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OZET

Yiksek Lisans Tezi

KOLOREKTAL KANSERDE TRANSKRIPTOMIK META ANALIZ VE YENI
BIiYOBELIRTECLERIN KESFI

Hakiimu KAWALYA
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisti
Danigman: Prof. Dr. Hilal Ozdag

Kolorektal kanser (KRK) giiniimiizde diinyada en yaygin goriilen kanser tiplerinden biridir
ve gelismis lilkelerde mortalite siralamalarinda 3. sirada yer almaktadir. Erken teshis,
KRK’nin tedavi ve ©nlenmesinde onemlidir. Bugiine kadar bu tir malignitelerin
taramasinda kullanilan en makul tani araci biyobelirte¢lerin kullanimi olmustur. Ancak
mevcut biyobelirteglerin yetersizligi nedeniyle yeni biyobelirteglerin belirlenmesine veya
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Muhtemel kolorektal kanser biyobelirteclerinin
tanimlanmasi igin segilebilecek olan yollardan birinde, ilk olarak gen ekspresyon
profillerinin belirlenerek, kanserli ve normal dokunun ifade profillerini karsilagtirilmasi
gerekmektedir. Bu amagla yaptigimiz ¢alismada kesif seti olarak tanimladigimiz arastirma
ekibimizin daha once yiriitmiis oldugu projeden elde edilen gen ekspresyon profillerini
dogrulamak ve kesin sonuglara ulasmak amaciyla, kesif seti 6rnekleri gen ekspresyon veri
tabanlarindan (GEO Gene Expression Omnibus) alinan ve validasyon seti olarak

adlandirilan 6rneklerle karsilastiriimistir.

Kullanilan kesif setinde, 50 normal 6rnek farkli siniflamasi olan ve esli oldugu 50 tumor
Ornegiyle karsilagtirilmistir. Dogrulama seti 1260 6rneklerden olugmaktadir ve bu 6rnekler
GEO veri tabanindan belirlenmistir. Her bir set RMA 6n isleme algoritmasi ile normalize
edilmistir. Bu meta-analiz metodolojisinde, genlerin filtre edilmesinde p<0.001 anlamlilik
duzeyinde ve 2 kat degisim esiginde ortak olarak farkli ifade edilip, setler arasinda Ortlisen
genlerinin, gen anotasyon gruplarinda >1,3 zenginlesme skoruna sahip olma Kkriterleri

kullanilmistir.



ANOVA analizi sonucunda tiimér-normal kontrol karsilastirmasinda kesif ile validasyon
setlerinin gen listeleri arasinda %59’lik uyum tespit edilmistir. DAVID biyoinformatik
aract ile gerceklestirilen ontoloji ve yolak analizleri, bu genlerin bulundugu Onemli
zenginlestirilmis kiimelerin arasinda kanserdeki yolaklar, fokal adezyon ve aldesteron
bagimli sodyum geri emilimi gibi yolaklar oldugunu gostermistir. 28 genin KRK
hastalarinda biyobelirte¢ potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. TUmor derecelerine
(grade) gore yapilan karsilastirmalarda gen liste ortiismeleri, grade 2 normal kontrol
karsilagtirmasinda %66 ve grade 3 normal kontrol karsilastirmasinda ise kesif seti ile %68
ortiistiigli gorilmistiir. Grade 2 hastalarda hiicre déngusi ve p53 sinyal yolagi gibi pre-
invasif genlere baglantli yolaklar belirlenirken, grade 3 hastalarinda PPARD, CLCAL,
CLCA4 ve NR3CY1’i igeren 0zel gen imzasi ortaya ¢ikmistir. Ayrica, kesif ve validasyon
setlerinin arasinda c¢akisan evre (stage) genlere bakildiginda, normal 6rnekler ile evre 2
karsilastirmasi sonucunda hastalara ait genin % 61°i valide edilirken evre 3 hastalarina ait
genin % 68’1 dogrulanabilmistir. Hippo sinyal yolagin yanisira, MUC2, MUC5B ve
ATP2A3 genlerin evre 3 hastalarina 6zgii oldugu belirlenmistir.

Bu calisma sonucunda KRK tanisi, evrelendirme ve siniflanmasinda kullanilabilecek

biyobelirte¢ aday1 olabilecek genler belirlenmistir.

2016, 106 sayfa

Anahtar kelimeler: Meta-analiz, Mikrodizin, Biyobelirte¢, Kolorektal kanser.



ABSTRACT
MSc Thesis

TRANSCRIPTOMIC META-ANALYSIS AND DISCOVERY OF NEW
BIOMARKERS IN COLORECTAL CANCER

Hakiimu KAWALYA
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Hilal Ozdag

Colorectal cancer (CRC) is one of the most prevalent tumors worldwide with the third
highest mortality rate in developed countries. Early diagnosis is crucial to the treatment
and prevention of colorectal cancer and currently, the most plausible diagnosis tool for
CRC screening is the use of biomarkers. Identification of probable colorectal cancer
biomarkers often commences with comparing the expression profiles of cancerous and
normal tissue by performing gene expression profiling. This study compared our samples
against samples from the gene expression database so as to validate our findings and reach

more robust conclusions.

Design: In our discovery set 50 normal samples were matched with 50 tumor samples of
different grading and staging. A validation set of 1260 samples was identified from GEO
database and each set was normalized using RMA tool embedded in the Partek software. A
meta-analysis methodology that derived overlaps from differentially expressed genes
(p<0.001, fold change =2) of discovery and validation sets and used an enrichment score
threshold (e.s >1.3) for biological process and molecular functional annotation clustering

of overlap gene lists was developed.

Results indicated a 59% validation of the ANOVA tumor vs normal gene-list of the
discovery set. Analysis using DAVID bioinformatics tool related significant enriched
clusters to pathways such as P13K-Akt pathway, pathways in cancer, focal adhesion, ECM
receptor interaction, metabolic pathways and aldosterone regulated sodium reabsorption.
Consquently a 28-gene signature was highlighted as possessing diagnostic potential in

Turkish CRC patients. Meanwhle, grade gene-list overlaps validated 66% of grade 2 vs



normal and 68% of grade 3 vs normal of our cohort. Cell cycle and p53 signaling pathways
were found to be linked to only grade 2 samples while genes such as PPARD,
CLCAL,CLCA4 and NR3C1 were unique to the grade 3 gen signature. Meanwhile, stage
gene-list overlaps validated 61% of stage 2 and 52% of stage 3 samples of our pateints in
comparison to normal samples. MUC2, MUC5B and ATP2A3 genes were specific to stage

3 patients. Hippo pathway was also linked to only the stage 3 gen signature.

Therefore this study may be useful in developing kits for CRC diagnosis and providing

more insight into scantly studied genes believed to have a role in CRC grading and staging.

2016, 106 pages

Keywords: Meta-analysis, Microarray, Biomarker, Colorectal cancer.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) degerlendirmesine gére, 2012 yilinda kanser nedeniyle
Oliimlerin sayis1 8,2 milyona ulagsmistir. En yaygin goriilen kanser tiplerinden biri olan
kolorektal kanser (KRK), yilda 694.000 kisinin 6liimiine sebep olmasiyla birlikte 6liimle
sonuglanan kanserler siralamasinda 4. sirada yer almaktadir. ABD'de ise kolorektal kanser,
Uclincii en yaygin kanserdir ve 2014 yilindaki yeni kolorektal kanser hasta sayis1 136.830
kisi olarak tespit edilmistir ve bu hastalarin 50.310’unun 6liimle sonuglandigi belirtilmistir
(1). Turkiye’de ise, 2009 yilinin verilerine gore, Ulkede en yaygin kanserlerden biri olan
kolorektal kanserin, erkeklerde %21,0 oranla dordincl, kadmlarda ise % 13,4 oranla

uclinci en yaygin kanser tipi oldugu belirtilmistir.

Molekiiler biyoloji kapsaminda en c¢ok Uzerinde calisilan tiimorlerinden biri kolorektal
kanserdir. Vogelstein modeli, kolorektal karsinogenezinin asamalarin1 anlatan ilk model
oldugu bilinmektedir (2). Bu modelin ardindan karsinogenik mekanizmalar1 agiklayan
cesitli literatiirler yayinlanmistir. Kanser ile ilgili mevcut bilimsel bilgiye gore kanser
tedavi stirecinde, kanserin erken tanisi gok onemlidir. Ayrica kanser baslangicinda belirli
ve 0zgin semptomlarin olmamasi sebebiyle geleneksel yontemleri kullanarak hastaligin
erken tanisi oldukca zordur. Kolonoskopi basta olmak Uzere, diger tan1 yontemleri invazif
ve zahmetli oldugundan, genellikle hastalar tarafindan kabul edilmesi zordur. Bu nedenle
gunimizde bu sahadaki arastirmalarin 6nceligi timor taramasi igin en uygun ve etkin tani
aracit biyobelirteclerin tanimlanmas1 ve kullanilmasidir. 2007 yilinda Srivastava ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alisma (3) ve benzeri bir¢cok diger makalede
biyobelirteclerin, kolorektal kanserin taramasinda en etkin ara¢ oldugunu gostermektedir.
Bununla yanisira bazi arastiricilar, adjuvan tedaviden yararlanacak uygun hastalarinin
belirlenmesi igin prognostik biyobelirteclerin gelistirilmesi planlanlama ¢alismalari

yaparken (4), bazilar1 ise hastalik riski tasiyan hastalari izole etmeye ¢alismaktadirlar (5).

Turkiye’de simdilik kolorektal taramalarin kapsami %20-30 arasindadir ve teshis edilen
olgularin yarisindan ¢ogu ancak ileri evrede yakalanabilmektedir. Bu veri, kanserin erken
tanisinda sorun yasandigini gostermektedir. Bunun yaninda var olan karsinoembriyojenik
Antijen (CEA), karbonhidrat/kanser antijeni 19-9 (CA19-9) vb. belirteglerin diisiik

Ozgiinliik ve duyarliliga sahip olmasi nedeniyle, daha etkin kanser teshis ve tedavi



yontemlerinin  gelistirilmesi  i¢in  yeni  biyobelirteclerin  kesfedilmesine ihtiyaci

duyulmaktadir.

Yeni biyobelirtegleri tespit etmek amaciyla kullanilan yaklasimlardan biri normal (kontrol)
ve patolojik hucrelerde, ifade diizeyi degisen gen profillerinin mikrodizin analizleri ile
belirlenmesidir. DNA mikrodizin teknolojisinin temelleri 1990'li yillara dayanmaktadir.
Eskiden “bir gen bir deney” kavrami varken mikrodizin teknolojisi ile birlikte, birden ¢ok

genin transkripsiyon seviyelerini ayni anda belirleme firsatt bulunmustur (6).

Petersen ve arkadaslar1 (2005) (7), farkli platformlarda yapilmig olan mikrodizin deneyleri
arasinda gen ifade diizeylerinde uyumsuzluk olmasinin sik karsilasilan bir durum oldugunu
belirtmislerdir. Bu farkliliklar, sadece platformlarin varyasyonu ile sinirl degildir; farkli
prob setleri veya mikrodizin deneylerinde kullanilan karakteristik olarak farkli 6rneklerle
baglantlidir. Bu ylizden ayni istatistiksel analiz yontemi uygulanmasina ragmen, tutarsiz
sonuclarin ¢ikma olasiligt yiliksek olmaktadir. Bu teknolojinin devaminda arastiricilar
tarafindan meta-analiz olarak adlandirilan bir analitik yontem gelistirmislerdir. Bu
metodoloji, mikrodizin verilerinde yer alan 6nemli parametreleri, karakteristiksel olarak
farkli olsalar bile, ortak bir formulasyon saglayarak, tum verilerin entegre edildigi bir

sirectir.

Meta-analiz, daha saglam ve tutarli istatistiksel sonuglari iiretmek igin gelistirilen bir
aragtir. Aslinda ¢oklu veri setlerini birlestirerek, her gen veya her prob icin bir genel skor
(meta skoru) ¢ikartan bir metottur (8). Meta-analiz, daha anlamli yolaklar belirlemek igin,
direk olarak herbir veri setine ait olan islevsel kategorilerine veya bitlin ekspresyon veri
setine uygulanabilir (9). Genom boyu iliskilendirme galismalarinda, meta-analiz teknikleri
yeni gen setleri kesfetmek icin kullanilmaktadir. Ayrica onemli gen fonksiyonlarinin
kesfedilmesinde ve dngoriilmesinde bu tekniklerin yardimci olabilecegi diistintilmektedir
(10).

2013 yilinda, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii'nde kolorektal kanserde gen
ifadesi profillemesi lizerine bir ¢aligma yapilmistir. Bu ¢alismaya ¢ogunlugunun evre 2 ve
evre 3 oldugu 50 adet tiimor 6rnegini ile bu tumér drneklerinin cerrahi sinirda yer alan
normal epitelinden alinmis 50 adet eslestirilmis normal (kontrol) 6rnegi dahil edilmistir.
Bu calismadan elde edilen verileri kullanarak tezimizde genom veritabaninda yer alan

benzer ¢alismalarin incelenmesiyle, bir dogrulama (validasyon) seti olusturulmustur. Meta-



analiz yontemini kullanarak, yukarida bahsedilmis ¢alismadan elde edilen sonuglar1 (kesif
seti) ve validasyon setindeki sonuglarini karsilastirip, gen listelerinden yeni genlerin
bulunmasi i¢in ayrintili inceleme yapilmistir. Kisaca, bu tezin amaci s6z konusu olan
calismadan c¢ikarilmis gen ekspresyon bulgulari, literatiir arsivlerinde yer alan benzer

caligmalarla karsilastirarak dogrulama yapilmasidir.

Tezimizden elde edilecek anlamli seviyede ifade edilen ve dogrulanan genler, yeni model
olusturulmas1 ve Ozellikle Tirkiye’de erken kolorektal kanser tarama Kkitlerinin

gelistirilmesinde kullanilabilecek aday biyobelirtegler olabilecektir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. GENOM VE GENOMIK

Genom bir organizma tarafindan tasmnan tim kalhtsal bilgiyi icermektedir (11) ve
organizmanin ¢ekirdeginde bulunan DNA’daki bilginin yani sira mitokondri veya
kloroplast gibi bagimsiz genetik materyali de kapsamaktadir. Organizmalar, genom
yapisina gore Okaryotik ve prokaryotik olarak iki gruba ayrilmaktadirlar. Bunun yaninda,
germ hatti genomu, ebeveynlerden gelen genetik materyalin tiimii anlamina gelir. Somatik
genom ise hayatimiz boyunca degisen soylarimiza aktaramadigimiz genetik materyalin

timi olarak adlandirilir.

Genomik kavram ise genetik materyal analizi ile ilgili tim ¢aligmalar1 icermektedir. Bu
cergevede yapisal ve islevsel fonksiyonlari kodlayan tiim genlerin tanimlanmasinin yani
sira, aralarinda ve ¢evre ile etkilesimleridir. Genomik ¢alismalar ii¢ gruba ayrilmaktadir.
Yapisal genomik, genetik dizinin olusturulmasi, gen kesfi ve gen haritalamasi gibi konulari
iceren calismalardir. Islevsel genomik, genlerin biyolojik islevleri, diizenlenmeleri ve
urtinleri igerirken, karsilagtirmali genomik ise islevsel ve evrimsel akrabaligi belirlemek

icin farkli gen dizilerini karsilastirilmasidir.

Gen terimi ilk kez 1909 yilinda botanik¢i Wilhem Johannsen tarafindan kullanilmistir ve
1972 yilinda bir genin dizisi ilk kez Walter Fiers ve ekibi tarafindan belirlenirken (11),
Frederick Sanger ve arkadasi, 1977 yilinda bakteriyofaj iizerinde ilk tiim genom dizisinin
¢ikarilmasini basarmiglardir (12). Bu calismalar ve daha sonraki benzer molekler
biyolojik buluslar ciddi bir sekilde genomik alaninin omurgasini olusturmustur. Son olarak
2001 yilinda insan genom projesinin tamamlanmasi sonucunda, insan genomunun genler

arasinda DNA dizileri ile ayrilmis yaklagik 25,000-30,000 gen igerdigi belirlenmistir.

2.2. TRANSKRIiPTOM VE TRANSKRIiPTOMIK

Transkriptom; bir organizmanin transkriptlerinin toplamidir ve hiicrede bulunan tim RNA
molekiillerini igermektedir. Bu RNA’lar icinde mRNA, rRNA, tRNA ve kodlanmayan

RNA’lar yer almaktadir. Transkriptomik ise, hiicre genomundan ifade edilmis tiim mRNA



transkriptlerinin incelenme siirecini kapsayan bir kavramdir. Aslinda transkriptomik, 6zel
bir dokuda belli bir zamanda aktif olmus gen iirlinlerini kapsamaktadir. Bu gen iiriinleri
¢ogu zaman dokunun kendisine spesifik imza tasirlar. Bu spesifik molekiiler imzalar
organizmaya gore degisilik gostermektedir ve bu nedenle hastaliklarin tanisinda veya
belirtilmesinde kullanilmaktadir. Bu tez kapsaminda en ¢ok arastirilan kanserlerden biri

olan kolorektal kanserin transkriptomik profilleri degerlendirilmistir.

2.3.  MIKRODIZIN VERI ANALIiZIi VE GEN IFADE CALISMALARINDAKI
UYGULANMASI

Northern blot ve RT-PCR, genetik teknolojilerin mRNA analizine yonelik
ilk teknikleri arasindadir. Bu tekniklerde tek gen incelenirken daha sonra ortaya g¢ikan

mikrodizin teknigi ile genom boyunca gen analizleri yapilmaya baslanmistir.

Mikrodizin analizi, tek seferde tek gen ifadesinin analizinin yerine biitiin tanimlanmig
transkriptlerin ayn1 anda analiz edebildigi genis kapsamli bir tekniktir (13). Mikrodizin
teknigi otomatiklestirilmis siirecleri kullanarak DNA’y1 cama baglamasiyla southern blot
tekniginden farklidir. Boylece daha fazla spot yogunluklarina izin verip sonug olarak bir
defada arastirilan Orneklerin  sayisin1  artirmis  olur. DNA mikrodizin deneyeleri
transkriptomdaki degisikliklerin tespit edilmelerinde, bir genin expresyonu veya ifade
diizeylerini belirlemek amaciyla bu deneyler belirli bir zamaninda bir deneysel dokuda
transkripte edilen genlerin kopya miktarimi 6lgmek i¢in immobilize DNA dizilerini
kullanmaktadir. Ancak bu teknik gen ekspresyon profilleme ile sinirli degil, hastaliklarin
tanisi, SNP tespiti ve farmakogenetik ¢aligmalar i¢in de uygulanabilir. Mikrodizin ayrica
karisik popiilasyondaki bakteri tiirlerinin belirleme araci olarak kullanilabilir. Bunun bir

ornegi gidalardaki mikroorganizmalarin belirlemesidir.

2.3.1. MIKRODIZIN VERITABANLARI

Mikrodizinlerin kullanildig:r bilimsel deneylerin ham verilerinin (klinik veya patolojik
Ozellikleri dahil) yani sira elde edilen gen ifade verileri blyUk veritabanlarina yiikklenmekte
ve buralarda muhafaza edilmektedir. Son yillarda mikrodizin verilerinin paylasilmasi ile

deney sonuglarmin yorumlanmasini saglamak i¢in standartlasmis bir formatin
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gelistirilmesine ihtiyag duyulmustur. Mikrodizin deneylerinde MIAME (Minimum
information about a microarray experiment) olarak adilandirilan bir standart format
uygulanarak veri aktarilmasi onerilmistir (14). MAGE-TAB projesinde gosterildigi gibi
deneylerin MIAME-uyumlu tanimlarinin tiretilmesi icgin bilim adamlara yardimci olacak

cesitli yazilim araglar1 ve veri alisveris formatlar1 mevcuttur.

Ayrica MIAME’nin olusturulmasinda katkida bulunan en kritik alt1 tane unsur asagida

verilmigtir.

1. Her hibridizasyon i¢in ham veri (6rnegin; CEL veya GPR dosyalar1),

2. Islenmis (normalize) veri,

3. Deney faktorleri ve degerleri dahil olmak {izere esas O6rnek anotasyon (doz gibi
temel bilgiler),

4. Ornek-veri iligkileri de dahil olmak iizere deneysel tasarim,

5. Dizinin yeterli anotasyon bilgileri (6rne8in; gen tamimlayicilari, genomik
koordinatlar, prob oligoniikleotid dizileri veya referans ticari dizi katalog numarasi
gibi bilgiler),

6. Gerekli laboratuvar ve veri isleme protokolleri (6rnegin: normalizasyon yontemi).

Tiim arastirmacilarin kullanimina agik veritabanlarindan en onemlileri Gene EXpression
Omnibus (15) ve ArrayExpress’tir (16). Ayrica, genel kullanim amagli veritabanlari
haricinde spesifik organizmalara veya miRNA gibi molekiillere ait 6zel veritabanlari da
mevcuttur (17), (18).

Gene Expression Omnibus (GEO) Amerika kokenli ve diinyanin genelinde en kapsamli
biyolojik veritabant olan NCBI’'nin (National Center for Biotechnology Information)
altindaki mikrodizin veritabanidir. Simdilik bu veritabanindaki 73.399 ¢alismanin iginde
toplam 1.934.448 0Ornek ve 16.392 cesit platform bulunmaktadir. ArrayExpress ise
Avrupa’nin biyoinformatik merkezi olan EBI’nin (The European Bioinformatics Institute)
altindaki mikrodizin veritabanidir. Su an bu veritabaninda yaklasik 68.0916 calisma

mevcuttur ve bunlarin i¢inde toplam 2.090.592 6rnek bulunmaktadir.



2.3.2. PROBLAR VE MIKRODIZiN PLATFORMU (AFFYMETRIX)

Bugunlerde ¢ok ¢esitli firmalar mikrodizin teknolojisi i¢in kullanilan ¢ipleri
tiretmektedirler. Bunlarin 6rnegi Affymetrix, Illumina, Agilent ve Exiqon gibi firmalardir

ayrica bu tezin ¢er¢evesinde Affymetrix platformu kullanilmigtir.

