T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

VERI MADENCILIGI ILE YENI iLAC
HEDEFLERININ SAPTANMASINA YONELIK
INTERAKTOMIKLER: in silico BIR SENARYO

BESTE UNCU

TRANSLASYONEL ONKOLOJI

YUKSEK LiSANS TEZi

IZMiR-2019

DEU.HSI.MSc -2017970111



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

VERI MADENCILIGI ILE YENI iLAC
HEDEFLERININ SAPTANMASINA YONELIK
INTERAKTOMIKLER: in silico BIR SENARYO

TRANSLASYONEL ONKOLOJI

YUKSEK LiSANS TEZI

BESTE UNCU

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Yasemin BASBINAR

DEU.HSI.MSc -2017970111



Dokuz Eylil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitist Onkoloji Anabilim Dali, Translasyonel Onkoloji
Yiksek Lisans programi ogrencisi Beste UNCU ‘VERI MADENCILIGI ILE YENI iLAG
HEDEFLERININ SAPTANMASINA YONELIK INTERAKTOMIKLER: in silico BIR SENARYO’
konulu Yilksek Lisans tezini 10/07/2019 tarihinde basarili olarak tamamlamistir.

Prof.Dr.Yasemin BA éI/NAR

/
i

(Dokuz Eylil Universitesi

Onkoloji Enstittisi)

‘ / ‘/
| e ™
Prof.Dritlya ELLIDOKUZ Dog.Dr‘.ijenﬁn Y lALCIN
OYE - OYE
(Dokuz Eylul Uniyersitesi (Izmir Katip Celebi Universitesi
Onkoloji Enstittis) Miihendislik ve Mimarlik Fakiltesi)
Dr.Ogr. Uyesi Zerrin ISIK Dr.Ogr. Uyesi Sila Ovgit KORKUT UYSAL
YEDEK UYE YEDEK UYE
(Dokuz Eylul Universitesi (izmir Katip Celebi Universitesi

Muhendilik Fakltesi) Muhendislik ve MimarlikFakltesi)



ICINDEKILER

ICINDEKILER ...eeeveecuieeeiieeeiianecseeessnessessssesssessssesssessssesssessssesssessssessssssssesssessssessssssssesssessssessanssssenes i
TABLO DIZINI 1.ttt ettt ettt ettt et et ese st eseseases et eseasesesesessesesesnasasesessaseseses Vi
SEKIL DIZINT 1.ttt ettt ettt ettt ettt ettt et etese et sese st et eseases et eseas et etesens et esessssasetesnnes vii
KISALTIMIALAR ..ttt ettt ettt sttt e e st e sttt e st e ssbteessbeeesbeeesateessbaessaseesaseesnsteeanbaeesseesaseeenseeesnsaeensenan ix
OZET cteeeeeeceeresest st et s e e ssesae e s e s e st st et st e s s e saessesae e e e st sat et e s e s e aesaesae e e e st et et e s e saessessasaneneannans 1
ABSTRACT ...cuiiiiiiiiitiieiiititirrenaessesstrrresaessssessttrrrsasssssssssttrssssssssssssstseessnssssssssstsnessnsssssssssssrernne 2
1. GIRIS VE AMAG ....ueuinieticenentstesessetssteessetsessessstssesssstsssssessessssessssssnsssssssssesssssssessensesssssssnssns 3
1.1. Problemin Tanimi Ve ONEMi....c.cccucuiiueeeereeeteeeeeeee et ete e esesesaesesaessesessesensetessesesesesseseeseseesens 3
O - 1 AT g = T a1 g T AN o g - Lol I PPNt 3
1.3, Arastirmanin HIPOTEZIEKT .......uviiieieeeeeeee ettt e ec e e e re e e et e e e s eaba e e e eenneeeeeennaeeeean 3
2. GENEL BILGILER ......ceiuiienetiuetsiectset et se st s et se et st s se e sae et s et s ss st s st sse st esenessssesnesanens 4
2.1. Kolorektal Kanserinde BiyobelirteCIEr........cccueiieeciiiee ettt e 4
2.1.1. RAS GEN MULASYONIAI.cccii ittt ettt e e ettt e e e e tte e e e e tte e e e ebteeeeebteeeeesteeaeasranaesnnes 4
2.1.2. RAF GEN MULASYONIAI . cceiiiiiiieieiiiee ettt ettt e ettt e e ettt e e et e e e e e ette e e e ebteeeeebtaeeeesteeeeesraeaeennes 5
2.1.3. APC/B-KAtENIN . .ueeieree ettt ettt e e e et e et e e e etee e e ateeeeteeeetaeeebeeeeateeeteeeaseeesreeenns 5
2.0 4. POLE VE POLDI ...ttt ittt et ettt et ettt et e st e e sat e e sbee e sabeesabeesbbeesabaessabeesasaesnteesaseeanns 5

2.2. Kolorektal Kanserinde Bireysellestirilmis TIP .....eiu et 6
2.3. Sistem Biyolojisi ve Omik TEKNOIOJIEIi......ciiiiiiiiieiiieeece e 6
2.3.1. GENOM VE GENOMIKIET ..eeiiiiiiiieeeiti ettt ettt ettt e sbe e s be e st eesabeessaseesabaessneesabeeenns 8
2.3.2. Trankriptom ve TrankriptomiKIEr ..........cooiiiiii i et ra e e 8
2.3.2.1.Yeni Nesil Sekanslama TekNoIOjiSi..........ccuuvieuiiiiiiie e 9



2.3.3. Proteom Ve Prot@OMIKIEI ...c.veeeeeeeeeeeeeeee ettt e e ettt s e e e e et tab e s e eeseeaaaes 10

2.3.4. Metabolom ve Metabolomik .........cooiiiiiiiiiieieeee et 11
2.3.4. interaktom ve INteraktomIKIEr .........c.ccicveveuiuiieierecceeteeeee ettt 11
2.4, A8 Tabanli YaKIagImIar......cooouieii ettt e e s e e e e e e s e bee e e e anes 13
2.4.1.Protein-Protein EtKileSimi ......uiiiiiii e 14
3. GEREG VE YONTEM .....ooeueieueeereeeceeesseeeseessseseseesssesessessssesssessssssssessssesssesssssssssssssessssssssessssesssans 16
R B AN = 1 o= L 1 T T PSP PP PPPTPPPPPO 16
3.2. Arastirmanin Yeri V& ZamMANI ...u.uuuuuuuuuuueueuuueeuuuueneunnennnnnnnnnannnennnnnnnnnnnnsnnnnnnnnnnssnnnnnnnsnsnnnsnnnsnsnnnnnnnn 16
3.3. Arastirmanin EVreni Ve OrNeKIEMI ......cc.cviveieeiiieecieeeeececeeeeceee ettt sttt st 16
R 07 111 o o 1Y =1 =] 7= | USSP 16
3.5, Arastirmanin DEGISKENIEII ........ociicuiiee et e e e et e e e bae e e e be e e e e nreee e ennes 16
3.6. Veri TOPIama AraClari. ... e ettt e e et e e e et e e e e e ta e e e e abae e e e e abeeeeennees 16
3.6.1. Ham Transkriptom Veri POrtallars .........c..oooeuiire ettt 16
3.6.1.1. Sequence Read Archive (SRA) .......coii i 17
3.6.1.2. The European Nucleotide Archive (ENA)...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnens 17

3.6, 0.3 AITAY EX PSS ..ttt 18
3.6.1.4. DDBJ Sequence Read Archive (DRA) ........uuuuuiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinneinnnnenes 19
3.6.2. Yeni Nesil Sekanslama Teknolojilerinde Veri On isleme Adimlari.........ccccoccevveevveeveeennee. 20
3.6.2.1. Veri On isleme Yazilim Ortamlart ...........cccovevveeiieieeeeeeeee e 20
3.6.2.2. SRA-downloader programi / ftp SHESI .......uvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 21
3.6.2.3. Kalite Kontrol — FaStQC .........ccoiiiiiiiiii e e e e et e e 22



3.6.2.4. Budama - Sickle (Trimming) .......ouuuiiiieieeiieiii e 23

3.6.2.5. Adaptor Temizleme - CULATAPT..........uuuuiuriiiiiiiiiiiiiiiiiie e 23
3.6.2.6. Bowtie2 - INdeKSIEME ... 24
3.6.2.7. SAMLOOIS .....ooiiiiiiiii e 25
3.6.2.8. Tophat - Haritalama..............uuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 25
3.6.2.9. SAIMON ... 26

3.7. Arastirma Plani V& TaKVimMi....c..coi oottt ettt e e e e erae e e eeaba e e s eenraee e ennes 27
3.8. Verilerin DegerlendirilmeEsi ........cocuiiei e et e e e rae e e e 27
TR R o =<1 2 OSSR 27
3.8.2. Gen Seti Zenginlestirme ANalizi (GSEA)......cccuuieeiiiieee et 28
3.8.2. 1. DAVID ...ttt n e nnnne 28
3.8.2.2. KKEG G ...ttt 29
3.8.2.1. GEN ONLOIOJi (GO)..ttutuiiiriiniiniitiiiiitetetteeeeeeeieeeeebbeeeeeebeb bbb ebebsbebeeeebbbeebeebnnnnene 30
3.8.2.2. STRING ...ttt ettt 31
3.8.2.3. CBIOPOITAL......oeiiiiiiiii e 32
3.8.2.4. PathfiNdR R PAKETI.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 33
3.8.3. MolekUler DOKIGMA .......coeiiiiiieeieee et s 33
3.9. Arastirmanin SINIFIIKIGIT ..eeeee e e e e e e e et e e e e e e e nrerreeeeaeeean 34
N O = 41 U U] 0 T = SRR 34
4. BULGULAR ....ccuuiitituiiitttutiitttaiitttiuietttstsiitttsssietttsssistessssistessssistessssistesssssstesssssstessssssssssssssssnnss 35
4.1.Sayisal Gene Ekspresyon Verilerinin ANAlizi.......c.veeeeeeiiecciiiiieee e 35



4.2. Gen Seti ZenginlestirmMe ANAliZiu. ... et e e ssrra e e e ean 35

4.2.1. Gen Ontoloji (GO) ANAlZ SONUGIAIT ...cccviieeiieeee ettt e e e e sree e e rre e enaeeens 35
4.2.1.1. Biyolojik proseslerdeki rollering gore ...........ccceeeiiiiiiiiiiiii e 35
4.2.1.1.1. Ksenobiyotik glukuronidasyon(GO:0052697) ........ccceeeevvvveviiiiiiiieeeneeninnns 37
4.2.1.1.2. Glukuronosiltransferaz Aktivitesinin Negatif Dlizenlenmesi (GO:1904224)
.............................................................................................................................. 38
4.2.1.1.3. Hicresel Glukuronidasyonun Negatif Dizenlenmesi (GO:2001030) ...... 38
4.2.1.1.4. Yag Asidi Metabolik Surecinin Negatif Dizenlenmesi (GO:0045922)..... 38
4.2.1.1.5. Flavonoid Glukuronidasyon (GO:0052696) ............cccccvveviiiiiiiiiiiiiininnnn, 38
4.2.1.1.6. Hiucresel Glukuronidasyon (GO:0052695)............ccccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn, 39
4.2.1.1.7. Flavonoid Biyosentetik Proses (GO:0009813)..........ccccevvviiiiiiiiieiieiinnnnnn. 39
4.2.1.1.8. Retinoik Asit Metabolik Siireci (GO:0042573) ........ccveeiiieeieeaiiiieeeaiieenn 39
4.2.1.1.9. Metabolik Proses (GO:0008152)..........cccuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeee 39
4.2.1.1.10. Ekstraseluler Matriks Organizasyonu (GO:0030198)............cccevvvrrrrnen. 39
4.2.1.2. Hicresel Komponentlering GOre..........ccoovvvueiiiiiiiie e 40
4.2.1.2.1. Hicre Digi Eksozom (GO:0070062).........cccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeee 41
4.2.1.2.2. Mikrovillus (GO:0005902) ......cccurrieeiiiieeeeaaiiiiee e e et e e 41
4.2.1.2.3. Hucre YUzeyi (GO:0009986) ........ccceiiimriieiiiiiiaaaiiiiie e 41
4.2.1.3. Molekuler Fonksiyonlarina Gore ..............ccooeoiiiiiiiiiieieeeeiiiiieeee e 42
4.2.2. KEGG YOIaK ANGIIZI.ceirriiiiiiiiiiieiiieesiee ettt ettt e stae st e sbe e e sabeesabaesaaeesabaeenaneenas 43
4.2.2.1. Pentoz Ve Glukuronat DONUSUMIET..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiinenenennnnnnnnes 44
4.2.2.2. Steroid HOrmonu BiYOSENIEZI ........uiiiieeii i 45



4.2.2.3. Porfirin ve Klorofil Metabolizmas!.........c.ooveiieeiie e 46

4.2.3. Protein-Protein Etkilesim ANalizi........cccooviiiieiiie e 48
4.2.3.1. Askorbat ve Alderat Metabolizmas! ...........cccooiiiiiiiiiiii 48
4.2.3.2. Steroid Hormon Biyosentez MeKanizmas! ............cccovvvviiiiiiieeeeccciiiiieee e, 49
4.2.3.3. Retinol MetaboliZmas! ............uuuiiiiiiiiiiii 51
4.2.3.4. MetabOliK YOIAK ..........uuiiiiiii e 53
4.2.3.5. ECM-reseptdr EtKIleSimi..........oouuuiiiiiiieice e 56
4.2.3.6. FOCAI AQNESION......uuiiiiiiiiiiiiii e 57

4.3. MOIEKUIEr DOKIGMA ...ttt ettt ettt sttt sttt et e b e s beesmeeemeeenseeneens 59
CTARTISIVIA coeeeeeeaceteaeetesetseseesesstesessesessessssatesesteseseatensatessaseseseatessatesensesenesssentesensssenssssentes 61
. SONUG VE ONERILER.......ccutiiueiiieeieriesesssnesssesssnessessssesssessssssssessssesssassssesssessssesssessssassssssssessens 64
. KAYNAKLARSSS ... S e A e L e 66

0 N 74

0 01 (O U] T = U RPPPRR 74

8.2.0Z8OCIMIS 1.vveveeeeteeectetetet ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et et et te et ne et ete et ene et eneeteneetens 76



TABLO DIiZiNi

Tablo 1. DEG'ler i¢in gen ontoloji biyolojik proses SOnUGIart ...........eevvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 36
Tablo 2.DEG'ler igin gen ontoloji hiicresel komponent SONUGLAIT .........cevvvvivvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 40
Tablo 3. DEG'ler i¢in gen ontoloji molekiiler fonksiyon sOnUGlart ............ceevvvvvvveviiiiiiiiiiiiiiiinnnnn, 42
Tablo 4. KEGG yolak analizi SONUGIATT ........evvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 43

Vi



SEKIL DIZINi

Sekil 1. Sequence Read Archive anasayfasinin gorintimil ...........veuuirieeeriiemmmiiiire e 17
Sekil 2.The European Nucleotide Archive veri portalanin anasayfasinin gorintimii................cceee... 18
Sekil 3. ArrayExpress genomik veri arsivinin anasayfa goriniimil.............ooevevvuiieiieiiineeieiinneeeennnn. 19
Sekil 4. DNA Data Bank of Japan Sequence Read Archive anasayfa goriinimii..............ccceeeereeeenn. 20
Sekil 5. Linux-Ubuntu terminal ekrant gOriiniimil..............coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 21
Sekil 6. RNA sekans ham veri dosyasinin .fastq uzantilt formu.............ccooooeiiiiiiiiiiiii e, 22

Sekil 7.FastQC programinda veri girisi yapildiktan iyi ve kotii okunmus olan okuma pargalarinin

grafiksel olarak degerlendirilme eKrant ..........c..uiiiiiiiiii i 23

Sekil 8. The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery anasayfa goriiniimii.. 29

Sekil 9. Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi anasayfa gorinmil ...........cccceurrrrniniieeeriiniiiiinnneeeene. 30
Sekil 10. Gen Ontoloji anasayfa EOTTNIMIL .........ceeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 31
Sekil 11. STRING anasayfa gOTTUNUMIT «......vveeeeiieerrniee e e e e e e e e e 32
Sekil 12. cBioPortal anasayfa gorlinlimil..........cceverrriuuiiiieeeei it e e 33

Sekil 13. Veri seti icin anlamli ekspresyona ugrayan molekiillerin yesil renk ile belirtildigi pentoz ve

glukuronat dONUSTM YOIAZT «...uniiiiiiieieii e et e e e e e eaa e 45
Sekil 14. Anlamli ekspresyon diizeyi i¢in streod homon sentez yolagit ...........ccuveeiiiiiniiiiiineneennnn. 46
Sekil 15. Anlaml ekspresyon diizeyi i¢in porfirin ve klorofil metabolizma yolagi..............c.cceee... 47
Sekil 16. Ascorbate ve aldarate metabolizmasi i¢in cBioPortal {izerinde ag haritasi gosterimi.......... 48
Sekil 17.Ascorbate ve Aldarate Metabolizmasi Igin String Uzerinde PPI Gsterimi........................ 49

Sekil 18. Steroid hormon biyosentez mekanizmasi i¢in cBioPortal {izerinde ag haritas1 gosterimi .... 50

Sekil 19.Steroid Hormon Biyosentez Mekanizmasi I¢in STRING Uzerinde PPI Gésterimi.............. 51

vii



Sekil 20.Retinol metabolizmasi i¢in cBioPortal iizerinde ag haritas1 gosterimi...........ccccvvvninneeenn. 52

