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Yuksek Lisans Tezi

YENI NESIiL RNA SEKANSLAMA VE MIiKRODIZiN VERILERININ
ANALIZi iILE KANSERDE TRANSKRIPTOMIK BIiLGILERIN ELDESI

Ebubekir AYHAN
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Fen Bilimleri Enstitisi

Molekuler Biyoloji Anabilim Dal

Tez Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Kerem Mert SENSES
Agustos 2020, 66 sayfa

RNA sekanslama yontemi son yillarda hizla gelisen yeni nesil sekanslama teknolojilerinin bir
cesididir. RNA sekanslama (RNA-Seq) yonteminde biyolojik materyalin (6rnegin kanser hiicre
hattinin) transkribe ettigi gen bolgelerinin transkriptlerinin sekanslari elde edilir. Bu sekanslar
ya da diger bir deyisle RNA-Seq veri setleri aragtirmacilarin kolaylikla ulagabilecegi internet

verl tabanlarinda mevcuttur.

Bu calismanin konusu, genel ¢er¢evede kanser biyolojisidir. Daha derine inildiginde ise in
silico yollarla ulasilabilen yeni nesil RNA sekanslama ve gen ifadesi mikrodizin verilerinin
biyoinformatik yontem ve araclar kullanilarak analiz edilmesiyle kanser hiicre hatlarina ait
transkriptomik verilerin elde edilmesi olarak tanimlanabilir. Ayni kanser hiicre hattinin farkli
laboratuvarlarda cogaltilmast ve bu kanser hiicre hattina ait kontrol gruplarmin RNA
sekanslama sonucu olusan RNA-Seq veri setleri arasinda gen ifadesi, alternatif ekson kullanimi

gibi farklilarin olup olmadig1 analiz edildi.



OZET (devam ediyor)

Internet veri tabanlar1 kullanilarak ¢alismak istedigimiz kanser hiicre hatlarina ait RNA-Seq
veri setleri indirilip, o veri setine ait sekanslarin Kkaliteleri uygun biyoinformatik araclar
kullanilarak denetlenmistir. Iyi sekans okumasi kalitesine sahip veriler insan referans

genomuna hizalandirildi.

Hizalama sonucu olusan dosyalar, gorsellestirme araci kullanilarak kanser hiicre hatlarinin
insan genomuna hangi diizeyde hizalandigi kontrol edildi. Calismamizin diger basamaginda

hiicre hatlarindaki gen ifadesi farkliliklari, alternatif ekson kullanimi analizleri yapildi.
Sonug olarak, ayni1 hiicre hatt1 olmasina ragmen farkli laboratuvarlarda biiytitiiliip, pasajlanmis

olan kanser hiicre hatlar1 arasinda gen ifadesi ve alternatif ekson kullanimi bakimindan ciddi

farklar tespit ettik.

Anahtar Kelimeler: RNA Sekanslama, Kanser Hiicre Hatt1, Kanser Biyolojisi
Bilim Kodu: 401.02.02
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RNA sequencing method is a kind of new generation sequencing technologies that have been
developing rapidly in recent years. In the RNA sequencing (RNA-Seq) method, sequences of
the transcripts of the gene regions transcribed by the biological material (e.g. cancer cell line)
are obtained. These sequences or in other words, RNA-Seq datasets are available in internet

databases that researchers can easily access.

The subject of this study is cancer biology in general framework. When digging deeper, it can
be defined as obtaining transcriptomic data of cancer cell lines by analysing the next generation
RNA sequencing and gene expression microarray data which can be accessed in silico ways
using bioinformatics methods and tools. It was analysed whether there were any differences
such as differential gene expression and alternative exon usage among the RNA-Seq datasets
formed by generating same cell line in different laboratory and using the control groups of this

cancer cell line in RNA sequencing.



ABSTRACT (continued)

RNA-Seq datasets of cancer cell lines that we want to work with using internet databases were
downloaded and the quality of the sequences of that dataset were checked using appropriate
bioinformatics tools. Data with good sequence reading quality aligned to human reference
genome. The files formed as a result of the alignment were checked by using the visualization
tool how the cancer cell lines are aligned to the human genome. In the other step of our study,

differential gene expression and alternative exon usage analyzes were performed on cell lines.
As aresult, we found significant differences in differential gene expression and alternative exon

usage between cancer cell lines that were grown and passaged in different laboratories despite

being the same cell line.
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BOLUM 1

GIRIS VE AMAC

Son ylizy1l igerisinde kanser hiicre hatti calismalar1 kanser biyolojisinin anlasilmasinda ¢ok
onemli katkilar saglamistir. In vitro deney modellerinin olusturulmasinda sik¢a kullanilan bir
model olan kanser hiicre hatlar1 birgok giivenilirlik tartismasinin odaginda olmustur. Bu
tartismalardan en ¢ok bilineni HeLa kontaminasyonu vakasidir. Stanley Gartler tarafindan
yayimlanan bir raporda, ¢esitli kanser aragtirmalarinda kullanilan beyaz irk tumoéru kokenli 18
farkli hiicre hattinin G6PD enziminin A izozimini tasidig1 ve bu izozimin Afrikali Amerikali
Henrietta Lacks isimli hastadan izole edilen HeLa isimli kanser hiicre hattinda da oldugu tespit
edilmistir [1]. Bu tespitin yapildig1 tarihten sonra bu 18 hiicre hatti bir¢cok caligmada
kullanilmaya devam edilmis, Buehring ve arkadaslart 1969-2004 arasinda yayinlanmis 220
farkli yayinda HeLa kontaminanti olan bu hiicre hatlarinin in vitro model olarak kullanildigini
tespit etmistir [2]. Bu ve bu gibi bir¢ok rapor hiicre hatlarinin kullanilmasina karar verilmeden

once hucre hattiin kimligi ile ilgili bir 6n ¢alisma yapma gerekliligini gostermektedir.

DNA diziliminin okunmasi (DNA sekanslanmasi) 1975’e kadar oldukga zor bir ugrasti. Bu
tarihten sonra Frederick Sanger ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢aligsmalar genetik biliminin
cag atlamasini sagladi. Sanger ve ark. 1977°de zincir sonlandirma, diger bir adiyla Sanger
sekanslama yontemini tanittilar. Sanger dizileme yontemi, 1977'de ilk kez sunuldugundan beri

biyolojik arastirmalarda en etkili yeniliklerden biri olmustur [3].

Bu kesif modern dizilemenin temelini olusturdu ancak ilerleyen siireclerde Insan Genom
Projesi’nin baslamasiyla birlikte kullanilan bu teknigin olduk¢a zaman alici1 ve yiiksek maliyete
neden oldugu anlagilmis ve bu durum yeni bir dizileme metodunun gelistirilmesinin
gerekliligini ortaya c¢ikarmistir. Bu yeni teknolojiler daha 6nce kullanilan Sanger’in (zincir
sonlandirma) metoduna gore DNA ve RNA’y1 olduk¢a hizli ve daha diisiik bir maliyetle
dizileme imkani sagliyordu. Yeni Nesil Sekanslama (Next-Generation Sequencing-NGS):
Biiyiik capl paralel veya derin sekanslama, genomik arastirmalarda devrim yaratan bir DNA

sekanslama teknolojisini
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tanimlayan ilgili terimlerdir [4]. NGS, tek bir 6rnekten alinan milyonlarca parcaya ayrilmig bir
DNA molekiiliniin her bir parg¢asinin aynt anda ve uyum igerisinde paralel olarak
sekanslanmasini temel alir. NGS’de daha 6nceki dizileme tekniklerinden farkli olarak paralel
sekanslama reaksiyonu ayni siirede yapilarak yiiksek hacimli ve hizli sonuglar alinabilmektedir.
Diger 6nemli ve dikkat ¢ekici bir 6zelligi ise yiiksek dogrulukta dizileme kapasitesine sahip

olmasidir.

Yeni nesil sekanslama teknolojisinin gelismesiyle birlikte sekanslama islemi sonucu olusan
ham datalarin amaca gére analiz edebilmesini miimkiin kilan araclar (Ing. ‘tool’lar) gelistirilmis
ve bu araclarin gelistirilme siiregleri her gegen giin gelismekte olan genomik alaninda yapilan
caligmalar neticesinde devam etmektedir. Sekanslama sonucu olusan verilerin uygun

biyoinformatik ve genomik araclarla analizi cok 6nemlidir.

Son yiizy1l igerisinde kanser hiicre hatt1 ¢aligmalar1 kanser biyolojisinin anlasilmasinda ¢ok
onemli katkilar saglamstir. In vitro deney modellerinin olusturulmasinda sik¢a kullanilan bir
model olan bir¢ok farkli tip kanser dokusunu temsil eden kanser hiicre hatlarina ait ¢ok ¢esitli
yiiksek ¢ciktili (Ing. ‘high throughput’) molekiiler profilleme yapilmustir. Bu profillemelerden
en iyi bilineni NCI-60 kanser hiicre hatt1 paneline ait olan profillemelerdir. NCI-60 hiicre hatti
panelini olusturan kanser kimligi teyit edilmis 53 farkli hattin ‘gene expression array’leri ile
gen ifadesi profillemesi [5-7], SNP genotyping mikroarray’leri ile tim genom SNP
profillemesinin [8] yan1 sira metilom profillemesi [9] gibi bir¢ok farkli molekiiler profillemesi
yapilmistir. NCI-60 paneline dahil olan ve bu panelin haricindeki bir¢ok farkli hiicre hattinda
da daha ileri molekiiler profilleme yontemleri kullanilarak gen ifadesi dl¢limleri yapilmis, bu
Ol¢timlerin depolandigi ham veri dosyalar1 ¢esitli biyoinformatik veri tabanlarinda tiim kanser
arastirmacilarinin bedava olarak erisebilecegi sekilde analiz edilebilir olarak kullanimlarina
sunulmustur. Bu ileri gen ifadesi profillemelerinin en gelismisi NGS teknolojisidir ve NGS
teknolojisi ile elde edilmis ham gen ifadesi verilerine Gene Expression Omnibus ve

ArrayExpress gibi veri tabanlar1 aracilifiyla erigilmektedir.
Bu calismanin konusu, genel ¢ergevede kanser biyolojisidir. Daha derine inildiginde ise in

silico yollarla ulasilabilen yeni nesil RNA sekanslama [ve gen ifadesi mikrodizin] verilerinin

biyoinformatik yontem ve araclar kullanilarak analiz edilmesiyle kanser hiicre hatlarina ait
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transkriptomik verilerin elde edilmesi olarak tanimlanabilir. Bu ¢alismada farkli kanser hiicre
hatlarina ait RNA sekanslama ham verileri uygun biyoinformatik yontemler ve araclar
kullanilarak analiz edilmistir. Kanser hiicre hatlar1 gen ifadesi farkliliklarina ve alternatif ekzon

kullanimi profillerine gore degerlendirilmis, bulgular tezin sonu¢ kisminda paylasilmistir.
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BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 RNA SEKANSLAMA

RNA sekanslama (RNA-Seq), bir hiicrenin transkriptomuna iliskin goriis saglamak i¢in yiiksek
verimli sekanslama yontemlerinin yeteneklerini kullanir. Onceki Sanger siralamasi ve
mikrodizi tabanli yontemlerle karsilastirildiginda RNA-Seq, transkriptomun dinamik dogasinin
cok daha yiiksek bir kapsamini ve daha yiliksek ¢oziiniirliigiinii saglar [10]. Yeni nesil dizileme
yontemlerinin ortak 6zelligi, kilcal elektroforez bazli Sanger dizileme cihazlarinin kapasitesini
asan dizileme reaksiyonlarmi tek bir deneyde gergeklestirebilmektir. Gen ekspresyonunu
6lcmenin otesinde RNA-Seq tarafindan iiretilen veriler yeni transkriptlerin kesfini, alternatif
olarak eklenmis genlerin tanimlanmasini ve alele 6zgii ekspresyonun saptanmasini kolaylastirir
[10]. Gliniimiizde degisik firmalara ait yeni nesil dizileme platformlari bulunmaktadir. Her
platformun kendine 6zgili dizileme teknolojisi vardir. Bir ¢aligmada kullanilacak yeni nesil

sekanslama platformunun se¢imi, o ¢alismanin tiiriine gore degisiklik gostermektedir.