Mikrodizinler hareketsizlestirilmis veya devinimsiz kilinmis genomik sekanslar olarak
bilinen prob tiplerine gore siiflandirilabilmektedir. Mikrodizindeki prob sekanslari analiz
edilen Ornegin transkriptomu icindeki ilgili dizinin varligini ve miktarint hibridizasyon
yolu ile tanimlamaktadir. Problar, drnekteki niikleik asit miktar1 ile gen ifadesi hakkinda

yorumlar yapmak i¢in kullanilan dijital okumalara dontistiirmektedir.

[k nesil mikrodizinlerde problar cDNA kiitiiphane klonlarinin PCR ile ¢ogaltilmasindan
elde edilmekteydi. Bunlar PCR amplifiye cDNA 100-3000 bazi ¢ifti uzunlugunda
olabiliyordu. Bir probun tercihi arastirilan organizmaya baglidir. Oligonukleotid temelli
mikrodizin platformlar1 genom dizisi bilinen ve anote edilmis organizmalar igin
tasarlanabilmekte ve bu durumda oligonikleotidler muhtelif metodlarla sentezlenmektedir.

Asagida bahsi gegecek olan Affymetrix platformu buna bir 6rnektir.

Duyarlilik, segicilik/6zgilliik, giiriiltii ve bias/yanlilik gen ifade deneyinde kullanilacak
probun secilmesinde dikkat edilmesi gereken Onemli hususlardir. Secicilik bir probun
sadece kendi hedef mRNA’lar1 belirleme kabiliyetidir. Duyarlilik ise bir prob ve hedefi
arasinda ne kadar az hibridizasyon sinyali kaybedildigi 6l¢tisiidiir. Giiriiltii belirli bir prob-
hedef hibridizasyon sinyalinin rastgele varyasyonu olarak tanimlanmaktadir. Bisas ise bir
Olgimiin  prob-6zgiin etkilesiminden veya teknik smirlhiliklarina bagli olarak gercek

hibridizasyon sinyalinden sistematik sapmasidir (19).

Mikrodizin teknolojisinde ¢esitli platformlar mevcuttur. Bu tezin kapsaminda 1990’1arin
basinda tiretilen Affymetrix platformu kullanilmistir. Affymetrix, fotolitografi ve kati faz
DNA sentezi (20) tekniklerinden faydalanarak isimaya yonelik sentez esasina dayanan
teknolojiyi kullanmaktadir. Wafer olarak adlandirilan kati1 destek substratin bolgelerine
selektif bir sekilde ultraviole 15181 disiirtilerek niikleik asitler veya diger molekiller
fotokimyasal yoOnlendirilmis tepkimelerden sentezlenmektedir. Affymetrix 25-mer
oligontkleotid problar sentezler ve Affymetrix dizisindeki her gen tipik olarak yaklasik 11-
12 multipl prob c¢iftinden ibarettir (sekil 2.1). Her ¢ift, arastirilan transkripte tamamlayici

olan ‘‘perfect-match” (PM) probu ve prob sekansinda santral uyumsuzlugu sahip olan
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“mismatch” (MM) probu olmak iizere iki oligoniikleotid dizisinden olusmaktadir. Bu
mismatch probu spesifik olmayan hibridizasyonu tespit etmek/modellemek icin
gelistirilmistir (21). Bir ekspresyon degeri ise belirli bir genin tiim problart kullanilarak

hesaplanmaktadir.

Hibridize edilmig prob, s

Ge ip Prob Array'i < "
Tek zincirli hedef RNA —>< .7
Oligonikleotit prob—

Spesifik bir oligonukleotidin

1.28cm Milyonlarca kopyas!

>200,000 farkh
tamamiayict prob

l

Hibridize edilmig prob dizilimi

Sekil 2.1: Affymetrix platformu (22)

Mikrodizin teknolojisinin slirecini mRNA 06rneginin ters transkripsiyon teknigi ile
c¢DNA’ya ¢evrilmesi ile baslayip in vitro transkripsiyon ile CRNA (complementary RNA)
sentezlenmesi ve biyotin isaretli niikleotidlerin inkorporasyonu ile devam etmektedir. Elde
edilen aRNA’larin piirifikasyonu ve fragmentasyon reaksiyonlarinin ardindan GeneChip
array’e hibridize edilen Ornekler taranarak, farkli olarak ifade edilen genlerin tespit
edilmesi ile sona ermektedir (22). Ayrica, verideki biyolojik anlamliligin ¢ikarilmasi ve

analiz edilmesi i¢in biyoinformatik uygulamalar bulunmaktadir.



2.3.3. ON ISLEME

Herhangi bir mikrodizin deneyi sirasinda tespit edilen gen ifade degisiklikleri genellikle
transkripsiyondaki selektif ve biyolojik olarak anlamli degisimleri yansitmaktadir. Ancak
bu degisiklikler deneysel faktorlerin sonucundan ortaya ¢ikmis olabilirler. Elbette, gen
ifade profillerinde gozlenen degisiklikler gercekten ifade farkliliklart olabilecegi gibi

asagida belirtilen islem hatalar yiiziinden de kaynaklanabilir;

. Floresanla isaretlenmis niikleotidlerin farkli etiketleme verimleri

. Floresan tarayicinin performans varyasyonlari

. Biyolojik 6rnekler arasinda RNA miktar varyasyonlari

o RNA’nin saflagtirma, etiketleme ve mikrodizine hibrizasyon yollarindaki

varyasyonlar
o Spesifik olmayan baglanmalari uzaklastirmak i¢in mikrodizin yikama farkliliklar:

o Sinyal 6l¢me yollarindaki farkliliklar

Veri 6n islemenin ana fikri, biyolojik olarak énemli transkripsyon degisiklikler sonucunda
ortaya ¢ikan gen ifade varyasonlar1 korunurken miimkiin oldugunca sistematik nyarginin
kaldirilmasidir (23). Onisleme yonteminin secimi daha sonrasindaki (downstream)
analizleri ciddi bir sekilde etkilemektedir (24). Boylece on isleme dikkatli bir sekilde

yuratulmesi gereken 6nemli bir basamaktir.

Onisleme basamaklar1 gen ekspresyon olgiimlerindeki 6nyargiy1 diisiirerek dogrulugu ve
varyasonu azaltararak hassasiyetini iyilestirmek i¢in tasarlanmistir. Bu arada caligmalar,
hem RMA hem de GCRMA algoritmalar1 dogruluk ve hassasiyet agisindan iyi performans
gostermiglerdir. On isleme bircok ©nemli anahtar basamaklari igermektedir. Bu
basamaklar; goruntl Olcimdi, arka plan ¢ikarimi, normalizasyon, 6zetleme ve Kkalite

degerlendirmesidir.

2.3.3.1. Goruntlu Kalitesi

Herhangi mikrodizin deneyinde goruntt 6lgimi, “islak laboratuvar” prosedirlerinden
hesaplamali olanlara gecisini gdstermektedir. Bu nedenle verinin kalitesi ve olasiliginm

incelenme agamasinda yeterli zaman harcanmalidir. Genel olarak gorinti analizi negatif ve



pozitif kontroller beklenen dogrulamay1 icermektedir, birbirine yakin olan verim
Olctimlerini replike eden dogrulama ve artefaktlar, dnyargilar ya da hatalarin varligini

kontroll icermektedir.

Diger bir deyisle, goriintii analizinin ilk adimi spot tespitidir ve daha sonra spot sinirlarinin
tahmini takip etmektedir. Bunu da daha sonra her spot icin tek ortak bir yogunluk elde
etmek i¢in 6nemli olan goriintiilerin islenmesi basamag takip etmektedir. Kirmizi-yesil
atmosferinde bir spotun renk degisiklik yogunlugu da saptanabilir ve son olarak spot kalite
degerlendirmesi yapilmistir. Unutulmamasi gereken onemli bir husus, kirmizi ve yesil
boyalar1 farkl etiketleme verimliliginden ya da goriintii kalitesindeki iki ornekten alinan
total RNA’nin farkli miktarindan kaynaklanan sistemik hata yalnizca normallestirme

asamasinda asilabilamektedir.

Goriintii analizi i¢in gesitli yazilim paketleri mevcut ve saglamliklar1 agisindan birbirinden
farklilik gostermektedir. Farkli mikrodizin teknoloji tiplerinde farkli diizensizlik tipleri
ortaya cikabilmektedir ve bir platform i¢in iyl bir segmentasyon veya Olgiim algoritmasi
diger bir platform i¢in uygun olmayabilir. Yang et al (2002) tarafindan yapilmis
noktali/benekli CDNA dizilerinin goriintii analiz metotlarin1 degerlendiren ¢alisma (25)

dahil olmak iizere bir¢ok ¢alisma goriintii analizini degerlendirmistir.

2.3.3.2. Sacihm/Dagihm Ve MA Grafikleri

Mikrodizin verilerinin gorsellestirme yontemleri arasinda en fazla kullanilan yontemi
sacilma (scatter) plotudur. Iki ©Ornegin gen ifade degerinin karsilastirmasini
gostermektedir. Cogu veri noktalart tipik olarak 458 hatt1 lizerinde diismektedir, ancak
yukar1 veya asagiya dogru regiile edilmis transkriptiler cizginin disinda yerlesmistir.
Sagilma plotu, deneyde carpici/dramatik ve farkli olarak regiile edilmis transkriptleri
gostermektedir. MA plotlar1 genellikle bir verinin normallestirilmesine ihtiyact olup

olmadigin1 géstermektedir.
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2.3.3.3. Normalizasyon

Siklikla mikrodizin deneme siirecinin karmasikligin neden oldugu sistematik hatalarin
diizeltilmesidir. Olgiimler orneklerin tekrarlari kullanilarak elde edilir ve bu amag

busiirecte sistematik hatay1 rastgele hata komponentinden ayrilmaktadir.

Cy3 ve Cy5 boyalan farkli verimliliklerle cDNA’ya dahil edildikleri i¢in bu boyalarla
isaretlenmis Orneklerinin goreceli ifadelerinin hatasiz bir sekilde degerlendirmesini
olanaksiz hale getirdigi i¢in mikrodizin verilerinin normallestirme gerekliligi siiphesizdir.
Normallestirme yine de bir gen ekspresyonunun multipl mikrodizin deneylerinde

karsilastirilma izni verdigi i¢in esansiyeldir.

Normalizasyon bazal yogunluk sinyalini Ol¢lip ve daha sonra her genin sinyalinden
¢ikarilmasini i¢ermektedir (26). Dizideki bos spotlari yine bazali tespit etmek amaciyla
kullanilabilmektedir. Normalizasyonun baska bir yaklasimi, ekspresyon degeri sabit
oldugu varsayilan ve dizideki diger ekspresyon degerlerinin normallestirilmesinde bazal
olarak gorev yapan house-keeping genleri kullanilmaktadir. Affymetrix yazilimi bu
yaklagimi uygulamaktadir ve Onemli house keeping geneler arasinda [-aktin ve
gliseraldehit-3- fosfat dehidrojenazdir (GAPDH). Her bir dizi deneyindeki her gen

ekspresyon degerini bu house-keeping genlerin ortalama ekspresyon degerleri ile belirlenir

Bu tezin metodoloji boliimiinde kullanilan yontemde, saglam (robust) ¢oklu dizi analizi
(RMA) dilim normalizasyonu ile birlestirilmistir. Dilim normalizasyon bir deneydeki tim
diziler i¢in ayn1 genel dagilimi tireten bir yaklasimdir (27). Eger iki 6rnekten elde edilen ve
isaretlenmis RNA miktar1 ayn1 ve teorik olarak benzeyen iki diziye uygulanmissa, ayn
genel yogunluk dagilimlarina sahip olmalar1 gerektigi varsayimi ile ¢alisan parametrik

olmayan bir metottur.

Bu arada, kiresel ve yerel normallesme, mutlak sinyal yogunlugu boyunca heterojen
olarak dagitilmis onyargi ve varyansi diizeltmektedir. Standardizasyon ve mikrodizin veri
normallesme (SNOMAD) gibi yazilim paketleri bu tir normallestirme tiplerinde

kullanilabilir.
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2.3.3.4. Ozetleme

Goruldigi gibi genlerin ifadesinde her prob seti igin degisen sayidaki problar s6z konusu
oldugundan, ayn1 prob setindeki problarin intensite degerleri “median-polish” algoritmasi
ile tek bir ifade degeri verecek sekilde ozetlemek gerekmektedir. Ozetleme platform-
spesifiktir ve bagka bir deyimle Affymetriks i¢in bir transkriptin ekspresyon diizeyi i¢in tek
bir 6l¢iimi elde etmek i¢cin multipl problar ile ilgili bilgilerin birlestirilip entegre edildigi
bir surectir. MAS4, MASS, dChip, PLIER, RMA ve GCRMA gibi ¢esitli algoritmalar bu

asamada kullanilabilmektedir.

2.3.3. TEMEL BILESENLER ANALIZi (PRINCIPLE COMPONENT ANALYSIS)

Temel Bilesenler Analizi (TBA/PCA) mikrodizin deneylerinden gen ifade verilerinde yer
alan desenleri/ patenlerini bulmak i¢in kullanilan bir kesif teknigidir. Mikrodizin
sonuglarini analiz ederken PCA, ayn1 6rneklerin birbirlerine benzer olup olmadigi sorusuna
cevap vermek amaciyla kullanilir. Bu ara¢ mikrodizin veri boyutluluklarini azalttigi i¢in
ornekler arasindaki iliskinin goriilmesini kolaylastirir (28), ve stz konusu olan verinin
orijinal hali hakkinda maksimum bilgi vermektedir. PCA’nin temel prensibi bir takim
degiskenleri, temel bilesenler olarak adlandirilan, daha az sayida baglantisiz degiskenlere
doniistiirmektedir. PCA verideki varyasyonu muhafaza eden, orijinal degiskenlerin temel
eksen rotasyonudur. Sonug¢ olarak orijinal degiskenlerin toplam varyansi, temel

bilesenlerin total varyansina esittir.

Bir mikrodizin deneyinde PCA, ekspresyon degeri degismeyen ve bdylece drnek davranis
farkliliklar1 hakkinda bilgi vermeyen genler gibi gereksiz bilgileri tespit eder ve ¢ikarir.
PCA yine tek deger ayrisimi olarak ta adlandirilmaktadir (29).

iki ya da ¢ boyutlu PCA plotunda herhangi iki nokta arasindaki yakin mesafe, genel gen
ekspresyonu pateni benzer oldugunu gostermektedir. Diger taraftan PCA grafiginde uzak
mesafede duran noktalar, farkli genel profillere sahiptir. Bu nedenle bu teknik, verideki aykiri ve
major etkilerin belirlenmesinde énemlidir. PCA yine otolog genler veri tabani kiimelerindeki tim

dizilmis genomlar arasindaki ilisiklerini ifade etmek icin kullanilmaktadir.
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2.3.4. FARKLI OLARAK EKSPRESE EDIiLEN GENLER

Gen ekspresyonu deneylerinin temel amaci, farkli sartlar altinda farkli davranig gosteren
genleri belirlemek ve bu farkli olarak davranan genler icin bir gliven Ol¢liimiinii
saptamaktir. Farkli olarak eksprese edilen genlerin analiz basamaklari T-testi, varyans

filtrasyonu, ¢oklu test diizeltmesi ve kat degisim testi kapsamaktadir.

Mikrodizin analizleri ylksek rezolusyonlu deneylerdir. Dolayisiyla karsilastirma igin bir
takim t-test gerekmektedir ve karsilastirmalar arasindaki bagimsizligin yoklugu yani sira
bu da yalanci pozitif olasiligimi artirmaktadir (30). Varyans analizi (ANOVA) daha
mantikli bir alternatiftir. ANOVA ¢ok gruplu verilerin analizini yapar ve tek bir p-degeri
ile sonuglanir. Bu da Onem diizeyinin bagimsizligini gostermektedir. Gen
ekspresyonundaki varyansinin geldigi kaynak sayisina gore, ANOVA tek yon, ¢ift yonlu
hatta ¢ok faktorlt olabilir.

Coklu test yapma, ayni anada birden fazla hipotezi degerlendiren bir siiregtir. Coklu test
yapmadaki zorluk fazla sayida yalanci pozitiflerin olmasi ve bu yalanci pozitifler Yanlis
Kesif Oran1 (FDR) sayesinde diizeltilebilmektir. FDR pozitif bulgular1 arasindaki beklenen
yalanci pozitiflerin oranidir (31). Bir gen igin kat degisimi, bir kosuldaki numunelerin gen
ekpresyonunun ortalamasi bolii baska bir kosuldaki numunelerin gen ekspresyonunun
ortalamasi olarak hesaplanir. Bu yaklagim biolojik ¢iftleri olmayan veri setleri igin
uygundur. Genellikle bir esik degeri belirlenir ve bu esik degerinin iistiindeki herhangi bir

fark (log formunda) anlamli diigtintilmektedir.

2.3.5. KUMELEME (CLUSTERING)

Kiimeleme, farkli alt gruplardaki desenler ve benzerligi gdsterme yontemlerinden biridir.
Kiimelemede, gruplar genellikle ilgili birimlere ayrilir ve birimler arasindaki iliskinin
yiiksek olmas1 durumunda 6rneklerin ayni gruba ait olabilecegi uzak veya diisiik iliski isen

bilesenlerin ayn1 grupta olmadig1 anlagilmaktadir.

Kiimelenme, ayni zamanda belirli bir veri setinin genel 6zelliklerinin anlasilmasinda
yardimc1 olan bir arastirma veri analizi araci ve bir veri setinin daha anlamli bir sekilde

degerlendirilmesinde yararlidir. Cogu durumlarda kiimeleme araci c¢alistirildiginda,
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kiimelerin olugsmasi beklenir ancak her olusan kiime biyolojik anlam tasidigi anlamina

gelmemektedir.

Klmeler denetimli veya denetimsiz olarak kategorize edilebilirler. Denetimli kiimeleme
metotlari, kiimeleme algoritmasini tanimlamak icin 6zel islevsel olarak iligkili genlerdeki
biyolojik bilgileri kullanmaktadir. Diger bir deyisle, eger kiimelesmesi beklenen genler
hakkinda 6nbilgi varsa ve sonuglar daha 6nceden edinilmis bu bilgilerin dogrultusunda

sekillenmigse denetimli kiimeleme ortaya ¢ikar.

Hiyerarsik kiimeleme aglomeratif bir yaklagimindan olugsmaktadir ve gen ekspresyon veri
analizinde diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan kiimeleme yontemlerinden biridir. Bu tezde

yapilan c¢alismada hiyerarsik kiimeleme yontemi kullanmistir.

2.3.6. GEN ONTOLOJI, ZENGINLESME VE YOLAK ANALIZLERI

Ontoloji, kavramlarin agiklamasini ifade etmektedir. Gen Ontolojisi (GO) Konsorsiyumu
dinamik, genlerin farkli yonleri ile ilgili kontrollii ifadelenmnesi ve gen iiriinleri veya
proteinleri toplayan bir projedir (32). Bu ifadelerin en onemli kullanim amact RNA

transkriptlerinin mikrodizin deneylerinin sonuglarini agiklamak ve yorumlamaktir.

GO veritabant merkezilestirilmis degildir ancak, her gen ya da gen iriinii diger
veritabanlarinda agiklanmis GO terimlerine dayanmaktadir. Bircok web tarayisi GO
terimlerini aramak i¢in temel ag gecitleri olarak hizmet vermektedir. Ayrica NCBI’deki

Entrez Gen ve Entrez Protein girisleri GO terimleri igermektedir.

GO’nun organize diizenleyici ana prensipleri molekuler fonksiyon, biyolojik stire¢ ve
hiicresel bilesen olmak {izere iice ayrilmaktadir. Molekiiler fonksiyon, bireysel gen {irtinleri
tarafindan gerceklestirilen islemleri tanimlamaktadir. Biyolojik siire¢ ise bir gen iiriini
(protein) ile iliskili olan genis bir biyolojik hedeflere deginmektedir. Hiicresel bilesen,
protenin subselltler lokalizasyonunu tarif etmektedir. Herhangi bir protein birden fazla
molekiil fonksiyona, biyolojik siirece veya hiicresel bilesene katilabilir. Baz1 durumlarda
aliman sonug, farkli GO terim diizeyleri arasindaki iliskiyi goOsteren bir grafik agag

gorinimund icermektedir.
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GO terimleri, zenginlesme ve KEGG yolak analizleri “DAVID” yazilimi iizerinden
“Fisher’s exact” testi uygulanarak gergeklestirebilmektedir. DAVID biitiinlestirilmis bir
veritabani olmakla birlikte genis gen ve protein listelerindeki biyolojik anlamin ¢ikarilmasi
amaciyla kullanilan sistematik bir analitik aragtir (33). DAVID yazilimi ile listede yer alan
genler, major gen aileleri, gen listelerinde hangi anotasyon terimleri ve gruplarin
zenginlesmis oldugunu, listelerdeki genler i¢cin hangi yolaklar 6n planda olup tek tek
genlerin hangi yolaklarda yer aldiklarin1 ve listelerdeki genlerin hangi hastaliklarla

iliskilendirilmis oldugunu belirlemek amaciyla kullanilir.

2.4, META ANALIZ

Meta-analiz daha Onceden yapilmis arastirmalarin sonuglarina bakarak bir takim yeni
sonuclara varma yontemidir. Meta analiz, iliskili fakat bagimsiz ¢alisma sonuglarinin
niceliksel olarak gozden gegirilmesi ve sentezi olarak tanimlanabilmektedir. Coklu
calismalarin nicel sentez teknigi olarak, meta analizinin kullanimi hizla yayginlagsmstir.

Ayn1 konudaki farkli calismalardan bilgi toplayarak yapilan birlestirme analizi, sadece tek

bir calismaya dayanan analizden daha fazla istatistiksel giice sahip olacaktir (34).

2.4.1. MIKRODIZIN CALISMALARINDA META-ANALIZ

Meta-analiz yaklasimi, gen ifade ¢alismalarinda hastaligin alt tiplerinin ortaya ¢ikarilmasi
icin (35), sagkalim tahmininde (36) ve biyobelirtecler ve tedavi hedeflerinin kesfinde (37)

kullanilmaktadir.

