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OZET

OZTOP S., Dort Farkh Kansere Ait Transkriptom Verisinin In Silico
Karsilastirilmas1 ve Pankreas Kanserine Ozgii Biyobelirtec Adaylarmin
Belirlenmesi, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyoinformatik
Program Yiiksek Lisans Tezi, ANKARA, 2021. Pankreas kanseri en yaygin
goriilen kanserler arasinda diinyada on birinci sirada yer almaktadir. Kanser iliskili
Olimlerde ilk ii¢ sirada yer alan akciger, kolon ve mide kanserlerinin bes yillik
sagkalimi sirasiyla %19, %65 ve %20 iken yedinci sirada yer alan pankreas
kanserinde bu oranin %9 olmas1 pankreatik tiimdrleri en oliimciil neoplazmlardan
birisi yapmaktadir. Literatiirde bildirildigi lizere pankreas kanserinde rol oynayan
temel mutasyonlar ve bozulan sinyal yolaklar1 tanimlanmistir. Ancak pankreas
kanserinin diger epitel kanserlerden daha agresif ve metastaz egilimli olmasinda rol
oynayan pankreas spesifik molekiiler hedefler hakkinda yeterli veriye
rastlanmamuistir.  Ayrica pankreas kanserinde yeni tedavi hedeflerine ve
prognostik/prediktif biyobelirte¢ tanimlanmasina da ihtiya¢ duyulmaktadir. Onerilen
tez ¢alismasinda bu ihtiyaglar gdz Oniine alinarak, pankreas kanserini galismada
incelenen diger epitelyal kanserlerden daha oliimciil statiiye tasiyan gen ifade
degisimlerinin tespit edilmesi ve bu genlerin rol aldigi biyolojik siireglerin
incelenmesi amaglanmistir. Calismamiz kapsaminda pankreas kanseri, akciger
kanseri, mide kanseri ve kolon kanseri transkriptom verileri analiz edilerek in silico
karsilagtirilmistir. Pankreas kanserine 6zgii ifadesi anlamli degisen genlerin rol aldig1
biyolojik siire¢ler ve sagkalim {izerindeki etkileri arastirilmistir. Calismamizin
sonucunda pankreas kanserinde metabolizma, immiinite, hiicre 6liimii siirecleri ve
metastatik karakterde rol oynayan on dort gen biyobelirteg aday1 olarak saptanmustir.
Biyobelirte¢ adaylarinin literatiir taramasinin bulgularimizi destekler nitelikte olmasi
tez calismamizin tasariminda, analiz yaklasimlarinda ve kullanilan araglarin

seciminde uyguladigimiz metadolojik yaklasimin basarili oldugunu géstermektedir.

Anahtar kelimeler: pankreas kanseri, biyobelirteg, metastaz, in silico analiz
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ABSTRACT

OZTOP S., In Silico Comparison Of Transcriptome Data From Four Different
Cancers And Identification Of Biomarker Candidates For Pancreatic Cancer,
Hacettepe University, Graduate School Health Sciences, Bioinformatics
Program Master Degree Thesis, ANKARA, 2021. Pancreatic cancer is the 11th
most common cancer worldwide. Five-year survival of lung, colon and stomach
cancers, which are the top three in cancer related deaths, are 19%, 65% and 20%,
respectively. Although pancreatic cancer ranks seventh in cancer related deaths, it is
one of the deadliest neoplasms because of the 9% five-year survival rate. Basic
mutations that play roles in pancreatic cancer and distrupt signaling pathways have
been described in the literature. However, pancreas cancer specific molecular targets,
which contribute to aggressive and metastatic predisposition of pancreatic cancer
than other epithelial cancers, have not been described in detail. In addition, new
treatment targets and prognostic/predictive biomarkers for pancreatic cancer are
essential. Considering these, in this proposed thesis study, it is aimed to determine
the gene espressions that drive pancreatic cancer more lethal status than other
epithelial tumors and to investigate the biological processes involving these genes. In
our study, transcriptome data from pancreatic cancer, lung cancer, gastric cancer and
colon cancer were analyzed and compared in silico. The roles of differentially
expressed genes in pancreatic cancer on biological processes and survival were
investigated. As a result of our study, fourteen genes that play multiple roles in
metabolism, immunity, cell death processes and metastatic character in pancreatic
cancer were determined as candidates for biomarkers. The fact that the literature
review of the biomarker candidates supports our findings shows that the
methodological approach we applied in the design of our thesis, analysis approaches

and selection of the tools used was successful.

Key words: pancreatic cancer, biomarker, metastasis, in silico analysis.
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1. GIRIS

Pankreas kanseri diinyada en yaygin goriilen kanserler arasinda on birinci,
kansere bagli 6liimlerde ise yedinci sirada yer almaktadir (1). Pankreas kanseri tanisi
koyulan vakalarda bes yillik sag kalim orani %9 civarinda iken metastatik durumda
bu oran daha da distktir (2). Erken evrelerde asemptomatik olan pankreas
kanserinde tan1 ¢ogunlukla ileri evrede koyulabildigi i¢in tedavi segenekleri oldukca

kisitli ve biiyiik oranda hastaligin evresine baghidir (3, 4).

Agresif ve metastatik karakteristiginden dolay1 en oliimciil neoplazmlardan biri
olan pankreas kanseri i¢in spesifik biyobelirte¢ niteligi tasiyan gen(ler) ve/veya
hedeflenebilecek yolaklar hakkinda hala yeterli bilgi mevcut degildir (5, 6). Ayrica
pankreas kanserinde tedaviyi yonlendirebilmek ig¢in kullanimi kabul gormiis bir
biyobelirtecin eksikligi ve ¢ok az sayida hedeflenebilir mutasyonun olmasi
kigisellestirilmis tibbin bu kanser tipinde uygulanabilirligini kisitlamaktadir (3). Bu
nedenle pankreas kanserinde yeni tedavi hedeflerine ve prognostik/prediktif

biyobelirteglerin tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez galismamizda mevcut ihtiyaglar goz oniine alinarak pankreas kanserini diger
epitelyal timorlerden daha Oliimciil statliye tasiyan genlerin tespit edilmesi ve bu

genlerin rol aldig1 biyolojik siireclerin incelenmesi amaglanmistir.

Bu amaglar dogrultusunda c¢aligmamiza; pankreas kanseriyle benzer sekilde
agresif davranis gosteren, metastatik evrede sagkalimin diisiik oldugu ve kanser
iligkili 6liimlerde ilk siralarda yer alan epitelyal kanserlerden akciger kanseri, mide
kanseri ve kolon kanseri dahil edilmistir. Dort kansere ait transkriptom veri setlerinin
in silico karsilastirilmasi, pankreas kanserine spesifik ifadesi degisen genlerin tespit
edilmesi, zenginlestirme ve yolak analizi, atasal biyolojik siireglerin belirlenmesi,
protein-protein etkilesimlerinin incelenmesi ve sagkalim analizi gibi g¢esitli
biyoinformatik yaklagimlar kullanilarak on dort biyobelirte¢ aday1 gen belirlenmistir.
Biyobelirte¢ adaylarimin pankreas kanserindeki rolii literatiir taramasi ile

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pankreas Kanseri

Pankreas sindirim ve hormon metabolizmasindan sorumlu olan
multifonksiyonel bir organdir. Sindirim ile iliskili gastrik enzimleri tireten duktus
hiicreleri ve asiner hiicrelerin bulundugu kisim ekzokrin pankreas, hormon
iretiminin gerceklestigi alfa hiicreleri ve beta hiicrelerini igeren kisim ise endokrin
pankreas olarak adlandirilmaktadir (7). Pankreasta yer alan cesitli hiicrelerin

malignant neoplastik gelisimleri pankreas kanserini olusturmaktadir.

Pankreas kanserinin %5-10 oraninda kalittimsal oldugu ¢ogunlukla sporadik
olarak gelistigi bildirilmistir (8, 9). Histolojik acidan incelendiginde pankreatik
tiimorlerin %90’dan fazlasi ekzokrin pankreasta goriilen adenokarsinomlardir (5, 10).
Ekzokrin pankreasta goriilen tiimorlerin sadece %2’si bening karakterlidir (3). Nadir
goriilen pankreatik néroendokrin tiimdr (pNET), asiner hiicreli karsinoma (ACC),
skuamoz hiicreli karsinoma (SCC), invaziv solid psddopapiller tiimér (SPT) ekzokrin
pankreasta gelisen diger histolojik timor tipleridir (11). Endokrin pankreasta gelisen
tiimorler ise ekzokrin adenokarsinomlardan sonra pankreasta goriilen en yaygin

kanser tipidir (3).

Cesitli calismalardan elde edilen veriler pankreas adenokarsinomlarinin
gelisim siirecinde onciil lezyonlarin yer aldigini gostermektedir (12-16). Hruban ve
arkadaglar1 bu verilere dayanarak ‘“pankreatik adenokarsinom gelisim modelini”
onermistir (17). Bu modelde epitelyumun, 6nce pankreas tiimorii onciil lezyonu olan
pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN) daha sonra adenokarsinom gelistirdigi ve
bu siiregte PanIN1 evresinde KRAS ve HER-2 onkogen aktivitelerinde artisin,
PanIN2 evresinde CDKN2A geninde inaktivasyonun, PanIN3 evresinde ise p53,
SMAD4, BRCA2 genlerindeki inaktivasyonun yonlendirici olabilecegi One
stirilmustir (15, 17, 18). PanIN pankreasta en sik goriilen onciil lezyon gesididir,
ikinci olarak invaziv intraduktal papiller miisindz neoplazi (IPMN) ve invaziv

miisindz sistik neoplazi (MCN) goriilmektedir (3).

Kanser Genom Atlas Projesi (TCGA) pankreatik duktal adenokarsinoma

verilerine gore tiimorlerin %93’tinde ¢oklu KRAS mutasyonlar1 goriiliirken yabanil



tip KRAS tasiyan olgularda ise RAS/MAPK yolagini aktive edici somatik genetik
degisimlerin oldugu bildirilmistir (19). TCGA verilerine gore pankreatik
adenokarsinomda en sik goriilen ikinci genetik degisim p53 geninde ortaya ¢ikan
inaktive edici mutasyonlar olup tiimoérlerin yaklasik %72’sinde goriilmektedir (19).
Pankreatik adenokarsinomda aktivitesi degisen diger genlerden CDKN2A ve
SMAD4 i¢in literatiirde farkli oranlar bildirilmektedir. DNA metilasyonu, delesyon
ve mutasyonlar gibi cesitli sekillerde aktivite kaybi yasayan CDKN2A geni i¢in
kayip oranlar1 farkli ¢alismalarda %30 (19), %50 (20) ve %91 (21) olarak tespit
edilmistir. Benzer sekilde SMAD4 geni kayiplari i¢in de %32 (19) ve %49 (21) gibi
degisen oranlar bildirilmistir. Sonic Hedgehog, Notch, PI3K, RAS/RAF/MEK/ERK,
p53, TGF-B, NF-xB, EGF, C-MYC, ve Wnt yolaklar1 ise pankreatik

adenokarsinomda diizensiz aktivite gosteren sinyal yolaklaridir (22-24)
2.1.1. Iistatistikler ve Risk Faktorleri

Pankreas kanseri 2018 GLOBOCAN verilerine gore diinyada en yaygin
goriilen kanserler arasinda on birinci, kansere baglh 6liimlerde ise yedinci sirada yer
almaktadir (1). Insidans ve mortalite oranlar iilkeler arasinda farklilik gostermekle
beraber en yiiksek oranlar Batt Avrupa’da en disiik oranlar ise Giiney-Orta Asya’da
goriilmektedir (1). Ulkemizde Halk Sagligi Genel Miidiirliigii tarafindan yayinlanan
2015 yili Tiirkiye Kanser Istatistikleri raporuna gdre pankreas kanseri tiim yas

gruplarindaki erkekler arasinda %2,3 orani ile en sik goriilen onuncu kanserdir (25).

Risk faktorleri agisindan incelendiginde diger kanserlerde oldugu gibi
pankreas kanseri de demografik, c¢evresel ve genetik bircok etmenden
etkilenmektedir (2, 26). Sigara (27-29), alkol (30, 31), obezite (32, 33), beslenme
tarz1 (34-38) ve ¢alisma kosullar1 (39, 40) pankreas kanseri gelisiminde etkili olan
cevresel faktorler iken erkeklerde daha yaygin olmasi sebebiyle cinsiyet, ileri yas,
iilkelerin gelismislik seviyesi, etnik koken ise pankreas kanseri riskini arttiran
demografik faktorlerdir (1, 41, 42). Bunlarin yami sira aile Oykiisi (43),
kalitsal/kronik pankreatit (44), diyabet (45), enfeksiyon (46, 47), genetik mutasyonlar
(48, 49) ve kan gruplar1 (50, 51) pankreas kanseri gelisiminde rol oynayan dnemli
genetik faktorlerdir.



