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OZET

Coklu-Omik Verilerin Biitiinlesik Analizi Ile Romatoid Artrit Hastaligina
Yonelik Biyobelirteclerin Belirlenmesi

Celen, Tugce
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Danigsman: Dr. Ogr. Uyesi Muhammed Erkan Karabekmez
Agustos 2023

Romatoid artrit (RA) kemik asimnmasi, eklem iltihabi, kikirdak tahribati ile
karakterize inflamatuar otoimmiin bir hastaliktir. Coklu-omik analizleri,
transkriptom, metilom gibi cesitli biyolojik bilesenleri aym1 anda
degerlendirmeyi miimkiin kilarak, karmasik hastaliklarin temel nedenleri ve
etkilesimleri hakkinda daha kapsamli ve biittinctil bir anlayis saglar. Bu
calismada gesitli biyoinformatik analiz araglar1 kullanilarak RA’nin
patogenezinde ©nemli biyobelirtecler, fonksiyonel yolaklar ve terapdotikler
belirlenmistir. RA hastalar1 ve saglikli kontrollere ait sinovyum, PBMC, T ve B
hiicreleri kullamilan transkriptomik ve metilomik veri kiimeleri entegre
edilmistir. Gen ifadesi farklilasan genler (DEG) ve metilasyon yogunlugu
farklilasan  genler (DMG) tespit edilerek zenginlesim analizleri
gerceklestirilmistir. DEG ve DMG’ler kullanilarak olusturulan RA baglamina
0zgl protein-protein etkilesim agina anahtar diizenleyici TF'ler eklenmis ve
agmn topolojik ozellikleri arastirilmistir. Bu analizler sonucunda CD44, CASPS,
TRIM22, SAMDY9, FOXO3 genleri potansiyel biyobelirtecler olarak
belirlenmistir ve bu genlerin c¢ogunlukla RA’da hiicre ¢ogalmasi,
programlanmis hiicre olimii ve hiicre farklilasmas: ile ilgili oldugu
gortilmistiir. Organik maddeye tepki, kimyasal tepki, apoptotik stirecin pozitif
dtizenlenmesi, bagisiklik sistemi stireci vb. biyolojik stirecleriyle hiicre dongtisii
ile Epstein-Barr viriis enfeksiyonu yolaklar1t RA'nin patogenezinde rol oynayan
onemli yolaklar arasinda ortaya cikmistir. Ilag yeniden konumlandirma
analizleri ile bu biyobelirtecleri hedefleyen 34 ila¢ tespit edilmistir. Bunlar
arasindan Infigratinib, Bosutinib ve Selinexor ile ilgili RA’ya yonelik calisma
bulunmadigindan yeniden konumlandirilan potansiyel ila¢ adaylar1 olarak
onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: romatoid artrit, transkriptomik, metilomik, ¢oklu-omik
analiz, veri entegrasyonu



ABSTRACT

Identification of Biomarkers for Rheumatoid Arthritis Disease by Integrated
Analysis of Multi-Omic Data

Celen, Tugce
Master Thesis, Department of Bioengineering
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Muhammed Erkan Karabekmez
Agustos 2023

Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory autoimmune disease
characterized by bone erosion, joint inflammation and cartilage destruction.
Multi-omics analyzes makes it possible to simultaneously evaluate various
biological components such as transcriptome, methylome, and provides a more
comprehensive and holistic understanding of the root causes and interactions of
complex diseases. In this study, important biomarkers, functional pathways
and therapeutics in the pathogenesis of RA were determined using different
bioinformatic analysis tools. The transcriptomic and methylomic datasets using
synovium, PBMC, T and B cells from RA patients and healthy controls were
integrated. Enricment analyzes were performed by detecting differential
expression genes (DEG) and differential methylation genes (DMG). Common
genes have been identified, both DEG and DMG. Key regulatory TFs were
added to the RA context-specific protein-protein interaction network created
using DEG and DMGs, and the topological properties of the network were
investigated. As a result of all analyzes, CD44, CASP8, TRIM22, SAMD?9,
FOXO3 genes were identified as potential biomarkers and these genes were
mostly related to cell proliferation, programmed cell death and cell
differentiation in RA. Response to organic substance, response to chemical,
positive regulation of apoptotic process, immune system process, etc. Biological
processes, cell cycle and Epstein-Barr virus infection pathway have emerged
among the important pathways that play a role in the pathogenesis of RA. 34
drugs targeting these biomarkers were identified by drug repositioning
analyzes. Among these, Infigratinib, Bosutinib, and Selinexor have been
suggested as potential repositioned drug candidates since there is no study for
RA.

Keywords: rheumatoid arthritis, transcriptomics, methylomics, multi-omic
analysis, data integration
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1. GIRIS

1.1. Romatoid Artrit (RA) Hastah@

Romatoid artrit (RA) hastaliginin ilk semptomlar1 1800 yilinda Landré-Beauvais
tarafindan fark edilmis, 1859'da Alfred Garrod tarafindan “Romatizmal Gut” olarak
adlandirilmigtir.  “Romatoid  Artrit” terimini  Archibald Garrod 1890'da yaptigi
calismalarda bu hastaliga atifta bulunmak i¢in 6nermistir (Entezami ve digerleri, 2011).
Romatoid artrit etiyolojisi tam olarak bilinmeyen inflamatuar artrit ve eklemlerde
sinoviyal doku iltihabina neden olan otoimmiin bir hastaliktir. Genellikle eller, bilekler
ve dizlerdeki eklemleri etkilerken, diger doku ve organlar da etkilenebilir. Ornegin
akcigerler, kalp ve kan damarlart (Radu ve Bungau, 2021). RA’li bir eklemde
iltihaplanmadan kaynaklanan doku hasari, agriya, dengesizlige ve sekil bozukluguna
neden olabilir. Tedavi edilmezse ileride kemik asinmasi, eklem iltihabi, kikirdakta
bozulma ve nihayetinde eklem stabilitesinin tamamen kaybi ile sonuglanabilir. RA’l1
hastalar semptomlar1 kontrol altina almak ve hastaligin ilerlemesini geciktirmek igin
hastalik modifiye edici anti-romatizmal ilaglar (DMARD) ile tedavi edilmelidir

(Burmester ve Papa, 2017; Rindfleisch ve Muller, 2005 ).

RA, romatizmal inflamatuar kas-iskelet sistemi hastaliklar1 arasinda en sik
goriilen sistemik otoimmiin bir hastaliktir ve diinya ¢apinda milyonlarca insani etkiler.
Yasla birlikte artan ve ¢ogunlukla 30 ila 65 yaslar1 arasinda baslayan bu hastalik geng
yaslarda da goriilebilir. Popiilasyona gore degisiklik gosteren RA insidansi diinya
genelinde 100.000 kisi basma yilda 10 ila 50 yeni vakadir ve kadinlarda erkeklere
oranla 3 kat daha fazla gorilmistiir. 1990°dan beri yapilan galismalara gore RA’nin
prevalanst cografi konum, sosyoekonomik durum, cinsiyet veya g¢evresel faktorlere

bagl olarak degisebilir. Gliniimiizde RA nin kiiresel prevalans orani yaklasik %0,5-%1



arasinda degismektedir ve kirsal alanlardan kentsel alanlara gidildik¢e artis goriiliir

(Finckh ve digerleri, 2022; Radu ve Bungau, 2021; Chauhan ve digerleri, 2023).

RA hastaliginin  klinik teshisi, hastanin semptomlarinin, fizik muayene
bulgulariin, laboratuvar testlerinin ve radyolojik goriintiilerin bir kombinasyonuna
dayanir. Semptomlar arasinda agri, sislik, sertlik, kizariklik, sabah tutuklugu,
yorgunluk, ates ve genel halsizlik hissi yer alirken fizik muayene ile bu semptomlarin
doktor esliginde degerlendirilmesi s6z konusudur. X-isinlar, MRI ve ultrason ile
hastaligin radyolojik goriintiileri elde edilir ve kesin bir taniya varabilmek igin
laboratuvar testleri yapilir. Bu testler arasinda RF (romatoid faktoér), ACPA (anti-siklik
sitriilinasyon peptid antikoru), ESH (Eritrosit sedimentasyon hizi), CRP (C-reaktif
protein), TSH (Tam kan sayimi) testleri mevcuttur (Rindfleisch ve Muller, 2005; Zhao

ve Li, 2018).

Romatoid artrit, hem genetik hem de ¢evresel faktorlerden etkilenen karmasik bir
otoimmiin hastaliktir. RA'nin kesin nedenleri tam olarak anlasilmamakla birlikte,
tanimlanmis birkag genetik risk faktorii vardir. Romatoid artrit ile iliskili genetik risk
faktorlerinden en 6nemlisi HLA (insan 16kosit antijeni) genlerindeki D ile iliskili
HLADRO1/04 allel varyasyonlaridir. RA gelistirme riski olan diger genler arasinda
PTPN22 (protein tirozin fosfataz 22) ve PADI4 (peptidil arginin deaminaz 4)

tamimlanmistir (Radu ve Bungau, 2021; Mclnnes ve Schett, 2017).

Diger bir risk faktorii olan epigenetik modifikasyonlarin RA 6ncesi asamadaki
rolleri fazla bilinmese de RA’da varligi kabul edilmistir. RA hastalarinda histon
deasetilasyon enzimlerinin dengesinin bozuldugu, mikroRNA’larin diizensiz ifadesi ve
bazi gen varyantlarinin oldugu goriilmiistir. ACPA+ bireylerde 500'den fazla

diferansiyel olarak metillenmis bolge tanimlanmis ve biyolojik olarak ilgili DNA



metilasyon degisiklikleri RA'da goriilenlerle Ortlismiistiir. Genetik olmayan diger
faktorlere sigara igme, hormonal faktorler, diyet ve yasam tarzi gibi bircok Ornek

verilebilir (Petrovska ve digerleri, 2021).

Romatoid artritin patogenezi, genetik yatkinlik, gevresel tetikleyiciler, otoimmiin
yanit, kronik sinovyal enflamasyon ve eklem dokularmin yikimmin bir
kombinasyonunu igerir. Bu siiregleri anlamak, hastali§1 yonetmek icin hedefe yonelik
tedavilerin gelistirilmesine rehberlik etmeye yardimci olur. Translasyon sonrasi bir
modifikasyonla arginin kalintilarina sahip proteinlerin sitriiline donlismesiyle, bagisiklik
sistemi sitriilin proteinleri yabanci olarak algilar ve bir bagisiklik tepkisi olusturur.
Romatoid faktér (RF) ve anti-sitriilin protein antikorlari (ACPA), bagisiklik sistemi
tarafindan iretilen ve RA’da en ¢ok c¢alisilan otoantikorlardir. RF, immiinoglobiilin
G'nin (1gG) Fc boliimiini hedefleyen bir immiinoglobiilin M (IgM) antikorudur. ACPA
ise RA i¢in daha ozeldir ve sitriilin proteinleri hedefler ve sinoviyal sivida birikme ile

immiin kompleksler olusturur (Radu ve Bungau, 2021).

RA’nm patogenezindeki diger faktér Hava kirliligidir. insanlar partikiil maddeyi
(PM) soluduklarinda viicutlarinda zararli serbest reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretilir.
Bu ROS, niikleer faktor kappa B (NF-KB) proteinini aktive edebilir ve bu da T yardimet
hiicre tipi 1 (Th1) 6zel bagisiklik hiicresini aktive eder. Th1 hiicreleri aktive edildiginde,
timor nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (IL-6) gibi
enflamatuar sitokinler tiretirler. Bu sitokinler, dinlenen monositleri olgun dendritik
hiicrelere doniistiiriir. Bunlar daha sonra kendi antijenlerini T lenfositlerine sunarak
onlarin hedef dokulara hareket etmelerine ve eklem iltihabina neden olur. Ayrica
RA’nin patogenezine bagirsak mikrobiyotasi, azaltilmis ultraviyole B (UVB)
radyasyonu, otofaji ve oksidatif stres de sebep olabilir (Radu ve Bungau, 2021; Mueller

ve digerleri, 2021).



1.2. Omik Teknolojiler

Omik veriler, biyolojik sistemleri hiicresel diizeyde genis 6lgekte ve biitiinciil bir
sekilde inceleyen ¢esitli tekniklerle iiretilen molekiiler veriler i¢in ortak bir terimdir.
Omik teknolojileri, bir hiicre, doku veya organizmadaki DNA, RNA, protein veya
metabolitler gibi biiyiik miktarda bulunan molekiilleri analiz etmek i¢in yiiksek verimli
yontemler kullanir. Bu yoOntemlerin entegrasyonu da sistem biyolojisinde sikga
kullanilan bir yaklasimdir. Baglica omik ¢aligmalar genomik, transkriptomik,
epigenomik, proteomik ve metabolomik teknikleri kapsamaktadir (Horgan ve Kenny,

2011; Ning ve Lo, 2010).

Ik omik teknigi olan genomik, herhangi bir canlida genleri tanimlamak ve
genlerdeki mutasyonlar1 belirlemek icin tiim genom analizi yapan bir tekniktir. Boylece
gen mutasyonlarinin hastaliklarla olan iliskisini belirler. Genomik teknikler DNA
mikroarray teknolojisi, birinci nesil Sanger dizileme, yeni nesil dizileme (NGS) ve
ticlincii nesil uzun okuma dizileme (TGS) olarak bilinir (Dai ve digerleri, 2022; Ivanova

ve digerleri, 2019).

Omik calismalarin bir digeri epigenomik ¢alismalardir. Epigenomik, DNA’nin
diziliminde bir degisiklik olmadan, gen ifadesini degistirebilen mekanizmalar1 inceleyen
bir bilim dalidir. Amaci1 genetik diizenlemeleri anlamak ve bunun fenotipe nasil
yansidigini agiga c¢ikarmaktir. Epigenomik, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari
ve c¢esitli kodlayici olmayan RNA formlar1 hakkinda bilgi icerir. Giiniimiizde ¢alisilan
en popiiler epigenetik ¢alisma alanin1 metilomik olusturmaktadir (Ivanova ve digerleri,

2019; Yokus, 2013; Kim ve Lee, 2023).

DNA metilasyonu, genlerin promotdr bolgelerinde bulunan CpG (sitozin-fosfat-

guanin) adaciklarinda meydana gelen metillenmedir. Promot6r bolgenin metillenmesi



sonucu transkripsiyon faktorleri baglanma bolgelerini tantyamaz ve gen ifadesi bastirilir
(Yokus, 2013). Metilomik teknikler arasinda tiim genom bisiilfit dizilimi (BS-seq),
metillenmis DNA immiinopresipitasyon dizilimi (MeDIP-seq) ve azaltilmis temsil

bisiilfit dizilimi (RRBS) teknikleri yer alir (Yong ve digerleri, 2016).

Transkriptomik c¢alismalar belirli bir genomdan belirli bir zamanda kopyalanan
RNA  molekiillerinin  ifade diizeyini 6lgmeyi  hedefler.  Transkriptomlarin
karsilastirilmasi, farkli hiicre popiilasyonlarinda veya farkli tedavilere yanit olarak
diferansiyel olarak ifade edilen genlerin tanimlanmasina izin verir. Transkriptomik
calismalar i¢in mikrodizi ve RNA dizileme teknikleri kullanilir (Mantione ve digerleri,

2014; Lowe ve digerleri, 2017).

Bir hiicre, doku veya organizmada ifade edilen tiim proteinlerin yap1 ve
fonksiyonlar1, protein etkilesimleri ve aktiviteleri gibi genis kapsamli arastirmalar
proteomik alani kapsar. Proteomik teknolojileri, proteinleri tanimlamak, 6lgmek ve
karakterize etmek icin kullanilir. Niteliksel ve niceliksel proteomlarin transkripsiyon
sonrasi, transkriptomik ve genomik seviyelerde analiz edilmesini saglar. Niteliksel
proteomik, protein bilesimini ve ifade degisikliklerini incelemek i¢in mikrodiziler ve iki
boyutlu jel elektroforezi (2-DE) yontemlerini kullanarak hastalik mekanizmalarina ve
farkli gruplar arasindaki karsilastirmalara 1s1k tutar. Ote yandan, niceliksel proteomik,
hastalik mekanizmalarini, hiicresel fonksiyonlart ve biyobelirte¢ kesfini daha
derinlemesine arastirir. Proteomik {i¢ ana tiirii kapsar: protein ifade modellerini ve
kosullar arasindaki farkliliklari inceleyen ekspresyon proteomik, proteinlerin {i¢ boyutlu
yapisini belirlemeye odaklanan yapisal proteomik ve protein-protein etkilesimleri ve
hiicresel sinyal yollar1 olmak iizere hiicreler icindeki protein fonksiyonlarini ve
molekiiller mekanizmalar1 arastiran fonksiyonel proteomik. Proteomik caligmalarda

ozellikle proteomik ifade ic¢in kiitle spektrometrisi (MS) teknigi yaygin olarak
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kullanilmaktadir. (Al-Amrani ve digerleri, 2021; Dai ve digerleri, 2022; Horgan ve

Kenny, 2011).

