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OZET

Gilingoriirler, Eda. (2017). Akut Lenfoblastik Losemi Hiicre Hatlarinda Wnt Sinyal
Yolag: Yeni Nesil RNA Dizileme Analizleri. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Akut lenfoblastik 16semi, B ve T lenfosit gelisiminin erken safthasinda meydana gelen
somatik genetik degisiklikler ve gen anlatimlarinin deregiile olmasi ile ortaya ¢ikan ve
lenfositlerin asir1 artis1 ile sonuglanan bir I6semi tipidir. T-ALL hastalar1 i¢in prognostik
Oneme sahip ve hastaligin takibinde kullanilabilecek giivenilir bir genetik belirteg
bulunmamakla birlikte, dogrudan tedavi protokoliinii ve tedavide yararlanilacak yeni
hedef proteinleri belirlemede esas olacak molekiiler alt yapt ve siniflandirma da
bilinmemektedir.

Bu calisma ile yeni nesil transkriptom (RNA) dizileme ile LiCL kullanilarak WNT
yolag1 aktive edilmis Jurkat ve Molt4 hiicre hatlarinin dizilenmesi ve kotii prognoza
sebep oldugu daha onceki ¢alismalarimizla gdsterilen WNT yolaginin hedef genlerinin
anlatim analizlerini gergeklestirilmistir. Boylece, LiCl muamelesi ile WNT yolagi
aktive olmus ALL hiicre hatlari, sectigimiz uygun kontroller ve agik veritabanlarindan
elde ettigimiz T-ALL hasta 6rnekleri ile (GSE49601) karsilastirilip kotii prognozda
olast rolii olan genler arastirilmistir.

Analizlerimiz sonucunda, WNT yolaginda gorevli genlerin anlatim diizeylerindeki
degisimler ve bu genler icinde kritik 6nemi bulunun LEF1’in alternatif kirpilma
varyantlarindan onkogenik 0zellikte olan {irlinliniin uyarilmis hiicre hatlarinda ve
hastalarda anlatimin arttig1 gosterilmistir. Ayrica anlamli olarak anlatiminin degistigini
gosterdigimiz mir-1296-5p miRNA’sinin hastalilk modelimiz igin tiimor baskilayici
terapotik olabilecegini diisiinmekteyiz.

Elde ettigimiz molekiiler bulgulara ek olarak, calismadaki amaclarimizdan biri de is
akis1 ve yorumlamas1 zor olan transkriptom datasinin analiz algoritmasini oturtulmasi
hedeflenmis ve literatiirde tanimlanmis verilerin konfirmasyonuyla uygulanan analiz
algoritmasinin dogrulugunu gosterilmistir

Anahtar Kelimeler : RNA-Dizileme, Yeni nesil dizileme, Akut lenfoblastik 16semi,
Wnt Yolagi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2016-20440.
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ABSTRACT

Gilingoriirler, Eda. (2017). Next Generation RNA Sequencing Analysis of WNT
Pathway in Acute Lymphoblastic Leukemia Cell Lines. Istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Genetics. Master Thesis. Istanbul.

WNT signaling takes part in the development of T and B cells that derive from
hematopoietic stem cells. T-ALL is one of the most aggressive and treatment resistant
form of leukemia. Our group previously detected abnormal activation of WNT signaling
in acute leukemia patients. There is no reliable genetic modification for T-ALL patients
with prognostic screening and follow-up of the disease. The molecular basis and
classification to determine the direct treatment protocol and the new target proteins to
be used in treatment are also unknown.

In our work, we selected two different T-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia (T-ALL)
cell lines, Jurkat and Molt4, that shows different stages of disease. We stimulate WNT
pathway with LiCl of these cell lines, we have selected suitable control samples and we
have acquired patient samples from open sources database (GEO49601). In this group,
we aimed to investigate genes that play a role in poor prognosis. Expression of
alternative splicing variant of LEF1 which have oncogenic property, increased in
patients and stimulated cell lines. Additionally, we believe that mir-1296-5p, which we
have shown to be significantly altered in expression, may be tumor suppressor
therapeutic for our disease model.

Over and above to these molecular findings that we have achieved, one of our goals in
this study was to develope an algorithm of transcriptomic data, which is difficult to
work with and to interpret, and showed the correctness of our algorithm by confirming
the data described in the literature.
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1. GIRIS VE AMAC

Hematopoez; hematopoetik kok hiicrelerden tiim farkli kan hiicrelerinin yapim
siirecidir. Bu sliregte kanser yolaklarinin anormal aktivasyonundan etkilenen onciil
hiicrelerin farklilasmasi bloke olur ve olgunlagsmamis hiicrelerin asir1 proliferasyonu
sonucu losemi olusumu gozlemlenir. Akut lenfoblastik 16semi (ALL); lenfoid ya da
miyeloid 6nciil hiicrelerde meydana gelen genetik ve epigenetik varyasyonlar veya
kanser yolaklarmin ektopik aktivasyonu ve kemik iliginde olgunlasmamis kanser
hiicrelerinin (blast) birikimi ile karakterizedir (1). ALL hizli seyirli olup, ¢ocukluk
caginda en sik goriilen kanser tipidir. Hastaligin ¢ocuklardaki prevalansi 9-10/100000
iken erigkin yas grubunda prevalans degeri 1-2/100000’e gerilemektedir. Pediatrik ALL
vakalarin  yaklasik %85’ini  B-ALL, %I15’ini de T hiicreli-ALL (T-ALL)

olusturmaktadir.

Evrimsel olarak yiiksek derecede korunmus olan sinyal iletim yolaklarindan olan
ve ilk olarak Drosophila’da kesfedilmis olan WNT sinyal iletim yolagi, hematopoetik
kok hiicreler ile gelismekte olan T ve B lenfositlerinin olgunlagsma siirecinde rol
oynamaktadir. WNT proteinleri gelisim siirecindeki hiicrelerin akibetini, yasamini,
proliferasyonunu, farklilasmasini ve fonksiyonunu diizenleyen ve embriyonik donemde
acik olan bir yolaktir (2). WNT sinyal yolagindaki kilit rolii olan molekiil sitoplazmik
protein olan p-katenindir. WNT sinyalinin noksanligi durumunda,  p-katenin
sitoplazmik bir yitkim kompleksiyle siirekli olarak fosforillenir ve degrede edilir. Ancak,
B-kateninin Frizzled ailesi reseptor kompleksine baglanmasiyla beraber fosforillenmez
ve bununla beraber birikimi ile aktivasyonuna neden olur (3). Sitoplazmada yer alan -
katenin yer degistirerek hiicre ¢ekirdegine geger ve Tcf/Lef transkripsiyon faktorlerini
aktiflestirir (4,5). Onceki ¢aligmalarda ALL hastalarinda anormal WNT/B-katenin yolak
aktivasyonu ve 16semi hastalarinda bu yolaga ait genetik ve epigenetik varyasyonlarin

varlhig1 gosterilmistir (6,7).

Bu tez projesi kapsaminda, WNT yolag: aktive edilmis ve edilmemis T-ALL
hiicre serilerinde RNA dizileme gerceklestirilmis ve WNT yolaginda gorev yapan
transkriptlerin anlatim diizeyleri, varyasyonlar ve kiiciik RNA’lar incelenmistir. WNT
yolagr uyarilmis T-ALL hiicre serilerinde gen anlatim diizeylerindeki muhtemel
degisikliklerin T-ALL patogenezinde/prognozunda muhtemel bir roli olup olmadiginin

arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez, kan hiicrelerinin olusumunu, gelisimini ve farklilasma siirecini

ifade eder. Bir diger degisle, Hematopoetik Kok Hiicre (HKH)’lerin farklilasarak kan
hiicrelerin olustugu bir siirectir (Sekil 1).
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Sekil 1. Multipotent hematopoetik kok hiicreden koken alan kan hiicrelerinin
olusumunu gosteren sema.

2.1.1. T Hiicre Gelisimi

T lenfositlerin onciilleri, pluripotent kok hiicre 6zelligindeki hematopoetik kok
hiicreler tarafindan kemik iliginde ortaya cikmaktadir. Bu oOnciiller farklilagarak
multipotent 6zellikli lenfoid 6nciillerini olustururlar. Bu lenfoid onciillerinden fenotipik
olarak erken T hiicre dnciillerine benzeyenler kan yoluyla timusa go¢ ederler (8,9). Bu
gb¢ eden Onciil hiicrelere ayn1 zamanda ¢ift negatif 1 (CN1) de denir. CN1 hiicreler
ylizey belirtegleri agisindan CD3°CD4" CD8CD25CD44°KIT" fenotipini gosteren
hiicrelerdir (Sekil 2). T hiicre gelisimi siirecinde hiicreler CN1’i takiben g¢ift negatif 2
(CN2), cift negatif 3 (CN3) ve ¢ift negatif 4 ((N4) evrelerini takip ederler. Bu siireg, c-
KIT reseptoriiniin  azalarak diizenlenmesiyle baglaylp CD4 CD8 CD25'CD44



fenotipindeki ¢CN2 hiicreler olusur. Bir sonraki adimda, CD44 yiizey belirtecinin
kalkmasiyla CD4'CD8 CD25"CD44 fenotipindeki CN3 hiicreler olusur. Son adimda,
CD25 yiizey molekiiliiniin kaybiyla CD4 CD8 CD25CD44" (N4 hiicreler olusur (8),
(10,11) (Sekil 3). Erken T hiicre onciillerinden CN4 hiicrelerine kadar olan bu
farklilagma sirasinda Notch ligandlarmi, gerekli biiylime faktorlerini ve T hiicre
gelisiminde 6nemli olan morfojenler, ifade eden stromal hiicrelerle timus icerisinde
temasta bulunurlar. CN4 hiicreler, CD4+CD8+ yiizey belirteclerine sahip ¢ift pozitif
(CP) hiicrelere doniismeden once, Notch ligandlarina, interlokin-7 ve Shh proteinine
olan bagimliliklarint yitirirler (12). Hiicreler CP evresine geldiklerinde, pozitif ve
negatif secilime ugrarlar. Secilimin ardindan off T hiicre reseptorii (TCR)* olan T
hiicreleri bagisiklik islevlerini sergilemek i¢in timustan ikincil lenfoid organlara goc
ederler. Bu go¢ eden olgunlagmis hiicrelere tek pozitif (TP) hiicreler denir ve fenotipik
olarak ya CD4" yada CD8" yiizey belirteglerine sahiplerdir.
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Sekil 2: Onciil hiicrelerin.kemik iliginden timusa goc etmesi ve timusun farkh lobiillerinde
gerceklesen T hiicre gelisim basamaklar.
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Sekil 3: Hiicre yiizey belirteclerine gore T hiicre gelisim basamaklari.

2.2. Akut Lenfoblastik Losemi / Lenfoblastik Lenfoma
Akut 16semilerin en belirgin patolojik 6zelligi kemik iliginde ve diger dokularda
farklilasmamig blastlarin  birikmesidir ve bu durum akut 16semilerde farklilagsmay1

engelleyen veyananlamli derecede geciktiren bozukluklar oldugunu isaret eder.

Akut lenfoblastik 16semi ve lenfoblastik lenfomada (ALL) kontrolsiiz ¢ogalan
lenfoid hiicrelere lenfoblast denir. ALL kemik iligi ve periferik kanda tutulum
gosterirken, lenfoblastik lenfoma kemik veya yumusak dokuda tutulum gosterir. Bu
Klinik degiskenligin sebebi, kismen timdriin kokeni ile iligkilidir. B hiicreli tiimorler
cogunlukla B hiicrelerin gelisim gosterdigi kemik iliginde tutulum gosterirken, T hiicreli

timorler T hiicrelerin gelisim gosterdigi timusta ortaya cikar.

2.2.1. T Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi / Lenfoblastik Lenfoma

T hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL), timositlerin gelisim evresinin
herhangi bir evresinde anormal birikimi ile olusan bir hastaliktir. Tim ALL’ler
icerisinde T-ALL’ler %15’ine denk gelir. Tiim T-ALL vakalarinin %10-15’i pediatrik,
%25’1 yetiskin vakalardir (13).

2.2.2. T-ALL’de Goriilen Molekiiler Degisiklikler

Birgok molekiiler degisiklikler T-ALL’nin morfogenezinde rol oynar.
Ozetlemek gerekirse bu molekiiler degisiklikler; kromozomal bozukluklar, gen
varyasyonlari, gen ekspresyon profilleri ve epigenetik degisimler olmak iizere 4 farkl

grup altinda toplanabilir.



Kromozomal translokasyonlar; genlerin ve molekiiler mekanizmalarin fonksiyonunu

degistirirler. T-hiicre gelisiminde rol oynayan genler ve mekanizmalar iizerinde etki
gosterdiklerinde sitogenetik tekniklerle tespit edilebilen grup olan kromozomal anomali
ile olusmus T-ALL grubunu olusturular. Bu grup, T-ALL’lerin yaklasik olarak
%350’sine tekabiil etmektedir. T-hiicre gelisimine etki eden ve bu grup i¢inde en ¢ok
dikkat ¢geken kromozomal anomaliler 2 temel grup vardir, bunlardan ilki promotdr veya
enhancer gibi gen diizenleyici etkisi yiiksek bolgelerin yeniden yerlerinin
diizenlenmesiyle olusan bir anomalidir. Diger grupta ise, olusan translokasyon, fiizyon
proteinle sonuglanmaktadir. Genellikle, bu fiizyon proteinleri hiicre dongiisiinii

etkileyen bir novel protein olusturmaktadir (Sekil 4) (14).
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Sekil 4. Kromozomal translokasyon ile olusan yeni protein.

Gen Varyasyonlari; T-ALL patogenezi ile iliskilendirilmis ve sitogenetik olarak tespit

edilemeyen varyasyonlar, gen varyasyonlari grubunu olusturmaktadir. En sik rastalanan
gen varyasyonlarindan bazilart NOTCH1, FBXW7, PTEN, CDKN2A/B, CDKN1B, 6g15-
16.1, PHF6, WT1, LEF1, JAK1, IL7R, FLT3, NRAS, BCL11B ve PTPN2’dir.

Gen Anlatimi Profiller;, mikrodizileme tabanli ¢alismalar sonucunda, T-ALL olgulari

timosit farklilasmasinin farkli evrelerinde 16semik areste karsilik gelen 3 temel alt gruba
ayrilmigtir. Bu gruplardan ilki HOXA/MEISI, TLX1-3 ve TALL’in asir1 anlatimini temsil
eden altgrup (15), ikinci grup LEF1’in inaktif oldugu alt grup (16) ve son olarak 3. grup
ise erken T-hiicre onciillerinin fenotipi gdsteren alt gruptur (17). CN2 hiicrelerindeki
16semik arest, LYL1 geninin yiiksek diizeylerde anlatimiyla karakterizedir. CN3
hiicrelerindeki arest, HOX11/TLX1 anlatimindaki degisikliklerle karakterizedir. CP
hiicrelerindeki ise arest, TAL1/LMO1 anlatimindaki degisimle karakterizedir.



