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OZET

KALELER, I. (2022). Kolon kanserinde NRF2 ekspresyonu ve antioksidan sistem ile
iliskisinin incelenmesi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler T1p
ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2024.

Kolon kanserinde NRF2 ekspresyonunu ve bunun antioksidan savunma sistem ile
klinik ozellikler arasindaki iliskiyi incelemeyi amacgladik. Calisma kapsamina dahil
edilen 30 tiimor ve timore uzak ¢evre dokusunda NRF2 gen ekspresyonu qPCR, NRF2
protein diizeyi western blot ve ELIZA yontemiyle, glutamat-glutamin, glutatyon
peroksidaz aktivitesi ELISA yontemiyle ve antioksidan sistem parametreleri ise
spektrofotometrik olarak olciilmiistir. ELIZA ve spektrofometrik analizler ayni
hastalardan ve 30 saglikli kontrolden alinan serum oOrneklerinde g¢alisilmistir. Timor
dokusunda NRF2 mRNA diizeyi diisiik olmasina ragmen anlamlilik bulunamamastir.
NRF2 protein diizeylerinin ise hem western blot hem de ELIZA sonuclarma gére
azaldigini bulduk. Ancak serumda NRF2 diizeylerinin azalisi anlamli bulunamamastir.
Hasta tiimor dokusunda ve serumlarinda antioksidan sistem belirte¢lerinden olan SOD,
GPx, total tiyol ve FRAP diizeylerinin de azaldig: tespit edilmistir. Glutamat-glutamin
diizeylerinin hem tiimér dokusunda hem de serumda kontrole gore degismedigi
bulundu. Kolon kanserli hastalarin, tiimér dokusunda NRF2 ekspresyonu up ve down
olanlarin, NRF2 protein ve antioksidan parametrelerinin karsilastirmasinda anlamli
farklilik bulunamamigken, serumda ise NRF2 up olanlarda AOPP diizeyinin azaldigi,
total tiyoliin ise arttig1 bulunmugstur. Klinik verilerle karsilagtirildiginda, tlimoér doku
NRF2 protein ekspresyonunun perindral invazyonu olanlarda daha yiiksek, serum NRF2
diizeyinin ise anjiyolenfatik invazyon olanlarda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Timor evresi, diferansiyasyon ve lenf nodu metastazina gore karsilastirildiginda ise
anlaml farklilik bulunamamistir. NRF2 diizeyinin kolon kanserinde diisiik olmasinin,
antioksidan sistemin azalmasma ve hiicrede oksidatif stresin artmasina neden
olabilecegini ve bunlarin hastaliin patolojisi ile iliskili oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler : Kolon kanseri, NRF2, Antioksidan sistem

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38911
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ABSTRACT

KALELER, 1. (2024). Investigation of NRF2 expression and its relationship with the
antioxidant system in colon cancer. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Molecular Medicine. Doktoral Thesis. Istanbul.

We investigated NRF2 expression in colon cancer and its relationship with antioxidant
system and clinical features. NRF2 gene expression was measured by gPCR, NRF2
protein level by western blot and ELISA, glutamate-glutamine, glutathione peroxidase
activity by ELISA and antioxidant system parameters were measured
spectrophotometrically in 30 tumor and surrounding tissue. ELISA and
spectrophometric analyses were performed on serum samples from patients and 30
controls. Although NRF2 mRNA levels were lower in tumor tissue, it was not
significant. We found that NRF2 protein levels decreased according to both western blot
and ELISA results. However, decrease in NRF2 levels in serum were not significant.
SOD, GPx, total thiol and FRAP levels were found to be decreased in tumor tissue and
serum. Glutamate-glutamine levels didn’t change in both tissue and serum compared to
control. No significant difference was found in the comparison of NRF2 protein and
antioxidant parameters of colon cancer patients with up and down NRF2 expression in
tumour tissue. However, it was found that AOPP level decreased and total thiol
increased in patients with NRF2 up. Tumor tissue NRF2 protein expression was higher
in patients with perineural invasion and serum NRF2 level was higher in patients with
angiolymphatic invasion. No significant difference was found when compared
according to tumor stage, differentiation and lymph node metastasis. We suggest that
low level of NRF2 in colon cancer may lead to a decrease in the antioxidant system and
an increase in oxidative stress in cell and that these are related to the pathology of the
disease.

Key Words: Colon cancer, NRF2, Antioxidant system

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 38911



1. GIRIS VE AMAC

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) olusumundaki artis ile birlikte
ROS’a kars1 ortaya ¢ikan antioksidan savunma mekanizmalarinin zayiflamasimin bir
sonucudur. ROS’un kanser dahil bir¢ok hastalikta 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir.
ROS’un kanserin gelisiminde ve ilerlemesindeki rolii yapilan ¢aligmalarin 6nemli bir
konusu olmaktadir (1). “Niikleer Faktor Eritroid 2 ile Iliskili Faktor 2” (NRF2), hiicrede
ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi antioksidan enzimleri kodlayan genlerin
ekspresyonunu diizenleyen antioksidan savunmanin modilatoridir (2). Kanser
hiicrelerinin oksidatif strese yanit olarak antioksidan kapasiteyi arttirdigi bilinmektedir
(3). Normal fizyolojik kosullarda NRF2 diizeyinin artmas1 hiicreyi oksidatif hasara karsi
korurken, kanser hiicrelerinde ise NRF2 tarafindan saglanan antioksidan aktivite
hiicrede olusan ROS’u ortadan kaldirarak, kanser hiicresini korur ve biiylimesi i¢in
avantaj saglar. Boylece NRF2’nin asir1 aktivasyonu kanser gelisimini destekleyici rol
oynamaktadir (4). NRF2’nin bazal seviyedeki islevi, kolon kanser gelisimini dnlemek
icin gereklidir ve NRF2 genindeki degisiklikler kolon kanser gelisimini
destekleyebilmektedir (5). Kolon kanserinde NRF2 diizeyleri hem in vivo hem de in
vitro calismalar ile arastirilmistir. In vivo calismalar sonucunda kolon kanser
dokularindaki NRF2 ekspresyonunun normal dokuya gore daha yiiksek oldugu
bulunurken (6,7), benzer sekilde in vitro ¢alismalarda da kolon kanser hiicrelerinde
NRF2 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu bildirilmistir (8,9). NRF2, sadece normal
hiicreleri kanserli hiicreye donligmekten korumakla kalmaz, ayrica kanser hiicrelerinin
hiicresel stresten korunmasinda, biiyiimesinde ve kanserin ilerlemesinde rol alir (10).
NRF2 sadece antioksidan savunmaya degil ayn1 zamanda metabolizmaya da etki ederek
kanser gelisimine katkida bulunmaktadir (8). Kanser hiicrelerinde yiiksek glukoz
konsantrasyonuna ragmen glutamin bagimli mitokondriyal solunum aktiftir. Glutamin
metabolizma ara iiriinii olmasimin yani sira glutatyon sentezine, niikleotidlerin ve
esansiyel olmayan aminoasitlerin biyosentezine katki saglar (11). NRF2 kanser
hiicrelerinde glutamin metabolizmasinin kontroliinde son derece etkilidir. Kanser
hiicrelerinde artan glutamat, hem glutatyon sentezine hem de karbon kaynagi saglamak
amaciyla TCA dongiisiine katilabilir. Ancak kanser hiicrelerinde NRF2’nin asir1
aktivasyonu ile hiicreler TCA siklusuna karbon kaynagi saglamak igin a-ketoglutarat

olusumunu arttirmak yerine yiiksek seviyede antioksidan iiretimini desteklemek



yoniinde programlanir (9). NRF2 tarafindan saglanan antioksidan savunma kanser
hiicrelerinde reaktif oksijen tilirevlerinin ortadan kaldirilmasina aracilik eder ve
boylelikle kanser hiicrelerinin biiyiimesi i¢in avantaj saglar (8). NRF2 aktivasyonunun
cesitli kanser tiirlerinin ilerlemesine katkida bulundugu ve kanser hiicrelerinde artmis
NRF2 aktivasyonunun proliferasyon, apoptozdan kag¢inma, metabolik yeniden
programlama, degismis redoks dengesi, anjiyogenez, metastaz olusumu ve tedaviye
direng gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Stres kosullarinda NRF2’nin hiicre
sagkalimin arttirdig1 goz oniine alindiginda, artan NRF2 aktivitesinin kanser hiicrelerini
cesitli molekiiler mekanizmalar yoluyla koruyarak tiimor destekleyici olabilecegi kabul
edilmektedir. Bu calisma ile kolon kanserinde hem doku hem de serumda NRF2
diizeylerinin oksidatif stres, antioksidan sistem ve glutamin metabolizmasi ile iligkisi
incelenerek elde edilen veriler dogrultusunda kolon kanserinin tanisinda ve tedavisinde

terapotik yaklasimlar acisindan literature katki yapilmasi planlanmaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kolon Kanseri
Kolondaki glandiiler epitel hiicrelerinin anormal ¢ogalmasindan kaynaklanan ve

sporadik, kalitsal ve kolitle iligkili olmak iizere ti¢ tiiri bulunan bir hastaliktir (12).

2.1.1. Etiyolojisi
Kolon kanseri, epitel hiicrelerinin neoplastik doniistimiinii tesvik eden ve geri
donilisimii olmayan DNA adduklart gibi DNA hasar1 ile kanserin baslamasi, bu
hiicrelerin ¢ogalarak anormal biiytiimeleri ile ¢ogalmasi, genetik ve epigenetik
degisiklikler gegirerek benign tiimoriin malign hale ilerlemesi ve kan veya lenfatik
dolasim araciligiyla diger organ ve dokulara yayilmasiyla sonuglanan metastaz

asamalarindan olusur (Sekil 2-1) (13).

Baslama Gelisme ilerleme Metastaz
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Sekil 2-1: Kolon karsinogenezin asamalar1 (13)

Kolon epitel hiicrelerinin proliferasyonlarinin artmasina sebep olan genetik (gen
mutasyonlari, gen amplifikasyonu gibi) ya da epigenetik degisikliklerin (anormal DNA
metilasyonu, kromatin modifikasyonlar1 gibi) birikmesi kolon kanser gelisimini tesvik
eden anahtar mekanizmalardir. Kolon kanserinin geligmesinde rol oynayan genetik ve

epigenetik degisiklikler; kromozomal insitabilite (CIN), CpG adas1 metilatér fenotip



(CIMP) ve mikrosatellit instabilitesi (MSI) olarak baslica li¢ gruba ayrilmaktadir (14).
Kromozomal insitabilite bazlarin yer degistirmesi, delesyonlar1 veya eklemeleriyle
olusan gen dizisindeki degisiklikler; kromozom sayisindaki degisiklikler (andploidi ve
poliploidi); kromozomun yeniden diizenlenmesi ve gen amplifikasyonunu igermektedir
(15). CpG adas1 metilator fenotipi, tiimor baskilayict genlerin (MLH1, MINT1, MINT2
ve MINT3 gibi) promotdr bolgelerindeki tekrarlayan CG diniikleotitlerindeki (CpG

adalar1) hipermetilasyon sonucu genlerin susturulmasini ifade etmektedir (16).

2.1.2. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Kolon kanseri diinyada en yaygin goriilen tigiincii kanserdir. 2020 yilinda 1,9
milyonun iizerinde yeni tani konulmus ve 930.000 6liimle sonuclanmistir. Goriilme
siklig1 Avustralya ve Avrupa bolgelerinde en yliksek iken, Afrika bolgesi ile Giliney
Asya’da ise en diisiiktiir. 2040 yilina kadar 3,2 milyon yeni taninin konulmasi ve 1,6
milyon Olimiin olabilecegi oOngorilmektedir (17). 2024 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde yaklasik 153.020 kisiye tam1 konulacagi ve 52.550 kisinin hastaliktan
dlecegi ve bunlarmn 3.750’sinin 50 yas alt1 bireylerden olusacag bildirilmistir. Ozellikle
daha gen¢ yasta goriilmeye baslayan kolon kanseri, daha ileri bir evrede ve sol
kolon/rektumda ortaya ¢ikmaktadir (18).

Kolon kanser gelisiminde rol oynayan risk faktorleri kisisel ge¢mis, aile oykiisi,
yasam tarzi ve diyet, ila¢ kullanimi ile hormonlardir (12). Erkeklerde kolon kanser
gelisme riski kadinlara gore daha fazla olmakla birlikte (19), siyah irkta beyaz irka gore
insidans daha yiiksektir (20). Ailede birinci derece akrabada kolon kanser dykiisii olan
kisilerde risk iki kat daha fazla olmaktadir. Viicut kitle indeksinin artmasi, fiziksel
hareketsizlik, diizenli alkol tiiketimi, sigara kullanimi ve islenmis gidalarin tiiketimi
kolon kanser riskinin artisgina neden olmaktadir. Diger yandan kolon kanseri
inflamatuvar bagirsak hastalig1 ile iligkili olup, bu hastalarda kanser gelisme riski

yaklasik 3 kat daha fazladir (21).

2.1.3. Simflandirma
Kolon kanseri evre 0’dan evre 4’¢ kadar smiflandirthir. Evre 0’da
proliferasyonun artmasi iyi huylu bir polip veya adenomun olusmasina neden olur. Evre
1’de poliplerin malign hale gelmesi ve muskularis propria tabakasin istila etmesi ile

adenokarsinom olusur. Tiimoriin hacim olarak biiyiiyerek seroza tabakasini istila etmesi



evre 2, visseral peritondaki dokuyu istila etmesi de evre 3 olarak smiflandirilir. Evre

4’te lenf sistemi ve kan damarlar1 yoluyla metastaz gelisir (22).

2.1.4. Tanis1

Kolon kanser tanisinin konulmasinda kullanilan tarama yontemleri kanser dncesi
lezyonlarin malign hale doniismeden once ¢ikarilmasina ve hastaligin erken tespiti ile
tedavisine imkan saglayarak kolon kanserine bagli 6liimlerin azalmasina oldukca katki
saglamaktadir. Diskida gizli kan testi, diskida immiinokimyasal test hem kanamay1 hem
de kolorektal neoplazmlarla iliskili molekiiler anormallikleri (KRAS mutasyonlar1 ve
anormal NDRG4 ve BMP3 metilasyonu gibi) test eden ¢ok hedefli diski DNA testi ve
altin standart yontem olan kolonoskopidir (23) (24).

2.1.5. Tedavisi
Kolon kanser tedavisinde cerrahi, radyasyon terapisi, kemoterapi, immiinoterapi,
gen tedavisi gibi yaklagimlar bulunmaktadir. Kolon kanserinde birincil tedavi timoriin
cerrahi olarak ¢ikarilmasidir, tiimor rezeksiyonu yapilamadiginda ise standart tedaviler
kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapidir. Ancak, bu tedavilerin tiimore spesifik
olmamasi ve normal hiicrelere de sitotoksik olmasi gibi ikincil komplikasyonlara yol
acan bazi dezavantajlar1 vardir (25). Bu nedenle tiimor hiicrelerini hedef alacak yeni

tedavilerin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Kolon kanserinde meydana gelen genetik degisikliklerin en sik nedeni
kromozomal instabilitedir ve en 6nemli olumsuz sonuglarindan biri tiimor baskilayici
genlerin kaybidir. Bu mutasyonlar; APC (Wnt yolu), KRAS, BRAF, KRAS, RET,
MAPK, TP53 ve SMAD gibi kolon kanserinin patogenezinde rol oynayan anahtar
genler diizeyinde meydana gelir ve bu mutasyonlar1 hedef alan terapétik ajanlar Sekil 2-

2’de gosterilmistir (26).
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Immiin kontrol noktasi inhibitorleri (sitotoksik T-lenfositle iligkili antijen-4
(CTLA-4), programlanmis hiicre 6liimii proteini 1 (PD-1)), kimerik antijen reseptori
(CAR) T hiicresi terapisi, T hiicresi reseptorii degisiklikleri ve sitokin tedavisi, ayrica
probiyotikler, RNA bazli tedaviler (SIRNA, mikroRNA ve kodlanmayan RNA),
onkolitik viral tedaviler, dogal friinler (alkaloitler, polisakkaritler, polifenoller,
terpenoidler ve ¢oklu doymamis yag asitleri) ve probiyotikler kolon kanser tedavisinde

umut verici tedaviler olarak goriilmektedir (27).

