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Yaygin Degisken Immiin Yetmezlik (CVID), azalmis antikor {iretimi ile karakterize
olan primer immiin yetmezlikler arasinda en yaygin tiirdiir. Artan kanitlar, CVID
hastalarinin saglikli popiilasyona gére mide kanserine daha yatkin oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, iki hastalik arasindaki ortak molekiiler mekanizma
heniiz aydmlatilamamustir. ki hastaligin altinda yatan ortak molekiiler risk
faktorlerinin tanimlanmasi, CVID ile iliskili mide kanseri i¢in riskleri olan bireyleri
siniflandirarak ve yeni translasyonel yaklagimlar gelistirerek onemli halk sagligi
etkilerine sahip olabilir. Bu tez ¢alismasinin amaci CVID ve mide kanseri arasindaki
iliskide etkin rol oynayan aday ortak molekiiler biyobelirtegleri ve molekiiler
yolaklar1 tanimlamaktir. Bu amagla CVID ve mide kanseri i¢in veri setleri NCBI-
GEO veri tabanindan belirli kriterlere gore segilerek biyoinformatik araglarla
kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Diferensiyel eksprese olan genlerin (DEG)
analizi ‘R’ yazilimi1 kullanilarak gergeklestirilmistir ve ortak DEG'lerin fonksiyonel
yolak zenginlestirme analizleri i¢in NetworkAnalyst ve Ingenuity Pathway Analysis
(IPA) yazilimlart kullanilmigtir. Cytoscape yazilimi ile network gorsellestirilerek
hub genler tanimlanmigtir. Ayrica, hub genleri hedef alan ortak mMIRNA
biyobelirtegleri de mirDIP veri tabani ile arastirilmistir. Analiz sonucunda mide
kanseri ve CVID veri setlerinde farkli gruplamalar sonucunda birgok ortak DEG ve
molekiiler yolak belirlenmekle beraber ti¢ hub genin (MZB1, GBP1, CXCL10) ve ii¢
mikroRNA’nin (hsa-miR-3659, hsa-miR-4483, hsa-miR-6790-5p) iki hastaligin
molekiiler etiyolojisinde ortak rolii olabilecegi in silico olarak gosterilmistir. Ayrica,
bu genlerin IPA analizinde “apoptoz”, “bagisiklik hiicrelerinin 6liimii” ve “sistemik
otoimmdiin sendrom” gibi yolaklarda rol oynadigi da tespit edilmistir. Sonug¢larimiz,
in vivo ve/veya in vitro ¢alismalarla dogrulanmasi gereken CVID ve mide kanseri
icin aday ortak molekiiler mekanizmalar igin umut verici in silico kanitlar
vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyobelirteg, biyoinformatik, mide kanseri, mikroarray,
Yaygin Degisken Immiin Yetmezlik
2021, ix+96 sayfa
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INVESTIGATION OF THE MOLECULAR LINK BETWEEN COMMON
VARIABLE IMMUNODEFICIENCY AND GASTRIC CANCER BY
INTEGRATED BIOINFORMATICS ANALYSIS
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Common Variable Immunodeficiency (CVID) is the most common type among
primary immunodeficiencies and increasing evidence shows that CVID patients are
more predisposed to gastric cancer than the healthy population. Efforts to identify
unknown shared molecular mechanisms underlying both diseases may have
significant public health implications by stratifying individuals that have risks for
CVID-related gastric cancer and developing new translational approaches. Thus, we
aimed to define candidate common molecular biomarkers and molecular pathways
that may have a role in the relationship between CVID and gastric cancer by
bioinformatics analysis. Data sets used in the study were retrieved from the NCBI-
GEO database and differentially expressed genes (DEG) analysis was performed
using ‘R’ software. NetworkAnalyst and Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software
were used for functional pathway enrichment analyzes of common DEGs. The hub
genes were identified and visualized by Cytoscape software. Common miRNAS
targeting hub genes were also investigated by the mirDIP database. Our results
revealed many common DEGs and molecular pathways that may contribute to the
development of both diseases. Also, we prioritized three hub genes (MZB1, GBP1,
CXCL10) and three microRNAs (hsa-miR-3659, hsa-miR-4483, hsa-miR-6790-5p)
suggesting a common role in the molecular etiology of the two diseases. In addition,
IPA analysis suggests the involvement of the identified hub genes in pathways such
as "apoptosis"”, "death of immune cells" and "systemic autoimmune syndrome". Our
results highlight promising in silico evidence for candidate common molecular
mechanisms for CVID and gastric cancer, which should be confirmed by in
vivo and/or in vitro studies.

Key words: Bioinformatics, biomarker, Common Variable Immunodeficiency,
gastric cancer, microarray
2021, ix+96 pages
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1.GIRIS

Yaygin  Degisken Immiin  Yetmezlik (CVID) 1gG, IgA ve IgM
immiinoglobulinlerinin serum seviyelerinde azalmasi ile karakterize, primer immiin
yetmezlikler icerisinde en yaygin olarak goriilen heterojen bir hastaliktir. CVID’li
hastalarda azalan antikor seviyelerinin bir sonucu olarak tekrarlayan alt ve dist
solunum yolu enfeksiyonlari, kronik akciger hastaligi (bronsektazi), graniilomatoz
hastaliklar, otoimmiin bozukluklar, gastrointestinal hastaliklar ve artmis malignite
riski gibi heterojen klinik bulgular goriilmektedir. Mide kanseri, CVID’li hastalarda
en sik goriilen malignitelerden biridir ve CVID hastalarinin mide kanserine
yatkinliklarmin saglikli popiilasyona oranla daha fazla oldugu bilinmektedir. CVID
hastalarinda yiikksek mide adenokarsinom insidansinda genetik yatkinlik, kalici
mukozal inflamasyon, Helicobacter pylori enfeksiyonu ve epigenetik degisiklikler
dahil olmak tizere ¢esitli risk faktorlerinin rol oynayabilecegi bildirilse de bu artan
duyarliligin nedenleri hala belirsizligini slirdiirmektedir ve iki hastalik arasindaki
molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Artan mide kanseri
risklerine ragmen, heniiz CVID'li hastalarda mide kanseri i¢in rutin bir tarama ve
diinya capinda bir fikir birligi kilavuzu bulunmamaktadir. Bu noktada gastrik
neoplaziler acisindan ytiksek risk altindaki hastalar1 daha 1yi belirlemek ve onlari

daha 1yi tedavi etmek i¢in molekiiler biyobelirteglerin tanimlanmasi 6nemlidir.

Bu baglamda bu tez kapsaminda CVID ve mide kanseri patogenezinde rol oynayan
etkin molekiiler diizenleyicilerin ve ortak aday regiilatorlerin biyoinformatik araglar
kullanarak tespit edilmesi amaglanmaktadir. Tespit edilen ortak aday molekiiler
yolaklar ve ortak diizenleyici molekiiller ileri deneysel ¢aligmalarla valide edildikten
sonra mide kanseri ve CVID hastaligimin tanisi, prognozu ve tedavisinde

kullanilabilir.

Biyoinformatik, canlilarin tiim yap1 ve fonksiyonlarinin arastirilmasi ile elde edilen
karmasik verilerin degerlendirilmesi amaciyla biyoloji, tip bilimleri, bilisim
teknolojileri, matematik ve biyoistatistik gibi farkli bilim dallarmin entegrasyonu

sonucu gelisen disiplinler arast uygulamali bir bilim dalidir. Biyoinformatik



analizler genomik arastirmalar ve gen ekspresyon caligmalari, yapisal biyoloji,
hastaliklarin tan1 ve tedavisi, ilag gelistirme, genotip-fenotip iliskisinin kurulmasi
dahil olmak iizere bir¢ok alanda aktif olarak kullanilmaktadir. Glintimiizde veri
artisindaki hiz ile birlikte biyoinformatigin biyolojik arastirmalardaki yeri giderek
deger kazanmaktadir. Ozellikle biriken bilimsel veriler bir araya getirilerek
gerceklestirilen meta analizler, verilerin niceliklerinin daha yiiksek olmasini
saglamaktadir. Diferansiyel gen ekspresyon profillerine dayali molekiiler belirteg
belirleme analizlerinde veri sayisiin fazlaligi ile sonuglarin dogrulugu arasinda
pozitif bir korelasyon vardir. Halka acik veri bankalar1 kullanilarak tespit edilen ¢cok
sayida diferansiyel gen ekspresyon analizi, hastalarin Klinik bulgulari esliginde
hastaligin irdelenmesi ve neden-sonug iliskisi kurularak klinik parametreler ile

degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda halka agik veri bankast NCBI-GEO’dan alinan mikroarray veri
setlerinin R yazilimi ile analizi gergeklestirilerck diferansiyel eksprese gen
profillerinin belirlenmesi ile CVID ve mide kanseri patogenezinde rol oynayan ortak
molekiiler Dbelirteglerin  biyoinformatik yontemler kullanilarak tanimlanmasi
amaglanmaktadir. Bu sayede tespit edilen ortak diizenleyici molekiiller ve ortak aday
molekiiler yolaklarin CVID ve mide kanseri caligmalarinda arastirmacilara bir 6n
bilgi sunmas1 ve ileri deneysel ¢aligmalarla validasyonu sonrasi her iki hastaligin
tanisinda, prognozunda, tedavisinde ve ilag yeniden konumlandirma g¢alismalarinda

kullanilmas1 hedeflenmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Yaygin Degisken immiin Yetmezlik (CVID) Hastalig1 ve Epidemiyolojisi

Immiin sistem, hastaliklara kars1 savunma mekanizmasini olusturan, mikroplari ve
timor hiicrelerini tantyip onlar1 yok eden, viicudu yabanci ve zararli maddelerden
koruyan bir sistemdir. Bagisiklik sisteminde meydana gelen anormalliklerin yol
actig1 kalitsal gecisli hastaliklara primer immiin yetmezlikler (PID) ya da dogustan
gelen bagisiklik hatalart denir. Primer immiin yetmezlik hastaliklari, enfeksiyonlarin
ve/veya immiin diizensizligin insidansinda, sikliginda veya ciddiyetinde bir artisa
yol acan, bagisiklik sisteminin dogustan gelen veya adaptif kalitsal bozukluklarinin
heterojen bir grubudur (Devonshire ve Makhija, 2019). Dogustan gelen bagisiklik
hatalar1 enfeksiyonlar, otoimmiinite, immiin diizensizlik, inflamasyon ve malignite
gibi c¢esitli klinik belirtilere yol acar ve bagisiklik sisteminin bozulmas: ile

karakterizedir (Seidel ve digerleri, 2019).

Tarihte ilk agamaglobulinemi vakasi (kanda immiinoglobulinlerin tamamen yoklugu
veya ¢ok az bulunmasi) 1952 yilinda bildirmistir ve o giinden bu yana 400’den fazla
PID formu tanimlanmistir (Bruton, Apt, Gitlin, Janeway, 1952). 1990’lardan beri
her iki yilda bir dogustan gelen bagisiklik hatalarinin bir siniflandirmasini
yayinlayan ve Dogustan Bagisiklik Hatalar1 Komitesi olarak adlandirilan
Uluslararas1 Immiinolojik Dernekler Birligi (IUIS) Uzman Komitesi (EC)’nin
2019’da yayimnladigr raporda enfeksiyon, malignite, alerji, otoimmiinite ve
otoinflamasyon gibi ¢esitli fenotiplerin altinda yatan 430 farkli monogenik kusura
sahip 406 farkli bozukluk bildirilmistir (Bousfiha ve digerleri, 2020).

Uluslararast Immiinolojik Dernekler Birligi Dogustan Bagisiklik Hatalar1 Uzman
Komitesi, pediatrik ve yetigkin klinik immiinologlar, klinisyenler, bilim insanlar1 ve
diinyanin dort bir yanindan temel immiinoloji arastirmacilarmin katilimiyla
olusturulmustur (https://iuis.org/committees/iei/). Komitenin temel amaci, klinik ve
arastirma topluluklarina bagisiklik yetersizligi ve diizensizliginin genetik temelleri
hakkinda giincel bilgiler saglamaktir. Komite 1970 yilindan beri varligini

stirdiirmektedir ve yaklasik 2 yilda bir giincellenmis bir raporla dogustan gelen


https://iuis.org/committees/iei/

bagisiklik hatalarinin bir siniflandirmasini yayinlamaktadir (Tangye ve digerleri,
2020).

2019 yilina ait en giincel raporda hastaliklar: kombine immiin yetmezlikler,
sendromik ozelliklere sahip kombine immiin yetmezlikler, agirlikli olarak antikor
eksiklikleri, immiin diizensizlik hastaliklari, fagositlerin dogustan kusurlari, i¢sel ve
dogustan gelen bagisikliktaki kusurlar, otoinflamatuar hastaliklar, tamamlayici
eksiklikler, kemik iligi yetmezligi ve dogustan gelen bagisiklik hatalarmin
fenokopileri olmak tizere 10 ana basglik ve alt basliklar altinda smiflandirilmistir

(Bousfiha ve digerleri, 2020).

Farkli epidemiyolojik ¢aligmalar sonucunda immiin yetmezlik hastaliklarinin
prevalansinda ve modelinde genis cografi ve irksal farkliliklar oldugu gozlenmistir
(Al-Herz, 2008; Boyle, 2007; Bumgart, 1997; Gathmann, 2009; Golan, 2002; Kilic,
2013; Kirkpatrick, 2007; Matamoros Flori, 1997; Reda, 2009; Rezaei, 2006;
Shabestari, 2007; Stray-Pedersen, 2000). Bu calismalar 1siginda olusturulmus
Avrupa Immiin Yetmezlikler Dernegi (ESID) hasta kaydi, PID hastalarnin hem
klinik hem de laboratuvar verilerini birlestiren en giivenli ve biiytik, internet tabanl
hasta kaydidir ve dogustan gelen bagisiklik hatalar1 olan 25 000'den fazla hasta
hakkinda bilgi igermektedir. Hasta kayitlari, PID gibi nadir hastaliklarda klinik
aragtirmalar i¢in son derece onemlidir. Dogustan bagisiklik hatalar teshisi, fenotipi
aciklayan bilinen bir monogenik patolojik varyantin tanimlandig1 durumlarda kesin
olarak konulabilir. Bununla birlikte, genetik tani teknolojilerindeki ilerlemelere
ragmen, hastalarin ¢ogunun hala kesin bir genetik tanist konulamamistir. Bu
nedenle, 2004 yilinda klinik arastirmalar ve diger arastirma projeleri igin dogustan
gelen bagisiklik hatalar1 olan hastalarin kayitlarinin tutuldugu ESID ¢evrimi¢i kaydi
kurulmustur. ESID kayit defteri verilerinin 6nemli bir kismina halk tarafindan ESID
kayit web sayfasindan erigilebilmektedir (https://esid.org/Working-Parties/Registry-
Working-Party/ESID-Registry), ancak daha spesifik ve ayrintili verilere yalnizca
ESID kayit iiyeleri erisebilmektedir (Seidel ve digerleri, 2019).


https://esid.org/Working-Parties/Registry-Working-Party/ESID-Registry
https://esid.org/Working-Parties/Registry-Working-Party/ESID-Registry

Dogustan gelen bagisiklik hatalari, genellikle 50 000 dogumda 1 ila 10 000
dogumda 1'i etkileyen nadir hastaliklar olarak kabul edilmektedir. Ancak yeni
dogustan gelen bagisiklik hatalarimin  kesiflerinin  devam etmesi ve klinik
fenotiplerin daha iyi tamimlanmasi ile bu prevalansin en az 1/1000-1/5000
olabilecegi bildirilmistir (Tangye ve digerleri, 2020). Sekil 2.1.’de gdsterilen
grafikte belirtilen yillarda IUIS/WHO komitesi tarafindan bildirilen monogenik

immiin bozukluklarin altinda yatan genetik kusurlarin sayilar1 verilmistir.
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Sekil 2.1. 1983-2019 yillar1 arasinda kesfedilen dogustan gelen bagisiklik hatalari
sayist (Tangye ve digerleri, 2020).

Primer immiin yetmezlikler nadir hastaliklar grubu icinde yer almasina ragmen
Tiirkiye’de akraba evliliginin yiliksek oranda olmasi nedeniyle goriilme sikliginin

diger iilkelere gore daha fazla oldugu tahmin edilmektedir (Turul ve Tezcan, 2003).

Primer immiin yetmezlikler icerisinde en sik goriilen Yaygin Degisken Immiin
Yetmezlik (CVID), azalmis antikor iiretimi ve hem polisakkarit hem de protein
antijenlerine karst bozulmus antikor yaniti ile immiinoglobulin G (IgG),
immiinoglobulin A (IgA) vel/veya immiinoglobulin M (IgM)'nin diisik serum
seviyeleri ile karakterize heterojen bir hastaliktir (Bonilla, 2016; Filion, 2019;
Seidel, 2019).



CVID hastalarinda antikor eksikliginin bir sonucu olarak tekrarlayan alt ve ist
solunum yolu enfeksiyonlari, kronik akciger hastaligi (bronsektazi), graniilomatéz
hastaliklar, otoimmiin bozukluklar, gastrointestinal hastaliklar, enfeksiy6z olmayan
enteropati ve artmis malignite riski gibi heterojen Klinik belirtiler ortaya
¢ikmaktadir (Bonilla, 2016; Chapel, 2008; Cunningham-Rundles ve Bodian, 1999;
Rezaei, 2012). Bu heterojen klinik goriiniimler nedeniyle CVID, “degisken” olarak
adlandirilan  ¢esitli  genetik kusurlardan kaynaklanan hipogamaglobulinemi
sendromlarinin bir koleksiyonu olarak tanimlanir (Resnick, Moshier, Godbold ve
Cunningham-Rundles, 2012).

CVID genellikle yirmili veya otuzlu yaslardaki bireylerde goriilmekle birlikte
cocukluktan yetiskinlige kadar herhangi bir zamanda ortaya cikabilmektedir ve 6liim
orani, hastaligin ciddiyetine ve tekrarlayan enfeksiyonlarin sikligimma bagli olarak
degismektedir. Hastalik diinya genelinde yaklagik 25 000-50 000 kisiden birini
etkiler ve bu oran farkli popiilasyonlarda degisiklik gostermektedir (Ghafoor ve
Joseph, 2020).

CVID igin kesin bir tanim olmamakla birlikte gegmisten bugiine arastirmacilar bu
heterojen hastalig1 daha iyi tanimlayabilmek i¢in farkli tani kriterleri koymuslardir.
Bu tam kriterlerinden ilki 1999 yilinda Avrupa Immiin Yetmezlik Dernegi ve Pan
Amerikan Immiin Yetmezlik Grubu'nun (ESID/PAGID) onerisi ile su sekilde
belirlenmistir: IgG diizeyinde belirgin bir azalma (yas ortalamasinin en az 2 SD
(standart deviasyon) altinda) ve IgM veya IgA izotiplerinden en az birinde belirgin
bir azalma olan ve agagidaki kriterlerin tiimiinii karsilayan erkek veya kadin hastalar
miimkiin (probable) CVID ya da Ana izotiplerden (IgM, IgG ve IgA) en az birinde
belirgin bir diisiis (yas ortalamasinin en az 2 SD altinda) olan ve asagidaki kriterlerin
timiinii karsilayan erkek veya kadin hastalar muhtemel (possible) CVID’tir
(https://esid.org/Education/Common-Variable-Immunodeficiency-CVI-diagnosis-

criteria):

1) 2 yasindan biiyiik immiin yetmezligin baslangici olan, 2) Izohemaglutinin
yoklugu ve/veya asilara zayif yanit1 olan, 3) Tanimlanmis hipogamaglobulinemi

nedenleri hari¢ tutulmustur


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghafoor%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31993276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Joseph%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31993276
https://esid.org/Education/Common-Variable-Immunodeficiency-CVI-diagnosis-criteria
https://esid.org/Education/Common-Variable-Immunodeficiency-CVI-diagnosis-criteria

ESID/PAGID (1999) tani1 kriterlerinde, hangi asilarin kullanilmasi gerektigi veya asi
basarisizligin1  belirleme esiginin bildirilmemesi nedeniyle as1 yanitlariin
yorumlanmasindaki gii¢liikler, CVID i¢in revize edilmis tani kriterlerine duyulan
ihtiyac1 glindeme getirmistir (Ameratunga, Allan ve Woon, 2020). Bu noktada
CVID tam kriterleri farkli arastirmacilar tarafindan revize edilmistir (Ameratunga,

Woon, Gillis, Koopmans ve Steele, 2013).

Bonilla ve ekibinin Uluslararas1 Mutabakat Belgesi (ICON) fikir birligi CVID tani
kriteri tanimina gore (Bonilla ve digerleri, 2016):

1. Cogu hasta, karakteristik klinik belirtilerden (enfeksiyon, otoimmiinite,
lenfoproliferasyon) en az 1 tanesine sahip olacaktir. Bununla birlikte, 6zellikle
ailesel vakalarda 2 ila 5 kriterlerini karsilayan asemptomatik bireylere CVID
tanis1 konulabilir.

