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OzET

Ustabas, G., Otoinflamatuvar Hastaliklarda Rolii Olan mRNA ve miRNA
Molekiillerinin Meta-analizi. Hacettepe Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Otoinflamatuvar hastalklar, dogal
bagisikhk sisteminin etkilenmesi sonucunda inflamasyon yanitlarinin arttigi bir
hastalik grubudur. Bu hastaliklar genetik 6zellikleri agisindan monogenik ve poligenik
olarak gruplandirilabilmektedir. Bu hastaliklar igerisinde tez kapsaminda incelenen;
PFAPA poligenik olarak, AAA, CAPS, TRAPS, MKD hastaliklari ise farkh genlerde olusan
mutasyonlar sonucunda ortaya cikmaktadir, ancak bu hastaliklarda gorilen benzer
fenotip, benzer vyolaklarin ve molekillerin etkilendigini distndirmektedir.
Literatlrde otoinflamatuvar hastaliklar ile iliskili omik temelli ¢calismalar mevcuttur.
Tez kapsaminda, bu verilerin birlikte degerlendirilmesi amacglanmis, mRNA ve miRNA
temelli omik calismalarin mikrodizin veri setleri R (4.0.5), BRB-ArrayTools ve MeV gibi
programlar kullanilarak analiz edilmistir. ifadesi degisen genler, DAVID ve InnateDB
programlariyla analiz edilerek inflamasyonla iliskili olanlar belirlenmistir. Sonrasinda,
bu hastaliklarda ortak olarak ifadesi degisen mRNA’lar, ifadesi degisen miRNA’larin
hedef genleri olabileceginden, veri setlerinden elde edilen mRNA ve miRNA’larin
baglanma olasiliklari TargetScan veri tabani kullanilarak gosterilmistir. Son asamada,
anlamli olarak ifadesi degisen mRNA ve miRNA’larin hedefledigi proteinler
tanimlanmis, bu proteinlerin arasindaki protein-protein iligkileri STRING analizleri ile
belirlenmistir. Analizler sonucunda, inflamasyon agisindan 6nemli proteinler olan
STAT1, NAIP, FAS, MAPK14 proteinleri 6ne ¢ikmis ve secilen hastaliklara sebep olan
genlerin kodladigi proteinler ile iliskisi olduklari gosterilmistir. Elde edilen bu 6n
bilgiler, secilen hastaliklarda ortak molekdllerin patogenezi etkiledigi hipotezini
desteklemis, bu bulgularin laboratuvar ortaminda incelenmesi 6nem kazanmistir. Bu
tez, otoinflamatuvar hastaliklarda inflamasyona sebep olan yolaklarin aydinlatilarak
hastaliklarin daha iyi siniflandiriilmasi ve uzun vadede tedavi hedefi olabilecek

molekillerin belirlenmesine yonelik 6nemli katkilar saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Otoinflamatuvar hastalik, inflamasyon, mRNA, miRNA,

biyoinformatik
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ABSTRACT

Ustabas, G., Meta-analysis of mRNA and miRNA Molecules in Autoinflammatory
Diseases. Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences, M.Sc. Thesis in
Medical Biology, Ankara, 2022. Autoinflammatory diseases are the group of diseases
in which inflammatory responses are increased as a result of the innate immune
system being affected. These diseases can be grouped as monogenic and polygenic
in terms of their genetic characteristics. Among the autoinflammatory diseases
examined within the scope of the thesis; PFAPA is polygenic and AAA, CAPS, TRAPS,
MKD diseases are caused by mutations in different genes, but the similar phenotype
seen in these diseases suggests that similar pathways and molecules are affected. In
the literature, there are omic-based studies in which autoinflammatory diseases are
included Within the scope of this thesis, it was aimed to evaluate these data together,
and microarray data sets of mMRNA and miRNA-based omic studies were analyzed
using programs such as R (4.0.5), BRB-ArrayTools and MeV. Differentially expressed
genes were analyzed using DAVID program and InnateDB database and those related
to inflammation were determined. Then, the binding possibilities of differentially
expressed common MRNAs in these diseases and miRNAs obtained from data sets
were shown using the TargetScan database. Finally, the proteins targeted by
differentially expressed mRNAs and miRNAs significantly were identified and the
protein-protein relationships between these proteins were determined by STRING
analysis. As a result of the analyzes, STAT1, NAIP, FAS, MAPK14 proteins, which are
important proteins in terms of inflammation, were mainly demonstrated and it was
shown that they were interacted with the proteins encoded by the genes that cause
the selected diseases. This preliminary data supported the hypothesis that common
molecules affect the pathogenesis in selected diseases, and it became important to
examine these findings in the laboratory. This thesis will make important
contributions to the better classification of diseases by elucidating the pathways that
cause inflammation in autoinflammatory diseases and to the identification of

molecules that may be the target of treatment in the long term.

Keywords: Autoinflammatory disease, inflammation, mRNA, miRNA, bioinformatics
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1. GiRiS

Otoinflamatuvar hastaliklar asiri inflamasyonla karakterize olup dogal immiin
hicreleri ve molekillerinin etkilenmesi sonucunda inflamasyon yanitlarinin arttigi bir
hastalik grubudur. Genelde belirtileri cocukluk caginda baslamaktadir. Tipik olarak
ates, dokiintli, lenfadenopati, serozal membranlar, ic kulak, goz, kas-iskelet ve
gastrointestinal sistemin inflamatuvar lezyonlari ile ortaya c¢ikmaktadir [1]. Tani
koyarken oncelikle klinik bulgular degerlendirilmektedir. Ardindan genetik testler ile
teyit edilebilmektedir. Genetik testler igin birinci 6n kosul sistemik inflamasyonu
kanitlayan C reaktif protein (CRP), eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) ve serum amiloid
A (SAA) diizeylerinin olgiilmesidir. ikinci kosul olarak da klinik bulgular ile iliskili
monogenik bir hastaligin varligi ve hastaliktan sorumlu olabilecek genin biliniyor

olmasi gerekmektedir [2].

Otoinflamatuvar hastaliklar, monogenik ve poligenik ozellik
tasiyabilmektedirler. Klinik ve molekiler 6zellikleri, hastaliklari kendi aralarinda
gruplandirmamiza olanak saglar. Monogenik formlarinda otozomal resesif gecisli
ailevi Akdeniz atesi (AAA, MIM #249100), Mevalonat Kinaz Eksikligi (MKD, MIM
#251170) ve otozomal dominant gegisli Kriyopyrin iliskili Periyodik Sendrom (CAPS;
Familial Cold Autoinflammatory Syndrome, FCAS, MIM #120100, Muckle-Wells
Syndrome, MWS, MIM #191900, Neonatal-Onset Multisystem Inflammatory Disease,
NOMID, MIM #607115 veya Chronic Infantile Neurological-cutaneous Articular,
CINCA, MIM #607115), TNF Reseptér iliskili Periyodik Sendrom (TRAPS, MIM
#142680) iyi bilinen hastaliklar arasinda yer almaktadir [3].

Bircok otoinflamatuvar hastalik, inflamazomlari olusturan proteinlerin
kodlandigi genlerdeki mutasyonlarla meydana gelmektedir [4]. AAA hastaligi, pyrin
inflamazom kompleksi icin temel bir protein olan pyrin proteinini kodlayan
Mediterranean fever (MEFV) geninde meydana gelen mutasyonlar sonucunda ortaya
cikmaktadir. CAPS, kriyopyrin proteinini kodlayan NLR family pyrin domain containing
3 (NLRP3) genindeki mutasyonlarla tanimlanirken, NLRP3’te meydana gelen

mutasyonlar NLRP3 inflamazomunun asiri aktivasyonuna sebep olmaktadir. MKD



hastaliginda, mevalonat kinaz (MVK) genindeki mutasyonlar sonucu nonsterol
izoproneidlerin ve Urinlerinin azalmasi, kaspaz 1 aktivasyonuyla interlokin-1 beta (IL-
1B) iretiminde artisa yol agmaktadir [5]. inflamazomlar cesitli yollarla aktive
olabilmektedirler. inflamazom aktive oldugunda prokaspaz-1 kaspaz-1’e, pro-
interlokin-1 beta (pro-IL-1B) aktif formu olan IL-1B’ya donlsmektedir [4]. Sonucg
olarak dogal immiin sistem hicreleri sitokinler Uretip salgilayarak inflamasyonu
baslatmaktadirlar. Bu mekanizma, otoinflamatuvar hastaliklarin tedavisinde IL-1B
blokaji yapan tedavileri 6nemli kilmaktadir. AAA, CAPS, TRAPS ve MKD hastaliklari IL-
1B bagimh bir hastalik grubu olup, inflamazomu dogrudan veya IL-18 'nin
aktivasyonundaki yolaklarini etkilemektedirler [5,6]. Bu hastaliklar, IL-1B bloke edici
tedavilere 6nemli Olcide yanit vermektedir [7]. IL-1B'nin inhibisyonu bircok
otoinflamatuvar hastalikta iyi bir tedavi secenegi olmasina ragmen, hepsi icin uygun

gortlmemektedir [8].

Bu hastaliklarin yani sira, monogenik otoinflamatuvar hastaliklardan iyi
bilinen otozomal resesif gecisli olanlar; interlékin-1 Reseptdr Antagonisti Eksikligi
(Deficiency of IL-1 receptor antagonist, DIRA), interlékin-36 Reseptdr Antagonisti
Eksikligi (Deficiency of IL-36 receptor antagonist, DITRA), Majeed sendromu ve
otozomal dominant kalitima sahip Piyojenik Steril Artrit, Piyoderma Gangrenozum,
Akne (Pyogenic Arthritis, Pyoderma gangrenosum and Acne, PAPA) Sendromu, Ailevi
Soguk Otoinflamatuvar Sendrom 2 (Familial cold autoinflammatory syndrome 2,
FCAS2) ve Blau Sendromu olup Infevers veri tabaninda otoinflamatuvar hastaliklara

iliskin 48 gen tanimlanmustir [9].

Poligenik formda goriilen otoinflamatuvar hastaliklar; Periyodik ates, aftoz
stomatit, farenjit ve adenit (periodic fever, aphthous stomatitis, pharyngitis and
adenitis, PFAPA) sendromu, Behcget Hastaligi, Sistemik baslangich juvenil idiyopatik
artrit (Systemic Onset Juvenile Idiopathic Arthritis, SoJIA) vb.dir. Sistemik inflamasyon
ve klinik 6zelliklerin yaninda tekrarlayan ates epizodlariyla karakterize edilmektedirler

[4]. Bunlarin arasindan PFAPA basta olmak Uzere bazi hastaliklar, monogenik



otoinflamatuvar hastaliklarla patofizyolojik veya fenotipik benzerliklere sahip olup,

multifaktoriyel hastaliklar arasinda siniflandirilmaktadir.

Otoinflamatuvar hastaliklar ile iliskili bugline kadar hem genetik temellerini
hem de etkilenen molekiiler yolaklari anlamaya yonelik birgok arastirma yapilmistir.
Son yillarda genombilim alaninda kullanilan teknolojilerin de gelismesiyle yliksek
Olcekli analizleri igeren otoinflamatuvar hastalik arastirmalari dikkati ¢ekmektedir
[10]. Bu arastirmalar icerisinde 6zellikle mRNA ve miRNA temelli omik ¢alismalar bu
hastaliklarda etkilenen diger genlerin belirlenmesi ve yolaklarin anlasiimasi agisindan
onem tasimaktadir. Bliylk verilerin elde edildigi bu tip arastirmalarda sinirli bir hasta
sayisi veya hastalik tipi ile analizlerin yapildigi gortlmis olup bu verilerin
biyoinformatik olarak ‘meta-analiz’ yaklasimi ile hepsinin birlikte analiz edilmesinin
bu hastaliklarda ortak olarak etkilenen yolaklarin belirlenmesi agisindan 6nemli

veriler sunabilecegi anlasiimaktadir.

Bu bilgiler 1siginda tez kapsaminda otoinflamatuvar hastaliklar arasindan
fenotip acisindan benzerlikler icermeleri nedeniyle secilmis olan; AAA, CAPS, TRAPS,
MKD ve PFAPA hastaliklarinda bugiine kadar yapilmis olan mRNA ve miRNA temelli
omik calismalarin mikrodizin veri setleri R (4.0.5), BRB-ArrayTools ve MeV gibi
programlar kullanilarak analiz edilmistir. ifadesi degisen genlerin ortak yolaklari
DAVID veri tabani izerinden analiz edilmis ayrica inflamasyonla iliskilerine InnateDB
veri tabani kullanilarak bakilmistir (http://www.innatedb.com). Bu hastaliklarda ortak
olarak ifadesi degisen inflamasyonla iliskili mRNA’lar, yine bu hastaliklarda ifadesi
degisen miRNA’larin hedef genleri olabileceginden, veri setlerinden elde edilen mRNA
ve miRNA’lar baglanma olasiliklari icin TargetScan veri tabani kullanilarak analiz
edilmistir. Analizler sonucunda anlamli olarak ifadesi degisen inflamasyonla iliskili
MRNA ve miRNA’larin hedefledigi proteinler tanimlanmis, bu proteinlerin arasindaki
protein-protein iliskileri, STRING analizleri ile gosterilmistir. Bu analizler sonucunda;
AAA, CAPS, TRAPS, MKD ve PFAPA otoinflamatuvar hastaliklarina sebep olan primer
genler farkli olsa da, bu hastaliklarda etkilenen inflamatuvar yolaklarda 6nemli

olabilecek ortak mRNA’larin, miRNA’larin ve hedef aldiklari proteinlerin ve bunlarin



protein-protein iliskilerinin biyoinformatik araclar yardimi ile aydinlatilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Otoinflamatuvar Hastaliklar

Otoinflamatuvar hastaliklar ilk olarak McDermott ve ark. tarafindan 1999
yilinda tanimlanmustir. ilk tanimindan bugiine kadar, dogal bagisiklik sisteminin farkli
bolimlerini etkileyen otoinflamatuvar hastaliklarla iligkili 30'dan fazla gen
tanimlanmigtir. Bu hastalik grubu igin birincil tanimlayici kriter, otoantikorlarin veya
antijene 6zgl T hicrelerinin eksikliginde gelisen bir sistemik inflamasyondur. Atesin
yani sira karin, eklem ve kutandz bulgular gorilmekte olup bunlar klinik taniy

zorlastirmaktadir [2].

Bu hastalik grubu genetik 6zellikler agisindan monogenik ve poligenik olmak
Uzere iki bashk altinda gruplandirilmaktadir. Poligenik otoinflamatuvar hastaliklar
bircok faktorin etkisi altinda olabilmektedir. Multifaktoriyel 6zellikler agisindan daha
kompleks bir hastalik alt grubunu olusturmaktadir. Monogenik otoinflamatuvar
hastaliklarin cogunda sorumlu genler, ilgili genlerin Griinleri olan proteinler ve yer
aldiklar yolaklar aydinlatiimis olsa da halen molekiler patogeneze iliskin soru
isaretleri bulunmaktadir [5]. Otoinflamatuvar hastaliklardan en iyi bilinenleri genetik

ozelliklerine gore gruplandirilarak Sekil 2.1’de verilmistir.

‘ Otoinflamatuvar Hastaliklar ‘
|

Monogenik Otoinflamatuvar Poligenik Otoinflamatuvar
Hastaliklar Hastaliklar
|
| * Periyodik ates, Aft6z stomatit,
Otozomal Resesif Otozomal Dominant Farenjit ve Adenit Sendromu
(PFAPA)
+ Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) * Kriyopirin iliskili Periyodik Sendrom (CAPS) * Behcet Hastalig
* Mevalonat Kinaz Eksikligi (MKD) = TNF Reseptor iligkili Periyodik Sendrom
* interl6kin-1 Antagonisti (TRAPS)
Yetmezligi (DIRA) * Pyojenik artrit, pyoderma gangrenozum ve
. Majeed Sendromu akne sendromu (PAPA)
* Interl6kin-36 Reseptor * Ailesel Soguk Otoinflamatuar Sendrom
Antagonisti Yetmezligi (DITRA) (FCAS2)

* Blau Sendromu

Sekil 2.1: Otoinflamatuvar hastaliklarin genetik 6zellikleri agisindan dagilimi.