Metabolomik calismalar biyolojik numunelerdeki, baslica glikoz, amino asit ve
yag asitleri olmak iizere daha bir¢ok metabolit profili i¢in incelemeleri igerir. Ayni
numunedeki tim metabolitlerin miktarin1 6lgmeyi amaglar. Organizmanin fenotipiyle
dogrudan baglantili oldugundan cevre, hastalik veya beslenme gibi degisen faktorlere
verilen yanitlar1 6lgmek icin yararl olabilir. Metabolomik ¢alismalarda kullanilan en
yaygin i¢ teknik kiitle spektrometrisi (MS), niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi ve tamamlayici tekniklerdir (LC-MS, GC-MS) (Gupta ve digerleri, 2018;

Kirwan, 2013).
1.3. Coklu Omik Teknolojiler

Iki veya daha fazla omik veri kiimesini (genomik, epigenomik, transkriptomik,
proteomik gibi) birlestirmeyi amaglayan ¢alismalar ¢oklu omik olarak isimlendirilir.
Coklu omik yaklagimlarin merkezinde veri entegrasyonu yer alir. Biyolojik sistemlerin
diizenlenmesi bir¢ok seviyede kompleks bir sekilde gerceklestigi icin sistemlerin ve
hastaliklarin patogenezinin tek tip veri kiimesi analizi ile anlagilmas1 zordur. Bu sebeple
birden fazla ¢alismanin mevcut oldugu farkli omik teknolojileri kullanarak elde edilen
verileri birlestirmek ve bilgi kesfini gelistirmek icin veri entegrasyonu yoluyla bunlarin
analizi gerceklestirilir. Boylece gelisim, farklilasma veya hastalik durumlarinin altinda
yatan diizenleyici mekanizmalar hakkinda daha kapsamli ve ayrmntili bir bilgi saglar.
Coklu omik calismalar1, veri analizi, entegrasyonu ve gorsellestirmeyi destekleyen
araglara, yontemlere ve platformlara ihtiyag duyar (Pinu ve digerleri, 2019; Krassowski

ve digerleri, 2020; Disatham ve digerleri, 2023).



Karmagik biyolojiyi biitiinsel olarak anlamay1 kolaylastiran entegre yaklasimlar,
molekiillerin etkilesimini anlamak i¢in bireysel omik verilerini sirali veya eszamanli bir
sekilde birlestirir. Coklu omik yaklasimlar1 ag tabanli, Bayesci, fiizyon ve benzerlik

tabanli yaklagimlar olarak siniflandirilabilir (Subramanian ve digerleri, 2020).

Genomik Modellerde Veri Entegrasyonu kullanan Yol Tanima Algoritmasi
(PARADIGM, Pathway Recognition Algorithm using Data Integration on Genomic
Models) genomik verilerin biyolojik yolaklar baglaminda analizi ve yorumlanmasi igin
kullanilan denetimsiz bir ag tabanli Bayesci yontemdir. Bireysel numunelerdeki yolak
aktivitesini anlamak icin gen ifadesi ve kopya sayisi verilerini kullanir. PARADIGM,
Ulusal Kanser Enstitiisit (NCI) Yol Etkilesim Veri tabanindaki (PID) yolaklarin ag
temsilini olusturur. Daha sonra bu ag1 hastaya 6zgli genomik verilerle birlestirir. Faktor
grafigi olarak temsil edilen ayri bir olasiliksal modele doniistiiriir. (Subramanian ve

digerleri, 2020; Huang ve digerleri, 2017).

Entegre yaklagimlar i¢in kullanilan diger bir yontem Benzerlik Ag1 Fiizyonu
(SNF) algoritmasidir. Temel olarak ag tabanli bir yaklasgimdir ve DNA metilasyonu,
MRNA ve miRNA ifade verilerini kullanir. SNF, farkli veri kaynaklarindan gelen her
veri i¢in ayr1 bir hasta benzerlik ag1 olusturur ve daha sonra bu aglar1 tek bir agda
birlestirir (Bersanelli ve digerleri, 2016; Menyhart ve Gyorffy, 2021 ). Bu olay iki ana
adimda gergeklesir: ilk olarak her veri kaynadi icin, ayr1 bir benzerlik matrisi
hesaplanir. Benzerlik matrisleri, evrensel kiimeleri ve aglar1 tanimlamaya yardime1 olur.
Ardindan farkli benzerlik matrisleri ag flizyon yaklagimi kullanarak yinelemeli olarak
birlestirilir. Her bir yinelemede zayif benzerlikler ortadan kaldirilir (Huang ve digerleri,
2017; Subramanian ve digerleri, 2020). Ozetle SNF algoritmasi, heterojen verileri
entegre etmek icin esnek ve saglam bir gerceve saglar. Birden ¢ok veri kaynagini

birlestirerek, her bir kaynagin gii¢lii yonlerinden yararlanabilir ve zayif yonlerini telafi
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edebilir. Arastirmacilarin birden fazla kaynaktan yararlanarak daha derin i¢ goriiler elde
etmelerini ve daha dogru tahminler yapmalarini saglar. Bu iki yontem de (PARADIGM
ve SNF) hastalik alt tiplerini belirlemek i¢in kullanilir ancak biyobelirteglerin

tanimlanmasinda uygulanmalar1 zordur (Menyhart ve Gyorfty, 2021).

Louhimo ve arkadaslari, kopya sayis1 degisikligi (CNV), DNA metilasyonu ve
gen ifadesi verilerinin entegre analizi igin CNAmet paketini gelistirmistir. Korelasyon
temelli bir yaklasim olan CNAmet’in asil hedefi gen ifade seviyesi artmig ve metilasyon
seviyesi azalmis olan genler ile gen ifade seviyesi azalmis ve metilasyon seviyesi artmis
genleri belirlemektir. CNAmet algoritmas1 iic adimda gerceklesir. Ilk adimda, ifade
degerlerine gore kopya sayisi ve metilasyon degisikliklerini 6lgmek i¢in sinyal-giiriiltii
istatistigi kullanilan agirlik hesaplamasi yapilir. ikinci olarak puan hesaplama adimi,
agirhik degerleri, ifadesi degisen genleri gosteren bir puanla birlestirilir. Son adim ise
diizeltilmis p degerleri hesaplanan, anlamlilik degerlendirme adimidir. CNAmet
algoritmasinda, tim veri kiimeleri ayn1 ornek kiimesine sahip olmalidir (Louhimo ve

digerleri, 2011; Subramanian ve digerleri, 2020).

MixOmics algoritmast hastalik alt tipi ve biyobelirteglerin belirlenmesinde
kullanilan denetimli ve denetimsiz Cok degiskenli bir yaklasimdir. Bu algoritma temel
bilesen analizi (PCA), kismi en kiigiik kareler regresyonu (PLS) ve kanonik korelasyon
analizi (CCA) gibi ¢ok degiskenli analiz tiiriinde bir dizi yontemi birlestirir. Bu
yontemler degisken sayisinin (genler, proteinler, metabolitler), numune sayisindan
(hastalar, hiicreler) fazla oldugu biiyiik omik veri kiimelerini hesaplar ve verilerdeki
biiyiilk varyasyon kaynaklarini yakalayip yansitarak boyut kiicliltme gergeklestirir.
Ayrica aynt numuneler iizerinde Slgiilen birkag veri setini birlestiren N-entegrasyon ve
farkli numuneler iizerinde Olgiilen aymi degisken (omik) tiirleri entegre eden P-

entegrasyon yontemini igerir. MixOmics, sonuglarin yorumlanmasina yardimer olmak
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icin grafikler, kiimelenmis goriintii haritalar1 ve ag grafikleri gibi bir dizi gorsellestirme

araci saglar (Rohart ve digerleri, 2017).

Denetimsiz ve Bayesci bir yaklagim olan Coklu Omik Faktor Analizi (MOFA),
ayni veya kismen ortiisen numunelerde ¢coklu omik verilerinin biitiinlestirici analizi igin
kullanilan istatistiksel bir yontemdir. MOFA, temel degiskenlik kaynaklarini yakalayan
gizli faktorler acisindan yorumlanabilir verilerin diisiik boyutlu bir temsilini ¢ikarir.
Boylece siirekli molekiiler gradyanlarin  veya ayr1 numune alt gruplarinin
tanimlanmasina yardimci olur. MOFA, metilasyon, gen ifadesi ve ilag yanit verilerinde
bilinen ve yeni klinik belirteglerin tanimlanmasimi saglar (Argelaguet ve digerleri,

2018).

Coklu omik entegrasyon calismalarinda yukarida bahsedilen hazir yazilim
araglarmin yani sira duruma 6zgii gelistirilen 6zel is akislar1 da kullanilagelmektedir. Bu
yaklagimda arastirmacilarin farkli biyolojik veri setlerini birlestirmeleri ve analiz
etmeleri icin esnek ve kisisellestirilmis bir yontem gelistirilerek siireci belirli arastirma
sorularina ve deneysel tasarimlara gore diizenler. Bu 6zel yaklasimlar karmasik iliskileri
analiz ederken belirgin olmayan yeni icgoriileri farkli baglamlarda ortaya ¢ikarabilir
(Karabekmez ve digerleri, 2021; Taymaz-Nikerel ve digerleri, 2018; Kori ve Yalcin

Arga, 2018; Rahman ve digerleri, 2020).

1.3.1. Coklu Omik Veri Kiimelerini iceren Veri Tabanlar:

Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) tarafindan olusturulan Gen
Ifadesi Omnibus (GEO), mikrodizi setlerini, yeni nesil dizileme ile elde edilen DNA
sekanslarini, protein dizilerini ve metilomik verileri arsivleyen ¢ogunlukla halka agik bir
veri tabanidir. Verileri ham veri, islenmis veya meta veri olarak depolar. GEO veri

kayitlar1 seriler (GSExxx), ornekler (GSMxxx), platformlar (GPLxxx) ve DataSetler



(GDSxxX) igin erigim numaralar1 tanimlar. Ayn1 zamanda iki veya daha fazla numune
grubunu karsilastirmasina olanak taniyan bir analitik ara¢ olan GEO2R ara ylizii sunar.
GEO2R deneysel kosullar altinda farkli sekilde ifade edilen genleri tanimlamak ve
gorsellestirmek icin kullanilan R tabanli ve ¢evrimigi kullanilabilen bir analiz aracidir.
Yanlis kesif oram yontemi Istatistiksel olarak anlamli genlerin kesfi ile yalanci
pozitiflerin sinirlandirilmasi arasinda iyi bir denge sagladigi i¢in varsayilan yontem
olarak Benjamini & Hochberg yontemi segilir, se¢enckler kismindan bu yontem
degistirilebilir. Diferansiyel olarak ifade edilen genlerin anlamlilik diizeyi kesme
noktasi (diizeltilmis p degeri) sifira yakin bir deger olarak segilebilir. Analiz sonucunda

gen sembolil, t-test, p-degeri vb. veriler elde edilir (Barrett ve digerleri, 2013).

Veri kiimelerini belirlerken kullanilan bir diger veri tabani olan ArrayExpress,
Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari'nin (EMBL) bir pargasi olan Avrupa
Biyoinformatik Enstitiisii (EBI) tarafindan kurulmustur. Oncelikle mikrodizi ve RNA
dizileme deneyleri olmak iizere gen, doku veya hastalikla ilgili sorgulara izin veren bir
veri tabanidir ve genomik, metilomik, transkriptomik vb. verileri arsivler (Sarkans ve

digerleri, 2021).
1.3.2. Gen Seti Zenginlestirme Analizi (GSEA)

Coklu omik veri kiimelerinin entegrasyonu yoluyla elde edilen Ifade diizeyleri
anlaml bir sekilde degismis genlerin ve degisen ifade diizeylerinin, biyolojik agidan
isaret ettigi anlamlarin ortaya konulmasi amaciyla fonksiyonel zenginlestirme analizleri
yapilir. Bu analizler i¢in g:Profiler (Kolberg ve digerleri, 2023), DAVID 6.8 (The
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (Sherman ve

digerleri, 2022), Gen Ontolojisi (GO), Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi (Kyoto
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Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG) (Kanehisa ve Goto, 2000), Enrichr

(Kuleshov ve digerleri, 2016) gibi bazi ¢evrimigi yazilim arag¢lar1 kullanilir.

g:Profiler veri tabani gen listelerinin fonksiyonel zenginlestirme analizini
saglayan bir web sunucusudur. Sunucuya https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost adresinden
erigilebilir. Belirli bir gen listesindeki gen setlerinin istatistiksel olarak anlamli
zenginlestirilmis biyolojik siirecleri, molekiiler fonksiyonlari, ©6nemli yolaklari,
diizenleyici motifleri ve protein komplekslerini saptar. Gen listeleri, gen kimlikleri ve
protein kimlikleri dahil olmak iizere ¢esitli girdi bicimlerini destekler. Gene Ontology
(GO), KEGG ve Reactome (Croft ve digerleri, 2010) gibi farkli veri tabanlarimni kullanir.
Tablolar, grafikler ve HTML raporlar1 gibi farkli ¢ikt1 bigimleri saglar (Raudvere ve
digerleri, 2019). Benzer sekilde zenginlestirme analizi yapan diger veri tabani olan
DAVID 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/), gen listelerinin islevsel aciklamasini ve yolak
analizini saglayan web tabanli bir biyoinformatik kaynagidir. Insan Retrovirolojisi ve
Immiinoinformatik Laboratuvar1 (LHRI) tarafindan gelistirilmistir. Girdi olarak verilen
genlerin yolak analizleri, hastalikla iliskileri, biyolojik islevleri, hiicresel bilesenleri ve
molekiiler fonksiyonlar1 hakkinda bilgi verir. Bu bilgilere GO, KEGG, Reactome,

OMIM, BioCarta gibi veri tabanlarindan ulasir (Dennis ve digerleri, 2003).

Gen Ontolojisi (GO) zenginlestirme analizi, molekiiler fonksiyon (MF), biyolojik
stirec (BP) veya hiicresel bilesenlerine (CC) dayali olarak genlere fonksiyonel
aciklamalar tanimlarken yolak zenginlestirme analizi, ilgili gen setinde temsil edilen
biyolojik yolaklarin tanimlanmasint icerir. GO molekiiler fonksiyon, molekiiler
seviyede kataliz veya baglanma gibi aktiviteleri tanimlarken biyolojik siire¢, apoptoz
veya hiicre boliinmesi gibi biyolojik hedefleri tanimlar. Hiicresel bilesen ise sitoplazma
veya zar gibi bir gen irlinlinii hiicre alti konumunu tanimlar (Gene Ontology

Consortium, 2004). Biyolojik yolak analizi i¢in kaynak olarak KEGG veri bankasi
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kullanilabilir. KEGG, Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi
(https://www.genome.jp/kegg/) 1995'ten beri Kanehisa Laboratuvarlar1 tarafindan
gelistirilmis entegre bir veri tabanidir. Genler ve islevleri, kimyasal bilesikler ve
biyolojik yollar, enzimleri ve reaksiyonlar1 igeren metabolik yollar ve ilaglar hakkinda
kapsamli bilgi saglayan alt veri tabanlari (KEGG genleri, yolaklari, metabolizmasi,
DrugBank) mevcuttur. KEGG, biyolojik siire¢lerin molekiiler temelini anlamak,
potansiyel ila¢ hedeflerini belirlemek ve hastaliklar i¢in yeni tedaviler gelistirmek igin

kullanilabilir (Kanehisa ve digerleri, 2017).

1.3.3. Transkripsiyonel Faktorlerin (TF) Belirlenmesi

Regiilomik, biyolojik sistemlerdeki diizenleyici aglarin tanimlanmasina ve
analizine odaklanan bir c¢alisma alanidir. Boylece genlerin ve proteinlerin biyolojik
stiregleri kontrol etmek icin nasil etkilesime girdigini daha iyi anlasilmasina yardimci
olur. Regiilomikler, gelisme, farklilasma, hastalik ve yaslanma dahil olmak {izere ¢ok
cesitli biyolojik siiregleri incelemek igin kullanilabilir (Werner, 2004; Barh ve digerleri,

2015).

