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OZET

Ulkemizde en ¢ok siroz zemininde olusan karaciger kanseri, diinyada en sik rastlanan
ilk 5 kanser tiirii arasinda ve ayni1 zamanda 6liime sebep olan kanserler i¢inde 3. siradadir.
Toplumda yaygin olarak goriilmesinin yani sira en sik karsilasilan tiirii olan Hepatoselliiler
Karsinoma (HCC) hastalarinin organ nakli digsinda hayatta kalma olasiliklarinin ¢ok diisiik
olmas1 HCC hastaliginin ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesinde rol oynayan molekiiler yapilarin
ve protein etkilesimlerinin belirlenmesi ve analizi i¢in yapilan arastirmalarin 6nemini

arttrmistir.

Bu ¢alismada, 10 HCC hastas1 ve 10 saglikli bireyin karaciger doku 6rneklerinden
elde edilen mikrodizi verileri ile 17 HCC hastas1 ve 20 sirozlu karacigere sahip bireyden
alinan toplam 37 doku 6rneginden elde edilen mikrodizi verileri kullanilarak gen ifade
degisimlerinin tespiti i¢in Differentially Expressed Genes (DEGs) Analizi, ifadesi saglikli
birey genlerine gore artmis ve azalmis genlerin hiicresel bilesen, molekiiler islev ve biyolojik
stire¢ baglaminda siniflandirilmasi i¢in Gene Ontology (GO) Analizi ve anahtar genlerin
birbirleriyle olan etkilesimlerinin tayini i¢in de Protein-Protein Interaction (PPI) Network

Analizi yapilmustir.

Yapilan biyoenformatik analizler sonucunda O6nemli karaciger hastaliklarinin
olusumu ve gelisiminde anahtar rol oynadigi tespit edilen 12 genin ifade seviyelerinde
saglikli birey genlerine gore anlamli degisim oldugu goriilmiistiir. Bu durum; hiicre
boliinmesi, proteoliz, niikleer bolinme, DNA hasar yanit1 ve lipid metabolizmasi
regiilasyonu gibi siireglerde gorevli olan bu genlerin kodladigi proteinlerin islevlerini yerine

getirmelerinin zorlastigin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikrodizi, biyoenformatik, gen ifade analizi, gen ontoloji analizi,

HCC, karaciger kanseri.



Vii

SUMMARY

Liver cancer that appeared on cirrhosis level in our country, is among the top five
most common cancer types in the world and also it is the third in the cancers causing death.
In addition to being widely seen in society, because of its the most common type
Hepatocellular Carcinoma (HCC) patients have very low survival probabilities except for
organ transplant, importance of researches conducted to determination and analysis of
molecular structures and protein interactions involved in the initiation and progression of

HCC, has increased.

In this study; differentially expressed genes were analyzed to determine rates of the
gene expressions, using microarray data obtained from 10 HCC patients’ with 10 normal
individuals’ liver tissue samples and 17 HCC patients’ with 20 cirrhosis patients’ liver tissue
samples. Then, Gene Ontology (GO) Analysis was performed to classify the genes those’
expressions have increased or have decreased compared to normal individual’s genes in
context of cellular component, biological process and molecular function. Protein-protein
interaction (PPI) network analysis was executed to determine interactions between the key

genes.

As a result of bioinformatics analysis done, meaningful changes at the level of
expressions of the 12 genes which detected to play a key role in the initiation and progression
of significant liver diseases. This situtation shows that it is becoming more difficult to fulfill
the functions of the proteins encoded by these genes involved in processes such as cell
division, proteolysis, nuclear division, DNA damage response and lipid metabolism

regulation.

Keywords: Microarray, bioinformatics, gene expression analysis, gene ontology analysis,

HCC, liver cancer.
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1. GIRIS VE AMAC

Son 10 yil icerisinde ozellikle kanser gibi, olusumunda ve gelisiminde genetik
faktorlerin rol oynadigi tahmin edilen hastaliklarm molekiiler mekanizmasmnin
arastirilmasinda mikrodizi veri analizi yontemleri siklikla kullanilmaktadir. Mikrodizi
teknolojisi, mMRNA (messenger -mesajci- RNA) {izerindeki binlerce genin ifade degisim

seviyelerinin es zamanli olarak tespit edilmesine olanak saglamaktadir (Hayran, 2014).

Bir¢ok mikrodizi caligmasi farkli fenotipler ile iliskili genleri tespit etmek amaciyla
tasarlanmaktadir. Mikrodizi deneylerini yorumlanabilir hale getirmek i¢in bir dizi algoritma
ve istatistiksel yaklasimin uygulandigi biyoenformatik analizler yapilmasi gerekmektedir
(Atig, 2014). Bu analizler sonucunda; gen ifade seviyelerinin (genellikle hasta ve saglikli
olmak tizere) iki grup arasinda karsilastirilmasi ve degisim oranlarinin bilgisayar yazilimlar1
yardimiyla elde edilmesi, farkli seviyelerde ifade edilmis genlerin hiicresel bilesen,
molekiiler islev ve biyolojik siire¢ baglaminda smiflandirilmasi, genlerin iriinleri olan
proteinlerin birbirleriyle olan fizyolojik, biyolojik ve fonksiyonel iligkilerinin belirlenmesi

gibi biyolojik gostergeler ve sonuglar elde edilebilmektedir.

Bu calismada; 10 HCC hastas1 ve 10 saglikli karacigere sahip bireyden alinan toplam
20 doku 6rneginden olusan ve 17 HCC hastasi ve 20 sirozlu karacigere sahip bireyden alinan

toplam 37 doku 6rneginden olusan iki veri seti kullanilarak mikrodizi veri analizi yapilmistir.

[k olarak, her iki mikrodizi verisi icin ayr1 ayri gen ifade profilleri ¢ikarilmis ve
saglikli hiicrelerdeki genlerle kiyaslandiginda ifadeleri artan ve azalan genler tespit
edilmistir. Bu genler arasinda ifade degisim oranlar1 en fazla olan genler, yine her iki veri
seti i¢in ayrica belirlenmis ve bunlar arasindaki ortak genler ortaya konmustur. Buraya kadar
olan kisim veri analizinin ilk admmi olup, analizin sonraki adimlar1 i¢in temel teskil

etmektedir ve bu ¢alismanin temel amacini olusturmaktadir.



Ikinci olarak; ilk adimda ifadeleri saghkli hiicrelerdeki genlere kiyasla anlamli
degisime ugrayan genler girdi olmak iizere, fizyolojik biyolojik ve fonksiyonel siniflandirma
analizi yapilmistir. Bu analiz de her iki veri seti i¢in ayr1 ayr1 ve bir biitiin halinde yapilmis

olup analiz sonrasinda 6nemli biyolojik yolaklar tespit edilmistir.

Son olarak da 6nemli iglevlerin yerine getirilmesinde anahtar rol oynayan genlerin
irlinii olan proteinlerin birbirleriyle olan fizyolojik ve fonksiyonel etkilesimlerini tespit

etmek iizere protein — protein etkilesim analizleri yapilmistir.

Ortaya ¢ikan protein etkilesim aglarinin gorsellestirilmesi amaciyla kullanilan
Cytoscape yazilimi ile 6nemli protein iliskileri netlestirilmistir. Boylece ilerlemis karaciger
hastaliklarinda molekiiler diizeyde meydana gelen degisim faktorlerinin ve birbirleriyle olan

iligkilerinin daha 1yi anlasilmas1 hedeflenmistir.

Tim bu analiz silirecinde belirlenen onemli genlerin tespiti, karaciger hastaliginin
ortaya ¢ikig1 ve ilerlemesine paralel seyreden genetik degisimlerin ve tedavi asamasinda
kontrol altma alinmasi gereken biyolojik siireclerin daha iyi anlasilmasmna katki

saglayacaktir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Karaciger ve Kesin Tedavisi Olmayan Karaciger Hastahklarn

2.1.1. Karaciger

Karaciger, karmn boslugunun sag iist kisminda yer alan; 1200-1500 gr agirhig: ile
viicuttaki en biiylik organdir (Sekil 2.1). Olduk¢a yumusak ve esnek bir yapiya sahip olan
karaciger, diyafram altinda karm boslugunun sag iist boliimiiniin neredeyse tamamini
doldurur (Dilek vd., 2003 a).

Yemek Borusu

Pankreas

Mide

Kalin
Bagirsak

Ince

Apandis

Sekil 2.1. Karacigerin viicuttaki yeri (Anonim, 2011)

Karaciger; safra iretimi ve salgilanmasi, karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasinda 500’ {in iizerinde kimyasal reaksiyonun gergeklestirilmesi, biyokimyasal
sindirim, gastrointestinal sistemden kaynaklanan bakterilerin filtre edilmesi ve daha birgok

metabolik ve biyolojik siiregte etkisi olan hayati bir organdir (Sekil 2.2). Yoklugunda veya



islev yitiminde diyalizle kisa bir siireligine fonksiyonlar1 yerine getirilebilse de uzun donemli

telafisi miimkiin olmamaktadir (Tas, 2010).

Protein Sentezi Safra-safra tuzu tiretimi
Albumin Yag emilimini
Pihtilagsma faktorleri ADEK vitamin emilimi
Yag ki o Karbonhidrat depolar
Yag depolar (glikojen)
Yaglar metabolize eder Rckei oz kawapide
Detoksifikasyon ‘ { Demirli pigment atilimi
Alkol ‘
llag
Zehir
Eliminasyon immun ya"..'t .
Bilirubin (eritrositierin yikimi) Kupfer hiicreleri
Amonyak (protein parcalanmas)

Sekil 2.2. Karacigerin Islevleri (Tarhan’ dan, 2018)

Karacigerin yaklasik %67’sini hepatosit ad1 verilen karaciger hiicreleri olusturur.
Bunun disinda karacigerde, karaciger dokusunun %37’sini olusturan safra kanal epitel
hiicreleri, ito hiicreleri, kupfer hiicreleri ve fibroblastlar gibi hiicre tipleri de mevcuttur

(Dilek vd., 2003 b).

2.1.2. Siroz

Siroz, bag dokularinin sayisinin artmasiyla kanin karacigerden gegisinin zorlagsmasi
anlamina gelen karaciger fibrozunun son noktasidir (Sekil 2.3). Sinirli yenilenme kapasitesi
ve komplikasyonlarin eslik ettigi siroz, bir¢ok karaciger hastasi i¢in Oonemli bir Slim
nedenidir (Chan vd., 2016). Ciinkii siroz hastasi, ¢ogu zaman HCC hastaligina giden yolda
HCC sinirindadir. Nitekim 2010 yilinda diinyada bir milyondan fazla kisinin 6liimiine (tiim

Oliimlerin %2’si) neden olmustur (Aydn Cil vd., 2017).



Hepatosellliler Nekroz

Alkol, Viral Hepatit, Karaciger Yaglanmasi

V

Karaciger Fibrozu

v

Nodiiler Rejenerasyon

V

Karaciger Sirozu

Perisintizoidal Fibroz > Hepatik Vaskiler Rezistans Artigi

¥ ¥ V )

Portal Hipertansiyon Assit Ensefalopati Hipersplenizm

Sekil 2.3. Siroz patofizyolojisi (Anonim, 2011)
Her kronik karaciger hastalig1 her yasta siroza yol agabilir (Cizelge 2.1). Ulkemizde
etyolojik (nedensel) ajan olarak viral hepatitler 6zellikle hepatit B, C ve D viriisii 6nemli rol

oynamaktadir (Ortaburun, 2015).

Cizelge 2.1. Siroz nedenleri (Ortaburun’ dan uyarlanmistir, 2015)

Alkolizm
Kronik viral hepatit Hepatit B
Hepatit C
Otoimmiin hepatit
Nonalkolik steatohepatit
Bilier siroz Primer biliyer siroz

Primer sklerozan kolanjit

Otoimmiin kolanjiopati

Kardiyak siroz

Kriptojenik siroz

Kalitsal metabolik karaciger hastaligi Hemokromatozis

Wilson hastaligi

Alfa-1 antitripsin eksikligi
Kistik fibrozis




Siroz hastalarinda; hastalik siirecinde ¢ogu hayati tehdit eden, hizla ve hemen
miidahale edilmez ise Oliimle sonuglanabilecek komplikasyonlar goriilir. Bunlarin
baglicalari, portal hipertansiyon ve onun sonucu olarak splenomegali, asit, hepatik
ensefaolopati, spontan bakteriyel peritonit, hepatorenal sendrom ve HCC’ dir (Ortaburun,
2015).

Sirozun kesin tedavisi olmamakla birlikte organ nakli ile saglikli yasama devam
edilebilmektedir. Bu nedenle siroz hastaliginin HCC’ ye doniismeden Once ilerlemesinin

durdurulabilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.1.3. Primer malign (birincil kotii huylu) karaciger tiimorleri

Karacigerin primer malign tiimorleri mensei aldiklar1 dokuya gore epitelyal,
mezenkimal, mikst ve metastatik (sekonder) olmak tizere dort ana grupta incelenebilir
(Cizelge 2.2). Klinikte vakalarin %90’ dan fazlasini epitelyal hiicrelerden kaynaklanan
(basta HCC olmak tizere) kanserler olusturur (Dilek vd., 2003 b).

Primer karaciger kanserleri genis anlamda iki tiptir: Hepatositlerden kaynaklanan
HCC ve intrahepatik safra kanallarindan gelisen kolanjioselliiler karsinom (CCC). Primer
karaciger kanserlerinin yaklasik %90’ 11 HCC, %10’unu ise CCC olusturur (Goksay ve
Kapan, 2002).

Mevcut primer karaciger kanseri olgularmin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan HCC,
karaciger kanseri tiirleri arasinda en yaygin olamidir (Karakiilah, 2009) ve 6liime sebebiyet
veren kanser tiirleri arasinda ise 3. swradadir (Shangguan vd., 2015). Tedavi edilemeyen
karaciger kanserinin sonuglar1 kotiidiir. Boyle bir vakada beklenen yasam siiresi 6-9 ay
kadardir. Uygun vakalarda bes yillik yasam, cerrahi tedavi alanlarda %60-70 iken perkiitan
(deri geg¢isli) girisimlerde %40-50 arasindadir. Dolayisiyla hayatta kalim orani oldukga
diisiiktiir (Anonim, 2009).

Karaciger kanserinin erken ¢ok 6zgiin bir bulgusu yoktur. Yani, karaciger kanseri

biiyiikk boyutlara varmadan 6zgiin sikdyetlere neden olmaz (Anonim, 2009). Bu nedenle



HCC’ lerin %60’inda tan1 kondugunda ekstrahepatik metastaz (karaciger digindan timor

sigramasi) mevcuttur (Glimiisay vd., 2016).

Cizelge 2.2. Epitelyal ve mezenkimal primer malign karaciger tiimorleri

(Dilek vd.” den, 2003 b)

Epitelyal (Epitel dokuda gelisen)

Mezenkimal (Bag dokuda gelisen)

Hepatoselliiler Karsinoma (HCC)
Kolanjiyokarsinoma (CCC)
Hepatokolanjiyokarsinoma
Hepatoblastoma
Kistadenokarsinom

Squamoz Hiicreli Kanser

Kolanjiyosarkom

Anjiyosarkom

Indiferansiye Sarkom

Epiteloid Hemanjiyoendoteliyoma
Leiomyosarkom

Malign Schwannoma

Lenfoma

Fibrosarkom

Diger...

