan kimyasal ve fiziksel ajanlar
olarak tanimlanir ve akciger kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinin gelisiminde 6nemli bir rol
oynayabilir (Tablo 1). Sigara kullanimindan baska akciger kanserlerinin %9-15’inden mesleki
karsinojen maruziyeti, radon %10 ve hava kirliligi ise %1-2’sinden sorumludur. Asbest gibi
mineral lifler, metal dumanlari, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), nikel, krom,
arsenik ve radon gibi maddeler akciger kanserine neden olabilen 6nemli mesleki karsinojenler
arasinda yer alir (30,31,32) Epidemiyolojik calismalar, mesleki maruziyetin akciger kanseri
insidansiyla gii¢lii bir iligkisi oldugunu gostermektedir. Bir meta-analiz ¢alismasi, mesleki
asbest maruziyetinin akciger kanseri riskini 4 ila 7 kat artirdigin1 bulmustur (33). Benzer
sekilde, metal dumanlarina maruz kalan is¢ilerde akciger kanseri riskinin arttigi da

gozlemlenmistir (34).



Tablo1. Risk faktorleri ve akciger kanserine etkisi

RiSK FAKTORU AKCIGER KANSERINE ETKiSi

Sigara Kullanimi Sigara kullanmayanlara gore 20 kat daha yliksek
risk

Pasif icicilik Hig sigara icmeyenlere kiyasla %25 ila %28 daha
ylksek risk

Elektronik Sigara Etkileri henlz bilinmiyor

Diger Tutin Kullanimlari 1,9 ila 4,6 kat artan risk

Radon %14 ila %29 artan risk

Asbest %12 ila %24 artan risk

KOAH Oykiisii 2 ila 3 kat artan risk

Astim Oykiisii %28 ila %44 artan risk

Tiiberkiloz Oykiisii %48 ila %76 artan risk

HIV 2 kat artan risk

2.1.2 Genetik Faktorler

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) Mutasyonlari: Akciger kanserinde en
yaygin goriilen genetik mutasyonlardan biri EGFR mutasyonlaridir. EGFR mutasyonlari, non-
small cell lung cancer (NSCLC) hastalarinin yaklasik %10 ila %15'inde goriiliir. EGFR
mutasyonlari, Asyali olmayan ve sigara igmeyen hastalarda daha sik goriilme egilimindedir.
EGFR mutasyonlarina sahip olan hastalarin EGFR inhibitorleri ile tedavi edilmesi, daha iyi

klinik yanitlar elde etme olasiligini artirir (35,36)

Kirsten Rat Sarcoma Viriisii (KRAS) Mutasyonlari: KRAS mutasyonlari, akciger
kanserinin en sik goriilen genetik degisikliklerindendir. NSCLC hastalarinin yaklagik %25 ila
%30'u KRAS mutasyonlarina sahiptir. KRAS mutasyonlari, genellikle sigara igen ve
adenokarsinoma histolojisi olan hastalarda daha yaygindir. KRAS mutasyonu olan hastalar
genellikle kotii bir prognoza sahip olup, hedefe yonelik tedavilerde smirli yanit verme

egilimindedir (37,38)

Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK) Fiizyonlari: ALK fiizyonlari, NSCLC hastalarinin
yaklasik %3 ila %7'sinde goriiliir. ALK fiizyonlar1 genellikle geng, hafif veya hi¢ sigara



icmeyen hastalarda daha sik goriiliir. ALK flizyonlarina sahip olan hastalarda, ALK

inhibitdrleri ile tedavi edilmesi, daha iyi klinik yanitlar elde etme olasiligin artirir. (39,40)

RET Fiizyonlari: RET (Rearranged during transfection) flizyonlari, akciger kanserinin
nadir goriilen genetik mutasyonlarindandir. RET fiizyonlar1 yaklasik %1 ila %2 oraninda
goriiliir. RET fiizyonlari, genellikle geng yasta, hafif veya hi¢ sigara icmeyen hastalarda daha
stk gozlenir. RET inhibitorleri ile tedavi, RET fiizyonlarina sahip hastalarda tercih edilen bir
secenektir (41,42)

2.1.3 Beslenme

Epidemiolojik ¢aligmalar, bazi besinlerin tiikketimi ve akciger kanseri riski arasinda iliski
oldugunu goéstermistir. Ornegin, bir meta-analiz calismasi, yiiksek miktarda meyve ve sebze
tikketiminin akciger kanseri riskini azalttigin1 ortaya koymustur .Bu ¢alisma, diisiik meyve ve

sebze tliketiminin akciger kanseri riskini artirdigin1 da géstermistir (43).

Antioksidanlar, akciger kanseri riskini azaltmada &nemli bir rol oynar. Ornegin, C
vitamini, E vitamini ve beta-karoten gibi antioksidanlar, serbest radikallerin zararli etkilerini
notralize ederek kanser gelisimini engelleyebilir. Bir ¢alisma, beta-karoten takviyesinin akciger

kanseri riskini sigara i¢enlerde azalttigin1 géstermistir (44).

Heterosiklik aromatik aminler (HAA'lar) gibi kanserojen maddelerin olusumunu
azaltmak icin besin hazirlama yontemleri 6nemlidir. Yiiksek sicaklikta kizartma, 1zgara veya

firinlama gibi yontemler, HAA'larin olusumunu artirabilir (45).
2.1.4 Cinsiyet

Akciger kanseri, erkeklerde ve kadinlarda farkli prevalans gosterir. Birgok
epidemiyolojik calisma, erkeklerde akciger kanserinin daha sik goriildiiglinii gostermektedir.
Ornegin, Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) tarafindan saglanan verilere gore, 2020 yilinda diinya
genelinde akciger kanseri insidansi erkeklerde 27.1/100.000 iken, kadinlarda 17.9/100.000
olarak rapor edilmistir (46).

Sigara icenler arasinda akciger kanseri insidansi, cinsiyet arasinda farklilik gosterebilir.
Ornegin, bir meta-analiz calismasi, erkeklerde sigara icimiyle akciger kanseri arasindaki

iliskinin daha giiclii oldugunu bulmustur.Bu calisma, erkeklerin sigara igmeye bagli olarak



kadinlara kiyasla daha yliksek akciger kanseri riskine sahip oldugunu gostermistir (47).Sigara
icmeyenler arasinda da cinsiyetle ilgili farkliliklar olabilir. Kadinlarin sigara igmeyenler

arasinda bile akciger kanseri riskinin erkeklere kiyasla daha ytliksek oldugu gozlenmistir.

Akciger kanseriyle iligkili olan baz1 genetik mutasyonlar, cinsiyetle de iligkili olabilir.
Ormegin, EGFR (epidermal biiyiime faktorii reseptdril) mutasyonlari, kadinlarda daha sik
goriiliirken, KRAS mutasyonlar1 ise erkeklerde daha sik goriilebilir (48,49). Hormonal
faktorlerin de akciger kanseri riskinde rol oynadig diisiiniilmektedir. Ostrojen reseptdrlerinin
akciger dokusunda bulunmasi ve Ostrojenin bazi tiimor hiicrelerinin biiylimesini inhibe
edebilme 6zelligi, cinsiyet hormonlarinin akciger kanseri riski tizerinde etkili olabilecegini

gostermektedir (50).
2.1.5 Yas

Epidemiyolojik ¢alismalar, akciger kanserinin ilerleyen yasla birlikte artan bir siklikla
goriildiigiinii gostermektedir. Ozellikle 65 yas ve iizeri yas gruplarinda akciger kanseri insidansi

belirgin bir sekilde yiikselir. Bunun birka¢ nedeni vardir:

Sigara i¢imi, akciger kanseri riskini artiran en énemli etkenlerden biridir. Sigara icen
bireylerde akciger kanseri riski, icmeyenlere gore ¢ok daha yiiksektir. ileri yaslarda, genellikle

daha uzun siire ve daha yogun sekilde sigara i¢ilmis olmasi nedeniyle akciger kanseri riski artar

(51).