Transkripsiyon faktorleri (TF), hedef genlerin promotorlerinde bulunan 6zel cis
diizenleyici elementlere baglanarak gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar. TF'lerin diizenleyici elementlere baglanmasimin yani sira, TF'ler ve diger
proteinler arasindaki karmasik etkilesimler de transkripsiyonu diizenler. TF'ler,
kromatin yeniden modelleme proteinleriyle etkilesime girer ve DNA'nin erisilebilirligini
diizenleyerek gen transkripsiyonunu kontrol eder. Anormal sekilde kontrol edildiginde
kansere ve diger bozukluklara neden olabilir (G66s ve digerleri, 2022; Alves ve

digerleri, 2014).
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TRRUST v2 (Transcriptional Regulatory Relationships Unraveled by Sentence-
based Text mining) Regiilomik c¢alismalar kapsaminda transkripsiyon faktorlerin
arastirtlip bunlarin etki ettigi genlerin belirlenmesi ve nasil bir diizenleyici etki
gosterdigini anlamayi hedefleyen halka agik bir veri tabanidir. TRRUST, TF'ler ve
hedefleri arasindaki etkilesimleri karakterize etmek icin diizenleyici aglari biriktirir.
istatistiksel olarak besten az hedef gen igeren TF'leri ve tek bir genle ortiisen TF'leri
hari¢ tutar (Han ve digerleri, 2018). Yanlis kesif orani olarak Benjamini-Hochberg

prosediirii kullanarak hesaplama yapar (Han ve digerleri, 2018).
1.3.4. Protein Protein Etkilesim (PPI) Ag1 Analizi ve Gorsellestirme

Interaktomik, hiicre icindeki molekiiler etkilesimleri inceleyen ve anlamaya
calisan bir yaklasimdir. Bu etkilesimler tiim biyomolekiiller arasinda gergeklesir ancak
mevcut ¢alismalar daha ¢ok protein-protein etkilesim aglart (PPIN) tizerinde odaklanir
ve bu etkilesim aglarmi analiz ederek hiicresel siiregleri anlamaya g¢alisir (Koh ve

digerleri, 2012).

Protein-protein etkilesimlerinin incelenmesi, proteinlerin kendi aralarinda nasil
davrandi@ini anlamay1 saglar. Proteinler, Cogu zaman birbirleriyle gegici veya kalict
olarak fiziksel etkilesime girerler. STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) veri tabani (https://string-db.org/) fiziksel etkilesimler ve islevsel
iliskiler hakkinda bilgi saglayan kapsamli bir ¢evrimigi kaynak saglar. Bilinen ve
tahmin edilen protein etkilesimlerinden olusan bir ag olusturmak igin deneysel
caligmalar, hesaplamali tahminler ve derlenmis veri tabanlar1 dahil olmak iizere birgok
kaynaktan veri toplar ve entegre eder. Kullanicilar, ilgilendikleri belirli proteinleri veya

protein dizisini arayabilir ve etkilesim halindeki ortaklari, fonksiyonel iliskileri ve ilgili
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yolaklar1 hakkinda bilgi alabilir (Chi ve digerleri, 2013; Szklarczyk ve digerleri, 2023;

Koh ve digerleri, 2012).

Calisilan etkilesim aglarinda anlamli bilgiler ¢ikarmak icin bazi gorsellestirme
araglar1 vardir. Bu araglardan en popiiler olarak kullanilan Cytoscape’dir (Smoot ve
digerleri, 2011). Veri entegrasyonu ve molekiiler etkilesim aglarini gorsellestirmek igin
gelistirilmis acgik kaynakli bir yazilim platformudur. Etkilesim aglarinda, etkilesen
varliklar (6rnegin genler, proteinler, hiicreler) diigiimler olarak temsil edilir ve
diigtimler arasindaki etkilesimler kenarlar olarak temsil edilir. Cytoscape yazilimi agin
farkli ozelliklerini veya Ozniteliklerini vurgulamak i¢in renkler, boyutlar ve sekiller
olmak {izere diigiimlerin ve kenarlarin gorsel goriinlimiinii 6zellestirmek i¢in secenekler
sunar. Gorsellestirmeye ek olarak ag topolojisi analizi, kiimeleme algoritmalari ve yol
zenginlestirme analizi i¢in tamamlayici araglar saglar (Smoot ve digerleri, 2011; Koh ve

digerleri, 2012).
1.3.5. Tila¢ Yeniden Konumlandirma

Gilinlimiizde bazi terapdtik alanlarda sifirdan ilag gelistirmek yerine piyasada var
olan ilaglar iizerinden ilag yeniden konumlandirma galismalar1 yapilir. lacin yeniden
konumlandirilmast onaylanmig veya arastirma asamasindaki ilaglar ic¢in yeni
kullanimlarin belirlenmesine yonelik bir stratejidir. Bu strateji, basarisizlik riskinin daha
diisiik olmasi, denenmis oldugu i¢in daha gilivenilir olmasi, zaman agisindan elverisli
olmasi ve maliyeti diisiirecegi igin avantaj sunar. Yeniden konumlandirma ¢aligsmalari
yapilirken hesaplamali ve deneysel yaklagimlar vardir. Hesaplamali yaklagimlar imza
eslestirme (signature matching), molekiiler yerlestirme (molecular docking), genetik
iliskilendirme (genetic association), yol haritalama (pathway mapping), retrospektif

klinik analiz (retrospective clinical analysis), yeni veri kaynaklari (novel data sources)
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yontemlerini igeri. Deneysel yaklagimlar ise ilgili hedef etkilesimleri belirlemek i¢in
baglanma deneyler (binding assays to identify revelant target interactions) ve fenotipik

tarama (phenotypic screening) yontemlerini igerir (Pushpakom ve digerleri, 2019).

fla¢ yeniden konumlandirma ¢alismalarinda kullanilan bazi veri tabanlar1 vardir.
Bunlar, CMap (Subramanian ve digerleri, 2017), L1000CDS (Duan ve digerleri, 2016),
Enrichr (Kuleshov ve digerleri, 2016), DT-Web (Alaimo ve digerleri, 2015), DGIldb
(Freshour ve digerleri, 2021) vb. halka acik veri tabanlaridir. Enrichr veri tabani
(https://maayanlab.cloud/Enrichr/) kullanicilarin  gen listeleri iizerinde gen seti
zenginlestirme analizi (GSEA) yapmasina izin veren web tabanli bir aragtir.
Arastirmacilarin verilerini transkripsiyon, yolaklar, ontolojiler, hastaliklar/ilaglar, hiicre
tipleri ve diger islevsel agiklamalar baglaminda analiz etmelerine ve yorumlamalarina
olanak taniyan genis bir gen seti kiitliphanesi koleksiyonu saglar. Gen seti
Kitiiphaneleri, gen gruplarinin islevi hakkinda birikmis bilgileri diizenlemek igin
kullanilir. Enrichr, sonug¢larin yorumlanmasma yardimci olmak i¢i ¢ubuk grafikler,

tablolar ve kiime diyagramindan olusan gorsellere yer verir (Chen ve digerleri, 2013).

Baglant1 Haritas1 (CMap) veri tabani (https://clue.io/) gen ifade profilleri ve
ilaglarla ilgili bilgiler saglayan, biiyiik dlgekli pertiirbasyon veri tabanidir. Ilaglar, genler
ve hastaliklar arasindaki iliskileri incelemek i¢in kullanilan genomik ve farmakoloji
alaninda degerli bir aragtir. Ayrica kiiciik molekiillerin ilgili hedefleriyle biyokimyasal
etkilesimlerini tahmin eder. CMap, benzer ifade imzalarina yol acan bozukluklari
bulmaya yarayan sorgu (query) araci, ilaclara ait imzalar ile genlerin genetik
kaybi/kazanimi arasindaki baglantilar1 kesfetmeye yarayan mihenk tasi (touchstone)
araci ve veri kitaplig1 (data library) vb. analiz araglarini icerisinde barindirir. Sonuglarin
yorumlanmasinda 1s1 haritasi, kimyasallar ve hedeflerine ait tablo ¢iktilar1 verir (Musa

ve digerleri, 2018)
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1.4. RA’ya lliskin Omik Cahsmalar

1.4.1. RA’da Omik Yaklasimlar ve Yapilan Calismalar

Omik teknolojilerinin ortaya ¢ikisi RA ve diger hastaliklarla iligkili gesitli genetik
ve epigenetik varyantlarin, genlerin, proteinlerin ve metabolitlerin ortaya ¢ikarilmasinda
onemli adimlardir. RA’ya 6zgii terapotik hedeflerin ve hastalik riskinin tahmini igin
omik veri kiimelerinin analizi 6nemlidir. Bu dogrultuda yapilan bazi g¢aligmalar
literatiirde mevcuttur. Teixeira ve arkadaslari, 18 RA hastasindan ve 15 saglikli
donoérden alinan periferik kan mononiikleer hiicrelerinden (PBMC), illumina Human-
6v2 Expression BeadChips teknigini kullanarak genom c¢apinda gen ifade profili
cikarmak i¢in ¢aligma yapmustir. Farklilagsmig genlerin istatistiksel analizi tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmistir. Yanlis kesif oran1 (FDR),
Benjamini-Hochberg prosediiriine gore ayarlanmistir. Saglikli kontrollerle karsilastirilan
RA hastalarinda 6nemli olgiide farkli ifade seviyelerine sahip genlerin biyolojik
siireglerinin yorumlanmasit i¢cin PANTHER veri tabanindan Gen Ontolojisi analizi
uygulanmistir. Calisma sonucunda ise 339 6nemli Olglide ifade edilen gen (238 gen
ifadesi azalmis ve 101 gen ifadesi artmig) bulunmus. Kontrollere kiyasla hastalar
karsilastirildiginda ifadesi artmis genlerin biyolojik analizinde bagisiklik ve savunma
siirecinin 6nemli rol oynadig1 belirtilmistir. Ifadesi azalmis genlerin analizinde ise
onemli bir siire¢ bulunamamaistir. Tiim 6rneklerde korelasyon gosteren LY 96, S100A12,
ORM2, ORML1 ve RPL31 ifadesi artan genler ile IL2RB, DNMT1, RUNX3 ve IRF1
ifadesi azalan genlerin gercek zamanli PCR ile dogrulanmasi gergeklestirilmistir.
Boylece yenilik¢i klinik biyobelirteglerin  tanimlanmasina katkida bulunmuslardir

(Teixeira ve digerleri, 2009).

Woetzel ve arkadaglari, romatoid artrit (RA) ve osteoartrit (OA) hastalar1 arasinda

ayrim yapmak icin yeni bir yaklasim agiklamistir. Yazarlar, 20 saglikli kontrol, 26 OA
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hastas1 ve 33 RA hastas1 olmak iizere 79 kisiden sinoviyal zar ornekleri kullanarak
transkriptomik verileri analiz etmek icin kurala dayali siniflandirma adi verilen bir
yontem kullanmustir. Kural tabanli siniflandiricilar, RA hastalarini ortalama %96
duyarlilik ve ortalama %94 6zgiilliikle dogru bir sekilde tanimlamislar. Yazarlar ayrica
kural tabanli siniflandiricilar tarafindan tanimlanan genler arasindaki islevsel iliskileri
analiz etmek i¢in Pathway Studio'yu kullanmis ve gen zenginlestirme analizi igin
DAVID aracii kullanmistir. Caligma sonucunda RA sinoviyal dokusunda ifade edilen
genler STAT1, GBP1, PLCG2, CSF2RB ve STK10 olarak belirlenmis ve biyolojik
yorumlarda interferon-gama ve GM-CSF’ye bagimli yolaklarin RA hastalarinda 6nemli
olglide zenginlestigini ortaya ¢ikarmiglar. Tanimlanan biyobelirteglerin, RA hastalarinin
teshisi i¢in ve klinik deneylerde hastalarin siiflandirilmasi ve izlenmesi igin yararh

olabilecegi vurgulanmistir (Woetzel ve digerleri, 2014).

Ye ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada RA hastalart ve saglikli
kontrollerin periferik kanindan izole edilen CD4 T hiicrelerinden mikrodizi analizi
yapilmistir. Aday gen dogrulama analizi i¢in bagimsiz O6rneklere t testi ve Bonferroni
diizeltmesi uygulanmistir. Elde edilen ifadesi degismis genlerin Gen Ontolojisi veri
taban1 kullanilarak biyolojik yorumu yapilmistir. Genler arasindaki etkilesimler ise
Insan Protein Referans Veri Tabani (HPRD, Human Protein Reference Database)
(Keshava Prasad ve digerleri, 2009) ve Molekiiler etkilesim veritaban1 (MINT,
Molecular INTeraction database) (Licata ve digerleri, 2012) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tim ¢alismalar sonucunda SOCS3, CBL, IFNAR1, PIK3CA,
KLF9, CSNK2A1l, ZEBI1, ZNF292 ve ZNF644 genleri Onemli genler olarak
belirlenmistir ve RA’l1 hastalardan alinan CD4 T hiicrelerinin STAT3 sinyal yolunda ve

Wnt sinyalinde anormal fonksiyonel aglara sahip olduguna dair kanit saglanmistir.
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Ayrica birkag ¢inko parmak transkripsiyon faktoriiniin anormal ifadesinin RA ig¢in

potansiyel patojenik faktorler olabilecegi diisiiniilmiistiir (Ye ve digerleri, 2015).

Pitaksalee ve arkadaslari, erken RA hastalarinda faklilagsan metilasyon seviyelerini
tespit etmek amaciyla ¢alisma yapmustir. Yazarlar, ¢aligmada RA hastalarint ve saglikl
kontrolleri karsilastirmak i¢in monositler, saf ve hafiza CD4+T hiicrelerinden
yararlanarak DNA metilasyon profili ¢ikarmistir. Ug hiicre tipinde de metilasyon
seviyelerinin farklilastigini gérmiisler ancak en ¢ok saf CD4+T hiicrelerinde belirgin
oldugunu bulmuslardir. Saf CD4+ T-hiicrelerinin daha ileri analizinde, sitokinler ve
reseptorleri olmak iizere hastalikla ilgili g¢esitli yollarla iligkili 500'den fazla genin
promotoriinde metilasyon seviyelerinin farklilastigini ortaya c¢ikarmistir. Bu hiicrede
bistilfit dizileme ve pyrosequencing (piro dizileme) yapilarak TNF-alfa geninin bir
bolgesinde metilasyon seviyesinin azaldigr ve ELISA yontemi ile erken RA’da daha
once veri bulunmayan 3 sitokinin (IL21, 1L34 ve RANKL) ifade seviyesindeki artis
dogrulanmistir. Yazarlar metilasyonu farklilagan gen listesindeki 70 gen semboliinii
ifadesi farklilasan genlerle eslestirmis ve STRING veri tabani kullanarak belirledigi
TNF sinyali ve Th17 hiicre farklilasmasiyla iliskili olan IL6/JAK1/STAT3 diiglimiinii

daha ayrintili sekilde arastirmistir (Pitaksalee ve digerleri, 2020).

Julia ve arkadaglari, B hiicrelerinde RA hastaligina 6zgii DNA metilasyon
degisikliklerini belirlemek i¢in epigenom capinda bir iliskilendirme c¢alismasi (EWAS)
gerceklestirmistir. Yazarlar DNA metilasyon seviyelerini Infinium
HumanMethylation450 dizisi kullanarak 6l¢gmiis ve biyolojik yolak analizi i¢in PLINK
set tabanli analize dayali yeni bir iliskilendirme yontemi (Yol Metilasyon Analizi,
PMA) gelistirmistir. Biyolojik yollari, MSigDB veri tabanindan analiz etmistir.
Caligmalar sonuncunda 64 CpG bolgesinde metilasyon seviyesinde farklilasma
gozlenmis ve CBL sinyal yolu, CTLA-4 inhibe edici sinyal, IL-3, -5 ve GM-CSF
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sinyali, JAK-STAT sinyal yolunu da igeren 6 biyolojik yolagin RA igin Onemli

oldugunu belirtmislerdir (Julia ve digerleri, 2017).

1.4.2. RA’da Coklu Omik Yaklasimlar ve Yapilan Calismalar

Coklu omik analizi, birden fazla omik verinin ¢oklu seviyelerde toplu analizini
ifade eder ve RA’nin patogenezini anlamak igin yeni firsatlar saglar. Yapilan ¢alismalar,
coklu omik verilerinin entegre analizinin RA’da terapotik hedeflerin belirlenmesi ve
biyobelirtegler hakkinda yararli bilgiler saglar, hastaliklarin daha anlamli ve biitiinsel
yorumlanmasi igin olanak tanir (Ding ve digerleri, 2023; Ota ve Fujio, 2021). Whitaker
ve arkadaslari, RA’da terapdtik yaklasimlar i¢cin aday genlere dncelik vermek lizere RA
fibroblast benzeri sinoviyositlerde (RA-FLS) epigenom, transkriptom ve genom ¢apina
biitiinlestirici analiz gergeklestirmistir. Veri setilerinin analizinden sonra {i¢ veri setinde
cakisan ¢oklu kanit genleri (MEG, multi-evidence genes) belirlediler. Yazarlar, RA ile
ilgili MEG'lerde 6nemli 6lgiide zenginlestirilmis immiinolojik yolak ve RA’da daha
once belirlenmemis bir gen olan ELMO1 (Engulfment and cell motility protein 1)
genini tanimladi. Bu genin hiicre gogiinii ve istilasin1 destekledigini belirtti. RA'nin
patogenezinde kritik rol oynayabilecek yolaklart ise Hiicre adezyon molekiilleri
(CAM'ler) yolu, Sitokin-sitokin reseptorii etkilesimi yolu, Antijen isleme ve sunum

yolu, ve Jak-STAT sinyal yolu olarak tanimladilar (Whitaker ve digerleri, 2015).

