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Hepatoselliiler Karsinoma Mikrodizin Ekspresyon Verilerinin
In Silico Modellenmesi
Gokhan Karakulah
Dokuz Eylul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitisi, Medikal informatik Anabilim Dali
inciralti-izmir/TURKIYE
gokhan.karakulah@deu.edu.tr

Bu calismada, HCC hucrelerinde Lityum etkisi ile meydana gelen proliferasyon
inhibisyonunda, ekspresyonu transkript dizeyinde degisen genler ve bu genlerin yer
aldigi sinyal yolaklarinin tanimlanmasi i¢in, Huh7 htcre hatti kullanilarak elde edilen
ekspresyon mikrodizini veri setleri ¢éziimlendi. ilk olarak, 48 saat, 20 mM LiCl
uygulanmig ve uygulanmamis Huh7 hucrelerinden elde edilen, genom duzeyinde
ekspresyon profilleri, Mikrodizin Anlamlilik Analizi yontemi kullanilarak analiz edildi.
Istatistiksel anlamhilik testi sonrasi, Huh7 hiicre hattinda kontrole kiyasla anlamli
olarak artma ve azalma gdsteren 1807 genin var oldugunu tespit edildi. (FDR<0.01).
Bu genlerin, agimlama analizi sonrasi, Huh7 hicre hattindaki degisim gosteren
genler ile iligkili 142 farkh sinyal yolaginin oldugu bulundu ve bu yolaklardan 18
tanesi istatistiksel agidan anlamli olarak belirlendi (p<0.01). Ayrica, Gen Ontolojisi
terim analizi anlamli bir sekilde artma ve azalma yodnunde degisen genlerin farkli
biyolojik surecler ve molekuler islevlerde yer aldigini gosterdi. Ekspresyon seviyeleri
4 ya da 4 kattan daha bluyuk artma ve azalma seklinde degisime sahip genlerden
olusan iki ayri gen kimesinin promotor analizi ile her bir gen kimesine ait genlerin
promotor bdlgesinde bulunan olasi ortak nukleotit motifleri belirlendi. Sonug olarak,
veri setinden elde edilen anlamli genlerin ek molekuler biyolojik yontemlerle ileri
cozumlemeleri, Huh7 hucrelerinde proliferasyon inhibisyonu tzerine Lityum etkisinin
altinda yatan molekuler mekanizmanin anlagilmasina yardimci olacagina

inanmaktayiz.

Anahtar sozciikler: Hepatosellller karsinoma, mikrodizin, biyoinformatik
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Department of Medical Informatics, Health Sciences Institute, Dokuz Eylul University
inciralti-izmir/ TURKEY
gokhan.karakulah@deu.edu.tr

In this study, the expression microarray data sets were obtained by using
Huh7 cell line were analyzed to identify the genes, expressions of those changed at
transcript-level during proliferation inhibition by the action of Lithium in HCC cells,
and the pathways involving those genes. Firstly, the genome-wide expression
profiles obtained from Huh7 cells treated with 20 mM LiCl for 48 hours and untreated,
were analyzed using Significance Analysis of Microarray method. After statistical
significance testing, it was determined that there were significantly up and down
regulated 1807 genes in Huh7 cell line in comparison to control condition
(FDR<0.01). After annotation analysis of significantly affected genes, 142 different
pathways related to significant genes in Huh7 cell line were found and 18 out of
these pathways were determined as statistically significant (p<0.01). Also, Gene
Ontology term analysis showed that significantly up and down regulated genes were
involved in diverse biological processes and molecular functions. Through the
promoter analysis of two different gene clusters bearing up and down regulated
genes with 4 or greater than 4 fold change, the possible common nucleotide motifs
located the promoter regions of the genes in each gene cluster was determined. In
conclusion, we believe that further analysis of the significant genes obtained from the
data sets with additional molecular biological methods will help to understand the
underlying molecular mechanism of Lithium effects on proliferation inhibition in Huh7

cells.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, microarray, bioinformatics



GIiRiS VE AMAC

Primer karaciger kanseri olgularinin yuzde seksen Ug¢unU olusturan
hepatoselliler karsinoma (HCC), dinya populasyonunun tamami Uzerinde etkili,
neoplazm yapan bir hastaliktir (1). Gerek HCC'li bireylerin sag kalim oraninin oldukga
disuk olmasi, gerekse de molekller patogenezi ile ilgili bilinmeyenlerin ¢oklugu,
HCC’nin erken tani ve tedavisi icin bu kanser tlrtinin olusumunda ve gelisiminde rol
oynayan molekuler mekanizmalarin belirlenmesi ve anlagiimasi ile ilgili ¢calismalari

onemli bir hale getirmigtir (2, 3).

Son yillarda, kanser gibi olusumunda c¢oklu genetik ve epigenetik
degisikliklerin bulundugu multifaktoryel hastaliklarin molekiler mekanizmalarindaki
karmasikligi anlamak icin, ekspresyon mikrodizin yontemi, hicrenin tim genlerindeki
degisimlerin ayni anda gdsterilebilir olmasi nedeniyle Ustin bir yontem olarak
kullanimda tercih edilmektedir. Bu yontem ile hicre transkriptomuna ait tim
mRNA’larin ekspresyon dizeylerinin es zamanli olarak oélgtlmesi dolayisiyla farkh
biyolojik durumlar arasindaki gen ekspresyonu degisimlerinin ve farkhliklarinin bir
batun olarak ele alinmasi ve degerlendiriimesi mumkuin olmaktadir (29, 30, 31, 35,
36).

Daha onceki bir calismamizda, bipolar bozukluklarin sagaltiminda uzun
yillardir kullanilan temel bir terapotik ajan olan Lityum’un, beklenmedik bir sekilde
HCC hucrelerinde proliferasyon inhibisyonuna neden oldugunu gostermigtik (59). Bu
c¢alismada da bir HCC hucre hatti olan Huh7 hicrelerinde Lityum etkisinde olusan G1
hicre donguslU duraksamasi sonucunda meydana gelen genom duzeyindeki
degisikliklerin, ekspresyon mikrodizin yontemi kullanilarak biyoinformatik araclar
yardimi ile belirlenmesi amaclanmigtir. Bu baglamda calismada Lityum uygulanan ve
uygulanmayan Huh7 hucrelerinden elde edilmis mRNA ekspresyon verileri
kullanilarak, HCC’de hlcre proliferasyonu inhibisyonu ile iligkili aday genler, olasi

yolaklar ve molekuler mekanizmalarin belirlenmesi hedeflenmigtir.



BOLUM 1. GENEL BILGILER

1.1. Hepatosellller karsinoma

Gunumuzde karaciger kanseri, olgu sayisi bakimindan tum dunyada en sik
rastlanan altinci kanser turu olup, her yil alti yiz bin civarinda yeni karaciger kanseri
olgusuna rastlanmaktadir (1). Mevcut primer karaciger kanseri olgularinin yuzde
seksen ucunu olusturan HCC, karaciger kanseri turleri arasinda en yaygin olanidir ve

HCC'li bireylerin sagkalim orani yuzde 3 ile yuzde 5 araliginda degismektedir (1, 2).

Onceleri HCC’nin sadece Afrika ve Asya’da temel bir saglik problemi oldugu
disunulmus olsa da, mevcut veriler Avrupa ve Amerika’da da HCC insidansinin
artmakta oldugunu ortaya koymaktadir (1). Bu acidan HCC’nin molekuler patogenezi,
epidemiyolojisi ve sagaltimi ile ilgili arastirmalar olduk¢ga dnem kazanmaya ve dikkat

cekmeye baglamistir (3).

HCC icin hepatit B (HBV) ve hepatit C (HCV) viral enfeksiyonlari, kronik alkol
tuketimi, aflatoksin-B1 ile kontamine olmus yiyecekler ve siroz olusumuna yol acan
kosullar en gok goze carpan etkenler olarak bilinirken, kadinlarda uzun dénemli oral
kontraseptiv kullanimi, hemokromatozis, diyabet, asiri demir alimi ve sigara kullanimi
daha dusuk siklikla HCC’ ye neden olan diger etiyolojik faktorler olarak bilinmektedir
(4, 5).

Hepatokarsinogenezis olarak adlandirilan HCC fenotipinin gelisim surecinde,
pek ¢cok sayida genin ¢ok basamakli bir suregte genetik ve epigenetik degisimleri rol
oynamaktadir (4, 6). Bu uzun preneoplastik evre boyunca, 6zellikle yukarida belirtilen
faktorler etkisinde olusan hepatosit élumleri (nekroz) ve buna karsilik gerceklesen
hepatosit rejenerasyonunun tekrarlayan dongulerinin olusturdugu mitojenik yolaklara
ait genlerin ifadesindeki degisimler, beraberinde kronik hepatit, siroz ya da her ikisini
birden meydana getirmektedir. Yine bu preneoplastik evre, telomer erozyonuna
sahip, telomeraz aktivitesi artmig ve bazen de mikrosatellit insitabilitesi igeren,
anormal ve displastik monoklonal hepatosit populasyonunun olusumuna neden
olmaktadir (6). Gen ekspresyonunda meydana gelen bu prenoplastik degisimler,

DNA metilasyonundaki bagkalasim, HBV ve HCV etkisi, nokta mutasyonlari ya da



heterozigosite kayiplarinin (LOH) bir sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir (4). Sonug
olarak HCC’ de kromozom ve gen dizeyinde meydana gelen geri donisimsiz
yapisal degisimler, odak ve nodullerde displastik hepatositlerin gelisimi ve

beraberinde HCC’nin olugsumuna neden olmaktadir (6).
1.1.1. Hepatoselliiler karsinomanin etiyolojisi

Etnik kdken ve 06zgll etiyolojik faktorlerin prevalansi agisindan bdlgesel
cesitlilik gosteren ulkelerde, HCC insidansinda anlamli farklar bulunmasina ragmen
HCC dinya populasyonunun tamami Uzerinde etkili olmaktadir (7). HCC olusumu,
kronik karaciger hasari ile yakin iligkili olmakla birlikte nadiren saglikli bir karacigerin
normal yaslanma surecinde de gozlenebilmektedir (8). Kronik karaciger hasari ve
beraberinde HCC olugsumunda, kronik HBV ve HCV viral enfeksiyonlari, kronik alkol
tuketimi, aflatoksin-B1 ve siroz olugsumuna yol agan kosullar en temel etiyolojik
faktorler olarak géze garpmaktadir. HCC igin bilinen bu temel risk faktorleri, farkli etki
mekanizmalari ile hicrede bir dizi genetik degisikliklere yol agmakta ve beraberinde

HCC fenotipinin olusumuna neden olmaktadir (Sekil 1) (4, 7).
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Sekil 1. HCC’de risk faktorleri ve hepatokarsionegenezis suregleri (7).