2.1.2. Tam ve Tedavi Yaklasimlar:

Pankreas kanseri %60-70 oraninda pankreas basinda, %20-25 oraninda
pankreas govde ve kuyruk kisminda ortaya c¢ikmakta geriye kalan %10-20’de ise
diffiz tutulum gorilmektedir (3). Pankreas kanseri erken evrede asemptomatik
oldugu igin hastalarin ¢ogu ileri veya metastatik evrede tami almaktadir (3, 4).
Pankreas basinda bulunanlara gére gévde ve kuyruk lokasyonlu tiimorler daha ileri
evrede tan1 almaktadir (3). Pankreas kanseri tanisini lokal ileri evrede alan hastalarda
ortalama sag kalim 9-15 ay iken metastatik evrede alan hastalarda 3-6 ay arasindadir
(48). Pankreas kanseri tanis1 koyulan vakalarda bes yillik sag kalim orani %9

civarinda iken metastatik durumda bu oran daha da diistiktiir (2).

Amerikan  Hepatopankreatobiliyer =~ Dernegi  raporuna goére  duktal
adenokarinom metastaz yok ise rezektabl, sinirda rezektabl veya lokal olarak ileri
evrede oldugu i¢in rezekte edilemeyen olmak iizere ii¢ sekilde siniflandirilmaktadir
(52). Tami alindigi anda hastalarin sadece %15-20’si rezektabl olarak kabul
edilebilmekte, %30-40°1 rezekte edilemeyen grupta yer almakta ve yaklasik %50-60
kadar1 ise metastatik evrede bulunmaktadir (3, 8, 48, 53). Bu sebeple pankreas
kanserinde tedavi secenekleri oldukca kisitli ve biiylik oranda hastaligin evresine

baghdir.

Ameliyat edilebilen hastalara sagkalim siiresini arttirmak ic¢in kemoterapi
(mFOLFORINOX, gemcitabine ve capecitabine kombinasyonu, sadece gemcitabine)
ve radyoterapi uygulanirken sinirda rezektabl olan hastalarda neoadjuvan kemoterapi
(gemcitabine, FOLFIRINOX) ve kemoradyasyon tedavisini takiben ameliyat
uygulanmaktadir (3, 4). Rezekte edilemeyen lokal ilerlemis hastaliga sahip olgularda
belirli bir siire kemoterapi (gemcitabine) uygulanirken metastatik evredeki hastalikta
hastanin klinik durumuna gore palyatif ve destekleyici bakim ve/veya uygun
kemoterapi (gemcitabine, gemcitabine-nab-paclitaxel kombinasyonu,
FOLFIRINOX) uygulanmaktadir (3, 4).

Ameliyat sonrasinda gelisen komplikasyonlar ve zayif prognoz bu hastalikta
sagkalim siiresini iyilestirmekte yetersiz kalmaktadir (4, 48). Bunun yani sira
ameliyat olabilen hastalarin %69-75’inde 2 yil igerisinde %80-90’inda ise 5 yil

igerisinde niiks goriilmektedir (4).



2.2. Biyobelirtec

Olgiilebilen spesifik molekiiler degisimleri ifade eden biyobelirtecler kanserin
tan1 ve tedavisinde Onemli bir rol istlenmektedir (54). Toplumsal kanser
taramalarinda kansere yatkinlik gosteren alt gruplarin belirlenebilmesi spesifik ve
yiksek duyarlilik oranlarina sahip tanimlanmis biyobelirtegler ile saglanmaktadir
(55). Pankreas kanserinde biyobelirte¢ olarak kullanilan karbonhidrat antijeni 19-9
(carbohydrate antigen 19-9, CA19-9) %79-81 duyarlilik ve %82-90 spesifiklik
oranlarma ragmen asemptomatik/erken evrede diisiik prediktif degerlere sahip

oldugu ve yalanci negatiflik/pozitiflik gosterebildigi bildirilmistir (55-57).

Pankreas kanserinde bilgimiz dahilinde tedaviyi ydnlendirebilmek igin
kullanim1 kabul goren herhangi bir biyobelirte¢ yoktur ve az sayida hedeflenebilir
mutasyonun olmasi kisisellestirilmis tibbin bu kanser tipinde uygulanabilirligini
kisitlamaktadir (3). Bu nedenle pankreas kanserinde yeni tedavi hedeflerine ve

prognostik/prediktif biyobelirteglerin tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.3. Adenokarsinomlar

Literatiirde bildirilen galigmalar, pankreas kanserinin diger epitel kanserlerden
daha agresif ve metastaz egilimli olmasinda rol oynayan pankreas spesifik molekiiler
hedefler hakkinda net veriler sunamamaktadir (58). Pankreas kanseriyle benzer
sekilde agresif davranis gosteren, metastatik tiimorlerde sagkalimin oldukga diisiik
oldugu ve kanser iligkili 6limlerde ilk siralarda yer alan epitelyal kanserlerden
akciger kanseri, mide kanseri ve kolon kanserine ait transkriptom verileri de bu

calismaya dahil edilmistir.

Akciger kanseri diinyada en yaygin goriilen ve kansere bagli 6liimlerde ilk
sirada yer alan kanser tipi olup bes yillik sagkalim %19 olarak bildirilmistir (1, 59).
Tan1 ¢ogunlukla ileri evrede koyulabildigi i¢in hastalik agresif tutum, koétii prognoz
ve diisiik sagkalim ile karakterizedir (60, 61). Akciger kanserinde KRAS, EGFR,
P53, BRAF en sik mutasyona ugrayan genler, RTK/RAS/RAF, PI3K-mTOR, P53
yolaklar da siklikla bozulan yolaklar olarak bildirilmistir (62-65).



Kolon kanseri diinyada en yaygin goriilen iiglincii kanser tipi olup kansere
bagli oliimlerde ikinci sirada yer almaktadir (1). Bes yillik sagkalimi %65 olarak
bildirilen kolon kanserinde (59) KRAS, APC, P53, BRAF en sik mutasyona ugrayan
genler iken Wnt, TGF-B, PI3K ve RTK-RAS yolaklar1 da siklikla bozulan
yolaklardir (66-68).

Mide kanseri diinyada en yaygin goriilen besinci kanser tipi olup kansere bagl
oliimlerde tiglincii sirada yer almaktadir (69). 1990-2017 yillari arasinda 195 iilkeyi
kapsayan verilere gore bes yillik sagkalim %20 civarindadir (70). Erken evrede
cogunlukla asemptomatik olan ve ileri evrede tan1 koyulabilen mide kanserinde P53,
KRAS, CDH1, PIK3CA siklikla mutasyona ugrayan genlerden bazilari iken RTK,
RAS, PI3K yolaklar1 ise bozulan yolaklardandir (71, 72).

2.4. Tigili Genler

RALA (RAS like proto-oncogene A) geni RAS protein ailesinin bir iyesidir.
Sekiz ekzondan olusan ve genomda 7pl4.1 lokasyonunda bulunan gen 206 aa
uzunlugunda ve 23,5 kDa agirliginda bir protein sentezlemektedir. PPP2R1B geninin
baskilanmasi veya mutasyona ugramasiyla RALA nin tiimorojenik etki gosterdigi ve
PPP2R1B’nin RALA’nin fonksiyonunu diizenleyen bir tiimor baskilayici oldugu
bildirilmistir (73). RALA’nin ekzokist kompleksinin olusumunu regiile eden RAL
GTPaz’lardan biri oldugu (74), mitokondriyal bolinme ve yavru hiicrelere esit
miktarda mitokondri dagiliminda mitotik kinazlar ile birlikte gorev aldigi (75) ve

farelerde glukoz metabolizmasinin 6nemli bir regiilatorii oldugu belirtilmistir (76).

PSMAGS (Proteasome 20S Subunit Alpha 5) geni 20S proteazomun alfa alt
birimini olusturan genlerden biridir. Dokuz ekzondan olusan ve genomda 1p13.3
lokasyonunda bulunan genin en uzun iriinii 241 aa uzunlugunda ve 26,4 kDa
agirhgindadir (77). 20S proteazomun dis halkalarimi olusturan alfa alt birimleri
sitozolik proteinlerin protezomdaki proteolitik bolmeye girisimini sinirlandiran
fiziksel bir bariyer gorevi gormekte olup ayrica beta alt birimlerinin i¢ halkay1
olusturmasi igin de gereklidir (78). Bunun yan1 sira proteazomun sitoplazma ve

niiklear kompartimanlar arasindaki yer degisimini alfa alt birimlerinde bulunan



niiklear lokalizasyonu diizenleyebilen sinyal motifi ile gergeklestirebildigi

bildirilmistir (78).

RHOF (Ras homolog family member F, filopodia associated) geni RAS protein
stiper ailesinin bir alt {iyesi olan RHO ailesinin bir iiyesidir. Bes ekzondan olusan ve
genomda 12924.31 lokasyonunda bulunan gen 211 aa uzunlugunda ve 23,6 kDa
agirhginda bir protein sentezlemektedir (79). HELA hiicrelerinde RHOF asiri
ekspresyonun aktine bagli filopodial yapilarin olusumunu indiikledigi (80), epitel
hiicrelerinde aktin stres lifi olusumunu tetikledigi (81) ve PLXNA4-FARP1 ve
SemabA  kompleksinden aktif RHOA’nin  salinmasini  saglayarak  norit

retraksiyonunu arttirdig bildirilmistir (82).

PSMD14 (Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 14) geni ubikiitin yolagi ile
hedeflenmis  proteinlerin  degrade edildigi 26S proteazom kompleksinin
bilesenlerinden biridir. On iki ekzondan olusan ve genomda 20g24.2 lokasyonunda
bulunan gen 310 aa wuzunlugunda ve 34,5 kDa agirhiginda bir protein
sentezlemektedir (83). PSMD14’iin proteazom kompleksi i¢inde deubikiitinasyondan
sorumlu ¢inko bagimli bir proteaz oldugu (84) ve cift zincir kiriklarina cevapta rol

oynadigi bildirilmistir (85).

NCK1 (NCK adaptor protein 1) sadece Src-homology-2 (SH2) ve Src-
homology -3 (SH3) domainlerini igeren adaptor protein ailesine ait bir gendir. Altt
ekzondan olusan ve genomda 3q22.3 lokasyonunda bulunan genin en uzun {riini
377 aa uzunlugunda ve 42,8 kDa agirligindaki NCK1 proteinidir (86). NCK1 tirozin
kinazlardan aktin hiicre iskeletine sinyal iletiminde (87) ve hiicre iskeletine DNA

hasari cevabinin regiilasyonunda etkili bir sinyal yolaginda gorevlidir (88).

ARF6 (ADP ribosylation factor 6) geni RAS protein siiper ailesinin bir alt
{iyesi olan ARF ailesinin bir iiyesidir. iki ekzondan olusan ve genomda 14021.3
lokasyonunda bulunan gen 175 aa uzunlugunda ve 20 kDa agirliginda bir protein
sentezlemektedir (89). ARF6 endozomlar ve plazma membrani arasindaki membran
trafigini diizenleyen kiiglik bir GTPaz olarak islev gormektedir (90). Dendritik
omurga gelisiminin regiilasyonu ile iliskili olup dendritik dallanma ve filopodia

uzamasinin regiilasyonuna da katkida bulundugu bildirilmistir (91).



RACL1 (Rac family small GTPase 1) geni Ras protein ailesinin bir alt {iyesi
olan RHO ailesinin bir tyesidir. Yedi ekzondan olusan ve genomda 7p22.1
lokasyonunda bulunan genin en uzun irini 211 aa uzunlugunda ve 23,4 kDa
agirhigindadir (92). RAC1 proteini fagositoz, mezenkimal benzeri migrasyon,
noronal polarizasyon, aksonal biiyiime ve ¢oklu hiicre tiplerinin farklilagmasini
iceren pek c¢ok hiicresel siirecte rol oynayan hiicre iskeletinin modiilasyonunda
etkilidir (93). Ayrica hiicresel biiyiime ve hiicre dongiisii regiilasyonunda da rol

oynamaktadir (94).

ITGB1 (integrin subunit beta 1) geni integrin ailesinin bir tiyesi olup beta alt
tinitelerden birini kodlamaktadir. On sekiz ekzondan olusan ve genomda 10p11.22
lokasyonunda bulunan gen 798 aa uzunlugunda ve 88,4 kDa agirliginda bir protein
kodlamaktadir (95, 96). Alfa ve beta alt {initelerin heterodimeri olarak islev goren
integrinlerde ITGB1’in hiicrede kollajen, fibronektin, fibrinojen, laminin, epiligrin,
trombospondin ve osteopontin ligandlar1 igin reseptér gorevi gordiigl, hiicre
adhezyonunu regiile ettigi, endoteliyal hiicre hareketliligi ve anjiyogenezde rol
oynadigi bildirilmistir (97-99).

BCL2L1 (BCL2 like 1) geni BCL2 gen ailesinin bir iiyesidir. Alt1 ekzondan
olusan ve genomda 20q11.21 lokasyonunda bulunan genin en uzun iriinii (BCLXL)
233 aa uzunlugunda ve 26 kDa agirligindadir (100). BCL2L1 gen iiriinleri BCL2’den
bagimsiz bir apoptosiz regiilatorii olarak islev gormektedir. Bu genin transkript
varyantlarindan uzun olan BCLXL apoptozis inhibitorii olarak islev goriip apoptozisi
negatif regiile ettigi, kisa olan transkript varyantit BCLXS’in ise apoptosiz aktivatorii

gibi islev gorerek apoptozisi pozitif regiile ettigi bildirilmistir (100).