RNA-seq yontemi son yillarda hizla gelisen yeni nesil sekanslama teknolojilerinin bir ¢esitidir.
RNA-seq ile birlikte yaygin olarak kullanilan yeni nesil sekanslama yontemleri arasinda Whole
Exome Sequencing (WES) olarak bilinen, genlerin kodlayan sekanslari olan ekzonlarin
tamaminin sekanslanmasi ile uygulanan bir yontemdir. Bir baska yaygin olarak kullanilan yeni
nesil sekanslama yontemi ise Whole Genome Sequencing (WGS) olarak bilinen tim genomik
DNA’nin sekanslanmasi esasina dayanan yontemdir. Tiim yeni nesil sekanslama yontemleri
ortak bir prensiple calisir. Bu prensip ise ¢ok yuksek miktarda genetik (DNA) veya
transkriptomik (RNA) sekans bilgisinin Uretilmesidir. RNA-seq yonteminde biyolojik

materyalin transkribe ettigi (ifade ettigi) gen bdlgelerinin transkriptlerinin sekanslari elde edilir.
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2.2 DIFERANSIYEL GEN EKSPRESYONU

Gen ekspresyonu, genlerde kodlanmis bilginin (niikleotid sekansinin) protein gibi islevsel
molekiillerin ve hiicrenin yapilarini iiretmek i¢in kullandig1 islem olarak tanimlanabilir. Bazi
genler bazi RNA formlarinin (6rnegin; Transfer tRNA, Ribozomal rRNA) uUretilmesinden

sorumludur.

Gen ekspresyonu iki ana adimdan olusur. Bunlardan ilki transcription (ifade), hedef
Messenger(mesajc1) RNA’nin (MRNA’nin) Uretilmesidir. Diger bir ifadeyle bir genin DNA
sekansinin RNA kopyasin1 yapmaktir. Protein kodlayan bir gen i¢cin RNA kopyasi veya
transkripti, bir polipeptit (protein veya protein alt birimi) olusturmak i¢in gereken bilgiyi tasir.
Ikinci adim ise translation (geviri) olarak adlandirilir. Burada ise transkripsiyon sonucu elde
edilen mRNA’ daki koda gore ribozomlarda meydana gelen amino asit zinciri veya polipeptit

sentezi strecidir.

Diferansiyel gen ekspresyonu, bir tedaviye (ing. “treatment”) veya herhangi bir gelisim
asamasina yanit olarak bir genin kontrollii bir agamaya gore ifadesindeki (mRNA miktarindaki)

artmay1 veya azalmayi ifade eden durumudur.

NUCLEUS

Exon Intron
7 v

Transcription

mRNA splicing ik
Export mRNA
CYTOPLASM
B
mRNA
Tenslaion |
906"
-9 Protein
@

Sekil 2.1 Okaryot bir hiicrede DNA'dan proteine bilgi akisina genel bakis [11].
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2.3 ALTERNATIF EKSON KULLANIMI

Alternatif splicing (ekleme), olgun mRNA iiretimi sirasinda ger¢eklesen bir molekiiler hiicre
biyolojisi olayidir. Alternatif splicing farkli eksonik veya intronik segmentlerin olgun mRNA
dizisine dahil edilmesi veya hari¢ tutulmasi sonucunda farkli mRNA izoformlarinin olusumu
ile karakterize edilir. Bu siireg, smirli sayida genden yola ¢ikip ¢ok cesitli proteininin
uretilmesinden sorumludur [12]. Bes tip alternatif splicing olay:1 vardir; constitutive splicing
(yapic1 birlestirme), mutually exclusive exons (karsilili 6zel eksonlar), cassette alternative exon
(kaset alternatif eksonu), alternative 3’ splice site (alternatif 3 ‘ek yeri), alternative 5’ splice site
(alternatif 5 ‘ek yeri), intron retention (intron tutma) dir [13]. Alternatif ekson kullanimu,
bagimsiz olarak dahil edilebilecek veya hari¢ tutulabilen ayri eksonlar olan kaset eksonlart ve
bir grup ekson varyantindan bir tanesinin se¢ilmesini igeren karsilikli ayri eklemeyi (splice

edilmeyi) icerir [14]
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Sekil 2.2 Bes tip alternatif splicing olayi. (A) Yapici birlestirme (Constitutive splicing) (B)
karsilik 6zel eksonlar (mutually exclusive exons) (C) kaset alternatif eksonu (cassette
alternative exon) (D) alternatif 3'ek yeri (alternative 3' splice site) (E) alternatif 5'ek
yeri (alternative 5' splice site) (F) intron tutma (intron retention) [14].

2.4 ANALIZLERDE KULLANILAN CiHAZLAR VE BiYOINFORMATIK ARACLAR

2.4.1 Cihazlar

Analizler i¢in uygun yazimlar1 kullanmak ve analizleri yapmak i¢in iki bilgisayar kullanildi.

e Dell Precision T3630 is istasyonu(OMEGA). Intel C246 Cipset, Intel Xeon E-2136 (6
Core) islemci, 16GB DDR4 2666MHz ECC ram, nVidia Quadro P2000 (5GB GDDR5)
ekran karti, Ubuntu/Linux isletim sistemi

e Casper Nirvana notebook, Intel core i5-4200M islemci, 8 gigabyte ram, NVDIA
Geforce 740M ekran kart1, Ubuntu/Linux isletim sistemi
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2.4.2 Yazilimlar

Minion: Minion, sekanslama verilerinde 3 'adaptor sekansinin varligini ¢ikarmak veya test

etmek i¢in kiigiik bir yardimei1 programdir [15].

Cutadapt: Yeni nesil sekanlama calismalarinda, sekans pargalarinin eksiksiz ve dogru
okunabilmesi i¢in bu sekans pargalarina ii¢ iissii (3”) ve bes issii (5”) u¢larindan adaptér adi
verilen sentetik oligoniikleotitler eklenir. Cutadapat yazilimi, yeni nesil sekanslama sekans

okumalarindan adaptorler dizilerini uzaklastirir. Komut satirinda calisir [16].

FASTQC: NGS platformlar1 sekanslar1 hatali okuyabilmektedir. Ozellikle sonlara dogru
reaksiyona giren enzimlerin ve kimyasallarin verimliliginin diismesi ve sekans okuma cihazinin
kirlenmesi sonucu hatali okuma artmaktadir. Bunun yaninda DNA kiitiiphanelerinin
hazirlanmasinda meydana gelen kontaminasyonlar da hataya yol agmaktadir. NGS ¢ikt1 formati
olan fastq, bir sekansin her bir niikleotiti i¢in dogruluk degerleri bulundurur (kalite skoru).
FastQC, fastq formatindaki NGS verilerini okuyarak, verilerin kalitesi hakkinda bilgi verir.

Grafiksel kullanici arayiiziine sahiptir ve komut satirinda da ¢alismaktadir [17].

Trimmomatic: NGS verilerinde, disiik kaliteli veya adaptorler gibi teknik sekanslarin varligi
analizlerin ko6tii sonuglanmasina neden olur. Trimmomatic, bu diistik kaliteye sahip sekanslari

kesip uzaklastirir. Komut satirinda ¢aligir [18].

HISAT2: Yeni nesil sekans okumalarini (hem DNA hem de RNA) insan genomlari
popiilasyonuna ve tek bir referans genomuna eslemek i¢in hizli ve hassas bir hizalama

programidir. Komut satirinda ¢aligir [19]

Samtools: Sequnce (Sekans) Alingment (Hizalama) / Map (Harita) (SAM) formati, okuma
hizalamalarini referans sekanslara karsi saklamak igin genel bir hizalama formatidir. SAMtools,
SAM formatindaki hizalama sonrasi islemler igin indeksleme, degisken arayan (Ing. “variant
caller”) ve hizalama goriintiileyici gibi ¢esitli yardimci programlar uygular ve bdylece okuma

hizalamalarini iglemek i¢in evrensel araglar saglar. Komut satirinda galisir [20].

StringTie: StringTie, RNA-Seq hizalamalarinin potansiyel transkriptlere hizli ve yiiksek

verimli bir birlestiricisidir. Her bir gen lokusu icin ¢oklu ek varyantlar1 temsil eden tam
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uzunlukta transkriptleri birlestirmek ve nicelemek i¢in yeni bir ag akis algoritmasi ve istege

bagli bir de novo montaj adimi1 kullanir. Komut satirinda galisir [21].

Integrative Genomics Viewer (IGV): Haritalama, varyant, anotasyon gibi genomik veri

setlerinin gorsellestirilmesinde kullanilmaktadir. Grafiksel kullanici ara yliziine sahiptir [22].

R: R, istatistiksel hesaplama ve grafikler i¢in ticretsiz bir yazilim ortamidir. Cok gesitli UNIX

platformlari, Windows ve MacOS iizerinde derlenir ve galisir. Komut satirinda ¢aligir [23].

RStudio: R programlama dili i¢in yeni bir entegre gelistirme ortamidir. RStudio, R'nin ¢esitli
bilesenlerini (konsol, kaynak diizenleme, grafik, gecmis, yardim vb.) Birlestirmeyi amaclayan

acik kaynakli bir projedir. Komut satirinda galisir [24].

Ballgown: Transkript birlesimini gen-gen bazinda gorsellestirmek, eksonlar, intronlar,
transkriptler veya genler i¢in bolluk tahminleri ¢ikarmak ve dogrusal model tabanli diferansiyel
ekspresyon analizleri gerceklestirmek igin kullanilabilir [25]. R’de paket hali kiitiiphaneden

yiiklenerek kullanilabilir.

DEXSeq: RNA-seq verilerinde diferansiyel ekson kullanimin test etmek igin istatistiksel bir
yontemdir. DEXSeq genellestirilmis dogrusal modeller kullanir ve biyolojik varyasyonu
dikkate alarak yanlis kesiflerin giivenilir bir sekilde kontrol edilmesini saglar. DEXSeq, yuksek

hassasiyetli genler ve bircok durumda diferansiyel ekson kullanimi olan eksonlari tespit eder.

26



DEXSeq, goreceli ekson kullanimindaki degisiklikleri yani sadece genin yukar1 veya asagi
regililasyonunun sonucu olmayan ayri ayr1 eksonlarin ekspresyonundaki degisiklikleri bulmak

i¢in tasarlanmigtir [26].

2.4.3 Veri tabanlari

Gene Expression Omnibus (GEO): GEO, yiksek verimli gen ifadesi ve genomik
hibridizasyon deneylerinden heterojen veri setlerinin gonderilmesini, saklanmasin1 ve
alinmasin1  kolaylastiran esnek ve agik bir tasarim sunar [27]. Web sitesi:

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

European Nucleotide Archive (ENA): EMBL-EBI tarafindan saglanan ENA, otuz yili askin
bir siiredir diinyanin genel siralama verilerini arsivlemekten ve bu énemli kaynagi bilimsel
arastirmalara kiiresel arastirma cabalarini desteklemek ve hizlandirmak icin sunmaktan
sorumludur [28]. Avrupa Niikleotid Arsivi (ENA), ham sekanslama verilerini, sekans montaj
bilgisini ve fonksiyonel anotasyonu kapsayan diinyanin niikleotit sekanslama bilgilerinin

kapsaml1 bir kaydini saglar.

