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Amac: Kronik miyeloid 16semi (KML), hematopoietik kdk hiicrelerden kaynaklanan malign, klonal ve proliferatif bir hastaliktir. Bu ¢alismanin amac,
KML'nin molekiiler mekanizmalarini arastirmak icin kronik fazdaki KML hastalarinda rol oynayan potansiyel anahtar genleri ve yolaklari belirlemek
icin biyoinformatik analiz yapmaktir.

Gereg ve Yontem: Biyoinformatik analiz icin Gen Ekspresyonu Omnibus'u (GEO) veritabanindan GSE5550 erisim numarasina sahip 9 KML hasta
ve 8 saglikh bireyden alinan CD34+ hiicrelerinin mRNA mikrodizin verileri indirildi. KML hastalarindan alinan 6rneklerle saghkli bireylerden alinan
ornekler farkli sekilde ifade edilen genleri (DEG) bulmak icin GEO2R ile analiz edildi. DEG'ler icin gen ontoloji ve Kyoto gen ve genom ansiklopedisi
zenginlestirme analizleri ile protein-protein etkilesimi ag analizi gerceklestirildi ve KML ile iliskili &nemli genler belirlendi.

Bulgular: GEO2R ile analiz sonrasi p<0,01 ve log2FC<0, log2FC>0 olan DEG'ler secildi. GSE5550 veri setinde KML hastalarinda saghkl kontrol
grubuna gdre 1894 genin ifadesi artmis, 796 genin ifadesi azalmistir. Saghkli kontrol grubuna gére KML hasta grubunda, farkli ifade edilen genlerin
metabolik yolaklarda, RNA transportu, ribozom, endoplazmik retikulumda protein islenmesi ve Ubiquitin aracili proteoliz gibi yolaklarda zenginlestigi
gorilmistir. Buna ilaveten RPL35, RPL39, RPS12, eEF1A1, RPLP1, RPL12, ODC1, PSMD7, USP14, PSMA1, GLI2, PSMC6 en 6nemli aday genler olarak
belirlenmistir.

Sonug: Calismamizin sonucu, ortaya cikan genlerin ve yolaklarin 16semik kok hiicreleri hedef alacak ve ila¢ tedavisinde kullanilabilecek birer
biyobelirte¢ adayi olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: KML, biyoinformatik analiz, mikrodizin, gen ifadesi

Abstract

Objectives: Chronic myeloid leukaemia (CML) is a malignant, clonal and proliferative disease originating from haematopoietic stem cells. The aim of
this study is to use bioinformatic analysis to identify potential key genes and pathways involved in CML patients in the chronic phase to investigate
the molecular mechanisms of CML.

Materials and Methods: For bioinformatic analysis, mRNA microarray data of CD34+ cells from 9 CML patients and 8 healthy individuals with
accession number GSE5550 were downloaded from the Gene Expression Omnibus (GEO) database. Samples from CML patients and healthy individuals
were analysed with GEO2R to find differentially expressed genes (DEGs). Gene ontology and Kyoto gene and genome encyclopedia enrichment
analyses and protein-protein interaction network analysis were performed for DEGs and important CML related genes were identified.

Results: After analysis with GEO2R, DEGs with p<0.01 and log2FC<0, log2FC>0 were selected. In the GSE5550 data set, the expression of 1894 genes
increased and 796 genes decreased in CML patients compared to the healthy control group. It was observed that DEGs were enriched in pathways
such as metabolic pathways, RNA transport, ribosome, protein processing in endoplasmic reticulum and Ubikitin-mediated proteolysis in the CML
patient group in comparison to the healthy controls. In addition, RPL35, RPL39, RPS12, eEF1A1, RPLP1, RPL12, ODC1, PSMD7, USP14, PSMA1, GLI2,
PSMC6 were identified as the most important candidate genes.

Yazisma Adresi/Address for Correspondence: Buket Altinok Giines, Ankara Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Tibbi Laboratuvar Teknikleri, Ankara, Tiirkiye
Tel.: +90 312 357 32 42 E-posta: baltinok@ankara.edu.tr ORCID ID: orcid.org/0000-0002-8852-6626
Gelis Tarihi/Received: 17.11.2023 Kabul Tarihi/Accepted: 09.03.2024

Copyright® 2024 Yazar. Ankara Universitesi Tip Fakilltesi adina Galenos Yayinevi tarafindan yayimlanmistir.
BY _NC Creative Commons Atif-GayriTicari 4.0 Uluslararasi (CC BY-NC 4.0) Uluslararasi Lisansi ile lisanslanmis, acik erisimli bir makaledir.

20


https://orcid.org/0000-0002-8852-6626
https://orcid.org/0000-0002-1431-2385

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2024;77(1):20-27

Altinok Giines ve Ozkan. KML Hastalarinda Gen ifade Profili

Conclusion: The results of our study showed that the genes and pathways identified in our study may be biomarker candidates that can be used in

drug treatment to target leukaemic stem cells.