2.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslenmemis elektron igeren molekiillerdir
ve diger atomlara elektron vererek ya da elektronlarmi alarak oksitleyici ya da
indirgeyici rol oynayan reaktiftirlerdir (28). Genellikle sigara dumani, ultraviyole
radyasyon, agir metal iyonlari, ozon, alerjenler, ilaglar, toksinler veya bocek ilaglari gibi
cevresel tetikleyicilerin ya da hiicrede mitokondriyal elektron tasima zinciri,
endoplazmik retikulum stresi, peroksizomal oksidatif metabolizma, zara bagli NADPH
oksidazlar ve nitrik oksit sentaz enzimlerinin sonucunda endojen olarak tiretilirler (Sekil
2-3) (29).
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Sekil 2-3: Serbest radikallerin kaynaklari ve organizma iizerindeki etkileri (30)

vitaminler, glutatyon

Serbest radikaller reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve reaktif nitrojen tlirevleri
(RNS) olarak iki gruba ayrilirlar. Bunlardan siiperoksit (O2" ), hidroksil radikali (-OH),
lipid peroksil (LOO-) ve alkoksil (LO-) radikalleri ile hidrojen peroksit (H20-) reaktif
oksijen tiirevleri; nitrik oksit radikali (NO") ve peroksinitrit anyonu (ONOQ") ise reaktif
nitrojen tiirevleridir (Sekil 2-4) (31). Siiperoksit radikalleri anyonik o6zelliklerinden
dolay1 biyolojik lipid membranlardan az miktarda difiize olurlar, bu nedenle hiicre
icerisinde sirastyla hidrojen peroksit ve hidroksil radikaline indirgenirler. Ayrica
peroksil radikali ile hipoklorit iyonlar1 da olustururlar (32). Hiicrelerde ROS ve RNS’
nin asirt dretimi lipit, protein ve niikleik asit gibi makromolekiillerin hasarma neden

olarak hiicresel islevlerin bozulmasina neden olur (31).



1
02 Tekli oksijen
Uyarma: UV, isiklar Ozon
30, Temeldurum — 0O, CO,-~ Karbonat
= OkSijeni - radikali
& &L
NO* i
2e" 0.,: Stiperoksit . -ONOO Peroksinitri
= radikal anyonu l t
e *OH + Noz. N.itroj'en
dioksit
1 Hidrojen Cl- Z ’ .
HZO—_, peroksit OCl Hipoklorit

l Fe?* Fenton reaksiyonu

/ RO P
Alkoksil

*OH Hidroksil radikali 3 0O
\2’ radikali
Alkil ROO*
radikali Peroksil
radikali

Sekil 2-4: Baslica reaktif oksijen tiirevleri (32)

2.2.1. Antioksidanlar

Normal kosullarda organizmadaki serbest radikallerin siirekli iiretiminin sebep
olacag1 zararlarindan korunma, oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin
kurulmasiyla saglanir (30). ROS ve RNS diizeylerinin, antioksidan ve detoksifikasyon
enzimlerini igeren ¢esitli savunma mekanizmalar1 tarafindan kontrol edilmesi
gerekmektedir. Antioksidanlar, serbest radikalleri ortadan kaldirarak veya kendilerini
oksitleyerek  diger zincirleme oksidasyon reaksiyonlarim1 inhibe  ederek,
makromolekiillerin oksidasyonunu oOnleme veya yavaslatma yetenegine sahip
molekdillerdir (31). Antioksidan savunma sistemleri; serbest radikal iiretimini bloke
eder, oksidanlar1 temizler, toksik serbest radikallerin daha az toksik maddelere

doniistiiriilmesini saglarlar (33).

Hiicrede bulunan antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olarak ikiye ayrilirlar. Bunlarda beslenme acisindan endojen ve eksojen antioksidanlar,
¢oziiniirliiklerine bagli olarak da suda ¢oziiniir ve yagda ¢6ziiniir antioksidanlar olarak
smiflandirilirlar. Hiicrede homeostazin korunmasinda yer alan baslica antioksidan

enzimler; siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazdir (30).



2.2.1.2. Enzimatik Antioksidanlar

2.2.1.2.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi (E.C. 1.15.1.1), aktif bolgelerinde Cu-Zn
(bakir-¢inko), Mn (mangan) ve Fe (demir) atomu igeren, siiperoksit anyonunun
molekiiler oksijen ve hidrojen perokside dismutasyonunu Kkatalizleyen endojen bir

metalloenzimdir (34).

20, +2H" SOD H.0O: + O

Enziminin aktif bolgesinde bulunan metal kofaktorlere gore adlandirilan SOD
izoformlarindan Cu-Zn-SOD sitoplazma ve ekstraselliler matrikste, Mn-SOD
mitokondride yer alirken, Fe-SOD prokaryotlarda ve bitkilerin kloroplastlarinda bulunur
(35).

2.2.1.2.2. Katalaz

Katalaz (KAT) (E.C. 1.11.1.6), diger adiyla H20. oxidorediiktaz, her zinciri
500’den fazla aminoasit uzunlugunda olan dort polipeptid zincirinden olusan tetramerik
bir enzimdir ve enzimin aktif bolgesinde H20: ile reaksiyona girmesini saglayan dort
porfirin-hem (demir) grubu icermektedir (36). KAT enzimi H202’in su ve oksijene

dismutasyonunu katalizler.

2H207 CAT 2H0+0;
—

2.2.1.2.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GPx) (E.C.1.11.1.19), oksidan olarak H2O2 ve organik
hidroperoksitleri, elektron vericisi olarak da glutatyon (GSH) kullanan selenyum-
bagimli oksidorediiktazdir. GPx ailesinin 8 izoenzimi bulunmaktadir. GPx1-4’{in
katalitik bolgesinde selenosistein yer alirken, GPx5-8’de ise sistein bulunmaktadir (37).
Oksitlenmis glutatyonun (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) rediiksiyonunu

glutatyon rediiktaz enzimi katalizler.
H>02 + 2GSH GPZ] 2 H.0 + GS-SG

ROOH + 2GSH GPx_ ROH + H20 + GS-SG
—
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2.2.1.3. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

GSH, a-lipoik asit, melatonin ve koenzim Q10 (Ubikinon) endojen enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak smiflandirilirken; C ve E vitamini, karotenoidler (-
karoten, likopen vb.), polifenoller (fenolik asitler, kurkumin, resveratrol, katesin vb.) ve
flavonoidler (katekol, kuersetin vb.) ise eksojen enzimatik olmayan antioksidanlardir
(30).

2.3. Oksidatif Stres ve Kanser

Hiicrelerde ROS'un normal iiretimi, ¢ogalma ve farklilagsma i¢in gereklidir, siki
bir sekilde diizenlenir ve hiicre i¢i antioksidanlar ile kontrol altina alinir. Endojen ve
eksojen uyaranlarin etkisi sonucu hiicrede artan ROS oksidatif strese neden olur.
Hiicrelerdeki oksidan ve antioksidan stirecler arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak
ortaya c¢ikan oksidatif stres, cok sayida kronik bozuklugun patogenezinde dnemli bir rol
oynar (31). Kanser gelisimi, ¢esitli endojen ve eksojen uyaranlarin etkisi ile meydana
gelen hiicresel ve molekiiler degisikliklerin sonucunda gelisen karmasik bir siiregtir.
Kanser hiicreleri, bazal kosullar altinda normal hiicrelerle karsilastirildiginda stirekli
olarak "yliksek" ROS seviyelerine sahiptir. Artan ROS iiretimi, onkogen aktivasyonuna,
metabolizma artisina, mitokondri ve peroksizomlarda islevin azalmasina, reseptorlerin
anormal aktivasyonuna, hipoksiye ve SOD, KAT ve GPx gibi pro-oksidan enzimlerin
aktivitelerinin artmasina neden olur (38). ROS; DNA hasari, bagisiklik sisteminden
kaginma, otofaji ve apoptozu kontrol eden sinyal yollarimi diizenleme ve anjiyogenez
gibi ¢esitli mekanizmalarla timor olusumunu arttirir (39). Oksidatif DNA hasari
karsinojenezin temel Ozelliklerinden birisidir ve DNA bazlarimin hidroksillenmesi
karsinogenezde onemli bir olaydir; genetik mutasyonlara neden olarak ve normal gen
transkripsiyonunu degistirerek saglikli hiicre biiylimesine miidahale eder (40). Hidroksil
radikalleri DNA'ya baglanarak mutasyon riskini artiran 8-OH deoksiguanozin (8-
OHAGQG) firetirler. 8-OHdG, DNA replikasyonu sirasinda GC giftlerini TA ¢iftlerine
doniistiirerek kansere neden olan mutajenezin baslamasina neden olur. Bu nedenle, 8-
OHAG molekiilleri, DNA mutasyonunda serbest radikallerin tespiti i¢in belirte¢ olarak
kullanilabilmektedir (41). Asirt ROS iiretiminin kanser hiicresinin proliferasyonu,
metastazi, invazyonu ve kotli prognozu lizerinde etkisi vardir. ROS matriks
degredasyonu, hiicre-hiicre kontakti, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi, gen

ekspresyonunun diizenlenmesi gibi c¢esitli mekanizmalar yoluyla kanser hiicrelerinin
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migrasyonuna katkida bulunur (42). ROS ayrica, proteinlerdeki aromatik aminoasitlerin
oksidasyonu, metiyonin ve sistein kalintilarindaki siilfidril (-SH) gruplarinin
oksitlenmesi ve intramolekiiler disiilfit kopriilerinin olusmasiyla konformasyonda
meydana getirdigi degisiklikler sonucu protein aktivitesinin degismesi gibi belirli
protein modifikasyonlarina neden olur (43). Reseptorler, sinyal iletim proteinleri,
enzimler ve tastyicilar lizerindeki bu degisiklikler proteinlerin iglevini bozar. Lipitler de
en yaygin olarak hidroksil ve hidroperoksil radikali tarafindan oksitlenir ve bu durum
“lipit peroksidasyonu” olarak bilinir. Lipid peroksidasyonunun iiriinleri, uzun yari
Oomiirleri ve difiizyon kapasiteleri olan lipit hidroperoksit (LOOH), malondialdehit
(MDA), propanal, hekzanal ve 4-hidroksinonenaldir (4-HNE) (44). Membran
fosfolipidlerinin  peroksidasyonu membran akigkanliginda azalmaya, membran
gecirgenliginde artisa ve membran proteinlerinde hasara neden olur. Diisiik lipid
peroksidasyonu, hiicre sagkalimini tesvik eden antioksidan savunma sistemlerini
uyarirken, orta veya yiiksek lipid peroksidasyon kosullari altinda, hiicreler nekroz veya
apoptoz programlanmis hiicre 6limiinii indiikler (45). Bu nedenle, lipid peroksidasyonu
karsinogenezde rol oynar, ve MDA, 4-HNE ve izoprostanlar gibi peroksidasyon
tirtinleri biyobelirtegler olarak kullanilabilir ve kolorektal kanserde potansiyel bir

terapotik strateji olarak hareket edebilir (46).

ROS'un kanser riskini artirabilmesinin en Onemli nedenlerinden birisi,
antioksidan savunmalarin oksidatif strese karsi koruma saglamak igin yetersiz olmast,
Ozellikle O~ radikal tutucu enzimlerin devre disi birakilmasidir. Bu nedenle, SOD
enziminin aktivitesinde azalma ciddi oksidatif stres hasarina neden olur. Diger yandan
H2021 elimine eden enzimleri kodlayan bazi genlerin kaybi, oksidatif stresin artmasina
neden olarak tiimor olusumuna zemin hazirlar (47). Kanser hiicrelerinde, mitokondriyal
disfonksiyon ve metabolik degisikliklerin neden oldugu siirekli oksidatif stres durumu
vardir. Onkogen aktivasyonu, artmis metabolizma, hipoksi veya tiimér baskilayici
p53'tin kayb1 gibi kanser hiicresi 6zellikleri, hiper-aktif hiicre sinyallesmesine ve pro-
timorigenik sinyal olaylarina izin veren ROS birikimine yol agabilir (48). Normal
kosullar altinda, artan ROS seviyeleri, hiicre Sliimiinii uyarir, ancak kanser hiicreleri
oksidatif strese karsi koymak, oksidatif hasar1 ve hiicre oOlimiinii 6nlemek, ROS
seviyelerini sitotoksik sinirin altinda tutmak i¢in ROS temizleme sistemlerinden olan
“niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2” (NRF2) ekspresyonunu indiikleyerek,
kanser hiicrelerini oksidatif stresten korur (Sekil 2-5) (49).
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Sekil 2-5: Kanser hiicrelerinin reaktif oksijen tiirevlerine adaptasyonu (48)

2.4. Niikleer Faktor Eritroid 2 ile iliskili Faktor 2

2.4.1. NRF2 Yapis1
Ik olarak 1994 yilinda karakterize edilmis, “nuclear factor, erythroid-derived 2-
like 2” (NFE2L2) geni tarafindan kodlanan ve “cap ‘n’ collar temel 16sin fermuar
transkripsiyon faktor” (CNC-bZip) ailesine ait bir transkripsiyon faktorii olup, oksidatif
hasara karsi koruyucu rolii olan genlerin ekspresyonunu diizenleyen hiicresel

antioksidan yanitin baglica diizenleyicisidir (50,51).

NRF2 aminoasit dizisi, N-terminalinde Neh2 ve C-terminalinde Neh3 domaini
bulunmak tizere Neh1-Neh7 olarak adlandirilan yedi homolog bdlgeden olusmaktadir
(Sekil 2-6) (52) (53). Neh3, Neh4 ve Neh5 transkripsiyonel aktivasyon domainleridir ve
NRF2’nin hedef genlerinin ekspresyonunu aktive edebilmesi igin Neh4 ve Neh5 hem
bireysel olarak hem de birlikte cAMP yanit eleman baglayic1 proteine (CREB), Neh3
ise kromo-ATPase/helikaz DNA baglayici proteine (CHD6 proteini) baglanir (54,55).
Nehl, DNA ve kiigiik kas apondorotik fibrosarkom-small musculoaponeurotic
fibrosarcoma (SMAF) proteinin baglanmasi i¢in bir temel 16sin fermuar motifi olan
bZIP domaini igerir (56). Nehl ve Neh7 domainleri arasinda konumlanan Neh6 domaini
serin kalintilart igerir ve Beta-transdusin tekrarlari i¢eren proteinler (B-TrCP) tarafindan

taninarak NRF2 aktivitesinin redokstan bagimsiz olarak negatif diizenlemesinde rol alir
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(57). Neh7 domaini, retinoik-alfa X reseptorii (RXRa) ile etkileserek NRF2 aktivitesini
baskilar ve boylece NRF2 hedef genlerinin transkripsiyonunu inhibe eder (53).
NRF2’nin N-terminal ucunda bulunan Neh2 major diizenleyici domaindir. NRF2
aktivasyonunu negatif olarak diizenleyen “Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1”
(Keapl), Neh2 domaininin C-terminalinde bulunan ETGE motifi ve N-terminalinde
bulunan DLG motifi ile etkilesir (58).

EEEEERY

¥

KEAP1- Transaktivasyon  RXRa-baglayici B-TrCP- DNA/MAF  Transaktivasyon
baglayici domainleri domain baglayici bZIP-baglayii  domaini
domain domain domain

Sekil 2-6: NRF2 yapis1 (59)

2.4.2. NRF2 Aktivitesinin Diizenlenmesi

Fizyolojik kosullarda, NRF2 sitoplazmada yer alir ve diisiik diizeylerde tutulur;
ancak oksidatif stres (OS) durumunda NRF2 nukleusa gecerek spesifik genlerin
ekspresyonunu aktive eder (52). NRF2 diizeyinin sitoplazmada diisiik diizeylerde
tutulmas1 baglica Keapl tarafindan saglanir. Keapl 69 kDa agirliginda ve genis
kompleks, Tramtrack ve Bric-a-Brac (BTB), araya giren bolge (IVR), ¢ift glisin tekrar
veya Kelch tekrart (DGR/Kelch), C-terminal bolgesi (CTR) ve N-terminal bolge olmak
tizere bes domainden olusan sitoplazmik bir proteindir (Sekil 2-7) (60). BTB domaini
Keapl’in Cullin3 (Cul3) ile baglanmasina aracilik ederken, DGR/Kelch domaini ise
NRF2 yapisinda yer alan Neh2 domaini iizerindeki ETGE ve DLG motifleri ile etkilesir
ve Keapl-Cul3-E3 ubiquitin ligaz kompleksine NRF2’nin baglanmasinin ardindan,
redoks bagimli olarak NRF2’nin proteazomal degredasyonu gergeklesir (58). OS
varliginda, Keapl yapisinda yer alan sistein kalintilar1 modifikasyona ugrar ve bu
durum Keap1’in konformasyonel yapisinda degisime neden olur. Bu durum NRF2’nin
Keapl-Cul3 kompleksine olan afinitesinin azalmasina yol agarak NRF2’nin
ubiquitinizasyonunu inhibe eder ve boylece Keapl aracili NRF2 yikimi 6nlenmis olur
(61).
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Cul3 baglanmasi Nrf2 baglanmasi
Dimerizasyon

Sekil 2-7: Keap1 yapis1 (60)

NRF2’nin baglica regiilatorii Keapl olmasimna ragmen, NRF2 aktivitesini
diizenleyen farkli yollar da bulunmaktadir. Bunlardan birisi SCF/B-TrCP E3 ubiquitin
ligazdir. Uzun siireli oksidatif stres kosullarinda glikojen sentaz kinaz-3p (GSK-3p)
aktivitesi artar. GSK-3B, NRF2 domaini olan Neh6 iizerindeki serin kalintilarinin
fosforilasyonunu ve SCF/B-TrCP E3 ubiquitin ligaz tarafindan taninip baglanmasini ve
yikimini uyarir. Béylece NRF2’nin stabilizasyonu KEAP1’den bagimsiz olarak kontrol
edilir (57,62). NRF2 baskilayicist olan RXRa, Neh7 domainine baglanarak redokstan
bagimsiz olarak antioksidan yanit elemani (ARE) gen transkripsiyonunu azaltir (53).
Bunlara ek olarak, endoplazmik retikulum membrani ile iligkili yeni bir E3 ubiquitin
ligaz olan HRD1’in NRF2’nin negatif diizenleyicisi oldugu tanimlanmistir. HRD1in,
NRF2’nin Neh4/Neh5 domainleri ile etkilesime girerek endoplazmik retikulum stresi

altinda ubiquitinizasyonunu ve degredasyonunu arttirdigi gosterilmistir (63).

