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0z

Amag: Onemi bilinmeyen monoklonal gammopati asemptomatik, multipl miyeloma ise semptomatik bir plazma hiicre diskrazisidir. Daha 6nce yaptigimiz RNA dizile-
me calismasinda multipl miyeloma hastalarinda endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1 (ERAP1) geninin ifadesi saglikl kemik iLigi kontrollerine gdre yiksek bulun-
du ve aday gen olarak belirlendi. Bu calismada, ERAPL'in multipl miyeloma patogenezinde dogrudan ya da dolayli etkisinin olup olmadi§inin arastiritmasi amagland.

Yontem: ERAPL geninin ifade seviyeleri yeni tanili, tedavi gérmemis 38 multipl miyeloma hastasindan ve 23 nemi bilinmeyen monoklonal gammopati ile 16
kontrol kemik ilidi materyallerinde gRT-PCR ydntemi ile incelendi. Elde edilen sonuclar SPSS 25 istatistik programinda analiz edildi.

Bulgular: ERAP1 gen ifadesi multipl miyeloma, dnemi bilinmeyen monoklonal gammopati ve kontrol gruplari arasinda karsilastirildiinda gen ifadesi agisin-
dan anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05; p=0,280).

Sonuc: RNA dizileme calismamiz sonucunda ERAPI geni ifadesi multipl miyeloma hastalarinda daha ytiksek bulunmasina ragmen, bu calismada gRT-PCR ile
hasta ve kontrol gruplari arasinda ERAP1 gen ifadesinde bir farklilik saptanmadi. Ancak bu konuda kesin bir sonuca varabilmek icin daha fazla rneklemde bu ge-
nin ifadesi arastiritmalidir. Literattrde farkli kanser tirlerinde ERAPI ifadesi degiskenlik gdstermektedir. Ayrica oldukca polimorfik olan ERAP1 genindeki varyas-
yonlarin proteinin fonksiyonuna etkisi olabileceginden ERAPI'in multipl miyeloma patogenezinde roliiniin bu yoniyle de arastirilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: ERAP1, multipl miyeloma, plazma hiicre diskrazileri, gRT-PCR

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 gRT-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 ERAPL gene, highly polymorphic, should be studied in this aspect, and its effect on gene expression in myeloma.
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GiRiS

Plazma hicre diskrazileri (PHD), kemik iligi plazma hicrele-
rinin sayisinin cogalmasindan kaynaklanan heterojen bir he-
matolojik malignite grubunu olusturur. Cogu hastada tespit
edilen paraprotein olarak adlandirilan hastaya 6zgu bir mo-
noklonal antikor veya hafif zincir ile karakterizedir.! PHD'le-
rin arasinda en sik goérdlen 6nemi bilinmeyen monoklonal
gammopati (MGUS)'dir ve kemik iliginde plazma hiicre infilt-
rasyonunun %10'un altinda olmasi ve son organ hasarinin
olmamasi ile premalign prekdrsor durum olarak tanimlanir.
@& MGUS'un, Litik kemik lezyonlarinin gérildiga, paraprotein
birikimi, hiperkalsemi ve anemi ile seyreden semptomatik bir
PHD olan multipl miyelomaya (MM) donistigd bilinmekte-
dir.® MM'nin goérilme orani yasla birlikte artar bunun igin
yasli nufusun artig gosterdigi cagimizda miyeloma tanisini
koyabilmek etkin tedaviyi saglamak adina dnemlidir.* Etkin
kurlerin gerceklestirilip sagkalimin artirilmasi icin 6zellikle
hedefe yonelik tedaviler ve erken tani biyobelirteclerinin bu-
lunmasi miyeloma grubunda oldukca énemlidir.

Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1 (ERAP1)'in ifade-
sinin, farkli timorlerde siklikla degistigi bilinmesine rag-
men henlz MM'nin patogenezindeki ve progresyonundaki
etkisi belirlenmedi. Normal ve neoplastik doku Grnekleri
karsilastirildijinda, ERAPI ve ilgili genlerde malign trans-
formasyon sirasinda degisiklikler tespit edildi. Bu degisik-
Likler siklikla ERAP1, ERAP2 ve MHC sinif I'in distik ifade
edilmesidir. Yumurtalik, meme ve akciger karsinomlarinda
ERAP1 ve/veya ERAP2 ifadesinin azaldigl, kolon ve tiroid
karsinomlarinda ise arttigi gozlendi. Ayni farkliliklar prote-
in seviyelerinde de tespit edildi.!

Literatlirde yer alan MM transkriptom calismamizda miyelo-
ma hastalarinda kontrol grubuna gore artmis gen ifadesine
sahip ERAP1 geni, miyeloma patogenezinde rol alabilecek
aday genlerden biri olarak belirlendi.® Calismamizda yeni
tanili ve tedavi gérmemis MM hastalari, MGUS grubu ve
kontrol grubunda ERAP1 aday geninin mRNA dulzeyi qRT-
PCR yontemi ile analiz edilerek, MM patogenezindeki dolayli
ya da dogrudan iliskisi arastirildi.