Hepatit C enfeksiyonlari, hepatit B enfeksiyonlari, Siroz basta olmak tizere; alkolik
karaciger hastaligi, tirozinemi, hemokromatozis de HCC gelisimi i¢in risk faktorleridir
(Kazimi vd., 2010). HCC igin bilinen bu temel risk faktorleri, farkli etki mekanizmalari ile
hiicrede bir dizi genetik degisikliklere yol agmakta ve beraberinde HCC fenotipinin
olusumuna neden olmaktadir (Karakiilah, 2009) (Sekil 2.4).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Hepatit_C
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hepatit_B&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Siroz
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tirozinemi&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hemokromatozis&action=edit&redlink=1
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Sekil 2.4. HCC’de risk faktorleri ve hepatokarsionegenezis siiregleri

(Karakiilah’ tan, 2009)

HCC’ lerin %70-90’ 1 karaciger sirozu lizerine geligir. Ancak, etken ne olursa olsun

karacigerde ilk dnce inflamasyon (iltihap) goriiliir. inflamasyondan sonra fibrozis (doku

hasar1), nekrozis (doku 6liimii) ve rejenerasyon (hiicre, doku yenilenmesi) gelisir. Fibrosiz

ve rejenerasyon sirozun en Onemli

patofizyolojik gostergeleridir. Rejenerasyon

nodiillerinden sonra sirayla displastik nodiil, erken hepatoma ve mutlak hepatoma gelisir

(Tas, 2010) (Sekil 2.5 ve Sekil 2.6).


http://www.turkcerrahi.com/tip-sozlugu/siroz/

Alkol :g\\; Alkol
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st
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Hepatoma

Sekil 2.5. Hepatoma Patogenezi (Tas’ tan, 2010)

Rejenerasyon nodili

L 4

Displastik nodiil

Erken HCC

v

Mutiak HCC

Sekil 2.6. Hepatoma Patogenezi (Tag’ tan, 2010)

2.2. Biyoenformatik

Biyoenformatik, kompleks biyomedikal problemlerle bas etmek igin biyoistatistigi

bilgisayar bilimleri ile birlestiren gorece yeni bir disiplindir. Biyoenformatigin ge¢cmisi,
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DNA sekans verilerinin depolanma, yonetilme ve analiz edilme ihtiyaglarinin dogdugu
1970’lere dayanir. Sonrasinda internetin ve bilgisayarlarin yayilmasiyla 1990’ larda

ilerlemistir (J. H. Moore, 2013, yazil1 goriisme).

Kisaca biyoenformatik, biyolojik bilginin bilgisayar yardimi ile incelenmesi ve
islenmesidir. Biyoenformatik; biyoloji, bilgisayar bilimleri, uygulamali matematik ve
istatistigi tek bir disiplinde birlestiren disiplinler arasi modern bir bilimdir (E. Chao, 2013,

yazili gortisme) (Sekil 2.7).

Bilgisayar
Miihendisligi

Biyoenformatik

Matematik

Biyokimya

Sekil 2.7. Biyoenformatik ve iligkili bilim dallar1

Biyoenformatik arastirmalarinin ti¢ temel amaci vardir: Var olan biyolojik verileri
arastirmacilarin ulasabilecegi bigimde organize etmek ve yeni bilgiler tiretildikge veriler

tizerine ekleme yapabilmeye imkan vermek, var olan verilerin analizleri igin araglar


http://clinchem.aaccjnls.org/highwire/filestream/4852/field_highwire_adjunct_files/0/9_2013_QA_Sept_2013.pdf
http://clinchem.aaccjnls.org/highwire/filestream/4852/field_highwire_adjunct_files/0/9_2013_QA_Sept_2013.pdf
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gelistirmek ve analiz araglarmmi kullanarak, verileri biyolojik olarak yorumlayabilmek
(Yazagan, 2014) (Sekil 2.8).

Uygulamalar
Yap Sekans Fonksiyon
analizi analizi analizi
r ™ - ™ ' '\
niikleik asit gcnom] metabolik yolizi
yap1 kargilagtrilmast modellemesi
tahminlemes: | filogeni
gen ve promotor gen ekspre.syon
protein yapi tahmini profili
tahminlemesi .
motiflerin protein
protein yapi bul - etkilesim
smflandirmas: | | sekans veritabam tahminlenmesi
taramasi
protein yapi sekans —| protein hiicrealti
karsilastirmasi karsilastrma konum tahmini
L o L o L o

Yazilim gelistirilmesi

Veritabam olugturulmasi

Sekil 2.8. Biyoenformatigin alt calisma alanlar1 (Tanyolag vd.” den, 2012)

2.3. Gen ifadesi

Hemen hemen her hiicre ayn1 genleri iceren kromozom takimina sahiptir. DNA’ daki
genetik bilginin, transkripsiyonla RNA’ ya, daha sonra da translasyonla proteine doniismesi

“gen ifadesi” olarak adlandirilmaktadir (Ozkan ve Selgukcan Erol, 2017).

Gen ifadesi, bir hiicrenin hem kendi degisen ihtiyaglarina hem de ¢evresel uyaranlara
dinamik olarak cevap vermesini saglar. Bu mekanizma, bir hiicrede ifade edilen genleri
kontrol etmek i¢in “agma-kapama” diigmesi gibi davranir. Hem de bir ses kontrolii gibi
gerektiginde belirli genlerin ifade diizeyini arttirir veya azaltir (Ozkan ve Selgukcan Erol,

2017).
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Gen ifade seviyesi c¢esitli nedenlerle olmasi gerekenin altinda veya {istiinde
seyredebilir. Bu durumun molekiil, hiicre ve organizma diizeyinde etkileri

goriilebilmektedir.

2.4. Mikrodizi Nedir?

Niikleik asitler (DNA ve RNA) canlilardaki hiicrelerde meydana gelen metabolik
olaylarin gerceklestirilmesinde, kontroliinde rol alan ve kalitimi1 saglayan temel yap1 tasi
molekiillerdir ve niikleotit olarak adlandirilan basit birimlerden olusurlar. Niikleik asit
molekiillerindeki niikleotit bazlar1 (adenin, guanin, sitozin, timin ve urasil) sirasinin

belirlenmesi DNA dizileme olarak adlandirilmaktadir (Kizmaz vd., 2017).

Bir organizmaya ait DNA bazlarinin dizilisini bilmek, genlerin nasil ¢alistiklarini,
hastaliklarla olan iliskilerini ve metabolik siire¢lerin hastalikla nasil degistigini 6grenmek
icin yeterli degildir. Bir hiicrenin tipi veya i¢inde bulundugu evre, o hiicrede ifade edilen gen
profili yani sahip oldugu genlerin mRNA diizeyindeki degisiklikleri ile belirlenebilir. Ancak,
tim genlerin ifade profillerini es zamanli olarak tespit etmek icin genis kapsamli
teknolojilere ihtiya¢ vardir. Mikrodizi ¢ipleri bu ihtiyaca binaen gelistirilmis olup, ¢esitli

biyolojik ve genetik arastirmalarda kullanilmaktadir.

Mikrodiziler, yliksek yogunluklu gen ¢ipleridir ve tek bir deneyde binlerce genin
anlatim profillerinin incelenmesine olanak vermektedir. Iki tip mikrodizi vardir: Geleneksel
DNA mikrodizi olarak kabul edilen cDNA 500-5000 baz uzunlugunda problarin (DNA veya
RNA pargalar1) cam ylizeylere basilmasi ile iiretilir. Oligoniikleotid mikrodiziler ise, 20-80
baz uzunlugundaki oligoniikleotidlerin dnce sentezlenip sonra ¢ip yiizeyine tutturulmasi
veya dogrudan c¢ip lizerinde sentezlenmesi (fotolitografi) ile iiretilir. Bu yontem, Affymetrix

firmasi tarafindan gelistirilmistir (Sekil 2.9).

Mikrodizi kullanilarak bir 6rneklemdeki gen ifade profilini ¢ikarmak; cam, slikon
gibi bir destegin ilizerine niikleik asit (DNA, mRNA) orneklerinin belirli bir diizende
yerlestirilmesi islemi ile baslar. Daha sonra sirasiyla; hibridizasyon, yikama, tarama ve

goriintii alma iglemleri gergeklestirilerek ham veriler elde edilir (Atis, 2014).
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Mikrodizilerin kullanim amaclar1 arasinda; genetik baglant1 veya iliskilendirme,
hastaliklarin tanisi, gen tanimlama (gidalardaki mikroorganizmalarin tayini gibi) ve
farmakogenetik ¢aligmalar da yer almaktadir (Yoltas ve Karaboz, 2010). Gen ¢ipleri ile elde
edilmis pek ¢ok gen ifade profili verisine, www.ncbi.nlm.nih.gov sitesinde genis kapsamli

Gene Expression Omnibus (GEO) veritabanindan erisilebilmektedir.

FFFFF METRIX,

ARC-
WSSl

GeneChip

Sekil 2.9. Affymetrix GeneChip Human Genome U133
Plus 2.0 Mikrodizi Ornegi (Kun Huang' dan, 2010)

2.5. DNA Cipleri ve Dizilemenin Tarihcesi

DNA ve RNA molekiillerinin kalhtimdaki rolleri ve canlilarin yasam
fonksiyonlarmdaki dneminin anlagilmasiyla, 1950’li yillardan itibaren DNA c¢alismalar1 6n
plana ¢ikmistir. Dizileme c¢aligmalar:1 ise ilk olarak RNA molekiillerinin dizi analiziyle
baglamig daha sonra gelisen tekniklerle birlikte DNA dizileme c¢alismalar1 da yapilmaya
baslanmistir (Kizmaz vd., 2017).

Orijinal DNA c¢ipinin, 1975” te Grunstein ve Hogness’ 1n koloni hibridizasyonu
metodu ile ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir. 90’ larin sonu ve 2000’ lerin baglarinda ise yeni

tiretim teknikleri ve floresan algilama igleminin siirece adapte edilmesi nedeniyle DNA ¢ip
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teknolojisi hizla gelismistir (Bumgarner, 2013).  Ozellikle Affymetrix ve GeneChip
mikrodizi firmalarinin 1996 yilinda kurulmasindan sonraki on yilda, DNA ¢ip teknolojisi ile
prokaryotik ve dkaryotik organizmalardaki ¢esitli gen ifadesi arastirmalar1 hizli bir gelisme

gostermistir (Kizmaz vd., 2017).

DNA dizilemede ilk kullanilan yontemler zaman alici, yogun emek gerektiren ve
pahali yontemlerdir. Arastrrmacilarn daha ucuz, daha hizli ve daha hassas yontemler
gelistirmek i¢in yiriittiikleri ¢alismalar neticesinde Yeni Nesil Dizileme sistemleri ortaya
cikmistir. 2000’11 yillarin basindan bu yana farkl dizileme yontemlerine, g¢esitli 6rnek
hazirlama stratejilerine, immobilizasyona (DNA 6rneklerinin birlestirilmesi) ve niikleik asit
kimyasma sahip ¢ok sayida Yeni Nesil Dizileme Sistemleri su an ulasilabilir durumdadir.
Bu yontem o zamana kadar kullanilan Sanger yontemine gore daha yiliksek hacim ve
dogrulukla dizileme yapilabilmesini miimkiin kilmistir. Ayrica, dizileme maliyetini olduk¢a

disiirmiistiir (Kizmaz vd., 2017).

Bu sistemler karmasik biyoenformatik yazilimlarla birlestirilerek ¢ogu bilim dalinda
genom dizileme, metagenomik, transkriptomik ve amplikon calismalarinda basarili bir

sekilde kullanilmaktadir (Kizmaz vd., 2017).

2.6. Mikrodizi Deneyleri ve Mikrodizi Veri Analizleri

Genel anlamda mikrodizi veri analizi yonteminin veri isleme ve ¢dzlimleme
basamaklarini; mRNA’lara ait 151k siddetlerinin Olcililmesi ile elde edilen ham ifade
verilerinin (Sekil 2.10) normalize edilmesi, normalize edilmis verilerin istatistiksel
anlamliliginin test edilmesi ve veriler iizerinde biyolojik yorumlar (fonksiyonel
siniflandirma gibi) ve ¢ikarimlarin yapilmasi olusturmaktadir (Sekil 2.11). Bu basamaklarin
her birinde farkli biyoenformatik araglar ve istatistiksel ¢oziimleme yOntemleri
kullanilmakta olup, bu bakimdan mikrodizi veri analizi yontemi yiiksek derecede

biyoenformatik, matematik ve istatistik disiplinlerine bagimhdir (Karakiilah, 2009).
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and hybridization and hybridization

Z

DNA array

Protein array

Scanning of array

Image analysis

Sekil 2.10. Mikrodizi deneylerinin yapist a) RNA b) Protein
(Livingston vd.” den, 2005)

Problemin tanimlanmasi

Biyolojik olarak deneyin tasarlanmasi

Mikrodizi Teknolojisi Kullanimi

Goriintii Isleme

Veri Analizi

Dogrulama (Biyolojik deneylerle)

Sekil 2.11. Mikrodizi analizleri siire¢ semasi
(Ozkan ve Selgukcan Erol' dan, 2017)

Gen ifade diizeylerinin dlgiilmesi, DNA mikrodizi deneylerinin en temel amacidir

(Bumgarner, 2013). Ayni zamanda smif tahmini olarak da adlandirilan bu ¢alisma, 6nceden
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tanimlanmis smiflar1 temsil eden 6rnekler arasinda hangi genlerin farkl diizeylerde ifade
edildigini belirlemeye odaklanir. Siniflar; farkli doku tiplerini, ayni hiicre tipindeki normal
ve hastalikli dokular1 veya farkli deneysel kosullar altinda ayni doku 6rnegini temsil ediyor
olabilir. ifade profillerinin bagimsiz olarak tanimlanmasi, smif karsilastirma/gen bulma
calismasinin karakteristik 6zelligidir. ilk mikrodizi ¢alismalarinda; arastirmacilar smif
karsilastirma islemlerini, mikrodizide yer alan farkli smniflara ait her gen i¢in kat degisim

oranlarini inceleyerek gergeklestirmislerdir (Simon, 2009).

Karsilastirilan smiflar arasinda farkli diizeyde ifade edilen gen listesinin biyolojik
olarak yorumlanmasi, gen ifade profili veri analizinde karsilasilan 6nemli bir problemdir.
Ayrica; bir gen seti icerisindeki gen ifade kaliplari, birbirlerinin dnemini arttirabilir ve tek

basina ¢ogunlukla 6nem tasimaz (Simon, 2009).

Elde edilen gen setinin biyolojik olarak yorumlanmasi i¢in c¢esitli yontemler
mevcuttur. Bunlarin ¢ogu; a¢iklanan metabolik yolaklar veya sinyal yolaklar1 igerisinde yer
alan genleri, ayn1 kromozom kolu i¢erisinde yer alan genleri, ayni transkripsiyon faktorii icin
hedef genleri, ayni protein alaninda yer alan ve yolak aktivasyonu veya susturulmasima yanit

vermekle yiikiimlii genleri i¢ceren ontoloji gruplarini verir (Simon, 2009).

Ozellikle kanser gibi, olusumunda ve gelisiminde genetik faktdrlerin rol oynadig
tahmin edilen hastaliklar {izerine yapilan mikrodizi ¢alismalarinda temelde kanserli ve
saglikli hiicre dokularindaki molekiiler farkliliklarin tespit edilmesi amaglanmaktadir.
Boylelikle tedavide daha etkili ilaglarin kesfi igin hedef molekiiler yapilarin belirlenmesi
miimkiin olmaktadir. Ayrica bir hastaligin farkli tiplerinde ortaya c¢ikan molekiiler
degisikliklerin tespiti ve ayni hastaligmm c¢esitli evrelerinde gen ifade Oriintiilerinin
degerlendirilerek her hastalik evresi i¢in farkli tedavi seceneklerinin ortaya ¢ikarilmasi

saglanabilmektedir.

2.6.1. Mikrodizi veri analizinde kullanilan yazihm ve araclar

Bu calisma, her bir analiz ve sonu¢ gorsellestirme adiminda kullanilan cesitli

yazilimlar vasitasiyla gergeklestirilmistir. Bunlar; R programlama dili yazilimi, RStudio



17

timlesik gelistirme arayiiz yazilimi, Bioconductor yazilimi, STRING veritaban1 araci ve

Cytoscape gorsellestirme programudr.

R programlama dili: R programlama dili, istatistiksel veri analizi i¢in ¢ok elverigli araglar
sunmaktadir. Bu konuda ¢esitli amaclar i¢in kullanilacak fonksiyonlar 6zel paketler halinde

R ortamma ytiklenirler.

RStudio tiimlesik  gelistirme arayiiz yazihmm: RStudio, R istatistiksel
hesaplama/programlama dilinin daha verimli kullanilabilmesi i¢in gelistirilmis, etkilesimli

bir arag seti iceren acik kaynak kodlu tiimlesik gelistirme ortami (IDE) yazilimidir.

Bioconductor: Bioconductor, hesaplamasal biyoloji ve biyoenformatik bilimi i¢in agik
kaynak kodlu yazilim gelistirmeyi amaglayan bir projedir. Bioconductor, arastirmacilara
genomik veri kaynaklarmin ve analiz araglarinin sunuldugu bir R ortamidir. Veri bilimi
camiasinda genis bir kullanici kitlesine sahip esnek bir dil olan R programlama dilini
kullanir. Ayrica, genomik veri analizi i¢in paketler halinde indirilerek kullanilabilen giiglii

istatistiksel ve grafiksel metotlar sunar (Bioconductor, 2018).