ArrayExpress: Yuksek verimli sekanslama (HTS) ve mikrodizi tabanli deneylerden elde
edilen fonksiyonel genomik verileri depolar [29]. Yiksek verimli fonksiyonel genomik
deneylerinden veri depolar ve bu verileri arastirma topluluguna yeniden kullanilmak iizere

saglar.

Ensembl: Ensembl projesi, taslak insan genomunun ilk stirimlerinden bu yana genomik veri
kiimelerinin toplanmasi, islenmesi, entegre edilmesi ve yeniden dagitilmasi, genomik
aragtirmalarinin kamuya agik verilerin hizli bir sekilde dagitilmasi yoluyla hizlandirilmasi
amaciyla gerceklestirilmistir. Biiyiik miktarlarda ham veri bdylece ¢ok sayida kanaldan,

ozellikle tarayicimizdan (http://www.ensembl.org) kullanima sunulan bilgiye dontstiiriiliir
[30].

2.4.4 Dosya formatlar

fastq: Dizinin ve bu sekansi olusturan her bir niikleobazin cihaz tarafindan dogru okunma

(kalite) degerinin tutuldugu metin esash bir dosya bigimdir. Birinci satir sekans adini, ikinci
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satir niikleobaz sekansini, Uglncl satir sekans hakkinda agiklamayi1 (tercih olarak bos
birakilabilinir) ve dordiincii satir niikleobazlarin kalite degerini igerir. Birinci satir “@”, tiglincii

satir “+” karakteri ile baglamalidir.

@Sekans ad1

ATCGCTACTCGTA
+Sekans hakkinda bilgi(tercihe bagli)

FEY&/(=(==7?

fasta: Sadece sekans bilgisinin tutuldugu metin esasli bir dosya bi¢imidir. Yaygin olarak

kullanilan bir formattir. Dizi ad1 “>” karakteri ile baslamalidir.

>Sekans adi

ATCGCTACTCGTA

SAM: Sekans Hizalama Haritas1 (SAM), bir referans sekansa hizalanmis biyolojik sekanslarin
depolanmasi i¢in metin tabanli bir formattir [31]. Yeni nesil sekanslama teknolojileri tarafindan
iiretilen niikleotit sekanslar1 gibi verilerin depolanmasi i¢in yaygin olarak kullanilir ve standart,
eslenmemis sekanslar1 igerecek sekilde genisletilmistir. Referans genoma haritalanan bir
sekansin; genom zerindeki konumu, haritalama kalite degeri, var ise haritalanan bolgedeki dizi

eklenme/silinme bilgisi, niikleobaz sekansi, bazlarin dogru okunma degeri gibi bilgileri igerir.

BAM: Sam dosya bi¢iminin sikistirilmasi ile elde edilen ikili dosya bi¢imidir.

GTF: Gen transfer format1 (GTF), gen yapist hakkinda bilgi tutmak icin kullanilan bir dosya

formatidir. Anotasyon (kimliklendirme) dosyasi olarak adlandirilir.
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

3.1 RNA-Seq datasetlerinin indirilmesi

Kanser hiicre hatlarina ait RNA-Seq datasetleri ve bu datasetlere ait bilgiler, herkesin erisime
acik olan internet veri tabanlarindan iicretsiz olarak indirildi. Bu veri tabanlar1 European

Nucleotide Archive (ENA), ArrayExpress ve Gene Expression Omnibus (GEO) dur. Bu veri

tabanlar1 kullanilarak kanser hiicre hatlarina ait RNA-Seq datasetleri indirildi.

Cizelge 3.1: Kullanilan kanser hiicre hatti datasetlerine ait bilgiler.

Kanser hiicre | Kanser hiicre Datasetler Sekanlama Katiphane

hatt1 tipi (GEO kodu) platformu diuzeni

MCF7 Breast GSE59251 [llumina HiSeq Single
adenocarcinoma GSE63189 2000

HelLa Cervical GSE75410 Illumina HiSeq Paired
adenocarcinoma GSE77913 2000

HCT116 Colon GSE120071 [llumina HiSeq Single
carcinoma GSE131249 2500

A549 Lung carcinoma GSE80182 [llumina HiSeq Paired
GSE136105 2500

Cizelge 3.2: Hiicre hatlar1 datasetlerine ait kontrol 6rnek (Ing. “sample)” kodlarnin bilgileri.

Hiicre hatti Datasetler Kontrol 6rnek Kontrol 6rnek Kontrol 6rnek
(GEO kodu) ENA kodu ENA kodu ENA kodu
MCF7 GSE59251 SRR1509730 SRR1509731 SRR1509732
GSE63189 SRR1648590 SRR1648591 SRR1648596
HelLa GSE75410 SRR2960983 SRR2960986
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GSE77913 SRR3169158 SRR3169161

HCT116 GSE120071 SRR7865855 SRR7865856 SRR7865857

GSE131249 SRR9058970 SRR9058971 SRR9058972

A549 GSE80182 SRR10009495 SRR10009496 SRR10009497

GSE136105 SRR3362661 SRR3362662 SRR3362663

3.2 ANALIZ ONCESi ADIMLAR

3.2.1 Indirilen datsetlerin incelenmesi

Indirilen datasetlere ait 6rneklerin igerigine dair bilgi almak analiz icin oldukca 6nemlidir. Bu
bilgiler; temel istatistik bilgileri, sekans kalitesi, sekans kalite skoru, sekans uzunlugu, adaptor
sekansin olup olmadigidir. Indirilen datasetler ham veri dosya formati olan FASTQ
formatindadir. Bu bilgileri elde etmek i¢cin FASTQC adli yazilim kullanilda.

3.2.2 Adaptor sekansin bulunmasi

Bir onceki adimda FASTQC ile incelenen verilerde adaptor sekans oldugu tespit edilen fastq

dosyalari, minion yazilimi kullanilarak adaptor sekansin niikleotid dizilimi tespit edilir.

3.2.3. Adaptor sekansin uzaklastirilmasi

Adaptor sekans iceren verilerle ¢aligmak analiz sonuglarini yanlis yonde etkiler. Bu yiizden
adaptor sekansa sahip verilerden bu sekanslar uzaklastiriimalidir. Minion yazilimi kullanilarak
tespit edilen adaptor sekansi, CutAdapt yazilimi kullanilarak fastq dosyalarindan kesilerek
uzaklastirildi.

3.2.4 Diisiik kaliteye sahip okumalarin uzaklastiriimasi

FASTQC yazilimi ile incelenen verilerde, diisiik okuma kalitesine sahip sekanslar

Trimmomatic yazilimi kullanilarak kesildi. Bu islemler i¢in Trimmomatic degerleri;

LEADING:30, TRAILING:30, MINLEN:36 seklindeydi.
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LEADING: Eger sekans okuma kalitesi 30 un altindaysa bazlar1 okumanin basindan baslayarak
keser

TRAILING: Eger sekans okuma Kkalitesi 30’un altindaysa bazlar1 okumanm sonundan

baglayarak keser.

MINLEN: Okuma uzunlugu 36’dan diisiikse okumay1 birakir.

3.2.5 Okumalarin referans genoma hizalanmasi

Onceki adimlarda okumalardan adaptor sekansi ve diisiik kaliteye sahip okumalar uzaklastirilds.
Bu sayede elimizde hizalama yapmak ic¢in uygun veriler kaldi. Okumalar: referans genoma
hizalama yapmak icin oncelikle HISAT2 web sitesinden
(https://ccb.jhu.edu/software/hisat2/manual.shtml) insan genomu énceden indekslenerek siteye

yiiklenmis olan genome_tran dosyasi indirildi. Bunun akabinde HISAT2 yazilimi1 kullanilarak

okumalar insan genomuna hizalandi. Hizalama sonucunda sam uzantili dosyalar elde edildi.

3.2.6 Referans genoma hizalanan okumalarin goriintiilenmesi

HISAT?2 yazilimi kullanarak hizalan okumalar sonucu elde edilen .sam uzantili dosyalar,
Samtools yazilimi kullanilarak .bam formatina donistiiriildii. Bam dosyalari, genom okuma
dizilerinin insan referans genomunda hangi bolgelere denk geldiginin ve bu bolgelerin kag defa
okunmus oldugunun bilgisini icermektedir. Tek basina .bam uzantili dosyalar, okumalarin
referans genoma nasil hizalandigin1 gormek icin yeterli degildir .bam uzantili dosyalar
indekslenmelidir. Indeksleme igin, .bam uzantili dosyalar Samtools ve IGV yazilimlar

kullanildi. Daha sonra okumalarin referans genoma nasil hizalandig1 IGV adli yazilimla kontrol

edildi.

3.3 Diferansiyel gen ekspresyon analizi

Ornekleri referans genoma hizaladiktan sonra, gen ekspresyon analizi icin ilk olarak her bir
ornek icin ifade edilen genleri ve transkriptleri bir araya getirip ve 6l¢iim yapmamiz gerekiyor.

Bu 6l¢limi yapmak igin StringTie yazlimi, Ensembl veri tabanindan indirmis oldugumuz

icerisinde gen anotasyon bilgilerini igeren gtf uzantili dosyay1 ve 6rnegin bam uzantili dosyasini
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kullandik. StringTie yazlimi kullanarak her bir 6rnek igin transkriptleri birlestirdik (ing.
“transcript assemble”). Bu islemin ardindan her bir 6rnek igin birlestirmis oldugumuz
transkriptleri bu sefer tek bir dosya halinde StringTie yazilimi kullanarak birlestirdik. Cikan

dosya formati da gtf uzantili ve bu dosya i¢inde her bir 6rnegin transkript birlesmesi mevcut.

Bu islemin ardindan Ballgown yaziliminda kullanmak i¢in, bir 6nceki basamakta birlestirmis
oldugumuz transkriptlerin, transkript bollugunu tahmin etmek ve Ballgown yazilimi i¢in okuma

Cizelgelarini olusturmak i¢in StringTie yazilimi kullandik.

Gen ekspresyon analizini tamamlamak i¢in R programi kullanimina gegildi. R programainda,
kitiphaneden Ballgown yiiklendi. Ballgown ve R kullanilarak orneklerin diferansiyel gen

ekspresyonu analiz edildi ve grafikler olusturuldu.

Yukaridaki adimlar her bir hiicre hatt1 i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Bu diferensiyel gen ekspresyonu
analizinde kullanilan metotlar Mihaela Pertea ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda yapilan

calismada detayli olarak agiklanmistir [32].

3.4 Alternatif ekson kullanimi analizi

Bu analizin ilk adimi1 olarak DEXseq yaziliminin kurulu oldugu dosyada mevcut olan iki python
kodunu kullanmamiz gerekiyor. Bu kodlar dexseq_count.py ve
dexseq_prepare_annotation.py’dir. Dexseq_prepare_annotation.py Ensembl gtf dosyasini alir
ve dosyay1 daraltilmis ekson sayma bolmeleriyle bir gff dosyasina déniistiiriir. ilk olarak
dexseq_prepare_annotation.py kullanarak Ensembl gtf dosyasini gff uzantili hale cevirdik.
Cilinkii bir GTF dosyasinda birgok ekson, bunlari igeren her transkript igin bir kez olmak tizere
birden ¢ok kez goriiniir. Ekson sayma kutularini tanimlamak igin bu bilgiyi daraltmamiz

gerekir.
Sonraki adimda her sam dosyasi i¢in, bir 6nceki adimda hazirlanan gff dosyasinda tanimlanmis
olan ekson sayim bolmelerinin her biri ile cakisan okuma sayisini saydik. Bunu

python_count.py kullanarak yaptik.