Mikrodizin ¢alismalarinda meta-analiz  genellikle GEO ve ArrayExpress gibi
veritabanlarindan ham verilerinin toplanmasi ile baglamaktadir. Ayrica bu veritaban tarama
yapilirken AMSTRA, CASP, MOOSE ve PRISMA gibi kriterlere uygun olmasi sarttir.
Meta-analiz yaklasiminda farkli platformlara ait verilerin birbirleriyle karsilastirilabilmesi
igin ortak bir normalizasyon yontemini gerektiginden dolayi veritabani arama yaparken
dikkat edilmesi gereken husus verilerin farkli platformlardan geliyor olmasidir. O yuzden

bu tezin ¢er¢evesinde tek platformdan gelen veriler kullanilmistir.
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Genel anlamda meta-analiz metotlar1 iki ana gruba ayrilabilmektedir. Bunlardan birincisi
calismalardaki her gen ya da her prob igin genel bir skor (meta-skoru) kullanan
yaklagimlardir (6r: GeneMeta, RankProduct vb). Baska bir degisiyle calismalar once
bireysel olarak analiz edilip elde edilen sonuglar1 istatistiksel yontemler kullanilarak bir

araya getirilmektedir (sekil 2.2).

Ikinci ana metot ise Naive meta-analiz yontemidir. Burada c¢alismalarin ham verilerinin
higbir islemden gegirilmeden bir araya getirilmesi ve tek bir ¢alisma gibi analiz
edilmesidir. Bu tez kapsaminda naive meta-analiz metodu kullanilmistir. Ayrica bu
yontemin en blylk sorunu farkli parametrelere (kullanilan mikrodizin platformu gibi)
sahip olan caligmalar bir araya getirilmesi durumunda yasanan istatistiksel gi¢ kaybidir.
Bu nedenle bu tezin gercevesinde bu farkligi azaltmak igin sadece Affymetrix platformu

iceren ¢alismalar1 kullanilmustir.

Kabaca, meta-analiz yontemlerinni kullanildig1 ¢alismalarda her bir ¢alismanin kendine
0zgli amacina bagl olarak analize dahil edilen miinferit arastirma c¢alismalarinin bazi

parametreleri esas alinarak meta-analiz ¢alismasi tasarlanir.
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Sekil 2.2: Meta-analizin sematik gosterimi (38).

2.4.2. KOLOREKTAL KANSERDE META-ANALIZ ORNEK CALISMASI

Chan ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada (39), kolorektal kanser meta-analizini
oldukca ayrintili bir sekilde arastirilmistir. Yapilan bu arastirmada, kanser ve saglikh
kontrol dokularinin ifade profillerinin karsilastirildigi 23 bagimsiz ¢alisma incelenmistir.
Bu calismalardan elde edilen sonuglara gore ortiisen ve kolorektal kanserde onemli rol
oynayan genleri saptamak icin bir meta-analiz metodu gelistirmislerdir. Arastirmaya dahil
edilen calismalarda farkli mikrodizin platformlar1 kullanilmig oldugu i¢in her bir
calismadan elde edilen farkli gen ifade profili gosteren prob verileri Genbank gen
numaralari ile eslestirilerek platformlara 6zgiil gen listeleri elde edilmistir. Chan ve ark, bu
caligmada simiilasyon teknigini kullanarak ¢alismalarina dahil ettikleri 23 bagimsiz
arastirmay1 2’li gruplardan baslayarak artan sayida gruplarda incelemis ve bu olusturulan
bu gruplar i¢inde KRK tiimor ve normal dokular1 arasinda farkli ifade profili sergileyen

ortiisen genleri tespit etmistir. Tespit edilen bu genler arasinda ilgilenilen 6ncelikle gen
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listesini olusturmak i¢in bu genleri 6ncelige gore siralamak (ranking) i¢in asagidaki 3 kriter

belirlenmistir;

@ Cakisma seviyesi (bir genin karsilagtirilan listelerde bulunmasi ve ifade seviyesinin
ayni yonde degisim gostermesi)
(b) Ortiisen / ¢cakisan genlerin tespit edildigi toplam ¢alisma sayis1

(©) Uyum i¢inde olan ¢alismalarindan hesaplanan ortalama kat degisimi.

Sonug olarak p<0,0001 anlamlilik seviyede en azindan 2 ortak caligmada 573 genin farkli
ifadelendigi belirlenirken 3 ortak calismada bulunan gen sayist ise 95 olarak
kaydedilmistir. Bunun yani sira 4 calismada cakisan gen sayisi1 30 iken, 9 ¢alismada iki
cakisan gen bulunmustur. Boylece Chan ve arkadaslari, sadece li¢ veya daha fazla
calismalardaki ortlisen genleri qPCR validasyon olmak Uzere ilerideki analizlere dahil

etmislerdir.

Kisaca, Chan ve ark (2008) tarafindan yapilan bu ¢alismada (39), Kolorektal kanserin
genetik profilleri ile iliskili 6nemli sonuglar elde etmek amaciyla meta-analizi yontemi
basarili bir sekilde kullanilmustir. Ustelik birgok platformun (Cizelge 2.1) kullanimina
bagli olarak oOrtiismeler tespit edilirken, Ortlismeyen genler analiz dis1 birakilmasi S0z

konusu oldugu i¢in Meta-analizin Rank metodun uygulanmasi uygun bulunmustur.
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Cizelge 2.1: Chan ve ark ¢alismada kullandig1 ¢alismalari ve platformlar

Calisma Platform Gen sayist
Habermann et al. Hs-UniGEM2 human cDNA microarray 9,128
Linetal. Custom cDNA microarray 23,040
Buckhaults et al. SAGE N/A
Notterman et al. Affymetrix Human 6500 GeneChip Set 7,457
Galamb et al. Human Atlas Glass 1.0 cDNA microarray 1,090
Wang et al. TGS s-4k cDNA microarray 3,800
Croner et al. Affymetrix HG-U133A 22,283
Kwon et al. Macrogen MAGIC cDNA microarray 4,608
Bertucci et al. Custom nylon cDNA microarray 8,074
Ohmachi et al. Agilent cDNA microarray 12,814
Mori et al. Human Atlas Glass 1.0 cDNA microarray 1,090
Kim et al. Oligonucleotide microarray from 18,861
Compugen/Sigma-Genosys
Zou et al. Custom cDNA microarray 8,000
Koehler et al. Atlas Human Cancer 1.2 Array 1,185
Ichikawa et al. Custom cDNA microarray 20,784
Jansova et al. Human 19K microarrays (Clinical Genomic 19,201
Centre)
Grade et al. National Cancer Institute oligonucleotide arrays 21,543
(Operon V2 oligo set)
Bianchini et al. Human 19K microarrays (Clinical Genomic 19,201
Centre)
Agrawal et al. Affymetrix Human 6800 GeneChip Set 7,129
Sugiyama et al. Human Cancer Pathway Finder Gene Arrays 96
(Superarray Bioscience)
Kitahara et al. Custom cDNA microarray 9,216
Williams et al. Custom cDNA microarray 9,592
Takemasa et al. Custom cDNA microarray 4,608

2.5. KANSER

Karsinos ya da karsinoma kelimeleri, tibbin atalarindan biri olan yunan fizik¢i Hippocrates

(MO 460-370) tarafindan iilser olusturan ve iilser olusturmayan tiimérler icin kullanilan ilk

kanser terimi olmustur. Kanser, hiicrenin proliferasyonu, hiicre déngiisiinii, hiicre 6limunu

kontrol eden genler ile hiicrenin stabilitesini belirleyen genlerdeki mutasyon ve anormal

aktivasyon sonucu olarak gergeklesen bir biyolojik bir durumdur (40). Kanser, tek bir

normal olmayan hiicreden kdken alsa da metastaza ugrayinca, mikroevrimsel bir siirece

doniismeye baslamaktadir.
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Kanserler koken aldiklart doku ve hiicre tiiriine gore kategorize edilmektedir. Ornegin
epitel hicrelerinden koken alan kanserler karsinom, bag dokusu ya da kas hiicrelerinden
koken alanlar sarkom olarak isimlendirilmektedir. Genel olarak tek bir mutasyon, kansere
neden olmak i¢in yeterli degildir. Kanserde rol oynayan mutasyonlar genetik degisikliginin
yani sira epigenetik degisikliklerden de kaynaklanmaktadir ancak kanserlerin ¢ogu genetik
degisikliklerden olusturulmaktadir (41).

Kanser tek bir hastalik gibi goriinmesine ragmen, aslinda hiicre ve dokulari etkileyen
karmasik ve ¢esitli sekilleri mevcuttur. Bunlar, Meme Kanseri, Testis Kanseri,
Kalmbagirsak ve Rektum Kanseri, Akciger Kanseri, Rahim Boynu Kanseri, Rahim I¢ Zar1
Kanseri, Idrar Yolu Kanseri, Mesane Kanseri, Agiz Kanseri, Girtlak Kanseri, Prostat
Kanseri ve Cilt Kanseri. Ayrica Hoadley ve ark tarafindan yapilan bir arastirmada (2014);
Meme kanseri, Akciger kanseri, Ovaryen kanseri, Mesane kanseri, Kalin Bagirsak Kanseri,
Endometriyal kanser, Bas ve boyun karsinoma, Renal hiicre karsinomu ve Akut miyelojen
I6semi gibi en sik goriilen kanser tiplerinin farkli genetik olusumun igerildikleri

gosterilmistir (42). Bu tezin cergevesinde ise kolorektal kanser lizerinde odaklanilmstir.

2.5.1. KOLOREKTAL KANSER

Kolorektal kanser, diinya genelinde en yaygin goriilen ve kanser sebepli dliimlerde ilk
siralarda yer almaktadir (43). Bu kanser tiirli, Ozellikle mide ve rektum kismini
ilgilendirmektedir ve kolon kismi1  kalin  bagirsagin  biiyilk bir bolimiine denk
gelirken rektum kismi ise aniisten onceki yaklasik 10 cm’lik kisimdir (sekil 2.3). Dunya
capinda en sik goriilen ve dliimle sonuglanan bir kanser oldugu i¢in kolorektal karsinoma
hem etiyolojisi, hem de molekiiler mekanizmasi, tan1 ve tedavisi agisindan yogun bir
seklide pek c¢ok aragtirmacinin 1ilgisini kazanmistir. Kolorektal kanserin gelisimi
bakimindan ¢esitli tipleri mevcuttur ayrica bu tez, Sporadik kolorektal kanser ile
ilgilendirmektedir. Sporadik kavrami ailede kanser dykiisii olmayan ve ailesinde ilk kez
kolorektal kansere yakalanan bireyler i¢in kullanilmaktadir. Sporadik KRK genellikle 60
yasindan sonra goriilmektedir ve tiim kolorektal kanser olgularin yaklasik %70’ini

olusturmaktadir (22)
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Sekil 2.3: Kalin bagirsagin anatomisi

2.5.2. KOLOREKTAL KANSERIN ETYOLOJiSi

2012 yilindaki Globacan verilere gore, diinyada 14.1 milyon yeni kanser vakasinin ortaya
ciktigini, kanser ile yasayan kisi saymin ise 32.6 milyon olup, kanser sebepli 6liimlerin ise
8.2 milyona ulastig1 belirtilmistir. Bunlar i¢inde Kolorektal kansere ait olan rakamlar ise
erkekler i¢cin 746,000 yeni vaka (toplamin % 10’u) ile {igiincii sirada yer alip kadinlarda
ise 614,000 yeni vaka, (toplamin % 9.2’si) ile birlikte ikinci sirada yer almaktadir. Yeni
vakalarin neredeyse % 55°1 gelismis iilkelerde meydana gelmekte ayrica cinsiyet agisindan,
diinya genelinde kolorektal kanserin insidans1 yaklasik 10 kat bir degisim gdostermektedir.
En sik Avusturalya, Yeni Zelanda ve Kuzey Amerika’da gorullrken, en az Bat1 Afrika ve
Asya’da goriilmektedir. Son yillarda farkli cografyalarda oran degissede de kolorektal
kanser kadin ve erkekler arasinda neredeyse esit oranda goriilen tek kanser tiiriidiir (44).
Oliim orani1 biraz diisiik (694,000 6liimii, toplamdan % 8.5%) olarak kaydedilirken, en sik

goriilen 6liim sayist ise %52 civarindaki bir rakam ile az gelismis iilkelerine aittir.

ABD 2013 Kanser Istatistik raporunda, Amerika’da 2013 yilinda 1.660.290 yeni kanser
vakast oldugu ve 580,350 kanser sebepli oliim gerceklestigi bildirilmistir. Bu raporda
kolon kanseri, tahmini yeni vaka sayisinda hem erkek hem de kadinlarda tiglincii sirada yer
almaktadir. Yine kanser sebepli 6liimlerde kolon kanseri hem erkeklerde (26.300) hem de
kadinlarda (24.530) tgiincii sirada yer almaktadir (1). Tiirkiye’deki Saglik Bakanligi’nin
2013 yilindaki verilerine gore, kolorektal kanserin goriilme siklig1 agisindan tiim kanserler

icinde % 8,3 ile kadinlarda {igiincii ve % 9,1 ile erkeklerde de ii¢lincii sirada yer almaktadir
(45).
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2.5.3. KOLOREKTAL KANSERIN RiSK FAKTORLERI

Kolorektal kanser gelisiminde karsinojenler, mutajenler, vitaminler, diyet tipi, alkol, cevre

etkiler ve benzer diger risk faktdrlerini 6nemli rol oynamaktadir.

Radyasyon; Pelvik radyasyona maruz kalma rektal kanserin bir risk faktor oldugu
bilinmektedir. Bazen baska tiir kanserlerin tedavi suresinde uygulanan bu pelvik

radyoterapi, yaklasik 15 yil sonra hastalarda rektum kanseri gelisme riski artmaktadir.

Cevresel faktorler ve beslenme; Cevresel faktorler genetik yapiy:r etkileyerek mutasyona
sonuclanip kanserin gelismesine yol acabilmektedir. Bunun yani sira, ¢esitli ¢alismalarda
goriildiigli gibi, yag ve kalori oran1 diisiik ve fiber igerigi yiiksek diyetle beslenenlerde
kolorektal kanserin daha az tespit edilip yiiksek miktar yag tliketimi ise kolon kanserin
gelismesinde kolaylastirict bir faktér oldugu gosterilmistir. Diyetteki yag safra asitleri
prostaglandin  sentezini artirmak suretiyle kolon epitelinde hiicre ¢ogalmasini
hizlandirmaktadir. Diyetteki Fiber ise kolon liimenindeki pH’y1 diislirerek karsinojen

maddelerin aktivasyonu azalmaktadir.

D vitamini metabolitleri ise 6nemli hiicresel aktiviteler Gzerinde diizenleyici rolii oynayan
bir kolorektal kanserin risk faktoriidir. Kolorektal kanser ile D vitamini ve kalsiyum
tilketimi arasinda ters iliskiyi gosteren cesitli calismalar olmasina ragmen bu tamamen

aciga kavusulan bir konu degildir.

Diger kolorektal kanserin riskini artiran bir faktorii ise yillarca sigara ve alkol (kronik)
kullanimidir. Steroidal olmayan antienflamatuar ilaclar, hormon replasman tedavisi ve

fiziksel faaliyeti bu kanser tiirii i¢in kolaylastirici faktorler olarak gosterilmistir (46).

2.5.4. KOLOREKTAL KANSERDE MOLEKULER GENETIK DEGIiSiKLIiKLER

Normal bir hiicre ¢ogalma, farklilasma, yaslanma ve apoptoz gibi koordine ve diizenlenen
siireglerden ge¢mektedir. Tiimor olusumu ise genellikle hiicrenin bu 6nemli dengesini
bozan kontrolsiizliikten dolay1 ortaya c¢ikmaktadir. Tiimorler, kanser riskini tagimayip
viicudun diger organlarina yayilmayan iyi huylu (benign) ve hizli bir sekilde biiyiiyiip
diger organlara yayilma potansiyeline sahip olan kotii huylu (malign) olmak {izere iki ana

gruba ayirmak miimkiindiir. Karsinogenezin ilk genetik degisiklikleri histopatolojik
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incelemeler ile tespit edilemeyen oldukga hassas olaylarin oldugu da hatirlanmasin

gerekmektedir.

Sporadik kanser, ¢evresel faktorlerin yanisira tiimdr baskilayici gen ve onkogenlerdeki
degisiklikler dahil genetik degisikliklerden meydana gelir (47). Genel olarak kolorektal
kanserin gelisimine sebep olan genetik degisiklikler; Tiimor supresor gen aktivitesinin
azalmasi veya kaybolmasi, protoonkogenlerde olusan degisiklikler ve DNA onarimi
(mismatch repair) ile ilgili genlerdeki degisiklikler olarak {i¢ temel gruba
ayirilabilmektedir. Bu kategorilere gore sporadik kolorektal kanser vakalarinin % 85’inde
APC gen mutasyonu, %15’inde ise tamir genlerindeki yetersizlik (mikrosatellit instabilite)

izlenmektedir (22).

2.5.4.1. TUumor Supresor Genlerdeki Degisimler

TUmOr baskilayict genler ilk defa 1986 yilinda Alfred Knudson tarafindan kesfedilmistir ve
hiicre ¢ogalmasinda negatif yonde rol oynayan genlerdir. Bu genlerde, kansere neden olan
mutasyonlar genellikle c¢ekiniktir. En sik goriilen mutasyonlar; nokta muatasyonlari,
inversiyon, mikrodelesyon veya makro delesyonlar ve translokasyonlardir. Genellikle,
timor supresor genler iki kategori olarak siniflandirilmaktadir. Birinci Kkategoride,
proliferasyonda hiicre apoptozisini etkileyen Bekci (gatekeeper) genler bulunur. Bunlar
TP53, APC, CDKN2A gibi genlerdir. Ikinci kategoride ise Bakici (caretaker) genler yer
alir. Genomun biitiinliigiinden sorumlu DNA tamir genleri olan bakicilarin kendileri islev
kaybettirici bir mutasyona ugradigl zaman, genom boyunca mutasyonlar ortaya ¢ikmaya
baslamaktadir. Baska bir deyimle bakici genlerde bir mutasyon gelistiginde genomik
instabilite gelismektedir (48).

Tumoér supresdr genler genellikle proliferasyonu engellenmektedir. APC geninin
(Adenomatous polyposis coli) inaktivasyonu ile baslayan bu siire¢ heterozigozite kaybi
olarak adlandirilir (Loss of heterozygosity-LOH). APC geni mutasyonunun kolorektal
karsinogenezin erken dénemlerinde goriiniilmektedir. Hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinin
diizenlenmesinde rol oynayan p53 geni mutasyonu ise kromozom 17p’nin delesyon ile

olusan bir mutasyonudur (49).
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2.5.4.2. Protoonkogenlerin Aktivasyonu

Protoonkogenler hiicrede uyari iletiminde ve hiicre biiylimesinin kontroliinde rol oynayan
genlerdir. Aslinda protoonkogenler, hiicre c¢ogalmasinda itici rol oynamaktadirlar.
Dolayisiyla bu genler normaldir ama herhangi bir nedenle mutasyonu edinirlerse, aktif
edilmis sckillere (onkogenler) donistiiriip tiimor olusmasina yol ag¢maktadirlar.
Onkogenler, kanser hiicrelerindeki kontrolsiiz proliferasyonu baglatan faktorlerdir.
Protoonkogenlerin onkogenlere doniisme siirecinde ise viral transdiiksiyonla uyarimi,
nokta mutasyonlari, translokasyonlar ve gen amplifikasyonlar1 gibi ¢esitli mekanizmalari

s6z konusudur.

Onemli onkogenlerden biri olup p21 adli hiicre proliferasyonunda gérev alan bir proteini
kodlayan Ras geninin mutasyonlarinin ¢ogu adenom gelismesinin orta asamalarinda

olusmaktadir.

2.5.4.3. DNA Onarim Genlerindeki Degisiklikler (Mismatch Repair)

DNA onarim genlerindeki mutasyonlar ve kayiplar kolorektal karsinogenezin miihtemelen
birden ¢ok basmaginda etkilidir. Kromozomlardaki niikleotid sifresi hiicre boliinmesi
sirasinda yeni olusan hiicrelere aktarilmaktadir ve her 10 milyar niikleotid ¢iftinin
kopyalanma sirasinda bir hata olugmasi normal olarak kabul edilebilir bir mutasyon
oranidir. Daha fazla miktarlardaki kopyalanma hatalarinin diizeltilmesini saglayan onarim
genleri mevcuttur (Miss match repair genes — MMR). Genomik kararsizlik (genomic
instability), yeterince mutasyona ugramis bir hiicrenin kanser (malign) hiicresine
doniistimiine uygun bir durum olusturur ve kolon karsinogenezinde rol oynayan énemli bir

mekanizmadir (50).

2.5.5. KOLOREKTAL KANSER SINIFLANDIRMA

2.5.5.1. Kolorektal Karsinomlarda Histolojik Dereceleme (Grade)

Gradler, tiimoriin davraniginin  degerlendirilmesi, prognoz ve tedavi segiminde Onem

tasimaktadir ve tiimorlerin invaziv Kkarakteristikleri ileri gradelerde artmaktadir.
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International Union Against Cancer (UICC)’ ye gore dort tip derece (grade) mevcuttur ve

patolojik 6lcuim genellikle hiicresel diferansiyasyon seviyesi ile uyumludur.
G1: lyi diferansiye,

G2: Orta diferansiye,

G3: Koti-az diferansiye,

G4: Indiferansiye.

WHO ise iki dereceyi kabul edilir. Bunlar; Diisiik derece (G1 - G2 icerir) ve Yiksek
derece (G3 - G4 icerir) ve bu siniflama yontemi klinikte kullanim agisindan yeterli olarak
gorinmektedir. Kanserlerde diisiik ve yiiksek dereceli alanlar birlikte bulundugu zaman

yuksek dereceli olarak rapor edilmesi gerekmektedir (51).