NRF2 sinyal yolag1 genetik, epigenetik ve transkripsiyonel degisiklikler dahil
olmak tizere bir¢ok mekanizma tarafindan etkilenmektedir. Kanser hiicrelerinde NRF2
aktivasyonu; NRF2 ve KEAPL genlerindeki somatik mutasyonlar, KEAP1 geninin
epigenetik susturulmasi, KEAPI ile etkilesen proteinlerin birikimi ve metabolitler
tarafindan KEAP1’in sistein modifikasyonu sonucunda KEAP1 ve NRF2
baglanmasinin bozulmasina bagli olarak meydana gelebilir (64). NRF2 (fonksiyon
mutasyonlarin kazanci)’nin veya KEAP1 (fonksiyon mutasyonlarinin kaybi)’in
somatik mutasyonlar, NRF2 ve hedef genlerinin aktivasyonlarina yol agar ve bu
mutasyonlar kolon kanseri dahil olmak {izere bir¢ok farkli kanser tiiriinde
tanimlanmistir. NRF2 mutasyonlart Neh2 domaini iizerinde bulanan KEAP1 baglanma

bolgeleri (DLG1 ve ETGE) fizerinde meydana gelir. KEAP1 mutasyonlar
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konformasyonel degisiklige neden olur ve bu durum onun NRF2’ye olan afinitesini
azaltarak NRF2’nin anormal aktivasyonuna yol agar (65). KEAP1’in somatik
mutasyonlarmin yaninda, kolon kanserinde KEAP1 geninin promotdr bolgesindeki
epigenetik degisiklikler de kanser hiicrelerinde NRF2 aktivasyonunun artmasina neden
olmaktadir. KEAPI’in promotdr bolgesinin asir1  metilasyonunun  KEAP1
ekspresyonunun down-regiilasyonuna ve nukleusta NRF2 birikimine neden oldugu
gosterilmistir (66). KEAP1 mutasyonunun yani sira NRF2 mutasyonu da meydana
gelmektedir. Kolon kanserinde NRF2 promotér bolgesinin hipometilasyonuna bagh
olarak NRF2’nin asir1 ekspresyonu ve aktivitesinde artis ile ayni zamanda artan
kemorezistansla iligkili oldugu gozlemlenmistir (67). KEAP1 metilasyonunun veya
NRF2 demetilasyonunun tersine ¢evrilmesi, antikanser ilag duyarliligini arttirmak i¢in
yeni bir strateji olabilir. NRF2 ve KEAP1 yolagindaki genetik degisiklikler
proonkojenik aktivasyonun Onde gelen nedenlerinden biridir. NRF2 promotor
bolgesinde tek niikleotid polimorfizminin (rs6721961), NRF2 gen ekspresyonunun
azalmasi ile sonuclandigi, mevcut ve hatta eski sigara icenlerde akciger kanser riskini
arttirdig1 gosterilmistir (68). Yapilan son galismalar, anormal NRF2 sinyalinden sadece
somatik mutasyonlarin sorumlu olmadigin1 gostermektedir ve ayrica kopya numara
varyasyonlart (CNV) ve tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs) dahil diger genetik
degisikliklerin yakin gelecekte NRF2 fonksiyonlarinin anahtar diizenleyicisi olarak
ortaya ¢ikmasi beklenmektedir (64).

2.5. Kanserde NRF2 ve Oksidatif Stres

NRF2’nin regiilator bolgelerinde ARE igeren 200 {izerinde hedef geni
tanimlanmistir. NRF2 aktivasyonunun genetik {irlinleri, redoks homeostazinin
diizenlemesi, ilag/ksenobiyotik metabolizmasi ve detoksifikasyon, hiicresel enerji
metabolizmasi, demir homeostazi, aminoasit metabolizmasi, DNA onarimi, hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasi, otofaji, apoptoz ve mitokondriyal fizyoloji dahil olmak
tizere ¢esitli hiicresel siirecleri kapsayan fonksiyonel kategorilerde siiflandirilabilir.
NRF2’nin koruyucu rolleri goz oniine alindiginda, hedef genlerinin ekspresyonu
yoluyla oksidatif hasar1 onararak ve ROS’u, DNA’ya zarar veren ajanlart ve
karsinojenleri elimine ederek timor baslangicini ve kanser metastazini dnlemektedir
(69). Hiicrede ROS varliginda, sitoplazmada lokalize olan NRF2 nukleusa girer ve
spesifik hedef genlerinin ekspresyonunu indiikler. Nukleusta NRF2 DNA’ya dogrudan
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baglanamaz, SMAF proteinlerine ihtiyag duyar. NRF2, Nehl domaini tizerinden SMAF
proteinleri ile heterodimerize olur ve antioksidan ve detoksifiye edici rolleri olan GPx,
SOD ve KAT gibi ¢ok sayida sitoprotektif genlerin ARE-bagimli ekspresyonunu
destekleyerek ROS’u ortadan kaldirir (56,70).

NRF2 saglikli hiicrelerde antioksidan savunmada yer alan genlerin aktivasyonunu
saglar ve reaktif oksijen tiirevlerrini ortadan kaldirarak hiicre canlilifina destek olur.
Aslinda, NRF2 sadece normal hiicrelerin degil, ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin de
hayatta kalmasini tesvik eder ve bu durum tiimor hiicrelerinde NRF2 aktivasyonunun
hastaligin ilerlemesini destekleyebilecegini gostermektedir. 'NRF2'nin  karanlik
tarafinin’ tanimlanmasi ile, NRF2'nin kanserde bir tiimor baskilayici olarak mi yoksa bir
onkogen olarak mi1 hareket ettigi konusunda belirsizligine neden olmaktadir. NRF2'nin
antioksidan rolii kanserin baslamasinda koruyucu rol oynayabilir ancak, ileri tiimor
hiicrelerinde  NRF2 hiperaktivasyonu, kanser hiicrelerini artan oksidatif stresten,
kemoterapotik ajanlardan veya radyoterapiden koruyarak hayatta kalmalarini

destekleyebilecek bir ortam yaratmaktadir (Sekil 2-8) (38,71).

Baslama Gelisme Ilerleme ve Metastaz
Genotoksik kimyasallar . Genomik istikrarsizlik
Proliferasyon . R . .
veya radyasyon Enfia Mikro ortamin yeniden sekillenmesi
Onkojenik viriisler nflamasyon istila ve yayilma
Cogaltma hatalarn Strese uyum Direng secimi

kjﬁg

Detoksifikasyon Proliferasyon, hayatta kalma,
Onanm metabolik yeniden
Bagigiklik gozetimi programlama, malignite
NRF2: Kontrolld, salinimb aktivasyon Uzun sareli aktivasyon Kontrolsiz, kurucu aktivasyon
Terapotik
miidahale:
Sonug: Kemopreventif Karanlik taraf
. Tumorle iligkili
MNormal hiicre Kanser hicresi i i
@ .) 0 bagigiklik hiicresi - Tamorle iligkil
E Baslatilmig Géc eden %\ﬁ Tumérte iligkili damar sistemi
hiicre kanser hicresi ™ fibroblast

Sekil 2-8: NRF2’nin kanserde ikili rolii (38)

NRF2’nin bazal seviyedeki islevinin, kolon kanser gelisimini onlemek ig¢in

gerekli olabilecegi ve NRF2 genindeki degisikliklerin kolon kanser gelisimini
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destekleyebilecegi bilinmektedir (7). Kolon kanserinde yapilan c¢alismalar, NRF2
ekspresyonun artmasinin bagirsak hiicrelerini oksidatif stresten koruyabildigini
gostermektedir. Bu nedenle NRF2’nin aktivasyonunun kolon kanserinin 6nlenmesinde
etkili olabilecegi Ongoriilmektedir (72). Bununla birlikte, NRF2 kolon kanserinde
kemoterapoétik ilaglara karst direng gelismesine neden olabildigi icin, kemoterapinin
etkinligini artirmak amaciyla NRF2’nin inhibe edilmesinin daha dogru bir strateji
olabilecegi disiiniilmektedir. Kolon kanserinde NRF2’nin asir1 ekspresyonu ayni
zamanda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve metastazin1 da destekleyebilmetedir. Bu
nedenle NRF2 ekspresyonunun inhibe edilmesinin kolon kanser tedavisinde etkili

olabilecegi goriisii savunulmaktadir (73).

NRF2, kanserde ¢esitli fizyolojik siireglerde ve diizenleyici mekanizmalarda rol
oynamaktadir. Kanser hiicrelerinin, kontrolsiiz biiylimelerinin getirdigi enerji ihtiyaclar
karsilamak ic¢in merkezi metabolizmalarin1 yeniden programladiklari iyi bilinmektedir.
NRF2 iki farkli mekanizma ile birden fazla metabolik yolu kontrol edebilir: birincisi,
anahtar metabolik enzimlerin dogrudan transaktivasyonunu igerirken, ikincisi
peroksizom proliferatoriiyle aktiflestirilen reseptor (PPAR) ve PISK/AKT/mTOR gibi
diger sinyal yollarin1 kontrol eden proteinlerin modiilasyonuna dayanmaktadir (74,75).
NRF2, glikoz-6-P dehidrogenaz (G6PDH) ve fosfo glikonat dehidrogenaz (PGD) gibi
NADPH iireten enzimleri kodlayan genlerin veya yine pentoz fosfat yolunda yer alan
transketolaz ve transaldolaz-1 gibi enzimlerin ekspresyonunu arttirabilir (8). NRF2’nin
asir1 ekspresyonu G6PDH/HIF-1a aktivasyonu iizerinden epitelden mezenkimale gegisi
destekleyerek tiimor proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu arttirabilmektedir

(76).

2.6. NRF2 ve Glutamin Metabolizmasi

Glutamat ve glutamin esansiyel olmayan aminoasitlerdir. Glutamin, biyosentetik
bir substrat olarak ¢ok yonlii kullanimi nedeniyle hem plazmada hem de dokularda en
bol bulunan amino asittir (500-800 uM/L) (77).

Kanser hiicrelerinde baglica yakit olarak glikoz kullanilmasina ragmen, es
zamanl olarak glutamin bagimli mitokondriyal solunum aktiftir. Glutamin, glutaminaz
enzimi ile glutamata doniistiirtiliir ve glutamat da glutamat dehidrogenaz enzimi ile a-
ketoglutarata doniistiiriilerek hem trikarboksilik asit dongiisii lizerinden enerji hem de

kanser hiicresinin biiylimesi i¢in gerekli ara tirtinler tretilir (11).
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Glutamat ve glutamin sadece karbon kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda piirin,
pirimidin, poliamin, esansiyel olmayan aminoasitlerin sentezi ve de glutatyon sentezi
icin  gereklidir. Glutatyon sentezinde yer alan glutamin metabolizmasi, redoks

dengesinin saglanmasi agisindan 6nemlidir (78).

Kanser hiicrelerinin, kontrolsiiz biiyiimelerinin getirdigi enerji ihtiyacini
karsilamak i¢in metabolizmalarini yeniden programladiklar1 iyi bilinmektedir. ATP ve
diger enerji saglayan ekivalentlere, hiicre proliferasyonunda makromolekiil sentezi i¢in
biyokimyasal ara {irlinlere ve artmis ROS diizeylerini azaltmak ig¢in indirgeyici
kapasitenin artmasina ihtiya¢ duyar. Glutamin sadece metabolizma ara {iriinii ve redoks
dengesinin denetleyicisi olarak yer almaz, ayn1 zamanda glutamin bagimli kanserlerde
molekiiler bir havuzdur. Bir¢ok kanser glutamin bagimli olmasi nedeniyle, glutamin
positron emisyon tomografisi (PET) yonteminde kullanilabilir. *8F-4-fluoroglutamin,
ozellikle glioma gibi glutamin bagimli tiimorler tarafindan alinmasi nedeniyle PET igin
glutamin bazli yontemin kullanilmasi glikoz isaretli PET yontemine gore daha etkili
olabilir veya glutamine duyarli kanser tiirlerinin siniflandirilmasinda yararli olabilir
(79). Ayrica glutamin-PET ile, glutaminaz inhibitorlerinin varhiginda, glutamin
seviyelerinin  takibi ve tiimér hiicrelerinin  glutaminaz tedavisine yanitinin

degerlendirilmesi yapilabilir (80).

NRF2 tarafindan saglanan antioksidan ve detoksifikasyon aktivitesi kanser
hiicrelerinin biiylimesi i¢in avantaj saglar, ancak NRF2 sadece antioksidan savunmada
degil ayn1 zamanda metabolizma {izerinde de modiilator etki gostererek kanser
gelisimine etki edebilir. NRF2, kanser hiicrelerinde glutamin metabolizmasinin
kontroliinde de son derece etkilidir. NRF2 aracili oksidatif stres yanitt NADPH ve
glutatyon sentezinde yer alan glutaminaz, y-glutamilsistein sentetaz, glutatyon sentetaz,
glutatyon rediiktaz, tiyoredoksin rediiktaz enzimleri ile siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzimlerini aktifler (81). NRF2 glutamini glutatyon sentezine
yonlendirir, ayrica glutatyon sentezi i¢in onemli enzim olan gama-glutamil-sisteinil-
ligaz (GCL) enziminin katalitik ve diizenleyici alt birimlerini kodlayan genleri

dogrudan aktive ederek indiiklemektedir (82).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan Malzemeler

NRF2 Poliklonal Primer Antikor (Thermo Fisher)

GAPDH Monoklonal Primer Antikor (Thermo Fisher)
Sekonder Antikor (Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Invitrogen)
Protein Ladder (iNtRON Biotechnology GangNam-STAIN)
RIPA Lizis ve Ekstraksiyon Tamponu (Thermo Scientific)
Proteaz Inhibitér Kokteyl (Sigma-Aldrich)

Fenilmetilsiilfonil Floriir Proteaz Inhibitorii (Thermo Scientific)
Bikinkoninik asit (BCA) Protein Ol¢iim Kiti (Thermo Scientific Pierce)
West Pico Plus Kemiliiminesan Substrat (Thermo Scientific Supersignal)
Bolt LDS Sample Tamponu (Invitrogen)

RNA izolasyon Kiti (Invitrogen PureLink)

cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti (Applied Biosystems)
gPCR Green Mix Hi-ROX (Ampigene)

Ksantin (Sigma-Aldrich)

Ksantin oksidaz (Sigma-Aldrich)

Nitrotetrazolium Blue chloride (Sigma-Aldrich)

Amonyum siilfat (Sigma-Aldrich)

Si1gir Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)

Sitrik asit monohidrat (Sigma-Aldrich)

Potasyum iyodiir (Sigma-Aldrich)

Sodyum asetat.3H-O (Sigma-Aldrich)
2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine (Sigma-Aldrich)

FeCls.6H20 (Sigma-Aldrich)
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= Urik asit (Sigma-Aldrich)
= 55'-Dithiobis-(2-Nitrobenzoic Acid) (Sigma-Aldrich)
= Adenosin 5-difosfat disodyum tuzu (ADP) (Sigma-Aldrich)
» Trietanolamin hidrokloriir (Sigma-Aldrich)
» o-Ketoglutarik asit sodyum tuzu (Sigma-Aldrich)
» [-Nikotinamid adenin diniikleotid, indirgenmis disodyum tuzu (NADH)
= (Sigma-Aldrich)
» Tris baz1 (Sigma-Aldrich)
3.2. Kullanilan Cihazlar
= Distile su cihazi (Millipore)
* Next Advance Bullet Blender Storm Doku Homojenizatorii
= Next Advance 2.0 mm Metal ve Cam Boncuklar
* BIO-RAD ChemiDOC MP Goriintiileme Cihaz1
* BIO-RAD Protein Elektroforez Ekipmanlari
= DNA/RNA UV Steril Kabin
»= Real Time PZR Cihaz1 (Bioer QuantGene 9600)
= Spektrofotometre (Thermo Multiskan SPECTRUM)
= -80 °C derin dondurucu
= Vorteks
» Hassas Terazi
= +4°C ve -20 °C Buzdolab1
*  Yiiksek devirli sogutmali mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfuge 20R)
= Santrifiij (Hettich)
» PowerPac Basic Gii¢ kaynag1 (BioRad)
= Otoklav

= Otomatik pipetler
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3.3. Biyolojik Orneklerin Toplanmasi

Calismamiz, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 19.07.2022 tarihinde onay alindi (Sayi: 1003703). Calisma
gruplar1 Bilgilendirilmis Onam Formunu imzalayan 30 goniilli hasta ve 30 goniilli
saglikl1 bireylerden olusturuldu. Calismaya, istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Anabilim Dali’nda Prof. Dr. Filiz Akyiiz ve Basaksehir Cam ve Sakura
Sehir Hastanesi Genel Cerrahi kliniginde Prof. Dr. Soykan Arikan tarafindan takip
edilen, ultrasonografi ve patolojik testlerle kolon kanseri teshisi konulan hastalar dahil
edildi. Hasta grubunda kolon kanseri digsinda kanser tanisi almis olanlar ve 40 yasin
altindakiler ¢alismaya dahil edilmedi. Kolon kanser tanis1 konulmus hastalardan cerrahi
operasyonla tiimorlii doku ve her tiimor dokusuna ait tiimorlii olmayan kolon dokusu ile
vendz kan 6rnegi alindi. Kontrol grubu ise, herhangi bir patolojik bulgusu, benign ya da
selim timorii ve tercihen ailesinde kanser hikayesi olmayan goniillii 30 saglikli
bireylerden segildi ve bu kisilerden venéz kan 6rnegi alindi. Hasta ve kontrol grubuna

40-65 yas araligindaki bireyler dahil edildi.