2.1.1. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)

Bu hastalik grubu igerisinde ilk defa geni tanimlanmig, en vyaygin
otoinflamatuvar hastalik otozomal resesif gegisli ailevi Akdeniz atesi’dir. Pyrin
proteinini kodlayan MEFV geninde meydana gelen mutasyonlarla tanimlanmaktadir.
Mutant pyrin, kaspaz-1 aktivasyonu beraberinde artan IL-1pB Uretimiyle inflamasyona
sebep olmaktadir. Pyrin, pyrin inflamazom kompleksi icin temel bir proteindir. Birgok
calismada pyrinin, 6nemli hiicresel yolaklardan apoptoz, hiicre iskeleti dinamigi,
sinyal iletimi ve inflamasyon ile iliskili oldugu gosterilmistir. Tekrarlayan ates ataklari,
karin agrisi, goglis agrisi ve artrit ile karakterizedir. Hastaligin bilinen en iyi tedavisi
glinlik kolsisin uygulamasidir. Kolsisin, AAA hastaligi tedavisinin yaninda bazi
inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde de kullaniimaktadir. MEFV geninin ilk olarak
tanimlanmasindan bu yana, ¢cogu calisma M694V mutasyonunun ciddi bir fenotip ile
iliskili oldugunu gostermektedir. Ozellikle M694V mutasyonu veya ekzon 10
Uzerindeki 680-694 pozisyonundaki mutasyona ugramis alellerden ikisini
(homozigotlar veya bilesik heterozigotlar) tasiyan AAA hastalari, daha siddetli bir
hastaliga sahip olma riski altinda disdnilmelidir. Semptomlari gostermeyen, iki
patojenik mutasyonu olan AAA bireylerinde, amiloid A (AA) amiloidoz icin Ulke, aile
oykisu ve slrekli olarak yikselen inflamatuvar belirtegler, 6zellikle serum amiloid A
(SAA) proteini gibi risk faktorleri varsa, yakin takip baslatilmali ve tedavi dikkate
alinmalidir [5,10].

2.1.2. Kriyopyrin iliskili Periyodik Sendrom (CAPS)

Kriyopyrin proteinini kodlayan NLRP3 genindeki mutasyonlarla tanimlanmakta
olan otozomal dominant kalitim modeline sahip bir hastaliktir. NLRP3’te meydana
gelen mutasyonlar NLRP3 inflamazomunun asiri aktivasyonuna sebep olmaktadir. Bu
da pro-IL-1B'nin, kaspaz-1 aktivasyonu ile artan IL-1B Uretimiyle sonuglanmaktadir.
Hastalarda gorilen yaygin semptomlar ates, Urtikerde dokiinti, kas-iskelet sistemi
semptomlari, ylksek seviyelerde akut faz reaktanlari ve konjunktivittir. Tedavinin

temeli anti-IL-1B ilaglarina dayanmaktadir [5].



Yaygin bilinen otoinflamatuvar hastaliklar arasindan CAPS, klinik spektrumu
genis olmakla birlikte ¢ farkh hastalik formundan olusmaktadir. Bunlardan en hafif
olani Ailesel Soguk Otoinflamatuar Sendrom (FCAS, MIM #120100), orta formu
Muckle-Wells Sendromu (MWS, MIM #191900) ve en siddetli formu Kronik infantil
Norolojik Kutandz ve Eklem Sendromu (CINCA, MIM #607115) veya Neonatalonset
Multisistemik inflamatuvar Bozukluk (NOMID, MIM #607115) seklinde bilinmektedir
Daha o6nce bagimsiz olarak tanimlanmis bu (¢ hastalik NLRP3 mutasyonu ile

iliskilendirilmis ve genetik olarak gruplandiriimistir [6].

2.1.3. TNF Reseptor iliskili Periyodik Sendrom (TRAPS)

TNF Reseptor iliskili Periyodik Sendrom, otozomal dominant gegisli bir hastalik
olup tiimor nekroz faktor reseptor sliper aile Gyesi 1A (TNFRSF1A) genindeki
mutasyonlarla tanimlanmaktadir. Meydana gelen mutasyonlar sonucunda TNFR1’in
(TNF-a reseptor 1) vyanhs katlanmasi ve anormal oligomerizasyonu, TNF
baglanmasinda azalma, TNF ile indiiklenen apoptozda azalma ortaya c¢ikabilmektedir.
TNFR1 agregatlarinin birikmesi, TRAPS iliskili ntikleer faktér kappa B'nin (NF-kB)
indiklenmesine neden olmaktadir. Bu sebeple asiri IL-1B salgilanmasi tetiklenerek,
kronik inflamasyon meydana gelmektedir. Tanisinda kas romatizmasi, migratuvar
dokiintl, peritonite neden olmayan karin agrisi ve ates nébetleri belirleyicidir. Ataklar
devamh veya sirekli olup haftalarca siirebilmektedir. Tedavisinde yilksek doz

kortikosteroidler ve interlokin-1 (IL-1) reseptor antagonisti uygulanmaktadir [5].

2.1.4. Mevalonat Kinaz Eksikligi (MKD)

Mevalonat Kinaz Eksikligi, Mevalonat Kinaz (MVK) geninde meydana gelen
mutasyonlarin sebep oldugu otozomal resesif kalitim modeline sahip bir hastaliktir.
MVK geninin kodladigi MVK enzimi, kolesterol ve izopren biyosentezinde yer
almaktadir. MVK genindeki mutasyonlar sonucu nonsterol izoproneidlerin ve
UrlGnlerinin  azalmasi, GTPaZ'larin ektopik aktivasyonu vyaninda kaspaz-1
aktivasyonuyla IL-1B Uretiminde artisa yol agmaktadir. Tekrarlayan ates ataklarinin
yani sira hastalarda lenf bezi blyimesi, karin agrisi, ishal, kusma, kas-iskelet sistemi

semptomlari, artrit, bas agrisi gibi semptomlar gorilebilmektedir. Tedavisinde IL-13



bloke edici ajanlar ve TNF bloke edici ajanlar kullaniimaktadir. Mevalonik asit
yukselmesi, hastalarin atesli doneminde tani igin 6nemlidir. Hastahgin diger adi HIDS
(Hiperimmiinglobulin D Sendromu) olmakla birlikte, serum IgD &l¢timiiniin duyarliligs
(sensitivite) ve 6zglllugl (spesifite) kullanigl bir tani testi igin yeterli olmadigindan,
HIDS adlandirmasi yerine MVK eksikligi daha uygun gorilmektedir. Bununla birlikte,
tam mevalonat kinaz eksikligi, mevalonik asidiiri adi verilen daha siddetli bir hastaliga
neden olmaktadir. Mevalonik asidiiri olan ¢ocuklar mevalonat kinaz eksikligine
benzer inflamatuvar ataklar sergilerken, ayni zamanda biyime geriligi, dismorfi ve

ciddi norolojik bozukluklar gelistirmektedirler [5,6].

2.1.5. Periyodik Ates, Aft6z Stomatit, Farenjit ve Adenit (PFAPA) Sendromu

Periyodik ates, aftoz stomatit, farenjit ve adenit (periodic fever, aphthous
stomatitis, pharyngitis and adenitis, PFAPA) sendromu ilk defa 1987 yilinda, cocukluk
donemindeki en yaygin periyodik ates sendromlarindan biri olarak tanimlanmistir.
Patogenez lizerine yapilmis calismalar, ilk olarak dogal immdin sistemin inflamazomlar
araciligiyla aktive edildigini ve ardindan T hicresi aracili adaptif bir immin yanitin
geldigini gostermektedir. Etyopatogenezi bilinmemektedir. Diizenli olarak ortaya
¢ikan ategsli farenjit ataklari, oral aftdz lezyonlar ve genislemis servikal lenf digumleri
ile karakterizedir. Atak sikligini azaltmak igin simetidin, kolsisin ve tonsillektomi gibi

farkh tedaviler ile IL-1B inhibitorleri gibi yeni secenekler vardir [11].

2.2. Otoinflamatuvar Hastaliklar ile iliskili Yiiksek Olgekli Analizler

Genel olarak hastaliklarin molekiler temellerini arastirmak icin gen ifadesinin
analiz edildigi ylksek 6lgekli calismalar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismalarin
¢ogu hasta ve saglkli gruplar arasinda tiim genom bazinda degisen ifadeye sahip olan
genleri tanimlamayi amaclamaktadir [12]. Transkriptom ifadesi, bir hiicre veya
dokudaki tim gen transkriptlerini belli bir zamanda ifade etmek amaciyla
kullaniimaktadir. Son teknolojik gelismeler transkriptomun incelenmesini saglayarak,
bagisiklik aracili hastaliklari destekleyen hiicresel ve molekiler olaylari karakterize

etmek icin imkanlar sunmaktadir [13,14].



Tez kapsaminda segilen monogenik ve poligenik otoinflamatuvar hastaliklara

iliskin bugline kadar yapilmis mRNA ve miRNA temelli omik ¢alismalar mevcuttur

—_

Sekil 2.2).

n

GSE17732 mRNA mikrodizin Homo sapiens PFAPA, AAA, TRAPS, Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array  Ka
CAPS

mRNA mikrodizin Homo sapiens CAPS,MKD, TRAPS, Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array  Periferik Kan
PAPA Monontikleer
Hiicre (PBMC)
GSE97075 mRNA mikrodizin Homo sapiens MKD lllumina HumanHT-12 V4.0 Kan
GSE104282 RNA-seq Homo sapiens MKD lllumina HiSeq 2000 Monosit
GSE98163 mRNA mikrodizin Saccharomyces MKD Agilent-016322 Yeast Maya V2
cerevisiae
GSE58959 mRNA mikrodizin Homo sapiens NLRP3 inflamazom Affymetrix Human Gene 1.0 THP-1
(CAPS)
GSE38626 mRNA mikrodizin Homo sapiens CAPS-NOMID Agilent-028004 SurePrint G3 Human indiiklenmis
Pluripotent
Kok Hicre
(IPSC),
makrofaj
GSE43928 mRNA mikrodizin Mus musculus TRAPS Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 Array Glomeril
GSE40561 mRNA mikrodizin Homo sapiens MKD, CAPS lllumina HumanHT-12 V3.0 Kan
miRNA TagMan Dizin Homo sapiens TRAPS Human Array MicroRNA Card A v2 Dermal
Fibroblast
miRNA mikrodizin Homo sapiens AAA Nanostring(NS_H_MIR_V3A) Periferik Kan
Mononiikleer
Huicre (PBMC)

Sekil 2.2. Literatlirde yer alan otoinflamatuvar hastaliklara ait veri setleri.

2.2.1. mRNA Analizleri

Cesitli stratejiler uygulanarak gen ifade analizleri vyapilabilmektedir.
Geleneksel yontemleri arasinda Northern blot, Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PCR), gen ekspresyonunun sirali analizi (SAGE) ve DNA mikrodizinleri
bulunmaktadir. Northern blot analizi, RNA'yl boyuta gore ayirmak igin elektroforez
kullanan duastk bir verimli yontemidir. Spesifik olmayan hibridizasyon nedeniyle
dislik hassasiyete sahiptir. RT-PCR, RNA molekiillerinin retroviriislerden izole edilen
Revers transkriptaz enzimi yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini
gerceklestirmesi sonucu, gen ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir
yontemdir. SAGE, cDNA'nin 3p ucunda biyotin etiketli cDNA olusturmayi iceren bir
gen ekspresyon profili olusturma yéntemidir. Spesifik transkriptleri benzersiz bir
sekilde tanimlayabilen 14 veya 21 bp'lik kisa dizi etiketleri, kisitlama enzimleri (NLA
llI) kullanilarak cikarilmaktadir. Bu yodntem, transkript miktarinin dogrudan
Olclilmesine ve birden c¢cok 6rnek arasindaki karsilastirmaya izin vermektedir.

Glnlimuzde yaygin olarak kullanilan ve tez kapsaminda analizleri yapilacak olan DNA
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mikrodizin teknolojisi ise, bilinen veya varsayilan transkriptlerin RNA ekspresyon
seviyelerinin ayni anda olclilmesine izin vermekte olup, gen ekspresyon profilini
karakterize etmek igin gelistirilmistir. DNA mikrodizin teknolojisinin ortaya ¢ikisi,
cesitli hiicre tipleri ve hastalik fenotiplerinin genlerin ifadesi agisindan kapsamli
karakterizasyonunu ve/veya karsilastiriimasini saglamistir. Bilinen mRNA'larin daha
pratik olarak taranmasi icin mRNA mikrodizinleri secilebilirken, hem bilinen hem de
bilinmeyen mRNA'larin analizi igin RNA dizileme (RNA-Seq) platformlari
secilebilmektedir. Oncellikle son yillarda dizileme teknolojilerinde yasanan
ilerlemenin sonucunda gelistirilen; RNA-Seq, bir hiicrenin transkriptomu hakkinda
bilgi saglarken hem bilinen hem de bilinmeyen RNA molekiillerinin analizine imkan
vermesi acgisindan o6ne ¢ikmaktadir [15]. RNA analizlerinde baslangic icin biyolojik
materyal tam kan, plazma veya serum olabilmektedir. Diger yandan, hiicre hatlari
veya primer hicreler, hastalik patogenezi ile iliskili mRNA'larin saptanmasi icin

kullanilabilmektedir [16].

Otoinflamatuvar hastaliklarla iliskili olarak literatiirde yer alan mRNA analiz
calismalarindan GSE17732 numaral veri setinde, PFAPA hastalarina ait kan
hicrelerinde AAA, TRAPS, CAPS hastaliklariyla karsilastirmali olarak mRNA’larin
ekspresyon seviyeleri icin mikrodizin analizi gerceklestirilmistir. Calismada bulunan
veriler, serum sitokinleri ve gen ekspresyonu seviyesinde PFAPA ve diger
otoinflamatuvar hastaliklar (AAA, CAPS, TRAPS) arasinda onemli ayrimlar gizerek,
PFAPA tanisi ve hastaligin patofizyolojisi icin katkida bulunabilecek biyobelirtegler
onermektedir [17]. GSE104282 numarali veri setinde, kontroller ve MKD hastalarinin
monositlerinde, inflamasyonun tetiklendigi hiicrelerde transkriptomik analizi RNA
dizileme ile elde edilmistir. RNA-seq analizi sonucunda, mevalonat kinaz eksikligine
bagl olan HIDS hastalarindan elde edilen monositlerin trained bagisiklik fenotipi
sergiledigi gosterilmistir. [18]. GSE109363 veri setinde, TRAPS hastalarina ait dermal
fibroblastlari kontrollerle karsilastirmali olarak miRNA’larin kat degisiklikleri TagMan
Low-Density Array Card ile analiz edilmistir. TRAPS hastalarinda, miR-146a ve miR-
155'in asagl reglilasyonunun yaninda, T50M, C472 ve C8R genotiplerinde gdzlenen

pro-inflamatuvar fenotipe katkida bulunan kiresel miRNA diizensizliginin varligi
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gosterildi [19]. GSE58959 veri setinde, THP-1 hiicre hattinda NLRP3 inflamazom
aktivasyonuna yanit veren genlerin mRNA ekpresyon profilleri mikrodizin ile analiz
edilmistir. Molekiler ag analizi ile, hlicresel gelisim ve 6limde yer alan karmasik bir
NLRP3 inflamazom aktivasyonuna duyarli genler ve transkripsiyon faktorleri olan AP-
1, NR4A ve EGR'nin merkez olarak gorev aldigi bagisiklik ve inflamatuvar yanitlar
belirlenmistir [20]. GSE43553 veri setinde, CAPS hastalarina ait periferik kan
mononikleer hiicrelerinde MKD, TRAPS ve PAPA hastaliklariyla karsilastirmali olarak
MRNA ekspresyon profillerinin mikrodizin ile analizi yapilmistir. Calismada farkli
sekilde eksprese edilmis genler, hem dogal hem de adaptif bagisiklik yanitlarinin
diizenlenmesinde yer alan transkriptleri ve oksidatif stres, apoptoz gibi diger hiicresel
strecleri icerdigi bulunmustur [21]. GSE40561 numarali veri setinde CINCA, MWS,
MKD, HOIL eksikligi hastalarinda mRNA ekspresyonu mikrodizin analiziyle
gerceklestirilmistir [22]. GSE43928 veri setinde, TRAPS hastaligina iliskin olarak
farelerde glomeriiller tGzerinde mRNA ekspresyon profilleri mikrodizin ile analiz
edilmistir. TNFR'ye 6zgi inflamatuvar yanitlari incelemek icin intrinsik glomerdiler
hiicrelerde, in vitro TNF maruziyetinden sonra vahsi tip ve TNFR eksik farelerden izole
edilen bozulmamis glomeriil tizerinde mikrodizin gen ekspresyonu gerceklestirilmistir
[23]. GSE38626 veri setinde, Neonatal Baslangicl Multisistemik inflamatuar ve CAPS
hastaligina (CINCA/NOMID) ait indiklenmis pluripotent kék hicrelerinde (iPSC) ve
makrofajlarda mRNA ekspresyon profilleri karsilastirmali olarak mikrodizin ile analiz
edilmistir [24]. GSE111311 numaral veri setinde, AAA hastalari ve saglkli kontroller
arasinda periferik kan mononikleer hicrelerinden miRNA ekspresyon profili
mikrodizin ile elde edilmistir. AAA hastalari ve saglikli kontroller arasinda diferansiyel
ekspresyonu olan 7 miRNA belirlenmistir [25]. GSE98163 numaral veri setinde,
ERG12 geni (MVK geninin Saccharomyces cerevisiae mayasinda ortologu) ile
Mevalonat Kinaz Eksikligi arasindaki iliskinin anlasilmasi icin ERG12 enziminin
aktivitesinin distiglu durumda mRNA ekspresyon profilleri mikrodizin ile analiz
edilmistir. Mevcut ¢calisma, bu mayayi, hastaligin gelisimindeki ERG12 geninin (MVK)
roliinl analiz etmek igin biyolojik bir model olarak kullanmayi amaglamaktadir [26].

