T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

PREEKLAMPSILI HASTALARIN PLASENTA VE ILGILI
DOKULARINDAN ELDE EDILEN RNA DIZILERINDEN YOLAK
ANALIZI

Fadime ARIK

YUKSEK LISANS TEZI
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Danigsman

Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Agustos, 2021



T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

PREEKLAMPSILI HASTALARIN PLASENTA VE ILGILI
DOKULARINDAN ELDE EDILEN RNA DIiZILERINDEN YOLAK
ANALIZi
Fadime ARIK tarafindan hazirlanan tez calismasi 10.08.2021 tarihinde asagidaki
jiiri tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.
Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK
Yildiz Teknik Universitesi

Danisman

Jiiri Uyeleri
Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK, Danisman

Yildiz Teknik Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Emel ORDU, Uye

Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Giinay ANACAK, Uye

Ege Universitesi



Damismamm Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK sorumlulugunda tarafimca
hazirlanan Preeklampsili Hastalarin Plasenta Ve ilgili Dokularindan Elde Edilen
RNA Dizilerinden Yolak Analizi bashkli calismada veri toplama ve veri
kullaniminda gerekli yasal izinleri aldigimi, diger kaynaklardan aldigim bilgileri
ana metin ve referanslarda eksiksiz gosterdigimi, arastirma verilerine ve
sonuclarina iliskin carpitma ve/veya sahtecilik yapmadigimi, calismam stiresince
bilimsel arastirma ve etik ilkelerine uygun davrandigimi beyan ederim.

Beyanimin aksinin ispati1 halinde her tiirli yasal sonucu kabul ederim.

Fadime ARIK

Imza



Aileme...



TESEKKUR

Beni sabirla dinleyen ve yol gosteren, iyi kalbi ile beni daima destekleyen,
anlayis gosteren, her konuda degerli vaktini ayirip rehberligini ve bilgisini
esirgemeyen, saym danismanim Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK’,
calismalarimda bana yol gésteren sayin Dr. Zehra OMEROGLU ULU’ya, bilimsel
sohbetleriyle ufkumu genisleten ve yaraticiligimi sekillendiren sevgili arkadasim
Isa YUKSEL'e, bu wuzun siirecte tiim heyecanimi, yorgunlugumu ve
uykusuzlugumu paylasan, bilgisayarda gecirdigim saatler siiren calismalarimda
yemegimi Onlime getiren, evde sessiz ve verimli calisma ortami saglayan, bana
devam etme giiciinii ve inancin1 daima asilayan sevgili AILE'me tesekkiirlerimi

borg bilirim.

Fadime ARIK

Imza

Y



ICINDEKILER

SIMGE LISTESI vii
KISALTMA LISTESI viii
SEKIL LISTESI ix
TABLO LISTESI X
OZET xi
ABSTRACT xiii
1 GIRIS 1
1.1 Literatir OZ€ti. .. oevvueeiieneiiie e et 1
1.2 TeZIN AINACT. . ctntitete e e e e e e e e eanenens 2
L3 HIPOTOZ. vttt e 2
2 GENEL BILGILER 3
2.1 Preeklampsi: Bir Hamilelik Sendromu............cccovviiiiiiiiiiiiininin.. 3
2.2 Tim Transkriptome Analizi ve Yeni Nesil Dizileme Yontemi ile RNA
Dizileme (RINASEQ) t.euturininietinetetenenteteeeteteeneeteeateneneneenenenaenans 9
2.2.1 Diferansiyel Eksprese Edilen Genlerin Belirlenmesi................. 10
2.3 Biyoinformatik Yaklagimlar.............coooeiiiiiiiiiiiiiiiieeee 11
2.4 Gen Zenginlestirme ve Yolak Analizi............cooeiuiiiiiiiiiiiiiniinininn. 12
2.4.1 g:Profiler Veritabani.........c.cccevuiiiiiiiiiiii, 13
2.4.2 Gene Ontolojisi Veritabani............coooeiiiiiiiiiiiiiiinnnnenn.. 16
2.4.3 KEGG Yolak Analizi Veritabani..........cccecvevuiuiiiiiiiiininininan. 16
2.4.4 Reactome Yolak Analizi Veritabani............c.cococvviviinininennnnen.. 17
2.4.5 WikiPaths Yolak Analizi Veritabani...............cccoovviviniiiininnnnn. 17
2.5 Genlerin Protein Protein Etkilesimleri.............c.cooeviiiiiiini. 17
2.5.1 Key Pathway Miner (KPM)........ouiuiuiuininiiiiiieiiiieieieeenenes 18
2.5.2 CYTOSCAPE YazZIlIMI......ovtiriiniiniiniieiietienenieenenaeenenaanas 19
2.6 RStudio Istatiksel YazilImi..........ccouuuneiiiinneeiiieeeiiieeeeeeiieeeeeans 21
3 MATERYAL VE YONTEM 23
3.1 RNA izolasyonu, RNA-Seq ve Diferansiyel Eksprese Edilen Genlerin
BeliTlenmEsi. .. e et 23

3.2 Anlamli olarak diferansiyel exprese edilen genlerin RStudio aracilig ile
Belirlenmesi. ... ...ouiuininiii e 24



3.3 KeyPathMiner Araciligiyla Anlamli olarak diferansiyel eksprese olan

Iliskili Genlerin Belirlenmesi..............ccovvvuuneeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeiiinnnnn 27
3.4 g:Profiler Aracili Anlaml Olarak Eksprese Edilen Genlerin GO Terim ve
Yolak ANalizZi....cueeninininiii e 31
3.5 CYTOSCAPE ile Anlamli Olarak Eksprese Edilen Genlerin
Etkilesimlerinin GOrsellestirilmesi.........c.coeveieiiiiiininininininininennnen. 34
4 SONUC VE ONERILER 36
4.1 KeyPathMiner Aracili Diferansiyel Eksprese Olmus Genlerin RStudio
Kullanilarak Analizi..........o.ouieinininiii e 36
4.2 g:Profiler Veritabaninda GO Terim Sonuclari................coooeveieinn.n. 37
4.3 g:Profiler Veritabaninda Yolak Analizi Sonuclari............c.c.coeeienni. 42
4.4 CYTOSCAPE 3.8.2 Aracili Gorsellestirme ve Ag Analizi Sonuclari........ 46
4.5 Tartisma ve ONeTiler............eeeiiiiueeeeiiiieeeeiiiee e e e 49
KAYNAKCA 54
A EKLER 63
TEZDEN URETILMIS YAYINLAR 81

vi



SIMGE LISTESI

adj

Ayarlanmis p degeri

vii



KISALTMA LISTESI

AKI
BIOGRID
COMT
DEGs
DNA
EcoCyc
EST

FDR
GANPA
GO
GRCm38
GSA
GSEA
GSVA
HPID
HTN
KEGG
KPM

LFT
MetaCyc
MSigDb
NCI / PID
NGS
PRES
RNA
RNA-seq
SAGE
SPIA

Diyaliz i¢in yeni endikasyon

Etkilesim Veri Kiimeleri i¢in Biyolojik Genel Depo
Katekol- O- metiltransferaz

Diferansiyel eksprese genler

Deoksiriboniikleik asit

E. coli Genleri ve Metabolizma Ansiklopedisi
Ifadelenmis dizi etiketi Dizileme

Yanlis Kesif Orani

Gen Birligi Ag Tabanl Yol Analizi

Gen ontolojisi

Mus musculus (ev faresi)

Gen Seti Analizi

Gen Seti Zenginlestirme Analizi

Gen Seti Varyasyon Analizi

Saglik Plan1 Tanimlayicisi

Hipertansiyon

Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi

Key Pathway Miner

Karaciger fonksiyon testi

Yasamin Tiim Alanlarindan Metabolik Yollar
Molekiiler Imza Veritabani

Doga yolu etkilesim veritabani/Yolak etkilesim veritabani
Yeni Nesil Dizileme

Posterior geri doniistimlii ensefalopati sendromu
Riboniikleik Asit

RNA Dizileme

Gen ifadesinin seri analizi

Sinyal Yolu Etki Analizi

viii



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1 Preeklampsi olusumundaki 2 agama..........c.eeveveiuiniiiiiiiiiiniienenennn. 6
Sekil 2.2 DEGs belirlenmesinde is aki§l........ocoeviviiiiiieiiiiiiiiiienn, 11
Sekil 2.3 g:Profiler veritabani araylizii.........coeveeieiiiinininininniiiiieieaeaennn. 14
Sekil 2.4 g:Profiler veritabani sorgu ayarlari..........ccceeveviieiiiiiiiiiiini. 14
Sekil 2.5 g:Profiler iligkili yolak veritabanlari..............c.c.oooii 15
Sekil 2.6 Gen Ontolojisi araylizZil. . ..oueueuenineneneniiinrrrere e eeeeaeaaee 16
Sekil 2.7 Cytoscape etkilesim ayarlari...........cocoeieiiiiiiiiiinininiiiiiienene 20
Sekil 2.8 Cytoscape etkileSim agi.........ccoeveiiiiiiiiiiiiniiiiiiieeeeeeea, 20
Sekil 2.9 Cytoscape ag analiZi.........euvuvuieieiuinininiiiiiiiii e 21
Sekil 2.10 rStudio veritabani.........c.c.coiiiiiiiiiiiii 22
Sekil 3.1 DEGs analizi i¢in iS akiSl.......c.ouvuiniiiiiiiiiiiiirrr e, 24
Sekil 3.2 Asag1 diizenlenen genler igin sorgular...........coceevuieieiiiiiiiiiiiin.e 32
Sekil 3.3 Yukari diizenlenen genler icin girilen sorgular.............................. 33
Sekil 3.4 g:Profiler veritabani ayarlari............c.oooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 33
Sekil 3.5 GO terim ve yolak analizleri icin secilen kaynaklar........................ 34
Sekil 3.6 Cytoscape aracili genlerin etkilesimlerinin belirlenmesi.................. 35
Sekil 4.1 Asag1 diizenlenen genlerin zenginlestigi GO terimleri..................... 38
Sekil 4.2 Yukari diizenlenen genlerin zenginlestigi GO terimleri................... 38
Sekil 4.3 Asag1 diizenlenen genlerin zenginlestigi yolaklar........................... 42
Sekil 4.4 Yukar1 diizenlenen genlerin zenginlestigi yolaklar......................... 43
Sekil 4.5 KPM-aracili asag: diizenlenen genlerin etkilesimleri....................... 47
Sekil 4.6 KPM-aracili yukar1 diizenlenen genlerin etkilesimleri..................... 48

X



TABLO LISTESI

Tablo 4.1 Asag1 diizenlenen genlerin GO terimleri..........cocoeveiiiiiiiiiiiennan.. 40
Tablo 4.2 Yukar: diizenlenen genlerin GO terimleri............coceuvuiiininininennn. 41
Tablo 4.3 Asag1 diizenlenen genlerin zenginlestigi biyolojik yolaklar............. 45
Tablo 4.4 Yukar: diizenlenen genlerin zenginlestigi biyolojik yolaklar............ 46
Tablo 4.5 Asag1 diizenlenen genlerin etkilesim dereceleri............................ 47
Tablo 4.6 Yukar: diizenlenen genlerin etkilesim dereceleri.......................... 48



OZET

Preeklampsili Hastalarin Plasenta ve ilgili Dokularindan

Elde Edilen RNA Dizilerinden Yolak Analizi

Fadime ARIK

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Damisman: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Anne ve bebegi olumsuz etkileyerek cesitli hastaliklara hatta oliime bile neden
olabilen preeklampsi, %2-5 oraninda insidans sergilemektedir. Anjiyojenik
faktorlerin molekiiler diizeyde diizensizligine dayanan bu hastalik, endotelyal
hasar ve koagiilopati sergiler. Bobrekteki endotel hasari proteiniiriye neden
olurken, damarlarda  vazokonstriksiyon disfonksiyonuna; maternal

kardiyovaskiiler sistemi istila ederek kacinilmaz hipertansiyona neden olur.

Bu calismada, normal dogum yapan ve preeklampsi hastalarinIN plasental doku,
kordon, plasenta yatagi, plasenta kendisinden izole edilen RNA Orneklerinden,
Yeni Nesil Dizileme yontemi ile gerceklestirilen RNA-seq ile gen ekspresyon
profilinin cikarilmasi, genlerin iliskili olduklar1 biyolojik yolaklar ve ag
analizlerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Onceki calismada, Yeni Nesil Dizileme
yontemi ile dizilenen RNA-seq verilerinin analizleri ve farkli ifade edilen genlerin
tespiti Tuxedo Protokolii ile gerceklestirildi. Tez kapsaminda, farkl ifade edilen
genlerin ileri analizi icin 0.05 p_value seviyesinde inceleme yapilarak, anlaml

olarak ifadesi degismis genler tespit edildi. Genlerin protein-protein

Xi



etkilesimleri, RStudio kullanilarak KPM 4.0 araciligiyla belirlendi. Yukari1 ve
asagi diizenlenen ilgili genleri belirledikten sonra yolak analizi i¢in g: PROFILER
veritabanina ayr1 ayrn girildi. Sonuclarin GO terimleri ve genlerin hangi yollarda
zenginlestirildigi saptanmistir. CYTOSCAPE 3.8.2, ilgili genlerin diigtimlerini ve
baglantilarin1 gorsellestirmek ve KPM sablonuna gore ag analizi yapmak icin

kullanilda.

Analiz sonuclarina gore, asagi diizenlenen 130, yukar: diizenlenen 256 tane gen
bulunmustur. Hem yukar1 regiilasyonda hem de asagi regiilasyonda en c¢ok
etkilesime sahip gen APP genidir. Asagi diizenlenen genlerin zenginlestigi
yolaklar, kanserde liganda duyarli EGFR varyantlan ile sinyallesme yolagi, CBL
tarafindan sinyallemenin diizenlenmesi, Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor (BDNF)
sinyal yolu, Kit reseptor sinyalleme yolagi, Koronaviriis hastali§i-Covid-19, Fc
epsilon RI signalleme yolagi, Norotrofin sinyalleme yolaklaridir. Yukar
diizenlenen genler ise Ostrojen sinyal yolagi, Hiicre-hiicre iletisimi, Beyin tiirevli
norotrofik Faktor (BTNF) sinyal yolagi, Kornifiye zarfin olusumu, Gelisimsel

biyoloji, Gastrin sinyalleme yolaginda zenginlesmistir.

Anahtar kelimeler: Preeklampsi, Plasental doku, RNA dizileme, Yolak Analizi

Xil



ABSTRACT

Pathway Analysis from RNA Sequencing Obtained from
Placenta and Related Tissues of Patients with

Preeclampsia

Fadime ARIK

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Preeclampsia causing various diseases and even death by affecting the mother
and baby, has an incidence of 2-5% with based on the dysregulation of
angiogenic factors, exhibits endothelial damage and coagulopathy. While
endothelial damage in the kidney causes proteinuria, vasoconstriction
dysfunction in vessels; It invades the maternal cardiovascular system, causing

inevitable hypertension.

In this study, it was aimed to determine the gene expression profile by RNA-seq
performed by the Next Generation Sequencing method and to determine the
biological pathways and network analyzes to which genes are related, from RNA
samples isolated from placenta and related tissues in normal delivery and

preeclamptic patients. The previous study analyzed RNA-seq data sequenced by
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Next Generation Sequencing and detection of differentially expressed genes by
the Tuxedo Protocol. In this thesis, for the further analysis of the differentially
expressed genes examining the 0.05 p value level, and the genes with
significantly changed expression were detected. KPM 4.0 using RStudio
determined protein-protein interactions. After identifying the genes of
upregulated and downregulated, they were separately entered into the g:Profiler
database for pathway analysis. The GO terms of the results and how the genes
were enriched were determined. CYTOSCAPE 3.8.2 was used to visualize nodes
and interaction of genes and perform network analysis according to the KPM

template.

As a result, 130 genes exhibited downregulation and 256 upregulations. The
gene with the most interaction in both up-regulation and down-regulation was
the APP gene. Pathways in which downregulated genes are enriched in the
Signaling by ligand-responsive EGFR variant in cancer, Regulation of signaling
by CBL, Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) signaling, Kit receptor
signaling pathway, Coronavirus disease-Covid-19, Fc epsilon RI signaling
pathway, Neurotrophin signaling pathway. Upregulated genes were enriched in
the Estrogen signaling pathway, Cell-cell communication, Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) signaling, Formation of the cornified envelope,

Developmental biology, Gastrin signaling pathway.

Keywords: Preeclampsia, Placental tissue, RNA Sequencing, Pathway Analysis

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Preeklampsi, proteinuri ve hipertansiyon ile temel belirtiler gostererek diinya
capinda her yil binlerce maternal Oliime neden olur, annenin ve fetiisiin
hayatlarinin  ileriki periyotlarinda c¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarla
yasamalarina sebep olarak kalici hasarlar birakabilir. Annenin plasenta teslimiyle
birlikte, hastaligin klinik seyri biter ve iyilesme gerceklesir, bunun disinda

kanitlanmis kesin bir tedavi yoktur[1], [2].

Hamilelik esnasinda, Ostrojen hormonu yardimiyla fetiisiin beslenmesi icin
anjiyogenez ile yeni olusan kan damarlari, preeklampsi esnasinda disregiilasyon
gosterir ve bu yolaklarda gen ekspresyon seviyesi anolmal sekilde gerceklesir.
Buna ek olarak, preeklamptik durumda hiicrede artan oksidatif stres ve hiicrenin
maruz kaldig: reaktif oksijen tiirevleri dongiisiinden dolay:1 preeklampsi daha da
siddetlenebilir[3],[4]. Bazi immiinolojik faktorler de preeklampsi gelisimine
cesitli yolaklar: tetikleyerek katilabilir[5]. Preeklampsi gelisimine katki saglayan
faktorlerin tespiti icin, saglikhh ve kontrol dokulardan RNA izolasyonu
gerceklestirilerek RNA-seq (RNA Dizileme) yapilir ve kontrole kiyasla farkl: ifade
edilen genler, web tabanli araclar veya yazilim araclar1 sayesinde istatiksel
analizlerle saptanir [6]. Bu esnada kullanilabilecek yolak analiz araclari GO,
KEGG, REACTOME, g:Profiler gibi yolak analiz veritabanlari ve protein-protein
etkilesimleri icin KeyPathwayMiner, CYTOSCAPE gibi araclar kullanilarak
iliskiye sahip genlerin bir arada bulunmasi ve etkilesim tiplerinin anlasilmasi
saglanir [7]. Preeklampsi kompleks bir hastalik olup, meydana gelmesinde
sorumlu ve kesfedilmemis bircok gen ve yolak mecvuttur. Kompleks verilerin
kolayca calisilmasini saglayan biyoinformatik yontem, yazilim ve araclar
araciligryla, kesfedilen yeni biyobelirtecler ve yollar sayesinde, hastaligin

molekiiler mekanizmasi glinden giine biraz daha aydinlatilmaktadir.



1.2 Tezin Amaci

Molekiiler =~ mekanizmasi tam bilinmeyen preeklampsi sendromunun,
preeklamptik ve kontol hamilelerin her biri icin plasenta ve iligkili dokularindan
olusturulan tek bir RNA havuzu ile RNAseq dizileme sonuclarindan yola cikarak,
preeklamptik durumda kontrole kiyasla anlamli olarak diferasiyel eksprese
edilen genlerin tespit edilmesi ve bu genlerin iligkili oldugu biyolojik yolaklarin

tahmin edilmesi amaglanmistir.
1.3 Hipotez

Preeklampsi sendromu esnasinda maternal-fetal sistemine etki eden genlerin
tespit edilmesi ve bu genlerin zenginlestigi yolaklarin kesfedilmesinde, protein-
protein etkilesimlerinden yola ¢ikilarak, yukar: ve asag1 diizenlenen genlerin ayr1
ayr1 degerlendirilmesi ile, ayni diizenlemeye sahip genlerin ayni yolaklarda
zenginlesme gostermesi saglanarak, preeklampsi ile iligkili yiliksek anlamlilik

seviyesinde genlerin ve yolaklarin tahmin edilmesi beklenmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Preeklampsi: Bir Hamilelik Sendromu

Anne ve bebegin sagligini olumsuz yonde etkileyen ve bazen meternal-fetal
olime yol acabilen preeklampsi, hamile kadinlar arasinda %2-5 oraninda
insidans sergilemektedir [8]. Preeklampsinin klasik tanimi multidisipliner ve
biyoinformatik  calismalarin  gelismesiyle  degismis, yeni  molekiiler
biyobelirteclerin kesfi ile stirekli giincellenen bir tanima sahip olmaya
baslamistir. Anjiyojenik faktorlerin molekiiler seviyede diizensizligine dayanan
bu hastalik, endotel hasar1 ve koagiilopati sergiler. Bobrekte endotel hasari
proteiniiriye neden olurken, damarlarda vazokonstriksiyon disfonksiyonuna
neden olarak maternal kardiyovaskiiler sistemi isgal ederek kacginilmaz
hipertansiyona neden olur. Preeklampsi, diinya capinda diisilk ekonomik
seviyeye sahip iilkelerde yilda yaklasik 60.000 anne 6liimiine neden olmakta ve
gelismekte olan ilkelerde hastaligin yayginhigt her gecen giin artis
gostermektedir [1]. Tiirkiye'de 2012-2015 yillar1 arasinda tiim anne Oliimlerinin
%15,5'ini hipertansif bozukluklarin olusturdugu bildirilmistir. Hipertansif
gebeliklerde maternal mortalitenin en sik rastlanan sebebinin beyin kanamasi

oldugu tespit edilmistir [9].

