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Insan Protein Etkilesim Ag1 Kullanarak Tiroid Karsinomu ile Tlgili
Molekiiler Hedef ve Biyoisaretci Adaylarin Belirlenmesi

Identification of Thyroid Carcinoma Related Molecular Targets and Signatures Using Human
Protein Interaction Network
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Oz

Tiroid kanseri goriilme siklig1 yliksek olan ve 6liimciil bir kanser tiiriidiir. Dolayisiyla tiroid kanserinde etkin rol alan molekdillerin belir-
lenmesi hastaligin erken tan1 ve tedavi stratejilerinin olusturulmasi i¢in gok 6nemlidir. Bu ¢alismada yiiksek boyutlu islevsel genomiks ve-
rilerinin sistem biyolojisi araglari ile biitiinlestirilerek analizi sonucu tiroid kanserine 6zgli molekiiler hedefler ve biyoisaretci adaylar be-
lirlenmistir. Zenginlestirme analizi sonucunda 6nemli kanser yolaklarinin, metabolik yolaklarin ve immun sistem ilgili yollarin aktiflestigi
belirlenmistir. ileri istatistiksel analizler ile belirlenen gen anlatimi farklilik gésteren genlerin protein etkilesim ag1 olusturulmus ve tiroid
kanserine 6zgii molekiiler hedefler ve biyoisaret¢i adaylar JUN, LRRK2, BCL2, CCND1, TLE1, MET, ICAM1, DDB2 ve RXRG olarak
belirlenmistir. Bagimsiz bir veri setinin analizi ile, bu genlerin timdr ve normal dokular ayirt edebilecegi belirlenmistir. Bu proteinler ara-
sindan JUN, TLE1 ve DBB2’nin yeni molekiiler hedef ve biyoisaretci aday olabilecegi bulunmustur. Belirlenen hedeflerin papiller tiroid
kanserinin teshis ve tedavi stratejilerinin olusturulmasinda kullanilabilecegi 6ngériilmektedir. Ancak s6z konusu adaylarin es zamanlt PCR
ile deneysel ¢aligsmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Sistem biyotibbi, istatiksel analiz, kanser, biyobelirteg

Abstract

Thyroid cancer is a fatal disease has a high incidence. Therefore, the determination of molecules involved in thyroid cancer is very crucial
for early diagnosis and treatment strategies of the disease. In this study, high-dimensional functional genomic data were integrated with
system biology tools and the molecular targets and signatures in thyroid cancer were determined. As a result of enrichment analysis, it was
determined that important cancer pathways, metabolic pathways and immune system related pathways were activated. The protein — pro-
tein interaction network was reconstructed using differential gene expression is determined by advanced statistical analysis and the molec-
ular targets and signatures in thyroid cancer were determined as JUN, LRRK2, BCL2, CCNDI, TLE1, MET, ICAM1, DDB2 and RXRG.
It was determined that these genes can differentiate tumor samples and normal thyroid tissues via independent data analysis. Among these
proteins, JUN, TLE1 and DBB2 were found to be novel molecular targets. It is predicted that these molecular targets can be used in the di-
agnosis and treatment strategies of papillary thyroid cancer. However, it is necessary to perform experimental studies with real time-PCR.
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I. GIRIS

Tiroid kanserleri diinyada siklikla goriilen endokrin malignitedir ve bu tiimorler farkli klinik ve histolojik 6zelliklere sahiptir.
Tiroid bezinde kansere neden olabilecek hiicreler folikiiler, parafolikiiler, bag dokusu ve bagisiklik sistemi hiicreleridir. Foli-
kiiler hiicrelerden papiller tiroid karsinomu, folikuler tiroid karsinomu ve anaplastik tiroid karsinomu; parafolikuler hiicreler-
den mediiller tiroid karsinomu; bag dokusu hiicrelerinden sarkomlar; bagisiklik sistemi hiicrelerinden ise lenfoma gelisir [1].
Tiroid kanserlerinin %90-95’1 folikiil hiicrelerinden koken alir. Folikiil hiicrelerinden kaynaklanan tiroid kanserlerinin yakla-
stk %80’1 papiller tiroid kanseridir (PTK). Dolayisiyla PTK en sik goriilen tiroid kanseridir [2].
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PTK genetik analizinde RET/PTC ve RAS-BRAF gibi
tan1 koydurucu ve hedefe yonelik tedavi ajanlarmin gelis-
tirilmesine yol gosterici pek ¢cok mutasyon tespit edilmistir.
RET proto onkogeni, MAP kinaz yolagini aktive eder ve bir-
¢ok biiyiime faktoriiniin reseptdre baglanmasindan sorumlu-
dur. Bu mutasyon ve belite¢lerin {izerinde en ¢ok ¢alisilan,
en iyi bilineni BRAFV600E mutasyonudur [3,4]. Ayrica te-
davi i¢in bu yolaklari hedef alan tirozin kinaz inhibitorleri
kismen hastalik kontrolii saglarken hastaligin teshisine yo-
nelik bilinenler kisitlidir. Bu yiizden tani, prognoz ve tedavi
icin yol gosterici daha iyi hasta yonetimi saglayacak yeni bi-
yoisaretci adaylara ihtiyag¢ vardir.