BMP4 (bone morphogenetic protein 4) geni Transforming Growth Beta (TGF-
B) ailesinin bir alt liyesi olan BMP ailesinin bir {iyesidir. Alt1 ekzondan olusan ve
genomda 14q22.2 lokasyonunda bulunan genin en uzun iriinii 408 aa uzunlugunda
ve 46,5 kDa agirligindadir (101). BMP4 mezoderm indiiksiyonu, dis gelisimi, uzuv
olusumu, kemik indiiksiyonu ve kirik onariminda gelisim siiresince gorev alan hayati

onemde bir diizenleyici proteindir (101).

YWHAZ (tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation

protein zeta) geni 14-3-3 protein ailesinin bir {iyesidir. On iki ekzondan olusan ve



genomda 8g22.3 lokasyonunda bulunan gen 245 aa uzunlugunda 27,7 kDa
agirhgindadir (102). Hiicrede pek ¢ok sinyal yolaginda etkin olan bu gen ailesinden
YWHAZ’in insiilin duyarliliginin  diizenlenmesi (103) ve meme kanserinde
antrasiklin terapisine kars1 hiicreleri apoptozisten korunmasi (104) gibi islevlerde rol

oynadigi bildirilmistir.

FYN (FYN proto-oncogene, SRC family tyrosine kinase) geni reseptor
olmayan tirozin kinaz ailesi olan SRC tirozin kinaz ailesinin bir iiyesidir. On dokuz
ekzondan olusan ve genomda 6q21 lokasyonunda bulunan genin en uzun iriinii 537
aa uzunlugunda 60,7 kDa agirhigindadir (105). FYN’nin T hiicrelerinin gelisimi ve
aktivasyonunda (106, 107), glioblastomada onkojenik EGFR sinyalinin efektori gibi
davranarak invazyonda ve tiimor hiicresinin sagkaliminda rol oynadigi (108) ayrica

RAS ile uyarilan invaziv hiicre fenotipinin kritik bir aracis1 oldugu bildirilmistir

(109).

GSK3B (glycogen synthase kinase 3 beta) geni glikojen sentaz kinaz alt
ailesine ait bir serin-treonin kinaz kodlamaktadir. On ii¢ ekzondan olusan ve
genomda 3g13.33 lokasyonunda bulunan genin {iriinii 420 aa uzunlugunda ve 46,7
kDa agirligindadir (110, 111). GSK3B’nin enerji metabolizmasi, néronal hiicre
gelisiminde, viicut diizeni olusumunda (112) ve hiicrenin apoptotik davraniginda rol

oynadigi bildirilmistir (113, 114).

PXN (paxillin) geni sinyal transdiiksiyonunu saglayan adaptor bir proteini
kodlamaktadir. 21 ekzondan olusan ve genomda 12q24.23 lokasyonunda bulunan
genin transkript varyantlari farkli ekspresyon paterni ve biyokimyasal ozellikler
gostermektedir (115). Kanonikal transkript tiriini 591 aa uzunlugunda ve 64,5 kDa
agirliginda (116) olan PXN geninin fokal adhezyon (117) ve migrasyon (118)

stireclerinde rol oynadig bildirilmistir.
2.5. Kanser Veri Setleri ile Gen ifade Analizleri
25.1. TCGA Veri Seti

Kanser Genom Atlas projesi, biiyiikk 6rneklemlerde birden ¢ok platformun

kullanilmastyla elde edilen genis dlgekli -omik verinin kanserde yeni yaklagimlar
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olusturabilmesi amaciyla yiritilmistir (119). 2006 yilinda baslayan farkli
disiplinden arastirmacilar1 ve enstitiileri bir araya getiren TCGA projesi kapsaminda
biiyiik ¢apli bir arastirma ekibi ile altyapisi olusturulmus ve tiim arastirmacilarin
kullanabilecegi kaliteli ve istatistiki agidan saglam bir veri havuzu kurulmustur

(119).

TCGA projesinde on tane nadir kanseri de igeren otuz ii¢ kanser tipinde on
bir bin hastadan alinan yirmi binden fazla primer kanser ve saglikli doku &rneginin
molekiiler karakterizasyonu yapilmistir (120). TCGA is akisi; doku 6rneginin eldesi,
patolojik degerlendirme, DNA/RNA izolasyonu, DNA sekansi, RNA sekansi
(miRNAseq, mRNAseq), ckspresyon, kopya sayisi degisikligi (CNA) ve
heterozigotluk kayb1 (LOH), tek niikleotid polimorfizmi (SNP), metilasyon
degerlendirmeleri, ters faz protein dizileme (RPPA), elde edilen verilerin
depolanmasi ve verilerin biitiinleyici analizleri seklinde ilerlemistir. Sonug olarak her
kanser tipi i¢in elde edilen genomik, epigenomik, transkriptomik ve proteomik
veriler bir araya getirilerek ilgili kanserin kapsamli molekiiler karakterizasyonu
yaymlanmistir (121, 122). TCGA projesi verilerinin bir kismi belirli izinler
cergevesinde erisime agik olmak iizere, tamami “National Cancer Institute Genomic

Data Commons Data Portal” (https://portal.qgdc.cancer.gov/) adresinde tiim

arastirmacilarin kullanimina agilmistir.
2.5.2. GTEx Veri Seti

2010 yilinda baglatilan Genotip Doku Ekspresyon Projesi (The Genotype-
Tissue Expression, GTEx) doku spesifik gen ekspresyonu ve regiilasyonu g¢aligmak
icin kamuya ac¢ik, kapsamli bir kaynak ve biyo banka olusturma amaciyla
yiriitilmistir (123, 124). GTEXx projesi insan dokular1 ve bireyler arasinda gen
ekspresyonu ile genetik varyantlar arasindaki iligkiyi ve gen ekspresyonunun
cinsiyetler arasinda nasil degistigini incelemektedir (123, 124). Yaklasik bin
bireyden alinan elli dort saglikli doku Ornegini inceleyen GTEX projesinde tiim
genom sekansi, tiim ekzom sekansi ve RNA sekansi ile farkli platformlardan veriler
elde edilmistir. GTEX projesi verilerinin bir kismi1 belirli izinler ¢er¢evesinde erigime

acik olmak iizere, tamami “GTEx Data Portal” (https://gtexportal.org/home/)

adresinde tiim arastirmacilarin kullanimina agilmustir.


https://portal.gdc.cancer.gov/
https://gtexportal.org/home/
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2.5.3. Gen ifadesi Profili interaktif Analizi (Gene Expression Profiling
Interactive Analysis, GEPIA)

TCGA ve GTEXx konsorsiyum projelerinde olduk¢a genis kapsamli -omik veri
ortaya c¢ikmistir. Cok sayida kanser tipine ve normal dokuya ait verilerin
karsilastirilarak ilgili kanserde Kklinik ve fonksiyonel 6nemi olan genlerin
tanimlanabilmesi icin verilerin ¢esitli analizlerde islenebilmesine imkéan saglayan
araglara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ihtiyaci karsilamak {izere internet tabanli bir arag
olarak gelistirilen GEPIA, TCGA ve GTEx verilerini ¢ekerek kullaniciya gen

ekspresyon profili ve ¢esitli interaktif analizler sunmaktadir (125, 126).

GEPIA’nin veri isleme ve gorsellestirmesindeki ilk asama TCGA ve GTEx
gen ekspresyon verilerinin UCSC Xena (127) projesinden ¢ekilmesidir. Cekilen
veriler tibbi uzmanlar tarafindan normal-kanser karsilagtirmasi igin en uygun sekilde
gruplandirildiktan sonra olusan veri setleri MySQL veritabaninda depolanmaktadir
(125, 126). Depolanan veri setlerinin interaktif islemesi i¢in R ve Perl programlama
dilleri kullanilmakta, elde edilen ¢iktilar Bootstrap, DataTables ve Plotly.js arayiizii
araciligiyla kullaniciya pdf, svg veya png gibi farkli formatlarda sunulmaktadir (125,
126).

GEPIA internet aracinda yedi temel fonksiyon bulunmaktadir. Kullanicilar
herhangi bir genin kanser ve normal doku setlerindeki genel durumunu gorebilir,
timor ve normal dokunun karsilastirilmasiyla kanserde normal dokuya gore farkli
ekspresyon gosteren genleri tespit edebilir, genlerin ifade profilini gesitli grafiklerde
dinamik olarak ¢izebilir ve ¢oklu doku tiplerinde karsilastirabilir, sagkalim analizi
yapabilir, ¢alisgilan gene benzer genleri tespit edebilir, bir veya birden ¢ok veri
setinde iki gen igin korelasyon analizi yapabilir, ve ¢alisilan gen listesinde ana
bilesen analizi ile birlikte iki veya {i¢ boyutlu grafikler cizerek efektif biyobelirteg
adaylarini tespit edebilir (125).

2.5.4. ifadesi Anlamh Degisen Genlerin Saptanmasindaki Ol¢iitler

Bagimsiz gruplar arasinda ifadesi anlamli degisen genlerin belirlenmesi icin
dikkate alinan baz1 6lgiitler mevcuttur. Bu ¢alismada p-degeri, kat degisimi, “yanlis
kesif oran1 (FDR)” ve Benjamini-Hochberg gibi ¢esitli dlgiitler kullanilmistir.
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Arastirmacinin hipotezi her zaman esitlik i¢ceren yokluk hipotezi (Ho) ve her
zaman esitsizlik (farklilik) igeren segenek hipotezi (H1) olabilir (128). Yanilma
diizeyi (o), HO hipotezi ger¢ekten dogru iken onu yanliglikla reddetme olarak
tanimlanan birinci tip hata i¢in dngoriilen en biiyiik sinir degeridir ve alfa degeri her
zaman 0-1 arasinda olup 0=0.05, 0=0.01 ve 0=0.001 gibi kiiclik degerler almaktadir
(128). Bir hipotezin degerlendirilmesi igin yapilan istatistiksel test sonrasinda elde
edilen olasilik ise “p-degeri” olarak ifade edilmektedir (128). Elde edilen p-degeri
birinci tip hatanin test sonucunda hesaplanmis degeridir ve p-degerinin yanilma
diizeyinden diisiik olmas: istatistiksel anlamlilign gostermektedir. Ifadesi anlamli

degisen genlerin tespitinde p-degeri bir olasilik dl¢iisii olarak islev gormektedir.

Dikkate alinan bir diger olgiit iki farkli durum arasinda gen ifadesindeki
kantitatif degisiklik olarak tanimlanan kat degisimi (Fold Change, FC) yaklagimidir.
Bu yaklasimda, iki kosul arasindaki ekspresyon seviyelerinin mutlak degerindeki
oran arastirmaci deney tasarimina uygun olacak sekilde belirleyebilir (129). Ancak
ifadesi anlamli degisen genlerin belirlenmesinde tek basina bir kriter olarak
kullanilmasi yalanci pozitiflikler agisindan problem olusturabilmektedir (129). Bu
sebeple ifadesi anlamli degisen genlerin saptanmasinda p-degeri ve FC degerini
birlikte kullanmanin sadece p-degeri veya FC degerini kullanmaktan daha iyi

sonuglar verdigi belirtilmektedir (130).

Binlerce gene ait transkriptin kullanildigi mikrodizin ve RNA sekansi gibi
yiiksek hacimli taramalar, ¢oklu karsilagtirma i¢eren ve bu karsilagtirmalardan ¢ok
sayida anlamli sonu¢ beklenen calismalardir. Bu calismalarda istatistiksel test
sonrasinda ¢oklu karsilastirma sebebiyle yanlis pozitif sonuglarin oran1 beklenenin
tizerinde olup birinci tip hatay: arttirmakta ve ifadesi anlamli degisen genler hatali
pozitif sonuglar1 da igermektedir (131). Anlamlilig1 sansa bagli ortaya ¢ikan hatali
sonuglarin oran1 “yanlis kesif orani” olarak tanimlanirken FDR’1 kontrol altina
alabilmek i¢in Benjamini-Hochberg ve Bonferroni diizeltmesi gibi farkl: istatistiksel
yaklagimlar kullanilmaktadir (131). Benjamini-Hochberg prosediirii FDR oranini
kontrol altina alarak birinci tip hatanin yiikselmesinden kaginmayi saglamaktadir
(131). Coklu karsilastirmadan elde edilen p degeri, bu test sonrasinda “diizeltilmis p-

degeri” (adjusted-p value) veya “g-degeri” olarak ifade edilmekte olup, q degeri



13

belirlenen bir esik degeri i¢in hatali pozitiflerin diizeyini p-degerinden daha dogru
sekilde yansitmaktadir (131).

