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Ozet

Akciger Kanserinde Omik Veri Tabanh Analizler ve Biyobelirteclerin

Arastirilmasi

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin tanisinda biyobelirteg olabilecek gen adaylarin

biyoinformatik analizler ile bulunmasi

Giris: Akciger kanseri, diinya capinda kanser Oliimlerinin en Onde gelen
nedenlerinden biri olup tani ve tedavisi hala ¢ok zordur. Bu tez g¢alismasinda,
diferansiyel olarak ifade edilen genlere (DEG) dayali olarak kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanserinde (KHDAK) en anlamli seviyede degisiklik gdsteren genleri ve molekiiler
yolaklar1 taramak igin biitiinlestirici bir biyoinformatik analiz gergeklestirerek,

KHDAK tanisinda biyobelirteg olabilecek adaylarin bulunmasi amaglanmustir.

Yontemler: DEG'leri tanimlamak i¢in Gene Expression Omnibus (GEO) veri bankasi
kaynag1 kullanilarak KHDAK ile ilgili veri kiimeleri secilmistir. Burada KHDAK
hastalarinin kanserli ve saglam dokularini analiz eden RNA sekans sonuglarini igeren
tic veri kiimesi calismaya dahil edilmigtir. Tim verilerin analizi ve DEG'leri
tanimlamak icin R yazilimi ve DESeq2 paketi kullanilmistir. DEG'lerin potansiyel
biyolojik siire¢lerin ve molekiiler islevlerin analizi “Gene Ontology” (GO) analizi ile
gerceklestirilmigtir. Daha sonra, en 6nemli DEG'lerin genel sagkalimla iligkilerinin
arastirtlmas1 Kaplan-Meier plotter kullanilarak gergeklestirilmistir. Son olarak,
biyobelirte¢ adaylar1 olarak belirlenen en potansiyel genler Kanser Genom Atlasi

(TCGA) ile dogrulanmustir.

Bulgular: KHDAK hastalarinda tiimor ve normal akciger dokusu arasinda yukari ve
asagi regiile olan DEG’ler bulunmustur. Bunlardan {i¢ veri kiimesinde de ortak olan
125 yukar1 ve 124 asagi regiile olan DEG’ler tespit edilmistir. GO analizi, DEG'lerin
hiicre boliinmesi, hiicre dongiisii ve hiicre gocli alanlarinda zenginlestigini
gostermistir. DEG analizleri ve sagkalim analizleri sonucu ile sekiz biyobelirteg aday
geni belirlenmistir. Bu biyobelirte¢ aday paneli istatiksel olarak en anlamli TPX2,
MYBL2, CDC20, UBE2T, UBE2C, NME1l, HMGAl ve DYNLT5 genlerden
olugmaktadir. Bunlarin icerisinden DYNLTS geni ilk kez bu calismada akciger

kanserinde bir biyobelirteg aday1 olarak rapor edilmistir.



Sonu¢: Coklu RNA-seq analizine ve genel sagkalima dayali olarak KHDAK'deki en
onemli DEG'ler ve molekiiler mekanizmalar belirlenerek, potansiyel tanisal

biyobelirte¢ adayi olarak hizmet edebilecek bir gen paneli tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler; Kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), RNA sekans,
diferansiyel genler (DEG'ler), biyobelirte¢



Abstract

Omics Data-Based Analysis and Investigation of Biomarkers in Lung Cancer

Background: Lung cancer is one of the leading causes of cancer deaths worldwide
and remains very challenging to diagnose and treat. In this thesis, we performed an
integrative bioinformatics analysis to screen the top genes and molecular pathways in
non-small cell lung cancer (NSCLC) based on differentially expressed genes (DEGS)
in order to candidates that could be biomarkers in the diagnosis of NSCLC.

Methods: NSCLC-related datasets were selected using the Gene Expression Omnibus
(GEO) database resource to identify DEGs. Three datasets containing RNA-seq results
analyzing cancerous and intact tissues of NSCLC patients were included in the study.
R software and the DESeq2 package were used to analyze all data and identify DEGs.
Analysis of the potential biological processes and molecular functions of DEGs was
carried out by “Gene Ontology” (GO) analysis. Next, the most significant DEGs were
analyzed for their association with overall survival using the Kaplan-Meier plotter.
Finally, the most potential genes identified as biomarker candidates were validated by
The Cancer Genome Atlas (TCGA).

Results: Up- and down-regulated DEGs have been found between tumor and normal
lung tissue in NSCLC patients. Of these, 125 up-regulated and 124 down-regulated
DEGs were identified, which were common in all three datasets. GO analysis showed
that DEGs were enriched in the areas of cell division, cell cycle, and cell migration.
Together with DEG analyzes and survival analyses, eight biomarker candidate genes
were identified. This panel of biomarker candidates consists of the most statistically
significant genes TPX2, MYBL2, CDC20, UBE2T, UBE2C, NME1, HMGAL1 and
DYNLT5. Among these, DYNLTS5 was reported for the first time as a biomarker in

lung cancer.

Conclusions: Based on multiplex RNA-seq analysis and overall survival, the most
important DEGs and their molecular mechanisms were identified in NSCLC. It is
thought that these genes can serve as a panel of potential diagnostic biomarker

candidates.

Keywords: Non-small cell lung cancer (NSCLC), RNA seguences, differentially

expressed genes (DEGS), biomarker.
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

En yaygin malign tiimdrlerden biri olan akciger kanseri, diinyada kansere bagh
6liimlerin en 6nde gelen nedenidir. Hastalik erkeklerde en sik, kadinlarda ise dordiincii
sirada en sik goriilen tiimor olarak belirlenmistir. Akciger kanseri genel olarak kiigiik
hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)
olarak iki farkli gruba ayrilmaktadir. En sik goriilen tip KHDAK ve patolojik olarak
adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olmak tizere 3

farkl1 tipe ayrilmaktadir.

Son yillarda gelisen teknoloji ve ¢alismalar ile birlikte akciger kanserinin olugumu,
gelisimi ve metastazi altinda yatan molekiiler mekanizmalar daha iyi anlasilmaya ve
yeni tedavi molekiilleri bulunmaya baglamistir. Kanserin molekiiler mekanizmasinin
incelenmesi, akciger kanserinin siiflandirilmasina ve tedavisine rehberlik etmekte ve
hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapinin hizli ilerlemesini tesvik etmektedir. Bu yeni
tedavilerin biiyiik Olgekli arastirmalart ve klinik denemeleri, akciger kanserinin
bireysellestirilmis tedavisi i¢in umutlar saglamaktadir. Yeni terapotik stratejilerin
uygulanmasina ragmen, tanidaki gecikmeler ve 5 yillik sagkalim oranmi hala diisiik

kalmaya devam etmektedir.

Biyobelirtecler akciger kanserinin tani, tedavi ve prognoz degerlendirmesinde oldukca
onemlidir. Son on yilda akciger kanseri tanisinda biyobelirtegler ile ¢ok fazla ilerleme
kaydedilmistir ve bunlar akciger kanserin degerlendirmesinde yaygin olarak
uygulanmaktadir. Ornegin, anaplastik lenfoma kinazin (ALK) 'nin anormal fiizyon
geni EML4-ALK ile sonuglanan aktive edici translokasyonlari, tim KHDAK
vakalarinin yaklasik %2-7'sinde goriilmektedir. Bu gen RAS-MEK-ERK, janus kinaz
3 (JAK3)-STAT3 ve PI3K-AKT yolaklarmin aktivasyonuna izin veren Konstitiitif
kinaz aktivitesine sahip sitoplazmik bir kimerik protein kodlamaktadir. EGFR
mutasyonlarma benzer sekilde, KHDAK'deki ALK yeniden diizenlemeleri,
adenokarsinom histolojisi ve sigara i¢cme Oykiisii gibi klinik ve histopatolojik
ozelliklerle iligkilendirilmistir. ALK'ya rekabet¢i bir sekilde baglanan bir tirozin kinaz
inhibitorii (TKI) olan crizotinib ile tedavi, faz I klinik ¢alismasinda tedavi edilen ALK-
pozitif KHDAK hastalarinda %60,8'lik bir baslangi¢ genel yanit orani géstermis ve

molekiilii hizlandirilmig bir FDA onay stirecine ilerletmistir. ALK-pozitif KHDAK'de
1



crizotinib ile docetaxel/pemetrexed'i karsilastiran randomize faz III ¢alismasinin
sonuglari, crizotinibin daha iyi ORR ve medyan progresyonsuz sagkalim (PFS) ile
sonuglandigini kesin olarak gdstermistir. Bir tirozin kinaz reseptorii olan epidermal
biiylime faktorii reseptorii (EGFR), KHDAK'li hastalarin %62'sinde asir1 eksprese
edilmektedir. Tirozin kinaz inhibitorleri, yiiksek yanit oranlart (%55-78) ve PFS
oranlar1 nedeniyle EGFR mutasyonlar1 olan hastalarin standart tedavisi olmustur. Bu
nedenle, yeni tan1 ve tedavi hedeflerinin kesfi, akciger kanserinin erken teshisi, ilag

gelistirilmesi ve hedefe yonelik tedavisi i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

Biyoinformatik analiz, kanserle iliskili genetik degisiklikleri tanimlamak i¢in kanser
aragtirmalarinda yaygin olarak uygulanmaktadir. Onceki ¢aligmalar, cesitli kanser
tirlerinde diferansiyel olarak ifade edilen genleri (DEG'ler) tanimlamanin yani sira
biyolojik siirecler, molekiiler islevler ve farkli yolaklardaki rollerini belirlemek i¢in
biyoinformatik analizler gergeklestirmistir. Bu dogrultuda, akciger kanserinin
potansiyel patogenezini aragtirmak i¢in RNA sekans teknolojisi ile iiretilen veriler
analiz edilmesi énemlidir. Ozellikle, DEG'ler genel sagkalim oranma dayali olarak
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde merkez genleri ve kritik yolaklar1 taramak i¢in
biitiinlestirici bir biyoinformatik analizi gerceklestirmek AK tanisinda onemli bir
soruna destek saglayabilir ve bu DEG’ler akciger kanserinde aday biyobelirtegler

olarak hizmet edebilir.

Gelisen teknoloji ve yeni tani stratejilerine ragmen, erken tani ve hastaligin takibi i¢in
gerekli olan biyobelirtecler hala yetersiz kalmakta ve hastaligin tanisi ile sagkalim
orani hala diisiik kalmaya devam etmektedir. Bu durumda biyoinformatik analizler ile
var olan verilerin analizi bu konuda Onemli ilerlemelere neden olabilecegi

kanaatindeyiz
1.2. Arastirmanin Sorusu

Akciger kanseri ile iliskili RNA sekans veri tabanlari kullanilarak diferansiyel olarak
ifade edilen genlerin biitlinlestirici bir biyoinformatik analizi ile tanimlanmasi, akciger
kanserin tanisinda ve kanser mekanizmasinda rol oynayan merkez genleri ve kritik

yolaklarin belirlenmesinde aday biyobelirtecler olarak hizmet edebilir mi?
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Konu ile ilgili hipotezlerimiz; i. Akciger kanseri ile iliskili RNA sekans veri tabanlari

kullanilarak diferansiyel olarak ifade edilen genlerin (DEG'ler) biitiinlestirici bir
2



biyoinformatik analizi ile tanimlanabilir. ii. Bu DEG’ler akciger kanserin tanisinda
biyobelirtegler olarak kullanilabilir. iii. Kanser mekanizmasinda rol oynayan merkez
genlerin ve kritik yolaklarin belirlenmesine kanser mekanizmasinin agiklanmasina

hizmet edebilir.
1.4. Arastirmamin Varsayimlari

Saglikli ve hasta gruplar arasinda doku ve kan gibi viicut drneklerinde RNA sekans
verileri ile gesitli calismalar ile yapilmis ve ilgili genler gosterilmistir. Akciger kanseri
ile iligkili RNA sekans wverileri ile diferansiyel olarak ifade edilen genler
biyoinformatik analiz ile tanimlanabilir. Bu DEG’ler akciger kanserin tanisinda
biyobelirtegler olarak kullanilabilir. Ayrica kanser mekanizmasinda rol oynayan

molekiiler yolaklarin belirlenmesine destek saglayabilecektir.
1.5. Arastirmanin Sinirhliklar:

Calisma ne kadar insan verileri kullanilarak elde edilmis olsa da elde edilen verilerin

cok daha fazla sayida ve saglikli gruplarda valide edilmemesi bir kisitliliktir.
1.6. Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci, akciger kanserinin prognostik genlerini taramak icin birlesik bir
veri tabani ile akciger kanserinin gelisiminde genetik belirteclerin olast mekanizmasini

ve klinik degerini tahmin etmek ve arastirmaktir.



Genel Bilgiler

2.1. Akciger kanseri genel ozellikleri

Akciger kanseri (AK), genellikle akciger hiicrelerinin anormal ve kontrolsiiz bir
sekilde biiylimesi sonucu olusan bir kanser tiiriidiir. AK diinya ¢apinda 6nde gelen
0liim nedenlerinden biri olup Avrupa'da kanserden kaynaklanan dliimlerin yaklagik
%20'sini olusturmakta ve yiiksek niiks riski tagimaktadir (Lu, 2010; Boyle, 2005;
Wood, 2000). Histopatolojik analize dayali olarak, AK dort ana histolojik alt tipe
ayrilmaktadir; kiiciik hiicreli akciger kanseri, skuaméz hiicreli karsinom,
adenokarsinom ve biiylik hiicreli karsinom. Bunlardan son ii¢ alt tip kii¢iik hiicreli dis1
AK(KHDAK) olarak adlandirilmakta ve akciger kanserinin %80'ini olusturmaktadir
(Hou, 2010; Nugent 1997). KHDAK!'li hastalarin yaklasik %25-30'u evre 1 olup
yalnizca cerrahi miidahale gormektedir. Kiiratif cerrahi uygulanmasina ragmen, evre
I'deki KHDAK hastalarinin %25'inden fazlas1 5 yil iginde tekrarlayan hastalik
nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir (Lu, 2012). AK i¢in tanimlanan risk faktorleri
arasinda sigara, radyasyon, hava kirliligi, genetik faktorler, kimyasal ve bazi mesleki
maruziyetler yer almaktadir (Wood, 2000). Kronik bronsit, amfizem, pndmoni ve
tiiberkiiloz gibi akciger hastaliklari, ailesel tiimor 6ykiisii ve diyet de akciger kanserine

neden olan risk faktorleri arasinda sayilabilir (Zhang, 2021).

Erken teshis ve standart tedavideki ilerlemelere ragmen, hastalarin ¢ogu ileri evrede
teshis edilmekte ve kotii bir prognoza sahip olmaktadir; 5 yillik genel sagkalim orani
%10 ila %15 arasinda degigmektedir (Cagle, 2013). KHDAK'nin yiiksek 6liim orani
kismen erken teshis, belirsiz molekiiler mekanizma ve terapotik yontemlerin
eksikliginden kaynaklanmaktadir. Ayrica, giivenilir klinik ve molekiiler tan1 ve
prognostik faktorlerin yani sira tekrarlayan KHDAK evrel tedavisi igin kilavuzlar

heniiz tam olarak aydinlatilmamistir (Lu, 2012).

ABD Ulusal Akciger Tarama Calismasi (National Lung Screening Trial=NLST) ve
diger randomize olmayan c¢alismalar diisiik doz bilgisayarli tomografi (LDCT)
taramasinin mortaliteyi azaltabilecegini (~%20) gostermistir (Aberle, 2011). Yakin
zamanda, Avrupa NELSON calismas1 10 yilda AK mortalitesinde ~%25 ve 10 yilda
~%30'a varan bir azalma gozlemlemistir (De Konning, 2020). LDCT taramasinin
dezavantaji, yiiksek maliyetler, radyasyona maruz kalma riski ve tarama
popiilasyonunda gozlenen yanls pozitifliklerle ilgili belirsizliklerin varligidir, bu da
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Avrupa'da AK i¢in LDCT taramasimnin tamamen giivenli bir sekilde genis dlgekte
uygulanmasin1 engelleyebilir (Kinsinger, 2017; Puggina, 2016). Siipheli nodiiller
invaziv incelemeler gerektirebileceginden, gereksiz morbiditeye ve risk altindaki
bireyler arasinda taramanin kabuliiniin azalmasima neden olabilece§inden, yanlis
pozitiflik orant ozellikle sorunludur. Bu nedenle, tarama dogrulugunu artirmayi
amaglayan minimal invazif yaklasimlarla analiz edilebilen yenilik¢i kanser
biyobelirtegleri ile LDCT taramasinin entegrasyonu oldukea talep gérmektedir (Dama,
2021). Ayrica metastaz gelisimi i¢in kritik olan gen imzalarinin ve molekiiler

yolaklarin tanimlanmasi tedavinin iyilestirilmesini olanak saglayabilir (Lu, 2012).
2.2. Kanserde biyobelirtecler

Biyobelirtecler tipik olarak bir hastayi, hastaligi olmayan bir kisiden ayirabilmeli ve
klinik karar verme siirecini hasta iyilestirilmesine yol acacak sekilde etkilemelidir
(Mazzone, 2017). ABD Ulusal Saglik Enstitiileri biyobelirte¢i "normal biyolojik
stireglerin, patojenik siireclerin veya terapdtik bir miidahaleye verilen farmakolojik
yanitlarin bir gostergesi olarak objektif bir sekilde oSlgiilen ve degerlendirilen bir
ozellik" olarak tanimlamaktadir (Biomarkers Definitions Working Group, 2001; Seijo,

2019).

Kanser biyobelirteglerinin ise kanser risk degerlendirmesi, tarama, ayirici tani,
prognozun belirlenmesi, tedaviye yanitin ongoriilmesi ve hastaligin ilerlemesinin
izlenmesi dahil olmak iizere bir¢cok alanda kullanilma potansiyeli bulunmaktadir
(Henry, 2012; Sarhadi, 2022). Biyobelirtecler, molekiiler, hiicresel, fizyolojik veya
gorlintiileme tabanli olabilir. Bu tez calismasi molekiiler ve hiicresel kanser
biyobelirteglerine odaklanmaktadir. Dokularda veya viicut sivilarinda bulunan bu
biyomolekiiller, kanser hiicreleri veya kansere yanit olarak normal hiicrelerde bulunur
veya iretilir (Sarhadi, 2022, Cancer gov., 2023). Kanserin olusumu, gelisimi ve
tedavisi sirasinda, mutasyonlar, transkripsiyonel degisiklikler, post-translasyonel
modifikasyonlar, translasyonel ve metabolik degisikler dahil olmak {iizere bir dizi
olaylar gelismektedir. Bu olaylar sirasinda nitelik veya nicelik olarak farkli seviyede
proteinler (enzimler, antikorlar, peptidler veya reseptorler), niikleik asitler
(mikroRNA, mRNA, circRNA, ctDNA, DNA metilasyonlari), eksozomlar, lipitler ve
metabolitler kaynakli bircok cesitli biyobelirtecler vardir. Bir biyobelirteg ayni
zamanda gen ifadesi, proteomik ve metabolomik imzalar gibi degisikliklerin bir

kombinasyonuda olabilir (Mishra 2010; Henry, 2012; Herath, 2022; Seijo, 2019).