Hepatokarsinogenezisin viral enfeksiyonlarla indiiklenmesi: HCC olusumu ile iligkili
oldugu bilinen iki farkli hepatit virisi bulunmaktadir. Bu virlslerden biri
hepadnaviridae familyasina ait, sitopatik olmayan ve kismen gift iplikli hepatotropik
bir DNA virisi olan HBV’dir. Bir digeri ise flaviviridae familyasina ait, sitopatik
olmayan bir RNA virtsu olan HCV’dir (7).

HBYV, sahip oldugu genomunu konakgi DNA'sI ile butunlegtirmesi sonucunda,
konak¢i DNA’sindaki TERT, PDGFRB ve MAPK1 gibi kanser ile iligkili genlerde
mikrodelesyonlara neden olmaktadir (8, 9). Ayrica HBV, kendi yasam dongusu ile
iligkili kodladigi pek c¢ok viral proteinin yaninda HBx gibi islevi tam olarak
anlasilamamig olan proteinleri de kodlamaktadir (10). Bu proteinlerden HBX'in
transkripsiyonel aktivasyonu, konakgi hucreye ait Ras, SRC, Raf, MAPK, ERK, JNK

gibi hucre buyumesi ve ¢ogalmasi ile iligkili genlerin ifade sekillerini degistirmektedir



(4, 11). Bunun yaninda HBX proteinin, p53 genine baglanarak p53 aktivasyonunu
engelledigi, dolayisiyla konak¢i hicrenin hucre sag kalimini ve ¢ogalmasini artirdigi
bilinmektedir (12).

Bir RNA virisu olan HCV ise, konak¢l genomu ile batinlesmeden, kodlamis
oldugu kor proteini araciligi ile MAPK sinyal yolaginin bilesenleri ERK, MEK ve Raf
ile etkilesime girerek, konak hiicrenin ¢gogalmasini module etmektedir (13). HCV'nin
kodlamis oldugu yapisal olmayan proteinlerden NS5A ise p53 genini inaktive ederek,
bu gen tarafindan regule edilen hiucre dongusu progresyonu ve sag kalimi, genotipik
ve hipoksik strese yanit ile timor anjiyogenezi ile iliskili yolaklari etkilemektedir. (14).
Ayrica HCV kor proteini, reaktif oksijen radikallerini indikleyerek, hepatosellller

karsinoma fenotipinin gelisimini destekledigi gosterilmistir (15).

HCV hepatokarsionegenez agisindan HBV’den U¢ 6nemli kliniko-biyolojik fark
ile ayriimaktadir. Bu farklardan ilki, HCV’'nin HBV’ye gbére daha fazla kronik
enfeksiyon olusturma egilimidir. Digerleri ise HCV’nin daha fazla siroz gelistirme

egiliminde olmasi ve HCV’nin konakgl genomu ile butunlesmesidir (7).

Hepatokarsinogenezisin alkol ile indliklenmesi: Kronik alkol tiketimi HCC igin dnemli
bir risk faktértdur. Kronik alkol alimi, kan dolagsimindaki endotoksin yogunlugunu
artirarak kupffer hicrelerini aktive eder ve beraberinde TNFa, IL13 ve prostaglandin
E> gibi kemokin ve sitokinlerin salinimini artirir (16). Bu durum kronik hepatosit
hasari-yenilenmesi surecini artirir ve ilerleyen basamaklarda, stellate hucrelerinin
aktivasyonunu, sirozu ve sonunda HCC fenotipinin olusumunu uyarir (7). Ayrica
alkol, oksidatif stres mekanizmasini uyararak, fibrozis ve siroz gelisimine olanak
saglar ve HCC mikrogevresinin olusumuna yardimci olur (7). Ayni zamanda oksidatif
stres, onkojenik mutasyonlarin birikmesine de olanak saglayarak HCC olusumunda

rol oynayabilmektedir (7).

Hepatokarsinogenezisin aflatoksin-B1 ile indiiklenmesi: Bir fungal toksin olan
aflatoksin-B1, HCC gelisimi riskini artirdigi dusunulmektedir. Aflatoksin-B1 mutajen
islevi gostererek, p53 geninde 06zgll mutasyon ve H-Ras gibi onkogenlerin

aktivasyonunda degisimler meydana getirmektedir (17, 18).



1.1.2. Hepatoselliiler karsinomada genetik degisiklikler

Translokasyonlar ve kromozom kopya sayisindaki degisikliklerin fazlahidi ile
karakterize edilen HCC’de, DNA replikasyonu hatalarinin gortilme sikhigi oldukga
dusuktlr ve dolayisiyla replikasyon hatalarindan kaynaklanan genetik degisiklikler

hepatokarsinogenezisin temel molekller mekanizmasini olusturmazlar (19, 20).

Hepatokarsinogenezisde meydana gelen gen ekspresyonu degisiklikleri
beraberinde bazi gelisimsel ve onkojenik yolaklarin aktivasyonuna yol agmaktadir
(19). Insan HCC'lerinin yaklagik ylizde yirmi ile ylizde altmisinda Akt, myc, B-catenin,
hedgehog ve met yolaklarinda aktivasyon gozlenir (Sekil 2) (19). Bunun yaninda her
ne kadar telemorazin kendisi bir onkogen olmasa da, tumor hucrelerine sonsuz
sayida bolunme Ozelligi kazandiran telomerazin (hTERT) aktivasyonu HCC’de

oldukc¢a sik olarak gézlenen bir durumdur (19).
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Sekil 2. HCC ile iligkili gelisimsel ve onkojenik yolaklardaki degisimler (19).



PI3K/Akt: PI3K/Akt sinyal yoladi, hiicre bluyumesi ve sag kalimi ile hicre ici iskelet
elemanlarinin duzenlenmesi gibi temel hiucresel olaylarin dizenlenmesinde etkindir
(21). insan HCC'lerinin yaklasik olarak ylzde kirk ile ylizde altmisinda Akt sinyal
yolaginin aktivasyonu ve Akt'in negatif duzenleyicisi olan fosfataz ve tensin homolog
geni PTEN’in ekspresyonunda azalma meydana geldigi gosterilmistir (22). PTEN
inaktivasyonu ile gerceklesen Akt sinyal yolagi aktivasyonu, transforming growth
factor B ve CCAAT/enhancer binding protein a’yi baskilayarak apoptoza kargi direnci
artirir ve hucre buyumesini hizlandirir. Boylelikle her iki proteinin etkinliklerinde
meydana gelen degigiklikler siroz evresindeki karacigerde kanser olusumunu
destekler (19).

PI3K/Akt yolaginin aktivasyonunu saglayan ve hucre zarina takil inositol 3,4,5
trifosfat havuzunun regulasyonunda roll olan inositol monofosfataz enziminin, Lityum
tarafindan inhibe edildigi bilinmektedir (62, 63). Erdal E. ve arkadaslari tarafindan
HCC hdcreleri ile yapilan bir galismada, Lityum etkisinde ilk olarak, sagkalimdaki
onemli roluyle tanimlanmis olan PI3K/Akt sinyal yolagi inhibisyonu olmasina ragmen,
in vitro kdltar kosullarinda, HCC hdcrelerinin  apoptoza girmeksizin hucre
proliferasyonlarini G1 noktasinda durdurdugu goézlenmistir ve bu durum Lityum’un
henliz bilinmeyen mekanizmalarla proliferasyonu durdurdugunu dusundarmastir
(59). Yine ayni calismada gosterildigi gibi bu etkinin caligilan hicre hatlarinin
neredeyse tamaminda gdzlenmesi, bu bilinmeyen mekanizmanin HCC hucrelerinde
proliferasyonun durdurulmasinda gegerli genel bir mekanizma oldugu ihtimalini isaret

etmesi bakimindan oldukg¢a dnemlidir (59).

Wnt/B-catenin: \Wnt/B-catenin, tUmorogenez ve embriyonik gelisimin her ikisinde
birden onemli rolleri bulunan bir sinyal yolagidir (23). Hucrenin Wnt sinyali ile
uyariimasinin ardindan hdcre sitoplazmasinda yikilmadan biriken B-catenin’nin hicre
cekirdegine tasinmasini saglayacak bir dizi molekuler degisiklikler meydana gelir
(23). B-catenin hucre gekirdeginde Tcf/Lef ailesine ait transkripsiyon faktorlerini aktive
eder ve bu sekilde kanser ile iligkili surec¢lerde rol oynayan myc, cyclin D1, COX2 ve
matrix metalloproteinase 7 gibi genlerin ekspresyonunda artis saglar (23). insan
HCC’de B-catenin sinyal yolaginin aktivasyonu sikga gozlenen bir durumdur ve HCC

olgularinin yaklasik yuzde kirkinda, B-catenin’in g¢ekirdekte asir artigi ve (B-catenin



mutasyonlarinin varhigi gésterilmistir (20, 24). Bunun yaninda HCC olgularinda Wnt
sinyal yolaginin diger elemanlari olan Axin-1 ve Axin-2’de mutasyonlar ve PIN1
(yuzde elli artig), FZD7 (yuzde doksan artis) ve HDPR1 (yuzde elli sekiz azalma)

genlerinde ekspresyonel degisimler gozlenmektedir (25).