Ileri yaslarda, bireyler genellikle uzun bir siire boyunca gesitli cevresel faktorlere maruz
kalmis olurlar. Bu faktorler arasinda endiistriyel kimyasallar, ev i¢i hava kirliligi, radon gazi
gibi ¢evresel kirleticiler ve asbest gibi mesleki maruziyetler bulunabilir. Bu uzun siireli

maruziyetler, akciger kanseri riskini artirabilir (52).

Bir caligma, 65 yas ve istii kisilerde akciger kanseri insidansinin geng yas gruplarina
gore daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bu calismada, 65-74 yas grubunda akciger
kanseri insidans1 100.000 kisi basina 264,7 olarak bulunmustur, 75-84 yas grubunda 100.000
kisi basina 384,6 ve 85 yas ve istii grubunda 100.000 kisi basina 378,7 olarak tespit edilmistir
(53).



2.1.6 Akciger Kanseri Evrelemesi

Akciger kanseri evreleme sistemi, kanserin ilerlemesini ve yayilmasini belirlemek igin
kullanilan standart bir siniflandirma sistemidir. Evreleme, kanserin tiimor boyutu, lenf nodu
tutulumu ve uzak metastaz gibi faktorlerin degerlendirilmesini igerir. Genellikle TNM (Tumor,
Node, Metastasis) smiflandirma sistemi, kanserin bu temel 0Ozelliklerini kodlayarak

evrelendirme yapar.

TNM evreleme sistemi, kanserin timdr boyutunu (T), lenf nodu tutulumunu (N) ve uzak
metastaz varligini (M) belirtmek i¢in kullanir. T kategorisi, timdriin boyutunu ve yerini belirler.
N kategorisi, lenf nodu tutulumunun varligini ve yayilimini degerlendirir. M kategorisi ise uzak
organ metastazinin varligini belirler. Bu kategoriler, rakam ve harf kombinasyonlariyla ifade

edilerek kanserin evresini belirlemek igin birlikte kullanilir.

Akciger kanseri evreleme sistemi, genellikle 0'dan IV'e kadar olan evrelerle ifade edilir.
Evre 0, kanserin heniiz yerel alanda siirl oldugunu ve yayilmadigini ifade ederken, evre IV
ise kanserin uzak organlara yayildigini ve metastaz yaptigini gosterir. Evre I, tiimoriin sinirlt
bir bolgeye yayildigini, evre II ise tiimdriin yerel alanda genisledigini ve lenf nodu tutulumu
oldugunu gosterir. Evre III, kanserin yerel alandan daha fazla yayildigim1 ve lenf nodu

tutulumunun yaygin oldugunu gosterir (54,55).
2.1.7 Akciger Kanseri Siniflamasi

Akciger kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri
olarak iki ana baslikta incelenir. DSO’ye gére akciger kanseri histopatolojik siniflandirma
adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom, biiyiik hiicreli karsinom ve kiiciik hiicreli karsinom
olmak tizere dorde ayrilir. Kiiglik hiicreli karsinomun belirgin farklarindan o6tiirti klinisyenler
akciger kanserini kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri

(KHDAK) olmak tizere iki ana grupta siiflandirmistir (56) (Sekil 1).
2.1.8 Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

Kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK), tiim akciger kanserlerinin yaklasik %15'ini
olusturur ve diinya ¢apinda erkekler arasinda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedeni ve kadinlar
arasinda kanser Oltiimlerinin ikinci onde gelen nedenidir. KHDAK’l1 hastalar tipik olarak

oOksiirtik, dispne (zorlu nefes alma) veya hemoptizi (kan 6ksiirme) de dahil olmak iizere solunum
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semptomlari ile hastaneye basvururlar ve bu hastalarin iicte ikisinde ilk tanida uzak metastaz
goriilmektedir. En yaygin metastaz bolgeleri kolorektal, akciger, beyin, karaciger, adrenal

bezler ve kemiktir (58).

Kilciik Hiicreli Akciger Kanseri
(~10-15%) Kl flicrell
K r Kanser

Sekil 1. Akciger Kanseri Cesitleri
2.1.9 Kiiciik Hiicreli Disit Akciger Kanseri

KHDAK, tiim akciger kanseri vakalarinin yaklasik %85'ini olusturur ve ii¢ alt grupta

incelenir.

Adenokarsinom: Adenokarsinom, akciger kanserlerinin %40'indan fazlasini, tim

KHDAK ’larin %60'in1 ve cerrahi olarak rezeke edilen vakalarin %70'inden fazlasini olusturur
(59) . Adenokarsinom, pasif igici ve sigara igmeyenlerde en sik goriilen, akciger kanserinin en
yaygin histolojik alt tipidir. Yine de adenokarsinom hastalarinin bir ¢ogunda sigara igme
Oykiist goriiliir (60). Akciger adenokarsinomu genellikle merkezi fibrozis ve plevral biiziisme
ile periferik yerlesimli bir kitle meydana getirir. Adenokarsinomda en stk mutasyona ugrayan
genler arasinda KRAS ve EGFR ile TP53, KEAP1, STK11 ve NF1 gibi tiimdr baskilayici genler
bulunur. EGFR'yi aktive eden mutasyonlarin siklig1, hastanin yasadig1 bolge ve etnik kokenine

gore biiylik Olclide degisir.

Skuaméz Hiicreli Karsinom: Skuamoz hiicreli karsinom akciger kanserlerinin yaklagik

%20'sini olusturur. Bunlarin insidansi, muhtemelen sigara igme davranisindaki degisiklikler
nedeniyle son yillarda azalmistir. Skuamdz hiicreli karsinom genellikle akcigerin orta kisminda,

ana hava yollar1 boyunca meydana gelir ve biiylik bir boyuta ulastiginda bosluklar olusturabilir.
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Skuamoz hiicreli karsinomda yaygin mutasyona ugramis genler, tiimdrlerin %90'1ndan

fazlasinda bulunan tiimor baskilayicilar TP53'i ve CDKN2A'y1 igerir. (61,62),

Biiyiik Hiicreli Karsinom: Biiyiik hiicreli karsinom genellikle periferik yerlesimli, hacimli

ve nekrotik goriiniimdedir. Tiimor hiicreleri, pleomorfik ve vezikiiler ¢ekirdeklerle biiyiik ve
poligonal sekildedir. Biiyilik hiicreli karsinom, tiim akcigerlerin yaklasik %9'unu olusturur.
Biiyiik hiicreli karsinomun semptomlart ve klinik davranisi iyi bilinmemektedi. Fakat kiigiik

hiicreli dis1 karsinomla pek ¢ok ortak yonleri vardir (63).
2.2 Akciger Kanseri Ile Iliskili Genler ve Mutasyonlar

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) Mutasyonlari: EGFR geni, akciger

kanseri hastalarinin yaklasik %10-15'inde aktive edici mutasyonlar icerebilir. Bu mutasyonlar,
kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesine yol acar ve EGFR'in asir1 aktive olmasina neden
olur. EGFR mutasyonlari, 6zellikle asyali olmayan kadinlar ve hafif veya hi¢ sigara igmeyen
hastalarda daha sik goriiliir. EGFR mutasyonlari, tirozin kinaz inhibitérii (TKI) adi verilen
ilaglarla tedavi edilebilir ve bu mutasyonlara sahip hastalarda daha iyi tedavi sonuclar1 elde

edilir.

Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK) Translokasyonlari: ALK geni, akciger kanserlerinin

yaklasik %3-5'inde fiizyon genleri veya translokasyonlar sonucu anormal sekilde aktive
edilebilir. ALK translokasyonlari, genellikle genc, hafif veya hi¢ sigara icmeyen hastalarda
daha sik goriiliir. ALK inhibisyonu, bu tiir mutasyonlara sahip akciger kanseri hastalarinda

hedefe yonelik tedavi seceneklerinden biridir.