R ortaminda Bioconductor paketleri fonksiyonlar1 dogrultusunda indirilerek

kullanilabilmekte olup, bu paketlerin sayis1 3.7 versiyonundan itibaren 1500’ {in tizerindedir.

STRING veritabam yazihmi: Sistem bazinda hiicresel fonksiyonlar1 anlamak, ifade edilen
proteinler arasindaki fonksiyonel etkilesimlerin bilinmesini gerektirir. STRING veritabani
yazilimi, ¢ok sayida organizma icin bilinen ve tahmin edilen protein — protein iliski

bilgilerini dinamik olarak birlestirip arastirmacilara {icretsiz sunmaktadir.

STRING’ in sundugu etkilesimler, her ikisi de spesifik ve biyolojik olarak anlaml
olan direkt (fiziksel) ve indirekt (fonksiyonel) etkilesimleri kapsamaktadir (SzKlarczyk vd.,
2016).

Cyotoscape gorsellestirme yazihmi: Cyotoscape, molekiiler etkilesim aglarmi

gorsellestirmek icin gelistirilmis acik kaynak kodlu bir yazilimdir. Diger bir deyisle,
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biyolojik aglar1 goriintiilemek ve analiz etmek i¢in tasarlanmigtir. Cytoscape’ in temel islevi,
diigiim olarak temsil edilen genler, proteinler ve molekiiller ile diiglimler arasindaki

baglantilar1 temsil eden etkilesimlerden meydana gelen aglar1 diizenlemektir.

2.6.2. Mikrodizi veri analizi adimlar

Mikrodizi ifade yogunluk verilerinin analize hazirlanmasi:
Mikrodizi gen ifade veri kiimelerinin 6n isleme siirecinin ilk basamagi,  verilerin  kalite
kontroliiniin yapilmasidir. Kalite kontrol degerlendirmesi, deneysel verilerin kalitesinin
kabul edilir olup olmadigini ve herhangi bir hibridizasyonun tekrarlanmasinin gerekip
gerekmedigini belirlemek igin yapilmalidir (Atis, 2014). Boylece, verilerin analize

hazirlanmas1 saglanmis olur.

Kalite kontrol degerlendirme isleminde, ciplerle veya deneyle ilgili potansiyel

sorunlar1 saptamak amaciyla gesitli a¢iklayici veri grafikleri ¢izilmektedir (Atis, 2014).

Bunlardan RLE (Relative Log Expression) grafigi, bir mikrodizi ¢ipindeki, her bir
prob setine ait ifade degerinin, biitiin ¢iplerdeki o prob setine ait ifade degerlerinin medyan
degerinden sapmasimin hesaplanmasi ile bulunan sonuglar1 belirten bir grafiktir (Karakiilah,
2009). Kalite problemi olan g¢iplere ait kutular, daha genis bir alana yayilip 0 (sifir)

degerinden daha uzakta bir deger almaktadir.

NUSE (Normalized Unscaled Standart Errors) grafigi ise; mikrodizi ¢iplerinin, her
bir prob setindeki problarm ifade degerleri arasindaki standart hatanin hesaplanmasindan
sonra, bu standart hatalarin medyan degeri ile her bir prob setindeki problar arasi standart
hataya boliinmesi ile elde edilen sonuglari igermektedir (Karakiilah, 2009). Kalite problemi
olan ciplere ait kutular, daha genis bir alana yayilip 1 degerinden daha uzakta bir deger

almaktadir.

On igleme siirecinin ikinci adim1 ise normalizasyondur. Normalizasyon, mikrodizi
veri madenciligi ile ilgili analizlere ge¢gmeden Once yapilmasi gereken bir 6n islemdir.

Mikrodizi 6l¢iimlemeleri, mikrodizilerin olusturulmasi esnasinda c¢esitli olumsuz olaylarin
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etkileri altinda kalabilir. Gen ifade seviyesi hibridizasyon sonrasinda floresan yogunlugu
olarak ortaya ¢ikmaktadir. S6z konusu bu yogunluk RNA miktari, hibridizasyon kalitesi gibi
faktorler tarafindan etkilenebilir (Ozkan ve Selgukcan Erol, 2017).

Normalizasyon, farkli diziler ve renk kanallar1 igeren DNA mikrodizilerinin
karsilastirilabilmelerini saglamak iizere verinin standart hale getirilmesi yani yogunluklar

aras1 farkliliklar1 dnlemek icin ihtiya¢ duyulan bir islemdir (Ozkan ve Selgukcan Erol, 2017).

Differentially Expressed Genes (DEGs) analizi: Kalite kontrolii ve normalizasyon 6n
isleme admmlar1 yapildiktan sonra DEGs analizine gegilebilir. DEGs analizi, normalize
edilmis gen ifade verilerini okuyarak deneysel gruplar arasindaki anlamli nicel degisimleri
tespit etmek amaciyla yapilan istatistiksel bir analizdir. Ozellikle kanser arastirmalarinda ve

hiicre gelisimi ¢aliymalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ritchie vd., 2015).

Giintimiize kadar birgok DEGs analizi metodu gelistirilmistir. Bunlardan bazilar

edgeR, DESeq, DreamSeq, PoissonSeq, CuffDiff, TSPM ve limma metotlaridir.

Bu calismada bahsi gegen metotlardan limma analiz metodu kullanilmigtir. Limma
metodunda ana fikir, her bir gene ait ifade verisini elde etmek i¢in lineer bir model kurmaktir.
Bu lincer istatistiksel model, ¢ok sayidaki RNA hedefleri arasinda es zamanli olarak
karsilagtrmali analiz yapilmasmi saglamaktadir. Limma her bir gen i¢in hesaplanan
logaritmik kat degisimi (logFC) sonuglarinda standart hatalar1 azaltmak ig¢in Empirical

Bayes (Deneysel Bayes) yontemini kullanir (Ashtiani, 2018).

Karsilikli olarak genler arasindaki farkliliklar: tespit etmek i¢in Empirical Bayes ve
diger istatistiksel yontemlerin kullanilmasi; analizi, az sayida ¢iple yapilan deneylerde bile

kararli hale getirmektedir (Smyth, 2005).

Analiz siirecinde, elde edilecek ifadesi degisen genler i¢in bir anlamhilik diizeyi
belirlenir. Bu deger, (p: probability-olasilik) istatistiksel anlamliligin (statistical
significance) varliginin ve varsa da var olan farkliligm kanitinin diizeyinin belirlenmesi

amaci ile kullanilan bir degerdir. Her istatistiksel testin sonucunda kullanilan test istatistigine
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ait bir p degeri hesaplanir. Bu p degeri “ilgili hipotez testi sonucunda anlaml fark vardir”

denilecegi durumda hatali karar verme olasiliginin ne oldugunu gosterir (Kul, 2014).

Analiz tamamlandiktan sonra, saglikli/normal dokularda ifade edilen genlerin ifade
seviyelerine gore ifadesi artmis veya azalmis tiim genler arasindan istatistiksel olarak
anlamli degisime ugramis olanlar alinir ve GO (Gene Ontology - fonksiyonel ve biyolojik
smiflandirma) analizinde girdi genleri listesi olarak kullanilir. Bu ayirimda belirleyici faktor,
logFC kriteridir. Ifade seviyesi degisiminin anlamli sayilabilmesi i¢in logFC mutlak

degerinin 1 veya lizerinde olmas1 gerekmektedir.

Gene Ontology (GO) zenginlesim analizi: Cogu durumda, DEGs listesini (ifade seviyesi
anlamli olarak degisen genlerin listesini) elde etmek DNA mikrodizi analizlerinin son adim1
degildir. Bu listede yer alan genlerin fonksiyonel, hiicresel ve biyolojik anlamda
smiflandirilmasina ihtiya¢ vardir. GO bu amagla olusturulan ve gelistirilmeye devam eden

bir biyoenformatik projesidir.

Ontoloji, bilgi sahibi oldugumuz bir seyin temsilidir. "Ontolojiler" tespit edilebilir ya
da dogrudan gozlemlenebilir seylerin ve bu seyler arasindaki iliskilerin temsilinden olusur.
Biyoloji ve iligkili sahalarda evrensel bir standart terminoloji bulunmamaktadir, belirli bir
tiire 0zgli, arastirma alanma 6zgii, hatta belirli bir arastirma grubuna 6zgii terim kullanimlari
olabilmektedir. Bu da verilere dair iletisim ve paylasimi daha zor kilmaktadir. Gen Ontolojisi

projesi gen iriinii 6zelliklerini temsil eden tanimli terimlerin bir ontolojisini saglar.

Ontoloji li¢ sahay1 kapsar:

1) Hiicresel bilesen, bir hiicrenin ya da hiicre dis1 ortaminin parcalar1.

2) Molekiiler islev, bir gen iiriiniiniin molekiiler diizeydeki baglanma ya da enzim katalizi
gibi 6gesel faaliyetleri.

3) Biyolojik siireg, entegre yasam birimlerinin (hiicrelerin, dokularin ve organizmalarin)
isleyisiyle ilgili, tanimli bir baglangic1 ve sonu olan iglemler veya molekiiler olay kiimeleri

(Anonim, 2018).
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GO analizi i¢in gelistirilmis bir¢ok hazir ara¢ oldugu gibi analiz adimlarin1 igeren
komutlardan olusan Bioconductor paketleri de mevcuttur. Bunlardan bazilar1 GOstats,
goseq, gProfileR, clusterProfiler ve topGO paketleridir. Bu galismada GO analizi i¢in topGO

metodu kullanilmistir.

Bu metot, gen ontolojisi i¢in yar1 otomatik zenginlestirme analizini kolaylastirmak
amactyla tasarlanmistir. GO zenginlesim analizi yapmak i¢in kullanimi kolay bir fonksiyon
seti sunmasinin yaninda; kullanicilara, GO grafik yapisiyla basa ¢ikabilen yeni istatistiksel
testler veya algoritmalar uygulayabilme imkani saglamaktadir. Classic, elim, weight,
weightOl, lea ve parentchild topGO metodunun destekledigi zenginlesim testi
algoritmalaridir. topGO paketinin kullandig1 varsayilan algoritma bu ¢alismada da kullanilan
elim ve weight algoritmalarinin bir karisimi: olan weightO1 algoritmasidir (Alexa ve

Rahnenfiihrer, 2014).

Protein-Protein Interaction (PPI) ag analizi: Hastaliklarla iliskisi olan gogu proteinin,
onemli hiicresel fonksiyonu ve hastalik patogenezi igerisindeki rolii anlasilamamaktadir. PPI
aglar1 olusturarak ilgili baglantilari kurmaya yarayan biyolojik sistem araglar1 kullanmak, bu
proteinlerin fonksiyonlarin1 kavramak icin izlenebilecek bir stratejidir (Alexa ve
Rahnenfiihrer, 2014). Yapilan bilimsel ¢alismalar bir¢ok proteinin fiziksel ve fonksiyonel

partnerlerinin bulundugunu ve birbirleriyle etkilesim icerisinde olduklarini géstermistir.

PPl aglar1 ile gen ifade verilerini entegre etmek, farkli ifade edilen genlerin
fonksiyonel iligkileri bakimindan anlamli biyolojik bir baglam iiretilmesini saglar (String

Consortium, 2018).
2.6.3. Tleri karaciger hastahklarinda (siroz, HCC vb.) DNA mikrodizi analizi
Giliniimiizde, siroz ve HCC gibi ileri karaciger hastaliklarinmn molekiiler diizeyde

smiflandirilmast ve gen ifade Oriintiilerinin belirlenmesi ile ilgili pek ¢ok c¢alisma

bulunmaktadir.
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Lian vd. (2018) yaptiklar1 gen ifade analizi ¢calismasinda, ANLN geninin yiiksek
ifadesinin programli hiicre 6limii ve DNA hasar yanit1 proseslerinin seviyesini diisirmek

yoluyla HCC hastalarinda tiimor gelisimini tesvik ettigi sonucuna varmuslardir.

Satow vd. (2010) HCC hastalig1 igin terapotik hedef tayini amaciyla yaptiklari
fonksiyonel genom arastirmasinda; AKR1B10, HCAP-G, RRM2, ve TPX2 genlerinin
normal hiicrelerdekine kiyasla oldukga yiiksek diizeyde ifade edildigini ve bu durumun HCC
timoOrlii  hiicrelerin ¢ogalmasinda ve hastaligin gelisiminde rol oynadigi sonucuna

varmiglardir.

Wong vd. (2008) yaptiklar1 mikrodizi analiz ¢alismasiyla TOP2A geninin yiiksek
ifadesinin; ileri HCC tiimdr histolojisi, mikrovaskiiler saldir1 ve erken evre saldiris1 gibi
belirtilerle dolayisiyla hastaligin erken yaslarda ortaya ¢ikmasi ve hastalarin hayatta kalma

stirelerinin kisalmasi ile iliskisi oldugunu tespit etmislerdir.

Gao vd. (2018) HCC hastalig ile iligkili kritik gen ve yolaklar1 tanimlamak amaciyla
yaptiklar1 mikrodizi analiz ¢alismasiyla CDK1, CCNB1, CCNB2, MAD2L1, ACACB,
IGF1, TOP2A ve EHHADH genlerinin HCC i¢in prognostik biyobelirte¢ ve terapotik hedef

genleri oldugu sonucuna varmislardir.

Wang vd. (2013) 126 HCC hastasindan alian tiimorli ve tlimorstiz doku 6rneklerini
kullanarak yaptiklar1 kantitatif gen ifade analizi calismast sonucunda, tiimorli dokularin
%388.1 inde yer alan CXCL 14 geninin ifade seviyesinin 6nemli derecede diisiis sergiledigini
gozlemlemislerdir. Boylece, CXCL14 geninin HCC i¢in potansiyel tiimdr baskilayic olarak

onemli bir role sahip oldugu sonucuna varmislardir.

Esposti vd. (2016) normal, sirozlu ve HCC hastas1 23 bireyin doku 6rneklerini analiz
ederek yaptiklari caliymada ifade seviyesi normal dokulardaki genlere kiyasla 2 kat iizerinde
artmig IncRNA (Long Non-coding Riboniikleik Asit) genlerini tespit etmisler ve bu genlerin
kronik karaciger hastaliklarinda karaciger fonksiyonlarinin kaybu ile iliskili oldugu sonucuna

varmiglardir.
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Dai vd. (2017) toplam 6 veri seti kullanarak yaptiklar1 biyoenformatik analiz
caligmasinda; hiicre boliinmesi, ¢cekirdek plazmasi ve protein baglama gibi 12 énemli yolak
ile iligkili CRNDE, LINC01419, GBAP1 ve LINCO01093 genlerinin HCC i¢in 6nemli birer
tanisal deger ve dolayisiyla prognoz degerlendirme, hedefli terapi tedavisi gibi konularda

onemli birer referans olabilecegi sonucuna varmislardir.

Li vd. (2015) HCC ve HBV (Hepatit B viriisii) - enfekte siroz hastasi bireylerden
alinan doku oOrneklerini kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada, FOXP1 ve SPINK1 genlerinin
yiiksek ifadelerinin sirozun kanserlesmesinde dnemli rol oynadigin1i ve HCC’ nin erken

tanist i¢in dnemli potansiyel biyobelirtegler olabilecegini tespit etmislerdir.

Jovel vd. (2018) HCC tiimériiniin goriildiigii ve saglam dokulardan alinan 6rneklerle
yaptiklar1 IncRNA analizinde kanserle iligkili oldugu sonucuna vardiklar1 56 gen tespit

etmislerdir.

Xu vd. (2003) yaptiklar1 biyoenformatik DNA analizi sonucunda OIT3 (LZP)
geninin ifadesinin HCC tiimorlii hiicrelerde saglikli hiicrelerdekine kiyasla 6nemli 6l¢iide
diistiigiinii tespit etmisler ve OIT3’ iin HCC hastaliginda 6nemli bir biyobelirte¢ olabilecegi

sonucuna varmislardir.

Ho vd. (2015) 50 HCC hastasi bireyden alinan tiimorlii ve komsu tiimorsiiz doku

orneklerini kullanarak yaptiklar1 gen ifade analizi calismasinda ifade diizeyi en ¢cok degisen

genlerin CENPF, FOXM1, CLEC4G, CRHBP ve CLEC1B oldugunu gézlemlemislerdir.