Key Words: CML, bioinformatic analysis, microarray, gene expression

Kronik miyeloid 16semi (KML), kromozom 9 ve 22 (t(9;22)
(934;q11)) arasinda karsilikli translokasyon ile karakterize olan
hematopoietik kok hiicrenin (HKH) malign bir hastahgidir.
Tirozin kinaz aktivitesine sahip bir proteini kodlayan ve HKH'lerin
l6semik kok hiicrelere (LKH) donlistimiinde anahtar rol oynayan
BCR-ABL flizyon onkogeni, bu translokasyon sonucunda olusur
(1-3). KML di¢ fazli bir hastaliktir. KML tanisi alan hastalarin
cogu, kemik iliginde ve kanda <%?10 miyeloblast bulunan kronik
fazdadir (CP). Tedavi edilmeyen KML-CP, kemik iliginde ve
periferik kanda >%?20 miyeloblast ile akut miyeloid ve lenfoid
losemiye benzeyen blastik faza (BP) doénusiir. Hizlandiriimis
faz olarak adlandirilan ara faz (AP), %10 ila %20 oraninda
miyeloblast ile tanimlanir (4,5).

Imatinib gibi etkili tirozin kinaz inhibitérlerinin (TKi)
gelistirilmesi, KML'nin hedefe yonelik tedavisinde bir donim
noktasi olmustur (6). Bununla birlikte, son yillarda yapilan
calismalar yasam boyu TKi alan hastalarin yaklasik %50-60'inda
LKH'lerin varhigini stirdiirdiigiinii gostermektedir, bu durum TKi
direncinin ve KML hastahiginin niiksetmesinin birincil nedenidir
(1-3,7-9). Bu sebeple, 6zellikle LKH'leri hedef alacak bir anahtar
molekiiliin veya yolun belirlenmesi, etkili KML tedavisi igin kritik
bir 6neme sahiptir.

Son vyillarda molekiiler dinamik simiilasyon gibi bilgisayar
tabanli teknolojilerin hizh gelisimi, hastaligin yeni molekiiler
mekanizmalarini  yavas yavas ortaya cikarmistir.  Gen
Ekspresyonu Omnibus'u (GEQ), Agiklama, Gorsellestirme ve
Entegre Kesif Veritabani (DAVID) gibi Web tabanli sistemler, veri
madenciligi yontemleri (cancergenome.nih.gov/) ve bilgisayar
tabanli analiz tekniklerinin kombinasyonu sayesinde oldukca
spesifik ve hassas bir dizi belirte¢ rapor edilmistir (10,11). Gen
cipleri, bir geni tespit etme teknolojisi olarak yaygin bir sekilde
uygulanmaktadir ve ilgili datalar, herkese acik veritabanlarinda
saklanmaktadir. Bu genomik datalari entegre etmek ve yeniden
analiz etmek, hastalkla iliskili yararh biyobelirtecleri tanimlamak
icin olanaklar sunmaktadir (12).

Bu calismada, "GSE5550" orijinal gen mikrodizin veri seti
National Center for Biotechnology Information (NCBI)-GEO
veritabanindan indirildi. Bu veri setine ait KML hasta ve kontrol
orneklerinden elde edilen CD34+ hiicreleri R yaziimina ve
Bioconductor'a dayali karsilastirilarak, bu oOrneklerde farkh
sekilde ifade edilen genleri (DEG) tanimlamak icin biyoinformatik
analiz gerceklestirilmistir. DEG'lerin fonksiyonel zenginlestirme
analizini belirlemek icin DAVID yazilim programi ile birlikte gen

ontoloji (GO) analizi, Kyoto gen ve genom ansiklopedisi (KEGG)
yolak analizi ve protein-protein etkilesimi (PPl) ag analizi
yapildi. Bu calismada, tanimlanan biyobelirteclerin ve yolaklarin,
KML'nin potansiyel molekiiler mekanizmalarini ortaya ¢ikarmasi
beklenmektedir. Sonuc olarak, ozellikle LKH'leri hedef alacak
yeni anahtar hedeflerin belirlenmesi etkili KML tedavisi icin
kritik dneme sahiptir.

Gerec ve Yontem

Mikrodizin Verileri

Kronik fazdaki KML hastalarina ve saglikli bireylere ait
transkriptom veri setleri GEO (http://fwww.ncbi.nim.nih.gov/
geo/) veritabanindan taranmistir. GSE5550 erisim numarasina
sahip gen ifade profillerine ait mikrodizin veri seti, halka acik bir
fonksiyonel genomik veri deposu olan NCBI-GEO veritabanindan
indirilmistir. GSE5550 erisim numaral ¢alisma [HG-Focus]
Affymetrix Human HG-Focus Target Array platformunda
gerceklestirilmis olup 9 KML hasta ve 8 saghkl kontrol 6rnegi
icermektedir.