2.5.5. Farkh Gen ifadesi Analizi

Degisen kosullarda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli eksprese olan
genleri (differentially expressed genes, DEGs) belirlemek pek ¢ok calisma igin
onemli bir baslangi¢ noktasidir. Farklilasan gen ifadesi analizi iki duruma (normal-
kanser, ila¢ uygulanan-uygulanmayan vb.) ait transkriptomun Kkarsilastirilarak
ekspresyonu ilgilenilen durumda diger gruba gore degismis olan genleri tanimlamay1
saglayan bir metottur. GEPIA, TCGA tiimor dokulart ile eslesen normal dokular ve
GTEx normal dokularinda DEGs analizi yaparken ANOVA, LIMMA ve Top 10
olmak tizere ti¢ farkli metot kullanmaktadir (132). ANOVA metodunda cinsiyet, yas,
etnik koken ve hastalik durumu (tlimor, normal) degiskenleri dikkate alinarak dort
yonlii varyans analizi icin ANOVA testi kullanilmaktadir (132). Elde edilen
ekspresyon verileri Logz FC olarak tanimlanir ve ¢oklu testteki q-degerini elde etmek
icin her bir faktdrdeki p-degeri Benjamini-Hochberg prosediirii kullanilarak diizeltilir
(132). GEPIA, ikinci olarak bir R paketi olan LIMMA tarafindan uygulanan dogrusal
model ve Empirical Bayes metodu ile diizeltilmis p-degerini kullanmakta ve bu
sekilde elde edilen ekspresyon verileri Log. FC olarak tanimlanmaktadir (132).
GEPIA son olarak belirli bir kanser tiiriiniin sadece bir alt grubunda asir1 eksprese
edilen genleri tanimlamak i¢in Top 10 metodunu kullanmaktadir. Bu metotta her
kanser tipi igin, ekspresyonu normal dokularda diisiik, tiimor dokularinda yiiksek
oldugu bilinen terdpatik hedef aday1 olan belirli bir geni en yiiksek diizeyde eksprese
eden tiimor 6rneklerinin %10’u ve kiyaslama igin yine bu geni en yiiksek diizeyde
eksprese eden aynmi sayida normal doku se¢ilmektedir (132). Timér ve normal
ornekler ekspresyon diizeyine gore siralandiginda olusan listenin tistteki %50’sinde
yer alan timor Orneklerinin yiizdeligi yiizde degeri olarak hesaplanmakta ve

ekspresyon verileri Logz FC olarak tanimlanmaktadir (132).
2.5.6. Zenginlestirme ve Yolak Analizi

Yiiksek hacimli transkriptomik veri saglayan tekniklerden elde edilen gok

saylda DEGs’nin ilgili hastaliktaki biyolojik roliinii anlayabilmek igin zenginlestirme
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ve yolak analizi yontemleri kullanilmaktadir (133). Boylece ilgili genlerin yer aldig:
molekiiler fonksiyonlari, biyolojik islevleri ve bulundugu hiicresel lokalizasyonlari
incelemek, birbiriyle fonksiyonel olarak iligkili olan gen kiimelerini tespit etmek,
genlerin yer aldigi sinyal yolaklarini belirlemek, yolak igindeki genlerin birbiriyle
iliskisini gorsellestirmek, incelenen hastalikta aktivitesi degisen yolaklar1 tespit
etmek, biyolojik stiregleri smiflandirmak ve atasal biyolojik siireglerdeki merkezi
genleri tespit edebilmek miimkiin hale gelmektedir (134-141). Zenginlestirme ve
yolak analizleri tiimor spesifik genlerin hiicrede olusturdugu sistematik etkinin

anlasilmasini saglamaktadir.

Zenginlestirme ve yolak analizi DAVID (The Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery), WebGestalt (Web-Based Gene Set Analysis
Toolkit), GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) ve Metascape vb gibi pek ¢ok arag
ile yapilabilmektedir. Biiyiik gen listelerinin fonksiyonel annotasyonu ve analizini
kolaylastirmak i¢in gelistirilen DAVID, arastirmacilara sezgisel grafik gdsterimleri
ile fonksiyonel tanimlayict verileri sistematik olarak birlestirebilen bir dizi veri
madenciligi araci saglamaktadir (142). GenBank, UniGene, RefSeq, KEGG,
LocusLink, OMIM, Gene Ontology, Reactome, NetAffx, University of Michigan
gibi 6nemli veri kaynaklarin1 biinyesine entegre eden DAVID annotasyon araci,
GoCharts, KeggCharts, ve DomainCharts olmak tizere dort ana modiilden
olugsmaktadir (142). Bunlardan annotasyon araci gen listelerinin annotasyonu i¢in
otomatiklestirilmis bir yontemdir. GoCharts modiilii bilgi birikmeye ve degismeye
devam etse bile tim organizmalarda genlerin ve proteinlerin islevlerine
uygulanabilen yapilandirilmis bir dil saglayan Gene Ontology Consortium'un kontrol
edilen kelimelerini kullanarak fonksiyonel kategoriler arasinda ekspresyonu farkli
olan genlerin dagilimini grafiksel olarak gostermektedir. KeggCharts, KEGG
biyokimyasal yolaklar1 arasinda ekspresyonu farkli olan genlerin dagilimini grafiksel
olarak gosterirken, DomainCharts PFAM protein domainleri arasinda ekspresyonu

farkli olan genlerin dagilimini1 gostermektedir.

DAVID’de zenginlestirme ve fonksiyonel yolak analizinde tipik analiz akisi;
gen listesinin yiiklenmesi, 6zet sayfasinin goriintiilenmesi, grafik, tablo, kiimelenme
vb. raporlar ile ayrintili kesif ve sonuglart disar1 aktararak kaydetme seklinde

siralanabilir (143). DAVID igindeki terimlerde gen zenginlestirmeyi dlgmek igin
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Fisher’in kesin testi benimsenmistir. DAVID analizlerinde karsilasilan EASE skoru
ise Fisher’in kesin testinden alinan p-degerinin modifiye edilmis halidir (144). EASE
skoru, Fisher’in kesin testi sonucunda sans eseri iligkili olabilecek zenginlestirme
sonuglarini daha az dikkate alarak zenginlestirmenin giictinii arttirmaktadir (144).
DAVID c¢oklu karsilastirma iceren bu istatistiksel analizlerde Bonferroni ve

Benjamini-Hochberg gibi diizeltmelere ait p-degerleri de bildirilmektedir (144).
2.5.7. Sagkahm Analizi

Sagkalim analizi, belirli bir baslangi¢ noktasindan itibaren bir olayin takibini
saglayarak yasam siiresinin hesaplanmasidir (145). Sagkalim analizinde 6lene kadar
gecen siire genel sagkalim (OS) olarak tanimlanirken, bir tedavi sonrasi hastaliga
tekrar yakalanana kadar gecen siire hastaliksiz sagkalim olarak tanimlanmaktadir
(145). Sagkalim analizi hastalik seyrini takip etmek, farkli tedavi ve deney/kontrol
gruplarinda ilgili protokoliin etkinligini incelemek ve risk faktorlerinin belirlenmesi
amaciyla yapilabilmektedir. Gen ekspresyon seviyesine dayanan sagkalim analizi ise

ilgili genin klinik 6nemini degerlendirmek i¢in kullanilan bir yontemdir (125).

GEPIA, gen ekspresyonu pozitif ve negatif olan iki grubun sagkalim
verilerini karsilastirmak i¢in hipotez testinde Mantel-Cox testi olarak da bilinen Log-

rank kullanmakta ve elde edilen sonug p-degeri ile gosterilmektedir (132).

[statistikte aralik kestirimi yaklagmm ile elde edilen giiven araligi (confidence
interval, CI), arastirmaci tarafindan belirlenen yanilma diizeyine bagli olarak elde
edilen giiven diizeyi ile tanimlanmaktadir (128). CI, evrenden ¢ekilen bir
orneklemden elde edilen istatistik yardimiyla ilgili parametrenin giiven araligini

belirleyen alt ve {ist sinir igerisinde oldugunu ifade etmektedir (128).
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Bu tez caligmasi dort farkli dokuya ait adenokarsinom tipi iizerinden

yiiriitilmiistiir. Calisma icin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu’na bagvurulmus olup kurulun 04.09.2018 tarihli

toplantisinda ¢alismamiz igin etik izine ihtiya¢ duyulmadigina karar verilmistir. GO

18/894 karar numarali etik izin belgesi Ek-1'de mevcuttur.

Calismada kullanilan pankreatik adenokarsinoma (PAAD), mide adenokarsinoma
(STAD), akciger adenokarsinoma (LUAD), kolon adenokarsinoma (COAD) ve

normal doku orneklerine ait RNA-seq verileri TCGA ve GTEXx projesinde calisilan

orneklemlerden elde edilmistir. Bu 6rneklemlerin igerdigi 6rnek sayilart Tablo 3.1°de

goriilmektedir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kanser ve normal 6rneklem setlerinin biytikligii.

Doku TCGA GTEX Toplam
Pankreas (PAAD) | Timoér (n=179) - Timor (n=179)
Normal (n=4) Normal (n=167) Normal (n=171)
Mide (STAD) Timor (n=408) - Tlimdr (n=1085)
Normal (n=36) Normal (n=175) Normal (n=291)
Akciger (LUAD) | Tiimor (n=483) - Timor (n=483)

Normal (n=59)

Normal (n=288)

Normal (n=347)

Kolon (COAD)

Timor (n=275)
Normal (n=41)

Normal (n=308)

Timor (n=275)
Normal (n=349)

Bu tez calismasinda verilerin g¢ekilmesi ve analizlerin yapilmasi i¢in birgok

veritabani ve arag¢ kullanilmistir.

1. GEPIA V1 (http://gepia.cancer-pku.cn/) (125) sunucusu ile TCGA ve GTEx

projelerinden gelen veriler karsilastirilarak yukarida belirtilen kanserlere 6zgii

ifadesi anlamli olarak degisen genler belirlenmistir.


http://gepia.cancer-pku.cn/
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2. VENNY V2.1 (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) (146) kullanilarak

PR

bir onceki analizde her kanser tipi igin ifadesi anlamli olarak degistigi
saptanan genler venn diyagraminda karsilastirilmis ve pankreas kanserine
Ozgii olan genler belirlenmistir.

3. DAVID V6.7 (https://david.ncifcrf.gov/, DAVID) (142) ile pankreas

kanserine spesifik olarak ifadesi artan genlerin zenginlestirme ve yolak
analizi yapilmistur.

4. DAVID analizinde elde edilen gen ontoloji (Gene Ontology, GO) terimlerden
biyolojik siire¢ (Biological Process, BP) kategorisindeki yolaklarin hiyerarsik
olarak bir parcasi oldugu atasal siiregleri belirlemek icin QuickGO

(https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/) (141) kullanilmistur.

5. Internet tabanli bir analiz platformu olan OmicsNet

(https://www.omicsnet.ca/) (139, 140) kullanilarak ilgili atasal siireglerde
kiimelenen BP terimlerinin igerdigi proteinlerin birbiriyle iletisimi incelenmis
ve merkezi nitelikte rol listelenen genler saptanmustir.

6. Merkezi rol iistelenen genlerin pankreas adenokarsinomunda sagkalim analizi
GEPIA ile yapilmustir.

7. Sagkalimi etkiledigi tespit edilen genler hakkinda literatiir taramasi igin

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (147) veritabani kullanilmistur.
3.2. Yontem
3.2.1. TCGA ve GTEx Verilerinden DEG’lerin Elde Edilmesi

Bu calismada incelenen dort kanser tipinde her bir kansere 6zgii olarak ifadesi

anlamli olarak degisen genler GEPIA kullanilarak tespit edildi.

1. GEPIA sunucusu ana sayfasinda “Cancer Type Analysis” sekmesi altindaki
“Differential Genes Analysis” basglig: secildi.

2. | LogzFC | > 2 ve g-degeri 0.001 olarak girildi.

3. Analiz yontemi olarak ANOVA tercih edildi.

4. Ayrica ifadesi anlamli olarak artan ya da azalan genleri kromozom {izerinde
gorebilmek i¢in kromozomal dagilimi da analize eklendi.

5. Her kanser tipi i¢in bu analizler ayr1 ayr1 yapildi.


https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
https://david.ncifcrf.gov/
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/
https://www.omicsnet.ca/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.2.2. PAAD Spesifik DEG’lerin Belirlenmesi

Her kanser tipi i¢in ayr1 ayr1 elde edilen DEG’lerden ifadesi artan genler

VENNY V2.1 ile karsilastirilarak pankreas kanserine spesifik artis gosteren DEG’ler

tespit edildi.

3.2.3. Zenginlestirme ve Yolak Analizi

VENNY ile yapilan karsilastirmadan sonra ifade artist PAAD spesifik olan

genlerin zenginlestirme ve yolak analizi DAVID V6.7 kullanarak yapildi.

1.

N o g k~ wDn

DAVID V6.7 ana sayfasinda “Functional Annotation” sekmesine tiklanarak
“Functional Annotation Tool” a¢ildu.

Upload sekmesi tiklanarak kopyalanan PAAD spesifik gen listesi yapistirildi.
Identifier olarak “Official Gene Symbol” seg¢ildi.

List type olarak “gene list” se¢ilerek analiz baslatildi.

