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Oz

Hassas tip uygulamalari, geleneksel tedaviden farkli olarak kanser hastalari arasindaki bireysel farkliliklari dikkate alarak
hastalar1 siniflandirir. Yapilan alt tipleme ile kanser teshisi ve tedavi yanitinin tahmini i¢in yeni biyobelirteglerin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu ¢alismada, sistem biyolojisi yaklasimlari kullanilarak, rahim agz1 kanserinin en yaygin onkojenik iki tiirii
olan HPV-16 enfekte ve HPV-18 enfekte gruplart ayr1 ayri incelenmistir. Her iki alt-tip i¢in kanserin geligimi ile ilgili ayiric
biyobelirtecler sunularak, hassas tip uygulamasi olabilecek alt-tip 6zgii teshis ve tedavi yontemleri baglaminda molekiiler
hedefler sunulmas1 amaglanmustir. Literatiirde var olan ¢aligmalar, hastalik heterojenligi ve alt-tip bilgilerinden bagimsiz olarak
dogrudan rahim agz1 kanserine odaklanmustir. Ik defa bu calismada HPV-16 ve HPV-18 enfekte hasta gruplar ile ilgili
transkriptomik veri ayr1 ayri ¢alistlmistir. Rahim agzi1 kanserinde alt-tip 6zgii diyagnostik, prognostik ve ilag¢ hedefi olabilecek
biyobelirteglerini belirlemek i¢in mikrodizi meta-analizi yapilmistir. {1k olarak incelenen protein-protein etkilesimlerindeki hub
proteinlerde iki alt-tipte de ortak olan 8 protein (AR, AURKA, BRCA1, CDKN2A, EZH2, MYC, PCNA, STAT) disinda,
17’ser protein alt-tiplere 6zgii hub proteinler olarak bulunmustur. Transkripsiyonel diizenlemede 6nem arz eden TF ve
miRNA’lar arasinda isaret¢i molekiil algoritmasi ile 6n plana ¢ikanlar bulunmustur. TF’lerde alt-tipleri ayirt edebilecek belirgin
farklilik gdzlenmemekle birlikte, sadece HIF1a HPV-18 enfekte grubunda isaret¢i TF bulunmustur. HPV-16 6zgii sadece hsa-
miR-101-3p ve hsa-let-7d-5p bulunmugtur. HPV-18 enfekte gruba 6zgii ise 81 miRNA vardir. Caligsmanin en sonunda ise hub
proteinlerin bazilarini hedef alan ilaglar tizerinden ilag yeniden konumlandirma yapilmigtir. HPV-16 enfekte kanser tedavisi
icin ibuprofen ve procainamide ilaclari;; HPV-18 enfekte kanserler i¢in ise hydralazine ve memantin 6nerilen ilaglardandir.
Anahtar kelimeler: Sistem biyotibbi, rahim-agzi kanseri, biyobelirtegler, hastalik alt-tipleri, ilag yeniden konumlandirma.

Abstract

Precision medicine aims to classify patients by considering individual differences among cancer patients, unlike traditional
treatments. Novel biomarkers should be determined for cancer diagnosis and prediction of treatment response via sub-typing.
In this study, HPV-16 and HPV-18 infected groups which are the two most common oncogenic types of cervical cancer, were
examined separately using system biology approaches. By presenting differential biomarkers related to the development of
cancer for both subtypes, it is aimed to present molecular targets for subtype-specific diagnosis and treatment options from the
precision medicine perspective. Previous studies have focused on cervical cancer regardless from disease heterogeneity and
subtype information. For the first time in this study, transcriptomic data on HPV-16 and HPV-18 infected patient groups were
studied separately. Meta-analysis of microarray datasets was performed to identify subtype-specific biomarkers and drug
targets in cervical cancer. Protein-protein interactions were constructed, and 17 proteins were found as hub proteins specific to
subtypes, except common 8 proteins (AR, AURKA, BRCAL, CDKN2A, EZH2, MYC, PCNA, STAT). Among the TF and
miRNAs, which are important in transcriptional regulation were found as reporter biomolecules. Although no significant
difference was observed in TF that could distinguish subtypes, HIF 1o was the only reporter TF for HPV-18 infected group.
hsa-miR-101-3p and hsa-let-7d-5p were found specific to HPV-16 group while there were 81 miRNAs specific to HPV-18.
Lastly, drug repositioning was performed focusing drugs that target some of the hub proteins. Ibuprofen and procainamide
drugs were repurposed for the treatment of HPV-16 infected cancer whereas hydralazine and memantine were repurposed drugs
for HPV-18 infected cancers.

Keywords: Sytems Biomedicine, cervical cancer, biomarkers, disease sub-types, drug repositioning.

I. GiRiS

Rahim agz1 kanseri, serviksin dis ylizeyini kaplayan yass1 (skuamoz) hiicreler ya da endoservikal kanalda mukus
iireten adenomatoz hiicrelerden kaynaklanan habis bir neoplazmdir. Kadmlar arasinda en sik goriilen ikinci kanser
olmakla birlikte, 6zellikle kanser ileri asamada teshis edildiginde 20 ila 39 yaslar1 arasindaki kadinlarda kanser
Sliimiiniin 6nde gelen sebeplerinden biridir [1] .

2021'de tahmini 14.480 invaziv rahim agz1 kanseri vakalari teshis edilecegi ve ABD'de yaklagik 4.290 6liim
meydana gelecegi tahmin edilmistir. Rahim agzi1 kanseri goriilme oran1 1970'lerin ortalarindan bu yana Pap ile
taramanin yayginlagsmasi nedeniyle 50% den fazla oranda diigsmiistiir. Aragtirmalar, gen¢ kadinlarda goriilme
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sikligindaki son diisiisler HPV agis1 alimi ile iliskili
oldugu sonucuna ulagmistir [2]. Uluslararas1 Kanser
Arastirma Ajansi, 13 HPV tipinin rahim agz1 kanserine
neden olabilecegini ve bu tiirlerden birinin vulva,
vajina, penis, aniis ve belirli bas ve boyun kanserlerine
(6zellikle orofarenks dahil bogazin arkasi, dilin tabani
ve bademcikler) neden olabilecegini bulmustur. Genital
sigillere neden olabilecek HPV tiirleri, kansere neden
olabilecek tiirlerle ayni degildir. Yiiksek riskli HPV
tipleri arasinda, servikal kanserlerin yaklasik % 70'ine
neden olan tipleri HPV 16 ve HPV 18 dir.

