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ABSTRACT
Objective: Monoclonal gammopathy of unknown significance (MGUS) is asymptomatic, and multiple myeloma (MM) is a symptomatic plasma cell dyscrasia. 
In our RNA sequencing study, the expression of the ERAP1 gene from the cell pools of MM patients and healthy bone marrow controls was found to be high in 
the patient group and it was investigated in this study whether it has a direct or indirect effect on MM pathogenesis.

Method: The expression levels of the ERAP1 gene from the bone marrow materials of 38 newly diagnosed and untreated MM patients, 23 MGUS, and 16 control 
groups were examined by the qRT-PCR method. The results were analyzed in the SPSS.25 statistics program.

Results: Expression levels of the ERAP1 gene were not statistically significant between the MM group, the MGUS group, and the control group (p>0.05) (p=0.280). 

Conclusion: The ERAP1 candidate gene with high RPKM value in our RNA sequencing study did not find a significant relationship between the validated patient 
and control groups. This issue should be investigated in more samples to reach a definite conclusion. In addition, it was concluded that the polymorphisms of 
the ERAP1 gene, highly polymorphic, should be studied in this aspect, and its effect on gene expression in myeloma.

Keywords: ERAP1, multiple myeloma, plasma cell dyscrasias, qRT-PCR

ÖZ
Amaç: Önemi bilinmeyen monoklonal gammopati asemptomatik, multipl miyeloma ise semptomatik bir plazma hücre diskrazisidir. Daha önce yaptığımız RNA dizile-
me çalışmasında multipl miyeloma hastalarında endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1 (ERAP1) geninin ifadesi sağlıklı kemik iliği kontrollerine göre yüksek bulun-
du ve aday gen olarak belirlendi. Bu çalışmada, ERAP1’in multipl miyeloma patogenezinde doğrudan ya da dolaylı etkisinin olup olmadığının araştırılması amaçlandı.

Yöntem: ERAP1 geninin ifade seviyeleri yeni tanılı, tedavi görmemiş 38 multipl miyeloma hastasından ve 23 önemi bilinmeyen monoklonal gammopati ile 16 
kontrol kemik iliği materyallerinde qRT-PCR yöntemi ile incelendi. Elde edilen sonuçlar SPSS 25 istatistik programında analiz edildi.

Bulgular: ERAP1 gen ifadesi multipl miyeloma, önemi bilinmeyen monoklonal gammopati ve kontrol grupları arasında karşılaştırıldığında gen ifadesi açısın-
dan anlamlı farklılık saptanmadı (p>0,05; p=0,280).

Sonuç: RNA dizileme çalışmamız sonucunda ERAP1 geni ifadesi multipl miyeloma hastalarında daha yüksek bulunmasına rağmen, bu çalışmada qRT-PCR ile 
hasta ve kontrol grupları arasında ERAP1 gen ifadesinde bir farklılık saptanmadı. Ancak bu konuda kesin bir sonuca varabilmek için daha fazla örneklemde bu ge-
nin ifadesi araştırılmalıdır. Literatürde farklı kanser türlerinde ERAP1 ifadesi değişkenlik göstermektedir. Ayrıca oldukça polimorfik olan ERAP1 genindeki varyas-
yonların proteinin fonksiyonuna etkisi olabileceğinden ERAP1’in multipl miyeloma patogenezinde rolünün bu yönüyle de araştırılması gerektiği sonucuna varıldı.

Anahtar kelimeler: ERAP1, multipl miyeloma, plazma hücre diskrazileri, qRT-PCR
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GİRİŞ
Plazma hücre diskrazileri (PHD), kemik iliği plazma hücrele-
rinin sayısının çoğalmasından kaynaklanan heterojen bir he-
matolojik malignite grubunu oluşturur. Çoğu hastada tespit 
edilen paraprotein olarak adlandırılan hastaya özgü bir mo-
noklonal antikor veya hafif zincir ile karakterizedir.[1] PHD’le-
rin arasında en sık görülen önemi bilinmeyen monoklonal 
gammopati (MGUS)’dir ve kemik iliğinde plazma hücre infilt-
rasyonunun %10’un altında olması ve son organ hasarının 
olmaması ile premalign prekürsör durum olarak tanımlanır.
[2] MGUS’un, litik kemik lezyonlarının görüldüğü, paraprotein 
birikimi, hiperkalsemi ve anemi ile seyreden semptomatik bir 
PHD olan multipl miyelomaya (MM) dönüştüğü bilinmekte-
dir.[3] MM’nin görülme oranı yaşla birlikte artar bunun için 
yaşlı nüfusun artış gösterdiği çağımızda miyeloma tanısını 
koyabilmek etkin tedaviyi sağlamak adına önemlidir.[4] Etkin 
kürlerin gerçekleştirilip sağkalımın artırılması için özellikle 
hedefe yönelik tedaviler ve erken tanı biyobelirteçlerinin bu-
lunması miyeloma grubunda oldukça önemlidir.

Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1 (ERAP1)’in ifade-
sinin, farklı tümörlerde sıklıkla değiştiği bilinmesine rağ-
men henüz MM’nin patogenezindeki ve progresyonundaki 
etkisi belirlenmedi. Normal ve neoplastik doku örnekleri 
karşılaştırıldığında, ERAP1 ve ilgili genlerde malign trans-
formasyon sırasında değişiklikler tespit edildi. Bu değişik-
likler sıklıkla ERAP1, ERAP2 ve MHC sınıf I’in düşük ifade 
edilmesidir. Yumurtalık, meme ve akciğer karsinomlarında 
ERAP1 ve/veya ERAP2 ifadesinin azaldığı, kolon ve tiroid 
karsinomlarında ise arttığı gözlendi. Aynı farklılıklar prote-
in seviyelerinde de tespit edildi.[5]

Literatürde yer alan MM transkriptom çalışmamızda miyelo-
ma hastalarında kontrol grubuna göre artmış gen ifadesine 
sahip ERAP1 geni, miyeloma patogenezinde rol alabilecek 
aday genlerden biri olarak belirlendi.[6] Çalışmamızda yeni 
tanılı ve tedavi görmemiş MM hastaları, MGUS grubu ve 
kontrol grubunda ERAP1 aday geninin mRNA düzeyi qRT-
PCR yöntemi ile analiz edilerek, MM patogenezindeki dolaylı 
ya da doğrudan ilişkisi araştırıldı.

YÖNTEM
Hasta ve Kontrol Gruplarının Oluşturulması
Çalışma için İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakülte-
si Klinik Araştırmalar Etik Kurulundan onay alındı (Dosya 
no: 2017/1425). Helsinki Bildirgesine uygun şekilde gönüllü 
onam formları imzalatıldı ve çalışma iyi klinik ve laboratu-
var uygulamaları esaslarına uygun olarak gerçekleştirildi. 
Çalışmamıza İstanbul Haseki Eğitim ve Araştırma Hastanesi 

Hematoloji Bölümü 2018–2020 yılları arasında takibi yapı-
lan yeni tanılı ve ilaç tedavisi almamış 38 MM ve 23 MGUS 
hastası dahil edildi. Kontrol grubu dokuz sağlıklı kemik iliği 
donör vericisi ile yedi MGUS olmayan bireyden oluştu. 4 mL 
(EDTA’lı tüp) kemik iliği materyali alındı.

ERAP1 Gen İfadesinin Belirlenmesi
MM, MGUS ve kontrol örnekleri kemik iliği biyopsisi sonrası 
bekletilmeden yoğunluğu 1077 g/mL olan Ficol-Histopaque 
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) kullanılarak mononük-
leer hücrelerine ayrıştırıldı. Tanısı kesinleşen örneklerden 
PureLink RNA Micro kit (Invintrogen, Carlsbad CA, USA)” 
ile total RNA izolasyonu yapıldı. Transcriptor High Fidelity 
cDNA synthesis (Roche, Mannheim, Germany) kiti ile total 
RNA’dan cDNA sentezi yapıldı. SYBR Green kullanılarak 
ERAP1 aday geni ve TATA-binding protein housekeeping 
genine spesifik primerler ile qRT-PCR gerçekleştirildi. MM, 
MGUS ve kontrol gruplarında ERAP1 geninin ifade seviyesi 
2-ΔΔCT yöntemi ile belirlendi.

İstatistiksel Analiz
İstatistiksel analizlerde SPSS 25 (IBM Corp. Released 2017. 
IBM SPSS Statistics for Windows. Version 25.0. Armonk. NY: 
IBM Corp.) kullanıldı. Shapiro-Wilk testi sonucunda normal 
dağılım göstermedi, bundan dolayı ERAP1 ifade düzeylerini 
iki grup arasında karşılaştırmak için Mann-Whitney U testi 
ve üç grup arasında karşılaştırmak için Kruskal Wallis testi 
kullanıldı. P değeri 0,05’ten küçük bulunduğunda istatistik-
sel olarak anlamlı kabul edildi.