GSE97075 numarali veri setinde, MKD hastalari arasinda kanakinumab tedavisinin
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etkinligini ve guvenligini degerlendirmek icin mRNA ekspresyon profilleri mikrodizin

ile analiz edilmistir [27].

Bu calismalarda dikkati ceken, bazilarinda hastalik kontroli kullanilarak
karsilastirma yapilmis olsa da, ilgili veriler sadece analiz edildikleri hastaliklar
cercevesinde degerlendirilmistir. Bu hastaliklarda inflamazom aktivasyonu siirecinin
benzer sekilde gerceklestigi bilinmektedir. Dolayisiyla, inflamatuvar yolakta, IL-1B
cevabi gibi ortak olarak goriilen basamaklar icin bu hastaliklardan elde edilen verilerin

birlikte degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir.

2.3. Otoinflamatuvar Hastaliklarda miRNA Arastirmalari

miRNA’lar, transkripsiyon sonrasi genlerin ekpresyonunu diizenleyen, yaklasik
22 nikleotid uzunlugunda, kiiclik, kodlayici olmayan RNA molekdlleridir. Her miRNA,
cok sayida geni hedefleme potansiyelinde olup, bir miRNA ailesi icin bu sayi ortalama
500 civaridir. Deneysel olarak dogrulanmis olan biyoinfomatik analizler sonucu tek bir

genin 3’UTR ucunun birkag farkli miRNA tarafindan hedeflendigi 6ngorilmustiir [28].

miRNA’larin olusum siireci iki basamaktan meydana gelmektedir. ilk olarak
hiicre ¢ekirdeginde RNA Polimeraz Il tarafindan bas (cap) ve poli A kuyruguna sahip,
birincil miRNA (pri-miRNA) transkriptleri olusmaktadir. Daha sonra DiGeorge
sendrom kritik bolge geni 8 (DGCR8)-Drosha enzim kompleksi ile pri-miRNA’larin
kirpiimasi sonucu yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda sag tokasi (hairpin) yapisindaki
oncll miRNA (pre-miRNA) meydana gelmektedir. Bu olusan pre-miRNA’lar, exportin
5 proteini ile ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmaktadir. Sitoplazmada bulunan
transaktivasyona duyarli RNA baglayici protein (TRBP) ile komplex olan Dicer
araciligiyla kesilerek olgun miRNA ve tamamlayicisini iceren RNA dubleksi meydana
gelmektedir. Bir kolu olgun miRNA olarak devam ederken islemler sirasinda digeri
bozulmaktadir. Kalan olgun miRNA, Argonat (Ago) proteinlerini iceren miRNA-
indukleyici susturma kompleksi (miRISC) adli riboniikleoprotein (RNP) komplekslerine
veya RNA-indiikleyici susturma komplekslerine (RISC) dahil edilmektedir. Bu

kompleks icerisinde miRNA’da yer alan yaklasik 8 nikleotitlik ‘cekirdek dizisi’
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aractligiyla miRNA-mRNA baglantisi kurulmaktadir. miRNA'nin, hedef mRNA'nin 3’
kodlanmayan bdlgesine (UTR) spesifik bir bicimde baglanmasi sonucu post
transkripsiyonel dlizenleme gerceklesmektedir. Genellikle 3’UTR bolgesine
baglansalar da miRNA’lar 5’UTR bolgesine veya acik okuma cercevesine (ORF) de

baglanabilmekte olup gen ekspresyonunu diizenleyebilmektedirler [29].

Yapilan arastirmalarda miRNA'larin eksozomlar veya mikropartikiiller icinde
paketlenebilecegini, daha sonra hiicrelerden ¢evre dokuya veya dolagsima
salinabilecegini gostermis bulunmaktadir [30]. Zara baglh veya lipide bagl hiicre disi
miRNA'lar oldukca stabil olmakla birlikte kan, tikdrik, brons salgilari, idrar ve anne
sltli dahil neredeyse tiim viicut sivilarinda tespit edilebilmektedirler. Bu 6zellikler g6z
onine alindiginda, miRNA'lar belirli hastaliklarin teshisi, prognozu ve tedavi
yanitlarinin izlenmesi icin potansiyel klinik biyobelirteclerdir. Diger yandan miRNA'lar
tedavi icin de yiiksek potansiyel sergilemektedirler. inflamatuvar hastaliklar, kanser,
kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklar, hepatit C enfeksiyonu ve fibrozis gibi bircok
hastalikta tedavi yaklasimlari ile ilgili miRNA calismalari ile basarili sonuglar elde

edilmistir [16].

miRNA'lar, kanser patogenezinde, bagisiklik yanitlarinda, otoinflamatuvar ve
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yer alan ¢ok sayida gen ve yolagin yeni
molekiler diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikmistir [31]. B ve T hiicrelerinin gelisimi ve
farkhlasmasi, monositlerin ve nétrofillerin proliferasyonu, antikor aktivasyonu ve
inflamatuar dizenleyicilerin salinimi ile ilgili yolaklarda ¢ok sayida miRNA

tanimlanmistir [32].

inflamatuvar siireglerin diizenlenmesinde miRNA’larin da rol oynayabilecegi
bircok calisma tarafindan gosterilmistir. Literatlirde yer alan ¢alismalarin bazilarinda
AAA patogenezinin epigenetik bir mekanizma olarak miRNA’lar ile iliskili olabilecegi
gosterilmistir. AAA hastaliginda miRNA’larin rolinl arastirmak icin yapilmis bir
calismada MEFV geni susturulmus insan pre-monositik (THP-1) hiicre hatti, miR-
4520a ekspresyonunda o6nemli bir artis gostermistir [33]. Diger bir calismada,

inflamatuvar sitokin Uretiminin bir baskilayicisi olan miR-204-3p’nin atak stresi
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boyunca AAA hastalarinin serumunda azaldigi bulunmustur [34]. Wada ve arkadaslari
tarafindan AAA ataklari sirasinda dolagimdaki miRNA diizeylerinin degistigi AAA
hastalarinda gdsterilmistir [35]. Hacettepe Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal’'nda tamamlanmis miRNA galismalari da mevcuttur. Bunlardan birisi “Tlbitak
1001: Ailevi Akdeniz Atesi Patogenezinde MEFV Gen ifadesinin Diizenlenmesinde Rol
Oynayan miRNA’larin Belirlenmesi” baslikhh 2145106 numarali projedir. Buradaki
orneklem grubunda daha agir ve hafif fenotipe sahip AAA hastalari saglkli kontrollerle
karsilastiriimis ve buradan inflamasyonla iligkili miRNA’lar bulunmustur. Diger bir
proje olan “ERARE: Otoinflamatuvar Hastaliklarda Kisisellestirilmis Molekiiler Tip igin
Klinik ve Deneysel Calisma: Modifiye Edici Faktorlerin Roll (Era-Net Projesi ERARE-
Tibitak)” bashkh 3155096 numarali projede, AAA hastalari sayl olarak daha fazla
tutularak, MKD ve CAPS hastalariile beraber tanimlanmamis otoinflamatuvar hastalik
ornegi dahil edilmistir. Elde edilen sonuglar Uzerinden inflamasyonla iliskili

miRNA’lara odaklanilmistir.

Yapilan arastirmalarda CAPS hastaliginda da miRNA’lar araciligiyla epigenetik
dizenlemenin varligi kesfedilebilmektedir. Bauernfeind ve arkadaslari, miR-223'lin
NLRP3 inflamazomunun kritik bir diizenleyicisi oldugunu gostermistir. Bu calismada
arastirmacilar tarafindan, NLRP3'iin 3’ UTR igindeki korunmus bir baglanma boélgesi
aracihglyla miR-223'in NLRP3 ekspresyonunu baskilayarak NLRP3 inflamatuvar
aktivitesini azalttigi belirlenmistir [36]. Aubert ve arkadaslari, Muckle-Wells
Sendromu (MWS) ve Neonatal Baslangich Multisistem inflamatuar Hastalik (NOMID)
hastalarindan alinan deri biyopsilerini hem lezyonsuz hem de normal deri 6rnekleriyle
karsilastirmiglardir. miR-29¢c ve miR-103-2 lezyonlarda 6énemli Olglide asagi regiile

olurken, miR-9-1, miR-199a-2, miR-203 ve miR-320a yukari regiile edilmistir [37].

AAA ve CAPS hastaliklarinin yaninda TRAPS hastaligi ile iliskili olarak da
miRNA’lar rapor edilmistir. Lucherini ve arkadaslari, TRAPS hastalarinda miRNA’lari
analiz etmis ve seviyelerini hastalik aktivitesi ve hastalik siddeti parametreleriyle
iliskilendirmistir. Tedavi edilmemis TRAPS hastalarinda miR-92a-3p ve miR-150-3p

ekspresyonlarinin 6nemli dl¢liide azaldigini gostermislerdir [38]. Farkh bir calismada,
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TRAPS hastalarindan alinip LPS ile uyarilan monositler, inflamatuvar yanitin
dizenlenmesinde ve NF-KB aktivasyonunda yer alan miRNA-155, miRNA-146 ve

miRNA-21’in artan reglilasyonunu gostermistir [39].

2.4. mRNA ve miRNA Arastirmalarinda Kullanilan Biyoinformatik Araglar

Biyoinformatik, tibbi veya biyolojik verileri elde etmek, depolamak,
gorsellestirmek ve yorumlamak igin hesaplama araglari yaklasimlarinin
arastirilmasini, gelistirilmesini veya uygulanmasini icermektedir. Bu alan gelisip
genisledikce genomik sekanslama ve mikrodizin ¢ipleri olarak yeni teknolojiler
tarafindan dretilen muazzam miktarda veri artisi gerceklesmistir. Mikrodizin
teknolojisi, mekanik, kimya, DNA davranisi, mikroakiskanlar, enzimoloji, optik ve
biyoinformatik gibi cok sayida teknoloji ve arastirma alaninin karmasik bir karisimidir.
Mikrodizin, genellikle saghkli ve hastalikli dokulardaki gen ifadesi farkhliklarini
meydana ¢ikarmak icin tim genlerin es zamanli ifadelerini belirlemede
kullaniimaktadir. Bu teknoloji genom c¢apinda olasi calismalarda, genomlarin
fonksiyonel ek acgiklamasina katkida bulunmus olup bircok hastaligin altta yatan
mekanizmalarina stk tutmustur. Gen ekspresyonu izleme ve tek nikleotid

polimorfizm tespiti, mikrodizinlerin en yaygin uygulamalarindandir [40].

Cahismalarda mRNA ve miRNA’lari degerlendirebilmek icin gdzetilen en 6nemli
iki etken biyolojik 6rnek tipi ve deneysel yaklasimdir. Hastalik patogenezi ile ilgili
MmRNA ve miRNA'larin tespiti i¢cin en sik olarak, doku, hiicre hatlari veya primer
hicreler kullanilabilmektedir. Mikrodizin yonteminin uygulanmasini takiben, 6nemli
olglde farkli eksprese edilen mRNA ve miRNA'lari, bunlarla ilgili yolaklari tanimlamak
icin biyoinformatik analizler yapilmaktadir. Bu analizler farkh stratejiler kullanilarak
gerceklestirilmektedir [16]. Bu analizlerin yapilabilmesi icin tiim mikrodizin verileri
belirli bir dosya biciminde saklanmaktadir. Bu dosyalarin yapisi platforma bagli olarak
farkhliklar gostermektedir (Affymetrix, lllumina vb.) [41]. Bu kapsamda en iyi bilinen
ve tez kapsaminda kullanilan veri tabanlari ve programlar asagida anlatiimistir (Gene
Expression Omnibus (GEO), R programi, Biyometrik Arastirma Programi (BRB-
ArrayTools), Multiexperiment Viewer (MeV), TargetScan, DAVID, STRING).
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2.4.1. Gene Expression Omnibus (GEO)

Mikrodizin analizlerinin diger arastirmacilar tarafindan gerek ham datasi gerek
islenmis datasi ile cesitli formatlarda yiklenebildigi veri tabanlarindan biri Gen
Ekspresyonu Omnibus (GEO; https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), bir digeri ise Dizin
Ekspres’tir (Array Express). GEO ve Array Express veri tabanlarinda halka acik bir
sekilde toplamda bir milyondan fazla 6rnek igin veri bulunmaktadir. Tiim veriler gesitli
formatlarda Ucretsiz olarak indirilebilmektedir. Kullanicilarin verileri analiz etmesini
ve gorsellestirmesini saglamak adina GEO, gesitli internet tabanli araglar sunmaktadir.
Bunlardan birisi olan GEO2R, kullanicilarin diferansiyel gen ekspresyonunu
tanimlamaya ve gorsellestirmeye yardimci olmak icin kullanicilarin GEO verilerinin R

tabanli analizlerini yapmalarini saglayan basit bir araytiz sunmaktadir [42].

2.4.2. R Programi

R programlama dili, 1990’larin ortalarindaki baslangicindan bu yana istatistik,
biyoloji, fizik, matematik, kimya, ekonomi, jeoloji ve tip dahil olmak Uzere cesitli
alanlarda arastirma icin temel bir hesaplama aracina dontismustiir. R dilinin temel
ozelliklerinden birisi, yeni baslayanlarin bile anlamh grafikler Uretebilmesini
saglayabilmesidir. Zaman gectik¢e biyoinformatik alaninda galismalarini stirdiiren R
kullanicilari igin daha farkh bir projeye ihtiya¢ duyuldugu anlasiimistir. 2001 yilinda
hem istatistikciler hem de hesaplamali biyologlar tarafindan kullanilabilen biyolojik
verilerin analizi i¢cin R araglar olusturma ve gelistirme hedefi ile biyokonduktor
(BioConductor) baslatiimistir. Biyokondiiktor, biyoinformatik alaninda acgik kaynak
kodlu yazilimlar sunan, 3000’den fazla paket barindiran, arastirmacilara genomik veri
kaynaklarinin ve analiz araglarinin sunuldugu bir R ortamidir

(https://www.BioConductor.org/pactages/release/biocviews.html) [43].

Biyokondiiktér ayrica ¢ok sayida mikrodizin veri kimesini arastirmacilara
sunmaktadir. Mikrodizin verileri Gizerinde R ortaminda gerekli islemlerin yapilabilmesi
icin, bu dosyalarin nasil okunabilecegini ortaya koymak onemlidir. Biyokonduktor
tarafindan sunulan veri kimelerini R ortaminda kullanabilmek Gzere bazi hazir veri

kiimeleri bulunmaktadir. Mikrodizin arastirmalarinda elde edilen veri kiimesi cesitli
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asamalardan gecmekte ve degisime ugramaktadir. Affymetrix, mikrodizin
analizlerinin basamaklarinda farkh dosya tirleri kullanmakta olup bunlardan ilki
goruntu dosyasidir. Bu dosyalardan, nitelik ¢ikarimi islemi gergeklestirilmektedir.
Boylece .CEL uzantil olan CEL dosyalari olarak bilinen ham veriye ulasilir. Ham veri
elde edildiginde veri analizleri igin heniz kullanima uygun degildir. Ham mikrodizin
verisine sahip Affymetrix, lllumina gibi platformlardan elde edilen ham verinin R ve
Biyokondiiktér ortaminda okutulmasi, her bir platform igin farkh baslangig

analizlerinin yapilmasini gerektirmektedir [41].