Preeklampsinin teshisinde, siddetli bas agrilari[10], pulmoner 6dem, goérme
bozukluklari, hipertansiyon[11], nérolojik komplikasyonlar, anormal trombosit
sayist degerleri, karaciger fonksiyon anormallikleri, ve bobrek yetmezligi gibi
semptomlar olmasi beklenir[12]. Hastaligin klinik tespitinde, 24 saatlik
olciimlerde idrardan kacan protein konsantrasyonun 30 mg'nin iizerinde olmasi,
4-6 saat arayla yapilan tansiyon olciimleri icin, sistolik kan basinci>=140 mmHg
olmasinin yaninda, diyastolik kan basinci>=90 mmHg'den yiiksek olmasi
preeklampsi tanisi icin gerekli kriterlerdir [13]. Preeklampsinin mevcut bir

sonlandirici tedavisi bulunmamakla birlikte, dogum ve plasentanin teslimi ile



hastalik son bulur. Hastaligin tedavisinde kesin bir sonug¢ saglamasa da, labetalol
ve magnezyum siilfat kombinasyonu hastaligin gelisimini yavaslatmak ve gebelik
siiresini uzatmak amaciyla kullanilir [14]. Molekiiler mekanizmasi tam
anlasilamasa da, vazokontriksiyon ve tromboksan yolagini inhibe ettigi veya
farkli yollarla etki edebildigi diisiiniilerek, baz1 preeklamptik durumlarda kisa

siireli aspirin tedavisi kullanilabilmektedir[2].

Erken dogum ve preeklampsi ortak bazi mekanizmalara sahip olup, ilk
gebeliginde erken dogum gerceklestiren annenin, ikinci dogumunda preeklampsi
riski artmistir [15]. Hamilelik Oncesinde, kronik hipertansiyon, bdobrek
hastaliklari, obezite, gebelik ©ncesi diyabet gibi cesitli hastaliklar1 olan ve
ailesinde preeklampsi gecirmis akrabaliga sahip olan kadinlarda, preeklampsiye
yakalanma ihtimali artar. Dogumdan sonra maternal biyolojik sistemi, kronik
hipertansiyon, felc, kalp hastaliklar1 gibi rahatsizliklara uzun veya kisa stireli
olarak maruz kalabilirken, preeklamptik anneden dogan bebeklerde, koroner
kalp hastaligi, fel¢ ve metabolik sendrom gibi hastaliklara yillar sonra
rastlanabilmektedir [13]. Dogumdan yillar sonra, preeklampsili annelerin
menopoz sonrast donemde alzeimer gelistirdigi gozlenmistir[16], ayrica
preeklamptik durumda Parkinson'da eksprese edilen protein 7 seviyesinin

beklenenden daha yiiksek ciktig1 goriilmistiir [17].

Preeklampsi, gen ekspresyon varyasyonlari ve epigenetik mekanizmalar
nedeniyle heterojen bir yapiya ve farkli alt kiimelere sahiptir [18]. Saglikli bir
gebelik esnasinda, annede molekiiler mekanizma degisiklige ugrayarak, fetiistin
gelisimini saglamay1 amaclar. Normal bir hamilelik sirasinda maternal molekiiler
ve genetik mekanizmasi %25 oraninda degisime ugrarken, plasental gen
ekspresyonun farklilagsmasi beklenir ve bu oran preeklampsinin gelisimi sirasinda
anormallikler gosterir. Gen ekspresyon seviyesi, hamilelik donemine gore,
hamileligin basindan ortasina ve ortasindan sonuna kadar degisebilir [19].
Preeklamptik kadinlar genellikle erken dogum gerceklestirdigi icin gestasyonel
yaslar1 normalden farkli seyreder. Gestasyonel siirenin kisalmasiyla birlikte, gen
ekspresyon profilleri, DNA metilasyonlar1 gibi molekiiler seviyedeki unsurlar

degisikler meydana getirir [20].



Sekil 2.1’de, preeklampsi icin gelistirilmis 2 asamali siirecin gosteriminde, ilk
asama, plasental disfonksiyona yol acan spinal arterin yeniden olusumuna etki
eden; Nitrik oksit, Heme oksijenaz, COMT (katekol- O- metiltransferaz)
azalmasi, AT1-AA’te (anjiyotensin reseptori 1), oksidatif stres’te, genetik,
cevresel ve immiinolojik etkilerde plasental iskemiye yol acacak sekilde
degisiklikler meydana gelmesi gosterilmektedir. Ikinci asamada ise birinci
asamadaki degisiklikler sonucunda, dolasimdaki sFlt-1/sVEGFR1/sEng (¢Ozliniir
fms benzeri tirozin kinaz-1/ soluble VEGF receptor-1/ ¢oziliniir endoglin) artisi,
VEGF/PIGF1 (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii/plasental biiyiime faktorii)
azalis1 meydana gelirken, plasental proteinlerde yanlis katlanma ve bilinmeyen
bazi maternal faktorlerin maternal kardiyovaskiiler sistemine katilmasi
gosterilmektedir. Sonuc¢ olarak maternal sistemde, HTN (hipertansiyon),
proteinuri, AKI (diyaliz icin yeni endikasyon), kilcal damarlarda sizinti,
pulmoner Odem, basagrilari, nobetler, PRES (posterior geri doniisimli
ensefalopati sendromu), LFT (karaciger fonksiyon testi)’nin artisi, karaciger
enfarktisii, pihtilasma sisteminin aktivitesi ve trombositopeni gibi fizyolojik

durumlar meydana gelir [21].

Gebeligin siirdiiriilmesi sirasinda, spinal arterin fetal beslenme ve trofoblastik
invazyon icin yeniden sekillenmesi, damar duvarlarindaki diz kas kaybi ile
gerceklesir. Bu esnada VEGF, sFltl, PIGF ve endoglin gibi biiyiime faktorleri ve
adezyon molekiilleri salgilanir. sFltl, timor nekroz faktorlerini aktive ederek
endotel hiicrelerini etkilemelerine neden olurken [1], sftll ve VEGF elementleri

vaskiilarizasyonda rol oynar [22].

Anjiyogenez faktorleri, preeklampsinin gelisiminden sorumlu, heniiz bir cogu
bilinmeyen kritik molekiillerdir. Anjiyogenezde, tiimorigenezde oldugu gibi,
anne ve bebek arasindaki baglantiy1 ve kan akisini saglamak, bebegin metabolik
ve oksijen ihtiyacini karsilamak icin maternal dolasimla iligki kuran damarlagsma
siireci baslar [4], [23]. Normal gebeliklerde kan akisi plasentanin periferik
bolgelerinden merkeze dogru gerceklesirken, preeklampsinin ileri donemlerinde
merkezden perifere dogru meydana gelmektedir [24]. Vaskiilarizasyon, pro-

anjiyogenez ve antianjiyogenez faktorleri arasindaki dengesizlik nedeniyle



preeklampsiye neden olabilir. Preeklampside, antianjiyogenez faktorlerinden
ikisi, yani ¢ozlinlir endoglin (sEng) ve c¢oziiniir FMS benzeri tirozin kinaz-1
(sFlt1) ve pro-anjiyogenez faktorlerinden ikisi, yani vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) ve plasental biiyiime faktorii (PIGF) asir1 fretilir. Ayrica
preeklampsi hastalarinda, G yamasi1 ve FHA alan 1 (AGGF1) faktori ile
anjiyojenik faktoriin azaldig1 tespit edildi [19]. Antianjiyogenez faktorleri,
anjiyogenez faktorlerini etkileyerek migrasyon, invazyon ve farklilagsmayi
baskilayabilir, boylece preeklampside palyatif veya iyilestirici terapotik etkiler
elde edilebilir[25].

(Asama I)

INitrik Oksit
|Heme Oksijenaz
AT1-AA
1COMT
Oksidatif Stres

Genetik/Cevresel, immiinolojik
faktorler

(Asama II Plasental iskemi)
1sFlt-1/sVEGFR1/sEng

|Dolasimdaki VEGF/PIGF1
Yanlis katlanmus plasental ||
proteinler
Bilinmeyen maternal
faktorler
: | I I |
HTN Kilcallarda Basagrisi 1LFTs Aktive edilmis
. sizint1 h pihtilasma
Proteinuria E—— Nobetler Karaciger e —_
AKI 6dem PRES Gttt Trombositopeni

Sekil 2.1 Preeklampsi olusumundaki 2 asama [21].

Preeklampside en onemli odaklardan biri, genetik ve immiinolojik faktorlerle
birlikte ortaya cikan anormal plasentasyondur. Normal gebelikte belirli bir
oranda olusan damar duvarinda meydana gelen endotel hasari vaskiiler direncin
azalmasina neden olur, endotel hasar preeklampsi de daha siddetli seyreder.
Preeklampsi esnasinda ise anormal plasentasyon ile farkli yollar devreye girerek,
azalan vaskiiler direnc ve artan vaskiiler gecirgenlik ile aktif nitrik asit yolu,

serbest radikallerin ve oksitlenmis lipidlerin maternal dolasima daha etkin bir



sekilde katilmasina neden olarak, oksidatif stres ve vazokonstriksiyon gibi

oliimciil komplikasyonlara yol acar [13].

Preeklampsinin gelisim siirecinde etkili olan plasental hipoksi ve oksidatif stres,
karsilikli etkilesimle birbirini tetikleyerek siddetlendirir. Preeklampsi esnasinda
artan siiperoksit anyonlari, oksidatif stresin artmasina neden olurken, artan
oksidatif stres preeklampsi gelisimini tetikler. Oksidatif strese neden olan
hidrojen peroksit, villoz birinci trimester trofoblastlarini etkileyerek ve miRNA
mRNA'larinin ekspresyon profillerini degistirerek etkili bir sekilde preeklampsi
gelistirebilir. Calismalar, miRNA'larin, trofoblast gociinii, istilasini, cogalmasini
ve apoptozu etkiledigini gostermektedir [26]. Preeklampsinin mi oksidatif strese,
yoksa oksidatif stresin mi preeklampsiye neden oldugu anlasilamamaistir. Ayrica
preeklampsili hastalarda oksidatif stres miktari, plasental olmayan hiicrelerden
alinan Orneklere gore normal degerlerin tizerinde cikmistir. Preeklampsi kismen
kalitsal faktorlere dayansa da, kardiyovaskiiler sistem plasenta varliginda hassas
tepki verir ve bazen bu yanit immiinolojik sistemlerle bile etkilesime girebilir

[27].

Hamilelik sirasinda immiinolojik sistemin kontroliiniin aktivasyonunda, dogal
oldiirticii hiicreler immiinoregiilasyon sirasinda rol oynarken, T hiicreleri gebelik
tolerasyonunda etkilidir. Maternal sistemde, hem bebege karsi bir bagisiklik
mekanizmast hem de babaya karsi bir antijen toleransi gelisebildigi

saptanmistir[22].

Calismalar, RNA'dan daha kararli bir yapiya sahip olan cirRNA'larin hastalik
patojenitesinde yer aldigini ve bazen miRNA'larla etkilesime girerek etki
gosterdigini ortaya cikarmistir[28]. Hiicre farklilagsmasi, hiicre metabolizmasi ve
timor olusumu gibi stireclerde ¢ok 6nemli olan bazi IncRNA'lar, trofoblastin
farklilasmasini ve gociinii etkileyebilir. Preeklampside bazi IncRNA'larin, kesin
roli bilinmemekle birlikte, farkli sekilde eksprese edildikleri, hiicresel
mekanizma bozuklugunda etkili olduklar1 ve preeklampsi icin biyobelirtec olarak
onerildigi bulunmustur [14], [29]. IncRNA'lar gen ekspresyonunu olumlu veya
olumsuz yonde etkileyerek gorev yapabilir. Ayrica miRNA'larla rekabet ederek

farkli gen ekspresyon siireclerinde yer alabilirler. ceRNA'lar ile miRNA, IncRNA,



cirRNA ve mRNA'lar arasinda etkilesim agi, preeklampsinin patojenitesini

anlamada kritik baglantilardir[14].

Saglikli bir hamilelik sirasinda, dolasimdaki Ostrojen seviyesi onemli Olciide
ylikselerek, maternal-fetal arayiizde degisiklikler meydana getirir ve maternal
kalp hizinin diizenlenmesi ve wuterusa kan akisinin saglanmasi gibi
kardiyovaskiiler olaylar icin gerekli bir ortami olusturur. Hamilelik esnasinda
maternal sistemde meydana gelen oksidatif stres, Ostrojen sinyal yollarini
bozarak uteroplasental sinyal yolaklarinin bozulmasina neden olur [3]. Normal
bir hamilelikte, insan plasentasinda bebegin gelismesini saglayan atardamarlar
olusur, maternal sisteme ait atardamarlar isgal edilir ve fetiis beslenir. Bu sirada
plasenta, trofoblast invazyonununu saglar ve boylece beslenme baglar. Decorin,
maternal-fetal etkilesimde yer alan molekiiler olaylarda kritik bir molekiildiir.
Anjiyogenez faktorlerini etkileyerek plasental invazyonu diizenler ve asiri
ekspresyonu preeklampsi ile iligskilendirilmistir. Fetal-maternal araytizde
eksprese edilen bircok molekiil, trofoblast gelisimi, go¢ ve invazyon ve uterus-
plasental denge {iiretir. Bu molekiiller arasinda biiyiime faktorleri, inflamatuar
sitokinler, biiylime faktorii baglayici proteinler ve proteoglikanlar, 16kositler ve
bagisiklik hiicreleri dahil olmak {izere trofoblast (otokrin) veya desidua

tarafindan tretilen lipit tiirevleri bulunur [30].

Preeklampside kandaki 6strojen miktarinda azalma bildirilirken [31], estrodiol
tlirevi olan E2, DNA motifindeki FOS/JUN dimerine dolayli olarak baglanir ve
transkripsiyonel modiilasyonu etkiler[32]. Hamilelik sirasinda hafif oksidatif
stresin etkisinin Ostrojen sinyal yollarini bozduguna dair artan kanitlarla

desteklenmistir [3].

Farelerde yapilan bir calisma, fetal beyin ile anne beyni arasinda plasental
norotrofinlerle bir iliski oldugunu gosterdi. Maternal beyin, rahim ve plasenta
hamilelik sirasinda, noérotrofinlerle etkilesim sayesinde sonrasi hamileligi ve
emzirmeyi desteklemek icin maternal adaptasyonlara yardimci olur. Ostrojen
gibi gebelik hormonlarinin, beyin hipotalamik-hipofiz-gonadal ekseni ile tiretimi

giiclendirir [33].



2.2 Tiim Transkriptome Analizi ve Yeni Nesil Dizileme Yontemi

ile RNA Dizileme (RNAseq)

Transkriptom, bir hastaligin mekanizmasini ve hiicresel gelisimi anlamak icin
hayati 6nem tasiyan, anlik bir zamanda, gelisim veya molekiiler siirec icin olusan
tim transkriptlerin toplamidir. Transkriptomun karmasik verileri, Yeni Nesil
Dizileme ile RNAseq (RNA dizileme), mikrodizileme gibi tekniklerini kullanir;
ancak mikrodizileme, RNA molekiillerini 6l¢cmek ve siniflandirmak icin sinirli bir
kapasiteye sahiptir. Yiksek c¢ozilintirliikli RNA-seq teknikleri pratik, hizl,

tekrarlanabilir ve genis capta arastirilmis transkriptomu kullanabilir [34].

Kompleks traskriptom verileri, spesifik gelisimsel ve fizyolojik siire¢ esnasinda
sirekli degisiklik gosterir. Genlerin molekiiler aktivitesi esnasinda
polimorfizmler, mutasyonlar sebebiyle meydana gelen farkliliklarla birlikte
kararsiz bir genetik mekanizma olusur [33]. Hesaplamali bilimlerin ve yazilim
teknolojilerinin gelismesiyle birlikte multidisipliner alanlar genom, epigenom ve
transkriptom calismalarina odaklanmis, karmasik hastaliklari karakterize etmek,
kararsiz genetik mekanizmay1 anlamak i¢in yeni nesil teknolojilerin uygulanmasi
daha da kritik hale gelmistir. Bu esnada, kodlayan ve kodlamayan RNA'lar, bir
hiicre veya hiicre popiilasyonundaki tiim RNA transkriptlerine atifta bulunarak,
transkriptom kavramina dahil edilir. lgili dokulardan ve hiicre gruplarindan elde
edilen tam transkriptom analizi, genlerin islevlerini anlamaya, mutasyonlari
tespit etmeye, konakci-patojen iliskisindeki hedefleri belirlemeye, hastalikli
dokularin farkli gen ekspresyonunu ortaya cikarmaya ve biyobelirtecleri

tanimlamaya yardimci olur [35], [36].

RNA-seq (RNA Dizileme), yeni nesil dizileme yontemini kullanarak RNA ve
transkriptom miktar1 hakkinda ¢ok yonlii arastirma saglar. Dizileme yontemleri
araciligryla, rRNA, miRNA, circRNA, tRNA, IncRNA, miRNA, siRNA ve diger RNA
siniflar1 (6rn., snRNA ve piRNA) ile iliskili bircok degisiklik gen diizeyinde
incelenebilir. Yeni nesil dizileme yontemi (NGS), diger dizileme yontemlerinden
daha hizl olan, ek deney gerektirmeyen ve minimum arka plan giiriiltiisi ile

ayni anda milyonlarca verinin analizini saglayan gelismis bir yontemdir.



Dizileme sonrasinda ise, RNA-seq verilerini anlamak ve karsilastirmalar yapmak

icin bircok yazilim ve web tabanl araca ihtiya¢ duyulur [37].

RNA-seq, teshis edilmesi zor olan nadir hastaliklarin, kanser gibi yaygin ve
kompleks hastaliklarin mekanizmalarindaki sorumlu genleri hizli sekilde ve
diisiik maliyetlerle tespit edebilir. Yeni Nesil Dizileme (NGS) analizi, daha 6nce
farkli bir fenotipe bagl olan bir gendeki patojenik bir mutasyonu tanimlamak
icin segregasyon analizi gibi bir yontemle birlikte kullanilabilir. NGS, cesitli
genlerden tiim genomlara kadar herhangi bir insan genom bdlgesini hizli ve

hassas bir sekilde siralayabilir [38].

RNAseq belirli bir zamanda organizmadaki RNA'nin iyilestirici ve iyi bir sekilde
uygulanabilen bir dizileme tiridir. RNAseq calismalar1 1990'lardan beri
eksprese edilmis dizi etiketi (EST) teknigi, SAGE yontemi ve mikrodizi yoluyla
gerceklestirilmistir. Yiiksek dogrulukta, diisiik maliyetli ve hizli yanit veren Yeni
Nesil Dizileme sistemleri siklikla kullanilmaktadir. Yeni nesil dizileme, RNAseq
verilerinin calisilacak ve analiz edilecek RNA tiiriine gore bir ¢cDNA kitapligi

olusturmasi icin 6nemli bir adimdir [6].

Dizileme teknolojilerinde, genetik veri kiitiiphanesi kurulur ve arkaplandaki
referans genetik verilerle esleserek, referans veriye gore degisen gen ekspresyon
seviyeleri ortaya cikar. Arastirilmak istenilen genetik mekanizmaya gore uygun
dizileme yontemi secilebilir; 6rnegin, kanserin, kalitsal hastaliklarin ve cesitli
komplikasyonlarin tanimlanmasi incelenmek isteniyorsa, ekzom dizileme

yontemi, miRNA'y1 incelenecekse, miRNA mikrodizi teknigi kullanilabilir [39].
2.2.1 Diferansiyel Eksprese Edilen Genlerin Belirlenmesi

Biyolojik iki durum arasindaki molekiiler diizeydeki farkin anlasilmasinda,
diferansiyel eksprese edilen genlerin (kontrole kiyasla farkli olarak ifade edilen
genler); log2 kat degisimi (log2FC) ve istatiksel anlamlilik seviyesini gosteren p
degerinin ayarlanarak, sayisal veriler yardimiyla tespit edilmesi gerekir. Istatiksel
analizler sonucunda, hastalikli bir grubun kontrole kiyasla gore hangi genlerin
hangi diizeyde ifade edildigini, hangi genlerin yukar:1 veya asag: diizenlendigini

anlayabiliriz [40].
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Ornek ~ RNA RNA DEGs Yolak ve Ag
Toplama Izolasyonu Dizileme Tespiti Analizleri

Sekil 2.2 DEGs belirlenmesinde is akis1

Diferansiyel eksprese genlerin (DEGs) belirlemesinde bastan sona dogru akis
semas1 Sekil 2.2’de gosterilmistir. Ilgili doku veya dokulardan hiicreler elde
edildikten sonra, RNA izolasyonu yapilarak, RNA Dizilemesi (RNA-seq)
gerceklesir. Referans veri ile numune arasinda meydana gelen eslesmeler,
eksprese olan genler ve bu genlerin ne kadar seviyede ifade edildigi hakkinda,
bilgisayar aracili istatiksel metotlar ile analiz edilebilecek sonu¢ olusturur.
Bilgisayar ortamina aktarilan veriler iizerinden, muhtemel hatalar ve arkaplan
giiriiltillerini minimuma indirmek amaciyla filtreleme islemi gerceklestirilir.
Ardindan, kontrol ve numune grubunda diferansiyel eksprese edilmis genler ve
bu genlerin sayisal olarak ifade seviyeleri, istatiksel metotlar kullanilarak
belirlenir[41],[42]. Bu asamalardan sonra bu genlerin zenginlestikleri yolaklar
ve mekanizmalar hakkinda bilgi sahibi olmak amaci ile yazilim veya web tabanl
araclar ile yolak analizleri gerceklestirilir. Son adimda, kontrol grubuna gore
farkli ifade edilen genler ve hastalik mekanizmasinda 6énemli olabilecegi tahmin
edilen biyobelirtecler belirlenerek muhtemel ila¢ veya tedavi hedefi belirlenebilir

[43].
2.3 Biyoinformatik Yaklasimlar

Biyoinformatik, karmasik genetik bilginin birden fazla bakis acisi1 ile analiz edilip
yorumlanmasini temel alan [44], karmasik ve biiyiik veriler icin web tabanl
veritabanlar1 ve yazilim araclar1 gelistiren, disiplinler arasi arastirma alamdir
[45]. Her yil sayisi artarak literatiire katilan biyolojik verilerin analizlerindeki
problemleri, hizli ve otomatik c¢o6zebilmek icin, tekrarlanabilirlik ve seffaflik
iceren, katillmcinin katkis1 ile giincellenebilir 6zel yazilim, veritabanlari,

algoritmalar ve metodoloji gelistirilmektedir [46].
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Insan genom projesinin yapilmasimmin ardindan, mekanizmasi bilinmeyen
hastaliklar i¢cin manuel olarak sonuclara ulasmanin zorlugu daha iyi anlasilmas,
biyoinformatik calismalara olan yonelim artmaya baslamistir. Bilgisayar bilimi
bu asamadan itibaren hizlanarak verilerin daha hizli analiz edilebildigi, binlerce
bilgiye erisim saglayabilen, arkaplaninda matematiksel ve istatistiksel
hesaplamalar1 barindiran, bilgisayar miihendisligi, molekiiler biyoloji, genetik
mithendisligi, tip, kimya, biyokimya gibi calisma alanlarinin ortak paydada
birlesmesini saglayan veri tabanlari olusturmus, karmasik veri kiimelerini

basitlestirmede olanak saglamistir[47].