Gene list manager bolmesinde species olarak “Homo sapiens” segildi.
Annotasyon sonuglarinda “Gene Ontology” ve “Pathways” basliklar1 segildi.
GOTERM_BP_FAT, GOTERM_CC_FAT, GOTERM_MF_FAT,
KEGG_PATHWAY ve REACTOME_PATHWAY basliklar1 asagidaki gibi
incelendi.

a. Ilgili baghktaki Chart sekmesine tiklanarak “Functional Annotation
Chart” sayfasina gegildi.

b. Gelen sayfada istatistiksel filtreleme icin “Options” sekmesine
tiklanarak EASE skoru 0,05 olarak girilip FDR Kkontrolii i¢in
Benjamini diizeltmesi secildikten sonra “Rerun Using Options”
tiklandi.

c. Filtrelenen sonuglar “Download File” secenegine tiklanarak indirildi

ve excel dosyasina kaydedildi.

3.2.4. Biyolojik Siire¢ Terimlerinin Kiimelendigi Atasal Biyolojik

Siireclerin Belirlenmesi

DAVID ile yapilan gen zenginlestirme ve yolak analizi sonucunda elde edilen

GOTERM_BP_Fat kategorisindeki terimler Benjamini degeri < 0.001 olacak sekilde
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filtrelendi ve filtrelenen bu terimlerin ait oldugu atasal biyolojik siiregler internet

tabanli tarayict QUickGO kullanilarak arastirildi.

1.

DAVID sonuglarinda GOTERM_BP_Fat kategorisi Benjamini < 0.001
olacak sekilde filtrelendi.

Filtreleme sonras1 her bir terime ait ID numaras: kopyalandi ve QuickGO
sayfasindaki arama ¢ubuguna yapistirilarak arama baglatildi.

Arama sonucu gelen segeneklerde ilgilenilen terimin ID baslig: secildi.

flgili terim hakkinda detayli bilgi iceren sayfa incelendi ve terimin
“Ancestor Chart” basliginda hangi atasal biyolojik siirecin altinda yer aldigi
belirlendi.

Tim terimler i¢in uygulanan bu islemden sonra GOTERM BP FAT
kategorisinde once ¢ikan atasal biyolojik siiregler tespit edildi.

Her bir ana biyolojik siire¢ basliginda kiimelenen terimlerin barindirdigi gen

isimleri bir araya getirildi ve tekrarlanan gen isimleri temizlendi.

3.2.5. Kiimelenmis Biyolojik Siireclerde Merkezi Rol Ustelenmis

Genlerin Tespit Edilmesi

llgilenilen ana biyolojik siireclerde yer alan gen iiriinlerinin birbiriyle etkilesimi

ile (protein-protein interaction, PPI) ortaya c¢ikan biyolojik agi olusturmak,

gorsellestirmek ve en ¢ok etkilesim gosteren genleri tespit etmek i¢in internet tabanli

OmicsNet aract kullanildi.

1.
2.

OmicsNet ana sayfasinda “Genes” semboliine tiklandi.

Gelen pencerede “Organism; Homo sapiens” olarak segilirken “Set ID Type;
Official Gene Symbol” olarak seg¢ildi.

Tgili biyolojik siirece ait gen listesi kopyalandi ve yapistirildi.

Pencerenin altindaki “Upload” segenegine tiklandiktan sonra isleme devam
edebilmek i¢in gelen ana sayfadaki “Proceed” secenegine tiklandi.

Gelen sayfada “Network Building” i¢in PPI bolmesinde STRING seg¢ildi.
STRING igin 6n tamimli parametreler (Experiment Evidence (Yes),
Confidence Score: 900) degistirilmeden “Submit” tusuna tiklandu.
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6. Olusan ag yapist 3000’den fazla nod igerdiginde “Network Tools” kisminda
“Betweenness Filter” bashigina tiklanarak “Betweenness cutoff” degeri 2,0
olarak girildi.

7. Gelen sayfada “Node Table” boélmesindeki genlerin name, id ve degree

bilgileri excel dosyasina kaydedildi.
3.2.6. Sagkalim Analizi

OmicsNet ile elde edilen merkezi nitelikteli genlerin tamami i¢in GEPIA’da

PAAD veri setinde genel sagkalim analizi yapildi.

GEPIA ana sayfasinda “Survival Analysis” bagligina tiklandu.
fgili gen ad: girildi.

“Overall Survival” segenegi isaretlendi.

%95 Confidence Interval ve Group Cutoff i¢in Median segildi.

PAAD veri seti se¢ilerek analiz i¢in Plot tusuna tiklandi.

2 o

Gelen sagkalim grafiginde sonug anlamli ise grafik goriintiisii kaydedildi.
3.2.7. Literatiir Taramasi

Sagkalim analizi sonucunda anlamli sonug¢ veren merkezi genler igin NCBI

veritabani kullanarak literatiir taramasi yapildi.
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4. BULGULAR
4.1. Farkh Gen ifadesi Analizi Sonuclar:

GEPIA ile yapilan analiz sonucunda her bir adenokarsinom tipi igin spesifik
olan ve ifadesi anlamli olarak degisen genler| Log2FC | > 2 ve g-degeri = 0.001

kriterleri gbz oniline alinarak saptandi.

PAAD veri seti ile yapilan analizde pankreas adenokarsinomu ve normal
pankreas dokusu karsilagtirilarak pankreas adenokarsinomunda ifadesi anlamli olarak
degisen 2616 gen tespit edildi. Pankreas tiimor dokusunda ifadesi artan 2458 gen ve
ifadesi azalan 158 gen oldugu saptandi. Ifadesi artan genlerin kat degisimi 2 <
LogoFC< 9,258 iken ifadesi azalan genlerin kat degisimi -10,856 < Log.FC< 2
seklindedir. GEPIA’dan alinan analiz sonucuna gére PAAD veri setine ait ifadesi

anlamli olarak degisen genlerin kromozom dagilimi Sekil 4.1.”de gosterilmektedir.

The Differentially Expressed Genes On Chromosomes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

Over-expressed Genes
Under-expressed Genes

= The gene positions are based on GRCh38.p2(NCBI). 2616 Genes.

Sekil 4.1. PAAD veri setinde ifadesi anlamli degisen genlerin kromozom dagilima.

STAD veri seti ile yapilan analizde mide adenokarsinomu ve normal mide
dokusu karsilastirilarak mide adenokarsinomunda ifadesi anlamli olarak degisen 843
gen tespit edildi. Mide tiim6r dokusunda ifadesi artan 638 gen ve ifadesi azalan 205
gen oldugu saptandi. Ifadesi artan genlerin kat degisimi 2 < Log.FC < 6,85 iken
ifadesi azalan genlerin kat degisimi -15,024 < Log2FC < 2 seklindedir. GEPIA’dan
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alinan analiz sonucuna goére STAD veri setine ait ifadesi anlamli olarak degisen

genlerin kromozom dagilimi Sekil 4.2.’de gosterilmektedir.

The Differentially Expressed Genes On Chromosomes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

Over-expressed Genes
Under-expressed Genes

The gene positions are based on GRCh38.p2(NCBI). 843 Genes.

Sekil 4.2. STAD veri setinde ifadesi anlamli degisen genlerin kromozom dagilimi.

LUAD veri seti ile yapilan analizde akciger adenokarsinomu ve normal
akciger dokusu karsilastirilarak akciger adenokarsinomunda ifadesi anlamli olarak
degisen 952 gen tespit edildi. Akciger timor dokusunda ifadesi artan 247 gen ve
ifadesi azalan 705 gen oldugu saptandi. Ifadesi artan genlerin kat degisimi 2 <
LogoFC < 8,216 iken ifadesi azalan genlerin kat degisimi -7,55 < L0og2FC < 2
seklindedir. GEPIA’dan alinan analiz sonucuna gére LUAD veri setine ait ifadesi

anlamli olarak degisen genlerin kromozom dagilimi Sekil 4.3’te gosterilmektedir.
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The Differentially Expressed Genes On Chromosomes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

Over-expressed Genes
Under-expressed Genes

The gene positions are based on GRCh38.p2(NCBI). 952 Genes.

Sekil 4.3. LUAD veri setinde ifadesi anlamli degisen genlerin kromozom dagilima.

COAD veri seti ile yapilan analizde kolon adenokarsinomu ve normal kolon
dokusu karsilagtirilarak kolon adenokarsinomunda ifadesi anlamli olarak degisen
1556 gen tespit edildi. Kolon tiimdr dokusunda ifadesi artan 786 gen ve ifadesi
azalan 770 gen oldugu saptandi. ifadesi artan genlerin kat degisimi 2 < Log,FC <
8,703 iken ifadesi azalan genlerin kat degisimi -8,42 < Log.FC < 2 seklindedir.
GEPIA’dan alinan analiz sonucuna gore COAD veri setine ait ifadesi anlamli olarak

degisen genlerin kromozom dagilimi Sekil 4.4°de gosterilmektedir.



24

The Differentially Expressed Genes On Chromosomes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

Over-expressed Genes
Under-expressed Genes

The gene positions are based on GRCh38.p2(NCBI). 1556 Genes.

Sekil 4.4. COAD veri setinde ifadesi anlamli degisen genlerin kromozom dagilima.
4.2. Venn Diyagram Sonuclari

Dort veri setinde de ifadesi artis gosteren DEG’lerin listeleri venn diyagrami
ile karsilastirilarak, adenokarsinom tiplerine spesifik ve adenokarsinomlarda ortak
olarak degisen genler saptandi. Olusturulan diyagram Sekil 4.5.’de gosterilmektedir.
Bu karsilastirma ile PAAD veri setinde ifadesi artan 2458 genden 1840 tanesinin
pankreas tiimoriine spesifik oldugu tespit edildi. STAD veri setinde mide tiimoriine
spesifik 118 gen, LUAD veri setinde akciger tiimoriine spesifik 23 gen, COAD veri

setinde ise kolon tiimdriine spesifik 247 gen oldugu belirlendi.

Pankreas tliimor dokusunda ifade artis1 gosteren genlerin diger timor
dokularindaki durumu ikiserli olarak incelendiginde pankreas ve kolon tiimoriinde
390 genin, pankreas ve mide tiimoriinde 389 genin, pankreas ve akciger tiimdriinde
ise 190 genin ortak oldugu goriildii. Pankreas timor dokusunda ifade artig1 gosteren

2458 genden 75 tanesinin ise tiim kanser tipleri i¢in ortak oldugu saptandi.
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STAD PAAD

1840
(61.4%)

148
(4.9%)

247
(8:2%)

Sekil 4.5. Dort kanser tipinde ifadesi artan genlerin venn diyagrami dagilima.
4.3. Zenginlestirme ve Yolak Analizi Sonuglar:

Pankreas tiimoriine spesifik olarak ifadesi artan 1840 genin hiicre iginde hangi
stireglerde ve sinyal yolaklarinda rol aldigini saptamak igin gen ontolojisi ve yolak
analizi yapildi. Bu analizde 1840 adet genin 1672 tanesi DAVID veri tabani sistemi
tarafindan tanimlandigi i¢in analiz tanimlanan bu genler ile yapildi. Analiz
sonuclarinda Benjamini degeri < 0.001 olacak sekilde filtreleme yapildiginda gen
ontolojisi  kapsamma giren GOTERM_BP_FAT kategorisinde 85 adet,
GOTERM_CC_FAT kategorisinde 31 adet ve GOTERM_MF_FAT kategorisinde 17
adet terim elde edildi. Yolak analizinde ise KEGG_PATHWAY kategorisinde 7 adet,
REACTOME_PATHWAY Kkategorisinde 4 adet yolak olmak tizere toplamda 11 adet
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yolak listelendi. Analiz esnasinda g¢ekilen temsili bir ekran goriintiisii Sekil 4.6.’da

gosterilmektedir.

*** You are currently using DAVID 6.7. ***
*** If you are looking for DAVID 6.8, please visit our production site. ***

Background

- List M Annotation Summary Results
e anager Help and Tool Manual

Current Gene List: List_1 1672 DAVID IDs

Current Background: Homeo sapiens Check Defaults Clear All

Disease (1 selected)
Functional_Categories (3 selected)
Gene_Ontology (2 selactad)
General Annotations (o selected)
Literature (o selected)

Main_ Accessions (0 selected)
Pathways (3 selected)
Protein_Domains (2 selected)
Protein_Interactions (o selected)
Tissue_EXpression (0 selected)

Mus musculus(1539)
Rattus norvegicus{1472)

Select Species

List Manager Help

List 1 I

Select List to:

***Rad annotation categories denate DAVID defined defaults***

Remove Combine Combined View for Selected Annotation

Show Gene List Functional Annotation Clustering
Functional Annotation Chart

Functional Annotation Table

Sekil 4.6. Zenginlestirme ve yolak analizinden temsili ekran goriintiisii.