DEG’lerin Tanimlanmasi

Diferansiyel ifade analizi i¢in, KML hastalarinin ve saglikli
bireylerin CD34+ hiicreleri arasinda DEG, cevrimici analiz araci
GEO2R kullanilarak tespit edildi. GEO2R, GEO verilerini analiz
edebilen R tabanh bir web uygulamasidir ve kullanicilarin
farkh gruplari karsilastirarak “DEG" elde etmelerini saglayan
bir aractir (13). Onceden islenmis mikrodizinn verilerinde log2
kat degisimi (log2FC) hesaplandi. p-degerleri ve ayarlanmis
p-degerleri, t-testleri kullanilarak hesaplandi. p<0,01 ve [log2FC
(kat degisimi)|>0, 6nemli o6lclide DEG taramasi igin kriter
olarak kabul edildi. Kat degisimine bagli olarak, genler yukari
regtile edilmis genler (log2FC>0) ve asag regiile edilmis genler
(log2FC<0) olmak tizere iki sinifa ayrildi.

GO ve KEGG Yolak Analizi

Calismamizda DEG'lerin fonksiyonel ve yol zenginlestirme
analizleri icin DAVID 6.8 (david.abce.nciferf.gov/) yazilimi
kullanildi. DAVID (14), GO analizi ve Kyoto Genler ve Genler
Ansiklopedisi (KEGG) yolu analizi icin uygulandi. DAVID, en
genis kapsamli halka acik biyoinformatik kaynaklarini iceren ve
kullanicilarin biyolojik bilgi edinmeleri icin genlerle ilgili biyolojik
yapilar saglayan cevrimici bir analiz aracidir. GO analizi, protein
fonksiyonlarini tahmin etmek igin kullanilan biyolojik stireg (BP),
hicresel bilesen (CC) ve molekdiler fonksiyon (MF) olmak Gzere 3
kategoride siniflandirildi (15). KEGG yolak analizi ise, halihazirda
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bilinen protein fonksiyonlarini ve biyolojik sistemleri entegre
edebilen bir veritabani kaynagidir (16). Fonksiyon zenginlestirme
analizlerinde p<0.05 olan terimler istatiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

PPI Ag Analizi ve Hub Genlerin Tanimlanmasi

PPl ag analizi, bilinen ve tahmin edilen PPl'lerinin
cevrimici bir veritabani olan STRING (https://string-db.org/)
(17) kullanilarak diferansiyel genler icin gerceklestirildi. Hedef
protein aglar olusturmak ve agi analiz etmek icin String
veritabani ve Cytoscape v3.6.0 yazilmi kullanildi. Esik degeri
olarak >0,9'luk bir etkilesim skoru belirledi. Cytoscape, genlerin
ve proteinlerin molekiiler etkilesim aglarini gorsellestirmek icin
acik kaynakl bir biyoinformatik aracidir (18). Komsu diigimlerle
en fazla etkilesime sahip diigtimler, hub diglmleri olarak kabul
edildi. Cytoscape'teki Molekiler Kompleks Algilama (MCODE)
uygulamasi, anahtar PPl ag modiillerini tanimlamak ve gen
agr kimeleme analizini gergeklestirmek icin kullanmldi (19).
MCODE skoru >4 ve diigiim sayisi >5, varsayilan parametrelerle
kesme kriteri olarak belirlendi (derece kesme=2, diglim puani
kesme=0,2, K-gekirdek=2 ve maksimum derinlik=100). Daha
yiiksek baglanti derecesine sahip diigiimler, tim agin stabilitesini
korumak icin daha 6nemliydi; genellikle baglanti derecesi >10
olan diigumler, cekirdek aday genler (hub genler) olarak kabul
edildi. Anahtar modiillerin tanimlanmasi icin anlamlilik esigi
olarak p<0,05 ayarlandi. Belirlenen proteinler, protein etkilesim
aginda en fazla etkilesime sahip hub genlerdir.

Bulgular

DEG’lerin Tanimlanmasi

Herkese acik mikrodizin veri seti GSE5550 indirildi ve
KML-saglikli 6rnekleri arasinda farkli sekilde ifade edilen
genleri tanimlamak i¢in analiz edildi. GSE5550 veri setine ait
trankriptom analizi sonucunda, p-degeri <0,01 ve log2FC>0 veya
<0 olan DEG'ler secildi. Bu veri setinde KML hasta grubunda,
saglikli kontrol grubuna gdre 2690 genin ifadesinin degistigi
bulunmustur (1894 artan-796 azalan).