Biyoinformatik veritabanlar1 bize, bir genin fonksiyonu, genotip ve fenotipleri
[48], proteinlerin ii¢c boyutlu yapilar1 ve diizeni [49] hakkinda bilgi saglayabilir;
yapilan calismalar sonucunda ilgili hastalik veya numuneye ait gen ekspresyon
bilgisinin depolanmasina, arastirilan gen ekspresyon bilgilerine ulasabilmeye ve
indirebilmeye aracilik edebilir [50], arastirilan hastalikta normale gorece
difieransiyel ifade edilen genlerin tespiti ve hangi biyolojik yolaklarla etkilesimde

oldugunu gosterebilir [51].
2.4 Gen Zenginlestirme ve Yolak Analizi

Gen zenginlestirme analizleri; clusterProfiler, g:Profiler, Goril, ToppGene gibi
Hipergeometrik Test ve Fisher'in Kesin Testi ile istatistiksel arkaplana sahip,
genlerin asag1 ve yukari diizenlendigi biyolojik yolaklarin tahmin edilmesini
saglayan biyoinformatik araclarini; GSEA, GSVA, GSA ve GLOBALTEST gibi gen
kiimeleri icindeki tiim genlerin ifadesini hesaplayarak fonksiyonel puan
olusturan islevsel sinif puanlama yontemini; SPIA, GANPA ve CEPA gibi, hiicre
tipine bagl olarak 6zgiin gen ifadesini kullanarak yolak analizini iceren 3 ana

sinifta ele alinabilir [52].

Dizileme sonrasinda, numunenin gen ekspresyonunda kontrole karsi meydana
gelen degisikliklerinin belirlenmesi, degisiklik gosteren bu genlerin zenginlestigi
biyolojik yollarin tespiti icin yolak analizi kullanmilmaktadir. Biyolojik
molekiillerin yolaklardaki varligin1 anlamak ve bu molekiillerin birbirleriyle olan

iligkilerini kesfetmek, hastaliklarin molekiiler kimligindeki ilerlemeleri ve
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bozukluklar1 anlamak ic¢in esastir. Yolak analizi icin bircok veritabani, daha
onceki deneyler sonucunda elde edilen sonuclar kapsaminda referans yapidaki
verileri mevcut potansiyel altyapilari ile eslestirerek en dogru sonuca ulasmay1
hedeflemektedir. EcoCyc, KEGG, RegulonDB, MetaCyc, STRINGDB, PANTHER,
Gene Ontology, REACTOME, MSigDb, Ingenuity Knowledge, NCI PID,
WikiPathways, Small Molecule Pathway DB, ConsensusPathDB, Pathway
Commons gibi yolak analizi veritabanlarina, biyolojik calismalarda, arastirma
dogasina uygun sekilde secim yapilarak, siklikla basvurulmaktadir [53].
Calismamizda diferansiyel eksprese edilen genlerin anlasilmasi icin, birden fazla
veritaban ile etkilesim saglayabilen g:Profiler veritabanini kullandik. GO (Gene
Ontoloji) terimleri, KEGG yolak analizleri, Reactome yolak analizleri,

WikiPathway yolak analizleri, g:Profiler aracili olarak elde edilmistir.
2.4.1 g:Profiler Veritabani

g:Profiler, arastirmalardan elde edilen omik verilerin ve gen listelerinin
yorumlanabilmesi, anlamli gen listesinin elemanlarinin kiimelenerek birlikte
katilim gosterdigi molekiiler yollarin tahmin edilmesini ve yorumlanmasini
saglayan, kullaniciya basit arayiizii sunan ve {icretsiz erisim saglayan bir
veritabanidir. Genlerin iligskisinin giicline bagh olarak istatiksel olarak yiiksek
puan alan sonuclar tist siralarda yer alir. g:Profiler icerigindeki veritabanlarinda
zenginlesme  goOsteren  genlerin  istatiksel olarak yolak  tahminleri
gorsellestirilebilir, ayrintili dosya indirilerek CYTOSCAPE, EncrichmentMap gibi

yazilimlarla da baglant1 kurarak ileri analizler yapilabilir [7].

Arkasinda  hipergeometrik  dagilim  kullaranarak  girdilerin istatiksel
hesaplamalarin1 gerceklestirir. g:Profiler, gen zenginlestirme analizi icin birkac
veritabami icerir. g:Profiler arayiizii g:GOST, g:Convert, g:Orth ve g:SNPense
komutlarindan olusur. g:GOSt, gen setinin fonksiyonel zenginlestirme analizi
icin siklikla tercih edilir. g:Convert, ilgili gen kimliginin otomatik olarak
dontistiiriilmesini saglar. g:Profiler veritabani web tabanl olarak, ayni1 zamanda
R programa dili ile kullanilabilen gProfileR (veya yeni stirtim: gprofiler2) adli bir

R paketine sahiptir [54].
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g P roﬁ ]_ e r News Archives Beta API R client FAQ Docs Contact Cite g:Profiler Services using g:P List of organisms =

g:Profiler has been updated with new data from Ensembl.

Show more... Close

g:GOSt g:Convert g:0rth g:SNPense

Functional profiling Gene ID conversion Orthology search SNP id to gene name

Query Upload query Upload bed file

Options

Input is whitespace-separated list of genes @
P P P 9 Organism: @

Homo sapiens (Human)

O Ordered query @
O Run as multiquery @

Advanced options ¥
Data sources ¥

Bring your data (Custom GMT) ¥V

Run query random example mixed query example

Sekil 2.3 g:Profiler veritabani arayiizii

Sekil 2.3’te g:Profiler veritabaninin arayiizii gosterilmektedir. ‘g:Gost’ sorgu
kutucuguna girilen veya ‘bring your data’ secenegi ile calisma ortamina aktarilan
arastirilmak istenen gen listesi girildikten sonra, ‘organism’ secenegi ile
calisilmak istenilen organizma secilerek, ileri ayarlar, data kaynaklar1 ve datanin

gosterim tiirleri belirlenerek ‘Run query’ ile kuyruk sorgulamasi gerceklesir [55].

Advanced options A

O All results @
[0 Measure underrepresentation @

J No evidence codes @

Statistical domain scope @

Only annotated genes v

Significance threshold @
g:SCS threshold v

User threshold @
0.05
Numeric IDs treated as @

ENTREZGENE_ACC v

Sekil 2.4 g:Profiler veritabani sorgu ayarlari

Sekil 2.4te ileri ayarlarda, bilinen tiim genlerin mi yoksa sadece aciklamalari
olan genlerin mi sorgusu yapilacak belirlendikten sonra, calismanin ‘g:SCS’,

‘Bonferroni Correction’, ‘Benjamini-Hochberg FDR’ istatiksel anlamlilik
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esiklerinden biri  secilerek, esik de@erinin sayisal verisi (Or:User
threshold=0.05), ve  sonuclarin  kimlik  sorgusu  secimi  yapilir

(Or:ENTREZGENE ACC) [55].

select all clear all Show data versions

Gene Ontology

GO molecular function
GO cellular component
GO biological process

[0 No electronic GO annotations @

biological pathways
KEGG

Reactome
WikiPathways
regulatory motifs in DNA

TRANSFAC

miRTarBase

protein databases
Human Protein Atlas
CORUM

Human phenotype ontology

@ HP

. name.gmtzip & combined name.gmt
& ENSG.gmt zip & combined ENSG.gmt

Sekil 2.5 g:Profiler iligkili yolak veritabanlari

Sekil 2.5’te kuyruk sorgusunun arastirilacagi kaynaklar, veri kaynagi (data
source) secimi ile belirlenir. Veri kaynaklari, molekiiler fonksiyon, hiicresel
bilesen ve biyolojik siire¢ secimlerini iceren Insan Fenotip Ontolojisi ve Gen
Ontolojisine dayanmaktadir. g:Profiler'in verileri elde ettigi kaynaklar; KEGG,
Reactome, WikiPathways'den elde edilen biyolojik yolaklara ek olarak,
TRANSFAC, miRTarBase'den yer alan DNA'daki diizenleyici motifler ve protein
veritabanlar1 olan Insan Protein Atlasi ve CORUM’dur. Veriler farkli formatlarda
indirilebilir ve farkli calisma ortamlarina alinabilir. Sorgu sonucu bize
Manhattan grafigi seklinde verilerek detayli gorsellestirme secenegi ile, kaynak

veritabani, terim ID, terim ad1 ve istatiksel degerler elde edilebilir [56].
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2.4.2 Gene Ontolojisi Veritabam

Genlerin molekiiler fonksiyonu, biyolojik prosesleri ve hiicresel bilesenler
hakkinda bilgi veren, gen aciklamalarini barindiran, en yaygin kullanilan
biyolojik bilgi veritabani Gene Ontolojidir. Gen Ontoloji, girdilerin iligkili oldugu
mekanizmalar1 sorgularken, bu mekanizmalarin baglantili oldugu mekanizma
hiyerarsisi icin agac¢ olusturarak, ayrintili sonuglar verebilir[57].

THE GENE ONTOLOGY RESOURCE

GO Enrichment Analysis @

The mission of the GO Consortium is to develop a comprehensive, computational model of biological systems, Powered by PANTHER

ranging from the molecular to the organism level, across the multiplicity of species in the tree of life.

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

biological process

Q )
Homo sapiens B4 Examples  Launch )

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

Sekil 2.6 Gen Ontolojisi araytizii

Sekil 2.6’da Gene Ontolojisi veritabanin web tabanli arayiizii gosterilmektedir.
Arastirilmak istenilen genler sorgu kutucugundan girilerek, biyolojik proses,
molekiiler fonksiyon veya hiicresel bilesen GO kok terimlerinden biri secilerek ve
arastirilacak organizma girilerek ‘Launch’ tiklanir ve sonuclara ulasilir. Sonuclar,
bir baska yolak analizi olan PANTHER veritabani ile etkilesimli olarak gelir. GO
sorgular1 bize, genlerin zenginlesme gosterdikleri biyolojik yapilar, fonksiyonlar
ve silirecler hakkinda genel bir bilgi saglar [58]. Calismamizda, Gene Ontolojisi

verilerini, g:Profiler sorgusu araciligiyla etkilesimli olarak ile elde ettik.
2.4.3 KEGG Yolak Analizi Veritabani

KEGG, birden fazla sorgu kiimesi icin cesitli altyapilar barindiran kapsamli bir
veritabanidir. Genlerin zenginlestigi yolaklarin tahmininin yapilmasini saglayan
KEGG yolak analizi veritabani, molekiiler etkilesimlerin, reaksiyonlarin ve

aglarin baglantilar1 sayesinde sonuclari verir.
Biinyesinde, genetik bilgi isleme, cevresel bilgi isleme, hiicresel bilgi isleme,
organizma sistemleri, ilac gelistirme gibi = baglantilar1 barindirarak, bu

baglantilarla sorgu kiimesindeki genlerin eslesmelerini saglayar ve olasi

yolaklarin ne olacagi konusunda tahmin sunar [66].
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KEGG veritabani, hastalik yapilarindaki molekiiler aglar ve baglantilar, ilag
hedefleri ve yol haritatalar1 hakkinda da bilgiler icerir. Hangi hastalikta hangi
genlerin, ilac hedeflerinin, etkilesimlerin ve molekiillerin, hastalik tabanl
olusturulmus haritalarla gorebilir, kendi sorgumuzu girerek, ilgili hastalikta nasil

bir biyolojik baglantiya sahip olabilecegi hakkinda gorsellestirme saglar [59].
2.4.4 Reactome Yolak Analizi Veritabani

Reactome, web tabanli erisime acik, genom analizlerinde yolaklarin tespiti ve
yorumlanmasi i¢in ara¢ saglayan kullanigh bir veritabamidir [67]. Kontrol ve
numune arasinda farkli diizenlenen gen ifadelerin etkilesime girdigi yolaklar
hakkinda tahmin yapar [68]. Calismamizda g:Profiler veritabani kullanmistik ve
bu veritabani, Reactome altyapisinda arastirma yaparak, genlerin zenginlestigi

yolaklar1 bize gosterdi.

Reactome yolak tarayicisina giris yapildiginda, molekiillerin ayrintilarini,
protein, kimyasal bilesikleri, DNA/RNA diziler gibi altyapilar hakkinda indirebilir
veri sunar. Bir reaksiyon yolaginda mevcut protein yapilari icin i¢ boyutlu
gorsellestirme ve bir doku veya bir organin ifade ettigi gen ekspresyon bilgilerine

erisim saglar.
2.4.5 WikiPaths Yolak Analizi Veritabani

WikiPathways yolak veritabani web tabanindan erisime izin veren, yolak adi, gen
veya protein adi veya ilgili diger sorgu kiimeleri ile girdiler sonucunda bu
girdilerini kategorik olarak tarayip, zenginlesme gosterdigi yolaklar hakkinda
tahmin saglayan bir veritabanidir. Giincel olarak kesfedilen yeni biyolojik
bilginin veri tabanina aktarilmasiyla birlikte, zamanla daha anlamli ve kapsamli
sonuclar elde edilir. MediaWiki yazilimini temel alarak olusturulmus ve tipik bir
sinyal yolagi, reseptor baglanmasi, fosforilasyon yolaklar1 gibi biyolojik

altyapilarda arastirma yapar [69].
2.5 Genlerin Protein Protein Etkilesimleri

Hiicrede molekiiller bir arada etkilesim kurarak cesitli yolaklarda ve
mekanizmalarda birlikte gorev alabilirler. Bu birlikteligin saganmasi ile, karsilikl

diizenleme yoluyla, birbirlerinin iiretimini veya oémriinii etkileyebilirler. Genom
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verisinde, protein aglar1 ve protein aglarinin etkilesimleri, ortak mekanizmalarin
saptanabilmesi acisindan o6nemli tahminler sunar [60]. Arastirmalar, protein
yap1 ve fonksiyonlarini yillar boyunca bireysel olarak ele almis olsa da, protein
protein etkilesimleri ile iligkili yapilan biyoinformatik caligmalar, etkilesimlere
sahip proteinlerin yakin lokasyonlarda ve biyolojik yolaklarda etkili olabilecegini

ihtimalini yiikseltmistir[61].

Timevarim siirecinde, eldeki verilerden yola cikilarak, tahmini protein
yapilarindaki kaynak ve hedef yapilar, diigtim yapilar, arasindaki fiziksel veya
kimyasal baglantilara odaklanan bir cekirdek model olusturmak hedeflenir.
Cekirdek model ile baglantili olarak, deneylerden elde edilememis ancak protein
protein etkilesim tahminlerinin yapisina katkida bulunabilecek yeni genler k

degeri atanarak etkilesim zenginlesebilir [62].

Protein protein etkilesimlerinin ortaya ¢ikmasini saglayan genellikle basvurulan
veritabanlari; web tabanli veya R programlama icin arayiiz icererek, etkilesimleri
hesaplamali olarak tahmin eden, hiyerarsik ve tutarli olarak sonu¢ veren
STRING veritaban1 [63], [64], cesitli organizmalardan elde edilen protein-
protein etkilesim bilgilerini iceren ve kullaniciya sunan DIP (Etkilesen proteinler
veritabani) [65], IntAct (Acik Kaynakli Molekiiler Etkilesim Veritabani) [66],
bircok organizmaya ait binlerce biyolojik etkilesimi iceren, hesaplamali
bilimlerde yiiksek dogruluk seviyesi sunan BIOGRID (Etkilesim Veri Kiimeleri
icin Biyolojik Genel Deposu)[67], HPID (Insan Protein Etkilesim Veritabani) [68],
CORUM [69], KeyPathwayMiner [70] gibi veritabanlaridir. Bu tezde, genlerin
protein protein etkilesimlerinin belirlenmesi icin, CYTOSCAPE yazilimina

aktarilabilecek sonuc verebilen KeyPathwayMiner (KPM) 4.0 kullanilmistir [71].
2.5.1 Key Pathway Miner (KPM)

Diferansiyel ifade edilen genlerin biyolojik alt aglarinin ortaya ¢ikarilmasinda ve
farkli omik tiplerinin birlesmesinde, Key Pathway Miner (KPM) etkili bir aractir
[71]. Hastaliklarda meydana gelen anormal gen ekspresyon verisinin ne ifade
ettigini anlamak icin protein protein etkilesim aglari ile birlestirmeye ihtiyac
duyulur. Key pathway miner, bir omic veri yerine, birden fazla omic veritipinin

birlestirilmesini saglayarak, protein listelerinin tek fonksiyonel analizleri yerine
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etkilesimlerini incelemek icin kapsamli kullanilir. Farkli ifade edilen aktif
molekiil ve anahtar yolak gibi alt aglar1 belirleyerek, omik verilerinin sezgisel
olarak taranmasi ve protein protein etkilesim aginda hassas istatiksel

algoritmalar ile birlestirilmesi amactir [70].

KPM’de web tabanli ¢alisabildigi gibi, ayrintili calismalar icin de web sitesinde
cesitli kodlama algoritmalar1 ile R programlama, MATLAB gibi cesitli
programlama dillerinde kompleks verilerle calisabilmeyi saglar [72].
Calismamizda, KPM protein-protein etkilesim sablonu ile, KPM 4.0 siiriimii

kullanarak, R programla dili araciligiyla calistik.
2.5.2 CYTOSCAPE Yazilimi

Cytoscape, biyolojik molekiillerin etkilesimlerini gorsellestirmek ve anlamak icin
kullanilabilen bir yazilimdir [73]. Cytoscape, omic verilerinin kullanilmasi
durumunda verilerin haritalanmasini ve gorsel temsilini saglar. KEGG, Reactome
gibi cesitli yol analizleri ile elde edilen sonuclarin derinlemesine analizini saglar.
Kaynak ve hedef arasindaki baglantilar1 gorebilmek icin veriler calisma ortamina
aktarilir ve gorsellestirme saglanir. Cytoscape, mevcut hatalar dikkate alarak
kendini stirekli olarak gelistirir ve giinceller. Fonksiyonel zenginlestirme
analizleri, proteomik verilerin ag analizi, gen ekspresyon verilerinin yol analizi
gibi cesitli is akislarim1 verimli bir sekilde gerceklestirir [70]. Biyolojik ag
modelleri, biyoinformatik calismalar1 icin, molekiiller arasindaki etkilesimleri
anlamak ve stabilize etmek, karmasik verileri islemek ve analiz etmek icin
gelismis yazilim ve veritabanlarinin kullanilmasi kacinilmazdir. Cytoscape
yazilimi biyolojik problemlere karsi cesitli algoritmalar ve ag hesaplamalari
uygulayarak en dogru sonuca ulagsmaya calisir. Bu siirecte, molekiiler
diigiimlerin hiyerarsik bir agini1 ve bunlara karsilik gelen kenarlarini gorsellestirir
[70]. Cytoscape, bir etkilesim listesi olan genlerin ve proteinlerin etkilesimlerinin
gorsellestirilmesini saglar. Karmasik biyolojik baglarin kesfi ve etkilesimlerini

anlamak icin gecerlidir [71].
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Network Collection: | -- Create new network collection --

Preview
Click on a column to edit it. Select None
@ Source_GS < ) Interaction_Type <« (@ Target_GS <
LNX1 0915(physical association) @ 0407(direct interactio... LNX1
LNX1 0407(direct interaction) @ 0915(physical association) APP
LNX1 0407(direct interaction) @ 0915(physical association) PTPN11
LNX1 0915(physical association) TCF7L2
LNX1 0915(physical association) EGLN3
LNX1 0915(physical association) HSP90ABL
LNX1 0915(physical association) NDRG1
LNX1 0915(physical association) FOXP2

Advanced Options...

Cancel  (ERNOKEND

Sekil 2.7 CYTOSCAPE etkilesim ayarlari

Sekil 2.77de CYTOSCAPE yazilimina girilmekte olan protein-protein etkilesimi
iceren genler listesi goriilmektedir. ‘Source_GS’ kaynak geni gostermekte ve yesil
buton ile secilmektedir, ‘Interaction Type’ etkilesim tipini gostermekte ve
listeden mor ok secilmelidir, ‘Target GS’ ise, hedef geni simgelemekte ve

turuncu buton secilmeli ve ¢alisma alanina alinmalidir.