2.4.3. Biyometrik Aragtirma Programi (Biometric Research Program,

BRB-ArrayTools)

Biyometrik Arastirma Programi (BRB-ArrayTools), Ulusal Kanser Enstitlsi
Biyometrik Arastirma kolunun biyoistatistikcileri tarafindan gelistirilmis, gen
ekspresyon verilerinin mikrodizin analizleri icin kapsamli bir istatistiksel analiz
programidir. Kullanici arayizi olarak excel kullanilmakta olup, 1000’den fazla diziye
ve 100.000 prob setine sahip projeler Uzerinde calisabilmektedir. BRB-ArrayTools
500’den fazla hakemli makalede yayinlanmistir [44, 45].

BRB-ArrayTools, paketlerini Microsoft Excel'e eklentiler olarak yliklemektedir.
Kurulumu esnasinda, Excel menil ¢ubugunda bir ArrayTools menisi olusmaktadir.
Ardindan BRB-ArrayTools ile gergeklesecek tim kullanici etkilesimleri meni
ogelerinin secimi ile baslatilan menl ve iletisim kutular araciligiyladir. Yapilan
analizlerin ¢ogu, Excel fonksiyonlari tarafindan gerceklestirilemeyecek kadar yogun
veri icermektedir. Bu sebeple hesaplama islemleri icin arka planda calisan R

programlama dili kullanilmaktadir [44].

Bu program, kullanicilara etkili bir analiz stratejisi icin arastirmanin spesifik
hedeflerine goére uyarlanmasi gerektigini desteklemektedir (Simon ve ark. 2003a). Bu
hedefler; sinif karsilastirmasi, sinif tahmini veya sinif kesfi kategorilerine dabhil
edilebilmektedir. Diger yandan, prob set ekspresyonu, normalizasyon ve kalite

kontrol endekslerinin hesaplanmasi dahil olmak Uzere cesitli 6n isleme adimlari
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gerceklestirmektedir. Affymetrix ve Illumina platformlarina ait veriler igin gerekli
paketler Biyokondiktor yazilimi kullanilarak indirilebilmektedir (Gentleman ve Carey,
2002). Boylece, analizlerde biyokondiiktér fonksiyonlarinin dogrudan kullanimi igin
gerekli olan R programlama, bu dile agina olmayan kullanicilar igin kullanilabilir hale
gelmektedir [44]. Diger yandan BRB-ArrayTools, Affymetrix ve lllumina gibi popiler
platformlar icin kolaylikla ice aktarim saglama o6zelligine sahiptir. Bu platformlardan
biri olan Affymetrix’in ekspresyon verileri, ham .CEL dosyalariyla islenmis problar
olarak ige aktarilabilmektedir. Ayrica Ulusal Biyomedikal Teknoloji Merkezi (NCBI)
tarafindan tutulan GEO arsivindeki tim gen ekspresyonu verileri ve iliskili klinik,
patolojik ek aciklamalar icin de otomatik ice aktarima sahiptir [44]. Programa “Veri
ice Aktarma Sihirbaz)” ile aktarim saglarken Affymetrix .CEL dosyalarinin
islenmesinde, prob set 6zetlerini hesaplamak icin MAS5.0, RMA, ve GC-RMA analiz
yontemlerinden biriyle devam edilmektedir. Bu yontemlerin tiimd, .CEL dosyalarini
okumak ve ilgili prob set 6zetlerini hesaplamak icin Biyokondiiktor paketlerini
kullanmaktadir. MAS5.0 prob seti Ozetleri, Biyokondiktor'den 'SimpleAffy'
kitaphgindaki JustMAS fonksiyonunu kullanan .CEL dosyalarindan hesaplanmaktadir.
Algoritma, Affymetrix'in 'Istatistiksel Algoritmalar Referans Kilavuzu'nda tarif edildigi
sekilde uygulanmaktadir. RMA prob seti oOzetleri “affy” paketi kullanilarak
hesaplanmaktadir. “RMA” yontemi, Mikemmel Eslesme (Perfect Match, PM)
verilerinde bir arka plan dizeltmesi kullanan ¢ adimh bir yaklasim olarak
ozetlenmektedir. Daha sonra bir quantile normalizasyon uygulamakta ve son olarak
Tukey median polish algoritmasini kullanarak prob seti bilgisini 6zetlemektedir [46].
Literatlrdeki bir calisma sonucunda, diferansiyel ekspresyonun tespitinde RMA'nin
daha biyuk duyarliiginin ve 6zgilliginin 6n plana ¢iktigl, bu sebeple Affymetrix
Genechip teknolojisini kullanan arastirmacilar icin faydali bir gelisme saglayacagi
belirtilmistir [47]. GC-RMA prob seti ozetleri, Biyokondiktor'deki “gcrma” paketi
kullanilarak hesaplanmaktadir. GC-RMA yontemi, glrilti ve spesifik olmayan
baglanma iceren Affymetrix verileri igin arka plan yogunluklarini ayarlar. GCRMA
fonksiyonu, ayni normallestirme ve 6zetleme yontemini kullanan RMA gibi, arka plani

ayarlanmis prob yogunluklarini, ifade miktarlarina dontstliirmektedir. lllumina ifade
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verileri icin, “Veri ice Aktarma Sihirbazi” kullanilarak programa aktarim saglamak
mumkundir. Biyokonduktor'de bulunan “Lumi” paketi araciligiyla analizlere devam

edilebilmektedir [46].

Bu tez kapsaminda Affymetrix, lllumina ve Nanostring platformlarina ait veri
setlerinin timiinde hastalik grubu ve saglikl kontrol grubu karsilagtiriimak tGzere, sinif
karsilastirmasi kategorisinde yer alan “Dizi gruplar arasindaki sinif karsilagtirmasi”
uygulanmigtir. Bu karsilastirma, her bir gen igin ayri ayn t-testi hesaplamasi
yapmaktadir. Bu test, ortalama farkhliklarda beklenen varyasyona goére siniflar
arasindaki ortalama log oranlarindaki (veya log-yogunluklari) farkliliklarin

karsilastiriimasina dayanmaktadir.

2.4.4. Multiexperiment Viewer (MeV)

MeV, tek veya coklu deneylerden kiimeleme, gorsellestirme, siniflandirma,
istatistiksel analiz ve biyolojik tema kesfi icin karmasik algoritmalar iceren ¢ok yonli
bir mikrodizin veri analizi aracidir [48]. Verileri yiklemek icin en yaygin format, hem
ekspresyon degerleri hem de Entrezgene ID veya Affymetrix prob kimlikleri gibi ek
aciklama verilerini iceren basit bir metin dosyasidir. Buna ek olarak, GEO,
ArrayExpress indirmeleri ve digerleri gibi gesitli kaynaklardan dosyalari okuyabilen
bircok 6zel dosya yukleyicisi icermektedir. Veriler yiiklendikten sonra, kullandigi non-
parametrik test ile normal dagihm olmadigini varsaymakta olan Significance Analysis
of Microarray (SAM) analizi yapilmaktadir. Bu analiz sonucunda, mikrodizin
calismalari icin False Discovery Rate (FDR) degeri 0.10’un altinda kalan miRNA’lar ile
Ist haritasi, ¢ok satirli ekspresyon degerleri grafigi ve metin tabanl bir tablo gérinimu
de dahil olmak (izere birkag temel goriintileyicide goérintileme saglanabilmektedir

[49].

2.4.5. miRNA’larin Hedef Genlerinin Belirlenmesi

Her miRNA'nin birden fazla gen hedefi vardir. Diger yandan her gen birden
fazla miRNA tarafindan hedeflenmektedir. Bu nedenle, miRNA ve hedef gen

arasindaki iliskinin dogru aciklanabilmesi her zaman kolay olmamaktadir. miRNA-
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hedef gen iliskisini belirlemeye yonelik olarak dncelikle biyoinformatik araglardan
faydalanilmaktadir. Bu aracglar hem dizi bilgisi hem de literatlirde var olan deney
sonuglarina gore, ilgilendigimiz miRNA ve hedef geninin olasi iliskisine yonelik bir skor
elde etmemize olanak saglar. Biyoinformatik araglar ile, sonradan yapilmasi beklenen
deneysel validasyon igin etkili bir miRNA-hedef gen etkilesimi belirlenmis olur. Aday
hedef gen/ler ile ilgili olarak elde edilen bilgi dogrultusunda, miRNA'larin hem normal
fizyolojik slireclerde hem de hastalikta rol oynadigi mekanizmalarin/yolaklarin
aciklanmasi miimkin olabilmektedir. Bu baglamda, miRNA-mRNA etkilesimi
tanimada farkh yaklasimlari kullanan araclar gelistirilmistir. Bunlardan bazilari;
miRWalk, miRNET, miRDB, miRSystem, miRSearch, TargetScan’dir. miRWalk,
deneysel olarak dogrulanmis, tahmini miRNA-hedef gen etkilesimlerinin erisilebilir,
baglanma yerleri, icerisinde bulundurdugu 12 farkl veri tabaninda (PICTAR2, MicroT4,
miRMap, miRDB, PITA, miRNAMap, miRWalk, miRBridge, RNA22, miRanda, RNAhybrid ve
Targetscan) miRNA-hedef gen verileri ile birlikte dogrulanmistir. miRNET, literaturde
yer alan mevcut bilgilerle validasyonu gerceklestirilmis miRNA’lar icin hedef genleri analiz
edebilen, kullanimi kolay, web tabanh bir platformdur. miRDB, miRNA-hedef gen
baglanmasi ile iliskili ortak ozellikleri tanimlamak icin makine 6grenme yontemleri
kullanmakta olup, icerisinde yer alan veriler binlerce miRNA-hedef etkilesimi analiz
edilerek gelistirilen bir biyoinformatik arag ile bulunmustur. miRSystem, miRNA ve
hedef gen arasindaki iliskiyi bulmak icin 7 miRNA programini (Miranda, Pictar, Diana,
Mirbridge, RNA22, PITA ve TargetScan) bir araya getirmektedir. miRSearch, spesifik
gen transkriptlerini hedefleyen miRNA'lari hizl bir sekilde tanimlamaya izin veren bir
veri tabanidir. Dogrulanmis ve tahmin edilen miRNA'lari tanimlamak igin gelismis

capraz referans sistemi kullanmaktadir [49,50].

Tez kapsaminda kullanilan ve hedef gen tespiti agisindan ilk algoritma olan
TargetScan, omurgalilarda miRNA hedeflerini tahmin etmek icin kullanilan, 2003
yiinda Bartel’in grubu tarafindan gelistirilmistir [51]. 2003 yilindan bu yana, eslesme
tahminlerinin dogrulugunu iyilestirmek adina yeni strimler ve ek algoritmalarla

gelistiriimeye devam edilmistir (TargetScans, TargetScan tercihen korunmus
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hedefleme (Pcr), TargetScan baglami+ skor). Bu web tabanl araglarin gen sembolii
ve/veya tlre 6zgl miRNA adi olmak Uzere iki arama segenegi bulunmaktadir.
Arastirma esnasinda gen sembolline gore sonucglar farkh transkriptler ile
gosterilmektedir. Her transkript icin, miRNA'larin hedefleme olasiligi daha yiksek ve
daha disik olan bolgelerle goriintilenmektedir. Bu olasilik, her miRNA adayi icin tim
algoritmalar ve parametreler (bolge tird, baglam ++ skoru, baglam ++ skoru ylzdelik
dilim, agirhkli baglam ++ skoru, korunmus zincir uzunlugu ve Pcr) dahil edilerek tahmin
edilmektedir. Bununla birlikte, bir miRNA'nin adini ararken, sonuglar hedef genleri

spesifik transkripte gore géstermektedir [49].

2.5. Protein-protein iligkilerinin Gésterilmesinde Kullanilan Biyoinformatik

Araglar

Protein aglar cikarilmasi, proteomik ve diger yliksek verimli teknolojilerden
elde edilen protein veya gen listelerini analiz etmek ve birbirleri arasindaki iliskileri
gorsellestirmek icin popller bir arac haline gelmistir. Bu tiir aglarin en popiiler
kaynaklarindan biri, hem fiziksel etkilesimleri hem de giliven puanlari iceren
glvenilirliklerini 6lcen, fonksiyonel iliskiler dahil olmak Uizere 2000'den fazla
organizma igin bilinen ve tahmin edilen protein-protein iliskileri verileri saglayan
STRING veri tabanidir. internet arayiizii, ag analizi ve gérsellestirme acisindan sinirli
esneklik saglarken esas olarak kii¢lik aglarin denetlenmesi igin tasarlanmistir. Diger
yandan Cytoscape yazilimi, blylk aglarla ¢alismak icin ¢ok daha uygundur ve ek
verilerin ag analizi, ice aktarimi ve goérintilenmesi agisindan daha fazla segenek
sunmaktadir. Bir Cytoscape uygulamasi olan StringApp, her iki kaynagl da ayni is
akisina dahil etmek icin iligkili veri tabanlarindan verileri entegre etmektedir.
Uygulama, STRING aglarinin Cytoscape'e aktarilmasini kolaylastirmakta olup,
STRING’e ait gorinimi ve bircok ozelligi korumaktadir
(http://apps.cytoscape.org/apps/stringapp) [52]. Literatiirde yer alan ¢alismalardan
memeli sirkadiyen kalp pili tGzerinde yapilan arastirmalarda mikrodizin verilerinin ag

analizi icin StringApp kullaniimistir [53].
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2.6. Amag

Bu bilgiler 1s18inda, tezin hipotezi; inflamasyon ile iliskili benzer patogenezin
gorildiga, AAA, CAPS, TRAPS, MKD ve PFAPA otoinflamatuvar hastaliklarina sebep
olan genler farkl olsa da, bu hastaliklarda etkilenen inflamatuvar yolaklarda ortak
olarak dnemli olabilecek mRNA’lar, miRNA’lar ve proteinlerin etki edebilecegidir.
miRNA’lar epigenetik olarak hedef mRNA’lara etki etmekte ve sonucta gen ifadesini
degistirmektedir (Sekil 2.3). Dolayisiyla bu hipotezi test etmeye yonelik olarak
amacimiz; bu hastaliklarla iliskili olarak literatiirde farkh gruplar tarafindan yiksek
Olcekli teknolojilerin kullaniimasiyla elde edilmis veri setlerinin incelenmesi
sonucunda, inflamasyon ile iliskili yolaklarda farkli hastaliklarda ortak olarak
etkilenmis olan mRNA ve miRNA’larin belirlenmesi ve bu molekiller arasindaki olasi
miRNA-hedef gen iliskisinin kurulmasi ile bu mRNA’lar tarafindan kodlanan
proteinlerin belirlenerek ilgili hastaliklar agisindan 6neminin ortaya konmasidir.

Bu tez calismasi kapsaminda, otoinflamatuvar hastaliklar arasindan molekdler
patogenezleri acisindan ¢ok yakin benzerlik gésteren hastalik gruplari secilmistir. Bu
amacla onerilen tez calismasinda; oncelikli olarak biyoinformatik programlarin geri
planinda calisan, R (4.0.5) programi ile iki veri seti icin 6n analizler yapilmis,
sonrasinda tiim veri setleri arasindan benzer 6rnek tipi ve platforma sahip olan mRNA
verileri BRB-ArrayTools programi ile miRNA verileri ise MeV programi ile analiz
edilmistir. ifadesi degisen mRNA’larin inflamasyonla iliskisi InnateDB veri tabani ve
DAVID programi ile yolak analizleri yapilarak dogrulanmistir. ifadesi veri setlerinde
ortak olarak degisen inflamasyonla iliskili mRNA’lari hedefleyen miRNAlar, veri
setlerinde degisen miRNA’lar arasindan TargetScan veri tabani ile bu molekiller
arasindaki olast miRNA-hedef gen iliskisinin analizi ile secilmis, yapilan bu meta-analiz
ile 6ne ¢tkan mRNA’larin kodladiklari proteinler belirlenmis, son olarak proteinlerin

protein-protein iliskileri STRING veri tabani ile gosterilmistir.
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Sekil 2.3. miRNA’larin gen ifadesi lizerine etkisi [54].
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3. BIREYLER VE YONTEMLER

Tez calismasina ait is akis plani asagida verilmistir (Sekil 3.1).