Epigenetik  Degisimler; tim kanserlerde, DNA metilasyonu ve histon

modifikasyonlarindaki anormal degisikliklere sik rastlanir. T hiicre 16kemogenezinde de
epigenetik modifikasyonlar 6nemli noktadadir. Ozellikle T hiicre 16kemogeneziyle
iliskilendirilmis epigenetik degisimler; PRC2 genindeki histon modifikasyonu (18) ve
tiimorogenez igin kritik olan genlerdeki CpG adaciklarindaki metilasyonlar (19) dikkat
¢ekmektedir.

2.2.3. Gen Anlatim (Yazilim)

Riboniikleik asit (RNA), niikleotidlerden olusmus, katlanarak kompleks yapilara
dontigebilen, tek zincirden meydana gelene bir niikleik asittir. RNA molekiilii; uzun,
dalsiz, 3°-5° fosfodiester baglari ile birbirine baglanmig dort ¢esit riboniikleotidden
meydana gelir. Deoksiriboniikleik asitte (DNA) saklanan genetik veri, islevsel kopya
olarak tanimlanan RNA yapimi ile islevsel iiriine doner. RNA yapiminda yazilim,
RNA’nin olgunlastirilmasi ve protein biyogenezi basakmaklarindan olugsmaktadir. RNA
yaziliminda RNA polimeraz enzimi ile yazilim faktorleri (TF) olarak tanimlanan

proteinler gorev alir.

Enzimatik yol ile DNA’nin bir ipliginin kalip olarak alinmasiyla RNA’nin
sentezlenmesidir. RNA sentezi, RNA polimeraz enzimi tarafindan katalizlenir. RNA
polimeraz primere ihtiya¢ duymadan sentezi bir DNA kalibi tarafindan verilen komut

ile sentezi baglatir. Komut veren bu 6zel DNA kalibina promotdr denir.

Geni RNA’ya kopyalama islemi, RNA polimerazin izledigi dort evre ile
gerceklesmektedir. Bu evreler; kalip DNA ipliginin taninmasi, baslatma, uzama ve

sonlanma evreleridir.

Ik evrede; RNA polimeraz enziminin & (sigma) alt iinitesinin DNA dizisi
tizerinde bulunan RNA sentez komutunu veren promotdre baglanmasi ile baglar. RNA
polimeraz DNA’ya rastgele baglanir ve destekleyici diziden once -35 bdlgesine

geldiginde gevsek baglanir.

Baglama evresinde; RNA polimeraz -10 bolgesine ulasip sik1 baglanir ve burada
iplik gevsemesiyle transkripsiyon kabarcigi olusturur. 9 baz cifti sentezlendikten sonra

baslama evresi biter RNA polimeraz promotdrden ayrilir ve uzama evresi baglar.



Uzama evresinde; transkripsiyon 5’ ucundan 3’ ucuna dogru ilerler. Bu ilerleme
ile sentezlenen RNA zinciri de uzar. Uzama evresinde sentezin ilerletilmesinin yaninda,

ikinci 6nemli adim da sentezlenen iirliniin saglamasinin yapilmasidir.

Kopyasi ¢ikarilmis gen bolgeleri tamamlandiktan sonra, sentez isleminin durup
RNA iiriiniiniin tahliye edilmesi gerekmektedir. Bu evre sonlanma evresini temsil eder.
Sonlanma evresinde, RNA polimeraz nerede duracagini sdyleyen belirli dizilerden

zengin kaliplarla karsilasir ve transkripsiyon sonlanip, mesajct RNA (mMRNA) iirtinii

tahliye edilir.
RNA
Kodlayan Kodlamayan
MRNA ‘ RNAI ‘ ‘ SNRNA ‘ tRNA rRNA lincRNA

— MIRNA I—snoRNA
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— piRNA

Sekil 5. Kodlayan ve kodlmayan RNA molekiillerinin sitmflandirilmasi.

2.2.4. miRNA’larin Gen Anlatimi Uzerindeki Onemi
MikroRNA’lar (miRNA), 1993 yilinda Ambros ve Ruvkin’in laboratuvari
tarafindan, 22 niikleotid uzunlugunda, mRNA’nin 3’-kodlanmayan bdlgesinden kismi

biitiinlestigi kiigiik RNA’lar olarak sunulmustur (Sekil 5) (20).

Gen anlatiminin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan protein diizenleyicileri gibi,

miRNAlar da hiicresel gelisim, farklilagma ve hastalik siire¢lerinin kontroliinde 6nemli



rol oynamaktadir. Hatta bazi viriislerin enfeksiyon yeteneklerini gelistirmek igin,
bulunduklar1 konaklarin miRNA genlerini edindikleri ve manipiile ettikleri
gosterilmistir (21,22). miRNA diizeylerini degistiren veya bloke eden yeni tedaviler
protokolleri i¢in yeni terapotiklerin arayist devam etmektedir. ALL ile iligkilendirilmis

miRNA’larin listesi Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. ALL’nin tanisi ve ayirici tamisinda kullanilabilecek miRNA’lar (22).

miRNA Gen lokusu Hedefi
miRNA-223 XQl2 o
LMO2
Let-7b 22013 HMGA
miRNA-128a 2021 BMI-1
miRNA-196a 17921-22 HOXB8, ERG
miRNA-196b 7p15, HOXA9 ve HOXAL0 arasinda C-myc
miRNA-125b-
1 11g24 TRP3
miRNA-128-
3p PHF6
miRNA-148a 7p15.2 BIM, PTEN
miRNA-151 Kromozom 8 ITK, ZAP-70
miRNA-424 X0g26.3 NFI-A,VEGFR2
HOXB4
miRNA-23a 19p13.13 BCR/ABL
CXCL12
miRNA-27a 19p13.13 4-3-360
miRNA-221 Xpl1l.3 p27

2.3. WNT Sinyal Yolag:

WNT yolagi, viicudun hemen hemen her organ sisteminin gelisiminde rol
oynayan onemli bir gelisim yolagidir (23). WNT sinyalizasyonunun birden fazla
aktivasyon ¢esidi tanimlanmistir. Bunlardan ilki, kanonik veya WNT/$-Katenin
Yolagidir. Digerleri ise, kalsiyum sinyalleri veya JNK kinazlarinn kullanildig1 ancak /-

Katenin anlatim diizeyinin etkilenmedigi kanonik olmayan yolaklardir .



2.3.1. Kanonik WNT Yolag

3-Katenin’in kilit rol oynadigit WNT sinyal yolagidir. WNT ligandinin reseptor
kompleksine baglanmadig1 durumda APC, AXINI, CSNKI1A1(CK1), GSK3/3’dan olusan
yikim kompleksi, proteozomlarin da yardimiyla f-Katenin’i ubikitinleyerek yikima

ugratir.

WNT proteinleri, hiicre zarinda Frizzled proteinlerine ve LRP5, LRP6
koreseptorlerine baglanarak WNT sinyalizasyonunu baslatmis olur. Bu durumda DVL
vasitasiyla, Frizzled-LRP5/LRP6  kompleksi olusur ve /[-Katenin’in  yikim
kompleksinde fosforillenmesinde gore alan CSNK1Al ve GSK3f3, LRP5/LRP6’y1
fosforiller. Bu fosforillenme sonucunda AXIN1 yikim kompleksinden sitoplazmaya
atililir. Bozulmus olan yikim komplesinde GSK33 WNT sinyalizasyonunu uyarir.
Sitoplazmadaki AXIN1 f-Katenin’in fosforillenerek yikimini baskilar, sitoplazmada
birikime ugrayan [-Katenin cekirdege geger. Aktif f-Katenin-TCF transkripsiyon
kompleksi olusur ve WNT hedef genlerinin anlatimiyla sonuglanir (Sekil 6).
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Sekil 6. A) Aktif olmayan ve B) olan Wnt sinyal yolaklar1 (24).
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2.3.2. Kanonik Olmayan WNT Sinyal Yolaklar
Hiicre polaritesinin saglanmasinda rol alan sinyal yolu ve WNT/Ca*2 sinyal yolu
kanonik olmayan yolaklardir. Bu yolaklar, $-Katenin anlatim diizeyinin etkilenmedigi

WNT yolaklaridir. Bundan dolay1 kanonik olmayan yolak olarak adlandirilirlar.

Hiicre polaritesinin diizenlendigi yolak genellikle WNTSA ve WNT11 tarafindan
LRP’lerin dahil olmadig1 Frizzled, DVL hatta G proteinler yoluyla sinyalizasyonu
baglar. DVL, DAAM ile bagintili olarak RHOA, hiicre iskelet sisteminin yeniden
diizenlenmesine aracilik eden ROCK yolagini aktive eder (25). Bunlarin yaninda DVL,
RAC1 ve JNK stes-yanit yolagini aktive eder (Sekil 7). Bu yolak, hiicre iskelerindeki
degisimleri diizenleyerek, hiicre adhezyonu ve migrasyonu igin 6nemli olan sinyalleri
diizene sokar. Bunun yaninda /3-Katenin protein diizeyini asagi ¢ekerek, lenfositlerdeki

kanonik WNT sinyalizasyonunu baskilayabilir (26,27).

WNTS5A ve Frizzled-2, bir diger kanonik olmayan WNT yolagi olan WNT/Ca*2
sinyal yolunu baglatabilecek en biiyiik adaylardir (28,29). WNT-Frizzled kompleksi, G
proteini vasitastyla PLC’yi ve bunu takiben PKC’yi aktive eder. Normalde sitoplazmada
diistik seviyede tutulan Ca+ iyonlari inositol trifofat (InsP3) araciligiyla artar. Artan
Ca+2 ile PKC aktive olur kalsinorin artarak NFAT’1 aktive eder (Sekil ) (30).

A) Hiicre Polaritesi Sinyal Yolag: B) WNT/Ca*2 Sinyal Yolag:
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Sekil 7. Kanonik olmayan Whnt sinyal yolaklari. A) Hiicre polaritesinin diizenlenmesinde

rol oynayan, B) WNT/Ca*2 sinyal yolag: (24).

2.4 T-ALL’de WNT Sinyal Yolaginin Durumu

Timustaki T lenfositlerin immatiir fenotipiyle karakterize edilmis olan T-
ALL’de gelisim ile iliskili yolaklardaki degisimler dikkat ¢ekmektedir (31,32). Bazi
calismalarda, onemli gelisim yolaklarindan olan WNT yolagindaki devam eden
aktivasyonlarin, oldukca agresif l6semilerin gelismesine neden oldugu gosterilmistir

(33,34).

Farelerle yapilan iki ¢alisma ile, tiimdr baskilayici 6zelligi olan TCF1'in T hiicre
gelismesini engelleyerek T-ALL olusumunda kilit rol oynadigi gosterilmistir (35). Bu
bulgunun yaninda dikkat ceken baska bir nokta ise, timusta TCF1’in baskiladigi

preoteinlerden olan LEF1’de tspit edilen yiiksek anlatim degerleri olmustur .

2.4. Yeni Nesil Dizileme

Insan Genom Projesinin ¢iktilarindan olan Yeni Nesil Dizilemenin (YND),
1970’lerdeki iki boyutlu kromotografiye dayanan bir tarihi vardir. 1977°de Sanger
zincir sonlandirma metodunun gelistirilmesiyle, bilima diinyas1 giivenilir ve ayni
dogrulukla tekrarlanabilir dizileme yetenegini kazanmis oldu. 1988°de kapiller
elektroforez tabanli “birinci nesil” dizileme iriinlerinin gelistirilmesiyle elde edilen
dizileme firtinleri, her bir yiiriitme basina 84 kilobazdan (kb) 1 gigabaza (gb) ulasmistir
(36). Kisa okuma ve paralel dizileme teknikleri, temelde farkli bir yaklasim yaratmustir.
Genomik bilimi igerisinde devrim niteligine sahip bu ozelliklerinden dolayr “Yeni

Nesil” olarak lanse edilmektedir.

Bu devrim gelismeler esliginde 2005 yilinda tek bir dizileme sonucunda 1 gb
veri elde edilirken, 2014 yilinda sasirtici derecede bir yilikselme ile tek bir dizileme
verisi yaklasik 1000 kat fazlaya; 1.8 terabaza ulagsmustir. Bu ilerlemelerin sonucu
olarak, binlerce insanin genom verisi incelenip arasindaki farklar tespit edilerek kanser,
otizim, kalp hastaliklar1 veya sizofreni gibi hastaliklara neden olan kritik 6neme sahip

genlerin kesfinin miimkiin olacag: diistiniilmektedir (37).
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YND sahasi, arastiricilara genome, transkriptom veya epigenom hakkinda
sorduklari sorulara gesitli yontemlerle cevap bulabilmelerine olanak saglamaktadir. Bu
genis ¢esitlilikteki methodlar, temel olarak baslangic materyalinin DNA veya RNA
olmasina gore farklilik gostermektedir. YND teknolojisini genomik, transkriptomik ve

epigenomik olmak iizere 3 temel baslik altinda inceleyebiliriz.

GENOMIK

Tiim genom dizileme; genomun tamami olan 3.2 milyar bazi en genis kapsamda
sorgulayip, en genis kapsamda veri elde edilebilecek teknolojidir. Bu teknolojinin
sagladig yiiksek veri ¢iktisinin getirisi olan dezavantaj da biiyilik veriyi dogru bir harita

¢izip yorumlamanin zorlugudur.

Ekzom dizileme; insan genomunun %?2’sine karsilik gelen ekzom bdlgesinin
dizilenmesine olanak saglamaktadir. Genomun kiigiik bir bolgesini temsil ediyor gibi
goziikse de gen kodlayan bolge dizilendigi i¢in, hastaliga sebep olan varyantlarin biiyiik
cogunluguna ulasilabilecek bir veri elde elde edilir ve tim genom dizilemeye kiyasla
onemli bir alternatiftir. Ekzom dizileme teknolojisi insan popiilasyon genetigi, genetik
hastaliklar ve kanser g¢aligmalar1 gibi genis uygulama alanlarinda kullanilmaktadir.
Diger dizileme teknolojilerine kiyasla, de novo dizilemedeki en biiyiik fark 6nceden
herhangi bir referans: bulunmayan genomun, novel genom, dizilemesidir. Bu yontem
bir 6n bilgi gerektirmez. Birlestirilmis dizideki bosluk primer yiiriimesi ile bosuklar

doldurulur ve bir referans yardimi olmadan veri elde edilmis olur.