Molekiiler etkilesim verileri ve farkli omik veri setleri,
bir hastaliga bagli olan aday genlerin tiim genom,
metilom, transkriptom, proteom ve metabolom
diizeyinde degerlendirilmesi ig¢in etkin olarak
kullanilabilir. Bu veriler biyolojik sistemi bir biitiin
icinde anlayabilmemiz i¢in biiyiik bir potansiyel tasir.
Farkli kanserlerde, genom, transkriptom, proteom ve
metabolomun etkili kombinasyonunun molekiiler
mekanizmay1 kesfetmek veya diyagnoz/prognoz
biyobelirtegleri belirlemek icin sistem biyolojisi
yaklagimlarmin kullanilmasinin 6nemi daha Onceki
¢alismalarda kullanilmigtir [3]. Benzer sekilde, omik
veriler rahim agzi kanseri gelisimi ve ilerlemesinin
molekiiler mekanizmasini  kesfetmek i¢in de
kullanilmistir. Bir ¢aligmada rahim agzi kanserinde
prognozun biyobelirteglerini ve tedavi sonucunu
belirlemek i¢in dokulardan DNA mikrodizin analizi
yapilmigtir. Hastalarda ortak yolaklar veya hedefler
rahim agz1 kanserinde genom, transkriptom, proteom
yaklagimlart ile tanimlanabilecegi  sdylenmistir.
Ornegin, p16 ekspresyon seviyesinin, dokudan alinmis
orneklere uygulanan mikrodizi analizi ile asag1 regiile
edildigi bulunmustur [4]. Bir bagka calismada ise
saglikli ve kanser dokularin gen ekspresyon profillerine
bakilarak ekspresyon seviyesi degisen genler
belirlenmis ve ¢alismanin en 6énemli bulgusu, CDK1,
CDK2 ve PLK1'in rahim agz1 kanserinin gelisimi ve
invazyonunda yer alan biitiinleyici genetik aglarin
modiile edilmesinde kritik roller oynamasiydi. Bu
merkez genler, rahim agz1 kanserin patogenezini
iyilestirmeye yardimci olabilir ve rahim agz1 kanserinin
tedavisi i¢in bir tan1 belirteci olarak hizmet edebilecegi
sonucuna varilmistir  [5]. Ote yandan, kanser
tedavisinde kullanilan ilaglar ile ilgili de bir¢ok sistem
bazli calisma mevcuttur. ila¢ yeniden konumlandirma
ya da bagka deyisle ilag repozisyonu olarak bilinen
yontem, piyasada mevcut bir ilacin bagka bir hastaligin
tedavisi i¢in kullanilabilirligini arastiran ve son
zamanlarda ilag endiistrisi tarafindan biiyiik ilgi gormiis
bir ¢aligma alanidir. Kemoterap6tik ajanlar, kanserli
hastalarin yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide azaltan kotii
yan etkilere sahiptir. Bu agidan ilag repozisyonu, insan
saglig1 i¢in tolere edilebilen yan etkilerin yani sira anti-
kanser aktivitesine sahip olan ama kanser tedavisinde
heniiz kullanilmayan ilaglari tanimlamak i¢in iimit vaat
eden bir strateji olarak goriiliir [6].

Literatiirde bugiine kadar gergeklestirilen rahim agz1 ile
iliskili sistem biyolojisi temelli g¢aligmalarin geneli

degerlendirildiginde, transkriptomik  diizeyindeki
calismalarin oldugu goriilmektedir. Fakat, yiiksek riskli
HPV tipleri arasinda yer alan rahim agzi kanserlerin
yaklasik % 70'ine neden olan tipler HPV 16 ve HPV 18
alt-tiplerinin mRNA diizeyinde analizlerinin biitiinciil
bakig agist ile degerlendirilmesi ve hedef genlerinin
yiiksek girig ¢ikisli fonksiyonel analizi mevcut degildir.
Benzer sekilde HPV kaynakli rahim agz1 kanseri igin
ilag yeniden konumlandirma c¢aligmalarn1 [7,8]
literatiirde az olmakla birlikte alt-tip 6zgii bir caligmaya
literatiirde rastlanmamustir.

Bu c¢alismada, her iki alt-tip i¢in farkli deneysel
platformlardan elde edilen veri setleri toplanmustir.
Rahim agz1 kanserli dokulardan alinip, analiz edilmis
yiiksek boyutlu islevsel verilerin ileri istatiksel analizi
gerceklestirilerek elde edilen ortak ekspresyon
farklilig1 gosteren sonuglar, insan protein etkilesim ag1
ile  Dbitinlestirilmistir.  Her bir veri  setinin
zenginlestirme analizleri yapilarak hastalikla ilgili
yolaklar belirlenmis ve ayrica igsaret¢i reseptor,
transkripsiyon faktorleri ve miRNA adaylart da her iki
alt-tip i¢in belirlenmistir. Her iki alt-tip igin ayiric
biyobelirtegler sunularak, hassas tip uygulamasi
olabilecek alt-tip 6zgl teshis ve tedavi yontemleri
sunma konusunda molekiiler hedefler sunulmustur. Ek
olarak, ag bazli bir yaklasimla ilag yeniden
konumlandirilma yapilmig ve alt-tip 6zgi ilaglar
listelenmistir.

Il. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismanin amacia uygun transkriptom veri setleri,
hastalikli 6rneklere karsilik saglikli bireylere ait gen
ekspresyon verileri de icermelidir. Bu gereksinimi
karsilayacak nitelikte veri setleri veri bankalarindan
elde edilebilmektedir.

Incelenen rahim agz1 kanser tiiriine ait bes mRNA gen
ekspresyon (transkriptom) veri seti GEO [9] ve
ArrayExpress [10] veri bankalarindan hali hazirda elde
edilmistir. Analiz igin se¢ilmis ilk veri seti listesi; veri
setlerinin numarasi, HPV16 ve HPV18 enfekte 6rnek
sayisi, platform bilgisini igcerecek sekilde sunulmustur
(Tablo 1).

Tablo 1. Onerilen projede kullamlacak veri setlerine
ait 6rnek sayilar1 ve mikrodizin platform bilgisi
HPV16 | HPV18

Veri Seti Saghkh ile ile
Numarast Ornek | Enfekte | Enfekte Platform

Sayist | Ornek | Ornek

Sayis1 | Sayisi

GSE9750 21 19 3 HG-U133A
GSE7803 10 10 4 HG-U133A
GSE6791 8 8 3 HG-U133_Plus_2
GSE52903 17 55 - HuGene-1_0-st
GSE39001 5 19 - HuGene-1_0-st
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2.2. Yontem

2.2.1. Rahim agzi kanseri alt-tiplerine  mMRNA
seviyesinde anlatimi farklilik gosteren genlerin

tespiti

Saglik ve hastalik kosullart karsilastirildiginda,
ekspresyonunda farklilik gosteren genlerin (DEG)
bulunmast i¢in her wveri seti bagimsiz olarak
R/Bioconductor  (www.bioconductor.org)  yazilim
platformu altinda istatistiksel olarak analiz edilmistir.
Analiz siiresince, RMA normalizasyonu [11] ve
mikrodizin verileri i¢in linear modeller (LIMMA) [12]
metodu kullanilmigtir. Coklu hipotez testleri geregince
p-degerlerinin  diizeltilmesi FDR  yontemi ile
gerceklestirilmis ve her veri setinin istatiksel analizi
sonrasi ekspresyonda farklilik gdsteren genler
bulunmustur. Klasik yaklasim olan standart p-deger
smirlar1 yerine, volkano c¢izgeleri ile istatistiksel
anlamlilik iki boyutta (p-degeri ve kat degisimleri)
belirlenmistir.

Kullanilan adj-p degeri i¢in iist sinir1 maksimum 0.05,
kat degisiminin logaritmasindaalt-sinir %50 degisim

olarak  dikkate almmistir. Gen anlatimindaki
degisikligin  yonii (gen anlatimi artan/azalan)
belirlenecektir.  Genlerin isimlendirmeleri  (gene

symbol, Entrez Gene ID, Affy ID vs.) ile ilgili
degisiklik yapilmasi gerektiginde “AnnotationDbi”
[13] R paketi kullanilmistir. Sonrasinda her alt-tip i¢in
ekspresyon seviyesi degisiklik gosteren ortak genler
belirlenmistir.

