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ÖZET 

ÖZTOP S., Dört Farklı Kansere Ait Transkriptom Verisinin In Silico 

Karşılaştırılması ve Pankreas Kanserine Özgü Biyobelirteç Adaylarının 

Belirlenmesi, Hacettepe Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Biyoinformatik 

Programı Yüksek Lisans Tezi, ANKARA, 2021. Pankreas kanseri en yaygın 

görülen kanserler arasında dünyada on birinci sırada yer almaktadır. Kanser ilişkili 

ölümlerde ilk üç sırada yer alan akciğer, kolon ve mide kanserlerinin beş yıllık 

sağkalımı sırasıyla %19, %65 ve %20 iken yedinci sırada yer alan pankreas 

kanserinde bu oranın %9 olması pankreatik tümörleri en ölümcül neoplazmlardan 

birisi yapmaktadır. Literatürde bildirildiği üzere pankreas kanserinde rol oynayan 

temel mutasyonlar ve bozulan sinyal yolakları tanımlanmıştır. Ancak pankreas 

kanserinin diğer epitel kanserlerden daha agresif ve metastaz eğilimli olmasında rol 

oynayan pankreas spesifik moleküler hedefler hakkında yeterli veriye 

rastlanmamıştır. Ayrıca pankreas kanserinde yeni tedavi hedeflerine ve 

prognostik/prediktif biyobelirteç tanımlanmasına da ihtiyaç duyulmaktadır. Önerilen 

tez çalışmasında bu ihtiyaçlar göz önüne alınarak, pankreas kanserini çalışmada 

incelenen diğer epitelyal kanserlerden daha ölümcül statüye taşıyan gen ifade 

değişimlerinin tespit edilmesi ve bu genlerin rol aldığı biyolojik süreçlerin 

incelenmesi amaçlanmıştır. Çalışmamız kapsamında pankreas kanseri, akciğer 

kanseri, mide kanseri ve kolon kanseri transkriptom verileri analiz edilerek in silico 

karşılaştırılmıştır. Pankreas kanserine özgü ifadesi anlamlı değişen genlerin rol aldığı 

biyolojik süreçler ve sağkalım üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Çalışmamızın 

sonucunda pankreas kanserinde metabolizma, immünite, hücre ölümü süreçleri ve 

metastatik karakterde  rol oynayan on dört gen biyobelirteç adayı olarak saptanmıştır. 

Biyobelirteç adaylarının literatür taramasının bulgularımızı destekler nitelikte olması 

tez çalışmamızın tasarımında, analiz yaklaşımlarında ve kullanılan araçların 

seçiminde uyguladığımız metadolojik yaklaşımın başarılı olduğunu göstermektedir. 

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

ÖZTOP S., In Silico Comparison Of Transcriptome Data From Four Different 

Cancers And Identificatıon 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. GİRİŞ 

Pankreas kanseri dünyada en yaygın görülen kanserler arasında on birinci, 

kansere bağlı ölümlerde ise yedinci sırada yer almaktadır (1). Pankreas kanseri tanısı 

koyulan vakalarda beş yıllık sağ kalım oranı %9 civarında iken metastatik durumda 

bu oran daha da düşüktür (2). Erken evrelerde asemptomatik olan pankreas 

kanserinde tanı çoğunlukla ileri evrede koyulabildiği için tedavi seçenekleri oldukça 

kısıtlı ve büyük oranda hastalığın evresine bağlıdır (3, 4).  

Agresif ve metastatik karakteristiğinden dolayı en ölümcül neoplazmlardan biri 

olan pankreas kanseri için spesifik biyobelirteç niteliği taşıyan gen(ler) ve/veya 

hedeflenebilecek yolaklar hakkında hala yeterli bilgi mevcut değildir (5, 6). Ayrıca 

pankreas kanserinde tedaviyi yönlendirebilmek için kullanımı kabul görmüş bir 

biyobelirtecin eksikliği ve çok az sayıda hedeflenebilir mutasyonun olması 

kişiselleştirilmiş tıbbın bu kanser tipinde uygulanabilirliğini kısıtlamaktadır (3). Bu 

nedenle pankreas kanserinde yeni tedavi hedeflerine ve prognostik/prediktif 

biyobelirteçlerin tanımlanmasına ihtiyaç duyulmaktadır.  

Tez çalışmamızda mevcut ihtiyaçlar göz önüne alınarak pankreas kanserini diğer 

epitelyal tümörlerden daha ölümcül statüye taşıyan genlerin tespit edilmesi ve bu 

genlerin rol aldığı biyolojik süreçlerin incelenmesi amaçlanmıştır.  

Bu amaçlar doğrultusunda çalışmamıza; pankreas kanseriyle benzer şekilde 

agresif davranış gösteren, metastatik evrede sağkalımın düşük olduğu ve kanser 

ilişkili ölümlerde ilk sıralarda yer alan epitelyal kanserlerden akciğer kanseri, mide 

kanseri ve kolon kanseri dahil edilmiştir. Dört kansere ait transkriptom veri setlerinin 

in silico karşılaştırılması, pankreas kanserine spesifik ifadesi değişen genlerin tespit 

edilmesi, zenginleştirme ve yolak analizi, atasal biyolojik süreçlerin belirlenmesi, 

protein-protein etkileşimlerinin incelenmesi ve sağkalım analizi gibi çeşitli 

biyoinformatik yaklaşımlar kullanılarak on dört biyobelirteç adayı gen belirlenmiştir. 

Biyobelirteç adaylarının pankreas kanserindeki rolü literatür taraması ile 

araştırılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Pankreas Kanseri 

Pankreas sindirim ve hormon metabolizmasından sorumlu olan 

multifonksiyonel bir organdır. Sindirim ile ilişkili gastrik enzimleri üreten duktus 

hücreleri ve asiner hücrelerin bulunduğu kısım ekzokrin pankreas, hormon 

üretiminin gerçekleştiği alfa hücreleri ve beta hücrelerini içeren kısım ise endokrin 

pankreas olarak adlandırılmaktadır (7). Pankreasta yer alan çeşitli hücrelerin 

malignant neoplastik gelişimleri pankreas kanserini oluşturmaktadır.  

Pankreas kanserinin %5-10 oranında kalıtımsal olduğu çoğunlukla sporadik 

olarak geliştiği bildirilmiştir (8, 9). Histolojik açıdan incelendiğinde pankreatik 

tümörlerin %90’dan fazlası ekzokrin pankreasta görülen adenokarsinomlardır (5, 10). 

Ekzokrin pankreasta görülen tümörlerin sadece %2’si bening karakterlidir (3). Nadir 

görülen pankreatik nöroendokrin tümör (pNET), asiner hücreli karsinoma (ACC), 

skuamoz hücreli karsinoma (SCC), invaziv solid psödopapiller tümör (SPT) ekzokrin 

pankreasta gelişen diğer histolojik tümör tipleridir (11). Endokrin pankreasta gelişen 

tümörler ise ekzokrin adenokarsinomlardan sonra pankreasta görülen en yaygın 

kanser tipidir (3).   

Çeşitli çalışmalardan elde edilen veriler pankreas adenokarsinomlarının 

gelişim sürecinde öncül lezyonların yer aldığını göstermektedir (12-16). Hruban ve 

arkadaşları bu verilere dayanarak “pankreatik adenokarsinom gelişim modelini” 

önermiştir (17). Bu modelde epitelyumun, önce pankreas tümörü öncül lezyonu olan 

pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN) daha sonra adenokarsinom geliştirdiği ve 

bu süreçte PanIN1 evresinde KRAS ve HER-2 onkogen aktivitelerinde artışın, 

PanIN2 evresinde CDKN2A geninde inaktivasyonun, PanIN3 evresinde ise p53, 

SMAD4, BRCA2 genlerindeki inaktivasyonun yönlendirici olabileceği öne 

sürülmüştür (15, 17, 18). PanIN pankreasta en sık görülen öncül lezyon çeşididir, 

ikinci olarak invaziv intraduktal papiller müsinöz neoplazi (IPMN) ve invaziv 

müsinöz sistik neoplazi (MCN) görülmektedir (3). 

Kanser Genom Atlas Projesi (TCGA) pankreatik duktal adenokarsinoma 

verilerine göre tümörlerin %93’ünde çoklu KRAS mutasyonları görülürken yabanıl 
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tip KRAS taşıyan olgularda ise RAS/MAPK yolağını aktive edici somatik genetik 

değişimlerin olduğu bildirilmiştir (19). TCGA verilerine göre pankreatik 

adenokarsinomda en sık görülen ikinci genetik değişim p53 geninde ortaya çıkan 

inaktive edici mutasyonlar olup tümörlerin yaklaşık %72’sinde görülmektedir (19). 

Pankreatik adenokarsinomda aktivitesi değişen diğer genlerden CDKN2A ve 

SMAD4 için literatürde farklı oranlar bildirilmektedir. DNA metilasyonu, delesyon 

ve mutasyonlar gibi çeşitli şekillerde aktivite kaybı yaşayan CDKN2A geni için 

kayıp oranları farklı çalışmalarda %30 (19), %50 (20) ve %91 (21) olarak tespit 

edilmiştir. Benzer şekilde SMAD4 geni kayıpları için de %32 (19) ve %49 (21) gibi 

değişen oranlar bildirilmiştir. Sonic Hedgehog, Notch, PI3K, RAS/RAF/MEK/ERK, 

p53, TGF-β, NF-κB, EGF, C-MYC, ve Wnt yolakları ise pankreatik 

adenokarsinomda düzensiz aktivite gösteren sinyal yolaklarıdır (22-24)  

2.1.1. İstatistikler ve Risk Faktörleri 

Pankreas kanseri 2018 GLOBOCAN verilerine göre dünyada en yaygın 

görülen kanserler arasında on birinci, kansere bağlı ölümlerde ise yedinci sırada yer 

almaktadır (1). İnsidans ve mortalite oranları ülkeler arasında farklılık göstermekle 

beraber en yüksek oranlar Batı Avrupa’da en düşük oranlar ise Güney-Orta Asya’da 

görülmektedir (1). Ülkemizde Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü tarafından yayınlanan 

2015 yılı Türkiye Kanser İstatistikleri raporuna göre pankreas kanseri tüm yaş 

gruplarındaki erkekler arasında %2,3 oranı ile en sık görülen onuncu kanserdir (25).  

Risk faktörleri açısından incelendiğinde diğer kanserlerde olduğu gibi 

pankreas kanseri de demografik, çevresel ve genetik birçok etmenden 

etkilenmektedir (2, 26). Sigara (27-29), alkol (30, 31), obezite (32, 33), beslenme 

tarzı (34-38) ve çalışma koşulları (39, 40) pankreas kanseri gelişiminde etkili olan 

çevresel faktörler iken erkeklerde daha yaygın olması sebebiyle cinsiyet, ileri yaş, 

ülkelerin gelişmişlik seviyesi, etnik köken ise pankreas kanseri riskini arttıran 

demografik faktörlerdir (1, 41, 42). Bunların yanı sıra aile öyküsü (43), 

kalıtsal/kronik pankreatit (44), diyabet (45), enfeksiyon (46, 47), genetik mutasyonlar 

(48, 49) ve kan grupları (50, 51) pankreas kanseri gelişiminde rol oynayan önemli 

genetik faktörlerdir.  
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2.1.2. Tanı ve Tedavi Yaklaşımları 

Pankreas kanseri %60-70 oranında pankreas başında, %20-25 oranında 

pankreas gövde ve kuyruk kısmında ortaya çıkmakta geriye kalan %10-20’de ise 

diffüz tutulum görülmektedir (3). Pankreas kanseri erken evrede asemptomatik 

olduğu için hastaların çoğu ileri veya metastatik evrede tanı almaktadır (3, 4). 