Chen vd. (2017) yaptiklart HCC mikrodizi gen ifade analizi ¢aligmasinda; HCC
gelisiminde ifade seviyesi normal hiicrelerdekine kiyasla en c¢ok diisen genleri iceren
ZNF354C, NFATC2, ARID3A, BRCAL, ZNF263, FOXD1, GATA3, FOX03, FOXL1 ve
NR4A2 isimli 10 transkripsiyon faktorii tespit etmisler ve CLEC4G geninin ifadesinin
timorsiiz dokulara kiyasla en fazla diisen genlerden biri oldugunu gdzlemlemislerdir.
Dolaysiyla C-tipi lektin proteinlerin HCC patogenezinde rol oynayabilecegi sonucuna

varmislardir.
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Cheng vd. (2012) 48 HCV (Hepatit C viriisii) -enfekte siroz hastasindan alinan 75
cerrahi karaciger ornegi kullanarak yaptiklar1 mikrodizi analizi ve yolak zenginlesim analizi
sonucunda 395 genin ifadesinin tiimorli hiicrelerde diger hiicrelerdekine kiyasla farkli

diizeyde ifade edildigini gézlemlemislerdir.

Agarwal vd. (2017) 423 HCC hastas1 bireyden alinan tiimorlii ve komsu tiimorsiiz
doku orneklerini kullanarak yaptiklar1 gen ifade analizi ¢alismasinda AFP, NUF2, MELK
ve TTK gibi genlerin ifade seviyelerinin en ¢ok degisen genler arasinda oldugunu
kesfetmiglerdir. Ayrica hiyerarsik kiimeleme analizi sonucunda HCC i¢in 4 alt grup

belirlemislerdir.

Chang vd. (2009) 31 HCC hastasindan aldiklar1 tiimorlii ve saglikli doku 6rnekleri
ile yaptiklar1 mikrodizi ve interaktif yolak analizi ¢alismasinda; yiiksek ve diisiikk JNK1
aktivasyonlu olmak tizere iki alt gruba ayirdiklar1 6rnekler iginde yiiksek JNK1 aktivasyonu
iceren HCC dokularinin hepatik kdkenli oncii hiicreler igcerdikleri ve dolayisiyla HCC

prognozu i¢in iyi bir biyobelirteg ve terapotik hedef oldugu sonucuna varmislardir.

Su ve Wu (2008) yaptiklar1 karaciger fibrozu ve sirozu hastaliklarma sahip
bireylerden alman oOrneklerden elde edilen verileri kullanarak yaptiklar1 veri analizi
sonucunda 8 tane genin ifadesinin sirozlu 6rneklerde yiiksek, 13 tane genin ifadesinin diisiik
oldugunu ve 9 tane genin ilag tasarimida terapdtik hedef olarak kullanilabilecegini

belirlemislerdir.

Shangguan vd. (2015) farkli karaciger hastaliklarina ve saglikli karacigere sahip
bireylerden alinan 6rneklerle yaptiklart HCC gen ifade profili analiz ¢alismasinda HCC ile
iliskili oldugunu diislindiikleri 43 anahtar gen ve bunlarin ait oldugu biyolojik yolaklar

saptamislardir.

Chan vd. (2016) sirozlu ve saglikli karaciger dokusu o6rneklerinden olusan veriler
lizerinde yaptiklar1 biyoenformatik mikrodizi analizi sonucunda 213 anahtar gen ve ayrica

onemli sinyal yolaklar1 tespit etmislerdir.
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Zhang vd. (2017) HCC hastaligina sahip ve saglikli karaciger dokusu ornekleriyle,
HCC i¢in anahtar gen ve yolaklar1 belirlemek amaciyla yaptiklar1 biyoenformatik analiz
sonucunda HCC’ nin baglamasi ve ilerlemesiyle yakindan iliskili oldugunu disiindiikleri

Oonemli anahtar gen ve yolaklari tanimlamislardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada, Moshe Szyf tarafindan 2011 yilinda ve Mehmet Oztiirk tarafindan
2013 yilinda Amerikan Ulusal Saghk Enstitiisiine bagli Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezine (NCBI - National Center for Biotechnology Information) teslim edilen ve Gene
Expression Omnibus (GEO) veritabaninda arastirmacilarin kullanimima {icretsiz sunulan

GSE29721 ve GSE17548 erisim numarali veri setleri kullanilmistir.

GSE29721 erisim numarali veri seti, 10 adet saglikli karaciger doku 6rnegi, 10 adet
HCC hastas1 karaciger doku Orneginden olusan bir mikrodizi  verisidir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi, erisim tarihi: 18.10.2018). Bu ifade
verileri, Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 array ¢ipi kullanilarak elde edilmis olup,
2018 yilinda giincellenmistir. Her bir 6rnege iliskin verileri igeren dizin; bir tiimorki bir
saglikli doku 6rnegini igeren veri dosyalar1 arka arkaya gelecek sekilde siralanmis 20 tane

sikistirilmis .CEL uzantili dosyadan ibarettir.

GSE17548 erisim numarali veri seti ise, 20 adet sirozlu karaciger doku 6rnegi, 17
adet HCC hastast karaciger doku Orneginden olusan bir mikrodizi verisidir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi, erisim tarihi: 19.11.2018). Bu ifade
verileri, Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 array ¢ipi kullanilarak elde edilmis olup,
2018 yilinda giincellenmistir. Her bir 6rnege iliskin verileri igeren dizin; sirozlu ve kanserli
doku ornegini igceren veri dosyalari1 arka arkaya gelecek sekilde siralanmis 37 tane

sikistirilmis .CEL uzantili dosyadan ibarettir.

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2° de bu caligsmada kullanilan veri setlerinin iceriklerinin bir

boliimii goriilmektedir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi

Cizelge 3.1. GSE29721 erigim numarali veri seti igeriginin bir bo limii.
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Veri Seti 1 Hasta ve Saghkh Bireylere Ait Mikrodizi Cipleri
(GSE29721) GSM437457.CEL | GSM437458.CEL | GSM437459.CEL | GSM437460.CEL
1007_s_at
o 9.3170183533677 | 9.3987258662915 | 8.3756390497674 | 8.5449989240863
(Bilinmiyor)
.~ | 1053 at
S 6.8241953009575 | 7.8802103417485 | 6.6702504957928 | 6.5916944691537
£ | (RFC2)
=117 at
5 7.4367890031559 | 6.8931218842495 | 9.1449875135128 | 6.8936621847199
O | (HSPASG)
121_at (PAX8) | 8.7853521336643 | 8.5949018420141 | 8.2015453568378 | 8.1635668355649

Cizelge 3.2. GSE17548 erisim numarali veri seti i¢eriginin bir bolimii.

Veri Seti 2 Hasta ve Saghkh Bireylere Ait Mikrodizi Cipleri
(GSE17548) GSM737065.CEL | GSM737066.CEL | GSM737067.CEL | GSM737068.CEL
1007_s_at
T 6.4251597875022 | 6.7053331569236 | 7.6488043138202 | 6.8047016527778
(Bilinmiyor)
1053 _at
o 5.6367240423770 | 5.6804917383948 | 7.0398860849256 | 5.294970895718
3| (RFC2)
g 117_at
— - 4.1171643698055 | 4.5920711060631 | 4.3485008861909 | 5.053302657583
| (HSPAG)
&)
121 at
(PAXS) 6.6147023378840 | 6.2484846716167 | 6.1686110527646 | 6.1116199642072

Bu calisma, her bir analiz ve sonu¢ gorsellestirme adiminda kullanilan ¢esitli
yazilimlar vasitastyla gergeklestirilmistir. Bunlardan R programlama dili, RStudio ve
Bioconductor yazilimlarmin son siiriimleri indirildikten sonra DEGs ve GO analizleri R dili
ile kodlanarak, bu iki analiz sonucuna gore bulgularin PPI ag analizi ve gorsellestirme
islemleri ise STRING ve Cytoscape yazilimlar1 araciligiyla herhangi bir kod yazmadan ilgili

araglar yardimiyla yapilmstur.
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R programlama dili: Bu ¢alismada yapilan DEGs analizi, GO analizi ve bu analizlerde elde
edilen verilerin ve sonuglarin grafige dokiilmesi gibi islemler Bioconductor paketleri
indirilerek R programlama dili ile RStudio tiimlesik gelistirme ortami yaziliminda
kodlanmistir. Calisgmadaki mikrodizi verilerinin kalite kontrolii, normalizasyonu, normalize

edilmis verilerin istatistiksel ¢oziimleme kodlar1 R programinin 3.5.1 siiriimiinde yazilmstir.

RStudio tiimlesik gelistirme ortamm yazilimi: Bu c¢alismada yapilan tiim veri analizi
kodlamalari, RStudio tiimlesik gelistirme ortami yazilimmin 1.1.456 siiriimiinde R dili

kullanilarak yapilmistir.

Bioconductor: Bu ¢alismada yapilan tiim veri analizlerinde kullanilan fonksiyonel paketler

Bioconductor’ m 3.8 versiyonu araciligiyla indirilmis ve kullanilmistir.

STRING veritabam1 yazihmi: Bu calismada, 6nemli proteinler arasi etkilesim aglari,
STRING protein protein etkilesim veritaban1 yazilimmin 10.5 versiyonu kullanilarak

kurulmustur.

Cyotoscape gorsellestirme yazihmi: STRING protein protein etkilesim veritabani yazilimi
ile olusturulan etkilesim aglari, Cyotoscape yazilimmin 3.7.0 versiyonu kullanilarak

gorsellestirilmistir.

3.2. Yontem

Bu ¢aligma siiresince gergeklestirilen analizlere ait islem adimlar1 Sekil 3.1 deki akis

diyagraminda goriilmektedir.



RStudio IDE’ sinin
Calistirilmasi

Tim Analizler icin Gerekli
Olan Paketlerin indirilerek
Yiklenmesi

|

Yogunluk Veri
Dosyalarmin
Okunmasi

vy

Verilerin Kalite Kontroliiniin
Yapilmasi

Sorunlu Ciplere Ait
Verilerin Cikarilmasi

Sorunlu Mikrodizi Cipi
Var m1 ?

A,

Verilerin Normalizasyonu

vy

Tum Ciplere Ait
Verilerin Girdi Olarak
Kullanilmasi

A

Differentially Expressed
Genes Analizinin Yapilmasi

A

Gene Ontology Analizinin
Y apilmasi

Protein-Protein Network Ag
Analizinin Yapilmasi

Sonuglarm Birlestirilerek
Y orumlanmas1

Bitis

Sekil 3.1. Mikrodizi analizi islem adimlara.
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3.2.1. Differentially Expressed Genes (DEGS) analizi dncesi islem adimlar

Veriler lizerinde yapilacak olan analizlere gegmeden Once, analizlerde kullanilacak
olan fonksiyonel komut setlerini iceren Bioconductor paketlerinin indirilerek yliklenmesi,
daha dnceden bilgisayara indirilen yogunluk veri dosyalarinin okunmasi ve bir degiskene

aktarilmasi, verilerin kalite kontroliiniin ve normalizasyonunun yapilmasi gerekmektedir.

Analizlerde kullanilacak Bioconductor paketlerinin indirilerek yiiklenmesi: Tim
calisma siiresince; DEGs analizi i¢in affy, affyio, affyQCReport, biomaRt, limma ve
hgu133plus2.db paketleri, GO analizi i¢in biomaRt, GO.db, Rgraphviz ve topGO paketleri

kullanilmastir.

Ham mikrodizi ifade yogunluk verilerinin okunmasi: Ilgili paketlerin indirilerek
yiiklenmesinden sonra Read Affy( ) metodu ile mikrodizi yogunluk veri dosyalar1 okunarak

bir degiskene aktarilmis ve metin dosyasi (txt uzantili) olarak bilgisayara kaydedilmistir.

Verilerin kalite kontrolii: Bu adimda, ham mikrodizi gen ifade verilerinin elde edilmesinde
kullanilan mikrodizi c¢iplerinin kalite degerlendirilmesi yapilmistir. R ortami igin
olusturulmus olan affyQCReport paketi kullanilmis ve affyQAReport fonksiyonu ile ¢iplerin
RLE ve NUSE kutu grafikleri elde edilmistir.

Grafikler yardimiyla, yapilacak analizlere negatif etkisi olabilecek ciplerin olup

olmadig1 tespit edilmistir.

Verilerin normalizasyonu: Kalite kontrolii yapilan ham ifade verilerinin normalizasyonu
icin, affy paketi ve Robust Multi-Array Average (RMA) fonksiyonu kullanilmigtir. RMA
fonksiyonu, girdi olarak ham wverileri alir ve swrasiyla arka plan diizeltme, kantil
normalizasyonu (quantile normalisation) ve medyan parlatma ydntemini kullanarak
Ozetleme (median polish summarization) islemlerini yapar. Cikt1 olarak log2 doniisiimleri

de yapilmis ifade degerlerini verir.



31

Kantil normalizasyon yontemi, prob yogunluklarinin her bir ¢ip i¢in ayni olacak
bicimde dagilmalarini saglar. Bu yontemde, her ¢ip i¢in en bilyiik arka plani diizeltilmis ve
log2 doniistimii yapilmig yogunluklar belirlenir ve ortalamasi alinir. Daha sonra ortalamaya
katilan tiim degerler yerine bulunan ortalama koyulur. Bu islem her bir ¢ipte mevcut olan

gen sayis1 kadar tekrarlanir (Ozkan ve Selgukcan Erol, 2017).

Bu yontemde, ilk Once biiyiikliiklerine gore siralanmis deneysel ¢ip yogunluk
verilerinin (q = (gz, 92,....., qn) olmak iizere) ortalamasi alinir. Y&y i < Yoy <" < Yy j C
grupta (¢ = A, B) j. ¢ipte (j = 1, 2,...,n) siralanmig gen ifade degerlerini gostermek iizere,

referans alinan ¢ipin r. elemani asagidaki gibi olsun (Qmu vd., 2013):
1 X n
7= (Z yé),k + Z 3/5),1) (3.1) (Qiu vd., 2013)
k=1 =1

Denklem (3.1) deki orijinal ifade degerleri, ayni sirada yer alan referans ¢ip girdisiyle
yer degistirir. , 7, ¥{; nin ¢ip igerisindeki sirasm1 gdstermek iizere normalize edilmis gen

ifade degerleri asagidaki gibidir (Qiu vd., 2013) (Denklem 3.2) :

n n

*C __ _ 1 A B .
Vif =g = (Z Yooy + Z Vo)) (3.2) (Qiu vd., 2013)

k=1 =1

3.2.2. Differentially Expressed Genes (DEGS) analizi

Her bir veri setinde (GSE29721 ve GSE17548) yer alan gen ifade verileri i¢in ayr1 ayr1
yapilan kalite kontrol ve normalizasyon islemlerinin ardindan DEGs analizleri yapilmustir.

Bu calismada, bahsi gegen metotlardan limma analiz metodu kullanilmistir.
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Onemli genlerin tespiti i¢in, “limma” paketi R ortamma yiiklenerek lineer bir model
kurulmustur. Analizde genlerin degisen ifadeleri icin istatistiksel anlamlilik diizeyi

(p degeri) 0.05 olarak se¢ilmistir.

Her bir DEGs analizi sonucunda ifadesi degisen tiim genlerin listesi elde edilmistir.
GSE29721 nolu veri seti i¢in yapilan analiz sonucunda elde edilen listeden logaritmik fold
change (ifade kat degisimi) mutlak degeri 3 ve tlizerinde olan genler segilmis ve bir sonraki
analizde (GO analizi) girdi olarak kullanilmak iizere ayri1 bir tabloda birlestirilmistir.
GSE17548 nolu veri seti i¢in yapilan analiz sonucunda elde edilen listeden de log fold
change (logaritmik ifade kat degisimi) mutlak degeri 2 ve {izerinde olan genler se¢ilmis ve
bir sonraki analizde (GO analizi) girdi olarak kullanilmak iizere ayr1 bir tabloda

birlestirilmistir.

Ayrica, her iki veri seti i¢in de yapilan analizlerde ifadesi en az 2 kat azalan veya
artan genlerin kesisimi alinmis ve kesisen genlere ait sayisal ve alfasayisal veriler ayr1 bir

tabloda birlestirilmistir.