Yiksek giris ¢ikisli molekiiler etkilesim verileri ve ge-
nomik veri setleri, bir hastaliga bagh olan aday genlerin tim
genom, metilom, transkriptom, proteom ve metabolom dii-
zeyinde degerlendirilmesi icin etkin olarak kullanilabilir.
Bu veriler biyolojik sistemi bir biitlin i¢inde anlayabilme-
miz igin bilyiik bir potansiyel tagir. Tiroid kanserinin ¢ogul
transkriptom analizlerinin biitiinciil bakis agis1 ile degerlen-
dirilmesi ve hedef genlerinin islevsel analizi hala nadirdir.

Literatiirde bugiine kadar gerceklestirilen PTK ile iliskili
RNA diizeyindeki Sistem Biyolojisi temelli ¢calismalarin ge-
neli degerlendirildiginde, transkriptomik diizeyindeki galis-
malarin kisith sayida oldugu goriilmektedir. Yiiksek yogun-
luklu sentetik oligoniikleotid mikroarrayleri kullanilarak,
normal ve kanserli 6rnekler karsilastirilmis ve anlatimi ar-
tan ve azalan genler belirlenmistir [5,6]. PTK nin invazyon
mekanizmasint anlamaya iliskin gergeklestirilen ¢alismada
cesitli invazyon bolgeleri ve normal dokulardan ornekler
almarak, mikrogip ile anlatimi degisen genler arastirilmis-
tir [7]. Diger az sayidaki ¢alismalarda ise; mutant siganlar
kanser modeli olarak kullanilarak, anlatim1 degisen gen ifa-
deleri belirlenmistir [8,9]. Son zamanlarda yayinlanan bir-
ka¢ makalede bu ¢alismaya benzer yaklagimlar kullanilmig-
tir. Zhao ve Li bes veri setinin INMEX denilen bir program
ile meta analizini yapmiglar, sonugta FN1 ve TRAF6 y1 hub
protein olarak sunmuslardir [10]. Diger makalede ise bir
veri setinin analizi yapilarak C3, PPARG, PAXS, JUN and
MMP9 hedef biyobelirte¢ olarak belirlenmistir [11]. Bir di-
ger yakin zamanda gergeklestirilen ¢alismada dort veri seti-
nin analizini yapilarak normalize merkezi 6l¢iim adinda bir
metod ile belirlenen anlatimi degisen genlerinin etkilesim
ag1 kurulmustur [12]. Literatiirde bulunan ¢alismalar deger-
lendirildiginde, bu ¢alismada kullanilan dort veri setinin bir
arada calisildig1 ve protein etkilesim agiin olusturuldugu
bir caligmaya rastlanmamistir. Hastaligin olusum ve sey-
rinde dnemli olabilecek yeni gen adaylarmin tespit edilmesi
acisindan bu ¢aligma literatiire katki saglayacaktir.
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Bu makale de farkli populasyon gruplarindan elde edilen
100’tin tizerinde hastay1 kapsayan yliksek sayida veri setleri
biitiinlestirilmistir. Tiroid dokusuna ait yiliksek boyutlu iglev-
sel genomiks verilerin ileri istatiksel analizi gergeklestirilerek
elde edilen sonuglar insan protein etkilesim ag ile biitiinlesti-
rilmistir. Her bir veri setinin zenginlestirme analizleri yapila-
rak hastalikla ilgili yolaklar belirlenmis; hedef molekiiller ve
biyoisaretgi adaylar belirlenmistir. Analizlerde kullanilan veri
setlerinden bagimsiz bir veri seti ile belirlenen genlerin biyoi-
saretci olabilme potansiyeli arastirilmistir.

II. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

PTK hastalarmin transkriptom profilleri ile ilgili veri setleri
(GSE35570, GSE29265, GSE3467, GSE6004) National Cen-
ter for Biotechnology Information Gene Expression Omnibus
(NCBI-GEO) [13] veri bankasindan elde edildi (Tablo 1). Pa-
piller tiroid kanserine ait tiimor dokular1 kanser drnekleri ola-
rak se¢ilmis ve normal doku gruplar ise genellikle timoriin
¢evresinden alinan saglikli dokular se¢ilmistir. Veri setleri ige-
risinde, GSE35550 de, direkt radyasyona maruz kalmis tiroid
kanseri dokular1 ¢aligmaya dahil edilmemistir. Radyasyonun
direkt etkisi incelenmedigi igin orneklemden ¢ikarilmustir.
Cernobil sonrasi geligen tiroid kanseri 6rnekleri ya da spora-
dik tiroid kanseri dokulari 6rneklem icerisinde yer almaktadir.
Ciinkii ¢alismanin amaci tiimor ve timor ¢evresinde bulunan
normal dokularinin incelenmesidir. Dolayisiyla tiimoriin rad-
yasyon sonucu olustugu veya sporadik tiimér mii oldugu ile
bilgiler bu calismada dikkate alinmamistir. Toplamda 68 tii-
mor dokusu ve 54 saglikli tiroid dokulari ile galisma gergek-
lestirilmistir. Bu veri setleri Affymetrix Insan Genomu U133
Plus 2 Array platformunda yapilmis deneylerin sonuglaridir.
Dizin farklihgindan olusabilecek yanliglart azaltmak ama-
ciyla ayn1 platformda gerceklestirilen ¢alismalar kullanilmis-
tir. Toplanan veri setlerinin igerdigi ham veriler, 6n istatistik
testleri ile aykir1 degerler tespit edilerek ileri analize uygun
formata getirilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan veri setleri
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PTC v.e tumor 9 kanser ve Affymetrix Insan
GSE34e7  Sevresinden o mal  GenomuUI33-2.0  [I5]
alinan normal doku Array
dokular
PTC’nin mer-
kezinden ali-
nan dokular 7 kanser ve Affymetrix Insan
GSE6004  ve tumor gev- 4 normal  Genomu U133-2.0  [16]
resinden ali-  doku Array
nan normal
dokular
2.2. Yontem