A | B | c |p| E | F | & | H | 1 | 1 | K L | M
1 |category Term Count % PValue  Genes List Total Pop Hits Pop Total Fold Enrichment Bonferroni Benjamini FDR

2 |GOTERM_BP_FAT  GO:D0D6955~immune response 156 9 356624 XRCC4,ILIB 1331 690 13528 2 139E-20 1.39E-20 6.59E-21
3 |GOTERM_BP_FAT  GO:0007155~cell adhesion 148 @ 512820 MPZL2, LYPL1331 700 13528 2 200E-16  9.99E-17  S.48E-17
4 |GOTERM_BP_FAT  GO:0022610"biological adhesion 148 9 588620 MPZL2, LYPL1331 701 13528 2 229E-16  7.656-17  1.0SE-16
5 |GOTERM_BP_FAT  GO:0008928~cell mation 113 7 234E19 GNA13,LYP[1331 475 13528 2 912616 228616  4.33E-16
6 |GOTERM_BP_FAT  GO:0009611"response to wounding 120 7 104E-18 GNAL3, A2M1331 530 13528 2 406E-15  8.11E-16 1.93E-15
7 |GOTERM_BP_FAT  GO:D030036~actin cytoskeleton organization 69 4 G44E-18  LIMAL PDLI 1331 226 13528 3 251E-14 419615 119E-14
8 |GOTERM_BP_FAT  GO:0030029~actin filament-based process 71 4 169617 LIMALPDLI 1331 241 13528 3 6.60E-14  9.43E-15 3.13F-14
9 |GOTERM_BP_FAT  GO:0006952~defense response 119 7 414E13 AZM,AIFL 1331 615 13528 2 161E-09 20210  7.67E-10
10 |GOTERM_BP_FAT  GO:0007010~cytoskelston organization EE] 6 7.39E-13 LIMALPDLI 1331 436 13528 2 2.89E-08  3.21E-10 1.37E-08
11 |GOTERM_BP_FAT  GO:0006954~inflammatory response 76 5 106E-12 A2M,AIF1,11331 325 13528 2 41SE-09 415610  187E-09
12 |GOTERM_BP_FAT  GO:0007015~actin filament organization 31 2 121612 ALDOA LIMi1331 72 13528 4 472E-09  429E-10  2.24E-09
13 |GOTERM_BP_FAT  GO:0050865-regulation of cell a 48 5 B6BE-1l TRAFZPDGI1331 175 13528 3 3.39E-07  2.82E08  1.61E-07
14 |GOTERM_BP_FAT  GO:0002684~positive regulation of immune system process s8 3 125610 IL1S,CRP,TI1331 238 13528 2 4.89E-07  3.76E-08  2.32E-07
15 |GOTERM_BP_FAT  GO:0050867~positive regulation of cell activation 36 2 185610 TRAF2,1L18,1331 111 13528 3 7.626-07 545608 3.62E-07
16 |GOTERM_BP_FAT  GO:0001775~cell activation 65 4 232610 GNAI3,XRC 1331 287 13528 2 9.06E-07  6.04E-08  4.30E-07
17 |GOTERM_BP_FAT  GO:0016477~cell migration 63 4 325610 NRP2,PDGF 1331 276 13528 2 127E-06  7.92E-08  6.02E-07
18 |GOTERM_BP_FAT  GO:0045321~leukocyte activation 57 3 730610 XRCC4,LRRC1331 242 13528 2 28SE-06 168607 135E-06
19 |GOTERM_BP_FAT  GO:0001944~vasculature development s8 3 110E09 NRP2,RTN4,1331 251 13528 2 428E-06  2.38E-07  2.03E-06
20 |GOTERM_BP_FAT  GO:0002694regulation of leukocyte activation 44 5 186809 TRAFZIL1E 1331 166 13528 3 7.27E-06  3.82E07  3.45E-06
21 |GOTERM_BP_FAT  GO:DD01568~blood vessel development 56 3 3.34E-09 NRP2,RTNA, 1331 245 13528 2 131E-05  6.53E-07  6.20E-06
22 |GOTERM_BP_FAT  GO:DDD2696positive regulation of leukocyte activation 33 2 39309 TRAF2,IL18,1331 106 13528 3 153E-05  7.30E-07  7.28E-06
23 |GOTERM_BP_FAT  GO:DD10033"response to organic substance 120 7 663609 AIM,PDGFE1331 721 13528 2 250E-05 118606 123E-05
24 |GOTERM_BP_FAT  GO:0042110°T cell activation 36 2 B47E-09 XRCC4,ELF41331 126 13528 3 3.30E-05  1.44E-06 1.57E-05
25 |GOTERM_BP_FAT  GO:DD46649~lymphocyte activation a8 3 853609 GPRIB3, XRI1331 199 13528 2 3.33E-05 139806  158E-05
26 |GOTERM_BP_FAT  GO:0030198 extracellular matrix organization 32 2 962609 MIA SPOCK 1331 104 13528 3 375E-05 150606  178E-05
27 |GOTERM_BP_FAT 84 4 10SE-08 NRP2,PDGF 1331 307 13528 2 410E-05  1.58E-06 1.95E-05
28 |GOTERM_BP_FAT  GO:0051674~localization of cell 64 4  10SE-08 WRP2,PDGF 1331 307 13528 2 410E-05 158606 1.85E-05
29 |GOTERM_BP_FAT  GO:0048514~blood vessel morphogenesis ag 3 213608 GNAI3,RTN 1331 211 13528 2 8.33E-05  3.096-06  3.96E-05
30 |GOTERM_BP_FAT  GO:0051251~positive regulation of lymphocyte activation 30 2 267608 TRAF2,1L18,1331 97 13528 3 104E-04 372606  4.94E-05
31 |GOTERM_BP_FAT  GO:0042127~regulation of cell proliferation 126 8 280E-08 RARRES3,XF1331 787 13528 2 109E-04 377606 5.19E-05
32 |GOTERM_BP_FAT  GO:0051249~regulation of lymphocyte activation 38 2 681E-08 TRAFZ,IL1B,1331 148 13528 3 266E-04  B.86E-06  1.26E-04
33 |GOTERM_BP_FAT  GO:0032535~regulation of cellular component size 56 3 132607 RIN4 ATP6\1331 271 13528 2 517E-04 167605  2.45E-04
34 |GOTERM_BP_FAT  GO:0D0BOB4~regulation of actin polymerization or depolymerization 22 1 154807 LUMALPLEK1331 61 13528 4 6.01E-04  188E-05  2.86E-04
35 |GOTERM_BP_FAT  GO:0042060~wound healing 44 3 157607 DCBLDZ,GN. 1331 191 13528 2 6.14E-04  1.86E-05 2.92E-04
36 |GOTERM_BP_FAT  GO:0042981~regulation of apoptosis 125 7 173807 XRCC4,PTGE1331 804 13528 2 674E-04  198E-05  3.20E-04
37 |GOTERM_BP_FAT | GO:0042330"taxis 39 2 19307 NRP2,C3ARI1331 160 13528 2 751E-04 215605 |3.57E-04

Sekil 4.7. GO_BP terimlerinin excel dosyasindan temsili ekran goriintiisii.
4.4. Biyolojik Siireglerin Kiimelenme Sonugclar:

GOTERM_BP_FAT kategorisinde Benjamini-Hochberg degeri < 0.001 olacak

sekilde filtreleme yapildiginda elde edilen 85 terimin iligkili olabilecegi hiicresel
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stiregler QuickGO ile arastirildi. Bu terimlerin listesi EK-2’de goriilebilmektedir.

Tgili terimlerin tanim1 ve bagl oldugu atasal biyolojik siiregler incelendi.

Terimlerden 30 tanesinin hiicre hareketi, hiicre disi matriks (ECM)
diizenlenmesi, hiicre adezyonu ve gelisimsel siirecler gibi metastatik karakteri
olusturan siireclerde, 16 tanesinin immiin sistem siireglerinde, 12 tanesinin hiicre
olimi siireglerinde ve 3 tanesinin hiicre metabolizmasi siireglerinde kiimelendigi
goriildii (Sekil 4.8.) Bu incelemede belli bir kiimelenme gostermeyen terimlerin
sayist 24 olarak tespit edildi. Metastaz kategorisinde yer alan 30 terimden 16
tanesinin hiicre hareketiyle, 6 tanesinin gelisimsel siireglerle, yine 6 tanesinin
adhezyon ve 2 tanesinin ECM yapilanmasi ile iliskili oldugu saptandi. Gelisimsel
stireglerde ise anjiyogenez ve hiicre farklilagmasi ile iliskili siiregler bulundu.

TERIMLERIN KUMELENDIGi SURECLER

Hiicre Olimii

Metabolizma

Sekil 4.8. Terimlerin kiimelendigi hiicresel siire¢lerin grafigi.

4.5. Protein-Protein Etkilesimindeki Merkezi Rol Ustlenmis Genlerin

Analiz Sonuglari

Immiinite, metastaz, metabolizma ve hiicre dliimiinden olusan dért gruptaki

gen listelerinin OmicsNet ile yapilan PPI analizinde etkilesim aginda birbiriyle en



28

cok etkilesim kuran merkezi nitelikli genler tespit edildi. Olusturulan PPI aginda

Degree > 40 olan genler “merkezi gen” olarak tanimlandi.

Dort grupta toplam 1027 gen ile yapilan bu analizde 83 adet merkezi gen
tamimlandi. Metastaz kategorisinde analiz edilen 498 genden 30 tanesi, hiicre 6limii
kategorisinde analiz edilen 175 genden 23 tanesi, immiinite kategorisinde analiz
edilen 298 genden 17 tanesi ve metabolizma kategorisinde analiz edilen 56 genden
13 tanesi merkezi gen olarak tespit edildi. Bu analizde olusturulan PPI aglarinin

gorsellestirilmis hali Sekil 4.9.’da gosterilmektedir.

PSMDI14
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Sekil 4.9. OmicsNet PPI analizi ekran goriintiisii A- Hiicre oliimii, B- Metabolizma,
C- Metastaz, D- Immiinite.
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4.6. Sagkalim Analizi Sonuclari

Her grup i¢in belirlenen merkezi gen listesinde tiim genler igin genel sagkalim
analizi yapildi. Bu analizde Log-rank p degeri < 0.05 olan 14 adet gen OS igin
anlamli olarak tanimlandi. Genel sagkalimda anlamli gen sayis1 metastaz gurubu igin
dokuz, hiicre 6liimii grubu i¢in alt1, immiinite grubu i¢in bes ve metabolizma i¢in iki
olarak tespit edildi. Bu genlerden iki tanesi ti¢ grupta, dort tanesi ise iki grupta yer
almaktadir. Tlgili genler detayl olarak Tablo 4.1.’de, genel sagkalim analizlerine ait
egriler ise Sekil 4.10.”da gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Genel sagkalimda anlamli olan merkezi genler.

Gen Ad1 I;)Oe%fsﬁf Genlerin Kiimelendigi Biyolojik Siiregler OS’;)k/:I?l:Izank
RALA 2,562 Metastaz 0,0074
RHOF 3,032 Metastaz 0,00045

PXN 2,052 Metastaz 0,032
FYN 2,379 Metastaz | Immiinite 0,013
NCK1 2,023 Metastaz | Immiinite 0,00092

ITGB1 3,29 Metastaz | Immiinite 0,029

YWHAZ 3,031 Metastaz | Immiinite | Hiicre Olimii 0,01
RAC1 2,719 Metastaz | Immiinite | Hiicre Olimii 0,0063
BMP4 3,622 Metastaz Hiicre Olimii 0,0067

GSK3B 2,008 Hiicre Oliimii 0,011

BCL2L1 2,559 Hiicre Oliimii 0,00005
ARF6 2,743 Hiicre Oliimii 0,019

PSMAS5 2,037 Metabolizma 0,032

PSMD14 2,316 Metabolizma 0,0075

*0OS: Overall Survival
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Sekil 4.10. Merkezi genlerin sagkalim egrileri.
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri en yaygin goriilen kanserler arasinda diinyada on birinci
tilkemizde ise onuncu sirada yer almaktadir (1, 25). Kanser iligkili oliimlerde ilk ti¢
sirada yer alan akciger, kolon ve mide kanserlerinin bes yillik sagkalimi sirastyla
%19, %65 ve %20 iken yedinci sirada yer alan pankreas kanserinde bu oranin %9
olmasi pankreatik tiimorleri en 6liimciil neoplazmlardan birisi yapmaktadir (2, 59,
70). Pankreas kanserinin diger epitelyal kanserlerden daha agresif ve metastatik bir
karaktere sahip olmasinda rol oynayan degisimlerin transkriptom diizeyinde
arastirilmasi ve bu kansere 6zgii olan gen ifade degisimlerinin incelenmesi hastaligin
tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek spesifik biyobelirtecleri tespit edebilmek icin

Onemlidir.

Bu amagla tez calismamizda pankreas kanseri, akciger kanseri, mide kanseri ve
kolon kanserine ait TCGA transkriptom verileri ile normal dokulara ait GTEX
transkriptom verileri farkli gen ifadesi analizi i¢in karsilastirildi. Bu analiz ile ilgili
kanserlerde ifadesi istatistiksel olarak anlamli degisen genler saptandi. Ek olarak bu
genlerin kromozom dagilimlar1 da incelendi. PAAD ve STAD veri setinde gen
ifadesi degisiminin sirasiyla %94 ve %75 oraninda ifade artisi yoniinde oldugu
gorildii. Kromozom dagilimi incelendiginde ifadesi artan bu genlerin herhangi bir
kromozomda birikme olmaksizin Y kromozomu haricindeki tiim kromozomlara
yayildig1 goriilmektedir. Buna karsin LUAD veri setinde gen ifadesi degisiminin
%74 oraninda ifade azalmasi yoniinde oldugu ve DEG’lerin herhangi bir
kromozomda birikme gostermeksizin tiim kromozomlara yayildigi gézlendi. COAD
veri setinde ise ifadesi degisen genlerin yarisinda ifade artisi yarisinda ise ifade
azalmasi mevcuttur. DEG’lerin Y kromozomu haricinde herhangi bir kromozomda

birikim olmaksizin tiim kromozomlara yayildigi goriilmektedir.