Sekil 21.Retinol metabolizmasi i¢in STRING tizerinde PPI gosterimi............ccuuiieiiiiiineiiiiineneennnn. 53
Sekil 22. Metabolik yolak i¢in cBioPortal iizerinde ag haritast gosterimi...........vveveevuiieeeernnnneeennnn. 54
Sekil 23. Metabolik yolak i¢in STRING tizerinde PPI gOSterimi .........ccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeenen 55
Sekil 24.Metabolik yolak igin STRING tizerinde PPI gOSterimi 2..........cccvermrrmminiieeeiieeniiiiinneeeenn 55
Sekil 25. ECM-reseptor etkilesimi igin cBioPortal tizerinde ag haritasi gosterimi................oveeeenenn. 56
Sekil 26. ECM-reseptor etkilesimi icin STRING iizerinde PP gOsterimi...........uvveveevnneeiiiinnneeennnn. 57
Sekil 27. Focal Adhesion icin cBioPortal iizerinde ag haritast @Sterimi .........c..ccueeveereevueereeennenne. 58
Sekil 28. Focal adhesion i¢in STRING {izerinde PPI gOSterimi .........oovvevuunieiirinniiiiiiinneeeiiiineeeeeenn, 59
Sekil 29. CD44-HA molekiiler dOKIama ...........cuuuiiiiiiiiiiiiiiie it eeeans 60
Sekil 30. CD44-A6 moleKkiiler doKIama...........c.ouiiiiiiiiii e 60

viii



KISALTMALAR

KRK: Kolorektal Kanser

IARC: Uluslararas1 Kanser Ajansi

HGP: Human Genome Project

SRA: Sequence Read Archive

ENA: The European Nucleotide Archive

DDBJ: DNA Data Bank of Japan

DRA: DDBJ Sequence Read Archive

GO: Gene Ontology

STRING: Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins system
KEGG: Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi

DAVID: The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
DEG: Differantial Expression Gene

FC: Fold Change

PPI: Protein-Protein Intraction

CPM: Count Per Million

GSEA: Gene Set Enrichment Analyses

NGS: Next Generation Sequencing



OZET

VERI MADENCILIiGI iLE YENi iLAC HEDEFLERININ SAPTANMASINA
YONELIK INTERAKTOMIKLER: in silico BIR SENARYO

Beste UNCU

Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Onkoloji Anabilim Dal1 35340 inciralt:
[zmir/TURKIYE

Yazigsma adresi:besteuncu@gmail.com

Kanserin olusumu sadece genetik mutasyonlarin olusumuna bagli olmayan kapsamli bir
sirectir. Genellikle karmagsik hiicresel aglardaki (protein-protein etkilesim, transkripsyonel
diizenleyici ve metabolik aglar gibi) bozulmalar sonucunda meydana gelirler. Kanser gibi
karmagik hastaliklar benzer bir fenotip gosterseler de izledikleri yollar her hastada farklilik
gostermektedir. Bu ¢aligmada transkriptom analizi 6ncesinde ham halde bulunan RNA sekans
verilerine 6n isleme adimlar1 gerceklestirildi. Kolorektal kanserinin molekiiler mekanizmalari
hakkinda detayli bilgi sunan in silico analizler kullanildi. Analiz edilebilir hale gelen RNA
sekans veri iizerinde ekspresyon diizeylerine bakildi ve istatistiksel olarak anlamlilik gdsteren
transkriptom analiz sonuglari ile hedef molekiil ve yolak analizleri gergeklestirildi. Potansiyel
molekiiller iizerinde protein-protein etkilesim aglari olusturuldu. Analizler sonucunda
kolorektal kanserinde hedef olabilecek yolaklar belirlenerek potansiyel ila¢ hedefleri ve
biyobelirtegler — gosterildi.  Ksenobiyotik  glukuronidasyon = mekanizmalari, UDP-
glukuronosiltransferaz enzimleri, ila¢ diren¢ mekanizmalar1 metastatik kolorektal kanseri ile
iliskili bulunmustur. Ila¢ diren¢ metabolizmalarinda dzellikle UGT1A ailesi ve PPI agima baglh
olarak CYP3 A4 iligkili bulunmustur. CD44 ise KRK i¢in aday ilag hedefi olarak bulunmaktadir.
Hastaliga 6zgli yeni ilag hedefleri ve biyobelirteglerin belirlenmesini saglayan in silico
yaklasimi kolorektal kanserlerine yonelik yeni tan1 ve kisisellestirilmis tip tedavi yontemlerinin

tasarlanmasina olanak saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: in silico, interaktomikler, kolorektal kanser, molekiiler doklama



ABSTRACT

INTERACTOMICS TO DETERMINE NEW DRUG TARGETS WITH DATA
MINING: IN SILICO A SCENARIO

Beste UNCU

Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences, Department of Oncology 35340 inciralt:
[zmir/TURKEY

Correspondence address:besteuncu@gmail.com

The occurrence of cancer is a comprehensive process that does not depend solely on the
generation of genetic mutations. They usually occur as a result of disruptions in complex
cellular networks (such as protein-protein interaction, transcriptional regulatory and metabolic
networks). Although complex diseases such as cancer show a similar phenotype, the pathways
they follow vary in each patient. In this study, pre-processing steps were performed on raw
RNA sequence data prior to transcriptome analysis. In silico analysis was used to provide
detailed information about the molecular mechanisms of colorectal cancer. Expression levels
were analyzed on the RNA sequence data, which were became suitable for analysis. Target
molecule and pathway analyzes were performed with statistically significant transcriptom
analysis results. Protein-protein interaction networks were designed on potential molecules. As
a result of the analyzes, biomarker and potential drug targets were shown by identifying the
significant pathways in colorectal cancer. Xenobiotic glucuronidation mechanisms, UDP
glucuronosyltransferase enzymes, drug resistance mechanisms have been found to be
associated with metastatic colorectal cancer. CYP3A4 was found to be related to drug resistance
metabolism especially due to UGT1A family and PPI network. CD44 is signified as a candidate
drug target for CRC. The in silico approach, which enables the identification of new drug targets
and biomarkers which are specific to the disease, will enable the design of new diagnostic and

personalized medical treatment methods for colorectal cancers.

Keywords: in silico, interactomics, colorectal cancer, molecular docking



1. GIRIS VE AMAC
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Kolorektal kanseri (KRK), Uluslararas1 Kanser Ajanst (IARC) tarafindan yaymlanan
Globocan 2018 verilerine gore erkeklerde hem Tiirkiye’de hem de diinyada tiglincii sirada,
kadinlarda ise Tiirkiye’de {giincii sirada yer alirken diinyada ikinci sirada yer almaktadir.
Goriilme sikhigi erkeklerde yiiz binde 23,6 ve kadinlarda ise yiiz binde 16,3 oraninda
goriilmektedir [1,2].

Sagkalim istatistikleri, kanser tanisi alan hastalarin sagkalimini, ayni yas, itk ve
cinsiyette olan ve kanser tanist almamis olan genel popiilasyondaki insanlarin sagkalimi ile
karsilagtirir. SEER verilerine gore 2009-2015 yillar1 arasinda kolorektal kanser hastalarinda 5
yillik sagkalim % 64.4°diir [3].

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu tezde, RNA sekanslama ile diizenlenen ve diinyada en sik goriilen kanser tipleri
arasinda ikinci sirada olan kolorektal kanserinin olusumunda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol
oynayan kisisel ve bolgesel yolaklarin belirlenmesi amaglanmaktadir. Gelecekteki ¢alismalar
icin Onerilen yollar kisisellestirilmis tedaviler i¢in umut verici hedefler olabilir. Yan calisma

olarak, ayrica tan1 ve tedavi i¢in aday molekiiler biyobelirteglerin saglanmasi hedeflenmistir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

DLD1 kolorektal hiicre hattindan tretilen ana DLD1 hiicre hatti1 ile DLD1 hiicre
hattindan soft agar colonies ve colonospheres ile tiiretilen mezensimal benzeri hiicre hatlari ve
ksenograft akciger metastazindan tiiretilmis hiicre hatlar1 arasinda anlaml bir farklilik oldugu

hipotezini test edilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kolorektal Kanserinde Biyobelirtecler

Kolorektal kanserler, kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir ancak
insidans ve mortalite son yillarda azalmistir. SEER verilerine gore yeni vaka gozlemlenme
oran1 2006’da 46,7 iken 2016’da 36,7°dir. Mortalite oranlar1 ise 2006’da 17,3 gozlenirken
2016’da 13,7 olarak goriilmektedir. Bu erken tani ve tarama yOntemlerinden

kaynaklanmaktadir [4].

Kolorektal kanserin molekiiler alt tiplerinde, DNA metilasyonu ve mikro-RNA
biyogenezindeki son gelismelerin kolorektal kanserde yer almasi birgok yeni biyobelirtecinin
tanimlanmasina yol agmistir. Bu tiir biyobelirtecler erken teshis, kisisellestirilmis tedavi se¢imi

ve kolorektal kanser prognozu i¢in kullanilabilmektedir [5].

Kolorektal kanserinin sayisiz molekiiler genetik caligsmasi, yiiksek mutasyon sikligi
(KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA, APC, TP53, SMAD2, SMAD4, ARID1A, SOX9, FAM123B /
WTX ve FBXW?7), kopya numarasi degisiklikleri (ERBB2 ve IGF2) metilasyon durumu
degisiklikleri (MLH1) mRNA veya protein seviyesinde ekspresyonu ve translokasyonlariyla
(NAV2 / TCF7L1) karakterize edilen birgok gen ortaya konmustur. Olusan bu degisiklikler,
prognozu ve ¢esitli ilaglara duyarliligi degerlendirmek i¢in prediktif degere sahiptir [6].

2.1.1. RAS Gen Mutasyonlari

RAS onkogeninin hiicre biiyiimesi ve diizenlenmesinde 6nemli bir rolii vardir; protein
tiriinleri, hiicre ¢cogalmasi, apoptoz, go¢ ve farklilasma dahil olmak {izere bir¢ok hiicresel iglevi
etkilemektedir. NRAS, HRAS ve KRAS olarak bilinen {i¢ insan izoformu vardir. Ras ailesinin
tiim iiyeleri, yakindaki bir transmembran reseptorii (6rnegin, biiylime faktorii reseptorleri, G-

proteinine bagli reseptorler, vb.) Karsilik gelen ligand ile baglandiginda aktif hale gelmektedir

[7].

KRAS'daki nokta mutasyonlari, kolorektal kanserin patogenezinde baglatici
mutasyonlardan biri olarak tanimlandi. Aslinda, KRAS mutasyonlar1 adenomlarin %50'sinde

gosterilmistir ve adenomun kolorektal kansere ilerlemesi igin gerekli anahtar bir genetik



modifikasyon olarak tanimlandi. Bu nedenle, ¢ogu KRAS mutasyonunun geligiminin

karsinojenezde erken evrede 6nemli bir rol oynadig1 varsayilmaktadir [8].
2.1.2. RAF Gen Mutasyonlari

Raf genleri ailesinde ti¢ farkli serin / treonin kinaz bulunur (ARAF, BRAF, and RAF1).
BRAF, KRAS'!n Ras / Raf / MAPK sinyalizasyon yolu icindeki dogrudan asagi akis
efektoriidiir. BRAF gen mutasyonlar1 yaslanma, cinsiyet, proksimal kolon yerlesimi, miisindz

histoloji, infiltre lenfositler ve ileri hastaligin evresi ile iliskilidir [9].

BRAF, EGFR aracili akis asagi sinyal yolunda 6nemli bir rol oynamaktadir. RAS
tarafindan aktive edilir ve MAP kinaz yolunun aktivasyonu yoluyla hiicre biiylimesini,
cogalmasini ve farklilasmasini etkiler, ayn1 zamanda apoptozu, hiicre gogiinii ve hayatta

kalmay etkilemektedir.
2.1.3. APC/p-katenin

WNT sinyal yolaginin aktivasyonunu kontrol eden APC geni iizerinde olusan
bozulmalar, kolorektal tiimorgenezde onemli erken evre genetik olaylardan biridir. APC
geninin triind, gelisimi, kromozomal ayrigmayz, hiicresel farklilagsmayi, polariteyi, yapismayi,
go¢li ve ayrica apoptozu diizenleyen biiyiik bir proteindir [9]. APC mutasyonlar: B-katenin
birikimine neden olur, bu daha sonra c-Myc (hiicre biiylimesini ve boliinmesini kontrol eden
birka¢ geni aktive eden bir transkripsiyon faktorii) dahil olmak iizere cesitli genlerin ve

onkogenlerin transkripsiyonel aktivasyonuna yol agmaktadir [10].
2.1.4. POLE ve POLD1

Germline mutasyonlari, ¢ok sayida adenom ve erken baglangi¢h kolorektal vakalari olan
ailelerde POLE ve POLDL1 genlerinde tanimlanmistir. POLE geni, DNA replikasyonu sirasinda
onde gelen iplik¢ik sentezi yapan bir proteini kodlar. POLE eksoniikleaz alani ayrica
replikasyon kalitesini korumak i¢in gerekli olan yeniden okuma kapasitesine sahiptir. POLD1,
geciken iplik¢ik igin benzer bir islevi yerine getiren ve ayni zamanda uyumsuzluk ve baz

eksizyon onarim yollarina katildig: diisiiniilen bir proteini kodlamaktadir [11].



2.2. Kolorektal Kanserinde Bireysellestirilmis Tip

Bireysellestirilmis tip, her bir hasta i¢in spesifik Ozelliklerini analiz ederek ve
modelleyerek optimize edilmis teshis ve tedavi stratejileri saglamay1 amaglamaktadir. Kanser,
hassas tip yaklagimlari agisindan en ¢ok calisilan hastalik gruplarindan biridir. Bir bireyin
timorini analiz ederek, tedavinin veya terapilerinin kombinasyonunun belirlenmesi en iyi
sonucu verir ve bu yaklasim tedavi sansini arttirirken tedavinin maliyetini diisiiriir [12]. Insan
Genom Projesi (HGP) 2001 yilinda tamamlandigindan ve yeni nesil sekanslama (NGS)
teknikleri gelistirilip erisilebilir hale geldiginden beri, kanser tedavisinde kisisellestirilmis
ilaglarin bircok uygulamasi goriildii. ingiltere'deki 1000 Genom Projesi ve Tiirkiye Saglik
Enstitiileri (TUSEB) liderligindeki Tiirkiye Genom Projesi gibi diinya genelinde cesitli biiyiik
Olcekli genom siralama projeleri yiiriitiilmektedir. Bu projelerin temel amaclarindan biri,
kisisellestirilmis tibbin pargalari olan kisisellestirilmis hastalik gelistirme mekanizmalarinin ve
kisisellestirilmis tedavi hedefinin c¢alisilmasini saglayan yeni yontemler ve teknolojiler

gelistirmektir [13].
2.3. Sistem Biyolojisi ve Omik Teknolojileri

Sistem biyolojisi, molekiiler bilesenleri hesaplama modelleri ve yiiksek verimli
deneysel teknolojilerle birlestiren biitiinlestirici bir disiplindir. Sistem biyolojisi, hiicre alt
bilesenlerinden gelen bilgi akisini ¢6zmek icin cok ¢esitli nicel deneysel ve hesaplama
metodolojilerini kullanir. Sistem biyolojisinde kullanilan hesaplama yontemleri, hiicreler,
dokular, organlar ve organizmalar i¢indeki cesitli Olgeklerde etkilesimleri ve dinamikleri
anlamak i¢in sistem diizeyinde bilgiler saglar[14]. Sistem biyolojisi, genellikle in vitro
deneylerle calisilan alt sistemlere odaklanan molekiiler biyolojinin aksine, tiim sistemi
inceleyen biitiinciil bir yaklasim kullanir. Sistem biyolojisine iki farkli yaklasim vardir:
yukaridan asagiya sistem biyolojisinde, genellikle yiiksek verimli iretilen farkli omik veri
tiirleri, biitiinlestirici bir sekilde analiz edilir ve agagidan yukariya sistem biyolojisinde, drnegin
enzimatik reaksiyonlar gibi spesifik islemler i¢in detayli modeller, calisilmakta olan sistemi
tanimlayan bir modele entegre edilir. iki yaklasim tamamlayicidir; yukaridan asagiya sistem
biyolojisi, genom Olceginde hiicresel fonksiyonlarin haritalandirilmast i¢in faydali iken,
asagidan yukariya sistem biyolojisi, tek tek bilesenlerin toplam sistem 6zellikleri tizerindeki

etkisinin ayrintili zaman ¢izelgesinde ¢oziiniirliglinti saglar. Her iki yaklasim da, genellikle



biyolojik sistemin ortaya ¢ikan oOzelliklerinin tanimlanmasma izin verir. Indirgeyici bir
yaklagimla tanimlanamayan birgok farkli hiicresel bilesen arasindaki etkilesimlerin, biyolojik

fonksiyonlara nasil yol agtigini gosterir[15].

Biyolojik 6zelliklerin ¢ogu, hiicrenin proteinler, DNA, RNA ve kiiclik molekiiller gibi
sayisiz bileseni arasindaki karmasik etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, yirmi
birinci ylizyilda biyoloji i¢cin dnemli bir zorluk, canli bir hiicrenin yapisina ve islevine katkida
bulunan etkilesimli karmagik hiicre aginin yapisini ve dinamiklerini anlamaktir. Cesitli
etkilesim aglar1 veya aglar (protein-protein etkilesimi, sinyallesme ve transkripsiyon
diizenleyici aglar dahil bu etkilesimlerin toplamindan ortaya ¢ikar. Bu aglarin higbiri bagimsiz
degildir, bunun yerine hiicrenin davranisindan sorumlu bir 'ag agt' olustururlar. Cagdas
biyolojinin en biiyiik zorluklarindan biri, hiicrenin davranisini kontrol eden ¢esitli aglarin
topolojik ve dinamik 6zelliklerini belirlemek, anlamak ve modellemek i¢in entegre bir teorik

ve deneysel programa baslamaktir[16].

Sistem Biyoloji; bir doku, hiicre veya organizma gibi biyolojik bir sistemin tiimiiniin
genomikten, metabolomige dogru tiim araglar kullanilarak incelenmesi anlamina

gelmektedir[17]. Bu baglamda sistem biyolojisi omik teknolojilerinden bagimsiz diistiniilemez.