Proto-onkogen tirozin-protein kinaz (ROS)1 Translokasyonlari: ROS1 geni, akciger

kanserlerinin daha nadir bir alt grubunda (%1-2) translokasyonlar sonucu aktive olabilir. ROS1
translokasyonlari, ALK translokasyonlarina benzer sekilde hedefe yonelik tedavilerle cevap

verebilir.

Kirsten Rat Sarcoma Viriisii (KRAS) Mutasyonlari: KRAS geni, akciger kanserlerinin

yaklagik %?20-35'inde aktive edilmis mutasyonlar igerebilir. KRAS, hiicre biiyiimesi ve
proliferasyonunu diizenleyen bir onkogen olarak etki eder. KRAS mutasyonlari, genellikle
sigara icen hastalarda sik goriiliir ve bu mutasyonlara sahip tiimorler tedavi agisindan daha zorlu

olabilir.
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Tiimor Protein 53 (TP53) Mutasyonlari: TP53, tiimor baskilayict genlerden biridir ve

hiicrelerin genomik stabilitesini koruyarak kanser gelisimini onler. Akciger kanserlerinin
%50'sinden fazlasinda TP53 geninde mutasyonlar gozlenir. TP53 mutasyonlari, tlimorlerin

agresif olma egilimini artirabilir ve tedaviye direng gelismesine katkida bulunabilir.

Retinoblastoma (RB) ve pl6 Mutasyonlari: RB geni ve pl6 geni, hiicre dongiisiinii

diizenleyen ve hiicre proliferasyonunu inhibe eden tiimoér baskilayici genlerdir. Akciger
kanserinde RB ve pl6 genlerindeki mutasyonlar sik goriliir ve hiicre dongiisiiniin

diizensizlesmesine ve kontrolsiiz hiicresel biiyiimeye yol acabilir (64,65,66).
2.2.1. KeapI-Nrf2 Yolag

Aerobik organizmalar hayatta kalmak igin oksijene ihtiya¢ duyar; yine de, bu
organizmalar reaktif oksijen tiirleri (ROS) (66) olarak adlandirilan oksijen yan iiriinleri iiretir.
Bu oksijen yan iirtinleri, reaktif nitrojen tlirleri (RNS) ile birlikte ¢esitli hiicresel tepkileri
diizenler (67) Bununla birlikte, bu oksitlenmis tiirlerin siki1 bir sekilde diizenlenmesi gerekir,
¢linkii asirt ROS/RNS proteinlere, lipidlere ve DNA'ya oksidatif hasar verir ve ardindan hiicre
Oliimiine yol acabilecek genetik ve/veya epigenetik degisikliklere yol agar. Bu oksidan ortama
bir adaptasyon olarak hiicreler, hiicresel ROS seviyelerini belirli sinirlar altinda tutmak i¢in
cesitli antioksidan sistemler gelistirmistir. Nrf2, hiicresel oksidatif strese yanit olarak birkag
transkripsiyonel programin aktivasyonundan sorumlu oldugu i¢in bu antioksidan

mekanizmalarin ana diizenleyicisi olarak gorev yapar (68).

NFE2L2 tarafindan kodlanan Nrf2, yedi adet yiiksek diizeyde korunmus Nrf2-ECH (Neh)
alani iceren, 68 kDa molekiiler agirliga sahip 605 amino asitli bir proteindir. Nrf2, Neh alanlar
ad1 verilen yiiksek diizeyde korunmus 7 alan igerir. . Nehl, transkripsiyon faktorii SMAF ile
kompleks olusumu, DNA baglanmasi ve UbcM2'ye baglanma i¢in gereklidir. Neh2, Keapl
baglanmasi i¢in gerekli olan ETGE ve DLG dizilerini ve proteasomal bozunma i¢in N Nrf2'yi
hedefleyen 7 ubikuitin-lizin kalintisim1 igerir. Neh3, transkripsiyonel aktivasyon (CHD6
baglanmasi) icin gereklidir. Neh4 ve Neh3, aktivatorleri (CBP, RAC3) veya baskilayicilar
(GR, HRD1) baglayan islem alanlaridir. Neh6, B-TrCP'ye baglanarak Nrf2 stabilitesini
diizenler. Son olarak Neh7, bir Nrf2 baskilayici olan RXRa ile etkilesime girebilir (Sekil 2).

Keapl, ortak olarak iki kanonik alan igceren BTB-Kelch protein ailesine aittir: bir BTB

alan1 (Broad-Complex, Tramtrack ve Bric a brac) ve bir Kelch alan1 (Kelch proteinlerinde
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bulunan alan). KEAP1 proteini 5 korunmus bolge igerir: N-terminal bolgesi, BTB, IVR bdlgesi,
DGR alan1 ve C-terminal bolgesi; DGR ve C-terminal bolgeleri bir Kelch motifi olusturur. BTB
alani, Keapl homodimerizasyonunu ve CUL3 baglanmasim1 kolaylastirir. ITVR bolgesi,
dogrudan bir redoks sensorii gorevi goren sistein bakimindan zengin bir alana sahiptir.
DGR/Kelch bolgeleri, Nrf2 ve p62 gibi E/STGE korumali motiflere sahip diger proteinlerle
etkilesimlerine aracilik eden bir Kelch motifinin 6 tekrarini igerir. Bu bdlge ayrica stres
algilama icin ek sistein kalintilar igerir. Yildizlar, IVR ve Kelch alanlarinda bulunan birkag

sistein kalintisin1 temsil eder (70) (Sekil 2).

(A) NRF2 protein

4 5
A
53 @ @
NH, — | Neh2 Neh4 Neh5 Neh?7 Neh6 Neh1 Neh3 —COOH
KKKKI
& g Transactivation RXRa B-TrCP  Association Transcriptional
o domains binding binding with sMAF activation
KEAP1 binding CBP, RAC3 GR and and CHD®6 binding
and proteasomal  HRD1 binding UbcM2
degradation binding
(B) KEAP1 protein
>
N
&> KEAP1 NRF2 ) ( p62
| [ MR [ [ [T e
KEAP1 Redox NRF2, p62 and other
homodimerization sensor E/STGE proteins binding
and interaction Redox sensor

with CUL3
Sekil 2. Nrf2 ve Keap1 proteinlerinin yapisi (69)

Nrf2/Keapl Yolaginin Kanonik Yolu: Nrf2 proteininin yar1 dmrii kisadir (70). Aslinda,

normal (stressiz) kosullar altinda, Nrf2'nin protein seviyeleri genellikle diisiiktiir, ¢linkii Keap1,
CUL3/RBX1 E3 ubikuitin bagimli degradasyonu i¢in Nrf2'ye baglanir . Ubikuitin, protein
yikiminda yikima ugrayacak protein dizilerini tutan organik kimyasal madde, yikima ugramasi
i¢in isaretlenen proteine yapisir. CUL3 bir ubikuitin ligazdir ve Keap1 bir substrat adaptoriidiir.
Boylece Ubikuitilasyon sonucu Nrf2 proteazomal bozulmaya ugrar ve gen transkripsiyonu
gerceklesmez. Bu Nrf2/Keapl etkilesimi "mentese ve mandal" modelinde aciklanir (71). Bu
modelde Keapl'in her bir Kelch alani, NRF2 proteinine gii¢lii baglanan bir ETGE motifi
(mentese) ve zayif baglanan bir DLG motifi (mandal) ile baglanir (72). Bu baglanmada,
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Nrf2/Keapl kompleksi iki farkli konformasyon benimser: agik konformasyonda, yeni
sentezlenen Nrf2, ETGE motifi ile bir Keapl molekiiliine baglanir, ancak ikinci bir
Keaplmolekiiliiniin DLG motifi ile baglanmasina kadar kapali bir konformasyon edinilmis,
NRF2'yi 26S proteazom tarafindan poli-ayn1 yerde bulunma ve bozunmaya yatkin hale

getirmistir (73) (Sekil 3) .