@ Cytoscape File Edit View Select Layout Apps | Tools  Help ) @
"
ece Session: /Applications/Cytosc  piot Histogram... i ini ification.cys
Plot Scatter... aa
P B .t ® 5] Q s
» = B < B Q @ ®  Cytoscape Web Browser a @ e
& Nework (= JE. Merge | 3 4
5
2 > Enter search terms for NDEx Q E
z Execute Command File...
A 1 of 2 Networks selected ] )
v Job Status Monitor
Merged Network 1 -
5 Run Script File... .
2 HIV-human PPI 471 91 :
z uman ! Diffuse &
S KPM_Edges_Up.txt 1
"y 'y
KPM_Edges_Up.txt 152 523

[T) Annotation Y Filter

it KPM_Edges_Up.oxt B < BN ol® o @

Sekil 2.8 CYTOSCAPE etkilesim ag1

Sekil 2.8’de CYTOSCAPE 3.8.2 yazilimin kurulumuyla, tezdeki KPM’de yukari
diizenlenen genlerin etkilesimlerini gosteren sonu¢ goriilmektedir. ‘Style’
bolmesinden istedigimiz stil ayarlamalarimi yapaziliriz, ayrica komut olusturarak

veri lizerinde yazilim ile degisiklikler meydana getirebiliriz. En c¢ok etkilesime
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sahip olan gen, ortaya yakin yerlesmis ve ‘Analyze Network’ ile agi analiz

ettigimizde, genlerin etkilesimlerini bize gostermektedir.

Node Table ~ 8 % -
# BB o I 2

shared name name AverageShoi ClusteringCt ClosenessCe IsSingleNode PartnerOfMu SelfLoops Eccentricity ~ Stress Degree Betweenness Nei
LNX1 LNX1 2.47019... 0.07575... 0.40482... m] 0 1 5 4000 14 0.05003...
APP APP 2.23178... 0.07122... 0.44807... m] 0 1 5 10194 29 0.13171... 7.
PTPN11 PTPN11 2.41059.. 0.21794.. 0.41483.. m] 0 1 5 2854 15 0.02877.. 1.
TCF7L2 TCF7L2 2.39072... 0.13636... 0.41828... m] 0 1 5 5930 14 0.07593... 1
EGLN3 EGLN3 2.90066... 0.0 0.34474... m] 0 1 6 174 6 0.00194...
HSP90AB1 HSP90AB1 2.28476.. 0.22794.. 0.43768... =] 0 1 5 4648 19 0.04314.. 1«
NDRG1 NDRG1 2.53642... 0.2 0.39425... o 0 1 6 2462 13 0.01848... 1«
FOXP2 FOXP2 3.13907... 1.0 0.31856... m] ] 1 6 0 4 0.0
WWOX WWOX 2.51655..  0.09090.. 0.39736... @] 0 1 5 3098 14 0.03810.. 9.
EPHB3 EPHB3 3.01324.. 0.16666... 0.33186... o 0 1 6 234 6 0.00195...
CYSRT1 CYSRT1 2.92715... 0.05555... 0.34162... m] 0 1 5 3722 11 0.04947... 4.
HSF2BP HSF2BP 2.92715..  0.03571.. 0.34162.. @] 0 1 6 1630 10 0.01607...
TGM7 TGM7 3.46357... 0.0 0.28871.. m] 0 0 6 0 1 0.0
cLu cLu 2.50993... 0.12121.. 0.39841... m] 0 1 5 2584 14 0.02698... 1
NTRK1 NTRK1 2.18543... 0.16 0.45757... m] 0 1 5 9710 28 0.07592... 1.
NRIP1 NRIP1 2.62251... 0.7 038131.. @] 0 0 5 234 5  0.00100...
PIK3R1 PIK3R1 2.33774... 0.19473... 0.42776... m] 0 1 5 5498 22 0.05877...
NIIAKT NIIAKT 2 AR211 0 1RRRA 0327782 n n n 3 200 4 noniam

B3 Node Table B> Edge Table B2 Network Table

Sekil 2.9 CYTOSCAPE ag analizi

Sekil 2.9’da analiz edilmis Ornek agin etkilesimler ve istatiksel baglantilari
gostermektedir. Bu sonu¢ disa aktarilarak, Excel calisma ortamina alinir ve
istenilen kolonlarla birlikte, ‘Degree’ kolonu alinir, bu kolon bize bu genlerin kag
tane genle etkilesimde oldugunu gosterir ve biiyiikten kiiclige siralarsak,

etkilesimi en biiyiik olan geni elde edebiliriz.
2.6 RStudio Istatiksel Yazilimi

Yolak analizlerinde, web tabanli araclar dogrudan kullanilabildigi gibi, bazi
araclarin Phyton, R gibi programlama dillerinde cesitli algoritmalar takip
edilerek istatiksel analizlerinin yapilabilmesini de miimkiindiir. Boylece, veri
kaybin1 en aza indirerek, veri cerceveleri icin amaca uygun kiitiiphaneleri
sunarak ve faydali bircok fonksiyonu kullanarak, istatiksel olarak daha anlaml

sonuclar elde edilebilir.
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that supports direct code execution, and tools for applications, R Markdown reports, Jupyter the time you spend installing and troubleshooting.
plotting, history, debugging and workspace Notebooks, and more.

management.

Sekil 2.10 RStudio Veritabamn

Sekilde 2.10°’da, RStudio kurulumu ve giincel katki gerceklestirilebilen RStudio

web sitesi gosterilmektedir [74].

Programlama dilleri, veribilimcilerin giincel katkilariyla, giinden giine daha
dogru sonuclara ulasabilmeyi hedefler. R'da varolan cesitli paketler ile, veri
manipiilasyonlar1 yapilabilmektedir. Biyoinformatik calismalarda, transkriptom
verinin karmasasi, ¢alismalarda siklikla R programlama gibi cesitli yazilimlari

kullanmaya yonelttigi icin, bu tezde R programlama kullandik [75].
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3

MATERYAL VE YONTEM

Daha onceki adimlarda preeklamptik ve saglikli gebelerin plasenta ve iliski
dokularindan RNA izole edilmis, kontrol ve preeklamptik durum igin 2 ayr
RNAseq okumasi1 gerceklesmis, Tudexo protokolii ile RNAseq verileri analiz
edilmis ve diferansiyel eksprese edilen genler belirlenmistir. Bu tez kapsaminda,
diferansiyel eksprese olan genlerin verisi RStudio'ya aktarilmis, p<0.05
anlamlilik diizeyinde anlamli olarak diferansiyel ifade edilen genler saptanmuistir.
Anlamli olarak diferansiyel ifade edilen genlerin RStudio araciligiyla KPM 4.0
sirimii, Java arkaplaninda calisarak, protein protein etkilesimleri sagland,
yukar1 ve asagi diizenlenen diferansiyel eksprese olan genler saptanmistir.
Yukar1 ve asag1 regiilasyon gosteren diferansiyel eksprese genlerin g:Profiler
veritabaninda GO terim ve yolak analizleri gerceklesmis, veriler CYTOSCAPE

3.8.2 yazilimina aktarilarak ag analizi yapilmistir (Sekil 3.1).

3.1 RNA izolasyonu, RNA-Seq ve Diferansiyel Eksprese Edilen

Genlerin belirlenmesi

Calismada daha onceden, Cerrahpasa Tip Fakiiltesinde, 4 preeklamptik ve 4
saglikli gebenin plasental doku, kordon, plasenta yatagi ve plasenta kendisinden
alinan doku oOrneklerindeki hiicrelerden RNA izolasyonu ve RNA dizileme
gerceklestirildi. Kisi basina 3 doku alinmais, saglikli ve control grubunun her biri
icin alinan toplam 12’ser doku icin birer bir havuz olusturularak 2 ayr1 RNAseq
yapilmistir. Ureticinin ydnergesine gére TruSeq RNA Numune Hazirlama Kiti
(Illumina, San Diego, CA) tarafindan RNA dizileme icin gerekli olan mRNA
dizileme kitapliklar1 olusturulmustur. Pekin Genomik Enstitiisiinde (BGI),
[llumina HiSeq 4000 Dizileme Sistemi (Illumina) aracihigiyla Cift uclu (2 x 100
bp) dizileme yapilarak, kontrol icin elde edilen 49.924.174 temiz okuma ve
preeklampsi icin 49.777.874 temiz okuma, STAR 2.7.3a kullanilarak Ensemble

veritabanindaki GRCm38 fare diizenegiyle eslestirildi. Gen ekspresyon seviyeleri
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Kol Diigmeleri 2.2.1 ile olcilildii ve transkript/milyon fragman haritalama
yonteminin (FPKM) kilobaz basina fragmanlari ile normallestirildi. Diferansiyel
olarak eksprese edilen genler (DEG'ler), Cufflinks paketinin bir parcasi olan

Cuffdiff ile tanimlanda.

RNAseq sonuclari Tudexo protokolii kullanilarak analiz edildikten sonra,
preeklamptik durumda kontrol duruma gore diferansiyel ekspresyon gosteren
70.551 tane gen belirlenmistir. Bu tezde kapsaminda ise, diferansiyel eksprede
edilmis genlerin verisinden yola cikarak, protein-protein etkilesimi gosteren
anlamli olarak diferansiyel eksprese olan genler elde edilmis ve bu genlerin

yolak analizleri gerceklestirilmis.

RNA izolasyonu ve RNAseq

Tudexo Protokolii ile Diferansiyel Eksprese Edilen Genlerin Belirlenmesi

Anlaml Olarak Diferasiyel Eksprese Olan Genlerin Tespiti (p<0.05)

RStudio Kullanarak KPM Araciligiyla Anlamli Olarak Diferasiyel Eksprese Edilen Asagi ve Yukari
Diizenlenen Genlerin Protein Protein Etkilesimlerinin Belirlenmesi

KPM Protein Protein Etkilesimine Sahip Yukar: ve Asag1 Diizenlenen Genlerin g:Profiler Veritabanina
Ayr1 Ayri Aktarilmasi

g:Profiler Aracili GO Terimi ve Yolak Analizleri

KPM Protein-Protein Etkilesimine Sahip Yukar1 ve Asag1 Diizenlenen Genlerin CYTOSCAPE 3.8.2
Siirlimiine Ayr1 Ayr1 Aktarilmasi

CYTOSCAPE 3.8.2 Aracil Etkilesimlerin Gorsellestirilmesi ve Ag Analizi

Sekil 3.1 DEGs analizi icin is akisi

3.2 Anlamh olarak diferansiyel exprese edilen genlerin RStudio

araciligi ile Belirlenmesi

Preeklampside diferansiyel eksprese olan genler iizerinden anlamli olarak
diferansiyel eksprese edilen genleri saptamak icin Oncelikle calisilacak
kiitiiphaneler belirlendi. Stringr, karmasik verilerin analiz edilmesi, biiyiik
verilerle calisma, veri ayiklama, tutarli sonuclar saglama ve kolay calisma ortami

sunmast acisindan yardimer olur [76]. Stringi ise eksik degerlerin dogru bir
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sekilde, veri kayb1 olmaksizin calisma ortamina alinmasi, verilerin birlestirilmesi
ve ayrilmasi gibi durumlarda kolaylik saglar [77]. Asagidaki Adim 1 ve Adim
2’'de, RStudio’da kompleks veri cerceveleri ile kolay calisma ortami saglamasi

icin kullanilacak Stringr ve Stringi kiitiiphaneleri belirlendi;

e Diferansiyel Eksprese Edilen Genlerden Anlamli Olarak Diferansiyel

Eksprese Edilen Genlerin Belirlenmesi

Adim 1. library(stringr)

Adim 2. library(stringi)

Adim 3. Genes_Results < read.table("Data/gene_exp.diff', header=TRUE, sep = "\t")

Adim 4. Genes_Results<—Genes_Results[,c("gene","value_1","value_2","log2.fold_change.","p_value")]
Adim 5. colnames(Genes_Results)«—c("Gene_Name","C_Exp","P_Exp", "Log2FC", "pValue")

Adim 6. Genes_Results_Sig < Genes_Results[Genes_Results$pValue <= 0.05, ]

Adim 7.

write.table(sort(unique(Genes_Results_Sig[(Genes_Results_Sig$C_Exp>Genes_Results Sig$P_Exp),"Gene_Nam
e"])), file="Output/Genes_Results Sig Down.txt", sep="\t", col. names=FALSE, row.names = FALSE,
gmethod="double", dec = ".", quote = FALSE)

Adim 8.

write.table(sort(unique(Genes_Results_Sig[(Genes_Results_Sig$C_Exp<Genes_Results Sig$P_Exp),"Gene_Nam
e"])), file="Output/Genes_Results Sig Up.txt", sep="\t", col.names=FALSE, row.names = FALSE,
gmethod="double", dec = ".", quote = FALSE)

Adim 3’te onceki calismada belirlenmis olan diferansiyel eksprese edilmis
70.551 tane genin bilgisini iceren dosya, read.table() fonksiyonu ile RStudio
ortamina aktarildi, ardindan dosyaya Genes Results adli degisken ismi atandi.
Adim 4te dosya icindeki gen adlarini iceren ‘gene’ kolonu, kontrol
ekspresyonunu gosteren ‘valuel’, preeklamptik ekspresyonu gosteren ‘value 2’,
kat degisimini gosteren ‘log2.fold change’ ve p degerini gosteren ‘p value’
situnlan secilerek, Adim 5’te, bu bes sutiinun isimleri sirayla ‘Gene Name’,
‘C_Exp’, P_Exp’, ‘Log2FC’ ve ‘pValue’ olarak degistirildi. Kat degisimi (Fold
Change), normal ve test numunesi gibi iki biyolojik durum arasindaki gen

ekspresyon seviyelerinin kac kat artmis veya azalmis oldugu hakkinda veri
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sagladigr icin, oOnceki calismamizda preeklampsi ve kontrol arasindaki
ekspresyon farkhiliklarini gostermek icin kullanilmisti [78]. Istatiksel anlam
bakimdan p degeri 6nemlidir, p <0.05’ten kiiciik olmasi istatiksel olarak anlamli
bir sonu¢ olarak kabul edilmektedir [79]. Calismamizda, kontrole kiyasla
ekspresyonda artis ve azalis gosteren genler p<0.05 istatistiki anlamlilik

diizeyince incelenmisti.

Adim 6'da Genes Results dosyasi icinde yer alan pValue siitunu secilerek, p
degeri <0.05 seviyesinde analiz edildi ve anlamli olarak diferansiyel eksprese
olan genler belirlendikten sonra Genes Results Sig adli degiskene atandi.
Genes_Results Sig dosyasi bize p<0.05 seviyesinde anlamli olarak diferansiyel

eksprese edilen tiim genleri gosterir.

Boylece 0.05 anlamlilik seviyesinde, anlamli olarak diferasiyel eksprese edilen
tim genler belirlendi. Daha sonra KeyPathMiner protein protein etkilesimine
girilmek amaciyla, yukar1 ve asagi diizenlenen diferansiyel eksprese edilen
genler Adim 7 ve Adim 8de belirlendi. Adim 7’de, Genes Results Sig
dosyasindaki C Exp (kontrol ekspresyon) degerlerinin P Exp (preeklamptik
ekspresyon) degerlerinden biiyiik oldugu durum secilerek, sadece gen adlarini
iceren Gene Name siitunu alinmis, unique() fonksiyonu ile muhtemel tekrarlar
ortadan kaldirilmis, sort() fonksiyonu ile genler siralanmistir. Dosyanin
col.names (kolon adi) ve row.names (satir adi) bilgileri FALSE girilerek, sep="\t
komutu ile genler, siitun ve satir adi olmaksizin sadece genlerin adinin altalta
ciktisinin alinmasi saglanmistir. Son olarak olusan tablo,
Genes_Results Sig Down.txt adi ile, daha sonra KeyPathMiner'da kullanilmak
uzere, write.table() fonksiyonu araciligiyla yazdirilmistir.
Genes_Results Sig Down dosyasi, anlamli olarak diferansiyel asagi diizenlenen
genlerin listesini gostermektedir. Adim 8’de, Genes Results Sig dosyasindaki
C Exp (kontrol ekspresyon) degerlerinin P Exp (preeklamptik ekspresyon)
degerlerinden kiiciik oldugu durum secilerek, sadece gen adlarini iceren
Gene_Name stitunu alinmis, unique() fonksiyonu ile muhtemel tekrarlar ortadan
kaldirilms, sort() fonksiyonu ile genler siralanmistir. Dosyanin col.names (kolon

ad1) ve row.names (satir ad1) bilgileri FALSE girilerek, sep="\t komutu ile genler,
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siitun ve satir ad1 olmaksizin sadece genlerin adinin altalta ¢iktisinin alinmasi
saglanmis, son olarak olusan tablo, Genes Results Sig Up.txt adi ile, daha sonra
KeyPathMiner'da kullanilmak tizere, write.table() fonksiyonu araciligiyla
yazdirilmistir. Genes Results Sig Up dosyasi, anlaml olarak diferansiyel yukari

diizenlenen genlerin listesini gostermektedir.

3.3 KeyPathMiner Araciligiyla Anlamli olarak diferansiyel

eksprese olan iliskili genlerin belirlenmesi

Iliskiye sahip asag1 ve yukar1 diizenlenen genleri belirlemek icin, protein-protein
etkilesimlerini elde etmeyi saglayan KeyPathwayMiner (KPM) algoritmasi
kullanildi [70], [71]. RStudio aracih olarak KPM’de protein-protein
etkilesimlerini analiz etmek icin mevcut protein-protein etkilesimlerini iceren
referans veriyi KPM’den temin ettik. KPM referans verisinde varolan toplam
protein-protein etkilesim sayis1 561.365 tanedir. Adim 9’da Referans dosya
read.table() fonksiyonu ile okundu ve dosyaya KPM_ PPINetwork degisken adi

atandi.

e KPM 4.0 Aracili Anlamli Olarak Asag: Diizenlenen Diferansivel Eksprese
Edilen Genlerin Elde Edilmesi

Adim 9.

KPM_PPINetwork«read.table("Data/9606@2019 _09_16__13 43@PPI_List_Edit04 GeneSymbol_Sorting Uni
que.txt", header=TRUE, sep = "\t")

Adim 10. KPM_PPINetwork <— KPM_PPINetwork[ , c( "Source_GS", "Interaction_Type", "Target GS")]

Adim 11.
KPM_Nodes_Down«data.frame(unique(sort(Genes_Results_Sig[(Genes_Results_Sig$C_Exp>Genes_Results_Sig
$P_Exp) , "Gene_Name'"])), 1)

Adim 12.

write.table(KPM_Nodes_Down, file="Temp/KPM_Nodes.txt", sep="\t", col. names=TRUE, row.names = FALSE,
gmethod="double", dec = ".", quote = FALSE)

Adim 13.

write.table(KPM_PPINetwork, file="Temp/KPM _PPINetwork.txt", sep="\t", col.names=TRUE, row.names =
FALSE, gqmethod="double", dec = ".", quote = FALSE)

Adim 14.
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CMD<+"java -jar -Xmx3G  KPM-4.0.jar -strategy =INES -algo=ACO -K=5 -L1=0
graphFile=Temp/KPM_PPINetwork.txt -matrix]1 =Temp/KPM_Nodes.txt"

Adim 15. system(CMD, intern = TRUE, wait = TRUE)

Adim 16.

File List <- dir("results") [agrep("NODES", dir("results") )]

Result Nodes <- read.table(pasteO("'results/", File List[1]), header=FALSE, sep = "\t")

for (i in 2:length(File_List)) {Result Nodes <- rbind.data.frame(Result Nodes, read.table(pasteO('results/",
File List[i]), header=FALSE, sep = "\t"))}

Result Nodes Down <- unique.data.frame(Result _Nodes)

unlink("results", recursive = TRUE)

Adim 10’da referans dosyay1 olusturan KPM_PPINetwork icerisindeki gerekli {ic
situn olan; kaynak geni simgeleyen “Source GS”, etkilesim tipini simgeleyen
“Interaction_Type” ve hedef geni simgeleyen “Target GS” siitunlan secildi ve
yine ayni dosyaya atandi. Bu adimdan sonra, KPM_ PPINetwork adli degisken

Kaynak —Etkilesim Tiirii —Hedef baglantisi iceren 3 siitundan olusmaktadir.

Adim 11’de, anlamli olarak diferansiyel eksprese olan genleri ifade eden
Gene_Results Sig adli dosyanin C_Exp (kontrol ekspresyon) degerlerinin P_Exp
(preeklamptik ekspresyon) degerlerinden biiyiik oldugu durum secilmis, sort()
fonksiyonu ile siralanarak, unique() fonksiyonu ile tekrar icermeyen veri elde
edilmis, “Gene_Name” komutu ile sadece gen adlarinin gosterilmesi gerceklesmis
ve data.frame() fonksiyonu ile olusan veri cercevesi, KPM Nodes Down adl
degiskene atanmistir. Adim 12'de, KPM Nodes Down degiskeni, col.names
(kolon adi) olacak, row.names (satir adi) olmayacak sekilde segilerek,
KPM Nodes.txt dosya adiyla, write.table() fonksiyonu tarafindan yazdirilmistir.
Adim 13’te, KPM etklesimlerini iceren KPM PPINetwork degiskeni, col.names
(kolon adi) olacak, row.names (satir adi) olmayacak sekilde secilerek,
KPM _PPINetwork.txt dosya adi ile, write.table() fonksiyonu kullanilarak
yazdirilmistir. KPM Nodes Down ve KPM PPINetwork degiskenleri daha sonra

Java’da KPM 4.0 ile calistirilmak {izere elde edilmistir.