Dort kansere ait veri setinin kromozom dagilimlarinda Y kromozomunda sadece
ifadesi azalan genlerin yer aldigi dikkat c¢ekmektedir. Literatiirde pankreatik
adenokarsinomlarda Y kromozomundaki genlerin ekspresyon diizeyi hakkinda
yeterli veriye rastlamamakla beraber kromozomal incelemelerin mevcut oldugu
goriilmektedir. Wallrapp ve arkadaslarinin ekzokrin pankreas kanseri hastalarinda Y

kromozom kaybini arastirdigi caligmada 11 pankreas kanseri hiicre hattinda Y
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kromozomundaki sekans etiketli bolgeler (STS) polimeraz zincir reaksiyonu ile
incelenmis ve sekiz hiicre hattinin ¢alismada kullanilan tiim STS belirtecleri icin
negatif oldugu bildirilmistir (148). Yine bu ¢alismada elde edilen sonuglart in vivo
ortamda da dogrulamak i¢in yedi primer pankreas timdrii interfaz in situ floresan
hibridizasyon (FISH) ile incelenmis ve kullanilan belirte¢ bolgelerindeki
delesyonlarin primer tiimorlerde de bulundugu gosterilmistir (148). Y kromozomu ile
ilgili diger bir aragtirma Missiaglia ve arkadaslarinin pankreatik endokrin tiimdrlerde
seks kromozomu anomalilerini inceledigi ¢alismadir (149). Bu ¢alismada 14 hastanin
primer pankreas endokrin tiimoriinde interfaz FISH analizi yapilmis ve 5 hastada Y
kromozom kaybi oldugu gosterilmistir (149). Her iki ¢alismada da Y kromozomunda
goriilen bu delesyonlarin hastaligin agresifligini arttirabilecegi belirtilmistir (148,

149).

Venn diyagramina gére PAAD veri setinde ifadesi artan DEG’lerin %61,4’i
PAAD spesifiktir. ifade artis1 gosteren DEGs sayisimin PAAD veri setinde oldukca

fazla oldugu dikkate alininca bu oran beklenmedik bir sonug degildir.

Pankreas adenokarsinomasi segilen diger ii¢ epitelyal kansere gore daha agresif
metastatik ozellikler gostermektedir (150). Bu o6zelliklerde rol transkriptom
degisimlerinin ve hiicresel mekanizmalarin arastirilmas: icin PAAD veri setine
spesifik genler ile zenginlestirme ve yolak analizi yapildi. Caligmamiz bu analizde
elde edilen gen ontolojisi kapsamindaki biyolojik siire¢ kategorisi {izerinden
yiriitiildii. Cok c¢esitli hiicresel siiregleri iceren GOTERM_BP_FAT kategorisindeki
terimler Benjamini-Hochberg degeri < 0.001 olacak sekilde filtrelendi ve elde edilen
85 terimin kiimelenme gosterdigi atasal siire¢ler QuickGO ile arastirildi. Incelenen
terimlerin %18,8’1 imminite, %14,1°1 hiicre 6limii ve %3,5’i metabolizma siirecinde
kiimelenme gostermektedir. Terimlerin %28,2°si herhangi bir atasal siiregle
iligkilendirilemez iken %35,3’li metastatik karakteri ortaya c¢ikaran siireclerde

kiimelenme gosterdigi i¢in bu terimler metastaz baslig altinda degerlendirildi.

(Calismamizin son asamasinda atasal siireclerde kiimelenen terimlerin igerdigi
genlerin, protein-protein etkilesimini analiz ederek diger genler ile en ¢ok
etkilesimde bulunan merkezi genler ve bunlarin sagkalim tizerindeki etkisi arastirildi.

PPl analizi sonucunda, incelenen genlerde merkezi genlerin oranit immiinite i¢in
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%05,7; metastaz i¢in %6; hiicre 6limi i¢in %13,1 ve metabolizma igin %23 olarak
elde edildi. Metabolizma kategorisinde incelenen BP terim sayisi ve terimlerin
icerdigi gen sayisimnin diger li¢ kategoriden daha diisikk olmasma ragmen PPI
analizinde en yiiksek merkezi gen oranina sahip olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu analiz
sonucunda pankreas adenokarsinomunda metabolizma, immiin sistem ve hiicre
oliimii siirecleri ile metastatik karakterde etkili olan ve sagkalimda istatistiksel olarak
anlamli fark olusturan on dort adet gen elde edilmistir. Bu genlerin %64,2 oraninda
metastatik siiregte etkili olmasi pankreatik adenokarsinomun agresif dogasi dikkate

alindiginda beklenen bir bulgudur.

Hiicre metabolizmasinin yeniden programlanmas: kanserin ayirt edici
ozelliklerinden biridir (151, 152). Farkli caligmalar metabolik degisikliklerin
epigenetik regiilasyonlar yoluyla pankreas tiimor olusumunu ve metastazi tesvik
edebilecegini vurgulamaktadir (153-155). Pankreatik tiimdér metabolizmasinin
kemorezistans (156), immunsiipresyon (157) ve radyorezistans (158) ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Calismamizda PSMAS ve PSMD14 genlerinin metabolizma
kategorisinde merkezi gen oldugunu ve sagkalimda anlamli oldugunu saptadik.
PSMAS ifadesinin pulmoner néroendokrin tiimérlerde (159) ve bazi solid tiimorlerde
(160) arttig1 bildirilmistir. Fu ve arkadaslari prostat kanseri hiicre hatlarinda
PSMAS5’in proliferasyon, apoptoz ve invazyon iizerinde etkili oldugunu, ayrica
proteazom inhibitorii Bortezomibe karsi direngte rol oynadigini ifade etmistir (161).
Arlt ve arkadaslart kolon kanseri ve pankreas kanseri hiicrelerinde NRF2 bagiml
artmis PSMAGS ifadesinin ve proteazom aktivitesinin apoptoza karsi bir koruma
sagladig1 bildirilmistir (162). Pankreas kanserinde PSMAS’in sagkalim tiizerinde
etkisini belirten bir ¢aligmaya rastlanmadigindan bilgimiz dahilinde bulgumuz bu
yondeki ilk veridir. Literatirde PSMAS ile ilgili veriler kisitli olsa da PSMD14 igin
farkli kanserlerde yapilan galismalar mevcuttur. PSMD14 meme, kolon, kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri, Ozefagus, prostat, noroblastoma, melanoma,
hepatoseliiler karsinoma ve multiple myeloma tiimoérlerinde in vivo, in vitro, hasta
ornekleri ve biyoinformatik analizleri igeren farkli yontemler ile arastirilarak
proliferasyon, migrasyon, invazyon, apoptoz, metastaz, kemoterdpatik direng gibi
pek cok siiregte etkin bir rol oynadigi bildirilmistir (163-174). Farkli tiimorlerde
sagkalimda etkili oldugu bildirilen (165, 171, 172, 174) PSMD14 meme kanseri ve
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endometrial kanser ile yapilan iki biyoinformatik ¢alismada da merkezi gen olarak
tamimlanmustir (164, 175). Literatiirde pankreatik adenokarsinomda PSMD14 ile
iliskili herhangi bir veriye rastlanmadigindan c¢alismamizin sonuglari bilgimiz

dahilinde bu yondeki ilk verileri sunmaktadir.

Immiin sistemden kacabilmek kanser hiicresinin ayirt edici ozelliklerinden
biridir (151). Diisiik immiinojeniteye sahip olmasima ragmen pankreas kanseri
mikrogevresi giiglii bir immiin baskilayici1 karaktere sahiptir (176). Calismamizin
sonuglari FYN, NCK1, ITGB1, RACl1 ve YWHAZ genlerinin pankreas
adenokarsinomunda immiin siireglerde etkili oldugunu ve sagkalimda anlamli bir
fark olusturdugunu gostermektedir. FYN’in kanserde immiin siireclerle iligkisi
hakkinda en detayli calisma Comba ve arkadaglari tarafindan yapilmistir. Bu ¢alisma
glioma hiicrelerinin FYN ifadesi ile tiimor mikrogevresindeki miyeloid tiirevi
baskilayici hiicrelerin biiylimesini ve aktivitesini uyararak bagisiklik yanitlarim
baskiladigimni gostermistir (177). Literatiirde NCK1’in kanserde immiin siireglerle
iliskisine yonelik bir bulguya rastlanmamistir. Zhuang ve arkadaslar1 pankreatik
kanserde, biyoinformatik analizlerle ITGB ailesi liyelerini inceledikleri ¢aligmada,
ITGBI’in pankreatik kanserde immiin baskilayici siiregler ile iliskili oldugunu
bildirmistir (178). Han ve arkadaslari YWHAZ’1n oral skuaméz hiicreli karsinomda
STATS3 araciligiyla tiimor inflamasyonu ve bagisiklik tepkisini diizenleyebilecegini
bildirmistir (179). Yine YWHAZ ifadesinin hepatoseliiler karsinomada timori
infiltre eden lenfositlerin antitimor cevabint bozdugu (180) gosterilmistir. D’Errico
ve arkadaglari ise tiimor iligkili makrofajlarin kemoterapiye maruz kalmis YWHAZ
ifadesi gosteren pankreatik duktal adenokarsinoma hiicrelerini fagosite ettikten sonra,
YWHAZ salgilayarak diger tiimor hiicrelerinde kemoterapi direnci olusmasini
sagladigint bildirmistir (181). Melzer ve arkadaglari pankreatik kanser ve meme
kanserinde RAC1 ve TGF-B’nin tiimér gevresindeki hiicrelerle iligkisine ve bu
iliskinin her iki kanserdeki etkilerini dair bilgi sunmustur (182) ancak literatiirde
pankreatik kanserde RAC1’in immiin hiicrelerle dogrudan iligkisine dair bir bulguya
rastlanmamistir. Literatiire pankreatik adenokarsinomda FYN ve NCK1’in immiin
stirecle iliskili olabilecegine ve buldugumuz bes genin de sagkalimda anlamli bir fark

gosterdigine dair ilk veriler c¢alismamiz sonucunda sunulmaktadir. Ayrica
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literatiirdeki deneysel ¢alismalar buldugumuz genlerin pankreas adenokarsinomunda

immiin siirecle iligkisini destekler yondedir.

Kanser hiicresinin ayirt edici Ozelliklerinden bir tanesi de programli hiicre
oliimiinden kagabilmektir (151). Calismamizin sonuglart YWHAZ, RAC1, BMP4,
GSKB3B, BCL2L1 ve ARF6 genlerinin pankreas adenokarsinomunda hiicre 6limii
streclerinde etkili oldugunu ve sagkalimda anlamli bir fark olusturdugunu
gostermektedir. Guo ve arkadaslan YWHAZ geninin  mide kanserinde
susturulmasinin apoptoz ve otofajiyi indiikledigini gostermistir (183). D’Errico ve
arkadaslar1 YWHAZ iliskili bir mekanizmanin pankreatik kanserde anti-apoptotik
etki olusturdugunu bildirmistir (181). Yan ve arkadaglart RAC1 ifadesi
susturuldugunda pankreatik kanser hiicrelerinin ionize radyasyon duyarliliginin
artti@in1 ve hiicrelerin apoptoza yodnlendigini 6ne stirmistir (184). Zhao ve
arkadaslart BMP4’iin miyeloid 16semi hiicrelerinde otofaji ve apoptozu diizenleme
yoluyla hiicrelerin kemoterapi direnci kazanmasinda rol oynadigini belirtmistir (185).
Literatiirde BMP4’iin pankreas kanserinde hiicre oliimii ile iliskini gosteren bir
calismaya rastlanmamistir. Marchand ve arkadaslar1 pankreatik kanser hiicre
hatlarinda GSK3B inhibisyonunun JNK yolagi araciligiyla apoptozu uyardigini
bildirmistir (186). Farkli ¢alismalarda pankreas kanserinde GSK3B aktivitesinin
kiigiik molekiil inhibitorler kullanilarak durdurulmasi kemoterapi duyarliligim
artttrmustir (187, 188). Schniewind ve arkadaslari pankreatik kanserde BCL2L1
ifadesi ile gemcitabine tedavisine direncinin iliskili oldugunu bildirmistir (189).
Sharma ve arkadaslar1 da pankreatik kanserde BCL2L1 ifade diizeyinin apoptotik
indeksi belirleyici oldugunu one stirmiistiir (190). Ye ve arkadaslari pankreatik
kanserde ARF6’nin gemcitabine direncini arttirarak apoptotik olmayan programli
hiicre oliimii ¢esitlerinden biri olan ferroptozis duyarhiligini etkiledigini bildirmistir
(191). Liang ve arkadaslari ise TCGA PAAD veri setinde ARF6’nin sagkalimda
anlamlh bir fark olusturdugunu belirtmis ve pankreatik kanser hiicre hatlarinda
ARF6’nin proliferasyonu arttirdigini gostermistir (192). BMP4 haricindeki genlerin
pankreatik kanserde hiicre olimii ile iliskisine yonelik c¢alismalar bulgularimizi

destekler niteliktedir.