Omik teknolojileri, molekiiler biyolojinin yeni mantigi haline gelmistir. 'Omic’
teknolojileri arasinda genomik, transkriptomik (gen ekspresyon profili), proteomik ve
metabolomik bulunur. Son zamanlarda elde edilmis olan omik veri kiitlelerinin mevcudiyeti,
sistem biyolojisindeki biiyiikk 6lgiide biiyiimesinden sorumludur. ilag sirketlerinin ve
digerlerinin, yenilik eksikliklerinin iistesinden gelinmesi i¢in bir sonraki adim1 atmak i¢in tiim
bu gizli bilgilerden anlam ¢ikarmalar1 gerekir. Sistem biyolojisi, bu atlamay1 kolaylastirmak
icin yontemler, hesaplama yetenekleri ve disiplinlerarasi uzmanlik saglar. Genomik,
transkriptomik, proteomik ve metabolomik teknoloji platformu yiiksek verimli teknolojilerdir.
Biiyiik 6l¢iide ayni anda saptanabilen ve kompleks karigimlart gen ve protein ekspresyon
profilleri seklinde kompleks etkilerle iliskilendirme potansiyeline sahip olan protein ve gen
sayisini biiyiik 6l¢tide arttirirlar. Farmasotik ve biyoteknoloji arastirma kuruluslari, gesitli omik
verilerini daha kapsamli bilgisayar modellerinde birlestirmeye basladiklar1 ve biyoinformatik
sirketleri, ilag gelistiricileri ve tanilama sirketlerine sistem biyolojisi ¢oziimleri sunma yolunda

dikkatlerini cekmeye basladikga, ticari uygulamalar hizla artmaktadir[18].



2.3.1. Genom ve Genomikler

Bir organizmanin eksiksiz DNA setine genom denir. Dort harfli dili ile DNA, tiim insan
viicudunu olusturmak igin gereken bilgileri igerir. Bir gen, geleneksel olarak, spesifik bir
protein veya protein seti yapmak igin talimatlar1 tasryan DNA birimini belirtir. Insan

genomundaki tahmini 20.000 ila 25.000 genin her biri ortalama ti¢ proteini kodlar.

Genomik, bu genlerin birbirleriyle ve insanin g¢evresiyle etkilesimlerini igeren, tim
genlerin (genom) incelenmesidir. Bir organizmanin/tiiriin genomunda bulunan tiim genetik
elementlerin belirlenmesi, dizi analizi ile birlikte haritasinin ¢ikarilmasi gibi DNA yapisinin ve
islevinin kapsamli olarak incelenmesi genomik olarak agiklanmaktadir. Genetik, bir tek genin,

genomik ise genomdaki tiim genlerin etki ve isleyislerini inceleyen bilim alanidir.

Genomik teknolojilerin gen dizilimi ve dizilis korunumu bilgisi ile birlestirilmesi,
genetik varyasyonun biyolojik sonuglarla korelasyonunu kolaylastirarak yeni belirtegleri
saglamistir ve omik teknolojiler, bireylerin kanser gelisimini ve spesifik tedavilere karsi
duyarliligt fonksiyonel yollarin etkin biyokimyasal yeni belirteglerin karakterizasyonunu
saglar. Gen transkriptlerinin, proteinlerin ve ara metabolitlerin verimli bir sekilde izlenmesi,
cok sayida anahtar hiicresel yolun ayni anda izlenmesine olanak saglamistir. Bu, hiicre
biiyiimesi, hiicre 6limii ve hiicresel metabolizma ile ilgili temel biyobelirteglerin ve sinyal
molekiillerinin tanimlanmasini saglamistir. Bu yeni belirtecler fonksiyonel bozulma, molekiiler
ve hiicresel hasar ve hasar tepkisi izlenmesini kolaylastirmaktadir. Gelistirilmis goriintiileme
teknolojileri, bu molekiiler olaylarin bazilarin1 invaziv olmayan bir sekilde goriintilemeyi
miimkiin kilmistir. Bu gelismeler daha etkin farmasatik iiriin gelistirme, daha giivenli ve daha
etkili ilaglar vaat etmekte ve klinik pratisyenlerine kanser taramasi, hasta izleme ve tedavi

secimi i¢in yeni ve daha iyi biyobelirtegler sunmaktadir[19].
2.3.2. Trankriptom ve Trankriptomikler

Transkriptomikler, ti¢ milyar harflik insan genomundan RNA molekiillerine kopyalanan
yaklagik elli bini su anda bilinen genlerin kapsamli olarak taranmas1 anlamina gelir. Her hiicre,

farkli fizyolojik kosullar altinda ve gelisim siirecinde, farkli zamanlarda farkli genleri kullanir.



Genel olarak dokular, bagka herhangi bir bilgi olmadan bu dokular1 tanimlamak ig¢in
kullanilabilecek benzer gen kiimelerini ifade eder. Ornegin, beyin bilinen tiim genlerin yaklasik
yiizde otuzunu ifade eder; bu spesifik transkriptler kalpte transkripsiyon yapilmis genomdan
farklidir. Bu nedenle, ifade profillerine dayanarak molekiiler imzalar1 tanimlayabiliriz ve bu
profiller normal hiicreleri veya dokulari dogru kategorilerine otomatik olarak ayirmak icin
kullanilabilir. Bu ifade profili olusturma yontemi hastalik durumlarinda ve tanilama testleriyle

de yapilabilir.

Transkriptomik, Northern blotlarin ayr1 ayr1 genlerin transkripsiyon analizi ig¢in
kullanildig1, gen fonksiyonunun daha klasik ¢aligmasina dayanir. Bununla birlikte, bir defada
bir geni incelemek yerine, bu teknoloji ile bir kerede tanimlanmis bir hiicre popiilasyonunda
herhangi bir zamanda mevcut olan haberci RNA molekiillerinin tamami olan tiim transkriptomu
analiz eder. Bu, aktif olarak kopyalanan tiim genlerin anlik bir resmini ortaya koyar ve teknik
en azindan kismen kantitatif oldugundan, her genin ekspresyon seviyesini de anlatmaktadir.
Omegin, bu tiir transkripsiyonel analizleri farkli gevresel kosullara maruz kalan bitkileri
karsilastirarak adaptif proseste yer alan tiim genleri hizl bir sekilde tanimlamak miimkiindiir.
Tiim genler ve ¢ogu protein, biyokimyasal bilesimi olusturmak i¢in bir arag olarak ve orada bir

organizmanin fizyolojik kimligi ile kabul edilebilir[18].

Mikroarray teknolojilerinin ve diger yiiksek verimlilik stratejilerinin gelistirilmesi,
biyolojide gittik¢e daha fazla 6nem kazaniyor ¢iinkii tek bir deneyde binlerce genin ekspresyon
seviyesini izlemeye izin veriyorlar. Bu genetik profillerin biyolojisini yorumlamak i¢in, bu
verilerin kodlanan ilgili proteinler baglaminda analiz edilmesi gerekir. Bu, biyolojik,
biyokimyasal veya molekiiler fonksiyonlar1 hakkinda bilgi almak anlamina gelir. Bu nedenle,
bu ifade profillerini biyolojik yorumlama i¢in uygun bir sekilde karsilastirmak ve analiz etmek

icin hesaplama araglarinin gelistirilmesi gerekmektedir[20].

Transkriptom analizi i¢in hibridizasyon veya sekans bazli yaklagimlar dahil olmak iizere

cesitli teknolojiler gelistirilmistir.
2.3.2.1.Yeni Nesil Sekanslama Teknolojisi

Transkriptom analizi i¢in sekans bazli gelistirilen teknolojilerden biri yeni nesil

sekanslama teknolojisidir. Transkriptom, bir hiicredeki belirli gelisim evresi veya fizyolojik



durum i¢in tam transkript seti ve miktarlari olarak tanimlanir [21,20]. DNA mikrodizilerinin
icadindan bu yana, gen ekspresyonunun biiylik 6lgekli ¢aligmalart i¢in tercih edilen teknoloji
olmustur. Bu dizilerin ayn1 anda on binlerce transkripsiyonu sorgulayabilme yetenegi, hastalikli
ve saglikli dokular arasinda farkli olarak ifade edilen genlerin tanimlanmasi, gelisim stireglerine
yeni bakis acilari, farmakogenomik yanitlar dahil olmak iizere genis bir yelpazedeki biyolojik
problemlerin iistesinden gelmede 6nemli ilerlemeler saglamistir [23]. Gliniimiizde, mikrodiziler
transkript profilleme i¢in en popiiler yaklasim olmaya devam etmektedir ve bir¢ok laboratuvar
tarafindan kolayca karsilanabilir [24]. Mikro-dizi teknolojisine kiyasla, RNA-Seq daha genis
bir 6l¢lim araligi sunar ve yeni transkriptlerin tespit edilmesini saglar [21]. RNA-Seq,
transkriptomlar1 karakterize etmek ve Ol¢mek igin yeni nesil siralama teknolojisinin

yeteneklerini kullanan yeni ve etkili bir tekniktir [25].
2.3.3. Proteom ve Proteomikler

Genomik bilginin biiyiimesi ve analitik teknolojideki gelismelerle birlikte, proteomik
birgok farkli yonden galisilmasi ig¢in giderek daha onemli hale gelmistir. Proteinler ana
sinyalleme ve biyokimyasal yollarin 6nemli bilesenleri olarak gorev yaptiklar i¢in, protein
seviyelerindeki galigmalar biiyiime, gelisme ve gevre ile etkilesimlerin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak i¢in 6nemlidir. HGP’de sasirtic1 bir bulgu ile karsilagilmistir,
insan genomunda insan proteomundaki proteinlerden ¢ok daha az protein kodlayan gen
bulunmasidir (20.000 ila 25.000 gen ve yaklasik 1.000.000 protein). Insan viicudu, her biri
farkli islevlere sahip 2 milyondan fazla protein igerebilir. Protein ¢esitliliginin, alternatif ekleme

ve proteinlerin translasyon sonrasit modifikasyonundan kaynaklandig diigiiniilmektedir[18].

Insan genomunun haritalandirilmasi ile proteomik, hizli bir sekilde yeni bir arastirma
alan1 olmustur. Proteomik, genomik verinin yerine gegecek sekilde tamamlayicidir. Genom,
caligmas1 gereken proteinlerin kodlarini tagiyan bir organizmanin tiim genlerini tutar.
Proteomik, proteinlerin hormon iiretimi, bagisiklik sistemi tepkileri vb. biyolojik fonksiyon ve
islemlerin entegre ¢aligmasidir. Protein yapisi ve protein - protein etkilesimleri gibi ¢calismalarin
yapilmasini saglar ve giinlimiizde biyomedikal ve ilag gelistirme arastirmalarinda bu bilim dali

biiyiik bir ara¢ haline gelmektedir.
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Proteom, belirli bir zamanda lokalizasyonlari, etkilesimleri, post translasyonel
modifikasyonlari ile karakterize edilen bir hiicrenin genel protein icerigi olarak tanimlanabilir.
Genlerin fonksiyonel bilgilerinin ¢ogu, proteom ile karakterize edilir. Proteomik erken hastalik
teshisi, prognoz ve hastalik gelisimini izlemek i¢in ¢ok 6nemlidir. Ayrica, ilag gelistirmede
hedef molekiiller olarak 6nemli bir rolii vardir. Proteomik, herhangi bir asamadaki proteinlerin
ekspresyonu, yapisi, fonksiyonlari, etkilesimleri ve modifikasyonlar1 dahil proteomun

karakterizasyonudur [26].

Proteomik, metabolik siirecin asil enzimleri hakkinda bilgi verdigi icin proteinler
tizerinde kapsamli arastirma yapmak icin Onemlidir. Bununla birlikte, genomik veya
transkriptomiklerin aksine, proteomik teknikleri ve stratejileri hala biiylik 6l¢iide gelisme

asamasindadir[27].
2.3.4. Metabolom ve Metabolomik

Metabolom ilk olarak Olivier ve ark. tarafindan hiicre, doku, organ veya organizmanin
fizyolojisine, gelisimine veya patolojik durumuna gore degisen, baglam bagimli olan

metabolitlerin / diisiitk molekiiler agirlikli bilesiklerin tamami olarak tanimlandi[28].

Metabolitler, hiicresel diizenleme iglemlerinin son tirlinleridir. Metabolitlerin seviyeleri
biyolojik sistemlerin genetik ve ¢evresel degisikliklere karsi son tepkisidir. Transkriptom ve
proteom terimlerine paralel olarak, metabolitlere “metabolom” ad1 verilir. Metabolomik, bir
organizmadaki tiim kiigiik molekiillerin kapsaml, kalitatif ve kantitatif bir ¢alismasidir. Burada
kiigiik molekiiliin tanimi yaklagik 1500 daltondan(Da) kiiciik veya 1500 Da esit olan
molekillerdir. Bu nedenle metaboliklerin incelenmesi, amino asitlerin ve sekerlerin
polimerlerini igermez. Bunun yerine, 6nemli metabolik fonksiyonlara katilan ve sinyal
molekiilleri veya sekonder metabolitler gibi kritik rolleri yerine getiren makromolekiiler
yapilar1 ve diger kiiglik molekiilleri olusturmak i¢in kullanilan araci metabolitlere

odaklanilir[29].
2.3.4. interaktom ve Interaktomikler

Interaktom, belirli bir hiicre iginde gerceklesen molekiiler etkilesimlerin biitiiniidiir.

Interaktom terimi ilk olarak 1999'da Bernard Jacq baskanligindaki bir grup Fransiz bilim insani
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tarafindan ortaya atildi ve cogunlukla biyolojik aglar olarak tanmimlandi [30]. interaktomikler,
bir hiicre icindeki proteinler ve diger molekiiller arasindaki etkilesimlerin sonuglarini
incelemekle ilgilenen biyoinformatik ve biyolojinin kesisimindeki bir disiplindir. Molekiiler
etkilesimler, farkli biyokimyasal ailelere ait molekiiller arasinda veya proteinler, niikleik asitler,
lipitler ve karbonhidratlar gibi belirli bir aile icinde olusabilir. Interaktomikler biyolojik aglar
olarak tanimlanabilir ve en yaygin olarak interaktom, protein-protein etkilesimi ag1 ve protein-
DNA etkilesimi aglarini (ayrica gen diizenleyici aglar olarak da bilinir) veya bunlarin alt
kiimelerini belirtir. Bu nedenle, tipik bir interaktom, transkripsiyon faktorlerini, kromatin
diizenleyici proteinleri ve bunlarin hedef genlerini igerir. interaktomik ydntemler, bilhassa ilag
kesfi alaninda, bilinen bir islevi olmayan proteinlerin islevini tahmin etmek igin

kullanilmaktadir [31].

Molekiiler biyolojide bir interaktom, hiicrelerdeki biitiin molekiiler etkilesimler kiimesi
olarak tanimlanir. Spesifik olarak, molekiiller arasindaki fiziksel etkilesimler anlamina gelir
ancak genler arasindaki dolayli etkilesimler anlamma da gelebilir[32]. Hiicresel
fonksiyonlarina, DNA sekanslari, RNA molekiilleri, proteinler, lipitler ve kii¢iik metabolitler
arasindaki fiziksel, biyokimyasal ve fonksiyonel etkilesimlerin kompleks interaktom aglari
aracilik eder. Hiicresel isleyisin tam olarak anlagilmasi, proteom o6lceginde dogru ve tam

interaktom ag modellerini gerektirir.

Proteinler ¢cogu biyolojik siiregte 6nemli rol oynadiklar1 ve birbirleriyle etkilesimleri
biyolojik fonksiyonlar1 diizenledigi i¢in belirli interaktomlar: anlamak son derece 6nemlidir.
Son yillarda protein-protein etkilesimlerini tespit etmek igin bir takim yaklagimlar
gelistirilmistir. Bu yaklasimlar kabaca ti¢ gruba ayrilabilir: in silico, in vivo ve in vitro . Her
grup birgok farkli teknolojiye sahiptir. In silico yontemleri metin madenciligi ve hesaplama
analizlerinden olusan bilgisayar simiilasyonu ile gergeklestirilir. In vivo yontemler arasinda
maya ikili hibrid (Y2H), protein fragmani tamamlama deneyi (PCA) ve memeli protein-protein
etkilesimi tuzagi (MAPPIT) bulunur. In vitro yontemlerde, deneyler canli bir organizmanin
disindaki kontrollii bir ortamda gergeklestirilir ve tandem afinite saflagtirma kiitle
spektroskopisi (TAP-MS), protein mikroarray ve liiminesans bazli memeli interactome
(LUMIER) gibi yontemler igerir[33].

Interaktom analizi, biiyiik dlcekte biyolojik molekiiller arasindaki etkilesimlerin bir

calismasidir. Protein etkilesiminin yliksek verimli eslemesi, organizmalarin protein
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etkilesiminin genis ¢apta arastirilmasini saglar. Sonugta ortaya ¢ikan proteom ¢apinda protein

etkilesimi haritalarina protein aglar1 denir[34].
2.4. Ag Tabanh Yaklasimlar

Ag biyolojisi olarak adlandirilan ag tabanli sistem biyolojisi, farkli biyomolekiiler aglar
calisabilmektedir ve matematik, bilgisayar bilimi ve biyoloji gibi kavramlari biraraya getiren
multidisipliner bir ¢caligma alanidir. Ag biyolojisinin amaci, hiicresel mekanizmalarin genler,
proteinler ve metabolitler arasindaki sebekelerden kaynaklanan biyolojik fenotipleri nasil
sagladigin1 aragtirmaktir. Ag biyolojisindeki hizlandirilmis buluslar, hiicresel mekanizma
anlayisimizi gelistiren yiiksek verimli verileri analiz etmek ve bdylece biyoinformatik

calismalarda 6nemli miidahaleleri kolaylastirmak i¢in degerli akis semalar1 sunar[35].

Genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik igeren omik araglar ve ag temelli
yaklagimlar sayesinde karmasik hastaliklar tizerine ¢alisan arastimacilar geleneksel
tekniklerden sistem biyolojisi yontemlerine yonelmektedir. Her ne kadar deneysel biyolojiyi,
yani molekiiler biyolojiyi ve genetigi igeren geleneksel biyotip, hastaliklarin molekiiler
mekanizmalarii vurgulamak i¢in 6nemli ilerlemeler saglamis olsa da, bu deneysel yontemler,
tek tek genlerin ve proteinlerin, karmagik hastaliklarin mekanizmalarini aydinlatmak igin yeterli

olmayan rollerini arastirmaya dayanmaktadir[36].