GO analizi i¢in girdi olarak segilen genler ayrica ¢izelge haline doniistiiriilmeden

once her bir gen icin global olarak kullanilan gen sembolleri tespit edilmistir.

3.2.3. Gene Ontology (GO) zenginlesim analizi

Ifade diizeyleri anlamli bir sekilde degismis genlerin ve degisen ifade diizeylerinin,
biyolojik agidan isaret ettigi anlamlarin ortaya konmasi amaciyla her bir veri seti i¢in
(GSE29721 ve GSE17548) ayr1 ayr1 GO zenginlesim analizi yapilmistir. Bu analiz ile,
ifadesi anlamli olarak degisen genlerin iligkili oldugu GO terimlerinin ve bunlara karsilik

gelen siniflamalarmn/siire¢lerin bulunmas1 amaglanmustir.

Yapilan GO c¢oziimlemesinde, GO terimleri arasindaki yerel benzerlikleri ve
bagimliliklar1 elimine etmek i¢in weightO1 algoritmasi kullanilmis ve istatistiksel anlamlilik

diizeyi olarak 0.05 degeri se¢ilmistir.
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GSE29721 nolu veri seti i¢in yapilan analizde, DEGs analizi sonucunda elde edilen
ve ifadesi anlamli olarak degisen (en az 3 kat artmis veya azalmig) genler arka plan girdisi
olarak, her iki veri setinde de ifadesi anlamli olarak degisen kesisim genleri ise aday liste
girdisi olarak kullanilmistir.

GSE17548 nolu veri seti i¢in yapilan analizde, DEGs analizi sonucunda elde edilen
ve ifadesi anlamli olarak degisen (en az 2 kat artmis veya azalmis) genler arka plan girdisi
olarak, her iki veri setinde de ifadesi anlamli olarak degisen kesisim genleri ise aday liste

girdisi olarak kullanilmistir.

3.2.4. Protein-Protein Interaction (PPI) ag analizi

Her iki veri seti (GSE29721 ve GSE17548) i¢in yapilan DEGs analizinde istatistiksel
¢coziimleme ile elde edilen gen listelerinin sistem bazinda incelenebilmesi i¢in STRING

veritabani yazilimi kullanilarak protein — protein etkilesim aglar1 kurulmustur.

GSE29721 nolu veri setinin DEGs analizi sonrasinda ifadesi en az 3 kat artmis veya
azalmis olan 66 gen icin, GSE17548 nolu veri setinin DEGs analizi sonrasinda ifadesi en az
2 kat artmis veya azalmis olan 26 gen i¢in ve bu iki kiimenin kesisiminde yer alan 12 gen

i¢in protein — protein etkilesim ag1 kurulmustur.

Ancak, STRING veritabani tarafindan tanimlanamayan genler ilgili etkilesim agina

dahil olmamustir.

Bu aglar yardimiyla, ifadesi anlamli olarak degisen genlerin birbirleri arasindaki
iligkileri, bilinen ve tahmin edilen molekiiler etkilesim bilgileri cercevesinde ortaya

konmaya calisilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikrodizi Ciplerine Ait Kalite Degerlendirme Sonug¢larn

Mikrodizi ¢ipleri i¢in kalite degerlendirme araglari olan RLE ve NUSE grafikleri
elde edilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Elde edilen RLE ve NUSE grafikleri incelendiginde c¢iplere ait kutularin genis
yayllim gostermedigi ve swasiyla O (sifir) ve 1 (bir) degerleri civarinda ortalandigi
gbzlemlenmistir. Yani, kalite agisindan sorunlu bir mikrodizi ¢ipinin bulunmadig: tespit

edilmis ve tlim ¢iplere ait veriler analizlere dahil edilmistir.

RLE NUSE

1.0

05

0.0
|

Sekil 4.1. GSE29721 numarali mikrodizi ¢iplerine ait a) RLE ve b) NUSE kutu
grafikleri
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Sekil 4.2. GSE17548 numaral1 mikrodizi ¢iplerine ait a) RLE ve b) NUSE kutu

grafikleri

4.2. Normalizasyon Oncesi ve Sonrasi ifade Degerleri
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Normalizasyon islemi oncesi log2 doniisiimii yapilmigs ham ifade verilerinin farkl

araliklarda yayildig1 ve verilere ait medyan degerlerinin sabit olmadig1r gorilmiistiir.

Normalizasyon islemi yapildiktan sonra ise, GSE29721 nolu veri setindeki ifade

degerlerinin medyanmin yaklasitk 4 civarinda, GSE17548 nolu veri setindeki ifade

degerlerinin medyaninin da yaklasik 6 civarinda sabitlendigi gézlemlenmistir. Sekil 4.3 ve

Sekil 4.4’ te her iki veri setine ait verilerin normalizasyon Oncesi ve sonrasi gen ifade

degerlerini gosteren kutu grafikleri goriilmektedir.
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Sekil 4.3. GSE29721 numarali veri setinin a) normalizasyon dncesi ve b) normalizasyon
sonrast log-doniistiiriilmiis ifade degerlerini gosteren kutu grafikleri
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Sekil 4.4. GSE17548 numaral1 veri setinin a) normalizasyon oncesi ve b) normalizasyon
sonrast log-doniistiiriilmiis ifade degerlerini gosteren kutu grafikleri

4.3. Differentially Expressed Genes (DEGs) Analizi Sonuglari

Her bir veri seti (GSE29721 ve GSE17548) icin kalite degerlendirmesi ve

normalizasyonu yapilarak analize hazir hale getirilen veriler lizerinde, ifadesi degisen genler

tespit edilmek tizere DEGs analizi yapilmigtir.
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4.3.1. Ik veri seti (GSE29721) i¢in yapilan DEGs analizi sonuclar

Analize tabi tutulan ilk veri seti, 10 saglikli ve 10 HCC tiimé6rlii doku 6rneginden

alinmis mikrodizi verilerinden olusmaktadir. Toplam gen sayis1 54675’ tir.

Bu verilerin analizi sonrasinda, 1368 tane genin ifadesinin bir kattan daha fazla arttig1
ve 1286 tane genin ifadesinin bir kattan fazla azaldigi tespit edilmistir. Bunlardan 25
tanesinin ifadesi 3 kattan fazla artig gostermis, 60 tanesinin ifadesi ise 3 kattan fazla azalig
gostermistir. Bu 85 gen igerisinden tanimlanamayan genler ¢ikarildiktan sonra 66 adet gen
kalmistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. GSE29721 nolu veri setinde ifadesi 3 kattan fazla artmis gen listesi




Cizelge 4.1. GSE29721 nolu veri setinde ifadesi 3 kattan fazla artmis gen listesi (devam)
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Gen Sembolii logFC (Kat Aciklama
Degisimi)

ANLN 3,37 Anillin actin binding protein
REG3A 3,40 Regenerating family member 3 alpha
CCNB1 3.40 Cyclin B1
TOP2A 3.41 Topoisomerase (DNA) Il alpha
ASPM 3.41 Abnormal spindle microtubule assembly
CDKN3 3.41 Cyclin dependent kinase inhibitor 3
ACSL4 3.46 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 4
SULT1C2 3.46 Sulfotransferase family 1C member 2
CCL20 3.72 C-C motif chemokine ligand 20
GPC3 4.42 Glypican 3
SPINK1 4.55 Serine peptidase inhibitor Kazal type 1
PEG10 4.70 Paternally expressed 10

Cizelge 4.2. GSE29721 nolu veri setinde ifadesi 3 kattan fazla azalmis gen listesi

Gen Sembolii logFC (Kat Agiklama
Degisimi)

RDH16 -3.00 Retinol dehydrogenase 16 (all-trans)
PCK1 -3.00 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1
ETNPPL -3.05 Ethanolamine-phosphate phospho-lyase
SRD5A2 -3.07 Steroid 5 alpha-reductase 2
AKR1D1 -3.08 Aldo-keto reductase family 1 member D1
CLTRN -3.10 Collectrin amino acid transport regulator
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Cizelge 4.2. GSE29721 nolu veri setinde ifadesi 3 kattan fazla azalmis gen listesi (devam)

Gen Sembolii logFC (Kat Aciklama
Degisimi)
CYP26A1 -3.12 Cytochrome P450 family 26 subfamily A member 1
MESD2A -3.14 Major facilitator superfamily domain containing 2A
CYP2A6 -3.15 Cytochrome P450 family 2 subfamily A member 6
CLEC4G -3.17 C-type lectin domain family 4 member G
CLRN3 -3.19 Clarin 3
LCAT -3.21 Lecithin-cholesterol acyltransferase
BBOX1 -3.26 Gamma-butyrobetaine hydroxylase 1
GLS2 -3.30 Glutaminase 2
SLC25A47 -3.31 Solute carrier family 25 member 47
KCNN2 -3.33 Potassium calcium-activated channel subfamily N
member 2

CYP8B1 -3.35 Cytochrome P450 family 8 subfamily B member 1
C9 -3.40 Complement component 9
CLEC4M -3.41 C-type lectin domain family 4 member M
AFM -3.41 Afamin
OIT3 -3.41 Oncoprotein induced transcript 3
SDS -3.42 Serine dehydratase
ADH1B -3.44 Alcohol dehydrogenase 1B (class I) beta polypeptide
GLYAT -3.46 Glycine-N-acyltransferase
TAT -3.48 Tyrosine aminotransferase
HAO2 -3.48 Hydroxyacid oxidase 2
ALDOB -3.48 Aldolase fructose-bisphosphate B
FCN2 -3.49 Ficolin 2
CRHBP -3.51 Corticotropin releasing hormone binding protein
GYS2 -3.53 Glycogen synthase 2
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Cizelge 4.2. GSE29721 nolu veri setinde ifadesi 3 kattan fazla azalmis gen listesi (devam)

Gen Sembolii logFC (Kat Aciklama
Degisimi)

CYP1A2 -3.54 Cytochrome P450 family 1 subfamily A member 2
FCN3 -3.54 Ficolin 3
C3P1 -3.56 Complement component 3 precursor pseudogene
NAT2 -3.59 N-acetyltransferase 2
SLC22A1 -3.60 Solute carrier family 22 member 1
CXCL14 -3.63 C-X-C motif chemokine ligand 14
APOF -3.68 Apolipoprotein F
LINC01093 -3.69 Long intergenic non-protein coding RNA 1093
CLEC1B -3.71 C-type lectin domain family 1 member B
MT1M -3.83 Metallothionein 1M
CNDP1 -3.93 Carnosine dipeptidase 1
TTC36 -3.94 Tetratricopeptide repeat domain 36
GBA3 -3.97 Glucosylceramidase beta 3 (gene/pseudogene)
LINC00844 -4.10 Long intergenic non-protein coding RNA 844
HAMP -4.31 Hepcidin antimicrobial peptide
THRSP -4.60 Thyroid hormone responsive

4.3.2. Tkinci veri seti (GSE17548) icin yapilan DEGs analizi sonuclari

Analize tabi tutulan ikinci veri seti, 20 sirozlu ve 17 HCC tiimérli doku 6rneginden

alinmis mikrodizi verilerinden olusmaktadir. Toplam gen sayis1 54675’ tir.

Bu verilerin analizi sonrasinda, 171 tane genin ifadesinin bir kattan daha fazla arttig1

ve 383 tane genin ifadesinin bir kattan fazla azaldig: tespit edilmistir. Bunlardan 10 tanesinin
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ifadesi 2 kattan fazla artis gostermis, 21 tanesinin ifadesi ise 2 kattan fazla azalis

gostermistir. Bu 31 gen igerisinden tanimlanamayan genler ¢ikarildiktan sonra 26 adet gen

kalmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3. GSE17548 nolu veri setinde ifadesi 2 kattan fazla artmis gen listesi

Gen Sembolii logFC (Kat Aciklama
Degisimi)

RRM2 2.05 Ribonucleotide reductase regulatory subunit M2
ANLN 2.06 Anillin actin binding protein
TTK 2.10 TTK protein kinase
MAGEA6 2.13 MAGE family member A6
TOP2A 2.20 Topoisomerase (DNA) Il alpha
ASPM 2.51 Abnormal spindle microtubule assembly
DUXAP10 2.64 Double homeobox A pseudogene 10
SPINK1 3.02 Serine peptidase inhibitor, Kazal type 1

Cizelge 4.4. GSE17548 nolu veri setinde ifadesi 2 kattan fazla azalmis gen listesi

Gen Sembolii logFC (Kat Ag¢iklama
Degisimi)

CLTRN -2.00 Collectrin amino acid transport regulator
APOF -2.01 Apolipoprotein F
RIPOR3 -2.01 RIPOR family member 3
SRPX -2.03 Sushi repeat containing protein X-linked
DCN -2.08 Decorin
JCHAIN -2.15 Joining chain of multimeric IgA and IgM
THRSP -2.15 Thyroid hormone responsive
CLEC4G -2.16 C-type lectin domain family 4 member G
CYP1A2 -2.18 Cytochrome P450 family 1 subfamily A member 2



https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:10452
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:6804
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:32189
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:11244
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:16168
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:11309
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:2705
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:5713
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Cizelge 4.4. GSE17548 nolu veri setinde ifadesi 2 kattan fazla azalmis gen listesi (devam)

Gen Sembolii logFC (Kat Aciklama
Degisimi)

OIT3 -2.25 Oncoprotein induced transcript 3
GREM2 -2.28 Gremlin 2, DAN family BMP antagonist
LINC01093 -2.29 Long intergenic non-protein coding RNA 1093
SLCO1B3 -2.33 Solute carrier organic anion transporter family member
CRHBP -2.33 é%?ticotropin releasing hormone binding protein
FCN3 -2.35 Ficolin 3
FCN2 -2.40 Ficolin 2
C7 -2.41 Complement C7
CXCL14 -2.46 C-X-C motif chemokine ligand 14

4.3.3. Her iki veri seti icin yapilan DEGs analizleri sonucunda ifadesi en ¢cok degismis

genlerin kesisim kiimesi

Yapilan analizlerin temel amaci, karacigerin fiziksel ve islevsel hasara ugramaya
baslamasi ile kanser tiimorlerinin olusarak yayilmaya baslamasi arasinda gegen stiregte ifade
degerleri anlamli olarak degisen hedef genleri tespit etmek oldugundan iizerinde ¢alisilan iki
veri setiyle ilgili DEGs analizlerinin sonucunda ortaya koyulan gen listelerinde yer alan

ortak genler se¢ilmistir.

Bunun igin, analize tabi tutulan ilk veri seti (GSE29721) igerisinde logFC mutlak
degeri 3 ve daha fazla olan genler ile analize tabi tutulan ikinci veri seti (GSE17548)
icerisinde logFC mutlak degeri 2 ve daha fazla olan genlerin kesisim kiimesi alinmistir. Bu
kiimede toplam 12 adet gen bulunmakta olup, bunlardan dordiiniin ifadesi artmus kalan sekiz

tanesinin de ifadesi azalmistir (Cizelge 4.5).


https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:17655
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:10961
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:10961
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:2356
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:1346
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Cizelge 4.5. Caligilan iki veri seti (GSE29721 ve GSE17548) i¢in yapilan analiz
sonuglarinin kesigim kiimesi

Gen logFC (Kat logFC (Kat Aciklama
Sembolii Degisimi - Degisimi —
GSE29721 i¢in) GSE17548 i¢in)
ANLN 3.37 2.06 Anillin actin binding protein
TOP2A 3.41 2.20 Topoisomerase (DNA) Il alpha
ASPM 3.41 2.51 Abnormal spindle microtubule assembly
SPINK1 4.55 3.02 Serine peptidase inhibitor Kazal type 1
CXCL14 -3.63 -2.46 C-X-C motif chemokine ligand 14
LINC01093 -3.69 -2.29 Long intergenic non-protein coding RNA
OIT3 -3.41 -2.25 (130ngc?())protein induced transcript 3
CLEC4G -3.17 -2.16 C-type lectin domain family 4 member G
THRSP -4.60 -2.15 Thyroid hormone responsive
APOF -3.68 -2.01 Apolipoprotein F
CLTRN -3.10 -2.00 Collectrin amino acid transport regulator
FCN3 -3.54 -2.35 Ficolin 3

4.4. Gene Ontology (GO) Analizi Sonuglar

Kullanilan her iki veri seti i¢in de DEGs analizi sonucunda ifadesi anlamli olarak

degisen ve logaritmik kat degisim oranlarina gore siralanan genler girdi olmak tizere GO

analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar ayr1 ayri ve bir biitiin halinde incelenmistir.
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4.4.1. 11k veri seti (GSE29721) icin yapilan GO analizi sonuclar

GSE29721 nolu veri seti i¢in yapilan GO analizi sonucunda 1194 adet yolak
bulunmustur. Bu yolaklardan en 6nemli 125 tanesinin birbirleriyle olan iliskisi Sekil 4.5’ te

gorilmektedir.

