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. WSTEP

Ogodlna charakterystyka niedrobnokomdérkowego raka ptuca.

W dzisiejszych czasach nowotwory stanowig jedng ze szczegdlnie czesto
wykrywanych chordéb. Jest to czesciowo spowodowane wzrostem dtugosci zycia ludzi i
w duzej mierze zwigzane z postepem medycyny i mozliwosciami, ktére medycyna daje
w leczeniu réznych chordb. Jako przyktad, w Polsce $rednia dtugos¢ zycia wzrosta z
okoto 36 lat w roku 1800 do niemal 80 lat w 2018 (1). Jednoczesnie szacuje sie, ze w
Polsce, co roku, choroba nowotworowa jest diagnozowana u okoto 85 tysiecy ludzi i
stanowi drugg co do kolejnosci przyczyne zgondéw wsrdd ludnosci (zaraz po chorobach
uktadu krazenia) (2). Niepokojacym jest fakt, ze wéréd kobiet w grupie wiekowej 45-64
lata, nowotwory odpowiadajg za niemal 50% zgondw, co przewyzsza dwukrotnie
odsetek zgondéw spowodowany przez choroby uktadu krazenia. Wsréd mezczyzn, w tej
samej grupie wiekowej, nowotwory odpowiadajg za okoto 33% zgondw (2). Liczby te
przektadajg sie na zatrwazajgcy wynik 100 tysiecy zgondéw rocznie spowodowanych
chorobami nowotworowymi (2). Na $wiecie wedtug danych z Global Cancer
Observatory, co roku nowotwory sg wykrywane u 19 miliondéw osdb, a Smieré¢ z ich
powodu dotyka 10 miliondw pacjentow (3).

Najczestszg przyczyng zgonow wsrdd mezczyzn i drugg co do czestosci wsréd kobiet
stanowig ztosliwe nowotwory ptuc, bedace przyczyng niemal 2 milionéw zgonéw
rocznie (3). Jest to jeden z najgorzej rokujgcych nowotworéw. Gtéwnym czynnikiem
predysponujagcym do rozwoju nowotworu ptuc jest palenie tytoniu. Ponad 80%
pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem ptuc, byto lub czesto nadal s3
natogowymi palaczami tytoniu (4; 5). Ponadto kombinacja palenia tytoniu z
narazeniem na azbest zwieksza ryzyko 40-to krotnie w poréwnaniu do samego palenia
tytoniu (5). Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (np. benzopiren), ktdry
znajduje sie w dymie papierosowym, w organizmie przeksztatca sie w epoksyd diolu
benzopirenu (4). Jest to zwigzek bardzo mutagenny, a co za tym idzie bardzo szkodliwy
dla ludzkiego organizmu przy dtuiszym narazeniu (4; 6). Osoby bedgce biernymi
palaczami badz zyjgce w zanieczyszczonym Srodowisku (skazenie wod gruntowych
chemikaliami lub bardzo zanieczyszczone powietrze, smog) rowniez majg zwiekszone
ryzyko zachorowania na nowotwér ptuca (5; 6). Zostato ustalono, ze ryzyko rozwoju
choroby zwiekszajg rowniez obcigzenia rodzinne (7).

Histologicznie wyrdzniajg sie nastepujgce rodzaje raka ptuca: guzki ptucne,
miedzybtoniak, drobnokomodrkowy rak ptuca (SCLC) oraz rak niedrobnokomérkowy
(NSCLC) (8). Guzki ptucne oraz miedzybtoniak sg rzadko spotykane, rak
drobnokomodrkowy stanowi ok. 1/6 diagnozowanych przypadkéw raka ptuca,
natomiast rak niedrobnokomarkowy niemal 5/6 (8). Patomorfologicznie wsréd NSCLC
wyréznia sie rak ptaskonabtonkowy (40% przypadkéw) oraz nieptaskonabtonkowy
(60% przypadkow), do ktdrego zalicza sie rak wielkokomdrkowy, gruczotowy i inne (9).
Ustalono, ze wykrycie NSCLC na wczesnym stadium rozwoju (I stopien zaawansowania
klinicznego) skutkuje piecioletnim przezyciem u 70% pacjentéw. Niestety czesto rak
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ten jest wykrywany w zaawansowanym stadium (lllb i IV) i jedynie 1% chorych
przezywa po diagnozie 5 lat. Niskie 5-letnie przezycie dotyczy réwniez chorych w
stadium zaawansowania choroby llla (15%) (10). W zwigzku z tym tak wazne s3
regularne badania grup ryzyka oraz poszerzanie wiedzy w zakresie doboru optymalnej
terapii, aby zwiekszyé przezywalnosc¢ pacjentéw u ktorych doszto do rozwoju tego raka.

1.2 Podtoze genetyczne rozwoju raka ptuca.

Udowodniono, ze rozwdj nowotworu w organizmie, w tym raka ptuca. jest
spowodowany okreslonymi zmianami w materiale genetycznym komorek
somatycznych, przez ktére traci ona swoje fizjologiczne funkcje i zaczyna zachowywac
W sposOéb niezalezny od organizmu. Takie zmiany nazywane s3 podtozem
molekularnym nowotworu. Obejmujg one nagromadzenie w komdrce zmian
genetycznych i epigenetycznych, wséréd ktérych zwykle wyrdznia sie inaktywacje
gendw supresorowych oraz aktywacje onkogendéw. Znaczacy wplyw na rozwdj
nowotworu ma tryb zycia osoby, srodowisko, predyspozycje rodzinne, a proces zwykle
zajmuje wiele lat.

Utrata przez prawidtowg komdrke wrazliwosci na zewnetrze sygnaty, kontrolujgce
podziaty oraz wzrost komdrkowy, jest uznawana za transformacje nowotworowg
komorki i stanowi poczatkowy etap rozwoju kazdego nowotworu. Jej podstawe
stanowi pojawienie sie nieprawidtowosci w genomie, ktére powodujg uszkodzenie
regulujgcych cykl komérkowy proceséw. Na dalszych etapach rozwoju nowotworu,
podczas progresji, w transformowanych komdrkach nastepuje dalsze nagromadzenie
zmian genetycznych i epigenetycznych, prowadzacych ostatecznie do gtebokich zmian
w fizjologii oraz morfologii. Wigze sie to miedzy innymi z nabyciem zdolnosci do
tworzenia inwazyjnej formy nowotworu i potencjatu do dawania odlegtych przerzutéw
(11; 12; 13). Obecnie zostaty zidentyfikowane setki zmian w genomie komoérek,
odpowiedzialnych za rozwdj réznych rodzajéw nowotwordw zaréwno u cztowieka, jak
i zwierzat.
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Rycina 1. Podfoze genetyczne raka ptuca.

Istotng cechg komdrek nowotworowych jest zdolno$é przetrwania w
warunkach, ktére bytyby bardzo szkodliwe lub nawet letalne dla komérek
prawidtowych. Takie warunki sg okreslane terminem stresu komérkowego.
Wyrdzniane sg wiele rodzajéw stresu komdrkowego, w tym, stres oksydacyjny,
nadmierne skrécenie telomeréw chromosomowych, nagromadzenie w komérce
szkodliwych produktéw metabolizmu, znaczace uszkodzenie DNA, niedotlenienie
komorek lub oddziatywanie na komérke innych szkodliwych czynnikéw. Komorki
posiadajg bardzo rozbudowane i aktywne mechanizmy, chronigce je przed réznymi
formami stresu. Dziatanie tych mechanizmoéw jest jednak ograniczone i w
przypadku zbyt duzego uszkodzenia komorki zostajg uruchomione procesy, ktére
prowadzg do jej wyeliminowania. W odréznieniu od komdrek prawidtowych
komorki nowotworowe charakteryzujg sie znacznie zwiekszong odpornoscia na
rézne rodzaje stresu komdérkowego, co pozwala im na przetrwanie w warunkach
skrajnie szkodliwych.

W wielu przypadkach znane sg podstawy molekularne nabycia przez komaérki
nowotworowe opornosci na stres komérkowy. Sg to zmiany genetyczne i
epigenetyczne, ktére prowadzg do zaburzenia mechanizméw, kontrolujgcych
apoptoze i inne rodzaje autodestrukcji komdérki, oraz znaczgco zwiekszajg
aktywnos¢ komérkowych uktadow antystresowych.

Wsréd znanych komodrkowych uktadow antystresowych istotng role w
utrzymaniu homeostazy komdrkowej odgrywa biatko NRF2, odpowiedzialne za
unieszkodliwienie réznorodnych czynnikdw oksydacyjnych, ktére powstajg w
komédrce zarowno podczas prawidtowego funkcjonowania, jak i w warunkach
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stresowych. Biatko NRF2 jest kluczowe dla aktywacji rozbudowanego uktadu
antyoksydacyjnego, sktadajgcego sie w wielu enzymoéw i innych substancji o
aktywnosci przeciwutleniaczy. Cechg charakterystyczng komdérek nowotworowych
jest ich zdolnos$¢ do przetrwania w warunkach bardzo wysokiego poziomu stresu
oksydacyjnego (16). Ten wysoki poziom stresu moze by¢ wywotany
niedotlenieniem, czesto wystepujagcym w komadrkach nowotworowych, jak réwniez
terapig przeciwnowotworowg, zastosowang u pacjenta (14). Badania nowotworow
wielu typow wykazaty, ze opornos$¢ komérek nowotworowych na stres oksydacyjny
moze by¢ zwigzana z nadmierng aktywacjg biatka NRF2. Liczne przypadki
zaburzonego funkcjonowania NRF2 w komoérkach transformowanych zostaty
udokumentowane (17).

Biatko NRF2
Krotka charakterystyka NRF2

Biatko NRF2 jest czynnikiem transkrypcyjnym, kodowanym przez gen NFE2L2.
Gen NFE2L2 zostat zmapowany w krétkim ramieniu chromosomu drugiego w
prazku cytogenetycznym 2g31.2 i skfada sie z 174090 par zasad (15). Jego
potozenie jest zaznaczone na rycinie 2.
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Rycina 2. Potozenie NFE2L2 na chromosomie drugim (14).

1.3.2

Biatko NRF2 nalezy do rodziny czynnikdow transkrypcyjnych typu zamka
leucynowego (bZip). Jako czynnik transkrypcyjny NRF2 ma zdolnosé do przytgczania
sie do DNA i aktywacji ekspresji gendéw, zawierajgcych w swoich promotorach
sekwencje regulatorowe, zwane elementami odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE).
Sekwencja ARE zostata zidentyfikowana w wielu genach, kodujgcych enzymy i inne
biatka, ktdrych funkcjg jest zwalczanie stresu oksydacyjnego.

Ujecie stresu oksydacyjnego w organizmie.

W realnym s$rodowisku, komoérki kazdego organizmu sg stale narazone na
dziatanie roéinych czynnikdw pochodzenia zaréwno zewnetrznego, jak i
wewnetrznego, zaburzajgcych réwnowage metaboliczng i prowadzgcych do stresu
oksydacyjnego. Charakteryzuje sie on nadmiernym gromadzeniem w komorce
substancji o wtasciwosciach utleniajgcych, nazywanych oksydantami. Do gtéwnych
przyczyn stresu oksydacyjnego nalezg nasilenie metabolizmu
wewnatrzkomérkowego, uposledzenie mechanizméw odpowiadajgcych za
neutralizacje czynnikéw utleniajgcych lub dziatanie czynnikéw $rodowiska
zewnetrznego takich jak zanieczyszczone powietrze, promieniowanie
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nadfioletowe (UV), promieniowanie jonizujgce, metale ciezkie, dym tytoniowy, ale
réowniez efekt wielu lekéw przeciwnowotworowych (16).

Wsrdd licznych substancji komoérkowych, ktére mogg spowodujg stres
oksydacyjny, najistotniejszymi uwaza sie reaktywne formy azotu (NOS) (np. NO,
NO,), wolne rodniki tlenowe (ROS) (w tym anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik
hydroksylowy), a takze inne formy tlenu niebedace rodnikami np. tlen singletowy,
nadtlenek wodoru lub ozon (16). Substancje te charakteryzujg sie duzym
potencjatem reakcyjnym, oddziatujg z wieloma skfadnikami komodrkowymi,
uszkadzajacich strukture i funkcjonowanie. Niewielkie ilosci oksydantéw NOS i ROS
sg stale produkowane w komoérce jako efekt uboczny metabolizmu oraz skutecznie
neutralizowane za posrednictwem mechanizmoéw antyoksydacyjnych. W wielu
warunkach patologicznych obserwuje sie natomiast wzmozong produkcje NOS,
ROS i innych utleniaczy, prowadzacg do pojawienia sie stresu oksydacyjnego.
Przyktadami takich sytuacji sg stan zapalny lub reperfuzja tkanki po okresie
niedotlenienia.