Kanser biyobelirtegleri i¢in simdiye kadar en yaygin sekilde tiimor dokusu olmak
tizere cesitli Ornek tiirlerinde calisilmaktadir. Tiimor doku biyopsilerine alternatif
olarak biyobelirtegler dolasimda (tam kan, serum veya plazma) veya atik/salgilarda
(digki, idrar, balgam veya meme basi akintis1) tespit edilebilir, boylece invazif

teknikler olmadan kolayca degerlendirilebilir (Henry, 2012; Sarhadi, 2022).

Potansiyel bir biyobelirte¢in klinikte uygulanabilmesi i¢in agmasi gereken bir dizi
asama bulunmaktadir. ilk olarak, belirli bir potansiyel yeni bir biyobelirteci test etmek
veya yeni bir biyobelirte¢i kesfetmeye c¢alismak igin bir numune grubu analiz
edilmelidir. Daha sonra yapilan testler, orijinal hipotezi olusturan bulgular
dogrulamak icin bagimsiz bir O6rnek kohortunun analiz edilmesini ve yeni
biyobelirte¢in klinik karar verme siirecinde faydali olacak ek bilgiler saglayacagini
dogrulamak i¢in ek degerlendirmeler icermektedir. Bu kavramlar analitik gecerlilik,

klinik gegerlilik ve klinik fayda olarak adlandirilmistir (Henry, 2012; Teutsch, 2009).
2.3. Kanser biyobelirteclerini tespit etmek icin kullanilan teknikler

Biyobelirteclerin kesfinde oncelikle preklinik ve translasyonel calismalar yoluyla
potansiyel tek veya bir grup biyobelirteclerin tanimlanmasi ve se¢ilmesi ilk adimdir.
Ideal olarak, baslamadan once arastirmacilar biyobelirteclerin amacin1 ve spesifik
klinik baglam1 agik¢a tanimlamalidir (Goossens, 2015; Ou, 2021). Molekiiler kanser
biyobelirteglerini tespit etmek i¢in ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Bunlar; floresan
in situ hibridizasyon (Fluorescence in situ hybridization=FISH), PCR, yeni nesil
dizileme (NGS), flow sitometri, gen ekspresyon analizleri (RNA-sekans, mikroarray),
immunohistokimyasal yontemler, ELISA, kiitle spektrometrisi (Mass spectrometry
=MS), ters fazli protein dizisi (Reverse-phase protein array=RPPA)
biyosensorler/nanoteknoloji yontemleri, mikrofludik sistemler, CRISPR bazli DNA ve
RNA analizleri, sentetik biyobelirteg teknolojileri (Sarhadi, 2022). Ozellikle NGS, gen
ekspresyon dizileri, protein MS ve diger yiiksek verimli teknolojiler gibi yeni
tekniklerin ortaya ¢ikmasi, arastirmacilara kisa siirede ve diisilk maliyetle muazzam
miktarda veri saglamis ve bu da bazen veri odakli hipotezlerin olusturulmasina yol
acmistir (Simon, 2010). Bununla birlikte, giivenilir aday biyobelirteglerin
tanimlanabilecegi ilgili verileri segcebilmek i¢in dogru bir ¢aligma tasarimi ve uygun

veri analizi kullanilmalidir (Sarhadi, 2022).



2.4. Gen ekspresyon analizleri

Genetik kodun transkripsiyon ve translasyon yoluyla fenotipik tezahiirii gen ifadesi
olarak bilinmektedir. Belirli bir kosul veya gelisim asamasi altinda spesifik
spatiotemporal ekspresyon modellerinin belirlenmesi gen ekspresyon analizi olarak
tanimlanmaktadir. Son yillarda, tek bir deneyde binlerce genin ayni anda ifade
caligmalarina izin veren ¢ok sayida yliksek verimli teknoloji gelistirilmistir. Bu
yontemler biiylik miktarda biyolojik veri iiretme kapasitesine sahiptir. Cesitli veri
bankalarinda biiyiik ilerlemeler kaydedilmis ve gen verilerinin siirekli olarak veri
tabanlarinda depolanmasina olanak tanimaktadir. Buna paralel olarak, grafik kullanici
araylizii veya dil tabanli biyoinformatik araclar ve yazilimlardaki ilerlemeler de veri
analizi i¢in kullanim kolaylig1 ve rahatligin1 artirmaktadir (Magar, 2022). Dizilenmis
verilerin depolari olarak hizmet vermekte olan ve en yaygin olarak kullanilan1 Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for Biotechnology Information=NCBI)
dir (National Cancer Institute, 2023).

Transkriptomik ¢aligmalar i¢in ifade edilen dizi etiketlenmesi (Expressed Sequenced
Tags=EST'ler) yontemi ve ardindan Sanger dizileme teknolojisi gibi birinci nesil
dizileme platformlarmi kullanarak bu etiketlerin dizileme (Serial analysis of gene
expression=SAGE/CAGE) ve mikrodizileme (Microarray) gibi metodolojiler
kullanilmistir ~ (Schena, 1995; Velculescu, 1995). Daha sonra, dizileme
teknolojisindeki ilerlemeyle birlikte, RNA transkriptlerinin dizisini ve ifade diizeyini
elde etmeye yardimci olan ¢ok sayida yeni nesil dizileme teknigine sahip olan RNA

dizileme (RNA-seq) teknigi ortaya ¢ikmistir (Chu, 2012; Wilhelm, 2008).

RNA-seq teknolojisinin baslamasiyla birlikte, tiim transkriptom dizilemesi
gerceklestirilmistir  (Ozsolak, F; Marguerat, 2010). RNA-seq calismalar
transkriptlerin genom ¢apinda degerlendirilmesini kapsamakta ve bir transkriptin baz
cifti bagina 100-1000 okuma dizileme derinligine icermektedir (Martin, 2011). RNA-
seq teknolojisinde genellikle ¢ikti, cDNA pargalarinin bir uctan veya her iki ugtan
dizilenmesiyle olusturulan kisa okumalardan olusur. Ayrica, hata orani en aza indirilir

ve ardindan bu kisa okumalar 6rnek RNA'lara karsilik gelen uzun dizilere birlestirilir.

Genel olarak, bu 35-500 bp'lik oldukga kisa dizileri okumak igin yeni nesil dizileme
platformlar1 kullanilmaktadir (Metzker, 2010; Shendure, 2008). Bu platform,

algoritmalarin ayn1 anda ¢aligtirilmasin1 ve tam uzunluktaki transkriptlerin yeniden
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olusturulmasin1 saglayacagindan, birka¢ cekirdekle birlikte biiyiikk depolama ve
bellege sahip yiiksek gliclii bilgi islem sistemleri gerektirir. Ancak, bu tiir platformlarin
gosterisli bir kapsama alanina sahip oldugu ve oldukga yiiksek hata oranlarina sahip
oldugu ve sonugta bilisim zorluklarini artirdigi gozlemlenmistir (Wang, 2009; Bahassi
, 2014; Guo, 2012). Yiiksek kaliteli kapsama saglamak ve verimi artirmak icin ek
okumalara ihtiya¢ duyulmakta ve assembly algoritmalar1 her zaman gelismeye ve veri
kalitesini artirmaya devam etmektedir (Martin, 2011; Bahassi, 2014). Gelismis RNA
sekans teknolojileri arasinda tek molekiillii, ger¢ek zamanli sekanslama teknolojisi
(single-molecule, real-time sequencing technology=SMRT) veya nanopore
sekanslayicilar bulunmakta ve bunlar mevcut sinirlamalarla basa ¢ikabilen ve birkag
kilobaz daha uzun okumalar saglayan ve tiim genom transkriptleri iiretebilmektedir
(Martin, 2011; Mikheyev, 2014; Maitra, 2012; Ayup, 2012). Floresan in-situ
hibridizasyon ile birlikte RNA-seq teknolojisi, transkript hiicresel lokalizasyonunda
bile veri iiretiminde ilerleme kaydetmistir. Bir hiicrenin RNA's1, floresan yerinde
dizileme (FISSEQ) adi verilen yeni nesil dizileme kullanilarak doku veya kiiltiirde
dizilenmektedir (Lee, 2014). Bu teknolojinin ortaya ¢ikisi, sekans ve konumsal

bilginin eszamanli olarak tiretilmesini miimkiin kilmaktadir.

Mikrodizilerden yeni nesil dizilemeye kadar tiim bu yontemlerle ilgili olarak dikkate
alinmasi gereken en 6nemli nokta, es zamanh dl¢iimler yapildiginda, ¢cok diisiik hata
oranina ragmen ¢ok sayida hatanin ortaya ¢ikmasidir. Bu nedenle, kantitatif gercek
zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) veya daha sonraki bdliimde
tartisildig: gibi diger gen ekspresyon yontemleri gibi alternatif bir prosediir kullanarak
yiiksek verimli veri dogrulugunu artirmak i¢in c¢apraz dogrulamaya ihtiya¢ vardir

(Piepenburg, 2006; Milward, 2012).
2.5. Akciger kanserinde biyobelirtegler

Akciger malignitelerinin hizli ve erken tanisi, 6zellikle yiiksek riskli bireylerde
mortalite ve morbiditeyi azaltmak i¢in antikanser tedavisinin uygulanmasi oldukca
onemlidir. Bu nedenle minimal invazif yaklagimlarla analiz edilebilen yeni tanisal ve

takipsel biyobelirteclerine hala ¢ok fazla ihtiya¢ bulunmaktadir.

Son zamanlarda, AK tan1 biyobelirtecleri lizerine yayinlanan ¢alismalarda keskin bir
art1s olmus ve sadece son 5 yilda 500'ten fazla makale yayinlanmistir. Bununla birlikte,

bu calismalarin 6nemli bir kismi, biyobelirteglerin bagimsiz kohortlarda, kiigiik
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gruplarda ve daha da onemlisi AK tarama g¢alismalar1 ile dogrulanmadan yapilan
caligmalara dayanmaktadir. Bu nedenle zit bilgiler icermektedir. ideal olarak, saglam
biyobelirteg (ler), yas ve sigara icme aliskanliklar1 gibi faktorlerinden bagimsiz olarak
risk altindaki bireylerin se¢imini kolaylastirmali ve/veya klinik karar vermeye
yardimci olmak i¢in belirsiz pulmoner nodiiller hakkinda patolojik bilgi saglamali
ve/veya Ongoriicii/prognostik bilgi saglamalidir (Dama, 2021). Bununla birlikte, cogu
tek genin ifadesi oldukga kararsizdir ve bu nedenle biyobelirteg olarak kullanilan tek
genler erken AK ve evrelerini giivenilir bir sekilde tahmin edememektedir (Tang,

2017).
2.5.1. DNA bazh biyobelirtecler

Dolagimdaki tiimér DNA's1 (ctDNA), NGS alanindaki son teknolojik gelismeler
nedeniyle son yillarda kapsamli bir sekilde arastirllmistir. Gergekten de NGS
teknolojileri, 6zel gen panellerinin veya hedeflenen gen panellerinin (targeted gene
panels=TGP) uygun bir maliyetle analiz edilmesine ve diisiik frekansla (<%]1) sunulan
mutant alellerin tespit edilmesine olanak tanimaktadir (Newman, 2014; Stahlberg,
2016; Stahlberg, 2017). ctDNA'min ileri evre AK’nin teshisinde etkili oldugu
gosterilmis olsa da, erken evre akciger tiimorlerinin tespiti igin ctDNA kullanimi
suboptimaldir ve evre I KHDAK durumunda duyarlilik ~%50’den %15 arasinda
degismektedir (Newman, 2014; Cohen, 2018). Bu durum evre I hastalik hastalarinin
kan 6rneklerinde bulunan nadir ctDNA miktarina baglanabilir. Gergekten de, diisiik
proliferasyon/metabolizma hizi ve/veya timor anjiyogenezi ve/veya bu lokalize ve
kiiciik timor lezyonlarinin nekrotik alanlarinin olmamasi, ctDNA dokiilmesinin

azalmasina katkida bulunmaktadir (Chabon, 2020).

Ayrica, ticari TGP'ler genellikle daha ileri evre kanserlerde ilagla tedavi edilebilen
kanser siiriicii mutasyonlarini izlemek {izere tasarlanmistir. Bu nedenle erken evre
hastaliklarda, yani daha diisiik tiimor i¢i genetik heterojenite ile karakterize olan
hastaliklarda yeterince temsil edilmeyebilir (Gerstung, 2020; Vitale, 2021). Sonug
olarak, evre I'in ctDNA'sinda niikleotid varyantlarin1 yakalama sansi diisiiktiir.
Alternatif olarak, bazi1 gruplar daha standart yaklasimlarin simirli hassasiyetinin
iistesinden gelmek i¢in s1v1 biyopsilerde derin sekanslama ile kanser kisisellestirilmis
profilleme (CAncer Personalized Profiling by deep Sequencing=CAPP-Seq)
yontemini uygulamigtir (Newman, 2014). CAPP-seq, ilgilenilen kanserde tekrarlayan

mutasyona ugramis bdlgeleri iceren hedef genleri segmek i¢in bir 6n biyoinformatik
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yaklagim getirmistir (Newman, 2014). AK tedavisi sirasinda molekiiler rezidiiel
hastalig1 izlemek i¢in bu teknolojinin uygulanmasiyla elde edilen dnemli sonuglara
ragmen, erken evre AK’nin teshisi icin CAPP-seq uygulamasi hala suboptimal bir
duyarlilikla tasimaktadir (Chabon, 2020: Chaudhuri, 2017). TGP'nin sinirlamalarinin
iistesinden gelmek i¢in bilinen tim insan genlerini kapsayan ctDNA'nin tiim-ekzom
veya tiim-genom sekanslamasida denenmistir (Giroux Lepreur, 2020; Keller, 2021).
Ancak, gen panelleri ne kadar biiyiik olursa, mutasyon arama igin yiiksek hassasiyet

elde etmenin ve uygun maliyetleri korumanin o kadar zor oldugu unutulmamalidir.

ctDNA mutasyonlarini tespit etmenin 6tesinde, diger gruplar cfDNA'nin metilasyon
profilini yenilik¢i minimal invazif kanser biyobelirteglerinin bir kaynagi olarak
tanmimlamistir. Kanser hiicrelerinde genellikle DNA'nin global hipometilasyonu
gozlenir, ancak tiimor baskilayici genlerin CpG adalari promotorleriyle Ortiisen
hipermetillenmis bolgeler de kesfedilmis ve ctDNA'y1 tespit etmek i¢in kullanilmigtir
(Ehrlich, 2009). ctDNA fraksiyonunu tahmin etmek i¢in spesifik metilasyon imzalari
kullanilarak yapilan cfDNA analizinin, akciger kanserinde tani ve prognostik amaglar

i¢in degerli bir yaklasim oldugu gdsterilmistir (Ooki, 2017; Hulbert, 2017).
2.5.2. RNA bazh biyobelirtecler

Insan orneklerinde farkli RNA tiirleri (mikroRNA, miRNA; piwi-interacting RNAs,
piRNA,; transfer RNAs, tRNA; small nucleolar RNAs, snoRNA; small nuclear RNAsS,
snRNA) tanimlanmistir (Umu, 2018). Literatiirde dolasimdaki mikroRNA'lar (c-
miRNA'lar) hakkinda yogun ¢alismalar bulunmaktadir. Bu biyomolekullerin dikkate
deger stabiliteleri onlart AK biyobelirtegleri gelistirmek i¢in ideal adaylar haline
getirmektedir (Chen, 2008). C-miRNA'lar neredeyse tiim insan hiicreleri tarafindan
pasif (6rnegin apoptotik cisimciklerde, AGO proteinleriyle kompleks halinde) ve aktif
(eksozomlarda/mikrovezikiillerde) mekanizmalarla salinmaktadir (Chevillet, 2014;
Turchinovich, 2012). Doku homeostazini bir tiir parakrin sinyalle veya neoplastik
doniisiim ve tiimor ilerlemesi gibi patojenik mekanizmalari tetikleyerek etkileyebilir
(Turchinovich, 2012; Le, 2014; Melo, 2014). Ger¢ekten de, tiimor hiicreleri, kanserle
iligkili fibroblastlar (CAFs) ve kan hiicrelerinin mikrogevrede miRNA'lar salgiladig:
ve bunlarin daha sonra kan dolagimina girdigi bulunmustur (Turchinovich, 2012;
Pritchard, 2012).
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KHDAK hastalar1 ve eslestirilmis kontroller (AK olmayan veya iyi huylu akciger
nodiilii olan bireyler) lizerinde yapilan ¢ok merkezli ¢alismalarda, Wang ve arkadaglari
(Wang, 2015) ve Ying ve arkadaslar1 (Ying, 2020) qRT-PCR kullanarak, her biri 5
miRNA'dan olusan iki serum c-miRNA tan1 komplekslerini tanimlamislardir (miR-
214 yaygin olarak bulunmustur). AK’nin erken teshisi i¢in bu c-miRNA imzalarinin
gogunun gegerliligi  kanitlanmig olmasmma ragmen, tibbi laboratuvarlarda
uygulanmalarinda hala sinirlamalar vardir. Ornek isleme ve miRNA profili olusturma,
On analitik ve analitik standardizasyon ile sofistike teknolojilerin kayda deger maliyeti
ile ilgili zorlu konular, bu tiir biyobelirteclerin laboratuvardan klinige aktarilmasin

cok karmasik hale getirmektedir.

Bununla birlikte, ¢ogu tek genin ekspresyonu oldukg¢a kararsizdir ve bu nedenle
biyobelirteg olarak kullanilan tek genler, erken akciger kanserlerini giivenilir bir
mahasekilde Ongoéremeyebilir (Tang, 2017). Son zamanlarda, bir¢cok c¢alisma
KHDAK'nin hayatta kalma sonucunu tahmin etmek igin gen imzalarini ve yolaklar
taramay1 denemistir (Lacroix , 2008; Lu, 2012 ). Bununla birlikte, se¢ilen bir dizi
timor baskilayici (TS) gen, kanser hastalarimin tahmin, tant ve prognozunda
biyobelirtegler olarak arastirllmistir. Burada, diferansiyel ekspresyon analizi, gen
ontolojisi ve biyoinformatik yaklagimlar kullanilarak 26 TS genini tanimlanmis ve

KHDAK teshisi igin biyobelirtegler adaylari olarak gosterilmistir (Zang, 2021).

Mabharjan ve arkadaslar1 tarafindan gen ekspresyon profilleri kullanilarak AK’ne
yonelik biyobelirte¢ genleri tanimlamak i¢in hesaplamali bir cerceve gelistirildi.
Deney i¢in tedavi almayan ve tedavi alanlar olmak {izere iki farkli ¢alisma grubu RNA
gen verileri ele alinmistir. Tedavi disindaki gruptan elde edilen biyobelirte¢ genlerin
¢ogu mitozun bir pargasi olup, DNA onarimi ve hiicre dongiisii diizenlemesinde hayati
bir rol oynamaktadir. Oysa tedavi ¢aligmalarindan elde edilen biyobelirte¢ genlerin
cogu, strese karsi hiicresel tepkiyle iliskili olarak tespit edilmistir. Bu ¢alisma, AK
gelisiminin ayrintili dinamiklerini daha fazla arastirmak i¢in bazi biyobelirteg

adaylarda belirlenmistir (Maharjan,2020).

