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FARKLI GLİOMA TÜRLERİNDE BİYOİNFORMATİK ARAÇLAR 

KULLANIMIYLA EPİTRANSKRİPTOM PENCERESİNDEN 

BİYOBELİRTEÇLERİN TANIMLANMASI 

 

ÖZET 

 

Yeni trend başlıklar arasında bulunan ve önemi gittikçe artan m6A, m5C ve m1A 

epitranskriptom yolakları, kanserin gelişimi, metastazı, agresifliği, invazyonu ve kanser 

hücrelerinin farklılaşması gibi kritik süreçlerde rol oynadığı, yapılan çalışmalar ile 

bildirilmişti. Bilinen en ölümcül evre IV glioma türü olan Glioblastoma Multiforme’in 

agresifliğinin altında yatan mekanizma henüz tam olarak açıklanamamıştır. Bu çalışma, 

m6A, m5C ve m1A epitranskriptom yolak düzenleyicilerinin glioma vakalarındaki 

önemli rollerini ortaya çıkarmayı ve Glioblastoma Multiforme’nin epitranskriptom 

dinamiklerini Düşük Dereceli Glioma gibi daha naif gliomlarla karşılaştırarak 

biyobelirteç genlerini tespit etmeyi amaçladı. Glioblastoma Multiforme ve Düşük 

Dereceli Glioma vakalarındaki farklılıkları ortaya çıkarmak için cBioporal ve TCGA veri 

tabanlarından alınan veriler kullanılarak m6A, m5C ve m1A yolak düzenleyicileri DNA 

düzeyinde ve mRNA düzeyinde incelendi. Ayrıca, akış aşağı süreçlerdeki farklılıklarını 

aydınlatmak ve düzenleyici genlerin biyobelirteç özelliklerini test etmek için 

transkriptom ve klinik veriler kullanılarak bir dizi biyoinformatik analiz yapıldı. Glioma 

vakalarında m5C(%11) yolu düzenleyicileri, m6A(%8) ve m1A(%2) yolu 

düzenleyicilerinden daha fazla mutasyona uğradığı görüldü. GBM vakalarında %85 skor 

ile DNMT3L geni ve Düşük Dereceli Glioma vakalarında ~%8 ile EIF3A, EIF3B, NOP2, 

DNMT3A genleri en yüksek mutasyon frekansı olarak kaydedildi. Ek olarak, m6A, m5C 

ve m1A yollarının farklı biyolojik süreçlerde rol aldığı ve her birinin hücrede farklı temel 

yolları etkilediği gözlemlendi. Dahası, Glioblastoma Multiforme ve Düşük Dereceli 

Glioma arasında EIF3A ve TET1 genlerinin prognostik ve diagnostik değerlerinin 

oldukça güçlü olduğunu ve her ikisinin de yüksek ekspresyon seviyesinin WHO 

seviyeleriyle negatif korelasyon gösterdiği görüldü. EIF3A ve TET1 genlerinin, 

gliomalar için geliştirilecek yeni terapötik yaklaşımlarda biyobelirteç olarak kullanılma 

potansiyellerinin güçlü olduğunu ortaya koyduk. 

 

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma Multifome, Lower Grade Glioma, 

Epitranskriptom, Biyobelirteç  
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IDENTIFICATION OF BIOMARKESRS IN DIFFERENT GLIOMA TYPES 

USING BIOINFORMATIC TOOLS FROM THE EPITRANSCRIPTOME 

PERSPECTIVE 

ABSTRACT 

 

It has been reported that m6A, m5C and m1A epitranscriptomics pathways were 

involved in crucial processes such as cancer development, metastasis, aggressiveness, 

invasion and differentiation of cancer cells. The mechanism underlying the 

aggressiveness of Glioblastoma Multiforme, has not yet been completely elucidated, the 

deadliest type of stage IV glioma known. This study aimed to uncover crucial roles of 

m6A, m5C and m1A pathway regulators and detect biomarker genes with compare the 

epitranscriptome viegülatö of Glioblastoma Multiforme with more naive gliomas such as 

Lower-Grade Glioma. To reveal the differences in GlioblastomaMultiforme and Lower-

Grade Glioma cases, m6A, m5C and m1A pathway regulators were examined at DNA 

level and mRNA level utilizing data from cBioporal and TCGA databases. Moreover, a 

series of bioinformatic analyzes were performed using transcriptome and clinical data to 

elucidate donwstream distinctnes and test the biomarker properties of viegülatör genes. 

The m5C(%11) pathway regulators were more mutated than m6A(%8) and m1A(%2) 

pathway regulators in glioma cases. Additionally, in Glioblastoma Multiforme cases 

DNMT3L gene with a rate of 85% and in Lower-Gade Glioma cases, EIF3A, EIF3B, 

NOP2, DNMT3A genes with the rate of ~8% were observed as the highest mutation 

frequency. We demonstrate that m6A, m5C and m1A pathways were involved in different 

biological processes, and each of them affected distinct essential pathways in the cell. 

Furthermore, our results stated that, EIF3A and TET1 genes sighted strong prognostic 

and diagnostic values between Glioblastoma Multiforme and Lower-Grade Glioma cases, 

and high expression levels of both showed negative correlation with WHO levels. We 

suggested that EIF3A and TET1 genes can be used as biomarkers, in new therapeutic 

approaches for glioma. 

 

 

Keywords: Glioblastoma Multiforma, Lower-Grade Glioma, 

Epitanscriptome, Biomarker 
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1. GİRİŞ 

 

Glioblastoma Multiforme (GBM), bilindiği üzere en yaygın ve ölümcül evre IV 

glioma türüdür (Iacob ve Dinca 2009).  GBM heterojen yapıda, oldukça agresif ve hızla 

büyüyen bir tümördür. Çeşitli tedavi uygulamalarına rağmen genellikle ölümle 

sonuçlanır. Buna rağmen GBM hastalarında metastaz potansiyeli düşüktür. Bunun altında 

yatan nedenler arasında, kan-beyin bariyerinin varlığı ve tümörün çok hızlı gelişip sağ 

kalım oranının düşük oluşunun altı çizilmektedir (Tysnes ve Mahesparan, 2001).  

 

Düşük Dereceli Gliomalar (LGG) 2016 Dünya Sağlık Örgütünün Merkezi Sinir 

Sistemi Tümörleri Sınıflandırmasına göre evre I- III gliomaları kapsayan, nispeten yavaş 

büyüyen primer beyin tümörüdür (Wijnenga, French, Dubbink, Dinjens ve van den Bent, 

2018). Ek olarak LGG, primer beyin tümörlerinin %15’ini oluşturmaktadır (Pouratian ve 

Schiff, 2010). GBM’e göre prognozu önemli ölçüde iyi olmasına karşın, artan tümör çapı 

(>4-6 cm) ve yaşla (40) birlikte çeşitli etkenlerin varlığında agresif hale gelerek ölümcül 

sonuçlar doğurabilmektedir (Pouratian ve Schiff, 2010).  

 

LGG hastalarının medyan sağ kalımı 7 yıla kadar ulaşabilmektedir (Claus, Walsh, 

Wiencke, Molinaro ve Wrensch, 2015). Buna karşın Glioblastoma hastalarının medyan 

sağ kalımları LGG’ye göre 8-15 ay ile oldukça düşüktür (P. Zhu, Du, Lu ve J. Zhu, 2017). 

Günümüzün gelişen teknoloji ve tedavileri göz önüne alındığında bile, teşhisi konulan 

GBM hastaları için genel sağ kalım oranları; 1 yılda en fazla %35’e, 2 yılda %13,3’e ve 

5 yılda ise sadece %5,5 e ulaşabilmektedir (Thakkar, Dolecek, Horbinski ve Villano, 

2014). Öte yandan, cinsiyete dayalı bir hayatta kalma oranı görülmezken, yaşa bağlı 

olarak değişen bir sağ kalım söz konusudur. Genç yaştaki GBM hastalarının yaşama 

yüzdesi, daha yaşlı GBM hastalarından oldukça daha yüksektir (Adamson, Kanu, Mehta, 

Di ve Bigner, 2009).  

 

GBM vakalarının profilleri genetik mekanizmaların yan ısıra, klinik, 

immünolojik, metabolik ve epigenetik gibi çok çeşitli süreçlerde tanımlanmaya 

çalışılmıştır (Huang, Zhang, Gu ve Xiong, 2017; Indraccolo, Lombardi, Fassan ve 

Zagonel, 2019; Neftel, Laffy ve Suvà, 2019).  Son yıllarda gerçekleştirilen 

araştırmalarında, RNA çalışmaları kanser tedavisi için umut vaat ettiği gösterilmiştir 
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(Sullenger ve Nair, 2016). Özellikle epigenetik süreçler ve mekanizmaları, hücre 

proliferasyonu, patolojik süreçler, kanserin başlangıcı ve gelişimi gibi birçok kritik 

noktada öne çıkmaktadır (Dong ve Cui, 2020). Artan kanıtlar, epigenetik 

modifikasyonların, gen ekspresyonunun anormal düzenlenmesi yoluyla tümör 

oluşumunu ve kanser gelişimini de etkilediğini göstermektedir. Özellikle transkripsiyon 

sonrası epigenetik düzenlemeyi temsil eden “epitranskriptom” olarak adlandırılan RNA 

modifikasyonları, kanser hücrelerinin farklılaşması, gelişmesi, proliferasyonu ve 

invazyonu gibi süreçlerde kritik rol üstlendikleri açığa kavuştuktan sonra, trend çalışma 

alanlarından biri olmaya başlamıştır (Heard ve Martienssen, 2014).  

 

Epigenetik bilginin oluşturulması ve aktarılmasını sağlayan mekanizmalar; 

Metilasyon modifikasyonları, translasyon sonrası histon modifikasyonları ve 

kodlanmayan RNA’lar olarak kategorize edilebilir (Biswas ve Rao, 2017). Protein, DNA 

ve RNA’ların kimyasal modifikasyonları, gen ekspresyonu regülasyonu, çeşitli 

hastalıkların seyri ve hücresel gelişim gibi hayati önem arz eden birçok süreçte önemli 

rol aldıkları bilinmektedir (Li ve Mason, 2014). Bu durum tedavisi çok zor olan ya da 

henüz tam tedavisi bulunamayan glioma gibi kanser türleri için farklı bir çalışma sahası 

ve yeni epigenetik biyobelirteçlerin bulunabilmesi gibi imkanlar sunmaktadır.    

 

170’ten fazla epitranskriptom modifikasyon mekanizması tanımlanmıştır (Lyons, 

Fay ve Ivanov, 2018). Bu modifikasyonlardan RNA’da en çok sık görülen N6-

metiladenosin (m6A) modifikasyonunu ve yakın tarihli gerçekleştirilen çalışmalarda 

kanserle ilişkisi ortaya koyulan N1-metiladenosin (m1A), ve 5-metilsitozin (m5C) 

modifikasyonları öne çıkmaktadır (Gillette ve Hill, 2015; Wu, Chen, Liu ve Zhou, 2021). 

Çalışmamızda, kanserle ilişkisi gittikçe güçlenen epitranskriptom modifikasyonları ile 

primer beyin tümörlerinden biri olan gliomaların ilişkisini aydınlatmayı amaçladık.  

Çalışmamızın hipotezleri şunlardır; 

H1: m6A, m5C ve m1A modifikasyonları gliomada kritik bir rol oynamaktadır 

H2: Gliomada m6A, m5C ve m1A regülatör genleri mutasyona uğramıştır 

H3: Farklı agresiflik düzeyindeki gliomalarda m6A, m5C ve m1A regülatör 

genlerinin ekspresyon seviyeleri farklılık gösterir. 

H4: GBM’de ekspresyon seviyesi düşük, LGG’de ekspresyon seviyesi yüksek ya 

da tam tersi değer gösteren regülatör genler, biyobelirteç olarak kullanılabilir.             
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Glioma 

 

Glial hücreler beynin destekleyici hücre grubunu oluşturmaktadırlar, bununla 

beraber, gliomalar, bu destek görevi üstlenen glial hücrelerin kanserleşmesinin ya da 

tümörleşmesinin tanımı olarak nitelendirilebilir (Urbańska, Sokołowska, Szmidt,ve Sysa, 

2014). Gliomalar, Dünya Sağlık Örgütünün (WHO) baz aldığı, prognoz seyri, tedavi 

süreci, metastaz potansiyeli, sağ kalım oranı gibi birçok patolojik ve histolojik özelliklere 

dayanarak I-IV evreler arasında kategorize edilebilmektedir (Louis, Perry, Burger, 

Ellison, Reinferberger, yon Deimling ve Wesseling, 2014; Louis, Ohgaki, Wiestler, 

Cavenee, Burger, Jouvet, ve Kleihues, 2007).  

 

2.1.1. Glioblastoma Multiforme 

 

Glioblastoma multiforme oldukça agresif ve invazif bir glioma türüdür. 

WHO’nun bildirileri baz alınarak evde IV gliomalarda kategorize edilmektedir (Iacob ve 

Dinca 2009). Glioma türlerinin en ölümcül tipi olan GBM vakalarında, tanı koyulduktan 

sonra otalama olarak maksimum 15 ay hayatta kalabilmektedirler (P. Zhu, Du, Lu ve J. 