Hastalardan alinan doku 6rneklerinin bir kism1 gen ekspresyon analizi i¢gin RNA
later iceren kriyojenik tiiplere, bir kismi ise fosfat buffer saline (PBS) (pH 7,4) igeren
tiipe alindi. PBS igeren tiipe alinan dokular, PBS ile yikandiktan sonra western blot ve
spektrofotometrik analizler i¢in -80°C de saklandi. Steril EDTA’li ve kuru tiiplere
alinan kan Ornekleri ise 5000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek serum ve plazma elde

edildikten sonra ependorflara porsiyonlanarak -80°C” ye kaldirildi.

3.4. NRF2 Gen Ekspresyon Analizi

3.4.1. Dokulardan RNA izolasyonu
Gen ekspresyon analizi i¢in RNA later igerisinde kriyojenik tiiplerde kaldirilmis
olan doku o6rneklerinden, RNA izolasyon Kitinin (Invitrogen PureLink) protokoliine

uygun sekilde RNA izolasyonu yapildi.

Dokularin agirliklar tartilip, RNase igermeyen tiiplere alindi ve tizerlerine Kit
protokoliinde belirtildigi sekilde (30 mg doku igin 0.6 mL lizis tamponu) uygun
miktarlarda lizis tamponu eklendikten sonra metal boncuklar kullanilarak doku
homojenizatorii ile dokular homojenize edildi. 12,000 g’de 2 dakika santrifiij
yapildiktan sonra siipernatantlar RNase icermeyen yeni tiiplere aktarildi. Uzerlerine bir

hacim %70 etanol eklenerek iyice karistirildiktan sonra spin kolona aktarildi ve oda
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sicakliginda 12,000 g’de 15 saniye santrifiij yapildi. Daha sonra spin kolon sirasiyla 1
defa 700 pL yikama tamponu 1 ve 2 defa 500 pL yikama tamponu 2 ile yikandi. Spin
kolon yeni bir toplama tiipii igerisine alindi ve spin kolonun merkezine 30-100 pL
RNase icermeyen su eklendi. 1 dakikalik oda sicakligindaki inkiibasyonun ardindan
12,000 g’de 2 dakika santrifiij edilerek elde edilen RNA’lar ¢caligma yapilana kadar — 80

°C derin dondurucuda saklandi.

3.4.2. cDNA Sentezi

RNA orneklerinin  NanoDrop2000 cihaz1 ile saflik ve konsantrasyonlar
olgiilerek, RNA konsantrasyonlari esitlendikten sonra “High Capacity cDNA Reverse
Transkripsiyon Kit (Applied Biosystems)” protokolii uygulanarak c¢cDNA sentezi
gerceklestirildi.

Her bir 0,2 mL’lik steril reaksiyon tiiptine 2 uL 10x RT tamponu, 0,8 puL 25x
dNTP karigimi, 2 pL 10x RT random primer, 1 pL reverse transkriptaz enzimi (50
U/mL), 4,2 puL niikleaz icermeyen distile su ve 10 pL RNA 6rnegi eklenerek reaksiyon
hacmi 20 pl’ye tamamlandi. PZR cihazina reaksiyon kosullar1 25 °C 10 dakika, 37 °C
120 dakika, 85 °C 5 dk ve 4 °C’ de = olarak ayarland1 ve reaksiyon baslatildi.
Sentezlenen cDNA 6rnekleri NRF2 gen ekspresyon analizinin yapilacagi zamana kadar
-20 °C’de saklandi.

3.4.3. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
NRF2 gen ekspresyon analizi “Bioer QuantGene 9600 ger¢cek zamanli PZR
cthazinda ¢aligildi.

NRF2 ileri primer dizisi, 5’-TCA GCG ACG GAA AGA GTA TGA-3’
NRF2 geri primer dizisi, 5’-CCA CTG GTT TCT GAC TGG ATG T-3’
GAPDH geri primer dizisi, 5’- GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3’
GAPDH ileri primer dizisi 5’-TGC ACC ACC AACTGC TTA GC-3’

PZR protokoliinde, 96 kuyucuklu plate icerisinde her bir 6rnek i¢in 5 pl “syber
green mastermix”, 3,9 ul RNase icermeyen distile su, 0,5 puL primer ve 0,6 pL cDNA
sentez lirtinii kullanildi. Reaksiyon kosullari, 95 °C 2 dakika (1 dongii), 95 °C 5 saniye
ve 57 °C 20 saniye (40 dongii) olarak ¢alisildi.
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3.5. NRF2 Western Blot Analizi

3.5.1. Dokulardan Proteinlerin izolasyonu ve Konsantrasyonlarmn Olciimii

Timoér ve timor olmayan dokulardaki protein izolasyonu proteaz inhibitor
kokteyl ve fenilmetilsiilfonil floriir proteaz inhibitdrii igeren RIPA tamponu ile
gerceklestirildi. Dokular tartildiktan sonra buz tizerindeki tiiplere alinarak agirliklarina
gore 200-500 pL arasinda degisen hacimlerde RIPA tamponu eklendi. Her bir tiip
icerisine cam bilyeler eklenerek homojenizatér cihazi ile soguk ortamda dokular
homojenize edildi. 14,000 g ve 4 °C’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
temiz bir ependorfa alinarak protein konsantrasyon tayini yapildi. Protein

konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA) protein tayin kiti ile 6lgtildii.

Protein 6rnekleri dikey elektroforez sistemi kullanilarak SDS-Page ile yiiriitiildii.
Dikey elektroforez tankinin igerisine tris-glisin ve SDS igeren 1X running tamponu
eklendi. Tanka yerlestirilmis olan jelin taraklari ¢ikarildiktan sonra tiim kuyular
running tamponu ile pipetaj yoluyla yikandi. Ilk bastaki kuyuya protein ladder yiiklendi.
20 pg/mL protein drnekleri ve yiiklenen 6rnek hacminin 3 kat1 kadar “4X LDS Sample
Tamponu” ile karistirilarak 5 dakika 95°C' de inkiibasyonun ardindan her bir kuyuya
yiiklendi. 150 volt akim ile 60-70 dakika yiiriitme islemi yapildi. Yiiriitmenin ardindan

jeller tank icerisinden ¢ikarilarak transfer islemi yapildi.

3.5.2. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi

Transfer oncesinde, tris, glisin ve metanol ile hazirlanan 1x transfer tamponu
+4°C' de sogutuldu. Kullanilacak olan siinger ve filtre kagitlar1 1x transfer tamponu
icerisinde dengeye gelmesi i¢in bekletilirken, poliviniliden difloriir (PVDF) membranin
aktivasyonunu saglamak i¢in metanolde ve ardindan 1x transfer tamponu igerisinde
ikiser dakika bekletildi. Her bir kasete sirasiyla siinger-filtre kagidi-membran-jel-filtre
kagidi-siinger yerlestirilerek isleme hazir hale geldikten sonra tank igerisine
yerlestirildiler ve tank blotting seviyesine kadar soguk 1x transfer tamponu ile

doldurulduktan sonra transfer islemi +4°C' de, 100 V akimda ve 1 saat gergeklestirildi.

3.5.3. Bloklama, primer ve sekonder antikor ile inkiibasyon
Transfer isleminin ardindan kasetler agildi ve membranlarin kurumasina izin
verilmeden hemen ¢ikarildiktan sonra 1x TBST ile yikandi. 1x TBST ile hazirlanmis

olan %5’lik yagsiz siit tozunda 1 saat inkiibe edilerek bloklama islemi yapildi.
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Bloklamanin ardindan membranlar 1x TBST ile yikandi. NRF2 ve GAPDH primer
antikorlar1 %5°lik yagsiz siit tozu ile sirastyla 1:3000 ve 1:2000 oraninda hazirlandi ve
memranlar 1 gece +4°C' de inkiibasyona birakildilar. Membranlar primer antikor
inkiibasyonunun ardindan 5 defa 1x TBST ile yikandiktan sonra 1 saat sekonder antikor
ile inkiibe edildi. Membranlar 5 kez 1x TBST ile yikandiktan sonra “West Pico Plus

Kemiltiminesan Substrat” ile goriintiilemeleri yapildi.

3.6. Spektrofotometrik Analizler

3.6.1. Doku Homojenizasyonu
Spektrofotometrik analizler i¢in ayrilmis olan doku Ornekleri tartilarak, her biri
uygun hacimde pH 7,4 olan PBS ile homojenize edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
kisimlar1 ependorflara ayrildi ve protein konsantrasyonu BCA Kiti ile protokoldeki

adimlar izlenerek yapildi.

3.6.2. Glutatyon Peroksidaz ~Aktivitesi, Glutamat-Glutamin ve NRF2
Diizeylerinin Ol¢iimleri

Doku homojenatlarinda ve serumda glutatyon peroksidaz aktivitesi (FeiyueBio,
katalog numarasi: FY-EH5352) varyasyon katsayisi <%12, ol¢iim araligi 3,75-60
pmol/mL ve duyarliligi 1,25 pmol/mL olan; glutamat-glutamin diizeyleri (FeiyueBio,
katalog numarasi: FY-EH5378) varyasyon katsayisi <%11, dl¢iim araligi 100-1600
pg/mL ve duyarlihigi 50 pg/mL olan; NRF2 seviyeleri ise (FeiyueBio, katalog
numarast: FY-EH10474) varyasyon katsayis1 <%8, 6l¢iim araligi 0,156-10 ng/mL ve
duyarliligi 0,056 ng/mL olan ELISA Kiti ile 6l¢iildii.

Kit protokoliinde belirtildigi sekilde standart kuyucuklarma 50 pL standart,
ornek kuyucuklarina 10 pL 6rnek ve 40 pL diliient eklendikten sonra 37°C' de 30
dakika inkiibasyon yapildi. 5 defa yikama yapildiktan sonra 50 pL HRP-Konjugat
soliisyonu eklendi ve 30 dakika 37°C' de inkiibe edildi. Yikama soliisyonu ile 5 kez
yapilan yikamanin ardindan, her bir kuyucuga 100 uL substrat reaktifi A ve B’den
eklendikten sonra 10 dakika 37°C' de inkiibasyon yapildi. 50uL durdurma soliisyonu
eklendikten sonra spektrofotometre cihazinda 450 nm dalga boyunda optik yogunluk

degerleri okundu.
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3.6.3. Oksidatif Stres Parametrelerinin Olgiilmesi
Oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla siiperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivitesi, “Ferrik demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢” (FRAP) seviyeleri, total

tiyol diizeyleri, “ileri oksidasyon protein tiriinleri” (AOPP) tayin edildi.

Enzimatik antioksidan olan total siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesi Sun ve
arkadaglarinin modifiye metoduna gore o6l¢iildii (83). 0,3 mM ksantin, 0,6 mM
Na:EDTA, 150 uM nitroblue tetrazolyum, 400 mM Na.COs, 1 g/L BSA ¢ozeltisinden
hazirlanan 285 pl reaksiyon karigimma 5 pl serum ve doku homojenat ornekleri
eklendikten sonra iizerine 5 pl 167 U/L ksantin oksidaz eklendi ve 20 dakika 25°C' de
inkiibasyonun ardindan 0,8 mM bakir kloriir ¢ozeltisinden 5 pl eklenerek reaksiyon
durduruldu ve 560 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Absorbans degerleri
% inhibisyon olarak hesaplandi ve %50 inhibisyon 1U enzim aktivitesini ifade
etmektedir.

Antioksidan kapasitenin gostergesi olan FRAP seviyeleri Benzie ve Strain
modifiye metoduna gore tayin edildi (84). 300 mM sodyum asetat tamponu, 10 mM
tripiridiltriazin ¢ozeltisi ve 20 mM FeCls ¢ozeltisi 10/1/1 oraninda birlestirilerek FRAP
¢Ozeltisi hazirlandi. Standart olarak firik asit kullanildi ve 1 mM olarak hazirlanan trik
asit stok ¢ozeltisinden 0,1 mM ile 1,0 mM arasinda standart seri hazirlandi. Steril plate
kuyucuklarindan uygun yerlere 10 pL standart ve ornek eklendikten sonra 300 pL
FRAP c¢ozeltisi ilave edildi ve 37°C' de 593 nm dalga boyunda 6 dakika boyunca 1’er
dakika araliginda kinetik olarak okuma yapildi. Urik asit standartlarindan standart

grafigi olusturuldu ve orneklerdeki FRAP seviyeleri grafikten hesaplandi.

Non-enzimatik antioksidan olan total tiyol diizeyleri spektrofotometrik olarak
analiz edildi (85). 20 puL 6rnek 1 mL 0,25 M, pH 8,2 Tris-EDTA tamponu ve 20 puL 10
mM 5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit) ile karistirildiktan sonra 412 nm dalga boyunda
okuma yapildi.

Oksidatif stres belirteci olan AOPP ise Hanasand ve arkadaslarinin metodu
modifiye edilerek spektrofotometrik 6l¢iildii (86). 160 uL 0,2 M sitrik asit ¢ozeltisi ve
10 uL 1,16 M potasyum iyodiir ¢ozeltisine 40 plL ornek eklenerek reaksiyon
gerceklestirildi. Tiim oOrneklerin 340 nm dalga boyunda okumalar1 yapildi. AOPP

diizeyleri kloramin-T kullanilarak hazirlanan standart grafigine gére hesaplandi.
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Doku orneklerindeki glutamat dehidrogenaz aktivitesi Ellis ve Golberg’in
metodu kullanilarak spektrofotometrik yontemle kinetik olarak tayin edildi (87). 79 mM
trictanolamin hidrokloriir, 1,5 M amonyum siilfat, 11 mM NADH disodyum ile 14,2
mM ADP disodyum ¢ozeltileri hazirland1 ve sirasiyla 190, 10, 5, 20 uL olarak plate
kuyularina eklendikten sonra 60 pL 6rnek eklenerek 37°C' de 15 dakikalik inkiibasyon
yapildi. 0,2 M o—ketoglutarik asit ¢ozeltisinden 75 pulL eklenmesinin ardindan 340 nm
dalga boyunda 6 dakika boyuca kinetik okuma yapildi ve enzimin aktivitesi iinite

(International Units per liter) olarak hesaplandi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Calismamizda istatistiksel analiz SPSS Version 20.0 programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her bir parametre icin hasta ve kontrol gruplarinin kendi igerisinde
normal dagilimlarma student-t testi ile bakilmis ve parametrik dagilim gostermeyenler
Mann Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Anlamlilik bulunan parametrelerde ROC
(receiver operating chracteristics curve) analizi yapilmistir. Calisma gruplarinin
hastalarin klinik verilerine gore yapilan analizlerinde Kruskal Wallis testi kullanilmis ve
gruplar arasi korelasyon analizi Pearson testi ile yapilmistir. p<0,05 anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin demografik ozellikleri
Tablo 4.1°de ¢alismaya dahil edilen gruplarin demografik 6zellikleri verilmistir.
Kolon kanser hastalari ile kontrol grubu arasinda yas ortalamalar1 bakimindan anlaml

bir fark bulunmamistir (p=0,301).