Pankreas başında bulunanlara göre gövde ve kuyruk lokasyonlu tümörler daha ileri 

evrede tanı almaktadır (3). Pankreas kanseri tanısını lokal ileri evrede alan hastalarda 

ortalama sağ kalım 9-15 ay iken metastatik evrede alan hastalarda 3-6 ay arasındadır 

(48). Pankreas kanseri tanısı koyulan vakalarda beş yıllık sağ kalım oranı %9 

civarında iken metastatik durumda bu oran daha da düşüktür (2).  

Amerikan Hepatopankreatobiliyer Derneği raporuna göre duktal 

adenokarinom metastaz yok ise rezektabl, sınırda rezektabl veya lokal olarak ileri 

evrede olduğu için rezekte edilemeyen olmak üzere üç şekilde sınıflandırılmaktadır 

(52). Tanı alındığı anda hastaların sadece %15-20’si rezektabl olarak kabul 

edilebilmekte, %30-40’ı rezekte edilemeyen grupta yer almakta ve yaklaşık %50-60 

kadarı ise metastatik evrede bulunmaktadır (3, 8, 48, 53). Bu sebeple pankreas 

kanserinde tedavi seçenekleri oldukça kısıtlı ve büyük oranda hastalığın evresine 

bağlıdır.  

Ameliyat edilebilen hastalara sağkalım süresini arttırmak için kemoterapi 

(mFOLFORINOX, gemcitabine ve capecitabine kombinasyonu, sadece gemcitabine) 

ve radyoterapi uygulanırken sınırda rezektabl olan hastalarda neoadjuvan kemoterapi 

(gemcitabine, FOLFIRINOX) ve kemoradyasyon tedavisini takiben ameliyat 

uygulanmaktadır (3, 4). Rezekte edilemeyen lokal ilerlemiş hastalığa sahip olgularda 

belirli bir süre kemoterapi (gemcitabine) uygulanırken metastatik evredeki hastalıkta 

hastanın klinik durumuna göre palyatif ve destekleyici bakım ve/veya uygun 

kemoterapi (gemcitabine, gemcitabine-nab-paclitaxel kombinasyonu, 

FOLFIRINOX) uygulanmaktadır (3, 4). 

Ameliyat sonrasında gelişen komplikasyonlar ve zayıf prognoz bu hastalıkta 

sağkalım süresini iyileştirmekte yetersiz kalmaktadır (4, 48). Bunun yanı sıra 

ameliyat olabilen hastaların %69-75’inde 2 yıl içerisinde %80-90’ında ise 5 yıl 

içerisinde nüks görülmektedir (4).  
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2.2. Biyobelirteç 

Ölçülebilen spesifik moleküler değişimleri ifade eden biyobelirteçler kanserin 

tanı ve tedavisinde önemli bir rol üstlenmektedir (54). Toplumsal kanser 

taramalarında kansere yatkınlık gösteren alt grupların belirlenebilmesi spesifik ve 

yüksek duyarlılık oranlarına sahip tanımlanmış biyobelirteçler ile sağlanmaktadır 

(55). Pankreas kanserinde biyobelirteç olarak kullanılan karbonhidrat antijeni 19-9 

(carbohydrate antigen 19-9, CA19-9) %79-81 duyarlılık ve %82-90 spesifiklik 

oranlarına rağmen asemptomatik/erken evrede düşük prediktif değerlere sahip 

olduğu ve yalancı negatiflik/pozitiflik gösterebildiği bildirilmiştir (55-57).  

Pankreas kanserinde bilgimiz dahilinde tedaviyi yönlendirebilmek için 

kullanımı kabul gören herhangi bir biyobelirteç yoktur ve az sayıda hedeflenebilir 

mutasyonun olması kişiselleştirilmiş tıbbın bu kanser tipinde uygulanabilirliğini 

kısıtlamaktadır (3). Bu nedenle pankreas kanserinde yeni tedavi hedeflerine ve 

prognostik/prediktif biyobelirteçlerin tanımlanmasına ihtiyaç duyulmaktadır.   

2.3. Adenokarsinomlar   

Literatürde bildirilen çalışmalar, pankreas kanserinin diğer epitel kanserlerden 

daha agresif ve metastaz eğilimli olmasında rol oynayan pankreas spesifik moleküler 

hedefler hakkında net veriler sunamamaktadır (58). Pankreas kanseriyle benzer 

şekilde agresif davranış gösteren, metastatik tümörlerde sağkalımın oldukça düşük 

olduğu ve kanser ilişkili ölümlerde ilk sıralarda yer alan epitelyal kanserlerden 

akciğer kanseri, mide kanseri ve kolon kanserine ait transkriptom verileri de bu 

çalışmaya dahil edilmiştir.  

Akciğer kanseri dünyada en yaygın görülen ve kansere bağlı ölümlerde ilk 

sırada yer alan kanser tipi olup beş yıllık sağkalım %19 olarak bildirilmiştir (1, 59). 

Tanı çoğunlukla ileri evrede koyulabildiği için hastalık agresif tutum, kötü prognoz 

ve düşük sağkalım ile karakterizedir (60, 61). Akciğer kanserinde KRAS, EGFR, 

P53, BRAF en sık mutasyona uğrayan genler, RTK/RAS/RAF, PI3K-mTOR, P53 

yolakları da sıklıkla bozulan yolaklar olarak bildirilmiştir (62-65).  
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Kolon kanseri dünyada en yaygın görülen üçüncü kanser tipi olup kansere 

bağlı ölümlerde ikinci sırada yer almaktadır (1). Beş yıllık sağkalımı %65 olarak 

bildirilen kolon kanserinde (59) KRAS, APC, P53, BRAF en sık mutasyona uğrayan 

genler iken Wnt, TGF-B, PI3K ve RTK-RAS yolakları da sıklıkla bozulan 

yolaklardır  (66-68).  

Mide kanseri dünyada en yaygın görülen beşinci kanser tipi olup kansere bağlı 

ölümlerde üçüncü sırada yer almaktadır (69). 1990-2017 yılları arasında 195 ülkeyi 

kapsayan verilere göre beş yıllık sağkalım %20 civarındadır (70). Erken evrede 

çoğunlukla asemptomatik olan ve ileri evrede tanı koyulabilen mide kanserinde P53, 

KRAS, CDH1, PIK3CA sıklıkla mutasyona uğrayan genlerden bazıları iken RTK, 

RAS, PI3K yolakları ise bozulan yolaklardandır (71, 72).  

2.4. İlgili Genler 

RALA (RAS like proto-oncogene A) geni RAS protein ailesinin bir üyesidir. 

Sekiz ekzondan oluşan ve genomda 7p14.1 lokasyonunda bulunan gen 206 aa 

uzunluğunda ve 23,5 kDa ağırlığında bir protein sentezlemektedir. PPP2R1B geninin 

baskılanması veya mutasyona uğramasıyla RALA’nın tümörojenik etki gösterdiği ve 

PPP2R1B’nin RALA’nın fonksiyonunu düzenleyen bir tümör baskılayıcı olduğu 

bildirilmiştir (73). RALA’nın ekzokist kompleksinin oluşumunu regüle eden RAL 

GTPaz’lardan biri olduğu (74), mitokondriyal bölünme ve yavru hücrelere eşit 

miktarda mitokondri dağılımında mitotik kinazlar ile birlikte görev aldığı (75) ve 

farelerde glukoz metabolizmasının önemli bir regülatörü olduğu belirtilmiştir (76).    

PSMA5 (Proteasome 20S Subunit Alpha 5) geni 20S proteazomun alfa alt 

birimini oluşturan genlerden biridir. Dokuz ekzondan oluşan ve genomda 1p13.3 

lokasyonunda bulunan genin en uzun ürünü 241 aa uzunluğunda ve 26,4 kDa 

ağırlığındadır (77). 20S proteazomun dış halkalarını oluşturan alfa alt birimleri  

sitozolik proteinlerin protezomdaki proteolitik bölmeye girişimini sınırlandıran 

fiziksel bir bariyer görevi görmekte olup ayrıca beta alt birimlerinin iç halkayı 

oluşturması için de gereklidir (78). Bunun yanı sıra proteazomun sitoplazma ve 

nüklear kompartımanlar arasındaki yer değişimini alfa alt birimlerinde bulunan 
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nüklear lokalizasyonu düzenleyebilen sinyal motifi ile gerçekleştirebildiği 

bildirilmiştir (78).  

RHOF (Ras homolog family member F, filopodia associated) geni RAS protein 

süper ailesinin bir alt üyesi olan RHO ailesinin bir üyesidir. Beş ekzondan oluşan ve 

genomda 12q24.31 lokasyonunda bulunan gen 211 aa uzunluğunda  ve 23,6 kDa 

ağırlığında bir protein sentezlemektedir (79). HELA hücrelerinde RHOF aşırı 

ekspresyonun aktine bağlı filopodial yapıların oluşumunu indüklediği (80), epitel 

hücrelerinde aktin stres lifi oluşumunu tetiklediği (81) ve PLXNA4-FARP1 ve 

Sema5A kompleksinden aktif RHOA’nın salınmasını sağlayarak nörit 

retraksiyonunu arttırdığı bildirilmiştir (82). 

PSMD14 (Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 14) geni ubikütin yolağı ile 

hedeflenmiş proteinlerin degrade edildiği 26S proteazom kompleksinin 

bileşenlerinden biridir.  On iki ekzondan oluşan ve genomda 2q24.2 lokasyonunda 

bulunan gen 310 aa uzunluğunda ve 34,5 kDa ağırlığında bir protein 

sentezlemektedir (83). PSMD14’ün proteazom kompleksi içinde deubikütinasyondan 

sorumlu çinko bağımlı bir proteaz olduğu (84) ve çift zincir kırıklarına cevapta rol 

oynadığı bildirilmiştir (85).  

NCK1 (NCK adaptor protein 1) sadece Src-homology-2 (SH2) ve Src-

homology -3 (SH3) domainlerini içeren adaptör protein ailesine ait bir gendir. Altı 

ekzondan oluşan ve genomda 3q22.3 lokasyonunda bulunan genin en uzun ürünü 

377 aa uzunluğunda ve 42,8 kDa ağırlığındaki NCK1 proteinidir (86). NCK1 tirozin 

kinazlardan aktin hücre iskeletine sinyal iletiminde (87) ve hücre iskeletine DNA 

hasarı cevabının regülasyonunda etkili bir sinyal yolağında görevlidir (88).  

ARF6 (ADP ribosylation factor 6) geni RAS protein süper ailesinin bir alt 

üyesi olan ARF ailesinin bir üyesidir. İki ekzondan oluşan ve genomda 14q21.3 

lokasyonunda bulunan gen 175 aa uzunluğunda ve 20 kDa ağırlığında bir protein 

sentezlemektedir (89). ARF6 endozomlar ve plazma membranı arasındaki membran 

trafiğini düzenleyen küçük bir GTPaz olarak işlev görmektedir (90). Dendritik 

omurga gelişiminin regülasyonu ile ilişkili olup dendritik dallanma ve filopodia 

uzamasının regülasyonuna da katkıda bulunduğu bildirilmiştir (91).  
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RAC1 (Rac family small GTPase 1) geni Ras protein ailesinin bir alt üyesi 

olan RHO ailesinin bir üyesidir. Yedi ekzondan oluşan ve genomda 7p22.1 

lokasyonunda bulunan genin en uzun ürünü 211 aa uzunluğunda ve 23,4 kDa 

ağırlığındadır (92). RAC1 proteini fagositoz, mezenkimal benzeri migrasyon, 

nöronal polarizasyon, aksonal büyüme ve çoklu hücre tiplerinin farklılaşmasını 

içeren pek çok hücresel süreçte rol oynayan hücre iskeletinin modülasyonunda 

etkilidir (93). Ayrıca hücresel büyüme ve hücre döngüsü regülasyonunda da rol 

oynamaktadır (94).  