Zhu, 2017). Klinik GBM vakalarının oluşması primer ve sekonder olarak iki gruba 

ayrılmaktadır. Primer (de novo) olarak gelişen GBM vakalarında, sağlıklı glial hücrelerin 

çeşitli kanserleşme aşamalarıyla oluşması söz konusu iken, sekonder GBM vakaları 

düşük dereceli gliomaların progresyonlarının ilerlemesi ile meydana gelmektedir. 

Yapılan araştırmalar doğrultusunda de novo GBM vakalarının görülmesi sekonder 

vakalardan oldukça sık olduğu ortaya koymuştur. Aynı zamanda, primer GBM’lerin 

sekonder GBM’e göre daha agresift ve invazivdir. Sekonder GBM hastaların prognozu 

de novo GBM’e göre önemli ölçüde daha iyi yöndedir (Tso, Freije, Day, Chen ve Nelson, 

2006; Urbańska, Sokołowska, Szmidt ve Sysa, 2014). Yeniden düzenlenen WHO (2016) 

glioma sınıflandırması, ağırlıklı olarak moleküler biyobelirteçlere dayanmaktadır ve 

önceki (2007) sınıflandırmayı prognoz tahmini açısından geride bırakmaktadır. Bu durum 

göz önüne alındığında farklı glioma türleri arasında altta yatan mekanizmanın 

belirlenmesi ve buna yönelik moleküler biyobelirteçlerin saptanması önem arz etmektedir 

(Wijnenga, French, Dubbink, Dinjens ve van den Bent, 2018).  
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Gelişen bilimin meşalesi ile bu iki farklı yoldan gelişebilen GBM’in moleküler 

mekanizmaları aydınlatılmaya çalışılmıştır. De novo olarak ortaya çıkan GBM 

vakalarının altında yatan moleküler mekanizmaların arasında, p16 geninin silinmesi, 

epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) geninin mutasyona uğraması, bununla 

beraber MDM2’nin ise aşırı eksprerse edilmesi gibi genetik değişimlerin altı 

çizilmektedir. Sekonder GBM vakalarında görülen genetik değişikliklerin bazıları TP53, 

retinoblastoma (RB) ve trombosit kaynaklı büyüme faktörü A/ reseptör alpha 

(PDGFA/PDGFRa) genlerinin mutasyonu ve aşırı ekspreseyonu olarak görülmüştür.  

GBM vakalarının geneli ele alındığında, 10q kromozom kolundaki heterozigotluk (LOH) 

kaybıyla ve P53 genin mutasyonu/delesyonuyla sıklıkla karşılaşılmaktadır (Siegal, 2015). 

 

2.1.2 Düşük Dereceli Glioma  

 

Düşük dereceli gliomalar, GBM’e göre daha az agresif seyreden glioma türüdür 

ve daha yavaş kanser gelişimi göstermektedirler. WHO’nun yayınladığı bildirilere göre 

evre I, II ve III kanserleri kapsamaktadırlar (Lapointe, Perry ve Butowski, 2018, 

Wijnenga, French, Dubbink, Dinjens ve van den Bent, 2018). LGG hastalarının hayatta 

kalma süreleri ortalama olarak 5-7 yıl arası olmasına rağmen, bu süre 15 yıla kadar da 

uzayabilmektedir (Wu, F, Wang, Z, Wang, Li ve Zhang, 2020).  Görülme yaş aralığı 

değişmekle beraber genelde 35-44 yaşlarında yüksek insidansa sahiptir (Pouratian ve 

Schiff, 2010). 

LGG vakalarında, sıklıkla izositrat dehidrojenaz (IDH) geninde mutasyonlar ve 

1p/19q kromozom kollarında kodelesyon ile karşılaşılmaktadır. Bu mutasyonlara bağlı 

olarak LGG 3 moleküler alt tipte de sınıflandırılabilmektedir (Matsui, Maruyama, Nitta 

ve Muragaki, 2020). LGG alt tipleri üzerinde yapılan çalışmalar doğrultusunda, O(6)-

metilguanin-DNA metil transferaz (MGMT) genin promotorunun metilasonunun arttığı 

bildirilmiştir (Jiang, Mao, Ma ve Wang, 2020).  

 

2.2. Epitranskriptom  

 

En sade hali ile epitranskriptom, bir hücrede bulunan bütün RNA çeşitlerinde 

meydana gelen ve tersine döndürülebilen, biyokimyasal modifikasyonların tamamını 

nitelemektedir. Günümüzde tanımlanmış 170’ten fazla RNA modifikasonu 

bulunmaktadır (Rosselló-Tortella, Ferrer ve Esteller, 2020).  Bu proses; yazarlar (writers), 
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okuyucular (readers) ve siliciler (erasers) olarak isimlendirilen protein aileleri ile regüle 

edilmektedir. Yazar protein ailesi genom çapında modifikasyonları oluşturan enzimler 

iken silici enzimler ise tam tersi olarak genomdaki bu değişiklikleri silmede görev 

almaktadırlar. Yazarların gerçekleştirdiği modifikasyonları tanıyan ve bağlanabilen 

protein ailesi ise okuyuculardır. İlginçtir ki, temelde aynı görevleri yapsalar da farklı 

epitranskriptom yolaklarında farklı yazarlar, siliciler ve okuyucular görev almaktadır. 

Beraber çalışan bu protein aileleri birlikte hücrenin farklı çevrelere adaptasyonu, 

farklılaşması, proliferasyonu ve kimi hastalıkların patolojinde regülasyonu 

sağlamaktadırlar (Gillette ve Hill, 2015). 

 

Metilasyon 

 

Kelime anlamı ile metilasyon, bir bileşiğe ya da atoma metil grubunun (CH3) 

eklenmesidir. Metillenme veyahut metilasyon süreci daha sık kimya alanında karşılaşılsa 

da DNA, RNA ya da protein gibi moleküllere de entegre oldukları biyoloji alanında 

sürekli karşılaşılan bir durumdur. İnsan vücudunda bulunan tüm hücrelerin aynı genetik 

bilgiye sahip olmasına rağmen, farklı hücre tiplerine özelleşmesinin temelinde yatan 

mekanizmalardan biridir (Trixl ve Lusser, 2019).  

 

2.2.1. m6A Modifikasyonu 

 

Kodlanan ve kodlanmayan RNA’ların tümünde en yaygın modifikasyon N6-

metiladenosin (m6A) modifikasyonudur (Gillette ve Hill, 2015). N6-m6A RNA 

modifikasyonunun kodlanmasında, m; metilasyonu, A; RNA’daki adenin nükleotinin, N6 

ise Adenin nükleotininin altıncı pozisyondaki azot atomunu(N) temsil etmektedir, 

dolayısıyla m6A RNA modfikasyonu; RNA’daki adenin nükleotitinin 6. Pozisyondaki N 

atomunun metillenmesini ifade etmektedir (Zhou, Kong, Fan, Tao ve Zhu, 2020). 

RNA’da meydana gelen m6A modifikasyonu RNA’nın stabilitesini, translasyonunu ve 

splicing gibi prosesleri etkilediği ve bununla birlikte çeşitli hastalıklarda kritik rol aldığı 

bildirilmiştir (Paramasivam, Vijayashre, Priyadharsini ve Raghunandhakumar, 2020). 
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2.2.2. m5C Modifikiasyonu 

 

M5C modifikasyonu hem DNA hem de RNA molekülünde meydana 

gelebilmektedir. Bu modifikasyonda, nükleik asit dizininde bulunan sitozin nükletotinin 

© 5. Pozisyonda bulunan karbon atomuna metil grubunun aktarılması gerçekleşmektedir 

(Xie, S, Chen, W, Chen ve Yan, 2020). M5C modifikasyonu, hücre içinde 

transkripsiyonun başlatılması, splicing, bir genin susturulması ya da ekspresyon 

seviyesinin arttırılması gibi kritik süreçlerde kilit rol oynamaktadır. M5C modifikasyonu 

kanser hücresinin agresifliği, invazyonu ve proliferasyonu ile ilişkilendirilmiştir (He, Yu, 

Zhang ve Guo, 2021). Literatürde, m5C modifikasyon regülatör genlerinin mutasyona 

uğraması, çeşitli kanserlere ilişkilendirilmiştir (Nombela, Miguel-López ve Blanco, 2021; 

Q,Zhang, Liu, Chen ve B, Zhang, 2021; Xiang, Ma, Shen ve Xiao, 2020).  

 

2.2.3. m1A Modifikasyonu  

 

M1A modifikasyonu, nükleik asit dizininde yer alan herhangi bir adenin 

nükleititinin (A) birinci pozisyonunda yer alan azot atomuna metil grubunun bağlanması 

ile gerçekleşmektedir. M1A modifikasyonları RNA ve protein etkileşimleri, RNA 

molekülünün katlanmaları ve ikincil yapılarına dönüşümü ile ilişkilendirilmiştir (Xie, S, 

Chen, W, Chen ve Yan, 2020). Bununla beraber, kanser çalışmalarında m6A ve m5C 

modifikasonlarına ek olarak m1A modifikasyonun da kanser hücrelerinin davranışlarının 

değişiminde büyük önem taşıdığı ve hücrenin daha çok bazal görevlerinde kritik rol 

oynadığı bildirilmiştir (Kennecke, Yu, Gil ve Woods, 2014; Y, Zhao, Q, Zhao, Kaboli ve 

Xiao, 2019; Zheng, Yu, Zhang, He ve Guo, 2021).  

 

2.2.4. m6A, m5C ve m1A Modifikasyon Regülatörleri 

 

Daha önceki çalışmalarda da açıklandığı gibi (Malvi, Wang, Shah ve Gupta, 2019) 

m6A, m5C ve m1A yolaklarındaki düzenleyiciler yazar, okuyucu ve silgi olarak 3 

kategoride sınıflandırılmıştır. M6A yolu için, VIRMA, METTL14, METTL3, METTL4, 

RBM15, RBM15B, WTAP yazar, DGCR8, EIF3A, EIF3B, ELAVL1, HNRNPA2B1, 

HNRNPC, SFRS2, YTHDC1, YTHDC2, YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3 ve okuyucu ve 

ALKBH5 ve FTO, silgi genleridir. m5C yolunda, yazarlar DNMT1A, DNMT3A, 

DNMT3B, DNMT3L, NOP2, NSUN2, NSUN3, NSUN4, NSUN5 ve TRDMT1, 
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okuyucular MECP2 ve UHRF1 ve silgiler TET1, TET2 ve TET3 genleridir. m1A 

yolunda, HSD17B10, PRORP, TRMT10C, TRMT6 ve TRMT61B yazıcı ile ALKBH1 

ve ALKBH2 silgi regülatörlerinden oluşur. 

 

2.3. GBM ve Epitranskriptom Çalışmaları 

 

Heterojen yapıda olan ve agresif bir süreç izleyen GBM’in mekanaizması, 

immünolojik, patolojik, genetik, metabolik ve epigenetik gibi farklı alanlarda 

aydınlatılmaya çalışılmıştır (Indraccolo, Lombardi, Fassan ve Zagonel, 2019, Nefte, 

Laffy, Filbin ve Suvà, 2019). Son zamanların trend konu başlıkları arasında bulunan RNA 

tabanlı araştırmalar, kanser ile mücadele için yeni, etkili ve ümit vaat eden bir çalışma 

alanı olarak görülmektedir. Kanser biyolojisi araştırmalarında da epitranskriptom 

perspektifi oldukça rağbet görmekte ve RNA’lar ile kanser arasındaki ilişki gün ışığına 

çıkartılmaya çalışılmaktadır (Cheng, He, Wang ve Wei, 2019). 

Çeşitli kanserler üzerine gerçekleştirilen çalışmalar sıklıkla m6A modifikasyonu 

üzerine olsa da yakın zamanlı çalışmalar m5C ve m1A modifikasyonlarının da oldukça 

önem arz ettiğini ve kanser ile yakından ilişkili olabileceğine dair hipotezleri 

vurgulamaktadır (Wu, Chen, Liu ve Zhou, 2021).  

RNA’da meydana gelen m6A modifikasyonu RNA’nın kararlılığını, okunmasını, 

işlenmesini etkilemektedir. Gerçekleştirilen çalışmalar, m6A modifikasyonunun, hücre 

homeostazında, tümörogenezde, kök hücrelerin aktivitesinde ve nöronal faaliyetlerde rol 

oynadığını göstermektedir (Dong ve Cui, 2020). GBM’de m6A momdifikasyonu üzerine 

yürütülen bir çalışma, m6A modifikasyon regülatörlerinden METTL3 ve METTL14 

genlerinin düşük ekspresyon seviyelerinin, glioblastoma kök hücrelerinin kendini 

yenileme kapasitelerini arttırdığını ve bölünmelerini teşvik ettiğini, aynı zamanda tümör 

oluşumunu hızlandırdığını tespit etmiştir (Cui, I, Shi, Ye, Li ve Y, Shi, 2017). Yine GBM 

ve m6A modifikasyonu üzerine gerçekleştirilen başka bir çalışma, m6A modifikasyon 

regülatör üyelerinden biri olan HNRNPC geninin yüksek ekspresyon seviyesinin hayatta 

kalma oranı ile ilişkisi olduğunu bununla beraber GBM kök hücrelerinde tümörogenez ve 

proliferasyon gibi kritik süreçlerde rol üstlendiğini belirtmiştir. Çalışmaya göre, GBM 

vakalarında, HNRNPC geninin ekspresyon seviyesi ile vakanın hayatta kalma oranı 

arasında pozitif bir korelasyon olduğu savunulmuştur (Wang, Chen, Shen, Li, ve Lv, 

2020).  
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Kanser Genom Atlası (TCGA) veri tabanından 33 farklı kanserin verileri 

kullanılarak, m5C modifikasyonunun farklı kanserler üzerinde etkisinin incelendiği bir 

çalışmada, m5C modifikasyon regülatör genlerinin, kanser hücrelerinin agresif 

davranışlarında, proliferasyonlarında ve prognozunda önemli ölçüde etkili olduğu 

görülmüştür. GBM ve LGG dahil olmak üzere çeşitli kanserlerde m5C regülatörlerinden 

DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 ve ALYREF genlerinin yüksek ekspresyon seviyelerinin 

kötü prognoz ile yakından ilişikli olduğunu, bu genlerin kötü prognoz seyri tahminlerinde 

belirteç olarak kullanılabileceğini vurgulamıştır (He, Yu, Zhang ve Guo, 2021). M5C 

modifikasyonu üzerine gerçekleştirilen farklı bir çalışma ise, m5C modifikasyonunda 

görevli olan genlerin gliomalarda, kemoterapi ilaçlarından biri olan temozolomide (TMZ) 

direnci ile ilişkisi olduğunu belirtmiştir (Ramaiah, Naushad, Manyam ve Kutala, 2021).  