Bu islemin ardinda analizi tamamlamak i¢in R programina gecildi. R kiitiiphanesinden DEXSeq

yiiklendikten sonra alternatif ekson kullanim1 analizi ve sonuglara ait grafikler elde edildi.

32



Yukaridaki basmaklar her bir kanser hiicre hatt1 i¢in ayr1 ayri yapildi. Alternatif ekson kullanimi
analiz yontemi basamaklarina dair detayli bilgiler Reyes ve arkaslar1 tarafindan yapilan

caligmada bulunabilir [33].
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BOLUM 4

BULGULAR
4.1 ANALIZ ONCESIi BULGULAR
4.1.1 FASTQC ve Trimmomatic bulgular:

Indirilen ham RNA-Seq datasetleri hakkinda bilgi edinmek i¢in FASTQC yazilimi kullanilds.

@Basic Statistics

Summary | Messwe | Vake |
Fil SRR158973@.Fastg.
@E‘aswc Statistics ienane Bt
@ File type Conventional base calls
Per base sequence qualit
q a Y. Encoding Sanger / Illumina 1.9
¢l Per tile sequence quality Total Sequences 18037476
@Perseauence quality scores SEIFENEES HEgE 55 [ R | O
Sequence length 5@
@Per base sequence content
%GC 48

@Per sequence GC content

@Per base N content

@Sequence Length Distribution

@Per base sequence quality
@Sequence Duplication Levels

Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.8 encoding)

@Overreoresentedsequences 40 !!!!!_55E===================iiiiiill.
18 [ 1010 I o e 1 Il
Adapter Content . LT
36 1
34
mi
32
30

Sekil 4.1 MCF7 kanser hiicre hattt GSE59251 datasetine ait FASTQC sonucu

FASTQC ile incelenen ham verilerde sekans kalitesi diisiik ise Trimmomatic yazlilimi

kullanilarak diistik kaliteye sahip okumalar uzaklastirildi.
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Cizelge 4.1: Trimmomatic O6ncesi ve sonrasina ait dataset 6rnek bilgileri.

Hucre| Dataset Veri ismi Veri sekans | Trimmomatic Kesilen sekans
hatti uzunlugu | sonrasi uzunluk uzunlugu
SRR1509730 24308901 24059303 249598
SRR1509731 21619285 21417095 202190
GSE59251
SRR1509732 18037476 17872172 165304
MCF7 SRR1648590 11275933 11092727 183206
SRR1648591 11110357 10856615 253742
GSE63189
SRR1648596 10901186 10743675 157511

Cizelge 4.2: Trimmomatic dncesi ve sonrasina ait dataset 6rnek bilgileri.

Hucre Dataset Veri ismi Veri sekans | Trimmomatic Kesilen sekans
hatt1 uzunlugu | sonrasi uzunluk uzunlugu
SRR7865855 61273390 60946372 327018
SRR7865856 65210417 64843600 366817
GSE120071
SRR7865857 66947177 66544363 402814
HCT116 SRR9058970 26255001 26177517 77484
SRR9058971 25708122 25627475 80647
GSE131249
SRR9058972 27134587 27047096 157511
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Cizelge 4.3: Trimmomatic O6ncesi ve sonrasina ait dataset 6rnek bilgileri.

Huicre| Dataset Veri ismi Veri sekans | Trimmomatic Kesilen sekans
hatti uzunlugu | sonrasi uzunluk uzunlugu
SRR3362661 31757382 27255878 4501504
SRR3362662 37327954 31920621 5407333
GSE80182
SRR3362663 34160910 28965798 5195112
A549 SRR10009495 50238619 49971463 267156
SRR10009496 48755722 48442431 313291
GSE136105
SRR10009497 52644489 52305940 338549

HelLa kanser hiicre hatt1 yapilan FASTQC analizi sonucu, sekans okuma kalitesi analiz i¢in

yeterli oldugundan dolay1 Trimmomatic yazilimi kullanilmamustir.
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@Basic Statistics

F il SRAZIEIRGL 1. Fastg. g2
Filia Typi Conwaditional Base calls
Encisdiog Sangar ¢ [llumbna 1.3
Total Soquisces 31757382

Sapuenios Flaggial o posc guality @
Sapenca laagth 158
60 L]

aPer base sequence quality

Quakty seores atnoss @l baes {Sangar ¢ luming 1.9 ancoding)
A T T T T T T T TT T T TT T TTTTTTTTT

- T I

123436788 1518 30-3a a5-ag an-6a 7378 80-84  103-108 120-124 135-138 140
Prosikion in ressd (bp

Sekil 4.2 A549 kanser hiicre hattt GSE80182 datasetine ait FASTQC sonucu.
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@ Basic Statistics

Filirams SRR3IRIGED gl Fashy. @2
Filia Typi Conmwentional Euse <alls
Encoding Sanger [ [llimkng 1.9
Total Soqusees 2EFIRTE

Sapwncas Flaggal ac poor qeality 8

Sopence Longth iG-1%4

B aa

aPer base sequence quality

Quakty aeors atneds ol Baies (Sangar ! lumina 1.0 anceding)

4 [] TT IIl TTTT ;HH

=5 | IHH

i}
2 1T

12343678 8 1318 3034 a3a8 #0464 7SR BO-BS 103-108 120-124 135138 130
Pomitior in ressd (bph

Sekil 4.3 A549 kanser hiicre hattt GSE80182 datasetine ait Trimmomatic sonrast FASTQC
sonucu.

4.1.2 Datasetlerin referans genoma hizalanmasi

Adaptor sekansi ve diisiik okuma kalitesine sahip okumalar 6rneklerden uzaklastirildiktan sonra
HISAT?2 ile insan referans genomuna hizalandi. Hizalama sonucu ¢ikan sam uzantili dosyalar

bam formatina doniistiiriildiikten sonra IGV ile goriintiilendi.
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Kromozom ismi Referans aenom kromozom adsterimi

File Genomes View Tracks) i Tools e Help

chri2 I |v

pl3.3 pl13.2 plz.3  pl2.l plL21 ql2

-

chr12:6,537,305-6,537,405

L
&
8
o
i

Human (hg38)

B\I\I\II\.HHHHHHII\

ql3.11 ql3.2 qld.2z  qi5 q21.Z q21.31  q21.33 q23.1 q23.3 q2412 q24.23 q24.32

102 bp

6,537,320 bp 6,537,340 bp 6,537,360 bp 6,537,350 bp 6,537,400 bp
| | | | | | | | =

[0 - 7232]

ma|l

SRR1503730.barn Coverage

Ornek
ismi

SRR1503730.barn

Refera
anﬂ

—
oY

[0 - 2944]

IILf»

SRR1648530.bam Coverage

Ornek I mi$

Q)
=

SRR1648590.barn

Sequence SeKanS = | [GCAGCAATGCCTCCTGCACCACCAACTGCTTAGCACCCCTGGCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGGTATCGTGGAAGGACTCATGGTATGAGAGCTGGGG] (]

Gene

6 tracks loaded |[P]fenra2:6.537.352 i |[233M of 52am

Gen ismi

Sekil 4.4 Referans genoma hizalanan okumalarin IGV yaziliminda goriintiilenmesi

IGv
File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help
Human (hg38) ~||chri2 ~ [|chr12:6.537,305-6,537.405 ‘ = @ M = 2 | = AR AR AR [
pl13.3: pl3.2Z plz3  pl2.l pll.Z1 qlz 1311 ql3.2 qld.z  qis qZ1.Z q21.31 q21.33 q23.1 q23.3 q24.12  q24.23  q24.32
102bp
6,537,320 bp 6,537,340 bp 6,537,360 bp 6,537,350 bp 6,537,400 bp
| | | | | | =
[T S
SRR7EE5855 barn Coverage =]
SRR7865855.bam
10-12273) -
ERR9058970.bam Coverage =]
SRRO05E70.barn
Sequence =+ | GCAGCAATGCCTCCTGCACCACCAACTGCTTAGCACCCCTGGCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGGTATCGTGGAAGGACTCATGGTATGAGAGCTGGGG]|+
e A c M C ALP | L LA K HY F DGy | M
6 tracks loaded |[2]kehr12:6.537.208 i leosm of s2am

Sekil 4.5 HCT116 hiicre hattt GSE120071 dataseti (Ustte) ve GSE131249 (altta) ait drneklerin
referans genoma hizalanmas.
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4.2 DIFERANSIYEL GEN EKSPRESYON ANALIZi

4.2.1 MCF7 kanser hiicre hatti

Ballgown ve R kullanilarak MCF7 kanser hiicre hattina ait GSE59251 dataseti ve GSE63189
dataseti diferansiyel gen ekspresyon igin karsilastirildiginda, toplamda 12.380 gen analiz edildi

ve bunlarin 6.774 tanesinde istatiksel olarak anlamli bir sekilde (p<0.05) diferansiyel gen

ekspresyonu tespit edildi. Toplamda 29.381 transkript arasindan 7.892 tanesi datasetler arasinda

farkli ifade edilen transkriptlerin sayisi olarak kaydedildi.

Cizelge 4.4: MCF7 kanser hiicre hatt1 datasetleri arasinda farkli ifade edilen transkriptler

geneMames
MERN2
ACDO4542.6
CUTC
MAGOHB
SPESP1
FTLP3
PDS5E
MYOF
GAPDHPES
DIO2
PSMB1
KCNMEB2-AS1
TTC3P1
POLR3H
H3F3C
RMNF114
MAP3K20
ZNF&BO
TFAPS
RP527
Clorflls
PEX26

FTO

RANP1
EIF2B1
FOLR1

CBSL

(p<0.05).

genells feature

ENSGO0000075975 transcript
ENSGOD000276965 | transcript
ENSGOD000119929 transcript
ENSGOD000111196 transcript
EMSGODD00258484 transcript
ENSGO0000226608 transcript
ENSGOD000083642 transcript
ENSGO0000138119 transcript
ENSGODOD0235587 | transcript
ENSGODOD0211448 transcript
ENSGODDO0008018 transcript
ENSGOD000237978 transcript
ENSGO0000215105 transcript
ENSGO0000100413 transcript
ENSGODOD01BR3ITS transcript
ENSGOD000124226  transcript
ENSGODO00091436 transcript
ENSGOD000173041 transcript
ENSGO0000020447 transcript
ENSGO0000177954 transcript
ENSGODOD0162817 | transcript
ENSGOD000215193 | transcript
ENSGODD00140718 transcript
ENSGODDO0236603 transcript
ENSGO0000111361 transcript
ENSGO0000110195 transcript
ENSGOD0D0274276 | transcript

id

fc pval -T| qual
147967 0.369765548108486 0.000100066777888541 |0.00619546805112366
144419 378.380.650.676.668 0.0001001615780536273 0.00619546805112366
25554 0.218563152858374 0.000101319460635296 |0.00625392242211269
42960 0.235257204702241 0.000101575124213715 0.0062558748414124
71062 0.162053879460193 0.000102015106988151 | 0.0062558748414124
134227 198.128 481.374.223 0.000102050982322188 0.0062558748414124
54625 532.546.353.826.438 0.000102529507824078 0.0062558748414124
25020 0.0276827421802307 0.00010261847086146 0.0062558748414124
221218|0521329985160521 0.00010282481629531 0.0062558748414124
63573 0.179599250822747 0.00010284154850583 0.0062558748414124
181773 |0.240448760107996 0.000103256657628337 | 0.00626814B4664838
158801 210.624.354 647 838 0.000105756148769008 0.00628548331336538
223245 321.812.256.332.061 0.000104404508006639 0.0063117466044096
145893 183.872.307.763.531 0.000106783994396675 0.0064423415699563
44413 0.318011104B78062 0.000109436356377834 |0.00658885112036302
137777 0.2B0512641021933 0.000109759738386006 |0.00659277180051612
128489 |0.27B663191433695 0.000109950586510088 | 0.00659277180051612
195653 140.046.970.050.417 0.000110656850814572 0.00662160678978197
76612 0.344536830239932 0.000111368213046692 |0.00662550030615674
12462 0.00368744306678681 0.000111524245560934 0.00662550030615674
17823 925.673.B28 290 656 0.000111659393200236 0.00662550030615674
142325 /0.307192173622351 0.000111838763520389 |0.00662550030615674
E1031 907.787.839.942 741 0.000112187660801899 0.00662550030615674
183606 |0.346177105588193 0.000112702070418469 |0.00662550030615674
52851 0.496338340009615 0.000112838110706726 |0.006625500530615674
36274 0.149767180909259 0.000112940061499089 |0.00662550030615674
138217 /0.109357420975295 0.000113037184491072 |0.00662550030615674

fc(fold change): GSE63189 datasetinin GSE59251 datasetine karsi aralarindaki ekspresyon oranini gosterir; dolayisiyla 1’in altindaki
degerler transkriptin GSE59251°de daha diisiik bir seviyede ifade edildigi anlamina gelir.