Ag tabanli sistemler biyolojisi, birkag bilesen arasindaki dogrusal olmayan etkilesimleri
yorumlamak ve hiicresel aglarin dinamik yapisini analiz ederek fenotipik degisiklikleri ayirt
etmek igin yeni yaklagimlar sunar. Ayrica, hiicresel yolaklarin ve aglarin belirlenmesi ve

cevresel degisikliklerin bunlara etkileri yoluyla karmagik hastaliklari aydinlatmaktadir [37].

Ag tabanli yaklasimlar ¢ok faktorlii hastaliklara 6nemli biyolojik Ongoriiler saglar.
Biyolojik fonksiyonlar1 anlamak i¢in ilk adim bir agin topolojik analizidir. Diiglimler, kenarlar,
yerel yapilar (yani motifler ve modiiller) ve bir agin genis capli yapilari dahil olmak tizere
topolojik 6zellikleri, hastalikla iligkili genleri / gen iirlinlerini ve alt aglari tespit etmek i¢in paha
bicilmez veriler saglar. Ayrica, ag tabanli yaklasimlar aday ila¢ hedeflerini ve karmasik

hastaliklarin tedavisi i¢in ilag kombinasyonu sunmaktadir[38].
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Ag biyolojisine dayanan kanser tedavileri, umut verici bir¢ok klinik uygulanabilirlige
sahiptir. Ozellikle, merkez molekiilleri (yiiksek oranda baglanmus diigiimler) bir hastalik aginda
biyobelirtegler olarak gorev yapabilir ve kanser hiicrelerinin kosullarinin merkez
molekiillerinin diizensizligi tarafindan yonetildigi 6ne siiriilmistiir. Hiicresel aglarin ve merkez
molekiillerin analizi, kanserin erken asamalarim1 ayirt etmek, yeni ilag hedeflerinin
belirlenebilmesi ve tani biyobelirteclerinin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Tek molekiil
hedefli tedavilerin bazi sinirlamalar1 vardir, ¢linkii biyolojik aglar kanser hiicrelerinde ortaya
¢ikan bir¢ok hastalik modiiliinii ierir. Ek olarak, ¢oklu hedefli kanser tedaviler optimal degildir
¢linkii aglarin yapisi dinamiktir ve homeostazi korumak i¢in uyaraci molekiile bagli olarak
degismektedir. Ag tabanli biitiinlestirici stratejiler, bir agin durumlarin1 degistiren yeni
merkezler gibi belirli aract molekiilleri hedef almak i¢in en elverisli yontemdir. Bu nedenle, bu
yontemler 6zellikle merkezleri hedef alan ve ana hastalik modiillerini bozan klasik tedavilerin

etkinligini artirabilir [39].
2.4.1.Protein-Protein Etkilesimi

Interaktomlarinin  deneysel haritalanmasindaki zorluklar ve sinirlamalar, protein
fonksiyon agiklamasi ve PPl aglarimi iretilebilmesi i¢in protein-protein etkilesimlerinin in
silico olarak tahminlenmesini zorunlu kilmistir. Protein-protein etkilesimlerinin in silico
kestirimi, iki proteinin etkilesip etkilesmedigini belirlemek i¢in ikili bir siniflandirma
problemidir[40]. Bir protein-protein etkilesim agi, veri kiimelerinde bulunan diigiimler
arasindaki iliskileri temsil etmenin bir yoludur. Genleri, proteinleri, kii¢iikk molekiilleri veya
modellenmekte olan sistemde etkilesime girebilecek herhangi bagka bir varligi temsil eden bu
diiglimlerin etkilesimin dogasin1 temsil eden kenarlarla baglandigi bir grafik olusturulur.
Diigiimler ve kenarlar cesitli niteliklere ve aciklamalara sahip olabilir. Caligmanin yapisina
bagl olarak, etkilesimler deneysel olarak belirlenebilir fiziksel ve kimyasal etkilesimler,
genetik diizenleyici etkilesimler veya diigiimleri birbirine baglayan diger bazi ortak 6zellikler
gibi daha yiiksek dereceli iliskiler olabilir. Kenarlar, diigiimler arasindaki bu etkilesimleri
temsil eder ve bilgi mevcut oldugunda, kenarlar etkilerin hiyerarsisi hakkinda bilgi saglayan

yonlere ve agirliklara sahip olabilirler[41].

Kanser, ¢coklu sinyal aglarinin diizensizliginden kaynaklanan ¢ok faktorlii bir hastaliktir.

Bu nedenle, kanserdeki altta yatan sinyal ag1 degisikliklerinin belirlenmesi sadece
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karsinojenezin molekiiler mekanizmasini ortaya ¢ikarmak i¢in degil, ayn1 zamanda tani,
prognoz ve tedavi stratejilerinde uygulanabilen sinyalleme aglarinin kansere 6zgli imzasini
smiflandirmak i¢in de gereklidir[42][43]. Kanser aglar1, 6l¢eksiz aglar olarak tanimlanmistir ve
cok sayida etkilesimciye bagli bir merkez noktalar1 6nemli rol oynar. Kanserle iligkili aglarin
merkezleri, kanser tanisal belirteclerine, prognostik belirteclere ve ayrica potansiyel terapdtik
hedeflere uygulama sunabilir. Bu nedenle, merkez proteinlerin tanimlanmasi, ilag kesfi igin
umut verici bir strateji olusturmaktadir. Merkez proteinlerinin diger bir énemi, bu merkez
noktalar1 biyobelirteg olarak potansiyel hedef olusturur, bu nedenle merkez molekiilii

hedeflemek, kanser tedavisinin etkinligini arttirmada etkili bir yol olmaktadir[39].
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi
Bu ¢alisma tanimlayici bir arastirmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Tez arastirmasi Eyliil 2018 tarihinde literatiir tarama ile baglamis olup; Dokuz Eyliil
Universitesi Onkoloji Enstitiisii Translasyonel Onkoloji ABD’da Temmuz 2019 tarihinde

tamamlanmustir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

SRA veri tabanindan ulasilan DLD1 kolorektal hiicre hattindan {iretilen ana DLD1 hiicre
hatti, DLD1 hiicre hattindan soft agar colonies ve colonospheres ile tiirevlendirilen mezensimal
benzeri hiicre hatlar1 ve ksenograf akciger metastasindan tiiretilmis olan 4 6rnek arastirmanin

orneklemini olusturmaktadir.
3.4. Cahisma Materyali

Veri seti, serbest kullanima agik biiyiik veri portali olan GEO’dan kolorektal kanseri
hiicre hattinda ¢alisilan ham RNA sekans verisi olarak ¢ekilmistir (SRX2026295).

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Kolorektal kanseri iizerinde RNA sekans verisi i¢indeki metastatik hiicre hatt1 bagimh

degisken, DLD1 bir hiicre hatt1 tizerinde kullanilan diger veriler bagimsiz degiskenlerdir.
3.6. Veri Toplama Araglari
3.6.1. Ham Transkriptom Veri Portallar

Uretilen ham transkriptom verileri, biiyiik veri portallarinda agik erisimli olarak
calismacilara ulastirilmaktadir. NCBI (National Center Biotechnology Instute)’in altindaki
SRA, GEO, EMBL(European Molecular Biology Laboratory) ‘nin ¢atis1 altinda ENA ve

ArrayExpress veri arsiv tabanlarindan ham transkriptom verilerine ulasilabilmektedir.
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3.6.1.1. Sequence Read Archive (SRA)

SRA, tekrarlanabilirligi arttirmak ve veri setlerini karsilastirarak yeni kesiflere izin
vermek i¢in arastirma toplulugu tarafindan biyolojik sira verilerini kullanilabilir hale getirir.
SRA, Roche 454 GS Sistemi®, Illumina Genome Analyzer®, Applied Biosystems SOLiD
System® dahil, yiiksek verimli siralama platformlarindan ham siralama verilerini ve hizalama

bilgilerini saklar(Sekil 1)[44].

S NCBI  Resources (™ How To (9 Sign in to NCBI
SRA T —
Advanced Help

SRA

| Sequence Read Archive (SRA) makes biclogical sequence data available to the research community to enhance reproducibility

and allow for new discoveries by comparing data sets. The SRA stores raw sequencing data and alignment information from
high-throughput sequencing platforms, including Roche 454 GS System@ ina Genome Analyzer®, Applied Biosystems
SOLID System®, Helicos Heliscope®, Complete Genomics®, and Pacific Biosciences SMRT®.

Getting Started Tools and Software Related Resources
How to Submit Download SRA Toolkit Submission Portal

Log in to SRA (for updating and troubleshooting submissions) SRA Toolkit Documentation Trace Archive

Log_in to Submission Portal (for submitting sequence data) SRA-BLAST dbGaP Home

SRA Documentation SRA Run Browser BioProject

Dowmnload Guide SRA Run Selector BioSample

SRA Fact Sheet (.pdf)

Sekil 1. Sequence Read Archive anasayfasinin goriiniimii

3.6.1.2. The European Nucleotide Archive (ENA)

The European Nucleotide Archive (ENA), ham dizileme verilerini, dizi birlestirme
(assembly) bilgisini ve islevsel aciklamalar1 kapsayan, niikleotid dizileme bilgi kayitlarini

kapsamli bir sekilde sunar (Sekil 2) [45].
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EMBL-EBI

Services = Research | Training | About us

|

Home . Search & Browse | Submit & Update | Software | About ENA | Support

European Nucleotide Archive

The European Nucleotide Archive (ENA) provides a comprehensive record of the world's nucleotide sequencing information,
covering raw sequencing data, sequence assembly information and functional annotation. More about ENA

Access to ENA data is provided though the browser, through search tools, large scale file download and through the API.

Text Search

Examples: BNO00085, histone

search

Advanced search

Sequence Search

Enter or paste a nuclectide sequence or accession number

EBNODDDSS. histane Advanced

o o 0o 0 0 0 0

SEauEns

Popular

Submit and update

Sequence submissions

Genome assembly submissions
Submitting environmental sequences
Citing ENA data

Rest URLs for data retrieval

Rest URLs to search ENA

Latest ENA news
15 Apr 2019: Release 139 of ENA's assembled/annotated

Release 139 of assembled/annctated...

Sekil 2.The European Nucleotide Archive veri portalanin anasayfasinin goriintimii

3.6.1.3. ArrayExpress

ArrayExpress, fonksiyonel genomik veri arsivi , yliksek verimli fonksiyonel genomik

deneylerinden elde edilen verileri depolar ve bu verileri arastirma topluluklar1 ig¢in yeniden

kullanimin1 saglar. ArrayExpress, biiyiik bilimsel dergilerin, fonksiyonel genomik verileri

mikroarray ve siralama platformlarindan arsivlemek igin tekrarlanabilir arastirmalari

desteklemek i¢in tavsiye ettigi depolardan biridir. Deneyler dogrudan ArrayExpress'e gonderilir

veya NCBI Gene Expression Omnibus veritabanindan alinir. Yiiksek verimli siralamaya dayali

deneyler i¢in ham veriler Avrupa Niikleotit Arsivi (ENA)'ne aktarilir, deney tanimlar1 ve

islenen veriler ArrayExpress'te arsivlenir (Sekil 3) [46].
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# EMBL-EBI % Semvices 2 Research A Training ©® Aboutus EMBL-EBI Hinxton

@ ArrayExpress q

Examples: E-MEXP-31, cancer, p53, Geuvadis 9 advanced search

Submit About ArrayExpress Contact Us # Login

ArrayExpress — functional genomics data 2 Data Content
Updated today at 03:00

ArrayExpress Archive of Functional Genomics Data stores data from high-throughput functional

genomics experiments, and provides these data for reuse to the research community. * 72068 experiments
« 2388358 assays
« 54 46 TB of archived data

@ Browse ArrayExpress

& Latest News

21 May 2019 - Upcoming Downtime: ArrayExpress submission system will be unavailable on Thursday 30 May 2019

Due to essential maintenance, we'll have to shut down the ArrayExpress submission tool Annotare on Thursday 30 May. Unfortunately, uptime of ArrayExpress may
also be affected.

We would like to ask submitters to log out of Annotare before the maintenance period, and return after the weekend to continue with your submission. All information
entered and files uploaded in Annotare are automatically saved, so rest assured that nothing will be lost

We hope to keep the downtime to a minimum and hope to return to our normal service again from 31 May 2019. Follow our Twitter feed for real-time updates. Sorry for
any inconvenience this may cause.

Sekil 3. ArrayExpress genomik veri arsivinin anasayfa goriinimii

3.6.1.4. DDBJ Sequence Read Archive (DRA)

DDBJ Sequence Read Archive (DRA), Roche 454 GS Sistem®, Illumina Genome
Analyzer®, Uygulamali Biosystems SOLiD® Sistem ve digerleri dahil olmak iizere yeni nesil
dizileme makineleri tarafindan iiretilen ¢ikt1 verileri i¢in bir arsiv veritabanidir. DRA,
Uluslararas1 Niikleotid Sira Veri Tabam Isbirligi (INSDC) iiyesidir ve verileri NCBI Sira
Okuma Arsivi (SRA) ve EBI Sira Okuma Arsivi (ERA) ile yakin bir isbirligi i¢inde arsivler
(Sekil 4) [47].
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28 May 2018 | Announcement

1000 Genomes datassts are available at our
ftp

The 1000 Genomes datasets copied from NCBI fip are

available at DDBJ fip. 1000 Genomes datasets are .....

NIG SuperComputer Partners

MIG SuperComputer f Avmameama awarieTE
3 B e ST

DDB! Information

L UL
Training
JBlporcal
DDEJ on Twitter [ NBDC
DDBJ on facebook 3 -
DDBJ on Youtube [ 2 E)R‘C“LS

DDEJ on GitHub ()

PDBj

DDEJ on Google Drive &

Sekil 4. DNA Data Bank of Japan Sequence Read Archive anasayfa gortiiniimii

3.6.2. Yeni Nesil Sekanslama Teknolojilerinde Veri On isleme Adimlar:
3.6.2.1. Veri On Isleme Yazilim Ortamlary

Elde edilen veya veri tabanlarindan indirilen islenmemis transkriptom verileri 6n igleme
analizi araglar1 Linux-Ubuntu isletim sistemi {izerinde ¢alisacak sekilde gelistirilmistir(Sekil 5).
Bilgisayar ortaminda genel olarak dort farkl sekilde bu yazilim ortami olusturulabilir ve gerekli
araglar calistirilabilir. Sadece Linux ortami ile veya Windows kullanimindan vazge¢mek

istemeyenler i¢in alternatif yontemler bulunmaktadir.
-Bilgisayara Linux-Ubuntu isletim sisteminin kurulmasi ile araglar kullanilabilir.

-Windows isletim sistemi i¢inde sanal makine (Virtual Machine) uygulamasi kurularak

kullanilabilir.
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-Windows ve Linux-Ubuntu isletim sistemleri ayn1 makineye kurularak ¢ift isletim

sistemi (dual boot) kullanilabilir.

-Son yontemde Windows 10 magazasindan Ubuntu uygulamasi kurularak veri 6nisleme

araclar1 kullanilabilir.

Terminal

File Edit View Search Terminal Help
best@the-best:-5% D

Sekil 5. Linux-Ubuntu terminal ekrani goriintimii

3.6.2.2. SRA-downloader programu / ftp sitesi

Bu ara¢ yardimiyla ham veri indirilmektedir, ayrica SRA, DDBJ gibi portallarin .ftp

siteleri tizerinden de veriler ¢ekilebilmektedir.
Aracin kurulmast i¢in gerekli kod;

>> sudo apt install sra-toolkit
Indirme islemi igin;

>> wget ftp://ftp-trace.ncbi.nih.gov/sra/sra-
instant/reads/ByRun/sra/SRR/SRR403/SRR5004/SRR4035004.sra

Ardindan indirilen veri .sra tliriinden .fastq formatina gevrilir (Sekil 6).
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ftp://ftp-trace.ncbi.nih.gov/sra/sra-instant/reads/ByRun/sra/SRR/SRR403/SRR5004/SRR4035004.sra
ftp://ftp-trace.ncbi.nih.gov/sra/sra-instant/reads/ByRun/sra/SRR/SRR403/SRR5004/SRR4035004.sra

>> fastg-dump -A

Makine ID

SRR4035004.sra

i indeks
Akis Hiicresi
Barkod | Yol Sekanslan

E AT say

Sekans |

+
/ N
Temel Kalite

Skoru

254198 Cl 5§1101:2169:1525| 1:N:0JATTACTCG+TATAGCCT

AGAACAAAGGT TTGTTGTGAC
+

AAAFAFAJIIJIFI311333313IFJ3IF1IIIFFIIIFTIFAI<IAF]
198: :5:1101: b | N:ZO:ATTA
NGTCCAGTAAATCCAGCTTCTTCTTCTTCCTGGGGTGAAGAGAACGCTTT
+
SAAAFF<-~FJJFJJJJJJJJJJJIFIIAIITFIII-AIIIIFIINIIII
©K00254:98: HHCTCBBXX:5:1101:3650:1525 1:N:0:ATTACTCG+TATAGCCT

NACAATGGTTCAGGGCACCTCGOGCAAGAGCCAGGTCCTCTGAGTTTTGC
+

Sekil 6. RNA sekans ham veri dosyasinin .fastq uzantili formu

3.6.2.3. Kalite Kontrol — FastQC

On isleme adimlarmin ilki okuma pargalarmnin kalite kontrol adimidir. Bu adimda PCR

>>sudo apt install fastqc

amplifikasyonundan veya bol transkriptlerden kaynaklanan RNA-Seq veri kiimesinde bulunan
diisiik kaliteli esitlikleri kaldirir [48].Bu kalite kontrol islemini gergeklestirirken kullanilan
programlar arasinda FastQC en az islem gerektirenidir. Ham fastq dosyalarin1 girdi olarak kabul
eder ve sirali kalite kontrol metrikleri {iretir. FastQC aracina 6zgii olan, ham okumalardaki k-

mer ve adaptor dizilerini de tanimlar (Sekil 7) [49].
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Sekil 7.FastQC programinda veri girisi yapildiktan iy1 ve kotlii okunmus olan okuma
parcalarinin grafiksel olarak degerlendirilme ekrani

3.6.2.4. Budama - Sickle (Trimming)

Modern dizi teknolojilerinin ¢ogu, 3' ucuna ve bazilart 5' ucuna dogru kalitesi diisen
okuma parcalar {iretir. Her iki bolgedeki yanlis olarak adlandirilan bazlar birlestirmeleri,
haritalamay1 ve biyoinformatik analiz akisini olumsuz yonde etkiler. Sickle, yatay takipte kalite
ve uzunluk esiklerinin yani sira kalitenin okunan 3' ucunu kesmek i¢in yeterince diisiik olup
olmadigini belirlemek ve ayni zamanda kalitenin okunan 5' ucunu kesecek kadar yiiksek olup

olmadigini belirlemek igin kullanan bir aragtir [50].
3.6.2.5. Adaptior Temizleme - CutAdapt

CutAdapt okunan transkriptom parcalarinda yer alan adaptorleri temizlemek igin
kullanilmaktadir. CutAdapt tek bir kerede birden ¢ok adaptorii arayabilen ve en uygun olani
temizleyebilen bagimsiz bir aractir. Okumalarin tek yonden yada ¢ift yonden yapilisina gore

CutAdapt kodu farklilik gostermektedir. Eger ¢ift yonlii okuma gergeklestirildiyse iki adaptor

23



bolgesi tanimlanmalidir. Dizinin adaptor bilgisi FastQC programindan veya verinin indirildigi

portal tizerindeki agiklamalardan 6grenilebilir [51].