 

M6A ve m5C modifikasyonlarının yanı sıra m1A modifikasyonun da kanser 

çalışmalarına konu olduğu epitranskriptom çalışmaları gittikçe artmaktadır (Konno, 

Taniguch ve Ishii, 2019).  Epitranskriptomun önemi üzerine yapılan bir çalışmada m1A 

modifikasyonunda görevli olan FTO geninin m6A modifikasyonunda demetilasyon 

gerçekleştirebildiğini ve etkinliğini değiştirebildiği belirtmiştir. Ek olarak FTO geninin 

farklı hücre tiplerinde farklı seviyelerde görüldüğü ve RNA substratlarıyla etkileşime 

girdiği vurgulanmıştır (Wei, Liu, Lu, Fei, Ai ve He, 2018). Glioma hücrelerinin 

davranışlarını konu alan bir çalışma ise, m1A modifikasyon regülatörlerinde görülen 

düzensiz seviyelerinin, glioma hücrelerinde malign davranışları tetiklediğini not etmiştir. 

Aynı zamanda m1A modifikasyon regülatörlerinden biri olan TRMT6 geninin hücrede 

NOTCH, PI3K-AKT ve MTORC1 gibi farklı sinyal yolaklarını etkileyip glioma 

hücrelerinin invazyonunu ve malignitesini arttırdığı görülmüştür (B, Wang, Niu, Z, Wang 

ve Zhao, 2021). M1A modifikasyonunun önemini araştıran bir başka çalışma, m1A 

modifikasyonunun glioma hücrelerinde tümör malignitesinde önemli rol üstlendiğini 

belirtmiştir. Ek olarak, m1A modifikasyonunda görev alan genlerin düzensizlikleri ise 

glioma hastalarının hayatta kalma oranı arasında pozitif korelasyon görüldüğünü not 

etmiştir (Sun, Gong, Shang, Chen ve Hu, 2021).  

M6A, m5C ve m1A modifikasyon mekanizmalarının GBM ve farklı kanserlerde 

malignite, proliferasyon ve invazyon gibi kritik süreçlerde kilit noktası olabileceğini 

gösteren çalışmaların artması, yeni ilaç tedavileri için umut ışığı olmaktadır. Dolayısıyla, 

epitranskriptom ve kanserin oldukça güçlü bir ilişkisinin olduğunu ve yeni kanser tedavi 
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yöntemlerinin geliştirilmesinde epitranskriptom perspektifinin kullanılma potansiyelinin 

güçlü olduğunu göstermektedir (Konno, Taniguch ve Ishii, 2019).  

 

 

2.4. Biyoinformatik  

 

Bilim dünyasının gelişmesi, bir önceki çalışmaların kaldığı yerden devam edip 

farklı bakış açıları ve yöntemler ile yeni keşiflerin üzerine eklenmesi ile sağlanır. Bir 

diğer söylem ile bilginin kümülatif ilerlemesi ile gelişir. Günümüz yeni nesil teknolojileri 

aracılığıyla biyoloji, fizik ve kimya gibi temel bilimleri ile bilgisayarların gücünü ve 

hızını birleştiren aynı zamanda son dönemlerde oldukça başvurulan “biyoinformatik” 

olarak isimlendirilen bir alan tanımlanmıştır (Huerta, Downing, Haseltine, Seto ve Liu, 

2000). 

Genom verilerini kullanmak ve depolamak, ilaç geliştirmek, moleküller arası 

etkileşimleri tespit etmek, sekans dizilimlerini tespit etmek, verileri görselleştirmek, 

yüksek boyutlu verilere daha kolay ve hızlı ulaşıp, işleyebilmek için birçok 

biyoinformatik araçlar kullanmaktadır (Baxevanis ve Bateman, 2015).  Bu işlemlerin 

gerçekleştirilmesi için Phyton, Docker, Ubuntu, R gibi farklı veri bilimi tabanlı araçlar 

geliştirilmiştir (Pittard ve Li, 2020). Aynı zamanda, büyük boyutlu verilerin depolanması 

ve kolayca erişim sağlanması için DNA, RNA, protein, kanser, fenotip ve genom gibi 

birçok farklı alanlar için oluşturulan veri tabanları bulunmaktadır (Herbert, Spirollari, 

Wang, Piel, Westbrook ve Wu, 2007). Kanser için oluşturulan TCGA, CCGA, ICGC, 

CGP, COSMIC, cBioportal ve NCDB gibi veri tabanları, farklı kanser türlerinin klinik, 

patolojik, transkriptomik ve etnik köken bilgileri gibi geniş bilgileri sunmaktadır 

(Pavlopoulou, Spandidos ve Michalopoulos, 2015). 

 

2.4.1. TCGA Veri Tabanı 

 

Kanser Genom Atlası’nın kısaltması olan TCGA veri tabanı, halka açık erişim 

sağlayan ve birçok kanser türünün geniş yelpazede profillerini barındıran, temelde kanser 

atlasının oluşturulması için organize edilen bir veri tabanıdır. Araştırmanın çeşidine bağlı 

olarak bireysel ya da kohort olarak kanserin genom çapında bilgisini sunmakla beraber, 

vakanın klinik bilgilerini de içermektedir (Tomczak, Czerwińska ve Wiznerowicz, 2015). 

Ek olarak pan-cancer adı altındaki veriler, bireysel kanser türüne özgü bilgileri 
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sunmaktadır. Bu durumum bilim insanlarına kanser türleri arasındaki farklılıkların daha 

kolay karşılaştırılması avantajını sunar. Ayrıca, kanser türlerinde genomik düzey ile 

hücresel düzeyde meydana gelebilecek benzerlikler ve ayırımlar hakkında geniş ölçekli 

verileri barındırır (Weinstein, Collisson, Mills, Shaw ve Stuart, 2013). 

 

2.4.2 cBioportal Veri Tabanı 

 

TCGA ve ICGC gibi büyük ölçekli veri tabanları farklı kanser türleri ile ilgili 

sayısız ve büyük boyutlarda veri üretmekte ve depolamaktadır. Ancak bu verileri 

işleyebilmek, görselleştirebilmek ya da kümeleyebilmek için yeterli araçlara sahip 

değildir. Memorial Sloan Kettering Kanser Merkezi tarafından geliştirilen cBioportal veri 

tabanı, bilim insanları için veri hesaplamaları, görselleştirmeleri ve çeşitli analizleri 

analitik araçlar yardımı ile gerçekleştirebilen, halka açık erişim sağlayan bir web 

uygulama platformudur Cerami, Gao, Dogrusoz, Gross, Sumer, Aksoy ve Schultz, 2012). 

13.000’den fazla tümör örneğini içeren cBioportal veri tabanı günden güne 

zenginleşmekte ve farklı analizleri bünyesine eklemektedir. cBioportal veri tabanı, 

metilasyon profili, mRNA ekspresyon seviyesi, co-ekspresyon analizi, mutasyon 

frekansları ve tipleri gibi bir çok alanda bilgi barındırır, görselleştirir ve çeşitli 

karşılaştırmalı analizler sunar. Ek olarak, istenilen verilerin indirilmesine olanak tanır 

(Gao, Aksoy, Dogrusoz, Dresdner Gross, Sumer ve Schultz, 2013). 

 

2.4.3. R ve RStudio 

 

R, ücretsiz erişim sağlayan bir programlama dilidir. Kendine ait özel ortamı ve bu 

ortamda kullanılmaya uygun kodları içeren paketler bulunmaktadır. Bilimsel 

araştırmalarda, veri biliminde, hesaplamalı analizlerde, biyoinformatik ve istatistik 

alanlarda oldukça popüler olarak kullanılan bir programlama dilidir. Yüksek boyutlu 

verilerin işlenmesi, analiz edilmesi, filtrelenmesi gibi işlemleri hızlı bir şekilde ve düşük 

hata oranı ile gerçekleştirir. Buna ek olarak RStudio ise R’ın IDE’sidir ve desktopta 

görünür. RStudio veriler ile işlemlere ek olarak, verilen görselleştirilmesinde kolaylık 

sağlar (Gentleman, 2008, Peng, 2016; Kronthaler ve Zöllner, 2021). 
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2.5.Bioinformatik Çalışmaların Önemi 

 

Biyoinformatik araçlar, biyolojik verileri organize eden, depolayan, işleyen ve 

paylaşabilen tüm platformları içermektedir. Bu platformlar kullanıcılarına, yüksek 

boyutlu verilerin kolay bir şekilde işlenmesine imkân tanır. Aynı zamanda manuel 

yapılacak olan işlemlere göre vakitten ve maddi açıdan kazanç sağlar (Attwood ve Miller, 

2002; Singh, 2016Ellsworth ve Manolio, 1999).  

Hesaplamalı algoritmaların ve yazılım araçlarının geliştirilmesi, ardından 

uygulamaya geçilmesi, öncelikle tarım ve ilaç sektörlerine hizmet etmek amacıyla 

biyolojik süreçlerin anlaşılmasını kolaylaştırmaktadır. Ayrıca, farmakoloji ve toksikoloji 

çalışmalarında, ilacın moleküler yapısı ile hücrenin davranışı arasındaki ilişkiyi 

tahminlere dayalı olarak hesaplayan biyoinformatik araçlar sayesinde, hayvanlar üzerinde 

yapılacak olan deneylerin azaltılmasına katkıda bulunmaktadır (Feasel, 2017).  

Bilim insanları için, milyarlarca nükleotidlerden oluşan DNA’nın diziliminin 

belirlenmesi, mutasyonların seçilmesi ve çeşitli analizlerin gerçekleştirilip 

görselleştirilebilmesi vakit, kolaylık ve süreklilik açısından oldukça avantajlı olmaktadır. 

Son yıllarda in siliko çalışmaların artması ile birlikte, farklı bilim insanlarının 

deneylerinin sonucunda elde ettikleri veriler kullanılarak bilgisayar ortamında 

karşılaştırmalı analizler yardımıyla değerlendirip, çeşitli hastalıklar için ilaç tahminleri 

yapılabilmektedir (Wishart, 2005). Bu durum, dünya genelindeki farklı verilere kolayca 

ulaşım imkânı sağlamakla beraber boyut büyüklüğü olan verilerin yüksek hız ve düşük 

yanlış oranı ile analiz edilmesine olanak tanır (Manisekhar, Siddesh ve Manvi, 2020).  
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3. YÖNTEM 

 

3.1. Araştırma Modeli 

 

Bu çalışma, GBM’in agresif doğasının epitranskriptom perspektifinden 

aydınlatılması adına daha naif bir glioma türü olan LGG ile karşılaştırılması amaçlanarak, 

çeşitli biyoinformatik araçlar ve farklı analizlerden yararlanılarak in siliko araştırma 

modeli uygulandı.  

 

3.2. Araştırma Materyali 

 

Çalışmanın ilk basamağında, cBioportal veritabanında halka açık erişim sağlanan 

5 farklı glioma çalışmalarının kullanılması ile 3234 hastadan alınan 3144 örnek seçilerek, 

m6A, m5C ve m1A yolak regülatör genlerinin glioma vakalarında meydana gelen 

mutasyon tipleri ve mutasyon frekans analizi cBioportal veri tabanından faydalanılarak 

gerçekleştirildi.  