YONTEM

Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Caligma icin Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiilte-
si Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onay alindi (Dosya
no: 2017/1425). Helsinki Bildirgesine uygun sekilde génalli
onam formlari imzalatildi ve calisma iyi klinik ve laboratu-
var uygulamalari esaslarina uygun olarak gerceklestirildi.
Calismamiza istanbul Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi

Hematoloji Bélumd 2018-2020 yillari arasinda takibi yapi-
lan yeni tanili ve ilac tedavisi almamis 38 MM ve 23 MGUS
hastasi dahil edildi. Kontrol grubu dokuz saglikli kemik iligi
dondr vericisi ile yedi MGUS olmayan bireyden olustu. 4 mL
(EDTA'LI tap) kemik iligi materyali alindi.

ERAP1 Gen ifadesinin Belirlenmesi

MM, MGUS ve kontrol drnekleri kemik iligi biyopsisi sonrasi
bekletilmeden yogunlugu 1077 g/mL olan Ficol-Histopaque
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) kullanilarak mononik-
leer hucrelerine ayristirildi. Tanisi kesinlesen 6rneklerden
PureLink RNA Micro kit (Invintrogen, Carlsbad CA, USA)"
ile total RNA izolasyonu yapildi. Transcriptor High Fidelity
cDNA synthesis (Roche, Mannheim, Germany) kiti ile total
RNA'dan cDNA sentezi yapildi. SYBR Green kullanilarak
ERAP1 aday geni ve TATA-binding protein housekeeping
genine spesifik primerler ile gRT-PCR gergeklestirildi. MM,
MGUS ve kontrol gruplarinda ERAP1 geninin ifade seviyesi
2°48CT yontemi ile belirlendi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde SPSS 25 (IBM Corp. Released 2017.
IBM SPSS Statistics for Windows. Version 25.0. Armonk. NY:
IBM Corp.) kullanildi. Shapiro-Wilk testi sonucunda normal
dagdilim goéstermedi, bundan dolayr ERAPI ifade dlzeylerini
iki grup arasinda karsilastirmak icin Mann-Whitney U testi
ve Uc¢ grup arasinda karsilastirmak icin Kruskal Wallis testi
kullanildi. P degeri 0,05'ten kiiclik bulundugunda istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizin demografik bilgileri MM tanisi konulan 27
(%71) erkek ve 11 (%29) kadin birey, MGUS tanisi konulan 10
(%43,5) erkek ve 13 (%56,5) kadin birey ile kontrol grubu ola-
rak 11 (%69) erkek ve 5 (%31) kadin bireyden olusmaktadir.
Kontrol grubu yas ortalamasi 51,1+18,3 yil idi. MM grubu yas
ortalamas! 63,6+11,6 yil iken, MGUS grubu yas ortalamasi
64,2+13 yil olarak tespit edildi.

Graph Pad Prism Software (version 6.01) programinda ERAP1
geninin rélatif mRNA duzeyi Sekil 1'de gdsterildi. ERAP1 ge-
ninin mMRNA ifadesinin ortalamasi ve standart sapmalari 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 gore ERAP1 geninin mRNA ifadesi, MM grubu ve kont-
rol grubu arasinda karsilastirildiginda, MM ve MGUS grubu
arasinda karsilastirildiginda ve MGUS ve kontrol grubu ara-
sinda karsilastirildiginda anlamui fark bulunmadigi, p deger-
leri ile birlikte Tablo 1'de verildi. ERAP1 mRNA ifadesi ile yedi
sitogenetik parametrenin p degerleri de Tablo 2'de verildi.
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Sekil 1. MM, MGUS ve kontrol gruplarinda ERAPL geni
rolatif mRNA ifadesi
ERAPI: Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1, MGUS: Onemi
bilinmeyen monoklonal gammopati, MM: Multipl miyeloma

TARTISMA

MM, immuinglobulin proteininin fazla sentez edildigi ve pro-
teinin yanlis katlanmasiyla ilerleyen, hicresel degisimlerin
oldugu bir hastaliktir. Protein homeostazi, normal ve malign
plazma hucreleri icin cok kritik bir sturec olup ubikitin-prote-
ozom yolagina bagimuidir.”