2. Hipogamaglobulinemi, Olglimiin yapildig1 laboratuvar igin yasa gore
ayarlanmis referans araligina gore tamimlanmalidir. IgG seviyesi, tiim
hastalarda 3 haftadan uzun araliklarla en az 2 Ol¢liimde tekrar tekrar diisiik
olmalidir. Seviye ¢ok diisiikse (yasa bagli olarak <100-300 mg/dL), diger
karakteristik 6zellikler mevcut ve IgG ile tedaviye miimkiin olan en kisa siirede
baslanmasinin hastanin yararma oldugu diisiiniiliiyorsa, tekrarlanan ol¢iim
yapilmayabilir.

3. IgA veya IgM seviyesi de diisiik olmalidir. (Baz1 uzmanlarin tiim hastalarda
diisiik IgA diizeyi gerektiren daha dar bir tanimi tercih ettigi unutulmamalidir.)

4. IgG diizeyi 100 mg/dL'nin iizerinde olan tiim hastalarin, miimkiin oldugunda
T'ye bagimli (TD) ve T'den bagimsiz (TI) antijenlere yanitlar i¢in ¢alisiimasi
siddetle tavsiye edilir. Bu tiir teste tabi tutulan tiim hastalarda, en az 1 tip
antijene (TD veya TI) yamtta kanitlanabilir bir bozulma olmalidir.
Uygulayicinin takdirine bagl olarak, diger tlim kriterler karsilanirsa ve agilama
oncesi ve agillama sonrasi antikor Ol¢iimiiniin neden oldugu gecikmenin
hastanin saglig1 i¢in zararl oldugu diistiniiliirse, spesifik antikor 6l¢iimiinden
vazgecilebilir.

5. Hipogammaglobulineminin diger nedenleri dislanmalidir (Cizelge 2.1).



6. CVID'in monojenik formlarin1 veya hastaligt modifiye eden polimorfizmleri
arastirmaya yoOnelik genetik calismalar, oOzellikle immiin diizensizlik,
otoimmiinite, malignite veya diger komplikasyonlar olmaksizin sadece
enfeksiyonlarla bagvuran hastalarin ¢ogunda tani ve tedavi icin genellikle
gerekli degildir. Bununla birlikte, bu son hasta gruplarinda, tek gen kusurlari
spesifik tedavilere (6rn., kok hiicre tedavisi) uygun olabilir ve miimkiin

oldugunda molekiiler genetik tan1 diistiniilmelidir.

CVID igin bir diger tani kriteri revize edilmis ESID kaydidir (2014). ESID kaydi
olusturuldugunda, merkezi hastalik siiflandirma kilavuzu icermemekteydi. Kayait,
daha sonra 2014 yilinda kalite gilivencesi ve veri kullanimi amaciyla tamamen
yeniden yapilandirilmistir. Mevcut fenotipik kriter katalogu, kayit sirasinda kesin bir
genetik taniya sahip olmayan dogustan bagisiklik hatalari olan hastalar i¢in dogru
hastalik  smiflandirmasin1 ~ saglamak {izere tasarlanmigtir. Primer immiin
yetmezlik/Dogustan bagisiklik hatalar1 klinik teshisi i¢in ESID Kaydi Calisma
Tanimlarinin gelisimini ve glincel versiyonunu agiklayan 2019 yilina ait yayinda
CVID i¢in ESID Kaydi tant kriterleri Cizelge 2.1°de belirtilmistir (Seidel ve
digerleri, 2019).



Cizelge 2.1. CVID igin revize ESID tan kriterleri (Seidel ve digerleri, 2019).

ESID Kayit Kriterleri 2019

Asagidakilerden en az biri:
e  Enfeksiyona kars1 artan duyarhilik
e  Otoimmiin belirtiler
e  Graniilomatdz hastalik
e  Agiklanamayan poliklonal lenfoproliferasyon
o Antikor eksikligi olan etkilenen aile tiyesi

ve IgG seviyelerinde belirgin azalma ve diisiik IgM diizeyleri ile veya bunlar olmadan IgA seviyelerinde
belirgin azalma (en az iki kez 6l¢iilmiistiir; yasitlara gére normal diizeylerden 2 SD daha az)

ve asagidakilerden en az biri:
e  Agsilara zay1f antikor tepkisi (ve/veya izohemaglutininlerin olmamast), yani yoklugu
e  Tamimlandig yerde asilamaya ragmen koruyucu seviyeler
e Diisiik degistirilmis bellek B hiicreleri (yasa bagli normal degerin % 70'inden daha az)

ve hipogammaglobulineminin ikincil nedenleri hari¢ tutulmustur (6rnegin enfeksiyon, protein kaybi, ilag
tedavisi, malignite)

ve derin T hiicresi eksikligi bulgular1 olmayan, asagidakilerden 2'sinin tanimlanmasi (yasamin dortte biri):
e (D4 sayilar/mikrolitre: 2 ila 6 yas <300, 6 ila 12 yas <250, 12 yasindan biiyiik <200
e %saf CD4: 2 ila 6 yag <% 25, 6 ila 16 yas <% 20, 16 yas ve iistii <% 10
e T hiicre cogalmasi yok

ESID smiflandirilmamis antikor eksikligi (UCH/unclassified antibody deficiency)

Asagidakilerden en az biri:
e  Tekrarlayan veya siddetli bakteriyel enfeksiyonlar
e  Otoimmiin fenomenler (6zellikle sitopeniler)
e  Poliklonal lenfoproliferasyon
e  Etkilenen aile iiyesi

ve agagidakilerden en az biri:
e  Toplam IgG, IgGl, IgG2, IgG3, IgA veya IgM diizeylerinden en az birinde belirgin azalma

e  Agilara IgG antikor yanitinin basarisizligi

ve hipogammaglobulineminin ikincil nedenleri hari¢ tutulmustur (6rnegin enfeksiyon, protein kaybi, ilag
tedavisi, malignite)

ve T hiicresiyle iliskili hastaligin klinik belirtisi yoktur

ve diger caligma tanimlarina uymamaktadir ("siniflandirilmamis immiin yetmezlikler" haric)

Tan1 kriterlerinde de belirtildigi gibi CVID'de antikor iiretimi her zaman
sorunludur. Bu durum genellikle B hiicresi disfonksiyonundan kaynaklanmaktadir,
ancak bununla birlikte birincil olarak T hiicre fonksiyonunun bozulmas1 ve antikor

iiretimi i¢in yeterli yardimin olmamasi da bu sonuca neden olabilmektedir.

B hiicreleri, plazma hiicrelerine olgunlasarak antikor (immunoglobulin) adi1 verilen

0zel proteinler {reten, patojenleri ortadan kaldirarak ve/veya bliylimelerini



engelleyerek immiin sistemin savunmasinda rol oynayan Ozellesmis beyaz kan
hiicreleridir. Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerinden sentezlenen B
lenfositler, olgunlasmalarinin farkli asamalarinda apoptoz gegirene veya bir antijen
tarafindan aktive edilene kadar dalak folikiilleri, lenf diigiimleri ve kemik iligi
arasinda dolasir. Bu durum naif B hiicrelerinin degistirilmis bellek B hiicrelerine
olgunlagmasina izin verir (Sekil 2.2.) (Patuzzo ve digerleri, 2016). Bilinmeyen pek
cok sebepten dolayr bu siireg CVID’de oldugu gibi degisime ugrayabilmektedir.
CVID hastalarinin ¢ogunda B hiicrelerinin sayis1 normaldir, ancak antikor yanitinin
hatirlanmasi i¢in 6nemli olan immiinoglobin izotiplerini iiretebilen izotipi degismis
bellek B hiicrelerinin (isotype-switched memory B cells) yiizdeleri azalmistir
(Agematsu, 2002; Brouet, 2000; Resnick, 2012; Sanchez-Ramon, 2008; Warnatz,
2002; Wehr, 2008). CVID’in temel mekanizmasindaki sorun B lenfositlerinin
degismis bellek B hiicrelerine ve plazma hiicrelerine farklilasamamasidir (Resnick
ve Cunningham-Rundles, 2012). Plazma hiicrelerine farklilasamayan B
hiicrelerinden immiinglobulinler sentezlenemez ve bu da CVID klinik tanisinda rol

oynayan IgG, IgA velveya IgM’nin diisiik serum seviyeleri ile sonuglanir.
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Sekil 2.2. Enfeksiydz ajanlarla tekrarlayan stimiilasyonu takiben bellek B
hiicrelerinden olasi CD21'" B hiicrelerinin iiretimi (Patuzzo ve digerleri, 2016).
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Serum immunoglobulin diizeyleri kullanilan yontemlere, etnik kdkene, cinsiyete ve
referans popiilasyonun yasina baglidir. Bu nedenle her yas grubundaki normal serum
immunoglobulin seviye araliklarini tanimlamak igin persentil kullanilir (Chapel ve
Cunningham-Rundles, 2009). Cogu laboratuvarda IgG normal alt sinir1 7-8 g/L'dir
(Ameratunga ve digerleri, 2013). Bir Avrupa Kohort g¢alismasinda CVID tani
aninda baslangi¢ IgG diizeyleri <4,5 g/L olarak belirlenmistir (Chapel ve digerleri,
2008). Ayn1 zamanda Amerika Birlesik Devletleri'nde ve Avrupa'da gerceklestirilen
retrospektif ¢alismalarda, CVID hastalarinin ¢ogunda 4,5 g/L'den daha diisiik IgG
seviyelerinin saptandigi bildirilmistir (Cunningham-Rundles ve Bodian, 1999;
Quinti, 2007). IgM seviyeleri ise CVID’li hastalarda degiskenlik gostermektedir.
Ornegin ABD’de yiiriitiilen 248 hastanin oldugu calismada CVID'li hastalarin
yaklagik %82'sinin serum IgM seviyelerinin 0,25 g/L'den diisiik oldugu bildirilirken
(Cunningham-Rundles ve Bodian, 1999), 224 hastadan olusan bir italyan Kohort
caligmasinda ortalama IgM seviyesi 0,4 g/L olarak bildirilmistir (Quinti ve digerleri,
2007). Bir bagka c¢alismada, CVID'li kadin hastalarda IgM seviyelerinin erkek
hastalara gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Resnick ve digerleri, 2012). IgA
seviyeleri CVID’de saptanamayacak kadar diisiiktiir: Avrupa kohortunda hastalarin
%49'unda IgA seviyelerinin 0,07 g/L'nin altinda oldugu saptanirken (Quinti ve
digerleri, 2007), ABD kohortunda hastalarin %70'inin 0,1 g/L' den daha diisiik
degerlere sahip oldugu bildirilmistir (Cunningham-Rundles ve Bodian 1999).

B lenfositlerin yam sira diisiikk T lenfosit seviyelerinin de CVID ile iliskili oldugu
saptanmistir. T-hiicreleri, lenfosit olgunlasmasinda rol oynayan ve timusta
olgunlasan hiicrelere farklilagan veya hiicre aracili bagisiklik yoluyla viriisle enfekte
olmus hiicrelerin 6ldiiriilmesinde rol oynayan adaptif bagisiklik sistemindeki beyaz
kan hiicreleridir. Yapilan c¢alismalar, CVID ile T hiicre ¢ogalmasi ve ardindan

sitokin salinimi arasinda bir baglanti oldugunu gostermistir (Escobar, 2010; Stagg,
1994).

CVID’de antikor kaybi olan hastalara tedavi olarak 6miir boyu immiinoglobulin

replasman tedavisi uygulanmaktadir. Immiinoglobulin replasman tedavisi intravendz
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(IVIG) veya subkutan (SCIG) olarak uygulanabilmektedir. Caligsmalar, hastalara
IVIG/SCIG ile tedavi edildiginde saglik sonuglarinda 6nemli iyilesme oldugunu
gostermistir. Hem yasam kalitesinde hem de enfeksiyonlarin siklig1r ve siddetinde
objektif iyilesme vardir (Quinti ve digerleri, 2011). Otoimmiin ve inflamatuar
bozukluklar1 olan hastalarda etkinligi géz Oniine alindiginda IVIG kullanimi hizla
artmaktadir (Gelfand, 2012; Katz, 2011). Ancak s6z konusu tedavi pahali bir

tedavidir ve diinyanin baz1 bolgelerinde tedaviye erisim sikintis1 yasanmaktadir.

Kadinlar ve erkekleri esit derecede etkileyen CVID, genellikle yirmili veya otuzlu
yaslardaki bireylerde goriilmekle birlikte cocukluktan yetiskinlige kadar herhangi bir
zamanda ortaya cikabilmektedir (Ghafoor ve Joseph, 2020). Ozellikle 4 yasin
altindaki c¢ocuklarda CVID tanisi konulmamaktadir, ¢iinkii o zamana kadar
dislanmasi gereken diger genetik kusurlarla ya da fizyolojik olgunlagmamislik ile
karistirilabilmektedir. Bununla birlikte, ¢ogu hastada semptomlarin ortaya ¢ikist
daha gectir ve 20-40 yaslarina kadar teshis edilmez (https://rarediseases.org/rare-

diseases/common-variable-immune-deficiency/).

CVID 6lim orani, hastaligin ciddiyetine ve tekrarlayan enfeksiyonlarin sikligina
bagl olarak degismektedir (Ghafoor ve Joseph, 2020). Yapilan kohort caligmalar
CVID’li kadin ve erkek hastalarin sagkalim oranlarinin saglikli kadin ve erkek
bireylere gore daha diisiik oldugunu gostermistir (Sekil 2.3). CVID hastalarinin
baglica 6liim nedenleri arasinda kronik akciger hastaligina bagli gelisen solunum
yetmezligi, lenfoid veya diger maligniteler ya da agir enfeksiyonlar yer almaktadir
(Resnick ve digerleri, 2012). CVID prevalansina iliskin kesin bir veri olmamakla
birlikte diinya genelinde yaklasik 10 000-50 000 kisiden birini etkilemektedir ve bu
oran diinyanin farkli yerlerindeki farkli popiilasyonlarda degisiklik gdstermektedir

(Aggarwal, 2019; Ghafoor ve Joseph, 2020) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.3. CVID Kaplan-Meier genel sagkalim egrileri (Resnick ve digerleri, 2012).
1994 ABD niifus yasam tablolarindaki verilere gore CVID hastalariin saglikli
kadin ve erkeklere gore hayatta kalma oranlari. Hem CVID’li kadmlar (P<0.0001)
hem de CVID’li erkekler (P=0,0001) popiilasyon kontrollerine gore istatiksel olarak
anlamli 6lciide daha kisa sagkalima sahiptir.

Yapilan bir ¢alismada Finlandiya'da CVID’in minimum yetigkin prevalansinin
6,9/100 000 oldugu bildirilmistir (Selenius ve digerleri, 2017) Diger Iskandinav
tilkelerinden Danimarka’da her 100 000 kisiden 3,81 (West ve digerleri, 2017),
Izlanda’da her 100 000 kisiden 3,1°i (Ludviksson ve digerleri, 2015) ve Norveg’te
her 100 000 kisiden 2,1'i CVID hastasidir (Stray-Pedersen, Abrahamsen ve Freland,
2000). Orta ve Giiney Avrupa'da ise hastaligin yaygmligr Birlesik Krallik'ta
1,93/100 000 (Shillitoe ve digerleri, 2018), Fransa'da 0,7/100 000 (CEREDIH: The
French PID study group 2010), Isvigre’de 1,2/100 000 (Marschall ve digerleri, 2015)
olarak bildirilmistir (Sekil 2.4).

Ulke CVID prevalansi Primer immiin
/100000 yetmezliklerde CVID
ylizdesi (%)
Danimarka*® 3,8 -
izlanda 31 17
Norveg 2,6 31
Turkiye 1,4 5
Birlegmisg Krallik 1,3 37
Isvigre 1,2 45
Fransa 0,7 14
Ispanya 0,6 21

*jki Danimarka bdlgesinde prevalans 5/100 000 olarak bildirilmistir.

Sekil 2.4. Farkli ilkelere ait CVID prevalanslari (Selenius ve digerleri, 2017).
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Verilere gore ABD'de her 100 000 kisiden yaklasik 30'u Yaygin Degisken immiin
Yetmezlik tanist almaktadir (Song ve digerleri, 2018). Primer immiin yetmezlik
hastaliklarinda bilimsel aragtirmalar1 gelistirmek i¢in kurulan Amerika Birlesik
Devletleri Immiin Yetmezlik Ag1 (USIDNET) veri sayfasindaki kayitlara gore
bildirilen primer immiin yetmezlikler ve bunlar igerisindeki CVID hasta dagilimina
iligkin son degerler Sekil 2.5.’te gosterilmistir (https://usidnet.org/registry-data/stats-

registry-enroliment/).

Kategori

Sendromik &zelliklerle iligkili veya birlikte kombine immiin yetmezlikler
Kompleman eksiklikleri

Fagosit sayisi ya da fonksiyonundaki konjenital defektler

intrinsik ve dogal imminite defektleri

immiin disregiilasyon hastaliklan

Hiicresel ve humoral imminiteyi etkileyen immiin yetmezlikler
Predominant antikor eksiklikleri

Diger

AR EEEN

Kayith Teshis
Yaygin Degisken immiin Yetmezlik (CVID) 1820

Toplam 5 485 hasta

Sekil 2.5. Amerika Birlesik Devletleri Immiin Yetmezlik Ag1 (USIDNET) primer
immiin yetmezlikler ve CVID hasta dagilimi (https://usidnet.org/registry-data/stats-
registry-enrollment/).

Tiirkiye'de her bir primer immiin yetmezlik hastaliginin prevalansinin minimum bir
tahminini saglamay1 ve PID'li hastalarin klinik 6zelliklerini belirlemeyi amaglayan
bir calisgmada CVID prevalansi 1,39/100 000 olarak bildirilmistir (Kilic ve digerleri,
2013).

Ulkeler arasinda gozlenen bu farkliliklarm, daha diisik yaygmlik oranlar
gosterenlerde eksik bildirimin bir sonucu oldugu diisiiniilmekle beraber bu raporlar
arasindaki tutarsizliklar farkli metodolojilerin kullanimindan ve kesin bir tan1 kriteri
bulunmamasindan kaynaklanabilmektedir. Insidans/prevalanstaki belirgin cografi
varyansta ek faktorler, saglik hizmetlerine erisim, hastalarin uygun sekilde teshis
edilme oran1 veya popiilasyon arasi genetik farkliliklar olabilir (Bonilla ve digerleri,
2016).
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2.1.1. Yaygin Degisken immiin Yetmezlik (CVID) Hastaliginin Risk Faktérleri

CVID hastalarinin birgogunda hastaligin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Cogu
vaka sporadik olmakla beraber klasik bir Mendel kalitim modelini takip etmez ve
hi¢bir aile Oykiisii bulunmamaktadir (Ameratunga ve digerleri, 2018). Bununla
birlikte hastalik otozomal dominant ve otozomal resesif kalitim kusurlarindan veya
cevresel ve genetik nedenlerin karmasik etkilesimlerinden (multifaktoriyel kalitim)
kaynaklanabilmektedir (https://rarediseases.org/rare-diseases/common-variable-

immune-deficiency/).