 

Deneyde seçilen 5 farklı glioma çalışması: 

• Beyin Düşük Dereceli Glioma (TCGA, pan-cancer) 

• Glioma (MSKCC, Clin Cancer Res 2019) 

• GBM ve LGG’nin birleştirilmiş Kohort Çalışması (TCGA, cell,2016) 

• Anaplastic Oligodendroglioma ve Anaplastic Oligoastrotoma (MSKCC, Neuro 

Oncol 2017) 

• Glioblastoma multiforme (TCGA pan-cancer) 

 

Çalışmanın ikinci basamağında araştırmaya GBM ve LGG TCGA, pan-cancer 

çalışmaları seçilerek devam edildi. GBM ve LGG pan-cancer çalışmalarının, m6A, m5C 

ve m1A genlerinin RNAseq ve klinik verileri RTCGA paketi kullanılarak R ortamına 

aktarılması sağlandı. GBM vakalarından 166 RNAseq ve LGG vakalarından 530 RNAseq 

verileri olarak totalde 696 RNAseq verisi ve her birinin klinik verisi ekstrakte edilerek 

çalışma gerçekleştirildi. 
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3.3. Veri Toplama Araçları 

 

Araştırma kapsamında kullanılan glioma verilerinin mutasyon frekans analizi ve 

transkriptomik data eldesi cBioportal veri tabanından yararlanılarak gerçekleştirildi 

(Cerami, Gao, Dogrusoz, Gross, Sumer, Aksoy, Jacobsen ve Schultz, 2012). Klinik 

veriler ve RNAseq verileri RTCGA paketleri ile RStudio ortamından elde edilmiştir 

(Kosinski ve Biecek, 2021). Diferansiyel ekspresyon analizi ile GBM ve LGG vakaları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı ekspresyon seviyesine sahip m6A, m5C ve m1A 

yolak regülatörlerinin seçilmesi, hayatta kalma analizi ile m6A, m5C ve m1A yolak 

regülatörlerinin GBM ve LGG vakalarında daha uzun yaşam süresi ile ilişkisinin 

belirlenmesi, PCA analizi ile m6A, m5C ve m1A regülatörlerinin GBM ve LGG 

vakalarındaki dağılımının açıklanması, GO, KEGG ve GSEA zenginleştirme analizleri 

ile m6A, m5C ve m1A regülatörlerinin hücre içerisinde etkilediği yolakların belirlenmesi, 

ROC analizi ile m6A, m5C ve m1A regülatörlerinin GBM ve LGG için biyobelirteç 

olarak kullanılma potansiyeli analiz edildi. 

 

 

Mutasyon Frekans Analizi 

 

5 farklı glioma çalışmasından 3234 hastadan alınan 3144 örneğin mutasyon tipleri 

ve değişen frekanslarının çubuk grafikleri cBioportal veri tabanından online olarak 

“Cancer Types Summary” sekmesi kullanılarak oluşturuldu. “OncoPrint” sekmesi 

kullanılarak m6a, m5c, m1a yolaklarındaki regülatör genlerinin mutasyon yüzdeleri ve 

mRNA seviyelerindeki değişimleri dahil olarak ek bilgilerle farkları özetlendi. 

 

 

Transkriptom Verileri Eldesi 

 

Transkriptomik veriler, cBioportal veri tabanından Glioblastoma Multiforme 

TCGA, pan-cancer ve Beyin düşük dereceli glioma  TCGA, pan-cancer çalışmalarının 

tüm numuneleri log RNA Seq V2 RSEM göre mRNA ekspresyonu z-skorları ile 

toplanmıştır (Gao, Aksoy, Dogrusoz, Dresdner, Gross, Sumer, Sun, Jacobsen ve Schultz, 

2013). GBM ve LGG verileri, m6A, m5C ve m1A yolakları için değiştirilmiş ve 
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değiştirilmemiş olarak gruplandırıldı. Her transkriptomik yolak için bir veya daha fazla 

gende mutasyona sahip verileri içeren grup değiştirilmiş grubu temsil ederken, 

değiştirilmemiş grup, mutasyon olmayan veri örneklerinden olacak şekilde ayırıldı. Log 

Ratio ve p değerleri değerlerinin bulunduğu genlerin listesi değiştirilmiş ve 

değiştirilmemiş gruplar için cBioPortal’dan indirildi. 

 

 

RNAseq ve Klinik Verilerin Eldesi 

 

“RTCGA” paketleri kullanılarak GBM ve LGG pan-cancer verilerin R ortamına 

aktarılmıştır (Kosinski ve Biecek, 2021).  

 

 

Ekspresyon Seviyelerinin İstatistiksel Olarak İncelenmesi 

 

LGG ve GBM hastaları arasındaki genlerin RNA ekspresyon seviyelerini 

karşılaştırmak için TCGA'dan alınan 166 GBM ve 530 LGG verilerinin istatistiksel 

olarak anlamlılığını test etmek için “rstatix” paketi kullanılarak wilcox test R veri 

tabanında analiz edildi (Kassambara, 2020). Ardından “ggplot2” paketi ile görselleştirildi 

(H, Wickham, Chang ve M, Wickham, 2016). 

 

 

Diferansiyel Ekspresyon Analizi 

 

Diferansiyel farkın analiz edilmesi için birden farklı analiz geliştirilmiştir 

(Robinson, McCarthy ve Smyth, 2010, Soneson ve Delorenzi, 2013). Bu çalışmada, 

uygulaması daha kolay ve nispeten daha güvenilir sonuçlara dayanması açısından 

“LIMMA” analizi kullanıldı (Ritchie, Phipson, Wu, Hu, Law , Shi ve Smyth, 2015). 

M6A, m5C ve m1Aepitranskriptom yolağında(m6a, m5c,m1a) ilgilendiğimiz genlerin 

diferansiyel olarak farklı eksprese edilenleri saptamak için RTCGA’dan  eksrakte e dilen 

rna-seq verileri  limma paketi kullanılarak R dilinde analiz edildi. Analiz sonucunda 

logFC >= 0.6 eşiği geçen genler differansiyel olarak anlamlı olarak kabul edildi. 
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Genel Hayatta Kalma Analizi 

 

R ortamında “Survival” ve “Survminer” R paketleri, Kaplan-Meier tahmin 

modeline dayalı olarak GBM ve LGG örneklerinin genel hayatta kalma analizi için 

kullanıldı (Kassambara, Kosinski, Biecek ve Fabian, 2017). M6A, m5C ve 1mA 

yolaklarında her bir gen için yüksek veya düşük ekspresyon gruplaması medyan 

ekspresyon değeri dikkate alınarak belirlendi. Her gen için, ifade değerlerinin hayatta 

kalma süresi ve durumu ile korelasyonuna dayalı olarak bir p değeri hesaplandı. p değeri 

<0.05 olan genler, hayatta kalma eğrileri şematize edildi. 

 

 

PCA Analizi 

 

Epitranskriptomik yolakların gen ekspresyon seviyesinin GBM ve LGG 

arasındaki ayırma gücünü test etmek için R ortamında “stats” paketi kullanılarak Temel 

Bileşen Analizi (PCA) uygulandı (R, Team, M, Team, Suggests ve Matrix,, 2018). 

Epitranskriptomik yollar, GBM ve LGG veri kümelerinin örneklerinin uzamsal 

dağılımını göstermek için ayrı ayrı veya birlikte kullanıldı. Sonuçları görselleştirmek için 

R'deki “Ggfortify” paketinden yararlanıldı (Tang, Horikoshi ve Li, 2016). 

 

 

Zenginleştirme Analizleri 

 

Gen seti zenginleştirme analizi (GSEA), cBioportal'dan indirilen transkriptomik 

veri setini filtrelemek için bir p-değeri <0.05 olan veriler seçildikten sonra filtrelenmiş 

genlerle ClusterProfiler paketi kullanılarak R dilinde yapıldı (Wu, Hu, Xu, Chen, Guo, 

Dai, Feng, Zhou ve Yu, 2021). Analizler, nPerm 10000, minGSSize 20, maxGSSize 800, 

pvalueCutoff = 0.05, qvalueCutoff = 0.2 ve yanlış keşif oranı (FDR) olarak 

pAdjustmethod seçilerek tüm ontolojik terimleri bulmak için çalıştırıldı. 

Daha sonra, gen ontolojisi (GO) ve genlerin ve genomların kyoto ansiklopedisi 

(KEGG) analizleri, GSEA da transkriptomik veri setine uygulanan ilk filtrelemeye ek 

olarak “Log Ratio”> 0.6 eşik değeri uygulanarak bir veri seti oluşturuldu. Ardından GO 

ve KEGG analizleri için R ortamında clusterProfiler paketi kullanıldı (Yu, Wang ve Han, 
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2012). Her iki analiz için ayarlanan parametreler; pvalueCutoff = 0.05, pAdjustMethod = 

"fdr", qvalueCutoff = 0.2, minGSSize = 10, maxGSSize = 500 olarak ayarlandı. Analiz 

sonucunda p değeri <0.05 olan yolaklar ve GO terimleri istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi. Elde edilen sonuçlar, R ortamında ggplot2 paketi kullanılarak nokta grafiği ve 

barplot şekillerinde sunuldu (H, Wickham, Chang ve M, Wickham, 2016). 

 

 

ROC Analizi 

 

Aday biyobelirteç olarak vurgulanan genlerin GBM ve LGG için tanısal değere 

sahip olup olmadığını test etmek amacıyla, doğruluğunu saptamak için duyarlılık ve 

özgüllük ölçütleri kullanılarak her bir gen için Alıcı İşlem Karakteristiği (ROC) eğrisi 

oluşturulmuştur. ROC eğrisi analizi, R dilinin pROC paketi kullanılarak yapıldı (Robin, 

Turck, Hainard, Tiberti, Lisacek, Sanchez ve Müller, 2011). Sonuçların ROC eğrisi 

çizilerek AUC (ROC eğrisi altında kalan alan) değerleri belirlendi. AUC değeri 1 ila 0 

arasında değişmekte, ilgili adayın duyarlılık ve özgüllük kabiliyetinin ölçüsünü 

belirtmektedir. AUC değeri 1’e ne kadar yakın ise adayın özgünlüğü ve duyarlılığı 

oldukça güvenilebilir anlamına gelmektedir (Hoo, Candlish ve Teare, 2017). 

 

 

 

3.4. Veri Toplama Süreci 

Çalışmada kullanılan bütün veriler dijital ortamdan elde edilmiştir. Çalışma in 

siliko olarak gerçekleştirilip, cBioportal, R, RStudio ve RTCGA gibi biyoinformatik 

tabanlı platformlardan yararlanılarak gerçekleştirildi.  
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3.5. Deneysel Kurgu 

 

 

 

                              Şekil 3.1. Çalışmanın akış diyagramı 

 

3.6. İstatistiksel Analiz 

 

Çalışmada, regülatör genlerin GBM ve LGG vakaları arasındaki farkın 

istatistiksel olarak tespiti için R ortamında “rstatix” paketinden faydalanılarak “Wilcoxon 

İşaretli Sıra testi” tabanlı istatistiksel analiz gerçekleştirildi. Wilcoxon işaretli sıra testi, 

iki örnek arasındaki farkı istatistiksel olarak ortaya koyan parametrik olmayan bir 

istatistiksel analiz yöntemidir. Hipotezleri test etmek için de sıklıkla kullanılır (Woolson, 

2007). İstatistik sonucu p değeri 0.05’ten küçük olan genler anlamlı olarak kabul edildi.  
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3.7. Etik Onay 

 

Yukarıda belirtilen sebeplerden ötürü, bu tez çalışmasında etik onaya ihtiyaç 

duyulmamıştır. 

 

3.8. Araştırmanın Sınırlılıkları 

 

Glioma bir beyin kanseri türü olduğundan ve glioma hastalarının tümünden beyin 

doku örneği alınamamasından kaynaklı olarak verilerin az olması araştırmanın 

sınırlılıkları içerindedir. Örnek sayılarının fazla olması sonuçların güvenilirliklerini 

artırarak standart sapmasını düşürür. Araştırmaya dahil edilen, 166 GBM, 530 LGG 

verileri diğer kanser vakalarına göre nispeten daha düşük sayıda veriyi kapsamaktadır.  
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BULGULAR 

 

Biriken bulgular, hücresel süreçlerde ve kanser patolojisinde epitranskriptome 

yollarının, özellikle m6A'nın önemli işlevlerini vurgulamaktadır. Son çalışmalar, m5c ve 

m1a modifikasyonlarının homeostaz ve hastalık gelişiminde de kritik roller oynadığını 

ortaya koymuştur. Epitranscriptome yolaklarının kanser prognozu ile ilişkisini 

anlamlandırmak üzere, merkezi sinir sisteminin malignitesinin %81'ini oluşturan 

gliomlar, beyin tümörleri odaklanmak için uygun tümör tipleridir. GBM'nin 

epitranskriptom perspektifinden LGG ile karşılaştırılmasının GBM'nin bu karmaşık ve 

agresif doğasının altında yatan mekanizmaya ışık tutabileceğini varsaydık.  