Lityum’un, B-catenin yikim kutusunda ana oyuncu olan GSK3B enziminin
inhibisyonuna neden oldugu c¢esitli modellerde tanimlanmis olup, Erdal E. ve
arkadaglari tarafindan HCC hucrelerinde, Lityum etkisi ile GSK3B enziminin inhibe
formunda ve Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesinde artis oldugu gosterilmistir (59).
Yine ilging olarak, Tcf/Lef aktivitesi arttigi halde bu huicrelerde proliferasyonun
durmasi, proliferasyon inhibisyonunda etkin baska karmasik mekanizmalarin

oldugunu digundurmastur (59).
1.1.3. Hepatoselliiler karsinomada gen ekspresyonu degisimleri

GUnUmuzde, HCC’nin molekuler dizeyde siniflandiriimasi ve gen ekspresyon
oruntdlerinin belirlenmesi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (26, 27, 17). Luo ve
ark. tarafindan HCC olgusu tasiyan hastalarda yapilan global mRNA ekspresyon
profili galismasinda, normal karaciger dokusu ile HCC olgusu tasiyan karaciger
dokusu arasinda yaklasik dort bin genin ekspresyonunun anlamli olarak degistigi
gOsterilmistir (26). Luo ve ark. ekspresyonu en c¢ok artan yuz yirmi genin buyulk
cogunlugunun matriks ya da matriks sinyalleme ile iligkili oldugunu, bunun yaninda
ekspresyonu azalan genlerin pek ¢ogunu ise Metallothionein protein ailesi Gyelerinin

olusturdugunu belirlemistir (26).

Midorikawa ve ark. tarafindan HCC olgusu tasiyan bireylerde yapilan allelik
gen dozaj analizlerinde ise PTEN, DMBT1, BRCA2, RB ve DLC2 genlerinde LOH
g6zlenmistir (28). ilgi gekici bir diger bulgu ise apoptotik hiicre dlimi ve G1 arrest ile
tumor hucrelerinin gogalmasini inhibe eden PLAGL1 geninin HCC’de epigenetik yolla

susturulmasidir (28).
1.2. Ekspresyon mikrodizin yontemi

Ekspresyon mikrodizinleriyle yapilan ilk ¢alismanin 1995 yilinda Schena ve

ark. tarafindan Science dergisinde yayimlanmasinin ardindan, mikrodizin yéntemi,
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biyolojik olaylarin daha genis bir bakis agisi ile ele alinmasinda yeni bir yontem
olarak hizla benimsenmistir (29, 30). Molekiler biyoloji alanindaki bu teknolojik
gelisimin yardimi ile hdcre transkriptomundaki mRNA’larin ekspresyon degerlerinin
es zamanh olarak olgulmesi olanakli hale gelmis ve ekspresyon mikrodizinleri,
kanser, noropsikiyatrik hastaliklar ve astim gibi farkli tipteki olgularin gen
ekspresyonu degisimlerinin  belirlenmesi ve iligkili molekller mekanizmalarin

aydinlatilmasinda kullaniimaya baslanmigstir (30, 31).

Temel olarak bir ekspresyon mikrodizin ¢ipi ile farkli genlerin ekspresyon
dizeylerinin dlgliimesinde izlenen yol, biyolojik dérneklerden izole edilen cRNA ya da
cDNA’larin floresan boyalar ile isaretlenmesi ve isaretlenen bu molekillerin
mikrodizin ¢ipi ile hibridizasyonu sonrasinda bilgisayarlar ve ilgili yazilimlar
araciligiyla yaydigi isik siddetlerinin Olglilmesi seklindedir (32). GUnumuzde farkli
amaglara uygun olarak tasarlanmis degisik mikrodizin platformlari ve protokolleri
bulunmasina ragmen gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesinde izlenen yol genel
olarak aynidir (Sekil 3) (31, 32).
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Sekil 3. Ekspresyon mikrodizin yontemiyle farkli genlerin ekspresyon
seviyelerinin odlgilmesinde izlenen basamaklar: Biyolojik érnekten elde edilen
cRNA ya da cDNA, floresan boyalar ile igaretlenir ve isaretli molekuller, mikrodizin
yuzeyinde bulunan tamamlayici diziler ile hibridize edilir. Hibridizasyon sonununda
ylkama iglemi yapilarak artik molekuller uzaklastirilir ve molekillere ait floresan

siddetinin yogunlugu olgtlerek, ilgili genin ekspresyon degeri saptanir (32).

Ekspresyon mikrodizin yonteminin basamaklari, hucreye ait mRNA’larin
ekspresyon duzeylerinin deneysel yollarla o6lgulmesi ile sinirh olmayip, elde edilen
Olcim degerlerinin islenmesi ve ¢ozumlenmesi ile devam etmektedir (33). Genel
anlamda ekspresyon mikrodizin ydnteminin veri isleme ve ¢bézimleme basamaklarini,
1) RNA’lara ait i1sik siddetlerinin 6lgllmesi ile elde edilen ham ekspresyon verilerinin
normalize edilmesi 2) Normalize verilerin istatistiksel anlamlihdinin test edilmesi 3)
Veriler Uzerinde biyolojik yorumlar ve ¢ikarimlarin yapilmasi, olusturmaktadir (33).
Belirtilen basamaklarin her birinde farkh biyoinformatik araglar ve istatistiksel

¢ozumleme yontemleri yogun bir sekilde kullaniimakta olup, bu bakimdan
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ekspresyon mikrodizin yéntemi ylksek derecede biyoinformatik, matematik ve

istatistik disiplinlerine bagimlidir (33, 34).
1.2.1. Ekspresyon mikrodizinlerinin kanser arastirmalarinda kullanimi

Kanser ile ilgili yapilan molekuler genetik calismalar, kanser hicrelerinde ¢oklu
genetik ve epigenetik degisikliklerin varligini ortaya koymaktadir (35, 36). Bu agidan
kanser calismalarindaki temel amaclardan biride, kanserli ve normal hucreler
arasindaki karmasik molekuler farkliliklarin tanimlanmasi ve aydinlatiimasidir (37).
Genis bir uygulama alani olan ekspresyon mikrodizinlerinin, kanser biyolojisindeki
bilinen en yaygin kullanim sekli kanserli hicrelere ait global gen ekspresyon

profillerinin ¢ikariimasi seklindedir (38).

Gunumuzde, ekspresyon mikrodizinleri ile yapilan kanser c¢aligmalarinda
izlenen farkli stratejiler temel olarak, 1) TUmor hicrelerinin genom duzeyinde mRNA
ekspresyonu seviyelerinin, normal hlcrelerden olusan kontrol grubuna goére
kiyaslanmasi ve her iki fenotipteki benzerlik ve farkhliklarin belirlenmesi 2) Ayni
kanser turundeki ekspresyon farkliliklarinin belirlenerek, kanser turlerinin molekuler
duzeyde siniflandirilmasi ve 3) Belirli bir kanser tipinin gelisimindeki gozlenen farkh
asamalarinin ekspresyon oruntilerinin  degerlendiriimesi ile erken ve ilerleyen

asamalardaki farkliliklarin ortaya konmasidir (39).

Bunun yani sira, mikrodizin teknolojisinin kanser tedavisinde yeni ilaglarin
kesfi ile hastaligin tani ve tedavisi igin yeni aracglarin gelistiriimesi gibi genis bir

kullanim alani da mevcuttur (33).
1.2.2. Ekspresyon mikrodizinleri ve biyokimyasal etkilesim aglari

Genomik ve fonksiyonel genomik alanlarinda, gigabyte'larla ifade edilen
verilerin elde edilmesini saglayan ekspresyon mikrodizinleri ve yuksek islem
kapasiteli teknolojilerin gelisimi, tek bir molekil ya da reaksiyona odaklanarak hicre
icerisindeki karmasik etkilesimler agini anlamaya c¢alisan klasik molekuler biyolojik
yaklasimlarin otesine gecilmesini saglamistir (40). Bu acidan, ekspresyon

mikrodizinleri kullanilarak yapilan ¢alismalardan elde edilen verilerdeki dinamiklerin
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ve karmasgsik iligkilerin anlasiimasinda, biyokimyasal aglarin olusturulmasi buyuk

onem tasimaktadir (40).