Fizjologiczng odpowiedzig komdrki na stres oksydacyjny jest aktywacja
czynnikdéw o dziataniu antyoksydacyjnym, ktéra w znacznym stopniu jest zwigzana
z dodatkowg skoordynowang syntezg réznorodnych enzymow i innych biatek,
uczestniczacych w reakcjach neutralizacji oksydantéw. Kluczowym czynnikiem
odpowiedzialnym za indukcje syntezy tych biatek jest czynnik transkrypcyjny NRF2
(17). Aktywacja NRF2 w warunkach stresu oksydacyjnego zostata udowodniona w
wielu badaniach, zaczynajac od roku 1994, kiedy czynnik ten zostat po raz pierwszy
wyizolowany (18). Od tego momentu trwajg intensywne prace nad poznaniem
mechanizméw molekularnych funkcjonowania NRF2 oraz jego udziatu w
patogenezie nowotwordw i innych chordb.

Budowa NRF2.

NRF2 nalezy do niewielkiej rodziny czynnikéw transkrypcyjnych ,,Cap’n’Collar”
z motywem zamka leucynowego (CNC-bZIP) (17). Biatka z tej rodziny majg zdolnos¢
do przemieszczania sie z i do jgdra komdrkowego, dimeryzacji oraz przytgczania sie
do jadrowego DNA. Do rodziny tych biatek nalezg réwniez czynniki NRF1 (18), NRF3
(19), Nf-E2 p45 (20), inne biatka z domeng BTB (np. Broad-Complex, Tramtrack)
oraz homologi CNC — Bach1, Bach2 (21).

Gtebsza analiza strukturalna wykazata, ze NRF2 sktada sie z 7 domen,
nazywanych Nehl do Neh7, z ktérych kazda jest niezbedna do prawidtowego
funkcjonowania czynnika transkrypcyjnego. Budowa NRF2 zostata przedstawiona
na rycinie 3. Nehl zawiera w swojej budowie motyw CNC-bZIP, ktéry umozliwia
wigzanie sie biatka z regionem promotorowym DNA oraz do oddziatywania z matym
biatkiem sMAFs i utworzenia aktywnego heterodimera (22). Domeny Neh3, 4 oraz
5 s3 zaangazowane w aktywacje NRF2 poprzez wigzanie sie z aktywatorami
transkrypcji. Domeny Neh4 i Neh5 sg miejscem przytgczenia sie do biatka
wigzgcego (CBP) aktywator elementu odpowiedzi cyklicznego monofosforanu
adenozyny (CREB) (23). Neh3 tgczy sie z biatkiem wigzgcym chromo-
ATPase/helikaze DNA (CHD®6) (24). Domena Neh5 zawiera rowniez sygnat eksportu
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jadrowego (NES), niezbedny w transporcie NRF2 z jgdra komorkowego do
cytoplazmy (25). Domeny Neh2 i Neh6 sg zaangazowane w negatywng regulacje
biatka poprzez ubikwitynizacje i proteasomalng degradacje. Ponadto, Neh2
zawiera dwa specyficzne motywy aminokwasowe — DLG i ETGF. S3 one
odpowiedzialne za tacznie sie NRF2 ze swoim gtéwnym negatywnym regulatorem
— biatkiem KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1). Pomiedzy motywami DLG
a ETGF znajdujg sie 7 reszt lizynowych, ktére umozliwiajg potaczenie sie NRF2 z
kompleksem ligaz (CUL3-RBX1-based E3 ubiquitin ligase complex)
odpowiedzialnym za ubikwitnizacje (26; 27). Indukcja degradacji NRF2 z
pominieciem KEAP1 jest mozliwa dzieki fosforylacji reszt aminokwasowych w
domenie Neh6 za pomocg kinazy syntetazy glikogenu 3 (GSK-3). Neh6 zawiera w
swojej strukturze dwa peptydowe motywy — DSGIS i DSAPGS, t3czg sie one z
biatkiem zawierajgcym powtdrzenia B-transdukujace (B-TrCP) co prowadzi NRF2 na
droge ubiktitynizacji ligazg ubikwityny E3 (28; 29; 30; 31). Domena Neh7 jest
domeng represyjng, swojg funkcje spetnia dzieki fgczeniu z receptorem a retinoidu
X (RXRa) oraz receptorem a kwasu retinowego (RARa) (32).

Biatka wchodzace KEAP1 CBP B-TrCP CHD6
w interakcje z i 7 y
poszczegdlnymi j RXR_"' RARa ,’Yi sMAF DNA /
domenami NRF2 y | X / “; \"- / /
NH-- E ENehz Nehd ‘ ° Neh6 Neha § -COOH

Przytaczanie do Keapl Transaktywacja Przytacznie do DNA oraz
rodziny biatek sMaf

Rycina 3. Struktura NRF2.

1.3.4 Mechanizmy regulacji aktywnosci NRF2.

Ze wzgledu na bardzo istotng role NRF2 w utrzymaniu homeostazy komérkowej i
przeciwdziataniu stresu oksydacyjnemu, aktywnos¢ biatka jest precyzyjnie
regulowana na réznych etapach jego syntezy i funkcjonowania za posrednictwem
wielu czynnikédw komodrkowych. Biatko znajduje sie zaréwno pod kontrolg
pozytywng, jak i negatywng, aczkolwiek zgodnie z obecng wiedzg, kluczowa role w
regulacji aktywnosci NRF2 i, odpowiednio, catego ukfadu antyoksydacyjnego
komorki odgrywa biatko KEAP1.

1.3.5 Regulacja aktywnosci NRF2 za pomocg KEAP1.

W warunkach fizjologicznych, poziom aktywnosci biatka NRF2 w komoérce
jest bardzo niski z powodu krétkiego czasu jego péttrwania, ktdry wynosi ok. 20
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minut (33; 34). Biatko szybko ulega degradacji w cytoplazmie poprzez uktad
ubikwityna - proteasom (35). Stabilnos¢ i w konsekwencji akumulacja NRF2 jest w
giéwnej mierze regulowana przez biatko KEAP1, ktére wigze sie i aktywuje
kompleks ligazy ubikwityny CUL3-RBX1-E3 (27). KEAP1 jest negatywnym
regulatorem NRF2, co zostato udowodniono w eksperymentach na myszach
laboratoryjnych. W doswiadczeniu wykazano, ze myszy z wyfgczonym genem
kodujacym KEAP1 (KEAP1-knockout) miaty bardzo wysoki poziom biatka NRF2 (36;
37). Stwierdzono, ze przytgczenie KEAP1 do NRF2 prezentuje NRF2 do
ubikwitynizacji przez ligaze CUL3-RBX1-E3 i nastepnie degradacji w proteosomach.
Sciezka sygnatowa NRF2-KEAPlzostata przedstawiona na rycinie 4. Badania
nowotworéw w kolejnych latach wykazaty, ze w komdrkach nowotworowych
czesto wystepuje nadmierna aktywnosé NRF2, spowodowana niedoborem biatka
KEAP1 (38).

Zaproponowany zostat mozliwy model regulacji aktywnosci NRF2 przez
KEAP1, opisany jako tzw. kod cysteinowy. Kod cysteinowy opiera sie na trzech
krytycznych resztach cysteinowych w pozycjach 151, 273 oraz 288 KEAP1 (39; 40),
ktére decydujg o utworzeniu kompleksu KEAP1 -NRF2 i dalszych losach NRF w
komadrce. Modyfikacje tych krytycznych cystein prowadzg do zmiany konformacji
uktadu KEAP1-NRF2-CUL3 i jego rozpadu (41), co skutkuje stabilizacjg i
nagromadzeniem NRF2 w komoérce. Stwierdzono, ze modyfikacje te wystepuja w
warunkach stresu oksydacyjnego, prowadzac do aktywacji NRF2. Miedzy innymi
endogenne metabolity alkendw redukujg cysteine w pozycji 273 oraz 288,
natomiast sulforafany i tert-butylohydrochinon (tBHQ) redukujg Cys151 (40; 42;
43). NRF2 nie jest degradowany i jest kierowany do jadra komdrkowego, gdzie
tworzy dimery z matym biatkiem z rodziny czynnikéw transkrypcyjnych b-ZIP sMaf
i przytacza sie do sekwencji ARE w docelowych genach, chronigcych komérke przed
stresem oksydacyjnym, nasilajgc transkrypcje tych gendéw (22; 44).

Warunki bez stresu oksydacyjnego

N"Z\ Keap1
\Léjﬂ /.~
' Nrf2 V\'/(an(:inh ?U’ESH
- l / ' oksydacyjnego
b

&roteasomalna

o

degrdacja Nrf2

Cytoplazma

'wickszona ekspresja
genow kodujgcych
biatka odpowiedzi

komérkowej na stres :
oksydacyjny komorkowe

Rycina 4. Sciezka sygnatowa NRF2-KEAP1.
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1.3.6

1.3.7

1.3.8

Regulacja aktywnosci NRF2 na poziomie transkrypcji.

Stabilizacja NRF2 jest uznawana za najistotniejszy, ale nie jedyny mechanizm
molekularny aktywacji biatka i uruchomienia odpowiedzi komérki na stres
oksydacyjny. Sg dowody nasilenia syntezy nowych czgsteczek czynnika. Do tej pory
aktywacja syntezy NRF2 na poziomie transkrypcji zostata zbadana jedynie przez
jeden zespdt naukowcow. Wykazali oni, ze aktywacja onkogendw KRAS (ang.
Kirsten rat sarcoma virus), BRAF (ang. v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B1) oraz MYC moze prowadzi¢ do zwiekszenia wytwarzania mRNA NRF2
(45). Szczegétowy mechanizm molekularny nie zostat dotychczas poznany.
Przypuszcza sie, ze produkty biatkowe onkogendéw moga wigzac sie sekwencjami
regulatorowymi w promotorze NRF2 i w ten sposéb zwieksza¢ transkrypcje genu
(45).

Regulacja aktywnosci NRF2 na poziomie translacji.

Sg dowody regulacji syntezy NRF2 réwniez na poziomie translacji. W proces
inicjacji translacji zaangazowany jest region 5° UTR (ang. 5’ untranslated region)
MmRNA NRF2 oraz miejsce rozpoznawania rybosomu (IRES) (46). Wykazano, ze
podwyzszone stezenie oksydantow nadtlenku wodoru oraz sulforafanu w komérce
zwieksza dostepnos¢ miejsc IRES w mRNA NRF2 dla rybosoméw, prowadzac do
nasilenia jego translacji na drodze IRES-zaleznej (46).

Potranslacyjna regulacja aktywnosci NRF2.

Istotny wptyw na aktywnos$¢ NRF2 majg rowniez posttranslacyjne modyfikacje
biatka. Gtdwng drogg posttranslacyjnej regulacji aktywnosci NRF2 jest fosforylacja,
ktérag mozna wykryé za pomocg przeciwciat fosforylacja-swoistych, oznaczanie
radioaktywnym fosforem 32P oraz spektrometrii masowej (47; 48). Wykryto liczne
miejsca fosforylacji w biatku NRF2. Wptyw fosforylacji na stabilnosé¢ i aktywnosé
biatka nie jest jednoznaczny. Wiele badan skupiato sie na zidentyfikowaniu
enzymow, katalizujgcych fosforylacje NRF2. Do poznanych kinaz nalezg kinaza
proteinowa C (PKC) (48; 49; 50), kinaza GSK-3 (51; 52; 53; 54), kinaza 3-
fosfoinozytydu (PI3K) (55), kinazy aktywowane mitogenami (MAPKs) (56), kinaza
biatkowa siateczki srédbtonkowej (PERK) (57). Efekty jakie poszczegdlne kinazy
wywierajg na losy NRF2 w komdrce przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Efekty jakie wywierajq poszczegdlne kinazy na NRF2.

zaaktywowanie NRF2.
Fosforylacja
nastepuje w domenie
Neh6. Prowadzi do
GSK-3 degradacji NRF2 Inhibicja NRF2
niezaleznie od KEAP1.
PI3K zmniejsza
dziatanie GSK-3.
Zwieksza akumulacje
NRF2 w jadrze
komdrkowym, a co za
PI3K tym idzie, zwieksza Aktywacja NRF2
ekspresje gendéw
zawierajacych
sekwencje ARE.
W zaleznosci od
poszczegdlnych
czgsteczek z rodziny.
Dwie z nich (ERK?2,
JNK1) aktywujg NRF2 Aktywacja
MAPKs oraz zwiekszajg NRF2/Inhibicja
ekspresje gendéw NRF2
zawierajgcych
sekwencje ARE. Jedna
(p38) hamuje
aktywnos¢ NRF2.
Zwieksza akumulacje

NRF2 w jadrze
komodrkowym jedynie = Aktywacja NRF2
PERK w trakcie .stresu w warunkach
oksydacyjnego. stresu
Zwieksza ekspresje komoérkowego
genow zawierajgcych
sekwencje ARE.