ROS stres kosullar altinda, Keapl Cys oksitlenir ve Keapl, Nrf2'den salinir ve Nrf2
seviyelerinde bir artisa neden olur .Birkag oksidatif ve elektrofilik hiicresel stresor, kritik Keap1
Cys kalintilarin1 (Cys257, Cys273, Cys288, Cys297 ve Cysl151) oksido-indirgeme ve/veya
alkilasyon reaksiyonlar1 yoluyla dogrudan degistirebilir (74). Redoks modifikasyonlari, Kelch-
DLG baglanmasini bozan, Nrf2’nin proteozomal bozunmasini engelleyen bir konformasyonel
degisiklige neden olur. Sonu¢ olarak, Nrf2 protein seviyeleri artar ve transkripsiyonel
programinin kontrolii i¢in ARE/EpRE gii¢lendirici dizileri lizerinde hareket etmek tizere SMAF
transkripsiyon faktorleriyle bir heterodimer olusturdugu cekirdege translokasyonuna neden
olur. Daha sonra Nrf2, Fyn gibi farkli Src ailesi kinazlar tarafindan fosforilasyon {izerine
sitoplazmaya ihrag edilir. Nrf2 hedef genleri arasinda ila¢g metabolize edici enzimler (faz I-11I),
redoks yanit transkripsiyon faktorleri, anti-apoptotik proteinler, karbonhidrat ve lipid
metabolize edici enzimler, hiicre donglisii diizenleyicileri, proliferasyon diizenleyicileri
bulunmaktadir (75). Bu nedenle, Nrf2 aktivasyonu, hiicreleri ¢ok ¢esitli hiicresel streslerden,

en onemlisi oksidatif stresten korur (70).

Nrf2/Keapl Yolaginin kanonik olmayan yolu: Nrf2, Keap1'den bagimsiz mekanizmalar

tarafindan da diizenlenebilir: STGE baglama motifi aracilifiyla Keapl otofajik bozunmasini
destekleyen p62/SQSTMI1 ile; (CULI/SKPI1 ile bir kompleks olusturabilen, NRF2'nin
yayginlagsmasini ve bozulmasini tesvik eden B-TrCP ile; B-TrCP'yi fosforile edebilen GSK-3f3
ile NRF2 ¢ogalmasini arttirir; (retikulum stres kosullari altinda Neh4 ve 5 alanlariyla etkilesime
girebilen ve  Nrf2'yi  tetikleyebilen @~ HRDI1  tarafindan. @ Son  zamanlarda,
CUL4/DDB1/WDR23"in, Nrf2'yi diizenleyen baska bir E3 ubikuitin ligaz oldugu kesfedildi,

ancak mekanizmasi hala belirsiz.
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Sekil 3: Nrf2/Keapl Yolagi: Kanonik ve Kanonik Olmayan Yolak (69)
2.2.2. Akciger Kanserinde Nrf2'nin Ikili Rolii

Redoks durum dengesizligi genellikle kanserde goriiliir. Tiimor hiicreleri, onkogen
aktivasyonu, artan metabolik hizlar, hipoksi, mitokondriyal ve/veya peroksizomal
disfonksiyonun yani sira ankrajdan bagimsiz biiyiime nedeniyle kalic1 yiiksek ROS seviyeleri
sergiler (71). Bu baglamda, Nrf2, antioksidan tepkinin ana diizenleyicisi olarak hareket ederek
kilit bir rol oynar. Bununla birlikte, akciger kanseri hiicrelerinde kanserin evresine bagli olarak,
islevleri timdr olusumu i¢in yararli veya zararlh olabilir. Timor olusumunun erken evrelerinde,
Nrf2 aktivitesi, premalign karsinojenez, DNA hasar1 ve ilk kanser mutasyonlarindan kaginmak
icin Onemli goriinmektedir. Bununla birlikte, ileri asamalarda, Nrf2'nin bazi eylemleri
karsinojenezi tesvik edebilir. Nrf2 yolunun aktivasyonu, timor hiicrelerini oksidatif stresten

korumak i¢in avantajli olabilir (67).
2.2.3. KHDAK ’nde Nrf2'nin Iyi Tarafi

Nrf2 fonksiyonlari, kanserin evresine bagli olarak tiimdrijenez i¢in yararli veya zararl
gorinmektedir. Erken asamalarda, Nrf2 premalign karsinogenezde koruyucudur ve
detoksifikasyon silirecine, DNA hasarina, hiicre tutuklamasina, genom kararsizligmma ve
bagisiklik gozetimine (Nrf2'nin kansere kars1 iyi tarafi) yardimei olan redoks hiicresel dengesini

korur (67).
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2.2.4. KHDAK Ilerlemesinde Nrf2'nin Kotii Tarafi

Nrf2/Keapl yolagi, tiimor gelisimine karsi cesitli savunma mekanizmalarindaki rolii
nedeniyle bir timor baskilayici-sinyal yolu olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, son on
yilda, bu transkripsiyon faktoriiniin bazi pro-onkojenik 6zelliklere sahip olduguna dair kanitlar
artmaktadir. Aktive edici mutasyonlar bazi tiimér tiplerinde birikir, bu da Nrf2/Keapl'in
kanserin ilerlemesi i¢in avantajli bir durumu destekleyebilecegini diisiindiiriir (76). Nrf2'nin
kansere ilk katilim1 hepatoseliiler karsinomda kesfedilmis olsa da (77), daha sonraki deneyler
akciger kanseri gibi diger malignitelerde yliksek Nrf2 protein seviyeleri bulmustur Nrf2'nin
uzun siireli veya kurucu aktivasyonu kanserin ilerlemesine ve metastazina katkida bulunur,
clinkii Nrf2 tiimor ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini, metabolik yeniden programlamayi,
tedaviye direnci ve bagisiklik kagisini (Nrf2'nin kotii tarafi) destekler (Sekil 4). Ayrica Nrf2
asir1 ekspresyonu, kemoterapotik ilaglara duyarliligin azalmasiyla da iliskilendirilmistir. Birkag
rapor, Nrf2/Keapl yolundaki mutasyonlarin platin bazli kemoterapiden sonra daha kotii

sonuglarla baglantili oldugunu gostermistir (78,79).

INITIATION PROGRESSION & METASTASIS
Maintenance of redox cellular Tumor proliferation and survival.
balance and detoxification. Metabolic reprogramming.
Cell-cycle arrest, repair of DNA Resistance to treatment.
damage and genome inestability. Immune scape

mmune surveillance. Immune

¥y cell

Tumor-

S > \ (@ associated
s A fibroblast
X . @
Normal Initiated =
cell cell e -
Controlled activation Prolonged activation Constitutive activation
of NRF2 pathway of NRF2 pathway of NRF2 pathway Metastatic
cancer cell
GOOD SIDE BAD SIDE

Sekil 4. KHDAK Geligsiminde Nrf2’nin rolii (69)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Deneysel nitelige sahiptir.

3.2. Arastirmanin Yeri, Zamam ve Plam

Nisan 2021- Haziran 2022 yillar1 igerisinde Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii

Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda gerceklestirilmistir.