ITGB1 (integrin subunit beta 1) geni integrin ailesinin bir üyesi olup beta alt 

ünitelerden birini kodlamaktadır. On sekiz ekzondan oluşan ve genomda 10p11.22 

lokasyonunda bulunan gen 798 aa uzunluğunda ve 88,4 kDa ağırlığında bir protein 

kodlamaktadır (95, 96). Alfa ve beta alt ünitelerin heterodimeri olarak işlev gören 

integrinlerde ITGB1’in hücrede kollajen, fibronektin, fibrinojen, laminin, epiligrin, 

trombospondin ve osteopontin ligandları için reseptör görevi gördüğü, hücre 

adhezyonunu regüle ettiği, endoteliyal hücre hareketliliği ve anjiyogenezde rol 

oynadığı bildirilmiştir (97-99).  

BCL2L1 (BCL2 like 1) geni BCL2 gen ailesinin bir üyesidir. Altı ekzondan 

oluşan ve genomda 20q11.21 lokasyonunda bulunan genin en uzun ürünü (BCLXL) 

233 aa uzunluğunda ve 26 kDa ağırlığındadır (100). BCL2L1 gen ürünleri BCL2’den 

bağımsız bir apoptosiz regülatörü olarak işlev görmektedir. Bu genin transkript 

varyantlarından uzun olan BCLXL apoptozis inhibitörü olarak işlev görüp apoptozisi 

negatif regüle ettiği, kısa olan transkript varyantı BCLXS’in ise apoptosiz aktivatörü 

gibi işlev görerek apoptozisi pozitif regüle ettiği bildirilmiştir (100).  

BMP4 (bone morphogenetic protein 4) geni Transforming Growth Beta (TGF-

β) ailesinin bir alt üyesi olan BMP ailesinin bir üyesidir. Altı ekzondan oluşan ve 

genomda 14q22.2 lokasyonunda bulunan genin en uzun ürünü 408 aa uzunluğunda 

ve 46,5 kDa ağırlığındadır (101). BMP4 mezoderm indüksiyonu, diş gelişimi, uzuv 

oluşumu, kemik indüksiyonu ve kırık onarımında gelişim süresince görev alan hayati 

önemde bir düzenleyici proteindir (101).  

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

protein zeta) geni 14-3-3 protein ailesinin bir üyesidir. On iki ekzondan oluşan ve 
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genomda 8q22.3 lokasyonunda bulunan gen 245 aa uzunluğunda 27,7 kDa 

ağırlığındadır (102). Hücrede pek çok sinyal yolağında etkin olan bu gen ailesinden 

YWHAZ’ın insülin duyarlılığının düzenlenmesi (103) ve meme kanserinde 

antrasiklin terapisine karşı hücreleri apoptozisten korunması (104) gibi işlevlerde rol 

oynadığı bildirilmiştir.   

FYN (FYN proto-oncogene, SRC family tyrosine kinase) geni reseptör 

olmayan tirozin kinaz ailesi olan SRC tirozin kinaz ailesinin bir üyesidir. On dokuz 

ekzondan oluşan ve genomda 6q21 lokasyonunda bulunan genin en uzun ürünü 537 

aa uzunluğunda 60,7 kDa ağırlığındadır (105). FYN’nin T hücrelerinin gelişimi ve 

aktivasyonunda (106, 107), glioblastomada onkojenik EGFR sinyalinin efektörü gibi 

davranarak invazyonda ve tümör hücresinin sağkalımında rol oynadığı (108) ayrıca 

RAS ile uyarılan invaziv hücre fenotipinin kritik bir aracısı olduğu bildirilmiştir 

(109).  

GSK3B (glycogen synthase kinase 3 beta) geni glikojen sentaz kinaz alt 

ailesine ait bir serin-treonin kinaz kodlamaktadır. On üç ekzondan oluşan ve 

genomda 3q13.33 lokasyonunda bulunan genin ürünü 420 aa uzunluğunda ve 46,7 

kDa ağırlığındadır (110, 111). GSK3B’nin enerji metabolizması, nöronal hücre 

gelişiminde,  vücut düzeni oluşumunda (112) ve hücrenin apoptotik davranışında rol 

oynadığı bildirilmiştir (113, 114).  

PXN (paxillin) geni sinyal transdüksiyonunu sağlayan adaptör bir proteini 

kodlamaktadır. 21 ekzondan oluşan ve genomda 12q24.23 lokasyonunda bulunan 

genin transkript varyantları farklı ekspresyon paterni ve biyokimyasal özellikler 

göstermektedir (115). Kanonikal transkript ürünü 591 aa uzunluğunda ve 64,5 kDa 

ağırlığında (116) olan PXN geninin fokal adhezyon (117) ve migrasyon (118) 

süreçlerinde rol oynadığı bildirilmiştir.  

2.5. Kanser Veri Setleri ile Gen İfade Analizleri  

2.5.1. TCGA Veri Seti 

Kanser Genom Atlas projesi, büyük örneklemlerde birden çok platformun 

kullanılmasıyla elde edilen geniş ölçekli -omik verinin kanserde yeni yaklaşımlar 
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oluşturabilmesi amacıyla yürütülmüştür (119). 2006 yılında başlayan farklı 

disiplinden araştırmacıları ve enstitüleri bir araya getiren TCGA projesi kapsamında 

büyük çaplı bir araştırma ekibi ile altyapısı oluşturulmuş ve tüm araştırmacıların 

kullanabileceği kaliteli ve istatistiki açıdan sağlam bir veri havuzu kurulmuştur 

(119).  

TCGA projesinde on tane nadir kanseri de içeren otuz üç kanser tipinde on 

bir bin hastadan alınan yirmi binden fazla primer kanser ve sağlıklı doku örneğinin 

moleküler karakterizasyonu yapılmıştır (120). TCGA iş akışı; doku örneğinin eldesi, 

patolojik değerlendirme, DNA/RNA izolasyonu, DNA sekansı, RNA sekansı 

(miRNAseq, mRNAseq), ekspresyon, kopya sayısı değişikliği (CNA) ve 

heterozigotluk kaybı (LOH), tek nükleotid polimorfizmi (SNP), metilasyon 

değerlendirmeleri, ters faz protein dizileme (RPPA), elde edilen verilerin 

depolanması ve verilerin bütünleyici analizleri şeklinde ilerlemiştir. Sonuç olarak her 

kanser tipi için elde edilen genomik, epigenomik, transkriptomik ve proteomik 

veriler bir araya getirilerek ilgili kanserin kapsamlı moleküler karakterizasyonu 

yayınlanmıştır (121, 122). TCGA projesi verilerinin bir kısmı belirli izinler 

çerçevesinde erişime açık olmak üzere, tamamı “National Cancer Institute Genomic 

Data Commons Data Portal” (https://portal.gdc.cancer.gov/) adresinde tüm 

araştırmacıların kullanımına açılmıştır.  

2.5.2. GTEx Veri Seti 

2010 yılında başlatılan Genotip Doku Ekspresyon Projesi (The Genotype-

Tissue Expression, GTEx) doku spesifik gen ekspresyonu ve regülasyonu çalışmak 

için kamuya açık, kapsamlı bir kaynak ve biyo banka oluşturma amacıyla 

yürütülmüştür (123, 124). GTEx projesi insan dokuları ve bireyler arasında gen 

ekspresyonu ile genetik varyantlar arasındaki ilişkiyi ve gen ekspresyonunun 

cinsiyetler arasında nasıl değiştiğini incelemektedir (123, 124). Yaklaşık bin 

bireyden alınan elli dört sağlıklı doku örneğini inceleyen GTEx projesinde tüm 

genom sekansı, tüm ekzom sekansı ve RNA sekansı ile farklı platformlardan veriler 

elde edilmiştir. GTEx projesi verilerinin bir kısmı belirli izinler çerçevesinde erişime 

açık olmak üzere, tamamı “GTEx Data Portal” (https://gtexportal.org/home/) 

adresinde tüm araştırmacıların kullanımına açılmıştır. 

https://portal.gdc.cancer.gov/
https://gtexportal.org/home/
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2.5.3. Gen İfadesi Profili İnteraktif Analizi (Gene Expression Profiling 

Interactive Analysis, GEPIA) 

TCGA ve GTEx konsorsiyum projelerinde oldukça geniş kapsamlı -omik veri 

ortaya çıkmıştır. Çok sayıda kanser tipine ve normal dokuya ait verilerin 

karşılaştırılarak ilgili kanserde klinik ve fonksiyonel önemi olan genlerin 

tanımlanabilmesi için verilerin çeşitli analizlerde işlenebilmesine imkân sağlayan 

araçlara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu ihtiyacı karşılamak üzere internet tabanlı bir araç 

olarak geliştirilen GEPIA, TCGA ve GTEx verilerini çekerek kullanıcıya gen 

ekspresyon profili ve çeşitli interaktif analizler sunmaktadır (125, 126).  

GEPIA’nın veri işleme ve görselleştirmesindeki ilk aşama TCGA ve GTEx 

gen ekspresyon verilerinin UCSC Xena (127) projesinden çekilmesidir. Çekilen 

veriler tıbbi uzmanlar tarafından normal-kanser karşılaştırması için en uygun şekilde 

gruplandırıldıktan sonra oluşan veri setleri MySQL veritabanında depolanmaktadır 

(125, 126). Depolanan veri setlerinin interaktif işlemesi için R ve Perl programlama 

dilleri kullanılmakta, elde edilen çıktılar Bootstrap, DataTables ve Plotly.js arayüzü 

aracılığıyla kullanıcıya pdf, svg veya png gibi farklı formatlarda sunulmaktadır (125, 

126). 

GEPIA internet aracında yedi temel fonksiyon bulunmaktadır. Kullanıcılar 

herhangi bir genin kanser ve normal doku setlerindeki genel durumunu görebilir, 

tümör ve normal dokunun karşılaştırılmasıyla kanserde normal dokuya göre farklı 

ekspresyon gösteren genleri tespit edebilir, genlerin ifade profilini çeşitli grafiklerde 

dinamik olarak çizebilir ve çoklu doku tiplerinde karşılaştırabilir, sağkalım analizi 

yapabilir, çalışılan gene benzer genleri tespit edebilir, bir veya birden çok veri 

setinde iki gen için korelasyon analizi yapabilir, ve çalışılan gen listesinde ana 

bileşen analizi ile birlikte iki veya üç boyutlu grafikler çizerek efektif biyobelirteç 

adaylarını tespit edebilir (125). 

2.5.4. İfadesi Anlamlı Değişen Genlerin Saptanmasındaki Ölçütler 

Bağımsız gruplar arasında ifadesi anlamlı değişen genlerin belirlenmesi için 

dikkate alınan bazı ölçütler mevcuttur. Bu çalışmada p-değeri, kat değişimi, “yanlış 

keşif oranı (FDR)” ve Benjamini-Hochberg gibi çeşitli ölçütler kullanılmıştır. 
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Araştırmacının hipotezi her zaman eşitlik içeren yokluk hipotezi (Ho) ve her 

zaman eşitsizlik (farklılık) içeren seçenek hipotezi (H1) olabilir (128). Yanılma 

düzeyi (α), H0 hipotezi gerçekten doğru iken onu yanlışlıkla reddetme olarak 

tanımlanan birinci tip hata için öngörülen en büyük sınır değeridir ve alfa değeri her 

zaman 0-1 arasında olup α=0.05, α=0.01 ve α=0.001 gibi küçük değerler almaktadır 

(128). Bir hipotezin değerlendirilmesi için yapılan istatistiksel test sonrasında elde 

edilen olasılık ise “p-değeri” olarak ifade edilmektedir (128). Elde edilen p-değeri 

birinci tip hatanın test sonucunda hesaplanmış değeridir ve p-değerinin yanılma 

düzeyinden düşük olması istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. İfadesi anlamlı 

değişen genlerin tespitinde p-değeri bir olasılık ölçüsü olarak işlev görmektedir.  

Dikkate alınan bir diğer ölçüt iki farklı durum arasında gen ifadesindeki 

kantitatif değişiklik olarak tanımlanan kat değişimi (Fold Change, FC) yaklaşımıdır. 