Subs:a.n ca Efekt wywierany Skutek Pi¢mienni
regu UJQC? na NRE2 dziatania ISmiennictwo
fosforylacje

Fosforylacja

nastepuje w domenie
Neh2 (Ser40).
PKC Powoduje to rozpad  Aktywacja NRF2 (48; 49; 50)
kompleksu NRF2-
KEAP1 oraz

(51; 52; 53; 54)

(55)

(56)

(57)
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1.3.9 Epigenetyczna regulacja aktywnosci NRF2.

Aktywnos¢ NRF2 w komoérce jest réwniez regulowana za posrednictwem
mechanizméw epigenetycznych, ktoére obejmujg metylacje promotora genu,
modyfikacje histondw chromatyny w obrebie genu oraz dziatanie mikroRNA na
transkrypty (miRNAs) (58). Metylacja DNA polega na przeniesieniu grupy
metylowej na pozycje 5’ cytozyny dinukleotydéw CG, wchodzgcych w sktad wysp
CpG, przez enzym metylotransferaze DNA (DNMTs) (59; 60). Podobnie jak w
przypadku innych gendéw, zawierajgcych wyspy CpG w swoich promotorach,
metylacja promotora NFE2L2 prowadzi do zmian w strukturze chromatyny, ktére
uniemozliwiajg transkrypcje genu. Zaburzenie proceséw metylacji sg czesto
wykrywane w nowotworach rdézinych typow. Udowodniono, Ze nadmierna
metylacja wysp CpG stanowi jedng z przyczyn wyciszenia aktywnosci genéw
supresorowych (58; 61; 62; 63; 64).

Wedtug wspodtczesnej wiedzy, w regulacji procesu ekspresji genéw bardzo
istotng role odgrywajg niekodujace regulatorowe czasteczki RNA, przede
wszystkim mikroRNA. Wsrdéd réznorodnych mechanizméw ich  dziatania,
szczegolnie wyrdznia sie hamujacy wptyw na proces translacji poprzez indukcje
degradacji dojrzatych transkryptéw w cytoplazmie (65). W najnowszych badaniach
wykazano iz miRNA moze mie¢ dwojaki wptyw na rozwdj i progresje chordb
nowotworowych. Z jednej strony niedobdr miRNA w komdrkach nowotworowych
bedzie powodowat ich powolniejszy wzrost i spowolni progresje choroby, z drugiej
natomiast, zwiekszona ilos¢ miRNA w komdrkach nowotworowych bedzie
prowadzita do przy$pieszonej progresji choroby (66; 67; 68; 69). Zostaty opisane
miRNA komédrkowe, ktdre uczestniczg w regulacji ekspresji gendw NRF2 i KEAP1, i
w ten sposdb majg wptyw na odpowiedz komadrki na stres oksydacyjny. Czgsteczki
te sg znane pod nazwa redox-wrazliwych miR (70; 71). Jako przyktad mozna
przytoczy¢ dane dla raka s$luzowo-naskérkowego ptuca. W komdrkach
nowotworowych raka za aktywowanie czynnika NRF2 s3 odpowiedzialne miedzy
innymi miR-181a, miR-193b oraz miR-424, a za hamowanie aktywnosci — miR378
(72).

U pacjentdw z ostrg biataczka szpikowg (AML) wykryto zwiekszone ilosci miR-
144-3p oraz miR-28, a takzie zmniejszong ilos¢ NRF2 (73). Badania na liniach
komoérkowych HL-60 oraz HEK293 wykazaty ze miR-34a, miR144 oraz miR-28
powodujg degradacje mRNA NRF2 poprzez region 3'UTR promotora NRF2.
Ponadto zwiekszony poziom tych miRNA zwieksza odpornos¢ komaorki na apoptoze
(73; 74; 75, 76).

W komdrkach nowotworu sutka (BRCA) stwierdzono iz miR-200a jest
odpowiedzialny za aktywacje S$ciezki sygnatowej NRF2 poprzez nadmierng
degeneracje mRNA KEAP1 (77). Ponadto wzrost stezenia miR-200a, a co za tym
idzie, nadmierna aktywacja NRF2 powoduje przyspieszenie dojrzewania komorek
dendrytycznych (78). Badania przeprowadzone na liniach komérkowych
neuroblastomy (SH-SY5Y) wykazaty ze spadek mRNA NRF2 jest spowodowany
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przez 4 miRNA — miR27a, miR-142-5, miR-144, miR-153. Skutkuje to znaczgco
zredukowang syntezg glutationu w tych komdrkach (79).

miR-432 ma zdolno$¢ do taczenia sie z kodujgcg sekwencjg mRNA KEAP1 i jej
modyfikacji. Prowadzi to do zmian w konformacji dojrzatej czasteczki KEAP1 i
uniemozliwia jego facznie sie z NRF2. Czgsteczki NRF2 przedostajg sie do jadra
komdrkowego, gdzie zwiekszajg ekspresje gendw biatek docelowych. Skutkiem
tego jest zwiekszona odpornos¢ komdrek nowotworowych na leczenie
antynowotworowe poprzez wywotanie stresu oksydacyjnego w komorce, np.
leczenie cisplatyng (80).

W komodrkach nowotworowych niskie stezenia NRF2 aktywujg, miedzy innymi,
droge sygnatowgq, aktywujgcg czynnik transkrypcyjny NF kappa B (NF-kB),
prowadzgc do nadmiernej syntezy miR-181. Skutkuje to zaburzeniami w
homeostazie mitochondrialnej, poniewaz miR-181c hamuje ekspresje oksydazy
cytochromu C (81).

Ustalono, ze nadekspresja mRNA NRF2 podczas kancerogenezy jest, w duzej
mierze, spowodowana przez miR-27a (79), miR-28 (75), miR-93 (76), miR-142-5p
(79), miR-144 (74), miR-153 (79), miR-193b (82), miR-365-1 (82). Skutkiem tego jest
nagromadzenie sie czynnika NRF2 w jadrze komérkowym i nadmierna ekspresja
gendéw jego biatek docelowych. Dzieki temu komérka nowotworowa jest w stanie
szybciej rosng¢ niz komodrka prawidtowa, a takze przetrwaé¢ w permanentnym
stresie oksydacyjnym. W jednym z badan zostato ustalono, ze wysoki poziom
BRCA1 w fibroblastach ptuc oraz zastosowanie radioterapii skutkuje zmniejszeniem
poziomu KEAP1, w wyniku czego czasteczki NRF2 gromadzg sie w jadrze
komodrkowym i aktywujg transkrypcje docelowych gendéw. Jednym ze skutkow
aktywacji jest zwiekszenie poziomu mikroRNA miR-141, zwiekszona migracja
komodrek oraz ich odporno$é¢ na stres oksydacyjny (83). ROowniez badania na
komoérkach raka watrobowokomaérkowego dowiodty, ze wysoki poziom miR-141
zwieksza akumulacje NRF2 w jadrze komdrkowym poprzez zmniejszenie ilosci
biatka KEAP1 (83). Inne badanie na tych samych liniach komdrkowych wykazaty, ze
rowniez zwiekszenie poziomu miR-340 prowadzi do nagromadzenia NRF2 w jadrze
komédrkowym, co ma duzy wptywa na uodpornienie sie komérek nowotworowych
na terapie 5-fluorouracylem i cisplatyna (83; 84; 85).

NRF2 jako czynnik transkrypcyjny rowniez moze wptywaé na transkrypcje
miRNA, ktére z kolei kontrolujg jego ekspresje. Docelowe dla NFR2 sekwencyjne
elementy regulatorowe zostaty wykryte w promotorach genéw niektérych
mikroRNA (82). W doswiadczeniach z komérkami AML z wysokim poziomem NRF2
w wyniku wytgczenia genu KEAP1 czynnik NRF2 miat wptyw na transkrypcje genéw
miR-125B1 oraz miR-29AB1. Skutkiem tej regulacji byta zwiekszona ekspresja miR-
125b oraz zmniejszenie ekspresji miR-29b oraz zdolnos¢ komadrek do przetrwania
chemioterapii (86). Inne badania, oparte na mysich keratynocytach wykazaty ze
NRF2 aktywuje ekspresje miR-29a/b, przytgczajac sie do promotora jego genu (89),
w ktérym wykryto dwie sekwencji regulatorowe ARE (86).
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1.3.10 Wptyw innych biatek na aktywnos¢ NRF2.

1.3.11

Niedawne badania wykazaty, ze KEAP1 nie jest jedynym biatkiem, ktdre
uczestniczy w regulacji aktywnosci NFR2. Wykryto, miedzy innymi, wptyw biatka
IQGAP1 (ang. IQ Motif Containing GTPase Activating Protein 1) na stabilnos¢ NRF2
oraz jego zdolno$¢ do przytaczania sie do DNA (87; 88). IQGAP1 jest biatkiem,
biorgcym udziat w adhezji miedzykomérkowej i gospodarce wapniowej organizmu.
Jest niezbedne dla powstania prawidtowego cytoszkieletu komérkowego (89).
Udowodniono, ze IQGAP1 jest pozytywnym regulatorem aktywnosci NRF2 poprzez
zwiekszenie jego stabilnosci oraz powinowactwa do DNA (87).

Kolejnym biatkiem majgcym znaczacy wptyw na stabilnosé NRF2 jest biatko p62
(znane jako SQSTM1, ang. sequestosome 1). Bierze ono udziat w autofagocytozie,
regulujac powstawanie komplekséw biatkowych (90). Biatko to wspdétzawodniczy z
NRF2 o miejsce wigzania sie z KEAP1 (91; 92; 93; 94), zwiekszajgc w ten sposéb
stabilnos¢ i odpowiednio aktywnosc¢ transkrypcyjng NRF2. Efekt dziatania SQSTM1
moze by¢ zwiekszony poprzez dziatanie arsenu (92; 95).

Powigzanie innych komérkowych $ciezek sygnatowych ze szlakiem NRF2-KEAP1.

Obecnie znanych jest kilka komdérkowych sciezek sygnatowych, ktére sg istotne
w regulacji proliferacji i wzrostu komorek i s3 powigzane z ukladem NRF2-KEAP1,
co zostato przedstawione na rycinie 5. Sg to Sciezki przekazywania sygnatéow,
kontrolowane przez kinaze p38 MAPK, czynnik transkrypcyjny NF-kB, receptory
NOTCH oraz kinazy biatkowe Akt/p21 i PI3K/Akt.

W jednym z badan wykazano, ze w glejakach aktywowana $ciezka sygnatowa
p38 MAPK prowadzita do nadmiernej aktywacji NRF2 i zwiekszonej ekspresji jego
gendw docelowych, co skutkowato niewrazliwoscia chorych na terapie
temozolomidem (96).

Ustalono réwniez, ze NRF2 aktywuje szlak NOTCH poprzez zwiekszenie
ekspresji genéw NOTCHI1 i HES1 oraz genu PCNA, kodujgcego antygen jadrowy
komodrek proliferujgcych (PCNA) w komodrkach raka ptaskonabtonkowego jamy
ustnej, znacznie przyspieszajgc ich podziaty (97).

Wsréd gendw docelowych czynnika transkrypcyjnego NRF2 znajduje sie gen
ptytkowego czynnika wzrostu A (PDGFA), co prowadzi do aktywacji ekspresji
PDGFA w warunkach stabilizacji i gromadzenia sie NRF2. Zwiekszona ilo$¢ czynnika
wzrostu aktywuje dwie $ciezki sygnatowe, kontrolowane przez kinazy PI3K/Akt oraz
Akt/p21, zwiekszajg w ten sposéb proliferacje oraz zdolnosci do przetrwania
komadrek nowotworowych (98; 99; 100)
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Rycina 5. Powigzanie innych sciezek sygnatowych i szlaku NRF2-KEAP1.