2.2.1. Anlatimi farkhiik gosteren genlerin belirlenmesi

Anlatimi farklilik gésteren genlerin bulunmasi i¢in her veri
seti bagimsiz olarak Bioconductor yazilim platformu altinda
yer alan “limma” metodu ile [17] istatistiksel olarak analiz
edildi. Gen anlatimi degisiklik gosteren genler hesaplanmis
p-degerlerine (p<0,05) gore ve degisikligin yonii (gen an-
latim1 artan/azalan) ve kat degisimlerine (FC) gore hesap-
land1. Gen anlatim diizeyi artan genler FC>2, azalan genler
FC<0,5 olarak alindi.

2.2.2. Biyolojik proses ve yolaklarin belirlenmesi

Anlatim1 degisen genlerin hangi biyolojik proses ve yolak-
larda yer aldigini belirlemek i¢in zenginlestirme analizleri
yapildi. Bu analizler i¢cin DAVID [18] programi kullanildi.
P degeri 0,05 den kiigiik olan terimler belirlendi ve sonug-
lar gorsellestirildi.

2.2.3. Tiroid kanseri ile ilgili protein-protein etkilesim
(PPI) ag1 olusturulmasi

Daha 6nceden kurulan 21052 protein arasinda 288033 fizik-
sel etkilesim gosteren detayli insan protein-protein etkilesim
ag1 (PPI) ag1 kullanildi [19]. Ortak anlatimi1 degisen genlerin
ve birincil komsulariyla zenginlestirilen ortak anlatimi degi-
sen genlerin PPI agi ¢izildi. Agin gorsellestirilmesi ve topolo-
jik 6zelliklerin hesaplanmasi Cytoscape v3.6 [20] ile yapildi..

2.2.4. Biyoisaretci adaylarin belirlenmesi

Ortak anlatimi degisen genlerin ve birincil komsulariyla zen-
ginlestirilen ortak anlatimi degisen genlerin protein etkile-
sim ag1 olusturulmustur. Bu etkilesim aginda topolojik olarak
on plana cikan proteinler belirlenmistir. Agdaki diger prote-
inlerle etkilesim sayisina bakilarak daha onceki galigmalari-
mizda da kullandigimiz bir metodla [21] diger proteinler ile
etkilesim sayis1 ve bilgi akist skoru olarak adlandirilan ‘deg-
ree ve betweennes centrality’ degerlerine gore belirlenen pro-
teinler biyoisaret¢i aday olarak sunulmustur.
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2.2.5. Biyoisaretci aday olma potansiyelinin arastirilmasi

Gene ifadesi analizinde kullanilan veri setlerinden bagim-
s1z olarak secilen GSE3678 veri seti kullanilarak belirlenen
biyoisaret¢i adaylarin tiimor ve sagliklt dokulart birbirin-
den ayirma potansiyelleri incelenmistir. Gen ifadesi deger-
leri ham verilerden alinan biyoisaret¢i adaylarin CIMminer
programt ile oklit mesafesine gore 1s1 haritasi ¢izdirilmistir
(https://discover.nci.nih.gov/cimminer/home.do).

ITII. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Anlatim1 Degisen Genler

Her bir veri setinin tek tek istatiksel analizi yapilarak anla-
timi azalan ve artan genler belirlenmistir (Sekil 1). Anlatimi
degisen gen sayis1 en fazla olan veri setinde, GSE35570, 1011
artan, 887 azalan gen tespit edilmistir. Anlatimi degisen gen
saysis1 en az olan veri setinde, GSE6004, 139 artan, 197 aza-
lan gen tespit edilmistir. Diger 2 veri setinin gen sayilar1 bir-
birine yakin bulunmustur. GSE29265 veri setinde artan 453
gen, azalan 492 gen belirlenirken, GSE3467 veri setinde 414
artan, 433 azalan gen belirlenmistir. Biitiin veri setleri ince-
lendiginde anlatimi artan ve azalan gen oranlarinin her bir
veri seti igerisindeki dagilimlarinin birbirine yakin oldugu
gorilmistir (Sekil 1.A). Ayrica anlatimi degisen ortak gen-
ler de tespit edilmis ve venn diagram ile bu sonuglar gorsel-
lestirilmistir. Anlatimi artan 85 gen ve anlatimi azalan 86 gen
ortak bulunmustur. (Sekil 1.B, C) Bu genler dort farkls veri
setinin analizi sonucunda bulundugu i¢in bu gen setleri has-
talikla ilgili giiglii bilgiler verecektir.
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Sekil 1. Istatiksel analizler sonucunda A) anlatimi artan, azalan ve
toplam degisen genler, B) anlatim1 artan genlerin veri setlerinde