 

4.1. GBM ve LGG'de m6A m5C ve m1A Regülatörlerinin Mutasyon Profili 

 

Epitranskriptom modifikasyonlarından m6A modifikasyonunun, RNA’da en sık 

görülen modifikasyon olduğu bilinmekle beraber kanserde m6a ile birlikte m5c ve m1a 

modifikasyonlarının da kritik ve önemli bir rol üstlendikleri yapılan çalışmalarla gün 

yüzüne çıkarılmaya başladığı, yukarıda daha önce bahsedilmişti. Bu yolaklardaki 

regülatörler yazıcı, silici ve okuyucu olarak 3 kategoriye ayrıldı. m6A yolundaki genler 

şu şekilde sınıflandırıldı: yazarlar: VIRMA, METTL14, METTL3, METTL4, RBM15, 

RBM15B, WTAP, okuyucular: DGCR8, EIF3A, EIF3B, ELAVL1, HNRNPA2B1, 

HNRNPC, SFRS2, YDFTHDC1, YTHDC2DC, YTHDF1, YTHDC2DC1, YTHDF , ve 

siliciler: FTO olarak ALKBH5. m5C yolağında; yazarlar: DNMT1A, DNMT3A, 

DNMT3B, DNMT3L, NOP2, NSUN2, NSUN3, NSUN4, NSUN5, TRDMT1, 

okuyucular: MECP2, UHRF1, siliciler: TET1, TET2 ve TET3, m1A yolu genlerinde, 

yazarlar: HSD17B10, PRORP, TRMT10C, TRMT6, TRMT61B, siliciler: ALKBH1 ve 

ALKBH2 şeklinde sınıflandırıldı. Bu doğrultuda ilk olarak, cBioPortal veri tabanının 

“oncoprint” sekmesi kullanılarak, 5 farklı glioma çalışmasının içerdiği toplamda 3144 

örnek ile m6A, m5C ve m1A regülatörlerinin detaylı mutasyon tiplerini ve frekanslarının 

dağılımını gösteren oncoprintler oluşturuldu. Genel olarak karşılaştırıldığında, m5C 

(%11) ve m6A (%8) yolak regülatörlerinin, m1A (%2) yolak regülatörlerinden daha 

yüksek mutasyon sıklığına sahip olduğu gözlemlendi. m6A yolağında nispeten yüksek 

genetik değişim gösteren genler EIF3B, ELAVL1 ve EIF3A olarak karşımıza çıktı ve 

oranları sırasıyla %1,4, %1,2 ve %1.1 idi. M5C yolağında, görece yüksek oran sergileyen 
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genler, NOP2'de %3, DNMT3A'de %1,9, DNMT3B'de%1,8 iken m1A yolağında 

HSD17B10 ve ALKBH2 genlerinde sırasıyla %0,9 ve %0.7 şeklindeydi (Şekil4.1.1.).  

 

Şekil4.1.1. m6A, m5C ve m1A Regülatörlerinin Gliomalarda Görülen 

Mutasyonları 
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Ardından, regülatör genlerin, evre II Diffüz Glioma (DG), Diffüz Astrositom 

(DA), Astrositom (ACT), Oligodenrdoglioma (OD) ve Oligoastrositom (OA), evre III 

Anaplastik Astrositom(AA), Anaplastik Oligodenroglioma (AO) ve evre IV 

Glioblastoma Multiforme(GBM) gibi farklı glioma vakalarında gerçekleşen genetik 

değişimler ve mutasyon frekans analizi, bar çubuk grafiği şeklinde cBioportal veri 

tabanında oluşturuldu (Şekil 4.1.2.). Şekil 4.1.2.’de görselleştirildiği üzere, m6A 

regülatörlerinden EIF3A ve RBM15B genlerinde sıklıkla deep delesyondan kaynaklanan 

değişim gözlemlendi bununla birlikte ELAVL1, HNRNPA2B1, HNRNPC, SRSF2 ve 

YTHDF3 genleri için ağırlıklı olarak amplifikasyondan kaynaklı mutasyonlar 

gözlemlendi.  m6A regülatörlerinde en düşük değişim gözlenen genler ise YTHDC2 ve 

ALKBH5’idi. m6A regülatör genlerinde gözlemlenen değişimlerin tümü ele alındığında 

en sık, amplifikasyon, deep deleson ve mutasyon değişimleri sırasıyla %26,19, %16,49 

ve%16,29 oranlarında gözlemlendi (Şekil 4.1.2.A).  

 

M5C regülatörlerinde en yüksek genetik değişim skorunu NOP2 geni %3 oranı ile 

gösterdi (Şekil 4.1.1.). Hemen arkasında, DNMT3A ve DNMT1 genleri, sırasıyla %1,9 

ve %1,8'lik bir skorla yüksek değişim sergileyen m5C düzenleyicileri arasındaydı. Şekil 

4.1.1. ve şekil 4.1.3. bir bütün olarak ele alındığında, m5C düzenleyicileri arasında DNA 

düzeyi varyasyonu en düşük olan genlerin NSUN4 ve TET3 genleri olduğu gözlendi. Ek 

olarak, NOP2, TRDMT1, MECP2 ve UHRF1 genlerindeki değişikliklerin 

amplifikasyondan, DNMT3A/B, TET1/2/3 genlerindeki değişikliklerin ise mutasyondan 

kaynaklandığı gözlendi (Şekil 4.1.2). m5C regülatör genlerinde görülen genetik 

değişimlerin dağılımına bakıldığında, biraz daha fazla mutasyon olmakla beraber 

mutasyon ve amfipikasyonun genel olarak görüldüğü not edildi (Şekil 4.1.2.B). M6A ve 

m5C yolaklarına göre nispeten daha az genetik değişim gösteren m1A yolak 

regülatörlerinde en yüksek oran %0,9 ile HSD17B10 geninde en düşük oran %0,2 oran 

ile ALKBH1 geninde görüldü. m1A regülatörlerinde görülen genetik değişimlerin nedeni 

sırasıyla önce amplifikasyondan daha sonra deep delesyondan ve mutasyondan 

kaynaklandığı gözlemlendi (Şekil 4.1.2.C). M6A, m5C ve m1A yolak regülatör 

genlerinin farklı gliomalarda gerçekleşen genetik değişimleri genel olarak 

değerlendirmek adına, yolakları regülatörlerini birbirinden ayırmadan mutasyon frekans 

analizi gerçekleştirildi (Şekil 4.1.2.D).  
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Şekil 4.1.2. m6A, m5C ve m1A Modifikasyonlarının Alterasyon Frekans Analizi 
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M6A, m5C ve m1A yolaklarındaki regülatör genlerinde genel olarak DNA 

seviyesinde değişime neden olan mutasyon, ampifikasyon, deep delesyon, yapısal 

varyasyon ve birden çok değişim gibi farklı tip değişimler gözlemlendi.  Mutasyon 

tiplerinin farklılığı kadar görülme frekansları da değişiklik gösterdi. Bir diğer önem nokta 

astrositom %33.51oranla en çok anaplastik astrositomun ise %5.03 oranı ile, en az 

alterasyonun görüldüğü glioma türü olarak gözlendi. Evre IV GBM ise %13,97’lik bir 

oran ile beşinci sırada yer alan glioma türü olur iken ilk dört sıradaki glioma türleri evre 

II idi (Şekil 4.1.2.D). 

 

Çalışmamıza, DNA seviyesinde meydana gelen değişimlere ek olarak mRNA’da 

da meydana gelen değişimleri incelemek hedeflendi. Bu hedef doğrultusunda çalışmaya 

sadece GBM ve LGG pan-cancer çalışmaları dahil edildi. 166 GBM vakasında ve 530 

LGG vakasından alınan örnekler ile toplamda 696 örnek ile çalışmalara devam edildi. 

cBioportal veri tabanından faydalanarak önceki değişimlere ek olarak mRNA ekspresyon 

seviyeleri analize dahil edildi. Dikkat çekici bir şekilde, mRNA ekspresyon seviyelerinde 

değişim denkleme katıldığında, neredeyse üç yolaktaki tüm genlerin alterasyon 

frekansının arttığı görüldü. Bu genlerin arasında ilk ve en dikkat çeken gen GBM 

örneklerinde göstermiş olduğu değeri ile m5C yolak regülatör genlerinden DNMT3L 

oldu. Diğer mutasyonlara ek olarak mRNA seviyesinin oldukça azalmış olduğu görüldü 

ve bu değişimin DNMT3L geninin skorunu %85’e çıkardığı gözlemlendi (Şekil 4.1.3.).  
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Şekil.4.1.3. GBM ve LGG Vakalarının Karşılaştırmalı Alterasyon Analizi
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4.2. m6A, m5C ve m1A Modifikasyon Regülatörlerinde Meydana Gelen Genetik 

Değişikliklerle İlişkilendirilen Yolaklar 

 

Genetik değişiklik analizine dayanarak, mRNA seviyesindeki dikkate değer 

değişikliklerin gliomaların saldırganlığı ile ilgili olabileceğini düşünüldü. Bu hipotezi test 

etmek için GBM ve LGG veri setlerini yöntem bölümünde açıklandığı gibi her bir 

epitranskriptom yolu için değiştirilmiş ve değiştirilmemiş olarak iki gruba ayırdık. 

Değiştirilmiş grupta incelenen yolun en az bir üyesinde genetik değişiklik olan hastaların 

transkriptom verilerini dahil ettik. Değiştirilmemiş grup, araştırılan yolda genetik bir 

değişiklik olmayan hastaların transkriptom verilerinden oluşturuldu. Değiştirilmiş ve 

değiştirilmemiş gruplar arasında farklı şekilde ifade edilen genler, cBioPortal veri 

tabanından alındı. m6A modifikasyonu için cBioportal’dan alınan verilerin p değeri ve 

kat değişim (FC) eşikleri olmadan, GBM veri setinde 19.615 gen (değiştirilmiş gruplarda 

8.453 ve değiştirilmemiş gruplarda 11.162) ve LGG veri setinde 20.035 gen 

(değiştirilmişlerde 9.842 ve değiştirilmemiş gruplarda 10.193) içermekteydi. GBM veri 

setinde m5C yolu için değiştirilmiş 7.582 gen ve değiştirilmemiş gruplarda 11.684 gen, 

LGG veri setinde aynı yol için değiştirilmiş ve değiştirilmemiş gruplarda sırasıyla 10.121 

ve 9.922 gen tanımlandı. M1A yolağında ise GBM veri setinde değiştirilmiş ve 

değiştirilmemiş gen sayıları 8.988 ve 10.499, LGG veri setinde, değiştirilmiş gruplarda 

9.581 gen ve değiştirilmemiş gruplarda 10.432 gen idi. İndirilen transkriptom verilerinin 

p değeri <0.05 ve |FC|> 1.5 değerleri ile filtrelenmesi sonucunda, GBM veri setinde m6A 

yolu için değiştirilmiş 28 gen ve değiştirilmemiş grupta 207 gen ve LGG veri seti için 

175 değiştirilmiş ve 550 değiştirilmemiş gruplarda yukarı regüle edilmiş genler olarak 

belirlendi. GBM ve LGG veri kümelerindeki m5C yolu için filtrelenmiş yukarı regüle 

edilmiş genlerin sayısı şu şekildeydi: sırasıyla 57 değiştirilmiş ve 374 değiştirilmemiş ve 

84 değiştirilmiş ve 282 değiştirilmemiş. m1A yolu için GBM veri setinde değiştirilmiş 

olarak 65 ve değiştirilmemiş olarak 313 gen tespit edilirken, LGG veri kümelerinde 

değiştirilmiş 39 ve değiştirilmemiş 244 gen önemli yukarı regüle edilmiş olarak bulundu. 

 

Daha sonra, her bir yol için değiştirilmiş ve değiştirilmemiş gruplardaki yukarı 

regüle edilmiş genler GO biyolojik proses (BP) teriminin ve KEGG yollarının 

zenginleştirilmesi gerçekleştirildi. M6A modifikasyonunun GBM vakalarında, 

morfogenez, gelişme, farklılaşma ve transsinaptik sinyalleşme ile ilgili BP'ler 
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değiştirilmiş grupta zenginleşirken, hücre-hücre yapışması, nörotransmiter taşınması, 

nöral öncü hücre proliferasyonu ve aksonogenez ile ilgili BP terimleri değişmemiş grupta 

zenginleştiği görüldü (Şekil 4.2.1.A). M6A yolağının LGG veri setinde ise, embriyonik 

iskelet gelişimi/morfogenezi, ön/arka patern spesifikasyonu ve embriyonik uzuv/apendaj 

morfogenezi ile ilgili BP'ler değiştirilmiş grupta zenginleştirilirken, değiştirilmemiş grup 

için membran potansiyeli regülasyonu, kimyasal sinaptik iletim/sinyalleme modülasyonu 

ve nörotransmiter taşıma/salgılama terimlerinin zenginleştiği tespit edildi (Şekil 4.2.1B). 

 

LGG veri setinde değiştirilmiş ve değiştirilmemiş m5C modifikasyon grupları için 

benzer BP terimleri zenginleştiği gözlemlendi. Öte yandan, GBM veri setindeki 

değiştirilmiş m5C grubundaki zenginleştirilen terimler, DNA replikasyonu, mitotik hücre 

döngüsü, G1/S faz geçişi, çift sarmal kopma onarımı ve notokord gelişimi olarak ortaya 

çıktı (Şekil 4.2.1A). GBM vakalarında m5C modifikasyonunun değiştirilmemiş grubunun 

BP zenginleştirme sonuçları, hücre dışı matris organizasyonunu, nötrofil aktivasyonunu 

içeren bağışıklık tepkisini ve lökosit göçü terimlerini vurguladı (Şekil 4.2.1A). 

 

Ayrıca GBM veri seti için, M1A yolunun değiştirilmiş grubunda, viral 

transkripsiyon, translasyon başlatma, rRNA işleme ve ribozomal alt birim biyogenez BP 

terimlerinin zenginleştiği görüldü. Değiştirilmemiş gruptakiler ise kimyasal sinaptik 

iletimi, sinaptik sinyalleşmeyi, ECM organizasyonu, sinaps organizasyonu, glutamat 

reseptörü sinyal yolunu ve akson rehberliğini BP’lerini içermekteydi (Şekil 4.2.1.A). 