>> sudo apt install cutadapt
Tek yonlii adaptor bolgelerini temizlemek igin;

>> cutadapt -a AACCGGTT -o output.fastq input.fastq
Cift yonlii adaptor bolgelerini temizlemek igin;

>>cutadapt -a TGAGACACGCA -A AGGCACACAGGG -0 outputl.fastg —p
output2.fastq inputl.fastq input2.fastq

3.6.2.6. Bowtie2 - Indeksleme

Bowtie2, dizileri (aligned reads) uzun referans dizilerine hizalamak i¢in ultra hizli ve
bellek agisindan verimli bir aragtir. Ozellikle uzun (6rnegin, memeli) genomlarmi hizalamakta
basarihidir. Adaptorlerinden temizlenen okuma parcalarinin referans bir genom veya
transkriptoma hizalamasi1 gerekmektedir. Hizalanma yapilabilmesi i¢in referansa ihtiyag

duyulmaktadir [52].

Glinlimiizde homo saphiens i¢in en yeni referans hg38 olmasina ragmen 6ncesinden beri
gelen caligmalarda genellikle en yaygin kullanima sahip olan hg19 referansi alindigindan dolay:
hg38 referansina ge¢cmekte giiclilk yasanmaktadir. Tiim bunlarin yani sira referans se¢iminde
caligmanin hangi RNA tipini incelediginde Onemlidir. Total RNA (cdna,cds,ncrna vb.
ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-86/fasta/homo_sapiens/) ¢alismalarinda biitiin  bolgelerin

incelenmesi istendigi i¢in tiim dosyalarin birlestirilerek referans olarak verilmesi
gerekmektedir. Fakat spesifik ¢alismalarda tek bir referans ile ¢alismalar yiirtitiilmektedir [52].
Cesitli bioinformatik araglarindan yararlanilarak hizalama islemi gerceklestirilebilir fakat
burada donanimsal gereksimlerden dolay1 baz1 araglar kullanilamayabilir. Ornegin; STAR aract

icin memeli hizalamasinda en az 16GB ram gerekmektedir [53].
Total RNA ¢alisabilmek i¢in tek dosya altinda verileri birlestirme;
>> cat ref-genom/*.fa > genomes.fa
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Bowtie2 indeks veritabani olusturma;
>>powtie2-build genomes.fa hsa
Bowtie2 eslemesi;

>>powtie2 -x hsa -1 cutadaptoutputl.fastq -2 cutadaptoutput2.fastg -U
SAMPLE_single_reads.fastq -S SAMPLE.sam

3.6.2.7. Samtools

SAM (Sira Hizalama / Harita) formati, biiyiik niikleotit sekans hizalamalarini
depolamak i¢in genel bir formattir. SAM, su sekilde bir format olmay1 hedeflemektedir. Cesitli
hizalama programlar1 tarafindan olusturulan tiim hizalama bilgilerini depolayacak kadar
esnektir. Hizalama programlari tarafindan kolayca olusturulabilecek veya var olan hizalama
formatlarindan kolayca doniistiirebilir. Dosya boyutunda kompakt; hizalamadaki islemlerin
cogunun, tim hizalamay1 bellege yiiklemeden bir akis iizerinde g¢alismasina izin verir.
Hizalanan tiim okumalar1 verimli bir sekilde almak i¢in dosyanin genomik pozisyona gore

indekslenmesine izin verir.
>>sudo apt install samtools
.Sam->.bam doniisiimii i¢in;
>>samtools view -b -S SAMPLE.sam > SAMPLE.bam
.Bam dosyasin1 siralama
>> samtools sort SAMPLE.bam -0 SAMPLE_sorted.bam
3.6.2.8. Tophat - Haritalama

TopHat, RNA sekans deneylerinden elde edilen okuma parcalarin1 bosluksuz u¢ uca

ekleyerek calisan bir hizalayan bir 6nisleme aracidir [54].
Kurulmasi igin;

>>sudo apt install tophat

25



Hizalama islemi i¢in;
>>tophat hsa file_name.fastq
3.6.2.9. Salmon

Salmon, RNA seq verisini kullanarak transkriptlerin ifadesini 6lgmek icin gelistirilmis
bir aractir. Salmon, ¢ok hizli ve ¢cok az bellek kullanirken dogru ifade tahminleri saglamak igin
yeni algoritmalar (0zellikle yar1 haritalama kavramini iki asamali bir ¢ikarim prosediirii ile
birlestirerek) kullanir. Salmon, ¢ikarimini, ger¢gek RNA sekans verilerinde yaygin olarak
gbzlemlenen deneysel nitelikleri ve dnyargilar1 hesaba katan, eksprese edici ve gergekei bir

RNA sekans verisi modeli kullanarak gergeklestirir. [55].
>>sudo apt install salmon
>>salmon index -t hsa.fa -i hsa_index
Program Onisleme siirecinin sonunda okuma pargalarini lgmiis olacaktir.

>>salmon quant -t hsa.fa -1 A -a countl.bam -o countl_tpm

26



3.7. Arastirma Plan1 ve Takvimi

ZAMAN
Eylii | EKi | Kasim | Aralik | Aralik| Subat- | Nisan- | Temmuz
Yapilacaklar I m | 2018 | 2019 - Nisan | Hazira| 2019
201812018 Subar | 2019 | n 2019
2019

Literatiir arastirmasti
ve on hazirligin
yapilmasi X X
(Gerekli izinlerin
alinmasi )

Data portallarindan
veri tespiti ve verilerin
kaydi

Verilerin analizi ve X X
degerlendirilmesi

Yiiksek Lisans Tezinin
yazilmast

Tez Savunma sinavi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
3.8.1. EdgeR

EdgeR siitunlari bagimsiz kiitiiphanelerden ve satirlari genlerden olusan okuma
parcalarinin sayim verilerinin bulundugu bir tablo iizerinde analiz yapmaktadir. Bu sayimlar,
her bir gene hizalanan toplam okuma sayisin1 temsil eder. EdgeR, verileri DGEList olarak
adlandirilan basit bir liste tabanli veri nesnesinde saklar. R'daki herhangi bir liste gibi

islenebildiginden bu tiir bir nesnenin kullanimi tercih edilir[56].

Tiim kiitiiphanelerde sayilar1 ¢cok diisiik olan genler, diferansiyel ifade i¢in ¢ok az kanit
saglar. Biyolojik bakis acgisina gore, bir genin bir proteine ¢evrilmesi veya biyolojik olarak
onemli olabilmesi i¢cin minimum diizeyde ifade edilmesi gerekir. Genel bir kural olarak,

ornekler arasindaki kiitiiphane boyutlarindaki farkliliklar: hesaba katilamadigindan dogrudan
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okuma pargalarimin sayilarini filtrelemek yerine milyon basina sayimi1 (CPM) ile filtrelemelidir.

Bu kavramda 1 CPM en kiigiik 6rnekteki yaklasik 6-7 sayim verisine karsilik gelmektedir [56].

Normalizasyonun amaci, normalize edilmis okuma sayimlarmin gercek ifade
degerlerinden farkini sunmak ig¢indir. Okuma sayimlar1 arasindaki iligski ne kadar diizgiin ise

normalizasyon o kadar dogrudur [57].
3.8.2. Gen Seti Zenginlestirme Analizi (GSEA)
3.8.2.1. DAVID

The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) web
tizerinden acik erisimli fonksiyonel anotasyon bilgi bankasidir. DAVID, arastirmacilara genis
bir gen listesinden biyolojik anlami anlamalarini saglayan kapsamli islevsel agiklamalari
sunmaktadir. GO terimleri, islevsel acidan iliskili gen gruplari, kiimelenmis anotasyon
terimleri, genlerin BioCarta& KEGG yolak haritalarinin gorsellestirilmesi, genlerle iligkili olan

terimlerin gosterilmesi gibi amaglarla kullanilmaktadir (Sekil 8) [58].

28



DAVID Bioinformatics Resources 6.8

Laboratory of Human Retrovirology and Immunoinformatics (LHRI)

Home | Start Analysis | Shortcut to DAVID Tools | Technical Center | Downloads & APIs | Term of Service | Why DAVID? | About Us

*** Welcome to DAVID 6.8 ***
*** If you are looking for DAVID 6.7, please visit our development site. ***

Shortcut to DAVID Tools Recommendmg: A paper published in Nafure Protocols describes step-by-step procedure to use DAVID!

Functional Annotation Welcome to DAVID 6.8
| Search
Gene-annotation enrichment analysis, functional
e e 2003 - 2019 What's Tmportant in DAVID?
match, ID translation, literature match and more

The Database for Annotation. Visualization and Cite DAVID

Gene Functional Classification - - N Cite DAVID

y Integrated Discovery (DAVID ) v6.8 comprises a full IDs of Affyy Exon and Gene arrays supported

rapid means to reduce large lists of

orctionally related groume of gents o Knowledgebase update to the sixth version of our oniginal

Novel Classification Algorithms

h-|p unravel the bickgical content captured by web-accessible programs. DAVID now provides a Pre-built Affvmetrix and [llumina
hilthioshemEReshasiogesJHuce comprehensive set of functional annotation tools for (e o

investigators to understand biological meaning behind 0 UEcismremrre] gene background
Convert list of gene ID/accessions to others of large list of genes. For any given gene list, DAVID tools « Enhanced calculating speed

your choice with the most comprehensive gene are able to:

Sccamsone I the. it can sise be Jevermined Statistics of DAVID

semi-automatically. More

& Identify enriched biological themes. particularly GO DAVID Citations (2003-2018)

terms 5018

Display gene names gene list; Search

in your list or not B Discover enriched functional-related gene groups
+ Deep li ed detailed

information. More ® Cluster redundant annotation terms

& Visualize genes on BioCarta & KEGG pathway

maps
E Display related many-genes-to-many-terms on 2-D

view.
& Search for other functionally related genes not in the

list
& List interacting proteins I
E Explore gene names in batch
& : L o L, = (1

Link gene-disease associations

ik g 5 . ] ) 03040500 0809101112131415151718
& Highlight protein functional domains and motifs

Sekil 8. The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery anasayfa
gorunumu

3.8.2.2. KEGG

Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi (KEGG), gen fonksiyonlarin1 gen ve molekiiler
etkilesimlerin sistematik analizini sunan bilgi tabanidir. KEGG bilinen metabolik yollarin
cogunu ve bilinen diizenleyici yollarin bir kismini igeren biyokimyasal yollarin grafik
diyagramlarindan olusan web tabanli acgik erisimli yolak veritabanidir. KEGG, biitiin genom
dizisinden biyokimyasal yollarin yeniden yapilandirilmas: ve gen ifade profillerinden gen

diizenleyici aglarin 6ngoriilmesi gibi ¢esitli hesaplama araglar1 gelistirmekte ve saglamaktadir
(Sekil 9) [59].
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Sekil 9. Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi anasayfa goriinmii

3.8.2.1. Gen Ontoloji (GO)

Gen Ontolojisi projesi, genlerin ve gen iriinlerinin iglevleri hakkinda hesaplanabilir
bilgi icin su anda mevcut olan en kapsamli kaynagi sunmaktadir. Bu adima kadar yapilan
analizler sonucunda tanimlanan proteinlerin molekiiler agcidan fonksiyonlari, hiicresel bilesen
olarak hiicredeki yeri ve biyolojik siireclerdeki rolleri; biyoinformatik bir arag olan GO
kullanilarak belirlenmistir. GO, gen ontoloji konsorsiyumu tarafindan olusturulmus ¢evrimigi

bir veri tabanidir (http://geneontology.org/). RNA sekans analizleri sonucunda elde edilen gen
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ve gen Uriinleri GO analizleri ile molekiiler, biyolojik ve hiicresel acidan gruplara ayrilarak

kategorize edilmistir (Sekil 10) [60].
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ranging from the molecular to the organism level, across the multiplicity of species in the tree of life.

The Gene Ontology (GO) knowledgebase is the world's largest source of information on the functions of genes. This
knowledge is both human-readable and machine-readable, and is a foundation for computational analysis of large-scale
molecular biology and genetics experiments in biomedical research.

biological process

© Any ® Ontology ® Gene Product Hint: can use UniProt ID/AC, Gene Name, Gene Symbols, MOD IDs

v

& GUIDES

The network of biological classes describing Statements, based on specific, traceable Tools to curate, browse, search, visualize
the current best representation of the scientific evidence, asserting that a specific and download both the ontology and
“universe” of biology. The molecular gene product is a real exemplar of a annotations. Bioinformatic Guides
functions, cellular locations, and processes particular GO class. (Notebooks) and simple APl access to
gene products may carry out. integrate GO into your research

Sekil 10. Gen Ontoloji anasayfa goriiniimii

3.8.2.2. STRING

Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins System (STRING) veri
tabani, dolayli (islevsel) protein etkilesimlerin yani sira dogrudan (fiziksel) protein-protein
etkilesimlerinin degerlendirmesini ve entegrasyonunu saglayan bir veri tabani olup, bu veri

tabanina http://string-db.org/ adresinden ulasilabilmektedir (Sekil 11) [61].

Transkriptom analizleri sonucunda metastatik olan hiicre hatti ve metastatik olmayan
hiicre hatlar1 arasinda farkli ekspresyon seviyelerine sahip olan proteinlerin, birbiri ile olan
iligkilerinin belirlenmesinin yani sira, kolorektal kanserinde mestastaz olusumu ile olasi
iliskilerinin belirlenmesi STRING yazilim sistemi sayesinde yapilmistir. STRING analizleri ile

hastalik ile iliskili olabilecek tiim proteinlerin etkilesimleri tek bir harita {izerinde gosterilmistir.
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Sekil 11. STRING anasayfa goriiniimii

3.8.2.3. cBioPortal

CBioPortal for Cancer Genomics ( http://cbioportal.org ), cok boyutlu kanser genomik

verilerini aragtirmak, gorsellestirmek ve analiz etmek i¢in olusturulan web portalidir. Portal,
kanser dokularindan ve hiicre ¢izgilerinden molekiiler profil verilerini kolayca anlasilabilir
genetik, epigenetik, gen ekspresyonu ve proteomik olaylara indirgemektedir. Ozellestirilmis
veri depolama ile birlestirilen sorgu arayiizili, aragtirmacilarin 6rnekler, genler ve yollar
arasindaki genetik degisiklikleri etkilesimli olarak kesfetmelerini ve temel verilerde mevcut
oldugunda bunlar klinik sonugclarla iligkilendirmelerini saglar. Portal, coklu platformlardan gen
seviyesi verilerinin grafiksel 6zetlerini, ag gorsellestirme ve analizini, hayatta kalma analizini,

hasta merkezli sorgular1 ve yazilim programli erisimini saglar (Sekil 12) [62].
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Sekil 12. cBioPortal anasayfa goriiniimii

3.8.2.4. PathfindR R paketi

PathfindR, aktif alt aglar1 kullanan yol zenginlestirme analizi i¢in bir aragtir.
Kullanicinin sagladigi genlerin listesini kullanarak protein-protein etkilesim aginda aktif alt
aglar olusturan gen kiimelerini tanimlar. Tanimlanan gen setlerinde yol zenginlestirme
analizleri gerceklestirir. Pathview R paketini kullanarak, kullanici verilerini zenginlestirilmis
yollarda eslestirir ve haritalanmig genlerle yol diyagramlari olusturur. Zenginlestirilmis yollarin
cogu genellikle biyolojik olarak iliskilidir, pathfindR, bu yollar1 kiimelemek ve kiimelerdeki

temsili yollar1 tanimlamak i¢in islevsellik sunar [63].
3.8.3. Molekiiler Doklama

CD44 X-1s1n1 kristali yapisal koordinatlari, Protein Data Bank'tan temin edilmistir [64].
CD44 makromolekiil sablonu olarak 4MRD.PDB (2.55 A ¢oziiniirliik) dosyas: kullanilmistir.
In silico molekiiler doklama ¢aligmalar1 PyRx-Pyron Presciption 0.8 Virtual tarama araci ve
AutoDock Vina ile yapilmistir. Ligandlarin 3D yap1 optimizasyonunu yapmak i¢in ACD / Labs
Releaase:ChemSketch'in 11.0 siirtimii kullanilmistir. Sanal tarama i¢in AutoDock Tool 1.5.6
kullanilmistir. CD44'tin (PDBid: 4MRD) ii¢ boyutlu versiyonunu gorsellestirmek icin
YASARA kullanilmistir [65]. Pozitif kontrol olan hyaluronik asit SDF formati PubChem
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Veritabanindan (CID: 24847767) alinmistir. Angstrom 6 (A6) yapisi chemsketch ile ¢izilmis
ve optimize edilmistir. Kimyasallarin baglanma bolgelerinin karsilagtirtlmasi, AutoDock Vina,
AutoDock Tool 1.5.6 [66] ile yapilmistir. Makromolekiil ve ligandlar1 minimize etmek ve
format dontistlirmek i¢in PyRx-Pyron Presciption 0.8 Sanal tarama araci kullanilmustir.
UniProt'tan ¢ikan ve makromolekiilde etiketlenen niikleotit baglanma alani, kiibik olarak
belirlenmistir. Bu alana gore, 4MRD igin, X, Y ve Z kiibik geometrisinin her bir boyutu
sirastyla 29, 28 ve 31 A olarak ayarlanmistir. Merkezi koordinatlar, X, Y ve Z icin sirasiyla
5.5460, -3.8055 ve 2.6173 olarak belirlenmistir. En 1yi molekiiler doklama degerini elde etmek

i¢in her bir analiz {i¢ kez yapilmistir.
3.9. Arastirmanin Simirhiliklar:

Arastirmada kullanilacak olan bilgisayar donanimi ve kullanilan veri tabanlarinda
bulundurulan bilgiler ile sinirlidir. Arastirmanin veri 6nisleme boliimiinde bilgisayar RAM

kisitliligindan dolay1 bazi araglar kullanilamamustir.
3.10. Etik Kurul Onay1

2018/24-18 say1l1 etik kurul onay1 ektedir.
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4. BULGULAR
4.1.Sayisal Gene Ekspresyon Verilerinin Analizi

Diferansiyel ekpresyon analizi sonucunda 45 gen asig1 regiile ve 171 gen yukari regiile
olmasi ile toplamda 216 gen diferansiyel ekspresyon geni (DEG) tespit edilmistir. Diferansiyel
ekspresyon analizi sirasinda mutlak log-fold change (JlogFC|<2.0) ve p-degeri(p-value < 0.05)
smir degerleri uygulandi. DEG’ler ile yapilan yolak analizinde en ¢ok dikkat ceken
glukuronosiltransferaz mekanizmasinda olusan farklilagsmalar olmustur. Asir1 eksprese olan
genlere bagli olusan proteinlerin ekpresyonunda meydana gelen iliskiler cBioPortal ve
STRING ile iliski analizinde ortaya konulmustur. Yolak analizi ve gene ontoloji analizi
sonuclarinda anlamli ¢ikan yolaklar benzer genleri isaret etmektedir. STRING ve cBioPortal
ile yapilan protein-protein iliski analizleri sonucunda da UGT1A ailesi iiyeleri potansiyel ilag

hedeflerini olusturmaktadir.