Amplikon (Hedefli) dizilemede; amag, belli bir alt kiimeyi temsil eden genlerin veya
bolgelerin izole edilerek veri elde edilmesidir. Bu teknoloji arastiricilara, zaman
kazanci, 6zel bir bolgenin verisinin detayli incelenmesine yiiksek ¢oziiniirliikte olanak
sunmakatadir. Ornek vermek gerekirse, tiim genom dizileme ile bir bolge icin elde
edecegimiz c¢oziiniirlik 30X ile 50X arasi ikeni hedefli dizileme teknolojisi ile
belirledigimiz bolgenin ¢oziintrligii 500X ile 1000x veya iizeri bir veri elde edebiliriz.
Bu durum aarastiricilara nadir varyanlarin veya biiyiik klonlar altinda maskelenen
kiicik mutant klonlarinin belirlenmesinde 6nemli bir 06zellik olarak karsimiza

cikmaktadir.
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TRANSKRIiPTOMIK

Transkriptom dizileme i¢in birincil kiitiiphane hazirlama maddesi RNA’dir ve
bu baghigin altindaki tiim teknolojiler ayni zamanda RNA-Dizileme olarak da
adlandirilir. RNA Dizileme metodolojisinde RNA kiitiiphanesi hazirlandiktan sonra,
ribozomlar uzaklastirilip, takiben cDNA sentezlenen bir 6rnek hazirlama protokolii ile

baslamaktadir.

Transkriptom dizilemenin en biiyiik avantaji, aslinda bir gen anlatim galismasi
olmasidir. Bu 6zelliginden dolayi, tiim transkriptom verisinin anlik bir goériintiisiinii bize
sunmaktadir. Tiim transkriptom verisi, hiicresel transkripsiyonel profilinin kapsamli
olarak incelenmesini saglamaktadir.Bu teknoloji, diger YND teknolojislerinin bize
sunamadig alternatif kirpilma bolgelerinin, novel transkriptlerin ve gen flizyonlarimin

tespitini saglamaktadir.

Hedefli RNA dizileme teknolojisi; belli bir biyolojik 6zelligin altinda kiimelenen yada
bir yolagin iiyesi olan genlere odaklanip, transkriptom dizileme teknolojisinin
avantajlarim yiiksek ¢oziiniirliikte belirlenen alt kiimeler ¢ercevesinde veri sunan bir

teknolojidir.

Kiiciik RNA ve Kodlanmayan RNA dizileme; 18-22 baz ¢iftinden olusan; gen anlatim
sirasinda diizenleyici, gen baskilayici yada gen susturucu olarak gorev alan kiiclik
RNAlar, kodlanmayan RNAlar ve mikroRNAlar bu gruba dahil olan biyolojik
materyellerdir. Transkriptomik grubuna dahil bu teknoloji, bu gruba dahil RNAlarin

transkripsiyonel ve translasyonel diizenleyici etkisini sunmaktadir.

EPIGENOMIK

DNA dizisi degisiminden ayr1 olarak, kalitilabilir degisiklik ve gen aktivite
mekanizmalarim1 ¢alisan alana epigenomik denir. Bu degisiklikler iginde DNA
metilasyonu, kiiciik RNA iligkili diizenlemeler, DNA-protein etkilesimleri ve histon

modifikasyonlarin1 ve daha fazlasini sayabiliriz. Epigenomik teknolojinin muhtemel
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degisiklikler ve diizenleyici etkiler Metilasyon Dizileme, ChIP Dizileme ve Ribozom

Profillemesi tekniklerini yardimiyla incelenebilir.

Bu tez calismasinin amaci;

WNT yolagi aktive edilmis T-ALL hiicre hatlarinda, WNT yolag: iliskili

genlerin anlatimlarinin belirlenmesi,

WNT yolaginda kritik onemi olan genlerin alternatif kirpilma iriinlerinin

anlatim farkliliklarinin belirlenmesi,
Transkriptom datas1 araciligtyla varyasyonlarin belirlenmesi,
miRNA anlatim profilinin belirlenmesi,

Tiim belirtilen amaglarin hasta verisinde validasyonunun gergeklestirilmesi,

Tiim bu maddelere ek olarak, bu tez kapsaminda asil amacimiz, RNA-Dizileme

icin analiz algoritmasi oturtmak hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Hiicre Hatlan

Calisma losemilerin  tanilar1  igin  olusturulmus immiinfenotiplendirme
protokollerine gore gruplandirilmis ve ticari olarak {iiretilen ALL hiicre hatlarindan
Jurkat ve Molt4 secilmistir. Segilen bu hiicre hatlariin temsil ettikleri donemlere ait

hiicre ylizey belirtegleri Tablo 2’de gdsterilmistir.

Bu galisma Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi Genentik AD

arastima laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Hiicre hatlarinda gergekleitirildigi i¢in etik kurul izni gerekmemektedir.

Tablo 2. Segilen hiicre hatlarin hiicre yiizeylerinde ifade edilen belirtegler.

Jurkat Molt4

CD3 + -
CD4 + +
CD7 + +
CD8 - +
CD10 - -
CD19 - -
CD34 +
CD38 +

CD45RA +

3.1.2. Hasta Verileri

Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan kontrol 6rnekleri (T hiicre gelisimene gore
alt tiplere ayrilmig timus 6rnekleri n=6) ve hasta verileri (n=12) GEO veri tabanindan

alinan GEO49601 numarali veri setinden alinmastir.



3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Kullamlan Kimyasallar

Kimyasal Adi Firma
-Merkaptoethanol Sigma, Almanya
Etil Alkol Merck, Almanya
Lityum Kloriir Sigma, Almanya
RPMI11640 Gibco,

FCS Biochron,

Pen, Biochron,

3.1.4. Kullanilan Kitler

Tez kapsaminda kullanilan kitler Tablo 4°‘de verilmistir.

Tablo 4. Kullamlan Kitler

Kit Ad1 Firma
Spin Kolon RNA izolasyon Kiti Qiagen, Almanya
M-MLV Roche, Almanya

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 5°de verilmistir.
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Tablo 5. Kullamlan Cihazlar.

Cihaz Adx Firma

H o S
Otomatik Pipetler Thermo Scientific
Ceker Ocak Kermanlar
Otoklav Kermanlar
Distile Su Cihaz1 Millipore
Buzdolabi1 ve Deriin Dondurucu Sanyo
Sogutmali Santrifiij Becman Coulter
Masaiistii Mini Santrifiij Beckman Coulter
PZT Cihazi BioRad
Gergek zamanli PZR Cihazi Roche
Vorteks Kermanlar
Laminer Hava Akimli Kabin Thermo Scientific
Spektrometre Nanodrop
Bioanalizor Agilent Technologies

3.1.6. Kullanilan Veri Tabanlarinin Listesi
Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan veri tabanlarinin listesi Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6. Kullamilan Veri Tabanlarinin Listesi

Veri Tabam Aciklama
UCSC Referans sekans ve genomla ilgili bilgiler
http://genome.ucsc.edu iceren, kullaniciya ¢alisma alani saglayan bir

GRCh337/hg19 veri tabanidir.
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NCBI (National Center for Biotechnology) NCBI, referans sekans ve genom bilgilerini
Annotation Release 105 saglayan bir veri tabanidir.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

o ) Fonksiyonel anotasyon analizlerinde kullanilan
DAVID (DAVID Bioinformatic Database)

http://david.abcc.ncifcrf.gov

bir veri tabanidir

) ] NCBI veri tabaninin altinda, ekspresyon ve
GEO (Gene Expression Omnibus) o
) ) varyasyon  verilerinin  depolandifi  ve
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
paylasildigi bir veri tabanidir .

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and o _ _
KEGG, yolak analizlerinde kullanilan bir veri

Genomes)
) tabanidir.
http://www.kegg.jp/
AmiGO02 AmiGo2, gen anotasyon analizlerinde

http://amigo.geneontology.org/amigo/landing  kullanilan bir veri tabanidir.

3.1.7. Kullanilan Analiz Programlarinin Listesi
Tez c¢aligmasi kapsaminda kullanilan analiz programlarinin listesi Tablo 7°de

verilmistir.

Tablo 7. Kullanmlan Analiz Programlarinin Listesi.

Program Adi Ac¢iklama

SRA formatindaki RNA dizileme verisini
fastg-dump FASTQ bi¢imine doniistiiriip analiz edilemeye

uygun hale getirir.

FASTQ dosyalarinin kalite kontrol
fast-gc (Fast Quality Control) degerlendirmelerini ve tekrarlanan

adaptorlerini tespit eder.

5 Pyton dilinde yazilan program ile tekrarlanan
yton .
adaptorleri FASTQ formatinda kaydeder.

Belli okuma degeri altinda kalan bolgeleri
Fast-mcf
kirpip, adaptorleri kendi bolgeleri igin “false-
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RSEM Generator

The R Project for Statistical Computing

Bioconductor

ESeq2

DESeq2

ClustVis

pozitif’ligi dnlemek i¢in veriden temizler.

Elde edilen referans genomu hizalama igin
hazirlayip, “bowtie2” algoritmasina gore

hizalamay1 gerceklestirmektedir.

R grafik ve kapsaml istatistiksel analizlerin

yapilmasini saglayan iicretsiz bir ara ytizdiir.

Yiiksek c¢oziiniirliiklii verilerin analizinde R
ara yuzini Kkullanan bir biyoenformatik

kaynaktir.

RNA dizileme gruplar arasinda farkli anlatima

ugrayan genleri tespit eden veri analizidir.

RNA dizileme gruplar arasinda farkli anlatima

ugrayan genleri tespit eden veri analizidir.

Interaktif 1s1 haritalar1 ile genom verilerinin
gorsellestirilmesinde ve analizinde kullanilan

bir uygulama birimidir.




3.2. Yontemler

Tez kapsaminda uygulanan yontemler Sekil 8’deki

Ozetlenmistir.

Yontemler
|
1
olagi .
Aktivasyonu ve EXE%GE?;k
Analizi
Dizileme
Hiicre Kiltir Verisinin Kalite
Kontrolii
~ RNA Temizleme ve
Izolasyonu Kirpilma
RNA Hizalama/
Kantitasyonu Anotasyon
. Gen Miktar
cDNA Sentezi Tayini
B Gen Anlatim
Kantitatif PZT Analizi
RNA Kalite Gen Anlatim
Kontroli Analizleri
Alternatif
Kirpilma
Uriinleri
Varyant
Analizleri
miRNA
Analizleri

Sekil 8: Uygulanan yontemlerin is akis semas.

20

1 akis semasinda
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3.2.1. Hiicre Kiltiirii

Se¢mis oldugumuz Jurkat ve Molt4, T-ALL hastaliginin farkli evrelerini temsil
eden, hiicre serileri %10 FCS, 2mM L-glutamin, streptomisin (100mg/mL) ve penisilin
(100U/mL) iceren RPMI 1649 besi yerinde ve %5 CO2 igeren ortamda 37°C de

inkiibasyona birakildi. Ugiincii pasaja LiCl muamelesi ile devam edildi.

3.2.2. Hiicre Serilerinde p-Kateninin Uyarilmasi

Kiiltir edilen hiicre hatlarindan, 4 milyon hiicre 12 ml besiyeri igerisine alind1 ve

240ul 1M LiCl eklenerek bir gece inkiibe edildi (Sekil 9).

Her hiicre hatti, muamele edilmis ve edilmemis olarak ayrildi ve her bir grup

biyolojik tekrar olacak sekilde duplike calisildi.

Li

/’
oMy
~gatenind
N
c-Myc _@

Sekil 9. LiCl etkiledigi yolaklar.

3.2.3. RNA Izolasyonu ve Kantitasyonu
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Hiicre kiiltliriinden toplanan ornekler, 600 pl Soliisyon D i¢inde homojenize
edildi ve kit protokoliine uygun bir sekilde RNA izole edildi (Sekil 10) (Qiagen,
Almanya). Nanodrop 1100 cihaz1 ile RNA miktar tayini yapildi. Elde ettigimiz RNA
ornekleri uygun sekilde etiketlenerek -80°C’de saklandi.

(I (I
Jurkat Molt4

N N
I I X

240 WL LICl - o106 30 240 W LICl 4 q 6
Ax105 Jurkar, Xr0°durkat £ 06 Molad X10° Moltd

| S AN

RNA izolasyonu

oG _F:
H b

Sekil 10: Hiicre hatlarinin LiCl ile muamelesi ve muamele sonunda toplanan hiicrelerden RNA
eldesi.

3.2.4. cDNA Sentezi

Spektrofotometre kullanilarak RNA oOrneklerinin kalite ve miktar tayinleri

yapildi. Herbir RNA 6rnegi 10 ul de 1 pg olacak sekilde sulandirildi ve 65°C’de 10
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dakika inkiibe edilip hemen buz iizerine alindi. Buz iizerindeyken Tablo 8’de belirtilen

kosullarda hazirlanan reaksiyon karigimi eklendi.

Tablo 8. cDNA sentezinde kullanilan reaksiyon karigiminin kosullart

Reaksiyon Karisimi

5X M-MLV Tampon

0.1 mM DTT 0.1M
25mM DNTP Karigimi 10 mM
5mg/ml Random Primer 25 mM
M-MLV enzim 200U
Rnase Inhibitor 40U/ul
dH20

Bu karisim, eklendikten sonra ilk olarak 37°C’de 2 saat ardindan 65°C’de 5
dakika inkiibe edildi. Elde ettigimiz c¢cDNA ornekleri -20°C’de uygun sekilde

etiketlenerek saklandi.

3.2.5. Kantitatif PZT

Uygulamis oldugumuz LiCl muamelesi sonucu WNT yolag1 aktivasyonunu
takip etmek icin bu yolakta gérev yapan genlerden AXIN, B-KATENIN ve LEF1 anlatim
diizeyleri belirlendi. Normalizasyon i¢in her hiicrede esit anlatim gosterdigi kabul edilen
gardiyan genlerden siklofilin kullanilmistir. LC480 (Roche, isvicre) cihazinda Universal

Probe Library (UPL) prob kullanarak gen anlatim diizeylerini kontrol ettik.

Hiicre kiiltiirlinden topladiimiz  6rneklerden elde ettigimiz c¢DNA’lar
kullanilarak belirlenen genler i¢in Kantitatif primer zincir tepkimesi (KPZT) uygulandi
(Tablo 9). KPZT ile elde edilen relatif gen anlatim diizeyleri, ACT yontemiyle
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hesaplanmistir  (38). PZT protokoliine ait sicaklik ve dongiler Tablo 10’da

gosterilmistir.