Jak zostato przedstawione wyzej, stabilno$¢ i aktywnos¢ NRF2 w komorce jest
kontrolowana przez wiele czynnikdw, a niektére z tych czynnikdéw tworzg z NRF2
uktady typu tzw. petli zwrotnej. Wskazuje to posrednio na istotnos¢ roli, jakg NRF2
petni w organizmie. Przez wiele lat wydawato sie, ze biatko NRF2 stanowi zbawienie
dla organizmu w przeciwdziataniu stresu oksydacyjnemu, dotykajagcemu jego
komorki kazdego dnia. Najnowsze badania wskazujg jednak, ze dziatanie NRF2 nie
zawsze jest korzystne i w niektérych warunkach czynnik ten odgrywa role
negatywna.

1.4 Rola biologiczna czynnika transkrypcyjnego NRF2.

Przez wiele lat po odkryciu NRF2 naukowcy uwazali je za biatko, chronigce nasze
komorki przed réznymi czynnikami, zdolnymi do wywotania stresu komérkowego i
w ten sposdb zapobiegajgce rozwojowi wielu chordb. Udziat NRF2 w zapobieganiu
oraz spowolnieniu proceséw patologicznych w wielu chorobach zostat
udowodniony w licznych badaniach. Wybitny przyktad stanowig choroby
nowotworowe i rola NRF2 w zapobieganiu transformacji nowotworowej komérek
pod wptywem rdznego rodzaju oksydantow. Pdzniejsze badania wykazaty jednak
dwojakg role tego czynnika transkrypcyjnego. Udowodniono zostato, ze w
nowotworach nadmierna aktywnos¢ NRF2 nie tylko zwieksza zdolnos¢ komorek do
przezycia w warunkach stresu komérkowego, ale réwniez czyni je opornymi na
wiele rodzajéw stosowanej terapii przeciwnowotworowej (33; 101). Jego dwojaka
rola zostata zaprezentowana na rycinie 6.
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Rycina 6. Rola NRF2.

Warunki fizjologiczne Warunki patologiczne

-Réwnowaga redoks
-Réinicowanie komorek
-Proliferacja komdrek
-Metabolizm
wewnatrzkomorkowy
-Metabolizm ksenobiotykdw
-Redukcja reakcji zapalnych

-Cukrzyca
-Choroby skéry
-Choroby neurologiczne
-Choroby watroby
-Rozedma ptuc i POChP

DZIAtANIE POMOCNE
W CHOROBACH

1.4.1 Rola NRF2 w warunkach fizjologicznych.

W warunkach fizjologicznych NRF2 bierze udziat w wielu procesach
zachodzacych w organizmie. Gtéwnie odpowiada za utrzymanie homeostazy
komodrkowej. Uczestniczy w metabolizmie komodrkowym, odpowiedzi zapalnej

organizmu

jak rowniez utrzymaniu stresu oksydacyjnego na poziomie,

niezagrazajgcym komorce.

1.4.1.1 Udziat NRF2 w metabolizmie.

Tuz po odkryciu NRF2 uwazano, ze jego rola sprowadza sie do ochrony komérek
przed antyoksydantami. Nowe badania dowodzg ze bierze ono réwniez udziat w
regulacji metabolizmu komdrkowego. Ustalono, ze niektdre z gendw, kodujacych
enzymy, zawiera w swojej sekwencji miejsca ARE, w zwigzku z czym ich ekspresja
znajduje sie pod pozytywng kontrolg NRF2. Sg to miedzy innymi dehydrogenaza
glukozo-6-fosforanowa oraz dehydrogenaza jabtczanowa (102). Wzrost stezenia
tych enzymow w komorce skutkuje zwiekszeniem metabolizmu glukozy, kwaséw
ttuszczowych, wzrostem produkcji nukleotydéw oraz spowolnieniem produkcji
wewnatrzkomérkowej kwaséw ttuszczowych. Aktywacja tych proceséw zwieksza
tempo wzrostu komérki oraz intensywnos¢ jej podziatéw, sprzyjajgc miedzy innymi
rozwojowi nowotworu (103; 104). Co wiecej, wzrost ilosSci aktywnego NRF2
zmniejsza ilosci receptordow alfa, aktywowanych przez proliferatory peroksysoméw
(PPARa), dzieki czemu komorka jest w stanie przetrwaé w stanie dtugotrwatego
niedozywienia (105).
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NRF2 ma réwniez swoj udziat w metabolizmie ksenobiotykdow. Wiele gendéw
enzymow, uczestniczagcych w fazie drugiej ich przemiany, zawiera w swoich
sekwencjach elementy ARE. Sg wsrdd nich sulfotransferazy, S-transferazy
glutationu oraz dehydrogenazy UDP-glukozy. Dzieki nim toksyczne, zazwyczaj stabo
rozpuszczalne w wodzie zwigzki sg przeksztatcane w mniej toksyczne i lepiej
rozpuszczalne w wodzie. Ochrania to catg komérke, a w szczegdlnosci, wrazliwe na
uszkodzenia DNA (95; 104) i stanowi przyktad pozytywnego wptywu na opornosc
komorek przed transformacjg nowotworowa.

1.4.1.2 Rola NRF2 w reakcjach zapalnych organizmu.

Ustalono, ze ekspresja niektorych z biatek, biorgcych udziat w reakcjach
zapalnych, roéwniez znajduje sie pod kontrolg transkrypcyjng czynnika
transkrypcyjnego NRF2. Sg to miedzy innymi przeciwzapalne interleukiny, np. IL-
13, IL-4 (106; 107). Wykazano, ze pod wptywem NRF2 dochodzi do zmniejszenia
produkcji reaktywnych form tlenu spowodowanych przez IL-6 oraz wytwarzania
czynnika martwicy nowotworu (TNFa), ktére wywotuja silne reakcje zapalne (108;
109). Ponadto NRF2 hamuje produkcje cytokin prozapalnych - chemokiny 2 i biatka
zapalnego makrofagdéw (108; 109). Spadek ilosci receptora PPARa, wywotany przez
NRF2, rowniez ma dziatanie ochraniajgce tkanke przed reakcjg zapalng (105).

1.4.1.3 Rola NRF2 w utrzymywaniu redoks-homeostazy.
Czynnik transkrypcyjny NRF2 uwazany jest za gtéwny regulator balansu redoks
w komoérce. Jego dziatanie polega na nasileniu transkrypcji wielu gendw,
kodujacych enzymy oraz biatka, odpowiedzialne za utrzymanie réwnowagi redoks.
Nalezg do nich praktycznie wszystkie gtéwne enzymy antyoksydacyjne — dysmutaza
ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa, dehydrogenaza NAD(P)H [chinon] 1,
oksygenaza hemowa 1 oraz biatko — glutation i inne (57).

1.4.1.4 Rola NRF2 w proliferacji i réznicowaniu komdérkowym.

Na wzrost i réznicowanie komérek ma wptyw, miedzy innymi, stezenie
reaktywnych form tlenu, posrednio regulowane przez NRF2. Udowodniono iz duze
ilosci ROS w mtodych neuronach znaczgco obnizajg tempo ich wzrostu, blokujac
szlaki sygnatowe JNK oraz Wnt (110). Nadmiar NRF2 w kosciach réwniez dziata
szkodliwie. Hamuje on czynnik transkrypcyjny 2 zwigzany z Runt (RUNX2),
zmniejsza ilosci ROS co w konsekwencji zaburza réznicowanie osteoblastow oraz
osteoklastéw (111). Podczas badan na samcach myszy z wytgczonym genem
NFE2L2 zaobserwowano defekt spermatogenezy. Udowodniono, ze nadmiar ROS
w rozrodczych komdrkach macierzystych obniza ptodnosé (112). Do regeneracji
watroby niezbedne sg biatka kodowane przez Herp1, Notchl, p21, Hes1, natomiast
indukcja ich ekspresji zostaje pod Scistg kontrolg NRF2 (113). Kolejne 2 geny,
rowniez aktywowane przez NRF2, PPARy oraz CEBPB, wptywajg na spowolnienie
rozwoju i réznicowania adipocytéw (114).
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1.4.2 Rola NRF2 w warunkach patologicznych.

NRF2 petni funkcje ochronng, zmniejszajac toksycznos¢ lekéw podawanych
pacjentowi w wielu tkankach — nerkach, watrobie, skorze, ptucach, watrobie oraz
w catym uktadzie pokarmowym (115; 116; 117). Chroni w ten sposdb prawidtowe
komorki przed toksycznoscig lekdw podawanych na leczenie réznych chordb.
Doswiadczenie, przeprowadzone na myszach pozbawionych genu NFE2L2
wykazato, iz myszy te sg bardzo podatne na rozedme ptuc, do rozwiniecia ktorej
przyczynia sie dym papierosowy (118). Co wiecej wykazano znaczgce zmniejszenie
ilosci NRF2 u pacjentdow z rozpoznang rozedma ptuc a takie u chorych na
przewlektg obturacyjng chorobe ptuc (POChP) (119).

Inne doswiadczenie, na myszach pozbawionych genu NFE2L2, pokazato ze NRF2
ma nie tylko wptyw na ukfad oddechowy ale takze na uktad nerwowy. U myszy tych
wykryto wysoka apoptoze neurondw oraz zaburzenia neurologiczne. W dalszej
perspektywie moze to prowadzi¢ do uszkodzenia mdézgu i rdzenia kregowego a
takze do pogorszenia motoryki organizmu (120; 121). Podanie doosrodkowo biatka
DEETGE-CAL-Tat ochrania neurony przed apoptozg wywotang stresem
oksydacyjnym (122).

Wiele choréb moze by¢ nasilana lub wywotywana przez promieniowanie
ultrafioletowe UV-A oraz UV-B. Celem terapeutycznym, zapobiegajgcym zapaleniu
wywotywanemu przez promieniowanie moze by¢ wtasnie NRF2. Przy zwiekszonej
aktywnosci jest on w stanie bardzo dobrze ochroni¢ komérke przed szkodliwym
promieniowaniem oraz jego skutkami (123; 124). Doswiadczenie przeprowadzone
na mysich watrobach wykazato ze NRF2 jest w stanie ochroni¢ watrobe przed
toksynami, a w dalszej perspektywie przed ostrym i przewlektym zapaleniem
watroby (125). Kolejne mozliwe zastosowanie terapeutyczne NRF2 moze mieé
miejsce w leczeniu cukrzycy. NRF2 bierze udziat w utrzymaniu prawidtowego
poziomu glukozy w krwi (57). Dzieki prawidtowemu poziomie glukozy mozna
zapobiec powiktaniom cukrzycy takim jak kardiomiopatii (126), nefropatii (127)
oraz retinopatii (128).

1.4.2.1 Rola NRF2 w nowotworach.

Rola NRF2 w nowotworach rowniez moze byé postrzegana w dwojaki sposob. Z
jednej strony aktywnosc¢ biatka chroni organizm przed rozwojem i progresjg
nowotworu, natomiast z drugiej, moze spowodowac szybszy rozrost tkanki
nowotworowe] oraz jej odpornos¢ na konwencjonalne metody leczenia, takie jak
radio- i chemioterapia.

Dwojakie dziatanie NRF2 w nowotworach jest zwigzane z aktywnoscig i rolg
biologiczng NRF2. Jego dziatanie antyoksydacyjne sprzyja zachowaniu integralnosci
genomu, chronigc komoérki przed pojawieniem sie mutacji, ktére mogg powodowa¢é
transformacje nowotworowg oraz dalszg progresje nowotworu. Z drugiej strony, w
komédrkach nowotworowych, aktywnos¢ NRF2 sprzyja przezyciu komérek w
warunkach niesprzyjajgcych, nasila ich reakcje anaboliczne oraz proliferacje i
wzrost. Szczegdlnie istotne znaczenie dla komdrek transformowanych odgrywa
nadmierna aktywacja NRF2, czesto obserwowana w réznych typach nowotwordow.
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Opisanych zostato wiele mechanizméw molekularnych, prowadzgcych do
nadmiernej i czesto niekontrolowanej aktywnosci NRF2 w komdrkach
nowotworowych. Zgodnie ze stanem obecnej wiedzy, jednym z najistotniejszych
mechanizmdéw jest pojawienie sie mutacji w genach NFR2, stabilizujgcych biatko
oraz mutacji w najwazniejszym partnerze NRF2 — biatku KEAP1, ktére
uniemozliwiajg wigzanie sie KEAP1 z NRF2 lub ligazg ubikwityny E3 i negatywng
regulacje aktywnosci czynnika transkrypcyjnego. Dodatkowo, ostatnio pojawiajg
sie doniesienia o mozliwych powigzaniach polimorficznych form NRF2 z
aktywnoscig biatka.