Metastazin, neoplastik bir hiicrenin konak¢idan 6zerk olabilme yoniindeki

evriminin nihai gostergesi olarak diistiniildiigiinii belirten Welch ve arkadaslar
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anjiyogenez, hiicre hareketi, ECM yeniden diizenlenmesi, invazyon, hiicre
adhezyonu ve gelisimsel hiicre siireclerindeki degisimleri metastazin ayirt edici
Ozellikleri olarak bildirmistir (193). Calismamizda metastaz bagligi altinda
degerlendirilen terimlerin %53,3’l hiicre hareketi, %20’si hiicre farklilagmasi ve
anjiyogenezi igeren gelisimsel siiregler, yine %20’si adhezyon ve %6,6’s1 ECM
stiregleri ile iligkilidir. Metastaz iliskili biyolojik siireclerde rol aldigmni ve
sagkalimda anlamli bir fark olusturdugunu tespit ettigimiz dokuz genden FYN,
NCK1, ITGB1 galismamizin sonuglarina gére immiin siireglerde YWHAZ ve RAC1
ise hem immiin hem de hiicre 6limi siireglerinde etkili olan genlerdir. Chen ve
arkadaslart FYN aktivitesinin proliferasyon ve apoptozun regiilasyonu yoluyla
pankreatik hiicre metastazini diizenledigini 6ne siirmiistiir (194). Je ve arkadaslar1 da
pankreatik kanserde FYN ve diger SRC kinaz iiyelerinin proliferasyon, migrasyon ve
invazyonda etkili oldugunu bildirmistir (195). NCKI1’in servikal skuaméz
karsinomada anjiyogenezde (196), kolorektal kanserde anjiyogenez ve metastazda
(197) pankreatik karsinomada ise EGFR aracili invazyon ve metastazda (198) rol
oynadig1 bildirilmistir. Farkli aragtirma gruplari ITGB1’in pankreas kanserinde hiicre
biiylimesi, invazyon, migrasyon ve metastazda rol aldigini bildirmistir (199-201).
Yine farkli ¢alismalarda YWHAZ’1n pankreas (202), mide (203), yumurtalik (204),
meme (205), kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde (206) ve hepatoseliiler
karsinoma (207) gibi pek ¢ok tiimoérde invazyon, migrasyon ve metastazda rol

oynadig1 ifade edilmistir.

Metastatik stireglerde etkili olan diger genler ise RAS ailesinin ii¢ iiyesi
RHOF, RALA, RAC1 ile BMP4 ve PXN genleridir. RHOF aktivitesinin
mikrometastazda rol oynadigi bildirilmistir ancak kanser tiplerindeki caligmalar
kisithdir (208). Li ve arkadaslanr RHOF’un migrasyon, invazyon, EMT ve
metastazda rol oynadigini hepatoseliiler karsinomada gostermistir (209). Lim ve
arkadaslart RALA’nin pankreatik kanserde invazyon, metastatik biiyiime icin gerekli
oldugunu bildirilmistir (210). RACI’in pankreas kanserinde invazyon ve
migrasyonda rol oynadigi farkli aragtirma gruplarinin ¢aligmalarinda gosterilmistir
(211-213). PXN aktivitesinin pankreatik adenokarsinomda (214) ve kolorektal
kanserde (215) migrasyon ve metastazda rol oynadigi ayrica pankreas kanserinde

kisa sagkalim ile iligkili oldugu belirtilmistir (216). BMP4’iin pankreas kanserinde
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EMT ve invazyon ile iliskili oldugu bildirilmistir (217, 218). Literatiirde yer alan bu

veriler ¢alismamizdan elde edilen bulgular1 destekler niteliktedir.

Calismamiz, pankreatik kanserin agresif karakterinde onemli bir bilesen olan
metastatik davramisa katki sunan ve sagkalimda etkili olan dokuz genin

biyoinformatik analiz ile literatiire sunuldugu bilgimiz dahilindeki ilk ¢alismadir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuc¢

Calismamiz ~ pankreas  kanserinde yeni  tedavi  hedeflerine ve
prognostik/prediktif biyobelirteglerin tanimlanmasina duyulan ihtiyag goz Oniine
alinarak tasarlanmistir. Bu tez c¢alismasinda biyoinformatik yaklasim kullanilarak
transkriptomik diizeyde yapilan arastirma ile pankreas kanserine 0zgii ve genel
sagkalimda istatistiksel olarak anlamli fark olusturan on dort adet biyobelirte¢ aday1
gen saptanmistir. Bu genlerin pankreas kanserindeki hiicresel siiregler ve
metastatazdaki rolii detaylica arastirilmistir.  Yapilan literatiir incelemesi
calismamizin bulgularini destekler niteliktedir. Ayrica ¢alismamizin sonuglar
bilgimiz dahilinde literatiire ilgili genlerin pankreas kanserindeki rolleri hakkinda
yeni veriler sunmaktadir. Bu sonuglar tez c¢alismamizin tasariminda, analiz
yaklagimlarinda ve kullanilan araglarin segiminde uyguladigimiz metadolojik

yaklagimin basarili oldugunu gdstermektedir.
6.2. Oneriler

Bu tez ¢alismasi kapsaminda biyoinformatik analiz yaklasimlar1 ile elde edilen
biyobelirteg adaylari uygun deneysel prosediirler kullanilarak  ileri diizeyde

arastirilabilir.
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Term Count | P Value Benjamini
G0:0006955~immune response 156 3.56E-24 1.39E-20
G0:0007155~cell adhesion 148 5.12E-20 | 9.99E-17
G0:0022610~biological adhesion 148 5.88E-20 | 7.65E-17
G0:0006928~cell motion 113 2.34E-19 | 2.28E-16
G0:0009611~response to wounding 120 1.04E-18 | 8.11E-16
G0:0030036~actin cytoskeleton organization 69 6.44E-18 | 4.19E-15
G0:0030029~actin filament-based process 71 1.69E-17 | 9.43E-15
G0:0006952~defense response 119 4.14E-13 | 2.02E-10
G0:0007010~cytoskeleton organization 93 7.39E-13 | 3.21E-10
G0:0006954~inflammatory response 76 1.06E-12 | 4.15E-10
G0:0007015~actin filament organization 31 1.21E-12 | 4.29E-10
G0:0050865~regulation of cell activation 48 8.68E-11 | 2.82E-08
G0:0002684~positive regulation of immune system process 58 1.25E-10 | 3.76E-08
G0:0050867~positive regulation of cell activation 36 1.95E-10 | 5.45E-08
G0:0001775~cell activation 65 2.32E-10 | 6.04E-08
G0:0016477~cell migration 63 3.25E-10 | 7.92E-08
G0:0045321~leukocyte activation 57 7.30E-10 | 1.68E-07
G0:0001944~vasculature development 58 1.10E-09 | 2.38E-07
G0:0002694~regulation of leukocyte activation 44 1.86E-09 | 3.82E-07
G0:0001568~blood vessel development 56 3.34E-09 | 6.53E-07
G0:0002696~positive regulation of leukocyte activation 33 3.93E-09 | 7.30E-07
G0:0010033~response to organic substance 120 6.63E-09 | 1.18E-06
GO0:0042110~T cell activation 36 8.47E-09 | 1.44E-06
G0:0046649~lymphocyte activation 48 8.53E-09 | 1.39E-06
G0:0030198~extracellular matrix organization 32 9.62E-09 | 1.50E-06
G0:0048870~cell motility 64 1.05E-08 | 1.58E-06
G0:0051674~localization of cell 64 1.05E-08 | 1.58E-06
G0:0048514~blood vessel morphogenesis 49 2.13E-08 | 3.09E-06
GO0:0051251~positive regulation of lymphocyte activation 30 2.67E-08 | 3.72E-06
G0:0042127~regulation of cell proliferation 126 2.80E-08 | 3.77E-06
G0:0051249~regulation of lymphocyte activation 38 6.81E-08 | 8.86E-06
G0:0032535~regulation of cellular component size 56 1.32E-07 | 1.67E-05
G0:0008064~regulation of actin polymerization or 22 1.54E-07 | 1.88E-05
depolymerization

G0:0042060~wound healing 44 1.57E-07 | 1.86E-05
G0:0042981~regulation of apoptosis 125 1.73E-07 | 1.98E-05
G0:0042330~taxis 39 1.93E-07 | 2.15E-05
G0:0006935~chemotaxis 39 1.93E-07 | 2.15E-05
G0:0050863~regulation of T cell activation 32 1.93E-07 | 2.09E-05
G0:0010941~regulation of cell death 126 2.09E-07 | 2.20E-05
G0:0001525~angiogenesis 37 2.14E-07 | 2.19E-05
G0:0030832~regulation of actin filament length 22 2.88E-07 | 2.88E-05
G0:0043254~regulation of protein complex assembly 27 2.95E-07 | 2.88E-05
G0:0043067~regulation of programmed cell death 125 2.99E-07 | 2.85E-05
G0:0031589~cell-substrate adhesion 28 5.03E-07 | 4.67E-05
G0:0050870~positive regulation of T cell activation 24 5.69E-07 | 5.16E-05
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G0:0010740~positive regulation of protein kinase cascade 39 6.16E-07 | 5.46E-05
G0:0010627~regulation of protein kinase cascade 51 6.84E-07 | 5.94E-05
G0:0048002~antigen processing and presentation of peptide 14 6.90E-07 | 5.85E-05
antigen

G0:0051094~positive regulation of developmental process 55 7.45E-07 | 6.19E-05
G0:0045597~positive regulation of cell differentiation 48 7.66E-07 | 6.23E-05
G0:0002474~antigen processing and presentation of peptide 11 8.31E-07 | 6.62E-05
antigen via MHC class |

G0:0007160~cell-matrix adhesion 26 8.89E-07 | 6.94E-05
G0:0032271~regulation of protein polymerization 22 1.21E-06 | 9.27E-05
G0:0008219~cell death 111 1.33E-06 | 1.00E-04
G0:0007264~small GTPase mediated signal transduction 58 1.37E-06 | 1.01E-04
G0:0002252~immune effector process 33 1.54E-06 | 1.11E-04
G0:0010942~positive regulation of cell death 75 1.70E-06 | 1.20E-04
G0:0016265~death 111 1.90E-06 | 1.32E-04
G0:0030833~regulation of actin filament polymerization 19 2.02E-06 | 1.39E-04
G0:0044087~regulation of cellular component biogenesis 34 2.03E-06 | 1.36E-04
G0:0012501~programmed cell death 97 2.03E-06 | 1.35E-04
G0:0007229~integrin-mediated signaling pathway 22 2.05E-06 | 1.33E-04
G0:0043065~positive regulation of apoptosis 74 2.15E-06 | 1.38E-04
G0:0009967~positive regulation of signal transduction 56 2.24E-06 | 1.41E-04
G0:0043062~extracellular structure organization 37 2.54E-06 | 1.58E-04
G0:0043068~positive regulation of programmed cell death 74 2.80E-06 | 1.70E-04
G0:0043122~regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB cascade | 28 3.25E-06 | 1.95E-04
G0:0006915~apoptosis 95 3.43E-06 | 2.03E-04
G0:0032269~negative regulation of cellular protein metabolic 39 4.27E-06 | 2.49E-04
process

G0:0051248~negative regulation of protein metabolic process 40 4.38E-06 | 2.51E-04
G0:0043123~positive regulation of I-kappaB kinase/NF- 26 4.95E-06 | 2.80E-04
kappaB cascade

G0:0007159~leukocyte adhesion 13 5.28E-06 | 2.94E-04
G0:0002443~leukocyte mediated immunity 24 6.01E-06 | 3.30E-04
G0:0010647~positive regulation of cell communication 59 7.40E-06 | 4.01E-04
G0:0002449~lymphocyte mediated immunity 21 8.16E-06 | 4.36E-04
G0:0045087~innate immune response 32 8.62E-06 | 4.55E-04
GO0:0050727~regulation of inflammatory response 22 8.69E-06 | 4.52E-04
GO0:0051270~regulation of cell motion 40 9.64E-06 | 4.95E-04
G0:0008283~cell proliferation 72 1.30E-05 | 6.59E-04
G0:0006917~induction of apoptosis 57 1.33E-05 | 6.64E-04
G0:0012502~induction of programmed cell death 57 1.46E-05 | 7.21E-04
G0:0033559~unsaturated fatty acid metabolic process 17 1.78E-05 | 8.70E-04
G0:0007242~intracellular signaling cascade 168 1.95E-05 | 9.39E-04
G0:0031348~negative regulation of defense response 14 2.01E-05 | 9.55E-04
G0:0030155~regulation of cell adhesion 31 2.03E-05 | 9.54E-04
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