DEG’lerin GO ve KEGG Yolak Analizi

Cahsmamizda saglikh kontrol grubuna gére KML hasta
grubunda, farkli ifade edilen genlerin fonksiyonel ve yol
zenginlestirme analizleri icin DAVID yazilimi kullanilarak GO ve
KEGG analizleri yapildi. GO analizi ile ifadesi artan DEG'lerin esas
olarak "RNA splicing, DNA repair, ER to Golgi vesicle-mediated
transport, mitochondrion, mitotic nuclear division and canonical
Wnt signaling pathway" gibi BP ve CC gruplarinda cesitli
acilardan fazla miktarda zenginlestigi gorilmistir (p<0,05)
(Enrichment Score>1.3) (Sekil 1). ifadesi azalan DEG'lerin ise
onemli farkhlklara sahip GO analizi "innate immune response,
rRNA processing, proteolysis, plasma membrane, integral
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component of membrane and extracellular region™ gibi BP
ve CC gruplarinda yer aldiklar tespit edilmistir. p<0,05 ile
zenginlestirilmis GO terimleri Sekil 1'de verilmistir (Sekil 2).

KEGG vyolak analizlerinde ifadesi azalan genlerin “Sitokin-
sitokin  reseptor interaksiyoni, ribozom, hiicre adezyon
molekiilleri (CAMs), kanserde transkripsiyonel yanlis diizenleme,
hematopoetik hiicre soyu basta olmak tlizere anlamh olarak
zenginlestigi”, ifadesi artan genlerin ise "Metabolik yolaklar,
antibiyotiklerin biyosentezi, RNA transportu, endoplazmik
retikulumda protein islenmesi, Ubikitin aracili proteoliz”

yolaklarinda zenginlestigi gorilmstir (Tablo 1).

Entegre PPI Agi

KML hastalarinda, saghkh kontrol grubuna kiyasla azalan
ve artan genlerin PPl ag yapisi STRING veritabani kullanilarak
analiz edildi. STRING analizi sonucu bilgilere dayanarak, ifadesi
azalan genlerde gen etkilesim agi 30 diigiim ve 433 kenar
icermektedir (Sekil 3A). ifadesi artan genlerin gen etkilesim
agi 28 dugiim ve 346 kenar icermektedir (p<0,05) (Sekil 3B).
Diglmler DEG'leri ve kenarlar DEG'ler arasindaki etkilesimleri
gostermektedir. Bu genleri analiz etmek icin Cytoscape

Up regulated Genes

GO:0004842~ubiquitin-protein transferase activity
GO:000467 2~protein kinase activity
G0:0040008~regulation of growth == 11
'GO:0006120~mitochondrial electron transport, NADH to... = 11
GO:X peptidyHtyrosi ion mem 18
G0:00350: ic stem cell i il - 14
GO:000 protei i 66
GO:0007067~mitotic nuclear division w41
G0:0043161 biquitin-dependent... 67
G0:0090263~positive regulation of canonical Wnt... s 24
GO:0006289~nucleotide-excision repair =m 12
G0:0006361~transcription initiation from RNA polymerase...ss 11
G0:0005689~U12-type spliceosomal complex 9

47
55

gy

Gene Ontolo;

GO:0005669~transcription factor TFIID complex 10
GO:0005747~mitochondrial respiratory chain complex | 11

GO:0005759~mitochondrial matrix 87
G0:0012507~ER to Golgi transport vesicle membrane 14
G0:0005739~mitochondrion 279
GO:0005747~mitochondrial respiratory chain complex | 11

Gene count

Sekil 1: ifadesi artan genlerin GO analizi
*Sari: CC, Pembe: BP, Mavi: MF

Downregulated Genes

GO:0003700~transcription factor activity, sequence-... mm— s
GO:0001077~transcriptional activator activity, RNA... s 2

GO:00037. constituent of ril ___EJ
GO:0045944~positive regulation of transcription from...
GO:0006508~proteolysis 38
GO:0006412~translation

GO:0006364~rRNA processing

G0:0045087~innate immune response
GO:0030054~cell junction £

GO:0005840~ribosome

Gene ontology

G0:0016021~integral component of membrane
GO:0005615~extracellular space
GO:0005576~extracellular region

GO:0005887~integral component of plasma membrane
GO:0005886~plasma membrane

150 200
Gene count

Sekil 2: ifadesi azalan genlerin GO analizi

*Sari: CC, Pembe: BP, Mavi: MF
GO: Gen ontoloji
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yazihmindaki NetworkAnalyzer kullanildi ve cekirdek (hub)
genler, tahmin edilen puanlara/skorlara gore siralandi. ifadesi
azalan hub genler arasinda RPL35, RPL39, RPS12, EEFiA1,
RPLP1, RPL12, RPS4X, RPL7, RPL9, RPS5, KML hastalarinda en
yiiksek diigiim derecesine sahipti. En yiiksek ifade diizeyine
sahip 10 hub gen ise sunlardi: ODC1, PSMD7, USP14, PSMAT,
GLI2, PSMC6, UCHL5, PSMC3, PSMB2, GMNN. $Sekil 3A ve B'de
proteinlerin birbirleri ile baglantilari gosterilmistir. Kirmizidan
sartlya skor azalmaktadir. Daha sonra, gen etkilesim aginin
modiillerini  taramak icin Cytoscape vyaziliminda, vyiiksek
derecede birbirine bagli bolgeleri tespit etmeye yarayan MCODE
analizi ile hub genler secildi. Sekil 4'te MCODE skoru (score>4)
en yliksek olan 2 modiil ve Tablo 2'de bu modiillere ait 6ne ¢ikan
hub genler gosterildi.