2.2.2. Biyolojik Proses ve Yolaklarin belirlenmesi

Ekspresyonunda farklilik gosteren genlerin yolizi,
hastalik ve gen ontoloji (GO) zenginlestirme analizleri,
METASCAPE  biyoinformatik aract  {izerinden
gerceklestirilmistir [14]. Her alt-tipe ait ortak genlerden
sadece o0 alt-tipte DEG ¢ikan genler ayrica DAVID [15]
zenginlestirme aract kullanilarak, yolizi iligkili veri
bankalar1 olan KEGG; molekiiler fonksiyon, biyolojik
proses ve hiicresel kopartman bilgisini igeren gen
ontoloji terimleri (GOterm); hastalik iligskisi kuran
GAD ve OMIM gibi bilinen, halka agik veri
bankalarindan bilgiyi ¢ekerek analiz edilmistir.
Zenginlestirme analizlerinde p-degeri 0.05 ‘ten kiigiik
olanlar, istatistik olarak anlamli kabul edilmistir.

2.2.3. Protein-protein etkilesim aglarmmin yeniden
yapilandirilmasi ve topolojik analizi

Proteinlerin fiziksel etkilesimleri aglarinin yeniden
yapilandirilmasi ile rahim agzi kanserinin iki temel alt
tipi (HPV16 ve HPV 18 kaynakli kanser) icin ¢ekirdek
(hub) genleri ve onlarla etkilesim halinde olan
proteinler belirlenmesi hedeflenmigtir. Bu amagla,
BIOGRID version 4.2 [16] kullanilmis ve sadece
fiziksel etkilesimi olan protein-protein etkilesim listesi
kullanilmistir.  YOnlendirilmemis protein protein
etkilesimi  (PPIs), ekspresyonu her alt-tip icin
ekspresyon seviyesi degisiklik gosteren ortak proteinler
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etrafinda kurulmus ve sonrasinda Cytoscape (v3.5.0)
kullanilarak ag yapisi gorsellestirilmistir [17]. Hub
proteinlerini belirlemek i¢in, Cytohubba eklentisi [18]
kullanilarak topolojik analizler yapilmistir. Bir yerel
metrik (degree) ve bir global metrik (betwenness)
olmak tizere es zamanl ¢ift metrik yaklagim [19] ile ag
topolojisi incelenmistir. Bu metrikler skorlarina gore
siralanmig ve her iki al-tip igin ilk 20 protein hub
protein olarak kabul edilmistir.

2.2.4. Isaretci transkripsiyon faktorleri, reseptorler ve
miRNA'larin tanimlanmasi

Isaretci molekiil algoritmas1 [3] MATLAB (R2010)
programu vasitasiyla, ekspresyonunda farklilik gésteren
genler baz alinarak isaretci reseptorleri, transkripsiyon
faktorleri (TF) ve miRNA'larn tanimlamak igin
kullanilmistir. Isaret¢i TF ve miRNA’lar ile onlarin
etkilesim i¢inde oldugu proteinlerin belirlenmesi igin
diizenleyici aglardan (TF-hedef geni ve miRNA-hedef
gen etkilesimlerini temsil eden) yararlanilmistir. Esik
deger olarak ise p-degeri<0.05 istatiski olarak anlamli
kabul edilmistir.

2.2.5. Ila¢ Yeniden Konumlandirma

Istatistiksel analizlerle desteklenen transkriptomik
gidiimlii bir ilag yeniden konumlandirma araci olan
geneXpharma [20], 15 farkli veri tabanini birlestiren
Drug Gene Interaction Database (DGIdb 2.0) [21] veri
bankasindan kapsamli ilag-gen etkilesim verisini
kullanarak, gen ifadesine dayali bir ilag yeniden
konumlandirma analiziyle rahim agzi kanserinin de
icinde bulundugu 48 hastalik i¢in ilag adaylar
sunmaktadir. geneXpharma, 48 hastalik icin 118
hastaliga 6zgii gen ekspresyonu profil veri setini, gen-
hastalik ve ilag-hastalik iligkileri i¢in istatistiksel
degerlendirmeleri igermektedir. geneXpharma, mMRNA
seviyesinde anlatimi farklilik gosteren genler tizerinden
ilaclarin o veri setindeki ilag-gen etkilesimi i¢in de p-
degeri atamaktadir.

[statistiksel baglanti yontemi [22], gen ekspresyon
verisine uyarlanarak ilag-veri seti iligkilerinin
ongoriilmesinde kullanilmigtir. Bir ilacin hastalik veri
seti ile iligkisi, Esitlik (1) de gosterilen hipergeometrik
olasilik yogunluk fonksiyonu kullanilarak yapilan
istatistiksel bir test ile belirlenir.

N—-m

Mo
SN

n
Bu noktada, p a, B ilag o’nin veri kiimesi, B ile
iliskisinin tahmini olasiligin1 agiklar. N, veri kiimesi 8
'daki prob sayisidir; m ise veri kiimesi ’daki toplam
anlatim farklilig1 gésteren gen sayisidir. n, biitlin ilag-
ilag etkilesimleri hesaba katildiginda ilag o ile
etkilesime giren genlerin sayisidir; x ise, veri seti B’da
ilag a ile etkilesime giren genlerin sayisidir. Kisaca, m
/ N insan genomu igerisinde hastaliga bagli genlerin

m
X

(1)
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oranini ve x / n ila¢ a ile etkilesime giren, ancak veri
seti B ile iligkili olan genlerin oranini yansitir. Ayni
prosediir, ilacin en az bir etkilesimi de dahil olmak
iizere her olasi ilag veri kiimesi ¢ifti i¢in tekrar edildi.

Bulunan ilaglara ait hipergeometrik p- degeri esigi
olarak 0.001°den kiigiik ilaclar c¢alismaya dahil
edilmistir.

III. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Anlatim Degisen Genler

HPV-16 enfekte rahim agzi kanserine sahip hastalara
ait bilgilerin oldugu 5 veri seti bulunmus iken, HPV-18
enfekte rahim agzi kanserine sahip hastalara ait
bilgilerin oldugu 3 veri seti bulunmustur. Her bir veri
setinin tek tek istatiksel analizi yapilarak anlatimi
azalan ve artan genler belirlenmistir (Sekil 1). HPV-16
enfekte veri setleri analiz edildiginde en ¢ok DEG

_—

/

A) HPV16 enfekte rahim agzi kanseri

17

vg

7
287

225 e

Veri Seti

Numarasi Yukari-Regule DEG | Asagi-Regule DEG |Total DEG

GSE9750

1327 773 2100

GSE7803

709 427 1136

GSE6791

5057 4886 9943

‘ GSE52903 932 1298 2230
. /
\ GSE39001 793 991 1784 /

bulunan veri seti GSE6791, 5057 artan ve 4886 azalan
gen ifadesi ile tespit edilmistir. Anlatimi degisen gen
sayis1 en az olan veri setinde ise 709 artan, 427 azalan
gen ifadesi tespit edilmistir. Analiz edilen 5 veri setinde
ise ortak DEG sayis1 236 tanedir (Sekil 1A). GSE6791
ve GSE7803 disindaki verisetlerinden elde edilen
sonuglar ortalama 2000 DEG ile birbirine daha yakin
bulunmustur.