BULGULAR
Çalışmamızın demografik bilgileri MM tanısı konulan 27 
(%71) erkek ve 11 (%29) kadın birey, MGUS tanısı konulan 10 
(%43,5) erkek ve 13 (%56,5) kadın birey ile kontrol grubu ola-
rak 11 (%69) erkek ve 5 (%31) kadın bireyden oluşmaktadır. 
Kontrol grubu yaş ortalaması 51,1±18,3 yıl idi. MM grubu yaş 
ortalaması 63,6±11,6 yıl iken, MGUS grubu yaş ortalaması 
64,2±13 yıl olarak tespit edildi.

Graph Pad Prism Software (version 6.01) programında ERAP1 
geninin rölatif mRNA düzeyi Şekil 1’de gösterildi. ERAP1 ge-
ninin mRNA ifadesinin ortalaması ve standart sapmaları MM 
grubunda 2,459±0,279, MGUS grubunda 3,119±0,27 ve kont-
rol grubunda 2,482±0,492 olarak belirlendi. Mann-Whitney U 
testine göre ERAP1 geninin mRNA ifadesi, MM grubu ve kont-
rol grubu arasında karşılaştırıldığında, MM ve MGUS grubu 
arasında karşılaştırıldığında ve MGUS ve kontrol grubu ara-
sında karşılaştırıldığında anlamlı fark bulunmadığı, p değer-
leri ile birlikte Tablo 1’de verildi. ERAP1 mRNA ifadesi ile yedi 
sitogenetik parametrenin p değerleri de Tablo 2’de verildi.
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TARTIŞMA
MM, immünglobulin proteininin fazla sentez edildiği ve pro-
teinin yanlış katlanmasıyla ilerleyen, hücresel değişimlerin 
olduğu bir hastalıktır. Protein homeostazı, normal ve malign 
plazma hücreleri için çok kritik bir süreç olup ubikitin-prote-
ozom yolağına bağımlıdır.[7]

Hücre içi protein yıkımının son aşamasında yer alan ami-
nopeptidazlar, ubikitin-proteozom yolu tarafından antijen 
sunumu veya tam hidrolizi için üretilen peptitlerin kırpılma-
sında görevlidir.[8] Miyelomada aminopeptidazların ifadesi 
hakkında fazla çalışma bulunmamaktadır. ERAP1 ve ERAP2 
aktivitesinin kanserin normal immün kontrolü üzerinde rolü 
olduğu ve bu iki enzimin solid kanserlere karşı immün yanı-
tı artırmada farmakolojik hedef olabileceği vurgulanmıştır. 
Ayrıca ERAP1 ifadesinin solid tümörlerde, tümör hücreleri-
nin bağışıklıktan kaçması için kritik olabileceği çalışmalarda 
gösterilmektedir.[9]

ERAP1, insan popülasyonunda oldukça polimorfiktir. Birçok 
genom boyu ilişkilendirme (GWAS) ve popülasyon çalışma-
ları, ERAP1’deki tek nükleotit polimorfizmi yani SNP’leri kod-
lama ile otoimmünite, viral enfeksiyon ve kanser dahil olmak 
üzere hastalığa yatkınlıkla ilişkilendirmiştir. ERAP1 polimor-
fizmleri enzimatik aktiviteyi ve antijenik peptitleri üretme 
veya yok etme kapasitesini etkilemektedir. ERAP1’deki gene-
tik farklılıklar, fonksiyonel enzimatik aktivitede değişikliklere 
sebep olarak bu durumun bireyler arasında farklı immün 
yanıta neden olabileceği belirtilmiştir.[10]

ERAP genlerinin ifade ve fonksiyonundaki bozukluklar, me-
lanom, lösemi-lenfomalar, meme, kolon, akciğer, deri, kor-

yon, serviks, prostat, böbrek ve mesane dahil olmak üzere 
çeşitli solid ve hematolojik tümörlerde tespit edilmiştir.[11]

Servikal karsinomda ERAP1’in numunelerin %85’inde yük-
sek seviyelerde, geri kalan numunelerde düşük seviyelerde 
ifade edildiği bildirilmiştir. Düşük ERAP1 ifadesi, servikal 
karsinom hastalarında hem metastazın artmasında hem de 