Tablo 1: Diferansiyel olarak ifade edilen genlerin KEGG
veritabanini kullanan ilk 10 yolagi

Kategori Yolaklar ?aeyrl‘m
ifadesi artan genler
KEGG hsa01100:Metabolik yolaklar 259
KEGG hsa01130:Antibiyotiklerin biyosentezi 75
KEGG hsa03013:RNA transportu 53
KEGG Esgﬂ;? :Endoplazmik retikulumda protein 18
KEGG hsa04120:Ubikitin aracili proteoliz 36
ifadesi azalan genler
KEGG ihnstae()rgtlzfi(;;SniEokin—sitokin reseptor 31
KEGG hsa03010:Ribozom 30
KEGG hsa04514:Hiicre adezyon molekiilleri (CAMs) | 23
KEGG gzz;(e)ifgé;Kanserde transkripsiyonel yanlis 91
KEGG hsa04640:Hematopoetik hiicre soyu 15

KML aktif tirozin kinaz BCR-ABL'nin ifadelenmesi sonucu
ortaya cikan HKH kaynakli bir hematolojik malignitedir. TKi'ler
remisyonu indliklemede cok etkilidir, ancak LKH'lerin hedeflenen
tedavisinde terapdtik etkilere ulasmada basarisiz olmaktadirlar
(20). Bu nedenle, LKH'ler icin aday hedeflerin bulunmasi,
KMLnin ortadan kaldirlmasi  agisindan  birincil 6neme
sahiptir. Mikrodizinler gibi biyoinformatik teknolojilerinin
hizla gelismesiyle birlikte hastalik mekanizmalarina yonelik
arastirmalar ileri diizeylere ulasti. Bu nedenle bu calismada,
gen mikrodizin ifade profili verileri, KML'de LKH'lerdeki 6nemli
aday DEG'leri yeni terapotik hedefler ve biyobelirtecler olarak
tanimlamak ve bunlarin dahil oldugu sinyal yolaklarini aciga
cikarmak icin kullanildi.

Bu calismada, KML ile saglikli kontrol CD34+ hicreleri
arasindaki DEG'leri taramak icin mRNA mikrodizin veri setini
analiz ettik. DEG'ler arasindaki etkilesimleri kesfetmek icin
GO ve KEGG zenginlestirme analizleri yapildi. Biyoinformatik
analiz kullanarak, GSE5550 veri ifade profillerinden 1894 yukari
regiile edilmis ve 796 asagi reglile edilmis diferansiyel olarak
ifade edilmis DEG elde ettik. Calismamizda DEG'lerin ozellikle
metabolik yolaklar, RNA transportu, ribozom, endoplazmik
retikulumda protein islenmesi ve Ubikitin aracili proteoliz gibi
yolaklarda zenginlestigi gozlendi. Onceki yapilan calismalar
metabolik yollarin, ribozomun ve Ubikitin aracili proteolizin
KML'de énemli rol oynadigini bildirmistir (21-25). Literattire ait
tiim calismalar bizim sonuclarimizla tutarlidir.

En 6nemli modiilii elde etmek icin Cytoscape'i kullandik
ve dereceleri 210 olan 12 DEG'yi hub genler olarak sectik.
Ribozomal, proteazomal, ubikuitin ve transkripsiyon faktori
ile ilgili genlerin (RPL35, RPL39, RPS12, eEF1A1, RPLP1, RPL12,
0ODC1, PSMD7, USP14, PSMA1, GLI2, PSMC6) bu calismada en
onemli dlclide modiile edilen genler oldugunu gosterdik.