Adim 14’te KPM 4.01 etkinlestirmek icin web sitesinden alinan kod komutu
girildi. Java'da jar dosya formati ile 3G RAM kullanarak, ACO (Colony)
algoritmas: araciligiyla, K=5 (Her etkilesim icin eklenebilecek maksimum gen

sayis1 sinirini temsil eder, en fazla 5 gen secilmistir) komutu CMD degiskenine

28



atandi. Adim 15’te system() fonksiyonu ile, girilen komut calistirilmistir. Adim
16’da, ‘results’ dosyasindaki icinde sadece NODES (Kaynak genler /Diigiim)
gecen 1. dosyayr okutulmustur. Sonra, for dondiisii icinde, birinciden baslayip
tim dosya boyunca rbind.data.frame() fonksiyonu araciligiyla, Result Nodes
degiskeni ile kaynak genler birlestirilmis, bu islemi sirayla tiim dosya icin
gerceklestirilmistir.  Aon  olarak  Result Nodeslar  Result Nodes Down
degiskenine atanmis, ardindan ‘results’ icerigindeki tekrarlayan ilgisiz veriler

kaldirilmistir.

e KPM 4.0 Aracili Anlamli Olarak Yukari Diizenlenen Diferansiyel Eksprese
Edilen Genlerin Elde Edilmesi

Adim17.
KPM_Nodes_Up<«—data.frame(unique(sort(Genes_Results_Sig[(Genes_Results Sig$C Exp<Genes_Results_Sig$P
_Exp) , "Gene_Name"])), 1)

Adim 18.

write.table(KPM_Nodes _Up, file="Temp/KPM_Nodes.txt", sep="\t", col.names=TRUE, row.names = FALSE,
gmethod="double", dec = ".", quote = FALSE)

Adim 19.

write.table(KPM_PPINetwork, file="Temp/KPM _PPINetwork.txt", sep="\t", col.names=TRUE, row.names =
FALSE, gqmethod="double", dec = ".", quote = FALSE)

Adim 20.

CMD<+"java -jar -Xmx3G  KPM-4.0.jar -strategy =INES -algo=ACO -K=5 -L1=0 -
graphFile=Temp/KPM_PPINetwork.txt -matrix1 =Temp/KPM_Nodes.txt"

Adim 21. system(CMD, intern = TRUE, wait = TRUE)

File List <- dir("results") [agrep("NODES", dir("results") )]

Result Nodes <- read.table(pasteO("'results/", File List[1]), header=FALSE, sep = "\t")
Adim 22.

for (i in 2:length(File_List)) {Result Nodes <- rbind.data.frame(Result Nodes, read.table(pasteO('results/",
File List[i]), header=FALSE, sep = "\t"))}

Result Nodes Up <- unique.data.frame(Result_Nodes)

unlink("results", recursive = TRUE)

29



Adim 17’den Adim 22’ye olan siirecte, bir dnceki KPM 4.0 Aracili Anlamh
Olarak Yukar1 Diizenlenen Diferansiyel Eksprese Edilen Genlerin Elde
Edilmesinde gerceklestirilen adimlar1 aynisi uygulanmis olup tek fark, asag:

diizenleme yerine yukari diizenleme kavraminin gelmesidir.

e KPM Aracili Asag1 ve Yukar: Diizenlenen Genlerin Tekrarsiz Elde edilmesi

ve Protein-Protein Etkilesimlerinin Tespiti

Onceki basamaklarda, KPM Aracihi olarak asag ve yukari diizenlenen genleri ve
etkilesimleri elde etmek amaciyla kod dizisi calistirilmisti. Ancak protein protein
etkilesimleri dosyasinda, iliskisiz eslesmeler veya kendi verimize ait dosyayi
heniiz olusturamadik. Adim 24-33 arasinda, tekrarlar ve iligkisiz veriler ortadan

kaldirilarak, sadece kendi verilerimizi iceren sonug elde edilmistir.

Adim 24’te is.element() fonksiyonu ile, Genes Results dosyasindaki Genler,
Results Nodes Down’nun birinci satirindaki elemanlardan biri ise sonucu
yazdirarak k degiskenine atadik, béylece KPM Nodes Down yani KPM’de asagi
diizenlenen anlamli olarak degisen diferansiyel eksprese edilen genleri, sadece
kolon adi olacak sekilde tam gen isimleriyle elde ettik. Adim 25’te aym islemi
KPM’de yukar1 diizenlenen anlamli olarak degisen diferansiyel eksprese edilen
genlerin tam listesini elde etmek icin kullandik. Adim 26’'da KPM protein protein
etkilesimlerini gosteren KPM PPINetwork’te bulunan Kaynak siitunu eger
Result Nodes Down degiskenindeki birinci siitunun elemani olanlar
(is.element() fonksiyonu), kl’e atadik. Adim 27’de KPM protein protein
etkilesimlerini gosteren KPM PPINetwork’te bulunan Hedef siitunu eger
Result Nodes Down degiskenindeki birinci siitunun elemani olanlar
(is.element() fonksiyonu) k2’e atadik. Adim 28’de k1 ve k2’den hangileri eslesme
gosteriyorsa caprazlayarak k degiskenine atadik (which() fonksiyonu). Adim
29’da asag@1 diizenlenen genlerin olusturdugu, tekrarsiz ve tam protein protein
etkilesimlerini elde ederek, k degiskenini icerecek sekilde yazdirdik. Bu veri KPM
aracili anlamli olarak asagi diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin
protein protein etkilesimlerini gostermektedir. Bu veriyi daha sonra CYTOSCAPE
3.8.2’de kullandik. Adim 30-33 arasinda, asag1 diizenlenen genlerin elde

edilmesindeki ayni yol izlenmistir. Tek fark, sonucta anlamli olarak yukari
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diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin protein protein etkilesimlerini
gostermesidir. Bu veri de daha sonra CYTOSCAPE 3.8.2'de etkilesim agini

gorsellestirmek ve analiz etmek icin kullanilmstir.

Adim 24.

k—which(is.element(Genes_Results$Gene_Name,Result Nodes_Down$V1))write.table(Genes_Results[k, ],
file="Output/KPM _Nodes Down.txt", sep="\t", col.names=TRUE, row.names = FALSE, gmethod="double",
dec =".", quote = FALSE)

Adim 25.

k—which(is.element(Genes_Results$Gene_Name,Result Nodes Up$V1))write.table(Genes Results[k, ],
file="Output/KPM_Nodes Up.txt", sep="\t", col. names=TRUE, row.names = FALSE, qmethod="double", dec =
".", quote = FALSE)

Adim 26. k_1« is.element(KPM_PPINetwork$Source_GS, Result_Nodes_Down$V1)
Adim 27. k_2 «is.element(KPM_PPINetwork$Target GS, Result Nodes_Down$V1)
Adim 28. k — which(k_1 & k_2)

Adim 29.

write.table(KPM_PPINetwork[k, ], file="Output/KPM_Edges Down.txt", sep="\t", col. names=TRUE,

nn

row.names = FALSE, gqmethod="double", dec = ".", quote = FALSE)

Adim 30. k_1 «is.element(KPM_PPINetwork$Source_GS, Result_Nodes_Up$V1)
Adim 31. k_2 «is.element(KPM_PPINetwork$Target_GS, Result Nodes Up$V1)
Adim 32. k — which(k_1 &k _2)

Adim 33.

write.table(KPM_PPINetwork[k, ], file="Output/KPM_Edges Up.txt", sep="\t", col.names=TRUE, row.names
= FALSE, gqmethod="double", dec =".", quote = FALSE)

3.4 g:Profiler Aracili Anlamli Olarak Eksprese Edilen Genlerin

GO terim ve Yolak Analizi

KeyPathMiner protein-protein etkilesim sablonuna gore yukari regiilasyon
gosteren diferansiyel eksprese genleri simgeleyen KPM nodes up.txt ve asagi
regiilasyon gosteren diferansiyel eksprese genleri simgeleyen
KPM nodes down.txt dosyalarindan elde edilen gen isimleleri, g: Profiler

veritabanindaki (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler) g: GOST kutusuna, GO terimleri
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ve iligkili elde etmek amaciyla, KPM 4.0 aracili olarak elde edilen asagi
diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genler listesi (Sekil 3.2) ve yukarn
diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genler listesi (Sekil 3.3) ayr1 ayr1 girildi.
Bu siirecte, Homo Sapiens organizmasinda, g:SCS threshold 0.05 esik degerinde,
entrez erisim numaralari ile sorgulama gerceklesmistir (Sekil 3.4). Siirece, Gene
Ontology (GO), KEGG, Reactome, WikiPathways yolak analizleri dahil edilmistir
(Sekil 3.5).

Asag1 diizenlemede 4-400 terim boyutu, yukari diizenlemede 4-1000 terim
boyutu ayarlamasi yapilmistir. Girilen kuyruk ayri ayri1 calistirilmis ve GO
terimleri ve yolaklar elde edilmistir. Elde edilen GO terimleri ve yolaklarin
sonuclar1 cve formatinda indirilerek Excel calisma ortamina alinmis, istatiksel
anlamlilik diizeyi ve etkilesim derecelerine gore ayri ayri siralanarak tablolar

olusturulmustur.

. ~
g H P ro 1 1 e F News Archives Beta API R client FAQ Docs Contact Cite g:Profiler Services using g:P List of organisms =

g:Profiler has been updated with new data from Ensembl and WormBase ParaSite.

Show more... Close

g:GOSt g:Convert g:0rth g:SNPense

Functional profiling Gene ID conversion Orthology search SNP id to gene name

Query Upload query Upload bed file

. Options

Input is whitespace-separated list of genes @ .

Organism: @

Gene_Name KPM_Nodes_Down
GNB1
FCN3

RIMS3

Homo sapiens (Human)

[0 Ordered query @

E3 (J Run as multiquery @

TPM3 =

VANGL2 Advanced options ¥V
FCER1G

o
ACTA1

GNB1

FCN3 Bring your data (Custom GMT) Vv
RIMS3

RIMS3

i ©2®

m random example mixed query example

Sekil 3.2 Asag1 diizenlenen genler icin sorgular
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g p roﬁ]_e r News Archives Beta API R client FAQ Docs Contact Cite g:Profiler Services using g:P List of organisms =

g:Profiler has been updated with new data from Ensembl and WormBase ParaSite.

Show more... Close

g:Convert g:0rth g:SNPense

Functional profiling Gene ID conversion Orthology search SNP id to gene name

Query Upload query Upload bed file

. Options

Input is whitespace-separated list of genes @ .

Organism: ©@
Gene_Name KPM_Nodes_Up
KCNAB2

ASAP3
TSSK3 [ Ordered query @

EDN2 [J Run as multiquery @
GUCA2A
CLDN19
VL
e Data sources VvV
NTRK1
PTGS2
T™MCC2 Bring your data (Custom GMT) Vv
SERTAD4

KCNAB2
ASAP3 @

random example mixed query example

Homo sapiens (Human)

Advanced options ¥

N

Sekil 3.3 Yukari diizenlenen genler icin girilen sorgular

Options
Organism: @

Homo sapiens (Human)

[ Ordered query @
O Run as multiquery @

Advanced options A

O All results ©
[ Measure underrepresentation @
J No evidence codes @
Statistical domain scope (2]

Only annotated genes v
Significance threshold @

9:SCS threshold v
User threshold ©

0.05
Numeric IDs treated as @

ENTREZGENE_ACC v

Sekil 3.4 g:Profiler veritabani ayarlari
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Data sources A

select all clear all Show data versions

Gene Ontology

GO molecular function

GO cellular component

GO biological process

(J No electronic GO annotations @
biological pathways

KEGG

Reactome

WikiPathways

regulatory motifs in DNA

[J TRANSFAC
O miRTarBase

protein databases

O Human Protein Atlas
(J CORUM

Human phenotype ontology
O HP

& name.gmt zip & combined name.gmt
& ENSG.gmtzip & combined ENSG.gmt

Sekil 3.5 GO terim ve yolak analizleri icin secilen kaynaklar

3.5 CYTOSCAPE ile Anlamh Olarak Eksprese Edilen Genlerin

Etkilesimlerinin Gorsellestirilmesi

KeyPathwayMiner arkaplaninda etkilesimli olan diferansiyel eksprese edilen
yukar1 ve asag1 diizenlenen genlerin etkilesim agi, CYTOSCAPE 3.8.2 yazilimi
kullanilarak ayr1 ayr1 gorsellestirildi [73]. Veriler {izerinde stil ve renk degisikligi
yapilabilir. Ayrica CYTOSCAPE'de ag analizi de yapilmis ve etkilesim dereceleri
belirlenmis, ilgili sonu¢ cvc formatinda indirilerek, Excel calisma ortamina
alinmis, gen isimleri ve derecelerinin siitunlarina gore, en cok iligkili olandan en

az iliskili olana dogru siralanmistir (Sekil 3.6).
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CE>- Enter search terms for NDEX...

«
»

1 of 2 Networks selected
 KPM_Edges_Down.txt

€3 KPM_Edges_Down.txt
 KPM_Edges_Up.txt
€3 KPM_Edges_Up.txt

[T Annotation Y Filter o Style -cNetworI [ )

S Plot Histogram...

Plot Scatter...
Cytoscape Web Browser
Merge

Analyze Network
Execute Command File...
Job Status Monitor

Run Script File...
Diffuse

©op/Thesis/Output/KPM_Nodes_Down_CYTOSCAPE.cys

E.. Layout Tools

Node Table ~ 0¥ o
« 00 B BB

L& shared name & name ength trality i Centrality ClusteringCoefficient y

AGPATS AGPATS 0.0 0.0 0.0 0.0 o l]
OR51J1 OR511 0.0 0.0 0.0 0.0 o
MXRAS MXRAS 0.0 0.0 0.0 0.0 o
FTCD FTCD 0.0 0.0 0.0 0.0 o

| m— — — o o = o

Command Line BS Node Table B3 Edge Table B& Network Table

Sekil 3.6 CYTOSCAPE aracili genlerin etkilesimlerinin belirlenmesi
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4

SONUC VE ONERILER

Onceki calismalarda elde edilen diferasiyel eksprese edilen genler iizerinden, R
programlama dili ve RStudio arayiizii kullanilarak, p<0.05 istatiksel diizeyde
anlamli olarak diferansiyel eksprese edilen 502 tane gen belirlenmistir. KPM 4.0
aracili olarak protein-protein etkilesimi iceren asag1 diizenlenen diferansiyel
eksprese edilmis gen sayis1 130 tane, yukari1 diizenlenen diferansiyel eksprese
edilmis gen sayis1 256 tane cikmistir. Asagi diizenlenen genlerin g:Profiler yolak
veritabani analizi sonucunda diger yolak analizlerinde aranan yollar saptanmis
ve GO terimlerinde genlerin temsili saglanmistir. KPM’de etkilesime sahip asagi
ve yukar1 diizenlenen genlerin etkilesimleri CYTOSCAPE’e aktarildiginda hem
asagt hem de yukari diizenlenen genler arasindan diger genlerle en c¢ok

baglantiya sahip olan gen APP olarak elde edilmistir.

4.1 KeyPathMiner Aracili Diferansiyel Eksprese Olmus Genlerin

RStudio Kullanilarak Analizi

Tudexo protokolii sonucunda diferansiyel eksprese edilen toplam gen sayisi
70.551 tane idi. Diferansiyel eksprese edilen genler iizerinden, p<0.05 istatiksel
diizeyde anlamli olarak diferansiyel eksprese edilen genler belirlendi. Sonug
olarak, 0.05 seviyesinde anlamli olarak diferansiyel eksprese olan gen sayisi1 502
tanedir. KPM sablonunda varolan toplam iligki sayis1 561.365 idi. KeyPathMiner
protein protein etkilesim sablonu ile anlamli olarak diferansiyel eksprese edilen
genler eglestirilip, komut algoritmasi calistirildiktan sonra, anlaml olarak asag:
ve yukar diizenlenen diferansiyel eksprese olan genler ayri ayri belirlenmistir.
Sonu¢ olarak, KPM 4.0 aracili anlamli olarak asag1 diizenlenen diferansiyel
eksprese edilen gen sayist 130 (Tablo A.1), anlamh olarak yukari diizenlenen

diferansiyel eksprese edilen gen sayis1 ise 256 tane cikmistir (Tablo A.2).
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4.2 g:Profiler Veritabaninda GO Terim Sonuclar

Anlamli olarak yukari ve asagi diizenlenen diferansiyel eksprese gosteren
genlerin g:Profiler veritabani aracili§i ile GO terim ve yolak analiz sonuclar
edilmistir. g:GOST sorgusunda olusan ilk ciktida, Manhattan grafigi
goriilmektedir. X ekseni girilen degerlerin GO terim ve yolak veritabanlarina ait
gruplanmalarini, Y ekseni ise, negatif logl0 p degeri (-logio(p .qj)) istatiksel
anlamlilik seviyesindeki zenginlestirmeleri gosterir. Kirmizi bolgeler, GO
molekiiler fonksiyon, turuncu bolge GO biyolojik proses, yesil bolge ise GO
hiicresel bilesenleri simgeler (Sekil 4.1 ve 4.2). Asagi diizenlenen genler 0.05
esik degerine gore, biyolojik prosesde GO:0070887, GO:0009719, GO:0071310,
G0:0032879, GO:0042221, hiicresel bilesende GO0:0031982, GO0:0031410,
GO0O:0097708, molekiiler fonksiyonda GO:0005102, GO:1990782 Gen Ontoloji
biyolojik terimlerinde olusan istatiksel olarak en anlamli zenginlesmelerin
Manhattan grafigi gosterilmis (Sekil 4.1), asagi diizenlenen genlerin
zenginlesme gosterdigi tim GO terimleri Tablo A.3te verilmistir. Yukar
diizenlenen genlerin GO terimlerinin 0.05 esik degerine gore dagilimlar
verilmistir. Buna gore, biyolojik prosesde GO:0051239, GO:00448513,
GO0:0032502, GO:0012501, hiicresel bilesende GO:0030054, GO:0031226,
GO:0005615, GO:0071944, molekiiler fonksiyonda GO:0019904, GO:0008092
terimlerinde istatiksel olarak en anlamli zenginlesmeler meydana gelmis (Sekil
4.2), asag1 diizenlenen genlerin zenginlestigi tiim GO terimleri Tablo A.4’te

gosterilmistir.
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D Source Term ID S Term Name Padj (query_1)
1 GO:BP G0:0070887 cellular response to chemical stimulus 4.618x10°10
2 GO:BP G0:0009719 response to endogenous stimulus 5.239x10°9
3 GO:BP G0:0071310 cellular response to organic substance 1.920x10-8
4 GO:BP 60:0032879 regulation of localization | a730x10® |
5 GO:BP G0:0042221 response to chemical 1.548x10"7
6 GO:CC G0:0031982 vesicle 6.376x10°°
7 GO:CC G0:0031410 cytoplasmic vesicle
8 GOo:CC G0:0097708 intracellular vesicle
9 GO:MF G0:0005102 signaling receptor binding
10 GO:MF G0:1990782 protein tyrosine kinase binding
version e104_eg51_p15_3922dba .Dr~H _
date 16.06.2021 11:49:40 g:Profiler
organism hsapiens
. o . . . cue . .
Sekil 4.1 Asag1 diizenlenen genlerin zenginlestigi GO terimleri
216 values above this threshold are capped
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12
10
g
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§
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0
Go, Go, Go,
M, %8p ¢
o s, ey
1D Source Term ID S Term Name
1 GO:BP GO: g of process
2 GO:BP G0:0048513 animal organ development
3 GO:BP G0:0032502 developmental process
a4 GO:BP G0:0012501 programmed cell death
5 Go:cC G0:0030054 cell junction
6 Go:cC G0:0031226 intrinsic component of plasma membrane
7 Go:cC G0:0005615 extracellular space
8 GOo:CC G0:0071944 cell periphery
9 GO:MF G0:0019904 protein domain specific binding
10 GO:MF G0:0008092 cytoskeletal protein binding
version e104_eg51_p15_3922dba ~Dr~f } o
date 16.06.2021 11:56:19 g:Fromnler
organism hsapiens

Sekil 4.2 Yukar1 diizenlenen genlerin zenginlestigi GO terimleri

Asag1 diizenlenen genler icin GO terimlerinin biyolojik, gen sayilarina gore

karsilastirmalari, GO 3 kok terim dogrultusunda, biyolojik proses, hiicresel
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bilesen ve molekiiler fonksiyonda zenginlesmeleri tabloda gosterilmistir. X
ekseni gen sayilarini gosterirken Y ekseni GO terimlerini gostermektedir (Tablo
4.1 ve Tablo 4.2). Ayrintili olarak incelendiginde, GO veritabani altyapisinda
hiicresel bilesende (GO:CC) distal akson (GO:0150034), biyoloji prosesde
(GO:BP) signal salimmmi (GO:0023061), trans-sinaptik sinyal diizenlenmesi
(GO:0099177), kimyasal sinaptik iletimin modiilasyonu (GO:0050804),
molekiiler fonksiyonda(GO:MF) ubikuitin benzeri protein ligaz baglanmasi
(GO:0044389), ubikuitin protein ligaz baglanmasi1 (GO:0031625) terimlerinde
daha fazla sayida gen temsil edilmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1 Asag1 diizenlenen genlerin GO terimleri