Şekil 1. MM, MGUS ve kontrol gruplarında ERAP1 geni 
rölatif mRNA ifadesi

ERAP1: Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1, MGUS: Önemi 
bilinmeyen monoklonal gammopati, MM: Multipl miyeloma
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Tablo 1. ERAP1 mRNA ekspresyonunun gruplar arasında 
istatistiksel olarak karşılaştırılması

Çalışma	 Sayı	 ERAP1	 ERAP1	 ERAP1	 ERAP1 
grupları	 (n)	 ifadesi	 kontrol	 MGUS	 MGUS-MM 
		  (Ort±SS)	 p değeria	 p değeria	 p değerib

MM	 38	 2,459±0,279	 0,225	 0,176

MGUS	 23	 3,119±0,27	 0,808

Kontrol	 16	 2,482±0,492		  0,808	 0,280

aMann-Whitney U testi; bKruskal Wallis testi. ERAP1: Endoplazmik retikulum 
aminopeptidaz 1; MGUS: Önemi bilinmeyen monoklonal gammopati; MM: 
Multipl miyeloma; Ort: Ortalama; SS: Standart sapma

Tablo 2. ERAP1 geni mRNA ekspresyonunun sitogenetik 
gruplar arasında istatistiksel olarak karşılaştırılması

Sitogenetik	 Sayı	 ERAP1 
parametreler	 (n)	 p değeria

Trizomi 8

	 Pozitif	 2	 0,653

	 Negatif	 54

Monozomi 7

	 Pozitif	 2	 0,893

	 Negatif	 54

t(11;14)(q13;q32)

	 Pozitif	 4	 0,492

	 Negatif	 52

Del 17p13.1 (p53)

	 Pozitif	 1	 0,787

	 Negatif	 54

Del 13q14.3 (RB1)

	 Pozitif	 7	 0,860

	 Negatif	 49

t(4;14) (p16.3;q32)

	 Pozitif	 2	 0,099

	 Negatif	 52

Karyotip analizi

	 Normal	 4	 0,718

	 Anormal	 51

aMann-Whitney U testi. ERAP1: Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1
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genel olarak sağkalımın azalmasında ilişkili bulunmuştur.
[12] Steinbach ve ark.[13] ERAP1’in human papillomavirüs 16 
(HPV16)-pozitif servikal karsinom hücre hattında ve serviks 
kanseri örneklerinde HPV16-negatif örneklere kıyasla fazla 
sentezlendiğini göstermişlerdir. Bununla birlikte, ERAP1’in 
spesifik HPV antijenik peptitlerin üretiminde rolü olduğu 
tespit edilmemiştir. Endometriyal karsinomda, analiz edilen 
ve CA-125 düzeyleri ile ilişkili bulunan ERAP1 ifadesi, tümör 
gelişimi ve farklılaşmasında rol oynadığını düşündürmüştür. 
Özefagus karsinomu lezyonlarında, ERAP1 ifadesi, hastaların 
%28’inde kaybolmuş veya azalmıştır, tümör invazyonunun 
derinliği ile anlamlı olarak ilişkilidir. ERAP1’in düşük ifadesi, 
triple negatif meme karsinomu hastalarının kötü klinik so-
nuçlarıyla ilişkilendirilmiştir.[11,13]

Çalışmamızda yapılan istatistiksel analiz ile ERAP1 gen 
ifadesi MM, MGUS ve kontrol grupları arasında anlam-
lı (p=0,280) bir fark bulunmamıştır. Aynı zamanda ERAP1 
geni, mRNA ekspresyonunun sitogenetik grupları arasında 
da istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Transkrip-
tom çalışmamızda ERAP1 ekspresyonunun yüksek bulun-
ması, hasta grubunda miyeloma hücreleri, sağlıklı kontrol 
grubunda ise B hücrelerinin kemik iliği materyalinden saf-
laştırılmış ve her grup kendi içinde bir hücre havuzu yapıla-
rak çalışılmış olmasından kaynaklanabilir. Literatüre göre 
ERAP gen ailesinde bulunan SNP’ler çeşitli hastalıklarda 
enzimatik aktivite veya gen ifadesindeki değişikliklere se-
bep olmaktadır. İleriki çalışmalarımızda hasta ve kontrol 
gruplarımızda ERAP1 polimorfizmlerinin taranması he-
deflenmektedir. Sonuç olarak çalışmamızda, gruplar ara-
sında istatistiksel olarak anlamlı bulunmamasına rağmen 
MM patogenezinde ERAP1’in rolünün belirlenmesi için bu 
polimorfik varyantların da araştırılmasının önemli olduğu 
düşünülmektedir.
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