4.2. Gen Seti Zenginlestirme Analizi
4.2.1. Gen Ontoloji (GO) Analiz Sonuglari

DAVID ile tanimlanan metastatik ve metastatik olmayan hiicre hatlar1 arasinda farkli
ekspresyon seviyesine sahip oldugu gozlenen 216 genin her birinin molekiiler fonksiyonlari,
biyolojik proseslerdeki rolleri, hiicresel komponentleri GO analizleri ile gruplara ayrilarak

kategorize edilmistir.
4.2.1.1. Biyolojik proseslerdeki rollerine gire

GO analizinde biyolojik proses degerlendirmelerinde ilk sirada yer alan siireg
ksenobiyotik glukuronidasyondur. Ksenobiyotik glukuronidasyonu izleyen mekanizmalar
sirastyla  glukuronosiltransferaz ~ aktivitesinin ~ negatif ~ diizenlenmesi,  hiicresel
glukuronidasyonun negatif diizenlenmesi, yag asidi metabolik siirecinin negatif diizenlenmesi,
flavonoid glukuronidasyon, hiicresel glukuronidasyon olarak devam etmektedir. Biyolojik
stirecteki rollerine gore ilk 10 mekanizma ortak genler icermektedir. GO biyolojik proseste
anlamli olarak tespir edilen mekanizmalarda 6ne ¢ikan genler UGT1A7, UGT1A10, UGT1AG,
UGT1A9, UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4, UGT1AL dir (Tablo 1).
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Tablo 1. DEG'ler igin gen ontoloji biyolojik proses sonuglari

Terim PValue Genler

UGT1A7,UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
GO0:0052697~xenobiotic UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,
glucuronidation 3.68E-18 UGTI1Al
G0:1904224~negative regulation of UGT1A7,UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
glucuronosyltransferase activity 6.77E-16 UGT1A8, UGT1A3, UGT1A4, UGT1Al
G0:2001030~negative regulation of UGT1A7,UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
cellular glucuronidation 6.77E-16 UGT1A8, UGT1A3, UGT1A4, UGT1Al
G0:0045922~negative regulation of UGT1A7,UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
fatty acid metabolic process 3.03E-15 UGT1A8, UGT1A3, UGT1A4, UGT1Al

UGT1A7,UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
G0:0052696~flavonoid UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,
glucuronidation 1.24E-13 UGTI1Al
G0:0052695~cellular UGT1A7,UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
glucuronidation 9.37E-13 UGT1A8, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A1
G0:0009813~flavonoid biosynthetic UGT1A7,UGT1A10, UGT1A6, UGT1A3,
process 6.37E-10 UGT1A5, UGT1A4, UGT1A1
G0:0042573~retinoic acid metabolic UGT1A7, UGT1A9, UGT1A8, UGT1A3,
process 6.80E-09 CRABP2, UGT1Al
G0:0051552~flavone metabolic UGT1A7,UGT1A10, UGT1A9, UGT1AS,
process 1.05E-08 UGTI1AlL

UGT1A7,UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,

ACSS1, UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5,
G0:0008152~metabolic process 1.77E-08 UGT1A4, ARSJ, UGT1Al
G0:0030198~extracellular matrix LAMA2, CD44, PDGFA, TNC, NOX1,
organization 7.58E-05 ITGB6, ITGAL, SPARC

MUCS3A, ST3GAL2, MUC13,
G0:0016266~0-glycan processing  0.003836 ST6GALNAC2
G0:0042060~wound healing 0.008546 PDGFA, TNC, SPARC, TPM1
G0:0017144~drug metabolic process 0.008753 UGT1A7, UGT1A8, UGT1A1

LAMA2, SEMASA, MTSS1, OLR1, CD44,
G0:0007155~cell adhesion 0.010334 TNC, ITGB6, DSC2
G0:0006601~creatine biosynthetic
process 0.010454 GATM, GAMT
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GO0:0006789~bilirubin conjugation  0.010454 UGT1A4, UGT1Al

G0:0045939~negative regulation of
steroid metabolic process 0.010454 UGT1A8, UGT1Al

G0:0009887~organ morphogenesis  0.012489 NRP1, PDGFA, GAMT, LFNG

G0:0032675~regulation of
interleukin-6 production 0.01564 AFAP1L2, HLA-B

GO0:0051454~intracellular pH
elevation 0.0208 NOX1, CFTR

G0:0010595~positive regulation of
endothelial cell migration 0.024207 NRP1, SPARC, PROX1

G0:0030035~microspike assembly ~ 0.025933 MTSS1, FSCN1

G0:0031346~positive regulation of
cell projection organization 0.025933 LCN2, PROM2

G0O:0009804~coumarin metabolic
process 0.031039 UGT1A7, UGT1AS8

G0:0050680~negative regulation of
epithelial cell proliferation 0.03483  CDKNI1C, MAGED1, MTSS1

G0:0042167~heme catabolic process 0.036119 UGT1A4, UGT1Al

G0:0048842~positive regulation of
axon extension involved in axon
guidance 0.036119 SEMASA, NRP1

GO0:0009611~response to wounding  0.043149 NRP1, PDGFA, TNC

CCRL2, TNFRSF11A, OLR1, NOX1,
G0:0006954~inflammatory response 0.048906 ITGB6, AFAP1L2

4.2.1.1.1. Ksenobiyotik glukuronidasyon(G0O:0052697)

Anlamli ekspresyon degisimi gozlenen transkriptlerin ksenobiyotik glukuronidasyon
stirecinde yer alan dokuz geni gostermesi sonucu bu siire¢ anlamli saptanmistir. Ksenobiyotik
glukuronidasyon bir ksenobiyotik maddenin, glukuronik asidin konjiigasyonu ile
modifikasyonudur. Elde edilen glukuronosidler, ksenobiyotik dnciiliinden ¢ok daha fazla suda

¢Oziinilir haldedir ve verimli atilim saglar[67].
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4.2.1.1.2. Glukuronosiltransferaz Aktivitesinin Negatif Diizenlenmesi (GO:1904224)

Glukuronosiltransferaz aktivitesinin sikligini, oranini veya derecesini durduran, 6nleyen
veya azaltan her bir islemdir[68]. Anlaml1 ekspresyon degisimi gosteren sekiz geni gostermesi
sonucunda glukuronosiltransferaz aktivitesinin negatif diizenlenmesi siireci anlamli olarak

saptanmistir.
4.2.1.1.3. Hiicresel Glukuronidasyonun Negatif Diizenlenmesi (GO:2001030)

Hiicresel glukuronidasyonun negatif diizenlenmesi, hiicresel glukuronidasyonun
sikligini, oranini veya derecesini durduran, nleyen veya azaltan her bir islemdir[69]. Anlamli
ekspresyon degisimi gozlemlenen bu siirecte sekiz gen saptanmistir. Anlamli olarak saptanan
sekiz gen UDP-glukuronosiltransferazlar adi verilen enzimlerin hazirlanmasina yo6nelik

talimatlar veren bir gen ailesine aittir.
4.2.1.1.4. Yag Asidi Metabolik Siirecinin Negatif Diizenlenmesi (GO:0045922)

Yag asitlerini igeren kimyasal reaksiyonlarin ve yolaklarin sikligini, oranini veya
derecesini durduran, dnleyen veya azaltan her bir islemdir[70]. Ekspresyon degisimi anlamli
olarak tespit edilen bu siirecte sekiz gen saptanmistir. Anlamli olarak saptanan sekiz gen UDP-
glukuronosiltransferazlar adi verilen enzimlerin hazirlanmasina yonelik talimatlar veren bir gen

ailesine aittir.
4.2.1.1.5. Flavonoid Glukuronidasyon (GO:0052696)

Flavonoid glukuronidasyon, bir flavonoidin, glukuronik asidin konjugasyonu ile
modifikasyonudur. Elde edilen flavonoid glukuronositler 6nciil maddeden ¢ok daha fazla suda
¢coziinlirdiir. Bu stlire¢ igerisinde anlamli olarak tespit edilen dokuz gen UDP-
glukuronosiltransferazlar adi verilen enzimlerin hazirlanmasina yonelik talimatlar veren bir gen

ailesine aittir.
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4.2.1.1.6. Hiicresel Glukuronidasyon (GO:0052695)

Bir organik kimyasalin, glukuronik asidin konjugasyonu ile degistirilmesi
Glukuronidasyondan kaynaklanan maddeler, glukuronositler (veya glukuronitler) olarak bilinir

ve genellikle glukuronik asit igermeyen 6ncii maddeden ¢ok daha fazla suda ¢6ziiniir[71].
4.2.1.1.7. Flavonoid Biyosentetik Proses (GO:0009813)

Bir flavan iskeleti iceren bir fenolik tiirev grubu olan flavonoidlerin olusumuna yol agan
kimyasal reaksiyonlar ve yollardir. Anlamli ekspresyon degisimi gozlemlenen bu siiregte yedi
gen saptanmistir. Anlamli olarak saptanan yedi gen UDP-glukuronosiltransferazlar adi verilen

enzimlerin hazirlanmasina yonelik talimatlar veren bir gen ailesine aittir.
4.2.1.1.8. Retinoik Asit Metabolik Siireci (GO:0042573)

A vitamini olusturan ii¢ bilesenden biri olan retinoik asidi i¢ceren kimyasal reaksiyonlar
ve yollardir. Anlamli ekspresyon degisimi gézlenen transkriptlerin retinoik asit metabolik
stirecide yer alan alt1 geni gostermesi sonucu bu silire¢ anlamli saptanmistir. Anlamli olarak
saptanan altt gen arasinda yer alan genlerden biri hiicresel retinoik asit baglayici protein 2
(CRABP2)’dir ve digerleri UDP-glukuronosiltransferazlar adi1 verilen enzimlerin

hazirlanmasina yonelik talimatlar veren bir gen ailesine aittir.
4.2.1.1.9. Metabolik Proses (GO:0008152)

Canli organizmalarin kimyasal maddeleri dontistiirdiigii anabolizma ve katabolizma dahil
olmak tizere kimyasal reaksiyonlar ve yollar biitiintidiir. Metabolik islemler tipik olarak kii¢iik
molekiilleri doniistiirtir, fakat ayn1 zamanda DNA onarimi ve replikasyonu ve protein sentezi
ve yikimi gibi makromolekiiler islemleri igeren bir siiregtir[72]. Metabolik proseste anlamli
olarak elde edilen genler arasinda UDP-glukuronosiltransferaz ailesi disinda arilsiilfataz ailesi

tiyesi J (ARSJ) ve asil-CoA sentetaz kisa zincirli aile tiyesi 1 (ACSS1) yer almaktadir.

4.2.1.1.10. Ekstraseliiler Matriks Organizasyonu (GO:0030198)

Hiicresel seviyede, ekstraseliller matriksin birlestirilmesi, bilesen pargalarinin
diizenlenmesi veya sokiilmesiyle sonuglanan bir islemdir[73]. Ektraseliiler matriks siirecinde

anlamli olarak saptanan genler sunlardir; CD44 molekiilii (Hint kan grubu) (CD44), NADPH
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oksidaz 1 (NOX1), integrin alt birim alfa 1 (ITGA1), integrin alt birimi beta 6 (ITGB6), laminin
alt birimi alfa 2 (LAMAZ2), trombosit kaynakli biiytime faktorii alt birimi A (PDGFA), asidik

protein salgilanan ve sistein bakimindan zengin (SPARC) ve tenascin C (TNC)’dir.

4.2.1.2. Hiicresel Komponentlerine Gore

Hiicresel olarak bilesenlerine gore degerlendirildiginde en dikkat ¢eken mekanizma

hiicre dis1 eksozomdur. Hiicre dist eksozomu, mikrovillus, hiicre yiizeyi, zarin ayrilmaz

bileseni, endoplazmik retikulum, fokal adezyon, mikrovillus membrani, filamentli aktin takip

etmektedir (Tablo 2).

Tablo 2.DEG'ler igin gen ontoloji hiicresel komponent sonuglari

Terim P-degeri

Genler

GO:0070062~extracellular
exosome 1.53E-06

G0:0005902~microvillus ~ 2.04E-04

G0:0009986~cell surface 4.40E-04

G0:0016021~integral
component of membrane 0.001686

G0:0005783~endoplasmic
reticulum 0.003251

G0:0005925~focal adhesion 0.003867

G0:0031528~microvillus
membrane 0.004163

S100A4, CADM1, SLC44A4, CRABP2, IQGAPZ,
SEMASA, UGT1A6, UGT1A9, CD44, SLC2AS3,
TMEM52B, ITGB6, GPX3, TGM2, MSN, MUC13,
DPP4, S100P, OLR1, GATM, FSCN1, ITGA1,
CFTR, HLA-B, PDZK1IP1, LAMA2, LCN2,
PROM2, CLIC3, CLDNZ2, DSC2, QPRT, GAMT,
KRT71

PROM2, PDGFA, FSCN1, IQGAP2, MSN

PROM2, NRP1, CD44, PDGFA, TRPV2, ITGAL,
IQGAP2, CFTR, HLA-B, SPARC, DPP4

HSD3B1, NRP1, CADM1, SLC44A4, SLC2A14,
TRPVZ2, ARSJ, IL33, TPM1, TMEM61, NAALADL?2,
SEMASA, CCRL2, UGT1A7, B3GNTY9, UGT1AG,
UGT1A9, UGT1A8, UGT1A3, CDA44, SLC2A3,
UGT1A5, TMEMS52B, UGT1A4, MUC13, DPP4,
RNF144B, OLR1, NOX1, CFTR, HLA-B, ATP11C,
UGT1A1, ST6GALNAC2, PDZK1IP1, UGT1A10,
MUC3A, DHRS3, PROM2, CLDNZ2, DSC2

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9, UGT1AS,
UGT1A3, UGT1A4, CRABP2, TGM2, ATP11C,
HLA-B, UGT1A1

NRP1, CD44, TNC, ITGB6, TGM2, ITGAL, MSN,
DPP4

PROM2, S100P, MSN
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G0:0005789~endoplasmic

reticulum membrane 0.004404
G0:0031941~filamentous
actin 0.010881

G0:0044393~microspike 0.015232

G0:0016324~apical plasma
membrane 0.016674

G0:0030426~growth cone  0.021548
G0:0015629~actin

cytoskeleton 0.025462
G0:0071438~invadopodium
membrane 0.030235

G0:0030173~integral
component of Golgi

membrane 0.035402
G0O:0005615~extracellular
space 0.04094

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, PLA2G4A,
UGT1A9, DHRS3, HSD3B1, UGT1A8, UGT1A3,
UGT1A4, ATP11C, UGT1Al

FSCN1, IQGAP2, TPM1
PROM2, FSCN1

MUC3A, PROM2, CFTR, MSN, MUC13, DPP4
NRP1, RASGRF1, FSCN1, DBN1

MTSS1, FSCN1, IQGAP2, DENND2A, DBN1

NOX1, DPP4

ST3GALZ, LFNG, ST6GALNAC2

S100A4, LCN2, CTHRC1, MUC3A, NRP1, PDGFA,
TNC, GPX3, CST1, IL33, MSN, SPARC, MUC13

4.2.1.2.1. Hiicre Dis1 Eksozom (GO:0070062)

Multivesikiiler bir cismin sinirlayict endozomal membraninin plazma membrani ile

fiizyonu ile hiicre dis1 bolgeye salinan bir vezikiildiir. Hiicre dis1 eksozomlar, ayrica basitce

eksozom olarak da adlandirilir, yaklasik 40-100 nm'lik bir ¢apa sahiptir. Anlamli ekpresyon

degisimi gozlemlenen 34 gen saptanmustir.

4.2.1.2.2. Mikrovillus (GO:0005902)

Aktin filamentlerinin bir demetini igeren bir hayvan hiicresinin yiizeyinde ince silindirik

zar kaph ¢ikintilardir. Bagirsak hiicrelerinin emici ylizeyinde 6zellikle ¢cok sayida bulunur.