Tablo 9: Kantitatif PZT reaksiyon karisim icerigi

Reaksiyon Karism Konsantrasyon (pl) Nihai Miktar
Master Karigim 2X Sul

Forward Primer 10 pmol 0.5 ul
Reverse Primer 10 pmol 0.5l

Prob 10 uM 0.2 ul

dH20 - 1.8 ul

cDNA - 2 ul

Tablo 10: Kantitatif PZT protokolii.

PZT Asamasi Sicaklik ve Siire Dongii
On- inkiibasyon 95°C 10’

95°C 10>’

60°C 30>’ 45 dongii

Amplifikasyon
72°C 1>

Soguma 40°C 30>
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3.2.6. RNA Kalite Kontroli

Muamelenin uygun olduguna karar verildikten sonra, RNA materyellerinin
bozulma miktarma dayali prensip ile 28S/18S oranini 6l¢mek icin RNA 6rneklerinin

kalite kontrollerini ¢ipli sistem olan Bioanalyzer (Agilent, ABD) ile ger¢eklestirildi.

3.2.7. Yeni Nesil RNA Dizileme

Belirledigimiz 6rnek gruplari arasindaki transkriptom diizeyindeki farkliliklarini
gorebilmek i¢in gergeklestirdigimiz RNA dizileme, Genewiz firmasi araciligi ile hizmet
alimiyla gergeklestirilmistir. Orneklerimiz, Illumina HiSeq 2500 teknolojisi ile
dizilenmistir. Illumina cihazinin dizileme teknolojisi sentezleyerek dizileme (Sequence

by Synthesis (SBS)) teknolojisine dayanmaktadir.

Dizileme temel olarak iki asamada gergeklesmektedir; kiimeler olusturma ve

dizileme.

Kiimeleme; her bir fragmanin  izotermik olarak  ¢ogaltilmasiyla
olusturulmaktadir. Kiimeler cam yiizeyden olusan akis kiivetlerinin iginde
gerceklesmektedir. Cam ylizeylerin lizerinde ileri ve ters iplikleri taniyan iki ¢esit oligo
bulunmaktadir. Bu oligolar; bir iplik iizerindeki adaptor bdlgelerinden birini

tanimaktadir ve dizilerin hibridizasyonunu saglamaktadir.

Hibridize olan iplik; adaptor bolgesindeki diger oligoyu taniyarak koprii kurar
ve komplementerini hibridize eder ve boylece ileri ve ters iplikler sentezlenmis olur. Bu

islem tekrarlanarak milyonlarca kiime olusturulur (Sekil 11).
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Sekil 11: RNA-Dizileme kiimeleme (36).

Dizileme asamasinda; Ornekler dizilemeye hazirlanirken ipliklerin taninmasi

icin takilan dizileme primerlerini tanmimaktadir ve dizileme bu primerler ile
baslamaktadir. Fakat okumalar dizileme primerlerinden sonraki ilk baz ile
baslamaktadir. Her baza 0zgii florasan 1simasiyla okuma gerceklestirilmektedir. Bu
okuma sistemine sentezleyerek dizileme teknolojisi denmektedir. Bu sistemle her es
iplikler es zamanli okunmaktadir. Olusturulan yiizeylerde kiimeler kitlesel paralel

dizileme teknolojisiyle okunmaktadir.

Okuma islemleri ileri iplikler i¢in gergeklestirilir ve tek ipligi okuma sistemine

denir (Sekil 12).
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Sekil 12: RNA-Dizileme SBS dizileme (36).
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3.2.8. Biyoenformatik Analizler

RNA dizileme sonucu elde edilen verinin kabul gormiis bir altin standardi
bulunmamaktadir. Bu nedenle tez kapsaminda kullanilan 6rnekler i¢in farkli algoritma

kombinasyonlari test edilip en uygun algoritma seg¢ilmistir.

Dizileme verisi, hizmet alinan firmadan dosya aktarim iletisim kurali (FTP)

araciligiyla ¢cevrimigi yontemlerle ulasildi.

Elde edilen yiiksek ¢iktili transkriptom verileri, yaptigimiz 6n calismalar ile

belirledigimiz veri analiz algoritmasi1 yardimiyla analiz edilmistir.

3.2.8.1. Kalite Kontrol ve Temizleme

3.2.8.2. Dizileme Verilerinin Kalite Kontroli

RNA dizileme verisinin kalite kontrol degerlendirmeleri ve tekrarlanan
adaptorlerin tespiti, “Fasta Quality Control” (FastQC) (Babraham Bioinformatics) tespit
araci ile saglanmaktadir. FastQC aracinin “fastq-mcf” alt araci ile, dizileme sonucunda
elimizdeki FastQ formatindaki ham veri, 6n islemele raporlamasi ile kalite
degerlendirmesi yapip okuma kalite degerleri icin belirlenen esik degere gore
degerlendirilir (28 baz c¢ifti < okuma degerleri kabul edilir). Bu esik deger taban
alinarak diisiik kalitedeki okumalar temizlenip kirpilmis, 6rneklerin dizileme esnasinda

karismamalari i¢in eklenen isaret olan adaptorlerden de kalanlar temizlenmistir.

3.2.8.3. Referans Genoma Hizalanmasi ve Gen Anlatimlarinin Profillendirilmesi

Kalite kontrol ve temizleme sonrasinda degerlendirmeye uygun hale
getirdigimiz veriler, literatiirde en ¢ok kullanillan BOWTIE2 ve STAR hizalama araclar
ile hg19 referans genoma hizalanmistir. Hizalama sirasinda genlerin uzunluklar1 ve ilgili
gen bolgesi i¢in okuma derinligi degerlendirerek “Fragment Per Kilobase Per Million”
seklinde ifade edilen gen anlatim degerleri normalizasyonu tamamlanmis sekilde

hesaplanmistir (Sekil 13).
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ER x 10°

FPRM = o1 MR x 2

ER) Gen bolgesi i¢in okuma derinligi, EL) Ilgili gen bolgesinin uzunlugu, MR) Deneydeki toplam derinlik degeri.

1. Tekrar
Okuma Sayis | Okuma Sayis | Okuma Sayis

A Geni (2 kb) 12 30
B Geni (4 kb) 20 25 60
CGeni(lkb) 5 8 15
D Geni (10 kb)

Gen Adi 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
FPKM Degeri | FPKM Degeri | FPKM Degeri

o
[N

AGeni (2kb)  1.43 1.33 1.42
B Geni (4kb)  1.43 1.39 1.32
CGeni (1kb) 143 1.78 1.42
D Geni (10kb) 0 0 0.009

Sekil 13. 1lgili gen i¢in okuma derinligi ve gen uzunluguna gore normalize edilmemis (5ncesi)
ve edilmis (sonrast) degerlerin temsili olarak gosterimi. Farkli sayidaki okuma
degerine sahip olan farkli uzunluktaki genlerin aslinda ayni gen anlatim profilini
gosterebilecegini gostermek icin degerler temsili olarak gosterilmistir.

3.2.8.4. Gen Anlatim Analizi

Elde ettigimiz FPKM degerlerini kullanarak tiim veri igerisindeki anlamli olarak
anlatim1 degisen genleri tespit etmek icin EBSeq paketi ve Cufflinks araci
kullanilmistir.

EBSeq, R programlama igerisindeki biyolojik analizler yapilabilecek platform
olan Bioconductor biinyesinde bir pakettir ve gen anlatim profilleri hesaplamalarinda
kullanilmaktadir. R programlamada, yazdigimiz algoritmalar1 calistirip hesaplamalari

gerceklestirdigimiz R Studio’nun kullanicr ara yiizii Sekil 14’te gosterilmistir.
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Q. . ® Project: (None) «
raa_seq_annotation-4 k.. | Environment History
SourceonSave A Z . *Run  ** “Source - | * Import Dataset- ¢ Ust-
48 con < dbConnect(MySQLO), % Global Environment -
49 user ~ "genomep' , Data
50 password - 'password’, contrast mum (1:2, 1] -1 1
51 host -« ‘genome-mysql.cse.ucsc.edu’, data. f 11984 obs. of 41 variabl.
2 dbnme="hg1a’) ydata. for... 11904 obs. of 41 variabl.
= ; ddata. for.. 11904 obs. of 41 variabl.
54 files < list.files(path - *.", pattem - "*.txt") e e
B0 s s exprs  Large matrix (488064 ele.
57  nows < FilepathLsanscextCfile) pheno. for..41 obs. of 1 varicble
58  data < read.csv(file, header - TRUE, check.names - FALSE, sep - “\t* Values
59 rownames(data) <- datal,c(i eset Large ExpressionSet (766 .
0] Larae character (11904 el

60 data < datal,-c(1)]
61 data < as.eatrix(data
Files Plots Packages Help Viewer

62 sizes < MedianNorm(data) # median normalization opproach
63 EBOut < EBTest(Data - data, Conditions = as.factor(c(rep("(1", 11), rep("(2", 6))), % New Folder @ Delete = Rename & More -
4 sizeFactors « sizes, maxround ~ 50) ® Home =
65  EBDERes <- GetDEResults(EBOut, FOR - 0.05) « Name

66 R

67 GenesOfInterest <- EBDEResSStatus == "DE"

68 NormalizedMatrix <- GetNormalizedMat(data, sizes. ¥ RData

69

78 GeneFC < PostFONithB(EBOUt)

7 Rhistory

72 log2fc < as.data.frame(as.matrix(log2(GeneFCSPostFC)) GenesOf Interest,

73 log2fc < chind(GeneSymbol - rownames(log2fc), log2fc)

74 colnames(log2fc)(2] < “fclog2" %

75 row.names(log2fe) < NI

%

7 " Applications

78

79 query <- "SELECT GROUP_CONCAT(DISTINCT geneSynbol ORDER BY geneSysbol ASC SEPARATOR '$') AS GeneSymbol, config

ER BY keggMapDesc.mapID ASC SEPARATOR '$$') AS Keggld,
on ORDER BY keggMapDesc. description ASC SEPARATOR '$$') AS KeggDesc,
ASC SEPARATOR '$$') AS C

Creative Cloud Files

derby.log
Deskiop
gID ASC SEPARATOR "$$') AS kgID o
ranscript = kgkref.kgID
LEFT JOIN keggPathmay ON knownCanoni - keggPathway. kgID
91  LEFT JOIN ON keggPathway.mapID = napID sk
92 WHERE GeneSymbol IN
& Documents
o Downloads
95  query <- paste(query, paste(shQuote(names(GenesOfInterest[GenesOfInterest «= TRUE])), collapse=","), ")GROUP BY GeneSymbol;" Envs
96 query.df <- dbGetQuery(conn - con, statement - query
97 tmp < merge(NormalizedWatrix, query.df, by.x - "row.names”, by.y = “GeneSymbol") existing.dat
98 names(tmp)[1] <~ “GeneSymbol"
99 ppde <- os.data. frane(EBDEResSPPMat
100  ppde < cbind(GeneSysbol ~ rownames(ppde), ppde) homo_saplens_kegg_pathway_ensembl_
101 row.names(ppde) <~ NUL
102 result < merge(twp, ppde, by.x ~ "GeneSymbol®, by.y ~ "GeneSymbol™) Pitpsanalysis.ingenuity.compa_310003
103 result < merge(result, log2fc, by.x - "GeneSymbol", by.y = “GeneSysbol" nitpsanalysis.ingenuity.compa_320707
3" (o0 Leweli RScrint v

Console

Sekil 14. R Studio’nun kullanicr ara ytizii.

Cufflinks (Cole Trapnell’s Lab) ise, RNA-dizileme igin diferansiyel gen
anlatim1 hesaplama tizere ortak ic matematik ve hesaplamali Biyoloji laboratuvarlarinin

gelistirdigi bir aragtir (http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/).

3.2.8.5. Tiim Transkriptom Analiz

Gen anlatim hesaplamalar1 sonucunda anlamli degisiklik gosteren (p<0.05)
genlerin logaritmik kat degisimleri tespit edilmis ve bu genler ve degisim kat sayilar
ClusVis (Ref) programi araciligiyla R dilinde yazilmis program ile 1s1 haritasina

yerlestirilmistir.

Tespit ettigimiz genler, “The Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery” (DAVID) veri tabani kullanilarak yolak ve zenginlestirme

analizleri yapilmistir (http://david.abcc.ncifcrf.gov).



http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/
http://david.abcc.ncifcrf.gov/
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3.2.8.6. Gen Anlatim Analizi

Hizalanmig veri igerisinden, WNT yolag iliskili genlerin FPKM degerleri
cekilip EBSeq ve Cufflinks ile bu genlerin anlatim profilleri hesaplanmis, anlamli olan
genlerin (p<0.05) logaritmik kat degisimleri tespit edilmis ve bu genler 1s1 haritasinda

gorsellestirilmistir.

3.2.8.7. Alternatif Kirpilma Uriinleri

MRNA olusurken ortaya ¢ikan gen iirlinleri, alternatif noktalardan kirpilma
sonucunda farkl: triinler olusabilir. Bu olusan alternatif tiriinlerin anlatim miktarlarin
ifade eden FPKM degerleri, GraphPad programina yerlestirilip LiCl ile uyarilmis hiicre
hatlarinda, kontrol 6rneklerinde ve hastalardaki durumlarini gosteren scatter plot grafigi

cizilmistir.

3.2.8.8. Varyant Analizleri

Hizaladigimiz verinin ¢iktilarindan biri de “Variant Calling File” (.vcf) olan
verideki varyasyonlar ile ilgili bilgi iceren bir dosyadir. Hizalama sonucunda elde
ettigimiz .vcf uzantili dosya, Illumina firmasinin varyant analizleri igin gelistirdigi ticari

yazilim olan VariantStudio’da analiz edilmistir.

3.2.8.9. miRNA Analizleri

miRNA analizleri, R-Bioconductor paketlerinden diferansiyel anlatimlarin
hesaplanmasinda kullanilan DeSeq paketi ile anlamli olarak anlatimi degismis

miRNA’lar hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. WNT yolaginin aktivasyonu ve validasyonu

4.1.1. RNA Kalite Kontrolii

Yeni nesil transkriptom dizilemeden verimli sonu¢ alabilmek i¢in RNA’nin
28S/18S oranini temsil eden RIN sayisinin 7’den biiylik olmas1 gerekmektedir. Jurkat
icin RIN sayist 10, Jurkat LiCl i¢in 10, Molt4 i¢in 9.6 ve Molt4 LiCl i¢in de 9.6 olarak

dleiilmiistiir. Orneklerin ¢ipli sistemdeki yiiriitme sonuclar1 Sekil 15’te gdsterilmistir.