dagilimlari, C) anlatimi azalan genlerin veri setlerinde dagilimlart
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3.2. Tiroid Kanserinde Aktiflesen Sinyal Yolaklar:

Papiller tiroid kanserinde aktiflesen yolaklar1 belirlemek
amaciyla DAVID biyoinformatik programi kullanilarak her
bir veri setinde anlatimi degisen genlerin rol aldig: yolak-
lar belirlenmistir. Anlatimi azalan ve artan genlerin zengin-
lestirme analizleri ayr1 ayr1 yapilmis ve sonuglar 1s1 haritas
ile gorsellestirilmistir ($ekil 2). Anlatimi artan genlerin zen-
ginlestirme analizleri sonucunda hiicrelerin yapigma 6zellik-
leri ve reseptdr hiicre etkilesimi ile ilgili yolaklar 6n plana
cikmaktadir. Mesela fokal adezyon, hiicre yapisma molekiil-
leri, ECM - reseptor etkilesimi, sitokin sitokin reseptor etki-
lesim yolaklari tiroid kanser dokularinda hiicreler arasindaki
sinyal iletisiminin arttigini gostermektedir. Ayrica kanserle
ilgili yolaklarin hem azalan hem de artan genlerin zengin-
lestirme analizlerinde bulundugu belirlenmistir. Ciinki hiic-
rede meydana gelen sinyalizasyon olayinda gorev alan olasi
proteinlerin miktar1 hem artacak hem de azalacaktir. Dola-
yistyla bir yolagin proteinlerinin ifadesinin sadece azalmasi
veya sadece artmasi soz konusu degildir. Is1 haritas: biyiik
oranda artan veya azalan proteinlerin analizi sonucunu ver-
mektedir. Kanser yolag1 ve kanserde transkripsiyonel yanlis
diizenleme yolaklar: tiim veri setlerinde anlaml olarak de-
gismis ve kanserde mikroRNAlar yolagimin 3 veri setinde
anlaml olarak degistigi tespit edilmistir. Bunun yaninda
kanserle iligkili 6nemli sinyal yolaklarinin mesela p53 sin-
yal yolagi, PI3K-Akt sinyal yolagi, TGF-beta sinyal yolag1 ve
Hippo sinyal yolaginin tiroid kanseri zenginlestirme analiz-
lerinde 6nemli oldugu bulunmustur. Diger yolaklarin bagi-
siklik sistemi ile ilgili ve metabolizma iliskili oldugu tespit
edilmistir. Analiz edilen veri setleri kanser 6rnekleri olmasi
sebebi ile kiigiik hiicreli akciger kanseri ve pankreas kanseri
yolaklarinin ¢ikmas: sasirtict degildir. Ayrica viral miyokar-
dit, sitma, hepatit B gibi hastaliklarin sonuglarin icerisinde
yer almasi bu hastaliklarla tiroid kanseri arasinda iligki olabi-
lecegi sonucunu sunmaktadir. Anlatimi azalan genlerin zen-
ginlestirme analizi sonuglarinda retinol metabolizmasi, ste-
roid hormon metabolizmasi, aminoasit metabolizmas: gibi
¢ogunlukla metabolizma ile iliskili yolaklarin 6n plana ¢ik-
t1g1 belirlenmistir.

Anlatimi degisen ortak genlerin (171 gen) biyolojik ola-
rak anlamlandirilabilmesi i¢in zenginlestirme analizleri ya-
pilmistir. KEGG biyoinformatik veri tabami kullanilarak p
degeri 0,05 den kiiciik olan sonuglar degerlendirmeye alin-
mistir. Anlatimi artan genlerin genellikle kanserde 6nemli
olan yolaklarla ilgili oldugu bulunmustur. Bu yolaklar p53
sinyal yolagi, kanserde transkripsiyonel yanlis diizenleme,
kanser yolagi, PI3K-Akt sinyal yolagy, kiigiik hiicreli akciger
kanseri, hiicre yapigma molekiilleri ve glioma olarak tespit
edilmistir.
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Anlatim1 azalan genlerin zenginlestirme analizleri so-
nuglart ilging olup enfeksiyon ile ilintili hastaliklarla ilis-
kili gtkmistir (Afrikan trypanosomiasis ve sitma). Gen say1-
larmin az oldugundan dolay: kanserden farkli hastaliklarla
iligkili sonu¢ vermis olabilir ama her bir veri setinin tek tek
zenginlestirme analiz sonuglarinda da bu tarz hastaliklarin
¢ikmast tiroid kanseri ile aralarinda bir iligki olabilecegi so-
nucunu ¢ikarmaktadir.