2.5.5.2. Kolorektal Karsinomlarda Evreleme (Stage)

Kolorektal kanser evrelemesi i¢in degisik yontemler kullanilmaktadir. Bu evreleme
yontemleri iginde 3 en sik kullanilan sistemleri; Dukes, Astra-Coller ve TNM’dir. TNM
ve Dukes evreleme sistemleri cizelge 2.2°de ayrinthi olarak verilmistir. TNM evrelendirme
ilk 2002 yilinda yapildiktan 8 yil sonra son baski (7. Basim) yeni TNM 2010 yilinin
basindan itibaren yiirlirliige girmistir, fakat bazi yayinlarda 2009 TNM olarak da
adilandirildig1 gorulmektedir. Astra-Coller sistemi ise sekil 2’de izah edilmistir. Diger
o6nemli evreleme sistemi ise AJCC (American Joint Committee on Cancer) evrelemesidir
(52).
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Cizelge 2.2: TNM ve Dukes sistemleri

AJCC | TNM TNM Evre kriterleri Dukes | Tumor invazyon
Evre Evre simiflamas derecesi
1
Evre 0| TisNO MO | Tis: Tiimér mukozaya sinirlidir; Gozle gorulur
Karsinoma insitu timor yok
Evre1 | TINOMO | T1: Tumor submukozaya invaze TUmor maskalaris
A mukoza ve
Evre 1| T2NO MO | T2: Tumo6r muskularis propriaya submukozaya
Invaze sturli, muskularis
propriay1 agsmamis
Evre | T3 NO MO T3: TUmOr subseroza ya da TUmor maskalaris
Il-A nonperitonealize perikolik/perirektal Bl propriaya sinirli
dokuya invaze
Evre | T4ANO MO | T4: Tiimor komsu organ/yapilara B2
I1-B invazyon gostermekte ve/veya
visseral peritonu perfore eder
Evrell | T1-2, N1 N1: 1-3 lenf bezi tutulumu Serozaya ulagmis,
I-A MO mevcuttur. T1 veya T2. komsu organ
Evrell | T3-4, N1 | N1: 1-3 lenf bezi tutulumu mevcut. C1 tutulumu olabilir
I-B MO T3 veya T4.
Evrell | Herhangi N2: 4 veya daha fazla lenf bezi
I-C | bir T, N2 | tutulumu mevcut. Herhangi bir T. C2
MO
Evre | Herhangi M1: Uzak metastazlar mevcut. Uzak metastaz var
v bir T, Herhangi bir T, Herhangi bir N. D
herhangi
bir N, M1

T = Primer tiimor, N = Bolgesel lenf diigiimii tutulumu, M = Metastaz i¢in kullanilir. TNM
sistem ile iligli diger terimleri ise s6yle kullanilmaktadir. TX: Primer tiimorii bilinmeyen,
TO: Primer tumor yok, NX: Bolgesel lenf bezleri degerlendirilememekte, NO: Lenf bezi
metastaz yok, MX: Uzak metastaz degerlendirilememekte ve MO: Uzak metastaz yok,
anlamlar1 tasimaktdir.
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Astra-coller sistemi

Evre A: Timor mukozada siirli, Evre B: Tiim6r submukozaya sinirl, lenf bezi invazyonu
yok, Evre B2: Timor kas tabakasina sinirli, lenf bezi invazyonu yok, Evre C1: Tiimor
barsak duvarini agmadigi halde lenf bezi metastazi mevcut. Evre C2: Timdr barsak

duvarini asmis ve lenf bezi metastazi mevcut.

goews R L0 LT TRRY JRIRY [ AR

Miskilans
Mukoza

Submukoza

Miskilans propnia

Subresoza
Seroza

Regional lenf O @ <j O - - .O.(_:)(Dp\)

bezlen

Tis T1

Mukoza

Miskiilans
Nukoza

Submukoza

Miskilans propna

Subresoza

Seroza = ——& - =
Regional lenf O o - C L/ <@ - = "O.l\-‘
bezlen > <=

Sekil 2.4: Tumor evrelendirmesindeki Astra-Coller sistemi(50).

2.5.6. KOLOREKTAL KANSERIN GEN iFADE PROFILIi

Mikrodizin ¢alismalarindaki veri klinik ¢ergevesinde Kolorektal kansere uygulanir hale
gelmistir.  Mikrodizin analizi, karsinogenezis prosesi olmak {izere molekiiler
simiflandirmasimi ve tedaviye yonelik c¢aligmalarimi aydinlatir. Biigline kadar binlerce
tumor-normal karsilastiran analizleri yapilmistir ve bu analizlerde 2’den fazla kat degisimi

ile diferansiyel olarak ifade edilen genin belirlenmesine sonuglanir.

Kolorektal kanser, 6zellikle heniiz tam anlasilmayan molekiler alt yapi, molekiiler alt
tiplere olan ihtiyag, tan1 ve tedavide kullanilabilecek biyobelirtegler gibi pek ¢ok baslik

altinda molekiiler biyoloji ve genetik alaninda sik c¢alisilan bir kanser tiiridiir. Bu
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noktalarin ¢6ziimiinde; timdr olusmasi ve ilerlemesi, prognostik ve prediktif degeri olan
gen imzas1 ve tabiki yeni tiimor hedeflerinin tespiti gibi 6nemli sonuglar i¢eren Kiiresel gen
ifade c¢aligma Ornekleri mevcuttur. Ancak klinikte degerlendirilebilmeleri igin zamana

ihtiyac¢ oldugu ve daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (53).
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3. GEREKCE ve AMAC

Kanser, belirli bir zaman suresinde, hiicre ¢ekirdeginde, genomda ard arda mutasyonlar
veya epigenetik kaynaklardan gelen degisikliklerin birikimi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.
Karsinojenez karmasik bir siirectir yani kanserin gelismesi, bir¢cok faktoriin etkisi altinda,
cesitli genetik degisikliklerden etkilenmis ayrintili bir siireci igermektedir (54). Gen
ekspresyon profilleme pek ¢ok diger omik teknik gibi bu siirecinin izah edilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Gen ekspresyonu profilleme yonteminin, geleneksel klinik ve patolojik
parametrelere gore daha genis kapsamli klinik tahmin sonuglar1 saglayabilecegi
ongorilmektedir (55). 2000°1i yillarin baslarindan bugiine dek kanser siirecini aydinlatan
ve kansere 6zgiil moélekiiler imzalarini berlirleyen binlerce gen ifade profilleme ¢alismalari
yapilmistir. Tiimor-normal kiyasinin yani sira karsinojenezin daha kolayca incelenip
anlasilabilmesi icin kanserlerin smif ve evrelere gore cgesitli TNM (Tumor, Node,
Metastasis), AJCC (American Joint Committee on Cancer) veya UICC (Union for

International Cancer Control) siniflandirma sistemleri gelistirilmistir.

Bugiine kadar kolorektal kanser, meme kanseri, akciger kanseri ve prostat kanseri gibi
cesitli kanser tiplerin molekiiler imzalarin1 belirlemeye yonelik caligmalar yiiriitiilmiistiir.
Bu tezin kapsaminda ise kolorektal kanseri saglikli kolorektal dokudan ve KRK’nin farkli
grade ve evrelerini birbirinden ayirabilen molekiiler imzalarin belirlenmesine yonelik

olarak calisilmistir.

Diger biitiin kanserler gibi heterojen bir yapiya sahip olan kolorektal kanser, kalin bagirsak
ve rektumda gorilen kot huylu (malign) olusumlardir ve diger kanser tipleri gibi hlicresel
duzeyde ilgili genlerdeki mutasyonlar veya gen ifadesindeki degisikliklerinden
kaynaklanan genetik bir bozukluktur (56). Kolorektal kanserin erken teshis ve dogru
prognostik tayini tedavi edilebilirligi agisindan son derece onemlidir. Erken teshis ve
prognozun ongoriilebilmesi i¢in biyobelirtegler etkindir ve kullanilan biyobelirtecler DNA,
RNA, protein veya metabolit temelli olabilir (57). Bu baglamda, gen ifadesinin, kolorektal
kanser terapisinin karmasik agindaki bosluklar1 doldurmak i¢in 6énemli bir ara¢ oldugunu

kanitlanmustir.
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Aragtirma ekibimiz 2009-2012 yillar1 arasinda sporadik kolorektal kanser hastalarmin

parafine gomiilii timdr ve esli normal doku (n=49) materyelleri iizerinden ylriitmis

oldugu gen ifade profillemesi ¢aligmasi sonucunda tiimdr/normal, grade ve evre temelli

olarak yapilan karsilagtirmalarda Sekil 3.1°de goriilecegi lizere farklt molekiiler imzalar

saptamustir.

A

ESLENMIS | Timor | Normal
ORNEKSAYS) | 49 | 49

- GRADE

6r2

- 6r3

C

 GRNEKSAS

i)

11

NRE el

fure3

ORNEK SAYi|

19

m | Gadeavk | Goevk [l | redvk
890 460 589

UpReggensayisi 308
DownReggensayist 510

UpReg Down UpReg  Down
Reg

3% M

133

25

Reg
3

808

UpReg Down UpReg  Down
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LT

Sekil 3.1: Kesif setin normalleri ile timor, grade ve evre karsilastirllmasinda elde edilen
bulgulari. TUmor ve normalin karsilastirilmasindan FIGler ve heatmap iceren elde edilen
bulgular1 (A). B kismu kesif setin grade bulgularini gosterirken C kismu ise kesif setin evre

bulgularini temsil etmekdir.
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Bu tezin kapsaminda bu bulgulara dayanarak su soru ortaya ¢ikmistir. 49 KRK timér ve
esli kontrol dokudan elde edilmis olan molekiiler imzalar1 daha 6nce yapilan benzer
kolorektal kanser ¢aligmalarinda saptamak miimkiin olabilecek midir? Diger bir ifade ile
saptamis oldugumuz molekiiler imzalar sporadik KRK i¢in evrensel nitelik tasimakta,
KRK siirecinin anlasilmasi igin bir yol haritasi sunmakta midir? Bu soru gercevesinde

asagidaki hipotez bu tez kapsaminda irdelenmistir.
Hipotez

Ho: Kesif setinin tiimor, normal, evre ve simif karsilastirmalarindan elde edilen KRK
molekiiler imzalar1 yalmizca bu hasta setine 6zgiil degil evrenseldir/biitiin sporadik

KRK dokulari i¢in gecerlidir.

Arastirma ekibimizin Tiibitak destegi ile yiirlitmiis oldugu 100S477 nolu proje kapsaminda
elde edilen 49 KRK tiimor ve eslesmis kontrol dokusuna ait gen ifade profil verisi bu tez

kapsaminda “Kesif seti” olarak isimlendirilmistir.

Bu tezin kapsaminda ayn1 platformun (Affymetrix) tizerinde yiiriitiiliip, sporadik kolorektal
kanser caligmalarinin tiimdr, evre ve smif bilgisi olan gen ifade verileri genomik
veritabanlarinda yiiklenmis olan ¢aligmalar saptanip indirilmis ve “Validasyon seti” olarak

adlandirilmistir.

Tez calismas1 kapsaminda kesif ve validasyon setinden elde edilen molekiiler imzalar
sistematik bir sekilde analiz edilerek karsilastirilarak incelenmistir. Bu veri setlerinin
arasindaki kiyaslamanin ana hedefi, hasta orneklerimizden g¢ikan molekiiler imzalarinin
valide edilmesidir. Bu tez calismasina tek bir platform ile yapilan g¢aligmalar dahil
edilmistir, zira birden fazla platformun kullanilmasi durumunda, kullanilan farkli
mikrodizin platformlarinin gen kapsamlar: farkli oldugu i¢in, ortak olan/olmayan genlerin
ifade diizeylerinin belirlenmesinde sonuglarin dogrulugunu azaltabilmektedir. Bu nedenle
capraz platformlarin uyumsuzluklarini azaltmak igin tarafimizca yapilan bu meta-analiz

caligmasinda sadece Affymetrix platformu dikkate alinmistir.

Kisaca, giiniimiize kadar kolorektal kanser {lizerine yapilan ylizlerce caligmaya ragmen,
kanserin olusumu, ilerlemesi ve yayilmasi ile ilgilenen hiicresel, genetik ve molekiiler

mekanizmalarin heniiz biitiiniiyle anlagilamamstir (58). Bu tez ¢alismasi sonucunda valide
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edilen Kolorektal kanser molekiiler imzalar, bu kanser tipinin molekiiler mekanizmasinin

aydinlatilmasina katkida bulabilecektir.
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4. MATERYEL ve METOD

4.1. SECILEN CALISMALARINDAN VERI TOPLANMA.

GEO ve Array Express’i Express olmak {izere bagska genomik veritabanlarindan
Affymetrix platiformun iizerinde hayatta gegiren tiim kolorektal kanserdeki gen ifade
profilleri igeren ¢aligsmalarini sorgulayarak bizim kohortumuza benzeyen ¢alismalari igeren
bir validasyon seti elde edilmistir. Buyiik ornek sayisina sahip olan calismalar1 tercih
edilmistir. Bu 6rnekler cerrahi rezeksiyondan elde edilen kanserli tumér, normal kolorektal
epitel ve adenomatdz dokulari icermektedir (Cizelge 4.4). Validasyon setinde kullanilmak
Uzerek diger caligmalardan alinan Orneklerin demografik dagilimlan ise sekil 4.1 de

verilmistir.

BOLGELERE GORE ORNEKLERIN ETNiK YAPIYA GORE ORNEKLERIN
DEMOGRAFIGi DEMOGRAFIGI

ORTA DOGU
4%

Siyah
Diger 1%
A B 1%

Sekil 4.1: Validasyon setinin ¢aligmalarindan alinan 6rneklerin bolgelere gore (A) ve etkin
yapisina gore (B) demografik dagilimlar
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4.2. VERININ ALT GRUPLARA AYRILMASI

Daha net inceleme yapabilmesi icin toplam elde edilen caligmalarin alt gruplanmasi
yapilmistir. Ornegin timor gruplari (tiim tiimér, eslesmis ve eslesmis olmayan), normal
grubu, evre ve derecelendirmis gruplart ayrilmistir. Bu alt gruplarmin birbiriyle
kiyaslamasi oldukc¢a kolaydir. Cestili alt gruplarin incelenmesi i¢in, ayrintilar 4.1, 4.2 ve

4.3 numaral1 ¢izelgelerde bulunmaktadir

Cizelge 4.1: Eslesmis orneklerini igeren ¢alismalar

Cahsma No Yazar Ornek Platform Dergi Yayin
Sayisi Tarihi

GSE32323 Galamb et al 34 Affymetrix ~ PLoS ONE  1/1/2013

GSE15960 Galamb et al 24 Affymetrix  BJC 3/3/2010

GSE22598 Okazaki et al 34 Affymetrix ~ 1JO 4/12/2011

Cizelge 4.2 Eslesmis olmayan 6rneklerini iceren ¢alismalar

Cahisma Yazar Ornek  Platform Dergi Yayin

No sayisi Tarihi

GSE4107  Hong et al. 22 Affymetrix  Clin Cancer Res 20-Mar-07

GSE23878 Uddin et al. 59 Affymetrix ~ Am J path 31-Aug-10

GSE4183  Galamb et al. 53 Affymetrix  Dis Markers 25-Jan-08

GSE10714 Galamb et al 33 Affymetrix  Cancer Epid. 29-Jan-09
Biomarkers

GSE9348 HongY 82 Affymetrix  Clinical &exptal 15-Feb-10
metastasis

GSE37364 Galamb et al. 94 Affymetrix  PL0oS ONE 1-Jan-13

GSE21510 Tsukamoto etal 148 Affymetrix  ClinCancer Res 28-Feb-11
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Cizelge 4.3:

Derecelendirilmis (Grade) ve Evrelendirilmis(Stage) Orneklerini iceren

calismalar
Calisma No Yazar Ornek  Platform Dergi Yayin
sayisl Tarihi
"GSE32323  Galamb et al 34 Affymetrix  PLoS ONE 1-1-2013
“GSE21510  Tsukamotoetal. 148 Affymetrix  Clin Cancer Res  28-Feb-11
“GSE23878  Uddin et al. 59 Affymetrix ~ Am J path 31-Aug-10
“GSE18088  Grone et al 53 Affymetrix  IntJ Colectal Dis  10-Apr-11
“GSE17538 Smithetal 244 Affymetrix  Gastroenterology ~ 14-Nov-09

** Grade Ornekleri igceren ¢alismalarini isaret ederken * ise Evreleri gosterir.
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Cizelge 4.4: Secilen Calismalarin Toplami

Cahsma Ornek Yazar Dergi Yayin
No sayisl Tarihi
GSE4107 22 Hong Y, Ho KS, Eu KW, Cheah PY Clin Cancer Res  20-Mar-07
GSE23878 59 Uddin S, Ahmed M, Hussain A, Abubaker ~ AmJ path 31-Aug-10
J, Al-Sanea N, Abdul Jabbar A, Ashari LH,
Alhomoud S, Al-Dayel F, Jehan Z, Bavi P,
Siraj AK, Al-Kuraya KS
GSE37364 94 Galamb O, Wichmann B, Molnar B PLoS ONE 1-Jan-13
GSE32323 34 Ahmed K, Toshiaki I, Kazuro S, Kaoru M,  Cancer genomics  20-Mar-12
Satoru I, Megumi I, Hiroshi M, Hiroshi T, proteomics
Hiroyuki U, Kenichi S
GSE22598 34 Okazaki S, Ishikawa T, lida S, Ishiguro M,  International 4-Dec-11
Kobayashi H, Higuchi T, Enomoto M, Journal of
Mogushi K, Mizushima H, Tanaka H, oncology
Uetake H, Sugihara K.
GSE9348 82 Hong Y Clinical & 15-Feb-10
experimental
metastasis
GSE15960 18 Galamb O, Molnar B, Spisak S, Sipos F BJC 3-Mar-10
GSE4183 53 Galamb O, Gyorffy B, Sipos F, Spisdk Set  Dis Markers 25-Jan-08
al.
GSE10714 33 Galamb O, Molnar B, Spisak S, Sipos F Cancer Epid 29-Jan-09
Biomarkers
GSE18105 111 Matsuyama T, Ishikawa T, Mogushi K,
Yoshida T, lida S, Uetake H, Mizushima H, IntJ Cancer 4-Feb-10
Tanaka H, Sugihara K
GSE27854 115 Kikuchi A, Ishikawa T, lida S, Ishiguro M,  IntJ Cancer 16-Oct-12
Mogushi K, Mizushima H, Uetake H,
Tanaka H, Sugihara K
GSE21510 148 Tsukamoto S, Ishikawa T, lida S, Ishiguro Clin Cancer Res  28-Feb-11
M, Mogushi K, Mizushima H, Uetake H,
Tanaka H, Sugihara K
GSE35896 62 Schlicker A, Beran G, Chresta CM, BMC Med 14-Jan-13
McWalter G, Pritchard A, Weston S, Genomics
Runswick S, Davenport S, Jackson K,
Castro DA, Orphanides G, French T,
Wessels LF
GSE18088 53 Grone J, Lenze D, Jurinovic V, Hummel M, IntJ Colectal Dis  10-Apr-11
Seidel H, Leder G, Beckmann G, Sommer
A, Gritzmann R, Pilarsky C, Mansmann U,
Buhr H, Stein H, Hummel M
GSE14333 290 Sieber OM Clin Cancer Res  8-Jan-10
GSE17538 244 Smith JJ, Deane NG, Wu F, Merchant NB, Gastroenterology  14-Nov-09

Zhang B, Jiang A, Lu P, Johnson JC et al.
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4.3. HAVUZLANMIS VERILERININ (POOLED DATA) ON iSLEMESI

Dogruluk ve hassasiyet agisindan iyi performans gosteren Robust Multiarray Ortalama
(RMA) algoritmasi ve Partek yazilimi mikrodizin gen ekspresyon diizeyleri ile iliskili ¢ip
arka plan ¢ikarmak icin kullanilmistir. Normalizasyon, ¢alismalarin arasindaki sistematik
farkliliklar1 ortadan kaldirmaktadir (13) dolaysiyla gen listelerini almadan normalizasyon
islemleri yapilmistir. Ozellikle bu gergevede verilerin farkli laboratuvarlardan elde edilmis
olmasi nedeniyle olas1 teknik farkliliklardan kaynakli veri kalitesi farkliliklarinin tespitine
yonelik olarak BRB dizi araglar (BRB-ArrayTools) yazilimi kullanilarak Spearman

korelasyon analizleri yapilmistir.

Kisaca, her setin 6rnekleri birlestirilerek Partek'e taginip farkli setlerin tiim gen ekspresyon

degerlerinin bir araya getirilmesinden 6nce 6n isleme yapilmistir.

4.4. GEN LISTESININ CIKARTILMASI

Partek® Genomic Suite ™ 6.6 yazilimim kullanarak oOncellikle kesif setin (yani
kohortumuzun) diferansyel olarak anlamli genleri belirlenmistir. Ayn1 seklide validasyon
setinin tiim alt gruplarin temelinde gen listeleri de elde edilmistir. Gene listesinin
¢ikarilmasinda ¢ok gruplu verilerin analizini yapip tek bir p-degeri ile sonuglayan ANOVA
metodu kullanilirken, ayni anada birden fazla hipotezi degerlendirilmesi s6z konusu
oldugu i¢in Coklu test’e ait olan fazla sayida yalanci pozitifleri Yanlis Kesif Oran1 (FDR)
sayesinde diizeltilmistir (sekil 4.1).