HPV-18 enfekte veri setleri analiz edildiginde ise en
¢ok DEG bulunan veri seti yine GSE6791 olarak
bulunmustur. 3661 artan ve 2796 azalan gen ifadesi ile
tespit edilmistir. Anlatim1 degisen gen sayisi en az olan
veri seti GSE7803 analizinde ise 435 artan, 437 azalan
gen ifadesi tespit edilmistir. Analiz edilen 3 veri setinde
ise ortak DEG sayis1 306 tanedir (Sekil 1B). HPV-18
enfekte veri setlerindeki sonuglarda DEG sayilari

olduk¢a farkli ¢ikmasmma ragmen ortak genler
belirlenebilmistir.
B) HPV18 enfekte rahim agz kanseri \

Veri Seti

Numarasi | Yukari-Regule DEG | Asagi-Regule DEG | Total DEG

GSE9750

1365 987 2352

GSE7803

435 437 872

GSE6791

3661 2796 6457

\\H

Sekil 1. Istatiksel analizler sonucunda A) HPV-16 enfekte rahim agz1 kanseri veri setlerinde anlatimi degisen
genler, B) HPV-18 enfekte rahim agz1 kanseri veri setlerinde anlatim1 degisen genler

Alt-tip 6zgii ortak gen setleri belirlendikten sonra yine
¢akigsan genler incelendiginde ortak 102 DEG oldugu
goriilmistiir (Sekil 2A). Tim veri setlerinden elde
edilen sonuglarda (Ek Tablo 1) her iki alt-tip igin
incelendiginde ve ortak ¢ikan genler analiz disinda
birakildiginda bulunan genler, birbirinden bagimsiz
farkl1 veri setlerinin analizi sonucunda bulundugu igin
bu gen setleri hastaligin alt-tiplerine ait ayiric1 bilgi
verecegi on goriilmektedir.

3.2. HPV-16 ve HPV-18 Kaynakli Rahim Agz
Kanserleriyle Iliskilendirilen Sinyal Yolaklar:

[liskili sinyal yolaklart bulunur iken her iki alt-tipin
kendi veri setleri arasinda ortak olan HPV16 grubundan
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236 gen ile HPVI18 grubundan 306 genin kesigim
kiimesi ele almmustir.  1ki alt-tipte anlatim1 degisen
ortak 102 gen oldugu belirlenmistir (Sekil 2A). Bu
ortak genlerin biyolojik olarak anlamlandirilabilmesi
icin zenginlestirme analizleri yapilmustir.
METASCAPE iizerinden yapilan zenginlestirme
analizleri, alt-tiplere ait 6zgiin genler olmasina ragmen,
bu genlerin ¢ogunlukla ortak yolaklarda veya benzer
fonksiyonlarda oldugunu gostermistir (Sekil 2B).

Bulunan yolaklar ve GO terimleri genellikle hiicre
dongiisii ve boliinmesi ile ilgili hiicresel yolak ve
siireclerdir. DNA replikasyonu, hiicre dongiisi,
mayoz boliinme, hiicre bdliinmesi, hiicre boliinmesinin
diizenlenmesi gibi yolaklara ek olarak SUMOIlama
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hedef proteinleri, AURORA B, E2F, PLK1, ATR ve
FOXMI1 yolaklar1 da istatistiki olarak anlamlilig1 en
yiksek ilk 20 yolak seklinde tespit edilmistir (Sekil
2C).

Ayrica alt-tiplere 6zgii genlere odaklanip, aktiflesen
yolaklar1 belirlemek amaciyla DAVID biyoinformatik
programt kullanilarak anlatimi degisen genlerin rol
aldig1 yolaklar da belirlenmistir. KEGG yolaklarina
bakildiginda, HPV18 6zgii genlerin kronik miyeloid
16semi ve Fc gamma R odakli fagositoz yolaklarimin
p<0.05 oldugu gériilmiistiir. Ote yandan, HPV16 6zgii
genler oosit mayozu, progesterone odakli oosit
maturasyonu, Fanconi anemi yolagi, p53 sinyal yolagi
ve HTLV-1 enfeksiyonu oldugu goriilmiistiir. Ozgii
genler iizerinden zenginlestirme analizi yapilmis olsa

A)Gen Kesisim Analizi

4

=

gInat

da GO molekiiler fonksiyonlara bakildiginda ortak
gruplar oldugu goriilmiistiir. Farklt genlerin ayni
fonksiyonu paylastig1 sonuglar arasinda protein, enzim
ve kromatin baglanma fonksiyonlart yer almustir.
Sadece HPV-16 6zgii gruptaki genlere ait fonksiyonlar
protein kinaz, tek sarmal DNA tiibiilin ve identik
protein baglanmasi, histon kinaz aktivitesi ve siklin
bagimli protein serin/treonin kinaz aktivitesi olarak
goriilmistiir. Sadece HPV-18 6zgii gruptaki genlere ait
fonksiyonlar ise ¢ift sarmal DNA, ubikutin protein
ligaz, poli A RNA, mRNA, ubikutin, integrin, reseptor
baglanmalar1 ve niikleositoplasmik tasiyic1 veya
ubikutin konguje enzim aktivitesi gibi sonuclari
kapsamaktadir (Ek Tablo 2).

B) Paylasilan Gen Ontoloji Terimleri ile
Genisletilmis Kesisim Analizi

C)Zenginlestiriimis Gen Ontoloji Kimeleri

s

-10g10(P)

R-HSA-3108232: SUMO E3 ligases SUMOylate target proteins
R-HSA-8953750: Transcriptional Regulation by E2F6
GO0:0031570: DNA integrity checkpoint
G0:0051302: regulation of cell division
R-HSA-73886: Chromosome Maintenance
R-HSA-68886: M Phase

G0:0051321: meiotic cell cycle

M14: PID AURORA B PATHWAY

M40: PID E2F PATHWAY

M129: PID PLK1 PATHWAY

M176: PID FOXM1 PATHWAY

G0:0045787: positive regulation of cell cycle
G0:0071103: DNA conformation change

M46: PID ATR PATHWAY

G0:0051301: cell division

G0:0051983: regulation of chromosome segregation
ko04110: Cell cycle

G0:0006261: DNA-dependent DNA replication
R-HSA-1640170: Cell Cycle

GO0:0006260: DNA replication

Sekil 2. Zenginlestirme analizi sonuglar1 A) ki alt-tipte ortak olan genlerin gdsterimi B)iki alt-tipte anlatim
degisen genlerin ait olduklar1 gen ontoloji terimlerinin kesisim analizi C) iki alt-tipte de goriilen zenginlestirilmis

gen ontoloji

3.3. HPV-16 ve HPV-18 Kaynakli Rahim Agz
Kanserlerinde Protein Etkilesim Ag

Metot kisminda belirtilen, proteinler arasinda fiziksel
etkilegsimin oldugu protein- protein etkilesim ag1
kullanilarak alt-tiplerde ortak olan genlerin eksprese
ettigi proteinler etrafinda ilk komgsular1 alinarak
etkilesim ag1 kurulmustur (Sekil 3). HPV-16 alt-tipinde
ortak genlerin eksprese ettigi 236 protein ve komsulari
arasinda 3497 etkilesim bulunmus iken; HPV-18 alt-
tipindeki ortak genlerin eksprese ettigi 306 protein ve
ilk komgular1 arasinda 4311 etkilesim oldugu
bulunmustur.

541

kiimeleri

Protein-protein etkilesim aglar1 sinyalizasyon ve
hiicresel proseslerin  gergeklesmesi i¢in  Onemli
islemlerdir. Bu agidan bakildiginda genis aglarin
olugsmas1 6n goriilmekte ve “hub” protein denilen
cekirdek proteinlerin de bu aglarinda merkezinde
onemli rollere sahip oldugu bilinmektedir.