Anlatim1 degisen 171 genin zenginlestirme analizleri
yapildiginda benzer sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar
sitma, Afrikan trypanosomiasis, ksenobiyotiklerin sitokrom
P450 ile metabolizmasi, kanser yolagi, kanserde mikroR-
NAar ve p53 sinyal yolag: olarak belirlenmistir. Enfeksiyon
hastaliklar ve kanser ile iligkili yolaklarin aktiflestigine dik-
kat cekmektedir.

GSE29265 GSE35570 GSE3467 GSE6004

ECM-reseptor etkilegimi

p53 sinyal yolu

Kanserde transkripsiyonel yanhg diizenleme
Fokal adezyon

Kigik hicreli akciger kanseri

PI3K-Akt sinyal yolu

Kanser yolag:

Sitakin-sitokin reseptora etkilegimi 1 ]
Protein sindirim ve emilimi ‘
Kanserde Proteoglikanlar

Tamamlayici ve pihtilasma basamaklan

Hicre yapigma molekilleri (CAMs)
Kanserde MikroRNA'lar
Amoebiasis

F

I

Viral miyokardit
Hepatit B
Sitma

I

—

Pankreas kanseri

TGF-beta sinyal yolu
Retinol metabolizmasi

Mineral emilimi
Tiroid hormonu sentezi

Kok hucrelerin pluripotensisini duzenleyen yolaklar
Sirkadiyen suruklenme

Hippo sinyal yolu

Steroid hormaonu biyosentezi

Glutamaterjik sinaps

Glisin, serin ve treonin metabolizmasi

Kalsiyum sinyal yolu

Anlatimi artan yolaklar
Anlatimi azalan yolaklar

Anlatimi hem azalan hem
artan yolaklar

—

Sekil 2. Zenginlestirme analizi sonuglarma gore her bir veri seti

icin anlatimi artan, azalan ve hem artip hem azalan biyolojik

yolaklar

3.3. Tiroid Kanseri ilintili Protein Etkilesim Ag

Metot kisminda belirtilen giivenilir insan protein — protein
etkilesim ag1 kullanilarak ortak 171 genin protein etkilesim
ag1 incelendi. Bu proteinler arasinda etkilesim sayist diigiik
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ctkmistir (Sekil 3). NRCAM, ANK?2, TNIK arasinda iletisim
ve JUN ile MAFB arasinda iletisim oldugu bulunmustur.

Sekil 3. Anlatimi degisen ortak proteinlerin etkilesim ag1

Protein-protein etkilesim aglart sinyalizasyon ve hiic-
resel proseslerin ger¢eklesmesi i¢in 6nemli iglemlerdir. Bu
acidan genis aglarin olmasi beklenmektedir. Ortak olan 171
proteinin etkilesimde oldugu ilk proteinler alinarak daha ge-
nis hastaliga 6zel protein etkilesim ag1 olusturulmustur (Se-
kil 4). Bu tiroid kanserine 6zgii agda 904 protein ve bu pro-
teinler arasinda 1698 etkilesim oldugu tespit edilmistir.

TLE1
DDB2
JUN
RXRG
MET CCND1
ICAM1
BLG2
LRRK2

Sekil 4. Tiroid kanserine 6zel genis protein protein etkilesim ag1

Bu etkilesim aginda ¢ok sayida proteinle etkilesimde
olan hub diye adlandirilan proteinler belirlenmistir. Ag Bi-
yotibb1 ¢aligmalarinda hub proteinler belirlenirken genel-
likle 2 tip metrik kullanilir. Birisi agdaki diger proteinlerle
etkilesim sayisina bakilarak hesaplanan ‘degree centrality’,
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digeri ise bir proteinin agdaki bilgi akisi tizerindeki etkisinin
miktarmin saptanmasi yani bir béliimiinden digerine koprii
gorevi goren proteinleri bulmak i¢in kullanilan ‘between-
nes centrality’dir. Etkilesimi en yiiksek olandan aza dogru
belirlenen hub proteinler JUN, LRRK2, BCL2, CCNDI,
TLE1, MET, ICAM1, DDB2 ve RXRG olarak bulunmustur.
Bu proteinlerin tiroid kanserine 6zgii PPI agindaki topolojik
ozellikleri ve biyolojik proses ve yolaklardaki rolleri Gene-
Cards [22] veri tabani araciligiyla belirlenmistir (Tablo 2).
Bu proteinlerin genellikle transkripsiyon faktorii olduklart
veya transferaz aktivitesine sahip olduklart belirlenmistir.
Rol aldiklar yolaklara bakildiginda 3 tanesinin apoptozla
iliskili yolaklarda bulundugu ve diger bir ¢ogununda kan-
serle iliskili mesela MAPK, Wnt, NOTCHI1 gibi sinyal ile-
timinden sorumlu yolaklarda ve protein, hormon metaboliz-
mast ile ilgili yolaklarda yer aldiklar1 belirlenmistir.