4.2.1.2.3. Hiicre Yiizeyi (GO:0009986)

Hiicre duvarinin ve / veya plazma zarinin dis kismidir. Hiicre ylizeyi komponentinde

anli olarak yer alan genler sunlardir; CD44, GTPase aktive edici protein 2 (IQGAP2) i¢eren 1Q

motifi, kistik fibroz transmembran iletkenlik regiilatorii (CFTR), dipeptidil peptidaz 4 (DPP4),
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ITGAL, ana histouyumluluk kompleksi, sinif I, B (HLA-B), ndropilin 1 (NRP1), trombosit
kaynakli biiylime faktorii alt birimi A (PDGFA), prominin 2 (PROM?2), salgilanan protein

asidik ve sistein bakimindan zengin (SPARC), gecici reseptor potansiyel katyon kanali alt ailesi

V iiyesi 2 (TRPV2).

4.2.1.3. Molekiiler Fonksiyonlarina Gore

Molekiiler fonksiyonlarina goére degerlendirildiginde istatistiksel olarak en Onemli

mekanizma retinoik asit baglamadir. Retinoik asit baglamay1 glukuronosiltransferaz aktivitesi,

transferaz aktivitesi - heksosil gruplarinin aktarilmasinda, protein homodimerizasyon aktivitesi,

enzim baglanmasi, enzim inhibitor aktivitesi, protein heterodimerizasyon aktivitesi, aktin

baglama, kollajen baglanmasi takip etmektedir (Tablo 3).

Tablo 3. DEG'ler i¢in gen ontoloji molekiiler fonksiyon sonuglari

Terim PValue Genler
UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1AO9,
UGT1A8, UGT1A3, UGT1A4, CRABP2,
G0:0001972~retinoic acid binding 1.81E-13 UGTI1Al
UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1AO9,
G0:0015020~glucuronosyltransferase UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,
activity 1.55E-12 UGT1Al
GO0:0016758~transferase activity, UGT1A7, UGT1A6, UGT1A9, UGT1AS8,
transferring hexosyl groups 9.07E-09 UGT1A3, UGT1A4, UGT1Al
CADM1, PDGFA, UGT1Al1, UGT1A7,
LCN2, UGT1A6, UGT1A10, UGT1AO9,
G0:0042803~protein UGT1A8, UGT1A3, UGT1A4, QPRT,
homodimerization activity 9.98E-05 DPP4, MUC13
UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1AO9,
UGT1A8, UGT1A3, UGT1A4, CFTR,
G0:0019899~enzyme binding 3.44E-04 UGT1Al
G0:0004857~enzyme inhibitor
activity 5.02E-04 UGT1A7, UGT1A9, UGT1A8, UGT1Al
UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1AQ9,
G0:0046982~protein UGT1A8, UGT1A3, PDGFA, UGT1A4,
heterodimerization activity 7.03E-04 UGT1AL, AHR
S100A4, FSCN1, IQGAP2, MSN, KLHL4,
G0:0003779~actin binding 0.003315 TPM1, DBN1
G0:0005518~collagen binding 0.00378 CD44, PDGFA, ITGAL, SPARC
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LAMA2, MTSS1, CADM1, ITGAL, MSN,
G0:0005102~receptor binding 0.01033 HLA-B, DPP4

G0:0045545~syndecan binding 0.030877 SEMASA, TNC

4.2.2. KEGG Yolak Analizi

Yolak analizinin sonuglarina gore istatistiksel olarak en dnemli mekanizma ascorbat ve
aldarate metabolizmasidir. Ascorbat ve aldarate metabolizmasini sirasiyla takip eden yolaklar
su sekildedir; pentoz ve glukuronat doniisiimleri, steroid hormonu biyosentezi, porfirin ve
klorofil metabolizmasi, retinol metabolizmasi, ilag metabolizmasi - diger enzimler, ilag
metabolizmasi - sitokrom P450, ksenobiyotiklerin sitokrom P450 ile metabolizmasi, kimyasal

karsinojenez, metabolik yolaklar, ECM-reseptor etkilesimi ve focal adhesion (Tablo 4).

Tablo 4. KEGG yolak analizi sonuglari

Terim p-degeri  Genler

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
hsa00053:Ascorbate and UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,
aldarate metabolism 121E-11 UGT1Al

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
hsa00040:Pentose and UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,

glucuronate interconversions 7,31E-11 UGTI1A1
UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,

hsa00140:Steroid hormone HSD3B1, UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5,
biosynthesis 3,14E-10 UGT1A4, UGT1A1l

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
hsa00860:Porphyrin and UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,
chlorophyll metabolism 591E-10 UGTI1A1

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
DHRS3, UGT1A8, UGT1A3, UGT1AS5,
hsa00830:Retinol metabolism 7,85E-10 UGT1A4, UGT1A1

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,

hsa00983:Drug metabolism - UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,
other enzymes 1,28E-09 UGT1Al

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
hsa00982:Drug metabolism - UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,
cytochrome P450 3,19E-08 UGTI1Al
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hsa00980:Metabolism of
xenobiotics by cytochrome
P450

hsa05204:Chemical
carcinogenesis

hsa01100:Metabolic pathways

hsa04512:ECM-receptor
interaction

hsa04510:Focal adhesion

6,28E-08

1,17E-07

9,34E-04

0,004071

0,019055

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,
UGT1Al

UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
UGT1AS8, UGT1AS, UGT1A5, UGT1A4,
UGT1Al

CYP24A1, HSD3B1, GATM, UGT1A1,
UGT1A7, UGT1A10, UGT1A6, UGT1A9,
DHRSS3, PLA2G4A, ACSS1, UGT1A8, PLCB4,
ST3GALZ2, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4,
QPRT, GAMT, PAPSS2

LAMA2, CD44, TNC, ITGB6, ITGA1

LAMA2, RASGRF1, PDGFA, TNC, ITGB6,
ITGA1

4.2.2.1. Pentoz Ve Glukuronat Déniisiimleri

KEGG diyagraminda gosterildigi gibi, monosakarit pentoz ve glukuronatin, glukuronik

asidin tuzlar1 veya esterlerinin doniisiimlerinde yer alan seri veya metabolik reaksiyonlardir

(Sekil 13).
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Sekil 13. Veri seti i¢in anlamli ekspresyona ugrayan molekiillerin yesil renk ile belirtildigi
pentoz ve glukuronat doniisiim yolagi

4.2.2.2. Steroid Hormonu Biyosentezi

Steroid hormonlari, en belirgin olarak bobrek listii bezi ve gonadlar olmak iizere ¢esitli
dokular tarafindan sentezlenen kolesterol tiirevleridir. Kolesterol Onciisii hiicre i¢inde lipit
damlaciklarinda kolesterol ester depolarindan veya kolesterol igeren diisiik yogunluklu
lipoproteinlerin alimindan, asetattan hiicre i¢inde sentezlenen kolesterolden gelir. Plazmadan

alinan lipoproteinler, steroidojenik hiicreler kronik olarak uyarildiginda en 6nemlisidir(Sekil
14).
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Sekil 14. Anlamli ekspresyon diizeyi i¢in streod homon sentez yolag:
4.2.2.3. Porfirin ve Klorofil Metabolizmast

Porfirin sentezinde, kullaniminda ve / veya bozunmasinda rol oynayan bu reaksiyonlar
porfirin yapisini igeren bir bilesik grubundan herhangi biri, ¢esitli yan zincirlerin

baglanabilecegi, siklik bir konfigiirasyonda, methine kopriileri ile bagli dort pirol halkalari (ve
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klorofil) tiim fotosentetik organizmalarda meydana gelen bir grup yesil magnezyum igeren

porfirin tiirevinin herhangi biridir(Sekil 15).
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Sekil 15. Anlamli ekspresyon diizeyi i¢in porfirin ve klorofil metabolizma yolag:
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4.2.3. Protein-Protein Etkilesim Analizi

Yolak analizi sonucunda ortaya konulan mekanizmalara bagli olarak yapilan protein-
protein etkilesimleri cBioPortal iizerinden analizi yapilmistir. Bu analiz sonucunda belirli
proteinlere bagli olarak ilag hedefleri gosterilmistir. Gen seti zenginlestirme analizinin

devaminda KEEG yolak analizi sonuglar1 ag biyolojisi ile degerlendirildi.
4.2.3.1. Askorbat ve Alderat Metabolizmas:

Askorbat ve alderat metabolizmasinda protein etkilesimlerine bakildiginda UGT1A9
geninin merkezde rol aldigi goriilmektedir. UGT1A9 geninin ekspresyonu iizerinde rol
oynayan genlerin PPARA geninin de ekpresyonunu benzer sekilde etkilemektedirler. HELZ2
geninde %13,6’lik bir alterasyon gozlenmektedir. UGT1A9 proteinine baglanan Niflumic
Acid isimli FDA onayl ila¢ romatoid artrit tedavisinde kullanilan bir analjezik ve anti-

enflamatuar bir ajandir. Fenolftalein FDA onay1 almayan bir ila¢ hedefidir (Sekil 16).

UGT1A7 TGS1 TBL1XR1

'v % O OWEDW
PRK_C:‘:E \Q‘COAG - Q
O O

CARM1
y /PBARA Q
CREBBP UGRAS: Q
Phenolphth... Q O / NCOA1
O SMARCD3 ' Q
JBL1

: '.\N‘COAZ v RXRAO
HELZ2
Niflumic AC.. Q \O/Q

Sekil 16. Ascorbate ve aldarate metabolizmasi i¢in cBioPortal tizerinde ag haritas1 gosterimi

STRING iizerinde gerekli minimum etkilesim puani 0.90 ve gosterilecek maksimum
etkilesim sayis1 10 olarak yapilan protein-protein analizi sonucunda 0.975 puani ile CYP3A4,

tahminlenen en yakin fonksiyenel partnerdir (Sekil 17). Bu dogrultuda CYP3A4 askorbat ve
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alderat metabolizmasinin ¢iktilart arasinda yer alan bir protein olmamasina ragmen yiiksek

oranda iligkili ¢ikmustir.

NFE2L2

SLC35A2

B3GAT2

Sekil 17.Ascorbate ve Aldarate Metabolizmas: igin String Uzerinde PPI Gosterimi
4.2.3.2. Steroid Hormon Biyosentez Mekanizmast
Steroid hormon biyosentezi mekanizmasinda da askorbat ve alderat mekanizmasinda
karsimiza ¢ikan sonuglara benzer ¢iktilar elde edilmistir. cBioPortal tizerinde UGT1A9 geni

ag haritasinin merkezinde yer alirken UGT1A9 geninin ekpresyonunu etkileyen 14 tane gen
bulunmaktadir (Sekil 18).

49



SMARCD3
MED1

Q O CARM1
NCOAG

TBL1X

O Q ” : UGT1A7
ug;n ¢/ NCOA2
HELZ2 \ < O
A‘\,

O ppm
T L

o FBL1XR1
CHD
O Q s

Sekil 18. Steroid hormon biyosentez mekanizmasi igin cBioPortal lizerinde ag haritasi
gosterimi

Steroid biyosentez mekanizmasi STRING iizerinde degerlendirildiginde UGT1A5
proteini etkilesimlerin disinda kalmaktadir. CYP11A1 ve CYP11A7 proteinleri 0.993 puant
ile bu mekanizmanin 6ngoriilen en yakin fonksiyonel partnerleridir (Sekil 19). CYP11A1 ve
CYP11AT7 proteinleri UGT1A ailesinden bagimsiz olarak HSD3B1 proteini ile etkilesimde

olmasi stresoid biyosentez mekanizmasi i¢in iki alt PPI olugmasini saglamistir.
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Sekil 19.Steroid Hormon Biyosentez Mekanizmasi I¢in STRING Uzerinde PPI Gésterimi

4.2.3.3. Retinol Metabolizmas

Retinol metabolizmasinda aktif rol oynayan genler arasinda UGT1A7, UGT1A10,
UGT1A6, UGT1A9, DHRS3, UGT1A8, UGT1A3, UGT1A5, UGT1A4, UGT1A1 genlerinin
asir1 eksprese oldugu goriilmiistiir. Burada DHRS3 geni ile bir alt grup olusmustur (Sekil 20).
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Sekil 20.Retinol metabolizmasi igin cBioPortal iizerinde ag haritas1 gosterimi

STRING ile yapilan protein-protein etkilesim analizinde yolak analizi sonucunda elde
edilen proteinler diginda CYP3A4 proteinin UGT1A ailesi ile iligkilendirilmesinde kilit rol
oynadigi goriilmektedir ve askorbat ve alderat metabolizmasinda oldugu gibi Ongiiriilen
fonksiyonel ortak puani 0.975 ile desteklenmektedir (Sekil 21). Retinol metabolizmasinda
UGTI1A ailesi disinda anlamli olarak saptanan DHRS3 proteinin bulunmasi CYP3A4
proteinini bu mekanizma igersinde 6nemli boyutta iligkili duruma getirmistir. Burada gerekli
minimum etkilesim puani 0.90 ve gosterilecek maksimum etkilesim sayist 5 olarak

degerlendirme yapilmaistir.

52



UGT1A10

UGT1A3

Sekil 21.Retinol metabolizmasi i¢in STRING tizerinde PPI gosterimi

4.2.3.4. Metabolik Yolak

Metabolik yolak tiizerinde asir1 ekpresyona ugrayan genler 3'-fosfoadenosin 5'-
fosfosiilfat sentaz 2 (PAPSS2), ST3 beta-galaktosid alfa-2,3-sialiltransferaz 2 (ST3GAL?2),
asil-CoA sentetaz kisa zincirli aile tiyesi 1 (ACSS1), sitokrom P450 ailesi 24 alt ailesi A {iyesi
1 (CYP24A1), dehidrojenaz / rediiktaz 3 (DHRS3), glisin amidinotransferaz (GATM),
guanidinoasetat N-metiltransferaz (GAMT), hidroksi-delta-5-steroid dehidrojenaz, 3 beta ve
steroid delta-izomeraz 1 (HSD3B1), fosfolipaz A2 grubu IVA (PLA2G4A), fosfolipaz C beta
4 (PLCB4), kuinolinat fosforibosiltransferaz (QPRT) ve UDP glukuronosiltransferaz
ailesinden UGT1A1, UGT1A10, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7,
UGT1A8, UGT1A9 seklindedir. cBioPortal iizerinde yapilan ag analizi sonucunda
PLA2G4A kilit rol oynadigr goriilmektedir (Sekil 22). PLA2G4A ile iliskilendirilen 2 adet
ilag hedefi bulunmaktadir. Bunlardan ilki heniiz FDA onay1 almamis olan AA-COCF3’diir.
AA-COCF3 hedefledigi toplamda 5 gen bulunmaktadir ve bunlardan biri PLA2G4A’dir.
Ikincisi ise 2 klinik denemesi bulunan FDA onayl flutikazon propiyonat’tir. Tiim bunlarin

yani sira dikkat ¢eken diger bir protein PLCB4’diir. NRAS ve KRAS gibi kolorektal
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kanserinde kilit rol oynayan genler tarafindan degisimi kontrol edilmektedir.

tizerinde de % 27,7’lik bir degisim goriilmektedir.
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O//————"

KRAS PLCB4

Sekil 22. Metabolik yolak i¢in cBioPortal iizerinde ag haritasi gosterimi

PIK3CA

STRING {iizerinde metabolik yolak i¢in sadece anlamli olarak saptanan proteinler ile

minimum etkilesim puani 0.90 olacak seklinde analiz yapildiginda Sekil 23’deki gibi

goriinmektedir. Fakat gosterilecek maksimum etkilesim sayist 10’a ¢ikarildiginda Sekil

24°teki PPI ortaya ¢ikmaktadir. Gosterilecek maksimum etkilesim sayisi sadece anlamli

olarak saptanan proteinler oldugunda CYP3A4 etkilesim haritasinda goriinmiiyor iken

maksimum etkilesim sayis1 10’a ¢ikarildiginda diger mekanizmalarda oldugu gibi dikkat

¢ekmektedir.
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Sekil 23. Metabolik yolak i¢in STRING tizerinde PPI gosterimi
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Sekil 24.Metabolik yolak i¢in STRING tizerinde PPI gosterimi 2
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4.2.3.5. ECM-reseptor Etkilesimi

ECM-reseptor etkilesimi i¢in yapilan etkilesim analizinde metabolik yolakta kargimiza
cikan RYR2 ve RYR3’te alterasyon yiiksek gozlemlenmistir. CD44 {izerinde kullanilan FDA
onayli hyaluronan ila¢ hedefi bulunmaktadir (Sekil 25).

ACAN

COL14A1 O

NID1 MP9
sDc4
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TK2

FN1

TNC
MMP24

CD44

Hyaluronah

Sekil 25. ECM-reseptor etkilesimi i¢in cBioPortal tizerinde ag haritas1 gosterimi

ECM-reseptor etkilesimi tizerinde LAMAZ2, CD44, TNC, ITGB6, ITGAL proteinleri
ile baglanan PP1 analizi sonucunda kolorektal kanser yolaklari tizerinde biiyiik bir 5neme sahip
olan TGFBI ile ITGAV ve ITGB6 etkilesimi goriilmektedir (Sekil 26).
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Sekil 26. ECM-reseptor etkilesimi i¢cin STRING tizerinde PPI gosterimi
4.2.3.6. Focal Adhesion

Focal adhesion yolaginda goze carpan bir¢ok kolorektal kanseri biyobelirteci
bulunmaktadir. APC {lizerinde %74,7 alterasyon olusmustur ve KRAS i¢inse % 41,8’lik bir
degisim gozlenmektedir. RASGRF1, KRAS iizerinde bir etkilesim olusturmustur (Sekil 27).
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Sekil 27. Focal Adhesion Igin cBioPortal iizerinde ag haritas1 gosterimi

Focal adhesion i¢in yapilan analiz sonucunda string lizerinde ise RASGRF1 proteini
ile koloraktal kanseri icin biyobelirte¢ kabul edilen RAS ailesinden olan HRAS proteini
arasinda bir etkilesim oldugu ortaya konmustur (Sekil 28). Ayn1 zamanda TNC ve ITGAV
proteinlerinin timor yapilarinda karsilagilan biiylime faktorii TGFB1 ile dogrudan etkilesimi

vardir.
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Sekil 28. Focal adhesion i¢in STRING iizerinde PPI gosterimi

4.3. Molekiiler Doklama

Molekiiler doklama sonuglarina gére CD44 proteini i¢in hyaluronik asit, A6' ya gore daha
yiiksek afinite gdstermektedir. En yiiksek skor -7.11 + 0.06 kcal mol? (hyaluronik asit) ve en diisiik
skor -6.50 =+ 0.14 kcal mol™ (A6) olarak belirlenmistir.
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Sekil 29. CD44-HA molekiiler doklama

Sekil 30. CD44-A6 molekiiler doklama
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5. TARTISMA

UDP - glukuronosiltransferaz (UGT) enzimleri, ilaglar, steroidler, norotransmiterler,
safra asitleri ve diger hormonlarnt igeren eksojen ve endojen Dbilesiklerin
glukuronidasyonundan sorumludur. UGT1AL geni, UDP-glukuronosiltransferaz enzimlerin
hazirlanmasina yonelik talimatlar veren gen ailesine aittir. Bu enzimler, glukuronidasyon adi
verilen ve glukuronik asit denilen bir bilesigin birkac farkli maddeden birine baglandigi
(konjiige edilmis) kimyasal bir reaksiyon gerceklestirir. UGT1A1 geninden, bilirubin tiridin
difosfat glukuronosil transferaz (bilirubin-UGT) enzimi olarak {iretilen protein, kirmizi kan
hiicreleri pargalandiginda iiretilen bir madde olan glukuronidize eden tek enzimdir. Bu enzim,
bilirubinin (konjuge olmayan bilirubinin) toksik formunu toksik olmayan formuna (konjiige
edilmis bilirubine) doniistlirerek viicuttan ¢oziinmesini ve uzaklastirilmasini saglar. Bilirubin-
UGT enzimi, oncelikle bilirubin glukuronidasyonunun gergeklestigi karaciger hiicrelerinde
bulunur[74].