Diferansiyel ifade Edilmis Asagi Diizenlenen Genlerin GO Terimleri

GO:CC mitochondrial outer membrane (GO:0005741)
GO:CC multivesicular body, internal vesicle (GO:0097487)
GO:CC endocytic vesicle (G0:0030139)

GO:CC vesicle lumen (GO:0031983)

GO:CC secondary lysosome (GO:0005767)

GO:CC platelet alpha granule (GO:0031091)

GO:CC cytoplasmic region (GO:0099568)

GO:CC site of polarized growth (G0:0030427)

GO:CC growth cone (G0O:0030426)

GO:CC platelet alpha granule lumen (GO:0031093)
GO:CC distal axon (GO:0150034)

GO:CC fibrinogen complex (GO:0005577)

GO:CC blood microparticle (G0:0072562)

GO:BP positive regulation of phospholipid transport (G0:2001140)
GO:BP positive regulation of lipase activity (GO:0060193)
GO:BP negative regulation of endothelial cell apoptotic process...
GO:BP actin filament organization (GO:0007015)
GO:BP platelet degranulation (GO:0002576)
GO:BP regulation of synaptic plasticity (GO:0048167)
GO:BP positive regulation of vasoconstriction (GO:0045907)
GO:BP epidermal growth factor receptor signaling pathway...
GO:BP endothelial cell apoptotic process (G0:0072577)
GO:BP hormone transport (GO:0009914)
GO:BP regulation of endothelial cell apoptotic process (G0:2000351)
GO:BP regulation of vasoconstriction (G0:0019229)
GO:BP hormone secretion (GO:0046879)
GO:BP substrate adhesion-dependent cell spreading (G0:0034446)
GO:BP positive regulation of peptide secretion (GO:0002793)
GO:BP platelet activation (GO:0030168)
GO:BP protein polymerization (GO:0051258)
GO:BP positive regulation of peptide hormone secretion (GO:0090277)
GO:BP regulation of substrate adhesion-dependent cell spreading...
GO:BP amyloid fibril formation (GO:1990000)
GO:BP regulation of cell-substrate adhesion (GO:0010810)
GO:BP regulation of heterotypic cell-cell adhesion (GO:0034114)
GO:BP peptide transport (GO:0015833)
GO:BP regulation of hormone secretion (GO:0046883)
GO:BP peptide secretion (GO:0002790)
GO:BP peptide hormone secretion (G0:0030072)
GO:BP amide transport (G0:0042886)
GO:BP positive regulation of substrate adhesion-dependent cell...
GO:BP response to metal ion (GO:0010038)

GO:BP regulation of peptide transport (GO:0090087)

GO:BP regulation of peptide secretion (GO:0002791)

GO:BP regulation of peptide hormone secretion (GO:0090276)
GO:BP regulation of trans-synaptic signaling (GO:0099177)

GO:BP modulation of chemical synaptic transmission (G0:0050804)

GO:BP regulation of exocytosis (G0:0017157)
GO:BP signal release (GO:0023061)

GO:BP response to nerve growth factor (GO:1990089)
GO:BP cellular response to nerve growth factor stimulus (GO:1990090)

GO:MF protein kinase Cbinding (GO:0005080)

GO:MF insulin-like growth factor receptor binding (GO:0005159)
GO:MF ubiquitin protein ligase binding (GO:0031625)

GO:MF receptor tyrosine kinase binding (G0:0030971)

GO:MF ubiquitin-like protein ligase binding (GO:0044389)
GO:MF protein tyrosine kinase binding (G0:1990782)
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Tablo 4.2 Yukar diizenlenen genlerin GO terimleri

Difereansiyel ifade Edilmis Yukari Diizenlenen Genlerin GO Terimleri

GO:CC basal plasma membrane (GO:0009925)

GO:CC potassium channel complex (GO:0034705)

GO:CC cell-cell junction (GO:0005911)

GO:CC voltage-gated potassium channel complex (GO:0008076)
GO:CC polymeric cytoskeletal fiber (GO:0099513)

GO:CC basolateral plasma membrane (G0O:0016323)

GO:CC membrane raft (GO:0045121)

GO:CC membrane microdomain (GO:0098857)

GO:CC basal part of cell (GO:0045178)

GO:CC plasma membrane region (GO:0098590)

GO:CC supramolecular complex (GO:0099080)

GO:CC integral component of plasma membrane (GO:0005887)
GO:CC supramolecular polymer (GO:0099081)

GO:CC supramolecular fiber (GO:0099512)

GO:CC anchoring junction (GO:0070161)

GO:CC intrinsic component of plasma membrane (GO:0031226)

GO:BP positive regulation of synaptic transmission (GO:0050806)
GO:BP reproductive process (G0:0022414)

GO:BP positive regulation of tau-protein kinase activity (G0:1902949)
GO:BP neuron apoptotic process (G0:0051402)

GO:BP regulation of nucleocytoplasmic transport (GO:0046822)
GO:BP regulation of kinase activity (G0O:0043549)

GO:BP regulation of transmembrane transport (G0:0034762)
GO:BP axonogenesis (GO:0007409)

GO:BP cognition (GO:0050890)

GO:BP positive regulation of kinase activity (GO:0033674)

GO:BP ovulation cycle (GO:0045860)

GO:BP positive regulation of protein kinase activity (G0:0045860)
GO:BP muscle system process (GO:0003012)

GO:BP cell-cell signaling (G0:0007267)

GO:BP positive regulation of cell junction assembly (GO:1901890)
GO:BP positive regulation of gene expression (GO:0010628)
GO:BP cellular component morphogenesis (G0:0032989)

GO:BP peptidyl-tyrosine modification (G0:0018212)

GO:BP peptidyl-tyrosine phosphorylation (G0:0018108)

GO:BP regulation of neuron death (G0:1901214)

GO:BP positive regulation of protein modification process (G0O:0031401)
GO:BP protein phosphorylation (GO:0006468)

GO:BP response to organic cyclic compound (G0O:0014070)

GO:BP positive regulation of phosphatidylinositol 3-kinase signaling...

GO:BP chemical homeostasis (GO:0048878)

GO:BP positive regulation of cellular protein metabolic process...

GO:BP response to growth factor (GO:0070848)

GO:BP neuron death (GO:0070997)

GO:BP learning or memory (GO:0007611)

GO:BP muscle contraction (GO:0006936)

GO:BP cellular response to growth factor stimulus (G0:0071363)
GO:BP enzyme linked receptor protein signaling pathway (GO:0007167)
GO:BP parturition (GO:0007567)

GO:BP regulation of cell population proliferation (G0:0042127)
GO:BP cell junction organization (GO:0034330)

GO:BP regulation of protein phosphorylation (GO:0001932)

GO:BP positive regulation of protein metabolic process (GO:0051247)
GO:BP response to oxygen-containing compound (GO:1901700)
GO:BP regulation of phosphate metabolic process (GO:0019220)
GO:BP regulation of phosphorus metabolic process (G0:0051174)
GO:BP regulation of system process (GO:0044057)

GO:BP positive regulation of phosphate metabolic process...
GO:BP positive regulation of phosphorus metabolic process...

GO:BP ovulation (GO:0030728)

GO:BP regulation of phosphorylation (G0:0042325)

GO:BP cornification (G0O:0070268)

GO:BP positive regulation of phosphorylation (G0:0042327)

GO:BP positive regulation of protein phosphorylation (GO:0001934)

GO:BP positive regulation of multicellular organismal process...

GO:MF peptide hormone receptor binding (GO:0051428)
GO:MF structural constituent of cytoskeleton (GO:0005200)
GO:MF cytoskeletal protein binding (G0:0008092)

GO:MF protein domain specific binding (G0:0019904)
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Anlamli olarak yukari diizenlenen diferansiyel eksprese olan genlerin GO
terimlerinin icerdigi gen sayilarina gore karsilastirmalar1 gosterilmistir ( 4.2). En
yliksek sayida gen icerigine sahip olanlar, hiicresel bilesen (GO:CC) olarak
plazma zarinin i¢ bileseni (GO:0031226), plazma zarinin tamamlayici bileseni
(G0O:0005887), biyolojik  proseste (GO:BP) hiicre popiilasyonu
proliferasyonunun diizenlenmesi (GO:0042127), oksijen iceren bilesige cevap
(GO:1901700), c¢ok hiicreli organizma siirecinin pozitif diizenlenmesi
(GO:0051240), molekiiler fonksiyonda (GO:MF) hiicre iskeleti protein
baglanmasi (GO:0008092) terimlerinde goriilmiistiir (Tablo 4.2).

4.3 g:Profiler Veritabaninda Yolak Analizi Sonuclar
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Sy (‘/50/ 715,

1D Source Term ID 5 Term Name Pagj (query_1)
1 REAC REAC:R-HSA-1236382 Constitutive Signaling by Ligand-Responsive EGFR Cancer Variants
2 REAC REAC:R-HSA-5637815 Signaling by Ligand-Responsive EGFR Variants in Cancer
3 REAC REAC:R-HSA-1643713 Signaling by EGFR in Cancer
4 REAC REAC:R-HSA-162582 Signal Transduction
5 REAC REAC:R-HSA-912631 Regulation of signaling by CBL
6 wpP WP:WP2380 Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) signaling pathway
7 WP WP:WP304 Kit receptor signaling pathway
8 KEGG KEGG:05171 Coronavirus disease - COVID-19
9 KEGG KEGG:04664 Fc epsilon Rl signaling pathway
10 KEGG KEGG:04722 Neurotrophin signaling pathway
version e104_eg51_p15_3922dba
date 16.06.2021 11:45:43
organism hsapiens

Sekil 4.3 Asag1 diizenlenen genlerin zenginlestigi yolaklar

Diferansiyel eksprese edilen genlerin zenginlestigi yolaklarin tahmini dagilimi ve
yolak veritabanlarina gore kiimelenmesi gosterilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
Asagi diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerde 0.05 esik degerinde en
anlamli zenginlesmeler REAC:R-HSA-1236382, REAC:R-HSA-5637815, REAC:R-
HSA-1643713, REAC:R-HSA-162582, REAC:R-HSA-912631, WP:WP2380,
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WP:WP304, KEGG:05171, KEGG:04664, KEGG:04722 seklindedir (Sekil 4.3).
Yukar1 diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerde ise 0.05 esik degerine
gore en anlamli zenginlesmeler, REAC:R-HSA-1500931, REAC:R-HSA-6809371,
REAC:R-HSA-1266738, KEGG:04915, WP:WP2380, WP:WP4659 seklindedir
(Sekil 4.4).
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1 REAC REAC:R-HSA-1500931 Cell-Cell communication
2 REAC REAC:R-HSA-6809371 Formation of the cornified envelope
3 REAC REAC:R-HSA-1266738 Developmental Biology
4 KEGG KEGG:04915 Estrogen signaling pathway
5 WP WP:WP2380 Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) sig...
6

WP WP:WP4659 Gastrin Signaling Pathway

version e104_eg51_p15_3922dba
date 16.06.2021 23:08:23
organism hsapiens

Sekil 4.4 Yukar1 diizenlenen genlerin zenginlestigi yolaklar

Ayrintili olarak incelendiginde asagi diizenlenen genler icin en anlamh
zenginlesmeler Reactome yolak veritabaninda; Liganda Duyarli EGFR Kanser
Varyantlar1 Tarafindan Yapisal Sinyalleme (REAC:R-HSA-1236382), Kanserde
Liganda Duyarli EGFR Varyantlarn1 Tarafindan Sinyalleme (REAC:R-HSA-
5637815), Kanserde EGFR ile Sinyalleme (REAC:R-HSA-1643713), CBL
tarafindan sinyallemenin diizenlenmesi (REAC:R-HSA-912631), WikiPathway
veritabaninda; Beyin Tiirevli Norotrofik Faktér (BDNF) sinyal yolu
(WP:WP2380), Kit reseptor sinyalleme yolagi (WP:WP304), COVID-19, tromboz
ve antikoagiilasyon (WP:WP4927), VEGFA-VEGFR2 sinyalleme yolaginda
(WP:WP3888), KEGG yolak veritabaninda; Coronoviriis hastaligt COVID-19
(KEGG:05171), Fc epsilon RI signalleme yolagi (KEGG:04664), Norotrofin
sinyalleme yolag1 (KEGG:04722), gerceklesmistir (Sekil 4.3 ve Tablo A.5).
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Terim boyutu 4-400 olacak sekilde, asag1 diizenlenen genler i¢cin anlamli tiim

yolaklar gosterilmistir (Tablo A.5).

Sekil 4.4’te Yukar diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin zenginlestigi
yolaklarin tahmini dagilimi verilmistir. Istatiksel olarak en anlaml
zenginlesmeler, Reactome’da Hiicre-hiicre etkilesimleri (REAC:R-HSA-1500931),
Kornifiye zarfin olusumu (REAC:R-HSA-6809371), gelisimsel biyoloji (REAC:R-
HSA-1266738), KEGG'de estrojen sinyalleme yolagi (KEGG:04915),
WikiPathway’de Beyin tiirevli norotrofik faktor (BDNF) sinyal yolu
(WP:WP2380), Gastrin sinyalleme yolaginda (WP:WP4659)’de gerceklesmistir
(Sekil 4.4). Terim boyutu 4-1000 olacak sekilde, yukar1 diizenlenen genlerin

zenginlestigi tiim yolaklar gosterilmistir (Tablo A.6).

Tablo 4.3’te, asag1 diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin zenginlestigi
biyolojik yolaktaki gen sayisi en az 5 olacak sekilde gosterilmistir. Buna gore, en
cok sayida genle etkilesim kuran yolaklar, VEGFA-VEGFR2 Sinyalleme yolag:
(WP:WP3888), Trombosit aktivasyonu, sinyalizasyon ve agregasyon (REAC:R-
HSA-76002), Bliylime faktorii reseptorleri ve ikinci haberciler tarafindan sinyal
iletimi hastaliklari (REAC:R-HSA-5663202), Interlokinler tarafindan sinyalleme
(REAC:R-HSA-449147), Reseptor tirozin kinazlarla sinyalleme (REAC:R-HSA-
9006934), Koronaviriis hastaligi - COVID-19 (KEGG:05171) , PI3K-Akt sinyal
yolu (KEGG:04151), Beyin tiirevli norotrofik faktér (BDNF) sinyal
yolagi(WP:WP2380), Sigelloz (KEGG:05131), EGF/EGFR sinyal yolu
(WP:WP437) seklindedir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3 Asag1 diizenlenen genlerin zenginlestigi biyolojik yolaklar

Asagi diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin zenginlestigi biyolojik yolaklar

B Cell Receptor Signaling Pathway (WP:WP23)
T-Cell antigen Receptor (TCR) Signaling Pathway (WP:WP69)
Selenium Micronutrient Network (WP:WP15)
Signaling Pathways in Glioblastoma (WP:WP2261)
Folate Metabolism (WP:WP176)
RANKL/RANK (Receptor activator of NFKB (ligand)) Signaling Pathway...
Interferon type | signaling pathways (WP:WP585)
Signaling by MET (REAC:R-HSA-6806834)
Signaling by FGFR (REAC:R-HSA-190236)
Signaling by FGFR2 (REACR-HSA-5654738)
Interleukin-3, Interleukin-5 and GM-CSF signaling (REAC:R-HSA-512988)
Signaling by ERBB2 (REAC:R-HSA-1227986)
Signaling by FGFR1 (REAC:R-HSA-5654736)
Platelet Aggregation (Plug Formation) (REAC:R-HSA-76009)
Signaling by FGFR4 (REACR-HSA-5654743)
Signaling by FGFR3 (REACR-HSA-5654741)
Integrin signaling (REAC:R-HSA-354192)
Regulation of signaling by CBL (REAC:R-HSA-912631)
Choline metabolism in cancer (KEGG:05231)
ErbB signaling pathway (KEGG:04012)
Fc epsilon RI signaling pathway (KEGG:04664)
ErbB Signaling Pathway (WP:WP673)
Kit receptor signaling pathway (WP:WP304)
Response to elevated platelet cytosolic Ca2+ (REAC:R-HSA-76005)
Platelet degranulation (REAC:R-HSA-114608)
Signaling by PTK6 (REAC:R-HSA-8848021)
Signaling by Non-Receptor Tyrosine Kinases (REAC:R-HSA-9006927)
Signaling by EGFR (REAC:R-HSA-177929)
Signaling by EGFR in Cancer (REAC:R-HSA-1643713)
Constitutive Signaling by Ligand-Responsive EGFR Cancer Variants (REAC:R-...
Signaling by Ligand-Responsive EGFR Variants in Cancer (REAC:R-HSA-...
Phospholipase D signaling pathway (KEGG:04072)
Platelet activation (KEGG:04611)
Neurotrophin signaling pathway (KEGG:04722)
EGF/EGFR Signaling Pathway (WP:WP437)
Shigellosis (KEGG:05131)
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) signaling pathway (WP:WP2380)
PI3K-Akt signaling pathway (KEGG:04151)
Coronavirus disease - COVID-19 (KEGG:05171)
Signaling by Receptor Tyrosine Kinases (REAC:R-HSA-9006934)
Signaling by Interleukins (REAC:R-HSA-449147)
Diseases of signal transduction by growth factor receptors and second...
Platelet activation, signaling and aggregation (REAC:R-HSA-76002)
VEGFA-VEGFR2 Signaling Pathway (WP:WP3888)
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Tablo 4.4te yukar1 diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin
zenginlestigi biyolojik yolaktaki temsil edilen gen sayis1 en az 3 olacak sekilde
gosterilmistir. En cok sayida gen iceren yolaklar, Gelisimsel biyoloji (REAC:R-
HSA-12667389), Niikleer reseptorler meta yolu (WP:WP2882), Hiicre-hiicre
iletisimi (REAC:R-HSA-1500931), Ostrojen sinyal yolu (KEGG:04915), Kornifiye
zarfin olusumu (REAC:R-HSA-6809371), NTRK'er tarafindan sinyal verme
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(REAC:R-HSA-166520), Beyin tiirevli norotrofik faktor (BDNF) sinyal yolu
(WP:WP2380) seklindedir.

Tablo 4.4 Yukar: diizenlenen genlerin zenginlestigi biyolojik yolaklar

Yukari diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin zenginlestigi biyolojik yolaklar

Cancer immunotherapy by CTLA4 blockade (WP:WP4582) s
Type | hemidesmosome assembly (REAC:R-HSA-446107)
PI3K/AKT activation (REAC:R-HSA-198203)
Nephrin family interactions (REAC:R-HSA-373753)
Gastrin Signaling Pathway (WP:WP4659) m—
Signaling by NTRK1 (TRKA) (REAC:R-HSA-187037) m——
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) signaling pathway (WP:WP2380) m——
Signaling by NTRKs (REAC:R-HSA-166520)  m—
Formation of the comified envelope (REAC:R-HSA-6809371) - ————
Estrogen signaling pathway (KEGG:04915) m———
Cell-Cell communication (REAC:R-HSA-1500931) I ———
Nuclear Receptors Meta-Pathway (WP:WP2882) m—
Developmental Biology (REAC:R-HSA-12667389
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4.4 CYTOSCAPE 3.8.2 Aracili Gorsellestirme ve Ag Analizi

Sonuclar:

Sekil 4.5’te anlamli olarak asag: diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin
baglantilarinin CYTOSCAPE 3.8.2 yazilimi ile gorsellestirilmisitir. 130 tane asag1
diizenlenen genden CYTOSCAPEte birbiriyle etkilesim gosteren 83 tane gen
belirlenmistir. Tablo 4.5te etkilesim derecesi (sayis1) en az 5 olan genler
gosterilmektedir. APP geni diger genlerle en ¢ok etkilesim agina sahip gendir.
Iliskili derecesine gore genler sirayla APP, EGFR, LRRK2, RPS27A, PIK3RI,
SHC1, PKN1, YWHAG, HSP90AB1, PLCG1, UBA52, PDPK1, MAPT, CBL, CRK,
IGHG1, MYOI1E, DISC1, ACTA1, PIK3R2, SQSTM1, KATS5, RNF2, FGA, ALB,
CCDC102B, KL, NGFR, APOA1, IMMT, GNB1, TPM3, COPB1, LZTS2, TFIP11,
WDRS5, PICK1, NTRK3, FCER1G, STAT1, UBXN1, SNAPIN, SYT17, CLASP1, AKS,
ARPC3, FGB, CUBN, HAX1, ZNF622, LINGO1, CHRM2, APLN, SULT1A1, STAT4,
DVL1P1, FGG, LYL1, LARP4, STMN2, CETP, KCNK3, SYBU, LCA5SL, COX4I2,
RGS6, VANGL2, FAM107A, FCN3, PLA2G4D, RIMS3, RFLNB, TBX5, IL1RL1,
AFAP112, CHD7, ADAMTS6, ABCB4, CRHBP, EPYC, OR51J1, MXRAS5 ve
AGPATS5 seklindedir.
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Sekil 4.5 KPM-aracili asag1 diizenlenen genlerin etkilesimleri

Tablo 4.5 Asag1 diizenlenen genlerin etkilesim dereceleri

Diferansiyel ifade Edilen Asagi Diizenlenen Genlerin iliski Derecesi
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Sekil 4.6 KPM-aracili yukar1 diizenlenen genlerin etkilesimleri

Tablo 4.6 Yukar: diizenlenen genlerin etkilesim dereceleri

Diferansiyel ifade Edilen Yukari Diizenlenen Genlerin iliski Derecesi
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Sekil 4.6'te anlamli olarak yukari diizenlenen diferansiyel eksprese edilen
genlerden iliskileri CYTOSCAPE 3.8.2 yazilimi ile belirlenmis sonuclar

goriilmektedir. 256 tane genin birbiriyle etkilesime sahip olan toplam gen sayisi
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152 tane olup, etkilesime girmeyenler dislanmistir. Tablo etkilesim
derecesi(sayis1) en az 10 olan genleri gostermektedir. Bu genlerden en cok
etkilesim derecesine sahip olan gen, APP genidir (Tablo 4.6). Genler etkilesim
derecesine gore sirayla APP,ELAVL1, NTRK1, SHC1, ESR1, PIK3R1, FYN, XPO1,
YWHAH, CALMI1, IQGAP1, HSP90AB1, CUL1, FZR1, SQSTM1, PTPN11,
XP 011521790, LNX1, TCF7L2, WWOX, CLU, PRNP, CKAPS5, PLEKHA7, NDRGI,
LIMA1, SMAD2, DISC1, TGOLN2, POLR1A, EGR1, CYSRT1, TMEM17, TPM1,
HSF2BP, TPM2, PIK3R3, ATXN1, FOS, KCNAB2, KRT14, NTRK2, TNNTI,
TBL1X, ZNF417, HPCAL1, KRT17, KRTS5, GDF5, EGLN3, EPHB3, PTGS2, OXTR,
CYP1A1l, KRT19, KRT13, KRT4, FLT1, PIK3CB, LEP, KCNH2, SLC4A7, COL17A1,
CNTN1, KRT6A, DES, NRIP1, SLC16A1, SLC4A1, LTF, DPYSL3, IVL, GPRC5A,
PMEPA1, INHBA, FOXP2, NUAK1, SH3BP5, SCD, TMCC2, P2RY2, CHRDL2,
ARHGEF4, WDR91, NECTIN4, KCNG2, CORO2A, FAMS83A, PTPRZ1, PSG2,
AFAP1, SEMA4C, EFNB1, ACTG2, AQP3, KCNMA1, GPX8, ALPG, MAG, NLRP2,
HPGD, CPE, SERPINBS5, DDX3Y, SASH1, ANK2, EXTL3, DIO2, EDN2, ASAP3,
DPP6, NOG, KCNMB1, SPAG4, RHCG, FSTL3, RASSF8, DMKN, RHAG, NCS1,
DAPP1, SIGLEC6, SLC6A8, CNN1, RRAD, SLC35F2, CLDN19, SHISA®6,
PCOLCE2, UPK1B, TGM7, PAEP, CMTM2, KDM5D, CRTAC1, PRKY, VWCE,
USP9Y, TM2D2, ASCL2, RPS4Y1, PCP4, PLD4, DSG3, LYPD3, CRH, SERTAD4,
AIF1L, GLB1L2, PROCR, SLCO4A1 ve SERPINB7 seklindedir.