Sekil 4.5. En 6nemli 125 GO yolagiin birbirleriyle iliskisini gosteren sema (Yolak
arkaplan renkleri 6nem derecesine gore acik saridan koyu kirmiziya dogru degismektedir:
: az dnemli, koyu kirmizi: ¢gok dnemli)
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Sekil 4.5 incelendiginde, en 6nemli 125 GO yolag1 icinde 10 tanesinin istatistiki

anlamliliginin yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. GSE29721 nolu veri seti i¢in yapilan GO analizi sonucunda bulunan en

onemli 10 yolak.

Yolak ID Yolak Tamimi (Annotation) Agda _Eslesen an!.el'lll Ifade Degisim
Proteinler Yonii
ASPM, CLTRN, ASPM geninin ifadesi
G0: 0007267 | cell-cell signaling CRHBP, artmus, diger genlerin
CXCL14 ifadeleri azalmgtir.
GO: 0006974 | Cellular response to DNA TOP2A Artms.
damage stimulus
G0: 0006266 | pNA ligation TOP2A Artmis.
G0: 0006265 | pNA topological change TOP2A Artms.
G0: 0046718 | vijral entry into host cell CLEC4G, FCN3 | Azalmus.
GO: 0030263 Apoptotlc_chromosome TOP2A Artms.
condensation
GO: 0002244 Hematopoietic progenitor cell | an LN, TOP2A Artms.
differentiation
GO: 0035543 | Positive regulation of SNARE | cLTRN Azalmis.
complex assembly
GO: 0000712 | Resolution of meiotic TOP2A Artms.
recombination intermediates

4.4.2. ikinci veri seti (GSE17548) icin yapilan GO analizi sonuclar

GSE17548 nolu veri seti i¢in yapilan GO analizi sonucunda 2198 adet yolak

bulunmustur. Bu yolaklardan en 6nemli 106 tanesinin birbirleriyle olan iliskisi Sekil 4.6” da

goriilmektedir.
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Sekil 4.6. En 6nemli 106 GO yolaginin birbirleriyle iliskisini gosteren sema (Yolak

arkaplan renkleri 6nem derecesine gore acik saridan koyu kirmiziya dogru degismektedir:

: az 6nemli, koyu kirmizi: ¢ok dnemli)

Sekil 4.6 incelendiginde, en 6nemli 106 GO yolag: icinde 7 tanesinin istatistiki

anlamliliginin yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. GSE17548 nolu veri seti i¢in yapilan GO analizi sonucunda bulunan en
onemli 7 yolak

Yolak ID Yolak Tammm (Annotation) gg&ziﬁf;?e“ g:gil:il;n‘i{gi:g:

GO: 0051653 | spindle localization ASPM Artms.

GO: 0006266 DNA ligation TOP2A Artmus.

GO: 0006265 DNA topological change TOP2A Artmus.

GO: 0030263 Apoptotic_chromosome TOP2A Artms.
condensation

GO: 0002244 | HEmaloROEHic progenitor cell | ANLN, TOP2A Artmss.

GO 0000712 Resolut_ion _of rr_1eiotic _ TOP2A Artmms.
recombination intermediates

4.4.3. Kullanilan iki veri seti i¢in yapilan GO analizi sonug¢lar

Her iki veri seti i¢cin yapilan GO analizi sonucunda ifadesi en ¢ok artan toplam 23
gen i¢in 31 adet biyolojik siire¢ zenginlesim yolagi ve 8 adet hiicresel bilesen zenginlesim
yolag1 bulunmustur (Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9). ifadesi en ¢ok azalan toplam 47 gen igin
ise 21 adet biyolojik silire¢ zenginlesim yolagi, 5 adet hiicresel bilesen zenginlesim yolagi ve
6 adet molekiiler fonksiyon zenginlesim yolagi bulunmustur (Cizelge 4.10, Cizelge 4.11 ve
Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.8. Ifadesi en ¢ok artan toplam 23 genin biyolojik siire¢ zenginlesim analizi

sonuglari

Yolak ID

Yolak Tamim (Annotation)

Gozlenen Protein
Sayisi

Agda Eslesen
Proteinler

G0.0051301

Cell division

ANLN, ASPM,
CCNB1, CDK1,
CENPF, NEK2, NUF2,
TOP2A

G0.1903047

Mitotic cell cycle process

ANLN, ASPM,
CCNB1, CDKNS3,
CENPF, NUF2, RRM2,
TOP2A, TTK

G0.0000278

Mitotic cell cycle

ANLN, ASPM,
CCNB1, CDKNS3,
CENPF, NUF2, RRM2,
TOP2A, TTK

G0.0000280

Nuclear division

ANLN, ASPM,
CCNB1, CDK1,
CENPF, NUF2,
TOP2A

G0.0044772

Mitotic cell cycle phase transition

CCNB1, CDK1,
CDKNS3, CENPF,
NEK2, RRM2

G0.0051983

Regulation of chromosome
segregation

CCNB1, CENPF,
NEK2, TTK

G0.0007067

Mitotic nuclear division

ANLN, ASPM,
CCNB1, CDK1,
CENPF, NUF2

G0.0007059

Chromosome segregation

CCNB1, CENPF,
NUF2, TOP2A, TTK

G0.0051439

Regulation of ubiquitin-protein
ligase activity involved in mitotic
cell cycle

CCNB1, CDK1,
CENPF, TTK

G0.0051726

Regulation of cell cycle

ANLN, ASPM,
CCNB1, CDKN3,
CENPF, NEK2,
TOP2A, TTK

G0.0042176

Regulation of protein catabolic
process

CCNB1, CDK1,
CENPF, GPC3,
TIMP1, TTK
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Cizelge 4.8. Ifadesi en ¢ok artan toplam 23 genin biyolojik siire¢ zenginlesim analizi
sonuglar1 (devam)

Gozlenen Protein

Agda Eslesen

Yolak ID Yolak Tamimu (Annotation) Sayisi Proteinler
ANLN, ASPM,
CCNB1, CDKNS3,
G0.0022402 Cell cycle process 8 CENPF, NUF2, RRM2,
TOP2A
ANLN, CCNB1,
G0.0007346 Regulation of mitotic cell cycle 6 CENPF, NEK2,
TOP2A, TTK
. o ANLN, ASPM,
G0.0051302 Regulation of cell division 5 CENPF, NEK2, TTK
Regulation of mitotic nuclear ANLN, CENPF,
G0.0007088 division : NEK2, TTK
. . r CCNB1, CDK1,
G0.0051340 Regulation of ligase activity 4 CENPF. TTK
G2/M transition of mitotic cell CCNB1, CDK1,
G0.0000086 cycle 4 CENPF, NEK2
G0.0007093 Mitotic cell cycle checkpoint 4 %I?KKl CENPF, TOP2A,
G1/S transition of mitotic cell CCNB1, CDK1,
G0.0000082 cycle 4 CDKN3, RRM2
ANLN, ASPM, CCNB1,
G0.0007049 Cell cycle 8 CDKNS3, CENPF,
NUF2, RRM2, TOP2A
ACSL4, ASPM,
CCNB1, CDKN3,
Negative regulation of biological CENPF, CTHRC1,
G0.0048519 process 13 IGF2BP3, NEK2,
PEG10, REG3A,
TIMP1, TOP2A, TTK
ASPM, CCNB1,
G0.0042127 Regulation of cell proliferation 8 CDKNS, CTHRCI,

GPC3, REG3A, TIMP1,
TTK
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Cizelge 4.8. Ifadesi en ¢ok artan toplam 23 genin biyolojik siire¢ zenginlesim analizi
sonuglar1 (devam)

. Gozlenen Protein | Agda Eslesen
Yolak ID Yolak Tamim (Annotation) Sayisi Proteinler
G0.0051782 Negative regulation of cell division 3 ASPM, CENPF, TTK
Regulation of attachment of
G0.0051988 spindle microtubules to 2 CCNB1, NEK2
kinetochore
G0.0000819 Sister chromatid segregation 3 CCNB1, NEK2, TOP2A
. . CDK1, CDKNS3,
G0.0045786 Negative regulation of cell cycle 5 CENPF, TOP2A, TTK
CCNB1, CDK1,
G0.0030162 Regulation of proteolysis 6 CENPF, GPC3, TIMP1,
TTK
Anaphase-promoting complex-
G0.0031145 dependent proteasomal ubiquitin- 3 CCNBL, CDK1, NEK2
dependent protein catabolic
process
Positive regulation of cell ASPM, CCNBL,
G0.0008284 roliferation 6 CTHRCL1, REG3A,
P TIMPL, TTK
ASPM, CCNBL,
Negative regulation of cellular CDKN3, CENPF,
G0.004g523 | 2IHETED 12 CTHRCL, IGF2BP3,
P NEK2, PEG10, REG3A,
TIMP1, TOP2A, TTK
Regulation of mitotic cell cycle ANLN, CCNB1,
GO.1901990 phase transition 4 CENPF, TTK
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Cizelge 4.9. Ifadesi en ¢ok artan toplam 23 genin hiicresel bilesen zenginlesim analizi

sonuglari
. Gozlenen Protein | Agda Eslesen
Yolak ID Yolak Tanimu (Annotation) Sayisi Proteinler
. ASPM, CCNB1, CDK1,
G0.0005819 Spindle 6 CENPF, NEK2, TTK
CCNB1, CENPF,
G0.0000793 Condensed chromosome 5 NEK2, NUF2, TOP2A
Condensed chromosome CCNB1, CENPF,
GO.008RL kinetochore “ NEK2, NUF2
Condensed chromosome, CCNB1, CENPF,
G0.0000779 centromeric region y NEK2, NUF2
: ASPM, CCNB1,
G0.0000922 Spindle pole 4 CENPF, NEK2
) ASPM, CDK1, CENPF,
G0.0030496 Midbody 4 NEK2
G0.0000940 Cpndensed chromosome outer 2 CCNBL, CENPF
kinetochore
ANLN, ASPM, CCNB1,
G0.0044430 Cytoskeletal part 7 CDK1, CENPF, NEKZ2,
TTK
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Cizelge 4.10. Ifadesi en ¢ok azalan toplam 47 genin biyolojik siire¢ zenginlesim analizi

sonuglari

Yolak ID

Yolak Tamim (Annotation)

Gozlenen Protein
Sayisi

Agda Eslesen
Proteinler

G0.0032787

Monocarboxylic acid metabolic
process

13

AKR1D1, ALDOB,
BBOX1, CYP1AZ2,
CYP26A1, CYP2AG,
CYP8B1, DCN,
GLYAT, HAO2, PCK1,
SDS, SLCO1B3

G0.0019752

Carboxylic acid metabolic process

14

AKR1D1, ALDOB,
BBOX1, CYP1AZ2,
CYP26A1, CYP2AG,
CYP8B1, DCN,
GLYAT, HAO2, PCK1,
SDS, SLCO1B3, TAT

G0.0044281

Small molecule metabolic process

20

ADH1B, AKR1D1,
ALDOB, APOF,
BBOX1, CYP1A2,
CYP26A1, CYP2AG,
CYP8B1, GBAS3,
GLYAT, GYS2, HAOZ2,
LCAT, NAT2, PCK1,
SDS, SLC22A1,
SLCO1B3, TAT

G0.0044710

Single-organism metabolic process

26

ADH1B, AKR1D1,
ALDOB, APOF,
BBOX1, C7, C9,
CYP1A2, CYP26AL,
CYP2A6, CYP8BL,
FCN2, FCN3, GBA3,
GLYAT, GYS2, HAO2,
LCAT, NAT2, PCK1,
RDH16, SDS,
SLC22A1, SLCO1B3,
TAT, THRSP

G0.0043436

Oxoacid metabolic process

13

AKR1D1, ALDOB,
BBOX1, CYP1A2,
CYP26A1, CYP2AG,
CYP8B1, GLYAT,
HAQO2, PCK1, SDS,
SLCO1B3, TAT

G0.0006805

Xenobiotic metabolic process

ADHI1B, CYP1A2,
CYP26A1, CYP2AG,
CYP8B1, GLYAT,
NAT2
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Cizelge 4.10. Ifadesi en ¢ok azalan toplam 47 genin biyolojik siire¢ zenginlesim analizi
sonuglar1 (devam)

Yolak ID

Yolak Tamim (Annotation)

Gozlenen Protein
Sayisi

Agda Eslesen
Proteinler

G0.0071466

Cellular response to xenobiotic
stimulus

ADHI1B, CYP1A2,
CYP26A1, CYP2AG,
CYP8B1, GLYAT,
NAT2

G0.0006629

Lipid metabolic process

13

AKR1D1, APOF,
CYP1A2, CYP26A1,
CYP2AG6, CYP8BL1,
GBA3, HAO2, LCAT,
PCK1, RDH16,
SLCO1B3, THRSP

G0.0008202

Steroid metabolic process

AKR1D1, APOF,
CYP1A2, CYP2AG,
CYP8B1, LCAT,
SLCO1B3

G0.0044283

Small molecule biosynthetic
process

AKR1D1, BBOX1,
CYP8B1, DCN, GLS2,
LCAT, PCK1, SDS

G0.0006956

Complement activation

C7, C9, FCN2, FCN3

G0.0055114

Oxidation-reduction process

11

ADH1B, AKR1D1,
ALDOB, BBOX1,
CYP1A2, CYP26AL,
CYP2A6, CYP8BL,
GYS2, HAO2, RDH16

G0.1901615

Organic hydroxy compound
metabolic process

ADH1B, AKR1D1,
APOF, BBOX1,
CYP8B1, LCAT, PCK1,
SLCO1B3

G0.0006959

Humoral immune response

C7, C9, FCN2, FCN3,
1GJ

G0.0046394

Carboxylic acid biosynthetic
process

AKR1D1, BBOX1,
CYP8B1, DCN, GLS2,
SDS

G0.0072330

Monocarboxylic acid biosynthetic
process

AKR1D1, BBOX1,
CYP8B1, DCN, SDS
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Cizelge 4.10. Ifadesi en ¢ok azalan toplam 47 genin biyolojik siire¢ zenginlesim analizi
sonuglar1 (devam)

Yolak ID

Yolak Tamim (Annotation)

Gozlenen Protein
Sayisi

Agda Eslesen
Proteinler

G0.0010038

Response to metal ion

ALDOB, CRHBP,
CYP1A2, LCAT,
MTI1M, TAT

G0.1901617

Organic hydroxy compound
biosynthetic process

AKR1D1, BBOX1,
CYP8B1, LCAT,
PCK1

G0.0044711

Single-organism biosynthetic
process

11

AKR1D1, ALDOB,
BBOX1, CYP1AZ2,
CYP8B1, DCN, GLS2,
GYS2, LCAT, PCK1,
SDS

G0.0050896

Response to stimulus

27

ADH1B, ALDOB, C7,
C9, CLECI1B,
CLEC4M, CRHBP,
CXCL14, CYP1AZ2,
CYP26A1, CYP2AG,
CYP8B1, DCN, FCN2,
FCN3, GLYAT,
GREM2, GYS2,
HAMP, IGJ, LCAT,
MT1M, NAT2, PCK1,
SLC22Al, SRPX,
TAT

G0.0044712

Single-organism catabolic process

AKR1D1, ALDOB,
CYP1A2, CYP26AL,
CYP2A6, DCN,
GBAg3, SDS, TAT
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Cizelge 4.11. Ifadesi en ¢ok azalan toplam 47 genin hiicresel bilesen zenginlesim analizi

sonuglari

Yolak ID

Yolak Tamimu (Annotation)

Gozlenen Protein
Sayisi

Agda Eslesen Proteinler

G0.0072562

Blood microparticle

AFM, C9, FCN2, FCN3, 1GJ

G0.0005615

Extracellular space

12

AFM, APOF, C9, CRHBP,
CXCL14, DCN, FCN2,
FCN3, GREM2, HAMP, 1G],
LCAT

G0.0005576

Extracellular region

22

AFM, AKR1D1, ALDOB,
APOF, BBOX1, C7, C9,
CLEC4M, CLRN3, CNDP1,
CRHBP, CXCL14, DCN,
FCN2, FCN3, GLYAT,
GREM2, HAMP, HAO2, I1GJ,
LCAT, PCK1

G0.0044421

Extracellular region part

20

AFM, AKR1D1, ALDOB,
APOF, BBOX1, C7, C9,
CLRNS3, CRHBP, CXCL14,
DCN, FCN2, FCN3, GLYAT,
GREM2, HAMP, HAO2, 1G],
LCAT, PCK1

G0.0005579

Membrane attack complex

C7,C9
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Cizelge 4.12. Ifadesi en ¢ok azalan toplam 47 genin molekiiler fonksiyon zenginlesim

analizi sonuglari.