Her iki alt-tip icin metotta belirtildigi iizere topolojik
analizler yapilmustir. Bir yerel metrik (degree) ve bir
global metrik (betwenness) olmak iizere es zamanli ¢ift
metrik yaklasim ile ag topolojisi incelenmistir. Degree
yani Derece diye adlandirilan metrik, temel olarak o
proteinin  diger proteinlerle etkilesim  sayisim
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vermektedir. Betwenness ise Tiirk¢e’ye Arasindalik
Merkeziligi olarak gecer ve bir proteinin diger
proteinler arasinda gegig/koprii konumunda olma
diizeyini belirlemeyi amaglar. Hesaplanan Derece
merkeziligi ve Arasindalik merkeziligi ile ilgili elde
edilen skorlar Tablo 2°de sunulmustur. Iki metrikte de
ortak olan ve tekrarlanan proteinler ¢iakrildiginda, iki
alt-tip i¢in de 25’ser hub protein oldugu belirlenmistir.

Tablo 2’de belirtilen hub proteinlerden iki alt-tipte de
ortak olan 8 protein soyledir: androjen reseptor (AR),
Aurora Kinaz A (AURKA), Meme kanseri tip 1
duyarlilik proteini (BRCAL), Sikline bagimli kinaz
inhibitoriic 2A  (CDKN2A), Zeste homolog 2'nin
gliglendiricisi (EZH2), bir proto-onkogen (MYC),
Cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve
Transkripsiyon 1'in sinyal transdiiseri ve aktivatorii
(STATL). Bunlarin disinda kalan diger 17’ser protein
ise alt-tiplere 6zgii hub proteinler olarak bulunmustur
(Ek Tablo 3).

Sekil 3. Alt-tiplere ait veri setlerinde ortak proteinlere
ait genis protein-protein etkilesim ag1. Mavi renk
HPV16 6zgii; kirmizi renk HPV18 6zgii; mor renk
ortak ve dortgen seklinde olan proteinler ise hub
proteinlerdir.

Tablo 2. HPV-16 ve HPV18 enfekte alt-tiplerde hub proteinlerin topolojik 6zellikleri

HPV-16 enfekte grupta ortak genler HPV-18 enfekte grupta ortak genler
Diger proteinlerle etkilesim Arasindalik Merkeziligi Diger proteinlerle etkilesim .
sayi1s1 sayist Arasindalik Merkeziligi
Hub protein Skor Hub protein Skor Hub protein Skor Hub protein Skor
ESR1 356 ESR1 1097417 | AR 150 AR 708715.8
BRCAl 266 BRCA1 1024326 | CUL3 133 YWHAZ 561531.1
AR 150 AR 342464 PCNA 120 CUL3 532139.7
PCNA 120 PCNA 260345.9 | YWHAZ 114 PCNA 469825.9
PARP1 108 PARP1 248436.5 | UBE2D3 103 APP 464536.8
EZH2 97 EZH2 243805.4 | EZH2 97 EGFR 454908.3
CDK1 77 AURKA 191646.9 | APP 91 BRCAl 441452.1
RAD51 71 PSMD2 180511.2 | IFI16 90 HSPD1 412392.5
CDKN2A 68 CDK1 168307.7 | H2AFX 83 UBE2D3 393295.3
AURKA 67 CDC20 145950.9 | HSPD1 76 IFI16 368855.2
CDC20 67 CDKN2A 139946.1 | RPL14 69 KPNB1 305044.4
PSMD2 66 RAD51 129355.6 | RBBP7 69 EZH2 302530.8
CBX3 56 MYC 127588.2 | CDKN2A 68 H2AFX 284296
RPA2 56 KIF23 126171.2 | AURKA 67 CDKN2A 233861.9
MCM2 54 ECT2 124068.2 | CBX5 67 AURKA 232550.1
STAT1 53 KPNA2 122212.1 | SUZ12 64 MYC 221538.3
MCM7 51 RNPS1 1212725 | PTPN11 64 CBX5 205146.6
DNMT1 48 CEP55 119778.6 | RPL10A 63 RBBP7 199167.1
CCNA2 47 CBX3 118746 RPL15 62 STAT1 192784.2
RNPS1 45 STAT1 116440.7 | CRK 61 PTPN11 186636.8
3.4. HPV-16 ve HPV-18 Kaynakli Rahim Agz ifadeyi kontrol eden elemanlardir. Rahim agzi

Kanserlerinde Isaretci transkripsiyon faktorleri,
reseptorler ve miRNA'lar

Transkripsiyonel  diizenleyici  elemanlar  olan
transkripsiyon faktorleri (TF) veya mikroRNA’lar
(miRNA) biyolojik yolaklardaki transkripsiyonel
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kanserinin alt-tiplerine ait hub genlerin biiyiik
cogunlugunun, insan transkripsiyonel diizenleyici ag
elemani olmalari da bu sebeple sasirtict degildir. HPV-
18 enfekte rahim agzi kanserleri igin incelenen 3 veri
setinde ortaya ¢ikan transkripsiyon faktorleri ve
miRNA’larin sayilart Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. HPV18 enfekte kanser hastalarinda isaretci
transkripsiyon faktorleri, reseptorler ve miRNA'lar

Veri seti Numarasi TF miRNA
GSE6791 13 173
GSE7803 14 164
GSE9750 14 128

Ortaklik 13 91

HPV-16 enfekte hastalara ait incelenen 5 veri setinde
ortaya ¢ikan transkripsiyon faktorleri ve miRNA’larin
sayilar1 Tablo 4’de verilmistir. Veri setlerinin kendi
icinde ortakliklari incelenmekle birlikte, iki alt- tip
arasinda ortak olan ifadeler de incelenmistir. Sonuglara
gore iki alt-tipte de tiim isaretci TF’lerin (ETSL,
GATA2, AR, YBX1, FOXP3, GATAl, PRDM14,
E2F4, ESR1, GATAS, TFAP2C, FOXAL1) ayni1 oldugu,
sadece HPV-18 enfekte grupta ek olarak, Hipoksi ile
indiiklenebilir ~ faktér 1-alfa (HIF1A) oldugu
bulunmustur. miRNA’lara bakildiginda ise HPV-16
enfekte grupta 11 tane ¢ikan isaretgi miRNA’larin 9
tanesi (hsa-miR-124-3p, hsa-let-7b-5p, hsa-miR-106b-
5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-let-7a-5p, hsa-
miR-10a-5p, hsa-miR-103a-3p, hsa-let-7¢c-5p) HPV-18
isaret¢i miRNA listesinde de goézlenmistir. HPV-16
Ozgii sadece hsa-miR-101-3p ve hsa-let-7d-5p
bulunmustur. HPV18 enfekte gruba o6zgii ise 81
miRNA vardir (Ek Tablo 4).

Tablo 4. HPV16 enfekte kanser hastalarinda isaretci
transkripsiyon faktorleri ve miRNA'lar

Veriseti Numarasi TF miRNA
GSE6791 13 172
GSE7803 14 135
GSE9750 14 152

GSE39001 13 168
GSE52903 13 167
Ortaklik 12 11

35. HPV-16 ve HPV-18 Kaynakli Rahim Agzi
Kanserlerinde Ila¢ Yeniden Konumlandirma

Diinyada, farkli hesapsal yontemlerin kullanilarak ilag
repozisyonu yapilmasina olanak saglayan halka agik
veri tabanlar1 oldugu gibi [6], iilkemizde de ilk olarak,
halka agik, web erisimli, transkriptomik / gen
ekspresyonu kilavuzlu yeni bir ilag arama motoru olan
geneXpharma (http://www.genexpharma.org)
tasarimini grubumuzda raporlanmistir [20].
GeneXpharma, yedi farkli hastalik kategorisinde 48
hastalik icin istatistiksel olarak degerlendirilmis gen
ifadeleri ve bunlarin ilag etkilesimlerini saglayan
kullanici dostu bir arayiize sahip, icretsiz bir
platformdur. GeneXpharma, hastalik-gen-ila¢ {cliisti
iizerine kurulu hipotezler {iretmek {izere tasarlanmig ve
diizenlenmistir. Bdylece hangi ilaglarin potansiyel
olarak hangi hastaliklara kars1 kullanilabilecegini 6n
gbren, biyoinformatik/kodlama bilmeyen hekim,
biyolog, onkolog gibi arastirmacilara yon vermek igin
kullanilabilecek bir arama motorudur. GeneXpharma
kullanilarak, prostat kanser tedavisi igin zenarestat
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[20]; bas ve boyun Kkanseri tedavisi igin ise
rosiglitazone, risperidone, clocortolone [23] gibi ilaglar
tedavi i¢in Onerilmistir.