Bu tezin ¢ercevesinde, farkli gen listelerine ait desenler ve benzerliginin gosterilmesi igin
aglomeratif bir yaklasgimindan olusan hiyerarsik kimeleme yontemler kullanilmistir.
Boylece her setin Ornekleri ile ifade azalan/artan genlerin iligkisi incelenmekle birlikte
setler arasindaki kiimeleme benzerligi de degerlendirilmistir. Ayni sekilde ¢ikan gen
listelerin kiyaslanmasina yardim etmek amaciyla her set i¢in timor, evre veya grade

ornekleri ile normal 6rnekleri iliskisinin saptanmasi i¢in PCA yontemi kullanilmistir.
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Sekil 4.2: Mikrodizin veri analiz procesi

45. ORTUSME SAPTANMASI

Venny biyoinformatik yazilimini kullanarak Kesif ve Validasyon setlerinin gen listelerin
arasindaki Ortiisen genler saptanmistir. Yani, kesif setindeki n tane gen varsa bunlardan
validasyon setinin gen listesinde ne kadar oldugu belirlenmistir. Evre ve gradeler gibi
cesitli alt gruplarindaki cakisma orani da belirlenmistir. Ornegin kesif setin eslesmis alt
grubu ne kadar validasyon setinin eslesmis alt grubuna benziyor diye sorgulanarak bu iki
alt grubun Ustl Uste gelen genleri belirlenmistir. DEG’ler tek platform ve ayni siireg ile
tiretilmis olduklari i¢in ¢akigma Oncesinde siralama (ranking) veya bir takim dengeleme

islemlerinin ihtiyact duyulmamaistir.
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46. CAKISAN GEN LISTELERIN FONKSIYONEL YOLAK VE
ZENGINLESME ANALIZI

Ontoloji, zenginlesme ve KEGG yolak analiz kullanarak alt gruplar dahil ¢esitli validasyon
setlerin kesif setin arasindaki gen listelerinde bulunan 6nemli genleri (artan ya da azalan)
iceren 0zet bir degerlendirme yapilmistir. Bu tez ¢alismasinin asmasinda ifadesi azalan ve
artan gen listeler 6zellikle “DAVID” yazilimi iizerinden ayri ayri incelenmistir. Kabul

edilebilir belli istatistiksel anlamlilikta farkli olarak ifade edilen genler:
1. Kat degisimi <2 / > 2 mi? (Cakisan genlerin hepsi bu kriteri yerine getirmektedir)
2. Bir yolagin iizerinde yer aliyor mu?

3. Zenginlesme skoru >1.3 olan bir DAVID fonksiyonel anotasyon kiimesinde yer aliyor

mu?

Kat Degisimi
2/22
FiG’ler

V4 N\

Bir Yolakta Yer Alan
FiG’ler

N\ /

Onemli genler

Sekil 4.3: Meta-analiz sonucunda 6nemli genlerin belirtme semasi
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5. BULGULAR

5.1. TUMOR VE KONTROL KARSILASTIRILMALARININ BULGULARI
5.1.1. KESIF SETININ (49 TUMOR VE 49 ESLESMIS KONTROL) BULGULARI

Kesif setindeki bulgulara gore en az 2 kat degisimi ile 1333 gen (p<0,001) farkli olarak
ifade edilmis olup; 816 genin ifadesinde artma gozlenirken, 517 genin ifadesinde azalma
oldugu tespit edilmistir. Toplam 1333 genden ise 1186 gen (%89) Entrez Gene ID’si ile
tanimlanabilmistir. PCA (Temel Bilesenler Analizi-Principal Component Analysis) sonucu
49 normal ve 49 kanser orneginin dagilimlart incelendiginde, bazi normal ve kanser
orneklerinde kendi aralarinda gruplanirken, bazi kanser ve normal 6rnekler ortak olarak
toplanmistir. Hiyerarsik kiimeleme analizi sonucunda ise 6rneklerin gen ifade paternlerine
gore tumor ve kontrol olmak uzere 2 gruba oldukca net bir sekilde ayrildigi goriilmektedir
(sekil 5.1).

v

Sekil 5.1: Kesif setindeki tiimor ve normalin aralarinda ¢ikan PCA ve heatmap sonuglari;
a. kirmizi normalleri ve mavi tiimor Orneklerini igeren PCA b. Hiyerarsik kiimeleme
analizi sonucu elde edilen heatmap .
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Yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda DAVID yolak analizi sonuglarina gére metabolik
yolak, PPAR sinyal yolag1, aldosterone bagli sodyum reabsorbsiyonu, azot metabolizmasi,
pankreas sekresyonu, mineral absorbsiyonu, kikirt metabolizmasi, nisasta ve sakaroz
metabolizmasi, retinol metabolizmas1 ve galaktoz metabolizmasi gibi yolaklarin kesif
setinde yer alan ifadesi azalan genler icin onemli yolak olduklar1 gosterilmistir. Ifadesinde
artis gosteren genlere bakildiginda, P13K-Akt-sinyal yolagi, kanserde yolaklar, fokal
adzeyon, ECM-reseptor etkilesimi, p53 sinyal yolagi, hippo sinyal yolagi, kanser
proteoglikan, kanserde rol oyayan mikro RNA’lar, amoebiasis, trombosit aktivasyonu, Wnt
sinyal yolagi, protein sindirimi ve absorbsiyonu, bazal hiicre karsinoma, kolorektal kanser

ve endometriyal kanser gibi KEGG yolaklarmin 6nemli oldugu gosterilmistir (Sekil 5.2).

KESIF SETi TUMOR vs NORMAL

Kesif UpReg Yolak analizi Kesif DownReg Yolak analizi

Bazal hiicre karsinom
Endometriyal kanser
kolorektal kanser

p53 sinyal yolagi
Prostat kanser

Sitma

Mesane kanser
Romatoid artrit
Pankreas kanser

Whnt sinyal yolagi

Kiclk hicre akciger kanseri
Fagosom

Hippo sinyal yolagi
Trombosit aktivasyonu
Kanserde MikroRNA'lar
Protein sindirimi ve emilimi
Amoebiasis

Kanser proteoglikan
ECM-reseptor etkilesimi
Fokal adezyon
Kanserde yolaklar
PI3K-Akt sinyal yolagi

Yag sindirimi ve emilimi
Pentoz ve glukuronat...

Galaktoz metabolizmasi
Proksimal tibdl...

kiiklirt metabolizmasi

Glikoliz / Glikoneogenezis

retinol metabolizmasi
Nisasta ve sakaroz...

Azot metabolizmasi

PPAR sinyal yolagi

KEGG YOLAK REIMLERI
KEGG YOLAK TERIMLERI

Mineral absorpsyonu
Safra salgilanmasi
Aldosterone bagli...

Pankreas salgilanmasi

Antibiyotiklerin...

Metabolik yolaklar

o]

20 40
GEN SAYISI

0 20 40 60
GEN SAYISI

Sekil 5.2: Kesif setinin timdr ve normallerin karsilastirmasindan elde edilen ifadesi artan
ve azalan genlere ait yolak analizin bulgulari
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5.1.2. VALIDASYON SETLERIN ARASINDAKI KIYAS BULGULARI

Tum validasyon setinin (225 timor - 160 karisik kontrol) incelenmesinde 2008 genin ifade
seviyeleri degisiklik gostermistir. Bu genlerden 1176 genin ifade seviyelerinde artis ve 832
genin ifade seviyelerinde diisiis goriilmistiir. Toplam 2008 genden 1920 gen (%89) Entrez
Gene ID’si ile tamimlanabilmistir. Normalizasyon hemen ardindan 6rneklerin yaklasik
%85-95 orani ile tekniksel olarak uyum halinde oldugunu gosterilirken (Sekil 5.3), PCA
analizi sonucu ise bazi normal ve kanser orneklerinin bir arada toplandigi, diger bazi
kanser ve normal Orneklerinin ise birbirlerinden ayrildigi gozlenmistir (Sekil 5.4).
Hiyerarsik kiimeleme analizi sonucunda ise 6rneklerin gen ifade profillerine gore timor ve
kontrol olmak Uzere 2 gruba ¢ok net bir sekilde ayrildigi goriilmektedir (Sekil 5.5).
DAVID biyoinformatik yazilim tarafindan yapilan analize gore, bu setteki ifadesini artan
genlerinin KEGG analizleri sonucunda 28 yolakta yer aldigi, 47 yolagin ise ifadesi azalan
genleri igerdigi belirlenmistir (Sekil 5.6, 5.7).

Eslesmis validasyon seti (40 timor - 40 eslesmis kontrol) analiz edildiginde ise toplam
3113 genin ifade seviyeleri degisiklik gostermistir. Bu genlerden 1506 genin ifade
seviyelerinde artis ve 1607 genin ifade seviyelerinde diisiis goriilmiistiir. Farkli ifade
seviyesi gortlen toplam 3113 genin 2950’sini (% 94.8) Entrez Gene ID’si ile tanimlanmak
miimkiin olmustur. Yine, PCA yontemi sonuglarina gére normal ve kanser drneklerinin
neredeyse tamamen ayrilmistir (Sekil 5.3). Bununla birlikte, hiyerarsik klimeleme analizi
ve Ornek-gen ifade seviyesinin iligkisi oldukga belirgin bir sekilde ayrildigi goriilmistiir
(Sekil 5.5). DAVID analize gore, bu setin ifadesini artan genlerinin KEGG analizi
sonucunda 24 yolak gosterilirken, ifadesi azalan genlerin 48 yolak iginde yer aldig:
belirlenmistir (Sekil 5.6, 5.7).

Eslesmis olmayan validasyon setinin (185 timor - 120 eslesmemis kontrol) analizinden
cikan sonuclara gore, 1976 genin ifade seviyeleri degisiklik gostermistir. Bu genlerden
1213 genin ifade seviyelerinde artis ve 763 genin ifade seviyelerinde diislis oldugu
belirlenmistir. Toplam 1976 genden, 1868 gen (% 94.5) Entrez Gene ID’si ile
tanimlanabilmesi miimkiin olmustur. PCA ve hiyerarsik kimeleme timor-normal
orneklerin ve 0Ornek-ifadesi artan/azalan genlerin sirasiyla agik bir sekilde ayrildigi
gorulmiistiir (Sekil 5.4, 5.5). DAVID sonrasindaki sonuglarina gore, bu set igerisinde yer
alan ifadesini artan genlerinin KEGG analizinin sonucunda 21 yolak gosterilirken, ifadesi

azalan genler 39 yolak igerisinde dagilim gostermistir (Sekil 5.6, 5.7).
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Spearman correlation plot of log(intensity)

Sekil 5.3: Tum validasyon setinin érneklerin Spearman korelasyon ¢izimi.
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Sekil 5.4: Validasyon setlerin PCA bulgular
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Sekil 5.5: Validasyon setlerin tiimor ve normallerin karsilastirmasindan elde edilen

heatmap bulgulari.
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Sekil 5.6: Validasyon setlerin tiimor ve normallerin karsilagtirmasindan elde edilen ifadesi
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Sekil 5.7. Validasyon setlerin tiimor ve normallerin karsilagtirmasindan elde edilen ifadesi
artan genlere ait yolak analizin bulgulari.
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5.1.3. KESiF SETi ILE VALIDASYON SETLERIN KIYAS BULGULARI
(CAKISMA BULGULARI)

Venny yazilimi kullanarak ¢akisan genleri iceren A (Kesif ve Tum validasyon seti), B
(kesif ve eslesmis validasyon seti ) ve C (kesif ve eslesmis olmayan validasyon seti)
listelerinin analizleri sonucu; gakisan A gen listesinin 505 gen igerdigi, yani referans set
olarak kullanilan kesif setinde yer alan 851 genin %59’unu ifade etmektedir. 483 gen
iceren B gen listesi kesif setinin %57°1 valide ederken C gen listesinde ise 502 gen ile kesif

seti %59 oranla benzerlik gostermistir. Cakisma 6zeti sekil 5.8” te verilmistir.

Kesif seti Eslesmis Valsett Kesif seti Eslesmemis valseq]

Kesif seti Tiim Valseti

Sekil 5.8: Kesif ve Validasyon setlerinin timor- normal 6rtiismesi
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DAVID biyoinformatik yazilim ile yapilan analizler sonucunda cakisan A, B ve C gen
listelerinde ifadesi azalan genler; sodyum iyonu transmembran tasimasi, kadmiyum,
karbonik anhidraz (alfa-sinif, korunmus sitesi), P-tipi ATPaz, sitoplazmik alan azot ve
stlfur oksidasyonu olmak tizere bes ayr1 kiime ile baglantisi gozlenmistir (Sekil 5.9).
Ayrica bu genlerin, metabolik yolak, aldosterone bagli sodyum reabsorbsiyonu, azot
metabolizm, pankreas sekresyonu, mineral absorbsiyonu, kiikiirt metabolizmasi, nisasta ve
sakaroz metabolizmasi ve tat iletisim gibi KEGG yolaklarinda yer aldigi saptanmistir
(Sekil 5.10).

[fadesini artan cakisan genler ise propeptid: C-terminali propeptidi, interferon-beta tepkisi
ve metal iyonu baglayic sitesi (¢inko 2; inhibe formda) gibi islevsel yolaklara ayrilmistir
(sekil 5.11). Ayrica ifadesi artan bu genlerin, P13K-Akt-sinyal yolagi, kanser yolaklari,
fokal adzeyon, ECM-reseptor etkilesimi, kanserde mikroRNA’lar, amoebiasis, trombosit
aktivasyonu, Wnt sinyal yolagi, protein sindirimi ve absorbsiyonu, bazal hiicre karsinoma

ve endometriyal kanser gibi KEGG yolaklarinde yer aldig1 belirlenmistir (Sekil 5.12).

Kesif ve validasyon setlerinde c¢akisan gen listelerinin DAVID analizinden ¢ikan
sonuclarina bakildiginda, ifadesinde artig goriilen COL11A1, COL12A1, COL1Al,
COL1A2, COL27A1, COL5A1, COL5A2, MMP1 ve MMP3 genleri 1,3 veya daha fazla
olan zenginlesme skorlarina ait bir fonksiyonel kiimede yer alirken, ifadesi azalan genlerin
ATP2A3, ATP2B1, CAl, CA12, CA2, CA4, CA7, ETHEL, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H,
MT1M, MUC2, MUC5B, SCN7A, SCNN1A, SCNN1B, SCNN1G, SLC4A4, SQRDLve
TST oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.1).
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Cakisan DownReg genlerin Ontoloji analizleri

Kesif n Tim Val

Zenginlesme
skoru

2,26
4,42
4,02
2,23
1,8

1,57

1,97

1,89

1,69

Sekil

5.

Anotasyon Adi

Sodyum iyonu
transmembran tagimasi
Kadmiyum

Karbonik anhidraz, alfa-sinif,
korunmus sitesi
B hicresi aktivasyonunun
pozitif diizenlemesi
Plexin

P-tipi ATPaz, sitoplazmik
alan N
Sulfiir oksidasyonu, siilfid
kullanilarak : kinon
oksidorediktazi

Ps6dohipoaldosteronizm, tip
|
Alan: VWFD 4

9. Kesif set

Kesif N Tiim Val

Steroid hormon...

Nisasta ve sakaroz...

Tat iletimi

ABC tasgiyicilan

Pentoz ve glukuronat...

Proksimal tibiil...

KEGG YOLAK TERIMI

Kikiirt metabolizmasi
Retinol metabolizmasi
Azot metabolizmasi

Safra salgilanmasi

Mineral emilmesinin

Aldosteron ayarl...

Pankreas sekresyon

Metabolik yolaklar

Kesif N Eslesmis Val

Kesgif N Eglesmemis val

Gen || Zenginlesm Anotasyon adi Gen || Zenginlesm Anotasyon Adi Gen
Sayisi e skoru sayisi e skoru Sayisi
7 2,26 Sodyum iyonu 7 2,26 Sodyum iyonu 7

transmembran tasima transmembran tasimasi
2 &Zs Kadmiyum 5 4,42 Kadmiyum 5
5 4,01 Karbonik anhidraz, alfa- 5
sinif, korunmus sitesi 4,01 Karbonik anhidraz, alfa- 5
5 sinif, korunmus sitesi
7 1,79 Plexin 4 2,23 B hiicresi aktivasyonunun 5
1,56 P-tipi ATPaz, sitoplazmik | 4 e e
a alan N 1,56 P-tipi ATPaz, sitoplazmik a
2,1 Psoédohipoaldosteronizm, 3 alan N
= — t'p_ ! 1,97 slfiir oksidasyonu silfid 3
1,97 Sulfar ok5|f:.la.syon.u 3 kullanilarak: kinon
kullanilarak siilfid: kinon Bladorcdukias]
3 oksidorediiktazi
1,92 Alan:VWFD 4 3 = - -
3 1,89 Psoédohipoaldosteronizm, 3
tip |
ile tim, eslesmis ve eslesmemis validasyon setlerinin
karsilagtirilmasinda ¢akisan ve ifadesi azalan gen listesinin ontoloji sonuglari.
Cakisan DownReg genlerin Yolak analizleri
Kesif N Eslesmis Val Kesif N Eslesmemis Val
Nisasta ve sakaroz... ll Steroid hormon...
Amino seker ve... ll Nisasta ve sakaroz...
Tatiletimi 1l ABC tasiyicilan
Yag sindirimive emilimi 1l Tat iletimi
Galaktoz... [l Pentoz ve glukuronat...
Proksimal tibdil... 1l Proksimal tibdil...
kiikiirt metabolizmasi [l kiikiirt metabolizmasi
Glikoliz /... Retinol metabolizmasi
Azot metabolizmas: [l Azot metabolizmasi
Safra salgilanmasi [l Safra salgilanmasi
Mineral emilmesinin Il Mineral emilmesinin
Aldosteron ayar!i... Il Aldosteron ayarli...
Pankreas sekresyon [ Pankreas salgilanmasi
Metabolik yolaklar  IEEEEEG— Metabolik yolaklar
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Sekil

(o] 10 20 30
GEN SAYISI

5.10: Kesif set

40

ile

tlim,

karsilagtirilmasinda gakisan ve ifadesi azalan gen listesinin yolak analizin sonuglari.
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Cakisan Up-regiile genlerin Ontoloji analizi

Kesif N Eslesmis Val Kesif N Eslesmemis Val

Zenginlesme Anotasyon Adi Gen Zenginlesme Anotasyon Adi Gen
skoru sayisi skoru sayisi

5,43 Propeptid: C-terminali propeptidi 5 7,05 Propeptid: C-terminali propeptidi 6

1,56 Tip I interferon sinyal yolagini 4 3,28 alan: TSP N-terminal 5

2,4 interferon-beta tepkisi 3 2,79 alan: VWFC 4

. < [T 1,93 alan: NTR 2

1,86 Metal iyonu baglayici sitesi: Cinko 3

2; inhibe formda

Metal iyon-baglayici sitesi: Cinko

1,73 Alan: VWFC 3 Lot 2; inhibe formda 3
1,45 Doénlsen bliyime faktor-beta-ilgili 2 1,6 interferon-beta tepkisi 3
1,36 alan: TSP N-terminal 3 1,49 alan: TSP tip-13 3

Sekil 5.11: Kesif set ile eslesmis ve eslesmemis validasyon setlerinin karsilastirilmasinda
cakisan ve ifadesi artan gen listesinin yolak analizin sonuglari.

Cakisan UpReg genlerin Yolak analizi

Kesif NnTim Val Kesif N Eslesmis Val Kesif N Eslesmemis Val
Kolorektal kan-ser Kolorektal kanser —mmmm Bazal hiicre karsinom
Endometriyal... Endometriyal kanser = ;
K . ) Endometriyal kanser
Mesane kanseri Mesane kanseri Hi . | volaz
R E ippo sinyal yolagi
K&k hucrelerin... Wht sinyal yolag: s PP YAt
_ Bazal hiicre... Bazal hiicre karsinom Wnt sinyal yolagi
= Wnt Trombosit... m— Trombosit...
wHippo sinyal yolagi Hippo sinyal yolag| Kanserde...
4 Trombosit... -
< T Amoebiasis  m— Kanser proteoglikan
] Amoebiasis K d
[©] Kanserde... anse-r e Amoebiasis
] Kanser proteoglikan n—— T
I~ Kanser... ~ Protein sindirimi ve...
Protein sindirimi ECM-reseptor...
L Protein sindirimi ve... n— Kanserde yolaklar
ECM-reseptor... .
Fokal adezyon —m— ECM-reseptdr...
Kanserde yolaklar
- i 51—
Fokal adezyon PI3K-Akt sinyal yolagi Fokal adezyon
Kanserde yolaklar m—— PI3K-Akt sinyal yolag!

PI3K-Akt sinyal...

[=}

0 5 10 15 20 s 10 15 0 10 20
GEN SAYISI

Sekil 5.12: Kesif set ile tiim, eslesmis ve eslesmemis Vvalidasyon setlerinin
karsilagtirilmasinda ¢akisan ve ifadesi artan gen listesinin yolak analizin sonuglari.
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Cizelge 5.1: Timor ve normallerin kiyaslamasinin 6zeti

ONEMLi GEN
GEN SAYISI . . .
CAKISMA SAYIS] ONEMLI GENLERI
(z-SkorN Yolak)
UpReg 157 -
K__effif & ATP2A3, ATP2B1, CA1, CA12, CA2, CA4, CA7,
Tim Val ETHEL, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MT1M,
seti DownrReg | 348 26 MUC2, MUC5B, PLXNA2, SCN7A, SCNN1A,
SCNN1B, SCNN1G, SEMA4G, SEMAGA,
SEMAGD, SLC4A4, SQRDL, TST
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5.2. GRADE BULGULARI

5.2.1. KESIF SETIN GRADE BULGULARI (GRADE VE KONTROL
KARSILASTIRMALARI)

Kesif ¢alismasinin 2 kat degisimi ve p<0.001 istatistiksel anlamlilikta Grade 2 ve Grade 3
ornekleri arasindaki karsilastirmasinda, hicbir genin farkli olarak ifade edilmedigi
goriildiigiinden, sadece 40 farkli evreye ait olan hasta grubu, 40 esli normal 6rnekler ile
karsilastirilmistir. Ayrica, grade ve normallerin kiyasinda grade 1’°e ait 6rneklerinin sayist
cok yetersiz olmasi sebebiyle bu grade ile ilgili karsilastirmadan hi¢ bir sonug elde
edilememistir. Grade 2 Ornekleri, normalleri ile kiyasladiginda, 398 gen ifade artisi
gosterirken, 472 genin ifadesinde azalma oldugu gorilmistir (p<0.001). Grade 3 ve
normallerinin karsilastirilmasinda ise, 133 ifade artisi gosteren gen ve 312 ifadesinde
azalma gosteren gen belirlenmistir. Grade2 - normal ve Grade 3 - normal kiyaslarindan
elde edilen gen listelerinin kimeleme analizleri sonucunda, 6rnekler ile gen ifade
profilleriti iliskisine gore, timor-normal ve ifadeleri azalan/artan genler ayirilmistir (Sekil
5.13,5.14).