Sekil 3: Ayrintili protein etkilesimlerini gosteren diizenleyici genlerin PPl agi. A. ifadesi azalan genler B. ifadesi artan genler

PPI: Protein-protein etkilesimi
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Ribozomun vyapisal parcalarini  olusturan ribozomal
proteinler (RP), ribozom yapimi ve islevi icin gerekli olup, giderek
artan sayida veriler, rRNA sentezindeki degisiklik, mitokondriyal
yadasitozolik bazi RP'lerin dlizensizlesmesi ve insan kanserlerinin
gelisimi arasinda guicli bir iliski oldugunu géstermektedir (26).
Bizim sonuclarimizda, KML hastalarinda ifadesi azalan genlerin
ribozomal yolakta toplandigini gostermistir. Alsamman ve ark.
(27) yaptiklari cahsmada KML'de potansiyel hedef gen olarak RP
ailesi Uyelerinden RPL9, RPL34, RPL36A ve RPL39 genlerini tespit
etmislerdir. Bu calismada bulunan 6zellikle RPL39 geni meme ve
pankreas kanserlerinde de timor olusumundan sorumlu oldugu
dusintlen bir gen olup, bizim calismamizda da KML hastalarinda
aday genler arasinda cikmistir. Buna ek olarak RPL35, RPS12,
RPLP1 ve RPL12 ribozomal genlerinin ise ¢alismamizda ilk defa
onemli oldugu ve KML gelisiminden sorumlu olabilecekleri
gosterilmistir.

eEF1A1, insan tlmorlerinin farkli formlarinda yer alan bir
proteindir. eEF1A1, protein sentezinin uzama adiminda yer
alir. ki major izoformu vardir ve her iki eEF1A1 izoformu da,
esas olarak fonksiyonlarinin diizensizligi nedeniyle solid ve
hematolojik insan tlimorlerinde rol oynamaktadir. Literatiirde,
[6semi

kronik lenfoblastik hastalarindan olusan calisma

=—
NN

=%
Sy

1‘1\\\\‘;\‘

grubunda, eEFTAT ve eEFTA2 gen ifade diizeylerinin kontrole
kiyasla arttigi bildirilmistir (28). Bunun aksine, Lin ve ark. (29)
yaptiklari calismada meme kanserli dokularda eEF1A1 ifadesinin
distik oldugunu gostermislerdir. Bizim calismamizda da, Lin
ve ark. (29) yaptiklari calisma ile uyumlu olarak, eEFTAT gen
ifadesinin azaldigi KML hastalarinda ilk defa bulunmustur.
Tumorler proliferatiftir ve bu nedenle ¢ogu hiicrenin GO/
G1 fazinda olan normal dokulara kiyasla hiicre déngusiiniin
S/G2/M fazlarindaki hiicrelerde zenginlesmistir. Bu durum,
G1 fazina 6zgu eEF1A1T mRNA ifadesinin KML hastalarinda az
ifadelenmesinin ana nedeni olarak gériinmektedir (29).

ODC1, I-ornitini poliaminlere metabolize ederek hiicre
farkhlasmasi, proliferasyonu ve goglinde rol oynadigi
bildirilen  poliaminlerin  metabolizmasinda yer alan hiz
sinirlayict bir enzim olarak goérev yapar ve bircok kanserde
kott prognoz ile iliskilendirilmistir (30,31). Dahasi, anormal
poliamin  metabolizmasinin ~ PTEN-PI3K-mTOR  kompleks1,
Wnt-B-katenin sinyali ve RAS vyollari gibi sinyal yollarinin
diizenlenmesi yoluyla kanser insidansi ile iliskili oldugu yaygin
olarak literatiirde bildirilmistir. insan hepatoseliiler karsinoma
hicrelerini kullanarak Ye ve ark. (31) yaptiklari calismada, ODC1
inhibisyonunun  AKT/GSK3pB/B-katenin yolunun aktivitesini
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Sekil 4. Protein etkilesim agi kurulumu ve tanimlanan hub genlerin modiil analizi

“Yesil: Asagi reglile genler, Kirmizi: Yukari regiile genler
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Tablo 2: Kontrol grubuna kiyasla KML hasta grubunda MCODE skoru >4 olan protein-protein etkilesim agindaki 6nemli modiiller

Ifadesi azalan genler

Modiil | Skor Diigiim | Kenar | Hub genler
RPL35, RPL39, RPS12, EEF1A1, RPLP1, RPL12, RPS4X, RPL7, RPL9, RPS5, RPS14, RPL30, RPS18,
1 29.862 | 30 433 RPL32, RPS15, RPS19, RPS24, RPL37A, RPS10, RPL34, RPS27,RPS17, RPS28, FAU, RPL29,
RPL22, RPS29, RPS23, RPS3, RPL27
2 10.8 M 54 HLA-A, HLA-C, IRF8, EGR1, MX1, IRF7, IFI6, HLA-F, ISG20, HLA-B, OAS2
BCL6, GNAS, FPR1, CCR3, CD72, HCK, CCL11, CD79B, ADRB2, EPHA1, EPHA4, EFNB1, LCK, BLK,
3 5.333 16 40
BCR, BLNK
ifadesi artan genler
Modiil | Skor Diigiim | Kenar | Hub genler
ODC1, PSMD7, USP14, PSMAT1, GLI2, PSMC6, UCHL5, PSMC3, PSMB2, GMNN, PSMB5, NFKB1,
1 25.63 28 346 PSMA?7, PSMD1, PSME3, PSMD3, PSMB1, PSMA3, PSMD11, 0AZ2, PSMC1, PSMA2, MAPK®,
PSMD10, PSMD8, PSMA4, PSMD12, PSMD2
2 4.5 5 9 ACTR2, ACTR3, ARPC3, ARPC1A, NCK1