Tablo 2. Hub proteinlerin protein etkilesim agidaki topolojik

ozellikleri ve biyolojik rolleri

Diger
protein- Bilgi -
lerle et-  akisi Gen ontolojisi iligkili yolak
o . aciklamasi
kilesim  skoru
sayl1sl
Transkripsiyon .
JUN 318 0379 faktori, DNA \Poptoz Modalasyonu
_ ve Farmakodinamik
ya baglanma
Protein homo- . o
dimerizasvon MAPK sinyal yolagi ve
LRRK2 210 0,264 Y Whnt Sinyal Yolag (plu-
vetransferaz 1 tensi iliskili)
aktivitesi P ’
Protein homo-
dimerizasyon . .
BCL2 151 0,163 ve dzdes pro- i\ep%%‘;”:mM;dui?:??n
tein baglan- yalyolas
mast
Pli‘t)itei‘t“ kimaz Glioma ve CDK ara-
CCND1 149 0.148 2VHSLYE o) fosforilasyon ve
enzim baglan- ,
Cdc6’nin gikarilmasi
mast
Ozdes protein  \ oty ginyal yo-
baglanmasi ve lag ve
TLE1 139 0.181 tran.s‘kflps%/on Notch ve Wt sinyalle-
faktorii bag- . . .
rinde Presenilin eylemi
lanmast
Transferaz ak-  Sinovyal fibroblastlarda
tivitesi ve pro- apoptotik yolaklar
MET 82 0.109 tein tirozin ki-  ve TCPTP’nin aracilik
naz aktivitesi  ettigi sinyal yolaklar
H;:ﬁ;f;]? 1(1116112 Tromboksan A2 resep-
ICAM1 57 0.095 Y * toril sinyali ve interlo-
ransmembran kin-10 sinyal yolagi
molekiili yalyolas
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Ubiquitin-pro-
tein transferaz
aktivitesi ve
hasarli DNA
baglanmast

Glioma ve proteinlerin

DDB2 .
metabolizmasi

45 0.044

Transkripsi-
yon faktoril ve
RNA polime-
raz II diizenle-
yici bolge di-
zisine 0zgil
DNA baglan-
masl

Paratiroid hormon sen-
tezi, sekresyon ve Gli-
oma

RXRG 45 0.043

Bagimsiz bir veri seti kullanilarak, tiimér ile normal do-
kudaki hub genlerin ifadeleri 6klit mesafesi ile hesaplanarak
1s1 haritast olarak cizdirilmigtir (Sekil 5). Timor ve saglikli
dokularin 2 ana gruba ayrildig1 belirlenmis ve bu dokuz ge-
nin tiimdr ve normal tiroid dokularini ayirt edebilecegi belir-
lenmistir. S6z konusu genlerin biyoisaret¢i aday olarak kul-
lanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Sekil 5. Biyoisaretci adaylarin gen ifadelerinin 6klit mesafesine

gore kiimelenme sonucu

3.4. Tartisma

Tiroid kanseri goriilme siklig1 yiiksek olan ve 6liimciil bir
kanser tlriidiir. Tiroid kanseri insidansi 6zellikle PTK vaka-
lar1 olarak son birkag on yilda hizla artmistir. Ozellikle bu
insidansin artig nedeni sigara igme ve obezite olarak belir-
tilmektedir [23]. 2013 Tiirkiye halk saglig1 verilerine gore
kadinlarda en sik tani konulan 2. malignitedir [24]. Dolay1-
styla tiroid kanserinde etkin rol alan molekiillerin belirlen-
mesi hastaligin erken tan1 ve tedavi stratejilerinin olusturul-
masi i¢in ¢ok dnemlidir.
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Sistem biyotip (systems biomedicine), insanlarda, hay-
vanlarda ve hiicresel modellerde gelisimsel ve patolojik sii-
reclerin anlasilmasi igin sistem biyolojisi veri, arag, yontem,
uygulama ve yaklagimlarinin kullanilmasi olarak tanimlan-
maktadir [25]. Farkli seviyelerden hiyerarsik yapiya ait (mo-
lekiil, organel, hiicre, doku, mikrogevre, organ, organizma,
cevresel faktorler, popiilasyon, ekosistem) verilerin kesfi
ve biitiinlestirilmesi neticesinde, incelenmekte olan biyolo-
jik siireclerin biitiinsel bir yaklasim iginde anlasilmasini he-
defler. Bu kapsamda temel araclar1 hiicresel aglardir (meta-
bolizma agi, protein-protein etkilesim agi, gen ekspresyon
diizenleme ag1, vb.). Bu calismada anlatimi azalan ve artan
genler benzer 6zelliklere sahip 6rnekleri iceren 4 farkli ¢a-
lismanin analizi sonucunda belirlenmistir. Meta analiz diye
adlandirilan veri birlestirilmesi islemi gerceklestirilmigtir.
Boylelikle daha yiiksek populasyon sayisina ulasilarak is-
tatistiksel testlerin dogrulugu giiglendirilmistir. Insan pro-
tein-protein etkilesim ag1 olusturmak iizere protein-protein
etkilesim bilgileri halka agik ¢esitli veri bankalarinda sunul-
maktadir. Veri bankalarindan elde edilen etkilesim verilerin-
den insan protein-protein etkilesim ag1 daha dnceden olus-
turulmus ve tip 2 diyabet [26], polikistik over sendromu,
endometriyosis [21] ve over kanseri [27] gibi hastaliklarin
incelenmesinde kullanilmistir. Bu ¢alismada ise veri ban-
kalarinda mevcut mRNA ekspresyon verilerinin ileri ista-
tiksel analizleri yapilarak, sonuglar bitiinlestirilmis ve in-
teraktom (protein-protein etkilesim agi) olusturulmustur.
Hastalikta 6dnemli olabilecek bir takim molekiiler hedefler
ve biyoisaret¢i adaylar belirlenmistir. Literatiirde yapilan
diger calismalardan farkli olarak, farkli deneysel c¢alisma-
lardan elde edilen yiiksek sayida veri setlerinin biitiinlesti-
rilmesi, 100’{in lizerinde hastay1 kapsayacak genislikte bir
calisma olmasi, farkli doku 6rneklerini icermesi, insan pro-
tein etkilesim agi ile sonuglarin birlestirilmesi ve veri setle-
rinin sistem biyolojisi bakis agisindan biitlinlestirilerek de-
gerlendirilmesi acilarindan 6nemlidir.