Tablo 4-1: Kolon kanser ve kontrol grubuna ait demografik ozellikler

Kolon Kanseri Kontrol
(n=30) (n=30) P degeri
Cinsiyet
Kadin 12 (%40) 16 (%53)
0,301
Erkel 18 (%60) 14 (%47)
Tiim6r Lokalizasyonu
Sag Kolon 9 (%30)
Sol Kolon 4 (%13)
Transverskolon 2 (%7)
Sigmoid 8 (%27)
Rektum 6 (%20)
Cekum 1 (%3)
Tiimor Evresi
I 3 (%10)
| 3 (%10)
] 11 (%37)
v 13 (%43)
Lenf Nodu Metastazi
NO 13 (%43)
N1 6 (%20)
N2 10 (%33)

N3 1 (%3)
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Uzak Organ Metastazi
Var 3 (%10)
Yok 27 (%90)

Perinéral invazyon

Var 11 (%37)
Yok 19 (%63)

Anjiolenfatik invazyon

Var 17 (%60)
Yok 11 (%40)

Diferansiyasyon

Iyi 3 (%10)
Orta 22 (%76)
Az 4 (%14)

Miisin6z Komponenent Varhg:

Var 9 (%30)
Yok 21 (%70)

4.2. Doku NRF2 mRNA ekspresyon seviyeleri

Calismaya dahil edilen kolon kanserli hastalara ait timor dokusu ve tiimor ¢evre
dokusunun NRF2 gen ekspresyonu karsilastirildiginda 9 hastanin tiimér dokusunda UP
regiile iken, 21 hastada ise DOWN regiile oldugu bulunmustur. Tiimér ¢evre dokusunda
tiimor dokusuna kiyasla NRF2 ekspresyonu yaklasik 1,12 kat daha ytiksek gozlenmis

olmasina kargin, istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,15) (Sekil 4-1).
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Sekil 4-1: Kolon kanser tiimor dokusu ile tiimor cevre dokusunun NRF2 mRNA
diizeylerinin karsilastirilmasi

4.3. Doku NRF2 protein ekspresyon seviyeleri

30 kolon kanserli hastaya ait tiimoér dokusu ile tiimér gevre dokusundaki NRF2
ve GAPDH protein ekspresyonlar1 Sekil 4-3’de gosterilmistir. NRF2 protein ekspresyon
bantlar1 130 kDa, GAPDH ise 37 kDa tespit edilmistir. Dokulardaki NRF2
ekspresyonlarinin analizinde, bantlarin yogunluklarinin hesaplanmasinda ImageJ
programi kullanilmig, membranlar arasindaki farkliligi ortadan kaldirmak i¢in dncelikle
tim Orneklerin karisimindan hazirlanip her jele yiiklenen mix bantlarina gore
normalizasyon yapildiktan sonra housekeeping olan GAPDH’e gore normalizasyon

yapilmistir.
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Sekil 4-2: Tiimor ve tiimor ¢evre dokularindaki NRF2 ve GAPDH protein ekspresyonlar:

Tiim6r dokusunda tiimor ¢evre dokusuna gore anlamli dlgiide azalmis NRF2

protein ekspresyon diizeyi goriilmistir (p=0,01) (Sekil 4-2).
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Sekil 4-3: Rolatif NRF2 protein miktari. **, p<0,01
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4.4. Doku ve serum NRF2 seviyeleri

Eliza kiti ile kolon kanserli hastalardan alinan hem tiimor hem de timor ¢evre
dokular1 ile serum orneklerinde ve saglikli kontrollerin serumlarinda NRF2 diizeyi
Olgtilmistiir. Kolon kanserli hastalarin serumlarinda kontrole gére NRF2 diizeyi daha
diisiik olmasima karsin, anlamlilik bulunamamistir (p=0,105). Timo6r ve timor ¢evre
dokusundaki NRF2 diizeyleri karsilastirildiginda ise tiimorde saglikli dokuya gore
anlamli diizeyde azalma tespit edilmistir (p=0,001) (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Doku ve serum NRF2 seviyeleri

Kolon Kanseri Kontrol P degeri
Doku NRF2 (ng/mg protein) 3,94+1,19 5,83+1,11
3,92 5,92 0,001
(3,39-4,31) (4,53-6,71)
Serum NRF2 (ng/mL) 2,17+1,32 3,35+1,31
2,54 2,77 0,105
(0,65-2,75) (2,35-4,26)

Ortalama=SS, Orta Deger (quartiles (Q1-Q3))

4.5. Doku glutatyon peroksidaz ve SOD aktivitesi ile FRAP, AOPP ve total tiyol
seviyeleri

Kolon kanserinde tiimor dokusunda glutatyon peroksidaz aktivitesi (p=0,002),
siiperoksit dismutaz aktivitesi (p=0,015), FRAP diizeyi (p=0,000) ve total tiyol diizeyi
(p=0,008) tiimor ¢cevre dokusuna gore anlaml Slgiide diistik bulunurken; AOPP diizeyi
yiiksek bulunmasina karsin anlamlilik tespit edilememistir (p=0,142) (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Tiimor ve tiimor ¢evre dokularinda glutatyon peroksidaz ve SOD aktivitesi ile
FRAP, AOPP ve total tiyol seviyeleri

Tiimér Doku Tiimér Cevre Doku P degeri

Glutatyon Peroksidaz 4,64+3,25 5,30+1,78

(pmol/mg protein) 0,002




3,69 4,17
(3,29-4,59) (3,98-7,15)
SOD (U/mg protein) 26,19+13,85 27,91+6,26 0015
21,47 25,76
(18,34-27,15) (23,87-32,84)
FRAP (nmol/mg protein) 23,73+6,14 29,92+8,35 0000
20,61 26,81
(19,59-31,22) (24,31-37,41)
AOPP (nmol/mg protein) 27,78+12,36 21,88+10,16 0142
24,26 24,56
(19,07-35,79) (12,14-28,69)
Total Tiyol (nmol/mg protein) 109,33+59,85 121,49+25,46 0.008
97,98 113,46
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(83,46-173,51) (100,24-136,64)

Ortalama=SS, Orta Deger (quartiles (Q1-Q3))

4.1. Serum glutatyon peroksidaz ve SOD aktivitesi ile FRAP, AOPP ve total tiyol
seviyeleri

Kolon kanser hastalar1 ile saglikli kontrollerin serum parametreleri
karsilastirildiginda, glutatyon peroksidaz aktivitesi (p=0,004), siiperoksit dismutaz
aktivitesi (p=0,000), FRAP diizeyi (p=0,003), total tiyol diizeyi (p=0,000) ve AOPP
diizeyi (p=0,000) istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis bulundu (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Serum glutatyon peroksidaz ve SOD aktivitesi ile FRAP, AOPP ve total tiyol
seviyeleri

Kolon Kanseri Kontrol P degeri
Glutatyon Peroksidaz 6,35+1,94 5,48+2,51
(pmol/mL) 6,26 5,67 0,004
(4,74-7,23) (3,49-6,59)
SOD (U/mL) 77,42+26,86 98,46+19,87
79,97 100,55 0,000

(52,19-96,75)

(81,91-114,47)

FRAP (uM/L Urik Asit)

134,20+54,45

203,63+45,68
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129,83
(90,89-163,47)

204,48 0,003
(158,62-238,78)

AOPP (uM/L Kloramin T
Esdegeri)

171,26+44,12
182,75
(137,18-208,82)

339,50+44,16
344,02 0,000
(313,17-367,01)

Total Tiyol (uM/L)

367,90+188,18
306,82
(272,36-386,14)

533,58+65,56
520,24 0,000
(482,59-592,92)

Ortalama+SS, Orta Deger (quartiles (Q1-Q3))

4.2. Doku ve serum glutamat-glutamin diizeyleri ile doku glutamat dehidrogenaz

aktivitesi

Hasta ve kontrol grubu karsilastirmasinda hem doku hem de serum glutamat-

glutamin diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir (sirasiyla

p=0,519, p=0,064). Glutamat dehidrogenaz aktivitesinin ise kolon tiimér dokusunda

timor cevre dokusuna gore anlamli Glgiide azalmis oldugu bulunmustur (p=0,001)

(Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Doku ve serum glutamat-glutamin diizeyleri ile doku glutamat dehidrogenaz

aktivitesi

Kolon Kanseri Kontrol P degeri
Doku Glutamat-Glutamin 0,27+0,16 0,23+0,05 0,519
(ng/mg protein) 0,21 0,23

(0,19-0,28) (0,18-0,28)

Serum Glutamat-Glutamin 653,41+67,23 657,49+105,29 0,064
(pg/mL) 653,20 689,07

(617,52-711,30) (603,66-726,34)
Doku Glutamat 24,66+2,17 30,34+15,32 0,001
Dehidrogenaz (mU/mg 16,99 30,52

protein)

(10,66-26,90)

(13,75-42,11)

Ortalama+£SS, Orta Deger (quartiles (Q1-Q3))
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4.3. NRF2 ekspresyonu UP ve DOWN olan hastalarin doku ve serumdaki
parametrelerinin karsilastirilmasi

Kolon kanser hastalarinin dokularinda NRF2 ekspresyonu UP ve DOWN

olanlarin dokuda ¢alisilmis olan NRF2 protein ekspresyonu, NRF2 diizeyi, glutatyon

peroksidaz aktivitesi, glutamat dehidrogenaz aktivitesi ile FRAP, AOPP, total tiyol ve

glutamat-glutamin diizeyleri degerlendirildiginde anlamlilik saptanmamustir (Tablo 4-

6).

Tablo 4-6: NRF2 ekspresyonu UP ve DOWN olan hastalarin doku parametrelerinin

karsilastirmasi
Tiimor Doku P Tiimor Cevre Doku P
Doku dederi dederi
Parametreleri egerl egeri
NRF2 UP NRF2 DOWN NRF2 UP NRF2 DOWN
NRF2 Protein 1,06£0,29 1,91+1,13 3,01£0,79 1,69+0,71
Ekspresyonu 1,02 1,85 0,262 2,98 1,56 0,042
(0,80-1,36) (0,82-3,16) (2,26-3,80) (1,17-2,18)
NRF2 (ng/mg 3,63+0,88 4,14+1 39 6,82+0,69 5,16+0,79
protein) 3,96 3,92 0,935 6,88 4,97 0,076
(2,70-4,25) (3,44-4,94) (6,13-7,45) (4,49-5,96)
Glutatyon 3,78+0,49 5,00+4.23 6,0242,23 4,82+1,43
Peroksidaz
(omolimg 3,69 3,66 0,600 5,63 4,03 0,862
protein) (3,35-4,29) (2,94-7,23) (4,15-8,28) (3,96-5,99)
SOD (U/mg 20,87+3,95 29.73+17.28 30,84:7.88 25.94+4.67
protein) 19,39 23,46 0,572 28,98 25,50 0,433
(18,18-25,05)  (20,25-37,58) (24,48-39,08)  (21,91-30,24)
FRAP 23,666,33 23.78+6.62 29.24+9 53 30,3848.38
(nmol/mg
orotein) 20,60 21,11 0,516 24,89 31,79 0,794
(20,32-30,05)  (18,69-31,28) (23,88-38,94)  (23,16-37,41)
AOPP 35,63+14,96 22,54+7,67 26,87+11,66 18,5548 44
(nmol/mg
protein) 33,00 22,80 0,850 29,19 17,98 0,317
(23,17-50,70)  (14,58-29,07) (14,91-36,534)  (11,30-27,56)
Total Tiyol 132,36£79.61  127,30+5131 131,41£36,72  114,87+15,06
(nmol/mg 96,37 125,44 0,883 125,82 113,46 0,408

protein)
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(86,43-214,29)

(76,98-173,50)

(99,75-168,65)

(99,90-131,86)

Glutamat- 0,224,050 0,31+0,21 0,24+0,09 0,234+0,03
Glutamin
(ng/mg 0,21 0,21 0,660 0,23 0,23 0,663
protein) (0,18-0,27) (0,19-0,38) (0,16-0,33) (0,21-0,26)
Glutamat 17,2745,27 29,59+31,02 33,12+22,96 28.,49+9,78
Dehidrogenaz
(mU/mg 17,72 15,70 0,722 30,56 30,52 0,761
protein) (12,21-21,88) (8,56-53,06) 13,45-55,34 (21,9243-

34,7402)

Ortalama+SS, Orta Deger (quartiles (Q1-Q3))

Kolon kanserli hastalarin NRF2 ekspresyonu UP ve DOWN olanlarda serum
serum AOPP

parametrelerinin  karsilastirmasinda ise NRF2 UP olan hastalarda

diizeyleri anlaml 6l¢iide azalmis bulunurken (p=0,014), total tiyol diizeyleri ise artmis

olarak bulundu (p=0,029) ( Tablo 4-7).

Tablo 4-7: NRF2 ekspresyonu UP ve DOWN olan hastalarin serum parametrelerinin

karsilastirmasi
Kolon Kanseri
Serum P degeri
Parametreleri
! NRF2 UP NRF2 DOWN
NRF2 (ng/mL) 2,47+1,79 1,96+1,04
2,65 2,48 0,850
(0,74-4,03) (0,65-2,67)
Glutatyon 5,81£1,61 6,71£2,19
Peroksidaz
(pmol/mL) 5,88 6,78 0,063
(4,29-7,25) (4,74-7,93)
SOD (U/mL) 63,30+29,75 86,84+22,39
53,95 88,50 0,716
(41,25-94,69) (69,44-100,72)
ERAP (MM/L 137,98+59,56 131,68+56,48
URIK ASIT) 135,38 115,91 0,210
(82,42-196,15) (90,89-167,77)
AOPP (uM/L 168,10+56,55 173,37+39,65

Kloramin T




Esdegeri) 182,751 180,86 0,014
(109,64-211,90) (137,18-208,82)

Total Tiyol 415,75+304,82 336,01+£70,29

(uM/L) 279,70 307,59 0,029
(235,68-731,85) (288,98-386,14)

Glutamat- 661,54+69,42 647,99+71,81

Glutamin

679,77 651,15 0,312
(pg/mL)

(588,43-716,42)

(606,97-697,04)
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Ortalama+SS, Orta Deger (quartiles (Q1-Q3))

Tiim6r dokusundaki parametrelerin korelasyonlari tablo 4-8’de gosterilmistir.

NRF2 protein ekspresyonu ile NRF2 protein miktar1 arasinda giiglii pozitif korelasyon
(korelasyon katsay1s1=0,629, p=0,002),

Total tiyol diizeyleri ile FRAP diizeyleri arasinda giiglii pozitif korelasyon (korelasyon
katsay1s1=0,477, p=0,009),

GDH aktivitesi ile sirasiyla NRF2 protein ekspresyonu (korelasyon katsayisi=0,547,
p=0,003) ve NRF2 protein miktar1 (korelasyon katsayis1=0,726, p=0,008) arasinda

giiclii pozitif korelasyon,

SOD aktivitesi ile sirasiyla NRF2 protein ekspresyonu (korelasyon katsayisi=0,409,
p=0,038), NRF2 protein miktar1 (korelasyon katsay1s1=0,830, p=0,001) ve GDH
aktivitesi (korelasyon katsay1s1=0,790, p=0,000) arasinda gii¢lii pozitif korelasyon,

Glutamat-glutamin diizeyleri ile sirasiyla NRF2 protein ekspresyonu (korelasyon
katsay1s1=0,428, p=0,026), NRF2 protein miktar1 (korelasyon katsayisi=0,690,
p=0,013), GDH aktivitesi (korelasyon katsay1s1=0,854, p=0,000) ve SOD aktivitesi
(korelasyon katsay1s1=0,906, p=0,000) arasinda giiclii pozitif korelasyon,

Glutatyon peroksidaz aktivitesi ile sirastyla NRF2 protein ekspresyonu (korelasyon
katsay1s1=0,435, p=0,023), NRF2 protein miktar1 (korelasyon katsayisi=0,831,
p=0,001), GDH aktivitesi (korelasyon katsay1s1=0,885, p=0,000), SOD aktivitesi
(korelasyon katsay1s1=0,927, p=0,000) ve glutamat-glutamin diizeyleri (korelasyon
katsay1s1=0,913, p=0,000) arasinda gii¢lii pozitif korelasyon bulunmustur.