N
Omik
Verilerin
Arastiriimasi
- J
ArrayExpress
y
£ N\
Ham Veri R (4.0.5) Programi ile GSE17732 Veri Seti
Analizi MRNA X‘f‘glfz’f"e”"'” GSE43553 Veri Seti

| |

Z 5,

MeV Programi ile
miRNA Veri

BRB Programi ile
mRNA Veri

Setlerinin Analizi Setlerinin Analizi

A A 4

[GSEWT:&Z Veri Seti

GSE111311 Veri Seti
RA- Pr T
GSEA3553 Veri Seti | | Frretrrolest Ven
GSE40561 Veri Seti
Tubitak 1001 Projes
GSEQ7075 Veri Seti | | T 0 e ant
v v
ifadesi Degigen ifadesi Dedigen
Genlerin inflamasyonla miRNA'larin
Ilnskllennm Aragtinimast TargetScan ile
ve DAVID ile Yolak Hedef Genlerinin
Analizi Bulunmasi

y
Ifadesi Degigen
inflamasyonla
lligkilendirilmis Genlerin
TargetScan ile Bulunan
Hedef Genlerle
Ortusturuimesi

Bu Genlerin
Hedefledigi Proteinlerin

ve Protein-Protein
iligkilerinin STRING ile
Belirlenmesi

Sekil 3.1. Tez galismasina ait is akisl.
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3.1. Bireyler

Calismaya dahil edilen literatiirdeki mRNA ve miRNA veri setlerinde, AAA,
CAPS, TRAPS, MKD ve PFAPA hastaliklarinin klinik bulgulari ile seyreden, 43 AAA, 33
CAPS, 29 TRAPS, 58 MKD, 6 PFAPA hastasi ve bu hastaliklara dair herhangi bir hastalik
oykist bulunmayan 117 saglkli bireye (Tablo 3.1) ait ham veriler Affymetrix Human
Genome U133A 2.0 Array, lllumina HumanHT-12 V3.0, Illumina HumanHT-12 V4.0,
Nanostring(NS_H_MIR_V3A), Affymetrix 2.0 ve Affymetrix 4.0 platformlariyla elde
edilmistir. ilgili veri setlerine ait dzellikler (hastalik, platform, érnek tipi vb) tabloda

verilmistir (Sekil 3.2).

GSE17732 mRNA mikrodizin Homo sapiens PFAPA, AAA, TRAPS, Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array  Kan
CAPS

mMRNA mikrodizin Homo sapiens CAPS, MKD, TRAPS Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array ~ Periferik Kan
Mononiikleer Hiicre

(PBMC)
mRNA mikrodizin Homo sapiens MKD, CAPS lllumina HumanHT-12 V3.0 Kan

mRNA mikrodizin Homo sapiens MKD Hlumina HumanHT-12 V4.0 Kan

miRNA mikrodizin Homo sapiens AAA Nanostring(NS_H_MIR_V3A) Periferik Kan
Mononiikleer Hiicre
(PBMC)

miRNA mikrodizin Homo sapiens AAA Affymetrix 2.0 Kan

miRNA mikrodizin Homo sapiens AAA Affymetrix 4.0 Kan

Sekil 3.2. Omik veri setlerinden tez calismasi kapsaminda segilenler.

Onceden bélimiimiizde yapilmis olan iki projenin ilgili veri setleri GEO veri
tabanina yiklenemediginden tabloda proje numaralari verilmis olup tam isimleri

asagida acgiklanmistir.

*Tlbitak 1001- 214S106: Ailevi Akdeniz Atesi Patogenezinde MEFV Gen ifadesinin

Diizenlenmesinde Rol Oynayan miRNA’larin Belirlenmesi (TUBITAK Projesi 1001)

*ERARE- 3155096: Otoinflamatuvar Hastaliklarda Kisisellestirilmis Molekdler Tip igin
Klinik ve Deneysel Calisma: Modifiye Edici Faktorlerin Roll (Era-Net Projesi ERARE-
Tibitak)

GSE17732 veri setinde, 12 PFAPA, 2 AAA, 3 CAPS, 1 TRAPS hastasi ve 6 saglikh
kontrol birey bulunmaktadir. Ancak PFAPA disindaki diger hastaliklara ait bireyler

atakll oldugundan 12 PFAPA hastasi arasindan 6 ataksiz birey calismaya dahil
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edilmemistir. Diger yandan 1 TRAPS hastasi oldugu igin analiz edilememistir. Geriye

kalan bireylere ait veriler calismaya dahil edilmistir [17].

GSE43553 veri setindeki 29 TRAPS, 23 CAPS, 8 MKD hastasi ve 34 saglikh

kontrol bireylerine ait veriler ¢galismaya dahil edilmistir [21].

GSE40561 veri setinde bulunan 7 CAPS, 2 MKD hastasi ve 41 saglikh kontrol

bireylerine ait veriler calismaya dahil edilmistir [22].

GSE97075 veri setindeki 48 MKD hastasi ve 15 saglikh kontrol bireylerine ait

veriler galismaya dahil edilmistir [27].

GSE111311 veri setindeki 10 AAA hastasi ve 9 saglikli 26 kontrol bireylerine ait

veriler ¢alismaya dahil edilmistir [25].

315S096veri setindeki 19 AAA hastasive 6 saglikli kontrol bireylerine ait veriler

calismaya dahil edilmistir.

2145106 veri setindeki 12 AAA hastasi ve 6 saglikli kontrol bireylerine ait

veriler ¢alismaya dahil edilmistir.

Tablo 3.1. Veri setlerine ait gruplarin birey sayilari.

Gruplar
Deney tipi AAA | CAPS | MKD | TRAPS | PFAPA | Saglikli
(mikrodizin) | Veri Kontrol
Setleri

MRNA GSE17732 2 3 - - 6 6
MRNA GSE43553 - 23 8 29 - 34
MRNA GSE40561 - 7 2 - - 41
MRNA GSE9S7075 - - 48 - - 15
miRNA GSE111311 10 - - - - 9
miRNA 2145106 12 - - - - 6
miRNA 3155096 19 - - - - 6
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3.2. Yontemler

3.2.1. Ham Veri Analizi

GEO veri tabaninda bulunan,

GSE17732 veri setindeki, Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array,

GSE43553 veri setindeki, Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array
platformuna ait ham veri dosyalari, R programi ve BRB-ArrayTools programi

kullanilarak analiz edilmistir.

GSE40561 veri setindeki, /lflumina HumanHT-12 V3.0,

GSE97075 veri setindeki, Illumina HumanHT-12 V4.0 platformuna ait ham veri

dosyalari, BRB-ArrayTools programi kullanilarak analiz edilmistir.

GSE111311 veri setindeki, Nanostring(NS_H_MIR_V3A) platformuna ait ham

veri dosyalari, MeV 4.9.0 — Multiple Experiment Viewer kullanilarak analiz edilmistir.

3155096 ve 2145106 projelerine ait veriler, MeV 4.9.0 — Multiple Experiment

Viewer kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.2. R Programi ile Ham Veri Analizi

GSE17732 ve GSE43553 veri setlerindeki Affymetrix Human Genome U133A
2.0 Array platformuna ait .CEL uzantili ham veriler GEO veri tabanindan indirildi. CEL
dosyalari R (4.0.5) programinda ReadAffy fonksiyonu ile okutuldu. Toplamda 22277
prob set elde edildi. Verilerin analize hazir hale gelmesi i¢in arka plan dizeltme,
normalizasyon, perfect match (PM) dizeltme ve Ozetleme olmak (zere dort
asamadan olusan bir 6n islemeden gecirmek amacli expresso fonksiyonu kullanildi.
getBM fonksiyonu ile Affymetrix prob set ID’leri, Ensembl gen ID’lere dontstlralda.
Kalan prob set sayisi 11397 oldu. Ardindan Temel Bilesenler Analizi (PCA) yapildi.
Boylece veri setlerinde bulunan yilksek boyutlu verilerdeki temel ozellikler
yakalanarak daha az sayida degiskenle gosterildi. Veri setlerindeki hastalik gruplariile

saglikh kontrol gruplarinin ortalamalari arasindaki farklari test etmek icin ANOVA testi
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yapildi. Devaminda hangi iki grup arasinda ne kadar fark oldugunu 6grenmek igin
Post-hoc test yapildi. Tum asamalar her iki veri seti icin de (GSE17732 ve GSE43553)
ortak olarak gergeklestirildi. Veri setlerindeki tim hastalik gruplarini ayri ayri saghkli
kontrol grubuyla karsilastirmak icin t testi uygulandi. Ardindan genlerdeki

anlamliliklari ve kat degisimlerini gdsteren histogram grafikleri gizildi (p degeri <0,05).

R programi (Uzerinde c¢alisirken, bir diziyi bir degiskene atamamiz
gerekebilmektedir. GSE17732 veri setindeki her hastalik grubunun kontrol grubuyla

karsilastiriimasi yapilarak, ifadesi degisen genler all_foldchange degiskenine atanan

data.frame(foldchange FMF_vs_control, foldchange CAPS_vs_control,
foldchange TRAPS vs_control, foldchange HPF _vs_control,
foldchange_flare_vs_nonflare, foldchange_flare_vs_control,

foldchange _nonflare_vs_control) dizisi ile her gene 6zgii olan ENSEMBL numaralarina
ilgili degerleri karsilik gelecek sekilde tanimlandi. ifadesi 1.5 kat {izeri artan ve azalan

genler saptandi (Sekil 3.3).
Omae e

File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help
q-% & - ® & A cotofilefundion B - Addins - D Project: (None)

alismaR @ Untitiedz - 542021, Brvewe . Wsmpieinomaton @ Untitieass D uniitleds - Dpar - Dunttieds . Ptestr o Pose D untitiea + D) PCayou R
] A B Source on Save B Run B+ Source ~
all_prapa = subset( queprobe[,1:127)

(Top Level) R Script

Console  Terminal

000001

001

000001

000000

= 7 9 000001

000011 = 5 5. 5 000001
560000015402 -1. . 00154027

rol foldchange CAPS A
2114

0.210841.
0.¢

000001
000000
ENSG!
ENSG0000

Sekil 3.3. R programi ile ifadesi degisen genlerin tanimlanmasi.
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3.2.3. BRB-ArrayTools ile Ham Veri Analizi

MRNA veri setlerinin tamaminda BRB-ArrayTools programi kullanilarak
analizler gergeklestirildi ve kontrol gruplariyla kiyaslanan hastalik gruplarinda ifadesi
1.5 kat ve (izeri artan veya azalan genler tespit edildi (p degeri <0,05). TUm mRNA veri
setleri (GSE17732, GSE43553, GSE40561, GSE97075) arasinda da ortak mRNA’lar
tanimlandi. Veri setleri arasinda ifadesi 1.5 kat ve Uizeri artan ya da azalan mRNA’lar

saptandi.

BRB-ArrayTools, normalizasyon islemlerinden gen ifade analiz tablosuna kadar
arka planda R programi calistirarak kullaniciya sundugu filtrelemelerle basit bir arayiz
sunmaktadir. Bir excel dosyasi Gzerinden baslayan analiz, programin yonlendirmeleri
dogrultusunda gen ifadesi degerlerine, secilen hastalik ve kontrol grubu situnlarinda
yer vererek, filtrelenmis olan degerlerle (p degeri<0.05 veya yanls kesif orani, FDR)
her prob setin karsiliginda olan kat degisimlerini tanimladig bir tablo vererek tarayici

Uzerinden sonlandirmaktadir (Sekil 3.4).

Description of the problem:

Number of claszes: 2

Number of genes that pazsed filtering criteria- 20706
Type of univariate test uzed: Two-zample T-test

Class variable : DISEASE

Random variance model for univariate tests: OFF
Nominal significance level of each univanate test: 0.03

Genes which are differentially expressed among classes:

Number of genes significant at 0.03 level of the univanate test: 1292

Table 1 - Sorted by p-value of the univariate test.

Class 1: FAF (12 samples); Class 2: kontrol (6 samples).

The first 1292 genes are significant at the nominal 0.03 level of the univariate test

Parametric p-value|[FDR | ||/Geom mean of intensities in class 1{|Geom mean of intensities in class 2|[Fold-change

1 31206 0.0307 ||6.87 3.62 19

2 ||2.88e-03 0.0307 2 2688.92 2.85
3 3.18e-03 0.0307 247831 2.96
4 ||3.54e-03 0.0307 2546.88 .91
3 3.63e-03 0.0307 263822 2.81
6 ||4.19e-03 0.0307 ||7 25725 2.91
T ||[447e-03 0.0307 2608.59 2.9

3 ||448e-03 0.0307 3 24901 2.93
9 ||4.64e-03 0.0307 ||7417.87 2564 66 2.89
10 [|4.63-03 0.0307 ||7. 2523.83 2.86
11 [|4.72e-03 0.0307 ||7 2364.7 2.97
12 [|4.73e-03 0.0307 ||7. 2560.54 .93
13 [|4.87e-03 0.0307 ||7 259821 2.87
14 [|4.9e-03 0.0307 ||7. 254581 2.9

13 [|5.01e-03 0.0307 ||7. 253798 2.86
16 [|5.04e-03 0.0307 ||7 2629 66 2.84
17 [|5.08-03 0.0307 ||7 259136 2.87
18 11527208 00507 2582 04 g

Sekil 3.4. BRB-ArrayTools ile ifadesi degisen genlerin tanimlanmasi.
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3.2.4. MeV ile Ham Veri Analizi

miRNA veri setlerinin tamaminda (Tablo 3.2) MeV 4.9.0 — Multiple Experiment
Viewer programi kullanilarak SAM (Significance Analysis of Microarrays) analizi
gerceklestirildi. GSE111311, 2145106 ve 3155096 veri setlerinde ifadesi 2 kat ve Uzeri

artan veya azalan miRNA’lar tespit edildi (FDR<0.10).

Tablo 3.2. miRNA veri setlerine ait AAA hastalari ve saglikl kontrol grubu sayilari.

Bireyler
AAA Saghkli
Veri Setleri Hastalari Kontrol
GSE111311 10 9
2145106 12 6
3155096 19 6

3.2.5.mRNA Yolak Analizi ve miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi

MRNA veri setlerinde yapilan analizler sonucunda hasta ve saglkl bireyler
arasinda ifade farklihgl saptanan, veri setleri arasinda ortak olarak tanimlanan
mRNA’lar icin Agiklama, Gorsellestirme ve Entegre Kesif Veri Tabani (The Database
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, DAVID) kullanilarak ortak
yolak analizleri gerceklestirildi. DAVID, birden fazla geni ayni anda analiz etme imkani
veren, entegre platformlardan biridir. icerisinde yer alan veri tabanlarindan KEGG
Pathway sayesinde analiz edilen genlerin arasindaki baglantilar ilgili yolagin
istatistiksel degerleri ile (p degeri veya Benjamini) daha da glclendirilmektedir (Sekil

3.5).
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DAVID Bioinformatics Resources

Laboratory of Human Retrovirology and
Immunoinformatics (LHRI)

(2021 Update) : Q’ LHRI -

== Welcome to DAVID (2021 Update) ===
== |f you are looking for DAVID 6.8, it is still accessible on this server until retirement on June 1, 2022, =**

Functional Annotation Chart
Heldp and Manual
Current Gene List: new_converted_list
Current Background: Homo sapiens
64 DAVID IDs
B Options

| Rerun Using Options | | Create Sublist |

46 chart records el Download File
[soast Joslgon ——dmm  lmr [coms lcoun % puane loooumm
[m} KEGG PATHWAY Toll-like receptor signaling pathway BT 3 141 13E-7 1.8E-5
O KEGE P, Influenza & BT w10 156 53E7  3.8ES
[m] KEGE NOD-like receptor signaling pathway BT 10 156 9.8E-7 1.8E-5
O KEGE P, Lipid and atherosclerosis BT o 10 156 3.6E-6 1.3E-4
(] KEGE Tuberculosis BT 3 1.1 B.IE-S 2.5E-4
O KEGE P, Measies BT 8 125 15E-5  3.5E4
] KEGG ™ Pathogenic Escherichia coli infection BT g 1.7E-5 3.5E-4
O KEGE P, Legionellosis BT & 9.4  189E5  3.5E4
(] KEGS P Necroptosis BT 8 125 3.6E-5  5.7E-4
O KEGE P Salmonela infection BT e O 141 B.IE-5 1.3E-3
(] KEGE P/ Hematogaietic cell lineage BT [ o4 27E4 3.5E-3
O KEGE P, Hepatitis C BT 7 108 2864 3.5E-3
(] KEGE P/ Chagas disease BT & o4 3AEA 3.5E-3
O KEGE P Hepatitis B BT 7 10.8 3564 3.6E-3
(] KEGS P/ Coronavirus disease - COVID-15 BT 8 125 3.8E-4 3.7E-3
O KEGE P, Shigedlosis BT 8 25 SSE4 4.7E-3
(] HEGE ® Inflarnmtory bowel disease BT 5 7.8 5.5E-4 4.7E-3
O KEGE P, Neutrophil extracellular trap Tormation BT 7 108 B.1E4 6.5E-3
(] HEGE ® Osteoclast dilferentiation BT 3 5.4 B.BE-4 6.5E-3
O KEGE P, Kaposi sareoma-associated | infection BT 7 108 S.0E-4 6.5E-3
[m] KEGS P/ Pertussis BT H 7.8 L0E3  65E-3
O KEGE P, Leishmaniasis BT 5 7.8 10E3  65E-3
[m} KEGG P/ Fluid shear stress and atherosclerosis BT [ 9.4  1.3E-3 B.1E-3
O KEGE P Complement and coaqulation cascades BT 5 7.8 1563 9.2E-3
(] KEGS P C-Lype bectin receptor signabing patiay RT 5 7.8 3263 1.6E-2
O KEGE P Thi7 cell diferentiation BT 5 7.8 3663  Z0E-2
(] KEGE P/ TNF signaling pathway RT 5 7.8 41E3  23E-2
O KEGE P, Cytosolic DNA-sensing pathway BT 4 62 60E3  31E2
(] KEGS P/ Epstein-Barr virus infection BT g 9.4 B4E-3 33E-2
O KEGE P, Cytokine-rytokine receptor interaction BT 7 108 7383 3.5E-2
a KEGS P/ Herpes simplex virus 1 infection RT o  © 141 7763 3EE-2

Sekil 3.5. DAVID programi ile gergeklestirilen yolak analizi.

miRNA veri setlerinde yapilan MeV analizleri sonucunda hasta ve saglikli
bireyler arasinda ifade farkliligi saptanan (artan veya azalan) miRNA’lar tanimlandi.
Bu miRNA’lar arasindan, TargetScan kullanilarak, BRB-ArrayTools analizleri
sonucunda ifadesi degisen genleri hedefleyen miRNA’lar tespit edildi. TargetScan veri
tabani lzerinde ilerlerken miRNA’lar icin korunmusluk diizeyi belirtilen kisimlardan
biri, omurgalilar arasinda korunan miRNA aileleri i¢cin korunmus alanlari
gostermekteyken, bir digeri sadece memeliler arasinda korunan miRNA aileleri igin
korunmus alanlari géstermektedir. Bu kisimla birlikte ilerlemek yapilan analiz

sonugclarini daha gliclt kilmaktadir (Sekil 3.6).
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TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 8.0: Seplember 2021  Agarwal ef al., 2015 McGeary, Lin ef al., 2019
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Sekil 3.6. ifadesi degisen genleri hedefleyen miRNA’larin TargetScan ile analizi.