W jednym z niedawno opublikowanych badan wykazano mocny zwigzek
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP) w promotorze NFE2L2 (rs6721961)
z zwiekszong szybkoscig progresji nowotworu ptuc u 0soéb, ktére nigdy w zyciu nie
pality tytoniu (118). Podobny zwigzek wykazano réwniez dla drugiego SNP (c.-
617C/A). Jeden z wariantow polimorfizmu w uktadzie homozygotycznym u oséb
niepalgcych promowat rozwdj gruczolakoraka ptuc (129).

W komoédrkach zaawansowanego raka pfaskonabtonkowego przetyku z
zmutowanym NRF2, wykryto wyzszy poziom ztosliwosci oraz zwiekszong
odpornos¢ komodrek na leczenie radio- i chemioterapig (130).

Zwiekszong aktywnos¢ NRF2 wykryto w wielu tkankach objetych procesem
nowotworzenia, w tym w endometrium (131), ptucu (132) oraz trzustce (133). We
wszystkich  wymienionych tkankach, zwiekszona aktywnos¢ NRF2 jest
odpowiedzialna za odpornos$¢ na chemioterapie.

Mutacje w KEAP1, powodujace utrate kontroli nad NRF2, rowniez wykryto w
wielu tkankach nowotworowych, miedzy innymi w nowotworach gtowy i szyi (134;
135) , ptuc (134; 136), piersi (137; 138), pecherzyka zétciowego (139), watroby
(140), jajnikow (141), endometrium (142) oraz nowotwory skéry (143).

Od ponad 17 lat funkcjonuje projekt The Cancer Genome Atlas (TCGA), ktory
zbiera dane oraz probki tkanek od pacjentéw z réznymi nowotworami. W trakcie
tych 17 lat program scharakteryzowat ponad 20000 typéw molekularnych
nowotworéw z 33 typow patomorfologicznych (144). W NFE2L2 wykryto 196
miejsc mutacji, gtéwnie wystepowaty one w guzach ptuc (101 przypadkdéw na 327
wykrytych mutacji), macicy (79 na 327 wykrytych mutacji) oraz pecherza
moczowego (26 na 327 wykrytych mutacji) (145). Wséréd wykrytych mutacji
przewazaty substytucje - 169 z 196 wykrytych mutacji, ponadto 22 matych delecji
oraz 5 matych insercji (145). W genie KEAP1 wykryto 339 miejsc mutacji, gtéwnie
dotyczyty ptuc (198 na 372 wykrytych mutacji), macicy (41 na 372 wykrytych
mutacji) oraz watroby (17 na 372 wykrytych mutacji) (146). Wsréd wykrytych
mutacji przewazaty substytucje - 303 z wykrytych 339 mutacji, ponadto 26 matych
delecji oraz 10 matych insercji (146).

Badania, wykonane w ramach innych programéw badawczych, potwierdzity
ustalenia programu TCGA. Mutacje nabycia funkcji NRF2 oraz utraty funkcji KEAP1
i CUL3 byty czesto spotykane w komdrkach nowotworowych ptuc (147). Ustalono
rowniez, ze w genie KEAP1 najczestszg zmiang jest transwersja cytozyny do
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1.4.3

adeniny (147; 148). Natomiast w NFE2L2 najczestszym miejscem mutacji jest R34,
zlokalizowane w domenie Neh2 (149).

Nieco inne wyniki otrzymano w badaniach w raku watrobowokomaorkowym
(HCC). Mutacje w genie NFE2L2 wykrywane byty w bardzo nielicznych przypadkach
w odrdznieniu od mutacji w KEAP1, ktore w wiekszosci skutkowaty utartg kontroli
KEAP1 nad NRF2 (149). Wiadomo, ze do znaczgcych czynnikéw ryzyka rozwoju HCC
nalezg infekcje wirusem zapalenia watroby typu B (HBV), przewlekte zapalenie
watroby, oraz czeste narazenie na toksyny np. alkohol (150). Ponadto w komédrkach
nowotworowych watroby z mutacja KEAP1 oraz nadmierng aktywnosciag NRF2
wykryto zwiekszone ilosci biatka szoku termicznego 90 (151). Sg doniesienia o
wykrytej mutacji KEAP1 w czesci N-terminalnej KEAP1 w nowotworach piersi z
mutacjg BRCA, ktdore nogg byé odpowiedzialne za brak aktywnosci biatka i
nadmierng aktywnos¢ NRF2 (140).

Dziatanie NRF2 w czasie chemioterapii.

Wiele badan dowodzi, ze nadmierna aktywno$¢ NRF2 w komodrkach
nowotworowych odgrywa istotng role pod czas terapii przeciwnowotworowej z
zastosowaniem tradycyjnych sposobdéw chemio i radioterapii, np. ciplatyng lub
karboplatyng, prowadzgc do opornosci komérek na stosowany lek (152; 153).
Wynika to z mechanizmu molekularnego dziatania NRF2, do genéw docelowych
ktorego nalezg, miedzy innymi, geny biatek zaangazowane w uodpornienie
komodrek. Sg to miedzy innymi rodziny receptoréw MRP(1-4) oraz ABCG2, ktérych
zwiekszona ekspresja skutkuje odpornoscig na wiele lekdw uzywanych do leczenia
nowotworéw (152). Szereg dowoddéw otrzymano w badaniach na nowotworowych
liniach komérkowych. Obnizenie aktywnos$ci NRF2 w liniach komérkowych raka
trzustki oraz ptuc powodowato prawidtowg odpowiedz tych komérek na leczenie
promieniowaniem gamma (154). W liniach komérkowych raka jajnika A2780,
wrazliwych na doxorubicin, wykryto zmniejszong aktywnos¢ NRF2 (154; 155),
natomiast akumulacja biatka CUL3 w komodrkach raka piersi z mutacja BRCA
skutkowata zmniejszong iloscia NRF2 oraz wiekszg wrazliwoscig komdrek na
leczenie (155).

Dotychczasowa wiedza nie pozwala na wprowadzenie w praktyke kliniczng
terapii, wykorzystujgcych stymulowanie lub hamowanie dziatania NRF2. Pomimo
to trwajg intensywne badania nad opracowaniem takiej terapii. Jedno z badan na
liniach komodrkowych dotyczyto wykorzystania cisplatyny, pofgczonej z
podawaniem duzych dawek metforminy. Odkryto, ze taka kombinacja dwdch
lekéw znaczaco hamuje dziatania NRF2 i zwieksza szanse wkroczenia komorek
niedrobnokomdrkowego raka ptuca na droge apoptozy (156). Znanych jest réwniez
kilka lekow, hamujgcych aktywnos¢ NRF2. Jednym z nich jest brusatol (157; 158;
159). Mimo stosunkowo matego powinowactwa do NRF2 lek ten hamuje translacje
wielu biatek, w tym biatka NRF2 (160). Podobne wykazuje luteolina (161; 162). Dla
lepszego dziatania prébowano podawac luteoline wraz z kwasem askorbinowym u
pacjentéw z wykrytg mutacjg NFE2L2 w celu zwiekszenia ich wrazliwosci na
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leczenie docelowymi chemioterapeutykami (163). Inne badanie wykazato, ze
przedtuzone podawanie apatinibu kieruje komérki niedrobnokomaérkowego raka
ptuca na droge apoptozy przy udziale NRF2, zaburzajac jego role w odpowiedzi
antyoksydacyjnej komorki (164).

Badania na liniach komdrkowych niedrobnokomdérkowego raka ptuca
dostarczyty informacji o kilku potencjalnych syntetycznych inhibitorach NRF2,
takich jak ML385, IM3829 oraz AEM1 (165; 166; 167). Inne badania udowodnity
korzystne dziatanie inhibitorow NRF2 PHA-767491 (168), trigoneliny (169),
halofuginonu (170), kordycepiny (171), chryzyny (172) oraz apigeniny (173) in vitro,
ale konieczne sg dalsze badania in vivo dla zaakceptowania mozliwosci ich
klinicznego zastosowania.

Co ciekawe, badania na myszach z niedrobnokomdérkowym rakiem ptuca oraz z
mutacjami aktywujgcymi ukfad NRF2-KEAP1 znacznie lepiej odpowiadaty na
leczenie immunoterapia niz myszy bez takich mutacji (174).

Prowadzone sg réwniez intensywne poszukiwania docelowych inhibitoréw,
aktywowanych przez NRF2 enzymow i biatek, zasilajgcych proces karcynogenezy
lub sprzyjajgcych pojawieniu sie opornosci komdrek nowotworowych na chemio-
lub radioterapie. Niektére z przyktadéw badanych obecnie potencjalnych lekéw
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Tabelaryczne przedstawienie substancji ktore hamujq biatka docelowe NRF2.

Miejsce docelowe inhibicji Substancja hamujaca PiSmiennictwo
Glutaminaza CB-839 (175)
Biosynteza seryny CBR-5884 (176)
Szlak pentozofosforanowy Piceid (277)
Biosynteza glutationu 2-AAPA, erastyna, (178; 179; 180; 181)
Sulfoksyimina butioniny
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Il.  CELIZALOZENIA PRACY

NRF2 jest jednym z kluczowych biatek, zapewniajgcych ochrone komérek przed
skutkami réinych rodzajéw stresu komérkowego, przede wszystkim stresu
oksydacyjnego. Bedac czynnikiem transkrypcyjnym, NRF2 reguluje ekspresje wielu
enzymow i biatek, ktérych dziatanie jest niezbedne dla przywrdcenia i zachowania
rownowagi komorkowej. Z drugiej strony, nadmierna aktywacja NRF2 pozwala
komdrce na przezycie w niesprzyjajgcych warunkach. Dotyczy to w duzej mierze
komdrek nowotworowych, stale narazonych na stres, spowodowany zaréwno jej
zaburzonymi relacjami z organizmem, jak i stosowanymi terapiami
przeciwnowotworowymi. Nadaktywnosé NRF2 stwierdza sie w nowotworach wielu
typow i czesto jest spowodowana pojawieniem sie w kodujgcym biatko genie
swoistych mutacji, ktére skutkujg wzrostem jego stabilnosci i akumulacjg w
komérce. Obecnos¢ takich mutacji zostata stwierdzona w znaczgcych odsetkach
réoznych typéw nowotworéw, w tym niedrobnokomérkowym raku ptuca.

Drugg czestg przyczyng aktywacji NRF2 w nowotworach sg swoiste mutacje w
genie kodujgcym biatko KEAP1, ktére jest negatywnym regulatorem NRF2. S3 to
mutacje, zaburzajgce oddziatywanie KEAP1 z NRF2 i prowadzgce do stabilizacji
czynnika transkrypcyjnego i jego nadaktywnosci. Mutacje inaktywujgce KEAP1 sg
czesto wykrywane w niedrobnokomérkowym raku ptuca oraz innych typach
nowotworow.

Wiele badan pokazuje jednak, ze mozliwe sg inne drogi aktywacji NRF2 w
komdrce nowotworowej, a patogeneza molekularna histologicznie podobnych
nowotwordw moze znaczgco sie roznié w zaleznosci od populacji chorych.

W zwigzku z powyzszym, a réwniez biorgc pod uwage stosunkowo niewielka
ilos¢ badan nad mutacjami gendw NRF2 i KEAP1 w raku ptuca, celem naszej pracy
byto oszacowanie czestosci wystepowania znanych mutacji aktywujgcych NRF2 i
inaktywujgcych KEAP1 wsréd operacyjnych pacjentdow z niedrobnokomorkowym
rakiem ptuca z regionu potnocno-wschodniej Polski.
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lll. MATERIALY | METODY

Badaniu poddano 88 guzéw niedrobnokomoérkowych ptuca w stadium
zaawansowania | — llla pobranych w czasie radykalnej resekcji guza w Klinice
Chirurgii Klatki Piersiowej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku.
Fragmenty tkanek, przeznaczone do badania molekularnego, zostaty natychmiast
zamrozone w ciektym azocie, a nastepnie przechowywane w temperaturze -80°C.
Przed rozpoczeciem badania, tkanki przebadano przez doswiadczonego
histopatologa w celu potwierdzenia odpowiedniego utkania nowotworowego.
Tylko fragmenty, zawierajgce co najmniej 50% komdrek transformowanych zostaty
uzyte do analizy statusu mutacyjnego gendéw NRF2 i KEAP1.

Schemat postepowania z prébkami tkanki guza niedrobnokomorowego raka
ptuca prezentuje Rycina 7.
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Rycina 7. Schemat metodyki badania.