Botling ve arkadaslari, 196 KHDAK hastasini igeren, klinik bilgileri ve uzun siireli
takibi olan bir kohort ¢alismasi gergeklestirilmistir. Gen ekspresyon dizisi verileri,
prognostik etkisi olan genleri taramak i¢in bir egitim seti olarak kullanilarak bir meta-
analizde test edildi. Bagimsiz prognostik etkiye sahip bir dizi gen belirlendi. Bu

genlerden biri olan CADM1'in, klinik teshiste potansiyel bir uygulamaya sahip bir
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immiinohistokimyasal belirte¢ oldugu da gosterildi (Botling, 2013). Yapilan
caligmalar, KHDAK tanis1 ve tedavisi icin yeni potansiyel biyobelirtegleri
tanimlamakta ve KHDAK i¢in terapotik potansiyele sahip olabilecek yeni yaklasimlari
ortaya ¢ikarmaktadir.
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Gere¢ ve Yontem

Tez ¢aligmasi, in siliko kosullarda kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ile ilgili veriler
kullanilarak Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’nda ve Ege

Universitesi Solunum Arastirmalar1 Merkezi’nde (EGESAM) gerceklestirildi.
3.1. Veri toplama

Calismada kullanilacak olan akciger kanser hastalarina ait RNA veri setleri ic¢in
National Center of Biotechnology Information (NCBI) Gene Expression Omnibus
(GEO) wveri tabami1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) kullanilmistir. Bu veri
bankasinda “lung cancer, RNA-seq, gene expression, patients, tissue” anahtar
kelimeleri kullanilarak sistem iizerinde veriler arastirilmistir. Bunlardan i¢inden kii¢iik
hiicreli olmayan akciger kanseri hastalari (KHDAK) olan ve bunlara ait tiimorlii ve
saglikli komsu dokulara ait RNA sekans dizileme ve llimuna cihazi ile gergeklestirilen

ii¢ tane veri secilmistir.

Bu veri setleri olarak GSE171415, GSE120622 ve GSE127559 calismaya dahil
edilmis ve bunlar sirasiyla GPL20301 (lllumina HiSeq 4000 Homo sapiens),
GPL20301 (Illumina HiSeq 4000 Homo sapiens) ve GPL16791  (lllumina HiSeq
2500 Homo sapiens) platformlari ile incelenmistir. Her veri kiimesi timor 6rnekleri ve
eslestirilmis komsu saglikli doku 6rnekleri igermektedir. Veri setleri ve bunlara eslik

eden ornek sayilari asagidaki gibidir:

GSE171415 veri seti igin 34 akciger kanseri hastasindan 35 akciger timori 6rnegi ve
32 eslestirilmis normal akciger dokusu 6rnegi, GSE120622 veri seti i¢in 81 akciger
kanseri dokusu ve 19 komsu akciger dokusu 6rnegi, GSE127559 veri seti i¢in 9 akciger
tiimorii 6rnedi ve 5 eslestirilmis normal akciger dokusu 6rnegi bulunmaktadir. Ayrica
483 AK dokusu ve 347 komsu normal dokunun RNA dizileme veri kiimeleri igeren
TCGA  (https://tcga-data.nci.nih.gov/)  veri  tabanindaki LUAD  (Lung

Adenocarcinoma) bilgileri kullanilmistir.
3.2. Veri 6n isleme ve DEG'lerin tanimlanmasi

Tim veriler R yazilimi (https://www.r-project.org/) kullanilarak islenmistir. GEO
verileri i¢indeki akciger kanser Ornekleri ile eslesen kanserli olmayan ornekler
arasindaki DEG'leri tanimlamak i¢in NCBI-GEO veri bankasina ait GEO2R interaktif
internet aract kullanilmistir. GEO2R, deneysel kosullar arasinda farkli sekilde ifade
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edilen genleri tanimlamak icin kullanicilarin bir GEO serisindeki iki veya daha fazla
ornek grubunu karsilagtirmasina olanak taniyan etkilesimli bir web aracidir. Sonuglar,
P degerine gore siralanmis bir gen tablosu ve diferansiyel olarak ifade edilen genlerin
gorsellestirilmesine ve veri seti kalitesinin degerlendirilmesine yardimer olacak bir
grafik grafik koleksiyonu olarak sunulur. GEO2R, Bioconductor sistemindeki g¢esitli

R paketlerini kullanir.

GEO2R ile NCBI tarafindan hesaplanan ham sayim matrislerini girdi olarak
kullanarak diferansiyel ifade analizi ger¢eklestirmek i¢cin DESeq2'yi kullanilmaktadir.
DESeq2, RNA-seq verilerinde diferansiyel olarak eksprese edilen genleri tanimlamak
icin kullanilan bir R paketidir. Negatif binom genellestirilmis dogrusal modelleri
kullanir ve ¢ok gesitli veri tiirleri izerinde tutarli performans sunan 6zelliklere sahiptir;
bu da onu az sayida tekrarli kiigiik ¢aligmalarin yani sira biiyiik gézlemsel galismalar
icin de uygulanabilir kilmaktadir. Burada adjust P < 0.05 ve mutlak log2 kat degisimi
log2FC> 1 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Iki 6rnek grubunu
karsilastirmak icin Wald testini ve 3 veya daha fazla 6rnek grubunu karsilastirirken
LRT'yi (Olasilik Orani Testi) kullanilmigtir. P degerlerine ayarlamalarinda ¢oklu test
diizeltmeleri (multiple-testing corrections) hatali pozitif sonuglarin ortaya ¢ikmasini
diizeltmek i¢in kullanilmigtir. Benjamini & Hochberg yanlis kesif orani (false
discovery rate) yontemi, istatistiksel olarak anlamli genlerin kesfi ile yanlis pozitiflerin

siirlandirilmasi arasinda i1yi bir denge saglamasi i¢in varsayilan olarak se¢ilmistir.

Diferansiyel olarak ifade edilen genlerin tespit edilmesine ve veri kiimesi kalitesini

degerlendirmesine yardimci olmak icin ¢esitli grafiksel grafikler olusturulmustur.

Volcano plot (yanardag grafigi), degisimin biiyiikliigiine (log2 kat degisim) karsi
istatistiksel onemi (-logl0 P degeri) gostererek diferansiyel olarak ifade edilen
genlerin gorsellestirilmesi saglanmigtir. Vurgulanan genler, 0,05'lik varsayilan
ayarlanmis p degeri noktasinda 6nemli 6l¢iide diferansiyel olarak ifade edilmektedir
(kirmizi = anlaml1 seviyede yukari/ agagi regiile edilmis genler, yesil = sadece log2 kat
degisiklikleri anlamli olan genler, mavi=sadece p degeri anlamli olan genler, gri=
anlamsiz seviyede regiile edilmis genler). Ortalama fark (Mean Difference) grafigi ise
ortalama log2 ekspresyon degerlerine karsi log2 kat degisimini goriintiileyerek

diferansiyel olarak eksprese edilen genlerin gorsellestirilmektedir.
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Diizgiin Manifold Yaklasimi ve Projeksiyonu (Uniform Manifold Approximation and
Projection: UMAP) ile orneklerin birbirleriyle nasil iligkili oldugunu gostermek igin
kullanilan bir boyut azaltma teknigidir. Hesaplamada kullanilan en yakin komsularin
sayis1 ¢izimde belirtilmistir. Ug veri seti arasindaki 6nemli genlerdeki ortiismeyi
gostermek i¢in venn diyagrami kullanilmigtir. Analiz sonuglarindaki P degerlerinin
dagilimini goriintiilemek i¢in p histogram grafigi kullanilmistir. Buradaki P degeri, tist
diferansiyel olarak ifade edilen genler tablosundaki ile ayni olup analiz edilen tiim
genler icin P degeri dagilimini gostermektedir. TCGA verileri i¢in, GEPIA
(http://gepia.cancer-pku.cn) online veri tabani kullanilmis ve P<0.05 ve mutlak
log2FC>1 esik degerleri baz alinmustir.

3.3. DEG'lerin fonksiyon zenginlestirme analizi

Ortiisen DEG'lerin potansiyel biyolojik siireclerini, hiicresel bilesenlerini, molekiiler
islevlerini ve yollarmni daha fazla analiz etmek i¢in, “Gene Ontology” (GO) analizi yol
zenginlestirme analizi yapmak i¢in ¢evrimigi yazilim olan “Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery” (DAVID, https://david.ncifcrf.gov/)
veritaban1 (Huangda vd., 2009) kullanilmistir. P <0.05 ve FC > 1 esik degerler olarak

belirlenmis, ¢coklu test i¢in Benjamini & Hochberg diizeltmesi kullanilmistir.
3.4. Sag kalim analizi

En anlaml1 seviyedeki genlerin prognostik performansini belirlemek icin RNA verileri
kullanilarak Kaplan-Meier Plotter testi ile hayatta kalma analizleri ger¢eklestirilmistir.
Bunun i¢in hayatta kalma egrilerini ¢izmek ve karsilastirmak icin sirasiyla
Kaplan-Meier plot (kmplot.com) ve log siralama testi kullanildi. Kaplan-Meier ¢izici,
TCGA, GEO ve Avrupa Genom-Fenome Arsivi veri tabanlarindan
(www.ebi.ac.uk/ega’/home) almman gen ekspresyonu verilerini ve klinik verileri
birlestiren ¢evrimigi bir aragtir. Spesifik genlerin prognostik degerini analiz etmek
biyobelirte¢ aday1 olan genlerin ekspresyon seviyelerine gore hastalar iki gruba ayrildi.
Ayrica denekler tehlike orani indekslerine gore diisiik ve yiiksek riskli gruplara ayrildi.
Kaplan-Meier grafikleri araciligiyla karakterize edildi ve log-rank P degeri <0.05,

istatistiksel anlamlilig1 tanimlamak icin cut-off degeri olarak kabul edildi.
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Bulgular

Calismada akciger kanser hastalarina ait ii¢ tane RNA veri seti ¢aligmaya dahil
edilmistir. Bu veri setleri olarak analizleri Illumina Homo sapiens platformlar ile
incelenmistir. Gene Expression Omnibus veri tabaninda GSE171415, GSE120622 ve
GSE127559 olarak isimlendirilen bu verilerin hakem degerlendirmeleri sirasiyla
PMID: 34493867, PMID: 33846331/32629386 ve PMID: 32224864 no’lu numarali
yayinlar ile yapilmistir.

4.1. GSE171415 veri setinin normalizasyon ve varyans sonuclari

Secilen oOrnek degerlerinin normalizasyonu  gerceklestirilmistir.  Orneklerin
diferansiyel ifade analizi i¢in uygun olup olmadigini belirlemek i¢in yararli 6rnek
degerlerinin normalizasyondan sonra dagilimini goriintiilenmistir (Grafik 1). Tim
orneklerin ayni deger dagilimma sahip olmasi saglanmistir. Ornekler gruplara gore
renklendirilmistir. Medyan merkezli degerler verilerin normallestirildigini ve ¢apraz

karsilastirilabilir oldugunu gostermektedir.

Ortalama-varyans egilimi ile dogrusal bir model olusturulduktan sonra ifade
verilerinin ortalama seviyede varyans iligkisini kontrol etmek i¢in kullanilmistir.
Grafik 4.2°de verilerde varyasyon egilimi gosterilmistir. Hesaplamada kullanilan en
yakin komsularin sayis1 grafikte gosterilmistir. Analiz sonuglarindaki P-degerlerinin
dagilimi grafik 4.3 goriintiilenmistir. UMAP ile orneklerin birbirleriyle iliskileri
gorsellestirilmistir (Grafik 4).
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Grafik 1. GSE171415 veri setinin normalizasyon grafigi
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Grafik 4. GSE171415 veri setinin UMAP grafigi
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4.2. GSE171415 veri setindeki akciger dokularinda diferansiyel olarak ifade

edilen genlerin tanimlanmasi

Kigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarin akciger dokularinda genlerin
ekspresyon degerleri ile heat map (1s1 haritasi) grafigi olusturulmustur. Gruplar
arasinda ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar mavi (en diisiik ekspresyon seviyesi)

ve kirmizi (en yiiksek ekspresyon seviyesi) renkler arasindaki belirtilmistir (Grafik 5).
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Grafik 5. GSE171415 veri setinin heat map grafigi

Volcano plot grafigi, istatistiksel anlamliligi (-log10 P degeri) degisimin biyiikliigiine
(log2 kat degisimi) kars1 gosterilmis ve farkli sekilde ifade edilen genleri

gorsellestirmek igin kullanilmistir. Onemli dl¢iide farkli sekilde ifade edilen genler,
18



0,05'lik varsayilan ayarlanmis p-degeri kesme degerinde renkler ile vurgulanmistir.
Kirmizi noktalar yukar1 ve asagi regiile edilen genleri temsil etmektedir. Bu veri
setinin analizi ile 1458 tane DEG tanimlanmustir. Bu belirlenen DEG’ler i¢inden 768

tane gen yukari regiile edilmekte ve 690 gen asagi diizenlenmektedir (Grafik 6)
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Grafik 6. GSE171415 veri setinin volcano plot grafigi

DEG’lerin iginde en anlamli seviyede olan otuz gen belirlenmistir. Oncelikle bu

genleri isimleri ve ekspresyon seviyelerini igeren bilgiler tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1. GSE171415 veri setinde en anlamli seviyede diizenlenmis olan otuz
DEG’in 6zellikleri

glucosaminy! (N- C2/4GnT|C24GNT]| ENSG00000
GCNT3 [2.30e-50(9.71e-55[6.7590 jacetyl) transferase 3, |C2GNT2|C2GNTM|
) 140297
mucin type GNTM
i i hyaluronan binding FSAP|HABP|HGFA [ENSG00000
HABP2 |3.28e-35|2.77e-39 [7.005 orotein 2 LINMTCS[PHBP (148702
TMEMG63 i i transmembrane protein [C140rf171|CSC1|SP [ENSGO00000
c 1.39e-3011.75e-34 4.780  lg5c G87/hsCSCL 165548
i i serine peptidase PCTT|PSTI|Spink3| [ENSG00000
SPINKL 14.04e-30/7.182-3418.5980  fipipiior Kazal type 1 [TATI[TCP 164266
- IABC31|EST90757]
ABCC3  4.04e-30[8.52¢-34 [2.7749 gj{)?amd'ggéiﬁﬁgf?’ MLP2|MOAT- ir)\;%cjgoooo
y D|MRP3|cMOAT?
IATP binding cassette
) ) . IARCI4A|ARCI4B|I [ENSG00000
ABCA12 [1.00e-28|2.54e-32 [3.8316 il;bfamllyA member CR2B|LI2 144457
IATPase phospholipid
ATP10B [1.69e-28 |4.99e-32 |6.7402 [transporting 10B ATPVB ENSGO0000
5 118322
(putative)
SYT12 [3.23e-27|1.09e-3016.6035 [synaptotagmin 12 SYT11|sytXll 5%82(25;)0000
PROM2 [5.48e-27 [2.08e-30 [3.9386  [prominin 2 PROML2 Eé\IS%(ggOOOO
OCIAD2 [1.06e-26}4.47e-30(2.4183 |OCIA domain containing 2 i’l\lsszfgoooo
heparan sulfate 6-O- ENSG00000
HS6ST2 |1.70e-26 [7.89e-30 [5.0991 sulfotransferase 2 MRXSPM 171004
xanthine ENSGO00000
XDH 0.23e-26 [4.67e-29 [4.2811 dehydrogenase XAN1XO|XOR 158125
et o, o BIGITEBENT- ey 00y
B3GNT6 [6.21e-25 [3.41e-28 [5.8798 cet Iilucosamin ltran 6|beta-1,3-Gn- 198488
Y9 YN -6 heta3Gn-T6
sferase 6
KIF26B ]9.35e-25 [5.52e-2813.2139 |kinesin family member 26B E(:}IZ%ESOOOO
. . . [CTS2[EDM1|EPD1]
COMP  [2.36e-24[1.49¢-27 |a.7884 [C"tHlage oligomeric | o on oy g [FNSG00000
matrix protein 5TSP5 105664
AFAP1- AFAP1 antisense RNA |JAFAP1- ENSG00000
As1 2.53e-24|1.71e-27|3.5126 1 ASIAFAP1AS 79620
. FKSG84|PRO0899|TIENSG00000
SERINC?2 (6.40e-24 |4.86e-27 [2.3322 |serine incorporator 2 DE2[TDE2L 168528
SAM pointed domain
SPDEF  [6.40e-24 |4.81e-27 |3.8547 |containing ETS PDEF|bA375E1.3 ENSG00000
I 124664
transcription factor
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family with sequence
FAMB3A [7.42¢-23 |5.95¢-26 [4.3493  [similarity 83 member [BJ-TSA-9 ENSG00000
A 147689
GLB1L3 [8.95e-23|7.55e-26 6.1417 [galactosidase beta 1 like 3 i;\éslggoooo
ARHGAP Rho GTPase activating |C200rf95|dJ1100H1 [ENSG00000
10 2.17e-22 (1.92e-2515.2041 orotein 40 24 124143
) ) B12QTL1|SE|SEC2| [ENSG00000
FUT2 3.41e-22 13.16e-25 [3.4129 [fucosyltransferase 2 Se2lsej 176920
CBL-3|CBL- ENSG00000
CBLC 1.00e-21 [9.70e-25|2.3950 |Cbl proto-oncogene C SLIRNF57 149973
cellular retinoic acid ENSG00000
CRABP2 |4.15e-21 {4.20e-2414.8274 binding protein 2 CRABP-I11|RBP6 143320
EPHA10 [6.75e-21(7.12e-2413.9936 [EPH receptor A10 5:?381?000001
ETS variant ELA- ENSG00000
ETV4 9.59e-21 [1.05e-23 13.3945 . FIELAF|PEA3|PEAS
transcription factor 4 3 175832
STK39  [1.20e-20[1.37e-23 [1.6837 [crine/threonine kinase oy o g spak [ENSGO0000
39 198648
TOX high mobility
TOX3 1.41e-20 [1.66e-23 |4.0213 |group box family CAGF9|TNRC9 ENSG00000
103460
member 3
PODXL2 |4.74e-20[5.80e-23 (3.1380 |podocalyxin like 2 EG|PODLX2 Eﬁ%gfoooo
RS1 5.07e-20 |6.41e-23 [-28.168 [retinoschisin 1 RS|XLRS1 i;\lzslggoooo

4.3. GSE120622 veri setinin normalizasyon ve varyans sonuclari

Bu veri setinde &rnek degerlerinin normalizasyonu gerceklestirilmistir. Orneklerin

diferansiyel ifade analizi i¢in uygun olup olmadigim belirlemek i¢in yararli 6rnek

degerlerinin normalizasyondan sonra dagilimini goriintiilenmistir (Grafik 7). Tim

orneklerin ayn1 deger dagilimima sahip olmasi saglanmustir. Ornekler gruplara gore

renklendirilmistir. Medyan merkezli degerler verilerin normallestirildigini ve ¢apraz

karsilastirilabilir oldugunu gostermektedir.