Yapilan bir baska calismada Fan ve arkadaglari, metillenmis RNA
immiinopresipitasyon dizilimi (MeRIP-seq) ve RNA dizilimi (RNA-seq) kullanarak
RA'da metilasyonu ve ifadesi farklilasan genlerin (DMEG'ler) belirlenmesi ile
Triptolide'in (TP), RA’ya kars1 terapdtik potansiyel hedefini analiz etmistir. Yazarlar,
RA hastalarindan alinan PBMC o&rneklerinden MeRIP-seq analizi ile N6-metiladenozin

(m6A) metilasyonunu ortaya ¢ikardi ve ifadesi farklilasan genleri belirlemek igcin RNA-
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seq analizi yapti. Daha sonra hem m6A modifikasyonu hem de mRNA seviyelerinde
blyiik farkliliklar gosteren genlerin "Protein tasima" ve '"protein baglama'"da
zenginlesme gosterdigini ve KEGG yolak analizlerinde, bu DMEG'lerin 6ncelikle
"lizozom"da zenginlestigini belirtir. TP hedef proteinleri ve DMEG'ler arasinda
molekiiler aglar olusturup TUBB2A, IGF2BP3, DYNCL1I1 ve FOSL1 genlerinin TP'nin
hedef proteinleri ile korele olan en ilgili genler oldugunu gosterdi. Yazarlar, gerekli
dogrulamalar sonucunda IGF2BP3'iin RA tedavisi sirasinda TP'nin yeni bir potansiyel

hedefi olabilecegini gosterdi (Fan ve digerleri, 2022).

Literatiirde RA ile ilgili sinirli sayida ¢oklu omik yaklagimli ¢aligma mevcuttur.
Var olan ve veri entegrasyonu kullanan ¢aligmalar ise ya bolgesel ya da belirli bir gene
0zeldir. Bu sebeple RA’nin genis bir ag¢idan incelenmesi ve anlasilmasi igin literatiirde

yeterli ¢alisma olmadig1 goriilmiistiir.

Bu calismanin amaci, RA hastaliginin teshisinde ve tedavisinde kullanilabilecek
yeni biyobelirtegleri bulabilmek, RA'nin biyolojik aktivitesini ve yeni ilag hedeflerini
belirlemektir. Boylece RA'nin daha etkin bir sekilde taninmasina, hastaligin seyrinin
tahmin edilmesine ve kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yardimci
olabilecegimizi umuyoruz. Bu ¢alismada hiicre, doku ve sistem diizeyinde biitiinciil bir
bakis agisi ile hareket ederek farkli seviyelere ait omik verilerin (transkriptomik,
metilomik, regiilomik ve interaktomik) entegre analizi yoluna gidilmistir. PBMC,
sinovyum, T ve B hiicreleri olmak iizere farkli biyolojik kaynaklardan elde edilen
transkriptomik ve metilomik veri kiimeleri ile ¢alisma yapilmistir. Her veri kiimesinin
RA’da farklilasan genleri tespit edilmistir. DEG ve DMG’lerin kesisiminden elde edilen
ortak gen listesinin biyolojik siire¢ ve yolak analizleri yapilarak RA’nin altinda yatan

mekanizmalar anlasilmaya c¢alisilmistir.  Genlerin  birbiriyle olan etkilesimleri
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incelenmis ve anatar genler belirlenmistir. Ayrica RA tedavisinde kullanilmayan

potansiyel terapotik ilaglarin yeniden konumlandirilmasi gergeklestirilmistir.

2. MATERYAL VE METOT

2.1. Coklu Omik Veri Kiimelerinin Belirlenmesi

Calismamiza oncelikle GEO’dan (Gen Expression Omnibus) Romatoid Artrit
hastaligina ait veri kiimelerinin taranmasiyla baslandi. Calismada dogrudan hasta ve
saglikli gruplarin bulundugu transkriptomik ve metilomik veri kiimeleri secildi.
Herhangi bir tedavi uygulanan hastalar ve model organizma veya hiicre hatti i¢eren
ornekler hari¢ tutuldu. Transkriptomik ¢alismalar igin toplamda 94 saglikli kontrol(K)
ve 104 RA hasta 6rnegi iceren GSE1919 (Ungethuem ve digerleri, 2010), GSE55235
(Woetzel ve digerleri, 2014), GSE55457 (Woetzel ve digerleri, 2014), GSE77298
(Broeren ve digerleri, 2016), GSE38351 (smiljanovic ve digerleri, 2012), GSE56649
(ye ve digerleri, 2015), GSE4588 (Lauwerys ve digerleri, 2006), GSE10500 (Broeren ve
digerleri, 2016) ve GSE15573 (Teixeira ve digerleri, 2009) erisim kodlu veri kiimeleri
tespit edilmistir. Metilomik ¢aligmalar i¢in ise 101 saglikli kontrol ve 91 hasta 6rnegi
iceren GSE71841 (Guo ve digerleri, 2017), GSE87095 (Julia ve digerleri, 2017) ve
GSE121192 (Pitaksalee ve digerleri, 2020) erisim kodlu veri kiimeleri tespit edilmistir.
Bu veri kiimeleri sinoviyal doku, sinoviyal sivi, periferik kan mononiikleer hiicreler
(PBMC), monositler, CD4+T hiicreleri, CD19+B hiicreleri gibi farkli biyolojik

kaynaklar igerir. Segilen veri kiimelerinin listesine ek-1’de yer verilmistir.

2.1.1. Veri Kiimelerinin Analizi

Tiim veri kiimeleri, GEO’nun analitik bir araci1 olan GEOZ2R ile analiz edildi. Her
calisma icin ornekler panelinden hasta ve saglikli kontrol olmak fiizere iki grup

tanimland1 ve 6rnek satirlar1 vurgulanarak ilgili gruplara atandi. Benjamini & Hochberg
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yanlis kesif oran1 yontemi secildi. Diferansiyel olarak ifade edilen genlerin anlamlilik
diizeyi kesme noktas1 (diizeltilmis p degeri) 0,05 olarak secildi. Analiz edildi. Iki grup
arasinda logaritmik kat degisimi (LogFC) yoniinii belirlemek ig¢in gen ifadesi profil

grafigine bakildi ve ¢alisma kaydedildi.
2.1.2. Tanskriptomik Calismalar ve Farkhlasan Gen ifadesi (DEG) Tayini

GEQO’dan indirilen dokuz transkriptomik veri kiimesi i¢in gerekli filtrelemeler
yapildi. Yanlis pozitifligin ortadan kaldirilmasi i¢in diizeltilmis p degeri 0,05 veya
altindaki degerler olarak secildi. LogFC degerinde bir sinirlama yapilmadi ve degerlerin
yoniine gore negatif olanlar yukar1 yonde ifade edilen, pozitif olanlar asagi yonde ifade
edilen genler olarak belirlendi. Farkli sekilde ifade edilen genler (DEG, differential

expression gene) arasinda tekrar edenler ¢ikarildi ve toplam DEG sayisi belirlendi.
2.1.3. Metilomik Calsmalar ve Farkhilasan Gen Metilasyonu (DMG) Tayini

GEO’dan indirilen ti¢ metilomik veri kiimesi igin gerekli filtrelemeler yapildi.
Diizeltilmis p degeri 0,05 veya altindaki degerler filtrelendi. Genlerin promotor bolgesi
olarak kabul edilen “TSS200” ve “TSS1500” bolgelerine denk gelen genler filtrelendi.
Metilasyon diizeyi faklilasan genler (DMG, differential methylation gene) arasinda

tekrar edenler ¢ikarildi ve toplam DMG sayis1 belirlendi.
2.1.4. Coklu Omik Veri Kiimelerinin Entegrasyonu

GEO veri tabaninda elde ettigimiz gen ifadesi ve DNA metilasyon verilerinin
mevcut oldugu ¢alismalarda genlerin biitiinlesik listesi hazirlandi. Transkriptomik veri
kiimelerinin her birinden elde edilen Ifade diizeyi farklilasan genler belirlenerek en az
iki veri kiimesinde tanimlanan DEG’ler listelendi. Ayni sekilde metilomik veri

kiimelerinden elde edilen metilasyon seviyesi degisen genler belirlenerek en az bir veri

22



kiimesinde tanimlanan DMG’ler listelendi. Yapilan analizler sonucunda hipermetile
olup ayn1 zamanda gen ifadesi azalan genler (hiper-DMG ve asagi-DEG) ile hipometile

olup ayni1 zamanda gen ifadesi artan genler (hipo-DMG ve yukari-DEG) belirlendi.

2.2. Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

Fonksiyonel zenginlestirme analizleri agik erisimli g:Profiler ve DAVID 6.8
analiz araglar1 kullanilarak gergeklestirildi. Gen listemiz belirlenen platformlara
yiiklendi. Biyolojik yolak analizi i¢in kaynak olarak KEGG veri bankas1 kullanildi. Gen
ontolojisi (GO) zenginlestirme analizine sadece biyolojik siire¢ dahil edildi ve omik
verilerinin yorumlanmasi saglandi. g:Profiler igin diizeltilmis P degeri (adj-p-degeri),
DAVID i¢in P degeri anlamlilik diizeyi 0,05 ve altindaki degerler olarak sinirlandirildi.

Elde edilen verilerin ayrintilarina bulgular kisminda yer verildi.

2.2.1. Transkripsiyonel Faktorlerin ve Hedef Genlerin Analizi

Regiilomik c¢alismalar kapsaminda transkripsiyon faktorleri (TF) arastirilip
bunlarin etki ettigi genler belirlendi. Bunu yaparken TRRUST v2 veri tabani kullanildi
(Han ve digerleri, 2018). Gen listemizi yiikledikten sonra TF’ler ve onlarin etki ettigi
genler goriintiilendi. Ayn1 zamanda TF ve hedef arasindaki iliskinin gen ifadesine ne
yonde etki ettigi belirlendi. Diizeltilmis p degeri 0,05°ten kiigiikler secildi ve sonuglara
bulgular kisminda yer verildi. TRRUST ara yiiziinde ¢oklu gen listesi i¢in ayrilan

panele yiikleme yapildi (sekil 1) (https://www.grnpedia.org/trrust/).
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1. Search a gene in TRRUST database

Submit a query gene below.
V Tables for human genes and mouse genes included in TRRUST.

CLLLLLT] Query gene

O Q targets

regulators [“Examples™ v] [Génder| [Sifiria]

Q

Species: ® Human O Mouse

2. Find key regulators for query genes

Submit a set of genes for a function/pathway/phenotype. (Min=5, Max=500)

Query genes
.f/ - —o_ T :}r® Each gene name must be separated by comma, tab, white space or new line.
I | o Input format: Entrez Gene ID (79923) or Gene Symbol (NANOG)
i O 7) Rey
| o regulator  Species: ® Human O Mouse
I
[

4

| "Examples™ v | |Gcﬁ:er| Sifida

Example gene sets

#1: 33 DEGs perturbed by ESR1 knockdown in human breast tumors.
Muthukaruppan et al., Clin Breast Cancer, 2017

Sekil 1. TRRUST Ara Yiizii

2.2.2. PPl Ag Analizi ve Gorsellestirme

Protein-protein etkilesim (PPI) agi analizi i¢in STRING ¢evrimi¢i veri tabani
(Szklarczyk ve digerleri, 2023) kullanildi. Kiimiilatif gen listemiz veri tabanindaki
coklu proteinler paneline yiiklendi ve analiz edildi (sekil 2) (https://string-db.org/).
Etkilesim ag haritasinda hi¢ etkilesime girmemis olan digiimler agdan uzaklastirildi.

Veri tabaninin gergeklestirdigi zenginlestirme analizi tablosu sonuglara eklendi.
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Protein by name

Multiple Proteins by Names / Identifiers

Proteins by sequences

Proteins with Values/Ranks
List Of Names:

Protein families ("COGs") |
Pathway / Process / Disease N¢

Annotate your proteome New
... or, upload a file

Organisms
Examples

Random entry

Sekil 2. STRING Ara Yiizii

Elde edile protein-protein etkilesim ag1 ise Cytoscape programi ile gorsellestirildi.
Ag haritasinda diigiimler olarak adlandirilan ifadesi azalan veya artan genler farkli
sekilde renklendirildi. Diigiim derecelerine gore merkezi genler secildi ve MCODE
eklentisi uygulanarak yiliksek oranda birbirine bagli genler belirlendi. Belirlenen

genlerin biyolojik siire¢ ve yolak analizi sonuglara eklendi.

2.2.3. Transkripsiyonel Faktorlerin Ag Haritasina Entegrayonu

TRRUST veri tabanindan ¢ekilen transkripsiyon faktorler Cytoscape programu ile
gorsellestirilen PPI agma entegre edildi. Eklenen diigimler farkli sekillerle
gorsellestirildi ve etkilesime girdigi hedef genleri ile baglantilar manuel olarak kuruldu.
Transkripsiyon faktorii ve genler arasinda ne tiir bir etkilesim oldugu farkli oklarla

gosterildi ve sonuglara bulgular kisminda yer verildi.
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2.2.4. 1la¢ Yeniden Konumlandirma Analizi

llag yeniden konumlandirma analizleri CMap ve Enrichr veri tabanlarindan
yapildi. CMap platformunda yapilan analiz sorgu (query) araci ile gergeklestirildi.
Listemizdeki gen ifadesi azalan ve artan genler belirlenen ayri panellere yiiklenerek
sorgu parametresi gen ifadesi (L1000) olarak ayarlandi ve analiz edildi. Enrichr
platformunda yapilan analizde ise belirledigimiz merkezi genler analiz paneline
yiiklendi. Hastaliklar/ilaglar sekmesinde yer alan farkli veri tabanlarindan entegre edilen
ilaglardan anlamli olanlar se¢ildi. Genlerimizle etkilesime giren anlamli ilag hedeflerine

bulgular kisminda yer verildi.

3. BULGULAR

3.1. DEG’lerin ve DMG’lerin Tanimlanmasi

Calismanin amacma uygun olarak dokuz farkli transkriptomik ve ¢ farkli
metilomik veri seti GEO ¢evrimigi veri tabanindan ¢ekildi. RA hastalarina ve saglikli
kontrollere ait farkli dokulardan alinan 6rnekleri iceren profiller GEO2R analiz araci ile
analiz edildi. Her bir veri seti i¢in diizeltilmis p degeri 0,05’ten kiigiikler filtrelenerek
DEG’ler ve promotor bolgedeki DMG’ler elde edildi. Transkriptomik veri
kiimelerinden toplam 11976 DEG tespit edildi. [GSE1919 (411 DEG), GSE55235
(2440 DEG), GSE55457 (1633 DEG), GSE77298 (131 DEG), GSE38351 (151 DEG),
GSE56649 (4807 DEG), GSE4588 (805 DEG), GSE10500 (1027 DEG), GSE15573
(571 DEG)]. Bunlarin 5557’si ifade seviyesi artan genler, 6419’u ise ifade seviyesi
azalan genler olarak listelendi. Metilomik veri kiimelerinden toplamda 2908 DMG
tespit edildi. [GSE71841 (1885 DMG), GSE87095 (403 DMG), GSE121192 (620
DMG)]. Bunlarin 1204’ metilasyon seviyesi artan genler (hipermetile), 1704’i ise

metilasyon seviyesi azalan genler (hipometile) olarak listelendi.
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3.1.1. DEG’lerin ve DMG’lerin Biitiinlesik Analizi

Ifadesi anlamli sekilde degisen genlerin (DEG’lerin), gen ifadesine hangi yonde
etki ettigini anlamak i¢in ifadesi azalan (asagi-DEG) ve ifadesi artan (yukari-DEG)
genler tespit edildi. DEG’ler arasinda tekrar eden genler ¢ikartildi. Transkriptomik
calismalardan elde edilen en az iki veri kiimesinde hastalar ve normal kontroller
arasinda onemli Olglide farkli sekilde ifade edilen genler listelendi. Bunlardan RA
hastalarinda ifade seviyesi artan 603 gen ve RA hastalarinda ifade seviyesi azalan 714
gen tespit edildi. Metilomik ¢alismalarda ise metilasyon seviyesi artan genler
(hipermetile) ve metilasyon seviyesi azalan genler (hipometile) tespit edildi. Tekrar
eden DMG’ler ¢ikarildi. RA hastalarinda metilasyon seviyesi en az bir veri setinde artan
1288 gen ve metilasyon seviyesi en az bir veri setinde azalan 1536 gen bulundu. Daha
sonra belirlenen hipermetile genler ile ifade seviyesi azalan genlerin kesisimi alindi ve
51 gen listelendi. Aynmi sekilde belirlenen hipometile genler ile ifade seviyesi artan
genlerin kesisimi alindi ve 57 gen ayrica listelendi. Elde edilen sonuglar Venn semasi
seklinde gosterildi (sekil 3) ve tespit edilen ortak genler sembolleriyle tablo 1’de
gosterildi. DEG ve DMG’lerin ortak genleri hangi veri kiimesinde etkili oldugu tablo

seklinde eklerde gosterilmistir (Ek-2).

u,:t:.' tﬂ‘. .’.,u ‘r:;’:-'
Hiper-DMG ™ Asag-DEG ™ Hipo-DMG . “ Yukan-DEG
i 51 §57
1237 L 663 Y 1479 EA 546

.