KML: Kronik miyeloid I6semi, MCODE: Molekiiler kompleks tespiti

bloke ettigini saptayarak, ODCT geninin bu kanser hicrelerinde
B-katenin ile birlikte eksprese edildigini de bulmuslardir.
Literatlire ait cesitli kanser tirlerinde yapilan calismalar ile
uyumlu olarak bizim calismamizda da ODC1 geninin ifadesi ilk
defa KML hastalarinda artmis olarak bulunmustur.

Hiicresel proteinlerin cogu, cesitli BP'lerde yer alan
ubikitin-proteazom (UPS) sistemi araciligiyla parcalanir (32).
Ubikitinasyon, cesitli hiicresel streclerde kritik rol oynayan bir
post-translasyonel modifikasyondur (33). 26S proteazom, 20S
cekirdek kompleksi ve 19S diizenleyici kompleksten olusan
cok alt birimli blytlik ve 6nemli bir protein kompleksidir ve bu
kompleks poliubikitin zincirleri ile isaretlenmis substratlarin
parcalanmasi siirecinde 6nemli bir rol oynar (34). Bircok
calisma 26S proteazomun apoptoz, hiicre ddngisi siireci,
transkripsiyon, antijen sunumu, protein kalite kontrolli, DNA
onarimi ve protein katlanmasinda rol oynadigini gostermistir
(35,36). Proteazom fonksiyonunun inhibe edilmesi antikanser
tedavisi icin dnemli bir strateji haline gelmistir, clinkii 265
proteazom hicre BP'lerinde, dzellikle timar hiicresi biiylimesi ve
hayatta kalmasinda kritik rol oynamaktadir (37). Calismamizda
one cikan genlerden PSMD7, 26S proteazomun cekirdek
bileseni olup, meme kanserinde yiiksek oranda ifade edildigi
ve kotu sagkalim ile pozitif olarak iliskilendirildigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (38). PSMD7'nin inhibisyonunun
6zofagus skuamoz hiicreli karsinomda tiimorli inhibe ettigi
ve apoptozu indiikledigi yine literatlirde yapilan calismalar
arasindadir (39). Diger bir proteazom alt birimi olan alfa tip 1
(PSMAT1), oldukea diizenli halka seklinde 20S cekirdek yapisina
sahip ¢ok katalitik bir proteinaz kompleksidir (40) ve gesitli insan
kanserlerinde onkogen olarak gorev yaptigi bilinmektedir. Yang
ve ark. (40), kolon kanseri hastalarinin kanser dokularindan
ve eslestirilmis normal dokularindan elde ettikleri proteinleri
kullanarak yaptiklar ¢alismada, calismamizda tespit ettigimiz
onemli genlerden biri digeri olan PSMA1'in kanser dokularinda

onemli dlctde diizenlendigini ve bunun kolon kanseri taramasi
ve erken tani igin bir belirtec olabilecegini bulmuglardir. Diger
calismalarin sonuclarina gore ise metastatik mide kanseri
serumunda PSMA1'in asiri ifade edildigi g6sterilmistir (41,42).

Proteozom inhibisyonu, akciger kanseri de dahil olmak
tzere cesitli maligniteler icin umut verici bir tedavi stratejisi
olarak kabul edilmektedir. Proteazomun bir diger alt birimi
olan calismamizda 6ne c¢ikan hub genler arasinda bulunan
PSMC6 proteini ile yapilan son calismalarda, PSMC6'nin asiri
ifadelenmesinin PI3K/AKT sinyal yolunu inhibe ederek hiicre
donglsi ilerlemesini ve hicre proliferasyonunu bozabilecegi
gosterilmistir. PSMD10, PSMD6, PSMD9, PSMD13, PSMB3,
PSMB1, PSMA4, PSMC1, PSMC2, PSMD7 ve PSMD14 gibi
proteozom alt birimlerinin PSMC6 ile dogrudan etkilesime
girerek, PSMC6'nin ifade dizeyleri ile ylksek oranda korele
oldugu gozlenmistir (43). Wnt sinyalinin aktivitesi, AXIN
kompleksinin proteozom yoluyla bozulmasiyla artiriimistir, bu
da PSMC6 asiri ifadesinin AXIN proteinini bozarak Wnt sinyalini
aktive edebilecegini ve boylece tlimor ilerlemesini tesvik
edebilecegini gostermektedir (43). Bizde bu calismada literatir
ile uyumlu olarak 26S proteazomal alt birimlerden PSMD?7,
PSMA1, PSMC6 genlerinin daha &nce Isemide hi¢ calisiimamis
oldugunu ve bu genlerin ifade diizeylerinin kontrol gruba kiyasla
ilk defa KML hastalarinda arttigini tespit ettik.