Basit anlamda biyokimyasal bir ag, biyomolekullerden her birinin bir dugumle
sembolize edildigi ve ag elemanlari arasindaki iligkilerin baglantilarla gosterildigi bir
sunum sekli olarak ifade edilebilmekte ve farkl seviyelerde olusturulmaktadir (Sekil
4) (40, 41). Geleneksel olarak biyokimyasal aglar, 1) Metabolitler arasi kimyasal
donugumlerin gosterildigi metabolik aglar 2) Sinyal enzimleri araciligiyla meydana
gelen protein modifikasyonlari gibi protein-protein etkilesimlerinin ifade edildigi
protein aglari ve 3) Ekspresyonu degisen bir genin diger genlerin ekspresyon
duzeyini etkilemesi gibi genler arasi iligkilerin sunuldugu gen aglari olarak
dusundalebilir (40)

Metabolik uzay

Metabolit 1 Metabolit 2

\

/ Protein uzayi

Protein 4

Protein 2

rotein kompleksi 3-4 —

P
Protem 1 N / ™ Protein 3

_-—__

Gen uzayi

Sekil 4. Ornek bir biyokimyasal iligkiler agi; Biyokimyasal aglar farkli seviyelerde
tanimlanabilir ve ag elemanlari arasindaki iligkileri goOsterebilir. Kesikli cizgilerle
gosterilen oklar genler arasi iligkileri, surekli gizgiler ise protein-protein, gen-protein

ve metabolitler arasi etkilesimleri sembolize etmektedir (40).
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Biyokimyasal ag tiplerinden biri olan gen aglari ile farkh tipteki biyolojik veri
setlerine ya da bir ekspresyon mikrodizin caligmasindaki verilere ait iligkilerin
gbsterimi ve sembolize edilmesi saglanabilir (40, 41). Ozellikle kanser gibi karmasik
sinyal ileti ve iligski aglarinin var oldugu olgularda, 6zgul bir mutasyonun tum sistemde
yarattigi etkiler, gen aglari Uzerinden matematiksel modeller araciligi ile tahmin

edilebilir ve bu tahminlerin dogrulugu deneysel yollarla gergeklenebilir (37).
1.2.3. Tumlesik ekspresyon mikrodizini veri goziimlemesi

GUnumuzde, aralarinda insaninda bulundugu pek ¢cok canlinin genomuna ait
diziler belirlenmis olup, yapilan fonksiyonel genomik calismalarla bu canlilardaki
genlerin iglevleri tanimlanmaya calisiimaktadir (42, 43). Fonksiyonel genomik
alanindaki calismalar veri kaynagi acgisindan yuksek iglem kapasiteli teknolojilere
badimli durumda olup, bu alanda veri saglayan 6nemli araglardan biriside, farkl
durumlardaki biyolojik 6rneklerin gen ekspresyon seviyelerindeki degisimleri
dolayisiyla genlerin iglevlerinin ve davranislarinin belirlenmesine yardimci olan gen
ekspresyonu mikrodizinleridir (30, 44). Ancak ekspresyon mikrodizinlerinden elde
edilen veriler goreli olarak geleneksel deney yontemlerinden daha dusuk kalitede veri
saglamaktadir (45, 46). Bu durum ekspresyon mikrodizin yontemi kullanilarak elde
edilen verilerin daha gelismis yontemlerle degerlendiriimesini ve yorumlanmasini
gerektirmektedir (45). Bu baglamda mikrodizin verilerinin ¢dzUmlenmesinde,
ekspresyon, dizi, etkilesim, hicresel yerlesim ve literatur verileri butunlestirilerek ele

alinmakta ve veriler bir bitlin halinde yorumlanmaktadir (Sekil 5) (45).
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Cesitli genomik vetriler
Gen ekspresyonu veri seti 1
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Afinite tahmin veri seti 1

Fiziksel etkilesimler

Afinite tahmin veri seti 2
Sentetik letalite veri seti
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Sentetik etkilegim veri seti

Genetik etkilesimler
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Genomik lokalizasyon

Sekans ve metin

Tlmlegik veri temelli gen-gen
iligkileri

Biyolojik ve diizenleyici aglarin
tahmini

Literattir _/

Hesaplamal veri entegrasyonu

Déniit ve tahminlerin
deneysel yolla test
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Sekil 5. Genomik verilerinin tumlesik cozimlemesine genel bir bakig (45).
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BOLUM 2. YONTEM VE GERECLER

2.1. Mikrodizin veri gozimlemesi
2.1.1. Huh7 ham mikrodizin verileri

Lityum’un, Huh7 hicrelerinde meydana getirmis oldugu gen ekspresyonu
degisikliklerinin in silico ¢dziimlenmesinde, Dokuz Eyliil Universitesi, Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Serife Esra Erdal tarafindan yapilmis
bir mikrodizin galismasina ait ham ekspresyon verileri kullaniimigtir (Ek-1) (47). Bu
calismada kullanilan veriler, birbirinden bagimsiz U¢ ayr sette, 48 saat, 20 mM LiCl
uygulanarak ve uygulanmayarak c¢ogaltilan Huh7 hicrelerinde elde edilen
cRNA’larin, elli dort bin alti yliz yetmis bes prob setinden olusan Affymetrix GeneChip
Human Genome U133 Plus 2.0 platformu kullanilarak giplerin Uzerine hibridizasyonu
sonrasindaki olcimlerle elde edilmistir (48). Belirtilen yontemle elde edilen ve ham
ekspresyon verilerini tagiyan CEL dosyalari Tablo 2'de belirtildigi gibi isimlendirilmis

ve sonraki ¢cozumleme basamaklarinda bu dosya adlari kullaniimigtir.

Tablo 1. Mikrodizin calismasindan elde edilen CEL dosyalarina verilen isimler.

Hiicre Hatti Huh?7
Flask No Lityum - Lityum +
1 Huh7D1.CEL Huh7D1Li1.CEL
2 Huh7D2CEL Huh7D2Li2.CEL
3 Huh7D1.CEL Huh7D3Li3CEL

2.1.2. R programlama dili ve ortami

Bu calismanin veri ¢ozUmleme ile ilgili pek c¢ok basamagi, mikrodizin
istatistiksel ¢ozumlemeleri ile bu ¢ozumlemelere ait girdi ve c¢iktilarin
resmedilmesinde yaygin bir sekilde kullanilan R programlama dili ve ortami
kullanilarak gercgeklestiriimistir  (49). Calismadaki mikrodizin ¢iplerinin  kalite
degerlendirmesi, ham ekspresyon verilerinin normalizasyonu ve normalize

ekspresyon verilerinin istatistiksel cozumlemeleri i¢cin R 2.5.1 surimu kullaniimigtir.
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2.1.3. Mikrodizin giplerinin kalite degerlendirmesi

Mikrodizin ciplerindeki olasi kalintilar, ham ekspresyon verilerinin kalitesini ve
beraberinde denemelerden elde edilen sonuglarin dogrulugunu etkileyebilmektedir.
Bu sebeple ham ekspresyon verilerinin elde edilmesinde kullanilan mikrodizin
ciplerinin kalite degerlendirmesi yapilmistir. Kalite degerlendirme igleminde R ortami
icin hazirlanmis olan affyPLM paketi kullaniimis ve pakette bulunan image
fonksiyonu ile her bir ¢ipe ait psddo goruntuler elde edilmistir. Daha sonra her bir gipe
ait kutu-cgizgi grafikleri, Relative Log Expression (RLE) ve Normalized Unscaled

Standart Errors (NUSE) araglari ile resmedilmistir.
2.1.4. Ham mikrodizin verilerinin normalizasyonu ve istatistiksel ¢6ziimlemesi

Huh7 hucrelerine ait ham ekspresyon verilerinin normalizasyonu, affy
paketindeki expresso fonksiyonu kullanilarak R ortaminda yapilmistir. Calismada
kullanilan 6 .CEL dosyasi bir arada normalize edilirken, normalizasyon iglemi igin
kullanilan expresso fonksiyonu; rma background correction, quantile normalization,
pmonly PM correct ve medianpolish summarization yontemlerinin bir araya getiriimesi
ile olusturulmustur. Ayni zamanda normalizasyon oncesi ve sonrasi, boxplot

fonksiyonu kullanilarak ekspresyon verilerine ait kutu-gizgi grafikleri elde edilmigtir.

Lityum’un Huh7 hudcrelerinde, gen ekspresyonu duzeyinde meydana getirdigi
degisikliklerin istatistiksel anlamlihginin ortaya konmasi igin, Significance Analysis of
Microarray (SAM) vyontemi ile istatistiksel ¢dzimleme yapilmistir. Istatistiksel
¢ozimlemeler normalize ekspresyon verileri kullanilarak, SAM yonteminin R
ortamina uyarlanmis sekli samr paketi kullanilarak gerceklestirilmistir (50).
istatistiksel ¢cdziimleme ile veri setine ait delta tablosu hesaplanmis ve False
Discovery Rate (FDR) degeri 0.01°den kuguk olma kosulunu saglayan delta =
1,22628531732132 dederi secilmigtir. Bu yolla Huh7 hlcre hattinda ekspresyonu,
Lityum uygulanmamis hucrelerdekine gore anlamli olarak artmis ya da azalmig

problar belirlenmistir.
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2.1.5. Prob adlarinin gen adi ve sembollerine déniistiiriiimesi

Mikrodizin veri ¢ozumlemesinin ilerleyen basamaklarinda kullaniimak tGzere,
kimyasal etken kargisinda ekspresyonu anlamli olarak azalmis ve artmis prob adlari,
R ortaminda hgu133plus2 paketi kullanilarak gen sembolleri, gen adlari ve Entrez

veri tabani kayit numaralarina dénasttraimustar.

2.1.6. Internet tabanli biyoinformatik araclari ile istatistiksel sonuglarin

¢oziimlenmesi

Ekspresyon duzeyleri anlamli bir sekilde degismis problarin, biyolojik agidan
tasidigr anlamlarin ortaya konmasi igin WebGestalt, Onto-Express ve Fatigo+
fonksiyonel acimlama araclari kullaniimigtir (51, 52, 53). Belirtilen web araclari ile
ekspresyonu anlamli olarak degismis olan genlerin farkli doku tiplerindeki ekspresyon
oruntdleri, sahip oldugu Gene Ontolojisi (GO) terimleri ve iligkili oldugu yolaklarin
belirlenmesi ve bunlarin istatistiksel anlamliiginin test edilmesi amaclanmigtir.
WebGestalt veri tabani kullanilarak yapilan GO ¢ézimlemesinde, istatistiksel yontem
olarak hipergeometrik test, anlamlilik duzeyi olarak da 0.01 degeri segilmistir. Onto-
Express veri tabani ile yapilan ¢ézimlemelerde ise istatistiksel anlamliigin test

edilmesinde FDR yontemi tercih edilmigtir.