St
A) 2 < s - 5
— = — < ~
< — O =] M O —
=S S < = 5 = =
= 3 =3
4000 —
2000 —
1000 —
SC'D —
200 —
5 —
B 14 Molt4 LiCl 18x Molt4
) RIN: 9.60 [:J"]“" 9.60
FU
ik | | 20 ‘ ‘I
10 “ 10 |
! ﬂ . (Sl
0 b = = i ; T T T 1 T
& HE o b it 25 200 1000 4000 [nt]
2x 1 7x
2 1o Jurkat LiCl LN Jurkat
[FU] _ [FU]
20
, ]
10 \ 10
0 J : i ‘ o “u 0 i o e I]--.
T T T 1 T T T T 1 T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]

ekil 15: RNA orneklerinin Biyoanalizor cihazindaki 6l¢lim sonuglari. A) ¢ipli sisteme
Yy p
yiiklenmis 6rneklerin jel goriintiisii. B) 28S/18S oraninin hesaplanabilmesi i¢in gerekli
okuma degerlerinin grafikleri.



4.1.2. Kantitatif PZT

32

Hiicre Kkiiltiirtinde LiCl ile yapilan aktivasyonu muamelesinin kontroliiniin

amactyla amaciyla, WNT yolagindaki kilit genlerden AXIN2, CTNNB1 ve LEF1

genlerinin anlatimi belirlendi.. LiCl ile muamele edilmis hiicre hatlarinda edilmemislere

gore daha yiiksek anlatim gozlenmis ve yapilan muamelenin gergeklestigine karar

verilmistir (Sekil 16). Gen anlatimlarindaki relatif artis miktarlar1 Sekil 16’de, p

degerleri Tablo 11°de gdsterilmistir.

AXIN1 AXIN

Jurkat LiCl Molt4 LiCl

Jurkat 4 Molt4 £ -

f T T 1 , T T 1

o 87 AY ? Ny Q° B \?
Gen Anlatim Degeri (%) Gen Anlatim Degeri (%)
CTINNB1 CINNBI

) » | L) S ) L) \Q \ﬁl ."Q .\.‘3
Gen Anlatim Degeri (%) Gen Anlatim Degeri (%)
LEF1 LEF1

r T T T 1
S 8 o e & &
Gen Anlatim Degeri (%)

T

Sekil 16. LiCl muamelesinin sonrasinda AXIN2, CTNNB1 ve LEF1 genlerinin anlatimlarini
gosteren kantitatif PZR sonuglart.
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Tablo 11. Gen anlatimindaki degisimlerin tglii olarak ¢alisilan sayimsal PZT

sonuglarin P-degerleri.

Hiicre Hatti Gen P Degeri
AXIN2 0,0021

Jurkat CTNNB1 0,0561
LEF1 0,0128
AXIN2 0,0004

Molt4 CTNNB1 0,0008
LEF1 0,0226

4.2. Enformatik Bulgular
4.2.1. On isleme

4.2.1.1. Kalite Kontrol ve Temizleme

Dizileme sonucunda elde ettigimiz .fastq dosyalarimiz, FastQC (Babraham
Bioinformatics) kullanilarak dizilenen orneklerimizin kalite degerleri ve dizi ic¢inde
kalmis adaptérler belirlendi. Ornekler iginde tespit edilen adaptérler kirpildi. Sekil 17

‘de orneklerin kalite kontrol grafikleri verilmistir.
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123456788 2119 15 17 16 21 23 25 27 28 31 33 35 37 39 4l 43 45 47 48 Sl 123456786 11 13 15 17 16 21 23 25 27 29 31 33 35 37 30 41 43 45 47 40 51

Position in read (bp)

055 all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

123456786 11 13 15 17 18 21 23 25 27 28 31 33 35 37 30 41 43 25 47 49 51 1234567889 11 13 15 17 18 21 23 25 27 20 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51
Pasition in read (Bp) Pasition in read (bp)

Sekil 17: Dizilenmis RNA o6rneklerinin okumalar icin gerceklestirilmis kalite kontrol
analizi sonucu. Sar1 barlarda gosterilen her bir fragmanin okuma kaliteleri
bulunduklar: alanlarda belirtilmistir. Yesil alan; kaliteli okuma, sar1 ve Kirmizi
alanlar ise dizilerde kalan adaptorler veya kisa okumalar oldugunu isaret
etmektedir.

4.2.2. Referans Genoma Hizalanmasi ve Gen Anlatimlarinin Profillendirilmesi

Ornekler literatiirde en ¢ok tercih edilen Bowtie2 ve STAR hizalama araglari
kullanilarak hg19 referans genomuna hizalandi. Hizalanan veride gen okuma degerlerini

merci alarak her genin mutlak anlatim degerini ifade eden FPKM degerleri hesaplandi.

4.2.3. Gen Anlatim Analizi

Ornek havuzundan belirlenen gruplarin herbiri EBSeq ve Cufflinks analiz
araclari ile farkli anlatim profili gosteren genler tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 18). Bu
sonuglart dikkate aldigimizda, tam kapsamli analizde Bowtie hizalama sonucunda elde

edilen verilerde EBSeq kullanilarak gen anlatimlarini hesaplandiginda 1784, Cufflinks
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kullanildiginda ise 116 diferansiyel anlatim farklilig1 gosteren gen tespit edildi. STAR
hizalama aracindan elde edilen veri sonucunda ise Bowtie ile 1638 ve Cufflinks ile 1677
adet anlatim farklilig1 gosteren gen tespit edildi. Ayni hesaplamalar WNT yolagindaki
genler segilerek tekrarlandi. Bowtie kullanildiginda EBSeq ile 20 Cufflinks ile iki adet
anlatim farklilig1 gosteren gen tespit edildi. STAR kullanildiginda ise EBSeq ile 24,
Cufflinks ile 64 anltim farkliligi gosteren gen tespit edildi. Bu sonuglar dikkate
alindiginda da, proje kapsaminda STAR hizalama araci ile EBSeq hesaplama aracini

kullanarak devam etmeye karar verildi (Sekil 19).

Tam Kapsamh Analiz

Farkli Anlatimlar1 Hesaplama
LiCl ile Uyarilmis

= e Hiicre Hatlar1 vs EBSeq Cufflinks
E [+ ] Ti L.
o - 1mus Havuzu
_— G
S B Bowtic 1784 116
-
= < STAR 1638 1677
WNT Yolag
Farkli Anlatimlar1 Hesaplama
LiCl ile Uyarilmis
g = Hiicre Hatlar1 vs EBSeq Cufflinks
= =S Timus Havuzu
= 4
ﬁ = Bowtie 20 2
-
o < STAR 24 64

Sekil 18: Farkh araglarla hizalanmis ve gen anlatim profilleri hesaplanmis 6rneklere genel
bakas.
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Ornekler
Jurkat-LiCL,
Molt4-LiCl /
Timus
|
| |
Tam Kapsamli _WNT Yolag:
Analiz Ozelinde Analiz
| I | | ]
Bowtie2 _ Bowtie2
_ Hizalama Hizalama
EBSeq EBSeq EBSeq EBSeq
Cufflinks Cufflinks Cufflinks Cufflinks

Sekil 19: Gen anlatim analizleri akis semasi. Yesil ile gosterilen hizalama araclari ve
hesaplama metodlari ile devam edilmistir.

4.2.4. Tiim Transkriptom Analiz

Is1 haritas1 i¢in olusturdugumuz algoritmada en ¢ok 1200 gen ile ¢alisilmast
mimkiindiir. Segilen araglardan elde edilen sonucunda elde ettigimiz sonuglar
dogrultusunda, logaritmik deger ve p degerleri agisindan degerlendirildiginde en
anlamli sonu¢ veren 1200 gene ait gen anlatim profilleri, 1s1 haritalarina yerlestirilip
gen anlatim diizeyleri gorsellestirilmistir (Sekil 20). LiCl muamelesi gormiis hiicre
hatlarinin, kontrol 6rnegi olan timus havuzundan farkli bir anlatim profili gosterdigi, 1s1

haritasinda herhangi bir etiketleme yapilmadan kiimelenmesi ile gosterilmistir.
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Sekil 20: Tiim transkriptom analizinde, gen anlatim 1s1 grafigi.
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0
1

I Muamele Edilmis Hucre Hatti I 4 Muamele Edilmis Hucre Hatti
0.5

Kontrol

Tablo 12: Uyarilmis hiicre hatlari ve hasta grubunda ortak anlatimi degisen WNT
genlerinin dahil olduklar: diger yolaklar.

Yolak Ad1

Ribozom

Splisozom
Amino asit
biyosentezi
Endoplazmik
retikulumda
protein isleme
Karbon
Metabolizmasi

Viral
karsinogenez
DNA
replikasyonu
Insan T Hiicre
Losemi Virlsii
Tip-1 (HTLV-I)
Enfeksiyonu

Sitrat Dongiisii

P Degeri

3,96E+07

491E+11

7,41E+09

0.0019101223451922554

0.0022775038892326746

0.003880368257314306

0.0044120296338123356

0.005035837095994682
0.01242351292748825

Genler
RPSA, RPL19, RPL14, RPL13, RPL27A, RPL26,
RPL35, RPL37, RPL38, RPS2, RPL29, RPS19,
RPL32, RPL13A, RPL21, RPLPO, RPL8, RPL11,
RPL37A, RPS21, UBA52
TRA2B, SNRPD3, EFTUD2, SNRPD2, SF3A3,
CTNNBL1, PRPF19, HNRNPK, DDX23, U2AF1,
SNRPA, ACIN1, SNRNP70, HNRNPC, PRPF38B
ALDOA, PKM, GLUL, TPI1, PYCR2, ALDH18A1,
ACO?2, IDH3B, TKT, PGK1, ENO1
P4HB, NPLOC4, PDIA3, UBE2G2, CALR, STT3B,
HYOU1, UBE2D3, ATF4, STT3A, VCP, RPN2,
EIF2AK2, DDOST
ALDOA, PKM, DLST, GPI, TPI1, ACO2, IDH3B,
TKT, OGDH, PGK1, ENO1
ACTN4, IL6ST, DDB1, RBL1, ACTN1, HLA-E, PKM,
CDC42, ATF4, YWHAH, HNRNPK, HIST2H2BE,
YWHAQ, EIF2AK2, CHD4

MCM7, POLE3, POLD1, POLD2, MCM2, MCM5

DVL2, EGRL, DVL3, TLN1, CD3G, SLC25A5,
TGFBR2, FDPS, SMAD3, CALR, MYBL2, HLA-E,
AKT1, ATF4, POLES3, POLD1, POLD2

DLST, ACO2, IDH3B, ACLY, OGDH



(TCA dongiisii)

Adherens junction

Hiicre Dogiisii
Hippo Sinyal
Yolag1

Fokal Adhezyon

Metabolik
Yolaklar
Glikoliziz /
Gluconeogenez
Kronik Myeloid
Losemi
Lokosit
Transendotelyal
Gog

0.02081147194441041
0.03553343986130119
0.041162972656703156

0.05023889916732939

0.052734349834284586
0.05314025984058822

0.06829646324496438

0.06876340700111763
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ACTG1, CDC42, IGF1R, ACTN4, TGFBR2, SMAD3,
ACTN1
MCM7, YWHAH, RBL1, YWHAQ, SMAD3, MCM2,
ABL1, MCM5, CDC25B
DVL2, ACTG1, DVL3, PPP1CA, MOB1A, YWHAH,
TGFBR2, YWHAQ, SMAD3, SMAD1

ACTG1, AKT1, CDC42, IGF1R, TLN1, PPP1CA,
ACTN4, DIAPH1, ACTN1, ITGA4, BIRC3, FLNA
ALDOA, GALNT2, NDUFB4, AHCY, ALDH18A1,
POLRZ2E, GCLC, HMGCR, ATP5G2, CAD, QARS,

PPT1, OGDH, ATP5G3, PKM, STT3B, TPI1, STT3A,
ST3GALS, POLES, PLCH1, ATP5L, RPN2, ITPK1,
DDOST, IMPDH2, ENOL1, DLST, ACO2, CMAS,
FDPS, IDH3B, ACLY, TKT, DGKH, GPI, GLUL,

PYCR2, NDUFV1, POLD1, POLD2, DNMT1,

ATP5A1, EXT1, PGK1, SMPD4, ALOX12, UQCRB

ALDOA, PKM, GPI, TPI1, PGK1, ENO1
AKT1, CTBP1, CBLB, BCR, TGFBR2, ABL1

ACTG1, CDCA42, ITK, ACTN4, CXCR4, ACTN1,
ITGA4, RHOH

Hiicre hatlari i¢in yaptigimiz analizler, veri tabanlarindan elde edilen 12 adet T-

ALL hastasina ait RNA dizileme sonuglar1 verisinde de uygulandi ve elde ettigimiz

sonuclar dogrultusunda 1200 adet gene ait gen anlatim profilleri, 1s1 haritalarina

yerlestirilip gen anlatim dizeyleri gorsellestirildi (Sekil 21). Hasta grubunun, kontrol

ornegi olan timus havuzundan farkli bir anlatim profili gosterdigi, 1s1 haritasinda

herhangi bir etiketleme yapilmadan kiimelenmesi ile gosterilmistir.
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Sekil 21: Hasta verilerinde, tiim transkriptom analizinin gen anlatim 1s1 grafigi. . “H”
kodlar1 hasta ornekleri, “THY” kodlar1 kontrol timus havuzunu temsil
etmektedir.

Hem uyarilmis hiicre hatlarina ait veriler hem de hastalardan elde edilen veriler
birlestirildiginde, 426 adet genin ortak profil gosterdigi belirlenmistir (Sekil 22).
Logaritmik kat degisim verilerine gore en anlamli artis1 ve azalis1 gdsteren 10 gen Tablo

13’te gosterilmistir.
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Tablo 13: Uyarilmis hiicre hatlari ve hastalarda ortak ¢ikan genlerden en anlamh artisi ve
azalis1 gosteren 10 gen.

Gen Ads Log Kat Degisimi Gen Ady Log Kat Degisimi
(Anlatim1 arttanlar) (Anlatim1 azalanlar)
VAT1 6.113 ZNF736 -5.364
DDOST 5.938 C1QTNF6 -5.367
TLN1 5.395 CASC1 -5.384
RPL8 5.383 GVINP1 -5.397
CFL1 5.329 BACH2 -5.732
P4HB 5.070 RPL21 -6.091
PKM 4.962 OMG -6.132
RPLPO 4.384 IPCEF1 -6.231
TAGLNZ2 4.815 SLFN5 -1.077
RPS21 5.509 MALAT1 -7.554
LiCl+ Hii

g

Sekil 22: Tiim transkriptom analizi sonucu, LiCl ile muamele edilmis hiicre hatti ve
hastalardaki gen anlatim profillerinin kesisim kiimesi (n=426).