M1A yolağının LGG veri setindeki değiştirilmiş grup için zenginleştirilmiş terimler, bağ 

dokusu/kıkırdak gelişimi, beslenme davranışı, hücre farklılaşması, ECM organizasyonu, 

DNA bağlanmasının negatif düzenlenmesi iken endopeptidaz aktivitesi ve hücre adezyon 

molekülleri, morfogenez, biliş, vazokonstriksiyon ve embriyonik regülasyonu BP’leri 

değiştirilmemiş grupta gözlemlendi (Şekil 4.2.1.B).  
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Şekil 4.2.1. Gen Ontolojisi Zenginleştirme Analizi 
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GBM ve LGG için epitranskriptom yollarındaki genetik değişikliklerden 

etkilenen süreci daha detaylı incelemek adına her yol için KEGG analizi yapıldı (Şekil 

4.2.2). Küçük akciğer kanseri, GBM veri setindeki değiştirilmiş m6A düzenleyici grubu 

için tek zenginleştirilmiş yol olduğu görüldü. Buna karşın, değiştirilmemiş grupta PD-L1 

ekspresyonu ve nöroaktivit ligand-reseptör etkileşim yolları dikkat çekti. Sistematik 

lupus eritematöz, alkolizm ve nötrofil hücre dışı tuzak oluşumu gibi çeşitli 

zenginleştirilmiş yollar, GBM veri setindeki değiştirilmiş m5C ve m1A yolak grupları 

arasında benzer olarak tespit edildi (Şekil 4.2.2.A).  Ek olarak, GBM veri setinde sitokin-

sitokin reseptörü, hematopoietik hücre soyu, sıtma ve TNF/IL-17/JAK-STAT/AGE-

RAGE sinyal yolları, değiştirilmemiş m5C modifikasyon grubu için zenginleştiği 

görüldü. m1A modifikasyonunun değiştirilmemiş grubu için ise, ECM reseptör 

etkileşimi, aldosteron sentezi/salgılaması, glutamaterjik/GABAerjik sinaps ve 

kalsiyum/oksitosin sinyali terimlerinin zenginleştiği not edildi (Şekil 4.2.2A).   

 

LGG örnekleri için, kanserde transkripsiyonel yanlış düzenleme, protein sindirimi 

ve absorpsiyonu, T-hücresi lösemi virüsü enfeksiyonu, astım, diyabetik komplikasyonlar, 

inflamatuar kese hastalığı, greft-konak hastalığı ve leishmaniasis, değiştirilmiş m6A 

düzenleyicileri grubunda zenginleştirilmiş KEGG yollarıydı. Zenginleşen protein 

sindirimi ve emilimi, kanserde proteoglikanlar ve osteoklast farklılaşması KEGG yolları, 

değiştirilmiş m5C düzenleyicileri grubu için tanımlanandı. Ek olarak, protein sindirimi 

ve absorpsiyonu, değiştirilmiş m1A düzenleyicileri grubundaki tek zenginleştirilmiş 

KEGG yolu olarak belirlendi. LGG veri setinde m6A, m5C ve m1Amodifikasyonlarının 

değiştirilmemiş grupları için, nöroaktivite ligand-reseptör etkileşimi, nikotin bağımlılığı, 

cAMP/kalsiyum sinyal yolu ve insülin salgılanması KEGG yolları benzer olarak elde 

edilen sonuçlardı (Şekil 4.2.2B). 
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Şekil 4.2.2. KEGG Analizi
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        Zenginleşen yolakları ve terimleri keşfetmek için son olarak her grup için GSEA 

analizi yapıldı (Şekil 4.2.3.). GSEA sonuçlarında elde edilen yolakların GO ve KEGG 

yolu zenginleştirme analizleri ile tutarlı olduğu görüldü. GO analizinde belirlenen 

kimyasal sinaptik iletim, nörotransmiter taşıma ve sinaptik sinyalleşme terimleri ile 

GSEA sonuçlarında görülen sinyalleşmenin düzenlenmesi, hücre iletişiminin 

düzenlenmesi terimleri, değiştirilmemiş GBM numune gruplarında dikkate değer 

örtüşmeler gösterdi. Benzer şekilde, hücre döngüsü ile ilgili zenginleştirilmiş KEGG 

yolları ile mitotik hücre döngüsünün G2/M geçişi, histon bağlanması terimleri 

değiştirilmiş GBM grupları için hücre kontrol noktası gibi GSEA terimleriyle paralel 

olduğu görüldü (Şekil 4.2.3A). Değişmiş LGG grupları için, gelişim, morfogenez ve 

ön/arka model spesifikasyonu, GO ve GSEA arasında benzer terimler arasında 

gözlemlendi. Sinaps organizasyonu, taşımanın düzenlenmesi ve hücre-hücre sinyalleşme 

terimleri, değiştirilmemiş LGG örnek grupları için GO ve GSEA analizinde ortak olarak 

zenginleştiği görüldü (Şekil 4.2.3.B).  

 

Genel olarak, zenginleştirmelerdeki birkaç ortak unsura rağmen, GBM ve LGG 

veri kümeleri için m6A, m5C ve m1A yolaklarındaki genetik değişikliklerin farklı etkileri 

dikkat çekiciydi. 
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Şekil 4.2.3. GSEA Analizi
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4.3. GBM ve LGG'de İncelenen Genlerin Potansiyel Diagnostik ve Prognostik 

Değerleri 

 

GBM ve LGG örnekleri arasındaki epitranskriptom yolak düzenleyicilerinin 

ekspresyon seviyelerinin ayrım gücünü değerlendirmek için PCA analizi gerçekleştirildi. 

İlk olarak m6A, m5C ve m1A yolak regülatörlerinin birleştirilmesiyle elde edilen 43 

genin PCA analizi gerçekleştirildi (Şekil 4.3.1). LGG ve GBM örnekleri arasında kısmi 

bir ayrım, ana bileşenlerin yetersiz ayrım gücünün altını çizdi (PC1: %19,2, PC2: %15,9) 

(Şekil 4.3.1A). Ek olarak, m6A, m5C ve m1A yolaklarının ayırma gücü ayrı ayrı 

değerlendirildi (Şekil 4.3.1.B-D). GBM ve LGG örneklerinin dağınık dağılımı, m6a için 

%38,5 (Şekil 4.3.1.B), m5C için %41,9 (Şekil 4.3.1.C) ve m1A için %68,4 (Şekil 4.3.1.C) 

gibi nispeten düşük PC değerleri gösterdi. GBM ve LGG örnekleri, en ayrı şekilde m1A 

yolu regülatörleri tarafından kümelendiği not edildi. 

 

Şekil 4.3.1. PCA Analizi
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TCGA'dan alınan verilerin 166 GBM ve 530 LGG örneği içerdiği yukarıda 

belirtilmişti. Bu regülatörlerin RNA ekspresyon seviyelerini her yolak için GBM ve LGG 

vakalarındaki seviyelerini karşılaştırmak için wilcoxon işaretli sıra testi istatistiksel analiz 

gerçekleştirildi (Şekil 4.3.2). m6A yolu için, 21 genden 14 genin ekspresyon seviyeleri, 

LGG ve GBM vakaları arasında istatistiksel olarak önemli ölçüde anlamlı sonuç verdi. 

ALKBH5, EIF3B, ELAVL1, METTL4, SRFS2, WTAP, YTHDF2 ve YTHDF3 genleri 

GBM hastalarında yukarı regüle edilirken, EIF3A, FTO, METTL14, VIRMA, YTHDC1 

ve YTHDC2 genleri LGG veri setinde yukarı regüle edilmiştir (Şekil 4.3.2.A). m5C 

modifikasyonunda görevli DNMT3A, DNMT3B, NOP2, NSUN3, NSUN4 ve NSUN5 

genleri GBM vakalarında yukarı regüle edilirken ve MECP2, TET1, TET2 ve TET3 

genlerinin LGG vakalarında istatistiksel olarak yukarı regüle edildiği tespit edildi (Şekil 

4.3.2.B). m1A yolunda, ALKBH1, HSD17B10, PRORP, TRMT10C, TRMT6 ve 

TRMT61B, GBM hastalarında istatistiksel olarak anlamlı şekilde yukarı regüle edilmiş 

olarak tanımlandı.  
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Şekil 4.3.2. GBM ve LGG Vakalarında m6A, m5C ve m1A Regülatörlerinin mRNA Seviyelerinin İstatistiksel Olarak Belirlenmesi 
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Ardından, regülatörlerin RNA seviyelerinin GBM ve LGG vakalarında 

diferansiyel olarak farklarını tespit etmek için limma analizi gerçekleştirildi. Limma 

analizi sonucunda, |FC| > 1.5 olan genler diferansiyel olarak farklı eksprese edilen genler 

olarak seçildi. Sonuç olarak, LGG ve GBM numuneleri arasında m6A yolunda (EIF3a ve 

WTAP) 2 farklı şekilde eksprese edilmiş gen ve m5C yolunda (DNMT3A, DNMT3B, 

NSUN5 ve TET1) 4 gen ile sonuçlandı (Tablo 4.3.1).  

 

Tablo 4.3.1.  Limma Analiz sonuçları 

 

Genes LogFC p Değeri Modifikasyon 

EIF3A -1.0209E+14 4.0043E-78 m6A 

WTAP 0.91213978689173 1.2409E-52 m6A 

YTHDC1 -0.5629194278382 7.0639E-66 m6A 

METTL4 0.51165364202825 2.2591E-15 m6A 

FTO -0.4998752362495 9.1253E-21 m6A 

SRFS2 0.48000622009415 1.0921E-38 m6A 

YTHDF2 0.47731064713406 8.5116E-31 m6A 

METTL14 -0.2992523089408 5.9197E-01 m6A 

YTHDC2 -0.2871776756113 1.3190E+00 m6A 

EIF3B 0.16898056054660 1.1442E+08 m6A 

YTHDF3 0.15658775649821 1.2214E+07 m6A 

VIRMA -0.1396326375290 1.2853E+08 m6A 

METTL3 -0.0958541364026 0.006679619664 m6A 

DGCR8 -0.0890538497689 0.005354056264 m6A 

HNRNPA2B1 -0.0773019489474 0.000620909897 m6A 

ELAVL1 0.07320562155620 0.000466913505 m6A 

HNRNPC 0.06603536443369 0.004055891682 m6A 

ALKBH5 0.06123882498655 0.045659790139 m6A 

RBM15B -0.0533088149364 0.076944346225 m6A 

YTHDF1 0.04943918826647 0.048731236237 m6A 

RBM15 0.03885098956347 0.336996916472 m6A 

TET1 -1.4965E+13 4.4393E-37 m5C 
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Tablo 4.3.1.  Limma Analiz sonuçları (Devam) 

 

NSUN5 0.777066958522971 2.6770E-07 m5C 

DNMT3B 0.7191070039121 3.6356E-18 m5C 

DNMT3A 0.668790741672309 7.0833E-35 m5C 

NSUN4 0.562280966459744 5.6683E-28 m5C 

TET3 -0.499973008916138 7.3823E-19 m5C 

TET2 -0.48260006062648 7.4838E-11 m5C 

MECP2 -0.481063877278803 1.4810E-26 m5C 

NSUN3 0.319472010135492 9.0534E-03 m5C 

NOP2 0.275254254331735 1.3901E+02 m5C 

DNMT1 0.194687828381806 3.2005E+05 m5C 

DNMT3L 0.17605518504205 0.0001863715448931 m5C 

UHRF1 0.088879556647636 0.287880322527667 m5C 

NSUN2 0.082726583008408 0.0024967184527808 m5C 

TRDMT1 0.077350903159578 0.125219897436571 m5C 

ALKBH2 -0.310946032740603 2.9509E-03 m1A 

TRMT61B -0.186677244049918 1.0793E+06 m1A 

HSD17B10 0.155208988127189 3.2604E+03 m1A 

ALKBH1 -0.131548822689105 0.0002846526370283 m1A 

TRMT6 -0.052658925485871 0.128642978200648 m1A 

PRORP 0.0231116875077859 0.501915320727511 m1A 

TRMT10C 0.0181564782498214 0.534763909718379 m1A 

 

 

 

Bir sonraki adım olarak, genel sağ kalım analizi gerçekleştirerek ve Kaplan-Meier 

tahmin yöntemini kullanarak LGG ve GBM'deki analiz edilen genlerin prognostik 

değerleri sorgulandı. LGG ve GBM hastalarının mevcut klinik verilerine dayanarak, 

yüksek veya düşük ekspresyon seviyelerindeki hayatta kalma oranı hesaplandı ve 

istatistiksel olarak anlamlı genler (p-değeri<0.05) GBM ve LGG vakaları için ayrı ayrı 

görselleştirildi (Sırasıyla; Şekil 4.3.3 ve Şekil 4.3.4). GBM veri seti için 14 m6A 

regülatörü, 9 m5C regülatörü ve 4 m1A regülatörünün istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar 
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gösterdiği not edildi (Şekil 4.3.3.). Buna karşılık, LGG veri seti için m6A yolunda 18, 

m5C yolunda 12 ve m1A yolunda 6 gen potansiyel prognostik biyobelirteçler olarak tespit 

edildi (Şekil 4.3.4.).  

 

VIRMA, METTL3, METTL4, EIF3A, HNRNPA2B1, HNRNPC, SRFS2, 

YTHDC1, FTO, NSUN3, NSUN4, TRDMT1, TET2, TET3, PRORP, TRMT6, 

TRMT61B ve ALKBH2 genlerinin yüksek ekspresyonu, GBM hastalarında yaşam 

süresinin uzamasıyla ilişkili olduğu görüldü. Buna karşılık, düşük RBM15B, DGCR8, 

EIF3B, YTHDF2, ALKBH5, DNMT3A, DNMT3B, NSUN2 ve NSUN5 ekspresyon 

seviyelerine sahip hastalarda daha iyi bir genel sağ kalım oranı gözlemlendi (Şekil 4.3.3.). 