Ortalama-varyans egilimi ile dogrusal bir model uydurulduktan sonra ifade verilerinin

ortalama seviyede varyans iligkisini kontrol etmek i¢in kullanilmistir. Grafik 8’de

verilerde varyasyon egilimi gosterilmistir. Hesaplamada kullanilan en yakin

komsularin sayis1 grafikte gosterilir. Analiz sonuglarindaki P-degerlerinin dagilimi
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grafik 9 gorlntilenmistir. UMAP ile Orneklerin  birbirleriyle iligkileri
gorsellestirilmistir (Grafik 10).
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Grafik 7. GSE120622 veri setinin normalizasyon grafigi
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Grafik 8. GSE120622 veri setinin ortalama-varyans egilimi
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Grafik 9. GSE120622 veri setinin diizeltilmis P-degeri histogrami
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GSE120622: UMAP plot, nbrs =15
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Grafik 10. GSE120622 veri setinin UMAP grafigi

4.4. GSE120622 veri setindeki akciger dokularinda diferansiyel olarak ifade

edilen genlerin tanimlanmasi

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarin akciger dokularinda genlerin
ekspresyon degerleri ile heat map grafigi olusturulmustur. Gruplar arasinda
ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar mavi (en diisiik ekSpresyon seviyesi) ve kirmizi

(en yiiksek ekspresyon seviyesi) renkler arasindaki belirtilmistir (Grafik 11).
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Volcano plot grafigi, istatistiksel anlamliligi (-log10 P degeri) degisimin bilyiikligiine
(log2 kat degisimi) kars1 gosterilmis ve farkli sekilde ifade edilen genleri
gorsellestirmek igin kullanilmistir. Onemli dlgiide farkli sekilde ifade edilen genler,
0,05'lik varsayilan ayarlanmis p-degeri kesme degerinde renkler ile vurgulanmistir.
Kirmiz1 noktalar yukar1 ve asagi regiile edilen genleri temsil etmektedir. Bu veri
setinin analizi ile 6918 tane DEG tanimlanmustir. Bu belirlenen DEG’ler iginden 4067
tane gen yukari regiile edilmekte ve 2851 gen asagi diizenlenmektedir (Grafik 12)
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Grafik 12. GSE120622 veri setinin volcano plot grafigi

DEG’lerin iginde en anlamli seviyede olan otuz gen belirlenmistir. Oncelikle bu

genleri isimleri ve ekspresyon seviyelerini igeren bilgiler tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. GSE120622 veri setinde en anlamli seviyede diizenlenmis olan otuz

DEG’in ozellikleri

tubulin epsilon

and delta
TEDC2 [1.72e-58 [7.81e-633.762.749 |complex 2 C160rf59 ENSG00000162062
carbonic
CA4 1.91e-58 [1.73e-62|-4.044.799janhydrase 4 CAIV|Car4|RP17 [ENSG00000167434
C200rf1|C200rf2|
DIL-
2|DIL2|FLS353|G
TPX2 D:C200rf1|HCA5
microtubule 19|HCTP4|REPP8
TPX2 [1.12e-53 [1.52e-57 [4.450.157 |nucleation factor |6]p100 ENSG00000088325
MYB proto-
MYBL?2 [4.59e-53 [8.32e-57 [4.465.483 |oncogene like 2 [B-MYB|BMYB |[ENSG00000101057
spectrin beta,
non-erythrocytic [GTRAP41|SCAS5|
SPTBN2[5.91e-53 [1.34e-56 [3.077.519 [2 SCAR14 ENSG00000173898
ubiquitin like  |ICBP90|Np95|RN
with PHD and  |F106|TDRD22|hN
ring finger P95|hUHRF1|huN
UHRF1 |1.18e-52 |3.22e-56 [3.853.182 [domains 1 p95 ENSG00000276043
cell division CDC20A|bA276H
CDC20 [2.97e-52 [9.43e-56 [4.372.429 [cycle 20 19.3|p55CDC ENSG00000117399
ARCL2B|JARCL3
pyrroline-5- B|P5CIP5CR|PIG4
carboxylate 5|PP222|PRO3|PY
PYCR1 |l.44e-51 |5.21e-553.528.109 [reductase 1 CR ENSG00000183010
ubiquitin
conjugating FANCT|HSPC150
UBE2T |4.40e-51 [2.00e-54[3.456.439 [enzyme E2 T  [PIG50 ENSG00000077152
KIF18B }4.40e-51 [1.86e-54 |4.436.804 |kinesin family member 18B ENSG00000186185
polo like kinase
PLK1 [8.43e-51 4.20e-54(3.327.469 |1 PLK|STPK13 ENSG00000166851
cell division
cycle associated |BOR|BOREALIN]|
CDCAS8 [1.07e-50 [5.84e-54(3.891.631 [8 DasraBIMESRGP |[ENSG00000134690
COL11A collagen type XI |CO11A1|COLLSG|
1 1.27e-49 [7.49e-5316.964.646 [alpha 1 chain  |DFNA37|STL2 [ENSG00000060718
RECQL
4 1.78e-49 [1.13e-5213.107.833 |RecQ like helicase 4 RECQ4
kinesin family  |CT139|KNSL6|M
KIF2C [2.01e-49 |[1.37e-5214.038.571 [member 2C CAK ENSG00000142945
ATP binding
cassette
ABCA1 subfamily A |ARCI4A|ARCI4B|
2 2.17e-49 ]1.58e-5216.886.137 |member 12 ICR2B|LI2 ENSG00000144452
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kinesin family  |KIF4|KIF4G1|MR
KIF4A [3.27e-48 [2.52e-51 {4.186.328 |member 4A X100[XLID100 |ENSG00000090889
trophinin
associated
TROAP [3.44e-48 [2.81e-51403.243 |protein TASTIN ENSG00000135451
DNA
topoisomerase Il [TOP2|TOP2alpha|
TOP2A [8.67e-48 [7.47e-514.293.524 Jalpha TOPIIA|TP2A ENSG00000131747
UBE2C |1.71e-47 |1.55e-50 [4.496.837 |ubiquitin conjugating enzyme E2 C |UBCH10|dJ447F3.2
HR54|RAD54A|h
RAD54L|2.65e-47 |2.52e-50[3.502.066 [RAD54 like HR54hRAD54  [ENSG00000085999
EXOLl [3.27e-47 [3.36e-50 [4.339.654 |exonuclease 1  [HEX1|hEXxol ENSG00000174371
chromatin
licensing and
DNA replication
CDT1 [3.27e-47 |3.41e-5013.394.119 |[factor 1 DUP|RIS2 ENSG00000167513
origin
recognition
complex subunit
ORC6 [4.73e-47 |5.15e-5013.467.559 |6 ORC6L ENSG00000091651
CDC18L|HsCDC18|
CDC6 [5.16e-47 [5.85e-50 |4.096.568 [cell division cycle 6 HsCDC6|MGORS5
CCNB1 [2.23e-46 |2.63e-4913.409.924 [cyclin B1 CCNB ENSG00000134057
SPC24
component of
NDC80
kinetochore
SPC24 [3.12e-46 (3.81e-49(3.290.467 |complex SPBC24 ENSG00000161888
cell division
cycle associated
CDCAbS [1.24e-45 |1.57e-4813.713.714 |5 SORORIN ENSG00000146670
baculoviral IAP
repeat containing
BIRC5 |1.46e-45 [1.92e-4814.070.259 [5 API4|EPR-1 ENSG00000089685
AWD|GAADI|NB|
NME/NM23 NBS|NDKA|NDP
nucleoside K-
diphosphate AINDPKA|NM23|
NME1 |[1.70e-45 |2.31e-48]2.255.389 [kinase 1 NM23-H1 ENSG00000239672

4.5. GSE127559 veri setinin normalizasyon ve varyans sonuglari

Secilen

ornek degerlerinin normalizasyonu  gerceklestirilmistir.

Orneklerin

diferansiyel ifade analizi i¢in uygun olup olmadigini belirlemek icin yararli 6rnek

degerlerinin normalizasyondan sonra dagilimini goériintiilenmistir (Grafik 13). Tiim

orneklerin ayn1 deger dagilimma sahip olmasi saglanmistir. Ornekler gruplara gore
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renklendirilmistir. Medyan merkezli degerler verilerin normallestirildigini ve ¢apraz

karsilastirilabilir oldugunu gdstermektedir.

Ortalama-varyans egilimi ile dogrusal bir model uydurulduktan sonra ifade verilerinin
ortalama seviyede varyans iligkisini kontrol etmek i¢in kullanilmistir. Grafik 14°de
verilerde varyasyon egilimi gosterilmistir. Hesaplamada kullanilan en yakin
komsularin sayis1 grafikte gosterilir. Analiz sonuglarindaki P-degerlerinin dagilimi
grafik 15 goriintiilenmigtir.  UMAP ile oOrneklerin  birbirleriyle iliskileri
gorsellestirilmistir (Grafik 16).

GSE127559

B_KHDAR S -
W Normaldoks @ : | T + T -+ T T i
o T D T oo

¢¢¢¢¢

log10({normalized counts)

k==

04 = p=====
05 |t
10 o beeees

0_ - - - “ .
J J I I I I I | I I I
232835233223 322%28%
88 8388888883838223
Grafik 13. GSE127559 veri setinin normalizasyon grafigi
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Grafik 14. GSE127559 veri setinin ortalama-varyans egilimi
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Grafik 15. GSE127559 veri setinin diizeltilmis P-degeri histogrami1
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Grafik 16. GSE127559 veri setinin diizeltilmis P-degeri histogrami1

4.6. GSE127559 veri setindeki akciger dokularinda diferansiyel olarak ifade

edilen genlerin tanimlanmasi

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarin akciger dokularinda genlerin
ekspresyon degerleri ile heat map grafigi olusturulmustur. Gruplar arasinda

ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar mavi (en diisiik ekSpresyon seviyesi) ve kirmizi

(en yiiksek ekspresyon seviyesi) renkler arasindaki belirtilmistir (Grafik 17).
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Grafik 17. GSE127559 veri setinin heat map grafigi
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Volkan grafigi, istatistiksel anlamlilig1 (-log10 P degeri) degisimin biiyiikligiine (log2
kat degisimi) kars1 gosterilmis ve farkli sekilde ifade edilen genleri gorsellestirmek
i¢in kullanilmistir. Onemli dl¢iide farkli sekilde ifade edilen genler, 0,05'lik varsayilan
ayarlanmis p-degeri kesme degerinde renkler ile vurgulanmistir. Kirmizi noktalar
yukar1 ve asagi regiile edilen genleri temsil etmektedir. Bu veri setinin analizi ile 1930
tane DEG tanimlanmistir. Bu belirlenen DEG’ler iginden 1050 tane gen yukar1 regiile
edilmekte ve 880 gen asagi diizenlenmektedir (Grafik 18)

GSE127559
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NS Log; FC p-value p-value and log, FC
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Grafik 18. GSE127559 veri setinin volcano plot grafigi

DEG’lerin i¢inde en anlamli seviyede olan otuz gen belirlenmistir. Oncelikle bu

genleri isimleri ve ekspresyon seviyelerini igeren bilgiler tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. GSE127559 veri setinde en anlamli seviyede diizenlenmis olan otuz

DEG’in 6zellikleri

72| £

ST8 alpha-N-acetyl- SIA8F|SIATS-
ST8SIA 8.15e- @4.37e- neuraminide alpha-2,8- FISIAT8F|ST8SIA- ENSGO000
6 10 14 -3.4279  ialyltransferase 6 \VI|ST8SiaVI 00148488
DYNLT [3.54e- |4.10e- dynein light chain Tctex- ENSGO000
5 07 11 -3.355  type family member 5 TCTEX1D1 00152760
3.54e- [5.70e- ENSG000
MMP11 (07 11 4.7584  |matrix metallopeptidase 11 |[SL-3|ST3|STMY3 00099953
6.5%- [1.41e- ENSG000
BARX1 |07 10 0.8081 | BARX homeobox 1 00131668
ARCL2B|ARCL3B|P5C
0.60e- 2.57e- pyrroline-5-carboxylate |P5CR|P1G45|PP222|PR ENSGO000
PYCR1 |07 10 2.668 reductase 1 O3PYCR 00183010
1.07e- [3.45e- ubiquitin conjugating FANCT|HSPC150|PIG5ENSGO000
UBE2T |06 10 2.962 enzyme E2 T 0 00077152
1.65e- 16.19%- ENSGO000
CST1 |06 10 7.8915  [cystatin SN 00170373
1.92e- 8.24e- DASOX|DASPO|DDO- [ENSG000
DDO |06 10 -2.8164  |D-aspartate oxidase 1|DDO-2 00203797
B55-
GAMMA |B55gamma|l
PPP2R2 (1.93e- [9.46e- protein phosphatase 2 MYPNO|IMYPNO1|PR[ENSG000
C 06 10 5.8386  |regulatory subunit Bgamma 52|PR55G 00074211
HOXA1|1.93e- [1.24e- HOX1|HOX1.8|HOX1 [ENSG000
0 06 09 6.844 homeobox A10 H|PL 00253293
AWD|GAADI|NB|NBS|
NDKA|NDPK-
1.93e- [1.19%e- NME/NM23 nucleoside AINDPKA|NM23|NM2 [ENSG000
NME1 |06 09 2.0972  diphosphate kinase 1 3-H1 00239672
1.93e- [1.17e- PRAME nuclear receptor (CT130|MAPE|OIP- ENSGO000
PRAME |06 09 0.235 transcriptional regulator ~ |4|0IP4 00185686
2.33e- [1.63e- ENSG000
AXIN2 |06 09 -2.1332  faxin 2 AXIL|IODCRCS 00168646
2.3%e- [1.79- G protein regulated inducer ENSGO000
GPRIN1/06 09 3.4551  |of neurite outgrowth 1 GRIN1 00169258
LOC10513.01e- [2.42e- uncharacterized
378519 |06 09 -2.3879 |LOC105378519
SAPCD (3.07e- [2.80e- suppressor APC domain ENSGO000
2 06 09 4.1582  |containing 2 C90rf140|p42.3 00186193
3.07e- [2.65e- ubiquitin conjugating ENSGO000
UBE2C (06 09 3.7.528 |enzyme E2 C UBCH10|dJ447F3.2 (00175063
3.27e- |3.52e- high mobility group AT-  HMG- ENSGO000
HMGAL|06 09 2.1481  |hook 1 RIHMGALAHMGIY (00137309
3.27e- |3.69e- lung cancer associated ENSGO000
LCALL1 |06 09 6.087 INCRNA 1 onco-IncRNA-27 00286042
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3.27e- [3.57e- stabilizer of axonemal ENSGO000
SAXO02 |06 09 -4.3108 |microtubules 2 FAM154B 00188659
3.27e- [3.58e- HYDIN axonemal central [CILD5HYDIN1|HYDI ENSG000
HYDIN |06 09 -4.4405  |pair apparatus protein N2|PPP1R31 00157423
platelet activating factor
PAFAH (3.49¢e- |4.12¢- acetylhydrolase 1b catalytic ENSGO000
1B3 06 09 2.0126  subunit 3 PAFAHG 00079462
ZFPM2-4.49e- [5.54e-
AS1 06 09 6.8744 |ZFPM2 antisense RNA 1 |SCAT3
4.49- |6.27e- CDC20A|bA276H19.3| ENSG000
CDC20 |06 09 3.8251 |cell division cycle 20 p55CDC 00117399
4.4%e- 6.21e- solute carrier family 7 4AF2L.C|CD98|D16S469 ENSGO000
SLC7A5(06 09 2.6674  |member 5 E|[E16|LAT1|MPE16 00103257
DGCR10|DGCRY|DGS-
A|DGS-
4.49e- 16.10e- DiGeorge syndrome critical B|LINC00037|[NCRNA [ENSG000
DGCRS5 (06 09 4.8300 |region gene 5 00037|POM121L5P  |00273032
6.52e- [9.45e- ENSGO000
ANLN |06 09 3.4614  fanillin, actin binding proteinFSGS8|Scraps|scra 00011426
RSPH4 [8.12e- [1.26e- radial spoke head CILD11|RSHL3|RSPH6ENSG000
A 06 08 -4.512  lcomponent 4A B|dJ41217.1 00111834
C200rf1|C200rf2|DIL-
2|DIL2|FLS353|GD:C2
8.12e- |[1.25e- TPX2 microtubule 0orf1|HCA519|HCTP4| ENSGO000
TPX2 |06 08 3.8861  |nucleation factor REPP86|p100 00088325
TMEMA48.68e- [1.40e- BCMP1|TM4SF10[VA [ENSGO000
7 06 08 -1.1227  transmembrane protein 47 |B-9 00147027

4.7. Ug veri setinde ortak diferansiyel olarak ifade edilen genleri

Ug bagimsiz veri setinin tamaminda tutarli bir sekilde yukar1 ve asag1 regiile olan

genler venn analizi kullanilarak tanimlanmis ve FunRich tarafindan bir Venn

diyagrami olusturulmustur. Sonug olarak, ii¢ veri setinde ortak 125 yukar1 regiile olan

DEG (Sekil 1A) ve 124 asag1 regiile olan DEG (Sekil 1B) elde ettik.
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Upregulated Overlapping DEGs Downregulated Overlapping DEGs
GSE120622 GSE171415 GSE120622 GSE171415
304 279
3107 319 2129 268
125 124
531 20 319 19
374 418
GSE127559 GSE127559
Sekil 1. Ug bagimsiz veri setinde yukar1 (A) ve asag1 (B) regiile olan genlerin venn
analizi

4.8. Ug veri setinde en anlamh seviyede diferansiyel olarak ifade edilen genlerin

ekspresyon seviyeleri

Veri setlerinde en anlamli seviyede on diferansiyel olarak ifade edilen genlerin
ekspresyon seviyeleri her 6rnek tlizerinde degerlendirilmistir. GSE171415 veri setinde
diferansiyel olanlar icinden GCNT3, ABCC3, TMEMG63C, AFAB1-AS1, HS6ST2,
HABP2, PROM2, OCIAD2, ABCA12 ve EPHA10 en anlamli seviyede yukar1 yonde
regiile olan diferansiyel genlerdir (Grafik 19)

GSE120622 veri setindeki en anlamli seviyede diferansiyel olanlar i¢inden TEDC2,
TPX2, MYBL2, SPTBN2, UHRF1, CDC20, PYCR1, UBE2T ve KIF18B en anlamli
seviyede yukar1 yonde regiile olan diferansiyel genlerdir. CA4 ise asagi yonde regiile
olan gendir (Grafik 20).

GSE127559 veri setindeki en anlamli seviyede diferansiyel olanlar iginden ST8SIAB,
DYNLTS5, DDO ve AXIN2 asag1 yonde regiile olan genlerdir. PYCR1, UBE2T, DDO,
PPP2R2C, NME1, UBE2C ve HMGAL1 genler ise en anlamli seviyede yukar1 yonde
regiile olan diferansiyel genlerdir (Grafik 21)
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Grafik 19. GSE171415 veri setinin en anlamli seviyede DEG’ler

35



SPTBN2

MYBL2

TPX2

TEDC2

%k %k *k *k

1 1 1 1 1 1
(=] =] (=3 (=]

© n < ™ N -

1saAInas uoAsaidsyg

* [/
X %
* ﬁ 5
0,
©
[

I T T T T T <,
o o o [=] (=3 o O,
re] S n S n v
o~ ~N - -

1S9A1nas uoAsaidsyg

é 3,
* V’o
X %
*
+. owmo
7,
T T T T T T %,
(=3 (= [=] (= [=] o o O,
228838 e
1saAinas uoAsaidsyy
é 4,
* Yo
i s
*
\»*O
©
[
T T T T T 1 %,
o [=] o (=3 (=] o o (o)
© ®B ¥ ® N « v

1sakinas uoAsaidsyg

UBE2T

PYCR1

CDC20

UHRF1

* .
*
*

* *
1 1 1 1 1 1 1
o (=] o (=4 [=} [=} o
(=] n N [} © ™

® e d

1saAiInas uoAsaidsyy

o GHN

*

*

*

* ‘

I 1 1 1 1 1 1

[= (=] (=3 (=] (=3 (=3 o

o n o v o n

(] N N - -
1saAinas uoAsaidsygy

*

*

* é

I 1 1 1 1 1 1

(= (=1 (= (=] [=3 (=3 o

o ' o Ie) o wn

™ o~ N - -
1s9A1nas uoAsasdsyg

* .