Ayrica gen ekspresyonu verilerinin gen seti duzeyinde yorumlanmasi ve
cozumlenmesinde Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) yontemi kullaniimistir (54).
GSEA yontemi ile mikrodizin veri setinde, daha dnceden tanimlanmig farkli biyolojik
olaylara ait gen setlerinin deney ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
farkhlik gosterip gostermedigi sorgulanmistir. Cézimlemede kullanilan gen setleri icin
c2 gen seti koleksiyonu Molecular Signature Database (MSD)'den indirilmis ve c2
koleksiyonu, Wnt sinyal yolagi hedef genleri ve hucre dongusu ile iligkili genlerden
olusan setleride eklemek amaci ile de yeniden dizenlenmigstir (54). GSEA ile yapilan
analizde permutasyon sayisi bin olarak alinmig olup, on dokuzdan az ve bes yuzden

fazla sayida gen igeren gen setleri gozimlemeye dahil edilmemigtir.

Ekspresyonu 4 kat ve Uzerinde artma ya da azalma gosteren ve istatistiksel

anlamliligi olan genlerin promotor bdlgelerinde ortak bir konsensus dizinin var olup
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olmadidinin belirlenmesi igin mikrodizin ¢ézimlemelerinde siklikla kullanilan Chipster
yazilimi araciligi ile promotor ¢dézimlemesi yapilmistir (61). Ekspresyonu artan
genler bir grupta toplanirken, ekspresyon degisim yonu eksi olan genler ayri bir
grupta toplanmistir ve her bir grup i¢in ayri ayri analiz yapiimistir. Analiz sirasinda
promotor boélge uzunlugu olarak her bir genin transkripsiyon baslama noktasinin

onunde yer alan bin nukleotitlik kisim promotor bolge olarak segilmistir.

2.1.7. Hiyerarsik kiimeleme ydéntemi ile ekspresyonel degisimlerin

¢o6ziimlenmesi

Huh7 hicre hattinda, Lityum’a verilen biyolojik yanit sonucu ekspresyon
degerleri anlamli olarak artan ve azalan genler arasinda benzer ekspresyon
oruntulerine sahip genlerin gruplandiriimasinda hiyerargik kimeleme yontemi
kullaniimistir.  Kimeleme  islemi, Cluster yazillminin  2.11  surimu ile
gerceklestirilirken, hesaplamalar sonucu elde edilen sonuglar TreeView sirim 1.60

ile goéruntilenmistir (55).
2.2. Biyomolekiller arasi etkilesim agi
2.2.1. Biyomolekiiller arasi etkilesimlerin belirlenmesi

istatistiksel ¢dziimleme ile elde edilen gen listesinin sistem biyolojisi
seviyesinde incelenmesi i¢in Biomolecular Interaction Network Database (BIND) veri
tabani kullanilmistir (56). Daha sonraki ¢ozumleme basamaklarinda hizli ulagim ve
kullanim kolayligi saglamasi i¢in BIND veri tabaninda bulunan veri koleksiyonlari
arasindan, insan biyomolekdllerine ait bilinen tim etkilesimler indirilmis ve Mysql 14.7
surumu kullanilarak yerel bir veri tabani kurulmustur. Entrez veri tabani kayit
numaralari yardimiyla, olugturulan yerel veri tabanindan sorgu s6zcukleri kullanilarak
biyomolekullerin ilk komsulugunda bulunan diger biyomolekuller ile arasindaki
etkilesim verileri elde edilmigtir. Bu yolla Lityum’a karsi verilen biyolojik yanit sonucu
ekspresyonu anlamli olarak degisen genlerin kendi aralarindaki ve ilk komgsulugunda
bulunan diger biyomolekullerle olan iligkileri, mevcut molekuler etkilesim bilgileri

cergevesinde ortaya konmaya c¢aligiimigtir.
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2.2.1. Biyomolekiiller arasi etkilegimlerin haritalanmasi

BIND veri tabani kullanilarak elde edilen iligkiler aginin resmedilmesinde,
gunumuz sistem biyolojisi galigmalarinda yaygin bir bigimde yararlanilan Cytoscape
yazihminin 2.5.1 surimu kullaniimistir (57). BIND veri tabanindan elde edilen
etkilesim haritasi Microsoft Excel formatinda yazilima yuklenmis ve biyomolekuller

arasi etkilesim haritasi .sif formatinda elde edilmistir.
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BOLUM 3. BULGULAR

3.1. Mikrodizin veri ¢oziimlemesi
3.1.1. Mikrodizin ciplerine ait kalite degerlendirme sonuclari

affyPLM paketi kullanilarak yapilan kalite degerlendirmesinde, c¢alismada
kullanilan 3’0 kontrol diger 3’de deney gurubuna ait olmak Uzere toplam 6 mikrodizin
Gipinin psodo goruntusu elde edildi. Elde edilen psddo ¢ip goruntulerinde, sonuglar

uzerinde etki yaratacak herhangi bir artifakt gozlenmedi (Sekil 6).

Huh7D1.CEL Huh7D1Li1.CEL Huh7D2.CEL

Huh7D2Li2.CEL Huh7D3.CEL Huh7D3Li3.CEL

Sekil 6. Mikrodizin giplerinin psodo goriintiileri.

Ayrica diger kalite degerlendirme araclari olan RLE ve NUSE ile de mikrodizin

ciplerine ait RLE ve NUSE kutu-c¢izgi grafikleri resmedildi (Sekil 7).

22



a. RLE kutu-c¢izgi grafigi b. NUSE kutu-cizgi grafigi

05
]
115

1.10

o = : :

o | — H i

: i | — i

) o
ch 2
(=1

] s i | ki
T T 1 T | T T T T T I T
Huh7D1 CEL Huh7D3 CEL Huh7D2Li2 CEL Huh7D1.CEL Huh7D3.CEL Huh7D2Li2 CEL

Sekil 7. Mikrodizin ¢iplerine ait kalite bulgular1 a) Mikrodizin gen ciplerine ait RLE
kutu-cizgi grafikleri. b) Calismada kullanilan 6 ¢ipin NUSE kutu-cizgi grafikleri.

Bir mikrodizin ¢ipindeki, her bir prob setine ait ekspresyon degerinin, butun
ciplerdeki o prob sete ait ekspresyon degerlerinin medyan degerinden sapmasinin
hesaplanmasi ile bulunan sonuglari belirten RLE kutu-gizgi grafiginde, her biri bir
mikrodizin cipini ifade eden kutularin, yaklasik O civarinda ortalandi§i gézlemlendi
(Sekil 7.a.). RLE kutu-cizgi grafiklerinde, artifakt tasiyan bir ¢ipe ait kutunun 0’dan
uzakta ortalandigi ve daha genis bir alana yayildigi dugunulecek olursa, RLE
grafigine gore 6 cipte de sonuglar Uzerinde etkili olacak herhangi bir artifakt

g6zlenmedi.

Mikrodizin ciplerinin, her bir prob setindeki problarin ekspresyon degerleri
arasindaki standart hatanin hesaplanmasindan sonra, bu standart hatalarin medyan
degeri ile her bir prob setindeki problar arasi standart hatanin boélinmesinden
hesaplanan ve c¢izilen NUSE kutu-gizgi grafiklerinde, mikrodizin denemelerinin 1
degeri civarinda ortalandi§i gézlemlendi (Sekil 7.b.). Istatistiksel ¢éziimlemelerde
yanilmalara neden olabilecek mikrodizin ya da mikrodizinlerin 1 degerinden uzakta
ortalandigi disunuldigunde ise NUSE grafigine gore 6 mikrodizin ¢ipi arasinda kalite

agisindan sorunlu bir ¢ip gézlenmedi.
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3.1.2. Normalizasyon éncesi ve sonrasi gen ekspresyonu verileri

Normalizasyon islemi dncesi ham ekspresyon verilerinin yuzde ellilik kisimlari
birbirlerinden farkli araliklarda toplanmig ve ham ekspresyon verilerine ait medyan
degerleri yaklagik 5,5 ile 6,5 araliginda degiskenlik gostermigtir (Sekil 8.a.). Deney ve
kontol gruplarindan elde edilen 6 mikrodizin ¢ip verisi birlikte normalize edildikten
sonra ekspresyon verilerinin yuzde ellilik kisimlarinin ayni aralikta ve medyan

degerlerinin ise yaklasik 4 oldugu gozlemlendi (Sekil 8.b.).

a. Normalizasyon dncesi b. Normalizasyon sonrasi
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Sekil 8. Normalizasyon oncesi ve sonrasi mikrodizin ekspresyon degerleri a)
Normalizasyon oncesi ekspresyon verilerinin kutu-gizgi grafikleri. b) Normalizasyon

sonrasi ekspresyon verilerine ait kutu-gizgi grafikleri.
3.1.3. Ekspresyonu anlamli olarak degisen genler

Mikrodizin verilerinin istatistiksel ¢oziUmlemesinde siklikla kullanilan, t testinin
modifiye sekli olan ve farkh FDR segimlerine olanak taniyan SAM yontemi
kullanilarak yapilan istatistiksel ¢dézimlemede farkli anlamlilik dizeylerine ait gen
sayllarini belirten delta tablosu elde edildi (Ek-2). FDR degerinin 0,01’ den kuguk
olmasi kosulunu saglayan delta = 1,22628531732132 degeri segilerek yapilan
istatistiksel anlamlik testinde, Lityum uygulanmis Huh7 hudcrelerindeki bin dokuz yuz

yirmi bir prob setinin ekspresyon dizeyinin, Lityum uygulanmamis hucrelerdekine
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g6re anlamli olarak degistigi gézlemlendi (FDR<0,01) (Ek-3). Ekspresyonu degisen
bin dokuz yuz yirmi bir prob setinin, bin bes yuz otuz ikisinin ekspresyon duzeyi
azalmigken, U¢ yuz sen dokuzunun ekspresyon duzeyi Lityum uygulanmamig

hucrelerdekine gore artmis olarak bulundu.