......
- .
--------------

Sekil 3. Metilasyon Seviyesi ve Gen Ifadesi Farklilasan Ortak Genlerin Venn Semasi
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Tablo 1. Ortak Genlerin Listesi
Yon Gen Sembolii
RALGAPB, TAPBPL, ASH2L, DOCK4, TMEDS, DMTF1, FBXL17, IL15, MREG,
TRAF5, ZDHHC6, RNF11, COL1A2, RABEP2, RBM4B, PAPSS2, TRIP12,
LAP3, CD58, TMF1, TXNDC15, LBR, TRAPPC11, PHF11, ADNP, CD44,
hipo-DMG ve BUB1, CLU, TCIRG1, PTPRE, TPK1, XAF1, FYN, TRIM22, CASP8, RAD51,
yukari-DEG GCA, CCNA2, CBFA2T3, CEP135, INPP5F, ENTPD1, ABCG1, MX1, LY6E,
TAP1, EIF5B, TXNDC9, PCNA, ZFC3H1, ALGS, IFIT1, SAMD9, TPM4,
RAP1GDS1, FCAR, HSPB11
UBTF, BAIAP2, ALDH3A2, LILRA4, TCF7L2, HIF3A, CLNS1A, MAFK, DUSP7,
SLC16A7, TEX261, DHX9, CDKN1C, WRNIP1, FNTA, CP, TACC2, RAP1GAP,
hiper-DMG ve MAST4, ITM2B, LDB3, PHKB, KCNJ4, PNMT, SKP1, PRDX6, DHCR24,
asagl-DEG TAF15, BET1L, RAB2A, EFNB2, GLP1R, SLC25A4, JOSD1, FOXJ3, ABTB2,
EHBP1, SMAD7, MYH11, FOXO3, CHKA, ZFP36L1, LYST, FBXO42, TULP3,
SCRIB, CAMK1D, AHNAK, FAF2, ABL1, FOXO1

3.2. Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

3.2.1. Gen Ontolojisi Zenginlestirme Analizi

DEG ve DMG entegrasyonundan elde edilen ortak genlerin kiimiilatif bir listesi
cikarildi ve toplamda 108 gen elde edildi. Bu listede yer alan genlerin biyolojik
islevlerini anlamak i¢in g:Profiler ve DAVID 6.8 ¢evrimici analiz araglar1 kullanildi.
Istatistiksel olarak 6nemli dl¢iide zenginlestirilmis Gen Ontolojisi (GO), biyolojik siirec
(BP) dikkate alinarak belirlendi. g:Profiler Gen Ontoloji BP analizi sonuglarina gore
kontrollere kiyasla hastalar karsilastirildiginda organik maddeye tepki, kimyasal tepki,
strese tepki vb. siireclerin RA’da dnemli rol oynadig: tespit edildi ve anlamli olanlar

listelendi (Tablo2).

Tablo 2. g:Profiler GO Zenginlestirme Analizi

Kategori Terim Adi Terim ID Adj-P-Degeri
GO: BP Organik maddeye tepki G0:0010033  0,00005

GO: BP Kimyasal tepki G0:0042221 0,0019

GO: BP Kimyasal uyarana hiicresel tepki G0:0070887  0,0021

GO: BP Strese tepki G0:0006950  0,0021

GO: BP Organik maddeye hiicresel tepki G0:0071310  0,0095

GO: BP Noron 6limianidn pozitif dizenlemesi G0:1901216 0,0111
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GO: BP Uyarana tepki G0:0050896 0,0124
GO: BP Nitrojen bilesigine hiicresel tepki G0:1901699  0,0190
GO: BP Protein metabolik streci G0:0019538 0,0232
GO: BP Strese hiicresel tepkinin dizenlenmesi G0:0080135  0,0253
GO: BP Hicresel lokalizasyon G0:0051641 0,0311
GO: BP Protein metabolik siirecinin diizenlenmesi G0:0051246 0,0338
GO: BP Hicresel makromolekiil lokalizasyonu G0:0070727 0,0350

DAVID Gen Ontoloji zenginlestirme analizi sonuglarina gore ise biyolojik siireg

(BP), apoptotik siirecin pozitif diizenlenmesi, apoptotik siire¢ ve doniistiiriicii bliyiime

faktorii beta uyarisina hiicresel yanit 6nemli Ol¢iide zenginlesme gosteren biyolojik

stiregler arasinda yer alir. Anlamli biyolojik stirecler ve bu stireclerde etkili olan genler

listelenmistir (Tablo3).

Tablo 3. DAVID GO Zenginlestirme Analizi

Kategori Terim Adi Terim ID P- Gen Sembolii
Degeri
GO: BP Apoptotik slirecin pozitif G0:0043065 0,0023 CASP8, CAMK1D, ABL1,
duzenlemesi SCRIB, TEX261, FOXO03,
CLU, FOX01
GO: BP Apoptotik slireg G0:0006915 0,0061 CASPS8, TRAF5, MX1,
DHCR24, TCIRG1, HIF3A,
XAF1, BUB1, FOXO1,
ZFP36L1
GO: BP Donugstirici biylime G0:0071560 0,0064 ABL1, FYN, ZFP36L1,
faktorl beta uyarisina SMAD7
hicresel yanit
GO: BP Hidrojen perokside G0:0070301 0,0078 PCNA, ABL1, FYN, FOXO1
hicresel tepki
GO: BP Peptidil-tirozin GO0:0050731 0,0154 IL15, ABL1, ADNP, CD44
fosforilasyonunun
pozitif regllasyonu
GO: BP Mitotik hiicre G0:0045930 0,0157 CDKN1C, ABL1, SCRIB
dongusiiniin negatif
reglilasyonu
GO: BP Hiicre-hiicre yapismasi G0:0098609 0,0210 ABL1, SCRIB, CD5S8,
BAIAP2, CD44
GO: BP I-kappaB kinaz/NF- G0:0043123 0,0213  CASPS8, TRAF5, ABL1, FYN,

kappaB sinyalinin pozitif
reglilasyonu

TRIM22
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GO: BP Zar flizyonu G0:0061025 0,0222 GCA, MX1, BET1L
GO: BP Virlse yanit G0:0009615 0,0231 MX1, IFIT1, CLU, TRIM22
GO: BP Kan damari gelisimi G0:0001568 0,0252 TCF7L2, COL1A2, FOXO1
GO: BP L-glutamata hiicresel G0:1905232 0,0271  FYN, BAIAP2
yanit
GO: BP Hidrojen peroksit aracili  GO:1901300 0,0324 ABL1, FOX03
programlanmis hiicre
olimiinin pozitif
diizenlemesi
GO: BP Protein tasima G0:0015031 0,0338 RAB2A, RABEP2, TAP1,
LYST, EHBP1, TMEDS,
BETI1L
GO: BP ER'den Golgi vezikiil G0:0006888 0,0354 RAB2A, TRAPPC11,
aracili tasimaya TEX261, TMED5
GO: BP ERK1 ve ERK2 kaskadi G0:0070371 0,0366 ABL1, ZFP36L1, DUSP7
GO: BP Fibroblast G0:0048146 0,0403 CCNAZ2, DHX9, ABL1
proliferasyonunun
pozitif regiilasyonu
GO: BP Konakel tarafindan G0:0050691 0,0430 IL15, DHX9
virlse karsi savunma
tepkisinin diizenlenmesi
GO: BP Aktiflestirilmis T hiicre G0:0050798 0,0430 ABL1, FYN
cogalmasi
GO: BP TUmor nekroz faktoriine  G0:0071356 0,0463 DHX9, CD58, FCAR,
hiicresel yanit ZFP36L1
GO: BP Dogustan gelen G0:0045087 0,0487 SAMD9, DHX9, MX1,

bagisiklik tepkisi

WRNIP1, FYN, CLU,
TRIM22, LILRA4

3.2.2. KEGG Yolak Zenginlestirme Analizi

DEG ve DMG entegrasyonundan elde edilen ortak genlerin kiimiilatif bir listesi

g:Profiler ve DAVID cevrimici analiz araglarma girildi ve ©Onemli olgiide

zenginlestirilmis KEGG yolaklar1 belirlendi. g:Profiler analizinde hiicre dongiisii
yolaginda anlamli bir zenginlesme goriilmiistir (tablo 4). Zenginlestirme analizi igin
yiiklenen gen listemizde yer alan genler arasinda hiicre dongiisii yolak haritasinda
anlamli role sahip olan genler (BUB1,CCNA2,PCNA,CDKN1C,SKP1,ABL1) yildiz ile

isaretlendi. Bu genlerin ¢ogunlukla yolak icinde baskilayict etki gosterdigi goriilmiistiir

(sekil 4) (https://www.genome.jp/kegg/).
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Tablo 4. g.Profiler KEGG Yolak Analizi

Kategori Terim Adi Term iD Adj-P-Degeri Gen Sembolii
KEGG Hicre KEGG:04110 0,0284 BUB1,CCNA2,PCNA,CDKN1C,SKP1,ABL1
Dongusu
Gmwtll'\faclm Gﬁmﬂ?ﬁfr TGFR DA damage checkpoint — Sm3
| i pll7
} v E2F4,5 - Cohesin
| 39K DEF-1.2
. L/‘ Sepin
WAPK Mlzl
e

) —— = 3-phase proteins,
DNA& Gyt

Sekil 4. KEGG Hiicre Dongiisii Yolak Haritas:

DAVID analiz sonucuna gére hiicre dongiisii ve Epstein-Barr viriis enfeksiyonu
yolaklarinda RA igin anlamli bir zenginlesme goriildii. (Tablo 5). Gen listemizde
bulunan genlerden Epstein-Barr viriis enfeksiyonu yolak haritasinda anlamli role sahip
olan genler (CCNA2, ENTPD1, CASP8, TRAFS5, TAP1, CD58, CD44) yildiz ile
isaretlendi. Bu genlerin genellikle hiicre ¢cogalmasi ve hiicre sag kalimu ile ilgili oldugu

goriilmiistiir (sekil 5) (https://www.genome.jp/kegg/).

Tablo 5. DAVID KEGG Yolak Analizi

Kategori Terim Adi Terim ID P-Degeri Gen Sembolii

KEGG Hiicre dongisu hsa04110 0,0022 CDKN1C, CCNAZ2, PCNA,
ABL1, BUB1, SKP1
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KEGG Epstein-Barr virlsu hsa05169 0,0034 CCNA2, ENTPD1,
enfeksiyonu CASPS8, TRAF5, TAP1,
CD58, Ch44
KEGG insan papilloma hsa05165 0,0100 CCNA2, TCF7L2, CASPS,
virtsl enfeksiyonu COL1A2, MX1, SCRIB,
TCIRG1, FOX0O1
KEGG Alkolik karaciger hsa04936 0,0198 ALDH3A2, TCF7L2,
hastaligi CASP8, FOX03, FOX01
KEGG Hicresel yaslanma hsa04218 0,0269 CCNA2, FOX03,
SLC25A4, FOXO01,
ZFP36L1
KEGG Kanserde yollar hsa05200 0,0383 CCNA2, TCF7L2, RAD51,
CASPS, IL15, TRAFS5,
ABL1, FOXO1, SKP1
EPSTEIN-BARE. VRUS INFECTION Gaki R et Y
a4y Tt o
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STHT3 signaling pathay

Sekil 5. KEGG Epstein-Barr Viriis Enfeksiyonu Yolak Haritasi

3.2.3. Transkripsiyon Faktor ve Hedef Genlerin Tamimlanmasi

DEG ve DMG entegrasyonundan elde edilen gen listemiz ile insan transkripsiyon

faktorlerin (TF) diizenleyici aktivitesini ve hedef genleri lizerindeki aktiflestirici veya

engelleyici

etkilerini tahmin etmek icin TRRUST (Transcriptional Regulatory

Relationships) cevrimici veri tabani kullanildi. EP300, TSC22D3, HDAC1, MEN]I,

KLF5, HOXA10, RFX1, CREBBP, TP53, YY1, MYB, MYCN, SIRT1 olmak iizere 13
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TF ve bunlarin hedefledigi 15 gen (PCNA, RAD51, TRIM22, COL1A2, FOXO3,
FOXO1, CD44, SMAD7, CASP8, MYH11,CDKNL1C, IL15, CCNA2, TCF7L2, CLU)
belirlendi. Siizme kriteri olarak diizeltilmis p-degeri<0,05 olanlar alindi. Anahtar TF’ler

ve etki ettigi genlere Tablo 6’da yer verilmistir.

Tablo 6. TRRUST Cevrimici Veri Tabamindan Elde Edilen Anahtar TF ler

Anahtar TF  Acilimi Gen Sayisi Adj-P-Degeri Gen Adi

EP300 E1A binding protein 4 0,00337 PCNA,RAD51,TRI
p300 M22,COL1A2

TSC22D3 TSC22 domain family, 2 0,00337 FOX03,FOX01
member 3

HDAC1 histone deacetylase1 4 0,00514 PCNA,CD44,SMA

D7,COL1A2

MEN1 multiple endocrine 2 0,00906 RAD51,CASPS8
neoplasia |

KLF5 Kruppel-like factor 5 2 0,00974 MYH11,FOXO1
(intestinal)

HOXA10 Homeobox A10 2 0,00974 CDKN1C,IL15

RFX1 regulatory factor X, 1 2 0,00974 PCNA,COL1A2

(influences HLA class Il
expression)

CREBBP CREB binding protein 2 0,0235 RAD51,TRIM22
TP53 tumor protein p53 4 0,0323 CCNA2,TRIM22,F
OX03,TCF7L2
YY1 YY1 transcription 3 0,0323 COL1A2,PCNA,S
faktor MAD7
MYB v-myb myeloblastosis 2 0,0362 IL15,COL1A2

viral oncogene
homolog (avian)
MYCN v-myc 2 0,0479 CD44,CLU
myelocytomatosis
viral related
oncogene,
neuroblastoma
derived (avian)
SIRT1 sirtuin 1 2 0,0499 FOX03,COL1A2
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3.3. Ag analizi ve Gorsellestirme

3.3.1. Protein-Protein Etkilesimi (PPI) Ag Analizi

Protein-protein etkilesimi (PPI) ag analizi, hasta ve saglikli bireyler arasindaki
biyolojik tepkileri anlamak, proteinler arasindaki etkilesimi belirlemek i¢in dnemli bir
aragtir. STRING c¢evrimici veri tabani kullanilarak 108 gen igeren kiimiilatif gen
listemiz analiz edildi. 108 gen arasindan hi¢ etkilesime girmemis olan 37 diigim
gorselden uzaklastirildi. 71 diigiim ve 109 kenar iceren RA’ya 6zgili protein-protein
etkilesim agimiz (RA-PPI) Cytoscape programi ile gorsellestirildi. Kirmizi renkli
diigiimler hiper-DMG ve asagi-DEG genleri temsil ederken, mavi renkli diigtimler hipo-
DMG ve yukari-DEG genleri temsil eder ve kenarlar (yesil) iki gen arasindaki

baglantiy1 gosterir. Etkilesime giren genler RA-PPI aginda goriilmektedir (Sekil 6).

Sekil 6. RA-PPI Ag: Goriintiisii

Kurmizi diigiimler, hiper-DMG & asagi-DEG; Mavi diigiimler, hipo-DMG & yukari-
DEG; Kenarlar (yesil), genler arasi etkilesim.
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RA-PPI agimmin fonksiyonel zenginlestirme analizi yapildi. Gen ontolojisi i¢in
biyolojik islev dikkate alinarak tabloda listelendi, bunlar arasinda en fazla zenginlesme
gorlilen strese tepki, hiicresel bilesen organizasyonu, bagisiklik sistemi siireci ve
hiicresel siire¢ vb. biyolojik siirecler oldu. Yolak analizleri i¢in ise KEGG, Reactome ve
Wikipathways yolaklar1 listelendi, bunlar hiicre dongiisii, Epstein-Barr viriisii

enfeksiyonu, bagisiklik sistemi gibi énemli yolaklardi. RA-PPI agmin zenginlestirme

analizine gore 6nemli goriilen biyolojik siireglere ve yolaklara tablo 7°de yer verilmistir.