LGG hastaları için METTL3, EIF3A, HNRNPC, YTHDC1, FTO, TET1, TRMT10C, 

ALKBH1, ALKBH2'nin yüksek ekspresyonu daha uzun sağ kalım ile ilişkilendirildi. Öte 

yandan METTL14, METTL4, RBM15, RBM15B, WTAP, EIF3B, ELAVL1, 

HNRNPA2B1, SFRS2, YTHDC2, YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3, DNMT1, DNMT3A, 

DNMT3B, DNMTL3, NOP2, SUN3, SUNMTL3, NOP2, NSUN3, NSUN5, MECP2, 

UHRF1, HSD17B10, PRORP ve TRMT6 genleri daha iyi prognoz ile korele olduğu 

göründü (Şekil 4.3.4.).  

METTL3, EIF3A, HNRNPC, YTHDC1 ve ALKBH2 genlerinin yüksek 

ekspresyon seviyeleri ve RBM15B, EIF3B, YTHDF2, DNMT3A, DNMT3B, NSUN2 ve 

NSUN5 genlerinin düşük ekspresyon seviyeleri hem GBM hem de LGG hastalarında 

daha uzun sağ kalım ile ilişkilendirildi. Ters bir eğilim olarak, GBM hastalarında 

METTL4, HNRNPA2B1, SRFS2, NSUN3, NSUN4, PRORP ve TRMT6 genlerinin 

yüksek ekspresyonu ve bu genlerin LGG örneklerinde düşük ekspresyonu, hastalıkların 

daha iyi prognozu ile ilişki olduğu tespit edildi. Ayrıca VIRMA, TRDMT1, TET2, TET3, 

TRMT61B, DGCR8 ve ALKBH5 genleri GBM'de potansiyel prognostik biyobelirteçler 

olarak bulunurken LGG'de bulunmadı. Buna karşılık, FTO, TET1, TRMT10C, ALKBH1, 

METTL14, RBM15, ELAVL1, YTHDC2, YTHDF1, YTHDF3, DNMT1, DNMT3L, 

NOP2, MECP2, UHRF1, HSD17B10 genleri, LGG prognozunun varsayılan 

biyobelirteçleri olarak öne çıktı.  

 

Elde edilen sonuçlar, GBM ve LGG'de prognostik biyobelirteçler olarak m6A, 

m5C ve m1A yolu genlerinin kullanımını güçlü bir şekilde destekledi. 
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Şekil 4.3.1 GBM vakalarında Regülatörlerin Genel Hayatta Kalma Analizleri 
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Şekil 4.3.2. LGG vakalarında Regülatörlerin Genel Hayatta Kalma Analiz



40 

4.4. Aday Biyobelirteç Genleri Değerlendirmek için ROC Analizi 

 

Tanımlanan genlerin diagnostik değeri hakkında daha fazla kanıt sağlamak için, 

istatistiksel olarak anlamlı diferansiyel olarak farklı eksprese olan genler ve genel hayatta 

kalma analizinde ortak olarak bulunan altı gen (WTAP, EIF3A, DNMT3A, DNMT3B, 

NSUN5 ve TET1) için ROC analizi yapıldı. 6 genin tanısal değerinin tahmin doğruluğu, 

ROC eğrisi altında kalan alan %95 güven aralığı (CI) ile hesaplanarak değerlendirildi 

(Şekil 4.4.1). EIF3A ve TET1 genleri, sırasıyla 0.9208 ve 0.8695 AUC değerleri ile 

tanısal bir biyobelirteç olarak kullanılmak üzere yüksek potansiyel sergiledi (Şekil 4.4.1). 

 

 Şekil 4.4.1. ROC Analizi
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TARTIŞMA 

 

 

GBM, kötü prognoz ve yüksek agresiflik ile karakterize bir derece IV gliomadır 

(Iacob ve Dinca 2009).  Diğer bir merkezi sinir sistemi kanseri olan LGG, daha iyi bir 

prognoz sergileyen derece I, II ve III gliomlar grubudur Wijnenga, French, Dubbink, 

Dinjens ve van den Bent, 2018). Bununla birlikte, çalışmalar, LGG'li hastalarda tanıdan 

sonraki 5-10 yıl içinde GBM geliştirme riski olduğunu bildirmiştir (Pouratian ve Schiff, 

2010). Bu nedenle, kapsamlı bir hesaplama analizi yaparak GBM ve LGG'nin 

ilerlemesinin altında yatan moleküler mekanizmaları aydınlatmak, mevcut merkezi sinir 

sistemi kanserleri anlayışımızı genişletmek için çok önemlidir. Bu doğrultuda kanser 

patogenezinde epitranskriptom yolaklarındaki değişiklikleri açıklamaya yönelik birçok 

çalışma yapılmıştır (Han ve Choe, 2021; Lian, Wang, Zhu, Ma ve Jin, 2018). Bu çalışma, 

GBM ve LGG veri kümelerinde m6A, m5C ve m1A epitranscriptome yolaklarının 

ayrıntılı bir araştırmasını sunar. 

 

Bu çalışmada ilk olarak sırasıyla amplifikasyon, mutasyon ve deep delesyon 

olarak saptanan m6A, m5C ve m1A yolağı regülatörleri için farklı agresiflik düzeylerinde 

bulunan gliomaların mutasyon tipleri ve frekansları incelenmiştir. m5C 

modifikasyonunun regülatörlerinde en yüksek değişim sıklığının görülmesi, bir başka 

kayda değer bulguydu. Ek olarak, ilgili tüm epitranskriptom yolak genlerinde meydana 

gelen mutasyonlar ele alındığında, evre II gliomaların (ACT, OA, DG ve OD) diğer 

seviyelerdeki gliomalardan daha çok mutasyona uğradığı saptandı (Şekil 4.1.5). 

Sonuçlarımız, GBM ve LGG örnekleri için m6A, m5C ve m1A düzenleyicilerinde yüksek 

oranda genetik değişiklik olduğunu vurgulayarak önceki çalışmaları doğruladı (Anita, 

Paramasivam, Priyadharsini ve Chitra, 2020). Artan epitranskriptom çalışmaları, m6A, 

m5C ve m1A epitranskriptom yolak regülatör genlerin anormal ekspresyon seviyelerinin 

kanser hücrelerinin prognoz, metastaz ve proliferasyon gibi kritik proseslerle yakından 

ilişkili olduğu vurgulamıştır (Liu, Ouyang, Zhan, Yin, Liu, Tan ve  Yin, 2022; Wu, Chen, 

Liu, Tang ve Zhou, 2021). Bu bağlamda çalışmamızda, m6A, m5C ve m1A yolakların 

regülatörler genlerinde saptanan değişik mutasyon frekansları, farklı evrelerdeki 

gliomalar ile ilişkilendirilebileceği düşünüldü. 
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GBM ve LGG veri setlerinde mutasyon tiplerinin yanı sıra mRNA ekspresyon 

seviyelerini de dahil ettik. Analizde mRNA ekspresyon seviyeleri dikkate alındığında tüm 

genlerin genetik değişiklik frekansları arttığı not edildi (Şekil 4.1.6.). Bu nedenle, genetik 

değişikliklerin önemli katkılarından biri olarak m6A, m5C ve m1A modifikasyon 

regülatörlerinin mRNA seviyelerine odaklandık. Bu analizde sadece pan-cancer veri 

setlerini içerdi ve sonucunda, m5C regülatörlerinin diğer iki yolağa göre daha yüksek 

alterasyon frekansına sahip olduğu görüldü. Asıl ilginç olan, analize mRNA ekspresyon 

seviyeleri dahil edildiğinde tüm genlerin frekanslarının hem GBM hem LGG 

örneklerinde artmasının yanı sıra, tüm regülatör genlerin arasında DNMT3L geninde 

görülen yükselmenin GBM vakalarında 0.4%’den 85%’e fırlaması oldu (Şekil 4.1.6.).  

DNMT3L (DNA metil transferaz 3 benzeri) geni m5C yolağının bir üyesidir ve yazıcı 

proteinler arasında yer alır. Metil transferazlar DNA, RNA ve protein gibi moleküllere 

metil grubunu katalizleme özelliğine sahip proteinlelerdir. Bununlardan DNMT3 ailesi 

ek olarak de novo metil gruplarını da ekleyebilmektedir, fakat DNMT3L katalitik olarak 

aktive olmadığı için tek başına de novo metilasyon gerçekleştirememektedir (Tzelepi, 

Logotheti, Efstathiou, Troncoso, Aparicio, Sakellakis ve Zolota, 2020). Daha önceki 

kanser çalışmalarında, DNMT3L geninin ekspresyon seviyesinin, tümör evresine ve 

agresifliğiyle doğru orantılı olarak arttığı rapor etmişti (Subramaniam, Thombre, Dhar ve 

Anant, 2014; Tzelepi, Logotheti, Efstathiou, Troncoso, Aparicio, Sakellakis ve Zolota, 

2020; Yang, Wu, Zhang, Sun, Li ve Huang, 2019). Literatürde bulunan bulgular ışığında, 

Şekil 4.3.4.’te görselleştirilen hayatta kalma analizlerimiz ile örtüştüğü, fakat Şekil 

4.1.6.’da şematize edildiği üzere GBM vakarlında DNMT3L geninin düşük seviye 

ekspreyonun görülmesi ile çakıştığı söylenebilir. Ek olarak, Şekil 4.3.2’de DNMT3L 

geninin GBM ve LGG örneklerinde karşılaştırılmasının sonucu istatistiksel olarak 

anlamlı bir çıkmadığının altı çizmekte fayda var. DNMT3L geninin GBM’de görülen 

düşük ekspresyon seviyesi, analizde kullanılan pan-cancer data setinden kaynaklı 

olabileceği ya da DNMT3L geninin ilişkili olduğu farklı gen grupları olabileceğini 

düşündürttü. Sonuçlar doğrultusunda, DNMT3L geninin gliomalarda farklı bir yol izliyor 

olma ihtimalinin olabileceği düşünüldü.  

 

Bir adım daha atarak, m6A, m5C ve m1A regülatörlerinin hücredeki hangi 

prosesleri etkilediğini detaylı araştırmak adına, GO, KEGG ve GSEA analizleri 

gerçekleştirildi. Üzerinde çalıştığımız GBM ve LGG veri setlerinin transkriptomik 
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verileri cBioportaldan ekstrakte edildi ve detaylı inceleme için değiştirilmiş ve 

değiştirilmemiş olarak 2 gruba ayrıldı. İlginç bir şekilde, sonuçlarımız, GBM 

örneklerinde bu 3 yolağın değiştirilmiş ve değiştirilmemiş grupları dahil olmak üzere, 

birbirlerinden farklı biyolojik prosesleri etkilediği gösterdi (Şekil4.2.1). Bu sonuçlar, GO, 

KEGG ve GSEA analizlerinde de benzerdi (Şekil4.2.2., Şekil4.2.3.). Kısa bir örnek 

olarak, GBM veri setinde embriyonik morfogenez ve embriyonik gelişim GO terimleri 

m6A değiştirilmiş gruplarında zenginleşti. Buna karşın, m6A’nın değiştirilmemiş 

grubunda, nörötransmiter ve iyon transport terimleri, m5C’nin değiştirilmemiş grubu 

ECM organizasyonu ve immün yanıt terimleri, m1A’nın değiştirilmemiş grubunda rRNA 

prosesi ve ribozomal altbrim biyogenezi terimleri zenginleşti (Şekil4.2.1.). m6A, m5C ve 

m1A yolaklarının gliomalarda farklı prosesleri etkiledikleri bulgumuz, yapılan önceki 

çalışmalarla tutarlı olduğu görüldü (Guan, He, Su ve Zhou, 2021; Sun, Gong, Shang, 

Chen ve Hu, 2021; Wang, Wu, Tu, Tao, Hu, Li ve Huang, 2020). Dahası, LGG veri 

setinde, m6A ve m5C yolaklarının GO zenginleştirme analizinde benzerliği şaşırtıcıydı. 