[Ik kolon gen isimlerini, ikinci kolon ise gene ID’lerini gdstermektedir. Altinci kolona

baktigimizda P degeri (pval) goriilmektedir. P degeri, bir karsilastirmada istatiksel anlamli fark

vardir diyebilecegimiz zaman olas1 hata miktarinin gosterir. Bu hatanin maksimum kabul

edilebilir duzeyi 0.05 olarak kabul edilir. P degeri 0,05'in altinda bir deger ise karsilastirma

sonucunda anlamli farklilik bulundugu anlamina gelir. q degeri (qval) ise, optimize edilmis

FDR yaklasimi kullanilarak bulunan ayarlanmis p degerlerine verilen addir. FDR yaklagimui, g-
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degerlerinin bir listesini Uretmek icin p-degeri dagilimimin karakteristiklerini kullanarak

optimize edilmistir. 0.05 degerinde bir FDR ayarli p-degeri (veya g-degeri), dnemli testlerin %

5'inin yanlis pozitiflerle sonuglanacagi anlamina gelir [34].

Cizelge 4.5: MCF7 kanser hiicre hatti1 datasetleri arasinda farkli ifade edilen genler (p<0.05).

feat| * |id - | fc ~ | pval - | gqual hd
gene ENSGDDODO145687 257.985.648.607.7534 | 0.000100240224969905 0.00352549427593019
gene ENSGOO000147454 (. 268B588515428856 000010087 7B51096914 000353 7860211212408
gene ENSGODOD0226701 791.548.356.183.852|0.000102084886537170 0.003570087 27404429
gene ENSGDOOO01268TE  243.921.055.252.551|0.000102735388998854 0.003575488208B63564
gene ENSGOOO00102683 0214279902 2589633 000010283624027807  0UD0D357548820863564
gene ENSGOD0OD0026508 0.2084811506099877 0.000103107021041327 0.003575488 20863564
gene ENSGOO0001597620 0.392489807440403 0.000103394570168846 0.00357548820863564
gene ENSGOOOD0158604 |  371.381.620.756.807 0.00010568803057 7587 0.00357564851963934
gene ENSGODOD024B783 414 893.217.090.907 | 0.00010444404327233  0.00359140826334357
gene ENSGOO0001365833 0.39713884125101 0000104922243379768 0000359140826334357
gene ENSGODOD0108380  233.243.789.429 523 0.000105337250372083 0.003591408263534357
gene ENSGODOD016TE00 0.316293446270292 0.000106189708258597 0.00359140826334357
gene ENSGOO000172035 0.543150145525874 0.0001062171459324461 0U00359140826334357
gene ENSGODOD0167325 0.477B6783836261 0.000106393151209305 0.00359140826534357
gene ENSGDDOD023T2BD 23.833.188.204 806 0.000106396120154617 0.00359140826334357
gene ENSGOO000163082 716951.884 301.313 000010646581 846007  0.0035914082635334357
gene ENSGODOD0113209 416.838.513.650.056|0.000106912212400889 0.00359666627587774
gene ENSGOOO001 70448 0.5760326TE3ETI02 0000108069217193418 0003608191032702359
gene ENSGOOO0M005189 | 0.390834355742969 0.00010809249855285 0.00360819105270239
gene ENSGODOD0132294 028521491 7080659 0.000108129149687608 0.00360819105270239
gene ENSGOO000204308 0  230627.540.140916 0.000108811146464216 0.00362091741036533
gene ENSGODODO1STOTY 2770954 446.726.521 0.00010000549225091 0.00362091741036553
gene ENSGODOD0144560  193.674.512.282.7270.000110277557244798 0.00364 770047724254
gene ENSGOO000133313 173.663.202 743 425 0000110491 734973007 0.003647 70047724254
gene ENSGODODO1740980 123 879 258.008.584 | 0.000110000072008477 0.003651473609081102

[k kolon &zelligi gostermektedir, Cizelge 4.5°de gen olarak belirtilmistir. Ikinci kolon gen
ismini belirmektedir. Uciincii, dérdiincii ve besinci kolonlar sirastyla fold change, p degerini ve

q degerini gostermektedir.
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Transkript sayisinin gen basina dagilimi

-

o

@ Tek transkriptli genler = 5872

N Birden fazla transkripti olan genler = 6508

- o | Tek gen icin maksimum transkriptler = 30
2 g
@ _
g 8
LL o TN

Tl

G —

| | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30

Gen basina transkriptler

Sekil 4.6 Transkript sayisinin gen bagina dagilimi. Yatay eksen gen basina diisen transkript
sayisint gostermekte, dikey eksen ise gen basma diisen transkript sikligini
goOstermektedir.
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Distribution of FPKMs for all 6 libraries
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Sekil 4.7 FPKM degerlerinin 6 6rnek arasinda dagilimi. Ayni renkte olanlar ayni dataseti
gosterir; kirmizi olanlar GSE59251°1, gri olanlar ise GSE63189°u gostermektedir.

Yukarida(sekil 4.6) gen bollugunun (FPKM degerleri olarak o6l¢iildii), 6rnekler arasinda
dagilimi gosterilmistir. FPKM (Fragments Per Kilobase Million): Kilobaz Milyon Basina Par¢a

Sayis1 anlamina gelir.
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GSES9251 vs GSEGI189 FPKMs
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Sekil 4.8 GSE59251 ve GSE63189 datasetlerinin ifade degerlerinin gosterimi. Diferansiyel
ifade farkliliklart mor renkte gosterilmektedir.

4.2.2 A549 kanser hiicre hatt

Ballgown ve R kullanilarak A549 kanser hiicre hattina ait GSE80182 dataseti ve GSE136105
dataseti diferansiyel gen ekspresyon igin karsilastirildiginda, analiz edilen 8.884 gen iginde 785
tanesinde istatiksel olarak (p<0.05) diferansiyel gen ifadesi tespit edildi. Toplamda 22.966
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transkript arasindan 2.903 tanesi datasetler arasinda farkli ifade edilen transkriptlerin sayisi

olarak kaydedildi.

Cizelge 4.6: A549 kanser hiicre hatti datasetleri arasinda farkli ifade edilen transkriptler

geneMames
RMNTSK

KRT7
HISTIHZBM
KLE
HISTIHZAB
FECR
COLBAL
ATF7
GPR37
NID1
HIST1H4B
HIST2ZH3C
HISTZH3A
SCARMNAZ
HISTIH3C
HISTIH4A
TELNGY
FUDP
SNORD17
CYB5A
DACT2
HISTZHZBF
HIST1H41
CAVINZ

(p<0.05).

¥ genelDs

MSTRG.24093
MS5TRG.24917
MSTRG.6245

MS5TRG.23650
MSTRG.20970
MS5TRG.23546
MSTRG.17087
MS5TRG.18417
MSTRG.6282

MS5TRG. 25882
MSTRG. 2690

MS5TR(5.23544
MSTRG.1697

MSTRG.1702

MSTRG.13%0

MSTR(GG.23548
MSTRG.23543
MSTRG.29687
MSTRG. 28662
MSTRG.17515
MS5TRG.13804
MSTRG.24872
MS5TRG.1693

MSTRG.23605
M5TRG.16914

¥ | featurg ¥ | id | ™ |fc

e Ipval

X|qvar

transcript 200370 978.371.725.105.854 0.000104279681834685
transcript| 206352 210.367.376.914 259 0.00010585006613506
transcript 49954 0.000857353940259361 0.000107495067337204
transcript| 196871 390.386.582.084.068 0.000107728624329284
transcript 175818 57.825.073.248 225 0.000110312678911595
transcript| 196563 17.114.412 876.869 0.000112799637436156
transcript 141426 £95.888.658.874.064 0.000116929135285604
transcript| 153064 0.301152365836395 0.000119002639481947
transcript 50465 548.270.422 422 989 0.000119192030285431
transcript| 214504 612.041.038.712 215 0.000124012853497394
transcript) 20621 0.153925341345578 0.000126117129300551
transcript| 196561 181.505.111.768.246 0.000134558B05145448
transcript, 12457 621.552.909.427.773 0.000136788178343505
transcript] 12464 680.918.328.108.039 0.000138780509354897
transcript, 10357 93.700.469.683.439 0.00014059314559467
transcript| 196566 172.140.305.787 968 0.000140619041734502
transcript| 196560 164.794.736.786.965 0.000145471354427773

transcript 244328 0.0940519264824822  0.000148564301047622
transcript| 236531 0.0650296067874428  0.000160413872103193
transcript 145441 B863.387.001.715.268 0.000161640582392525
transcript| 111428 0.21017703763584% 0.000163547992392266

transcript 205820 100.214.880.651.325 | 0.000166497421019263
transcript 12450 890.447.245.971.556 0.000172434343451044
transcript 196778 286.235.303.172.976|0.00017536974509258

transcript| 139843 0.08487615999504641  0.000189424B63879295

0.0353442226620906
0.0353442226620906
0.0353442226620906
0.0353442226620906
0.0356822673786435
0.0359799510188717
0.036498188%004694
0.0364581889004654
0.036498188%004694
0.037474738316594

0.0376156622274865
0.03938536208839482
0.0393836208839482
0.03938536208839482
0.0393836208839482
0.0393836208839482
0.0402517485034727
0.0408915921173773
0.0431655002561247
0.0431655002561247
0.0431729102675951
0.0434520428537317
0.0444558104685021
0.0447504618421798
0.0478058398225482

fc(fold change): GSE136105 datasetinin datasetine GSE80182 kars: aralarindaki ekspresyon oranini gosterir; dolayistyla 1’in altindaki
degerler transkriptin GSE80182’de daha diisiik bir seviyede ifade edildigi anlamina gelir.
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Cizelge 4.7: A549 kanser hiicre hatt1 datasetleri arasinda farkli ifade edilen genler (p<0.05).