*

*

*

1saAiInas uoAsaidsyg

CA4

KIF18B

*
*
*
*
T T T T T T T 11 %,
(=0 =B — I — I — I — T — T — T — I~} ()
O ONOBLIT®N 4
1s9A1nas uoAsaidsyg
5,
X o,
* iv
*
%
0,
©
[
— T T T T T 1 %,
© O © © ©o o o (¢)
© B ¥ ® & « 2

1saAinas uoAsaidsyg

Grafik 20. GSE120622 veri setinin en anlamli seviyede DEG’ler
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Grafik 21. GSE127559 veri setinin en anlamli seviyede DEG’ler
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4.9. DEG'lerin fonksiyon zenginlestirme analizi

DEG'lerin islevi hakkinda fikir edinmek i¢cin GO/KEGG zenginlestirme analizi

gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda istatistiksel olarak yiliksek anlamliliga

sahip ilk 10 biyolojik fonksiyon degerlendirilmistir (Tablo 4). Bu fonksiyon

analizlerinde her bir yolaga katilan DEG’lerin listesi de tabloda listelenmistir. Yukari

regiile edilen genler hiicre boliinmesi, Mitotik niikleer bdliinmesi, Hiicre siklusu ve

Epitel hiicre migrasyonu, Niikleer kromozom ayrimi, Hiicre hareketliliginin negatif

diizenlenmesi, Anjiogenezis, Vaskiilatiir gelisiminin negatif diizenlenmesi, Hiicre

baglanti diizeneginin diizenlenmesi, ¢cGMP sinyal yolagi ile iliskili biyolojik

stireglerde zenginlesmistir.

Tablo 4. GO zenginlestirme analizi

Fonksiyon

Durumu

P
degeri

DEG

Hiicre
boéliinmesi

Yukari
regiilasyon

2.92E-
33

MAD2L1, MIS18A, HELLS, KIF11,
AURKA, ZWINT, BRCA2, BLM, NDC80,
MDK, RCC1, CCNB1, NDE1, CKS2,
CCNF, ASPM, NEK2, NUSAP1, BUBIB,
CENPE, SPAGS, KIF20A, CCNE1, PTTG1,
KIF18B, TOP2A, BIRC5, NCAPG2, BRIP1,
KIF14, NCAPG, CCNA2, RACGAP1,
CENPF, ESPL1, CDCA3, CDT1, NCAPH,
CDC6, SPC25, OIP5, NCAPD3, KNTC1,
E2F8, KIF23, PIMREG, ECT2, CKAP2,
TIMELESS, CCNE2, CDCAS8, CDC20,
TPX2, KIF2C, BUB1, CEP55, KIF4A,
UBE2C, CCNB2, PRC1, AURKB,

Mitotik niikleer
bolinme

Yukari
regiilasyon

5.03E-
28

UBE2C, TTK, CCNB2, CHEK1, CENPE,
SPAGS5, PRC1, AURKB, MYBL2, TRIP13,
CDT1, NCAPH, CDC6, NEK2, NUSAP1,
BUB1B, CCNE1, PTTG1, KIF18B, MKI67,
KIF14, NCAPG, KIF18A, CCNAZ2,
RACGAP1, CENPF, ESPL1, MADZ2L1,
KIF11, AURKA, ZWINT, NDC80, RCC1,
CCNB1, NDE1, CCNF, TUBG1, NCAPD3,
KNTC1, KIF23, CCNE2, CDCAS8, CDC20,
TPX2, KIF2C, DLGAPS, BUBL1, KIF4A

Hiicre siklusu

Yukari
regiilasyon

7.08E-
24

AURKA, FGFR10P, BLM, RPA3, NDC80,
RCC1, RECQL4, CCNB1, RRM2,
DONSON, NDE1, HMMR, CKS2, TUBG1,
KNTC1, EZ2F8, PLK4, BRCA1l, EZHZ2,
CDKN2A, NEK?2, BUB1B, CENPE, GTSEL1,
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CCNE1, TYMS, POLE2, MELK, KIF14,
CCNA2, CENPF, MCMZ2, ESPLI,
MAD2L1, FOXM1, CDKN3, MCM4,
TRIP13, CDT1, CDC6, TIMELESS,
CCNE2, CDC20, TPX2, DLGAPS, BUBLI,
UBE2C, TTK, CCNB2, CHEK1, AURKB,

Hiicre
hareketliliginin
negatif
diizenlenmesi

Asagi
regiilasyon

3.02E-
19

RGN, DLC1, MMRN2, PTPRM, ADARBI,
LIMCH1, TBX5, SMAD7, RECK, DCN,
CX3CR1, LRCH1, PRKG1, SLITZ,
MEOX2, CXCL12, STARD13, SCAI, IL33,
FGF2, PTGER4, CLASP2, PTPRG, MMP28,
FBLN1, DUSP1, ACVRL1, ENG,
PPARGCI1A, NAV3, CX3CL1

Epitel  hiicre
migrasyonu

Yukari
regiilasyon

4.06E-
17

GATA2, MEOX2, EMP2, RABI11A,
ANGPT1, STARDI13, KDR, FGF2,
PECAM1, ZEB2, FGF18, CLASP2, TEK,
EPB41L5, KANK2, MAP3K3, MMRN2,
ETS1, PTPRM, DCN, PRKCE, SASHI,
MACF1, TGFBR2, SLIT2, PPM1F, BMPR?2,
HYAL1, EDN1, PTPRG, ACVRLI],
ANXA3, NR4Al, SEMAGSA, TEK,
EPB41L5, KANK2, MAP3K3, MMRNZ2,
ETS1, PTPRM, DCN, PRKCE, SASHI,
MACF1, TGFBR2, SLIT2, GATAZ2,
MEOX2, EMP2, RAB11A, ANGPT],
STARD13, KDR, FGF2, PECAM1, ZEB2,
FGF18, CLASP2, PPM1F, BMPR2, PTPRG,
ACVRL1, ANXA3, NR4Al, SEMAS5A,
HYAL1, EDN1

Angiogenesis

Asagi
regiilasyon

6.01E-
14

NPR1, TGFBR2, AGTR1, SLIT2, GATAZ,
GATAG6, MEOX2, PDE3B, TCF21, JAMS,
TEK, MAP3K3, MMRN2, TMEM100,
ETS1, PTPRM, SOX17, RECK, PPP1R16B,
DCN, CX3CR1, SASH1, GJAS5, EDNRA,
CAV1, ARHGAP24, CYR61, TAL1L,
CALCRL, ACVRL1, ENG, ANXAS,
NR4Al, SEMASA, HYAL1l, EDN1,
CX3CL, EMP2, KLF2,  ANGPT1,
STARD13, KDR, CDH5, FGF2, PTPRB,
PECAM1, HGF, S1PR1, FGF18, ROBO4,
PRKCB,

Nikleer
kromozom
ayrimi

Yukar1
regiilasyon

4.05E-
11

ASPM, NEK2, NUSAP1, BUB1B, CENPE,
SPAGS5, CCNE1, PTTG1, NEK2, NUSAP1,
BUB1B, CENPE, SPAGS5, CCNE1, PTTG1,
KIF18B, TOP2A, BRIP1, KIF14, NCAPG,
KIF18A, RACGAP1, CENPF, ESPLI,
MAD2L1, ZWINT, BLM, NDC80, CCNB1,
TUBG1, NCAPD3, KIF23, ECT2, NCAPH,
CDC6, FEN1, CCNE2, CDCAS8, CDC20,
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KIF2C, DLGAP5, BUB1, KIF4A, TTK,
PRC1, AURKB, TRIP13, CDT1,

TEK, MAP3KS3, TMEM100, ETS1, RAP1A,
CFLAR, PPP1R16B, CX3CR1, SASHI,
TGFBR2, AGTR1, GATA2, GATAG, KDR,
CDHS5, FGF2, HGF, FGF18, PRKCB,
ACVRL1, ENG, ANXA3, SEMAS5A,

Vaskiilatiir HYAL1, CX3CLl1l, TEK, MAP3K3,
gelisiminin Asagi 3.01E- |MMRN2, TMEM100, ETS1, PTPRM,
negatif regiilasyon |8 RAP1A, CFLAR, PPP1R16B, DCN,
diizenlenmesi CX3CR1, SASH1, NPR1l, TGFBR2,
AGTR1, GATA2, GATA6, MEOX?2,
PDE3B, EMP2, KLF2, STARD13, KDR,
CDH5, FGF2, HGF, FGF18, PRKCB,
ACVRL1, ENG, ANXA3, SEMASA,
HYAL1, CX3CL1
MAD2L1, AURKA, FGFRIOP, BLM,
Hiicre baglant: RPAS, NDC80, RCC1, RECQL4
diizeNeain Asagi 8.03E- |ARHGAP6, TEK, EPB41L5, DLC1,
diizenlenmesi regiilasyon |6 LIMCH1, RAP1A, PEAK1, MACF1, KDR,
GPM6B, CLASP2, PPM1F, CAV],
ACVRL1, PRKCH, ACE, CLDN5
STARD13, KDR, FGF2, FGF18, CLASP2,
PPM1F, BMPR2, PTPRG, ACVRLL,
’ r ANXA3, SEMASA, HYAL1, EDN1, EK,
CGMP sinyal| Asag 5-23B-1EpRA11 5, MAP3K3, MMRN2, ETSI,
yolagi regiilasyon |05

PTPRM, DCN, PRKCE, SASH1, MACF1,
TGFBR2, SLIT2, GATA2, MEOX2, EMP2,
RAB11A, ANGPT1,

4.10. Sag-kalim analizi ile progresyon degerlendirmesi

Genel sag kalim analizini gergeklestirmek i¢in Kaplan-Meier sagkalim egrileri

kullanilmigtir. GSE171415 veri bankasinda en anlamli seviyedeki on genin genel

sagkalim (Overall survival: OS) ve progresyonsuz veya hastaliksiz sagkalim

(Progression-free survival: PFS) egrileri gerceklestirilmistir. Belirlenen bu GCNTS3,
ABCC3, TMEMG63C, AFAP1-AS1, HS6ST2, HABP2, PROM2, OCIAD2, ABCA12
ve EPHA10 genler KHDAK hastalarda yukari regule olmaktadir. Bu genlerin

ekspresyon diizeyi yiiksek olan akciger kanserli hastalar ile diisiik ekspresyonlu

hastalara kiyaslanmustir.

Bunlardan 9 gende ekspresyon seviyesi yiiksek olan

hastalarda daha iyi bir 5 yillik genel sagkalim siiresi sergiledigi belirlenmistir.
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Bunlardan ABCC3, AFAP1-AS1, HS6ST2, HABP2, OCIAD2 ve EPHA10 genlerde

istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir. Aksine ABCA12 ekspresyon diizeyi

diisiik olan akciger kanserli hastalar ise yiiksek ekspresyonlu hastalara kiyasla daha

istatiksel olarak anlamli iyi bir 5 yillik genel sagkalim siiresi sergilemistir (Grafik 22).

A

GCNT3 (219508 _at)

GCNT3 (219508 _at)

HS65T2 (1552767 _a_at)

HS65T2 (1552767 _a_at)

E
HR = 0.91 (0.81 - 1.03) - HR = 0.81 (0.66 - 1) HR = 0.82 (0.71 - 0.95) ERE HR = 0.82 (0.61-1.1)
logrank P = 0.12 ![ logrank P = 0.051 : logrank P = 0.0085 + logrank P = 0.17
@ @ | © 4
S =R S !
2w { Zw i
£s I :° 4
2 3 ©
S i\ y g« j
£ o , £ o \
& CREEEN & 3,
. N "
S 1 Expression P Expressiunh‘“mw S 1 Expression s | 3 Expression
— low — low == — low — low i
o high o high —_— o high o high B —
T T T T T T T T e T T T T T e T T T
o 50 100 150 200 250 [} 50 100 150 o 50 100 150 200 250 o 50 100 150
Time {months) Time (months) Time {months) Time {months)
Numbe at risk Mumbes st risk Numbe at risk Numbe t risk
low 1085 485 112 5 3 1 low 238 30 4 1 ow 705 337 s 5 n 1 ow 121 3 1 1
ABCC3 (208161 s at) ABCC3 (208161 s at) HABP (206010 _at) HABP (206010 _at)
2
HR =0.76 (0.67-0.85)| S|} HR = 0.85 (0.69 - 1,05) HR =084 (0.74-094)| A HR = 0.84 (0.68 - 1.03)
logrank P = 4.86-06 - ¢‘ logrank P = 0.14 logrank P = 0.0033 logrank P = 0.096
] ]
5 § E
ze iC' ze
H o | 0
£ h\ £
g = o« y g =
£e s *\1‘ £e
3 Expression ”‘%—m-‘ g Expmssion“’* g Expression T 2 Expression
— low o — low ey — low L. — low e
st ] gl nw — Ep S e EE—
0 s0 100 150 200 250 0 w0 00 150 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150
Namberaage TS (MOMTRS) Time (months) e (ONENS) s e (ONENS)
T = ' L, .\ . o l87 03 a4 s 3 o w238 3 s 1
TMEM63C (227733 _at) TMEMS3C (227733 at) PROM2 (1552797_s_at) PROM2 (1552797_s_at)
N =
4 - =2 HR = 0.86 (0.74 - 1) ERE HR = 0.73 (0.54 - 0.98)
HR = 0.95 (0.82 - 1.1) ERE HR =1.15(0.85-154) =
\ lagrank P = 0.48 +‘ logrank P = 0.37 . ‘5‘%\.\ logrank P = 0.051 +. logrank P = 0.034
\ 1 \'
Z o 4+ ze {
e i = s
= o =
2 T 2 }
g - \ 22 L
£ o ] Y, = N
“ .
~ Ty
g S Expmslsionw L2 3 Expression MHLO—* © | Expressian Ty
S " ow — low —
- -l = 'ta“g\fh 4 high 2 high 1
e T T T T T =] T T T T T T T T
5 so 100 150 200 250 5 50 o0 oo 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150
Time (manths) Time (months) Namberaqge  TTIE (OS] Wumber st 1T (MONENS)
[ i} 2 2 8 1 (o amber stk N B w706 353 97 n 12 1 low 121 ] 1 o
AFAP1-AS1 (1558216 _at) AFAP1-AS1 (1558216 _at) OCIAD2 (225314 _at) 0OCIAD2 (225314 _at)
o E)
LY HR = 0.72 (0.62 - 0.84) RS HR = 0.6 (0.45 - 0.81) ‘ HR = 0.85(0.73 - 0.98) ~ 1 HR = 0.85 (0.64 - 1.15)
* logrank P = 2.3e-05 W logrank P = 0.00083 logrank P = 0.029 1 logrank P = 0.3
w | | |
o |[ l
) ¥ zwo 'k
== + e
3 i 5
] . T
2. .l 2. )
£ o o 1 & © o ey \
e f M
" + e o ~N S
o 1 Expression o - Expression., Expression T S | Expression %%,
— low — low S — low \_‘ — low |
o high ) high _ < high < high |
e T T T T T < T T T e T T T T T e T T T
[} 50 100 150 200 250 0 50 100 150 o 50 100 150 200 250 o 50 100 150
Time (months) Time {(months) Time {(months) Time {(months)
Mumbes st risk umber at risk Number at risk Number at risk
w7 35 ) 2 13 1 w122 15 2 1 ow 7 Er) 54 n 7 1 w122 2 1
EPHA10 (236073_at EPHA10 (236073
¢ 20 ¢ 41 ABCA12 (215465 _at) ABCA12 (215465 _at)
o °
= HR=0.69(059-08)| o1 HR =0.82 (0.61 - 1.1) = 2
,og,ank,,‘:m,m’ - ‘Ug,;nk,,wlg - HR=123(1.09-139)| 7% HR = 1.12 (0.91 - 1.38)
- . logrank P = 0.00059 1 logrank P = 0.29
S 31 @ 3
=)
£39 =N Zs )i
K = b
8 < E B
ST S g3
N | ~ N ‘ ~
© 7| Expression S 7 Expression o 7| Expression o |Expression " M
— low — low — low — low T
o | — high o | — high high = high e !
© T T T T T T T T
0 s 100 150 200 250 o 50 100 150 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150
Time (months) Time (months) Time {months) Time {months)
Number at isk Number at risk Number at risk Humber a risk
708 3 ow 121 6 1 B ow 1083 517 on 238 a7 a 1

low s 2 9 1
nigh s 3

ngh 121 o 1

102 E 10 0

Grafik 22. GSE171415 veri setindeki 6nemli DEG’lerin sagkalim grafikleri. Ayni
genlere ait genel sag kalim (A) ve progresyonsuz sagkalim (B) grafikleri yer almaktadir.
Kirmiz1 olan cizgiler ekspresyon seviyesi yiiksek olanlar1 siyah ¢izgiler ekspresyon
seviyesi diisiik olanlar1 gostermektedir




GSE120622 veri bankasinda en anlamli seviyedeki on genin genel sagkalim ve
progresyonsuz sagkalim egrileri gergeklestirilmistir. Bu veri setindeki en anlamli
seviyede diferansiyel olanlar iginden TEDC2 (C160rf59), TPX2 (p100), MYBLZ2,
SPTBN2, UHRF1, CDC20, PYCR1, UBE2T ve KIF18B en anlaml seviyede yukari
yonde regiile olan diferansiyel genlerdir. CA4 (RP17) ise asag1 yonde regiile olan
gendir. Bu genlerin ekspresyon diizeyi yliksek olan akciger kanserli hastalar ile diisiik
ekspresyonlu hastalar kiyaslanmistir. CA4 ise geninde ise anlamli bir degisiklik tespit
edilmez iken diger genlerin ekspresyon seviyesi diisiik olan hastalarda istatiksel olarak
anlamli seviyede daha iyi bir 5 yillik genel sagkalim siiresi sergiledigi belirlenmistir
(Grafik 23).