Ekspresyonu anlamli olarak artan genlerin artis miktarlari 16,89 kat ile 1,47 kat
araliginda degisim goOsterirken, ekspresyonu azalan genlerde ise degisim miktari
18,00 ile 1,47 arahginda bulundu. Tum ekspresyonel degisimler g6z Onune
alindiginda ekspresyonu en c¢ok artan gen BCLZ2-interacting killer (16,89 kat),
ekspresyonu en ¢ok azalan gen ise N-acetyltransferase 8 (18,00 kat) geni olarak

belirlendi.
3.1.4. Ekspresyonel degisim gésteren genlerin fonksiyonel ¢éziimlemesi

Ekspresyonu anlamli olarak degisim gosteren bin dokuz ylGz yirmi bir prob
setine karsilik gelen genleri bulmak icin R ortami kullanilarak yapilan agimlama
isleminde yuz on dort tane proba kargilik gelen gen sembolu ve Entrez veri tabani

kayit numarasi bulunamadi.

WebGestalt veri tabani kullanilarak, ekspresyonu anlamli olarak degisen
genlerin farkli dokulardaki ekspresyon oruntuleri incelendiginde, ekspresyonu
degisen genlerin yarisindan fazlasinin beyin, akciger, bobrek ve karaciger gibi farkl
doku tiplerinde eksprese oldugu belirlendi. Genlerin %58.33’'nin karacigerde
ekspresyonunun var oldugu bulunurken, ekspresyonu degisen genlerin sayica ve

yuzde olarak en ¢ok beyinde eksprese oldugu gozlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. Ekspresyonu degisen genlerin, doku tiplerine gore yuzde dagilimi.

Yine ayni veri tabani kullanilarak, ekspresyonu anlaml olarak degismis gen

setinin iligkili olduklari Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) yolaklari

belirlendi (Ek-4) (58). Ekspresyonu degisen gen setinin iligkili oldugu yuz kirk iki

KEGG yolagindan, hypergeometrik test ile yapilan ¢ézimlemede on sekiz yolagin

istatistiksel anlamlihginin oldugu belirlendi (p<0,01) (Tablo 3).

Tablo 2. Ekspresyonu anlamli olarak degisen gen setinin iligkili oldugu

yolaklardan istatistiksel anlamliligi olanlar ve bu yolaklarda bulunan genlerin

sayi ve sembolleri ile ilgili yolaga ait olasilik degeri.

KEGG yolak adi Gen sayisi iligkili genler Olasilik degeri
POLR3C, DUT, NT5C, POLD1, PRIM1,
Pyrimidine metabolism 14 POLE4, POLD4, RFC5, RRM2, TYMS, 0,00382
POLR1B, POLR3GL, POLR1C, ENTPD5
Complement and coagulation CPB2, CD55, F2, F3, F7, F12, SERPIND1,
cascades 1 KNG1, MBL2, SERPINE1 e
ACVR1C, DVL2, AKT1, FOS, APPLA1,
Colorectal Cancer 13 IGF1R, MAPK9, SOS2, TGFBR1, AXIN2, 0,00642
FzD1, FZD7, ACVR1B
SORBS1, SLC27A2, CPT1A, CPT2,
PPAR signaling pathway 12 EHHADH, FABP1, ACSL1, ACSL4, PCK2, 0,00326
ACSL5, PPARG, SCP2
Regulation of actin cytoskeleton 11 ORL2/10GAR2, 2, FGRR2 ARKIGERZ, N/A
GSN, ITGA2, MYLK, PFN2, PAK7, SOS2
ALDH9A1, GAMT, PYCR2, AOC2, ARG2,
Arginine and Proline metabolism 11 MAOA, ASL, ASS1, ALDH7A1, PYCRL, 0,00105
AOC3
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AGPAT1, MGLL, ADH6, ALDH9A1, LIPC,
Glycerolipid metabolism 10 ALDH7A1, AGPAT3, GPAM, DGKD, 0,00665
PPAP2B
ADH6, CPT1A, CPT2, EHHADH, ACSL1,
Fatty acid metabolism 10 ACSL4, ALDH9A1, HADH, ALDH7A1, 0,00109
ACSL5
Neuroactive ligand-receptor a0 P2RY5, CGA, EDNRB, F2, GABRB1, T
interaction GRIA3, NR3C1, NTS, GAL, SSTR2
EDNRB, ERBB2, ERBB3, ITPR1, MYLK,
Calciumsignaling pathway 10 ATP2A2, ATP2B2, PPP3CB, TRPC1, N/A
CAMK2D
EHHADH, ALDH9A1, MLYCD, ALDH6A1,
Propanoate metabolism 8 0,00155
MUT, ALDH7A1, SUCLG2, SUCLG1
GCLM, GSTA1, GSTA4, GSTZ1, IDH2,
Glutathione metabolism 7 0,00450
MGST3, GSTO1
Urea cycle and metabolism of amino GAMT, PYCR2, ARG2, ASL, ASS1, PYCRL,
7 0,000712
groups ACY1
B4GALT7, D4ST1, MGAT4A, CHST13,
Glycan structures —byosynthesis 1 7 N/A
ALG6, ST6GAL1, ALG2
Cytokine — cytokine receptor . EPOR, IFNGR2, KITLG, TGFBR1, INHBE, T
interaction TNFRSF10D, ACVR1B
CSPG2, ICAM2, PVRL3, CNTNAP2, SDC1,
Cell adhesion molecules (CAMs) 7 N/A
CLDN1, CDHA1
EHHADH, ALDH9A1, MLYCD, AOC2,
Beta-Alanine metabolism 6 0,00532
ALDH7A1, AOC3
Porphyrin and chlorophyll
6 CP, FTH1, HMBS, MMAB, PPOX, BLVRB 0,00532
metabolism

WebGstalt veri tabanindaki hgu133plus2 referans veri seti kullanilarak yapilan

GO terimleri ¢ozimlemesinde ise, ekspresyonel olarak degisim gosteren gen
setlerinin iligkili oldugu biyolojik surecgler, molekuler islevler ve hicre bilesenleri
bilgileri olasilik degerleri ile birlikte Directed Acyclic Graph (DAG) formatinda elde
edildi (Ek-5). Gen setinin iligkili oldugu elli alti biyolojik streg, on sekiz molekuler iglev
ve on U¢ hicre bileseni olmak Uzere 3 ayri GO kategorisinden seksen yedi GO terimi

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01) (Tablo 3).
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Tablo 3. Gen setine ait 3 ayn siniftaki istatistiksel agidan anlamli GO terimleri

ile seviyeleri ve bu terimlerle iligkili gen sayilari ile olasilik degerleri.

Biyolojik siire¢ terimleri

Seviye GO terimi

@ 0 0 W 0 0 0 0 W W W W 0 0 N N N N N O oo o oo o o oo ;g oo o o ool o o o B B B W

metabolism

cell cycle

chromosome segregation

blood coagulation

urea cycle intermediate metabolism

M phase

mitotic cell cycle

regulation of cell cycle

amine metabolism

aromatic compound metabolism

organic acid metabolism

sister chromatid segregation

amino acid and derivative metabolism
regulation of blood coagulation

acute inflammatory response

wound healing

M phase of mitotic cell cycle

regulation of progression through cell cycle
amine biosynthesis

amine catabolism

aromatic compound catabolism

nitrogen compound biosynthesis

carboxylic acid metabolism

mitotic sister chromatid segregation
negative regulation of blood coagulation
nitrogen compound biosynthesis

mitosis

amino acid biosynthesis

amino acid catabolism

amine biosynthesis

deoxyribonucleotide metabolism

mitotic sister chromatid segregation

iron ion homeostasis

transition metal ion homeostasis
Microtubule cytoskeleton organization and biogenesis
glutamine family amino acid biosynthesis
aromatic amino acid family catabolism
L-phenylalanine metabolism

arginine metabolism

phospholipid biosynthesis

pyrimidine deoxyribonucleotide metabolism
transition metal ion transport

Microtubule cytoskeleton organization and biogenesis
activation of plasma proteins during acute inflammatory response
pyrimidine deoxyribonucleotide metabolism

GO terimi
ile iligkili
gen sayisli
493
68
9
13
4
28
29
46
47
16
56
6
38
4
11
14
25
46
12
11
6
12
55
6
4
12
24
11
11
12
5
6

T o W T A DM DOD NN

w N

Olasilik
degeri
1.52E-03
1.74E-03
9.80E-04
5.63E-03
6.48E-03
1.66E-04
2.33E-04
4.25E-03
9.79E-07
3.83E-04
7.51E-07
9.89E-04
6.73E-06
6.48E-03
3.15E-03
6.18E-03
4.50E-05
3.71E-03
2.00E-03
8.87E-04
2.91E-04
2.00E-03
1.43E-06
6.82E-04
6.48E-03
2.00E-03
9.85E-05
1.75E-04
5.07E-04
2.00E-03
2.16E-04
6.82E-04
1.84E-04
7.59E-04
1.73E-03
6.44E-03
6.48E-03
2.79E-03
6.48E-03
4.72E-03
3.62E-03
6.88E-03
1.73E-03
9.32E-03
3.62E-03
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9 positive regulation of mitosis 3 3.62E-03
9 intracellular sequestering of iron ion 2 5.64E-03
9 spindle organization and biogenesis 6 3.36E-03
9 L-phenylalanine catabolism 4 2.79E-03
9 arginine catabolism 3 3.62E-03
9 glutamine family amino acid biosynthesis 5 6.44E-03
9 RNA splicing), via endonucleolytic cleavage and ligation 2 5.64E-03
9 tRNA splicing 2 5.64E-03
9 complement activation 7 9.32E-03
10 positive regulation of mitotic metaphase/anaphase transition 2 5.64E-03
10 tRNA splicing 2 5.64E-03