Tablo 7. STRING Veri Tabant RA-PPI Aginin Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

Kategori Terim Adi Terim ID Yanlis kesf orani (FDR)
GO: BP strese tepki G0:0006950 0,0029
GO: BP Hicresel bilesen organizasyonu G0:0016043 0,0162
GO: BP Bagisikhk sistemi slireci G0:0002376 0,0316
GO: BP Hicresel siireg G0:0009987 0,0316
GO: BP Organik maddeye tepki G0:0010033 0,0316
GO: BP sitokine yanit G0:0034097 0,0316
GO: BP Sitokin uyarisina hiicresel yanit G0:0071345 0,0316
GO: BP Noron 6limiiniin pozitif dizenlemesi G0:1901216 0,0333
GO: BP Kimyasala tepki G0:0042221 0,0370
GO: BP Organizmalar arasindaki turler arasi G0:0044419 0,0402

etkilesim
GO: BP Vezikil aracili tagsima G0:0016192 0,0468
GO: BP DNA hasari uyaranina tepkinin G0:2001020 0,0468
diizenlenmesi

KEGG Hicre dénglsi hsa04110 0,0231
KEGG Epstein-Barr virlisti enfeksiyonu hsa05169 0,0231
Reactome Bagisiklik sistemi HSA-168256 0,0141
Wikipathways Hicre dénglsi WP179 0,0446

STRING veri tabanindan ¢ekilen RA-PPI aginda bulunan merkezi ve en yiiksek
etkilesime sahip 18 gen (CCNA2, ABL1, CD44, FOXO03, RAD51, TCF7L2, SKPI,
CASP8, CDKNI1C, BUB1, PCNA, XAF1l, SAMDY9, IFIT1, MX1, FYN, FOXO1,
TRIM22) belirlendi. Bu genler en yiiksek diigiim derecelerine gore siraland: (Sekil 7).

Ayrica Cytoscape programimdan MCODE eklentisi kullanilarak yiiksek oranda birbirine
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bagli 5 gen (5 diiglim, 10 kenar) secildi, bu genler merkezi genler igerisinde var olan

MX1, TRIM22, XAF1, SAMD?9, IFIT1 genleridir (Sekil 8).

DERECE
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6 -
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Sekil 7. RA-PPIl Aginin Merkezi Etkilesime Sahip Genleri

Sekil 8. MCODE Eklentisi Ile Belirlenen Yiiksek Oranda Birbirine Bagl Genler

Bu bes gen icin tekrar zenginlestirme analizi yapildi. Cogunlukla zenginlesme
goriilen gen ontolojisi biyolojik siiregler arasinda viral yasam dogiisiiniin diizenlenmesi,

antiviral dogustan gelen bagisiklik tepkisi, viral siirecin diizenlenmesi gibi diizenleyici
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ve savunma fonksiyonlariyla birlikte hepatit-C KEGG yolaginda da zenginlesme

goriildii (Tablo 8).

Tablo 8. MCODE Eklentisi Ile Belirlenen Genlerin Zenginlestirme Analizi.

Kategori Terim Adi Terim ID Adj-P-Degeri
GO: BP viral yasam doénglisiiniin dizenlenmesi G0:1903900 0,0022
GO: BP viral strecin diizenlenmesi G0:0050792 0,0034
GO: BP antiviral dogustan gelen bagisiklik tepkisi G0:0140374 0,0083
GO: BP virlse karsi savunma tepkisi G0:0051607 0,0236
GO: BP simbiyota savunma tepkisi G0:0140546 0,0238
GO: BP viral yasam dongusi G0:0019058 0,0252
KEGG Hepatit C KEGG:05160 0,0094

3.3.2. Transkripsiyon Faktor ve Hedef Genlerin Ag Analizi

Insan transkripsiyon faktdrleri ve bunlarin  hedef genleri arasindaki
transkripsiyonel diizenleme iliskisini gosteren bir ag haritas1 manuel olarak olusturuldu.
Anahtar TF’ler, baz1 genler iizerinde etki gosterdi. Uggen seklindeki diigiimler TF leri
ve bunlarin genlerle baglantis1 oklarla gdsterildi. Burada bir gene birden fazla TF’nin
etki ettigi anlasiliyor ve kesikli (yesil) oklar ile sekil 9’da gosterilmistir. Ornegin

FOXO3 genini hem TSC22D3 hem de SIRT1 TF’ii diizenler.
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Sekil 9. Transkripsiyonel Faktor ve Hedef Genlerinin Ag Analizi

Ucgenler, TF; elipsler, hedef genler; yesil oklar, TF-hedef gen etkilesimi.

Bir geni birden fazla TF diizenleyebildigi gibi, bir TF de birden fazla gen {izerinde
aktiflestirici veya inaktiflestirici etki gosterebilir. Ornegin TSC22D3 TF’ii, FOXO3 ve
FOXOI1 hedef genleri iizerinde inaktiflestirici etki gosterir ya da HDAC1 TF’ii, CD44,
COL1A2 ve PCNA genlerini inaktiflestirirken SMAD7 geni lizerindeki etkisi hakkinda
yeterli bir bilgi yoktur. TF’lerin aktiflestirici etki ettigi genler yesil okla gosterildi ve
inaktiflestirici etki ettigi genler kirmizi ucu kiit oklarla gosterildi. TF’nin nasil etki ettigi

bilinmeyen genler gri kesikli kenarlar ile belirtildi (sekil 10).
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Sekil 10. Transkripsiyonel Faktérlerin Hedef Genleri Uzerindeki Diizenleyici Etkisini
Gosteren Ag Analizi.

Ucgenler, TF; elipsler, hedef; yesil oklar, aktiflestiren; kirmizi ucu kiit oklar,
inaktiflestiren; gri kenarlar, etkisi belirsiz.

3.3.3. Yolak ve Gen Ag Analizi

KEGG yolak analizinde elde edilen hiicre dongiisii ve Epstein-Barr viriisii
enfeksiyonu yolaklar1 ve bu yolaklarda etkin olan genlerin etkilesimlerini gdsteren ag
haritas1 manuel olarak yapildi. Hiicre dongiisii yolaginda etkin olan genlerimiz BUBI,
CCNA2, PCNA, CDKNI1C, SKP1, ABL1 olarak tespit edildi. Epstein-Barr viriis
enfeksiyonu yolaginda etkin olan genlerimiz ise CCNA2, ENTPD1, CASP8, TRAFS5,
TAP1, CD58, CD44 olarak tespit edildi. Kirmizi renkli ters tiggen seklindeki diigiimler
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yolaklar1 gosterir ve mavi renkli elips seklindeki diigiimler ise yolaklarin etkilesime
girdigi genleri gosterir. Genlerin nasil bir etki gosterdigi bilinmedigi i¢in Kesikli gri

oklarla gosterildi (sekil 11).

Sekil 11. KEGG Zenginlesme Yolaklar: ve Etkilesen Genleri Gosteren Ag Haritasi

Kwrmizi ters iiggenler, yolaklar; mavi elipsler, genler; gri kesikli oklar, yolak-gen
etkilesimi.

3.4. Potansiyel Terapotik Hedefler ve Kiiciik Molekiillerin Yeniden

Konumlandirilmasi

Merkezi genleri RA’da terapotik hedefler olarak géz onilinde bulundurarak, aday
ilaglar1 veya kiigiik molekiilleri tanimlamak i¢in CMap ve Enrichr platformlari
kullanildi. Analiz sonucunda 34 ilag tanimlandi (tablo 9). Bunlardan 1’i RA i¢in

onaylidir, 1’1 RA tedavisi igin klinik arastirma asamasinda ve 14’ RA i¢in deneme
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caligmasi yapilan ilaglardir. Bir ilacin ise onay1 geri ¢ekilmistir. Geriye kalan 17 ilag RA
ile ilgili bir ¢alismasi bulunmayan adaylardi. Infigratinib, Bosutinib, SB-216763,
Rigosertib (ON-01910), Tozasertib, AG-957 (Tyrphostin), AT-9283, ZM-323881, RN-
1734, Selinexor (KPT-330), BIX-01294, H-89, IBC-293, WH-4023, HY-11007, HG-6-
64-01, HG-5-113-01 ilaglart RA tedavisi igin potansiyel terapotik hedefler olarak
yeniden konumlandirildi. Yeniden konumlandirilan 4 aday (WH-4023, HY-11007, HG-

6-64-01, HG-5-113-01) icin literatirde tedaviye yonelik herhangi bir calisma

bulunamada.

Tablo 9. Potansiyel fla¢ Adaylar:

ilag Adi Tedavi Durum Etki RA
Mekanizmasi Calismasi
ibrutinib Kronik Lenfositik Losemi Onayh Bruton tirozin Var
(KLL) kinaz (BTK)
Mantle Hiicreli Lenfoma inhibitora
(MCL)
infigratinib Kolanjiokarsinom Onayh fibroblast Yok
blylime faktori
reseptorune
(FGFR) 6zgl
tirozin kinaz
inhibitora
Tofacitinib Romatoid Artrit Onayh janus kinaz (JAK)  Var
Ankilozan Spondilit inhibitora
Ulseratif Kolit
Bosutinib Kronik Miyeloid Losemi Onayh BCR-ABL ve Yok
(KML) SRC tirozin kinaz
inhibitora
Pazopanib Yumusak Doku Sarkomu Onayli Coklu Tirozin Var
(STS) Kinaz (VEGFR,
Renal Hiicreli Karsinom PDGFR, FGFR,
(RCC) LCK, c-KiT)
inhibitori
Ezetimib Kolesterol Onayh Kolesterol Var
Emilim
inhibitéri
SB-216763 Miyokardiyal Enfarktis Belirtiimemis Glikojen Sentaz Yok
Alzheimer Kinaz-3 (GSK-3)
inhibitéri
Betulinik-asit  Displastik Nevus Sendromu  Onayli Topoizomeraz Var
inhibitora
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Rigosertib Miyelodisplastik Sendrom Klinik Polo benzeri Yok
(ON-01910) (MDS) kinaz 1 (PLK-1)
inhibitora
Dasatinib Kronik Miyeloid Losemi Onayh BCR-ABL Tirozin  Var
(KML) Kinaz inhibitéri
Akut Lenfoblastik Losemi
(ALL)
Tozasertib Kati Tumor / Kanser Klinik Pan-Aurora Yok
Kinaz inhibitéri
Nilotinib Kronik Miyeloid Losemi Onayh BCR-ABL Tirozin  Var
(KML) Kinaz inhibitérii
Tyrphostin Kronik Miyeloid Losemi Belirtilmemis Protein Tirozin Yok
AG-957 (KML) Kinaz (PTK)
inhibitori
PP2 Adenokarsinom Belirtiimemis SRC inhibitéri Var
AT-9283 Kanser / Kati Tumor Klinik JAK inhibitérii Yok
Aurora Kinaz
inhibitori
imatinib Kronik Miyeloid Losemi Onayh BCR-ABL Tirozin  Var
(KML) Kinaz inhibitéri
Akut Lenfositik Lésemi (ALL)
Saracatinib Kanser Klinik SRC Kinaz Var
(AZD-0530) Osteosarkom inhibitéri
Rapamisin Organ Nakli Reddi Onayh mTOR inhibitéri  Var
(Sirolimus) Lenfanjiyoleiomyomatozis
(LAM)
Vorinostat Kutandz T-Hucreli Lenfoma  Onali Histon Deasetilaz Var
(CTCL) (HDAC)
inhibitori
Resveratrol Herpes Labialis Belirtiimemis Belirtiimemis Var
Enfeksiyonlar (Uguk)
Etoposid Testis Kanseri Onayli Topoizomeraz Var
Klglk Hucreli Akciger inhibitéri
Kanseri (SCLC)
TAK-715 Romatoid Artrit (RA) Klinik Mitojenle Aktive  Var
Olan Protein
Kinaz (MAPK)
inhibitéri
ZM-323881 Belirtilmemis Belirtilmemis Vaskiiler Endotel Yok
Blylime Faktori
(VEGF) Reseptor
inhibitéri
RN-1734 Belirtilmemis Belirtiimemis Gegici Reseptor Yok
Potansiyeli
Vanilloid 4
(TRPV4)
inhibitora
Selinexor Multipl Miyelom Onayli Exportin 1 Yok
(KPT-330) (XPO1)
inhibitora
BIX 01294 Belirtilmemis Belirtiimemis Histon Yok
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Metiltransferaz

inhibitéri
H 89 Belirtilmemis Belirtiimemis Protein Kinaz A Yok
inhibitéri
IBC 293 Belirtilmemis Belirtilmemis Belirtiimemis Yok
EHNA Belirtilmemis Belirtilmemis Adenozin Var
Deaminaz
inhibitéri
WH-4023 Belirtilmemis Belirtilmemis SRC inhibitori Yok
HY-11007 Belirtilmemis Belirtiimemis BCR-ABL Kinaz Yok
inhibitér
HG-6-64-01 Belirtilmemis Belirtiimemis RAF inhibitérii Yok
HG-5-113-01  Belirtilmemis Belirtiimemis Protein Kinase Yok

inhibitor

4. TARTISMA

Romatoid artrit (RA), tam kokeni belirlenemeyen en yaygimn inflamatuar artrit
tiplerinden biridir ve eklemlerdeki sinoviyal doku iltihabina neden olan otoimmiin bir
rahatsizliktir (Radu ve Bungau, 2021). RA’nin ilerlemesi kemik asinmasi, eklem
iltihab1, kikirdak tahribati ve nihayetinde eklem stabilitesinin tamamen kaybi ile
sonuglanabilir (Rindfleisch ve Muller, 2005). RA'nin niifusun ~% 1'ini etkiledigi ve
kadinlarda erkeklerden {i¢ kat daha sik goriildiigii bildiriliyor. Ek olarak, RA her yasta
ortaya cikabilir, ancak en sik 30-65 yaslar1 arasinda goriiliir ve insidans orani yasla
birlikte artar (Finckh ve digerleri, 2022; Chauhan ve digerleri, 2023). RA hastaliginin
gelisiminde hem ¢evresel hem de genetik faktorler rol oynar (Radu ve Bungau, 2021).
RA patogenezinin tam olarak bilinmiyor olmasi bizi hastaligin altinda yatan
mekanizmalarin anlagilmasi amaciyla ¢oklu omik veri kiimelerinin biitiinlesik analizine

stirtikliyor.

Bu ¢alismada sinovyum, PBMC, T ve B hiicre kaynaklarindan ¢alisma yapilmis olan
transkriptomik ve metilomik veri kiimeleri kullandik. Gen ifade profili veri kiimeleri ile

gen metilasyon profili veri kiimelerini entegre ettik. Transkriptomik veri kiimelerinde
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DEG’leri belirlerken kesisen ortak genleri filtrelemek veri kapsamini 6nemli Slgiide
azaltabilecegi icin genlerin biitlinlestirici analizi yoluna gidildi. Aym islemi DMG’ler
icin de gergeklestirdik. Listelenen DEG’lerin ve DMG’lerin kesisiminden elde edilen
108 gen belirledik. Daha sonra bunlarin fonksiyonel zenginlestirme analizini yaparak
RA i¢in 6nemli olan biyolojik siiregleri ve 6nemli yolaklar1 belirledik. Calismamizda
veri tiirleri arasindaki dlgek farklari, istatistiksel analiz karmasikligi ve biyolojik anlam
c¢ikarma zorluklart sebebiyle genomik c¢alismalar veri kiimelerimize entegre

edilmemistir.