41

4.2.5. WNT Yolag1 Ozelinde Gen Anlatim Analizi

Se¢ilmis olan en uygun yontem olan STAR hizalama araci ve EBSeq
hesapmalama aracini kullanarak verilerimizin icinden WNT yolagina ait genleri gekip

bunlar arasinda farkli anlatim profili gsteren 60 gen tespit edilmistir (p<0.05).

Tespit edilen 60 gene ait gen anlatim profilleri, 1s1 haritalarina yerlestirilip gen
anlatim diizeyleri gorsellestirilmistir (Sekil 23). LiCl muamelesi gormiis hiicre
hatlarinin, kontrol 6rnegi olan timus havuzundan farkli bir anlatim profili gosterdigi, 1s1

haritasinda herhangi bir etiketleme yapilmadan kiimelenmesi ile gosterilmistir.

Bu genlere ait logaritmik kat degisim degerleri Tablo 14’de anlatimi artan ve

azalan genler olarak ikiye ayrilarak, logaritmik kat degisim degerleri gosterilmistir.

1 ]

Muamele Edilmis Hucre Hatti 15 Muamele Edilmis Hucre Hatti
Kontrol 0
! 1

05 Kontrol

0

-05

I—1

R

]

H

SEFE RS e e

B PR

oI yesynp
IOrTPIoN
GAHL
PAHL

Sekil 23. WNT yolag 6zelinde yapilan gen analizinde 1s1 grafigi.
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Tespit edilen genlerin dahil olduklar1 diger yolaklar, Tablo 15°de gosterilmistir.

katsayilar1 (p<0.05).

[ AnlatimiArian Genler | Anlaunu Azalan Genler |
Gen Log2 Kat Degisimi | Gen Log2 Kat Degisimi
CuUL1 3.128267648 | NKD1 -9.840906974
DVL1 3.042854466 | CD44 -7.914402021
DVL3 2.961719281 | WNT10B -4.17621265
DVL2 2.205929211 | ABCB1 -4.017064497
SKP1 2.15823265 | PRICKLE1 -3.734768494
CSNK1A1l 2.061712158 | AXIN2 -3.334996218
CTBP1 2.061488527 | JUN -2.825509998
RHOA 1.889675525 | PLAUR -2.787823641
PLCB3 1.776622647 | TCE7 -2.690464419
FBXW11 1.693612589 | PRKACB -2.62086233
APC 1.561184901 | CCND2 -2.616505349
CACYBP 1.39892168 | SMAD4 -2.502346355
VANGL1 1.360051777 | PLCB2 -1.982548804
CAMK2G 0.93676577 | TP53 -1.900874465
CSNK1E 0.905523303 | FRAT2 -1.746983442
CTNNB1 0.88983256 | LEF1 -1.738377439
TBL1X 0.794394944 | CAMK2D -1.719613231
RAC1 0.762008879 | TCF7L2 -1.441869812
MAPK9 0.738546712 | ID2 -1.095308459
RAC2 0.648378322 | GSK3B -1.084755191
CSNK2A1 0.563911176 | NFATC3 -1.076625527
PPARD 0.520334467 | ROCK2 -1.052621197
CSNK2A2 0.519315129 | PSEN1 -0.916124087
CHD8 0.477381504 | PPP3CB -0.842438256
PPP3R1 0.196906816 | PRKCB -0.717742279
SENP2 0.093144361 | NLK -0.656428465
CCND3 0.078221116 | VANGL?2 -0.645343909

EP300 -0.636510873
LRP5 -0.573433196
SIAH1 -0.532406682
TBL1XR1 -0.526357711
CREBBP -0.038183942

Tablo 14: WNT yolagi 6zelinde yapilan gen analizinde anlatimi degisen genler ve degisim
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Tablo 15: Uyarilms hiicre hatlar1 ve hasta grubunda ortak anlatim degisen WNT
genlerinin dahil olduklar: diger yolaklar.

Metabolizmasi

Yolak Adi P Degeri Genler
RPSA, RPL19, RPL14, RPL13, RPL27A, RPL26,
RPL35, RPL37, RPL38, RPS2, RPL29, RPS19,
RPL32, RPL13A, RPL21, RPLPO, RPL8, RPL11,
Ribozom 3,96E+07 RPL37A, RPS21, UBA52
TRA2B, SNRPD3, EFTUD2, SNRPD2, SF3A3,
CTNNBL1, PRPF19, HNRNPK, DDX23, U2AF1,
Splisozom 491E+11 SNRPA, ACIN1, SNRNP70, HNRNPC, PRPF38B
Amino asit ALDOA, PKM, GLUL, TPI1, PYCR2, ALDH18A1,
biyosentezi 7,41E+09 ACO2, IDH3B, TKT, PGK1, ENO1
Endoplazmik P4HB, NPLOC4, PDIA3, UBE2G2, CALR, STT3B,
retikulumda HYOU1, UBE2D3, ATF4, STT3A, VCP, RPN2,
protein igleme 0.0019101223451922554 EIF2AK2, DDOST
Karbon ALDOA, PKM, DLST, GPI, TPI1, ACO2, IDH3B,

0.0022775038892326746

TKT, OGDH, PGK1, ENO1

ACTN4, IL6ST, DDB1, RBL1, ACTN1, HLA-E, PKM,
CDC42, ATF4, YWHAH, HNRNPK, HIST2H2BE,

Viral
karsinogenez 0.003880368257314306 YWHAQ, EIF2AK2, CHD4
DNA
replikasyonu 0.0044120296338123356 MCM7, POLE3, POLD1, POLD2, MCM2, MCM5
Insan T Hiicre
Losemi Virlisii DVL2, EGR1, DVL3, TLN1, CD3G, SLC25A5,
Tip-1 (HTLV-I) TGFBR2, FDPS, SMAD3, CALR, MYBL2, HLA-E,
Enfeksiyonu 0.005035837095994682 AKT1, ATF4, POLE3, POLD1, POLD2
Sitrat Donglisii
(TCA dongiisii) 0.01242351292748825 DLST, ACO2, IDH3B, ACLY, OGDH
ACTG1, CDC42, IGF1R, ACTN4, TGFBR2, SMAD3,
Adherens junction 0.02081147194441041 ACTN1
MCM7, YWHAH, RBL1, YWHAQ, SMAD3, MCM2,
Hiicre Dogiisii 0.03553343986130119 ABL1, MCM5, CDC25B
Hippo Sinyal DVL2, ACTG1, DVL3, PPP1CA, MOB1A, YWHAH,
Yolagi 0.041162972656703156 TGFBR2, YWHAQ, SMAD3, SMAD1
ACTG1, AKT1, CDC42, IGF1R, TLN1, PPP1CA,
Fokal Adhezyon 0.05023889916732939 ACTN4, DIAPH1, ACTNL, ITGA4, BIRC3, FLNA
ALDOA, GALNT2, NDUFB4, AHCY, ALDH18A1,
POLR2E, GCLC, HMGCR, ATP5G2, CAD, QARS,
PPT1, OGDH, ATP5G3, PKM, STT3B, TPI1, STT3A,
ST3GALS5, POLE3, PLCH1, ATP5L, RPN2, ITPK1,
DDOST, IMPDH2, ENO1, DLST, ACO2, CMAS,
FDPS, IDH3B, ACLY, TKT, DGKH, GPI, GLUL,
Metabolik PYCR2, NDUFV1, POLD1, POLD2, DNMTL,
Yolaklar 0.052734349834284586 ATP5AL, EXT1, PGK1, SMPD4, ALOX12, UQCRB
Glikoliziz /
Gluconeogenez 0.05314025984058822 ALDOA, PKM, GPI, TPI1, PGK1, ENO1
Kronik Myeloid
Losemi 0.06829646324496438 AKT1, CTBP1, CBLB, BCR, TGFBR2, ABL1
Lokosit
Transendotelyal ACTGL1, CDC42, ITK, ACTN4, CXCR4, ACTNL1,
Gog 0.06876340700111763 ITGA4, RHOH
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Hasta verisinden elde ettigimiz 11 adet genin anlatim profilleri, 1s1 haritalarina
yerlestirilip gen anlatim diizeyleri gorsellestirilmistir (Sekil 24). Hasta grubunun,
kontrol 6rnegi olan timus havuzundan farkli bir anlatim profili gosterdigi, 1s1 haritasinda

herhangi bir etiketleme yapilmadan kiimelenmesi ile gosterilmistir.

e O

GSK3B I ,

PLCB2 1

CACYBP

-1
DVL3 I

PRKCA

CSNK1E

AES

CTBP1

RAC?2

DVL2

. GSK3A
T
o

IH
PAHL

I I I
o = N
BN

Sekil 24: WNT yolag: 6zelinde yapilan gen analizinde 1s1 grafigi.

Hem uyarilmis hiicre hatlarina ait veriler hem de hastalardan elde edilen veriler

birlestirildiginde, 8 adet genin ortak profil gosterdigi belirlenmistir (Sekil 25).
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LiCl+ Hii

Sekil 25: WNT yolag 6zelinde yapilan analiz sonucu, LiCl ile muamele edilmis hiicre hatti
ve hastalardaki gen anlatim profillerinin kesisim kiimesi (n=8).

Tespit ettigimiz Sekiz genden besinin WNT yolagindaki gorevleri tespit

edilmistir ve Tablo 16’de gosterilmistir.

Tablo 16. Uyarilms hiicre hatlar1 ve hastalarda ortak ¢cikan Wnt yolag: genlerinin dahil
olduklar1 yolaklar.

Dahil oldugu Wnt yolagi Genler

5-Katenin Yikim kompleksinin bozulmast  |DVL2, DVL3, GSK3 /3

Kanonik Wnt sinyalizasyon yolag1 DVL2, DVL3, GSK3 j

DVL2, DVL3,  GSK3B,

Whnt araciligi ile Hiicre-Hiicre sinyalizasyonu
CSNK1E, PLCB2

DVL2, DVL3, GSK3g,

Hiicre yiizey reseptorleri sinyalizasyonu
yueey P Y Y CSNKI1E, PLCB2
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4.2.6. Alternatif Kirpilma Uriinleri

WNT sinyal yolagi icin kilit rolii olan genlerin alternatif kirpilma iirtinlerinin

anlatimlar1 hesaplanmigtir.

CTNNBI1 Geni i¢in Alternatif Kirpilma Uriinleri

L fc-RoRocReafcef o Qo) o | o goafrejca el se fovflocfio-grogiocyui i) i) i fuseuovfocliodico ool iffieclisd s 2o e

i

e

CTNNB1

NM_001098210- = +_. °b o

NM 001098209 . o
® le

NM_001094+ .

¢ O O \)
P o & 8

Sekil 26: CTNNBL i¢in alternatif kirpilma iiriinlerinin 6rneklere gore degisen anlatim
diizeyleri. NCBI veritabaninda CTNNBI icin tammlanms alternatif kirpilma
iiriinleri ve boyutlar1 gésterilmistir. CTNNB1 NM_001904, NM_001098210 ve
NM_0010982009 iiriinlerinin drneklere gore degisen anlatim diizeyleri. Kirmiz
semboller uyarilmis hiicre hatlarini, yesiller hastalari ve maviler de kontrol
orneklerini temsil etmektedir.

CTNNB1 i¢in veritabanlarinda tanimlanmis ¢ transkript tespit edilmis ve

bunlarin anlatim diizeyleri Sekil 26°da gosterilmistir.
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LEF1

NM 001166119 - o2 T

NM 001130713+

cocepcon
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X KoY X 00@
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Sekil 27: LEF1 i¢in alternatif kirpilma iiriinlerinin érneklere gore degisen anlatim
diizeyleri. NCBI veritabaninda LEF1 icin tamimlanmis alternatif kirpilma
iiriinleri ve boyutlari gésterilmistir. NM_001166119 ve NM_001130713
iiriinlerinin 6rneklere gore degisen anlatim diizeyleri. Kirmizi semboller
uyarilmis hiicre hatlarini, yesiller hastalar1 ve maviler de control érneklerini
temsil etmektedir.

LEF1 igin veritabanlarinda tanimlanmis iki transkript tespit edilmis ve bunlarin

anlatim diizeyleri Sekil 27°de gosterilmistir.

4.2.7. miRNA Analizleri

MRNA tabanli analizlere ek olarak, dizilenen veriden miRNA dizilerini ¢ekerek
miRNA i¢in anlatim analizleri gerceklestirildi. Istatistksel olarak anlamli diizeyde
anlatiminin degistigini tespit ettigimiz 30 adet miRNA, 1s1 haritasinda gorsellestirildi.
LiCl ile muamele edilmis hiicre hatlarinin miRNA anlatimi agisindan da kontrol timus
havuzlarindan farkli bir gen anlatimi gosterdigi belirlenmistir (Sekil 28). Tespit edilen
bu 30 miRNA’ya ait logaritmik kat degisim degerleri Tablo 17’de gosterilmistir.
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~ hsa-miR-1181

____________ hsa-miR-1296-5p

hsa-miR-1296-3p

' 15
hsa-miR-1248 .
hsa-miR-1255b-5p 05
hsa-miR-1268a
hsa-miR-1268b 0
hsa-miR-26a-2-3p
hsa-miR-26a-5p 0.5
hsa-miR-1282 I
-1

.~ hsa-miR-1304-5p

hsa-miR-1271-3p
hsa-miR-1343-3p
hsa-miR-1256
hsa-miR-1273c

hsa-miR-1972

1D17-7310N

hsa-miR-1273h-5p
hsa-miR-1273h-3p
hsa-miR-1914-5p
hsa-miR-2110
hsa-miR-1255b-2-3p
hsa-m!R-28-52p
hsa-miR-118
hsa-miR-1914-3p
hsa-miR-1273f
hsa-miR-1285-5p
hsa-miR-1303
hsa-miR-1285-3
hsa-miR-1273g-3p
hsa-miR-1304-3p

ekil 28: miRNA analizinde anlatim farkliligi gosteren miRNA’larinin 1s1 haritasi.
S g1g

Tablo 17: Anlatimi degisen miRNA’lar ve degisim katsayilari.
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Anlatimi Artan miRNA’lar

miRNA Log2 Kat Degisimi P-degeri

hsa-miR-1296-3p 5.32597704 0.039613019
hsa-miR-1296-5p 5.304018956 0.041204879
hsa-miR-1268a 4.045626497 5.68708E-25
hsa-miR-1255b-5p 3.41100313 1.25952E-11
hsa-miR-1268b 2.831211339 1.87564E-07
hsa-miR-1248 2.475449399 0.017662463
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Anlatim1 Azalan miRNA’lar

miRNA Log2 Kat Degisimi P- Degeri
hsa-miR-1273h-5p -9.979892465 3.12486E-07
hsa-miR-1304-5p -8.949644786 1.07512E-05
hsa-miR-1304-3p -8.816609293 1.62057E-05
hsa-miR-1303 -8.365201484 6.16371E-05
hsa-miR-1271-3p -7.933272137 0.000198147
hsa-miR-1273h-3p -7.913895689 0.000209346
hsa-miR-1273f -7.750713888 3.61746E-59
hsa-miR-28-5p -5.887742851 0.013913218
hsa-miR-1182 -5.875153466 0.014198579
hsa-miR-26a-5p -5.756546584 0.021259753

Anlatim1 degisen miRNA’lar Pyton dilinde yazilan bir kod ile veritabanlarindan

hedefledikleri genler ile eslestirildi ve Tablo 18’de gosterildi.