Hierarchical Clustering

GRADE O GRADE II m |

Sekil 5.13: Kesif setinin grad 2 vs normallerinin PCA (solda) ve heatmap (sagda)
sonuuclari. PCA’nin mavisi normalleri, kirmizisi ise tiimorlerini temsil etmektedir
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Sekil 5.14: Kesif setinin grad 2 vs normallerinin PCA (solda) ve heatmap (sagda)
sonuglart. PCA’nin mavist normalleri, kirmizisi ise tiimorlerini temsil etmektedir

5.2.2. VALIDASYON SETININ GRADE BULGULARI (GRADE KONTROL
KARSILASTIRMALARI)

Kesif setinde Grade 1 6rnekler yetersiz olmasi nedeniyle Validasyon setindeki 18 Grade 1
ornegi de normaller ile kiyaslanmamaistir. Validasyon setinin olusturdugu grade ve kontrol
ornekleri tekniksel olarak GSE18088 veri seti ile GSE17538 veri seti arasinda yaklasik
%75-85 oraninda uyum tespit edilirken bu veri setlerinden alinan grade drnekleri ile 160
normal ornegin biitiniiyle kiyaslandiginda, uyumluluk ¢ok yiksek olmamakla birlikte
yalnizca eslesmis olmayan normaller (n=96) ile daha fazla uyum gostermistir. (Sekil 5.15).
Grade 2 (n=169) ve 160 o6rnege sahip olan normallerin kiyaslanmasinda 2 kat degisim
esiginde artan gen sayisi 880 olup azalis gOsteren gen sayisi ise 1413 olarak ¢ikmistir.
Tumor Grad 3 (n=43) orneklerinin normaller (n=160) ile kiyaslanmasinda 1221 artis
gosteren ve 1462 azalis gosteren farkli olarak ifade edilen genler tespit edilmistir (p<0.001
ve kat degisimi=2). PCA ve Hiyerarsik kiimeleme analizilerinde, validasyon setindeki

Grade 2 ve 3 drnekler normallerden ayirilmistir (Sekil 5.16, 5.17).
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Sekil 5.15: Validasyon setinin grade ve normal drneklerin Spearman korelasyon gizimleri.
A grade validasyon alt grubunu olusturan veri Setlerinin korelasyonunu gostermektedir. B
gradeler ve tim normalleri gosterirken, C gradeler ve yalniz tiim validasyon setinin
eslesmis olmayan normallerini géstermektedir.
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Grade 2 Kontrol

w0 om s 0 M;: ., ¥ooo& W W S — - |
Sekil 5.16: Validasyon setinin grade 2 vs normallerinin PCA (solda) ve heatmap (sagda)

sonuglari. PCA’nin mavisi normalleri, kirmizisi ise tiimorlerini temsil etmektedir.

PCA Mapping (34.79

Grade 3 Kontrol

-c w2 12 6%

GRADE m = m

Sekil 5.17: Validasyon setinin grade 3 vs normallerinin PCA (solda) ve heatmap (sagda)
sonuglari. PCA’nin mavisi normalleri, kirmizisi ise tiimorlerini temsil etmektedir.
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5.2.3. KESIF VE VALIDASYON SETLERINDEKI GRADELER ARASINDAKI
CAKISAN GENLER

Kesif ve validasyon setindeki grade 2 timor Ornekleri ile normalleri arasindaki
karsilastirma sonucu, istii liste geldigi belirlenen 583 gen kesif setindeki tiim genlerin %
66’sin1 olusturmaktadir. Grade 3 tiimor ornekleri ve normallerinden ortaya ¢ikan 311
cakisan gen ise kesif setinin % 68’ini sembolize etmektedir. Venny yazilimdan elde edilen

bu sonuclar asagida verilmektedir. Cakigsma 6zeti Sekil 5.18° da verilmistir.

esif Grad2vK Val Grad2v esifGrad3vK ValGradivK

Sekil 5.18: Kesif ve Validasyon setinin grade ortiismesi

DAVID analizden sonra, kesif ve validasyon setleri birlestirilerek olusturulan grade 2
timor ile normal karsilastirmasinda, ¢akisan listesinde yer alan ve ifadesi artan genleri 13
fonksiyonel kiime ile baglantisi kurulurken (Sekil 5.21), kesif set ve grade 3 karsilasgtirmasi
sonucunda, ifadesi artan genler ise herhangi 1.3 veya daha fazla zenginlesme skoruna sahip
olan bir islevsel kiime igerisinde yer almamistir. Ayrica, kesif seti ile grade 2 ve 3 Un
karsilastirilma analizleri sonucu ifadesi azalan genler, karbonik anhidraz (alfa-sinif), P-tipi
ATPaz sitoplazmik alan ve semaforin olmak (zere (¢ ortak fonksiyonel kiime icinde yer
almustir (Sekil 5.19).

Her iki setin grade ile normal karsilastirmalar1 sonucu, c¢akisip ifadesi artan genlerinin
KEGG yolak sonuglarina gore, kesif - grade 2 igin 24 yolak belirlenirken, kesif — grade 3
icin 13 yolagin mevcut oldugu goriilmistiir (Sekil 5.22). Cakisip ifadesi azalan genlerinin
yolak bulgular ise kesif — grade 2 igin 16 yolak saptanirken, kesif — grade 3 igin 6 yolak
belirlenmistir (Sekil 5.20).
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Cakisan DownReg genlerin Ontoloji bulgular:

Kesif N ValGrade 2 Kesif N ValGrade 3
. Zenginlesme Gen
Anotasyon Ad
Zensgll(glri;me Anotasyon Adi Gen Sayisi skoru Y : sayisi
Karbonik anhidraz, alfa-
4,82 S 5
2 75 Karbonik anhidraz, alfa- a sinif, korunmus sitesi
’ sinif _tipi i i
3,15 P-tipi ATPaz, sitoplazmik c
alan N
2,08 Ptipl Aszzl'aﬂmplazm'k a 2,1 Alan: VWFA 5
1,97 Cinko parrg:l:isiolgesu NR 4
1,59 Semaforin 3
Fosfolipid tasiyan P-tipi
1,93 ATPaz, alt familyasi IV 3
Galectin, karbonhidrat
1,57 3
tanima al 1,37 Semaforin 3

Sekil 5.19: Grade2vK ve grade3vK icin kesif ve validasyon setlerin arasindaki ¢akisan ve
ifadesi azalan gen listesinin ontoloji sonuglari.

Cakisan DownReg genlerin Yolak analiz bulgular:

Kesif n ValGrade 2 Kesif N ValGrade 3

Tirozin metabolizmasi -
Pentoz ve glukuronat ara...

Glikoliz / Glikoneogenezis
Amino seker ve nukleotid seker...
Nisasta ve sakaroz metabolizmasi
Galaktoz metabolizmasi
Proksimal tlibul bikarbonat islahi
kiikiirt metabolizmasi
Gastrik asit
Yag sindirimi ve emilimi
Azot metabolizmasi
Aldosteron ayarli sodyum geri...
Kalsiyum sinyal yolagi
Safra salgilanmasi
Antibiyotiklerin biyosentezi
Pankreas sekresyon
Metabolik yolaklar Metabolik yolaklar _
10 20 30 40
GEN SAYISI 0 5 10 15 20 25

Proksimal ttibuil bikarbonat
1slahi -

Aldosteron ayarli sodyum
geri emilim

KEGG YOLAK TERIMI

I
Azot metabolizmasi -
I

Pankreas sekresyon

[=}

Sekil 5.20: Grade2vK ve grade3vK icin Kesif ve validasyon setlerin arasindaki ¢akisan ve
ifadesi azalan gen listesinin yolak analizin sonuglari.
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Cakisan Up-regiile genlerin Gen Ontoloji Analiz bulgular (Kesif N ValGrade 2)

Zenginlesme skoru Anotasyon Adi Gen sayisi
1,48 Tekrarlanma: LRR 6 8
1,78 Losin acisindan zengin tekrar iceren N-terminali 7
7,1 Propeptid: C-terminali propeptidi 6

2 Tekrarlanma: LRR 12 6
3,17 domain (alan): TSP N-terminal 5
2,53 domain: Kazal gibi 5

3 domain: tiroglobulin tip-1 4
2,72 Metal iyon-baglayici sitesi: Cinko 2; inhibe formda 4
2,72 domain: IGFBP N-terminal 4
2,59 domain: NTR 4
1,93 domain: EGF-benzeri 17; Kalsiyum baglanmasi 3
1,77 interferon-alfa tepkisi 3

Metal iyonu-baglayic sitesine: Kalsiyum 4; karbonil
1,45 oksijen Gizerinden 3

Sekil 5.21: Grade2vK igin kesif ve validasyon setlerin arasindaki ¢akisan ve ifadesi artan
gen listesinin ontoloji sonuglari.

Cakisan UpReg genlerin Yolak analiz bulgulari

Kesif N ValGrade 2 Kesif N ValGrade 3
Tiroid kanser ms
Pankreas kariser = Kronik miyeloid 16semi [
Kolorektal kanser mem Melanom I
Bazal hiicreli karsinom  msm
Endometriyal kanser wem Pankreas kanser [
Prostat kanser mwm
Melanom  mees Gliyom .
Komplement ve koagiilasyon.., mes _ Prostat kanser |
. Mesane kanser me= =
% Whnt sinyal yolag| s E Ki¢lk hiicre akciger kanseri [l
] Hicre donglisl  mess é . _
= Tiroid hormonu sinyal V0|‘I:.I — 3 Trombosit aktivasyonu I
,E_’. .p53 s_lnyal yola?l [r— E Amoebiasis IIEEEE—_——_
Yy Hippo sinyal yolag) s ]
<9 Trombosit aktivasyonu s = Kanserde yolaklar [
= Kugtk hiicreli akciger kanseri
Amoebiasis m— ECM-reseptdr etkilesimi I
Kanserde MikroRNA'lar s B B o
Kanser protecgiikan Protein sindirimi ve emilimi I
Protein sindirimi ve emilimi  ws— Fokal adezyon |E—
ECM-reseptor etkilesimi  m—
Fokal adezyon s PI3K-Akt sinyal yolagl I
Kanserde Pathways e
PI3K-Akt sinyal yolag 0 10 20
0 10 20 30 GEN SAYISI

GEN SAYISI

Sekil 5.22: Grade2vK ve grade3vK igin Kesif ve validasyon setlerin arasindaki ¢akisan ve
ifadesi artan gen listesinin yolak analizin sonuglari
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Cizelge 5.2: Grade kiyaslamasinin 6zeti

ONEMLI GEN
GEN SAYISI
CAKISMA SAYISI | (Z-skoru N GENLER
Yolak)
COL11A1, COL12A1,
COL15A1, COL1AL,
COL1A2, COL3AL,
_ UpReg 338 16 COL5A1, COL6A3, IGFBP3,
Kesif & LUM, MMP1, MMP2,
Val set MMP3, NOTCHS3, SFRP4,
Grade2vK THBS2
ATP2A3, ATP2B1, CAL,
DownReg | 198 9 CA2, CA4, CA7, SEMA4G,
SEMAGA, SEMA6D
UpReg 248 0
Kesif & ATP2A3, ATP2B1, CAL,
Val seti CA12, CA2, CA4, CA7,
Grade3vK | pownReg 113 16 CLCA4, NR3C1, NR3C2,

NR5A2, PPARD, SEMA4G,
SEMAGA, SEMA6D

Bu tez ¢alismasinda goz Oniine alinan kat deg8isimi, yliksek zenginlesme skoru ve yolak

tizerinde yer almasi gibi li¢ kriteri yerine getiren Grade 2 ¢akisan gen listesinde higbir gen

bulunmazken Grade 3’de CLCA1l, CLCA4, NR3C1, NR3C2, NR5A2 ve PPARD

genlerinin ¢akisan gen listesinde yer aldiklar1 goriilmiistiir (Cizelge 5.2). Ote yandan,

sadece Grade 2’de tespit edilen p53 sinyal yolagi, Wnt sinyal yolagi, kalsiyum sinyal

yolagi ve hiicre dongiisii yolaklarindan p53 sinyal yolak semasi 6rnek olarak sunulmustur

(sekil 5.23).
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Sekil 5.23: p53 sinyal yolag: iizerindeki FIG’ler
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5.3. EVRE BULGULARI

5.3.1. KESIF SETININ EVRE BULGULARI (EVRE VE KONTROL
KARSILASTIRMALARI)

Kesif ¢aligmanin 2 kat degisimi ve p<0.001 istatistiksel anlamlilikta Evre 2 ve Evre 3
ornekleri arasindaki karsilastirmada hicbir genin farkli olarak ifade edilmemesi sebebiyle
sadece 44 farkli evreye ait olan hasta grubu ile 44 esli normal 6rnekler karsilastirilmistir.
Evre 2 ornekleri, normalleri ile kiyaslandiginda, 215 gende ifade artis1 gozlenirken, 374
genin ifade azalis1 tespit edilmistir (p<0.001). Evre 3 ve normallerinin karsilastiriimasinda
ise, 264 genin ifadesinde artis gozlenirken, 544 genin ifadesinde azalma oldugu
belirlenmistir. Kimeleme analizleri sonucunda tumor Evre 3 6rnekleri ve tumor evre 3

normal drneklerinden belirgin bir sekilde ayirilmistir (Sekil 5.24, 5.25).

PCA Happing (29.2% Hierarchical Clustering

ety B

Sekil 5.24: Kesif setinin evre 2 vs normallerinin PCA (solda) ve heatmap (sagda)
sonuglari. PCA’nin mavisi normalleri, kirmizisi ise timorlerini temsil etmektedir.
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Sekil 5.25: Kesif setinin evre 3 vs normallerinin PCA (solda) ve heatmap (sagda)
sonuglari. PCA’nin mavisi normalleri, kirmizisi ise timarlerini temsil etmektedir.

5.3.2. VALIDASYON SETIN EVRE BULGULARI (EVRE VE KONTROL
KARSILASTIRMALARI)

Validasyon setinde 33 tane tiimor evre 1 Ornegi olmasina ragmen, bu Ornekler analiz
slirecine dahil edilmemistir. Bunun sebebi, kesif setinde evre 1 Orneklerinin yetersiz
olmasidir. Validasyon setinin olusturdugu evre ve kontrol ornekleri tekniksel olarak
GSE21510, GSE32323 ve GSE27854 veri setler arasinda yaklasik %75-85 oraninda uyum
tespit edilirken bu veri setlerinden alinan evre Ornekleri ile 160 normal Grnegin
kiyaslandiginda, uyumluluk ¢ok yiiksek olmamakla birlikte eslesmis normaller ile daha
fazla uyum gostermistir (Sekil 5.26). Evre 2 nin 94 o6rnegi 160 normal Ornek ile
kiyasladiginda, 1170 genin ifadesinde artig goriiliirken, 1376 genin ifadesinde azalma
oldugu tespit edilmistir (p<0.001). Evre 3 (n=79) ve 160 normal Ornegin
karsilastirilmasinda ise, 1479 artis gOsteren ve 1164 azalis gOsteren farkli gen
belirlenmistir. Kiimeleme analizleri sonucunda evre 2 timdér 6rnekleri ve evre 3 tumor
orneklerinin kendi normalleri ile karsilastirilmas1 sonucunda gen ifade seviyelerinde net bir
ayrim oldugu goriilmiistiir. Ancak evre 2 ve evre 3 (in normal drneklerin kendi iclerinde

tam olarak kesin ayrimlar goriilmemistir (Sekil 5.27, 5.28).
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Sekil 5.26: Validasyon setinin evre ve normal 6rneklerin Spearman korelasyon ¢izimleri. A
evre validasyon alt grubunu olusturan verisetlerinin korelasyonunu gostermektedir. B
evreler ve tim normalleri gosterirken C evreler ve yalniz tiim validasyon setinin eslesmis
normallerini gostermektedir.
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Hierarchical Clustering
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Sekil 5.27: Validasyon setinin evre 2 vs normallerinin PCA (solda) ve heatmap (sagda)
sonuglari. PCA’nin mavist normalleri, kirmizist ise timorlerini temsil etmektedir.

Hierarchical Clustering

STAGE m 3 m K
I—
-8.56 0.00

Sekil 5.28: Validasyon setinin evre 3 vs normallerinin PCA (solda) ve heatmap (sagda)
sonuglart. PCA’nin mavist normalleri, kirmizisi ise tiimorlerini temsil etmektedir.
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5.3.3. KESIF VE VALIDASYON SETLERINDEKiI EVRELER ARASINDAKI
CAKISAN GENLER

Kesif ve validasyon setindeki grade 2 tumor ¢rneklerinin normalleri ile karsilagtirmasinda
583 genin Ustl Uste geldigi 583 oldugu ve bu genler kesif setindeki tiim genlerin % 66’sin1
olusturdugu tespit edilmistir. Grade 3 timoér 6rnekleri ve normallerinin karsilagtirilmasi

sonucu ortaya ¢ikan 311 ¢akisan gen ise kesif setinin %68’ini temsil etmektedir. Venny

yazilimdan sonuglar ve bu sonuglar1 6zetleyen Sekil 5.29 asagida verilmektedir.

Kesif Evre2vK Val Evre2vK esif Evre3vK Val Evre3vK

2181 2234

Sekil 5.29: Kesif ve Validasyon setlerinin Evre ortiismesi

DAVID sonrasinda, iki setin evre ile normal drnekleri karsilastirildiginda, gakisip ifadesi
artan genlerinin fonksiyonel kiimeleme sonuglarma gore; kesif-evre 2 ve kesif-evre 3
karsilastirmalari igin 1,3 veya fazla zenginlesme skoruna sahip olan, kollajen Ggli sarmal
tekrarlanmasi1 ve propeptid N-terminal propeptid olmak (izere iki fonksiyonel kiimeye
ayrildigr belirlenmistir (Sekil 5.32). Ayrica, kesif-evre 2 ve 3 de yer alan ve ifadesinde
azalma gortlen genler, karbonik anhidraz (alfa-sinif) ve P-tipi ATPaz sitoplazmik alan

fonksiyonel kiimelere ayrildigi tespit edilmistir (Sekil 5.30).

Iki setin evre ile normal karsilastirmalarinda cakisan ve ifadesi artan genlerinin KEGG
yolak sonuglaria gore, kesif-evre 2 i¢cin 24 goriiliirken, kesif-evre 3 icin ise 13 yolakta yer
aldig1 belirlenmistir (Sekil 5.33). Cakisip ifadesi azalan genlerinin yolak bulgularina
bakildiginda kesif-grade 2 igin 16 yolak, kesif-grade 3 igin 6 yolak bulunmustur (Sekil
5.31).
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Cakisan DownReg genlerin Ontoloji bulgular:

Kesif N ValEvre 2 Kesif n ValEvre 3
Zenginlesme Gen
skoru Anotasyon Adi sayis|
4,46 i 5
4,85 Kadmiyum 5 el
Karbonik anhidraz, alfa-sinif,
4,04 korunmus sitesi 5
Karbonik anhidraz, alfa-sinif,
4,41 korunmus sitesi 5 1,59 P-tipi ATPaz, sitoplazmik alan N 4

B hiicresi aktivasyonunun pozitif
1,54 diizenlemesi 4

3'5'-siklik niikleotid
1,45 fosfodiesteraz korunmus alani 3 1,71 alan: VWFD 4 3

Sekil 5.30: Evre2vK ve evre3vK igin Kesif ve validasyon setlerin arasindaki ¢akisan ve
ifadesi azalan gen listesinin ontoloji sonuglari.

Cakisan DownReg genlerin Yolak analizinin bulgulari

Kesif n ValEvre 2 Kesif N ValEvre 3
ilag metabolizmasi - diger... =
Retinol metabolizmas: [N Amino seker ve niikleotid... mm
Tirozin metabolizmasi =l
Benpfsalgilanmas) Musini tip O-glikan... mm
S  Proksimal tiibil bikarbonat 1slah [N Proksimal tibal bikarbaat
E Kukirt metabolizmasi  mm
= -
¥ Safra salglanmas: [N Gastrik asit, =
5 Aldosteron ayarli sodyum... s
> Aldosteron ayarli sodyum geri :
© . ] Azot metabolizmasi s
[G] emilim
v Safra salgilanmasi .
Azot metabolizmas: [N Mineral absorpsyonu mmm
Kalsiyum sinyal yolag:
Pankreas sekresyon [N R .
Antibiyotiklerin biyosentezi m—
Mineral absorpsyonu IS Pankreas salgilanmasi
Metabolik yolaklar m—————
0 5 10 0 10 20 30 40
GEN SAYISI

Sekil 5.31: Evre2vK ve evre3vK igin Kesif ve validasyon setlerin arasindaki ¢akisan ve
ifadesi azalan gen listesinin yolak analizin sonuglari
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Cakisan UpReg genlerin Yolak analizinin bulgulan

Kesif N ValEvre 2 Kesif n ValEvre 3

4,67 Kollajen tglii sarmal tekrarlanmasi 7 3,99 Kollajen tglt sarmal tekrarlanmasi 6
2,4 Propeptid N-terminal propeptid 3
2,63 Alan: TSP N-terminal 4
2,08 alan: VWFC 3
2,39 Propeptid N-terminal propeptid 3 168 alan: TSP N-terminal 3

Sekil 5.32: Evre2vK ve evre3vK igin kesif ve validasyon setlerin arasindaki ¢akisan ve
ifadesi azalan gen listesinin ontoloji sonuglari.