Yapilan kapsamli genom veya ekzom dizileme temelli ¢alismalar ve genetik
analizlere ragmen, CVID tanisi alan hastalarin ¢ogunun halen monogenetik bir
molekiiler tanis1 bulunmamaktadir (Rae, 2017) ve giiniimiizde hastalarin yaklagik
%20'sinde  genetik bir neden tanimlanmustir (https://rarediseases.org/rare-
diseases/common-variable-immune-deficiency/). Yapilan arastirmalar sonucuna
gore CVID ile iligkili genler: NF-KB1, NF-KB2, ICOS, CTLA4, TNFRSF13C
(BAFF-R), BLK, TNFSF12 (TWEAK), TNFRSF7 (CD27), CD81, CD19, CR2
(CD21), MS4A1 (CD20), IL21, LRBA, PRKCD, IL21R, PLCG2, PIK3CD, PIK3R1,
VAV1, RAC2, IKZF1 (IKAROS), IRF2BP2 ve TNFRSF13B (TACI) olarak
bildirilmistir (Bogaert, 2016; Bonilla, 2016; Maffucci, 2016; Kuehn, 2016, 2017;
van Schouwenburg, 2015). Bununla beraber ¢ogu vakada poligenik kaliim s6z
konusudur (Keller, 2013; Orange, 2011; Yong, 2011). Tanimlanan monogenik
mutasyonlarin ¢cogu bagisiklik hiicrelerinde bulunan proteinleri kodlamaktadir ve
immiin bozuklugun nedenini yansitmaktadir (Bogaert ve digerleri, 2016). Ayni
zamanda genom ¢apinda iligskilendirme c¢aligmalart (GWAS), CVID ile iligkili tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP) ve kopya sayis1 varyasyonlarinin tanimlanmasini
saglamistir ancak tiim bu sonuglar CVID’in altinda yatan molekiiler mekanizmanin
aydinlatilmas1 igin yeterli seviyede degildir (Rae, 2017). Cizelge 2.2.’de CVID

gelisiminde rol oynayan genetik immiin defektlerin bir listesi verilmistir.
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Cizelge 2.2. CVID’te rol oynayan genetik immiin defektler (Leone ve digerleri,

2018).
Gen Defekt
TNFRSF13B Homozigot ve heterozigot mutasyonlar
BAFF-R Homozigot ve heterozigot mutasyonlar
CD20 Homozigot mutasyonlar

CD19-B-hiicre reseptor kompleksi

Homozigot mutasyonlar

ICOS Homozigot delesyonlar

DNA onariminda rol oynayan genler
(MSH5, MSH2, MLH1, RAD50 ve NBS1)
CARD11 Heterozigot tek niikleotid polimorfizmleri
Bobl Heterozigot tek niikleotid polimorfizmleri

Esanlamli olmayan heterozigot mutasyonlar

MHC bélgesi Tek niikleotid polimorfizmleri
ADAM Tek niikleotid polimorfizmleri
Heterozigot anlamsiz mutasyonlar
CTLA4 Cergeve kaymasi delesyonu
Intronik mutasyonlar
PIK3CD Heterqzigot ek yeri mutasyonlari
Fonksiyon kazanci mutasyonlari
NF«B2 Heterozigot Qergeve kaymas1 mutasyonu
Heterozigot anlamsiz mutasyon
PLCG2 Delesyonlar
LRBA Homozigot mutasyonlar
CD27 Homozigot mutasyonlar

Monogenik mutasyonlarim CVID’li hastalarin azinliginda tanimlanmasi vakalarin
cogunun poligenik oldugunun ve cevresel, epigenetik veya diger faktorlerin katkida
bulundugu ¢ok faktorlii mekanizmalarin {izerinde durulmasini saglamistir (Gereige
ve Maglione, 2019). CVID'in altinda yatan monogenetik veya poligenetik nedenlere
alternatif bir teori, CVID hastalarinin ¢ogunda nedensel olan, heniiz molekiiler

olarak teshis edilmemis epigenetik profiller olmasidir (Rae, 2017).

Epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon ve kromatin modifikasyonu,
hiicreye 6zgii transkripsiyon faktorii ekspresyonu ve kodlamayan RNA'lar1 igerir ve
beslenme, cevresel, bulagici ve iyatrojenik uyaranlar gibi cesitli faktorlerden
etkilenir (Amato ve digerleri, 2020).

Yapilan ¢aligmalar yasam boyunca meydana gelen zararli epigenetik degisikliklerin,
malign hematolojik hastaliklar ve otoimmiin bozukluklar dahil olmak iizere ¢esitli
hastaliklara neden oldugunu desteklemektedir (Ansell, 2015; Jeffries ve Sawalha,
2015). immiin sistemde 6nemli rol oynayan B hiicrelerinin normal fizyolojik
gelisimlerinin diferansiyel transkripsiyon faktorii ifadesi, DNA metilasyon durumu,
histon modifikasyonlart ve ncRNA’lar gibi karmagik epigenetik faktdlerden
tarafindan diizenlendigi bildirilmistir (Sekil 2.6) (Rae, 2017).
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Sekil 2.6. B hiicresi gelisiminde rol oynayan bazi tanimlanmig epigenetik faktorler.
Alt1 ¢izili metin: transkripsiyon faktorleri, italikler: miRNA'lar ve metin: histon
modifikasyon faktorleri (Rae, 2017).

MiR-142 ve miR-155’in susturuldugu knock-out fare modellerinde yapilan
caligmalarda, farelerin hipogamaglobulinemi, adaptif immiin yetmezlik, poliklonal
proliferasyon, akciger hastaligi ve enterik inflamasyonu olan CVID hastalarina

fenotipik benzerlikler gosterdigi bildirilmistir (Kramer, 2015; Rodriguez, 2007).

Son yillarda mikrobiyomun da immiin diizensizlik ve CVID komplikasyonlarinin
patogenezinde rol oynadigina dair artan kanitlar vardir (Berbers, 2017; Jorgensen,
2019). Bagisiklik sisteminin  bozulmasi, bagirsak bariyerinde mikrobiyal
translokasyonun artmasina yol acar. Bu durum kalict sistemik bagisiklik
aktivasyonunun tetiklenmesi yoluyla bagisiklik homestazinin bozulmasina neden
olmaktadir (Berbers, 2017; Jorgensen, 2016; Perreau, 2014). Saglikli bireylerde
mikrobiyal translokasyon diizenli bir sekilde gergeklesirken, azalmis bagirsak
bariyer fonksiyonuna sahip CVID hastalarinda mikrobiyal translokasyonda meydana
gelen artis, hem lokal hem de sistemik inflamasyona ve immiin diizensizlige yol

acmaktadir (Gereige ve Maglione, 2019; Laugerette, 2011).
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Tim bu genetik, epigenetik ve cevresel faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimleri

yoluyla CVID’deki rollerine iligkin olast mekanizmalar Sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7. CVID gelisimi ile iligkili immiinopatojenik mekanizmalara genel bakis
(Jorgensen, Fevang ve Aukrust, 2019).

(1-4) B hiicreleri, T hiicreleri ve monositler/makrofajlar ile etkilesim yoluyla
genlerin ve g¢evresel faktérlerin CVID'de otoimmiin ve inflamatuar
komplikasyonlara katkida bulunabilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. (5) Bu
bilinen mekanizmalarin, CVID'deki otoimmiin ve inflamatuar fenotipi belirleyen
bagirsak mikrobiyotasi ve epigenetik modifikasyonlarla etkilesime girebilecegi
varsayimi Jorgensen Ve digerleri tarafindan bildirilmistir. CVID'de sistemik
bagisiklik aktivasyonuna ve iltihaplanmaya neden olan olast bir mekanizma
"Sizdiran Bagirsak Teorisi"dir. Bagirsak iltihabi nedeniyle bagirsak mukozasindaki
epitel hiicreler arasindaki siki baglantilar bozuldugunda, Lipopolisakkaritler (LPS)
ve diger yabanct maddeler gibi bakteri irlinleri akist olur. LPS,
makrofajlar/monositler iizerinde bulunan TLR4 reseptorleri araciligiyla bagisiklik
sistemini aktive eder. Bu hiicreler, TNF, IL-1p ve IL-12 gibi inflamatuar sitokinlerin
salintmi yoluyla sistemik inflamasyona neden olur ve bu sitokinlerin bazilar tekrar
T hiicre aktivasyonunu indiikleyebilir, bu da sirayla monosit/makrofajlari
indiikleyerek inflamatuar dongiiye yol agar. (6) Epigenetik mekanizmalarin CVID'de
inflamasyon ve otoimmiinite gelisimine katkida bulundugu varsayilmaktadir. ROS
(Reaktif Oksijen Tiirleri) iiretimi, hiicresel metabolizmanin temel bir bileseni
olmasina ragmen, kalic1 inflamasyon ve oksidatif stres, DNA hasarini indiikleyebilir
ve mutasyonlara yol acabilir. Bozulmus DNA onarimi buna daha fazla katkida
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bulunabilir ve daha da 6nemlisi, DNA onariminda yer alan bazi enzimlerin, yani
belirli. DNA glikozilazlarin degismis islevleri de CVID'teki epigenetik
modifikasyonlara katkida bulunabilir ve bu, bazi CVID hastalarinin inflamasyon ve
otoimmiinite gelistirmesinin nedeni olabilir.

2.2. Mide Kanseri ve Epidemiyolojisi

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyliyiip ¢ogaldig1 ve sonrasinda viicudun
diger bolgelerine yayilma potansiyeli kazanabildigi (metastaz) genetik bir hastaliktir
(https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer) ve Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) istatistiklerine gére diinya ¢apinda 6nde gelen bir 6liim
nedenidir (Sekil 2.8). Kanser, genellikle kanser oncesi bir lezyondan malign bir
timore ilerleyen ¢ok asamali bir siireci kapsayan saglikli hiicrelerin  timor
hiicrelerine doniismesi ile meydana gelir. Cogu durumda, onkogenlerin aktivasyonu,
timor baskilayict genlerin deaktivasyonu ve/veya DNA onarim mekanizmasinda rol
oynayan genlerdeki mutasyonlar hiicre dongiisiiniin kontrolsiiz ilerlemesine ve
apoptotik mekanizmalarin inaktivasyonuna yol agarak kanserogenezde rol oynar
(Kontomanolis ve digerleri, 2020). Genetik faktorlerin yani sira iyonlastirict
radyasyon ve ultraviyole gibi fiziksel kanserojenler, tiitin dumaninin bilesenleri,
asbest, bir gida kirleticisi olan aflatoksin ve bir igme suyu kirleticisi olan arsenik
gibi kimyasal kanserojenler ve bazi viral, bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlar gibi
biyolojik kanserojenler de kanser olusumunda rol oynamaktadir (de Martel, 2020;
Lewandowska, 2019; Stein ve Colditz, 2004).
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Sekil 2.8. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore kanserin diinya genelindeki
dagilimi (http://gco.iarc.fr/).

WHO verilerine gore 2020'de diinya ¢apinda kanser 6liimlerinin en yaygin nedenleri
arasinda sirasiyla akciger (1.80 milyon 6liim), kolon ve rektum (935 000 6lim),
karaciger (830 000 6liim), mide (769 000 6liim) ve meme (685 000 6liim) kanseri
yer almaktadir (Sekil 2.9). Tiirkiye’de erkeklerde en yaygin goriilen ilk 5 kanser tiirii
akciger kanseri, prostat kanseri, kolorektal kanser, mesane kanseri ve mide
kanseridir. Kadinlarda ise en yaygin goriilen ilk 5 kanser tiirii meme kanseri, tiroid

kanseri, kolorektal kanser, akciger kanseri ve rahim kanseridir (http://gco.iarc.fr/).
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Akciger

1796 144 (18%)

Diger kanserler

3932 768 (39.5%) Kolorektal

935 173 (9.4%)

Karaciger
830 180 (8.3%)

Mide

768 793 (7.7%)

Pankreas
466 003 (4. 7%)

Ozofagus Meme
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Toplam: 9958 133

Sekil 2.9. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) verilerine gore 2020 yilna ait diinya
genelinde kansere bagli 6liim sayilari (http://gco.iarc.fr/).

Mide kanseri, hem ¢evresel hem de genetik birgok faktoriin rol oynadigi heterojen
bir hastaliktir (Yusefi, Bagheri Lankarani, Bastani, Radinmanesh ve Kavosi, 2018).
Mevcut istatistiklere gére mide kanseri diinya ¢apinda kanser 6liimlerinin dordiincii
onde gelen nedeni olarak bildirilmektedir ve ileri evre i¢in sagkalim orani 12 aydan
azdir (X. Zhang ve Zhang, 2017). Erkeklerde kadinlara gore yaklasik iki kat daha sik
goriilir. Mide kanseri insidansi yasla birlikte giderek artar ve cogu vaka 60 yasindan
sonra ortaya ¢ikar (Bray ve digerleri, 2018). Farkli cografyalarda insidans gesitlilik
gostermekle beraber yeni vakalarin %350'den fazlasinin gelismekte olan {ilkelerde
ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Ang ve Fock, 2014). En yiiksek insidansin Dogu Asya,
bazi Dogu Avrupa ve Giliney Amerika lilkelerinde ve en diislik insidansin ise Kuzey
Amerika ve Afrika'da gozlendigi bildirilmistir (Jemal ve digerleri, 2011). 2020 y1ili
verilerine gore Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen besinci kanser tiiriidiir
(https://gco.iarc.fr/). Heterojen dogasit ve yiiksek agresiflige sahip bir malignite

olmasi1 nedeniyle mide karsinomu énemli bir kiiresel halk sagligi sorunudur.

Mide kanserinin en yaygin siniflandirmasi tiimoriin histolojik tiplerine gore yapilan
Lauren siniflandirmasidir. Bu siniflandirmaya gore intestinal ve diffiiz olmak {izere
iki alt sinif mevcuttur. Bu iki alt sinif klinik bulgu, genetik, morfoloji, epidemiyoloji

ve yayilma dahil olmak iizere farkl1 6zelliklere sahiptir (Lauren, 1965). intestinal alt
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tip, farkli derecelerde farklilasma ile tiibiiler ve glandiiler elemanlar igerir ve genelde
tilseratif kitle halinde mide korpusu ve distalinde lokalizedir. Diffiiz alt tip kanserler,
daha agresif olup metastatik Ozellige sahiptir. Ayrica hizli progresyon ve kotii
prognoz gozlenmektedir. Diffiiz kanserde baslica neden, genetik olaylardir ve E-
cadherin ekspresyonunun kaybi en énemli etkendir. Intestinal tip mide kanseri ise
cogunlukla H. pylori ile iliskilidir. Bununla birlikte prognozu, diffiiz tipe gore daha
iyi seyreder (Goral, 2016). Ek olarak, tasli yiiziik hiicreli mide kanseri nispeten
yaygindir ve Lauren siniflandirmasina goére diffiiz tip olarak simiflandirilir (Lauren,

1965).

Bir diger popiiler siiflandirma lokasyonlarina gére olan distal veya non-kardiya
mide kanseri ve proksimal veya kardia mide kanseridir. Distal mide kanserlerinde
son yillarda bir azalma goriilirken proksimal (kardia) kanserlerde artis olmaktadir.
Proksimal kanserler, distal kanserlere gore daha kotii prognozlu ve daha agresiftir.
Proksimal kanserler, derin duvar penetrasyonuna, lenf nodu metastazina, lenfatik

damar invazyonuna egilim gostermektedir (Goral, 2016).

Son zamanlarda mide kanseri smiflandirmasinda gen ekspresyon profili analizine
dayanan molekiiler smiflandirmalar 6nerilmistir. The Cancer Genome Atlas agi
tarafindan 2014 yilinda yaymlanan smiflandirmaya gore, 4 tip mide tiimori
bildirilmistir: (1) EBV (Epstein-Barr viriisii) ig¢in pozitif, (2) MSI (Mikrosatellit
instabilite), (3) genomik olarak stabil ve (4) kromozomal olarak kararsiz (Cancer
Genome Atlas Research Network 2014). Bu 4 tipin her biri, tiimér hiicrelerinde

farkli molekiiler yolaklar1 igeren mekanizmalara sahiptir.

Mide kanseri tedavisinde cerrahi ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Swan ve Miner,
2006). Ameliyat i¢in en iyi zaman, timdriin ¢ogunlukla kemoterapiye duyarli
oldugu zamandir. Endoskopik rezeksiyon ve minimal invaziv erisim olmak iizere
yeni gelistirilen iki yontem, tedavi stratejileri iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir
(Parisi ve digerleri, 2017). Cerrahiye ek olarak Adjuvan Kemoterapi, Neo-Adjuvan
Kemoterapi, Radyasyon tedavisi (vakalarin ¢gogunda kemoterapi ile birlikte verilir)
ve ramucirumab (hedefi VEGFR2) ve trastuzumab (hedefi HER2) gibi ilaglarla
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hedefe yonelik tedaviler de mide kanseri tedavisinde kullanilan stratejilerdir (Bang,
2019; Cunningham, 2006; Coombes, 1990; De Vita, 2019; Hartgrink, 2004; Lise,
1995; Yan, 2007).

Son yillarda prevalansi azalmakla birlikte, mide kanseri sagkalim oranlarinin diisiik
olmasi nedeniyle 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir. Erken
tani, sagkalimi uzatmak i¢in 6nem arz eder. Bu noktada tani ve tedavide kullanilmak

iizere yeni biyolojik belirteglerin tanimlanmasi kritiktir.

2.2.1. Mide Kanseri Risk Faktorleri

Gastrik karsinogenez, ¢evresel faktorler ve konakgi arasinda karmasik etkilesimler
ile karakterize ¢ok faktorlii ve birden fazla adimi igeren kompleks bir siiregtir
(Petryszyn, Chapelle ve Matysiak-Budnik, 2020). Yas, aile oykiisii ve kalitim gibi
bazi risk faktorleri degistirilemezken, alkol, sigara, diyet, H. pylori ve Epstein-Barr
viriisii (EBV) gibi mide kanseri gelisimini etkileyen degistirilebilir ¢evresel faktorler

de sz konusudur (Sekil 2.10).

Genetik Cevresel
Faktorler Faktorler

E-cadherin-CDH1, p53, HER2 H. pylori
mutasyonlari EBV
IL1B polimorfizmi Diyet
Epigenetik faktorler Alkol

Sekil 2.10. Mide kanseri gelisiminde rol oynayabilecek risk faktorleri.
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Ailede mide kanseri 6ykiisii en 6nemli risk faktorlerinden biri olmakla birlikte mide
kanserleri genellikle sporadiktir, yaklasik %10'u ailesel bir kaliim gostermektedir
(Yaghoobi, Bijarchi ve Narod, 2010). Mendel kalitim paterni gosteren kalitsal mide
kanserleri, tiim mide karsinomlar1 iginde %3'ten daha azdir (Boland ve Yurgelun,
2017). Kalitsal diffiiz mide kanseri, CDH1 (kaderin 1) geni degisikliklerinin neden
oldugu en ¢ok bilinen ailesel mide kanseri tiiriidiir. Aile 6ykiisii olan hastalarda mide
kanseri riskinin, boyle bir oykiisii olmayan bireylere kiyasla yaklasik {i¢ kat daha

fazla oldugu bildirilmistir (Pinheiro, Oliveira, Seruca ve Carneiro, 2014).

Diyet ile mide kanseri gelisimi riski arasindaki iligski yapilan ¢aligmalarda ayrintili
olarak incelenmistir. Diinya Kanser Arastirma Fonu/Amerikan Kanser Arastirmalari
Enstitiisi (WCRF/AICR) tarafindan yapilan arastirmada meyve ve sebzelerin mide
kanseri gelisimine karst koruyucu oldugunu, buna karsin izgarada ve komiirde
pisirilmis hayvan etlerinin, tuzu korunmus gidalarin ve tiitsiilenmis gidalarin mide
kanseri ilerlemesini artirdigin1 bildirilmistir (Kim, Cho, Choi ve Jeong, 2014).
Gidalarda bulunan kanserojenler de mide epitel hiicreleri ile etkilesime girebilmekte
ve genlerde ve ekspresyonlarinda degisikliklere neden olabilmektedir. Yapilan
calismalar, yiikksek miktarda sodyum kloriir aliminin mide mukozasini tahrip ettigini,
hayvan modellerinde hiicre 6liimiinii ve rejeneratif hiicre proliferasyonunu tesvik

ettigini géstermektedir (Z. Zhang ve Zhang, 2011).

Mide kanseri gelisiminde rol oynayan cesitli ¢evresel faktorler arasinda sigara ve
alkol alimmnin etkisi g6z Oniinde bulundurulmustur. Yapilan aragtirmalar sigara
icenlerde, igmeyenlere kiyasla mide kanseri gelisimi riskinde yaklasik %80'lik bir
artis oldugunu gostermistir (Moy ve digerleri, 2010). Avrupa prospektif beslenme
kohort c¢alismasinda mide kanseri ve alkol alimi arasinda pozitif bir korelasyon

gozlenmistir (Duell ve digerleri, 2011).

Helicobacter pylori (H. pylori), 1994'ten beri Diinya Saglik Orgiitii tarafindan mide
kanseri gelisiminin sinif I kanserojeni olarak tanimlanan gram-negatif bir bakteridir
(Ishag ve Nunn, 2015). Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar, H. pylori
enfeksiyonunun mide kanseri gelisiminin risk faktdrlerinden biri oldugunu

gostermistir (Baj ve digerleri, 2020). H. pylori, intestinal tip ve diffiiz tip mide
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kanserine neden olmaktadir. H. pylori’nin CagA, VacA, cagPAl (cag-pathogenicity
island), diger membran proteinleri (OMPS) olmak {izere 4 major virulans faktorii
bulunmaktadir. Bunlar arasinda CagA'nin mide karsinogenezinde onemli bir rol
oynadigr bildirilmistir. CagA ve vacA sl ve vacA ml virulans faktoriinii tasiyan
suslarda, gastrit, premalign lezyonlar ve malignite riski daha fazladir. CagA, E-
cadherin’in enzimatik parcalanmasina sebep olarak intestinal diferansiyasyonu
olumsuz etkiler. H. pylori varliginda, midede kemik iliginden koken alan hiicreler,
mide mukozasina yerleserek epitel hiicrelere doniismektedir. Ayrica, H. pylori,
CagA virulans faktorii araciligiyla biiyiime faktor reseptorlerini aktive ederek,
proliferasyonu artirir, apoptozisi durdurur, anjiogenezis ve invazyonu artirir.
Bununla beraber, iireaz aracili myozin II aktivasyonu ile fosfolipaz, {ireaz,
amonyum, proteaz ve asetaldehid salgilanarak mide mukoza bariyeri bozulur. H.
pylori'nin ROS salinimini ve nitrojen suslarini indiikledigi de bilinmektedir.
Konakg¢inin antioksidan savunma mekanizmalarini inhibe ederek DNA’da oksidatif
hasara neden olur. Endojen DNA hasarin1 artirarak, DNA’da niiklear ve
mitokondrial mutasyona neden olarak ve DNA onariminda azalma yaparak, anormal
DNA metilasyonuna yol agarak mide karsinogenezinin gelismesine neden olur
(Ding, 2010; Ding ve Zheng 2012; Zabaleta, 2012) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Mide epitel hiicrelerinde Helicobacter pylori’nin indiikledigi konakg1
hiicre cevabi ve onkojenik sinyal yolagi (Ding, Goldberg ve Hatakeyama, 2010).