Bu yaklaşımda, iki koşul arasındaki ekspresyon seviyelerinin mutlak değerindeki 

oran araştırmacı deney tasarımına uygun olacak şekilde belirleyebilir (129). Ancak 

ifadesi anlamlı değişen genlerin belirlenmesinde tek başına bir kriter olarak 

kullanılması yalancı pozitiflikler açısından problem oluşturabilmektedir (129).  Bu 

sebeple ifadesi anlamlı değişen genlerin saptanmasında p-değeri ve FC değerini 

birlikte kullanmanın sadece p-değeri veya FC değerini kullanmaktan daha iyi 

sonuçlar verdiği belirtilmektedir (130). 

Binlerce gene ait transkriptin kullanıldığı mikrodizin ve RNA sekansı gibi 

yüksek hacimli taramalar, çoklu karşılaştırma içeren ve bu karşılaştırmalardan çok 

sayıda anlamlı sonuç beklenen çalışmalardır. Bu çalışmalarda istatistiksel test 

sonrasında çoklu karşılaştırma sebebiyle yanlış pozitif sonuçların oranı beklenenin 

üzerinde olup birinci tip hatayı arttırmakta ve ifadesi anlamlı değişen genler hatalı 

pozitif sonuçları da içermektedir (131). Anlamlılığı şansa bağlı ortaya çıkan hatalı 

sonuçların oranı “yanlış keşif oranı” olarak tanımlanırken FDR’ı kontrol altına 

alabilmek için Benjamini-Hochberg ve Bonferroni düzeltmesi gibi farklı istatistiksel 

yaklaşımlar kullanılmaktadır (131). Benjamini-Hochberg prosedürü FDR oranını 

kontrol altına alarak birinci tip hatanın yükselmesinden kaçınmayı sağlamaktadır 

(131). Çoklu karşılaştırmadan elde edilen p değeri, bu test sonrasında “düzeltilmiş p-

değeri” (adjusted-p value) veya “q-değeri” olarak ifade edilmekte olup, q değeri 
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belirlenen bir eşik değeri için hatalı pozitiflerin düzeyini p-değerinden daha doğru 

şekilde yansıtmaktadır (131). 

2.5.5. Farklı Gen İfadesi Analizi  

Değişen koşullarda istatistiksel olarak anlamlı derecede farklı eksprese olan 

genleri (differentially expressed genes, DEGs) belirlemek pek çok çalışma için 

önemli bir başlangıç noktasıdır. Farklılaşan gen ifadesi analizi iki duruma (normal-

kanser, ilaç uygulanan-uygulanmayan vb.) ait transkriptomun karşılaştırılarak 

ekspresyonu ilgilenilen durumda diğer gruba göre değişmiş olan genleri tanımlamayı 

sağlayan bir metottur. GEPIA, TCGA tümör dokuları ile eşleşen normal dokular ve 

GTEx normal dokularında DEGs analizi yaparken ANOVA, LIMMA ve Top 10 

olmak üzere üç farklı metot kullanmaktadır (132). ANOVA metodunda cinsiyet, yaş, 

etnik köken ve hastalık durumu (tümör, normal) değişkenleri dikkate alınarak dört 

yönlü varyans analizi için ANOVA testi kullanılmaktadır (132). Elde edilen 

ekspresyon verileri Log2 FC olarak tanımlanır ve çoklu testteki q-değerini elde etmek 

için her bir faktördeki p-değeri Benjamini-Hochberg prosedürü kullanılarak düzeltilir 

(132). GEPIA, ikinci olarak bir R paketi olan LIMMA tarafından uygulanan doğrusal 

model ve Empirical Bayes metodu ile düzeltilmiş p-değerini kullanmakta ve bu 

şekilde elde edilen ekspresyon verileri Log2 FC olarak tanımlanmaktadır (132). 

GEPIA son olarak belirli bir kanser türünün sadece bir alt grubunda aşırı eksprese 

edilen genleri tanımlamak için Top 10 metodunu kullanmaktadır. Bu metotta her 

kanser tipi için, ekspresyonu normal dokularda düşük, tümör dokularında yüksek 

olduğu bilinen teröpatik hedef adayı olan belirli bir geni en yüksek düzeyde eksprese 

eden tümör örneklerinin %10’u ve kıyaslama için yine bu geni en yüksek düzeyde 

eksprese eden aynı sayıda normal doku seçilmektedir (132). Tümör ve normal 

örnekler ekspresyon düzeyine göre sıralandığında oluşan listenin üstteki %50’sinde 

yer alan tümör örneklerinin yüzdeliği yüzde değeri olarak hesaplanmakta ve  

ekspresyon verileri Log2 FC olarak tanımlanmaktadır (132). 

2.5.6. Zenginleştirme ve Yolak Analizi 

Yüksek hacimli transkriptomik veri sağlayan tekniklerden elde edilen çok 

sayıda DEGs’nin ilgili hastalıktaki biyolojik rolünü anlayabilmek için zenginleştirme 
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ve yolak analizi yöntemleri kullanılmaktadır (133). Böylece ilgili genlerin yer aldığı 

moleküler fonksiyonları, biyolojik işlevleri ve bulunduğu hücresel lokalizasyonları 

incelemek, birbiriyle fonksiyonel olarak ilişkili olan gen kümelerini tespit etmek, 

genlerin yer aldığı sinyal yolaklarını belirlemek, yolak içindeki genlerin birbiriyle 

ilişkisini görselleştirmek, incelenen hastalıkta aktivitesi değişen yolakları tespit 

etmek, biyolojik süreçleri sınıflandırmak ve atasal biyolojik süreçlerdeki  merkezi 

genleri tespit edebilmek mümkün hale gelmektedir (134-141). Zenginleştirme ve 

yolak analizleri tümör spesifik genlerin hücrede oluşturduğu sistematik etkinin 

anlaşılmasını sağlamaktadır.  

Zenginleştirme 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 çok araç 

ile yapılabilmektedir. Büyük gen listelerinin fonksiyonel annotasyonu ve analizini 

kolaylaştırmak için geliştirilen DAVID, araştırmacılara sezgisel grafik gösterimleri 

ile fonksiyonel tanımlayıcı verileri sistematik olarak birleştirebilen bir dizi veri 

madenciliği aracı sağlamaktadır (142). GenBank, UniGene, RefSeq, KEGG, 

LocusLink, OMIM, Gene Ontology, Reactome, NetAffx, University of Michigan 

gibi önemli veri kaynaklarını bünyesine entegre eden DAVID annotasyon aracı, 

GoCharts, KeggCharts, ve DomainCharts olmak üzere  dört ana modülden 

oluşmaktadır (142). Bunlardan annotasyon aracı gen listelerinin annotasyonu için 

otomatikleştirilmiş bir yöntemdir. GoCharts modülü bilgi birikmeye ve değişmeye 

devam etse bile tüm organizmalarda genlerin ve proteinlerin işlevlerine 

uygulanabilen yapılandırılmış bir dil sağlayan Gene Ontology Consortium'un kontrol 

edilen kelimelerini kullanarak fonksiyonel kategoriler arasında ekspresyonu farklı 

olan genlerin dağılımını grafiksel olarak göstermektedir. KeggCharts, KEGG 

biyokimyasal yolakları arasında ekspresyonu farklı olan genlerin dağılımını grafiksel 

olarak gösterirken, DomainCharts PFAM protein domainleri arasında ekspresyonu 

farklı olan genlerin dağılımını göstermektedir. 

DAVID’de zenginleştirme ve fonksiyonel yolak analizinde tipik analiz akışı; 

gen listesinin yüklenmesi, özet sayfasının görüntülenmesi, grafik, tablo, kümelenme 

vb. raporlar ile ayrıntılı keşif ve sonuçları dışarı aktararak kaydetme şeklinde 

sıralanabilir (143). DAVID içindeki terimlerde gen zenginleştirmeyi ölçmek için 
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Fisher’in kesin testi benimsenmiştir. DAVID analizlerinde karşılaşılan EASE skoru 

ise Fisher’in kesin testinden alınan p-değerinin modifiye edilmiş halidir (144). EASE 

skoru, Fisher’in kesin testi sonucunda şans eseri ilişkili olabilecek zenginleştirme 

sonuçlarını daha az dikkate alarak zenginleştirmenin gücünü arttırmaktadır (144). 

DAVID çoklu karşılaştırma içeren bu istatistiksel analizlerde Bonferroni ve 

Benjamini-Hochberg gibi düzeltmelere ait p-değerleri de bildirilmektedir (144). 

2.5.7. Sağkalım Analizi 

Sağkalım analizi, belirli bir başlangıç noktasından itibaren bir olayın takibini 

sağlayarak yaşam süresinin hesaplanmasıdır (145). Sağkalım analizinde ölene kadar 

geçen süre genel sağkalım (OS) olarak tanımlanırken, bir tedavi sonrası hastalığa 

tekrar yakalanana kadar geçen süre hastalıksız sağkalım olarak tanımlanmaktadır 

(145). Sağkalım analizi hastalık seyrini takip etmek, farklı tedavi ve deney/kontrol 

gruplarında ilgili protokolün etkinliğini incelemek ve risk faktörlerinin belirlenmesi 

amacıyla yapılabilmektedir.  Gen ekspresyon seviyesine dayanan sağkalım analizi ise 

ilgili genin klinik önemini değerlendirmek için kullanılan bir yöntemdir (125). 

GEPIA, gen ekspresyonu pozitif ve negatif olan iki grubun sağkalım 

verilerini karşılaştırmak için hipotez testinde Mantel-Cox testi olarak da bilinen Log-

rank kullanmakta ve elde edilen sonuç p-değeri ile gösterilmektedir (132).     

İstatistikte aralık kestirimi yaklaşımı ile elde edilen güven aralığı (confidence 

interval, CI), araştırmacı tarafından belirlenen yanılma düzeyine bağlı olarak elde 

edilen güven düzeyi ile tanımlanmaktadır (128). CI, evrenden çekilen bir 

örneklemden elde edilen istatistik yardımıyla ilgili parametrenin güven aralığını 

belirleyen alt ve üst sınır içerisinde olduğunu ifade etmektedir (128).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

Bu tez çalışması dört farklı dokuya ait adenokarsinom tipi üzerinden 

yürütülmüştür. Çalışma için Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu’na başvurulmuş olup kurulun 04.09.2018 tarihli 

toplantısında çalışmamız için etik izine ihtiyaç duyulmadığına karar verilmiştir. GO 

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

Çalışmada kullanılan pankreatik adenokarsinoma (PAAD), mide adenokarsinoma 

(STAD), akciğer adenokarsinoma (LUAD), kolon adenokarsinoma (COAD) ve 

normal doku örneklerine ait RNA-seq verileri TCGA ve GTEx projesinde çalışılan 

örneklemlerden elde edilmiştir. Bu örneklemlerin içerdiği örnek sayıları Tablo 3.1’de 

görülmektedir. 

Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan kanser ve normal örneklem setlerinin büyüklüğü. 

Doku  TCGA GTEx Toplam 

Pankreas (PAAD) Tümör (n=179) 

Normal (n=4) 

     -                  

Normal (n=167) 

Tümör (n=179) 

Normal (n=171) 

Mide (STAD) Tümör (n=408) 

Normal (n=36) 

     -                  

Normal (n=175) 

Tümör (n=1085) 

Normal (n=291) 

Akciğer (LUAD) Tümör (n=483) 

Normal (n=59) 

     -                  

Normal (n=288) 

Tümör (n=483) 

Normal (n=347) 

Kolon (COAD) Tümör (n=275) 

Normal (n=41) 

     -                  

Normal (n=308) 

Tümör (n=275) 

Normal (n=349) 

 

Bu tez çalışmasında verilerin çekilmesi ve analizlerin yapılması için birçok 

veritabanı ve  araç kullanılmıştır.  