S.A. (sorumlu )

AYLAR
) . Kim(ler) Tarafindan
IP No IP Adi/ Tanim .
Yapllacagl Nisan_mayls_ Agustos- Ekim- | Ocak-
2020
haziran 2021 eyliil kasim- | haziran
2021 aralk |2022
S.0. (arastirmacr)
. alismanin
IPNo 1 Gabs ..
Planlanmasi G.0.S (yrd. Aragtirmaci)
S.A. (sorumlu)
. Calismanin S.0. (arastirmac)
IP No 2
gerceklestirilmesi
S.A. (sorumlu)
. Sonuglarin S.0. (arastirmac1)
iPNo 3 o
Degerlendirilmesi
S.A. (sorumlu )
S.0. (arastirmaci)
iP No 4 | Istatistiksel Analiz
G.0.S (yrd. arastirmact)
Literatiir S.0. (arastirmaci)
P No 5 |Bilgilerinin
Gilincellenmesi S-A. (sorumlu
aragtirmact)
. Projenin S.0. (aragtirmaci)
IP No 6
Sonuglandirilmast
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3.3. Calisma Materyali

Calisma kapsaminda Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji
Anabilim Dali arsivinde bulunan, KHDAK patolojik tanisi konulmus doku o6rnekleri

kullanilmustir.
3.4. Arastirmanin Degiskeni
Bagimsiz Degisken: Yas, cinsiyet, hastalik evresi, sigara dykiisii,
Bagimli Degisken: Keapl/ NRF2 gen ve protein ekspresyonu
3.5. Kullanilan Malzemeler

Steril filtreli pipet ucu, pipet, strip, ependorf, steril PBS, steril distile su, pator pipet,
Onliik, pudrasiz nitril eldiven, formol, alkol, ksilol, lizinli lam, lamel, entellant, Keap-1 antikoru,
Nrf2 antikoru, cama yazar kalem, kursun kalem, hematoksilen, rna izolasyon kiti, c-dna ¢evrim
kiti, gpcr master mix, Keap-1 ve Nrf2 forward reverse primerleri, beta-actin forward ve reverse

primerleri, hidrojen peroksit, cesme suyu.
3.6. Kullanilan Metotlar

Immiinohistokimya: Taze doku imprinti yapilan lamlara metanol sikildi, kurumalar
beklendi. %10’luk formolde 10 dakika bekletildi. Distile su ile 5 dakika yikandi. %3’liikk H202
icerisinde 10 dakika bekletildi. Distile su ile 5 dakika yikandi. PBS igerisinde 3 dakika
bekletildi. Bir damla inhibitér CM (Inhibitér CM, SN 2058943, Roche, Germany ) damlatildi
ve 5 dakika beklendi. Her bir lam i¢in 100 pl distile suda 0,5 pl antikor olacak sekilde birincil

antikor (Nrf2 ve Keapl / Bioss-USA) damlatildi ve lamlar 151k almayan kuru bir yerde bir gece
boyunca bekletildi. PBS ile 5 dakika yikandi. Bir damla ikincil antikor damlatilarak (OMap
anti-Rb HRP (SN 2058943, Roche, Germany) 60 dakika beklendi. PBS ile 5 dakika yikandi.
DAB (Roche, Germany) damlatilarak (DAB ve H20O2 birebir oranda karistirilmis sekilde)
lamlarin {izeri naylon ile kapatildi , 10 dakika beklendi. 5 dakika ¢esme suyu ile yikandi. 3
dakika distile su ile yikandu. Iki kere 5’er dakika cesme suyunda yikandu. Iki dakika distile suda
yikandi. Hematoksilen igerisinde 20 dakika bekletildi. Iki kere 5’er dakika ¢esme suyunda
yikandi. 2 dakika distile suda bekletildi. Artan alkol serileri igerisinde 2’ser dakika bekletildi
(%60°lik, %80’lik, %100’liikk etanol). Lamlar c¢ikarilip kurumalar1 beklendi, ardindan
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sefaflagtirma ksiloliinde 1 saat bekletildi. Kurumasi beklenen lamlar entellant (UN 1866,
Merck, Darmstadt, Germany) eklenerek kapatildi.

Rna Izolasyonu:-80 derecede eppendorf igerisinde muhafaza edilen dokular oda

sicakligina geldikten sonra homojenizator yardimiyla ezilerek homojen hale getirildi ve High
Pure RNA Isolation Kit (Roche, 11828665001) kiti kullanilarak izolasyona baslandi._200 uL
tissue lizis buffer (No:1) ve 40 uL proteinaz k (No:2) eklendi ve 37 dereceye ayarl etiiv
icerisinde bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 dokularin iistiine tekrar 100 uL (No:1)
tissue lysis buffer ve 40 uL (No:2) proteinaz k soliisyonu eklendi. Ornekler vortekslenerek spin
yapilds, ardinda etiivde 85 derecede 30 dakika inkiibasyona birakildi. Ornekler etiivden ¢ikarilip
oda sicakligina getirildikten sonra iizerine 80 uL no:2 soliisyonu eklendi ve 55 derecede 30
dakika boyunca inkiibe edildi. Ornekler etiivden ¢ikarilip oda sicakligina getirilerek iizerlerine
325 uL no:3 soliisyonu ve 325 uL %100 etanol eklendi, iyice pipetaj yapildi. Ornekler
mikropipet ile kitin i¢cinde bulunan spin-kolon tiiplere alindi. 6000 g’de 30 saniye santrifiij
edildikten sonra altta kalan tlip uzaklastirildi ve kolonlar yeni bir tiipe eklendi. Tiipler 16.000
g’de 2 dk boyunca santrifiij edildi ve altta kalan tiip uzaklastirildi, kolonlar yeni bir tiipe eklendi.
Spin-kolon tiiplerin filtrelerinin lizerine 100 uL DNAz working solution eklendi ve 15 dk
boyunca oda 1sisinda bekletildi. Orneklere 500 uL no:4 soliisyonu eklendi ve 6000 g’de 30
saniye santrifiij uygulandi. Tiipiin altindaki stipernatant dokiildii ve filtrenin tistiine 500 uL no:5
soliisyonu eklenerek 6000 g’de 30 saniye santrifiij yapildi. Bu islem bir kez daha yapild1 ve
sonrasinda siipernatant dokiildii. Maksimum hizda (14000 g) 2 dk boyunca santrifiij yapildi.
Alttaki tiip uzaklastirildi, iistteki filtre temiz 1,5 mL’lik ependorflarin {izerine yerlestirildi.
Filtrelerin iizerine 50 uL elution buffer (no:8) eklenerek oda sicakliginda 1 dk boyunca
bekletildi.6000g ‘de 1 dk boyunca santrifiij edildi. Filtre kisimlar1 ¢ikartilip uzaklagtirildi. 1.5
mL’lik ependorflarda altta kalan, elde edilen RNA’lar, daha sonra c-DNA’ya ¢evrilerek PCR

calismasinda kullanilmak iizere -80’e kaldirildi.

c-DNA Cevrimi: Dokulardan izole edilen RNA’lar, -80 dereceden ¢ikartilip soguk bloga
kondu ve erimeleri beklendi. Abm cDNA kiti (abm G236) kullanilarak RNA’larin cDNA’ya

cevrilmesi gerceklesti. Her 6rnek i¢in 10 uLL RNA, 1 pL oligo dt, I uL random primer, 1 pL
niikleotid triposphate (ANTP) ve 1,5 uL dH20, temiz PCR striplerine konuldu ve 65 derecede
bes dakika kuru 1s1 blogunda bekletildi. Sonrasinda 6rnekler buza alindi. RT2, RT6 ve RT7’den
5X buffer, total 6rnek miktarina gére hazirlandi ve miks olusturuldu. Hazirlanan miks, 5,5 pL

ornek basina PCR striplerine dagitildi. Boylece total konsantrasyon 20 uL’ye tamamlandi.
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Konvansiyonel PCR cihazinda (NYXTechnik, ATC401) cDNA’ya c¢evrim programi
kullanilarak ¢evrimler yapildi. Program dongiisii su sekilde uygulandi: 25 derece 10 dk, 50
derece 30 dakika, 85 derece 5 dakika. Reaksiyon sonunda elde edilen c-DNA 6rnekleri -20’ye
kaldirildi.