3.2.6. STRING ile Protein ve Protein-Protein iliskilerinin Belirlenmesi

BRB-ArrayTools ve MeV analizleri sonucunda ifadesi degisen mRNA ve
miRNA’larin hedefledigi proteinler, protein-protein iliskileri STRING veri tabani ile
arastinlmistir. ilgili gen grubunun girisi yapildiktan sonra ortaya cikan ag
goruntusitindeki her digim (node) tek basina protein kodlayan bir gen lokusu
tarafindan Uretilen tim proteinleri temsil ederken, her iki node arasindaki cizgiler
(edge) proteinler arasindaki iliskileri temsil etmektedir. Bu iliskiler, proteinlerin ortak
olarak paylastiklari bir goreve katkida bulunduklari anlamina gelmektedir. Boylece
protein-protein iliskileri spesifik ve anlaml olmaktadir. Aralarindaki bu ortaklik,
fiziksel olarak birbirlerine baglayici olduklarini disindirmemelidir. Proteinler
arasindaki her bir ¢izgi, rengine gore anlam ifade etmektedir. Bilinen etkilesimleri
temsil eden renklerden pembe c¢izgi; baglantinin deneysel olarak belirlendigini, mavi
¢izgi; baglantinin veri tabanlarindan elde edildigini ifade etmektedir. Tahmin edilen
etkilesimleri temsil eden renklerden yesil ¢izgi; genomda birbirine yakin yerlesimde
olan genlerin kodladigi protein calismalarini, kirmizi ¢izgi; flzyon varligini, lacivert
¢izgi; genlerin tiirler arasinda birlikte ortaya ¢ikmasini ifade etmektedir. Diger kisimda

yer alan sari ¢izgi; literatlirde gegenleri, siyah ¢izgi; birlikte ifade olan genleri temsil
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etmektedir. Aralarinda herhangi bir baglanti bulunamamis, bagimsiz proteinler

herhangi bir gizgi ile gosterilmeksizin sadece node olarak gosterilmektedir [55].
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4. BULGULAR

Tez ¢alismasi kapsaminda mRNA veri setlerindeki ham veriler BRB-ArrayTools,
miRNA veri setlerindeki ham veriler ise MeV programi ile analiz edilmistir.
Biyoinformatik programlarin geri planinda galisan, R programini 6grenmek ve
karsilastirma yapmak amaciyla iki mRNA veri seti ayrica R programi ile analiz

edilmistir.

4.1. R Programi ile Ham Veri Analizi

GSE17732 ve GSE43553 veri setlerindeki ham veriler analize hazir hale
getirmek amaciyla 6n islemeden gecirilmistir. Bu asamada veri setlerinde yer alan
orneklerde herhangi bir sapma olup olmadigini gérsellestirmek adina normalizasyon

oncesi ve sonrasi box plot grafikleri cizilmistir (Sekil 4.1).

a) GSE17732 veri setine ait normalizasyon 6ncesi ve sonrasi box plot grafikleri.

. Normalizasyon
i oncesi

- R i bireylerin
dagilimi
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Normalizasyon
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dagilhimi
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Sekil 4.1. On islemeden gecen GSE17732 (a) ve GSE43553 (b) veri setlerinin box plot

grafikleri.

Veri setlerinde yapilan 6n isleme sonucunda herhangi bir uyumsuzluk
saptanmamistir. Her iki veri seti icin, gruplar arasindaki benzerlik ve farkliliklari
yakalayabilmek adina Temel Bilesenler Analizi (PCA) yapilmistir. Buradaki temel
bilesenler birer vektér olup, boyut dizleminde veri noktalari arasindaki degiskenligin
ne kadarini agiklayabildiklerini gostermektedir. PC1 verinin en buylik kismini tek
basina ifade edebilen, PC2 ondan bagimsiz farkh bir boyutta baska bir kismini ifade
edebilen vektorlerdir. Tez kapsaminda secilen, benzer yolaklarda ortak genlerin
etkilenmesi sonucu ortaya c¢ikan hastalik gruplarinda ¢ok net bir ayrim

yapilamamaktadir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. GSE17732 (a) ve GSE43553 (b) veri setlerinde gerceklestirilen Temel

Bilesenler Analizi.
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Veri setlerinde analiz 6ncesi yapilan 6n ¢alismalarin ardindan hastalk
diizeyinde analiz yapmak icin veri setlerindeki hastalik gruplari ile saglikh kontrol
gruplarinin ortalamalari arasindaki farklari test eden ANOVA testi yapildi. Devaminda

hangi iki grup arasinda ne kadar fark oldugunu 6grenmek icin Post-hoc testi yapildi

(Sekil 4.3).
a)
-

90750
L]
[
=
S
C
ml . .
2 GSE17732 veri seti
=]
5 905001 E3 cars
= E3 rurF
-C
=
z' n healthy control
o E3 Trers
-
[ 902509
w ——
L]

90000

CAPS FMF healthy contral TRAPS
Gruplar

66000
Esauun-
5 GSE43553 veri seti
E EH cars
§ n healthy adult control
E‘EDUUD’ d : healthy children control
o VK
§ . ES TRePs
(7]
o .

57000

CAPS healthy adult control healthy children control MVK TRAPS
Gruplar

Sekil 4.3. Hastalik diizeyindeki analizler i¢cin GSE17732 (a) ve GSE43553 (b) veri

setlerine uygulanan ANOVA ve Post Hoc testleri.
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GSE17732 ve GSE43553 veri setlerinde gen diizeyinde analizlere devam edildi.
Mikrodizin sonucu ifadeleri tespit edilen genlerin sayisi ¢ikartilip histogram grafikleri
ile gosterildi (Sekil 4.4).

a)

AAA Hastalari vs Saglikli Kontrol CAPS Hastalari vs Saghkh Kontrol

3000

Frequency
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I
Frequency

1000
1
500 1000 1500 2000 2500

f

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.00 001 002 003 0.04 0.05
p value p value
TRAPS Hastalari vs Saglikli Kontrol PFAPA Hastalari vs Saglikli Kontrol
L e
7 T T T T T 1 e T T T T T 1
0.00 001 002 003 0.04 0.05 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

p value p value
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Sekil 4.4. GSE17732 (a) ve GSE43553 (b) veri setlerindeki gen sayilarinin histogram

grafigi ile gosterimi.

GSE17732 veri setinde AAA hastalarinda saglikli kontrol bireylerine gére 5840

gen, CAPS hastalarinda saglikh kontrol bireylerine gére 4961 gen, TRAPS hastalarinda
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saglikh kontrol bireylerine goére 5335 gen, PFAPA hastalarinda saglikh kontrol

bireylerine gore 7668 gen belirlendi (Sekil 4.4.a).

GSE43553 veri setinde CAPS hastalarinda saglikh kontrol bireylerine gore
11044 gen, MKD hastalarinda saglikli kontrol bireylerine gére 11040 gen, TRAPS
hastalarinda saglikli kontrol bireylerine gore 10185 gen belirlendi (Sekil 4.4.b).

GSE17732 ve GSE43553 veri setlerindeki genlerin kat degisimlerinin hangi
araliklarda oldugunu gosteren histogram grafikleri cizildi (Sekil 4.5). Biitiin log oranlari
kat artisi bazinda degerlendirildi ve kat degisimi siniri belirlenmis oldu. Grafiklere
baktigimizda, kat artisinin 2 belirlenecek olmasi devamindaki analizlerde gen sayisinin
diismesine sebep olabilirdi. Bu sebeple, 1.5 kat degisimi dikkate alinarak analizlere

devam edildi.
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b)

CAPS Hastalari vs Saglikli Kontrol MKD Hastalari vs Saglikh Kontrol
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0
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Sekil 4.5. GSE17732 (a) ve GSE43553 (b) veri setlerindeki genlerin kat degisimlerini

gosteren histogram grafikleri.

GSE17732 ve GSE43553 veri setlerindeki hastalik gruplarina ait hasta ve saglikh
kontrol bireyler arasinda ortak olarak ifade farklilig1 gosteren genler R programi ile

analiz edildi. P degeri<0,05 ve 1.5 kat Uzeri artan/azalan genler tanimlandi (Sekil 4.6).



43

Veri GSE17732 GSE17732 GSE17732 GSE17732
Setleri | FMF CAPS PFAPA TRAPS
Genler
X X X

RPS4Y1

X X X X
DDX3Y X X X X X
KDM5D X X X X X
GMPR X X X
SLCaAl X X X
SELENBP1 X X
IFl44 X X
FAS X X X X
EIF1AY X X X x
LINS X X

Sekil 4.6. R (4.0.5) programi ile analiz sonucunda GSE17732 ve GSE43553 veri
setlerindeki hasta ve kontrol bireyler arasinda ifade farkhligi saptanan

ortak genler.

4.2.BRB-ArrayTools ile Ham Veri Analizi

MRNA veri setleri arasindan GSE17732, GSE43553, GSE40561 ve GSE97075
hem o6rnek tipi hem platform benzerligi acisindan analiz yapilmaya uygun bulunmus
olup bu veri setlerine ait olan tiim ham verilerin analizleri BRB-ArrayTools programi
kullanilarak gerceklestirildi. GSE17732 ve GSE43553 veri setlerinin elde edildigi
Affymetrix platformundan farkli olarak, GSE40561 ve GSE97075 veri setlerinin
lHlumina platformuyla elde edilmis olmasi sorun olmamis, BRB-ArrayTools
programinin uygulama ozellikleri sayesinde tim mMRNA veri setlerinin analizi
yapilabilmistir. Tim mRNA veri setlerinde hasta ve saglikh kontrol gruplarinin
kiyaslanmasi sonucu ifadesi 1.5 kat ve Uzeri artan veya azalan ortak genler
tanimlanmistir (p degeri <0,05). Bunlarin arasindan inflamasyonla iliskisi bulunan

genler ile analizlere devam edilmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. En az Ug hastalik grubu arasinda inflamasyonla iliskisi belirlenmis, ifadesi

degisen, ortak genlere sahip veri setlerinin tablosu.

JGENIERIN 17732-CAPS [17732-FMF | 17732-PFAPA |40561-CAPS | 97075-MKD
ABI1 3.22 1.68 2.49
ADM  |3.08 5.34 2.22
AM2 317 3.7 1.68
AKIRIN2 | 1.74 1.92 2.05

ARGI _ |5.76 3 3.61
BID 1.98 3.37 18

BMX 3.49 1.94 2.12
CIRL |14 3.48 2.66 151
CASP1 | 4.97 6.71 10.37

CASP4 |33 3.63 2.16
D55 |3.91 1.61 5.04

D59 |10.41 10.65 9.33 2.2
CEACAMI 7.03 10.54 5.18
CFLAR _ |5.11 13.08 28.12

CR1 10.74 6.63 6.1 8.04
CSF2RB | 1.6 1.72 17
CXCRI 1.65 1.73 -1.74
DUSPI | 1.82 1.84 157

EIF2AK2 | 1.8 3.25 3.76 157
FAS 13.35 13.5 9.65 3.56
FFAR2 | 2.66 2.65 2.03 1.66
FPR2 | 4.82 3.86 2.56 1.79
GK 16.39 12.62 6.15 3.57
HP 6.79 12.32 4.46
IFIHL |19 2.12 18

IFIT2 2.96 1.92 1.56
IFIT3 3.15 2.78 1.98
IFITM3 | 1.51 2.18 1.67
ILI3RAL | 2.57 11.16 8.57

IL1B 4.64 5.66 4.79

ILIR2 | 4.91 1.81 165
IL4R 1.62 1.76 151
IRAK3 | 4.76 4.44 1.8

IRF7 1.88 2.18 2.61

MAFF__ |34 6.7 156

MAPK14 |8.84 12.16 3.19 7.6
MEF2A | 4.42 3.78 2
MEF2C | -1.92 1,69 1.67
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MKNK1 2 1.82 2.03

MR1 1.68 4.65 8.01

NAIP 5.24 8.25 5.09 3.65
NAMPT | 4.76 3.25 3.99
NFE2L2 1.81 1.75 2.18

NFIL3 2.59 4.36 1.99 1.73
PLAUR 3.77 6.61 5.18 3.3
PLSCR1 9.05 5.76 2.78
PPP3R1 1.76 1.67 1.6

PRKAR1A |3.25 1.52 1.63

S100A12 |2.39 2.25 1.79 1.76
SERPING1 6.89 3.09 2.13
SIRPA 1.93 1.54 -1.61
SLC11A1 |3.6 1.9 1.66 2.27
SOCS3 2.11 2.94 2.15

SP110 3.38 8.54 1.63
SRPK1 5.38 6.1 4,72 1.66
STAT1 1.65 12.7 1.58
TLR1 1.85 1.81 2.21

TLR4 1.87 1.66 1.85 1.59
TLR5 4 7.48 1.83
TLR6 2.68 2.24 1.83

TLR8 2.63 2.49 2.5 1.68
TREM1 1.69 1.62 1.55 -1.91
TRIM5 1.56 1.75 2.65
UBE2D1 |7.63 2.36 1.87

VASP 1.83 1.55 2.47
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4.3. MeV ile Ham Veri Analizi

miRNA veri setlerinin tamaminda (GSE111311, 214S106, 3155096) ve MeV
4.9.0 — Multiple Experiment Viewer programi kullanilarak AAA hastalari ve kontrol
gruplari karsilastirildi. Bu veri setleri icerisine dahil edilen hastalarin tamami tedavi
alan hastalardir. Bu hastalarda klinik ciddiyete gére kolsisin, anakinra, sertolizumab,
etanercept, kanakinumab ilaglari ile bir veya ikili kombinasyon sekilde tedavi
yapiimaktadir. SAM (Significance Analysis of Microarrays) analizi gerceklestirildi,
ardindan ifadesi 2 kat ve lzeri artan veya azalan miRNA’lar tespit edildi (FDR<0.10)

(Sekil 4.7).

10 AAA Hastasi 12 AAA Hastasi 19 AAA Hastasi
Bireyler 9 Saglikh Kontrol 6 Saglikh Kontrol 6 Saglikli Kontrol

hsa-miR-4454 hsa-miR-30e-3p  hsa-miR-1254
hsa-miR-7975 hsa-miR-30e-5p  hsa-miR-19b
hsa-miR-144-3p  hsa-miR-197-3p  hsa-miR-151b
hsa-miR-92a-3p hsa-miR-197-5p  hsa-miR-1263
hsa-miR-1308 hsa-miR-455-3p

miRNA'lar

Sekil 4.7. MeV analizi sonucunda veri setlerinde ifadesi degisen miRNA’lar.