3.1 Izolacja DNA
Do izolacji DNA z tkanek FF (ang. fresh frozen) uzyty zostat gotowy zestaw do
izolacji DNA, NucleoSpin® Tissue Column firmy Machery — Nagel. Schemat
postepowania przedstawia Rycina 8.



ePrzygotowanie 25mg prébki FF tkanki do homogenizacji
eHomogenizacja prébki na aparacie TissueRaptor (3.000Hz przez 5min)

*QOdpipietowanie zhomogenizowanej prébki do nowej probdwki Eppendorf DNA LoBind®
eDodanie 25ulL proteinazy K oraz 180uL buforu T1
eInkubacja w temperaturze 56°C przez 1-3h (w zaleznosci od szybkosci strawienie sie probki)

eOstudzenie prébki do temperatury pokojowej
eDodanie 200ul buforu B3
eInkubacja w temperaturze 70°C przez 10 minut

*Przeniesienie catej zawartosci probowki na kolumienke dotgczong do zestawu
eWirowanie 1 min, 11.000 x g

| przemywanie: 500ulL buforu BW, wirowanie 1 min, 11.000 x g
e|l przemywanie: 600ul buforu BS, wirowanie 1 min, 11.000 x g

e*Wirowanie 1 min, 11.000 x g

*Naniesienie na suchg membranie 100ul buforu BE
eInkubacja w tepmeraturze pokojowej przez 1 minute
eWirowanie 1 min, 11.000 x g

eOstudzenie prébki do temperatury pokojowej
eDodanie 210ulL 96% etanolu

v
v
v
v
v
:
v

Rycina 8. Procedura postepowania podczas izolacji DNA przy uzyciu zestawu NucleoSpin®
Tissue Column firmy Machery — Nagel.
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Po przeprowadzeniu procedury izolacji otrzymano wysoce oczyszczone DNA. W
kolejnym etapie DNA zostato poddane ocenie ilosciowej oraz jako$ciowe]. Podczas
tej procedury uzyto aparatu NanoDrop™ 2000 firmy Thermo Scientific™.

Ocena ilosciowa polegata na oznaczeniu spektrofotometrycznym stezenia DNA
w kazdej prébce, natomiast ocena jakosciowa obejmowata analize stosunku
absorbancji przy dtugosci fali 260nm oraz 280nm. Celem pomiaru stosunku
absorbancji byta ocena stopnia zanieczyszczenia wyizolowanego materiatu.

3.2 Namnozenie eksonu 2 NFE2L2 oraz 6 eksondéw KEAPL.
Analizie zostaty poddane sekwencje nukleotydowe eksonu drugiego genu
NFE2L2 oraz szesciu eksondw genu KEAP1. Do namnozenia wszystkich eksonéw w
reakcji PCR uzyte zostaty startery reakcji firmy Applied Biosystems™. Staralismy
dobra¢ sie tak starter reverse i forward aby ich temperatury topnienia byty do
siebie bardzo zblizone. Sekwencje starteréw przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Startery uzyte do namnozenia ezgonu 2 NFE2L2 oraz 6 eksondw KEAP1.

T rimera Sekwencja primera LT BT T
e jap a topnienia  produktu
Forward TGTTGCTGCTACTTG 620C
(ekson 2) ATCCTTACAG
NFE2L2 541 bp
Reverse TGATTGACATACTIT 64°C
(ekson 2) GGA GGG AAG A
Forward
e TTG GTG AAC ATG GCC 63°C
i € TTG AAG ACA
Reverse SELT7
(ekson 2 czesé TGCTTCACCTACTIT 62°C
" S GCA GGA A
Forward
. TCCAGT TTC CTG CCT 66°C
e S TGA CAT CTC
KEAP1 510bp
Reverse
(ekson 2 czeéé GAC GTC ACA CTG CAG 63°C
) S GTC AAG TA
Forward
., CGC CCA CGG CGT ACA %
(ekson 3 czes¢ 65°C
1) AC
Reverse BEI1eT3
(ekson 3 czeéé GTG ACT GGA GAG TCA 64°C
" S GCC CGT
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(ekzg:]“;a:: (¢ PAGAGG AAA CAG CCT .
E CAG GAA GAAT

2)
508bp
(ekffg’zrij (¢ GAGGAG CTCACCCTG ssoc
) S CAC AAG
Forward AGA ATC CAG GGC TTC c30c
(ekson 4) TGT GGT TA 407b
Reverse TGG CCCTTA AGT ATT 63°C >
(ekson 4) CCACGAA
Forward AAG CAA AAG CAA AAG 67°C
(ekson 5) CAGTCCACAA 496b
Reverse CCCAGG AACACCCCC 63°C >
(ekson 5) TACCATC
(ekzg:\éas (¢ AGG CTG TCT TGG ACA seoc
T S CTC CCG
471bp
(ek?c?:(zrii (¢ GCATCT CACAGCTGC e30c
" S ATCTCT CT
Forward
(ekson 6 cpesc  AGAGGAGTG TGT TTC cocc
y S AGA AGA AGA G
510bp
(ekff:(érii (¢ CACTGCAAATAACCC csoc
) & ATC TTC CG

Do przeprowadzenia wszystkich reakcji amplifikacji uzyto polimeraze Taq oraz
mieszanine nukleotydow firmy EURx®. Reakcje przeprowadzono w objetosci
koricowej 10uL. Sktad reakcji przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR.

Substancja Stezenie llos¢ (uL)
DNA Ok. 10ng/ulL 1

Primer forward 10uMm 0,5
Primer reverse 10uM 0,5
Polimeraza Taq 5U/uL 0,2
Bufor 10x 1

dNTP 200uM 0,4
Woda - 6,4

Wszystkie reakcje namnazania wybranych fragmentéw NFE2L2 oraz KEAP1
zostaty przeprowadzone w termocyklerze Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler
firmy Applied Biosystems™. Profil termiczny reakcji zostat optymalnie dopasowany
do zastosowanych starteréw w reakcjach i przedstawiony na Rycinie 9.
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Rycina 9. Profil termiczny zastosowany w reakcji PCR.

3.3

Wykrywanie uzyskanych produktéw PCR oraz ich oczyszczanie.

Produkty reakcji PCR zostaty wykrywane metoda elektroforezy na 1,5% zelu
agarozowym. Zabarwienie czgsteczek DNA uzyskano poprzez dodatek bromku
etydyny przed wylaniem zelu do formy. Do kazdej elektroforezy w jednej
studzience umieszczany byt marker mas molekularnych — DNA marker 1 firmy A&A
Biotechnology™, dzieki ktéremu mozliwa byta identyfikacja wielkosci uzyskanych
produktow (marker posiada zakres od 100 do 1000 par zasad) i wykluczenie innych
produktow np. dimerdw starteréw. Ponadto oceniana byta rdwniez intensywnos¢
wybarwienia prazka na zelu, dzieki czemu mozna byto stwierdzié, czy uzyskana ilo$é
produktu PCR jest wystarczajgca do kolejnych etapow analizy. W przypadku stabo
wybarwionych prazkéw reakcja PCR dla wybranego fragmentu byta powtarzana.

Po akceptacji mocno wybarwionych prazkéw byty one ostroznie wycinane
skalpelem z zelu i przenoszone do pojedynczych probéwek. W kolejnym etapie
znajdujgce sie w wycietych prazkach czgsteczki DNA produktow amplifikacji byty
oczyszczane z agarozy za pomocg zestawu odczynnikéw NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up firmy Machery — Nagel. Schemat postepowania w czasie oczyszczania
produktow PCR przedstawia Rycina 10.
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*Do 0k.100mg fragmentow zelu doda¢ 200ulL buforu NTI

s : eInkubacja w temperaturze 50°C przez 10 minut
ozpuszczenie

agarozy

*Ostudzi¢ probke do temperatury pokojowe;j
*Rozpuszczong prébke przenies¢ na mikrokolumne (dotgczong do zestawu)
ZwigzaniebNA | ®*Wirowanie 30 sekund, 11.000 x g

Dwukrotne e|l przemywanie: 700ulL buforu NT3, wirowanie 30's, 11.000x g
przemuwanie filtru
kolumienki
eWirowanie 1 min, 11.000x g
Osuszenie
membrany na
kolumience
eNanies¢ na membrane 30ul buforu NE
eInkubacja 1min w temperaturze pokojowej
Elucja DNA eWirowanie 1 min, 11.000x g

| przemywanie: 700uL buforu NT3, wirowanie 30's, 11.000x g ]

Rycina 10. Procedura postepowania podczas oczyszczania produktow PCR z agarozy za
pomocq NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up firmy Machery — Nagel.

3.4 Reakcja sekwencjonowania.

W kolejnym etapie oczyszczone DNA wykorzystywane byto do reakcji
sekwencjonowania. Kazda prébka byta sekwencjonowana dwukierunkowo w celu
unikniecia przypadkowych btedéw. Reakcje przeprowadzone byty w termocyklerze
Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler firmy Applied Biosystems™. Do reakcji
wykorzystano najnowszg wersje zestawu BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit firmy Applied Biosystems, co skutkowato wiekszg wydajnoscig i
doktadnoscig analizy. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji sekwencjonowania
przedstawiono w Tabeli 5.
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Tabela 5. Sktad mieszaniny uzytej do reakcji sekwencjonowania.

Mieszanina BigDye™ 0,2
Terminator v3.1

Bufor do rozcienczenia 0,1
BigDye™

Primer reverse lub forward 0,16
Oczyszczone DNA 3
Woda 6,54

W reakcji sekwencjonowania zastosowano profil termiczny, zaproponowany

przez producenta odczynnikéw - firme Applied Biosystems™. Profil termiczny
reakcji przedstawiono na Rycinie 11.
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i i1 4°C
i . +00 >\
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Rycina 11. Profil termiczny reakcji sekwencjonowania.

3.5

Oczyszczanie produktow reakcji sekwencyjnego PCR.

Po reakcji sekwencjonowania kazda prébka zostata poddana oczyszczaniu z
niewykorzystanych terminatorow reakcji, ktére mogtyby w dalszym etapie
zaburzy¢ wyniki sekwencjonowania. Oczyszczanie przeprowadzono przy uzyciu
zestawu odczynnikow ExTerminator firmy A&A Biotechnology™. Schemat
przeprowadzenia reakcji usuwania niezwigzanych terminatordéw

reakcji
sekwencjonowania przedstawia Rycina 12.
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® Do mieszaniny reakcyjnej doda¢ 5ul Mix Blue oraz 100ulL
roztworu WP

Przygotowanie | o \\\ymieszac poprzez pipetowanie

mieszaniny

* Nanies¢ roztwor na mikrokolumienke
¢ Wirowanie 30 s, 14.000 RPM

|
|
|

* Nanie$¢ na mikrokolumne 400ulL roztworu WP
Pukanie ¢ Wirowanie 2min, 14.000 RPM

kolumienki

* Na ztoze nanies¢ 25ul ultraczystej wody
: e Inkubowaé 2min w temperaturze pokojowe;j
Odptukanie . . .
zwigzanego DNA | o \\/irowanie 1min, 14.000 RPM

ze ztoza

Rycina 12. Procedura postepowania podczas usuwania terminatorow reakcji przy uZzyciu
zestawu ExTerminator firmy A&A Biotechnology™.

3.6  Sekwencjonowanie

Po usunieciu terminatoréw po reakcji sekwencjonowania, probki DNA zostaty
poddane elektroforezie sekwencyjnej na sekwenatorze kapilarnym 3500 Genetic
Analyzer firmy Applied Biosystems.