. Gozlenen Protein Agda Eslesen
Yolak ID Yolak Tamim (Annotation) Sayisi Proteinler
G0.0003823 | Antigen binding 4 ECLES“I'\C";*J FCN2,
ADH1B, AKR1D1,
BBOX1, CYP1A2,
G0.0016491 Oxidoreductase activity 9 CYP26A1, CYP2AG6,
CYP8B1, HAO2,
RDH16
BBOX1, CYP1A2,
G0.0005506 Iron ion binding 5 CYP26A1, CYP2AG,
CYP8B1
Oxidoreductase activity, acting BBOX1 CYPLA2
G0.0016705 | On paired donors, with 5 CYP26AL, CYP2AG,
incorporation or reduction of CYPSB1
molecular oxygen
ALDOB, CLEC1B,
G0.0030246 Carbohydrate binding 6 CLECA4G, CLEC4M,
FCN2, FCN3
G0.0004497 Monooxygenase activity 4 gzg;ﬁg gzgggﬁ‘l

4.5. Protein - Protein Interaction (PPI) Analizi Sonuglari

Kullanilan her iki veri seti i¢in de DEGs analizi sonucunda ifadesi anlamli olarak

degisen ve logaritmik kat degisim oranlarina gore siralanan genler girdi olmak {izere protein

— protein etkilesim analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar ayr1 ayr1 ve bir biitiin halinde

asagida incelenmistir.
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4.5.1. GSE29721 nolu veri seti icin yapilan DEGs analizi sonucunda ifadesi en ¢ok

degisen genlerin protein — protein etkilesim analizi sonuclari

GSE29721 nolu veri seti i¢in yapilan DEGs analizi sonucunda ifadesi en ¢ok artan
ve azalan toplam 85 gen tespit edilmisti. Bunlardan taninan ve diger genlerle etkilesimleri

bilinen 61 tanesinin protein — protein etkilesim haritas: Sekil 4.7° de goriilmektedir.

SULT1C2

6 E CTHRC1

Sekil 4.7. GSE29721 nolu veri seti i¢in yapilan DEGs analizi sonucunda ifadesi en ¢ok
degisen ve taninan 61 genin protein — protein etkilesim haritas1 (pembe, turkuaz: bilinen
etkilesimler; yesil, kirmizi, mavi: tahmin edilen etkilesimler, yesil: gen komsulugu, siyah:
ifade birlikteligi, : metin madenciligi yontemiyle belirlenmis etkilesim.)
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Bu genlerden, bkz. Cizelge 4.1’ de yer alan ifadesi 3 kattan fazla artmig olanlar
arasinda kurulan protein — protein etkilesim haritasi Sekil 4.8” de ve bkz. Cizelge 4.2” de yer
alan ifadesi 3 kattan fazla azalmis olanlar arasinda kurulan protein — protein etkilesim

haritast Sekil 4.9’ da goriilmektedir.

suLTic2

SPINKL

CTHRC1

e

Sekil 4.8. GSE29721 nolu veri seti icin yapilan DEGs analizi
sonucunda ifadesi en ¢ok artan 20 genin protein — protein etkilesim
haritast1 (pembe, turkuaz: bilinen etkilesimler; vyesil, kirmizi, mavi:
tahmin edilen etkilesimler, vyesil: gen komsulugu, siyah: ifade
birlikteligi, : metin madenciligi yontemiyle belirlenmis
etkilesim.)
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Sekil 4.9. GSE29721 nolu veri seti i¢in yapilan DEGs analizi sonucunda
ifadesi en ¢ok azalan 41 genin protein — protein etkilesim haritas1 (pembe,

bilinen etkilesimler;  vyesil, kwmuzi, mavi: tahmin edilen
etkilesimler, vyesil: gen komsulugu, siyah: ifade birlikteligi, : metin
madenciligi yontemiyle belirlenmis etkilesim.)

4.5.2. GSE17548 nolu veri seti icin yapilan DEGs analizi sonucunda ifadesi en ¢ok

degisen genlerin protein — protein etkilesim analizi sonuclar

GSE17548 nolu veri seti i¢in yapilan DEGs analizi sonucunda ifadesi en ¢ok artan
ve azalan toplam 31 gen tespit edilmisti. Bunlardan taninan ve diger genlerle etkilesimleri

bilinen 22 tanesinin protein — protein etkilesim haritas1 Sekil 4.10” da goriilmektedir.
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Sekil 4.10. GSE17548 nolu veri seti i¢in yapilan DEGs analizi sonucunda
ifadesi en ¢cok degisen ve taninan 22 genin protein — protein etkilesim haritas1
(pembe, . bilinen etkilesimler; yesil, kirmizi, mavi: tahmin edilen
etkilesimler, yesil: gen komsulugu, siyah: ifade birlikteligi, : metin
madenciligi yontemiyle belirlenmis etkilesim.)

Bu genlerden, bkz. Cizelge 5.3 te yer alan ifadesi 2 kattan fazla artmis olanlar
arasinda kurulan protein — protein etkilesim haritas1 Sekil 4.11° te goriilmektedir (Ifadesi 2

kattan fazla azalmis genler arasinda herhangi bir etkilesim s6z konusu degildir).

SPINK1

MAGEA6

Sekil 4.11. GSE17548 nolu veri seti i¢in yapilan DEGs analizi sonucunda
ifadesi en ¢ok artan 7 genin protein — protein etkilesim haritas1 (pembe,

bilinen etkilesimler; vyesil, kirmizi, mavi: tahmin edilen
etkilesimler, yesil: gen komsulugu, siyah: ifade birlikteligi, : metin
madenciligi yontemiyle belirlenmis etkilesim.)
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4.5.3. Kullanilan iki veri seti icin yapilan, ifadesi en cok degisen ortak genlerin

protein — protein etkilesim analizi sonuclari

DEGs analizi yapilan GSE29721 ve GSE17548 nolu veri setlerinin analiz sonuglar1
birlestirilerek her iki veri setinde ifadesi en ¢ok artan ve azalan genler i¢in PPI ag analizleri

yapilmis olup, etkilesim haritalar1 Sekil 4.12 ve Sekil 4.13” te goriilmektedir.

Sekil 4.12. Kullanilan iki veri seti i¢in ifadesi en ¢ok artan 23 genin protein —
protein etkilesim haritas1 (pembe, : bilinen etkilesimler; yesil, kirmizi,
mavi: tahmin edilen etkilesimler, yesil: gen komsulugu, siyah: ifade
birlikteligi, <1 : metin madenciligi yontemiyle belirlenmis etkilesim.)



62

i SLCO1B3

CLEC1B

TTC36

] DCN
\ FCN3
Wil 1N FCN2 é
CLEC4M

ALDOB @
\

o

GREM2

@ CXCL14
"

PCK1

AGXT2L1

Sekil 4.13. Kullanilan iki veri seti i¢in ifadesi en ¢ok azalan 47 genin protein — protein
etkilesim haritas1 (pembe, turkuaz: bilinen etkilesimler; yesil, kirmizi, mavi: tahmin
edilen etkilesimler, yesil: gen komsulugu, siyah: ifade birlikteligi, : metin
madenciligi yontemiyle belirlenmis etkilesim.)
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Ayrica her iki veri setinin analiz sonuglar1 karsilastirildiginda ifadeleri en cok degisen
12 ortak genin mevcut oldugu anlasilmistir ve bunlarin da birbirleriyle olan fiziksel,

biyolojik ve molekiiler etkilesimleri arastirilmistur.

Bu genlerden taninan ve etkilesimleri bilinen 11 tanesi i¢in kurulan protein-protein

etkilesim haritas1 Sekil 4.14° te goriilmektedir. (TMEM?27: CLTRN proteininin eski adi.)

oIT3 4
TMEM27 - — ——

8 / )
FOEZA THRSP

SPINK1

o

CLEC4G

Sekil 4.14. Kullanilan iki veri seti i¢in ifadesi en ¢ok degisen ortak 11 genin protein
— protein etkilesim haritasi. (pembe, : bilinen etkilesimler; vesil, kirmizi,
mavi: tahmin edilen etkilesimler, yesil: gen komsulugu, siyah: ifade birlikteligi,
metin madenciligi yontemiyle belirlenmis etkilesim.)

4.6. Cytoscape Yazihmui ile Gorsellestirilen PPI Analizi Bulgulan

Bir 6nceki adimda fiziksel, biyolojik ve molekiiler etkilesimleri bulunan genler i¢in
kurulan PPI aglar1 verilerini gorsellestirmek igin kullanilan Cytoscape yazilimi ile Sekil
4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17 gorselleri elde edilmistir (Ifadesi en gok artan ortak genler
arasinda etkilesim varligi s6z konusu iken, ifadesi en ¢ok azalan ortak genler arasinda

herhangi bir etkilesimin bulunmadigi tespit edilmistir).
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Anillin Actin Binding Protein

ANLN
Abnormal Spindle Microtubule Asseme / \\ \ A Related Kinase 2
NEK2 RRM2

ASPM

TK Protein Kinase

CDK1 Kinetochofe Complex Component

Cyclin Dependent Kinase 1 4
|
!lyplcan 3

Insulin Like Growth Factor 2 MRNA Binding Protein 3

Sekil 4.15. Her iki veri seti i¢in yapilan DEGs analizi sonucunda ifadesi en ¢ok arttigi tespit
edilen genlerin etkilesim gorseli.

CYP1A2
Cytoch P450 Family 1 Subfamily A Member 2

ytochrome P450 Family 8 Subfamily B Member 1

N-Acetyltransferase 2

/ ytochrome P450 Family 26, Subfamily A Member 1

Cytochreme P450 Family 2 Subfamily A Member 6

C
Ficolin 3 AKR1D1
Aldo-Keto Reductase Family 1 Member D1
ADHIB Solute Carrier Family 22 Member 1
g Alcohol Dehydrogenase 1B (Class I}, Beta Polyp

HAO2
Ficolin 2

Hydroxyacid Oxidase 2

Solute Carrier Organic Anion Transporter Family Member 1B3
Serine! h Complement C7

ydratase !!
\ Glycine-N-Acyltransferase

L3 Complement C9
Tyrosine Aminotransferase

APOF

Glutaminase 2 - .
Carnosine Dij Apolipoprotein F
PCK1

Phosphoenolp?mv\ale Carboxykinase 1Alanine-—glyoxylate aminotransferase 2-like 1 isoform 1
ALDOB

Aldolase, Fructose-Bisphosphate B

Sekil 4.16. Her iki veri seti i¢in yapilan DEGs analizi sonucunda ifadesi en ¢ok azaldigi
tespit edilen genlerin etkilesim gorseli
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al Spindle Mi

in Binding Protein

DNA Topoisomerase Il Alpha

Sekil 4.17. Her iki veri seti i¢in yapilan DEGs analizi sonucunda ifadesi en
cok arttig1 tespit edilen ortak genlerin etkilesim gorsel.

4.7. Elde Edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, siroz/HCC hastas1 bireylerin genlerinden, saglikli bireylerin genlerine
kiyasla ifade diizeyi anlamli olarak degisen bir gen listesi belirlenmis ve ileri karaciger
hastaliklariyla iliskili olabilecek anahtar genlerle 6nemli biyolojik yolaklarin tespit edilmesi
amaciyla bir dizi biyoenformatik analizler yapilmistir. Bu analizler sonucunda, iizerinde
caligilan ilk veri seti igin (GSE29721 — kanserli ve normal 6rnekler) toplam 2654 genin ve
diger veri seti i¢in (GSE17548 — sirozlu ve kanserli 6rnekler) toplam 554 genin ifade
diizeyinde anlamli degisimler oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu listeler logFC oranina gore

siralanarak ifadesi pozitif ve negatif yonde en ¢ok degisen genler belirlenmistir.

I1k veri setinde (GSE29721 — kanserli ve normal 6rnekler) logFC oranlarmm 4.5 — 5
arah@ma kadar yiikseldigi, ancak diger veri setinde (GSE17548 — sirozlu ve kanserli
ornekler) bu oranlarm en ¢ok 2.5 — 3 araligina ¢iktig1 gozlemlenmistir. Bu sonug, karaciger
hastasi kisilerin siroz evresine geldikten sonra genlerinin ifade diizeylerinin daha fazla

degisime ugradigim gostermektedir.
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logFC oranlarmim maksimum diizeylerinin farkliligi nedeniyle ilk veri setinde logFC
oraninin mutlak degeri 3 ve tizeri olan genler ve ikinci veri setinde logFC oraninin mutlak
degeri 2 ve lizeri olan genler siralanarak listelenmis ve her iki listenin kesisimi alinmustir.

Bu kesisimde 12 tane gen yer almustir:

ANLN Geni: ANLN, sitokinez (hiicre boliinmesi) siiresince bdliinme ¢izgilerinin
birlestirilmesi i¢in gerekli bir aktin baglayici proteindir. Bununla birlikte c¢esitli kanser
tiirlerinde ifadesinin asir1 derecede arttig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. ANLN geninin
ifade diizeyi, HCC hastalarinin hayatta kalma olasiligini1 nemli derecede etkilemekte olup,
prognoztik bir biyobelirte¢ olarak almabilir (Lian vd., 2018). Nitekim Lian vd. (2018)
yaptiklar1 ¢alismada ANLN geninin, saglikli komsu dokulardakine kiyasla tiimorli
dokularda daha yiiksek diizeyde ifade edildigini tespit etmisler ve ANLN’ in apoptoz (hiicre
Olimii) ve DNA hasar seviyesini disiirerek tiimor gelisimini tesvik etti§i sonucuna

varmislardir.

Satow vd. (2010) de HCC igin terapotik hedef tespiti amaciyla yaptiklar1 caligmada
ANLN geninin saglikli komsu dokulardakine kiyasla tiimorlii dokularda 3 kat {izerinde ifade

edildigini tespit etmislerdir.

Bu calismada da; daha 6nce yliriitiilmiis ilgili ¢alismalarin sonuglarina paralel olarak
siroz ve HCC hastasi bireylerin dokularindaki ANLN geninin, saglikli dokularda yer alan
ayni genlere gore ifadesinin 2 ila 3 kat arttigi gézlemlenmistir. Dolayisiyla bu genin
kodladig1 proteinin viicuttaki miktar1 fazlalagsmakta ve bu durumun da karacigerdeki

sagliksiz dokularin ¢ogalmasinin yolunu agtig1 tahmin edilmektedir.

TOP2A Geni: DNA topoizomerazi. Bu gen, transkripsiyon siiresince DNA’ nin
topolojik durumunu kontrol edip degistirme islevini lstlenen proteini kodlar. DNA
metabolizmasindaki roliine ragmen; laboratuvar ortaminda yapilan ¢aligmalar gostermistir
ki, kot huylu timorlerin yayilmast durumunda TOP2A’nin ifade seviyesi daha az
bagimlidir (Wong vd., 2008).
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Wong vd. (2008) yaptiklart mikrodizi analiz ¢aligmasiyla TOP2A geninin yiiksek
ifadesinin; ileri HCC tiimor histolojisi, mikrovaskiiler saldir1 ve erken evre saldiris1 gibi

belirtilerle iligkisi oldugunu tespit etmislerdir.

Gao vd. (2018) de yaptiklar1 mikrodizi analiz ¢alismasiyla TOP2A geninin yiiksek
ifadesinin, HCC hastalar1 i¢in sag kalim oranmi diisiiren bir etken oldugunu tespit

etmislerdir.