Gen ontolojisi (GO) ve KEGG yolak analiz sonuglarimiza gore en fazla
zenginlesme goriilen biyolojik siiregler arasinda organik maddeye tepki, kimyasal tepki,
apoptotik siirecin pozitif diizenlenmesi basta olmak tizere doniistiiriicii biiylime faktorii
beta uyarisina hiicresel yanit, hidrojen perokside hiicresel tepki ve peptidil-tirozin
fosforilasyonunun pozitif regiilasyonu vb. siire¢ler yer alir ve hiicre dongiisii ile
Epstein-Barr viriis enfeksiyonu RA’nin patogenezinde rol oynayan onemli yolaklar
arasinda yer alir. William ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir caligmada RA’da gbzlemlenen
sinoviyal fibroblastlarin, iltihapli hiicrelerin ve osteoklastlarin ¢ogalmasinin, bu
hiicrelerde programlanmig hiicre Olimiiniin (apoptoz) bastirilmast  ve hiicre
cogalmasinin ise desteklenmesi ile iliskili oldugunu belirtmistir (Williams ve digerlerti,
2018). Bu galisma apoptotik siire¢ ve hiicre dongiisti sonuglarimizin RA’daki 6nemini
dogrular niteliktedir. Epstein-Barr viriisii (EBV), Insan herpes viriisii 4 (HHV-4) olarak
da bilinen ¢ift sarmalli bir DNA viriidiir. Bagisikligi zayif kisilerde ¢esitli kanser
tirlerine neden olabilir. EBV, insan proteinleriyle benzerlikler paylasan proteinlere
sahiptir ve bu, yanlislikla viicudun kendi dokularin1 hedef alan ve potansiyel olarak bir
otoimmiin tepkiye ve RA'ya yol agan bir bagisiklik tepkisini tetikleyebilir. Epstein-Barr

niikleer antijen-1 (EBNA-1), EBV enfeksiyonu sirasinda ifade edilen viral bir proteindir
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ve RA'l1 bazi bireylerin sinoviyal dokusunda bulunmustur. Bu, EBV ile eklem iltihabi
gelisimi arasinda potansiyel bir baglanti oldugunu disiindiirmektedir (Toussirot ve
Roudier, 2007). Baz1 arastirmacilar RA ilerlemesinin ¢evrede bulunan ugucu organik
bilesikler (VOC'ler) ve sigara i¢imiyle ilgili oldugunu 6ne siirmiistiir. Ve sigaranin RA
tizerindeki etkisiyle ilgili bir¢cok ¢alisma yapmistir. Sigara igmenin RA hastalarinda RF
ve ACPA-pozitif seviyelerinin yiiksek oranda ¢ikmasmma neden oldugunu ortaya
koymustur (Baka ve digerleri, 2009; Ogbodo ve digerleri, 2022). Yaptigimiz
fonksiyonel zenginlestirme analizlerinin sonucunda organik maddeye tepki, apoptotik
siireg, hiicre dongiisii ve viral enfeksiyonlara tepki biyolojik siireglerinin RA
mekanizmasi i¢in 6nemli oldugu agik bir sekilde ve literatiirle uyumlu bir sekilde ortaya

cikmaktadir.

MCODE ile elde edilen kiime ve RA-PPI ag1 zenginlestirme analizlerimize gore
biyolojik siiregte strese tepki, hiicresel bilesen organizasyonu, bagisiklik sistemi siireci,
viral yagam dongiisiiniin diizenlenmesi vb. siireclerin rol oynadigin1 gordiikk. Yolak
analizi sonuclarinda ise diger yolaklara ek olarak hepatit-C yolaginda da zenginlesme

gorilldii.

4.1. Biyobelirteclerin Degerlendirilmesi

RA-PPI analiz sonucumuza gére ABL1, FOXO1, FOXO03, TCF7L2, CDKNL1C,
SKP1 genlerinin ifade seviyelerinde azalma oldugu ve CD44, RAD51, CASP8, BUBL,
PCNA, XAF1, SAMDY, IFIT1, MX1, FYN, TRIM22, CCNA2 genlerinin ifade
seviyelerinde artis oldugu goriildii. Bu genler arasinda CD44, CASPS, SAMD?9,
TRIM22, FOXO3 genlerinin RA igin 6nemli oldugu tespit edildi. CCNA2, BUBI,
SKP1, CDKN1C, MX1, IFIT1 genleri ise arastirmaya deger genler olarak listelendi.

Tim bu genlerin genel olarak RA’da hiicre ¢ogalmasi, programlanmis hiicre dliimii ve
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hiicre farklilagmasi ile ilgili oldugunu gordiik. Bu genler RA hastaliginin tan1 ve tedavi
siireclerinde potansiyel biyobelirtecler olarak diisiintilebilir. Burada bulunan bazi genler

icin RA hastaligindaki rolii tespit edilmis ¢alismalar mevcuttur.

Yapilan bir ¢aligmaya gore, CD44'iin RA'da uyarilmig makrofajlar ve sinoviyal
dokulardaki hiicreler tarafindan ifade edildigi gorilmistir. CD44'e 6zel olarak
baglanabilen Hyaluronik asidin (HA), RA hastalariin ilag tedavisinde kullanilarak
fibroblast benzeri sinoviyositlerin (FLS'ler) c¢ogalmasini azalttigi ve etkilenen
eklemlerin sismesini engelledigi goriilmiistiir. (Yang ve digerleri, 2017; Heo ve
digerleri, 2014; Gorantla ve digerleri, 2021). CASP8 eksikligi olan FLS'lerde, hiicre
tutunmasi, hiicre yayilimi ve infilakinin azaldigit ve CASP8’in baskilanmasinin
sinoviyal fibroblastlarin hiicre o6limiinii engelledigi gosterilmistir. RA’da CASP8
geninin otofaji ile iligkili oldugu saptanmistir ve otofaji mekanizmasinin kontrolii, RA
icin onemli gostergeler ve potansiyel yeni tedavi hedefleri olarak isaret edilmistir
(Ansalone ve digerleri, 2022; Fan ve digerleri, 2022; Bai ve digerleri, 2004). SAMD9
gen ifadesinin T hiicre aktiflesmesi esnasinda 6nemli derecede arttigi gorilmiistiir.
SAMD?9 yikiminin, T hiicre ¢ogalmasini ve T hiicrelerinde sitokinlerin mRNA ifadesini
artirdigr goriilmiistiir fakat programlanmis hiicre Sliimii ilizerinde onemli bir etkisi
olmamistir. SAMD9 gen ifadesinin bastirilmasinin tiimor gelisimine sebep olacag:
bildirilmistir (He ve digerleri, 2019). TRIM22 gen ifade seviyesinin RA-FLS’lerde
arttig1 gorilmistiir. TRIM22 geninin yikimi hiicre ¢ogalmasi, yayilimini, infilakini ve
inflamatuar sitokinlerin salinimini1 azaltirken hiicre Olimiini artirmustir (Wei ve
digerleri, 2022). Deng ve arkadaslari, RA-FLS'lerde PCNA gen ifadesinin artmasinin,
hiicre ¢ogalmasina sebep oldugunu gostermistir (Deng ve digerleri, 2022). Hiicre
cogalmasiyla ilgili bir gen olan CCNA2’nin RA’nin osthole (OS) ve TNF tedavisi

sirasinda ifadesinin azaldigr goriilmiistiir (Lin ve digerleri, 2023). Saglikli kontrollere
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kiyasla RA hastalarinda FOXO ailesi liyelerinden olan FOXO1 ve FOXO3’iin azalan
ifadeleri gorilmiistiir. RA tedavisine yonelik yapilan bir ¢alismada ise bu ifade
seviyelerinin artmasinin hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6limii olaylarmi diizenledigi
bildirilmistir (Feng ve digerleri, 2021). BUBI, kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve
sizmasini uyararak ¢esitli timorlerde onkojenik ozellikler gosterir. RA-FLS'lerde artan
BUBL ifadesinin WJT (Wantong Jingu Tablet) tedavisi ile azaltilmas1 FLS’lerde hiicre

cogalmasini engeller (li ve digerleri, 2020).

Saglikli kontroller ile RA hastalarmi karsilastirdigimizda SKP1’in ifadesinin
azaldigin1 gordiik. Ubikuitin E3 ligaz kompleksinden (SCF) biri olan SKP1 yangi,
savunma sistemi, farklilasma ve hiicre O6limi sirasinda farkli genlerin ifadesini
diizenleyen NF-kB sinyal yolaginda yer almasina ragmen RA’daki yeri tam olarak
anlagilamamistir (Kawaida ve digerleri, 2005). RA i¢in énemli bir yolak olan wnt/beta-
katenin sinyal yolagi kemik olusumu ve kemik yikiminda gorev alir. Wnt/beta-katenin
sinyal yolaginda yer alan proteinlerden biri de TCF7L2’dir ve tip 2 diyabet hastaligiyla
iligkilendirilmistir (de Sousa Rabelo ve digerleri, 2010). Ancak TCF7L2'nin
farklilasmasinin RA ile Onemli bir baglantisi olmadigi yapilan c¢aligmalardan
anlasilmistir (Da Mota ve digerleri, 2012). Calismamizda ifadesi azalan ve hiicre
dogiistiyle ilgili olan CDKN1C (cyclin-dependent kinase inhibitor 1C) ile ilgili RA’da
yapilmis ¢ok fazla g¢alisma olmamasina ragmen Mir204/211'in RA’daki rollerini
belirlemeye yonelik bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada Mir204/211'in uyarim ile
RA’da azalan CDKNIC ifadesini diizenleyerek hiicre ¢ogalmasini engelledigi
goriilmiistiir (Wang ve digerleri, 2022). Interferon (IFN) yanit genleri olan IFIT1 ve
MX1’in RA makrofajlarinda artan ifadesi ¢alismalarla kanitlanmistir. Bu genler antijen
salinimini ve iltihalanmayi arttirir ve tip 1 IFN’ler RA’ya etkisi olan STAT]1 sinyalini

aktiflestirir (Gordon ve digerleri, 2012). Baska bir ¢alismada ise IFIT1 ifadesinin
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bastirilmasi ile RANKL kaynakli kemik yikiminin engellendigi goriilmistiir (Xue ve
digerleri, 2022). Qiu ve arkadaslari, RAD51’in ifadesinin artmasiyla IGF1R/PI3K/AKT
sinyal yolaginin uyarildigin1 ve bdylece osteoblast varyasyonuna sebep oldugunu rapor
etmistir (Qiu ve digerleri, 2023). Yapilan c¢alismalar, FYN geninin bagisiklik
diizenlemesinde onemli bir rol oynadigini, T hiicre etkinlesmesi, varyasyonu ve lenfosit
gelisimi ile ilgili oldugunu belirtmistir (Jung ve digerleri, 2021; Liu ve Chen, 2021).
ABLI’in BCR tirozin kinaz ile kombinasyonunun RA’da hedef olarak rol oynadigi
biliniyor ancak tek basina etkisi hakkinda yapilan bir calisma bulunamadi. Ayni sekilde
yapilan bir calismada XAF1’in B hiicrelerinde eszamanli metilasyon ve gen ifade
degisikligi oldugu dogrulanmistir ve RA'da oynadig1 potansiyel rolleri vurgulanmistir

ancak deneysel bir ¢alisma yapilmamistir (Tseng ve digerleri, 2019).

Transkripsiyonel faktor analizimize gore anahtar TF’ler RA’da inaktiflestirici
ozellik gostermistir. RA’da etkisi kanitlanan 3 TF tespit edildi. Bunlar TSC22D3,
HDAC1 ve SIRT1 TF’leridir. GILZ olarak da bilinen TSC22D3 transkripsiyon faktorii
RA’nin patolojisinde yer aldigr bilinmektedir. GILZ, NFxB ve AP-1 sinyalini
baskilayarak T hiicrelerinde cogalmayr engeller ve sitokin salinimini engelleyerek
fibroblast benzeri sinovyositlerde iltihaplanmaya kars1 etki gosterir. Ayn1 zamanda RA
patolojisinde 6nemli olan FOXO1 ve FOXO3 hedeflerini baskiladigi gortilmiistiir
(Beaulieu ve Morand, 2011). HDAC ifadesinin susturulmast RA ve diger immiin
hastaliklarin patolojisine katki saglayabilir (Vojinovic ve Damjanov, 2011) Chen ve
arkadaslar1 yaptiklar1 deneylerde SMAD7 molekiiliiniin RA’ll hastalarda nadiren
gorildiiglinii tespit etmistir. RA sinovyal fibroblastlarinda yiiksek seviyelerde goriilen
HDACT’in ifadesinin baskilanmasiyla SMAD7’de bir artis oldugunu ve SMAD7’nin
RA’nin eklem hasarimi iyilestirmeye yonelik sinyal yolaklarinda yer aldigini belirtmistir

(Chen ve digerleri, 2016). HDAC1’in TRRUST sonuglarina gére diger hedefleri (CD44,
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PCNA, COL1A2) iizerinde inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir ancak RA hastaligi
icin hangi yonde etki ettigi bulunamadi. SIRT1 otoimmiin hastaliklarda hedefleri
epigenetik olarak modifiye eden bir faktordiir. NF-kB yolaginda AP1 (activator protein-
1) aktivasyonunu bastirarak T hiicre etkinlesmesini ve ¢ogalmasini durdurur (Tao ve
digerleri, 2023). SIRT1’in FOXO3’1i deasetile ederek patolojik olaylar1 baskiladigi ve
NF-kB sinyali tizerinde inhibe edici etkisi oldugu bilinmektedir (Kong ve digerleri,
2013). HDACI transkripsiyon faktorii gibi digerlerinin de hedef genleri tizerindeki

etkisi gogunlukla bilinmesine ragmen RA i¢in bir kanit bulunamadi.
4.2. Tla¢ Yeniden Konumlandirma

RA tedavisi i¢in yeniden konumlandirilan 17 aday ilag belirledik. Bu ilaglar daha
once RA’da tedaviye yonelik c¢alisma yapilmamis olan ilaglardir. Bu adaylar
Infigratinib, Bosutinib, SB-216763, Rigosertib (ON-01910), Tozasertib, AG-957
(Tyrphostin), AT-9283, ZM-323881, RN-1734, Selinexor (KPT-330), B1X-01294, H-
89, IBC-293, WH-4023, HY-11007, HG-6-64-01, HG-5-113-01 olarak listelendi. IBC-
293 molekiiliinin RA tedavisinde kullanilmast i¢in engeller bulundu. Yeniden
konumlandirilan WH-4023, HY-11007, HG-6-64-01, HG-5-113-01 adaylar1 igin

literatiirde tedavi amacli herhangi bir ¢calisma bulunamada.

Yeniden konumlandirilan ilaglar arasinda Infigratinib, hiicre farklilasmasi ve
anjiyogenezde rol oynayan fibroblast biiyiime faktorii reseptorii (FGFR) inhibitoriidiir.
Kolanjiokarsinom, iirotelyal karsinom ve diger FGFR kaynakli durumlarin tedavisi i¢in
onaylanmis bir ilagtir. BHS697 ve CQM157 infigratinibin baglica insan metabolitleridir.
Bunlar FGFR1, FGFR2 ve FGFR3 i¢in infigratinibinkine benzer baglanma afinitelerine
sahiptir. Infigratinib, FGFR’yi inhibe ederek tiimor hiicrelerinde ¢ogalmay1 engeller.

(Kang, 2021). SRC ve BCR/ABL (breakpoint cluster region/Abelson) tirozin kinaz
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inhibitorii olan Bosutinib kronik miyeloid 16semi (KML) tedavisi i¢in kullanilir (Abbas
ve Hsyu, 2016). Bosutinib, KML tedavisinde Imatinib’in hedef dis1 etkiler gdstermesi
lizerine gelistirilmis ve Imatinib’e direng gosteren BCR/ABL varyasyonlarina kars1 etki
gostermeyi basarmistir (Amsberg ve Schafhausen, 2013). AG-957’nin (Tyrphostin),
KML hastalarindan tiiretilen K562 hiicrelerinde P210 BCR/ABL tirozin kinazi inhibe
ederek hiicreleri apoptoza zorladigi boylece K562 hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi
goriilmiistiir (Svingen ve digerleri, 2000). Kawabata ve arkadaslari, inkretinlerin
trombosit kaynakli biiylime faktorii-BB'nin (PDGF-BB) sebep oldugu osteoblast ve
osteoblast benzeri MC3T3-E1 hiicre gogiinde etkisini arastirmistir. Caligmaya gore
PDGF-BB ile uyarilan ve bir inkretin olan GLP-1 (glukagon benzeri peptid-1) ile
desteklenen MC3T3-El hiicre gogii, protein kinaz A H-89 tarafindan bastirilmistir
(Kawabata ve digerleri, 2020). Onceki ¢alismalar saglikli kontrollerle karsilastirilan RA
hastalarinda PDGF ifadesinin ve protein diizeyinin daha fazla oldugunu belirtmistir ve
sinoviyal fibroblastlarda PDGF’nin bloke edilmesinin hastaligin ilerlemesini engelledigi

gosterilmistir. (D'Aura Swanson ve digerleri, 2009).

Slomiany ve arkadaslari, vaskiiler endotel biiyiime faktoriindeki (VEGF) artisin
bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinom iizerindeki etkisini incelemistir. Yazarlar,
VEGF’nin artan diizeylerinin karsinomun ilerlemesiyle ilgili oldugunu gérmistiir. HIF-
lo (Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 alfa) ifadesinin artmasi basta skuaméz hiicreli
karsinom (SCC) olmak iizere bircok kanser tiirlinde daha saldirgan bir fenotip ve ileri
diizeyde tiimorle iligkilidir. ZM-323881 tedavisinde VEGF ile uyarilan HIF-1a protein
yigilmasinin SCC-9 hiicrelerinde engellendigi goriilmiistiir (Slomiany ve digerleri,
2006). Ayn1 zamanda VEGF, RA hastalarinda en sik galisilan bir tirozin kinazdir.
Serum seviyeleri RA hastaliginin aktivitesiyle dogru orantilidir (D'Aura Swanson ve

digerleri, 2009). Benzer ilag tedavilerinde de goriildiigi tizere VEGFR, PDGFR, SRC
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ve BCR/ABL tirozin kinazlarin da dahil oldugu bir¢ok tirozin kinazin RA patolojisine
katildig1 anlasilmistir (Guo ve digerleri, 2019; D'Aura Swanson ve digerleri, 2009). Bu
sebeple bunlar1 hedefleyen terapotiklerin RA tedavisinide potansiyel aday olarak

yorumlayabiliriz.