Cakisan UpReg genlerin Yolak analizinin bulgular:

Kesif n ValEvre 2 Kesif n ValEvre 3
Melanom wntsinyal yolag [N
Pankreas kanser s
Mesane kanser mmm Trombosit algivagygnu _
Hicre dongisu s
= & amoeviasis [
= Amoebiasis I
=
¥ Kiguk hiicre akciger kanseri Hippo sinyal yolaz: [N
5
9 Kanser proteoglikan I
3 Protein sindirimi ve emitimi | NN
L Protein sindirimi ve emilimi  IE——_
i ! ] 5 otkilesimi
Kanserde MikroRNA'lar ECM-reseptér etkilesimi _
ECM-reseptdr etkilesimi I———"
Kanserde yolaklar  I— piacakesinyal yolag: |
Fokal adezyon I—m
Fotot aceryon |
PI3K-Akt sinyal yolagi I
0 5 10 15 0 5 10
GEN SAYISI

Sekil 5.33: Evre2vK ve evre3vK icin kesif ve validasyon setlerin arasindaki ¢akigan ve
ifadesi artan gen listesinin yolak analizin sonuglari
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Cizelge 5.3: Evre kiyaslamasinin 6zeti

ONEMLI GEN
GEN SAYISI
CAKISMA SAYISI | (Z-skoru ~ n | CENLER
Yolak)
COL10A1, COL11A1,
COL12A1, COL1A2,
Lfpiree 105 v COL4A1, COL27AL,
Kesif & Val THBS2
seti CA1, CA2, CA12, CA4,
Evre2vK CA7, MTL1E,
DownReg | 257 13 MT1G,MT1H,MT1F,
MT1M, PDE3A, PDE4D,
PDE9A
COL10A1, COL11A1,
COL12A1, COL1A2,
UpReg | 86 6 COL4AL COL27AL.
Kesif & Val THBS2
seti ATP2A3, ATP2B1, CAl,
Evre3vK CA2, CAl12, CA4, CA7,
DownReg | 317 14 MT1E, MTIG, MTI1H,

MT1F, MT1IM, MUC2,
MUC5B

Bu tez ¢alismasinda g6z Oniine alinan kat degisimi, yliksek zenginlesme skoru ve yolak

tizerinde yer almas1 gibi {i¢ kriteri yerine getiren evre 2 ¢akigan gen listesine bakildiginda
COL4A1, COL27A1 genlerini ifadesinde artig goriildiigii. PDE3A, PDE4D, PDEYSA
genlerinde ifade azalmasi gozlenmistir. ATP2A3, ATP2B1, MUC2 ve MUC5B genlerinin

ise yalnizca evre 3 ¢ikasan gen listesinde yer aldig1 tespit edigmistir (Cizelge 5.3).

Ote yandan, sadece evre 2 de tespit edilen ve ifadesi azalan genler igin kalsiyum sinyal

yolag: ve ifadesi artan genler i¢in ise hiicre dongiisii yolagi saptanmistir. Asagida bu

yolaklara drnek olarak kalsiyum sinyal yolagi semasi sunulmustur (Sekil 5.34).
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Sekil 5.34: Hippo sinyal yolaginin izerindeki FIG’leri
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6. TARTISMA

Meta-analiz, ayn1 konudaki benzer aragtirma sonuglarini niteliksel ve niceliksel olarak
birlestirmeye yardimci olan istatistiksel bir metottur (59). Kesif setinin dogrulanmasi igin
ham verilerinin higbir islemden geg¢irilmeden bir araya getirilmesi ve tek bir ¢alisma gibi
analiz edilmesine yonelik naive meta-analiz metodu kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda
Chan ve ark (2008) tarafindan yapilan ¢alismada (39) oldugu gibi, farkli platformlardan
elde edilen verilerin biraraya getirilmesi nedeniyle pek ¢ok oOrtiismeyen genin analiz dis1
birakilmasi sonucunun ortaya c¢ikmamasi i¢in aymi platformda (Affymetrix) ylriitiilen

KRK gen ifade profillemesi arastirmalar1 kapsam dahiline alinmustir.

Kanser ile ilgili DNA mikrodizin ¢alismalarindaki en onemli ¢ikt1 differansiyel olarak
ifade edilmis genlerdir (60). Acikga bir gen imzasinin toplanmasindaki en dnemli basamak,
arastirmada yer alan iki grubun (normal ve hasta 6rnekler vb.) gen ekspresyon diizeylerinin
karsilastiriimasidir. Bu da farkli olarak ifade edilmis gen listesi ile sonuclanmir (FIG’ler).
Ancak, mikrodizin ¢alismalarindan elde edilen verilerin meta-analizde oldugu gibi, birden
fazla calismanin birlestirilmesi durumunda, farkli 6nem diizeylerine sahip genlerin yani
sira, farkli regiilasyon yonleri (bir calismada ifade artis1 gdsteren gen diger bir calismada
ifade azalis1 gosteriyor ¢ikabilmektedir) sebebiyle bagimsiz FiG listelerinin uyusmazlig
olusabilir. Meta-analiz gerceklestirilirken Oncelikle analize dahil edilmek iizere secilen
verisetlerin (bagimsiz c¢alismalarin) miimkiin oldugunca homojen olmasina gayret
edilmelidir. Homojenite, bagimsiz verisetlerindeki orneklerin klinik/patolojik/demografik
ozellikleri, calismanin yiiriitiildiigii platform, deney parametreleri (baslangic RNA miktar)
gibi parametreler temelinde degerlendirilmelidir. Homojen verisetleri analize alindiktan
sonra karsilastirmalar yapilmak iizere kesif ve dogrulama gruplar olusturulur. Kesif
grubunda yapilan karsilagtirmalar sonucu ¢ikan molekiiler imza ile dogrulama grubunda
yapilan karsilagtirmalarda elde edilen molekiiler imza birebir ortiigmeyecektir. Arastirilan
biyolojik sorunun mumkin olan en temiz molekuler analizini yapabilmek i¢in elde edilen
bu molekiiler imza listelerinin kesisimlerine bakilir. Esas itibariyle kesisen genler, sorulan
biyolojik soru karsisinda tekrar edecek sekilde karsimiza ¢ikan genlerdir. Diger bir deyisle
tespit edilen molekiiler imza valide edilmis olur. Bu tez kapsaminda elde edilen bulgularin

asagida ilgili bagliklar altinda tartisilmistir.
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6.1. TUMOR-KONTROL CAKISMALARI

Kesif setindeki tiimor ve normal karsilastirmasindan ¢ikan imzalarinin valide edilmesi i¢in
timor ve normal karsilastirma sonuglari ile validasyon setlerinin alt gruplar
kiyaslanmistir. Cikan bu ¢akigma bulgularina gore kesif ve eslesmis validasyon setlerinden
483 ortak FIG elde edilirken, kesif ve eslesmis olmayan setlerden ¢ikan FIG sayis1 502
olarak belirlenmistir. Kesif ve tiim validasyon setlerinin 6rtiismesi sonucu ise 505 FIG elde
edilmistir. Boylece kesif setinde yer alan 818 FIG’ in % 57, % 59 ve %59’ u sirasiyla

eslemis, eslenmemis ve tiim validasyon setleri tarafindan valide edilmistir.

Bireyler arasindaki temel farkliliklar g6z Oniinde bulunduruldugunda, tiimér ve komsu
normal dokularin Orneklerinin eslestirilmesi, analizde netlik saglamaktadir (61). Bu
cergevede kesif seti ile eslesmis validasyon alt grubu kiyasi sonucu elde edilen gen
listesinin birbirini en fazla dogrulamasi beklenirken, ¢ikan ¢akisma oranlarinin yani sira,
PCA grafikleri ve 1s1 haritalar1 kiyaslamali olarak incelendiginde ii¢ validasyon seti

arasinda cok biiyiik bir fark olmadig1 goriilmektedir.

Valide edilmis bu cakisan gen listeleri, biyolojik ve molekiiler fonksiyon duzeyinde
incelenmis ve gen listelerinde dncelikli genler filtrelenebilmistir. Bu baglamda, KEGG
yolak analizinden c¢ikan sonuclara gore, kesif ve validasyon setlerinde cakisan gen
listelerinin olusturdugu, ifadesi azalan gen listelerine bakildiginda, metabolik yolak,
aldosteron bagli sodyum reabsorbsiyonu, azot metabolizmasi, pankreas sekresyonu,
mineral absorbsiyonu, kiikiirt metabolizmasi, nisasta ve sakaroz metabolizmasi ve tat
iletisim gibi ortak yolaklar dogrulanmustir. Ifadesi artan c¢akisan gen listelerine
bakildiginda ise, P13K-Akt-sinyal yolagi, kanserde rol oynayan yolaklar, fokal adezyon,
ECM-reseptor etkilesimi, kanserde rol oynayan mikro RNA’lar, amoebiasis, trombosit
aktivasyonu, Wnt sinyal yolagi, protein sindirimi ve absorbsiyonu, bazal hiicre karsinoma

ve endometriyal kanser gibi KEGG yolaklarinin 6n plana ¢iktig1 valide edilmistir.

Genellikle sinyal ve metabolik yolaklardaki aksamalar, KRK’deki tiimér olusumunda
gozlenmektedir (62). Bu tez cergevesinde metabolik yolaklar, icerisinde en fazla geni
tasiyan yolak olarak belirlenirken, gilinlimiizde yapilan c¢alismalarda, metabolik
profillemenin KRK’de 0Onemli konuma geldigi goriilmektedir. Yiizlerce caligmada
metabolomik teknikleri uygulanmak suretiyle normal mukozayr tiimdrden ayirarak

metabolik imzalar1 belirlenip KRK' in anatomik ve klinikopatolojik ozellikleri ile
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iliskilendirilmektedir. Holmes ve arkadaslari tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada,
tiimor mukozasinda laktat ve glisin yiilksek miktarda bulunmus ve lipidler ve
glukoz/galaktoz eslesmis normal mukozada miktar olarak arttigi gézlenmistir (63). Bu tez
calismasinda metabolik yolaklarin yani sira, galaktoz metabolizmasinin ifadesi azalan
genler ile baglantis1 tespit edilmistir, ancak bu yolaklarda yer alan her gen ve bu genin
kodlayan her metabolite ait bilginin elde edilmesi i¢in ileri caligmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Nam ve Park (2012) tarafindan yapilan ¢alismada Nam (64), bu tez ¢alismasinda 6n plana
c¢ikan yolaklardan biri olan fokal adezyon yolagiin, kolorektal kanserin baslangici olarak
tahmin edilen genleri (terapotik hedefler) igerdigi iddia edilmistir. Bu yolak 6zellikle hiicre
cogalmasi, hiicre gocli ve metastazin direkt etkilenmesi veya timor ¢evresindeki
ekstraseliller matriksin birikmesiyle beraber tlimor hicre buylmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir Coulson (65). Ekstraseliiler matriks (ECM) etkilesimine bakildiginda, timor
mikro c¢evresinin malign hiicrelerin davranisinda 6nemli bir rol oynadigini belirlenmistir.
Malignite siirecini takiben, tiimér ve ¢evresindeki dokularin fonksiyonel iligkileri
degismekte ve ECM’i yeniden sekillendirmektedir (66). PI3K-Akt sinyal yolaginin kolon
kanserde Onemli olup hastalarin neredeyse % 20’sinde PIK3CA mutasyonlar oldugu

yapilan bagka bir ¢caligmada belirlenmistir (67).

Metot kisminda ifade edildigi iizere KEGG yolaginda yer alan 1.3 veya daha fazla
zenginlesme skoruna sahip olan anotasyon kiimesinde bulanan genler, elde edilen sonug
gen listesine dahil olmuslardir. Kesif setinde bulunup sonug listesinde yer alan ve ifadesi
artan genler, COL11A1, COL12A1, COL1A1, COL1A2, COL27A1, COL5A2, MMP1 ve
MMP3 olarak belirlenirken, ifadesi azalan genlerin ise ATP2A3, ATP2B1, CAl, CA12,
CA2, CA4, CA7, ETHEL, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MT1M, SCN7A, SCNNI1A,
SCNN1B, SCNN1G, SLC4A4, SQRDL ve TST oldugu saptanmustir.

Bu molekiiler imzay1 olusturan 28 genin cogunun kolorektal kanserde Onemli rol
oynadigini gosteren baska ¢alismalar da mevcuttur. Matriks metaloproteinazler (MMP1 ve
MMP3 genler), neredeyse bitiin hlcre-dis1 matris bilesenlerinin kirma kapasitesine sahip
olan proteazlardir (68). Bu genlerin kolorektal kanser dahil olmak tizere, pek ¢ok kanserde
timor istilast ve metastazda gorev aldigi belirtilmistir (69). 2005 yilinda Kwong ve
arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada, COL1A1, COL5A2 ve COL12A1 gibi kollajen
ailesi genlerinin yani sira, metation ailesinde yer alan MT1E, MT1F, MT1G ve MT1H
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genlerinin Kkolorektal kansere 06zgiil molekiiler imzalar olduklar1 gosterilmistir (70).
Karbonik anhidrazlarin (CAl, CA2, CA4, CA12) kolorektal kanserde gorev aldigini belirten
calismalar da oldukca fazladir (71), (72), (73). Bununla birlikte SCN7A (74), SLC4A4 (75)
ve TST (76) genlerinin KRK 6rneklerine ait oldugu belirlenmistir.

6.2. GRADELER- KONTROL CAKISMALARI

Kanser derecelendirmesi karsinogenez siirecini izlemek i¢in kullanilmaktadir. Kolorektal
kanserde meydana gelen farkli genetik degisiklikler, hiicrelerin prekanserdz lezyondan
malign duruma doéntisiimiinde rol almaktadir (77). Sonug boliimiinde ifade edildigi gibi, bu
tezde kesif ve validasyon setlerinin arasindaki c¢akisan grade genlere bakildiginda,
normaller ile kiyasladiginda hastalarimizdaki grade 2’ye ait olan 890 genin % 66°s1 (yani,

583 geni) valide edilirken grade 3’ niin 460 geninden 311 gen (% 68) dogrulanabilmistir.

Hiicre dongiisiine ek olarak, p53 sinyal yolagi, Wnt yolagi ve kalsiyum sinyal yolagi yalniz
grade 2 deki gen listelerine ait olduklari igin bu yolaklar muhtemelen grade 2 ve 3
ayriminda kullanilabilmektedir. Ayrica yolaklarin ¢ogunun oldukga kapsayict yani onlarca
gene bagli oldugu i¢in sadece bu calismada esas alinan kriterler veya parametreler ile grade
arasindaki yolaklarin izole edilmesini zorlastirmaktadir. Ayrica Walther ve ark (2009)
tarafindan yapilan ¢alisgmada Wnt sinyal yolagi adenomada tespit edilirken, p53 sinyal
yolaginin ise erken kolorektal kanser ortaminda ortaya ciktigi belirlenmistir (78). Ayni
sekilde hiicre dongiisii yolaginin adenoma-kolorektal kanser gecisinde gorev almasi

belirlenmistir (79).

Meta-analiz kullanmak suretiyle zenginlesme skoru gibi tiim kriterleri karsilayan kesif
setimizdeki grade 3’e 6zgiil genler i¢inde CLCA1, CLCA4, NR3C1, NR3C2, NR5A2 ve
PPARD genleri yer almaktadir. Ayrica, yalniz grade 2’ ye bagli olup tiim kriterleri

karsilayan genler tespit edilmemistir.

Kalsiyum bagli kloriir kanali ailesinin iiyeleri olan CLCAl ve CLCA4 genleri ¢ogalma
inhibitorleridir. Kloriir kanal aksesuar1 1 (CLCAl) geninin ifade degerleri, histolojik
derecelendirmesi ile iliskili ve 6zellikle grade 3 ifade seviyesinde keskin bir diisiis oldugu
gosterilmistir (80). Bustin ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada, CLCA4
gen ifadesinin kolorektal kanserde azalis gosterildigi rapor edilmistir (81), ancak bu genin

grade 3 ile baglantisini belirleyen ilk ¢alisma bu tez ¢calismasidir.
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Niikleer reseptor alt ailesi 3’¢ tiye olan NR3C1 geni, glikokortikoid reseptoriini kodlayan
bir transkripsiyon faktoriidiir. Lind ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada NR3ClI
geninin, kolorektal kanser gelisiminde epigenetik olarak ifadesi azalan genlerden biri
olarak tespit edilmistir (82). Bulgularimizin aksine, yapilan onceki ¢alismalarda, NR3C2
ifadesinin azalmasi erken KRK ilerlemesinde potansiyel bir etken oldugu belirtilmektedir
(79), (83) . Niikleer reseptor alt ailesi 5’e tiye olan NR5A2 geninin varligi diger dokularda
tespit edilmesine ragmen, bu genin bagirsak hiicre yenilenmesinde rol oynamasiin yani
sira, KRK de de dnemli rol oynamaktadir (84). Ancak mevcut literatirde NR5A2 geninin,
kanser ilerlemesinde meydana gelen karmasik tabloyu olusturdugunun belirtilmesinin

yaninda, bu genin bazi ¢alismalarda evre 3’e bagli oldugu iddia edilmistir.

Grade 3 imzasinda spesifik olarak dogrulanmis diger bir gen ise ifadesi azalan PPARD
genidir. Peroksizom proliferator-aktif reseptor delta (PPARD) geninin, kolorektal kanser
diferansiyasyon ve progresyonunda etkin oldugu inanilan bir niikleer hormon reseptordiir
ancak, farkli bulgular tiimérgenezdeki 6zel roliiniin agiklanmasini zorlastirmaktadir (85).
Ayrica PPARD geninin KRK'deki invasif fazi ile iliskili oldugu ilk olarak bu tez

calismasinda isaret edilmistir.

Genellikle tlimorgenezin invasif basamaklar tiimor baskilayict genlerin mutasyonlariyla
karakterize oldugu diisiiniilmektedir (54). Bu tez c¢alismasi sayesinde CLCA1, NR3C1 ve
PPARD gibi kanserin invasif asamasinda rol oynabilen genler bagimsiz verisetleri

kullanilarak ortaya ¢ikarilmistir.

6.3. EVRELER- KONTROL CAKSMALARI

Bu tez kapsaminda tiimor olusmasi ve ilerlemesinde O6nemli rol oynayan genlerin
belirlenmesi i¢in, farkli evrelere ait tiimor ve kontrol ornekleri arasindaki kiyaslamalar
yapilmistir. Sonug boliimiinde ifade edildigi gibi bu tezde kesif ve validasyon setlerinin
arasinda cakisan evre genlere bakildiginda, normal Ornekler ile evre 2 hastalarimizin
karsilagtirmas1 sonucunda hastalara ait olan 598 genin % 61°i (yani, 364 gen) valide

edilirken evre 3 hastalarina ait olan 784 genin % 68’1 (yani 405 gen) dogrulanabilmistir.

Bu calismada meta-analiz kullanmak suretiyle tiim kriterleri karsilayan kesif setimizdeki
evre 2 hastalarina 6zgii genler i¢inde COL4A1, COL27Al1, PDE3A, PDE4D ve PDEYA
genleri yer almaktadir. Hiicre dongiisii yolaginin yalniz ¢akisan evre 2 deki gen listesine ait
oldugu belirlenmistir. Evre 3’e 6zgii genler icinde ATP2A3, ATP2B1, MUC2 ve MUC5B

74



genleri yer almaktadir. Wnt sinyal ve Hippo sinyal yolaklarinin yalniz ¢akisan evre 2 deki

gen listesine ait oldugu belirlenmistir

Hiicre dongusl yolagi kolon kanseri gelisimine yol agmasi i¢in iki bagka yolagm (p13K-
Akt ve MAPK) tarafindan aktive edildigi diisiiniilmektedir (86). Hippo sinyal yolagi ile
iligkili olan TAZ ve YAP genlerin KRK’ de prognostik roliine sahip olduklar1 belirlenmistir.
Bagka bir deyimle hippo yolagi kolorektal kanserdeki ileri evreler ile ilisklidir (87).
Bununla birlikte, 2013 yilinda Konsavage ve Yochum tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
hippo ve wnt sinyal yolaklarinin birbirine etkilendigi gosterilmistir (88). Ayrica Wnt sinyal

yolagi, KRK’ in hem erken asamalari he invasif asamalarinda gozlenmektedir (89).

Intestinal mukus zarmimn 6nemli bir bileseni olup (90), fonksiyonel p53 kaybina etki ettigi
belirtilen masin 2 (MUC2) geninin ifade seviyesi kolorektal karsinomada azalis
gostermektedir. Prognostik degere sahip olan MUC2 geninin KRK' in ileri evrelerinde
sinirlt oldugunu belirlenmistir (91). ATP2A3 ifadesinin azalmasi, Flores-Peredo ve ark
(2016) tarafindan yapilan bir calismada, kolorektal kanser ile baglantili oldugu
belirlenirken (92), yapilan bu tez ¢calismasinda ilk defa KRK 'in evre 3 profili ile baglantili

oldugunu gosterilmistir.

Siklik niikleotid fosfodiesterazlar (PDE'ler), tiimdr ilerlemesinde gorev almaktadirlar ancak
cesitli kanser dokularinda bu genlerin ifadesinde azalig gosterilmektedir (93). 2011 yilinda
Kim ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada, COL4Al geni evre 4 ile baglantili
oldugu gosterilmistir (94) ve kesif setinde evre 4 6rneklerin olmadigr i¢in bu bulgunun

arastirilmasi miimkiin olmamustir.

Son olarak, bu tez caligmasi kapsaminda, KRK’in hem gradeler hem de evrelere ait
bulgular elde edilmistir. Derecelendirme (grading), timor hacrelerinin diferansiyasyon
derecesi ve atipisine dayanilarak, mikroskopik incelemeyle tiimoriin biyolojik
davraniglarin1 6ngérmeye dayanmaktadir. Gradelere gore degerlendirme yapildiginda, iyi,
orta ve az differansiyasyon olarak farkliliklar gdzlenirken, tiimor degerlendirilmesinde,
ozellikle biiyiik tiimorlerde makroskopik Orneklemedeki yetersizliklere bagli olarak
derecelendirmede yanligliklar olabilmektedir. Bu nedenle, evrelendirmenin (staging),
kanserin boyutuna ve metastaza ait ayrintilar1 gostererek tlimorin progresyonu veya

hastanin prognozu ile ilgili bilgi edinilmesi acisindan en giivenilir yontem oldugu
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goriilmektedir. Dolayisiyla, ileride yapilmasi planlanan g¢alismalarda, siniflandirmalarin

oncelikle tiimor evrelerine bagli olarak yapilmasi gerektigini gostermektedir.
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Bu tez cahismasinda;

. Kesif setimizdeki var olan kolorektal kanser ile iligkili gen bulgularinin (6zellikle
gen imzalar1) valide edilmesi i¢in literatiir arastirmasindan elde edilen benzer mikrodizin

calismalar ile karsilastirtlmistir
o ANOVA temelli naive bir meta-analiz metodu kullanilmistir.