Bu calismada da hub proteinler {izerinden ilag yeniden
konumlandirma yapilmistir. Hub proteinlerden de ortak
olan veya TF fonksiyonu gosteren hub genler
filtrelenmis ve sadece HPV’nin iki alt-tipinde &zgii
proteinlerin ve o alt tipin 6zgii ilaglarin oldugu sonuglar
alimmigtir (EK Tablo 5). HPV-16 alt tipi i¢in 6 hub
protein (CDK1, DNMT1, MCM2, MCM7, PSMD?2,
RAD51) ve 45 ilacin/ilag grubunun etkilesimini iceren
50 etkilesim; HPV-18 alt tipinde ise 3 hub protein
(EGFR, APP, PTPN11) ve 165 ilacin/ilag grubunun
etkilesimini igeren toplam 165 etkilesim agi
onerilmistir. HPV-16 alt-tipi i¢in CDK inhibitorleri 6n
plana ¢ikarken, HPV-18 alt-tipi i¢in iliskili ¢ikan
ilaglarin  genellikle EGFR inhibitorleri, —anti-
depresanlar, interferonlar gibi gruplardan oldugu
bulunmustur. HPV-18 6zgii ilaglarin sonuglari, sasirtict
olarak, vitamin A, vitamin E veya zerdecal gibi dogal
molekiillere uzanan genis bir sonug¢ havuzu sunmustur.
Ayrica her iki alt-tipte de ortak olmayan ama yine de
kanser tedavisinde kullanilan HPV-16 listesinde
cyclophosphamide, ifosfamide, busulfan, azacitidine,

pemetrexed, decitabine temozolomide, vincristine,
doxorubicin; HPV-18 listesinde ise pazopanib,
rituximab,trastuzumab, olaparib dasatinib, fulvestrant,
imatinib vemurafenib gibi kemoterapotik ilaglar
listelenmistir. Dogrudan  kanser  tedavisinde
kullanilmayanve alt-tiplere 06zgii olan ilaglar ise
yeniden konumlandirma adayr olarak sunulmustur.
Ormnegin, HPV-16 enfeckte kanser tedavisi icin anti-
inflamatuvar bir ilag olan ibuprofen ve anti-aritmi
tedavisinde kullanilanprocainamide ilaglar1
Onerilmistir. HPV-18 enfekte kanserler igin ise
vazodilatér olan hydralazine ve Alzheimer tipi
demansin semptomatik tedavisi i¢in kullanilan NMDA

(N-metil-D-aspartat)  reseptdor  antagonisti  olan
memantin onerilen ilaglardandir.

3.6. Tartisma

Rahim agz1 kanserinin olugmasima sebep olan

onkojenik HPV enfeksiyonlar1 arasinda en yaygin
goriilenleri HPV16 ve HPV18 kaynaklidir. Bunun bir
sonucu olarak, bu alt-tiplerin hastaligin patogenezinde
rol oynayan genetik ve ¢evresel faktorlerinin
tanimlanmasi, molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmas: agisindan 6nem tagimaktadir. Rahim
agz1 kanserinde artan insidans ve yiiksek 6liim oranina
iliskin istatistiklere gore, rahim agz1 kanseri i¢in yeni
tan1 ve tedavi stratejilerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu
sebeple, etkili  diyagnostik veya  prognostik
biyobelirteglerin belirlenmesi, terapotik hedeflerin
arastirilmast ve etkili ilag yeniden konumlandirma
stratejileri onem arz etmektedir. Bu siire¢ boyunca da
alt-tiplere ait ¢alismalarin yapilmasi, kisisellestirilmis
tip uygulamasina giden yolda bir ara basamak olup,
etkili bir hassas tip uygulamasidir.
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Son on yilda, rahim agzi kanserinin molekiiler
mekanizmasim1 anlamak i¢in Onemli arastirmalar
yapilmustir. Ancak, hastaligin alt-tiplerine 6zgii ve
etkili biyobelirtecler mevcut degildir ¢iinkii c¢ogu
calismada tek bir biyobelirteg iizerine odaklanip,
biitiinciil olarak bir etkilesim ag1 seviyesinde inceleme
yapmamustir. Ote yandan, farkli omik seviyelerdeki
biyolojik verilerin biyomolekiiler aglarla
entegrasyonunu saglayan sistem biyolojisi ¢aligsmalari
bu agig1 kapatmak iizere uygulanmaktadir [24-27].
Sistem biyolojisi perspektifinden yapilan ¢aligmalarda
ozellikle kanser gibi kompleks hastaliklarda hastaligin
alt-tiplere ayrilmasi ve bu alt-tiplere 6zgii biyobelirteg
veya ila¢ hedefi belirlenmesi gelecek vadeden bir
konudur [28].

Bu ¢aligmada, rahim agzi kanserine ait HPV-16 ve
HPV-18 enfekte iki alt-tipin bagimsiz veri setlerinde
analiz ederek, gen ekspresyonunun bir meta-analizini
gerceklestirilmistir. Iki alt-tip iginde rahim agz
kanserinin temel DEG'leri belirlenmis ve bu bilgileri
kapsamli insan biyomolekiiler aglari (protein-protein
etkilesim ve transkripsiyonel diizenleme agi) ile
entegre edilmistir. Tanida kullanilabilecek molekiiler
belirtegler, ilag hedefleri tespit edildigi gibi ilag
yeniden  konumlandirma ile de  alt-tiplerde
kullanilabilecek farkli ilagla dnerilmistir.

Onceki yillarda yapilmis olan bir meta-analizde, rahim
agz1 kanserindeki 6nemli genleri arastirmak igin iig
MRNA mikrodizi veri setini kullanilmigtir. Ayrica, bu
etkilesen genler, bir protein-protein etkilesim ag1 ile
netegre edilerek kullanilmistir. RhoB (Ras homolog
aile liyesi B), stathmin 1 ve siklin D1'in servikal kanser
ilerlemesinde anahtar genler oldugu bulunmustur.
Dahasi, RhoB ve stathmin 1, serviks kanserinin tani ve
tedavisi igin potansiyel biyobelirtegler olarak
tanimlanmustir [29].

Rahim agz1 kanseri transkriptom verilerinin meta-
analizinin yapildig1 bir diger ¢aligma [3], ortak gen
setinin, hiicre dongiisii, DNA replikasyonu, p53 sinyal
yolu, oosit mayozu ve olgunlagsmasi gibi temel
biyolojik stire¢leri on plana ¢ikardigi gorilmiistiir.
Bizim ¢aligmamizda da iki alt-tipte ortak genler, DNA
replikasyonu, hiicre dongiisli, mayoz boliinme, hiicre
boliinmesi, hiicre boliinmesinin diizenlenmesi gibi
benzer yolaklart 6n plana ¢ikarmigtir. Farkli olarak,
ortak gen seti yerine HPV16 6zgii genler, oosit mayozu,
progesterone odakli oosit maturasyonu, p53 sinyal
yolagint  zenginlestirme analizi sonucu olarak
sunmustur.