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

projelerinden gelen veriler karşılaştırılarak yukarıda belirtilen kanserlere özgü 

ifadesi anlamlı olarak değişen genler belirlenmiştir.  

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

bir önceki analizde her kanser tipi için ifadesi anlamlı olarak değiştiği 

saptanan genler venn diyagramında karşılaştırılmış ve  pankreas kanserine 

özgü olan genler belirlenmiştir. 

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

kanserine spesifik olarak ifadesi artan genlerin zenginleştirme ve yolak 

analizi yapılmıştır.  

4. DAVID analizinde elde edilen gen ontoloji (Gene Ontology, GO) terimlerden 

biyolojik süreç (Biological Process, BP) kategorisindeki yolakların hiyerarşik 

olarak bir parçası olduğu atasal süreçleri belirlemek için QuickGO 

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

5. İnternet tabanlı bir analiz platformu olan OmicsNet 

(https://www.omicsnet.ca/) (139, 140) kullanılarak ilgili atasal süreçlerde 

kümelenen BP terimlerinin içerdiği proteinlerin birbiriyle iletişimi incelenmiş 

ve   merkezi nitelikte rol üstelenen genler saptanmıştır. 

6. Merkezi rol üstelenen genlerin pankreas adenokarsinomunda sağkalım analizi 

GEPIA ile yapılmıştır. 

7. Sağkalımı etkilediği tespit edilen genler hakkında literatür taraması için 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (147) veritabanı kullanılmıştır.  

3.2. Yöntem 

3.2.1. TCGA ve GTEx Verilerinden DEG’lerin Elde Edilmesi 

Bu çalışmada incelenen dört kanser tipinde her bir kansere özgü olarak ifadesi 

anlamlı olarak değişen genler GEPIA kullanılarak tespit edildi.  

1. GEPIA sunucusu ana sayfasında “Cancer Type Analysis” sekmesi altındaki 

“Differential Genes Analysis” başlığı seçildi.  

2. │Log2FC│≥ 2 ve q-değeri 0.001 olarak girildi.  

3. Analiz yöntemi olarak ANOVA tercih edildi.  

4. Ayrıca ifadesi anlamlı olarak artan ya da azalan genleri kromozom üzerinde 

görebilmek için kromozomal dağılımı da analize eklendi.  

5. Her kanser tipi için bu analizler ayrı ayrı yapıldı. 

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 için ayrı ayrı elde edilen DEG’lerden ifadesi artan genler 

VENNY V2.1 ile karşılaştırılarak pankreas kanserine spesifik artış gösteren DEG’ler 

tespit edildi.  

3.2.3. Zenginleştirme ve Yolak Analizi  

VENNY ile yapılan karşılaştırmadan sonra ifade artışı PAAD spesifik olan 

genlerin zenginleştirme ve yolak analizi DAVID V6.7 kullanarak yapıldı. 

1. DAVID V6.7 ana sayfasında “Functional Annotation” sekmesine tıklanarak 

“Functional Annotation Tool” açıldı. 

2. Upload sekmesi tıklanarak kopyalanan PAAD spesifik gen listesi yapıştırıldı.  

3. Identifier olarak “Official Gene Symbol” seçildi. 

4. List type olarak “gene list” seçilerek analiz başlatıldı. 

5. Gene list manager bölmesinde species olarak “Homo sapiens” seçildi. 

6. Annotasyon sonuçlarında “Gene Ontology”  ve “Pathways” başlıkları seçildi. 

7. GOTERM_BP_FAT, GOTERM_CC_FAT, GOTERM_MF_FAT, 

KEGG_PATHWAY ve REACTOME_PATHWAY başlıkları aşağıdaki gibi 

incelendi. 

a. İlgili başlıktaki Chart sekmesine tıklanarak “Functional Annotation 

Chart” sayfasına geçildi. 

b. Gelen sayfada istatistiksel filtreleme için “Options” sekmesine 

tıklanarak EASE skoru 0,05 olarak girilip FDR kontrolü için 

Benjamini düzeltmesi seçildikten sonra “Rerun Using Options” 

tıklandı. 

c. Filtrelenen sonuçlar “Download File” seçeneğine tıklanarak indirildi 

ve excel dosyasına kaydedildi. 

3.2.4. Biyolojik Süreç Terimlerinin Kümelendiği Atasal Biyolojik 

Süreçlerin Belirlenmesi  

DAVID ile yapılan gen zenginleştirme ve yolak analizi sonucunda elde edilen 

GOTERM_BP_Fat kategorisindeki terimler Benjamini değeri < 0.001 olacak şekilde 
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filtrelendi ve filtrelenen bu terimlerin ait olduğu atasal biyolojik süreçler internet 

tabanlı tarayıcı QuickGO kullanılarak araştırıldı. 

1. DAVID sonuçlarında GOTERM_BP_Fat kategorisi Benjamini < 0.001 

olacak şekilde filtrelendi. 

2. Filtreleme sonrası her bir terime  ait ID numarası kopyalandı ve QuickGO 

sayfasındaki arama çubuğuna yapıştırılarak arama başlatıldı.  

3. Arama sonucu gelen seçeneklerde ilgilenilen terimin ID başlığı seçildi. 

4. İlgili terim hakkında detaylı bilgi içeren sayfa incelendi ve terimin 

“Ancestor Chart” başlığında hangi atasal biyolojik sürecin altında yer aldığı 

belirlendi.  

5. Tüm terimler için uygulanan bu işlemden sonra GOTERM_BP_FAT 

kategorisinde önce çıkan atasal biyolojik süreçler tespit edildi. 

6. Her bir ana biyolojik süreç başlığında kümelenen terimlerin barındırdığı gen 

isimleri bir araya getirildi ve tekrarlanan gen isimleri temizlendi. 

3.2.5. Kümelenmiş Biyolojik Süreçlerde Merkezi Rol Üstelenmiş 

Genlerin Tespit Edilmesi  

İlgilenilen ana biyolojik süreçlerde yer alan gen ürünlerinin birbiriyle etkileşimi 

ile (protein-protein interaction, PPI) ortaya çıkan biyolojik ağı oluşturmak, 

görselleştirmek ve en çok etkileşim gösteren genleri tespit etmek için internet tabanlı 

OmicsNet aracı kullanıldı. 

1. OmicsNet ana sayfasında “Genes” sembolüne tıklandı. 

2. Gelen pencerede “Organism; Homo sapiens” olarak seçilirken “Set ID Type; 

Official Gene Symbol” olarak seçildi. 

3. İlgili biyolojik sürece ait gen listesi kopyalandı ve yapıştırıldı. 

4. Pencerenin altındaki “Upload” seçeneğine tıklandıktan sonra işleme devam 

edebilmek için gelen ana sayfadaki “Proceed” seçeneğine tıklandı. 

5. Gelen sayfada “Network Building” için PPI bölmesinde STRING seçildi. 

STRING için ön tanımlı parametreler (Experiment Evidence (Yes), 

Confidence Score: 900) değiştirilmeden “Submit” tuşuna tıklandı. 
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6. Oluşan ağ yapısı 3000’den fazla nod içerdiğinde “Network Tools” kısmında 

“Betweenness Filter” başlığına tıklanarak “Betweenness cutoff” değeri 2,0 

olarak girildi. 

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

bilgileri excel dosyasına kaydedildi.  

3.2.6. Sağkalım Analizi  

OmicsNet ile elde edilen merkezi nitelikteli genlerin tamamı için GEPIA’da 

PAAD veri setinde genel sağkalım analizi yapıldı. 

1. GEPIA ana sayfasında “Survival Analysis” başlığına tıklandı. 

2. İlgili gen adı girildi. 

3. “Overall Survival” seçeneği işaretlendi. 

4. %95 Confidence Interval ve Group Cutoff için Median seçildi. 

5. PAAD veri seti seçilerek analiz için Plot tuşuna tıklandı. 

6. Gelen sağkalım grafiğinde sonuç anlamlı ise grafik görüntüsü kaydedildi. 

3.2.7. Literatür Taraması 

Sağkalım analizi sonucunda anlamlı sonuç veren merkezi genler için NCBI 

veritabanı kullanarak literatür taraması yapıldı. 
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4. BULGULAR 

4.1. Farklı Gen İfadesi Analizi Sonuçları 

GEPIA ile yapılan analiz sonucunda her bir adenokarsinom tipi için spesifik 

olan ve ifadesi anlamlı olarak değişen genler│Log2FC│≥ 2 ve q-değeri = 0.001 

kriterleri göz önüne alınarak saptandı.  

PAAD veri seti ile yapılan analizde pankreas adenokarsinomu ve normal 

pankreas dokusu karşılaştırılarak pankreas adenokarsinomunda ifadesi anlamlı olarak 

değişen 2616 gen tespit edildi. Pankreas tümör dokusunda ifadesi artan 2458 gen ve 

ifadesi azalan 158 gen olduğu saptandı. İfadesi artan genlerin kat değişimi 2 ≤ 

Log2FC≤ 9,258 iken ifadesi azalan genlerin kat değişimi -10,856 ≤ Log2FC≤ 2 

şeklindedir. GEPIA’dan alınan analiz sonucuna göre PAAD veri setine ait ifadesi 

anlamlı olarak değişen genlerin kromozom dağılımı Şekil 4.1.’de gösterilmektedir.  

 

Şekil 4.1. PAAD veri setinde ifadesi anlamlı değişen genlerin kromozom dağılımı. 

STAD veri seti ile yapılan analizde mide adenokarsinomu ve normal mide 

dokusu karşılaştırılarak mide adenokarsinomunda ifadesi anlamlı olarak değişen 843 

gen tespit edildi. Mide tümör dokusunda ifadesi artan 638 gen ve ifadesi azalan 205 

gen olduğu saptandı. İfadesi artan genlerin kat değişimi 2 ≤ Log2FC ≤ 6,85 iken 

ifadesi azalan genlerin kat değişimi -15,024 ≤ Log2FC ≤ 2 şeklindedir. GEPIA’dan 
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alınan analiz sonucuna göre STAD veri setine ait ifadesi anlamlı olarak değişen 

genlerin kromozom dağılımı Şekil 4.2.’de gösterilmektedir.  

 

Şekil 4.2. STAD veri setinde ifadesi anlamlı değişen genlerin kromozom dağılımı.  

LUAD veri seti ile yapılan analizde akciğer adenokarsinomu ve normal 

akciğer dokusu karşılaştırılarak akciğer adenokarsinomunda ifadesi anlamlı olarak 

değişen 952 gen tespit edildi. Akciğer tümör dokusunda ifadesi artan 247 gen ve 

ifadesi azalan 705 gen olduğu saptandı. İfadesi artan genlerin kat değişimi 2 ≤ 

Log2FC ≤ 8,216 iken ifadesi azalan genlerin kat değişimi -7,55 ≤ Log2FC ≤ 2 

şeklindedir. GEPIA’dan alınan analiz sonucuna göre LUAD veri setine ait ifadesi 

anlamlı olarak değişen genlerin kromozom dağılımı Şekil 4.3’te gösterilmektedir.  
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Şekil 4.3. LUAD veri setinde ifadesi anlamlı değişen genlerin kromozom dağılımı. 

COAD veri seti ile yapılan analizde kolon adenokarsinomu ve normal kolon 

dokusu karşılaştırılarak kolon adenokarsinomunda ifadesi anlamlı olarak değişen 

1556 gen tespit edildi. Kolon tümör dokusunda ifadesi artan 786 gen ve ifadesi 

azalan 770 gen olduğu saptandı. İfadesi artan genlerin kat değişimi 2 ≤ Log2FC ≤ 

8,703 iken ifadesi azalan genlerin kat değişimi -8,42 ≤ Log2FC ≤ 2 şeklindedir. 

GEPIA’dan alınan analiz sonucuna göre COAD veri setine ait ifadesi anlamlı olarak 

değişen genlerin kromozom dağılımı Şekil 4.4’de gösterilmektedir.  
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Şekil 4.4. COAD veri setinde ifadesi anlamlı değişen genlerin kromozom dağılımı. 