Nitekim bu ¢alismada elde edilen sonuglara gére, TOP2A geninin ifade seviyesinin
ileri safha karaciger hastaliklarinda 6nemli 6l¢iide yiikseldigi tespit edilmistir. Dolayisiyla
karaciger hastaliklar1 ile ilgili yapilan bu ve bundan 6nceki gen ifade profili analiz
calismalari, TOP2A’ nin yiiksek diizeyde ifadesinin kotii huylu kanser tiimorlerinin olusumu

ve gelisimini kolaylastirdigini gostermektedir.

ASPM Geni: Bu genin; noron olusumunu saglayan, embriyonik sinir hiicreleri olan
noroblastlarin ¢ogalma siirecini diizenledigi diistiniilmekte olup; yapilan calismalarda
yumurtalik, rahim ve glioblastoma (hizl1 yayilan bir beyin tiimorii) dahil olmak tizere ¢esitli

kanser tiirlerinde ifade diizeyinin epey yiikseldigi tespit edilmistir (Horvath vd., 2006).

Horvath vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, ASPM geninin baskilanmasi ile sinir kok
hiicrelerinin  yenilenmesinin ve dolayisiyla glioblastoma hiicrelerinin  gelisiminin

engellenmesinin miimkiin oldugunu gostermislerdir.

Bu ¢aligmada ise, HCC hastaligina giden siiregte, ASPM geninin ivmelenerek normal
hiicrelerdeki ASPM genlerine kiyasla oldukg¢a yiiksek diizeyde ifade edildigi tespit
edilmistir. Bu durum, ASPM’ nin hem sirozlu karaciger dokularindaki hem de ilerleyen
asamada timor dokularindaki  hastalikli  hiicrelerin  ¢ogalmasini  tetikledigini

diistindiirmektedir.
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SPINK1 Geni: Bu gen tarafindan kodlanan protein, pankreas asiner hiicrelerinden
pankreas suyuna salgilanan bir tripsin inhibitoriidiir. Pankreas ve pankreas kanali igerisinde
tripsin  katalizli erken =zimojen aktivasyonunun Onlenmesinde islev  gdsterdigi
diistiniilmektedir. Bu gendeki mutasyonlar kalitsal pankreatit ve tropikal kalsifik pankreatit
ile iligkilidir (Liu vd., 2017).

Livd. (2015) HCC ve HBV-enfekte siroz hastasi bireylerden alinan doku 6rneklerini
kullanarak yaptiklar1 calismada, FOXP1 ve SPINK1 genlerinin yiiksek ifadelerinin sirozun
kanserlesmesinde 6nemli rol oynadigimi1 ve HCC’ nin erken tanisi i¢in 6nemli potansiyel

biyobelirtegler olabilecegini tespit etmislerdir.

Marshall vd. (2013) farkl karaciger hastalar1 ve normal karacigere sahip bireylerden
alman doku 6rneklerini kullanarak yaptiklar1 gen ifade profili analizi ¢alismasinda SPINK1
geninin ifade diizeyinin karaciger hastalarmin dokularinda saglikli dokulardakine kiyasla
oldukca yiiksek seyrettigini tespit etmisler ve bu genin HCC hastalig1 i¢in tanisal bir

biyobelirte¢ olabilecegini vurgulamislardir.

Nitekim bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore, SPINK1 geninin ifade seviyesinin
ileri safha karaciger hastaliklarinda énemli 6lgiide yiikseldigi tespit edilmistir. Dolayisiyla
karaciger hastaliklar1 ile ilgili yapilan bu ve bundan 6nceki gen ifade profili analiz
calismalari, SPINK1’ in yiiksek diizeyde ifadesinin kotli huylu kanser tiimorlerinin olusumu

ve gelisimini kolaylastirdigini gdstermektedir.

Ayrica, yapilan PPI ag analizi sonucunda ANLN, TOP2A ve ASPM genlerinin
ifadesel etkilesime sahip oldugu tespit edildiginden birinde meydana gelen ifade diizeyi

degisiminin diger iki genin ifade diizeyini de etkiledigi diistiniilmektedir.

CXCL14 Geni: Inflamasyon, enfeksiyon, doku hasari, allerji, kardiyovaskiiler
hastaliklar, ayrica kotii huylu tiimor patofizyolojisinde rol alan kemokinlerin aracilik
ettikleri hiicre goc¢ii ve aktivasyonu i¢in bu molekiillerin hiicre {izerindeki 6zgiil
reseptorlerine baglanmalar1 gerekir. CXCL14 geni de s6z konusu reseptorlerdendir (Citak

vd., 2002). Bu genin kodladigi CXCL14 proteini, yeni kan damarlarinin geligimini
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diizenleyen CXC kemokin ailesi iiyelerindendir. (Strieter vd., 2006) Bir¢ok normal hiicrede
ifade edilen CXCL14 geni; bas ve boyun kanseri (HNSCC), prostat ve pankreas kanseri gibi
hastaliklara sahip bireylerin dokularinda ya hi¢ ifade edilmemekte ya da ¢ok diisiik seviyede
ifade edilmektedir (Wang vd., 2013).

Wang vd. (2013) 126 HCC hastasindan alinan tiimorli ve tlimorsiiz doku 6rneklerini
kullanarak yaptiklar1 kantitatif gen ifade analizi galismasi sonucunda, tiimorli dokularin
%88.1" inde yer alan CXCL14 geninin ifade seviyesinin énemli derecede diisiis sergiledigini
gozlemlemislerdir. Boylece, CXCL14 geninin HCC i¢in potansiyel tiimor baskilayict olarak

onemli bir role sahip oldugu sonucuna varmiglardir.

Benzer olarak bu c¢alismada da, siroz ve kanser gibi karaciger hastaliklarinda
CXCL14 geninin ifade seviyesinin dnemli dl¢iide diistiigii belirlenmistir. Boylece, bu genin
kodladig1 proteinin islev kaybma ugrayarak timoriin yayilmasini engellemede basarisiz

oldugu sonucuna varilabilir.

LINCO01093 Geni: Bu gen; uzun, protein kodlamayan RNA bdlgesinde yer alan bir
gen olup, bu gende meydana gelen ifade seviyesi degisimleri HCC hastaliginin gelisme

evresinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Esposti vd., 2016).

Esposti vd. (2016) normal, sirozlu ve HCC hastas1 23 bireyin doku 6rneklerini analiz
ederek yaptiklar1 galismada LINC01093 geninin sirozlu dokulardaki ifade diizeyinin normal

dokulardaki ifadesine kiyasla 6nemli 6lciide diistiigiinii gézlemlemislerdir.

Jovel vd. (2018) HCC tiimoriiniin gorildigii ve saglam dokulardan almman 6rneklerle
yaptiklar1 INCRNA analizinde LINC01093 geninin ifadesinin tiimorlii dokularda saglikli
dokulara oranla 30 kattan fazla azaldigin1 gézlemlemisler ve HCC mekanizmasini bu gen
araciligiyla anlamaya ¢alismanin, HCC’ yi yonetmek i¢in umut verici bir ¢aba olabilecegini

belirtmislerdir.

Dai vd. (2017) toplam 6 veri seti kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada; HCC hastalarinda
LINC01093 geninin seviyesinin oldukc¢a diisiik seyrettigini gdzlemlemisler ve LINC01093°
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iin HCC hastalarmin hayatta kalma oranlartyla gii¢lii bir iliskisi olan 3 genden biri oldugu

dolayistyla HCC i¢in prognostik bir gosterge olabilecegi sonucuna varmislardir.

Benzer olarak bu c¢alismada da, siroz ve kanser gibi karaciger hastaliklarinda

LINCO01093 geninin ifade seviyesinin 6nemli dlgiide diistiigii belirlenmistir.

OIT3 geni: Bu gen, molekiiler anlamda kalsiyum iyon baglama ve protein baglama
fonksiyonlarmi yerine getirmekte ve karacigere 0zgii potansiyel bir negatif biyobelirteg

olabilecek bir proteini kodlamaktadir (Xu vd., 2003).

Livd. (2015) HCC ve HBV-enfekte siroz hastasi bireylerden alinan doku 6rneklerini
kullanarak yaptiklar1 calismada, HCC hastas: bireylerin dokularindaki OIT3 geninin

ifadesinin diger bireylerinkine gore 2 kat civarinda diistiigiinii gozlemlemislerdir.

Agarwal vd. (2017), 423 HCC hastasi1 bireyden alman tiimorlii ve komsu tiimorsiiz
doku orneklerini kullanarak yaptiklar1 gen ifade analizi ¢alismasmda OIT3 geninin
ifadesinin tiimorsiiz dokulara kiyasla en fazla diisen 3 genden biri oldugunu

gozlemlemislerdir.

Benzer olarak bu calismada da, siroz ve kanser gibi karaciger hastaliklarinda OIT3
geninin ifade seviyesinin onemli Ol¢iide diistiigii belirlenmistir. Dolayisiyla bu genin
kodladig1 protein, islevini yerine getirmede yetersiz kalmakta ve bu durum karacigerdeki

sagliksi1z dokularin ¢ogalmasinin yolunu agmaktadir.

CLECA4G geni: CLECAG, viral ve bakteriyel patojenleri tanimada yardimct olma
yetenegine sahip 3 6nemli C-tipi lektin protein tiiriinden biridir (Huang ve Meng, 2009). C-
tipi lektinler kalsiyuma bagimli glikan baglayict proteinlerdir ve inflamasyon ve
tiimorle/viral olarak enfekte olmus hiicrelerin bagisiklig1 dahil olmak {izere ¢esitli immiin

fonksiyonlar1 yerine getirirler (Ho vd., 2015).
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Ho vd. (2015) 50 HCC hastasi bireyden alinan tiimorlii ve komsu tiimorsiiz doku
orneklerini kullanarak yaptiklar1 gen ifade analizi ¢calismasinda CLEC4G geninin ifadesinin

tiimorsiiz dokulara kiyasla en fazla diisen gen oldugunu gézlemlemislerdir.

Benzer sekilde Chen vd. (2017), yaptiklari HCC mikrodizi gen ifade analizi
calismasinda CLEC4G geninin ifadesinin tiimorsiiz dokulara kiyasla en fazla diisen
genlerden biri oldugunu goézlemlemisler ve dolayistyla C-tipi lektin proteinlerin HCC

patogenezinde rol oynayabilecegi sonucuna varmislardir.

Nitekim bu calismada da, CLEC4G geninin sirozlu ve HCC hastas1 bireylerin
dokularindaki ifade seviyesinin saglikli bireylerdekine kiyasla oldukga diisiik seyrettigi
belirlenmistir. Dolayisiyla bu genin kodladig1 protein, islevini yerine getirmede yetersiz

kalmakta ve bu durum karacigerdeki sagliksiz dokularin ¢ogalmasimin yolunu agmaktadir.

THRSP geni: THRSP, oncelikle lipid (yag) metabolizmasimin diizenlenmesi igin
onemli olan bir niikleer proteindir. Oncelikle gdgiis ve karaciger gibi yag asitlerini

sentezleyen dokularda ifade edilir (Kuemmerle ve Kinlaw, 2011).

Huang vd. (2013) THRSP’ nin NAFLD (Alkolik Olmayan Yagh Karaciger
Hastalig1) patogenezinde 6nemli bir role sahip oldugunu ve NAFLD tedavisi i¢in potansiyel

terapotik bir hedef olabilecegini belirtmislerdir.

Bu ¢aligmada ise, Siroz ve kanser gibi karaciger hastaliklarinda THRSP geninin ifade
seviyesinin Onemli Olclide diistiigli belirlenmistir. Bu gbzlem, karacigerin ileri seviye

hastaliklarinda lipid (yag) metabolizmasinin saglikli isleyisinden saptigina isaret etmektedir.

APOF geni: Lipid transferi 6nleyici protein olan APOF, 6nemli bir kolesteril ester

(esterlesmis kolesterol) transfer proteini aktivite diizenleyicisidir (Morton vd., 2008).

Cheng vd. (2012) 48 HCV-enfekte siroz hastasindan alinan 75 cerrahi karaciger
ornegi kullanarak yaptiklar1 mikrodizi analizi ve yolak zenginlesim analizi sonucunda APOF

geninin saglikli, sirozlu ve HCC tiimorlii dokularda ifade diizeyi degisen 7 genden biri
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oldugunu saptamislardir. Boylece, bu genin HCC hastaliginin ilerlemesinde 6nemli bir rol

oynadig1 sonucuna varmiglardir.

Lo Re vd. (2018) yaptiklar1 mikrodizi veri analizi ¢aligmasinda APOF geninin ifade
diizeyinin kontrol grubu hiicrelerdeki ifadesine oranla 2 kat civarinda diistiiglini

gozlemlemislerdir.

Bu ¢aligmada da benzer sekilde sirozlu ve tiimorlii hiicrelerdeki APOF geninin ifade
diizeyinin, saglikli hiicrelerdekine gore 2 ila 3 kat civarinda diistiigii gézlenmistir. Bu durum,
karacigerin ileri satha hastaliklarinda lipid metabolizmasmin dolayisiyla da kolesterol

diizeninin bozulabileceginin bir isaretidir.

CLTRN geni: Bu gen, amino asit transfer diizenleme islevini yerine getiren proteini

kodlamaktadir (NCBI, 2018).

Bu calismada, siroz ve HCC hastasi bireylerin hiicrelerinde yer alan CLTRN geninin
normal hiicrelerdeki CLTRN genlerine kiyasla oldukca diisiik diizeyde ifade edildigi tespit
edilmistir. Dolayisiyla bu genin anlamli olarak diisiik ifade edilmesi, ileri satha karaciger

hastaliklarinda hastaligin ilerlemesine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

FCN3 geni: Serum lektin proteini olarak kabul edilen FCN3, 6zellikle apoptotik

(programli) hiicre 6liimii prosesinin yiiriitiilmesine aracilik eder (Yu vd., 2017).

Chang vd. (2009) 31 HCC hastasindan aldiklar1 tiimorli ve saglikli doku 6rnekleri
ile yaptiklar1 mikrodizi ve interaktif yolak analizi ¢alismasinda FCN3 geninin ifadesinin
timorli Orneklerde yer alan dokularda saglikli dokulardakine kiyasla oldukga diistik

oldugunu tespit etmislerdir.

Nitekim bu ¢aligmada da, siroz ve HCC hastasi bireylerin hiicrelerinde yer alan FCN3
geninin normal hiicrelerdeki FCN3 genlerine kiyasla oldukga diisiik diizeyde ifade edildigi

tespit edilmistir. Bu durum, FCN3 proteininin islevini yerine getirmede yetersiz kalarak ileri
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asamada timorli hiicrelerin artmasina yol agtigi i¢cin hastaligin ilerlemesine neden

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bir biyoenformatik uygulamasi olan bu ¢alismada, karacigerin siroz ve HCC gibi ileri
safha hastaliklarinda viicutta meydana gelen molekiiler degisimler, bu degisimlerin yol
actig1 hiicresel, biyolojik ve fizyolojik problemler ve bunlarin 6nlenmesi amaciyla lizerinde
caligilacak hedef proteinler arastirilmistir. Bu amagla, genomik veri analizlerinde siklikla
kullanilan mikrodizi yontemi tercih edilmis, boylece hasta ve kontrol gruplari arasindaki
anlaml1 gen ifade farkliliklari ve bu farkliliklarin ilgili yolaklarda meydana getirdigi sorunlar

belirlenmeye calisilmistir.

Elde edilen bulgular neticesinde gen ifade diizeylerinin siroz olusumu bagladiktan sonra
ivmelenerek pozitif ve negatif yonde daha fazla degisime ugradigi saptanmistir. Bu nedenle,
hastanin tedavi ve prognozunun iyi takip edilmesi i¢in karaciger dokularinda HCC tiimori

olusumu baglamadan hastaligin seyrine miidahale etmek olduk¢a 6nemlidir.

Bahsi gecen hastaliklara sahip bireylerde, karacigerin islevlerini aksatmasina neden
olabilecek terapotik hedeflere yonelik yapilacak ¢alismalar, tedavinin basarisini dogrudan

etkileyecektir.

Mikrodizi veri analizleri sonucunda elde edilen bulgularin biyolojik deneylerle de
dogrulanmasi ve tani ve tedavide uygulanabilirligini saglamak tizere klinik calismalarin
yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢aligmada yapilan analizler de mikrodizi verileri kullanilarak
bilgisayar ortaminda gergeklestirildiginden analiz sonuglarmin biyolojik olarak da test

edilmesi ve dogrulanmasini gerekmektedir.
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