Biitiin veri setleri incelendiginde anlatimi artan ve aza-
lan gen oranlarinin her bir veri seti igerisindeki dagilimlari-
nin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Ayrica her biri veri
setinin ayr1 ayr1 zenginlestirme analizleri sonucu bize hasta-
likla aktiflesen ilgili yolaklar hakkinda 6nemli bilgiler vere-
cektir. Anlatimi artan genlerin zenginlestirme analizleri so-
nucunda tiim veri setlerinde hiicrelerin yapigma &zellikleri
ve aralarindaki sinyal iletimi ile ilgili yolaklar 6n plana ¢1-
karken, anlatimi azalan genlerin zenginlestirme analizi so-
nucunda metabolizma ile iliskili yolaklarin 6n plana ¢iktig1
belirlenmistir. Kanser ile iligkili yolaklar hem azalan hem
de artan genlerin zenginlestirme analizi sonucunda ¢ikmis-
tir. Onemli sinyal yolaklar1 olan p53 sinyal yolagi, PI3K-
Akt sinyal yolagi, TGF-beta sinyal yolag:1 ve Hippo sinyal
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yolaginin tiroid kanserinde etkin yolaklar olabilecegi bulun-
mugtur. P53 proteinin ve etkilesimde bulundugu tiyelerinin
(p63, p73) tiroid kanserinin gelismesinde etkin oldugu bi-
linmektedir [28]. Birgok ¢alismada PI3K-Akt sinyal yola-
ginin tiroid kanserinin aktiflesmesinde etkin oldugu rapor
edilmis hatta son zamanlarda bu yolaklar1 diizenleyen miR-
NA’lar sunulmustur [29,30]. TGF-beta nin BRAF mutasyo-
nuna sahip tiroid kanserinde epitelyal mezenkimal gecisi
(EMT) etkilestirdigi sunulmustur [31]. Zenginlestirme ana-
lizi sonuglaria gore Afrikan trypanosomiasis, sitma, hepa-
tit b ve viral miyokardit gibi hastaliklarla tiroid kanseri ara-
sinda iligki olabilecegi sdylenebilir ancak literatiirde tiroid
kanserinin bu hastaliklarla iligskisine dair ¢aligmaya rastlan-
mamistir. Sadece anti-maleryal bir ilacin tiimor hipoksisini
azaltarak radyosensitiviteyi arttirdig1 rapor edilmistir [32].

Anlatim1 degigen ortak genlerin protein etkilesim aginda
NRCAM, ANK?2, TNIK arasinda iletisim ve JUN ile MAFB
arasinda iletisim oldugu bulunmustur. Papillary tiroid kan-
serinde NrCAM 1n anlatiminin attig1 ve diyagnostik biyoisa-
ret¢i olabilecegi raporlanmistir. Ayrica NrCAM anlatiminin
azaltilmasi ile farelerde kanser hiicrelerinin biiyiime, invasiv
ve tiimorojenik potansiyellerinin azaldigt sunulmustur [33].
ANK?2 siklikla anlatimi degisen genler arasinda rapor edil-
mektedir [34]; ancak direkt tiroid kanseri ile iligkili galis-
maya rastlanmamistir. Traf2 ve Nck- etkilesime giren pro-
tein kinaz (TNIK), -B katenin ve T hiicre faktorii 4 (TCF-4)
transkripsiyon kompleksinin diizenleyici bir bileseni olarak
tanimlanmaktadir. Bu protein kinazi hedef alan baz1 kiigiik
molekiillerin ¢esitli kanserlere karsi anti-timor etkileri ol-
dugu gosterilmistir [35]. Tiimoriin gelisimi ve devaminda
AP1 (JUN) transkripsiyon faktoriiniin 6nemli rol aldig1 be-
lirlenmistir [36]. MAFB transkripsiyon faktorii olup tiroid
kanseriyle ilgili rapor edilmis bir bilgiye rastlanmamustir.