4.2. Venn Diyagramı Sonuçları 

Dört veri setinde de ifadesi artış gösteren DEG’lerin listeleri venn diyagramı 

ile karşılaştırılarak, adenokarsinom tiplerine spesifik ve adenokarsinomlarda ortak 

olarak değişen genler saptandı. Oluşturulan diyagram Şekil 4.5.’de gösterilmektedir. 

Bu karşılaştırma ile PAAD veri setinde ifadesi artan 2458 genden 1840 tanesinin 

pankreas tümörüne spesifik olduğu tespit edildi. STAD veri setinde mide tümörüne 

spesifik 118 gen, LUAD veri setinde akciğer tümörüne spesifik 23 gen, COAD veri 

setinde ise kolon tümörüne spesifik 247 gen olduğu belirlendi.  

Pankreas tümör dokusunda ifade artışı gösteren genlerin diğer tümör 

dokularındaki durumu ikişerli olarak incelendiğinde pankreas ve kolon tümöründe 

390 genin, pankreas ve mide tümöründe 389 genin, pankreas ve akciğer tümöründe 

ise 190 genin ortak olduğu görüldü. Pankreas tümör dokusunda ifade artışı gösteren 

2458 genden 75 tanesinin ise tüm kanser tipleri için ortak olduğu saptandı. 



25 

 

 

Şekil 4.5. Dört kanser tipinde ifadesi artan genlerin venn diyagramı dağılımı. 

4.3. Zenginleştirme ve Yolak Analizi Sonuçları 

Pankreas tümörüne spesifik olarak ifadesi artan 1840 genin hücre içinde hangi 

süreçlerde ve sinyal yolaklarında rol aldığını saptamak için gen ontolojisi ve yolak 

analizi yapıldı. Bu analizde 1840 adet genin 1672 tanesi DAVID veri tabanı sistemi 

tarafından tanımlandığı için analiz tanımlanan bu genler ile yapıldı. Analiz 

sonuçlarında Benjamini değeri < 0.001 olacak şekilde filtreleme yapıldığında gen 

ontolojisi kapsamına 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 kategorisinde 4 adet yolak olmak üzere toplamda 11 adet 
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yolak listelendi. Analiz esnasında çekilen temsili bir ekran görüntüsü Şekil 4.6.’da 

gösterilmektedir.  

 

Şekil 4.6. Zenginleştirme ve yolak analizinden temsili ekran görüntüsü. 

 

Şekil 4.7. GO_BP terimlerinin excel dosyasından temsili ekran görüntüsü. 

4.4. Biyolojik Süreçlerin Kümelenme Sonuçları 

GOTERM_BP_FAT kategorisinde Benjamini-Hochberg değeri < 0.001 olacak 

şekilde filtreleme yapıldığında elde edilen 85 terimin ilişkili olabileceği hücresel 
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süreçler QuickGO ile araştırıldı. Bu terimlerin listesi EK-2’de görülebilmektedir. 

İlgili terimlerin tanımı ve bağlı olduğu atasal biyolojik süreçler incelendi. 

Terimlerden 30 tanesinin hücre hareketi, hücre dışı matriks (ECM) 

düzenlenmesi, hücre adezyonu ve gelişimsel süreçler gibi metastatik karakteri 

oluşturan süreçlerde, 16 tanesinin immün sistem süreçlerinde, 12 tanesinin hücre 

ölümü süreçlerinde ve 3 tanesinin hücre metabolizması süreçlerinde kümelendiği 

görüldü (Şekil 4.8.) Bu incelemede belli bir kümelenme göstermeyen terimlerin 

sayısı 24 olarak tespit edildi. Metastaz kategorisinde yer alan 30 terimden 16 

tanesinin hücre hareketiyle, 6 tanesinin gelişimsel süreçlerle, yine 6 tanesinin 

adhezyon ve 2 tanesinin ECM yapılanması ile ilişkili olduğu saptandı. Gelişimsel 

süreçlerde ise anjiyogenez ve hücre farklılaşması ile ilişkili süreçler bulundu.  

 

Şekil 4.8. Terimlerin kümelendiği hücresel süreçlerin grafiği. 

4.5. Protein-Protein Etkileşimindeki Merkezi Rol Üstlenmiş Genlerin 

Analiz Sonuçları 

İmmünite, metastaz, metabolizma ve hücre ölümünden oluşan dört gruptaki 

gen listelerinin OmicsNet ile yapılan PPI analizinde etkileşim ağında birbiriyle en 
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çok etkileşim kuran merkezi nitelikli genler tespit edildi. Oluşturulan PPI ağında 

Degree ≥ 40 olan genler “merkezi gen” olarak tanımlandı.  

Dört grupta toplam 1027 gen ile yapılan bu analizde 83 adet merkezi gen 

tanımlandı. Metastaz kategorisinde analiz edilen 498 genden 30 tanesi, hücre ölümü 

kategorisinde analiz edilen 175 genden 23 tanesi, immünite kategorisinde analiz 

edilen 298 genden 17 tanesi ve metabolizma kategorisinde analiz edilen 56 genden 

13 tanesi merkezi gen olarak tespit edildi. Bu analizde oluşturulan PPI ağlarının 

görselleştirilmiş hali Şekil 4.9.’da gösterilmektedir. 

Şekil 4.9. OmicsNet PPI analizi ekran görüntüsü A- Hücre ölümü, B- Metabolizma, 

C- Metastaz, D- İmmünite. 
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4.6. Sağkalım Analizi Sonuçları 

Her grup için belirlenen merkezi gen listesinde tüm genler için genel sağkalım 

analizi yapıldı. Bu analizde Log-rank p değeri ≤ 0.05 olan 14 adet gen OS için 

anlamlı olarak tanımlandı. Genel sağkalımda anlamlı gen sayısı metastaz gurubu için 

dokuz, hücre ölümü grubu için altı, immünite grubu için beş ve metabolizma için iki 

olarak tespit edildi. Bu genlerden iki tanesi üç grupta, dört tanesi ise iki grupta yer 

almaktadır. İlgili genler detaylı olarak Tablo 4.1.’de, genel sağkalım analizlerine ait 

eğriler ise Şekil 4.10.’da gösterilmektedir.  

Tablo 4.1. Genel sağkalımda anlamlı olan merkezi genler. 

Gen Adı 
Log2 Kat 

Değişimi 
Genlerin Kümelendiği Biyolojik Süreçler 

OS* Log-rank 

p-value 

RALA 2,562 Metastaz    0,0074 

RHOF 3,032 Metastaz    0,00045 

PXN 2,052 Metastaz    0,032 

FYN 2,379 Metastaz İmmünite   0,013 

NCK1 2,023 Metastaz İmmünite   0,00092 

ITGB1 3,29 Metastaz İmmünite   0,029 

YWHAZ 3,031 Metastaz İmmünite Hücre Ölümü  0,01 

RAC1 2,719 Metastaz İmmünite Hücre Ölümü  0,0063 

BMP4 3,622 Metastaz  Hücre Ölümü  0,0067 

GSK3B 2,008   Hücre Ölümü  0,011 

BCL2L1 2,559   Hücre Ölümü  0,00005 

ARF6 2,743   Hücre Ölümü  0,019 

PSMA5 2,037    Metabolizma 0,032 

PSMD14 2,316    Metabolizma 0,0075 

*OS: Overall Survival 
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Şekil 4.10. Merkezi genlerin sağkalım eğrileri. 
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5. TARTIŞMA  

Pankreas kanseri en yaygın görülen kanserler arasında dünyada on birinci 

ülkemizde ise onuncu sırada yer almaktadır (1, 25). Kanser ilişkili ölümlerde ilk üç 

sırada yer alan akciğer, kolon ve mide kanserlerinin beş yıllık sağkalımı sırasıyla 

%19, %65 ve %20 iken yedinci sırada yer alan pankreas kanserinde bu oranın %9 

olması pankreatik tümörleri en ölümcül neoplazmlardan birisi yapmaktadır (2, 59, 

70). Pankreas kanserinin diğer epitelyal kanserlerden daha agresif ve metastatik bir 

karaktere sahip olmasında rol oynayan değişimlerin transkriptom düzeyinde 

araştırılması ve bu kansere özgü olan gen ifade değişimlerinin incelenmesi hastalığın 

tanı ve tedavisinde kullanılabilecek spesifik biyobelirteçleri tespit edebilmek için 

önemlidir.  

Bu amaçla tez çalışmamızda pankreas kanseri, akciğer kanseri, mide kanseri ve 

kolon kanserine ait TCGA transkriptom verileri ile normal dokulara ait GTEx 

transkriptom verileri farklı gen ifadesi analizi için karşılaştırıldı. Bu analiz ile ilgili 

kanserlerde ifadesi istatistiksel olarak anlamlı değişen genler saptandı. Ek olarak bu 

genlerin kromozom dağılımları da incelendi. PAAD ve STAD veri setinde gen 

ifadesi değişiminin sırasıyla %94 ve %75 oranında ifade artışı yönünde olduğu 

görüldü. Kromozom dağılımı incelendiğinde ifadesi artan bu genlerin herhangi bir 

kromozomda birikme olmaksızın Y kromozomu haricindeki tüm kromozomlara 

yayıldığı görülmektedir. Buna karşın LUAD veri setinde gen ifadesi değişiminin 

%74 oranında ifade azalması yönünde olduğu ve DEG’lerin herhangi bir 

kromozomda birikme göstermeksizin tüm kromozomlara yayıldığı gözlendi. COAD 

veri setinde ise ifadesi değişen genlerin yarısında ifade artışı yarısında ise ifade 

azalması mevcuttur. DEG’lerin Y kromozomu haricinde herhangi bir kromozomda 

birikim olmaksızın tüm kromozomlara yayıldığı görülmektedir.  

Dört kansere ait veri setinin kromozom dağılımlarında Y kromozomunda sadece 

ifadesi azalan genlerin yer aldığı dikkat çekmektedir. Literatürde pankreatik 

adenokarsinomlarda Y kromozomundaki genlerin ekspresyon düzeyi hakkında 

yeterli veriye rastlamamakla beraber kromozomal incelemelerin mevcut olduğu 

görülmektedir. Wallrapp ve arkadaşlarının ekzokrin pankreas kanseri hastalarında Y 

kromozom kaybını araştırdığı çalışmada 11 pankreas kanseri hücre hattında Y 



32 

 

kromozomundaki sekans etiketli bölgeler (STS) polimeraz zincir reaksiyonu ile 

incelenmiş ve sekiz hücre hattının çalışmada kullanılan tüm STS belirteçleri için 

negatif olduğu bildirilmiştir (148). Yine bu çalışmada elde edilen sonuçları in vivo 

ortamda da doğrulamak için yedi primer pankreas tümörü interfaz in situ floresan 

hibridizasyon (FISH) ile incelenmiş ve kullanılan belirteç bölgelerindeki 

delesyonların primer tümörlerde de bulunduğu gösterilmiştir (148). Y kromozomu ile 

ilgili diğer bir araştırma Missiaglia ve arkadaşlarının pankreatik endokrin tümörlerde 

seks kromozomu anomalilerini incelediği çalışmadır (149). Bu çalışmada 14 hastanın 

primer pankreas endokrin tümöründe interfaz FISH analizi yapılmış ve 5 hastada Y 

kromozom kaybı olduğu gösterilmiştir (149). Her iki çalışmada da Y kromozomunda 

görülen bu delesyonların hastalığın agresifliğini arttırabileceği belirtilmiştir (148, 

149). 

Venn diyagramına göre PAAD veri setinde ifadesi artan DEG’lerin %61,4’ü 

PAAD spesifiktir. İfade artışı gösteren DEGs sayısının PAAD veri setinde oldukça 

fazla olduğu dikkate alınınca bu oran beklenmedik bir sonuç değildir.  