UGT1ALl * 28 ve * 6 polimorfizmleri tagiyan kolorektal kanseri hastalarda rutin olarak
uygulanan irinotekan tedavisi uygulanmasi durumunda tiim evrelerinde ciddi ndtropeni
olustugu belirtilmistir [75]. Ayn1 zamanda metastatik kolorektal kanseri hastalarda irinotekan
tedavisi sonrasinda tedaviye bagli bilirubin seviyelerindeki artis UGT1A1 genotipiyle
iliskilendirilmistir[76].

UGT1A7 * 3 alelinin yani sira varyant-211 UGT1AT alelinin tasinmasi, KRK gelisimi
icin bir risk faktoriidiir ve ayn1 zamanda, KRK'nin (metastaz veya degil) belirli patolojik
asamasinin bir belirleyicisidir. Hem UGT1A7 * 3 hem de varyant-211 UGT1A1 aleline sahip
kisilerde KRK'in gelisimini ve metastazlarini iligskilendiren risk, bu iki varyanttan birini
tasiyanlardan daha yiiksektir. UGT1Al1 ve UGTIA7 genlerinin spesifik yapisinin
belirlenmesi, bazi risk altindaki gruplar i¢in KRK 6nleme sansini veya KRK siddetinde bir
azalma sansini arttirmada yardimci olabilecegi ortaya atilmistir [77]. UGT1A6 genotipiyle
iligkili diisiik enzim aktivitesine sahip bireylerin KRK gelistirmeye daha yatkin olabilecegi
sonucuna ulasilmistir [78]. Bu ¢alismada da UGTI1A1, UGT1A7, UGT1A6 metastatik
kolorektal kanseri ile iligkili oldugu goriilmiistiir. Gen seti zenginlestirme analizinde GO ve
KEGG analizlerinde anlamli olarak saptanan yollarin birgogu UGTI1A ailesini hedef

gostermektedir.
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Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada metastaz siirecinden sorumlu olabilecek
farkli eksprese edilmis genleri tanimlamak igin karaciger metastazi olan iic KRK hastasindan
ve karaciger metastazi olmayan li¢c KRK hastasindan elde edilen primer kolorektal timor
dokularinda gelecek nesil sekanslama yapilmistir. Bu ¢alismada, 996 yukari regiile edilmis ve
1694 asag1 regiile edilmis RNA igeren, 22 yukar regiile ve 73 asag1 regiile edilmis DEG
tamimlanmistir.  Kantitatif gercek zamanli ters transkripsiyon (RT- ¢PCR) ve
immiinohistokimya (IHC) kullanarak dogrulama yapilan ¢alismada en belirgin sekilde yukari
regiile edilmis iic DEG'in, HOXD10, UGT2A3 ve SLCI13A2 oldugunu gosterirken, en
belirgin sekilde asagi regiile edilen bes DEG'nin, sirasiyla SPP1, CXCL8, MMP3, OSM ve
CXCL6 oldugunu gosterdi. Asir1 eksprese olan bu genler, metastazlarin tesvik edilmesinde
veya 6nlenmesinde 6nemli rol oynayabilecegi gosterilmistir[79].

Literatiir aramasina gére (PUBMED)2012 yilindan giiniimiize kadar(23/05/2019)
“Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins system” ve “cancer” anahtar
kelimeleri ile tarama yapildiginda sadece 5 calisma bulunmaktadir ve bunun sadece 1 tanesi
kolorektal kanseri ile iliskilidir.

Fan ve Liu 2017 yilinda STRING veritabanin1 kullanarak kolorektal kanserinin
biyoinformatik analizini ger¢eklestirmistir. Bu ¢aligmaya gore HSPAG6 gibi 203 yukar1 regiile
edilmis DEG ve APCDDI1 gibi 540 asagi regiile edilmis DEG dahil olmak tizere toplam 743
DEG tanimlanmustir. Protein katlanmasi, apoptotik slireg, transkripsiyon faktorii aktivitesi ve
proteazom ile ilgili olan DEG'ler i¢in 83 GO terimi tespit edilmistir. Apoptoz ve hiicre
dongiisii de dahil olmak tizere 37 KEGG yolag: iizerin bozulma tespit edilmigtir. TP53,
HAZIR ve ITGAZ2 gibi 46 diiglim geninin taranmasi ve 6nemli fonksiyonlara sahip {i¢ modiil
PPI agindan ¢ikarilmistir[80].

Liang ve arakadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada GO, KEGG ve PPI
analizleri i¢cinde Cytoscape yazilimi kullanilmistir. KEGG yolak analizleri sonucunda yukari
regiile edilmis DEG'lerin hiicre dongiisii ve DNA replikasyonunda zenginlestigini gosterirken,
asagl regiile edilmis DEG'ler ila¢ metabolizmasinda, ksenobiyotiklerin sitokrom P450 ile
metabolizmasinda ve retinol metabolizma yollarinda zenginlestigini gostermiglerdir. PPI
agmdan ilk 10 digim gen, GNG2, AGT, SAAL, ADCY5, LPAR1, NMU, IL8, CXCL12,
GNAI1 ve CCR2 olarak tanimlanmustir[81].
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Sitokromlar P450(CYP), ksenobiyotiklerin oksidasyonundaki ana aktor olduklar1 ve
ilac giivenligi, kaliciligi, biyoaktivasyonu ve ilag-ilag / gida-ilag etkilesimi i¢in ¢ok dnemli bir
rol oynamaktadirlar. Yapilan ¢alismada en 6nemli CYP izoformlarindan ikisi olan 2C9 ve
3A4 ile ilag etkilesimini tahmin etmek i¢in aga¢ siniflandirma, k-en yakin komsu modellemesi
ve n-en yakin komsu modellemesi ile {i¢ farkli siniflandirma modeli kullanilarak 9122 ilag
benzeri bilesik ile kalibre edilmistir. Bunun sonunda CYP3A4 aktif molekiillerin ayirt edici
Ozellikleri hidroksil gruplariin varlig1 ve/veya diisliik polarizazyon/iyonlasma potansiyeli
oldugu ortaya ¢ikmistir[82]. STRING iizerinde yapilan PPI analizi sonucunda ascorbate ve
aldarate metabolizmasi, retinol metabolizmasi ve metabolik yolak tizerinde CYP3A4 6nemli
rol oynadig1 gozlemlenmetedir. Bu ¢alismada yapilan traskriptom analizi sonucunda 216 DEG
arasinda CYP3A4 bulunmamasina ragmen PPI analizi sonucunda ilag diren¢ mekanizmalari

ile iligkili bulunmustur.

Hyaluronan, hiicre-hiicre etkilesimlerinde ve hiicre adezyonunda yer alan CD44 de
dahil olmak tiizere ¢esitli reseptor proteinleri ile etkilesime girerek hiicre sinyallesmesini
baslatan polianyonik, megadalton 6lgekli bir polisakarittir. Vuorio ve arkadaglarinin yaptigi
calismada atomik molekiiler dinamik simiilasyon verilerinin mikrosaniye analizine bagli
olarak CD44-Hyaluronan etkilesimi igin {i¢ farkli baglama modu tanimlanmistir. Bu modlar
ise “kristalografik”, “paralel” ve “dik” modlar1 olarak adlandirilmistir. Kristalografik mod
mevcut literatiirde iyi tanimlanirken, diger iki mod bu c¢aligmada ilk kez g6zlenmistir[83].
CD44 ve hyaliironik asit(HA) arasindaki etkilesim genis 6lciide calisilmis ve hem histolojik
hem de patolojik kosullarda farkli seviyelerde diizenlendigi bulunmustur. HA ve CD44
arasindaki "afinite" baglanma 6nemli goriinmektedir[79,80]. ECM-reseptor etkilesim yolagi
icin cBioPortal lizerinde yapilan ag haritasinda CD44 ile HA etkilesimi bulunmaktadir. CD44

metastatik kolorektal kanseri hastalarinda aday hedef olarak gosterilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

HGP’in devaminda olusan veri kiitiiphaneleri ve artan molekiiler ¢aligmalar
dogrultusunda hayatimiza giren sistem biyolojisi kavrami ile laboratuvar ¢alismalar1 disinda
in silico ¢alismalarina da ihtiya¢ duyuldugu goériilmiistiir. Omik verilerin giin gegtik¢e daha
cok erisilebilir olmas1 hesaplamali biyoloji alanin1 6nemli bir noktaya tasimaktadir. Kanser
gibi cok faktorlii karmasik hastaliklar igin yapilan aragtirmalardaki son gelismelerin gosterdigi
gibi, hesaplamali biyoloji, deneysel uzmanlara karmasik sistemlerin ilkelerini ve ¢calismalarini
¢ozmede basaril1 bir sekilde yardimci olabilir. Altta yatan protein sinyalleme aginin ortaya
cikarilmasi, karsinojenezin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasina yardimci olur. Bu
sinyalleme aglar1 ve molekiiler mekanizmalar kanser teshisi, prognoz ve kisisellestirilmis

tedavi i¢in kullanilabilir.

Protein-protein etkilesim aglar1 karmasik biyolojik sistemlerin isleyisinde genotip-
fenotip iligkilerinin daha iyi anlasilmasi i¢in dnemli bir konuma gelmistir. Bununla birlikte,
protein-protein etkilesim aglarini deneysel olarak karakterize etmek, ¢ok ¢esitli bilimsel ve
teknik zorluklar barindirmaktadir. Bu nedenle, in silico PPl yaklasimlari, deneysel
yaklagimlarin sinirlamalarini tamamlayan ve PPI analizlerden elde edilen biyolojik anlayigin
saglamligina katkida bulunan 6nemli bir yol olarak goriilmektedir. Bu baglamda, in silico
yaklasimlarinda ila¢ kesfedilmesinde, hastaliga neden olan PPl aglarinin ve yollarinin ortaya
cikarilmasinda, ilag hedefi proteinlerinin tanimlanmasinda biiyiikk 6nem kazanmasi
muhtemeldir. Ayn1 zamanda in silico ilag tasarim yazilimlari, biyoteknoloji veya farmasdtik
alaninda 6nemli bir rol oynadigindan in silico yontemler, hedef belirleme ve yeni ilaglarin

ongoriilmesi i¢in kullanilabilir.

Ozetle, bu ¢aligmada yiiriitiilen trankriptom analizi, KRK gelisimine aracilik eden
genler/proteinler, molekiiler yolaklar ve molekiiler yolaklara bagl etkilesimler hakkinda bilgi
verir. Metastatik olan ve olmayan KRK igin yeni terapotik miidahalelerin teshisi ve
tasarlanmasi igin potansiyel hedefler saglar. Ksenobiyotik glukuronidasyon mekanizmalari,
UDP-glukuronosiltransferaz enzimleri, ila¢ diren¢ mekanizmalari metastatik kolorektal
kanseri ile iliskili bulunmustur. Ila¢ diren¢ metabolizmalarinda 6zellikle UGT1A ailesi ve PPI

agina bagli olarak CYP3 A4 iligkili bulunmustur. CD44 ise KRK i¢in aday ila¢ hedefi olarak
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bulunmaktadir. Bu ¢alismanin translasyonel onkoloji alanina tam bir fayda saglamasi igin in

vitro olarak dogrulanmasi 6nerilmektedir.
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Kisisel Bilgiler
iletigim Bilgileri
Kimlik Numarasi
Dogum Tarihi
iletigim Adresi
Telefon
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Web Adresi

Egitim Bilgileri

Yabanci Dil Bilgileri

Ar-Ge Yetkinlik

Bildiriler

BESTE UNCU

32578851166

04/07/1989

Kiligreis Mahallesi 281 Sok. No:2/2 Daire: 14 Taktakoglu Apartmani B-blok
(553) 086 54 49

besteuncu@gmail.com

05 Eyliil 2013 - 15 Haziran 2015 (1 yil 10 ay)

Lisans, Anadal/Normal Ogretim, ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI, TURKIYE
ISTATISTIK BOLUMU, ISTATISTIK PR.

Diploma Numarasi: 143294

Agirlikli Genel Not Ortalamasi: 3.47 / 4.0

01 Eylil 2008 - 25 Agustos 2010 (2 yil)

On Lisans, ikinci Ogretim, SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITES], TURKIYE
BILGISAYAR TEKNOLOJILER| BOLUMU, BILGISAYAR PROGRAMCILIGI PR, (i6)
Diploma Numarast: 1.82.36.737

Agirlikh Genel Not Ortalamasi: 3.01 /4.0

INGILIZCE (Okuma: iyi, Yazma: lyi, Konugma: Orta)

A. LEBLEBICI, Z. ISIK, G. GALIBASI KOGAL, B. UNCU, N. YILDIRIM, E. DASKIN, A.
PAKDEMIRLI, Y. BASBINAR & E. B. ELLIDOKUZ, Over Kanseri Alt Tiplerinde Rna
Sekans Analizi, Tam Metin Bildiri, International Hippocrates Congress On Medical
An Health Sciences, 01 Mart 2019, 03 Mart 2019,

A. LEBLEBICI, B. UNCU, G. GALIBAS!I KOGAL, A. PAKDEMIRLI, N. YILDIRIM, N. MERT
0ZUPEK, A, KARADAG, H. ELLIDOKUZ & Y. BASBINAR, Over Kanserinde Piwi-
etkilesimli Rna?larin Ham Veri Analizi, Tam Metin Bildiri, International Hippocrates
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Gdiiller

TUBITAK Burs ve Destekleri

Proje Bilgileri

BIDEB Destekieri

Panelistlil/izleyicilik/Raportorliik Sayist

Congress On Medical An Health Sciences, 01 Mart 2019, 03 Mart 2019,

Y. BASBINAR, B, UNCU, A. LEBLEBICI, G. CALIBASI KOGAL, E. C. CITAK, D. iNCE, B. B.
SEVINIR, G. B. KUPELI, R. E. GEGEN, H. ELLIDOKUZ & H. N, OLGUN, A 3 Year Review
Of A Cohort Turkish Paediatric Oncology Group (turkpedpgx), Poster Sunumu, 50th
Congress Of The International Society Of Paediatric Oncology (siop), 16 Kasim
2018, 19 Kasim 2018, 1545-5009, 65, 52, 699 - 670.

A. LEBLEBICi, B. UNCU, A. ONAN, Y. BASBINAR & H. N. OLGUN, Artificial
Intelligence Methods For Risk Assessment Of Neuroblastoma, Poster Sunumu,
50th Congress Of The International Society Of Paediatric Oncology (siop), 16
Kasim 2018, 19 Kasim 2018, 1545-5017, 65, S2, 271 - 271.

B. UNCU, A. LEBLEBICI, G. CALIBASI KOGAL, Z. ISIK & Y. BASBINAR, Investigation Of
Potential Therapeutic Targets By Using In Silico Methods In Glioblastoma, Poster
Sunumu, 25th Biennial Congress Of The European Association For Cancer
Research, 30 Haziran 2018, 03 Temmuz 2018.

B. UNCU (Tez Yazar) , Y. BASBINAR (Tez Danigmani) , Veri Madenciligi lle Yeni llag
Hedeflerinin Saptanmasina Yénelik Interaktomikler: In Silico Bir Senaryo, SAGLIK
BILIMLERI ENSTITUSU, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE, 2018.

Universite, Kurum veya Kuruluslann Verdigi Odiiller, Ulusal, Birincilik Odilii,
Mezuniyet, Odiil Alinan Kurum; ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI, TURKIYE,
15 Haziran 2015.

116E866, Dolagimdaki Kanserli Hiicrelerin (Ctcs) Mekanik Sertlik (Cell Stiffness)
Yapisindaki Degigimini Kantitatif Faz Gériintileme Yontemi Kullanarak Olgen
Holografik Tek Hiicre Goriintileme Teknigi, 1003 - Oncelikli Alanlar (2, Asama),
Bursly, Yrirliikte, ARDEB, EEEAG - Elektrik, Elektronik, Enformatik Aragtirma
Destek Grubu, Projeye Katilma/Ayrilma Tarihleri: 15.04.2018 - 16,04.2019, Proje
Baslangic/Bitig Tarihleri: 15.12.2017 - 15.12,2020.

BESTE UNCU, Etkinlik Destekleri ve Egitim Burslan MidrlGgi, 2210-A Genel Yurt
Igi Yiiksek Lisans Burs Program, Bagvurusu Reddedildi, 2017 - 2.

Panelistlik/Dig Danigmanlik Sayisi ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB O Toplam 0
izleyicilik/Danismanlik Sayisi ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB 0 Toplam 0
Raportarliik Sayisi ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB 0 Toplam 0
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