Tablo 18: Anlatimi degisen miRNA’lar ve degisim katsayilari.

mMiRNA log2Fold Change Hedef Genleri

CTNNBIP1, GSK3B, TCFL2, WNT5A, CCND2,
hsa-miR-26a-5p -5.756546584 PPP3R1, FRAT1, FRATZ2, NLK, PLCB1, SMAD4,
PPP3CB, VANGL2, PRKCB, LEF1, CREBBP

hsa-miR-2110 -5.224979337 WNT5A, PRKCG, WNT8B
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hsa-miR-1972

hsa-miR-1914-5p

hsa-miR-1914-3p

hsa-miR-1343-3p

hsa-miR-1304-5p

hsa-miR-1296-5p

hsa-miR-1285-5p

hsa-miR-1285-3p

hsa-miR-1273h-5p

hsa-miR-1273h-3p

hsa-miR-1273g-3p

hsa-miR-1273f

hsa-miR-1255b-2-3p

-5.357538039

-5.423519876

-5.104450525

-5.2644177

-8.949644786

5.304018956

-4.564880439

-3.037665848

-9.979892465

-7.913895689

-3.233505778

-7.750713888

-4.233325298

FzZD6, WIF1, FOSL1, PRKACB

GSK3B, SFRP1, WNT9A

VANGL1, NFATC2, LEF1, TCF7

PLCB1

MYC, WNT3A

CAMK2G, WNT5B

FZD3

BTRC, TP53, PLCB1

DVL1, CSNK2A1, WNT9B

DKK2

WNT16, FZD3, VANGL2

SFRP4, RUVBL1

MAPKS, WNT9B

4.2.8. Varyant Analizleri

Yontemimizin dogrulugunu gosterebilmek adina secilen hiicre hatlarinda daha

once tanimlanmig varyasyonlar RNA dizileme yontemi ile da analiz edildi. Jurkat hiicre

hatt1 igin literatiirde tanimlanan 12. kromozomda lokalize olmus CDK4 ve 1.

kromozomda lokalize olmus ARF1 gen varyasyonlari; Molt4 hiicre hatti i¢in literatiirde

tanimlanan 1. kromozomda lokalize olmus NRAS ve yine 1. kromozomda lokalize

olmus ARF1 genindeki varyasyonlar tespit edilmistir (Sekil 29).
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Bu varyasyonlara ek olarak WNT yolaginda gorevli genler, T hicre

gelisiminden sorumlu genler ve 16semiler i¢in tanimlanmis genlerin varyasyonlar1 da

calisma O6rneklerinde gosterildi (Sekil 30).

Gene View L
Chri2 CDK4 4. 7KL
— | I | e B | e
se.1a1.500 s8.145.220

N Patemal
Name Gene ID chr Start Stop Disease Description | length  MumVariants = Num Alleles PubMed V:"a’:;

¥ CDK&

» (CDK4 1019 12 58141510 58146230 Melanoma, cutaneous malignant 3~ cydlin-dependent kinase 4 4721 1 1 CDK4 1]

Gene View 1
Chr1 ARF1 186K

[ 11 *

Y228.210.381 28.286.517
v Paternal
MName Gene ID Chr Start Stop Disease Description - Length Num Variants = Num Alleles PubMed V:r\arr:];

¥ ARF

» ARF1 375 1 228270361 228286913 ADP-ribosylation factor 1 16553 1 1 al 0

Gene View

¥
MName Gene ID Chr Start Stop Disease Description Length Mum Variants | Num Alleles PubMed

¥ leukemia
BCR 613 22 23522552 23660224 Acute lymphoid lev™  breakpoint custer region 137673 2 2 BCR
PICALM 8301 11 85668214 85780923 Alzheimer's diseas ™ phosphatidylinesitol binding dathrin assem... 112710 2 2 PICALM
MLLT10 8028 10 21823101 22032559 AML - Acute myelc™  myeloid/lymphoid or mixeddineage leukemi... 209459 1 1 MLLT10
MPM 1 4869 5 170814708 170837888 AML - Acute myelc™  nuceophosmin (nudeolar phosphoprotein ... 23181 i 1 NPM1
RUNX1 861 21 36160098 36421535 AML - Acute myelc™  runt-related transcription factor 1 261498 3 3 RUNX1
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Paternal

MName Gene ID Chr Start Stop Disease - Description Length | NumVarants | Num Allles | PubMed il
A T eell

PTPRC 5788 1 198608098 198726605 Severe combined immunodeficiency * | protein tyrosine phosphat. .. 118508 1 1 PTPRC 0

CD3D 915 11 118209789 113213459 Severe combined immunodefidiency = CD3d molecule, delta (CD... 3671 1 1 CD3D 0

CD3E 916 11 118175295 118186830 Severe combined immunodeficiency =  CD3e molecule, epsilon (C... 11596 1 1 CD3E 0

Gene Variant Chr Coordinate t-':;iga;:‘. Type Genotype Exonic

H

DWL1 A=Al 1 1271175 1 snv het yes

VAMGL1 A=AfG 1 116234313 1 snv het Yes

VAMGL1 C=CfT 1 116235475 1 snv het Yes

PPP3R1 A=Al 2 68407926 1 snv het yes

CTBP1 C=CfA 4 1219311 1 snv het yes

TCF7 G=G/A 5 133482345 1 snv het VES

CSME2E T=T/C [ 31635710 1 snv het yes

CSMEZB C=Cfa B 31637110 1 snv het yes

CCMD3 A=AfC & 41903732 1 snv het ii=

MAP3KT A=AfT [ 91224917 1 snv het yes

MY C A=AG 8 128748389 1 snv het yes

MY C C=C/T a8 125748637 1 snv het VES

TLE1 G=GIA = 34200453 1 snv het yes

LRP& T>T/C 12 12272054 1 snv het yes

CHDa C=CfT 14 21363153 1 snv het ii=

CHDB A=ASG 14 21863492 1 snv het yes

AXIM1 T=T/C 16 339590 1 snv het yes

PRKCE C=C/T 16 23847622 1 snv het VES

BIRCS C=Cfh 17 76219829 1 snv het yes

AES T=CfC 19 3053574 1 snv hom yes

G5K3A G=GT 19 42738756 1 snv het ii=

Sekil 29: A) Jurkat hattinda CDK4 ve ARF1 varyantinin gosterimi. B) Losemiler icin
bilinen varyantlarin Jurkat hiicre hattinda gosterimi. C) T hiicre i¢in bilinen
varyantlarin Jurkat hiicre hattinda gosterimi. D) WNT yolagidaki genlerde tespit

edilen varyantlar.



53

Gene View
Chri NRAS 1Z4Kb

115.247.085 115,788, 515

Gene Variant Chr Coordinate r::‘z;f Type Genatype Exonic Filters Quality GQX NELT:? InEf;:ed Nt:raercwlant Read|
¥ NRAS
NRAS TAFTAT 1 115247749 1 deletion het yes PASS 457 457 1 24,19
b NRAS G>G/A 1 115249843 1 v het yes PASS 165 185 1 37,31
Gene View I
Chr 1 ARF1 18 6Kb
N R | [ | N —
Name Gene ID Chr Start Stop Disease - Description Length Mum Variants | Num Alleles ’ PubMed c::]i::;‘ Q
¥ ARF1 18
b ARFL 375 1 28270361 228286913 ADP-ribosylation factor 1 16553 17 13 ARF1 0
Gene View
Name Gene ID Chr Start Stop Disease v Y Description Length Num Variants = Num Alleles PubMed
v leukemia
PTPN11 5781 12 112856536 112947717 Noonan's syndrom™ protein tyrosine phosphat... 91182 8 8 PTPN11
CBL 867 11 119076986 119178859 Noonan syndrome~ Cbl proto-oncogene, E3u... 101874 21 22 CBL
NF1 4763 17 29421945 29704695 fit is¥  neurofibromin 1 282751 30 32 NF1
JAK2 3717 9 4985245 5128183 Myelofibrosis; AML™ Janus kinase 2 142939 5 6 JAK2
NSD1 64324 5 176560080 176727214 Beckwith-Wiedem:~ nudear receptor binding ... 167135 16 18 NSD1
TERT 2015 5 1253282 1295162 Aplastic anemia; A~ telomerase reverse trans... 41881 11 11 TERT
GATA2 2624 3 128198265 128212030 AML - Acute myelc™ GATA binding protein 2 13766 24 41 GATA2
KIT 3815 4 55524095 55606881 AML - Acute myek~ v-kit Hardy-Zuckerman 4 ... 82787 5 S KIT
RUNX1 861 21 36160098 36421595 AML - Acute myelc™ runt-related transcription ... 261498 33 38 RUNX1
FLT3 2322 13 28577411 28674729 AML - Acute myek ™ fms-related tyrosine kina... 97319 3 3 FLT3
WHSCIL1 54904 8 38132560 38239790 AML - Acute myelc~ Wolf-Hirschhorn syndrom... 107231 16 17 WHSC1L1
SH3GL1 6455 19 4360364 4400415 AML - Acute myelc~ SH3-domain GRB2-ike 1 40052 9 9 SH3GL1
NUP214 8021 9 134000981 134109091 AML - Acute myek ™~ nudeoporin 214kDa 108111 69 76 NUP214
NPM1 4869 5 170814708 170837888 AML - Acute myelk~ nudeophosmin (nudeolar ... 23181 24 30 NPM1
MLLT10 8028 10 21823101 22032559 AML - Acute myelc~  myeloid/lymphoid or mixe... 209459 25 29 MLLT10
MLF1 4291 3 158288953 158324249 AML - Acute myelc~ myeloid leukemia factor 1 35297 6 10 MLF1
LPP 4026 3 187871663 188608460 AML - Acute myelk~ LIM domain containing pr... 736798 6 6 LPP
GMPS 8833 3 155588325 155655521 AML - Acute myelc™ guanine monphosphate s... 67197 3 4 GMPS
ETV6 2120 12 11802788 12048336 AML - Acute myek ™ ets variant 6 245549 16 18 ETV6
CHIC2 26511 4 54875956 54930815 AML - Acute myelc~  cysteine-rich hydrophobic... 54860 6 7 CHIC2
CEBPA 1050 19 33790840 33793430 AML - Acute myelc> CCAAT/enhancer binding ... 2591 1 1 CEBPA
CBFB 865 16 67063050 67134961 AML - Acute myelc~  core-binding factor, beta ... 71912 14 14 CBFB
ARHGEF 12 23365 11 120207618 120360645 AML - Acute myek~ Rho guanine nudeotide e... 153028 6 6 ARHGEF12
PICALM 8301 11 85668214 85780923 Alzheimer's diseas > phosphatidylinositol bindi... 112710 47 59 PICALM
RARA 5914 17 38465423 38513895 Acute promyelocy ¥ retinoic adid receptor, alpha 48473 9 9 RARA
BCR 613 22 23522552 23660224 Acute lymphoid let~  breakpoint duster region 137673 28 38 BCR
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MName Gene ID Chr Start Stop Disease - Description Length Num Variants = Mum Alleles PubMed
v teel
JAK3 3718 19 17935591 17958841 Severe combined i™  Janus kinase 3 23251 1 1 JAK3
FTPRC 5788 1 198603098 193726605 Severe combined i protein tyrosine phosphat... 115508 g 8 FTPRC
KCNI111 3767 11 17406795 17410878 Diabetes mellitus t~ potassium inwardly-rectif... 4034 1 1 KCN111
ABCCS 5833 11 17414432 17498449 Diabetes mellitus t~ ATP-binding cassette, su... 84018 1 1 ABCCS
Gene Variant Chr Coordinate Eea:gag_:t Type Genotype Exonic
¥

DVL1 G=G/A 1 1254490 sny het yES
CTMMBIP1 A=AT 1 9310357 SNy het =]
CTMMEIP1 T=T/C 1 99103538 snv het Yes
CACYEBP C=CfT 1 174969271 sny het YES
RHOA T=TfA 3 49397284 SNy het =]

DVL3 A=AT 3 183839337 snv het yes
CSMK2B G=G/A 4] 31637236 snv het YES
CCMND3 A=AfC [ 41903782 snv het yes
CCHD3 G=G/A 4] 41909332 snv het YES
VEGFA A=AfG [ 43738912 BNV het yES
VEGFA C=CfT [ 43745577 snv het no
MAP3KT T=TfA [ 91224407 snv het yeSs

FZ01 GxGE[C 7 0393843 SNV het yES

LRPS G =G A 11 653192690 snv het yes

CHD3 A=AfG 14 21396154 snv het YES
TP53,WRA... T=T/C 17 7539604 sny het no
PREKCA G=G/A 17 54304664 snv het yes
BIRCS G=GfA 17 76219591 snv het YES
BIRCS AxAfG 17 76221370 SNV het yES

AES A=AfG 19 3061768 snv het no
PREACA T=TJG 19 14203303 snv het YES
G5K3A G=GA 19 42746399 sny het YES

Sekil 30: A) Molt4 hiicre hatinda NRAS ve ARF1 varyantinin gosterimi. B) Losemiler icin
bilinen varyantlarin Molt4 hiicre hattinda gosterimi. C) T hiicre i¢in bilinen
varyantlarin Molt4 hiicre hattinda gosterimi. D) WNT yolagidaki genlerde tespit
edilen varyantlar.
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5. TARTISMA

Yeni nesil RNA dizileme, son derece dinamik olan hiicre ya da dokuya 6zgiin
transkriptom repertuarini belirlemede kullanilabilecek yeni bir teknolojidir. Yeni nesil
RNA dizi analizi teknolojisi uygulamalar1 ile kanser genom caligmalart yeni bir boyut
kazanmistir. RNA dizileme sayesinde gen anlatim profilleri, alternatif kirpilma tiriinleri
ve varyasyonlar gibi genom degisiklikleri yiiksek ¢oziiniirliikte tespit edilebilmenin
yaninda miRNA baglanma bolgeleri gibi fonksiyonel verilerin de tespitine olanak

saglamaktadir.