4.4. mRNA Yolak Analizi ve miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi

BRB-ArrayTools sonucunda ifadesi degisen genler DAVID programi ile analiz
edilerek ortak yolak analizleri yapilmis olup, InnateDB veri tabaninda inflamasyonla
iliskileri dogrulananlar ile analize devam edilmistir. Kategori olarak KEGG Pathway
secilmis olup, P Value sitununda p degeri<0.05 anlamlilik siralamasina goére
secilmistir. Ortak bulunan genlerin yogunlugu Genes baslikh situn altinda

belirtilmistir (Sekil 4.8).
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46 chart records

| suoast | ategory

O KEGG PATHWIAY sathwa 5
O KEGG PATHWAY Influenza & RT i0 5.3E-7 38E-5
O KEGG PATHWAY HOC-like receptor signaling | RT 10 9.9E-7 4 BE-5
O KEGG PATHWAY Lipid and atherosclerosis RT i0 3.6E-6 13E-4
O KEGG PATHWAY Tuberculosis RT L] 4.1 B.7E-& 25E-4
O KEGG PATHWAY Measies BT 8 1.5E-5 3.5E-4
(] KEGG PATHWAY RT L] 7E-5 35E-4
O KEGG PATHWAY Legicnellosis RT [ 1.9E-5 3.5E-4
O KEGG PATHWIAY Mecroptasis BT 8 12.5  3.6E-5 5.7E-1
O KEGG PATHWAY Salmonella infection RT 9 141 BBE-5 13E-3
O KEGG PATHWAY Hesiy lingage RT [ 9.4 2.7E-4 35E-3
O KEGG PATHWAY Hepatitis C RT 7 08 Z20E-4 35E-3
O KEGG PATHWAY Chagas disease RT [ 9.4 3.1E4 35E-3
O KEGG PATHWAY Hepatitis B BT 7 10.2 3.5E4 3.6E-3
(] KEGG PATHWAY Coronavirus disease - COVID-15 RT a8 125 3.BE-d -3
O KEGG PATHWAY Shigellosis BT 8 125 5.5E-4 4.7E-3
O KEGG PATHWAY Inflammatory bowel disease BT H 7.B 5.5E 4.7E-3
O KEGG PATHWAY Meutrophil extracellular trap formalion RT 7 109 B.1E-4 6.5E-3
O KEGG PATHWAY Osteoclast dlferantialion BT [ 9.4 B.BE-1 B.5E-3
O KEGG PATHWAY Kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection RT 7 108 90E-4 6.5E-3
O Partussis BT 5 7.8 0E-3 6.9E-3
O KEGG PATHWAY Leishmaniasis RT 5 7B 1.0E-3 6.9E-3
(] KEGG PATHWAY Fluid shear siress and atherosclerosis RT [ g4 1.3E-3 B.1E-3
O KEGG PATHWAY Complernent and coagqulalion cascades BT 5 7.8 1.5E-3 0.2E-3
O KEGG PATHWAY CeLype lectin receplor signaling pathwey RT 5 7.8 3.2E-3 1.8E-2
O KEGG PATHWAY Thi? cell dilferentiatica RT E 7.8 3.6E-3 2.0E-2
O KEGG PATHWIAY TNF signaling patiway BT H 7.8 4.1E3

O KEGG PATHWAY Cytosalic DNA-sensing_path BT ] 6.2 6OE-3

O KEGG PATHWAY Epstein-Bar yirus infec [ 0.4 BA4E-3

O KEGG PATHWAY Cytokine-cytokine recepior interaction 7 i0e 73E-3

O KEGG PATHWAY Herpes simplex virus 1 infection RT e 0 141 7IE-3

Sekil 4.8. DAVID ile ifadesi degisen genlerin ortak yolak analizleri.

DAVID programi ile bulunan yolaklar arasindan inflamasyonla dogrudan iliskili
olup bu yolaklarda goérev alan genler tespit edilmistir (Tablo 4.4). Ayrica bu genlerin

inflamasyonla iliskisi InnateDB veri tabani ile dogrulanmistir.
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Tablo 4.4. DAVID programi ile bulunan inflamasyonla iligkili yolaklar ve bu yolaklarda

gorev alan genler.

KEGG Pathway

Genler

Toll-benzeri Reseptoér Sinyal Yolagi
(Toll-like receptor signaling pathway)

TLR1, TLR6, TLR5,
TLR7/8, TLR4, IRF7, STAT1, IL1B,
MAPK14

NOD-benzeri Reseptor Sinyal Yolagi
(NOD-like receptor signaling pathway)

NAMPT, IRF3/7, NAIP,
CASP1, AIM2, IL1B,
STAT1/2, CASP4, TLR4, MAPK14

inflamatuvar Bagirsak Hastalig
(Inflammatory bowel disease)

IL1B, IL4R, STATI,
TLR4, TLR5

Notrofil Hicre Disi Tuzak Olusumu
(Neutrophil extracellular trap
formation)

CASP1, CASP4, CR1,
FPR2, MAPK14, TLR4, TLR8

Th17 Hiicre Farkhlasmasi
(Th17 cell differentiation)

IL1B, IL4R, STAT1,
MAPK14, PPP3R1

TNF Sinyal Yolagi

CFLAR, FAS, IL1B,

(TNF signaling pathway) MAPK14, SOCS3
MAPK Sinyal Yolagi FAS, MKNK1, DUSP1,
(MAPK signaling pathway) IL1B, MAPK14, MEF2C, PPP3R1

Sitokin-sitokin Reseptor interaksiyonu
(Cytokine-cytokine receptor interaction)

CXCR1, FAS, CSF2RB,
IL1B, IL1R2, IL13RA1, IL4R

JAK-STAT Sinyal Yolagi

CSF2RB, IL13RA1,

(JAK-STAT signaling pathway) IL4R, STAT1, SOCS3
Th1 ve Th2 Hiicre Farklilagsmasi IL4R, MAPK14,
(Th1 and Th2 cell differentiation) PPP3R1, STAT1

Apoptozis
(Apoptosis)

BID, CFLAR,
FAS, CSF2RB

Kompleman ve Koaglilasyon Kaskadlari
(Complement and coagulation
cascades)

CD55, CD59,
CR1, PLAUR, SERPING1

Prolaktin Sinyal Yolagi
(Prolactin signaling pathway)

MAPK14, STAT1, SOCS3

Sitozolik DNA-algilama Yolagi
(Cytosolic DNA-sensing pathway)

AIM2, CASP1,
IRF7, IL1B

C-tipi Lektin Reseptori Sinyal Yolagi
(C-type lectin receptor signaling
pathway)

CASP1, IL1B, MAPK14,
PPP3R1, STAT1




49

BRB-ArrayTools sonucunda ifadesi degisen, inflamasyonla iligskili mRNA’lar,
miRNA veri setlerinden bulunan ifadesi degisen miRNA’larin hedef genleri olarak
TargetScan veri tabaniile tanimlanmistir. Analizler sonucunda ifadesi degisen miRNA-
hedef mRNA iliskisinin belirlenmesi icin, ifadesi azalan miRNA-ifadesi artan gen ve

ifadesi artan miRNA-ifadesi azalan gen baglantisi kurulmustur (Sekil 4.9).

a) ifadesiazalan miRNA’lar ve ifadesi artan genler

miRNA
Genler -) hsa-miR-92a-3p hsa-miR-197-3p hsa-miR-197-5p hsa-miR-1254
(+)
X x x
X

CD59
CSF2RB
DUSP1
NAMPT

SERPING1
CR1

x  x  x x

FAS
FPR2
IL13RA1
MAPK14
MKNK1
NAIP

X X X X X X ®x =
x
x

STAT1

b) ifadesi artan miRNA’lar ve ifadesi azalan genler

miRNA (+)
hsa-miR-144-3p hsa-miR-7975 hsa-miR-30e-3p hsa-miR-30e-5p
Gen (-)
X X X X

MEF2C

Sekil 4.9. ifadesi artan/azalan miRNA’lar ve ifadesi azalan/artan genler.

BRB-ArrayTools analizi sonucunda en az (g hastalik grubu arasinda ifadesi
degisen inflamasyonla iliskili bulunan genlerden, MeV analizi sonucunda ¢ikan
miRNA’larin  hedef genleri olmayanlar ve bu miRNA’lardan ifadesi degisen

inflamasyonla iliskili bulunan genlerden hicbirini hedeflemeyenler ayrica

belirlenmistir (Sekil 4.10).
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a) b)
CASP1 iLig TLR4 hsa-miR-1308
AlM2 CA5P4 TLRS hsa-miR-19b
TLR1 CFLAR TLR6 hsa-miR-4454
CXCR1 ILIR2 TLRS hsa-miR-151b
cD55 IL4R 50cs3 hsa-miR-1263
PPP3R1 IRF7 PLAUR hsa-miR-455-3p

Sekil 4.10. BRB-ArrayTools analizi sonucunda c¢ikan ifadesi degisen inflamasyonla
iliskili genlerden miRNA’larin hedeflemedigi genler (a) ve ifadesi degisen
inflamasyonla iliskili bulunan genlerden hicbirini hedeflemeyen

miRNA’lar (b).

4.5. miRNA-hedef mRNA iliskisinin Belirlendigi mRNA’larin Kodladigi

Proteinlerin Protein-Protein iliskilerinin STRING Veri Tabani ile Gosterilmesi

BRB-ArrayTools ve MeV analizleri sonrasinda ifadesi degisen miRNA’larin
mRNA’larin kodladigl proteinlerin aralarindaki protein-protein etkilesimleri STRING
veri tabani ile arastirilmistir. Ortaya cikan ag goriintlisiinde, diger proteinlerle en ¢ok
etkilesime girmis STAT1 olup, MAPK14 ve CSF2RB proteinleri ile arasinda ¢ikan pembe
¢izginin temsiliyle deneysel olarak ispatlanmistir. STAT1 proteininin, MAPK14, FAS,
CSF2RB, IL13RA1, DUSP1 proteinleriyle baglantisi sari ¢gizginin temsiliyle literatlirden
kanitlanmistir. Deneysel olarak baglantisi gosterilmis olan proteinler, MKNK1 ve
MAPK14, DUSP1 VE MAPK14, CR1 ve SERPING1’dir. Aralarindaki baglantinin mavi
¢izginin temsiliyle veri tabanindan ispatlandigl proteinler ise, MAPK14 ve STAT],
MKNK1 ve MAPK14, DUSP1 VE MAPK14, STAT1 ve IL13RA1, STAT1 ve CSF2RB’dir.
Baglanti cizgisi sari ile gosterilmis literatliirde gecen diger proteinler, MKNK1 ve
MAPK14, DUSP1 VE MAPK14, CR1 ve CD59, SERPING1 ve CD59, CR1 ve SERPING1'dir.
Aralarindaki baglanti cizgisi siyah olup, birlikte ifade olan genleri temsil eden

proteinler, STAT1 ve IL13RA1, STAT1 ve DUSP1, STAT1 ve CSF2RB, STAT1 ve FAS'tir.
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Diger yandan, FPR2, NAIP ve NAMPT proteinleri higbir proteinle baglantil
bulunmamistir (Sekil 4.11).

CSF2RB

4
£

IL13RA1

© @
mCRl SERPING1
O—®

NAIP FPR2 NAMPT

8" @ee

Sekil 4.11. ifadesi azalan miRNA’larin hedefledigi ifadesi artan genlerin kodladigi

proteinler ve protein-protein iliskileri.

ifadesi artan miRNA’larin hedefledigi-ifadesi azalan genlerin kodladigi MEF2C
proteininin diger proteinlerle etkilesimi ag gorintisinde belirtilmistir (Sekil 4.12).
MEF2C ve MAPK14 proteinlerinin iliskisi, pembe cizgiyle deneysel olarak, sari cizgiyle
literatlirde, mavi gizgiyle veri tabanindan bulundugu temsil edilmistir. Birbirleriyle

baglantisi bulunmamis proteinler ise NAIP, FPR2 ve NAMPT'tir.
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Sekil 4.12. ifadesi artan miRNA’larin hedefledigi-ifadesi azalan genin kodladigi MEF2C

proteini ve protein-protein iliskileri.
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Tez kapsaminda segilmis olan hastaliklara sebep olan genler (MEFV, NLRP3,
TNFRSF1A, MVK) tarafindan kodlanan proteinler ile miRNA-mRNA analizlerimiz ile
one gikan proteinlerin Sekil 4.12’de gosterilen protein iligkileri yine STRING araciligiyla

arastinilmistir (Sekil 4.13).

MKNK1

DUSFP1

IL13RA1

CSFZRB
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\ "1
SERPING1
&
FPR NAMPT

Sekil 4.13. MEFV, NLRP3, TNFRSF1A, MVK tarafindan kodlanan proteinler ile protein-

protein iliskileri.

TNFRSF1A ve STAT1, TNFRSF1A ve MAPK14, TNFRSF1A ve FAS proteinleri
arasindaki deneysel ispatlanma pembe ¢izgiile belirtilmistir. MEFV ve NAIP, NLRP3 ve
NAIP, NLRP3 ve STAT1, TNFRSF1A ve STAT1, TNFRSF1A ve MAPK14, TNFRSF1A ve FAS

arasindaki sari gizgiler literatlrde ispatlandiklarini belirtmistir.
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5. TARTISMA

“Otoinflamatuvar hastalik” adi 1999 yilinda McDermott ve arkadaslar
tarafindan oOnerilmistir. Bu hastalik grubu, bagisikhk yanitinin her asamasinda
meydana gelebilecek diizenlemelerden kaynaklanmaktadir. Dogal bagisiklik yaniti,
organizmay! tehdit eden veya yok eden eksojen ve endojen tehlikelerden korumak
icin gelismistir. Bagisiklik yanitinin amaci, tehlikenin kaynagini ortadan kaldirmak ve
doku fonksiyonunu, homeostazi yeniden saglamaktir. Dogal bagisiklik sistemi,
eksojen ve endojen molekdiler birimleri taniyan sinirli sayida reseptor kullanmaktadir.
Ana hiicre tipleri monositler, makrofajlar ve nétrofillerdir. ilgili yolak aktive
edildiginde, bagisiklik hicrelerini dokulara almak ve doku savunmasini koordine
etmek icin proinflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin Gretimi baslamaktadir. Aktif
kaspaz-1, temel sitokinlerin salgilanmasi gibi bagisiklik tepkisini ve inflamasyonu
diizenlemek icin cok cesitli hiicresel olaylari katalize edebilmektedir. Kaspaz-1'in pro-
IL-1B'yi biyoaktif formu olan IL-1B’ye donistirme yetenegi tanimlanmistir. Biyoaktif

form IL-1B, sitoplazmadan kan dolasimina salinmaktadir. [2,6].