Molekiiler iglev terimleri

Seviye GO terimi CI;ISI:::III(TI‘II OIaf"“!(

gen sayisl dege"

2 catalytic activity 363 1.70E-05
3 ligase activity 31 8.45E-03
3 oxidoreductase activity 70 4.87E-05
4 ligase activity forming carbon-sulfur bonds 6 2.99E-04
4 oxidoreductase activity acting on the OH-CH group of donors 8 6.02E-15
4 transferase activity transferring alkyl or aryl (other than methyl groups) 9 1.25E-03
5 fatty acid ligase activity 4 1.68E-03
5 oxidoreductase activity, oxidizing metal ions oxygen as acceptor 2 5.69E-03
5 glutathione transferase activity 5 2.57E-03
6 long chain fatty acid CoA ligase activity 4 1.68E-03
6 NAD(P)H dehydrogenase (quinone) activity 2 5.69E-03
6 2,4 dienoyl CoA reductase (NADPH) activity 2 5.69E-03
6 amine oxidase activity 3 3.67E-03
6 ferroxidase activity 2 5.69E-03
6 N-acetylgalactosamine 4-O-sulfotransferase activity 3 3.67E-03
7 succinate CoA ligase (GDP forming) activity 2 5.69E-03
8 carnitine O acyltransferase activity 3 6.94E-03
9 single stranded DNA specific exodeoxyribonuclease activity 2 5.69E-03

Hiicre bileseni terimleri

Seviye GO terimi ﬁgltgll(ml 0Ia§|ll!(

gen sayisi degeri

4 intracellular 536 3.77E-05
5 intracellular part 504 8.99E-05
5 Organelle 439 1.77E-03
6 Cytoplasm 264 4.84E-05
6 embrane bound organelle 401 2.66E-04
6 intracellular organelle 463 1.74E-03
7 cytoplasmic part 191 3.85E-04
7 intracellular membrane bound organelle 401 2.55E-04
7 FACIT collagen 3 6.97-E03
8 Mitochondrion 69 9.98-E05
8 Microbody 19 5.66E-07
9 Peroxisome 19 5.66E-07
10 BRCA1 BARD1 complex 2 5.61E-03
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Onto-Express veri tabani kullanilarak yapilan GO terimleri ¢ozimlemesinde
ise 3 farkh GO sinifi igin en sik gézlenen terimler elde edildi. Gen listesinde biyolojik
sureglere ait terimler arasinda regulation of transcription-DNA dependent,

transcription ve signal transduction en sik gozlenen ilk 3 terim olarak belirlendi (Sekil
10).

metabolic process

transport

cell cycle

multicellular organismal development
protein amino acid phosphorylation

signal transduction
proteo . transcription
b_lqlugn:al_pr_ucess regulation of franscription, DNA-dependent
lipid metabolic process \

unknownP

Sekil 10. Biyolojik sureglere ait GO terimlerinin dagilimi.

Protein binding, metal ion binding ve zinc ion binding terimleri ise en sik gozlenen ilk
3 molekuler islev terimi olarak belirlendi (Sekil 11).

zZinc ion binding

metal ion binding
nucleotide binding i findiog
transferase activity
ATP binding
hydrolase activity
DA binding

unknownF
caltium ion binding

transcription factor activity
receptor activity

Sekil 11. Molekuler iglevlere ait GO terimlerinin dagilimi.
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Hucre bilegeni terimleri incelendiginde ise nucleus, membrane ve integral to
membrane GO terimleri ise diger en ¢ok godzlenen ilk 3 terim olarak gozlendi (Sekil
12).

nucleus

membrane
unknownC

integral to membrane

cytoplasm

intracellular

mitachondrion

integral to plasma membrane
endoplasmic reticulum
plasma membrane.
cellular_component
membrane fraction

Sekil 12. GO hiicre bileseni terimlerinin dagilimu.

GSEA ile yapilan gen seti ¢ozumlemesinde, toplam bin sekiz yuz doksan dort
gen setinin alti yiz on iki tanesi ¢oziUmleme parametrelerinden dolayi ¢ézimlemeye
dahil edilmedi. C6zimleme sonrasi yuz elli sekiz gen seti herhangi bir etkene maruz
kalmamis Huh7 hacrelerinin fenotipi ile iligkili ve istatistiksel olarak anlaml
bulunurken, yuz gen seti ise Lityum uygulanmis hucrelerin fenotipi igin anlamh
bulundu (FDR<0.25) (Ek-6 ve Ek-7). Ayrica gen seti koleksiyonuna eklenen Wnt
sinyal yolagi hedef genleri seti Lityum uygulanmis hicrelere ait fenotip ile iliskili ve
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, hicre dénguisu gen seti (Ek-8 ve Ek-9) Lityum
uygulanmamig hucrelere ait fenotip ile iligkili ancak istatistiksel olarak anlamli olarak
bulunmadi (FDR<0.25).

Ekspresyon seviyesi 4 kat ve Uzerinde artan ve azalan gen kimelerinde
Chipster yazilimi kullanilarak yapilan promotor ¢é6zimlemesinde, ekspresyonu artis
gosteren kirk yedi prob setinin promotorlarinin farkli bolgelerinde gézlenen motif [G-
A-T][A-T]A[G-A-C][C-T-G]A[A-T-G] dizisi olarak bulundu (Sekil 13).
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Sekil 13. Ekspresyonu 4 kat ve lizerinde artis gosteren genlerin promotor

bolgelerinde gozlenen konsensus diziye ait logo gosterimi.

Ekspresyonu 4 kat ya da daha fazla azalan problardan olusan kimede
bulunan 62 prob setine ait olasi ntkleotit motifi ise [C-A-G]T[C-T-A][T-C]G[T-A] olarak
bulundu (Sekil 14).

Information contsnt

Position

Sekil 14. Ekspresyonu 4 kat ve lzerinde azalma gosteren genlerin promotor

bolgelerinde gozlenen ortak diziye ait logo gosterimi.
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3.1.5. Hiyerarsik kimeleme yéntemi ile ekspresyonel degisim goésteren

genlerin ¢é6ziimlenmesi

Hiyerarsik kimele yontemi kullanilarak yapilan ¢6zimlemede, ekspresyonu en
¢ok artan ilk yirmi gen ile en ¢ok azalan ilk yirmi gene ait dendogram goruntusu elde
edildi (Sekil 15). Cézumlemede, mikrodizin denemeleri arasinda ve ekspresyonel
artis ile azalig gosteren gen kumelerinin kendi igerisinde anlamli bir korelasyona

sahip oldugu gozlendi.
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Sekil 15. Ekspresyonel olarak en ¢ok artma ve azalma gosteren ilk 20 genin

hiyerarsik kiimeleme ¢oziimlemesine ait dendogram.
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3.1.6. Biyomolekiiller arasi etkilesim haritasi

BIND veri tabanindaki insan biyomolekuller arasi etkilesim veri koleksiyonu
kullanilarak yapilan veri madenciliginde, anlamh olarak bulunan bin sekiz yuz yedi
genin ilk komsulugunda bulunan biyomolekuller ile kendi aralarindaki etkilesimlerin
saylisi bes bin yedi yuz yirmi dokuz olarak belirlendi. Batln etkilesimler g6z 6nlne
alindiginda p130, BRCA1, TGF-beta-RI, Lsm8 ve p53 baglica hub biyomolekdller
olarak gozlendi. Cytoscape yazihmi kullanilarak yapilan haritalama igleminde Sekil
16'daki etkilesim haritasi elde edildi ve .sif aj dosyasi olarak olasi ileri

¢6zUmlemelerde tekrar kullaniimak Gzere saklandi (Ek-10).
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Sekil 16. Ekspresyonu anlamh olarak degisim gosteren genler ile ilk

komsulugundaki biyomolekiiller arasi etkilesimler haritasi.
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BOLUM 4. TARTISMA

DNA mikrodizinleri, hucre transkriptomundaki mRNA seviyelerinin es zamanli
olarak oOlgulmesini olanakli hale getiren olduk¢a yeni bir teknolojidir (30, 31).
Gunumuzde DNA mikrodizinleri, farkl biyolojik olgular arasindaki ya da biyolojik bir
etken karsisinda hicrede meydana gelen olasi gen ekspresyonu degisimlerinin
genom duzeyinde belirlenmesi ve degerlendiriimesinde yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir ve bu alanda maliyetlerin azalmasi ile de oldukga populer bir hale
gelmigtir (40). Molekuler biyoloji ve genetik alaninda veri Ureten yuUksek islem
kapasiteli teknolojiler, 6zellikle mikrodizinler, tek bir reaksiyon ya da molekul tzerine
odaklanarak karmasik bir biyolojik surecin agiklanmaya calisiimasi yerine, biyolojik
sureglerin daha genis bir bakis acisi ile degerlendirimesini ve geleneksel
yaklasimlarin 6tesinde, biyolojik olaylarin bir butlinlik igerisinde ele alinmasini ve

anlasiimasini kolaylastirmaktadir (40).

Bu calismada mikrodizin verileri ve biyoinformatik araclar yardimi ile
irdelenmeye c¢alisilan HCC, sag kalim orani oldukga dusuk ve insan populasyonunda
oldukga yaygin bir hastalik olarak bilinmektedir (7). HCC sagaltiminda basari
oraninin oldukga dusik olmasi, buylk oranda hastaligin mevcut anti-kanser
ajanlarina karsi olduk¢a direngli olmasi ve karaciger sorunlarina bagli olarak
kemoterapdtik ilaglarin  kullanimindaki  kisitlardan  kaynaklanmaktadir (7). Bu
baglamda, HCC sagaltiminda kullanilabilecek yeni ajanlarin kesfi ve bu ajanlarin etki

mekanizmalarinin aydinlatiimasi blyidk énem tagimaktadir.