GSE127559 veri setindeki diferansiyel olan genler iginden asagi yonde regiile olan
ST8SIA6, DYNLTS (TCTEX1DI1), DDO ve AXIN2 ile yukar1 yonde regiile olan
PYCR1, UBE2T, PPP2R2C, NME1, UBE2C ve HMGALl (HIMGIY) genler
belirlenmigtir. Bu genlerin genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim egrileri
gerceklestirilmistir.  Bu genlerin ekspresyon diizeyi yiiksek olan akciger kanserli
hastalar ile diisiik ekspresyonlu hastalar kiyaslanmistir. Asagi yonde regiile olan

ST8SIAG6, DYNLTS (TCTEX1D1), DDO ve AXIN2 ile

Genel olarak genlerin ekspresyon seviyesi diisiik olan hastalarda istatiksel olarak
anlamli seviyede daha iyi bir 5 yillik genel sagkalim siiresi sergiledigi belirlenmistir.
Asag1 yonde regiile olan DYNLTS genin de ise tam tersine ekspresyon seviyesi yiiksek
olan hastalar istatiksel olarak anlamli seviyede daha 1yi bir 5 yillik genel sagkalim ve
progresyonsuz sagkalim siiresi gdstermistir. AXIN2 geninde ise anlamli bir degisiklik

tespit edilmemistir (Grafik 24).
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Grafik 23. GSE120622 veri setindeki 6nemli DEG’lerin sagkalim grafikleri. Ayni
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Grafik 24. GSE127559 veri setindeki 6nemli DEG’lerin sagkalim grafikleri. Ayni
genlere ait genel sag kalim (A) ve progresyonsuz sagkalim (B) grafikleri yer almaktadir.
Kirmiz1 olan ¢izgiler ekspresyon seviyesi yliksek olanlar1 siyah c¢izgiler ekspresyon
seviyesi diislik olanlar1 gdstermektedir.
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4.11. Kiiciik hiicre disi akciger kanserinde tanisal biyobelirte¢ adaylar

Analizler sonucunda ii¢ veri grubunda istatiksel olarak yiiksek seviyede anlamli
ekspresyon seviyesine sahip 10 gen biyobelirte¢ adaylar1 olarak belirlenmistir. Bu
belirleme parametreleri i¢inde uc veride DEG’ler icinde yliksek seviyede anlamli p
degeri ve mutlak katlanma degisimi igermeleri yaninda, sag kalim egrileri de
degerlendirmeye alinmistir. Bu genler; TPX2, MYBL2, CDC20, UBE2T, UBE2C,
NME1, HMGA1 ve DYNLT5. KHDAK hastalarin akcigerdeki tumor dokularindaki
bu genlerden DYNLT5 asagi yonde regule olurken digerleri yukari dogru regule
olmaktadir. Bu genler TCGA verileri kullanilarak ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
TCGA veri bankasindaki LUAD verileri ile de bu genlerin iki grup arasinda anlamli
seviyede farkli oldugu tespit edilmistir.
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Grafik 25. TCGA veri bankasinda DEG’lerin sonuglari. Ug veri setinde en anlamli
seviyedeki DEG’ler ve TCGA veri bankasindaki LUAD ile ilgili RNA sonuglari ile
beraber degerlendirmeleri. Mor renkli kutu: normal doku, yesil kutu: tiimorlii dokuyu
gostermektedir (P<0.05)
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Tartisma

Akciger kanseri hem insidans hem de mortalite agisindan diinya ¢apinda en yaygin
malignitelerden biridir (Bunn, 2017; Hirsch 2017). Teshis ve tedavi stratejilerindeki
onemli ilerlemelere ragmen, akciger kanserli hastalarin prognozu tatmin edici degildir.
Bu nedenle, yeni tanm1 ve tedavi hedefleri olarak hizmet edecek akciger kanseri
biyobelirteglerinin tanimlanmasina ihtiya¢ vardir. Biyoinformatik analiz, hastaliklarin
ilerlemesindeki genetik degisiklikleri arastirmak i¢in yaygin olarak uygulanmaktadir
ve yeni terapotik hedeflerin belirlenmesini saglayabilir. Bu tez calismasi, RNA
sekanslama ve biyoinformatik analizler yoluyla KHDAK'de diferansiyel olarak ifade
edilen genlerin belirlenmesi ve potansiyel biyobelirteclerin tanimlanmasini

amaclamaktadir.

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), tiim akciger kanseri vakalarinin
yaklasik %85'in1 olusturarak Onemli bir klinik sorun teskil eder. Bu nedenle,
KHDAK!'in tan1 ve tedavi siireclerinde etkili biyobelirteclerin belirlenmesi kritik bir
onem tasir (Lai, 2023; Toth 2024; Roy-Chowdhuri, 2024). Akciger kanseri
biyobelirtegleri, hastalik tanisi, prognozu ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde
kritik rol oynamaktadir. Literatiirde EGFR ve ALK mutasyonlar: gibi biyobelirteclerin
klinik kullanim1 yaygin olarak tartisitlmaktadir (Téth, 2024; Saw, 2024; Shojaee, 2017,
Parikh, 2019). Bunun yaninda gen ekspresyon profillemesi, biyobelirteclerin
belirlenmesinde kritik bir aragtir. Bu teknoloji, kanser hiicrelerindeki spesifik genlerin
ifade diizeylerini inceleyerek hastaligin molekiiler temelini anlamamiza yardimci
olmaktadir. Bu tez calismasinda, kanserde gen ekspresyonlarinin biyobelirte¢ olarak
rolii ve bu bilgilerin klinik uygulamalardaki 6nemi ele alinmistir (Sun, 2024; Kamel,
2017) .

Gen ekspresyon profillemesi, genellikle mikroarray teknolojisi veya RNA sekanslama
(RNA-Seq) kullanilarak gergeklestirilmektedir. Mikroarray teknolojisi belirli bir gen
setinin ekspresyon seviyelerini ayni anda 6lgmek i¢in kullanilmaktdir. Mikroarrayler,
genlerin ne kadar aktif oldugunu ve hangi genlerin kanser hiicrelerinde farkli sekilde
ifade edildigini belirlememizi saglamaktadir. Bunun yaninda RNA-Seq, hiicrelerdeki
tiim RNA molekiillerinin yiiksek dogrulukla dizilenmesini saglamaktadir. Bu yontem,

gen ekspresyon seviyelerini daha kapsamli ve hassas bir sekilde olgebilir (Ergin,
2022).
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RNA-Seq, gen ekspresyon profillemesi ve biyoinformatik analizler, kanser
biyolojisinde dnemli yer tutmaktadir. Kanserde gen ekspresyon biyobelirteclerin roli,
tani, prognoz, tedaviye yaniti takip etmek icin kullanabilmekte ve hedeflenmis tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine yardimeci olabilmektedir. Ornegin, meme kanseri
tanisinda kullanilan Oncotype DX testi, belirli genlerin ekspresyon seviyelerine
dayanarak hastaligin seyrini tahmin etmekte ve tedavi kararlarina yardimci olmaktadir
(Venetis, 2024). Belirli genlerin ekspresyon diizeyleri, hastaligin prognozunu tahmin
etmek icin kullanilabilir. Ornegin, yiiksek MYC ekspresyonu, bazi1 kanser tiirlerinde
kotii prognoz ile iligkilidir (Qu, 2017). Gen ekspresyon biyobelirtegleri, hastalarin
belirli tedavilere yanit verip vermeyecegini dngorebilir. Ornegin, ERBB2 (HER2)
geninin asir1 ekspresyonu, HER2 hedefli tedavilerden yarar gorecek meme kanseri
hastalarim1 belirlemek igin kullanilir (Ferrando-Diez, 2022). Hedeflenmis tedavi
stratejileri olarak da belirli genlerin baskilanmasi veya asir1 ekspresyonu, kanser

hiicrelerini spesifik hedeflere kars1 daha hassas hale getirebilir (Sen, 2024).

Literatiirde RNA-Seq verilerinin diferansiyel gen ekspresyonu analizi ile akciger
kanserinin genetik degisikliklerin belirlenmesi {izerine bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir
(Yang, 2020; Li, 2019; Cai, 2014). Onceki calismalarda akciger kanserinin farkli
patolojik alt tipleri ile iliskili biyobelirtecler taranmistir (Mendell, 2005; Xiao, 2018;
Wen, 2018; Tang, 2018). Benzer sekilde, bu calismada da akciger kanserinin
potansiyel biyobelirtegleri taranmistir. Tezde kullanilan metodolojiler ve elde edilen
bulgular, bu literatiirde belirtilen yaklasimlar ve sonuclarla uyumludur (Yu, 2020;
Zhou, 2022; Erkin, 2022). Bununla birlikte, mevcut ¢alisma 6nceki literatiirden birkag
yonden farklilik gdstermektedir. Mevcut ¢alismada arastirma verileri, veri
sonuclarinin ¢esitlendirilmesine olanak taniyan farkli veri kiimelerinden elde
edilmistir. Sonuclarin gilivenilirligini artirmak amaciyla tek bir veri setiyle iliskili
hatalar1 ve dizileme platformlarindaki farkliliklar1 azaltmak i¢in ii¢ veri seti segilmistir.
Bu ¢aligmanin amaci, biyoinformatik analiz kullanarak ¢esitli patolojik akciger kanseri
tiirlerinde ortak biyobelirtegleri taramakti. Sonug¢ olarak, farkli veri kaynaklar ve
kullanilan istatistiksel yontemler nedeniyle farkli sonuclar elde edilmistir. Bununla
birlikte, mevcut calismada tanimlanan bazi1 biyobelirtegler daha 6nce yayinlanan

caligmalarla tutarlidir (Kato, 2012; Ma, 2014; Kim, 2011; Li, 2018; Ma, 2018).

Bu ¢alismada, ii¢ veri setinde ortak 125 genin ekspresyon seviyesinin artigi ve 124

genin ekspresyon seviyesinin ise diistiigii tespit edilmistir. Sonugta 249 ortak DEG
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tanimlanmistir. GO zenginlestirme analizi, en dnemli modiildeki degisikliklerin esas
olarak hiicre boliinmesi, mitotik niikleer boliinme, hiicre siklusu ve epitel hiicre
migrasyonu alaninda zenginlestigini ortaya koymustur. Onceki calismalar hiicre
dongiisiinilin diizensizliginin karsinogenez ve tiimorlerin ilerlemesi ile iligkili oldugunu

gostermistir (Chiang, 2015; Wan, 2014).

Bu calismada, her bir veri seti i¢inde istatiksel olarak en anlamli seviyedeki on gen
belirlenmistir. GSE171415 veri setinde diferansiyel olanlar i¢inden GCNT3, ABCC3,
TMEMG63C, AFAB1-AS1, HS6ST2, HABP2, PROM2, OCIAD2, ABCA12 ve
EPHA10 en anlaml seviyede yukari1 yonde regiile olan diferansiyel genler olarak
belirlenmistir. GSE120622 veri setinde TEDC2, TPX2, MYBL2, SPTBN2, UHRFI1,
CDC20, PYCRI1, UBE2T, KIF18B ve CA4 en anlamli seviyede diferansiyel olan
genlerdir. GSE127559 veri setinde ise en anlamli seviyede diferansiyel olan genler
ST8SIA6, DYNLTS5, DDO, AXIN2, PYCR1, UBE2T, DDO, PPP2R2C, NME1,
UBE2C ve HMGAI olarak belirlenmistir. Bu genler {i¢ veri seti icinde DEG’ler i¢inde
yer almaktadir. Bunun yaninda ilk on seviyede de ortak olan genler bulunmaktadir.
Daha sonra, bu genlerin sagkalim analizi, akciger kanserli hastalarin 5 yillik genel
sagkalim stiresinin daha kotii olmasiyla 6nemli Olctide iligkili olduklarini ortaya
koymustur. Literatiirde, KHDAK'de belirlenen biyobelirteglerin prognostik degerini
inceleyen ¢alismalar, bu genlerin hasta sagkalimini 6ngérmede 6nemli rol oynadigini

gostermektedir (Chen, 2019; Ye, 2020).

Bu tezde en anlamli seviyede diferansiyel olan genler ve genel sagkalim analizlerinde
ekspresyon seviyelerinin istatiksel olarak yiiksek seviyede anlamli genler biyobelirteg
adaylari olarak se¢ilmistir. Bunlar TPX2, MYBL2, CDC20, UBE2T, UBE2C, NMEI,
HMGA1 ve DYNLT5 genler olarak tespit edilmistir. Bu genlerin mevcut KHDAK
biyobelirteglere ek olarak kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu literatiirdeki
caligmalarla desteklenmektedir (Zhu, 2024; Xian, 2023; Wang, 2022; Jalali, 2024;
Dastsooz, 2019; Prunier, 2023; Khan, 2019; Kang, 2013; Idoudi, 2023).

Akciger kanseri mekanizmasi, spesifik genetik ve epigenetik degisiklikler tarafindan
yonlendirilmektedir (Wenn, 2014). TPX2'nin biyobelirte¢ olarak kullanimi, kanserin
tani, prognoz ve tedavisinde dnemli bir potansiyele sahiptir. TPX2 (Targeting Protein
for Xenopus kinesin-like protein 2), hiicre boliinmesi ve mikrotiibiil dinamiklerinin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan bir proteindir. Bu genin asir1 ekspresyonu,

cesitli kanser tiirlerinde biyobelirte¢ olarak 6nem tasimaktadir. Kanser hiicrelerinde
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TPX2'nin agir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu artirarak tiimor gelisimine
katkida bulunmaktadir (Koike, 2022; Shao, 2022). TPX2'in yiiksek seviyelerde
ifadesi, ozellikle hiicre siklusunun S ve G2/M fazlarinda gozlemlenir ve bu durum,

kanser hiicrelerinin hizla boliinmesine ve ¢ogalmasina yol agar (Wang, 2020; Hu,

2023).

Akciger kanserinde TPX2, tan1 ve prognostik bir biyobelirteg olarak biiyiik nem tagir.
Calismalar, TPX2'min KHDAK hastalarinda yiiksek seviyelerde ifade edildigini ve bu
durumun kotii prognoz ile iliskili oldugunu gostermektedir (Wang, 2022). Calismalar,
TPX2 ekspresyonunun yiiksek oldugu akciger kanseri hastalarinda sagkalim
oranlarinin belirgin sekilde diisiik oldugu bulunmustur (Koike, 2022; Yang, 2024). Bu
nedenle, TPX2'nin ekspresyon diizeyleri, akciger kanseri hastalarinin prognozunu

tahmin etmek i¢in kullanilabilir.

TPX2'nin asir1 ekspresyonu, belirli kemoterapdtik ajanlara karsi direng gelisimine de
katkida bulunabilmektedir. TPX2'nin baskilanmasi veya inhibitorlerinin kullanimu,
kanser hiicrelerinin bu tedavilere karsi duyarliligini artirabilir ve bu da tedavi
sonuglarini iyilestirebilmektedir (Hu, 2020). TPX2, tiimor metastazi ve biiylimesi ve
KHDAK'nin klinik evresi ile anlamli derecede pozitif korelasyon gostermektedir. Ek
olarak, yiiksek TPX2 seviyeleri 6nemli dl¢lide kotii bir hayatta kalma oranina isaret
etmektedir. in vitro deneysel sonuglar ayrica TPX2'in yukari regiilasyonunun
KHDAK hiicre go¢iinii ve istilasini dnemli 6l¢iide destekledigini ve hiicre plastisitesini
etkileyebilecegini ortaya ¢ikarmistir. TPX2'nin epitelyal-mezenkimal gegis siirecini
onemli Olclide aktive ettifini ve matris metaloproteinaz (MMP)2 ve MMP9'un
ekspresyonunu ve aktivitelerini artirdigin1 gostermektedir. Calismalar, TPX2'nin
KHDAK'nin metastazi ve malign ilerlemesini destekledigini ve dolayisiyla
KHDAK'de kétii prognozun bir belirteci olarak hizmet edebilecegini gdstermektedir
(Zhou, 2020).

Yang ve arkadaslari, TPX2'nin akciger skuamoz karsinom hiicre radyorezistansi ile
iligkili oldugunu ve akciger skuamoz karsinomunda hiicre radyosensitivitesini
artirmak i¢in terapotik bir hedef olarak hizmet edebilecegini ortaya koymustur (Yang,
2017). Ayrica, Schneider ve arkadaslari, mitozla iliskili gen olan TPX2'in
ekspresyonunun KHDAK'li hastalarin prognozuyla iliskili oldugunu gostermistir
(Schneider, 2017).
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TPX2'nin biyobelirte¢ olarak kullanimi, sadece akciger kanseri degil, ayn1 zamanda
meme, prostat, kolon, mide ve diger kanser tiirlerinin tani, prognoz ve tedavisinde de
onemli bir potansiyele sahiptir (Zhu, 2024). TPX2, meme kanseri hiicrelerinde asir1
ekspresyon gostermekte ve bu durum tiimor agresifligi ile iliskilendirilmektedir. Bu
hastalarda yiiksek TPX2 ekspresyonu, hastaligin ilerlemesi ve kotii prognoz ile
baglantili oldugu gosterilmistir. TPX2, meme kanserinde hiicre proliferasyonu ve
metastaz potansiyelini artirabilir (Chen, 2018). Ayrica, TPX2'nin ekspresyon
seviyeleri, hastalarin tedaviye yanitini 6ngérmede de kullanilabilecegi belirtilmistir

(Liu, 2019).

Prostat kanserinde de TPX2'nin asir1 ekspresyonu gozlemlenmistir. Yiiksek TPX2
seviyeleri, prostat kanseri hiicrelerinde hizli hiicre boliinmesi ve timor bityliimesi ile
iligkilidir. TPX2, prostat kanseri hastalarinda ko&tii prognoz gostergesi olarak
kullanilabilir  (Zhou, 2018). Ayrica, TPX2'nin inhibisyonu, prostat kanseri
hiicrelerinde biiyimeyi durdurabilir ve apoptozu tetikleyebilir (Pan 2017).

Kolon kanserinde TPX2 ekspresyonunun artmasi, hastaligin ilerlemesi ve metastaz
yapma potansiyeli ile iligkilidir. TPX2, kolon kanseri tanisinda biyobelirte¢ olarak
kullanilabilir ve hastaligin seyri hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilir. Yiiksek TPX2
ekspresyonu, kemoterapi direncine de katkida bulunabilir ve bu nedenle TPX2 hedefli

tedaviler gelistirilmesi lizerinde ¢alisilmaktadir (Wei, 2013).

TPX2, mide kanseri hiicrelerinde de yiiksek seviyelerde ifade edilmektedir. TPX2'nin
asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu artirarak tiimor biiyiimesine ve metastaza
katkida bulunur. Mide kanserinde TPX2'nin biyobelirte¢ olarak kullanimi, hastaligin
erken tanisinda ve tedavi siirecinde 6nemli olabilir. Ayrica, TPX2'nin inhibisyonu,
mide kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelleyebilir ve tedavi etkinligini artirabilir

(Tomii, 2017).

TPX2'nin yiiksek ekspresyonu, karaciger, pankreas ve over kanserlerinde de
gozlemlenmistir ve bu durum hastaligin agresifligi ile iligkilidir (Shaath, 2023).
TPX2'nin bu kanser tiirlerinde de tani, prognoz ve tedavi yanitinin 6ngdriilmesinde

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Wang, 2023).

Sonug olarak TPX2, ¢esitli kanser tiirlerinde, 6zellikle de akciger kanserinde 6nemli
bir biyobelirte¢ aday1 olarak diistiniilmektedir. TPX2'nin asir1 ekspresyonu, hiicre
proliferasyonunu artirarak tiimor gelisimine katkida bulunmakta ve yiiksek TPX2
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seviyeleri, kotii prognoz ile iliskili oldugu bilinmektedir. TPX2'nin biyobelirte¢ olarak
kullanimi, akciger kanseri tan1 ve tedavisinde 6nemli bir potansiyele sahip olabilir. Bu
nedenle, TPX2 ve onun diizenleyici yollar1 {izerinde yapilan arastirmalar, kanser

tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

MYBL2 (Myb-related protein B), hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. MYBL2'nin asir1 ekspresyonu, cesitli kanser
tiirlerinde gozlemlenmis ve bu durum tiimor gelisimi, progresyonu ve metastazi ile
iliskilendirilmistir. MYBL2, kanser biyobelirteci olarak tani ve tedavi siireglerinde
onemli bir potansiyele sahip olabilecegi diistiniilmektedir (YYang, 2024)

MYBL2'nin asir1 ekspresyonu, meme kanserinde yaygin olarak gézlemlenmekte ve bu
durumun hastaligin agresifligi ile iligkili oldugu bildirilmektedir. Yiiksek MYBL2
seviyeleri, hastalarin kotii prognoz gostermesine neden olabilir. MYBL2, ozellikle
ticlii negatif meme kanseri (TNBC) gibi agresif alt tiplerde daha yiliksek ekspresyon
gostermekte ve bu durum tedavi direncine katkida bulunabilmektedir (Garcia-
Torralba, 2023).