Literatürde yer alan önceki çalışmalar LGG örneklerinde, m6A yolağı için, ECM 

organizasyonu, hücre adezyonu, iyon kanalları aktivitesi ve nörotransmiter aktivite 

terimlerinin GO analizlerinde zenginleştiğini rapor etmiş (Ma, Liu, Zhang, Ning ve Qu, 

2021, Zheng, Wang, Qiu, Wang, Yu, Zhou ve Jiang, 2021). Bununla birlikte TCGA ve 

CGGA veri tabanlarından toplanan LGG örnekleriyle gerçekleştirilen bir çalışma, GO 

analizi sonucunda T hücre aktivasyonu, lökosit migrasyonu ve hücre-hücre adezyon 

terimlerinin m5C yolağında zenginleştiğini rapor etti (Li ve Meng, 2021). Çalışmamızda, 

LGG verilerinin GO zenginleştirme analiz sonuçlarının önceki çalışmalar ile, m6A ve 

m5C yolaklarında ortak olan nörötransmiter aktivite, ECM organizasyonu ve kimyasal 

sinaptik aktarımı terimleri ile örtüştüğü, aksine kavrama, embriyonik gelişim ve 

embriyonik morfogenez terimleri ile uyumlu olmadığı görüldü. Bunlara ek olarak 

zenginleştirme analizlerimiz, m1A yolağının genel olarak rRNA bağlanması, ribosozom, 

cAMP sinyali ve glutamatergic sinyali gibi hücrenin temel biyolojik prosesleriyle 

ilişkilendiğini gösterdi. Sun ve arkadaşlarının, m1A RNA metilasyonunun gliomaların 

malignitesine katkıda bulunduğunu gösteren bir çalışmasının sonuçları, çalışmamızda 

m1A yolağı için gerçekleştirdiğimiz GO, KEGG ve GSEA zenginleştirme sonuçlarımızla 

örtüştü (Sun, Gong, Shang, Chen ve Hu, 2021). Genel olarak, m6A, m5C ve m1A 

yolaklarının zenginleştirme analizleri için, çeşitli sinyal yolakları (glutamatergic, 

GABAergic, cAMP, Kalsiyum, IL-17, Jak-stat, TNF sinyali), sitokin-sitokin etkileşimleri 

ve sekresyon ile ilişkili mekanizmaları değiştirilmemiş gruplarda, hücre adezyonu, 
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morfogenez, büyüme ve hücre döngüsü ile ilişkili prosesleri değiştirilmiş gruplarda 

zenginleştiği görüldü. İlginç olarak, m6A yolak KEGG analizlerinde Astım, 

Leishmaniasis, graft-host hastalığı ve inflamatuar bağırsak rahatsızlığı gibi hastalıkların 

zenginleşmesi dikkat çekti (Şekil4.2.2.). m6A modifikasyonu ile yumurtalık kanseri 

arasında ki ilişkinin araştırıldığı yakın tarihli bir çalışma, bulgularımızı destekler nitelikte 

olarak, m6A yolağında graft-host hastalığı, allogreft uyuşmazlığı ve astım hastalıklarının 

zenginleştiğini rapor etti (Zhang, Liu, Guo, Hong, Ji ve Ren, 2021).  

 

Çalışmanın bir sonraki basamağında, GBM ve LGG örneklerinde m6A, m5C ve 

m1A yolak regülatör genlerinin diagnostik değerlerini belirlemek için gen ekspresyon 

seviyeleri karşılaştırıldı.  Uygulanan karşılaştırmalı analiz sonucunda, m6A, m5C ve 

m1A yolaklarında görev alan genlerin çoğu, (ilgili 3 yolakta bulunan toplam 43 genden 

30’u) ekspresyon seviyesi GBM ve LGG örneklerinde kıyaslandığında, istatistiksel 

olarak anlamlı değerlere sahip olduğu görüldü (Şekil 4.3.2.). Daha önce farklı glioma veri 

setlerinde gerçekleştirilen analizler genel olarak bu regülatör genlerin ekspresyon 

seviyelerinin yukarı regüle olduğunu bildirmişti (Chai, Wu, Wang, Zhang, Liu ve Kang, 

2019, Li ve Meng, 2021, Sun, Gong, Shang, Chen ve Hu, 2021). Literatürdeki sonuçlar 

ile birlikte, bulgularımız GBM ve LGG’de m6A, m5C ve m1A regülatör genlerinin çoğu 

için diagnostik değer taşıdığını iddia etmektedir. 

 

M6A, m5C ve m1A modifikasyon regülatör genlerin, prognostik değerlerini açığa 

kavuşturmak için genel hayatta kalma analizi yapıldı. Sonuçlarımız hem LGG 

vakalarında hem de GBM vakarlında, ilgili regülatör genlerin büyük çoğunluğu için 

istatistiksel olarak anlamlı değerler göstererek, prognostik değerlerinin de güçlü 

olabileceğini öne sürdü (Şekil 4.3.3. ve Şekil 4.3.4.). Genel hayatta kalma analizi 

sonucunda, LGG vakalarında GBM örneklerine göre daha çok m6A, m5C ve m1A 

regülatörlerinin anlamlı çıktığının altını çizmek gerekmekte fayda var. Sonuçlarımız, 

m6A, m5C ve m1A yolaklarının LGG de daha çok mutasyona uğraması ve daha fazla 

genin genel hayatta kalma analizinin istatiksel olarak anlamlı değere sahip olmasını, bu 

yolakların glioma vakalarında agresiflik ve prognoz seyrinde kritik rol üstlenebileceğinin 

önemini vurguladı. Buna birlikte araştırmamız detaylandırıldığında, sadece 6 genin 

(EIF3A, WTAP, DNMT3A, DNMT3B, NSUN5, TEET1) diferansiyel olarak eksprese 

olduğu belirlendi (Tablo 4.3.1.). Bu 6 genin hayatta kalma analizleri göz önüne 

alındığında, GBM vakalarında TET1 ve WTAP genleri hariç diğer 4 genin istatistiksel 
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olarak anlamlı sonuçları olduğu görüldü. İlginç olarak, GBM vakalarında sadece EIF3A 

geni low ekspresyon seviyelerinin uzun yaşam süresi ile ilişkilendirildi. LGG 

vakalarında, diferansiyel olarak eksprese olan 6 genin istatistiksel olarak anlamlı 

değerlere sahip oldu başka bir ilgi çekici buldu oldu. Dahası, sadece EIF3A ve TET1 

genleri LGG’de yüksek ekspresyon seviyeleri uzun yaşam süresi ile ilişkilendirildi (Şekil 

4.3.2.). 

 

Ökaryotik başlama faktörü 3A (EIF3A) geni, küçük ve büyük ribozom 

altbirimlerinin birleşmesinde rol oynayan, translasyonun başlamasında görevli ökaryotik 

bir gendir (Yin, Shen, Dong, Huang, Zhong, Feng ve Liu, 2011). Daha önce akciğer 

kanseri ve yumurtalık kanseri üzerinde gerçekleştirilen çalışmalar, EIF3A geninin yüksek 

ekspresyonunun, kanserin tedavisinde kullanılan ajanlara gösterdiği direnci azalttığını 

bildirdi (Zhang, Yu, Tian, Li ve Liu, 2015). Dahası EIF3A ve diğer EIF3 alt birimlerinin 

aşırı ekspresyonu kanser hücrelerinin malignitesi ile pozitif kolerasyon gösterdiğini 

bildiren çalışmalar da literatürde yer almaktadır (Qi, Dong, Liu ve Zhang, 2014, Hershey, 

2015). İlginç bir şekilde, Chai ve arkadaşlarının, gliomlar üzerinde gerçekleştirdiği bir 

çalışmada, EIF3A geninin ekspresyon seviyesinin WHO glioma seviyeleri ile negatif 

korelasyon gösterdiğini bildirmiştir (Chai, Wang, Chang, Zhang, Li, Niu ve Wang, 2019). 

Literatürde EIF3A geni ile ilgi gerçekleştirilen çalışmalar, EIF3A regülatörü ile 

bulgularımızı ve hipotezimizi destekler nitelikte olduğu görüldü.  

 

TET Metilsitozin Dioksijenaz 1 (TET) ailesi, metilsitozin deoksijenaz aktiviteye 

sahip m5C yolağının silici proteinleridir. Nükleik asitlere eklenmiş 5mc (5-

methylcytosine) gruplarını hm5c (5-hydroxymethylcytosine)’ye dönüştürerek 

demetilasyonu sağlar. Bu sayede gen regülasyonunda önemli bir rol üstlenir. Ek olarak 

Hsu ve arkadaşları fareler üzerinde gerçekleştirdikleri bir deneyde TET1 geninin 

susturulmasının, kanserin invazyonunu ve proliferasyonunu arttırdığını bildirmişti (Hsu, 

Peng, Kang, Chen, Yang, Tsai ve Juan, 2012). Dahası, Neri ve arkadaşlarının 

gerçekleştirdiği bir çalışmada TET1 geninin yüksek ekspresyonunun tümör supresör 

görevi gördüğünü bildirdi (Neri, Dettori, Incarnato, Krepelova, Rapelli, Maldotti ve 

Oliviero, 2015).  

Literatürde bulunan çalışmaların epitranskriptom regülatörlerinin farklı kanserde 

önemli rol oynadığının desteklemesi ile, çalışmamızda diferansiyel olarak eksprese olan 

6 genin biyobelirteç potansiyellerini yüksek olduğunu hipotezimizi test ettik. Bu amaç 
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doğrultusunda, 6 genin ROC eğrisi analizini gerçekleştirdik. Literatür ile uyumlu olarak 

EIF3A ve TET1 geninin AUC değerleri (sırasıyla %92 ve %87) oldukça yüksek değerler 

gösterdi (Şekil 4.4.1.). Çalışmamız, GBM ve LGG örnekleri arasında biyobelirteç olarak 

kullanılabilecek genleri, güçlü sonuçlar ve literatür ile uyumlu olarak ortaya koymaktadır. 

Fu ve arkadaşları, gliomada TET1 geninin otofajiyi regüle ederek tümör supresor olarak 

rol aldığını bildirmişti (Fu, Ding, Luo, Yu, Li, D, Li ve Guo, 2017). Aynı zamanda, 

gliomalarda TET1 genin ekspresyon seviyesinin WHO’nun yayınladığı kanser evreli ile 

negatif koleresyon gösterdiğini söylemektedir ve hipotezimizi destekler niteliktedir.    

 

Özetle çalışmamız, GBM ve LGG vakalarında m6A, m5C ve m1A 

epitranskriptom yolaklarının oldukça önemli bir ol üstlendiklerini belirlemiştir. Dahası, 

TET1 ve EIF3a genlerinin, gliomada yeni bir terapötik yaklaşımı temsil edebileceğinin 

altınız çizmiştir. 
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SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

6.1. Sonuçlar 

Epitranskriptom perspektifinin gliomalarda incelenmesi ve GBM’in karmaşık 

mekanizmasının aydınlatılması önem arz eden bir konudur. Çalışmamızda, m6A, m5C ve 

m1A modifikasyonlarının gliomalardaki rolüne değinerek GBM’in epitranskriptom 

yolakları ile ilişkisi açıklamayı hedefledik. Sonuç olarak çalışmamızda, m6A, m5C ve 

m1A modifikasyon regülatörlerinin gliomalarda önemli roller üstlendiği ve hücre 

içerisinde farklı yolları etkilediğini belirttik. M6A, m5C ve m1A epitranskriptom 

regülatörlerinin GBM ve LGG vakalarında farklı seviyelerde eksprese edildiğini ve 

hastaların hayatta kalma süreleri ile güçlü bir ilişkisinin olduğunu vurguladık. Dahası, 

EIF3A ve TET1 Genlerinin güçlü prognostik ve diagnostik değereler gösterdiğini 

belirledik. Literatürdeki bilgilerin hipotezimizi desteklemesi ile birlikte, çalışmamız 

EIF3A ve TET1 genlerinin gliomalarda kullanılabilecek yeni aday biyobelirteç 

olabileceğini göstermektedir.   

 

6.2. Öneriler 

Epitranskriptom ve kanser çalışmaları günden güne artmakta ve epitranskriptom 

mekanizmalarının etkili bir terapötik yöntem olabileceği gündemdedir. Literatürde 

gliomalar üzerinde gerçekleştirilen epitranskrpitom çalışmaları bulunmasına rağmen 

m6A, m5C ve m1A modifikasyonlarının tümünün genel olarak GBM ve LGG 

vakalarında karşılaştırmalı değerlendirildiği çalışma sayısı azdır. Bu tür karşılaştırmalı 

çalışmaların GBM’min karmaşık mekanizmasını açıklamada oldukça faydalı olacağının 

altı çizilmelidir. Aynı zamanda gliomlar, merkezi sinir sisteminde yer alan beyin tümörü 

olmasından ötürü, çalışmalar için örnek elde etme kısıtlamaları bulunmaktadır. Bu 

nedenle gliomalar üzerine gerçekleştirilecek çalışmaların güvenilirliğini arttırmak 

açısından örnek sayılarının arttırılması önem arz etmektedir. 

 

 Çalışmamız m6A, m5C ve m1A modifikasyon regülatörleri için güçlü roller 

önermektedir. Ayrıca, in siliko ortamda bulduğumuz sonuçların, in vitro ya da in vivo 

ortamlarda test edilmesi bulgularımızın güvenilirliğini arttırabilir ve GBM 

mekanizmasını epitranskriptom perspektifinden daha açık bir şekilde açıklamaya katkıda 
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bulunabilir. Ek olarak, DNMT3L geninin mRNA seviyesinin GBM örneklerinde %85 

orana çıkmasını çalışmamız net bir şekilde açıklayamamaktadır, bu doğrultuda DNMT3L 

geninin GBM örneklerinde üstlendiği rolün daha iyi gün yüzüne çıkarabilmek için ilişki 

içerisinde olduğu gen ve yolaklarını aydınlatma ya da farklı glioma çalışmalarını analize 

dahil etmeleri önerilebilir. Ek olarak çalışmamız, EIF3A ve TET1 genleri için aday 

biyobelirteç olduğunu vurgulamaktadır. Bu bağlamda, gelecek çalışmalara, gliomalarda 

EIF3A ve TET1 genini, in vivo ve in vitro araştırmalarda yer verilmesi ve GBM vakaları 

için geliştirilecek yeni terapötik yaklaşımlarda kullanılmaları şiddetle önerilebilir.   
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