WNT sinyal iletim yolagi; evrimsel olarak yiliksek derecede korunmus olup (39)
WNT proteinleri gelisim siirecindeki hiicrelerin akibetini, yasamini, proliferasyonunu,
farklilasmasini ve fonksiyonunu diizenleyen ve embriyonik donemde acik olan bir
yolaktir (2). WNT yolagi, hematopoetik kok hiicreler ile gelismekte olan T ve B

lenfositlerinin olgunlagma siirecinde rol oynamaktadir.

Calismamizda T-ALL’nin farkli donemlerini temsil eden Jurkat ve Molt4 hiicre
hatlarini, hiicre kiiltiirtinde lityum kloriir (LiCl) ile muamele ederek WNT sinyal
yolaginin aktiflestirilmesini sagladik. LiCl‘in WNT kanonik yolaginda yikim
kompleksinde gorevli GSK3p iizerinde inhibitor etkisi vardir. GSK3f baskilanmasi
sonucunda yikim mekanizmasi da baskilanmig olur ve sitoplazmadaki f-katenin
fosforillenip yikima ugramadigindan yer degistirerek ¢ekirdege gecer ve WNT yolagi
genlerinin anlatim programini aktiflestirmis olur (40). LiCl aym1 zamanda bir H3K4'e
spesifik demetilaz olan LSD1'in anlatimin1 azaltarak epigenetik modiilatér gorevi goriir
(41).

Bu tez ¢alismasinda, WNT yolagi iizerindeki degisiklikleri transkriptom
diizeyinde incelemeyi amagladik. Bunun i¢in ilk olarak, herhangi bir gen listesi
belirlemeden yaptigimiz tim transkriptom analizi sonucunda, hem uyarilmis hiicre
hatlarindan hem de hasta verilerinden 426 adet genin ortak olarak anlatiminin

degistigini belirledik. Tim transkriptom analizlerimize bu ortak genlerle devam ettik.

Bu genlerin gorev aldiklar1 yolaklar incelendiginde, splisozom yolagina ait
genlerin anlatimlariin degistigini belirledik. T hiicre klonundan koéken aldigi hatta

zaman ilerledik¢e T-ALL’ye doniisebildigi (42) gosterilen Miyelodisplastik sendromu
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ile splisozom yolagina ait genler, hastalik ve gen iliskisini gdsteren veritabanlarinda

iliskilendirilmistir (43,44).

Kanonik yolaga ait {iyelerden TCF7L2, NLK, CAMK2D ve PLAUR’un
anlatimlarinin azaldigim tespit ettik. Bizim bulgularimizla uyumlu olarak, Lésemi Gen
Atlas1 (45) veritabanindan elde ettigimiz bilgilere gore, Novershtern ve arkadaslar
mikro-dizileme ile TCF7L2 ve NLK’nin (46); Haferlach ve arkadaslari ise mikro-
dizileme verisiyle CAMK2D ve PLAUR’un (47) anlatimlarinin T-ALL’de azaldigini
gostermislerdir.

Grubumuzun 6nceki ¢alismasinda da gosterildigi gibi, T-ALL hastalarinda WNT
yolaginin durumuna bakildiginda, hastalarin sadece %20’lik bir kisminda kanonik
yolagin aktif oldugu gosterilmistir (7). Ancak kanonik olmayan yolaklarin bu
hastalardaki durumu bilinmemektedir. Bu ¢alisma sonucunda anlatimi anlamli olarak
degisen WNT genleri arasinda kanonik olmayan yolaklara ait genler de gozlenmistir.
Hiicre polaritesinin diizenlendigi yolaga ait VANGL2, PRICKLE1, DVL1, DVL2, DVL3,
RHOA, RAC1, RAC2, ROCK2, MAPK9 ve WNT/Ca+2 yolagina ait PLCB3, CAMK2A,
PPP3CA, NFAT genlerinin anlatimlarinin anlamli olarak degistigi gosterilmistir. Son
zamanlada kanserlerde kanonik olmayan WNT yolaklar1 {yelerinde genetik

varyasyonlar ve gen anlatim1 degisiklikleri bildirilmektedir.

Hiicre hatlar1 ve T-ALL hasta verilerinde ortak olarak saptadigimiz WNT
genlerin durumu degerlendirildiginde her iki grupta da ortak ¢ikan sekiz gen tespit ettik.
Bu genler iginden CSNKI/E'nin anlatimmm arttigini belirledik. Losemi Gen
Atlasi’ndaki veriler dogrultusunda, Haferlach ve arkadaslarinin mikro-dizileme
yontemiyle n=2,096 ornekle yaptiklari ¢calismada da CSNK1E nin ALL t(1;19) anlatimi
artarken saglikli kemik iligi kontrollerinde anlatimmin azaldigi gosterilmistir (47).
Anlatimmin azaldigini tespit ettigimiz PLCB2’nin, yine ayni ¢alismada Pro-B-ALL
t(11g23)’de anlatiminin azaldigi gosterilmistir. Molt4 hiicre hatti ile yapilan bir baska
calismada da SIRNA ile RHOA’nin baskilanmasinin, WNT5A ile uyarilan hiicre gogiinii
ve invazyonunu baskiladigini gostermisler (48). Sonug olarak RHOA aktivasyonunun,
Wnt5A'nin indiikledigi yetiskin T-ALL hiicre goglinden ve invazyonundan sorumlu

oldugunu gostermisler (48).

RNA dizilemesinin avatajlarindan birisi de alternatif kirpilma {irtinlerinin

anlatim farklhiliklarin1 saptamaktir. Zhao ve arkadaglarinin, igerisinde bizim de
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kullandigimiz Jurkat ve Molt4’iin de bulundugu 16semi hiicre hatlar1 ile yaptiklari
calismada, IKZF2 geninin farkli transkript trtinlerinin T hiicre proliferasyonunda ve
apoptozunda etkili oldugu gosterilmistir (49). Adamia ve arkadaslarinin yayinladiklar
derlemede de kirpilma hatalarinin malign doniisiimlere sebep olabilecegi ve aday olarak
belirlenen alternatif kirpilma iriinlerinin 6zellikle ilaca direngli klonlarin tedavisinde

kullanilabilecegi belirtilmistir (50).

Tez calismamizda elde ettigimiz alternatif kirpilma {iriin sonuglarina
baktigimizda, LEF1 i¢in dort alternatif kirpilma tiriiniinden biri (NM_001130713)
timdr baskilayict 6zellikteki transkript varyant, digeri ise (NM_001166119) onkogenik
Ozellikli transkript varyanttir. Elimizdeki verilerde, uyarilmis hiicre hatlarinda ve alti
hastada tiimor baskilayict 6zellikteki transkriptin hi¢ anlatima girmedigi, Ssadece bir
hastada ve saglikli kontrol 6rneklerinde anlatimin goriildiigiinii tespit ettik. Onkogenik
ozellikte olan transkriptin ise; uyarilmis hiicre hatlarinda, alti hastada ve Jurkat igin
kontrol 6rneginde anlatimini belirledik. Literatiirde, tespit ettigimiz iki alternatif
kirpilma iiriiniiniin anlatimlar1 hakkinda bilgiye ulasilamamistir. Enstitimiiziin arsivi ve
acik veritabanlarindan temin edecegimiz daha fazla hasta Ornekleri ile bu bulgu

desteklenmelidir.

miRNA dizileme yontemlerinde, olgunlasmis mRNA’lardan kiitiiphane
olusturmak yerine, miRNA izolasyonu ile baglayan basamakla miRNA kiitiiphaneleri
olusturulacak bir 15 akist mevcuttur. Bu yonteme ek olarak, mRNA tabanl
dizilemelerde de miRNA’lara ait olma ihtimali yiiksek diziler, islenmemis veriden
cekilerek hizalama islemi yeniden bu diziler i¢in uygulanarak da degerlendirmeler
yapilabilir. Biz de bu tez ¢alismamizda mRNA tabanl diziledigimiz 6rneklerimizde
alternatif yontemi kullanarak, tiim transkriptom verisinden miRNA’lara ait diziler ¢ekip
miRNA analizleri gergeklestirildi. Anlatim1 degisen miRNA’lar1 hedefledikleri WNT
yolagina ait genler ile eslestirdigimizde en ¢ok hedef geni bulunan miRNA olarak hsa-
miR-26a-5p’yi tespit ettik. Hedefledigi genler arasidan kanonik ve kanonik olmayan
WNT yolaginda kilit rolii olan genlerin oldugu dikkat ¢gekmektedir. Farelerle yapilan bir
calisgma sonucunda, mMiR-26a-5p’nin Wnt yolagint WNT5A iizerinden etkiledigi ve
kanonik olmayan yolaklardan Wnt/Ca*?’yi etkiledigi gosterilmistir (51). Bu bulguya ek
olarak, T-ALL ve timositler {izerinde etkili olan kodlamayan RNA’lar1 derleyen bir
yayinda da miR-26a-5p T-ALL ile iligskilendirilmistir (22).
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Anlatimi degisen miRNA’lar1 hedefledikleri WNT yolagma ait genler ile
eslestirgimizde dikkat ¢eken bir diger nokta da, anlatimi artan tek miRNA’nin hsa-miR-
1296-5p oldugudur. Bundan dolayr, miR-1296-5p’nin tiimor baskilayict 6zelligi
olabilecegini dislndirmiistiir. Literatiir taramast yapildiginda ise, Shan ve
arkadaglarinin 2017 yilinda, 106 mide kanseri hastas1 ve 30 kontrol 6rnegi ile EZ-PZT
kullanarak miRNA analizi sonug¢larin1 yayimladiklari ¢alismalarinda, gastrik kanseri i¢in

yeni bir tiimor baskilayici terap6tik olabilecegi vurgulanmistir (52).

mMiRNA’da elde ettigimiz iki ©Onemli bulgunun yaninda, anlatimlarinin
degistigini tespit ettigimiz miRNA’larin 6zellikle kanonik olmayan Wnt yolaklarini ve
kok hiicreleri hedeflediklerini gosterdik.. Farelerle yapilan bir ¢alismada, adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde (FAMKH), mir-26a-5p’nin regiilasyonunun
artmast  WNT5A’nin  3’UTR  bolgesini  hedefleyerek fMKH’larin  osteojenik
farklilasmasmi  inhibe ettigi ve Wnt/Ca*? yolagmin regiilasyonunu azalttig
gosterilmistir (51). Bir bagka ¢alismada ise, kendi gelistirdikleri bir tahmin algoritmasi
ile mir-1273h-5p’nin epitel-mezenkimal gegis ile sorumlu genlerinden AJUBA, LMO4,
RHOB, SOX10, SOX5, SOX9, TEADI, TP73, ZEB2'yi hedefledigi gosterilmistir (53).
Bu miRNAlarin hastalardaki durumu bilinmediginden dolayi, elde ettigimiz miRNA
bulgularinin genis bir hasta grubunda incelenmesi, aday bir terdpatik gelistirilmesi

acgisindan 6nemli olacaktir.

Varyant analizlerinde Losemi ve Lenfoma Hiicre Hatlari’na ait genetik
ozelliklerin belirtildigi kitapta Jurkat i¢in CDK4 ve ARF1; Molt4 i¢in de NRAS ve ARF1
genlerindeki tanimlanmig varyasyonlar tespit edilmistir (54). Bdylece yaptigimiz 6n
caligmalarla belirledigimiz 15 akis protokollerimizin dogrulugunu gosterebildik. Bu
bulguya ek olarak, Tomov ve arkadaglarinin 2016 yilinda yayinladiklar1 makalede,
RNA Dizileme analizlerinde kullandiklari algoritma oncelikle ham verinin FASTQC
araciyla kalite kontroliiniin tespitiyle baslamaktadir; ardindan veriler hizalanip bizim de
kullandigimiz EBSeq araci ile gen anlatim diizeyleri hesaplanmis ve logaritma 2
tabanindaki artis miktarlart gosterilmistir (55). Buradan elde edilen gen listeleri
dogrultusunda DAVID’de gen ontoloji analizleri tamamlanmistir. Bu algoritma bizim
calismamiz i¢in belirledigimiz algoritma ile birebir Ortiismektedir ve is akis

protokollerimizin dogrulugu bir farkli yoldan da gosterilmistir.
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RNA dizileme yontemi, gen anlatim analizleri i¢in yiiksek hassasiyetteki mikro-
dizileme yOntemini gegersiz kilacak kadar giiclii bir transkriptom analiz yontemi olarak
karsimiza c¢ikmustir. Analizlerinin goreceli olarak daha kolay oldugu mikro-dizi
yontemi, anlatimlar1 anlaml diizeyde degisen genlerin tespiti i¢in ¢ogu ¢alismada hala
tercih edilen bir yontemdir. RNA dizileme analizleri ise, arastiricilarin analiz yapmak
icin bir ¢ok aract kombine bir sekilde kullanmas1 gereken ve zorluklarla karsi karsiya
kaldig1 bir yontemdir. Ancak, mikro-dizilerde yapilan analiz sonucunda, &nceden
bilinen transkriptlerin anlatim diizeylerine ulasma imkani varken, RNA dizileme
analizleri sonucunda; gen anlatim diizeyleri, kirpilma bdlgelerinin tespit edilmesi ve
novel transkriptlerin tespit edilebilmektedir (56). Literatiirde, 31 T-ALL hastasi ve 18
hiicre hatt1 toplamda 49 T-ALL 6rnegi ile yapilan bir ¢alismada ekzom ve transkriptom
datas1 karsilastirilarak, ekzomda tespit edilmeyip transkriptom datasinda tespit

edilebilen yeni driver mutasyonlari gostermislerdir (57).
Sonug olarak bu g¢alisma ile;

e Farkli WNT aktivasyon yollarindaki genlerdeki gen anlatim

diizeylerindeki farkliliklar tiim genom RNA dizilemesi ile belirlenmistir,
e  WNT aktivasyonu ile anlatim1 degisen miRNA lar belirlenmistir,
e Farkli gen kirpilma {irtinlerinin anlatim diizeyleri saptanmistir,

e Farkli algoritmalar karsilastirilmis ve 16semi 6rneklerinin analizi i¢in

RNA-Dizileme data analiz algortimas1 olusturulmustur.
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