Tablo 4-8: Kolon kanserli hastalarin tiimor dokusundaki parametrelerin korelasyon
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analizi
Tiimér Doku Parametre NRF2 NRF2 FRAP Total Tiyol GDH SOD Glutamat- | Glutatyon NRF2 Gen
Korelasyonlari protein protein Aktivitesi | Aktivitesi | Glutamin | Peroksidaz | Ekspresyonu
ekspresyonu | miktari Aktivitesi
Korelasyon
NRF2 1
] Katsayisi
protein
‘ P degeri
ekspresyonu
28
Korelasyon
NRF2 ,629™ 1
. Katsayisi
protein
P degeri ,002
miktari
22 12
Korelasyon
,133 446 1
Katsayisi
FRAP
P degeri ,510 ,147
N 27 12 29
Korelasyon
,193 ,459 ATT 1
. Katsayis1
Total Tiyol
P degeri ,336 ,133 ,009
N 27 12 29 29
Korelasyon
547" ,726™ ,115 ,356 1
GDH Katsayisi
Aktivitesi P degeri ,003 ,008 ,552 ,058
N 27 12 29 29 29
Korelasyon
,409" ,830™ 171 ,280 ,790™ 1
SOD Katsayisi
Aktivitesi P degeri ,038 ,001 ,385 ,149 ,000
N 26 12 28 28 28 28
Korelasyon
,428" ,690" ,106 ,252 ,854™ ,906™ 1
Glutamat- Katsay1si
Glutamin P degeri ,026 ,013 ,583 ,188 ,000 ,000
N 27 12 29 29 29 28 29
Korelasyon ) " " " -
Glutatyon ,435 ,831 ,198 ,332 ,885 ,927 ,913 1
. Katsay1s1
Peroksidaz
S P degeri ,023 ,001 ,302 ,078 ,000 ,000 ,000
Aktivitesi
27 12 29 29 29 28 29 29
NRE2 Gen Korelasyon -274 -,130 -,247 -,005 -,064 -,031 -,008 -,009 1
Ekspresyonu Katsayisi
P degeri ,159 ,687 ,196 ,981 742 874 ,968 ,962
N 28 12 29 29 29 28 29 29 29
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Tiimoér c¢evre dokusundaki parametrelerin  korelasyonlar1 tablo 4-9°da

gosterilmistir.

NRF2 protein ekspresyonu ile NRF2 protein miktar1 arasinda pozitif korelasyon
(korelasyon katsay1s1=0,642, p=0,033),

AOPP diizeyleri ile FRAP diizeyleri arasinda giiglii pozitif korelasyon (korelasyon
katsay1s1=0,515, p=0,005),

Total tiyol diizeyleri ile sirasiyla FRAP diizeyleri (korelasyon katsayis1=0,584, p=0,001)
ve AOPP diizeyleri (korelasyon katsayisi=0,728, p=0,000) arasinda giiclii pozitif
korelasyon,

GDH aktivitesi ile sirastyla AOPP diizeyleri (korelasyon katsayisi=0,447, p=0,017) ve
total tiyol diizeyleri (korelasyon katsayisi=0,619, p=0,000) arasinda gii¢lii pozitif
korelasyon,

SOD aktivitesi ile sirasiyla FRAP diizeyleri (korelasyon katsayisi=0,505, p=0,006),
AOPP diizeyleri (korelasyon katsay1s1=0,814, p=0,000), total tiyol diizeyleri
(korelasyon katsay1s1=0,855, p=0,000) ve GDH aktivitesi (korelasyon katsay1s1=0,637,
p=0,000) arasinda gii¢lii pozitif korelasyon,

Glutamat-glutamin diizeyleri ile sirasiyla FRAP diizeyleri (korelasyon katsayisi=0,577,
p=0,001), AOPP diizeyleri (korelasyon katsay1s1=0,795, p=0,000), total tiyol diizeyleri
(korelasyon katsay1s1=0,912, p=0,000), GDH aktivitesi (korelasyon katsayisi=0,610,
p=0,001) ve SOD aktivitesi (korelasyon katsay1si=0,977, p=0,000) arasinda giiclii
pozitif korelasyon,

Glutatyon peroksidaz aktivitesi 1ile sirasiyla FRAP diizeyleri (korelasyon
katsay1s1=0,568, p=0,002), AOPP diizeyleri (korelasyon katsay1s1=0,828, p=0,000),
total tiyol diizeyleri (korelasyon katsay1s1=0,907, p=0,000), GDH aktivitesi (korelasyon
katsay1s1=0,575, p=0,001), SOD aktivitesi (korelasyon katsayis1=0,980, p=0,000) ve
glutamat-glutamin (korelasyon katsay1s1=0,992, p=0,000) arasinda giiglii pozitif

korelasyon,

NRF2 gen ekspresyonu ile NRF2 protein miktar1 arasinda (korelasyon katsay1s1=0,621,
p=0,031) pozitif korelasyon bulunmustur.



Tablo 4-9: Tiimér ¢evre dokusundaki parametrelerin korelasyon analizi
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Tiimér Cevre Doku NRF2 NRF2 Total GDH SOD Glutamat | Glutatyon | NRF2 Gen
Parametre protein protein FRAP AOPP Tiyol | Aktivitesi | Aktivitesi - Peroksidaz | Ekspresyo-
Korelasyonlari ekspres- | miktar Glutamin | Aktivitesi nu
yonu
Korelasyon
NRF2 1
] Katsayisi
protein
‘ P degeri
ekspresyonu
27
Korelasyon
NRF2 642" 1
. Katsayisi
protein
P degeri ,033
miktari
N 11 12
Korelasyon
-,244 ,080 1
Katsayisi
FRAP
P degeri ,230 ,806
N 26 12 28
Korelasyon
,112 ,567 ,515™ 1
AOPP Katsayisi
P degeri ,585 ,054 ,005
N 26 12 28 28
Korelasyon - -
-,126 ,335 ,584 ,728 1
. Katsayisi
Total Tiyol
P degeri 539 288 ,001 000
N 26 12 28 28 28
Korelasyon
-,083 ,351 ,105 447" ,619™ 1
GDH Katsayis1
Aktivitesi P degeri ,687 ,264 ,595 ,017 ,000
N 26 12 28 28 28 28
Korelasyon n n n -
-,140 ,342 ,505 814 ,855 ,637 1
SOD Katsayisi
Aktivitesi P degeri ,495 277 ,006 ,000 ,000 ,000
N 26 12 28 28 28 28 28
Korelasyon
-,202 ,185 577 ,795™ ,912™ ,610™ 977" 1
Glutamat- Katsayisi
Glutamin P degeri ,321 ,565 ,001 ,000 ,000 ,001 ,000
N 26 12 28 28 28 28 28 28
Korelasyon " " " - - -
Glutatyon -,164 ,227 ,568 ,828 ,907 ,575 ,980 ,992 1
. Katsayis1
Peroksidaz
S P degeri 424 ATT ,002 ,000 ,000 ,001 ,000 ,000
Aktivitesi
N 26 12 28 28 28 28 28 28 28
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Korelasyon
NRF2 Gen Y 056 621"  -189| -017[ -076 138 -,050 -,082 -,109 1
Ekspresyonu Katsayisi
P degeri ,780 ,031 ,335 ,931 ,702 ,485 ,802 677 ,580
N 27 12 28 28 28 28 28 28 28 28
Kolon kanser hastalarinin serum parametrelerinin korelasyonlar1 tablo 4-10°da
gosterilmistir.

Total tiyol diizeyi ile AOPP diizeyi arasinda gii¢lii pozitif korelasyon (korelasyon
katsay1s1=0,585, p=0,001),

Glutatyon peroksidaz aktivitesi ile SOD aktivitesi arasinda negatif korelasyon

(korelasyon katsayisi= -0,361, p=0,05) bulunmustur.

Tablo 4-10: Kolon kanserli hastalarin serum parametrelerinin korelasyon analizi

Hasta Serum Parametre FRAP AOPP Total Sod Glutamat- | Glutatyon NRF2
Korelasyonlari Tiyol | Aktivitesi | Glutamin | Peroksidaz | Ekspresyonu
Aktivitesi
Korelasyon L
Katsayis1
FRAP
P degeri
N 30
Korelasyon
,316 1
Katsayis1
AOPP
P degeri ,089
N 30 30
Korelasyon
,379" ,585™ 1
) Katsayisi
Total Tiyol
P degeri ,039 ,001
N 30 30 30
Korelasyon
-,075 -,041 -121 1
SOD Katsayisi
Ativitesi 5 4 seri 693 829 525
N 30 30 30 30
Korelasyon
-,136 -,093 -,333 ,058 1
Glutamat- Katsayisi
Glutamin P degeri A73 624 072 /760
N 30 30 30 30 30
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Korelasyon
Glutatyon ,255 ,076 ,167 -,361" -,333 1
. Katsayisi
Peroksidaz
L P degeri 174 ,690 ,379 ,050 ,072
Aktivitesi
30 30 30 30 30 30
Korelasyon
-,260 -,348 -,196 -,005 -,103 -,283
NRF2 Katsayisi
Ekspresyonu P degeri ,165 ,059 ,300 ,979 ,588 ,130
N 30 30 30 30 30 30 30

Saglikli kontrollerin serum parametrelerinin  korelasyonlar1 tablo 4-11’de

gosterilmistir.

Total tiyol diizeyi ile AOPP diizeyi arasinda gii¢lii pozitif korelasyon (korelasyon
katsay1s1=0,538, p=0,004),

SOD aktivitesi ile AOPP diizeyleri arasinda (korelasyon katsayisi= -0,402, p=0,038)
negatif korelasyon,

Glutatyon peroksidaz aktivitesi ile sirasiyla AOPP  diizeyleri (korelasyon
katsay1s1=0,445, p=0,020) arasinda pozitif korelasyon, SOD aktivitesi (korelasyon
katsayisi= -0,425, p=0,027) arasinda ve glutamat-glutamin (korelasyon katsayisi= -
0,481, p=0,011) arasinda negatif korelasyon,

NRF2 diizeyi ile sirasiyla AOPP diizeyi (korelasyon katsayisi=0,682, p=0,001) ve
glutatyon peroksidaz aktivitesi (korelasyon katsayisi=0,834, p=0,000) arasinda giiglii
pozitif korelasyon, glutamat-glutamin (korelasyon katsayisi= -0,508, p=0,019) arasinda
ise negatif korelasyon bulunmustur.

Tablo 4-11: Saghkh kontrollerin serum parametrelerinin korelasyon analizi

Kontrol Serum Parametre FRAP AOPP Total Sod Glutamat- | Glutatyon NRF2
Korelasyonlari Tiyol | Aktivitesi | Glutamin | Peroksidaz Diizeyi
Aktivitesi
Korelasyon )
Katsayisi
FRAP
P degeri
N 27
Korelasyon
AOPP -,025 1
Katsayisi
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P degeri ,902
N 27 27
Korelasyon
,246 538" 1
. Katsayisi
Total Tiyol
P degeri ,217 ,004
N 27 27 27
Korelasyon
-,280 -,402" -,275 1
SOD Katsayis1
AKUvitest b G seri 157 038 165
N 27 27 27 27
Korelasyon
,257 -,060 ,034 -,094 1
Glutamat- Katsayist
Glutamin P degeri 196 767 865 640
N 27 27 27 27 27
Korelasyon
Glutatyon ,173 445" ,115 -,425" -,481" 1
] Katsayisi
Peroksidaz
7 Pdegeri 388 020 568 027 011
IAktivitesi
N 27 27 27 27 27 27
Korelasyon " . -
-,128 ,682 ,104 -,364 -,508 ,834 1
NRF2 Katsayist
Diizeyi P degeri ,581 ,001 ,653 ,104 ,019 ,000
N 21 21 21 21 21 21 21
Calismamizda yer alan kolon kanser hastalarimin doku ve serumda caligilmig
olan tiim parametreleri tiimor evresine gore karsilastirildiginda, erken timor evresindeki
hastalar ile ileri tiimor evresindeki hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir. Lenf nodu metastaz durumuna gore karsilastirildiginda ise lenf nodu
metastazi olanlarda timor c¢evre dokusundaki FRAP diizeyleri lenf nodu metastazi
olmayanlara gore anlamli 6l¢iide azalmis olarak bulunmustur (p=0,044) (Tablo 4-11).
Tablo 4-12: Tiimor evresine ve lenf nodu metastaz durumuna gore doku ve serum
parametrelerinin karsilastirilmasi
Tiimor Evresi Ortalama+SS P Lenf Nodu Ortalama=SS P
Degeri Metastazi Degeri
NRF2 Gen
T3+T4 1,09+0,64 0,243 N1+N2+N3 1,23+0,68 0,109
ekspresyonu
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T1+T2 0,75+0,22 NO 0,79+0,33
T3+T4 2,35+1,35 0,505 N1+N2+N3 2,35+1,37 0,775
Serum NRF2
T1+T2 3,06+0,89 NO 2,47+1,29
NRF2 protein T3+T4 1,31+0,93 0,117 N1+N2+N3 1,42+1,06 0,222
ekspresyonu (tiimor
doku) T1+T2 0,72+0,54 NO 0,91+0,55
NRF2 diizeyi T3+T4 4,15+1,08 0,782 N1+N2+N3 4,25+1,23 0,223
(tiilmor doku) T1+T2 3,54+1,18 NO 3,64+0,84
FRAP (tiimér doku) T3+T4 21,0245,02 0,590 N1+N2+N3 20,66+5,12 0,280
T1+T2 22,6546,12 NO 22,2345,15
AOPP (tiimér doku) T3+T4 29,97+17,97 0,914 N1+N2+N3 32,50420,07 0,430
T1+T2 26,97+15,29 NO 24,32+12,89
Total Tiyol (tiimér T3+T4 107,69+42,64 0,419 N1+N2+N3 113,55+47,34 0,934
doku) T1+T2 123,394+44,08 NO 107,46+36,20
GDH Aktivitesi T3+T4 22,94+17,05 0,706 N1+N2+N3 26,33+18,59 0,244
(tiimor doku) T1+T2 23,39+12,40 NO 19,22+11,10
SOD Aktivitesi T3+T4 26,9849,89 0,614 N1+N2+N3 26,88+11,06 0,827
(tiimor doku) T1+T2 24,87+7,87 NO 26,14+7,16
Glutamat-Glutamin T3+T4 0,26+0,11 0,914 N1+N2+N3 0,27+0,12 0,589
(tiimor doku) T1+T2 0,24+0,05 NO 0,24+0,06
Glutatyon T3+T4 4,38+2,18 0,829 NI1+N2+N3 4,5242 .54 0,901
Peroksidaz
Aktivitesi  (tiimér T1+T2 4,31£1,75 NO 4,15+1,30
doku)
NRF2 protein T3+T4 2,04+1,40 0,091 N1+N2+N3 2,04+1,07 0,088
ckspresyonu ((imor T1+T2 1,02+0,54 NO 1,53+1,58
cevre doku)
NRF2 diizeyi T3+T4 5,86+1,17 0,926 N1+N2+N3 6,05+1,19 0,372
(tiimor ¢evre doku) T1+T2 5,88+0,48 NO 5,61+£0,76
FRAP (tiimor cevre T3+T4 30,66+9,38 0,911 N1+N2+N3 27,84+7,82 0,044
doku) T1+T2 30,69+11,50 NO 35,07+10,64
AOPP (tiimor cevre T3+T4 23,71+14,36 0,502 N1+N2+N3 21,03+8,49 0,630
doku) T1+T2 19,8349,28 NO 25,61+17,41
Total Tiyol (tiimér T3+T4 132,954+45,79 0,823 N1+N2+N3 127,54+19,44 0,759
cevre doku) T1+T2 150,72+79,05 NO 148,45+75,26
GDH Aktivitesi T3+T4 32,00+13,16 0,117 N1+N2+N3 33,71£10,91 0,759
(tiimor ¢evre doku) T1+T2 38,73£6,16 NO 32,84+13,72
SOD Aktivitesi T3+T4 32,374+20,25 0,341 N1+N2+N3 28,51+5,63 0,539
(tiimor ¢evre doku) T1+T2 33,80+11,56 NO 37,27+£26,31
Glutamat-Glutamin T3+T4 0,29+0,33 0,131 N1+N2+N3 0,23+0,06 0,630
(tiimor ¢evre doku) T1+T2 0,38+0,30 NO 0,40+0,46
Glutatyon T3+T4 6,90+8,93 0,780 NI1+N2+N3 5,04+1,39 0,930
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Peroksidaz
Aktivitesi  (tiimér T1+T2 8,10+7,85 NO 9,47+12,36
cevre doku)