Pankreas adenokarsinoması seçilen diğer üç epitelyal kansere göre daha agresif 

metastatik özellikler göstermektedir (150). Bu özelliklerde rol transkriptom 

değişimlerinin ve hücresel mekanizmaların araştırılması için PAAD veri setine 

spesifik genler ile zenginleştirme ve yolak analizi yapıldı. Çalışmamız bu analizde 

elde edilen gen ontolojisi kapsamındaki biyolojik süreç kategorisi üzerinden 

yürütüldü. Çok çeşitli hücresel süreçleri içeren GOTERM_BP_FAT kategorisindeki 

terimler Benjamini-Hochberg değeri < 0.001 olacak şekilde filtrelendi ve elde edilen 

85 terimin kümelenme gösterdiği atasal süreçler QuickGO ile araştırıldı. İncelenen 

terimlerin %18,8’i immünite, %14,1’i hücre ölümü ve %3,5’i metabolizma sürecinde 

kümelenme göstermektedir. Terimlerin %28,2’si herhangi bir atasal süreçle 

ilişkilendirilemez iken %35,3’ü metastatik karakteri ortaya çıkaran süreçlerde 

kümelenme gösterdiği için bu terimler metastaz başlığı altında değerlendirildi. 

Çalışmamızın son aşamasında atasal süreçlerde kümelenen terimlerin içerdiği 

genlerin, protein-protein etkileşimini analiz ederek diğer genler ile en çok 

etkileşimde bulunan merkezi genler ve bunların sağkalım üzerindeki etkisi araştırıldı. 

PPI analizi sonucunda, incelenen genlerde merkezi genlerin oranı immünite için 
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%5,7;  metastaz için %6; hücre ölümü için %13,1 ve metabolizma için %23 olarak 

elde edildi. Metabolizma kategorisinde incelenen BP terim sayısı ve terimlerin 

içerdiği gen sayısının diğer üç kategoriden daha düşük olmasına rağmen PPI 

analizinde en yüksek merkezi gen oranına sahip olması dikkat çekicidir. Bu analiz 

sonucunda pankreas adenokarsinomunda metabolizma, immün sistem ve hücre 

ölümü süreçleri ile metastatik karakterde etkili olan ve sağkalımda istatistiksel olarak 

anlamlı  fark oluşturan on dört adet gen elde edilmiştir. Bu genlerin %64,2 oranında 

metastatik süreçte etkili olması pankreatik adenokarsinomun agresif doğası dikkate 

alındığında beklenen bir bulgudur. 

Hücre metabolizmasının yeniden programlanması kanserin ayırt edici 

özelliklerinden biridir (151, 152). Farklı çalışmalar metabolik değişikliklerin 

epigenetik regülasyonlar yoluyla pankreas tümör oluşumunu ve metastazı teşvik 

edebileceğini vurgulamaktadır (153-155). Pankreatik tümör metabolizmasının 

kemorezistans (156), immunsüpresyon (157) ve radyorezistans (158) ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. Çalışmamızda PSMA5 ve PSMD14 genlerinin metabolizma 

kategorisinde merkezi gen olduğunu ve sağkalımda anlamlı olduğunu saptadık. 

PSMA5 ifadesinin pulmoner nöroendokrin tümörlerde (159) ve bazı solid tümörlerde 

(160) arttığı bildirilmiştir. Fu ve arkadaşları prostat kanseri hücre hatlarında 

PSMA5’in proliferasyon, apoptoz ve invazyon üzerinde etkili olduğunu, ayrıca 

proteazom inhibitörü Bortezomibe karşı dirençte rol oynadığını ifade etmiştir (161). 

Arlt ve arkadaşları kolon kanseri ve pankreas kanseri hücrelerinde NRF2 bağımlı 

artmış PSMA5 ifadesinin ve proteazom aktivitesinin apoptoza karşı bir koruma 

sağladığı bildirilmiştir (162). Pankreas kanserinde PSMA5’in sağkalım üzerinde 

etkisini belirten bir çalışmaya rastlanmadığından bilgimiz dahilinde bulgumuz bu 

yöndeki ilk veridir. Literatürde PSMA5 ile ilgili veriler kısıtlı olsa da PSMD14 için 

farklı kanserlerde yapılan çalışmalar mevcuttur. PSMD14 meme, kolon, küçük 

hücreli olmayan akciğer kanseri, özefagus, prostat, nöroblastoma, melanoma, 

hepatoselüler karsinoma  ve multiple myeloma  tümörlerinde in vivo, in vitro, hasta 

örnekleri ve biyoinformatik analizleri içeren farklı yöntemler ile araştırılarak 

proliferasyon, migrasyon, invazyon, apoptoz, metastaz, kemoteröpatik direnç gibi 

pek çok süreçte etkin bir rol oynadığı bildirilmiştir (163-174). Farklı tümörlerde 

sağkalımda etkili olduğu bildirilen (165, 171, 172, 174) PSMD14 meme kanseri ve 
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endometrial kanser ile yapılan iki biyoinformatik çalışmada da merkezi gen olarak 

tanımlanmıştır (164, 175). Literatürde pankreatik adenokarsinomda PSMD14 ile 

ilişkili herhangi bir veriye rastlanmadığından çalışmamızın sonuçları bilgimiz 

dahilinde bu yöndeki ilk verileri sunmaktadır.  

İmmün sistemden kaçabilmek kanser hücresinin ayırt edici özelliklerinden 

biridir (151). Düşük immünojeniteye sahip olmasına rağmen pankreas kanseri 

mikroçevresi güçlü bir immün baskılayıcı karaktere sahiptir (176). Çalışmamızın 

sonuçları FYN, NCK1, ITGB1, RAC1 ve YWHAZ genlerinin pankreas 

adenokarsinomunda immün süreçlerde etkili olduğunu ve sağkalımda anlamlı bir 

fark oluşturduğunu göstermektedir. FYN’in kanserde immün süreçlerle ilişkisi 

hakkında en detaylı çalışma Comba ve arkadaşları tarafından yapılmıştır. Bu çalışma 

glioma hücrelerinin FYN ifadesi ile tümör mikroçevresindeki miyeloid türevi 

baskılayıcı hücrelerin büyümesini ve aktivitesini uyararak bağışıklık yanıtlarını 

baskıladığını göstermiştir (177). Literatürde NCK1’in kanserde immün süreçlerle 

ilişkisine yönelik bir bulguya rastlanmamıştır. Zhuang ve arkadaşları pankreatik 

kanserde, biyoinformatik analizlerle ITGB ailesi üyelerini inceledikleri çalışmada, 

ITGB1’in pankreatik kanserde immün baskılayıcı süreçler ile ilişkili olduğunu 

bildirmiştir (178). Han ve arkadaşları YWHAZ’ın oral skuamöz hücreli karsinomda 

STAT3 aracılığıyla tümör inflamasyonu ve bağışıklık tepkisini düzenleyebileceğini 

bildirmiştir (179). Yine YWHAZ ifadesinin hepatoselüler karsinomada tümörü 

infiltre eden lenfositlerin antitümör cevabını bozduğu (180) gösterilmiştir. D’Errico 

ve arkadaşları ise tümör ilişkili makrofajların kemoterapiye maruz kalmış YWHAZ 

ifadesi gösteren pankreatik duktal adenokarsinoma hücrelerini fagosite ettikten sonra, 

YWHAZ salgılayarak diğer tümör hücrelerinde kemoterapi direnci oluşmasını 

sağladığını bildirmiştir (181). Melzer ve arkadaşları pankreatik kanser ve meme 

kanserinde RAC1 ve TGF-β’nın tümör çevresindeki hücrelerle ilişkisine ve bu 

ilişkinin her iki kanserdeki etkilerini dair bilgi sunmuştur (182) ancak literatürde 

pankreatik kanserde RAC1’in immün hücrelerle doğrudan ilişkisine dair bir bulguya 

rastlanmamıştır. Literatüre pankreatik adenokarsinomda FYN ve NCK1’in immün 

süreçle ilişkili olabileceğine ve bulduğumuz beş genin de sağkalımda anlamlı bir fark 

gösterdiğine dair ilk veriler çalışmamız sonucunda sunulmaktadır. Ayrıca 
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literatürdeki deneysel çalışmalar bulduğumuz genlerin pankreas adenokarsinomunda 

immün süreçle ilişkisini destekler yöndedir.  

Kanser hücresinin ayırt edici özelliklerinden bir tanesi de programlı hücre 

ölümünden kaçabilmektir (151). Çalışmamızın sonuçları YWHAZ, RAC1, BMP4, 

GSK3B, BCL2L1 ve ARF6 genlerinin pankreas adenokarsinomunda hücre ölümü 

süreçlerinde etkili olduğunu ve sağkalımda anlamlı bir fark oluşturduğunu 

göstermektedir. Guo ve arkadaşları YWHAZ geninin mide kanserinde 

susturulmasının apoptoz ve otofajiyi indüklediğini göstermiştir (183). D’Errico ve 

arkadaşları YWHAZ ilişkili bir mekanizmanın pankreatik kanserde anti-apoptotik 

etki oluşturduğunu bildirmiştir (181). Yan ve arkadaşları RAC1 ifadesi 

susturulduğunda pankreatik kanser hücrelerinin ionize radyasyon duyarlılığının 

arttığını ve hücrelerin apoptoza yönlendiğini öne sürmüştür (184). Zhao ve 

arkadaşları BMP4’ün miyeloid lösemi hücrelerinde otofaji ve apoptozu düzenleme 

yoluyla hücrelerin kemoterapi direnci kazanmasında rol oynadığını belirtmiştir (185).  

Literatürde BMP4’ün pankreas kanserinde hücre ölümü ile ilişkini gösteren bir 

çalışmaya rastlanmamıştır. Marchand ve arkadaşları pankreatik kanser hücre 

hatlarında GSK3B inhibisyonunun JNK yolağı aracılığıyla apoptozu uyardığını 

bildirmiştir (186). Farklı çalışmalarda pankreas kanserinde GSK3B aktivitesinin 

küçük molekül inhibitörler kullanılarak durdurulması kemoterapi duyarlılığını 

arttırmıştır (187, 188). Schniewind ve arkadaşları pankreatik kanserde BCL2L1 

ifadesi ile gemcitabine tedavisine direncinin ilişkili olduğunu bildirmiştir (189). 

Sharma ve arkadaşları da pankreatik kanserde BCL2L1 ifade düzeyinin apoptotik 

indeksi belirleyici olduğunu öne sürmüştür (190). Ye ve arkadaşları pankreatik 

kanserde ARF6’nın  gemcitabine direncini arttırarak apoptotik olmayan programlı 

hücre ölümü çeşitlerinden biri olan ferroptozis duyarlılığını etkilediğini bildirmiştir 

(191). Liang ve arkadaşları ise TCGA PAAD veri setinde ARF6’nın sağkalımda 

anlamlı bir fark oluşturduğunu belirtmiş ve pankreatik kanser hücre hatlarında 

ARF6’nın proliferasyonu arttırdığını göstermiştir (192). BMP4 haricindeki genlerin 

pankreatik kanserde hücre ölümü ile ilişkisine yönelik çalışmalar bulgularımızı 

destekler niteliktedir.  