feat| * | id

EEene MSTRG.17458
EEene MSTRG.9315

gene  MSTRG.23599
gene METRG.9319

gene MSTRG.6E31

gEene MSTRG.21842
EEene MSTRG.19E811
gene  MSTRG.2565

gene MSTRG.28546
gene MSTRG.25588
EEne MSTRG.2ZB546
EEene MSTRG.23556
EEene MSTRG.9145

gene MSTRG.16295
gene MSTRG.1686S
gene MSTRG.24252
EEene MSTRG.23654
EEene MSTRG.1001

gene  MSTRG.2B550
gene MSTRG.23547
gene MSTRG.BEB23

EEene MSTRG.2ZB368
EEene MSTRG.1559

gene  MSTRG.23568
gene MSTRG.15742

* | fc

* | pval
0.0576922772848471  0.000121120041078445
350.781.760.431.3534 0.00015617455340459036
227.162.339.901.135 0.000164408151275941
3049 855 226.699. 368 0.000186832404B78046
217841739 145 B98 0.000210087123280604
0.00971650726128401 0.000258985243792531
291.185.861.425.188 0.000252041447542468
260.696.793.715. 488 0.000312671768433526
0.0679648530023465  0.00031302564433755
182 073.175.697.767 0.000319190373487821
818 E16.877.516.105 0.000328301162000888
525.255.420.700.745 0.000353011519770297
287.551.487.010.545 0.000340508266628115
903.302.909. 512 042 0.000441237325033095
112954 174 780.5532 0.000480226937723427
779.420616.515.398 0.000505191893407142
047 978 486.082.097 0.000523480167512025
0.211826931690338 0.000551544506385851
739.438.168.880.741 0.000605072441583254
205.326.478 BBR 972 0.0D0G0TBAB21T7T 2697
36.285.797.652.111 0.000621161054680908
0.0926089561122997  0.00062396769667461
157.349 580.581.752 | 0.0006976664228T028
685.470.396.876.976 0.000733851619057569
0.491841 800940464 0.000755538089846519
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-1 | gval

0.119558938326771
0.132782001448678
0.13278200144B678
0.138318257078046
0.144185354094222
0.153506711748205
0.153506711748205
0.153506711748205
0.153506711748205
0.153506711748205
0.153506711748205
0.156807 717081966
0.178179654345182
0.178179654345182
018477 7633908574
018477 7633908574
0.1847 77633908574
0.1847 77633908574
0.184777633908574
018477 7633908574
018477 7633908574
0.1847 77633908574
0.189501001835205
0.189501001835205
0.189501001855205

-



Transkript sayisinin gen basina dagilimi
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Sekil 4.9 Transkript sayisinin gen bagina dagilimi. Yatay eksen gen bagina diisen transkript
sayisint gostermekte, dikey eksen ise gen basma diisen transkript sikligini
goOstermektedir.
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Distribution of FPKMs for all 6 libraries
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Sekil 4.10 FPKM degerlerinin 6 6rnek arasinda dagilimi. Ayni renkte olanlar ayni dataseti

gosterir; kirmizi olanlar GSE80182°yi, gri olanlar ise GSE136105°1 gdstermektedir.
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GSE136105 vs GSEB0182 FPKMs
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Sekil 4.11 GSE80182 ve GSE136105 datasetlerinin ifade degerlerinin gosterimi. Diferansiyel
ifade farkliliklar1 mor renkte gosterilmektedir.

4.2.3 HCT116 kanser hiicre hatti

Ballgown ve R kullanilarak HCT116 kanser hiicre hattina ait GSE120071 dataseti ve
GSE131249 dataseti diferansiyel gen ekspresyon i¢in karsilastirildiginda, analiz edilen 10.796
gen icinde 1.781 tanesinde istatiksel olarak (p<0.05) diferansiyel gen ifadesi tespit edildi.
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Toplamda 26.608 transkript arasindan 1.925 tanesi datasetler arasinda farkli ifade edilen

transkriptlerin sayisi olarak kaydedildi (p<0.05).

Cizelge 4.8: HCT116 kanser hiicre hatt1 datasetleri arasinda farkli ifade edilen transkriptler

geneMNames
RN75L396F

MON1A
CIRBP
GFI
WASHSP
RP527
H3PAL3

RPL1E
MED13
DPM1
EIF253

ANKAIL
TMEM140
MEBTPS1
TXNDC11
TRIMA4
ATPSMC3
MBOATY
TW5G1

PEM
CSRP1

(p<0.05).

* genelDs
MSTRG.26537
MSTRG.10360
MSTRG.19187
MSTRG.13572
MSTRG.1430%
MSTRG.13515
MSTRG.1855
MSTRG.17713
MSTRG.6397
MSTRG.14732
MSTRG.12526
MSTRG.17495
MSTRG.28174
MSTRG.17126
MSTRG.27237
MSTRG.25391
MSTRG.10968
MSTRG.10028
MSTRG.4431
MSTRG.16412
MSTRG.14921
MSTRG.13083
MSTRG.14338
MSTRG.27978
MSTRG. 9281
MSTRG.2345

¥ | feature * |id

transcript
transcript 164533
transcript 113043
transcript 119764
transcript 112519
transcript 13832
transcript 151613
transcript 52878
transcript 124023
transcript 103629
transcript 149833
transcript 235074
transcript 146489
transcript 232507
transcript 217278
transcript 91665
transcript  B3856
transcript 34509
transcript 139851
transcript 126049
transcript 108637
transcript 120016
transcript 237946
transcript 77433
transcript 17948

- | fc

* | pval
transcript 226789 0.000150916873010428 0.000103254313960299
B6469 0.00739226938149611

0.000109454434126022
472992 066.0597.383 0.000110278319763735
B31.984.442 901.906 0.000116995718023594

2,50E+09 0.00011956502485666

0.0054887711343726

0.0493911692823078

0.01036101226758
0.0140868915018088

0.403859100016661

0.000119916974963719
155.732.010.801.588 0.000122767550832403
158.252.046.298.217 0.000124878139626694

B,57E+09 0.000125534597603449
BD2.568.555.130.455 0.000134942552528772
0.000152191083095277
37.652.063.126.578 0.000166607079634451

0.0001685151B8844656

0.000172909680360211
344 310.920.512.454 0.000173159687193447
158.765.934.415.726 0.0001B5827429453278
47.956.925.718.702 0.000187632723786746
B25.080.473.400.684 0.000219661502895097
0.000247410404785375
322.262.080.530.588 0.000252597163130197
37.828.924.228.718 0.00027B929527236738
151.758.526.864.438 0.000280127704637811
408.653.369.659.877 0.000286249637781560
0.000727377166610704 | 0.000290230760365717
103.956.731.199.647 0.000301511463318354
259.676.164.944 984 0.000306462610334401

T

qval 1
0.159058313001552
0.159058313001552
0.159058313001552
0.159058313001552
0.159058313001552
0.159058313001552
0.159058313001552
0.159058313001552
0.159058313001552
0.163206883531162
0.170645665068268
0.170645665068268
0.170645665068268
0.170645665068268
0.170545665068268
0.172156259121301
0.172156259121301
0.194825108267758
0.208218617073824
0.208218617073824
0.20B218617073824
0.20B218617073824
0.20B218617073824
0.20B218617073824
0.20B218617073824
0.20B218617073824

fc(fold change): GSE131249 datasetinin GSE120071 datasetine kars: aralarindaki ekspresyon oranini gosterir; dolayisiyla 1’in
altindaki degerler transkriptin GSE120071°de daha diisiik bir seviyede ifade edildigi anlamina gelir.
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Cizelge 4.9: HCT116 kanser hiicre hatt1 datasetleri arasinda farkli ifade edilen genler (p<0.05).

featl * |id

cene  MSTRG.S547

oene MSTRG.1002E8
gene MSTRG.278223
gene | MSTRG.1S5022
oene MSTRG.10637
gene  MSTRG.13083
gene | MSTRG.2345

oene MSTRG.4157

gene MSTRG.13740
gene | MSTRG.2ZE39E
gene MSTRG.1B285
gene MSTRG.25134
gene MSTRG.11359
gene MSTRG.5855

fene MSTRG.13659
gene MSTRG.150G5
gene | MSTRG.4613

fene MSTRG.4150

gene  MSTRG.3299

gene MSTRG.243427
fene MSTRG.2ZB958
gene  MSTRG.11369
cene MSTRG.5262

fene MSTRG.4567

gene MSTRG.1E71Y

- | fC

* | pval
942 170.777.204.932 0.000111766386506673
B841332.926.278.695 0.000118520453179283
023.008.338.201.971 0.000122248198504652
0.015231094114016 0.000135909997124761
391.227.708.943 542 0.000156279511610228
156.192 637.751.076| 0.00015044956762081
290.253.745.845.239 | 0.000173806185926217
0.0018B016763525691 0.000190538711213032
0.0877458030426407 | 0.000200527386827002
0.000619610078872746 0.000278592421049551
484 978 413 627. 708 0.000279533128027300
0.000561347519021785 0.000280052321955685
470,244 4815943 251 0.000312041575426525
155.107.250.307.086 0.000315651881441550
462.789.242 616.712  0.000316789519596572
194 599 785.794.028 0.000350053275434127
119971520891 548 0.000342047586665006
0.00565010600620087 | 0.0003468067445933753
102 .869.149.538.029 0.000347661012576847
24 880.342 203,165 0.000354633723355001
0.01281710939128%6 | 0.000397061721727709
154 641 462 568.680 0.000414907704113454
74928 879 304 241 0.00050461776527233
0.1B5BB6792369327 0.000535933862877205
18.983.361.527 628 0.000541801016427B67
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-1 | gval -

0.0879861034685009
0.0879861034685099
0.0879861034685009
0.0917052705599327
0.0956343073406351
0.0856343073406351
0.098758504382076
0.107710996512795
0.107717051818301
0.1196445524165924
0.119644552416924
0.119644552416524
0.1196445524165924
0.119644552416924
0.1196445524165924
0.1196445524165924
0.119644552416924
0.1196445524165924
0.119644552416524
0.119644552416924
0.129632828974264
0.1296328280974264
0.129632828974264
0.129632828974264
0.1296328280974264
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Sekil 4.12 Transkript sayisinin gen basina dagilimi. Yatay eksen gen basina diisen transkript
sayisin1  gostermekte, dikey eksen ise gen basmna diisen transkript sikligini
goOstermektedir.
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Distribution of FPKMs for all 6 libraries
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Sekil 4.13 FPKM degerlerinin 6 6rnek arasinda dagilimi. Ayni renkte olanlar ayn1 dataseti

gosterir; kirmizi olanlar GSE120071°1, gri olanlar ise GSE131249°u gdstermektedir.
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GSE120071 vs GSE131249 FPKMs
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Sekil 4.14 GSE12071 ve GSE131249 datasetlerinin ifade degerlerinin gosterimi. Diferansiyel
ifade farkliliklar1 mor renkte gosterilmektedir.