H. pylori enfeksiyonu disinda, mide kanseri gelisimi ile iligkili bir diger faktor
Epstein-Barr virtisiidiir (EBV) (lizasa, Nanbo, Nishikawa, Jinushi ve Yoshiyama,
2012). Mide kanserlerinin yaklasik %]10'unun EBV-pozitif oldugu bildirilmistir
ancak EBV'nin mide kanseri gelisimindeki etiyolojik rolii hakkinda heniiz yeterli

kanit bulunmamaktadir (Fukayama ve digerleri, 1994).

Mide kanserinin molekiiler biyobelirtegleri tizerine yapilan ¢alismalarda anahtar
mekanizmalar olarak HER2 ekspresyonunun modiilleri, apoptozu diizenleyen
faktorler, hiicre dongiisii diizenleyicileri, hiicre membran o6zelliklerini etkileyen
faktorleri, ¢oklu ilag direnci proteinleri ve mikro satellit kararsizligi bildirilmistir
(Machlowska, Maciejewski ve Sitarz, 2018) (Cizelge 2.3). Bunlarin yaninda mide
kanseri ile iligkili genlerde hastalikla iliskili belli polimorfizmler de tanimlanmustir.
Yapilan ¢aligmalarda fonksiyonel IL-1B/IL-1RN polimorfizmlerinin ileri evre mide
kanseri hastalarinda prognostik etki gosterdigi bildirilmistir (Graziano ve digerleri,
2005).
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Cizelge 2.3. Mide kanseri gelisiminde rol oynayan molekiiler biyobelirtecler
(Machlowska, Baj, Sitarz, Maciejewski ve Sitarz, 2020).

Molekiiler . . sl .
Biyobelirtecler Mide Kanseri Gelisimine Etkisi
MK'de amplifikasyon ve asir1 ekspresyon, pozitif vakalar %6 ila %30 arasinda degisir.
HER2 HER2/neu amplifikasyonu mide kanserinin intestinal histolojik alt tipinde diffiiz alt tipe

gore daha yiiksektir ve cinsiyet ve yastan bagimsiz mide kanseri hastalarinin zayif
sagkalimu ile iligkilidir.

p53 genindeki mutasyonlar mide kanseri erken dénemlerinde ortaya ¢ikar ve bunlarin
p53 siklig1 kanser gelisiminin ileri agamalarinda artar.

TP53 pozitif hastalar mide kanserinin alt tiplerinden biri olarak smiflandirilir.

PCNA ve C-met ekspresyonu olan, EBV pozitif olan ve metastazi olmayan olgularda
PDL1 ekspresyonu anlamli olarak artar.

p73 geni, mide karsinojenezinde genetik modifikasyonun bir nesnesi degildir, vahsi tip
p73, aktif bir alelin transkripsiyonel indiiksiyonu veya sessiz bir alelin aktivasyonu ile
mide kanseri dokularinda siklikla eksprese edilir.

MDM?2 proteininin ekspresyon seviyesi, basit bagirsak metaplazisi ve kronik gastrite
kiyasla bagirsak metaplazisi ve mide karsinomlarinda énemli dl¢iide artar.

Lenf nodu metastazlari, invazyon derinligi ve Bcl-2 'nin negatif ekspresyonu, artan
kanser niiksii olasilig ile iliskilidir.

Siklin D1, hiicre dongiisii siirecinin pozitif diizenleyicisidir; retinoblastoma proteini
(pRb) hiicre dongiisii baskilayici olarak goérev yapar, E2F transkripsiyon faktorlerinin
inhibisyonu yoluyla G1/S tutuklanmasmi ve biiylime kisitlamasini destekler; daha
yiiksek ekspresyonlari, hiicre asirt biiyiimesi ve kanser gelisimi ile iliskilidir.

pRb ve siklin D1 ekspresyonu, displazi, intestinal metaplazi, atrofi ve gastritten
karsinoma olusan neoplastik olmayan mukoza arasinda Rb ve siklin D1' in daha yiiksek
ekspresyonu ile mide karsinogenezinin erken evrelerinde mevcut olabilmektedir.

pl6 geni, bir timor bastirict gen olarak bir ana rol oynar ve pl6 geninin delesyonu
karsinogenez siireci ve mide karsinomu ilerlemesi ile iligkilidir.

Mide kanserinde diisiik protein ekspresyonu olan p27 ¥ olarak adlandirilan sikline
bagiml kinaz inhibitorii 1B, ilerlemis tiimorlere atanir, zayif diferansiye vakalarda
o6nemli Olgiide daha yiiksektir ve hastalarin hayatta kalmasi i¢in negatif bir prognostik
faktor olarak tanimlanir.

Miisinler, hiicre dis1, biiyiik molekiiler agirlikli, giiglii bir sekilde glikosile edilmis
proteinlerden olusan bir gruptur; hiicre sinyalizasyonu, kimyasal bariyerlerin
MUC olusturulmast gibi 6nemli ozelliklere sahiptirler. Ana rollerinden biri de bir inhibitor
olarak islev gérmesidir ve MUC1, MUC2, MUCS5AC ve MUC6 gibi miisin proteinlerinin
yiiksek ekspresyonu, mide karsinojenez siireci ile iligkilidir.

MRP2'nin agir1 ekspresyonu, tiimorlerin kemoterapi tedavilerine baslangigta reaksiyon

PD1

p73

Mdm2

Bcl-2

pRb
CCND1

pl6

p27 Kipil

MRP2 yoklugunda &nemlidir, bu da kemoterapi yanit1 i¢in 6nemli bir biyobelirte¢ oldugunu
gostermektedir.
MDR1, mide kanseri duyarliliginin ilerlemesinde ¢ok 6nemli bir aday gendir ve ilag
MDR1 direnci yanit1 iizerinde 6nemli bir etki gosterir ve MDR1'in yikilmasi, mide kanseri

hiicreleri arasinda bu fenotipi tersine gevirebilir.
GST-P'nin ekspresyonu, kimyasal olarak indiiklenen tiimorlerde gozle goriiliir sekilde
GST-P artar, ayrica kotli prognozun yani sira tiimdr invazyonu ve niiksi ile de iligkilidir.

Mikrosatellit kararsizligi (MSI), mide karsinogenezinde daha yiiksek genetik degisiklik
birikiminde bir ajan olan DNA yanlis eslesme onarim eksikliginin 6nemli bir
gostergesidir; MSI pozitif hastalarda hedeflenen mutasyon igerigi yiiksek degildir,
bazilar1 PIK3CA, EGFR, ERBB3 ve ERBB2 genlerinde tespit edilmistir.

Yiiksek MSI'li mide kanseri vakalari, pozitif rezeksiyon marji durumundan bagimsiz
olarak uzun siireli sagkalima sahip olabilir.

MSI

Mide kanseri ile ilgili geleneksel molekiiler ¢alismalarin ¢ogu, genetik mutasyonun
belirlenmesine dayanmaktadir. Son zamanlarda, calismalar erken karsinogenezde
epigenetik olarak susturulmus yeni biyobelirtecleri kesfetmeye odaklanmistir. Artan
kanitlar, epigenetik degisikliklerin mide kanseri dahil kanser gelisiminde 6nemli bir
rol oynadigin1 gostermektedir. Mide kanserinde rol oynayan epigenetik degisiklikler

arasinda bazi genlerde CpG adalarmin hipermetilasyonu ve hipometilasyonu
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(Cizelge 2.4) ile kodlanmayan RNA’lar olan miRNA (Cizelge 2.5) ve IncRNA'lar
(Cizelge 2.6) s6z konusudur (Puneet ve digerleri, 2018).

Cizelge 2.4. Mide kanseri ile iligkili major hipermetile ve hipometile genler (Puneet
ve digerleri, 2018’den uyarlanmistir)

Gen Tam Ad1 Aciklama/Fonksiyon Metilasyon Durumu
Timor siipresdr gen, Wnt sinyal yolunun
APC Adenor'r}atous_ antagonisti; hiicre gogiinii ve adezyonu Hipermetilasyon
polyposis coli -
diizenler
Raf kinase inhibitor P, . -
RKIP protein (RKIP) in Kinaz inhibitorii proteini ve NF-kappaB sinyal Hipermetilasyon
yolunu diizenler
cancer
XIAP X-linked mhlpltor of Kaspazlar ve apoptozp duz?nler; inflamatuar Hipermetilasyon
apoptosis sinyallemeyi modiile eder
Caspase-1 Interle'ijkm 1beta pro IL-1pB ve pro IL-18'"1 aktif formlarina ayirir Hipermetilasyon
converting enzyme
CDH1 C%j:;::;ii”z Yapigkan baglantinin reseptor bilesenidir Hipermetilasyon
CASP8 Caspase 8 Apoptoz Hipermetilasyon
E-Cadherin Epithelial cadherin Hiicre biiyiimesi ve gogii Hipermetilasyon
Fibroblast arowth Hiicrenin hayatta kalmasini, bolinmesini,
FGF2 Y anjiyogenezini, farklilagmasini ve gogiinii Hipermetilasyon
factor 2 N

diizenler

AKAP12/Gravin A-Kinase gnchorlng Protem"k.l.naz A ve C nin hiicre alt1 Hipermetilasyon
protein 12 boliinmelerini diizenler

DAPK Death_ ass_omated Lenf nodu metasta}zh ileri evre ve diisiik Hipermetilasyon

protein kinase 1 sagkalim

Platelet derived Hiicre proliferasyonu, hayatta kalma ve
PDGFRA growth factor receptor p yonu, hay Hipermetilasyon
kemotaksis
alpha

MAGE Melanc;?r?eantlgen Transkripsiyonel diizenleme Hipometilasyon
SNCG Synuclein-y MAPK ve Elk-1 yolunu etkinlestirir Hipometilasyon
Cyclin D2 Cyclin D2 G1/S gegisi sirasinda hiicre dongiisini Hipometilasyon

diizenler

Cizelge 2.5. Mide karsinomu gelisiminde rol oynayan miRNA'lar (Puneet ve

digerleri, 2018).
MiRNA Ekspresyon Klinik nemi Hedef Gen
Durumu
miR-335 Asag regiile Prognostik belirteg ve terapotikler SP1
miR-101 Asag regiile Tiimor bilyiimesi EZH2, Cox-2, Mcl-1 ve Fos
miR-9 Asagi regiile Tiimor baskilayici potansiyel CDX2
miR-137 Asag regiile Tumor baskilayici potansiyel CDC42
miR-378 Asagi regiile Tiimér baskilayict potansiyel CDK6 ve VEGF
miR-195 Asagi regiile Timor baskilayici potansiyel CDKG6 ve VEGF
miR-449 Asagi regiile Tiimor baskilayici potansiyel BCL2
miR-375 Asag regiile Tiimor baskilayici potansiyel JAK2
miR-200bc/429 Asag) regiile Coklu ilag direnci BCL2 ve XIAP
miR-34c-5p Asagi regiile Paklitaksel'e karg1 kemosensitivite MAPT
miR-33b Asagi regiile Timor baskilayici potansiyel c-Myc
miR-21 Yukar regiile Tlimor prollferasyqnunu ve invazyonunu PTEN
tesvik eder
miR-196a Yukari regiile Prognostik belirteg ve terapdtikler p27
miR-146a Yukari regiile Potansiyel biyobelirteg ve terapotik hedef SMAD4
miR-183 Yukar regiile Potansiyel biyobelirteg ve terapétik hedef PDCD4
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Cizelge 2.6. Mide karsinomu gelisiminde rol oynayan IncRNA’lar (Puneet ve
digerleri, 2018).

IncRNA’lar Ozellik Biyolojik 6nemi
H19 Onkojenik Hiicre proliferasyonunu, invazyonunu ve metastazini indiikler
HOTAIR Onkojenik Hiicre proliferasyogl;g; I:gzzilzxi/;g(i)lrilunu indiikler. Kotii
MALAT1 Onkojenik Migrasyon, proliferasyon ve metastaz ile iligkili
HULC Onkojenik Hiicre proliferasyonunu, gd¢iinii ve istilasini indiikler
UCA1l Onkojenik Tiimor boyutu, TNM evresi ve lenfatik metastaz ile iliskili

Epigenetik belirtecler, klinik uygulamada mide kanseri hastalarinin timor
davranigini ve prognozunun tahminlenmesi ve ayrica mide karsinomunun erken
tespiti i¢cin potansiyel bir tarama belirteci olarak kullanilabilirligi agisindan son
derece onemlidir. Ayrica DNA metilasyon inhibitorleri ve HDAC inhibitorlerinin,
mide kanseri tedavisi igin tek basina veya diger antikanser ilaglari ile kombinasyon
halinde kullanilmasi da bu 6liimciil malignitenin tedavisinde yeni yaklagimlarin

gelistirilmesi i¢in kritiktir.

?.3. Yaygin Degisken Immiin Yetmezlik (CVID) Hastaligi ve Mide Kanseri
Hiskisi

Yaygin Degisken Immiin Yetmezlik (CVID), genellikle hiicre aracili immiinitedeki
kusurlarla iligkili iki veya {i¢ ana immiinoglobulin izotipinin (IgG, IgA ve IgM)
serum seviyelerinde azalmasi ile karakterize edilen, nadir hastaliklar grubunda
degerlendirilen klinik olarak oldukca heterojen bir hastaliktir. CVID’li hastalarda
azalan antikor seviyelerinin bir sonucu olarak tekrarlayan alt ve {ist solunum yolu
enfeksiyonlari, kronik akciger hastaligi (bronsektazi), graniilomatéz hastaliklar,
otoimmiin bozukluklar, gastrointestinal hastaliklar ve artmis malignite riski gibi
heterojen klinik belirtiler ortaya c¢ikmaktadir (Bonilla, 2016; Chapel, 2008;
Cunningham-Rundles ve Bodian, 1999; Rezaei, 2012).

CVID'li hastalarin, genel popiilasyona kiyasla 10 ila 47 kat daha fazla kanser
gelistirme riski tagidigi bildirilmistir (Bonilla, 2016; Mayor, 2018; Mellemkjaer,
2002; Mortaz, 2016). En sik gozlenen maligniteler gastrointestinal sistem ve lenfoid
dokularda gergeklesmektedir (Cunningham-Rundles, 2002; Gathmann, 2014; Uzzan,
2016; Vajdic, 2010). Yapilan galismalarda CVID hastalarinin mide kanseri igin
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yaklasik 47 kat, lenfoma i¢in 30 kat artmis riske sahip olduklar1 goriilmiistiir (Kinlen
ve digerleri, 1985). Yakin tarihli Italyan popiilasyonunda yapilan bir ¢aligmada mide
kanserinin CVID ile iliskili kanserler arasinda lenfoproliferatif hastaliklardan sonra
ikinci sirada yer aldigi ve bu popiilasyonda kansere bagli oliimlerin ilk nedeni
oldugu bildirilmistir (Pulvirenti ve digerleri, 2018). Danimarkali ve Isve¢li CVID
hastalarini1 ve akrabalarini inceleyen ¢ok merkezli bir ¢alisma, CVID hastalar1 i¢in
mide kanseri riskinin 10 kat daha yiiksek oldugunu bildirirken, CVID hastalarinin
akrabalar1 arasinda mide kanseri veya baska herhangi bir kanser tiirii i¢in risk artist
bulunmamasi, artan mide kanseri riskinin, paylasilan spesifik genetik
degisikliklerden ziyade kendi basma immiin yetmezlik ile iligkili oldugunu
kanitlamigtir (Mellemkjaer ve digerleri, 2002).

CVID ile iligkili mide kanseri tipik olarak kendine 6zgii 6zellikler gostermektedir.
IIk olarak mide kanseri ve CVID’i olan hastalar, CVID olmayan mide kanseri
hastalarindan genellikle 15 yas daha gengtir (Leone, Vacca, Dammacco ve
Racanelli, 2018). ikincisi, CVID ile iliskili mide kanserleri yiiksek sayida tiimor igi
lenfosit igeren, orta ila kotii diferansiye intestinal tip adenokarsinomdur (De Petris,
Dhungel, Chen ve Chang, 2014). Son olarak siddetli atrofi, pan-gastrik dagilim,
bagirsak metaplazisi, plazma hiicre yetersizligi, lenfoid nodiiler agregatlar ve
apoptotik aktivite ile karakterize edilen gastrit bir arka planda gelismektedir (De
Petris, 2014; Leone, 2018).

CVID hastalarinda yiiksek mide adenokarsinom insidansi, genetik yatkinlik, kalici
mukozal inflamasyon ve Helicobacter pylori enfeksiyonu dahil olmak {izere
onkojenik  viral ve bakteriyel enfeksiyonlarin  klirensinin  azalmasiyla
iliskilendirilmistir (Leone, 2018; Tak Manesh, 2017). Ozellikle H. pylori
enfeksiyonlarinin CVID’de mide kanseri riskini arttirdigr diistiniilmektedir (Sekil
2.12). H. pylori, proinflamatuar sitokinlerin salinmasini uyararak ve aklorhidriyi
destekleyerek kronik gastrite neden olur; ek olarak bazi suslar, mide epitelinde
onkojenik etkilere sahip virlilans faktorleri iretir. Onkojenlerin  yukari
regiilasyonunu ve timor baskilayici genlerin susturulmasini indiikleyerek bagirsak

metaplazisinden displaziye ve neoplaziye kadar Corrae kaskadi adi verilen asamali
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bir olay zincirini tetikler. Replike olan hiicrelerin nétrofiller ve monositler tarafindan
istila edilmesiyle, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerini (RNS)
serbest birakarak, hiicre replikasyonu ve oliimii i¢in kritik olan genlerde DNA
kirilmalarini1 ve nokta mutasyonlarini tetikleyen bir enflamatuar yanit iiretilmesine
neden olur (Leone ve digerleri, 2018). Otoimmiinitenin de CVID'de mide kanseri
riskini arttirdig1 diisiiniilmektedir (Dhalla, da Silva, Lucas, Travis ve Chapel, 2011).
Tlimor hiicresi immiin siirveyansinin bozulmasinin, malign 6ncesi hiicrelerin hayatta
kalmasin1t ve c¢ogalmasimni kolaylastirabilecegi  diistiniilmektedir. Bagisiklik
mikrogevresinin CVID ile iliskili mide kanseri patogenezinde ve ilerlemesinde
onemli etkileri olmasina ragmen, bu baglamda bagisiklik ortaminin derinlemesine
bir analizi heniliz bulunmamaktadir. Bu noktada dogustan bagisiklik hatalar1 olan
hastalar, mide adenokarsinomunda immiinolojik, genetik ve gevresel faktorlerin
etkilesimini ortaya ¢ikartmak igin Onemli bir baglam olusturabilir (Gullo ve
digerleri, 2020).