T3+T4 144,96+55,97 0,147 N1+N2+N3 142,27+52,35 0,361
Serum FRAP

T14T2 177,92+44,04 NO 158,30+58,83

T3+T4 203,93+58,44 0,876 N1+N2+N3 195,15+51,53 0,427
Serum AOPP

T1+T2 212,67+33,60 NO 211,67+61,21

. T3+T4 450,95+270,26 0,178 N1+N2+N3 397,23+202,18 0,062

Serum Total Tiyol

T14T2 451,61£75,30 NO 509,33+272,80
Serum SOD T3+T4 65,63+28,43 0,641 N1+N2+N3 66,13+£22,33 0,937
Aktivitesi T1+T2 71,34+25,81 NO 70,254+34,36
Serum  Glutamat- T3+T4 631,77£97,50 0,876 N1+N2+N3 658,68+88,58 0,088
Glutamin T1+T2 632,11+86,27 NO 600,82+89,91
Serum  Glutatyon T3+T4 6,37+1,93 0,108 N1+N2+N3 6,20+1,55 0,475
Peroksidaz

o T1+T2 8,53+3,45 NO 7,35+3,11

Aktivitesi

Calismamizda yer alan kolon kanser hastalarinin doku ve serumda c¢alisilmis
olan tiim parametrelerinin diferansiyasyon durumuna gore karsilastirilmasinda timor
cevre dokusunda AOPP diizeyi kotii diferansiye grupta iyi ve orta diferansiye gruba
kiyasla anlamli dl¢lide yliksek bulunmustur (p=0,026). Hastalarda kotii diferansiye
grupta serum FRAP diizeyleri, total tiyol diizeyleri ve AOPP diizeyleri iyi ve orta
diferansiye gruba gore anlamli 6l¢iide azalmis olarak bulunmustur (sirasiyla p=0,005,
p=0,017, p=0,002). Perinéral invazyon durumuna gore yapilan karsilagtirmada ise
invazyon olan hastalarin timoér dokusunda NRF2 protein ekspresyonu ve glutamat-
glutamin diizeyi invazyon olmayan hastalara gore yiiksek bulunmustur (sirasiyla
p=0,022, p=0,020). Anjiyolenfatik invazyon varligina goére yapilan degerlendirmede
invazyon olan grupta serum NRF2 diizeyi anlamli 6l¢iide yiliksek bulunurken, serum
SOD aktivitesi ise anlamli Olgiide diisiik bulunmustur (sirasiyla p=0,001, p=0,047)
(Tablo 4-12).
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Tablo 4-13: Diferansiyasyon, perinoral invazyon ve anjiyolenfatik invazyon durumuna
gore doku ve serum parametrelerinin karsilastirilmasi

=
5 g X
2 Ortalama+SS P g Ortalama+SS P s = | Ortalama+SS P
> £ s 2
17} o — « . |= <
E Degeri .g Degeri .g\ E Deger
3 2 z = .
a 5 < i
W
NRF2  Gen Var Var
Kot 1042027 | 0583 | |\ 0,87+0,33 0292 | 1,13£0,62 | 0,144
ekspresyonu o 0
fyitOrta | 1,04+0,63 1,12+0,67 0,87+0,53
Var Var
Koti 2,25+0,92 0,767 2,90+1,12 0,112 3,18+0,90 0,001
Serum NRF2 Yok Yok
fyitOrta | 2,42+1,42 2,13+135 1,43+1,02
NRE2 Var Var
Koti 1,97+1,24 0,143 1,76+0,99 0,022 1,14+0,94 0,287
. Yok Yok
protein
ekspresyonu |y ova | 1,05£0.81 0,91=0,71 1,39+0,84
(tiimor doku)
Var Var
NRF2 diizeyi | Kotii 514+197 | 0,637 502+134 | 0,079 4,01£1,47 | 0,685
Yok Yok
(timor doku) | 4 200 | 374:0,86 3,65+0,81 3,98+0,12
Var Var
FRAP Koti 24,08+4,41 0,067 Yok 20,03+4,73 0,333 Yok 21,46+5,64 0,690
(timdr doku) | j .. 00 | 20,93+5,25 22,0845,26 21,63+4,56
Var Var
AOPP Koti 20,63+7,82 0,569 32,47+22,49 0,509 28,59+18,03 | 0,825
Yok Yok
(timor doku) | 4 20010 | 30,58+18,19 26,79+14,39 30,12417,34
Var Var
Total Tiyol Koti 113,69+30,57 | 0,704 108,61+26,83 | 0,660 114,74+48,84 | 0,400
Yok Yok
(timor doku) | 45000 | 111,62+44,19 11,7648 34 99,90:34,67
GDH Var Var
Koti 37,95+33,54 | 0,229 30,96+21,31 0,053 23,12+18,48 | 0,929
s Yok Yok
Aktivitesi
(tiimér doku) | [yi+Orta | 20,74x10,73 19,04+10,59 20,16+11,92
SOD Var Var
Koti 34,44+20,28 | 0,431 31,53+13,84 0,099 27,11£11,73 | 0,516
s Yok Yok
Aktivitesi
(tiimér doku) | 1YiOrta | 25,436,05 24274525 23,60+3,71
Glutamat- var var
Koti 0,34+0,25 0,950 0,31+0,15 0,020 0,27+0,13 0,132
. Yok Yok
Glutamin
(tiimér doku) | 1yi+Orta | 0,25£0,05 0,23+0,04 0,22+0,03
Glutatyon Var var
Y Kot 6,32+4,86 0,487 5,03+3,14628 | 0,202 4,43+2 .50 0,376
. Yok Yok
Peroksidaz
Aktivitest | 4l orta | 4,0741,13 4,01+1,12475 3,88+0,78
(tiimor doku)
Var Var
NRF2 Koti 2,74+0,52 0,084 1,63+0,94 0,750 1,77+1,13 0,702
Yok Yok
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protein
ekspresyonu | |
lyi+Orta 1,72+1,38 1,89+1,47 2,03+1,63
(timor cevre
doku)
. Var Var
NRE2 diizeyi | o | 61420,19 | 0,814 5524089 | 0,518 6,2940,79 | 0,223
- Yok Yok
(tiimor cevre
doku) Iyi+Orta | 5,95+1,08 5,98+1,08 5,27+1,07
FRAP Var Var
Kotii 36,58+10,84 | 0,212 28,96+8,81 0,480 29,1248,59 | 0,210
I Yok Yok
(tiimor cevre
doku) fyi+Orta | 30,2849,68 32,04+10,19 34,19+10,98
AOPP Var Var
Koti 28,99+1,47 0,026 23,3544,84 0,346 22,71+£7,12 | 0,781
I Yok Yok
(tiimor cevre
doku) Iyi+Orta | 21,92+14,25 22,97+15,69 24,85+18,98
Total  Tiyol var var
y Koti 122,06+18,67 | 0,793 117,82+10,33 | 0,157 119,88+20,64 | 0,095
R Yok Yok
(tiimor cevre
doku) Iyi+Orta | 140,89456,41 145,50+61,20 158,63+74,93
GDH Var Var
Koti 25,61+8,29 0,168 30,96+7,69 0,572 31,14+12,07 | 0,546
s Yok Yok
Aktivitesi
(Hmor gevre |y . orta | 34,75+12,42 34,38+13,59 34,5112,99
doku)
SOD Var Var
Koti 25,56+0,73 0,115 27,124+4,86 0,203 28,39+5,29 | 0,516
s Yok Yok
Aktivitesi
(timor cevre | ;o\ 0a | 34,10£19,69 34,83421,49 37,40+27,68
doku)
Glutamat- Var Var
Koti 0,19+0,05 0,115 0,21+0,06 0,157 0,22+0,07 0,577
. Yok Yok
Glutamin
(timor gevre | ;oo oa | 0,330,34 0,35+0,37 0,41+0,48
doku)
Glutatyon var var
y Koti 4.41+0,84 0,264 4,69+0,92 0,671 4,78+1,34 0,577
. Yok Yok
Peroksidaz
Aktivitesi
(tiimér gevre | lyitOrta | 7,59+9,22 8,08+10,06 9,90+12,81
doku)
Var Var
Kot 82,85+£10,58 0,005 Yok 152,71+64,47 | 0,869 Yok 165,14+58,60 | 0,150
Serum FRAP o Y
fyi+Orta | 161,84+51,33 147,75+50,83 131,28+46,75
Var Var
Koéti | 110,87+17,83 | 0,002 201,68+59,36 | 0,967 184,04+51,80 | 0,063
Serum AOPP Yok Yok
iyi+0rta 218,94+44,01 203,12+55,27 220,31+55,50
Var Var | 4376942177
Kot 278,40+55,02 | 0,017 Yok 456,86+229,76 | 0,836 Yok 0,767
Serum Total o Y 5
Tiyol . 461,36+287,6
[yi+Orta | 478,79+249,25 442,91+250,12 A
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Var Var
Serum SOD| Koti 72,03+31,00 | 0,855 58,35+19,66 | 0,173 57,31£18,69 | 0,047
Yok Yok
Aktivitesi fyi+Orta | 66,7028,40 73,29430,79 78,61+33,39
. var var | 602,13+109,9
Serum Koti 614,16+£60,44 | 0,625 Yok 628,78+98,28 | 0,591 Yok c 0,150
Glutamat-
. . 653,85+118,5
Glutamin Iyi+Orta | 633,52+98,32 634,63+91,62 g
Serum Var Var
Kotii 5,82+1,78 0,502 6,48+1,62 0,901 10,13+13,48 | 0,271
Yok Yok
Glutatyon
Peroksidaz fyi+Orta 6.84+2,54 6,84+2.78 6,78+3,26
Aktivitesi

Kolon kanserli hastalarin hem tiimor doku ve timor ¢evre dokularinda hem de
hasta ve kontrol serumlarinda, NRF2 ekspresyonlari UP ve DOWN olanlar timor
evresine, lenf nodu metastaz varligina, diferansiyasyon, perindral invazyon ve
anjiyolenfatik invazyon durumlarina gore karsilastirilmistir.  NRF2 DOWN olanlarin
timor dokusunda NRF2 protein ekspresyonu ileri evre tiimor grubunda (T3+T4)
(1,60+0,27) erken evre timor grubuna gore (T1+T2) (0,72+0,22) anlaml dlgiide daha
yiiksek bulunmustur (p=0,048). NRF2 DOWN olanlarin tiimor dokularinda protein
olanlarda (1,87+0,37) olmayanlara gore

ekspresyonunun lenf nodu metastazi

(0,90+0,18) anlamli o6lgiide arttigi  gorilmistiir (p=0,030). Diger parametreler

bakimindan anlamli farklilik tespit edilmemistir.

4.4. ROC Analizi
Calisilan parametrelerin hastaligin saglikli bireylerden ayirt edilebilmesinde ve
tanisinda kullanimin uygunlugunun test edilmesi i¢in yapilan ROC analizi sonuglari

Tablo 4-14’te ve ROC egrileri sekil 4-4’te gosterilmistir.

ROC egri analizine gore hastalarimizin doku glutatyon peroksidaz aktivitesi
icin %48,3 duyarliklik ve %89,3 6zgiinliik, doku SOD aktivitesi i¢in %50,0 duyarliklik
ve %89,3 ozgiinlilk, serum glutatyon peroksidaz i¢in %83,3 duyarliklik ve %59,3
Ozgunliik, doku total tiyol i¢in %44,8 duyarliklik ve %100 6zgiinliik, doku NRF2
diizeyleri i¢cin %75 duyarliklik ve %100 ozgiinlik, serum total tiyol i¢in %83,3
duyarliklik ve %70,4 6zgiinliik, doku glutamat dehidrogenaz icin %65,5 duyarliklik ve
%82,1 6zgiinliikte oldugu saptanmistir (Sekil 4-4).



Tablo 4-14: ROC analiz sonuglari

Alan SH P degeri %95 CI
Doku Glutatyon Peroksidaz 0,725 0,0675
(pmol/mg protein) 0,0008 0,591 - 0,835
Doku SOD (U/mg protein) 0,681 0,0728 0,0129 0,543 - 0,799
Serum Glutatyon Peroksidaz 0,724 0,0691
(pmol/mL) 0,0012 0,590 - 0,834
Doku Total Tiyol (nmol/mg 0,711 0,0723
protein) 0,0036 0,575 - 0,823
Doku NRF2 (ng/mg protein) 0,903 0,0730 <0,0001 0,712 - 0,985
Serum Total Tiyol (uM/L) 0,788 0,0663 <0,0001 0,659 - 0,885
Doku Glutamat Dehidrogenaz 0,751 0,0660 0,0001 0,619 - 0,856
(mU/mg protein)
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TARTISMA

Kolon kanseri diinya ¢apinda giderek artan onemli bir halk sagligi sorunu
olmakta ve kadinlarda meme kanserinden erkeklerde ise prostat kanserinden sonra en
yiiksek insidansa sahip kanserdir. Kolon kanserlerinin ¢ogu sporadik olarak
seyretmekte, yaklagik olarak %5 kalitsal olan genetik bir mutasyondan
kaynaklanmaktadir. Kolon kanserinin goériilmesi yasam kalitesinin diismesine ve 6liim
riskinin artmasina neden olmaktadir. Bu durum kolon kanserinin dnlenmesini ve

tedavisini olduk¢a 6nemli hale getirmektedir (88).

Normal kosullar altinda ROS, hiicre ¢ogalmasi ve sagkalimi dahil olmak iizere
birgok sinyal iletim yolunu diizenlese de, kronik hale gelen oksidatif stres sonucu artan
serbest radikaller kolon kanser patogenezinin baslamasi, ilerlemesi ve ortaya c¢ikmasi
tizerinde dnemli etkilere sahiptir. Uzun siireli kronik inflamasyon kolonda tiimor nekroz
faktorii-o. (TNF-a), interlokin-1B (IL-1B) ve interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuvar
sitokinlerin artisina yol acgarak inflamasyonu ve daha sonrasinda kanser gelisimini
tesvik etmektedir (89). Salinan proinflamatuvar sitokinler de reaktif oksijen tiirevlerinin
ve reaktif nitrojen tiirevlerinin artisina neden olabilmekte ve de dolayli olarak oksidatif
stres yoluyla DNA hasarina sebep olarak kanser gelisimini tesvik edebilmektedir (90).
Oksidatif stres kolon mukozasindaki biyolojik membranda yer alan lipidlerin
oksidasyonunda, DNA hasarinda ve protein ile karbonhidrat yapilarinda hasara neden
olarak ti¢ farkli yol tizerinden kanser gelisimine zemin olusturmaktadir (91). Bununla
birlikte kanser hiicrelerinin de kendilerini korumak amaciyla oksidatif strese yanit
olarak antioksidan kapasiteyi arttirdiklar1 bilinmektedir (3). NRF2’nin hiicreleri
oksidatif stres ve inflamasyondan korudugu ve ayni zamanda ROS ve elektrofillerin
neden oldugu endojen ve eksojen strese karsi hiicresel koruyucu tepkilerin ana
diizenleyicisi oldugu bilinmektedir. NRF2, kanserdeki cesitli fizyolojik siireclere ve
diizenleyici mekanizmalara katilarak bagirsagin fizyolojik fonksiyonunda, kolon

kanserinin 6nlenmesinde ve tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (72).

NRF2’nin kanser gelisiminde ikili rol sergiledigi ve etkisinin kosullara bagl
olarak degistigi bilinmektedir. Serbest radikaller tarafindan aktive edilen NRF2’nin
aktivasyonu ya da inhibisyonu, kolon kanserinin onlenmesinde ve tedavisinde etkili

oldugu kabul edilmektedir (92). Kanserin baslangicinda NRF2 aktivasyonu, hiicredeki
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reaktif oksijen tiirevlerini ortadan kaldirarak ve oksidatif stresi azaltip oksidan-
antioksidan dengesini saglayarak kanserin ilerlemesini énlemek adina yararli olurken,
kanserin ilerlemis evrelerinde ise tedaviye direnci arttirarak kanser hiicrelerinin
canliligini ve biiyiimesini desteklemektedir (5). Ancak NRF2'nin saglikli kisilerde ve
kanser durumlarinda olasi ikili roliiniin iglevsel temellerini belirlemek i¢in ¢ok sayida
aragtirma yapilmasina ihtiyag vardir. NRF2'nin farkli kanser tiirlerinde spesifik

antioksidan etkilerinin aydinlatilmasi 6nemli bir ¢aligma alan1 olmaktadir.

Calismamiza dahil edilen 30 hastanin 21 tanesinde NRF2 gen ekspresyonunun
DOWN regiile edilmis oldugu bulunmustur. Tiimdr dokusunda tiimor ¢evre dokusuna
gore NRF2 ekspresyonu daha diisilk olmasina karsin, bu farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Timo6r dokusunda NRF2 gen ekspresyonundaki azalisa benzer
sekilde western blot yontemiyle ¢alisilmis olan NRF2 protein ekspresyonu da timor
cevre dokusuna kiyasla daha diisiik bulunmus ve istatistiksel olarak anlamlilik elde
edilmistir. Bunun yani sira, ELIZA yéntemi kullanilarak tayin edilmis olan NRF2
protein diizeylerinin de tiimoér dokusunda tiimor ¢evre dokusuna gore anlamli Olcilide
azaldig tespit edilmistir. Tiimor dokusunda NRF2 protein ekspresyonu azalirken NRF2
protein miktarinin da azaldig1 bulunmus, ve timor dokusuna benzer sekilde tiimor ¢cevre
dokusunda da NRF2 protein ekspresyonu ile protein miktari arasinda pozitif korelasyon
saptanmigtir. Ancak timor ¢evre dokusundaki NRF2 gen ekspresyonu ile NRF2 protein
miktar1 arasindaki pozitif korelasyon tiimor dokusunda bulunamustir. Kolon kanser
dokusunda NRF2 ekspresyonunu western blot ve immiinohistokimyasal yontemle analiz
eden bir calismada, kolon kanser dokusunda saglikli dokuya goére NRF2
ekspresyonunun hem western blot hem de immiinohistokimya ile arttig1 gosterilmis ve
NRF2 ekspresyonunun kolon kanser riskini arttirabilecegi belirtilmigtir. NRF2’nin asir1
ekspresyonunun KEAP1 mutasyonu ya da NRF2 gen mutasyonu dahil olmak {izere bir
cok sebepten meydana gelebilecegi Ongorilmistiir (6). Bir baska ¢alismada, NRF2
diizeylerinin kolorektal kanserde artmis oldugu ve bu durumun hasta prognozunun

kotlilesmesine yol agtig1 gosterilmistir (93).