Arastirmaya protein seviyesinde bakildiginda ise ortak
¢tkan hub proteinlerin (6rnegin AR, MYC, BRCAI,
PCNA, ESR1) sadece rahim agzi kanserinde degil,
bagka bir¢ok farkli kanser tiiriinde de etkili oldugu
gozlenmistir [30]. BRCAI1, ESR1 ve PCNA'nin rahim
agzi kanseri ile iligkili oldugu zaten gosterilmistir [31—
34]. Daha onceki meta-analize benzer [3], bizim
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calismamizda da o6n plana c¢ikan sikline bagimh
kinazlar (CDKs), apoptoz, hiicre boliinmesi, agri
sinyali, RNA ekleme, noéronal hiicre fizyolojisi ve
insiilin salim siireclerinde gorevlidir [35]. Onceki
calismada belirtilen CDK 1, bizim ¢aligmamizda sadece
HPV-16 6zgii bir hub protein olarak bulunmus iken her
iki alt-tipte de gozlenen CDKN2A dir.

Rahim agz1 kanserin arkasindaki mekanizmalari
arastiran bireysel gen ekspresyon ¢alismalarina ragmen
[36-40], bu hastalikta aday biyobelirtegler veya
terapOtik hedefler olarak genleri, proteinleri ve
miRNA'lar1 dngoren sistem diizeyinde biitiinlestirici
analizler literatiirde sinirlidir. Biitiinlestirici bir ¢aligma
orneginde, ekspresyonu farklilik gésteren genler
(DEG'ler) ve transkripsiyon faktorlerinin  (TF'ler)
baglanma alanlarinin promoter sekanslarinin bir
analizi, E2F'yi kritik bir transkripsiyonel diizenleyici ve
servikal kanser tedavisi igin potansiyel bir molekiiler
hedef olarak Onermigtir [41]. Baska bir caligmada,
miRNA'lar, miR-203 ve miR-30b ve hedef genler
BIRC5, HOXAl ve RARB, miRNA'larin ve
hedeflerinin sistematik analizi ile ortaya konmus ve
rahim agz1 kanserinin patogenezinde kritik oyuncular
olarak onerilmistir [42]. Ayrica, insan protein etkilesim
verileri ve rahim agzi kanseri gen setlerini entegre
ederek, rahim agz1 karsinogenezinde yer alan birkag
yeni aday (6rnegin, VEGFA ve IL-6) genleri de tahmin
edilmistir [43].

Bir arastirmada, mMIiRNA mikrodizi y6ntemini
kullanilmig ve miR-188, miR-99, miR-125b'nin asag
regiile edildigi, miR-223"lin ise rahim agz1 kanserinde
yukar1 regiille edildigini bulmustur. Bu miRNA
ekspresyonu, servikal kanser hastalarinin kisa siireli
sagkalimi ile iligkili olarak rapor edilmistir [44]. EK
olarak, miR-17-5p'nin  MiRNA mikrodizi yoluyla
servikal kanserde yiiksek oranda eksprese edildigi
dogrulanmistir. Dahasi, miR-17-5p'nin rahim agzi
kanserinde TGF-(doniistiiriicti bitytime faktorii-beta) -
reseptor 2'yi hedefleyerek hiicre proliferasyonunu ve
metastazi tegvik ettigi tanimlanmigtir [45].

Bir bagka arastirma grubu, miRNA mikrodizi analizi ile
rahim agzi kanserinde belirgin sekilde ifade edilen
miR-143  dahil olmak {izere 24 miRNA'y1
tanimlamigtir. Dahasi, rahim agzi kanserinde miR-
143'n asagt regiilasyonu ve miR-143"in asir1
ekspresyonu apoptozu indiikledigi ve Bcl-2'yi
hedefleyerek  tiimor biiylimesini inhibe ettigi
gozlenmistir [28]. Basgka bir c¢alisma, rahim agz
kanserinde miR-203 dahil 15 farkli sekilde eksprese

edilmis miRNA tanimlamigtir [28]. MiR-195-5p'nin
yetersiz  ekspresyonu, servikal kanserde miRNA
mikroarray  analizi  ile  belirlenmisgtic  [28].

Derinlemesine arastirma yapildiginda ise miR-195-
5p'nin MMP-14'i hedefledigini ve servikal karsinom
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu
baskiladigimi gosterdi, yani yetersiz ekspresyonunda
kanser olugma olasihigimin arttign bulunmustur [28].



Cervical Cancer Drugs

Int. J. Adv. Eng. Pure Sci. 2021, 33(4):537-548

HPV-16 o6zgii ¢ikan miR-101, JAK yolaginin
inhibisyonu vasitasiyla rahim ag1 kanser hiicrelerinin
¢ogalmasini ve apoptozunu etkiledigi gézlenmisti [46].
HPV-18 6zgii miRNA’larin gorece daha cok ¢ikmus
olmasi dikkat ¢ekici bir diger sonugtur. Bu alt-tipe 6zgii
cikan gen setinin transkripsiyonel diizenleyici aglarda
daha ¢ok yer aldigi sonucunu ¢ikartmaktadir. Zaten,
GO biyolojik proseslerde de HPV-18 6zgii genlerinin
daha ¢ok regiilasyon ile iligkili proseslerde 6n plana
¢iktig1 goriilmektedir (Ek Tablo 2).

Daha Onceki meta-analizde rahim agzi kanserinin
cekirdek genlerinin transkripsiyonel ifadesinde One
¢ikan TF'ler: E2F4, ETS1 ve CUTLI olarak
belirtilmistir [3]. E2F4, hiicre dongiisii ilerlemesinde
¢ok onemli bir role sahiptir ve asir1 ekspresyonu, gogiis
ve kolon kanserleri ile iliskilendirilmistir. Ayrica E2F4
mutasyonu endometriyal, prostat, kolorektal, mide ve
tilseratif kolit ile iliskili neoplazma ve mesane kanseri
ile iligkili bulunmustur [47-49]. ETSl'in artan
ekspresyonu ise ¢esitli kanser tiirleri (6rn., servikal,
meme ve yumurtalik) ile iligkilendirilmigtir [50].
CULTT1 ise ilk defa o caligmada rahim agzi kanseri ile
iliskilendirilmis bir TF’dir [3]. iki alt-tipte de tiim
isaret¢i TF’lere (ETS1, GATA2, AR, YBX1, FOXP3,
GATAL, PRDM14, E2F4, ESR1, GATAS3, TFAP2C,
FOXAL) bakildiginda diger iki TF (ETS1 ve E2F4)
bulunmus, CULT1 bulunamamis ve 12 adet isaretci
TF’in alt-tiplerde ayni olduklar1 goriilmiistiir. Sadece
HPV-18 enfekte grupta ek olarak, Hipoksi ile
indiiklenebilir ~ faktér 1-alffa (HIF1A) oldugu
bulunmustur. Mevcut bir klinik ¢aligma ve meta-analiz,
HIF-1a asirt ekspresyonunun rahim agzi kanserinin
diisik hayatta kalma stiresi ile iligkili oldugunu
gostermis ve HIF-lo'nin rahim agzi kanseri i¢in bir
prediktor olarak 6nemini vurgulamigtir [51]. Fakat, ilk
defa bu TF’in HPV18 enfekte rahim agzi kanser
hastalar1 i¢in dnemi bu ¢alismada vurgulanmistir.