‘ Yaygin Degisken immiin Yetmezlik ‘

l

‘ immiinitenin ve timar hiicre stirveyansinin bozulmasi ‘

l

‘ Azalmig IgA salgisi ve aklorhidri ‘

l

‘ H.pylori enfeksiyonu ‘

l

Kronik inflamasyon:
Pro-inflamatuar sitakin salinimi, hiicre transformasyonu, DNA hasari

l

‘ Correa Kaskadi ‘

l

‘ GASTRIK KANSER ‘

Sekil 2.12. CVID'li hastalarda mide kanseri gelisiminin varsayimsal mekanizmalar1
(Leone ve digerleri, 2018).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda miRNA’larin da CVID’de mide kanseri riskini
arttigina dair kanitlar bildirilmistir. MiRNA’larin anlatimindaki degisiklikler daha
once kanser, norodejeneratif hastaliklar, bagisiklik iligkili hastaliklar ve wviral

enfeksiyonlar gibi ¢esitli hastaliklar ile iligkilendirilmistir (Li ve Kowdley, 2012).
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Literatiir verileri miR-142 ve miR-155 olmak iizere iki miRNA'nin primer immiin
yetmezlikte rol oynadigin1 gostermektedir (Kramer, 2015; Rodriguez, 2007). MiR-
142 ve miR-155’in susturuldugu knock-out fare modellerinde yapilan galismalarda,
farelerin hipogamaglobulinemi, adaptif immiin yetmezlik, poliklonal proliferasyon,
akciger hastaligt ve enterik inflamasyonu olan CVID hastalarina fenotipik
benzerlikler gosterdigi bildirilmistir (Kramer, 2015; Rodriguez, 2007). Bununla
birlikte diisiik miR-155-5p ve miR-142 seviyeleri mide kanserinde bildirilmis ve
ileri evre tiimorler ve metastaz ile iliskilendirilmistir (Jia, 2017; Wang, 2018; Zare,
2019). CVID hastalarinda miR-142 ve miR-155 delesyonu heniiz tespit edilmemis
olsa da bu miRNA'larin her ikisinin de CVID'in mide kanseri, mide MALT (Mukoza
iliskili lenfoid doku) lenfoma, dogal katil/T hiicreli lenfoma (NKTCL) ve immiin
trombositopeni gibi otoimmiin ve neoplastik klinik komplikasyonlarinda rol
oynadig tespit edilmistir. CVID'in enfeksiy6z olmayan komplikasyonlarinda bu iki
miRNA'y1 igeren potansiyel yolaklar Sekil 2.13’te 6zetlenmistir (Amato ve digerleri,
2020).
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Sekil 2.13. CVID'in bulasici olmayan komplikasyonlarinda miRNA’larin rolii
(Amato ve digerleri, 2020).
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CVID, mide maligniteleri i¢in predispozan bir faktor gibi goriinmektedir. Bu artan
duyarliligin nedenleri hala belirsizligini korumaktadir ve CVID-kanser iligkisinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in ayrintili ¢alismalara ihtiyag
vardir. Potansiyel olarak kanserojen patojenlere karsi zayif bagisiklik, zayiflamis

tiimor hiicresi gozetimi ve T ve B hiicre kusurlar siiphesiz predispozan faktorlerdir.

Tiim bu risk faktorlerinin yani sira artan kanitlar CVID ve mide kanseri hastalarinda
belirgin bir intraepitelyal lenfosit (IEL) artisinin oldugunu vurgulamaktadir. CVID’li
ozellikle kronik malabsorbsiyonlu hastalarin gastrointestinal biyopsilerinde artmis
IEL seviyeleri yaygin bir histolojik bulgudur (Biagi, 2012; Daniels, 2007; Malamut,
2010). Mide ve kolon kanseri biyopsi 0rneklerinde yapilan bir ¢alismada yiiksek
diizeyde intraepitelyal mononiikleer lenfositler bulundugu bildirilmistir (Nadezhin,
2000). Ust gastrointestinal kanalda artan IEL seviyeleri, ¢esitli mukozal hasarlara bir
yanittir. Bununla birlikte, gastrointestinal yol biyopsisinde gastrik IEL’in siklig1 ve

etiyolojisi heniiz aydinlatilmamistir (Sunjida ve Ruliang, 2019).

Artan mide kanseri risklerine ragmen, CVID'li bireylere mide kanseri veya kanser
riski yiiksek erken lezyonlar i¢in heniiz rutin bir tarama 6nerisi ve diinya ¢apinda bir
fikir birligi kilavuzu bulunmamaktadir. CVID hastalarinin heterojenligi nedeniyle,
tedavileri ve takipleri ile ilgili belirlenmig kurallar yoktur. Tedavi genel olarak Ig
infiizyonunu gerektirmektedir ancak artan malignite riskini 6nlemek igin yeterli
immiinoglobulin replasmaninin olup olmadigi goz ardi edilen bir husustur. Mide
kanseri ve lenfoma tedavisinde bagisikligi yeterli hastalar igin mevcut protokoller
takip edilmelidir. Ancak gastrik neoplaziler agisindan yiiksek risk altindaki hastalari
daha iyi belirlemek ve tedavi etmek i¢in molekiiler biyobelirteglerin tanimlanmasi
onemlidir. Bu baglamda bu tez kapsaminda CVID ve mide kanseri patogenezinde
rol oynayan etkin molekiiler diizenleyicilerin ve ortak aday regiilatorlerin
biyoinformatik araclar kullanarak tespit edilmesi amaglanmaktadir. Tespit edilen
ortak aday molekiiler yolaklar ve ortak diizenleyici molekiiller ileri deneysel
caligmalarla valide edildikten sonra mide kanseri ve CVID hastaliginin prognozu,

tedavisi ve kontroliinde kullanilabilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Veri Secimi ve Diferansiyel Ekprese Edilen Gen (DEG) Analizleri

Bu tez ¢alismasinda kullanilan veri setleri halka acik erisimi olan National Center
for Biotechnology Information Gene Expression Omnibus (NCBI-GEO)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) veri tabanindan elde edilmistir ve herhangi bir
insan/hayvan Ornegi kullanilmamistir. NCBI-GEO veri seti halka ag¢ik erisimi
oldugu i¢in ¢alismamiz etik kurul onayr gerektirmemektedir. Caligmanin

metodolojisine ait sema Sekil 3.1.”de gosterilmistir.

NCBI-GEO veri tabaninda Nisan 2021’¢ kadar yiiklenen veri setleri igerisinden
CVID ve mide kanseri ile iliskili olanlar iki arastirmaci tarafindan bagimsiz olarak
incelenmistir.  NCBI-GEO veri tabaninin arama motorunda farkli filtreler
kullanilarak taranan veri setleri arasindan ¢alismaya uygun olanlar belirlenmistir.
CVID ile ilgili veri setlerini belirlemek igin  “("common variable
immunodeficiency"[MeSH Terms] OR common variable immunodeficiency[All
Fields]) AND "Homo sapiens”[porgn] AND "Expression profiling by
array"[Filter]” anahtar kelimeleri kullanilmistir ve 10 veri seti belirlenmistir. Mide
kanseri ile ilgili veri setleri i¢in ise “("stomach neoplasms”[MeSH Terms] OR
gastric cancer[All Fields]) AND "Homo sapiens”[porgn] AND ("Expression
profiling by array"[Filter]” filtresi uygulayarak 290 veri seti belirlenmistir.
Belirlenen veri setleri igerisinden ¢alismaya dahil edilenler ¢esitli kriterler tizerinden
degerlendirilerek secilmistir. Her iki hastalik i¢in de veri setleri segilirken Kullanilan
kriterler: (i) doku ornegi veya tiim kan Orneginden g¢alisilmis olmasi; (ii) vaka-
kontrol ¢alismasimnin bulunmasi; (iii) ilag kullanilmamasi (iv) ayni mikroarray
platformu ile galisilmasi. Tiim bu kriterlere uymayan ¢alismalar diglanmistir. Sonug
olarak CVID igin iki (GSE72625, GSE51405), mide kanseri i¢in bir (GSE29998)
olmak flizere ii¢ veri seti ¢alismaya dahil edilmistir ve sonrasinda elde edilen
DEG’lerin konfirmasyonu igin farkli bir mide kanseri veri seti de (GSE26942)
kullanilmistir. CVID veri seti olan GSE72625’te 20 CVID hastasinin (8 normal
CVID ve 12 artmis IEL (intraepitelyal lenfosit) olan CVID) ve 17 saglikli kontroliin
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duodenal biyopsi drneklerinde ¢aligilan mikroarray datalart kullanilmistir. Bir diger
CVID veri seti olan GSE51405’te hematolojik veya organa 0zgii otoimmiinite,
biyopsi ile kanitlanmis graniilomatoz hastalik veya interstisyel akciger hastaligi,
lenfoid hiperplazi/splenomegali veya gastrointestinal inflamatuar hastalik ile birlikte
karakteristik inflamatuar komplikasyonlari olan (n=29) veya olmayan (n=30) toplam
59 CVID hastas1 ve 24 saglikli kontrolii iceren bireylerin tiim kan Orneklerinden
caligilan mikroarray datalar1 kullanilmistir. Mide kanseri i¢in kullanilan GSE29998
veri setinde ise 50 mide adenokarsinom orneginin ve 49 kontrol orneginin

mikroarray verileri ¢alismaya dahil edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada analiz edilen GEO veri setleri.

Hastalik | Veri Seti Ornek Tipi Kontrol-Vaka Grubu Metot Platform
29 komplikasyonlu CVID
24 hastast RNA- | Illumina HumanHT-12 V3.0
CVID | GSE51405|  Tiim kan 30 komplikasyon olmayan | M=NA- | THumina Bumanii=-.2 V.
Kontrol CVID hastasi array expression beadchip
59 toplam CVID hastasi
12 artmus IEL seviyesi olan
Duodenal 17 CVID hastas: RNA- | Illumina H HT-12 V4.0
uodenal m - umina HumanHT- .
8 IEL artis1 olmayan CVID
CVID | GSE72625 biyopsi Kontrol shastas1y array expression beadchip
20 toplam CVID hastasi
Mide 49 - mRNA- | [llumina HumanHT-12 V3.0
MK GSE29998 adenokarsinomu | Kontrol 50 tiimor dokusu array expression beadchip
MK GSE26942 Mide kanseri 3 3 tiimér dokusu mRNA- | [llumina quanHT—lg V3.0
dokusu Kontrol array expression beadchip
CVID: Common Variable Immunodeficiency, MK: Mide Kanseri

Caligmaya dahil edilen veri setleri limma paketi kullanilarak R yazilimi ile analiz
edilmistir  (https://www.r-project.org/). Analiz edilen verilerde p-degeri<0,05,
Benjamini & Hochberg (False discovery rate) yontemi ile diizeltilmis p-degeri<0,05
[adjusted p-value (adj-p)] ve log-transformasyon uygulanmis [Fold change (Katlama
degisikligi)] log2FC>1-log2FC<-1 [Fold change (Katlama degisikligi)] olan
DEG’ler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Her veri seti kendi i¢inde analiz
edilip istatistiksel olarak anlamli DEG’ler belirlendikten sonra iki hastalik igin de
belirlenmis olan anlamli DEG’ler karsilastirilarak ortak DEG’ler belirlenmis ve

Venn diyagramlari ile gosterilmistir.
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Veri Seti Secimi
NCBI-Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabani
(GSE51405, GSE72625, GSE29998)

Diferansiyel Gen ifade (DEG) Analizi
ve ortak DEG'lerin belirlenmesi

Protein-Protein
Etkilesimi Analizi
STRING v11.0

Sekil 3.1. Calismanin metodolojik yaklagimi.

3.1.1. Bagimsiz Veri Setlerinde Sonuglarm Validasyon Analizleri

Protein-Protein
Etkilesim

Ag1 Gorsellestirme
Cytoscape v3.8.2

L Hub Gen Se¢imi

CytoHubba

Fonksiyon ve Yolak
Zenginlestirme Analizi

Anahtar

Diizenleyicilerin
Tanimlanmasi

NetworkAnalyst v3.0

Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes
(KEGG)

Gene Ontology (GO)

Ingenuity Pathway Analysis
(IPA)

I

microRNA Data
Integration Portal
(mirDIP) v4.1

Veri setlerinde tespit edilen ortak DEG’ler daha sonra bagimsiz bir mide kanseri veri
seti olan GSE26942 ile karsilastirilarak valide edilmistir. GSE26942 veri seti 105

mide tiimor dokusu, 12 mide timor gevresi saglik dokusu icermektedir. Bu drnekler

arasindan 3 tiimor dokusu ve 3 ¢evreleyen doku 6rnegi analize dahil edilmistir ve 48

789 prob igerisinden 19 DEG (p<0,05, log2FC>1 ve log2FC<-1, adj p<0,05) tespit

edilmistir. iki hastalik i¢in veri setlerinde belirlenmis olan anlaml1 ortak DEG’ler ile

GSE26942 veri setinde belirlenen DEG’ler karsilastirarak sonuclarin validasyonu

gergeklestirilmistir. Her iki hastalik i¢in c¢alismaya alinan veri setlerinde anlamli

kabul edilen DEG’lere ait kesimleri gosteren Venn diyagramlart Venny 2.1.0

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) web sayfasi kullanarak olusturulmustur.
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3.2. Protein-Protein Etkilesim Ag1 Analizi

Iki hastalik igin ii¢ ayr1 veri setinin ortak DEG’lerinin protein-protein etkilesim
(PPE) analizleri STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) v11.0 ¢evrimigi veri tabani kullanilarak gergeklestirilmistir ve
protein etkilesim ag1 Dbirlesik skoru>0,4 segilmistir (https://string-db.org/).
STRING'deki temel etkilesim prensibi iki ya da daha fazla proteinin belirli bir
biyolojik isleve ortak olarak katkida bulunmasina dayanan 'fonksiyonel iliskidir'.
Proteinlerin bu sekilde iligkilendirilmesi i¢in fiziksel olarak etkilesime girmeleri
gerekmez. Bunun yerine, hiicredeki islevsel rollerinin en azindan bir kisminin
spesifik olarak Ortiismesi yeterlidir. Bu tanim geregi, ayni yolak igerisinde bir
inhibitér ve bir aktivator gibi birbirini antagonize eden proteinler bile fonksiyonel

olarak iligkilendirilebilmektedir (Szklarczyk ve digerleri, 2019).

3.2.1. Hub Genlerin Tamimlanmasi

Cytoscape v3.8.2 yazilimi protein-protein etkilesim ag1 gorsellestirilmesinde
kullanilmistir ve CytoHubba eklentisi ile agin topolojik 6zellikleri analiz edilerek
PPE aginda en yiiksek derecede etkilesime sahip genler hub olarak belirlenmistir.
Cytoscape, hem gorsellestirme segeneklerini hem de ag analizini genisletmek igin
bir¢ok eklentiye sahip agik bir platformdur (Shannon ve digerleri, 2003). CytoHubba
eklentisi, 11 farkli topolojik analiz yontemiyle protein etkilesimlerini hesaplar ve
hub genlerin de bu puanlamalara gore secilmesinde basit bir arayiiz saglamaktadir
(Chin ve digerleri, 2014). Bu tez kapsamindaki ¢alismada iki hastalik igin ortak
olarak tanimlanan “hub genler” topolojik analizde “ag diigiim derecesine” gore en
yiiksek degere sahip genler olarak belirlenmistir. Buna gore segilen hub genlere ait

proteinler, protein etkilesim aginda en fazla etkilesime sahip olan hub molekiillerdir.
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3.3. Fonksiyon ve Yolak Zenginlestirme Analizleri

Calismaya dahil edilen veri setlerindeki ortak DEG'lerin molekiiler yolaklardaki ve
biyolojik siireglerdeki fonksiyonlarini ve kiimelenmelerini analiz etmek igin gen
ifadesi analizinde kapsamli bir ag gorsel analiz platformu olan NetworkAnalyst 3.0
¢evrimigi veri tabanmi kullanilmistir (https://www.networkanalyst.ca/) (Zhou ve
digerleri, 2019). Ayrica belirlenen hub genlerin  molekiiler yolaklardaki
zenginlesmeleri ve insan hastaliklar1 ile iligskilerinin tanimlanmasi i¢in IPA
(Ingenuity Pathway Analysis) yaziliminda Ingenuity Pathway Knowledge Base
(IPKB) ile gerceklestirilmistir (QIAGEN Inc.,
https://www.giagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis).
Fonksiyon zenginlestirme analizlerinde hipergeometrik teste gore p<0,05 degerine
sahip Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) ve Gen Ontoloji (GO)
terimleri istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Gen Ontoloji (GO)
(http://geneontology.org), biyolojik bilgiyi temsil etmek igin ontolojileri kullanarak
genlerin ve gen {irlinlerinin (protein veya RNA) islevleri hakkinda deneysel
caligmalara dayanarak bilgi veren topluluk temelli bir biyoinformatik aragtir. GO
terimleri, Molekiiler fonksiyon (GO-MF), Biyolojik siire¢ (GO-BP) ve Hiicresel
bilesen (GO-CC) olmak iizere ii¢ agidan genlerin ve gen iirlinlerinin tanimlanmasina
imkan saglar (The Gene Ontology Consortium 2019). Bir gen ve genom
ansiklopedisi olan KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) ise gesitli veri tabanlarini
entegre ederek genlerin ve etkilesimlerinin molekiiler diizeyde fonksiyonlarini
hiicresel yolaklarda kategorize eder (Kanehisa, Furumichi, Tanabe, Sato, Morishima,
2017).

3.4. Aday Molekiiler Diizenleyicilerin Tanimlanmasi

Calismaya alman veri setlerinden elde edilen hub genlerin miRNA regiilatorleri
miRDIP (microRNA Data Integration Portal) v4.1 veri tabani kullanilarak tespit
edilmistir (https://ophid.utoronto.ca/mirDIP/) (Tokar ve digerleri, 2018). MiRDIP,
30 fakli kaynaktan toplanan insan microRNA-mRNA hedef tahminlerini saglayan
halka agik bir veri tabanidir ve tiim hub genlerin girdi olarak gonderilmesine olanak

saglayarak girdi listesinde ortak hedef genleri olan miRNA'larin bir listesini verir.
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Veri tabaninda arama c¢esitli puan skoru kriterlerine gore yapilabilmektedir. Bu tez
caligmasinda microRNA-mRNA hedef tahminlemesini daha dogru ve giivenilir hale
getirmek i¢in, MIRDIP arama kriterinde puan smifi “high”/“yiiksek” (en iyi %5)

olarak belirlenmistir.

3.5. TCGA Verilerinde Sonuc¢larin Validasyon Analizi

Tez kapsaminda belirlenen hub genlerin mide kanserindeki ekspresyon seviyelerinin
The Cancer Genome Atlas (TCGA)’daki RNA-seq verileri ile karsilagtirilmasi
GEPIA2 (Gene Expression Profiling Interactive Analysis) diferansiyel gen
ekspresyon analizi ile gerceklestirilmistir (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index). Bu
analizde diferansiyel yontem olarak “ANOVA”, |Log2FC| Cutoff degeri: “1”, p-
value Cutoff degeri “0,01”, veri seti “STAD” se¢ilmistir ve TCGA normal ve GTEx
(The Genotype-Tissue Expression) verileri birlikte kullanilmistir. TCGA, 33 kanser
tirtinde 9 736 timor ornegi ve 726 normal 6rnek icermektedir. Bununla birlikte
GTEx projesi yaklagik 8 000 normal numune i¢cin RNA-seq verisi saglamaktadir.
Analize mide adenokarsinomu (STAD) i¢cin TCGA’dan 408 timér ve 36 normal,
GTEx’ten 175 normal 6rnek dahil edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. DEG Analizleri ve Ortak DEG’lerin Tanimlanmasi

Calismaya dahil edilen GSE51405, GSE72625 ve GSE29998 veri setlerindeki
mikroaaray datalar1 ayri ayri analiz edilmistir. GSE51405 veri seti GSE51405
Komplikasyonlu (K)-SK (Saglikli Kontrol), GSE51405 Komplikasyon Olmayan
(KO)-SK ve GSE51405 CVID Tiim ornekler (T)-SK olmak tizere 3 farkli alt grupta
analiz edilmistir. Bu analizler sonucunda GSE51405(K)-SK’ de 15 173 prob iginden
231 DEG, GSE51405(KO)-SK grubunda 15 183 prob icinden 51 DEG,
GSE51405(T)-SK grubunda 14 490 prob i¢inden 87 DEG (p<0,05, log2FC>1 ve
log2FC<-1, adj p<0,05) tespit edilmistir. GSE72625 veri seti de GSE72625 IEL(+)
(artmus IEL seviyesi olan)-SK, GSE72625_IEL(-) (artmis IEL seviyesi olmayan)-SK
ve GSE72625 CVID Tim ornekler (T)-SK olmak iizere 3 ayr1 grupta analiz
edilmistir. Yapilan analizler sonucunda 47 323 prob i¢inden GSE72625_IEL(+)-SK
grubunda 53 DEG, GSE72625 IEL(-)-SK grubunda 6 DEG, GSE72625(T)-SK
grubunda 25 DEG (p<0,05, log2FC>1 ve log2FC<-1, adj p<0,05) tespit edilmistir.
Mide kanseri (MK) veri setinde (GSE29998) 11 483 prob i¢inden 556 DEG (p<0,05,
log2FC>1 ve log2FC<-1, adj p<0,05) tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Veri setlerinde DEG analiz sonuglari.