Hdcre ici protein yikiminin son asamasinda yer alan ami-
nopeptidazlar, ubikitin-proteozom yolu tarafindan antijen
sunumu veya tam hidrolizi icin Uretilen peptitlerin kirpilma-
sinda gorevlidir.® Miyelomada aminopeptidazlarin ifadesi
hakkinda fazla calisma bulunmamaktadir. ERAP1 ve ERAP2
aktivitesinin kanserin normal immdn kontrolu Gzerinde roli
oldugu ve bu iki enzimin solid kanserlere karsl immun yani-
ti artirmada farmakolojik hedef olabilecegi vurgulanmistir.
Ayrica ERAP1 ifadesinin solid timdrlerde, timdr hicreleri-
nin bagdisikliktan kagmast icin kritik olabilecedi calismalarda
gosterilmektedir.®

ERAPI, insan populasyonunda oldukca polimorfiktir. Bircok
genom boyu iliskilendirme (GWAS) ve popiilasyon ¢alisma-
lari, ERAP1'deki tek niikleotit polimorfizmi yani SNP'leri kod-
lama ile otoimmunite, viral enfeksiyon ve kanser dahil olmak
Uzere hastaliga yatkinlikla iliskilendirmistir. ERAP1 polimor-
fizmleri enzimatik aktiviteyi ve antijenik peptitleri Gretme
veya yok etme kapasitesini etkilemektedir. ERAP1'deki gene-
tik farkliliklar, fonksiyonel enzimatik aktivitede degisikliklere
sebep olarak bu durumun bireyler arasinda farkli immun
yanita neden olabilecedi belirtilmistir.t

ERAP genlerinin ifade ve fonksiyonundaki bozukluklar, me-
lanom, Lésemi-lenfomalar, meme, kolon, akciger, deri, kor-
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Tablo 1. ERAP1 mRNA ekspresyonunun gruplar arasinda

istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Calisma Sayi ERAP1 ERAP1 ERAP1 ERAP1

gruplari  (n) ifadesi kontro. MGUS MGUS-MM
(Ort+SS) pdegeric pdegeri* p degeri®

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; °Kruskal Wallis testi. ERAP1: Endoplazmik retikulum
aminopeptidaz 1; MGUS: Onemi bilinmeyen monoklonal gammopati; MM:
Multipl miyeloma; Ort: Ortalama; SS: Standart sapma

Tablo 2. ERAP1 geni mRNA ekspresyonunun sitogenetik

gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Sitogenetik Say! ERAP1
parametreler (n) p degeri®
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

yon, serviks, prostat, bobrek ve mesane dahil olmak Uzere
cesitli solid ve hematolojik timérlerde tespit edilmistir.i!

Servikal karsinomda ERAP1'in numunelerin %85'inde yik-
sek seviyelerde, geri kalan numunelerde dusuk seviyelerde
ifade edildigi bildirilmistir. Dusuk ERAPI ifadesi, servikal
karsinom hastalarinda hem metastazin artmasinda hem de
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genel olarak sagkalimin azalmasinda iliskili bulunmustur.
02 Steinbach ve ark.™™ ERAP1'in human papillomavirls 16
(HPV16)-pozitif servikal karsinom hiicre hattinda ve serviks
kanseri érneklerinde HPV16-negatif 6rneklere kiyasla fazla
sentezlendigini gostermislerdir. Bununla birlikte, ERAPY'in
spesifik HPV antijenik peptitlerin Gretiminde roli oldugu
tespit edilmemigtir. Endometriyal karsinomda, analiz edilen
ve CA-125 dizeyleri ile iliskili bulunan ERAPL ifadesi, timor
gelisimi ve farklilasmasinda rol oynadigini distindirmustar.
Ozefagus karsinomu lezyonlarinda, ERAPI ifadesi, hastalarin
%28'inde kaybolmus veya azalmistir, timér invazyonunun
derinligi ile anlamli olarak iliskilidir. ERAP1'in dusik ifadesi,
triple negatif meme karsinomu hastalarinin kétt klinik so-
nuclariyla iliskilendirilmigtir. 14!

Calismamizda yapilan istatistiksel analiz ile ERAP1 gen
ifadesi MM, MGUS ve kontrol gruplari arasinda anlam-
U (p=0,280) bir fark bulunmamistir. Ayni zamanda ERAP1
geni, mRNA ekspresyonunun sitogenetik gruplari arasinda
da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Transkrip-
tom calismamizda ERAP1 ekspresyonunun ylksek bulun-
masl, hasta grubunda miyeloma hdcreleri, saglikli kontrol
grubunda ise B hicrelerinin kemik iligi materyalinden saf-
lastirilmis ve her grup kendi icinde bir hticre havuzu yapila-
rak calisitmis olmasindan kaynaklanabilir. Literattre gore
ERAP gen ailesinde bulunan SNP'ler cesitli hastaliklarda
enzimatik aktivite veya gen ifadesindeki degisikliklere se-
bep olmaktadir. ileriki calismalarimizda hasta ve kontrol
gruplarimizda ERAP1 polimorfizmlerinin taranmasi he-
deflenmektedir. Sonug olarak calismamizda, gruplar ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli bulunmamasina ragmen
MM patogenezinde ERAPY'in roliintin belirlenmesi icin bu
polimorfik varyantlarin da arastiritmasinin 6nemli oldugu
ddstndlmektedir.
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