Yapilan ¢alismalar sonucunda, ¢cogu otoinflamatuvar hastaligin tek genlerdeki
mutasyonlarla glgli bir genetik arka plana sahip oldugu belirlenmistir. Bunlarin
arasindan en iyi bilinen, molekiiler mekanizmalarina bagli olarak inflamazomopatiler
veya IL-1B-aktivasyon sendromlari olan AAA, CAPS, MKD, ve bir protein-katlanma
bozuklugu olan TRAPS hastaliklari esas olarak deriyi, mukozayi, kaslari, eklemleri ve
sindirim sistemini etkileyen klinik belirtileriyle iliskili olarak ani ates ataklari ile kendini
gosteren, tekrarlayan sistemik inflamasyon ataklari ile karakterizedirler [2]. Bununla
birlikte, cevresel etkinin fenotipi modile ettigi poligenik veya ¢ok faktorla
otoinflamatuvar hastaliklar da tanimlanmistir. PFAPA gibi cok faktorll hastaliklar icin
patogenez hala bilinmemektedir, ancak terapé6tik kanitlarla da desteklenen
immunolojik mekanizmalari degerlendirmeyi amacglayan c¢alismalar, PFAPA
sendromunu iliskilendiren bir¢ok cevresel tetikleyiciye yanit olarak anormal bir IL-1
salimini vurgulamistir [56]. Bu tez c¢alismasi, inflamasyon ile iliskili benzer bir
molekiler patogenezin gorildigi AAA, CAPS, TRAPS, MKD ve PFAPA otoinflamatuvar

hastaliklarini  omik vyaklasimlar dogrultusunda bir arada degerlendirerek, bu
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hastaliklarda etkilenen inflamatuvar yolaklarda énemli olabilecek ortak mRNA’lar,
miRNA’lar ve hedef aldiklari proteinlerin arastiriimasini hedeflemektedir. Bu
kapsamda calismaya dahil edilen mRNA ve miRNA veri setlerinden, AAA, CAPS, TRAPS,
MKD ve PFAPA hastaliklarinin klinik bulgulariile seyreden, toplamda 43 AAA, 33 CAPS,
29 TRAPS, 58 MKD, 6 PFAPA hastasi ve bu hastaliklara dair herhangi bir hastalik
oykisl bulunmayan 117 saglikh bireye ait ham verilere sahip GSE17732, GSE43553,
GSE40561, GSE97075 veri setleri, TUBITAK projelerinde (2145106, 3155096) yer alan
hasta ve kontrol gruplarini icermektedir. Calisma kapsaminda secilen veri setlerinde
platform ve 6rnek tipi benzerlikleri g6z 6niinde tutulup, platform tiirlinlin Affymetrix
veya lllumina, 6rnek tipinin tam kan veya periferik kan mononikleer hiicre olmasina

dikkat edilmistir. Boylece analiz sonuglarinin daha homojen ¢ikmasi saglanmistir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin ilk asamasinda, platform ortakligina ve
benzer 6rnek tiplerine sahip olmalarindan dolayi literatlirde yer alan GSE17732 ve
GSE43553 veri setleriyle R programi kullanilarak baslanmasina karar verilmistir.
Boylece bir veri setine ait ham verilerinin programa okutulmasi, analize hazir hale
getirebilmek icin uygulanmasi gereken on islem basamaklari, histogram, box plot
grafiklerinin gizilmesi, PCA uygulanmasi, hastalik grubu diizeyinde ANOVA ve Post-hoc
testlerinin uygulanmasi ve son olarak gen ekspresyon analizlerinin uygun kodlarini

yazip R programinda galistiriimasi 6grenilmistir.

Tezin ikinci asamasinda, GSE17732 ve GSE43553 veri setlerine ait Affymetrix
platformundan farkl olarak, GSE40561 ve GSE97075 veri setlerinin Illlumina
platformuyla calisiimasina imkan veren BRB-ArrayTools programi sayesinde tim
MRNA veri setlerinin analizlerine tek program ile devam edilmistir. Hasta ve saglikli
kontrol gruplarinin kiyaslanmasi sonucu ifadesi 1.5 kat ve Uzeri artan veya 1.5 kat ve
Uzeri azalan ortak genler tanimlanmistir (p degeri <0,05). GSE111311, 3155096 ve
2145106 miRNA veri setlerinde ise MeV 4.9.0 — Multiple Experiment Viewer programi
kullanilarak hastalik ve kontrol gruplari karsilastirilmistir. SAM (Significance Analysis
of Microarrays) analizi gerceklestirilip, ardindan ifadesi 2 kat ve Gzeri artan veya

azalan miRNA’lar tespit edilmistir (FDR<0.10).
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Tezin lc¢lincl asamasinda, BRB-ArrayTools analizi sonucunda ifadesi degisen
genlerin DAVID programinda ortak yolak analizleri yapilmis ve inflamasyonla iligkileri
InnateDB veri tabani ile arastirilmigtir. Yolak analizleri sonucunda inflamasyonla iligkili
oldugu saptanan genlerin, sadece AAA hastalari igin yapilan MeV analizleri sonucunda
ifadesi degisen miRNA’larin hedef genleri olup olmadigl TargetScan veri tabani ile
arastirilmistir. Analizi gerceklestirilen miRNA veri setlerinin tamaminda sadece AAA
hastalari ile kontrol grubu arasinda karsilastirilma yapilmasi bu analizler agisindan
sinirlayici bir durum olarak karsimiza gikmaktadir. Ancak segilen otoinflamatuvar
hastaliklar igerisinde AAA hastaliginin daha sik goriilmesi nedeniyle bu hastalikta
uygun miRNA veri setlerine ulasilabilmistir. Bu analizler neticesinde ifadesi artan hsa-
miR-144-3p, hsa-miR-4454, hsa-miR-7975, hsa-miR-30e-3p hsa-miR-30e-5p’nin
hedefinde olan ifadesi azalan MEF2C geni ve ifadesi azalan hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-
197-3p, hsa-miR-197-5p, hsa-miR-1254’lin hedefindeki ifadesi artan STAT1, CD59,
CSF2RB, DUSP1, NAMPT, SERPING1, CR1, FAS, FPR2, IL13RA1, MAPK14, MKNK1 ve

NAIP genleri tespit edilmistir.

Tezin son asamasinda, ifadesi degisen miRNA’larin hedefledigi mRNA’larin
kodladigi proteinler ve protein-protein iliskileri STRING veri tabani Uzerinden
arastinlmistir. ifadesi azalan miRNA’lar-ifadesi artan genler eslestirmesi sonucunda
GSE17732 veri setinde AAA, GSE17732 veri setinde PFAPA ve GSE40561 veri setinde
CAPS hastalik gruplarinda ortak olarak ifadesi artan, 6ne ¢ikan genlerden biri STAT1
olmustur. STATI1, Janus kinaz/sinyal donlstiriclsinin ve transkripsiyon sinyal
yolaginin (JAK/STAT) aktivatoriniin temel bir bilesenidir. Bu yolak, ¢esitli sitokinler ve
blylume faktoérleri icin 6nemli bir sinyal yolagidir. Aktivasyonu, bagisiklik yanitindaki
hiicre proliferasyonu, farklilasma, go¢ ve apoptoz gibi genis hiicresel fonksiyonlari
uyarmaktadir [57]. Literatirdeki bir calismada, STAT1'in fosforilasyonunun artmasiyla
NLRP3 inflamazom aktivitesini baskiladigl, bodylece kaspaz-1'e bagh IL-1B
olgunlasmasini onledigi gosterilmistir [58]. Diger bir transkriptom analizi ¢alismasi,
akut timor nekroz faktér (TNF) stimiilasyonunun, mononikleer kemokinlerin
ekspresyonunu secici olarak arttiran bir interferon dizenleyici faktér-1 (IRF1)-

interferon-beta (IFN-B)-interferon-alfa/beta reseptdrii (IFNAR)-STAT1 diizenleyici
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yolagiyla endotelyal hicrelerde gicli bir interferon (IFN) tip | yaniti indikledigini
ortaya koymustur [59]. GSE1773 veri setinde CAPS, AAA ve PFAPA, GSE40561 veri
setinde CAPS hastalik gruplarinda ortak olarak ifadesi artan genlerden bir digeri olan
NAIP, inflamazomlari aktive eden Nikleotit baglama ve oligomerizasyon alani (Nod)-
benzeri reseptorlerden (NLRs) biridir [60]. Tez kapsaminda secilen hastaliklara sebep
olan genlerin kodladigi proteinleri dahil edildigi STRING analizi sonuglari
incelendiginde, protein-protein iliskileri acisindan NAIP’in, yalnizca MEFV ve NLRP3
ile baglantili oldugu gorilmektedir. AAA hastaligina sebep olan MEFV genindeki
mutasyonlarla iliskilendirilen pyrin inflamazomu, diger yandan CAPS hastaligi igin
NLRP3'te meydana gelen mutasyonlar ile iliskilendirilen NLRP3 inflamazomu
dislnlirse, gosterilen bu iliskinin NAIP proteininin bu hastaliklara etkisi agisindan
onemli olabilecegi fikrini giiclendirmektedir. GSE1773 veri setinde CAPS, AAA ve
PFAPA, GSE40561 veri setinde CAPS hastalik gruplarinda ortak olarak ifadesi artan bir
diger gen FAS olup, protein-protein iliskilerinde tez kapsaminda secilen hastaliklardan
sadece TNFRSF1A ile baglantisi bulunmustur. TNFRSF1A, insanlarda 29 protein iceren
ve TNF ailesinin bir veya daha fazla sitokiniyle etkilesime giren TNF reseptorlerinin
sliper ailesine aittir. Apoptozu baslatan hiicre disi sinyal yolaklari, transmembran
reseptor aracih etkilesimleri igerir. Bunlar arasinda TNF reseptdr geni sliper ailesinin
Uyesi olan TNFRSF1A’nin yaninda 6lim reseptorlerinden FAS dahil olmak lizere ¢esitli
dyeleri tanimlanmistir [61]. Hicre 6limu regilasyonundaki roliiniin yani sira, bu
reseptorlere ligand baglanmasi, NF-kB inflamatuvar yolagini veya kaspaz aracili
sinyallemeyi aktive etmek icin roli olan bir membran kompleksinin olusumuna yol
acar [62]. GSE1773 veri setinde CAPS, AAA ve PFAPA, GSE40561 veri setinde CAPS
hastalik gruplarinda ortak olarak ifadesi artan MAPK14 geni, tez kapsaminda segilen
hastaliklardan sadece TNFRSF1A ile baglantili bulunmustur. Dogal bagisiklikta yer alan
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) siiper ailesinin dort alt grubundan biri olan
p38 kinazlarin Uyelerinden MAPK14 (p38a), cesitli transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu dlzenler [63]. Baska bir calismada, kanakinumab ile tedavinin
baslamasindan 6nce ve sonra TRAPS hastalari ve saglkli kontrollerin transkriptomu

karsilastirilmistir. Tedaviden 6nce, TRAPS hastalarinda saglkli kontrollere kiyasla
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TNFRSF1A, IL-16, MAPK14 ve NFKB1'nin gen ekspresyonu tespit edilmistir. Bununla
birlikte, kanakinumab tedavisinden 15 giin sonra gen ekspresyonu tamamen
normallestirilmis olup, MAPK14'in TRAPS patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir [62]. Protein aginda yer alan diger proteinler (MKNK1, DUSP1, IL13RA1,
CSF2RB, CR1, CD59, SERPING1) literatlirde otoinflamatuvar hastaliklarla dogrudan
iliskili bulunamamustir. Literatirde inflamasyon ile iliskisi diger hastalik gruplariyla
tespit edilen protein-protein etkilesimi bulunan MAPK14 ve STAT1'dir. Yapilan
calismada JAK/STAT ailesi genlerinin ekspresyonu, MAPK14 ile 6nemli olglde
iliskilendirilmistir; oksidatif fosforilasyon, interferon-alfa (IFNa) yaniti ve PI3K-Akt-
mTOR sinyallesmesi vb. aktivasyonlara katilmaktadir [64]. iliskisi tespit edilen diger iki
protein STAT1 ve CSF2RB olup Romatoid Artrit hastalarinin tanimlanmasinda
literattirdeki transkriptom bazli bir calismada JAK/STAT'a bagh bir gen diizenleyicide
bu iki protein iliskili bulunmustur [65]. Literatiirde yer alan |0kosit sayisi varyasyonunu
arastiran bir calismada, IL13RA1 ve STATI ifadesi azalan olarak bulunmus olup KEGG
Pathway (zerinden sirasiyla sitokin-sitokin reseptor interaksiyon yolagi ve kemokin

sinyal yolaginda bulunmuslardir [66].

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
inflamasyon ile iliskili benzer patogenezin goruldigu, AAA, CAPS, TRAPS, MKD ve
PFAPA otoinflamatuvar hastaliklarinda ortak yolaklarin etkilendigi fikri desteklenmistir.
Analizler sirasinda, 6zellikle mRNA analizlerinde farkli zamanlarda yapilmis olan, farkh
hastaliklari ve hastalari iceren, degisik platformlarin kullanildigi veri setleri incelenmis ve
tim bu farkhliklara ragmen ortak olarak degisen inflamasyonla iliskili mRNA’lar ve
bunlarin miRNA veri setleri icerisinde degisen miRNA’lar ile baglanti kurabilecegi tespit
edilebilmistir. Bu molekiillerin inflamasyonda gorev alan proteinleri kodladigi ve bu
proteinlerin protein-protein iliskilerinin gosterilmesi ise bu hastaliklarin molekiler
temelleri agisindan 6nemli olabilecek aday proteinleri belirlememizi saglamistir. Bu
bilgiler 1s18inda; tamamen biyoinformatik araglar kullanilarak elde edilen, aday mRNA’lar,
miRNA’lar ve mRNA’lar tarafindan kodlanan proteinler lzerine islak laboratuvarda
ileri analizler yapilarak ilgili hastaliklar agisindan miRNA'larin hedef aldigi genler ile bu

yolaklarda mRNA’lari nasil diizenledigi ve protein-protein etkilesimlerinin hicresel
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diizeyde incelenmesi 6nem kazanmistir. Tez kapsaminda elde edilen bu 6n bilgiler,
benzer fenotipin gorildigi; AAA, CAPS, TRAPS, MKD, PFAPA ve diger otoinflamatuvar
hastaliklar icin yeni bir bakis agisi ile literatlire dnemli bir katki sunmus olacak, uzun
vadede ise bu hastaliklar igin yeni tani ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katki

saglayabilecektir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuglar

R programinda yapilan analizler sonucunda GSE17732 ve GSE43553 veri
setleriicerisinde 10 gen (RPS4Y1, DDX3Y, KDM5D, GMPR, SLC4A1, SELENBP1,
IFI44, FAS, EIF1AY, LINS), ortak olarak 1.5 kat ve Uzeri artan/azalan genler
olarak bulunmustur.

BRB-ArrayTools programi ile GSE17732, GSE43553, GSE40561 ve GSE97075
veri setlerindeki ham veriler analiz edilmistir. Hastalik gruplari arasinda en az
Uc tanesinde ortak olarak yer alan, ifadesi 1.5 kat ve Uzeri artan/azalan 226
gen tespit edilmistir.

Ortak olarak ifadesi degisen 226 gen icerisinde DAVID programi ile yapilan
yolak analizleri ve InnateDB veri tabani ile inflamasyonla iliskisi dogrulanan
64 gen belirlenmistir.

Secilen hastaliklarla iliskili miRNA verileri (GSE111311 veri seti, 2145106 ve
3155096). MeV programi ile analiz edilmistir. Bu analizler sonucunda ifadesi
2 kat azalan 5 miRNA (hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-197-3p, hsa-miR-197-5p,
hsa-miR-1254, hsa-miR-1308), ifadesi 2 kat artan 9 miRNA (hsa-miR-144-3p,
hsa-miR-4454, hsa-miR-7975, hsa-miR-30e-3p, hsa-miR-30e-5p, hsa-miR-
151b, hsa-miR-1263, hsamiR-455-3p, hsa-miR-19b) tespit edilmistir.

MeV analizi sonucunda ¢ikan miRNA’larin, BRB-ArrayTools analizi sonucunda
inflamasyonla iliskisi dogrulanmis genler arasindan hedefledikleri 14 gen
(CD59, CSF2RB, DUSP1, NAMPT, SERPING1, CR1, FAS, FPR2, IL13RA1,
MAPK14, MKNK1, NAIP, STAT1 ve MEF2C) tespiti yapiimistir.

Analizler sonucunda elde edilen genlerin ve miRNA’larin hedefledigi
proteinler ve protein-protein iliskileri STRING veri tabaninda arastiriimistir.
STAT1, diger proteinlerle ylksek oranda baglantili olarak bulunmustur.

Tez kapsaminda secilen hastaliklara sebep olan MEFV, NLRP3, TNFRSF1A ve
MVK proteinlerinin analiz sonuglarindan ¢ikan diger proteinlerden NAIP,

STAT1, MAPK14, FAS ile dogrudan iliskileri tespit edilmistir.
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6.2. Oneriler

Tim veri setleri birden fazla biyoinformatik program ile analiz edilerek
karsilastirma yapilabilir.

Diger otoinflamatuvar hastaliklarin da gruplandirilarak dahil edilmesiyle
benzer analizler tekrar edilebilir.

Dahil edilen poligenik otoinflamatuvar hastalik sayisi arttirilabilir. Boylece
poligenik hastaliklari da kendi aralarinda gruplayarak monogenik hastaliklar
ile karsilastirilmasi daha segici olarak yapilabilecektir.

MeV analizi sonucunda ¢ikan miRNA’larin ve BRB-ArrayTools analizi
sonucunda ortaya cikan mRNA’larin kendi otoinflamatuvar hastalik grubu
orneklemimizde RT-PCR ile validasyonlari yapilabilir. Deneysel olarak one
ctkan mRNA'lar tarafindan kodlanan proteinlerin, hastalara ait dokularda veya
hiicre kulturi ortaminda; Western blot, ELISA gibi yontemlerle miktar
analizleri, immiin-boyama, immin c¢oktirme gibi yontemler ile protein-

protein etkilesimleri arastirilabilir.
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