 Metastazın, neoplastik bir hücrenin konakçıdan özerk olabilme yönündeki 

evriminin nihai göstergesi olarak düşünüldüğünü belirten Welch ve arkadaşları 



36 

 

anjiyogenez, hücre hareketi, ECM yeniden düzenlenmesi, invazyon, hücre 

adhezyonu ve gelişimsel hücre süreçlerindeki değişimleri metastazın ayırt edici 

özellikleri olarak bildirmiştir (193). Çalışmamızda metastaz başlığı altında 

değerlendirilen terimlerin %53,3’ü hücre hareketi, %20’si hücre farklılaşması ve 

anjiyogenezi içeren gelişimsel süreçler, yine %20’si adhezyon ve %6,6’sı ECM 

süreçleri ile ilişkilidir. Metastaz ilişkili biyolojik süreçlerde rol aldığını ve 

sağkalımda anlamlı bir fark oluşturduğunu tespit ettiğimiz dokuz genden FYN, 

NCK1, ITGB1 çalışmamızın sonuçlarına göre immün süreçlerde YWHAZ ve RAC1 

ise hem immün hem de hücre ölümü süreçlerinde etkili olan genlerdir. Chen ve 

arkadaşları FYN aktivitesinin proliferasyon ve apoptozun regülasyonu yoluyla 

pankreatik hücre metastazını düzenlediğini öne sürmüştür (194). Je ve arkadaşları da 

pankreatik kanserde FYN ve diğer SRC kinaz üyelerinin proliferasyon, migrasyon ve 

invazyonda etkili olduğunu bildirmiştir (195). NCK1’in servikal skuamöz 

karsinomada anjiyogenezde (196), kolorektal kanserde anjiyogenez ve metastazda 

(197)  pankreatik karsinomada ise EGFR aracılı invazyon ve metastazda (198) rol 

oynadığı bildirilmiştir. Farklı araştırma grupları ITGB1’in pankreas kanserinde hücre 

büyümesi, invazyon, migrasyon ve metastazda rol aldığını bildirmiştir (199-201). 

Yine farklı çalışmalarda YWHAZ’ın pankreas (202), mide (203), yumurtalık (204), 

meme (205), küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde (206) ve hepatoselüler 

karsinoma (207) gibi pek çok tümörde invazyon, migrasyon ve metastazda rol 

oynadığı ifade edilmiştir.  

Metastatik süreçlerde etkili olan diğer genler ise RAS ailesinin üç üyesi 

RHOF, RALA, RAC1 ile BMP4 ve PXN genleridir. RHOF aktivitesinin 

mikrometastazda rol oynadığı bildirilmiştir ancak kanser tiplerindeki çalışmalar 

kısıtlıdır (208). Li ve arkadaşları RHOF’un migrasyon, invazyon, EMT ve 

metastazda rol oynadığını hepatoselüler karsinomada göstermiştir (209). Lim ve 

arkadaşları RALA’nın pankreatik kanserde invazyon, metastatik büyüme için gerekli 

olduğunu bildirilmiştir (210). RAC1’in pankreas kanserinde invazyon ve 

migrasyonda rol oynadığı farklı araştırma gruplarının çalışmalarında gösterilmiştir 

(211-213). PXN aktivitesinin pankreatik adenokarsinomda (214) ve kolorektal 

kanserde (215) migrasyon ve metastazda rol oynadığı ayrıca pankreas kanserinde 

kısa sağkalım ile ilişkili olduğu belirtilmiştir (216). BMP4’ün pankreas kanserinde 
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EMT ve invazyon ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (217, 218).  Literatürde yer alan bu 

veriler çalışmamızdan elde edilen bulguları destekler niteliktedir.  

Çalışmamız, pankreatik kanserin agresif karakterinde önemli bir bileşen olan 

metastatik davranışa katkı sunan ve sağkalımda etkili olan dokuz genin 

biyoinformatik analiz ile literatüre sunulduğu bilgimiz dahilindeki ilk çalışmadır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

6.1. Sonuç 

Çalışmamız pankreas kanserinde yeni tedavi hedeflerine ve 

prognostik/prediktif biyobelirteçlerin tanımlanmasına duyulan ihtiyaç göz önüne 

alınarak tasarlanmıştır. Bu tez çalışmasında biyoinformatik yaklaşım kullanılarak 

transkriptomik düzeyde yapılan araştırma ile pankreas kanserine özgü ve genel 

sağkalımda istatistiksel olarak anlamlı fark oluşturan on dört adet biyobelirteç adayı 

gen saptanmıştır. Bu genlerin pankreas kanserindeki hücresel süreçler ve 

metastatazdaki rolü detaylıca araştırılmıştır. Yapılan literatür incelemesi 

çalışmamızın bulgularını destekler niteliktedir. Ayrıca çalışmamızın sonuçları 

bilgimiz dahilinde literatüre ilgili genlerin pankreas kanserindeki rolleri hakkında 

yeni veriler sunmaktadır. Bu sonuçlar tez çalışmamızın tasarımında, analiz 

yaklaşımlarında ve kullanılan araçların seçiminde uyguladığımız metadolojik 

yaklaşımın başarılı olduğunu göstermektedir.  

6.2. Öneriler 

Bu tez çalışması kapsamında biyoinformatik analiz yaklaşımları ile elde edilen 

biyobelirteç adayları uygun deneysel prosedürler kullanılarak  ileri düzeyde 

araştırılabilir.  
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8. EKLER 

EK-1: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzini 
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EK-2: QuickGO ile Analiz Edilen GO-BP Terimleri 

Term Count P Value Benjamini 

GO:0006955~immune response 156 3.56E-24 1.39E-20 

GO:0007155~cell adhesion 148 5.12E-20 9.99E-17 

GO:0022610~biological adhesion 148 5.88E-20 7.65E-17 

GO:0006928~cell motion 113 2.34E-19 2.28E-16 

GO:0009611~response to wounding 120 1.04E-18 8.11E-16 

GO:0030036~actin cytoskeleton organization 69 6.44E-18 4.19E-15 

GO:0030029~actin filament-based process 71 1.69E-17 9.43E-15 

GO:0006952~defense response 119 4.14E-13 2.02E-10 

GO:0007010~cytoskeleton organization 93 7.39E-13 3.21E-10 

GO:0006954~inflammatory response 76 1.06E-12 4.15E-10 

GO:0007015~actin filament organization 31 1.21E-12 4.29E-10 

GO:0050865~regulation of cell activation 48 8.68E-11 2.82E-08 

GO:0002684~positive regulation of immune system process 58 1.25E-10 3.76E-08 

GO:0050867~positive regulation of cell activation 36 1.95E-10 5.45E-08 

GO:0001775~cell activation 65 2.32E-10 6.04E-08 

GO:0016477~cell migration 63 3.25E-10 7.92E-08 

GO:0045321~leukocyte activation 57 7.30E-10 1.68E-07 

GO:0001944~vasculature development 58 1.10E-09 2.38E-07 

GO:0002694~regulation of leukocyte activation 44 1.86E-09 3.82E-07 

GO:0001568~blood vessel development 56 3.34E-09 6.53E-07 

GO:0002696~positive regulation of leukocyte activation 33 3.93E-09 7.30E-07 

GO:0010033~response to organic substance 120 6.63E-09 1.18E-06 

GO:0042110~T cell activation 36 8.47E-09 1.44E-06 

GO:0046649~lymphocyte activation 48 8.53E-09 1.39E-06 

GO:0030198~extracellular matrix organization 32 9.62E-09 1.50E-06 

GO:0048870~cell motility 64 1.05E-08 1.58E-06 

GO:0051674~localization of cell 64 1.05E-08 1.58E-06 

GO:0048514~blood vessel morphogenesis 49 2.13E-08 3.09E-06 

GO:0051251~positive regulation of lymphocyte activation 30 2.67E-08 3.72E-06 

GO:0042127~regulation of cell proliferation 126 2.80E-08 3.77E-06 

GO:0051249~regulation of lymphocyte activation 38 6.81E-08 8.86E-06 

GO:0032535~regulation of cellular component size 56 1.32E-07 1.67E-05 

GO:0008064~regulation of actin polymerization or 

depolymerization 

22 1.54E-07 1.88E-05 

GO:0042060~wound healing 44 1.57E-07 1.86E-05 

GO:0042981~regulation of apoptosis 125 1.73E-07 1.98E-05 

GO:0042330~taxis 39 1.93E-07 2.15E-05 

GO:0006935~chemotaxis 39 1.93E-07 2.15E-05 

GO:0050863~regulation of T cell activation 32 1.93E-07 2.09E-05 

GO:0010941~regulation of cell death 126 2.09E-07 2.20E-05 

GO:0001525~angiogenesis 37 2.14E-07 2.19E-05 

GO:0030832~regulation of actin filament length 22 2.88E-07 2.88E-05 

GO:0043254~regulation of protein complex assembly 27 2.95E-07 2.88E-05 

GO:0043067~regulation of programmed cell death 125 2.99E-07 2.85E-05 

GO:0031589~cell-substrate adhesion 28 5.03E-07 4.67E-05 

GO:0050870~positive regulation of T cell activation 24 5.69E-07 5.16E-05 
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GO:0010740~positive regulation of protein kinase cascade 39 6.16E-07 5.46E-05 

GO:0010627~regulation of protein kinase cascade 51 6.84E-07 5.94E-05 

GO:0048002~antigen processing and presentation of peptide 

antigen 

14 6.90E-07 5.85E-05 

GO:0051094~positive regulation of developmental process 55 7.45E-07 6.19E-05 

GO:0045597~positive regulation of cell differentiation 48 7.66E-07 6.23E-05 

GO:0002474~antigen processing and presentation of peptide 

antigen via MHC class I 

11 8.31E-07 6.62E-05 

GO:0007160~cell-matrix adhesion 26 8.89E-07 6.94E-05 

GO:0032271~regulation of protein polymerization 22 1.21E-06 9.27E-05 

GO:0008219~cell death 111 1.33E-06 1.00E-04 

GO:0007264~small GTPase mediated signal transduction 58 1.37E-06 1.01E-04 

GO:0002252~immune effector process 33 1.54E-06 1.11E-04 

GO:0010942~positive regulation of cell death 75 1.70E-06 1.20E-04 

GO:0016265~death 111 1.90E-06 1.32E-04 

GO:0030833~regulation of actin filament polymerization 19 2.02E-06 1.39E-04 

GO:0044087~regulation of cellular component biogenesis 34 2.03E-06 1.36E-04 

GO:0012501~programmed cell death 97 2.03E-06 1.35E-04 

GO:0007229~integrin-mediated signaling pathway 22 2.05E-06 1.33E-04 

GO:0043065~positive regulation of apoptosis 74 2.15E-06 1.38E-04 

GO:0009967~positive regulation of signal transduction 56 2.24E-06 1.41E-04 

GO:0043062~extracellular structure organization 37 2.54E-06 1.58E-04 

GO:0043068~positive regulation of programmed cell death 74 2.80E-06 1.70E-04 

GO:0043122~regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB cascade 28 3.25E-06 1.95E-04 

GO:0006915~apoptosis 95 3.43E-06 2.03E-04 

GO:0032269~negative regulation of cellular protein metabolic 

process 

39 4.27E-06 2.49E-04 

GO:0051248~negative regulation of protein metabolic process 40 4.38E-06 2.51E-04 

GO:0043123~positive regulation of I-kappaB kinase/NF-

kappaB cascade 

26 4.95E-06 2.80E-04 

GO:0007159~leukocyte adhesion 13 5.28E-06 2.94E-04 

GO:0002443~leukocyte mediated immunity 24 6.01E-06 3.30E-04 

GO:0010647~positive regulation of cell communication 59 7.40E-06 4.01E-04 

GO:0002449~lymphocyte mediated immunity 21 8.16E-06 4.36E-04 

GO:0045087~innate immune response 32 8.62E-06 4.55E-04 

GO:0050727~regulation of inflammatory response 22 8.69E-06 4.52E-04 

GO:0051270~regulation of cell motion 40 9.64E-06 4.95E-04 

GO:0008283~cell proliferation 72 1.30E-05 6.59E-04 

GO:0006917~induction of apoptosis 57 1.33E-05 6.64E-04 

GO:0012502~induction of programmed cell death 57 1.46E-05 7.21E-04 

GO:0033559~unsaturated fatty acid metabolic process 17 1.78E-05 8.70E-04 

GO:0007242~intracellular signaling cascade 168 1.95E-05 9.39E-04 

GO:0031348~negative regulation of defense response 14 2.01E-05 9.55E-04 

GO:0030155~regulation of cell adhesion 31 2.03E-05 9.54E-04 
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EK-3: Tez Çalışması Orjinallik Raporu 
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