Adj p<0,05, FC<-1, FC>1
Veri Seti
Toplam prob (Kodlanan transkript) DEG*
K 15173 247 231
GSE51405 KO 15183 57 51
T 14 490 97 87
IEL(+) 47 323 69 57
GSE72625 1EL(-) 47 323 6 6
T 47 323 34 25
GSE29998 MK 11483 627 556
K: Komplikasyon olan, KO: Komplikasyon Olmayan, T: Tim 6rnekler, IEL(+):artmis IEL seviyesi olan, IEL(-):artmig IEL
seviyesi olmayan, MK: Mide Kanseri
* Analize alinan DEG sayisi: Arrayde duplike problarin kalite kontrol asamasindan sonraki sayisi
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Veri setlerinin R yazilimi ile normalizasyon islemi yapildiktan sonraki veri

dagilimlarin1 gosteren Volkan grafikleri, ortalama fark grafikleri ve kutu grafikleri

Sekil 4.1-4.7.’de verilmistir (adj p<0,05).
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Sekil 4.2. GSE51405(K)-SK grubunda normalizasyon sonrasi veri dagilimi.
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GSE51405: SKvs T
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GSE72625: SK vs IEL
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GSE72625: SK vs IEL negatif
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Sekil 4.5. GSE72625_IEL(-)-SK grubunda normalizasyon sonrasi1 veri dagilimi.
A: Volkan Grafigi, B: Ortalama Fark Grafigi, C: Kutu Grafigi (Mavi noktalar asag1

regiille DEG’leri,

kirmizi noktalar yukar1 regille DEG’leri,

siyah noktalar

ekspresyonu degismeyen genleri gostermektedir, IEL(-): artmig IEL seviyesi
olmayan, SK: Saglikli Kontrol).
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A: Volkan Grafigi, B: Ortalama Fark Grafigi, C: Kutu Grafigi (Mavi noktalar asagi

regiile DEG’leri, kirmizi noktalar yukari regiile DEG’leri,

siyah noktalar

ekspresyonu degismeyen genleri gostermektedir, T: Tiim Ornekler, SK: Saglikl

Kontrol).
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Sekil 4.7. GSE29998(MK) veri setinde normalizasyon sonrasi veri dagilimi.

A: Volkan Grafigi, B: Ortalama Fark Grafigi, C: Kutu Grafigi (Mavi noktalar asag1
reglile DEG’leri, kirmizi noktalar yukari regiile DEG’leri, siyah noktalar
ekspresyonu degismeyen genleri gostermektedir, MK: Mide Kanseri).

Tespit edilen DEG’ler veri setleri igerisinde ve ayri ayri mide kanseri ile
karsilastirilarak ~ GSE51405(K)-GSE29998(MK) i¢in 22, GSE51405(KO)-
GSE29998(MK) igin 5, GSE51405(T)-GSE29998(MK) igin 11, GSE72625_IEL(+)-
GSE29998(MK) i¢in 9, GSE72625 IEL(-)-GSE29998(MK) i¢in 0, GSE72625(T)-
GSE29998(MK) igin 2 ortak DEG tanimlanmustir (Sekil 4.8). Veri setlerinde tespit
edilen DEG’ler daha ayritili incelendiginde 3 genin (MZB1, GBP1, CXCL10)
GSE51405(K)-GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) igin 3 veri seti grubunda da
ortak DEG oldugu (p<0,05, log2FC>1 ve log2FC<-1, adj p<0,05) saptanmistir
(Sekil 4.9). MZB1, GBP1, CXCL10 genlerinin GSE51405(K), GSE72625 IEL(+) ve
GSE29998(MK) wveri setlerine ait regiilasyon seviyeleri Cizelge 4.2.°de

gosterilmistir.
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GSES1405(K) GSES51405(K0)

GSES1405(T) GSES51405(K)

GSE51405(T) . GSE29998(MK)

GSE51405(KO0)

GSE72625(T) GSE72625_IEL(+) GSE72625_1EL(+) GSE72625 1EL(-)

GSE72625(T) GSE29998(MK)

GSE72625_IEL(-)

Sekil 4.8. Veri setlerinde tespit edilen DEG’lerin ve ortak DEG’lerin Venn
diyagramlari ile gosterilmesi (K: Komplikasyonlu, KO: Komplikasyon Olmayan, T:
Tim ornekler, IEL(+): artmis IEL seviyesi olan, IEL(-): artmus IEL seviyesi
olmayan, MK: Mide Kanseri).
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GSE72625 IEL(+) GSE28998(MK)

GSE51405(K) GSE28998(MK)

GSE51405(K) GSE72625_1EL(+)

MZB1
GBP1
CXCL10

GSE29998(MK)

GSE51405(KO0) GSE72625_IEL(-) GSES51405(T) GSE72625(T)

GSE29998(MK) GSE29998(MK)

Sekil 4.9. Veri setlerinde tespit edilen DEG’lerin ve ortak DEG’lerin Venn
diyagramlar ile gosterilmesi (K: Komplikasyon, KO: Komplikasyon Olmayan, T:
Tiim 6rnekler, IEL(+):artmis IEL seviyesi olan, IEL(-):artmis IEL seviyesi olmayan,
MK: Mide Kanseri).
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Cizelge 4.2. GSE51405(K)-GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) veri setlerinde
tespit edilen ortak DEG’lerin regiilasyonlari.

Gen Veri Setlerinde Regiilasyon
GSE51405(K) GSE72625_IEL(+) GSE29998(MK)
MZB1 - - -
CXCL10 + + +
GBP1 + + +
+: yukar regiile, -: agag1 regiile, K: Komplikasyon, IEL(+):artmis IEL seviyesi olan,
MK: Mide Kanseri

4.1.1. Bagimsiz Veri Setlerinde Sonuclarin Validasyonu

GSE51405(K)-GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) igin tespit edilen 3 ortak
DEG’in (MZB1, GBP1 ve CXCL10) validasyonu i¢in farkli bir mide kanseri veri seti
olan GSE26942 kullanilmistir. GSE26942 veri seti 105 mide timor dokusu, 12
mide timor cevresi saglik dokusu icermektedir. Bu ornekler arasindan 3 tiimor
dokusu ve 3 cevreleyen doku Ornegi analize dahil edilmistir ve 48 789 prob
icerisinden 19 DEG (p<0,05, log2FC>1 ve log2FC<-1, adj p<0,05) tespit edilmistir.
Validasyon i¢in GSE51405(K)-GSE72625_IEL(+)-GSE26942(MK) veri setlerinin
DEG’leri karsilastirilmistir ve 3 veri seti igin MZB1 geninin (p<0,05, log2FC>1 ve
log2FC<-1, adj p<0,05) ortak oldugu saptanmistir (Sekil 4.10.).

GSE51405(K) GSE72625_IEL(+)

MZB1

B

GSE26942(MK)

Sekil 4.10. Veri setlerinde tespit edilen DEG’lerin bagimsiz mide kanseri veri
setinde incelenmesi (K: Komplikasyon, IEL(+):artmis IEL seviyesi olan, MK: Mide
Kanseri).
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4.2. Protein-Protein Etkilesim Agimin Kurulmasi

STRING veri tabani kullanilarak ortak DEG’ler i¢in protein-protein etkilesim
analizleri yapilmis ve veri kiimeleri igin istatiksel olarak anlamli PPE ag
olusturulmustur. Cizelge 4.3.’te veri setleri icin PPE degerleri ve istatistiksel olarak
anlamli PPE aglar1 verilmistir (p<0,05). Protein-protein etkilesim ag1 gorsellestirme
analizleri  Cytoscape  yaziliminda  CytoHubba  eklentisi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. CytoHubba 12 farkli topolojik terime gore (Betweenness,
BottleNeck, Closeness, ClusteringCoefficient, Degree, DMNC, EcCentricity, EPC,
MCC, MNC, Radiality, Stress) hub gen se¢imine olanak saglamaktadir. Bu tez
kapsaminda dereceye (degree) gore olan hub gen se¢imi yapilmistir. Dereceye gore
yapilan analiz, agdaki diger proteinlerle olan etkilesim seviyesini gostermektedir ve
en biiyilk dereceye sahip protein, agdaki en ¢ok etkilesime sahip olan en temel
molekiil olarak belirlenir. Bu hub genler belirtilen kriterlere gore GSE51405(K)-
GSE29998(MK) i¢in GBP1, IFIT3, ISG15, IFI44L, EPSTI1, CXCL10, CD79A,
MZB1, TOP2A, CCNB2 (Cizelge 4.4.), GSE51405(T)-GSE29998(MK) igin IFIT3,
IFI44L, EPSTI1, CXCL10, MZB1, CD79A (Cizelge 4.5.), GSE72625 IEL(+)-
GSE29998(MK) i¢in GBP1, CXCL10, CXCL9, IFITM1, UBD (Cizelge 4.6) olarak
tespit edilmistir. Dereceye gore yapilan analiz presenbine gore bu genlerin CVID’e
bagli mide kanserinde terapotik yaklagimlart kolaylastirmasi muhtemeldir. Bu tez
kapsaminda belirlenen hub genlerin veri setlerindeki regiilasyon yonleri Cizelge 4.7-

9.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.3. PPE degerleri ve istatistiksel olarak anlamli PPE aglar1 (p<0,05).

Veri Seti PPE Zenginlestirme p-degeri

K 6.88e-09
GSE51405 KO 1

T 9.04e-08

1EL(+) 2.17e-05

GSET72625

T 1
KNIEL(+) KNIEL(+) 0.0224
K: Komplikasyon, KO: Komplikasyon Olmayan, T: Tiim 6rnekler, IEL(+):artmis IEL
seviyesi olan

51



Cizelge 4.4. GSE51405(K)-GSE29998(MK) ortak DEG’lerinin (n=22) hub gen
analiz sonuglari.

Betwe Clusteri
Gen en BottleN | Closen ng Degr | DMN | EcCentri | EP | MC | MN | Radial | Stre
eck ess Coeffici ee C city C C C ity SS
ness ent
0,648 35 | 120, 0,7636
GBPL | 00 1,0 5,0 1,0 50 | 0538 | osases | 3 | 120 ) 50 | 07 0,0
0,648 35 | 120, 0.7636
FIT3 | 00 1,0 5,0 1,0 50 | 0938 | osasas | 32 | 12| 50 | 0T 0,0
0,648 35 | 120, 0.7636
1SG15 | 00 10 5,0 10 50 | 0998 | osasas | 32 | 120 ) 50 | O 0,0
IF144 0,648 34 | 120, 0,7636
i 0,0 1,0 5,0 1,0 50 | 0538 | osasas | 31 | 120 ) 50 | OTF 0,0
EPSTI 0,648 35 | 120, 0.7636
) 0,0 1,0 5,0 1,0 50 | 053 | osasas | 32 | 120 ) 50 | O7F 0,0
CXCL 0,648 35 | 120, 0.7636
" 0,0 1,0 5,0 1,0 50 | 053 | osasas | 32 | 120 ) 50 | 0T 0,0
C?Jg 2,0 3,0 20 0.0 20 | 00 | 027273 1125 20 | 10 0'9545 2,0
MzB1 | 00 10 15 00 | 10 | oo | osses | g7 | 10| 10 | °5° | 0o
Tapz 0,0 1,0 1,0 0.0 10 | 00 | 018182 ig 10 | 1,0 0’5;‘54 0,0
CCZNB 0,0 1,0 1,0 0.0 10 | 00 | 018182 ig 10 | 1,0 0'5;‘54 0,0

Cizelge 4.5. GSE51405(T)-GSE29998(MK) ortak DEG’lerinin (n=11) hub gen
analiz sonuglari.

Betwee | Bottl Clusterin
Closenes g Degre | DMN | EcCentricit MC | MN | Radialit | Stres
Genler n € S Coefficie e C EPC C C S
ness Neck nt y y

FIT3 | 00 | 10 | 30 1,0 30 0'4234 0,66667 Z'fs 60 | 30 | 111,111 | 00
FiaaL | 00 | 10 | 30 1,0 3,0 0'4234 0,66667 Z'f“ 60 | 30 | 111,111 | 00
EPSTIL| 00 | 10 | 30 1,0 3,0 0'4234 0,66667 2'§6 60 | 30 | 111,111 | 00
ng"l 00 | 10| 30 1,0 30 0'4234 0,66667 Z'fﬁ 60 | 30 | 111,111 | 00
MzB1 | 00 | 10 | 10 0,0 10 | 00 | 033333 1'533 1010 | 10 | 00
cor9A| 00 | 10 | 10 0.0 10 | 00 | 033333 1'533 1010 | 10 | 00

Cizelge 4.6. GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) ortak DEG’lerinin (n=9) hub gen
analiz sonuglart.

Cluster
Gen Between | BottleN | Closen ing Degr | DM EcCentri | EP | MC | MN | Radial | Stre
ness eck ess Coeffici ee NC city C C C ity SS
ent

GBP1 | 20 20 35 | 066667 | 3.0 o,ggs 05 %5’ 40 | 30 | 375 | 40

CXCL 0,308 25
" 2,0 1,0 35 | oese7 | 30 | O 05 221 40 | 30 | 375 | 40
ngc" 6,0 2,0 35 | 033333 | 30 0'?87 05 27;" 30 | 20 | 375 | 80

FIT 283,33 0,307 2.2
o 0,0 10 > 1,0 20 | O3 | 033333 | 52 | 20 | 20 | 325 | 00
UBD 0,0 10 23:;'33 0,0 10 | 00 | 033333 111 10| 10| 30 | 00
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Cizelge 4.7. GSE51405(K)-GSE29998(MK) wveri setlerine ait hub genlerin
regiilasyonlari.

GSE51405(K)-GSE29998(MK) | GSE51405(K) | GSE29998(MK)
GBP1
IFIT3 + +
I1SG15 + +
IFI44L + +
EPSTI1 + +
CXCL10 + +
CD79A - -
MZB1 - -
TOP2A + +
CCNB2 + +
+: yukari regiile, -: asag regiile, K: Komplikasyon, MK: Mide Kanseri

Cizelge 4.8. GSE51405(T)-GSE29998(MK) veri setlerine ait hub genlerin
regiilasyonlari.

GSE51405(T)-GSE29998(MK) | GSE51405(T) | GSE29998(MK)
IFIT3
IF144L + +
EPSTI1 + +
CXCL10 + +
MZB1 -
CD79A -
+: yukar regiile, -: asag1 regiile, MK: Mide Kanseri, T: Tim 6rnekler

Cizelge 4.9. GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) veri setlerine ait hub genlerin
regiilasyonlari.

GSE72625 IEL (+)-GSE29998(MK) | GSE72625 IEL(+) | GSE29998(MK)
GBP1 + +
CXCL10 + +
CXCL9 + +
IFITM1 + +
UBD + +
+: yukari regiile, -: asag regiile, IEL(+):artmis [EL seviyesi olan, MK: Mide
Kanseri
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4.3. DEG’lerin Molekiiler Yolaklarda ve Biyolojik Siireclerde
Zenginlestirilmesi

4.3.1. KEGG Yolak Zenginlestirme Analizi

Tespit edilen DEG’ler veri setleri igerisinde ve ayr1 ayri mide kanseri ile
karsilastirildiginda GSE51405(K)-GSE29998(MK) i¢in 22, GSE72625 IEL(+)-
GSE29998(MK) icin 9 ortak DEG tespit edilmistir ve yolak zenginlestirme
analizlerine komplikasyonlu hastalar1 igeren sadece bu iki grupta tanimlanan ortak
DEG’ler dahil edilmistir. Komplikasyonlu grup igermeyen ve yeterli sayida ortak
DEG bulundurmayan diger gruplar dislanmigtir. Ayrica GSE51405(K)-
GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in 3 veri seti grubunda da ortak DEG oldugu
belirlenen hub genlerin (MZB1, GBP1,CXCL10) (p<0,05, log2FC>1 ve log2FC<-1,
adj p<0,05) molekiiler yolaklardaki zenginlestirmeleri ve insan hastaliklari ile

iligkilendirmeleri gergeklestirilmistir.

Ortak DEG’ler arasindan GSE51405(K)-GSE29998(MK) igin istatistiksel olarak
anlamli 5 tane KEGG terimi bulunmustur. Bu KEGG terimleri arasinda en anlamli
olan “RIG-I-benzeri reseptor sinyal yolagi” (p=0,00346) olarak belirlenmistir.
GSE51405(K)-GSE29998(MK) igin istatistiksel olarak anlamli olan KEGG terimleri
Cizelge 4.10.’da ve Sekil 4.11.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.10. GSE51405(K)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=22)
kiimelendikleri istatistiksel olarak anlamli olan KEGG terimleri (p<0,05).

KEGG Pathway Total | Expected | Hits | P-value | FDR Genes
hsaoagzz | RIC-Hlikereceptor |26 | 6905 | 5 | 000346 | 1 CXCL10, 1SG15
signaling pathway
hsaoog2 | Chemokinesignaling | 144 | 54g 2 0027 | 1 CXCL10, GNG7
pathway
hsaos169 | EPStein-Barvirus o, 0,26 2 | 00263 | 1 CXCL10, 1SG15
infection
Aldosterone-regulated
hsa04960 | * i reabsorption | 37 | 00478 1 | 00468 | 1 NR3C2
hsa05340 | . Primary 37 | 00478 1 | 00468 | 1 CD79A
immunodeficiency
FDR (False Discovery Rate); Yanlis Kesif Oran1

KEGG

25% 12%

m RIG-I-like receptor signaling pathway m Chemokine signaling pathway
Epstein-Barr virus infection Aldosterone-regulated sodium reabsorption

m Primary immunodeficiency

Sekil 4.11. GSE51405(K)-GSE29998(MK) igin ortak DEG’lerin (n=22)
kiimelendikleri istatistiksel olarak anlamli KEGG terimleri (p<0,05). Daire diliminin
biiytikliigi ilgili yolagin anlamlhilik derecesiyle dogru orantilidir. En anlamli yolagi
iceren daire dilimi ayr1 gosterilmistir.

GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) igin belirlenen istatistiksel olarak anlamli 5
tane KEGG terimi igerisinden en anlamli olan “Toll benzeri reseptdr sinyal yolag:”
(p=0,0036) olarak tanimlanmistir. Ortak DEG’lerin kiimelendikleri istatistiksel
olarak anlamli olan KEGG terimleri Cizelge 4.11.’de ve Sekil 4.12.’de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. GSE72625 IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=9)
kiimelendikleri istatistiksel olarak anlamli olan KEGG terimleri (p<0,05).

KEGG Pathway Total Expected | Hits | P-value | FDR Genes

Toll-like receptor

hsa04620 L
signaling pathway

104 0,0941 2 0,0036 1 CXCL10, CXCL9

Ubiquinone and other
hsa00130 terpenoid-quinone 11 0,00995 1 0,00991 1 NQO1
biosynthesis

Chemokine signaling

hsa04062 190 0,172 2 | o016 | 1 CXCL10, CXCLY
pathway
hsaodogo | CYtokine-cytokine 294 0,266 2 | 00286 | 1 CXCL10, CXCL9
receptor interaction
hsaoaggo | Aldosterone-requlated |, 0,0335 1 | 0033 | 1 SCNNIA

sodium reabsorption

FDR (False Discovery Rate); Yanlis Kesif Oram

KEGG

25%

13%

25%

-

m Toll-like receptor signaling pathway
Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis
Chemokine signaling pathway
Cytokine-cytokine receptor interaction
Aldosterone-regulated sodium reabsorption

Sekil 4.12. GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=9)
kiimelendikleri istatistiksel olarak anlamli KEGG terimleri (p<0,05). Daire diliminin
biiyiikliigii ilgili yolagin anlamlilik derecesiyle dogru orantilidir. En anlamli yolagi
iceren daire dilimi ayr1 gosterilmistir.
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4.3.2. GO Yolak Zenginlestirme Analizi

Tespit edilen DEG’ler veri setleri igerisinde ve ayr1i ayri mide kanseri ile
karsilagtirildiginda GSES51405(K)-GSE29998(MK) i¢in 22, GSE72625 IEL(+)-
GSE29998(MK) icin 9 ortak DEG tespit edilmistir ve yolak zenginlestirme
analizlerine komplikasyonlu hastalar igeren sadece bu iki grupta tanimlanan ortak
DEG’ler dahil edilmistir. Komplikasyonlu grup igcermeyen ve yeterli sayida ortak
DEG bulundurmayan diger gruplar diglanmustir.

GO zenginlestirme analizi sonucunda GSE51405(K)-GSE29998(MK) icin ortak
DEG’lerin kiimelendigi 18 tane istatistiksel olarak anlamli GO-BP terimi
belirlenmistir. Bu terimler arasinda istatistiksel olarak en anlamli GO-BP terimi
“viriislere kars1 savunma yanit1” (p=5,38e-06) olarak tanimlanmistir. GSE51405(K)-
MK ig¢in anlamli ilk 10 GO-BP terimi Cizelge 4.12.’de ve anlamli tim GO-BP

terimleri Sekil 4.13.°te gosterilmistir.

Cizelge 4.12. GSE51405(K)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=22)
kiimelendikleri biyolojik siireglerle iligkili istatistiksel olarak en anlamli 10 GO
terimi (p<0,05).