Hu ve arkadaslarmin yaptigi calismada, NRF2 protein ekspresyonunun daha
bliyiikk timdr boyutu, ileri tiimor evreleri ve metastaz ile pozitif iligskili oldugu
bildirilmistir (94). Calismamizda, kolon kanserli hastalarin NRF2 gen ekspresyonu,

protein ekspresyonu ve NRF2 diizeyleri timoriin ileri evresinde (T3+T4), erken
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evresine (T1+T2) gore ve lenf nodu metastazi olanlar ile olmayanlara gore
karsilastirildiginda daha yiiksek gozlenmesine karsin istatistiksel olarak anlamlilik
bulunamamistir. Perindral invazyon olan hastalarin timér dokusunda NRF2 protein
ekspresyon seviyeleri daha yiiksek bulunmugsken, anjiyolenfatik invazyon olan
hastalarin da serum NRF2 diizeylerinin daha yliksek oldugu bulunmustur. NRF2, hiicre
stresiyle karsi karsiya kaldiginda, kolon kanser hiicrelerinin tiimér mikro ¢evresinden
uzaklasarak baska bir bolgeye metastazina ve invazyonuna destek olmakta,, tiimoriin
ilerlemesinin hizlanmasma yardimci olabilmektedir (94). Kolon kanserli hastalarin,
NRF2 mRNA diizeylerinin degisimlerine gore incelendiginde, tiimor ¢evre dokularinda
NRF2 UP regiile olanlarda DOWN regiile olanlara kiyasla NRF2 protein ekspresyonu
daha yiiksek bulunurken, tiimor dokusunda ise NRF2 DOWN olanlarda daha yiiksek
bulunmus ancak istatistiksel olarak anlamlilik elde edilmemistir. Kolon kanserli
hastalarda, NRF2 DOWN olanlarin tiimér dokusunda NRF2 protein ekspresyonu ileri
evre timor grubunda, erken evre timor grubuna gore anlamli Olglide daha yiiksek
bulunmustur. NRF2 DOWN olanlarin tiimér dokularinda protein ekspresyonunun lenf
nodu metastazi olanlarda ise olmayanlara gére anlamli olglide arttigi gorilmistiir.
Timor dokusundaki NRF2 gen ifadesinin azalmasi ile birlikte artan NRF2 protein
ekspresyonu, mekanizmasi1 tam olarak bilinmemekle birlikte, NRF2’nin yikiminin
engellendigini ve bunun sonucunda NRF2’nin sitoplazmadan nukleusa translokasyonu
ile kendi gen ifadesini regiile edebildigi ve NRF2’nin translasyonu sonrasindaki
modifikasyonu ile yapisinda degisiklige neden olabilecegi gosterilmistir (95). Elde
ettigimiz veriler NRF2’nin kanserin ileri evresi, lenf nodu metastazi, perindral
invazyonu ve anjiyolenfatik invazyon ile iliskili olabilecegini isaret etmektedir. NRF2
protein seviyesi yliksek iken, NRF2 mRNA seviyelerinin daha diisiik bulunmus olmasi
sentezlenen mRNA’larin hizlica proteine ¢evrilmis olmasindan kaynakli olabilecegini
diistinmekteyiz. Diger taraftan, antioksidan sistemin ana diizenleyicilerinden biri olan
NRF2'nin, hiicresel NRF2 seviyesini bir otokrin diizenleyici geri bildirim dongiisiiyle
korumak i¢in kendi bozunmasimi diizenleyerek redoks homeostazina yol acacagi ileri

stiriilmektedir (96).

NRF2, bir transkripsiyon faktoriidiir ve oksidatif hasarin ¢esitli tiirlerine karsi
koruyucu rolii olan antioksidan enzimleri kodlayan genlerin, antioksidan yanit element-
bagimli ekspresyonunu diizenleyen hiicresel antioksidan yanitin baslica modiilatoriidiir

ve siiperoksit dismutaz ile glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimleri kodlayan
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genler NRF2’nin hedef genleri arasindadir (97). Calismamizda NRF2 ekspresyonunun
ve protein seviyesinin azalmast antioksidan savunmanin azalmasi ve oksidatif stresin
artmasi ile iligkili bulunmustur. SOD enzimi hiicrede siiperoksit anyonunun hidrojen
perokside dismutasyonunu katalizlerken, glutatyon peroksidaz enzimi ise hidrojen
peroksitin eliminasyonunda yer alan baslica antioksidan enzimlerdir. Calismamizda
timor dokusunda SOD ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin timor dokusunda
anlamli olgiide azaldigi bulunmustur. Bunlara ek olarak, antioksidan kapasitenin
gostergesi olan FRAP diizeyleri ile non-enzimatik antioksidan olan total tiyol diizeyleri
de tiimor dokusunda anlamli 6l¢iide azalmigtir. AOPP diizeyleri yiliksek olmasina karsin

bu artis anlamli bulunamamustir.

Kolon kanserli hastalarin serum NRF2 diizeylerinde azalis olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bulunamadi. Literatiirde, kolon kanserinde serum NRF2
diizeylerini inceleyen ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda kolon kanserli
hastalarin serumlarinda SOD aktivitesi azalirken, glutatyon peroksidaz aktivitesinin
arttigt  bulunmustur. Hem hastalarin  serumlarinda hem de kontrol grubunun
serumlarinda SOD aktivitesi ile glutatyon peroksidaz aktivitesi arasinda negatif
korelasyon saptanmistir. Hiicrede SOD enzim aktivitesinde azalma oldugu durumlarda,
bu durumu kompanse etmek icin glutatyon sentezi artmakta ve boylelikle hiicrelerin
oksidatif stres ve Olimden korunmasi saglanmaktadir (98). Tiimoér dokusuna benzer
sekilde kolon kanserli hastalarin serumlarinda FRAP ve total tiyol diizeyleri kontrole
gore diisiik bulunurken, AOPP diizeylerinin tiimoér dokusunun aksine hastalarin

serumlarinda azalmis oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bir calisma diisik SOD aktivitesinin kolon kanser riski ile iliskili
olabilecegini, SOD aktivitesindeki artisin kolon kanser gelisimini azaltabilecegini
bildirirken (99), baska bir g¢alismada SOD enziminin kolon kanserinin tespit
edilmesinde Onemli bir biyobelirte¢ olabilecegi ve aktivitesindeki artisin timor
evrelemesindeki artig ile orantili oldugu gosterilmistir (100). Glutatyon peroksidaz
aktivitesinin yeni tan1 konulmus olanlarda ve ameliyat Oncesinde anlamli sekilde
azaldigi, ameliyat sonrasinda ise kontrole gore degismedigi bulunmustur. Bu durumun,
hastaligin evresine ve farklilasma derecesine bagli olabilecegi, tanida kullanilabilecegi,
enzimin aktivitesindeki azalmanin kolon kanser riskinin artmasiyla iligkili olabilecegi

ve tedaviye yanitin gostergeleri olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (101).
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Calismamizda saglikli kontrollerin serumlarinda NRF2 ile SOD ve glutatyon peroksidaz
enzimi arasinda pozitif korelasyon, SOD aktivitesi ile oksidatif stresin belirte¢lerinden
olan AOPP diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulunurken, glutatyon peroksidaz
aktivitesi ile AOPP diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Kolon kanser
hastalarinda ise AOPP diizeyleri ile hem SOD hem de glutatyon peroksidaz aktivitesi
arasinda korelasyon bulunmamistir. Kontrol grubunda NRF2 diizeyleri ile hem
glutatyon peroksidaz aktivitesi hem de AOPP diizeyleri arasinda giiglii pozitif
korelasyon bulunmustur; ancak hasta grubunda ise korelasyon bulunmamistir. Saglikli
kontrollerde serumda antioksidan savunmanin artmasiyla birlikte oksidatif stres
azalirken, kolon kanserli hastalarin serumlarinda oksidan-antioksidan dengenin

bozuldugunu sdyleyebiliriz.

Diferansiyasyonu kotii olan hastalarin tiimor dokusunda AOPP diizeyleri daha
yiiksek iken, serum AOPP diizeyleri daha diisik bulunmustur. Bununla birlikte,
diferansiyasyonu kotii olan hastalarda serum FRAP ve total tiyol diizeylerinin diisiik
oldugu goriilmiistiir. Anjiyolenfatik invazyonu olanlarda serum SOD diizeylerinin
azaldig1 bulunmustur. Kanserin karakteristik 6zelliklerine gore bakildiginda, oksidatif
stresin kanserin prognozunda etkili olabilecegini sdyleyebiliriz. Dokuda NRF2 UP ve
DOWN regiile olanlarda hasta ve kontrol grubu arasinda NRF2 protein diizeyi ve
antioksidan parametreler bakimindan anlamli farklilik bulunamamistir. Kolon kanserli
hastalarin serum degerleri karsilastirildiginda ise, NRF2 UP regiile olanlarda DOWN
reglile olanlara kiyasla AOPP diizeyleri anlamli Olclide azalirken, total tiyol

diizeylerinin anlamli 6l¢lide artmis oldugu bulunmustur.

Glutamin kanser hiicre metabolizmas1 i¢in 6nemli bir besin kaynagi olmakla
birlikte, serum glutamin diizeyinin kolon kanserli hastalarda zayif bir prognostik faktor
olabilecegi gosterilmistir. Serum glutamin diizeylerinin azalmasmin proinflamatuvar
sitokinlerin artisi1, kolon kanserinin ilerlemesi ve hastaligin siddetinin artmasi ile iligkili
oldugu ve serumdaki bu azalmanin kanser hiicrelerinin fazla miktarda kullanimindan
kaynakli olabilecegi belirtilmistir (102). Calismamizda, kolon kanserli hastalarin hem
timor dokusunda hem de serumlarinda glutamat-glutamin diizeyleri acisindan kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilememistir. Ancak tiimor dokusunda
glutamat dehidrogenaz aktivitesi ¢evre dokuya gore anlamli 6l¢lide diisiik bulunmustur.

NRF2 glutaminaz enziminin sentezini indiikleyerek, glutaminden glutamat sentezini
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arttirmaktadir. Eger hiicrede NRF2 ekspresyonu azalirsa, bu durum glutamatin
glutatyon sentezine dahil edilmesini azaltmaktadir (8). Bilindigi gibi glutamat,
antioksidan savunmay1 desteklemek i¢in glutatyon sentezinde kullaniminin yani sira
TCA dongiisiinde enerji iiretmek i¢in yakit olarak da kullanilmaktadir (11). Kanser
hiicrelerinde glutamat dehidrogenaz aktivitesinin azalmasi ile glutamattan a-KTG
sentezi ve a-KTG’ dan da TCA dongiisiinde sentezlenen bir sonraki ara iiriin olan
fumarat sentezi azalmis olur. Fumarat hiicrede glutatyon peroksidaza baglanarak
enzimin aktivasyonunu saglar. Dolayli olarak, GDH enzimi hiicredeki o-KTG
diizeylerinin regiilasyonu iizerinden antioksidan sisteme etki eder. Tiimo6r dokusundaki
azalmis GDH aktivitesi dolayli olarak glutatyon peroksidaz aktivitesini regiile
edebilmektedir. Caligmamizda tiimér dokusunda glutatyon peroksidaz ile GDH

aktivitesi arasinda gii¢lii pozitif korelasyon bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada, NRF2 down olan hiicrelerde glutamin ve glutamat
diizeylerinde belirgin bir artis saptanmig, NRF2 baskilanmasimin glutatyon sentezini
etkiledigi ve indirgenmis glutatyon (GSH) ile okside glutatyon (GSSG) diizeylerini
azaltti@1 bulunmustur (8). NRF2 ayrica glutatyon sentezinde hiz kisitlayici bir enzim
olan gama-glutamil-sisteinil-ligaz sentezini indiikleyerek glutamini glutatyon sentezine
yonlendirmektedir (82). NRF2 ayni zamanda sistin tasiyicisinin bir alt birimi olan
glutamat-sistein antiporterini (XCT) kodlayan geni dogrudan aktive ederek glutamatin
hiicre disina, sisteinin hiicre igerisine alimini destekler. Hiicre igerisine alinan sistein
glutatyon sentezinde kullanilarak kanser hiicresinde artmis reaktif tiirevlerine karsi
antioksidan savunmay1 destekler (103). Calismamizda, kontrol grubunda serum NRF2
diizeyi ile glutamat-glutamin diizeyleri arasinda negatif korelasyon, glutatyon
peroksidaz aktivitesi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Ancak kontrolde serum
glutatyon peroksidaz aktivitesi ile glutamat-glutamin diizeyleri arasinda negatif
korelasyon bulunmustur. Kolon kanser hasta serumlarinda ise bu parametreler
bakimindan herhangi bir korelasyon saptanmamistir. Tiimor ¢evre dokusunda glutamat-
glutamin diizeyleri ile antioksidan sistemin belirteclerinden olan FRAP, total tiyol, SOD
aktivitesi ve glutatyon peroksidaz aktivitesi arasinda giiglii pozitif korelasyonlar
bulunmustur. Diger taraftan glutamat-glutamin diizeyleri ile GDH aktivitesi arasinda da
giiclii pozitif korelasyon tespit edilmistir. Tiimor ¢cevre dokusunda glutatyon peroksidaz
aktivitesi ile GDH aktivitesi arasinda gii¢lii pozitif korelasyon tespit edilmistir. Timor

dokusunda ise glutamat-glutamin diizeyleri NRF2 protein ekspresyonunun ve NRF2
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protein miktarinin artmasiyla birlikte artis gostermistir. Bunun yani sira glutamat-
glutamin diizeyleri ile GDH aktivitesi, SOD aktivitesi ve glutatyon peroksidaz aktivitesi
arasinda gii¢lii pozitif korelasyon bulunmustur. Perinoral invazyon olan hastalarin

tiimor dokusunda glutamat-glutamin diizeyleri yliksek tespit edilmistir.

Oksidatif stres kolon kanserinde 6nemli rol oynamaktadir. Ancak neden olan
mekanizmalar ve oksidatif stresin kanserin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu hala
belirsizligini korumaktadir. Bu nedenle oksidatif stresin roliinii belirlemek icin daha
fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. NRF2’nin kanserdeki rolii hala tartismali
olmakla birlikte kanserde koruyucu mu yoksa destekleyici mi oldugu sorusunun cevabi
belirsizligini korumaktadir. Calismamizda NRF2’nin gen ekspresyon diizeyi, western
blot ve ELIZA ile protein diizeyi ve serum diizeyleri ile aym zamanda oksidan-
antioksidan sistemin 6nemli kritik enzim ve molekiilleri ile beraber degerlendirilmistir.
Calismamizin sonuglarinda NRF2 ekspresyon diizeyleri ile NRF2’nin protein seviyeleri
ve serum seviyeleri arasinda hastalik riski ile ilgili herhangi bir bulgu elde
edilememistir. Ancak NRF2 ekspresyonunun farkliliginin, hastalarin 6zellikle tlimor
progresyonu bakimindan degerlendirildiginde tiimorlii ve tiimorsiiz dokularda farkl
sekillerde NRF2 proteinine ve diger antioksidan ve oksidatif stres molekiillerine etkileri
oldugunu saptadik. Sonuglarimiza gére NRF2 ekspresyonu tiimoriin ilerleyisi sirasinda
ozellikle de tiimoriin ileri evrelerinde tiim oksidan-antioksidan parametrelere etki ederek
onlarin diizeylerini serum ve oOzellikle de dokuda diizenlemeye yonelik siireclerde
onemli rol almaktadir. NRF2’nin kolon kanserinde diizeylerinin azalmasinin
antioksidan sistemin azalmasmna ve hiicrede oksidatif stresin artmasina neden
olabilecegini soyleyebiliriz. Bunlara ek olarak, kolon kanserinde NRF2 tarafindan
regiile edilen ve antioksidan sistemde rol alan farkli diger kritik molekiiller ile beraber
yapilacak calismalarin  bu konudaki aciklanmayan noktalar1 aydinlatacagim

diisiinmekteyiz.
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

KOLON KANSERINDE NRF2 EKSPRESYONU VE ANTIOKSIDAN
SISTEM ILE ILISKISININ INCELENMESI
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