4.5 Tartisma ve Oneriler

Calisma kapsaminda, anlamli olarak ifade edilen genler ve bu genlerin sahip
olduklar1 etkilesim ag1 elde edildi. Ayrica, yukar1 diizenlenen genler ile asagi
diizenlenen genler ayr1 sorgular olarak girilerek, ayni yolaklarda kiimelenmeleri
saglandi. Elde edilen 6nemli genler, asag1 diizenlenen yolaklarda, diger genlerle
en ¢ok etkilesime sahip olan APP geni olarak elde edilmis, daha sonra sirasiyla,
EGFR, LRRK2, RPS27A, PIK3R1 genleri en cok etkilesime sahip ¢ikmistir. Yukari
diizenlenen yolaklarda, yine APP geni en cok etkilesim kurarken, daha sonra
sirayla APP, ELAVL1, NTRK1 genleri en cok etkilesime sahip cikmistir.

Yolak analizleri sonucunda, asagi diizenlenen genler, Liganda duyarli EGFR

kanser varyantlari tarafindan yapisal sinyalleme, Kanserde liganda duyarli EGFR
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varyantlari tarafindan sinyalleme, Kanserde EGFR ile sinyalleme, CBL tarafindan
sinyallemenin diizenlenmesi, Beyin tiirevli norotrofik faktor (BDNF) sinyal yolu,
Kit reseptor sinyalleme yolagi, COVID-19, tromboz ve antikoagiilasyon, VEGFA-
VEGFR2 sinyalleme yolagi, Coronoviriis hastalign COVID-19, Fc epsilon RI
signalleme  yolagi, Norotrofin  sinyalleme  yolaklarinda  ekspresyon
gostermislerdir.

Yukar1 diizenlenen genler, Reactome’da Hiicre-hiicre etkilesimleri, Kornifiye
zarfin olusumu, Gelisimsel biyoloji (REAC:R-HSA-1266738), estrojen sinyalleme
yolagi, Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor (BDNF) sinyal yolu, Gastrin sinyalleme
yolagi seklindedir.

Asagi diizenlenen genlerin zenginlestigi yolaklardan hem Liganda duyarli EGFR
kanser varyantlari tarafindan yapisal sinyalleme (REAC:R-HSA-1236382) yolagi,
Kanserde liganda duyarli EGFR varyantlar tarafindan sinyalleme (REAC:R-HSA-
5637815), Kanserde EGFR ile sinyalleme (REAC:R-HSA-1643713) yolaklarinda
zenginlesmeler meydana gelmisti. EGFR-ASI'lerin preeklamptik plasentadaki
ekspresyonu diisiik olarak cikmistir [80]. Calismamizda da EGFR ile iligkili
mevcut 3 yolakta asag1 diizenleme sergilenmistir.

CBL, ayni zamanda bir proto-onkogen olup, bir ¢cok kanser tiiriinde mutasyona
ugramistir ve en fazla testislerde ve lenf diigiimlerinde gen ekspresyonu gosterir
[81]. CBL mekanizmasinda, immiinolojik yolaklarda etki gostererek, PIK3K’y1
negatif yolla diizenler [82]. Gebeligin erken donemlerinde plasental villiislerde
bulunan fagositoz gerceklestirerek makrofaj gibi davranan hofbauer hiicreleri,
villoz olusumunda etki eden Spyr proteinleri ile iligkili c-CBLyi ifade ederek,
plasental gelisimde miithim bir rol edindikleri belirlenmistir [83]. Calismamizda
ise CBL tarafindan sinyallemenin diizenlenmesi asag1 diizenlenen diferansiyel
eksprese edilen genlerle temsil edilmistir.

Beyin ve akcigerde en genis ekspresyona sahip olan norotrofin BDNF[84],
noronlarin gelisimi, biiyltimesi ve plastisitesi saglamada gorevli olup, alzeimer,
huntington, depresyon gibi hastaliklarda etki gosterir [85]. BDNF
konsantrasyonu preeklamptik durumda azalan konsantrasyon gostermis, AnxAl

aracili olarak preeklampsiye etki edebilecegi belirlenmistir [86]. BDNF Beyin
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tlirevli norotrofik faktor (BDNF) sinyal yolu calismamizda asagi diizenlenen
genler ile temsil edilmisti.

Proto-onkogen olan, eriskin akcigerinde ve serebellumda genis ekspresyon
gosteren Kit[87], Fms benzeri tirozin kinaza benzerlik gosteren, mast hiicre
gelisimi, gametogenez gerceklestirebilen, c¢esitli kanser metabolizmalarina
katilan sitokin reseptoriidiir [88]. Kit reseptor sinyalleme yolagi preeklampside
asagi1 diizenlenen genlerle zenginlesmistir.

Gebeligin hemen oOncesi veya sonrasinda maruz kalinan COVID-19 hastalarda
preeklampsi olusma riskine olan etkisi artan calismalarla anlasilmaya
baslamistir[89]. Covid-19’a maruz kalan gebe kadinlarin daha erken dogum
yaptig1l, preeklampsi gelistirdigi veya prenatal oOliimlerin meydana geldigi
gozlenmistir, bu konuda biyolojik bilgi oldukca azdir [90]. Covid-19’a sahip
hamile kadinlarla, preeklampsiye sahip kadinlara benzer semptomlar gosterdigi
gibi molekiiler diizeyde birbirlerinden ayirt edilebilir, molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi preeklamptik gebelerin dogru teshisi alabilmesi icin 6nem tasir
[91]. Calismamizda ise, Covid-19 ile iliskili yolaklarda asag:1 diizenlenen genler
temsil edilmistir, tromboz ve antikoagiilasyon ile iliski gosteren asag:1 diizenlenen
genler bu yolaklarda zenginlesme gosterdi.

Yeni damar yollarinin olusum siirecine katilarak anjiyogenez meydana getiren
VEGFA-VEGFR2 sinyalleme yolaginda [92], calismamiz kapsaninda asagi
diizenlenen genler zenginlesme  gostermistir.  Literatiirde  VEGFAnin
preeklamptik plasenta dokularinda azalan ekspresyon sergiledigi icin [93], ,
calismamizdaki sonucu desteklemektedir.

Fc epsilon RI, mast giicreleri icin temel bir reseptor olup [94], sitokin velerin ve
bagisiklik cevabi olusturan molekiillerin sentezini saglar, iltthapli dokularda ise
yukar1 diizenleme gostermistir[95]. Calismamizda bu reseptore iliskin yolak
asag1r diizenlenmistir, literatiirde ise Fc epsilin RI sinyalleme yolaginin
preeklampsi calismasina dair bir sonug goriilememistir.

Norotrofinler, gelisim esnasinda sinir hiicrelerinin sagkalimi ve gelisimi icin
onemli molekiller olup[96], preeklamptik plazmada diismiistiir [86],
calismamizda benzer sekilde norotrofin sinyal yolaklarinda asagi diizenleme

ortaya cikmustir.
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Calismamizda hiicre-hiicre etkilesimlerindeki yolaklar yukari diizenlenmistir.
Preeklampsi esnasinda hiicre-hiicre etkilesimlerinde zoukluklar meydana
gelebilir [97]

Kornifiye zarfin olusumu (REAC:R-HSA-6809371), epidermisde ve hiicre
olimlerinin fazlalasarak bir keranosit yapilar meydana getirir[98]. Oksidatif
stres kornifiye zarfin meydana gelmesinde tetikleyicidir ve epidermisin
bariyerindeki, gecirgenligi artirir[99]. Calismamizda kornifiye zarfin
olusumundaki yolaklar yukar: diizenlenmistir.

Mide asitinin ve pankreas enzimlerinin salinimini saglayan gastrin [100],
preeklampsi ile ilgili calisilmig bir sonucu olmasa da, gebelik hipertansiyonuna
katkida bulundugu saptanmistir[101]. Calismamizda ise bu degisiklik yukari
diizenlenerek kendisini gostermistir.

Yukar1 diizenlenen genlerin zenginlestigi yolaklardan estrojen sinyalleme yolagi
ve beyin tiirevli norotrofik faktér (BDNF) sinyal yolagindaki zenginlesmeler,
asag1r diizenlenen genlerin norotrofin sinyalleme yolagi ve beyin tiirevli
norotrofik faktor (BDNF) sinyal yolundaki zenginlesmeler, hastaligin norolojik

yolaklarla olan bagina dikkat ¢cekmektedir.

APP geninin hem yukar1 diizenlemede hem de asag1 diizenlemede en cok
etkilesim derecesine sahip olan gen oldugu belirlenmistir. APP geni daha 6nceki
calismalarda en ¢ok alzheimer hastaligi ile iligskilendirilmis olup amiloid plakanin
yapisinda yer alir. Asagi diizenlenen yolaklarda LRRK2 genindeki mutasyonlar
Parkinson-8 hastaligi ile iliskilendirilmistir [102, p. 2]. Ayrica NTRK1 noéron
alttiplerinin belirlenmesinde rol oynarken[48], ELAVL1 kanser gibi yolaklarin
yan sira testis ve beyinde de ifade edilir[104]. Onceki calismalara gore,
preeklampsi ile ilgili yapilan calismalarda, preeklampsili hastalarda parkinson’a
ait protein 7 fazla ifade edilmistir[17]. Buna ek olarak onceki calismalar bazi
preeklampsi hastalar1 hayatlarinin ileriki asamalarinda alzeimer gelismis [16],
preekampsili havyan modellerinde ise hastalik depresyon, epilepsi ve cesitli

kognitif stireclerle iliskilendirilmistir [105].

RPS27A, norodejenaratif hastaliklar1 kontrol etmesinin yani1 sira [106],

yumutaliklarda da ifade edilen bir gendir[107]. Literatiirde preeklampsinin
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estrojen ile iliskisini kuvvetlendiren cesitli calismalar mecvuttur. Ostrojen
hamilelik siiresinde damar olusumunun devam ettirilmesi ve bebegin
beslenmesinde olduk¢a &nemlidir. Ostrojen gibi gebelik hormonlari, beyin

hipotalamik-hipofiz-gonadal ekseni ile tiretimi giiclendirir [33].
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754.116
316.498
120.938
16.118

141.034
0.922117
212.185
134.359
230.102
413.596
134.881
100.276
483.805
190.235
133.101
492.575
144.351
491.462
185.371
152.499
481.442
19.713
221.744
142.706
105.472
130.242
0.4677
0.293065
0.365885
123.921
0.241901
485.677
698.652
250.944
0

0.4418
0.0834714
0.814999
0.227565
0.269297
0.194321
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0.0512157
-120.469
-152.296
0.0349788
-0.107136
-0.0162216
0.12163
0.156141
-0.910039
-0.0578916
0.0676523
0.0393211
216.538
-0.923028
0.171968
-118.406
0.396543
0.314334
-138.799
-106.858
0.269397
-121.288
-10.823
-119.561
-127.785
-0.0660119
-138.973
-0.19828
0.0206411
-112.899
#AD?
-215.153
-46.182
-320.992
-379.785
-2.167
-305.216

0.9109
0.06365
0.0455
0.93185
0.8454
0.97035
0.78065
0.9194
0.05925
0.8948
0.88845
0.94465
0.55505
0.0377
0.686
0.01155
0.43525
0.52845
0.0356
0.07505
0.7489
0.0228
0.697
0.66785
0.66195
0.90345
0.02615
0.6907
0.97315
0.0295
1
0.03335
0.1999
0.0493
0.1967
0.27545
0.03985



FGG
ZNF622
PIK3R1
CRHBP
SQSTM1
ZNF622
ADAMTS6
PIK3R1
CRHBP
HSP90AB1
HSP90AB1
EGFR

ABCB4
CHRM2
AGPATS
CHD7
STMN2
SYBU
CHD7
SYBU
WDRS5

WDRS5
MXRAS
MXRAS
APLN
MXRAS
APLN

889.378
361.107
105.749
127.954
158.324
Nis.78
100.757
758.414
829.257
110.472
115.847
529.104
209.497
0.594429
207.981
0.674758
0.689982
940.063
326.328
109.229
0.929509
328.602
17.579
433.099
0.708588
472.591
370.104
0.735869
180.069
232.208
198.356

152.738
411.858
139.585
631.478
187.442
531.637
538.742
115.021
439.178
133.278
136.222
641.291
259.284
0.0889791
26.677
0.017723
0.215406
418.283
148.889
0.33272
112.228
305.891
0.675848
455.655
0.677235
451.388
124.652
0.409083
639.462
0.793226
821.098
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-254.173
0.18972
0.400499
-101.883
0.243569
0.153431
-0.903212
0.600846
-0.917015
0.270763
0.233747
0.277427
0.307602
-273.997
0.359147
-525.067
-16.795
-116.828
-113.208
-171.498
0.271897
-0.103323
-137.908
0.0732456
-0.0652889
-0.0662222
-157.003
-0.847054
-149.362
-154.961
-127.247

0.00175
0.74205
0.4242
0.04175
0.69685
0.7873
0.02945
0.19035
0.1036
0.59645
0.65735
0.6522
0.47845
0.02015
0.41555
0.01215
0.5109
0.01625
0.03885
0.1145
0.7686
0.88935
0.04575
0.88125
0.93915
0.8917
0.0087
0.6317
0.0014
0.0042
0.006



Tablo A.2 KPM 4.0 aracili anlamli olarak yukar1 diizenlenen diferansiyel

Gene_Name
KCNAB2
ASAP3
EDN2
CLDN19
IVL
NTRK1
PTGS2
TMCC2
SERTAD4
KCNAB2
ASAP3
EDN2
CLDN19
SLC16A1
IVL
NECTIN4
PTGS2
TMCC2
SCD
COL17A1
TCF7L2
KCNMA1
CRTAC1
SCD
COL17A1
ASCL2
CKAP5
VWCE
P2RY2
CHRDL2
SLC35F2
GLB1L2
ASCL2

eksprese genlerin listesi

C_Exp
0.831346
356.886
0.211469
28.019
0.693914
0.538143
10.786
0.703902
180.548
0.675015
568.599
0.0933826
276.244
120.616
0.712644
121.887
0.828113
0.75945
272.784
616.221
654.966
144.447
0.163291
275.304
131.036
597.536
59.228
13.113
222.071
110.864
42.318
10.224
465.401

T_Exp
164.275
87.581
115.696
703.788
480.951
0.324471
23.584
374.463
400.642
101.355
128.021
111.533
685.445
222.093
538.939
274.089
230.979
5.013
541.424
387.819
119.667
363.501
109.436
475.133
795.123
174.618
592.204
489.831
516.731
326.107
696.601
334.682
124.506
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Log2FC
0.982591
129.516
245.182
132.874
279.306
-0.729901
112.865
241.138
114.993
0.586426
11.709
357.817
13.111
0.88074
291.887
11.691
147.986
272.265
0.989
265.387
0.869536
133.142
274.457
0.787308
260.122
154.711
-0.000184026
190.128
121.839
155.655
0.719063
171.083
141.967

pValue
0.03105
0.00865
0.2965
0.0059
0.0041
1

0.121
0.00255
0.0395
0.4816
0.0167
0.02
0.0107
0.0471
0.0039
0.0142
0.03325
0.0023
0.0426
5,00E-05
0.0484
0.0026
0.0376
0.1097
6,00E-04
0.00545
0.9972
0.00455
0.04975
0.0908
0.1673
0.01775
0.00965



PLEKHA7
CKAP5
VWCE
P2RY2
CHRDL2
SLC35F2
GLB1L2
GPRC5A
RASSF8
CNTN1
KRT6A
KRT5
KRT4
NUAK1
PTPN11
GPRC5A
CNTN1
CNTN1
LIMA1
KRT6A
KRT5
NUAK1
FLT1
FLT1
FLT1
EGLN3
EGLN3
FOS
CALM1
PLD4
EGLN3
FOS
DIO2
TPM1
RHCG
IQGAP1
TGM?7

708.958
676.661
254.779
216.077
108.101
359.012
126.792
19.093
419.139
0.514063
52.038
334.107
0.419913
257.744
102.894
163.042
0.504198
0.525088
170.639
521.097
369.239
0.755688
931.726
112.865
168.303
463.841
0.0782173
889.883
165.923
123.849
75.246
658.839
20.416
105.861
0.188355
546.291
0

710.713
638.198
585.808
349.371
323.038
730.121
256.717
395.418
780.272
157.949
215.441
131.096
483.592
415.991
127.068
388.728
164.809
155.682
250.377
210.875
137.328
188.757
268.578
535.867
724.7
179.476
0.850003
721.853
220.471
263.891
211.823
555.723
102.183
221.54
120.666
584.824
0.92565
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0.00356622
-0.0844295
120.118
0.69321
157.933
10.241
101.771
105.034
0.896547
161.944
204.966
197.224
352.563
0.690613
0.304439
125.351
170.873
156.797
0.553157
201.676
1.895
132.067
152.737
224.728
210.632
195.209
344.191
302.002
0.410075
109.136
149.317
307.637
232.338
10.654
26.795
0.0983319
Inf

0.99355
0.8575
0.03805
0.2425
0.0334
0.0462
0.25415
0.08585
0.02015
0.03965
2,00E-04
0.00045
0.01015
0.4084
0.6072
0.01475
0.36915
0.22695
0.21345
0.00015
0.00045
0.0309
0.5152
0.06855
0.0251
0.005
0.48675
5,00E-05
0.48865
0.03095
0.0118
5,00E-05
5,00E-05
0.0314
0.09455
0.8455
0.00835



CYP1A1
RHCG
CMTM2

WWOX
RRAD
SHISA6
KRT19
KRT14
KRT17
SLC4A1
SLC4A1
NOG
SHISA6
KRT13
KRT19
KRT14
KRT17
SLC4A1
NOG
DSG3
SERPINB5
SERPINB7
KCNG2
DSG3
DSG3
SMAD2
SERPINB5
SERPINB7
KCNG2
FSTL3
CNN1
MAG
DMKN
PSG2
LYPD3
NLRP2

0
0.0738442
0
733.199
238.114
487.527
0.0429357
128.625
336.002
517.335
35.668
223.911
422.046
0.0857914
345.412
138.692
360.791
515.523
298.771
373.988
0.195192
0.298799
102.678
0.304296
0.174683
0.256119
126.009
0.578196
125.934
0.077542
464.817
252.029
0.093416
331.309
595.11
954.541
115.405

0.740829
0.594344
0.578523
13.164
260.943
132.075
0.899764
297.518
112.449
151.962
75.318
533.036
139.949
0.882073
260.512
308.345
119.197
154.716
632.094
135.009
0.933181
171.672
343.364
0.920048
0.930184
172.801
155.401
291.109
361.358
0.796117
227.527
690.525
0.980226
199.225
689.549
226.293
270.297
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Inf
300.874
Inf
0.844325
0.132086
143.781
43.893
120.981
174.272
155.454
107.837
125.131
172.943
336.199
291.496
115.266
172.412
158.551
10.811
185.199
225.726
252.241
174.161
159.623
241.278
275.422
0.302473
233.193
152.076
335.993
22913
145.411
339.137
-0.733779
0.212496
124.531
122.784