Uzyskane wyniki zostaty nastepnie opracowane przy uzyciu programu
komputerowego FinchTV. Szczegdlng uwage zwracano na odpowiedni rozdziat
pikdow oraz ich wysokos¢. Uzyskane sekwencje porownywane byty z sekwencjami
referencyjnymi dla gendéw NFE2L2 oraz KEAP1 ktdére sg dostepne w bazie
,Nucleotides” NCBI (USA) przy uzyciu narzedzia bioinformatycznego BLAST,
udostepnianego réwniez przez NCBI. Wykryte réznice w sekwencji nukleotydéw
byty w dalszym etapie analizowane pod wzgledem opisanego dla genu
polimorfizmu lub ewentualnego wariantu patogennego. Potwierdzenie
patogennosci wariantu oraz jego udziatu w zaburzeniu funkcjonowania uktadu
biatek NRF2-KEAP1 w komédrkach nowotworowych odbywato sie przy uzyciu baz
danych ClinVar (USA) oraz Catalog of Somatic Mutations in Cancer — COSMIC
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(Wielka Brytania). Polegato ono na sprawdzaniu obecnosci danego wariantu
sekwencyjnego w tych bazach i znajdywaniu informacji o skutkach fenotypowych
jego obecnosci w komérce.
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IV. WYNIKI

Do analizy wariantéw sekwencyjnych genéw NRF2 oraz KEAP1 zakwalifikowano
88 pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem ptuca. Wszyscy pacjenci przeszli operacje
radykalnej resekcji guza. Grupa badawcza sktadata sie z chorych ze wszystkimi
gtéwnymi typami histologicznymi raka: rakiem gruczotowym, wielkokomérkowym
oraz ptaskonabtonkowym. Ocena histopatologiczna resekowanych guzéow
wykazata natomiast ich zréznicowany stopien dojrzatosci - od rakéw dobrze
zréznicowanych (G1 i G2), ktére charakteryzowaty sie niskg ztosliwoscia, do rakéw
stabo lub niezréznicowanych stabo zréznicowanym o wysokim stopniu ztosliwosci
(G3 i G4). Rozktad guzéw pod wzgledem stopnia zréznicowania przedstawia Rycina
13. Ponadto, wszyscy badani mieli okreslony stopien zaawansowania choroby
nowotworowe] w skali TNM. 27% badanych stanowili chorzy ze stopniem
zaawansowania 1, u 41% badanych stwierdzono stopien zaawansowania 2,
natomiast stopien 3 - u 32% badanych.

W grupie badanej przewazali mezczyzni — 72 osoby. Najmtodszy mezczyzna
poddany operacji miat 46 lat a najstarszy 81 lat. Sredni wiek mezczyzn wynosit 63
lata, odchylenie standardowe wyniosto 7,3 lata. Wsrdd kobiet najmtodsza miata 48
lat a najstarsza 78 lat. Sredni wiek kobiet wyniést 65 lat z odchyleniem
standardowym 11,9 lata.

0,9
0,8
0,7
0,6

0,5
0,4 Mezczyzni

Kobiety
0,3

0,2

PLEC [PROCENT OSOB W DANYM STADIUM]

0,1

G1 G2 G3 G4
STOPIEN ZROZNICOWANIA GUZA

Rycina 13. Wykres przedstawiajqcy ilos¢ pacjentow ,z wyodrebnieniem pftci , w zaleznosci od
stopnia zréznicowania guza.

U przebadanych kobiet wykryto jedynie guzy dobrze zréznicowane z niska
ztosliwoscig. U mezczyzn dominowaty, natomiast, nowotwory o wysokim stopniu
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ztosliwosci - G3 (Rycina 13). Jedynie 8 z 88 przebadanych pacjentow deklarowato
niepalenie tytoniu.

Zdecydowang wiekszos$¢ pacjentdéw stanowity osoby w przedziatach 61-70i
71-80 lat, a wykryte u nich guzy ptuca charakteryzowaty wiekszym stopniem
dojrzatosci guza. (Rycina 14)

20

15

10 I |
. I -

41-50 51-60 61-70 71-80 81-90
PRZEDZIAt WIEKOWY [W LATACH]

LICZBA PACJENTOW

(%]

Gl G2 mG3 mG4

Rycina 14. Wykres przedstawiajqcy zestawienie przedziatow wiekowych pod wzgledem stopnia
zroznicowania guza.

Na postawie dostepnych w pismiennictwie swiatowym danych, dotyczacych
znanych mutacji, aktywujgcych NRF2 w komérkach nowotworowych, w niniejszym
badaniu sekwencjonowaniu poddany zostat ekson 2 NFE2L2 oraz wszystkie 5
eksonéw genu KEAP1. Poszukiwane byly zaréwno substytucje pojedynczego
nukleotydu jak i delecje oraz insercje zmieniajgce ramke odczytu transkryptow
gendw. Kazda wykryta zmiana sekwencyjna (wariant sekwencji potocznie
nazywany mutacjg) byta poréwnywana z sekwencjg referencyjng danego genu w
bazie NCBI. Ponadto wykryte warianty genetyczne byty sprawdzane pod wzgledem
ich wptywu na fenotyp.

Po przeprowadzeniu wszystkich analiz wykryto 9 wariantéw genetycznych o
potwierdzonej patogennosci i udziale w procesie nowotworzenia. Dwa z nich
wykryto w genie NRF2, natomiast pozostate siedem — w genie KEAPI.
Zdecydowang wiekszo$s¢ wariantdéw stanowity substytucje pojedynczego
nukleotydu, a w jednym z guzéw wykryto przesuwajgcg ramke odczytu delecje
nukleotydu. Osiem z dziewieciu wykrytych mutacje w bazie COSMIC zostaty
oznaczone jako zmiany z wysokim wspodtczynnikiem patogennosci na poziomie
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>95% lub >99%. Patogennos¢ jednego z wykrytych wariantéw nie zostata jeszcze
ostatecznie potwierdzona.

W genie KEAP1 5 z 7 patogennych wariantéw sekwencji typu substytucji
nukleotydéw wykryto w eksonie 2, a 1 substytucja - w eksonie 5. Delecje,
natomiast, stwierdzono w eksonie trzecim.

Szczegbétowa charakterystyka patogennych wariantéw sekwencji, wykrytych w
niedrobnokomdérkowych guzach przebadanych chorych przedstawiono w Tabeli 6,
a sekwencje wariantéw — na Rycinach 15 - 23.

Tabela 6. Zestawienie wykrytych wariantow sekwencyjnych wsrdd 88 pacjentow z NSCLC.

\EVAVE]
genu

KEAP1

NFE2L2

Numer
referencyjny
w bazie

Zmiana
Status

mutacji

Wariant
genetyczny

Numer
eksonu

Numer
pacjenta

sekwencji
aminokwasowej

Typ mutacji

123

201

221

389

408

492

504

154

196

3

c.860delA

c.134 C>T

c.571 G>C

€.283 G>A

€.283 G>A

c.271 G>A

c.404 G>T

c.88 C>T

€.235G>C

p.S45F

p.A191P

p.A95T

p.AS5T

p.A91T

p.R135L

p.L30F

p.E79Q
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Delecja

Substytucja
zmiany
sensu
Substytucja
zmiany
sensu
Substytucja
zmiany
sensu
Substytucja
zmiany
sensu
Substytucja
zmiany
sensu
Substytucja
zmiany
sensu
Substytucja
zmiany
sensu
Substytucja
zmiany
sensu

Nieznany

Patogenna

Patogenna

Patogenna

Patogenna

Patogenna

Patogenna

Patogenna

Patogenna

COSMIC

COSM407387
3

COSM698045
0

COSM990608

COSM990608

COSM281264
7

COSM281264
3

COSM132854

COSM120958
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Rycina 15. Wynik sekwencjonowania KEAP1 u pacjenta 123.
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Rycina 16. Wynik sekwencjonowania KEAP1 u pacjenta 201.
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Rycina 17. Wynik sekwencjonowania KEAP1 u pacjenta 221.
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Rycina 18. Wynik sekwencjonowania KEAP1 u pacjenta 389.
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Rycina 19. Wynik sekwencjonowania KEAP1 u pacjenta 408.
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Rycina 20. Wynik sekwencjonowania KEAP1 u pacjenta 492.
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Rycina 21. Wynik sekwencjonowania KEAP1 u pacjenta 504.
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Rycina 22. Wynik sekwencjonowania NFE2L2 u pacjenta 154.
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Rycina 23. Wynik sekwencjonowania NFE2L2 u pacjenta 196.
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V. DYSKUSIA

W dzisiejszych czasach rak ptuca jest jednym z najczesciej wykrywanych
nowotworéw na Swiecie (3). Zdecydowany prym wsrdd raka ptuca stanowi rak
niedrobnokomadrkowy, wykrywany w 80% nowych przypadkéw tego nowotworu.
Poprzez wptyw wielu czynnikéow etiologicznych na rozwdj nowotwordw, nawet
nalezgce do tego samego typu i podtypu histopatologicznego guzy bardzo czesto
charakteryzujg sie odmiennymi profilami molekularnymi, co skutkuje réznym
rokowaniem oraz trudnosciami w wyborze najskuteczniejszej metody leczenia.
Poza tym, wprowadzenie obecnie nowoczesnych metod terapii celowanej
nowotworéw opiera sie na profilach molekularnych zmian genetycznych w
komdrkach transformowanych. W zwigzku z powyzszym, koniecznym staje sie
ocena profili mutacyjnych w guzach.

Wedtug danych pismiennictwa $wiatowego jednym z najczesciej wykrywanych
zaburzen w niedrobnokomdrkowym raku ptuca jest niekontrolowana aktywacja
czynnika transkrypcyjnego NRF2, ktéora umozliwia przezycie komodrek
nowotworowych w skrajnie niekorzystnych warunkach, w tym podczas chemio- i
radioterapii. Wsréd wielu opisanych mechanizmoéw molekularnych aktywacji NRF2
w rakach ptuca stosunkowo czesto wykrywane sg swoiste mutacje w kodujgcym
NRF2 genie oraz genie biatka KEAP1, ktore jest gtéwnym negatywnym regulatorem
NRF2. S to mutacje, ktére zaburzajg oddziatywanie pomiedzy NRF2 i KEAP1 i
skutkuja stabilizacjg i, odpowiednio, zwiekszong aktywnoscig pierwszego. Mimo ze
wystepowanie mutacje aktywujgce NRF2 i inaktywujgce KEAP1 w
niedrobnokomdkowym raku pftuca s3 uznawane za powszechne, czestos$¢ ich
wystepowania, okreslona w poszczegdlnych badaniach waha sie dos$¢ znaczgco (od
10 do 30%). W zwigzku z powyiszym celem niniejszej pracy byta ocena
wystepowania znanych mutacji, aktywujacych biatko NRF2 w
niedrobnokomdérkowych rakach ptuca pacjentéw z regionu Pétnocno-Wschodniej
Polski.

Na podstawie danych pismiennictwa, w badaniu analizowano sekwencje
eksonu drugiego genu NRF2 oraz wszystkich eksonéw kodujgcych genu KEAP1, a
do oceny patogennosci wykrytych wariantéw sekwencyjnych wykorzystano dwie
Swiatowe bazy danych — ClinVar i COSMIC. Grupa badawcza sktadata sie z 88 oséb
z rozpoznanym rakiem nie drobnokomdrkowym ptuca, wsréd ktérych wykryto 9
patogennych wariantéw sekwencyjnych (mutacji) w badanych genach. Siedem z
nich z nich wykryto w genie KEAP1, natomiast pozostate 2 — w kodujgcym NRF2
genie NEF2L2. Czesto$¢ wystepowania mutacji w KEAP1 w guzach badanych
pacjentéw wyniosta 8%, a w NFE2L2 - 2,3%. Ogdlna czesto$¢ wystepowania
aktywujacych NR2 mutacji w naszym badaniu wyniosta nieco powyzej 10%. Wsréd
wykrytych zmian znajdowata sie 1 delecja pojedynczego nukleotydu, skutkujgca
przesunieciem ramki odczytu transkryptu. Natomiast wiekszos¢ wykrytych zmian
(8 z 9) stanowity substytucje pojedynczego nukleotydu, wszystkie o charakterze
zmiany sensu. Analiza skutkdw fenotypowych wykrytych mutacji nie byta celem
niniejszej pracy, ale na podstawie zgromadzonych w bazach COOSMIC i ClinVar
danych mozna stwierdzi¢, ze mutacje te uniemozliwiajg oddziatywanie pomiedzy
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biatkami NRF2 i KEAP1, tym samym zaburzajg prawidtowy proces negatywnej
regulacji NRF2.

Obecnie, w bazie COSMIC zostato opisanych 691 wykrytych w genie NFE2L2
wariantéw sekwencji(185), natomiast w odniesieniu do genu KEAPI1 liczba ta
wynosi 1 044 wariantéw (186). Wsrdéd opisanych zmian w obu genach dominujg
substytucje typu zmiany sensu (71,76% oraz 68,69%, odpowiednio) (185, 186).
Mimo to, patogenny charakter oraz udziat w procesie nowotworzenia
udowodniono tylko dla niektérych z nich (185,186). Wiekszo$¢ wariantéw sg
opisywane jako warianty o nieznanym znaczeniu klinicznym i oczekujg na
potwierdzenie lub zaprzeczenie ich patogennosci. Dotyczy to réowniez jednej z
mutacji, wykrytej w niniejszym badaniu, ktérej wptyw na fenotyp nie zostat
ostatecznie poznany.