Kantitatif Es-Zamanli PCR: cDNA ornekleri -20’den ¢ikarildi. Keap-1 ve Nrf-2

genlerinin forward ve reverse primerleri, kontrol geni olarak Beta-actin, ve master miks (Roche
LightCycler 480 SYBR Green 1 Master 04 887 352 001) kullanilarak es-zamanli PCR yapildi.
Her strip kuyusuna 10 pl Master miks, 2.5 ul cDNA, 3 ul PCR grade su, 1 pl forward ve 1 pl
reverse primer olmak iizere hacim toplamda 20 pL’ye tamamlandi. LightCycler Nano Real-
Time PCR cihazi (Roche) kullanilarak reaksiyon gergeklestirildi. Program dongiisii su
sekildedir: 95 derece 300 sn, 45 siklus (95 derece 30sn, 55 derece 30sn, 72 derece 30sn),
melting, cooling (Sekil 5).
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Sekil 5. Nano PCR Cihazinda Kullanilan Arayiiz
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3.7 istatistik Degerlendirme:

Istatistiksel Analiz icin veriler ortalama + standart sapma bi¢iminde ifade edildi.
Aragtirma sonuglarinin istatistik analizi, SPSS icin Windows istatistik programinin 26.0
versiyonu kullanilarak p<0.05 anlamlilik diizeyinde incelendi. Dagilim analizine gore siirekli
degiskenler ortalama =+ standart sapma; kategorik degiskenler say1 ve yiizde olarak sunuldu.
Istatistiksel Analiz icin veriler ortalama + standart sapma biciminde ifade edildi. Sagkalim
egrileri Kaplan Meier metodu ile olusturuldu ve gruplar aras1 karsilastirmalar Log Rank Testi
ile yapildi. Gruplar arasinda ikili korrelasyonlar Spearman Korrelasyonu testi kullanilarak

yapilmustir.
3.8 Arastirmanin Simirhhiklari:

Kullanilan hasta 6rneklerinin yeterli olmamasi, bu arastirmanin baslica siirliliklarindan
biridir. Dokuz Eyliil Universitesi Temel Onkoloji Anabilim Dali arsivinde bulunan KHDAK
patolojik tanis1 konulmus doku Srneklerinin hepsinin klinik veri girigleri olmamas1 sebebiyle
sadece 48 hasta dokusu ile ¢alisilmistir. Ayrica arsivde her hastanin akciger tiimdr biyopsisi ile
birlikte normal akciger doku 6rnekleri olmadigr i¢in real time pcr ¢alismasi sadece timor
dokular1 ile yapilmistir. Son olarak, Nrf2 ve Keapl genlerine sadece RNA diizeyinde
bakilmistir.

3.9 Etik Kurul Onay1

Bu proje Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Etik Kurulu
tarafindan 30.06.2021 tarihinde 2021/20-05 Protokol No’su ile onaylandi. Etik kurul onay1
Ek’de sunuldu.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji
Anabilim Dal1 arsivinde bulunan, KHDAK patolojik tanis1 konulmus doku 6rnekleri kullanildi
ve hastalarin 6zellikleri asagidaki tablolarda sunuldu (Tablo 2). Calismada asagidaki tablolarda
verildigi lizere, 48 hastanin akciger tiimor ve normal dokular ile ¢alisildi ve normal dokulart
ile tiimor dokular1 arasindaki farkliliklarin incelenmesi amaglandi. Calismamizda yer alan
hastalarin ortalama yas1 61.27 idi (= 8.047). Hastalarin 7 tanesi kadin, 41 tanesi erkekti.
Hastaliklarin evreleri agisindan degerlendirdigimizde ise 8 tanesi evre I, 20 tanesi evre 11, 12
tanesi evre III, 8 tanesi evre [V tiir. Bu ¢alismada hastalarin yiiksek oranda sigara kullandig1 ve
bu veriler 44 tanesi sigara kullaniyorken, 1 tanesi birakmig ve 3 tanesi hi¢ i¢gmiyor olarak
kaydedildi Bu hastalarin 19 tanesi adenokarsinom, 29 tanesi skuamdéz hiicreli karsinom
taniliydi. Hastalarin yasama siireleri klinik olarak izlenmistir (Tablo 3). Hastalarin 16 tanesi
hayatta olup, 32 tanesi ex olmustur. Hastaliksiz sagkalimlar1 44.96 (£ 39.898) iken, genel
sagkalimlar1 51.29’dur (+ 39.668). Normal dokularda IHK analizi sonucunda Nrf2 protein
ekspresyonu %55.3 pozitif, 44.7 negatif olarak goriiliirken, tiimoér dokularinda ise ise %45.8
pozitif, %54.2 negatif olarak kaydedilmistir. Normal dokularda IHK analizi sonucunda Keapl
protein ekspresyonu %71 pozitif, %28.9 olarak goriiliirken, timor dokularinda ise %62.2
pozitif, %37.8 negatif olarak kaydedilmistir. Tiimdr dokularinda es-zamanli PCR yontemi ile
NRF2 ve KEAP1’in gen ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Hastalarin %45.2°si diisiik,
%54.8’1 yiiksek NRF2 gen ekspresyonu gosterirken; %46.3’1 diisiik, 53.7’si yiiksek KEAP1

gen ekspresyonu gostermistir.
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Tablo.2 Hastalarin genel Ozellikleri: yas, cinsiyet evre sigara kullanimi ve patolojik

bulgularin1 gosterilmistir.

Hasta Sayisi (n=48 )

Ortalama

Max

Min

61.27 + 8.047 (y1l)

Kadin 7 14.6%
Erkek 41 85.4%
1 8 16.7%
I 20 41.7%
11 12 25%

v 8 16.7%
Hig I¢miyor 3 6.3%

I¢iyor 44 91.7%
Birakmig 1 2.1%

Adenokarsinom 19 39.6%
Skuamoz Hiicreli Karsinom 29 60.4%
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Tablo.3 Hastalarin sag kalim bilgileri: sag kalim, genel sag kalim ve hastaliksiz sag kalim

bilgileri verilmistir.

Yasiyor

Hayatta Degil

44.96 + 39.898
(Ay)

51.29+ 39.668
(Ay)

4.1 THK Boyama Sonuclar

Akciger kanseri bulgusu ile tiimor dokusu ve saglikli dokulari bulunan hastalarin tiim veri
ve bilgileri DEU Temel Onkoloji Anabilim Dal1 Arsiv’inden saglandi. — 80 Arsivinde bulunan
akciger timdr ve normal parakim dokular1 Nrf2 ve Keap! antikorlar1 ile immiinohistokimyasal
olarak boyandi ve mikroskop altinda boyamalar incelendi (Tablo4). Hastalarin saglikli olan
dokularinda yapilan IHK boyama sonuglar1 Nrf2 protein ekspresyonu %55.3 pozitif, %44.7
negatif olarak belirlendi (Sekil 6). Akciger timdr dokularinda ise bu oran %45.8 pozitif, %54.2
negatif olarak belirlenmistir. (Sekil 7)
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Tablo.4 Tiimor ve Normal dokularin IHK yontemi ile Nrf2 ve Keapl protein ekspresyon

sonuclarint gostermektedir.

Pozitif %55.3
Negatif %44.7
Pozitif %45.8
Negatif %54.2
Pozitif %71.1
Negatif %28.9
Pozitif %62.2
Negatif %37.8

Sekil.6 IHK yontemiyle Akciger kanseri hastalarin saglikli dokusunun Nrf2 antikoru ile
boyanmasi. (Goriintii 20X biiylitme, Olympus BX50 151k mikroskobu ile alinmistir)
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Sekil 7. IHK yoOntemiyle Akciger kanseri hastalarin tiimoér dokusunun Nrf2 antikoru ile

boyanmasi. (Goriintii 20X biiyiitme, Olympus BX50 151k mikroskobu ile alinmuistir).

Keapl igin de akciger kanseri hastalarinin normal dokularinda THK boyama sonuglar:
Keapl protein ekspresyonu i¢in drneklerin %71’inde pozitif, %28.9’unda negatif olarak
saptanmistir (Sekil 8). Devaminda Keapl protein ekspresyonu akciger hastalarinin tiimor
orneklerinde incelenmistir. Hasta drneklerinin %62.2’sinde pozitif, %37.8’sinde negatif olarak

gozlenmistir (Sekil 9).