4.2.4 HeLa kanser hiicre hatt

Ballgown ve R kullanilarak HelLa kanser hiicre hattina ait GSE75410 dataseti ve GSE77913
dataseti diferansiyel gen ekspresyon igin karsilastirildiginda, analiz edilen 16.742 gen iginde
6.031 tanesinde istatiksel olarak (p<0.05) diferansiyel gen ifadesi tespit edildi. Toplamda
27.119 transkript arasindan 2.813 tanesi datasetler arasinda farkli ifade edilen transkriptlerin
sayisi olarak kaydedildi (p<0.05).
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Cizelge 4.10: HeLa kanser hiicre hatti datasetleri arasinda farkli ifade edilen transkriptler

(p<0.05).

genelames - | gensils ~ | feature{ ~ |id | —|fc - | pva -T| gva -
MOSFD3 METRGE. 36722 transcript | 2ZE+05 175.056.645.5803.328 D.0D0105610257148352  0.339192 17515550

METRG.1E15E transcript | 1E+05 0.0522646244552215 | 0.ODD105579330045767 0.339152 175459504

METRE.4574 transcript | 24741 0.216125204565764 | 0.DD010B0TS416974548 0.335152175455554
TRGEEZ METRG. 1B461 transoript | 1E+05 0.1332804338E2509 O.OD010S0591315538E | 0.3359152175455504
. METRG. 66T transcript | 5671 117.163.372.960. 727 D.0DD122TTEE1 TREDOSES 0.3391592 175450004
RICKL METRG.33230 transcript | 2E+05 154.054.455.140.55% D.0D0165475552063524 0.339192175455554
. METRE. 42005 transcript | 2E+05 0.338455653095536 | 0.DD017158E421308325 0.335152175455554
HIST1H3A METRG. 33468 transcript | 2E+05 1B6. BE5. 234 100. 750 D.ODDLT2ASEATTAZIOES 0.339152 175455504

METRG. 15338 transcript | 90964 9T0.062.357.339.144 | 0.ODDLESTOESAE0TTEDS 0.339152 175459004
. MSTRG. 3DEE3 transcript | 2E405 7E1.606.367.516.024 | 0.0D01965E0403452717| 0.339152 175459904
GTF3C2 METRG. 20845 transcript | 1E+05  107.365.50B.51E.665 0.00021567527336255E6 0.335152175455554
CFAF2ZSE METRG. 25067 transcript | 2E+05 105.604.405.755.051  D.ODD25527334023844E  0.339152 175455504
TTLL1Z METRG. 26034 transcript | 2E405 7E7.454 664 6E2.714 | 0.ODDZ57A42919036732 0.339152175459004
EEF1B2 METRG. 23251 transcript | 1E+405  245.510.701.322.293 | 0.0D026623T15ET70EIZ| 0.339152 1754595904
ANKRD3I3E METRE. J0E30 transcript | 2E+05 434.607.533.5B80.382 | 0.0002S50707ASE72E5E 0.335152175455554
CoH2 METRG.1E373 transoript | 1E+05 0.022219720325218E | 0.ODD334138E31140751) 0.339152175459554
PlaKZA METRGE.5315 transcript | 28353 0.552E0TS03583461 DLDD0D102 5292 1 24624 0339192 175450000
MATZE METRG.32E25 transcript | 2E+05 43645 .087.295. 548 QL0004 1193619884862 0.3391921754559554
TRAFT METRE. 14231 transcript | §3215 942,360,145 455013 | 0.000445070300068713 0.335152175455554
ZDHHCZ METRG.3TTEE transcript | 2E+05 O.0E207752361E99E7 | 0.DDDAGEDE6034215052 0.339152175459554
NDUFALL METRG. 19109 transcript | 1E405 685581 183254901 | 0.0004E0AS542 FOES05E 0.339152 175459004
HMGELP1D METRG. 25601 transcript | 2E405  422.077.323.3E7.435 | 0.0DD4EA1 2EAANITEI53 0.339152 175459504
EFIREZ METRE. 15747 transcript | 53483 295.584.434 251 544 | 0.0004EA53S0E512437 | 0.335152175455554
MRFLLA METRG. 34061 transoript | 2E+405 295.425.756.527.644 | 0.0DD4S5149357181316  0.3391521754509554
EFNAS METRGE. 31953 transcript | 2E405 0.2268157315592291 D.DDOYSERSRE 0220506 0.339192 175450000
. METRG. 23638 transcript | 1E+05 507.266.387.659.454 0.ODD52T53670475237 | 0.339152175459504
FRFLR3D METRG. 24588 transcript | 2E+05 914.617.350.705.072 | 000054155787 7665342 0.335152175455554

METRG. 11235 transoript | 65744 340,344 191 528774 | 0.ODD5ET2E66T02803 735  0.3391521 75459504
TEXNZ METRG. 17502 transcript | 1E405 644 675.707.583.053 | 0.0DDE00SE3I 243000365 0.339152 175459004

METRGE. 5071 transcript | 27180 0.1345171E7438127 0.DD0EA19453620686F | 0.339192175459554
DON23 METRG.BEIE transcript | 45545 5B.263.556.535.251 0.00DS60455052737584 0.335152175459554

fc(fold change): GSE77913 datasetinin GSE75410 datasetine kars: aralarindaki ekspresyon oranini gosterir; dolayisiyla 1’in altindaki

degerler transkriptin GSE75410°de daha disiik bir seviyede ifade edildigi anlamina gelir.
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Cizelge 4.11: HeLa kanser hiicre hatt1 datasetleri arasinda farkli ifade edilen genler (p<0.05).

featy ™ |id

gene MSTRG.30B30
gene MSTRG.BTES
gene METRG.3440%
gene MSTRG.2690
gene MSTRG.28215
gene MSTRG.15574
gene  MSTRG.25677
gene  MSTRG.21254
gene  MSTRG.15747
gene | MSTRG.17502
gene | MSTRG.19942
gene |(MSTRG.31211
gene MSTRG.26974
gene |(MSTRG.36593
gene METRG.17843
gene MSTRG.18551
gene MSTRG.9794
gene MSTRG.35648
gene MSTRG.5034
gene MSTRG.19509
gene MSTRG.1B937
gene MSTRG.16930
gene MSTRG.36723
gene  MSTRG.14243
gene  MSTRG.22168
gene | MSTRG.36298

* | fc

* | pval
434 548 845.672.938|0.000110251125488358
345.072.841.666.699 0.000119832482983195

0.251925031993651 0.000124199534296087
141.057.204.573.8659 | 0.000126012588927527
0.146695888122599 0.00013085376355737
0.340664505574435 0.00013359635936183.2
571658412 692 379 | 0.000143853770573577
0.231741545223821 0.000164715008257876

205.632.181 825 486 | 0.000178695203678858
B44.453.994.401.352 0.000221382784384438
384170927964 416 0.000225305676752274

0.3420:28176561783 0.000226942772281191
BB6.685.445.076.998 0.0002368B23670621.21
0. 148700826132 756 0.0002522911134592564

706.526.083.786.578 | 0.00025515954 7851586
437.420.754.596.268 | 0.000257127234131405
431.118.781.653.346 | 0.000258661 89077195
114.156.180.238.595 | 0.0002598 20050042546
0.398519304009567 0.000261962000791427
721.637.973.718.425 0.00027608794894296
215.359.298.218.341 | 0.000278113634841759
349782 434.762 233 | 0.000278540300380214
522765 808 274 B56 | 0.00028B28557206771
777144 343 216.215 0.000284410024747439
0.214511566349859 0.000301975487551398
483615470528 382 0.000306841920800017
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-T| gval

0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704072402141
0.114704072402141
0.114704072402141
0.114704072402141
0.114704072402141
0.114704072402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704079402141
0.114704072402141
0.114704072402141
0.114704072402141
0.114704072402141
0.114704072402141
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Sekil 4.15 Transkript sayisinin gen basina dagilimi. Yatay eksen gen basma diisen transkript
sayisimt - gostermekte, dikey eksen ise gen basina diisen transkript sikligini
gostermektedir.
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Distribution of FPKMs for all 4 libraries
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Sekil 4.16 FPKM degerlerinin 4 6rnek arasinda dagilimi. Aymi renkte olanlar ayni dataseti
gosterir; kirmizi olanlar GSE75410’nu, gri olanlar ise GSE77913’ii gostermektedir.
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Sekil 4.17 GSE75410 ve GSE77913 datasetlerinin ifade degerlerinin gosterimi. Diferansiyel
ifade farkliliklar1 mor renkte gosterilmektedir.

4.3 ALTERNATIF EKSON KULLANIMI
4.3.1 MCF7 kanser hiicre hatti

DEXSeq ve R kullanilarak MCF7 kanser hiicre hatt1 alternatif ekson kullanimi i¢in analiz edildi.
Analiz sonucunda, % 5’lik yanlis kesif oran1 (false discovery rate) ile toplam 30.771 eksonik
b6lgenin 1.021 tanesinde alternatif ekson kullanimi tespit edildi. . Incelenen toplam 1.115 gen

arasindan 607 tanesi etkilenmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.12 : MCF7 kanser hiicre hattt DEXSeq deney tasarimi.

sample

condition

SER1509730

SRR 1509731

SER1509732

SER1648590

SER1648591

SER1648596

Cizelge 4.12°de, ilk kolon 6rnekleri, ikinci kolon ise kosulu belirtmektedir. Analizde kosul

dataset olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.13: MCF7 kanser hiicre hatt1 alternatif ekson kullanimi sonug ¢izelgesi

testForDEU result table

chr start end total_exons exon_changes
921121 92246166 103 1
2 2803423 26 1
1 23083689 35 1
16 20797581 47 1
2 75710985 40 1
7 87909353 29 1
19 39391154 29 2
1 112620823 66 1
16 1349441 66 1
2 200833009 200864744 43 1
1 63180366 63212006 86 1
22 50508224 50524780 43 1
14 693980135 69462380 28 1
14 63410392 63744121 42 2
10 73995193 74121363 335 1
3 194640791 32 1
X 49250436 36 3
H 74640023 38 1
17 59707192 49 1
12 53006158 46 10
19 53634146 29 H
19 18990888 51 1
5 122843439 33 1
16 75627474 40 1

Yukaridaki Cizelgeda(Cizelge 4.13); ilk kolon gen isimlerini, ikinci kolon kromozom
isimlerini, ti¢lincii kolon transkript baslama bolgesini, dordiincii kolon transkript bitis bolgesini,
besinci kolon genin toplamda ka¢ eksonu oldugunu, son kolon ise ekson degisimini

gostermektedir.




ENSG00000121905 + GSE63189
100 -
50 |

30 1
20 1

Exon usage

10 4

I U 1 1 U U 1 T 1 1
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Sekil 4.18 Ekson kullanim grafigi. Mor renkte gdsterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel
ekson kullanimi1 gosteren ekson.

Sekil 4.19'da grafikte kirmizi renkler GSE59251 datasetini, mavi renkte gosterilen ¢izgiler
GSE63189 datasetini gostermektedir. Yatay eksen genin eksonlarini belirtir. Toplam 10 eksonu

bulunan genin, 9.ekson ve 10.eksonunda alternatif ekson kullanimi tespit edilmistir.
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Normalized counts
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Sekil 4.19 Orneklerin her birindeki her eksonun normalize sayim degerleri. Mor renkte

gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson kullanimi gosteren ekson.
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Sekil 4.20 Ekspresyon grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson

kullanim1 gosteren ekson.
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Sekil 4.21 Ekson kullanim grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel
ekson kullanimi gdsteren ekson.
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Sekil 4.22 Orneklerin her birindeki her eksonun normalize sayim degerleri. Mor renkte
gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson kullanimi gésteren ekson.
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Sekil 4.23 Ekspresyon grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson
kullanim1 gosteren ekson.