5,00E-05
0.0341
0.01805
0.10125
0.8691
0.0126
0.0117
0.02805
0.00445
0.0051
0.30705
0.0314
0.00185
0.28625
5,00E-05
0.0158
0.0032
0.00555
0.059
0.00125
0.0351
0.0372
0.0389
0.28115
0.1917
0.35405
0.627
0.04905
0.07995
0.0423
9,00E-04
0.00115
0.02495
0.66635
0.9369
0.00855
0.01015



TNNT1
FSTL3
ELAVL1
CNN1
MAG
DMKN
PSG2
LYPD3
SIGLEC6
NLRP2
TNNT1
HPCAL1
ACTG2
TGOLN2
POLR1A
SEMA4C
SEMA4C
DES
ALPG
HPCAL1
XPO1
TMEM17
ACTG2
TGOLN2
POLR1A
SEMA4C
ARHGEF4
PRNP
PROCR
SPAG4
PMEPA1
SLCO4A1
PRNP
GDF5
SPAG4
PMEPA1
NRIP1

0.776611
418.104
112.534
27.703
0.115545
186.023
699.254
808.758
347.226
16.061
0.546303
150.216
96.296
186.343
16.651
10.Sub
124.378
557.476
0.518864
106.225
329.039
0.705709
120.149
223.789
239.082
122.057
0.808225
183.764
252.816
127.093
192.122
297.448
164.857
0
109.417
240.526
0.189863

144.162
202.973
113.899
777.531
0.683471
395.293
754.09
16.378
694.815
311.971
247.178
271.163
248.942
209.986
196.265
221.197
102.526
198.789
159.195
214.163
37.692
0.532235
311.832
25.484
147.958
21.997
359.155
168.135
566.684
384.704
435.756
918.811
155.602
0.0201983
334.806
459.389
0.776874

70

0.892429
227.935
0.0173843
148.886
256.443
108.744
0.108919
101.798
100.075
0.957848
217.778
0.852125
137.026
0.172331
0.237196
114.246
-0.278739
183.425
161.736
101.159
0.195998
-0.40701
137.594
0.187451
-0.692315
0.849752
215.178
-0.128236
116.446
159.787
118.149
162.713
-0.0833535
Inf
161.348
0.933524
203.273

0.5302
0.00035
0.96835
0.00105
0.2885
0.0482
0.9542
0.04185
0.0328
0.09385
0.01325
0.0581
0.00745
0.70915
0.67005
0.01525
0.6999
9,00E-04
0.04715
0.03975
0.65765
0.73125
0.00715
0.6781
0.3366
0.06395
0.03565
0.77395
0.04945
0.03985
0.02225
0.01205
0.852

1
0.0927
0.0996
0.52395



NRIP1
PCP4
NRIP1
APP
PCP4
HSF2BP
OXTR
SLC4A7
LTF
PCOLCE2
EPHB3
OXTR
SH3BP5
SLC4A7
LTF
UPK1B
PIK3CB
PCOLCE2
EPHB3
LNX1
DAPP1

HPGD
GPX8
PIK3R1
EGR1
KCNMB1
SQSTM1
GPX8
PIK3R1

116.253
317.406
103.866
129.722
149.859
0.0661294
242.891
356.274
0.712615
849.683
138.753
2.309
176.115
200.208
0.717753
301.385
920.708
788.997
160.901
283.694
370.834
0.224674
40.061
543.827
254.725
103.154
346.516
0.294773
0.59375
103.55
111.435
105.749
180.127
346.378
158.324
726.832
758.414

104.733
132.255
340.179
123.921
793.738
0.147335
102.953
747.954
345.529
127.447
341.985
11.251
388.239
397.875
258.029
121.442
18.151
18.865
280.885
0.513989
793.518
0.592403
844.322
116.762
626.503
954.189
88.634
149.795
0.555531
226.466
117.115
139.585
736.925
972.583
187.442
975.017
115.021

71

-0.150554
205.892
171.157
-0.0660119
240.506
115.574
208.361
106.996
227.761
0.584901
130.142
228.471
114.042
0.990813
184.597
20.106
0.979231
125.762
0.803803
-246.453
109.749
139.875
10.756
110.235
129.838
-0.112448
135.494
234.531
-0.0959885
112.897
0.071729
0.400499
20.325
148.947
0.243569
0.423804
0.600846

0.8733
0.031
0.00035
0.90345
0.03835
1
2,00E-04
0.0752
0.01385
0.23535
0.04135
0.00035
0.03905
0.0498
0.01995
0.0018
0.0327
0.0328
0.1467
0.5103
0.0364
0.01875
0.03435
0.042
0.0057
0.85115
0.01645
0.41685
0.95245
0.01985
0.89755
0.4242
0.0019
0.03745
0.69685
0.37525
0.19035



EGR1
DPYSL3
KCNMB1
ATXN1
ATXN1
ATXN1
HSP90AB1
RHAG
FYN
SASH1
SASH1
ESR1
ESR1
ATXN1
HSP90AB1
RHAG
FYN
SASH1
FOXP2
PTPRZ1
LEP
WDR91
CUL1
KCNH2
KCNH2
DPP6
INHBA
FOXP2
LEP
WDR91
CUL1
KCNH2
CLU
EXTL3
FAMS83A
NDRG1
CLU

236.808
380.929
126.415
405.475
144.133
0.612136
110.472
0.21841
891.266
0.816429
526.584
0.43708
223.524
261.181
115.847
0
111.753
508.074
0.327538
0.118853
472.165
152.392
12.044
0.433625
0.578937
0.236467
608.575
0.772015
438.228
503.902
111.447
0.650863
196.906
223.969
0.0747207
251.356
30.995

107.633
754.185
314.801
371.903
150.198
0.697759
133.278
0.878618
722.998
160.104
110.019
0.391589
232.898
251.512
136.222
0.623187
94.413
987.123
111.228
0.719699
464.688
185.773
142.178
160.379
20.907
0.715585
181.777
130.549
424.641
101.715
136.084
212.079
475.377
545.628
0.806889
523.095
686.968
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218.433
0.985396
131.627
-0.124686
0.0594647
0.188878
0.270763
20.082
-0.301865
0.971608
106.302
-0.158558
0.0592694
-0.0544218
0.233747
Inf
-0.24326
0.958193
176.379
259.821
32.989
0.285748
0.239379
188.697
185.251
159.748
157.867
0.757896
327.649
101.331
0.288144
170.417
127.157
128.462
343.279
105.734
114.821

5,00E-05
0.03095
0.0251
0.83945
0.9626
0.9082
0.59645
0.26095
0.52705
0.6405
0.0152
1
0.91595
0.9229
0.65735
0.0109
0.58615
0.04155
0.00815
0.02715
5,00E-05
0.421
0.58465
0.28345
0.1583
0.0398
0.0122
0.68865
5,00E-05
0.03615
0.54405
0.04085
0.00735
0.0094
0.02555
0.0249
0.01895



EXTL3
TM2D2
CRH
FAMS3A
NDRG1
AQP3
TPM2
NTRK2
CORO2A
NCS1
AIF1L
PAEP
CYSRT1
AQP3
TPM2
NTRK2
CORO2A
NCS1
AIF1L
PAEP
TBL1X
TBL1X
EFNB1
SLC6AS8
TBL1X
EFNB1
SLC6AS
RPS4Y1
PRKY
USP9Y
DDX3Y
KDMS5D
RPS4Y1
PRKY
PRKY
PRKY
DDX3Y

337.745
143.001
249.86
0.0575526
329.898
559.113
962.085
0.220401
0.913627
102.457
704.252
414.943
0.116022
678.571
906.239
0.239611
0.53385
100.428
751.133
336.935
759.944
168.189
969.058
874.903
78.999
975.264
0.769588
0.30322
0
0.0912072
0.0184437
0.0179929
106.295
0
0
0.0215493
0.0961601

60.003
637.639
558.707
0.746524
58.204
126.019
201.542
24.006
159.765
228.138
139.414
140.208
0.578391
161.823
179.916
338.731
136.812
252.288
158.166
109.869
81.278
189.388
18.414
188.915
941.904
164.794
250.003
42.6
139.976
413.477
97.752
293.668
344.187
0.723961
0.855475
174.634
869.624
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0.829098
215.671
116.097
369.724
0.8191
117.243
106.685
344.519
0.806271
115.489
0.98521
175.658
231.764
125.385
0.989361
382.138
135.768
132.891
10.743
170.525
0.0969717
0.17126
0.926146
111.055
0.253746
0.756796
169.979
713.435
Inf
550.252
904.986
735.061
501.705
Inf

Inf
634.055

649.881

0.0703
1,00E-04
0.0486
0.14025
0.0748
0.02075
0.03655
0.0011
0.307
0.0638
0.0324
2,00E-04
0.1967
0.0094
0.0246
0.0022
0.042
0.03315
0.0159
0.00045
0.82855
0.9188
0.03565
0.02455
0.58755
0.10505
0.6139
0.02835
0.0387
0.00085
0.0112
0.22255
0.00535
0.1305
0.11145
0.23875

0.0272



KDM5D 0.0238568 298.959 69.694 0.0045

Tablo A.3 Asagi diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin zenginlestigi

GO terimleri

source term_name term_id

GO:MF protein tyrosine kinase binding GO0:1990782
GO:MF ubiquitin-like protein ligase binding G0:0044389
GO:MF receptor tyrosine kinase binding G0:0030971
GO:MF ubiquitin protein ligase binding G0:0031625
GO:MF insulin-like growth factor receptor binding GO0:0005159
GO:MF protein kinase C binding G0:0005080
GO:BP  cellular response to nerve growth factor stimulus G0O:1990090
GO:BP  response to nerve growth factor G0O:1990089
GO:BP signal release G0:0023061
GO:BP regulation of exocytosis G0O:0017157
GO:BP modulation of chemical synaptic transmission G0O:0050804
GO:BP regulation of trans-synaptic signaling G0:0099177
GO:BP regulation of peptide hormone secretion G0:0090276
GO:BP regulation of peptide secretion G0:0002791
GO:BP regulation of peptide transport G0:0090087
GO:BP response to metal ion GO0O:0010038
GO:BP positive regulation of substrate adhesion-dependent cell spreading G0:1900026
GO:BP  amide transport G0:0042886
GO:BP  peptide hormone secretion G0:0030072
GO:BP  peptide secretion G0:0002790
GO:BP regulation of hormone secretion G0:0046883
GO:BP  peptide transport GO:0015833
GO:BP regulation of heterotypic cell-cell adhesion GO:0034114
GO:BP regulation of cell-substrate adhesion G0:0010810
GO:BP  amyloid fibril formation G0:1990000
GO:BP regulation of substrate adhesion-dependent cell spreading G0:1900024
GO:BP positive regulation of peptide hormone secretion G0:0090277
GO:BP protein polymerization GO0O:0051258
GO:BP platelet activation G0:0030168
GO:BP positive regulation of peptide secretion G0:0002793
GO:BP  substrate adhesion-dependent cell spreading G0:0034446
GO:BP  hormone secretion G0:0046879
GO:BP regulation of vasoconstriction G0:0019229
GO:BP regulation of endothelial cell apoptotic process G0:2000351
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GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC
GO:CC

Tablo A.4 Yukar: diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin zenginlestigi

source
GO:MF
GO:MF
GO:MF
GO:MF
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP

hormone transport

endothelial cell apoptotic process

epidermal growth factor receptor signaling pathway
positive regulation of vasoconstriction
regulation of synaptic plasticity

platelet degranulation

actin filament organization

negative regulation of endothelial cell apoptotic process
positive regulation of lipase activity

positive regulation of phospholipid transport
blood microparticle

fibrinogen complex

distal axon

platelet alpha granule lumen

growth cone

site of polarized growth

cytoplasmic region

platelet alpha granule

secondary lysosome

vesicle lumen

endocytic vesicle

multivesicular body, internal vesicle

mitochondrial outer membrane

GO terimleri

term_name

protein domain specific binding

cytoskeletal protein binding

structural constituent of cytoskeleton

peptide hormone receptor binding

positive regulation of multicellular organismal process
positive regulation of protein phosphorylation
positive regulation of phosphorylation

cornification

regulation of phosphorylation

ovulation

positive regulation of phosphorus metabolic process
positive regulation of phosphate metabolic process

regulation of system process
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G0:0009914
G0:0072577
G0:0007173
G0:0045907
G0:0048167
G0:0002576
G0:0007015
G0:2000352
G0:0060193
G0:2001140
G0:0072562
G0:0005577
G0:0150034
G0:0031093
G0:0030426
G0:0030427
G0:0099568
G0:0031091
G0:0005767
G0:0031983
G0:0030139
GO:0097487
G0:0005741

term_id

G0:0019904
G0:0008092
G0:0005200
G0:0051428
G0:0051240
G0:0001934
G0:0042327
G0:0070268
G0:0042325
G0:0030728
G0:0010562
G0:0045937
G0:0044057



GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:CC
GO:CC

regulation of phosphorus metabolic process
regulation of phosphate metabolic process
response to oxygen-containing compound
positive regulation of protein metabolic process
regulation of protein phosphorylation

cell junction organization

regulation of cell population proliferation

parturition

enzyme linked receptor protein signaling pathway

cellular response to growth factor stimulus
muscle contraction

learning or memory

neuron death

response to growth factor

positive regulation of cellular protein metabolic process

chemical homeostasis

positive regulation of phosphatidylinositol 3-kinase signaling

response to organic cyclic compound

protein phosphorylation

positive regulation of protein modification process

regulation of neuron death
peptidyl-tyrosine phosphorylation
peptidyl-tyrosine modification

cellular component morphogenesis

positive regulation of gene expression
positive regulation of cell junction assembly
cell-cell signaling

muscle system process

positive regulation of protein kinase activity
ovulation cycle

positive regulation of kinase activity
cognition

axonogenesis

regulation of transmembrane transport
regulation of kinase activity

regulation of nucleocytoplasmic transport
neuron apoptotic process

positive regulation of tau-protein kinase activity
reproductive process

positive regulation of synaptic transmission
intrinsic component of plasma membrane

anchoring junction
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GO:0051174
G0:0019220
G0:1901700
G0:0051247
G0:0001932
G0:0034330
G0:0042127
G0:0007567
G0:0007167
G0:0071363
G0:0006936
G0:0007611
G0:0070997
G0:0070848
G0:0032270
G0:0048878
G0:0014068
G0:0014070
G0:0006468
G0:0031401
GO:1901214
G0:0018108
G0:0018212
G0:0032989
G0:0010628
GO:1901890
G0:0007267
G0:0003012
G0:0045860
G0O:0042698
G0:0033674
G0:0050890
G0:0007409
GO0:0034762
G0:0043549
G0:0046822
G0:0051402
GO:1902949
G0:0022414
G0:0050806
G0:0031226
G0:0070161



GO:CC supramolecular fiber G0:0099512
GO:CC supramolecular polymer G0:0099081
GO:CC integral component of plasma membrane G0:0005887
GO:CC supramolecular complex G0:0099080
GO:CC plasma membrane region G0:0098590
GO:CC basal part of cell GO0:0045178
GO:CC membrane microdomain G0:0098857
GO:CC membrane raft G0:0045121
GO:CC basolateral plasma membrane G0:0016323
GO:CC polymeric cytoskeletal fiber G0:0099513
GO:CC voltage-gated potassium channel complex G0:0008076
GO:CC cell-cell junction G0:0005911
GO:CC potassium channel complex G0:0034705
GO:CC basal plasma membrane G0:0009925

Tablo A.5 Asagi diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin zenginlestigi

biyolojik yolaklar
Asag diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin zenginlestigi biyolojik yolaklar
KEGG Coronavirus disease - COVID-19 KEGG:05171
KEGG Fc epsilon RI signaling pathway KEGG:04664
KEGG Neurotrophin signaling pathway KEGG:04722
KEGG Platelet activation KEGG:04611
KEGG ErbB signaling pathway KEGG:04012
KEGG PI3K-Akt signaling pathway KEGG:04151
KEGG Phospholipase D signaling pathway KEGG:04072
KEGG Choline metabolism in cancer KEGG:05231
KEGG Shigellosis KEGG:05131
REAC Signaling by Ligand-Responsive EGFR Variants in Cancer REAC:R-HSA-
5637815
REAC Constitutive Signaling by Ligand-Responsive EGFR Cancer Variants REAC:R-HSA-
1236382
REAC Signaling by EGFR in Cancer REAC:R-HSA-
1643713
REAC Regulation of signaling by CBL REAC:R-HSA-
912631
REAC Platelet activation, signaling and aggregation REAC:R-HSA-
76002
REAC Signaling by EGFR REAC:R-HSA-
177929
REAC Integrin signaling REAC:R-HSA-
354192
REAC Signaling by Non-Receptor Tyrosine Kinases REAC:R-HSA-
9006927
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REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

Signaling by PTK6

Constitutive Signaling by EGFRVIIL

Signaling by EGFRVIII in Cancer

NF-kB is activated and signals survival

p75NTR recruits signalling complexes

Signaling by FGFR3

p130Cas linkage to MAPK signaling for integrins

Signaling by FGFR4

p75NTR signals via NF-kB

NRIF signals cell death from the nucleus

Platelet Aggregation (Plug Formation)

Signaling by FGFR1

Signaling by ERBB2

Diseases of signal transduction by growth factor receptors and second messengers

Interleukin-3, Interleukin-5 and GM-CSF signaling

FLT3 signaling by CBL mutants

Downstream signal transduction

FLT3 signaling in disease

PTK6 Regulates RTKs and Their Effectors AKT1 and DOK1

HDL remodeling

EGFR downregulation

Signaling by FGFR2

Pexophagy

Signaling by Interleukins
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REAC:R-HSA-
8848021
REAC:R-HSA-
5637810
REAC:R-HSA-
5637812
REAC:R-HSA-
209560
REAC:R-HSA-
209543
REAC:R-HSA-
5654741
REAC:R-HSA-
372708
REAC:R-HSA-
5654743
REAC:R-HSA-
193639
REAC:R-HSA-
205043
REAC:R-HSA-
76009
REAC:R-HSA-
5654736
REAC:R-HSA-
1227986
REAC:R-HSA-
5663202
REAC:R-HSA-
512988
REAC:R-HSA-
9706377
REAC:R-HSA-
186763
REAC:R-HSA-
9682385
REAC:R-HSA-
8849469
REAC:R-HSA-
8964058
REAC:R-HSA-
182971
REAC:R-HSA-
5654738
REAC:R-HSA-
9664873
REAC:R-HSA-



REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

REAC

WP

WP

WP

WP

WP

WP

WP

WP

WP

WP

WP

WP

WP

WP
WP

FLT3 Signaling

Signaling by NTRK3 (TRKC)

Signaling by Receptor Tyrosine Kinases

Signaling by FGFR

Spry regulation of FGF signaling

GRB2:S0S provides linkage to MAPK signaling for Integrins
InlB-mediated entry of Listeria monocytogenes into host cell
Signaling by ERBB2 ECD mutants

Signaling by MET

Platelet degranulation

Negative regulation of FLT3

Response to elevated platelet cytosolic Ca2+

Signaling by NOTCH3

Regulation of TLR by endogenous ligand

Listeria monocytogenes entry into host cells

Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) signaling pathway
Kit receptor signaling pathway

COVID-19, thrombosis and anticoagulation

VEGFA-VEGFR2 Signaling Pathway

ErbB Signaling Pathway

Interferon type I signaling pathways

RANKL/RANK (Receptor activator of NFKB (ligand)) Signaling Pathway
EGF/EGFR Signaling Pathway

Folate Metabolism

IL-2 Signaling Pathway

Signaling Pathways in Glioblastoma

Selenium Micronutrient Network

T-Cell antigen Receptor (TCR) Signaling Pathway

B Cell Receptor Signaling Pathway
Blood Clotting Cascade
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449147
REAC:R-HSA-
9607240
REAC:R-HSA-
9034015
REAC:R-HSA-
9006934
REAC:R-HSA-
190236
REAC:R-HSA-
1295596
REAC:R-HSA-
354194
REAC:R-HSA-
8875360
REAC:R-HSA-
9665348
REAC:R-HSA-
6806834
REAC:R-HSA-
114608
REAC:R-HSA-
9706369
REAC:R-HSA-
76005
REAC:R-HSA-
9012852
REAC:R-HSA-
5686938
REAC:R-HSA-
8876384
WP:WP2380
WP:WP304
WP:WP4927
WP:WP3888
WP:WP673
WP:WP585
WP:WP2018
WP:WP437
WP:WP176
WP:WP49
WP:WP2261
WP:WP15
WP:WP69
WP:WP23
WP:WP272



Tablo A.6 Yukar diizenlenen diferansiyel eksprese edilen genlerin

zenginlestigi biyolojik yolaklar

Yukar: diizenlenen diferansiyel eksprese dilen genlerin zenginlestigi biyolojik yolaklar

KEGG Estrogen signaling pathway KEGG:04915

REAC Cell-Cell communication REAC:R-HSA-1500931
REAC Formation of the cornified envelope REAC:R-HSA-6809371
REAC Developmental Biology REAC:R-HSA-1266738
REAC Signaling by NTRKs REAC:R-HSA-166520
REAC Nephrin family interactions REAC:R-HSA-373753
REAC PI3K/AKT activation REAC:R-HSA-198203
REAC Signaling by NTRK1 (TRKA) REAC:R-HSA-187037
REAC Type I hemidesmosome assembly REAC:R-HSA-446107
WP Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) signaling pathway WP:WP2380

WP Gastrin Signaling Pathway WP:WP4659

WP Cancer immunotherapy by CTLA4 blockade WP:WP4582

WP Nuclear Receptors Meta-Pathway WP:WP2882
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