Sekil 8. IHK yontemiyle Akciger kanseri hastalarin normal dokusunun Keapl antikoru ile

boyanmasi. (Goriintii 20X biiyiitme, Olympus BX50 151k mikroskobu ile alinmuistir).
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Sekil 9 THK yontemiyle Akciger kanseri hastalarin tiimor dokusunun Keapl antikoru ile
boyanmasi. (Goriintii 20X biiyiitme, Olympus BX50 151k mikroskobu ile alinmistir).

[HK boyamalarinin sonuglari ile hastalarin sag kalimlar1 Kaplan Meier grafikleri ve log-
rank analizi ile karsilastirilmistir. Buna gore Keapl veya Nrf2 protein ekspresyonlar: ile hasta

sag kalimlar1 arasinda herhangi anlamli bir iliski olup olmadig1 arastirilmistir.

Akciger hastalarinda Nrf2’nin yliksek ekspresyonu anlamli olarak hastalarda sag kalimi
diisiirmektedir. Yani yliksek Nrf2 ekspresyonu akciger hastalarinda diisiik sag kalimla
iligkilidir. Bu durum hem hastalarin normal doku orneklerinde (Sekil 10) hem de tiimor

orneklerinde (Sekil 11&12) incelenmistir.
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GENEL SAGKALIM
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Sekil 10 Akciger kanseri hastast normal doku Orneklerinde Nrf2 protein ekspresyon
diizeyinin hastalardaki genel sag kalima etkisi. Yiiksek Nrf2 ekspresyonu gosteren hastalarin

anlamli bir sekilde diisiik sag kalima sahiptir (p=0.031).
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OLAYSIZ SAGKALIM
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Sekil 11. Akciger kanseri hastalarinin tiimoér doku 6rneklerinde Nrf2 protein ekspresyonu

incelenmistir. Nrf2 ekspresyonu gosteren hastalarin olaysiz sag kalimlarinin anlaml diizeyde

diisiik oldugu saptanmustir.
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GENEL SAGKALIM
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Sekil 12. Akciger kanseri hastalarinin tiimor doku 6rneklerinde Nrf2 protein ekspresyonu

hastalarin sag kalimiyla ters orantili bir iligski gostermektedir.

Hastalardaki Keapl protein ekspresyon diizeyleri ile hastalarin sag kalimlar1 arasindaki
iliski de Kaplan Meier analizi ve log-rank testi kullanilarak incelenmistir. Akciger kanseri
hastalarinda Keapl protein ekspresyonu ile genel sag kalim (Sekil 13) ve olaysiz sag kalim

(Sekil 14) arasindaki iliski incelenmis ve anlamli bir iligki bulunmamastir.
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GENEL SAGKALIM
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Sekil 13. Akciger kanseri hastalarinin tiimor doku 6rneklerinde Keap1 protein ekspresyon

diizeyi ile hastalarin genel sag kalimi arasinda anlamli bir iliski gézlenmemistir.
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OLAYSIZ SAGKALIM
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Sekil 14. Akciger kanseri hastalarinin timor doku 6rneklerinde Keap1 protein ekspresyon

diizeyi ile hastalarin olaysiz sag kalim1 arasinda anlamli bir iligki gézlenmemistir.
4.2 Es-zamanh PCR Sonuclan

Akciger kanseri bulgusu ile timor dokusu ve saglikli dokular1 bulunan hastalarin tiim veri
ve bilgileri DEU Temel Onkoloji Anabilim Dali Arsiv’inden saglandi. — 80 Arsivinde bulunan
dokulardan RNA i¢in yeterli oranda parga alinarak RNA izolasyou ve c-DNA doniisiimii
sagladiktan sonra Es-zamanli PCR (Q-PCR) ile NRF2 ve KEAP1 gen ekspresyon diizeylerini
degerlendirdik.

Tiimor dokularinda, NRF2 ve KEAP1 gen ekspresyon seviyeleri incelendi. Hastalardan
alinan tiimor dokularinin %45.2’si diistik, %54.8’1 yliksek NRF2 gen ekspresyonu gdsterirken
(Sekil 15); %46.3°1 diisiik, %53.7’s1 yiikksek KEAP1 gen ekspresyonu (Sekil 16) gosterdigi

belirlendi.
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KEAP1EXP2LI
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Sekil 15 Akciger kanseri hastalarinda adenokarsinom ve skiiamoz hiicreli karsinom

orneklerinde KEAP1 gen ekspresyon diizeyleri
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Sekil 16 Akciger kanseri hastalarinda adenokarsinom ve skiiamoz hiicreli karsinom

orneklerinde NRF2 gen ekspresyon diizeyleri

Calismanin devaminda hasta sag kalimlari ile NRF2 ve KEAP1 gen ekspresyon diizeyleri
arasindaki iligki Kaplan Meier analizi ve log-rank testi ile degerlendirildi. NRF2 gen
ekspresyon diizeyleri ile hastalarin genel sag kalimlar1 (Sekil 17) ve olaysiz sag kalimlar1 (Sekil

18) arasinda anlamli bir iligki bulunmamustir.
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GENEL SAGKALIM
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Sekil 17. Akciger kanseri hastalarinin tiimor doku 6rneklerinde NRF2 gen ekspresyon

diizeyi ile hastalarin genel sag kalim1 arasinda anlamli bir iliski gozlenmemistir.
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Sekil 18. Akciger kanseri hastalarinin timdr doku drneklerinde NRF2 gen ekspresyon
diizeyi ile hastalarin olaysiz sag kalim1 arasinda anlamli bir iligki gézlenmemistir.

35



KEAP1 gen ekspresyon diizeyleri ile hastalarin genel sag kalimlar1 (Sekil 19) ve olaysiz

sag kalimlar1 (Sekil 20) arasinda anlamli bir iliski bulunmamustir.

GENEL SAGKALIM
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Sekil 19. Akciger kanseri hastalarinin tiimor doku 6rneklerinde KEAP1 gen ekspresyon diizeyi

ile hastalarin genel sag kalim1 arasinda anlaml1 bir iliski gozlenmemistir.
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Sekil 20. Akciger kanseri hastalarinin tiimor doku 6rneklerinde KEAP1 gen ekspresyon

diizeyi ile hastalarin olaysiz sag kalim1 arasinda anlamli bir iligki gézlenmemistir.

Calismamizda NRF2 ve KEAP1 gen ekspresyonlar ile hastalarin klinik o6zellikleri
arasindaki iliski Sperman Korelasyon Analizi ile incelendi (Tablo 5). Buna gére NRF2 gen
ekspresyonu ile KEAP gen ekspresyonu arasinda anlamli ve dogrusal bir iligki saptanmistir.
Ayrica NRF2 gen ekspresyonunun tiimor evresi ilerledik¢e dogrusal olarak anlamli bir gekilde
artt1g1 gézlendi. Hastalarin diger klinik 6zellikleri (cinsiyet, yas, sigara kullanimi, sag kalim ve
olay) ile NRF2 ve KEAP1 gen ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski incelendiginde anlamli

bir iligki bulunmadi.
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Tablo 5. Korelasyon Analizi ile Nrf2 ve Keapl gen ekspresyon diizeyleri ile hastalarin

klinik 6zellikleri arasinda iliski olup olmadig1 incelenmistir

NRF2 KEAP1
P degeri Korelasyon P degeri Korelasyon
Katsayisi Katsayisi

NRF2 - 1 0.001 506%*
KEAP-1 0.001 506%* - 1
YAS 131 -237 0.363 -.146
CINSIYET 344 -.150 055 -301
HiSTOLOJI 883 -.023 260 -.180
SIGARA 378 -.140 217 -.197
TI"JM(")R 016 371 637 076
EVRESI
SAGKALIM 637 -.075 630 078
OLAY 883 -.023 877 025
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, yilda yaklasik olarak 2 milyon yeni vaka ve ortalama 1.6 milyon
mortalite orani ile diinyada en sik tani1 konulan ve kansere bagli dliimlerin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Her ne kadar hedefe yonelik tedavi KHDAK hastalarinda kemoterapiye
yanit1 gli¢lendirse de, Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) Klinik Uygulama Klavuzu’nda
bilinmeyen mutasyon durumu yada belirli mutasyonu olmayan KHDAK hastalar1 igin
platinyum temelli tedaviler standart terapi olarak kabul edilmektedir. Ancak opere edilemeyen
KHDAK i¢in tedavi genellikle palyatiftir. Akciger kanserinde kemoterapinin basarisizliginin
arkasindaki en biiyiik etken ilag direncidir.(5,6,7)