Prostat kanserinde de MYBL2'nin asir1 ekspresyonu gozlemlenmistir. MYBL2, hiicre
proliferasyonunu artirarak prostat kanseri gelisimine katkida bulunmaktadir. MYBL2
gen ekspresyon seviyelerinin Ol¢iilmesi, prostat kanseri tanisi ve hastaligin seyri

hakkinda bilgi saglamak i¢in kullanilabilecegi belirtilmektedir (Jiao, 2022).

Kolon kanserinde MYBL2, hiicre dongiisiiniin G2/M kontrol noktasini diizenleyerek
timor gelisimini  desteklemektedir. MYBL2'min asirt ekspresyonu, hastaligin
ilerlemesi ve kotii prognoz ile iligkili oldugu rapor edilmistir. Ayrica, MYBL2'nin
inhibisyonu, kolon kanseri hiicrelerinde biiyiimeyi durdurabilmekte ve apoptozu
tetikleyebilmektedir (Ren, 2015; Chen, 2021).

Mide kanserinde MYBL2in yliksek ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu artirarak
timor bliylimesine ve metastaza katkida bulunmaktadir. MYBL2, mide kanserinde
biyobelirte¢ olarak kullanilabilmekte, hastaligin erken tanisinda ve tedavi siirecinde
onemli olabilmektedir. MYBL2 seviyelerinin yiiksek olmasi, kotii prognoz ve tedavi
direnci ile iliskili olabilmektedir (Jia, 2019).

MYBL2, yukarida bahsedilen kanser tiirlerine ek olarak, karaciger, pankreas, over ve
beyin kanserlerinde de biyobelirte¢ olarak onem tasimaktadir. MYBL2'min asir

ekspresyonu, bu kanser tiirlerinde de hastaligin agresifligi ile iligkili oldugu, tani,
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prognoz ve tedavi siireclerinde bir biyobelirtec olarak kullanilabilme potansiyeli

tasidigr belirtilmektedir (Li, 2024).

Akciger kanserinde de MYBL2'nin asir1 ekspresyonu gozlemlenmistir. Akciger
kanserlerinde MYBL2'nin asir1 ekspresyonu, timor progresyonu ve metastaz ile
iligkilidir. MYBL2, akciger kanserinde biyobelirte¢ olarak tani, prognoz ve tedavi
stireclerinde kullanilabilir. MYBL2'min KHDAK'ta asir1 ekspresyonu, hiicre
proliferasyonunun artmasina ve tiimor biiylimesine neden olmaktadir. Yiiksek
MYBL2 seviyeleri, hastalarin kotii prognoz gostermesi ile iliskilidir (Xiong, 2020).
Ayrica, MYBL2'nin ekspresyon seviyeleri, KHDAK hastalarinda kemoterapi ve
hedefli tedavi yanitlarin1 5ngérmede de kullanilabilir (Wei, 2022; Wei, 2023; Ahmed,
2019). Bu nedenle MYBL2, akciger kanserlerinde biyobelirteg olarak tani ve
prognozda 6nemli bir role sahip olabilir. MYBL2 ekspresyon seviyeleri, akciger

kanseri tanisinda yardimei olabilir ve hastaligin seyri hakkinda bilgi saglayabilir.

MYBL2, akciger kanseri hiicrelerinde kemoterapi ve radyoterapi direncine de katkida
bulunabilir. MYBL2'nin asir1 ekspresyonu, tedavi direnci gelistiren hiicrelerde daha
yaygin olarak gozlemlenmistir (Wang, 2022). MYBL2'nin inhibisyonu, tedaviye
direncli akciger kanseri hiicrelerinde proliferasyonun azalmasina ve apoptozun

artmasina neden olabilir (Maharjan, 2020).

Sonug olarak MYBL2, akciger kanserlerinde 6nemli bir biyobelirte¢ olarak karsimiza
¢ikmaktadir. MYBL2in asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu artirarak timor
gelisimine ve metastaza katkida bulunmaktadir. Yiikksek MYBL2 seviyeleri, koti
prognoz, tedavi direnci ve diisiik sagkalim oranlar ile iligkilidir. MYBL2'nin
biyobelirte¢ olarak kullanimi, akciger kanseri tani ve tedavisinde onemli bir

potansiyele sahip olabilir.

CDC20 (Cell Division Cycle 20), hiicre dongiisiiniin anafaz-metakinezi gecisini
diizenleyen ve mitozun dogru sekilde ilerlemesi i¢in kritik olan bir protein kodlayan
gendir (Bruno, 2022). CDC20'min asir1 ekspresyonu, cesitli kanser tiirlerinde
gbzlemlenmis ve timor progresyonu, metastaz ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir.
CDC20, kanser biyobelirteci olarak tani ve tedavi siireglerinde kullanilabilir (He,
2023; Xian, 2023).

CDC20'nin asir1 ekspresyonu, meme kanserinde yaygin olarak gozlemlenmektedir.
CDC20'nin yiiksek seviyeleri, kotii prognoz ve diisiik sagkalim oranlarn ile
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iligskilendirilmigtir. Ayrica, CDC20min inhibisyonu, meme kanseri hiicrelerinde

biiyiimeyi durdurabilmekte ve apoptozu tetikleyebilmektedir (Xian, 2023).

Prostat ve kolon kanserinde de CDC20'min asir1 ekspresyonu goézlemlenmistir.
CDC20, hiicre proliferasyonunu artirarak prostat kanseri gelisimine katkida
bulunmakta ve hastaligin ilerlemesi ile iligkili oldugu belirtilmistir. CDC20'nin
seviyelerinin Sl¢lilmesi, prostat ve kolon kanseri tanisi ve hastaligin seyri hakkinda

bilgi saglamak i¢in kullanilabilir (Xian, 2023).

Mide kanserinde CDC20'nin yliksek ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu artirarak
timor biiylimesine ve metastaza katkida bulunmaktadir. CDC20, mide kanserinde
biyobelirteg olarak kullanilabilme potansiyeli tasimaktadir. CDC20 seviyelerinin
yiiksek olmasi, kotii prognoz ve tedavi direnci ile iliskili oldugu da belirtilmistir (He,
2023).

CDC20, yukarida bahsedilen kanser tiirlerine ek olarak, karaciger, pankreas, over ve
beyin kanserlerinde de biyobelirte¢ olarak onem tasimaktadir. CDC20'nin asiri
ekspresyonu, bu kanser tiirlerinde de hastaligin agresifligi ile iliskili ve tani, prognoz
ve tedavi siireclerinde kullanilabilme potansiyeli tasimaktadir. CDC20'nin
inhibisyonu, bu kanser tiirlerinde de tiimor biiyiimesini durdurabilmekte ve apoptozu
tetikleyebilmektedir (Xian, 2023; Dong, 2019)

Akciger kanserinde de CDC20'nin asir1 ekspresyonu gozlemlenmistir. CDC20,
KHDAK ve KHAK gibi alt tiplerde hiicre proliferasyonunu artirarak tiimdr gelisimine
katkida bulunmaktadir (Deng, 2021; (Kato, 2012). Yiiksek CDC20 seviyeleri, kotii
prognoz ve diisikk sagkalim oranlar ile iliskilidir (Xian, 2023; Wang, 2018; Kato,
2012).

CDC20'nin KHDAK'ta asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunun artmasina ve
timor biiylimesine neden olmaktadir. Yiikksek CDC20 seviyeleri, hastalarm kot
prognoz gostermesi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Deng, 2021; Xian, 2023; Wang,
2022; (Kato, 2012 ). Ayrica, CDC20'nin ekspresyon seviyeleri, KHDAK hastalarinda
kemoterapi ve hedefli tedavi yanitlarin1 Ongdrmede kullanilabilir. KHAK’da
CDC20'nin asir1 ekspresyonu bu kanser tiiriinde de yaygin olarak gézlemlenmektedir.
CDC20, KHAK hiicrelerinde hizli hiicre dongiisii ve proliferasyonunu
desteklemektedir (Kato, 2012).
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Sonugta yiiksek CDC20 ekspresyon seviyeleri, akciger kanserinde kotii prognoz ve
diisiik sagkalim oranlar ile iliskili olmasi nedeniyle bu genin kanser tanisinda ve
hastaligin seyri hakkinda bilgi saglayabilecek potansiyel tasidigi diisiiniilmektedir
(Kato, 2012). CDC20, akciger kanseri hiicrelerinde kemoterapi ve radyoterapi
direncine katkida bulunabilmektedir. CDC20'nin asir1 ekspresyonu, tedavi direnci
gelistiren hiicrelerde daha yaygin olarak gézlemlenmektedir. CDC20'nin inhibisyonu,
tedaviye direngli akciger kanseri hiicrelerinde proliferasyonun azalmasma ve
apoptozun artmasma neden olabilmektedir (He, 2023). Bu nedenle CDC20'nin
inhibitorleri, akciger kanseri tedavisinde potansiyel terapotik ajanlar olarak

arastirilmaktadir (Xian, 2023;Wang, 2018; Kato, 2012).

UBE2C (Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2C), hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve
proteazom aracili yikim yolunda 6nemli rol oynayan bir enzimdir. Bu genin asir
ekspresyonu, cesitli kanser tiirlerinde timor progresyonu, metastaz ve kotli prognoz
ile iligkili oldugu belirtilmistir. Bu nedenle UBE2C, kanser biyobelirteci olarak tani ve
tedavi siireglerinde 6nemli bir potansiyele sahip olabilecegi belirtilmistir (Xie, 2014;
Jalali, 2024; Dastsooz, 2019).

Meme kanserinde UBE2C'nin asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu ve tiimor
biiylimesini tegvik etmektedir. Yiiksek UBE2C seviyeleri, hastalarin kotii prognoz
gostermesi ve diisiik sagkalim oranlar ile iligkili olarak saptanmustir. Ayrica,
UBE2Chnin inhibisyonu, meme kanseri hiicrelerinde biiylimeyi durdurabildigi

gosterilmistir (Karriri, 2022).

Prostat kanserinde de UBE2C'nin asir1 ekspresyonu gozlemlenmistir. UBE2C, hiicre
proliferasyonunu artirarak prostat kanseri gelisimine katkida bulunmakta ve hastaligin
ilerlemesi ile iligkili olmaktadir. UBE2C seviyelerinin 6l¢iilmesi, prostat kanseri tanisi
ve hastaligin seyri hakkinda bilgi saglamak i¢in kullanilabilir (Wang, 2021). Kolon
kanserinde UBE2C'nin asir1 ekspresyonu, hastaligin ilerlemesi ve kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir (Bavi, 2011). Mide kanserinde UBE2C'nin yiiksek ekspresyonu,
hiicre proliferasyonunu artirarak tiimor biiylimesine ve metastaza katkida bulunmakta,

ayrica kotii prognoz ve tedavi direnci ile iligkilidir (Zhang, 2018).

UBE2C'nin akciger adenokarsinomunda etki mekanizmasi ve teshisinde, hedefe
yonelik tedavide ve immiinoterapide dnemi hala belirsizdir. Buna ragmen ¢aligmalar

UBE2C'nin, akciger kanseri dahil olmak iizere ¢esitli tiimorlerde asir1 eksprese edildigi
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ve ekspresyon seviyesinin, akciger kanserinde cinsiyet, agirlik, timdr evresi, derece
ve prognoz ile anlamli derecede iliskili oldugu bulunmustur. UBE2C ekspresyonunun
asag1 regiilasyonu, akciger kanser hiicrelerinde proliferasyonun baskilanmasini, G2/M
fazinin durdurulmasini ve hiicre apoptozunu indiiklemektedir. Ayrica Akt-mTOR
sinyal yolunu inhibe ederek akciger kanseri hiicre biiylimesini baskilamistir.
UBE2C'in ekspresyon seviyesi, B hiicreleri ve CD4+ T hiicresi ile ve ayrica akciger
kanserindeki immiin kontrol noktasi genleriyle negatif korelasyon gostermektedir
(Cai, 2024). UBE2C, KHDAK ve KHAK gibi alt tiplerde hiicre proliferasyonunu
artirarak timor gelisimine katkida bulunmaktadir. Yiiksek UBE2C seviyeleri, kotii
prognoz ve diisiik sagkalim oranlari ile iliskilendirilmistir (Dastsooz, 2019; Zhan,
2023; Cai, 2024).

UBE2C, ¢esitli kanser tiirlerinde 6nemli bir biyobelirte¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
UBE2C'nin asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu artirarak timor gelisimine ve
metastaza katkida bulunmaktadir. UBE2C, karaciger, pankreas, over ve beyin
kanserlerinde de biyobelirte¢ olarak 6nem tagimaktadir. UBE2C'nin asir1 ekspresyonu,
bu kanser tiirlerinde de hastaligin agresifligi ile iligkili bulunmus, tani, prognoz ve

tedavi siireglerinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Domentean, 2023; Ma, 2023).

Yiiksek UBE2C seviyeleri, kotii prognoz, tedavi direnci ve diigiik sagkalim oranlart ile
iligkilidir. UBE2C'nin biyobelirte¢ olarak kullanimi, kanser tan1 ve tedavisinde 6nemli
bir potansiyele sahiptir (Jalali, 2024; Dastsooz, 2019). Pan-kanser analizi, UBE2C'nin
28 kanserde 6nemli 6lglide asir1 eksprese edildigini ve birgok kanserde Ki-67 indeksi
ile korele oldugunu gostermistir. Bu analizler sonucunda meme, akciger ve
mesotelyoma kanserlerinde UBE2C'nin asir1 ekspresyonu, daha kotii hayatta kalmay1
gostermistir. Baz1 kanserlerde UBE2C ekspresyon seviyeleri immiin infiltrasyon,
immiin diizenleyici genler, immiin kontrol noktalari, TMB, MSI ve MMR'ler ile pozitif
olarak iligkili oldugu gosterilmistir. Ek olarak, tek hiicreli fonksiyonel analizler ile
UBE2C'nin bazi kanserlerde hiicre dongiisii, ¢ogalma, DNA hasari, EMT, DNA
onarimyi, istila ve farklilagma ile pozitif korelasyon gosterdigi rapor edilmistir. Bu
bulgular, UBE2C'nin gizli bir tan1 ve prognostik biyobelirte¢ olarak kabul
edilebilecegini ve akciger kanseri dahil pek ccok kanserlerin immiinolojik tedavisi i¢in

yeni bir hedef olarak kabul edilebilecegini gostermistir (Cai, 2024).

NMEI (Nucleoside Diphosphate Kinase 1), hiicrelerin proliferasyon, diferansiyasyon

ve hareket kabiliyetlerini etkileyen bir enzimdir. Bu genin ifadesi, cesitli kanser
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tiirlerinde timor progresyonu ve metastaz ile iliskilendirilmistir. NME1'in biyobelirte¢
olarak kanser tam1 ve tedavisinde Onemli bir potansiyele sahip olabilecegi

belirtilmektedir (Radic, 2020).

Meme kanserinde NME1'in diisiik ekspresyonu, daha agresif timor fenotipi ve koti
prognoz ile iliskili oldugu saptanmistir. NME1'in yiiksek seviyelerde ekspresyonu,
metastatik potansiyeli azaltabildigi ve hasta sagkalim oranlarin1 artirabildigi
gosterilmistir. Ayrica, NME1'in metastaz baskilayici etkisi, meme kanseri tedavisinde

onemli bir hedef olmasini saglamaktadir (Huna, 2021; Lodillinsky, 2021).

Benzer olarak prostat kanserinde NME1 ekspresyonunun diismesi, hastaligin
ilerlemesi ve metastaz riski ile iliskili olarak bulunmustur. NME1'in diisiik seviyeleri,
kotii prognoz ve tedavi direnci ile iliskilendirilmistir. Prostat kanseri hiicrelerinde
NMEl'in artirilmasi, metastatik yayilimin kontrol altina alinmasina yardimci

olabilecegi belirtilmistir (Huna, 202; Matyasi, 2020).

Kolon kanserinde NME1'in diisiikk ekspresyonu, timor agresifligi ve metastaz ile
iligkilidir. NME1, kolon kanseri hiicrelerinin hareket kabiliyetini ve metastatik
potansiyelini azaltarak tiimor progresyonunu baskilamaktadir. Yiiksek NMEI
seviyeleri, hastalarin daha iyi prognoz gostermesi ile iligkili olarak bulunmustur
(Marquez-Gonzalez, 2024; Han, 2016).

Akciger kanserinde de NME1'in diisiik ekspresyonu, tiimdr gelisimi ve metastaz ile
iligkili olarak saptanmistir. NME]1, hiicre hareketliligini ve invazyon potansiyelini
azaltarak akciger kanseri progresyonunu baskilamaktadir. Yiiksek NME1 seviyeleri,
akciger kanseri hastalarinda daha 1yi prognoz ve sagkalim oranlar ile iliskilidir (Kim,

2020; Prunier, 2023; Matyasi, 2020; Khan, 2019; Wu, 2021).

NMEI, yukarida bahsedilen kanser tiirlerine ek olarak, karaciger, pankreas, over ve
beyin kanserlerinde de biyobelirte¢ olarak 6nem tasir. NME1'in diisiik ekspresyonu,
bu kanser tiirlerinde de hastaligin agresifligi ve metastaz potansiyeli ile iligkilidir.
NMET1'in artirilmasi, bu kanser tiirlerinde de timdr progresyonunu baskilayabilir ve

metastatik yayilimi kontrol altina alabilir (Prunier, 2023; Khan, 2019).

Sonugta NMEI, c¢esitli kanser tiirlerinde énemli bir biyobelirte¢ olarak karsimiza
cikmaktadir. NME1'in diisiik ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu artirarak timor

gelisimine ve metastaza katkida bulunmaktadir. Yiiksek NMEI1 seviyeleri, koti
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prognoz, tedavi direnci ve diisiik sagkalim oranlar ile iligkili oldugu gosterilmistir

(Prunier, 2023; Wu, 2021).

HMGAL (High Mobility Group AT-Hook 1), DNA'nin yapisini degistirebilen ve gen
ekspresyonunu diizenleyebilen bir transkripsiyon faktoriidiir (Wang, 2022). HMGB1,
hem hiicre 6liimiinii hem de hayatta kalmay1 tesvik etmede dnemli bir rolii siirdiirdigii
icin kanser biiylimesinde ve tedaviye yanitta dnemli bir rol oynamaktadir. HMGB1'in
iltihaplanma, genom stabilitesi, bagisiklik fonksiyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre
otofajisi, metabolizma ve apoptoz ile ilgili ¢esitli sinyal yollarin1 diizenledigi rapor
edilmistir. Ancak HMGBI1 ile kanser arasindaki iliski karmasiktir ve bunun tiimor
olusumundaki mekanizmasinin daha fazla aciklia kavusturulmasi gerekmektedir.
Ayrica, HMGBI1'in kanser terapisinde bir hedef/biyobelirte¢ olarak rolii yaninda, bu
proteini hedeflemek i¢in kullanilan terapdtik stratejileri ve bunun kanserleri 6nleme
veya tedavi etmedeki potansiyel roliiniin de olduk¢a dnemli oldugu diistiniilmektedir.
HMGBI'i kanser ilerlemesine baglayan son zamanlarda artan kanitlarin 1s1ginda,
bunun kanser tedavisi i¢in yeni ve acil bir terapotik hedef olarak onerilebilecegini
diisiiniilmektedir. Bu nedenle HMGBI1, tiimoér olusumundaki roliinii kapsamli bir

sekilde haritalandirmak igin ileri arastirmalarin ger¢eklesmesi 6nemlidir (ldoudi,
2023).