GO terimi Pathway Total | Expected | Hits | P-value FDR Genes
GO:0051607 Defense response 215 0271 5 5,380-06 0,00441 GBP1, IFIT3, CXCL10, ISG15,
to virus IF144L

GO:0009615 | Response tovirus | 325 | 0409 | 5 | 396e05 | 0014 | CBPLIFIT3 CXCLIO ISGLS,

IF144L
_ Immune effector GBPL, IFIT3, CXCL10, ISG15,
GO:0002252 D ocoss 576 | 0726 | 6 | 51305 | 0,014 il iz
GO:0051707 Response _to other 716 0,902 5 0,00155 0,258 GBP1, IFIT3, CXCL10, ISG15,
organism IF144L
GO:0006952 | Defense response | 1510 | 1,9 7 | o0oo161 | o258 | GBPL IFITS, CXCL1O, ISGIS,

IF144L, GNG7, TNFAIP6

Response to biotic GBP1, IFIT3, CXCL10, ISG15,

GO:0009607 il 749 | 0,944 5 | 000189 0,258 L

, GBPL, IFIT3, CXCL10, ISG15,
G0:0006955 | Immune response | 1430 1,8 6 0,00634 0,743 IF144L, CD79A
GO:0019221 | CYtokine_mediated | o7, | 44 3 0,0108 1 GBPL, IFIT3, ISG15

signaling pathway

Immune system GBP1, IFIT3, CXCL10, ISG15,

G0:0002376 process 2720 3,42 8 0,012 1 IF144L, MZB1, CD79A, CCNB2
. Multi_organism GBP1, IFIT3, CXCL10, ISG15,
G0:0051704 process 1710 2,15 6 0,015 1 IFI44L. TOP2A

FDR (False Discovery Rate); Yanlis Kesif Oran1
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GO:BP

4%

1%
3%

Defense response to virus W Response to virus

Immune effector process M Response to other organism

Defense response M Response to biotic stimulus
B Immune response M Cytokine_mediated signaling pathway
= Immune system process Multi_organism process
W G2/M transition of mitotic cell cycle H Cell_cell signaling

B cell activation Chromosome condensation

Apoptotic nuclear changes Innate immune response
M Cellular monovalent inorganic cation homeostasis Cell cycle checkpoint

Sekil 4.13. GSE51405(K)-GSE29998(MK) igin ortak DEG’lerin (n=22)
kiimelendikleri biyolojik siireglerle iliskili istatistiksel olarak anlamli tim GO
terimleri (p<0,05). Daire diliminin biyiikligi ilgili yolagin anlamlilik derecesiyle
dogru orantilidir. En anlamli yolagi igeren daire dilimi ayr1 gosterilmistir.

GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) ig¢in biyolojik siireglerde ortak DEG’lerin
kiimelendigi istatistiksel olarak anlamli 46 farkli GO terimi saptanmustir. Bu terimler
arasinda GSE72625 IEL(+)-GSE29998(MK) igin istatistiksel olarak en anlamli olan
“viriislere kars1 savunma yanit1” (p=5,92e-06) olarak belirlenmistir. CVID_IEL-GC
i¢in istatistiksel olarak anlamli ilk 10 GO-BP terimi Cizelge 4.13.’de ve anlamli tiim

GO-BP terimleri Sekil 4.14.”de gosterilmistir.
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Cizelge 4.13. GSE72625 IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=9)
kiimelendikleri biyolojik siireglerle iligkili istatistiksel olarak en anlamli 10 GO
terimi (p<0,05).

59

GO terimi Pathway Total | Expected | Hits | P-value FDR Genes
GO:0051607 Defe’t‘gevirfjsonse 215 | 0,135 4 | 592e-06 | 0,00472 | GBP1, CXCL10, CXCLY, IFITM1
GO:0002252 Immune effector 576 0,363 5 1,15¢-05 | 0,00472 GBP1, CXCL10, CXCL9, IFITM1,
process MzZB1
GO:0009615 | Response to virus | 325 | 0,205 4 | 3,03e-05 | 0,00827 | GBP1, CXCL10, CXCLY, IFITM1
_ GBP1, CXCL10, CXCLY, IFITML,
G0:0006952 | Defense response | 1510 0,951 6 8,71e-05 | 0,0178 TGM2, UBD
GO:0051707 Res%ﬁgﬁlg’rﬁther 716 | 0451 4 | 0000644 | 0,03 | GBPL1, CXCL10, CXCLY, IFITM1
G0:0009607 | , Response to 749 | 0472 4 | 0000764 | 0103 | GBP1,CXCL10, CXCLY, IFITM1
biotic stimulus
GO:0006955 | Immune response | 1430 | 0899 | 5 | 0000881 | 0103 | CBPLCXCLID CXCLY, IFITML
. Response to GBP1, CXCL10, IFITM1, MZB1,
GO:0010033 | - hetance | 2500 | 157 6 | 000147 | 0,151 UBD, NQOL
, Response to GBP1, CXCL10, CXCLY, IFITML,
GO:0042221 | - PHEE P | 3830 | 241 7 | 00021 | o191 MZB1, UBD, NOOL
. Immune system GBP1, CXCL10, CXCLS9, IFITM1,
GO:0002376 rosess 2720 | 171 6 | 000233 | 0,101 MZBL UBD
FDR (False Discovery Rate); Yanlis Kesif Oram




Go:Bp 3%

2%
Defense response tovins B Immune effector process
Response to virus M Defense responss
N Response to other organism M Response to biotic stimulus
Immune response B Response to organic substance
B Response to chemical stimulus M Immune system process
Response to sress M Response to nutrient
B Positive regulation of |_kappaB kinase/ NF_kappaB cascade B Inflammatory response
¥ Innate immune response M Regulation of |_kappaB kinase/NF_kappaB cascade
u Resulation of cell proliferation m|_kappaP kinase/NF_kappaB cascade
N Response to external stimulus M Positive regulation of cell proliferstion
Responze to nutrient levels W Muli_organism process
u Response to exracellular stimulus Cytokine mediated signaling pathway
0 Cell proliferation M Sensory perception of taste
Regulation of cell migration M Regulation of response to extemal stimulus
u Superoxide metabelic process Apoptotic process
Apoptotic process Regulation of immune system process
Programmed cell death Megative regulation of angiogenesis
Cell surface receptor signaling pathway Cellular defense response
B Resulation of response to stimulus Phospholipase C_activating G_protein coupled receptor signaling pathway
Response to heat Viral genome replication
Cell_cell signaling M Response to wounding
Positive regulation of cellular process m Cellular response to stimulus
Excretion Response to endogenous stimulus

Sekil 4.14. GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=9)
kiimelendikleri biyolojik stireglerle iliskili istatistiksel olarak anlamli tim GO
terimleri (p<0,05). Daire diliminin biyiikligi ilgili yolagin anlamlilik derecesiyle
dogru orantilidir. En anlamli yolagi igeren daire dilimi ayr1 gosterilmistir.

GO zenginlestirme analizi sonucunda GSE51405(K)-GSE29998(MK) igin
molekiiler fonksiyonlarda ortak DEG’lerin kiimelendigi istatistiksel olarak anlamli 3
GO terimi arasinda en anlamli terim “Elektron tasiyici aktivite” (p=0,0128) olarak
belirlenmistir. GSE51405(K)-MK  igin istatistiksel olarak anlamli olan GO-MF
terimleri Cizelge 4.14.de ve Sekil 4.17.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.14. GSE51405(K)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=22)
kiimelendikleri istatistiksel olarak anlamli olan GO-MF terimleri (p<0,05).

GO terimi Pathway Total Expected Hits | P-value | FDR Genes

Electron carrier

G0:0009055 activity

158 0,175 2 0,0128 1 CYP2S1, TXNDC5

G0:0016853 Isomerase

L 170 0,188 2 0,0148 1 TXNDC5, TOP2A
activity

Regulation of
DNA_dependent
transcription
elongation

G0:0032784 37 0,0409 1 0,0401 1 TCEA3

FDR (False Discovery Rate); Yanlis Kesif Oran1

GO:MF

40%

M Electron carrier activity
B Isomerase activity

M Regulation of DNA_dependent transcription elongation

Sekil 4.15. GSE51405(K)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=22)
kiimelendigi istatistiksel olarak anlamli olan GO-MF terimleri (p<0,05). Daire
diliminin buyikligi ilgili yolagin anlamlilik derecesiyle dogru orantilidir. En
anlamli yolag: igeren daire dilimi ayr1 gosterilmistir.

GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in tanimlanan istatistiksel olarak anlamli GO-
MF terimleri igerisinde en anlamli olan ise “Kemokin aktivitesi” (p=0,000414)
olarak belirlenmistir. GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in istatistiksel olarak
anlamli ilk 10 GO-MF terimi Cizelge 4.15.’te ve tiim anlamli GO-MF terimleri Sekil
4.16.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.15. GSE72625 IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=9)
kiimelendigi istatistiksel olarak anlamli ilk 10 GO-MF terimi (p<0,05).

GO terimi Pathway Total | Expected | Hits | P-value | FDR Genes
SO000800 | chemokine activity | 50 | 00311 | 2 |0000414| 0161 CXCL10, CXCLY
G0:004237 Chemol_(ing receptor 75 0,0466 2 0,000931 | 0,181 CXCL10, CXCL9
9 binding
SO000IZ | cytokineactivity | 220 | 0137 | 2 | 000771 | 0829 CXCL10, CXCL9
GO:000166 | G_protein coupled | o) | 514y 2 | 000854 | 0,829 CXCL10, CXCL9
4 receptor binding
G0:000512 Cytokllne _receptor 266 0,165 2 0,0111 | 0,862 CXCL10, CXCL9
6 binding
0000552 GTP binding 371 | 0231 | 2 | 00209 | 1 GBPL, TGM2
GO:001900 |  Guanyl nucleotide | 5y | (55 2 | 00243 | 1 GBPL, TGM2
1 binding
G0:000527 Sodlum_ c_hannel 43 0,0267 1 0,0264 1 SCNN1A
2 activity
GO:0019%0 | Proteindomain | ggq | g4 | 5 | 00449 | 1 TGM2, SCNN1A
4 specific binding
SO001820 | antioxidantactivity | 75 | 00466 | 1 | 00457 | 1 NQO1
FDR (False Discovery Rate); Yanlig Kesif Oram

GO:MF
11% 11%
11%

11%

11%

Chemokine activity
Chemokine receptor binding
M Cytokine activity
m G_protein coupled receptor binding
B Cytokine receptor binding
B GTP binding

Sekil 4.16. GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in ortak DEG’lerin (n=9)
kiimelendigi istatistiksel olarak anlamli tim GO terimleri (p<0,05). Daire diliminin
biiytikliigii ilgili yolagin anlamlilik derecesiyle dogru orantilidir. En anlamli yolagi
iceren daire dilimi ayr1 gosterilmistir.

Ayrica GSE51405(K)-GSE72625 IEL(+)-GSE29998(MK) i¢in 3 hub genin
(MZB1,GBP1,CXCL10) IPA yazilimi kullanilarak gergeklestirilen molekiiler

yolaklardaki zenginlestirme analizi sonucunda en anlamli yolak “immiin hiicrelerin
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hiicre olimi” (p=7,32E-05) olarak tespit edilmistir. Sekil 4.17.’de bu analiz
sonucunda 3 hub gen (MZB1,GBP1,CXCL10) ile zenginlestirilmis istatistiksel olarak

anlamli kanonik yolaklar gosterilmistir (p<0,05).

Cell death%ﬁune cells

GBP1

cxef 10

Apoptosis Systemic autoimmune syndrome

© 2000-2021 QIAGEN. All rights reserved.

Sekil 4.17. MZB1,GBP1,CXCL10 genlerinin IPA molekiiler yolak zenginlestirme
analizi (p<0,05). Grafik, IPA yazilim1 (IPA, Qiagen Inc., Almanya) kullanilarak
olusturulmustur.

4.4. mikroRNA-Hub Gen Etkilesim Analizi

GSE51405(K)-GSE29998(MK) ve  GSE72625_ IEL(+)-GSE29998(MK)  veri
setlerinden elde edilen hub genlerin regiilator miRNA’lar1 miRDIP veri tabam
kullanilarak belirlenmistir. GSE51405(K)-GSE29998(MK) veri seti igin 10 hub gen
(Cizelge 4.3.), GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) veri seti i¢in 5 hub gen (Cizelge
4.5) analize dahil edilmistir.

GSE51405(K)-GSE29998(MK) veri setindeki 10 hub genin 9 tanesi mirDIP veri
tabaninda “yliksek” minimum puan arama kriterine gore tanimlidir. Belirlenen

minimum arama Kriterinde ISG15 geni igin regiilator miRNA tespit edilmemistir bu
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nedenle analizden diglanmistir. Analiz sonucunda tespit edilen 54 miRNA’nin 3
tanesi (hsa-miR-4251, hsa-miR-6832-5p, hsa-miR-7152-5p) tiger hub geni ortak
olarak hedeflemektedir. Geri kalan 51 miRNA’nin ise ikiser hub genin ortak

diizenlenmesinde olasi rol oynayabilecegi yapilan in silico analiz sonucunda

belirlenmistir (Cizelge 4.16.).

Cizelge 4.16. GSE51405(K)-GSE29998(MK) veri setinde hub genleri

miRNA’lar.

hedefleyen

miRNAs\Gene

CCNB2

CD79A

CXCL10

EPSTI1

GBP1

IF144L

IFIT3

MZB1

TOP2A

Shared
Genes

hsa-miR-4251

v

v

hsa-miR-6832-5p

hsa-miR-7152-5p

v

hsa-let-7c-3p

v
v
v

hsa-miR-1193

hsa-miR-1253

hsa-miR-1262

hsa-miR-1270

hsa-miR-1301-5p

hsa-miR-203b-3p

hsa-miR-3117-3p

hsa-miR-3122

hsa-miR-3137

&

hsa-miR-3143

hsa-miR-3156-5p

hsa-miR-3167

hsa-miR-323b-5p

hsa-miR-3659

hsa-miR-3684

hsa-miR-410-5p

hsa-miR-4280

hsa-miR-4296

hsa-miR-4483

hsa-miR-4511

hsa-miR-4516

hsa-miR-454-5p

hsa-miR-4640-3p

NN NN EAERRE

hsa-miR-4641

hsa-miR-4774-3p

hsa-miR-4796-5p

hsa-miR-5089-5p

hsa-miR-548au-3p

'NCNENES

hsa-miR-5587-5p

hsa-miR-5681b

hsa-miR-5682

hsa-miR-5699-3p

hsa-miR-644a

hsa-miR-6502-5p

hsa-miR-670-3p

hsa-miR-6748-3p

NNNENRRR

NN NN N ININ NN NN NN NN NN NN N IN (NN NN N (NI IN NN NN INININD N W w|w
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Cizelge 4.16. GSE51405(K)-GSE29998(MK) veri setinde hub genleri hedefleyen miRNA’lar (devam).

hsa-miR-6782-5p v v 2
hsa-miR-6790-5p v v 2
hsa-miR-6794-3p v v 2
hsa-miR-6826-5p [V v 2
hsa-miR-6837-3p v v 2
hsa-miR-6859-3p v v 2
hsa-miR-7161-3p v v 2
hsa-miR-758-5p v v 2
hsa-miR-769-5p v v 2
hsa-miR-7705 v v 2
hsa-miR-8063 v v 2
hsa-miR-8066 v v 2
hsa-miR-8073 v v 2
hsa-miR-876-3p v v 2

GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) veri setinde belirlenen 5 hub gen igin “yiiksek”
minimum puan kriterinde 10 miRNA tespit edilmistir. Bu miRNA’larin en fazla
ikiser hub genin ortak diizenlenmesinde olasi regiilator rollerinin bulundugu yapilan

in silico analiz sonucunda belirlenmistir (Cizelge 4.17.).

Cizelge 4.17. GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) veri setinde hub genleri
hedefleyen miRNA’lar.

miRNAs\Gene CXCL10 | CXCL9 | GBP1 | IFITM1 | UBD | Shared Genes
hsa-miR-297 v
hsa-miR-3659
hsa-miR-3913-5p
hsa-miR-4289
hsa-miR-4483
hsa-miR-450a-1-3p
hsa-miR-4658
hsa-miR-4724-5p
hsa-miR-6790-5p
hsa-miR-8083

NESESES

NSNS NN N PN ENEN
N NN NN NN NN N

NSNS

GSE51405(K)-GSE29998(MK) ve  GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK)  veri
setlerindeki hub genleri hedefleyen ve bu genlerin regiilasyonlarinda olasi rol
oynayan miRNA’larin belirlenmesinin ardindan iki ayri veri setinde ortak olan 3
miRNA (hsa-miR-3659, hsa-miR-4483, hsa-miR-6790-5p) tespit edilmistir (Sekil
4.20). Bu miRNA’lar ve veri setlerindeki hedef genleri Cizelge 4.18.’de

gosterilmistir.
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hsa-miR-3659
hsa-miR-4483
hsa-miR-6790-5p

K-MK IEL(+)-MK

Sekil 4.18. GSE51405(K)-GSE29998(MK) ve GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK)
veri setlerinde ortak miRNA’lar (K: Komplikasyon, IEL(+):artmis IEL seviyesi
olan, MK: Mide Kanseri).

Cizelge  4.18.  GSE51405(K)-GSE29998(MK)  ve  GSE72625_ IEL(+)-
GSE29998(MK) veri setlerinde ortak miRNA’lar ve hedef hub genler.

miRNA GSE51405(K)-GSE29998(MK) | GSE72625_IEL (+)-GSE29998(MK)
hsa-miR-3659 GBP1, Fl44L CXCL9, GBP1
hsa-miR-4483 GBP1, Fl44L CXCL9, GBP1
hsa-miR-6790-5p | GBP1, F144L CXCL9, GBP1

4.5. Hub Genlerin TCGA Verileri ile Karsilastirilmasi

GSE51405(K)-GSE72625 IEL(+)-GSE29998(MK) veri setlerinde tespit edilen 3
hub genin (MZB1, GBP1, CXCL10) mide kanserindeki ekspresyon seviyeleri
GEPIA2 (Gene Expression Profiling Interactive Analysis) web sayfasi kullanilarak
The Cancer Genome Atlas (TCGA)’daki RNA-seq verileri (STAD) ile
karsilastirilmistir  (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index). MZB1, GBP1, CXCL10
genlerine ait TCGA ve GTEx RNA-seq verilerinde tiimoér ve normal ornekler
arasindaki ekspresyon farklari Sekil 4.19.’da gosterilmistir. Yapilan analizlerde
CXC10 ve GBP1 genlerinin ekspresyon seviyelerinin TCGA mide Kkanseri
verilerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilirken MZB1 geni
ekspresyon diizeyleri TCGA verilerinde anlamli degildir. MZB1, GBP1, CXCL10
genlerinin  mikroarray ve RNA-seq verilerine ait ekspresyon seviyeleri

karsilastirmali olarak Cizelge 4.19.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.19. A. CXCL10, B. GBP1, C. MZB1 genlerine ait TCGA ve GTEx
verilerinde ekspresyonlar1 gosteren kutu grafigi (Kirmizi kutu tiimér 6rneklerini,

mavi kutu saglikli ornekleri ve kirmizi yildiz istatistiksel anlamliligi ifade
etmektedir).

Cizelge 4.19. Hub genlerin ekspresyonlarinin TCGA verileri ile karsilagtiriimasi.

Gen Mikroarray RNA-Seq
GSE51405(K) GSET72625_IEL(+) GSE29998(MK) (TCGA-GTEX)

MZB1 - - -

CXCL10 + + +

GBP1 + + +

+: yukari regiile, -: asag regiile, K: Komplikasyon, IEL(+):artmis IEL seviyesi olan, MK: Mide Kanseri

Bununla birlikte hastalarin patolojik evrelerine dayali olarak diferansiyel ifadeleri
hesaplayan gen ekspresyonu evre grafiklerine (stage plot) bakildiginda MZB1
geninin diferansiyel ekspresyonunun patolojik evrelerde istatistiksel olarak anlamli
oldugu (Pr(>F)=0,00865), CXCL10 ve GBP1 genlerinin diferansiyel
ekspresyonlarinin  patolojik evrelerde istatistiksel olarak anlamli olmadig1

gozlenmistir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. A. CXCL10, B. GBP1, C. MZB1 genlerine ait TCGA ve GTEXx
verilerinde gen ekspresyonu patolojik evre grafikleri.
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5. TARTISMA ve SONUC

Yaygin Degisken Immiin Yetmezlik (CVID) hastalig1 primer immiin yetmezlikler
icerisinde en sik goriilen tiirdiir. Yapilan aragtirmalar CVID hastalarinda ciddi bir
malignite yatkinligt oldugunu goéstermektedir (Bonilla, 2016; Mayor, 2018;
Mellemkjaer, 2002; Mortaz, 2016). Mide kanseri diinya genelinde CVID’li
hastalarda goriilen en yaygin malignitelerden biridir ve Italyan popiilasyonunda
yapilan bir ¢alisma ile CVID ile iliskili kanserler arasinda mide kanserinin ikinci
sirada bulundugu ve kansere bagli Oliimlerin ilk nedeni oldugu bildirilmistir
(Pulvirenti ve digerleri, 2018). Son yillarda yapilan ¢alismalarla CVID hastalarinda
yiilksek mide adenokarsinom insidanst genetik yatkinlik, kalici mukozal
inflamasyon, Helicobacter pylori enfeksiyonu, bagisiklik mikro ¢evresi ve
epigenetik degisiklikler ile iliskilendirilmistir ancak iki hastalik arasindaki
molekiiler baglanti heniiz aydinlatilamamistir (Gullo, 2020; Jia, 2017; Kramer,
2015; Leone, 2018; Rodriguez, 2007; Tak Manesh, 2017; Wang, 2018; Zare, 2019).