Ortak olan 171 proteinin etkilesimde oldugu ilk prote-
inler alinarak daha genis tiroid kanserine 6zel protein etki-
lesim aginda hub proteinler JUN, LRRK2, BCL2, CCNDI,
TLE1, MET, ICAM1, DDB2 ve RXRG olarak bulunmustur.
LRRK2’nin PTK dokularinda anlatiminin arttigr ve kiiltiir-
deki tiimor hiicrelerinde LRRK?2’nin anlatiminin azaltilmasi
ile MET aktivasyonunun azaldigi ve MET sinyalinin mTOR
ve STAT3’e ge¢isinin azaldig: bildirilmistir [37]. BLC2 ise
anti-apoptotik ozelliklere sahip iyi bilinen bir apoptoz dii-
zenleyicisidir. Koreli insanlarin dokulari alinarak gergekles-
tirilen ¢alismada BLC2’nin tek niikleotid polimorfizmleri-
nin (SNP) PTK’de etkin oldugu belirlenmistir [38]. Benzer
sekilde CCNDI1 geni polimorfizmi Tiirk insanlarinda 6zel-
likle daha yasli ve/veya kadin olan deneklerde PTK de belir-
lenmistir [39]. TLE ailesi proteinleri, birgok transkripsiyon
faktoriinlin ortak baskilayicilart olarak gorev yapar ve anah-
tar sinyalizasyon yolaklarina katilirlar. Caligmalar TLE1’in
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tanisal bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini ve gesitli ma-
lignitelerde olas1 bir terapdtik hedef oldugunu gostermek-
tedir [40]. Ancak PTK ile iliskisine dair bir ¢alismaya rast-
lanmamustir, bu nedenle TLE1 potansiyel yeni biyoisaretci
aday olabilir. MET proto-onkogen ve reseptor tirozin kinaz-
dir; kanser sinyal yolaklarinda etkin rol alan bir proteindir.
Tiroid tiimoérlerinde XL184’tin MET’i inhibe etmesiyle ile
iliskili birgok ¢calisma mevcuttur [41, 42]. Papiller tiroid kar-
sinomunda ICAM-1’in anlatiminin artig1 belirlenmis. Ay-
rica, I[CAM-1" in anlatiminin artmasi, BRAF V600E mutas-
yonu ve lenf nodu metastazi gibi agresif timor 6zellikleri
ile korele oldugu bulunmustur. ICAM-1 in tiroid kanserinin
ilerlenmesinde etkin oldugu raporlanmistir [43]. DDB2’ nin
bir¢ok kanser ¢esidinde anlatiminin degistigi belirlenmis ve
malignansi lizerinde diizenleyici etkilerinin oldugu belirlen-
mistir; 6rnek olarak meme kanseri [44], over kanseri [45],
mide kanseri [46] ve kolon kanseri [47] veriebilir. Ancak ti-
roid kanserinde etkinligi ile ilgili ¢alismaya rastlanmamustir,
DDB2 yeni biyoisaret¢i aday olabilir. RXRG’nin ise PTK
orneklerinde anlatiminin arttig1 es zamanli-PCR ile belirlen-
mis ve de-diferensiyasyon ve metastazla iligkili olabilecegi
rapor edilmistir [48].

3.5. Sonu¢ ve Degerlendirmeler

PTK’de pek ¢ok mutasyon ve biyoisaret¢i aday calisiima-
sina ragmen heniiz tam anlamiyla tan1 koydurucu ve tedavi
hedefi olabilecek bir belirte¢ ya da mutasyon bulunama-
mistir. Bu ¢alismada tiroid dokusuna ait farkli yiiksek bo-
yutlu islevsel genomik verilerin analizi ile elde edilen so-
nuglar biitlinlestirilmistir. Zenginlestirme analizleri ile p53,
PI3K-Akt, TGF-beta ve Hippo sinyal yolaginin tiroid kan-
serinde etkin yolaklar olabilecegi bulunmustur. Tiroid kan-
serine 6zgii protein etkilesim agi kurularak, JUN, LRRK?2,
BCL2, CCND1, TLE1, MET, ICAM1, DDB2 ve RXRG he-
def molekiiller ve biyoisaret¢i adaylar olarak belirlenmistir.
Bagimsiz bir veri setinden alinan bu genlerin ifadelerinin,
timor ve saglikli dokulart ayirabildigi belirlenmistir. Ayrica
JUN, TLE1 ve DBB2’nin yeni molekiiler hedefler ve biyo-
igaretci adaylar olabilecegi bulunmustur. Bu molekiiler he-
deflerin PTK nin teshis ve tedavi stratejilerinin olusturulma-
sinda kullanilabilecegi dngoriilmektedir. Ancak s6zkonusu
adaylarm validasyonu i¢in deneysel ¢aligmalarin yapilmasi
gerekmektedir.
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