4.3.2 HeLa kanser hiicre hatt1

DEXSeq ve R kullanilarak Hel a kanser hiicre hatt1 alternatif ekson kullanimai i¢in analiz edildi.
Analiz sonucunda, % 5°lik yanlis kesif oran1 (false discovery rate) ile toplam 318.664 eksonik
b6lgenin 89.032 tanesinde alternatif ekson kullanimu tespit edildi. Incelenen toplam 15.545 gen
arasindan 11.479 tanesi etkilenmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.14: Hel a kanser hiicre hattit DEXSeq deney tasarimu.

sample

condition

SRE 2960953

SRE 2960986

SRR3169158

SRE3169161

Cizelge 4.14°de, ilk kolon 6rnekleri, ikinci kolon ise kosulu belirtmektedir. Analizde kosul
dataset olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.15: Hel a kanser hiicre hatti alternatif ekson kullanimi sonug Gizelgesi

testForDEU result table

|geneED chr start end total_exons exon_changes
E.\'SG{IDDDOC\DDOOS X 100627108 100632991 17 3
[ENSG00000000419 20 50934867 50958535 18 9
ENSG00000000457 1 169842631 169894267 22 10
ENSG00000000460 1 169662007 169854080 146 16
ENSG00000000871 1 196651878 196747504 32 3
[ENSG00000001036 6 143404812 143511720 10 7
ENSG00000001084 ENSG00000231683 |6 53407341 53617171 66 12
[ENSG00000001167 6 41072045 41099976 12 3
[ENSG00000001460 1 24356000 24416934 34 7
[ENSG00000001461 1 24415802 24472075 26 5
[ENSG00000001497 X 65512582 65534775 21 8
[ENSG00000001617 3 50155045 50189075 3¢ 5
[ENSG00000001629 7 02245074 02401383 33 7

Yukaridaki Cizelgede (Cizelge 4.15); ilk kolon gen isimlerini, ikinci kolon kromozom
isimlerini, tiglincii kolon transkript baglama bolgesini, dordiincii kolon transkript bitig bolgesini,

besinci kolon genin toplamda ka¢ eksonu oldugunu, son kolon ise ekson degisimini

gOstermektedir.
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Sekil 4.24 Ekson kullanim grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson
kullanim1 gdsteren ekson.
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Sekil 4.25 Orneklerin her birindeki her eksonun normalize sayim degerleri. Mor renkte
gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson kullanimi gésteren ekson.
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Sekil 4.26 Ekspresyon grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson
kullanim1 gosteren ekson.
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Sekil 4.27 Ekson kullanim grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel
ekson kullanim1 gosteren ekson.
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Sekil 4.28 Orneklerin her birindeki her eksonun normalize sayim degerleri. Mor renkte

gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson kullanimi gosteren ekson.
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102473118 102473761 102474404 102475048 102475691 102476334 102476977 102477621 102478264 102478907

Sekil 4.29 Ekspresyon grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson
kullanim1 gosteren ekson.
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4.3.3 HCT116 kanser hiicre hatti

DEXSeq ve R kullanilarak HCT116 kanser hiicre hatt1 alternatif ekson kullanimi i¢in analiz
edildi. Analiz sonucunda, % 5°lik yanlis kesif oran1 (false discovery rate) ile toplam 178.313
eksonik bolgenin 52.637 tanesinde alternatif ekson kullanimi tespit edildi. incelenen toplam
12.229 gen arasindan 10.610 tanesi etkilenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.16: HCT116 kanser hiicre hattt DEXSeq deney tasarimi.

sample condition
SRR7865855
SRR7865856
SRR7865857
SRR9058970
SRR9058971
SRR9058972

Cizelge 4.17: HCT116 kanser hiicre hatt1 alternatif ekson kullanimi sonug ¢izelgesi.

LgeneID chr start end total_exons exon_changes!
[ENSG00000001036 6 143494812 143511720 10 2
Eiﬁlggggggggg%ggg 6 53497341 53617171 66 4
IENSG00000001629 7 92245974 92401383 33 1
IENSG00000001630

[ENSG00000001631

% 7 92112153 92246166 103 1
[ENSG00000

IENSG00000243107

IENSG00000002330 11 64269830 64284704 18 1
IENSG00000002587 14 11393150 11429564 5 2
IENSG00000002834 17 38869859 38921770 25 4
IENSG00000003056 12 8940361 8949761 36 1
IENSG00000003147 7 8113184 8262687 54 1
IENSG00000003987 8 17296794 17413528 31 14
Eiggggggg?g;g;; 7 127588386 127602144 37 1
[ENSG00000004453 1 33007940 33080996 44 1
IENSG00000004478 12 2794970 2805423 26 1
IENSG00000004487 1 23019443 23083689 35 6
IENSG00000004897 17 47117703 47189422 57 1

Yukaridaki Cizelgeda (Cizelge 4.17); ilk kolon gen isimlerini, ikinci kolon kromozom
isimlerini, ti¢lincii kolon transkript baslama bolgesini, dordiincii kolon transkript bitis bolgesini,
besinci kolon genin toplamda ka¢ eksonu oldugunu, son kolon ise ekson degisimini

gostermektedir.
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Sekil 4.30 Ekson kullanim grafigi. Mor renkte gdsterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson

kullanim1 gosteren ekson.
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Sekil 4.31 Orneklerin her birindeki her eksonun normalize sayim degerleri. Mor renkte
gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson kullanimi gésteren ekson.
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Sekil 4.32 Ekspresyon grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson
kullanim1 gosteren ekson.
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Sekil 4.33 Ekson kullanim grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel
ekson kullanim1 gosteren ekson.
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Sekil 4.34 Orneklerin her birindeki her eksonun normalize sayim degerleri. Mor renkte
gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson kullanimi gosteren ekson.
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Sekil 4.35 Ekspresyon grafigi. Mor renkte gosterilen, anlamli bir sekilde diferansiyel ekson
kullanim1 gosteren ekson.
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4.3.4 A549 kanser hiicre hatti

R ve DEXSeq kullanilarak alternatif ekson kullanimi analizi yapilan A549 kanser hiicre

hattinda anlamli bir sonu¢ bulunamamustir.

74



BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Yeni nesil sekanslama teknolojisi 6nceki sekanslama ydntemlerinin (Sanger sekanslama)
verimsiz kalmasina istinaden ortaya ¢ikmistir. NGS kullanilarak biitiin bir insan genomu tek bir
gun i¢inde sekanslanabilir. Buna karsilik, insan genomunu desifre etmek i¢in kullanilan 6nceki
Sanger sekanslama teknolojisi, son taslagi sunmak i¢in on yildan fazla bir siireye ihtiyag
duyuyordu [35]. Yeni nesil dizileme teknolojisi her gegen giin daha hacimli, kolay kullanilabilir
ve ekonomik bir hal almaktadir. Bu durum ile ters orantili olan tek sey elde edilen verilerin
biiyiikliigii ve verilerin islenme siiresidir [36]. Yeni nesil sekanslamanin gelismesiyle bu verileri

analiz edecek biyoinformatik metotlar da paralel olarak gelismektedir.

Hiicre hatlari, benzer genotiplere ve fenotiplere sahip neredeyse sinirsiz hiicre kaynagi saglar.
Kullanimlar1 hayvan ve insan deneyleri ile ilgili etik sorunlar1 6nler [37]. Hiicre hatlari, kanser
arastirmalarinin hiz kazanmasi ile 6zellikle kanser ilaglarinin gelistirilmesinde ve etkilerinin
belirlenmek istenmesinden dolay1 bilyiik énem kazanmistir. In vitro deney modellerinin
olusturulmasinda sik¢a kullanilan bir model olan kanser hiicre hatlar1 bir¢ok giivenilirlik
tartigmasinin odaginda olmustur. Fasterius ve arkadaslari ¢aligmalarinda [38] belirli kanser
hiicre hatlarinda RNA-seq verilerine gore yapilan varyant analizinde ayni sonucunda, ayni
isimle temsil edilen hucre hatti ciftlerinde biiyiik 6lgiide RNA ifadesi farkliliklari oldugunu

tespit etmistir.

Bu c¢alismada, daha 6nceden RNA-Seq analiz yapilmis ve internet veri tabanlarinda bulunan
kanser hiicre hatlar1 verilerini indirilerek; kanser hiicre hatlarindaki diferansiyel gen
ekspresyonu ve alternatif ekson kullanimi analiz edildi. Bu analizler kanser hiicre hatlarinin ne

tiir molekiiler degisikliklere maruz kaldigin1 anlamak i¢in yapildi.
Diferansiyel gen ekspresyonu yapilan analizlerde, dort farkli kanser hiicre hatt1 igin anlamli bir
sekilde diferansiyel gen ekspresyonu tespit edildi. MCF7 kanser hiicre hatt1 i¢in toplamda analiz

edilen 12.380 gen arasindan 6.774 tanesinde diferansiyel gen ekspresyonu tespit edildi
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(p<0.05). A549 kanser hiicre hattinda incelenen 8.884 gen arasindan 785 tanesinde diferansiyel
gen ekpresyonu tespit edildi (p<0.05). HCT116 kanser hiicre hatt1 i¢in analiz edilen 10.796 gen
arasinda 1781 tanesinde diferansiyel gen ekspresyonu tespit edildi (p<0.05). Son olarak analiz
edilen HelLa kanser hiicre hattinda 16.742 gen arasindan 6031 tanesinde diferansiyel gen

ekspresyonu tespit edildi (p<0.05).

Incelen kanser hiicre hatlarinda alternatif ekson kullanimi igin yapilan analizlerde, A549 hiicre
hatt1 haricinde diger kanser hiicre hatlarinda anlamli bir sekilde alternatif ekson kullanimi tespit
edildi. A549 hiicre hatti DEXSeq yazilim1 kullanilarak analiz edildi, analiz sonucunda ¢ikt1
olarak anlaml1 bir sonu¢ bulunamamustir ibaresi yer almistir. Ancak diger kanser hiicre hatlarina
bakildigi zaman; MCF7 kanser hiicre hattinda toplam 30.771 eksonik bélgenin 1.021 tanesinde
alternatif ekson kullanimi, Hela kanser hiicre hattinda toplam 318.664 eksonik bélgenin 89.032
tanesinde alternatif ekson kullanimi, HCT116 kanser hiicre hattinda toplam 178.313 eksonik
bolgenin 52.637 tanesinde alternatif ekson kullanimu tespit edildi (p<0.05).

Bu sonuglar, ayni1 kanser hiicre hatti olmasina ragmen farli laboratuvarlarda pasajlanmis ve
kiiltire edilmis hiicre hatlarinda molekiiler farkliliklar oldugunu gostermektedir. Gen
ekspresyon ve alternatif ekson kullanimi analiz sonucglarma bakildigr zaman, ayni genetik
materyale sahip iki farkli hiicrenin birbirinden farkli transkriptomik profiller olusturdugunu
sOyleyebiliriz. Bunun sebebi olarak, hiicre hatlarimin farkli pasajlamalar ve biiyiitiilme
islemlerinden gegirilmeleri epigenetik farklilagsmalara neden oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre
kiiltiirii ortamindaki degiskenlerin hiicrelerde yaratabilecegi epigenetik farklilasmalarin hiicre

hatlar1 kullanirken g6z 6niine alinmalidar.

Ilerleyen galismalarda diferansiyel gen ekspresyonu ve alternatif ekson kullanimina ek olarak
RNA duzenlenmesi (RNA editing) analizi de yapilarak, kanser hiicre hatlarindaki molekdler
degisiklikler aydinlatilabilir. Calismamiz in silico analiz oldugu i¢in in vitro deneylerler

(kantitatif PCR) ile dogrulanmalidir.
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OZGECMIS

Giimiishane nin Siran ilgesinde 25.07.1995 tarihinde diinyaya geldim. Ilkokulu 4.sinifa kadar
Mertekli Ilkdgretim okulunda okuduktan sonra 5.smiftan 8.smifa kadar Mithatpasa ilkdgretim
okulunda okudum. Ilkdgretimin ardindan liseyi, Sehit Tuna Tegmen Anadolu lisesi’nde
okumaya basladim. 2013 yilinda liseden mezun olduktan sonra ayn1 y1l Zonguldak Karaelmas
Universitesi” Molekiiler biyoloji ve genetik bdliimiinii kazandim. Lisans yillarinda egitim
alirken 2.sinif yazinda (2015), Hatay Mustafa Kemal Arastima Ve Uygulama Merkezi genetik
laboratuvarinda 1 ay staj yaptim. 2017 yil1 bahar doneminde ERASMUS degisim programiyla
yaklasik 5 ay Cek Cumhuriyeti/Brno Masaryk Universitesi’nde grenim gordiim. Lisans
hayatimi1 2018 yilinda noktaladiktan sonra ayni y1l, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Fen
bilimleri enstitlisii Molekiiler biyoloji anabilim dalinda yiiksek lisans hayatima basladim.
Yiksek lisans doneminde, 1. Usak Uluslararas1 Saglik Bilimleri ve Biyoteknoloji Kongresi’nde
sunum yaptim (2019). Yiiksek lisans egitimimi 2020 yilinda bitirdim. Ozel ilgi alanlarim
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