Keap1/Nrf2 yolu, oksidatif stresle baga ¢ikmada hiicreler i¢in 6nemli bir belirleyicidir (8).
NFE2L2, Keapl ve ilgili genlerdeki mutasyonlar, basta akciger kanseri olmak iizere bir¢cok
insan kanserinde bulunmustur. Homeostazin ana diizenleyicisi olarak, Nrf2-Keap1-ARE yolu,
redoks dengeleme, detoksifikasyon, proliferasyon, inflamasyon ve metabolizma gibi ¢esitli
hiicresel siireglerde kritik roller oynar. Cevresel veya endojen hasarlara yanit olarak, Keapl-
Nrf2 yolu, hiicreleri oksidatif strese kars1 koruyan ve hiicre hayatta kalmasini1 destekleyen bir

dizi sitoprotektif/savunma proteininin ekspresyonunu arttirir (14).

NRF2 transkripsiyon faktorli tarafindan indiiklenen gen ekspresyon programi, en
Onemlisi oksidatif stres olmak iizere ¢ok cesitli hiicresel streslere karsi hiicre savunma
yanitlarinda kritik bir rol oynamaktadir. Diger kanser tiirlerinde (kolon ve melanom gibi) ve
farelerde yapilan bir dizi calisma, NRF2 eksikliginin kansere yatkinligi artirdigim
gosterdiginden, ilk caligmalara dayanarak, NRF2 ilk olarak bir tiimor baskilayicit gen olarak

kabul edildi. (80,81,82)

Akciger Kanserinde, NRF2 sitoprotektif fonksiyonlar1 baslangicta anti-onkojenik
ozelliklerle baglantiliyken, bununla birlikte, son yapilan calismalarla artan kanitlar, NRF2'nin
metastaz ve kemoterapiye diren¢ saglayan bir timor siirlicii gen olarak hareket ettigini
gostermektedir. Genel olarak, NRF2min saglikli dokularda malign transformasyonun
onlenmesinde sitoprotektif etkiler gdstermesine ragmen, bazi timor tipleri iiretildiginde, NRF2,
kanser hiicrelerini ¢evresel ROS'tan koruyarak ve kemoterapinin neden oldugu hasari
sinirlayarak kanserli durumu korumada da 6nemlidir. KHDAK baglaminda burada tartisilan
NRF2'nin bu ikili rolii, tiimdriin evresine bagli gortinmektedir. NRF2, genellikle tiimdriin

baslangic asamalarinda bir tiimdr baskilayici olarak islev goriirken, NRF2 pro-onkojenik
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islevleri genellikle tlimdriin ileri agamalarinda bulunur. NRF2 fonksiyonlari, kanserin evresine
bagli olarak tiimorigenez i¢in yararlt veya zararli gériinmektedir. Erken asamalarda, NRF2
premalign karsinogenezde koruyucudur ve detoksifikasyon siirecine, DNA hasarina, hiicre
dongiisiinlin durmasina, genom kararsizligina ve bagisiklik gézetimine yardimci olan redoks
hiicresel dengesini korur. Bununla birlikte, NRF2'nin uzun siireli veya kurucu aktivasyonu
kanserin ilerlemesine ve metastazina katkida bulunur, ¢linkii NRF2 tiimdr ¢ogalmasini ve
hayatta kalmasini, metabolik yeniden programlamayi, tedaviye direnci ve bagisiklik kagisini

(NRF2'nin kotii tarafini) destekler (69).

Genel olarak, mevcut veriler, Keap1-Nrf2 yolu aktivasyonunun, NSCLC'de kemoterapiye
diren¢ kazanilmasinda 6nemli bir rol oynadigini ve klinik olarak gdzlemlenen kdotii sonuglar
i¢in bir agiklama sagladigini1 gostermektedir. Bu nedenle, Keap1-Nrf2 yolundaki diizensizligin,
akciger kanseri hastalarinda klinik olarak faydali bir prognoz biyobelirteci olabilecegi 6ne
stirilmiistiir (83,84). Benzer bir sekilde Inoue ve arkadaslari, 109 KHDAK vakasindan klinik
doku Orneklerinde immiinohistokimyasal analizlerle Nrf2 ekspresyonunu incelediler ve
Nrf2'nin daha ytiksek niikleer birikiminin daha kotii akciger kanserine 6zgii sag kalim ile iliskili
oldugunu gozlemlediler (15). Bu literatiir bilgileri ile uyumlu olarak, c¢alismamizda
adenokarsinom ve skuamdz hiicreli karsinom hastalarinda nrf2 protein ekspresyonu ile hasta
genel sag kalimi arasinda anlamli bir iligki saptanmistir. Nrf2 protein ekspresyonu gosteren

hastalarin sag kalimlar1 anlaml diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,031).

Yang ve arkadaslari, immiinohistokimya ile evre IIIB veya IV KHDAK olan 60 hastanin
Nrf2 ekspresyon durumunu analiz ettiler ve her iki grupta da platin bazli tedavilere yaniti
karsilagtirdilar. Hemen hemen tiim vakalarda nrf2 i¢in pozitif boyama farkli derecelerde
bulunsada, evre IV hastalig1 olan hastalar evre IIIB hastalig1 olan hastalara gore daha yiiksek
Nrf2 ekspresyonu sergiledi (P=0.017) (16). Literatiir bilgisi ile uyumlu olarak NRF2 gen
ekspresyonu tiimor evresi ile karsilastirildigi zaman dogrusal olarak istatistiksel bir artig

gozlendi (p<0,016).
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6. SONUC VE ONERILER

NRF2/KEAP1 yolu, insan akciger kanserinde yaygin olarak mutasyona ugramis bir
sinyal yoludur ve NRF2, metabolik yeniden programlama ve kanser proliferasyonunun 6nemli
bir diizenleyicisidir. Ayn1 zamanda NRF2, hiicre i¢i uygun antioksidan seviyesini koruyan ve
hiicre hayatta kalma siireclerinde yer alan genleri kontrol ederek kanserli gelisiminde rolii olan
oksidatif stresten korur

Bu ¢alismada kii¢lik hiicreli dis1 akciger kanseri alt tipleri olan adenokarsinom ve
skuamoz hiicreli karsinomlu hastalarin tiimér dokularinda NRF2 ve KEAP1 gen ve protein
ekspresyonlar1 incelenmistir. Yiiksek NRF2 ekpresyonu gosteren hastalarin sagkalimlar
anlamli olarak diislik bulunurken, KEAP1 ekpresyonu ile hasta sagkalimi arasinda anlamli bir
iliski goriilmemistir.

NRF2 gen ekspresyonu tiimor evresi ile karsilagtirildiginda anlamli bir sonug elde
edilmis olup, tiimor evresi arttikga NRF2 ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir. Dolayisiyla
KHDAK’de erken evrede biyobelirte¢ olup olamayacagi ile ilgili daha fazla hasta sayisi ile

daha ¢ok aragtirma yapilmalidir.
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Izleyicilik/Danigmanlik Sayisi

Raportorlik Saytst

SENA OKMEN, Etkinlik Destekleri ve Egitim Burslan Midirligl, 2210-A Genel
Yurt Igi YUksek Lisans Burs Programi, Bagvurusu Reddedildi, 2019 - 2,01.10.2019
-30.09.2021.

ARDEB/BIDEB O TEYDEBO Toplam O

ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB 0 Toplam O

ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB 0 Toplam 0
Sayfa2/2

Olugturma Zamani: 08 Agustos 2023 10:41:18
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