Daha 6nce pek ¢ok kanser igin hesaplamali ilag yeniden
konumlandirma ¢abalar1 olmasina ragmen [23,28,52],
rahim azg1 kanseri i¢in ¢ok sayida c¢alisma mevcut
degildir. Var olan ¢aligmalarda ise [8,53] kullanilan
metodolojiler hastalik heterojenligi ve alt tip
bilgilerinden bagimsiz olarak dogrudan rahim agzi
kanserine odaklanmustir. Tk defa bu calismada HPV-16
ve HPV-18 enfekte hasta gruplarn ile ilgili
transkriptomik veri ayr1 ayri ¢alisilmis ve ilag yeniden
konumlandirma yapilmistir. HPV-16 alt-tipi i¢in CDK
inhibitorleri 6n plana ¢ikarken, HPV-18 alt-tipi i¢in
iligkili ¢ikan ilaglarin genellikle EGFR inhibitorleri,
anti-depresanlar, interferonlar gibi gruplardan oldugu
bulunmustur. HPV-18 6zgii ilaglarin sonuglari, sasirtici
olarak, vitamin A, vitamin E veya zerdegal gibi dogal
molekiillere uzanan genis bir sonu¢ havuzu sunmustur.
Yeniden konumlandirilmig alt-tip 6zgii ilaclar arasinda
¢ok sayida kemoterapotik ajan da mevcuttur. Fakat,
kemoterapotik ajanlar, kanserli hastalarin  yagam
kalitesini 6nemli Ol¢lide azaltan kotii yan etkilere
sahiptir. Bu agidan ilag repozisyonu, insan saglig1 igin
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tolere edilebilen yan etkilerin yani sira anti-kanser
aktivitesine sahip olan ama kanser tedavisinde heniiz
kullanilmayan ilaglar1 tanmimlamak daha imit vaat
edicidir. Bu ¢alismada, dogrudan kanser tedavisinde
kullanilmayan ve alt-tiplere Ozgii olan ilaclar ise
yeniden konumlandirma adayr olarak sunulmustur.
Ornegin, HPV-16 enfekte kanser tedavisi igin anti-
inflamatuvar bir ilag olan ibuprofen ve anti-aritmi
tedavisinde  kullanilan ~ procainamide  ilaglar
onerilmistir. HPV-18 enfekte kanserler igin ise
vazodilatér olan hydralazine ve Alzheimer tipi
demansin semptomatik tedavisi i¢in kullanilan NMDA
(N-metil-D-aspartat)  reseptor  antagonisti  olan
memantin onerilen ilaglardandir. HPV-18 ozgii ilag
listesi daha kapsamli oldugu i¢in makalede tek tek
bahsetmek miimkiin olmamistir fakat HPV-18 6zgii
ilac listesindeki adaylardan biri olan ribavirin daha
onceki ¢alismalardan birinde de bahsedilmistir. In vitro
analizler  apoptozun indiiklenmesi ve  matris
metalopeptidazlar salgilanmasimin azaltilmasi ile HeLa
hiicrelerinin (ki HPV-18 enfekte bir hiicre hatt1 6rnegi)
canliliginin  diisiliriildiigliniic  gdstermistir. ~ Aym
calismada, in vivo deneylerde timor hacminde 6nemli
diisiis gozlendigini gostermistir [8]. HPV-16 6zgii grup
icin Onerilen ilaglar arasinda az miktarda kanser ilaci
olmayan 6rnek bulunmustur. Bunlardan ibuprofen ve
benzer bir ilag olan celecoxib’in biiylimeyi inhibe
edebildigi ve rahim agz kanser hiicrelerinde apoptotik
hiicre 6liimiine neden olabildigi bildirilmistir [53].

3.7. Sonug¢ ve Degerlendirmeler

Sonu¢ olarak bu ¢alismada, sistem biyolojisi
yaklagimlari, rahim agzi kanserinin en yaygin
onkojenik iki tirii olan HP-16 enfekte ve HPV-18
enfekte kanserlerin gelisimi ve ilerlemesinin molekiiler
mekanizmasini kesfetmek igin kullanilmistir. Rahim
agz1 kanserinde alt-tip 6zgii diyagnostik, prognostik ve
ila¢ hedefi olabilecek biyobelirte¢lerini belirlemek igin
mikrodizi meta-analizi yapilmistir. ilk olarak incelenen
protein-protein etkilesimlerindeki hub proteinlerde iki
alt-tipte de ortak olan 8 protein (AR, AURKA, BRCA1,
CDKN2A, EZH2, MYC, PCNA, STAT) disinda,
17°ser protein alt-tiplere 6zgii hub proteinler olarak
bulunmustur. Transkripsiyonel diizenlemede 6nem arz
eden TF ve miRNA’lar arasinda isaret¢i molekiil
algoritmasi ile 6n plana ¢ikanlar bulunmustur. TF’lerde
alt-tipleri  aywrt edebilecek  belirgin  farklilik
gozlenmemekle birlikte, sadece HIF 1o HPV 18 enfekte
grubunda isaret¢i TF bulunmustur. HPV-16 0&zgii
sadece hsa-miR-101-3p ve hsa-let-7d-5p bulunmustur.
HPV18 enfekte gruba 6zgii ise 81 miRNA vardir.
Calismanin en sonunda ise hub proteinlerin bazilarin
hedef alan ilaclar iizerinden ilag  yeniden
konumlandirma yapilmigtir. HPV-16 enfekte kanser
tedavisi igin ibuprofen ve procainamide ilaglari; HPV-
18 enfekte kanserler i¢in ise hydralazine ve memantin
onerilen ilaglardandir. Calismadaki en biiyiik kisitlayict
etken ise veri setlerinin olusturuldugu deneysel
platformlarin farkliligidir. Daha genis bir popiilasyon
olusturmak icin birden ¢ok veri seti analiz edilmesi
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amaglanmigtir. Fakat deneysel platformlardaki prob
sayilarimin ~ farkliligi  ekspresyonu degisen gen
sayilarinin birbirinden ¢ok farkli olmasi ve ortakliklarin
da gorece az olmasina sebep olmustur. Bu tarz bir
yaklagimin yeni nesil sekanslama ile yapilip,
tekrarlanmasi daha genis bir ortaklik ve bdylece alt-
tiplere 6zgii daha kapsamli gen kiimeleri sunabilir.

Yakin gelecekte, rahim agz1 olusumunun molekiiler
temelini tanimlama ve yeni tedavi yontemlerinin
onerilmesi ile rahim agz1 kanserinin translasyonel tibba
etki etmek icin yeni sistem biyolojisi yaklagimlarinin
olusacagi 6n goriilmektedir. Bu sebeple, hassas tip
uygulamas1 olarak kisisellestirilmis tibbin bir adim
Oncesi alt-tip 6zgl c¢alismalarin yapilmasidir. Sistem
biyolojisinin, biiyilk 6l¢iide rahim agzi kanserinin
patogenezini incelememize ve mevcut temel ve klinik
¢aligma i¢in tanisal dogruluk, tahmin performansi ve
etkili tedavi aramamiza yardimci olacag asikardir.
Yapilan tiim hesapsal 6nermelerin in vitro ve in vivo
hastalik modelleriyle deneysel olarak validasyonunun
saglanmasi da biiyiik nem tagimaktadir.

TESEKKUR
Bu calisma, 1195999 numarali TUBITAK 1002
Aragtirma projesi kapsaminda desteklenmistir.
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