Wyniki niemniejszej pracy pokazujg stosunkowo niskg czestos$¢ wystepowania
patogennych mutacji w genach NRF2 k KEAP1 w guzach ptuca przebadanych
pacjentéw. Nieco wyzsze wartosci zostaty opublikowane przez badaczy we
wczesniejszych analizach . Sg to wartosci rzedu 3,5 — 15% dla mutacji w genie
NFE2L2 oraz 12 — 17% w genie KEAP1 (187). W jednym z badan czestos¢
wystepowania mutacji w uktadzie gendw NRF2-KEAP1 okreslono na 27,9% (188).
Nalezy jednak podkresli¢ stosunkowo nieduzg liczbe przeprowadzonych
dotychczas analiz mutacyjnego statusu gendéw NRF2 i KEAP1 w rakach ptuca.

Poza tym, niniejsze badanie obejmowato stosunkowo jednorodng grupe
pacjentéw. Prawie wszyscy pacjenci byli w stadium zaawansowania klinicznego |
lub 11, a badane guzy — guzami operacyjnymi. Badanie nie obejmowato przypadkow
zaawansowanego raka pfuca, co mogto mie¢ wptyw na uzyskane wyniki. Mimo
braku danych, dotyczgcych przypuszczalnego czasu ewentualnej aktywacji NRF2 w
procesie nowotworzenia rola fizjologiczna czynnika w komérce sugeruje, ze
powinna to by¢ raczej zmiana, ktéra nastepuje stosunkowo pdino pod czas
ewolucji guza, a moze rdéwniez pojawia¢ sie pod wptywem terapii
przeciwnowotworowej jako mechanizm indukowanej odpornosci.

Najwieksza grupa pacjentow zostata przebadana w ramach projektu TCGA (ang.
The Cancer Genome Atlas), ktéryu obejmowato nowotwory kilkunastu réznych
typow, w tym drobnokomdrkowe oraz niedrobnokomadrkowe raki ptuca. Ogolnie w
badaniu wzieto udziat ponad 15 000 pacjentéw. U 2 700 z nich przeprowadzono
analize sekwencyjng genu NFE2L2, a 3 300 - genu KEAP1. Wykryto 196 przypadkéw
mutacji w NRF2L2 oraz 339 przypadkdéw mutacji w KEAP1, a czesto$é wystepowania
mutacji w przebadanych guzach wynosita 13,07% oraz 12,26%, odpowiednio.
Grupa badanych guzow byta bardzo zrdinicowana i obejmowata przypadki
zaréwno rakéw we wczesnych stadiach rozwoju, jak rakow zaawansowanych.
Duze zréznicowanie pod wzgledem pfci, rasy, nawykdw zywieniowych i innych
czynnikéw dotyczyto réwniez objetych projektem pacjentdow.

Na wielu przyktadach udowodniono, ze podtoze molekularne nowotwordw
moze znaczgco sie rézni¢ w roznych populacjach chorych. Zostato to pokazano
rowniez w odniesieniu do mutacji w uktadzie NRF2-KEAP1, aczkolwiek badania nie
sg liczne. Tak, w czestos¢ wystepowania mutacji KEAP1 w guzach ptuca u pacjentéw
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z populacji pétnocno amerykanskiej oszacowano na 15% (189), a w populacji
azjatyckiej - na poziomie 8% (137). Podobnie czesto$¢ wystepowania mutacji w
genie NFE2L2 w jednym z badan, obejmujgcym 176 guzdéw
niedrobnokomadrkowych ptuca oraz 20 linii komdrkowych, oceniono na 32% (190),
natomiast w badaniu 279 guzow od pacjentdéw z innego obszaru $wiata wartosc¢ ta
wyniosta 12% (191). Nie watpliwie, réznego rodzaju czynniki sSrodowiskowe, w tym
zanieczyszczenie srodowiska naturalnego, powszechnosc¢ palenia tytoniu i innych
szkodliwych natogdw w populacji, a mozliwie i rasa pacjentéw moze mie¢ znaczacy
wptyw na patogeneze nowotworu.

Dodatkowy wptyw na uzyskane wyniki moze réwniez mie¢ zastosowana
metodologia badawcza. W niniejszym badaniu do detekcji mutacji w genach
zastosowano konwencjonalne sekwencjonowanie DNA wedfug metody terminacji
syntezy fancucha, znanej rowniez jako sekwencjonowanie wedtug Sangera.
Technika ta charakteryzuje sie stosunkowo wysokim dolnym progiem detekcji
wariantow sekwencyjnych, ktéry okreslony zostat na 10% zmienionych sekwencji
w odniesieniu do sekwencji prawidtowych. Doktadny wybdr prébek tkanki guza o
wysokim stopniu utkania nowotworowego oraz metody oczyszczania zaréwno
produktdw PCR, jak i produktéw reakcji sekwencjonowania, zastosowane w
niniejszym badaniu, pozwolity na zwiekszenie czutosci analizy. Mimo to,
nowoczesne metody sekwencjonowania DNA, w tym czute i ultraczute
sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS) charakteryzujg sie znacznie wyzszg
czutoscig i umozliwiajg wykrywanie wariantéw sekwencyjnych, ktore sg obecne w
bardzo nielicznych komdrkach badanej prébki tkanki.

Podsumowujgc, patogenne mutacje w genach NFE2L2 oraz KEAP1, skutkujgce
aktywacjg czynnika transkrypcyjnego NRF2 i zwiekszajgce zdolnos¢ komérek do
przezycia w warunkach skrajnie niesprzyjajgcych, mogga by¢ wykryte wystepujg w
komédrkach niedrobnokomérkowego raka ptuca, aczkolwiek czestos¢ ich
wystepowania szacuje sie na okoto 10%. Czesciej mutacje wykrywane sg w genie
KEAP1, niz w genie NFE2L2. Czestsze wystepowanie mutacji wyzej wymienionych
gendw w opublikowanych w pismiennictwie $wiatowym badaniach moze by¢
czesciowo zwigzane z rdéznicami, dotyczacymi badanych populacji pacjentéw,
ztosliwoscig guzéw jak i zastosowang w badaniach metodologig.
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VI. WNIOSKI

Wykryto 9 przypadkéw mutacji patologicznych w genach NFE2L2 i KEAP1 w 88
rakach niedrobnokomadrkowych ptuca, poddanych radykalnej resekcji guza.
Czestos$¢ wystepowania mutacji w genie NFE2L2 w badanej grupie wyniosta 2,3%,
a w genie KEAP1 - 8%.

Wsrod wykrytych mutacji dominowaty substytucje typu zmiany sensu (8 z 9).
Wykryto réwniez 1 przypadek delecji 1 nukleotydu, przesuwajacej ramke odczytu
transkryptu.

Wysoki stopien patogennosci wariantu sekwencji potwierdzono dla 8 z 9 wykrytych
mutacji, natomiast dla 1 z wariantdw patogennos¢ nie zostata ostatecznie
udowodniona.

Patogenne warianty sekwencyjne wykryto w trzech z 5 przebadanych eksonéw
genu KEAP1, lecz wiekszos¢ z nich wykryto w eksonie 2.
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VII. STRESZCZENIE

Stres komorkowy, powodowany zaburzeniem balansu pomiedzy czynnikami
utleniajagcymi a antyoksydantami, czesto towarzyszy progresji nowotworu i
powstaje jako skutek terapii antynowotworowej. Komérki nowotworowe majg
mechanizmy ktére pozwalajg im przetrwa¢ w Srodowisku permanentnego stresu
komdrkowego. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego NRF2 stanowi kluczowa role
w przetrwaniu komdérek w takich warunkach dzieki kontroli ekspresji wielu
elementéw odpowiedzi antyoksydacyjnej komérki. Kluczowym mechanizmem
aktywacji NRF2 sg mutacje aktywujace i inaktywujgce negatywnego regulatora
NRF2 znanego pod nazwa biatka KEAP1. Mutacje aktywujace w genie NRF2 —
NFE2L2 oraz inaktywujgce mutacji w genie KEAP1 zostaty opisane w wielu typach
nowotworéw w tym w niedrobnokomérkowym raku ptuca (NSCLC), chod ich
doktadna czesto$¢ wystepowania nie zostata jeszcze precyzyjnie okreslona.

Celem powyzszej rozprawy doktorskiej byta ocena statusu mutacyjnego genow
NFE2L2 oraz KEAP1 u chorych na operacyjnego niedrobnokomérkowego raka ptuca
z regionu podtnocno-wschodniej Polski. tgcznie oceniono 88 prébek
niedrobnokomdrkowego raka ptuca pobranych podczas radykalnej resekcji guza od
pacjentéw w stadium | —llIA zaawansowania choroby. Analiza mutacji obejmowata
ekson 2 NFE2L2 oraz eksony 1-5 KEAP1. Mutacje byty wykrywane metoda
konwencjonalnego sekwencjonowania terminacji tanicucha (metoda Sangera) oraz
przy uzyciu programu bioinformatycznego BLAST. Efekty fenotypowe wykrytych
wariantéw sekwencyjnych byty oceniane na podstawie danych w bazie COSMIC.

Dziewie¢ mutacji z potwierdzonym patologicznym wptywem na fenotyp oraz
udziatem w progresji nowotworowej zostaty wykryte w NFE2L2 oraz KEAPI.
Czestotliwos$é wystepowania mutacji aktywujgcych posrdd badanych pacjentéw z
niedrobnokomdrkowym rakiem ptuca wyniosta 10,2%. Wiekszo$¢ mutacji (7 z 9)
zostato wykrytych w genie KEAP1, podczas gdy w NFE2L2 znaleziono jedynie 2
mutacje. Bazujgc na danych z bazy COSMIC, ustalono ze mutacje te zapobiegaty
interakc;ji biatka KEAP1 z czynnikiem transkrypcyjnym NRF2, co wywiera negatywny
wplyw na regulacje aktywnosci NRF2.

Aktywacja molekularnych  mechanizméw  pozwalajagcych  komérkom
nowotworowym przetrwac stres oksydacyjny prawdopodobnie wystepuje podczas
rozwoju niedrobnokomérkowego raka ptuca. W niektérych nowotworach
aktywnosc ta jest wyrazona poprzez wystepowanie mutacji w genach KEAP1 oraz
NFE2L2 co zaktdca ich interakcje i negatywng regulacje NRF2 poprzez KEAP1. W
pracy tej, wzglednie niski odsetek guzéw z potwierdzong mutacjg (10,2%) moze
wigzac sie z wczesnymi stadiami zaawansowania choroby nowotworowe] wsrdd
badanych pacjentéw.
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VIIl. ABSTRAKT

Cellular stress, caused by the disruption of the balance between oxidative and
antioxidant factors, often accompanies the progression of cancer and arises as a
result of anti-cancer therapy. Cancer cells have mechanisms that allow them to
survive such danger. The activation of the transcription factor NRF2 plays a crucial
role in survival as it controls the expression of various cellular antioxidant systems.
Key mechanisms of NRF2 activation include activating mutations and inactivation
of the negative regulator of NRF2, known as the KEAP1 protein. Activating
mutations in the NRF2 gene NFE2L2 and inactivating mutations in the KEAP1 gene
have been described in various types of cancer, including non-small cell lung cancer
(NSCLC), although the exact frequency of their occurrence has not been precisely
determined.

The aim of this doctoral dissertation was to assess the mutational status of the
NFE2L2 and KEAP1 genes in patients with operable non-small cell lung cancer from
the northeastern region of Poland. A total of 88 non-small cell lung cancers were
examined, collected during radical tumor resection in patients with stage I-IlIA of
cancer. Exons 2 of the NFE2L2 gene and 1-5 of the KEAP1 gene were subjected to
mutational analysis. Mutations were detected using the conventional chain
termination sequencing (Sanger method) and the BLAST bioinformatics program.
The phenotypic effect of the detected sequence variants was assessed based on
data from the COSMIC database.

Nine mutations with confirmed pathological significance and involvement in
cancer progression were detected in the NFE2L2 and KEAP1 genes. The frequency
of activating NRF2 mutations in the operable non-small cell lung tumors of the
examined patients was 10.2%. The majority of mutations (7 out of 9) were
identified in the KEAP1 gene, while only 2 mutations were found in the NFE2L2
gene. Based on the COSMIC database, it was determined that these mutations
prevented the interaction of the KEAP1 protein with the NRF2 transcription factor
and the proper negative regulation of NRF2 activity.

The activation of molecular mechanisms that allow cancer cells to survive
oxidative stress likely occurs during the development of non-small cell lung cancer.
In some cancers, this activation occurs through mutations in the KEAP1 and NFE2L2
genes, disrupting their interaction and proper negative regulation of NRF2 activity.
In this work, the relatively low percentage of tumors with confirmed alterations
(10.2%) may be due to the early stages of cancer in the examined patients.
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