Timor hiicreleri anormal metabolizma ile karakterize
oldugundan, esas olarak hiicre i¢i protein dongiisiinde islev
goren UPS oldukca aktiftir. Calismamizda 6ne cikan ve literatiirle
uyumlu olarak KML hastalarinda ifadesi artan genlerden biri de,
USP14'tlr. Ubikitinlenmis bir protein, proteazom tarafindan
parcalanmadan dnce, ilk olarak 19S kismina alinmali ve burada
poliubikitin zinciri USP14, UCHL5 ve POH1 dahil olmak lizere
19S proteazomal deubikitinazlar tarafindan cikariimahdir. ilk
20S proteazom inhibitdrii olan bortezomib, multipl miyelom
tedavisi icin FDA tarafindan onaylanmistir. b-AP15, USP14 ve
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UCHL5 dahil olmak Uizere proteazomal deubikitinazlarin bir
inhibitoridir. b-AP15, 6zofagus skuamdz hicreli karsinomu,
noroblastom ve multipl miyelom dahil olmak lzere hem solid
hem de nonsolid tiimérlerde 6nemli bir antineoplastik etki
gostermektedir. Bununla birlikte, proteazomal deubikitinaz
inhibitdriintin KML {izerindeki etkileri heniiz rapor edilmemistir
(44). Jiang ve ark. (44) yaptiklari calismada, USP14 ve UCHL5'in
KML hastalarinda yiiksek oranda ifade edilmesinin, KML tedavisi
icin yeni bir hedef olabilecegini gostermislerdir. Bu bulgular, TKi-
direncli KML tedavisi icin dnemli birer terapdtik hedef olarak
USP14 ve UCHL5'in kullanilabilecegini 6ngormektedir.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar, hematolojik malignitelerin
yani sira bir dizi solid tiim6rde Hedgehog (Hh) sinyalinin anormal
aktivasyonunun rollinii ortaya koymustur. Hh proteinleri
(ligandlar)  reseptér patched'e baglanarak smoothened
(SMO) tarafindan inhibisyonun salinmasina ve ardindan
cekirdege translokasyon yapan ve hedef genlerini aktive eden
transkripsiyon faktorleri GLI-1 ve GLI-2'nin aktivasyonuna
neden olur. SMO aktivasyonunu takiben Hh yolagi sinyalinin
ana efektorleri olan GLI transkripsiyon faktorleri, GLIT ve GLIZ2,
apoptoz inhibitérlerini ve anjiyogenez indiikleyicilerini kodlayan
genlerin yukari regiilasyonu yoluyla onkogenezi tesvik eder
(45). Radich ve ark. (46) yaptiklari calismada, GLI2 geninin KML
hastalarinda asiri ifadelenerek bir dlzensizlige neden oldugunu
gostermislerdir. Bu calismaya benzer sekilde bizim calismamizda
da KML hastalarinda GLI2 geninin saglikh bireylere kiyasla daha
fazla ifade edildigi gosterildi.

Buradan yola cikilarak, bulunan aday genlerin bir
kombinasyonu kullanilarak KML tedavisinde kullanilabilir.
Ornegin, calismalar TKi'lerin, ubikitin proteazom inhibitérleri ile
kombinasyonunun KML'de dirence karsi TKi'leri yeniden duyarli
hale getirmede etkili olabilecegini gdostermistir (47).

Giiniimiizde TKi kullaniminin hastalar tedavi etmesinin
yani sira hastalarin ilaca diren¢ gelistirmesi gibi cok blyiik bir
dezavantaji da vardir. Bu nedenle, ila¢ direncinden sorumlu
olabilecek biyobelirteclerin diizglin bir sekilde anlasiimasi ¢ok
bliyik 6nem arz etmektedir. Calismamizda yapilan analizlerin,
KMLnin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi ve LKH'leri
hedef alabilecek aday terapotik ajanlarin tanimlanmasi gibi
onemli etkileri olabilir. Bu nedenle ilk kez bu calismada 6ne ¢ikan
RPL35, RPS12, RPLP1, RPL12, eEF1A1, ODC1, PSMD7, PSMAT ve
PSMC6 genlerinin tedaviye diren¢ gosteren KML hastalarinin
tedavisinde birer potansiyel tanisal belirtec ve terapotik hedef
olarak hizmet edebilecegi 6ngorilebilir.

Etik

Etik Kurul Onayi: Etik kurul onayr tiim veriler anonim
oldugundan bu calisma icin gecerli ve gerekli degildir.

26

Hasta Onayi: Hasta onayi tiim veriler anonim oldugundan
bu calisma icin gecerli ve gerekli degildir.
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