SB-216763, glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) inhibitoriidiir ve aldosteron kaynakli
kalp ve bobrek hastaliklarinin tedavisinde baskilayict oldugu goriilmiistiir (Zhang ve
digerleri, 2018). Yapilan bir ¢alismada GSK-3 inhibitorlerinin RA sinoviyal
fibroblastlarinda hiicre gogiinii ve istilasini bastirdigi goriilmiistiir (Sugiura ve digerleri,
2020). Wnt/B-katenin sinyal yolunda GSK-3"iin etkin olmasi (Zhang ve digerleri, 2023)
ve Wnt sinyal yolaginin RA’l1 hastalarda 6nem tasidigi g6z oniine alindiginda (de Sousa
Rabelo ve digerleri, 2010) SB-216763’{in aday ila¢ olmasi yiiksek ihtimal tasir. Plk1’in
(Polo-like kinasel) bir inhibitorii olan Rigosertib (ON-01910) miyelodisplastik
sendromlu (MDS) hastalarin tedavisi i¢in kullanilir. Giincel galismalara gore Plk1’e ek
olarak PI3K-Akt yolu ve Ras-Raf sinyal kaskadinda aktif oldugu belirtilmistir
(Monfort-Vengut ve de Carcer, 2023). Tozasertib (MK-0457, VX-680), tiimor ve kanser
tedavilerinde kullamlan Pan-Aurora Kinaz Inhibitoriidiir. MK-0457nin yumurtalik
kanseri hiicrelerinde Aurora-A kinaz fosforilasyonunu azalttigi gorilmistiir. Ayrica
timor hiicrelerinin biliylimesini baskiladigi, hiicre dongiisiinde rol oynadig1 ve hiicre
cogalmasini engelledigi rapor edilmistir (Lin ve digerleri, 2008). Ayrica baska bir
calismada Zhang ve arkadaslari, Tozasertib’in mast hiicre aktivasyonunu ve MAPK
sinyali ile NF-kB yolunun aktivasyonunu inhibe ettigini rapor etmistir (Zhang ve
digerleri, 2020). AT-9283, kanserle iliskili oldugu bilinen aurora kinaz inhibitoriidiir. B
hiicreli lenfomalarda hiicre ¢ogalmasini ve timoér biiyliimesini inhibe eder (Qi ve
digerleri, 2012). Multipl miyelomda (MM) hiicre biiylimesini ve STAT3 sinyal yolagini

inhibe eder (Santo ve digerleri, 2011). Yapilan gesitli ¢alismalardan elde edilen
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sonuglara gore BIX-01294’in otofaji ile iliskili bir histon metiltrasferaz inhibitorii
oldugu anlasiliyor. G9a histon metiltransferaz’1 inhibe ederek glioma hiicrelerinde
otofajiyi tetikler ve EHMT2’yi (6kromatik histon lizin metiltransferaz 2) inhibe ederek
diffiiz biiyiikk B hiicreli lenfoma (DLBCL) hastalarinda hiicre ¢ogalmasini engeller ve
hiicrenin kendi kendini yok etmesini (otofajiyi) tetikler (Ciechomska ve digerleri, 2016;
Xu ve digerleri, 2021). Liu ve arkadaslari, merkezi sinir sistemi (CNS) hastaliginda
TRPV4 inhibisyonunun demiyelinizasyondaki roliinii anlamaya yonelik bir ¢alisma
yapmustir. Yazarlar, RN-1734 tedavisinin miyelinasyonu iyilestirdigi ve glial hiicrelerin
sayisini azalttigi sonucuna varmistir. Ayni zamanda RN-1734’tin TRPV4 aktivasyonunu
baskilayarak NF-kB sinyal yolunu inhibe ettigi ve bdylece proinflamatuar sitokinlerin
salinimini azalttigini bildirmistir (Liu ve digerleri, 2018). NF-xB sinyal yolunun
baskilanmasi romatizmal hastaliklarin tedavisi i¢in de akile1 bir yaklasimdir (Roman-

Blas ve Jimenez, 2006).

Yapilan bir ¢alismaya gore KPT-330, 11 Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(KHDAK) hiicre hattinda programlanmis hiicre 6liimiiyle iliskili proteinlerin ifadesini
tetikler. Hiicre ¢ogalmasini baskilar ve hiicre dongiisiinii durdurur (Sun ve digerlersi,
2014). Selinexor (KPT-330) her ne kadar multipl miyelom tedavisi igin SINE (segici bir
niikleer ihracat inhibitorii) olarak onaylanmis olsada gesitli kanser tiirlerinde klinik ve
preklinik denemeler yapilmistir. Kanser hiicrelerinde hiicre o6liimiinii tetikler, hiicre

cogalmasi ve hiicre gociinii engeller (Landes ve digerleri, 2023).

Zhou ve arkadaglari, HCA3 reseptorlerini ifade eden CHO-K1 hiicrelerinde IBC-
293 molekiiliiniin uyarimi ile hiicre i¢i Ca2+'de hizli bir ¢ogalma oldugunu gérmiistiir.
Ve HCA3 reseptorlerinin insan epidermoid hiicre hatt1 olan A431 hiicrelerinde IBC-293
uyarimi ile ERK1/2 ve MEKI1/2 aktivasyonuna yol agtig1 belirtilmistir (Zhou ve

digerleri, 2012). Bu calismadan anlagilacagi gibi IBC-293 uyarict bir molekiil olarak
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kullanilmistir.  MEK-ERK yolu, hiicre biiyiimesini, gelisimini ve canliligini
desteklemedeki 6nemi ile yaygin olarak bilinir. Bununla birlikte, enflamatuar ajanlarin
tiretilmesinde yer aldigi da gosterilmistir. Romatoid artritli (RA) bireylerin sinoviyal
dokusunda MEK-ERK yolunun belgelenmis aktivasyonu goz Oniine alindigindan, bu da
daha sonra TNF-a ve IL-6 gibi enflamatuar molekiillerin salinimini tetikleginden, MEK
inhibitorlerinin anti-artritik ve anti-inflamatuar ozelliklere sahip oldugu sdylenebilir
(Yamaguchi ve digerleri, 2012). Yapilan bu ¢alismadan da anlasilacagi gibi MEK-ERK
yolaklarmin aktiflestirilmesi RA’nin aleyhine olacagindan ve IBC-293 molekiiliiniin bu
yolak iizerinde uyarict etkisi oldugundan molekiiliin kullanilmast RA i¢in yararh

olmayacaktir.

Coklu omik veri entegrasyonuna dayali in silico ilag yeniden konumlandirma
calismalari, yeni ila¢ kesif adaylarmi tespit etmek i¢in yeni bir firsat sunar. Bu
caligmada kullanilan yeniden konumlandirilan potansiyel ila¢ adaylar1 deneysel verilerle
dogrulanmamugtir. Ancak RA tedavisinde daha ileri deneysel ¢alismalarda

degerlendirilebilecegine inaniyoruz.

Insan hastaligina iliskin ¢ogu veri analizi calismasinda oldugu gibi bu ¢alismanin
da cesitli sinirlamalart vardi. ilk olarak, bu analiz i¢in kullanilan RA veri kiimeleri GEO
veri tabanindan elde edildiginden ve bu veri tabaninda toplanan ilgili veri drneklerinin
sayist sinirlt oldugundan, kiiclik 6rneklem boyutu nedeniyle veri analizi yanli olabilir.
Ayrica veri kiimelerimizde biyolojik kaynak olarak PBMC, sinovyum, T ve B hiicreleri
gibi ¢esitli kaynaklar kullanildigindan sonuglarimizin dokuya 6zgii olmadiginin gézden
kagirilmamasi gerekmektedir. Diger yandan arastirilan genler, yolaklar ve potansiyel
ilag adaylar1 in vitro c¢aligmalar veya diger fonksiyonel c¢aligmalar yoluyla
dogrulanmadi. Ancak bu sonuglar daha fazla arastirma i¢in bir alan sundu. Ayrica, bu

veri analizinden elde edilen bulgular, romatizmali hasta 6rnekleri kullanilarak Western
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blot ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) deneyleri ile gelecekteki dogrulamadan

faydalanabilecektir.

Sonu¢ olarak RA hastaliginin teshisinde ve tedavisinde kullanilabilecek yeni
biyobelirtegler belirledik. Bu belirteglerden CD44, CASP8, SAMD9, TRIM22, FOX03
genlerinin RA i¢in 6nemi kanitlanmistir, CCNA2, BUB1, SKP1, CDKNI1C, MXI,
IFIT1 genlerinin ise RA igin arastirlmaya deger oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
HDAC1, SIRT1 ve TSC22D3 diizenleyici faktdrlerinin de énemi vurgulanmustir. flag
yeniden konumlandirma calismalarinda RA ile ilgili calisma bulunmayan infigratinib,
Bosutinib ve Selinexor ilaglar1 potansiyel ilag adaylar1 olarak Onerilmistir. Belirlenen
biyobelirtegler RA'nin patolojisinde rol oynayan mekanizmalarin anlagilmasina ve yeni
ilag hedeflerinin belirlenmesine katkida bulundu. Boylece RA'nin daha etkin bir sekilde
taninmasina, hastaligin seyrinin tahmin edilmesine ve kigisellestirilmis tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine yardimci olur.
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EKLER

Ek-1: Veri Kiimelerinin Ayrintili Listesi

Erisim Kodu  Deney Tiirii Ornek Sayis1  Ornek Veri Tipi Referans
Kaynag
GSE1919 Transkriptomik 5RA/5 K Sinoviyal Affymetrix HG_U95A Array (Ungethuem ve
Doku digerleri, 2010)
GSE4588 Transkriptomik 16 RA/23 K CD4+T/ Affymetrix HG_U133 Plus 2.0 (Lauwerys ve
CD19+B Array digerleri, 2006)
hiic.
GSE10500 Transkriptomik 5RA/3 K Sinoviyal Affymetrix HG_U95 Version 2 (Broeren ve
Sivi Array digerleri, 2016)
GSE15573 Transkriptomik 18 RA/15 K PBMC Illumina H-6 v2.0 expression (Teixeira ve
beadchip digerleri, 2009)
GSE38351- Transkriptomik 8 RA/12K PBM- Affymetrix HG_U133A Array (Smiljanovic ve
GPL96 monosit digerleri, 2012)
GSE55235 Transkriptomik 10 RA/10 K Sinoviyal Affymetrix HG_U133A Array (Woetzel ve
Doku digerleri, 2014)
GSE55457 Transkriptomik 13 RA/1I0K Sinoviyal Affymetrix HG_U133A Array (Woetzel ve
Doku digerleri, 2014)
GSE56649 Transkriptomik 13 RA/9K CD4+T hiic.  Affymetrix HG_U133 Plus 2.0 (Ye ve digerleri,
Array 2015)
GSE77298 Transkriptomik 16 RA/7TK Sinoviyum Affymetrix HG_U133 Plus 2.0 (Broeren ve
Array digerleri, 2016)
GSE71841 Metilomik 12 RA/12K CD4+T hiic.  Illumina HumanMethylation450 (Guo ve
BeadChip digerleri, 2017)
GSE87095 Metilomik 49 RA/73 K CD19+B Illumina HumanMethylation450 (Julia ve
hiic. BeadChip digerleri, 2017)
GSE121192 Metilomik 30 RA/16 K PBMC Illumina HumanMethylation450 (Pitaksalee ve
BeadChip digerleri, 2020)
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Ek-2: Coklu-Omik Veri Kiimelerinin Entegre Analiz Listesi

Metilomik Transkriptomik
E — w0 IS o ™ — [To) N~ (=) o]
= < o2} 2] S N~ =2 o S <) ) < >
= ] | o L L e L e L L W L
2 3 3 2 3 3 o 3 o 3 3 3 3
=
UBTF hiper hiper asagl asagl
BAIAP2 hiper hiper asagi asagi asagi
ALDH3A2 hiper hiper asagi asagi
LILRA4 hiper asagl asagl
TCF7L2 hiper asagi asagi asagi
HIF3A hiper asagl asagl asagi
CLNS1A hiper asagl asagl
MAFK hiper asagi asagl
DUSP7 hiper asagl asagl
SLC16A7 hiper asagl asagl asagi
TEX261 hiper asagl asagl
DHX9 hiper asagl asagl
CDKNI1C hiper asagl asagl
WRNIP1 hiper asagl asagi
FNTA hiper asagl asagl
CcpP hiper asagl asagl
TACC2 hiper hiper asagl asagl asagl
RAP1GAP hiper asagl asag1
MAST4 hiper asagl asagl
ITM2B hiper asagl asagl asagl
LDB3 hiper asagl asagl
PHKB hiper asagl asagl
KCNJ4 hiper asagl asagl
PNMT hiper asagl asagl
SKP1 hiper asagl asag1
PRDX6 hiper asagl asagl asag1
DHCR24 hiper asagi asagi
TAF15 hiper asagi asagi asagi asagi asagi
BET1L hiper asagl asagl asag1
RAB2A hiper asagl asag1

77




EFNB2 hiper asagl asagl

GLP1R hiper asagi asagi

SLC25A4 hiper asagi asagi

JOSD1 hiper asagl asagl

FOXJ3 hiper asagl asagl asagl

ABTB2 hiper asagi asagi

EHBP1 hiper asagi asagi asagi

SMAD?7 hiper asagl asagl asagl

MYH11 hiper asagl asagl asagl

FOXO03 hiper asagi asagi

CHKA hiper asagi asagi

ZFP36L1 hiper asagl asagl asagl
LYST hiper asagl asagl
FBX042 hiper asagl asagl
TULP3 hiper asagl asagl

SCRIB hiper asagl asagl
CAMK1D hiper asagl asagl
AHNAK hiper asagl asagl
FAF2 hiper asagl asag1
ABL1 hiper asagl asagl asagl

FOXO01 hiper asagl asagl

RALGAPB | hipo hipo yukart | yukar
TAPBPL hipo hipo yukar1 | yukari

ASH2L hipo yukari yukari

DOCKA4 hipo yukari yukari
TMED5 hipo yukari yukari

DMTF1 hipo yukari yukari
FBXL17 hipo yukari yukari
IL15 hipo yukari yukari yukart | yukari

MREG hipo yukart | yukari

TRAF5 hipo yukari yukari
ZDHHC6 hipo yukart | yukar
RNF11 hipo yukart yukari
COL1A2 hipo yukari yukari

RABEP2 hipo yukart | yukar

RBM4B hipo yukart | yukari

PAPSS2 hipo yukart | yukari
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TRIP12 hipo yukari yukari
LAP3 hipo yukart | yukari

CD58 hipo yukart yukari
TMF1 hipo yukart yukart | yukari | yukari
TXNDC15 hipo yukari yukari

LBR hipo yukart yukari
TRAPPC11 | hipo yukari yukari
PHF11 hipo yukart | yukari

ADNP hipo yukart | yukari
CD44 hipo yukart yukart yukart yukari
BUB1 hipo yukart | yukari yukari
CLU hipo yukari yukari
TCIRG1 hipo yukari yukari
PTPRE hipo yukari yukari yukari
TPK1 hipo yukart | yukar

XAF1 hipo yukart | yukari

FYN hipo yukari yukari
TRIM22 hipo yukart | yukart | yukar
CASP8 hipo yukari yukari yukari
RAD51 hipo yukart | yukari

GCA hipo yukart | yukari

CCNA2 hipo yukart | yukari | yukar
CBFA2T3 hipo yukar1 | yukari

CEP135 hipo yukart | yukari

INPP5F hipo yukari yukari
ENTPD1 hipo yukar1 | yukari

ABCG1 hipo yukart | yukart | yukar
MX1 hipo yukart | yukari

LY6E hipo yukari yukari
TAP1 hipo yukari yukari yukart | yukari

EIF5B hipo yukari yukari
TXNDC9 hipo yukar1 | yukari

PCNA hipo yukart yukart

ZFC3H1 hipo yukari yukari
ALG6 hipo yukar1 | yukar
IFIT1 hipo yukar1 | yukari

SAMD9 hipo yukari yukari
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TPM4 hipo yukart | yukari
RAP1GDS1 hipo yukar1 | yukart

FCAR hipo yukart yukari yukart

HSPB11 hipo yukart | yukari
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