Meme kanserinde HMGBI1'in tiimér indiikleyici ve anti-timor aktivitesi, meme
kanserinde kanserojenez etkileri rapor edilmistir. HMGBI indiiksiyonunun farkli
modelleri hiicre i¢i dagilimini belirlemekte, otofaji, immiinojenik hiicre 6liimii gibi
HMGBI ile iligkili biyolojik siirecleri ve sonucta meme kanseri i¢in kemoterapi ve
radyoterapinin etkinligini etkilemektedir. Ayrica, HMGB1 aracili bagisiklik aktivitesi,
meme kanseri i¢in immiinoterapiyle ilgili yeni bir potansiyeli isaret ederek, kombine
terapGtik stratejilere destek verebilmektedir. HMGBI, kanserlerin erken teshisi veya
tedavisi i¢in yiiksek potansiyele sahip bir hedef olmasina ragmen, meme kanserindeki

ikili fonksiyonunun daha ayrintili olarak acgiklanmasi gerekmektedir (Dong, 2022).

Prostat ve kolon kanserinde HMGA 1'in ekspresyonu, tiimor progresyonu ve metastaz
ile iligkili oldugu gosterilmistir. Yiiksek HMGAT1 seviyeleri, hiicre proliferasyonu,
invazyon ve metastaz potansiyelini artirmaktadir. HMGAL'in inhibisyonu, prostat
kanseri hiicrelerinin biiyiimesini ve metastatik yeteneklerini azaltabilmektedir

(Salamini-Montemurri, 2024; Portal, 2023).
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Kolon kanserinde, HMGAI1, hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu artirarak timor
progresyonunu desteklemektedir. Yiiksek HMGAT1 seviyeleri, kolon kanseri
hastalarinda kotii prognoz ile iligkilidir. Kolorektal kanser gelisiminin farkli
asamalarinda goriilen lezyonlarda hem niikleer hem de sitoplazmik HMGB1
ekspresyonunda artislar gosterilmistir. Kanserde HMGBI, tiimoriin ilerlemesi, lenf
nodu metastazlari, erkek cinsiyeti, onarim protein ekspresyonu ve stromal immiin
hiicre fenotipinin temel biyolojik parametreleriyle baglantili oldugu rapor edilmistir.
Gicli sitoplazmik HMGBI1 ekspresyonun ayni zamanda zayif sagkalimla iligkili olan
'bagisiklik soguklugu' timoér mikro ortamiyla da iligkili olarak gosterilmistir. Bu
nedenle HMGBI kolorektal kanser i¢in yeni bir tedavi hedefini temsil edebilir (Portal,
2023)

Akciger kanserinde de HMGA 1'in yiiksek ekspresyonu, timor gelisimi ve metastaz ile
iligkili oldugu bildirilmistir. HMGAI1, hiicre proliferasyonunu ve metastatik
potansiyeli artirarak akciger kanseri progresyonunu desteklemektedir. Yiiksek
HMGALI1 seviyeleri, akciger kanseri hastalarinda kotii prognoz ve diisiik sagkalim
oranlar1 ile iliskilendirilmistir. Akciger kanserli hastalarin doku ve serumunda
HMGBI ekspresyon diizeyleri normal akciger doku drneklerine gore anlamli derecede
yiiksek olarak tespit edilmistir (Wei, 2016). HMGBI1 diizeyleri timor boyutu, timdor
diigiimii metastaz evresi ve uzak metastaz ile pozitif iliskili oldugu rapor edilmistir
(Venereau, 2016). Ayrica KHDAK'li hastalarda ameliyattan bir ay sonra tespit edilen
serum HMGBI1 diizeyinin ameliyat Oncesine gore anlamli diizeyde arttig
gosterilmistir (Yanai, 2009). Progresif KHDAK hastalarinin serumunda artan HMGBI1
seviyesi, daha kisa genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim siireleri ile
iliskilendirilmistir (Jakubowska, 2015). Bu nedenle HMGB1, KHDAK hastalarinin
tan1 ve prognozu agisindan potansiyel bir biyobelirte¢ olarak diisiintilebilir (Shen,
2019). Genel olarak akciger kanseri dokusunda, serumda ve hiicre hatlarinda HMGB1
ekspresyonunun  arttigit  gosterildiginden, arastirmacilar  HMGBI1'in  asir1
ekspresyonunun akciger kanserinin gelisimine ve ilerlemesine katkida bulundugunu
ileri stirmiislerdir (Sun, 2013). HMGBI1'in akciger kanserinin ilerlemesine katkisina
iliskin altta yatan molekiiler mekanizmalar arastirilmistir. HMGB1'in CpG-ODN ile
sinerjistik etki gostererek 95D hiicrelerinin biiylimesini arttirdig1 gosterilmistir (Wang,

2012). Baska bir calismada HMGBI1'in, hiicre c¢ogalmasi ve akciger kanseri
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gelisiminde rol oynayan ERK1/2 ve p38 MAPK sinyal yollarin1 diizenleyerek
etkilerini gosterdigi rapor edilmistir (Sun, 2013, Wu, 2018).

Bunun yaninda ¢esitli ¢alismalarda 6rnek tespit yontemlerinin heterojenligi, 6rnek
boyutlarinin kii¢iik olmasi ve istatistiksel giiclin diisiik olmas1 nedeniyle HMGB1'in
ortalama ekspresyon diizeyine iliskin kanitlarda farkliliklar bulunmaktadir (Venereau,
2016). Bu nedenle, akciger kanserli hastalarda HMGBI1'in asir1 m1 yoksa az mi
eksprese edildigi belirsizligini korumakta, bunun i¢in daha fazla ¢alismaya ve 6zellikle

de klinik dogrulama ihtiyaglara bulunmaktadir (Shen, 2019).

HMGAI, yukarida bahsedilen kanser tiirlerine ek olarak, pankreas, tiroid ve 16semi
gibi kanserlerde de biyobelirte¢ olarak 6nem tagimaktadir (Wu, 2018). HMGAL1'in
yiiksek ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu artirarak timor
gelisimine ve metastaza katkida bulunmaktadir. Yiiksek HMGA1 seviyeleri, koti
prognoz, tedavi direnci ve diisilk sagkalim oranlar ile iligkilidir. HMGAT1'in
biyobelirteg olarak kullanimi, kanser tani ve tedavisinde dnemli bir potansiyele sahip

olabilir (Kang, 2013).

DYNLTS5 (Dynein Light Chain Tctex-Type 5) geni, hiicre i¢inde ¢esitli islevleri olan
bir mikrotiibiil motor proteini olan dinein'in hafif zincirlerinden birini kodlamaktadir.
Dinein, hiicre i¢i tasimacilik, mitoz ve organel yerlesimi gibi birgok hiicresel siiregte
yer alir (Lo, 2007; Huang, 2011). DYNLTS'in ¢esitli kanser tiirlerinde anormal
ekspresyonu, tiimdr gelisimi, progresyonu ve metastazi ile iliskilendirilmistir. Fakat,
DYNLT3'lin malign tiimorlerdeki biyofonksiyonlarna iliskin raporlar tutarsizlik

igermektedir.

Ozofagus skuaméz hiicreli karsinomda DYNLT3 ekspresyonu onemli 6lgiide
azalmistir ve tiimor baskilayici bir faktor olarak gorev yapabilmektedir (Karagoz,
2016). Ancak tiikiiriik bezi adenoid kistik karsinomunda DYNLT3'lin aday bir
onkogen oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica over kanseri hiicre ¢ogalmasini ve
istilasin1 kolaylastirarak tiimorii tesvik eden etkiler gostermektedir (Shao, 2011; Zhou,
2019). Servikal kanserler ile yapilan bir calismada, DYNLT3'lin asir1 ekspresyonu,
CaSki ve SiHa hiicrelerinin ¢ogalmasini, gogiinii ve invazyonu azalmis ve hiicre
apoptozunu tesvik etmektedir. DYNLT3 ekspresyonunun yukari regiilasyonu, Wnt
sinyal yolu ile iliskili proteinlerin (DvI2, DvI3, p-LRP6, Wnt3a, Wnt5a/b, Naked1,
Naked2, B-katenin ve C-Myc) ve EMT ile iliskili proteinlerin (N-) ekspresyonunu
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belirgin sekilde azaltmaktadir. cadherin, SOX2, OCT4, vimentin ve Salyangoz) ve E-
cadherin ve Axinl ifadesini arttirmaktadir. Ancak DYNLT3 ekspresyonunun yukari
regiilasyonu, fare modelinde timdr biiyliimesini 6nemli Olc¢lide inhibe ederken,
DYNLT3'iin asag1 regiilasyonu zit sonuglart gostermektedir. Ek olarak, farelerde
rahim agz1 kanseri hiicrelerinin ana metastatik bolgesi akciger olup DYNLT3
ekspresyonunun asagi regiilasyonu, in vivo kanser metastazini arttirmaktadir.
DYNLT3, muhtemelen Wnt sinyal yolunu ve EMT'yi baskilayarak, hiicre
cogalmasini, goclinii ve istilasini inhibe ederek, in vitro hiicre apoptozunu tesvik
ederek ve in vivo tiimor bilylimesini ve metastazi inhibe ederek rahim agzi kanseri

tizerinde onleyici etkiler gostermektedir (Zhang, 2022).

Bu genin biyobelirte¢ olarak kullanimi, meme kanser tan1 ve tedavisinde dnemli bir
potansiyele sahip olabilir (Zhou, 2019). Meme kanserinde DYNLTS'in yiiksek
ekspresyonu, timor agresifligi ve kotii prognoz ile iliskilidir. DYNLTS, hiicre
proliferasyonu ve invazyonunu artirarak timor biiyiimesini destekler. Yiiksek

DYNLTS seviyeleri, metastatik potansiyeli de artirmaktadir (Miao, 2023).

Prostat kanserinde DYNLTS5'in ekspresyonu, tiimor progresyonu ve metastaz ile
iliskilidir. DYNLTS5'in yiiksek seviyeleri, hiicre proliferasyonu, invazyon ve metastaz
potansiyelini artirir. DYNLTS5'in inhibisyonu, prostat kanseri hiicrelerinin biiyiimesini

ve metastatik yeteneklerini azaltabilir (Desai, 2023).

Akciger kanserinde DYNLTS genin ekspresyonu ile ilgili herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda ilk kez KHADK hastalarinda DYNLTS genin
ekspresyonu anlamli seviyede diisiik bulunmustur. Bu sonu¢ TGCA datasinda da
benzer sekilde elde edilmistir. Ayrica sagkalim analizi ile de desteklenmistir. Diisiik
DYNLTS seviyeleri, akciger kanseri hastalarinda kétii prognoz ve diisiik sagkalim

oranlar ile iligkili olarak saptanmistir.

DYNLTS5, cesitli kanser tilirlerinde 6nemli bir biyobelirteg olarak karsimiza
cikmaktadir. DYNLTS'in  yliksek ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu ve
invazyonunu artirarak tiimor gelisimine ve metastaza katkida bulunmaktadir. Yiiksek
DYNLTS seviyeleri, kotli prognoz, tedavi direnci ve diisiik sagkalim oranlarn ile
iliskilidir. DYNLT5'in biyobelirte¢ olarak kullanimi, kanser tan1 ve tedavisinde 6nemli

bir potansiyele sahiptir.
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Bu tez ¢alismasi ile TPX2, MYBL2, CDC20, UBE2T, HMGA, UBE2C ve NMEI,
genlerin prognostik biyobelirtecler olarak tanimlanmasi ve Kaplan-Meier sagkalim
analizleri ile desteklenmesi, literatiirdeki bulgularla paralellik gostermektedir. Bunun
yaninda bu tez ¢alismasi ile ilk kez akciger kanserinde DYNLTS genin ekspresyonun

prognostik ve tanisal biyobelirte¢ aday1 olarak tanimlanmistir.

Mevcut caligma ile tanimlanan genler, sagkalim analizinin dogrulanmasinda klinik
Onemi ortaya koymustur. Bununla birlikte, sonraki temel ve klinik arastirma
caligmalarinda daha fazla dogrulama yapilmasi gerekmektedir. DEG'lere ek olarak,
farkli sekilde ifade edilen mikroRNA'lar1 ve bunlarin genlerle, 6zellikle DEG'lerle

iligkisini arastiran daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ vardir.

Akciger kanserinde biyobelirteglerin belirlenmesi, tani, prognoz ve tedavi siireclerinde
biiylik dnem tasimaktadir. Bu tez ¢alismasi, RNA sekanslama ve biyoinformatik
analizler yoluyla KHDAK'de diferansiyel olarak ifade edilen genleri belirleyerek,
potansiyel biyobelirtegleri tanimlamistir. Ayrica bu c¢alisma akciger kanserinin
karsinogenezinde veya ilerlemesinde rol oynayabilecek DEG'leri de tanimlamistir. Bu
DEG’ler i¢inden istatiksel olarak en anlamli seviyede sekiz 6nemli gen tanimlanmaistir
ve bunlar akciger kanseri i¢in potansiyel tanisal biyobelirtegler veya terapotik hedefler
olarak hizmet edebilir. Sonuglar, veri madenciligi ve entegrasyonunun malign
tiimdrlerde biyobelirteclerin tanimlanmasi i¢in umut verici bir ara¢ olabilecegini
gostermistir. Tiimor biyobelirtecleri ancak klinik verilerle entegre edildiklerinde bir
anlam ifade ettiginden, mevcut calismada elde edilen sonuglar1 dogrulamak i¢in daha

fazla ¢aligmalar yapilmalidir.
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Sonug¢ ve Oneriler

AK diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olup Avrupa'da kanserden
kaynaklanan Oliimlerin yaklasik %20'sini olusturmakta ve yiiksek niiks riski
tasimaktadir. Erken teshis ve standart tedavideki ilerlemelere ragmen, hastalarin ¢cogu
ileri evrede teshis edilmekte ve kotli bir prognoza sahip olmaktadir; 5 yillik genel
sagkalim oran1 %10 ila %15 arasinda degismektedir. Akciger kanser tarama ¢aligmasi
diisiik doz bilgisayarli tomografi (BT) taramasinin mortaliteyi azaltabilecegini (~%20)
gostermis olsada BT ile, yiiksek maliyetler, radyasyona maruz kalma riski ve tarama
popiilasyonunda gozlenen yanlis pozitifliklerle nedeniyle BT nin giivenli bir sekilde
genis Oleekte uygulanmasini engellemektedir. Siipheli nodiiller invazif incelemeler
gerektirebileceginden, gereksiz morbiditeye ve risk altindaki bireyler arasinda
taramanin kabuliiniin azalmasina neden olabileceginden, yanlis pozitiflik oram
ozellikle sorunludur. Bu nedenle, tarama dogrulugunu artirmay1 amacglayan minimal
invazif yaklagimlarla analiz edilebilen yenilik¢i kanser biyobelirtecleri ile taramanin
yapilmasi 6nemlidir. Ayrica Akciger malignitelerinin derhal tespit edilmesi, 6zellikle
yiiksek riskli bireylerde mortalite ve morbiditeyi azaltmak icin herhangi bir antikanser

tedavisine en kisa zamanda baslanilmasi i¢in esastir.

Bu biyobelirteglerin ise kanser risk degerlendirmesi, tarama, ayirici tani, prognozun
belirlenmesi, tedaviye yanitin 6ngoriilmesi ve hastaligin ilerlemesinin izlenmesi dahil
olmak tizere bir¢ok alanda kullanilma potansiyeli bulundugu icin bu alanda ¢aligmak
oldukca 6nemli bir ihtiyagtir Son yillarda, ¢ok sayida yliksek verimli teknolojilerin
gelistirilmesi ile biiyiik miktarda RNA verileri elde edilmistir. Bu veriler gesitli veri
bankalarinda kaydedilerek biyoinformatik araglar ve yazilimlardaki ilerlemeler ile veri

analizi i¢in kullanim kolaylig1 ve rahatligini artirmaktadir.

AK biyobelirtegleri i¢in tiimdr dokusu basta olmak {izere gesitli ornek tiirlerinde
calisiimaktadir. Literatiirdeki caligmalar incelendiginde ¢ok farkli genomik
biyobelirteg¢ adaylar1 tespit edilmistir. Potansiyel bir biyobelirtegin klinikte
uygulanabilmesi icin gerceklesmesi gereken bir dizi asama bulunmaktadr. ik olarak,
belirli bir potansiyel yeni bir biyobelirteci test etmek veya yeni bir biyobelirteci
kesfetmeye calismak i¢in bir numune grubu analiz edilmelidir. Daha sonra yapilan
testler, orijinal hipotezi olusturan bulgulart dogrulamak i¢in bagimsiz bir drnek

kohortunun analiz edilmesini ve yeni biyobelirte¢in klinik karar verme siirecinde
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faydali olacak ek bilgiler saglayacagini dogrulamak i¢in ek degerlendirmeler
icermelidir. Bu kavramlar analitik gegerlilik, klinik gegerlilik ve klinik fayda olarak

adlandirilmistir.

Bu tez caligmasinda, diferansiyel olarak ifade edilen genlere (DEG) dayal1 olarak
kiictik hiicreli dis1 akciger kanserinde (KHDAK) en iyi genleri ve molekiiler yolaklar
taramak icin biitiinlestirici bir biyoinformatik analizi gergeklestirerek, KHDAK

tanisinda biyobelirtec¢ olabilecek adaylar1 bulunmasi amaglanmigtir

KHDAK hastalarinda tiimo6r ve normal akciger dokusu arasinda yukari regiile DEG ve
asag1 regiile olan DEG’leri bulduk. Bu DEG'lerin hiicre boliinmesi, hiicre dongiisii,
anjiyogenez ve hiicre gocli alanlarinda zenginlestigi tespit edilmistir. DEG analizleri
ve sagkalim analizleri ile birlikte, sekiz biyobelirteg aday geni belirlenmistir. Bu
TPX2, MYBL2, CDC20, UBE2T, UBE2C, NME1, HMGAL ve DYNLTS5 genler
istatiksel olarak en anlamli seviyede olup simdiye kadar rapor edilmemistir. Son
olarak, bu genlerin diizensiz ifadesi TCGA'dan alinan verilerle dogrulanmistir.
Sonugta ¢oklu RNA-seq analizi, genel sagkalim ve TCGA verilerine dayali olarak
KHDAK'deki en 6nemli DEG'leri ve potansiyel mekanizmalarini belirlenmistir.
Analizler sonucunda bazi genlerin potansiyel tanisal biyobelirte¢ adaylar1 veya
terapotik hedefler olarak hizmet edebilecegi disiiniilmektedir. Ayrica bunlarin bir
panel seklinde kullanilmasi tanisal degeri daha da artirmasi agisindan daha da 6nemli
olabilir. Bu tiimor biyobelirtegleri ancak klinik verilerle entegre edildiklerinde bir
anlam ifade ettiginden, mevcut ¢alismada elde edilen sonuglari dogrulamak i¢in daha

fazla deney ve translasyonel ¢aligsmalar yapilmalidir.
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