Bu baglamda bu tez ¢alismasinda CVID ve mide kanseri patagonezinde rol oynayan
etkin molekiiler diizenleyiciler ve ortak aday regiilatérler biyoinformatik araclar
kullanilarak arastirilmistir. Bu tez ¢alismasi arastirmacilara tedavi yaklasimi, yeni
ilag etken maddesi ve hastaligin gelisimiyle alakali in silico kanitlar sunarak
deneysel aragtirmalar i¢in bir 6n bilgi sunmayr amaglamaktadir. Bu sayede iki
hastaligin patagonezinde rol oynayan etkin molekiiler diizenleyiciler ve ortak aday
regiilatorler ileri deneysel caligsmalarla valide edildikten sonra mide kanseri ve CVID

hastaliginin prognozu, tedavisi ve kontroliinde kullanilabilecektir.

Tez kapsaminda ilk olarak NCBI-GEO veri tabanindan iki hastalik i¢in belirli
kriterlere gore secilen mikroarray veri setleri analiz edilmistir. CVID igin iki
(GSE72625, GSE51405), mide kanseri i¢in bir (GSE29998) olmak iizere {i¢ veri
setinin DEG’leri kendi igerisinde analiz edilmistir (p<0,05, log2FC>1-log2FC<-1,
adj p<0,05) ve her bir CVID veri seti mide kanseri veri seti ile karsilastirilarak ortak
DEG’ler belirlenmistir. Daha sonra ortak DEG’lerin molekiiler yolaklarda ve

biyolojik siireclerde zenginlestirme analizleri gergeklestirilmistir. Ortak DEG’ler
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iizerinden gergeklestirilen yolak zenginlestirme analizleri sonuglarma gére CVID ve
mide kanseri etiyolojisi ile iliskili olabilecek pek ¢ok molekiiler yolak, biyolojik
siireg ve molekiiler fonksiyon tanimlanmistir ve bunlar Cizelge 4.10-4.15.’te

gosterilmistir.

Yapilan biyoinformatik analizlerde GSE51405(K)-GSE29998(MK) i¢in istatistiksel
olarak en anlamli KEGG terimi “RIG-I-benzeri reseptor sinyal yolagi” (p=0,00346)
olarak belirlenmistir. RIG-1 (Retinoic acid-induced protein 1) benzeri reseptorler
viriis enfeksiyonunun anahtar sensdrleri olarak rol oynarlar ve tip I interferonlarin
transkripsiyonel indiiksiyonuna ve toplu olarak bir anti-viral konak tepkisi olusturan
diger genlere aracilik eder. RIG-I, ekzojen viral RNA'lar1 taniyarak bagisiklik
tepkisini  baglatabilmektedir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar RIG-I’in
ekspresyon seviyelerindeki azalmanin kotii prognoz ile iliskili oldugunu ve insan
mide kanserinde hiicre istilasin1 destekledigini bildirmistir (L. Chen ve digerleri,
2018). GSE72625 IEL(+)-GSE29998(MK) igin belirlenen istatistiksel olarak en
anlamli KEGG terimi ise “Toll benzeri reseptor sinyal yolagi” dir (p=0,0036). Toll
benzeri reseptorler, ¢esitli mikroplardan tiiretilen patojenle iligkili molekiiler yapilar
taniyarak dogustan gelen bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynar. Son kanitlar
ayn1 zamanda Toll benzeri reseptorlerin insan mide kanseri hiicre dizilerinde
timoriin ilerlemesine katki sagladigmnimn altin1 ¢izmektedir (Kaczanowska, Joseph ve
Davila, 2013). Yine yapilan biyoinformatik analizler sonucunda ortak DEG’lerin
CVID ve mide kanseri arasindaki baglantida biyolojik stiregclerde genel olarak
immiin sistem savunmasinda ve molekiiler olarak kemokin ve elektron tasiyicilar

olarak dnemli rollerinin oldugu dikkat ¢cekmektedir.

Veri setlerinde tespit edilen DEG’ler daha ayrintili incelendiginde GSE51405(K)-
GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) veri setlerinde 3 genin (MZB1, GBP1,
CXCL10) ortak hub genler oldugu gézlenmistir. (p<0,05, log2FC>1 ve log2FC<-1,
adj p<0,05) (Sekil 4.9). MZB1 (Marginal Zone B And B1 Cell Specific Protein) geni
ayn1 zamanda farkli bir mide kanseri veri seti olan GSE26942 ile yapilan validasyon
sonucunda GSE51405(K)-GSE72625 IEL(+)-GSE26942(MK) i¢in ortak DEG
olarak tespit edilmistir (p<0,05, log2FC>1-log2FC<-1, adj p<0,05) (Sekil 4.10).
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MZB1 (Marginal Zone B And B1 Cell Specific Protein) geni B hiicrelerinin plazma
hiicrelerine  farklilasmas1  sirasinda  indiiklenmektedir ve olgun  IgM'nin
salgilanmasinda rol oynar (Flach ve digerleri, 2010). MZB1'’in Marginal Zone B
(MZB) (Marjinal Bolge B) hiicrelerinde ve antikor salgilayan hiicrelerde ekspresyon
seviyeleri yiiksektir (Rosenbaum ve digerleri, 2014). MZB hiicreleri dolasimda
olmayan olgun B hiicreleridir ve IgM, CD21, CD1 ve CD9’u yiiksek seviyelerde
eksprese edebilir, ayn1 zamanda T hiicresinden bagimsiz bir sekilde erken adaptif
bagisiklik tepkilerine hizla dahil olabilmektedir (Martin ve Kearney, 2002). Yapilan
calismalar MZB1 geninin B hiicresi ¢ogalmasini ve ER kalsiyum depolarini regiile
ettigini, integrin aracili hiicre adezyonunu arttirdigini, T hiicresi ekspresyonunu ve
kalsiyum akigini1 diizenledigini gostermistir (Flach ve digerleri, 2010). MZB1’in
epigenetik diizenlemelerini arastiran bir baska c¢alisgmada miR-185’in MZB1
mRNA’sin1 hedefleyerek T hiicrelerinin gelisiminin durmasina ve buna bagl olarak
T hiicre lenfopenisine sebep oldugu bildirilmistir (Belkaya ve digerleri, 2013).
MZB1’in onkolojik islevi ile ilgili yeterince bilgi bulunmamakla beraber Matsumura
ve digerlerinin yaptigi yakin tarihli bir ¢alismada MZB1 geni ekspresyonunun
metilasyon aracili susturulmasinin, hepatokarsinogenezde 6nemli bir rolii oldugu ve
hepatoselliiler karsinomda baskilayici aktivitesinin kaybina yol agtigi bildirilmistir
(Matsumura ve digerleri, 2012). Artan kanitlar mide kanseri dokusunda MZB1 geni
ekspresyonunun siRNA aracili inhibisyonunun mide kanseri hiicrelerinin
cogalmasina, yayilmasina ve gogiine katkida bulundugunu ve MZB1’in mide
kanserinde supresor (baskilayict) bir roliiniin oldugunu bildirmektedir (Kanda ve
digerleri, 2016). Bu noktada ¢aligmamizda elde ettigimiz in silico kanitlar literatiir
verileriyle uyumlu olup MZB1 geninin hem CVID hem de mide kanserinde diisiik
ekspresyon seviyelerinin goriilmesi (Cizelge 4.2) bu geni iki hastaligin molekiiler

etiyolojisinde ortak aday bir molekiiler biyobelirteg haline getirmistir.

Onemli ortak hub genlerden olan CXCL10 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 10)
geni ise, CXC alt ailesinin bir kemokinini ve CXCR3 reseptoriiniin ligandini
kodlamaktadir. Bu proteinin CXCR3'e baglanmasi sonucunda monositlerin
uyartlmasi, dogal katil hiicrelerin ve T hiicrelerinin gog¢ii ve adezyon molekiili

ekspresyonunun modiilasyonu dahil olmak iizere immiin yanitta gorev alan pek ¢ok
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islev gerceklesir. CXCL10 periferik bagisiklik hiicrelerinin  farklilagmasi ve
aktivasyonu, kemotaksisi, hiicre biiylimesinin diizenlenmesi, anjiyostatik etkilerin
modiilasyonu ve apoptoz gibi gesitli biyolojik siireglerde yer alan proinflamatuar bir
sitokin gorevindedir. Bu sayede bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu ve enfekte
olmus bolgelere goglinli uyararak viral enfeksiyonlar sirasinda énemli bir rol oynar

(Angiolillo, 1995; Romagnani, 2001; Sidahmed, 2012).

Bir diger ortak DEG olan GBP1 (Guanylate Binding Protein 1) ise ekspresyonu
interferon tarafindan indiiklenen diger guanilat baglayici proteinler gibi guanin
niikleotidlerini (GMP, GDP ve GTP) spesifik olarak baglama yetenegiyle
karakterize, dogustan gelen bagisiklikta 6nemli bir role sahip oldugu bilinen bir
gendir. Yapilan ¢aligmalarda enteropatisi olan CVID hastalarinda ve gastrointestinal
inflamasyonu olan ve olmayan ¢esitli inflamatuar komplikasyonlar1 bulunan CVID
hastalarinda bagisiklik yanitinda rol oynayan CXCL10’un da dahil oldugu
kemokinlerin ve GBP1’in disregiilasyonlari bildirilmistir (Park, 2013; Shulzhenko,
2018). Bir bagka ¢alisma plazma CXCL10 seviyelerindeki diizensizligin CVID'de
immiin diizensizligin potansiyel bir biyolojik belirteci olabilecegini vurgulamaktadir
(Hultberg, Ernerudh, Larsson, Nilsdotter-Augustinsson ve Nystrom, 2020). Farkl
bir ¢alisma CXCR3 ligandi tarafindan indiiklenen CXCL10 aktivasyonunun mide
kanseri hiicrelerinde hiicre istilasini ve gogiinii arttigini desteklemektedir (Zhou, Wu,
Wang, Zhang ve Liu, 2016). Bir diger ¢alismada tekrarlayan mide kanseri olan
hastalarda tiimor drenaj kaninda ve periferik kanda CXCL10 ve diger CXC kemokin
ligand ailesi iiyelerinin seviyelerinin niiksii olmayan hastalara oranla daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (X. Chen, Chen, Jin ve Huang, 2020). Meng ve digerleri ise
mide kanseri hiicrelerinde ger¢eklesen otofajinin inhibisyonu ile JNK sinyalinin
baskilanmasi ve ardindan CXCL10 ekspresyonunun indiiklenmesi araciligiyla timor
ici CXCL10'un, mide kanserinde T lenfositlerin tiimor igi infiltrasyonuna katkida
bulundugunun altin1 ¢izmektedir (Meng, Zhang ve Hu, 2020). Yakin tarihli bir bagka
yayinda ise mide kanserinde bagisikliktan kagis faktorii olarak kanser immiinite
dongiisiinde anahtar rol oynayan PD-L1’in (Programmed death-ligand 1)

(programlanmig  Oliim ligand1 1) ekspresyon seviyelerinin diizenlemesinde
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CXCL9/10/11’in rol oynadigi ve PD-L1 ekspresyonunu yukari yonde regiile ederek
kanserojeneze katki sagladi bildirilmistir (C. Zhang ve digerleri, 2018).

MzZB1, GBP1, CXCL10 genlerinin IPA yazilimi kullanilarak gergeklestirilen
molekiiler yolaklardaki zenginlestirme analizi sonucunda istatistiksel olarak en
anlamli yolaklar CVID ve mide kanseri etiyolojisi ile iliskili olabilecek immiin
hiicrelerin hiicre 6liimii (p=7,32E-05), sistemik otoimmiin sendrom (p=2,99E-04) ve

apoptoz (p=5,57E-03) olarak belirlenmistir.

CVID’li hastalarin kliniklerine bakildiginda hastalarin biiyiik bir ¢ogunlugunda eslik
eden otoimmiin bozukluklar oldugu goriilmektedir. CVID ile iligkili en yaygin
otoimmiin bozukluklar arasinda otoimmiin sitopeniler yani immiin trombositopenik
purpura ve otoimmiin hemolitik anemi bulunmaktadir. Bununla birlikte CVID
hastalarinda artrit, Sjogren hastaligi, sistemik lupus eritematozus, vaskiilit, Behget
sendromu gibi romatolojik hastaliklar ve iilseratif kolit, otoimmiin atrofik gastrit,
¢olyak hastaligi gibi gastrointestinal otoimmiin bozukluklarin  gbzlendigi
bildirilmistir (Lenti, Savioli, Achilli ve Di Sabatino, 2020). CVID’te goriilen B
hiicre olgunlagmas1 ve farklilasmasimnin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi hastaligin patogenezinin anlasilmasi agisindan oldukc¢a Onemlidir.
CVID’li hastalarda B hiicre apoptozunun arastirildigt bir ¢alismada CVID
hastalarinda uyarilmamis ve uyarilmis B hiicrelerinde toplam apoptoz, erken
apoptoz ve ge¢ apoptoz/nekrozun saglikli kontrollere kiyasla anlamli olarak yiiksek
oldugu bildirilmistir (Ganjalikhani-Hakemi ve digerleri, 2017). CVID hastalarinda B
hiicrelerinde goriilen apoptoz artisi, bozulmus endojen immiinoglobulin iiretimine ve
farklilasmig B hiicre alt gruplarinin anormalligine neden olan bir etken olabilir.
CVID hastalarinin B hiicrelerinde pro/anti-apoptotik siireglerde rol oynayan
molekiillerin ekspresyonlarina iligkin gerceklestirilecek ileri ¢aligmalar, artan B
hiicre apoptozunun arkasindaki molekiiler mekanizmaya 151k tutabilir ve potansiyel
terapotik yaklasimlar saglayabilir. Sidahmed ve arkadaslarinin aktiflestirilmis insan
primer T lenfositlerinde CXCL10'un apoptoz ve hayatta kalma agisindan etkilerinin
in vitro arastirildigi bir ¢alismada CXCL10’un IL-2 ve/veya IFNa ile birlikte T
lenfositlerinde apoptozu indiikledigi tespit edilmistir (Sidahmed ve digerleri, 2012).
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Bir baska calismada GBP1’in insanlarda ozellikle enfekte edici mikroplara yanit
veren piroptoz ve bununla birlikte apoptoz gibi hiicre 6liim yollarinin bir bekgisi
olarak rol oynadig: bildirilmistir (Fisch ve digerleri, 2019). Bu noktada literatiir
verileri IPA yazilimi kullanarak gergeklestirdigimiz molekiiler Yyolaklardaki

zenginlestirme analizi sonuglarimizi destekler niteliktedir.

Hub genlerin regiilator mikroRNA’larinin belirlenmesi igin miRDIP veri tabani
kullanilarak  gergeklestirilen in  silico analiz sonucunda GSE51405(K)-
GSE29998(MK) icin tespit edilen 54 miRNA’dan 3 tanesinin (hsa-miR-4251, hsa-
miR-6832-5p, hsa-miR-7152-5p) tiger hub geni (sirasiyla CCNB2, CXCL10,
EPSTI1; EPSTI1, IFI44L, IFIT3; CXCL10, EPSTI1, IFI44L) ortak olarak
hedefledigi gozlenmistir. Geri kalan 51 miRNA’nin ise ikiser hub genin ortak
diizenlenmesinde olasi rol oynayabilecegi yapilan biyoinformatik analiz sonucunda
belirlenmigtir. GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) veri setinde ise hub genleri
hedefleyen 10 miRNA tespit edilmistir. Gergeklestirilen in silico analiz sonucunda
bu miRNA’larin en fazla ikiser hub genin ortak diizenlenmesinde olasi regiilator
rollerinin bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.16.-4.17.). Ardindan GSE51405(K)-
GSE29998(MK) ve GSE72625_IEL(+)-GSE29998(MK) veri setlerindeki hub
genleri hedefleyen ve bu genlerin regiilasyonlarinda olasi rol oynayan ortak
miRNA’lar venn grafigi ile belirlenmistir. Analiz sonucunda ortak 3 miRNA
regiilatori (hsa-miR-3659, hsa-miR-4483, hsa-miR-6790-5p) tespit edilmistir (Sekil
4.20). Bu miRNA’larin (hsa-miR-3659, hsa-miR-4483, hsa-miR-6790-5p)
GSE51405(K)-GSE29998(MK)  veri setinde GBP1, FI44L genlerinin ve
GSE72625 IEL(+)-GSE29998(MK) veri setinde CXCL9, GBP1 genlerinin
regiilasyonunda olast rollerinin olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak heniliz bu
bulgularimiz1 destekleyen herhangi bir literatiir verisi bulunmamaktadir. Bununla
beraber gergeklestirilen in silico analizler sonucunda belirlenen hub genlerin ortak
diizenlenmesinde olas1 rol oynayabilecek bu aday miRNA’larin CVID’e bagli mide
kanserinde terapotik yaklasimlar: kolaylastirmast muhtemeldir ve ileri deneysel

calismalarla valide edilmesi 6nem arz etmektedir.
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Ayrica bu tez kapsaminda GSE51405(K)-GSE72625 IEL(+)-GSE29998(MK) veri
setlerinde tespit edilen 6nemli ortak 3 hub genin (MZB1, GBP1, CXCL10) mide
kanserindeki ekspresyon seviyelerinin validasyonlari i¢in mikroarray verileri ve The
Cancer Genome Atlas (TCGA)’daki RNA-seq verileri (STAD) ile karsilastirilmustur.
Cizelge 4.19.°da MZB1, GBP1, CXCL10 genlerinin tez kapsaminda kullanilan
mikroarray veri setlerinde ve TCGA RNA-seq verilerinde ekspresyon yonleri
gOsterilmistir. Analiz sonuglarinda GBP1 ve CXCL10 genlerinin ifade profillerinin
mikroarray sonug¢larinda ve RNA-seq verilerinde uyumlugu oldugu goézlenirken,
MZBL1 geninin mikroarray sonuglari ve RNA-seq verileri arasinda farklilik oldugu
gozlenmistir. MZB1 geni GSE29998(MK) ve GSE26942(MK) veri setlerinde asagi
regiile iken TCGA verilerinde (STAD) tiimér ve normal Ornekler arasinda
ekspresyon seviyelerinde anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Bu noktada GBP1 ve
CXCL10 genlerinin CVID’e bagli mide kanserinde ortak 6énemli hub genler oldugu,
ileri diizey calismalarda Onemli birer aday biyobelirte¢ olabilecegi sodylenebilir.
Bununla birlikte CXCL10 ve GBP1 genlerinin diferansiyel ekspresyonlarmin
patolojik evrelerde istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edilirken, MZB1
geninin diferansiyel ekspresyonunun mide Kkanserinin patolojik evrelerinde
istatistiksel olarak anlamli oldugu (Pr(>F)=0,00865) belirlenmistir. Ayrica MZB1
geninin mide kanseri lizerindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismalar, bu genin CVID
ve mide kanseri arasindaki molekiiler baglantida 6nemli bir role sahip olabilecegini
diistindiirmektedir ancak MZB1 geninin mide kanserinde molekiiler etiyolojisinin
oneminin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

Sonug olarak, tez ¢alismamiz CVID ve mide kanseri icin ortak yolaklar ve aday
molekiiler biyobelirte¢lerin yani sira 6nemli ortak hub genlerin oldugunu ve bu
bulgularmn  CVID  hastalarinin  mide  kanserine  yatkinliklarinda  risk
degerlendirmesinde ve ayni zamanda terapotik yaklasimlarda goz Oniinde
bulundurulmasi gerektigini énermektedir. Mevcut tez c¢alismasi, in silico temelli
bulgularinin olmas1 ve sonuglarinin deneysel olarak test edilmemis olmasi gibi bazi
limitasyonlara sahiptir. Bu nedenle mevcut bulgularimizin ileri deneysel

arastirmalarla da dogrulanmasi gerekmektedir. Ancak sonuglarimiz literatiir verileri
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ile karsilagtirildiginda metodoloji ve bulgularimizi destekleyen Onemli deneysel
kanitlar mevcuttur. Bu sonuglar, daha fazla arastirma ve deneysel arastirmalarla
desteklendiginde ilag yeniden konumlandirma, risk degerlendirme ve ilag gelistirme

arastirmalarina da veri olusturma potansiyeli bulunmaktadir.
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