. Kesif ve validasyon setleri arasindaki cakisan genlerin molekiiler fonksiyonel
kiimeleme analizleri sonucu kesif setinde bulunan 6nemli kolorektal kanser yolaklar1 da

belirlenmistir.

o Boylece tiimor ornekleri ve normallerinin kiyaslanmasi sonucu ortaya ¢ikan KRK’
e Ozgl gen imzalariin yani sira, bu kanser tiiriiniin molekiiler alt tiplerini birbirinden

ayirabilen evreler ve gradelere 6zgii aday gen imzalar1 belirlenmistir.
Bu calisma 15181nda elde edilen verilere gore ileride yapilmasi diisiiniilen ¢alismalar;

o Tumor ve normallerin karsilastirilmasinda, uygulanan meta-analiz sonucu olarak

elde edilen 28 gen imzasini es-zamanli PZR yontemi ile ileri aragtirmalarin yapilmasi.

o Ayn1 zamanda evreler ve gradeler arasindaki karsilastirmalarda KRK’ da 6nemli rol
oynadig1 belirlenen CLCA1, CLCA4, NR3C1, PPARD, ATP2A3, MUC2 ve MUCS5B gibi

biyobelirte¢ adaylarinin bagimsiz ¢alismalarda incelenmesi amag¢lanmaktadir.

o Tez c¢alismanin devami olarak korolektal kanserde metabolik profilleme bir

caligmasinin yapilmasi diisiiniilmektedir.

77



10.

11.

12.

KAYNAKLAR

Siegel R, Naishadham D, Jemal A. Cancer statistics, 2013. CA Cancer J Clin.
2013;63(1):11-30.

Fearon ER, Vogelstein B. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell.
1990;61(5):759-767.

Srivastava S. Cancer biomarker discovery and development in gastrointestinal
cancers: early detection research network-a collaborative approach. Gastrointest
Cancer Res. 2007;1(4 Suppl 2):S60-63.

Wang Y, Jatkoe T, Zhang Y, et al. Gene expression profiles and molecular markers
to predict recurrence of Dukes' B colon cancer. J Clin Oncol. 2004;22(9):1564-
1571.

Kim J, Takeuchi H, Lam ST, et al. Chemokine receptor CXCR4 expression in
colorectal cancer patients increases the risk for recurrence and for poor survival. J
Clin Oncol. 2005;23(12):2744-2753.

Brown PO, Botstein D. Exploring the new world of the genome with DNA
microarrays. Nat Genet. 1999;21(1 Suppl):33-37.

Petersen D, Chandramouli GV, Geoghegan J, et al. Three microarray platforms: an
analysis of their concordance in profiling gene expression. BMC Genomics.
2005;6:63.

Larry V. Hedges IO. Statistical Methods for Meta-Analysis. 1985.

Lai Y, Eckenrode SE, She JX. A statistical framework for integrating two
microarray data sets in differential expression analysis. BMC Bioinformatics.
2009;10 Suppl 1:S23.

Wren JD. A global meta-analysis of microarray expression data to predict unknown
gene functions and estimate the literature-data divide. Bioinformatics.
2009;25(13):1694-1701.

Min Jou W, Haegeman G, Ysebaert M, Fiers W. Nucleotide sequence of the gene
coding for the bacteriophage MS2 coat protein. Nature. 1972;237(5350):82-88.

Sanger F, Air GM, Barrell BG, et al. Nucleotide sequence of bacteriophage phi
X174 DNA. Nature. 1977;265(5596):687-695.

78



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Subramanian A, Tamayo P, Mootha VK, et al. Gene set enrichment analysis: a
knowledge-based approach for interpreting genome-wide expression profiles. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2005;102(43):15545-15550.

Brazma A, Hingamp P, Quackenbush J, et al. Minimum information about a
microarray experiment (MIAME)-toward standards for microarray data. Nat Genet.
2001;29(4):365-371.

Gene Expression Omnibus. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/.
ArrayExpress. https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/.

Garcia-Hernandez M, Berardini TZ, Chen G, et al. TAIR: a resource for integrated
Arabidopsis data. Funct Integr Genomics. 2002;2(6):239-253.

Betel D, Wilson M, Gabow A, Marks DS, Sander C. The microRNA.org resource:
targets and expression. Nucleic Acids Res. 2008;36(Database issue):D149-153.

Kreil DP, Russell RR, Russell S. Microarray oligonucleotide probes. Methods
Enzymol. 2006;410:73-98.

Lipshutz RJ, Fodor SP, Gingeras TR, Lockhart DJ. High density synthetic
oligonucleotide arrays. Nat Genet. 1999;21(1 Suppl):20-24.

Venter JC, Adams MD, Myers EW, et al. The sequence of the human genome.
Science. 2001;291(5507):1304-1351.

Belder N. Sporadik kolorektal kanser vakalarinda genom ebadinda kopya sayist
degisimlerinin ve transkriptom profilinin belirlenmesi ile kanserin gelismesinde ve

ilerlemesinde etken yeni genlerin tanimlanmasi. 2013.

Schuchhardt J, Beule D, Malik A, et al. Normalization strategies for cDNA
microarrays. Nucleic Acids Res. 2000;28(10):E47.

Ryden P, Andersson H, Landfors M, et al. Evaluation of microarray data
normalization procedures using spike-in experiments. BMC Bioinformatics.
2006;7:300.

Yang YH, Dudoit S, Luu P, et al. Normalization for cDNA microarray data: a robust
composite method addressing single and multiple slide systematic variation. Nucleic
Acids Res. 2002;30(4):el15.

79



26.

27.

28.
29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Beissbarth T, Fellenberg K, Brors B, et al. Processing and quality control of DNA
array hybridization data. Bioinformatics. 2000;16(11):1014-1022.

Bolstad BM, lIrizarry RA, Astrand M, Speed TP. A comparison of normalization
methods for high density oligonucleotide array data based on variance and bias.
Bioinformatics. 2003;19(2):185-193.

Jolliffe IT. Principal Component Analysis. 1986.

Alter O, Brown PO, Botstein D. Singular value decomposition for genome-wide
expression data processing and modeling. Proc Natl Acad Sci U S A.
2000;97(18):10101-10106.

Stekel DJ, Git Y, Falciani F. The comparison of gene expression from multiple
cDNA libraries. Genome Res. 2000;10(12):2055-2061.

Dhammika Amaratunga JC. Exploration and Analysis of DNA Microarray and
Protein Array Data. 2004.

Thomas PD, Mi H, Lewis S. Ontology annotation: mapping genomic regions to
biological function. Curr Opin Chem Biol. 2007;11(1):4-11.

Huang da W, Sherman BT, Lempicki RA. Systematic and integrative analysis of
large gene lists using DAVID bioinformatics resources. Nat Protoc. 2009;4(1):44-
57.

Ramasamy A, Mondry A, Holmes CC, Altman DG. Key issues in conducting a
meta-analysis of gene expression microarray datasets. PLoS Med. 2008;5(9):e184.

Sorlie T, Tibshirani R, Parker J, et al. Repeated observation of breast tumor
subtypes in independent gene expression data sets. Proc Natl Acad Sci U S A.
2003;100(14):8418-8423.

Wirapati P, Sotiriou C, Kunkel S, et al. Meta-analysis of gene expression profiles in
breast cancer: toward a unified understanding of breast cancer subtyping and

prognosis signatures. Breast Cancer Res. 2008;10(4):R65.

Chen R, Khatri P, Mazur PK, et al. A meta-analysis of lung cancer gene expression
identifies PTK7 as a survival gene in lung adenocarcinoma. Cancer Res.
2014;74(10):2892-2902.

80



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Taminau J, Lazar C, Meganck S, Nowé A. Comparison of Merging and Meta-
Analysis as Alternative Approaches for Integrative Gene Expression Analysis. ISRN
Bioinformatics. 2014;2014:1-7.

Chan SK, Griffith OL, Tai IT, Jones SJ. Meta-analysis of colorectal cancer gene
expression profiling studies identifies consistently reported candidate biomarkers.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2008;17(3):543-552.

D.J A. Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery Vol 42003.

Barrett JC. Mechanisms of multistep carcinogenesis and carcinogen risk assessment.
Environ Health Perspect. 1993;100:9-20.

Hoadley KA, Yau C, Wolf DM, et al. Multiplatform analysis of 12 cancer types
reveals molecular classification within and across tissues of origin. Cell.
2014;158(4):929-944.

Cheah PY. Recent advances in colorectal cancer genetics and diagnostics. Crit Rev
Oncol Hematol. 2009;69(1):45-55.

Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P. Global cancer statistics, 2002. CA Cancer J
Clin. 2005;55(2):74-108.

2013 Y1l Tiirkiye Kanser Istatistikleri.

Potter JD. Colorectal cancer: molecules and populations. J Natl Cancer Inst.
1999;91(11):916-932.

Cruz-Bustillo Clarens D. Molecular genetics of colorectal cancer. Rev Esp Enferm
Dig. 2004;96(1):48-59.

Kinzler KW, Vogelstein B. Cancer-susceptibility genes. Gatekeepers and caretakers.

Nature. 1997;386(6627):761, 763.

Miyashita T, Krajewski S, Krajewska M, et al. Tumor suppressor p53 is a regulator
of bcl-2 and bax gene expression in vitro and in vivo. Oncogene. 1994;9(6):1799-
1805.

Dobrucali A. Kolorektal kanserde siniflama ve etyopatogenez. Kolon, rektum ve

anorektal bolge hastaliklari. Tasarim yaymmcilik. 2003:395-412.

Li ZS, Li Q. [The latest 2010 WHO classification of tumors of digestive system].
Zhonghua Bing Li Xue Za Zhi. 2011;40(5):351-354.

81



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Frederick L. Greene M.D. DLPMD, Irvin D. Fleming M.D., April G. Fritz C.T.R,,
R.H.L.T., Charles M. Balch M.D., Daniel G. Haller M.D., Monica Morrow M.D.
AJCC Cancer Staging manual. 6 ed2002.

Nannini M, Pantaleo MA, Maleddu A, Astolfi A, Formica S, Biasco G. Gene
expression profiling in colorectal cancer using microarray technologies: results and
perspectives. Cancer Treat Rev. 2009;35(3):201-209.

Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer. the next generation. Cell.
2011;144(5):646-674.

Arpino G, Generali D, Sapino A, et al. Gene expression profiling in breast cancer: a
clinical perspective. Breast. 2013;22(2):109-120.

Takami K, Yana I, Kurahashi H, Nishisho I. Multistep carcinogenesis in colorectal
cancers. Southeast Asian J Trop Med Public Health. 1995;26 Suppl 1:190-196.

Jin Z, Jiang W, Wang L. Biomarkers for gastric cancer: Progression in early
diagnosis and prognosis (Review). Oncol Lett. 2015;9(4):1502-1508.

Cardoso J, Boer J, Morreau H, Fodde R. Expression and genomic profiling of
colorectal cancer. Biochim Biophys Acta. 2007;1775(1):103-137.

Normand SL. Meta-analysis: formulating, evaluating, combining, and reporting. Stat
Med. 1999;18(3):321-359.

Dallas PB, Gottardo NG, Firth MJ, et al. Gene expression levels assessed by
oligonucleotide microarray analysis and quantitative real-time RT-PCR -- how well
do they correlate? BMC Genomics. 2005;6:59.

Vakiani E, Janakiraman M, Shen R, et al. Comparative genomic analysis of primary
versus metastatic colorectal carcinomas. J Clin Oncol. 2012;30(24):2956-2962.

Hong Y, Ho KS, Eu KW, Cheah PY. A susceptibility gene set for early onset
colorectal cancer that integrates diverse signaling pathways: implication for
tumorigenesis. Clin Cancer Res. 2007;13(4):1107-1114.

Holmes E, Wilson 1D, Nicholson JK. Metabolic phenotyping in health and disease.
Cell. 2008;134(5):714-717.

Nam S, Park T. Pathway-based evaluation in early onset colorectal cancer suggests
focal adhesion and immunosuppression along with epithelial-mesenchymal
transition. PLoS One. 2012;7(4):e31685.

82



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Coulson-Thomas VJ, Coulson-Thomas YM, Gesteira TF, et al. Colorectal cancer
desmoplastic reaction up-regulates collagen synthesis and restricts cancer cell
invasion. Cell Tissue Res. 2011;346(2):223-236.

Coulson-Thomas VJ, Gesteira TF, Coulson-Thomas YM, et al. Fibroblast and
prostate tumor cell cross-talk: fibroblast differentiation, TGF-beta, and extracellular
matrix down-regulation. Exp Cell Res. 2010;316(19):3207-3226.

Zhao L, Vogt PK. Class | PI3K in oncogenic cellular transformation. Oncogene.
2008;27(41):5486-5496.

Visse R, Nagase H. Matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of
metalloproteinases: structure, function, and biochemistry. Circ Res. 2003;92(8):827-
839.

Hewitt RE, Leach IH, Powe DG, Clark IM, Cawston TE, Turner DR. Distribution of
collagenase and tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP) in colorectal tumours.
Int J Cancer. 1991;49(5):666-672.

Kwong KY, Bloom GC, Yang I, et al. Synchronous global assessment of gene and

protein expression in colorectal cancer progression. Genomics. 2005;86(2):142-158.

Kivela AJ, Saarnio J, Karttunen TJ, et al. Differential expression of cytoplasmic
carbonic anhydrases, CA | and 11, and membrane-associated isozymes, CA IX and
XI1, in normal mucosa of large intestine and in colorectal tumors. Dig Dis Sci.
2001;46(10):2179-2186.

Zhang J, Tsoi H, Li X, et al. Carbonic anhydrase IV inhibits colon cancer
development by inhibiting the Wnt signalling pathway through targeting the WTAP-
WT1-TBL1 axis. Gut. 2016;65(9):1482-1493.

Mori M, Staniunas RJ, Barnard GF, Jessup JM, Steele GD, Jr., Chen LB. The
significance of carbonic anhydrase expression in human colorectal cancer.
Gastroenterology. 1993;105(3):820-826.

Ostasiewicz B, Ostasiewicz P, Dus-Szachniewicz K, Ostasiewicz K, Ziolkowski P.
Quantitative analysis of gene expression in fixed colorectal carcinoma samples as a
method for biomarker validation. Mol Med Rep. 2016;13(6):5084-5092.

Yang Y, Wu PP, Wu J, et al. Expression of anion exchanger 2 in human gastric
cancer. Exp Oncol. 2008;30(1):81-87.

83



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Ramasamy S, Singh S, Taniere P, Langman MJ, Eggo MC. Sulfide-detoxifying
enzymes in the human colon are decreased in cancer and upregulated in
differentiation. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2006;291(2):G288-296.

Cattaneo E, Laczko E, Buffoli F, et al. Preinvasive colorectal lesion transcriptomes
correlate with endoscopic morphology (polypoid vs. nonpolypoid). EMBO Mol
Med. 2011;3(6):334-347.

Walther A, Johnstone E, Swanton C, Midgley R, Tomlinson I, Kerr D. Genetic
prognostic and predictive markers in colorectal cancer. Nat Rev Cancer.
2009;9(7):489-499.

Pesson M, Volant A, Uguen A, et al. A gene expression and pre-mRNA splicing
signature that marks the adenoma-adenocarcinoma progression in colorectal cancer.
PL0S One. 2014;9(2):e87761.

Yang B, Cao L, Liu J, et al. Low expression of chloride channel accessory 1 predicts

a poor prognosis in colorectal cancer. Cancer. 2015;121(10):1570-1580.

Bustin SA, Li SR, Dorudi S. Expression of the Ca2+-activated chloride channel
genes CLCAL and CLCAZ2 is downregulated in human colorectal cancer. DNA Cell
Biol. 2001;20(6):331-338.

Lind GE, Kleivi K, Meling GI, et al. ADAMTS1, CRABP1, and NR3C1 identified
as epigenetically deregulated genes in colorectal tumorigenesis. Cell Oncol.
2006;28(5-6):259-272.

Budinska E, Popovici V, Tejpar S, et al. Gene expression patterns unveil a new level

of molecular heterogeneity in colorectal cancer. J Pathol. 2013;231(1):63-76.

Schoonjans K, Dubuquoy L, Mebis J, et al. Liver receptor homolog 1 contributes to
intestinal tumor formation through effects on cell cycle and inflammation. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2005;102(6):2058-2062.

Tachibana K, Yamasaki D, Ishimoto K, Doi T. The Role of PPARs in Cancer.
PPAR Res. 2008;2008:102737.

Chen J, Huang XF. The signal pathways in azoxymethane-induced colon cancer and
preventive implications. Cancer Biol Ther. 2009;8(14):1313-1317.

Yuen HF, McCrudden CM, Huang YH, et al. TAZ expression as a prognostic
indicator in colorectal cancer. PLoS One. 2013;8(1):e54211.

84



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Konsavage WM, Jr., Yochum GS. Intersection of Hippo/Y AP and Wnt/beta-catenin
signaling pathways. Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai). 2013;45(2):71-79.

Basu S, Haase G, Ben-Ze'ev A. Wnt signaling in cancer stem cells and colon cancer
metastasis. F1000Res. 2016;5.

Kufe DW. Mucins in cancer: function, prognosis and therapy. Nat Rev Cancer.
2009;9(12):874-885.

Lugli A, Zlobec I, Baker K, et al. Prognostic significance of mucins in colorectal
cancer with different DNA mismatch-repair status. J Clin Pathol. 2007;60(5):534-
539.

Flores-Peredo L, Rodriguez G, Zarain-Herzberg A. Induction of cell differentiation
activates transcription of the Sarco/Endoplasmic Reticulum calcium-ATPase 3 gene

(ATP2A3) in gastric and colon cancer cells. Mol Carcinog. 2016.

Savai R, Pullamsetti SS, Banat GA, et al. Targeting cancer with phosphodiesterase
inhibitors. Expert Opin Investig Drugs. 2010;19(1):117-131.

Kim HJ, Kang UB, Lee H, et al. Profiling of differentially expressed proteins in
stage IV colorectal cancers with good and poor outcomes. J Proteomics.
2012;75(10):2983-2997.

85



8. Ekler

Ek 1. Meta-analizin sonucunda elde edilen 28 gen imzasinin ifadesi azalan genlerinin kat

degisim digerleri (n=20)

GENLER YOLAK SAYISI KAT DEGIiSiMi
CA2 1 27,52
CA1l 1 22

SCNN1B 2 12,55

SCL4A4 3 9,14
MT1M 1 8,31
CA4 1 6,46
CA7 1 5,7
CA12 1 5,09
MT1H 1 4,94
SCNN1G 2 4,86
ATP2A3 2 4,24
MT1E 1 3,77
MT1G 1 3,48
MT1F 1 3,45
ETHE1 1 3,21
SQRDL 1 2,87
SCN7A 1 2,8
ATP2B1 1 2,62
TST 4 2,5
SCNN1A 2 2,34
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Ek 2. Meta-analizin sonucunda elde edilen 28 gen imzasinin ifadesi artan genlerinin kat
degisim digerleri (n=8)

GENLER YOLAK SAYISI | KAT DEGIiSiMi
MMP3 3 5,58
MMP1 3 53

COL11A1 2 4,61

COL12A1 1 4,48

COL1A2 2 3,95

COL1A1 2 3,94

COL5A2 2 3,11

COL27A1 6 2,19

Ek 3: Grade ve Evre normaller ile karsilastirilmasinda 6n plana ¢ikan yolaklar
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Genomic meta-analysis and discovery of new
biomarkers in colorectal cancer

H. Kawalya, I, Belder, AL Kueu, B, Savas, A, Ensari,

H. Owdag

Ankara University Biotechnology fnstituie, Ankara, Turkey

Colorectal cancer (CRC) 15 one of the most prevalent tumors
worldwide with the third highest morality rate in developed
countiries. Early diagnosis s crucial to the treatment and preven-
tien of CRC, vel the absence of clear symploms al ils onset
makes early diagnosiz almost impoessible. To date, the most plaw-
sible diagpnosis tool for screcning this tvpe of mahgpnancy 1z the
wse of biomarkers, however there 1z need o identfy new
bromarkers due o mnadequacies of the current ones. Gene Expres-
sion profiling studies are crucial in the dentification of probable
CRC biomarkers hence a4 meta-analysis was performed compear-
g 98 samples of our discovery set against 1174 samples of a val-
tdation set from 100 studies of the GEO and Arcray express
databases (Affvmetrix platform) =0 as to wvalidate our fndings
and denwve more robust conclusions. Comesponding subgroups of
both sets were analyeed separately after sample normalization
uwsing BEMA methodology embedded in the Partek™ Genomics
Suite™ 6.6 solbware and differentially expressed penes wers deter-
muned at the P < 00001 cut off with false discovery rates and
enrichment score =13 was applied during clusterning.

The results indicated a 60% vahdation of the ANOWVA tumor
ve normal gene-list of the discovery sel. Meanwhile, DAYID
bromnformatics toeol analyvses related sigpnmificant ennched clusters
to pathwavs such as Pathwawvs in cancer, Focal adhesion and
Aldosterones regulated sodiuvm reabsorption. A 9-gene signature
was highlirhted as possessing divgnostic potential 1 CROC
patients. Grade gene-list overlaps validated 68% of grade IT wvs
normail and &8%% of grade [I1 vs normal of our cohort. Traces of
pre-imvasive genes such as OOUMNDI, MY C, and CDK 1 were iden-
tified in grade Il while grade II1 had a complex composition of
genes including PPARD, CDEN2A and GPX.

Therefore this study may be uwseful in providing more ms=ght
mmto scantly studied penes believed to have a role in CROC grad-
ing-
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