Erdal E. ve arkadaslarinin HCC hicreleri ile daha 6nceden yaptiklari bir
calismada, Lityum’'un HCC hicre hatlarinda, hucre proliferasyonunu inhibe ettigi ve
karaciger tumoru sagaltiminda kullanilabilme potansiyeli tasidigi gosterilmistir (59).
Ancak Lityum’un, inositol monofosfotaz, fosfomonoesteraz ve GSK-3B gibi kimi
molekuler hedefleri tanimlanmis olsa da, hlicredeki etki mekanizmasi ve genom
dizeyinde gen ekspresyonu ve davranislari Uzerine yarattigi etki tam olarak
bilinmemektedir (59, 60).

DNA mikrodizin yontemi kullanilarak elde edilen verilerin ¢ézimlenmesini

iceren bu calismada, Huh7 hucrelerinde Lityum’un yaratmig oldugu etki gen
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ekspresyonu duzeyinde incelenmis ve ekspresyonu anlamli olarak degisim gosteren
genlerin iligkili oldugu yolaklar ve molekuler mekanizmalar mevcut literattr bilgisi

Isiginda, biyoinformatik araglar yardimi ile tahminlenmeye calisiimistir.

Mikrodizin verilerinin istatistiksel ¢ozimlemesinden elde edilmis, ekspresyonu
anlamli olarak degisim gosteren ve bir gen olarak karsiligi bulunan bin sekiz ytz yedi
prob setinin farkli dokulardaki ekspresyon orUntlleri incelendiginde, bu genlerin
beyin, akciger, bobrek, testis ve karaciger gibi farkli dokularda ekspresyonunun var
oldugu gézlemlenmigtir. istatistiksel agidan ekspresyonel farkhligi anlamh bulunan bu
genlerin birbirinden farkli dokularda oldukga yaklasik ylzdelerle dagiimasi, Lityum’un
sadece karaciger dokusuna 6zgul genler ile iligkili olmadigi ve farkh doku tiplerinde
de suregelen, hucrenin temel islevlerinden sorumlu olan genlerle etkilesime girdigini

dusundurmektedir.

Lityum’un farkh deneysel modellerde PI3K/Akt ve Whnt/B-catenin yolaklarinin
dizenlemesinde etkili oldugu iyi bilinmektedir (19). Bunun yaninda olasi diger iligkili
yolaklarinda tanimlanmasi amaci yapilan KEGG yolak analizinde, pirimidin, arjinin ve
gliserolipid yolaklari gibi Lityum ile iligkisi daha once ortaya konmamis farkh
metabolik yolaklarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmasi, Lityum’un hicre
icerisindeki etki mekanizmasini, farkli yolaklar araciligi ile de gosterebilecegini ortaya
koymaktadir. Ancak DNA mikrodizin yonteminin diger molekuler biyolojik yontemlere
gore dusuk kalitede veri uretmesinden dolayi, belirlenen bu yolaklarin deneysel
yontemler araciligi ile farkli modellerde dogrulanmasi ve Lityum’'un bu yolaklar

uzerinde gercgekten etkili olup olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir.

Lityum uygulanmis hucrelerde uygulanmamiglara gore ekspresyonu anlamh
bir sekilde degisen genlerin GO terimleri ¢ézUmlenmesinde ise protein binding,
transcription, signal transduction ve nucleus terimleri en sik gozlenen GO
terimlerinden bir kagidir. Bu bulgular Lityum’un hucre igerisindeki bir takim genlerin
ekspresyonundan sorumlu mekanizmalarla iligkili olabilecegi, etkilesime girdigi kimi
protein ya da protein kompleksleri araciligi ile bazi genlerin ekspresyonunu regule
ettigini dusundirmektedir. Ancak GO terimlerinin ¢ézimlemesi ile ilgili gerek
istatistiksel kisitlar, gerekse analiz edilen gen setinde yer alan kimi genlere ait GO

terimlerinin henuz tanimlanmamis olmasi ya da dusuk kalite de bilgi saglamasi
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yapilan ¢ozumlenmenin onundeki en buyuk engellerdir ve elde edilen bulgularin

deneysel yollarla dogrulanmasini gerektirmektedir.

GSEA yazihmi araciligi ile hazirlanan hucre dongusu genleri, Wnt sinyal
yolagl hedef genleri ve MSD gen setleri birlikte ¢ozimlendiginde, hicre dongusu ile
iligkisi bilinen genlerden olugsan setin gruplar arasinda istatistiksel anlamlihginin
olmadigi gozlendi. Bu bulgu gruplar arasinda, hucre dongusunde rol alan kimi
genlerin ekspresyonel olarak degisim gostermesine ragmen, Lityum’un proliferasyon
Uzerinde yarattigi etkiyi hlicre dongust mekanizmasi araciligi ile gergeklestirmedigi
fikrini ortaya koymaktadir. Ekspresyon verilerinin istatistiksel ¢6zumlemesinde
anlaml olarak degisim gosteren ve Wnt sinyal yolagi hedef genleri olarak bilinen
AXIN-2, CLDN1, ID2, NOS2A, LGRS, FzZD7 ve CSPG2 genlerinin yaninda
ekspresyonu gruplar arasinda anlaml bir fark gdstermeyen diger Wnt sinyal yolagi
genlerinin birlestiriimesinden olusturulan gen kiimesinin ekspresyon degerleri, bir gen
kimesi olarak GSEA araciligi ile ¢6zimlendiginde Lityum uygulanmis ve
uygulanmamig hucreler arasinda istatistiksel agidan fark tasidigi gézlemlenmistir. Bu
durum, HCC ile yakin iligkili olmasina karsin etkileri iyi tanimlanmamis bir sinyal
yolagl olan Whnt/B-catenin’'ne ait hedef genlerinin ekspresyonunun, Lityum etkisi ile
birlikte yeniden dizenlendigi ve bu yolak tarafindan ekspresyonu regtle edilen
genlerin  hucre  proliferasyonunun  inhibisyonunda rol  oynayabilecegini

dusundurmektedir.

Yapilan promotor ¢dézUmlemesi ile her iki gen kimesine ait genlerin 5’ ucu
yonunde yer alan bin nukleotitlik dizilerinde, her bir gruba ait ortak dizilerin var
olabilecegi belirlendi. Nukleotitlerin gorulme sikligina gore hesaplanarak elde edilen
bu bulgu, belirlenmis bu motiflere baglanan ve gen kumelerinin ekspresyonel
regulasyonunda rol oynayan kimi aktivatér ya da inhibitér proteinler veya
transkripsiyon faktorlerinin var olabilecegine isaret etmektedir. Ancak bu olasi
regulator proteinlerin belirlenmesi igin elde edilen bulgular dogrultusunda yeni veri

tabani sorgulari ve literatur taramasi gerekmektedir.

Kimeleme ¢ozimlemesinde elde edilen bulgular ise mikrodizin denemeleri
arasinda korelasyonun varhgini ortaya koymaktadir. Elde edilen sonuglara gore

Lityum uygulanmamis ve uygulanmis hucrelere ait ekspresyon verileri kendi
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icerisinde gruplanmis ve denemeler arasinda tutarli ekspresyon degerleri elde
edilmigtir. Ayrica ekspresyonel olarak degisim gosteren genlerin BIND veri tabani
kayitlar kullanilarak yapilan etkilesim haritasinda, bes binin Gzerinde etkilesimin
varligi bulunmustur. Bu durum Lityum’un hdcre igerisinde ¢ok sayida gen agi ve
metabolik yolakla iligkili olabilecegini gostermektedir. Lityum hucre igerisinde etkisini
tek bir molekul ya da belirli bir ortak 6zellige sahip molekullerle gostermek yerine,
farkh Ozelliklere sahip gen kumeleri Uzerinden yaptigi 6ne surdlebilir. Ancak bu
kimelerden hangisi ya da hangilerinin proliferasyon inhibisyonu ile yakin iligkili
oldugunun belirlenmesi gerekmektedir. Bu agidan etkilesim haritasinda belirlenen ve
on plana c¢ikan hub genlerin daha detayl olarak incelenmesi ve degerlendiriimesi

gerekmektedir.
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BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Bir biyoinformatik uygulamasi olan bu ¢alismada, HCC hlcre hatlarindan olan
Huh7'de, Lityum'un meydana getirdigi proliferasyon inhibisyonunun, genom
seviyesinde gen ekspresyonu uzerine yapmis oldugu etkilerin aydinlatiimasi
amaglanmig, bu amaci elde etmek Uzere uygun bir yontem oldudu dusundlen
mikrodizin teknolojisi ile de Lityum’un hicre igerisinde farkli gérevleri olan pek ¢ok
metabolik yolak ve gen ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ancak belirlenen bu gen ve
yolaklarin kaginin hucre proliferasyonu ile gercekten yakin iligkili oldugunun
belirlenmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda planlanacak olasi fonksiyonel ¢alismalar

Lityum’un yarattigi etkinin daha net olarak anlasiimasini saglayacaktir.

Mikrodizin teknolojisinin beraberinde getirdigi avantajlarin yaninda en 6nemli
eksikligi saglamis oldugu verilerin guvenirliginin dusuk olmasidir. Bu durum
beraberinde hatall olarak tanimlanmis ya da gergekte ekspresyon dizeyi Lityum’la
degismesine ragmen denemelerde gosterilememis genlerin varligina isaret
etmektedir. Bu sebeple, elde edilen gen listesinden belirlenecek kimi aday genlerin
daha ileri ve guvenilir molekuler biyolojik yontemlerle test edilmesi ve dogrulanmasi

gerekmektedir.
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BOLUM 7. EKLER

Bu teze ait ekler http://web.deu.edu.tr/tb/gokhan_tez/EKLER.rar adresinde

bulunmaktadir.
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